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FRAKTALNA I  TEKSTURALNA  ANALIZA STRUKTURNE 

KOMPLEKSNOSTI NUKLEUSNOG HROMATINA U 

POSTNATALNOM RAZVOJU I STARENJU 

 
 

REZIME 
 
 

Prethodne studije su utvrdile da tokom starenja veliki broj 

bioloških struktura kao što su tkiva i  organi gubi svoju kompleksnost i  

da takav gubitak  vodi smanjenoj sposobnosti adaptacije na fiziološki 

stres.  Međutim, za sada nema podataka da li  se slične strukturne 

promene dešavaju na individualnim ćelijama i njihovom genetskom 

materijalu.   

Strukturna kompleksnost se može kvantifikovati na nekoliko 

načina. Skorašnje studije su utvrdile da h romatin,  kao i  mnoge druge 

biološke strukture u svojoj morfologiji  ispoljavaju karakteristike 

fraktala.  Koncept fraktala se u osnovi bazira na principu samosl ičnosti,  

odnosno na činjenici da manji delovi nekog fizičkog ili  biološkog 

sistema nalikuju sistemu kao celini.  Kompleksnost fraktalnih struktura 

se može meriti  određivanjem fraktalne dimenzije  i  lakunarnosti kao dva 

najznačajnija parametra fraktalne anali ze.  Kao dodatak fraktalnoj  

analizi,  danas se često ko risti i  teksturalna analiza uz pomoć koje se  

mogu odrediti parametri teksturalne heterogenosti i  neuređenosti  

biološke strukture kao što je entropija.  U našoj studiji ,  na mišijem 

eksperimentalnom modelu,  ispitivane su starosne promene u 

strukturnoj kompleksnosti nukleusnog hromatina na ukupno 10 

ćelijskih populacija u timusu, slezini,  bubregu i jetri .  Takođe  su opisane  



promene u kompleksnosti  nukleusne strukture na kulturi ćelija nakon 

indukcije DNK oštećenja UV zračenjem.  

Istraživanje je obavljeno na 80 miševa muškog pola,  poreklom iz 

Vivarijuma za eksperimentalne životinje Instituta za Medicinsku 

fiziologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. Pilot istraživanje je 

obavljeno na grupi od 16 miševa u kojoj  j e prva životinja bila 

novorođena, a svaka sledeća životinja je bila 30 dana starija od 

prethodne (najstarija životinja je bila stara 450 dana).  Glavni deo 

istraživanja  na eksperimentalnim životinjama  je sproveden na ukupno 

64 životinje podeljene u 8 staro snih grupa (n=8): 0,  10,  20, 30, 120,  

210, 300 i 390 dana.  

  Eksperimentalni protokol je dizajniran po sledećoj proceduri:  

merenje telesne mase, žrtvovanje životinja cervikalnom dislokacijom, 

ekstirpacija timusa, slezine,  bubrega i  jetre,  fiksiranje u Car noy 

fiksativu, kalupljenje u Paraplastu,  pravljenje isečaka debljine 5 μm. 

Isečci tkiva sva četiri organa su potom obojeni tehnikama 

Hematoksilin/Eozin i  Toluidin plavo. Tkivo slezine i  timusa je dodatno 

obojeno Gimza metodom, a tkivo bubrega Azo carmine a niline blue 

(AZAN) metodom.  

Nakon bojenja,  pristupilo se pravljenju digitalnih mikrografa 

tkiva uz pomoć Olympus C -5060 Wide Zoom kamere postavljene na 

Olympus BX41 svetlosni mikroskop (uveličanje 1000x, imerzioni 

objektiv 100x).  Digitalni  mikrografi tkiv a su napravljeni  i  obrađeni po 

uzoru na našu prethodnu studiju  (Pantic & Pantic,  2012) .  Za svako 

ispitivano tkivo, uz pomoć specijalnog softvera ImageJ Nacionalnog 

instituta za zdravlje (SAD) i  specijalnih integrisanih podprograma 

određena  je srednja vrednost fraktalne dimenzije,  lakunarnosti,  

entropije,  varijanse,  angularnog drugog momenta,  teksturalnog 

kontrasta,  teksturalne korelacije i  inverznog momenta razlike.   



Za merenje strukturne kompleksnosti hromatina korišćene su 

sledeće ćelijske populacije  obojene hematoksilin/eozin tehnikom : u 

timusu kortikalni i  medularni timociti i  stromalne ćelije; u slezini 

limfociti  folikula,  i  eritroidne prekurzorske ćelije subkapsularnog 

hematopoeznog tkiva; u jetri hepatociti ;  u bubregu ćelije proksimalnih i  

distalnih tubula,  ćelije sabirnih kanalića kao i  ćelije macule dense. 

Analiza pojedinačnih jedara je obavljena po uzoru na sličan protokol 

opisan u našim prethodnim studijama (Pantic et al.  2012a,  Pantic et al.  

2012b).   

U in vitro  delu studije ćelije l inije U251 su t retirane UVB zracima 

talasne dužine 312 nm u ukupnom trajanju od 15 minuta.  Uzorak od 32 

individualne ćelije (vezani uzorak) je praćen kroz 12 vremenskih 

tačaka: 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 

tačka (neposredno pre UV tretmana) predstavljala je kontrolu.  Uz 

pomoć ImageJ softvera za svaku ćeliju i  njeno jedro u svakoj  

vremenskoj tački  određena 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 naše studije su ukazali da se f raktalna kompleksnost 

nukleusnog hromatina smanjuje u postnatalnom razvoju  i  starenju u 

ćelijskim populacijama kortikalnih i  medularnih limfocita timusa,  

epitelnih ćelija proksimalnih tubula bubrega, ćelija makule denze, kao i  

u hepatocitima u jetri .  Neuređenost nukleusnog hromatina eritroidnih 

prekurzorskih ćelija hematopoeznog  tkiva slezine,  merena 

teksturalnom entropijom, se povećava  sa starenjem. U postnatalnom 

razvoju i  starenju je takođe detektovano  žnačajno smanjenje fraktalne 

kompleknosti tkivne arhitekture merene fraktalnom dimenzijom u   



korteksu i meduli t imusa, korte ksu i  meduli bubrega, hematopoeznom 

tkivu slezine i  lobulusima jetre.  Fraktalna dimenzija tkivne arhitekture 

je statistički značajno korelira la sa hromatinskom fraktalnom 

dimenzijom u većini ispitivanih tkiva ,  odnosno ćelijskih populacija.  

Nakon indukcije DNK oštećenja in vitro ,  u ćelijskoj kulturi,  došlo je  do 

značajnog smanjenja i  celularne fraktalne dimenzije i  hromatinske 

lakunarnosti.  Ovi nalazi ukazuju da unutrašnji (intrinsic) faktori  

asocirani sa starenjem ćelije,  kao što su akumulacija DNK oštećenj a i  

promene u epigenetskoj regulacij i  hromatina imaju značajnu ulogu u 

starenju ispitivanih ćelijskih populacija ,  odnosno tkiva.  
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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 org ans 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, spl een, 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 immersio n 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 ImageJ  of the National Institutes of Health 

(USA) and integrated plugins,  we  determined the mean value of fractal  

dimension, lacunarity,  entropy, variance, angular s econd 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 t issue;  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 l ine 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 treat ment,  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 ImageJ 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 fracta l 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 increase d 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,  s uch 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.  
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1. U V O D  
 

1.1.  Kompleksnost hromatina i  metode za njenu kvantifikaciju  

 

     Biološke strukture kao što je nukleusni hromatin se odlikuju 

određenim stepenom strukturne kompleksnosti.  Strukturna 

kompleksnost nukleusnog hromatina je važan pokazatelj  očuvanosti i  

nivoa njegove organizacije.  U procesima tokom kojih je distribucija 

euhromatina i  heterohromatina narušena, hromatinska kompleksnost se 

menja.  Tipičan primer ovakvog procesa je apoptoza, tokom čije rane 

faze dolazi do kondenzacije i  marginalizacije hromatina, što se 

manifestuje kroz smanjenu kompleksnost (Losa & Casteli ,  2005; Pantic 

et al.  2012b).  

Tokom poslednjih nekoliko godina, prim ećeno je da hromatin kao 

biološki i  biofizički sistem poseduje tz v. fraktalne karakterisitike 

(Lebedev et  al.  2005; Bancaud et  al.  2009; Mirny, 2011).   Koncept 

fraktala se u osnovi bazira na principu samosličnosti (engl.  self -

similarity),  odnosno na činjenici da manji delovi nekog fizičkog ili  

biološkog sistema nalikuju  sistemu kao celini.  Fraktalna priroda 

hromatina je potvrđena na osnovu karakteristične,  nenasumične 

distribucije pojedinih nanomaterijala u ćelijskom jedru, kao i  na osnovu 

specifičnosti  u kinetici pojedinih hromatin -vezujućih proteina (McNally 

& Mazza, 2010).  Takođe je demonstrirano da su fraktalne osobine 

euhromatina izražene u znatno većoj meri  nego kod heterohromatina, 

što  ukazuje na potencijalni  značaj  fraktalne analize u proceni  

transkripcione aktivnosti jedra kao celine (Bancaud et al.  2009; 

McNally & Mazza, 2010).     
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U biološkim i medicinskim naukama, postoji  nekoliko načina za 

kvantifikovanje strukturne kompleksnosti.  One biološke strukture koje 

u svojoj morfologiji  ispoljavaju karakteristike fraktala mogu  se 

analizirati određivanjem fraktalne di menzije i  lakunarnosti.  Ove dve 

veličine u biologiji  i  medicini se koriste za objektivno vrednovanje,  

opisivanje i  klasifikaciju raznih struktura i  pojava koji ne podležu 

pravilima Euklidske geometrije i  do sada su uspešno 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 

bioloških struktura kao što je nukleusni hromatin u pojedinim stanj ima 

je pokazatelj  gubitka kompleksnosti.   

 Druga metoda koja se danas često koristi kao dodatak fraktalnoj  

analizi za procenu kompleksnosti bioloških struktura je teksturalna 

analiza upotrebom GLCM (Grey level co -occurrence matrix) tehnike 

(Losa & Casteli ,  2005; Park et al.  2011; Pantic et al.  2012b, P antic & 

Pantic,  2012).  Ova metoda omogućava kvantifikaciju teksturalnih 

karakteristika posmatranog biološkog sistema kao što je stepen 

homogenosti i  neuređenosti (entropije).  U fundamentalnim 

medicinskim naukama, GLCM metodom se najčešće analiziraju digita lni  

mikrografa tkiva,  odnosno ćelijskih elemenata,  a najčešći parametri koji  

se na ovaj način određuju su GLCM entropija,  GLCM varijansa,  angularni  

drugi momenat (Angular second moment),  teksturalni kontrast,  

teksturalna korelacija,  i  inverzni momenat razl ike (inverse difference 

moment).  Ove veličine 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 povećava  i li  smanjuje,  GLCM parametri  odgovaraju na 

pitanje da li  je detektovana promena kompleksnosti biološke 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 pomoću konvencionalne svetlosne mikrokopije 

hromatin se ispoljava kao mozaik isprepletanih tamnih i  svetlih polja u 

nukleusu interfazne ćelije čineći  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 uočljivih svetlosnom 

mikroskopijom može uticati na sveukupnu kompleksnost hromatina.  

Kondenzacija hromatina u  osnovi predstavlja stepen izuvijanosti  

hromatinske strukture.  On se menja normalno tokom ćeli jskog ciklusa,  

tako da na početku mitoze ćelije (profazi),  kondenzacija hromatina je 

na višem nivou nego tokom perioda kad se ćelija ne deli (interfaza).  

Takođe ,  jedan od prvih fenomena koji  se dešavaju u ranom stadijumu 

apoptoze predstavlja upravo kondenzacija hromatina.  U mnogim 

slušajevima kondenzacija je svojevrsna priprema genetskog materijala 

za kasniju fragmentaciju DNK tokom apoptoze.  

Distribucija,  i li  topografski raspored euhromatina odnosno 

heterohromatina u jedru ćelije je takođe važan faktor koji može uticati  

na fraktalne i  teksturalne karakteristike ćelije  (Vido et  al .  2011; Ferro 

et al.  2011).  Hromatin koji u nukleusnoj strukturi ima ravnomernu 

distribuciju,  odnosno nizak stepen heterogenosti,  će imati manju 

vrednost teksturalne neuređenost i  (entropije) od hromatina sa 

nepravilnom distribucijom. Nukleusna struktura u kojoj  postoje polja 

bez prisustva vidlj ivog hromatina (lakune) će imati veće vrednosti  
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pojedinih parametara strukturne kompleksnosti,  kao što je npr.  

lakunarnost (Pantic et al.  2012d) .   

Tipičan primer procesa u kome dolazi  do menjanja hromatinske 

distribucije je marginalizacija hromatina koja se kao i  kondenzacija 

dešava u ranim stadijumima apoptoze,  ali  i  mnogim drugim patološkim 

stanjima kao što je npr.  infekcija pojedinim virusima (Strang et al.  

2012).  U našoj  prethodnoj studiji ,  sugerirali  smo da bi određeni 

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  bioloških 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 fiziološki stres (Lipsitz & 

Goldberger,  1992; Goldberger et al.  2002; Lipsitz,  2004; Zhang et al.  

2007; Shamir et al.  2009) .   Gubitak kompleksnosti je u ve ćini slučajeva 

dokazan smanjenim vrednostima fraktalne dimenzije tkiva,  odnosno 

organa. Kad je u pitanju GLCM analiza,  Shamir i  saradnici (2009)  su na 

animalnom modelu našli  da se entropija tkiva povećava tokom 

postnatalnog razvoja i  starenja,  što se takođ e može tumačiti  kroz 

smanjenje tkivne komleksnosti .   

Sve dosadašnje 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,  
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2004; Zhang et al .  2007; Shamir et  al.  2009) .  Na ovaj način su 

prevashodno ispitivani spoljni (extrinsic) faktori koji  dovode do 

smanjene funkcije tkiva tokom starenja kao što su poremećaji u 

međućelijskoj komunikaciji  i  citoarhitektonici.  Sa druge strane, uloga  

unutrašnjih (intrinsic) faktora,  kao što je akumulacija DNK oštećenja u 

jedru ćelije ,  kao i  razni epigenetski  činioci (poremećaj regulacije 

organizacije hromatina) tokom starenja je za veliki broj tkiva i  dalje 

nepoznata.   

Postoji nekoliko eksperimentalni h modela za ispitivanje starenja 

na pojedinačnim ćelijskim strukturama. U in vitro  studijama na 

ćelijskim kulturama, često se koristi model tzv.  indukovanog starenja,  u 

kome se pomoću ultraljubičastog zračenja (tzv.  photoaging) na 

izolovanim ćelijama izazivaju promene karakteristične za starenje,  

poput akumulacije DNK oštećenja,  i  akti vacije mehanizama DNK 

popravke (Almagor & Cole ,  1989; Nyström & Osiewacz ,  2004; Rochette 

& Brash, 2010; Mund et al.  2012) .  Na ovaj način u relativno kratkom 

vremenskom periodu (nekoliko časova),  možemo pomoću svetlosne 

mikroskopije posmatrati  morfološke promene na izolovanim ćelijma i  

njihovim jedrima. U studijama  na oglednim životinjama ,  postoje dva 

potencijalna pristupa za ispitivanje uticaja starenja na ćelije,  odnosno 

tkiva .  Prvi način podrazumeva formiranje različitih starosnih grupa i  

ispitivanje da li  postoji statistički značajna razlika između grupa u 

ispitivanom parametru. Drugi pristup bi bio formiranje jedne grupe u 

kojoj su životinje različite životne dobi sa ciljem da se ispitivanja da li  

postoji statistički  značajna povezanost (korelacija) između starosti i  

testiranog parametra.  U ovom radu, opredeli li  smo se za kombinaciju 

modela starenja na  eksperimentalnoj životinji  (miš),  i  in  vitro modela 

UV-indukovanog starenja na ćelijskoj kulturi.  
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        U našoj skorašnjoj studiji  (Pantic et al.  2012b) smo pokazali da su 

određeni GLCM parametri hromatina limfocita u germinativnim 

centrima slezine potencijalno važni pokazatelji  finih ultrastrukturnih 

promena koje se dešavaju tokom kondenzacije i  marginalizacij e 

hromatina u ranoj apoptozi .  Detektovana je statistički značajna 

korelacija između entropije,  angularnog drugog momenta i  inverznog 

momenta razlike sa jedne strane i  konvencionalnih parametara veličine 

i  oblika jedra sa druge strane. Ovo je ukazalo na značaj GLCM kao 

metode u detekciji  diskretnih promena u kompleksnosti hromatina  

tokom procesa umiranja ćelije,  koje je nemoguće uočiti  standardn om 

svetlosnom mikroskopijom  (Pantic et al .  2012b).  

U našoj drugoj studiji  (Panti c & Pantic,  2012) smo pokazali da je 

teksturalna entropija validan i  senzitivan indikator neuređenosti  tkiva  

germinativnog centra slezine kao mere strukturne degradacije nakon 

pokretanja imunskog odgovora . Na osnovu rezultata ove studije 

zaključili  smo da je GLCM metoda primenljiva ne samo za analizu 

pojedinačnih ćelijskih struktura (hromatin),  već i  za analizu starosno-

zavisne strukturne degradacije tkiva kao celine ,  što je u sk ladu sa 

nalazima drugih autora (Shamir et al.  2009) .   

  

1.3. Strukturne promene u tkivima i organima tokom starenja  

 

Procesi  koji karakterišu fiziološko starenje u širem smislu,  

počinju već od samog početka individualnog života,  od samog začeća.  U 

toku ćelijskih diferencijacija od nediferentovanih ćelija nastaju 

progresivno starije ćelije koje na kraju,  ispoljavajući  degenerativne 

promene, završavaju svoj životni 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  pošto se izvesno vreme održava 

maksimum vitalnosti,  organizam u drugoj fazi slabi i  propada. Ponekad 

se starenjem naziva samo druga faza (Lata & Walia 2007),  međutim,  

granicu izmedju ove dve faze teško je odrediti .  U ovom radu se  

izučavaju strukturne   promene nukleusnog hromatina u postnatalnom 

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

 U toku normalnog starenja nastaju brojne promene u organizmu 

koje treba razlikovati od bolesti .  Fiziološko il i  normalno starenje 

dovodi do smanjenja sposobnosti  adaptacije organizma koji  k ao 

posledica toga postaje osetljivij i  na povrede i  infekcije,  i  smanjuje 

sposobnost homeostaze i  regulacije funkcionalnih sistema. I ako 

promene fiziološkog starenja nastaju kod svih jedinki,  postoje 

individualne,  sistemske i  organske razlike  u brzini tih promena a važno 

je naglasiti  i  to da brzina tih promena može b iti  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 

drugačiju dinamiku starenja nego što je to slučaj sa ostalim tkivima i  

organima. Imunski sistem u postnatalnom razvoju sazreva relativno 

brzo, a u adultnoj  životnoj dobi mnoga tkiva imunskog si stema podležu 

atrofičnim promenama  (Reed et al.  1998;  Appay et  al.  2010; Cesta et  al.  

2006).  

             Starosne promene u imunskom sistemu povećavaju osetljivost 

prema infekcijama, tumorima i imunskim bolestima  (Reed et al.  1998).  

Ovo se dešava kao posledica nekoliko fenomena. Prvo, s a 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 ćelija urođene imunosti kao što su 

neutrofi lni granulociti  ili  NK ćelije,  je takođe smanjeno sa starenjem. U 

starij ih osoba ,  u poređenju sa mladom populacijom, verovatnoća 

nastanka smrtnog ishoda  je  3 puta veća kod pneumonije ili  sepse,  3 do 

5 puta veća kod urinarnih infekcija ,  i  15 do 20 puta veća kod 

apendicitisa (Reed et al.  1998).   

Involucija timusa počinje posle adolesc encije a nivo timusnih 

hormona važnih za razvoj leukocita  se smanjuje posle 30. godine života  

života (Appay et  al.  2010) .  Formiranje T -  limfocita u humanom timusu 

posle puberteta se značajno  smanjuje  što korelira sa smanjenim 

odgovorom imunskog sistema na antigene (merenog kožnim testovima).  

U ranom adultnom stadijumu života,  funkcionalni parenhim timusa se 

ubrzano zamenjuje fibroznim vezivnim tkivom što se jasno može uočiti  

svetlosnom mikroskopijom. U drugoj polovini adultnog života timus je 

skoro u potpunosti  zahvaćen atrofičnim promenama, a timusni hormoni 

se ne mogu detektovati u krvi.  Slično ljudskom organizmu, i  u 

animalnim eksperimentalnim modelima kao što su miš i  pacov,  u timusu 

dolazi do involucije i  atrofije.  Kod starijih životinja (npr.  kod miševa 

starij ih od godinu dana),  ovi  procesi su toliko izraženi da je ponekad 

teško tokom eksperimenta uraditi adekvatnu ekstirpaciju i  histološku 

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

Slezina kao sekundarni limfoidni organ sa starenjem takođe 

podleže strukturnim i funkcionalnim promenama  koje imaju sporiju 

dinamiku nego kod timusa .  Kod laboratorijskih životinja kao što je 

pacov, razvoj slezine dostiže 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 čak 80% između 4-g i  30-og meseca.  Kod starijih 

glodara u slezini takođe postoji znaćajno  manji broj  sekundarnih 

folikula sa germinativnim centrima  što utiče 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 morfološke i  funkcionalne promene tokom starenja.  Razlika je u 

tome što ove promene nastaju sporije,  dok postnatalni razvoj traje 

duže.  Tipični primeri dinamike starenja u nelimfoidnim 

parenhimatoznim organima su promene koje se dešavaju u bubregu i  

jetri  (Beck et al.  2000; Reed al.  1998; Anantharaju et al.  2002; Liska et  

al.  2012).  

        U životnoj dobi od sredine četrdesetih godina kod većine osoba 

renalna funkcija se smanjuje (Beck et al.  2000).  Iako je kapacitet  

bubrega da stvara i  koncentriše urin više nego dovoljan  u normalnim 

uslovima, protok krvi kroz bubrege se smanjuje  tempom  od oko deset 

procenata po dekadi.  Sa starenjem bubrezi gube četvrtinu do  trećine 

svoje mase zbog smanjenja broja i  veličine nefrona. O d 80. godine 

života,  ukupan broj  nefrona opada za 30% do 40% , a još 30% može biti  

sklerotično i  nefunkcionalno ( Beck et al.  2000).  Hormonska regulacija 

održavanja volumena telesnih tečnosti i  konzervacije  natrijuma se 

smanjuju tako da se znatno povećava verovanoća nastanka 

dehidratacije u patološkim uslovima ,  a  bubrezi postaju manje efikasni u 

koncentacij i  urina i  eliminaciji  toksičnih materija.   

Treba imati u vidu starosne promene u bubregu tokom  najvećeg 

dela adultnog života nemaju veliki klinički značaj,  s obzirom na to da 
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bubreg raspolaže velikom funkcionalnom rezervom nefrona koja može  

kompenzovati bilo kakvo starosno -zavisno smanjenje glomerulske 

filtracije,  protoka krvi kroz bubreg,  odnosno veličinu klire nsa toksina i  

metabolita.  Međutim, kod jednog procenta starih osoba (posle 70.  

godine života),  ove  promene mogu uticati na progresiju i  prognozu 

pojedinih bolesti ,  kao i  na uspešnost terapije  (Reed al .  1998; Beck et al.  

2000).  

Primer parenhimatoznog organa  u kome morfološke i  

funkcionalne promene vezane za starenje nisu izražene u velikoj meri je 

jetra.  Jetrin parenhim ima veliku sposobnost regeneracije delom 

zahvaljujući  prisustvu matičnih ćelija na periferiji  hepatičnih lobulusa,  

a takođe  i  zbog specifične retikularne potke koja usmerava deobu i  

diferencijaciju ovih ćelija u funkcionalne hepatocite (Anantharaju et al.  

2002; Reed et al.  1998).   

Morfološke i  funkcionalne promene u tkivu jetre tokom starenja  

ispoljavaju se kao smanjenje volumena i mase  jetre,  smanjen protok 

krvi,  smanjen  klirens nekih lekova. Takođe, regenerativni potencijal 

hepatocita opada u određenoj meri,  ali  klinički značaj ovih promena je i  

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

Sa druge strane,  integritet mitohon drija i  enzimaska aktivnost 

hepatocita ostaju uglavnom nepromenjeni  tokom starenja.  Isto važi i  za 

koncentracije ključnih intrahepatocitnih enzima u krvi kao što su alanin 

aminotransferaza i  aspartat aminotransferaza koji su istovremeno 

indikatori hepatičn og oštećenja.  Takođe ,  iako klirens određenih lekova 

koji se izlučuju putem žuči sa starenjem može biti  smanjen, to ne utiče 

na jetrinu sveukupnu sposobnost detoksikacije (Anantharaju et al.  

2002; Reed et al.  1998).  
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         U našoj studiji ,  opredeli li  smo se za ispitivnje starosnih promena 

u strukturnoj kompleksnosti ćelija i  tkiva na dva limfoidna organa –

timusu i slezini,  i  dve nelimfoidna organa –  bubregu i jetri .  Kao što je 

gore navedeno, poznato je da se u ovim organima dešavaju značajne 

promene u morfologiji  i  funkciji  tokom postnatalnog razvoja i  starenja,  

kao i  da se dinamika javljanja ovih promena i  određene specifičnosti u 

histološkoj slici znatno razlikuju.  U poređenju sa drugim organima, 

timus (kao primarni limfatički organ) veoma rano podleže sm anjenju 

funkcionalnog kapaciteta uz karakteristične morfološke promene koje 

se ogledaju kroz zamenu funkcionalnog parenhima vezivnim tkivom, što 

dovodi do atrofije.  Slezina,  sa druge strane, kao sekundarni l imfoidni  

organ se odlikuje znatno manjim i kasnij im gubitkom tkivne 

organizacije i  funkcije.  Jetra se slično slezini tokom starenja uspešno 

odupire uticaju štetnih endogenih i  egzogenih činilaca,  jednim delom 

zahvaljujući visokoj sposobnosti regeneracije hepatocita  (Liska et al.  

2012).  Bubreg tokom starenja pokazuje određene specifičnosti koje se 

pored ostalog ogledaju u progresivnom gubitku funkcionalnih jedinica -

nefrona.  Bez obzira na specifičnosti morfoloških 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 ćelija 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  

 

        I  pored mnogobrojnih studija sprovedenih u polju gerontologije ,  

tačni  uzroci i  mehanizmi starenja,  kao i  faktori koji  dovode do  

dugovečnosti  kako u ljudskom, tako i  u životinjskom organizmu ,  još 

uvek ostaju nepoznanica .  Tokom proteklih nekoliko decenija,  

formulisano je nekoliko teorija  koje pokušavaju da objasne zašto čovek 

stari i  kako produžiti ljudski vek.  Najvažnije od tih teorija su: 

evolucione teorije,  teorije genske regulacije,  teorije ćelijskog starenja,  

teorija slobodnih radikala,  i  neuro-endokrino-immunska teorija  

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

 Prema evolucionim teorijama dugovečnost zavisi  od procesa 

prirodne selekcije ,  a da bi se neka karakteristika selektovala ona mora 

da predstavlja određenu evolucionu koris t u cilju prilagođavanja na 

uslove spoljašnje sredine (Keller & Genoud, 1997).   

Teorija genske regulacije sugeriše da je senescencija rezultat  

promene u regulacij i  ekspresije pojedinih gena što rezultira smanjenom 

ili  povećanom sintezom odgovarajućih enzima koj i  učestvuju u 

metaboličkim i drugim vitalnim funkcijama organizma  (Carey, 2003).  

Ove promene u enzimskoj aktivnosti dovode do smanjenja 

funkcionalnih kapaciteta većine tkiva i  organa u starosti.  

 Prema teoriji  ćelijskog starenja ,  starenje je rezultat  

ogran ičavanja broja ćelijskih deoba pokretanjem odgovarajućih 

signalnih puteva koji  dovode do nastanka programirane ćelijske smrti  

(apoptoze).  Ova teorija uvodi pojam tzv.  “replikacione senescencije” da 

bi se ukazalo na činjenicu da je replikacija genetskog mat erijala 

osnovni l imitirajući  faktor u životnom ve ku individualnih ćelija  (Kim et  



13 

 

al.  1994; Di Micco et al.  2006; Iglesias-Ara et al.  2010; Maicher et al 

2012).  

Replikaciona senescencija  je  tip ćelijske  sensecencije koja u 

osnovi dovodi do gubitka telomera  (Kim et al.  1994).  Telomere 

predstavljaju regione repetitivnih DNK sekvenci na krajevima svakog 

pojedinačnog hromozoma. Tokom procesa replikacije DNK mali  deo 

telomere se gubi.  Smatra se da je smisao postojanja telomera zaštita 

funkcionalnih genskih sekve nci koje se nalaze blizu hromozomskih 

krajeva od ovog replikacionog gubitka.  Posle odgovarajućeg broja 

replikacija i  velikog skraćenja telomera, dolazi do aktivacije 

proapoptotskih signalnih puteva koji  dovode do programirane smrti  

“ostarele” ćelije  (Ohya et al.  2002) .  Embrionalne matične ćelije,  kao i  

one ćelijske populacije u organizmu za koje postoji potreba da se 

kontinuirno dele (npr.  neke ćelije imunskog sistema) poseduju enzim 

telomerazu koja stvara nove DNK sekvence na telomerama i time 

nadoknađuje gubitak nastao tokom replikacije.  Telomeraza je po svojoj 

prirodi reverzna transkriptaza i  smatra se da je veoma važna u 

patogenezi mnogih tipova kancera.   Poznato je da mnoge maligne ćelije 

poseduju ovaj enzim u velikim količinama što im omogućava tzv.  

replikacionu besmrtnost.    

Prema teoriji  slobodnih radikala,  slobodni kiseoničn i  radikali koji  

se normalno stvaraju u oksidativnim metaboličkim procesima ,  ali  i  u 

nekim patološkim stanjima (npr.  tokom dejstava UV zračanja,  kao 

posledica delovanja štetnih hem ijskih agenasa itd) ,  oštećuju ćelijske 

strukture.  Negativno dejstvo slobodnih kiseoničn ih radikala u starenju  

se ispoljava kroz oštećenje genetskog materijala,  oksidaciju 

polinezasićenih 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 oštećenja zbog dejstva 

slobodnih radikala jedan od važnih uzroka povećane incidencije 

kancera u starosti .  Takođe osidativne promene na proteinskom nivou 

pored uticaja na aktivnost enzima dovode i do strukturnih promena u 

gradivnim proteinima organa (kolagen, elastin itd.)  što remeti  

sveukupnu citoarhitektoniku tkiva.   Ljudski  i  animalni organizmi 

poseduju nekoliko mehanizama za ne utralisanje štetnog dejstva 

slobodnih kiseoničnih radikala,  kao što su enzimi alfa -1-mikroglobulin,  

superoksidna dismutaza, katalaza,  laktoperoksidaza, glutation 

peroksidaza, i  vitamini askorbinska kiselina i  tokoferol.  Međutim, i ako 

je efikasnost ovih sistema relativno velika,  tokom života,  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 opšte prihvaćeno da postoje dve osnovne vrste faktora 

koje se dovode u vezu sa starenjem tkiva.  Prva grupa faktora se odnosi  

na specifičnu mikrosredinu koja okružuje ćelije  (Vas et al.  2012; 

Lefebvre et  al.  2012) .  U ovoj mikrosredini  nalaze se različiti  hemijski 

medijatori kao što su faktori rasta,  citokini i  hormoni.  Sa starenjem 

organizma njihove koncentracije mogu da se menjaju kao posledica 

promena u brzini njihove sinteze,  ili  razgradnje.  Po sledice alternacije 

tkivne mikrosredine se ogledaju u poremećajima u međućelijskoj  
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komunikaciji  kao i  u rastu i  deobi ćelija u starosti  (Vas et al.  2012; 

Lefebvre et al.  2012) .   

 Druga grupa faktora se odnosi na promene koje se tokom starenja 

dešavaju na individualnim ćelijama odnosno njihovom genetskom 

materijalu.  Danas se zna da su dva osnovna intracelularna faktora 

asocirana sa starenjem akumulacija DNK oštećenja,  i  promene u 

epigenetskog regulaciji  hromatina  (Garagnani et al.  2012; Gentilini et  

al.  2012) .   Ovi  faktori,  u poređenju sa faktorima mikrosredine su mnogo 

manje izučeni i  nije poznato u kojim konkretno ćelijskim populacijama 

u organizmu oni dolaze do izražaja tokom starenja.  Takođe,  vrlo je malo 

literaturnih podataka o uticaju akumulacije DNK  oštećenja i  

epigenetskih promena u sveukupnom gubitku funkcionalnog kapaciteta 

tkiva i  organa u starosti.  

Praćenje strukturne kompleksnosti  hromatina pojedinačnih 

ćelijskih populacija tkiva i  organa je jedan od načina procene uticaja 

unutarjedarnih (intrinsic) faktora na već dokumentovane promene 

tkivne morfologije i  funkcije  (Pantic et al.  2012c, Pantic et al.  2012d) .  

Zbog toga će jedan od važnih ciljeva naše studije biti  da se sagleda 

potencijalni uticaj  promene hromatinske kompleksnosti određenih 

ćelijskih  populacija na promene ukupne kompleksnost tkiva,  odnosno 

organa.  
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1.6.  Radna hipoteza  

Polazeći od činjenice da promena strukturne kompleksnosti  

ćelija,  tkiva i  organa, dovodi do promene sposobnosti adaptacije 

određenih funkcionalnih sistema organizma, pr etpostavili  smo  

(1) da u toku senescencije tj  starenja u užem smislu dolazi do 

smanjenja strukturne kompleksnosti  (merene fraktalnom dimenzijom)  

nukleusnog hromatina ćelija  svih ispitivanih organa;  

(2) da u toku ukupnog trajanja postnatalnog razvoja i  sta renja 

promene strukturne kompleksnosti nukleusnog hromatina mogu biti  

različite,  zavisno od tipa ćelija,  vrste organa i  ispitivanog perioda.   

(3) Pretpostavili  smo takođe, da u toku postnatalnog razvoja i  

starenja,   postoje razlike između ispitivanih tkiva u pogledu dinamike i  

stepena promena strukturne  kompleksnosti  nukleusnog hromatina.  

Što se tiče istraživanja in vitro ,  pretpostavili  smo da će nakon 

iradijacije UV zracima doći  do ustaljenog i  ireverzibilnog smanjenja 

strukturne kompleksnosti individualn ih ćelija i  njihovog nukleusnog 

hromatina.  
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1.7.  Ciljevi  istraživanja  

Polazeći od navedenih pretpostavki želeli  smo da pomoću 

fraktalne i  GLCM analize utvrdimo  

(1) da li  dolazi do promene strukturne kompleksnosti nukleusnog 

hromatina u ispitivanim organ ima  (timus, slezina,  bubreg i  jetra) u 

toku postnatalnog razvoja i  starenja u miševa   

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

da utvrdimo  

(3) da li  postoji razlika u promeni strukturne kompleksnosti  

nukleusnog hromatina izmedju is pitivanih tkiva u toku postnatalnog 

razvoja i  starenja.  

Želeli  smo takođe da in vitro  u ćelijskoj kulturi,  na modelu 

starenja indukovanog UV zračenjem ispitamo postojanje i  intenzitet  

promene strukturne kompleksnosti nukleusnog hromatina.  

Predložena istraživanja uz upotrebu savremenih preciznih 

metoda kvantitativnog merenja kompleksnosti nukleusnog hromatina u 

postnatalnom razvoju i  starenju treba da doprinesu znanjima u 

navedenim oblastima nauke i  unapređenju medicinske prakse.  
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2. M A T E R I J A L I   I    M E T O D E  

 

    2.1. Plan eksperimenata na oglednim životinjama  

Istraživanje  je obavljeno na 80 miševa muškog pola sorte Swiss 

albino, poreklom iz Vivarijuma za eksperimentalne životinje Instituta 

za Medicinsku fiziologiju Medicinskog fakulteta u Beog radu. Pilot  

istraživanje je obavljeno na grupi od 16 miševa u kojoj je prva životinja 

bila novorođena (0 dana starosti),  a  svaka sledeća životinja je bila 30 

dana starija od prethodne (najstarija životinja je bila stara 450 dana).  

Cilj  ovog pilot eksperimenta je bio da se ispita da li  postoji statistički  

značajna povezanost (korelacija) između životne dobi i  ispitivanih 

parametara nukleusnog hromatina. Na osnovu dobijenih rezultata 

izveden je zaključak o opravdanosti  daljeg proširenja eksperimenta na 

veći  uzorak. Glavni deo istraživanja  na oglednim životinjama  je 

sproveden na ukupno 64 životinje 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 statistički značajna razlika u  fraktalnim / GLCM 

parametrima između starosnih grupa.  

Eksperiment je dobio pozitivno mišl jenje Etičke komisije za  

zaštitu i  dobrobit oglednih životinja Medicinskog fakulteta Univerziteta 

u Beogradu uz ocenu da ima etičku i  naučnu opravdanost (mišljenje b r.  

1881/2).   Na osnovu ovog dokumenta,  Ministarstvo poljoprivrede, 

trgovine, šumarstva i  vodoprivrede  -  Uprava za veterinu je donelo 

rešenje o odobrenju sprovođenja ogleda (rešenje br 323 -07-

03985/2012-05/1).  

Studija je takođe usklađena sa pravilima Vodiča  za brigu i  

korišćenje laboratorijskih životinja ( 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 imalo sertifikat o osposobljenosti  za rad na 

eksperimentalni životinjama ( I.Pantić; br. PF080001, izdat od strane 

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu ).  

Sve životinje su pre eksperimenta u vivarijumu, odnosno u 

laboratoriji  čuvane pod istim ambijetalnim uslovima: tempera tura 21-

25o C, ista vlažnost vazduha i ciklus dan -noć. Ishrana životinja se nije 

značajno razlikovala između starosnih grupa. Životinje su tokom života 

bile pod redovnom veterinarskom kontrolom.  

 Eksperimentalni protokol je dizajniran po sledećoj proceduri:  

merenje telesne mase, žrtvovanje životinja cervikalnom dislokacijom, 

ekstirpacija timusa, slezine,  bubrega i  jetre,  fiksiranje u Carnoy 

fiksativu, kalupljenje u Paraplastu,  pravljenje isečaka debljine 5 μm. 

Isečci tkiva sva četiri 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 pomoć Olympus C -5060 Wide Zoom kamere postavljene na 

Olympus BX41 svetlosni mikroskop (uveličanje 1000x, imerzioni 

objektiv 100x).  Primeri  mikrografa navedenih tkiva obojenih različitim 

tehnikama su prikazani na slikama 1-14. Digitalni mikrografi  tkiva su 

napravljeni i  obrađeni po uzoru na našu prethodnu studiju  (Pantic & 

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

životinja). 

 

Slika 2. Jetrin lobulus nakon bojenja tehnikom Toluidin plavo (novorođena životinja).
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Slika 3. Proksimalni tubuli bubrega (hematoksilin-eozin bojenje, životinja stara 20 

dana). 

 

Slika 4. Medula bubrega (hematoksilin-eozin bojenje, životinja stara 210 dana). 
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Za svako ispitivano tkivo, uz pomoć specijalnog softvera ImageJ 

(http://rsbweb.nih.gov/ij/) Nacionalnog instituta za zdravlje (SAD) i  

odovarajućih integrisanih podprograma (FracLac,  Texture Analyzer) je 

određena srednja vrednost fraktalne dimenzije,  lakunarnosti,  entropije,  

varijanse,  angularnog drugog momenta,  teksturalnog kontrasta,  

teksturalne korelacije i  inverznog momenta razlike.   

Za merenje strukturne kompleksnosti hromatina korišćene su 

sledeće ćelijske populacije  obojene hematoksilin/eozin tehnikom : u 

timusu kortikalni i  medularni timociti i  stromalne ćelij e; u slezini 

limfociti  folikula  i  eritroidne prekurzorske ćelije subkapsularnog 

hematopoeznog tkiva; u jetri hepatociti ;  u bubregu ćelije proksimalnih i  

distalnih tubula,  ćelije sabirnih kanalića kao i  ćelije macule dense. 

Analiza pojedinačnih jedara je obavljena po uzoru na sličan protokol  

opisan u prethodnim studijama (Pantic et al.  2012a, Pantic et al.  

2012b) .  Ukratko, pomoću ImageJ softvera,  na odgovarajućim uzorcima 

ćelijskih populacija ,  za svako jedro je izračunata srednja hromatinska 

fraktalna dimenzija,  lakunarnost,  entropija,  v arijansa,  angularni drugi  

momenat,  teksturalni kontrast,  teksturalna korelacija i  inverzni  

momenat razlike.  Na svakom mikrografu nasumično je izabrano 

minimum 12 jedara (saglasno publikovanoj studiji  Pantic et al.  2012 b) 

određivanjem takozvanih interesnih regi ona (Regions of interest,  ROI).  

Za ćelijske populacije koje su pokazivale veći stepen heterogenosti  

hromatinske strukture,  broj analiziranih regiona po životinji  je bio veći 

(npr.  hematopoezne matične ćelije i  ćelije makule denze - 20 ROI po 

životinji ,  l im fociti  timusa 15 ROI po životinji ).  Nakon toga za svaku 

analiziranu ćelijsku populaciju i  za svaku životinju izračunata je 

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

 

Slika 6. Korteks bubrega (AZAN bojenje, životinja stara 390 dana) 
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Slika 7. Korteks timusa (H/E bojenje, životinja stara 10 dana) 

 

Slika 8. Medula timusa (H/E bojenje, životinja stara 10 dana) 



25 

 

 

Slika 9. Korteks timusa (Toluidin plavo bojenje, životinja stara 210 dana) 

  

Slika 10. Medula timusa (Toluidin plavo bojenje, životinja stara 20 dana) 
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Slika 11. Hematopoezno tkivo slezine. Eritroidne prekurzorske ćelije (H/E bojenje, 

životinja stara 10 dana) 

 

Slika 12. Hematopoezno tkivo slezine. Eritroidne prekurzorske ćelije (H/E bojenje, 

životinja stara 30 dana) 
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Slika 13. Primarni folikul slezine (životinja stara 10 dana, toluidin plavo bojenje) 

 

Slika 14. Primarni folikul slezine (novorođena životinja, Gimza bojenje) 
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Pored testiranja povezanosti hromatinskih parametara sa starosnom  

dobi (pilot  eksperiment) i  razlike u hromatinskim parametrima između 

starosnih grupa, testirano je prisustvo i  jačina povezanosti između 

parametara kompleksnosti hromatina sa jedne strane i  parametara 

sveukupne kompleksnosti  ispitivanih  tkiva sa druge strane.     

 

2.2. Fraktalna analiza  

 

Fraktalnom analizom određene su vrednosti fraktalne dimenzije 

(D) i  lakunarnosti (Λ) za svako analizirano tkivo, odnosno hromatinsku 

strukturu. Za analizu je korišćen podprogram FracLac autora Odri 

Karperien (Karperien, 2007).  

Fraktalna dimenzija je izračunata uz pomoć box -counting metoda.  

Ovom metodom se fraktalni objekat prekriva serijom kvadrata (boxes)  

određene dimenzije ivice ε. Nakon toga softver izračunava broj  

kvadrata koji su makar delimično ispunjeni posmatranim ob jektom: 

N(ε) .  Kada se uzmu u obzir kvadrati  različitih dimenzija ε,  fraktalna 

dimenzija se računa iz log -log grafika zavisnosti   N(ε) od ε  (slika 15) .  

Kod  kvadrata  manjih dimenzija ε, N(ε) postaje   direktno proporcionalan 

ε  – D .  Na osnovu ovoga, fraktalna d imenzija se izračunava formulom:  

     

 U našoj studiji  fraktalna analiza je urađena nakon prethodne 

binarizacije digitalnih mikrografa.  Ovako dobijena fraktalna dimenzija  

se u stručnoj  literaturi  često označava kao (D)b i n .  
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Slika 15. Fraktalna dimenzija je izračunata uz pomoć box-counting metoda. Ovom 

metodom se fraktalni objekat prekriva serijom kvadrata (boxes) određene dimenzije 

ivice ε. Nakon toga softver izračunava broj kvadrata koji su makar delimično 

ispunjeni posmatranim objektom (Count, odnosno N(ε)). Kada se uzmu u obzir 

kvadrati različitih dimenzija ε, fraktalna dimenzija se računa iz log-log grafika 

zavisnosti  broja kvadrata od ε.  
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Lakunarnost je određena takođe korišćenjem  box-counting metoda na 

osnovu koeficijenta varijacije rezolucion ih jedinica po kvadratu:  

Λ = CVε,g
2  

  

pri čemu je σ  standardna devijacija,  a  µ  je srednja vrednost broja 

piksela po kvadratu stranice ε  za orijentaciju  g .  

 U našem radu najmanja vrednost kvadrata iznosila je 2 

rezolucione jedinice ,  a najveća vrednost je bila 1024 i li  2048 piksela u 

zavisnosti od broja veličine digitalnog mikrografa.  Regresiona linija  

(nakon plotovanja vrednosti log N(ε)  prema ε pri određivanju vrednosti 

fraktalne dimenzije) je fitovana ktoz 10 (i li  11) tačaka pri čemu je 

korelacioni koefici jent R  u svim slučajevima bio veći od 0.95,  

dokazujući linearnu zavisnost između log N(ε)  i  ε  (Milosevic et al.  

2009).   

 

2.3.  Teksturalna analiza  

 

Jedan od danas najčešće kori šćenih  metoda za teksturalnu analizu 

je takozvana GLCM (Grey Level Coocurrence  Matrix) metoda,  koja se 

zasniva na određivanju distribucije i  međusobnog 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 i zmeđu sivih tonova (grey levels) 
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osvetljenosti  rezolucionih jedinica (piksela) na slici .  Ovaj metod koristi  

tzv.  statistiku "drugog reda",  što znači da procenjuje odnos između 

parova rezolucionih jedinica (piksela) u kojima su jedinice odvojene 

definisanim rastojanjem (d) (Haralick et al .  1973).  Ovo je značajna 

razlika u poređenju sa tzv.  statističkim metodama  "prvog reda",  koje 

imaju mnogo jednostavniji  pristup, računajući samo odnos između 

pojedinačnih jedinica rezolucije,  a ne između grupa (parova)  (Haralick 

et al.  1973).  

Pretpostavimo da se svaki piksel na slici može definisati sa samo 

4 potencijalne sive  vrednosti: 0,  1,  2 i  3.  Pretpostavimo takođe da se 

“region od interesa“ (region of interest - ROI) koj i  želimo da 

analiziramo sastoji  od samo 16 jedin ica (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 najsve tlijem, “belom“ pikselu se do deljuje maksimalna 

vrednost 3).  Postoji 16 mogućih kombinacij a piksel-parova na osnovu 

sivih vrednosti koje počinju sa kombinacijom (0,0),  i  završavaju se sa 

kombinacijom (3,3) (tabela 1).  Ako uzmemo u obzir samo parove 

susednih piksela horizontalno, možemo 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 distr ibucije.  Kombinacija "(1,2)" se  

pojavljuje dva puta.  Treba napomenuti d a se kombinacija "(0,0)" tako đe 

javlja dva puta,  jer prvi  put "lev a nulta vrednost" (slika 16b) je 

referentni piksel,  a drugi  put "desna nulta vrednost" je referentni  

piksel.  Ovaj GLCM je dizajniran i  analiz iran isključivo za horizontalne 

parove susednih piksela (ugao 0 o).  Sličan matriks se može dizajnira ti   
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za uglove 90o  (vertikalni parovi susednih piksela),  kao i  45 o  i  135o  

(dijagonalni parovi  susednih piksela).  

 

 

Slika 16. Primer interesnog regiona veličine 4x4 rezolucione jedinice (a). Svakoj 

rezolucionoj jedinici je dodeljena siva vrednost (gray value, b) 

 

 

Tabela 1. Moguće kombinacije parova rezolucionih jedinica bazirane na njihovim 

sivim vrednostima, počevši od kombinacije (0,0). 

Gray 

level 

0 1 2 3 

0 (0,0) (0,1) (0,2) (0,3) 

1 (1,0) (1,1) (1,2) (1,3) 

2 (2,0) (2,1) (2,2) (2,3) 

3 (3,0) (3,1) (3,2) (3,3) 
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Tabela 2. Frekvencije javljanja određenih parova rezolucionih jedinica na slici 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Takođe, analizirani pikseli u okviru jednog para,  ne moraju da 

budu neposredni susedi (rastojanje,  odnosno vrednost d  između dva 

piksela može biti  veći od 1).  Ugao i rastojanje su bitne odrednice GLCM 

analize; ako se ove vrednosti menjaju,  statistički p arametri i  rezultat  

analize takođe može značajno promeniti ,  naročito u heterogenim 

slikama (Haralick et  al.  1973).  

Uz kalkulaciju i  dizajn GLCM distribucije,  Haralick i  sar adnici  su 

takođe 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),  prosečna suma, suma 

varijanse,  suma entropije,  entropija,  razlika varijanse,  raz lika entropija,  

informacione mere korelacije (dve veličine),  i  maksimalan koeficijent 

korelacije (Haralick et al.  1973) .  Danas,  u medicinskim i biološkim 

istraživanjima, najvažniji  parametri  su angularni drugi momenat,  

(0,0) 2 (0,1) 1 (0,2) 0 (0,3) 0 

(1,0) 1 (1,1) 4 (1,2) 2 (1,3) 0 

(2,0) 0 (2,1) 1 (2,2) 2 (2,3) 3 

(3,0) 0 (3,1) 0 (3,2) 3 (3,3) 2 
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kontrast,  korelacija,  entropija i  inv erzni 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 našoj  

studiji  izračunat prema sledećoj  formuli:  

 

 

 

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

stručnoj literaturi  često definiše kao mera u niformnosti slike.  

Entropija  (ENT) je dobijena na osnovu formule:  

 

 

Entopija je mera neuređenosti rezolucionih jedinica na  digitalnom 

mikrografu (Haralick et  al.  1973).  

 Teksturalna korelacija kao mera povezanosti slike (textural 

correlation, COR) je  izračunata na sledeći način:  
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Korelacija može imati vrednosti od -1 do +1. Vrednost 0 znači da 

teksturalna organizacija rezolucionih jedinica nije u korelaciji  dok 

vrednosti +1 i  -1 označavaju savršenu pozitivnu, odnosno negativnu 

korelaciju.  

Formula za izračunavanje inverznog momenta razlike (Inverse 

difference moment,  IDM) je sledeća:  

 

 

 

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 računa kao:  

 

 
i j

n

d

k jiPjiCON ],[)(  

 

Kontrast u osnovi procenjuje razliku sivih vrednosti  između dve 

susedne rezolucione jedinice.   

 Varijansa teksturalnog matriksa (Variance) se određuje pomoću 

formule:  
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Vrednosti varijanse zavise od koeficij enta varijacije sivih 

vrednosti rezolucionih jedinica.  

 

    2.4. Eksperiment  na ćelijskoj kulturi  

Istraživanje je obavljeno na kulturi  kancerskih ćelija lin ije  U251 

(donacija Dr.  Pedro Tranque, Universidad de Castil la -La Mancha, 

Albacete,  Spain) ,  prethodno čuvanih u standardnom RPMI 1640 

medijumu sa dodatkom 5% FCS (fetal calf serum), 2 mM L -glutamina, 10 

mM natrijum piruvata i  penicilina,  odnosno streptomic ina (Sigma-

Aldrich, St.  Louis,  SAD). Nakon dobijanja jednoćelijske suspenzije 

tripsinom, ćelije su zasađene u sterilne Petri  šolje za kultivaciju 

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

Ćelije su tretirane UVB zracima talasne dužine 312 nm uz pomoć 

transiluminatora Vilber Lourmat TFX -20M (6 x 15 W, LTF Labortechnik 

GmbH, Wasserburg, Nemačka) u ukupnom trajanju od 15 minuta.  

Izlaganje ćelija u kulturi UV zracima je često korišćeni model 

indukovanog starenja (fotostarenja) pri čemu UV zraci  u relativno  

kratkom vremenskom period u jedru ćelija izazivaju promene 

(akumulacija DNK oštećenja) koje nalikuju promenama tokom biološkog 

starenja (Almagor & Cole,  1989; Nyström & Osiewacz ,  2004; Rochette & 

Brash, 2010).   
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Slika 17. Ćelije linije U251 u različitim vremenskim tačkama (Control-pre UV 

tretmana, in vitro eksperiment) 

 

 

Slika 18. Pojedinačna analizirana ćelija (prikazana na gornjoj slici) u različitim 

vremenskim tačkama (Control-pre UV tretmana, 0h-neposredno nakon UV tretmana; 

in vitro eksperiment) 
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Uzorak od 32 individualne ćelije (vezani uzorak) je praćen kroz 

12 vremenskih tačaka: pre UV tretmana ,  odmah nakon UV tretmana, kao 

i  do 5h nakon tretmana u rasponu od 30 minuta .  Prva vremenska tačka 

(neposredno pre UV tretmana) predstavljala je kontrolu  (slike 17 i  18).  

Za vizuelizaciju i  sl ikanje ćelija korišćen je Leica Microsystems fazno -

kontrastni mikroskop (uveličanje 400x).  Slično kao i  kod studije  na 

oglednim životinjama ,  uz pomoć ImageJ softvera (NIH, SAD) za svako 

ćelijsko jedro u svakoj vremenskoj  tački određena 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 statistički značajna razlika u fraktalnim i GLCM parametrima 

hromatina u navedenim vremenskim tačkama u poređenju sa kontrolom 

(ćelije pre UV tretmana).   

 

 

2.5. Cutofluoromet rijska analiza markera apoptoze  

 

Kao dodatak in vitro delu studije,  citofluorometrijski m metodama 

(Aneksin/propidium jodid bojenje,  aktivnost kaspaza i  analiza ćelijskog 

ciklusa),  određen je trenutak (vremenska tačka) nastupanja 

programirane ćelijske smrti (apoptoze) za dato izlaganje UV zracima.  

Na ovaj način  je procenjena senzitivnost fra ktalnih 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 obelež avnja ćelija FITC -konjugovanim pan-

kaspaznim inhibitorom ( ApoStat; R&D Systems, Minneapolis,  MN).  

Povećanje u zelenoj fluorescencij i  (515 -545 nm) kao mera aktivnosti 

kaspaza u ćelijama analiziranog uzorka, određena je uz pomoć 

FACSCalibur protočnog citoflu orometra.  Rezultati su izraž eni kao 

procenat ćelija koje poseduju aktivne kaspaze.  

 

2.5.2.  Merenje permeabilnosti ćelijske membrane  

Merenje permeabilnosti ćelijske membrane je analizirano 

dvostrukim bojenjem sa aneksin V-FITC i propidium jodidom. Tokom 

ovog procesa,  aneksin se vezuje sa ćelije u ranoj apoptozi koje 

eksprimiraju fosfatidilserin.  Te ćelije su tzv.  annexin+/PI– .  Propidium 

jodid sa druge strane obeležava ćelije koje se nalaze u kasnom 

stadijumu apoptoze  i  kod kojih je nastup ilo oštećenje membrane. Takve 

ćelije se označavaju kao annexin +/PI– .   

 

2.5.3.  Analiza fragmentacije DNK  

 Fragmentacija DNK je procenjena analizom ćelijskog ciklusa 

nakon fiksacije ćelija etanolom i  bojenja DNK -vezujućom bojom, 

propidium jodidom, kao što je prethodno opisano.   Za detalje o metodi,  

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

 

U delu studije na ćelijskoj kulturi,   za detektovanje razlike između 

pojedinih vremenskih tačaka korišćen je ANOVA test  za vezani uzorak. 

Za procenu statističke značajnosti razlike između ispitivanih starosnih 

grupa životinja korišćen je ANOVA test za nezavisne uzorke i  post hoc 

Dunnett test.  P vrednost manja od 0.05 s matrana je statistički 

značajnom.  

Za procenu statističke značajnosti  povezanosti (korelacije) 

korišćena je Pearsonova, odnosno Spearmanova korelacija u zavisnosti  

od parametarske prirode podataka i  normalnosti distribucije.   

Statistička analiza je urađena uz pomoć specijalizovanih 

programa GraphPad Prism (La J olla,  CA,  USA) i  SPSS (SPSS Inc ,  Chicago,  

IL,  USA).  Za grafičko prikazivanje podataka vezanih za korelacionu 

analizu ,  korišćen 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  lakunarnost i  cele ćel ije nakon UV 

tretmana 

 

Prosečna vrednost fraktalne dimenzije cele ćelije pre tretmana 

ultraljubičastim zracima je bila 1.074±0.027 ,  a  lakunarnosti 

3.701±0.561. Prosečne vrednosti fraktalne dimenzije  i  lakunarnosti  u 

različitim vremenskim tačkama 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 dime nzija i  lakunarnost 

su počele da se smanjuju  (slika 19).  Trideset minuta nakon tretmana, 

celularna fraktalna dimenzija je pala na 1.051±0.026 što je 

predstavljalo statistički visoko signifikantan pad u poređenju sa 

kontrolom (p<0.001).  U sledećim vremenski m tačkama, celularna 

fraktalna dimenzija je ostala značajno manja od kontrole,  sa najvećim 

zabeleženim 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 ćelijama nakon 

tretmana UV zracima.  
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Slika 19. Fraktalna dimenzija celih ćelija u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 

 

Slika 20. Lakunarnost celih ćelija u različitim vremenskim tačkama  

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 
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Celularna lakunarnost se takođe smanjila nakon tretmana, i  ovaj 

pad je postao statstički značajan odmah nakon ozračiv anja 

(3.282±0.651, p<0.01, slika 20).   Lakunarnost je ostala statistički 

značajno smanjena tokom sledećih 30 minuta,  međutim, posle 60  i  90 

minuta,  lakunarnost se povećala i  njene vrednosti nisu bile statistički  

značajno drugačije u poređenju sa kontrolom.  Celularna lakunarnost je 

ponovo pala 2 časa nakon tretmana (3.190±0.718, p<0.05),  i  ostala je na 

niskim vrednostima do kraja eksperimenta.  Pet časova nakon tretmana 

prosečna vrednost celularne lakunarnosti je dostigla naj manji  nivo 

(2.073±0.301, p<0.001).  

 

3.1.2 Promene u fraktalnoj dimenziji  i  lakunarnosti jedra nakon UV 

tretmana 

 

Nuklearna fraktalna dimenzija ćelija pre UV tretmana bila je 

1.032±0.021, a lakunarnost 2.330±0.228. Srednje vrednosti nuklearne 

fraktalne dimenzije i  lakunarnosti u različitim vremenskim tačkama 

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 najmanj em nivou dva časa nakon tretmana (1.022±0.015). 

Nijedna vrednost nuklearne fraktalne dimenzije,  za bilo koju 

posmatranu vremensku tačku, nije se statistički razlikovala u poređenju 

sa kontrolom (p>0.05).  

 Nuklearna lakunarnost  se statistički  značajno 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 statistički visoko 

signifikantna (2.096±0.237, odnosno 2.162±0.217, p<0.01).   
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Slika 21. Nuklearna fraktalna dimenzija u različitim vremenskim tačkama. 

 

 

Slika 22. Nuklearna lakunarnost  u različitim vremenskim tačkama  

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 
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Međutim,  tokom narednog sata ,  nuklearna lakunarnost se povećala,  a 

statistička značajnost izgubila.  (u vremenskoj  tački 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 poređenju 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 časova 

nakon tretmana.  

 

3.1.3.  Rezultati  teksturalne analize u in vitro eksperimentu  

 

3.1.3.1.  Teksturalna analiza celih ćel ija  

Vrednost angularnog drugog momenata za cele ćeli je pre 

tretmana iznosila je  0.330±0.115. Nakon ozračivanja ova vrednost se 

statistički značajno smanj ila  (0.267±0.107, p<0.05, slika 23),  da bi 60 

minuta nakon tretmana razlika postala statistički visoko signifikantna 

(0.243±0.117, p<0.01, slika 23).  ASM je tokom narednih nekoliko 

časova ostao smanjen: 2h nakon tretmana 0.195±0.106; 3h nakon 

tretmana 0.110±0.076; 4 časa nakon tretmana 0.061±0. 036. Minimalnu 

vrednost tokom eksperinta,  ASM je dostigao 5h nak on tretmana i  ona je 

iznosila 0.060±0. 036, što je takođe visoko statistiški značajno manje u 

poređenju 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 povećala na 174.6±  50.3.  U oba slučaja promene 

nisu bile statistički  značajne u poređenju sa kontrolom ( p>0.05).   
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Slika 23. Angularni drugi momenat celih ćelija u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 
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Slika 24. Teksturalni kontrast celih ćelija u različitim vremenskim tačkama 
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Vrednost teksturaln og kontrasta je nastavila da varira tokom narednih 

časova da bi na kraju eksperimenta iznosila 149.4±27.8.  Ni u jednoj  

vremenskoj tački nije zabeležena statistički  značajna promena ovog 

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

 Teksturalna korelacija celih ćelija u kontrolnoj grupi iznosila je 

0.00027±0.00003. Neposredno nakon tretmana UV zracima, vrednost 

korelacije je porasla na 0.00030±0.00003 što je bilo statistički značajno 

u poređenju sa kontrolom (p<0.05).  Vrednosti  korelacije s u ostale 

povišene u svim ostalim vremenskim tačkama (1h: 0.00034±0.00005; 

2h: 0.00031±0.00005; 4h: 0.00033±0.00005, p<0.05) izuzev 3 časa 

nakon tretmana (0.00026±0.00005),  gde nije detektovana statistički 

značajna promena (p>0.05).  Maksimalnu vrednost,  tek sturalna 

korelacija je dostigla 5 časova nakon UV tretmana ( 0.00036±0.00006, 

p<0.01, slika 25).  

 Inverzni momenat razlike celih ćelij a pre tretmana iznosio je 

0.78±0.05 ,  a  neposredno nakon tretmana 0. 74±0.07,  što je predstavljalo 

statistički značajno smanj enje (p<0.05).  U narednim vremenskm 

tačkama, 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 časova 

nakon tretmana (p<0.01, slika 26).  

 Teksturalna entropija celih će lija pre tretmana iznosila je 

3.03±0.60, a neposredno nakon tretman a 3.49±0.68,  što je predstavljalo 

statistički značajno povećanje ( p<0.05).  30 minuta nakon tretmana, to 

povećanje je postalo stat istički visoko  signifikantno (3.53±0. 74; p<0.01,  

slika 27).   
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Slika 25. Teksturalna korelacija celih ćelija u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 

 

 

Slika 26. Inverzni momenat razlike celih ćelija u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 
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Slika 27. Teksturalna entropija celih ćelija u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 

 

 

Slika 28. Teksturalna varijansa celih ćelija u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 
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U narednim vremenskim tačkama, entropija je nastavila da raste (1h: 

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 

časova nakon tretmana entropija do stigla maksimalnu vrednost od 

4.97±0.36 (p<0.01, slika 27).  

 Teksturalna varijansa na početku eksperimenta iznosila je 

3684.7±364.2,  a neposredno nakon tretmana uočen je statistički visoko 

značajan pad njene vrednosti (3269.1±331. 3; p<0.01).  Varijansa je 

tokom eksperimenta nastavila da pada sa izuzetkom u vremenskoj  tački  

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 zabeležena je 5 časova 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 ćelijam a pre tretmana iznosio je 

0.058±0.024. Neposredno nakon tretmana njegova vrednost se nije 

statistički značajno  promen ila 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 tački nije bila statistički značajna u poređenju sa kontrolom 

(p>0.05, slika 29).  

 Teksturalni kontrast jedra u kontrolnoj grupi je iznosio  

260.6±80.8.  Nakon tretmana ,  vrednost kontrasta se smanjila 

(237.6±59.5),  ali  promena nije bila statistički značajna ( p>0.05).  90 

minuta nakon tretmana uočeno je naglo povećanje kontrasta 
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(288.3±71.2)  koje se u većoj i li  manjoj meri održalo sve do kraja 

eksperimenta ,  ali  je  dostiglo statistički značajne vrednosti tek 3h nakon 

tretmana (344.3±110.3,  p<0.01).  Statistički značajni skok teksturalno g 

kontrasta detektovan je i  4h i  4.5h nakon tretmana (334. 6±102.2,  

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 uočen je statistički 

visoko značajan 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 čas nakon tretmana kada je dostignut maksimum 

(0.00047±0.00007, p<0.01).  Minimalna vrednost teksturalne korelacije 

jedra izmerena je 3 časa   nakon tretmana:  0.00029 ±  0.00003 (slika 

31).  

 Inverzni momenat  razlike jedra u kontrolnoj  vremenskoj tački  

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 čas 

nakon tretmana 0.625±0.034 (p>0.05).  Vrednosti inverznog momenta 

razlike zabeležile su statistički značajan pad 2.5h nakon tretmana 

(0.566±0.065 p<0.01),  i  taj  pad se održao sve do kraja eksperimenta 

(3h: 0.504±0.060; 4h: 0.476±0.053; 5 h: 0.461±0.046; p<0.01 za sve tr i  

vremenske tačke ,  s l ika 32).  

 Entropija jedra ćelija 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 statistički značajne (p>0.05).  

Vrednosti nuklearne entropije su zabel ežile statistički značajan 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 tačke,  slika 33).  
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Slika 29. Angularni drugi momenat jedra u različitim vremenskim tačkama 

 

 

 

Slika 30. Teksturalni kontrast  jedra u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 
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Slika 31. Teksturalna korelacija jedra u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 

 

 

Slika 32. Inverzni momenat razlike jedra u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 
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Slika 33. Entropija jedra u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 

 

Slika 34. Teksturalna varijansa jedra u različitim vremenskim tačkama. 

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 
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 Teksturalna varijansa jedra u kontrolnoj vremenskoj  tački  

iznosila je 2723±460. Neposredno nakon tretmana zabeležen je 

statistički visoko značajan pad varijanse (2361±418 ,  p<0.01),  a niske 

vrednosti  su zabeležene i  30 minuta (2314±388,  p<0.01),  i  1h 

(2047±361, p<0.01) nakon tretmana. Nakon toga, vrednosti  varijanse su 

počele da rastu da bi dostigle svoj  maksimum 3h nakon tretmana 

(3250±410, p<0.01).  Kao što se vidi sa slike 34, vrednosti  varijanse su 

se nakon pada u prvom delu eksperimenta vratile na nivo sličan 

kontrolnoj vremenskoj tački.  

 

3.1.4.  Citofluorometrijski  parametri  apoptoze  

 

 Na slici  35, 36, i  37 prikazani su aktivnost kaspaza, procenat 

aneksin+  ćelija,  odnosno fragmentacija DNK u ćelijskoj  kulturi pre 

tretmana UV zracima,  neposredno nakon tretmana, kao i  1h, 2h, 4h i  6h 

nakon tretmana. Aktivnost kaspaza se značajno povećala neposredno 

nakon zračenja,  i  ostala je visoka u svim narednim vremenskim 

tačkama. Sa druge strane, p rocenat aneksin +  ćelija i  fragmentacija DNK 

kao parametri apoptoze u ćelijskoj kulturi su se značajno povećali tek 2 

časa nakon tretmana.  Drugim rečima, nakon indukcije DNK oštećenja in  

vitro ,  u ćelijskoj kulturi,  promene u pojedinim fraktalnim i teksturalnim 

parametrima, nastupile su znatno pre povećanja  procenta aneksin+  

ćelija i  fragmentacij e DNK. Ovaj rezultat ukazuje na potencijalno veliku 

senzitivnost fraktalne i  teksturalne analize u detekciji  ranog stadijuma 

apoptoze u ćelijskoj  kulturi.  
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Slika 35. Aktivnost kaspaza u kulturi ćelija pre UV tretmana (cont) i u pojedinim 

vremenskim tačkama nakon tretmana  

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 

 

Slika 36. Aneksin+ ćelije u kulturi pre UV tretmana (cont) i u pojedinim vremenskim 

tačkama nakon tretmana  

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

*p<0.05 u poređenju sa kontrolom 

 

3.2. Rezultati preliminarnog  eksperimenta  na oglednim životinjama 

 Kao što je ranije navedeno, pilot  eksperiment je ura đen na grupi 

od 16 životinja of kojih je prva bila novorođena (0 dana starosti) ,  a  

svaka sledeća je bila 30 dana starija od prethodne (najstariji  miš u 

eksperimentu je bio star 390 dana).   

 Rezultati ukazuju na generalizovano smanjenje tkivne fraktalne 

dimenzije u većini ispitivanih mikrografa,  kao i  smanjenje hromatinske 

fraktalne dimenzije na ćelijskim populacijama kortikalnih limfocita u 

timusu, epitelnih ćelija proksimalnih tubula u bubregu, i  hepatocita u 

jetri .    
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 U timusu je detektovana negativna kor elacija između fraktalne 

dimenzije tkiva korteksa i  starosti životinje na bojenju hematoksilin -

eozin,  Gimza i toluidin plavo ( p<0.01).  Na slici 38 je prikazan primer 

plotovanih vrednosti starosti životinje (x osa) i  fraktalne dimenzije 

tkiva korteksa.  Slična, negativna korelacija između tkivne 

kompleksnosti i  životne dobi nađena je i  u tkivu timusne medule 

(p<0.01, slika 39).  U hromatinskoj strukturi i  kortikalnih i  medula rnih 

limfocita,  fraktalna dimenz ija je takođe bila u negativnoj  korelaciji  sa 

starošću  životinje (p<0.01).  

 Analizom mikrografa korteksa bubrega, utvrđena je statistički  

signifikantna negativna korelacija ( p<0.01) između tkivne fraktalne 

dimenzije i  starosti životinje nakon bojenja hematoksilin -eozin i  

toluidin plavo tehnikama (slika 40 i  41),  a slične korelacije postojale su 

i  u bubrežnoj meduli.  Na mikrografima korteksa i  medule obojenih 

AZAN  tehnikom, nije detektovana statistički značajna povezanost  

(p>0.05).   Kad je u pitanju analiza hromatinske kompleksnosti,  

postojala je značajna nega tivna korelacija između fraktalne dimenzije 

hromatina ćelija proksimalnih tubula i  starosti životinje ( p<0.01, slika 

42).   

 Detektovana je sta tistički značajna negativna korelacija između 

fraktalne dimenzije tkiva jetre bojenog hematoksilin -eozin i  toluidin 

plavo tehnikama sa jedne strane i  starosti životinje sa druge ( p<0.01, 

slike 43 i  44).  Slična korelacija je utvrđena i između hromatinske 

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

 U hematopoeznom tkivu slezine  obojenom tehnikama 

hematoksilin eozin i  toluidin plavo,  takođe je detektovana negativna 

korelacija između tkivne fraktalne dimenzije i  starenja ( p<0.01, slika 

46).  U hromatinskoj strukturi eritroidnih prekurzorskih ćelija nije bilo 
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značajne promene fraktalne dimenzije,  međutim d etektovano je 

statistički značajno povećanje teksturalne entropije ( p<0.01, slika 47).  

 

Slika 38. Fraktalna dimenzija korteksa timusa (pilot eksperiment, hematoksilin/eozin 

bojenje). 

 

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

bojenje). 
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Slika 40. Fraktalna dimenzija korteksa bubrega u životinja različite starosti (pilot 

eksperiment, hematoksilin /eozin bojenje). 

 

 

 

Slika 41. Fraktalna dimenzija korteksa bubrega u životinja različite starosti (pilot 

eksperiment, toluidin plavo bojenje). 
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Slika 42. Fraktalna dimenzija hromatina ćelija proksimalnih tubula u životinja 

različite starosti (pilot eksperiment). 

1.55

1.60

1.65

1.70

1.75

1.80

1.85

1.90

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Fr
ak

ta
ln

a 
d

im
e

n
zi

ja

Starost (meseci)

 

Slika 43. Fraktalna dimenzija tkiva jetre u životinja različite starosti (pilot 

eksperiment, hematoksilin/eozin bojenje). 
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Slika 44. Fraktalna dimenzija tkiva jetre u životinja različite starosti (pilot 

eksperiment, toluidin plavo bojenje). 

 

 

Slika 45. Fraktalna dimenzija hromatina hepatocita u životinja različite starosti (pilot 

eksperiment). 
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Slika 46. Fraktalna dimenzija hematopoeznog tkiva slezine (pilot eksperiment, 

hematoksilin/eozin bojenje). 

 

 

Slika 47. Odnos entropije  hromatina eritroidnih prekurzora i  starosti 

životinje (pilot eksperiment) .  
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U folikulima bele pulpe slezine ,  kao i  u hromatinu folikularnih ćelija  

nije bilo statistički značajnih promena ni u fraktalnim ni u teksturalnim 

parametrima.   

 

3.3.  Rezultati glavnog eksperimenta  na oglednim životinjama 

3.3.1.  Promene u tkivnoj kompleksnosti  

 

 U skladu sa rezultatima pilot eks perimenta,  detektovano je 

statistički značajno smanjenje fraktalne dimenzije tkiva korteksa i  

medule timusa, korteksa i  medule bubrega, hematopoeznog tkiva 

slezine i  lobulusa jetre.   

 U korteksu i 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 starošću smanjila na preparatima 

obojenim tehnikama hematoksilin/eozin (slika 50 i  51) i  toluidin plavo 

(slika 52 i  slika 53) ,  a slični rezultati su dobijeni fraktalnom analizom 

lobulusa jetre (slika 54 i  55).  Na mikrografima subkapsularnog 

hematopoeznog tkiva slezine obojenog tehnikama hematoksilin  / eozin,  

i  toluidin plavo takođe je detektovano starosno -zavisno smanjenje 

fraktalne dimenzije.   

U folikulima bele pulpe slezine nie bilo razlike u fraktalnoj  

dimenziji  između ispitivanih grupa. Teksturalni GLCM parametri se nisu 

značajno menjali  ni u jednom ispitivanom tkivu.  
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3.3.2.  Stromalne ćeli je  t imusa 

 

Fraktalna dimenzija hromatina timusnih stromalnih ćelija u 

novorođenih miševa iznosila je 1.437±0.038. Maksimalna vrednost 

zabeležena je kod životinja starih 30 dana (1.441±0.031),  a minimalna 

vrednost u starosnoj grupi od 300 dana (1.419  ±0.039).  Nije postojala 

statistički značajna razlika između starosnih grupa ( F=0.27, p>0.05,  

slika 56).  

 Slično vrednostima fraktalne dimenzije,  lakunarnost hromatina 

stromalnih ćelija nije se značajno razlikovala između starosnih grupa 

(F=0.426, p>0.05,  slika 57).  U novorođenih miševa iznosila je 

1.439±0.055, u starosnoj grupi 30 dana 1.468±0.027 ,  a u najstarij ih 

miševa (390 dana) srednja lakunarnost je bila 1.454±0.037.  

Slika 48. Fraktalna dimenzija tkiva korteksa timusa (hematoksilin/eozin).   

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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Slika 49. Fraktalna dimenzija tkiva medule timusa (hematoksilin/eozin). 

Slika 50. Fraktalna dimenzija tkiva kortiksa bubrega (hematoksilin/eozin). 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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Slika 51. Fraktalna dimenzija tkiva kortiksa bubrega (Toluidun plavo). 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 

Slika 52. Fraktalna dimenzija tkiva medule bubrega (hematoksilin/eozin). 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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Slika 53. Fraktalna dimenzija tkiva medule bubrega (Toluidun plavo). 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 

Slika 54. Fraktalna dimenzija tkiva jetre (hematoksilin/eozin). 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 

* 

* * 

* 
* * 

* 
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Slika 55. Fraktalna dimenzija tkiva jetre (Toluidun plavo). 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 

 

Slika 56. Fraktalna dimenzija hromatina stromalnih ćelija. 
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Slika 57. Lakunarnost hromatina stromalnih ćelija. 

 

 

Tabela 3. Srednje vrednosti i standardne devijacije GLCM paremetara hromatina 

stromalnih ćelija. 

Starost 
ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    SD 

0 dana 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 

20 dana 0.033 0.008 508.2 73.3 0.00032 0.00005 0.40 0.02 5.75 0.13 3313 378 

30 dana 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 

ćelija se takođe ni su značajno menjali  u starosnim grupama. Srednje  

vrednosti i  standardne devijacije GLCM parametara hromatina 

prikazane su u tabeli 3.   

Nije postojala statistički značajna korelacija između fra ktalnih i 

GLCM parametara hromatina stromalnih ćelija sa jedne strane i  

odgovarajućih tkivnih fraktalnih odnosno teksturalnih parametara 

korteksa odnosno medule sa druge strane ( p>0.05).  Ovo ukazuje da 

strukturalne karakteristike hromatina stromalnih ćelij a ne utiču 

značajno na sveukupnu kompleksnost tkiva timusa.  

 

3.3.3.  Kortikalni l imfociti  t imusa 

 

 U populaciji  kortikalnih limfocita detektovano je statistički  

značajno smanjenje kompleksnosti merene fraktalnom dimenzijom .  U 

novorođenih životinja,  srednja vrednost fraktalne dimenzije iznosilo je 

1.779±0.018, a u životinja starih 10 dana 1.756±0.025 (p>0.05).  U grupi 

miševa starosti 20 dana detektovano je statistički  značajno smanjenje 

(1.708±0.020, p<0.01, slika 58) Fraktalna dimenzija hromatina je 

dostigla minimum u grupi najstarijih životinja (390 dana, 1.556±0.027, 

p<0.001).  Uočena je statistički visoko značajna pozitivna korelacija 

između fraktalne dimenzije tkiva korteksa timusa i  fraktalne dimenzije 

hromatina kortikalnih l imfocita ( p<0.01, slika 59).  

 Lakunarnost hromatina kortikalnih limfocita timusa se nije 

značajno menjala sa starenjem ( slika 60).  Takođe, nije bilo statistički 
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značajne razlike u GLCM parametrima teksture hromatina između 

starosnih grupa (tabela 4).   

 

Tabela 4. Vrednosti GLCM parametara hromatina kortikalnih limfocita timusa u 

različitim starosnim grupama 

Starost 
ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    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 44.5 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 43.9 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 8.4 0.006 0.001 0.19 0.01 6.47 0.08 179 22 

390 dana 0.0020 0.0001 42.9 7.3 0.006 0.001 0.20 0.01 6.44 0.07 170 19 

 

 

Slika 58. Vrednosti fraktalne dimenzije hromatina kortikalnih limfocita timusa u 

različitim starosnim grupama. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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Sika 59. Odnos fraktalne dimenzije tkiva korteksa timusa i fraktalne dimenzije 

hromatina kortikalnih limfocita 

 

 

Slika 60. Lakunarnost hromatina kortikalnih limfocita timusa u različitim starosnim 

grupama. 
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3.3.4.  Medularni l imfociti  t imusa 

 

 Slično kao kod kortikalnih limfocita timusa, i  u medularnim 

limfocitima je uočeno značajno smanjenje hromatinske fraktalne 

dimenzije sa starenjem. Maksimalna vrednost zabeležena je u 

novorođenih životinja (1.777±0.029),  a minimalna u najstarijih 

životinja (1.566±0.031,  slika 61).  Smanjenje fraktalne dimenzije je 

postalo statistički  značajno u grupi životinja starih 30 dana 

(1.717±0.025, p<0.01).  Uočena je statistički visoko značajna pozitivna 

korelacija između 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 značajno promenili  sa starenjem.  

 Između kortikalnih i  medularnih limfocita detektovana je 

statistički značajna razlika u pojedinim GLCM par ametrima teksture 

hromatina. Medularni l imfociti  su imali značajno veću 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 GLC M analiza potencijalno osetlj iv 

metod u razlikovanju ove dve ćelijske populacije.   
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Slika 61. Vrednosti fraktalne dimenzije hromatina medularnih  limfocita timusa u 

različitim starosnim grupama. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 

 

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 različitim starosnim 

grupama 

 

Tabela 5.  Vrednosti GLCM parametara hromatina medularnih limfocita timusa u 

različitim starosnim grupama 

Starost 
ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    SD 

0 dana 0.0019 0.0003 48.7 10.7 0.006 0.002 0.19 0.02 6.54 0.10 208 16 

10 dana 0.0018 0.0002 50.7 9.5 0.006 0.001 0.19 0.01 6.56 0.07 205 24 

20 dana 0.0017 0.0001 50.8 5.9 0.005 0.000 0.19 0.01 6.60 0.05 215 18 

30 dana 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 

210 dana 0.0018 0.0002 47.6 6.7 0.005 0.001 0.19 0.01 6.57 0.07 220 25 

300 dana 0.0017 0.0001 51.9 8.9 0.005 0.001 0.18 0.01 6.60 0.06 219 35 

390 dana 0.0018 0.0002 49.3 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 
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3.3.5.  Folikularne ćelije u beloj  pulpi slezine  

 

Fraktalna dimenzija hromatina folikularnih ćelija u beloj pulpi  

slezine u novorođenih životinja iznosila je 1.520±0.054 ,  a u miševa 

starih 10 dana 1.508±0.034. Minimalna vrednost fraktalne dimenzije 

zabeležena je u starosnoj  grupi 20 dana (1.488  ±0.055),  a maksimalna u 

starosnoj grupi od 210 dana (1.532±0.034).  Kod najstarij ih životinja,  

srednja hromatinska fraktalna dimenzija iznosila je 1.502±0.060. Nije 

bilo statistički značajne razlike između grupa ( F=0.659, p>0.05, slika 

66).  

Lakunarnost hromatinske strukture folikularnih ćelija je bila 

maksimalna u novorođenih životinja (1.604±0.048).  Vrednosti  

hromatinske lakunarnosti u miševa starih 10 i  20 dana bile su manje 

(1.583±0.077, odnosno 1.540  ±0.068),  ali  ove promene nisu bile 

statistički signifikantne. Sličan rezultat je dobijen poređenjem srednjih 

vrednosti  lakunarnosti ostalih starosnih grupa ( F=1.113, p>0.05,  slika 

67).  
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Slika 66. Fraktalna dimenzija hromatina folikularnih ćelija bele pulpe slezine 
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Slika 67. Lakunarnost hromatina folikularnih ćelija bele pulpe slezine 
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Tabela 6. GLCM parametri hromatinske teksture folikularnih ćelija slezine 

Starost 
ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    SD 

0 dana 0.021 0.002 1370.9 160.9 0.00030 0.00004 0.30 0.03 5.888 0.100 2941 335 

10 dana 0.025 0.005 1332.2 157.7 0.00027 0.00003 0.31 0.03 5.872 0.240 3134 294 

20 dana 0.021 0.004 1427.1 155.5 0.00031 0.00008 0.29 0.03 5.954 0.142 2999 127 

30 dana 0.025 0.005 1465.8 269.6 0.00027 0.00003 0.31 0.03 5.824 0.128 3207 148 

120 dana 0.021 0.002 1411.8 144.2 0.00027 0.00002 0.29 0.02 5.943 0.108 3013 188 

210 dana 0.021 0.003 1444.5 196.4 0.00027 0.00002 0.29 0.02 5.940 0.096 3097 285 

300 dana 0.020 0.005 1526.7 178.7 0.00029 0.00003 0.31 0.02 5.876 0.112 3000 400 

390 dana 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 ćelija se takođe 

nisu značajno 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 ćelije  slezine  

 

 U eritroidnim prekurzorskim ćelijama  hematopoeznog tkiva 

slezine sa starenjem je došlo do povećanja GLCM entropije  hromatina.  U 

novorođenih životinja srednja vrednost hromatinske entropije iznosila 

je 5.936±0.021. Već u grupi životinja starosti 10 dana,  došlo je do 

statistički značajnog povećanja (6.070±0.096, p<0.01).  Vrednosti  

entropije kod starijih životinja 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 poređenju sa grupom novorođenih miševa ),  da bi svoj maksimum 
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dostigle u grupi   životinja  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 starošću.  Maksimalna homogenost je zabeležena u grupi 

novorođenih životinja (0.352  ±0.005),  a minimalna u najstarijih miševa 

(0.204±0.014).  Statistički  značajno smanjenje inverznog momenta 

razlike zabeleženo je već u grupi životinja stari h 10 dana (0.331±0.013,  

p<0.05, slika 69).   
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Slika 68. Teksturalna entropija hromatina eritroidnih prekurzorskih ćelija slezine u 

različitim starosnim grupama. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 

 

Slika 69. Inverzni momenat razlike hromatina eritroidnih prekurzorskih ćelija slezine 

u različitim starosnim grupama. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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Slika 70. Teksturalni kontrast hromatina eritroidnih prekurzorskih ćelija slezine u 

različitim starosnim grupama. *p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 

 

Slika 71. Angularni drugi momenat hromatina eritroidnih prekurzorskih ćelija slezine 

u različitim starosnim grupama. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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Slika 72. Teksturalna korelacija hromatina eritroidnih prekurzorskih ćelija slezine u 

različitim starosnim grupama 

 

Slika 73. Teksturalna varijansa hromatina eritroidnih prekurzorskih ćelija slezine u 

različitim starosnim grupama. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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 Vrednosti  teksturalnog kontrasta se nisu značajno menjale u 

postnatalnom razvoju.  Statistički značajno po većanje kontrasta je 

zabeleženo samo u grupama životinja starih 300 dana (1135±147 prema 

678±63 kod novorođenih  miševa,  p<0.01),  i  390 dana (1719±210,  

p<0.01, slika 70).  

 Angularni drugi momenat hromatina eritroidnih prekurzora u 

novorođenih miševa iznosio  je 0.029±0.003, i  nije se značajno  menjao u 

postnatalnom razvoju i  starenju sa izuzetkom  u životinja starosti 300 

dana (0.020±0.003) i  390 dana (0.015±0.003) gde je bio statistički  

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

Teksturalna korelacija hromatina je varirala između vrednosti      

1.82*10 - 4±9.59*10 - 6 ,  koliko je zabeleženo u novorođenih miševa do 

2.33*10 - 4±5.39*10 - 6 ,  koliko je zabeleženo u grupi miševa starih 120 

dana. Nije bilo statistički značajne razlike između grupa ( p>0.05, slika 

72).  

 Teksturalna varijansa hromatina je u novorođenih životinja 

iznosila 5371±259. Nije bilo značajne razlike između grupa sa 

izuzetkom u grupama miševa starosti 300 dana (4525±395) i  390 dana 

(4405±385) gde je detektovano statistički  značajno smanjenje  (p<0.05,  

slika 73).   

 Detektovana je statistički visoko značajna negativna korelacija 

između hromatinske entropije i  inverznog momenta razlike u svim 

grupama. Drugim rečima,  što je entropija hromatina bila veća - to je 

hromatinska homogenost bila manja.  P rimeri plotovanih vrednosti  

entropije i  inverznog momenta razlike za grupu novorođenih i  

najstarijih životinja prikazane su na slikama 74 i 75.  
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Slika 74. Primer plotovanih vrednosti entropije i  inverznog momenta 

razlike hromat ina eritroidnih prekurzora za grupu novorođenih 

životinja  

 

Slika 75. Primer plotovanih vrednosti entropije i  inverznog momenta 

razlike hromatina eritroidnih prekurzora za grupu životinja starosti 

390 dana 
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Fraktalna dimenzija i  lakunarnost hromatina u  eritroidnim 

prekurzorskim ćelijama se nisu značajno razlikovale između starosnih 

grupa (p>0.05).  

 

3.3.7.  Epitelne ćelije  proksimalnih tubula  bubrega 

 

Srednja vrednost fraktalne dimenzije hromatina epitelnih ćelija 

proksimalnih tubula u novorođenih životinja iznosila je 1.765±0.030. U 

životinja starih 10 dana, fraktalna dimenzija je bila statistički značajno 

manja i  iznosila je 1.679±0.054. U starijih životinja,  ove vrednosti su 

nastavile da padaju i  u poređenju sa grupom novorođeni h miševa,  

razlika je u svim slučajevima bila statistički visoko signifikantna 

(p<0.01, slika 76).  Uočena je statistički  visoko značajna pozitivna 

korelacija između fraktalne dimenzije tkiva korteksa bubrega i  

fraktalne dimenzije hromatina epitelnih ćelija proksimalnih tubula 

(p<0.01, slika 77).  

Lakunarnost hromatina u proksimalnim tubulima se sa druge 

strane povećavala sa starenjem. Minimalna vrednost zabeležena je u 

grupi novorođenih životinja (1.227  ±0.100),  dok je u miševa starih 

deset dana srednja hroma tinska lakunarnost iznosila 1.346±0.072, što 

je bilo statistički značajno povećanje.  U starosnoj grupi miševa od 20 

dana lakunarnost je nastavila da raste (1.449±0.083),  a razlika u 

odnosu na prvu grupu je postala statistički visoko signifikantna 

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

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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Sika 77. Odnos fraktalne dimenzije tkiva korteksa bubrega i fraktalne dimenzije 

hromatina epitelnih ćelija proksimalnih tubula. 
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Slika 78. Lakunarnost hromatina u epitelnim ćelijama proksimalnih tubula. 

 

 

Lakunarnost je u starijih miševa 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,  t eksturalni 

pokazatelji  hromatinske strukture se nisu značajno menjali  sa 

starenjem. Kao što se vidi iz tabele 7, nije bilo statisti čki značajne 

razlike između starosnih grupa.  
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Tabela 7. GLCM parametri teksture hromatina u epitelnim ćelijama proksimalnih tubula 

Starost 

ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    SD 

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 

30 dana 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 

210 dana 0.037 0.004 1258.7 199.7 0.00024 0.00004 0.32 0.01 6.28 0.13 4136 539 

300 dana 0.039 0.008 1084.5 124.1 0.00025 0.00005 0.32 0.02 6.25 0.13 3998 647 

390 dana 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 ćelije  distalnih tubula  bubrega 

 

Srednja vrednost fraktalne dimenzije hromatina epitelnih ćelija 

distalnih tubula bila je 1.479±0.058 u novorođe nih životinja,  

1.468±0.038 u miševa starih 10 dana, i  1.469±  0.033 u miševa starih 20 

dana. Srednje vrednosti sa standardnim devijacijama su prikazane na 

slici  79 .  Kao što se vidi  iz slike,  u grupi životinja starosti 210 dana 

postoji vidljiv pad fraktalne dimenzije (1.448±0.052 u poređenju sa 

1.468 ±0.036 u prethodnoj grupi),  međutim ova promena nije bila 

statistički značajna. Ni između ostalih grupa nije detektovana značajna 

razlika (p>0.05, F=0.349).  
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Lakunarnost hromatina u novorođenih životinja iznosila  je 

1.554±0.061, a u životin ja starih 10 dana 1.605 ±0.040. U svim 

narednim starosnim grupama, lakunarnosti je bila vi ša u poređenju sa 

novorođenim miševima (20 dana: 1.598±0.043; 30 dana: 1.610±0.048; 

390 dana: 1.574±0.037),  ali  ovo povećanje nije bilo st atistički 

signifikantno (F=0.898, p>0.05, slika 80).  



92 

 

 

Slika 79. Fraktalna dimenzija hromatina u epitelnim ćelijama distalnih tubula. 
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Slika 80. Lakunarnost  hromatina u epitelnim ćelijama distalnih tubula 
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Kao u slučaju fraktalnih parametara,  ni GLCM parametri teksture 

hromatina ćelija distalnih tubula nisu se značajno menjali  ( p>0.05).  

Srednje vrednosti  GLCM parametara sa standardnim devijacijama 

prikazane su u tabeli 8.  Nije detektovana značajna korelacija između 

hromatinskih i  tkivnih fraktalnih,  odnosno GLCM parametara.  

 

Tabela 8. GLCM parametri teksture hromatina u epitelnim ćelijama distalnih tubula. 

Starost 
ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    SD 

0 dana 0.021 0.005 1562.8 148.9 0.00032 0.00002 0.28 0.04 5.96 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 5.94 0.14 3056 172 

 

 

3.3.9.  Epitelne ćelije  sabirnih kanalića  bubrega 

 

 Fraktalna dimenzija hromatina epitelnih ćelija sabirnih kanalića u 

novorođenih životinja iznosila je 1.537±0.031, a u miševa starih 10 

dana 1.525±0.040. Ovo smanjenje nije bilo statistički  značajno ( p>0.05).  

Maksimalna vrednost fraktalne dimenzije  hromatina zabeležena je u 

životinja starih 20 dana: 1.550±0.023. Između starosnih grupa nije 

uočena statistički značajna razlika ( F=0.785, p>0.05, slika 81).  
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Slika 81. Fraktalna dimenzija hromatina u epitelnim ćelijama sabirnih kanalića 
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Slika 82. Lakunarnost hromatina u epitelnim ćelijama sabirnih kanalića 
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Tabela 9. GLCM parametri teksture hromatina u epitelnim ćelijama sabirnih kanalića 

Starost 
ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    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 ćelija sabirnih kanalića u 

novorođenih životinja iznosila je 1.629±0.060. Maksimalna vrednost 

lakunarnosti  zabeležena 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 statistički  značajne razlike između grupa ( F=0.251, p>0.05, 

slika 82).  

Ni u GLCM parametrima teksture hromatina nije zabeležena 

značajna razlika između 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.  Ćelije macula densa strukture  

 

Fraktalna dimenzija hromatina u ćelijama  makule denze iznosila 

je 1.435±0.017 u novorođenih životinja.  Već u prvoj narednoj starosnoj  

grupi (10 dana) došlo je do statistički značajnog smanjenja 

(1.406±0.018, p<0.05),  da bi  u životinja starih 20 dana smanjenje 

postalo visoko signifikantno (1.398±0.030, p<0.01).  Fraktalna 

dimenzija kod starijih životinja 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 ćelijama  makule denze u novorođenih 

životinja iznosila je 1.416±0.145 što je predstavljalo minimalnu 

vrednost.  Razlika je postala statistički značajna u grupi od 120 dana 

(1.502±0.007,  p<0.01),  a maksimalna vrednost lakunarnosti je  

detektovana u najstarijih životinja (1.553±0.005, p<0.001).   
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Slika 83. Fraktalna dimenzija hromatina u ćelijama macula densa regiona. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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Slika 84. Odnos fraktalne dimenzije i lakunarnosti u ćelijama makule denze u grupi 

novorođenih miševa. 
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Tabela 10. GLCM parametri teksture hromatina u ćelijama makule denze 

Starost 
ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    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 

10 dana 0,047 0,004 232,3 50,0 0,00034 0,00009 0,45 0,01 5,78 0,11 3176 690 

20 dana 0,051 0,005 263,3 49,5 0,00029 0,00005 0,46 0,01 5,70 0,03 3651 619 

30 dana 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 

210 dana 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 statistički značajnoj  

negativnoj korelaciji  sa fraktalnom dimenzijom ( p<0.001).  Na slici 84 

prezentovane su vrednosti fraktalne dimenzije i  lakunarnosti za 

hromatinske strukture u grupi novorođenih životinja.  Korelacije  između 

ova dva parametra slične jačine i  smera su detektovane i u ostalim 

starosnim grupama.  

Teksturalni parametri hromatina su prikazani u tabeli 10. Nije 

detektovana značajna razlika između starosnih grupa ni  za jedan od 

GLCM parametara.   

 

3.3.11.  Hepatociti  

 

 Fraktalna dimenzija hromatina hepatocita bila je najveća u 

novorođenih životinja i  iznosila je 1.694±0.063. U miševa starih 10 

dana detektovano je smanjenje fraktalne dimenzije (1.672±0.060),  

međutim ono nije bilo statistički  značajno. Fraktalna di menzija u svim 

ostalim starosnim grupama bila je statistički značajno manja u 
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poređenju sa novorođenim životinjama i ta razlika se uvećavala kod 

svake sledeće ispitivane grupe ( grupa 20 dana: 1.612±0.071; p=0.013 ;  

grupa 30 dana: 1.579±0.046, p<0.01).  Minimalna vrednost fraktalne 

dimenzije zabeležena je u najstarijih životinja (390 dana, 1.446±0.032, 

p<0.001, slika 85).  Uočena je statistički  visoko značajna pozitivna 

korelacija između fraktalne dimenzije jetrinih lobulusa i  fraktalne 

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

 Za razliku od fraktalne dimenzije,  lakunarnost hromatina 

hepatocita se povećala sa starenjem. Minimalna vrednost zabeležena je  

u novorođenih životinja ( 1.501±0.055),  a maksimalna u najstarijih 

životinja (1.897±0.083).  U životinj a starih 10, 20 i  30 dana, iako je   

lakunarnost bila veća od prve grupe, ta razlika nije bila statistički  

značajna   (p>0.05).  Tek u starosnoj grupi životinja starosti  120 dana,  

razlika je postala statistički značajna ( p<0.01,  slika 87) da bi se u 

starij ih životinja,  značajnost razlike još vise povećala (p<0.001, slika 

87).  

Teksturalni parametri hromatina hepatocita se za razliku od 

fraktalnih nisu značajno menjali .  U tabeli 11, prikazane su srednje 

vrednosti GLCM parametara sa standardnim varijacijama.  
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Slika 85. Fraktalna dimenzija hromatina hepatocita. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 
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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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Slika 87. Lakunarnost hromatina hepatocita. 

*p<0.05 u poređenju sa grupom novorođenih životinja 

 

Tabela 11. GLCM parametri hromatina hepatocita. 

Starost 
ASM KONTRAST KORELACIJA IDM ENTROPIJA VARIJANSA 

   SD    SD    SD    SD    SD    SD 

0 dana 0.015 0.004 1904.2 217.6 0.00025 0.00002 0.22 0.02 6.15 0.16 2935 359 

10 dana 0.015 0.002 1797.9 137.7 0.00026 0.00002 0.24 0.03 6.14 0.12 2790 211 

20 dana 0.017 0.005 1936.6 92.5 0.00024 0.00002 0.23 0.02 6.16 0.08 3110 304 

30 dana 0.017 0.004 1942.7 282.7 0.00024 0.00003 0.23 0.02 6.13 0.15 3055 432 

120 dana 0.015 0.003 1933.4 254.8 0.00026 0.00003 0.23 0.03 6.15 0.11 2868 318 

210 dana 0.017 0.005 1978.8 205.7 0.00025 0.00003 0.23 0.02 6.13 0.10 3017 287 

300 dana 0.018 0.003 2163.3 316.5 0.00026 0.00008 0.24 0.02 5.99 0.14 3203 502 

390 dana 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 kliničkoj fiziologiji  

 

Fraktalna analiza predstavlja savremenu i egzaktnu metodu sa 

širokom primenom kako u molekularnoj i  celularnoj fiziologiji ,  tako i  u 

kliničkim naukama  (Hotta et al.  2005; Di Ieva et al.   2012; Silva et al .  

2012) .  Koristi se za merenje kompleksnosti bioloških struktura kao što 

su tkiva i  individualne ćelije i  njihove organele.  Na tkivnom nivou, uz 

pomoć ove metode je moguće kvantifikovati potencijalne promene u  

tkivnoj arhitekturi  koje nastjaju b i lo pod uticajem nekog fiziološkog 

mehanizma, bilo kao posledica patološkog procesa  (Lin,  2012).   Na 

celularnom nivou, fraktalna analiza se koristi za procenu finih 

strukturnih promena u ćelijskoj organizaciji  koje se ne mogu 

detektovati standardnom optičk om 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  

klasične, Euklidske geometrije teško 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 što su krug,  

kavadrat i  pravougaonik se lako mogu opisati merenjem, odnosno 

računanjem veličina kao što su duži na, širina,  obim, površina itd.  Sa 

druge strane, mnoge biološke strukture kao što su tkivo i  ćelija ,  se 

odlikuju suviše velikim stepenom kompleksnosti da bi klasične mere 

Euklidske geometrije bile dovoljne za adekvatnu morfološku  i  citološku 

analizu.   
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Postoji nekoliko tipova, odnosno nivoa fraktalne analize: 

određivanje fraktalne dimenzije,  analiza lakunarnosti i  multifraktalna 

analiza.  Fraktalna dimenzija je najznačajn i ja mera strukturne 

kompleksnosti  sa širokom primenom u skoro svim biološkim  i  

medicinskim disciplinama (Losa & Casteli  2005; Silva et al.  2012; Lin,  

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

U kliničkoj praksi ,  fraktalna dimenzija je do sada uspešno 

primenjena za kvantifikovanje i  analizu  varijabilnosti srčanog ritma  

(Tan CO et al.  2009),  za dijagnostiku određenih oftalmoloških oboljenja 

(Karperien A et al.  2008a),  za in vitro detektovanje i  opisivanje 

kancerskih ćelija (Kam Y, 2009),  i  u neuronaukama za analizu glijalnih 

ćelija kod Alchajmerove bolesti ,  šizofrenije i  afektivnog poremećaja 

(Karperien A et  al.  2008b).  

Postoji nekoliko metoda određivanja fraktalne dimenzije:  Box-

counting metoda, diferencijalna Box-counting metoda, ‘ ‘Extended 

counting”,  metoda korišćenjem  frakcionalno Brovnianog kretanja,  

variogramska metoda, Isarithm metoda i Triangular prism metoda. Box-

counting metoda ,  koja je upotrebljena i  u našoj studiji ,  se danas 

najčešće koristi jer je pokazala najveći stepen senzitivnosti  i  

specifičnosti,  barem kada je u pitanju analiza digitalni h mikrografa i  

ostalih dvodimenzionalnih površina  (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 što zahteva  binarizaciju ulaznog signala  (Russel et al.  

1980) .  Kada je u pitanju analiza digitalnih migrografa,  što je u osnovi 

našeg rada, to u praksi znači da svaka slika pre frakt alne obrade treba 

da bude konvertovana u binarni format.  Tehnički,  binarno 
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konvertovanje je jednostavna operacija koja je integrisana u  većinu 

savremenih programa za obradu slike (kao što je ImageJ Nacionalnog 

instituta za zdravlje); međutim, tokom samog procesa konvertovanja 

slike bioloških struktura kao što je hromatin,  uvek postoji opasnost da 

bitni detalji  slike izmene u tolikoj meri  da to kasnije utiče na vrednost 

fraktalne dimenzije.  

 Diferencijalna box-counting metoda predstavlja adaptaciju 

standardne  box-counting metode u kojoj je izbegnuta binarizacija 

signala,  već se celokupna analiza obavlja na crno -belim (gray scale) 

slikama. Predložena je od strane Chaudhuri i  Sarkara 1995. godine 

(Chaudhuri and Sarkar,  1995).  Iako  ova modifikacija otklanja značajne 

nedostatke binarizacije,  neki autori (Asvestas et al.  1998) veruju da je 

ona numerički manje stabilna i  da su vrednosti fraktalne  dimenzije 

dobijene na ovaj način manje od realnih.   

U našoj studiji ,  vrednosti fraktalne dimenzije su uz pomoć 

FracLac potprograma u okviru ImageJ dobijene standardnom box-

counting metodom kod svih bioloških struktura (hromatin i  tkivo) koje 

su bile obojene nekom od histoloških boja (Hematoksilin -Eozin,  toluidin 

plavo, Gimza i AZAN bojenje).  Diferencijalna box-counting metoda je 

korišćena samo kod nativnih mikrografa u in vitro eksperimentu, 

imajući u vidu je binarizacija neobojenog jedra nepraktična  i  da se ovim 

procesom gubi veliki deo (preko 90%) vidljive hromatinske strukture .  

Vrednosti hromatinske fraktalne dimenzije u ovom slučaju su očekivano 

bile manje nego kod obojenih preparata.  

Tokom standardne obrade digitalnih mik rografa,  fraktalna 

dimenzija u mnogome zavisi  od količine detalja na analiziranoj  slici  

(Chappard et al.  2001) .  Stoga je važno da svi mikrografi budu 

napravljeni u istoj rezoluciji  i  pod istim uslovima kao što su 
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osvetljenost,  odnosno ekspozicija.  Takođe, kod analize histoloških 

preparata,  potrebno je da svi tkivni isečci budu iste debljine (u ovom 

radu su korišćeni isečci standardne debljine 5 mikrometara) i  obojeni 

na isti  način.   

U našoj  studiji ,  u zavisnosti  od vrste tkiva korišćena su do četiri  

različite tehnike bojenja:  Hematoksil in-Eozin,  toluidin plavo, Gimza i 

AZAN bojenje.  Različita bojenja korišćena su iz nekoliko razloga. Kao 

prvo, detektovano smanjenje tkivne kompleksnosti  više od jednog 

bojenja potvrđuje validnost studije i  čini dobijene rezultate naučno više 

vrednim. Drugo,  s obzirom da se pojedine tkivne strukture na jednom 

bojenju prikazuju bolje nego na drugom, logično se nameće zaključak da 

je detektovano smanjenje kompleksnosti na svim tehnikama bojenja 

posledica strukturalnih promena koje se dešavaju na više nivoa.  Ti pičan 

primer u našoj 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 dešavaju više  na celularnom, hromatinskom nivou 

(toluidin plavo tehnika  je efikasna u bojenju nukleinskih kiselina u 

jedru nefrocita) nego u ekstracelularnim strukturama kao što je 

glomerularna bazalna membrana (AZAN bojenje posebno dobro 

prikazuje ekstracelularni  matriks).  

Pored fraktalne dimenzije,  još jedan od značajnih pokazatelja 

strukturne kompleksnosti u biologiji  i  biofizici predstavlja lakunarnost  

(Torres-Mejía et al.  2005) .  Lakunarnost je indikator postojanja 

praznina (engl.  “gappiness”),  odnosno pokazatelj  u kojoj meri  određena 

struktura,  odnosno fraktal ispunjava prostor.  Lakunarnost je indirektni  

pokazatelj  heterogenosti biološke strukture :  što je tkivo, odnosno 

hromatin homogeniji  -  njegova lakunarnost je manja.   U poređenju sa 
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fraktalnom dimenzijom, u ćelijskoj biologiji  i  histologiji ,  lakunarnost je 

mnogo manje istražen parametar i  za sada ne postoji nijedna 

publikacija koja je ispitala potencijalne promene tkivne i  celularne 

lakunarnosti  tokom starenja.   

Naši rezultati ukazuju da  u nekim hromatinskim strukturama gde 

se fraktalna dimen zija smanjuje,  lakunarnost se povećava i  obrnuto. U 

mnogim ispitivanim jedrima poput onih u ćelijama makule denze,  

detektovana je statistički značajna negativna korelacija između ova dva 

parametra.  Na osnovu ovoga možemo pretpostaviti  da veličina i  broj  

praznina u hromatinskoj strukturi značajno utiče na sveukupnu 

hromatinsku kompleksnost.   Ova pretpostavka bi bila u saglasnosti sa 

nalazima drugih autora koji su takođe detektovali postojanje pomenute  

negativne korelacije (Yasar & Akgünlü,  2005)  

U našoj  studiji  korišćen je još jedan indirektni pokazatelj  

heterogenosti: GLCM inverzni momenat razlike  (inverese difference 

moment,   IDM). Inverzni momenat razlike se često u stručnoj literaturi 

poistovećuje 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.  Naši rezultati  

pokazuju da u svim strukturama  u delu studije  na oglednim životinjama  

gde se sa starenjem smanjivala vrednost fraktalne dimenzije ,  ili  

povećavala vrednost lakunarnosti ,  veličina inverznog momenta nije 

trpela statistički značajne promene.  
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4.2. Fraktalni parametri kao potencijalni indikatori strukturnih 

promena u hromatinu nakon UV tretmana 

 

 U in vitro  delu naše studije ispitivali  smo strukturne promene u 

hromatinu ćelija nakon tretmana UV zračenjem. Ćeli jska kultura 

kancerskih glijalnih ćelija linije U251 je bila izložena  pulsu UVB 

zračenja,  a nakon toga, uzorak od 32 ćelije (vezani uzorak) je praćen 

kroz seriju vremenskih tačaka (ukupno je bilo 12 vremena računajući  

kontrolnu tačku-pre tretmana).  Naši rezultati su pokazali statistički  

značajno smanjenje jedarne lakunarnosti već neposredno nakon 

tretmana. Sa druge strane fraktalna dimenzija je ostala približno ista,  

odnosno nije bilo statistički značajne razlike između pojedinačnih 

vremenskih tačaka.  Prema našim 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  Caste li  (2005) su u svom radu imali sličan pristup u smislu 

uvođenja kancerskih ćelija u programiranu ćelijsku smrt i  računanja 

fraktalne dimenzije u različitim vremenskim tačkama tokom rane 

apoptoze (Losa & Castelli ,  2005) .  Za razliku od naše studije,  ovde su 

ćelije tretirane proapoptotskim hemijskim agensom  kalcimicinom u 

dozi od 1 μM koja izaziva apoptozu u roku od 72h što je znatno duži  

vremenski period nego u našem radu. Takođe, ana liza  hromatina ćelija 

je rađena uz pomoć elektronske mikroskopije i  korišćenjem specijalnog 

bojenja,  što je još jedna značajna razlika u odnosu na našu 

metodologiju.  Autori su zaključili  da postoji  generalizovano i  održivo 

smanjenje hromatinske fraktalne dimenzije koje nastupa pre nego što 

konvencionalne tehnike za detekciju apoptoze pokažu da je u ćelijskoj  

kulturi započet proces programirane ćelijske smrti.  Kao tehnike zlatnog 
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standarda, korišćene su Annexin-V bojenje,  TUNEL test (TdT -mediated 

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

 Postoji nekoliko potencijalnih objašnjenja zašto u našoj  studiji  

nije nađeno statistički značajno smanjenje fraktalne dimenzije jedarne 

strukture (za razliku od lakunarnosti).  Prvo, moguće je d a kod nativnih, 

neobojenih preparata i  kultura koje se analiziraju invertnim 

mikroskopom, promene u hromatinu,  zbog nedostatka odgovarajućeg 

bojenja nisu detektabilne određivanjem fraktalne dimenzije.  Drugo, 

vrednosti fraktalne dimenzije ultrastrukture hro matina nakon 

elektronske mikroskopije ne moraju obavezno da koreliraju sa 

fraktalnom dimenzijom nakon optičke mikroskopije.   

U nekoj budućoj studij i  koja bi se bavila ispitivanjem uticaja UV 

zračenja na hromatinsku arhitekturu, bilo bi  interesantno primeni ti  dve 

strategije.  Prvo, pre i  nakon UV iradijacije,  od odgovarajućih uzoraka 

kancerskih ćelija mogli bi da se naprave obojeni preparati  i  analiziraju 

svetlosnim mikroskopom. Druga strategija bi podrazumevala 

ultrastrukturalnu analizu elektronskim mikrosko pom. Glavni 

nedostatak oba ova pristupa u poređenju sa našom studijom bio bi 

nemogućnost pravljenja vezanog uzorka (odnosno posmatranja iste 

grupe ćelija kroz vremenske intervale).  Ovo bi se moglo prevazić i  

pravljenjem više nezavisnih uzoraka od npr.  nekol iko stotina ćelija i  

odgovarajućom statističkom analizom.  

 Detektovane promene lakunarnosti u našoj  studiji  predstavljaju 

značajan rezultat imajući u vidu da su one nastupile pre nego što su 

konvencionalne citofluorometrijske tehnike (DNK  fragmentacija,  

aneksin-propidium jodid bojenje) detektovale početak apoptotskog 

procesa.  Promena lakunarnosti je detektovana već neposredno nakon 

UV tretmana: registrovano je statistički  značajno smanjenje  
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lakunarnosti.  Ovo smanjenje postalo je statistički visoko znača jno 30 

minuta i  jedan sat nakon tretmana. U poređenju sa tim, sve 

citofluorometrijske analize za procenu apoptoze sa izuzetkom analize 

aktivnosti kaspaza postale su pozitivne tek dva sata nakon iradijacije .   

Ovaj rezultat ukazuje da je lakunarnost jedra kao pa rametar 

potencijalno senzitivniji  od postojećih metoda zlatnog standarda za 

detekciju apoptoze  prouzrokovane UV zračenjem .   

Fraktalna analiza u ćelijskoj biologiji  kao metoda ima nekoliko 

prednosti u odnosu na konvencionalne citofluorometrijske tehn ike.  Za 

određivanje vrednosti fraktalne dimenzije i  lakunarnosti nije potrebno 

ni približno  materijalnih i  ljudskih resursa kao za protočnu 

citofluorometriju.  U našoj studiji  za digitalni mikrografi su napravljeni  

korišćenjem invertnog mikroskopa sa ugrađenom dig italnom kamerom 

visoke rezolucije.  Fraktalna i  teksturalna analiza obavljena je uz pomoć 

softvera Nacionalnog instituta za zdravlje (SAD) koji se nalazi  na 

javnom internet domenu (public domain) i  stoga je slobodno dostupan 

za preuzimanje.  U poređenju sa resursima potrebnim za funkcionisanje 

protočnog citofluorometra,  troškovi fraktalne analize su višestruko 

manji što je čini veoma atraktivnom metodom naročito za laboratorije 

koje se nalaze u zemljama u razvoju.  

Da bi se potvrdila visoka senzitivnost frakta lne analize u detekciji  

apoptoze u  poređenju sa konvencionalnim metodama u ćelijskoj  

biologiji ,  u budućnosti će biti  potrebno sprovesti seriju eksperimenata 

na različitim ćelijskim kulturama. Takođe će biti  neophodno tretirati 

ćelijske kulture i  drugim pr oapototskim agensima, a ne samo UV 

zračenjem.  
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4.3. Teksturalna analiza  u eksperimentalnoj i  kliničkoj fiziologiji  

 

Teksturalna analiza predstavlja skup metoda kojima se 

kvantifikuju parametri teksture nekog objekta.   Počela je da se široko 

koristi krajem dvadesetog veka u raznim naučnim oblastima. U 

medicinskim naukama, teksturalna analiza je danas veoma značajan 

dodatak tzv.  sistemima za komjuterski  potpomognutu dijagnostiku 

(Computer aided diagnostic systems -CAD) .  Ovi sistemi su posebno važni  

u savremenoj  radiološkoj  dijagnostici  nakon analize 

kompjuterizovanom aksijalnom tomografijom (CT) i  nuklearnom 

magnetnom rezonancom (NMR). Teksturalna analiza je do sada uspešno 

primenjena za razlikovanje benignih od malignih tumora, za 

određivanje granica između z dravog i  patološki promenjenog tkiva,  kao 

i  u histologij i  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 tekstu ralnih 

parametara,  teksturalna analiza predstavlja važan dodatak fraktalnoj 

analizi .  Parametar kao što je fraktalna dimenzija,  iako veoma važ an za 

razumevanje i  opisivanje složenih objekata,  ipak je u osnovi samo 

kvantifikacija kompleksnosti posmatranog fizičkog ili  biološkog sistema 

(u našem radu digitalnog mikrografa).  Teksturalni GLCM parametri kao 

što su entropija,  inverzni momenat razlike i  kontrast u nekim 

slučajevima mogu da daju još preciznije informacije o tome na koji 

način se kompleksnost sistema  povećava i li  smanjuje.  U tom pogledu 

posebno važan parametar je entropija koja je mera neuređenosti  

sistema, odnosno jedinica rezolucije (piksela) kod digitalnih 

mikrografa.  
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Kod GLCM metode,  potrebno je imati u vidu da postoje određene 

razlike između 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  računa se uz pomoć  Bolcmanove jednačine:  

 

S= k logW  

 

Gde je k Bolcmanova konstanta (1.380062 x 10 - 2 3  J/kelvin) a W 

predstavlja broj mikrostanja sistema u određenom makrostanju.  Drugim 

rečima ,  što je broj mikrostanja sistema veći,  to će i  entropija kao mera 

neuređenosti sistema biti  veća.  Ova formulacija važi za sve sisteme, bilo 

da su oni mehanički,  hemijski i li  biološki  (Lai et al.  2012; Wang et al.  

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

 Teksturalna GLCM entropija se sa druge strane računa na sledeći  

način:  

 

 

 

gde su i  i  j  koordinate GLCM matriksa za određeni direkcioni ugao (0 o ,  

45o ,  90o  i li  135o) i  razmak između jedinica rezolucije.  Primećujemo da 

su obe gore date jednačine  zasnovane na logaritamskoj skali .  Međutim ,  

važna ralzlika između ova dva koncepta entropije je ta što GLCM 
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entropija meri neuređenost jedinica rezolucije (piksela) na digitalnim 

mikrografima (koj i  su prethodno konvertovani u 8-bitni format i  

obrađeni u GLCM matriksu) dok je termodinamska entropija mnogo ši ri  

pojam i  odnosi se na neuređenost fizičkog sistema u smislu bro ja  

mikrostanja od kojih svako od mikrostanja ima  jasno definisanu 

verovatnoću postojanja  (Bai et al.  2008; Meirovitch et al.  2009; Fritsche 

et al.  2012).  

Kad su u pitanju hromatin ili  tkivo kao biofizički sistemi,   njihova 

prava termodinamska entropija,  ia ko postoji kao pojam, je nemoguća 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 pomoć nje prave 

daju relativno puno informacija o strukturnoj organizaciji  (arhitekturi) 

posmatranog i  analiziranog  objekta,  a  pošto strukturalna organizacija 

bilo kog sistema značajno utiče na entropiju istog,  možemo da 

pretpostavimo da je GLCM entropija u određenoj,  a  možda čak i  jakoj  

pozitivnoj korelacij i  sa Bolcmanovom entropijom. Ipak, ovo je samo 

pretpostavka čiju tačnost bi bilo potrebno ispitati u nekoj budućoj  

studiji ,  bi lo na biološkom ili  čisto fizičkom sistemu.  

Još jedan od posebno važnih GLCM parametara je inverzni 

momenat razlike (inverse difference momet ,  IDM).  U stručnoj literaturi  

često 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 naše studije detektovano je statistički značajno 

smanjenje kako celularnog, tako i  nukl eusnog IDM-a.   
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Procena inverznog momenta razlike tkiva  ćelija  ima potencijalno 

veliki naučni značaj,  pošto određene strukturne promene tkiva vezane 

za starenje,  kao što je atrofija i  zamena funkcionalnog tkivnog 

parenhima fibroznim vezivnim tkivom mogu u p ojedinim slučajevima 

značajno uticati na stepen homogenosti dobijenog mikrografa  (Gaudio 

et al.  2005; Shamir et al.  2009; Pantic & Pantic,  2012) .  Na celularnom 

nivou, takođe, poznato je da početni  stadijumi apoptoze (koja je u 

našem radu nastupila kao kraj nja posledica UV tretmana na ćelijskoj 

kulturi) dovode do strukturnih promena u hromatinu koje se 

manifestuju kondenzacijom i marginalizacijom hromatina. U našem 

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,  određivanje IDM -a 

GLCM metodom se može smatrati važnim i u smislu definisanja i  

testiranja alternativnih  metoda za detekciju finih strukturnih promena 

na ćelijskom nivou tokom procesa starenja i  apoptoze. Računanje IDM -

a,  kao uostalom i  cela GLCM metoda je brzo izvodljivo sa velikim 

stepenom reproducibilnosti i  ukoliko bi se pokazalo dovoljno 

senzitivnim i specifi čnim u detektovanju određenih molekularnih 

procesa u ćelij i ,  postalo bi vredan dodatak a možda jednog dana i  

zamena za postojeće metode ćelijske biologije  koje se primenjuju u 

ispitivanju promena na ćelijskim kulturama .  

 Haralick i  saradnici (1973) su u sv om radu o GLCM matriksu 

definisali  ukupno 14 različitih 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 će istraživač koristiti  u svojoj  

studiji  zavisi u mnogome od karakteristika analiziranog objekta.  Na 

primer u geološkim disciplinama, pri analizi topografije t la  (Warnick et  

al.  2006) od posebne važnosti je ispitivanje GLCM varijans e i  korelacije.  

U medicinskim i  biološkim istraživanjima, pregledom literature 

ustanovili  smo da su najčešće određivani parametri za procenu teksture 

biološkog 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).  M i  smo se u našoj  studij i  opredelili  za 

određivanje upravo ovih šest  pokazatelja teksture na svim analiziranim 

tkivima i hromatinskim strukturama.  

  

4.4. Potencijalna primena GLCM metode u kliničkim naukama  

 

Kao što je gore navedeno,  do sada je  uloženo mnogo napora u cilju 

integracije GLCM metode u kompjuterizovane sisteme za dijagnozu 

(CAD), kao dodatak postojećim tehnikama u radi ologiji .  Kod 

dijagnostike nuklearnom magnetnom rezonancom (NMR), pokazano je  

da teksturalna analiza NMR mapa relaksacije  zasnovana na GLCM 

matriksu može 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 

povećanim rizikom za osteoartritis imaju značajno izmenjene  GLCM 

parametre NMR snimaka ,  što ukazuje da ovaj metod nije prime njiv samo 
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u proceni napredovanja razvi jenog osteoartritisa,  već  je potencijalno 

dragocena za  procenu rizika nastanka reumatoloških  bolesti  kod 

zdrave populacije   (Joseph et al .  2011).  

U neurologiji ,  GLCM metoda je uspešno korišćena za analizu 

moždanih NMR snimaka  pacijenata sa blagim oblikom Alchajmerove 

bolesti praćenog niskim stepenom  kognitivnog oštećenja (De Oliveira et  

al.  2011).  Teksturalni  parametri moždanih struktura poput korpus 

kalozuma i talamusa bili  su drugačij i  u odnosu na kontrolnu grupu  

pacijenata (de Oliveira i  sar.  2011).  Ovi rezultati  su pokazali  

potencijalni značaj  teksturalne analize  u skriningu Alchajmerove 

bolesti i  evaluaciji  efekata primenjene terapije.   

NMR teksturalna analiza uz pomoć GLCM matriksa  je  takođe 

predložena  kao vredan dodatak najčešće korišćenih metoda z a rano 

otkrivanje multiple skleroze. Kombi novana upotreba svih funkcija 

teksturalne analize je pokazala odličan potencijal u diskriminaciji   

sklerotičnih  lezija u beloj masi  mozga (Zhang et al.  2008).  Rezultati ove 

studije su podržan i  nalazima Harison et a l.  (2010) koji  pokazuju da 

teksturalna analiza signala magnetne rezonance u multiploj sklerozi  

ima visoku senzitivnost i  tačnos t u diskriminaciji  između zdravih i 

patološki  izmenjenih  delova moždanog parenhima  (Harrison et al .  

2010).  

GLCM analiza je takođe uspešno primenjena  u istraživanjima raka 

dojke, kao dodatak često korišćenim  dijagnostičkim radiološkim 

tehnikama, kao što 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,  specifičnosti  GLCM teksture su 

korišćene  da se razvije tzv.  "Drvo odluka" (decission tree) u donošenju 

dijagnostičkih zaključaka što je dovelo do  smanjenja  vremena koje je  

potrebno da se otkrije postojanje tumorske mase u dojci.  P o mišljenju 

autora,  ovi rezultati bi mogli  dovesti do dizajniranja automatizovanog  

dijagnostičkog sistema za otkrivanje raka dojke koji funkcioniš u u 

realnom vremenu (Mohd Khuzi et al .  2009).   

Pored mamografije,  GLCM metoda je takođe uspešno integrisana u 

ultrazvučnim  (Alvarenga et al.  2007; Čen et al.  2007) i  NMR snimanjima 

tumora dojke.  Alvarenga i  saradnici su ukazali  da je teksturalni GLCM 

kontrast najvrednija  GLCM karakteristika koja može da razlikuje 

maligne od benignih tumora dojke u u ltrazvučnim  slikama (Alvarenga et  

al.  2007).  

Međutim ,  GLCM kao metod za analizu teksture  u kliničkoj  

radiologiji ,  u pojedinim slučajevima  ima izvesna ograničenja.  Kao što je 

ranije pomenuto, rezultati  teksturalne analize često značajno zavise  od 

smera (ugla) matrice,  kao i  rastojanja  između dva piksela u 

analiziranim parovima rezolucionih jedinica .  U nedavnom radu, 

Rangaiian i  saradnici su analizirali  naučnu vrednost GLCM  tehnike na 

111 uzoraka tumora dojke (65 benigna  i  46 malignih tumora).  

Zaključeno 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 ograničenja ne odnose 

samo na mamografiju,  nego da postoje  i  drugim kliničkim i  

predkliničkim aplikacijama  GLCM metode.  

U pulmonarnoj radiologiji ,  predloženo je da se senke u plućima 

tipa “mlečno staklo“  (ground-glass opacity GGO nodules) u 

kompjuterizovanoj tomografiji  (čvorici  koji su obično dovođeni u vezu 
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sa atipičnom adenomatoznom hiperplazijom ,  karcinomom bronha 

odnosno bronhioloalveolarnim adenokarcinomom), mogu  efikasno 

otkriti  računanjem GLCM teksturalne homogenosti suspektnih regiona 

(Park et al.  2011).  Ako se ovi rezultati  budu potvrdili  u nekoj budućo j  

studiji ,  može se očekivati da će to  dovesti do značajnih poboljšanja 

osetlj ivosti  metoda koje se trenutno koriste za dizajniranje  kliničkih 

protokola jer standardna tomografska analiza je za sada u velikoj meri  

neefikasna u otkrivanju GGO čvorića (Funama et al.  2009; Park et al.  

2011).  

Konačno, GLCM  tehnika se takođe uspešno primenjuje u koštanom  

radiografskom snimanju. Huber i  saradnici  (2009) su nakon analize 

trabekularne kosti  tokom radiografije  proksimalnog femura zaključili  

da bi  GLCM teksturalni parametri  koštane strukture  mogli biti  

dragoceni za predviđanje kvaliteta koštanog tkiva pre hi rurške 

intervencije (Huber et al .  2009).  Diederichs i  saradnici su predložili  da 

GLCM i druge metode teksturalne analize ,  kada se kombinuju sa 

parametrima koštane mineralne gustine (Bone Mineral Density) za 

procenu trabekularne kosti,  mogu da poboljša ju procenu koštane snage 

i  pomognu u predviđanju  budućih 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  

istraživački napori  su pokazali da GLCM  metoda  u budućnosti može 

postati sastavni deo mnogih kliničkih sistema kompjuterski 

potpomognute dijagnostike,  odnosno da značajno poboljša njihove 

performanse. Međutim, uvek treba imati u vidu da je  teksturalna 
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analiza relativno nova naučna oblast.  Većina naučnih studija u vezi  sa   

GLCM metodom opisanog u ovoj disertaciji  je sprovedena i publikovana 

tokom poslednjih 5 godina. Zato pretpostavljamo da će dodatna 

istraživanja biti  neophodna  kako bi se istražila senziti vnost i  

specifičnost GLCM metode u poređenju sa trenutnim tehnikam a  zlatnog 

standarda koja se koriste u okviru  sprovođenja kliničkih dijagnostičkih 

testova.  

 

4.5. Teksturalna analiza u fundamentalnim medicinskim 

istraživanjima za procenu strukturalne organizacije tkiva i  ćelija  

 

Iako je do sada bilo relativno malo stud ija u vezi sa mogućom 

primenom GLCM metode ćelijskoj  biologiji  i  histologiji ,  početni  

rezultati su obećavajući,  i  definitivno će podstaći dalja istraživanja u 

ovim oblastima.  

Godine 2005, Losa i  Castelli  su iskoristi li   GLCM teksturalnu 

analizu za kvantif ikovanje strukturne arhitekture i  kompleksnosti  

hromatina u izolovanim ćelijama kancera  dojke u toku apoptoze 

(programirane smrti ćelija).  Ćelije koje su se nalazile u ranoj apoptozi  

(tretirani sa hemijskim proapoptotskim agensom) imale su statistički 

značajan porast vrednosti  hromatinske entropije,  GLCM korelacije,  

GLCM varijanse,  zbira  varijanse,  i  još nekih parametara vezanih za 

teksturalnu korelaciju (Losa & Castelli ,  2005).  Ovi rezultati ukazuju da 

GLCM kao metod može da detektuje i   kvantifikuje  strukturnu  kao i  

ultrastrukturnu reorganizaciju  nuklearnog hromatina (kondenzacija,  

marginalizacija,  DNK fragmentacija itd) već 24 sata nakon indukovanja  

programirane ćelijske smrti.   
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Losa i  Caselli  su u svom radu takođe ukazali da bi  GLCM metoda 

mogla da bude u nekim slučajevima i  mnogo osetljivija od 

konvencionalnih metoda molekularne biologije (metoda zlatnog 

standarda) za otkrivanje i  procenu apoptoze. Neke  od ovih metoda, kao 

što su analiza G0/G1 podfaze ćelijskog ciklusa  (cell cycle sub G0/G1 

peak) i  TUNEL metod (TdT-mediated dUTP nick end labelling assay) su 

u studij i  uspele da  detektuju apoptozu tek 48 časova nakon  tretmana 

proapoptotskim agensom ,  dok su ostale tehnike,  kao što su aneksin V 

bojenje bile u stanju da detektuju apoptozu tek nakon 72 čas a (Losa & 

Castelli ,  2005).   

Potencijalna naučna  vrednost gore navedenih rezultata je 

ogromna. Ne samo da je  studija Lose i  Caselija pokazala da GLCM 

metoda može biti senzitivnija od poznat ih tehnika ćelijske biologije,  već 

i  sam dizajn ovog rada naglašava mogućnost jednostavnog i efikasnog 

načina da se  pojedinačne ćelije i  njihove organele prate  u unapred 

određenom vremenskom periodu.  

Na primer,  u budućnosti bi mogla da se dizajnira studija tokom 

koje bi ćelijska kultura mogla biti  kontinuirano praćena u  tzv.  realnom 

vremenu (real time) uz pomoć invertnog mikroskopa ( uveličanje  400x) 

i  digitalne kamere visoke rezolucije ,  a nakon tretmana određenom 

supstancom. Korišćenjem slobodno dostupnih kompjuterskih programa 

za obradu slike (kao što je softver NIH Image J),  uz određene 

modifikacije,  za svaku ćeliju u ispitivanom urozku  (vezani uzorak) 

mogli  bi se odrediti  fraktalni i  GLCM parametri,  kao i  mnogi standardni 

morfometrijski  parametri.  Rezultati  dobijeni na ovaj  način bi  verno 

oslikavali dešavanja u ćeliji  i  njenim organelama ne samo u pojedinim 

vremenskim tačkama, već u svakom delu posmatranog perioda. Takođe, 
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jedna od glavnih prednosti ovog pristupa bi bila  u tome što on ne bi  

zahtevao značajne materijalne resurse.  

Još jedna potencijalno važna  primena GLCM metode je 

kvantifikacija strukturne organizacije i  citoarhitektonike 

(citoarhitekture) tkiva.  U nedavnoj studiji ,  Shamir i  saradnici su uz 

pomoć ove metode  merili  teksturalnu entropiju mišićnog tkiva na 

eksperimentalnom animalnom modelu Caenorhabditis ele gans u 

životinja starosti  0,  2,  4,  6,  8,  10 i  12 dana kao i  kod adultnih formi 

(Shamir et  al.  2009).  Studija je urađena na digitalnim mikrografima 

mišićnog  tkiva na utorku od 50 životinja,  a rezultati su pokazali da se 

teksturalna entropija  povećava sa starenjem na način  koji  korelira sa 

prethodnim nalazima ekspresije  pojedinih gena (Shamir et al.  2009).  

Autori su ukazali da  teksturalna entropija kao indikator strukturne 

neuređenosti tkivne arhitekture ,  kao i  drugi  parametri   GLCM analize,  

može biti  korisna u kvantifikacij i  promena koje su u vezi propadanjem  i 

degradacijom tkiva tokom procesa starenja .  Caenorhabditis elegans je 

poznati eksperimentalni  animalni  model na kome su uražene brojne 

histološke studije ,  međutim, smatramo da je  korisno da se istraži da li  

su iste  zakonitosti koje su detektovali Shamir i  saradnici  prisutne  i  u 

drugim životinjskim vrstama (naročito kičmenjacima poput  miševa, 

pacova ,  zamorčića itd.).  

 U svetlu ovih nalaza,  u našoj  studiji  pored GLCM analize ćelijskog 

hromatina, urađena  je i  GLCM analiza tkivne arhitekture za sva 

ispitivana tkiva.  Za razliku od gore navedene studije,  naši rezultati  

ukazuju da se u parenhimatoznim organima (kako limfoidnim, tako i  

nelimfoidnim) vrednosti entropije i  drugih GLCM parametara ne 

menjaju znača jno 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 

histoloških bojenja (uz nekoliko izuzetaka).  

GLCM metod u smislu kvantifikacije tkivne arhitekture  je takođe 

uspešno primenjena u klasifikaciji  strukturalne organizacije kolagena i  

drugih proteina koji ulaze u sastav kože nakon multifotonske 

mikroskopije (Cicchi et al.  2010).  Autori ove studije su predložili  GLCM 

metodu kao sredstvo za procenu geometrijskog  rasporeda kolagenih 

vlakana dermisa u fiziološkim i patološkim uslovima. Takođe je 

istaknuto da teksturalna analiza može  biti od pomoći u boljem 

razumevanju procesa regeneracije i  reparacije  oštećenog tkiva,  kao i  

dijagnoza raznih oboljenja  koja zahvataju vezivno tkivo . Ova studija je 

istakla klinički značaj GLCM mikroskopske analize vezivnog tkiva koja 

bi mogla imati široke implikacije na buduće istraživanja  u različitim  

granama interne medicine.  

 

4.6. Kompleksnost bioloških struktura i starenje  

 

 Naša studija je u svom delu  na oglednim životinjama  pokazala 

statistički značajno smanjenje strukturne kopleksnosti meren e 

vrednostima fraktalne dimenzije u većini analiziranih tkiva ,  kada su se 

starosne grupe životinja uporedil e sa grupom novorođenih miševa .   

Ovaj rezultat je u skladu sa literaturnim podacima koji  pokazuju da 

biološke strukture tokom starenja,  bilo kao posledica poremećene 

međućelijske komunikacije,  bilo zbog promena u samim ćelijama gube 

kako strukturnu,  tako i  funkcionalnu kompleksnost  (Lipstz & 

Goldberger,  1992; Lipsitz  2004; Shamir et al.  2009;) .  
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 Prema našim podacima, jedna o prvih teorija o potencijalnoj  

primeni fraktala i  teorije haosa radi analize starosnih promena u 

biološkim sistemima postavljena je od  strane naučnika 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 

fiziološkim procesima kao što su varijabilnost srčane frekvence, tonus 

simpatikusa i  parasimpatikusa, i  neuroendokrine funkcije.  Pored 

ostalog implicirano je da bi značajne promene mogle da se nađu 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 već ranije  detektovan gubitak kompleksnosti neuronskih 

dendrita (preko analize njihovog granjanja ;  Scheibel,  1985),  kao i  

histološke promene u arhitekturi trabekularne kosti  (Mosekilde,  1988).  

Predloženo je da se fraktalna analiza i  teorija haosa primene kao 

potencijalni dodaci postojećim metodama u fundamentalnim 

medicinskim istraživanjima i  kliničkoj praksi.  

Od 1992. godine do danas ,  publikovano je više stotina radova u 

prestižnim međunarodnim časopisima u kojima su istraživači aplikovali  

fraktalnu geometriju na biološke strukture,  bilo da je u pitanju 

individualna ćelija ili  celokupno tkivo.  Veliki procenat ovih studija je 

baziran na humanom materijalu,  gde su fraktalna dimenz ija i  ostali  

parametri strukurne kompleksnosti korišćeni da kvantifikuju razlike 

između mlade i  stare populacije u tkivnoj arhitekturi u određenim 

patološkim stanjima (Copley et al.  2012; Azemin et al.  2012) .  Prema 

dostupnim podacima, naša studija je prva koja je pored analize 

strukturne kompleksnosti tkiva u starenju,  analizirala i  starosne 



123 

 

promene kompleksnosti u individualnim ćelijama, odnosno njihovom 

genetskom materijalu.  

 

4.7.  Strukturne promene u hromatinu tokom starenja  

 

 Hromatin,  kao i  svi ostali  makromolekuli u humanom i animalnom 

organizmu je podložan delovanju različi tih fizičkih i  hemijskih agenasa. 

Primer fizičkog agensa je ultravioletno zračenje.  Hemijski agensi se 

uglavnom odnose na slobodne radikale nastale kao posledica 

oksidativnog stresa ,  mada u principu čitav niz hemijskih supstanci kao 

što su neki lekovi,  toksini poreklom iz hrane, vode i  vazduha , takođe 

mogu da indukuju promene u hromatinskom strukturnom integritetu 

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

 Osnovna jedinica strukture hromatina u eukariotskim ćeli jama je 

nukleozom koji se sastoji  iz lanca DNK i histonskog oktamera 

sačinjenog 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 napušta nukleozom, 

nalazi se histon H1.  Nukleozomi predstavljaju prvi od nekoliko mog ućih 

nivoa organizacije hromatina.  Viši  nivo i  hromatinske organizacije 

nastaju kada dodje do dalje spiralizacije DNK, odnosno do stvaranja 

solenoidnih struktura i  hromatinskih niti  p rosečne deblj ine 30 

nanometara.   Dalja spiralizacija (superspiralizacija)  je takođe moguća, a 

na kom strukturalnom nivou će se hromatin nalaziti  zavisi od 
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mnogobrojnih faktora,  kao što je transkripciona aktivnost u jedru i  

mitotski status ćelije.   

 Prema poslednjim saznanjima, nukleozomi tokom procesa 

starenja ćelije trpe znača jne promene u ultrastrukturnoj  organizaciji .  

Ove promene su više izražene u heterohromatinu nego u euhromatinu,  

što je razumljivo,  imajući  u vidu da je euhromatin transkripciono 

aktivan i stoga važniji  za normalno obavljanje životnih funkcija ćelije  

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

 Kosntitutivni  heterohromatin je u najvećoj meri zahvaćen 

starosnim promenama i to najviše regioni tzv.  tihih hromatinskih 

domena (silent chromatin domains) kao što su centromere i  repetitivna 

DNK. Primećeno je da se ukupna količina DNK (merena brojem baznih 

parova) u konstitutivnom heterohromatinu tokom vremena smanjuje.  

Ovaj starosno-zavisni gubitak hromatina može nastati kao posledica 

spontano nastalih grešaka koje se dešavaju tokom replikacije DNK,  

odnosno nemogućnosti odgovarajućih DNK polimeraza i  drugih enzima 

da te greške poprave. Takođe ,  mnogi fizički i  hemijski agensi (mutagene 

supstance, jonizujuća zračenja itd.) mogu direktno da oštete pojedine 

regione u konstitativnom hromatinu i  izazovu njegov gubitak t okom 

sledeće replikacije.  Nažalost,  još uvek nije poznato da li  i  u kojoj meri 

se ovkav starosno-izazvani gubitak konstitutivnog hromatina odražava 

na transktripcionu aktivnost  koja se dešava u euhromatinu  (O'Sullivan 

& Karlseder,  2012).  

 Tokom poslednjih deset godina, definisane su posebne lokacije u 

okviru fakultativnog heterohromatina koje su javljaju samo kod veoma 

starih ćelija koje se se odlikuju zastojem u ćelijskom ciklusu i  

jedinstvenim fenotipskim karakterisikama (sekrecija određenih 

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 protein a kao što su 

macroH2A, high-mobility group protein A (HMGA), ,  HIR histone cell 

cycle regulation defective homolog A (HIRA),  heterohromatinski  protein 

1-γ izoforma (HP1γ),  i  anti -silencing faktor (ASF)1 (O'Sullivan & 

Karlseder,  2012).  Starosno -asocirani heterohromatinski   fokusi  su od 

posebnog značaja u modulaciji  genskog odgovora na DNK oštećenje i  

trenutno su predmet intenzivnog izučavanja sa posebnim akcentom na 

njihovu ulogu u patogenezi  kancera.   

 Starosno-asocirani heterohromatinski  fokusi definitivn o utiču na 

strukturnu arhitekturu heterohromatina u svim ćelijama u kojima se 

jave,  međutim još uvek nije poznato u kojoj meri su ove promene 

izražene. Takođe, ostaje nepoznanica da li  postojeće metode vezane za 

svetlosnu mikroskopiju,  uključujući fraktaln u i teksturalnu analizu 

mogu detektovati  ovako male subnuklearne promene.  

 U našoj studiji  pored ostalog,  koristi li  smo ultravioletno zračenje 

da bismo indukovali hromatinsko oštećenje u ćelijskoj kulturi.   Ovo je 

jedan o često korišćenih modela takozvanog  fotostarenja (photoaging) 

kod koga se u hromatinu indukuju procesi koji se,  ukoliko je doza 

zračenja dovoljno velika (što je slučaj  sa našom studijom) završavaju 

apoptozom ispitivane ćelije.  Iako ovaj  model ima značajnih prednosti  

kada se poredi sa eksper imentalnim modelima fiziološkog starenja 

(eksperiment sa laboratorijskim životinjama različite starosti),  njegova 

glavna mana je ta što se kod njega pre svega prate promene u 

hromatinu vezane za akumulaciju DNK  oštećenja ,  dok većina 

epigenetskih promena ko je su karaktristične za fiziološko starenje 



126 

 

uopšte nije prisutna  (Almagor & Cole,  1989; Nyström & Osiewacz,  2004; 

Rochette & Brash,  2010) .    

 

4.8. Strukturne promene u slezini tokom  postnatalnog razvoja i  

starenja  

 

Slezina je sekundarni l imfoidni organ ko ji pored ostalog ima 

ulogu fi ltra koji zadržava strane antigene kada se nađu u krvi ,  kao i  

ostarele i  oštećene 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 životnoj dobi.    

U glodara,  na rođenju struktura slezine je nerazvijena i  ima izgled 

dobro vaskularizovanog mezenhimalnog tkiva.  Od prve nedelje do 

odrasle dobi ,  masa slezine se poveća 20 000 puta a naročito su 

upadljiva dva perioda povećanja mase slezine :  prvi,  između prve i  druge 

nedelje (šest puta),  a drugi,  izmeću 75. i  80. dana postnatalnog života  

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

Prvi dokazi hematopoeze  javljaju se petog dana pojavom 

razbacanih fokusa primitivnih eritrocita i  ranih megakariocita.  Već 7 

dana nakon rođenja u slezini se mogu detektovati i  zone 

ganulocitopoeze koja je posebno aktivna u prvim nedeljama života.   

Kasnije,  par nedelja nakon rođe nja,  eritropoeza jako nadmašuje 

granulocitopoezu i  kod juvenilnih životinja nakon prestanka sisanja,  

kao i kod adultnih glodara hematopoezna aktivnost je uglavnom 

ograničena na eritropoetsko tkivo neposredno ispod kapsule organa. U 
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ovom tkivu, eritroidni prekurzori su raspoređeni u agregate koji se 

jasno mogu videti na standardnim histološkim bojenjima  (Gomariz et  al.  

1989; Kamath et  al.  2000).   

Tkivo slezine je već u prvim nedeljama života podeljeno na dva 

morfološki i  funkcionalno razdvojena odeljaka: crv enu pulpu i belu 

pulpu.  Crvena pulpa zauzima veću površinu i u njen sastav ulaze krvni 

sudovi (venski sinusoidi) i  ćelijske gredice.  Pored ovih struktura 

postoji i  veliki broj potpornih,  retikularnih ćelija.  U okviru ćelijskih 

gredica nalaze se brojni makr ofagi,  l imfociti ,  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 većina fizioloških 

procesa vezanih za pokretanje humoralnoh imunskog odgovora. Sastoji 

se od limfnih folikula,  PALS -a (periarteriolar lymphoid sheath ) i  

marginalne zone.  Sva tri odeljka,  iako morfološki  razdvojena, imaju 

intenzivnu komunikaciju tokom odvijanja humoralnog imunskog 

odgovora.  

Limfociti  koji se akumuliraju oko arteriola na rođenju čine 

takozvani “primitivni PALS” (periarteriolar lymphoid sheaths),  a već 

drugog dana nakon rođenja ova struktura počinje da se povećava 

koncentrično oko arterije centralis da bi se između četvrtog i  desetog 

dana  PALS u potpunosti razvio.  Smatra se da marginalna zona nastaje 

oko šestog dana postnatalnog života (Gomariz et  al.  1989; Kamath et  al.  

2000).  

Folikuli su strukture sastavljene prvenstveno od B -limfocita.  U 

svakom folikulu se može naći i  jedan mali pr ocenat T-limfocita koji su 

neophodni za regulaciju aktivnosti folikula tokom imunskog odgovora. 
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Nakon kontakta sa antigenom, i  uz pomoć T -l imfocita,  primarni folikul 

se transformiše u sekundarni folikul koji se sastoji  od germinativnog 

centra i  limfocitne korone.  Limfociti  su u prva dva meseca  života u 

glodara skoncentrisani u dva glavna odeljka: oko arteriola organa i  u 

primarnim folikulima. Sekundarni folikuli sa germinativnim centrima  

počinju da se javljaju javljaju tek u adultnoj životnoj dobi ,  tako d a kod 

starij ih životinja su na standarnim preparatima mogu videti i  primarni i  

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

 Na standardnoj,  svetlosnoj mikroskopiji ,  u germinativnom centru 

se mogu uočiti  dve morfološki odvojene celine: s vetla 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 veći procenat 

heterohromatina i  tamnije su oboje na).  Zbog ove stalne mitotske 

aktivnosti,  tamna zona germinativnog centra se ponaša kao “generator“ 

novih l imfocita,  od kojih većina nije zrela,  odnosno sposobna za 

adekvatan humoralni odgovor.  B -limfociti  iz tamne zone migriraju u 

svetlu zonu u kojoj se t ransformišu u centrocite (B -ćelije koje se ne 

dele).  U svetloj zoni se vrši odabir onih B –  l imfocita koji pokazuju 

afinitet prema datom antigenu. Izabrani B –  limfociti  dobijaju “pro -

survival signal”,  (signal koji omogućava preživljavanje ćelije dok svi 

ostali  limfociti  ulaze u proces programirane ćelijske smrti (apoptoze)  

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

Izabrani B-limfociti  ponovo migriraju,  ovog puta iz svetle zone u 

tamnu zonu u kojoj brzo proliferišu.  Ovo cirkulisanje B  –  limfocita 

između tamne i svetle zone omogućava brzu i  efikasnu selekciju i  

proliferaciju onih ćelija sposobnih da se transformišu u plazmocite koji  
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će lučiti  velike količine antitela na odgovarajući antigen, što je u osnovi 

humoralnog imuniteta.  

U našoj  prethodnoj studiji  (Pantic & Pantic,  2012),  pokazali smo 

da su određeni parametri GLCM analize svetle i  tamne zone 

germinativnog centra u korelaciji  sa pokazateljima imunskog odgovora 

na dati antigen. Ovo istraživanje je takođe pokazalo da je GLCM metod 

sposoban da kvantifikuje promene koje se dešavaju tokom strukturne 

degradacije tkiva u folikulu bele pulpe sezine.   

Međutim ,  naši rezultati vezani za postnatalni razvoj i  starenje 

ukazuju da nema značajnih promena u folikularnom tkivu slezine ni u 

fraktalnim, ni u teksturalnim parametrima. Ovo odsustvo promena je 

možda posledica toga što u ovoj studiji  životinje nisu bile imunizovane, 

pa su zbog toga analizirani isključivo primarni folikuli (bez 

germinativnih centara) za koje se zna da  tokom većeg dela života ostaju 

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

 

4.9. Promene kompleksnosti hematopoeznog tkiva slezine 

  

Naša studija je prva koja je us pela da pokaže da hematopoezno 

tkivo slezine u miševa podleže značajnim strukturnim promenama kako 

u postnatalnom razvoju,  tako i  u starenju.  Takođe, ovo je prva studija  

na animalnom modelu koja je primenila metode fraktalne i  teksturalne  

analize u cilju kvantifikovanja citoarhitektonike hematopoeznog tkiva.  

Hematopoezna matična ćelija je multipotentna ćelija  koja je sa 

jedne strane sposobna da se diferencira u specijalizovanije 

prekurzorske ćelije,  a sa druge strane ima sposobnost samoobnavljanja 
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(ćerke ćelije su genetski i  funkcionalno identične sa majkom ćelijom).  

Prekurzorske ćelije imaju manju sposobnost diferencijacije od 

pluripotentne matične ćelije,  odnosno mogu da dovedu do 

stvaranja/obnavljanja zrelih,  specijalizovanih  ćelija  samo određene 

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

Već neko vreme je poznato da u kostnoj srži sa starošću ,  

sposobnost pluripotentne hematopoezne matične ćelije da se 

diferencira u zrele ćelije krvi progresivno opada. Ovo je sa druge strane 

praćeno mnogobrojnim strukturnim i funkcionalnim promenama u 

celokupnom tkivu kostne srži.   

U kostnoj srži,  sa starošću dolazi  do povećanja stvaranja i  

procentualne zastupljenosti masnog tkiva.  Takođe ,  dolazi do smanjenja 

broja kako pluripotentnih matičnih ćelija tako i  prekurzorskih ćelija.  

Kad su u pitanju ertiroidne prekurzorske ćelije,  smanjenje njihovog 

broja u starih laboratorijskih životinja kao što su miševi dovodi do 

progresivnog smanjenja vrednosti hematokrita  i  broja retikulocita  

(retikulocitopenije) .  Ove promene  mogu biti praćene pojavom blage 

anemije  (Tsuboi,  1991,  Saitoh 1999; Boggs 1985) .   Za sada nije poznato 

da li  su funkcionalne promene koje se manifestuju poremećajima u 

krvnoj slici posledica smanjenog broja eritroidnih prekurzora ili  

posledica smanjenog kapaciteta za diferencijaciju individualnih 

prekurzorskih ćelija.  

U zdravom ljudskom organizmu, kostna srž pre dstavlja osnovno 

mesto u kome se obavlja proces hematopoeze. Kod fetusa,  jetra i  slezina 

takođe imaju hematopoetsku funkciju.  Kod odraslog čoveka,  

hematopoeza u jetri i  slezini može biti  prisutna samo u određenim 

patološkim stanjima.  
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 Sa druge strane, za raziku od čoveka, kod mnogih animalnih 

eksperimentalnih modela kao što je miš i  pacov, jetra i  slezina su 

normalni hematopoezni organi kako u embrionalnom životu,   tako i  u 

postnatalnom razviću i  starenju.  U miševa, hematopoezno tkivo slezine 

je veoma važno  u održavanju normalnog broja zrelih ćelija periferne 

krvi.  Pretpostavlja se da je slezina u miša poseduje oko 50 procenata 

eritropoetskog kapaciteta normalnog hematopoeznog tkiva kostne srži.  

Ovo čini slezinu u miševa p ogodnim eksperimentalnim model om za 

izučavanje procesa eritropoeze.  

 U hematopoeznom tkivu slezine pri standardnom boje nju 

(Hematoksilin-Eozin,  Gimza),  eritroidne prekurzorske ćelije se mogu 

uočiti  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 

specifičnosti,  eritroidni prekurzori  se relativno lako mogu razlikovati  

od mijeloidnih prekurzora i  ostalih ćeli ja koje se mogu naći  u ovom delu 

crvene pulpe slezine.  

Kao što je slučaj  sa većinom ćelija u ljudskom organizmu,  

pretpostavlja se da  i  kod matičnih ćelija postoje d ve osnovne grupe 

faktora koji dovode do strukturnih i  funkcionalnih prom ena tokom 

starenja: spoljašnji  (extrinsic) i  unutrašnji (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 matičn u ćeliju,  tako i  na specijalizovane 

prekurzorske ćelije.  

Spoljašnji faktori se pre svega odnose na specifičnu tkivnu 

mikrosredinu koja okružuje svaku matičnu / prekurzorsku ćeliju.  U ovoj  
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sredini  se nalaze različite koncentracije mnogobrojnih hemijskih 

med ijatora kao što su interleukini i  faktori rasta.  Ovi medijatori mogu 

na razne načine da usmeravaju matičnu ćeliju u smislu ubrzane 

diferencijacije prema specifičnoj krvnoj  lozi.  Neki interleukini,  sa druge 

strane imaju inhibitornu ulogu i zaustavljaju proc es diferencijacije  

(Dorshkind et al.  2009, Rossi et al.  2005 ,  Aucagne et  al.  2011; Boiret et  

al.  2001).   

Veoma žnačajan spoljašnji faktor koji dovodi do starosno -

zavisnog smanjenja funkcije hematopoezne matične ćelije predstavljaju 

stromalne ćelije u kostnoj srži i  drugim hematopoetskim tkivima. 

Stromalne ćelije stvaraju veliki broj hemijskih medijatora,  od kojih neki  

spadaju u faktore rasta sa funkcijom  povećanja mitotske aktivnosti 

matične, odnosno prekurzorske ćelije .  Stromalne ćelije na ovaj način 

pozitivno utiču na održavanje,  odnosno samoobnavljanje pula 

pluripotentnih i  usmenih matičnih ćelija,  što je od vitalnog značaja za 

organizam. Ove ćelije takođe sintetišu i  luče specifične stimulišuće 

faktore koje pomažu diferencijaciju odgovarajućeg prekurzor a u zreliju 

formu. Konačno, pretpostavlja se da stromalne ćelije mogu da u 

određenim slučajevima direktno komuniciraju sa matičnim ćelijama i da 

ta adhezija utiče 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).  

Primećeno je da se sa starošću adhezija stromalnih ćelija za 

hematopoezne matične ćelije smanjuje.  Ovo smanjenje utiče na 

arhitekturu celokupnog hematopoeznog tkiva kostne srži,  a naša je 

pretpostavka da se slične promene  kod miševa dešavaju i  slezini.  U 

našoj studiji ,  moguće je da je detektovano starosno –zavisno smanjenje 

komleksnosti subkapsularnog hematopoetskog tkiva slezine rezultat 
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upravo ovih promena u međućelijskoj  komunikaciji  stromalne i  mati čne 

ćelije.   

Unutrašnji faktori u starenju hematopoeznog tkiva se pre svega 

odnose na epigenetske promene i akumulaciju DNK oštećenja.  Posebno 

važne su promene u epigenetskoj regulaciji  genoma, odnosno promene 

u genskoj ekspresiji  koje  u određenim slučajevima mogu značajno 

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).  Naša je pretpostavka da su upravo neki od 

ovih unutrašnjih faktora presudno uticali  na starosno-zavisno 

povećanje entropije (neuređenosti) hromatina eritroidinih 

prekurzorskih ćelija u našoj  studiji .  

Do sada je otkriveno nekoliko stotina gena čija se ekspresija 

menja sa starenjem hematopoezne matične ćelije.  Veliki proc enat ovih 

gena je važan učesnik u regulaciji  signalnih puteva u kojima se odlučuje 

o usmerenju diferencijacije matične ćelije u specifičnu ćelijsku lozu.  

Kad su u pitanju oni geni za koje se misli  da potenciraju obnavljanje 

limfoidne loze,  njihova ekspresi ja se sa starenjem značajno smanjuje.  Sa 

druge strane, geni koji direktno il i  indirektno dovode do diferenciranja 

matične ćelije u mijeloidnu lozu imaju povećanu ekspresiju u starih 

životinja.  Misli  se da je upravo ovaj fenomen odgovoran za starosno –  

zavisno pomeranje (engl.  skewing)  od limfopoeze ka mijelopoezi u  

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

Naime,  dokazano je da se tokom starenja hematopoezne matične 

ćelije kostne srži  dobijaju tendenciju da se češće diferenciraju u ćelije 

mijeloidne loze nego limfoidne loze.  Takođe, kada su u pitanju nešto 

specijalizovane prekurzorske ćelije,  primećeno je se broj limfoidnih 

prekurzora u kostnoj srži sa starošću smanjuje mnogo većim tempom 
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nego kad su u pitanju mijeloidni prekurzori.   Ovaj f enomen je dobio ime 

“lozno izvrtanje” (engl.  lineage skewing).  Smanjen broj  limfoidnih 

prekurzora se odražava na brojnost i  funkcionalnost populacija CD4+ i 

CD8+ T limfocita periferne krvi u starih ljudi.  Sa kliničkog aspekta,  ovaj  

fenomen je takođe važan jer donekle objašnjava povećanu incidenciju 

limfoidnih tumora u mladih osoba i  mijeloproliferativnih bolesti kod 

stare populacije.  Metodama savremene molekularne biologije,  kao što je 

gore rečeno ,  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  izražene kako u pluripotentnim,  tako i  

prekurzorskim hematopoeznim ćelijama. Chambers i  saradnici  su 

ukazali da u hematopoeznim matičnim ćelijama postoji izražena 

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 naročito izražene  (Chambers et al.  2007; Fujimoto et  al.  

2012).  Većina ovih gena utiče na procese u jedru matične ćelije poput 

menjanja tercijarne strukture proteina (protein folding),  hromatinske 

inaktivacije (chromatin silencing) i  prezervacije genomsk og integriteta 

(Chambers et  al.  2007).  

Tipičan primer promene gensk e ekspresije asocirane sa starenjem 

hematopoezne matične ćelije je promena u Ezh2 genu koji je član tzv.   

Polycomb familije gena koja kodira trenskripcione receptore.  Ovaj gen  

je odgovoran za hromatinsko remodelovanje i  fiziološko 
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samoobnavljanje pula mat ičnih ćelija (Kamminga et al.  2006; Ergen & 

Goodell,  2010).  Preterana ekspresija Ezh2 gena može dovesti do veće 

otpornosti pula hematopoeznih matičnih ćelija nakon ponovljenih 

transplantacija nego što je to slučaj sa ćelijama sa normalnim Ezh2 

genskim lokusom. U starim ćelijama primećena je smanjena ekspresija 

ovog gena ,  što bi  po nekim pretpostavkama moglo da bude jedno od 

objašnjenja poremećaja  u funkcij i  samoobnavljanja i  diferencijacije 

matičnih ćelija tokom starosti (Ergen &  Goodell,  2010; Kamminga et  al.  

2006).  

Drugi potencijalni  intrinzik faktor koji se u matičnim, kao 

uostalom i u većini drugih ćelija u organizmu manifestuje sa starenjem 

je postepena akumulacija DNK  oštećenja u jedru (Wang et al.  2012; 

Nijnik et al.  2007; Garinis et al.  2009).   Jedan od razloga zašto je 

akumulacija DNK oštećenja  fenomen koji se može u manjoj ili  većoj  

meri detektovati u svim ćelijama čak i  u ranoj životnoj dobi je taj što 

mnogi mehanizmi popravke DNK (takozvani repair mehanizmi) nisu 

stoprocentno efikasni .  Jednom nastalo DNK oštećenje koje nije 

detektovano od strane repair mehanizama postaje sastavni deo genoma 

ćelije i  nakon mitoze se prenosi  na ćerke ćelije.  Mehanizmi popravke u 

ćerkama ćelijama nemaju više sposobnost da DNK oštećenje isprave,  

odnosno ono postaje ireverzibilno. Vremenom ova akumulacija može 

dovesti do poremećaja funkcije hematopoezne matične ćeli je.   

Još uvek nije u potpunosti razjašnjeno koji od mehanizama je više 

odgovoran za starosno-zavisne promene u funkcionisanju 

hematopoeznog tkiva: akumulaci ja DNK oštećenja il i  poremećaj u 

epigenetskoj kontroli hromatina? Iako je u poslednjih nekoliko decenija 

uloženo puno napora da se na ovo nedoumica razjasni ,  postojeće studije  

ne mogu da  daju adekvatno i precizno objašnjenje.  U našoj studiji ,  
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uočili  smo statistički  značajno povećanje entropije hromatina tokom 

starenja na eritroidnim prekurzorskim ćelijama. Pretpostavljamo da je 

GLCM metoda u ovom slučaju pre svega uspela da detektuje 

odgovarajuće  starosne epigenetske promene u hromatinu, imajući u 

vidu da je analiza urađena korišćenjem svetlosne mikroskopije 

(uveličanje 1000x).   

 

4.10. Struktura i funkcija  timusa u postnatalnom razviću i  starosti  

 

 Timus je primarni limfoidni organ od vitalnog značaja za razvoj 

imunskog sistema i njegove sposobnosti da se b ori sa infektivnim i 

drugim štetnim procesima u organizmu. Sastoji se iz dva glavna 

morfološka odeljka: korteksa i  medule.  Glavne ćelije u oba odeljka su T -

limfociti  (T-ćelije).  Pored njih,  u timusu se takođe nalazi određen broj 

potpornih stromalnih ćelija  koje mogu,  ali  i  ne moraju da interaguju sa 

T-limfocitima.  

Velika većina T -limfocita u timusu su nezreli  i  nefunkcionalni.  Da 

bi mogli da normalno funkcionišu, potrebno je da prođu 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 -li focita se dešava u korteksu i naziva se T-

limfocitna genska rekombinacija  (T-cell receptor gene rearrangement) .  

U ovoj fazi dolazi  do nasumičnog spajanja genskih,  odnosno DNK 

segmenata.  Nakon stvaranja odgovarajuće sekvence,  na osnovu njene 

genetske informacije,  sintetiše se grupa proteina koja ulazi u sastav T -
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ćelijskog receptora (T -cell receptor,  TCR).  T-ćelijski receptor kasnije 

daje sposobnost T- limfocitu da prepozna odgovarajući antigen .  Nakon 

što se gensko pregrupisavanje završi,  T -limfocit poseduje dva 

površinska (membranska) TCR koreceptorska molekula: CD4 i CD8. 

Ovakva ćelija se još 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).    

Sledeća faza maturacije T -l imfocita se takođe odvija u korteksu.  

Ćelija koja eksprimira oba koreceptorska molekula se izlaže molekulima 

glavnog kompleksa histokompatibilnosti (major histocompatibility 

complex –  MHC). Ukoliko je T-ćelijski receptor sposoban da reaguje sa 

MHC molekulom, ćelija dobija signal koji  joj  omogućava  dalje 

funkcionisanje.  Ovaj signal s e još naziva pro-survival signal zato što svi 

T-limfociti  koji ga ne dobiju pre il i  kasnije ulaze u proces programirane 

ćelijske  smrti.  Ova faza sazrevanja T -ćelija se zove pozitivna selekcija 

zato što se tokom nje odabiraju one ćelije koje su sposobne da reaguju 

na prisustvo potencijalnog antigena. Ostale ćelije koje takvu sposobnost 

ne iskazuju bivaju odstranjene iz t imusa 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 

dešava potpuno drugačij i  proces odabira T -limfocita.  Naime, pozitivnom 

selekcijom, izdvojene su one ćelije koje su ’ ’reaktivne’’ ,  odnosno imaju 

sposobnost da ulaze u interakciju sa drugim ćelijama  nosiocima glavnog 

molekula tkivne histokompatibilnosti i  na taj način prepoznaju antigen.  

Među ovim odabranim ćelijama, postoji određeni 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 slučaju 

sopstvena tkiva i  ćelije označavaju kao strana i  organizam kao rezultat  

pokreće odgovarajući imunski odgovor,  odnosno autoimunsku reakciju.   

Da bi se autoimunost sprečila ,  u meduli se sprovodi takozvana 

negativna selekcija T-limfocita.  Ćelijama se kontinuirano prezentuju 

self antigeni na MHC molekulima,  a oni limfociti  koji pokažu afinitet  

prema takvim molekulima dobijaju proapoptotski signal  (Tanaka et al,  

2010).  Nažalost ,  i  pored toga što je negativna selekcija veoma efikasan 

proces,  u ljudskoj  populaciji ,  a i  na animalnim eksperimentalnim 

modelima postoji čitav spektar autoimunih bolesti ,  nastalih bilo kao 

posledica preživljavanja autoreaktibilnih T -l imfocita u meduli,  bilo kao 

posledica kasnije modulacije imunskih odgovora  u zrelim T -ćelijama 

(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).  

 Naša studija je pored ostalog  utv rdila da se u pojedinim 

starosnim grupama životinja l imfociti  korteksa timusa značajno 

razlikuju od limfocita medule.  Statistički značajna razlika između ove 

dve populacije ćelija je detektovana u hromatinskim teksturalnim 

parametrima: GLCM entropiji ,  angu larnom drugom momentu i 

teksturalnoj korelaciji .  Entropija i  varijansa su bile više u kortikalnim, 

a angularni drugi momenat i  korelacija u medularnim limfocitima.   

Iz gore navedenih podataka, jasno je da se ove dve populacije 

limfocita razlikuju,  kako u morfološkim,  tako i  u funkcionalnim 

karakteristikama. Kortikalni i  medularni limfociti  imaju različitu 

elspresiju gena vezanih za TCR koreceptorske molekule.  Kortikalni 

limfociti  su uglavnom duplo pozitivni  (CD4+CD8+), ili  duplo neativni  

(CD4+CD8+), odnosno sadrže i li  oba, il i  nijedan od TCR koreceptorskih 

molekula na membrani.  Medularni  limfociti  sa druge strane  uglavnom 
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imaju esprimiran samo jedan od koreceptorskih molekula (i  stoga nose 

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

Još jedna važna razlika između korteks a i  medule timusa je 

specifičnost u mikrosredinama koje oktružuju T -limfocite u ova dva 

odeljka.  Kortikalna i  medularna mikrosredina se razlikuju u prisustvu i  

koncentracijama interleukina i  faktora rasta.  Takođe postoje značajne 

razlike u funkcionisanju p otpornih,  stromalnih ćelija i  načinu njihove 

inerakcije sa T-limfocitima (Nabarra et al.  2001; Heino et al.  1999; 

Gruver et al.  2009).   

Naši rezultati ukazuju da je teksturalna GLCM analiza jedarnog 

hromatina T-limfocita u stanju da detektuje diskretne str ukturne 

promene koje su asocirane sa ćelijskom migracijom i maturacijom u 

timusu. Ove promene, iako nisu uočljive tokom standardne svetlosne 

mikroskopije statistički značajno utiču na  teksturalne parametre.  

Teoretski,  u budućnosti bi se mogao dizajnirati poseban programski 

algoritam koji bi kombinovao teksturalne parametre hromatina, sa 

ciljem lakše morfološke identifikacije kortikalnih i  medularnih 

limfocita.   

Kao dodatak ovoj  studij i ,  analizirana je efikasnost GLCM 

parametara u razlikovanju individualnih   T-limfocita vezano za njihovu 

pripadnost kortikalnoj,  odnosno medularnoj populaciji .  Ovo je urađeno 

konstrukcijom ROC (Receiver -operating characteristic) dijagrama  

(Wintermark et al.  2006 ; Seli  et al.  2011).  Metoda se zasniva na 

određivanju senzitivnosti  i  specifičnosti datog parametra u 

detektovanju pripadnosti ćelije jednoj ili  drugoj populaciji .  Na ROC 

dijagramu, na ordinati (y osi) je prikazana senzitivnost ( u ovom slučaju 

sposobnost testa da ćelije koje su pripadnici kortikalne ćelijske 

populacije za ista prikaže kao pripadnike ćelijske populacije),  a na 
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apscisi (x osi) je prikazana vrednost lažno pozitivnih rezultata testa 

(procenat ćelija koje je test  pogrešno svrstao u kortikalnu populaciju,  

iako one pripadaju medularnoj populaciji;  ova vrednost se dobija kao 

rezultat  jednačine: 100% -specifičnost testa).  

Rezultati ROC analize se tumače određivanjem površine na 

dijagramu ispod ROC krive.  Ova površina se odredjuje procentualno u 

odnosu na površinu celog dijagrama. Test koji  je maksimalno uspešan u 

razlikovanju dve populacije bi imao površinu ispod ROC krive od 100%. 

Neuspešni testovi  imaju površinu približno 50%.  

Naši rezultati su pokazali da je od testiranih parametara 

najefikasnija entropija (površina ispod ROC krive 65.2%), zatim 

angularni drugi momenat (64.9%),  varijansa (63%) i korelacija 

(62.6%). Ove površine su relativno male kada se uporede sa nekim 

drugim testovima u ćelijskoj  biologiji  i  kliničkoj praksi,  međutim,  treba 

imati u vidu da je ova efikasnost i  dalje iznad one koja se smatra 

minimalnom za prolaznu ocenu testa (60%).  

Pretpostavljamo da će u budućnosti biti  moguće dizajnirati  

poseban skoring sistem koji  se zasniva na kombinaciji  različitih GLCM 

parametara sa fraktalnom analizom u cilju povećanja efikasnosti 

diskriminacije dve limfocitne  populacije u timusu. Ovakav sistem bi 

teoretski imao mnogo veću senzitivnost i  specifičnost od individualnih 

teksturalnih il i  fraktalnih parametara,  a zadržao bi sve prednosti ovih 

metoda u poređenju sa konvencionalnim tehnikama ćelijske biologije:  

egzaktnost,  brzinu i  dostupnost.  

 Timus predstavlja organ u kome morfološke i  funkcionalne 

promene vezane za starenje počinju da budu izražene veoma rano 

tokom života.  Morfološke promene se manifestuju kroz strukturnu 
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atrofiju tkivnog parenhima (Morrot et al.  2011; Kanavaros et al.  2010 ).  

Dinamika nastanka atrofije je približno ista u korteksu i meduli.  

Funkcionalni parenhim se zamenjuje fibroznim vezivnim tkivo m u kome 

se proces maturacije T-limfocita obavlja sa veoma smanjenom 

efikasnošću.  

 Jedna od posledica involucije timusa je smanjenje proizvodnje  

nativnih T-limfocita  (Aw et al.  2008; Morrot et al.  2011).  Moguće 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  citotoksičnost T -ćelija .  Naši rezultati u ovom radu 

pokazuju ta timus kao organ gubi svoju strukturnu kompleksnost tokom 

starenja.  Ovaj gubitak kompleksnosti je meren kroz smanjenje 

vrednosti fraktalne dimenzije i  odgovarajućem promenama u 

teksturalnoj entropiji .   

U našoj prethodnoj studiji  pokazali smo da određeni parametri  

teksturalne GLCM analize mogu pomoći u predviđanju T -zavisnog 

humoralnog imunskog odgovora (Pantic & Pantic,  2012).  Naime, nakon 

imunizacije životinje stranim antigenom (ovčijim eritrocitima),  tkivo 

slezine je uzeto za analizu i  obojeno Gimza metodom. Slično 

metodologiji  koja je opisana u ovom radu, napravljeni  su digitalni  

mikrografi svetle i  tamne zone germinati vnih centara,  odnosno mesta 

gde se obavlja maturacija (i  migracija) B -l imfocita,  ćelija odgovornih za 

nastanak humoralnog imuniteta.  Zatim je za svaki mikrograf određena 

vrednost GLCM teksturalne entropije kao i  prosečna vrednost entropije 

po životinji .  U drugom delu eksperimentalnog protokola,  korišćenjem 

PFC testa (Plaque-forming cells test,  odnosno T-cell dependent humoral 

immune response assay)  na suspenzij i  ćelija slezine kvantifikovan je 
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humoralni imunski odgovor na strani antigen.  Nakon statističke  

analize,  utvrđeno je da postoji  statistički značajna pozitivna korelacija 

između vrednosti PFC testa i  teksturalne entropije germinativnog 

centra (kako svetle,  tako i  tamne zone).  Drugim rečima, sa povećanjem 

T-zavisnog humoralnog imunskog odgovora, došlo  je  do povećanja 

entropije u tkivu germinativnog centra,  i  obrnuto. Ova studija je 

pokazala da GLCM parametri mogu biti  važni prediktori funkcionisanja 

imunskog sistema (Pantic & Pantic,  2012) .  

Naša je pretpostavka da bi u budućnosti vredelo testirati da l i  

postoji i  u kojij  meri je izražena veza između parametara fraktalne i  

teksturalne analize timusa sa jedne strane, i  parametara humoralnog 

imunskog odgovora (određenih bilo TDAR testom bilo ELISA testom) sa 

druge strane. Takođe bi bilo interesantno ispita ti  da li  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  važan dodatak savr emenim tehnikama zlatnog 

standarda u molekularnoj imunologiji .  

Pored gubitka strukturne kompleksnosti tkiva timusa kao celine,  

naši rezultati ukazuju da se hromatinska kompleksnost u individualnim 

ćelijama sa starenjem takođe menja.  Ovo smanjenje fraktalne  dimenzije 

je primećeno na T-limfocitima, ali  ne i  na stromalnim ćelijama.  

Danas se zna da stromalne ćelije imaju mnogo veću ulogu u 

sazrevanju i  starenju timusa nego  što se ranije pretpostavljalo  

(Zubkova et al.  2005) .   Ove ćelije grade specifičnu trodim enzionalnu 

mrežu koja interaguje sa T - limfocitima i olakšava i  usmerava njihovo 

kretanje kroz korteks,  odnosno medulu. Ukoliko je ova mreža na neki 

način promenjena ili  oštećena, to se može značajno odraziti  na T -
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ćelijsku migraciju,  pa samim tim i  sazrevan je.  Nešto slično ovom 

fenomenu možemo naći i  u drugim parenhimatoznim organima kao što 

je jetra gde potporne ćelije takođe grade mrežu koja služi  kao putokaz 

funkcionalnim ćelijama –  hepatocitima na putu od periferije lobulusa ka 

centru.  

Pretpostavljamo da su starosne promene koje se dešavaju u 

trodimenzionaloj mreži stromalnih ćelija timusa značajno uticale na 

tkivnu kompleksnost.  Naime, svaki  poremećaj  u citoarhitektonici  koji se 

manifestuje time da ćelijska distribucija postane više varijabilna,  

odnosno manje ravnomerna na digitalnom mikrografu,  može dovesti do 

promena fraktalnih karakteristika ispitivanog tkiva.  Takođe, 

naravnomernija distribucija ćelija u tkivu u pojedinim slučajevima se 

može odraziti  na stepen neuređenosti  tkiva,  odnosno entropiju.  

 

4.11. Strukturne i funkcionalne  promene u bubregu tokom starenja 

i njihova veza sa promenama fraktalne kompleksnosti  

  

Bubreg kao organ se takođe odlikuje značajnim strukturnim i 

funkcionalnim promenama tokom postnatalnog razvoja i  starenja.  

Međutim, u poređenju sa timusom, te promene su i  kvalitativno i  

kvantitativno drugačije ,  i  imaju različitu  dinamiku i trajanje.  Bubrežni  

parenhim se,  slično timusu, može podeliti  na dva histološki odvojena 

odeljka: korteks i  medulu. Osnovna funkcionalna jedinca bubrega,  

odgovorna za proces glomerulske filtracije i  stvaranje mokraće je 

nefron koji po svojoj lokalizaciji  može biti  kortikalni ili  

jukstamedularni.  Za razliku od timusa gde relativno rano dolazi do 

involucije i  atrofije praćene infi ltracijom fibroznog vezivnog  tkiva,  
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starenje se u bubregu morfološki manifestuje smanjenjem broja nefrona   

(Weinstein & Anderson, 2010) .  

  Kod zdravog odraslog čoveka, u bubregu se nalazi približno 

milion funkcionalnih nefrona koji vrše glomerulsku filtraciju od oko 

125 mili litara u minuti,  odnosno 180 litara dnevno  (Matsushita et al,  

2012).  Nefroni su strukture koje se formiraju tokom embrionalnog 

razvoja i  posle  rođenja stvaranje novih nefrona nije moguće, bez obzira 

na faktor koji je doveo do njihovog gubitka (npr.  trauma, infekci ja,  

tumor itd.).   Sa starenjem dolazi do progresivnog i  ireverzibilnog 

gubitka nefrona: već posle četrdesete godine njihov broj počinje da 

opada, i  po nekim autorima, taj gubitak iznosi oko deset procenata za 

svaku narednu deceniju života  (Abecassis et al.  2012; Grunwald et al.  

2012; Newland et  al .  2012) .   

 Bez obzira na ovo , na prvi pogled, značajno smanjenje broja 

nefrona u starosti,  veličina glomerulske fi ltracije se ne menja u velikoj  

meri u adultnoj životnoj dobi.  Isto važi i  za ostale važne pokazatelj e 

bubrežne funkcije kao što je efektivni protok krvi i  plazme,  klirensi  

određenih toksičnih supstanci,  sposobnost bubrega da koncentriše 

mokraću ,  dnevna diureza itd.   Postoji nekoliko potencijalnih 

objašnjenja ovog fenomena. Danas je opšte prihvaćena teori ja da 

preostali  nefroni imaju veliku sposobnost adaptacije koja im 

omogućava da postepeno povećavaju srednju brzinu glomerulske 

filtracije,  što je prećeno odgovarajućim promenama u resorpciji  i  

sekreciji  pojedinih supstanci.   

 Velika sposobnost adaptacije nefrona u smislu modulacije veličine 

glomerulske filtracije se osim u s tarenju 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) .  Tipičan 
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primer je hronična bubrežna insuficijencija,  nastala kao posledica 

dugotrajne šećerne bolesti ,  hipertenzije,  ateroskleroze il i  

glomerulonefritisa.  Kod hronične bubrežne insuficijencije obično dolazi 

do velikog gubitka nefrona tokom određenog vremenskog perioda 

(nekoliko meseci i li  godina) i  taj  gubitak je obično nekoliko puta pa čak 

i  nekoliko desetina puta veći nego kod normalnog procesa starenja  

(Abecassis et al.  2012; Grunwald et al.  2012; Newland et  al .  2012) .  Ipak 

glomerulska fi ltracija se održava u dovoljnom obimu čak i  kada 

nefronski gubitak pređe 50 procenata.  Tek nakon gubitka tri četvrtine 

funkcionalih nefrona počinju da se javljaju klinički simptomi vezani za 

poremećaj  održavanja adekvatne koncentracije elektrolita u 

ekstracelularnoj tečnosti (edemi,  promene u  EKG zapisu, promene u 

arterijskom krvnom pritisku, nemogućnost održavanja 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 bolešću, 

osnovna morfološka promena koja se dešava u preostalim nefronima je 

hipertrofija,  odnosno povećanje zapremine .  Hipertrofija je prisutna 

kako u glomerulu (veličina kapilarnog klupka, površina glomerulske 

bazalne membrane itd.),  tako i  u tubu lskom sistemu. Na nivou 

pojedinačnih ćelija kao što su tubulske epitelijalne ćelije ,  hipertrofija  

takođe može biti  prisutna, međutim, za sada nije poznato da li  je ona 

praćena još nekom morfološkom promenom koja se može detektovati  

standardnom svetlosnom mikroskopijom.     

 Tokom postnatalnog razvoja,  u bubregu se takođe dešavaju brojne 

strukturne promene koje  se ponekad značajno razlikuju od promena 
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tokom starosti  (Weinstein & Anderson, 2010) .  Na rođenju,  veličina 

glomerulske fi ltracije je relativno mala i  postepeno raste do druge 

godine života kada dostiže vrednosti karakteristične za adultno doba 

(Weinstein & Anderson, 2010 ; Brennan et al,  2008).  Renalna masa na 

rođenju iznosi oko 50 grama i najviše se povećava tokom prvih nekoliko 

godina života.  Povećanje renalne mase traje sve do četvrte decenije 

kada dostiže  maksimum (400 grama) (Weinstein & Anderson, 2010) .  

Imajući u vidu da mnogi fiziološki procesi postaju izraženiji  tokom 

postnatalnog razvoja što je u suprotnosti sa onim što se dešava tokom 

starosti,  očekivalo bi se da se i  parametri  koji  kvantifikuju bubrežnu 

strukturu (u našem radu fraktalna i  teksturalna analiza) različ ito 

menjaju tokom ova dva životna stadijuma (odnosno da smer njihove 

promene bude različit).  U našoj studiji ,  međutim, rezutati  ukazuju da 

strukturna kompleksnost kako organa kao celine,  tako i  hromatina u 

individualnim ćelijama  ne prati dokumentovane pro mene u fiziološkim 

parametrima.   

 Kad je u pitanju strukturna kompleksnost bubrega kao celine,  

najveća vrednost fraktalne dimenzije je zabeležena u grupi novorođenih 

miševa (0 dana).  Kompleksnost bubrežnog tkiva se smanjivala,  kako u 

postnatalnom razviću (miševi stari 10,  20 i  30 dana) tako i  u starenju  

(kod  adultnih miševa  starijih od mesec dana).  Prema našim 

saznanjima, ovo je prva studija koja je ispitala starosne promene u 

bubrežnom parenhimu kvantifikovane fraktalnom i  teksturalnom 

analizom i  u saglasnosti  je sa opšteprihvaćenim stanovištem da se 

strukturna kompleksnost u biološkim strukturama smanjuje sa 

starenjem.  

 Postoji nekoliko potencijalnih objašnjenja  za detektovano 

smanjenje tkivne  kompleksnosti.  Prvo,  kao što je u prethodnom tekstu 
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pomenuto,  zna se da se geneza novih nefrona obavlja skoro isključivo 

tokom embrionalnog razvoja,  i  da se nakon rođenja novi nefroni ne 

stvaraju.   Sigurno je da gubitak nefrona tokom života znatno remeti  

tkivnu citoarhitektoniku i da se to prikazuje kroz smanjenj e fraktalne 

dimenzije.  

 Drugi potencijalni  razlog za smanjenje tkivne kompleksnosti 

mogao bi da se nađe u promenama u bubrežnoj vaskularizaciji  koje se 

dešavaju tokom adultnog života.  Naime, delimično usled adapcije 

individualnih nefrona na veće zahteve za  glomerulskom fi ltracijom 

tokom starenja (i  određenih bolesti) dolazi do vazodilatacije i  

smanjenja vaskularne rezistencije u krvnim sudovima koji snabdevaju 

krvlju preživele nefrone. Ovaj fenomen ima kao posledicu povećanje 

prosečnog dijametra velikog bro ja  krvnih sudova na digitalnim 

mikrografima tkiva,  što dalje može uticati na kompleksnost analizirane 

slike.  Ovo je u skladu sa našim zapažanjima  da na standardnim 

digitalnim mikrografima, u svim analiziranim organima, krvni sudovi i  

vezivno tkivo generaln o imaju manju vrednost fraktalne dimenzije u 

poređenju sa regionima gde su funkcionalne ćelije prisutnije.   

 Kad je u pitanju analiza strukturne kompleksnosti nukleusnog 

hromatina, u našoj studiji  dobijeni su rezultati slični onima vezanim za 

celokupno bubrežno tkivo. Naime, kod ćelija prok smalnih tubula,  kao i  

kod ćelija makule denze detektovano je statistički signifikantno 

smanjenje fraktalne dimenzije hromatinske arhitekture u većini  

starosnih grupa u poređenju sa kontrolnom grupom (novorođene 

životinje).  Sa druge strane, fraktalna dimenzija u hromatinu ćelija 

distalnih tubula i  sabirnih kanalića nije se  statistički  značajno menjala 

ni u juvenilnom, ni  kasnije ,  u adultnom periodu.  
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    Činjenica da se fraktalna kompleksnost hromatina u 

proksimalnom delu nefrona smanjuje tokom starenja,  a  u distalnom 

delu nefrona ne menja može da se objasni na nekoliko načina. Prvo, 

veliki  procenat tubulske tečnosti  i  rastvorenih materija se resorbuje 

čim dođe u kontakt sa ćelijama proksimalnog tubula.  Kad su u pitanju 

određeni joni taj procenat je veći od 60%. Među supstancama koje se 

resorbuju u proksimalnom tubulu, mogu  se naći  i  one sa toksičnim 

dejstvom, bilo da su one unete spolja (putem hrane, vode, vazduha) bilo 

da su stvorene endogeno. Zapravo za većinu toksina, pos toje samo dva 

uslova koja moraju biti  ispunjena da bi se oni našli  u tubulskoj tečnosti : 

moraju biti  hidrosolubilni i  dovoljno malih dimenzija da bi prošli  

filtracionu barijeru (Huang et al.  2012)    

 Čak i oni toksini  koji se primarno izbacuju iz organizm a 

urinarnim putem, mogu da se nekoliko puta resorbuju u proksimalnim 

tubulima pre nego što konačno dospeju do distalnih delova nefrona i   

budu izbačeni iz organizma. Drugim rečima,  za razliku od ćelija u 

distalnim tubulima i sabirnim kanalićima, ćelije pro ksimalnih tubula su 

u mnogo većem stepenu izložene štetnom dejstvu. Pod pojmom “štetno 

dejstvo na ćeliju”,  obično se podrazumeva negativni efekat toksina na 

strukturu i  funkciju njenog genetskog materijala.  

 Pretpostavljamo da je u našoj studiji  u ćelijama  proksimalnih 

tubula,  fraktalna analiza uspela da detektuje diskretne strukturne 

promene u hromatinu koje su posledica progresivne akumulacije DNK 

oštećenja tokom života.  Poznato je da ova oštećenja počinju da se 

stvaraju odmah nakon rođenja zbog kombinova nog dejstva brojnih 

egzogenih i  endogenih činilaca i  da su najviše izražena u starosti.  

Akumulacija DNK oštećenja u ćelijama u bubregu samo u izuzetnim 

slučajevima (kad ona preti da kompromituje vitalne funkcije ćelije) 
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izaziva ćelijsku smrt (apoptozu i li  još ređe nekrozu)  (Gan et al.  2012).  U 

većini slučajeva ćelija dugo vremena preživljava i  normalno obavlja 

svoju funkciju.  Nakon mitoze,  kumulativno DNK oštećenje se prenosi  na 

ćerke ćelije i  na taj način se održava do kraja životnog veka organizma  

(Gan et al.  2012).  

 Ukoliko bi se u nekoj budućoj studiji  potvrdilo da fraktalna 

analiza može da detektuje diskretne promene u nukleusnom hromatinu 

asocirane sa akumulacijom DNK oštećenja tokom starenja,  to bi ukazalo 

na potencijalni značaj ove metode u ispitivan ju nefrotoksičnosti velikog 

broja hemijskih agenasa (kao npr.   lekova, pesticida,   industrijskih 

zagađenja,  itd).  Danas na eksperimentalnim animalnim modelima 

nefrotoksičnost ksenobiotika se obično kvantifikuje praćenjem 

fizioloških parametara bubrežne fun kcije kao što je veličina 

glomerulske fi ltracije,  efektivni renalni  protok plazme i veličina dnevne 

diureze.  Pod uslovom da se pokaže kao metoda sa adekvatnom 

senzitivnošću i  specifičnošću fraktalna analiza bi mogla predstavljati  

važan dodatak ovim fiziološkim parametrima u eksperimentalnoj  

nefrologiji .  

 U našoj studiji  j e takođe detektovano statistički  značajno 

smanjenje strukturne kompleksnosti  nukleusnog hromatina ćelija 

makule denze. Smanjenje fraktalne dimenzije je uočeno već u grupi 

životinja starih 10 dana, a starije životinje su imale još izraženiji  pad 

fraktalne kompleksnosti.   Za razliku od rezultata ve zanih za hromatin 

proksimalnih tubulskih ćelija,  ovi nalazi se teško mogu objasniti  

akumulacijom DNK oštećenja .  

 Makula denza (Macula densa, Pars ma culata tubuli  distalis  

nephroni) je struktura koja se nalazi u zidu distalnog tubula u 

neposrednoj blizini  vaskularnog pola glomerula.   Sastavljena je od 
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grupe epitelijalnih ćelija sa jedrima koja imaju relativno veliku količinu 

heterohromatina (zbog toga se na standardnim histološkim preparata 

vidi tamnije-gušće nego ostale strukture u bubregu).  Ove ćelije imaju 

veoma važnu ulogu u regulaciji  glomerulske fi ltracije )  (Aoyagi et al.  

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

 Kada veličina glomerulska fi ltracija opadne, smanji se brzina 

proticanja tečnosti  kroz tubulski  sistem. Ovo dovodi do povećanja 

resorpcije natrijum hlorida i  smanjenja njegove koncentracije u 

tubulskoj tečnosti.  Ćelije makule denze imaju sposobnost da detektuju 

ovaj pad u koncnetraciji  natrijum hlorida i  da ,  kao posledica toga,  upute 

signal jukstaglomerulskim ćelijama da luče renin  (Aoyagi  et al.  2008;  

Tanaka et al.  2010; Oppermann et al.  2006).  Renin ima enzimsku 

aktivnost u reakcij i  pretvaranja angiotenzinogena u angiotenzin,  š to 

ima za rezultat  vazokonstrikciju eferentne arteriole u okviru 

glomerulskog sistema. Ova vazokonstrikcija eferentne arteriole uz 

vazodilataciju aferentne arteriole izazvane za sada nepoznatim 

medijatorom iz ćelija makule denze,  ima za posledicu povećan je  

hidrostatskog pritiska u g lomerulu i  povećanje glomerulske fi ltracij e.  

Drugim rečima ,  pad glomerulske fi ltracije pokreće složeni mehanizam 

koji dovodi do njenog povećanja ,  odnosno vraćanja na normalu  

(Oppermann et al.  2006; Aoyagi et  al.  2008; Tanaka et al.  2010; Huang 

et al.  2012).   

Analogan, suprotan proces se dešava i  kada glomerulska fi ltracija 

poraste.  Ćelije makule denze u ovom slučaju  dovode do smanjenja 

lučenja renina, što uz ostale mehanizme dovodi do pada hidrostatskog 

pritiska u glomerulu.  Ovaj celokupni proces se još naziva 

tubuloglomerulska povratna sprega i  od ključne je važnosti za 



151 

 

autoregulaciju glomerulske fi ltracije .   (Aoyagi et al.  2008; Tanaka et al.  

2010; Oppermann et al.  2006).   

Naši rezultati vezani za ćelije makule denze su od poten cijalno 

velikog naučnog značaja iz nekoliko razloga. Prvo, naša studija je do 

sada prva u svetu koja je primenila metode fraktalne i  teksturalne 

analize u kvantifikovanju strukturnih promena u ovim ćelijama.  

Pokazano je da je moguće pratiti  promene u hroma tinskoj arhitekturi i  

pored toga što se ove ćelije odlikuju velikim procentom 

heterohromatina, što njihova jedra čini drugačijim u odnosu na druge 

ćelijske populacije u bubregu  pri standardnim bojenjima.  

Drugo, ovo je prva studija koja je pokazala da se to kom procesa 

starenja uopšte dešavaju bilo kakve promene u strukturalnoj  

organizaciji  ćelija makule denze. Kao što je ranije rečeno, većina 

dosadašnjih studija vezanih za starenje urinarnog sistema je bila 

fokusirana na promene u fiziološkim parametrima (np r.  veličina 

glomerulske filtracije).  Studije orjentisane na praćenje histoloških 

promena su uglavnom ispitivale promene u broju i  veličini nefrona. 

Pregledom dostupne literature,  nismo našli  n ijedan rad koji se odnosio 

na starosne strukturne promene u ćeli jama makule denze.      

 

4.12. Promene u tkivnoj i celularnoj fraktalnoj organi zaciji jetre 

tokom postnatalnog razvoja i starenja  

 

 Naši rezultati  vezani za ispitivanje tkivne kompleksnosti jetre su 

u saglasnosti sa rezultatima dobijenim na tkivu ti musa i  bubrega.  

Detektovano je statistički značajno smanjenje fraktalne dimenzije 
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jetrinih lobulusa.  Ovo smanjenje je bilo izraženo u svim grupama u 

poređenju sa grupom novorođenih miševa.  Takođe, slično smanjenje 

strukturne kompleksnosti  nađeno je u hromatinskoj  strukturi  

hepatocita,  odnosno, fraktalna dimenzija jetrinog tkiva je korelirala sa 

frkatalnom dimenzijom hromatina u hepatocitima.  

 Osnovna morfološka jedinica jetrinog parenhima je lobulus.  

Lobulusi na poprečnom preseku u većini slučajeva imaju oblik 

šestougla.  Na standardnim histološkim preparatima, uočava se da su 

lobulusi razdvojeni slojem rasresitog vezivnog tkiva koje čini takozvanu 

ekstralobularnu stromu. Stroma pored ostalog sadrži  krvne sudove 

(arteriae interlobulares i  venae interlobulares) porek lom od arterije 

hepatike proprije,  odnosno vene porte,  kao i  žučn e kanaliće, limfne 

sudove i  nerve .  U centru lobulusa se takođe nalazi krvni sud –  vena 

centralis.   

 Osnovna funkcionalna jedinica jetrinog parenhima je hepatocit.  

Hepatociti  su na poprečnom p reseku u lobulusima organizovani u 

posebne strukture –  lamine koje se pružaju od periferije lobulusa ka 

centru (jedna lamina se sastoji iz dva reda hepatocita).  Na početku 

lamine (odnosno periferiji  lobulusa),  nalazi se bazalna membrana. 

Neposredno uz baza lnu mebranu se nalaze matične ćelije jetrinog tkiva  

(takozvane ovalne ćelije) koje po potrebi mogu da se dele i  

diferenciraju u zrele hepatocite.  Prema tome, najmlađi hepatociti  su u 

lobulusu lokalizovani na periferiji  (blizu bazalne membrane),  dok su 

najstariji  lokalizovani blizu vene centralis.  Hepatocit u fiziološkim 

uslovima ima relativno dug životni vek koji  iznosi više od pet meseci  

(Wisse et al.  1996; Schmucker et al.  2005; Gaudio et al.  2005; Warren et  

al.  2008).  
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 Kapilarna mreža u jetri  ima jedins tvene morfološke i  funkcionalne 

karakteristike koje je izdvajaju u poređenju sa vaskularizacijom ostalih 

parenhimatoznih organa. Kapilari u jetri su tzv.  sinusoidnog tipa.  Oni 

imaju nepravilan i  širok lumen i bazalnu membranu koja nije 

kontinuirana kao kod drugih tipova kapilara.  Ova diskontinuiranost 

bazalne membrane omogućava veliku propustljivost zida kapilara.  Kao 

posledica toga, krvna plazma nesmetano ulazi  u prostore između 

sinusoida i  hepatocita (Diseovi prostori).  Na ovaj način veliki procenat 

toksičnih materija poreklom iz creva dolazi u kontakt sa hepatocitima 

koji  su sposobni da ih neutrališ u i  time spreče da se slobodne nađu 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 u sinusoidnim kapilarima jetre.  

Korišćenjem fraktalne analize jetrinog parenhima u Wistar pacova, 

autori  su kvantifikovali kompleksnost granjanja sinusoidalne mreže u 

mladih i  starih životinja .  Dobijeni rezultati  su ukazali  da se parametri  

fraktalne geometrije kapilara menjaju sa starenjem u smislu smanjenja 

strukturne kompleksnosti.  Sa druge strane, konvencionalni histološki 

parametri  sinusoidalne mreže, kao što su kapilarna gustina,  dijameta r i  

površina 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 starošću –  

izazvanih vaskularnih promena u jetri .  

 Gaudio i  saradnici  su svojevremeno uradili  sličan eksperiment 

vezan za primenu fraktalne analize u kvantifikovanju  tkivne arhitekture 

jetre .  Studija je urađena na Wistar pacovima koji su korišćeni da se 

napravi eksperimentalni animalni model ciroze.  Ovo je pos tignuto 
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tretmanom životinja poznatom hepato toksičnom supstancom 

ugljentetrahloridom (CCl4) u kombinaciji  sa barbituratima radi 

amplifikacije dejstva CCl4 na jetrin parenhim.  Utvrđeno je da se 

fraktalna dimenzija mikrovaskularne mreže jetrinog tkiva značaj no 

smanjila u životinja sa cirozom u poređenju sa kontrolnom grupom  

(Gaudio et al.  2005).   

 Kada se uporede dve gorepomeute studije,  može se primetiti  da 

vrednost fraktalne dimenzije,  a samim tim i  strukturna kompleksnost 

jetre,  trpi mnogo veći pad u cirozi,  nego što je to slušaj sa starenjem 

(ciše od deset procenata u cirozi u poređenju sa svega par procenata u 

starenju) (Gaudio et al.  2005; Warren et al.  2008) .  Ovo se može 

objasniti izraženim strukturnim promenama u jetri tokom ciroze koje  

su praćene zamenom funkcionalnog parenhima nefunkcionalnim 

fibroznim vezivnim tkivom. Proliferacija vezivog tkiva takođe utiče na 

to da konture tkiva,  pa samim tim i mikrografa koji  ga predstavlja,  budu 

homogenije ,  odnosno da bude manje prelaza između crnih i  belih 

rezolucionih jedinica nakon binarizacije slike.  Ova homogenizacija 

mikrografa se može značajno odraziti  na kompleksnost slike u smislu 

smanjenja fraktalne dimenzije.   

 U našoj studiji ,  objašnjenje s manjenja strukturne kompleksnosti  

jetrinog parenhima, odnosno l obulusa je dvojako. Prvo, velika je 

verovatnoća da su starosne promene u mikrovaskularnoj mreži,  

odnosno jetrinim sinusoidima dovele do sličnih promena u fraktalnoj  

dimenziji  celokupnog parenhima.  

 Drugo, treba imati u vidu da drugi deo naših rezultata uka zuje da 

se fraktalna dimenzija hromatina u individualnim hepatocitima takođe 

statistički značajno smanjila sa starenjem. Uočili  smo da na standardom 

mikrografu lobulusa dimenzija 1200 x 1600 piksela,  sa centrom 
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postavljenim u nivou vene centralis,  više od dvadeset procenata 

celokupne površine zahvataju jedra hepatocita.  Ovaj  procenat se 

teoretski može izračunati kako za jetru,  tako i  za ostala ispitivana tkiva 

uz pomoć savremenog softvera za obradu slike.  Takođe, kada smo 

uporedili  vrednosti tkivne fraktaln e dimenzije,  sa vrednostima 

hepatocitne hromatinske fraktalne dimenzije,  detektovali smo 

statistički visoko signifikantnu pozitivnu korelaciju.  Drugim rečima, što 

je vrednost fraktalne dimenzije hromatina veća,  to je i  vrednost tkivne 

fraktalne dimenzije veća i  obrnuto.  

 S obzirom na to da je fraktalna dimenzija relativno egzaktna 

metoda, vrednosti fraktalne dimenzije (kao i  većine ostalih parametara 

u našoj studiji)  su bile homogene sa veoma malim standardnim 

devijacijama (koeficijent varijacije u većini s lučajeva nije prelazio 

15%). Takođe ,  vrednosti fraktalne dimenzije su pratile normalnu 

distribuciju.  Ovo je omogućilo ne samo da se ispita postojanje proste 

korelacije u našoj  studiji ,  nego i  ispitivanje potencijalne linearne 

povezanosti.  I zaista,  utvrđeno je da je tkivna fraktalna dimenzija u 

statistički visoko značajnoj  linearnoj korelaciji  sa prosečnom 

hromatinskom fraktalnom dimenzijom hepatocita  (za detalje videti 

grafik).  Detaljnijom regresionom analizom može se odrediti jednači na 

koja matematički os likava ovaj odnos.  

Naravo, treba imati u vidu da korelacija kao statistički test 

detektuje samo postojanje i  jačinu povezanosti (u ovom slučaju i  

linearnu prirodu),  ali  ne i  uzročno –  posledičnu  vezu između dva 

parametra.  Da bi  se detektova la uzročno –  pos ledična veza,  potrebno je 

odrediti mnogobrojne faktore (confounding factors) koji takođe mogu 

uticati na jedan i li  drugi ispitivani parametar.  
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Ipak, u našoj studiji ,  postoji više razloga da verujemo da je 

uočena  starosno - zavisna promena tkivne kompleksno sti  jetre 

prvenstveno uzrokovana promenama u hromatinskoj kompleksnosti  

hepatocita,  a mnogo manje promenama u tkivnoj  organizaciji  

(kompleksnost sinusoidnih kapilara)  i li  međućelijskoj  komunikaciji .   

Kao što je gore navedeno, glavni razlog za ovu pretpostavku je  

postojanje veoma jake korelacije između dve fraktalne dimenzije .  Drugi 

razlog je relativno velika površina koju individualne hromatinske 

strukture zahvataju na tkivnom mikrografu,  o odnosu na dimenzije i  

površinu celog mikrografa.  

Smanjenje hromatinske kompleksnosti individualnih hepatocita 

tokom starenja se može objasniti  na sličan način kao i  detektovane 

promene u bubregu. Hepatociti  su u toku celog života kontinuirano 

izloženi dejstvu raznih toksičnih supstanci  od kojih mnoge imaju 

mutageno dejstvo na DNK. Kao i u ostalim ćelijama, i  u hepatocitima se 

progresivno akumulira DNK oštećenje koje može, ali  i  ne mora do 

dovede do poremećaja funkcionisanja ćelije  (Vinken et al.  2009; Liu et 

al.  2010).   

 

4.13. Razlike između ispitivanih tkiva u pogledu din amike i stepena 

promena strukturne  kompleksnosti  

 

 U našem radu, detektovano je starosno -zavisno smanjenje 

fraktalne dimenzije većin i  ispitivanih tkiva.  Ovaj rezultat je u skladu sa 

nalazima ranij ih studija koje su utvrdile da biološki sistemi generalno 

sa starošću 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).  

 Međutim, treba imati u vidu da uočene promene fraktalne 

dimenzije nisu bile podjednako izražene u svim tkivima, kao ni u svim 

ćelijskim populacijama. Na primer,  u korteksu timusa fraktalna 

dimenzija se smanjila sa vrednosti 1.790 (kod novorođenih životinja) 

na vrednost 1.442 (u grupi najstarijih miševa),  što predstavlja pad od 

19.4%. Sa druge strane, ovaj pad fraktalne dimenzije u lobulusima jetre 

bio je značajno manji –  svega 9.6%. Naša je pretpostavka da je ovako 

veliki  pad kompleksnosti  u timusu posledica zamene funkcionalnog 

parenhima fibroznim vezivnim tkivom koji se dešava tokom st arosne 

atrofije i  involucije ovog organa. Jetr in parenhim, sa druge strane se 

odlikuje visokom sposobnošću regeneracije,  pa njegova citoarhitektura 

trpi manje izražene promene tokom starenja.  

 Još jedan rezultat koji  bi po našem mišljenju trebalo posebno 

istaći  je starosno-zavisno povećanje teksturalne entropije hromatina 

eritroidnih prekurzorskih ćelija u subkapsularnom hematopoeznom 

tkivu slezine.  Ovo je jedina ispitivana ćelijska populacija u kojoj je 

uočena promena GLCM parametara hromatina sa starenjem .  Sa druge 

strane, hromatinska fraktalna dimenzija eritroidnih prekurzora nije se 

značajno menjala.  Nameće se zaključak da se hromatin progenitorskih,   

(odnosno matičnih) ćelija značajno razlikuje o poređenju sa ostalim 

ćelijama u organizmu u pogledu dinamike i  stepena starosnih promena 

strukturne  kompleksnosti.  Takođe, postoji mogućnost da je visok 

stepen heterohromatina u eritroidnim prekurzorima  doprineo tome da 

jedra ovih ćelija ispoljavaju jedinstvene fraktalne i  teksturalne 

karakteristike.   

 



158 

 

4.14. Budućnost primene fraktalne i teksturalne analize u 

molekularnoj medicini  

 

Fraktalna i  teksturalna analiza su relativno nove metode koje su u 

naučno- istraživačkom radu u molekularnoj medicini počele da se široko 

primenjuju tek u poslednjih nekoliko godina.  Kada je u pitanju primena 

ovih tehnika u analizi ćelijskog jedra,  u budućnosti će biti  potrebno 

razjasniti  nekoliko značajnih nedoumica.  

Prvo, još uvek se ne zna da li  i  na koji način vrednost fraktalne 

dimenzije,  ili  nekog GLCM parametra hromatinske strukt ure oslikava 

sveukupnu transkripcionu aktivnost jedra ćelije,  odnosno da li  promena 

u nekom od ovih parametra ukazuje na promenjen nivo gen ske 

ekspresije.  Ranijim studijama je utvrđeno da euhromatin generalno ima 

veću vrednost fraktalne dimenzije od hetero hromatina, međutim, ova 

činjenica 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 senzitivne d a detektuju 

akumulaciju DNK oštećenja tokom starenja u svim ćelijama i tkivima. 

Naši rezultati u in vitro  delu studije ukazuju da se lakunarnost jedra u 

ćelijskoj kulturi menja nakon indukcije DNK oštećenja UV zračenjem, 

međutim kada je  fraktalna analiza primenjena u ekperimentu  na 

oglednim životinjama, lakunarnost hromatina se u većini  slučajeva nije 

značajno menjala.   

Sa druge strane, u mnogim analiziranim ćelijskim populacijama 

došlo je do smanjenja fraktalne dimenzije hromatina sa starenjem. Ovaj  

rezultat ukazuje na potencijalni veliki značaj intrinzik faktora u 
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starosno-zavisnom smanjenju funkcije tkiva kojima ove ćelije pripadaju.  

Međutim, u našoj studiji  nije bilo moguće utvrditi  koji konkretno od 

ovih faktora- akumaulacija DNK oštećenja ili  epigenets ke promene, je  

više odgovoran za smanjenje kompleksnosti hromatina. Drugim rečima, 

još uvek se ne zna kolika je minimalna promena u genetskom materijalu 

koju su fraktalna i  teksturalna analiza sposobne da detektuju.   

Pretpostavljamo da će u budućnosti  će b iti  potrebno kombinovati ovaj  

pristup sa drugim metodama molekularne genetike da bi  se odgovorilo 

na ova pitanja.    

Konačno, u nekoj  budućoj studiji ,  biće potrebno definitivno 

utvrditi  da li  su fraktalna i  teksturalna analiza senzitivnije od 

konvencionalnih citofluorometrijskih metoda u detektovanju promena u 

ćelijskom jedru koje se dešavaju tokom rane faze programirane ćelijske 

smrti.  Pored kulture kancerskih ćelija koja je korišćena u našoj studiji ,  

ovu senzitivnost bi trebalo ispitati i  na drugim ćelijsk im kulturama koje 

se danas često koriste u molekularnoj  biologiji .    

U svakom slučaju,  fraktalna i  teksturalna analiza su savremene i 

egzaktne metode koje se sa uspehom mogu primenti u skoro svim 

granama  medicine.  Naša studija predstavlja početni korak u aplikaciji  

ovih metoda u fiziologiji  starenja,  a pretpostavljamo da će u 

budućnosti,  one postati značajan dodatak konvencionalnim biološkim 

tehnikama koje se koriste u naučno -istraživačkom radu u ovoj oblasti .   
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5.  ZAKLJUČCI  

 

1.  Fraktalna kompleksnost nukleusnog hromatina merena vrednostima 

fraktalne dimenzije  se smanjuje u postnatalnom razvoju i  starenju u 

ćelijskim populacijama kortikalnih i  medularnih limfocita timusa,  

epitelnih ćelija proksimalnih tubula bubrega, ćelija m akule denze, kao i  

u hepatocitima jetre .  U ćelijskim populacijama timusnih stromalnih 

ćelija,  bubrežnih epitelnih ćelija distalnih tubula i  sabirnih kanalića,  

kao i  folikularnim ćelijama i eritroidnim prekurzorskim ćelijama 

slezine,  fraktalna kompleksnost nukleusnog hromatina se ne menja  

tokom života.  

 

2.  Teksturalna neuređenost nukleusnog hromatina eritroidnih 

prekurzorskih ćeli ja hematopoeznog tkiva slezine,  merena GLCM 

entropijom, se povećava  sa starenjem. U svim ostalim analiziranim 

ćelijskim populacijama parametri hromatinske teksture se ne menjaju.  

  

3.  U postnatalnom razvoju i  starenju p ostoji žnačajno smanjenje 

fraktalne kompleknosti tkivne arhitekture merene fraktalnom 

dimenzijom u   korteksu i  meduli timusa, korteksu i  meduli bubrega,  

hematopoeznom tkivu slezine i  lobulusima jetr e.  

 

4.  Parametri  teksturalne analize  tkivne arhitekture sa starenjem ostaju 

nepromenjeni u svim ispitivanim tkivima.  

 



161 

 

5. Fraktalna dimenzija tkivne arhitekture statistički značajno korelira 

sa hromatinskom fraktalnom dimenzijom u većini ispitivanih tkiva,  

odnosno ćelijskih populacija.  

 

6. Nakon indukcije DNK oštećenja in vitro ,  u ćelijskoj kulturi,  dolazi  do 

značajnog smanjenja i  celularne fraktalne dimenzije  i  hromatinske 

lakunarnosti .  
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