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Promene u strukturi hromatina hepatocita i parametri oksidativnog stresa
u jetri nakon izlaganja nanocesticama gvozde (II, III) oksida

SAZETAK

I pored postojanja studija koje ukazuju da nanocestice oksida gvozda
ne izazivaju znacajne morfoloske promene u jetri, i dalje je nepoznato da li i
u kojoj meri ove cestice uti¢u na strukturu i distribuciju jedarnog hromatina
hepatocita. Danas je ovakve promene mogude indirektno detektovati i
kvantifikovati koris¢enjem savremenih kompjuterskih metoda zasnovanih
na algoritmima fraktalne i teksturalne analize. Cilj ove disertacije je bio da
se utvrdi da li nakon izlaganja nanocesticama gvozde (II, III) oksida u
hepatocitima dolazi do ovakvih diskretnih promena koje do sada nisu bile
uocljive upotrebom konvencionalne mikroskopije, kao i da se utvrdi da li su
promene pracene pojavom oksidativnog stresa u jetri. Istrazivanje je
uradeno na ukupno 90 miseva soja C57BL/6 koji su bili izlozeni
nanocesticama u razli¢itim dozama. Digitalni mikrografi tkiva jetre su
analizirani koris¢enjem savremenih softverskih platformi pri ¢emu su za
vise od 2000 hromatinskih struktura hepatocita kvantifikovane vrednosti
fraktalne dimenzije, lakunarnosti, angularnog drugog momenta, inverznog
momenta razlike, teksturalnog kontrasta, teksturalne korelacije, teksturalne
varijanse i jo$ cetiri parametra Harove diskretne vejvlet transformacije. Za
svaku Zivotinju su takode odredeni konvencionalni parametri oksidativnog
stresa i antioksidativne zastite jetre. Rezultati istraZivanja ukazuju da je
savremeni i inovativni metod teksturalne analize zasnovan na matriksu
simultanog pojavljivanja sivih vrednosti rezolucionih jedinica u moguc¢nosti
da detektuje diskretne strukturne promene hromatina hepatocita
uzrokovane nanocesticama gvozde (II, III) oksida. Izlaganje nanocesticama
gvozde (II, III) oksida dovodi do =znacajnih promena u teksturalnoj
homogenosti i uniformnosti hromatina S$to je pradeno promenama u
oksidativnom statusu jetre. Ovi nalazi predstavljaju osnovu za dalja
istrazivanja potencijalnih toksi¢nih efekata gvozdenih nanomaterijala kao i
morfoloskih promena u jetri koje nastaju kao posledica akutne i hroni¢ne
izloZenosti nanocesticama oksida gvozda.

Kljuéne reci: hromatin, fraktal, magnetit, nanocestica, tekstura, oksidativni
status
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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 mnanoparticles 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 liver 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 effects 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
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1. UVOD

1.1. Primena savremenih kompjuterskih tehnologija u medicini

Tokom poslednje dve decenije, doslo 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 pomocu kojih je moguce kreirati brze,
fleksibilne i pristupac¢ne aplikacije za personalne kompjutere. Poslednjih
godina mnoge aplikacije se sa uspehom koriste u medicini, kako u
istrazivacke svrhe, tako i u cilju unapredenja dijagnosti¢kih i terapijskih
postupaka u klini¢koj praksi. Ove nove tehnologije omogucile su ustedu
vremena tokom rada, kao i wunapredenje preciznosti, senzitivnosti i
objektivnosti velikog broja procedura u nauc¢noistrazivackom radu i radu sa
pacijentima u okviru primarne, sekundarne i tercijarne zdravstvene zastite
(Servant et al. 2014; Briiggemann et al. 2019; Jibb et al. 2020; Monteiro et al.
2020).

Osnovna prednost uvodenja savremenih kompjuterskih tehnologija u
medicinska istrazivanja i praksu je mogucénost automatizacije, odnosno
obrade velikog broja signala, zapisa i drugih wunosa tokom kratkog
vremenskog perioda. Takode, 2znacajna prednost je objektivnost i
nepristrasnost informacionih tehnologija u odnosu na nalaze i misljenja
lekara i nauc¢nika. Stepen saglasnosti misljenja dva nezavisna strué¢njaka
prilikom analize nekog signala mnogo je manji u odnosu na stepen
saglasnosti dva kompjuterska programa. Takode, primenom inovativnih
kompjuterskih metoda u nauci omoguden je znatno vecéi stepen
reproducibilnosti, odnosno moguénosti da se prilikom ponavljanja
eksperimenta dobiju isti ili sli¢ni rezultati (Motwani et al. 2017; Liang et al.
2019; Dong et al. 2020; Sumitomo et al. 2020).

U nau¢nom radu od posebnog su znacaja nove, savremene aplikacije
za obradu medicinskih signala. Ovi signali mogu, na primer, biti relativno
prosti zapisi poput akcionog potencijala nervne celije ili miograma (zapis
kontrakcije miSi¢ne celije), ali danas postoje programi koji sa uspehom
mogu da analiziraju sloZene dvodimenzionalne signale poput radioloskog
zapisa ili mikrografa. Analiza slike u medicini je danas jedna od najbrze
rastu¢ih oblasti u fundamentalnim medicinskim istrazivanjima, upravo
zahvaljujuéi dostupnosti velikog broja novih kompjuterskih metoda koje sa
uspehom mogu izvrsiti 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 klinickom radu, kompjuterske metode za analizu slike su od
posebnog znacaja u radiologiji, gde se sa uspehom koriste za evaluaciju
rendgenskih snimaka, snimaka kompjuterizovane tomografije, ultrazvuka, i
nuklearne magnetne rezonance. Pojedine bolnice imaju ¢ak i specijalizovane
sisteme za dijagnostiku bazirane na kompjuterskoj analizi slike, koje
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pomaZzu radiologu i drugim lekarima pri postavljanju adekvatne dijagnoze
(Muscogiuri et al. 2021; Anssens et al. 2021). Danas neke od ovih metoda
ukljuc¢uju tehnologiju vestacke inteligencije, gde se koris¢enjem neuronskih
mreza na osnovu ulaznih signala (parametri slike) dobija izlazni signal u
vidu dijagnoze. Od kako je ovakva tehnologija pocela da se primenjuje u
pojedinim bolnicama, znacajno je povecana efikasnost rada pojedinih
odeljenja i smanjen broj gresaka 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 S$iroku
primenu u oblasti patologije i mikroskopije (Majumder et al. 2021; Katz et
al. 2021; Gomariz et al. 2021; Swinkels et al. 2021; Capaccio et al. 2021). Ovo
je posebno vazno imajué¢i u vidu da je patohistoloski nalaz u medicini
osnova za donoSenje brojnih terapijskih odluka, i greske u ovakvom nalazu
mogu dovesti do teskih posledica po pacijenta. Nazalost, veliki broja
patohistoloskih analiza i danas cesto zavisi od subjektivnog misljenja i
procene patologa, odnosno vrlo je mali broj preciznih i objektivnih metoda
pomocu kojih se moze izvrs$iti kvantifikacija uoc¢enih promena. Danas su u
procesu razvoja brojne kompjuterske tehnologije za kvantifikaciju
parametara mikroskopske slike, poput homogenosti, uniformnosti, entropije
(neuredenosti), dodusSe sa vrlo ograni¢enom primenom u savremenoj
patoloskoj praksi. Senzitivnost, specifi¢nost i validnost ovih metoda je jos
uvek nedovoljno ispitana. Smatra se da ¢e u buduc¢nosti one biti sa uspehom
ukljuc¢ene, makar kao pomoc¢no sredstvo tokom patohistoloske evaluacije
¢elija i tkiva i sastavljanja patohistoloskog nalaza u medicinskoj praksi
(Majumder et al. 2021; Katz et al. 2021; Gomariz et al. 2021; Swinkels et al.
2021; Capaccio et al. 2021).

Jo$ jedna znacajna prednost kompjuterskih aplikacija u medicini i
medicinskim istraZzivanjima je c¢injenica da su mnoge od njih relativno
pristupac¢ne i jednostavne za koris¢enje. Na primer, jedan od najcesce
koris¢enih softvera za analizu slike u medicinskim istrazivanjima je Image],
program dizajniran od strane Nacionalnog instituta za zdravlje SAD. Ovaj
program je besplatan, slobodno dostupan za preuzimanje i koriscéenje 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 koris¢enjem jednog ili viSe programskih jezika. Klasi¢na
aplikacija koja zahteva instalaciju na hard disku personalnog kompjutera je
obi¢no napisana u C familiji programskih jezika. Medutim danas su
aktuelne i takozvane veb aplikacije koje se pokrec¢u koriséenjem veb
pregledac¢a poput Google Chrome, Internet Explorer ili Mozilla Firefox.
Mnogi interaktivni sistemi za skladiStenje, ¢uvanje i obradu medicinskih
podataka pacijenata u bolnicama su napravljeni na ovaj nac¢in. Sa druge
strane, programi za analizu medicinskih signala su naj¢es¢e u obliku
klasi¢nog softvera koji se instalira nezavisno od veb pregledaca (Fowler et
al. 2019; Ghoussaini et al. 2021).

2



Konac¢no, potrebno je napomenuti da je tokom poslednjih deset godina
doslo do ubrzanog razvoja vestacke inteligencije, koja je omogucdila jos veci
stepen automatizacije u obradi medicinskih signala i ostalih parametara u
klini¢koj praksi i medicinskim istrazivanjima (Sawano et al. 2021; Gomariz
et al. 2021; Liang et al. 2021). Vestacka inteligencija se uglavnom zasniva na
konceptu neuronskih mreza, gde se na osnovu ulaznih signala (npr.
parametri mikroskopske slike) propustanjem informacija kroz niz povezanih
vestackih “neurona” dobija odgovarajudi izlazni signal (Sawano et al. 2021;
Gomariz et al. 2021; Liang et al. 2021). Neuronska mreZa se prethodno
“trenira” tako Sto se izlaZze velikom broju ulaznih i izlaznih signala. Iako cilj
ove disertacije nije bio kreiranje neuronske mreZe i sistema baziranog na
vestackoj inteligenciji, nije teSko zamisliti da bi u buduc¢nosti takav sistem
mogao biti formiran na osnovu koris¢enih parametara mikroskopske slike.

Nazalost, preterano oslanjanje na informacione tehnologije u medicini
ima odredene mane, i u pojedinim slucajevima moze dovesti do gresaka u
klinickom i istrazivackom radu. Za uspeSno korisé¢enje kompjuterskih
aplikacija potrebno je odredeno znanje i iskustvo iz oblasti informacionih
tehnologija, koje lekari ¢esto nemaju. To ponekad dovodi do koriscenja
aplikacije bez shvatanja kako aplikacija zaista funkcionise u smislu
kompjuterskih algoritama, S$to moze dovesti do pogresne interpretacije
dobijenih  rezultata. Zbog toga <¢e u buduénosti, narodito u
naucénoistrazivackom radu gde se primenjuju kompjuterske metode, biti
preporucljivo kreiranje multidisciplinarnih timova, wuz ukljucivanje
stru¢njaka sa odgovarajué¢im predznanjem u razvoju softvera i ostalim
rac¢unarskim tehnologijama.

1.2. Fraktalna, teksturalna i vejvlet analiza jedarne strukture i
hromatinske organizacije

Poslednjih godina u naucnoistrazivackom radu iz oblasti celijske
biologije i molekularne medicine, posebno su aktuelne kompjuterske tehnike
za analizu dvodimenzionalnih signala koje se zasnivaju na inovativnim
matemati¢kim algoritmima (Kott et al. 2021; Marsden et al. 2021). Neke od
ovih inovativnih metoda obuhvataju tehnike fraktalne, teksturalne i vejvlet
analize, uz pomo¢ kojih se mogu evaluirati promene unutar digitalnih
zapisa poput mikrografa ili radioloskih slika. Ove metode su se pokazale
kao precizne i objektivne, odnosno rezultati dobijeni njihovom primenom ne
zavise od subjektivnog misljenja 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 ¢elijama i
tkivima tokom razli¢itih eksperimentalnih uslova (Pantic et al. 2016; Bulloni
et al. 2021; Jurczyszyn et al. 2021). Moguce je da su ove metode sposobne da
na indirektni nacdin kvantifikuju strukturne promene u celijskom jedru ne
samo u smislu ultrastrukture posmatrane elektronskim mikroskopom, ve¢ i
primenom konvencionalne svetlosne mikroskopije. Ovo je posebno znacajno
za mogucu detekciju strukturnih promena u jedarnom hromatinu koje se
deSavaju tokom razli¢itih patolos8kih procesa. Hromatin bojen specijalnim
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histoloskim tehnikama, poput Toluidin plavo bojenja ili Felgen bojenja,
pokazuje specijalne obrasce (engl. "Stuctural patterns") u svojoj distribuciji
koji u teoriji mogu da se zapaze ili ¢ak identifikuju na ovaj nacin (Pantic et
al. 2017; Paunovic et al. 2019).

Fraktalna analiza je savremeni i inovativni metod pomocéu kojeg se
mogu na objektivan nacin 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 “samosli¢nosti”, odnosno
opserviranoj pojavi da mnoge bioloske strukture posmatrane na razlic¢itim
skalama imaju slli¢nost u svojoj unutrasnjoj organizaciji. Samosli¢nost je
relativno cesto 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 njihove tercijarne strukture, ili
molekul ribonukleinske ili dezoksiribonukleinske kiseline.

Hromatin kao makromolekul takode pokazuje sli¢nosti u razli¢itim
nivoima svoje organizacije, odnosno mogudée je da se na njega mogu
primeniti pojedini principi karakteristi¢ni za fraktale (Li et al. 2021;
Lieberman-Aiden et al. 2009). Neki autori smatraju da tradicionalni model
ekvilibrijumske globule ne moze adekvatno da predstavi sve molekularne,
biohemijske i biofizi¢cke aspekte hromatinske organizacije i distribucije.
Zbog toga je pre vise godina predstavlje takozvani model "fraktalni globule"
kao alternativni pristup u izucavanju hromatinske wultrastrukture i
interakcija koje se deSavaju u celijskom jedru.

Nezavisno od ovog modela, fraktalna analiza se moZe primeniti u
evaluaciji strukturnih promena u jedru ¢celije, kao metod za kvantifikaciju
kompleksnosti, odnosno minimalnih promena u kompleksnosti koje se
desavaju u ¢elijama kao posledica razli¢itih biohemijskih procesa (Dincic et
al. 2021). Jedan od najznacajnijih parametara fraktalne analize, fraktalna
dimenzija je svojevrsni indikator kompleksnosti, i danas postoje brojne
matematicke i kompjuterske tehnike za njeno racunanje. Mogude je da se
fraktalna dimenzija u pojedinim delovima jedra moZe menjati u zavisnosti
od lokalne transkripcione aktivnosti. Neki autori tvrde da transkripciono
aktivni euhromatin i neaktivni heterohromatin u pojedinim okolnostima
mogu imati razli¢ite vrednosti fraktalne dimenzije (Cherkezyan et al. 2014;
Pantic et al. 2016). Jo$ uvek je nepoznato da li je ovo slucaj u svim ¢elijama i
eksperimentalnim uslovima, kao ni da li je ovaj fenomen prisutan kada se
hromatin oboji razli¢itim histoloskim tehnikama. Takode nije poznato da li i
u kojoj meri fraktalna analiza moZe da se primeni u cilju detekcije i merenja
promena u odnosu euhromatin/heterohromatin (engl. "euchromatin /
heterochromatin ratio"). Ono $to jeste poznato je da se fraktalna analiza
moze upotrebiti za detekciju diskretnih promena koje se deSavaju u
¢elijskom jedru i hromatinu kada je celija izlozena potencijalno Stetnim
spoljnjim ili unutrasnjim agensima (Pantic et al. 2012; Liu et al. 2017).
Ostecenje celije veoma cesto ima za rezultat promenu u ekspresiji gena.
Neki od ovih gena mogu biti ukljuc¢eni u sistem DNK popravke, dok su
drugi odgovorni za brojne metabolicke procese. Postoji ¢itava grupacija
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gena koji se mnazivaju hromatinskim regulatorima, koji direktno ili
indirektno uti¢u na pakovanje DNK i proteina unutar hromatinskog
makromolekula. Mogude je da u pojedinim eksperimentalnim okolnostima
sve ovo uti¢e na stepen kompleksnosti jedarne strukture a samim tim i na
vrednosti fraktalnih paerametara poput fraktalne dimenzije ili lakunarnosti.

Primer uspesne upotrebe fraktalne analize u detekciji promena koje su
rezultat ostecenja celije je njena upotreba u evaluaciji ranih procesa koji se u
jedru deSavaju tokom apoptoze, odnosno programirane <celijske smrti
(Castelli & Losa, 2001; Pantic et al. 2012; Liu et al. 2017). Apoptoza, u ranim
fazama moze (ali i ne mora) biti prad¢ena morfoloskim promenama u
hromatinu, poput marginalizacije i kondenzacije. Takode, ovo moZe biti
praceno promenom zapreminskog i masenog odnosa euhromatin /
heterohromatin. Moguce je da su pojedini parametri fraktalne analize poput
lakunarnosti jednako senzitivni u detekciji rane apoptoze kao i tehnike
zlatnog standarda poput metoda protoéne citofluorometrije. Prethodne
studije su ukazale da ¢ak i tokom konfokalne mikroskopije zivih, neobojenih
¢elija u kulturi, fraktalni parametri mogu sa velikom preciznoséu
kvantifikovati diskretne strukturne alteracije u jedru nakon Iletalnog
izlaganja ultraljubic¢astim zracima (Pantic et al. 2012).

Teksturalna analiza je u osnovi jo§ jedan metod koji se danas kao
dodatak fraktalnoj analizi, ili nezavisno od nje, koristi za analizu
medicinskih signala (Horvat et al. 2021; Korda et al. 2021). Ovo je, ta¢nije,
¢itav skup tehnika koje se mogu upotrebiti za kvantifikovanje teksturalnih
obrazaca dvodimenzionalnih zapisa, poput radioloskih slika ili mikrografa.
Teksturalni obrasci se ¢esto menjaju, ¢ak i kada su promene u zapisu veoma
diskretne i neprimetne za ljudsko oko. Ovakva senzitivnost teksturalne
analize je doprinela tome da se ona danas wuveliko koristi u
naucnoistrazivackom radu u radiologiji, patologiji, histologiji i celijskoj
biologiji. Postoji mnogo nacina za adekvatno sprovodenje teksturalne
analize mikrografa, i oni desto wukljué¢uju kompleksne matematicke
algoritme, odnosno primenu statistike drugog reda na vrednosti
rezolucionih jedinica.

Jedan od danas najpoznatijih algoritama teksturalne analize je
zasnovan na matriksu simultanog pojavljivanja sivih vrednosti rezolucionih
jedinica, odnosno GLCM (Gray level co-occurence matrix). GLCM metoda se
bazira na dodeljivanju numeri¢ke vrednosti svakoj rezolucionoj jedinici na
digitalnom zapisu, nakon ¢ega se umesto pojedinacnih jedinica (5to je slucaj
kod nekih drugih metoda) analiziraju njihovi parovi (Horvat et al. 2021;
Korda et al. 2021). Parovi jedinica ne moraju nuzno da budu horizontalno
orijentisani, pa ¢ak ni jedinice ne moraju da budu u neposrednoj blizini
jedna drugoj. Nakon toga se primenjuju tehnike takozvane “statistike
drugog reda” ¢ime se izra¢unavaju GLCM parametri. Danas postoji nekoliko
savremenih i inovativnih softverskih platformi za teksturalnu analizu, koje
omogucavaju ¢ak i Kkorisnicima sa ogranidenim znanjem u oblasti
matematike da kvantifikuju ¢itav niz teksturalnih parametara.
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GLCM analiza se pre desetak godina wuglavnom primenjivala u
radiologiji u «cilju detekcije i evaluacije patoloskih promena u
parenhimatoznim organima. Primer bi bila njena upotreba u cilju detekcije
lezija u mozgu tokom nekih hronié¢nih neuroloskih poremecaja (Wang et al.
2019). Pokazano je da je ovu metodu mogucde primeniti kao svojevrsni
kompjuterski automatizovani dodatak konvencionalnoj analizi =zapisa
dobijenih kompjuterizovanom tomografijom, ili drugim tehnikima tokom
kojih se koristi X zracenje (Huang et al. 2021). Takode, brojne studije su sa
uspehom primenile GLCM algoritam wu analizi promena u tkivima i
organima tokom nuklearne magnetne rezonance. Ponekad su indikatori
teksture bili visoko senzitivni u detekciji stanja i bolesti u poredenju sa
subjektivnim misljenjem i nalazom radiologa.

Poslednjih godina, sve je viSe studija koje pokuSavaju da primene
GLCM metodu u mikroskopiji i ¢elijskoj 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 moguénosti da proizvedu
mikrografe veoma velikih dimenzija i rezolucije. Takode, brojni programi za
obradu slike mogu da mikrograf u digitalnom formatu modifikuju na nacin
da se pojedine karakteristike i detalji bioloskih struktura dodatno istaknu i
postanu  vidljivi tokom konvencionalne histopatoloske evaluacije.
Teksturalna analiza u ovakvim wuslovima rezultuje veoma preciznim i
senzitivnim kvantifikacijama teksturalne homogenosti, uniformnosti,
neuredenosti i drugih pokazatelja strukturne organizacije ¢elija i tkiva.

Na mikrografima se GLCM analiza moZze uspe$no primeniti na nivou
celog tkiva u cilju kvantifikacije promena u citoarhitekturi (Shamir et al.
2009; Rajkovic et al. 2016; Bhattacharjee et al. 2019). Na ovaj nacin
specifi¢nosti u meducelijskoj komunikaciji mogu da se iskaZu i pored toga
Sto za profesionalnog patologa (ili histologa) one ne moraju biti vidljive.
Teksturalna analiza tkivne citoarhitektonike je do sada sa uspehom
realizovana na obojenim preparatima slezine i bubrega. Na primer,
pokazano je da se pojedini aspekti tekstualne organizacije bubrezne medule
razlikuju kod organa koji je pretrpeo ishemijsko - reperfuzijsko ostecenje u
laboratorijskim wuslovima na animalnom eksperimentalnom modelu u
poredenju sa kontrolom. Razlike u tkivnoj arhitekturi izmedu oStecenog i
neostecenog organa su bile toliko velike da je zaklju¢eno da GLCM metod
sam po sebi ima veliku diskriminatornu mo¢ u separaciji dve grupe (Pantic
et al. 2016). Jo$ jedan primer bi bio primena teksturalne analize u evaluaciji
strukturne dezorganizacije tkiva tokom procesa fizioloSkog starenja. Ovakva
istraZzivanja su zapoceta jos 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 misi¢nog tkiva (Shamir et al. 2009).

Teksturalna analiza se pored evaluacije citoarhitektonike, danas u
mikroskopiji uspe$no primenjuje i za evaluaciju individualnih ¢elija i
¢elijskih komponenti (Kanai et al. 2020). Kvantifikacija teksturalnih
obrazaca se moZe sprovesti kako na nivou cele celije, 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 pojedina¢nih <¢elija, bilo
stvaranjem “regiona interesa” pojedine celijske komponente u nekom
softveru za analizu slike. Moguce je da je jedro danas u najvec¢em fokusu
ovakvih studija posto se teksturalni obrasci hromatinske organizacije i
distribucije drasti¢no mogu menjati ¢ak i tokom minimalnih fizioloskih ili
patoloskih promena u okruZenju <celije. Redistribucija euhromatina i
heterohromatina koja nastaje kao posledica epigenetskih promena (povecane
ili smanjene ekspresije pojedinih gena) veoma ¢esto uti¢e na ove teksturalne
obrasce i to se moZe manifestovati kroz drugacije vrednosti pojedinih GLCM
parametara (Kanai et al. 2020).

U proslosti, 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, uniformnost i ostale karakteristike
strukture i sa uspehom se mogu koristiti za evaluaciju morfoloskih alteracija
u jedru nakon dejstva nekog spoljasnjeg ili unitrasnjeg faktora. Na primer,
tokom maligne transformacije ¢elije, jedro moZe pretrpeti odredene promene
u teksturalnoj homogenosti. Prethodna istrazivanja su pokazala da su GLCM
hromatinski indikatori potencijalni biomakeri nekih maligniteta kao Sto je
papilarni tiroidni karcinom (Dincic et al. 2020).

Teksturalna analiza je takode prethodno sa uspehom primenjena u
cilju kvantifikacije redistribucije hromatina koja se odvija tokom
programirane celijske smrti (Losa & Casteli, 2005). Sli¢no kao kod fraktalne
analize pojedini GLCM parametri su potencijalno senzitivni u identifikaciji
¢elija koje su u ranoj apoptozi, odnosno neposredno nakon delovanja
proapoptotskog hemijskog agensa. Mogucée je da kondenzacija i
marginalizacija hromatina, odnosno promena odnosa heterohromatin /
euhromatin i ovde ima veliki znacaj, slicno kao kod radunanja fraktalne
dimenzije i lakunarnosti. Ovakvo koris¢enje GLCM je znacajno i zbog
¢injenice da je ova metoda relativno brza, pristupac¢na i ne zahteva znacajna
finansijska i materijalna sredstva, Sto cesto nije slucaj sa proto¢nom
citofluorometrijom. Kona¢no, GLCM analiza se moze upotrebiti u cilju
evaluacije efekata potencijalno toksi¢nih supstanci na celijsko jedro i
genom. Ovo je prethodno pokazano u in vitro eksperimentima sa
neurotoksinom oksidopaminom (Dimitrijevic et al. 2016) i raznim
nanomaterijalima poput nanocestica srebra i gvozda (Nikolovski et al. 2019;
Pantic et al. 2020). Posebno su od znacaja skorasnja publikovana istrazivanja
uradena sa nanocesticama oksida gvozda (magnetitne nanocestice) na
eksperimentalnom ¢elijskom modelu kvasnica, gde je pokazano da ovakvi
materijali, ¢ak i u veoma malim koncentracijama bitno uti¢u na teksturalne
karakteristike celijskog jedra. Medutim i pored ovakvih studija, jos uvek je
nedovoljno poznato da li i u kojoj meri se GLCM i drugi teksturalni
matematicki algoritmi mogu koristiti za procenu toksi¢nih efekata razlicitih
Stetnih hemijskih agenasa.



Jos jedan savremeni i inovativni komputacioni algoritam za
kvantifikaciju teksture celija i tkiva je takozvana “vejvlet analiza” (Avci et
al. 2014; Brandao et al. 2017; Paunovic et al. 2021). Ona se c¢esto 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 matematic¢koj analizi specifi¢nih
talasa unutar nekog signala (naj¢esS¢e dvodimenzionalnog). Postoji veliki
broj, ¢esto veoma kompleksnih matemati¢kih postupaka pomocu kojih se
ovo moze ostvariti, ali jedan od konvencionalnih i Siroko prihvacenih je
takozvana “diskretna vejvlet transformacija”. Ovom tehnikom se mogu
kvantifikovati vejvlet koeficijenti i mnjihove energije koje u osnovi
predstavljaju jo$ jedan deskriptor teksture (¢esto kao dodatak standardnim
GLCM parametrima). Strukturna heterogenost mozZze u pojedinim
eksperimentalnim okolnostima bitno wuticati na vrednosti vejvlet
koeficijenata. 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 ¢elijskoj biologiji. Mnogi aspekti koris¢enja vejvlet analize
u medicini su neistrazeni i ta c¢injenica otvara mogucnosti njene dalje
primene u naucnoistrazivackom radu (Avci et al. 2014; Brandao et al. 2017;
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 objasnjavao nacin distribucije i
pakovanja hromatina u jedru. Ovaj model uvazava nivoe slobodne energije
polimera, teznju bioloskih sistema ka povecdanju entropije (stepena
neuredenosti), kao i ostale biofizicke mehanizme u organizaciji polimera u
zivim organizmima. Po ovom modelu, kod relativno retko pakovanih
polimera, postoji tendencija ka formiranju nasumicé¢nih spirala i takozvanih
idealnih lanaca. Idealni lanac podrazumeva polimer u kome je verovatnocda
interakcije ¢ak i veoma udaljenih monomera ekstremno mala. Nasumic¢ne
spirale se u praksi zaista desSavaju kada je gustina pakovanja bioloskih
makromolekula veoma mala. Kad je u pitanju hromatin, ovo bi znacilo da
kod retkog pakovanja, verovatnoca kontakta i interakcije dva udaljena
lokusa mala (Mirny, 2011; Li et al. 2021). Medutim, u vedéini slucajeva,
hromatin se pakuje mnogo gusce, odnosno postoji mnogo veci broj lokusa
po jedinici zapremine jedra. Ovo ¢esto onemogucdava nasumicénu
spiralizaciju i formiranje idealnih lanaca. Prema ekvilibrijumskom modelu,
kada je polimer komprimovan u izuzetno malom prostoru, ili kada je stepen
privlacenja monomera veéi od tendencije sistema da povecava entropiju,
dolazi do takozvane tranzicije ,lanac - globula” ili ,lanac -
ekvilibrijumska globula”. Tokom formiranja ekvilibrijumske globule, dolazi
do povecdanja gustine i smanjenja zapremine prostora koje zauzuma polimer.
Ova zapremina je u linearnoj korelaciji sa duZinom polimera dok sa druge
strane gustina monomera je nezavisna od ove duZine. Frakcija volumena
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koju zauzimaju monomeri ostaje konstantna. Ovo je bitna razlika u odnosu
na biofizicke zakonitosti koje postoje kod nasumicne 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
klasi¢cnom ekvilibrijumskom modelu pakovanja i distribucije hromatina u
¢elijskom jedru. Prema ovom modelu, ribonukleinska (RNK) i
dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) u hromatinu se delimi¢no organizuju
prema fraktalnim principima. Uvijanje DNK oko histonskog oktamera u
nukleozomu ima odredene sli¢nosti sa uvijanjem vece grupe nukleozoma.
Dalja spiralizacija kroz solenoidne strukture kao i formiranje hromatinskih
niti pokazuje jos vedi stepen samosli¢nosti kada se posmatra na razlic¢itim
skalama. Isto vazi i za fenomen superspiralizacije DNK kojim se postiZe jo$
veéa kompaktnost i gustina pakovanja hromatina. Ovakav nac¢in pakovanja
omogucava da se veliki broj gena, a samim tim i velika koli¢ina informacija
deponuje u relativno maloj zapremini jedra (Smrek & Grosberg, 2015; Zhou
& Gao, 2020).

Prema fraktalnom modelu, tokom smanjenja zapremine polimera,
odnosno povecdanja njegove gustine, dolazi do formiranja takozvane
.fraktalne globule” (Smrek & Grosberg, 2015; Zhou & Gao, 2020). Za razliku
od ekvilibrijumske globule, kod fraktalne globule skaliranje razdaljine
izmedu dva kraja lanca unutar polimera se odvija po drugacijim biofizickim
prncipima (Mirny, 2011). Skaliranje ove razdaljine se kod fraktalne globule
odvija na jednotrecinski stepen, u poredenju sa stepenom od jedne polovine
kod ekvilibrijumske globule. Kada bi se napravio grafikon kod koga se na
apscisi nalazi verovatnoca kontakta izmedu 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 pocetku linearan, a kasnije dostiZe plato.

Verovatno jedna od najznacajnijih  teorijskih  karakteristika
ekvilibrijumske globule je tendencija ka formiranju ¢vorova. Ovo proizilazi
iz same nasumic¢ne organizacije polimera u ovakvom konceptu i dolazi do
izrazaja ve¢ u inicijalnim fazama tranzicije ,lanac - globula”. Cvorovi se
razlikuju po veli¢ini, prostoru koji zauzimaju, kao i dinamici formiranja i
nestajanja. Medutim u praksi, kod bioloskih makromolekula poput
hromatina, formiranje ¢vorova je relativno retko, $to je potvrdeno kako
biohemijskim metodama poput FISH tehnike, tako i kroz kreiranje
matemati¢ckih kompjuterskih modela. 3D kompjutersko modelovanje
hromatinske organizacije je pokazalo da u okviru hromatinske strukture
postoje relativno homogena polja sa visokim stepenom uniformnosti $to bi
bilo u suprotnosti sa organizacijom u kojoj dominiraju ¢vorovi manjih ili
vec¢ih dimenzija. Ovo je verovatno jedan od najja¢ih argumenata protivnika
ekvilibrijumskog modela hromatinske strukture i navelo je mnoge
istraZivace da prihvate fraktalni koncept (Smrek & Grosberg, 2015; Zhou &
Gao, 2020).



Potrebno je ista¢i da mnogi aspekti vezani za fraktalnost DNK
molekula i hromatina kao celini ostaju nejasni i neistraZzeni. Ovo se odnosi
pre svega na biofizi¢ke principe pakovanja hromatinskog makromolekula u
jedru, ali i na¢ina na koji spoljnji ¢inioci uti¢u na tu fraktalnost. Nejasno je
da li i u kojoj meri je fraktalna analiza hromatna uopste primenljiva i
znacdajna kada je u pitanju evaluacija hromatinske organizacije na razli¢itim
skalama. Takode, ostaje nepoznato da Ili neki hemijski agensi poput
nanomaterijala, koji imaju specifi¢ne hemijske i fizicke 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 cesto predstavlja savrSenu kruznicu (cirkularnost jedarne
membrane je veoma blizu vrednosti 1). Po ovoj karakteristici, hepatociti se
¢esto isticu u odnosu na ostale celije jetre (endotelijalne, Kupferove) koje
¢esto imaju izduzeno ili poligonalno jedro. Hromatin hepatocita je u velikoj
meri heterogen i ovo takode predstavlja razliku u odnosu na druge celijske
populacije kod kojih je hromatin u velikoj meri kondenzovan. Jedarce je
¢esto jasno vidljivo u centru jedra, a heterohromatina ima najvise blizu
jedarne membrane.

Hromatin hepatocita pokazuje visok stepen varijabilnosti kako izmedu
razli¢itih lobulusa, tako i u samom lobulusu (Muriel, 2017; Arias et al 2020).
Dispergovanost euhromatina i heterohromatina ¢esto se znacajno razlikuje u
zavisnosti od toga da li je hepatocit blize portalnom prostoru ili veni
centralis. Takode, parcijalni pritisak kiseonika, prisustvo nekih hranljivih
materija, kao i pojedini hormoni mogu takode uticati na distribuciju
hromatina u jedru (8to je uostalom slucaj i sa mnogim drugim dcelijama).
Konac¢no, zapaljenski procesi, kao i dejstvo (direktno ili indirektno) c¢elija
imunskog sistema znacajno uti¢u na procese kondenzacije i marginalizacije
hromatina. Ovi procesi se javljaju i kada celija ude u proces programirane
¢elijske smrti, ili kada pretrpi odredeno oStecenje.

Ono $to hromatin hepatocita bitno razlikuje u odnosu na mnoge druge
¢elijske populacije je fenomen poliploidije (Zhang et al. 2019; Barajas et al.
2021; Sladky et al. 2021). U prenatalnom razvoju i neposredno nakon
rodenja, velika veéina hepatocita je diploidna. Sa postnatalnim razvojem i
tokom procesa starenja pocinju da se uoc¢avaju tetraploidni, pa i oktaploidni
hepatociti. Kod glodara kao S$to su miSevi, nije neuobicajeno da se u
fizioloskim wuslovima, na standarnom preparatu tkiva jetre obojenom
hematoksilin eozinom rutinski uoc¢e hepatociti sa dva jedra. Fiziolo8ka svrha
ove poliploidije jo§ uvek nije dovoljno izu¢ena, ali smatra se da je osnovni
mehanizam njenog nastanka u promeni uobicajenog nacdina formiranja
deobnog vretena i naknadne migracije hromozoma, ili u disfunkciji celog
procesa citokineze. Naime, poliploidija kod drugih ¢elijskih populacija je
relativno retka u fiziolo8lkim wuslovima, i obi¢no je pokazatelj teZih
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oStecenja genoma. Fenomeni poput tetraploidije obi¢no ukazuju ili na sam
pocetak ili na povedanu verovatnoéu maligne transformacije. Poliploidija je
takode relativno ¢esta kod kancerskih ¢elija.

Kod nekih drugih ¢elijskih vrsta, poliploidija nastaje kao posledica
fuzije, ali kod hepatocita to izgleda nije slucaj. Moguce je da je poliploidija
zastitni mehanizam koji povecava otpornost celije na dejstvo fizic¢kih,
hemijskih i bioloskih faktora (Zhang et al. 2019; Barajas et al. 2021; Sladky
et al. 2021). Ostec¢enje DNK kod polipoidije ne mora da rezultira smrcu celije
jer postoji rezerva DNK u vidu jo$ jednog istog hromozoma. Druga
mogucénost je da se kod poliploidoje povecéava proliferativni potencijal
¢elije, odnosno sposobnost da dode do rapidnog povecanja broja hepatocita
odmah nakon nastanka ostecenja jetre. Celija koja ve¢ ima dupliran broj
hromozoma mnogo brze ¢e da se podeli na dve obi¢ne celije, poSto nema
potrebe da se ¢eka na proces replikacije genetskog materijala.

Konac¢no, treba uzeti u obzir mogucénost da poliploidija kod hepatocita
nema nikakvu znacajnu fiziolosku ulogu ve¢ da je prosto posledica ostecenja
u procesu deobe ili ulaska u deobu ve¢ prethodno ostecene celije (Zhang et
al. 2019; Barajas et al. 2021; Sladky et al. 2021). Cinjenica je da su hepatociti
izlozeni velikom broju toksi¢nih supstanci, s obzirom da predstavljaju prvi
filter i liniju odbrane za supstance koje bivaju apsorbovane u tankom i
debelom crevu. Mogucde je da je ova izlozZenost toksinima pa samim tim i
stepen oStec¢enja mnogo veci u poredenju sa drugim delijskim populacijama,
ili da sami hepatociti imaju nedostatak nekog odbrambenog mehanizma koji
je karakteristican za druge celije. Takode, Stetni faktori koji izazivaju
oStecenje genetskog materijala ne moraju uopste biti poreklom iz spoljne
sredine. Sama cinjenica da hepatociti poseduju ogroman broj mitohondrija
ukazuje na to da su u njima prisutni procesi (oksidativna fosforilacija,
elektronski transport) koji prirodno, u fizioloSkim wuslovima indirektno
dovode do stvaranja toksi¢nih produkata. Najozbiljniji kandidati za ovakve
produkte su svakako slobodni kiseoni¢ni radikali. Ova teorija je u
saglasnosti sa ¢injenicom da se broj hepatocita sa poliploidijom (i generalno
hepatocita sa neobi¢nom distribucijom hromatina u jedru) povecava sa
procesom fizioloSkog starenja (Muriel, 2017; Arias et al 2020).

Jedarce kod hepatocita je u osnovi sli¢no kao jedarce drugih celijskih
vrsta. To je mesto gde dolazi do stvaranja ribozoma i u svom sastavu ima,
pored DNK i odredenu koli¢inu RNK. Razne vrste proteina se takode nalaze
u jedarcu od kojih neki ucestvuju u procesima transkripcije, dok drugi
odrzavaju strukturni integritet jedarca (Muriel, 2017; Arias et al 2020).
Veéina hepatocita ima samo jedno jedarce, ali ponekad se mogu nadi i
hepatociti sa dva jedarca. Drugi satelitski nukleusi su obi¢no specifi¢ni u
svom proteinskom sastavu, i mogu u pojedinim situacijama da ukazuju na
povecan stepen oStecenja hromatina izazvan bilo spoljnjim ili unutrasnjim
faktorima.

Dinamika hromatinske distribucije hepatocita, kao i kod drugih ¢elija
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 regulisu
stepen kondenzacije i prelazak euhromatina u heterohromatin. Neki geni ne
uticu direktno na odnos euhromatin / heterohromatin, veé samo na
distribuciju. Heterohromatin blizu jedarne membrane je relativno stabilan i
manje podlozan promenama. Za razliku od njega, heterohromatin u
unutrasnjosti jedra je veoma promenljiv, i u pogledu njegove lokalizacije, i
u pogledu zapremine jedra koju zahvata. Ove promene naroc¢ito mogu da
dodu do izrazaja nakon toksi¢nog oStecenja jetre, odnosno tokom procesa
regeneracije i reparacije jetrinog parenhima.

Nakon dejstva toksina, epigenetske promene koje se deSavaju u jedru
hepatocita imaju veliki znac¢aj u smislu odredivanja dalje sudbine C¢elije.
Dediferencijacija u prekurzorske celije 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 znacajno menjaju strukturnu organizaciju hromatina
hepatocita nakon povrede. Ovi procesi ne moraju da budu prisutni samo u
akutnom ostecenju, veé¢ i kod mnogih hroni¢nih bolesti i stanja poput
kancera jetre ili hroni¢ne hepati¢ne insuficijencije (Aloila, 2021).

Tokom toksi¢nog oStecenja jetre, cesto postoji citav niz proteina
“hromatinskih remodelatora” koji su wuklju¢eni u odgovor hepatocita,
odnosno odluke da 1i ¢e ¢celija proliferisati, uéi u apoptozu ili se
transformisati na neki specifi¢éni nacin, kao $to su Brgl 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. Takode, aktivnost pojedinih
hromatinskih remodelatora moze biti povezana sa oksidativnim stresom,
odnosno generisanjem reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja u hepatocitima i
generalno u jetri.

I pored brojnih studija fokusiranih na faktore koji uti¢u na
remodelovanje hromatina u jedru hepatocita, i dalje brojna pitanja ostaju
otvorena. Nepoznato je da li kod subletalnih osteéenja celije koja nisu
pracena radikalnim procesima, kao $to su apoptoza ili nekroza, postoje
promene u smislu znacajne redistribucije euhromatina i heterohromatina.
Takode je nedovoljno izuc¢eno u kojoj meri se epigenetski procesi u jedru
hepatocita  odrazavaju na  morfoloske  karakteristike jedra  pri
konvencionalnoj histopatoloskoj analizi tkiva. Kona¢no, ne zna se dalii u
kojem obimu pojedine potencijalno hepatotoksi¢ne supstance koje lako
prolaze kroz bioloSke barijere, poput nekih nanomaterijala, mogu da uticu
na proces remodelovanja hromatina hepatocita.

1.5. Nanocestice gvozda i njihova potencijalna citotoksi¢nost i
hepatotoksi¢nost
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Nanomaterijali bazirani na gvozdu su danas jedni od mnajcesce
koris¢enih nanomaterijala u medicinskim istrazivanjima. Skoro sve danas
poznate medicinske aplikacije nanocestica se mogu pripisati i ovim
nanomaterijalima. Ovo ukljucuje koris¢enja gvozda u nano obliku kao
nosaca za razne lekove, potencijalnog kontrastnog sredstva, kao i upotrebu
u svrhu kreiranja razli¢itih bioeseja za detekciju i merenje bioloski aktivnih
molekula. Pored toga, ovi materijali imaju feromagnetna svojstva koja im
daju potencijalne dodatne primene u medicini i biologiji. Uz to, gvozZde je
vazan hemijski element koji se normalno unosi hranom i u organizmu je od
velikog znacaja u brojnim fizioloskim funkcijama (Saha and Saha, 2021; Li et
al. 2021; Akhmedov et al. 2021; Garcia-Belda et al. 2021; Verma et al. 2021).

Gvozde kao metal i deo raznih jedinjenja je prisutno u ljudskom
organizmu u relativno velikim koli¢cinama u poredenju sa nekim drugim
hemijskim elementima. Prisutno je u okviru hemoglobina u krvi i
do tkiva i deponovanju kiseonika u tkivima. Celijska respiracija i
oksidativna fosforilacija u mitohondrijama su procesi koji u velikoj meri
zavise od prisustva gvozda u jonskom obliku. Znacdajne koli¢ine gvozda se
svakog dana unose u organizam putem hrane, ali i gube iz organizma putem
gastrointestinalnog trakta. Metabolizam gvozda u ljudskom organizmu
predstavlja skup kompleksnih biohemijskih procesa, pri ¢emu postoji veliki
broj enzima i hormona koji ga na direktan ili indirektan nacin regulisu
(Crichton, 2016).

lako je gvozde od vitalnog znacaja za obavljanje brojnih fizioloskih i
biohemijskih procesa u organizmu, ono, u pojedinim slu¢ajevima moze biti
toksi¢no. Gvozda u slobodnom obliku ima veoma malo kako u
ekstracelularnom, tako i u intracelularnom prostoru. Umesto toga, gvozde je
vezano za proteine, kofaktore ili za druga jedinjenja jakim ili slabim
vezama. Na primer, hem je kofaktor veoma jakim vezama povezan sa
gvozdem koje je u njemu “bezbedno”. Sa druge strane, pojedini molekulski
kompleksi za koje je gvozde vezano slabim vezama mogu u patoloskim
uslovima osloboditi jon gvozda u cdeliji ili njenoj okolini $to dovodi do
toksi¢nosti (Crichton, 2016; Kope¢ et al. 2021; Pérez-Peir6 et al. 2021; Chen
et al. 2021).

U klini¢koj praksi, toksi¢nost gvozda se cesto uocava nakon ingestije
velike koli¢ine mineralnih suplemenata (od kojih se mnogi slobodno mogu
kupiti na trzistu), ili sirupa koji sadrze gvozde u velikom procentu (ovo je
jedan od naj¢esé¢ih uzroka trovanja kod dece). Klini¢ki znaci i simptomi
trovanja ukljuc¢uju abdominalne bolove, muku, povraéanje, pad krvnog

pritiska, krvarenje, povecanje telesne temperature i kolaps
kardiovaskularnog sistema. U najtezim slucajevima dolazi do metabolicke
acidoze, otkszivanja  jetre, otkazivanja bubrega, diseminovane

intravaskularne koagulacije, Soka i smrti. Obi¢no, unos gvozda u koli¢ini

vecoj od 50 miligrama po kilogramu telesne mase je praden simptomima i

znacima teske klini¢ke slike koje potencijalno ugroZzava Zivot pacijenta.

Lecenje  trovanja gvozdem  ukljucuje davanje helatnog agensa
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deferoksamina, koji vezuje slobodno gvozde, nakon cega se helat izbacuje iz
organizma putem urina. Alternativa ili dodatak terapiji deferoksaminom je
dijaliza koja se u klini¢ckoj praksi primenjuje sa ograni¢enim uspehom.
Trovanje gvozdem svake godine je odgovorno za smrt velikog broja ljudi i
smatra se da najveci procenat trovanja sa smrtnim ishodom dece ispod Sest
godina starosti otpada upravo na trovanje suplementima koji sadrze visok
procenat gvozda (Crichton, 2016; Bhandari et al. 2021; Kope¢ et al. 2021).

Za razliku od klasi¢cnog gvozda, gvozdeni nanomaterijali imaju
specifiécna fizicka, hemijska i bioloSka svojstva koja uti¢u da njihova
apsorpcija, biodistribucija, eliminacija bude nesto drugacija. Osnovni uslov
da gvozde ili jedinjenje gvozda moze da se klasifikuje kao nanomaterijal je
da njihove ¢estice imaju dijametar manji od 100 nanometara (5to je uostalom
uslov i za svaki drugi nanomaterijal). Danas se u medicinskim
istrazivanjima najc¢esc¢e koriste nanocestice dva oksida gvozda: gvozde (II,
IIT) oksida odnosno magnetita, i gvozde (IV) oksida odnosno maghemita.
Magnetitne nanocestice su se u praksi pokazale kao stabilne sa velikim
potencijalom u smislu funkcionalizacije i drugih bioloskih primena (Vu et
al. 2021; Lemine et al. 2021).

Magnetitne nanocestice su danas u fokusu brojnih istrazivackih
timova u oblasti istrazivanja raka, radiologije i nuklearne medicine (Vu et
al. 2021; Lemine et al. 2021). Superparamagnetske nanocestice kroz procese
kovalentne i nekovalentne konjugacije se mogu vezati sa brojnim bioloski
aktivnim molekulima kao 8to su na primer antikancerski lekovi. Izmenom
fizickih ili hemijskih svojstava nanocestica se moZze posti¢i specifi¢no
ciljanje tumorskog tkiva, odnosno na ovaj nacin zdravo tkivo se izlaze
manjim dozama leka. Ova ciljana dostava leka (engl. “targeted drug
delivery”) nije karakteristi¢na samo za magnetitne ili gvozdene nanocestice,
veé predstavlja potencijalnu primenu i za ostale metalne nanomaterijale
(Hashemzadeh et al. 2021). Specifi¢nost magnetitnih nanocestica se odnosi
na njihova superparamagnetska svojstva, odnosno moguénost njihove
kontrole modulacijom karakteristika magnetnog polja.

Jos jedna vaZna medicinska primena magnetitnih nanocestica je u
radiologiji u smislu proizvodnje savremenih kontrastnih agenasa. Ova
kontrastna sredstva se njaces¢e primenjuju u nuklearnoj magnetnoj
rezonanci sa ciljem povecanja rezolucije i drugih karakteristika slike ¢ime
postaju vidljiva odredena patoloska stanja i procesi. Nanocestice veoma
malog dijametra (manjeg od pet nanometara) mogu da se koriste kao
pozitivna kontrastna sredstva, dok se vecde cestice koriste kao negativna
(Shen et al. 2016). Mozda je najbolji primer ovakve primene upotreba
magnetitnih nanocestica za vizuelizaciju hroni¢nih neuroloskih stanja i
bolesti poput tumora mozga (Du et al. 2020).

Nanocestice gvozde (II, III) oksida i drugih oksida gvozda se danas
takode sa wuspehom primenjuju u terapijskim strategijama magnetne
hipertermije. Magnetna hipertermija predstavlja eksperimentalnu vrstu
terapije za neke solidne tumore, i zasniva se na ¢injenici da neki materijali,
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zahvaljujuéi svojim feromagnetnim svojstvima nakon izlaganja odredenom
(alterirajucem) elektromagnetnom  polju mogu da  transformisu
elektromagnetnu energiju u toplotu. Kancerske celije su cesto osetljivije na
visoke temperature u poredenju sa (okolnim) zdravim cdelijama. Koristeci
ovakav pristup, modulacijom elektromagnetnog polja mogude je nacdi
optimalnu vrednost temperature pri kojoj dolazi do znacajne redukcije
tumora, a bez znacajnog oStecenja zdravog tkiva (Gavilan et al. 2021;
Storozhuk et al. 2021; Chen et al. 2021).

Jedan od glavnih razloga zasto su nanocestice gvozda i oksida gvozda
poslednjih godina toliko popularne u medicinskim istrazivanjima je
pretpostavka da je njihova potencijalna toksi¢nost u ljudskom organizmu
relativno mala ili ¢ak zanemarljiva (Yadwade et al. 2021). Postoji percepcija
da se ove cestice bioloski transformisu i eliminiSu na nacin koji nije Stetan
po ljudsko =zdravlje. Takode, ukupno optereéenje gvozdem tokom
konvencionalne primene ovih nanocestica (npr. u svrhu magnetne
hipertermije) nije toliko veliko da izazove znacdajne toksi¢ne efekte u jetri ili
bubrezima. Takode, u organizmu postoje brojni sistemi i biohemijski putevi
za transport, deponovanje i modifikaciju gvozda i jedinjenja gvozda, i
mnogi od njih mogu uspesno da redukuju potencijalnu Stetu nastalu c¢ak i
pri ve¢em i duzem izlaganju nanocesticama.

Nasuprot tome, poslednjih godina su sprovedena brojna istraZivanja
koja su ukazala na potencijalnu citotoksi¢nost gvozdenih nanomaterijala,
dovodedi u pitanje ranije pretpostavke i zakljucke na ovu temu. Moguce je
da nanocestice oksida gvozda na pojedinim celijskim populacija dovode do
povecanog stvaranja slobodnih kiseoni¢nih radikala poput superoksidnod
anjona i hidroksilnog radikala (Karimi et al. 2020; Bakhtari et al. 2020;
Verma et al. 2021). Ova jedinjenja imaju destruktivni efekat (direktno ili
indirektno) na genetski materijal ¢elije i dovode do aktivacije ¢itavog niza
signalnih puteva u citoplazmi i jedru ¢elije. Ako oStecenja ne mogu da se na
adekvatan nacdin poprave, moZe se pokrenuti proces programirane celijske
smrti. Drugi potencijalni nac¢in na koji gvozdene nanocestice iskazuju svoje
citotoksi¢ne efekte je tako 8to dovode do povecane ili smanjene ekspresije
pojedinih gena u jedru, odnosno uzrokuju epigenetske promene. Jedna od
prethodnih studija je <¢ak pronasla da u odredenim dozama i
eksperimentalnim wuslovima strukturne promene u jedru izazvane
magnetitnim nanocesticama mogu biti ¢ak i kvantifikovane gorepomenutim
kompjuterskim algoritmom teksturalne analize (Nikolovski et al. 2019).
Ipak, istrazivanja iz ove oblasti su tek na pocetku, tako da generalno o
citotoksi¢nosti ove vrste nanocestica u ovom trenutku ne moZemo doneti
bilo kakav zakljucak. Isto vaZi i za preporuke vezane za bezbedno koriséenje
sistema baziranih na ovim ¢esticama u klini¢koj praksi.

Potencijalna hepatotoksi¢nost nanocestica gvozda i oksida gvozda je
nedovoljno istrazena, 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
¢esto u suprotnosti jedni sa drugima. Pojedini autori tvrde da nakon

15



tretmana ovim nanocesticama ne dolazi do znac¢ajnih morfoloskih promena
u jedru dok drugi prijavljuju jasno vidljive strukturne alteracije u tkivu, kao
i znacajan stepen inflamacije i fibroze. Da 1li i na koji nad¢in magnetitne
nanocestice uti¢u na sveukupni oksidativni status u tkivu jetre jos uvek nije
poznato. Takode, nismo wuspeli da pronademo nijednu studiju koja je
ispitivala potencijalni uticaj ovih nanocestica na epigenetski profil
hepatocita, kao ni na distribuciju euhromatina i heterohromatina u jedru
ovih celija.

Iz svega gorenavedenog se moze =zakljuciti da, i pored velike
potencijalne primene gvozdenih nanomaterijala u velikom broju
medicinskih disciplina, njihova toksi¢nost je jo§ uvek nedovoljno ispitana.
Ovo se odnosi kako na citotoksi¢nost nanocestica u smislu proapoptotskog
delovanja i oksidativnog stresa, tako i na njihovu mogucu hepatotoksi¢nost.
Takode, koris¢enjem savremenih informacionih tehnologija i modernih
kompjuterskih algoritama, otvaraju se nove mogucénosti za evaluaciju
dejstva gvozdenih nanocestica na morfoloske, a mozda i funkcionalne
karakteristike hromatinske organizacije u jedru hepatocita. Stoga postoji
potreba za sprovodenjem studije koja bi ove procese ispitivala, odnosno
metode primenila na animalnom eksperimentalnom modelu, i time dala
doprinos daljim istrazivanjima u oblasti patoloske fiziologije, toksikologije i
mikroskopije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1.

Ispitati da li su metode fraktalne, teksturalne i vejvlet analize u
mogucénosti da detektuju diskretne strukturne promene hromatina
hepatocita uzrokovane nanocesticama gvozde (II, III) oksida, koje nisu
uocljive uz pomo¢ metoda konvencionalne svetlosne mikroskopije.

Istraziti uticaj nanocestica gvozde (II, III) oksida na parametre
oksidativnog stresa u jetri.

. Odrediti da 1li postoji povezanost matemati¢kih parametara strukturne

organizacije hromatina hepatocita i oksidativnog statusa jetre u
fizioloskim uslovima i nakon izlaganja nanocesticama gvozde (II, III)
oksida.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Eksperimentalni protokol

Istrazivanje je sprovedeno na misevima soja C57BL/6 muskog pola,
starosti 16 nedelja, dobijenih iz ovlaséenog Vivarijuma Vojnomedicinske
akademije Univerziteta odbrane u Beogradu. Rad na ovoj doktorskoj
disertaciji je odobren od strane Eti¢ke komisije za zastitu dobrobiti oglednih
zivotinja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu 29.05.2020. kao i
od strane Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike
Srbije - Uprava za veterinu (reSenje broj 323-07-07783/2020-05 od
23.07.2020). Svi eksperimenti su sprovedeni u skladu sa Univerzalnom
deklaracijom o dobrobiti Zzivotinja (WSPA, London, 2000), Evropskom
konvencijom o zastiti ki¢menjaka koji se koriste za ogledne i druge naucne
svrhe (1998), kao i drugim nacionalnim i medunarodnim dokumentima koji
se odnose na strudan i human rad sa oglednim zivotinjama i dobru
laboratorijsku praksu.

Prvo preliminarno, pilot istrazivanje, je sprovedeno na 10 Zivotinja.
Zivotinje su uvedene u opstu anesteziju, odmah zrtvovane iskrvarenjem i
uzeti su uzorci jetre, nakon cega su napravljeni mikroskopski preparati
tkiva. Cilj ovog istrazivanja je bila kalibracija kompjuterske opreme i
softvera za fraktalnu, teksturalnu i Harovu vejvlet analizu na tkivu jetre u
fizioloskim wuslovima. Takode, u okviru ovog rada ispitivani su razliciti
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 pojedina¢nih uzoraka, na primer izmedu
periportalnih i perivenskih hepatocita. Takode su poredeni razultati
dobijeni koris¢enjem razlic¢itih softverskih platformi i na razli¢itim
formatima slike. Pojedini metodoloski aspekti ovog dela disertacije su
opisani u nas$oj 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 primenjeni u daljem
radu.

Glavni deo rada u okviru ove disertacije je bio podeljen na dva
eksperimenta. Prvi eksperiment je uraden na 40 miSeva koji su podeljeni u
Cetiri grupe od po 10 zivotinja. Tri eksperimentalne grupe su
intraperitonealno dobijale nanocestice gvozde (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 cetvrta (kontrolna) grupa dobijala fizioloski rastvor.
Nanocestice koje su upotrebljene u ovoj studiji i preliminarni rezultati
vezani za njihov uticaj na strukturu i teksturu celijskog jedra su opisani u
prethodnoj publikaciji (Nikolovski et al. 2019). Nakon isteka ovog perioda,
zivotinje su Zrtvovane i uzeti su uzorci krvi radi odredivanja aktivnosti
transaminaza u serumu, i wuzorci jetre radi odredivanja parametara
oksidativnog stresa, kao i pravljenja obojenih preparata.
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U drugom eksperimentu, 40 miSeva je takode bilo podeljeno u cetiri
grupe od po 10 zivotinja. Tri eksperimentalne grupe su intraperitonealno
dobile nanocestice gvozde (II, III) oksida svakog dana u dozi od 1mg/kg, 2
mg/kg, odnosno 3 mg/kg u periodu od 7 dana, dok je cetvrta (kontrolna)
grupa dobijala fizioloski rastvor. Sli¢no prethodno opisanom protokolu,
zivotinje su zrtvovane, nakon dega je uradena odgovarajuc¢a biohemijska,
mikroskopska i kompjuterska analiza. Na ovaj nacin, pored detekcije
potencijalnih dozno-zavisnih promena, izvrSena je i detekcija vremenski
zavisnih promena u tkivu jetre i krvnom serumu (izlaganje nanocesticama u
trajanju od 7 dana u poredenju sa izlaganjem u trajanju od 3 dana).

3.2. Biohemijske analize krvi i tkiva jetre

Iz krvi su odredeni parametri oStecenja celija jetre u vidu aktivnosti
alanin- 1 aspartat-aminotransferaze. Ova dva enzima se u klinickim
uslovima rutinski odreduju kao svojevrsni biomarkeri funkcije i oStecenja
jetre. PoviSen nivo ovih enzima se ¢esto moZe detektovati nakon delovanja
razli¢itih hepatotoksi¢nih agenasa. Aktivnost transaminaza iz seruma je
odredivana sprektrofotometrijski u reakcijama oksidacije NADH. Ova
tehnika je detaljno opisana u prethodno publikovanom radu (Huang et al.
2006).

Deo tkiva jetre je koris¢en za odredivanje parametara oksidativnog
stresa i antioksidativne zastite poput malondialdehida, glutationa,
superoksid  dismutaze i katalaze. @ Malondialdehid je odreden
spektrofotometrijski u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom, kao S$to je
uradeno u prethodnoj studiji, pri ¢emu nastaje obojeni kompleks, a koli¢ina
stvorenog MDA je izmerena spektrofotometrijski (Vucevic et al. 2020).
Sadrzaj glutationa je odreden spektrofotometrijski primenom 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoeve kiseline. Aktivnost superoksid dismutaze je odredena
spektrofotometrijski kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u
baznoj sredini. Konac¢no, aktivnost katalaze bi¢e odredena koris¢enjem
vodonik peroksida kao $to je opisano u prethodno publikovanom radu
(Vucevic et al. 2020).

3.3. Histoloska obrada tkiva jetre i kompjuterska analiza hromatinske organizacije
hepatocita

Uzorci jetre su fiksirani, kalupljeni, iseceni i obojeni specijalnom
modifikacijom toluidin plavo tehnike koja je koris¢ena u nasoj prethodno
publikovanoj studiji za teksturalnu analizu hromatina (Pantic et al. 2016).
Ukratko, fiksacija je obavljena u Karnua rastvoru (engl. ,Carnoy’s
solution”) koji se sastojao od 60% etanola, 30% hloroforma i 10% glacijalne
siretne kiseline. Tkivo je zatim kalupljeno u Paraplastu, a zatim su
napravljeni iseéci debljine 5 mikrometara i polozeni na predmetna stakla.
Preparati su zatim tretirani ksilolom (dva tretmana u trajanju od 15 min) a
zatim apsolutnim etanolom (2 x 2 min). Nakon toga je usledio tretman 96%
etanolom (2 min), a zatim 70% etanolom (5 min). Za bojenje je koriS¢ena
toluidin plava boja u procentu 0.5% u 0.01 N hlorovodoni¢noj 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 $to je opisano u nasem 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
pomo¢ Pro-MicroScan DEM 200 instrumenta sa CMOS ¢ipom velike brzine
(Oplenic Optronics, Hangzhou, Kina), postavljenim na mikroskop Olympus
CX21FS1 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Digitalni mikrografi tkiva
su napravljeni i po uzoru na nase prethodno publikovane studije (Pantic et
al. 2016; Pantic et al. 2017). Naime, dimenzije mikrografa su bile 1600 x 1200
rezolucionih jedinica, horizontalna 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 razli¢itim softverskim platformama, odluceno
je da se za glavni deo studije koristi BMP format. Za svaku Zivotinju
napravljeno je najmanje 6 mikrografa, a na svakom mikrografu je
analizirano najmanje 5 hromatinskih struktura hepatocita. Na ovaj nacin, u
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okviru ove disertacije, analizirano je ukupno najmanje 2700 ¢elija i dobijeno
preko 30000 vrednosti fraktalnih, teksturalnih i vejvlet matematickih
parametara koji su zatim statisti¢ki obradeni.

3.3.1. Teksturalna analiza upotrebom GLCM algoritma

Teksturalna analiza je uradena na regionima interesa (engl. ,Regions
of interest”), koji su obuhvatili individualne hromatinske strukture
hepatocita (Slika 2). Regioni od interesa su odredivani direktno na BMP
odnosno JPG mikrografu koji je po potrebi prethodno konvertovan u 8-bitni
oblik u softveru Image] Nacionalnog instituta za =zdravlje (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD). U okviru pilot istrazivanja,
kalibrisane su i testirane dve softverske platforme za teksturalnu analizu.
Prva platforma je predstavljala CellProfiler softver Masacusets 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 Kociolek, Szczypinski i Strzelecki sa Tehnic¢kog
univerziteta Lod 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 razli¢ite formate mikrografa
za inicijalnu obradu, i algoritmi za ROI oznacavanje i obradu su takode
razli¢iti Sto se reflektuje kroz izlazne vrednosti teksturalnih parametara.
Mazda se takode odlikuje integrisanom diskretnom vejvlet transformacijom
teksture uz standardnu teksturalnu analizu. Nakon poredenja ove dve
tehnike, za obradu nasih mikrografa tkiva jetre u glavnom delu disertacije
opredelili smo se za softver Mazda. Detalji kompjuterskog algoritma koji se
ovde koristi se mogu nac¢i u prethodnim publikacijama autora (Kociolek et
al. 2001; Szczypinski et al. 2007; Szczypinski et al. 2009).
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Slika 2. Regioni interesa dve hromatinske strukture. Izvr$ena je konverzija u
8-bit format pogodan za GLCM i vejvlet analizu, kao i binarizacija pogodna
za fraktalnu analizu.

Teksturalna analiza je wuradena upotrebom tehnike matriksa
simultanog pojavljivanja sivih vrednosti rezolucionih jedinica (engl. ,Gray
level co-occurence matrix, GLCM™). Svakoj rezolucionoj jedinici je dodeljena
odgovaraju¢a vrednost na osnovu intenziteta sive boje, a zatim su
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izracunate distribucije parova sivih vrednosti i uradena je statisti¢ka 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 kontrasta,
GLCM korelacije i teksturalne varijanse (u programu Mazda suma
varijanse).

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

ASM=>" > (p(i, DY’
i i

Angularni drugi momenat je parametar teksturalne uniformnosti,
odnosno ,regularne” teksture koje imaju wuravnotezenu distribuciju

strukturnih elemenata, to jest imaju generalno vede vrednosti ovog
indikatora (Santos et al. 2015).

Inverzni momenat razlike (IDM) je donekle sli¢can angularnom drugom
momentau (mada postoje odredene metodoloske razlike) i izracunava se na
osnovu sledece formule:

IDM =22ﬁ oli.j)
[

Inverzni momenat razlike je nacin na koji se indirektno moze
kvantifikovati teksturalna homogenost. Ovaj parametar u osnovi zavisi od
takozvane ,glatkoce” (engl. ,Smoothness”) teksture (Santos et al. 2015). Sa
angularnim drugim momentom moZe biti u statisti¢ki znacajnoj korelaciji,
ali ja¢ina ovakve povezanosti varira i zavisi od predmeta teksturalne
analize, odnosno uzorka koji se obraduje.

Teksturalni kontrast (CON) je jedan od indikatora testuralne
heterogenosti. U ovom radu odnosno u koriséenoj softverskoj platformi,
izrac¢unat je kao:

CON'= 3" (i = D*Pali, "
LJ
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Kontrast u osnovi zavisi od stepena varijabilnosti teksture, odnosno
od sporadi¢ne varijacije u sivim vrednostima rezolucionih jedinica (Santos
et al. 2015). Lokalne promene u hromatinskoj strukturi poput prelaza iz
euhromatina u heterohromatin ée se verovatno prezentovati kroz povecanje
teksturalnog kontrasta u tom delu jedra. Posto je ovo u stvari jedan vid
heterogenosti, za ocekivati je da ¢e ovaj indikator biti u obrnutoj korelaciji
sa inverznim momentom razlika, mada sli¢no prethodnom objasnjenju ova
korelacije nije uvek najjasnija.

Teksturalna korelacija je indikator koji pri ra¢unanju uzima u obzir
srednje vrednosti (p) i standardne devijacije (0) za odgovarajuci red (x) ili
kolonu (y) u matriksu. Konvencionalni algoritmi je rad¢unaju se na sledeci
nadin:

i@, ) — uxny
Ox Ty

COR =

Teksturalna korelacija zavisi od linearne zavisnosti sivih vrednosti u
matriksu, i ovo se naj¢es¢e odnosi na rezolucione jedinice koje su u
neposrednoj blizini jedne drugoj. Velika linearna povezanost ¢e imati
vrednost blizu 1 ili -1, dok ¢e odsustvo asocijacije ¢e rezultovati vrednoscéu
koja je bliza nuli.

U GLCM postavci, varijansa se odnosi na nivo disperzije distribucije
sivih vrednosti oko neke centralne varijable. Ta varijabla je obi¢no srednja
vrednost. U okviru Mazda softverske platforme, odredivali smo sumu
varijanse (SVAR) koja se odnosi na sumu distribucije u digitalnom

mikrografu:
2
SVAR = [i - Z ipx_y(i)]

Varijansa i suma varijanse takode u znacajnoj meri zavise od
teksturalne heterogenosti. Prema nasim jo$ wuvek mnepublikovanim
opservacijama na razlic¢itim celijskim modelima, varijansa, uz angularni
drugi momenat i inverzni momenat razlike predstavlja jedan od
najsenzitivnijih parametara GLCM analize, barem kada je u pitanju
detektovanje strukturnih promena u dcelijskom jedru i promena u
heterogenosti tkivne arhitekture. Detalji o GLCM algoritmu se mogu nadi 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 istrazivanju primenjena kao dodatak teksturalnoj GLCM analizi
(Kociotek 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 tacke raste do nekog maksimuma, a zatim se vrac¢a na nultu tacku.
Mnoge matematicke funkcije se mogu reprezentovati vejvletima, i taj proces
se naziva vejvlet transformacija. Na primer, postoji takozvana ortonormalna
vejvlet transformacija kod koje funkcija moZe da se upotrebi u cilju
odredivanja Hilbertove baze odnosno Hilbertovih prostora (ovde je u osnovi
transformacija dvodimenzionalnih i trodimenzinalnih prostora u prostore se
beskona¢nom dimenzijom). Drugi primer bi bila integralna vejvlet
transformacija, kod koje se vrsi integracija / mapiranje funkcije iz
prvobitnog prostora u prostor druge funkcije.

Kod diskretne vejvlet transformacije, izvrSeno je diskretno
uzorkovanje vejvleta. Ova tehnika se, pored ostalog, moze koristiti za
obradu dvodimenzionalnih signala tako S$to se kroz signal propustaju
odgovarajucdi visoki i niski filtri (engl. ,high-pass filter”, ,low-pass filter”).
Filtriranje informacija u signalu se moze koristiti za detektovanje lokalnih
promena u osvetljenosti, saturaciji i drugim detaljima, nakon dega se
rezultati mogu koristiti za dobijanje dodatnih informacija, poput granica
pojedinih objekata na slici (Kociotek et al. 2001; Szczypinski et al. 2007;
Szczypinski et al. 2009).

Postoji mnogo razli¢itih pristupa diskretnoj vejvlet transformaciji.
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 predlozio madarski nauc¢nik Alfred Haar, i po
njemu se danas ova metoda zove Harova (Haar) transformacija. Ovo je jedan
od najjednostavnijih, diskontinuiranih vejveta.

Takozvana mati¢na funkvija u Harovom vejvletu ( ﬁ'(t)) se u strucnoj
literaturi obi¢no opisuje kao:

1 0<t< 2,

() =9 -1 1<t<t,
0 otherwise,
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Sa druge strane, takozvana “skejling” funkcija (‘F(ﬂ) kod Harovog
diskretnog vejvleta je definisana kao:

A

=1 0<t<t
g 0 otherwise.

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

Na osnovu Harovog vejvleta se moze napraviti odgovaraju¢i matriks (Harov
matriks). Veli¢cina ovakvog matriksa moze da varira, a primer
(nenormalizovanog matriksa dimenzija 8 x 8 elementa bi bio:

1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 -1 -1 -1 -1
1 -1 -1
0

=

= O = o

=2 0 O = o = =
o oo |
oo = o o

|

—
=R — R — Ry}

Haarova transformacija se vrsi iz odgovarajuc¢eg matriksa. U nasem radu
transformacija je obavljena automatski u gorepomenutoj softverskoj
platformi Mazda. Prema autorima, tokom ovog algoritma, vrsi se linearna
transformacija data vektora podignutog na drugi stepen u numericke
vektore koji imaju istu duzinu (Kociotek et al., 2001; Paunovic et al. 2021).
Parametri vejvlet analize se racunaju nakon propustanja podataka kroz
“high-pass” (H) i “low-pass” (L) filtere. Program rac¢una vejvlet koeficijente,
odnosno energije vejvlet koeficijenata na odgovarajué¢im sub-skalama.
Slede¢a shema pokazuje tacan algoritam primenjen u Mazda softveru
(preuzeto iz publikacije autora softvera, Kociotek et al., 2001) .
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Ovde je opisan proces vejvlet razgradnje dvodimenzionalnih signala (npr.
Mikrografa). Leva polovina algoritma se odnosi na redove wunutar
dvodimenzionalnog signal dok je desna polovina primenjena na kolone.
Rezultat je ra¢unanje odgovarajuceg koeficijenta (d) nakon propustanja kroz
“high-pass” i / ili “low-pass” filter.

Diskretnom vejvlet transformacijom obi¢no nastaju 4 “subband” slike za
svaku skalu kao 8to je prikazano na sledec¢oj shemi:

dHL2 dHLl

dLH AdHH

2

dLH dHH

“Subband” slika all predstavlja ceo region od interesa pre nego 3to je
podeljen na manje skale. Nakon odredivanja koeficijenata, pristupa se
racunanju energija koeficijenata za svaki “subband”, odnosno za dH, dHH j
dHL. Energije se racunaju na osnovu sledece formule:
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2 (di‘ij}bband)z
X,YEROI

n

E =

U ovoj formuli n predstavlja ukupan broj rezolucionih jedinica na
analiziranoj slici, dok su x i y koordinate, odnosno lokacija za odgovarajuci
“subband” (Kociotek et al., 2001; Paunovic et al. 2021).

3.3.3. Fraktalna analiza

Fraktalna analiza je wuradena wu programu FracLac odnosno
odgovaraju¢em podprogramu napravljenom za Image] (Nacionalni instituti
za zdravlje, Betezda, Merilend, SAD). FracLac je inicijalno dizajnirala
profesorka Odri Karperien sa Carls Sturt Univerziteta iz Australije (Audrey
Karperien, Charles Sturt University, Australia) i tokom poslednjih godina
mnoge laboratorije Sirom sveta ga upotrebljavaju za fraktalnu analizi u
medicinskim istraZzivanjima. Alternativni pristup u Image] je upotreba
opcije "Fractal Box Count", koja obi¢no dolazi kao sastavni deo softvera
(Pantic et al. 2015; Dincic et al. 2020). Medutim, FracLac ima brojne
prednosti u odnosu na ovu klasi¢nu opciju. Pored ostalog, one ukljucuju
podesavanje brojnih parametara pri racunanju fraktalne dimenzije, zatim
mogucénost fraktalne analize mikrografa u razli¢itim formatima, kao i
racunanje dodatnih atributa fraktalne analize poput lakunarnosti. Zbog toga
smo se u nasem istrazivanju, opredelili da koristimo isklju¢ivo FracLac kao
metodoloski pristup pri kalkulacijama.

Fraktalna dimenzija je indikator kompleksnosti neke strukture. U
FracLac-u postoji nekoliko opcija njenog ra¢unanja. Ovo ukljuduje pored
ostalog rad na prethodno binarizovanim slikama (Slika 3), odnosno, ova
opcija zahteva da istraziva¢ manuelno konvertuje slike u binarni format
(binarni format podrazumeva da rezoluciona jedinica moze imati samo dve
vrednosti: nula i jedan u zavisnosti od toga da li je crna ili bela). Druga
mogucénost je da se dopusti softveru da sam tokom analize konvertuje sliku
u binarni oblik (softver u ovom sluc¢aju sam odreduje granicu izmedu crne i
bele vrednosti). Ova opcija povedava brzinu analize, a prema nas$im
opservacijama (iz preliminarnog istrazivanja) ne kompromituje validnost
metodologije. Tre¢a mogucénost je da se uopste ne vrsi binarizacija ve¢ da se
koriste alternativni pristupi poput diferencijalnog u kome se fraktalna
dimenzija odreduje na "gray scale" mikrografima slicno kao kod GLCM
teksturalne analize (Rajkovic et al. 2016; Pantic et al. 2017; Jurczyszyn et al.
2020).
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Slika 3. Primer korisni¢kog interfejsa u programu FracLac koga je dizajnirala
profesorka Odri Karperien sa Carls Sturt Univerziteta iz Australije (Audrey
Karperien, Charles Sturt University, Australia).

Potencijalni problem sa ovim treéim pristupom
veéini prethodno publikovanih studija, fraktalna analiza obavljala na
binarizovanim mikrografima (barem kada su u pitanju medicinska
istrazivanja) (Pantic et al. 2016; Pantic et al. 2017). Drugim re¢ima, neznatan
je broj validnih i kvalitetnih studija koje diferencijalnu fraktalnu dimenziju
odreduju na ¢elijama i tkivima. Drugi potencijalni izazov je izuzetno mala
varijabilnost diferencijalne fraktalne dimenzije (barem prema nasim ranijim
opservacijama). Strukture koje se <cesto drasticno razlikuju tokom
konvencionalne svetlosne mikroskopije, nakon analize nemaju znacajno
razlic¢ite vrednosti fraktalne dimenzije. Imajuci sve ovo u vidu, u nasoj
studiji smo se opredelili za koriSéenje pristupa gde se region interesa
automatski konvertuje u binarni format.

je ¢injenica da se u

Fraktalna dimenzija i lakunarnost su dva glavna rezultata fraktalne
analize. Za njihovo racunanje je koris¢en "box-count" metod, odnosno
tehnika brojanja kvadrata (Slika 4). Dvodimenzionalni signal se pokriva
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serijom kvadrata na razli¢itim skalama a program broji kvadrate koji su
makar delimi¢no ispunjeni strukturom. Zatim se konstruise grafikon gde je
na ordinati broj kvadrata (N) a na apscisi skala (¢), odnosno dimenzija
kvadrata. Zatim se grafikon pretvara u logaritamski format koji omogucava
konstrukciju linije regresije. Linija regresije (Slika 5) ima svoj "pad" (engl.
"regression slope") koji se moze kvantifikovati, i na osnovu toga se rac¢una
vrednost fraktalne dimenzije (D):

D = regression slope [In(N)/ In (€)]

Vrednosti fraktalne dimenzije su obi¢no izmedu 1 i 2. Treba istaci da postoje
alternativni pristupi rac¢unanju ovog indikatora (Slika 6) kada vrednost
moze biti manja od 1 i veda od 2 ali to nije bio slu¢aj u nasem istrazivanju
(Rajkovic et al. 2016; Pantic et al. 2017; Jurczyszyn et al. 2020).
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Slika 4. Primer grafikona koji se konstruise prilikom odredivanja vrednosti
fraktalne dimenzije u FracLac programu.
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Slika 5. Prethodni grafikon se pretvara u logaritamski format koji

omogucava konstrukciju linije regresije. Linija regresije ima svoj "pad"
(engl. "regression slope") koji se moze kvantifikovati, i na osnovu toga se

rac¢una vrednost fraktalne dimenzije.
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Slika 6. Alternativni pristup ra¢unanju fraktalne dimenzije u podprogramu

,Fractal box count” u okviru Image].
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Lakunarnost (\) je izra¢unata kao:
A= CVPg=(00g/leg)’

gde je CV koeficijent varijacije, p srednja vrednost a o standardna devijacija
vrednosti na skali €. Ovaj pristup za rac¢unanje 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 strucnoj
literaturi za ovaj indikator koristi engleska re¢ "gappiness" odnosno
lakunarnost jednim delom zavisi od "rupicavosti" strukture. Velike i brojne
praznine u strukturi bi trebalo da rezultuju ve¢om vrednos$éu lakunarnosti.
Ipak, potrebno je razlikovati lakunarnost od heterogenosti u GLCM analizi,
jer lakunarnost se ¢esto odnosi na rotacionu i translacionu varijansu, a mere
homogenosti u GLCM, poput inverznog momenta razlike se odreduju
primenom statistike drugog reda na parove rezolucionih jedinica. Drugim
re¢ima, 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 razli¢ite vrste lakunarnosti, a uz to FracLac softver je u
mogucnosti da racuna pojedina¢ne lakunarnosti u razli¢itim delovima mreze
kvadrata. Ipak, logi¢no je pretpostaviti da u bioloskim eksperimentima
promna jednog parametra ¢e skoro uvek biti pradena sli¢nim promenama
drugog. Stoga smo se u nasem istrazivanju opredelili iskljuc¢ivo za ra¢unanje
srednje ukupne lakunarnosti za celokupni region interesa celijskog jedre.

3.4. Statisticka analiza

Za procenu statisticke znacajnosti razlike izmedu ispitivanih grupa
koristili smo analizu varijanse (ANOVA), odnosno Bonferoni test. Za
procenu statisticke znacajnosti povezanosti (korelacije) koristili smo
Pirsonovu i Spirmanovu korelaciju kao i druge korelacione testove, u
zavisnosti od parametarske prirode podataka i normalnosti distribucije.
Nivo znacajnosti od p<0.05 je smatran statisticki signifikantnim, a p<0.01
statisticki visoko signifikantnim.
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4. REZULTATI
4.1. Rezultati GLCM analize

U eksperimentu u okviru koga su Zivotinje dobijale nanocestice tokom
3 dana, prosec¢na vrednost angularnog drugog momenta je bila 0.021 + 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
trecoj eksperimentalnoj grupi (3 mg/kg). Kao sto se primecuje, doslo je do
znacajnog povecanja angularnog drugog momenta (Slika 7). U drugoj
eksperimentalnoj grupi, ovo povecanje je bilo statisti¢ki znac¢ajno (p<0.05), a
u prvoj i trecoj eksperimentalnoj grupi statisticki visoko znacajno (p<0.01).

Vrednost GLCM kontrasta se takode znacajno promenila nakon
tretmana nanocesticama (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 statisticki visoko signifikantna u svim eksperimentalnim grupama
(p<0.01). Ovaj rezultat je ukazao da ovaj parametar u ovakvim okolnostima
znacajan pokazatelj diskretnih promena u teksturalnim obrascima
hromatinske organizacije.

Vrednost inverznog momenta razlike hromatinske teksture se menjala
na slican nacin kao i vrednosti angularnog drugog momenta. Pocetna
vrednost 0.71 £ 0.02 se u prvoj eksperimentalnoj grupi povecala na 0.74 +
0.01 Sto je predstavljalo statisticki visoko signifikantno povecanje (p<0.01).
Inverzni momenat razlike je ostao sli¢an i u drugoj eksperimentalnoj grupi,
(0.74 + 0.01) dok je u trecoj eksperimentalno grupi (0.76 = 0.02) doslo do
dodatnog povecanja (p<0.01). Ovaj nalaz ukazuje na znacajno dozno-zavisno
povecanje teksturalne homogenosti hromatina hepatocita nakon trodnevnog
tretmana magnetitnim nanocesticama.

Teksturalna korelacija hromatinske strukture se u okviru ovog
eksperimenta takode znacajno 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 3to se mozZe primetiti, doslo je do statisti¢ki
visoko signifikantnog smanjenja (p<0.01). Nalaz ukazuje na potencijalno
visoku senzitivhost GLCM korelacije u detekciji diskretnih promena u
jedarnom  hromatinu nakon  trodnevnog  tretmana  magnetitnim
nanocesticama.

U eksperimentu u okviru koga su zivotinje dobijale nanocestice 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 trecoj eksperimentalnoj grupi (3 mg/kg). Nakon statisticke analize,
uoceno je znacajno dozno-zavisno smanjenje ovog parametra (p < 0.01, Slika
7). Takode, detektovan je statisticki visoko znacajan trend smanjenja
teksturalne uniformnosti (p < 0.01).
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Slika 7. Vrednosti angularnog drugog momenta hromatinske strukture
hepatocita (ASM).
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Slika 8. Vrednosti inverznog momenta razlike hromatinske strukture
hepatocita (IDM).

Vrednost inverznog momenta razlike hromatinske teksture se menjala
na sli¢can nacin kao i vrednosti angularnog drugog momenta. Od pocetne
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vrednosti 0.72 + 0.01, doslo je do smanjenja na vrednost 0.71 = 0.01 u prvoj
eksperimetnalnoj grupi. Inverzni momenat razlike je nastavio da se
smanjuje (p < 0.01) i u drugoj (0.67 = 0.02) i trecoj (0.67 + 0.02)
eksperimentalnoj grupi (Slika 8). Ovaj nalaz je ukazao na znacajno
smanjenje teksturalne homogenosti hromatina hepatocita nakon izlaganja
nanocesticama magnetita u ovom vremenskom periodu.

Za razliku od angularnog drugog momenta, vrednost GLCM kontrasta
se povecala nakon tretmana nanocesticama (0.90 £ 0.06, odnosno 0.91 £ 0.06,
1.16 + 0.17 i 1.21 + 0.12 u eksperimentalnim grupama). Povecanje je bilo
dozno-zavisno (p < 0.01, Slika 9), i ukazalo je da je ovaj parametar
potencijalno znacdajan pokazatelj diskretnih promena wu teksturalnim
obrascima hromatinske organizacije u ovakvim eksperimentalnim uslovima.
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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 znac¢ajno 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 pocetku nije znacajno menjala nakon izlaganja nanocesticama (Slika 11).
Od inicijalne vrednosti od 148.9 £ 11.9 doslo je do blagog smanjenja na 141.5
+ 16.2 ( p > 0.05) u prvoj eksperimentalnoj grupi, a zatim do znacajnog
povecanja na 201.3 + 17.2 i 207.4 + 14.3 u drugoj, odnosno trecoj
eksperimentalnoj grupi. Ovo povecdanje je bilo statisticki visoko
signifikantno i u drugoj i u trecoj 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 zivotinje dobijale nanocestice 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 doslo do statisticki znacajne promene (p > 0.05).
U drugoj eksperimtnalnoj grupi, vrednost fraktalne dimenzije hromatina je
iznosila 1.538 £ 0.009, sto takode nije bila statisti¢ki zna¢ajna promena ( p >
0.05). Uz to, u trecoj eksperimentalnoj grupi, vrednost fraktalne dimenzije
se takode nije znadajno 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 Zivotinja (Slika 13). U prvoj
eksperimentalnoj grupi ova vrednost se smanjila na 0.559 + 0.022 Sto nije
predstavljalo statisticki znacajnu razliku (p > 0.05). U drugoj
eksperimentalnoj grupi lakunarnost je iznosila 0.561 + 0.019, odnosno nije
bilo znacajne razlike u odnosu na kontrolu (p > 0.05). U trecoj
eksperimentalnoj grupi prose¢na lakunarnost je bila 0.562 % 0.015, Sto
takode nije predstavljalo znac¢ajnu 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.
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Slika 13. Srednja vrednost fraktalne lakunarnosti hromatinske strukture
hepatocita.

U eksperimentu u okviru koga su zivotinje dobijale nanocestice 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 eksperimentalnoj grupi, doslo je do statisticki
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 statisticki visoko signifikantno (p <
0.01). Osim toga, u trecoj eksperimentalnoj grupi, vrednost fraktalne
dimenzije se blago povecala u odnosu na drugu grupu ali je i dalje bila
znacajno manja u odnosu na kontrolu (1.518 + 0.009, p < 0.05).

Prose¢na vrednost lakunarnosti, iznosila je 0.561 + 0.024 u kontrolnoj
grupi zivotinja (Slika 15). U prvoj eksperimentalnoj grupi ova vrednost se
povecala na 0.594 + 0.023, sto je predstavljalo statisticki znacajnu razliku (p
< 0.05). U drugoj eksperimentalnoj grupi lakunarnost je iznosila 0.564 +
0.028, odnosno nije bilo znacajne razlike u odnosu na kontrolu ( p > 0.05). U
trecoj eksperimentalnoj grupi prosec¢na lakunarnost je bila 0.583 + 0.034, sto
takode nije predstavljalo znac¢ajnu promenu u odnosu na kontrolnu grupu (p
> 0.05).
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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 zivotinje dobijale nanocestice tokom
3 dana srednje vrednosti energijskih koeficijenata 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 statisticki visoko znacajne za vrednosti
EnLH i EnHL (p<0.01), dok nije utvrdena statisticka znacajnost 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 statisti¢ki znacajne, kao i ranije, za vrednosti EnLH i EnHL
(p<0.01), dok nije utvrdena statisticka znac¢ajnost za EnHH (p>0.05). U trecoj
eksperimentalnoj grupi doslo je do jo§ vedeg smanjenja na vrednosti 1.79 *
0.27, 1.40% 0.25, odnosno 0.107+ 0.006. Za vrednosti EnLH i EnHL utvrdeno
je da je smanjenje statisti¢ki visoko znac¢ajno u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0.01), dok nije utvrdena statisticka znacajnost za vrednosti EnHH
(p>0.05).

U eksperimentu u okviru koga su zivotinje dobijale nanocestice tokom
7 dana, srednje vrednosti energijskih koeficijenata 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 koeficijenta hromatinske strukture
hepatocita dobijene nakon diskretne vejvlet transformacije.

Ove promene nisu bile statisticki znacajne (p>0.05). U drugoj
eksperimentalnoj grupi vrednosti su se povecale na 3.06 £ 0.46, 3.01 + 0.56,
odnosno 0.102 + 0.004, a razlike u odnosu na kontrolu su bile statisti¢ki
znacajne. U trecoj eksperimentalnoj grupi doslo je do jo$ vecdeg povecanja na
vrednosti 3.10 £ 0.33, 3.15 + 0.41, odnosno 0.103 = 0.003, $to je takode bilo
statisticki znacajno (p<0.01).

3.5

EnHL

Controls EGL EG2 EG3

41



Slika 17. Vrednosti EnHL energije vejvlet koeficijenta hromatinske strukture
hepatocita dobijene nakon diskretne vejvlet transformacije.

0.104

0102

0.1

0098

0096

EnHH

0.094

0092

0.05

0088

0.086

Controls EiGl Eia2 EG3

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

4.4. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite

U eksperimentu u okviru koga su zivotinje dobijale nanocestice tokom
7 dana doslo je do znacajne redukcije GSH u trec¢oj eksperimentalnoj grupi
(zivotinje tretirane nanocesticama 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 doslo do blagog povedanja ovog parametra na
119.02£6.82 nM/mg koje nije bilo statisticki signifikantno (Slika 19).
Nasuprot tome, u drugoj grupi je doslo do blagog smanjenja GSH na
109.42+10.02 nM/ mg koje takode nije bilo statisti¢ki signifikantno (p>0.05).
Medutim, u trecoj eksperimentalnoj grupi, doslo je do relativno velikog
smanjenja ove vrednosti na 93.38+14.61 Sto je predstavljalo statisti¢ki visoko
znacajnu redukciju. U eksperimentu u okviru koga su Zivotinje dobijale
nanocestice tokom 3 dana sa druge strane nije uocena statisticki znacajna
promena ovog parametra oksidativnog statusa (p>0.05). Takode, nije
utvrdena statisti¢cki znacajna povezanost izmedu 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), takode, primecene su statisti¢ki znacajne promene u eksperimentu u
okviru koga su Zivotinje dobijale nanocestice tokom 7 dana (Slika 20). U
poredenju sa kontrolnom grupom zivotinja kod koje je vrednost SOD
iznosila 70.98 + 12.08 U/mg, u prvoj eksperimentalnoj grupi doslo je do
znacajnog povecanja na 99.83 7.44 U/mg (p<0.01) a wu drugoj
eksperimentalnoj grupi vrednost se dodatno povecala na 124.12 £ 9.76 U/ mg
(p<0.01). Medutim, u trecoj eksperimentalnoj grupi doslo je do znacajnog
smanjenja SOD na 36.87 + 9.77 U/mg (p<0.01). Slicno kao i kod GSH
vrednosti, nije uocena statisticki znacajna povezanost izmedu SOD i
vrednosti fraktalnih, teksturalnih i vejvlet indikatora hromatinske
organizacije u jedrima hepatocita.

H
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Slika 20. Srednje vrednosti koncentracije SOD u tkivu jetre.

Koncentracija enzima katalaze je takode pretrpela znacajne promene u
eksperimentu u okviru koga su zivotinje dobijale nanocestice tokom 7 dana
(Slika 21). U poredenju sa inicijalnom vrednoscéu 8.63+1.92 U/ mg proteina u
kontrolnoj grupi, doslo je do statisticki znacajnog povecanja 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 trecoj eksperimentalnoj grupi, doslo je
do statisticki signifikantnog smanjenja vrednosti na 4.74+0.92 U/mg
(p<0.05) u odnosu na kontrolnu grupu. Sli¢no vrednostima SOD, nije uoc¢ena
statisticki znacajna korelacija sa kompjuterskim indikatorima hromatinske
strukture i distribucije (p>0.05).

Vrednosti koncentracija MDA su se takode znacajno promenile u
eksperimentu u okviru koga su zivotinje dobijale nanocestice tokom 7 dana
(Slika 22). U poredenju sa kontrolnom grupom (17.35+1.38 upmol/mg
proteina), u prvoj eksperimentalnoj grupi je doslo do znacajnog rasta na
proseé¢nu vrednost od 19.84+2.82 pmol/mg, Sto je predstavljalo statisticki
visoko signifikantno povecanje (p<0.01). U drugoj eksperimentalnoj grupi,
ova vrednost je nastavila da se povecava na 30.23+5.22 pmol/mg (p<0.01). U
trecoj eksperimentalnoj grupi je doslo do dodatnog povecanja na 39.64+5.74
pmol/mg (p<0.01). Uocen je statisticki visoko znacajan trend povecanja
ovog parametra oksidativnog stresa (p<0.01). Medutim, kao ni kod
predhodnih parametara, nije uocena statisticki znacajna korelacija sa
kompjuterskim indikatorima hromatinske strukture i distribucije (p > 0.05).
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Slika 21.

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

Tokom poslednje dve decenije, paralelno sa tehnoloskim razvojem,
doslo je do pojave nove discipline, nanotehnologije, bazirane na c¢esticama
izuzetno malog dijametra sa specifi¢cnim fizickim, hemijskim i bioloskim
svojstvima. Pojedinac¢ne nanocestice su po pravilu pre¢nika manjeg od 100
nanometara i mogu imati razli¢ite oblike poput sferi¢nog (nanosfere) ili
cilindri¢cnog (nanotube, nanocilindri). Nanotehnologija je napravila
revolucionarne promene u skoro svim oblastima medicinskih istrazivanja, a
pojedini nanomaterijali su poceli da se primenjuju, osim u
naucnoistrazivackom radu, i u klini¢koj 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 nanocestica im omogucava da nesmatano
prolaze kroz razli¢ite fizioloSke barijere, uklju¢ujuéi krvno-mozdanu
barijeru, endotel kapilara ili filtracionu barijeru u bubregu. Takode,
pojedine nanocestice mogu prolaziti i kroz delijske membrane, bilo kroz
lipidni dvosloj, bilo kroz pukotine izmedu transmembranskih proteina ili
proteina i lipidnog dvosloja. Jednom kada se nadu u cdeliji, one mogu
pokrenuti razli¢ite signalne puteve i pokrenuti odredene fizioloske ili
patoloske procese u citoplazmi ili jedru. Mali dijametar nanocestice takode
dovodi do specifiéne 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).

Nanocestice takode imaju jo$ jednu vaznu osobinu koja proistice iz
njihovog malog dijametra. Naime, njihova povrSina je veoma velika,
odnosno nanocestice imaju veliku vrednost odnosa povrsina/volumen. Ovo
ih znacajno razlikuje od takozvanih “finih cestica” ("fine particles",
dijametar 1-1000 mikrometara), gde je volumen mnogo veéi u odnosu na
povrsinu. Velika povrSina cestice moZe znatno izmeniti neke fizicke i
hemijske karakteristike poput povrsinskog napona, koli¢ine naelektrisanja
itd (Tomoda et al. 2008; Belut et al. 2019).

Nanomaterijali imaju specifican odnos sa rastvarac¢em (obi¢no vodom)
koji se razlikuje u poredenju sa materijalom koji nije u nano formi (Jacobson
et al. 2015; Wei et al. 2020). Na primer, mnogi nerastvorljivi materijali, kada
se nadu u obliku nanocestica postaju rastvorljivi. Afinitet izmedu rastvaraca
i nanocestice u nekim uslovima moZe biti veoma veliki. Ponekad joni i ostali
molekuli prisutni u rastvara¢u formiraju poseban interfacijalni omotac¢ oko
nanocestice koji takode moZe na razli¢ite nac¢ine da reaguje kako sa samim
rastvaracem, tako i sa drugim rastvorenim supstancama. Ove osobine mogu
uticati i na pokretljivost nanocestica u rastvoru, odnosno difuziju u
fizioloskim uslovima (kretanje iz mesta vece koncentracije u mesto manje
koncentracije). U tom kontekstu, sam rastvara¢ poprima specificne fizicke i
hemijske karakteristike kada se u njemu nade nanomaterijal u poredenju sa
,obi¢nim” materijalima. Ovo moZe uticati na proces osmoze (kretanje vode
kroz polupropustljivu membranu iz mesta manje koncentracije supstance u
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mesto vece koncentracije rastvora) kao i na vrednosti osmotskog pritiska u
rastvoru (Jacobson et al. 2015; Wei et al. 2020).

Veéina nanocestica ima u svom sastavu tri morfoloski i funkcionalno
razlic¢ita sloja (Yang et al. 2018; Khan et al. 2019; Magro et al. 2020; Wei et
al. 2020). Sredisnji sloj ili jezgro nanocestice (“core layer”) je u principu
odgovoran za masu cestice. Cestice sa velikim jezgrima su tedke i imaju
tendenciju da u rastvoru padnu na dno pod uticajem gravitacije. Lake
nanocestice sa malim jezgrom ponekad, u zavisnosti od spoljnih faktora i
interakcije sa njima, da “lebde” u rastvarac¢u, odnosno gravitacija na njih
ima manji uticaj. Slede¢i sloj je takozvana “ljuska” (“shell layer”) koja je
odgovorna za pojedina fizicka i hemijska svojstva cestice mada ne dolazi
direktno u kontakt sa spoljnom sredinom. Treci sloj je povrsinski (“surface
layer”) i on je cesto odgovoran za interakcije sa bioloski aktivnim
molekulima. Povrsinski sloj se moze funkcionalizovati dodavanjem
razli¢itih markera, liganda, peptida i drugih jedinjenja koje mogu da odrede
dalju sudbinu cestice kada se nade u organizmu (Khan et al. 2019; Yang et
al. 2018; Magro et al. 2020).

Nanocestice se mogu hemijski modifikovati na razli¢ite nacdine. Na
primer, na njihovu povrsinu se mogu zakaciti razne hidrofilne i lipofilne
supstance, zatim supstance koje nose razli¢ita naelektrisanja, kao i
supstance koje se ponasaju kao receptori za razli¢ite farmakoloski aktivne
supstance. Mozda jo$ vaZnije, nanocestice se mogu povezati sa razlid¢itim
lekovima i tako postati njihovi nosaci (,drug carriers”). Na ovaj nacin se
moze promeniti celokupna farmakokinetika, pa i farmakodinamika
odredenog leka. Lekovi prikaceni za nanocesticu mogu imati razli¢itu
apsorpciju u digestivnom traktu (ustima, zelucu, crevima), biodistribuciju u
organizmu, eliminaciju u jetri ili bubregu. Takode, ovakvi lekovi mogu na
razli¢it nacin interagovati sa svojim receptorom u ciljnom tkivu, na delijskoj
membrani, ili sa nekim jedinjenjem u citosolu ili jedru ¢elije (Li et al. 2021;
Kaduri et al. 2021).

Vezivanje nanocestica sa bioloskim molekulima danas je predmet
mnogobrojnih istrazivanja u svetu. Ovi bioloski molekuli na primer mogu
biti monoklonska antitela koja su dizajnirana da se vezuju specifi¢cno za
ciljno tkivo poput tumora. Razli¢iti peptidi napravljeni u svrhu ciljanja
patoloski izmenjenog tkiva takode mogu biti vezani za nanocesticu. Ovo je
od posebnog znacaja u istraZivanju raka jer se na ovaj nacin lek (citostatik)
moze brzo i efikasno odvesti do tumorskih celija a da pri tome ne dode u
kontakt sa zdravim tkivima. Mogucée je da se pomocu nanocestica,
hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost i neurotoksi¢nost mnogih antikancerskih
farmakoloski aktivnih supstanci moZe znacajno smanjiti (Hong et al. 2021;
Amani et al. 2021).

Nanocestice u medicini se mogu koristiti i kao kontrastna sredstva
prilikom obavljanja razli¢itih sloZenih dijagnostickih procedura. Do sada su
uspesno primenjene kao alternativa kontrastima u kompjuterizovanoj
tomografiji, nuklearnoj magnetnoj rezonanci i pozitronskoj emisionoj
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tomografiji. Biofizicka osnova uspeha nanocestica kao kontrastnog sredstva
se zasniva na c¢injenici da materijali vede gustine i sa vedim atomskim
brojem apsorbuju vecéu koli¢inu rendgenskih zraka, pa samim tim tkivima
daju vecu ostrinu na dobijenoj radioloskoj slici. U ovu svrhu se ¢esto koriste
metalne nanocestice, poput gvozda, srebra, zlata, iridijuma ili platine.
Trenutno veliki broj ovih nanomaterijala su u fazi ispitivanja njihove
bezbednosti (toksi¢nosti), sa ciljem da se u buduénosti uvrste u
konvencionalne dijagnosti¢cke protokole u radiologiji (Kosuge et al. 2021; Li
et al. 2021).

Jedna od znacajnih prednosti pojedinih metalnih nanocestica u
radiologiji u poredenju sa standardnim kontrastnim sredstvima je ¢injenica
da se renalni klirens nanocestica moze menjati. Moguénost da se ovo obavi,
pored ostalog je i promena dijametra nanocestice u smislu da $to je Cestica
manja, to je klirens veéi (mada to ne mora uvek biti slucaj). Druga
mogucénost je konjugacija nanocdestice sa nekim drugim molekulom koji
povecava ili smanjuje renalni klirens. Takode, nanocestice imaju specifi¢nu
interakciju sa monocitno-makrofagnim sistemom koja se moze do odredene
mere kontrolisati hemijskim inZenjeringom. Veoma male nanocestice,
naroc¢ito one manje od 10 nanometara, su ¢esto nevidljive za ¢elije imunskog
sistema pa samim tim se izbegava njihovo deponovanje u slezini i limfnim
¢vorovima (Naseri et al. 2018). Takode, na ovaj nacin se izbegava
potencijalno imunomodulatorno dejstvo kontrastnog sredstva u smislu
izazivanja  alergijskih  reakcija, supresije imunskog sistema ili
imunotoksic¢nosti.

Sledec¢a potencijalna primena nanomaterijala u medicini je kreiranje
savremenih, inovativnih biosenzora i senzorskih sistema za detekciju i
merenje koncentracije raznih bioloskih molekula (Ibrahim et al. 2021; Ali et
al. 2021). Senzori se mogu koristiti u in vitro uslovima, na primer kada je u
kulturi celija potrebno odrediti prisustvo i koncentraciju nekog
polisaharidnog lanca ili proteina na povrs$ini ¢elijske membrane. Takode je
na ovaj nacdin moguce sa velikim stepenom senzitivnosti izmeriti
koncentraciju nekih kompleksnih jedinjenja u rastvoru. Poslednjih godina, u
fokusu velikog broja istrazivackih timova je dizajn nanosenzora koji bi bili
u mogucnosti da izvrSe odgovaraju¢a merenja u in vivo uslovima, u
zivotinjskom ili ljudskom organizmu (Ibrahim et al. 2021; Ali et al. 2021).
Ovakvi senzori bi, na primer, mogli da se sastoje od metalne nanocestice
koja sa jedne strane ima prikaceno jedinjenje koje se moZze 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, nanocdestica se moZe vezati za neki receptor, faktor rasta,
hormon ili sistem sekundarnog glasnika. Jedinjenje za koje se vezuje cestica
bi trebalo da bude specifi¢no za to tkivo, odnosno da se ne nalazi u drugim
tkivima. Mogudée je na ovaj nacin napraviti i senzorni sistem koji je
specifican ne za odredeno tkivo/organ ve¢ za jednu vrstu celija koja je
locirana u mnogo razli¢itih tkiva. Primer bi bili hipoteticki senzori za neke
subpopulacije limfocita, hormonski aktivne celije, neke celije prisutne u
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vezivnom tkivu, ili kancerske celije u raSirenim metastazama u nekoliko
razli¢itih organa.

Posebno su interesantni nanosenzorni sistemi bazirani na
fluorescenciji kao deo vecih bioeseja za detekciju bioloski aktivnih molekula
(Zhang et al. 2021). Neke nanocestice same po sebi mogu biti fluorescentne i
dovoljno je da se izvrs$i njihova konjugacija sa jedinjenjem koje je sposobno
da ,cilja” ono Sto Zelimo da izmerimo. Druge nanocestice se asociraju sa
fluorescentnim molekulima koji emituju zasebni signal. Osnovna prednost
korisé¢enja nanocestica u okviru ovakvih eseja je oStrija slika kada se
preparat posmatra pod mikroskopom, odnosno vedci stepen kontrasta izmedu
,oznacenog” tkiva i celija i okoline. Takode, stabilnost fluorescentnih
nanomaterijala je veéa u poredenju sa ostalim materijalima, jednim delom
zbog manje fotosenzitivnosti. Iz ovoga proisti¢e duze trajanje fluorescencije,
mogucénost dugih i visekratnih merenja, kao i potencijalna otpornost prema
brojnim sredinskim (fizi¢kim, hemijskim i bioloskim faktorima).

Postoji veliki broj razli¢itih klasifikacija nanocestica. Prethodno je ve¢
pomenuta klasifikacija prema obliku (sferi¢ne, cilindri¢ne itd.) (Ali et al.
2021; Zhang et al. 2021). Medutim, u nauc¢noj literaturi, danas je
najprisutnija podela prema tipu samog materijala od koga je <cestica
napravljena. Tako nanocestice delimo na metalne, ugljenikove, odnosno
bazirane na ugljeniku, keramicke, polimerne, lipidne i poluprovodnicke.
Ovo ne mora da znaci da nanocestice koje pripadaju istoj kategoriji imaju
iste hemijske, fizicke i bioloske karakteristike. Na primer, grafenske i
dijamantske nanocestice, iako obe spadaju u kategoriju ugljenikovih se
znacajno razlikuju i prema funkcionalnosti, i prema morfologiji
(dvodimenzionalna reSetka grafena u poredenju sa trodimenzionalnom
sferom / elipsom dijamanta).

U medicinskim istrazivanjima, verovatno mnajc¢esce KkoriS¢eni tip
nanocestica su one napravljene od metala i metalnih oksida (Ali et al. 2021;
Ibrahim et al. 2021). Tako razlikujemo nanocestice gvozda i oksida gvozda,
srebra (ukljucujuéi i koloidno srebro), zlata, platine, titanijuma (obi¢no u
formi titanijum dioksida), cinka, bakra, kobalta (ponekad u radioaktivnoj
formi), iridijuma, galijuma i druge (Ali et al. 2021; Ibrahim et al. 2021). U
odnosu na druge materijale, metali imaju odredene prednosti. Kao prvo,
metalne nanocestice se relativno lako proizvode. Jedan miligram nanocestica
gvozde (ILIIT) oksida (magnetitne nanocestice) je mnogo jeftiniji i laksi za
proizvodnju u poredenju sa jednim miligramom grafena (materijal na bazi
ugljenika). Drugo,u poredenju sa nekim drugim materijalima, metalne
nanocestice veoma malog dijametra (1-10 nanometara) je relativno lako
proizvesti. Ovako mali dijametar omogucava brz i efikasan prolaz kroz
veéinu bioloskih barijera. Trece, interakcija metala sa vaznim enzimima i
signalnim putevima u organizmu je ve¢ u odredenoj meri izuc¢ena Sto nije
sluc¢aj sa ostalim, novim materijalima, poput polimera (Ali et al. 2021;
Ibrahim et al. 2021). Metalne nanocestice u organizmu posle odredenog
vremena imaju tendenciju da se ukrupne i stvaraju aglomerate, ili da se
pretvore u jonski oblik. Primer bi bile nanocestice koloidnog srebra koje u
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¢eliji se pretvore u obican srebrni jon. Dalja sudbina metala u obi¢nom,
jonskom obliku je poznata, u smislu njegove eliminacije, tendencije
deponovanja i toksi¢nosti.

Nazalost, pojedini metalni nanomaterijali imaju i svoje mane u odnosu
na nemetalne nanocestice. Moguce je da neki metali, kada se nadu u
jonskom obliku, na specifi¢an nacin reaguju sa pojedinim hemijskim
medijatorima izazivajuéi proces programirane Cdcelijske smrti. Ovo
proapoptotsko delovanje pojedinih metalnih nanocestica je ponekad u
osnovi njihove citotoksi¢nosti. Takode, neke metalne nanocestice dovode do
povecane proizvodnje slobodnih kiseoni¢nih radikala, poput vodonik
peroksida (H202), superoksidnog anjona (O2 ) ili hidroksilnog anjona
(OH ). Nastanak drugih slobodnih radikala takode nije isklju¢eno. Sve ovo
u nekim (ne svim) slucajevima moze dovesti do hepatotoksi¢nosti,
nefrotoksi¢nosti i neurotoksi¢nosti, §to bitno smanjuje verovatnocéu da ce
jednog dana te nanocestice mo¢i da se uspesno primenjuju u klini¢koj praksi
(i pored odli¢nih rezultata u pogledu senzitivnosti, prenosa lekova i ostalih
mogucénosti primene). Danas preovladuje misljenje da toksi¢nost metalnih
nanomaterijala jo§ uvek nije dovoljno izucena, i veliki broj istrazivackih
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 (celijskoj citoplazmi i jedru putem
oksidativnog stresa.

Gvozde u organizmu aktivno ucestvuje u brojnim oksido-reduktivnim
i drugim reakcijama. Stoga ne zac¢uduje podatak da u velikim dozama, ono
moze povecati generisanje reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja. Hidroksilni
anjon kao potencijalno najopasniji slobodni radikal (najreaktivniji je i
dovodi do potencijalno velikog ostecdenja u genetskom materijalu celije) se
stvara nakon S8to gvozde u svom Fe(Il) obliku interaguje sa vodonik
peroksidom (Paunovic et al. 2020):

Fe (II) + H,02 — Fe (III) + OH- + « OH

Ovo je klasicna homogena Fentonova reakcija. U in wvivo uslovima,
Fentonova reakcija je relativno cesta, ali se ne dogada uvek. Homogena
reakcija nalik na Fentonovu (classic homogeneous Fenton reaction) je takode
moguca u pojedinim slucajevima:

Fe (III) + H202 — Fe (II) + HO2/02 -+ + H+

Kao $to je prikazano, tokom ove reakcije, gvozde u Fe(Ill) obliku prelazi u
Fe(II) oblik pri ¢emu se moze stvoriti velika koli¢ina superoksidnih i
hidroksilnih anjona kao i vodonikovih jona.

Dejstvom gvozda na H202 ne mora uvek da se dobije radikal. U

takozvanoj neradikalnoj reakciji, gvozde poprima Fe(IV) oblik i stvara se
oksid:
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Fe (IT) + H2O2 — Fe (IV) Oz2+ + H20

Pored Fentonove reakcije, Haber-Vajsova reakcija (Haber-Weiss
reaction) takode moZze dovesti do stvaranja slobodnih kiseoni¢nih radikala i
oksidativnog stresa. U prvom delu gvozde u kontaktu sa veé postojecim
slobodnim kiseoni¢nim radikalima, u odredenim uslovima prelazi iz Fe (III)
u Fe (II) oblik (Paunovic et al. 2020):

Fe (IIT) + HO 2/02-+ — Fe (II) + H20 / OH- + O2

U sledecoj fazi Fe (II) gvozde reaguje sa vodonik peroksidom pri ¢emu se
stvara visoko reaktivni hidroksilni anjon koji je najodgovorniji za dalja
oStecenja:

Fe (1I) + H202 — Fe (1II) + OH- + *OH

Treba napomenuti da se i Fentonova i Haber-Vajsova reakcija desavaju
i u fizioloskim uslovima, odnosno ne moraju da se deSavaju isklju¢ivo kao
deo nekog citotoksi¢nog mehanizma pri unosu prekomerne koli¢ine gvozda.
Na kraju krajeva slobodni kiseoni¢ni radikali se redovno stvaraju u
fizioloskim uslovima i u pojedinim normalnim delijskim funkcijama (primer
je funkcionisanje pojedinih celija imunskog sistema) imaju vaznu ulogu.
Ipak, koncentracija svih slobodnih radikala, pa i onih kiseoni¢nih se
normalno drzi 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 vise od deset razli¢itih oksida gvozda. U prirodnim naukama
najznacajniji oksidi su gvozde(Il) oksid (FeO, vustit), gvozde (II,III) oksidi i
gvozde(Ill) oksid (Fe203). Gvozde (II,III) oksidi mogu imati u svom sastavu
tri, ¢etiri, pet ili vise atoma gvozda i imaju hemijske formule Fe3O4, FesOs,
Fes06, Fes07, Fe13019 itd. Od njih je najznacajniji Fe3sOs pod nazivom
magnetit. On je u osnovi kombinacija gvozde(Il) oksid i gvozde(Ill) oksida,
ili FeO ‘Fe20s. U istrazivanjima iz oblasti nanotehnologija i nanomedicine,
od posebnog znacaja su gvozde(lll) oksid (Fe203; hematit) i magnetit, i
njihove nanocestice se <cdesto vezuju sa raznim bioloski znacajnim
jedinjenjima. Magnetitne nanocestice su veoma stabilne u fizioloskim
uslovima i relativno lako se prave u laboratorijskim uslovima. Takode bitno
je napomenuti i da je njihova cena na trzistu relativno mala u poredenju sa
nekim drugim nanomaterijalima, odnosno da su pristupacne za veliki broj
laboratorija koje se bave nanomedicinom (Crichton, 2016; Cotin et al. 2021;
Serio et al. 2021).

Kao 8to 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 gvozde da ih privlace prirodni ili arteficijalni magneti, i da sami pod
odredenim uslovima mogu postati magneti. Pored feromagnetizma, postoji
jos nekoliko drugih tipova magnetizma poput paramagnetizma u kojima su
magnetne sile izmedu materijala i magneta slabije. Feromagnetski materijal,
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kada se nade 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 ograni¢en, odnosno sposobnost
materijala da poprimi svojstva magneta ima svoj maksimum tj. zasiéenje.
Kada se feromagnetni materijal ukloni iz magnetnog polja, njegove
magnetne osobine oslabe, ali ne is¢eznu u potpunosti, odnosno postoji
takozvana remenentna magnetizacija (Rodrigues et al. 2020 ,Gavilan et al.
2021; Wei et al. 2021).

Gvozde, kao i veéina oksida gvozda imaju feromagnetne osobine
(Jacob et al. 2017). U industriji, ali i drugim oblastima, najinteresantniji su
materijali koji, pored gvozda u svom sastavu imaju gvozde(IIIII) oksid i
gvozde(IIl) oksid u razli¢itim odnosima. Dodavanje drugih metala poput
magnezijuma, olova ili bakra i njihovih oksida moZze promeniti fizicka i
hemijska svojstva oksida gvozda. Prednost oksida gvozda u kombinaciji sa
ostalim metalima u odnosu na elementarno gvozde je ¢injenica da oni imaju
relativno veliku elektri¢nu rezistenciju.

Gvozde(ILIII) oksid, od svih jedinjenja gvozda je ,najmagneti¢niji”,
odnosno ima najstabilnija i najintenzivnija feromagnetska svojstva (Xue et
al. 2009). Spada u takozvane teseralne kristalne sisteme, sa oktaedarskim
kristalnim habitusom i neravnim prelomom. Prose¢na gustina magnetita kao
minerala je oko 5,2 grama po kubnom centimetru, dok tvrdoéa po Mohs
skali iznosi oko 6 jedinica. Relativna gustina ovog materijala iznosi oko
5,18. U Nickel-Strunz klasifikaciji minerala, gvozde(Il,III) oksid nosi
oznaku 4.BB.05, a spada spinelnu grupu oksidnih minerala.

Gvozde(II,III) oksid kao mineral je prisutan u razli¢itim tkivima i
organima gde moZe (i ne mora) obavljati vazne fizioloske funkcije. Mnogi
ki¢menjaci su sposobni da endogeno stvaraju magnetit koji je delimi¢no
odgovoran za nastanak slabih magnetnih polja u in vivo uslovima. Kod
nekih Zzivotinja, magnetit je deo receptorskog senzornog sistema za
orijentaciju u prostoru i delimi¢no zahvaljujuéi njemu, Zivotinja je sposobna
da usmeri pravac svog kretanja ka severnom ili juZnom magnetnom polu
planete. Ovaj fenomen koriséenja feromagnetskog materijal u cilju
navigacije i orijentacije u prostoru se naziva magnetocepcija (Hiscock et al.
2019).

U ljudskom organizmu, gvozde(Il,III) oksid takode moZze da se
endogeno proizvodi, i jedan odredeni procenat gvozda je zaista vezan,
odnosno nalazi se u ovom obliku (mada je ovaj procenat manji u poredenju
sa drugim nosac¢ima gvozda poput hema i feritina). Magnetit je narocito
prisutan u centralnom nervnom sistemu, i to u onim delovima koji su
odgovorni za motorne funkcije, koordinaciju pokreta i regulaciju misi¢nog
tonusa. Bazalne ganglije, mali mozak i delovi medumozga su oblasti u
kojima je potvrdeno prisustvo ovog minerala. Neki autori su cak
svojevremeno postavili hipotezu, da zbog prisustva feromagnetskih
materijala u centralnom nervnom sistemu, ¢covek mozda poseduje posebno,
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magnetno ¢ulo, odnosno sposobnost da (nesvesno) modifikuje svoje motorne
aktivnosti i ponasanjem u skladu sa magnetnim poljima. Ova hipoteza jo$
uvek nije potvrdena (Vanderstraeten et al. 2012).

Cestice gvozde(II,IIl) oksida u ljudskim organima i tkivima ne moraju
da imaju iskljuc¢ivo endogeno poreklo. Znacajan procenat ovih cestica potice
iz spoljne sredine, odnosno putem zagadenog vazduha ulazi u pluda, a
zatim putem krvi dolazi do skoro svih tkiva. Osobe koje Zive u zagadenim
sredinama poput velikih gradova imaju vecu koli¢inu magnetitnih cestica
(obi¢nih, ne u nano formi) u mozgu. Ove Ccestice se donekle hemijski
razlikuju od endogenih i moguce je da imaju odredene toksi¢ne efekte u
organizmu, narocito tokom duzeg vremenskog perioda (Pirela et al. 2015;
Paunovic et al. 2020).

Postoje odredene indicije da magnetitne cestice mogu u odredenim
sluc¢ajevima biti toksi¢ne. Ovo se pre svega odnosi na male (ali ne nano)
¢estice poreklom iz spoljne sredine. Za sada nema ¢vrstih dokaza o akutnoj
toksi¢nosti gvozde(Il,III) oksida u malim dozama, dok u velikim dozama,
toksi¢nost se ispoljava u vidu trovanja gvozdem. Ekspozicija velikim
dozama ovih c¢estica u kratkom vremenskom periodu je retka i moguca je u
vidu industrijskih akcidenata. Udisanje zagadenog vazduha po pravilu ne
moze da dovede do velike ekspozicije i akutnih toksi¢nih efekata. Sa druge
strane, dugogodisnji boravak u sredini sa velikom koncentracijom PM2.5 i
PM10 partikula moze povecati koli¢inu magnetitnih nanocestica u pojedinim
unutrasnjim organima. Da li i u kojoj meri, ova hroni¢na ekspozicija moze
dovesti do negativnih efekata po ljudsko zdravlje je jos uvek nedovoljno
poznato (Malhotra et al. 2020; Rodrigues et al. 2020; Wei et al. 2021).

Poslednjih  godina, intenzivna su istrazivanja o  hroni¢noj
neurotoksi¢nosti oksida gvozda u smislu povecane verovatnoce da hroni¢no
izlaganje ovim cesticama izazove odredene neuroloSke poremecaje
(Malhotra et al. 2020). Kao $to je prethodno pomenuto, magnetit se u
odredenim manjim koli¢inama moZe nac¢i u nekim subkortikalnim
strukturama koje su uklju¢ene u motorne aktivnosti poput bazalnih ganglija.
Hipokampus i mozdano stablo takode u fizioloS8kim uslovima mogu da
sadrze manje koli¢cine gvozde(II,III) oksida. Medutim, hemijske
karakteristike i morfoloske osobine ovog endogenog magnetita se donekle
razlikuju u poredenju sa onim koji je poreklom is spoljne sredine. Za sada
je jos uvek nejasno da li se ove razlike odraZavaju u na toksi¢ni potencijal u
mozgu ili drugim tkivima i organima. U svakom slucaju, koncentracija
ukupnog gvozda u pojedinim delovima mozga moZe biti poveéana kod
nekih neurodegenerativnih oboljenja.

Alchajmerova bolest je moZda najbolji primer neurodegenerativne
bolesti kod koje gvozde moze potencijalno da se akumulira. Nivoi feritina u
cerebrospinalnoj te¢nosti su ¢ak i relativno pouzdan prediktor prognoze kod
ove bolesti, kao 8to 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 postoji znacajna akumulacija gvoZzda u neokorteksu,
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naroc¢ito kod mladih pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti. Moguce je
takode da terapijska strategija usmerena ka smanjenju moZdanog
opterecenja gvozdem i jedinjenjima gvozda moze pomocdi pacijentima u
smislu usporavanja progresije bolesti (Ayton et al. 2015).

Magnetitne nanocestice imaju potencijalno Siroku primenu u medicini,
a jedna od oblasti koja je predmet intenzivnog istraZivanja tokom poslednjih
godina je njihova aplikacija u onkologiji (Saha & Saha, 2021; Li et al. 2021;
Akhmedov et al. 2021). Nanocestice sa feromagnetskim svojstvima, naime,
poseduju vaznu osobinu koja nije prisutna kod drugih materijala. Pri
povremenom, intermitentnom izlaganju oscilirajuéem magnetnom polju, u
odredenim uslovima, njihova magnetna energija se pretvara u toplotnu
energiju, odnosno dolazi do oslobadanja toplote. Sa druge strane, odavno je
poznato da su mnoge kancerske celije osetljivije na temperature preko 42°C
u poredenju sa normalnim dcelijama okolnog (maligno neizmenjenog)
tkiva(Rodrigues et al. 2020; Serio et al. 2021; Cotin et al. 2021).

Hipertermija u tumorskom tkivu izaziva smanjenje aktivnosti vitalnih
¢elijskih enzima i pokretanje signalnih puteva koji aktiviraju proces
programirane celijske smrti. U pojedinim slucajevima dolazi i do ostecenja
kancerske celije u toj meri da se apoptoza ne moze pokrenuti ve¢ dolazi do
nasilne smrti odnosno nekroze. Sa druge strane, ovo je pra¢eno minimalnim
promenama u zdravim dcelijama $to je bitna razlika ovakvog terapijskog
modaliteta u odnosu na primenu jonizujuceg zracenja. Intenzitet magnetne
hipertermije je takode moguce precizno kontrolisati, kao i granice podrucja
koje je izlozeno magnetnom polju, $to obi¢no nije slucaj sa jonizujuéim
zracenjem. Uz to, magnetna hipertermija ne izaziva direktne mutacije i
aberacije u genetskom materijalu ve¢ na genetski materijal deluje
indirektno, preko signalnih puteva iz citoplazme (Rodrigues et al. 2020;
Serio et al. 2021; Cotin et al. 2021).

Danas je moguce dodatno povecati kako efikasnost, tako i bezbednost
hipertermijske terapije tumora magnetnim nanocesticama tako $to se cestice
na razne nacine funkcionalizuju. Ovo se obavlja dodavanjem razli¢itih
antitela, polimernih molekula, pa ¢ak i virusnih partikula na njihovu
povrsinu (Bafiobre-Lopez et al. 2013). Ovo dovodi do toga da se nanocestica
moze prikaciti ciljano za specifi¢ni receptor ili neki drugi molekul koji sa
nalazi iskljucivo (ili u vecoj koli¢ini) na kancerskoj ¢eliji. Funkcionalizacija
gvozdenih nanocestica moZe znacajno doprineti i njihovoj stabilnosti u
telesnim te¢nostima. Na primer, mogucde je na ovaj nacin modifikovati
interakciju nanocestice sa rastvarac¢em (vodom), ili ih uciniti otpornim na
promene u aciditetu u ekstracelularnoj te¢nosti.

Takode jedna od prednosti upotrebe nanocestica gvozda i oksida
gvozda u terapiji tumora je ¢injenica da je mogucde napraviti nanocestice
veoma malog dijametra (manjeg od 20 nanometara) koje veoma lako prolaze
razlic¢ite barijere poput krvno-moZdane barijere (Paunovic et al. 2020). Ovo
omogucava primenu magnetne hipertermije kod solidnih tumora centralnog
nervnog sistema. Takode, za razliku od konvencionalnih citostatika, ovako
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male magnetne nanocestice lako i brzo prodiru kroz sve delove kancerskog
tkiva, i njihova distribucija u tkivu je relativno ravnomerna (citostatik ¢esto
deluje samo na spoljne delove tumora dok je njegova konentracija u
unutrasnjosti znatno manja).

Oksidativni stres predstavlja jednu od najaktuelnijih tema u
savremenoj molekularnoj medicini i danas u svetu postoji veliki broj
laboratorija koje su specijalizovane isklju¢ivo za izu¢avanje ovog fenomena.
Skoro da ne postoji bolest, a da oksidativni stres nije bar jednom predlozen
kao potencijalni deo patofizioloskog 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
oStecenje celija posledica dejstva brojnih fizi¢ckih, hemijskih i bioloskih
faktora, poreklom kako iz spoljne sredine, tako i iz unutrasnjosti celije
(Zulato et al. 2018; Ziv et al. 2020). Takode, ¢injenica je da on cesto moze
pokrenuti veliki broj signalnih puteva u citoplazmi i jedru ¢elije, koji mogu
dovesti do programirane celijske smrti, autofagije, a u nekim slucajevima i
maligne transformacije. Ipak, treba uvek imati u vidu da je oksidativni stres
samo jedan od brojnih mehanizama celijskog ostecenja i da njegova uloga i
znacdaj u fizioloskim i patoloskim procesima znatno varira od situacije do
situacije (Marine et al. 2018; Aljobaily et al. 2020).

Da bismo razumeli $ta je oksidativni stres, potrebno je prvo objasniti
pojam ,slobodni kiseoni¢ni radikal”. Slobodni kiseoni¢ni radikali
(Reaktivne vrste kiseonika, engl. Reactive oxygen species) su molekuli
visokog stepena reaktivnosti koji nastaju kao posledica tendencije kiseonika
da primi elektron, kao i hemijskim reakcijama koje nastaju kao posledica.
Tri najznacajnija slobodna kiseoni¢na 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:

Oy t+te — ¢0Os—

Superoksidni anjon moZze reagovati sa vodonikovim jonom, pri ¢emu nastaje
vodonik peroksid:

2H "+ O 2+ O — HxO2 + O3

Vodonik peroksid moZe dalje da reaguje sa elektronom, odnosno da se
redukuje na dva nacina. Prvo, u prisustvu vodonikovih jona, mogucde je da
dode do neutralizacije i stvaranja vode:

2H*+2e + HO, —» 2 H,O

Manje povoljna opcija po ¢eliju ukljuc¢uje reakciju sa jednim elektronom, bez
vodonikovog jona:
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H>Oy + e~ —- HO- + *OH

Na ovaj nadin se stvara hidroksilni radikal, veoma reaktivan i citotoksic¢an.
Ovaj molekul moze u kontaktu sa velikim brojem jedinjenja i njih same
ponekad da pretvori u slobodne radikale i na taj nacdin se potencijal za
izazivanje oStecenja povecava. Kod nekih jedinjenja, sposoban je da ukloni
vodonikov atom pri ¢emu 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 ¢esto se sjedinjuje sa molekulom kiseonika formirajucdi
peroksi radikal:

R* + O, - RO*»

Prethodne dve reakcije su karakteristi¢cne za volatilna organska jedinjenja
(engl. volatile organic compounds), odnosno supstance koje imaju relativno
malu tac¢ku klju¢anja (manju od 250°C) i visoke vrednosti pritiska kada se
nadu u gasovitom agregatnom stanju. Volatilna organska jedinjenja se cesto
nalaze u atmosferi, ponekad se svrstavaju u komponente zagadenog
vazduha, ali prisutna su takode i u zivim organizmima gde obavljaju razne
fizioloske a ponekad i patoloske uloge (Madkour et al. 2020; Schmidt et al.
2021).

Slobodni kiseoni¢ni radikali se proizvode tokom nekoliko vaznih
fizioloskih procesa, od kojih je mozda najvazniji oksidativna fosforilacija u
mitohondrijama. Tokom oksidativne fosforilacije na unutrasnjoj membrani
mitohondrije dolazi do transfera protona (jona vodonika) i elektrona,
odnosno elektroni prelaze sa jednog proteina na drugi. Ovo se deSava sa
ciljem konverzije energije u ATP, takozvanu ,energetsku monetu”
organizma. Krajnje odrediste za elektrone je molekul kiseonika, pri ¢emu se
kiseonik pretvara u vodu. Ovaj proces nije potpuno efikasan, ¢ak ni u
optimalnim wuslovima, jer (relativno mali) deo kiseonika reaguje sa
elektronom na nacin da se stvara superoksidni anjon:

Oy +e” — ¢e0Oy—

Drugi vazan izvor slobodnih kiseoni¢nih radikala u fizioloskim
uslovima su delije 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 S$to
NADPH reaguje sa dva molekula kisonika. Pored dva superoksidna anjona,
u ovoj reverzibilnoj reakciji nastaje NADP* i jedan jon vodonika:

NADPH + 202 < NADP* + 202~ + H*

Superoksidni anjon dalje moZe reagovati sa vodonik peroksidom kao
$to je ranije opisano, pri ¢emu nastaje hidroksilni radikal. Vodonik peroksid
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sam po sebi moZze nastati iz superoksidnog anjnona uz pomo¢ enzima
mijeloperoksidaze ili superoksid dismutaze.

Osim toga, u imunskim ¢elijama, ¢esto je stvaranje slobodnog radikala
poreklom iz NADPH koji moze i ne mora da bude deo metabolizma
kiseoni¢nih reaktivnih molekula. To je azot monoksidni radikal koji nastaje
na sledeci nacin:

2L-arginin + 3ANADPH + 3 H* + 40, —>
2 molekula citrulina + 2NO* + 4H,O + 3NADP+*

Ova forma azot oksida moZe nezavisno ispoljavati svoje toksi¢ne efekte na
razne bioloSke molekule a moZe zajedno sa azot oksidom izgraditi takode
relativno toksi¢an peroksinitritni anjon (strukturni izomer nitrata koji se
ponasa kao oskidans):

Oz~ + NO* —- ONO2>-

Ovu reakciju katalise kalcijum nezavisna, inducibilna sintaza azot oksida
(engl. Inducible nitric oxide synthase, iNOS) koja se aktivira posredstvom
interleukina 1 (IL-1), tumor nekrosis faktora alfa (TNFa), interferona gama
(IFy), i ostalih citokina i hemijskih medijatora (Kondo et al. 2021).

Peroksinitritni anjon moze dovesti do ostecenja celijske membrane,
nukleinkih kiselina, kao i velikog broja proteina. Rezultat je ¢esto smrt celije
u obliku nekroze ili apoptoze. Baktericidni efekti su posledica ili direktnog
dejstva ovog molekula, ili indirektnog delovanja preko Fentonove reakcije
pri ¢emu nastaje gvozde u jonskom obliku. Takode, ovaj anjon ima
tendenciju da reaguje sa cisteinskim nastavcima u proteinskoj strukturi
(proteini u bakterijama ¢esto u sebi imaju ovakvu strukturu), sto dovodi do
cisteinke oksidacije i oStecenja tercijerne strukture i gubitka funkcije
proteina (bakterijskog enzima ili kanala) (Madkour et al. 2020; Schmidt et
al. 2021).

U pojedinim imunskim <delijama, poput neutrofilnih granulocita,
slobodni kiseoni¢ni radikali mogu delovati antibakterijski na jo$ jedan
indirektni nacin: proizvodnjom hipohloraste kiseline. Hipohlorasta kiselina
se stvara reakcijom vodonik peroksida i hloridnog anjona (vodonik peroksid
¢esto prethodno nastane sjedinjavanjem dva superoksidna anjona i jona
vodonika, kao $to je prethodno navedeno):

H>O;, + CI- —> CIO- + H»O

Ovu reakciju kataliSe enzim mijeloperoksidaza u neutrofilima (Raskovalova
et al. 2021). Anjon hipohloraste kiseline ima veoma izrazena antibakterijska
svojstva, a sam po sebi je netoksican za normalne celije organizma, $to ga
¢ini idealnim dezinficijensom. Za razliku od slobodnih kiseoni¢nih radikala,
ne oStecuje nukleinske kiseline c¢elija, 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
omogucavaju ulazak ovih jona iz citoplazme u organelu. Takode na
membrani su aktivni brojni enzimi, poput ve¢ navedene mijeloperoksidaze,
NADPH oxidaze 2 (Nox2) i sintaze azot oksida. NADPH oxidaza 2 je kao sto
je prethodno naznac¢eno odgovorna za proizvodnju superkosidnog anjona, a
sintaza azot oksida obezbeduje dovoljne koli¢ine azotnog oksida radi
kasnijeg formiranja peroksinitritnog anjona (Madkour et al. 2020; Schmidt et
al. 2021).

Stvaranje slobodnih kiseoni¢nih radikala radi borbe protiv
mikroorganizama je karakteristi¢no za neurofilne granulocite i makrofage,
odnosno celije koje su po svojoj prirodi fagociti. Kod limfocita je ovaj proces
izraZzen u mnogo manjoj meri, mada nije isklju¢eno da kod njih slobodni
radikali u¢estvuju u nekom od signalnih puteva koji potencijalno dovode do
modulacije enzimske aktivnosti tokom stvaranja antitela. Kod fagocitima,
monociti i makrofagi takode imaju znacajno manju brzinu stvaranja
slobodnih radikala, i ta brzina je pod velikim uticajem citokina poput IL 1 i
IFy (Nathan & Cunningham-Bussel, 2013; Zhong et al. 2021).

U neutrofilnim granulocitima, posebno vazan enzim koji regulise
stvaranje slobodnih kiseoni¢nih radikala je ve¢ pomenuta mijeloperoksidaza
(Siraki, 2021). Ona moze da ucestvuje u stvaranju vodonik peroksida i
hipohloraste kiseline samo uz prisustvo hema kao kofaktora. Ovaj enzim
katalizuje i jo$ neke potencijalno vazne reakcije poput oksidacije nekih
aminokiselina. Posebno je vazna oksidacija tirozina uz pomo¢ vodonik
peroksida u tirozil radikal. Tirozil radikal takode ispoljava toksi¢ni efekat
na membranu i intracdelijske komponente bakterija.

U normalnim uslovima, postoji ravnoteza izmedu stvaranja slobodnih
kiseoni¢nih radikala i sposobnosti organizma da te radikale modifikuje,
ukloni ili popravi ostecenja koja oni izazivaju. Kada se ova ravnoteza
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 predstavlja barem
doprinosedi ¢inilac u njihovom razvoju. Neke od ovih bolesti su koronarna
bolest kao posledica ateroskleroze, neka maligna oboljenja, bolesti jetre i
bubrega, pluéne bolesti kao i Parkinsonova bolest i drugi neuroloski
poremecaji (Santini et al. 2020).

Nivo oksidativnog stresa u tkivu se moZze meriti na razli¢ite nacine.
Iako je u brojnim bioloskim wuzorcima mogude izmeriti koncentraciju
superoksidnog anjona, vodonik peroksida i hidroksilnog radikala, ovo je u
vedini slucajeva nije prakti¢no, takode nije potrebno, i zahteva specifi¢na
znanja i finansijska sredstva, barem kada su u pitanju Zivi sistemi (celija,
tkiva). Umesto toga, vecdina istrazivac¢a danas meri indirektne pokazatelje
oksidativnog oStecenja i na taj nacin se zakljucuje o prisustvu i koncentraciji
reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja, i drugih slobodnih radikala (Madkour et
al. 2020; Schmidt et al. 2021).
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Posto slobodni radikali oste¢uju nukleinske kiseline, proizvodi ove
interakcije su potencijalno dobar parametar prisustva radikala u celiji. 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 odredivanje. Neki autori smatraju da je ovaj molekul
najznacajniji pokazatelj DNK ostecenja tokom oksidativnog stresa, mada je
danas nejveé¢i broj pubikacija fokusiran na parametre poput onih koji
nastaju ostecenjem celijske membrane.

Proteinska karbonilacija i proteinska nitracija su takode procesi koji se
deSavaju kao posledica prisustva slobodnih kiseoni¢nih radikala. Ovo je
naroc¢ito prisutno u tkivima bogatim proteinima poput vezivnog tkiva.
Ukupna koncentracija proteinskih karbonilnih jedinjenja je takode jedna od
istraZivackih 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 cesto koristi 2,4-
dinitrofenilhidrazin (Burcham, 2017). Ove metode se odlikuju relativno
visokim stepenom senzitivnosti, i veoma su vaZzne kada zelimo da
procenimo stepen ukupnog proteinskog osStecenja kao posledica dejstva
reaktivnih jedinjenja poput hidroksilnog anjona.

Slede¢i nacin za procenu oksidativnog statusa i oksidativnog stresa u
tkivima je merenje parametara lipidnog ostec¢enja. U kontaktu reaktivnih
kiseoni¢nih radikala sa lipidima (naroc¢ito membranama posto se one sastoje
od lipidnog dvosloja) dolazi do lipidne peroksidacije. Tokom peroksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina, nastaje jedinjenje malondialdehid (engl.
Malondialdehyde, MDA), koji se moze kvantifikovati u uzorcima. Za
kvantifikaciju se koriste supstance reaktivne na tiobarbiturnu kiselinu (engl.
thiobarbituric acid reactive substances, TBARS). Tokom reakcije
malondialdehida i TBARS supstanci oslobadaju se jedinjenja crvene boje,
koja se moze meriti kolorimetrom. Jedna od prednosti ove metode je to sto
je brza, efikasna, i ne zahteva puno resursa. Mana metode je ¢injenica da
mnoga druga jedinjenja u celiji, koja ne moraju imati veze sa oksidativnim
stresom, mogu reagovati sa TBARS, i na taj nacin dovesti do lazno
pozitivnog nalaza ili rezultata koji ukazuje da je oksidativno oStecenje vece
nago Sto je u stvarnosti (Katerji et al. 2019; Lambadiari et al. 2021; Turan &
Simsek. 2021).

Alternativa merenju malondialdehida bi bilo odredivanje drugih
jedinjenja koja nastaju tokom procesa lipidne peroksidacije poput 8-izo-
prostaglandina F2a (8-iso-prostaglandin F2a, 8-iso-PGF2a). Ovaj marker
nastaje kao posledica interakcije slobodnih kiseoni¢nih radikala sa
arahidonskom kiselinom (prisutnom u membranama cdelija). Prednost ove
metode je Sto je preciznija od one sa malondialdehidom i mogucde je izvrsiti
odreden stepen automatizacije pri radu (obradivanje velikog broja uzoraka
u kratkom vremenskom periodu). Mana metode je Sto zahteva upotrebu
masene spektrometrije i hromatografije (engl. rapid ultra-high-performance
liquid  chromatography-tandem mass spectrometry) koja zahteva
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komplikovanu i skupu laboratorijsku opremu i osposobljenost istrazivaca za
rad na njoj (Katerji et al. 2019).

Treba istac¢i da direktno merenje koncentracije slobodnih radikala u
pojedinim bioloskim uzorcima, ne samo da je mogude, veé¢ se odlikuje
potencijalno veéim stepenom senzitivnosti u detekciji oksidativnog stresa.
Na primer, danas postoje razli¢ite fluorescentne probe za reaktivna
jedinjenja  kiseonika, poput 5-6-karboksi-2,7-dihlorodihidrofluorescein
diacetata (engl. 5-6-carboxy-2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate,
DCFDA). Ova proba nakon prolaska kroz ¢elijsku membranu i intracelularne
modifikacije interaguje sa vodonik peroksidom pri ¢emu nastaje 2,7-
dihlorofluorescein koji emituje fluorescentni signal na specifi¢nim talasnim
duzinama (Katerji et al. 2019). Cinjenica je da vecéina laboratorija koristi
indirektne metode, narocito parametre lipidne peroksidacije prevashodno
zbog jednostavnosti i pristupa¢nosti. Medutim kada su u pitanju
prvenstveno metodoloska istrazivanja gde se insistira na senzitivnosti
merenja, direktne metode imaju svoje prednosti.

Jos jedan, ne manje vazan nacdin 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 mogudcnosti kvantifikacije
sposobnosti uzorka da sprec¢i proces oksidacije i da ukloni slobodne
kiseoni¢ne radikale i druga jedinjenja koja imaju oksidativni potencijal
(Rubio et al. 2016). Jedan od najc¢esc¢e koris¢enih ovakvih testova je Trolox
(engl. 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid assay), ili
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 ¢emu dolazi do promene boje rastvora koja se moZze 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).

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

U principu, antioksidativni status nekog uzorka se danas najcesce
odreduje ili merenjem aktivnosti znacajnih antioksidativnih enzima, ili
merenjem koncentracije malih antioksidativnih molekula, koji sami po sebi
nisu enzimi ve¢ direktno neutralisu slobodne radikale. Kad su u pitanju
enzimi, posebno se isti¢u njih cetiri: superoksid dizmutaza (SOD), katalaza
(CAT), glutation peroksidaza (GPx) i glutation S transferaza (GST).
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Prisustvo slobodnih radikala naZalost nije jedini faktor koji aktivira ove
enzime, stoga radi procene oksidativnog stresa, potrebno je meriti i jo§ neki
prametar oStedenja tkiva poput malondialdehida (MDA) (Leskova, 1999;
Chistiakov et al. 2002).

Superoksid dismutaza je jedan od najznacajnih detoksikacionih enzima
u ljudskom organizmu (Leskova, 1999; Chistiakov et al. 2002). Kao $to joj
samo ime kaZe, ona katalise dismutaciju, odnosno razgradnju superoksidnog
anjona. Za celu reakciju neophodan je jon bakra koji se u reakciji redukuje
pri ¢emu dolazi do oksidacije superoksida:

Cu?*-SOD + Oz — Cu*-SOD + O

Moguca je i druga reakcija pri ¢emu se bakar oksiduje, a superoksidni anijon
redukuje:

Cu*-SOD + Oz~ + 2H* — Cu?2*-SOD + H:02

Bakar nije jedini metal koji moze biti vezan za superoksid dismutazu. Drugi
metali poput cinka i mangana takode mogu na ovaj nac¢in da se oksiduju ili
redukuju.

Superoksid dismutaza je narocito znacajna u tkivu jetre gde se
obavljaju razli¢iti biohemijski procesi uklju¢eni u metabolizam ugljenih
hidrata, masti i proteina. Neki enzimi ukljuceni u ciklus limunske kiseline
poput akotinaze su posebno osetljivi na dejstvo superoksida, i bez ovog
enzima bi brzo bili inaktivisani, $to bi zaustavilo proces stvaranja ATP i
dovelo do smrti ¢elije bilo u vidu apoptoze ili nekroze (Madkour et al. 2020;
Schmidt et al. 2021).

Katalaza je jo$ jedan vazan enzim sposoban da makar delimi¢no
neutraliSe S$tetno dejstvo slobodnih kiseoni¢nih radikala u organizmu
(Parihar et al. 2017). Prisutan je ne samo kod ¢oveka, ve¢ i kod velikog broja
zivotinjskih vrsta, i odlikuje se velikom efikasnoséu i brzinom (broj
slobodnih radikala koje moZe da neutraliSe u jedinici vremena). Dejstvo
katalaze u telesnim te¢nostima se moze primetiti ¢ak i golim okom: u
kontaktu sa vodonik peroksidom dolazi do formiranja mehuriéa, zbog
njegove razgradnje i oslobadanja kiseonika:

2H202—) 2H20 + 02

Ovo se moze videti kada vodonik peroksid dode u kontakt sa tkivom i
te¢nostima poput krvi, gnoja, wuzorcima raznih ¢elijskih kultura i
mikroorganizama.

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

H,0, + Fe(Ill)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E(.+)
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Zatim dolazi do reakcije sa jo$ jednim molekulom vodonik peroksida pri
¢emu nastaje kiseonik u vidu gasa i inicijalno, relativno stabilno jedinjenje
sa enzimom u kome se gvozde nalazi u Fe(III) obliku:

H>0, + O=Fe(IV)-E(.+) — H20 + Fe(IlI)-E + O

Fe(III)-E jedinjenje se mozZe dalje ponovo koristiti za neutralizaciju drugih
molekula vodonik peroksida. S obzirom da se enzim na ovaj nacin ,ne
trosi” i ne razgraduje, reakcija neutralizacije se moZe ponavljati vise hiljada,
a mozda i viSe miliona puta Sto c¢ini katalazu jednim od najefikasnijih
enzima u ljudskom organizmu.

Najvece koncentracije enzima aktalaze su prisutne intracelularno, u
organelama peroksizomima. Peroksizomi su izuzetno vazni za normalno
odvijanje metabolickih osidativnih proceca, poput beta oksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina. Katalaza u ovim organelama pored ostalog,
koristi vodonik peroksid za oksidaciju potencijalno toksi¢nih supstanici
tako $to uklanja H2 nastavak:

H>O> + R" H» —- R’ + 2H»0

Na ovaj nacdin katalaza ostvaruje dvostruki protektivni efekat.
Vodonik peroksid se redukuje i nastaje voda. Medutim, mozda jo$ vaznije
od toga, toksi¢no jedinjenje se oksiduje Sto ga ponekad u potpunosti
neutraliSe, a ponekad ga pretvori u manje toksi¢nu formu. Primer bi bio
alkohol koji se u jetri tokom ovog i drugih procesa pretvara u acetaldehid.
Mnogi fenoli, toksi¢na aromati¢na jedinjenja, i toksi¢ni metaboliti pojedinih
supstanci mogu na ovaj nacin da se oksiduju. Jetra je primarno mesto
obavljanja ovih reakcija (u manjoj meri i bubreg), a hepatociti su najvaznija
¢elijska populacija u ovom procesu.

Jos jedan vazan enzim sa antioksidativnim dejstvom je glutation
peroksidaza (Madkour et al. 2020; Schmidt et al. 2021). Ovo u stvari nije
jedan enzim ve¢ je u pitanju cela familija enzima, koja koristi glutation u
cilju redukcije jedinjenja sa oksidativnim potencijalom. Danas se zna za 8
razli¢itih varijanti glutation peroksidaze oznacenih brojevima od 1 do 8. Na
primer, glutation peroksidaza 1 (GPx1) je prisutna u skoro svim tkivima dok
su druge varijante u nekim slucajevima specifi¢cne za neko tkivo ili sistem
organa (npr. gastrointestinalni trakt u kome ima posebno puno glutation
peroksidaze 2 - GPx2). Selen je najvazniji metal koji se nalazi u vedini
varijanti. Njegova uloga tokom procesa oksidacije, redukcije i detoksikacije
Stetnih materija jo$ uvek nije dovoljno izucena, ali smatra se da nedostatak
selena znac¢ajno moZe smanjiti aktivnost enzima u pojedinim tkivima
(Schmidt et al. 2021; Madkour et al. 2020).

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

2GSH + H202 — GS-5SG + 2H»0
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Moguca uloga selena u ovom procesu se zasniva na njegovoj sposobnosti da
se oksiduje u formi selenske kiseline:

RSeH + H202 — RSeOH + H»>O

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

GS-5G + NADPH + H* —- 2 GSH + NADP*

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

Jos jedan vazan enzim koji koristi glutation u cilju ostvarivanja
antioksidativnih efekata je glutation S-transferaza (Andujar-Sanchez et al.
2015). Ovo je takode relativno velika familija enzima podeljena na nekoliko
klasa. Neke klase su prisutne u citosolu c¢elija dok su neke aktivne u
organelama puput mitohondrija. Jedna od osnovnoh funkcija ovog enzima je
da omogucava dejtvo glutationa na elektrofilne centre raznih organskih
peroksida, ali i drugih potencijalno toksi¢nih jedinjenja (ksenobiotika). Kod
lipofilnih ksenobiotika, glutation S-transferaza kataliSe konjugaciju sa
glutationom. Ovaj proces se obavlja u jetri i bubregu i obéno predstavlja deo
takozvane druge faze detoksikacije (prva faza je modifikacija kroz
oksidaciju, redukciju i hidrolizu). Nakon ove faze, po potrebi sledi treca
faza u kome se konjugati ksenobiotika dodatno metabolisu kako bise ucinili
hidrosolubilnim. Zavrsni korak predstavlja, sledi proces ekskrecije putem
bubrega.

Kao 8to je gore pomenuto, enzimi sa antioksidativnim dejstvom su od
izuzetne vaznosti za normalno funkcionisanje organizma, i u njegovoj borbi
protiv oksidativnog stresa i oStecenja koje je njegova posledica (Madkour et
al. 2020; Schmidt et al. 2021). Nedostatak ili disfunkcija ovih enzima moze
biti urodena, pa tako postoje ljudi koji imaju prirodno smanjenu aktivnost
katalaze. Takode smanjena aktivnost nekog od ovih enzima moZze biti i
stecena, zbog dejstva nekog spoljasnjeg hemijskog ili bioloskog agensa. Na
primer, bakar i neki drugi metali u veé¢im koncentracijama se mogu ponasati
kao nekompetitivni inhibitori katalaze. Ovo urodeno ili ste¢eno smanjenje
funkcije enzima moZe u pojedinim slucajevima pro¢i bez znacajnih posledica
po zdravlje, zato $to drugi enzimi mogu donekle da kompenzuju nedostatak.
Ipak, pojedini autori napominju da je smanjena aktivnost ovih enzima
povezana sa razvojem velikog broja patoloskih stanja i bolesti koja u osnovi
nastaju kao posledica oksidativnog ostecenja genetskog materijala ¢elije. Od
velikog znacaja u fundamentalnim medicinskim istraZivanjima je postojanje
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biohemijskih tehnika za merenje njihove koncentracije i aktivnosti jer se
tako stice uvid u brojne fizioloSke i patofizioloSke mehanizme u organizmu
(Madkour et al. 2020; Schmidt et al. 2021).

Jetra je aksesorni organ digestivnhog sistema i vitalni organ u ljudskom
organizmu odgovoran za veliki broj funkcija. Prose¢na tezina jetre iznosi 1,5
kilogram 3Sto je ¢ini najtezim unutrasnjim organom. Anatomski je podeljena
na Cetiri lobusa: levi, desni, repati (kaudatni, lobus caudatus) i cetvrtasti
(lobus quadratus). Vaskularizacija jetre se znacajno razlikuje u odnosu na
druge unutrasnje organe. Krv u jetru ulazi preko portne vene (vena porte) i
hepati¢ne arterije (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
¢injenica da skoro celokupne hranljive i druge materije (npr. toksini) koji se
apsorbuju u tankom i debelom crevu odlaze na ovaj nacin u jetru gde se
obavlja znacajan deo njihovog metablizma i eventualne detoksikacije.
Potpuno otkazivanje jetre (hepati¢na insuficijencija) se po pravilu zavrsava
smrtnim ishodom, osim u sluc¢aju kada usledi transplantacija (Muriel, 2017;
Arias et al 2020).

Jetra nije samo odgovorna za digestivne funkcije (stvaranje Zuci) i
detoksikacione procese u organizmu. Znacajan deo metabolizma ugljenih
hidrata, masti i aminokiselina se odvija u ovom organu. Na primer, u jetri se
stvara i deponuje velika koli¢ina glikogena koji je svojevrsni ,pufer” za
glukozu i na taj nac¢in se nivo glukoze u krvi odrzava u fizioloSkom 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. Takode stvaranje lipoproteina, nosac¢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 nacin
daje klju¢an doprinos odrzavanju koloidno-osmotskog (onkotskog) pritiska
krvi (Feldman et al. 2016). Kod hepati¢ne insuficijencije nastaju periferni
edemi, pored ostalog i zbog hipoalbuminemije i rezultujudeg pada ovog
pritiska (Sto dovodi do prelaska te¢nosti iz krvi u intersticijum). Albumini
su pored odrzavanja ovog pritiska odgovorni za brojne druge funkcije krvi,
poput transportne uloge za razne hormone (npr. hormone Stitaste zlezde),
faktore rasta, masne kiseline, hemijske medijatore i lekove (Feldman et al.
2016).

Jetra je takode mesto sinteze fibrinogena, klju¢nog proteina za proces
koagulacije krvi. Takode, brojni faktori koagulacije kao sto su II, V, VII, IX,
X, XI i XII se ovde sintetiSu. Isto se odnosi i za protein C, protein S i
antitrombin, kao i trombopoetin, glavni hormon koji utice na stvaranje
trombocita u kostnoj srzi. U slucaju hepati¢ne insuficijencije, proces
koagulacije i hemostaze su znacajno kompromitovani. Jetra je takode i
znacajan rezervoar krvi, odgovorna je za skladistenje oko 10 procenata
ukupnog krvnog volumena (oko 500 mililitara) koji se po potrebi moze
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mobilisati (u slucaju gubitka ili preraspodele u miSi¢e tokom fizicke
aktivnosti) (Feldman et al. 2016).

Jetra je svojevrsno skladiste velikog broja vitamina, minerala,
hormona i hemijskih medijatora (Feldman et al. 2016). Ovo se narocito
odnosi na liposolubilne vitamine: vitamin A (depo koji moZe da traje par
godina), vitamin D (nekoliko meseci), vitamin E i vitamin K. Od vitamina B
kompleksa, posebno je potrebno istac¢i vitamin B12, koji se skladisti u
koli¢cinama dovoljnim za viSegodisnju rezervu. Za ovu disertaciju, od
posebne je vaznosti ¢injenica da jetra predstavlja depo gvozda i prekomerno
optereenje gvozdem moZe izazvati znacdajno oStecenje na celijskom i
tkivnom nivou (Muriel, 2017; Arias et al 2020).

Jetra ima i znacajne uloge u imunskom sistemu. Mononuklearni
fagocitni sistem (retikuloendotelijalni sistem) jetre je veoma razvijen, sastoji
se od velikog broja aktivnih <¢elija, koje su angaZovane u uklanjanju
toksi¢nih supstanci i mikroorganizama koji ulaze u krv iz tankog i debelog
creva. Kupferove Ccelije (Kupffer-Browicz cdelije, stelatni makrofagi) su
verovatno druga po znacaju celijska populacija, odmah posle hepatocita.
Ovaj sistem je veoma kompleksan i na razli¢ite na¢ine komunicira sa ostalim
delovima imunskog sistema, onosno limfati¢nim organima, poput slezine i
limfnih ¢vorova. Jetra je odgovorna za proizvodnju velike koli¢ine limfe:
pretpostavlja se da vise od polovine limfe se stvara u njenom tkivu. Uz to,
veliki broj enzima vazZnih za normalno funkcionisanje imunskih ¢elija
(poput gore pomenute katalaze) se sintetiSe i oslobada u ovom organu
(Muriel, 2017; Arias et al 2020).

Detoksifikacioni procesi u jetri se konstantno obavljaju, i ovo se ne
odnosi samo na iz spoljasnje sredine unete otrove, ve¢ i na potencijalno
toksi¢ne 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 nacin da bude deaktivisan, jer bi u
suprotnom doslo do katastrofalnog toksi¢nog osStecenja centralnog nervnog
sistema. U slucaju ¢ak i delimi¢ne hepati¢ne insuficijencije mnogi lekovi u
svojim normalnim, terapijskim kocentracijama mogu postati toksi¢ni. Na
kraju, treba ista¢i da se veliki broj hormona, poput insulina, razgraduje i
inaktivise u jetri, i u slucaju njene disfunkcije dolazi do znacajnih
poremecaja u celokupnom endokrinom sistemu (Feldman et al. 2016).

Osnovna morfolo$ka i funkcionalna jedinica jetre je lobulus. Lobulus
se sastoji od nekoliko miliona hepatocita koji su organizovanu u obliku
Sestougaonih ploc¢a, a vise lobulusa je medusobno 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
obi¢no sastoji od pet komponenti: arterija hepatika proprija, hepati¢na
portalna vena, zZu¢ni kanalié¢i (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 razliku od obi¢nih kapilara, veceg
su dijametra i zapremine, i nemaju kontinuirani endotelni sloj. U
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sinusoidalnim kapilarima dolazi do meSanja krvi koja je poreklom iz
portalnog sistema (dovodi hranljive materije i toksine iz digestivnog trakta)
i krvi poreklom iz hepati¢ne arterije koja je bogata kiseonikom.
Dezoksigenisana i detoksikovana krv iz kapilara odlazi u centralnu venu, a
zatim u hepati¢cnu venu (Feldman et al. 2016).

Najbrojnija i najvaznija delijska populacija jetrinog parenhima su
hepatociti, koji ¢ine vise od dve trec¢ine svih celija. Hepatociti, zbog svoje
veli¢ine, zauzimaju jo$ vec¢i udeo u ukupnoj zapremini tkiva. Ostale
znacajne Celije su Kupferove celije, sinusoidalne endotelne celije, hepati¢ne
stelatne celije i razli¢ite Ccelije imunskog sistema poreklom iz krvi.
Sinusoidalne endotelne celije jetre (engl. liver sinusoidal endothelial cells,
LSEC), za razliku od obi¢nih endotelnih ¢elija imaju specifi¢cnu 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 celije su sustinski deo retikuloendotelijalnog sistema i imaju znacajnu
ulogu u urodenoj, a mozda i stecenoj imunosti. Na njihovoj povr$ini nalaze
se brojni receptori od kojih neki mogu da pokrenu signalne puteve
ukljuc¢ene u proces inflamacije. Disfunkcija LSEC ¢elija predstavlja znacajan
doprinosedi c¢inilac razvoju procesa fibroze i ciroze hepati¢nog tkiva.
Pretpostavlja se da i mnoge druge, sistemske bolesti i stanja u svojoj
patogenezi makar delimi¢no uklju¢uju poremecaje u radu ovih C¢celija
(Muriel, 2017; Arias et al 2020).

Hepati¢ne stelatne celije (Ito celije, perisinusoidalne celije) su celije
zvezdastog oblika locirane uglavnom u Disovim prostorima. Vecdina ih je u
inaktivisanom stanju (engl. quiescent state), a nakon povrede ili toksi¢nog
oStecenja jetre postaju aktivne i sekretuju brojne proteine ekstracelularnog
matriksa. Danas se smatra da ove celije imaju kljuénu ulogu u procesu
formiranja oZiljaka i zamene jetrinog parenhima vezivnim tkivom nakon
ostecenja. Na povrsini membrane imaju brojne receptore od kojih im neki
omogucavaju komunikaciju sa nekim ¢elijama imunskog sistema kao $to su
limfociti. Ito celije takode funkcionisu kao svojevrsni depo vitamina A,
provitamin A karotenoida i drugih jedinjenja koja su bitna za njegovu
sintezu u fizioloskim uslovima (Feldman et al. 2016).

Kupferove celije (Kupfer-Brovic celije, stelatni makrofagi) su glavna
populacija makrofaga jetre, locirani u sinusoidalnim kapilarima.
Ameboidnog su oblika, velike i nepravilne povrSine sa brojnim
pseudopodijama i mikrovilima. Imaju veoma kratak Zivotni vek od samo
nekoliko dana. Kao i svi drugi makrofagi, njohova osnovna funkcija je
fagocitoza i delimi¢no pinocitoza (za male cestice). Kupferove ¢elije mogu
internalizovati cestice razli¢itog oblika i veli¢ine od bakterija do delova
celih ¢elija poput drugih makrofaga i eritrocita (Muriel, 2017; Arias et al
2020). Kupferove Ccelije, za razliku od klasi¢nih makrofaga (poreklom od
monocita krvi) mogu da proliferisu u samom tkivu i na taj nac¢in odrzavaju i
obnavljaju svoju populaciju. Ove ¢elije mogu da stvaraju veliki broj citokina
i hemijskih medijatora koje ponekad koriste za komunikaciju sa drugim
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¢elijama imunskog sistema poput limfocita, monocita i neutrofilnih
granulocita. Takode, Kupferove <celije proizvode znacajne kolic¢ine
reaktivnih kiseoni¢nih radikala, poput vodonik peroksida i superoksidnog
anjona koje koriste u borbi protiv raznih mikroorganizama (Muriel, 2017;
Arias et al 2020).

Kao Ssto je receno ranije, hepatociti predstavljaju najbrojniju i
finkcionalno najznacajniju celijsku populaciju jetrinog parenhima. To su
veoma velike ¢elije i mogu imati dijametar od ¢ak vise od 150 mikrometara
(u svrhu poredenja, dijametar eritrocita je od 7 do 8 mikrometara), mada
njihova veli¢ina znacajno varira u zavisnosti od lokalizacije i aktivnosti.
Citoplazma hepatocita je voluminozna, sa brojnim i velikim organelama od
kojih su najznacajniji glatki endoplazmin retikulum i mitohondrije. Ponekad
se u citoplazmi uocavaju strukture braon boje, koje se uglavnom sastoje od
pigmenta lipofuscina (Feldman et al. 2016).

Bitna karakteristika hepatocita, po kojoj se razlikuju od vecéine drugih
¢elija je velika kol¢ina glikogena u citoplazmi. Glikogen je polimer glukoze i
u hepatocitu postoje enzimi koji ga sintetiSu i razgraduju u zavisnosti od
potreba organizma za glukozom. Brojni hormoni reguliSu proces sinteze i
razgradnje glikogena (pa samim tim i njegovu koli¢inu u hepatocitu) od
kojih su najznacajniji insulin i glukagon. Hepatociti su stoga svojevrsni
,pufer” za glukozu koji odrzava glikemiju u fizioloskim granicama (3.9-6.1
mmol/L). Cak i kod standardnih bojenja, glikogen se moze uoditi u vidu
agregata, koji su veliki ako je jetra pre fiksacije bila izloZena velikim
koli¢cinama glukoze (Muriel, 2017; Arias et al 2020). Primer bi bilo tkivo
jetre uzeto od laboratorijske Zivotinje koja je pre Zrtvovanja konzumirala
obrok velike kalorijske vrednosti. Sa druge strane jetra laboratorijskih
zivotinja koje su gladovale viSse dana pre Zrtvovanja je takva da se u
hepatocitima skoro uopste ne mogu uociti depoi glikogena. Glikogen se
posebno dobro uocava kada se koristi histoloska tehnika bojenja zvana
,periodic acid-Schift” (PAS bojenje pri kome su depozitiglikogena ruzic¢asto
obojeni) (Muriel, 2017; Arias et al 2020).

Jo$ jedna vazna uloga hepatocita je stvaranje lipoproteina. Hepatociti
u in vivo uslovima stvaraju u velikim koli¢inama 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, moguce je relativno lako
napraviti celijske kulture hepatocita koji su sposobni da u medijum
sekretuju ove proteine. Samo prisustvo triglicerida u ekstracelularnoj
tecnosti je vazan faktor koji reguliSe brzinu stvaranja lipoproteina, narocito
VLDL. Imajué¢i u vidu ovako znacajnu ulogu hepatocita u metabolozmu
masti i proteina, nije neobi¢no §to u svojoj citoplazmi imaju veoma razvijen
i razgranat glatki i granulisani engoplazmati¢ni retikulum. Takode
Goldzijev aparat je veoma velike zapremine 3to je o¢ekivano imajuéi u vidu
veliku sekretornu aktivnost ovih ¢elija (Feldman et al. 2016).
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5.5. Strukturna organizacija ¢elijskog jedra i hromatina

Celijsko jedro je glavna regulatorna organela celije i mesto gde se
nalazi najveéi deo genetskog materijala (manji deo se nalazi u
mitohondrijama). Jedro sadrzi 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
nac¢in dobija informaciju o bududem polipeptidnom lancu koji ¢e biti
sintetisan u citoplazmi (Pollard et al. 2016; Alberts & Hopkin, 2019). Kod
ki¢menjaka, vecina ¢elija ima samo jedno jedro, mada postoje brojni izuzeci
poput eritrocita (bez jedra), skeletnih misié¢nih vlakana (po pravilu vise
jedara) ili hepatocita (jedno do dva jedra).

Jedro ima svoju ovojnicu (nuklearni omotac), koja se bitno razlikuje od
membrane same celije. U njen sastav ulaze dve membrane sacinjene od
lipidnog dvosloja. Spoljna membrana je fakticki deo endoplazmnog
retikuluma i zajedno sa njim ¢ini jednu funkcionalnu celinu. Unutrasnji
lipidni dvosloj je u bliskom kontaktu sa mrezom intermedijernih (prelaznih)
filamenata koji se zovu lamini i preko njih je u komunikaciji sa genetskim
materijalom. Ovi filamenti grade jedarnu laminu, specijalizovan omotac¢ koji
je pored ostalog odgovoran za strukturni integritet i oblik celijskog jedra
(Chai et al, 2021; Sferra et al. 2021). Izmedu spoljnog i unutrasnjeg lipidnog
dvosloja jedarne ovojnice nalazi se perinuklearni prostor. Debljina ovojnice
iznosi oko 30 nanometara, mada postoje znacajne varijacije u zavisnosti od
tipa celije.

Na jedarnoj ovojnici nalaze se brojni otvori koji se zovu jedarne pore.
Sam dijametar otvora (kanala) je oko 5 do 10 nanometara. Ovo nisu obic¢ni
kanali, ve¢ su deo mnogo slozenije mreZe proteina, koja se zove ,kompleks
jedarne pore”. Obi¢no u ovom kompleksu postoji nekoliko stotina proteina i
nekoliko desetina nukleoproteina koji su spolja u vezi sa endoplazminim
retikulumom a unutra su u kontaktu sa jedarnom laminom. Broj jedarnih
pora znacajno varira izmedu razli¢itih celijskih populacija, kao i unutar
same populacije u zavisnosti od transkripcione aktivnosti jedra, kao i faze
¢elijskog ciklusa (Pollard et al. 2016; Alberts & Hopkin, 2019).

Razni proteini i kompleksi proteina, su vezani za spoljni ili unutrasnji
lipidni dvosloj, i njihova uloga varira od odrzavanja 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”
izmedu 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 procesa mitoze i mejoze, tokom
formiranja centrozoma i migracije hromozoma. Takode, ova proteinska
grupa ucestvuje u formiranju jedarnih pora i odrzavanju njihove
funkcionalnosti u fiziolo§kim uslovima.
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Hromatin je kompleks velikog broja makromolekula i u njegov sastav,
pored nukleinskih kiselina DNK i RNK ulazi veliki broj razli¢itih proteina.
Termin ,hromatin” je prvi uveo u 19. veku Valter Fleming, nemacki biolog i
osnivac citogenetike. Hromatin omogucava gusto pakovanje DNK molekula i
na taj nac¢in veoma dugacak lanac DNK (duzine preko dva metra u prosec¢noj
diploidnoj ¢eliji) se moze uskladistiti u relativno malu zapreminu celijskog
jedra. Ova gustina pakovanja i strukturna organizacija hromatina je jo$ vise
fascinantna ako se ima u vidu da se u jedru stalno obavljaju razli¢iti 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 nukleozom.
Nukleozom se sastoji od segmenta DNK lanca koji je obmotan oko oktamera
proteina koji se zovu histoni. Postoje cetiri tipa histonskih proteina: H2A,
H2B, H3, i H4. Hromatin jedra se sastoji od nekoliko desetina miliona
nukleozoma, koji su medusobno 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 podsec¢a na ,perle na koncu” (engl.
,beads on a string”) i tako se vrlo ¢esto opisuje u savremenoj literaturi.

H1 histon, osim §to je deo spojnice izmedu histona, ima veliku ulogu u
stepenu kompakcije hromatina. Drugim redima, stepen ,uvijenosti”
nukleozoma, odnosno ugao pod kojim ¢e jedna grupa nukleozoma biti
postavljena prema drugoj, u odredenoj meri zavisi od ovog proteina. U
poredenju sa drugim histonima, H1 poseduje najveci stepen varijabilnosti u
svojoj strukturi, kako izmedu razli¢itih Zivotinjskih vrsta, tako i unutar
jedne vrste. Takode, H1 donekle stabilizuje DNK navoj oko histonske perle,
odnosno sprec¢ava njeno odmotavanje u fizioloskim wuslovima (Vilema-
Enriquez et al. 2020; Serna-Pujol et al. 2021).

Linker H1 histon je veoma dinamican protein, i odlikuje se mnogo
vedim stepenom pokretljivosti u jedru u poredenju sa ostalim histonima.
Velikom brzinom moze prelaziti iz jednog hromatinskog regiona u drugi, za
razliku od nukleozomske perle koja ostaje relativno stacionarna. Ovo je
zaista neobi¢na i nedovoljno izuc¢ena osobina H1 histona imajuc¢i u vidu da
je istovremeno sastavni deo organizacione strukture hromatina (i grupe
nukleozoma) i ucestvuje u njegovoj stabilizaciji i ocuvanju strukturnog
integriteta. Dinamika H1 histona u jedru zavisi od mnogobrojnih faktora
poput faze celijskog ciklusa, stepena fosforilacije i glikozilacije, aktivacije
razli¢itih signalnih puteva u jedri itd (Chaves-Arquero et al. 2018;
Shakibapour et al. 2019).

Posttranslaciona modifikacija H1 histona je redovna pojava u jedru i
takode uti¢e 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 cesto deSavaju i
moguce je da uti¢u na procese poput odgovora DNK na oStecenje (npr.
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produkima oksidativhog stresa, zracenjem itd.). Kod mati¢nih i
progenitorskih celija, ove promene u H1 histonu u nekim sluc¢ajevima mogu
da daju odredeni doprinos procesu diferencijacije i opredeljivanju celije ka
odredenoj celijskoj liniji. Uz to, neke posttranslacione modifikacije H1
proteina mogu da donekle uti¢cu na stepen transkripcije DNK u
hromatinskom regionu gde je histon prisutan (Izquierdo-Bouldstridge et al.
2017; Bednar et al. 2017).

U osnovi, postoji cetiri nivoa u organizaciji odnosno pakovanju
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 vrsi kompresija informacija od
najmanje sto puta, $to je i dalje nedovoljno da bi se genetski materijal na
adekvatni nac¢in upakovao u zapreminu jedra. Trec¢i nivo predstavljaju petlje
koje hromatinska vlakna formiraju ponekad slucajno, a ¢es¢e kao posledica
kompleksnih interakcija sa nehistonskim proteienima. Smatra se da i jedarna
membrana ima potencijalno znacaju ulogu u formiranju petlji. Cetvrti nivo
organizacije, odnosno pakovanja, predstavljaja hromatin koji se vida tokom
pripreme celije za deobu, odnosno u metafazi. Hromatin u metafazi se
odlikuje veoma visokim stepenom kondenzacije (Pollard et al. 2016; Alberts
& Hopkin, 2019).

Hromatin u jedru moZe da se nade u obliku euhromatina i
heterohromatina. Heterohromatin je ,gus¢e pakovana”, odnosno vise
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 mikrofibrila
dijametra oko 10 nanometara 3$to je jednim delom odgovorno za svetliji
izgled tokom mikroskopiranja. Heterohromatin se javlja u dve glavne forme:
konstitutivni heterohromatin i fakultativni heterohromatin. Konstitutivni
heterohromatin je mnogo manje aktivan u smislu potencijalne transkripcije,
odnosno prelaza u euhromatin. Fakultativni heterohromatin sa druge strane
¢esto moZe da se pretvori u euhromatin pod dejtvom razli¢itih spoljnjih ili
unutra$njih ¢inioca. Cak i u fiziologkim uslovima, faktori koji uti¢u na
stepen hromatinske kondenzacije ne moraju nuZno da se nalaze u jedru
¢elije. Primer bi bio protein kondenzin I koji je tokom interfaze prisutan u
citoplazmi, a dejstvuje na hromozome tek nakon zavrSetka profaze kada
dode do degradacije jedarne ovojnice (Pollard et al. 2016; Alberts & Hopkin,
2019).

Gledano svetlosnim i elektronskim mikroskopom, hromatin u
interfaznom jedru se prezentuje razli¢itim strukturnim obrascima (engl.
,structural patterns”). Ovi obrasci uveliko zavise od tipa celije (Pollard et
al. 2016; Alberts & Hopkin, 2019). Na primer, limfociti imaju raltivno
homogeno i tamno prebojeno jedro, za razliku od hepatocita gde je uocljiv
mnogo vedi stepen heterogenosti. Prezentacija strukturnih obrazaca
hromatinske organizacije tokom konvencionalne mikroskopije uveliko zavisi
i od histoloske tehnike bojenja koja je upotrebljena. Na primer, klasi¢no
hematoksilin / eozin bojenje i toluidin plavo bojenje (koje je upotrebljeno u
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ovoj disertaciji) rezultuje potpuno drugacijim izgledom ¢celijskog jedra, ne
samo hepatocita, vec¢ i bilo koje druge ¢elijske populacije.

Danas je uglavnom nepoznanica kako i na koji nac¢in pojedini faktori
deluju na strukturne (i teksturalne) obrasce hromatinske organizacije u
interfazi. Ovo se odnosi i na razne vrste nanocestica koje ponekad mogu
direktno da deluju na ¢elijsko jedro. Razlic¢iti signalni putevi koji se pokrecu
kada se neki protein, hormon ili faktor rasta veze za celijsku membranu
mogu da uti¢u na distribuciju euhromatina i heterohromatina u jedru
(Pollard et al. 2016; Alberts & Hopkin, 2019). Takode, pojedini toksini
indirektno mogu da dovedu do ovih promena tako $to dovedu do smanjene
ili povecane ekspresije nekih gena. Konac¢no, neke supstance se odlikuju
poveéanim generisanjem reaktivnih jedinjenja kiseonika, i na taj nacin
indirektno os8tecuju DNK izazivajuéi aktivaciju brojnih mehanizama
popravke, Sto takode moze biti praceno promenama u hromatinskoj
strukturi i distribuciji.

Prema nasim saznanjima, istrazivanje opisano u ovoj disertaciji je
jedno od prvih u svetu koje je primenilo savremene informacione
tehnologije u cilju kvantifikacije promene teksturalnih obrazaca hromatina
izazvanih metalnim nanomaterijalima. Takode, ovo je prvo istrazivanje koje
je na ovaj nacin istrazivalo promene u strukturi i distribuciji hromatina na
¢elijskoj populaciji hepatocita jetre. Dobijeni rezultati predstavljaju
potencijalno vrednu osnovu za bududa istrazivanja vezana za spoljasnje
toksi¢ne  ¢inioce, koji dovode do reorganizacije  hromatinskog
makromolekula u ovim ¢elijama.

5.6. Primena fraktalne analize u cdelijskoj biologiji i molekularnoj
medicini

Fraktalna analiza je savremeni matematic¢ki, fizi¢ki i kompjuterski
metod za evaluaciju fenomena samosli¢nosti u razli¢itim signalima i
strukturama. Fraktal kao pojam je dosta teSko definisati, a najprecizniji opis
fraktala koji se danas moZze naci u literaturi je: obrazac koji se odlikuje
(skoro) beskona¢nom kompleksnoséu, u kome postoji sli¢nost na razli¢itim
skalama posmatranja. Drugim rec¢ima, sistemi koji imaju fraktalne osobine
se odlikuju sli¢nos¢u izmedu vecéih i malih delova sistema, odnosno
slicnos¢u delova sistema i sistema kao celine. Dimenzija fraktala je veca
odnjegove topoloske dimenzije pa se stoga fraktal teSko opisuje uz pomo¢
parametara Euklidske geometrije (Sakata et al. 2019; Lagatuz et al. 2021). U
prirodi, savrSeni fraktali ne postoje (oni se mogu kompjuterski generisati).
Medutim, mnoge bioloske strukture i signali makar delimi¢no nalikuju na
fraktale. Primeri su brojni u svetu biljaka gde se samoponavljajudi i
samosli¢ni obrasci mogu na¢ci na listovima, korenju, laticama cveca, mnogim
plodovima itd. Mnogi prirodni fenomeni vezani za vremenske obrasce,
geografske karakteristike planete Zemlje itd. takode imaju ove osobine.

Dva najznacdajnija parametra fraktalne analize su fraktalna dimenzija i
lakunarnost. Fraktalna dimenzija se moze izracunati koriS¢enjem razlicitih
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metoda, pri ¢emu je danas najc¢esc¢e u upotrebi klasi¢na box-counting metoda
(Andronache et al. 2019; Wei et al. 2021). Ona se sprovodi koris¢enjem
relativno komplikovanog matemati¢ckog algoritma koji je opisan u
metodoloskoj sekciji ove disertacije, odnosno binarizacijom
dvodimenzionalnog signala (mikrografa), a zatim prekrivanjem serijom
kvadrata na razli¢itim skalama. Ovde treba napomenuti da ovakav pristup
nije jedini, niti je moguce tvrditi da je bolji ili manje dobar u poredenju sa
drugim strategijama. Na primer, u pojedinim softverskim platformama,
poput FracLac moguce je odrediti fraktalnu dimenziju na nebinarizovanim,
crno-belim slikama (Gray Scale format), pri ¢emu se ¢esto ra¢una vrednost
takozvane diferencijalne fraktalne dimenzije. Postoje i tipovi fraktalne
dimenzije koji nisu dobijeni box-counting metodom. Ipak, nasa je
pretpostavka da su promene u jednoj dimenziji ¢esto pradene i promenama
u dimenziji dobijenoj drugom metodom, odnosno da je eventualno
postojanje razlike ili korelacije u klasi¢noj fraktalnoj dimenziji, praceno
slicnim promenama i u ostalim takvim parametrima dobijenim drugacijim
matematic¢kim pristupima.

Lakunarnost je u principu znatno teze definisati u odnosu na fraktalnu
dimenziju. Ovaj parametar u osnovi zavisi od veli¢ine i broja praznina u
fraktalnoj organizaciji, odnosno strukturi (Cabral et al. 2020; Aranda et al.
2021). Veéi broj i dimenzije ovih praznina (lakuna) dovode do povecane
lakunarnosti mada to ne mora uvek biti slucaj. Prema nasem dosadasnjem
iskustvu, strukture koje imaju veoma velika prazna polja koja zahvataju
najve¢i deo povrsine na mikrografu ne moraju obavezno imati veliku
lakunarnost. Naprotiv, nedostatak vidljive tkivne ili d¢elijske strukture
povecava donekle stepen homogenosti, pa bi po tom rezonovanju
lakunarnost trebalo biti manja. Lakunarnost i fraktalna dimenzija su ¢esto u
negativnoj korelaciji, odnosno sa povedanjem jednog parametra smanjuje se
drugi i obrnuto. Doduse, ja¢ina i uopSte postojanje ove korelacije znatno
zavisi od nacdina racdunanja ovih parametara, od primenjene softverske
platforme, kao i od mnogih drugih faktora.

Tokom poslednje dve decenije, nekoliko istrazivackih timova je
pokusalo, sa manjim ili veéim uspehom da primeni fraktalnu analizu u cilju
ispitivanja i detekcije programirane celijske smrti. Ovo se bazira na ¢injenici
da tokom apoptoze, odnosno makar u njenim ranim fazama, kod mnogih
¢elijskih populacija dolazi do strukturnih promena u jedarnom hromatinu.
Ove promene se pre svega odnose na proces kondenzacije, odnosno do
smanjenja zapreminskog odnosa euhromatin / heterohromatin. Kod mnogi
¢elija, kada se pokrene signalni put koji prethodi apoptozi, mnogi geni
(Cesto i zbog oStecenja genoma koje obi¢no pokrece ovaj signalni put)
postaju transkripciono neaktivni.

Neki autori smatraju da euhromatin ima vece vrednosti fraktalne
dimenzije u poredenju sa heterohromatinom (Bancaud et al. 2012). Ovo je
logi¢no imajuc¢i u vidu da je heterohromatin u osnovi manje kompleksnija
struktura zbog vecde gustine i stepena pakovanja i spiralizacije. Prema tome,
moguce je da jedro koje je transkripciono manje aktivno, odnosno ono koje
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je na putu da zapoc¢ne 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
mikroskopija i konvencionalna bojenja.

Jos jedna strukturna promena u hromatinu koja je
karakteristi¢na za programiranu celijsku smrt, makar u nekim cdelijskim
populacijama je marginalizacija hromatina, odnosno pomeranje gusto
pakovanih hromatinskih regiona uz ¢elijsku membranu (Valdez et al. 2017;
Pulikkan et al. 2018). Ovo bi u teoriji trebalo da smanji vrednost fraktalne
dimenzije zato Sto je struktura takvog jedra uniformnija u poredenju sa
jedrom u kome su gusto pakovani regioni nasumice (haoti¢no) rasporedeni.
Ipak ovo treba uzeti sa dozom rezerve posSto marginalizacija nije prisutna
tokom apoptoze u svim celijama. Takode veliki broj celija (a tu spadaju i
hepatociti) ¢ak i kada su u fizioloskim wuslovima imaju zanacajni deo
heterohromatina koji je rasporeden upravo uz delijsku membranu. Stoga
ostaje nejasno da li se i kako takva celija tokom apoptoze razlikuje od
normalne, zdrave celije u pogledu hromatinske distribucije u jedru. Takode
je nejasno da li se i u kojoj meri vrednost fraktalne dimenzije jedra kod
takvih ¢elija menja.

Jedna od prvih studija o potencijalnoj primeni fraktalne analize
u detekciji programirane celijske smrti je objavljena 2001. godine od strane
Svajcarskih naucénika Lose i Kastelija (Casteli & Losa, 2001). Istrazivanje je
uradeno na kulturi estrogen nesenzitivnih ¢elija karcinoma dojke soja SK-
BR-3. Apoptoza je kod ovih C¢elija izazvana hemijskom supstancom
kalcimicin, koja u primenjenoj dozi od 1mM obi¢no izaziva smrt celije u
roku od 96 casova. Za detekciju apoptoze koris¢ene su savremene
citofluorometrijske tehnike poput Aneksin-V obelezavanja (tretman
adhezionim molekulom koji se u prisustvu kalcijuma vezuje za fofatidilserin
na spoljnoj strani celijske membrane) i TUNEL tehnike (engl. “Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labelling assay”).
Takode je u cilju karakterizacije apoptotskih <celija primenjen esej
membranske permeabilnosti tretmanom sa propidium jodidom.

U gorenavedenoj studiji, fraktalna analiza je uradena u Fanal ++
softveru koji pored ostalog omogucava klasi¢nu “box-counting" analizu.
Merena je fraktalna dimenzija kako hromatina, tako i manjih komponenti
hromatina, kao i povrsine celijske membrane (“nuclear membrane outline”).
Rezultati su pokazali da se fraktalna dimenzija u skoro svim uslovima
smanjuje nakon tretmana proapoptotskom supstancom $to u osnovi znaci da
je doslo do smanjenja strukturne kompleksnosti. Najvazniji nalaz ovog rada
je ¢injenica da je do smanjenja doslo pre nogo Sto su konvencionalni
citofluorometrijski metodi pokazali postojanje, odnosno pocetak
programirane celijske smrti (Casteli & Losa, 2001). Drugim recima, ova
relativno jednostavna i pristupa¢na metoda je pokazala znatno vedi stepen
senzitivnosti u poredenju sa znatno kompleksnijim biohemijskim metodama
zlatnog standarda.
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Losa i Kasteli su nastavili svoje istraZivanje iz oblasti fraktalne analize
uradivsi 2005. godine novu studiju na kulturi éelija karcinoma dojke (Losa
& Casteli, 2005). Sli¢no prethodnom istraZivanju, ovde je apoptoza izazvana
dejtvom hemijskog toksina kalcimicina, a za detekciju celijske smrti
koriséen je esej membranske permeabilnosti, TUNEL i aneksin-V
obelezavanje. Takode je uradena analiza sfingolipida kroz ekstrakciju
ukupnih lipida i izolaciju gangliozida i glikosfingolipida. Analiza ¢elijskog
ciklusa je obavljena odredivanjem sub-G0/G1 pika. Specifi¢nost ove studije
je i ta Sto je kao dodatak fraktalnoj analizi uradena teksturalna analiza uz
pomo¢ matriksa simultanog pojavljivaja sivih vrednosti. Kvantifikovani su
parametri poput angularnog drugog momenta, korelacije, kontrasta,
inverznog momenta razlike i entropije. Utvrdeno je da se pojedini GLCM
parametri hromatina poput teksturalne varijanse i GLCM korelacije
znacajno menjaju veoma brzo nakon delovanja proapoptotskog toksina.
Ovaj nalaz ukazuje na znacaj kombinovanja fraktalne i teksturalne (GLCM)
analize u detekciji strukturnih i funkicionalnih promena u celiji tokom
veoma ranih faza programirane celijske smrti, kada one jo$ uvek nisu
detektabilne koris¢enjem standarnih biohemijskih tehnika (Losa & Casteli,
2005).

Jo$ jedna eksperimentalna studija iz oblasti primene fraktalne analize
u izucavanju apoptoze je objavljena 2012. godine u Casopisu teoretske
biologije (Pantic et al. 2012). Autori su izazivali apoptozu na ¢elijama U251
humanog glioblastoma uz pomo¢ ultraljui¢astih UVB zraka. Napravljeni su
digitalni mikrografi koris¢enjem fazno-kontrastnog mikroskopa, za zatim je,
slicno protokolu u ovoj disertaciji uradena fraktalna analiza kori$éenjem
FracLac softvera. Celije su slikane na svakih 30 minuta nakon tretmana do
isteka 5 ¢asova, 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 ¢elija (ovakav
pristup je mogu¢ kada se na mikrografima ¢elijska membrana jasno uocava)
U studiji je uradena relativno detaljna citofluorometrijksa analiza. Pored
ostalog, uradeno je duplo bojenje sa aneksinom i propidium jodidom, kao i
odredivanje aktivnosti kaspaza kao enzima kljuénih za pokretanje procesa
programirane celijske smrti. Takode je kvantifikovan proces fragmentacije
dezoksiribonukleinske kiseline kroz analizu celijskog ciklusa (Pantic et al.
2012).

Interesantno je da se u ovoj studiji fraktalna dimenzija jedarne
strukture nije znacajno menjala ¢ak ni nakon 5 sati od tretmana. Sa druge
strane, fraktalna dimenzija cele Ccelije je se smanjila (Sto ukazuje na
smanjenje kompleksnosti). Ovo smanjenje je postalo statisti¢i signifikantno
ve¢ nakon 30 minuta od tretmana. Fraktalna lakunarnost jedra se znacajno
smanjila odmah nakon tretmana da bi se nakon 2 ¢asa povecala do nivoa
kontrole. Konvencionalni citofluorometrijski parametri poput fragmentacije
DNA i aneksin PI su se znacajno promenili tek 2h nakon tretmana. Ovi
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rezultati su ukazali da relativno jednostavna mikroskopsko-matematicka
analiza pokazuje vecéi stepen senzitivnosti u detekciji ranih stadijuma
apoptoze u porecenju sa konvenionalnom FACS analizom. Autori su
zaklju¢ili da bi u buducénosti, fraktalna analiza mogla da postane znacajni
dodatak etabliranim metodama za identifikaciju apoptotskih celija u kulturi
u razlic¢itim fizioloskim i patolos8kim uslovima.

Jedna od skorasnjih studija koja je primenila metodu fraktlane analize
na Celijskim kulturama je uradena na hematopoetskim kancerskim celijama
(T-limfoblastoidna linija - JURKAT i B - limfoidna linija - CCRF-SB). Za
razliku od prethodnih istrazivanja, ovde je apoptoza izazivana tranzientnom
normobari¢kom hipoksijom (De Bels et al. 2020). Programirana ¢elijska smrt
je dokazana povecanjem nivoa kaspaza (konkretno kaspaze 3). Rezultati su
pokazali da je doslo do inicijalnog povecanja strukturne kompleksnosti kod
JURKAT i CCRF-SB ¢elija. Ovaj nalaz je u suprotnosti sa nasim
opservacijama da je ostecenje celije i generalno procesi koji su u vezi sa
destvom nekog toksi¢nog agensa uglavnom prac¢eno smanjenjem strukturne
kompleksnosti. Ova diskrepanca moze biti posledica razlike u metodoloskim
pristupima koji su primenjeni u razli¢itim studijama (De Bels et al. 2020).

5.7. Teksturalna analiza hromatinske strukture u sklopu biosenzora za
detekciju éelijskog oStecenja

U jednoj od prethodnoj studija o promeni GLCM metode u medicini,
vrSeno je ispitivanje parametara teksture jedarnog hromatina limfocita
periferne krvi nakon izazivanja ¢elijskog ostec¢enja (Pantic et al, 2016). Celije
su tretirane oksidopaminom, derivatom dopamiina koji ima tosi¢ne efekte
na genetski materijal celiije. Oksidopamin je u osnovi neurotoksin i koristi
se u eksperimentalnoj fiziologiji za izazicanje animalnih eksperimentalnih
modela Parkinsonove bolesti i hiperkinetickog poremecaja. Njegov
najverovatniji mehanizam dejstva u neuronima i drugim cdelijama je
stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih radikala poput vodonik peroksida,
superoksidnog anjona i hidroksilnog radikala. Nakon toga dolazi do
oStecenja genetskog materijala celije i odgovaraju¢ih promena u jedarnoj
strukturi.

U limfocitima, oksidopamin u manjim koncentracijama dovodi do
pokretanja signalnih puteva koji ultimativno pokreée proces programirane
¢elijske smrti (Del Rio & Velez-Pardo, 2002; Pantic et al. 2016). Ovo je
pokazano do sada na nekoliko eksperimenata, i najverovatnije se apoptoza
indukuje nemoguénosé¢u mehanizama popravke u jedru da saniraju osStecenje
izazvanog oksidativnim stresom. U jedru tokom rane apoptoze dolazi do
kondenzacije hromatina, smanjenja transkripcionih procesa, povecanja
odnosa  heterohromatin =/  euhromatin, i marginalizacije dela
heterogromatina uz jedarnu membranu. Tokom ovakvih procesa, logi¢no bi
bilo smanjenje kompleksnosti jedra, odnosno fraktalne dimenzije, a mozda i
povecanje lakunarnosti.
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U gorepomenutoj studiji, celije su izlagane oksidopaminu u
koncentracijama 100, 200 i 300 mM, a nakon 120 minuta obavljena je
fiksacija metanolom. Celije su obojene Felgen metodom koja za razliku od
tolidin plave (koris¢éene u ovom doktoratu, specificna generalno za
nukelinske kiseline) je specifi¢na skoro isklju¢ivo za molekule DNK. GLCM
analiza je obavljena na platformi Image] Nacionalnog instituta za zdravlje
koja se zasniva na podprogramima Texture Analyzer i GLCM_TextureToo.
Od parametara teksture, izrac¢unati su angularni drugi moment, inverzni
moment razlike, teksturalna korelacija, GLCM entropija i GLCM varijansa.
Utvrdeno je da je doslo do dozno-zavisnog povecanja teksturalne entropije
(indikator neuredenosti) hromatina, kao i do sli¢nog povecanja 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 uradena ROC (engl. Receiver
operating characteristic) analiza za teksturalne parametre. Ovom
statistictkom metodom, testirana je diskriminatorna sposobnost teksturalne
analize, odnosno sposobnost razlikovanja tretiranih od netretiranih
(intaktnih) ¢elija. Utvrdeno je da GLCM varijansa ima izuzetnu
diskriminatornu moé¢ (engl. outstanding discriminatory power) u
razlikovanju ¢elija tretiranih oksidopaminom u koncentraciji 300 mM od
kontrole.

Ovo istrazivanje sa oksidopaminom je prema nas$im saznanjima bilo
prvo u svetu koje je testiralo sposobnost teksturalne analize kao svojevrsnog
biosenzora za indirektno detektovanje promena u hromatisnkoj strukturi
nakon indukcije oStec¢enja. Kad je u pitanju ova doktorska disertacija,
studija je releventna zato S$to je posredno na ovaj nacdin ispitivana
moguénost GLCM metoda da detektuje promene uzrokovane oksidativnim
ostecenjem (ako prihvatimo teoriju da oksidopamin dominanto izaziva
oStecenje generisanjem slobodnih kiseoni¢nih radikala). Zakljuéci studije su,
pored ostalog, da se GLCM algoritam ima odradeni potencijal da se koristi
kao deo buduceg biosenzora za detekciju ¢elijskog oStecenja, barem kada su
u pitanju celije obojene DNK specificnom Felgen metodom. Za sada je jo$
uvek nepoznato da 1li bi se isti ili sli¢ni rezultati dobili kod limfocita
obojenih toluidin plavim (specifi¢cno generalno za nukleinske kiseline),
Gimzom (pogodno bojenje za vizuelizaciju hromozoma) ili hematoksilin -
eozin (pristupacno i ¢esto koris¢eno bojenje prilikom histopatoloske analize
tkiva).

Jos jedna vaZzna 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 celija kvasnica
(Saccharomyces cerevisiae) koji je i do sada bio u Sirokoj upotrebi u
molekularnoj biologiji i genetici. Ovaj model je od posebnog znacaja za
istraZivanje hromatinske organizacije posto su skoro svi geni koji ucestvuju
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 ¢elija na promenljive ambijetalne uslove, laka manipulacija
prlikom tretmana razli¢itim supstancama, mogucénost fiksiranja razli¢itim
fiksativima, kao i veliki izbor tehnika bojenja koje uspeSno mogu da
vizuelizuju hromatin i njegovu distribuciju u jedru.

Autori su u ovoj studiji ¢elije tretirali oksidopaminom u dozi od 300
uM (doza koja je prethodno na limfocitima uzrokovala relativno velike
promene u GLCM parametrima). Takode, jedna grupa celiija je tretirana
magnetitnim nanocesticama u dozi 100 mg/L. Ove nanocestice su fakticki
identi¢ne onim koje su koris¢ene u okviru ove doktorske disertacije. Nakon
tretmana kvasnica, posmatrane su celije u razli¢itim vremenskim tackama
(30 min, 60 min i 120 min nako tretmana) i na taj nacin je ispitivana
vremenska zavisnost, odnosno promene GLCM parametara u zavisnosti od
protoka vremena. Sli¢no ovoj doktorskoj disertaciji, za odredivanje GLCM
parametara koris¢ena je platforma Mazda napravljena od strane istrazivaca
Tehnickog univerziteta Lod (Institut za elektroniku). Za svaku jedarnu
strukturu, izrac¢unate 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 nanocestice gvozda oksida
dovele do suprotnog efekta, takode vemenski - zavisnog. Suma varijanse
GLCM se povedaka nakon tretmana oksidopaminom dok je ekspozicija
nanocesticama dovela opet do suprotnog efekta. Iz svega se moze zakljuciti
da oksidopamin donekle poveéava sveukupnu heterogenost jedra na ovom
eksperimentalnom modelu, dok nanocestice imaju delimi¢no protektivno
dejstvo na njegove toksi¢ne efekte. Moguce je da procesi u hromatinu koji
prethode programiranoj celijskoj smrti povecavaju strukturnu heterogenosti
jedra, a da se protektivni efekat nanocestica ispoljava kroz povecanje
homogenosti.

Potrebno je ove rezultate posmatrati sa odredenom rezervom, pre
svega zbog cinjenice da je GLCM relativnho nova metoda u patologiji i
toksikologiji i mnogi mehanizmi koji potencijalno mogu da uti¢u na
teksturalne parametre (pre svega na angularni drugi momenat i inverzni
momenat razlike) jod wuvek nisu dovoljno istrazeni. Cinjenica da
oksidopamin smanjuje angularni drugi momenat (pa samim ti i uniformnost
teksture) celijskog jedra ne mora nuZno biti posledica toksi¢nog ili
proapototskog efekta ove supstance. lako deluje logi¢no da svaki proces koji
dovodi do oStecenja jedra uzrokuje njegovu strukturnu degradaciju i time
smanjuje homogenost, ovo ne mora biti slucdaj na svim celijskim
populacijama i u svim eksperimentalnim uslovima. Takode, suprotni efekat
koji na celijama izazivaju nanocestice gvozda ne mora nuzno da ukazuje na
njihovo protektivno dejstvo. Moguce je jednostavno da dolazi do aktivacije
nekog signalnog puta koji u jedru dovodi do redistribucije euhromatina i
heterohromatina, i da ta redistribucija nema nikakve veze ni sa oStedenjem
genetskog materijala, ni sa programiranom celijskom smrti.
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Gorenavedena studija je u suprotnosti sa rezultatima ove disertacije,
barem kada je u pitanju efekat magnetitnih nanocestica. Narocito je izraZena
diskrepanca u rezultatima vezanim za angularni drugi momenat i inverzni
momenat razlike. Ipak potrebno je primetiti znacajnu razliku u
metodoloskom pristupu u ova dva istrazivanja. U studiji sa saharomicetama
koris¢ene su znacajno vece doze nanocestica u poredenju sa dozama koje bi
se u disertaciji o¢ekivale da budu prisutne u jetrinom parenhimu, odnosno u
neposrednoj blizini hepatocita. Drugo, metabolizam i razgradnja
nanocestica u jetri i dalje nije izuc¢ena, odnosno u jetri postoji specifi¢na
mikrosredina sa velikim brojem razli¢itih hemijskih medijatora i drugih
supstanci od kojih svaka moZze potencijalno da reaguje sa nanocesticama, a
zatim i sa samim hepatocitima. Trede, potrebno je razmotriti razlike u
histoloskoj obradi ¢elija, odnosno tkiva. U disertaciji je tkivo jetre bilo
obojeno toluidin plavo tehnikom (boja koja se dominantno vezuje za
nukleinske kiseline) dok u studiji sa kvasnicama to nije bio sluc¢aj. Kona¢no,
kvasnice kao eksperimentalni model se fundamentalno razlikuju od ¢elija
jetre i u morfoloskom i u funkcionalnom smislu. Broj gena i broj hromozoma
je drugaciji kao i pojedini aspekti replikacije DNK. Celijski ciklus i signalni
putevi asocirani sa njim se bitno razlikuju. Kvasnice takode imaju drugaciju
permeabilnost za veliki broj eksternih supstanci, odnosno potencijalnih
toksina u poredenju sa hepatocitima.

5.8. Buduénost i ograni¢enja primene kompjuterskih metoda u detekciji
strukturniuh i funkcionalnih promena u ¢éelijskom jedru

Kao sto je prethodno receno, razvoj informacionih tehnologija u 21.
veku je doveo do velikih promena u nauc¢noistrazivackom radu kako u
fundamentalnim tako i u klinickim 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
¢elijske biologije i molekularne medicine budu opisani i objasnjeni (Pollen
et al. 2014; Kel et al. 2019; Liu et al. 2020). Ipak, primena metoda
softverskog inzenjerstva u medicini je jo§ uvek slabo izucena, i relativno
mali broj istrazivackih timova se upusta u projekte ovog tipa. Ovo je pre
svega zbog kompleksnosti i multidisciplinarnosti ovakvih pristupa. Doktori
medicine ukljuc¢ujuéi i one koji se bave komputacionom biologijom, cesto
nemaju adekvatno programersko i matemati¢ko znanje neophodno za rad na
odgovarajucem softveru, kao ni dovoljno iskustva kako bi na odgovarajuci
nac¢in protumacili dobijene rezultate. Programeri sa druge strane cesto
nemaju dovoljno medicinskog i bioloskog znanja da bi napravili softverski
algoritam primenljiv u fundamentalnoj ili klini¢ckoj medicini. U ovakvim
uslovima, ponekad jedino reSenje je formiranje velikih multidisciplinarnih
nauc¢nih timova uz ukljudivanje struénjaka iz IT industrije, odnosno
programerskih firmi koji imaju adekvatnu ekspertizu u razvoju softvera. U
ovakve timove poZeljno je ucesce i molekularnih biologa koji ¢esto bolje od
lekara poznanju kompleksne molekularne procese i signalne puteve koji se
odvijaju u ¢elijskom jedru i u drugim ¢elijskim komponentama (Pollen et al.
2014; Kel et al. 2019; Liu et al. 2020).
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Danas je jasno da ubrzani razvoj veStacke inteligencije i masinskog
ucenja predstavlja buduénost primene vecine, ako ne i svih informacionih
tehnologija u medicinskom naucnoistraZzivackom radu, a verovatno i u
klinickoj praksi. Fraktalna, teksturalna i vejvlet analiza ni ovde ne
predstavljaju izuzetke. Vestacka inteligencija predstavlja 8iri pojam od
masinskog ucenja i predstavlja sve tehnologije pri kojima masine obavljaju
funkcije koje su karakteristi¢cne za humanu inteligenciju. Ovde spadaju
razli¢iti oblici vizuelne rekognicije, prepoznavanja jezika i auditornih
signala, donoSenja odluka i reSavanje kompleksnih problema (Falk et al.
2019; Santucci-Pereira et al. 2019; Meng et al. 2020).

Tokom poslednjih desetak godina, predlozeni su brojni modeli
masinskog ucenja koji bi sa uspehom mogli da se upotrebe za analizu
dvodimenzionalnih signala, ili numeric¢kih podataka asociranim sa takvim
signalima u medicini (Beig et al. 2019; Omta et al. 2020). Obi¢no se
klasifikuju u tri grupe: masinsko ucenje pod supervizijom (engl.
“supervised machine learning”), masinsko ucenje bez supervizije (engl.
“unsupervised machine learning”) i masinsko ucenje sa potkrepljivanjem
(engl. “reinforced machine learning”). Kada su u pitanju numeri¢ki podaci
analize digitalnih mikrografa poput onih dobijenih GLCM metodom,
verovatno su najadekvatniji metodi masinskog ucenja sa supervizijom. Kod
ovakvih tehnika, masina (model masSinskog ucenja) se izlaZe seriji ulaznih
vrednosti i odgovarajuce izlazne vrednosti. Drugim red¢ima, supervizor daje
masini veliki broj primera gde ulazni podaci su asocirani sa ciljem (izlaznim
podacima). Masina vremenom pronade 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; Zhao et al. 2020).

Neki od danas najc¢esc¢e korisc¢enih metoda masinskog ucenja pod
supervizijom su: neuralne mreZe (primer: neuralna mreza zasnovana na
viseslojnom perceptronu), linearni regresioni modeli, modeli zasnovani
na logistickoj regresiji (primer bi bila binarna logisti¢ka regresija), Bajesove
mreze, linearna diskriminantna analiza, algoritam K-najbliZzeg suseda i
takozvani "Support-vector machine" model (Maroco et al. 2011; Bartmann et
al. 2017; Tyasi et al. 2020). Ovde takode spadaju i modeli koji 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 masinskog ucenja koja se danas sve c¢esce koristi u kako
u fundamentalnim, tako i u klinickim medicinskim istrazivanjima je duboko
ucenje (Hannigan et al. 2019; Jiao et al. 2020). Ova forma ucenja obuhvata
kompleksne  pristupe zasnovane na neuralnim mrezama poput
konvolucionih neuronskih mreZza i rekurentnih mreZa Hannigan et al. 2019;
Jiao et al. 2020). Ove metode su posebno atraktivne u rac¢unarskoj viziji za
prepoznavanje i klasifikovanje slika, kao i za predvidanje sloZenih
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fenomena u samim slikama. Prema nasim saznanjima, kombinacija ovih
strategija vestacke inteligencije i GLCM metoda jo$ uvek nije poku$ana, ali
ne postoji nijedan metodoloski problem koji bi spre¢io buducda istrazivanje
iz ove oblasti (Davidovic et al 2021).

Primer upotrebe masinskog ucenja pod supervizijom za podatke
dobijene radom na ovoj disertaciji bi bio da se kreira model 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 ¢elija bila izloZena magnetitnim nanocesticama (dihotomna
varijabla poput tretman=0 ili tretman=1). Jedan od najjednostavnijih modela
koji bi u ovom slu¢aju mogao da se kreira je onaj zasnovan na binarnoj
logistickoj regresiji. Binarna logisti¢ka regresija, iako relativno jednostavan
pristup se u nasim dosadasnjim, jos uvek nepublikovanim istrazivanjima na
¢elijskim eksperimentalnim modelima pokazala kao pouzdana strategija
masinskog ucenja sa klasifikacionim preciznoséu samo nes$to manjom od
mnogo kompleksnijih neuralnih mreza.

Prema nasim dosadas$njim iskustvima, neuralne mreZze 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, jedan ili viSe 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 koeficijenata. Model bi mogao imati veci broj skrivenih slojeva
neurona, mada prema nasSim opservacijama cesto je dovoljno jedan do dva
sloja za postizanje relativno velike klasifikacione preciznosti. Na primer, u
prethodnom istrazivanju (Davidovic et al. 2021) je predlozena arhitektura
mreze od dva sloja od kojih prvi ima cetiri dok drugi ima tri neurona.
Izlazni sloj se zasniva na dihotomnoj varijabili u smislu da 1li je ¢elija
oStecena ili ne (intaktna). Neuronska mreZa se moZe trenirati sa na primer
par hiljada primera gde se masini prezentuju ulazne i izlazne vrednosti.
Vremenom, model pocéne da selektivho usmerava protok signala ka
specifiécnim neuronima podesavajudi takozvane tezine/tegove i tako spozna
obrazac odnosno zakonitost koja asocira teksturu jedra/hromatina sa
pripadnosc¢u celije eksperimentlanoj odnosno kontrolnoj grupi.

Za razliku od nekih kompleksnijih pristupa, =za stvaranje
perceptronskog modela ¢esto nije neophodno znacajna ekspertiza iz oblasti
informacionih tehnologija, odnosno znanje programskog jezika. Savremene
platforme za modelovanje podataka cesto imaju relativno jednostavan
korisni¢ki graficki interfejs koji na intuitivni nac¢in omogucava treniranje
raznih modela masinskog ucenja. Primer bi bio softverski paket SPSS
Modeler (IBM, SPSS Corpotation, SAD). U ovom programu moguce je
istovremeno razviti i testirati vise od deset razli¢itih modela masinskog
ucenja, a perceptron je samo jedan od njih. U okviru perceptrona,
dozvoljena je arhitektura sa do dva skrivena sloja, a korisnik moze sam da
bira koliko ¢e neurona imati svaki sloj. Korisnik takode moZe birati varijable
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koje ¢e biti ulazne, odnosno ciljnu varijablu. Takode, moZze se odabrati
koliko ¢e procenat uzorka biti koris¢en za treniranje mreZe, a koliki za njeno
testiranje. Obi¢no se koristi nepisano pravilo da 70% wuzorka bude
upotrebljeno sa ciljem da se model "nauci" odredenom pravilu, a ostalih 30%
sluzi da se odredi preciznost odnosno diskriminatorna mo¢ modela.

Tokom testiranja perceptrona, a i nekih drugih modela masinskog
ucenja potrebno je uraditi analizu diskriminatorne sposobnosti modela u
smislu mogénosti razlikovanja eksperimentalnih (tretiranih) od netretiranih
¢elija (ili zivotinja ili nekih drugih statisti¢kih jedinica posmatranja). Na
primer, napravili smo neuronsku mreZzu tako $to smo je izlozili velikom
broju GLCM vrednosti (za veliki broj celija) i za svaku ¢celiju je izlozili
vrednostima izlazne (target) varijable. Model je napravljen i testiran na
odredenom uzorku. Radi odredivanja diskriminatorne mo¢i modela,
potrebno je uraditi takozvanu ROC (Receiver operating characteristics)
analizu. Tokom ove analize, konstruise se kriva u sistemu gde je na ordinati
prikazana senzitivnost, a na apscisi prikazana 1-specifi¢cnost modela. Zatim
se izvrsi merenje povrsine grafikona (u procentima) koji se nalazi ispod
krive. Povrsina izmedu 90% i 100% bi ukazala na izuzetnu diskriminatornu
mo¢. Povrsina izmedu 80% i 90% bi bila odli¢na diskriminatorna mod¢. U
principu test (ili model) kod koga je povrsina ospod ROC krive manja od
60% ne bi bio koristan za dijagnosticke ili istrazivacke svrhe. Prema nasim
dosadasnjim opservacijama, modeli masinskog ucdenja za prepoznavanje
oStecenja celije zasnovani na GLCM parametrima c¢esto imaju ovu povrsinu
oko 80% &to ih ¢ini potencijalno korisnim u brojnim oblastima patologije
(kao dodatak konvencionalnim metodama tokom patohistoloske analize
tkiva) i patofiziologije. Ipak, ovaj podatak treba uzeti sa rezervom posto
klasifikaciona preciznost i uopste senzitivhost ovakvih modela moze
znac¢ajno da varira. Ovo je u osnovi posledica same varijabilnosti vecine
GLCM vrednosti u razli¢itim eksperimentalnim uslovima, odnosno ¢injenici
da ovi parametri teksture znacajno zavise od protokola bojenja, tipa celija
koje se koriste u eksperimentalnom radu, softverske platforme (na primer
CellProfiler prema Mazda softveru) koja se koristi za GLCM analizu, kao i
samih uslova tokom mikroskopije (osvetljenost, kontrast slike, saturacija

itd.)

Ovde treba napomenuti da kod uzoraka koji su dovoljno veliki, ROC
analizu nije neophodno raditi na modelima masinskog ucenja, ve¢ se ona
moze sprovesti za svaki GLCM (ili fraktalni, vejvlet ili neki drugi
parametar) individualno. Ovakav pristup je ve¢ ranije sproveden u studiji
gde su se poredili GLCM indikatori jedarne strukture Kkortikalnih i
medularnih limfocita u timusu (Pantic et al. 2013). Na primer, u pojedinim
slucajevima moguce je da inverzni moment razlike (koji je ¢esto jedan od
najsenzitivnijih parametara GLCM analize) sam po sebi ima veoma veliku
diskriminatornu moé¢ u separaciji dve populacije celija u fizioloskim ili
patoloskim uslovima.

Kada su u pitanju neuronske mreze, treba rec¢i da je perceptron u
osnovi samo jedna od brojnih opcija koja moZe da se koristi za pospesivanje
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senzitivnosti GLCM analize. Perceptron je u stvari jedan od
najjednostavnijih ako ne najjednostavniji pristup u kreiranju neuronskih
mreza. Jedna od danas cesto koris¢enih alternativa u masinskom ucenju su
konvolucione neuronske mreze (engl. ,Convolutional neural network”),
takode poznate kao prostorno invarijantne vestacke neuronske mreze (engl.
,Shift invariant artificial neural networks”, ,Space invariant artificial
neural networks”). Konvolucione neuronske mreze imaju nekoliko bitnih
razlika u odnosu na perceptron koje mogu da ih ucine efiksnijim u predikciji
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 sledeceg sloja
dok kod konvolucionih neuronskih mreZa to nije slucaj. Povezanost ,svako
sa svakim” moze dovesti do fenomena koji je u statistici i masinskom ucenju
poznat kao ,overfitting” (Chang et al. 2018; Wen et al. 2020). Ovo u osnovi
znacdi da masina donosi zaklju¢ke o obrascima i zakonitostima organizacije
podataka uzimajuéi u obzir razne rezidualne varijacije varijabli odnosno
buku u podacima (engl. ,noise”), iako ova varijabilnost ne bi trebalo da
bude znac¢ajan faktor pri kreiranju modela. Da bi se ovaj fenomen izbegao,
ili makar wublaZzio, potrebno je na neki nacin regulisati mrezu, a
konvolucione neuronske mreze upravo predstavljaju takvu regulisanu
verziju standardnog perceptrona. One tacnije aplikuju takozvani
,hijerarhijski obrazac u podacima”, odnosno model pocinje da se stvara
prvo od najjednostavnijih obrazaca, a zatim se nadograduje ucenjem kroz
sve kompleksnije i kompleksnije obrasce organizovanja podataka (Chang et
al. 2018; Wen et al. 2020).

Interesantno je da se konvolucione neuronske mreze upravo imaju
potencijalno najvedi znacaj u rac¢unarskoj viziji (Arafati et al. 2020; Maassen
et al. 2021). Prepoznavanje slika i video zapisa, odnosno trazenje specifi¢nih
obrazaca u organizaciji i distribuciji rezolucionih jedinica su potencijalno
vazne primene ovakvog pristupa. Danas su ove mreZe ¢esto u upotrebi kao
deo softvera za prepoznavanje lica, ili programa za prepoznavanje rukopisa,
ali njihova primena u medicinskim istrazivanjima (a narocito u radiologiji i
mikroskopiji) je danas u sve vedem porastu. Fraktalna, teksturalna i vejvlet
matematic¢ka analiza u osnovi ne daju vizuelne ve¢ numeric¢ke podatke, ali si
i podaci u takvom obliku mogu koristiti za treniranje ovakvih modela.
Procene su da ¢e u buduénosti konvolucione neuronske mreze znacdajno
unaprediti razvoj opste vestacke inteligencije (eng. ,Artificial general
intelligence), ako se ispostavi da se ona uopste moze razviti (Arafati et al.
2020; Maassen et al. 2021).

Alternativa wuklju¢ivanju GLCM i drugih parametara u razvoj
masinskog ucenja bi bilo stvaranje takozvanih ,skoring” sistema, odnosno
manuelno dodeljivanje ocena svakom parametru teksturalne, fraktalne
odnosni vejvlet analiza. Ovakvi sistemi veé postoje u raznim oblastima
patologije i njima se moze donekle povecati senzitivnost razli¢itih testova i
eseja. Nacin na koji ispitujemo diskriminatornu mo¢ ovih sistema je slican
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kao i za pojedinac¢ne parametre: najc¢esce je to ROC analiza odnosno merenje
povrsine ispod ROC krive.

Pre bilo kakve prakti¢ne upotrebe kompjuterskih metoda opisanih u
ovoj disertacije, potrebno ih je detaljno ispitati i validovati na drugim
¢elijskim populacijama i na drugim eksperimentalnim uslovima. Kao $to je
ranije receno, ¢injenica da nanocestice uti¢u na promene GLCM parametara
hromatina hepatocita obojenih toluidin plavim bojenjem, ne mora nuzno da
znaci da su sli¢ne promene uocljive kod hepaticita obojenih nekom drugom
metodom. Sliénu analogiju moZemo izvesti i kada razmatramo povezanost
kompjuterskih parametara strukturne organizacije hromatina ¢elija jetre sa
indikatorima oksidativnog stresa. Konac¢no sli¢na istrazivanja cdce biti
neophodno sprovesti i na drugim animalnim eksperiemtnalnim modelima da
bismo izvukli konacan zakljucak o korisnosti ovih kompjuterskih
algoritama.

Sama cdinjenica da su u pojedinim slucajevima promene u GLCM
parametrima pradene promenama u oksidativhom statusu, predstavlja
veoma vazan rezultat ovog istrazivanja. Oksidativni stres i uopste promene
oksidativnog statusa tkiva su veoma vazni fenomeni ne samo u oblasti
toksikologije, ve¢ u celokupnoj patoloskoj fiziologiji. Veliki broj bolesti i
stanja su asocirane sa oksidativhim stresom. Ovo ne vazi samo za one
bolesti koje su posledica toksi¢nog delovanja nekog hemijskog agensa.
Hroni¢ne nezarazne bolesti poput dijabetesa, neuroloske bolesti poput
Alchajmerove i Parkinsonove (za koje se inace ne zna tadan uzrok), ¢ak i
neke psihijatrijske bolesti se mogu makar na neki nacdin povezati sa
promenama u oksidativhom statusu u pojedinim tkivima. Oksidativni stres
je generalno poslednjih decenija postao veoma aktuelna tema u
fundamentalnim medicinskim istraZzivanjima i danas postoji veliki broj
laboratorija i naué¢nih timova Sirom sveta kojima je ovo glavni predmet
istraZivanja (Mecocci et al. 2018).

Postoji mogucénost da ¢e u buduénosti kompjuterski algoritmi
koris¢eni u ovoj disertaciji moc¢i da se upotrebe u cilju predikcije
oksidativnog stresa u in vitro uslovima, odnosno u delijskim kulturama.
Reaktivna jedinjenja kiseonika ostecuju genetski materijal celije i mogu da
dovedu do razli¢itih strukturnih promena u jedru. Neke od tih promena su
veoma male i ne mogu se uoditi ni standardnom mikroskopijom ni
primenom nijednog trenutno poznatog kompjuterskog algoritma (Nathan &
Cunningham-Bussel, 2017). Primeri bi bili pojedinacni prekidi ili mutacije u
lancu DNK, ili male lokalne izmene u spiralizaciji DNK molekula. Ipak,
oksidativni stres moZe da izazove i mnogo vece promene ekspresije
pojedinih gena, kao i promene u aktivnosti ¢itavih hromatinskih regiona. U
nekim slucajevima, ovo je pracdeno redistribucijom hromatina u dcelijskom
jedru i promenom odnosa euhromatin / heterohromatin. Ovakve
epigenetske alteracije je ponekad moguce uociti tokom patohistoloske
evaluacije ali u vecdini sluc¢ajeva one ostaju neprimecene. Ovo je zato Sto u
normalnim, fizioloSkim uslovima distribucija hromatina u jedru pokazuje
znacajan stepen varijabilnosti. Ova vatijabilnost nije ista u svim celijama.
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Primer bi bili upravo hepatociti kod kojih postoje znacajne individualne
razlike izmedu celija. Celije u kulture sa druge strane imaju znatno manji
stepen heterogenosti, delom zbog njihove morfoloske i fizoloske
specifi¢nosti, odnosno nacina kultivisanja.

Konaé¢no, oksidativni stres cesto dovodi do pokretanja signalnih
puteva u jedru i citoplazmi koji prethode ili ¢ine deo programirane celijske
smrti (Nathan & Cunningham-Bussel, 2017). Ove putevi mogu (ali i ne
moraju) da budu pracdeni morfoloskim promenama u jedru. Ove promene,
kao 8to je ranije receno mogu da obuhvataju kondenzaciju hromatina i
njegovu marginalizaciju, a to ne samo da je moguce detektovati analizom
teksture nego je cesto jasno vidljivo ¢ak i koris¢enjem obi¢nog svetlosnog
mikroskopa.

Kada je wu pitanju detekcija oksidativnog stresa, u buduénosti,
verovatno ¢e najveci potencijal GLCM i drugih metoda biti u identifikacije
promena u hromatinu koje su po veli¢cini manje od kondenzacije i
marginalizacije, a vece od tackastih mutacija i ekspresije pojedina¢nih gena.
Ovi procesi se u principu ne mogu videti svetlosnom mikroskopijom, a sa
druge strane dovoljno su veliki da kompjuterski (mozda uz pomo¢ vestacke
inteligencije) ipak budu uocdeni. Medutim, istrazivanja ovog tipa, jo§ uvek
su na pocetku i bi¢e potrebno jo$s puno napora da se ispita primenljivost i
reproducibilnost ovakvog pristupa.

Moguce je da ¢e u buduénosti najveca prepreka primeni GLCM i
drugih metoda u istrazivackom radu klinickoj praksi biti potencijalne
prepreke i nejasnoé¢e u samom metodoloskom pristupu, odnosno postojanje
razli¢itih metodoloskih pristupa i strategija za radunanje tekturalnih i
fraktalnih parametara. Kad je u pitanju fraktalna analiza, o¢igledan primer
bi bio postojanje brojnih softverskih platformi i ¢injenica da sve platforme
ne koriste istu tehniku rac¢inanja fraktalne dimenzije. Samo u okviru Image]
programa Nacionalnog instituta za zdravlje SAD postoje dva razlidita
podprograma za fraktalnu analizu. Jedan pod nazivom ,Fractal Box Count”
je uklju¢en u standardnu postavku Image] i omogucéava jednostavnu
konstrukciju linije regresije u logaritamskom sistemu brojanja kvadrata na
razli¢itim skalama. Drugi podprogram je mnogo kompleksniji FracLac koji je
koris¢en i u okviru nase disertacije, koji ¢esto ne dolazi kao deo inicijalnog
paketa Image] ve¢ ga je potrebno preuzeti i instalirati. Sam FracLac ima
veliki broj opcija i metodolos8kih pristupa u racunanju fraktalnih
parametara. Ovo ukljucuje standarni ,box count” na binarizovanim slikama,
automatsko konvertovanje u binarnu formu, kao i diferencijalnu fraktalnu
dimenziju. Rezultati fraktalne dimenzije ova dva podprograma na istim
¢elijama se c¢esto znacajno razlikuju. Razlike su jo$ vecée kada se fraktalna
analiza radi u nekom drugom programu (koji nije deo softvera Image]J).
Ovakve metodoloske i tehnicke nedoumice predstavljaju znacajnu prepreku
uspesnoj primeni fraktalne medicine u klini¢koj praksi. Zato ¢e u
budué¢nosti biti neophodno izvrstiti neki vid standardizacije razlicitih
kompjuterskih metoda, barem kada je u pitanju njihova primena u
medicinskim naukama.
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Kada je u pitanju GLCM analiza, postoje sli¢na ograni¢enja u pogledu
postojanja razli¢itih softverskih platformi koji na istom uzorku d¢elija ili
zivotinja mogu proizvesti potpuno razlic¢ite rezultate. Ocigledan primer je
drasti¢na razlika koja postoji izmedu softvera Mazda i CellProfiler.
Medutim, mozda jo$ znacajnije ogranicenje je u cinenjici da rezultati
dobijeni u jednom istom softveru mogu znacajno varirati izmedu
individualnih eksperimenata. Primer bi bilo postojanje ocigledne razlike u
vrednostima GLCM parametara dobijenim u fizioloS§kim uslovima, ali uz
relativno male varijacije u ekspoziciji, osvetljenju saturaciji i drugim
parametrima tokom dobijanja samih mikroskopskih slika. Prilikom
mikroskopiranja, ¢ak i male promene u uslovima mikroskopiranja (npr.
koli¢ina prirodne svetlosti u prostoriji tokom pravljenja slika) moZze bitno
uticati na kona¢ne GLCM vrednosti. Zbog toga je neophodno uvek slikanje
preparata za sve grupe unutar istog eksperimneta raditi u isto vreme, pod
istim uslovima, a takode za svaki eksperiment je neophodno imati zasebnu
kontrolnu grupu zivotinja, odnosno ¢elija.

Ipak, i pored oc¢iglednih ogranic¢enja kompjuterskih metoda u analizi
hromatinske organizacije, one imaju nesumnjive prednosti. Sposobne su da
na objektivan, nepristrasan nacin izvrSe odredene kalkulacije, i one ne
zavise od subjektivne procene i misljenja istrazivaca, odnosno lekara. Sa
ovog aspekta, kada se porede nalazi dva ili viSe istrzivaca, reproducibilnost
metoda je prakti¢no 100% Sto nikad nije slucaj kada patolog dodeljuje ocene
(skorove) tokom konvencionalne patohistoloske analize.
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6. ZAKLJUCCI

1. Savremeni i inovativni metod GLCM analize je u pojedinim okolnostima u
mogucénosti da detektuje diskretne strukturne promene hromatina
hepatocita uzrokovane nanocesticama gvozde (II, III) oksida, koje nisu
uocljive wuz pomoé¢ metoda konvencionalne svetlosne mikroskopije.
Parametri fraktalne analize hromatinske organizacije hepatocita jetre se ne
menjaju znacajno nakon izlaganje nanocesticama gvozde (II, III) oksida.

2. Izlaganje nanocesticama gvozde (II, III) oksida u trajanju od sedam dana
dovodi do znacajnih promena u oksidativhom statusu jetre koje ukazuju na
postojanje oksidativnog stresa.

3. Nije wutvrdena povezanost matematickih parametara strukturne
organizacije hromatina hepatocita i oksidativnog statusa jetre u fizioloskim
uslovima i nakon izlaganja nanocesticama gvozde (II, III) oksida.

4. Parametri teksturalne analize hromatinske organizacije imaju
potencijalnu primenu wu stvaranju savremenih i inovativnih tehnika
masinskog wucdenja i veStacke inteligencije u cilju boljeg razumevanja
diskretnih promena u tkivu jetre izazvanih metalnim nanomaterijalima.
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n3narawsa yectuyamarasoxhe (11, 1ll) okcnaa

e pes3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAUKOT pajia;

e Jla JMcepTalyja y LeJMHH HU Y [leJIoBUMa HHje GMJla npe/ijlokeHa 3a CTUIakbe Jpyre
JIMIJIOME TpemMa CTY/HjCKMM MporpaMuma Apyrux BUCOKOLIKOJICKUX yCTaHOBa;

e Jla Cy pe3y/ITaTH KOPEKTHO HaBe/leHH 1

e /la HMCAM KpLIMO//1a ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHUO/JIa UHTEJIEKTYaJIHy CBOjHHY JIPYTUX
JInaA.

ITornuc ayropa

Y Beorpaay, 13.12.2021.

/," \; Z
gt
e

Y



H3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKe Bep3Hje JOKTOPCKOr
paja

Mme ¥ npesime ayTopa JoBaHa MayHosuh MaHTuh

2016/5051

Bpoj unjekca

CTyAMjcKHM porpam MonekynapHa MeanLUvHa

MpomeHey CTPyKTypr XpoMaThHa XxernaTtouyTa v napameTpy OKCMAATUBHOT CTpecay jeTpu
HacsioB pazia __HakoHu3nararba Yectuuyama reoxhe (I, Ill) okcnga

MeHTOp Mpod. ap faHnjena Byuesuh

WsjaebyjeM faa je wTamnaHa Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pajila MCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]
BEp3Mju Kojy caM Mpejao/ia pajgd INOXpamHBamwa y [IMruTaJHOM peno3uTopujymy
Yuusep3urtera y beorpaay.

Jlo3BosbaBam f1a ce 06jaBe MOjH JIMYHM TMO/IAIM Be3aHW 3a JoOMjarbe aKa/eMCKOr Ha3HuBa
JIOKTOpa HayKa, Kao WITO Cy MMe U Npe3uMe, rofiMHa U MecTo poherba u latym o/16paHe paja.

OBM JIMYHM MOJALM MOTY ce 06jaBUTH HAa MPEXHHUM CTPaHHLaMa AuruTaite 6ubavorexe, y
eJIeKTPOHCKOM KaTaJiory v y ny6sinkalujama Yuusepsurera y beorpaay.

IloTnuc ayropa

13.12.2021.

Y Beorpaay, e p
ﬁqoza
CN‘




UsjaBa o kopumhemwy

Opnawhyjem YuuBep3autetcky 6u6suoreky ,CBeTozap Mapkosuh” pa y JlururanHu
perno3uTopujyMm YuuBep3auteta y DBeorpajy yHece Mojy /JOKTOPCKY JHCepTauujy Moj
HACJIOBOM:

MpomMeHey CTPYKTYpPUY XpOMaTuHa xenatoLuTa nu napameTpy OKCUAaTUBHOT CTpecay jetTpu

HakoH n3narara vectmyama reoxhe (1, I1l) okcnga

Koja je Moje ayTOPCKO /1eJ10.

JlvcepTanujy ca CBUM NpHJI03MMa Npejao/na caM y eJeKTPOHCKOM GopMaTy NMorojHoM 3a
TPajHO apXHMBHPaAbeE.

Mojy AOKTOPCKY AMCepTaLujy MoxXpameHy y JIMruTajHoM peno3uTopujyMmy YHUBEp3uTeTa y
Beorpa/y W /J0CTYIHy Y OTBOPEHOM MPUCTYIY MOTY /la KOPUCTe CBH KOjH MOIITYjy 0Ape/6e
cajipaHe y ofabpaHoM Tumy suieHie KpeatusHe 3ajegnune (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce o/J1y4ro/a.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopctBo - HekoMepiujaaHo (CC BY-NC)
@Ay’l‘OpCTBO - HeKoMepuujasiHo - 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)
4, AyTOpCTBO - HEKOMEPLHjAJIHO — ieJIUTH o/ uctum yciosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropcrBo - 6e3 npepasa (CC BY-ND)
6. AyTOpCTBO — IeJIUTH 110/ HcTUM yeoBuMa (CC BY-SA)

(Mo1MO /12 3a0KPYKUTE CaMO je/iHY O/} IeCT MOoHyheHux nuLeHIH.
KpaTak onuc JIMIeHIH je CACTAaBHHU [e0 OBe U3jaBe).

IloTnuc ayropa

gl
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13.12.2021.
Y Beorpaay,




1. AytopcTBo. /l03Bo/baBaTe yMHOXKaBatbe, AUCTPUGYLMjY M jaBHO caollUTaBabe Jesa, U
npepajie, ako ce HaBejle MMe ayTopa Ha HayuH ojpeheH o/ cTpaHe ayTopa W/IM /laBaola
JIMLeHIle, YaK U y KoMeplHjanHe cBpxe. OBO je Hajc/1060/4HHM]a 0/] CBUX JIMIEHLIH.

2. AyTOpPCTBO - HeKOMepuMja/IHO. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBame, AMCTPUOYLH]Y W jaBHO
caomuTaBarbe Jiesla, M Npepazie, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha Ha4vyuH ojpeheH of cTpaHe
ayTopa W/M AiaBaoua simeHue. OBa sineHLa He J03B0/baBa KOMepLHja/IHy yrnoTpeby Aea.

AyTOopcTBO - HeEKOMepLMjaJHO - 6Ge3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe YMHOMXaBatbe,
JIMCTPUOYLIMJY M JaBHO CAOMIUTaBarbe /iesia, 6e3 npoMeHa, npeobinKoBarmba WK ynotpebe
[leJla y CBOM Jiesly, aKo ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa WM
JaBaolia auiexiie. OBa JiMileH1la He [03B0/baBa KOMEPLHjaIHy ynoTpedy Aesa. Y 0/iHOCY Ha
cBe oCTaJsie JIMIeH1e, OBOM JIMLIEHI{OM Cce orpaHHyaBa Hajsehu o6um npasa kopuuhema Jesa.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEepUMja/JHO - /eJUTH 10J HCTHM ycjoBuMa. /lo3Bo/baBaTe
yMHOXKaBarbe, JUCTPUOYIIMjY W jJaBHO caoliiTaBakbe /ies1a, M mpepaje, ako ce HaBeje ume
ayTopa Ha Ha4uuH ojpebeH o/ cTpaHe ayTopa MJIM JaBaola JIMIEHIle W aKo ce npepaja
AMCTpUbGyMpa 1107, MCTOM MW/IM CJIMYHOM JuueHuoM. OBa JMueHLa He /l03BO/baBa
KOMeplHjaHy ynoTpeby jie/ia u npepasja.

5. AytopcTBo - 6e3 mpepaja. /lo3Bo/baBaTe YMHOMABamwe, /[UCTPUOYLHMjY M jaBHO
caonuiTaBarbe Jiesa, 6e3 npoMeHa, npeodInKoBaba WK ynorpebe Jiesia y CBOM /jiejly, ako ce
HaBejle ¥MMe ayTopa Ha HauuH o/peheH oj cTpaHe ayTopa WM jJaBaola JuieHie. OBa
JIMIEHI|A J03B0J/baBa KOMeplujaHy yrnoTpedy Aena.

6. AyTOPCTBO - Ae/INTH N0J/i MCTUM YCJI0BUMA. [l03B0/baBaTe YMHOMXKaBathe, MCTPUBYLIH]Y
Y jaBHO caoTIITaBame /ie/ia, M npepaje, ako ce HaBejJe MMe ayTopa Ha HauuH oapehen oA
cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMLeHILle ¥ ako ce Tipepaja AUCTPUOYHMpPA N0J, MCTOM HJIH
c/myHOM suuennom. OBa JiMleHIla /{03B0O/baBa KoMepuujaany ynorpeby Aesa M npepaja.
Cnuyna je copTBEPCKUM JIMII€HIIAaMa, 0/HOCHO JIMIleHIlaMa 0TBOPEHOT KO/a.



