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Promene u strukturi hromatina hepatocita i parametri oksidativnog stresa 

u jetri nakon izlaganja nanočesticama gvožđe ( II,  III) oksida  

 

SAŽETAK  

I pored postojanja studija koje ukazuju da nanočestice oksida gvožđa  

ne izazivaju značajne morfološke promene u jetri ,  i dalje je nepoznato da li i 

u kojoj meri ove čestice utiču na strukturu i distribuciju jedarnog hromatina 

hepatocita.  Danas je ovakve promene moguće indirektno detektovati i  

kvantifikovati korišćenjem savremenih kompjuterskih metoda zasnovanih 

na algoritmima fraktalne  i teksturalne analize. Cil j ove disertacije je bio da 

se utvrdi da li nakon izlaganja nanočesticama gvožđe (II,  III) oksida  u 

hepatocitima dolazi do ovakvih diskretnih promena koje do sada nisu bile 

uočljive upotrebom konvencionalne mikroskopije, kao i da se utvrdi da li su 

promene praćene pojavom oksidativnog stresa u jetri. Istraživanje je 

urađeno na ukupno 90 miševa soja C57BL/6 koji su bili izloženi 

nanočesticama u različitim dozama. Digitalni mikrografi tkiva jetre su 

analizirani korišćenjem savremenih softverskih platformi  pri čemu su za 

više od 2000 hromatinskih struktura hepatocita kvantifikovane vrednosti 

fraktalne dimenzije, lakunarnosti, angularnog drugog momenta, inverznog 

momenta razlike, teksturalnog kontrasta, teksturalne korelacije,  teksturalne 

varijanse i još četiri parametra  Harove diskretne vejvlet transformacije.  Za 

svaku životinju  su takođe određeni konvencionalni parametri oksidativnog 

stresa i antioksidativne zaštite  jetre .  Rezultati istraživanja ukazuju da je 

savremeni i inovativni metod teksturalne analize zasnovan na matriksu 

simultanog pojavljivanja sivih vrednosti rezolucionih jedinica u mogućnosti 

da detektuje diskretne strukturne promene hromatina hepatocita 

uzrokovane nanočesticama gvožđe (II , III) oksida .  Izlaganje nanočesticama 

gvožđe (II,  III) oksida dovodi do značajnih promena u teksturalnoj 

homogenosti i uniformnosti hromatina što je praćeno promenama u  

oksidativnom statusu jetre . Ovi nalazi predstavljaju osnovu za dalja 

istraživanja potencijalnih toksičnih efekata gvozdenih nanomaterijala kao i 

morfoloških promena u jetri  koje nastaju kao posledica akutne i hronične 

izloženosti nanočesticama oksida gvožđa.  

Ključne reči:  hromatin, fraktal , magnetit , nanočestica ,  tekstura, oksidativni 

status  

Naučna oblast:  Medicina 

Uža naučna oblast:  Molekularna medicina  

UDK broj:  



   
 

Changes in hepatocyte chromatin structure and parameters of liver 

oxidative stress after exposure to iron ( II, III) oxide nanoparticles  

 

SUMMARY 

Despite the existence of studies indicating that iron oxide 

nanoparticles do not cause significant morphological changes in the liver, it  

is still unknown whether and to what extent these particles affect the 

structure and distribution of hepatocyte nuclear chromatin. Today, such 

changes can be indirectly detected and quantified using modern  

computational methods based on fractal and textural analysis algorithms. 

The aim of this dissertation was to determine whether after exposure to iron 

(II,  III) oxide nanoparticles in hepatocytes ,  such discrete changes, 

previously not visible  using conventional microscopy, can occur, as well as 

to determine whether the changes are accompanied by liver oxidative stress. 

The study was performed on a total of 90 C57BL/6 mice that were exposed 

to nanoparticles at different doses. Digital micrographs of l iver tissue were 

analyzed using contemporary software platforms, and for more than 2000 

chromatin structures of hepatocytes  we quantified values of fractal 

dimension, lacunarity, angular second moment, inverse difference moment, 

textural contrast, textural correlation, textural variance and four other 

parameters of Harr discrete wavelet  transformation. Conventional 

parameters of oxidative stress and antioxidant protection in liver were also 

determined for each animal.  The results indicate that the modern and 

innovative method of textural analysis based on the gray level co-occurence 

matrix of resolution units  is able to detect discrete structural changes of 

hepatocyte chromatin caused by iron (II, III) oxide nanoparticles. Exposure 

to iron (II,  III) oxide nanoparticles leads to significant changes in the 

textural homogeneity and uniformity of chromatin, which is accompanied 

by changes in the oxidative status of the liver  tissue. These findings are the 

basis for further research into the potential toxic effe cts of iron 

nanomaterials as well as morphological changes in the liver resulting from 

acute and chronic exposure to iron oxide nanoparticles.  

Keywords :  chromatin, fractal,  magnetite, nanoparticle,  texture, oxidative 

statusResearch area: Medicine  

Research field :  Molecular medicine  

UDC number :  
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1. UVOD 

1.1.  Primena savremenih kompjuterskih tehnologija u medicini  

Tokom poslednje dve decenije, došlo je do ubrzanog razvoja 
inovativnih informacionih tehnologija sa potencijalnom primenom u 
biomedicinskim naukama. Napravljeni su novi, savremeni programski jezici 
poput PHP, JavaScript,  Java i  Python pomoću kojih je moguće kreirati brze, 
fleksibilne i  pristupačne aplikacije za personalne kompjutere. Poslednjih 
godina mnoge aplikacije se sa uspehom koriste u medicini, kako u 
istraživačke svrhe, tako i u cil ju unapređenja  dijagnostičkih i terapijskih 
postupaka u kliničkoj praksi. Ove nove tehnologije omogu ći le su uštedu 
vremena tokom rada, kao i unapređenje preciznosti, senzitivnosti i  
objektivnosti velikog bro ja procedura u naučnoistraživačkom radu i radu sa 
pacijentima u okviru primarne, sekundarne i tercijarne zdravstvene zaštite  
(Servant et al. 2014; Brüggemann et al. 2019; Jibb et al. 2020; Monteiro et al. 
2020).   

Osnovna prednost uvođenja savremenih kompjuterskih tehnologija u 
medicinska istraživanja i praksu je mogu ćnost automatizacije,  odnosno 
obrade velikog broja signala, zapisa i drugih unosa tokom kratkog 
vremenskog perioda. Takođe, značajna prednost je objektivnost i  
nepristrasnost in formacionih tehnologija u odnosu na nalaze i mišljenja 
lekara i naučnika. Stepen saglasnosti mišljenja dva nezavisna stručnjaka 
prilikom analize nekog signala mnogo je manji u odnosu na stepen 
saglasnosti dva kompjuterska programa. Takođe, primenom  inovativnih 
kompjuterskih metoda u nauci omogu ćen je znatno veći stepen 
reproducibilnosti,  odnosno mogućnosti da se prilikom ponavljanja 
eksperimenta dobiju isti  il i slični rezultati  (Motwani et al. 2017; Liang et al. 
2019; Dong et al. 2020; Sumitomo et al.  2020).  

U naučnom radu od posebnog su značaja nove, savremene aplikacije 
za obradu medicinskih signala. Ovi signali mogu , na primer, biti relativno 
prosti zapisi poput akcionog potencijala nervne ćeli je ili miograma (zapis 
kontrakcije mišićne ćeli je), ali danas postoje programi koji sa uspehom 
mogu da analiziraju složene dvodimenzionalne signale poput radiološkog 
zapisa ili mikrografa.  Analiza slike u medicini je danas jedna od najbrže 
rastućih oblasti u fundamentalnim medicinskim istraživanjima ,  upravo 
zahvaljujući dostupnosti velikog broja novih kompjuterskih meto da koje sa 
uspehom mogu izvršiti veliki broj kvantifikacija vezanih za teksturu, 
homogenost, kompleksnost i druge parametre dvodimenzionalnog signala  
(Ibrahim et al. 2019; Li et al. 2021; Serpytis et al. 2021; Kasi et al. 2021; Fang 
et al. 2021).   

 U kliničkom radu, kompjuterske metode za analizu slike su od 
posebnog značaja u radiologiji ,  gde se sa uspehom koriste za evaluaciju 
rendgenskih snimaka, snimaka kompjuterizovane tomografi je, ultrazvuka, i 
nuklearne magnetne rezonance. Pojedine bolnice imaju čak i  speci jalizovane 
sisteme za dijagnostiku bazirane na kompjuterskoj analizi slike , koje 
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pomažu radiologu i drugim lekarima pri postavljanju adekvatne dijagnoze  
(Muscogiuri et  al. 2021; Anssens et al . 2021).  Danas neke od ovih metoda 
uključuju tehnologiju veštačke inteligencije ,   gde se korišćenjem neuronskih 
mreža na osnovu ulaznih signala (parametri slike) dobija izlazni signal u 
vidu dijagnoze. Od kako je ovakva tehnologija počela da se primenjuje u 
pojedinim bolnicama, značajno je povećana efikasnost rada pojedinih 
odeljenja i smanjen broj grešaka u dijagnostici  (Muscogiuri et al. 2021; 
Anssens et al. 2021; Park et al.  2021; Shen et al.  2021) .  

Kompjuterske tehnike za analizu slike imaju potencijalno široku 
primenu u oblasti  patologije i mikroskopije  (Majumder et al.  2021; Katz et 
al. 2021; Gomariz et al. 2021; Swinkels et al. 2021; Capaccio et al. 2021). Ovo 
je posebno važno imajući u vidu da je patohistološki nalaz u medicini 
osnova za donošenje brojnih terapijskih odluka ,  i greške u ovakvom nalazu 
mogu dovesti do teških posledica po pacijenta. Nažalost, veliki broja 
patohistoloških analiza i danas često zavisi od subjektivnog mišljenja i 
procene patologa, odnosno vrlo je mali broj preciznih i  objektivnih metoda 
pomoću kojih se može izvršiti kvantifikacija uočenih promena .  Danas su u 
procesu razvoja brojne kompjuterske tehnologije za kvantifikaciju 
parametara mikroskopske slike, poput homogenosti, uniformnosti, entropije 
(neuređenosti),  doduše sa vrlo ograničenom primenom u savremenoj 
patološkoj praksi. Senzitivnost,  spe cifičnost i validnost ovih metoda je još 
uvek nedovoljno ispitana. Smatra se da će u budućnosti one biti  sa uspehom 
uključene ,  makar kao pomoćno sredstvo tokom patohistološke evaluacije  
ćeli ja i tkiva i sastavljanja patohistološkog nalaza u medicinskoj praksi  
(Majumder et al. 2021; Katz et al. 2021; Gomariz et al. 2021; Swinkels et al. 
2021; Capaccio et al. 2021) .  

Još jedna značajna prednost kompjuterskih aplikacija u medicini  i  
medicinskim istraživanjima  je činjenica da su mnoge od njih relativno 
pristupačne i jednostavne za korišćenje. Na primer, jedan od najčešće 
korišćenih softvera za analizu slike u medicinskim istraživanjima je ImageJ,  
program dizajniran od strane Nacionalnog instituta za zdravlje SAD . Ovaj 
program je besplatan, slobodno dostupan za preuzimanje i koriš ćenje i lako 
se instalira na skoro svakom kompjuteru. Pored toga, postoje stotine 
podprograma i drugih dodataka (plugin) za ovaj softver ,  koje se lako mogu 
instalirati  i  slobodno koristiti  (Rossi et al. 2021; Hamada et al.  2021).  

Kompjuterske aplikacije sa primenom u medicini mogu biti  
napravljene korišćenjem jednog ili  više programskih jezika. Klasična 
aplikacija koja zahteva instalaciju na hard disku per sonalnog kompjutera je 
obično napisana u C famili ji  programskih jezika. Međutim danas su 
aktuelne i takozvane veb aplikacije koje se p okreću korišćenjem veb 
pregledača poput Google Chrome ,  Internet Explorer  ili  Mozilla Firefox. 
Mnogi interaktivni sistemi za skladištenje, čuvanje i obradu medicinskih 
podataka pacijenata u bolnicama su napravljeni na ovaj način. Sa druge 
strane, programi za analizu medicinskih signala su najčeš će u obliku 
klasičnog softvera koji se instalira nezavisno o d veb pregledača  (Fowler et 
al. 2019; Ghoussaini et al.  2021) .  
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Konačno, potrebno je napomenuti da je tokom poslednjih deset godina 
došlo do ubrzanog razvoja veštačke inteligencije ,  koja je omogućila još veći 
stepen automatizacije u obradi medicinskih signala i ostalih parametara  u 
kliničkoj praksi i  medicinskim istraživanjima  (Sawano et al. 2021 ; Gomariz 
et al. 2021; Liang et al. 2021 ) .  Veštačka inteligencija se uglavnom zasniva na 
konceptu neuronskih mreža ,  gde se na osnovu ulaznih signala (npr. 
parametri mikroskopske slike) propuštanjem informacija kroz niz povezanih 
veštačkih “neurona” dobija odgovarajući izlazni signal (Sawano et al. 2021; 
Gomariz et al. 2021; Liang et al. 2021) .  Neuronska mreža se prethodno 
“trenira”  tako što se izlaže velikom broju ulaznih i izlaznih signala. Iako cilj 
ove disertacije nije bio kreiranje neuronske mreže i sistema baziranog na 
veštačkoj inteligenciji ,  nije teško zamisliti da bi u budu ćnosti takav sistem 
mogao biti formiran na osnovu korišćenih parametara mikroskopske slike.   

 Nažalost, preterano oslanjanje na informacione tehnologije u medicini 
ima određene mane ,  i  u pojedinim slučajevima može dovesti do grešaka u 
kliničkom i istraživačkom radu. Za uspešno koriš ćenje kompjuterskih 
aplikacija potrebno je određeno znanje i iskustvo iz oblasti informacionih 
tehnologija,  koje lekari često nemaju. To ponekad dovodi do koriš ćenja 
aplikacije bez shvatanja kako aplikacija zaista funkcioniše u smislu 
kompjuterskih algoritama, što može dovesti do pogrešne interpretacije 
dobijenih rezultata. Zbog toga će u budućnosti, naročito u 
naučnoistraživačkom radu gde se primenjuju kompjuterske metode, biti 
preporučljivo kreiranje multidisciplinarnih timova ,  uz uključivanje 
stručnjaka sa odgovarajućim predznanjem u razvoju softvera i ostalim 
računarskim tehnologijama.  

1.2.  Fraktalna, teksturalna i vejvlet analiza jed arne strukture i 
hromatinske organizacije  

 Poslednjih godina u naučnoistraživačkom radu iz oblasti ćeli jske 
biologije i molekularne medicine, posebno su aktuelne kompjuterske tehnike 
za analizu dvodimenzionalnih signala  koje se zasnivaju na inovativnim 
matematičkim algoritmima  (Kott et al. 2021; Marsden et al. 2021). Neke od 
ovih inovativnih metoda obuhvataju tehnike fraktalne, teksturalne i  vejvlet 
analize, uz pomoć  kojih se mogu evaluirati promene unutar digitalnih 
zapisa poput mikrografa ili  radioloških slika. Ove metode su se pokazale 
kao precizne i objektivne, odnosno rezultati dobijeni njihovom primenom ne 
zavise od subjektivnog mišljenja patologa, histologa ili  radiologa.  U 
prethodnoj deceniji  publikovan je veliki broj radova koji  su imali za cilj da 
utvrde njihovu senzitivnost u detekciji  strukturnih alteracija u ćeli jama i 
tkivima tokom razl ičitih eksperimentalnih uslova  (Pantic et al. 2016; Bulloni 
et al. 2021; Jurczyszyn et al.  2021) .  Moguće je da su ove metode sposobne da 
na indirektni način kvantifikuju strukturne promene u ć eli jskom jedru ne 
samo u smislu ultrastrukture posmatrane elektronskim mikroskopom, već i 
primenom konvencionalne svetlosne mikroskopije. Ovo je posebno značajno 
za moguću detekciju strukturnih promena u jedarnom hromatinu koje se 
dešavaju tokom različitih patoloških procesa. Hromatin bojen specijalnim 
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histološkim tehnikama ,  poput Toluidin plavo bojenja ili Felgen bojenja, 
pokazuje specijalne obrasce (engl. "Stuctural patterns" ) u svojoj distribuciji 
koji  u teoriji  mogu da se zapaze i li  čak identifikuju na ovaj način  (Pantic et  
al. 2017; Paunovic et al. 2019) .  

Fraktalna analiza je savremeni i inovativni metod pomoću kojeg se 
mogu na objektivan način odrediti promene u strukturnoj kompleksnosti,  
odnosno nivou detalja neke strukture  (Krupickova et al.  2021 ; Wang et al.  
2021; da Silva et al. 2021). Zasniva se na konceptu “samosličnosti” ,  odnosno 
opserviranoj pojavi da mnoge biološke strukture posmatrane na različitim 
skalama imaju slličnost u svojoj unutrašnjoj organiza ciji .  Samosličnost je 
relativno često prisutna u biologiji ,  pa se danas smatra da se mnogi 
kompleksni molekuli i  jedinjenja odlikuju ovim fenomenom. Primer bi bili 
neki proteini odnosno pojedini aspekti njihov e tercijarne strukture, il i 

molekul ribonukleinske ili dezoksiribonukleinske kiseline.  

Hromatin kao makromolekul  takođe pokazuje sličnosti u različitim 
nivoima svoje organizacije,  odnosno moguće  je da se na njega mogu 
primeniti  pojedini principi karakteristični za fraktale  (Li et al. 2021; 
Lieberman-Aiden et al.  2009).  Neki autori smatraju da tradicionalni model 
ekvilibrijumske globule ne može adekvatno da predstavi sve molekularne, 
biohemijske i biofizičke aspekte hromatinske organizacije i distribucije. 
Zbog toga je pre više godina predstavlje takozvani model "fraktalni globule" 
kao alternativni pristup u izučavanju hromatinske ultrastrukture i  
interakcija koje se dešavaju u ćeli jskom jedru.   

Nezavisno od ovog modela, fraktalna analiza se može primeniti u 
evaluaciji  strukturnih promena u jedru ćeli je,  kao metod za kvantifikaciju 
kompleksnosti, odnosno minimalnih promena u kompleksnosti koje se 
dešavaju u ćeli jama kao posledica različitih biohem i jskih procesa (Dincic et 
al. 2021) .  Jedan od najznačajnijih parametara fr aktalne analize, fraktalna 
dimenzija je svojevrsni indikator kompleksnosti,  i danas postoje brojne 
matematičke i  kompjuterske tehnike za njeno računanje. Moguće je da se 
fraktalna dimenzija u pojedinim delovima jedra može menjati u zavisnosti 
od lokalne transkripcione aktivnosti.  Neki autori tvrde da transkripciono 
aktivni euhromatin i  neaktivni heterohromatin u pojedinim okolnostima 
mogu imati različite vrednost i fraktalne dimenzije  (Cherkezyan et al. 2014; 
Pantic et al.  2016).  Još  uvek je nepoznato da li  je ovo slučaj u svim ćelijama i 
eksperimentalnim uslovima, kao ni da li je ovaj fenomen prisutan kada se 
hromatin oboji različitim histološkim tehnikama. Takođe  nije poznato da li i 
u kojoj meri fraktalna analiza može da se primeni u cil ju detekcije i  merenja 
promena u odnosu euhromatin/heterohromatin (engl.  "euchromatin / 
heterochromatin ratio") . Ono što jeste poznato je da se fraktalna analiza 
može upotrebiti  za detekciju diskretnih promena koje se dešavaju u 
ćeli jskom jedru i hromatinu kada je ćeli ja izložena potencijalno štetnim 
spoljnjim ili unutrašnjim agensima  (Pantic et al. 2012; Liu et al. 2017). 
Oštećenje ćeli je veoma često ima za rezultat promenu u ekspresiji gena. 
Neki od ovih gena mogu biti  uključeni u sistem DNK popravke ,  dok su 
drugi odgovorni za brojne metaboličke procese. Postoji  čitava grupacija 
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gena koji  se nazivaju hromatinskim regulatorima , koji  direktno ili 
indirektno utiču na pakovanje DNK i proteina unutar hromatinskog 
makromolekula. Moguće je da  u pojedinim eksperimentalnim okolnostima  
sve ovo utiče na stepen kompleksnosti jedarne strukture a samim tim i na 
vrednosti fraktalnih paerametara poput fraktalne dimenzije ili  lakunarnosti.  

Primer uspešne upotrebe fraktalne analize u detekciji promena koje su 
rezultat oštećenja ćeli je je njena upotreba u evaluaciji ranih procesa koji se u 
jedru dešavaju tokom apoptoze, odnosno programirane ćeli jske smrti  
(Castelli  & Losa, 2001; Pantic et al . 2012; Liu et al.  2017) .  Apoptoza, u ranim 
fazama može (ali  i ne mora) biti  praćena morfološkim promenama u 
hromatinu, poput marginalizacije i kondenzacije. Takođe, ovo može biti 
praćeno promenom zapreminskog i  masenog odnosa euhromatin / 
heterohromatin. Moguće je da su pojedini parametri fraktalne analize poput 
lakunarnosti jednako senzitivni u detek ciji rane apoptoze kao i tehnike 
zlatnog standarda poput metoda protočne citofluorometrije. Prethodne 
studije su ukazale da čak i tokom konfokalne mikroskopije živih, neobojenih 
ćeli ja u kulturi,  fraktalni parametri mogu sa velikom preciznošću 
kvantifikovati diskretne strukturne alteracije u jedru nakon letalnog 
izlaganja ultraljubičastim zracima  (Pantic et  al. 2012).  

Teksturalna analiza je u osnovi još jedan metod koji  se danas kao 
dodatak fraktalnoj analizi , i li nezavisno od nje , koristi za analizu 
medicinskih signala (Horvat et al. 2021; Korda et al. 2021) . Ovo je , tačnije , 
čitav skup tehnika koje se mogu upotrebiti za kvantifi kovanje teksturalnih 
obrazaca dvodimenzionalnih zapisa , poput radioloških slika ili  mikrografa. 
Teksturalni obrasci se često menjaju ,  čak i kada su promene u zapisu veoma 
diskretne i neprimetne za l judsko oko. Ovakva senzitivnost teksturalne  
analize je doprinela tome da se ona danas uveliko koristi  u 
naučnoistraživačkom radu u radiologiji, patologiji, histologiji i ćeli jskoj 
biologiji. Postoji mnogo načina za adekvatno sprovođenje teksturalne 
analize mikrografa, i oni često uključuju kompleksne matematičke 
algoritme, odnosno primenu statistike drugog reda na vrednost i 
rezolucionih jedinica.  

Jedan od danas najpoznatijih algoritama teksturalne analize je 
zasnovan na matriksu simultanog pojavljivanja sivih vrednosti r ezolucionih 
jedinica, odnosno GLCM (Gray level co -occurence matrix). GLCM metoda se 
bazira na dodeljivanju numeričke vrednosti svakoj rezolucionoj jedinici na 
digitalnom zapisu, nakon čega se umesto pojedinačnih jedinica (što je slučaj 
kod nekih drugih metoda) analiz iraju njihovi parovi  (Horvat et al. 2021; 
Korda et al. 2021) .  Parovi jedinica ne moraju nužno da budu horizontalno 
orijentisani,  pa čak ni jedinice ne moraju da budu u neposrednoj blizini 
jedna drugoj. Nakon toga se primenjuju tehnike takozvane “statistike  
drugog reda” čime se izračunavaju GLCM parametri.  Danas postoji nekoliko 
savremenih i  inovativnih softverskih platformi za teksturalnu analizu , koje 
omogućavaju čak i  korisnicima sa ograničenim znanjem u oblasti 
matematike da kvantifikuju čitav niz teksturalnih parametara.  
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GLCM analiza se pre desetak godina uglavnom primenjivala u 
radiologiji u cil ju detekcije i evaluacije patoloških promena u 
parenhimatoznim organima. Primer bi bila njena upotreba u cil ju detekcije 
lezija u mozgu tokom nekih hroničnih neuroloških poremećaja  (Wang et al. 
2019) .  Pokazano je da je ovu metodu moguće primeniti  kao svojevrs ni 
kompjuterski automatizovani dodatak konvencionalnoj anal izi zapisa 
dobijenih kompjuterizovanom tomografi jom, ili  drugim tehnikima tokom 
kojih se koristi X zračenje  (Huang et al.  2021) .  Takođe, bro jne studije su sa 
uspehom primenile GLCM algoritam u analizi promena u tkivima i 
organima tokom nuklearne magnetne rezonance. Ponekad su indikatori 
teksture bili visoko senzitivni u detekciji stanja i  bolesti u poređenju sa 
subjektivnim mišljenjem i nalazom radiologa.  

Poslednjih godina, sve je više studija koje pokušavaju da primene 
GLCM metodu u mikroskopiji i ćeli jsko j  biologiji  (Nikolovski et al. 2019 ; 
Topalovic et al.  2021; Alsaade et al. 2021;) . Danas postoje kamere za razne 
tipove svetlosnih i  drugih mikroskopa koje su u mogućnosti da proizvedu 
mikrografe veoma velikih dimenzija i rezolucije.  Takođe, brojni programi za 
obradu slike mogu da mikrograf u digitalnom formatu modifikuju na način 
da se pojedine karakteristike i detalji  bioloških stru ktura dodatno istaknu i 
postanu vidljivi tokom konvencionalne histopatološke evaluacije. 
Teksturalna analiza u ovakvim uslovima rezultuje veoma preciznim i 
senzitivnim kvantifikacijama teksturalne homogenosti ,  uniformnosti, 
neuređenosti i drugih pokazatelja strukturne organizacije ćeli ja i  tkiva.  

Na mikrografima se GLCM analiza može uspešno primeniti na nivou 
celog tkiva u cilju kvantifikacije promena u citoarhitekturi  (Shamir et  al.  
2009; Rajkovic et  al.  2016; Bhattacharjee et al. 2019) .  Na ovaj način 
specifičnosti u međućeli jskoj komunikaciji mogu da se iskažu i pored toga 
što za profesionalnog patologa (ili histologa) one ne moraju biti vidljive. 
Teksturalna analiza tkivne citoarhitektonike je do sada sa  uspehom 
realizovana na obojenim preparatima slezine i  bubrega. Na primer, 
pokazano je da se pojedini aspekti tekstualne organizacije bubrežne medule 
razlikuju kod organa koji je pretrpeo ishemijsko –  reperfuzijsko oštećenje u 
laboratorijskim uslovima na animalnom eksperimentalnom modelu  u 
poređenju sa kontrolom. Razlike u tkivnoj arhitekturi između oštećenog i 
neoštećenog organa su bile toliko velike da je zaklju čeno da  GLCM metod 
sam po sebi ima veliku diskriminatornu  moć u separaciji dve grupe (Pantic 
et al. 2016).  Još jedan primer bi bio primena teksturalne analize u evaluaciji  
strukturne dezorganizacije tkiva tokom procesa fiziološkog starenja. Ovakva 
istraživanja su započeta još 2009. godine ,  kada su Shamir i saradnici 
pokazali da na eksperimentalnom modelu  Caenorhabditis elegans pojedini 
indikatori teksture mogu biti  validni i  dragoceni kvantitativni pokazatelj  i  
starenja mišićnog tkiva (Shamir et al. 2009).   

Teksturalna analiza se pored evaluacije citoarhitektonike, danas u 
mikroskopiji  uspešno primenjuje i  za evaluaciju individualnih ćeli ja i 
ćeli jskih komponenti (Kanai et al.  2020) . Kvantifikacija teksturalnih 
obrazaca se može sprovesti kako na nivou cele ćeli je, tako i  na nivou 
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citoplazme, jedra ili drugih organela  (Martinovic et al. 2018). Ovo se u 
praksi izvodi bilo kreiranjem mikrografa pojedinačnih ćeli ja, bilo 
stvaranjem “regiona interesa” pojedine ćeli jske kompo nente u nekom 
softveru za analizu slike. Moguće je da je jedro danas u najvećem fokusu 
ovakvih studija pošto se teksturalni obrasci hromatinske organizacije i 
distribucije drastično mogu menjati čak i  tokom minimalnih fizioloških ili 
patoloških promena u okruženju ćeli je. Redistribucija euhromati na i 
heterohromat ina koja nastaje kao posledica epigenetskih promena (povećane 
ili  smanjene ekspresije pojedinih gena) veoma često utiče na ove teksturalne 
obrasce i to se može manifestovati kroz drugačije vrednosti pojedinih GLCM 
parametara (Kanai et al. 2020).  

U prošlosti, GLCM parametri poput angularnog drugog momenta i 
inverznog momenta razlike su se pokazali veoma senzitivnim za otkrivanje 
promena u teksturalnim obrascima hromatinske strukture. Ovi parametri 
kvantifikuju teksturalnu homogenost, uniform nost i ostale karakteristike 
strukture i sa uspehom se mogu koristiti za evaluaciju morfoloških alteracija 
u jedru nakon dejstva nekog spoljašnjeg  il i unitrašnjeg  faktora. Na primer, 
tokom maligne transformacije  ćeli je, jedro može pretrpeti određene promene 
u teksturalnoj homogenosti.  Prethodna istraživanja su pokazala da su GLCM 
hromatinski indikatori potencijalni biomakeri  nekih maligniteta kao što je 
papilarni tiroidni karcinom (Dincic et al. 2020).   

Teksturalna analiza je takođe prethodno sa uspehom primenjena u 
cilju kvantifikacije redistribucije hromatina koja se odvija tokom 
programirane ćeli jske smrti (Losa & Casteli,  2005). Slično kao kod fraktalne 
analize pojedini GLCM parametri su potencijalno senzitivni u identifikaciji 
ćeli ja koje su u ranoj apoptozi,  odnosno neposredno nakon delovanja 
proapoptotskog hemijskog agensa. Moguće je da kondenzacija i  
marginalizacija hromatina, odnosno promena odnosa heterohromatin / 
euhromatin i  ovde ima veliki zna čaj, slično kao kod računanja fraktalne 
dimenzije i  lakunarnosti.  Ovakvo korišćenje GLCM je značajno i zbog 
činjenice da je ova metoda relativno brza, pristupačna  i ne zahteva značajna 
finansijska i materijalna sredstva, što često nije slučaj sa protočnom 
citofluorometrijom.  Konačno, GLCM analiza se može upotrebiti u cilju 
evaluacije efekata potencijalno toksičnih supstanci na će l ijsko jedro i 
genom. Ovo je prethodno pokazano u in vitro  eksperimentima sa 
neurotoksinom oksidopaminom (Dimitrijevic et al.  2016) i raznim 
nanomaterijalima poput nanočestica srebra i gvožđa (Nikolovski et al. 2019; 
Pantic et al.  2020).  Posebno su od značaja skorašnja publikovana istraživanja  
urađena sa  nanočesticama oksida gvožđa (magnetitne nanočestice) na 
eksperimentalnom ćeli jskom modelu kvasnica, gde je pokazano  da ovakvi 
materijali , čak i u veoma malim koncentracijama bitno utiču na teksturalne 
karakteristike ćelijskog jedra.  Međutim i pored ovakvih studija ,  još uvek je 
nedovoljno poznato da li i u kojoj  meri se GLCM i drugi teksturalni 
matematički algoritmi mogu koristiti za procenu toksičnih efekata različitih 
štetnih hemijskih agenasa .   
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Još jedan savremeni i inovativni komputacioni algoritam za 
kvantifikaciju teksture ćeli ja i  tkiva je takozvana “vejvlet analiza”  (Avci et  
al.  2014; Brandao et al.  2017; Paunovic et  al. 2021) .  Ona se često koristi  kao 
dodatak GLCM metodi i danas su razvijeni programi koji za digitalni zapis 
ili  njegove komponente mogu sprovesti istovremeno i vejvlet i  GLCM 
kvantifikacije (Avci et al. 2014; Brandao et al. 2017; Paunovic et al. 2021) . 
Vejvlet analiza se zasniva na identifikaciji i ma tematičkoj analizi specifičnih 
talasa unutar  nekog signala (najčešće dvodimenzionalnog).  Postoji veliki 
broj,  često veoma kompleksnih matematičkih postupaka pomoću kojih se 
ovo može ostvariti,  ali  jedan od konvencionalnih i  široko prihvaćenih je 
takozvana “diskretna vejvlet transformacija”. Ovom tehnikom se mogu 
kvantifikovati vejvlet koeficijenti i njihove energije koje u osnovi 
predstavljaju još jedan deskriptor teksture (često kao dodatak standardnim 
GLCM parametrima). Strukturna heterogenost može u poje dinim 
eksperimentalnim okolnostima bitno uticati na v rednosti vejvlet 
koefici jenata. Od svih gorepomenutih metoda za analizu signala, barem 
kada su u pitnaju primene u fundamentalnoj medicini, vejvlet analiza je 
najsavremenija i  trenutno neznatan broj publikacija opisuje njenu upotrebu 
u mikroskopiji i ćeli jskoj biologiji . Mnogi aspekti korišćenja vejvlet analize 
u medicini su neistraženi i  ta činjenica otvara mogućnosti njene dalje 
primene u naučnoistraživačkom radu  (Avci et  al. 2014; Brandao et al. 2 017; 
Paunovic et al. 2021).    

1.3.  Ekvilibrijumski i fraktalni model organizacije jedarnog hromatina     

Tokom poslednjih nekoliko decenija, takozvani ekvilibrijumski model 
je bio dominantan mehanizam kojim se objašnjavao način distribucije i  
pakovanja hromatina u jedru. Ovaj model uvažava nivoe slobodne energije 
polimera, težnju bioloških sistema ka povećanju entropije (stepena 
neuređenosti) ,  kao i  ostale biofizičke mehanizme u organizaciji  polimera u 
živim organizmima. Po ovom modelu, kod relativno retko pakovanih 
polimera, postoji tendencija ka formiranju nasumičnih spirala i  takozvanih 
idealnih lanaca. Idealni lanac podrazumeva polimer u kome je verovatnoća 
interakcije čak i veoma udaljenih monomera ekstremno mala. Nasumične 
spirale se u praksi zaista dešavaju kada je gustina pakovanja bioloških 
makromolekula veoma mala. Kad je u pitanju hromatin, ovo bi značilo da 
kod retkog pakovanja, verovatnoća kontakta i interakcije dva udaljena 
lokusa mala (Mirny, 2011; Li et  al.  2021). Međutim, u većini slučajeva, 
hromatin se pakuje mnogo gušće, odnosno postoji  mnogo veći broj lokusa 
po jedinici zapremine jedra. Ovo često onemogućava nasumičnu 
spiralizaciju i  formiranje idealnih lanaca. Prema ekvilibr ijumskom modelu, 
kada je polimer komprimovan u izuzetno malom prostoru, ili kada je stepen 
privlačenja monomera veći od tendencije sistema da povećava entropiju, 
dolazi do takozvane tranzicije „lanac -  globula“ ili  „lanac – 
ekvilibrijumska globula“. Tokom formiranja ekvilibrijumske globule, dolazi 
do povećanja gustine i  smanjenja zapremine prostora koje zauzuma polimer. 
Ova zapremina je u linearnoj korelaciji sa dužinom polimera dok sa druge 
strane gustina monomera je nezavisna od ove dužine. Frakcija vol umena 
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koju zauzimaju monomeri ostaje konstantna. Ovo je bitna razlika u odnosu 
na biofizičke zakonitosti koje postoje kod nasumične spiralizacije i idealnih 
lanaca, jer kod njih monomeri zauzimaju veoma mali deo prostora u odnosu 
na polimer (Mirny, 2011).     

Poslednjih godina pojavio se fraktalni model kao alternativa 
klasičnom ekvilibrijumskom modelu pakovanja i  distribucije hromatina u 
ćeli jskom jedru. Prema ovom modelu, ribonukleinska (RNK) i  
dezoksiribonukleinska kiselina  (DNK) u hromatinu se delimično  organizuju 
prema fraktalnim principima. Uvijanje DNK oko histonskog oktamera u 
nukleozomu ima određene sličnosti sa uvijanjem veće grupe nukleozoma. 
Dalja spiralizacija kroz solenoidne strukture kao i formiranje hromatinskih 
niti  pokazuje još veći stepen samosličnosti kada se posmatra na različitim 
skalama. Isto važi i za fenomen superspiralizacije DNK kojim se postiže još 
veća kompaktnost i gustina pakovanja hromatina. Ovakav način pakovanja 
omogućava da se veliki broj gena, a samim tim i velika količina informacija 
deponuje u relativno maloj zapremini jedra (Smrek & Grosberg, 2015; Zhou 
& Gao, 2020).   

Prema fraktalnom modelu, tokom smanjenja zapremine polimera, 
odnosno povećanja njegove gustine, dolazi do formiranja takozvane 
„fraktalne globule“ (Smrek & Grosberg, 2015; Zhou & Gao, 2020). Za razliku 
od ekvilibrijumske globule, kod fraktalne globule skaliranje razdaljine 
između dva kraja lanca unutar polimera se odvija po drugačijim biofizičkim 
prncipima (Mirny, 2011).  Skaliranje ove razdaljine se kod frakt alne globule 
odvija na jednotrećinski stepen, u poređenju sa stepen om od jedne polovine 
kod ekvilibrijumske globule. Kada bi se napravio grafikon kod koga se na 
apscisi nalazi verovatnoća kontakta između monomera, a na ordinati  
kvadrat rastojanja krajeva lanca u okviru polimera, kod fraktalne globule je 
ovaj odnos skoro linearan. Sa druge strane , kod ekvilibrijumske globule 
odnos je u početku linearan, a kasnije dostiže plato.   

 Verovatno jedna od najznačajnijih teorijskih  karakteristika 
ekvilibrijumske globule je tendencija ka formiranju čvorova. Ovo proizilazi 
iz same nasumične organizacije polimera u ovakvom konceptu i dolazi do 
izražaja već u inicijalnim fazama tranzicije „lanac -  globula“. Čvorovi se 
razlikuju po veličini,  prostoru koji  zauzimaju, kao  i dinamici formiranja i  
nestajanja. Međutim u praksi, kod bioloških makromolekula poput 
hromatina, formiranje čvorova je relativno retko, što je potvrđeno kako 
biohemijskim metodama poput FISH tehnike, tako i kroz kreiranje 
matematičkih kompjuterskih mode la.  3D kompjutersko modelovanje 
hromatinske organizacije je pokazalo da u okviru hromatinske strukture 
postoje relativno homogena polja sa visokim stepenom uniformnosti što bi 
bilo u suprotnosti sa organizacijom u kojoj dominiraju čvorovi manjih ili 
većih dimenzija. Ovo je verovatno jedan od najjačih argumenata protivnika 
ekvilibrijumskog modela hromatinske strukture i navelo je mnoge 
istraživače da prihvate fraktalni koncept (Smrek & Grosberg, 2015; Zhou & 
Gao, 2020).   
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Potrebno je istaći da mnogi aspekti vezani za fraktalnost DNK 
molekula i  hromatina kao celini ostaju nejasni i neistraženi. Ovo se odnosi 
pre svega na biofizičke principe pakov anja hromatinskog makromolekula u 
jedru, ali i načina na koji spoljnji činioci ut iču na tu fraktalnost. Nejasno je 
da li i  u kojoj meri je fraktalna analiza hromatna uopšte primenljiva i 
značajna kada je u pitanju evaluacija hromatinske organizacije na različiti m 
skalama. Takođe, ostaje nepoznato da li neki hemijski agensi poput 
nanomaterijala, koji imaju specifične hemijske i  fizičke karakteristike zbog 
svojih malih dimenzija , mogu uticati na fraktalnu dimenziju i druge 
paramere hromatina koji se odnose na fraktalnost.  

1.4.  Organizacija jedarnog hromatina hepatocita i promene nakon dejstva 
toksina  

Jedro hepatocita je okruglo i svojim oblikom na dvodimenzionalnom 
mikrografu često predstavlja savršenu kružnicu (cirkularnost jedarne 
membrane je veoma blizu vrednosti 1). Po ovoj karakteristici, hepatociti se 
često ističu  u odnosu na ostale ćeli je jetre (endotelijalne, Kupferove) koje 
često imaju izduženo ili poligonalno jedro. Hromatin hepatocita je u velikoj 
meri heterogen i ovo takođe predstavlja razliku u odnosu na druge ćeli jske 
populacije kod kojih je hromatin u velikoj meri kondenzovan. Jedarce je 
često jasno vidljivo u centru jedra, a heterohromatina ima najviše blizu 
jedarne membrane.  

Hromatin hepatocita pokazuje visok stepen varijabilnosti kako između 
različitih lobulusa, tako i u samom lobulusu (Muriel, 2017; Ari as et al 2020). 
Dispergovanost euhromatina i heterohromatina često se značajno razlikuje u 
zavisnosti od toga da li je hepatocit bliže portalnom prostoru ili veni 
centralis. Takođe, parcijalni pritisak kiseonika, prisustvo nekih hranljivih 
materija,  kao i  pojedini hormoni mogu takođe uticati na distribuciju 
hromatina u jedru (što je uostalom slučaj i sa mnogim drugim ćelijama). 
Konačno, zapaljenski procesi,  kao i dejstvo (direktno ili  indirektno) ćelija 
imunskog sistema značajno utiču na procese kondenzacije i marginalizacije 
hromatina. Ovi procesi se javljaju i kada ćeli ja uđe u proces programirane 
ćeli jske smrti , i li  kada pretrpi određeno oštećenje.  

Ono što hromatin hepatocita bitno razlikuje u odnosu na mnoge druge 
ćeli jske populacije je fenomen poliploidije (Zhang et al.  2019 ; Barajas et al. 
2021; Sladky et al. 2021). U prenatalnom razvoju i neposredno nakon 
rođenja, velika većina hepatocita je diploidna. Sa postnatalnim razvojem i 
tokom procesa starenja počinju da se uočavaju tetraploidni,  pa i  oktaploi dni 
hepatociti. Kod glodara kao što su miševi, nije neuobičajeno da se u 
fiziološkim uslovima, na standarnom preparatu tkiva jetre obojenom 
hematoksilin eozinom rutinski uoče hepatociti  sa dva jedra. Fiziološka svrha 
ove poliploidije još uvek nije dovoljno  izučena, ali  smatra se da je osnovni 
mehanizam njenog nastanka u promeni uobičajenog načina formiranja 
deobnog vretena i  naknadne migracije hromozoma, ili u disfunkciji  celog 
procesa citokineze. Naime, poliploidija kod drugih ćeli jskih populacija je 
relat ivno retka u fiziološlkim uslovima ,  i obično je pokazatelj  težih 



   
 

11 
 

oštećenja genoma. Fenomeni poput tetraploidije obično ukazuju ili na sam 
početak ili na povećanu verovatnoću maligne transformacije. Poliploidija je 
takođe relativno česta kod kancerskih ćeli ja.  

Kod nekih drugih ćeli jskih vrsta, poliploidija nastaje kao posledica 
fuzije,  ali  kod hepatocita to izgleda nije slučaj.  Mogu će je da je poliploidija 
zaštitni mehanizam koji povećava otpornost ćeli je na dejstvo fizičkih, 
hemijskih i bioloških faktora  (Zhang et al. 2019; Barajas et al. 2021; Sladky 
et al. 2021) .  Oštećenje DNK kod polipoidije ne mora da rezultira smr ću ćelije 
jer postoji rezerva DNK u vidu još jednog istog hromozoma. Druga 
mogućnost je da se kod poliploidoje povećava proliferativni potencijal 
ćeli je, odnosno sposobnost da dođe do rapidnog pove ćanja broja hepatocita 
odmah nakon nastanka oštećenja jetre. Ćeli ja koja već  ima dupliran broj 
hromozoma mnogo brže  će da  se podeli na dve obične ćeli je, pošto nema 

potrebe da se čeka na proces repl ikacije genetskog materijala.   

Konačno ,  treba uzeti u obzir mogućnost da poliploidija kod hepatocita 
nema nikakvu značajnu fiziološku ulogu ve ć  da je prosto posledica oštećenja 
u procesu deobe ili  ulaska u deobu ve ć  prethodno oštećene ćelije (Zhang et 
al. 2019; Barajas et  al. 2021; Sladky et al. 2021) .  Činjenica je da su hepatociti 
izloženi velikom broju toksičnih supstanci ,  s obzirom da predstavljaju prvi 
filter i l iniju odbrane za supstance koje bivaju apsorbovane u ta nkom i 
debelom crevu. Moguće je da je ova izloženost toksinima pa samim tim i 
stepen oštećenja mnogo veći u poređenju sa drugim ćeli jskim populacijama, 
ili da sami hepatociti imaju nedostatak nekog odbrambenog mehanizma koji 
je karakterističan za druge ćeli je.  Takođe, štetni faktori koji iz azivaju 
oštećenje genetskog materijala ne moraju uopšte biti  poreklom iz spoljne 
sredine. Sama činjenica da hepatociti  poseduju ogroman broj mitohondrija 
ukazuje na to da su u njima prisutni procesi (oksidativna fosforilacija, 
elektronski transport) koji prirodno, u fiziološkim uslovima indirektno 
dovode do stvaranja toksičnih produkata. Najozbil jniji  kandidati za ovakve 
produkte su svakako slobodni kiseonični radikali.  Ova teorija je u 
saglasnosti sa činjenicom da se broj hepatocita sa poliploidijom (i gen eralno 
hepatocita sa neobičnom distribucijom hromatina u jedru) pove ćava sa 
procesom fiziološkog starenja (Muriel, 2017; Arias et al 2020).  

Jedarce kod hepatocita je u osnovi slično kao jedarce drugih ćeli jskih 
vrsta. To je mesto gde dolazi do stvaranja r ibozoma i u svom sastavu ima, 
pored DNK i određenu količinu RNK. Razne vrste proteina se takođe nalaze 
u jedarcu  od kojih neki učestvuju u procesima transkripcije ,  dok drugi 
održavaju strukturni integritet  jedarca (Muriel,  2017; Arias et  al 2020).  
Većina hepatocita ima samo jedno jedarce, ali ponekad se mogu na ći i 
hepatociti sa dva jedarca. Drugi satelitski nukleusi su obično specifični u 
svom proteinskom sastavu, i mogu u pojedinim situacijama da ukazuju na 
povećan stepen oštećenja hromatina izazvan bilo spoljnjim ili  unutrašnjim 
faktorima.  

  Dinamika hromatinske distribucije hepatocita, kao i kod drugih ćeli ja  
je veoma kompleksna i pod uticajem je velikog broja gena (Wang et al. 
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2019) .  Neki od njih, takozvani hromatinski regulatori mogu da regulišu 
stepen kondenzacije i prelazak euhromatina u heterohromatin. Neki geni ne 
utiču direktno na odnos euhromatin / heterohromatin ,  već  samo na 
distribuciju. Heterohromatin blizu jedarne membrane  je relativno stabilan i 
manje podložan promenama. Za razliku od njega, heterohromatin u 
unutrašnjosti jedra je veoma promenljiv, i u pogledu njegove lokalizacije, i 
u pogledu zapremine jedra koju zahvata.  Ove promene naročito mogu da 
dođu do izražaja nakon toksičnog oštećenja jetre, odnosno tokom procesa 
regeneracije i reparacije jetrinog parenhima.  

Nakon dejstva toksina, epigenetske promene koje se dešavaju u jedru 
hepatocita imaju veliki značaj u smislu određivanja dalje sudbine ćeli je.  
Dediferencijacija u prekurzorske ćeli je ili transdiferencijacija hepatocita su 
samo neke od posledica hromatinskog remodelovanja i drugih procesa 
vezanih za promenu u transkripcji pojedinig gena (Aloila, 2021).  Acetilacija 
i deacetilacija u hromatinu, zatim promene u nivoima metilacije i 
hidroksimetilacije  DNK molekula, kao i promene u stepenu metilacije 
histonskih proteina znača jno menjaju strukturnu organizaciju hromatina 
hepatocita nakon povrede. Ovi procesi ne moraju da budu prisutni samo u 
akutnom oštećenju, već i kod mnog ih hroničnih bolesti i stanja poput 
kancera jetre ili hronične hepatične insuficijencije (Aloila, 2021).  

  Tokom toksičnog oštećenja jetre, često postoji čitav niz proteina 
“hromatinskih remodelatora” koji  su uključeni u odgovor hepatocita,  
odnosno odluke da li će ćeli ja proliferisati, ući u apoptozu ili  se 
transformisati na neki specifični način, kao što su  Brg1 protein (engl. 
“chromatin remodeling protein brahma related gene 1 ),  hepatocitni 
nuklearni faktor 4 (hepatocyte nuclear factor 4 –  HNF4) i mnogi drugi (Nan 
et al. 2018).  Neki od ovih proteina i njihovih gena su povezani sa 
promenama u nivoima transaminaza u serumu. Tak ođe, aktivnost pojedinih 
hromatinskih remodelatora može biti  povezana sa oksidativnim stresom, 
odnosno generisanjem reaktivnih kiseoničnih jedinjenja u hepatocitima i 
generalno u jetri.   

I  pored brojnih studija fokusiranih na faktore koji utiču na 
remodelovanje hromatina u jedru hepatocita,  i  dalje brojna pitanja ostaju 
otvorena. Nepoznato je da li  kod subletalnih oštećenja ćeli je koja nisu 
praćena radikalnim procesima, kao što su  apoptoza ili  nekroza, postoje 
promene u smislu značajne redistribucije euhromatina i heter ohromatina. 
Takođe je nedovoljno izučeno u kojoj meri se epigenetski  procesi u jedru 
hepatocita odražavaju na morfološke karakteristike jedra pri 
konvencionalnoj histopatološkoj analizi tkiva. Konačno, ne zna se da li i u 
kojem obimu pojedine potencijalno hepatotoksične supstance koje lako 
prolaze kroz biološke barijere, poput nekih nanomaterijala ,  mogu da utiču 
na proces remodelovanja hromatina hepatocita.  

1.5.  Nanočestice  gvožđa  i njihova potencijalna citotoksičnost i 
hepatotoksičnost  
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Nanomaterijali  bazirani na gvožđu su danas jedni od najčešće 
korišćenih nanomaterijala u medicinskim istraživanjima. Skoro sve danas 
poznate medicinske aplikacije nanočestica se mogu pripisati i  ovim 
nanomaterijalima. Ovo uključuje korišćenja gvožđa u nano obliku kao 
nosača za razne lekove, potencijalnog kontrastnog sredstva, kao i  upotrebu 
u svrhu kreiranja različitih bioeseja za detekciju i merenje biološki aktivnih 
molekula. Pored toga, ovi materijali  imaju feromagnetna svojstva koja im 
daju potencijalne dodatne prime ne u medicini i  biologiji.  Uz to ,  gvožđe je 
važan hemijski element koji se normalno unosi hranom i u organizmu je od 
velikog značaja u brojnim fiziološkim funkcijama (Saha and Saha, 2021; Li et 
al. 2021; Akhmedov et al. 2021; García -Belda et al. 2021; Verma et al. 2021).   

Gvožđe kao metal i  deo raznih jedinjenja je prisutno u l judskom 
organizmu u relativno velikim količinama u poređenju sa nekim drugim 
hemijskim elementima. Prisutno je u okviru hemoglobina u krvi i  
mioglobina u mišićima, i ima veliku ulogu u transportu kiseonika od pluća 
do tkiva i deponovanju kiseonika u tkivima. Ćeli jska respiracija i 
oksidativna fosforilacija u mitohondrijama su procesi koji  u velikoj meri 
zavise od prisustva gvožđa u jonskom obliku. Značajne količine gvožđa se 
svakog dana unose u organizam putem hrane, ali i  gube iz organizma putem 
gastrointestinalnog trakta. Metabolizam gvožđa u l judskom organizmu 
predstavlja skup kompleksnih biohemijskih procesa ,  pri čemu  postoji veliki 
broj enzima i hormona koji ga na direktan ili indi rektan način regulišu 
(Crichton, 2016).    

Iako je gvožđe od vitalnog značaja za obavljanje brojnih fizioloških i 
biohemijskih procesa u organizmu, ono, u pojedinim slučajevima može biti 
toksično. Gvožđa u slobodnom obliku ima veoma malo kako u 
ekstracelularnom, tako i u intracelularnom prostoru. Umesto toga, gvožđe je 
vezano za proteine, kofaktore ili  za druga jedinjenja jakim ili  slabim 
vezama. Na primer, hem je kofaktor veoma jakim vezama povezan sa 
gvožđem koje je u njemu “bezbedno”. Sa druge strane, po jedini molekulski 
kompleksi za koje je gvožđe vezano slabim vezama mogu u patološkim 
uslovima osloboditi jon gvožđa u ćeli ji ili njenoj okolini što dovodi do 
toksičnosti (Crichton, 2016; Kopeć et al. 2021; Pérez -Peiró et al. 2021; Chen 
et al. 2021).   

U kliničkoj praksi,  toksičnost gvožđa se često uočava  nakon ingesti je 
velike količine mineralnih suplemenata (od kojih se mnogi slobodno mogu 
kupiti  na tržištu) ,  ili  sirupa koji  sadrže gvožđe u velikom procentu (ovo je 
jedan od najčešćih uzroka trovanja kod dece).  Klinički znaci i  simptomi 
trovanja uključuju abdominalne bolove, muku, povraćanje, pad krvnog 
pritiska, krvarenje, povećanje telesne temperature i kolaps 
kardiovaskularnog sistema. U najtežim slučajevima dolazi do metaboličke 
acidoze, otkszivanja jetre, otkazivanja bubrega, diseminovane 
intravaskularne koagulacije ,  šoka i smrti .   Obično, unos gvožđa u količini 
većoj od 50 miligrama po kilogramu telesne mase je praćen simptomima i 
znacima teške kliničke slike koje potencijalno ugrožava ž ivot pacijenta. 
Lečenje trovanja gvožđem uključuje davanje helatnog agensa 
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deferoksamina, koji vezuje slobodno gvožđe, nakon čega se helat izbacuje iz 
organizma putem urina. Alternativa ili  dodatak terapiji  deferoksaminom je 
dijaliza koja se u kliničkoj pr aksi primenjuje sa ograničenim uspehom. 
Trovanje gvožđem svake godine je odgovorno za smrt velikog broja l judi i  
smatra se da najveći procenat trovanja sa smrtnim ishodom dece ispod šest 
godina starosti otpada upravo na trovanje suplementima koji sadrže vi sok 
procenat gvožđa (Crichton, 2016; Bhandari et al. 2021; Kopeć et al.  2021).  

Za razliku od klasičnog gvožđa, gvozdeni nanomaterijali  imaju 
specifična fizička, hemijska i biološka svojstva koja utiču da njihova 
apsorpcija,  biodistribucija,  eliminacija bud e nešto drugačija. Osnovni uslov 
da gvožđe ili  jedinjenje gvožđa može da se klasifikuje kao nanomaterijal je 
da njihove čestice imaju dijametar manji od 100 nanometara (što je uostalom 
uslov i za svaki drugi nanomaterijal). Danas se u medicinskim 
istraživanjima najčešće koriste nanočestice dva oksida gvožđa: gvožđe (II , 
III) oksida odnosno magnetita,  i gvožđe (IV) oksida odnosno maghemita. 
Magnetitne nanočestice  su se u praksi pokazale kao stabilne sa velikim 
potencijalom u smislu funkcionalizacije i drugih bioloških primena  (Vu et 
al. 2021; Lemine et al. 2021) .  

Magnetitne nanočestice su danas u fokusu brojnih istraživačkih 
timova u oblasti istraživanja raka, rad iologije i nuklearne medicine  (Vu et 
al. 2021; Lemine et al. 2021) . Superparamagnetske nanočestice kroz procese 
kovalentne i nekovalentne konjugacije se mogu vezat i sa brojnim biološk i 
aktivnim molekulima kao što su  na primer antikancerski lekovi. Izmenom 
fizičkih ili hemijskih svojstava nanočestica  se može postići specifično 
ciljanje tumorskog tkiva, odnosno na ovaj način zdravo tkivo  se izlaže 
manjim dozama leka. Ova ciljana dostava leka (engl. “targeted drug 
delivery”) nije karakteristična  samo za magnetitne ili gvozdene nanočestice ,  
već predstavlja potencijalnu primenu i za ostale metalne nanomaterijale  
(Hashemzadeh et al. 2021) .  Specifičnost magnetitnih nanočestica se odnosi 
na njihova superparamagnetska svojstva, odnosno mogućnost njihove 
kontrole modulacijom karakteristika magnetnog polja.   

Još jedna važna medicinska primena magnetitnih nanočestica je u 
radiologiji  u smislu proizvodnje savremenih kontrastnih agenasa. Ova 
kontrastna sredstva se njačešće  primenjuju u nuklearnoj magnetnoj 
rezonanci sa cil jem povećanja rezolucije i  drugih karakteristika sl ike čime 
postaju vidljiva određena patološka stanja i  procesi. Nanočestice  veoma 
malog dijametra (manjeg od pet nanometara) mogu da se koriste kao 
pozitivna kontrastna sredstva, dok se veće  čestice koriste  kao negativna 
(Shen et al. 2016). Možda je najbolji primer ovakve primene upotreba 
magnetitnih nanočestica za vizuelizaciju  hroničnih neuroloških stanja i 
bolesti  poput tumora mozga (Du et al.  2020) .  

Nanočestice gvožđe (II , III) oksida i  drugih oksida gvožđa se danas 
takođe sa uspehom primenjuju u terapijskim strategi jama magnetne 
hipertermije. Magnetna hipertermija predstavlj a eksperimentalnu vrstu 
terapije za neke solidne tumore , i  zasniva se na č injenici da neki materijali,  
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zahvaljujući svojim feromagnetnim svojstvima nakon izlaganja određenom 
(alterirajućem) elektromagnetnom polju mogu da transformišu 
elektromagnetnu energiju u toplotu. Kancerske ćelije su često osetljivije na 
visoke temperature u poređenju sa (okolnim)  zdravim ćeli jama .   Koristeći 
ovakav pristup, modulacijom elektromagnetnog polja moguće je naći 
optimalnu vrednost temperature pri kojoj dolazi do značajne redukcije 
tumora, a bez značajnog oštećenja zdravog tkiva  (Gavilan et al. 2021; 
Storozhuk  et al.  2021; Chen et al. 2021) .  

Jedan od glavnih razloga zašto su nanočestice gvožđa i oksida gvožđa 
poslednjih godina toliko popularne u medicinskim istraživanjima je  
pretpostavka da je njihova potencijalna toksičnost u l judskom organizmu 
relativno mala ili  čak zanemarljiva  (Yadwade et al. 2021) . Postoji percepcija 
da se ove čestice biološki transformišu i eliminišu na način koji nije štetan 
po l judsko zdravlje. Takođe ,  ukupno opterećenje gvožđem tokom 
konvencionalne primene ovih nanočestica (npr. u svrhu magnetne 
hipertermije) nije toliko veliko da izazove značajne toksične efekte u jetri il i  
bubrezima. Takođe, u organizmu postoje brojni sistemi i  biohemijski putevi  
za transport,  deponovanje i modifikaciju gvožđa i jedinjenja gvožđa, i 
mnogi od njih mogu uspešno da redukuju potencijalnu štetu nastalu čak i 
pri većem i dužem izlaganju nanočesticama.   

Nasuprot tome, poslednjih godina su sprovedena brojna istraživanja 
koja su ukazala na potencijalnu citotoksičnost gvozdenih nanomaterijala, 
dovodeći u pitanje ranije pretpostavke i z aključke na ovu temu. Moguće je 
da nanočestice oksida gvožđa na pojedinim ćeli jskim populacija dovode do 
povećanog stvaranja slobodnih kiseoničnih radikala poput superoksidnod 
anjona i hidroksilnog radikala  (Karimi et al. 2020; Bakhtari et al . 2020; 
Verma et al. 2021) . Ova jedinjenja imaju destrukt ivni efekat (direktno ili 
indirektno) na genetski materijal ćeli je i dovode do aktivacije čitavog niza 
signalnih puteva u citoplazmi i jedru ćeli je.  Ako oštećenja ne mogu da se na 
adekvatan način poprave, može se pokrenuti proces programirane ćelijske 
smrti. Drugi potencijalni način na koji gvozdene nanočestice iskazuju svoje 
citotoksične efekte je tako što dovode do povećane ili smanjene ekspresije 
pojedinih gena u jedru, odnosno uzrokuju epigenetske promene. Jedna od 
prethodnih studija je čak pronašla da u određenim dozama i 
eksperimentalnim uslovima strukturne promene u jedru  izazvane 
magnetitnim nanočesticama mogu biti  čak i kvantifikovane gorepomenutim 
kompjuterskim algoritmom teksturalne analize  (Nikolovski et al.  2019) . 
Ipak, istraživanja iz ove oblasti su tek na početku, tako da generalno o 
citotoksičnosti ove vrste nanočestica u ovom trenutku ne možemo doneti 
bilo kakav zaključak. Isto važi i za preporuke vezane za bezbedno korišćenje 
sistema baziranih na ovim česticama u kliničkoj praksi.  

Potencijalna hepatotoksičnost nanočestica gvožđa i oksida gvožđa je 
nedovoljno istražena, i do danas je publikovano samo nekoliko studija koje 
su ovaj problem ispitivale na animalnim eksperimentalnim modelima (Rajan 
et al.  2015; Easo et al.  2016; Che et al.  2020) .  Rezultati  su uglavnom nejasni i 
često u suprotnosti jedni sa drugima. Pojedini autori tvrde da nakon 
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tretmana ovim nanočesticama ne dolazi do značajnih morfološ kih promena 
u jedru dok drugi prijavljuju jasno vidljive strukturne alteracije u tkivu, kao 
i značajan stepen in flamacije i fibroze. Da li i na koji način magnetitne 
nanočestice  utiču na sveukupni oksidativni  status u tkivu jetre još uvek nije 
poznato. Takođe, nismo uspeli da pronađemo nijednu studiju koja je 
ispitivala potencijalni uticaj ovih nanočestica na epigenetski profil 
hepatocita, kao ni na distribuciju euhromatina i heterohromatina u jedru 
ovih ćeli ja.  

Iz svega gorenavedenog se može zaključiti da, i  pored velike 
potencijalne primene gvozdenih nanomaterijala  u velikom broju 
medicinskih disciplina, njihova toksičnost je još uvek nedovoljno ispitana. 
Ovo se odnosi kako na citotoksičnost nanočestica u smislu proapoptotskog 
delovanja i oksidativnog stresa, tako i  na njihovu moguću hepatotoksičnost .  
Takođe, korišćenjem savremenih informacionih tehnologija i  modernih 
kompjuterskih algoritama, otvaraju se nove mogućnosti za evaluaciju 
dejstva gvozdenih nanočestica na morfološke, a možda i funkcionalne 
karakteristike hromatinske organizacije u jedru he patocita.  Stoga postoji 
potreba za sprovođenjem studije koja bi ove procese  ispitivala, odnosno 
metode primenila na animalnom eksperimentalnom modelu , i  time dala 
doprinos daljim istraživanjima u oblasti patološke fiziologije, toksikologije i 
mikroskopije.  
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA  

 

1.  Ispitati  da li  su metode fraktalne, teksturalne i vejvlet analize u 
mogućnosti da detektuju diskretne strukturne promene hromatina 
hepatocita uzrokovane nanočesticama gvožđe (II , III) oksida, koje nisu 
uočljive uz pomoć metoda konvencionalne svetlosne mikroskopije.  

2.  Istražiti  uticaj  nanočestica gvožđe (II , III) oksida na parametre 
oksidativnog stresa u jetri.  

3.  Odrediti da li postoji povezanost matematičkih parametara strukturne 
organizacije hromatina hepatocita i  oksidativnog statusa jetre u 
fiziološkim uslovima i nakon izlaganja nanočesticama gvožđe (II,  III) 

oksida.  
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. Eksperimentalni protokol  

Istraživanje je sprovedeno na miševima  soja C57BL/6 muškog pola, 
starosti 16 nedelja, dobijenih iz ovlašćenog Vivarijuma Vojnomedicinske 
akademije Univerziteta odbrane u Beogradu. Rad na ovoj doktorskoj 
disertaciji je odobren od strane Etičke komisije za zaštitu dobrobiti oglednih 
životinja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu 29.05.2020. kao i 
od strane Ministarstva poljoprivrede, šumarstva i vodoprivrede Republike 
Srbije –  Uprava za veterinu (rešenje broj 323 -07-07783/2020-05 od 
23.07.2020). Svi eksperimenti su sprovedeni u skladu sa Univerzalnom 
deklaracijom o dobrobiti životinja (WSPA, London, 2000),  Evropskom 
konvencijom o zaštiti kičmenjaka koji  se koriste za ogledne i druge naučne 
svrhe (1998),  kao i  drug im nacionalnim i međunarodnim dokumentima koji  
se odnose na stručan i human rad sa oglednim životinjama  i dobru 
laboratorijsku praksu.  

Prvo preliminarno, pilot istraživanje ,  je sprovedeno na 10 životinja.  
Životinje su uvedene u opštu anesteziju, odmah žrt vovane iskrvarenjem  i  
uzeti su uzorci jetre ,  nakon čega su napravljeni mikroskopski preparati 
tkiva.  Cilj ovog istraživanja je bila kalibracija kompjuterske opreme i 
softvera za fraktalnu, teksturalnu i Harovu vejvlet analizu na tkivu jetre u 
fiziološkim uslovima. Takođe, u okviru ovog rada ispitivani su različiti 
protokoli toluidin plavo bojenja , i izabran je onaj koji  je bio najadekvatniji 
za fraktalnu i teksturalnu analizu. Ispitivane su varijacije u kompjuterskim 
parametrima hromatina unutar pojedinačnih uzoraka, na primer između 
periportalnih i perivenskih hepatocita.  Takođe su poređeni razultati 
dobijeni korišćenjem različitih softverskih platformi i  na različitim 
formatima slike. Pojedini  metodološki aspekti ovog dela disertacije su 
opisani u našoj publikaciji (Paunovic et al. 2019). Definisan je precizni 
protokol (opisan u daljem tekstu) u smislu bojenja, svetlosne ekspozicije, 
rezolucije mikrografa, i  drugih parametara koji  su bili  prime njeni u daljem 
radu. 

Glavni deo rada u okviru ove disertacije je bio podeljen na dva 
eksperimenta. Prvi eksperiment je urađen na 40 miševa koji  su podeljeni u 
četiri grupe od po 10 životinja.  Tri eksperimentalne grupe su 
intraperitonealno dobija le nanočestice gvožđe (II , III) oksida (Hongwu 
International Group Ltd. HWNANO materials, Guangzhou, Guangdong, 
Kina) svakog dana u dozi od 1mg/kg, 2 mg/kg, odnosno 3 mg/kg u periodu 
od 3 dana, dok je četvrta (kontrolna) grupa dobijala fiziološki rastvor. 
Nanočestice  koje su upotrebljene u ovoj studiji i preliminarni rezultati 
vezani za njihov uticaj na strukturu i teksturu ćeli jskog jedra su opisani u 
prethodnoj publikaciji (Nikolovski et  al. 2019) . Nakon isteka ovog perioda,  
životinje su žrtvovane i uzeti su uzorci krvi radi određivanja aktivnosti 
transaminaza u serumu, i uzorci  jetre radi određivanja parametara 
oksidativnog stresa , kao i pravljenja obojenih preparata.  
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U drugom eksperimentu, 40 miševa je takođe bilo podeljeno u četiri 
grupe od po 10 životinja .  Tri eksperimentalne grupe su intraperitonealno 
dobile  nanočestice gvožđe (II,  III) oksida svakog dana u dozi od 1mg/kg, 2 
mg/kg, odnosno 3 mg/kg u periodu od 7 dana, dok je četvrta (kontrolna) 
grupa dobijala fiziološki rastvor. Slično prethodno opisanom  protokolu, 
životinje su žrtvovane, nakon čega je urađena odgovarajuća biohemijska, 
mikroskopska i kompjuterska analiza. Na ovaj način, pored detekcije 
potencijalnih dozno-zavisnih promena, izvršena je i detekcija vremenski 
zavisnih promena u tkivu jetre i  krvnom serumu (izlaganje nanočesticama u 
trajanju od 7 dana u poređenju sa izlaganjem u trajanju od 3 dana).  

3.2.  Biohemijske analize krvi i  tkiva jetre  

Iz krvi su određeni parametri oštećenja ćeli ja jetre u vidu aktivnosti 
alanin- i  aspartat-aminotransferaze. Ova dva enzima se u kliničkim 
uslovima rutinski određuju kao svojevrsni biomarkeri funkcije i oštećenja 
jetre.  Povišen nivo ovih enzima se često mož e detektovati nakon delovanja 
različitih hepatotoksičnih agenasa.   Aktivnost transaminaza iz seruma je 
određivana sprektrofotometrijski u reakcijama oksidacije NADH. Ova 
tehnika je detaljno opisana u prethodno publikovanom radu (Huang et al. 
2006).  

Deo tk iva jetre je korišćen za određivanje parametara oksidativnog 
stresa i antioksidativne zaštite poput malondialdehida, glutationa, 
superoksid dismutaze i katalaze. Malondialdehid je određen 
spektrofotometrijski u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom, kao što  je 
urađeno u prethodnoj studiji,  pri čemu nastaje obojeni kompleks, a količina 
stvorenog MDA je izmerena spektrofotometrijski (Vucevic et al. 2020). 
Sadržaj glutationa je određen spektrofotometrijski primenom 5,5 -ditiobis-2-
nitrobenzoeve kiseline. Aktivnost superoksid dismutaze je određena 
spektrofotometrijski kao procenat inhibici je autooksidacije adrenalina u 
baznoj sredini. Konačno, aktivnost katalaze biće određena korišćenjem 
vodonik peroksida kao što je opisano u prethodno publikovanom radu 
(Vucevic et  al. 2020).   

3 .3.  Histološka obrada tkiva jetre i kompjuterska analiza hromatinske organizacije 
hepatocita  

Uzorci jetre su fiksirani, kalupljeni, isečeni i  obojeni specijalnom 
modifikacijom toluidin plavo tehnike koja je korišćena u našoj prethodno 
publikovanoj studiji  za teksturalnu analizu hromatina (Pantic et al.  2016). 
Ukratko, fiksacija je obavljena u Karnua rastvoru (en gl. „Carnoy’s 
solution“) koji se sastojao od 60% etanola, 30% hloroforma i 10% glacijalne 
sirćetne kiseline. Tkivo je zatim kalupljeno u Paraplastu ,  a zatim su 
napravljeni isečci debljine 5 mikrometara i  položeni na predmetna stakla. 
Preparati su zatim tretirani ksilolom (dva tretmana u trajanju od 15 min) a 
zatim apsolutnim etanolom (2 × 2 min). Nakon toga je usledio tretman  96% 
etanolom (2 min), a zatim 70% etanolom (5 min). Za bojenje je korišćena 
toluidin plava boja u procentu 0.5% u 0.01 N hlorovodoni čnoj kiselini u 
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trajanju od 30 minuta. Na kraju, usledio je tretman apsolutnim etanolom i 
ksilolom u trajanju od 15 minuta, kao što je opisano u našem prethodno 
publikovanom radu(Pantic et al. 2016).  

 

 

Slika 1. Digitalni mikrograf u 8-bit  formatu sa vidljivim jedrima hepatocita.  

 

Nakon bojenja,  napravljeni su digitalni mikrografi tkiva (Slika 1)  uz 
pomoć Pro-MicroScan DEM 200 instrumenta sa CMOS čipom velike brzine 
(Oplenic Optronics, Hangzhou, Kina),  postavljenim na mikroskop Olym pus 
CX21FS1 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Digitalni mikrografi tkiva 
su napravljeni i po uzoru na naše prethodno publikovane studije (Pantic et 
al. 2016; Pantic et al. 2017) .  Naime, dimenzije mikrografa su bile 1600 x 1200 
rezolucionih jedinica, hor izontalna rezolucija 96 dpi, vertikalna rezolucija 
96 dpi a bitna dubina je imala vrednost 24. U pilot eksperimentu su 
mikrografi napravljeni u JPG formatu, a zatim konvertovani u 8-bit oblik, i 
mikrografi u BMP formatu dobijen konverzijom originalnog JPG formata . 
Nakon testiranja i analize na različitim softverskim platformama, odlučeno 
je da se za glavni deo studije  koristi BMP format. Za svaku životinju 
napravljeno je najmanje 6 mikrografa, a na svakom mikrografu je 
analizirano najmanje 5 hromatinskih struktura hepatocita. Na ovaj način, u 
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okviru ove disertacije, analizirano je ukupno najmanje 2700 ćeli ja i  dobijeno 
preko 30000 vrednosti fraktalnih, teksturalnih i vejvlet matematičkih 
parametara koji su zatim statistički obrađeni .   

  3.3.1. Teksturalna analiza upotrebom GLCM algoritma  

Teksturalna analiza je urađena na regionima interesa (engl. „Regions 
of interest“) ,  koji su obuhvatili  individualne hromatinske strukture 
hepatocita (Slika 2). Regioni od interesa su određivani direktno na BMP 
odnosno JPG mikrografu koji je po potrebi prethodno konvertovan u 8 -bitni 
oblik u softveru ImageJ Nacionalnog instituta za zdravl je (National 
Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). U okviru pilot istraživanja, 
kalibrisane su i testirane dve softverske platforme za teksturalnu analizu. 
Prva platforma je predstavljala CellProfiler softver Masačusets instituta za 
tehnologiju i  Univerziteta Harvard (CellProfiler software, Broad Institute of 
Harvard and Massachusetts Institute of Technology, MA, USA), dizajniran 
od strane Anne Carpenter,  Thouis Jones i Lee Kamentsky. Ovaj algoritam je 
opisan u prethodnim publikacijama autora (Carpenter  et  al. 2006;  Lamprecht 
et al. 2007; Kamentsky et al. 2011). Druga platforma je predstavljala softver 
Mazda, koji su dizajnirali  Kociołek, Szczypinski i  Strzelecki sa Tehničkog 
univerziteta Lođ u Poljskoj. Ovaj program je napisan u C++ and Delphi© 
programskim jezicima kao deo COST B21 projekta Evropske Unije pod 
nazivom “Physiological modelling of MR Image formation” i  COST B11 
projekta “Quantitative Analysis of Magnetic Resonance Image Texture”. Ove 
dve platforme se radikalno razlikuju u pristupu i  protokolu vezanom za 
teksturalnu analizu. Pored ostalog,  one koriste različite formate mikrografa 
za inici jalnu obradu,  i algoritmi za ROI označavanje i obradu su takođe 
različiti Što se reflektuje kroz izlazne vrednosti teksturalnih parametara. 
Mazda se takođe odlikuje integrisanom diskretnom vejvlet transformacijom 
teksture uz standardnu teksturalnu analizu. Nakon poređenja ove dve 
tehnike, za obradu naših mikrografa tkiva jetre u glavnom delu disertacije 
opredelili smo se za softver Mazda. Detalji kompj uterskog algoritma koji  se 
ovde koristi se mogu naći u prethodnim publikacijama autora (Kociołek et 
al. 2001; Szczypinski et al.  2007; Szczypinski et al. 2009).  
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Slika 2.  Regioni interesa dve hromatinske strukture. Izvršena je konverzija u 
8-bit format pogodan za GLCM i vejvlet analizu, kao i binarizacija pogodna 
za fraktalnu analizu.  

Teksturalna analiza je urađena upotrebom tehnike matriksa 
simultanog pojavljivanja sivih vrednosti rezolucionih jedinica (engl. „Gray 
level co-occurence matrix,  GLCM“). Svakoj rezolucionoj jedinici je dodeljena 
odgovarajuća vrednost na osnovu intenziteta sive boje,  a zatim su 
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izračunate distribucije parova sivih vrednosti i  urađena je statistička analiza 
drugog reda. Na osnovu rezultata ove analize, za svaku hromatinsku 
strukturu, na platformi Mazda kvantifikovani su parametri poput 
angularnog drugog momenta, inverznog momenta razlike, GLCM kontrast a, 
GLCM korelacije i teksturalne varijanse (u programu Mazda suma 
varijanse).  

Angularni drugi momenat  (ASM) je izračunat na osnovu 
normalizovanog matriksa simultanog pojavljivanja (parova) rezolucionih 
jedinica (Santos et al. 2015) ,  imajući u vidu (i, j)ti unos  u matriksu označen 
kao p(i, j) u formuli:   

     

ASM= ∑ ∑{p(i, j)}2

ji

 

 

Angularni drugi momenat je parametar teksturalne uniformnosti,  
odnosno „regularne“ teksture koje imaju uravnoteženu distribuciju 
strukturnih elemenata , to jest imaju generalno veće vrednosti ovog 
indikatora (Santos et al. 2015).  

Inverzni momenat razlike (IDM) je do nekle sličan angularnom drugom 
momentau (mada postoje određene metodološke razlike) i  izračunava se na 
osnovu sledeće formule:  

 

IDM  =∑ ∑
1

1+(i-j)2

ji

 p(i,j) 

 

Inverzni momenat razlike je način na koji se indirektno može 
kvantifikovati teksturalna homogenost. Ovaj  parametar u osnovi zavisi od 
takozvane „glatkoće“ (engl. „Smoothness“) teksture  (Santos et al. 2015).  Sa 
angularnim drugim momentom može biti u statistički značajnoj korelaciji,  
ali  jačina ovakve povezanosti varira i zavisi od predmeta teksturalne 
analize ,  odnosno uzorka koji se obrađuje.  

Teksturalni kontrast (CON) je jedan od indikatora testuralne 
heterogenosti. U ovom radu odnosno u korišćenoj softverskoj platformi, 
izračunat je kao:  

 

CON = ∑ ∑(𝑖 − 𝑗)𝑘𝑃𝑑[𝑖, 𝑗]𝑛

𝑗𝑖
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 Kontrast u osnovi zavisi od stepena varijabilnosti teksture, odno sno 
od sporadične varijacije u sivim vrednostima rezolucionih jedinica  (Santos 
et al. 2015) . Lokalne promene u hromatinskoj strukturi poput prelaza iz 
euhromatina u heterohromatin će se verovatno prezentovati kroz poveć anje 
teksturalnog kontrasta u tom delu jedra. Pošto je ovo u stvari jedan vid 
heterogenosti, za očekivati je da će ovaj indikator biti u obrnutoj korelaciji 
sa inverznim momentom razlika, mada slično prethodnom objašnjenju ova 
korelacije nije uvek najjasni ja.  

 Teksturalna korelacija je indikator koj i  pri računanju uzima u obzir 
srednje vrednosti (μ) i standardne devijacije (σ)  za odgovarajući red (x) ili 
kolonu (y)  u matriksu. Konvencionalni algoritmi je računaju  se na sledeći 
način:  

 

COR =
∑ ∑ (𝑖𝑗)𝑝(𝑖, 𝑗) −  𝜇𝑥𝜇𝑦𝑗𝑖

𝜎𝑥𝜎𝑦
 

 

 Teksturalna korelacija zavisi od linearne zavisnosti sivih vrednosti u 
matriksu, i  ovo se najčešće odnosi na rezolucione jedinice koje su u 
neposrednoj blizini jedne drugoj. Velika linearna povezanost će imati 
vrednost blizu 1 ili  -1,  dok će odsustvo asocijacije će rezultovati vredno šću 
koja je bliža nuli.  

 U GLCM postavci,  varijansa se odnosi na nivo disperzije distribucije 
sivih vrednosti oko neke centralne varijable.  Ta varijabla je obično srednja 
vrednost. U okviru Mazda softverske platforme, određivali smo sumu 
varijanse (SVAR) koja se odnosi na sumu dis tribucije u digitalnom 
mikrografu:  

 

SVAR = ∑ [𝑖 − ∑ 𝑖𝑝𝑥−𝑦(𝑖)

 

]

2

 

 

 

 Varijansa i  suma varijanse takođe u značajnoj meri zavise od 
teksturalne heterogenosti. Prema našim još uvek nepublikovanim 
opservacijama na različitim ćeli jskim modelima, varijansa, uz angular ni 
drugi momenat i inverzni momenat razlike predstavlja jedan od 
najsenzitivnijih parametara GLCM analize, barem kada je u pitanju 
detektovanje strukturnih promena u ćeli jskom jedru i promena u 
heterogenosti tkivne arhitekture.  Detalji o GLCM algoritmu se mogu naći u 
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prethodnim publikacijama (Haralick et al.  1973; Nikolovski et al.  2019; 
Paunovic et al. 2021).  

 3.3.2.  Diskretna vejvlet transformacija  

 Diskretna vejvlet transformacija (engl. „Discrete wavelet transform“) 
je u ovom istraživanju primenjena kao dodatak teksturalnoj GLCM analizi  
(Kociołek et al. 2001; Szczypinski et al.  2007; Szczypinski et al. 2009) .  
Vejvlet je u osnovi svaka oscilacija u obliku talasa kod koje vrednost od 
nulte tačke raste do nekog maksimuma, a zatim se vraća na n ultu tačku. 
Mnoge matematičke funkcije se mogu reprezentovati vejvletima, i  taj proces 
se naziva vejvlet transformacija. Na primer, postoji  takozvana ortonormalna 
vejvlet transformacija kod koje funkcija može da se upotrebi u cil ju  
određivanja Hilbertove baze odnosno Hilbertovih prostora (ovde je u osnovi 
transformacija dvodimenzionalnih i trodimenzinalnih prostora u prostore se 
beskonačnom dimenzijom). Drugi primer bi bila integralna vejvlet 
transformacija, kod koje se vrši integracija / mapiranje funkcije iz 
prvobitnog prostora u prostor druge funkcije.  

 Kod diskretne vejvlet transformacije, izvršen o je diskretno 
uzorkovanje vejvleta. Ova tehnika se ,  pored ostalog, može koristiti  za 
obradu dvodimenzionalnih signala tako što se kroz signal propuštaju 
odgovarajući visoki i niski filtri (engl. „high -pass filter“, „low -pass filter“). 
Filtriranje informacija u signalu se može koristit i za detektovanje lokalnih 
promena u osvetl jenosti, saturaciji i drugim detalji ma, nakon čega se 
rezultati mogu koristit i za dobijanje dodatnih informacija , poput granica 
pojedinih objekata na slici  (Kociołek et al. 2001; Szczypinski et al. 2007; 
Szczypinski et  al. 2009) .  

 Postoji  mnogo različitih pristupa diskretnoj vejvlet transfor maciji .  
Primeri bi bili LeGall -Tabatabai (LGT) 5/3 vejvlet, Newland vejvlet 
transformacija, kompleksna vejvlet transformacija (engl.  „Dual -tree complex 
wavelet transform“) i Daubechies vejvleti. Jedna od prvih diskretnih vejvlet 
transformacija je ona koju je predlož io mađarsk i  naučnik Alfred Haar, i  po 
njemu se danas ova metoda zove Harova  (Haar) transformacija. Ovo je jedan 
od najjednostavnijih, diskontinuiranih vejveta.  

Takozvana matična funkvija u Harovom vejvletu (  ) se u stručnoj 
literaturi obično opisuje kao:  
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Sa druge strane, takozvana “skejling” funkcija  ( )  kod Harovog 
diskretnog vejvleta je definisana kao:  

 

 

 

Ovaj koncept se u osnovi zasniva na ortonormalnom sistemu , a prostor je 
definisan u kviru jediničnog intervala [0, 1].   

Na osnovu Harovog vejvleta se može napraviti odgovarajući matriks (Harov 
matriks) .  Veličina ovakvog matriksa može da varira ,  a primer 
(nenormalizovanog matriksa dimenzija 8 x 8 elementa bi bio:  

  

 

Haarova transformacija se vrši iz odgovarajućeg matriksa. U našem radu 
transformacija je obavljena automatski u gorepomenutoj softverskoj 
platformi Mazda. Prema autorima, tokom ovog algoritma ,  vrši se linearna 
transformacija data vektora podignutog na drugi stepen u numeričke 
vektore koji imaju istu dužinu (Kociołek et al. ,  2001; Paunovic et al. 2021).  
Parametri vejvlet analize se računaju nakon propuštanja podataka kroz 
“high-pass” (H) i “low -pass”  (L) filtere. Program računa vejvlet koefici jente, 
odnosno energije vejvlet koefici jenata  na odgovarajućim sub-skalama. 
Sledeća shema pokazuje tačan algoritam primenjen u Mazda softveru  
(preuzeto iz publikacije autora softvera, Kociołek et al.,  2001)  .  
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Ovde je opisan proces vejvlet razgradnje dvodimenzionalnih signala (npr. 
Mikrografa).  Leva polovina algoritma se odnosi na redove  unutar 
dvodimenzionalnog signal  dok je desna polovina primenjena na kolone. 
Rezultat je računanje odgovarajućeg koefici jenta ( d) nakon propuštanja kroz 
“high-pass” i / ili “low -pass” filter.  

Diskretnom vejvlet transformacijom obično nastaju 4 “subband”  slike za 
svaku skalu kao što je prikazano na sledećoj shemi:  

  dHL
2  dHL

1 
   

dLH
2 

 
dHH

2 
 

dLH
1 

 
dHH

1 
 

 

“Subband” slika aLL  predstavlja ceo region od interesa pre nego što je 
podeljen na manje skale.  Nakon određivanja koefici jenata, pristupa se 
računanju energija koefici jenata za svaki “subband”, odnosno za d LH ,  dHH  i  
dHL .  Energije se računaju na osnovu sledeće form ule:  
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U ovoj formuli n predstavlja ukupan broj rezolucionih jedinica na 
analiziranoj slici, dok su x i y koordinate, odnosno lokacija za odgovarajući 
“subband”  (Kociołek et al.,  2001; Paunovic et  al. 2021) .   

3.3.3. Fraktalna analiza  

Fraktalna analiza je urađena u programu FracLac odnosno 
odgovarajućem podprogramu napravljenom za ImageJ (Nacionalni instituti 
za zdravlje, Betezda, Merilend, SAD). FracLac je inicijalno dizajnira la 
profesorka Odr i Karperien sa Čarls Sturt Univerziteta iz Australi je (Audrey 
Karperien, Charles Sturt University,  Australia)  i tokom poslednjih godina 
mnoge laboratorije širom sveta ga upotrebljavaju za fraktalnu analiz i u 
medicinsk im istraživanjima.  Alternativni pristup u ImageJ  je upotreba 
opcije "Fractal Box Count" , koja obično dolazi kao sastavni deo softvera  
(Pantic et al. 2015; Dincic et al. 2020) . Međutim, FracLac ima brojne 
prednosti u odnosu na ovu klasičnu opciju. Pored ostalog, one uključuju 
podešavanje brojnih parametara pri računanju fraktalne dimenzije,  zatim 
mogućnost fraktalne analize mikrografa u različitim formatima, kao i 
računanje dodatnih atributa fraktalne analize poput lakunarnosti. Zbog toga 
smo se u našem istraživanju, opredelil i da koristimo isključivo FracLac kao 
metodološki pristup pri kalkulacijama.  

Fraktalna dimenzija je indikator kompleksnosti neke strukture. U 
FracLac-u postoji nekoliko opcija njenog računanja. Ovo uključuje pored 
ostalog rad na prethodno binarizovanim slikama  (Slika 3), odnosno, ova 
opcija zahteva da istraživač manuelno konvertuje slike u binarni format 
(binarni format podrazumeva da rezoluciona jedin ica može imati samo dve 
vrednosti:  nula i  jedan u zavisnosti od toga da li  je crna ili bela).  Druga 
mogućnost je da se dopusti softveru da sam tokom analize konvertuje sliku 
u binarni oblik (softver u ovom slučaju sam određuje granicu između crne i 
bele vrednosti).  Ova opcija povećava brzinu analize, a prema našim 
opservacijama (iz preliminarnog istraživanja) ne kompromituje validnost 
metodologije. Treća mogućnost je da se uopšte ne vrši binarizacija već da se 
koriste alternativni pristupi poput diferencija lnog u kome se fraktalna 
dimenzija određuje na "gray scale" mikrografima slično kao kod GLCM 
teksturalne analize  (Rajkovic et al.  2016;  Pantic et al.  2017;  Jurczyszyn et al. 
2020).   
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Slika 3 .  Primer korisničkog interfejsa u programu FracLac  koga je dizajnirala 
profesorka Odri Karperien sa Čarls Sturt Univerziteta iz Australi je (Audrey 
Karperien, Charles Sturt University, Australia).  

 

Potencijalni problem sa ovim trećim pristupom   je činjenica da se u 
većini prethodno publikovanih studija, fraktalna analiza obavljala na 
binarizovanim mikrografima (barem kada su u pitanju medicinska 
istraživanja)  (Pantic et  al.  2016; Pantic et al.  2017).  Drugim rečima, neznatan 
je broj validnih i kvalitetnih studija koje diferencijalnu fraktalnu dimenziju 
određuju na ćeli jama i tkivima. Drugi potencijalni izazov je izuzetno mala 
varijabilnost diferencijalne fraktalne dimenzije (barem prema našim ranijim 
opservacijama). Strukture koje se često drastično razlikuju tokom 
konvencionalne svetlosne mikroskopije,  nakon analize nemaju značajno 
različite  vrednosti fraktalne dimenzije.  Imaju ći sve ovo u vidu, u našoj 
studiji  smo se opredelili  za korišćenje pristupa gd e se region interesa 
automatski konvertuje u binarni format.  

Fraktalna dimenzija i lakunarnost su dva glavna rezultata fraktalne 
analize. Za njihovo računanje je koriščen "box -count" metod, odnosno 
tehnika brojanja kvadrata  (Slika 4).  Dvodimenzionalni signal se pokriva 
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serijom kvadrata na različitim skalama a program broji  kvadrate koji  su 
makar delimično ispunjeni strukturom. Zatim se konstruiše grafikon gde je 
na ordinati broj kvadrata (N) a na apscisi skala  (ε) ,  odnosno dimenzi ja 
kvadrata. Zatim se grafikon pretvara u logaritamski format koji omogućava  
konstrukciju linije regresije. Linija regres ije (Slika 5) ima svoj "pad" (engl.  
"regression slope") koji se može kvantifikovati, i na osnovu toga se računa 
vrednost fraktalne dimenzije (D):  

D = regression slope [ln(N)/ ln (ε)]  

Vrednosti fraktalne dimenzije su  obično između 1 i 2. Treba istači da postoje 
alternativni pristupi računanju ovog indikatora  (Slika 6) kada vrednost 
može bit i manja od 1 i veća od 2 ali to nije bio slučaj u našem istraživanju  
(Rajkovic et  al. 2016; Pantic et  al. 2017; Jurczyszyn et al.  2020).   

 

 

Slika 4 .  Primer grafikona koji  se konstruiše prilikom određivanja vrednosti 
fraktalne dimenzije u FracLac programu.  
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Slika 5.  Prethodni grafikon se pretvara u logaritamski format koji 
omogućava konstrukciju linije regresije. Linija regresije ima svoj "pad" 
(engl.  "regression slope") koji se može kvantifikovati,  i na osnovu toga se 
računa vrednost fraktalne dimenzije .  

 

Slika 6 .  Alternativni pristup računanju fraktalne dimenzije u podprogramu 
„Fractal box count“ u okviru ImageJ.  
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Lakunarnost (λ) je izračunata  kao: 

λ = CV2
ε,g

 = (σ  ε,g /μ  ε,g)2  

gde je CV koeficijent varijacije, μ srednja vrednost a σ standardna devijacija 
vrednosti na skali  ε. Ovaj pristup za računanje lakunarnosti uzima u obzir i 
orijentaciju analizirane strukture.  

Lakunarnost je indirektna mera heterogenosti fraktalne organizacije, 
mada ovo ne predstavlja uvek adekvatan opis. Ponekad se u stručnoj 
literaturi za ovaj indikator koristi  engleska reč "gappiness" odnosno 
lakunarnost jednim delom zavisi od "rupičavosti" strukture. V elike i  brojne 
praznine u strukturi bi trebalo da rezultuju većom vrednošću lakunarnosti. 
Ipak, potrebno je razlikovati lakunarnost od heterogenosti u GLCM analizi , 
jer lakunarnost se često odnosi na rotacionu i translacionu varijansu, a mere 
homogenosti u GLCM, poput inverznog momenta razlike se određuju 
primenom statistike drugog reda na parove rezolucionih jedinica. Drugim 
rečima, iako inverzni momenat razlike i druge mere GLCM matriksa sa 
jedne strane, i  lakunarnost , sa druge strane, mogu ponekad biti u obrnutoj 
korelaciji ovo nikako ne treba shvatiti  kao pravilo  (Pantic et  al. 2012).   

Postoje različite vrste lakunarnosti,  a uz to FracLac  softver je u 
mogućnosti da računa pojedinačne lakunarnosti u  različitim delovima mreže 
kvadrata. Ipak, logično je pretpostaviti da u biološkim eksperimentima 
promna jednog parametra će  skoro uvek biti  praćena sličnim promenama 
drugog. Stoga smo se u našem  istraživanju opredelili isključivo za računanje 
srednje ukupne lakunarnosti za  celokupni region interesa ćelijskog jedre.  

3.4 .  Statistička analiza  

Za procenu statističke značajnosti razlike između ispitivanih grupa 
koristili  smo analizu varijanse (ANOVA), odnosno Bonferoni test . Za 
procenu statističke značajnosti povezanosti (korelacije) koristi li smo 
Pirsonovu i Spirmanovu korelaciju kao i druge korelacione testove, u 
zavisnosti od parametarske prirode podataka i normalnosti distribucije.  
Nivo značajnosti od p<0.05 je smatran statistički signifikantnim ,  a p<0.01 
statistički visoko signifikantnim.  
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4. REZULTATI 

4.1. Rezultati GLCM analize  

U eksperimentu u okviru koga su životinje  dobijale nanočestice tokom 
3 dana, prosečna vrednost angularnog drugog momenta je bila 0.0 21 ± 0.006 
u kontrolnoj grupi,  0.033 ± 0.007 u prvoj eksperimentalnoj grupi (1 mg/kg), 
0.030 ± 0.003 u drugoj eksperimentalnoj grupi (2 mg/kg ) i  0.039 ± 0.010 u 
trećoj eksperimentalnoj grupi (3 mg/kg). Kao što se primećuje, došlo je do 
značajnog povećanja angularnog drugog momenta  (Slika 7). U drugoj 
eksperimentalnoj grupi, ovo povećanje je bilo statistički značajno (p<0.05), a 
u prvoj i trećoj  eksperimentalnoj grupi statistički visoko značajno (p<0.01).   

Vrednost GLCM kontrasta se takođe  značajno promenila nakon 
tretmana nanočesticama (0.96 ± 0.11, odnosno 0.78 ± 0.09, 0.69 ± 0.08 i 0.77 ± 
0.10 u eksperimentalnim grupama). Ova smanjenja teksturalnog kontrasta su 
bila statistički visoko signifikantna u svim eksperimentalnim grupama 
(p<0.01).  Ovaj rezultat je ukazao da  ovaj parametar u ovakvim okolnostima 
značajan  pokazatelj  diskretnih promena u t eksturalnim obrascima 
hromatinske organizacije.  

Vrednost inverznog momenta razlike hromatinske teksture se menjala 
na sličan način kao i  vrednosti angularnog drugog momenta. Početna 
vrednost 0.71 ± 0.02 se u prvoj eksperimentalnoj grupi povećala na 0.74 ± 
0.01 što je predstavljalo statistički visoko signifikantno povećanje (p<0.01) . 
Inverzni momenat razlike je ostao sličan i  u drugoj eksperimentalnoj grupi, 
(0.74 ± 0.01) dok je u trećoj  eksperimentalno grupi (0.76 ± 0.02) došlo do 
dodatnog povećanja  (p<0.01). Ovaj nalaz ukazuje na značajno dozno -zavisno 
povećanje teksturalne homogenosti hromatina hepatocita nakon trodnevnog 
tretmana magnetitnim nanočesticama.   

Teksturalna korelacija hromatinske strukture se u okviru ovog 
eksperimenta takođe  značajno  promenila.  U kontrolnoj grupi iznosila je 
0.985 ± 0.004, a u eksperimentalnim grupama 0.979 ± 0.002, 0.980 ± 0.001, 
odnosno 0.979 ± 0.002. Kao što se može primetiti , došlo je do statistički 
visoko signifikantnog smanjenja (p<0.01).  Nalaz ukazuje na potenci jalno 
visoku senzitivnost GLCM korelacije u detekciji diskretnih promena u 
jedarnom hromatinu nakon trodnevnog tretmana magnetitnim 
nanočesticama.  

U eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom  
7 dana, srednja vrednost angularnog drugog momenta je iznosila 0.022 ± 
0.005 u kontrolnoj grupi, 0.021 ± 0.003 u prvoj eksperimentalnoj grupi (1 
mg/kg), 0.016 ± 0.004 u drugoj eksperimentalnoj grupi (2 mg/kg) i  0.013 ± 
0.002 u trećoj eksperimentalnoj grupi ( 3 mg/kg) .  Nakon statističke analize, 
uočeno je značajno dozno -zavisno smanjenje ovog parametra (p < 0.01, Slika 
7).  Takođe, detektovan je statistički visoko značajan trend smanjenja 
teksturalne uniformnosti (p < 0.01).  
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Slika 7.  Vrednosti angularnog drugog momenta hromatinske strukture 
hepatocita (ASM). 

 

Slika 8. Vrednosti inverznog momenta razlike hromatinske strukture 
hepatocita (IDM). 

Vrednost inverznog momenta razlike hromatinske teksture se menjala 
na sličan način kao i vrednosti angularnog drugog momenta. Od početne 
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vrednosti 0.72 ± 0.01, došlo je do smanjenja na vrednost 0.71 ± 0.01 u prvoj 
eksperimetnalnoj grupi. Inverzni momenat r azlike je nastavio da se 
smanjuje (p < 0.01) i u drugoj (0.67 ± 0.02) i  trećoj (0.67 ± 0.02) 
eksperimentalnoj grupi  (Slika 8) .  Ovaj nalaz je ukazao na značajno 
smanjenje teksturalne homogenosti hromatina hepatocita nakon izlaganja 
nanočesticama magnetita  u ovom vremenskom periodu.   

Za razliku od angularnog drugog momenta, vrednost GLCM kontrasta 
se povećala nakon tretmana nanočesticama (0.90 ± 0.06, odnosno 0.91 ± 0.06, 
1.16 ± 0.17 i  1.21 ± 0.12 u ek sperimentalnim grupama). Povećanje je bilo 
dozno-zavisno (p < 0.01, Slika 9),  i  ukazalo je da je ovaj parametar 
potencijalno značajan pokazatelj  diskretnih promena u teksturalnim 
obrascima hromatinske organizacije u ovakvim eksperimentalnim uslovima.  

 

Slika 9.  Vrednosti teksturalnog GLCM kontrasta hromatinske strukture 
hepatocita (CON). 
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Slika 10. Vrednosti teksturalne  GLCM korelacije hromatinske strukture 
hepatocita (COR).  

 

Teksturalna korelacija hromatinske strukture se u okviru ovog 
eksperimenta nije značajno menjala  (Slika 10). U kontrolnoj grupi iznosila je 
0.987 ± 0.001, a u eksperimentalnim 0.986 ± 0.002 ( p > 0.05), 0.988 ± 0.001 ( 
p > 0.05), odnosno 0.988 ± 0.001 ( p > 0.05). Vrednost teksturalne varijanse 
se u početku nije značajno menjala nakon izlaganja nanočesticama  (Slika 11).  
Od inici jalne vrednosti od 148.9 ± 11.9 došlo je do blagog smanjenja na 141.5 
± 16.2 ( p > 0.05)  u prvoj eksperimentalnoj grupi, a zati m do značajnog 
povećanja na 201.3 ± 17.2 i  207.4 ± 14.3 u drugoj,  odnosno trećoj 
eksperimentalnoj grupi.  Ovo povećanje je bilo statistički visoko 
signifikantno i u drugoj i u trećoj grupi ( p < 0.01).  
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Slika 11. Vrednosti teksturalne GLCM sume varijanse hromatinske strukture 
hepatocita (SumVAR).  

 

4.2.  Rezultati  fraktalne analize   

U eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom 
3 dana, srednja vrednost fraktalne dimenzije (dobijene nakon binarizacije 
regiona interesa) hromatinske strukture u kontrolnoj grupi je bila 1.534 ± 
0.007 (Slika 12).  U prvoj eksperimentalnoj grupi,  ova vrednost je iznosila 
1.533 ± 0.008, odnosno nije došlo do statistički značajne promene (p > 0.05). 
U drugoj eksperimtnalnoj grupi, vrednost fraktalne dimenzije hromatina je 
iznosila 1.538 ± 0.009, što takođe nije bila statistički značajna promena ( p > 
0.05). Uz to ,  u trećoj eksperimentalnoj grupi, vrednost fraktalne dimenzije 
se takođe nije značajno menjala i iznosila je  1.536 ± 0.008 ( p > 0.05).  

Srednja vrednost fraktalne lakunarnosti hromatinske strukture 
iznosila je 0.566 ± 0.025 u kontrolnoj grupi životinja  (Slika 13) . U prvoj 
eksperimentalnoj grupi ova vrednost se smanjila na 0.559 ± 0.022 što nije 
predstavljalo stat istički značajnu razliku (p > 0.05).  U drugoj 
eksperimentalnoj grupi lakunarnost je iznosila 0.561  ± 0.019, odnosno nije 
bilo značajne razlike u odnosu na kontrolu (p > 0.05).  U trećoj 
eksperimentalnoj grupi prosečna lakunarnost je bila 0.562 ± 0.015, što 
takođe nije predstavljalo značajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (p 
> 0.05).  
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Slika 12. Srednja vrednost fraktalne dimenzije (dobijene nakon binarizacije 
regiona interesa) hromatinske strukture.  

 

 

Slika 13. Srednja vrednost fraktalne lakunarnosti hromatinske strukture  
hepatocita.  

U eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom 
7 dana, srednja vrednost fraktalne dimenzije (dobijene nakon binarizacije 
regiona interesa) hromatinske strukture u kontrolnoj grupi je bila 1.537 ±  
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0.009 (Slika 14). U prvoj eksperimenta lnoj grupi, došlo je do statistički 
visoko signifikantnog smanjenja na vrednost 1.506 ± 0.017 (p < 0.01). U 
drugoj eksperimentalnoj grupi, vrednost ovog parametra je iznosila 1.516 ± 
0.012, odnosno smanjenje je i dalje bilo statistički visoko signifikantno  (p < 
0.01).  Osim toga ,  u trećoj eksperimentalnoj grupi, vrednost fraktalne 
dimenzije se blago povećala u odnosu na drugu grupu ali je i  dalje bila 
značajno manja u odnosu na kontrolu (1.518 ± 0.009, p < 0.05).  

Prosečna vrednost lakunarnosti,  iznosila je 0 .561 ± 0.024 u kontrolnoj 
grupi životinja  (Slika 15). U prvoj eksperimentalnoj grupi ova vrednost se 
povećala na 0.594 ± 0.023 ,  što je predstavljalo statistički značajnu razliku (p 
< 0.05). U drugoj eksperimentalnoj grupi lakunarnost je iznosila 0.564 ± 
0.028, odnosno nije bilo značajne razlike u odnosu na kontrolu ( p > 0.05).  U 
trećoj eksperimentalnoj grupi prosečna lakunarnost je bila 0.583 ± 0.034, št o 
takođe nije predstavljalo značajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (p 
> 0.05).  

 

Slika 14. Srednje vrednosti fraktalne dimenzije (dobijene nakon binarizacije 
regiona interesa) hromatinske strukture  
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Slika 15. Srednja vrednost fraktalne lakunarnosti hromatinske strukture 
hepatocita.  

 

4.3. Rezultati Harove diskretne vejvlet transformacije  

 U eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom 
3 dana  srednje vrednosti energijskih koefici jenata EnLH, EnHL, i EnHH  su 
bile 2.59 ± 0.38, 2.30 ± 0.37, odnosno 0. 110 ± 0.014 u kontrolnoj grupi.  U 
prvoj eksperimentalnoj grupi iznosile su 2. 08 ± 0.33, 1.64 ± 0.27, odnosno 
0.116 ± 0.006. Ove promene su bile statistički  visoko značajne  za vrednosti 
EnLH i EnHL (p<0.01),  dok nije utvrđena statistička značajnost za EnHH 
(p>0.05).  U drugoj eksperimentalnoj grupi vrednosti su se  dodatno smanjile 
na 1.97± 0.25, 1.55± 0.18, odnosno 0.114 ± 0.005, a razlike u odnosu na 
kontrolu su bile statistički značajne ,  kao i ranije, za vrednosti EnLH i EnHL 
(p<0.01),  dok nije utvrđena statistička značajnost za EnHH (p>0.05) . U trećoj 
eksperimentalnoj grupi došlo je do još veće g smanjenja na vrednosti 1.79 ± 
0.27, 1.40± 0.25, odnosno 0.107± 0.006 .  Za vrednosti EnLH i EnHL utvrđeno 
je da je smanjenje statistički visoko značajno u odnosu na kontrolnu grupu 
(p<0.01), dok nije utvrđena statistička značajnost za vrednosti EnHH 
(p>0.05).  

U eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom 
7 dana, srednje vrednosti energijskih koefici jenata EnLH, EnHL, i  EnHH su 
bile 2.28 ± 0.18, 2.15 ± 0.20, odnosno 0.095 ± 0.003 u kontrolnoj grupi  (Slike 
16-18). U prvoj eksperimentalnoj grupi iznosile su 2.19 ± 0.22, 2.20 ± 0.19, 
odnosno 0.094 ± 0.002.  
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Slika 16. Vrednosti EnLH energije vejvlet koefici jenta hromatinske strukture 
hepatocita dobijene nakon diskretne vejvlet transformacije.  

Ove promene nisu bile statistički značajne (p>0.05).  U drugoj 
eksperimentalnoj grupi vrednosti su se povećale na 3.06 ± 0.46, 3.01 ± 0.56, 
odnosno 0.102 ± 0.004, a razlike u odnosu na kontrolu su bile statistički 
značajne. U trećoj eksperimentalnoj grupi došlo je do još većeg povećanja na 
vrednosti 3.10 ± 0.33, 3.15 ± 0.41, odnosno 0.103 ± 0.003, što je takođe bilo 
statistički značajno (p<0.01).  
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Slika 17. Vrednosti EnHL energije vejvlet koefici jenta hromatinske strukture 
hepatocita dobijene nakon diskretne vejvlet transformacije.  

 

 

Slika 18. Vrednosti EnLH energije vejvlet koefici jenta hromatinske strukture 
hepatocita dobijene nakon diskretne vejvlet transformacije.  

 

4.4.  Parametri  oksidativnog stresa  i  antioksidativne zaštite  

U eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom 
7 dana došlo je do značajne redukcije GSH u trećoj eksperimentalnoj grupi 
(životinje tretirane nanočesticama u dozi od 3 mg/kg dnevno) .  U kontrolnoj 
grupi vrednost GSH je iznosila 117.51±9.67 nM/mg proteina, u prvoj 
eksperimentalnoj grupi je došlo do blagog povećanja  ovog parametra na 
119.02±6.82 nM/mg koje nije bilo statistički signifikantno  (Slika 19).  
Nasuprot tome,   u drugoj grupi je došlo do blagog smanjenja GSH na 
109.42±10.02 nM/mg koje takođe nije bilo statistički signifikantno (p>0.05).  
Međutim, u trećoj eksperimentalnoj grupi, došlo je do relativno velikog 
smanjenja ove vrednosti na 93.38±14.61 što je predstavljalo statistički visoko 
značajnu redukciju. U eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale 
nanočestice tokom 3 dana sa druge strane nije uočena statistički značajna 
promena ovog parametra oksidativnog statusa (p>0.05).  Takođe, nije 
utvrđena statistički značajna povezanost između ovog parametra i  
indikatora fraktalne, GLCM i vejvlet analize ni u jednom  eksperimentu 
(p>0.05).  
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Slika 19. Srednje vrednosti koncentracije GSH u tkivu jetre .  

Kada su u pitanju vrednosti koncentracija superoksid dismutaze  
(SOD) ,  takođe, primećene su statistički značajne promene u eksperimentu u 
okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom 7 dana  (Slika 20).  U 
poređenju sa kontrolnom grupom životinja kod koje je vrednost SOD 
iznosila 70.98 ± 12.08 U/mg, u prvoj eksperimentalnoj grupi došlo je do 
značajnog povećanja na 99.83 ± 7.44 U/mg (p<0.01) a u drugoj 
eksperimentalnoj grupi vrednost se dodatno povećala na 124.12 ± 9.76 U/mg 
(p<0.01).  Međutim, u trećoj eksperimentalnoj grupi došlo je do značajnog 
smanjenja SOD na 36.87 ± 9.77 U/mg (p<0.01). Slično kao i kod GSH 
vrednosti,  nije uočena statistički značajna povezanost između SOD i  
vrednosti fraktalnih, teksturalnih i vejvlet ind ikatora hromatinske 
organizacije u jedrima hepatocita.   
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Slika 20. Srednje vrednosti koncentracije SOD u tkivu jetre.  

 

Koncentracija enzima katalaze je takođe pretrpela značajne promene u 
eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom 7 dana  
(Slika 21) . U poređenju sa inicijalnom vrednošću  8.63±1.92 U/mg proteina u 
kontrolnoj grupi,  došlo je do statistički značajnog povećanja u prvoj 
eksperimentalnoj grupi (15.56±3.13 U/mg, p<0.01) i  drugoj eksperimentalnoj 
grupi (20.77±1.94 U/mg, p<0.01). U trećoj eksperimentalnoj grupi, došlo je 
do statistički signifikantnog smanjenja vrednosti  na 4.74±0.92 U/mg 
(p<0.05) u odnosu na kontrolnu grupu .  Slično vrednostima  SOD, nije uočena 
statistički značajna korelacija sa kompjuterskim indikatorima hromatinske 
strukture i distribucije (p>0.05).  

Vrednosti koncentracija MDA su se takođe značajno promenile u 
eksperimentu u okviru koga su životinje dobijale nanočestice tokom 7 dana 
(Slika 22) .  U poređenju sa kontrolnom grupom (17.35±1.38 µmol/mg 
proteina), u prvoj eksperimentalnoj grupi je došlo do značajnog rasta na 
prosečnu vrednost od 19.84±2.82 µmol/mg ,  što je predstavljalo statistički 
visoko signifikantno povećanje (p<0.01). U drugoj eksperimentalnoj grupi, 
ova vrednost je nastavila da se povećava na 30.23±5.22 µmol/mg (p<0.01). U 
trećoj eksperimentalnoj grupi je došlo do dodatnog povećanja na 39.64±5.74 
µmol/mg (p<0.01).  Uočen je statistički visoko značajan trend povećanj a 
ovog parametra oksidativnog stresa (p<0.01). Međutim, kao ni kod 
predhodnih parametara, nije uočena statistički značajna korelacija sa 
kompjuterskim indikatorima hromatinske strukture i distribucije (p > 0.05).  
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Slika 21. Srednje vrednosti koncentracije katalaze u tkivu jetre.  

 

 

Slika 22. Srednje vrednosti koncentracije MDA u tkivu jetre.  
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5. DISKUSIJA  

Tokom poslednje dve decenije, paralelno sa tehnološkim razvojem, 
došlo je do pojave nove discipline, nanotehnologije, bazirane na česticama 
izuzetno malog dijametra sa specifičnim fizičkim, hemijskim i biološkim 
svojstvima. Pojedinačne nanočestice su po pr avilu prečnika manjeg od 100 
nanometara i mogu imati različite oblike poput sferičnog (nanosfere) ili 
cilindričnog (nanotube, nanocilindri). Nanotehnologija je napravila 
revolucionarne promene u skoro svim oblastima medicinskih istraživanja, a 
pojedini nanomaterijali  su počeli da se primenjuju, osim u 
naučnoistraživačkom radu, i  u kliničkoj praksi (Zinger et  al. 2018; Zhu et al. 
2018; Zurob et al. 2019; Urdinguio et al. 2019; Zubar et al.  2020).  

Mali dijametar velikog broja nanočestica im omogu ćava da nesmatano 
prolaze kroz različite fiziološke barijere, uključuju ći krvno-moždanu 
barijeru, endotel kapilara ili filtracionu barijeru u bubregu. Takođe, 
pojedine nanočestice mogu prolaziti  i kroz ćeli jske membrane, bilo kroz 
lipidni dvosloj, bilo kroz pukotine iz među transmembranskih proteina ili 
proteina i  l ipidnog dvosloja.  Jednom kada se nađu u ćeli ji ,  one mogu 
pokrenuti različite signalne puteve i pokrenuti određene fiziološke ili  
patološke procese u citoplazmi ili  jedru. Mali dijametar nanočestice takođe 
dovodi do specifične interakcije sa raznim enzimima, faktorima rasta, 
citokinima, nukleinskim kiselinima i drugim jedinjenjima (Pedroso -Santana 
et al. 2020; Yang et al. 2020; Antonio et al.  2021).  

Nanočestice takođe imaju još jednu važnu osobinu koja proističe  iz 
njihovog malog dijametra. Naime, njihova površina je veoma velika, 
odnosno nanočestice imaju veliku vrednost odnosa površina/volumen. Ovo 
ih značajno razlikuje od takozvanih “finih čestica” ("fine particles",  
dijametar 1-1000 mikrometara),  gde je volumen mnogo već i u odnosu na 
površinu. Velika površina čestice može znatno izmeniti neke fizičke i 
hemijske karakteristike poput površinskog napona, količine naelektrisanja 
itd (Tomoda et al. 2008; Belut et  al. 2019).  

Nanomaterijali imaju specifičan odnos sa rastvaračem (obično vodom) 
koji se razlikuje u poređenju sa materijalom koji nije u nano formi (Jacobson 
et al. 2015; Wei et al. 2020). Na primer , mnogi nerastvorljivi materijali, kada 
se nađu u obliku nanočestica postaju rastvorljivi. Afinitet između rast varača 
i nanočestice u nekim uslovima može biti veoma veliki. Ponekad joni i ostali 
molekuli prisutni u rastvaraču formiraju poseban interfacijalni omotač oko 
nanočestice koji takođe može na različite načine da r eaguje kako sa samim 
rastvaračem, tako i sa drugim rastvorenim supstancama. Ove osobine mogu 
uticati i na pokretljivost nanočestica u rastvoru, odnosno difuziju u 
fiziološkim uslovima (kretanje iz mesta ve će koncentracije u mesto manje 
koncentracije).  U tom kontekstu,  sam rastvarač poprima specifične fizičke i 
hemijske karakteristike kada se u njemu nađe nanomaterijal u poređenju sa 
„običnim“ materijalima. Ovo može uticati na proces osmoze (kretanje vode 
kroz polupropustl jivu membranu iz mesta manje koncentracije supstance u 
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mesto veće koncentracije rastvora) kao i  na vrednosti osmotskog pritiska u 
rastvoru (Jacobson et al. 2015; Wei et al. 2020).  

Većina nanočestica ima u svom sastavu tri  morfološki i  funkcionalno 
različita sloja (Yang et al. 2018; Khan et al. 2019; Magro et al. 2020; Wei et 
al. 2020) .  Središnji  sloj i li jezgro nanočestice (“core layer”) je u principu 
odgovoran za masu čestice.  Čestice sa velikim jezgrima su teške i imaju 
tendenciju da u rastvoru padnu na dno pod uticajem gravitacije. Lake 
nanočestice sa malim jezgrom ponekad, u zavisn osti od spoljnih faktora i 
interakcije sa njima, da “lebde” u rastvaraču, odnosno gravitacija na njih 
ima manji uticaj.  Sledeći sloj je takozvana “ljuska” (“shell layer”) koja je 
odgovorna za pojedina fizička i hemijska svojstva čestice mada ne dolazi 
direktno u kontakt sa spoljnom sredinom. Treći sloj je površinski (“surface 
layer”) i  on je često odgovoran za interakcije sa biološki aktivnim 
molekulima. Površinski sloj se može funkcionalizovati dodavanjem 
različitih markera, liganda, peptida i drugih jedin jenja koje mogu da odrede 
dalju sudbinu čestice kada se nađe u organizmu (Khan et al. 2019; Yang et 
al. 2018; Magro et al. 2020).  

Nanočestice se mogu hemijski modifikovati na različite načine. Na 
primer, na njihovu površinu se mogu zakačiti  razne hidrofiln e i  l ipofilne 
supstance, zatim supstance koje nose različita naelektrisanja,  kao i 
supstance koje se ponašaju kao receptori za različite farmakološki aktivne 
supstance. Možda još važnije, nanočestice se mogu povezati sa različitim 
lekovima i tako postati n j ihovi nosači („drug carriers“).  Na ovaj način se 
može promeniti  celokupna farmakokinetika, pa i farmakodinamika 
određenog leka. Lekovi prikačeni za nanočesticu mogu imati različitu 
apsorpciju u digestivnom traktu (ustima, želucu, crevima), biodistribuciju  u 
organizmu, eliminaciju u jetri ili  bubregu. Takođe, ovakvi lekovi mogu na 
različit način interagovati sa svojim receptorom u cil jnom tkivu, na ćeli jskoj 
membrani, i li sa nekim jedinjenjem u citosolu ili  jedru ćeli je (Li et al.  2021; 
Kaduri et al. 2021).  

Vezivanje nanočestica sa biološkim molekulima danas je predmet 
mnogobrojnih istraživanja u svetu. Ovi biološki molekuli na primer mogu 
biti  monoklonska antitela koja su dizajnirana da se vezuju specifično za 
ciljno tkivo poput tumora. Različiti  peptidi na pravljeni u svrhu ciljanja 
patološki izmenjenog tkiva takođe mogu biti vezani za nanočesticu. Ovo je 
od posebnog značaja u istraživanju raka jer se na ovaj način lek (citostatik) 
može brzo i  efikasno odvesti do tumorskih ćelija a da pri tome ne dođe u 
kontakt sa zdravim tkivima. Moguće je da se pomoću nanočestica, 
hepatotoksičnost, nefrotoksičnost i  neurotoksičnost mnogih antikancerskih 
farmakološki aktivnih supstanci može značajno smanjiti (Hong et al.  2021; 
Amani et al. 2021).  

 Nanočestice u medicini se mogu koristit i i  kao kontrastna sredstva 
prilikom obavljanja različitih složenih dijagnostičkih procedura. Do sada su 
uspešno primenjene kao alternativa kontrastima u kompjuterizovanoj 
tomografiji,  nuklearnoj magnetnoj rezonanci i pozitronskoj emisionoj  
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tomografiji.  Biofizička osnova uspeha nanočestica kao kontrastnog sredstva 
se zasniva na činjenici da materijali  ve će gustine i  sa većim atomskim 
brojem apsorbuju veću količinu rendgenskih zraka, pa samim tim tkivima 
daju veću oštrinu na dobijenoj radiolo škoj slici.  U ovu svrhu se često koriste 
metalne nanočestice ,  poput gvožđa, srebra, zlata, iridijuma ili platine. 
Trenutno veliki broj ovih nanomaterijala su u fazi ispitivanja njihove 
bezbednosti (toksičnosti) ,  sa cil jem da se u budućnosti uvrste u 
konvencionalne dijagnostičke protokole u radiologiji (Kosuge et al. 2021; Li 
et al. 2021).  

Jedna od značajnih prednosti pojedinih metalnih nanočestica u 
radiologiji u poređenju sa standardnim kontrastnim sredstvima je činjenica 
da se renalni klirens nanočestica može menjati. Mogućnost da se ovo obavi , 
pored ostalog je i promena dijametra nanočestice u smislu da što je čestica 
manja, to je klirens veći (mada to ne mora uvek biti slučaj). Druga 
mogućnost je konjugacija nanočestice sa nekim drugim molekulom koji 
povećava ili smanjuje renalni klirens. Takođe ,  nanočestice imaju specifičnu 
interakciju sa monocitno-makrofagnim sistemom koja se može do određene 
mere kontrolisati hemijskim inženjeringom. Veoma male nanočestice, 
naročito one manje od 10 nanometara ,  su često  nevidljive za ćeli je imunskog 
sistema pa samim tim se izbegava njihovo deponovanje u slezini i limfnim 
čvorovima (Naseri et al.  2018).  Takođe ,  na ovaj način se izbegava 
potencijalno imunomodulatorno dejstvo kontrastnog sredstva u smislu 
izazivanja alergijskih reakcija,  supresije imunskog sistema ili  
imunotoksičnosti.  

Sledeća potencijalna primena nanomaterijala u medicini je kreiranje 
savremenih, inovativnih biosenzora i senzorskih sistema za detekciju i 
merenje koncentracije raznih bioloških molekula (Ibra him et al.  2021; Ali et 
al.  2021).  Senzori se mogu koristiti  u in vitro  uslovima, na primer kada je u 
kulturi ćelija potrebno odrediti  prisustvo i  koncentraciju nekog 
polisaharidnog lanca ili  proteina na površini ćeli jske membrane. Takođe je 
na ovaj način moguće sa velikim stepenom senzitivnosti izmeriti 
koncentraciju nekih kompleksnih jedinjenja u rastvoru. Poslednjih godina, u 
fokusu velikog broja istraživačkih timova je dizajn nanosenzora koji  bi bili  
u mogućnosti da izvrše odgovarajuća merenja u in vivo  uslovima, u 
životinjskom ili  l judskom organizmu (Ibrahim et al.  2021; Ali et  al. 2021).  
Ovakvi senzori bi ,  na primer, mogli da se sastoje od metalne nanočestice 
koja sa jedne strane ima prikačeno jedinjenje koje se može meriti  (npr. 
emituje signal u vidu fluoroscencije ili radioaktivnosti), a sa druge strane  je 
povezana sa jedinjenjem koje poseduje veliki afinitet za ciljno tkivo. U 
ciljnom tkivu, nanočestica se može vezati za neki receptor, faktor rasta, 
hormon ili  sistem sekundarnog g lasnika. Jedinjenje za koje se vezuje čestica 
bi trebalo da bude specifično za to tkivo, odnosno da se ne nalazi u drugim 
tkivima. Moguće je na ovaj način napraviti  i senzorni sistem koji je 
specifičan ne za određeno tkivo/organ ve ć  za jednu vrstu ćelija koja je 
locirana u mnogo različitih tkiva. Primer bi bili hipotetički senzori za neke 
subpopulacije limfocita, hormonski aktivne ćelije, neke ćeli je prisutne u 
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vezivnom tkivu, ili kancerske ćeli je u raširenim metastazama u nekoliko 
različitih organa.  

Posebno su interesantni nanosenzorni sistemi bazirani na 
fluorescenciji  kao deo većih bioeseja za detekciju biološki aktivnih molekula 
(Zhang et al.  2021).  Neke nanočestice same po sebi mogu biti fluorescentne i 
dovoljno je da se izvrši njihova konjugacija sa j edinjenjem koje je sposobno 
da „cil ja“ ono što želimo da izmerimo. Druge nanočestice se asociraju sa 
fluorescentnim molekulima koji emituju zasebni signal.  Osnovna prednost 
korišćenja nanočestica u okviru ovakvih eseja je oštrija slika kada se 
preparat posmatra pod mikroskopom, odnosno veći stepen kontrasta između 
„označenog“ tkiva i ćeli ja i okoline. Takođe, stabilnost fluorescentnih 
nanomaterijala je veća u poređenju sa ostalim materijalima, jednim delom 
zbog manje fotosenzitivnosti. Iz ovoga proističe du že trajanje fluorescencije,  
mogućnost dugih i  višekratnih merenja, kao i potencijalna otpornost prema 
brojnim sredinskim (fizičkim, hemijskim i biološkim faktorima).  

Postoji  veliki broj različitih klasifikacija nanočestica. Prethodno je ve ć  
pomenuta klasif ikacija prema obliku (sferične, cilindrične itd.) (Ali et al. 
2021; Zhang et al.  2021).  Međutim, u naučnoj literaturi, danas je 
najprisutnija podela prema tipu samog materijala od koga je čestica 
napravljena. Tako nanočestice delimo na metalne, ugljenikove ,  odnosno 
bazirane na ugljeniku, keramičke, polimerne, lipidne i  poluprovodničke. 
Ovo ne mora da znači da nanočestice koje pripadaju istoj kategoriji imaju 
iste hemijske, fizičke i biološke karakteristike. Na primer ,  grafenske i 
dijamantske nanočestice, iako obe spadaju u kategoriju ugljenikovih se 
značajno razlikuju i prema funkcionalnosti ,  i  prema morfologiji 
(dvodimenzionalna rešetka grafena  u poređenju sa trodimenzionalnom 
sferom / elipsom dijamanta).  

U medicinskim istraživanjima, verovatno najčeš će korišćeni tip 
nanočestica su one napravljene od metala i metalnih oksida (Ali et al. 2021; 
Ibrahim et al. 2021). Tako razlikujemo nanočestice gv ožđa i oksida gvožđa, 
srebra (uključujući i  koloidno srebro),  zlata, platine, titanijuma (obično u 
formi titanijum dioksida), cinka, bakra, kobalta (ponekad u radioaktivnoj 
formi),  iridijuma, gali juma i druge (Ali et al.  2021; Ibrahim et al. 2021). U 
odnosu na druge materijale, metali imaju određene prednosti. Kao prvo, 
metalne nanočestice se relativno lako proizvode. Jedan miligram nanočestica 
gvožđe (II ,III) oksida (magnetitne nanočestice) je mnogo jeftiniji i lakši za 
proizvodnju u poređenju sa jednim mi l igramom grafena (materijal na bazi 
ugljenika). Drugo,u poređenju sa nekim drugim materijalima, metalne 
nanočestice veoma malog dijametra (1 -10 nanometara) je relativno lako 
proizvesti. Ovako mali dijametar omogu ćava brz i efikasan prolaz kroz 
većinu bioloških barijera. Treće, interakcija metala sa važnim enzimima i 
signalnim putevima u organizmu je već  u određenoj meri izučena što nije 
slučaj sa ostalim, novim materijalima, poput polimera (Ali et al. 2021; 
Ibrahim et al. 2021).  Metalne nanočestice u organi zmu posle određenog 
vremena imaju tendenciju da se ukrupne i stvaraju aglomerate, i li da se 
pretvore u jonski oblik. Primer bi bile nanočestice koloidnog srebra koje u 
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ćeli ji  se pretvore u običan srebrni jon. Dalja sudbina metala u običnom, 
jonskom obliku je poznata, u smislu njegove eliminacije, tendencije 
deponovanja i toksičnosti.  

Nažalost, pojedini metalni nanomaterijali imaju i  svoje mane u odnosu 
na nemetalne nanočestice. Moguće je da neki metali , kada se nađu u 
jonskom obliku, na specifičan način reaguju sa pojedinim hemijskim 
medijatorima izazivajući  proces programirane ćelijske smrti.  Ovo 
proapoptotsko delovanje pojedinih metalnih nanočestica je ponekad u 
osnovi njihove citotoksičnosti. Takođe ,  neke metalne nanočestice dovode do 
povećane proizvodnje  slobodnih kiseoničnih radikala ,  poput vodonik 
peroksida (H2O2),  superoksidnog anjona (O2¯)  i li hidroksilnog anjona 
(OH¯) .  Nastanak drugih slobodnih radikala takođe nije isključeno. Sve ovo 
u nekim (ne svim) slučajevima može dovesti do hepatotoksičnosti, 
nefrotoksičnosti i neurotoksičnosti, što bitno smanjuje verovatno ću da će 
jednog dana te nanočestice mo ći da se uspešno pr imenjuju u kliničkoj praksi 
(i pored odličnih rezultata u pogledu senzitivnosti,  prenosa lekova i ostalih 
mogućnosti primene). Danas preovlađuje mišljenje da toksičnost metalnih 
nanomaterijala još uvek nije dovoljno izučena, i  veliki broj istraživačkih 
timova u svetu se trudi da ove probleme razjasni (Ali et al. 2021; Ibrahim et 
al.  2021; Jamaluddin et al.  2021; Li et al.  2021).  Ovo se posebno odnosi na 
potencijalnu sposobnost metalnih nanomaterijala da aktiviraju apoptotske  i 
neke druge signalne puteve u ćeli jskoj citoplazmi i jedru putem 
oksidativnog stresa.  

Gvožđe u organizmu aktivno učestvuje u brojnim oksido -reduktivnim 
i drugim reakcijama. Stoga ne začuđuje podatak da u velikim dozama, ono 
može povećati generisanje reaktivnih kiseoničnih jedinjenja.  H idroksilni 
anjon kao potencijalno najopasniji  slobodni radikal (najreaktivniji je i 
dovodi do potencijalno velikog oštećenja u genetskom materijalu ćeli je) se 
stvara nakon što gvožđe u svom Fe(II) obliku interaguje sa vodonik 
peroksidom (Paunovic et al. 2020):  

Fe (II) + H2O2  →  Fe (III) + OH− + • OH  

Ovo je klasična homogena Fentonova reakcija. U in vivo  uslovima, 
Fentonova reakcija je relativno česta ,  ali se ne događa uvek. Homogena 
reakcija nalik na Fentonovu (classic homogeneous Fenton reaction) je takođe 
moguća u pojedinim slučajevima:  

Fe (III) + H2O2  →  Fe (II) + HO·2/O2 −• + H+  

Kao što je prikazano, tokom ove reakcije, gvožđe u Fe(III) obliku prelazi u 
Fe(II) oblik pri čemu se može stvoriti velika količina superoksidnih i 
hidroksilnih anjona kao i vodonikovih jona.  

Dejstvom gvožđa na H2O2  ne mora uvek da se dobije radikal. U 
takozvanoj neradikalnoj reakciji,  gvožđe poprima Fe(IV) oblik i stvara se 
oksid:  
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Fe (II) + H2O2  →  Fe (IV) O2+ + H2O  

 Pored Fentonove reakcije, Haber -Vajsova reakcija (Haber-Weiss 
reaction) takođe može dovesti do stvaranja slobodnih kiseoničnih radikala i  
oksidativnog stresa. U prvom delu gvožđe u kontaktu sa ve ć  postojećim 
slobodnim kiseoničnim radikalima, u određenim uslovima prelazi iz Fe (III) 
u Fe (II) oblik (Paunovic et al.  2020):  

Fe (III) + HO·2/O2−• →  Fe (II) + H2O / OH− + O2  

U sledećoj fazi Fe (II) gvožđe reaguje sa vodonik peroksidom pri čemu se 
stvara visoko reaktivni hidroksilni anjon koji je najodgovorniji za dalja 
oštećenja:  

Fe (II) + H2O2 →  Fe (III) + OH− + •OH  

Treba napomenuti da se i Fentonova i Haber -Vajsova reakcija dešavaju 
i u fiziološkim uslovima, odnosno ne moraju da se dešavaju isključivo kao 
deo nekog citotoksičnog mehanizma pri unosu prekomerne količine gvožđa. 
Na kraju krajeva slobodni  kiseonični radikali se redovno stvaraju u 
fiziološkim uslovima i u pojedinim normalnim ćelijskim funkcijama (primer 
je funkcionisanje pojedinih ćeli ja imunskog sistema) imaju važnu ulogu. 
Ipak, koncentracija svih slobodnih radikala, pa i  onih kiseoničnih se 
normalno drži pod strogom kontrolom, a ovo se posebno odnosi na 
hidroksilni anjon koji  je i  potencijalno najdestruktivniji ( Duca et al.  2019; 
Paunovic et al. 2020; Bhandari,  2021).  

Postoji  više od deset različitih oksida gvožđa. U prirodnim naukama 
najznačajniji oksidi su gvožđe(II) oksid (FeO, vustit), gvožđe (II,III) oksidi i 
gvožđe(III) oksid (Fe 2O3). Gvožđe (II,III) oksidi mogu imati u svom sastavu 
tri, četiri, pet ili više atoma gvožđa i imaju hemijske formule Fe 3O4 ,  Fe4O5 ,  
Fe5O6 ,  Fe5O7 ,  Fe1 3O1 9  itd. Od njih je najznačajniji  Fe 3O4  pod nazivom 
magnetit. On je u osnovi kombinacija gvožđe(II) oksid i  gvožđe(III) oksida, 
ili FeO·Fe2O3 .  U istraživanjima iz oblasti nanotehnologija i nanomedicine, 
od posebnog značaja su gvožđe(III) oksid (Fe 2O3 ,  hematit) i magnetit ,  i 
njihove nanočestice se često vezuju sa raznim biološki značajnim 
jedinjenjima. Magnetitne nanočestice su veoma stabilne u fiziološkim 
uslovima i relativno lako se prave u laboratorijskim uslovima. Takođe bitno 
je napomenuti i da je njihova cena na tržištu relativno mala u poređenju sa 
nekim drugim nanomaterijalima, odnosno da su pristupačne za veliki broj 
laboratorija koje se bave nanomedicinom  (Crichton, 2016; Cotin et al.  2021; 
Serio et al.  2021).  

Kao što mu samo ime pokazuje, magnetit je materijal sa 
feromagnetnim svojstvima, odnosno spada u grupu feromagnetnih minerala. 
Pojam feromagnetizma se odnosi na osobinu materijala koji  u svom sastavu 
imaju gvožđe da ih privlače prirodni ili  artefici jalni magneti, i da sami pod 
određenim uslovima mogu postati magneti. Pored feromagnetizma, postoji 
još nekoliko drugih tipova magnetizma poput paramagnetizma u kojima su 
magnetne sile između materijala i magneta slabije.  Feromagnetski materijal, 
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kada se nađe u blizini magnetnog polja (poreklom od pravog  magneta) i  sam 
poprima svojstva magneta. Ova osobina postoji  zbog tendencije magnetnih 
dipola materijala da se usmere u pravcu magnetnog polja. Broj magnetnih 
domena u feromagnetnom materijalu je ograničen, odnosno sposobnost 
materijala da poprimi svojstva magneta ima svoj maksimum tj.  zasićenje.  
Kada se feromagnetni materijal ukloni iz magnetnog polja,  njegove 
magnetne osobine oslabe, ali ne isčeznu u potpunosti, odnosno postoji 
takozvana remenentna magnetizacija (Rodrigues et al.  2020¸Gavilán et al.  
2021; Wei et al. 2021).   

Gvožđe, kao i većina oksida gvožđa imaju feromagnetne osobine 
(Jacob et al. 2017).  U industri ji,  ali i drugim oblastima, najinteresantniji su 
materijali  koji , pored gvožđa u svom sastavu imaju gvožđe(II ,III) oksid i 
gvožđe(III) oksid u različitim odnosima. Dodavanje drugih metala poput 
magnezijuma, olova ili bakra i njihovih oksida može promeniti fizička i 
hemijska svojstva oksida gvožđa. Prednost oksida gvožđa u kombinaciji sa 
ostalim metalima u odnosu na elementarno gvožđe je činjeni ca da oni imaju 
relativno veliku električnu rezistenciju.  

Gvožđe(II,III) oksid, od svih jedinjenja gvožđa je „najmagnetičniji“,  
odnosno ima najstabilnija i  najintenzivnija feromagnetska svojstva (Xue et 
al. 2009). Spada u takozvane teseralne kristalne sist eme, sa oktaedarskim 
kristalnim habitusom i neravnim prelomom. Prosečna gustina magnetita kao 
minerala je oko 5,2 grama po kubnom centimetru, dok tvrdo ća po Mohs 
skali iznosi oko 6 jedinica. Relativna gustina ovog materijala iznosi oko 
5,18. U Nickel–Strunz klasifikaciji  minerala, gvožđe(II,III) oksid nosi 
oznaku 4.BB.05, a spada spinelnu grupu oksidnih minerala.  

Gvožđe(II,III) oksid kao mineral je prisutan u razl ičitim tkivima i 
organima gde može (i  ne mora) obavljati  važne fiziološke funkcije.  Mnogi 
kičmenjaci su sposobni da endogeno stvaraju magnetit koji  je delimično 
odgovoran za nastanak slabih magnetnih polja u in vivo  uslovima. Kod 
nekih životinja, magnetit je deo receptorskog senzornog sistema za 
orijentaciju u prostoru i delimično zahvaljuju ći njemu, životinja je sposobna 
da usmeri pravac svog kretanja ka severnom ili  južnom magnetnom polu 
planete. Ovaj fenomen korišćenja feromagnetskog materijal u cil ju 
navigacije i ori jentacije u prostoru se naziva magnetocepcija (Hiscock et al. 
2019).   

 U ljudskom organizmu, gvožđe(II,III) oksid takođe može da se 
endogeno proizvodi, i jedan određeni procenat gvožđa je zaista vezan, 
odnosno nalazi se u ovom obliku (mada je  ovaj procenat manji u poređenju 
sa drugim nosačima gvožđa poput hema i feritina). Magnetit je naročito 
prisutan u centralnom nervnom sistemu, i to u onim delovima koji  su 
odgovorni za motorne funkcije,  koordinaciju pokreta i  regulaciju miši ćnog 
tonusa. Bazalne ganglije,  mali mozak i delovi međumozga su oblasti  u 
kojima je potvrđeno prisustvo ovog minerala. Neki autori su čak 
svojevremeno postavili  hipotezu, da zbog prisustva feromagnetskih 
materijala u centralnom nervnom sistemu, čovek možda poseduje poseb no, 
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magnetno čulo, odnosno sposobnost da (nesvesno) modifikuje svoje motorne 
aktivnosti i  ponašanjem u skladu sa magnetnim poljima. Ova hipoteza još 
uvek nije potvrđena (Vanderstraeten et al.  2012).  

 Čestice gvožđe(II ,III) oksida u l judskim organima i tkiv ima ne moraju 
da imaju isključivo endogeno poreklo. Značajan procenat ovih čestica potiče 
iz spoljne sredine, odnosno putem zagađenog vazduha ulazi u plu ća, a 
zatim putem krvi dolazi do skoro svih tkiva. Osobe koje žive u zagađenim 
sredinama poput velikih gradova imaju veću količinu magnetitnih čestica 
(običnih, ne u nano formi) u mozgu. Ove čestice se donekle hemijski 
razlikuju od endogenih i  moguće je da imaju određene toksične efekte u 
organizmu, naročito tokom dužeg vremenskog perioda (Pirela et al. 201 5; 
Paunovic et al. 2020).  

 Postoje određene indicije da magnetitne čestice mogu u određenim 
slučajevima biti  toksične. Ovo se pre svega odnosi na male (ali ne nano) 
čestice poreklom iz spoljne sredine. Za sada nema čvrstih dokaza o akutnoj 
toksičnosti gvožđe(II,III) oksida u malim dozama, dok u velikim dozama, 
toksičnost se ispoljava u vidu trovanja gvožđem. Ekspozicija velikim 
dozama ovih čestica u kratkom vremenskom periodu je retka i mogu ća je u 
vidu industri jskih akcidenata. Udisanje zagađenog vazduha p o pravilu ne 
može da dovede do velike ekspozicije i  akutnih toksičnih efekata. Sa druge 
strane, dugogodišnji  boravak u sredini sa velikom koncentracijom PM2.5 i 
PM10 partikula može povećati količinu magnetitnih nanočestica u pojedinim 
unutrašnjim organima.  Da li i u kojoj meri, ova hronična ekspozicija može 
dovesti do negativnih efekata po ljudsko zdravlje je još uvek nedovoljno 
poznato (Malhotra et al. 2020; Rodrigues et al. 2020; Wei et al. 2021).  

 Poslednjih godina, intenzivna su istraživanja o hroničnoj 
neurotoksičnosti oksida gvožđa u smislu pove ćane verovatnoće da hronično 
izlaganje ovim česticama izazove određene neurološke poreme ćaje 
(Malhotra et al. 2020). Kao što je prethodno pomenuto, magnetit  se u 
određenim manjim količinama može na ći u nekim subkortikalnim 
strukturama koje su uključene u motorne aktivnosti poput bazalnih ganglija. 
Hipokampus i moždano stablo takođe u fiziološkim uslovima mogu da 
sadrže manje količine gvožđe(II ,III) oksida. Međutim, hemijske 
karakteristike i morfološke osobine ovog endogenog magnetita se donekle 
razlikuju u poređenju sa onim koji je poreklom is spoljne sredine.  Za sada 
je još uvek nejasno da li se ove razlike odražavaju u na toksični potencijal u 
mozgu ili  drugim tkivima i organima. U svakom slučaju, konc entracija 
ukupnog gvožđa u pojedinim delovima mozga može biti  pove ćana kod 
nekih neurodegenerativnih oboljenja.  

 Alchajmerova bolest je možda najbolji primer neurodegenerativne 
bolesti  kod koje  gvožđe može potencijalno da se akumulira. Nivoi feritina u 
cerebrospinalnoj tečnosti su čak i relativno pouzdan prediktor prognoze kod 
ove bolesti , kao što je pokazano  u ranijoj studiji (Ayton et al.  2015). Feritin 
je bio povezan sa padom kognitivnih performansi kod ispitanika. Ovo je u 
skladu sa nalazima da postoj i  značajna akumulacija gvožđa u neokorteksu, 
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naročito kod mlađih pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti. Mogu će je 
takođe da terapijska strategija usmerena ka smanjenju moždanog 
opterećenja gvožđem i jedinjenjima gvožđa može pomo ći pacijentima u 
smislu usporavanja progresije bolesti  (Ayton et al.  2015).  

 Magnetitne nanočestice imaju potencijalno široku primenu u medicini,  
a jedna od oblasti koja je predmet intenzivnog istraživanja tokom poslednjih 
godina je njihova aplikacija u onkologiji (Saha & Saha,  2021; Li et al.  2021; 
Akhmedov et al. 2021). Nanočestice sa feromagnetskim svojstvima, naime, 
poseduju važnu osobinu koja nije prisutna kod drugih materijala. Pri 
povremenom, intermitentnom izlaganju osciliraju ćem magnetnom polju, u 
određenim uslovima, nj ihova magnetna energija se pretvara u toplotnu 
energiju, odnosno dolazi do oslobađanja toplote. Sa druge strane, odavno je 
poznato da su mnoge kancerske ćeli je osetl jivije na temperature preko 42°C 
u poređenju sa normalnim ćeli jama okolnog (maligno neizmen jenog) 
tkiva(Rodrigues et al. 2020; Serio et al.  2021; Cotin et al.  2021).  

 Hipertermija u tumorskom tkivu izaziva smanjenje aktivnosti vitalnih 
ćeli jskih enzima i pokretanje signalnih puteva koji  aktiviraju proces 
programirane ćeli jske smrti. U pojedinim slučajevima dolazi i do oštećenja 
kancerske ćeli je u toj meri da se apoptoza ne može pokrenuti ve ć  dolazi do 
nasilne smrti odnosno nekroze. Sa druge strane, ovo je pra ćeno minimalnim 
promenama u zdravim ćeli jama što je bitna razlika ovakvog terapijskog 
modaliteta u odnosu na primenu jonizuju ćeg zračenja. Intenzitet magnetne 
hipertermije je takođe moguće precizno kontrolisati,  kao i  granice područja 
koje je izloženo magnetnom polju, što obično nije slučaj sa jonizuju ćim 
zračenjem. Uz to, magnetna hipertermija ne izaziva direktne mutacije i 
aberacije u genetskom materijalu već  na genetski materijal deluje  
indirektno, preko signalnih puteva iz citoplazme (Rodrigues et al. 2020;  
Serio et al.  2021; Cotin et al. 2021).   

 Danas je moguće dodatno povećati kako efikasnost, tako i bezbednost 
hipertermijske terapije tumora magnetnim nanočesticama tako što se čestic e 
na razne načine funkcionalizuju. Ovo se obavlja dodavanjem različitih 
antitela, polimernih molekula, pa čak i virusnih partikula na njihovu 
površinu (Bañobre -López et al. 2013). Ovo dovodi do toga da se nanočestica 
može prikačiti  cil jano za specifični receptor ili  neki drugi molekul koji  sa 
nalazi isključivo (ili  u većoj količini) na kancerskoj ćeli ji .  Funkcionalizacija 
gvozdenih nanočestica može značajno doprineti i  njihovoj stabilnosti u 
telesnim tečnostima. Na primer, moguće je na ovaj način modifikova t i 
interakciju nanočestice sa rastvaračem (vodom) ,  i li  ih učiniti  otpornim na 
promene u aciditetu u ekstracelularnoj tečnosti.  

 Takođe jedna od prednosti upotrebe nanočestica gvožđa i oksida 
gvožđa u terapiji tumora je činjenica da je mogu će napraviti nanočestice 
veoma malog dijametra (manjeg od 20 nanometara) koje veoma lako prolaze 
različite barijere poput krvno -moždane barijere (Paunovic et  al.  2020).  Ovo 
omogućava primenu magnetne hipertermije kod solidnih tumora centralnog 
nervnog sistema. Takođe, za razliku od konvencionalnih citostatika, ovako 
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male magnetne nanočestice lako i  brzo prodiru kroz sve delove kancerskog 
tkiva, i njihova distribucija u tkivu je relativno ravnomerna (citostatik često 
deluje samo na spoljne delove tumora dok j e njegova konentracija u 
unutrašnjosti znatno manja).   

 Oksidativni stres predstavlja jednu od najaktuelnijih tema u 
savremenoj molekularnoj medicini i danas u svetu postoji veliki broj 
laboratorija koje su specijalizovane isključivo za izučavanje ovog fe nomena. 
Skoro da ne postoji  bolest,  a da oksidativni stres nije bar jednom predložen 
kao potencijalni deo patofiziološkog mehanizma njenog nastanka. Unosom 
termina „oxidative stress“ u PubMed bazu podataka, dobija se skoro 250 000 
rezultata u vidu originalnih radova, revijskih radova i drugih publikacija 
(Zhu et al.  2019; Zimmer et al.  2020).  Nema sumnje da je oksidativno 
oštećenje ćeli ja posledica dejstva brojnih fizičkih, hemijskih i bioloških 
faktora, poreklom kako iz spoljne sredine, tako i iz unutrašnj osti ćeli je 
(Zulato et al. 2018; Ziv et al. 2020). Takođe, činjenica je da on često može 
pokrenuti veliki broj signalnih puteva u citoplazmi i jedru ćeli je,  koji mogu 
dovesti do programirane ćeli jske smrti, autofagije ,  a u nekim slučajevima i 
maligne transformacije. Ipak, treba uvek imati u vidu da je oksidativni stres 
samo jedan od brojnih mehanizama ćeli jskog oštećenja  i da njegova uloga i  
značaj u fiziološkim i patološkim procesima znatno varira od situacije do 
situacije (Marine et al.  2018; Aljobaily et al. 2020).  

 Da bismo razumeli šta je oksidativni stres, potrebno je prvo objasniti 
pojam „slobodni kiseonični radikal“. Slobodni kiseonični radikali 
(Reaktivne vrste kiseonika, engl.  Reactive oxygen species) su mole kuli 
visokog stepena reaktivnosti koji  nastaju kao posledica tendencije kiseonika 
da primi elektron, kao i hemijskim reakcijama koje nastaju kao posledica.  
Tri najznačajnija slobodna kiseonična radikala su superoksidni anjon, 
vodonik peroksid i  hidroksilni  radikal (Madkour et al. 2020; Schmidt et al.  
2021).   

Kada molekul kiseonika prihvati jedan elektron, nastaje superoksidni 
anjon:  

O2  + e−  →  •O2−  

Superoksidni anjon može reagovati sa vodonikovim jonom ,  pri čemu nastaje 
vodonik peroksid:  

2 H+  + •O− 2  + •O− 2  →  H2O2  + O2  

Vodonik peroksid može dalje da reaguje sa elektronom, odnosno da se 
redukuje na dva načina. Prvo, u prisustvu vodonikovih jona, mogu će je da 
dođe do neutralizacije i stvaranja vode:  

2 H+  + 2 e−  + H2O2  →  2 H2O 

Manje povoljna opcija po ćeli ju uključuje reakciju sa jednim elektronom, bez 
vodonikovog jona:  
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H2O2  + e−  →  HO−  + •OH 

Na ovaj način se stvara hidroksilni radikal ,  veoma reaktivan i citotoksičan .  
Ovaj molekul može u kontaktu sa velikim brojem jedinjenja i njih same 
ponekad da pretvori u slobodne radikale i na taj način se potencijal za 
izazivanje oštećenja povećava. Kod nekih jedinjenja,  sposoban je da ukloni 
vodonikov atom pri čemu se stvara takozvani alkil radial koji  je sposoban 
da ulazi u dalje reakcije (Madkour et al. 2020; Schmidt et  al. 2021) :  

•OH + RH →  H2O + R•  

Alkil radikal dalje često se sjedinjuje sa molekulom kiseonika formiraju ći 
peroksi radikal:  

R•  + O2  →  RO• 2  

Prethodne dve reakcije su karakteristične za volatilna organska jedinjenja 
(engl. volatile organic compounds), odnosno supstance koje imaju relativno 
malu tačku ključanja (manju od 250°C) i visoke vrednosti pritiska kada se 
nađu u gasovitom agregatnom stan ju. Volatilna organska jedinjenja se često 
nalaze u atmosferi, ponekad se svrstavaju u komponente zagađenog 
vazduha, ali  prisutna su takođe i u živim organizmima gde obavljaju razne 
fiziološke a ponekad i patološke uloge (Madkour et al.  2020 ; Schmidt et al .  
2021).  

 Slobodni kiseonični radikali se proizvode tokom nekoliko važnih 
fizioloških procesa ,  od kojih je možda najvažniji oksidativna fosforilacija u 
mitohondrijama. Tokom oksidativne fosforilacije na unutra šnjoj membrani 
mitohondrije dolazi do transfera  protona (jona vodonika) i elektrona, 
odnosno elektroni prelaze sa jednog proteina na drugi.  Ovo se dešava sa 
ciljem konverzije energije u ATP, takozvanu „energetsku monetu“ 
organizma. Krajnje odredište za elektrone je molekul kis eonika, pri čemu se 
kiseonik pretvara u vodu. Ovaj proces nije potpuno efikasan , čak ni u 
optimalnim uslovima, jer (relativno mali) deo kiseonika reaguje sa 
elektronom na način da se stvara superoksidni anjon:  

O2  + e−  →  •O2−  

 Drugi važan izvor slobodnih kiseoničnih  radikala u fiziološkim 
uslovima su ćeli je imunskog sistema koji radikale koriste u cilju borbe 
protiv mikroorganizma. U njima postoji poseban enzimski kompleks, 
NADPH oksidaza (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
oxidase) koji je odgovoran za katalisanje ove reakcije (Kim et al.  2021). 
Glavni radikal koji se stvara je superoksidni anjon koji  nastaje tako što 
NADPH reaguje sa dva molekula kisonika. Pored dva superoksidna anjona, 
u ovoj reverzibilnoj reakciji nastaje NADP +  i jedan jon vodonika:  

NADPH + 2O2  ↔  NADP+  + 2O2 −  + H+  

 Superoksidni anjon dalje može reagovati sa vodonik peroksidom kao 
što je ranije opisano ,  pri čemu nastaje  hidroksilni radikal. Vodonik peroksid 
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sam po sebi može nastati iz superoksidnog anjnona uz pomo ć  enzima 
mijeloperoksidaze ili superoksid dismutaze.  

 Osim toga, u imunskim ćeli jama, često je stvaranje slobodnog radikala 
poreklom iz NADPH koji može i  ne mora da bude deo metabolizma 
kiseoničnih reaktivnih molekula. To je azot monoksidni radikal koji nastaje 
na sledeći način:  

2L-arginin + 3NADPH + 3 H+  + 4O2  —> 

 2 molekula citrulina + 2NO•  + 4H2O + 3NADP+  

Ova forma azot oksida može nezavisno ispoljavati svoje toksične efekte na 
razne biološke molekule a može zajedno sa azot oksidom izgraditi takođe 
relativno toksičan peroksinitritni anjon (strukturni izomer nitrata koji se 
ponaša kao oskidans):  

O2 • −  + NO•  →  ONO2 −  

 
Ovu reakciju katališe kalci jum nezavisna, inducibilna sintaza azot oksida 
(engl. Inducible nitric oxide synthase, iNOS) koja se aktivira posredstvom 
interleukina 1 (IL-1),  tumor nekrosis faktora alfa  (TNFα) ,  interferona gama 
(IFγ) ,  i ostalih citokina i hemijskih medijatora (Kondo et al.  2021).  
 Peroksinitritni anjon može dovesti do ošte ćenja ćeli jske membrane, 
nukleinkih kiselina, kao i  velikog broja proteina. Rezultat je često smrt ćelije 
u obliku nekroze ili apoptoze. Baktericidni efekti su posledica ili direktnog 
dejstva ovog molekula, il i  indirektnog delovanja preko Fentonove reakcije 
pri čemu nastaje gvožđe u jonskom obliku. Takođe, ovaj anjon ima 
tendenciju da reaguje sa cisteinskim nastavcima u proteinskoj strukturi 
(proteini u bakterijama često u seb i imaju ovakvu strukturu) , što dovodi do 
cisteinke oksidacije i oštećenja tercijerne strukture i gubitka funkcije 
proteina (bakterijskog enzima ili  kanala) (Madkour et al. 2020 ; Schmidt et 
al. 2021).  
 U pojedinim imunskim ćelijama, poput neutrofilnih granulocita, 
slobodni kiseonični radikali mogu delovati antibakterijski na još jedan 
indirektni način: proizvodnjom hipohloraste kiseline. Hipohlorasta kiselina 
se stvara reakcijom vodonik peroksida i hloridnog anjona (vodonik peroksid 
često prethodno nastane sjedinjavanjem dva superoksidna anjona i jona 
vodonika, kao što je prethodno navedeno):  
 

H2O2  + Cl−  —> ClO−  + H2O 
 

Ovu reakciju katališe enzim mijeloperoksidaza u neutrofilima (Raskovalova 
et al.  2021). Anjon hipohloraste  kiseline ima veoma izražena antibakterijska 
svojstva, a sam po sebi je netoksičan za normalne ćeli je organizma, što ga 
čini idealnim dezinfici jensom. Za razliku od slobodnih kiseoničnih radikala, 
ne oštećuje nukleinske kiseline ćelija, pa samim tim ne ispoljava ni 
mutagena ni kancerogena svojstva.  
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 Gore navedeni molekuli sa antibakterijskim dejstvima se uglavnom 
stvaraju u organelama lizozomima u fagocitima, odnosno u takozvanim 
fagolizozomima tokom procesa varenja fagocitovanih mikroorganizama. Na 
membrani fagolizozoma nalaze se brojni hlorni i  vodonikovi kanali koji  
omogućavaju ulazak ovih jona iz citoplazme u organelu. Takođe na 
membrani su aktivni brojni enzimi, poput ve ć  navedene mijeloperoksidaze, 
NADPH oxidaze 2 (Nox2) i sintaze azot oksida. NADPH oxidaza 2 je kao što 
je prethodno naznačeno odgovorna za proizvodnju superkosidnog anjona, a 
sintaza azot oksida obezbeđuje dovoljne količine azotnog oksida  radi 
kasnijeg formiranja peroksinitritnog anjona (Madkour et al.  2020; Schmidt et 
al. 2021).  
 Stvaranje slobodnih kiseoničnih radikala radi borbe protiv 
mikroorganizama je karakteristično za neurofilne granulocite i makrofage, 
odnosno ćeli je koje su po svojoj prirodi fagociti . Kod limfocita je ovaj proces 
izražen u mnogo manjoj meri,  mada nije isključeno da kod njih slobodni 
radikali učestvuju u nekom od signalnih puteva koji  potencijalno dovode do 
modulacije enzimske aktivnosti tokom stvaranja antitela.  Kod fagocitima, 
monocit i i makrofagi takođe imaju značajno manju brzinu stvaranja 
slobodnih radikala, i  ta brzina je pod velikim uticajem citokina poput IL 1 i 
IFγ  (Nathan & Cunningham-Bussel, 2013; Zhong et al.  2021).    
 U neutrofilnim granulocitima, posebno važan enzim koji r eguliše 
stvaranje slobodnih kiseoničnih radikala je ve ć  pomenuta mijeloperoksidaza 
(Siraki, 2021). Ona može da učestvuje u stvaranju vodonik peroksida i  
hipohloraste kiseline samo uz prisustvo hema kao kofaktora. Ovaj enzim 
katalizuje i  još neke potencija lno važne reakcije poput oksidacije nekih 
aminokiselina. Posebno je važna oksidacija tirozina uz pomo ć  vodonik 
peroksida u tirozil radikal. Tirozil radikal takođe ispoljava toksični efekat 
na membranu i intraćeli jske komponente bakterija.      

U normalnim uslovima, postoji  ravnoteža između stvaranja slobodnih 
kiseoničnih radikala i sposobnosti organizma da te radikale modifikuje,  
ukloni ili  popravi oštećenja koja oni izazivaju. Kada se ova ravnoteža 
poremeti u smeru slobodnih radikala, nastaje oksidativni stres. Smatra se da 
veliki broj bolesti nastaje kao posledica dugotrajnog oksidativnog stresa u 
pojedinim organima i tkivima, ili  da oksidativni stres p redstavlja barem 
doprinoseći činilac u njihovom razvoju. Neke od ovih bolesti su koronarna 
bolest kao posledica ateroskleroze, neka maligna oboljenja, bolesti jetre i 
bubrega, plućne bolesti  kao i Parkinsonova bolest i drugi neurološki 

poremećaji (Santini et al. 2020).   

 Nivo oksidativnog stresa u tkivu se može meriti na različite načine. 
Iako je u brojnim biološkim uzorcima mogu će izmeriti koncentraciju 
superoksidnog anjona, vodonik peroksida i hidroksilnog radikala, ovo je u 
većini slučajeva nije praktično, takođe nije potrebno, i  zahteva specifična 
znanja i finansijska sredstva , barem kada su u pitanju živi sistemi ( ćeli ja,  
tkiva).  Umesto toga, većina istraživača danas meri indirektne pokazatelje 
oksidativnog oštećenja i na taj način se zaključuje o pris ustvu i koncentraciji 
reaktivnih kiseoničnih jedinjenja ,  i drugih slobodnih radikala (Madkour et 
al. 2020; Schmidt et  al.  2021).  



   
 

59 
 

 Pošto slobodni radikali oštećuju nukleinske kiseline, proizvodi ove 
interakcije su potencijalno dobar parametar prisustva rad ikala u ćeliji.  Kada 
je u pitanju DNK, 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) (Tirri et al. 2021) je 
verovatno najsenzitivniji  indikator,  i  danas postoje brojni bioeseji  i  druge 
metode za njegovo određivanje. Neki autori smatraju da je ovaj molekul 
najznačajniji pokazatelj DNK ošte ćenja tokom oksidativnog stresa, mada  je 
danas nejveći broj pubikacija fokusiran na parametre poput on ih koji 
nastaju oštećenjem ćeli jske membrane.  

 Proteinska karbonilacija i  proteinska nitracija su takođe procesi koji  se 
dešavaju kao posledica prisustva slobodnih kiseoničnih radikala. Ovo je 
naročito prisutno u tkivima bogatim proteinima poput vezivnog tkiva. 
Ukupna koncentracija proteinskih karbonilnih jedinjenja je takođe jedna od 
istraživačkih strategija merenja oksidativnog stresa. Ovakve metode su po 
svojoj prirodi kvantitativne i  mogu biti fluorometrijske, kao i  zasnovane na 
ELISA tehnici i tehnici vestern blota. Kao reagens se često kori sti  2,4-
dinitrofenilhidrazin (Burcham, 2017). Ove metode se odlikuju relativno 
visokim stepenom senzitivnosti , i  veoma su važne kada želimo da 
procenimo stepen ukupnog proteinskog oštećenja kao posledica dejstva 
reaktivnih jedinjenja poput hidroksilnog anjona. 

Sledeći način za procenu oksidativnog statusa i oksidativnog stresa u 
tkivima je merenje parametara lipidnog ošte ćenja. U kontaktu reaktivnih 
kiseoničnih radikala sa lipidima (naročito membranama pošto se one sastoje 
od lipidnog dvosloja) dolazi do lipidne peroksidacije. Tokom peroksidacije 
polinezasićenih masnih kiselina, nastaje jedinjenje malondialdehid (engl.  
Malondialdehyde, MDA), koji se može kvantifikovati u uzorcima. Za 
kvantifikaciju se koriste supstance reaktivne na tiobarbiturnu kiselinu (en gl. 
thiobarbituric acid reactive substances, TBARS). Tokom reakcije 
malondialdehida i  TBARS supstanci oslobađaju se jedinjenja crvene boje ,  
koja se može meriti kolorimetrom. Jedna od prednosti ove metode je to što 
je brza, efikasna, i  ne zahteva puno resur sa. Mana metode je činjenica da 
mnoga druga jedinjenja u ćeli ji ,  koja ne moraju imati veze sa oksidativnim 
stresom, mogu reagovati sa TBARS, i na taj način dovesti do lažno 
pozitivnog nalaza ili rezultata koji ukazuje da je oksidativno ošte ćenje veće 
nago što je u stvarnosti (Katerji et al.  2019; Lambadiari et al.  2021; Turan & 
Şimşek. 2021).  

Alternativa merenju malondialdehida bi bilo određivanje drugih 
jedinjenja koja nastaju tokom procesa lipidne peroksidacije poput  8 -izo-
prostaglandina F2α  (8-iso-prostaglandin F2α ,  8-iso-PGF2α).  Ovaj marker 
nastaje kao posledica interakcije slobodnih kiseoničnih radikala sa 
arahidonskom kiselinom (prisutnom u membranama ćeli ja). Prednost ove 
metode je što je preciznija od one sa malondialdehidom i mogu će je izvršiti 
određen stepen automatizacije pri radu (obra đivanje  velikog broja uzoraka 
u kratkom vremenskom periodu). Mana metode je što zahteva upotrebu  
masene spektrometrije i  hromatografi je (engl.  rapid ultra -high-performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry) koja zahteva 
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komplikovanu i skupu laboratorijsku opremu i osposobljenost istraživača za 
rad na njoj (Katerji et al. 2019).  

Treba istaći da direktno merenje koncentracije slobodnih radikala u 
pojedinim biološkim uzorcima, ne samo da je mo guće, već  se odlikuje 
potencijalno većim stepenom senzitivnosti u detekciji oksidativnog stresa. 
Na primer, danas postoje različite fluorescentne probe za reakti vna 
jedinjenja kiseonika, poput 5 -6-karboksi-2,7-dihlorodihidrofluorescein 
diacetata (engl.  5-6-carboxy-2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate, 
DCFDA). Ova proba nakon prolaska kroz ćeli jsku membranu i intracelularne 
modifikacije interaguje sa vodonik peroksidom pri čemu nastaje 2,7 -
dihlorofluorescein koji emituje fluorescentni signal na specifičn im talasnim 
dužinama (Katerji  et al. 2019).  Činjenica  je da većina laboratorija koristi 
indirektne metode, naročito parametre lipidne peroksidacije prevashodno 
zbog jednostavnosti i  pristupačnosti .  Međutim kada su u pitanju 
prvenstveno metodološka istraživanja gde se insistira na senzitivnosti 
merenja, direktne metode imaju svoje prednosti.  

Još jedan, ne manje važan način procene oksidativnog statusa i 
oksidativnog stresa u tkivu je merenje koncentracije i  aktivnosti 
antioksidanasa i enzima koji imaju antioksidativnu aktivnost.  Danas postoje 
testovi koji  su sposobni da izmere totalni antioksidativni kapacitet (engl.  
total antioxidant capacity).  Oni se zasnivaju na mogu ćnosti kvantifikacije 
sposobnosti uzorka da spreči proces oksida cije i  da ukloni slobodne 
kiseonične radikale i  druga jedinjenja koja imaju oksidativni potencijal 
(Rubio et al. 2016). Jedan od najčeš će korišćenih ovakvih testova je Trolox 
(engl.  6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid assay),  il i  
Trolox ekvivalent antioksidativni kapacitet (engl. Trolox equivalent 
antioxidant capacity, TEAC assay). Test se zasniva na sposobnosti uzorka da 
redukuje ABTS radikal (2,2’ -azino-bis3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) 
pri čemu dolazi do promene boje rastvora koja se može kolorimetrijski 
meriti. Ovaj test je veoma koristan za merenje antioksidativne sposobnosti 
plazme, zbog sposobnosti da indirektno kvantifikuje aktivnost albumina, 
vitamina C i vitamina E (Rubio et al.  2016).  

Još jedan koristan test za određivanje totalnog antioksidativnog 
kapaciteta uzorka je FRAP test (engl. Ferric reducing ability of plasma). Test 
je dizajniran tako da detektuje promene u boji  rastvora (takođe 
kolorimetrijski) koja nastaje zbog redukcije feri -tripiridiltriazin (Fe3+-
TPTZ) kompleksa u fero oblik tripiridiltriazina (Fe2+ -TPTZ). Verovatno 
najvažiji biološki antioksidans koji dovodi do ove redukcije je mokra ćna 
kiselina, a u manjoj meri i  vitamin C i vitamin E (Rubio et al.  2016).  

 U principu, antioksidativni status nekog uzorka se danas najčešće 
određuje ili merenjem aktivnosti značajnih antioksidativnih enzima, ili  
merenjem koncentracije malih antioksidativnih molekula , koji  sami po sebi 
nisu enzimi već  direktno neutrališu slobodne radikale. Kad su u pitanju 
enzimi, posebno se ističu njih četiri :  superoksid dizmutaza (SOD), katalaza 
(CAT), glutation peroksidaza (GPx) i glutation S transferaza (GST). 
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Prisustvo slobodnih radikala nažalost nije jedini faktor koji aktivira ove 
enzime, stoga radi procene oksidativnog stresa, potrebno je meriti  i  još neki 
prametar oštećenja tkiva poput malondialdehida  (MDA) (Leskova, 1999; 
Chistiakov et al.  2002).  

 Superoksid dismutaza je jedan od najznačajnih detoksikacionih enzima 
u ljudskom organizmu (Leskova, 1999; Chistiakov et al. 2002).  Kao što joj 
samo ime kaže, ona katališe dismutaciju, odnosno razgradnju superoksidnog  
anjona. Za celu reakciju neophodan je jon bakra koji se u reakciji redukuje 
pri čemu dolazi do oksidacije superoksida:  

 Cu2 +-SOD + O2 −  →  Cu+-SOD + O2  

Moguća je i  druga reakcija pri čemu se bakar oksiduje,  a superoksidni anijon 

redukuje:  

Cu+-SOD + O2 −  + 2H+  →  Cu2 +-SOD + H2O2   

Bakar nije jedini metal koji može biti vezan za superoksid dismutazu. Drugi 
metali  poput cinka i mangana takođe mogu na ovaj način da se oksiduju ili 
redukuju.  

 Superoksid dismutaza je naročito značajna u tkivu jetre gde se 
obavljaju različiti  biohemijski procesi uključeni u metabolizam ugljenih 
hidrata, masti i  proteina. Neki enzimi uključeni u ciklus limunske kiseline 
poput akotinaze su posebno osetl jivi na dejstvo superoksida, i b ez ovog 
enzima bi brzo bili inaktivisani,  što bi zaustavil o  proces stvaranja ATP i 
dovelo do smrti ćelije bilo u vidu apoptoze ili  nekroze  (Madkour et al.  2020; 
Schmidt et al. 2021).  

 Katalaza je još jedan važan enzim sposoban da makar delimično 
neutrališe štetno dejstvo slobodnih kiseoničnih radikala u organizmu 
(Parihar et al. 2017). Prisutan je ne samo kod čoveka, ve ć  i kod velikog broja 
životinjskih vrsta, i odlikuje se velikom efikasnoš ću i brzinom (broj 
slobodnih radikala koje može da neutrališe u jedinici vremena). Dejstvo 
katalaze u telesnim tečnostima se može primetiti  čak i  golim okom: u 
kontaktu sa vodonik peroksidom dolazi do formiranja mehuri ća, zbog 
njegove razgradnje i oslobađanja  kiseonika:  

2 H2O2  →  2 H2O + O2  

Ovo se može videti kada vodonik peroksid dođe u kontakt sa tkivom i 
tečnostima poput krvi, gnoja, uzorcima raznih ćeli jskih kultura i 
mikroorganizama.  

 Za normalno funkcionisanje katalaze, neophodan je jon gvožđa koje je 
u sastavu hem grupe kao deo samog enzima (E). Tokom reakcije sa vodonik 
peroksidom dolazi do oksidacije gvožđa ,  i na taj način nastaje O=Fe(IV) -
E(.+) kao relativno nestabilni intermedijer:  

H2O2  + Fe(III)-E →  H2O + O=Fe(IV)-E(.+) 
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Zatim dolazi do reakcije sa još jednim molekulom vodonik peroksida pri 
čemu nastaje kiseonik u vidu gasa i  inici jalno, relativno stabilno jedinjenje 
sa enzimom u kome se gvožđe nalazi u Fe(III)  obliku: 

H2O2  + O=Fe(IV)-E(.+) →  H2O + Fe(III)-E + O2  

Fe(III)-E jedinjenje se može dalje ponovo koristit i za neutralizaciju drugih 
molekula vodonik peroksida. S obzirom da se enzim  na ovaj način „ne 
troši“ i ne razgrađuje, reakcija neutralizacije se može ponavljati više hil jada, 
a možda i više miliona puta što čini k atalazu jednim od najefikasnijih 
enzima u l judskom organizmu.  

 Najveće koncentracije enzima aktalaze su prisutne intracelularno, u 
organelama peroksizomima. Peroksizomi  su izuzetno važni za normalno 
odvijanje metaboličkih osidativnih proceca ,  poput beta oksidacije 
polinezasićenih masnih kiselina. Katalaza u ovim organelama pored ostalog, 
koristi  vodonik peroksid za oksidaciju potencijalno toksičnih supstanici 
tako što uk lanja H2 nastavak:  

H2O2  + R’ H2  →  R’ + 2H2O 

Na ovaj način katalaza ostvaruje dvostruki protektivni efekat. 
Vodonik peroksid se redukuje i  nastaje voda. Međutim,  možda još važnije 
od toga, toksično jedinjenje se oksiduje što ga ponekad u potpunosti 
neutrališe, a ponekad ga pretvori u manje toksičnu formu. Primer bi bio 
alkohol koji  se u jetri tokom ovog i drugih procesa pretvara u acetaldehid. 
Mnogi fenoli, toksična aromatična jedinjenja, i toksični metaboliti pojedinih 
supstanci mogu na ovaj način da se oksiduju. Jetra je primarno mesto 
obavljanja ovih reakcija (u manjoj meri i bubreg), a hepatociti su najvažnija 
ćeli jska populacija u ovom procesu.  

  Još jedan važan enzim sa antioksidativnim dejstvom je glutation 
peroksidaza (Madkour et al. 2020 ; Schmidt et al.  2021).  Ovo u stvari nije 
jedan enzim već  je u pitanju cela famili ja enzima, koja koristi  glutation u 
cilju redukcije jedinjenja sa oksidativnim potencijalom . Danas se zna za 8 
različitih varijanti glutation peroksidaze označeni h brojevima od 1 do 8. Na 
primer, glutation peroksidaza 1 (GPx1)  je prisutna u skoro svim tkivima dok 
su druge varijante u nekim slučajevima specifične za neko tkivo ili  sistem 
organa (npr. gastrointestinalni trakt u kome ima posebno puno glutation 
peroksidaze 2 –  GPx2). Selen je najvažniji metal koji  se nalazi u ve ćini 
varijanti. Njegova uloga tokom procesa oksidacije, redukcije i detoksikacije 
štetnih materija još uvek nije dovoljno iz učena, ali  smatra se da nedostatak 
selena značajno može smanjiti  aktivnost enzima u pojedinim tkivima 
(Schmidt et al. 2021; Madkour et al. 2020).  

Najvažnija reakcija koju glutation peroksidaza katališe je reakcija glutationa 
sa vodonik peroksidom. Pri ovoj  reakciji  nastaje glutation disulfid i dva 
molekula vode:  

2GSH + H2O2  →  GS–SG + 2H2O 
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Moguća uloga selena u ovom procesu se zasniva na njegovoj sposobnosti da 
se oksiduje u formi selenske kiseline:  

RSeH + H2O2  →  RSeOH + H2O 

Glutation redukuje selen na njegovo prvobitno stanje pri čemu se glutation 
odksduje u glutation disulfid. Zalihe redukovanog glutationa se obnavljaju 
prevashodno dejstvom enzimaglutation reduktaze uz pomo ć  NADPH i jona 
vodonika:  

GS–SG + NADPH + H+  →  2 GSH + NADP+  

Glutation peroksidaza sama po sebi,  nije vitalni enzim, odnosno u 
slučaju njegovog nedostatka, drugi antioksidativni enzimi mogu da 
kompenzuju smanjenu redukciju vodonik peroksida. Ipak, danas postoje 
dokazi da smanjena aktivnost glutation peroksidaze može biti  povezana sa 
nastankom brojnih hroničnih nezaraznih bolesti, pogotovu onih asociranim 
sa procesom starenja (Shifrin et al.  1997; Hambright et al. 2017).  

 Još jedan važan enzim koji  koristi  glutation u cil ju ostvarivanja 
antioksidativnih efekata je glutation S-transferaza (Andújar-Sánchez et al. 
2015).  Ovo je takođe relativno velika familija enzima podeljena na nekoliko 
klasa. Neke klase su prisutne u citosolu ćeli ja dok su neke aktivne u 
organelama puput mitohondrija . Jedna od osnovnoh funkcija ovog enzima je 
da omogućava dejtvo glutationa na elektrofilne centre raznih organskih 
peroksida, ali i drugih potencijalno toksičnih jedinjenja (ksenobiotika). Kod 
lipofilnih ksenobiotika, glutation S-transferaza katališe konjugaciju sa 
glutationom. Ovaj proces se obavlja u jetri i bubregu i občno predstavlja deo 
takozvane druge faze detoksikacije (prva faza je modifikacija kroz 
oksidaciju, redukciju i  hidrolizu). Nakon ove faze, po potrebi sledi tre ća 
faza u kome se konjugati ksenobiotika dodatno metabolišu kako bise učinili 
hidrosolubilnim. Završni korak predstavlja ,  sledi proces ekskrecije putem 
bubrega.  

 Kao što je gore pomenuto, enzimi sa antioksidativnim dejstvom su od 
izuzetne važnosti za normalno funkcionisanje organizma ,  i u njegovoj borbi 
protiv oksidativnog stresa i oštećenja koje je njegova posledica  (Madkour et 
al. 2020; Schmidt et al.  2021). Nedostatak ili disfunkcija ovih enzima može 
biti  urođena, pa tako postoje l judi koji  imaju prirodno smanjenu aktivnost 
katalaze. Takođe smanjena aktivnost nekog od ovih enzima može biti  i  
stečena, zbog dejstva nekog spoljašnjeg  hemijskog ili  biološkog agensa. Na 
primer, bakar i  neki drugi metali u ve ćim koncentracijama se mogu ponašati 
kao nekompetitivni inhibitori katalaze. Ovo urođeno ili  stečeno smanjenje 
funkcije enzima može u pojedinim slučajevima pro ći bez značajnih posledica 
po zdravlje,  zato što drugi enzimi mogu donekle da kompenzuju nedostatak. 
Ipak, pojedini autori napominju da je smanjena aktivnost ovih enzima 
povezana sa razvojem velikog broja  patoloških  stanja i bolesti koja u osnovi 
nastaju kao posledica oksidativnog oštećenja genetskog materijala ćelije. Od 
velikog značaja u fundamentalnim medicinski m istraživanjima je postojanje 
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biohemijskih tehnika za merenje njihove koncentracije i aktivnosti jer se 
tako stiče uvid u brojne fiziološke i  patofiziološke mehanizme u organizmu 
(Madkour et al. 2020; Schmidt et al. 2021).  

 Jetra je aksesorni organ digestivnog sistema i vitalni organ u l judskom 
organizmu odgovoran za vel iki broj funkcija. Prosečna težina jetre iznosi 1,5 
kilogram što je čini najtežim unutrašnjim organom. Anatomski je podeljena 
na četiri lobusa: levi, desni, repati (kaudatni, lobus caudatus) i četvrtasti 
(lobus quadratus).  Vaskularizacija jetre se značajno  razlikuje u odnosu na 
druge unutrašnje organe. Krv u jetru ulazi preko portne vene (vena porte) i 
hepatične arteri je (arteria hepatica propria). Portna vena ima veoma velike 
vrednosti protoka krvi, oko 1,2 litara za jedan minut i  procenjuje se da je 
odgovorna za 80% snabdevanja. Razlog za ovako veliki krvni priliv je 
činjenica da skoro celokupne hranljive i druge materije (npr. toksini) koji se 
apsorbuju u tankom i debelom crevu odlaze na ovaj način u jetru gde se 
obavlja značajan deo njihovog metablizma i  eventualne detoksikacije. 
Potpuno otkazivanje jetre (hepatična insuficijencija) se po pravilu završava 
smrtnim ishodom, osim u slučaju kada usledi transplantacija (Muriel, 2017; 
Arias et al 2020).  

 Jetra nije samo odgovorna za digestivne funkcije (stvara nje žuči) i  
detoksikacione procese u organizmu. Značajan deo metabolizma ugljenih 
hidrata, masti i aminokiselina se odvija u ovom organu. Na primer, u jetri  se 
stvara i  deponuje velika količina glikogena koji  je svojevrsni „pufer“ za 
glukozu i na taj način  se nivo glukoze u krvi održava u fiziološkom opsegu 
(Muriel,  2017; Arias et al 2020). U jetri (i  delom u bubrezima) se obavlja 
ponovno stvaranje glukoze iz laktata, piruvata i aminokiselina, kroz proces 
glukoneogeneze. Takođe stvaranje lipoproteina, nosač a za holesterol i 
lipide, kao i dobar deo beta oksidacije masne kiseline i  sinteze holesterola 
obavlja se u ovom organu pod dejstvom brojnih enzima.  

 Jetra je odgovorna za sintezu skoro svih albumina u krvi,  i na taj način 
daje ključan doprinos održavanju  koloidno-osmotskog (onkotskog) pritiska 
krvi (Feldman et al.  2016) .  Kod hepatične insufici jencije nastaju periferni 
edemi, pored ostalog i zbog hipoalbuminemije i rezultuju ćeg pada ovog 
pritiska (što dovodi do prelaska tečnosti iz krvi u interstici jum). Albumini 
su pored održavanja ovog pritiska odgovorni za brojne druge funkcije krvi, 
poput transportne uloge za razne hormone (npr. hormone štitaste žlezde),  
faktore rasta, masne kiseline, hemijske medijatore i  lekove  (Feldman et al. 
2016).   

 Jetra je takođe mesto sinteze fibrinogena ,  ključnog proteina za proces 
koagulacije krvi. Takođe ,  brojni faktori koagulacije kao što su II , V, VII, IX, 
X, XI i  XII se ovde sintetišu. Isto se  odnosi i  za protein C, protein S i  
antitrombin, kao i  trombopoetin, glavni hormon koji  utiče na stvaranje 
trombocita u kostnoj srži. U slučaju hepatične insufici jencije, proces 
koagulacije i hemostaze su značajno kompromitovani. Jetra je takođe i 
značajan  rezervoar krvi, odgovorna je za skladištenje oko 10 procenata 
ukupnog krvnog volumena (oko 500 mililitara) koji se po potrebi može 
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mobilisati (u slučaju gubitka ili preraspodele u miši će tokom fizičke 
aktivnosti)  (Feldman et al. 2016) .  

 Jetra je svojevrsno skladište velikog broja vitamina, minerala, 
hormona i hemijskih medijatora  (Feldman et al. 2016) .  Ovo se naročito 
odnosi na liposolubilne vitamine: vitamin A (depo koji  može da traje par 
godina), vitamin D (nekoliko meseci),  vitamin E i  vitamin K. Od vit amina B 
kompleksa, posebno je potrebno istaći vitamin B12, koji  se skladišti  u 
količinama dovoljnim za višegodišnju rezervu. Za ovu disertaciju, od 
posebne je važnosti činjenica da jetra predstavlja depo gvožđa i prekomerno 
opterećenje gvožđem može izazvat i značajno oštećenje na ćeli jskom i 
tkivnom nivou (Muriel,  2017; Arias et al 2020).  

 Jetra ima i značajne uloge u imunskom sistemu. Mononuklearni 
fagocitni sistem (retikuloendotelijalni sistem) jetre je veoma razvijen, sastoji 
se od velikog broja aktivnih ćelija, koje su angažovane u uklanjanju 
toksičnih supstanci i  mikroorganizama koji ulaze u krv iz tankog i debelog 
creva. Kupferove ćelije (Kupffer–Browicz ćelije,  stelatni makrofagi) su 
verovatno druga po značaju ćelijska populacija,  odmah posle hepatocit a.  
Ovaj sistem je veoma kompleksan i na različite načine komunicira sa ostalim 
delovima imunskog sistema, onosno limfatičnim organima ,  poput slezine i 
limfnih čvorova. Jetra je odgovorna za proizvodnju velike količine limfe: 
pretpostavlja se da više od polovine limfe se stvara u njenom tkivu. Uz to, 
veliki broj enzima važnih za normalno funkcionisanje imunskih ćeli ja 
(poput gore pomenute katalaze) se sintetiše i  oslobađa u ovom organu 
(Muriel,  2017; Arias et  al 2020).  

 Detoksifikacioni procesi u jetri se k onstantno obavljaju, i ovo se ne 
odnosi samo na iz spoljašnje sredine  unete otrove, već  i  na potencijalno 
toksične supstance koje se prirodno stvaraju u organizmu. Tako na primer 
veliki deo amonijaka koji se stvara u crevima (od strane normalne 
bakterijske flore) mora na ovaj način da bude deaktivisan, jer bi u 
suprotnom došlo do katastrofalnog toksičnog oštećenja centralnog nervnog 
sistema. U slučaju čak i  delimične hepatične insufici jencije mnogi lekovi u 
svojim normalnim, terapijskim kocentracijama mogu postati toksični.  Na 
kraju, treba istaći da se veliki broj hormona , poput insulina, razgrađuje i  
inaktiviše u jetri ,  i  u slučaju njene disfunkcije dolazi do značajnih 
poremećaja u celokupnom endokrinom sistemu  (Feldman et al. 2016) .  

 Osnovna morfološka i  funkcionalna jedinica jetre je lobulus. Lobulus 
se sastoji od nekoliko miliona hepatocita ko ji su organizovanu u obliku 
šestougaonih ploča, a više lobulusa je međusobno razdvojeno vezivnim 
tkivom (Feldman et al.  2016) . Kroz centar lobulusa prolazi centralna vena 
(vena centralis),  a na granici 3 lobulusa se nalazi portalna trijada koja se 
obično sastoji od pet komponenti:  arterija hepatika proprija,  hepatična 
portalna vena, žučni kanali ći  ( jedan ili dva),  limfni sudovi i grane vagusa  
(Feldman et al.  2016) . Krv nakon ulaska u lobulus prolaz kroz sistem 
sinusoidalnih kapilara. Ovi kapilari,  za razli ku od običnih kapilara, većeg 
su dijametra i zapremine, i nemaju kontinuirani endotelni sloj. U 
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sinusoidalnim kapilarima dolazi do mešanja krvi koja je poreklom iz 
portalnog sistema (dovodi hranljive materije i toksine iz digestivnog trakta) 
i krvi poreklom iz hepatične arterije koja je bogata kiseonikom. 
Dezoksigenisana i detoksikovana krv iz kapilara odlazi u centralnu venu, a 
zatim u hepatičnu venu  (Feldman et al. 2016).   

 Najbrojnija i najvažnija ćeli jska populacija jetrinog parenhima su 
hepatociti, koj i  čine više od dve trećine svih ćeli ja. Hepatociti, zbog svoje 
veličine, zauzimaju još veći udeo u ukupnoj zapremini tkiva. Ostale 
značajne ćeli je su Kupferove ćeli je,  sinusoidalne endotelne ćelije, hepatične 
stelatne ćeli je i različite ćeli je imunskog sistema poreklom iz krvi. 
Sinusoidalne endotelne ćelije jetre (engl.  liver sinusoidal endothelial cells, 
LSEC), za razliku od običnih endotelnih ćelija imaju specifičnu morfologiju i  
funkcije (Feldman et al. 2016) . Nemaju strukturisanu bazalnu laminu, ali 
imaju veliki broj relativno krupnih pora ili fenestri kroz koje hranljive i 
druge materije ulaze u Disov prostor i  dalje brzo difunduju ka hepatocitima. 
LSEC ćeli je su suštinski deo retikuloendoteli jalnog sistema i imaju značajnu 
ulogu u urođenoj,  a možda i stečenoj imunosti. Na njihovoj površini nalaze 
se brojni receptori od kojih neki mogu da pokrenu signalne puteve 
uključene u proces inflamacije.  Disfunkcija LSEC ćelija predstavlja značajan 
doprinoseći činilac razvoju procesa fibroze i  ciroze he patičnog tkiva .  
Pretpostavlja se da i mnoge druge, sistemske bolesti  i  stanja u svojoj 
patogenezi makar delimično uključuju poreme ćaje u radu ovih ćeli ja 
(Muriel,  2017; Arias et  al 2020).   

 Hepatične stelatne ćelije (Ito ćeli je, perisinusoidalne ćeli je) su ćelije 
zvezdastog oblika locirane uglavnom u Disovim prostorima. Ve ćina ih je u 
inaktivisanom stanju (engl. quiescent state) ,  a nakon povrede ili toksičnog 
oštećenja jetre postaju aktivne i  sekretuju brojne proteine ekstracelularnog 
matriksa. Danas se smatra da ove ćeli je imaju ključnu ulogu u procesu 
formiranja ožiljaka i zamene jetrinog parenhima vezivnim tkivom nakon 
oštećenja. Na površini membrane imaju brojne receptore od kojih im neki  
omogućavaju komunikaciju sa nekim ćeli jama imunskog sistema kao što su 
limfociti. Ito ćeli je takođe funkcionišu kao svojevrsni depo vitamina A, 
provitamin A karotenoida i  drugih jedinjenja koja su bitna za njegovu 
sintezu u fiziološkim uslovima  (Feldman et al. 2016) .  

 Kupferove ćeli je (Kupfer–Brovic ćeli je,  stelatni makrofagi) su glavna 
populacija makrofaga jetre, locirani u sinusoidalnim kapilarima. 
Ameboidnog su oblika, velike i  nepravilne površine sa brojnim 
pseudopodijama i mikrovilima. Imaju veoma kratak životni vek od samo 
nekoliko dana. Kao i svi drugi makrofagi, njohova osnovna funkcija je 
fagocitoza i delimično pinocitoza (za male čestice).  Kupferove ćelije mogu 
internalizovati čestice različitog oblika i veličine od bakterija do delova 
celih ćeli ja poput drugih makrofaga i eritrocita  (Muriel, 2017; Arias et  al 
2020). Kupferove ćeli je, za razliku od klasičnih makrofaga (poreklom od 
monocita krvi) mogu da proliferišu u samom tkivu i na taj način održavaju i 
obnavljaju svoju populaciju. Ove ćelije mogu da stvaraju veliki broj citokina 
i hemijskih medijatora koje ponekad koriste za komunikaciju sa drugim 
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ćeli jama imunskog sistema poput limfocita,  monocita i  neutrofilnih 
granulocita.  Takođe, Kupferove ćeli je proizvode značajne količine 
reaktivnih kiseoničnih radikala ,  poput vodonik peroksida i superoksidnog 
anjona koje koriste u borbi protiv raznih mikroorganizama (Muriel, 2017; 
Arias et al 2020).  

 Kao što je rečeno ranije, hepatociti predstavljaju najbrojniju i  
finkcionalno najznačajniju ćeli jsku populaciju jetrinog parenhima. To su 
veoma velike ćeli je i  mogu imati dijametar od čak više od 150 mikrometara 
(u svrhu poređenja, dijametar eritrocita je od 7 do 8 mikrometara), mada 
njihova veličina značajno varira u zavisnosti od lokalizacije i aktivnosti. 
Citoplazma hepatocita je voluminozna, sa brojnim i vel ikim organelama od 
kojih su najznačajniji glatki endoplazmin re tikulum i mitohondrije. Ponekad 
se u citoplazmi uočavaju strukture braon boje ,  koje se uglavnom sastoje od 
pigmenta lipofuscina (Feldman et al.  2016).  

 Bitna karakteristika hepatocita ,  po kojoj  se razlikuju od većine drugih 
ćeli ja je velika kolčina glikogena u citoplazmi. Glikogen je polimer glukoze i 
u hepatocitu postoje enzimi koji ga sintetišu i razgrađuju u zavisnosti od 
potreba organizma za glukozom. Brojni hormoni regulišu proces sinteze i 
razgradnje glikogena (pa samim tim i njegovu količinu u hepatocitu) od 
kojih su najznačajniji  insulin i  glukagon. Hepatoc it i su stoga svojevrsni 
„pufer“ za glukozu koji održava glikemiju u fiziološkim granicama (3.9 -6.1 
mmol/L).  Čak i kod standardnih bojenja,  glikogen se može uočiti u vidu 
agregata, koji su veliki ako je jetra pre fiksacije bila izložena velikim 
količinama glukoze (Muriel,  2017; Arias et al 2020). Primer bi bilo tkivo 
jetre uzeto od laboratorijske životinje koja je pre žrtvovanja konzumirala 
obrok velike kalorijske vrednosti. Sa druge strane jetra laboratorijskih 
životinja koje su gladovale više dana pre  žr tvovanja je takva da se u 
hepatocitima skoro uopšte ne mogu uočiti depoi  glikogena. Glikogen se 
posebno dobro uočava kada se koristi histološka  tehnika bojenja zvana  
„periodic acid -Schiff“ (PAS bojenje pri kome su depozitiglikogena ružičasto 
obojeni) (Muriel, 2017; Arias et al 2020).  

Još jedna važna uloga hepatocita je stvaranje lipoproteina. Hepatociti 
u in vivo  uslovima stvaraju u velikim količinama lipoproteine veoma male 
gustine (very low-density lipoprotein, VLDL), lipoproteine male gustine 
(low-density lipoprotein, LDL) i lipoproteine velike gustine (high -density 
lipoprotein (HDL). U laboratorijskim uslovima , moguće je relativno lako 
napraviti ćeli jske kulture hepatocita koji su sposobni da u medijum 
sekretuju ove proteine. Samo prisustvo triglicerida u ekstracelularnoj 
tečnosti je važan faktor koji  reguliše brzinu stvaranja lipoproteina, naročito 
VLDL. Imajući u vidu ovako značajnu ulogu hepatocita u metabolozmu 
masti i proteina, nije neobično što u svojoj citoplazmi imaju veoma razvijen 
i razgranat glatki i  granulisani engoplazmatični retikulum. Takođe 
Goldžijev aparat je veoma velike zapremine što je očekiv ano imajući u vidu 
veliku sekretornu aktivnost ovih ćelija (Feldman et al. 2016) .  
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5.5. Strukturna organizacija ćelijskog jedra i hromatina  

 Ćeli jsko jedro je glavna regulatorna organela ćeli je i  mesto gde se 
nalazi najveći  deo genetskog materijala (manji deo se nalazi u 
mitohondrijama). Jedro sadrži gene koji se sastoje od lanaca 
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) , od kojih su neki neaktivni, a neki se 
aktivno prepisuju u informacionu ribonukleinsku kiselinu , koja na ovaj 
način dobija informaciju o budućem polipeptidnom lancu koji će biti 
sintetisan u citoplazmi (Pollard et al. 2016; Alberts & Hopkin, 2019 ). Kod 
kičmenjaka, većina ćeli ja ima samo jedno jedro, mada postoje brojni izuzeci 
poput eritrocita (bez jedra),  skeletnih mišićnih vlakana (po pravilu više 
jedara) ili  hepatocita ( jedno do dva jedra).  

 Jedro ima svoju ovojnicu (nuklearni omotač) ,  koja se bitno razlikuje od 
membrane same ćeli je.  U njen sastav ulaze dve membrane sačinjene od 
lipidnog dvosloja .  Spoljna membrana je faktički deo endoplazmnog 
retikuluma i zajedno sa njim čini jednu funkcionalnu celinu. Unutrašnji 
lipidni dvosloj je u bliskom kontaktu sa mrežom intermedijernih (prelaznih) 
filamenata koji  se zovu lamini i preko njih je u komunikacij i sa genetskim 
materijalom. Ovi filamenti grade jedarnu laminu, specijalizovan omotač koji 
je pored ostalog odgovoran za strukturni integritet  i  oblik ćelijskog jedra 
(Chai et al, 2021; Sferra et al. 2021) .  Između spoljnog i unutrašnjeg lipidnog 
dvosloja jedarne ovojnice nalazi se perinuklearni prostor. Debljina ovojnice 
iznosi oko 30 nanometara, mada postoje značajne varijacije u zavisnosti od 
tipa ćeli je.  

 Na jedarnoj ovojnici nalaze se brojni otvori koji  se zovu jedarne pore. 
Sam dijametar otvora (kanala) je oko 5 do 10 nanometara. Ovo nisu obični 
kanali,  već  su deo mnogo složenije mreže proteina ,  koja se zove „kompleks 
jedarne pore“. Obično u ovom kompleksu postoji  nekoliko stotina proteina i 
nekoliko desetina nukleoproteina koji su spolja u vezi sa endo plazminim 
retikulumom a unutra su u kontaktu sa jedarnom laminom. Broj jedarnih 
pora značajno varira između različitih ćeli jskih populacija, kao i  unutar 
same populacije u zavisnosti od transkripcione  aktivnosti jedra, kao i  faze 
ćeli jskog ciklusa (Pollard et al.  2016; Alberts & Hopkin, 2019) .  

 Razni proteini i kompleksi proteina , su vezani za spoljni ili unutrašnji  
lipidni dvosloj,  i  njihova uloga varira od održavanja strukturnog integriteta 
jedra do ubrzavanja transporta jedinjenja iz jedra u citoplazmu i obratno. 
Jedan od ovih kompleksa je takozvani LINC kompleks (Linker of 
Nucleoskeleton and Cytoskeleton) koji predstavlja svojevrsni „most“ 
između hromatinske strukture i citoskeleta  (Ostlund Folker et al. 2009; 
Chang et al. 2015) .  On je povezan sa oba lipidna dvosloja i  njegovi domeni 
se vezuju za jedarnom laminom, mikrotupulskim filamentima, 
perinuklearnim prostorom, centromerom i drugim delovima citoskeleta. 
Smatra se da ima veliku ulogu tokom proce sa mitoze i mejoze, tokom 
formiranja centrozoma i migracije hromozoma. Takođe, ova proteinska 
grupa učestvuje u formiranju jedarnih pora i  održavanju njihove 
funkcionalnosti u fiziološkim uslovima.  
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 Hromatin je kompleks velikog broja makromolekula i u njeg ov sastav, 
pored nukleinskih kiselina DNK i RNK ulazi veliki broj različitih proteina. 
Termin „hromatin“ je prvi uveo u 19. veku Valter Fleming, nemački biolog i 
osnivač citogenetike. Hromatin omogu ćava gusto pakovanje DNK molekula i 
na taj način veoma dugačak lanac DNK (dužine preko dva metra u prosečnoj 
diploidnoj ćeli ji) se može uskladištit i  u relativno malu zapreminu ćeli jskog 
jedra. Ova gustina pakovanja i  strukturna organizacija hromatina je još više 
fascinantna ako se ima u vidu da se u jedru stalno obavljaju različiti procesi 
transkripcije DNK za koje je neophodno da se DNK lanac „otpakuje“ u 
dovoljnoj meri kako bi postao dostupan enzimima  (Pollard et al.  2016; 
Alberts & Hopkin, 2019) .   

   Osnovni nivo hromatinske organizacije u eukariotama je nukleo zom. 
Nukleozom se sastoji  od segmenta DNK lanca koji  je obmotan oko oktamera 
proteina koji  se zovu histoni.  Postoje četiri  tipa histonskih proteina: H2A, 
H2B, H3, i  H4. Hromatin jedra se sastoji od nekoliko desetina miliona 
nukleozoma, koji su međusobno povezani segmentom DNK koji se zove 
„linker“. Linker DNK je asocirana sa H1 histonskim proteinom  (Willcockson 
et al. 2021; Yusufova et al. 2021) .  Ovakva repetitivna organizacija DNK i 
proteina na elektronskom mikroskopu podse ća na „perle na koncu“ (engl. 
„beads on a string“) i  tako se vrlo često opisuje u savremenoj literaturi.   

 H1 histon, osim što je deo spojnice između histona, ima veliku ulogu u 
stepenu kompakcije hromatina. Drugim rečima ,  stepen „uvijenosti“ 
nukleozoma, odnosno ugao pod kojim će jedna grupa nukleozoma biti 
postavljena prema drugoj, u određenoj meri zavisi od ovog proteina. U 
poređenju sa drugim histonima, H1 poseduje najve ći stepen varijabilnosti u 
svojoj strukturi, kako između različitih životinjskih vrsta, tako i unutar 
jedne vrste.  Takođe, H1 donekle stabilizuje DNK navoj oko histonske perle,  
odnosno sprečava njeno odmotavanje u fiziološkim uslovima  (Vilema-
Enríquez et al.  2020; Serna-Pujol et  al.  2021) .  

 Linker H1 histon je veoma dinamičan protein, i odlikuje se mnogo 
većim stepenom pokretljivosti u jedru u poređenju sa ostalim histonima. 
Velikom brzinom može prelaziti  iz jednog hromatinskog regiona u drugi, za 
razliku od nukleozomske perle koja ostaje relativno stacionarna. Ovo je 
zaista neobična i  nedovoljno izučena osobina  H1 histona imajući u vidu da 
je istovremeno sastavni deo organizacione strukture hromatina (i  grupe 
nukleozoma) i učestvuje u njegovoj stabilizaciji i očuvanju strukturnog 
integriteta. Dinamika H1 histona u jedru zavisi od mnogobrojnih faktora 
poput faze ćeli jskog ciklusa, stepena fosforilacije i  glikozilacije, aktivacije 
različitih signalnih puteva u jedri itd  (Chaves-Arquero et al. 2018; 
Shakibapour et al. 2019) .  

Posttranslaciona modifikacija H1 histona je redovna pojava u jedru i 
takođe utiče na stepen njegovog afiniteta za razne hromatinske regione  
(Izquierdo-Bouldstridge et al.  2017; Bednar et al. 2017) .  Acetilacija i  
metilacija lizinom, kao i fosforilacija treoninom se veoma često dešavaju i 
moguće je da utiču na procese poput odgovora DNK na ošte ćenje (npr. 
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produkima oksidativnog stresa, zračenjem itd.).  Kod matičnih i 
progenitorskih ćeli ja, ove promene u H1 histonu u nekim slučajevima  mogu 
da daju određeni doprinos procesu diferencijacije i  opredeljivanju ćeli je ka 
određenoj ćeli jskoj liniji.  Uz to, neke posttranslacione modifikacije H1 
proteina mogu da donekle utiču na stepen transkripcije DNK u 
hromatinskom regionu gde je histon prisutan  (Izquierdo-Bouldstridge et al. 
2017; Bednar et al. 2017) .  

U osnovi, postoji  četiri nivoa u organizaciji odnosno p akovanju 
hromatina. Prvi nivo se odnosi na nukleozome, odnosno spoj histona i  lanca 
DNK. Drugi nivo predstavlja vlakno dijametra od 30 nanometara u kome su 
nukleozomi povezani histonom H1. Ovim se vrši kompresija informacija od 
najmanje sto puta, što je i dalje nedovoljno da bi se genetski materijal na 
adekvatni način upakovao u zapreminu jedra. Treći nivo predstavljaju petlje 
koje hromatinska vlakna formiraju ponekad slučajno, a češće kao posledica 
kompleksnih interakcija sa nehistonskim proteienima. Smatr a se da i jedarna 
membrana ima potencijalno značaju ulogu u formiranju petl ji.  Četvrti nivo 
organizacije,  odnosno pakovanja, predstavljaja  hromatin koji se viđa tokom 
pripreme ćelije za deobu, odnosno u metafazi. Hromatin u metafazi se 
odlikuje veoma visokim stepenom kondenzacije  (Pollard et al. 2016; Alberts 
& Hopkin, 2019).   

Hromatin u jedru može da se nađe u obliku euhromatina i  
heterohromatina .  Heterohromatin je „gušće pakovana“ , odnosno više 
kondenzovana forma hromatina i manje je transkripciono aktivan, dok  je 
euhromatin bogat genima sa kojih se dobija informacija neophodna za 
sintezu proteina. Euhromatin se uglavnom javlja u vidu mikro fibrila 
dijametra oko 10 nanometara što je jednim delom odgovorno za svetli ji 
izgled tokom mikroskopiranja. Heterohromatin se javlja u dve glavne forme: 
konstitutivni heterohromatin i fakultativni heterohromatin.  Konstitutivni 
heterohromatin je mnogo manje aktivan u smislu potencijalne transkripcije ,  
odnosno prelaza u euhromatin. Fakultativni heterohromatin sa druge strane 
često može da se pretvori u euhromatin pod dejtvom različitih spoljnjih ili 
unutrašnjih činioca. Čak i u fiziološkim uslovima, faktori koji utiču na 
stepen hromatinske kondenzacije ne moraju nužno da se nalaze u jedru 
ćeli je. Primer bi bio protein kondenzin I koji je tokom interfaze prisutan u 
citoplazmi, a dejstvuje na hromozome tek nakon završet ka profaze kada 
dođe do degradacije jedarne ovojnice (Pollard et al.  2016; Alberts & Hopkin, 
2019).   

Gledano svetlosnim i elektronskim mikroskopom, hromatin u 
interfaznom jedru se prezentuje različitim strukturnim obrascima (engl. 
„structural patterns“). Ovi obrasci uveliko zavise od tipa ćeli je  (Pollard et 
al.  2016; Alberts & Hopkin, 2019) .  Na primer, limfociti  imaju raltivno 
homogeno i tamno prebojeno jedro, za razliku od hepatocita gde je uočljiv 
mnogo veći stepen heterogenosti.  Prezentacija strukturnih obrazaca 
hromatinske organizacije tokom konvencionalne mikroskopije uveliko zavisi 
i od histološke tehnike bojenja koja je upotrebljena. Na primer, klasično 
hematoksilin / eozin bojenje i  toluidin plavo bojenje (koje je upotrebljeno u 
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ovoj disertaciji) rezultuje potpuno drugačijim izgledom  ćeli jskog jedra ,  ne 
samo hepatocita,  već i bilo koje druge ćeli jske populacije.  

Danas je uglavnom nepoznanica kako i na koji način pojedini faktori 
deluju na strukturne (i  teksturalne) obrasce hromatinske organizacije u 
interfazi.  Ovo se odnosi i  na razne vrste nanočestica koje ponekad mogu 
direktno da deluju na ćeli jsko jedro. Različiti signalni putevi koji se pokreću 
kada se neki protein, hormon ili faktor rasta veže za ćeli jsku membranu 
mogu da utiču na distribuciju euhromatina i  heterohromatina u jedr u 
(Pollard et al. 2016; Alberts & Hopkin, 2019) .  Takođe ,  pojedini toksini 
indirektno mogu da dovedu do ovih promena tako što dovedu do smanjene 
ili povećane ekspresije nekih gena. Konačno, neke supstance se odlikuju 
povećanim generisanjem reaktivnih jedinjenja kiseonika, i na taj način 
indirektno oštećuju DNK izazivajući aktivaciju brojnih mehanizama 
popravke, što takođe može biti praćeno promenama u hromatinskoj 
strukturi i distribuciji .       

Prema našim saznanjima, istraživanje opisano u ovoj disertaciji je 
jedno od prvih u svetu koje je primenilo savremene informacione 
tehnologije u cil ju kvantifikacije promene teksturalnih obrazaca hromatina 
izazvanih metalnim nanomaterijalima. Takođe, ovo je prvo istraživanje koje 
je na ovaj način istraživalo promene u strukturi i  distribuciji hromatina na 
ćeli jskoj populaciji  hepatocita jetre. Dobijeni rezultati  predstavljaju 
potencijalno vrednu osnovu za buduća istraživanja vezana za spolj ašnje  
toksične činioce ,  koji dovode do reorganizacije hromatinskog 
makromolekula u ovim čeli jama.   

5.6. Primena fraktalne analize u ćelijskoj biologiji i molekularnoj 
medicini 

 Fraktalna analiza je savremeni matematički, fizički i  kompjuterski 
metod za evaluaciju fenomena samos ličnosti u različitim signalima i 
strukturama. Fraktal kao pojam je dosta teško definisati, a najprecizniji  opis 
fraktala koji se danas može naći u literaturi je: obrazac koji se odlikuje 
(skoro) beskonačnom kompleksnošću, u kome postoji sličnost na različitim 
skalama posmatranja. Drugim rečima, sistemi koji  imaju fraktalne osobine 
se odlikuju sličnošću između većih i malih delova sistema, odnosno 
sličnošću delova sistema i sistema kao celine. Dimenzija fraktala je ve ća 
odn jegove topološke dimenzije pa se stoga fraktal teško opisuje uz pomo ć  
parametara Euklidske geometrije (Sakata et al. 2019; Lagatuz et al.  2021). U 
prirodi, savršeni fraktali  ne postoje (oni se mogu kompjuterski generisati) .  
Međutim,  mnoge biološke strukture i  signali makar delimično nalikuju na 
fraktale. Primeri su brojni u svetu biljaka gde se samoponavljaju ći  i  
samoslični obrasci mogu naći  na listovima, korenju, laticama cve ća, mnogim 
plodovima itd. Mnogi prirodni fenomeni vezani za vremenske obrasce, 
geografske karakteristike planete Zemlje itd. takođe imaju ove osobine.  

Dva najznačajnija parametra fraktalne analize su fraktalna dimenzija i 
lakunarnost. Fraktalna dimenzija se može izračunati korišćenjem različitih 
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metoda, pri čemu je  danas najčešće u upotrebi klasična box -counting metoda 
(Andronache et al. 2019; Wei et al.  2021).  Ona se sprovodi korišćenjem 
relativno komplikovanog matematičkog algoritma koji  je opisan u 
metodološkoj sekciji ove disertacije,  odnosno binarizacijom 
dvodimenzionalnog signala (mikrografa), a zatim prekrivanjem serijom 
kvadrata na različitim skalama. Ovde treba napomenuti da ovakav pristup 
nije jedini, niti je moguće tvrditi da je bolji il i manje dobar u poređenju sa 
drugim strategijama. Na primer, u pojedinim softverskim platfor mama, 
poput FracLac moguće je odrediti fraktalnu dimenziju na nebinarizovanim, 
crno-belim slikama (Gray Scale format), pri čemu se često računa vrednost 
takozvane diferencijalne fraktalne dimenzije. Postoje i tipovi fraktalne 
dimenzije koji  nisu dobijeni box-counting metodom. Ipak, naša je 
pretpostavka da su promene u jednoj dimenziji  često praćene i promenama 
u dimenziji dobijenoj drugom metodom, odnosno da je eventualno 
postojanje razlike ili  korelacije u klasičnoj fraktalnoj dimenziji , praćeno 
sličnim promenama i u ostalim takvim parametrima dobijenim drugačijim 
matematičkim pristupima.  

Lakunarnost je u principu znatno teže definisati u odnosu na fraktalnu 
dimenziju. Ovaj parametar u osnovi zavisi od veličine i  broja praznina u 
fraktalnoj organizaciji ,  odnosno strukturi (Cabral et al. 2020; Aranda et al.  
2021).  Veći broj i dimenzije ovih praznina (lakuna) dovode do povećane 
lakunarnosti mada to ne mora uvek biti slučaj. Prema našem dosadašnjem 
iskustvu, strukture koje imaju veoma velika prazna polja koja z ahvataju 
najveći deo površine na mikrografu ne moraju obavezno imati veliku 
lakunarnost. Naprotiv, nedostatak vidljive tkivne ili  ćelijske strukture 
povećava donekle stepen homogenosti, pa bi po tom rezonovanju 
lakunarnost trebalo biti manja. Lakunarnost i  fraktalna dimenzija su često u 
negativnoj korelaciji,  odnosno sa povećanjem jednog parametra s manjuje se 
drugi i  obrnuto. Doduše, jačina i  uopšte postojanje ove korelacije znatno 
zavisi od načina računanja ovih parametara, od primenjene softverske 
platforme, kao i od mnogih drugih faktora.  

Tokom poslednje dve decenije,  nekoliko istraživačkih timova je 
pokušalo, sa manjim ili većim uspehom da primeni fraktalnu analizu u cilju 
ispitivanja i  detekcije programirane ćeli jske smrti.  Ovo se bazira na činjenici 
da tokom apoptoze, odnosno makar u njenim ranim fazama, kod mnogih 
ćeli jskih populacija dolazi do strukturnih promena u jedarnom hromatinu. 
Ove promene se pre svega odnose na proces kondenzacije, odnosno do 
smanjenja zapreminskog odnosa euhromatin / heterohr omatin. Kod mnogi 
ćeli ja,  kada se pokrene signalni put koji prethodi apoptozi,  mnogi geni 
(često i zbog oštećenja genoma koje obično pokreće ovaj signalni put) 
postaju transkripciono neaktivni.  

 Neki autori smatraju da euhromatin ima veće vrednosti fraktal ne 
dimenzije u poređenju sa heterohromatinom  (Bancaud et al. 2012) . Ovo je 
logično imajući u vidu da je heterohromatin u osnovi manje kompleksnija 
struktura zbog veće gustine i  stepena pakovanja i  spiralizacije.  Prema tome, 
moguće je da jedro koje je transkripciono manje aktivno, odnosno ono koje 
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je na putu da započne apoptotski proces ima manju vrednost fraktalne 
dimenzije.  Ipak, ovo je samo pretpostavka koja nije dokazana kroz 
sveobuhvatnu i validnu studiju, pogotovu kada je u pitanju svetlosna 
mikroskopi ja i konvencionalna bojenja.  

 Još jedna strukturna promena u hromatinu koja je 
karakteristična za programiranu ćelijsku smrt,  makar u nekim ćeli jskim 
populacijama je marginalizacija hromatina, odnosno pomeranje gusto 
pakovanih hromatinskih regiona uz ćeli j sku membranu (Valdez et al. 2017; 
Pulikkan et al. 2018) . Ovo bi u teoriji  trebalo da smanji vrednost fraktalne 
dimenzije zato što je struktura takvog jedra uniformnija u poređenju sa 
jedrom u kome su gusto pakovani regioni nasumice (haotično) raspoređeni. 
Ipak ovo treba uzeti sa dozom rezerve pošto marginaliza cija nije prisutna 
tokom apoptoze u svim ćeli jama. Takođe veliki broj ćeli ja (a tu spadaju i  
hepatociti) čak i kada su u fiziološkim uslovima imaju zanačajni deo 
heterohromatina koji  je raspoređen upravo uz ćeli jsku membranu. Stoga 
ostaje nejasno da li se i kako takva ćeli ja tokom apoptoze razlikuje od 
normalne, zdrave ćeli je u pogledu hromatinske distribucije u jedru. Takođe 
je nejasno da li se i u kojoj meri vrednost fraktalne dimenzije jedra kod 
takvih ćeli ja menja.  

 Jedna od prvih studija o potencijalnoj primeni fraktalne analize 
u detekciji programirane ćeli jske smrti je objavljena 2001. godine od strane 
švajcarskih naučnika Lose i Kasteli ja (Casteli & Losa, 2001). Istraživanje je 
urađeno na kulturi estrogen nesenzitivnih ćeli ja karcinoma dojke soja SK -
BR-3. Apoptoza je kod ovih ćeli ja izazvana hemijskom supstancom 
kalcimicin, koja u primenjenoj dozi od 1mM obično izaziva smrt ćeli je u 
roku od 96 časova. Za detekciju apoptoze korišćene su savremene 
citofluorometrijske tehnike poput Aneksin -V obeležavanja (tretman 
adhezionim molekulom koji  se u prisustvu kalcijuma vezuje za fofatidilserin 
na spoljnoj strani ćeli jske membrane) i  TUNEL tehnike (engl.  “Terminal 
deoxynucleotidyl transferase -mediated dUTP nick end labelling assay”).  
Takođe je u cilju karakterizacije apoptotskih ćeli ja primenjen esej 
membranske permeabilnosti tretmanom sa propidium jodidom.  

U gorenavedenoj studiji , fraktalna analiza je urađena u Fanal  ++ 
softveru koji pored ostalog omogućava klasičnu “box -counting" analizu. 
Merena je fraktalna dimenzija kako hromatina, tako i manjih komponenti 
hromatina, kao i površine ćeli jske membrane (“nuclear membrane outline”). 
Rezultati su pokazali da se fraktalna dimenzija u skoro svim uslovima 
smanjuje nakon tretmana proapoptotskom supstancom što u osnovi znači da 
je došlo do smanjenja strukturne kompleksnosti. Najvažniji  nalaz ovog rada 
je činjenica da je do smanjenja došlo pre nogo što su konvencionalni 
citofluorometrijski metodi pokazali postojanje,  odnosno početak 
programirane ćeli jske smrti (Casteli  & Losa, 2001). Drugim rečima, ova 
relativno jednostavna i pristupačna metoda je pokazala znatno veći stepen 
senzitivnosti u poređenju sa znatno kompleksnijim bio hemijskim metodama 
zlatnog standarda.  
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Losa i Kasteli  su nastavili  svoje istraživanje iz oblasti  fraktalne analize 
uradivši 2005. godine novu studiju na kulturi ćelija karcinoma dojke (Losa 
& Casteli , 2005).  Slično prethodnom istraživanju, ovde je apoptoza  izazvana 
dejtvom hemijskog toksina kalcimicina, a za detekciju ćelijske smrti 
korišćen je esej membranske permeabilnosti, TUNEL i aneksin -V 
obeležavanje.  Takođe je urađena analiza sfingolipida kroz ekstrakciju 
ukupnih lipida i  izolaciju gangliozida i glik osfingolipida.  Analiza ćeli jskog 
ciklusa je obavljena određivanjem sub -G0/G1 pika. Specifičnost ove studije 
je i  ta što je kao dodatak fraktalnoj analizi urađena teksturalna analiza uz 
pomoć matriksa simultanog pojavljivaja sivih vrednosti. Kvantifikovani  su 
parametri poput angularnog drugog momenta, korelacije,  kontrasta, 
inverznog momenta razlike i entropije. Utvrđeno je da se pojedini GLCM 
parametri hromatina poput teksturalne varijanse i  GLCM korelacije 
značajno menjaju  veoma brzo nakon delovanja proa poptotskog toksina. 
Ovaj nalaz ukazuje na značaj kombinovanja fraktalne i teksturalne (GLCM) 
analize u detekciji strukturnih i funkicionalnih promena u ćeliji tokom 
veoma ranih faza programirane ćelijske smrti, kada one još uvek nisu 
detektabilne korišćenjem standarnih biohemijskih tehnika (Losa & Casteli , 
2005).  

Još jedna eksperimentalna studija iz oblasti  primene fraktalne analize 
u izučavanju apoptoze je objavljena 2012. godine u Časopisu teoretske 
biologije (Pantic et  al. 2012). Autori su izazivali apop tozu na ćelijama U251 
humanog glioblastoma uz pomoć ultraljuičastih UVB zraka. Napravljeni su 
digitalni mikrografi korišćenjem fazno -kontrastnog mikroskopa, za zatim je, 
slično protokolu u ovoj disertaciji  urađena fraktalna analiza korišćenjem 
FracLac softvera. Ćeli je su slikane na svakih 30 minuta nakon tretmana do 
isteka 5 časova, kao i  neposredno pre i  nakon izlaganja UV zracima. Pored 
fraktalne dimenzije, ovde je kvantifikovana i fraktalna lakunarnost,  
parametar koji  je indirektni infdikator postojanja praznina (“rupa”) u 
fraktalnoj strukturi (Pantic et al. 2012). Fraktalna analiza je sprovedena 
kako na nivou jedarne strukture, tako i na nivou celokupnih ćeli ja (ovakav 
pristup je moguć kada se na mikrografima ćeli jska membrana jasno uočava) 
U studiji  je urađena relativno detaljna citofluorometrijksa analiza. Pored 
ostalog, urađeno je duplo bojenje sa aneksinom i propidium jodidom, kao i 
određivanje aktivnosti kaspaza kao enzima ključnih za pokretanje procesa 
programirane ćelijske smrti.  Takođe je kvantifi kovan proces fragmentacije 
dezoksiribonukleinske kiseline kroz analizu ćeli jskog ciklusa (Pantic et  al. 
2012).   

Interesantno je da se u ovoj studiji fraktalna dimenzija jedarne 
strukture nije značajno menjala čak ni nakon 5 sati od tretmana. Sa druge 
strane, fraktalna dimenzija cele ćeli je je se smanjila (što ukazuje na 
smanjenje kompleksnosti).  Ovo smanjenje je postalo statističi signifikantno 
već nakon 30 minuta od tretmana. Fraktalna lakunarnost jedra se značajno 
smanjila odmah nakon tretmana da bi se na kon 2 časa povećala do nivoa 
kontrole.  Konvencionalni citofluorometrijski parametri poput fragmentacije 
DNA i aneksin PI su se značajno promenili tek 2h nakon tretmana. Ovi 
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rezultati su ukazali da relativno jednostavna mikroskopsko -matematička 
analiza pokazuje veći stepen senzitivnosti u detekciji ranih stadijuma 
apoptoze u porećenju sa konvenionalnom FACS analizom. Autori su 
zaključili  da bi u budućnosti, fraktalna analiza mogla da postane značajni 
dodatak etabliranim metodama za identifikaciju apoptotskih  ćeli ja u kulturi 
u različitim fiziološkim i patološkim uslovima.  

Jedna od skorašnjih studija koja je primenila metodu fraktlane analize 
na ćelijskim kulturama je urađena na hematopoetskim kancerskim ćeli jama 
(T-limfoblastoidna linija - JURKAT i  B - l imfoidna linija - CCRF-SB). Za 
razliku od prethodnih istraživanja, ovde je apoptoza izazivana tranzientnom 
normobaričkom hipoksijom (De Bels et al. 2020). Programirana ćeli jska smrt 
je dokazana povećanjem nivoa kaspaza (konkretno kaspaze 3). Rezultati su 
pokazali da je došlo do inici jalnog povećanja strukturne kompleksnosti kod 
JURKAT i CCRF-SB ćelija. Ovaj nalaz je u suprotnosti sa našim 
opservacijama da je oštećenje ćeli je i  generalno procesi koji su u vezi sa 
destvom nekog toksičnog agensa uglavnom praćeno s manjenjem strukturne 
kompleksnosti.  Ova diskrepanca može biti posledica razlike u metodološkim 
pristupima koji  su primenjeni u različitim studijama (De Bels et  al. 2020).  

5.7. Teksturalna analiza hromatinske strukture u sklopu biosenzora za 
detekciju ćelijskog oštećenja  

 U jednoj od prethodnoj studija o promeni GLCM metode u medicini, 
vršeno je ispitivanje parametara teksture jedarnog hromatina limfocita 
periferne krvi nakon izazivanja ćelijskog oštećenja (Pantic et  al, 2016).  Ćeli je 
su tretirane oksidopaminom, derivatom dopamiina koji ima tosične efekte 
na genetski materijal ćelii je. Oksidopamin je u osnovi neurotoksin i koristi 
se u eksperimentalnoj fiziologiji za izazicanje animalnih eksperimentalnih 
modela Parkinsonove bolesti i hiperkinetičkog poremećaj a. Njegov 
najverovatniji mehanizam dejstva u neuronima i drugim ćeli jama je 
stvaranje reaktivnih kiseoničnih radikala poput vodonik peroksida, 
superoksidnog anjona i hidroksilnog radikala. Nakon toga dolazi do 
oštećenja genetskog materijala ćelije i  odgova rajućih promena u jedarnoj 
strukturi.  

 U limfocitima, oksidopamin u manjim koncentracijama dovodi do 
pokretanja signalnih puteva koji ultimativno pokreće proces programirane 
ćeli jske smrti  (Del Rio & Velez-Pardo, 2002; Pantic et al.  2016). Ovo je 
pokazano do sada na nekoliko eksperimenata, i  najverovatnije se apoptoza 
indukuje nemogućnošću mehanizama popravke u jedru da saniraju oštećenje 
izazvanog oksidativnim stresom. U jedru tokom rane apoptoze dolazi do 
kondenzacije hromatina, smanjenja transkripcionih procesa, povećanja 
odnosa heterohromatin / euhromatin, i marginalizacije dela 
heterogromatina uz jedarnu membranu. Tokom ovakvih procesa, logično bi 
bilo smanjenje kompleksnosti jedra, odnosno fraktalne dimenzije, a možda i 
povećanje lakunarnosti.  
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 U gorepomenutoj studiji, ćeli je su izlagane oksidopaminu u 
koncentracijama 100, 200 i 300 mM, a nakon 120 minuta obavljena je 
fiksacija metanolom. Ćeli je su obojene Felgen metodom koja za razliku od 
tolidin plave (korišćene u ovom doktoratu, specifična generalno za 
nukelinske kiseline) je specifična skoro isključivo za molekule DNK. GLCM 
analiza je obavljena na platformi ImageJ Nacionalnog instituta za zdravlje 
koja se zasniva na podprogramima Texture Analyzer i GLCM_TextureToo. 
Od parametara teksture, izračunati su angularni drugi moment, inverzni 
moment razlike, teksturalna korelacija, GLCM entropija i GLCM varijansa. 
Utvrđeno je da je došlo do dozno -zavisnog povećanja teksturalne entropije 
(indikator neuređenosti) hromatina, kao i do sličnog povećanja GLCM 
vrijanse. Sa druge strane, oksidopamin je izazvao dozno -zavisno smanjenje 
angularnog drugog momenta hromatinske strukture, kao i teksturalne 
korelacije.  

 Zanimljivo je da je i  u ovoj studiji urađena ROC (engl.  Receiver 
operating characteristic) analiza za tekst uralne parametre.  Ovom 
statističkom metodom, testirana je diskriminatorna sposobnost teksturalne 
analize, odnosno sposobnost razlikovanja tretiranih od netretiranih 
(intaktnih) ćeli ja.  Utvrđeno je da GLCM varijansa ima izuzetnu 
diskriminatornu moć (engl. outstanding discriminatory power) u 
razlikovanju ćeli ja tretiranih oksidopaminom u koncentraciji  300 mM od 
kontrole.  

 Ovo istraživanje sa oksidopaminom je prema našim saznanjima bilo 
prvo u svetu koje je testiralo sposobnost teksturalne analize kao svojev rsnog 
biosenzora za indirektno detektovanje promena u hromatisnkoj strukturi 
nakon indukcije oštećenja. Kad je u pitanju ova doktorska disertacija, 
studija je releventna zato što je posredno na ovaj način ispitivana 
mogućnost GLCM metoda da detektuje prome ne uzrokovane oksidativnim 
oštećenjem (ako prihvatimo teoriju da oksidopamin dominanto izaziva 
oštećenje generisanjem slobodnih kiseoničnih radikala). Zaključci studije su, 
pored ostalog, da se GLCM algoritam ima odrađeni potencijal da se koristi 
kao deo budućeg biosenzora za detekciju ćelijskog oštećenja, barem kada su 
u pitanju ćelije obojene DNK specifičnom Felgen metodom. Za sada je još 
uvek nepoznato da li bi se isti ili  slični rezultati  dobili kod limfocita 
obojenih toluidin plavim (specifično general no za nukleinske kiseline), 
Gimzom (pogodno bojenje za vizuelizaciju hromozoma) ili hematoksilin –  
eozin (pristupačno i često korišćeno bojenje prilikom histopatološke analize 
tkiva).  

 Još jedna važna studija o primeni GLCM metode za detekciju promena 
u jedarnoj strukturi izazvanih oksidopaminom je objavljena 2019. godine 
(Nikolovski et  al.  2019). Autori su ovde koristili model ćeli ja kvasnica 
(Saccharomyces cerevisiae) koji je i  do sada bio u širokoj upotrebi u 
molekularnoj biologiji i genetici.  Ovaj model  je od posebnog značaja za 
istraživanje hromatinske organizacije pošto su skoro svi geni koji  učestvuju 
u distribuciji  hromatina mapirani. Kvasnice imaju i druge prednosti u 
odnosu na neke druge in vitro modele, a to je pre svega relativno velika 
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otpornost  ovih ćeli ja na promenljive ambijetalne uslove, laka manipulacija 
prlikom tretmana različitim supstancama, mogućnost fiksiranja različitim 
fiksativima, kao i  veliki izbor tehnika bojenja koje uspešno mogu da 
vizuelizuju hromatin i njegovu distribuciju u je dru.  

 Autori su u ovoj studiji ćeli je tretirali oksidopaminom u dozi od 300 
µM (doza koja je prethodno na limfocitima uzrokovala relativno velike 
promene u GLCM parametrima). Takođe, jedna grupa ćelii ja je tretirana 
magnetitnim nanočesticama u dozi 100 mg /L. Ove nanočestice su faktički 
identične onim koje su korišćene u okviru ove doktorske disertacije.  Nakon 
tretmana kvasnica, posmatrane su ćeli je u različitim vremenskim tačkama 
(30 min, 60 min i 120 min nako tretmana) i na taj način je ispitivana 
vremenska zavisnost, odnosno promene GLCM parametara u zavisnosti od 
protoka vremena. Slično ovoj doktorskoj disertaciji ,  za određivanje GLCM 
parametara korišćena je platforma Mazda napravljena od strane istraživača 
Tehničkog univerziteta Lođ (Institut za elektro niku). Za svaku jedarnu 
strukturu, izračunate su vrednosti angularnog drugog momenta, inverznog 
momenta razlike, GLCM kontrasta, testuralne korelacije i sume varijanse 
GLC matriksa.  

 Zanimljivo je da je ovde oksidopamin doveo vremenski –  zavisnog 
smanjenja angularnog drugog momenta dok su nanočestice gvožđa oksida 
dovele do suprotnog efekta, takođe vemenski –  zavisnog. Suma varijanse 
GLCM se povećaka nakon tretmana oksidopaminom dok je ekspozicija 
nanočesticama dovela opet do suprotnog efekta. Iz svega se m ože zaključiti 
da oksidopamin donekle povećava sveukupnu heterogenost jedra na ovom 
eksperimentalnom modelu, dok nanočestice imaju delimično protektivno 
dejstvo na njegove toksične efekte. Moguće je da procesi u hromatinu koji 
prethode programiranoj ćeli jskoj smrti povećavaju strukturnu heterogenosti 
jedra, a da se protektivni efekat nanočestica ispoljava kroz povećanje 
homogenosti.  

 Potrebno je ove rezultate posmatrati sa određenom rezervom, pre 
svega zbog činjenice da je GLCM relativno nova metoda u pato logiji i 
toksikologiji  i  mnogi mehanizmi koji  potencijalno mogu da utiču na 
teksturalne parametre (pre svega na angularni drugi momenat i inverzni 
momenat razlike) još uvek nisu dovoljno istraženi. Činjenica da 
oksidopamin smanjuje angularni drugi momenat (pa samim ti i  uniformnost 
teksture) ćeli jskog jedra ne mora nužno biti posledica toksičnog ili 
proapototskog efekta ove supstance. Iako deluje logično da svaki proces koji 
dovodi do oštećenja jedra uzrokuje njegovu strukturnu degradaciju i  time 
smanjuje homogenost,  ovo ne mora biti  slučaj na svim ćeli jskim 
populacijama i u svim eksperimentalnim uslovima. Takođe, suprotni efekat 
koji na ćelijama izazivaju nanočestice gvožđa ne mora nužno da ukazuje na 
njihovo protektivno dejstvo. Moguće je jednostavno da do lazi do aktivacije 
nekog signalnog puta koji  u jedru dovodi do redistribucije euhromatina i 
heterohromatina, i  da ta redistribucija nema nikakve veze ni sa oštećenjem 
genetskog materijala, ni sa programiranom ćelijskom smrti.  
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   Gorenavedena studija je u suprotnosti sa rezultatima ove disertacije, 
barem kada je u pitanju efekat magnetitnih nanočestica. Naročito je izražena 
diskrepanca u rezultatima vezanim za angularni drugi momenat i  inverzni 
momenat razlike. Ipak potrebno je primetiti  značajnu razliku u 
metodološkom pristupu u ova dva istraživanja. U studiji sa saharomicetama 
korišćene su značajno veće doze nanočestica u poređenju sa dozama koje bi 
se u disertaciji očekivale da budu prisutne u jetrinom parenhimu, odnosno u 
neposrednoj blizini hepatocita.  Drugo, metabolizam i razgradnja 
nanočestica u jetri  i  dalje nije izučena, odnosno u jetri postoji  specifična 
mikrosredina sa velikim brojem različitih hemijskih medijatora i  drugih 
supstanci od kojih svaka može potencijalno da reaguje sa nanočesticama, a 
zatim i sa samim hepatocitima. Treće, potrebno je razmotriti  razlike u 
histološkoj obradi ćeli ja,  odnosno tkiva. U disertaciji  je tkivo jetre bilo 
obojeno toluidin plavo tehnikom (boja koja se dominantno vezuje za 
nukleinske kiseline) dok u studiji sa kvasni cama to nije bio slučaj. Konačno, 
kvasnice kao eksperimentalni model se fundamentalno razlikuju od ćeli ja 
jetre i u morfološkom i u funkcionalnom smislu. Broj gena i broj hromozoma 
je drugačiji kao i pojedini aspekti replikacije DNK. Ćelijski ciklus i sign alni 
putevi asocirani sa njim se bitno razlikuju. Kvasnice takođe imaju drugačiju 
permeabilnost za veliki broj eksternih supstanci, odnosno potencijalnih 
toksina u poređenju sa hepatocitima.    

5.8. Budućnost i ograničenja primene kompjuterskih metoda u detekciji 
strukturniuh i funkcionalnih promena u ćelijskom jedru  

Kao što je prethodno rečeno, razvoj informacionih tehnologija u 21. 
veku je doveo do velikih promena u naučnoistraživačkom radu kako u 
fundamentalnim tako i u kliničkim medicinskim naukama (Pollen et al. 
2014; Kel et  al. 2019; Liu et al.  2020). Savremeni programski algoritmi za 
analizu signala su doveli do toga da mnogi fenomeni i zakonitosti iz oblasti 
ćeli jske biologije i molekularne medicine budu opisani i  objašnjeni (Pollen 
et al.  2014; Kel et al.  2019; Liu et al.  2020).  Ipak, primena metoda 
softverskog inženjerstva u medicini je još uvek slabo izučena, i relativno 
mali broj istraživačkih timova se upušta u projekte ovog tipa. Ovo je pr e 
svega zbog kompleksnosti i multidisciplinarnosti ovakvih pristupa. Doktori 
medicine uključujući i  one koji se bave komputacionom biologijom, često 
nemaju adekvatno programersko i matematičko znanje neophodno za rad na 
odgovarajućem softveru, kao ni dovol jno iskustva kako bi na odgovarajući 
način protumačili  dobijene rezultate. Programeri sa druge strane često 
nemaju dovoljno medicinskog i biološkog znanja da bi napravili softverski 
algoritam primenljiv u fundamentalnoj ili kliničkoj medicini. U ovakvim 
us lovima, ponekad jedino rešenje je formiranje velikih multidisciplinarnih 
naučnih timova uz uključivanje stručnjaka iz IT industrije, odnosno 
programerskih firmi koji  imaju adekvatnu ekspertizu u razvoju softvera. U 
ovakve timove poželjno je učešće i  moleku larnih biologa koji  često bolje od 
lekara poznanju kompleksne molekularne procese i  signalne puteve koji se 
odvijaju u ćeli jskom jedru i u drugim ćeli jskim komponentama (Pollen et al.  
2014; Kel et  al. 2019; Liu et al.  2020).  
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Danas je jasno da ubrzani razvo j  veštačke inteligencije i mašinskog 
učenja predstavlja budućnost primene većine, ako ne i  svih informacionih 
tehnologija u medicinskom naučnoistraživačkom radu, a verovatno i u 
kliničkoj praksi.  Fraktalna, teksturalna i vejvlet analiza ni ovde ne 
predstav l jaju izuzetke. Veštačka inteligencija predstavlja širi pojam od 
mašinskog učenja i  predstavlja sve tehnologije pri kojima mašine obavljaju 
funkcije koje su karakteristične za humanu inteligenciju. Ovde spadaju 
različiti oblici vizuelne rekognicije, prepoz navanja jezika i auditornih 
signala, donošenja odluka i rešavanje kompleksnih problema (Falk et al. 
2019; Santucci-Pereira et al. 2019; Meng et al. 2020).  

Tokom poslednjih desetak godina, predloženi su brojni modeli 
mašinskog učenja koji  bi sa uspehom mog l i da se upotrebe za analizu 
dvodimenzionalnih signala, il i numeričkih podataka asociranim sa takvim 
signalima u medicini (Beig et al. 2019; Omta et al.  2020). Obično se 
klasifikuju u tri  grupe: mašinsko učenje pod supervizijom (engl. 
“supervised machine learning”), mašinsko učenje bez supervizije (engl. 
“unsupervised machine learning”) i  mašinsko učenje sa potkrepljivanjem 
(engl. “reinforced machine learning”). Kada su u pitanju numerički podaci 
analize digitalnih mikrografa poput onih dobijenih GLCM metod om, 
verovatno su najadekvatniji metodi mašinskog učenja sa supervizijom. Kod 
ovakvih tehnika, mašina (model mašinskog učenja) se izlaže seriji  ulaznih 
vrednosti i odgovarajuće izlazne vrednosti. Drugim rečima, supervizor daje 
mašini veliki broj primera gde  ulazni podaci su asocirani sa cil jem (izlaznim 
podacima). Mašina vremenom pronađe obrasce i zakonitosti i na osnovu njih 
postaje sposobna da kasnije sama klasifikuje ili predvidi izlaznu vrednost 
(WInkel et al. 2020; Beig et al.  2019; Omta et al. 2020; Zh ao et al. 2020).  

Neki od danas najčešće korišćenih metoda mašinskog učenja pod 
supervizijom su: neuralne mreže (primer: neuralna mreža zasnovana na 
višeslojnom perceptronu),     l inearni regresioni modeli,  modeli zasnovani 
na logističkoj regresiji  (primer  bi bila binarna logistička regresija),  Bajesove 
mreže, linearna diskriminantna analiza, algoritam K -najbližeg suseda i 
takozvani "Support -vector machine" model (Maroco et al.  2011; Bartmann et 
al. 2017; Tyasi et al. 2020). Ovde takođe spadaju i modeli koj i se baziraju na 
drvu odluke. Drva odluke mogu da koriste brojne komputacione algoritme 
poput CART (Classification and Regression Trees), CHAID (Chi -square 
automatic interaction detection), kondicionalnih interferentnih drva 
(Conditional Inference Trees) i  multivarijantnih adaptivnih regresionih 
grana (Multivariate Adaptive Regression Splines) (Maroco et al.  2011; 
Bartmann et al. 2017; Tyasi et al. 2020).  

  Posebna forma mašinskog učenja koja se danas sve češće koristi  u kako 
u fundamentalnim, tako i u kliničkim medicinskim istraživanjima je duboko 
učenje (Hannigan et al. 2019; Jiao et al. 2020).  Ova forma učenja obuhvata 
kompleksne pristupe zasnovane na neuralnim mrežama poput 
konvolucionih neuronskih mreža i  rekurentnih mreža Hannigan et al. 2019; 
Jiao et al. 2020). Ove metode su posebno atraktivne u računarskoj viziji za 
prepoznavanje i klasifikovanje slika, kao i za predviđanje složenih 
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fenomena u samim slikama. Prema našim saznanjima, kombinacija ovih 
strategija veštačke inteligencije i  GLCM metoda još uvek nije pokušana, ali 
ne postoji nijedan metodološki problem koji bi sprečio buduća istraživanje 
iz ove oblasti (Davidovic et al 2021).  

Primer upotrebe mašinskog učenja pod supervizijom za podatke 
dobijene radom na ovoj disertaciji bi bio da se kreira mo del gde bi angularni 
drugi moment, inverzni moment razlike, GLCM kontrast, GLCM korelacija i 
teksturalna varijansa bile ulazne vrednosti.  Izlazna vrednost bi mogao biti 
podatak da li  je ćeli ja bila izložena magnetitnim nanočesticama (dihotomna 
varijabla poput tretman=0 ili tretman=1). Jedan od najjednostavnijih modela 
koji bi u ovom slučaju mogao da se kreira je onaj zasnovan na binarnoj 
logističkoj regresiji .  Binarna logistička regresija,  iako relativno jednostavan 
pristup se u našim dosadašnjim, još uvek nepublikovanim istraživanjima na 
ćeli jskim eksperimentalnim modelima pokazala kao pouzdana strategija 
mašinskog učenja sa klasifikacionim preciznošću samo nešto manjom od 
mnogo kompleksnijih neuralnih mreža.   

Prema našim dosadašnjim iskustvima, neuralne mreže zasnovane na 
perceptronu su se pokazale kao veoma korisne za integraciju podataka 
dobijenih fraktalnom, teksturalnom i vejvlet analizom. Koncept perceptona 
se zasniva na arhitekturi koja ima ulazni sloj, j edan ili više skrivenih slojeva 
neurona i izlazni sloj.  U ovakvom pristupu, ulazni sloj bi se snabdevao 
informacijama o vrednostima fraktalne dimenzije, lakunarnosti, angularnog 
drugog momenta, inverznog momenta razlike, kontrasta i  vejvlet 
energetskih koefici jenata. Model bi mogao imati veći broj skrivenih slojeva 
neurona, mada prema našim opservacijama često je dovoljno jedan do dva 
sloja za postizanje relativno velike klasifikacione preciznosti.  Na primer, u 
prethodnom istraživanju (Davidovic et al. 2021 ) je predložena arhitektura 
mreže od dva sloja  od kojih prvi ima četiri  dok drugi ima tri  neurona. 
Izlazni sloj se zasniva na dihotomnoj varijabili  u smislu da li  je ćeli ja 
oštećena ili  ne (intaktna).  Neuronska mreža se može trenirati sa na primer 
par hil jada primera gde se mašini prezentuju ulazne i  izlazne vrednosti.  
Vremenom, model počne da selektivno usmerava protok signala ka 
specifičnim neuronima podešavajući takozvane težine/tegove i tako spozna 
obrazac odnosno zakonitost koja asocira teksturu jedra /hromatina sa 
pripadnošću ćelije eksperimentlanoj odnosno kontrolnoj grupi.  

Za razliku od nekih kompleksnijih pristupa, za stvaranje 
perceptronskog modela često nije neophodno značajna ekspertiza iz oblasti  
informacionih tehnologija,  odnosno znanje program skog jezika. Savremene 
platforme za modelovanje podataka često imaju relativno jednostavan 
korisnički grafički interfejs koji na intuitivni način omogućava treniranje 
raznih modela mašinskog učenja. Primer bi bio softverski paket SPSS 
Modeler (IBM, SPSS Corpotation, SAD). U ovom programu moguće je 
istovremeno razviti i testirati više od deset različitih modela mašinskog 
učenja, a perceptron je samo jedan od njih. U okviru perceptrona, 
dozvoljena je arhitektura sa do dva skrivena sloja,  a korisnik može sam d a 
bira koliko će neurona imati svaki sloj. Korisnik takođe može birati varijable 
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koje će biti ulazne, odnosno ciljnu varijablu. Takođe, može se odabrati 
koliko će procenat uzorka biti korišćen za treniranje mreže, a koliki za njeno 
testiranje.  Obično se koristi  nepisano pravilo da 70% uzorka bude 
upotrebljeno sa cil jem da se model "nauči" određenom pravilu, a ostalih 30% 
služi da se odredi preciznost odnosno diskriminatorna moć modela.  

Tokom testiranja perceptrona, a i  nekih drugih modela mašinskog 
učenja  potrebno je uraditi analizu diskriminatorne sposobnosti modela u 
smislu mogćnosti razlikovanja eksperimentalnih (tretiranih) od netretiranih 
ćeli ja (ili životinja ili  nekih drugih statističkih jedinica posmatranja).  Na 
primer, napravili  smo neuronsku mrežu  tako što smo je izložili  velikom 
broju GLCM vrednosti (za veliki broj ćeli ja) i za svaku ćeli ju je izložili 
vrednostima izlazne (target) varijable. Model je napravljen i testiran na 
određenom uzorku. Radi određivanja diskriminatorne moći modela, 
potrebno je uraditi takozvanu ROC (Receiver operating characteristics) 
analizu. Tokom ove analize, konstruiše se kriva u sistemu gde je na ordinati 
prikazana senzitivnost,  a na apscisi prikazana 1 -specifičnost modela. Zatim 
se izvrši merenje površine grafikona (u p rocentima) koji  se nalazi ispod 
krive. Površina između 90% i 100% bi ukazala na izuzetnu diskriminatornu 
moć. Površina između 80% i 90% bi bila odlična diskriminatorna moć. U 
principu test (ili model) kod koga je površina ospod ROC krive manja od 
60% ne bi bio koristan za dijagnostičke ili istraživačke svrhe. Prema našim 
dosadašnjim opservacijama, modeli mašinskog učenja za prepoznavanje 
oštećenja ćeli je zasnovani na GLCM parametrima često imaju ovu površinu 
oko 80% što ih čini potencijalno korisnim u brojn im oblastima patologije 
(kao dodatak konvencionalnim metodama tokom patohistološke analize 
tkiva) i patofiziologije. Ipak, ovaj podatak treba uzeti sa rezervom pošto 
klasifikaciona preciznost i  uopšte senzitivnost  ovakvih modela može 
značajno da varira. Ovo je u osnovi posledica same varijabilnosti većine  
GLCM vrednosti u različitim eksperimentalnim uslovima, odnosno činjenici 
da ovi parametri teksture značajno zavise od protokola bojenja, tipa ćeli ja 
koje se koriste u eksperimentalnom radu, softverske pl atforme (na primer 
CellProfiler prema Mazda softveru) koja se koristi za GLCM analizu, kao i 
samih uslova tokom mikroskopije (osvetl jenost, kontrast slike, saturacija 
itd.)  

Ovde treba napomenuti da kod uzoraka koji su dovoljno veliki, ROC 
analizu nije neophodno raditi na modelima mašinskog učenja, već se ona 
može sprovesti za svaki GLCM (ili  fraktalni,  vejvlet ili  neki drugi 
parametar) individualno. Ovakav pristup je već ranije sproveden u studiji 
gde su se poredili  GLCM indikatori jedarne strukture kortika lnih i 
medularnih limfocita u timusu (Pantic et al. 2013).  Na primer, u pojedinim 
slučajevima moguće je da inverzni moment razlike (koji je često jedan od 
najsenzitivnijih parametara GLCM analize) sam po sebi ima veoma veliku 
diskriminatornu moć u separac iji  dve populacije ćeli ja u fiziološkim ili 
patološkim uslovima.  

 Kada su u pitanju neuronske mreže, treba reći da je perceptron u 
osnovi samo jedna od brojnih opcija koja može da se koristi za pospešivanje 
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senzitivnosti GLCM analize. Perceptron je u stvar i jedan od 
najjednostavnijih ako ne najjednostavniji pristup u kreiranju neuronskih 
mreža. Jedna od danas često korišćenih alternativa u mašinskom učenju su 
konvolucione neuronske mreže (engl. „Convolutional neural network“),  
takođe poznate kao prostorno invarijantne veštačke neuronske mreže (engl. 
„Shift invariant artificial neural networks“, „Space invariant artificial 
neural networks“).  Konvolucione neuronske mreže imaju nekoliko bitnih 
razlika u odnosu na perceptron koje mogu da ih učine efiksnijim u pr edikciji 
kako medicinskih, tako i  nemedicinskih fenomena (Saltz et al 2018; Bos et al. 
2021).  

Konvencionalni perceptron ima takvu arhitekturu da svi neuroni 
jednog (npr. skrivenog) sloja korespondiraju sa neuronima sledećeg sloja 
dok kod konvolucionih neuronskih mreža to nije slučaj.  Povezanost „svako 
sa svakim“ može dovesti do fenomena koji  je u statistici i  mašinskom učenju 
poznat kao „overfitting“ (Chang et al. 2018; Wen et al. 2020). Ovo u osnovi 
znači da mašina donosi zaključke o obrascima i zakonitost ima organizacije 
podataka uzimajući u obzir razne rezidualne varijacije varijabli odnosno 
buku u podacima (engl. „noise“), iako ova varijabilnost ne bi trebalo da 
bude značajan faktor pri kreiranju modela. Da bi se ovaj fenomen izbegao, 
ili  makar ublažio, potrebno je na neki način regulisati mrežu, a 
konvolucione neuronske mreže upravo predstavljaju takvu regulisanu 
verziju standardnog perceptrona. One tačnije aplikuju takozvani 
„hijerarhijski obrazac u podacima“, odnosno model počinje da se stvara 
prvo od najjednostavnijih obrazaca, a zatim se nadograđuje učenjem kroz 
sve kompleksnije i  kompleksnije obrasce organizovanja podataka (Chang et 
al. 2018; Wen et al. 2020).   

Interesantno je da se konvolucione neuronske mreže upravo imaju 
potencijalno najveći znača j u računarskoj viziji  (Arafati et al. 2020; Maassen 
et al. 2021). Prepoznavanje slika i video zapisa, odnosno traženje specifičnih 
obrazaca u organizaciji i distribuciji  rezolucionih jedinica su potencijalno 
važne primene ovakvog pristupa. Danas su ove mr eže često u upotrebi kao 
deo softvera za prepoznavanje lica, il i  programa za prepoznavanje rukopisa, 
ali njihova primena u medicinskim istraživanjima (a naročito u radiologiji i 
mikroskopiji)  je danas u sve većem porastu. Fraktalna, teksturalna i vejvlet 
matematička analiza u osnovi ne daju vizuelne već numeričke podatke, ali si 
i podaci u takvom obliku mogu koristit i  za treniranje ovakvih modela. 
Procene su da će u budućnosti konvolucione neuronske mreže značajno 
unaprediti  razvoj opšte veštačke inteligenc ije (eng. „Artificial general 
intelligence),   ako se ispostavi da se ona uopšte može razviti  (Arafati et al. 
2020; Maassen et al. 2021).   

Alternativa uključivanju GLCM i drugih parametara u razvoj 
mašinskog učenja bi bilo stvaranje takozvanih „skoring“ si stema, odnosno 
manuelno dodeljivanje ocena svakom parametru teksturalne, fraktalne 
odnosni vejvlet analiza. Ovakvi sistemi već postoje u raznim oblastima 
patologije i njima se može donekle povećati senzitivnost različitih testova i  
eseja. Način na koji isp itujemo diskriminatornu moć ovih sistema je sličan 
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kao i za pojedinačne parametre: najčešće je to ROC analiza odnosno merenje 
površine ispod ROC krive.  

Pre bilo kakve praktične upotrebe kompjuterskih metoda opisanih u 
ovoj disertacije,  potrebno ih je detal jno ispitati  i  validovati na drugim 
ćeli jskim populacijama i na drugim eksperimentalnim uslovima. Kao što je 
ranije rečeno, činjenica da nanočestice utiču na promene GLCM parametara 
hromatina hepatocita obojenih toluidin plavim bojenjem, ne mora nužno da 
znači da su slične promene uočljive kod hepaticita obojenih nekom drugom 
metodom. Sličnu analogiju možemo izvesti i kada razmatramo povezanost 
kompjuterskih parametara strukturne organizacije hromatina ćeli ja jetre sa 
indikatorima oksidativnog stresa. Konač no slična istraživanja će biti 
neophodno sprovesti i na drugim animalnim eksperiemtnalnim modelima da 
bismo izvukli konačan zaključak o korisnosti ovih kompjuterskih 

algoritama.  

Sama činjenica da su u pojedinim slučajevima promene u GLCM 
parametrima praćene promenama u oksidativnom statusu, predstavlja 
veoma važan rezultat ovog istraživanja. Oksidativni stres i  uopšte promene 
oksidativnog statusa tkiva su veoma važni fenomeni ne samo u oblasti 
toksikologije, već u celokupnoj patološkoj fiziologiji . Veliki b roj bolesti i 
stanja su asocirane sa oksidativnim stresom. Ovo ne važi samo za one 
bolesti koje su posledica toksičnog delovanja nekog hemijskog agensa. 
Hronične nezarazne bolesti poput dijabetesa, neurološke bolesti poput 
Alchajmerove i Parkinsonove (za koje se inače ne zna tačan uzrok),  čak i  
neke psihijatri jske bolesti se mogu makar na neki način povezati sa 
promenama u oksidativnom statusu u pojedinim tkivima. Oksidativni stres 
je generalno poslednjih decenija postao veoma aktuelna tema u 
fundamentalnim medicinskim istraživanjima i danas postoji veliki broj 
laboratorija i  naučnih timova širom sveta kojima je ovo glavni predmet 
istraživanja (Mecocci et al. 2018).  

 Postoji mogućnost da će u budućnosti kompjuterski algoritmi 
korišćeni u ovoj disertaciji  moć i  da se upotrebe u cilju predikcije 
oksidativnog stresa u in vitro uslovima, odnosno u ćeli jskim kulturama. 
Reaktivna jedinjenja kiseonika oštećuju genetski materijal ćeli je i  mogu da 
dovedu do različitih strukturnih promena u jedru. Neke od tih promena su  
veoma male i ne mogu se uočiti  ni standardnom mikroskopijom ni 
primenom nijednog trenutno poznatog kompjuterskog algoritma  (Nathan & 
Cunningham-Bussel, 2017) .  Primeri bi bili pojedinačni prekidi ili mutacije u 
lancu DNK, ili  male lokalne izmene u spiralizaciji  DNK molekula. Ipak, 
oksidativni stres može da izazove i mnogo veće promene ekspresije 
pojedinih gena, kao i promene u aktivnosti čitavih hromatinskih re giona. U 
nekim slučajevima, ovo je praćeno redistribucijom hromatina u ćeli jskom 
jedru i promenom odnosa euhromatin / heterohromatin. Ovakve 
epigenetske alteracije je ponekad moguće uočiti tokom patohistološke 
evaluacije ali u većini slučajeva one ostaju n eprimećene. Ovo je zato što u 
normalnim, fiziološkim uslovima distribucija hromatina u jedru pokazuje 
značajan stepen varijabilnosti. Ova vatijabilnost nije ista u svim ćeli jama. 
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Primer bi bili upravo hepatociti kod kojih postoje značajne individualne 
razlike između ćelija. Ćeli je u kulture sa druge strane imaju znatno manji 
stepen heterogenosti,  delom zbog njihove morfološke i fizološke 
specifičnosti,  odnosno načina kultivisanja.  

Konačno ,  oksidativni stres često dovodi do pokretanja signalnih 
puteva u jedru i citoplazmi koji prethode ili čine deo programirane ćeli jske 
smrti  (Nathan & Cunningham-Bussel, 2017) . Ove putevi mogu (ali  i  ne 
moraju) da budu praćeni morfološkim promenama u jedru. Ove promene, 
kao što je ranije rečeno mogu da obuhvataju kondenzaciju  hromatina i  
njegovu marginalizaciju, a to ne samo da je moguće detektovati analizom 
teksture nego je često jasno vidljivo čak i korišćenjem običnog svetlosnog 
mikroskopa.  

Kada je u pitanju detekcija oksidativnog stresa, u budućnosti,  
verovatno će najveći potencijal GLCM i drugih metoda biti u identifikacije 
promena u hromatinu koje su po veličini manje od kondenzacije i  
marginalizacije,  a veće od tačkastih mutacija i  ekspresije pojedinačnih gena. 
Ovi procesi se u principu ne mogu videti svetlosnom mikrosko pijom, a sa 
druge strane dovoljno su veliki da kompjuterski (možda uz pomoć veštačke 
inteligencije) ipak budu uočeni. Međutim, istraživanja ovog tipa, još uvek 
su na početku i biće potrebno još puno napora da se ispita primenljivost i 
reproducibilnost ovakvog pristupa.  

Moguće je da će u budućnosti najveća prepreka primeni GLCM i 
drugih metoda u istraživačkom radu kliničkoj praksi biti potencijalne 
prepreke i  nejasnoće u samom metodološkom pristupu, odnosno postojanje 
različitih metodoloških pristupa i strat egija za računanje tekturalnih i 
fraktalnih parametara. Kad je u pitanju fraktalna analiza, očigledan primer 
bi bio postojanje brojnih softverskih platformi i činjenica da sve platforme 
ne koriste istu tehniku račinanja fraktalne dimenzije. Samo u okviru I mageJ 
programa Nacionalnog instituta za zdravlje SAD postoje dva različita 
podprograma za fraktalnu analizu. Jedan pod nazivom „Fractal Box Count“ 
je uključen u standardnu postavku ImageJ i  omogućava jednostavnu 
konstrukciju linije regresije u logaritamsko m sistemu brojanja kvadrata na 
različitim skalama. Drugi podprogram je mnogo kompleksniji  FracLac koji je 
korišćen i u okviru naše disertacije,  koji  često ne dolazi kao deo inici jalnog 
paketa ImageJ već ga je potrebno preuzeti i instalirati. Sam FracLac im a 
veliki broj opcija i  metodoloških pristupa u računanju fraktalnih 
parametara. Ovo uključuje standarni „box count“ na binarizovanim slikama, 
automatsko konvertovanje u binarnu formu, kao i  diferencijalnu fraktalnu 
dimenziju. Rezultati fraktalne dimenzije ova dva podprograma na istim 
ćeli jama se često značajno razlikuju. Razlike su još veće kada se fraktalna 
analiza radi u nekom drugom programu (koji nije deo softvera ImageJ). 
Ovakve metodološke i  tehničke nedoumice predstavljaju značajnu prepreku 
uspešnoj primeni fraktalne medicine u kliničkoj praksi. Zato će u 
budućnosti biti  neophodno izvrštiti  neki vid standardizacije različitih 
kompjuterskih metoda, barem kada je u pitanju njihova primena u 
medicinskim naukama.  
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Kada je u pitanju GLCM analiza, postoje s l ična ograničenja u pogledu 
postojanja različitih softverskih platformi koji na istom uzorku ćeli ja ili 
životinja mogu proizvesti potpuno različite rezultate.  Očigledan primer je 
drastična razlika koja postoji između softvera Mazda i CellProfiler. 
Međutim,  možda još značajnije ograničenje je u činenjici da rezultati 
dobijeni u jednom istom softveru mogu značajno varirati između 
individualnih eksperimenata. Primer bi bilo postojanje očigledne razlike u 
vrednostima GLCM parametara dobijenim u fiziološkim uslo vima, ali  uz 
relativno male varijacije u ekspoziciji ,  osvetljenju saturaciji  i drugim 
parametrima tokom dobijanja samih mikroskopskih slika. Prilikom 
mikroskopiranja, čak i male promene u uslovima mikroskopiranja (npr. 
količina prirodne svetlosti u prostor iji tokom pravljenja slika) može bitno 
uticati na konačne GLCM vrednosti. Zbog toga je neophodno uvek slikanje 
preparata za sve grupe unutar istog eksperimneta raditi u isto vreme, pod 
istim uslovima, a takođe za svaki eksperiment je neophodno imati zasebn u 
kontrolnu grupu životinja, odnosno ćeli ja.    

 Ipak, i  pored očiglednih ograničenja kompjuterskih metoda u analizi 
hromatinske organizacije, one imaju nesumnjive prednosti.  Sposobne su da 
na objektivan, nepristrasan način izvrše određene kalkulacije, i on e ne 
zavise od subjektivne procene i  mišljenja istraživača, odnosno lekara. Sa 
ovog aspekta, kada se porede nalazi dva ili više istrživača, reproducibilnost 
metoda je praktično 100% što nikad nije slučaj kada patolog dodeljuje ocene 
(skorove) tokom konvenc ionalne patohistološke analize.  
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6. ZAKLJUČCI  

 

1. Savremeni i inovativni metod GLCM analize je u pojedinim okolnostima u 
mogućnosti da detektuje diskretne strukturne promene hromatina 
hepatocita uzrokovane nanočesticama gvožđe (II,  III) oksida, koje nisu 
uočljive uz pomoć metoda konvencionalne svetlosne mikroskopije.  
Parametri fraktalne analize hromatinske organizacije hepatocita jetre se ne 
menjaju značajno nakon izlaganje nanočesticama gvožđe (II, III) oksida.  

2. Izlaganje nanočesticama gvožđe (II,  III) oksida u trajanju od sedam dana 
dovodi do značajnih promena u oksidativnom statusu jetre koje ukazuju na 
postojanje oksidativnog stresa. 

3. Nije utvrđena  povezanost matematičkih parametara strukturne 
organizacije hromatina hepatocita i oksidativnog statusa jetre u fiziološkim 
uslovima i nakon izlaganja nanočesticama gvožđe (II , III) oksida.  

4. Parametri teksturalne analize hromatinske organizacije imaju 
potencijalnu primenu u stvaranju savremenih i inovativnih tehnika 
mašinskog učenja i veštačke inteligencije u cil ju boljeg razumevanja 
diskretnih promena u tkivu jetre izazvanih metalnim nanomaterijalima.   
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