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FRAKTALNA I TEKSTURALNA ANALIZA STRUKTURE
HROMATINA LIMFOCITA KRVI KOD PACIJENATA SA
RAZLICITIM STEPENOM DEPRESIJE

Rezime

Uvod. Imaju¢i u vidu dokazanu povezanost izmedu promena u
strukturnoj kompleksnosti tkiva i pojedinih fizioloSkih i patolosSkih
procesa, pretpostavili smo da u toku depresije dolazi do smanjenja
strukturne kompleksnosti nukleusnog hromatina limfocita, odnosno
da sa povecanjem depresivnih simptoma dolazi do smanjenja
hromatinske fraktalne dimenzije. Takode smo pretpostavili da su
depresivni simptomi u pozitivnoj korelaciji sa nivoom hromatinske
neuredenosti, odnosno da teksturalna entropija hromatina limfocita
raste sa povecanjem depresije kod pacijenata. Ciljevi istrazivanja su
bili: (1) Utvrditi postojanje razlike u fraktalnim i teksturalnim
parametrima hromatina limfocita izmedu pacijenata sa depresijom, i
ispitanika koji ne zadovoljavaju dijagnosticke kriterijume za
depresiju i (2) Utvrditi postojanje i ja¢inu korelacije izmedu stepena
depresije i fraktalnih, odnosno teksturalnih parametara hromatina

limfocita

Metod. IstraZivanje je dizajnirano po tipu studije preseka i
obavljeno na uzorku od 100 ispitanika, od kojih 50 pacijenata
obolelih od rekurentnog depresivnog poremecaja lec¢enih u Klinici ,Dr
Laza Lazarevi¢“ u Beogradu. Kontrolnu grupu je ¢inilo 50 ispitanika
koji su pripadali drugim dijagnosti¢kim kategorijama, a nisu
ispunjavali dijagnosticke kriterijume za depresiju. Eksperimentalni
protokol je sproveden na slede¢i nacin: uzimanje detaljne istorije

bolesti, primena Bekove skale za procenu depresije i Skale



depresivnosti, anksioznosti i stresa DASS-21, uzimanje Kkrvi za
standardne hormonske (tireoidni hormoni) i biohemijske analize.
Uporedo sa uzimanjem krvi za analize, pristupilo se pravljenju krvnih
razmaza na predmetnim staklima i njihovom fiksiranju u metanolu.
Krvni razmazi su bili obojeni modifikacijom metode Gimza bojenja po
uzoru na prethodno publikovanu studiju u kojoj su autori radili
fraktalnu analizu hromatina krvnih ¢elija. Nakon bojenja razmaza,
kreirani su digitalni mikrografi limfocita i svaki ispitivani limfocit je
izraCunata prosecna vrednost hromatinske fraktalne dimenzije,
lakunarnosti, entropije, angularnog drugog momenta, teksturalnog
kontrasta, varijanse, teksturalne korelacije i inverznog momenta
razlike, po ugledu na prethodno publikovane studije. Nakon toga za
svakog pacijenta izracunali smo prosecne vrednosti ovih parametara.
Kao dodatak, u in vitro delu studije, ispitivana je mogu¢nost da
dopamin, odnosno njegov derivat oksidopamin ima odredenu ulogu u
promenama fraktalnih i teksturalnih (GLCM) parametara hromatina

limfocita.

Rezultati. Postojala je znacajna razlika u pogledu fraktalnih
parametara jedra limfocita periferne krvi izmedu pacijenata sa
depresijom i kontrolne grupe. Sa druge strane, nije bilo znacajne
razlike u pogledu teksturalnih parametara hromatina limfocita
izmedu pacijenata sa depresijom i kontrolne grupe. Kod pacijenata
obolelih of rekurentnog depresivnog poremecaja, fraktalni parametri
hromatina limfocita su bili u korelaciji sa rezultatima skale za
depresiju. Pokazano je da oksidopamin znacajno menja teksturalne

parametre hromatina limfocita periferne krvi.

Zakljucak. Fraktalna i teksturalna analiza su potencijalno znacajni
dodaci budu¢im tehnikama i algoritmima za evaluaciju pacijenata sa

rekurentnim depresivnim poremecajem.
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FRACTAL AND TEXTURAL ANALYSIS OF CHROMATIN
STRUCTURE OF BLOOD LYMPHOCYTES IN PATIENTS WITH
DIFFERENT LEVELS OF DEPRESSION

Abstract

Introduction. Having in mind already proven connection between
changes in tissue complexity and certain physiological and
pathological processes, we assumed that during the depression the
structural complexity of the nucleic lymphocytes chromate is
reduced, that is, with the increase in depressive symptoms, the
chromatin fractal dimension decreases. We also assumed that
depressive symptoms were in a positive correlation with the level of
chromatic disorder, that textural entropy of lymphocyte chromatin
was increasing with increasing depression in patients. The objectives
of the research were: (1) to determine the existence of a difference in
the fractal and textural parameters of lymphocyte chromatin between
patients with depression and subjects who did not meet the
diagnostic criteria for depression; and (2) determine the existence
and strength of the correlation between the degree of depression and

fractal or textural parameters of chromatin in lymphocytes.

Methods. The study was designed as a cross section study, and
performed on a sample of 100 subjects, of which 50 patients with
recurrent depressive disorder treated at the Clinic "Dr Laza
Lazarevi¢" in Belgrade. The control group consisted of 50 subjects
who belonged to other diagnostic categories and did not fulfill the
diagnostic criteria for depression. The experimental protocol was
carried out as follows: taking a detailed history of the disease,

applying the Beck scale to assess depression, and Depression, anxiety



and stress scales DASS-21, taking blood for standard hormone
(thyroid hormones) and biochemical analysis. Along with taking
blood for analysis, blood smears were created on glass slides and
fixated in methanol. The blood smears were colored using the
modification of the Gimza staining method based on a previously
published study in which the authors performed a fractal analysis of
blood cell chromatin. After dyeing the smears, digital micrographs of
the lymphocytes were created, and for each tested lymphocyte we
calculated the average value of the chromatin fractal dimension,
laccunarity, entropy, angular second moment, textural contrast,
variance, textural correlation, and inverse moment of difference,
according to the previously published studies. After that, for each
patient, we calculated the average values of these parameters. In
addition, in the in vitro part of the study, we investigated the
possibility the dopamine derivative oxidopamine, has a particular
role in the changes in fractal and textural (GLCM) parameters of

lymphocyte chromatin.

Results. There was a significant difference in nuclear fractal
parameters of the peripheral blood lymphocytes between patients
with depression and control group. On the other hand, there was no
significant difference in the textural parameters of lymphocyte
chromatin between patients with depression and control group. In
patients suffering from recurrent depressive disorder, the fractal
parameters of lymphocyte chromatin were in correlation with the
results of the depression scale. It was shown that oxidopamine
significantly changes the textural parameters of peripheral blood

lymphocyte chromatin.

Conclusion. Fractal and textural analyses are potentially significant
additions to future techniques and algorithms for evaluating patients

with recurrent depressive disorder.
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1. Uvod

1.1. Fraktalna dimenzija kao parametar u
biomedicinskim naukama

Fraktalna analiza je matematicki i biofizicki algoritam koji se
danas Siroko primenjuje u medicinskim naukama. Koncept fraktala je
prvi uveo matematicar Benoit Mandelbrot 1967. Godine u svom radu
+How Long Is the Coast of Britain? Statistical Self-Similarity and
Fractional Dimension“ publikovanom u casopisu Science. U ovoj
publikaciji Mandelbrot diskutuje o pojmu samosli¢nosti na primeru
geografskih determinanti. Fraktal kao termin je uveden 1975. Godine
i od tada je u Sirokoj upotrebi u mnogim nauc¢nim disciplinama

ukljucCujuci i medicinske nauke (Loh et al. 2012).

Primeéeno je da mnoge strukture u prirodi imaju svojstvo
samosli¢nosti, ili barem tendenciju da se na taj nacin organizuju.
Fraktalne karakteristike su primecene kod biljaka, kako na nivou
tkiva, tako i kod pojedinacnih celija. Listovi, latice cvetova, koren
biljaka, unutrasnjost mnogih plodova, ponekad ima strukturu koja po
svojoj prirodi nije nasumic¢no organizovana ve¢ prati odredene
biofizicke zakonitosti (Mandelbrot et al. 2002; Bellido et al. 2017;
Losa et al. 1996).

Tokom poslednje dve decenije, mnogi autori su pokusSavali da
fraktalni kocept uvedu u biomedicinske nauke poput histologije,
patologije i fiziologije, Cesto bez velikog uspeha. NajviSe radova
vezanih za fraktalnu analizu je objavljeno u oblasti neuronauka.
Primeceno je da se fraktalna dimenzija kao parametar moZe uspeSno
koristiti za analizu granjanja dendrita i aksona u nervnim delijama.

Takode fraktalna analiza se moZe koristiti za evaluaciju



citoarhitekture mozga u fizioloZkim i patoloskim uslovima (Losa et

al. 1996).

Jedna od glavnih prednosti fraktalne analize u odnosu na druge
metode u cCelijskoj biologiji je ¢injenica da je to relativno egzaktan
matematicki metod koji ne zavisi mnogo od samog istrazivaca vec je
unapred definisan softverskim algoritmima (He et al. 2017; Beretta-
Piccoli et al. 2017; Hiroshima et al. 2016; Cai et al. 2017; Chen et al.
2017; Koutsiana et al. 2017; Sheelakumari et al. 2017). Ova
egzaktnost omogucava visok stepen objektivnosti i nepristrasnosti u
istrazivanju. Takode, sama Ccinjenica da se rezultati dobijaju
softverskom analizom omogucava potencijalno veliku
reproducibilnost. Na ovaj nacCin se podaci dobijeni u ranijim
istrazivanjima u fizioloSkim uslovima, mogu koristiti za dalja
ispitivanja u patologiji. Na primer, odredivanjem hromatinske
fraktalne dimenzije kod limfocita zdravih ljudi, dobijaju se korisni
podaci koja se u kasnijim studijama mogu koristiti kao osnova za

ispitivanja na populaciji psihijatrijskih pacijenata.

Pre pojave matematickih metoda poput fraktalne i teksturalne
analize, u histologiji, patologiji i drugim morfoloSkim naukama nije
bilo puno nacina da se kvantifikuju strukturne promene. Evaluacija
citoarhitekture u tkivima Cesto je zavisila od subjektivne procene
medicinskog ili nemedicinskog struc¢njaka (patologa, biologa),
odnosno od njegovog znanja i iskustva. I danas takode, kad se na
primer ispituje toksi¢nost neke supstance na organ ili tkivo, patolog
cesto koristi termine poput ,homogen“, ,heterogen”, ,rastresit”,
,kompleksan®, ali bez kvantifikacije. U istrazivackom radu, ¢esto se
zato deSava da je stepen saglasnosti evaluatora relativno mali, Sto

smanjuje kvalitet studije.

U nauclno-istrazivackom radu, niska saglasnost strucnjaka

generalno ne ostavlja teSke posledice, imaju¢i u vidu da se nauka



vremenom sama koriguje sa povecanjem broja istrazivanja. Medutim
u stru¢nom radu u medicini, narocito dijagnostici, oslanjanje
iskljuc¢ivo na iskustvo i subjektivnost stru¢njaka moze rezultovati
medicinskim greSkama sa teSkim posledicama po pacijenta. Ovo je od
posebno velikog znacaja u patologiji. Analiza biopsije tkiva je Cesto
poslednja u nizu dijagnosticka procedura koja daje konacni odgovor
da li je tkivo patoloSki izmenjeno i koja je bolest u pitanju. Na osnovu
patohistoloSkog nalaza, Cesto se donosi kona¢na odluka o vrsti i
intenzitetu terapijske mere (poput primene hemioterapije, ili
hirur§kog zahvata u sluc¢aju maligniteta). Lekarska greska u ovoj fazi
moze biti fatalna po pacijenta jer dovodi do primene neodgovarajuceg

terapijskog sredstva.

Fraktalna analiza je u osnovi jedna od prvih metoda koja je
promenama u strukturi tkiva i ¢elija uspela da dodeli ,brojku”“. S
obzirom da se radi u osnovi o softverskom matematickom algoritmu,
procedura se moZe ponoviti viSe puta, i svi evaluatori dobijaju iste
rezultate. Promene u kompleksnosti tkiva su od posebne vazZnosti u
medicini jer se one deSavaju u razli¢itim patoloSkim uslovima poput
infiltracije vezivnim tkivom, inflamaciji, kancerogenezi, traumi itd
(Azemin et al. 2012; Chappard et al. 2001; Di leva et al. 2012; Gaudio
et al. 2005; Hotta et al. 2005).

Veliki je broj radova koji je pokuSao da primeni fraktalnu
analizu u medicini (Lebedev et al. 2005; Karperien et al. 2008;
Karperien et al. 2008; Moal et al. 2006; Losa et al. 2005; Roy et al.
2004; Silva et al. 2012). Pokazano je da je fraktalna dimenzija
relativno senzitivni pokazatelj programirane (Celijske smrti
(apoptoze). Na primer, Svajcarski istrazivaci Losa i Kasteli su
pokazali na tumorskim c¢elijama karcinoma dojke, hromatin menja
svoje fraktalne karakteristike nakon izlaganja proapoptotskoj
hemijskoj supstanci. Ova studija je uradena koriS¢enjem tehnika

elektronske mikroskopije, odnosno odredivani su parametri



ultrastrukture. Ovo je susStinska razlika u odnosu na nasu studiju
gde je koris¢ena svetlosna mikroskopija. Takode, istrazivaci su
zasebno ispitivali heterohromatin i euhromatin dok je u naSem radu
odredivana fraktalna dimenzija celokupne hromatinske (jedarne)

strukture.

Znacaj studije Lose i Kastelija je taj Sto su autori ne samo
pokazali da se fraktalna dimenzija hromatina tokom apoptoze menja,
nego su promene u toj meri izrazene da se ova metoda moZe koristiti
za detekciju rane faze programirane ¢elijske smrti. Pokazano je da se
fraktalna dimenzija menja pre nego Sto konvencionalne tehnike
protoc¢ne citofluorometrije pokazu da je dosSlo do apoptoze. Tehnike
proto¢ne citofluorometrije poput aktivnosti kaspaza, aneksin
propidijum jodid bojenje, odredivanje faze ¢elijskog ciklusa izgleda
da nisu toliko senzitivne kao fraktalna analiza u identifikaciji rane
faze apopotoze. A cinjenica je da €ak i na samom pocetku ovog
procesa dolazi do diskretnih promena u strukturnoj organizaciji

hromatina u jedru, poput pocetka kondenzacije i marginalizacije.

Posebno interesantan zakljucak koji proizilazi iz gore navedene
studije je da je metoda koja u svojoj osnovi ima analizu slike u
mikroskopiji senzitivnija od konvencionalnih tehnika koje zahtevaju
mnogo vecu koli¢inu finansijskih sredstava, opreme i ekspertize. Sve
ovo ukazuje da bi fraktalna analiza u budu¢nosti mogla da postane
znacCajan dodatak dijagnostickim i terapijskim protokolima u

klinickoj praksi.

1.2. Teksturalna analiza u medicini

Teksturalna analiza je savremeni matematicki metod za

procenu strukture dvodimezionalnih objekata poput slika i



mikrografa (Castellanos et al. 2011; Galavis et al. 2010; Harrison et
al. 2010; Harrison et al. 2011; Huber et al. 2009). Dizajniran od
strane matematic¢ara Haralika sredinom dvadesetog veka, u pocetku
se koristio u geografiji i srodnim disciplinama za analizu
topografskih karakteristika zemljiSta i objekata koji su prethodno
slikani iz satelita ili letelica (Warnick et al. 2011). Kasnije je metod
poceo da se upotrebljava za evaluaciju stukturnih osobina zemljiSta i
materijala u industriji da bi poCetkom 21.veka naSao svoju primenu u
biologiji i medicini (Mayerhoefer et al. 2010; Linder et al. 2012; Park
et al. 2011; Rangayyan et al. 2010; de Oliveira et al. 2011).

Postoji nekoliko razli¢itih metoda za kvantifikacciju teksture, a
Haralikov tehnika je samo jedna od njih. Ipak,, barem kada su pitnju
medicinske nauke, ona ostaje suverena matemati¢ka metoda za
detekciju diskretnih teksturalnih promena u c¢elijama i tkivima.
Haralikova tehnika se zasniva na akgoritmu matriksa pojave
sivihvrednisti na crno-belim dvodimenzinalnim strukturama,
odnosno takozvanom GLCM (Grey level co-occurence matrix)
algoritmu (Djuric¢i¢ et al. 2017; Peuna et al. 2017; Fan et al. 2017;
Thor et al. 2017).

GLCM algoritmom se moZe pored ostalog proceniti vrednost
angularnog drugog momenta, inverznog momenta razlike, entropije,
varijanse, teksturalnog kontrasta, teksturalne korelacije, teksturalne
inercije, i prominencije. Ovo su uglavnom parametri takozvane
statistike drugog reda pri cemu se umesto pojedina¢nih vrednosti pri
analizi sirovih podataka, uzimaju u obzir parovi vrednosti koji
saCinjavaju odgovaraju¢i matematicki matriks (u ovom slucaju

nazvan Grey level co-occurence matrix).

Treba istac¢i da je GLCM metod isklju¢ivo matematicki metod za
procenu teksture, pa samim tim njegova potencijalna primena u

bioloSkim naukama jo$ uvek nije dovoljno istraZena. Na primer,



promena celularnog angularnog momenta, iako je pokazano da
postoji tokom nekih fizioloskih procesa (apoptoza, starenje), ne znaci
obavezno da kod svake Celije sa promenom ovog parametra dolazi i

do tog fizioloSkog procesa

Verovatno najznacajniji GLCM  parametar sa aspekta
biomedicinskih nauka je entropija. Entropija fizickom smislu
predstavlja stepen neuredenosti i haosa u sistemu, i zavisi od velikog
broja faktora. Termodinamska entropija je u vezi sa toplotnim
sadrzajem sistema, ili teznja sistema da prede u stanje kada je
uredenost najveca, Sto se deSava pri temperaturi bliskoj apsolutnoj
nuli. Matematicki se racuna kao proizvod Bolcmanove konstante i
logaritmamogucih stanja sistema koji je termoginamski izolovan
(Mayerhoefer et al. 2010; Linder et al. 2012; Park et al. 2011;
Rangayyan et al. 2010; de Oliveira et al. 2011)..

Klod Senon je 1948. godine opisao pojam ,informaciona
entropija“ (danas nazvan Senonovom entropijom“). Ova entropija
ocenjuje informacionu neuredenost, imajuc¢i u vidu koli¢inu bitova
koji mogu da kodiraju neku informaciju (poput dvodimenzionalnog
objekta ili slike) (Hwang et al. 2016; Rodrigues da Silva Vde et al.
2016; Sherif et al. 2015; Chao et al. 2015; Aytac Korkmaz et al. 2017;
Korkmaz, 2017; Gonzalez-Durruthy et al. 2017; Urigiien et al. 2017).
Haralikova entropija koriS¢ena u nasSoj studiji ima izvesn sli¢nosti sa
Senonovom entropijom. Medutim, osnovna razlika je ta $to se kod
GLCM entropije procenjuje statisticka neuredenost na osnovu parova
vrednosti, a ne pojedinacnih vrednosti rezolucionih jedinica. Takode,
u naSoj studiji, mi smo analizirali 8-bitne mikrografe, Sto u osnovi
znacCi da je svaka rezoluciona jedinica imala 8 moguc¢ih brojc¢anih
vrednosti koje su kasnije ukljuCene u algoritam. Treba usvakom
sluc¢aju istaé¢i da da ni Senonova ni Haralikova entropija nisu direktno
u vezi sa termodinamskom entropijom hromatina kao bioloSkog

sistema. Termodinamsku entropiju je nemoguce proceniti na osnovu



dvodimenzionalnog mikrografa u naSim eksperimentalnim uslovima.
Ipak, sama c¢injenica da bilo kakvu neuredenost (pa c¢ak i ona
teksturalna) moguce odrediti na hromatinskoj strukturi predstavlja

potencijalni doprinos u oblasti ¢elijske biologije i fiziologije.

Haralikova entropija ipak predstavlja vaZan parametar u
histologiji i patologiji. Posebno znacajan je za evaluaciju strukturnih
promena u tkivima i ¢elijama Kkoje se deSavaju tokom procesa
fizioloSkog starenja. Na primer, Shamir i saradnici su 2009. godine
publikovali studiju uradenu na animalnom eksperimentalnom modelu
Caenorhabditis elegans tokom koje su analizirali entropiju miSi¢nog
tkiva. Autori su koristili GLCM metod za detekciju disktetnih
strukturnih promena u citoarhitektonici. Utvrdeno je da se
teksturalna neuredenost sa starenjem povecava, odnosno da postoji
statisticki znacCajna korelacija izmedu starosti Zivotinje i teksturalne
entropije njenog misSi¢nog tkiva. Nalazi su bili u skladu sa rezultatima
studije genske ekspresije, iz ¢ega su autori izvukli odgovarajuce
zakljuCke o prirodi procesa sterenja u organizmu Caenorhabditis

elegans (Shamir et al. 2009).

Entopija kao GLCM parametar je uspeSno primenjena u studiji
iz 2012. godine na tkivu slezine zamorcica (Pantic & Pantic 2012).
Autori su odredili entropiju germinativnih centara slezine
(sastavljeni uglavnom od B limfocita) koji su prethodno obojeni
Gimza metodom. Autori su takode za svaku Zivotinju odredivali
parametre humoralnog imunskog odgovora PFC metodom (Plaque
forming cells). Utvrdeno je da postoji statisti¢ki znaCajna povezanost
izmedu jacine humoralnog imuniteta i entropije germinativnih
centara. lako je ova studija uradena na relativno malom uzorku, ona
je prva koja je pokazala da se matematicki parametar poput entropije
moZe dovesti u vezu sa funkcionalom determinantom imunosti. Ako
se ovi rezultati potvrde u budu¢nosti, to bi moglo da ukaZe na

potencijalnu primmenu entopije u za predvidjanje normalnog



fizioloSkog funkcionisanja slezine i ostalih limfatickih tkiva poput
timusa i limfnih ¢vorova. Takode, treba ista¢i da je ovo prvo
istrazivanje primene GLCM metoda za evaluaciju citoarhitekture u
limfatickim tkivima. Osim S$to je pokazano da je moguce dobiti
egzaktne i relativnho homogene rezultate, nalazi su wukazali na
dostupnost i prakticnost ove matematicke tehnike koja ne zahteva
znacCajne finansijske i ljudske resurse (Mayerhoefer et al. 2010;
Linder et al. 2012; Park et al. 2011; Rangayyan et al. 2010; de
Oliveira et al. 2011)..

Entropija i drugi parametri teksturalne analize, uspesSno su
primenjeni za analizu i tkiva timusa na animalnom eksperimentalnom
modelu (Pantic et al. 2013). Autori su poredili jedra kortikalnih i
medularnih limfocita u timusu miSeva nakon odgovarajuce
matematicke obrade. Za svako jedro, odredene su vrednosti entropije,
angularnog drugog momenta, tekstruralne varijanse i teksturalne
korelacije. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u ovim
parametrima izmedu dve populacije timocita. Ova studija je prema
naSim saznanjima, prva u svetu koja je primenila GLCM tehniku na
tkivu timusa, i prva koja je na ovaj nacin izvrsila teksturalnu analizu
u cilju morfometrijske i morfoloske evaluacije ¢elija. Takode, studija
je vazna jer je prva primenila ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizu za odredivanje senzitivnosti i specificnosti
parametara teksturalne analize, odnosno za odredivanje
diskriminatorne sposobnosti metode u razlikovanju kortikalnih od
medularnih celija timusa. U tom pogledu, entropija je imala najvecu

diskriminatornu mo¢ sa povrSinom ispod ROC krive izmedu 0,61 0,7.

Teksturalna analiza je takode uspeSno primenjena za evaluaciju
jedarne strukture limfocita u germinativnim centrima slezine kod
zamorci¢a (Pantic et al. 2012). U ovoj studiji, autori su koristili
standardne morfometrijske parametere poput nuklearne povrSine i

obima jedarne membrane da bi izraCunali cirrkularnost. Cirkularnost



je u snovi parametar koji pokazuje u kojoj meri dvodimanzinalni
objekat nalikuje savrSenom krugu (odnosno njegove ivice savrSeenoj
kruZznici). Primeceno je da u pojedinim ¢elijskim populacijama, tokom
programirane Celijske smrti, jedro ima tendenciju da se
,zaokrugljuje“ Sto dovodi d povecanja cirkularnosti. Autori su u ovoj
studiji pokazali da postoji statisticki znacajna povezanost izmedu
angularnog drugog momenta i morfometrijskih parametara veliCine i
oblika jedra (Pantic et al. 2012). Sli¢na povezanost je nadena i
izmedu morfometrijskih parametara i inverznog momenta razlike kao
indikatora homogenosti. Ova studija je dala potencijalno veliki
doprinos daljoj primeni GLCM metode u istraZivanjima programirane

¢elijske smrti.

Potrebno je takode spomenuti studiju iz 2012. godine u vezi
promena entropije jedra tokom starenja na populaciji stem c¢elija u
slezini miSeva (Pantic et al. 2012b). U ovom istrazivanju, autori su
uradili GLCM analizu jedara eritroidnih prekurzora slezine (kod
miSeva, slezina je hematopoetski organ i nakon rodenja, za razliku od
Coveka), pri ¢emu je odredivana vrednost Haralikove entropije i
ostalih parametara poput inverznog momenta razlike (indikatora
teksturalne homogenosti). Zivotinje su bile podeljene na <¢etiri
starosne grupe: 10 dana, 1 mesec, 4 meseca i 7 meseci. Utvrdeno je
da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa, kako po pitanju
vrednosti entropije, tako i po pitanju inverznog momenta razlike.
Entropija se povecala sa starenjem, dok se homogenost jedra
smanjila. Ovo je prvo istrazZivanje koje je pokazalo da se struktura
celog jedra na ovoj populaciji ¢elija menja sa starenjem. Autori su ove
promene doveli u vezu sa potencijalnim intrinzickim faktorima koji
uticu na genetski materijal c¢elije tokom starenja. Neki od ovih
intrinzi¢ckih faktora obuhvataju epigenetsku disregulaciju kao i

akumulaciju oSte¢enja DNK molekula za koje je dokazano da imaju



znacajnu ulogu u promenama u celijskoj funkciji tokom procesa

fizioloSkog starenja (Zhou et al. 2012).

1.3. Depresija i imunsKi sistem

Depresija je psihijatrijski poremecaj u cijoj osnovi postoji
poremecaj emocija kao psihicke funkcije, odnosno negativno
polarisana hipertimija. Depresija nije jedinstven poremecaj, vec
postoji vise tipova koji se medusobno razlikuju po klinickoj slici i
patofizioloSkom mehanizmu nastanka. U klinickoj praksi, od svih
poremecaja raspoloZenja, prema MKB dijagnostickim vodi¢ima, danas
bi trebalo da je najzastupljeniji rekurentni depresivni poremecaj

(Yrondi et al. 2017; Leff-Gelman et al. 2016; Kovaru et al. 2009).

Rekurentni  depresivni poremecaj (RDP) se odlikuje
postojanjem viSe depresivnih epizoda, koje traju minimum 2 nedelja,
izmedu kojih postoji takozvani ,miran” period. Ovaj poremecaj ima
kompleksan i za sada nedovoljno poznat mehanizam nastanka i
etiologiju, u koju su ukljuceni razlic¢iti spoljni i unutrasnji cinioci.
Postoje brojne bioloSke teorije koje pokuSavaju da objasne faktore
koji tokom Zivota imaju uticaja na razvoj RDP, poput genetskih,
imunskih i endokrinih teorija (Yrondi et al. 2017; Leff-Gelman et al.

2016; Kovaru et al. 2009).

Poslednjih godina, posebna pazZnja je posveena imunskim
teorijama depresije, imajuc¢i u vidu veSestruku povezanost izmedu
imunskog i cetralnog nervnog sistema. Poznato je da depresija sama

po sebi uti¢e na jaCinu celularnog i humoralnog imunskog odgovora
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ali joS uvek nije razjasnjeno da li i kako odredene komponente

imunskog sistema utiCu na Covecije raspoloZenje.

Primeceno je da mnogi citokini i interleukini imaju
prodepresivni efekat. Takode, veliki broj razlicitih hemijskih
medijatora koji direktno deluje na humoralni i celularni imunski
odgovor, takode moZe, u odredenim uslovima da uti¢e na kognitivne i

konativne psihicke funkcije koje su poremecene kod depresije.

Posebno je interesantna potencijalna uloga limfocita u
nastanku depresije. B limfociti, nakon transformacije u plazma celije,
stvaraju velike koli¢ine antitela (gama globulina), a pojedini tipovi
antitela mogu barem indirektno da wuti¢u na funkcionisanje
centralnog nervnog sistema. [ T limfociti, prema pojedinim autorima,
mogu da budu potencijalno znacajan doprinosec¢i ¢inilac u nastanku
poremecaja raspoloZenja. Oni to mogu da ¢ine bilo direktno,
stvarajuc¢i razlic¢ite vrste interleukina, ili inirektno, aktivacijom
drugih komponenti centralnog nervnog sistema (Yrondi et al. 2017;

Leff-Gelman et al. 2016; Kovaru et al. 2009).

Limfociti kao (¢elije imaju svoje morfoloSke osobenosti u
pogledu oblika, velicine i strukture. Ove C(elije se mogu bojiti
razli¢itim histoloSkim metodama od kojih se danas najviSe koriste
varijante Gimza bojenja. Hromatin limfocita obojen Gimza metodom
ima specifi¢nu strukturu, koja varira od ¢elije do ¢elija, a na nju uticu
brojni faktori poput sekretorne aktivnosti, prisustva/odsustva
razlicitih medijatora i faktora rasta, kao i ekspresija brojnih gena
koji spadaju u takozvanu grupu hromatinskih regulatora (Yrondi et

al. 2017; Leff-Gelman et al. 2016; Kovaru et al. 2009).

JoS uvek je nepoznato da li se tokom razli¢itih mentalnih
poremecaja struktura hromatina limfocita menja, kao ni da li te
promene imaju neki veci fizioloSki i patofizioloSki znacaj. I pored

brojnih nalaza koji ukazuju da kod depresije postoje znacajne

11



promene u imunskom sistemu (npr. sekrecija pojdinih citokina),
nejasno je da li na visim nivoima jedarne arhitekture postoje
strukturne promene koje se mogu kvantifikovati i koje bi eventualno

u buduénosti mogle biti potencijalni biomarker bolesti.

l[ako je koriS¢enjem konvencionalnih metoda svetlosne
mikroskopije gotovo nemoguce uociti diskretne promene u
hromatinskoj arhitekturi limfocita, pojedini autori su utvrdili da, uz
dodatak raznih matematickih metoda za analizu slike, postoji nacin
da se ovakve promene barem donekle kvantifikuju. Primer takvog
metofa je upravo fraktalna analiza kojom se mozZe indirektno odrediti
stepen kompleksnosti odredene strukture. Fraktalna analiza
hromatina je do sada uspeSno primenjena za evaluaciju jedarne
strukture kancerskih krvnih celija, kao i za detekciju ovih promena u
¢elijskom i tkivnom starenju. U naSem istrazivanju fraktalnu analizu
kao i druge matematicke metode za evaluaciju strukture smo
primenili u cilju detekcije i procene strukturnih promena u
hromatinu limfocita kod pacijenata sa dijagnozom rekurentnog
depresivnog poremecaja. Predstavljamo rezultate koji ukazuju da su
matematicki pokazatelji strukturne organizacije hromatina u
limfocita u korelaciji sa psiholoSkim pokazateljima teZzine depresivne
slike kod ovih pacijenata. Ovi nalazi ukazuju da fraktalna analiza kao
novi i egzaktni metod ima odredenu potencijalnu vrednost u

psihijatrijskoj praksi.
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1.4. Radna hipoteza

Imajué¢i u vidu dokazanu povezanost izmedu promena u strukturnoj
kompleksnosti tkiva i pojedinih fizioloSkih i patoloSkih procesa,
pretpostavili smo da u toku depresije dolazi do smanjenja strukturne
kompleksnosti nukleusnog hromatina limfocita, odnosno da sa
povecanjem depresivnih simptoma dolazi do smanjenja hromatinske
fraktalne dimenzije. Takode smo pretpostavili da su depresivni
simptomi u pozitivnoj korelaciji sa nivoom hromatinske
neuredenosti, odnosno da teksturalna entropija hromatina limfocita

raste sa povecanjem depresije kod pacijenata.
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2. Ciljevi istrazivanja

1. Utvrditi postojanje razlike u fraktalnim i teksturalnim

parametrima hromatina limfocita izmedu pacijenata sa
depresijom, i ispitanika koji ne zadovoljavaju dijagnosticke
kriterijume za depresiju

. Utvrditi postojanje i jacinu Kkorelacije izmedu stepena
depresije i fraktalnih, odnosno teksturalnih parametara

hromatina limfocita
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3. Materijali i metode

3.1. Plan istrazivanja

[strazivanje je dizajnirano po tipu studije preseka i obavljeno
na uzorku od 100 ispitanika, od kojih 50 pacijenata obolelih od
rekurentnog depresivnog poremecaja leCenih u Klinici ,Dr Laza
Lazarevi¢“ u Beogradu. Kontrolnu grupu je ¢inilo 50 ispitanika koji
su pripadajli drugim dijagnosti¢kim kategorijama, a nisu ispinjavali
dijagnosticke kriterijume za depresiju. Ekskluzioni kriterijumi su bili
organski mentalni poremecaj, zloupotreba i =zavisnost od

psihoaktivnih supstanci, sistemske bolesti, hipotireoza i hipertireoza.

Studija je sprovedena prate¢i sledec¢i protokol: uzimanje
detaljne istorije bolesti, primena Bekove skale za procenu depresije
(validacija od strane Novovi¢ i sar. 2011) i Skale depresivnosti,
anksioznosti i stresa DASS-21 (validacija Jovanovi¢ i sar. 2014),
uzimanje Kkrvi za standardne hormonske (tireoidni hormoni) i
biohemijske analize. Uporedo sa wuzimanjem Kkrvi za analize,
pristupilo se pravljenju krvnih razmaza na predmetnim staklima i
njihovom fiksiranju u metanolu. Krvni razmazi su bili obojeni
modifikacijom metode Gimza bojenja po wuzoru na prethodno
publikovanu studiju Ferro et al. (2011) u kojoj su autori radili

fraktalnu analizu hromatina krvnih celija.

Nakon bojenja, kreirani su digitalni mikrografi limfocita uz
pomo¢ 200 High-Speed Color CMOS Chip DC 5V / 250 mA (Oplenic
Optronics, Hangzhou, CN) instrumenta postavljenog na Olympus
CX21FS1 mikroskop (slika 1 i 2). Digitalni mikrografi su bili
napravljeni i obradeni po uzoru na prethodne studije (Gilmore et al.
2009; Pantic et al. 2012). Za svaki razmaz je napravljeno 20

mikrografa limfocita. Za svaki limfocit, uz pomo¢ softvera Image]
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Nacionalnog instituta za zdravlje (SAD) drugih programa specijalno
dizajniranih za fraktalnu i teksturalnu analizu, je odredena prosecna
vrednost hromatinske fraktalne dimenzije, lakunarnosti, angularnog
drugog momenta, varijanse, teksturalnog kontrasta, entropije,
teksturalne korelacije i inverznog momenta razlike, po ugledu na
prethodno publikovane studije (Pantic et al. 2012, Ferro et al. 2004;
Pantic et al. 2015). Nakon toga za svakog pacijenta izracunali smo
prosecne vrednosti ovih parametara. Pored testiranja povezanosti
hromatinskih parametara sa skorom ostvarenim na psihijatrijskim
skalama depresije, testirala se i korelacija izmedu samih fraktalnih i
teksturalnih parametara. Korelaciona analiza je uradena kako u
eksperimentalnoj, tako i u kontrolnoj grupi. Takode je statisti¢kim
testovima za procenu znacajnosti razlike testirano postojanje razlike
izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe u vrednostima fraktalnih i

teksturalnih parametara.
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Slika 1. Primer mikrografa limfocita periferne krvi obojenog Gimza

metodom. Razmaz periferne krvi pacijenta sa rekurentnim
depresivnim poremecajem. Vrednost fraktalne dimenzije hromatina

iznosila je 1.484.
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Slika 2. Primer mikrografa limfocita periferne krvi obojenog Gimza

metodom. Razmaz periferne krvi ispitanika u okviru kontrolne grupe.

Vrednost fraktalne dimenzije hromatina iznosila je 1.544.
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3.2. In vitro studija na uzorcima periferne krvi

Kao dodatak prethodno opisanom istrazivanju, uradena je i in
vitro studija na utorcima periferne krvi ispitanika. Krv je tretirana
razli¢itim dozama oksidopamina, supstance za koju se zna da ima
uticaja na nastanak depresije i raznih neuroloskih poremec¢aja kod na
animalnim eksperimentalnim modelima. Periferna krv je inkubirana
na 37 °C sa dodatkom RPMI medijuma. Nakon toga su pravljeni
razmazi, a mikrografi limfocita su analizirani tehnikama fraktalne i
teksturalne analize. Detalji eksperimentalnog protokola su objasSnjeni

u skorasSnjem publikovanom radu (Pantic et al. 2016).

3.3. Fraktalna analiza

Fraktalna analiza je uradena nakon binarizacije digitalnih
mikrografa jedara limfocita periferne krvi. Analiza je uradena u
programu FracLac, dizajniranom od strane Audrey Karperien (Charles
Sturt University, Australia). Tokom izvodenja ove metode, program
automatski konvertuje mihrografe u binarni format (opcija
»Autoconvert to binary“), s tim Sto je unapred podesSeno da pozadina
(euhromatin) se tretira kao bela dok tamniji regioni budu crne boje.
Tokom analize, hromatinska struktura se prekriva sa serijom
kvedrata (boxova) na razli¢inim skalama pri ¢emu se odreduje broj
kvadrata (N) koji su makar delimi¢no ispunjeni strukturom, odnosno
crnim pikselima. PoSto postoji vise skala (g), dobije se i veliki broj
vrednosti N. Zatim program kreira grafikon na kome se na ordinati
nalize vrednosti N, dok su vrednosti skale na apscisi (slika 3 i 4).
Grafikon se zatin pretvori u logaritamski oblik pri ¢emu se moZe
videti linija regresije. Na osnovu pada linije regresije logaritamskog

grafika, odreduje se vrednost fraktalne dimenzije (D):
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D = regression slope [In(N)/ In (€)]

Fraktalna dimenzija je indirektni pokazatelj kompleksnosti
strukture. Sto objekat ima vi§ detalja, to u principu ima vece
vrednosti fraktalne dimenzije. Za dvodimenzionalne objekte u nasoj

studiji, fraktalna dimenzija varira izmedu vrednosti 11 2.

Lakunarnost (A1) je odredena na odnovu formule:

A= CV o= (044 /il s)

gde je CV koeficijent varijacije, o predstavlja standarcnu

devijaciju, a p artmeticku sredinu za datu skalu (€) i orijentaciju (g).

Lakunarnost je indirektna mera fraktalne hererogenosti binarizovane
strukture. Za njeno odredivnanje se u osnovi koristi isti algoritam
kao za odredivanje fraktalne dimenzije (u nasem slucaju takozvani
,box counting“ metod). Lakunarnost i fraktalna dimenzija su ponekad
u korelaciji, ali njihov medusobni odnos kada su u pitanju bioloski

sistemi je joS uvek nedovoljno istrazen.
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Slika 3. Primer grafikona u FracLac programu na kome se na ordinati
nalize vrednosti N, dok su vrednosti skale na apscisi. Grafikon je

kreiran u okviru box counting metoda.

Lakunarnost kao parametar fraktalne analize ne treba mes$ati sa
sli¢cnim parametrima strukture u teksturalnoj analizi. Na primer, u
teksturalnoj analizi, inverzni momenat razlike je wu osnovi
determinanta teksturalne homogenosti, ali to ne znac¢i da je u
korelaciji sa fraktalnom lakunarnos$¢u. Metode odredivanja fraktalnih
i teksturalnih parametara se kvalitativo razlikuju, pored ostalog i
zbog primene drugacijeg formata mikrografa (binarni prema 8-

bitnom formatu.
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Slika 4. Logartamska obrada grafikona sa brojem kvadrata i
skalama. Jasno se vidi linija regresije na osnovu Ccijeg pada se
odreduje vrednost fraktalne dimenzije. Ve¢i broj tacaka utic¢e na vecu
preciznost fraktalne analize kao metoda. Koeficijent r je pokazatelj

jacine korelacije.

[ fraktalna dimenzija i lakunarnost su relativho egzaktni
parametri, s obzirom da je uticaj ispitivaca na rezultat relativno mali
(Zhang et al. 2007; Panti et al. 2012). U svim dosadasSnjim
ispitivanjima varijabilnost izmedu ispitivaca (interobserver
variability) kao i unutar jednog ispitivaca (intrabserver variability)
se pokazala veoma mala, a stepen saglasnosti je bio veliki. U teoriji,
jedini znacajan faktor koji moZe da utiCe na reproducibilnost je deo
protokola tokom samog kreiranja mikrografa, poput veliCine
svetlosne ekspozicije, kvalitet izoStravanja tokom mikroskopije itd.
Takode potencijalno znacajan faktor koji dovodi do vecih varijacija u
fraktalnoj dimenziji i lakunarnosti je kvalitet samih histoloSkih
preparata. U naSem slucaju, analiza nije obavljana na ise¢cima tkiva
ve¢ na razmazima  krvi, Sto dodatno povecava stepen

reproducibilnosti.
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3.4. Teksturalna analiza

Tekstutalna analiza je u osnovi obrada dvodimenzionalnih
struktura uz pomo¢ metoda vise matematike (Joseph et al. 2011; Vido
et al. 2011; Yogesan et al. 1996). U naSoj studiji je koriScena
statistika drugog reda na 8-bitnim mikrografima jedara limfocita.
Analiza je radena u Image] programu koriS¢enjem odgovarajucih
podprograma (Pligins). Matematicka osnova, odnosno kod za
teksturalnu analizu je dizajniran na osnovu podsttojec¢ih funkcija u

MatLab programu (Nattick, MA, SAD).

Teksturalna analiza je radena koriS¢enjem GLCM (Grey level co-
occurence matrix) algoritma. Ovde se svakoj rezolucionoj jedinici
dvodimenzionalnog objekta dodeljuje takozvana ,siva vrednost“ na
osnovu intenziteta sive boje (a nakon konverzije slike u 8-bitni
format). Nakon toga se analiziraju parovi rezolucionih jedinica
(prema odgovarajucoj orijentaciji i distanci). Program automatski
odreduje GLCM parametre poput angularnog drugog momenta,
inverzonog momenta razlike, entropije, kontrasta, korelacije,

varijanse itd.

Angularni drugi momenat (Angular second moment, ASM) je u
osnovi indirektni parametar teksturalne uniformnosti. Ra¢una se na

osnovu sledec¢e formule:

ASM= )Y (o (i, )Y
j

i

gde suiijkoordinate u GLCM matriksu.
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Inverzni momenat razlike (inverse difference moment) je

parametar teksturalne homogenosti i izracunava se na sledeci nacin:

DM =" g P9
i

Inverzni momenat razlike je prema naSim opservacijama senzitivniji
pokazatalj diskretnih promena u celijskoj strukturi, ali ovaj nalaz

treba da bude potvrden nekom buducom studijom.

Entropija je odredena uz pomo¢ sledece formule:

ENT = —Z Z p(i, Nlog(p(i, j))
i j

Entropija je pokazatelj strukturne neuredenosti, odnosno haosa.
Sistemi sa vecim stepenom dezorganizacije u teksturi imaju
tendenciju da imaju vecu vrednost ovog parametra. Ipak,treba imati u
vidu da teksturalna entropija, i pored sli¢cnosti u formuli, nije
direktno povezana sa termodinamskom entropijom sistema.
Termodinamska entropija je fizicko svojstvo koje proistice iz
prirodne tendencije materije (npr. gasova, tecCnosti) da zazuzmu
stanje sa ve¢im stepenom neuredenosti. Teksturalna entropija je sa
druge strane, samo parameter neuredenosti dvodimenzionalne
teksture u 8-bitnom formatu gde su rezolucionim jedinicama date
vrednosti na osnovu njihove crne prebojenosti. Ipak, i pored svojih

potencijalnih nedostataka, u prethodnim studijama, teksturalna
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entropija se pokazala kao potencijalno senzitivan pokazatelj
fizioloSkih i patoloskih promena wu <¢elijama i subcelularnim

strukturama.

Ovde treba pomenuti joS jednu vrstu entropije koja se teoretski
moZe odrediti na dvodimenzionalnom objektu, a ponekad se radi
zajedno sa teksturalnim parametrima. Senonova entropija je mera
informacione neuredenosti sistema. Kao i Haralikova, i Senonova
entropija se moZe izraCunati primenom dostupnih konvencionalnih
softvera poput MatLab-a. Njena formula je u principu sli¢na

Haralikovoj entropiji:
H = —ZP(x) log [p(x)]
X

gde je p verovatnoca nalaZenja varijable x u nekoj informacije.
Medutim, postoji suStinska razlika izmedu ove dve determinante
neuredenosti. Haralikova entropija se odreduje nakon Sto se
rezolucione jedinice teksture oznacCe vrednostima u skladu sa
intenzitetom sive boje. Sa druge strane, kod odredivanja Senonove
entropije, ceo fajl (npr. u TIFF) formatu, moZe se pretvoriti u tekst
string a onda se taj string matematicki analizira. U naSoj studiji iz
tehni¢kih razloga nismo odredivali Senonovu entropiju jedara
limfocita, tako da to ostaje interesantan zadatak za neko buduce

istrazivanje iz oblasti komputacione biologije.

Teksturalni kontrast u naSem radu je odreden na osnovu

sledece formule:
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Teksturalni kontrast treba razlikovati of slikovnog kontrasta koji se
moZe modifikovati pri obradi slike. U osnovi, GLCM kontrast je
takode jedan indirektni pokazatelj teksturalne heterogenosti

analiziranog sistema.

Teksturalna korelacija verovatno od svih GLCM parametar ima

najkompleksniji matematicki algoritam racunanja:

i) — uxpy
0x 0y

COR =

gde je n srednja vrednost, a o standardnna devijacija zaasnovana na
parovima rezolucionih jedinica u matriksu (p (i,j)). Delovi teksture
mogu biti u vecéoj ili manjoj korelaciji Sto je takode vaZno za
kvantifikaciju strukturnih promena. Teksturalna korelacija je u
osnovi specifiCan parametar u odnosu na ostale determinante
teksture, posSto nema puno zajednickih elemenata u matematickom
algoritmu. Tako, moZe se desiti se angularni drugi momenat,
entropija i inverzni drugi momenat ne promene znacajno tokom
nekog eksperimenta, dok korelacija pretrpi visoko statisticki

znacCajne promene.

Treba ista¢i da GLCM analiza nije jedina vrsta teksturalne
analize, kao i da se sama GLCM analiza moZe obaviti na razli¢itim
formatima slike. U naSem slucaju koriS¢en je 8-bitni format, ali u

teoriji, slican protokol bi se mogao raditi i na 4-bitnom i binarnom
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formatu. Takode GLCM parametri su u osnovi viSe matematicki nego
bioloski parametri strukturne promene u ¢elijama i tkivima. PogreSno
je determinante poput angularnog drugog momenta i inverznog
momenta razlike interpretirati kao uniformnost, odnosno
homogenost samog hromatinskog makromolekula poSto vizuelna
unifomnost i homogenost, onako kao 1ih vidi profesionalni
patolog/histolog ne moraju obavezno biti u korelaciji sa ovim

matematickim parametrima.

3.5. Statisticka analiza

Za procenu statisticke znacajnosti povezanosti (korelacije) koristice
se Pirsonova, odnosno Spirmanova Kkorelacija u zavisnosti od
parametarske prirode podataka i normalnosti distribucije. Za
procenu znacajnosti razlike koristice se T test ili analiza varijanse uz
pomo¢ ANOVA testa. P vrednost manja od 0,05 smatrace se statisticki

signifikantnom.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati psihijatrijskih skala

Prosec¢na starost pacijenata u eksperimentalnoj grupi bila je
53.88+6.38 godina, a u kontrolnoj 40.58+11.19 godina. Telesna teZina
u ove dve grupe iznosila je 77.5%15.6kg, odnosno 84.4+18.2kg, a
visina 169.4+8.2cm, odnosno 177.1+9.4cm. U eksperimentalnoj grupi,
pacijentima je u proseku ovo bila cCetvrta hospitalizacija zbog

rekurentnog depresivnog poremecaja.

U eksperimentalnoj grupi, prosectna vrednost skora Bekove
skale za depresiju je bila 25.8411.8, dok je u kontrolnoj grupi ona
iznosila 12.8+9.7. Ocekivano, postojala je statisticki visoko znacajna

razlika u ovom parametru izmedu dve grupe (p<0.01, slika 5).

Srednja vrednost skorova za depresivnost, anksioznost i stres u
eksperimentalnoj grupi iznosile su 10.9+5.3, 9.2%+4.4, odnosno
11.6+5.3. U kontrolnoj grupi iznosile su 5.8+5.1, 5.3+*4.1, odnosno
6.4+4.1. Za sva tri aspekta DASS skale, postojala je statisticki visoko

znacajna razlika izmedu grupa (slike 6, 7 i 8).
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Slika 5. Vrednosti skorova Bekove skale za depresiju u
eksperimentalnoj i kontrolnoj grupi
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Slika 6. Vrednosti skora za depresiju DASS skale u eksperimentalnoj i
kontrolnoj grupi
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Slika 7. Vrednosti skora za anksoznost DASS skale u eksperimentalnoj
i kontrolnoj grupi
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Slika 8. Vrednosti skora za stres DASS skale u eksperimentalnoj i
kontrolnoj grupi
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4.2. Rezultati fraktalne i teksturalne analize

Prose¢na vrednost fraktalne dimenzije hromatina limfocita u
grupi pacijenata sa rekurentnim depresivnim poremecajem, iznosila
je 1.544+0.162, a u kontrolnoj frupi 1.656+0.160. Detektovana je

statisticki visoko snacajna razlika izmedu dve grupe (p<0.01, slika 9).

1.7

1.65
1.6

1.55

1.45 -

1.4 -

1.35 -

1.3 4

1.25 +

1.2 -

Eksperimentalna grupa Kontrolna grupa

Slika 9. Vrednosti fraktalne dimenzije hromatina limfocita u grupi

pacijenata sa rekurentnim depresivhim poremecajem i kontrolnoj

grupi.

Vrednost hromatinske lakunarnosti je takode bila znacajno
razli¢ita izmedu grupa (p<0.01, slika 10), ali, za razliku od fraktalne
dimenzije, ona je bila ve¢a u eksperimentalnoj grupi. Kod
rekurentnog depresivnog poremecaja, ona je iznosila 0.425+0.032, a

u konrolnoj grupi 0.402+0.038.
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Slika 10. Vrednost hromatinske lakunarnosti limfocita periferne krvi

u dve grupe pacijenata.

Detektovana je statisticki visoko znacajna negativna korelacija
izmedu vrednosti skora Bekove skale za depresiju i fraktalne
dimenzije hromatina u uzorku pacijenata sa rekurentnim depresivnim
poremecajem (p<0.01). Drugim recima, sa povecanjem skora Bekove
skale, dosSlo je do smanjenja vrednosti fraktalne dimenzije, i obrnuto.
Ovaj rezultat ukazuje potencijalni prediktorski znacaj fraktalne
analize u evaluaciji tezine depresivnog poremecaja. Na slici 11 su

prikazani plotovani podaci za ova dva parametra.
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Slika 11. Detektovana je statisticki visoko znacCajna negativna
korelacija izmedu vrednosti skora Bekove skale za depresiju i
fraktalne dimenzije hromatina u uzorku pacijenata sa rekurentnim

depresivnim poremecajem (p<0.01).

Sli¢na, statisti¢ki znacajna (p<0.01, slika 12), negativna korelacija je
detektovana izmedu vrednosti fraktalne dimenzije hromatina i
depresivnog skora DASS skale. Takode postojala je statisticki
znacCajna (p<0.01, slika 13), pozitivna korelacija izmedu vrednosti

lakunarnosti hromatina i depresivnog skora DASS skale.
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Slika 12. Negativna korelacija je detektovana

izmedu vrednosti

fraktalne dimenzije hromatina i depresivnog skora DASS skale
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Slika 13. Postojala je statisticki znacajna (p<0.01), pozitivna

korelacija izmedu vrednosti lakunarnosti hromatina i depresivnog

skora DASS skale.
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GLCM parametri se nisu znacajno razlikovali izmedu
eksperimentalne i kontrolne grupe. U okviru tabele 11i 2 su prikazane
prosecCne vrednosti angularnog drugog momenta, inverznog momenta
razlike, teksturalnog kontrasta, teksturalne korelacije, entropije i

varijanse hromatina limfocita kod dve grupe pacijenata.

Tabela 1. Vrednosti GLCM parametara u grupi pacijenata sa

rekurentnim depresivnim poremecajem

Srednja Standardna

vrednost devijacija
Angularni drugi momenat 0.0082 0.00053
Inverzni momenat razlike 0.579 0.027
Teksturalni kontrast 247 0.10
Entropija 5.23 0.30
Varijansa 75.2 6.1
Teksturalna Korelacija 0.0132 0.001
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Tabela 2. Vrednosti GLCM parametara u kontrolnoj grupi pacijenata

Srednja Standardna

vrednost devijacija
Angularni drugi momenat 0.008 0.0005
Inverzni momenat razlike 0.579 0.034
Teksturalni kontrast 252 0.11
Entropija 5.27 0.29
Varijansa 76.4 5.7
Teksturalna Korelacija 0.013 0.0008

4.3. Rezultati GLCM analize na limfocitima in vitro

Prosec¢na vrednost hromatinske entropije u kontrolnom uzorku
je bila 5.47+0.27, a nakon tretmana oksidopaminom, doSo je do
povecanja. U zorku koji je bio tretiran dozom od 100uM, entropija je
iznosila 5.57%0.27, dok je u uzorcima sa dozama oksidopamina
200uM i 300pM entropija iznosila 5.66+0.30, odnosno 6.15+0.38
(slika 18). Naknadnom analizom je utvrdeno da je prvo statisticki
znacajno povecanje, u odnosu na kontrolni uzorak postojalo pri

koncentraciji od 300uM.

Prosetna vrednost inverznog momenta razlike hromatinske
strukture iznosila je u kontrolnom uzorku 0.46%0.03. U uzorku

tretiranom sa 100 pM oksidopamina, nije doSlo do promene
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(0.46+0.02). Znacajno smanjenje inverznog momenta razlike uoceno

je tek u poslednjem uzorku (0.40+0.04, p<0.05, slika 16).

Teksturalna varijansa se tokom eksperimenta staticki znacajno
povecala. U kontrolnom uzorku iznosila je 51.75%36.22, dok je u
tretiranim wuzorcima iznosila 67.62+66.81, 81.53+63.80 odnosno
178.23+106.17. U poredenju sa kontrolnim uzorkom, uzorak tretiran
sa 300 pM oksidopamina pokazao je visoko statisticki znacajno

(p<0.01, slika 19) povecanje.

Slicno vrednostima inverznog momenta razlike, teksturalna
korelacija je pretrpela znac¢ajno smanjenje koje je bilo dozno zavisno.
U kontrolnom uzorku, njena vrednost iznosila je 0.022+0.008. U
tretiranim uzorcima, vrednosti su bile 0.018+0.007, 0.016+0.008,
odnosno 0.008+0.007. Uocen je statisticki znacajan trend smanjenja

GLCM korelacije (slika 14).
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Slika 14. Vrednosti teksturalne korelacije u uzorcima. Naden je

statisticki znacCajan trend smanjenja.
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Vrednosti angularnog drugog momenta hromatinske strukture
su se takode znacajno promenile nakon tretmana. U kontrolnom
uzorku, vrednost je iznosila 0.0066%+0.0018, dok u tretiranim
uzorcima je bila 0.0062+0.0017, 0.0057+£0.0015, odnosno
0.0034+0.0018. Utvrden je statsticki znacajan trend (p<0.01, slika

15) smanjenja.
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Slika 15. Vrednosti angularnog drugog moenta hromatinske

strukture.
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Slika 17. Vrednosti GLCM kontrasta hromatinske strukture.
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Slika 18. Vrednosti GLCM entropije hromatinske strukture.
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Slika 19. Vrednosti GLCM varijanse hromatinske strukture.

Kada je uradena ROC (Receiver operating curve) analiza
podataka, utvrdeno je da je GLCM varijansa jedan od najsenzitivnijih
GLCM parametara, sa najvecom moc¢i diskriinacije izmedu tretiranih
(uzorak sa najvec¢om koncentracijom oksidopamina) i netretiranih
¢elija. Povrsina spod ROC krive iznosila je 0.91 (slika 20, tabela 3), a
za kriterijum VAR veci ili jednak 21.66, senzitivnost ovog parametra
je bila 96.7%. Ovo pokazuje da je GLCM analiza potencijalno znacajan
dodatak konvencionalnim patohistoloSkim tehnikama za evaluaciju
hromatinske strukture i njenih promena u eksperimentalnim

uslovima.
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Slika 20. ROC analiza vrednosti GLCM varijanse. PovrSina spod ROC
krive iznosila je 0.91, a za kriterijum VAR veci ili jednak 21.66,

senzitivnost ovog parametra je bila 96.7%.
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Tabela 3. ROC analiza vrednosti GLCM varijanse sa koordinatama ROC krive

Coordinates of the Curve
Test Result Variable(s): VAR00001

Positive if Greater Sensitivity 1 - Specificity
Than or Equal To?
20.4510 1.000 1.000
21.6760 1.000 .967
23.9120 1.000 .933
26.3615 .967 .933
26.9635 .967 .900
27.9500 .967 .867
31.5300 .967 .833
34.3770 .967 .800
35.0085 .967 767
35.6465 .967 .733
35.9455 .967 .700
36.7615 .967 .667
37.4405 .933 .667
38.0305 .933 .633
38.6880 .933 .600
39.1100 .933 .567
39.5355 .933 .533
42.1665 .933 .500
45.4145 .933 467
46.2710 .933 433
47.0550 .933 400
48.8195 .900 400
50.4450 .900 .367
51.2870 .900 .333
51.7925 .900 .300
53.8235 .900 267
56.0810 .900 .233
61.2485 .900 .200
70.5090 .900 133
77.4930 .867 133
79.9660 .867 .100
81.1695 .833 .100
84.6605 .833 .067
88.7205 .833 .033
97.3575 .800 .033
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109.2285
114.6430
116.2465
118.2325
122.6400
131.3090
136.9215
147.8290
160.6100
163.8980
172.0055
183.6235
189.5295
206.1585
221.9195
224.2745
228.4080
234.1520
248.9245
281.4890
303.3570
315.6490
343.0840
432.4720
506.9470

767
.33
.700
.667
.633
.600
.567
.533
.500
467
433
400
.367
.333
.333
.300
.267
.233
.200
167
133
.100
.067
.033
.000

.033
.033
.033
.033
.033
.033
.033
.033
.033
.033
.033
.033
.033
.033
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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5. DISKUSIJA

5.1. Fraktalna analiza i hromatin

Dezoksiribonukleinska kiselina ima u svojoj strukturi odredeni
stepen samosli¢nosti. Samosli¢cnost je vidljiva ve¢ na nivou
sekundarne helikoidne organizacije, a posebno se manifestuje
analizom hromatida i hromatinskih niti. Tokom elektronske
mikroskopije, delovi euhromatina i heterohromatina pokazuju
fraktalne karakteristike, a to je posebno vidljivo na euhromatinu.
Utvrdeno je da euhromatin u ultrastrukturi ima znacajno vecu
vrednost fraktalne dimenzije u poredenju sa heterohromatinu.
Moguce je da ovaj nalaz ima osnovu u razli¢itom stepenu
transkripcione aktivnosti ovih delova hromatina, ili specifi¢cnosti u
interakciji histon- DNK tokom stvaranja informacione RNK
(Alvarenga et al. 2007; Ameyar-Zazoua et al. 2012; Appay et al. 2010;
Chandra et al. 2012; Schwartzentruber et al. 2012; Talbert et al.
2012; Thurman et al. 2012; Riddle et al. 2012; Ptasinska et al. 2012).

Fraktalni model distribucije hromatina u jedru je znacajno
doprineo naSem razumevanju organizacije DNK kao molekula i
njegove interakcije sa proteinima (Bancaud et al. 2009; Pantic et al.
2013). Konvencionalni, ekvilibrijumski model se bazirao na
tendenciji molekula da zauzmu najveci stepen entropije, odnosno da
postignu ravnoteZno stanje sa aspekta uloZene i predate slobodne
energije u sistemu. Medutim, fraktalni model je ovo stanoviSte
donekle izmenio. Utvrdeno je da su delovi celijskog jedra kao
bioloSkog sistema slicni manjim delovima, a manji delovi sli¢ni jo$
manjim  strukturama. Ovakav vid organizacije sa aspekta

termodinamike zahteva vecu koli¢inu energije, ali i pored toga,
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opstaje kao fenomen u zivim c¢elijama, bez obzira na sintetsku

aktivnost, odnosno gensku ekspresiju.

NazZalost, joS uvek je puno nepoznanica kada je u pitanju
fraktalni model hromatinske organizacije. Ovaj princip nije potvrden
da postoji u svim ¢éelijama, i u svim fiziolo$kim stanjima. Cinjenica je
da su pojedine studije pokazale da se fraktalna dimenzija hromatina
menja sa starenjem, iako nema dokaza da j u tim ¢elijama doSlo do
velikih DNK oStec¢enja ili apoptoze. U buduénosti, ostaje da se vidi, da
li je ekvilibrijuski model zaista prevaziden ili i dalje ima veliku
primnenu u ¢elijskoj biologiji i fiziologiji (Bancaud et al. 2009; Pantic

etal. 2013)..

Moguce je da fraktalna analiza ima odredenu primenu u
evaluaciji transkripcione aktivnosti jedra kao celine. Ako je ta¢no da
euhromatin i heterohromatin imaju razli¢ite vrednosti fraktalne
dimenzije, logi¢no je pretpostaviti da jedro u kojoj se DNK prepisuje
u vecCoj meri, ima i vecu vrednost ovog parametra. Ako bi se ovo
dokazalo u buduc¢nosti, ova metoda bi mogla da da veliki doprinos u
postojec¢im tehnikama celijske i molekularne biologije. KoriS¢enjem
relativno jeftine strategije slikanja celija, moglo bi se utvrditi da li
pojedine Celije stvaraju vece koli¢ine proteina, pa bi fraktalna analiza
mogla biti koriSéena kao pristupacni i jednostavni biosenzor u

biohemiji i drugim fundamentalnim granama medicine.

Pojedine studije su utvrdile da je samoslicnost hromatina
karakteristicna ne samo za njegovu ultrastrukturu (na elektronskoj
mikroskopiji), ve¢ da ona postoji ¢cak i kod konvencionalne svetlosne
mikroskopije. Naime, cak i kada je jedro obojeno Gimza ili
Hematoksilin-Eozin metodom, fraktalna analiza kao metodse moZe
relativno lako wuportebiti za evaluaciju ptencijalnih strukturnih
promena. Treba napomenuti da samoslicnost kao fenomen, iako

poZeljna, nije i neophodna da bi se fraktalna analiza jedra sprovela u
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delo. To je zato Sto se fraktalnom analizom moZe u osnovi
kvantifikovati kompleksnost bilo kog dvodimenzionalnog objekta, a

ne samo onog koji pokazuje samosli¢nost.

Uostalom, cilj naSe studije nije ni bio da se prikaze da li su
jedra limfocita fraktali, ve¢ da li se fraktalna analiza kao Siroko
dostupan metod moze koristiti za evaluaciju ¢elija kod depresivnih
pacijenata. Drugim rec¢ima fraktalna analiza je u ovom slucaju
testirana kao potencijalni senzor za jednu u osnovi multifaktorsku
bolest koja ima svoje klini¢kei bioloSke manifetacije na skoro svim

tkivima i organima u ljudskom telu.

5.2. Lakunarnost u u biomedicinskim istraZzivanjima

Lakunarnost je u osnovi parametar fraktalne analize kojim se
odreduje stepen heterogenosti fraktalne strukture (Yasar et al. 2005;
Borys et al 2008; Gilmore et al. 2009). Broj i velicina praznih polja
(rupa, regiona bez strukture) nakon binarizacije slike, direktno utice
na vrednost ovog parametra (Waliszewski, 2016; Pribic et al. 2015;
Borys et al 2008; Gilmore et al. 2009) . Lakunarnost moZe da bude u
obrnutoj korelaciji sa vrednos¢u fraktalne dimenzije. Strukture koje
imaju veliku koli¢inu detalja u svojoj organizaciji, i samim tim vecu
vrednost fraktalne dimmenzije, imaju tendnciju da se odlikuju
relativno malom lakunarnos$éu, i obrnuto. Medutim, ovo ne mora da
bude pravilo, odnosno, bar prema naSim saznanjima, ne postoji jasna

matematicka povezanost izmedu ova dva parametra fraktalne analize.

Lakunarnost je detaljno prouc¢avana u prethodno publikovanoj
studiji (Pantic et al. 2012) u kojoj su autori pokazali da ovaj
parametar poseduje relativno veliki stepen senzitivnosti u detekciji

ranih promena u ¢elijskom jedru tokom programirane celijske smrti.
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Studija je uradena na U251 ¢elijskoj kulturi (¢elije humanog malignog
neuroblastoma) koja je izlagana ultraljubi¢astim zracima u kratkom
vremenskom intervalu. Nakon ekspozicije, ¢elije su otpoclinjale
proces apoptoze koji se razvijao tokom perioda od nekoliko ¢asova.
Pravljeni su i digitalni mikrografi ¢elija na svakih 30 minuta u
periodu od pocletka tretmana pa sve do 5 Casova nakon tretmana,
kada se i konvencionalnim svetlosnim mikroskopom, bez upotrebe
analitickih metoda moglo videti da je apoptoza zavrSena. Takode su
primenjene tehnike konvencionalne protoc¢ne citofluorometrije da be
se utvrdio momenat zapocinjanja programirane C¢elijske smrti u

uzorcima.

Utvrdeno je da su fluorometrijske metode (analiza c¢elijskog
ciklusa, anaksin propidijum jodid bojenje, aktivnost kaspaza) bile u
stanju da detektuju apoptozu ali relativno kasno u odnosu na
fraktalnu analizu lakunarnosti jedra. Naime, lakunarnost jedra se
statisticki znacajno promenila ve¢ pola sata nakon tretmana, dok je
vecCina citofluorometrijskih metoda uspela da identifikuje prisustvo
apoptotockih celija tek nakon 2 sata od ekspozicije ultraljubicastim

zracima.

Ova studija je ukazala da je lakunarnost potencijalno vazan
parametar (mozda c¢ak i vazniji od fraktalne dimenzije) u celijskoj
fiziologiji i molekularnoj biologiji. Cak i kod struktura koje u osnovi
ne pokazuju veliki stepen samosli¢nosti, ovaj parametar se moZe
koristiti za identifikaciju diskretnih promena koje nisu vedljive

standardnom mikroskopijom.

Potencijalna primena lakunarnosti u klinickoj medicini je
velika. Na primer, prilikom skorovanja uzoraka dobijenih biopsijom,
ova metoda mozda moZe biti od pomoc¢i za donoSenje validnog
zakljucka. Takode, lakunarnost, fraktalna dimenzija i parametri

teksturalne analize se moZda mogu zajedno koristiti da bi se
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dizajnirao takozvani skoring sistem u histopatoloskoj evaluaciji

izmenjenih tkiva i Celija.

5.3. Ogranicenja fraktalne i teksturalne analize kao
metoda u fundamentalnoj medicini

Mora se priznati da fraktalna analiza kao metod ima i svoje
nedostatke. Jedan od najznacajnijih potencijalnih problema je
fokusiranost ove analize na dvodimenzionalni objekat, odnosno
mikrograf tkiva. Karakteristike mikrografa zavise od velikog broja
faktora, a mi ¢emo pomenuti samo neke. Svetlosna ekspozicija,
koriS¢enje odgovarajuceg objektiva (uveliCanja), tip mikroskopa, tip
kamere, filteri, karakteristike kondenzora na mikroskopu su samo
neki od faktora koji uti¢u na kvalitet i osobine dobijene slike. Na
primer, ako se slikanje jednog tkiva obavlja u mrac¢noj prostoriji, a
zatim isto slikanje izvrSi pri ukljucenom osvetljenju, dobi¢e se dva
mikrografa sa razli¢itim vrednostima fraktalne dimenzije (Pantic et

al. 2015; Pantic et al. 2016).

Drugo potencijalno ogranicenje, ne samo fraktalne analize, ve¢
svih matemati¢kih metoda je u samom tkivu koje se analizira. Cak i
normalna tkiva u fizioloSkim uslovima imaju delove koje su vise
homogeni (na primer ispunjeni c¢elijama) i viSe heterogeni (npr.
Ispunjeni vezivnim tkivom). Ako se slika napravi u podrucju koje ima
viSe detalja (¢elija), prirodno je ocekivati da ¢e fraktalna dimenzija
kao mera kompleksnosti imati vecu vrednost. Sa druge strana,
slikanje podruc¢ja sa malo celularnih ili drugih elemenata ¢e
verovatno rezultovati manjim vrednostima fraktalne dimenzije. Da bi

se ovaj problem prevaziSao u patologiji i histologiji, preporucuje se
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pravljenje uzorka od veceg broja slika i ra¢unanje srednje vrednosti i
standardne devijacije za fraktalne parametre, pre donoSenja
definitivnog zakljucka o kompleksnosti citoarhitekture. Druga opcija
bi bila da se slika uvek pravi na istom mestu u tkivu, na primer
fotografisanje istih Celija pre i posle delovanja nekog Stetnog cinioca

(Pantic et al. 2015; Pantic et al. 2016).

U naSem istraZivanju, mi nismo bili suoceni sa ovim
problemima, poSto smo analizirali pojedinacne ¢elije, odnosno
njihova jedra, a ne celokupnu citoarhitekturu. Takode,
reproducibilnost studije je povecana c¢injenicom da su limfociti kao
¢elijska populacija relativno homogeni u strukturi (boje se na sli¢an

nacin, bez velikih varijacija u distribuciji boje).

JoS jedno potencijalno ogranic¢enje fraktalne analize je Cinjenica
da se za njeno izvodenje slika binarizuje. Naime kod box-counting
metode, slika se prvo binarizuje, pa onda pokriva nizom kvadrata
razliCitih veli¢ina. Softver odreduje broj kvadrata na svakoj skali, koji
su ispunjeni crnim rezolucionim jedinicama (pikselima). Ovo je
komplikovan matematicki metod iz koga proisticCe mnogo korisnih
podataka, medutim, treba imati u vidu da se tokom procesa
binarizacije vec¢i deo informacija gubi. Tacno je da je heterohromatin
na mikrografiji tamniji od euhromatina, ali to ne znaci da ¢e nakon
binarizcije ceo heterohromatin postati crn, a euhromatin beo. Ishod
binarizacije u velikoj meri zavisi od praga, a prag je odreden u

softveru za fraktalnu analizu (Pantic et al. 2015; Pantic et al. 2016).

Moguce je da ¢ak i u Gimza - obojenim jedrima postoji regioni
koji su heterogeni, u smislu da dolazi do smenjivanja podrucja sa
euhromatinom i heterohromatinom, ali da se ta heterogenost izgubi
nakon binarizacije, jer ceo region postane beo ili crn. Za ocekivati je
da ta heterogenost u tom slucaju nece doprineti povecanju, odnosno

smanjenju fraktalne dimenzije ili lakunarnosti jedra. Ipak, treba
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ista¢i da i pored ovog gubitka, ¢injenica da fraktalna dimenzija moze
da kvantifikuje stukturne promene u jedru je sama po sebi znacajna
za naucno-istrazivacki rad, s obzirom da je alternativa obic¢na
subjektivna vizuelizacija i evaluacija (oslanjanje na iskustvo, bez

kvantifikacije).

5.4. Histoloska bojenja, limfociti i fraktalne
karakteristike jedra

Postoji veliki broj histoloskih bojenja za vizuelizaciju ¢elijskih
elemenata periferne krvi. Danas se najces¢e koristi Mej Grinvald -
Gimza tehnika kojom se jedro boji tamno plavo a citoplazma je obi¢no
bezbojna ili svetlo plavo-sive boje. Kod velikih limfocita, Cesto se
uocavaju izraZzene crvenkaste granule pa se taj tip ¢elija zovu veliki
granulisani limfociti. Veliki granulisani limfociti su u najvecoj meri

NK celije i u¢estvuju u urodenoj imunosti.

Limfociti obojeni Mej Grinvald - Gimza metodom obi¢no imaju
kompaktan, homogen hromatin koji kada se posmatra standardnim
svetlosnom mikroskopom (bez upotrebe analitickih metoda) pokazuje
uniformnu distribuciju u jedru. Obi¢no se ne vide znacajne razlike
izmedu perifernih i centralnih regiona jedra, kao ni regioni sa
velikom kolicinom heterohromatina poput jedarca. Medutim,
primenom fraktalne analize, mogu se zapaziti diskretne promene u

hromatinu limfocita, naroc¢ito u patoloSkim uslovima.

Grupa istrazivacCa iz Brazila je zapazila da hromatin imunskih
¢elija krvi, kade je obojen Gimza tehnikom, u pojedinim
hematoloSkim bolestima pokazuje znacajne promene u fraktalnoj
organizaciji (Ferro et al. 2011) Fraktalna dimenzija ovakvog

hromatina je bila u korelaciji sa prezivljavanjem pacijenata sa
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multiplim mijelomom. Ovo je jedna od prvih studija koja je pokazala
da se fraktalna dimenzija hromatina kao matematicki parametar
moze koristiti u prognosti¢cke svrhe u klini¢kim uslovima, odnosno da
ima znacajnu prediktivnu vrednost ishoda bolesti. JoS jedna vrednost
ove studije je Sto je pokazala da za fraktalnu analizu hromatina nije
neophodno specijalno bojenje koje prikazuje isklju¢ivo DNK molekul
ili neki drugi deo hromatinske strukture, ve¢ je i konvencionalna
histoloSka tehnika dovoljna da se iz analize izvuce informacija od

koristi za klini¢ku praksu (Ferro et al. 2011).

U naSoj studiji, takode je korisS¢eno specijalno Felgen bojenje za
vizuelizaciju DNK u in vitro uslovima. Ovo je bojenje specificno za
DNK sa visokim stepenom afiniteta, tolikim da se u laboratorijskim
uslovima koristi u kvantitativne svrhe. Zbog cene i kompleksnosti
izvodenja, ovo bojenje je teSko primenljivo (iako ne nemoguce) u

klinickoj praksi.

JosS jedno bojenje koje se danas Cesto Kkoristi za vizuelizaciju i
analizu hromatina je Toluidin plavo. Ova boja se vezuje za sve
nukleinske kiseline (DNK i RNK), i po svojoj prirodi je
semikvantitativno. U prethodnim studijama, koriS¢eno je za fraktalnu
analizu hromaina hepatocita u postnatalnom razvoju i starenju na
animalnim eksperimentalnim modelima. Iz naSeg prethodnog
iskustva, prednost ovog bojenja je Sto se u pojedinim Ccelijskim
populacijama jasno vidi euhromatin i heterohromatin kao i granica
izmedu ove dve strukture. Ovo moZe biti od koristi za dalja

istrazivanja u klinickoj praksi (Pantic et al. 2016).

Toluidin plavo bojenje je koriS¢eno i za analizu citoarhitekture
hematopoeznog tkiva slezine kod miSeva. Nadeno je da se fraktalna
dimenzija ovog tkiva smanjuje sa staroS¢u Sto predstavlja osnovu za
dalja istrazivanja na ovom organu i imunskom sistemu uopSte (Pantic

et al. 2013).
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Konacno, kad su u pitanju ¢vrsta tkiva, u histologiji i patologiji
se veoma Cesto za fraktalnu analizu jedara koristi i hematoksilin-
eozin tehnika. Ova metoda je koriS¢ena u prethodnim studijama na
bubregu (jedra regiona makule denze) gde su ispitivane promene u
fraktalnim karekteristikama jedara tokom procesa fizioloSkog

starenja.

5.5.Genetska osnova depresije

Depresija je multifaktorska bolest, i postoji veliki broj
molekularnih i celularnih mehanizama koji ucestvuju u njenoj
patogenezi. Tri neurotranskmiterska sistema, serotoninski,
dopaminski i noradrenalinski, i njihova medusobna interakcija su
makar delimiéno odgovorni za osnovni emocionalni ton,
temperament, kao i raspoloZenje. Pored neurotransmitera, odnosno
premecaja u njihovom funkcionisanju, identifikovan je veliki broj
gena Cija promena u ekspresiji mozZda ti¢e na raspoloZenje i emocije.
Ipak, treba ista¢i da vec¢ina ovih teorija, i pored odredenog broja
nauc¢nih dokaza, i dalje ostaju teorije, i bi¢e potrebno mnogo vremena
u buduc¢nosti da bi se spoznao pravi patofizioloSki nacin nastanka
depresije i ostalih afektivnih poremecaja (Nurnberger, 2017; Serra et

al. 2017; Borroto-Escuela et al. 2017; Milaneschi et al. 2017).

Unipolarna depresija i bipolarni afektivni poremecaj (BAP)
imaju drugaciju bioloSku osnovu. Bipolarni poremecaj ima nesto veci
stepen uceSc¢a naslednih ¢inilaca, medutim to ne znac¢i da kod
rekurentnog depresivnog poremecaja naslede nema znacajnu ulogu.
Na primer, moguce je da kod BAP, u viSe od dve trecine obolelih
postoji izvesna nasledna predispozcija. Ako je jedan od roditelja
oboleo od poremecaja raspolozZenja, postoji nekoliko puta veci rizik

da ¢e potomak takoe da oboli, u poredenju sa opStom populacijom.
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Studije blizanaca su medutim utvrdile da naslede nije jedini faktor
koji uti¢e na razvoj poremecaja raspolozenja,ve¢ da sredinski faktori

takode imaju znacajnu ulogu.

Gen za neurotrofni mozdani faktor (Brain-derived neurotrophic
factor, BDNF) je tokom poslednjih nekoliko godina postao fokus za
istraZivanje genetske osnove depresija. BDNF je u osnovi protein koju
pomaZe diferencijaciju novih neurona kao i njihovu razgranatost i
broj sinapsi u centralnom nervnom sistemu. Ovaj faktor takode
prevenira programiranu C¢elijsku smrt (apoptozu) neurona i glijalnih
¢elija u mozgu (Nurnberger, 2017; Serra et al. 2017; Borroto-Escuela

et al. 2017; Milaneschi et al. 2017).

Znacajna ekspresija BDNF gena je lokalizovana u hipokamusu,
korteksu, ali i u perifernim tkivima poput bubrega, prostate, a
moguce i u imunskom sistemu. BDNF se vezuje za receptore poput
TrkB (Track B) and the LNGFR (Low-affinity nerve growth factor
receptor). Aktiacija TrkB dovodi do procesa autofosforilacije i
pokretanja signalnog puta koji dovodi do promena u ekspresiji
odredenih regiona hromatina i povecan sinteze proteina koji opet,
drugim kompleksnim mehanizimima uti¢u na fenomen plasti¢nosti

neurona.

BDNF gen se nalazi na hromozomu 11 i njegova ekspresija je
kontrolisana od strane velikog broja faktora. Smatra se da
dopaminski receptori iz familije D1 mogu dovesti do bovecanog
stvaranja BDNF u odredenim regionima mozga, narocito u frontalnom
lobusu. Celularni transkripcioni faktor pod nazivom CREB (cAMP
response element-binding protein) takode utice na proizvodnju BDNF
u centralnom nervnom sistemu. On to radi tako Sto se vezuje za
sekvence DNK koji su pod uticajem ciklicnog AMP (cAMP response
elements, CRE). CREB nije usko specifican za gensku ekspresiju BDNF

s obzirom da reguliSe i niz drugih gena poput onih za enkefaline,
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cirkadijalnee ritmove i neuropeptide poput somatostatina. NMDA
receptor i glutamat kao neurotransmiter takode mozda uti¢u na
ekspresiju BDNF i CREB (Nurnberger, 2017; Serra et al. 2017;
Borroto-Escuela et al. 2017; Milaneschi et al. 2017).

Postoji veliki broj poznatih genskih polimorfizama za BDNF.
Vec¢ina njih su tackasti polimorfiizmi, ograni¢eni na samo jedan
nukleotid, i nepoznato je u kojoj meri oni uticu na sveukupnu
plasti¢nost sinapsi i eventualni razvoj mentalnog poremecaja. Neki
lekovi, poput selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina i
stabiliatora raspoloZenja, u pojedinim sluc¢ajevima mogu da uticu na
veli¢inu ekspresije gena za BNDF. Ipak, treba napomenuti da ovo nije
glavni efekat ovih lekova i nejasno je u kojoj meri doprinosi njihovom

povoljnom efektu kod poremecaja raspolozZenja.

5.6. Dopamin, oksidopamin i patogeneza depresije

Dopamin (3,4-dihidroksifeniletilamin) je hemijsko jedinjenje
koje je ujedno i neurotransmiter i hormon. Zbog svoje dualne prirode
i rasprostranjenosti u organizmu, on predstavlja nezamenljivu
supstancu, bez koje covek, kao Zivo bite, ne mozZe da opstane. Po
svojoj hemijskoj prirodi dopamin pripada porodici kateholamina,
zajedno sa adrenalinom i nordrenalinom. Svi oni poticu od
zajednickog prekursora. Sinteza dopamina se odvija u najvecoj meri u
nervnim celijama gde prvenstveno predstavlja neurotransmiter, ali
takodje i u ¢elijama srZzi nadbubreZne Zlezde, gde poprima entitet
hormona. Njegova sinteza se moZe odvijati indirektno preko
aminokiseline fenilalanin ili direktno preko aminokiseline tirozin,
koja dalje, kaskadnim hemijskim reakcijama, preko medjuproizvoda
L-DOPA, rezultira u nastanku dopamina. Mehanizam sinteze

dopamina je veoma kompleksan proces, koji pored samih hemijskih
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reaktanata obuhvata i brojne enzime, koenzime i kofaktore. Prilikom
konverzije fenilalanina u tirozin, klju¢ni enzim u procesu je
fenilalanin hidroksilaza koji zajedno sa kofaktorom
tetrahidrobiopterinom i uz utroSak molekularnog kiseonika
omogucavaju nastanak kona¢nog proizvoda. Slican je proces koji sledi
zatim, gde dolazi do stvaranja L-DOPA, proizvoda L-tirozina, uz
uceS¢e enzima tirozin hidroksilaze, kofaktora tetrahidrobiopterina,
molekularnog kiseonika i takodje dvovalentnog gvozdja. Stvaranje L-
DOPA predstavlja klju¢ni a ujedno i poslednji proces u kaskadi
sinteze dopamina. Pod dejstvvom enzima DOPA dekarboksilaze i
koenzima piridoksal fosfata dolazi do stvaranja konac¢nog proizvoda
dopamina. Dopamin dalje, pod dejstvom razli¢itih enzima i
sledstvenih hemijskih modifikacija, biva preveden u adrenalin a
potom i u noradrenalin (Schibler et al. 2017; Berry et al. 2017; van

Holst et al. 2017; Ito et al. 2017; Eisenberg et al. 2017).

Pored same hemijske sinteze dopamina, mora se razmatrati i
nevna Celija koja ima klju¢nu ulogu u njegovoj produkciji. Nervna
¢elija, kao visoko diferencirana i specijalizovana celija, koja se sastoji
od brojnih organela i biomakromolekula, omoguc¢ava svojim
strukturom i funkcijom da Dopamin bude adekvatno sintetisan. Ona
takodje omogucava da Dopamin bude ispravno usmeren Kka
sinaptickoj pukotini i sledec¢oj nervnoj celiji, obezbedjuju¢i na taj
nacin siguran prenos informacija u nervnom sistemu. Hemijska
sinteza dopamina se odvija u citosolu tela nervne celije, on zatim
biva transportovan u sinapticke vezikule pomo¢u VMAT2 (vesicular
monoamine transporter 2). U sinaptickim vezikulama Dopamin ostaje
sve dok nervna ¢elija ne bude nadraZena akcionim potencijalom. U
tom slucaju, akcioni potencijal, preko niza sekundarnih glasnika i
jona kalcijuma kao glavnih posrednika, izaziva posledi¢nu egzocitozu
sinaptickih vezikula koje sadrze dopamin u sinapticku pukotinu.

Dopamin koji se nakon egzocitoze nalazi slobodan u sinaptickoj
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pukotini, vezuje se za svoje receptore na postsinaptickoj membrani
sledece nervne Celije kao i za autoreceptore presinapti¢cke membrane
na nervnom zavrSetku. Dopamin se spontano odvaja od svojih
receptora i biva prenesen nazad u presinapticki neuron iz koga je iz
potakao pod dejstvom odgovarajuc¢ih specificnih transportera ili
ostaje slobodan u sinaptickoj pukotini. U oba slucaja, kao sledeci
korak sledi njegova razgradnja i eliminacija produkta njegovog
metabolizma iz organizma. Razgradnja dopamina se odvija unutar
citosola presinaptickog neurona i na membrani postsinaptickog
neurona. U degradacionom procesu ucestvuju visokospecijalizovani
enzimi MAO (monoamino oksidaza) koji su prisutni u svoje dve
izoforme MAO-A i MAO-B i enzim COMT (katehol-o-metiltransferaza).
Enzimi MAO se nalaze u citosolu presinapti¢ckog neurona, i nakon
ponovnog preuzimanja dopamina iz presinapticke pukotine, dovode
do njegove razgradnje procesom oksidacije. COMT se nalazi pretezno
na membrani postsinaptickog neurona, i jedan njegov manji deo
strukture prominira ka citosolu postsinaptickog neurona. Kao
produkt razgradnje u oba slucaja nastaje homovanilna kiselina. Ona
iz krvi biva filtrirana kroz glomerularnu membranu bubrega, ne
resorbuje se ponovo u tubulima bubrega i zadrZava se kao konacni
produkt u finalnoj mokrac¢i. Nivo homovanilne kiseline u urinu moze
se koristiti u dijagnosticke svrhe nekih psihijatrijskih oboljenja
(Schiibler et al. 2017; Berry et al. 2017; van Holst et al. 2017; Ito et
al. 2017; Eisenberg et al. 2017).

U cilju ispoljavanja svih svojih dejstava u centralnom nervnom
sistemu a i Sire, neophodno je da se Dopamin veZe za svoje specificne
receptore i dovede do njihove adekvatne aktivacije. Postoji pet vrsti
dopaminskih receptora, D1 do D5, koji su Siroko rasprostranjeni
unutar mozga kao i u brojnim drugim organima i tkivima organizma.
Zbog razlike u mehanizmu kojim se uspostavlja aktivacija receptora

kao i razlika u sekundarnim glasnicima koji su zaduZeni za dalji
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prenos signala unutar ¢elije, pet dopaminskih receptora su svrstani u
dve klase, D1 i D2 klasu. Pored funkcionalnih razlika u klasama
receptora, dopaminski receptori se razlikuju i po svojoj
rasprostranueni u organizmu koja, izmedju ostalog, korelira i sa
njihovom predominantnom ulogom u odredjenom organu. Klasa D1
recptora obuhvata D1 i D5 dopaminske receptore. Ovi receptori su
Gsa transmembranski proteini i pripadaju porodici G proteina.
Vezivanjem dopamina za njih i njihovom aktivacijom dolazi
posledi¢cno do stimulacije aktivacije enzima adenilat ciklaze, koji
dovodi do porasta ciklicnog AMP, a koji je ujedno i sekundarni
glasnik u prenosu signala. Klasa D2 receptora obuhvata D2, D3 i D4
dopaminske receptore. Njihovi receptori su Gia transmembranski
proteini porodice G proteina. Njihovom aktivacijom dolazi do
inhibicije adenilat ciklaze i do sniZenja nivoa cikli¢écnog AMP. Prema
distribuciji na nivou nervnog sistema, uoceno je da se na
presinaptickim dopaminergi¢ckim neuronima nalaze preteZno
receptori D2 klase, dok se postsinapticki nalaze mnogo ceSce
receptori D1 klase. Pored funkcionalnih i strukturnih razlika u
dopaminskim receptorima, ustanovljeno je, da njihove razlike poticu
joS od njihovog samog genetickog =zapisa. Nadjeni su razliciti
polimorfizmi za koje se pretpostavlja da imaju ulogu u nastanku
razlike u afinitetu razli¢itih vrsta receptora prema odredjenim
antipsihoticima, ali je preciznije odredjivanje njihove uloge joS uvek
u fazi istrazivanja (Schiibler et al. 2017; Berry et al. 2017; van Holst
et al. 2017; Ito et al. 2017; Eisenberg et al. 2017).

Pored same hemijske potentnosti dopamina kao
neurotransmitera, za uspostavljanje njegovog punog efekta i
specifi¢cnih funkcija vazna je krakteristi¢na distribucija dopaminskih
receptora u mozgu i na perifernim organima (Farar et al. 2017; Bezu
et al. 2017; Luis-Ravelo et al. 2017; Doly et al. 2017). D1 receptori se

u mozgu nalaze u visokom broju u mezolimbi¢kim, mezokortikalnim i
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nigrostrijatnim putevima. Glavnim strukturama sa ekspresijom D1
receptora mogu se smatrati strijatum, amigdale, nuc. accumbens,
substantia nigra i frontalni korteks, dok su isti receptori u drugim
strukturama mozga znatno manje zastupljeni. D5 receptori se nalaze
u brojnim regionima mozga u niZim koncentracijama u odnosu na D1
receptore. D2 receptori su siroko rasprostranjeni u mezolimbickim,
mezokortikalnim, tuberoinfundibularnim i nigrostijatnim putevima.
Visoke koncentracije ovih receptora mogu se na¢i u substantia nigra,
nuc. accumbens, strijatumu, amigdalama, ventralnom tegmentumu,
hipotalamusu i hipokampusu. Distribucija D3 dopaminskih receptora
je veoma slicna distribuciji D2 receptora, ali je za razliku od
koncentracije D2 receptora, njihov broj znatno manji. Koncentracija
D3 receptora pretezno dominira u ovkiru limbi¢kog sistema. Od svih
navedenih vrsta receptora, daleko najmanje su prisutni D4
dopaminski receptori. Njihova distribucija je dosta Siroka, ali je
njihova gustina znatno manja. Mogu se nac¢i u frontalnom korteksu,
amigdalama, hipokampusu, hipotalamusu, tamausu, pars retikularis
substantia nigra i brojnim drugim regionima mozga. Ovakva
distribucija dopaminskih receptora odnosi se na razli¢ita podrucja
mozga. Svih pet vrsti dopaminskih receptora se nalaze i u perifernim
organima i tkivima kao sto su: bubrezi, nadbubreZne Zlezde,
gastrointestinalni trakt, krvni sudovi i srce. Veliki broj D2
dopaminski receptora se nalazi i u hipofizi. U ovoj Zlezdi, koja je usko
povezna sa centranim nervnim sistemom i endokrinim sistemom,
Dopamin ima nezamenljivu ulogu u regulaciji nivoa prolaktina u krvi
kao i u uspostavljanju kompleksnog odnosa izmedju hipotalamusa,
hipofize 1 perifernih organa. Zbog Siroke rasprostranjenosti
dopaminskih receptora unutar centranlnog nervog sistema kao i
unutar perifernih organa, moZe se zakljuciti da su njegove funkcije
raznovrsne i od kljuCnog znacaja da dobro stanje i opstanak jedinke
(Beaulieu et Gainetdinov, 2011; Farar et al. 2017; Bezu et al. 2017;
Luis-Ravelo et al. 2017; Doly et al. 2017).
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Funkcije dopamina wunutar centralnog nervnog sistema
prvenstveno se odnose na regione mozga koji su zaduzeni za kontrolu
motornih radnji i izvrSavanje adekvatnog motornog odgovora.
Dopamin takodje predstavlja klju¢nu komponentu centra za nagradu
zbog koje je usko povezan sa motivacijom kao i u ispoljavanju
emocija. Regioni mozga koji se mogu smatrati najviSe zaduZenim za
ispoljavanje dopaminergickih dejstva zbog vecinskog prisustva
dopaminskih receptora i dopaminergic¢kih vlakana u tim regionima
su: substantia nigra, ventralni tegmentum, hipotalamus, nuc.
accumbens, zona incerta i nuc. paraventricularis. Substantia nigra, je
struktura koja se nalazi i mezencefalonu, i bogata je
dopaminergi¢kim neuronima, narocito deo poznat kao pars compacta.
Ova region je od posebnog znacaja jer predstavlja glavno mesto gde
su smeStena vlakna nigrostrijalnog puta. Substantia nigra, zajedno sa
svojim dopaminergickim neuronima i putevima predstavlja bazalnu
gangliju, ¢ija je glavna uloga u odrZavanju funkcionalnosti motornih
radnji kao i u ucenju novih motornih komandi. Kakav uticaj
nedostatak dopamina u ovim regionima mozga ima na coveka,
najbolje se moze videti kod pacijenata obolelih od Parkinsonove
bolesti. U mezencefalonu je takodje smesten ventralni tegmentum,
region koji je bogat dopaminergickim neuronima koji ¢ine deo
mezokortikalnog puta, spajajuci svojim vlaknima ovaj region sa
prefrontalnim korteksom. Jedan klju¢na neuronska relacija u blizini
navedenih regija je veza izmedju nuc. accumbensa i ventralnog
tegmentuma. Ona je veclinski posredovana dopaminom i sacinjava
glavnu i kljutnu komponentu centra za nagradu lociranu u
mezolimbickom dopaminergickom sistemu. Ovom sistemu pridodati
su sporedni regioni takodje od odredjenog znacaja u centru za
nagradu, to su amigdaloidna tela, cingularni girus, hipokampus i
olfaktorni bulbus. Preko uspostavljana komunikacije izmedju
navadenih regiona preko dopaminergickih vlakana dolazi do

ispoljavanja emocija vezanih za nagradu, izraZzene Kkao osecaj
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zadovoljstva, radosti, euforije ili sitosti. S ovim regijama u vezi je i
nastanak motivacije kao i omogucenje procesa asocijativnog ucenja,
prevashodno odnoseci se na tip klasicnog i operantnog uslovljavanja.
PatoloSke promene u ovim regionima mogu se na¢i kod razlic¢itih
psihijatrijskih poremecaja, naroc¢ito onih udruzenih sa poremecajima
raspolozenja kao sto su bipolarni afektivni poremecaj i depresija.
Promene u aktivnosti ovih regiona i ekscitaciji neurona ovih regija
mogu se nac¢i prilikom konzumiranja razli¢itih psihoaktivnih
supstanci, narocito kokaina i metamfetamina. Dejstva vecine
psihoaktivnih supstanci koje su psihostimulansi upravo se bazira na
aktiviranju regiona mozga u neposrednoj vezi sa centrom za nagradu.
Ekscitacijom neurona ovih delova dolazi do subjektivhog osecaja
euforije i snage. Nakon prestanka efekta psihoaktivne supstance,
naglo prestaje nadraZenost centra za nagradu sto se zatim mozZe
povezati sa nastankom apstinencijalnog sindroma.
Tubuloinfundibularni put predstavlja cetvrti i poslednji kljuc¢ni
dopaminergicki put mozga (ostala tri su predhodno navedena,
nigrostrijatni, mezokortikalni i mezolimbicki) njegova vlakna poticu
od nuc. paraventricularis i nuc. arcuatus, spajaju¢i medjusobno ova
dva jedra mozga kako modjusobno tako i svaki od njih pojedinac¢no sa
hipofizom. Funkcija dopamina u ovom regionu je preteZno
endokrinoloSka i nadmaSuje njegove wuobicajene uloge kao
neurotransmitera i neuromodulatora. U ovom regionu dopamin
predstavlja glavni inhibitor sekrecije prolaktina iz adenohipofize.
Kao i vecCina ostlih hormona koji pripadaju hipotalamus-hipofiza
osovini, Dopamin iz jedara nuc. arcuatus i nuc. paraventricularis
preko portnog sistema hipofize dospeva do eminencije medijane gde
inhibitorno utice da lucCenje prolaktina iz hipofize. Endokrinoloski,
zona incerta, smeStena izmedju nuc. arcuatus i nuc. paraventricularis
takodje je bitna dopaminergicka celina koja uti¢e na sekreciju
gonadotropin rilizing hormona iz hipotalamusa. Preko delovanja na

gonadotropin rilizing hormon, Dopamin indirektno utie na nivoe
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folikulo stimuliSu¢eg hormona i luteiniziraju¢eg hormona, dovodeci
do promena u nivou polnih hormona u krvi, a samim tim utic¢u¢i i na
seksualne karatreristike osobe (Schiibler et al. 2017; Berry et al.

2017; van Holst et al. 2017; [to et al. 2017; Eisenberg et al. 2017).

Dopamin se u vecini slucajeva povezuje sa centralnim nervnim
sistemom i njegovom ulogom kao neurotransmiter. Medjutim, njegova
uloga se odrazava na viSe perifernih organa i ne moZe se smatrati
manje bitnom i klju¢nom za funkcionisanje organizma. Dopamin ima
ulogu u regulaciji tonusa zidova krvnih sudova. Dopaminski receptori
su prisutni na zidovima arterija i vezivanjem dopamina za njih
dovodi do vazodilatacije. Dopamin takodje ima sposobnost da
inhibiSe  otpuStanje noradrenalina u vaskularnom sistemu,
doprinoseci i na taj nacin smanjenju tenzije zidova krvnih sudova.
Sve vrste dopaminskih receptora mogu se nac¢i u bubrezima. Dopamin
do bubrega dospeva kako krvotokom tako i preko sekrecije samih
tubulskih ¢elija bubrega. Njegovo dejstvo manifestuje se povecanjem
priliva krvi u glomerule bubrega, a takodje dovodi i do znatnog
povecanja glomerularne filtracije na nivou tubula. On takodje utice
na povecano izlucCivanje jona natrijuma preko mokrace, delujuc¢i na
taj nacin indirektno na krvni pritisak i sprecavajué¢i pojavu
hipertenzije. Imunske celije pored brojnih i raznovrsnih receptora,
na svojoj povrsini sadrZe i receptore za Dopamin, limfociti u ovom
pogledu imaju najvec¢i znacaj. Oni pored receptora za Dopamin
poseduju i sposobnost da sami produkuju i izluCuju Dopamin. Uticaj
dopamina na imuni sistem i dalje nije dovoljno proucen, ali se smatra
da ima uticaj i na smanjenje aktivnosti limfocita (Schiibler et al.
2017; Berry et al. 2017; van Holst et al. 2017; Ito et al. 2017;
Eisenberg et al. 2017; Pacheco et al. 2009; Nestler et Carlezon, 2006;
Manakova, 2005; 183. Beaulieu et Gainetdinov, 2011) .

Glavna wuloga dopamina kao hormona ogleda se preko

prolaktina i njegovih bioloSkih dejstava. U telima nervnih C(celija
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odredjenih jedara hipotalamusa, dolazi do sinteze dopamina, koji
zatim vezujuci se za D2 receptore, inhibitorno utice na oslobadjanje
prolaktina iz hipofize dovode¢i na taj nacin i do smanjenja nivoa
slobodnog prolaktina na periferiji i u perifernim tkivima. U
fizioloSkim uslovima, sekrecija prolaktina iz hipotalamusa je pod
konstantnim inhibitornim uticajem dopamina iz hipotalamusa. U
odredjenim okolnostima pod uticajem visokih nivoa tireotropin
rilizing hormona iz hipotalamusa, moze do¢i do povecane produkcije
prolaktina. Medjutim, takvih slucajeva je malo. Nivo lucenja
prolaktina je takodje pod kontrolom polnih hormona, prvenstveno
estrogena. Estrogen deluje na lucenje prolaktina dvostruko, direktno
stimuliSe lucenje hormona preko delovanja na hipofizu a indirektno
dovodi do inhibicije lu¢enja dopamina u hipotalamusu odrazavajuci
se onda i na nivoe prolaktina. Manifestacije dejstva prolaktina
najvise dolaze do izrazaja tokom trudnoce i odmah nakon porodjaja
zene. Tokom trudnoce, visoki nivoi estrogena i progesterona dovode
do poviSenja nivoa prolaktina sto se izrazava povecanjem volumena
mlec¢nih Zlezda a neposredno nakon porodjaja nastankom laktacije i
razvoja materinskog ponaSanja. Ubrzo nakon porodjaja nivoi polnih
hormona opadaju ali nakon pocetka dojenja deteta, dolazi do
draZzenja mehanoreceptora u dojkama majke koji prenose signal do
hipotalamusa da se nastavi sa obustavom lu¢enja dopamina a ujedno i
da se poveca lucCenje oksitocina iz neurohipofize pospeSujuci i
produZavajuc¢i na taj nacin trajanje procesa laktacije. U patoloSkim
okolnostima moZe postojati hiper ili hipoprodukcija prolaktina. Ce§ée
je slucaj da je u pitanju hiperprolaktinemija, osnovni uzrok je
poremecaj u samoj osovini hipotalamus-hipofiza-gonade. Zbog
povecanog nivoa prolaktina prisutna je supresija gonadotropin
rilizing hormona, a Sto se posledi¢no odrazZava i na FSH i LH nivoe a
ujedno i na nivoe estrogena i testosterona u krvi. Zbog takvih
promena kod Zena dolazi do izraZaja efekata hipoestrogenemija, Sto

se manifestuje oligomenorejom, amenorejom, spontanim laktacijama,
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infertilitetom i padom libida. Kod muskaraca se manifestuju erektilna
disfunkcija i pad libida. Hipoprolaktinemija, iako znatno redja,
znacajno je povezana sa dopaminergickom hiperaktivnoS$cu
tubuloinfundibularnog puta. Zbog visokih nivoa dopamina i smanjene
sekrecije prolaktina dolazi do pojavi ovarijalne disfunkcije kod Zena.
Kod musSkaraca je klinicka slika kompleksnija, uz prisutnu
arteriogenu erektilnu disfunkciju, prevremene ejakuacije,
oligospermiju i hipoandrogenizam (Pacheco et al. 2009; Nestler et
Carlezon, 2006; Manakova, 2005; 183. Beaulieu et Gainetdinov,
2011).

Oksidopamin (6-hidroksidopamin) je vesStacki sintetisano
jedinjenje i strukturni analog dopamina koje ima sposobnost da se
selektivno veZe =za dopaminske i noradrenalinske receptore.
Vezivanjem za receptore, on dovodi do njihove dezintegracije i
destrukcije, ispoljavaju¢i na taj nacin kateholaminsko neurotoksicno
dejstvo (Pantic et al. 2016). Njegova primena je ograniCena na
razliCite Zivotinjske eksperimentalne modele, prvenstveno glodare,
pacove i zeceve. Na ogledima izvedenim na pacovima, prilikom
sistemske primene doSlo je do pojave efekata na simpatickim
nervnim zavrSecima na nivou perifernog nervnog sistema. Zbog
izostanka sposobnosti da prodje krvno-mozdanu barijeru, a u cilju
ispoljavnja svojih efekata na nivou centralnog nervnog sistema,
neophodno je aplikovati ga intracerebralno. Prilikom
intraparenhimske aplikacije oksidopamin dovodi do degeneracije
parenhima mozga u najbliZem rastojanju od aplikacije. On takodje
dovodi do degeneracije noradrenalnih i dopaminskih neurona, pri
¢emu su nervni zavrSeci neurona podloZniji oSte¢enju i degeneraciji
od tela nervnih ¢elija. Oksidopamin dospeva u neurone vezujuci se za
transportni sistem koji je inace fiizioloski prilagodjen za preuzimanje
kateholamina. Stepen nastalog oStelenja zavisi u velikoj meri od

nac¢ina primene oksidopamina, odnosno da 1li je u pitanju
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intraventrikularna ili intraparenhimska aplikacija. Razlike u efektu
se takodje mogu primetiti u zavisnosti od doze i tacnog mesta
aplikovanja oksidopamina (Pacheco et al. 2009; Nestler et Carlezon,
2006; Manakova, 2005; 183. Beaulieu et Gainetdinov, 2011; Pantic et
al. 2016). Glavni mehanizam kojim ovaj neurotoksin izaziva svoja
dejstva je preko stvaranja reaktivnih oblika kiseonika i naknadno
nastalim oksidativnim stresom. Nastanak oksidativnog stresa je
najuze povezan sa funkcijom mitohondrija i smatra se da su upravo
one glavni funkcionalni fokus po kome se bazira nastanak ostecenja.
Promene na nivou mitohondrija su funkcionalne i strukturne prirode.
Pod uticajem oksidopamina dolazi do promene u odvijanju glavnog
procesa unutar mitohondrija, oksidativne fosforilacije. Toksicno
delovanje oksidopamina ometa ispravno funkcionisanje kompleksa I i
IV, koji se smatraju klju¢nim Kkarikama u procesu oksidativne
fosforilacije. Nadjene su promene i u propustljiivosti mitohondrijske
membrane, a takve promene se mogu naci i u ¢elijama tokom procesa
apoptoze. Smatra se da sli¢cnim mehanizmom deluje i oksidopamin na
neurona, dovodeci i do njihove apoptoze. Prilikom promene u
propustljivosti mitohondrijske membrane, dolazi do otpustanja
citohroma c koji dodatno doprinosi oksidativnom oStecenju Ccelije.
Oksidopamin se danas u najsiroj meri koristi za ispitivanje
parkinsonove bolesti na animalnim eksperimentalnim modelima.
Ciljana aplikacija oksidopamina u regione bogate dopaminskim
putevima, kao sto su strijatum, substantia nigra i grupe neurona koji
Cine medial forebrain bundle, dovodi do ispoljavanja motornih
simmptoma karakteristicnih za parkinsonizam. Svrha aplikacije
oksidopamina je upravo ta, da se na eksperimentalnim Zivotinjama i u
kontrolisanim uslovima vesStacki izazove parkinsonizam. Da bi se
ispoljili motorni simptomi parkinsonizma kod eksperimentalnim
modela a i kod ¢oveka, neophodno je da bude uniSteno 70-90% Ccelija
dopaminergickih regiona odgovornih za specificne motorne funkcije.

Izazivanje parkinsonizma na eksperimentalim modelima, omogucava
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sprovodjenje detaljnijih i raznovrsnijih istrazivanja koja se mogu
odnositi na etiologiju, patogenezu i terapiju parkinsonizma. Dalja
ispitivanja u buduc¢nosti takodje mogu da dovedu do razvoja
potencijalnih preventivnih mera u cilju smanjenja incidence i
prevalence parkinsonizma u opStoj populaciji (Pacheco et al. 2009;
Nestler et Carlezon, 2006; Manakova, 2005; 183. Beaulieu et
Gainetdinov, 2011; Pantic et al. 2016).

5.7. ImunskKi sistem i depresija

Po definiciji koju je dao Abul K. Abbas "Imunski sistem c¢ine
molekuli, celije, tkiva i organi koji kolektivno funkcioniSu s ciljem
obezbedjivanja imunosti, odnosno zaStite od infektivnih patogena".
Pored definicije imunskog sistema bitna je i sama spoznaja da je
imunski sistem kompleksna celina koja se sastoji od brojnih,
medjusobno isprepletanih komponenti. Imunski sistem se prema
svojoj prirodi deli na urodjenu (prirodnu, nativhu) imunost i stecenu
(adaptivnu, specificnu) imunost. Urodjena imunost je prisutna joS od
samog rodjenja jedinke, predstavlja njenu nepromenljivu i genetski
determinisanu karakteristiku. Ona je kako po mehanizmu svog
delovanja tako i prema uzro¢niku ka kome je usmerena, nespecificna.
Fizioloski je prisutna kod svake jedinke i sastoji se od istih osnovnih
elemenata koji obuhvataju kako razliCite molekule i ¢elije tako i sama
tkiva. Urodjenu imunost Cine epitelne barijere, razlic¢ite vrste celija
kao sto su fagociti, antigen-prezentujuce celije, NK ¢elije, mastociti
ali i razlic¢iti proteini plazme u koje se svrstavaju komponente
sistema komplementa i citokini (Abbas, 2014; Beyer et al. 2011;
Boiret et al. 2001; Aucagne et al. 2011).

Epitelne barijere prevashodno predstavljaju mehanicku

odbranu protiv infektivnih patogena iz spoljasSnje sredine. Njihov
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kontinuitet fizicki sprecava prolaz mikroorganizama u organizam,
krvotog i organe. Pored fizicke barijere, epitel omogucava i hemijsku
i bioloSku barijeru i zaStitu. Hemijska barijera se ogleda u prisustvu
beta-defenzina, lizozima, fosfolipaze A2 u sekretima na povrsini koze
i sluznica, nastalih kao produkt sekrecije razlicitih Zlezda ili epitela,
deluju¢i antimikrobno i zaStitno. BioloSku zaStitu omogucava
fizioloSka mikroflora prisutna na koZi i sluzokoZi gastrointestinalnog
trakta, gornjih respiratornih puteva (sve do terminalnih bronhiola),
urogenitalnog trakta sa izuzetkom mokrac¢ne beSike i proksimalnog
dela uretre. Bakterijska flora je meSana i sastoji se od nepatogenih i
uslovnog patogenih mikroorganizma koji svojim sintetisanim
produktima i prisustvom onemogucéavaju kolonizaciju i infekciju

patogenim mikroorganizmima (Abbas, 2014).

Celije fagociti su slede¢a linija odbrane od infekcije (Dale et al.
2008). Zbog specificnog sastava organela u svojoj citoplazmi, i
prisutnih brojnih lizozoma, zaduZeni su za intracelularnu destrukciju
i skladiStenje patogena. Pomoc¢u receptora prisutnih na povrSini
njihove membrane u moguc¢nosti su da prepoznaju specifi¢ne regione
na povrSini patogena, da se pomoc¢u njih spoje sa patogenima i izvrSe
njihovu ingestiju. Ovakva specificna funkcija se prevashodno odnosi
na monocite u krvi i makrofage i neutrofile u tkivima. Zbog prisustva
MHCII (molekul glavnog kompleksa tkivne podudarnosti) na njihovoj
povrSini, ove Celije imaju i sposobnost prezentacije antigena (Neefjes
et al. 2011) . Neutrofili i makrofagi zajedno sa dendritskim celijama
pripadaju grupi antigen-prezentujucih c¢elija i sve sadrze MHCII na
povrSini svojih membrana. One imaju funkciju u prikazivanju
odredjenih delova antigena razli¢itih patogena limfocitima, na taj
nac¢in one imaju nezamenljivu ulogu u iniciranju stecenog
(adaptivnog) imunskog odgovora i omogucavaju da imunski sistem na
celishodan nacin reaguje na odredjen patogen posredstvom

urodjenog i stecenog imuniteta (Neefjes et al. 2011).
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NK (natural killer) ¢elije, pripadaju po tipu celije limfocitima,
ali predstavljaju element urodjene imunosti (Vivier et al.2008).
Sli¢cne su fagocitima po svojoj sposobnosti uniStavanja infektivnih
patogena, ali za razliku od njih ne poseduju sposobnost ingestije
mikroorganizama i vrSenja fagocitoze. Mehanizam kojim se one sluze
je perforin-gramzin. U granulama unutar njihove citoplazme nalaze se
perforin i granzim koji, nakon sustreta sa mikroorganizmom, biva
izlucen i izaziva oSteCenje membrane Celije i izaziva apoptozu. NK
¢elije takodje izazivaju apoptozu cCelije direktno, putem aktiviranja
signalnog receptora Fas-Fas ligand i aktiviranja puta apoptoze. Tre(i
mehanizam eliminacije patogena je posredstvom ADCC (antitelom
posredovana Ccelijska citotoksi¢nost) u kome pored NK (celija
ucestvuju antitela koja su se predhodno vezala za mikroorganizam i
izvrSila njegovu opsonizaciju. NK ¢elija vrsi destrukciju takve celije

(Vivier et al.2008; Akhtari et al. 2010).

Sistem komplementa sacinjen je od 20 razli¢itih proteina
plazme, koja se nalaze slobodne u neaktivhom obliku u krvi.
Aktviacijom pojedinih komponenti sistema komplementa putem
infektivnhog patogena, dolazi do kaskadne aktivacije vecine ostalih
komponenti komplementa. Postoje tri puta aktivacije sistema
komplementa, klasi¢ni, alternativni i lektinski, koji kao krajnji ishod
dovode do direktne ili indirektne destrukcije mikroorganizma.
Aktivacijom sistema komplementa dolazi do obrazovanja MAC
(kompleks koji napada membranu - membrane attack complex) koji
vezuju¢i se za mikroorganizam dovodi do destrukcije njegove
membrane a samim tim i samog organizma. Sistem komplementa
takodje moZe da dovede do opsonizacije mikroorganizma i indirektno

posredstvom fagocita do njhegove eliminacije.

Citokini su takodje proteini plazme, njihova uloga u imunom
sistemu je neprocenljiva i ako direktno ne dovode do destrukcije

mikroorganizama (Zlotnik et Yoshie, 2008). Citokine luce skoro sve
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¢elije imunog sistema, ali takodje i ¢elije koje nisu u direktnom
smislu ¢lanovi imunog sistema kao sto su glatke miSi¢éne Ccelije,
fibroblasti, endotel i brojne druge ¢elije. Dejstvo citokina moze biti
autokrino, gde celija izlucujuc¢i citokin deluje na receptore koji se
nalaze na njenoj povrSini, u takvim okolnostima citokini ¢esto imaju
funkciju faktora raasta. Parakrino lucenje citokina omogucava
komunikaciju izmedju c¢elija u odredjenom regionu a i odrzavanje
adekvatne mikrosredine. I najzad moguca je i endokrina produkcija
citokina, direktno u krvotok i ispoljavanje njihovog dejstva na
udaljenim organima i ¢elijama. Glavna funkcija citokina je da
omogucée komunikaciju izmedju c¢elija, tkiva i organa imunskog
sistema. Neophodni su za adekvatno aktiviranje i povezivanje
urodjenog i steCenog imunskog odgovora u jednu svrsishodnu celinu.
Uloga citokina, a posredstvom njih i celog urodjenog imunskog
sistema, najbolje se uocava u reakciji zapaljenja koja predstavlja
glavni nacin odbrane od infektivnih patogena posredstvom urodjenog
imunskog sistema. Zapaljenska reakcija nastaje na mestu prodora
infektivnog patogena i predstavlja fisioloSki odgovor tkiva na
oStecenje. Citokini imaju bitnu ulogu wu izazivanju hemotakse
leukocita ka mestu oStecenja. Prisustvo mikroorganizma dovodi do
reakcije tkivnih makrofaga koji odgovaraju lucenjem TNF (tumor
necrosis factor) i IL-1 (interleukin 1) koji deluju hemotaksi¢no na
leukocite, dovode¢i do njihovog povecanog priliva ka mestu
oStecenja. Navedeni citokini uticu kako na leukocite u cirkulaciji tako
i na sam vaskularni endotel, dovode¢i do povecanog eksprimiranja
receptora na njihovoj povrcini izazivajuc¢i prvo kotrljanje leukocita
po krvnim sudovima, zatim njihovu adherenciju i na kraju migraciju
ka oSte¢enom tkivu. Ovim resledom dogadjanja do mesta oStecenja
dospevaju celije kao sto su fagociti koji dovode do eliminacije i
destrukcije patogena. U procesu zapaljenja ucestvuju i prostaglandini
i leukotrieni, supstance koje luCe endotelne ¢elije krvnih sudova. Oni

dovode do vazodilatacije, povecane propustljivosti krvnih sudova i do
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povecanog priliva leukocita na mesto infekcije. Navedene
komponente predstavljaju samo neke od brojnih koje su ukljucene u
veoma kompleksan proces =zapaljenja i zajedno dovode do
ispoljavanja kardinalnih znakova zapaljenja kao sto su toplota, otok,
crvenilo i bol. Zapaljenska reakcija predstavlja glavni mehanizam
kojim urodjena imunost omoguc¢ava odbranu od infektivnih patogena.
Tokom ovog procesa dolazi do odstranjivanja i destrukcije
infektivnhog patogena a zatim i reparacije oStecenog tkiva (Zlotnik et

Yoshie, 2008; Aoyagi et al. 2008; Roberts et al. 2012).

SteCeni (adaptivni, specificni) imunitet predstavlja veliki deo
celokupnog imunskog sistema, koji se po brojnim karakteristikama
razlikuje od pretkodno navedenog urodjenog imuniteta (Carrol,
2004). Upravo njegove brojne razlike u odnosu na urodjenu imunost
omogucavaju, zahvaljujuc¢i citokinskoj i medijatorskoj komunikaciji
sa urodjenim imunitetom, celishodan i opSiran imunski odgovor na
brojne infektivne patogene. Steceni imunitet, za razliku od urodjenog,
se ne nasledjuje geneticki, vec se stice tokom godina pomocu
ponovljenih brojnih i raznovrsnih kontakta sa mikroorganizmima.
Njegove glavne komponente koje su izvrSioci zaStite organizma su
limfociti. Limfociti su Celije krvi, prisutni u svoje dve glavne grupe ili
populacije, Bi T limfocita. Podela na ovde dve grupa je izvrsena zbog
razlika u njihovom mehanizmu delovanja na odredenje infektivne
patogene, ali pored tih funkcionalnih razlika, postoje i brojne
strukturne i biohemijske, takodje od velikog znacaja. Pored ove dve
glavne populacije limfocita, postoje odredjene podgrupe ili
subpopulacije unutar B i T limfocita. Glavne odlike stecenog
imuniteta a ujedno i limfocita je njihova specificnost u odnosu na
uzroc¢nika infekcije. Imuni odgovor se pokrece na ta¢no odredjeni
mikroorganizam i to ta¢no odredjenim i specificnim mehanizmom
(Zuklys et al. 2012; Sleckman, 2015; Sun et al. 2012; Zubkova et al.

2005; Chen et al. 2012). Takodje, tokom susreta sa uzro¢nikom dolazi
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do amplifikacije imunskog odgovora, za koju su odgovorni sami
limfociti i njihova sposobnost da tokom imunskog odgovora
eksponencijalno i konstantno povecaju svoj broj specifican u odbrani
na odredeni mikroorganizam. Jedan od glavnih obeleZja stecenog
imuniteta je nastanak imunoloSke memorije nakon izlaganja
odredjenom infektivhom patogenu (Corcione et al. 2010; Gomariz et
al. 1989; Pantic et al. 2012b; Randall et al. 2006; Shim et al. 2006).
Prilikom prodiranja wuzroc¢nika u organizam coveka, dolazi do
izlaganja limfocita stranim antigenima putem antigen-prezentujucih
¢elija i do izazivanja reaktivnog imunskog odgovora. Medjutim, pored
toga, odredjeni limfociti nakon sanirane infekcije ostaju u organizmu
i one su i dalje specificne za uroc¢nika, predstavljaju¢i memorijske
¢elije. Prilikom svakog sledeceg susreta sa istim uroc¢nikom
antigenima, dolazi do aktivacije memorijskih limfocita koji imaju
sposobnost, da na brzi i efikasniji nac¢in indukuju imunski odgovor,
dovode¢i do znatno boljeg i potpunijeg eliminisanje infektivnog
patogena. Pored samih ¢elija, veoma su bitni organi u kojima se
nalaze i sintetiSu Celije stecenog imunog odgovora. Kostna srz i timus
se svrstavaju u primarne limfne organe u kojima se nalaze mati¢ne
¢elije krvne loze, koja pored ostalih, obuhvata i matitne celije
limfocita. U kostnoj srzi se u pocetku odvija sinteza prekursora obe
vrste i Bi T limfocita, da bi zatim, kasnije, doslo do daljeg sazrevanja
T limfocita u timusu. Prilikom sazrevanja, limfociti koje se nalaze u
specificnoj mikrosredini i pod stalnim uticajem citokina, faktora
rasta i hormona pocinju da poprimaju osobine zrelih,
imunokompetentnih ¢elija. Prilikom sazrevanja limfociti sticu
sposobnost prepoznavanja stranih antigena i stiCu sposobnost
imunske tolerancije. Oni koji ne uspeju na adekvatan nacin da stektnu
navedene sposobnosti, zbog svoje potencijalne autodestruktivne
prirode, bivaju eliminisani indikovanom apoptozom. Periferni limfni
organi zasluzni su za skladiStenje limfocita obezbedjuju mesto

susreta limfocita sa antigen-prezentuju¢im C¢elijama i stranim

71



antigenima. Limfni C¢vorovi, slezina i MALT (mucosa associated
lymphoid tissue) svrstavaju se u periferne limfne organe. U njima se
nalaze smeStene populacije i B i T limfocita u tatno ogranic¢enim
odgovaraju¢im, njima pripadnim zonama (Von Andrian et Mempel,
2003). B limfociti su smeSteni u kruZnim regionima poznatim kao
limfni folikuli u ¢ijim centrima se mogu nalaziti germinativni centri.
Germinativni centri predstavljaju mesta gde se odvija stvaranje
razlicitih klasa antitela specificnih za odredjeni antigen. Zone u
kojima se nalaze skoncentrisani T limfociti su manju odredjene u
limfnim cvorovima i MLT-u nego Sto je slu¢aj kod B limfocita. Nalaze
se grupisani u regionima koji okruZuju limfne folikule i takodje
subkapsularno u limfnim c¢vorovima. U slezini postoji jedan viSe
ogranicen region koji okruZuje terminalnu arteriolu, nazvan PALS
(periarteriolarni limfni omotac) koga sacinjavaju gusto zbijeni T
limfociti, odvojeni od limfnih folikula sa B limfocitima koji se nalaze
blize kapsuli slezine (Carrol, 2004; Appay et al. 2010; Minami et al.
2007; Luc etal. 2012).

T limfociti u okviru stetenog imunskog odgovora imaju brojne
funkcije, a koje imaju odredjene specificnosti i shodno tome se i
nazivaju celularnom imunos$c¢u. Celularna imunost kao naziv odnosi se
na T limfocite zbog nacina na koji vrse eliminaciju uzrocnika, a to je
pre svega na celularnom nivou, dovodec¢i do destrukcije celija
inficiranih intracelularnim mikroorganizmima. Postoje vise grupa T
limfocita. Glavna podela je na dve grupe, T helper limfociti i
citotoksicni T limfociti. Takodje, postoji i treca, minorna grupa, sa
limfocitima koji su gama-delta T limfociti. Razlike izmedju grupa T
limfocita, pored funkcionalnog postoje i u strukturnom smislu.
Strukturno, najvece razlike izmedju grupa T limfocita, mogu se naci
na povrsini njihovih ¢elijskih membrana, u sastavu i broju receptora i

CD (cluster of differentiation) koreceptora.
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T helperi su grupa T limfocita koja na svojoj povrsini ¢elijske
membrane sadrze TCR (t Celijski receptor) koji se sastoji od dva
polipeptidna lanca, alfa i beta, i koji ima kljué¢nu ulogu u
prepoznavanju MHC II koji se nalaze na povrSini antigen-
prezentujucih Celija (Reiner et al. 2007). Zajedno sa TCR na T helper
limfocitima su prisutni i CD3 (cluster of differentiation) i zeta
protein. Ova tri elementa, TCR, CD3 i zeta protein, zajedno ¢ine TCR
kompleks, koji se nalazi na svim T limfocitima, nezavisno da li su T
helper ili citotoksi¢ni T limfociti. Na T helperima se pored TCR
kompleksa nalazi i koreceptor, CD4. Da bi nastao odgovarajudi
imunski odgovor, neophodno je da antigen-prezentujuce Ccelije
prikazu antigen mikroorganizma u sklopu MHC II T helper
limfocitima, i da se taj signal prenese preko TCR kompleksa i CD4
koreceptora i izazove aktivaciju signalnog puta unutar T helpera.
Medjutim, osim signala samog antigena, koji predstavlja prvi
neophodni signal, neophodno je da T helper dobije kostimulaciju od
strane antigen-prezentujuce Ccelije, koja moze biti makrofag,
dendritska ¢elija ili B limfocit u vidu izlucenih citokina. Ovaj korak,
zajedno sa specificnom mikrosredinom u kojoj se nalazi, je kljuc¢an za
aktivaciju T helpera. 0d ovog koraka takodje =zavisi u koju
subpopulaciju ¢e se diferencirati inicijalni T helper, u TH1, TH2 ili
TH17. TH1 subpopulacija u uskom je kontaktu sa makrofagima i
njihovom ulogom u ingestiji i fagocitozi infektivnih patogena. Putem
izlucivanja interferona gama, TH1 pospeSuju funkciju makrofaga u
ubijanju mikroorganizama unutar fagolizozoma. TH2 subpopulacija
luCenjem interleukina 4 i 5 pospeSuje funkciju eozinofila, a koji
pedstavljaju najbitnije celije krvne loze u odbrani protiv parazitskih
infekcija. Dok interleukin 4 i 5 deluju toksi¢no na parazite, izluceni
interleukin 13 deluje na crevnu peristaltiku, dovode¢i do mehanicke
eliminacije parazita. TH17 subpopulacija, za razliku od prethodne
dve, utice manje specificno na zastitu od infektivnog patogena.

IzZluCeni interleukin 17 i interleukin 22 iz TH17 pojacavaju
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zapaljensku reakciju i privlace leukocite, i medju njima narocito
neutrofile i monocite, pogodne za eliminaciju uzroc¢nika kao $to su
gljivice, na mesto infekcije. Navedene uloge pojedinih subpopulacija
T helpera pokazuju da i ako pripadaju celularnom imunitetu, ova
populacija T limfocita ima takodje vazZnu ulogu i u =zastiti od

ekstracelularnih patogena.

Citotoksi¢ni T Ilimfociti (CTL) su prototipski predstavnici
celularnog imuniteta, obzirom da je njihova glavna odlika,
destrukcija intracelularnih mikroorganizama (Lieberman J).
Strukturno oni sadrZe TCR kompleks, identican onom kod T helpera,
ali se razlikuju od njih po koreceptoru, koji je u slucaju citotoksi¢nih
T limfocita CD8. Zbog prisustva CD8 koreceptora, CTL se vezuju za
MHC I koji se nalazi na povrSini ¢elijske membrane svake celije sa
jedrom. U sklopu MHC I mogu se prikazivati antigeni intracelularnog
mikroorganizma, Sto predstavlja prvi i jednini akcioni signal koji je
potreban za aktivaciju CTL. Za razliku od T helpera, CTL ne zahtevaju
drugi signal u vidu kostimulacije, vec samim vezivanjem za inficirane
¢elije, mogu da pokrenu proces Celijske destrukcije. Mehanizam kojim
CTL uniStavaju inficirane Celije je perforin-granzim reakcija. Perforin
dovodi do stvaranja diskontinuiteta c¢elijske membrane inficirane
¢elije, naruSavajué¢i njenu propustljivost, dok granzim dodatno
pokrece intracelularni put apoptoze. CTL mogu i direktno da pokrenu
proces apoptoze putem Fas-Fas ligand interakcije, koja se odvija na
povrSini obe Celijske membrane T limfocita i inficirane celije. Zbog
aktivnog uceSc¢a CTL u uniStenju mikroorganizmom zahvacene celije,
u odnosu jedan na prema jedan, tokom aktivacije CTL dolazi i do
klonske proliferacije ove populacije T limfocita. To nije slucaj kod T
helpera kod kojih je samo moguc u mnogo manjoj meri(Von Andrian
et Mempel, 2003; Reiner, 2007; Lieberman, 2003; Parren, 2001; Allen
et al. 2007).
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Gama-delta T celijska populacija, je malobrojna i ¢ini 5-10%
svih T limfocita. U sklopu TCR (T ¢elijskog receptora) kod ovih
limfocita, umesto polipeptidnih lanaca alfa i beta prisutni su gama i
delta. Pored razlike u strukturi receptora izmedju ove populacije T
limfocita i prethodne dve, postoji razlika i u njihovoj funkciji,
distribuciji i prirodi. Zbog odsustva koreceptora CD8 i CD4 gama-
delta T limfociti nisu ogranic¢eni na prepoznavanje MCH klase I i II.
Oni su sposobni da prepoznaju proteinske i neproteinske antigene,
sto nije slucaj sa prethodne dve populacije, koje su ograniCene na
striktno obradjene peptidne antigene. Zbog takve osobine, oni se
mogu smatrati elementom urodjene imunosti, a ¢emu u prilog ide i
spoznaja da su neke NK c¢elije upravo vrsta gama-delta T limfocita,
pod nazivom gama-delta NK T ¢elije. Pored naziva, dele sa njima i
nain prepoznavanja infektivnih patogena, po tipu prepoznavanja
molekularnih obrazaca i na¢ina eliminisanja infektivnih patogena. Sa
druge strane, gama-delta T Ccelije poseduju i osobine stecenog
imuniteta, i to sveobuhvatno glavnu ulogu steCenog imuniteta,
stvaranje memorijskih ¢elija. Gama-delta T limfociti, nakon prvog
susreta sa odredjenim antigenom imaju sposobnost da stvore
memorijske Celije, koje ¢e pri slede¢em susretu sa istim infektivnim
patogenom da dovedu do efikasnije i brZe aktivacije imunskog
odgovora. Ova cCelijska populacija odstupa i po svojoj distribuciji u
organizmu. Nadjeno je da i ako se mogu nac¢i u celom organizmu,
njihov broj preovladava u koZi i na epitelim barijerama. Zbog svega
navedenog gama-delta T celije se svrstavaju u tre¢u zasebnu grupu T
limfocita. Njihova pripadnost u smislu urodjenog ili stecCenog
imuniteta takodje ostaje diskutabilna (Von Andrian et Mempel, 2003;
Reiner, 2007; Lieberman, 2003; Parren, 2001; Allen et al. 2007).

B limfociti su populacija limfocita odgovorna za humoralnu
imunost (Parren PV, Burton DR). Njihova glavna funkcija ogleda se u

unistavanju ekstracelularnih mikrooranizama i toksina posredstvo
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antitela. B limfociti na svojoj povrSini takodje poseduju MHC II i
ispoljavaju dejstvo antigen-prezentujucih celija. Na svojoj ¢elijskoj
membrani B limfociti poseduju antitela koja se sastoje od dva
identi¢na laka polipeptidna lanca (kapa i lamda) i dva identi¢na teska
polipeptidna lanca (mi, delta, alfa, gama, epsilon). Regioni antitela
kojima se vezuju za antigen su Fab i veoma su varijabilni regioni,
ostali deo antitela je Fc region i nema ulogu u vezivanju antigena. U
zavisnosti od tipa teSkog lanca, antitela mogu biti IgM, IgG, IgA, IgE,
IgD i predstavljaju klase antitela. Jedna B ¢elija moZe da produkuje
samo jednu vrstu antitela. Bitno je naglasiti da samo zrele B ¢elije
koje su vec bile u susretu sa odredjenim antigenom su u mogucénosti
da produkuju antitela, dok sve ostale nativne B celije, ili sluze kao
antigen-prezentujuce celije, ili ostaju afunkcionalne dok ne budu
aktivirane antigenom. Nativne B c¢elije koje se jo§ nisu susrele sa
antigenom, na povrSini svoje plazma membrane sadrze IgM i IgD
antitela i takodje lance imunoglobulina alfa i beta koji svi zajedno
¢ine B Celijski receptorski (BCR) kompleks. BCR kompleks omogucava
kontakt sa antigenom pomocu svojih Fab regiona na antitelima, ali
isto tako i prenos aktivacionih signala u unutrasnjost B celije preko
proteinskih imunoglobulinskih lanaca alfa i beta. Odgovor na antigen
od strane B celije nije uvek isti i zavisi od prirode i sastava antigena
ali takodje i od uceSc¢a T helper limfocita. U slucaju kada je antigen
proteinske prirode, neophodno je da bude prezentovan T helper
limfocitima u sklopu antigen-prezentujuce celije, a zatim T helper
omogucava kostimulaciju B c¢elija i modifikuje njenu aktivaciju i
odgovor na antigen. T-zavisni B ¢elijski odgovor je jaCeg intenziteta,
potentniji je protiv mikroorganizma, duzeg je trajanja i omogucava
brze pojave promene klase teSkih lanaca (Allen CD i sar). Na ovaj
nacin u zavisnosti od uzro¢nika moze do¢i do luCenja antitela sve 4
klase (IgM, IgG, IgA, IgE) specificnih za mikroorganizam. Antigeni
koji su po sastavu polisaharidi, kakav je <cesto slucaj sa

inkapsuliranim bakterijama, ne bivaju prezentovani antigen-
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prezentujuc¢im c¢elijama T helper limfocitima. Oni su sami sposobni da
aktiviraju nativne B ¢elije i da provociraju njihov odgovor. Ovakav B
¢elijski odgovor je T nezavisan. Zbog izostanka dodatne kostimulacije
poreklom od T hepera, imunski odgovor u ovom slucaju je slabijeg
intenziteta, manje potentan protiv mikroorganizma, krac¢eg trajanja i
promena klase antitela se retko desSava. U B (celijskom odgovoru
dominantna klasa antitela je IgM. B celijski odgovor u velikoj meri
zavisi od broja susreta sa istim antigenom, Sto je uostalom i glavna
osobina stecenog imunskog odgovora. B Celijski imunitet nije izuzet
od pravila da, prilikom susreta sa antigenom, nastaju memorijske
¢elije i da je svaki sledeci susret sa antigenom predstavljen burnijom
i potentnijom imunskom reakcijom. Primani odgovor na do tad
nepoznati antigen rezultira nastankom slabog imunskog odgovora,
kraceg trajanja i pretezno posredovano IgM antitelom. Svaki naredni
susret sa istim antigenom izaziva burniju, brzu i efikasniju reakciju,
posredovanu pretezno IgG antitelima. Pored interakcija sa T helper
limfocitima, B Celije stupaju u kontakt i sa brojnim drugim ¢elijama
imunskog sistema, medju njima su i antigen-prezentujuce Ccelije,
zatim i proteini plazme kao sto su komponente sistema komplementa
i brojni citokini. Ove reakcije dodatno pospesuju imunski odgovor na
infektivni patogen. U sadejstvu sa ostalim komponentama imunskog
sistema, antitela B limfocita omogucavaju neutralizaciju
mikroorganizama i toksina. Antitela takodje vrSe opsonizaciju
mikroorganizama i dovode do posledicne fagocitoze. Oni takodje
uCestvuju u Celijskoj citotoksi¢nosti posredovanom antitelima
(ADCC). U ovom procesu pored antitela, bitnu ulogu igraju i NK celije
urodjene imunosti. Antitela dovode do aktivacije sistema
komplementa putem klasi¢nog puta aktivacije komplementa. Antitela
IgE igraju bitnu wulogu u nastanku alergijskih reakcija i u
degranulaciji mastocita, dovode¢i do ispoljavanja nekih od klju¢nih
simptoma alergijskih reakcija, kao sto su otok, crvenilo, svrab,

vazodilatacija, a Sto moZe biti toliko izraZzeno da u krajnjem ishodu
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rezultira anafilaktickim sokom i potencijalno smréu. IgE posredovan
odgovor je takodje fizioloSki, veoma efikasan u odbrani organizma od
parazita, narocito parazita iz roda Helminata. Na povrSini sluznica
respiratornog, gastrointestinalnog i urogenitalnog trakta nalazi se
sintetisana IgA antitela koje produkuje limfno tkivo mukoza. Ono na
povrSini sluznica sprecava prodor kroz i infekciju sluznica ovih
predela. Antitela imaju nezamenljivu ulogu joS od neonatalnog doba.
Tokom trudnoce i do dva meseca nakon porodjaja, u krvi deteta mogu
se naci antitela majke. Antitelo IgG zbog svoje solubilnosti i velic¢ine,
tokom trudnoée slobodno prolazi placentarnu barijeru i omogucava
zaStitu fetusa tokom trudnoce. Nakon porodjaja, novorodjence i ako
nije vise u direktnom, krvnom kontaktu sa majkom i dalje neko vreme
u svojoj krvi poseduje antitela od majke. Antitela ostaju u krvnom
sistemu novorodjenceta do dva meseca, i do tad ona pruzaju
novorodjencetu zaStitu od potencijalno fatalnih komplikacija i
infekcija. Kao sto je slucaj sa T helper limfocitima, tako i B limfociti
imaju svoje subpopulacije. Subpopulacije B limfocita prevashodno se
odnose na njihovu distribuciju i tip antigena na koji reaguju.
Folikulske B celije nalaze se u limfnim folikulima sekundarnih limfnih
organa. Odgovorne su za T zavisni imunski odgovor i ¢ine ih dugo
Zivece plazma Ccelije. B Celije marginalne zone su skoncentrisane u
slezini i wucestvuju u T nezavisnom imunskom odgovoru na
polisaharidne antigene poreklom iz krvi. B1 ¢elije vecinski se nalaze
na sluzokoZama i u peritoneumu i takodje ucestvuju u T nezavisnom
imunskom odgovoru. B1 celije i B Celije marginalne zone produkuju
dominantno IgM antitela dok folikularne B ¢elije aktivno ucestvuju u
procesu rearanziranja klasa antitela i produkuju sve klase antitela
(Von Andrian et Mempel, 2003; Reiner, 2007; Lieberman, 2003;
Parren, 2001; Allen et al. 2007).

Sve $ira saznanja o imunitetu i imunskom sistemu dovela su do

brojnih zakljuc¢aka, izmedju ostalog i spoznaju da je imunski sistem
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sa svim svojim komponentama, direktno ili indirektno,
rasprostranjen duZ celog ¢ovekovog organizma (Loftis et Janowsky,
2014). Takva saznanja dovela su do daljih proucavanja imunskog
sistema unutar brojnih organa, od kojih su mozak i kicmena mozdina
¢inili glavnu zagonetku, zbog njihovog kompleksnog i nedovoljno
proucenog medjusobnog odnosa. Zbog povezanosti imunskog sistma i
nervnog sistema uveden je termin neuroimunologija, koji direktno
povezuje navedena dva sistema u jednu jedinstvenu celinu (Rogers,
2012). I ako je mozak, za razliku od svih dugih organa tela, krvno-
mozZdanom barijerom zaSti¢en od vecine patogena iz spoljne sredine,
infekcije i oSteenja mozda su i dalje moguce (Gimsa et al. 2013).
Krvno-mozdana barijera i ako efikasna kao barijera, poseduje usku
sposobnost promene svoje permeabilnosti i omoguc¢ava komunikaciju
mozga sa okolnim organima. Zbog potencijalne opasnosti od infekcija
postoje odredjeni neuroimunski mehanizmi koji omogucéavaju zastitu
nervnog sistema od virusnih, bakterijskih parazitskih i drugih
uzroc¢nika. Pored samih infektivnih agenasa, pojava neuroimunskih i
neurodegenerativnih bolesti, c¢ija etiologija nije do dan danas
dovoljno proucena i dokazana, joS ¢vrS¢e povezuju nervni sistem sa
imunskim sistemom. ImunoloSke reakcije unutar nervnog sistema u
okviru neurodegenerativnih i neuroimunskih bolesti su nezaobilazna
pojava u patogenezi, uprkos nepoznatoj etiologiji ovih oboljenja.
Najbolje ilustrovani primer u slu¢aju neurodegenerativnih bolesti i
povezanosti sa imunskim sistemom bi bila Alzheimerova demencija
ali postoje i brojni drugi primeri. Prototip neuroimunoloSke bolesti
bi bila multipla skleroza (MS) kao jedna od najpoznatijih ali i druge
neuroloSke bolesti, kao sto su mijastenija gravis i Guillain-Barre
sindrom (GBS), imaju predominantnu imunoloSku komponentu u
svojoj patogenezi (Tian et al. 2012; Farfara et al. 2008; Hickman &
Khoury, 2013). Neuroimunologija pored uobicajnih komponenti
imunskog sistema, zahvaljujué¢i Sirokom dijapazonu dejstva citokina

ispoljava brojne specificne osobenosti. Funkcija neuroimunskog
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sistema sem kroz odbranu nervnog sistema, moZe se manifestovati i u
vidu promena funkcije nervnog sistema. Ove promene mogu biti
funkcionalne prirode wu vidu sloga, poremecaja pokreta ili
senzibiliteta. Mogu biti prisutne kognitivhe promene i promene
raspoloZenja, dovode¢i do manifestacija psihijatrijskih poremecaja
kao Sto su depresija, manija i druge. Kod dece mogu biti prisutni
poremecaji u razvoju koji po klinickoj slici odgovaraju autizmu,
Aspergerovom sindromu, hiperkinetskom sindromu i brojnim drugim
sindromima. Ceo koncept neuroimunskog sistema bazira se na
komunikaciji izmedju imunskog sistema 1 nervnog sistema
posredstvom brojnih medijatora koji su biohemijske ili elektri¢ne
prirode i <¢ija je glavna uloga zaStita nervnog sistema od
mikroorganizama. Od strane imunskog sistema, komunikacija sa
nervim sistemom uspostavlja se preko citokina koje luce Ccelije
imunskog sistema kao sto su makrofagi, limfociti i druge Ccelije.
Nervni sistem je pretezno liSen c¢elija imunskog sistema, i osim
mastocita koji imaju wulogu u odrZavanju relacije mikroflora-
digestivni trakt-mozak, nervni sistem ne poseduje uobicajene celije
imunskog sistema. Umesto toga, prisutne su specificno diferentovane
potporne Celije koje imaju pojedine imunoloSke funkcije, nazvane
glija Celije. NajvaZnije glija ¢elije u nervnom sistemu su makroglija,
astrociti i oligodendrociti (Miller et al. 2009). Funkcije glija ¢elija su
brojne i ve¢inom se odnose na zaStitu nervnog sistema od infektivnih
patogena i mehnickih oStecenja. Mikroglija u mozgu vrsSi slicnu
funkciju kao makrofagi u krvi i tkivima. Pomoc¢u svojih receptora
mikroglija vrSi fagocitozu patogena i cCelijskog detritusa nastalog
posle oStecenja mozga. Mikroglije su takodje sintetski aktivne celije i
imaju sposobnost da lucCe brojne citokine i faktore rasta. Uloga
oligodendrocita prvenstveno se vezuje za mijelinski omotac i nervne
zavrSetke. Njihovo prisustvo je najviSe neophodno prilikom oStecenja
aksona i neurona, jer je njihova uloga regeneracija i remiijelinizacija

nervnih zvrSetaka. Astrociti su zvezdolike (¢elije sa brojnim
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produzZecima. Nalaze se inkorporisane u okviru Kkrvno-moZdane
barijere. Po nekim svojim funkcijama dosta su sli¢ni mikrogliji, oni
takodje imaju sposobnost da ucestvuju u odbrani od infektivnih
patogena i mehanickog oStecenja mozga, ali za razliku od mikroglije,
na indirektan nacin. Njihova funkcija je, zbog njihove pozicione
bliskosti sa krvno-moZdanom barijerom, usko povezana sa
transportom materija kroz ovu veoma selektivho propustljivu
barijeru. Luc¢enjem brojnih citokina i medijatora, astrociti uti¢u na
propustljivost krvno-mozdane barijere, ¢ineci je viSe propustljivom
za Celije imunskog sistema u krvi kao Sto su makrofagi i limfociti.
Njihovim dejstvom tokom infekcije dolazi do direktnog
uspostavljanja komunikacije i prelaska imunskih ¢elija u nervni
sistem. Interakcije izmedju nervnog i imunskog sistema moguce su
posredstvom brojnih zajednickih signalnih puteva za koje su
odgovorni receptori. Medju glavne receptore spadaju CXCR4
hemokinski receptori, kanabinoidni receptori, TAAR1 (trace amine-
associated receptor 1) i opioidni receptori. Dejstvo citokina od strane
imunskih i nervnih ¢elija odraZava se na razli¢ite nacine, dovodec¢i do
ekscitacije ili inhibicije neurona, delujuci na kolic¢ine
neurotransmitera, plasti¢nost sinapsi i nastanak brojnih senzacija.
IL-1 kao glavni proinflamatorni citokin, prisutan je u nervnom
sistemu prilikom pokretanja neuroimunskog sistema. Dejstvo ovog
citokina moze se manifestovati dejstvom na nociceptorne neurone
Cije stvaranje impulsa u njima dovodi do oseaja bola. Aktivaciju
CXCR4 receptora za hemokine izazivaju mikroorganizmi, pre svega
bakterijski produkti koji zatim, aktivacijom CXCR4 dovode do
promene permeabilnosti membrane neurona i do generisanja
akcionih potencijala. Neurimunski sistem, iako kompleksan, nije usko
specijalizovan za odredjeni uzroc¢nik, Sto dokazuje i Cinjenica da do
neuroinflamacije dovode i povrede mozga koje rezultiraju u apoptozi
i nekrozi nervnih c¢elija. OStelenje neurona dovodi do aktivacije

brojnih signalnih puteva i, iako se kaskade puta razlikuju, sam ishod

81



se manje razlikuje od inflamacije izazvane infektivnim patogenom.
OsStecenje neurona dovodi do otpuStanja ATPa koji se nalazi
intracelularno i do aktiviranja sa jedne strane mikroglije
neurnoimunskog sistema a sa druge sistem nociceptora nervnog
sistema. Aktivacijom mikroglije dolazi do lufenja citokina medju
kojima je i IL-1 (interleukin 1) i posledi¢cnog nastanka
neuroinflamacije dok aktivacijom nociceptora dolazi do senzacije
bola. U toku neuroinflamacije dolazi do ulaska T limfocita i monocita
iz krvi kroz znatno propustljiviju krvno-moZdanu barijeru. Takodje
lucenje citokina stimuliSe i porast nivoa neuropeptida kao Sto su
supstanca P i brojnih neurotransmitera. Zbog Siroke povezanosti
neuroinflamacije preko citokina sa brojnim signalnim putevima i
neurotransmisijom u mozgu, dosSlo je do uspostavljanja odredjenih
korelacija izmedju neuroinflamacije i poremecaja raspolozZenja kao
Sto je depresija. Povezanost depresije sa neuroinflamacijom usledila
je nakon razjaSnjenja neuroimunskog sistema i neuroinfekcije. Kod
pacijenata obolelih od depresije nadjeni su poviSeni nivoi
proinflamatornih citokina kao sto su IL-1, IL-6, i TNF-a. Takodje
doSlo se do wuspostavljanja wuske veze izmedju prolongirane
inflamacije i pojave depresije i njenih simptoma. Ova saznanja dovela
su do proSirenja znanja o psihijatrijskim poremecajima, kao Sto su
depresija i stavili imunski sistem i neuroinflamaciju u fokus prilikom
daljih istraZivanja razlic¢itih psihijatrijskih oboljenja. Napredak u
ovom polju i8li su i u suprotnom smeru, fokusirajuci se na terapiju i
prevenciju depresije i psihijatrijskih oboljenja sa fokusom na imunski
sistem i primenom lekova koji ciljano deluju na inflamaciju i
medijatore inflamacije kao sto su citokini (Tian et al. 2012; Farfara et

al. 2008; Hickman & Khoury, 2013).

Shizofrenija je jedno od najc¢e$¢ih psihijatrijskih oboljenja sa
vrlo Sarolikom klinickom slikom koja ukljuc¢uje poremecaje misljenja,

percepcije, ponasSanja i emocija. Postoje razlicite teorije o etiologiji
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shizofrenija, a koje ukljucuju i imunoloSke hipoteze (Heath, 1990;
Kirch, 1993). U poslednjih 70 godina, intenzivno je ispitivana
povezanost autoimunih bolesti i psihoza, kao posledica uocenih
protektivnih efekata shizofrenije na pojavu reumatoidnog artritisa
sredinom proSlog veka (Benros et al. 2013), a Sto je bilo u potpunoj
suprotnosti sa neuobicajeno visokom incidencom celijakije u
pacijenata obolelih od shizofrenije. Akumulirana znanja u ovoj
oblasti su dovela do uocavanja korelacije izmedju c¢itavog niza
autoimunih bolesti i antitela i shizofrenije. Populacione studije iz
razlicitih delova sveta (Danska, Tajvan) su pokazale asocijaciju niza
autoimunih bolesti i psihoza sa posebnim naglaskom na asocijaciju sa
celijatnom bolesti, autoimunom tirotoksikozom, psorijazom i
pernicioznom anemijom (Benros et al. 2013). Nasuprot tome,
trenutno se stoji na stanoviStu da postoji negativna asocijacija sa
reumatoidnim artrtisom . Takodje, podaci wukazuju na slabu
asocijaciju izmedju porodi¢ne istorije bolesti, ukazujuci na
zajednicke genetske faktore rizika. Ipak, ostaje do danas
nerazjasnjeno da li je pojava autoimunih bolesti u pacijenata sa
shizofrenijom kauzalno povezana sa psihijatrijskim simptomima te
otuda i kontradiktorni stavovi da li se psihoza moZe smatrati
autoimunom boleS¢u. Iako postoji nekoliko nivoa dokaza koji
sugeriraju da bar jedan deo psihoza ima autoimunu komponentu,
istrazivaci se i dalje susrecu sa pitanjima koja je to komponenta, kod
koga se ona javlja i Sta to moZe znaciti ne samo u dijagnosticke vec i
u terapijske svrhe. Sa sigurnoS¢u se moZe ustvrditi da vecina dokaza
0o mogucoj autoimunoj osnovi psihoza nije direktna i da trenutno
postoje vrlo limitirani nauc¢ni dokazi za takve tvrdnje (Al-Diwani et
al. 2017). To predstavlja poseban izazov za istraZivace u ovoj oblasti
u kojoj bi dalja istrazivanja odnosa citokina, kao neurotransmitera i
hormonskog sistema mogao biti jedan od fokusa napora istrazivaca

(Sperner-Unterweger, 2005).
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5.8. DEPRESIJA KAO ZAPALJENSKA (INFLAMATORNA)
BOLEST

lako su se i psihijatrija i imunologija zasebno razvijale sa
velikim zamahom u prosSlom veku, sve do 1985.g. odnos izmedju
mozga i imunog sistema nije bio u ziZi klinickih ispitivanja. Tada je
dokazano da su imuni odgovori suprimirani u pacijenata obolelih od
depresije (Stein et al. 1985; Patel, 2013). Ipak, c¢itav niz imunih
komponenti, kao sto su razni inflamatorni biomarkeri, su zapravo
poviSeni u pacijenata obolelih od depresije (Maes et al. 1991; Patel,
2013). U poslednje dve dekade uocen je intenzivan istraZivacki napor
upravljen ka objasnjavanju odnosa izmedju depresije i inflamacije za
koji se veruje da bi mogao biti centralna tacka u razvoju i progresiji
Citavog niza bolesti kao sto su kardioloSke, reumatske i autoimune

(Miller et al. 2005).

Pored podele inflamacija na akutne i hronic¢ne, inflamatorni
procesi mogu biti perfireni i centralni, od kojih ovi potonji ukljucuju
i neuroinflamaciju. Od viSe vrsta imunih ¢elija u CNS-u, mikroglija i
astrociti su najvaznije imunokompetentne ¢elije (Kohler et al. 2016;
Bentivoglio et al. 2011). Smatra se da ove Celije imaju vaZznu ulogu u
regulaciji kako indukcije, tako i u limitaciji neuroinflamatornog
procesa (Bentivoglio et al. 2011; Jiang et al. 2014). U suprotnosti sa
ranijim shvatanjima CNS-a kao imunolSki-privilegovanog organa,
novije studije ukazuju na postojanje komunikacije CNS-a i periferije a
koji izgleda postoji u oba pravca (Anthony et al. 2012), a Sto
ukljucuje postojanje limfaticnih sudova u CNS (Louveau et al. 2015) i
povecanje permeabilnosti krvno-mozZdane barijere za vreme
inflamacije (Engelhardt et al. 2009). Ovome bi trebalo dodati i

stimualciju n.vagus (Dantzer et al. 2008; Kohler et al. 2016), kao i
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¢injenicu da endotelne Celije krvno-moZdane barijere igraju ulogu u
prenosu signala od perifernih citokina u CNS (Banks et al. 1995;
Quan et al. 1998). Dokazano je da TNF-a, IL-6 i drugi pro-
inflamatorni citokini prolaze krvno-moZdanu barijeru putem
transportnog sistema (Banks et al. 1995). Postoje i drugi dokazi
kontakata izmedju receptora mozdanih citokina i perifernih citokina

(Kohler et al. 2016).

U pacijenata obolelih od depresije detektovani svi kardinalni
znaci inflamatornog odgovora, ukljucujuc¢i pojacanu ekspresiju pro-
inflmatornih citokina i njihovih receptora, kao i povecane nivoe
reaktanata akutne faze, 1 hemokina u perifernoj Kkrvi i
cerebrospinalnoj te¢nosti (Miller et al. 2009). Opisani su i profili
ekspresije gena periferne krvi konzistentni sa pro-inflamatornim
‘M1’ fenotipom makrofaga kao i povecano prisustvo IL 6, IL 8 i tipa I
IFN-induciranih signalnih puteva (Miller et Raison, 2009). Konacno,
pojacana ekspresija niza imunih gena i pro-teina, kao $to su IL 1f, IL
6, TNF, TLR3 i TLR4, je detektovana prilikom post-mortem analiza
uzoraka depresivnih pacijenata koji su izvrSili suicid. Sumacija
literature je pokazala da IL 1, IL 6, TNF i C reaktivni pro-tein (CRP)
iz periferne Kkrvi su najpouzdaniji inflamatorni biomarkeri u
pacijenata sa depresijom (Miller et al. 2009). Neke studije su takodje
pokazale da postoji 40%-50% povecanja u koncentracijama
cirkuliSu¢ih CRP i IL-6 kao pokazatelja sistemske inflamacije u
klinickoj depresiji. Ovi primeri toni¢ke povezanosti depresije i
inflamacije su praceni i dokazima o postajanju istih fenomena
uocCenih za vreme akutnog stresa (Miller et al. 2005) jer je depresija
bila povezana sa velom rezistencijom na molekule koji normalno

zavrSavaju inflamatornu kaskadu (Miller et Raison, 2016).

Vazno je napomenuti da novija istrazivanja ukazuju na to da su
inflamatorni biomarkeri poviSeni i u pacijenata sa drugim

neuropsihijatrijskim poremec¢ajima, kao S$to su anksioznost ili
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shizofrenija (Michopoulos et al, 2015; Fernandes et al. 2015). Stoga
je National Institute of Mental Health (US Department of Health and
Human Services) indicirao da je preciznije karakterisati uticaj
inflamacije na ponaSanje ne kao jedino udruZen samo sa depresijom
vec i sa specificnim simptomima u viSe dijagnoza bolesti koje su
specificirane u tzv. Research Domain Criteria Framework. Neki od tih
simptoma ukljucduju promenjenu motivaciju i motornu aktivnost i
pojaCtanu osetljivost na pretnju (Morris et al. 2012). Konacno, u
prilog ovim opaZanjima ide u prilog i ¢injenica da je inflamacija bila
udruzena sa slabom reakcijom na terapiju antidepresivima (Miller et
Raison, 2016). Tako je u jednoj skorasnjoj studiji, 45% pacijenata bez
odgovora na konvencionalnu terapiju antidepresivima ispoljilo nivoe
CRP >3 mg L-1, a Sto indicira visoki nivo inflamacije (Miller et

Raison, 2016).

Da bi se detaljno objasnila pojava udruZenosti inflamatornih
stanja i depresije, nau¢ni dokazi se mogu svrstati u tri grupe. Prva
grupa dokaza je fokusirana na saznanja da inflamacija i somatske
bolesti koje ukljucuju inflmatorne procese povecavaju rizik od
depresije, a Sto je dokazano velikim populacionim studijama.
Povezanost sa inflamatornim odgovorom i povecan rizik od depresije
su dokazani u diabetesu tip 1, reumatoidnom artritisu i infektivnim
bolestima kao sto su hepatitis i sepsa (Kohler et al. 2016). Najveca
studija u ovoj oblasti, a koja potice iz Danske, je dokazala poviSeni
rizik za promene raspoloZenja u 45% pacijenata nakon hospitalizacije
zbog autoimunih bolesti, i poviSenje rizika od 62% nakon
hospitalizacije zbog infekcija (Kohler et al. 2016), sa narocito
poviSenim rizikom za promene raspoloZenja (2.35 puta) u onih
pacijenata koji su istovremeno imali i autoiumnu i infektivnu
etiologiju kao razlog njihove hospitalizacije. Druga grupa dokaza se
bazira na ¢injenicama da su poviSeni nivoi pro-inflamatornih markera

dijagnostikovani u depresivnih pacijenata. Nekoliko studija iz
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poslednje dekade je obezbedilo ¢vrste dokaze o poviSenim nivoima
pro-inflamatorenih markera u pacijenata sa depresijom kao sto su
CRPIL-6, TNF-a i antagonist receptora IL1(IL-1ra) (Kohler et al.
2016). U okviru razli¢itih dobnih grupa, visi nivoi CRP i IL-6 su
povecali rizik od razvoja depresivnih simptoma (Kohler et al. 2016)
dok su poviSeni nivoi IL-6 u detinjstvu bili udruZeni sa naknadnim
razvojem depresije u mladjem odraslom dobu. Mora se napomenuti
da su ove studije koristile samo perirfene markere inflamacije i da
druge studije, koje su u analizu ukljucile i korelaciju sa obimom
struka i krvnim pritiskom, nisu uspele da potvrde ovu povezanost
(Kohler et al. 2016). Stoga se ovi nalazi moraju uzeti sa rezervom,
iako su najnovije studije pokazale poviSene nivoe neuroinflamacije
dokazane poviSenom aktivacijom mikroglije u pacijenata sa akutnim
depresivnim epizodama. Treca grupa dokaza se bazira na
¢injenicama da pro-inflamatorni agensi mogu indukovati simptome
depresije koji mogu biti tretirani anti-depresivima. Agensi kao sto je
IFN-a su koris¢eni u tretmanu specificnih somatskih bolesti kao Sto
je hepatitis C ili maligni melanom gde su, iako efikasni, vrlo cCesto
doveli do psihijatrijskih nus-pojava, kao sto su depresivni simptomi

(Kohler et al. 2016).

5.9. DEPRESIJA I CITOKINI

Pre skoro 40 godina, citokini su poceli da privlace paZnju
naucne javnosti kao molekuli (proteini and glikoproteini) koje luce
imune celije i koji omogucavaju komunikaciju izmedju imunih i
perifrenih ¢elija. Cesto nazivani "hormonima imunog sistema",
smatrani su i klasi¢cnim hormonima koji mogu funkcionisati i lokalno
i sistemski i mogu koordinisati imune odgovore i sa onima drugih

fizioloSkih sistema. Njihova najranija primena bila u oblasti
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onkologije i interne medicine, gde je primeceno da je viSenedeljna
terapija citokinima u nekih onkoloskih bolesnika dovela do razvoja
simptoma akutnih psihoza i depresije. U poslednje 3 dekade,
pokazalo se da su oni postali glavni nauc¢ni fokus u neuronaukama,
ukljuCujucdi i neuropsihijatriju (Shimura et al. 2017; Gazal et al. 2015;
Li et al. 2016; Pearlman et al. 2014; Mota et al. 2013; Inagaki et al.
2013; Koutsouraki et al. 2011). Tako je Smith predloZio "makrofagnu
teoriju depresije" koja se zasnivala na ekscesivnoj produkciji IL-1 i
drugih produkata makrofaga kao glavnih uzroka nastanka depresije.
U godinama koje su sledile, c¢itav niz animalnih i humanih
eksperimenata je ukazao ne samo na moguénost postojanja veze
izmedju administracije pro-inflamatornih citokina i nastanka
razli¢itih simptoma depresije ve¢ i da citokini mogu aktivirati
hipotlalmicko-pituitarno-adrenalnu (HPA) osovinu a Sto c¢ini cesti
nalaz u depresijama. Ipak, i pored akumulacije ovih znanja, i dalje
nije bilo dovoljno c¢vrstih dokaza koji bi potkrepili tvrdnju da je
depresija udruzZena sa aktivacijom imunog sistema. Suprotno ovim
observacijama, prevladavalo je miSljenje da su, zasnivaju¢i se na
smanjenoj aktivnosti NK ¢elija i proliferaciji limfocita kao odgovor na

mitogene, depresivni pacijenti zapravo imunosuprimirani.

Ipak, nakon Sto je Maes (1995) dokazao aktivaciju imunog
sistema u pacijenata obolelih od depresije, pocelo se sa postavljem
vaznih pitanja kao sto su : 1) da li bi se moglo ocekivati da
antidepresivi smanje produkciju citokina i njihovo dejstvo i 2) da li
bi antagonisti citokina mogli da ublaze simptome depresije. Studije
sa kraja devedesetih godina proSlog veka i prve dekade ovog veka su
zaista i dokazale, putem animalnih i humanih istrazivanja, da
dugotrajni tretman antidepresivima ublazZuje efekte citokina
(Yirmiya, 1996) a takodje i da razlic¢iti faktori stresa dovode do

ekspresije citokina u mozgu.
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Citokini su intenzivno istraZivani zbog svoje moguce uloge u
patogenezi depresije (Sowa-Ku¢ma et al. 2017; Sowa-Kuéma et al.
2018; Kranaster et al. 2017; Chaves Filho et al. 2018; Hellmuth et al.
2017; Kamel et al. 2017; Robson et al. 2017; Kiraly et al. 2017; Wu et
al. 2017; Goldstein et al. 2016). IstraZivanja pojacanja urodjenog
imuniteta su donela konradiktorne rezultate na bazi ispitivanja nivoa
citokina u perifernoj krvi i cerebrospinalnoj tecnosti (Levin, 1999;
Haack, 1999). Cak i onda kada je veza izmedju aktivacije imunog
sistema i depresije uocena, to nije bilo udruZzeno sa prisustvom samih
depresivnih simptoma (Haack, 1999). Takodje je istrazivano da li
citokini mogu da indukuju neoropsihijatrijske i neurovegetativne
karakteristike depresije. Egzogena administarcija citokina dovodi do
niza simptoma bolesti ponasanja, od kojih su oni iz neurovegetativne
grupe najizraZzeniji (Dantzer, 2001). Dobro je poznato da
administracija IFN-a dovodi do osecaja umora u ¢ak 80% tretiranih
pacijenata (Capuron et al., 2002a). Vise studija koje su koristile tzv.
dimenzionalnu analizu je pokazalo da su citokini sposobni da
indukuju i neurovegetativne i psiholoSke simptome depresije. Tipican
dokaz za ovu tvrdnju su onkoloSki pacijenti, koji nakon
administracije IL-2 ili IFN-a vrlo cesto razvijaju niz depresivnih
simptoma kao S$to su tuga, gubitak interesa. Oni takodje razvijaju
kognitivnhe poremecaje a i neurovegenativne simptome, kao sto su
umor ili poremecaji sna (Capuron et al. 2000; Capuron et al. 2002).
Ove studije su takodje pokazale da postoji razlika u tempu razvijanja
simptoma u zavisnosti od administrirane terapije: simptomi su se
brze razvijali nakon IL-2 (kognitivni i depresivni simptomi) nego
IFN-a (depresivni simptomi). Konacno, uocena razlika izmedju
pojave neurovegetativnih simptoma i promena raspoloZenja moZda
ukazuje na Cinjenicu da citokini ispoljavaju razlicite efekte na pojavu
ovih simptoma putem razlicitih mehanizama dejstva. Moguci
mehanizmi dejstva citokina u nastanku depresije su viSestruki. Oni

najvazniji ukljucuju:1) Modulaciju aktivnosti HPA osovine, jer su
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citokini sposobni da indukuju rezistenciju na glukokortikoide, a Sto
moze nastati zbog hiperaktivnosti HPA osovine (Miller et al. 1999), i
2) Neurohemijsku transmisiju, obzirom da citokini mogu indukovati
depresivne simptome putem nishodne regulacije sinteze serotonina.
Takodje, aktivacija imunog sistema je udruZena sa indukcijom
indoleamin 2,3-dioksigenaze (IDO), enzima koji menja metabolizam
triptofana ka sintezi kinurenina i kiinolonske kiseline. Ovo se odvija
na Stetu sinteze serotonina, a Sto sve ukazuje na to da se IDO moZe
smatrati moguéom vezom izmedju serotonina i depresije. Studije su
takodje pokazale da je IDO indukovana i na periferiji i u mozgu

Zivotinja tretiranih citokinima (Lestage et al. 2002).

Protekla dekada je donela dodatne dokaze da citokini igraju
aktivnu ulogu u molekularnim dogadjajima koji utiC¢u na sinaptic¢ku
transmisiju, plasti¢nost neurona i depresivna ponasSanja. I pored sve
viSe dokaza u prilog tvrdnjama da je depresija uzrokovana citokinima
(Raison et al. 2009; Anisman, 2009), specificni mehanizmi odgovorni
za ovaj proces i dalje ostaju nepotpuno razjasnjeni. lako potencijalni
mehanizmi koji vode do depresije uzrokovane citokinima ostaju isti
(hiperaktivnost HPA osovine, uticaj serotonina na serotonergicke i
dopaminergicke sisteme) (Maes et al, 1993; Bonaccorso et al. 2002;
Capuron et al. 2002a,b) postoji jasna potreba za neSto integrisaniji
pristup ovom problemu. lako se Cesto tvrdi da citokini i drugi pro-
inflamatorni markeri mogu sluziti kao medijatori depresivnih
simptoma, trenutno ne postoji konsenzus u literaturi oko uloge
imunog sistema i inflamatornih deSavanja na etiologiju depresije, a
neki autori (Friebe et al. 2007; Dantzer et al. 2008) i dalje izrazavaju

sumnju da se inflamatorni odgovori uopSte i deSavaju u mozgu.

Razvojem medicine usledila su detaljnija saznanja o imunskom
sistemu kao i naCinom na koji bi se moglo manipulisati njime.
Zahvaljuju¢i najnovijim medicinskim poduhvatima, transplantacije

organa i tkiva postale su svakodnevnica, a koje bi bile bezuspesSne i
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nesvrsishodne bez adekvatne imunosupresivne terapije. Pacijenti koji
primaju imunosupresivnu terapiju iako su podloZniji brjnim
infekcijama, sposobni su da zadrZe transplantat i mogucnost
imunoloSkog odbacivanja transplantata se svodi na minimum. Sa
produZenjem Zivotnog veka i pod uticajem brojnih Stetnih spoljasSnjih
faktora, doSlo je do znatnog porasta oboljevanja od malignih bolesti.
Moderna medicina se fokusirala pored mera prevencije i na terapiju
maligniteta, koja pored hirurSkih zahvata skoro nezaobilazno
obuhvata hemioterapiju i/ili radioterapiju. Hemioterapija i
radioterapija, iako efikasne u leCenju razli¢itih vrsti maligniteta, kao
glavnu nuspojavu imaju slabljenja immuniteta pacijenta C¢inec¢i ga
podloZnijim infekcijama. Pacijenti smanjenog kapaciteta imunske
odbrane, kao Sto su oni oboleli od maligniteta, pacijenti na
imunosupresivnoj terapiji i pacijenti oboleli od urodjenih ili stecenih
imunodeficijencija, ¢ine zajedno grupu pacijenata. Tokom godina,
nakon znatnog porasta broja obolelih od HIV i AIDS, grupu
imunokompromitovanih u znatnom broju ¢ini i ovaj skup obolelih. U
brojnim istraZivanjima je nadjeno da je depresija usko povezana sa
imunskim sistemom, neuroinflamacijom i poveanjem nivoa
proinflamatornih citokina, pa se tako identifikovana i populacija
imunokompromitovanih koji su takodje oboleli od depresije
(Treisman et Soudry. 2016; Apostolova et al. 2015; Murray et al.
2012; Blume et al. 2011).

Prisustvo depresije kod pacijenata obolelih od maligniteta i
AIDSa na odredjen nacin predstavlja kontradikciju ranijim
opaZanjima da su inflamacija i pojacana imunska aktivnost vezane za
pojavu depresije. Sveobuhvatno obrazloZenje je upravo da dapresija
kao kompleksan poremec¢aj i oboljenje, iako usko povezana
patogenetski i etioloSki sa imunskim sistemom, nije apsolutno
definisana u smislu imunosupresije ili imunoaktivacije. JoS jedan

faktor koji potencijalno nudi objasSnjenje za ovakvu pojavu je
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endokrinoloski. On se odnosi na relaciju hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlezda i njihovu odgovaraju¢u negativhu povratnu
spregu. PoviSeni nivoi kortizola u krvi mogu se povezati u usku
relaciju sa hroni¢no prisutnom inflamacijom i stresom. Hronic¢na
inflamacija u ovom slucaju moze se direktno pridodati imunoaktivnoj
komponenti depresije dok poviSene koncentracije kortizola u duZem
vremenskom periodu i sledstvena imunosupresija naginju Kka
imunosupresivnoj tezi depresije. S ovim u vezi, smatra se da i sama
negativna povratna sprega, zaduZena sa inhibisanje aktivnosti
hipotalamusa i hipofize i smanjenje nivoa kortizola u krvi, moze biti
defektna. Kao posledica toga dolazi do prolongiranih visokih
koncentracija kortizola u krvi. Veza kortizola i depresije najbolje se
moze izuciti posmatrajuc¢i glavne simptome i znake pacijenata
obolelih od KuSingove bolesti. Za ove pacijente, jedna od kljuc¢nih
karakteristika, medju brojnim ostalim, su imunosupresija, depresija i
prezistentni visoki nivoi kortizola u krvi. U grupi
imunokompromitovanih, oboleli od HIV/AIDS ¢ine znatni deo, ali uz
to je i zastupljenost depresije, koja se sre¢e i u 60% ovih pacijenata.
Depresija je Siroko zastupljena kod pacijenata koji su HIV pozitivni ili
oboleli od AIDS. Narocito izraZena je kod obolelih od AIDS, gde pored
kompleksa AIDS-demencija, depresija takodje spada u bitan entitet
ovog oboljenja. Neophodno je u pocetku razgraniciti depresivno
ponaSanje i osecanja pacijenta koja su vezana za njegovo teSko
zdravstveno stanje i koji se prevashodno odnose na strah od smrti,
bespomoc¢nosti, infekcija, pogorSanja simptoma i druge. Depresija
kod obolelih od AIDS moZe se povezati sa samom povecanom
ucCestaloS¢u maligniteta kod ove grupe pacijenata, koji dodatno uticu
na imunski sistem i nervni sistem i dovode do ispoljavanja depresije.
Terapija HIV pozitivnih i obolelih od AIDS takodje se smatra vaznim
induktorom depresije, i naroc¢ito se u ovom polju navodi
antiretrovirusni lek efavirenz. Efavirenz (tenofovir) je

antiretrovirusni lek koji se koristi u terapiji HIV/AIDS i pripada po
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mehanizmu dejstva  ne-nukleozidnim inhibitorima reverzne
transkriptaze. Pored brojnih neZeljenih dejstva ovog leka, depresija
je jedna od glavnih, sa jasno izrazenim simptomima koji dostizu
razmere suicidalnih misli i pokusaja (Treisman et al. 2016; Soudry O;
Apostolova et al. 2015). S obzirom na Siroku kompleksnost HIV
infekcije i njene patogeneze kao i brojne karakteristike koje su i dalje
nedovoljno ispitane, moZe se zakljuciti da je depresija prisutna kao
jedna od dominantnih simptoma ovog oboljenja, ali njeno samo
poreklo i nacin nastanka kod ovih bolesnika jos uvek je nedovoljno
proucen (Treisman et Soudry. 2016; Apostolova et al. 2015; Murray
etal. 2012).

Prethodno je navedeno da imunski sistem i nervni sistem nisu
dva medjusobno izolovana i nezavisna sistema, ve¢ da je njihova
medjusobna komunikacija stalno prisutna i neophodna obrazujuci
zajednicki neuroimunski sistem. Komunikacija izmedju ova dva
sistema, kao Sto je prethodno navedeno, vrsi se preko citokina,
neurotransmitera i neuromodulatora i ¢ak preko hormona. Da bi
ovakva komunikacija bila moguc¢a, na imunskim c¢elijama, i to
prvenstveno monocitima i limfocitima, nalaze se odgovarajuci
receptori. Brojna istraZivanja su vrSena u svrhu ispitivanja uticaja
neurotransmitera na imunske ¢elije i imunski odgovor. Istrazivanje
koje je ispitivalo uticaj serotonina na imunski odgovor B limfocita na
ovCije eritrocite, prikazalo je znacajne podatke o odnosu ovog
neurotransimtera i imunskih celija (Jackson et al. 1985). Tokom ovog
istrazivanja namera je bila da se ovCijim eritrocitima izazove imunski
odgovor B limfocita u vidu produkcije antitela klase IgM i IgG i da se
daljim izlaganjem ovog procesa serotoninom zaklju¢i o uticaju
serotonina na imunski odgovor. Prilikom izlaganja ¢elija serotoninu
pre ali i nakon susreta imunskih ¢elija sa sa serotoninom, dosSlo je do
promene u imunskom odogvoru. Koli¢ine IgM i IgG antitela nakon

izlaganja serotoninu bile su znatno manje. Ovakva pojava implicira da
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serotonin utice na aktivnost limfocita i njihovu produkciju antitela.
Samo dejstvo serotonina se po ovome moZe smatrati inhibitornim na
produkciju antitela. IstrazZivanja nam ukazuju da su na imunskim
¢elijama prisutni receptori za serotonin, pogotovo na limfocitima.
Sama sinteza serotonina od strane ovih ¢elija jos nije dokazana.
Dopamin je veoma prominentan neurotransmiter u nervnom sistemu i
pripisuju mu se brojne funkcije (Pacheco et al. 2014). On je
odgovoran za regulaciju pokreta, raspoloZenje, emocije, afekt i brojne
druge frunkcije u okviru nervnog sistema. Uloga dopamina nije
ograni¢ena samo na nervni sistem, jer je nadjeno je da imunske ¢elije
kao sto su dendritske antigen-prezentujuce Celije, limfociti, NK ¢elije,
monociti, neutrofili pa cak i eozinofili imaju sposobnost produkcije
dopamina i da se njegovo dejstvo moZe odraZavati autokrino i
parakrino. Na povrsSini ¢elijskih membrana navedenih ¢elija nadjeni
su domapinski receptori. Ova spoznaja ide u prilog cinjenici da
dopamin igra ulogu i u imunskom odgovoru na malignitete i infekcije.
Uloga dopamina u neuroimunskom sistemu je dvojaka. Sa jedne
strane, dopamin omoguc¢ava komunikaciju izmedju imunskih ¢elija i
neurona, dok sa druge strane utice i na sam imunski odgovor.
Nadjeno je da tokom aktivacije imunskog odgovora u imunskim
¢elijama, kao Sto su dendritske celije, limfociti, monociti, NK celije i
ostali granulociti, kao reakcija na strani antigen medju brojnim
reakcijama dolazi i do reakcije sinteze i lu¢enja dopamina. Smatra se
da receptore za dopamin poseduju sve cCelije imunskog sistema.
Postoji pet tipova dopaminskih receptora, od D1 do D5, a koji mogu
biti prisutni i na imunskim ¢elijama. Stimulacijom D1 receptora na
imunskoj ¢eliji dolazi do usmeravanja imunskog odgovra u smeru Th2
subpopulacije T helper limfocita. Aktivacijiom D1 i D5 receptora
dolazi do pospeSivanja imunskog odogovora preko smanjenja
koncentracija inhibitornih citokina IL-10 i TGF-B. Aktivacija D2 i D3
receptora dovodi do povecane produkcije IL-10 i TNF-a i podstice

migraciju leukocita. Ovi receptori se takodje smatraju klju¢nim u
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pokretanju Th1l subpopulacije T helper limfocita i u sintezi IFN-y.
Dopamin ima ulogu i u smanjenju imunskog odogvora, §to se postizZe
istovremenom aktivacijom viSe receptora razli¢itim inenzitetom i
njihovim medjusobnim interkcijama. Noradrenalin je Siroko
rasprostranjen neurotransmiter i najviSe se vezuje za simpaticki
nervni sistem koji zajedno sa parasimpatickim nervnim sistemom
obrazuje autonomni nervni sistem (Pavlov et al. 2003; Rommelfanger
et al. 2007; Takayanagi et al. 2012). Pored svojih glavnih funkcija u
okviru autonomnog nervnog sistema, nordrenalin uti¢e i na imunski
sistem. Svoje efekte na imunski sistem noradrenalin ispoljava preko
aktivacije svojih alfa i beta receptora koji se mogu naé¢i na povrsini
monocita i limfocita. Dejstvo noradrenalina na imunski sistem je
vecCinski inhibitoran. Noradrenalin snizava nivoe proinflamatornih
citokina TNF-a i IL-1. Imunosupresivno dejstvo noradrenalin
ispoljava i direktnom situmlacijom antiinflamatornih citokina. Uticaj
noradrenalina moZe se zabeleziti i u imunskom sistemu sluzokoZza
(MALT- mucosa associated lymphoid tissue) gde noradrenalin takodje
deluje imunosupresivno i snizava koncentracije proinflamatornih
citokina TNF-a i IFN-y. Receptori za noradrenalin alfa i beta mogu se
na¢i i na povrSini celijske membrane astrocita i mikroglije u
centralnom nervnom sistemu. Imunosupresija je glavna odlika
noradrenalina, ali najnovije studije zastupaju stanoviSte da
noradrenalin poseduje i proinflamatorne osobine koje joS uvek
trebaju da budu u potpunosti razotkrivene. Zbog svojih
imunosupresivnih i potencijalnih imunoaktiviraju¢ih osobina, smatra
se da je adekvatnije noradrenalin definisati kao imunomodulator
(Pavlov et al. 2003; Rommelfanger et al. 2007; Takayanagi et al.
2012).
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6. Zakljucci

1. Postoji znacajna razlika u pogledu fraktalnih parametara jedra

limfocita periferne krvi izmedu pacijenata sa depresijom i kontrolne
grupe.

2. Nema znacajne razlike u pogledu teksturalnih parametara
hromatina limfocita izmedu pacijenata sa depresijom i kontolne
grupe.

3. Fraktalna analiza je potencijalno znacajan dodatak buduc¢im

tehnikama i algoritmima za evaluaciju pacijenata sa rekurentnim

depresivnim poremecajem
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Spisak skracenica

FD - Fraktalna dimenzija

ENT - Entropija

LAC - Lakunarnost

ADM - Angularni drugi momenat

IMR - Inverzni momenat razlike

IL - Interleukin

IFN-y - Interferon-y

DNK - Dezoksiribonukleinska kiselina

BMI - Body Mass Index

ICAM1 - Intercellular Adhesion Molecule-1

LFA-1 - Lymphocyte Function-Associated Antigen-1

MCP-1 - Monocyte Chemotatic and Activating Factor-1

PAI-1 - Plasminogen Activator Inhibitor type 1
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Biografija autora

Draga Dimitrijevi¢, rodena 24.7.1967. god. u Jagodini, zavrsila
osnovnu i srednju Skolu i gimnaziju. Upisala Medicinski fakultet u
Beogradu 1986. godine. Diplomirala 1995. godine. Obavila opSti
lekarski staZz u Spec. bolnici za psihijatrijske bolesti ,Dr Laza
Lazarevi¢“. PoloZila strucni ispit 26.12.1996. godine. Nastavila

volonterski staz u istoj ustanovi.

Skolske 1996/1997. upisala magistarske studije na Univerzitetu u
Beogradu, a odbranila magistarsku tezu pod nazivom ,Znacaj
komorbiditeta i crte licnosti za suicidalnost psihijatrijskih
pacijenata“ 4.3.2004. godine. Skolske 1996/1997, =zapocela
volontersku specijalizaciju iz psihijatrije. Od juna 1998. god. stalno
zaposlena u Institutu za psihijatrijske bolesti ,Dr Laza Lazarevic“.
Dana 11.12.2001. polozila specijalisticki ispit iz psihijatrije. Sa
zvanjem specijaliste psihijatrije radila na odeljenju akutnih psihoza,
potom u Dnevnoj bolnici, gde i sada radi. U meduvremenu
ucCestvovala u izradi viSe struc¢nih i naucfnih radova iz oblasti
psihijatrije. Skolske 2012/2013 upisala uZu specijalizaciju iz oblasti

sudske psihijatrije.
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a Draga Dimitrijevi¢

broj upisa

I1zjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

FRAKTALNA | TEKSTURALNA ANALIZA STRUKTURE HROMATINA LIMFOCITA KRVI KOD
PACIJENATA SA RAZLICITIM STEPENOM DEPRESUE

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje bilo
koje diplome prema studijskim programima drugih visokogkolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

s da nisam krio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 19.01.2018.

%"- a.pa ol‘("“’”f'l/t- I
0 Y/
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske
verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora dr Draga Dimitrijevi¢

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada FRAKTALNA | TEKSTURALNA ANALIZA STRUKTURE HROMATINA LIMFOCITA KRVI
KOD PACIJENATA SA RAZLICITIM STEPENOM DEPRESUJE

Mentor Doc. dr Igor Panti¢

Potpisani dr Draga Dimitrijevi¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 19.01.2018.
M (o % Ly
y e A 7“‘9/0\,/
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Prilog 3.
Izjava o koriS¢enju

Ovladéujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

FRAKTALNA | TEKSTURALNA ANALIZA STRUKTURE HROMATINA LIMFOCITA KRVI
KOD PACIJENATA SA RAZLICITIM STEPENOM DEPRESIJE

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu
da koriste svi koji postuju odredbe sadriane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@)Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda

/

U Beogradu, ___19.01.2018. . ‘Ux} A A
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1. Autorstvo - Dozveljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saop3tavanje dela, i prerade, ako
se navede ime autora na natin odreden od strane autora ili davaoca licence, cak i u
komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

. Audtorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
pitavanje dela, bez promena, preoblikovanija ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede
ime autora na natin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava

komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ogranitava
najvedi obim prava koriscenja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopétavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na natin odreden od
strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sliénom licencom.
Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela,
bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nadin
odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu
dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju | javno
saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sliénom licencom.
Ova licenca dozvoljava komercijainu upotrebu dela i prerada. Slicna je softverskim
licencama, odnosno licencama otvorenog koda.
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