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Primena Higucijeve fraktalne dimenzije i metode nezavisnih
komponenata u analizi spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br
neurona vinogradskog puza pod delovanjem konstantnog

magnetnog polja i uabaina

Rezime

Nelinearne 1 napredne statisticke metode, pored linearnih metoda, zauzimaju sve
znaajnije mesto u analizi fizioloSkih signala, posebno u svetlu nelinearnog i1 haoti¢nog
ponasanja bioloskih sistema. Stoga je zajednicka upotreba Higucijeve fraktalne dimenzije i
analize nezavisnih komponentata (ICA), znacajan 1 nov pristup u analizi signala a posebno u
neurona beski¢menjaka i kicmenjaka jeste pojava akcionih potencijala u paketi¢ima.

U radu je po prvi put primenjen, jedinstven i inovativan pristup u razdvajanju
komponenata spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona vinogradskog puza i to na akcione
potencijale (AP), intervale izmedu akcionih potencijala (ISI) i tihe intervale bez aktivnosti (IBI)
uz pomo¢ Higucijeve fraktalne dimenzije i1 aproksimacije Gausovim funkcijama. Taj
metodoloski pristup je omogucio pracenje uticaja konstantnog magnetnog polja 1 uabaina
inhibitora Na'/K" pumpe na promene u kompleksnosti spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br
neurona. Sa druge strane, po prvi put je testirana upotreba ICA metode u razlicitim
eksperimentalnim uslovima po AP, ISI i IBI komponentama spontane bioelektricne aktivnosti.

Na taj nacin, u ovom radu demonstrirana je snaga zajednicke upotrebe navedenih metoda
uz predlog da se prosiri njihova upotreba za potrebe analize spontano aktivnih neurona razlicitih

vrsta u fizioloSkim i patoloSkim stanjima.

Kljuéne reci: HigucCijeva fraktalna dimenzija, ICA, Br neuron, Konstantno magnetno polje,
Uabain
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Application of Higuchi fractal dimension and independent
component method in analysis of garden snail Br neuron bursting

activity modulated by static magnetic field and ouabain

Abstract

Nonlinear and advanced statistical methods, in addition to linear methods, occupy a
prominent place in the analysis of physiological signals, especially in light of the non-linear and
chaotic behavior of biological systems. Therefore, the use of Higuchi fractal dimension and
independent component analysis (ICA), reperesents a new approach to signal analysis, especially
regarding the activities of one neuron. The most recognizable type of spontaneous bioelectric
activity in neurons of invertebrates as well as vertebrates is the appearance of bursting activity.

This study presents a unique and innovative approach to the separation of the components
of spontaneous bioelectric activity of the garden snail Br neuron - action potential (AP),
interspike interval (ISI) and interburst interval (IBI), by using Higuchi’s fractal dimension and
Gaussian fitting functions. This methodological approach allows monitoring of the effect of
static magnetic field and the inhibitor of the Na'/K" pump, ouabain, on the changes in the
complexity of the spontaneous bioelectric activity of the Br neuron. On the other hand, for the
first time ICA method was tested in different experimental conditions on AP, ISI and IBI
components of spontaneous bioelectric activity.

This study demonstrates the power of the common use of the above mentioned methods
and proposes to extend their use for the purpose of analyzing spontaneously active neurons of

different species in physiological and patological conditions.
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“Da li ¢e se ikada dogoditi da matematicari znaju dovoljno o fiziologiji mozga a neurofiziolozi
dovoljno o matematickim otkricima kako bi bila moguca efikasna zajednicka saradnja?”

Zak Adamar (Jacques Hadamard), francuski matematicar



1. UVOD

1.1. Nelinearni i multivarijacioni statisticki pristupi u analizi

elektrofizioloskih signala

Veoma je malo studija koje se odnose na nelinearnu analizu spontano aktivnih
neurona, posebno imajuc¢i u vidu ¢injenicu da su bioloski signali nelinearne prirode.
Poslednjih nekoliko decenija, koncepti i tehnike nelinearne dinamike se sve viSe koriste u
razliitim oblastima biomedicinskih istrazivanja, od molekularnog do ekosistemskog nivoa
(Goldberger i sar. 2001, 2002, Glass 2001, Werner 2005, Gardiner i sar. 2010). Izgleda
da je haoticno ponaSanje neizbezno u prirodnim sistemima, bilo da se sastoje od
jednostavnih ili mnoStva kompleksnih podsistema (Rabinovich 2006). Haoticno ponasanje
se moze zapaziti na svakom nivou bioloSke organizacije Zivih organizama. Tako se i
kompleksnost mozga moze sagledati samo ako se prethodno u bilo kakvo objasnjenje
uklju¢i nelinearna, nestacionarna i adaptivna priroda neuronskih elemenata koji grade
nervni sistem zivotinja (Koch i Laurent 1999). Bioloski procesi na razli¢itim nivoima
organizacije odlikuju se stalnim promenama u vremenu. Ta vremenska promenljivost
(nestacionarnost) rezultat je interakcije unutrasnjih i spoljasnjih faktora i regulatornih
procesa koji odrzavaju homeostazu organizma (Glass 2001, Eke i sar. 2002).
Eksperimentalni podaci dobijeni intracelijskim registrovanjem elektricne aktivnosti
razli¢itih pojedinacnih neurona ukazuju na njihovo haoti¢no ponasanje tokom vremena
(Abarbanel i sar. 1996). Spontana neuronska aktivnost unutar centralne ganglije
vinogradskog puza (Helix pomatia) izazvana mirisnim stimulusima se odlikuje
nestacionarnos$cu (Schiitt i sar. 2002), kao 1 neuronski signali recnih rakova u bilo kojoj
fazi ciklusa budnost/spavanje (Mendoza-Angeles i sar. 2007). Nelinearna analiza
membranskog potencijala izolovane (Celije stomatogastricnog centralnog generatora
ponasanja raka ukazuje na haoti¢no ponasanje (Abarbanel i sar. 1996). Aktivnost Br
neurona okolozdrelnog ganglijskog kompleksa vinogradskog puza (Helix pomatia) je
visoko nestacionarna (Spasi¢ i sar. 2011c). Aktivnost jednog hipokampalnog neurona

pracena intracelijskom registracijom tokom sinapticke stimulacije najbolje se opisuje



nelinearnim modelom viseg stepena (Lu i sar. 2011). Dendritsko drvo neurona koje prima
najvise informacija sadrzi veliki broj jonskih kanala Cija se aktivacija moze opisati
metodama nelineare dinamike (Remme i sar. 2009). Nelinearna dinamika i fraktali sluze
za analizu jonskih struja §to moze da pomogne u odredivanju fizickih svojstava jonskih
kanala (Liebovitch i Todorov 1996, Liebovitch i sar. 2001). Neke studije su potvrdile da se
karakteriSu haoti¢nim ponaSanjem (Mpitsos i sar. 1988, Canavier i sar. 1990). U tim
radovima, nelinearna analiza signala i nelinearne teorijske simulacije pokazale su se kao
najbolje reSenje za opisivanje spontane bioelektricne aktivnosti neurona. Nelinerani
pristup u analizi signala daje moguénost da se precizno kvantifikuju vremenski zavisne
promene u haoticnom ponaSanju neurona. S obzirom da mnogi faktori uticu na tok
bioloskih fenomena pored analize promena u vremenskom domenu neophodno je utvrditi i
koji su to izvori koji utiCu na slozenost ispitivanih signala. U tom svetlu jako je bitna
zajednicka primena nelineranih i slozenih statistickih metodau analizi elektrofizioloSkih
signala, kao $to je slucaj sa Higuc¢ijevom fraktalnom dimenzijom (eng. fractal dimension,

FD) 1 analizom nezavisnih komponenata (eng. independent component analysis, ICA).

1.2. Higudijeva fraktalna dimenzija

Fraktalna dimenzija predstavlja meru geometrijske kompleksnosti nekog objekta.
Moze se re¢i da u analizi signala fraktalna dimenzija predstavlja meru kompleksnosti
nekog vestackog ili fizioloSkog signala. Svaki jednostavni proces koji se ponavlja
beskonacno postaje veoma kompleksan proces, a ta Cinjenica je osnova za opisivanje
fraktala u prirodi (Naik i sar. 2011). Higucijeva fraktalna dimenzija predstavlja nelinearnu
meru kompleksnosti signala u vremenskom domenu (Higuchi 1988). Sama metoda nastala
je iz teorije haosa. Higucijev metod se pokazao kao dobar numericki pristup za brzu
kompjutersku procenu nelinearnosti signala (Accardo i sar. 1997, Spasi¢ i sar. 2008,
Raghavendra i Narayana-Dutt 2009, Spasi¢ 2010). U analizama signala se koristi

samostalno ili u kombinaciji sa drugim matematickim 1 statistickim metodama kao S$to je



to slucaj sa analizom nezavisnih komponenata (Spasic¢ i sar. 2011c, Chouvarda i sar.
2011) ili npr. “pattern® entropijom (Klonowski 2000). Higucijeva fraktalna dimenzija
omogucava brzo kompjutersko pracenje i karakterizaciju razlicitih karakteristika signala
Sto je preduslov za detektovanje skrivenih informacija koje se nalaze u fizioloSkim
vremenskim serijama (Raghavendra i Narayana - Dutt 2010). Racunanje fraktalne
dimenzije je brzo 1 jednostavno uz veliku osetljivost metode za detekciju malih promena u
signalima bioloSkog porekla. Linearne metode analize signala kao $to su brza Furijeova
transformacija (eng. fast fourier transformation, FFT) i analiza talasi¢ima (eng. wavelet
transformation, WT) precizne su samo ako su signali stacionarni, dok je za upotrebu
Higucijeve fraktalne dimenzije nebitno da li je analizirani signal stacionaran,
nestacionaran, deterministicki ili stohasticki (Slika 1) (Spasi¢ i sar. 2008, 201lc,
Klonowski 2009). Navedene osobine pruzaju veliku prednost Higu¢ijevom metodu u
analizi signala vestackog 1 bioloskog porekla. Higucijev metod koji se koristi za analizu
stacionarnih signala, veoma je lako modifikovati za analizu visoko nestacionarnih signala
(Spasi¢ i sar. 2011c). NajviSe koriS¢ene metode za racunanje fraktalnih dimenzija signala
temelje se na radovima Higucija, Kaca i Petrosijana (Higuchi 1988, Katz 1988, Petrosian
1995). Najpreciznija procena FD se postize primenom Higucijeve metode (Esteller i sar.

2001, Raghavendra i Narayana-Dutt 2009).
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Slika 1. (A) Stacionarni 1 (C) nestacionarni signal prikazani u vremenskom domenu i (B 1
D) njihovi spektri snage dobijeni Brzom Furijeovom transformacijom. FD su srednje

vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije za oba tipa signala (Klonowski 2009).

1.3. Primena Higucdijeve fraktalne dimenzije u elektrofiziologiji

Higuc¢ijeva fraktalna dimenzija se pokazala kao veoma korisna metoda u
istrazivanjima efekta konstantnog magnetnog polja na aktivnost jednog neurona (Spasic i
sar. 2011c, 2011d). Slozeni elektroencefalografski (EEG) signali koji su rezultat aktivnosti
velikih grupa neurona ispitivani su Higucijevom fraktalnom dimenzijom u uslovima
anestezije (Anier 2004, Klonowski i sar. 2006, Ferentes i sar. 2007, Spasi¢ i sar. 2011a i
2011b), analgezije (Kumar i sar. 2012), animalnog modela neurodegenerativnih bolesti
izazvanih Al intoksikacijom (Kekovic¢ i sar. 2010), traumatske povrede mozga (Slika 2)
(Spasic i sar. 2005, 2008, Spasic¢ 2010), itd. Elektroencefalografska aktivnost sa povrSine
skalpa Coveka takode je analizirana fraktalnom dimenzijom kod pacijenata obolelih od
Sizofrenije (Raghavendra i sar. 2009, Sabeti i sar. 2009), Alchajmerove bolesti
(Staudinger i Polikar 2011), uticaja magnetnog polja na ljudski mozak kontrolnih



subjekata (Klonowski 2000), kao 1 pre i tokom auditorne stimulacije zdravih ispitanika
(Georgiev i sar. 2009).

Higucijeva fraktalna dimenzija se sve viSe koristi u analizi podataka dobijenih
modernim tehnikama neurooslikavanja kao $to je to slucaj sa magnetoencefalografijom
kod pacijenata obolelih od Alchajmerove demencije (Gomez i sar. 2009, Gomez i Hornero
2010). Metoda je podesna za detektovanje epilepti¢nih napada u elektroencefalogramu
obolelih ljudi (Paivinenen i sar. 2005, Klonowski i sar. 2010) i detekciju pocetka
epilepticnih dogadaja (Khoa i sar. 2012), analizu EEG signala pacijenata obolelih od
sezonskog afektivnog poremecaja (Slika 3) (Ciszewski i sar. 1999, Klonowski i sar. 1999),
ali 1 za pracenje razli¢itih faza spavanja kod zdravih ljudi (Peiris i sar. 2005, Klonowski i
sar. 2010, Chouvarda i sar. 2011). Higucijeva fraktalna dimenzija EEG signala pacijenata
obolelih od Alchajmerove bolesti ima manje vrednosti od pacijenata obolelih od
Parkinsonove bolesti Sto sugeriSe upotrebu metode 1 u diskriminaciji razli¢itih
neurodegenerativnih poremecaja mozga ili stepena progresije oboljenja (Stam i sar. 1995).
Dakle, iz svega navedenog, mozemo da zaklju¢imo da se poslednjih dvadesetak godina
upotreba Higucijeve fraktalne dimenzije u biomedicinskim naukama povecava, jer sve
vise istrazivaca iz osnovnih 1 primenjenih nauka shvata vaznost i moguénosti upotrebe

navedene metode u svakodnevnoj nauc¢noj praksi.
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Slika 2. Fraktalna dimenzija: (A) EEG signala kore velikog mozga pre i nakon traumatske
povrede velikog mozga pacova i (B) EEG signala kore malog mozga pre i nakon

traumatske povrede velikog mozga (Spasic i sar. 2005).
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Slika 3. Fraktalna dimenzija EEG signala za vremenski interval od 80 s kod pacijenta sa
sezonskim afektivnim poremecajem pre (A) i posle (B) fototerapije (Klonowski i
sar.1999).

1.4. Analiza nezavisnih komponenata

Analiza nezavisnih komponenata (ICA) je statisticka multivarijaciona metoda koja
moze da opiSe viSedimenzionalne podatke nastale kombinovanjem nepoznatih skrivenih
promenljivih (Comon 1994, Bingham i Hyvarinen 2000, Hyvarinen i Oja 2000, Stone
2002). Osnova za procenu nezavisnosti komponenata kod ICA metode lezi u
“negausovskim® karakteristikama komponenata. U osnovi ICA metode se nalazi
pretpostavka statisticke nezavisnosti linearne kombinacije signala. Nastala je kao
generalizacija PCA (eng. Principal Component Analysis, PCA). Postoji veéi broj ICA
algoritama kojima je zajednicki proces ekstrahovanja linearno pomesanih signala (Onton i
sar. 2006). Najefikasniji ICA algoritam je FastICA kojeg je razvio Hyvarinen (Hyvarinen
2001). Pored primene Higucijeve fraktalne dimenzije, kojom se mogu pratiti promene
kompleksnosti signala, da bismo utvrdili izvore kompleksnosti signala, neophodno je
upotrebiti 1 multivarijacionu statisticku metodu analize nezavisnih komponenata. Primer

koraka u analizi nezavisnih komponenata EEG signala ¢oveka prikazan je na Slici 4.
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Slika 4. Prikaz koraka u primeni ICA metode tokom uklanjanja artefakata iz EEG signala
coveka (http.//sccn.ucsd.edu/~jung/artifact. html).

1.5. Primena analize nezavisnih komponenata u elektrofiziologiji

ICA metoda omogucéava ekstrakciju nezavisnih izvora aktivnosti iz mnoStva
snimljenih signala, identifikaciju i izolovanje aktivnosti pojedinacnih neurona od ostatka
neuronske populacije kada se koristi viSekanalno snimanje (Lewicki 1998, Brown i sar.
2001, Takahashi i sar. 2002, James i Gibson 2003, James i Hesse 2005), istrazivanje
efekta konstantnog magnetnog polja na elektri¢nu aktivnost pojedinac¢nih neurona (Spasic¢
i sar. 2011c), kao 1 analizu elektroencefalografskih podataka (Makeig i sar. 1996, Eichele i
sar. 2009). Primer rezultata analize EEG signala uz pomo¢ ICA metode je prikazan na
Slici 5. Takode uz pomo¢ ICA metode moguce je pratiti i promene u EEG aktivnosti
mozga nastale kao posledica kognitivnih i neurodegenerativnih poremecaja (Melissant i
sar. 2005). Kao metoda podesna je za kvantifikaciju interakcija izmedu odredenih grupa
neurona (Laubach i sar. 1999). U poligrafskom registrovanju EEG signala ¢oveka ICA je
veoma korisna u detekciji razlika izmedu evociranih potencijala (eng. evoked responses,
ERP) kod dve grupe zdravih individua (Onton i sar. 2006). ICA ima znacajnu ulogu u
tumacCenju rezultata dobijenih funkcionalnim oslikavanjem mozga upotrebom
magnetoencefalografije (MRE) (Vigario i sar. 2000, Tang i sar. 2002), fMRI signala
zdravih subjekata (Kiviniemi i sar. 2003, Eichele i sar. 2009) 1 ljudi obolelih od



Alchajmerove demencije (Celone i sar. 2006), kao 1 u otkrivanju brzih neuronskih signala
1z motornog korteksa uz pomoc¢ NIRS metode (eng. near infrared spectroscopy) (Morren i
sar. 2004). ICA metoda i metoda glavnih komponenata (PCA) se sve ¢eS¢e koriste u
analizama funkcionalne povezanosti odredenih neuronskih mreza kao 1 njihovih

medusobnih interakcija (Ramnani i sar. 2004).
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Slika 5. Primeri EEG signala ¢oveka (levo) i transformacija istih podataka uz pomo¢

analize nezavisnih komponenata (desno) (Makeig i sar. 1996).

1.6. Zajednicka upotreba Higucijeve fraktalne dimenzije i analize

nezavisnih komponenata u elektrofiziologiji

Higuc¢ijev metod za izraCunavanje fraktalne dimenzije moze se koristi za
preprocesovanje podataka pre primene ICA metode i na taj nacin, zajedni¢kom upotrebom
ICA metode i Higucijeve fraktalne dimenzije, ostvaruje se komplementaran pristup u
analizi podataka i1 dobijanje novih informacija. Tako je Higucijeva fraktalna dimenzija u
kombinaciji sa ICA uspesno primenjena u otkrivanju efekta konstantnog magnetnog polja
na spontanu bioelektri¢nu aktivnost neurona puza (Spasi¢ i sar. 2011c), kao 1 dogadaja
koji prethode pocetku epilepsije (Slika 6) (Khoa i sar. 2012). Kombinovana upotreba
fraktalne dimenzije 1 ICA metode omogudila je otkrivanje promena u strukturi signala
povrsinskog elektromiograma coveka tokom finih pokreta tela (Naik i sar. 2011), dok je
snaga 1 komplementarnost navedenih metoda dokazana u studijama interfejsa racunara 1
mozga (Yeo i Lee 2001). Primena ICA metode i Higucijeve fraktalne dimenzije smanjuje
artefakte iz EEG signala $to je nuzan preduslov za bilo koju drugu analizu EEG signala u

klinickoj praksi (Samavati i sar. 2012).
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Slika 6. (A) Glavna nezavisna komponenta koja sadrzi vidljiv talas epilepticnog dogadaja
1 (B) vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije navedenog dogadaja prikazane u vremenu

(Khoa i sar. 2011).

2. BIOELEKTRICNA AKTIVNOST NEURONA

2.1. Spontana bioelektri¢na aktivnost neurona

Nervne Celije odlikuju razli¢iti oblici bioelektricne aktivnosti. Jedan isti neuron
moze da karakteriSe viSe razlicitih oblika aktivnosti kao §to je generisanje pojedinacnih ili
tip bioelektricne aktivnosti neurona jeste pojava akcionih potencijala u paketi¢ima (eng.
bursting activity). Ovaj vid spontane neuronske aktivnosti igra veoma znacajnu ulogu u
mnogim bioloSkim sistemima. Biofizicki posmatrano, nastajanje akcionih potencijala u
paketi¢ima je rezultat negativne povratne sprege koja u vremenskoj skali deluje sporije
nego $to je to slucaj sa stvaranjem pojedinacnih akcionih potencijala pri ¢emu je negativna
povratna sprega svojsvo jednog neurona ili rezultat neuronskih interakcija (Rinzel i Huguet

2013). U nervnom sistemu ki¢menjaka i beski¢menjaka spontana bioelektricna aktivnost u



vidu akcionih potencijala u paketi¢ima je povezana sa nekim od najvaznijih fizioloSkih
funkcija kao Sto su respiracija (Pena 2008) 1 regulacija aktivnosti srca (Levy i sar. 1981).
U centralnom nervnom sistemu sisara neuroni koji stvaraju akcione potencijale u
paketi¢cima mogu se pronaci u filogenetski razliitim delovima: neokorteksu (7sodyks i
sar. 1999, Le Bon-Jego i Yuste 2007, Yassin i sar. 2010), striatumu (Legendy i Salcman
1985), talamusu (Bal i McCormic 1993; Fuentealba i Steriade 2005), malom mozgu
(Aizenman i Linden 1999, Raman i sar. 2000), hipofizi (Stojilkovi¢ 2006) 1 hipotalamusu
(Llinas i Alonso 1992) (Slika 7).

Akcione potencijale (eng. action potential, spike, AP) u paketi¢ima ¢ini niz
akcionih potencijala nastalith depolarizacijom membranskog potencijala koji su
medusobno odvojeni tihim periodima bez stvaranja akcionih potencijala (eng. interburst
interval, 1BI) (Marsat i sar. 2012). U okviru paketi¢a akcioni potencijali su medusobno
razdvojeni ISI (eng. interspike interval, 1S1) segmentima koje karakteriSe hiperpolariSuc¢a
faza oscilacija membranskog potencijala. Za nastanak paketica mogu da budu odgovorni
snazni sinapti¢ki ulazi. Medutim u mnogim slucajevima paketi¢i akcionih potencijala
nastaju zbog specijalizovane unutrasnje provodljivosti neurona (Llinas 1988, Lisman
1997). Pored opisane bimodalne spontane biolektricne aktivnosti kod Purkinjeovih ¢elija
malog mozga u “in vitro” uslovima moze se pronaci trimodalni oblik spontane aktivnosti:
toni¢no stvaranje akcionih potencijala, pojava akcionih potencijala u paketi¢ima i period
bez aktivnosti (Forrest i sar. 2012).

U centralnom nervnom sistemu sisara, neki neuroni, kao Sto su kortikalni 1
talamicki, poseduju sposobnost nastanka spontane aktivnosti sa ili bez postojanja
sinapti¢kih ulaza (Fuentealba i Steriade 2005, Dehaene i Changeux 2005, Llinas 2005).
Ritmicka oscilatorna aktivnost talamokortikalnih neurona ukljucena je u procese koji vode
uspostavljanju ciklusa budnost-spavanje kao i formiranje svesti (Llinas 2005). Paketi¢i
akcionih potencijala imaju posebnu ulogu u neuronskoj signalizaciji jer pruzaju mnogo
precizniju informaciju nego pojedina¢ni akcioni potencijali (Lisman 1997, Hausser i sar.
2004). S obzirom da su paketi¢i akcionih potencijala sli¢ni (talasni oblik akcionih
potencijala), informacija koja je u njima sadrzana zavisi od “interspike” intervala kojima

su razdvojeni akcioni potencijali (Rabinovich 2006). Na taj nain se vremenskim

10



taymingom, povecava reproduktivnost i pouzdanost u meduneuronskoj komunikaciji
(Rabinovich 2006). Tokom razvi¢a paketi¢i akcionih potencijala svojstva su mnogih
neuronskih mreza unutar struktura kao §to su retina, hipokampus, mali mozak i ki¢mena

mozdina sa znac¢ajnom ulogom u uspostavljanju veza izmedu neurona (Blankenship i sar.

2010).

Akcioni potencijali u paketicima

IS

Kora velikog mozga )
Hipokampus

Striatum Mali mozak = 3y s

Slika 7. Spontana bioelektri¢na aktivnost razli¢itih struktura mozga pacova kao i Br
neurona vinogradskog puza (H. pomatia). (Preuzeto 1 adaptirano iz Byrne i Roberts 2004,

Nikoli¢ i sar. 2008)

2.2. Spontana bioelektri¢na aktivnost Br neurona vinogradskog

puza

Neuroni beskicmenjaka su se pokazali kao dobar model sistem za razumevanje
kako funkcioniSe centralni nervni sistem ki¢menjaka u fizioloSkim i patoloskim stanjima,
jer su jako pristupacni za eksperimentisanje 1 istrazivanje osnovnih mehanizama koji se
nalaze u osnovi nadrazljivosti (Lewis i sar.1986). Spontano aktivni neuroni mekusaca
stvaraju paketi¢e akcionih potencijala koji se karakteriSu periodima intenzivne aktivnosti
nakon kojih slede tihi periodi bez nastanka akcionih potencijala (4/ving 1968, Kerkut i sar.
1975, Nikoli¢ i sar. 2008, 2012). Br neuron koji se nalazi u okolozdrelnom ganglijskom

kompleksu vinogradskog puza je velikih dimenzija (200-500 pm). Zauzima konstantnu

11



poziciju na povrSini ganglije 1 stalan tip sinaptickih veza. Br neuroni ritmicki i regularno
stvaraju paketi¢e akcionih potencijala koji su medusobno razdvojeni intervalima bez
akcionih potencijala i1 strogo reeno odlikuje ih bimodalni oblik neuronske aktivnosti
(Slika 7) (Vadasz i Salanki 1976, Kononenko 2000). Br neuron ucestvuje u regulaciji
razli¢itih homeostatskih 1 adaptivnih mehanizama puza (Jahan-Parwar i saradnici 1969,
Rittenhouse i Price 1985, Alevizos i sar. 1991). Stoga je Br neuron idealan
eksperimentalni objekat za ispitivanje mehanizama nastanka i odrzavanja spontane

bioelektri¢ne aktivnosti kao i njene modulacije razli¢itim fizickim i hemijskim faktorima.

2.3. Uloga Na”K" pumpe u nastanku spontane bioelektri¢ne

aktivnosti neurona

Natrijum — kalijum — adenozin trifosfataza (Na'/K' pumpa) je odgovorna za
uspostavljanje i odrzavanje membranskog potencijala mirovanja i nalazi se u plazma
Gloor 2007). Na'K* pumpa uz pomoc¢ energije dobijene hidrolizom ATP iz ¢elije izbacuje
3 Na' jona a ubacuje 2 K'jona nasuprot njihovom elektrohemijskom gradijentu (Slika 8).
Elektrohemijski gradijent Na™ i K jona nastao aktivnogéu Na”K" pumpe je neophodan za
odrzavanje 1 obnavljanje potencijala mirovanja nadrazljivih celija, transport hranljivih
materija u éeliju spregnut sa Na' jonima kao i za odrzavanje osmotskog balansa (Rossier i
sar. 1987, Benarroch 2011, Gadsby i sar. 2012). Poveéana aktivnost Na'/K' pumpe
dovodi do hiperpolarizacije membrane $to sluzi kao negativna povratna sprega koja Stiti
neurone od preterane ekscitacije (Munacata i sar. 1998). Sa druge strane Na' /K™ pumpa
reguliSe oblik akcionih potencijala kod beski¢menjaka i ki¢menjaka (Gadsby i sar. 1979,
Pulver i sar. 2010, Nikoli¢ i sar. 2012). Na'/K" pumpa ima klju¢nu ulogu u modulaciji
paketica akcionih potencijala Br neurona puza (Nikoli¢ i sar. 2012) kao i u kontroli
aktivnosti bimodalne i1 trimodalne bioelektricne aktivnosti Purkinjeovih celija (Forrest i
sar. 2012). Najnovija istrazivanja ukazuju na ulogu koju Na'/K' pumpa ima u integraciji

“spike” aktivnosti gde uz pomo¢ provodljivosti K jona uestvuje u uspostavljanju
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kratkotrajne motoricke memorije larve voéne musice (Glanzman 2010). Sa druge strane
pored hemijskih agenasa kao Sto je uabain, razli¢iti fizicki faktori mogu da uticu na
funkciju Na'/K" pumpe. Tako npr. magnetno polje niskih frekvencija poveéava protok
naelektrisanih estica kroz Na'/K™ pumpu, dok elektriéno polje u fizioloskim uslovima

inhibira aktivnost Na'/K" pumpe (Blank 1995, 2005).

, K
Slika 8. Mehanizam kojim Na /K" pumpa omoguéava odrzavanje gradijenta koncentracije

Na iK' jona. (http://www.bionet-skola.com/w/%C4%86¢elijska_membrana)

2.4. Uloga uabaina u modulaciji spontane bioelektri¢ne aktivnosti

neurona

Uabain je kardijacni glikozid koji selektivno deluje na ekstracelijsku povrSinu
Na'/K" pumpe dovodeéi do inhibicije njene aktivnosti, §to ima za posledicu povecanje
intracelijske koncentracije natrijumovih jona i1 na kraju poveéanje koncentracije
kalijumovih jona (Prassas i sar. 2008). Vezivanje uabaina za Na'/K" pumpu dovodi do
aktivacije citoplazmati¢nih kinaza koje fosforilacijom aktiviraju signalne puteve ali i do
povecanja produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) 1 intracelijske koncentracije
kalijumovih jona (Xie i Cai 2003). Uabain moze da uti¢e na snagu miSi¢ne kontrakcije
sr¢anog misica izazivajuéi tkz. pozitivni inotropni efekat (Koch-Weser i Blinks 1962).
Mikromolarne i milimolarne koncentracije uabaina dovode do inhibicije aktivnosti Na'/K"
pumpe, dok nanomolarne koncentracije stimuliSu aktivnost pumpe (Gao i sar. 2008).

Poznato je da disfunkcija Na'/K™ pumpe dovodi do pojave razli¢itih poremeéaja u

funkciji kardiovaskularnog i1 nervnog sistema kao i do pojave niza metaboli¢kih
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poremeéaja (Rose i sar. 1994, Benarroch 2011). Aktivno mesto na Na' /K" pumpi za koje
se vezu kardiotoni¢ni steroidi u koje spada i uabain visoko je konzervirano tokom
evolucije §to govori o fizioloSkom znacaju ovog vezivnog mesta (Lingrel/ 2010). Uabain se
proizvodi endogeno u adrenalnim zlezdama i1 hipotalamusu gde cirkuliSe i moze da se veze
za aktivno mesto na Na'/K" pumpi u odredenim situacijama kada se poveéano luéi npr. u
ACTH indukovanoj hipertenziji ili na kraju trudno¢e kada se krvni pritisak vraca na
normalan nivo (Lingrel 2010). Sve veéi broj studija ukazuje na antikancerogeni efekat
uabaina posebno kada se radi o raku dojke (Chen i sar. 2006) i prostate (Huang i sar.
2004). Sematski prikaz mesta vezivanja glikozida uabaina na Na'/K* pumpi je prikazan na

Slici 9.

Na/K Pumpa N3

Slika 9. Sematski prikaz vezivnog mesta i funkcionisanja Na'/K" pumpe nakon izlaganja

neurona kardija¢nom glikozidu uabainu.

3. MAGNETNO POLJE I ZIVI ORGANIZMI

3.1. Svojstva magnetnog polja

Magnetno polje nastaje oko svakog provodnika elektricne struje, pri kretanju
naelektrisanih objekata i kod namagnetisanih objekata (stalni magneti). Magnetno polje

moze biti konstantno ili promenljivo. Konstantno magnetno polje (MP) nastaje oko
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provodnika jednosmerne struje i oko trajno namagnetisanih objekata, dok promenljivo
magnetno polje nastaje oko izvora naizmeniCne struje 1 karakteriSe se vremenskom
promenljivoscéu (Giambattista i sar. 2004). Veli€ine koje opisuju magnetno polje su jacina
magnetnog polja H izraZena kao amper po metru (A m”) i magnetna indukcija B u
Teslama (T=V s m?) (Glaser 2001, Giambattista i sar. 2004).

Formula za izraCunavanje magnetne indukcije je:

B=puH (1)

gde je i - magnetna permeabilnost,a uy = 1,256 - 10° V s7'4 m™' predstavlja magnetnu
permeabilnost vakuma. Permeabilnost je propusnost nekog materijala za magnetno polje.

Geomagnetna aktivnost zemlje nastala kao rezultat procesa u zemljinom jezgru
iznosi od 30 do 70 uT u zavisnosti od geografske Sirine i duzine (Slika 10) (Hashish i sar.
2007). U prirodnoj sredini izvori magnetnog polja pored zemljinog jezgra su praznjenja u
atmosferi, solarna i lunarna aktivnost. Konstantna magnetna polja se dele na slaba < 1mT,
umereno jaka 1 mT —1 Tijaka 1 T—5 T. U prirodnoj sredini MP polje varira u opsegu od
0,03 mT do 0,1 mT. Razvojem savremenih tehnologija kao Sto je sluc¢aj sa magnetnom
rezonancom (MRI), mobilnom telefonijom i raznim elektricnim aparatima, magnetna
indukcija u zivotnoj sredini dostize nekoliko hiljada mT (Feychting 2005, Hashish i sar.
2008). Vrednosti magnetnog polja ispod elektri¢nih vodova kre¢u se oko 0,02 mT, dok
mali magneti koji se nalaze u razliitim uredajima (audio i video pa do magneta za
frizidere) indukuju konstantno magnetno polje od 1 mT do 10 mT (Hashish i sar. 2008).
Na Slici 11 prikazan je elektromagnetni spektar konstantnog i promenljivog magnetnog

polja.

Slika 10. Zemljino magnetno polje. Strelice oznacavaju smer kretanja linija magnetnog

polja. (http://stargazers.gsfc.nasa.gov/students/magnet_in_space_sp.htm)
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Slika 11. Elektromagnetni spektar gde su prikazana jonizujuca i nejonizujuca zracenja. Na
slici se vidi koji deo spektra zauzima konstantno i promenljivo magnetno polje ekstremno
niskih frekvencija. (adaptirano iz

http://www.mcw.edu/radiationoncology/ourdepartment/radiationbiology.htm).

3.2. Uticaj konstantnog magnetnog polja na Zive organizme

Danas je viSe nego ikad aktuelizovano pitanje Stetnih ali i1 korisnih efekata
izlaganja zivih organizama konstantnom i promenjlivom magnetnom polju. S obzirom na
istrazivacke napore Sirom sveta, jako malo se zna o Stetnim posledicama izlaganja
magnetnom polju (Dini and Abbro 2005; Leszczynski 2005). Magnetno polje umerene
indukcije (1 mT - 1 T) moze da uti¢e na bioloSke procese na svim nivoima organizacije,
posebno na procese koji su povezani sa funkcionisanjem membranskih kanala (Rosen
2003a, Tenuzzo i sar. 2006, Tolosa i sar. 2011). Konstantno magnetno polje razli¢itih
indukcija osim §to izaziva promene u funkcionisanju nervnog sistema takode dovodi do
poremecaja u radu neuroendokrinog, kardiovaskularnog i reproduktivnog sistema (Okano
and Ohkubo 2005, Saunders 2005), a poseduje znacajan genotoksicni, karcinogeni i

teratogeni potencijal (Juutilainen i Lang 1997). Postoje nebrojeni dokazi da magnetno

16



polje moze da uti¢e na procese koji dovode do pojave kancera ili utiCu na njegovu
progresiju (Miyakoshi 2005). 1zlaganje magnetnom polju 6 mT uti¢e na proces apoptoze u
zavisnosti od celijskog tipa 1 vremena izlaganja kao i na fagocitozu apoptoskih celija
(Tenuzzo i sar. 2006, Dini i Panzarini 2010).

Neke savremene studije ukazuju na korisnu stranu delovanja magnetnog polja.
Spektar upotrebe u medicinske svrhe kre¢e se od ublazavanja bolova (antinociceptivno
delovanje) do poboljsanja oporavka nakon povrede perifernih neurona. Medutim,
mehanizam pomocu kojeg se ostvaruju terapijski efekti delovanja konstantnog magnetnog
polja nisu poznati (Weintraub i sar. 2003, Kelleher i sar. 2006, Gyires i sar. 2008, Wang i
sar. 2010a). Akutno izlaganje magnetnom polju 10 mT ili 70 mT, odmah nakon edema
indukovanog histaminom, dovodi do znacajne redukcije nastajanja edema kod pacova
(Morris i sar. 2008), dok magnetno polje 5,5 mT smanjuje farmakoloski indukovanu
vazokonstrikciju 1 vazodilataciju dovode¢i do povecanja ili smanjenja krvnog pritiska kod
zeCeva (Okano i Ohkubo 2005). 1z navedenog se jasno vidi da magnetno polje od nekoliko
mT, in vivo 1 in vitro, moze da ima direktan efekat na razlicite Celije i sisteme organa

Zivotinja.

3.3. Delovanje konstantnog magnetnog polja na nervni sistem

razlicitih organizama

Mnogi eksperimentalni podaci govore o uticaju magnetnog polja na nervni sistem
razli¢itih organizama. Izlaganje magnetnom polju u rasponu magnetne indukcije od 4,74
mT do 43,45 mT dovodi do povecanja amplitude akcionih potencijala u lateralnom
gigantskom neuronu slatkovodnog raka, dok izlaganje nervne lestvice u trajanju od 30 min
magnetnom polju 8,08 mT pojacava ekscitatorne postsinapticke potencijale (EPSP) u
elektricnim 1 hemijskim sinapsama lateralnog gigantskog neurona (Ye i sar. 2004, 2008).
Promene u neuronskoj ekscitabilnosti 1 frekvenciji akcionih potencijala puza (Helix
aspera) su zavisne od indukcije, trajanja i tipa izlaganja (pojedinacno 1 kontinuirano ili

ponavljajuce 1 kumulativno) magnetnom polju (Moghadam i sar. 2011). Magnetno polje
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od 0,9 mT 1 1,8 mT izaziva epilepticnu aktivnost kod pacijenata koji boluju od epilepsije a
podvrgnuti su prehirurSskoj proceni (Fuller i sar. 1995) 1 dovodi do promena u
paroksizimalnoj aktivnost mozdanih talasa (Dobson i sar. 2000).

Magnetno polje indukcije 20 mT menja EEG aktivnost kod zeCeva (Rosen 2003a).
Izlaganje magnetnom polju 2,7 mT dovodi do povecanja amplituda akcionih potencijala 1
smanjenja trajanja AP kod Br neurona vinogradskog puza (Helix pomatia), dok 10 mT
uzrokuje promene u hiperpolarizaciji membrane, povecanje amplitude akcionih potencijala
1 smanjenje uceS¢a 1 trajanja AP (Nikoli¢ i sar. 2008). lzlaganje neurona strizibube
(Morimus funereus) konstantnom magnetnom polju indukcije 2 mT tokom 5 minuta
dovodi do promena i u ekscitaciji 1 inhibiciji (Todorovi¢ i sar. 2007). Magnetno polje
indukcije 10 mT ima izraZen inhibitorni uticaj na elektri¢nu aktivnost neurona in vitro
(McLean i sar. 1995, Trabulsi i sar. 1996). Uticaj konstantnog magnetnog polja na nervni
sistem se ostvaruje 1 preko oksidativnog oStecenja DNK velikog mozga 1 hipokampusa

pacova (Amara i sar. 2011).
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4. CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovi cilj ovog istrazivanja je da se pokazu moguénosti 1 prednosti upotrebe
Higuc¢ijeve fraktalne dimenzije i1 analize nezavisnih komponenata u analizi signala
dobijenih intracelijskom registracijom Br neurona vinogradskog puza (Helix pomatia) pre,
tokom 1 nakon delovanja magnetnog polja indukcije 2,7 mT 1 10 mT, kao i uabaina
inhibitora Na'/K" pumpe.

1z opisanog cilja proizasli su slede¢i zadaci rada:

1. Do sada, nije bilo pokusaja da se primenom Higucijeve fraktalne dimenzije izvrsi
razlaganje slozene bioelektri¢ne aktivnosti spontano aktivnih neurona na akcione
potencijale unutar paketi¢a (AP), intervale izmedu akcionih potencijala (ISI) 1 tihe
intervale kojima su medusobno razdvojeni paketi¢i (IBI). Primenom Higucijeve
fraktalne dimenzije uz pomo¢ formiranih normalizovanih srednjih vrednosti
empirijske distribucije FD 1 aproksimacije Gausovim funkcijama razdvojila bi se

svaka komponenta slozene bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona puza: AP, ISI1 IBI.

2. Uspesno razdvajanje, omogucic¢e pracenje efekta magnetnog polja indukcije 2,7
mT 1 10 mT na promene fraktalne kompleksnosti signala, tj. efekta na svaku od
razdvojenih komponenata slozene bioelektricne aktivnosti. PratiCe se promene
svake od pojedina¢nih AP, ISI i IBI komponenata pre, tokom i neposredno nakon
izlaganja konstantnom magnetnom polju. Potom ¢e se ispitati uporedni efekat
magnetnog polja indukcije 2,7 mT 1 10 mT na promene u AP, ISI 1 IBI

komponentama Br neurona.

3. Primenom kardija¢nog glikozida uabaina, inhibitora Na’/K™ pumpe, pratice se
promene u kompleksnosti spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona pre i nakon
izlaganja magnetnom polju 10 mT imajuéi u vidu ¢injenicu da je poveéana

aktivnost Na'/K " pumpe nakon izlaganja navedenom polju.
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4. Primeni¢e se metoda analize nezavisnih komponenata na novom skupu podataka
kako bi se procenila mogucénost njene upotrebe u analizi pojedinacne neuronske
aktivnosti. ICA metoda ¢e omoguciti pronalazenje izvora fraktalne kompleksnosti
tokom izlaganja Br neurona magnetnom polju indukcije 2,7 mT, i 10 mT kao i
uabainu. Takode, sagledace se vrednost zajednic¢ke upotrebe Higucijeve fraktalne
dimenzije 1 ICA metode u otkrivanju promena u strukturi signala nastalih

delovanjem magnetnog polja i uabaina.
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5. MATERIJAL I METODE

5.1. Eksperimentalne Zivotinje i dizajn eksperimenata

Svi eksperimenti koris¢eni u ovoj disertaciji uradeni su na izolovanim preparatima
Br neurona okolozdrelnog kompleksa vinogradskog puza (Helix pomatia; Pulmonata:
Helicidae). Elektricna aktivnost izolovanih Br neurona je, uz pomo¢ metode intracelijskog
registrovanja, snimana u kontrolnim uslovima, tokom i nakon delovanja magnetnog polja
indukcije 2,7 mT 1 10 mT, kao 1 pod dejstvom uabaina neposredno nakon kontrolnog

snimanja i uabaina nakon izlaganja magnetnom polju 10 mT.
5.1.1. Izolacija i identifikacija Br neurona vinogradskog puza

Pre disekcije 1 elektrofizioloske registracije puzevi su drzani u plasti¢nim kutijama
na temperaturi od 22°C. Tok disekcije je bio sledeci: uklanjanje ljusture, isecanje dorzalne
anteriorne povrSine stopala puZza i izolacija okolozdrelnog ganglijskog kompleksa koji je
potom premesSten u Silgard (Sylgard 184 Encapsulating Resin, Electronic materials
Department Dow Corning Corporation, Midland, Michigan, USA) komoru za registraciju
koja sadrzi cirkuliSuéi fizioloski rastvor. Fizioloski rastvor koji je prilagoden sastavu i pH
vrednosti ekstracelijske te€nosti puza se sastojao od 80 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 10 mM
CaCl2, 4 mM KCI, i 5 mM Tris (hydroxymethyl)-aminomethane (proizvoda¢ Merck).
Potom su sa povrSine neurona pazljivo sklonjena vezivna tkiva uz upotrebu oftamoloskih
makaza i1 bez upotrebe proteolitickih enzima. Identifikacija Br neurona je uradena pod
binokularnim mikroskopom. Br neuron je lokalizovan u donjem delu desnog parijetalnog
gangliona (Slika 12A). Izolovan Br neuron je histoloski verifikovan uz pomo¢ Lucifer

zutog bojenja (Slika 12B) (Schulze-Bonhage i sar. 1993).

21



Br neuron

Slika 12. (A) Pozicija Br neurona unutar okolozdrelnog ganglijskog kompleksa
vinogradskog puza (H. pomatia). (B) Histoloska identifikacija Br neurona uz pomoc¢

Lucifer zutog bojenja.

5.1.2. Izlaganje Br neurona puza konstantnom magnetnom polju

Trajni magneti koji emituju magnetna polja 2,7 mT 1 10 mT, postavljeni su na
ru¢no izradeni nosac ispod centra komore za snimanje, sa severnim polom postavljenim
paralelno sa vertikalnom komponentom geomagnetnog polja, priblizno 3 mm od dna
komore. Feritni magneti dimenzija 6 mm x 7 mm 1 oblika valjka 4,5 cm 1 visine 3,7 cm su
stvarali umereno jako magnetno polje. Magnetna indukcija polja je direktno merena na
povrsini okolozdrelnog ganglijskog kompleksa, unutar komore za registraciju uz pomo¢
GMO5 gausometra 1 PT2837 sonde (Hirsst, Magnetic Instruments Ltd, Cornwall, UK).
Magnetna indukcija lokalnog geomagnetnog polja, tokom trajanja eksperimenta iznosila je
47,51 uT. Ove vrednosti su merene pomo¢u GSM 10 protonskog magnetometra u
Geomagnetnoj observatoriji Beograd. Br neuroni su izlagani magnetnom polju 2,7 mT i 10
mT. Unutar komore za registraciju, magnetna indukcija je bila nepromenjiva sa prose¢nim

vrednostima od 2,71 mT £ 0,03 mT i1 10 mT £ 0,21 mT.
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5.1.3. Tretman Br neurona puZa sa uabainom

Kardija¢ni glikozid uabain, inhibitor Na'/K" pumpe je rastvoren u fizioloskom
rastvoru puza. Koncentracija uabaina u rastvoru je iznosila 10* M. Pomoéu gravitaciono
zavisne perfuzije rastvoreni uabain je dodan u komoru za snimanje. Za kontrolno
registrovanje Br neurona (n = 7) koris¢ena je perfuzija sa fizioloskim rastvorom tokom 5
min (kontrolni snimci) nakon ¢ega su neuroni tretirani uabainom tokom 7 min. Kad su u
pitanju Br neuroni izloZeni magnetnom polju (n = 6), najpre su perfundovani fizioloskim
rastvorom tokom 5 min (kontrolni uslov), izlagani magnetnom polju 10 mT u trajanju od
15 min i1 nakon toga tretirani uabainom tokom 7 min. Br neuroni su tretirani uabainom
nakon izlaganja magnetnom polju jer je prethodnim merenjima pokazano da efekat
magnetnog polja traje 20 min nakon izlaganja (Nikoli¢ i sar. 2008). Na Slici 13 vidi se
$ematski prikaz funkcionisanja Na'/K" pumpe u normalnim fizioloskim uslovima tokom

delovanja konstantnog magnetnog polja 10 mT i nakon vezivanja inhibitora uabaina.

d -

Uabain tpns sp.

Slika 13. (A) Pojednostavljen Sematski prikaz Na'/K' pumpe. (B) Sematski prikaz
delovanja umereno jakog magnetnog polja 10 mT na funkcionisanje Na'/K™ pumpe gde
podebljane strelice simbolizuju porast aktivnosti pumpe. (C) Inhibitorni uticaj kardijacnog
glikozida uabaina na funkcionisanje Na'/K™ pumpe gde isprekidane linije simbolizuju
smanjenje aktivnosti pumpe. (D) Strukturna hemijska formula uabaina. (E) Biljna vrsta

roda Strophnatus iz koje se izoluje uabain.
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5.2. Elektrofizioloski eksperimenti

Za intracelijsko registrovanje koris¢en je pojacivaC SEC-2 M (Jozsef Atilla
University, Szeged). Signali su uzorkovani pri frekvenciji od 1 KHz da bi potom bili
digitalizovani uz pomocu 16-bitnog A/D pretvaraca (MiniDigi 1A, Axon Instruments).
Signali su zapisivani na racunaru uz pomo¢ Axoscope programa (Axon instruments).
Elektrode za intracelijsko registrovanje otpora 15-18 MQ su napravljene su od
borosilikatnog stakla sa filamentom (B/20F-4 WPI, Sarasota, FL, USA) na vertikalnom
izvlakacu u jednom koraku (Model 700C, David Kopf Inst., Tujunga CA) 1 ispunjene sa 1
M kalijum citratom. Referentna elektroda je bila Ag/AgCl Zica povezana sa komoricom za
registrovanje uz pomo¢ agarskog mosta. Tokom registrovanja koris¢en je niskopropusni
filter sa frekvencijom isecanja od 200 Hz. Na pocetku registrovanja trebalo je sacekati oko
30 min kako bi se bioelektri¢na aktivnost stabilizovala minimalno na 5 min.

Za prvu grupu eksperimenata koja je ukljucivala izlaganje Br neurona magnetnom
polju 2,7 mT 1 10 mT, elektrofizioloSko registrovanje u kontrolnim uslovima sprovedeno
je na jedanaest zivotinja (n = 11) u trajanju od po 5 min. Potom, registrovanje je
nastavljeno tokom izlaganja magnetnom polju 2,7 mT i 10 mT u trajanju od po 15 min i
nakon prestanka izlaganju, u trajanju od 20 min. Eksperimenti koji su se odnosili na
magnetno polje 2,7 mT uradeni su na Sest eksperimentalnih zivotinja (n = 6) dok su za
tretman sa 10 mT magnetnim poljem eksperimenti uradeni na pet eksperimentalnih
zivotinja (n = 5). Sematski prikaz eksperimentalnog toka pre, tokom i nakon izlaganja
magnetnom polju 2,7 mT 1 10 mT je prikazan na Slici 14. U drugoj grupi eksperimenata
uabain je uvoden u komoricu u trajanju od 7 min nakon kontrolnog registrovanja kod
sedam zivotinja (n = 7) (5 min) i nakon delovanja magnetnog polja 10 mT (15 min) kod

Sest zivotinja (n = 6) (Slika 15).
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Kontrola Magnetno polje  Posle magnetnog polja
5 min 15 min 20 min

e N HNN E—

Pocetak Kraj

Slika 14. Vremenski tok elektrofizioloske registracije signala u kontrolnim uslovima,
tokom 1 nakon izlaganja magnetnom polju indukcije (MP) 2,7 mT (n =6) 1 10 mT (n = 5).
Punim vertikalnim linijama oznaCene su vremenske sekvence uzete za fraktalnu analizu

(preuzeto iz Nikoli¢ 2012).

A Kontrola 0.1 mM Uabain

5 min 7 min
Pocetak Kraj
B Kontrola Magnetno polje 0.1 mM Uabain
5 min 15 min 7/ min
Pocetak Kraj

Slika 15. Vremenski tok elektrofizioloske registracije signala za drugu grupu
eksperimenata: (A) u kontrolnim uslovima i uslovima dodatog uabaina kod sedam
zivotinja (Uabain) (n = 7) (B) u kontrolnim uslovima (n = 5), tokom izlaganja magnetnom
polju (MP) 10 mT (n = 6) 1 nakon dodatog uabaina (Uabain PMP) kod Sest zivotinja (n =
6). Punim vertikalnim linijjama oznacene su vremenske sekvence uzete za fraktalnu

analizu (preuzeto iz Nikoli¢ 2012).
Fraktalna 1 ICA analiza prve eksperimentalne grupe uradena je za prvih pet minuta

svakog eksperimentalnog uslova, pre, tokom i nakon izlaganja magnetnom polju 2,7 mT i

10 mT. U drugoj grupi za potrebe fraktalne i analize nezavisnih komponenata koris¢en je
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poslednji minut svakog eksperimentalnog uslova: pre, tokom dodavanja uabaina, kao 1
dodavanja uabaina nakon delovanja magnetnog polja 10 mT. Na Slici 16 je prikazano 25 s
intracelijskog zapisa spontane bioelektricne aktivnosti Br neurona tokom kontrolnog

registrovanja.
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Slika 16. Primer intracelijskog zapisa spontane bioelektri¢ne aktivnosti jednog Br neurona
okolozdrelnog ganglijskog kompleksa vinogradskog puza (60 s epoha) u kontrolnim

uslovima.

5.3. Fraktalna analiza elektrofizioloskih signala

5.3.1. Higudijeva fraktalna dimenzija

Higucijeva fraktalna dimenzija predstavlja nelineranu meru kompleksnosti signala
u vremenskom domenu (Higuci 1988, Spasi¢ i sar. 2005, 2008, 2011). Signali se

analiziraju u vremenskim sekvencama x(1),x(2),...,x(N)da bi se potom konstruisala nova

vremenska serija x; definisana navedenom jednac¢inom:

X" x(m), x(m+ k), x(m+2Kk),..,x(m+int[N —m/ k) (2)

zam=12,...k, m—inicijalno vreme, k=2,...k,. , k— vremenski interval, int — celobrojni
deo realnog broja. Duzina, L, (k)racunata je za svaku od ukupno k vremenskih serija za

krive x ;" :
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. [N—m]
int
1

L, (k)= - k x(m + ik) = x(m + (i = 1))

N-1
int[N;m]k
3)

L,,(k) je usrednjeno za svako m dajuci srednju vrednost krive duzine L(k) za svako

k = 2,...,kmax:

i=

i_m)

L(k)=
k “4)
Zatim je fraktalna dimenzija odredena kao nagib najbolje prilagodene regresione

prave dobijene metodom najmanjih kvadrata gde su na y-osi vrednosti In(L(k)), a na x-osi

vrednosti In(1/k):

FD = In(L(k)) / In(1/k) (5)

U ovim istrazivanjima je Higucijev metod, koji se obicno koristi za analizu
stacionarnih signala, modifikovan za potrebe analize visoko nestacionarnih signala kao sto
je slucaj sa spontanom bioelektricnom aktivno$éu Br neurona. Higucijev algoritam je
napravljen i primenjen u MATLAB 6.5 softveru. Izabran je parametar N = 25 koji je
ekvivalentan jednoj epohi trajanja 0.025 s kako bi se izborili sa nestacionarnoscu signala, a
parametar kya.x = 8. Signali su podeljeni na 12 000 epoha (prozora). Vrednosti fraktalnih
dimenzija su izraunate za svaku epohu, bez preklapanja prozora. FD je metrika ¢ija bi
teoretska vrednost trebalo da se kreée u interval [1, 2]. Medutim u praksi Higucijeva
fraktalna dimenzija moze da ima vrednosti koje se malo nalaze van granica interval [1, 2]
jer je u pitanju procena numerickom metodom. U cilju lakSe interpretacije vrednosti FD,
moze se re¢i da je F'D povezana sa “geometrijskom” kompleksnosc¢u krive. FD vrednost
glatke krive je procenjena na priblizno 1, dok je procena vrednosti FD belog Suma 2.
Takode se moze reci da je porast frekvencije signala direktno proporcionalan povecanju

FD. Stoga, u istrazivanju ¢emo pokazati da je vrednost FD akcionih potencijala u
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paketi¢ima u proseku oko 1, intervala izmedu svakog susednog AP u paketicu priblizno
1,5 a tihih intervala izmedu susednih paketic¢a > 1,8.

Vrednosti fraktalne dimenzije su izraCunate za signale dobijene intradelijskim
registrovanjem pre, tokom i posle izlaganja magnetnom polju 2,7 mT (ukupno 18 signala -
6 signala po uslovu), 1 10 mT (ukupno 15 signala- 5 signala po uslovu). U drugoj grupi
eksperimenata vrednosti fraktalne dimenzije su racunate za navedene eksperimente: 14
signala u kontroli i u uslovu dodatog uabaina kod 7 puZeva (tri puza su iskljucena iz
formiranja empirijskih raspodela FD), 15 signala za kontrolu pre delovanja magnetnog
polja, magnetno polje (MP) 1 uslov posle delovanja magnetnog polja (PMP) iz 5 puzeva,
kao 1 18 signala za kontrolu pre MP-a i1 uabaina, magnetno polje (MP) i uabain nakon
delovanja magnetnog polja (Uabain PMP) iz 6 puzeva (jedna Zzivotinja je iskljucena iz
formiranja empirijskih raspodela D). U cilju dokazivanja izmenjenog efekta uabaina na
modulisanje kompleksnosti spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona nakon delovanja
magnetnog polja 1 iskljucivanja kasnog delovanja magnetnog polja (PMP) za poredenje u
drugoj grupi eksperimenata ukljuceni su jednominutni signali pre (Kontrola 2), tokom
(MP 2) i posle delovanja magnetnog polja 10 mT (PMP 2), iz prve grupe eksperimenata.
Na Slici 17 se moze videti 25 s spontane bioelektricne aktivnosti Br neurona u kontrolnim
uslovima (A) 1 odgovaraju¢e vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije (B). Sva
izraCunavanja Higucijeve fraktalne dimenzije izvrSena su pomocu softvera uradenog u
MATLAB 6.5 programu i algoritma ¢iji je autor dr Sladana Spasi¢. Ovaj softver je
verifikovan kroz publikacije (Spasic i sar. 2005, 2008, 2011, Spasi¢ 2010).
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Slika 17. (A) Primer intracelijskog zapisa spontane bioelektricne aktivnosti jednog Br
neurona okolozdrelnog ganglijskog kompleksa vinogradskog puza (25 s epoha) u

kontrolnim uslovima (B) i odgovarajuce vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije.

5.3.2. Empirijska raspodela Higucijeve fraktalne dimenzije

Nakon izracunatih vrednosti fraktalne dimenzije za svaki prozor formirana je
empirijska raspodela vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije za svaki pojedinacni signal
(Slika 18A). Potom je izvrSeno usrednjavanje vrednosti empirijske raspodele F'D za svaki
eksperimentalni uslov i1 na taj nacin su formirane srednje vrednosti empirijske raspodele
FD (Slika 18B). Normalizacija srednjih vrednosti empirijske FD raspodele je izvrSena
tako Sto su za svaki eksperimentalni uslov podeljene frekvencije sa sumom svih
frekvencija (u ovom kontekstu radi se o frekvenciji u statistickom smislu, dakle o broju
pojavljivanja neke vrednosti) za dati uslov (Slika 18C). Za formiranje normalizovanih
srednjih vrednosti empirijske FD raspodele za drugu grupu eksperimenata sa uabainom i
magnetnim poljem i njihovo poredenje sa eksperimentima sa magnetnim poljem indukcije
10 mT iz prve grupe, formirane su eksperimentalne grupe iz odeljka 5.2 i imenovane na
slede¢i nacin: kontrola pre dodavanja uabaina - Kontrola 1; uabain dodat nakon

kontrolnog registrovanja - Uabain; pre, tokom i nakon izlaganja magnetnom polju 10 mT -
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Kontrola 2; MP 2 i PMP 2; kontrolno registrovanje, izlaganje magnetnom polju 10 mT, te

potom dodavanje uabaina - Kontrola 3; MP 3; Uabain PMP.
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Slika 18. (A) Empirijske raspodele FD kod Sest pojedinacnih puzeva u kontroli, (B)
empirijska raspodela FD dobijena usrednjavanjem empirijskih raspodela FD sa slike A 1

(C) normalizovane srednje vrednosti empirijske raspodele FD.

5.3.3. Aproksimacija srednjih vrednosti empirijske raspodele FD Gausovom

funkcijom

U svrhu razdvajanja 1 jasnog empirijskog razgranicenja izmedu AP, ISI, 1 IBI
komponenata spontane bioelektricne aktivnosti Br neurona puza izvrSena je aproksimacija

empirijske distribucije FD za svaki pojedinacan signal Gausovim funkcijama. Za te
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potrebe koriSéenje peak fit (http://www.mathworks.com/matlabcentral) program u

MATLAB softveru. Tom prilikom, nakon primene Gausovog modela, izolovane su tri

Gausove funkcije sa svojim maksimumima (Slika 19). Aproksimacija sa tri Gausove

funkcije je dala veoma dobar rezultat sa malim greskama. Pozicije vrhova (maksimuma

Gausovih funkcija) su omogucdile odredivanje srednje vrednosti FD kao 1 Sirine svake (AP,

ISI, 1 IBI) komponente u signalu §to je omogucilo uspostavljanje jasnih granica izmedu

njih (Slika 19). Kvantifikacija povrSina koje zauzimaju komponetne sloZene biolektricne

aktivnosti (AP, ISI, i IBI) u normalizovanim srednjim empirijskim raspodelama FD za

svaki eksperimentalni uslov izvrSena je uz pomo¢ kumulativne funkcije raspodele.

Kumulativna raspodela verovatno¢e je funkcija koja se koristi u teoriji verovatnoce.

Oznacava se sa Fy. To je funkcija koja za svaki realan broj x, odreduje verovatnocu da je

slu¢ajna promenljiva X uzela vrednost manju ili jednaku x.
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Slika 19. Primer Gausove aproksimacije jednog signala vinogradskog puza gde se vide tri

Gausove funkcije koje na najbolji nacin opisuju podatke normalizovane empirijske

raspodele FD. Slika je nastala kao rezultat primene peakfit programa u MATLAB-u.
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5.4. StatistiCke metode u analizi elektrofizioloSkih signala

5.4.1. Analiza nezavisnih komponenata — ICA

Analiza nezavisnih komponenata (eng. independent component analysis, ICA) je
multivarijaciona statisticka metoda koja za cilj ima opisivanje niza podataka nastalih
kombinovanjem nepoznatih skrivenih promenljivih. Takode se moze re¢i da ICA metod
omogucava izolovanje nezavisnih izvora iz vestackog ili bioloSkog signala (Hyvarinen i
sar. 2001, Spasi¢ i sar. 201 1c). Pretpostavka metode jeste da se signal sastoji od linearne
kombinacije statisticki nezavisnih signala. ICA metoda je nastala generalizacijom metode
glavnih komponenata (eng. principal component analysis, PCA). Postoje dva tipa ICA
metode u zavisnosti da li su oblici komponenata poznati pre pocetka analize ili ne. Prvi tip
ICA metode koji se sastoji od vektora nepoznate forme se oznacava kao slepo razdvajanje
komponenata (eng. blind source separation, BSS) 1 nastao je iz potrebe izdvajanja glasova
iz bucnog okruzenja. Drugi tip ICA metode koristi vektore poznate forme. Za potrebe
analize elektrofizioloSkih signala podesnije je koristiti drugi tip ICA metode. ICA metoda
pretpostavlja negausovske karakteristike komponenata kao osnovu za procenu
nezavisnosti komponenata. Kada postoji jedan odreden broj multivarijacionih merenja,
neophodno je pronaé¢i manji broj nekorelisanih promenljivih tj. novi skup osnovnih
vektora.

Ako postoji p nezavisnih signala si(?), s2(2), . . .,5,(?), tada se za n posmatranih
eksperimentalnih signala x;(?), x2(¢), . . ., x,(f) u vremenu t€{t, 1|, ..., tmax} = I MoOZe

napisati formula koja predstavlja njihovu lineranu kombinaciju:
xi(t) = ansi(f) + apsa() + - - -+ apsy(?), (6)
za svako i = 1,...,n gde je n broj eksperimentalnih podataka (signala).
Matri¢ni prikaz navedenog glasi:

x() = As(t), V€T, (7)
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gde je x(1) = (x1(1), x2(1), . . ., xu(?)" vektor dimenzije n x 1 koji predstavlja n
posmatranih signala; A predstavlja » X p dimenzionu miksujuéu matricu, koja sadrzi
linearnu kombinaciju koeficijenata; s(z) = (s1(z), s2(2), . . ., sp(t))T je vektor dimenzije p x 1
koji predstavlja signale dobijene iz p izvora, gde je p < n. Problem se sastoji u otkrivanju
niza izvornih vektora {s(¢z) : t€7} samo uz pomo¢ posmatranih signala{x(?) : t€T}.

Problem se moze formulisati i preko racunanja razdvajajuc¢e matrice W dimenzije
p X n
u () = Wx(1) (8)

sa tacnoS¢u do na multiplikativnu konstantu i permutaciju vektora s(#) izvornih signala.
ICA algoritam preko nemiksujuée matrice W omogucava statisticku nezavisnost
procenjenih signala u(?). Takode, ovim metodom se moze izracunati manje komponentata
nego Sto je posmatranih signala i u tom slucaju je p < n. U ovim istrazivanjima broj
promenljivh » se odnosi na broj Zivotinja npr. ako je broj Zivotinja bio pet bife 5
promenljivih tj. n =5 (u slu¢aju magnetnog polja 10 mT), a broj komponenata je iznosio p
= 2. Za procenu broja komponenata koristila se metoda glavnih komponenata (PCA). ICA
je racunata uz pomo¢ FastICA algoritma (Hyvarinen i sar. 2001) u MATLAB-u i na taj
nacin su utvrdene statisticki nezavisne komponente u fraktalnoj kompleksnosti signala

(Slika 20).
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FastICA

Slika 20. Izgled radnog prozora FastICA programa u MATLAB-u, kori§¢enog za potrebe

analize nezavisnih komponenata (ICA).

5.4.2. Metoda glavnih komponenata — PCA

Jedna od najpopularnijih multivarijacionih statistickih tehnika jeste metoda glavnih
komponenata (eng. principal component analysis, PCA). Metoda glavnih komponenata je
klasicna tehnika u slozenoj statistickoj analizi koja omoguéava redukciju i1 analizu
podataka (Bugli i Lambert 2006, Abdi i Williams 2010, Wang 2010b). PCA metoda
analizira podatake posmatranih fenomena preko nekoliko zavisnih promenljivih koje su
medusobno korelisane. Osnovni cilj metode jeste da izvuce nove informacije iz skupa
podataka 1 da ih predstavi preko novog skupa ortogonalnih promenljivih koje se
oznacavaju kao glavne komponente (4bdi i Williams 2010). PCA maksimizuje varijansu
podataka projektovanih duz ortogonalne ose projekcije (Spasi¢ i sar. 2011c). Prva
komponenta uklju¢uje maksimum varijabilnosti podataka tj. Sto je to viSe moguce, a svaka
naredna ortogonalna komponenta ukljuuje Sto je moguce viSe varijabilnosti preostalih
podataka (Spasic i sar. 2011c). PCA je u elektrofiziologiji uspesno primenjena u redukciji
dimenzionalnosti podataka kao korak koji prethodi ICA analizi (Spasi¢ i sar. 2011c).

Takode, za potrebe ovih istrazivanja PCA je koriS¢ena za redukciju dimenzije u tzv.
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procesu izbeljivanja (eng. whitening) (Slika 21). Proces izbeljivanja normalizuje varijansu

posmatranih signala u cilju sjedinjavanja i redukovanja dimenzije podataka.

A Whitened signals
2 T T T

I | | I
0.9 1.1 1.3 1.5 1.7 1.9 21 2.2

5 Fraktalna dimenzija (FD)
25 T T T T

i 0.9 1.1 1.3 1.|5 1.‘7 1.9 21 2.2
Fraktalna dimenzija (FD)

Slika 21. Primer signala dobijenih upotrebom metode glavnih komponenata (PCA) za

redukciju dimenzije u kontrolnim uslovima (n = 6).

5.4.3. Neparametarske statisticke metode

Razlike u normalizovanim srednjim vrednostima empirijske raspodele FD (oblik
raspodele) pre, tokom 1 posle izlaganja Br neurona konstantnim magnetnim poljima 2,7
mT 1 10 mT testirane su neparametarskim Kolmogorov-Smirnovim testom za dva
nezavisna uzorka uz pomo¢ SPSS 13.0 softvera. Razlike izmedu raspodela za sve
eksperimentalne uslove testirane su unutar kao i izmedu magnetnih polja 2,7 mT 1 10 mT.
Za potrebe drugog dela eksperimenata, razlike izmedu vrednosti kumulativne funkcije
raspodele, $to je predstavljalo proporcionalno ucesée AP, ISI i IBI komponenata (%) u
normalizovanim srednjim vrednostima empirijske raspodele FD, su testirane

neparametarskom Fridmanovim ANOVA testom i Vilkoksonovim testom za dva zavisna
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uzorka. Kompletni pregled svih upotrebljenih tehnika u analizi signala 1 procedura njihove

primene za dve grupe eksperimenata su prikazane na Slikama 22 1 23.
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Slika 22. Sematski prikaz primenjenog modela u analizi signala za eksperimente pre,

tokom 1 nakon izlaganja magnetnom polju indukcije 2,7 mT i 10 mT.
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Slika 23. Sematski prikaz primenjenog modela u analizi signala za eksperimente sa

uabainom pre 1 nakon delovanja magnetnog polja indukcije 10 mT.
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6. REZULTATI

6.1. Higucijeva fraktalna dimenzija spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br

neurona puza

6.1.1. Higucijeva fraktalna dimenzija spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona

pod uticajem magnetnog polja indukcije 2,7 mT i 10 mT

Koris¢enjem Higucijevog metoda, izracunate su fraktalne dimenzije za sledece
eksperimentalne uslove: pre, tokom i posle izlaganja magnetnom polju 2,7 mT (18 signala,
6 puzeva) (Slika 24), 1 10 mT (15 signala, 5 puzeva) (Slika 25). IzraCunavanje vrednosti

fraktalnih dimenzija na celim signalima su prvi korak pre formiranja empirijskih raspodela

FD iprimene ICA metode.
— 40 Kontrola | =% mp 40
- - ’;‘
é 20 §. 20 g 20
= 0 -0 gl
S, = i)
O 20 ‘D 20 =20
= I =
@ -40 @ -40 S .40
5 3 3
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Slika 24. Tipic¢na elektrofizioloska aktivnost jednog Br neurona okolozdrelnog ganglijskog
kompleksa vinogradskog puza (H. pomatia) (60 s epoha) i odgovarajuce vrednosti Higucijeve
fraktalne dimenzije u kontroli (leva kolona), tokom (MP, srednja kolona) 1 nakon izlaganja

magnetnom polju indukcije 2,7 mT (PMP, desna kolona).
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Slika 25. Tipi¢na elektrofizioloSka aktivnost jednog Br neurona okolozdrelnog ganglijskog
kompleksa vinogradskog puza (H. pomatia) (60 s epoha) i odgovaraju¢e vrednosti
Higucijeve fraktalne dimenzije u kontroli (leva kolona), tokom (MP, srednja kolona) i

nakon izlaganja magnetnom polju indukcije 10 mT (PMP, desna kolona).

6.1.2. Higucijeva fraktalna dimenzija bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona pod
delovanjem uabaina i magnetnog polja indukcije 10 mT

Higucijeva fraktalna dimenzija za potrebe eksperimenata sa uabainom je izracunata
pre 1 nakon dodavanja uabaina (14 signala, 7 puzeva), kao 1 pre, tokom izlaganja
magnetnom polju 10 mT, te nakon dodavanja uabaina (18 signala, 6 puzeva). Rezultati

dobijeni primenom Higucijevog metoda prikazani su na Slikama 26. 1 27.
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Slika 26. Tipicna elektrofizioloska aktivnost jednog Br neurona okolozdrelnog
ganglijskog kompleksa vinogradskog puza (H. pomatia) (60 s epoha) i odgovarajuce
vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije u kontroli (leva kolona), i nakon dodavanja

kardijacnog glikozida uabaina (Uabain, desna kolona).
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Slika 27. Tipicna elektrofizioloska aktivnost jednog Br neurona okolozdrelnog
ganglijskog kompleksa vinogradskog puza (H. pomatia) (60 s epoha) i odgovarajuce
vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije u kontroli (leva kolona), tokom izlaganja
magnetnom polju indukcije 10 mT (MP, srednja kolona) i potom dodatog kardijatnog
glikozida uabaina (Uabain PMP, desna kolona).
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6.2. Razlaganje sloZene bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona na

komponente uz pomo¢ Higucijeve fraktalne dimenzije

U cilju preciznog odredivanja promena u kompleksnosti sloZzene bioelektricne
aktivnosti Br neurona nastalih delovanjem konstantnog magnetnog polja indukcije 2,7 mT,
10 mT 1 uabaina, prvo je neophodno precizno definisati AP, ISI i IBI komponente uz
pomo¢ empirijske distribucije Higucijeve FD i aproksimacije Gausovim funkcijama. Za
potrebe razlaganja (dekonvolucije) signala koriS¢en je 60 s kontrolni snimak aktivnosti Br
neurona gde su uz pomo¢ empirijske distribucije FD 1 Gausovih funkcija izolovana tri
vrha koja odgovaraju AP, ISI i IBI komponentama (Slika 28). Kao Sto se moze videti na
Slici 28A (poslednja slika) vrednosti FD < 1,2 karakteriSu periode sa akcionim
potencijalima u paketi¢ima. Da bi se razdvojili periodi bez aktivnosti unutar paketica (ISI)
od akcionih potencijala (AP), za granicu izmedu njih uzeta je vrednost FD = 1,3 na mestu
gde se seku dve Gausove funkcije. Granicu izmedu ISI 1 tihog perioda izmedu paketica
(IBI) odredena je priblizno na osnovu preseka druge dve Gausove funkcije za FD = 1,75.
Na kraju procesa razlaganja komponenata utvrdene su slede¢e granice u empirijskoj
raspodeli fraktalne dimenzije: vrednosti FD u intervalu [0,8, 1,3] pripadaju nastalim
akcionim potencijalima, vrednosti u intervalu [1,3, 1,75] odgovaraju ISI periodu dok
interval [1,75, 2,2] oznaCava IBI aktivnost (Slika 28A).

Sa druge strane, da bismo bili sigurni u ispravnost razlaganja AP, ISI i IBI
komponenata aktivnosti Br neurona, dodatno je analizirana bioelektricna aktivnost Br
neurona koju karakteriSe postojanje AP 1 ISI, a bez IBI aktivnosti (Slika 28B). U ovom
uslovu bilo je moguce izolovati samo dva Gausova vrha (dve funkcije) (Slika 28B,
poslednja slika). Pozicija prvog vrha je iznosila FD = 1,205, a drugog FD = 1,504 §to je
potvrdilo ispravnost dodeljivanja FD intervala IBI komponenti. S obzirom da nije bilo IBI
aktivnosti u signalu, istovremeno nije bilo izolovanog vrha u empirijskoj distribuciji FD.
Donja granica za IBI segment u empirijskoj distribuciji FD je iznosila izmedu 1,7 1 1,8

(Slika 28B, poslednja slika).
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Slika 28. (A) Tipicna spontana bioelektri¢cna aktivnost Br neurona (60 s epoha) u
kontrolnim uslovima, odgovaraju¢e vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije u
vremenskom domenu, i normalizovana empirijska raspodela FD (od vrha ka dnu). (B)
elektrofizioloSka aktivnost Br neurona (60 s epoha) u kontrolnim uslovima bez
“interburst” (IBI) perioda, odgovaraju¢e vrednosti Higucijeve fraktalne dimenzije, 1
normalizovana empirijska raspodela FD (od vrha ka dnu). Na donjem panelu su prikazani
izolovani Gausovi vrhovi (pozicija, visina i Sirina vrha) u normalizovanoj empirijiskoj

raspodeli FD, dobijeni aproksimacijom Gausovim funkcijama.
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6.3. Uticaj magnetnog polja na promenu kompleksnosti

bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona

Nakon formiranja normalizovanih srednjih empirijskih raspodela FD 1 razlaganja
sloZzene bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona, pracen je uticaj umereno jakog magnetnog
polja indukcije 2,7 mT i 10 mT na promene zastupljenosti AP, ISI i IBI komponenata u
signalu. Formirane empirijske raspodele sa jasno utvrdenim granicama izmedu
komponenata, omogucile su testiranje razlika izmedu normalizovanih srednjih vrednosti
raspodela FD i izraCunavanje procentualnog uc¢es¢a AP, ISI 1 IBI za svaki eksperimentalni
uslov. StatistiCko testiranje i1 vrednosti kumulativne funkcije raspodele su pokazali da
unutar grupa izlaganih delovanju konstantnog magnetnog polja indukcije 2,7 mT i 10 mT
dolazi do promena u kompleksnosti spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona. Analize
su pokazale da obe indukcije umereno jakog magnetnog polja utiCu na promene
zastupljenosti akcionih potencijala u paketi¢ima (AP i ISI komponente) (Slika 29, Tabele
1, 2, 3). Slabije polje indukcije 2,7 mT dovodi do zna¢ajnih promena u ISI komponenti u
signalu. Ono §to se moZe zapaziti u empirijskoj raspodeli FD jeste statisticki znacajno
smanjenje zastupljenosti ISI komponente u poredenju sa kontrolnim uslovima (Slika 29A,
Tabele 1, 2, 3). Jace magnetno polje indukcije 10 mT svoj uticaj naaktivnost Br neurona
ostvaruje prvenstveno delujuéi na znacajnu promenu zastupljenosti AP komponente (Slika
29B, Tabela 1, 2, 3). Prikupljeni podaci govore u prilog tome da oba ispitivana magnetna
polja ne menjaju znacajno uceSce IBI komponente spontane bioelektricne aktivnosti Br
neurona. Takode, rezultati govore da je u periodu neposredno nakon izlaganja magnetnom
polju indukcije 2,7 mT i 10 mT (PMP) uticaj na promene kompleksnosti bioelektricne
aktivnosti Br neurona jasno vidljiv i postojan. Posebno, moZe se primetiti da magnetna
polja sa slabijom 1 ja¢om magnetnom indukcijom, dovode do statisticki znac¢ajnih promena
u ucesc¢u AP komponente u normalizovanoj empirijskoj raspodeli FD (Slika 28A, B;

Tabela 1, 2, 3).
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Slika 29. (A) Normalizovana srednja vrednost empirijske raspodele FD u kontroli, tokom
(MP) 1 posle izlaganja (PMP) konstantnom magnetnom polju indukcije 2,7 mT za Sest
puzeva. (B) Normalizovana srednja vrednost empirijske raspodele D u kontroli, tokom
(MP) 1 posle izlaganja (PMP) konstantnom magnetnom polju indukcije 10 mT za pet
puzeva. (C) Poredenje izmedu normalizovanih srednjih vrednosti empirijske raspodele FD
tokom izlaganja konstantnom magnetnom polju indukcije 2,7 mT 1 10 mT 1 (D) posle

izlaganja navedenim indukcijama magnetnog polja.

Poredenjem normalizovanih srednjih vrednosti empirijske raspodele FD izmedu
magnetnog polja indukcije 2,7 mT i 10 mT primecen je isti trend promena u AP intervalu
kao 1 razlike u kompleksnosti ISI i IBI komponenata tokom izlaganja magnetnom polju
(Slika 29C; Tabela 1, 2, 3). U poredenju sa slabijim, magnetno polje indukcije 10 mT
dovodi do znacajne redukcije zastupljenosti ISI komponente kao i1 do povecanja

zastupljenosti IBI komponente u empirijskoj raspodeli. Posle izlaganja magnetnom polju,
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promene u svim komponentama su sledile isti trend kao u toku delovanja MP osim

¢injenice da su bile manje izrazene (Slika 29D; Tabele 1, 2, 3).

Tabela 1: Rezultati Kolmogorov-Smirnovog testa za dva nezavisna uzorka. Crvenim su

oznaCene p - vrednosti koje ukazuju na statisticki znacajne razlike medu testiranim

grupama.
Unutar grupa 2,7mT 10 mT
p - vrednost AP ISI IBI AP ISI IBI
Kontrola vs. MP p=028 |p=0,03 | p=0,14 |p=0,02 [p=0,65 |p>099
Kontrola vs. PMP p<10" |p=048 |p>099 |p<10" |p=048 |p=033
MP vs. PMP p<10" |p=048 |p=008 |p=028 |p=0,65 |p=022
Izmedu grupa AP ISI IBI
MP-2,7mTvs. 10mT |p=0,59 |[p<10* |p<10~
PMP-27mTvs. 10mT |p=0,17 |p=0,22 |p=0,22

Tabela 2: Proporcionalno ucesce (%) AP, ISI i IBI komponenata u normalizovanim

srednjim vrednostima empirijske distribucije FD pre (Kontrola), tokom (MP) i posle

izlaganja (PMP) konstantnom magnetnom polju indukcije 2,7 mT 1 10 mT.

2,7mT 10 mT
AP ISI IBI AP ISI IBI
Kontrola 7,33 % | 36,78 % | 55,89 % | 10,29 % | 27,09 % 62,62 %
MP 7,84% | 41,94% | 50,22% | 7,82% | 29,13 % 63,05 %
PMP 5,70% | 40,92% | 53,38% | 6,79% | 35,21 % 58,00 %
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Tabela 3: Razlike u proporcionalnom uceséu (%) AP, ISI i IBI komponenata u
normalizovanim srednjim vrednostima empirijske distribucije FD pre (Kontrola), tokom

(MP) i posle izlaganja (PMP) konstantnom magnetnom polju indukcije 2,7 mT 1 10 mT.

2,7mT 10 mT
AP ISI IBI AP ISI IBI
Kontrola - MP | -0,51% | -5,16 % | 5,67 % 2,47 % | -2,04 % | -0,43 %
Kontrola-PMP | 1,63 % | -4,14% | 2,51 % 3,50% | -8,12% | 4,62 %
MP - PMP 2,14% | 1,02% | -3,16 % 1,03% | -6,08% | 5,05 %

6.4. Uloga uabaina u promenama kompleksnosti bioelektri¢ne aktivnosti

Br neurona pre i nakon izlaganja magnetnom polju indukcije 10 mT

Uloga uabaina u modulisanju kompleksnosti spontane bioelektricne aktivnosti
ispitivana je uz pomoc tri eksperimentalne grupe na slede¢i nacin: kontrolno registrovanje
(Kontrola 1, n = 4), dodavanje uabaina neposredno nakon kontrolnog registrovanja
(Uabain, n = 4), registrovanje pre (Kontrola 2, n = 5), tokom (MP 2, n = 5) kao 1 posle
delovanja magnetnog polja indukcije 10 mT (PMP 2, n = 5), 1 najzad registrovanje pre
(Kontrola 3, n = 5), tokom delovanja magnetnog polja indukcije 10 mT (MP 3, n=15) i
posle dodavanja uabaina (Uabain PMP). Osim aproksimacije Gausovim funkcijama kojim
je omoguceno razdvajanje na komponente slozene bioelektricne aktivnosti, sve vrednosti
normalizovanih srednjih vrednosti empirijske distribucije FD aproksimirane su glatkim
splajn funkcijama u cilju otklanjanja Suma iz signala. Izracunata su proporcionalna uces¢a
(%) AP, ISI 1 IBI komponenata u normalizovanim srednjim vrednostima empirijske
raspodele FD, a razlike medu njima su potom statisticki testirane. Statisticka analiza
proporcionalnog uceséa (%) AP, ISI i IBI komponenataVilkoksonovim testom za dva
zavisna uzorka je pokazala razliku izmedu Kontrole 1 i Uabaina u zastupljenosti AP (Z = -

5,418, p < 10™), ISI (Z = -5,841, p < 10™) i IBI komponenata (Slika 30A, B).
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U drugoj eksperimentalnoj grupi dokazane su statisticke razlike u AP komponenti
izmedu Kontrole 2 i MP 2 (Z = -5,540, p < 10™), Kontrole 2 i PMP 2 (Z = -5,540, p < 10™)
kao i MP 2 i PMP 2 (Z = -5,566, p < 10™*). U ISI komponenti dokazane su razlike izmedu
Kontrole 2 i MP 2 (Z = -5,442, p < 10, Kontrole 2 i PMP 2 (Z = -4,549, p < 10™) i
najzad izmedu MP 2 1 PMP 2 (Z = -2,093, p = 0,036) (Slika 30C, D). Statisticki znacajne
razlike nije bilo izmedu Kontrole 2 1 MP 2 u IBI komponenti (Z =-0,401, p = 0,689), ali je
postojala statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu Kontrole 2 i PMP 2 (Z = -4,792, p < 10 i
MP 2 u odnosu na PMP 2 (Z=-5,108, p < 10'4) (Slika 30C, D; Tabela 4).

U trecoj eksperimentalnoj grupi postojala je statisticki znaCajna razlika u AP
komponenti izmedu Kontrole 3 i MP 3 (Z = -4,996, p < 10™*), Kontrole 3 i Uabain PMP
(Z =-6,215,p < 10™*) i MP 3 u odnosu na Uabain PMP (Z = -5,315, p < 10™) kao i u ISI
komponenti izmedu Kontrole 3 1 MP 3 (Z =-5,774, p < 107, Kontrole 3 i Uabain PMP (Z
= -5,841, p < 10*) i PMP 3 u odnosu na Uabain PMP (Z = -5.841, p < 10™). U
procentualnom ucescu IBI komponente dokazane su razlike izmedu Kontrole 3 1 MP 3 (Z
=-5,806, p < 10'4), Kontrole 3 i Uabain PMP (Z = -6,451, p < 10'4) 1 MP 3 u odnosu na
Uabain PMP (Z = -6,433, p < 10™) (Slika 30E, F, Tabela 4).

Normalizovana empirijska raspodela FD je pokazala da wuabain u prvoj
eksperimentalnoj grupi povecava uces¢e AP i1 ISI komponenata na racun smanjenja ucesca
IBI komponente. U drugoj eksperimentalnoj grupi, u poredenju sa kontrolnim uslovima,
magnetno polje indukcije 10 mT redukuje zastupljenost AP, a povecava zastupljenost ISI
komponente dok u PMP periodu zastupljenost AP se smanjuje uz dalje povecanje ISI 1
smanjenje zastupljenost IBI komponenata.

U okviru tre¢e eksperimentalne grupe magnetno polje indukcije 10 mT smanjuje
ucesée AP, povecava ucesée ISI i smanjuje uceS¢e IBI komponenata u poredenju sa
kontrolnim uslovom dok uabain nakon delovanja magnetnog polja povecava AP, ISI, a
smanjuje IBI uceSce. Poredenje MP 3 i Uabain PMP uslova pokazalo je znacajno
povecéanje u uces¢u AP na racun smanjenja uces¢a u ISI i IBI komponentama. Kao §to se
moze videti, uabain nakon izlaganja magnetnom polju u poredenju sa svojom kontrolom

dovodi do manjeg povecanja uces¢a AP i1 smanjenja uceSca IBI komponenata, S$to je
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posledica delovanja magnetnog polja na bioelektri¢nu aktivnost Br neurona (Slika 30E, F;

Tabela 4).
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Slika 30. (A) Normalizovane srednje vrednosti empirijske raspodele FD prve grupe u

kontroli (Kontrola 1), nakon dodavanja uabaina sa (B) odgovarajuéim vrednostima

kumulativne funkcije raspodele izrazene u procentima (%). (C) Normalizovane srednje

vrednosti empirijske raspodele FD u kontroli (Kontrola 2), tokom (MP 2) i nakon

izlaganja magnetnom polju indukcije 10 mT (PMP 2) sa (D) odgovaraju¢im vrednostima

kumulativne funkcije raspodele (%). (E) Normalizovane srednje vrednosti empirijske

raspodele FD tre¢e grupe u kontroli (Kontrola 3), tokom izlaganja magnetnom polju

indukcije 10 mT (MP 3) nakon Cega je dodan uabain (Uabain PMP) sa (F) prate¢im

vrednostima kumulativne funkcije raspodele (%).
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Tabela 4: Proporcionalno ucesée (%) AP, IS, 1 IBI komponenata u normalizovanim

srednjim empirijskim distribucijama FD za sve eksperimentalne uslove.

AP ISI IBI
Kontrola 1 15,88 % 44,52 % 39,60 %
Uabain 22,04 % 44,92 % 33,04 %
Kontrola 2 11,69 % 27,35 % 60,96 %
MP 2 8,14 % 28,71 % 63,15 %
PMP 2 6,67 % 34,53 % 58,80 %
Kontrola 3 25,06 % 50,41 % 24,53 %
MP 3 24,61 % 53,47 % 21,92 %
Uabain PMP 29,73 % 50,53 % 19,74 %

6.5. Analiza nezavisnih komponenata spontane bioelektri¢ne aktivnosti

Br neurona puza

6.5.1. Uticaj magnetnog polja na spontanu bioelektri¢nu aktivnost Br neurona

detektovan metodom nezavisnih komponenata

Analiza nezavisnih komponenata je izvedena upomocu FastICA algoritma za
kontrolne uslove (n = 11), (zbog statisticke prirode ICA metode dve kontrole su spojene u
jednu grupu), tokom i posle izlaganja magnetnom polju indukcije 2,7 mT (n =6) i 10 mT
(n = 5). Argument koji opravdava korektnost spajanja kontrola, jeste u tome da se
vrednosti rezultata ICA analize nakon spajanja svih kontrolnih Zivotinja ne razlikuju od
npr. rezultata dobijenih samo testiranjem kontrolne grupe za eksperimente sa magnetnim
poljem indukcije 2,7 mT (Spasi¢ i sa. 2011c), Pojam komponenta nastao kao rezultat
primene ICA metode ne treba mesSati sa AP, ISI i IBI komponentama bioelektricne
aktivnosti Br neurona. Zbog toga ¢e se u nastavku ovog poglavlja AP, ISI i IBI

komponente oznacavati kao AP, ISI i IBI segmenti signala. Metoda je testirana na ve¢em
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broju kontrolnih zivotinja kako bi se dokazala njena efikasnost. Nakon primene Fast/CA
algoritma izdvojene su dve nezavisne ICA komponente za svaki eksperimentalni uslov
(prva i druga komponenta) (Slika 31 i Slika 32). Efekat slabijeg magnetnog polja indukcije
2,7 mT na bioelektricnu aktivnost Br neurona je reverzibilan $to se moze videti ako se
posmatra druga ICA komponenta (Slika 31B), dok ja¢e magnetno polje indukcije 10 mT
dovodi do trajnih promena u fraktalnoj kompleksnosti signala (Slika 32B). Tokom
delovanja slabijeg polja vidljive su razlike u odnosu na kontrolne uslove i period
neposredno nakon prestanka delovanja polja koje su posebno izrazene u ISI i IBI
segmentu signala. Razlike izmedu kontrole, magnetnog polja 1 perioda posle izlaganja
magnetnom polju primetne su u ISI 1 IBI segmentima prve ICA komponente (Slika 31A),
ali u sva tri uslova slede isti smer tako da se prva komponenta moze oznaciti kao
komponenta plasti¢nosti za razliku od druge komponente koja pokazuje reverzibilnost tj.
elasticnost (Slika 31B) (Spasic i sar. 2011).

Medutim kada je prisutno jace magnetno polje indukcije 10 mT i prva (Slika 32A)
i druga ICA komponenta (Slika 32B) tokom i nakon delovanja polja pokazuju
ireverzibilan tok promena bez elasticnosti, gde se obe komponente mogu oznaciti kao
komponente plasticnosti. Promene nakon delovanja magnetnog polja indukcije 10 mT u
drugoj ICA komponenti (Slika 32B) deSavaju se u sva tri segmenta signala AP, ISI i IBI

$to govori o proporcionalnosti uticaja shodno primenjenoj magnetnoj indukciji.

T T T T T T
— Kontrola |
2.7 mT MP P e =

- 2.7 mT PMP

09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 1.9 20 21 22

B Fraktalna dimenzija (FD)

3 i . . e —— :

2 AP i ISl | R -

1 a | A i § I 7 '~.

%, T

() fromm e e TR D d. = ':_I """" s

2 j P
Il L I 1 L Il L LY ] L L L
09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Fraktalna dimenzija (FD)
Slika 31. (A) Prva i (B) druga nezavisna komponenta pre, tokom i nakon delovanja

magnetnog polja indukcije 2,7 mT.
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Slika 32. (A) Prva i (B) druga nezavisna komponenta pre, tokom i1 nakon delovanja

magnetnog polja indukcije 10 mT.

6.5.2. Uticaj uabaina i magnetnog polja na bioelektri¢nu aktivnost Br neurona
detektovan metodom nezavisnih komponenata

Analiza nezavisnih komponenataje uradena je na trinaest kontrolnih signala (n =
13), nakon dodavanja uabaina (n = 7), tokom delovanja magnetnog polja indukcije 10 mT
(n = 6) kao 1 u uslovima uabaina nakon izlaganja magnetnom polju (n = 6). Prikazani su
rezultati ICA analize pre (Slika 33A, C) i nakon aproksimacije glatkom splajn funkcijom
(Slika 33B, D). Izdvojene su po dve nezavisne ICA komponente za sve eksperimentalne
uslove (Slika 33). Prva ICA komponenta ukazuje da magnetno polje indukcije 10 mT
deluje na bioelektri¢nu aktivnost Br neurona suprotno kontroli, uabainu i uabainu nakon
delovanja magnetnog polja u AP, ISI i IBI segmentima signala (Slika 33B) $to je u
saglasnosti sa efektom magnetnog polja iz prethodnih eksperimenata (Slika 32B). Druga
ICA komponenta pokazuje da je takode u uslovu uabaina nakon delovanja magnetnog
polja (Uabain PMP) aktivnost neurona izmenjena i da sledi promene nastale delovanjem
magnetnog polja (Slika 33D), nasuprot kontroli i uabainu. 1z svega iznetog se mogu doneti
dva zakljucka: prva ICA komponenta sugeriSe da je intenzitet primenjenog magnetnog
polja dovoljan da promeni normalnu bioelektricnu aktivnost Br neurona, a druga

komponenta pokazuje da je modulisanje spontane bioelektricne aktivnosti uabainom
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izmenjeno nakon delovanja magnetnog polja. Dakle i ICA metoda razotkriva na sli¢an
nacin ono $to se moglo zakljuciti iz normalizovanih empirijskih raspodela FD, §to ide u

prilog analiti¢koj snazi zajedni¢ke upotrebe obe metode u analizi signala.
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Slika 33. Prva nezavisna komponenta (A) pre i (B) nakon aproksimacije glatkim splajnom
za kontrolu, uabain, magnetno polje indukcije 10 mT i uabain PMP kao i druga nezavisna

komponenta (C) pre i (D) nakon aproksimacije za iste eksperimentalne uslove.
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7. DISKUSIJA

7.1. Higucijeva fraktalna dimenzija kao nov i efikasan metod za

razdvajanje komponenata spontane bioelektri¢ne aktivnosti neurona

IzraCunavanje fraktalne dimenzije je relativno jednostavno 1 efikasno jer se
prilikom analize u programu moze ucitati ceo signal ili deo signala pri ¢emu se dobija
srednja vrednost 1 standardna devijacija fraktalne dimenzije. Na taj nafin se veoma lako
mogu utvrditi varijacije u signalima bioloSkog porekla (Spasi¢ i sar. 2008, 2011,
Klonowski i sar.2006, Raghavendra i Narayana - Dutt 2009, 2010). Higucijeva fraktalna
dimenzija se moze koristiti samostalno u analizi signala, ali i zajedno sa drugim
matematickim 1 statistickim pristupima u analizi, $to je potvrdeno u ovim i drugim
istrazivanjima. Kao §to je ve¢ navedeno veliki broj procesa u zivim organizmima pa tako 1
u nervnhom sistemu puzeva, je po svojoj prirodi visoko nestacionarna (Eke i sar, 2002,
Schiitt i sar. 2002, Mendoza-Angeles i sar. 2007). S obzirom na nelinearnost i
nestacionarnost signala dobijenog registrovanjem neuronske aktivnosti jednog neurona,
metode nelinerane dinamike mogu da pruze ta¢nu informaciju u pogledu onoga Sto se
desava tokom fizioloske 1 patoloske elektri¢ne aktivnosti neurona (Rabinovich i Abarbanel
1998, Herz i sar. 2006, Rabinovich 2006, Remme i sar. 2009, Lu i sar. 2011, Rinzel i
Huguet 2013). Takode, stvaranje akcionih potencijala u paketi¢ima (bursting aktivnost) se
moze smatrati procesom sa mnostvom vremenski zavisnih dinamickih elemenata ¢ija je
priroda nelinearna (Rinzel i Huguet 2013) §to opravdava i1 primenu Higucijeve fraktalne
analize u ovim istrazivanjima. U takvim sluc¢ajevima nelinerana analiza i1 razvijene
statisticke metode imaju prednost nad klasicnim lineranim metodama u analizama
fizioloskih signala. U radovima Klonowski i sar, 2006, 2010, Klonowski 2009, 2011,
Spasi¢ i sar, 2008, 2011c, Raghavendra i Narayana — Dutt 2009, 2010, Hinrikus i sar,
2011, pokazano je da Higucijeva fraktalna dimenzija, uz odredene modifikacije,
predstavlja podjednako dobru meru u karakterizaciji signala bioloskog porekla u

vremenskom domenu, bilo da su oni po svojoj prirodi stacionarni ili ne. Stoga, primena
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Higucijeve fraktalne dimenzije za potrebe kvantifikacije dinamicke 1 u vremenu
promenljive bioelektricne aktivnosti Br neurona u predstavljenim istrazivanjima, ima
veliku prednost u odnosu nalinearne metode kao §to je analiza pomodu talasica i Furijeove
transformacije kada se radi o preciznosti i vremenu neophodnom za analizu signala.

U svakodnevnoj naucnoj praksi, postoji izraZzena potreba za razdvajanjem
komponenata koje ¢ine jedan elektrofizioloski signal. Postoji veliki broj softverskih paketa
koji omogucavaju “offline” analizu parametara bioelektricne aktivnost neurona. Medutim
s obzirom da je neophodno vreme da bi se izdvojili paketi¢i sa akcionim potencijalima od
perioda neaktivnosti neurona kao i intervali izmedu svakog AP, postoji stalna potreba za
reSenjima koji smanjuju brzinu razdvajanja komponenata, a podjednako su efikasna. U
ovim istrazivanjima pokazali smo da je jedan takav nacin primena Higucijeve fraktalne
dimenzije u razdvajanju komponenata spontane bioelektricne aktivnosti Br neurona (Slika
28). Upotrebom fraktalne dimenzije ne samo da se postize brzo razdvajanje AP, ISI i IBI
komponenata nego se istovremeno analiziraju i promene kompleksnosti signala na nacin
na koji se postize maksimalna preciznost s obzirom na tacnost metode u kvantifikaciji
razli¢itih formi signala. Moze se slobodno reéi da se fraktalnom dimenzijom podjednako
tretiraju svi delovi signala uprkos njihovim razliitim statisticCkim osobinama i1 bioloskom
znacenju. Do sada se u klasi¢noj analizi bioelektricne aktivnosti neurona, period bez
aktivnosti izmedu svakog paketica (IBI) odredivao samo preko parametra trajanja.
Medutim Higucijeva fraktalna dimenzija opisuje slozenu, promenljivu aktivnost ovog
perioda na isti nacin kao i varijacije u akcionim potencijalima u paketi¢ima. Isto se moze
rec¢i 1 za period izmedu svakog nastalog akcionog potencijala u paketicu (ISI) koji je na
ovaj nacin opisan.

Prvi poku$aj da se uz pomo¢ Higucijeve fraktalne dimenzije razdvoje neke od
komponenata bioelektricne aktivnosti Br neurona jeste u istrazivanjima koja su sproveli
Spasi¢ i sar. (2011c). U tom istrazivanju su po prvi put razdvojeni paketi¢i akcionih
potencijala od tihih perioda izmedu njih (IBI), ali bez jasno preciziranih granica izmedu
AP 1 ISI komponenata. Medutim ova istrazivanja su po prvi put omogucdila razdvajanje
svih komponenata bioelektricne aktivnosti Br neurona. Dakle uz pomo¢ normalizovanih

srednjih empirijskih distribucija FD 1 njihove aproksimacije Gausovim krivim, uspesno su
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razdvojene AP, ISI 1 IBI komponente spontane bioelektricne aktivnosti (Slika 28). Koliko
je do sada poznato, ovo je prva uspesna primena Higucijeve fraktalne dimenzije kao
metode za razdvajanje razlic¢itih komponenata bilo kojeg spontano aktivnog neurona.
Stoga, veliki deo ovih istrazivanja predstavljaju metodoloski doprinos analizi spontane
bioelektricne aktivnosti bez obzira da li je poreklom iz beskicmenjaka ili ki¢menjaka.
Takode u ovim istrazivanjima je po prvi put uradena jednostavna, ali efikasna
transformacija ve¢ primenjenih empirijskih raspodela (Spasi¢ i sar. 2011c) u
normalizovane srednje empirijske raspodele kojima je dalje omogucéen proces
“dekonvolucije” signala. U cilju implementacije i primene navedenog metodoloSkog
pristupa, ali 1 saznavanja novih Cinjenica vezanih za uticaj magnetnog polja 1 uabaina na
aktivnost Br neurona, ispitivan je uticaj magnetnog polja indukcije 2,7 mT 1 10 mT kao 1
inhibitora Na'/K" pumpe bez i u prisustvu magnetnog polja indukcije 10 mT. Takode,
razdvajanje 1 definisanje intervala koji ¢ine spontanu bioelektricnu aktivnost, pomoglo je i
u opisivanju rezultata dobijenih analizom nezavisnih komponenata (Slike 31, 32, 33).
Dakle, u pitanju je jo§ jedan metodoloSki doprinos razdvajanja komponenata slozene
bioelektricne aktivnosti primenom Higucijeve fraktalne dimenzije kao preprocesirajuce

tehnike za primenu ICA metode u elektrofiziologiji.

7.2. Spontana bioelektri¢na aktivnost neurona u fizioloSkim i patoloSkim
stanjima

Neuroni beski¢menjaka su se pokazali kao dobar model za razumevanje na¢ina na
koji funkcioniSe centralni nervni sistem ki¢menjaka u fizioloSkim 1 patoloskim stanjima,
jer su veoma pristupacni za eksperimentisanje 1 istrazivanje osnovnih mehanizama koji se
nalaze u osnovi nadrazljivosti (Lewis i sar. 1986). Tako je i Br neuron svojom veli¢inom,
pristupacnoscu i stalnoS¢u sinaptic¢kih veza idealan model sistem za proucavanje nastanka,
odrzavanja 1 modulisanja spontane bioelektricne aktivnosti Br neurona. Spontana
bioelektricna aktivnost se javlja kod velikog broja neuronskih mreza, a jako se malo zna o
njenom poreklu i funkcionalnoj ulozi (Mazzoni i sar. 2007). Prvo je opisana kod

beski¢menjaka (Alving 1968) da bi se u poslednjih par desetina godina otkrila i opisala
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uloga koju spontana aktivnost ima kod ki¢menjaka i1 cCoveka. Pojava spontane
bioelektricne aktivnosti neurona bez prisustva sinapticke transmisije rezultat je biofizickih
svojstava membrane (L/inas 1988), a njen znacaj se ogleda u transformaciji sinaptickih
ulaza u “Siljak” izlaz ¢ime se postize plasticnost kao i visoka preciznost u prenosu
informacija unutar i izmedu neuronskih mreza (Hausser i Clark 1997, Hausser i saradnici
2004). Spontana aktivnost mnogih neuronskih regiona beskicmenjaka i1 ki¢menjaka je
evolutivno oc¢uvana (Yamamoto i Lopez-Bendito, 2012). Spontana bioelektri¢na aktivnost
dve potpuno razli¢ite neuronske mreze u intaktnoj gangliji pijavice i1 disociranoj
hipokampalnoj kulturi neurona pacova pokazuje niz zajednickih svojstava (Mazzoni i sar.
2007). Navedene cinjenice svakako idu u prilog istrazivanjima koja se odvijaju na
neuronima beski¢menjaka jer omogucavaju sagledavanje istih ili slicnih puteva nastanka i
promena u funkcionisanju spontane bioelektri¢ne aktivnosti kod ki¢menjaka i coveka.
Fizioloski mehanizmi koji stvaraju 1 moduliSu akcione potencijale u paketi¢ima kod
beski¢menjaka 1 ki¢menjaka, prisutni su u neuronima centralnog nervnog sistema (CNS)
gde mogu da ucestvuju u pojavi abnormalne ritmi¢ne aktivnosti, $to ima za posledicu
pojavu epilepsije (Lewis i sar, 1986, McCormick, 2002) kao i velikog broja drugih
neuroloskih 1 psihijatrijskih oboljenja (L/inas 2005).

U ovim istrazivanjima cilj je bio da se prouci uticaj konstantnog magnetnog polja
umerene indukcije, kao faktora zagadenja Zivotne sredine, na promene bioelektri¢ne
aktivnosti Br neurona kako bi se Sto bolje sagledali Stetni ili pozitivni efekti na zdravlje
ljudi 1 Zivotinja. Svakako, prvi doprinos naSih istrazivanja spontane bioelektricne
aktivnosti lezi u iznalaZzenju dobrog analitickog aparata kojim se postize kako razdvajanje

komponenata tako i pracenje njihovih promena u fizioloskim i patoloskim stanjima.

7.3. Uticaj magnetnog polja na promene fraktalne kompleksnosti
bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona

Konstantno magnetno polje umerene indukcije od nekoliko mT utic¢e na aktivnost
pojedinacnih neurona, Citavih grupa neurona i1 drugih ¢elija organizma menjajuci njihova

svojstva i aktivnost (Fuller i sar. 1995, McLean i sar. 1995, Todorovic¢ i sar. 2007, Ye i
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sar. 2004, 2008, Nikoli¢ i sar. 2008, 2012). Rezultati nasih istrazivanja govore u prilog
tome s obzirom da ispitivano konstantno magnetno polje indukcije 2,7 mT 1 10 mT dovodi
do promena u zastupljenosti akcionih potencijala u paketi¢ima (AP), kao i intervala koji
razdvajaju akcione potencijale (ISI) u normalizovanim srednjim empirijskim raspodelama
FD (Slika 29). Slabije polje indukcije 2,7 mT povecava ucesce ISI komponente, dok jace
polje indukcije 10 mT smanjuje uces¢e AP, uz povecanje uces¢a ISI komponente u
normalizovanim empirijskim raspodelama FD. Nijedna od istrazivanih magnetnih
indukcija ne menja znacajno zastupljenost IBI komponent. Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa ispitivanim promenama parametara bioelektrine aktivnosti Br neurona
vinogradskog puza (Helix pomatia) u studiji koju su sproveli Nikoli¢ i sar. (2008). U
navedenoj studiji slabije magnetno polje indukcije 2,7 mT uslovilo je povecanje amplitude
akcionih potencijala, kao i trajanje akcionih potencijala u paketi¢ima, dok je jace polje
indukcije 10 mT uslovilo poveéanje hiperpolarizacije 1 amplitude akcionih potencijala uz
istovremeno smanjenje frekvencije i1 trajanja. Dakle, radi se o proporcionalnom uticaju,
shodno primenjenom indukciji magnetnog polja, Sto je slucaj i kod predstavljenih
istrazivanja u ovom radu. Postoje 1 sli¢ni eksperimentalni dokazi o inhibitornom uticaju
magnetnog polja indukcije 10 mT na neurone sisara u kulturi ¢elija (McLean i sar. 1995).
Slabo konstantno magnetno polje smanjuje prag nadrazljivosti nervnih vlakana tokom
ekstraéelisjkog registrovanja (Novikov i sar. 2008). Promenljivo magnetno polje 50 Hz
slabije indukcije u rasponu od 2,83 pT do 207,2 uT takode pokazuje inhibitorni uticaj na
frekvenciju akcionih potencijala u F1 neuronima vinogradskog puza (Helix aspera).
Konstantno magnetno polje indukcije od 2 do 3 mT moduliSe sinapticku ekscitabilnost
hipokampalnih ¢elija u slajs preparatima (Wieraszko 2000). Nakon dodavanja dantrolena,
unutarcelijskog blokatora Ca®" kanala, uticaj magnetnog polja je bio blokiran. Trabulsi i
sar. (1996) su otkrili da magnetno polje indukcije od 2 do 3 mT uzrokuje malu depresiju
nakon koje je sledilo pojacanje broja evociranih potencijala snimljenih iz hipokampalnih
slajseva. Jace polje indukcije 10 mT inhibiralo je ove potencijale. Autori su pretpostavili
da se navedeni fenomen moze povezati sa unutaréelijskim promenama u koncentraciji
Ca”" jona. Umereno magnetno polje indukcije veée od 125 mT menja kinetiku voltazno

zavisnih Na' kanala u GH3 (elijama zbog promena u orijentaciji diamagnetnih
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anizotropnih molekula u membranama (Rosen 2003b), dok magnetno polje indukcije 120
mT inhibira aktivaciju Ca®>" kanala (Rosen 1996). Konstantno magnetno polje velike
indukcije moduli$e ritmicku aktivnost velikog broja interneurona u antenalnom lobusu
voéne musice (lat. drosophila melanogaster) (Yang i sar. 2011). Istrazivanja uticaja
magnetnog polja na aktivnost neurona puza posebno su interesantna ako se uzme u obzir
Cinjenica da je ponaSanje pojedinanih neurona puza (Helix aspera) tokom izlaganja
konstantnom magnetnom polju od 3 mT do 0,7 T kao i promeljivom magnetnom polju od
I mT do 15 mT, skoro istovetno ponaSanju mozga sisara i ljudi tokom magnetne
stimulacije sa pulsiraju¢im magnetnim poljem indukcije od 0,3 mT do 2.4 T (Azanza i

Calvo 2000).

7.4. Uloga uabaina u modulaciji fraktalne kompleksnosti bioelektri¢ne
aktivnosti Br neurona

S obzirom na ranije dokaze da je uticaj jaCeg magnetnog polja indukcije 10 mT
posredovan pove¢anom aktivno§éu Na'/K" pumpe, izrazen kao magnituda uticaja uabaina
izmerenog preko parametara bioelektricne aktivnosti (Nikolic i sar. 2012), u
eksperimentalni dizajn za prac¢enje promena kompleksnosti AP, ISI I IBI komponenata
uveden je uabain pre i nakon izlaganja magnetnom polju indukcije 10 mT (Slika 30).
Takode, iz navednih istrazivanja, kao 1 iz studije Nikoli¢ i sar. (2008), vidi se da jace
magnetno polje indukcije 10 mT za razliku od polja indukcije 2,7 mT moze da promeni
kompleksnost signala, kao 1 sve bioelektricne parametre akcionih potencijala u paketi¢ima
1 prate¢im ISI komponentama. Iz navedenih razloga je za eksperimente sa uabainom,
inhibitotom Na'/K" pumpe, primenjeno samo polje indukcije10 mT.

U radu je istrazivanjem uticaja uabaina na spontanu bioelektricnu aktivnost Br
neurona pre i nakon delovanja magnetnog polja indukcije 10 mT, demonstrirana upotreba
normalizovanih srednjih vrednosti empirijske raspodele FD kao senzitivnog, brzog i
pouzdanog metoda za otkrivanje promena u zastupljenosti AP, ISI i IBI komponenata. U
cilju iskljucivanja kasnog uticaja MP na aktivnost Br neurona i1 pripisivanja promena
delovanju uabaina nakon izlaganja magnetnom polju, koriS¢eni su jednominutni snimci

pre, tokom 1 nakon izlaganja magnetnom polju indukcije 10 mT.
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Kao $to se moze videti iz priloZenih rezultata (Slika 30), uabain dodat u komoricu
za registrovanje aktivnosti Br neurona nakon izlaganja magnetnom polju indukcije 10 mT
u odnosu na uabain dodat nakon kontrolnog snimanja, uslovljava manji porast uces¢a AP
kao 1 manji porast uces¢a IBI komponenata u normalizovanim srednjim vrednostima
empirijske raspodele FD. Uabain i magnetno polje indukcije 10 mT imaju suprotan uticaj
na zastupljenosti AP, ISI 1 IBI komponenata u normalizovanim srednjim vrednostima
empirijske raspodele FD (Slika 30), sto se moglo ocekivati s obzirom da MP povecava
aktivnost dok uabain inhibira aktivnost Na'/K" pumpe (Nikoli¢ i sar. 2012). Uabain i
uabain posle delovanja magnetnog polja uzrokuju isti trend promena zastupljenosti AP,
ISI 1 IBI komponenata u normalizovanim srednjim vrednostima empirijske raspodele FD u
odnosu na kontrolne uslove (Slika 30). Promene u kompleksnosti signala tj.zastupljenosti
komponenata u PMP periodu su bile u suprotnosti od promena nastalih delovanjem
uabaina pre i nakon delovanja magnetnog polja (Slika 30). Stoga, uticaj uabaina na
spontanu bioelektricnu aktivnost Br neurona nije posledica prolongiranog delovanja
magnetnog polja.

Uabain se jako dugo primenjuje kao lek za razlicite bolesti srca, kao $to je angina
pektoris (lat. angina pectoris) 1 sr¢ani udar (Fiirstenwerth 2010). S obzirom da je uticaj
uabaina na c¢elije srca verovatno izmenjen pod dejstvom magnetnog polja odredjene
indukcije, kao §to nasa istrazivanja pokazuju da je to slucaj sa neuronima, ljudi koji koriste
uabain kao lek trebalo bi da pripaze na izvore magnetnog zagadenja u Zivotnoj sredini, jer
pored promena u funkcionisanju nervnog sistema sve je vise dokaza o uticaju magnetnog
polja na kardiovaskularni sistem. Konstantno magnetno polje indukcije 5,5 mT i 12 mT
mogu da uti¢u na farmakolosku modulaciju krvnog pritiska kod zeceva i1 pacova (Okano i
Ohkubo 2005, 2007). Sugestija mnogih studija jeste da konstantno i promenljivo magnetno
polje mogu povoljno uticati na odredena klinicka stanja (Sandor i sar. 2007, Wang i sar.
2010a), medutim, nisu nam sasvim jasni mehanizmi kojima se ostvaruje to delovanje.
Tako npr. konstantno magnetno polje moze da reprodukuje efekat potencijalnog leka za
Parkinsonovu bolest pod nazivom ZM241385 (Wang i sar. 2010a).

Smanjena aktivnost Na'/K™ pumpe dovodi do pojave razli¢itih patologija u

kardiocitama kao S$to je ishemija, hipertrofija, reperfuzija (Fuller 2013). Smanjena
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aktivnost Na'/K" pumpe u proksimalnim tubularnim éeljama bubrega ¢oveka dovodi do
pojave hipertenzije (Holthouser i sar. 2010). Specificne mutacije gradivnih subjedinica
Na'/K" pumpe dovode do pojave niza neuroloskih poremecéaja kao §to su migrena,
distonija 1 Parkinsonova bolest (Benarroch 2011).

S obzirom da su mnoge bolesti povezane sa smanjenom aktivno$éu Na'/K™ pumpe,
na osnovu naSih istraZzivanja mozemo samo da pretpostavimo medicinsku korist od
poveéane aktivnosti pumpe nakon izlaganja magnetnom polju indukcije 10 mT. U
literaturi se mogu prona¢i dokazi da povecana aktivnost pumpe moze da povecava
memorijski u¢inak 1 da sluzi kao neuroprotektivni modulator protiv pojave Alchajmerove
bolesti (Zhang i sar. 2013) kao 1 da spre¢i smanjenu aktivnost pumpe u prirodnom procesu
starenja (Maurya i Prakash 2013). U ovom trenutku je teSko re¢i da li je izmenjena
spontana bioelektricna aktivnost neurona nakon dodavanja uabaina, a posle izlaganja
magnetnom polju, Stetna ili korisna, ali svakakao pacijenati koji koriste uabain morali bi

pripaziti na eventualno prisustvo umereno jakog konstantnog magnetnog polja.

7.5 . Zajednicka upotreba Higuclijeve fraktalne dimenzije i analize
nezavisnih komponenata u otkrivanju efekta magnetnog polja indukcije
2,7mT, 10 mT i uabaina

Higucijeva fraktalna dimenzija je primenjena u prvim koracima analize, pre
primene algoritma za izracunavanje ICA komponenata. Zajednicka upotreba Higucijeve
fraktalne dimenzije i ICA metode u elektrofiziologiji je viSestruko demonstrirana u vise
studija (Yeo i Lee 2001, Naik i sar. 2011, Spasic i sar. 2011c, Khoa i sar. 2012, Samavati i
sar. 2012). ICA analiza uticaja konstantnog magnetnog polja indukcije 2,7 mT je veé
prethodno publikovana u Spasi¢ i sar. (2011c). U ovim istrazivanjima u cilju daljeg
testiranja upotrebe ICA metode u analizi spontane bioelektricne aktivnosti neurona,
proSirena je kontrolna grupa za testiranje 2,7 mT (Slika 31) 1 analizirani su novi podaci
dobijeni eksperimentima sa magnetnim poljem indukcije 10 mT (Slika 32), uabainom 1
uabainom PMP (Slika 33). Takode, za svaki eksperimentalni uslov uvedena je podela na

AP, ISI i IBI segmente (Slike 31, 32, 33). Prosirena kontrolna grupa je potvrdila prethodne
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rezultate (Spasic¢ i sar. 2011c), a testiranjem ICA metode na novim setovima podataka
potvrdilo je njenu primenljivost u analizi pojedina¢ne neuronske aktivnosti. Rezultati ICA
metode su sa druge strane komplementarni rezultatima dobijenih upotrebom
normalizovanih srednjih vrednosti empirijske raspodele FD §to je dokazano u navedenim
istrazivanjima. ICA metoda je komplementarno fraktalnoj dimenziji pokazala uticaj
magnetnog polja indukcije 2,7 mT 1 10 mT na AP, ISI i IBI komponente. 1z rezultata ICA
metode se moZze videti da slabije polje indukcije 2,7 mT (Slika 31) uslovljava promene pre
svega u ISI segmentu u prvoj i drugoj ICA komponenti, dok jace polje od 10 mT (Slika
32), sem promena u ISI segmentu dovodi i do promena u AP segmentu druge ICA
komponente. Ono §to je novi doprinos ICA metode,nasuprot empirijskoj raspodeli FD jesu
vidljive promene ICA komponenata u IBI segmentu tokom i posle delovanja slabijeg i
jaCeg magnetnog polja (Slike 31, 32). Sa druge strane, upotreba normalizovanih srednjih
vrednosti empirijske raspodele FD je omogucdila precizno razdvajanje 1 kvantifikaciju
komponenata spontane bioelektricne aktivnosti Br neurona per se, a i za potrebe ICA
analize. Dakle, tek jednom zajednickom upotrebom obe metode bilo je mogude
diskriminisati celokupan uticaj ispitivanog magnetnog polja. Takode, ono $to se tek moglo
naslutiti iz rezultata o promenama kompleksnosti AP, ISI 1 IBI komponenata kao 1 iz ranije
studije uradene od strane Nikoli¢ i sar. (2008) o promenama bioelektri¢nih parametara
aktivnosti Br neurona jeste reverzibilnost/ireverzibilnost promena pod delovanjem oba
magnetna polja. ICA metoda je definitivno dokazala razlicit efekat 2,7 mT i 10 mT na
aktivnost Br neurona u smislu trajanja efekta u okviru ispitavanog vremenskog okvira. U
prethodnoj studiji koju su uradili Spasi¢ i sar. (2011c), kao 1 u ovoj studiji, nakon dopune
kontrolne grupe i podele segmenata, identifikovane su dve nezavisne ICA komponente
koje sugeriSu dva moguca izvora fraktalne kompleksnosti koja odgovaraju postojanju dva
suprostavljena celijska odgovora na prisustvo magnetnog polja indukcije 2,7 mT (Slika
31). Prva ICA komponeneta je identifikovana kao komponenta plasti¢nosti, a druga kao
komponenta elasti¢nosti. To znac¢i da postoje dva suprostavljena mehanizma tj. odgovora
na delovanje magnetnog polja indukcije 2,7 mT: jedan mehanizam (vidljiv preko prve
komponente) (Slika 31A) potencira delovanje magnetnog polja indukcije 2,7 mT, dok je

drugi mehanizam (komponenta elasti¢nosti) (Slika 31B) odgovoran za zaustavljanje
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delovanja magnetnog polja i uspostavljanja normalne bioelektricne aktivnosti. Nakon
razdvajanja dve nezavisne ICA komponente tokom i posle delovanja magnetnog polja
indukcije 10 mT, videlo se da ne postoji komponenta elasti¢nosti (fizicki postoje dve
komponente dobijene ICA analizom, ali se ponaSaju na istovetan nacin kao komponenta
elasti¢nosti), koja vraca aktivnost neurona na prethodno neizmenjeno stanje, ve¢ da postoji
samo komponenta plasticnosti (Slika 32). Dakle, postoji samo jedan ireverzibilan
mehanizam koji potencira delovanje magnetnog polja indukcije 10 mT i trajnu izmenu
Celijske fiziologije. Efekat magnetnog polja indukcije 2,7 mT je prolazan i Celijski
protektivni mehanizmi uspevaju da nadvladaju delovanje magnetnog polja. Suprotno
tome, jace polje izaziva trajne promene u neuronskoj fiziologiji verovatno preko
metaboli¢kih procesa koji menjaju aktivnost Na'/K' pumpe. Svakako, nema sumnje da su
obe komponente identifikovane, tokom i posle delovanja ispitivanog magnetnog polja,
jedino je pitanje koja ¢e komponenta prevagnuti u zavisnosti od indukcije ispitivanog
polja. Sa druge strane, nakon dodavanja uabaina pre i nakon delovanja magnetnog polja
nakon primene ICA metode razdvojene su dve komponente (Slika 33). Prva ICA
komponenta potvrduje rezultate prethodnih eksperimenata o izmenjenoj spontanoj
aktivnosti nakon delovanja jaceg magnetnog polja indukcije 10 mT u AP, ISI 1 IBI
segmentima signala (Slika 33B). Druga ICA komponenta potvrduje nalaze normalizovanih
srednjih vrednosti empirijskih distribucija FD, jer ukazuje na izmenjenu modulaciju
spontane bioelektricne aktivnosti Br neurona od strane uabaina nakon delovanja
magnetnog polja indukcije 10 mT u AP, ISI 1 IBI segmentima (Slika 33D).

ICA je veoma znacajna slozena statisticka tehnika koja se sve viSe koristi za
analizu bioloskih signala, posebno za analizu podataka dobijenih tehnikom fMRI (Biswal i
Ulmer 1999, Kiviniemi i sar. 2003, Eichele i sar. 2009), EEG poligrafskim registrovanjem
1 MRI oslikavanjem (Makeig i sar. 1996, James 2003, Eichele i sar. 2009, Huong i Linh
2013). Takode, ICA metoda nalazi sve viSe primena u genomici, posebno kada postoji
veliki broj podataka nastalih sekvenciranjem velikog broja gena (Lee and Batzoglou
2003). Skoro da ne postoje studije koje koriste ICA metodu za analizu pojedinacne
neuronske aktivnosti. Ova istrazivanja demonstriraju uspesnu i korisnu upotrebu ICA

tehnike za potrebe analize podataka dobijenih intracelijskim registrovanjem neurona.
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8. ZNACAJ RADA

U ovim istrazivanjima, uz pomo¢ Higucijeve fraktalne dimenzije kao nelinearne
tehnike u analizi signala, su po prvi put razdvojene AP, ISI i IBI komponente spontane
bioelektricne aktivnosti neurona. Takode, po prvi put su koris¢ene normalizovane srednje
vrednosti empirijskih raspodela FD za praenje promena spontane bioelektri¢ne aktivnosti
neurona nastale uticajem umereno jakog magnetnog polja indukcije (2,7 mT 1 10 mT) kao
i uabaina inhibitora Na"/K" pumpe. IstraZivanja su jedinstvena jer se po prvi put zajedno
koriste normalizovane srednje vrednosti empirijskih raspodela D i ICA metoda uopste, a
posebno u ispitivanju uticaja magnetnog polja na spontanu bioelektri¢nu aktivnost
neurona. Po prvi put su praéene promene ICA komponenata po izdvojenim AP, ISI i IBI
komponentama spontane bioelektri¢ne aktivnosti.

S obzirom na funkcionalni znacaj koji ima spontana bioelektri¢na aktivnost
neurona u nervnom sistemu ki¢menjaka i beski¢menjaka i s obzirom na veliki broj
istrazivanja koja se bave spontano aktivnim neuronima iz ugla bazi¢ne i primenjene nauke,
svaki nov, efikasan, brz i precizan metod za razdvajanje AP, ISI i IBI komponenata ¢ini
znacajan doprinos. Rezultati ovih istrazivanja sugeriSu upotrebu Higucijeve fraktalne
dimenzije ili, preciznije re¢eno, normalizovane empirijske raspodele FD u daljim
studijama spontano aktivnih neurona kod ki¢menjaka kao $to je slucaj sa neuronima
talamickog retikularnog jedra, neuronima cerebelarnog jedra i neurona kore velikog
mozga kako in vitro tako 1 in vivo. Pokazano je da nelinearan pristup u analizi
elektrofizioloskih signala veoma cesto ima prednost nad klasi¢nim lineranim kada se radi
o tacnosti 1 brzini dobijanja rezultata.

Magnetno polje, kako konstantno tako i promenljivo, predstavlja poseban izazov
za novu granu biologije koja se naziva magnetobiologija. Razvojom tehnologije, izvori
elektromagnetnog zagadenja u zivotnoj sredini rastu iz dana u dan u citavom svetu.
Svakodnevno smo izlozeni delovanju umerenog konstantnog magnetnog polja indukcije
nekoliko mT. Stoga u svetu su aktuelizovana istrazivanja uticaja konstantnog magnetnog
polja na bioloSke organizme. Nasa istrazivanja predstavljaju mali doprinos razumevanju

delovanja umereno jakog konstantnog magnetnog polja na nervni sistem vinogradskog
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puza. Medutim, s obzirom na visoku konzerviranost spontane bioelektri¢ne aktivnosti kroz
zivotinjsko carstvo 1 skoro istovetnih puteva delovanja konstantnog magnetnog polja na
neurone (Azanza i Calvo 2000) razumno je oc¢ekivati da ¢e razliCite vrednosti indukcije
magnetnog polja ispitivane na neuronima puza, na sli¢an nacin uticati na spontano aktivne
neurone sisara i coveka. Umereno jako konstantno magnetno polje indukcije od nekoliko
do nekoliko desetina mT, pokazuju terapijsko dejstvo, stoga se za vidljive promene u
aktivnosti Br neurona nakon izlaganja konstantnom magnetnom polju ne moze tvrditi da li
su krajnje dobre ili loSe. Mehanizmi Stetnog 1 terapijskog dejstva magnetnog polja tek
treba da se razjasne.

Uabain se poslednjih nekoliko vekova koristi kao lek za niz src¢anih oboljenja.
Takode, neke celije sisara lu¢e endogeni uabain. Ova istrazivanja ukazuju na neke aspekte
delovanja uabaina na modulisanje spontane bioelektricne aktivnosti neurona. Istrazivanja
pokazuju da je uticaj uabaina na promene AP, ISI i IBI komponenata spontane
bioelektricne aktivnosti Br neurona puza izmenjen u prisustvu umereno jakog magnetnog
polja iz Cega sledi oprez kod pacijenata koji koriste uabain kao lek. Mnoge bolesti su
povezane sa smanjenom aktivno$éu Na'/K™ pumpe, ali iz literature znamo da magnetno
polje pojacava aktivnost ovog transmembranskog enzima, tako da se mozda i ovde nazire
moguci terapijski potencijal magnetnog polja. Neka buduca istrazivanja mozda mogu da
odgovore na to pitanje.

Upotreba ICA metode u analizi spontane bioelektricne aktivnosti moze da
pomogne u pronalazenju izvora fraktalne kompleksnosti kao 1 u pracenju pretpostavljenih
mehanizama odgovora ¢elija na prisustvo nekih spoljasnjih stimulusa kao $to je slucaj sa
magnetnim poljem. U istrazivanjima smo predstavili snagu zajednicke upotrebe
Higucijeve fraktalne dimenzije i ICA metode u rasvetljavanju uticaja magnetnog polja i
uabaina na spontanu bioelektricnu aktivnost Br neurona, $to znaci da se ove dve metode
mogu koristiti u buducnosti za potrebe rasvetljavanja uticaja magnetnog polja velikih
indukcija, ali i drugih hemijskih jedinjenja koji moduliSu spontanu bioelektri¢nu aktivnost
neurona. Zajedni¢ka upotreba ove dve metode, ali 1 kombinovanje sa drugim
matematickim 1 statistickim metodama u analizi signala, moze pruziti nove informacije

kada se radi o fizioloSkoj, ali i patofizioloSkoj neuronskoj aktivnosti u nizu neuroloskih
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bolesti (Huong i Linh 2013). Svakakao moze se re¢i da je u modernoj nauci vise nego ikad
neophodno istu problematiku posmatrati iz viSe uglova, kao 1 da se upotrebom novih
tehnika analize signala, iznova otkrivaju deli¢i slagalice koji su ostali sakriveni u sloZenim
signalima bioloskog porekla tokom nekih ranijih, ne manje vrednih, pristupa. Stoga,
najbolji 1 najpotpuniji rezultati nastaju kada se zajedno primene klasi¢na analiza neuronske
aktivnosti, nelinerane 1 razvijene statisticke metode. Buduca istrazivanja nervnog sistema
temeljice se na klasicnim pristupima neuronauke koji se mogu oznaciti kao
redukcionisticki, ali i uz pomo¢ najnovijih saznanja nelinearnih nauka (Korn i Faure

2003).
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9. ZAKLJUCCI

Zakljuéci o upotrebi Higudijeve fraktalne dimenzije kao nove metode u razlaganju

komponenata spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona:

1. Higucijeva fraktalna dimenzija je brz i efikasan nelinearan metod za razdvajanje
AP, ISI 1 IBI komponenata slozene bioelektricne aktivnosti Br neurona

vinogradskog puza.

2. Po prvi put u analizi signala dobijenih intracelijskim registrovanjem su uspesno
razdvojene komponente slozene bioelektricne aktivnosti neurona upotrebom
Higucijeve fraktalne dimenzije.

3. Za potrebe razdvajanja AP, ISI i IBI komponenata po prvi put smo koristili
normalizovane srednje vrednosti empirijskih raspodela FD.

4. Aproksimacija normalizovanih srednjih vrednosti empirijskih raspodela FD uz
pomo¢ Gausove funkcije je omogucila razdvajanje AP, ISI i IBI komponenata.

5. Higucijeva fraktalna dimenzija se moze koristiti za razdvajanje komponenata
bioelektricne aktivnosti neurona ki¢menjaka i1 beski¢menjaka u istrazivanjima

fizioloskih 1 patoloskih stanja.

Zakljucci o uticaju umereno jakog magnetnog polja indukcije 2.7 mT 1 10 mT na promene

kompleksnosti spontane bioelektri¢ne aktivnosti Br neurona:

1. Magnetno polje indukcije 2,7 mT i 10 mT uti¢e na znaCajne promene
zastupljenosti AP 1 ISI komponenata u normalizovanim srednjim vrednostima

empirijskih raspodela FD.

2. Slabije magnetno polje indukcije 2,7 mT znacajno povecava zastupljenost ISI
komponente, dok 10 mT smanjuje zastupljenost AP uz povecanje zastupljenost
ISI komponente u normalizovanim srednjim empirijskim raspodelama FD.

3. Nijedno od istrazivanih indukcija magnetnog polja ne menja znacajno ucesce

IBI komponente.
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Zakljucéci o uticaju uabaina na promene kompleksnosti spontane bioelektri¢ne aktivnosti

Br neurona pre i nakon delovanja magnetnog polja indukcije 10 mT:

1. Uabain nakon izlaganja magnetnom polju indukcije 10 mT, u odnosu na uabain
dodat nakon kontrolnog snimanja, uslovljava manji porast uces¢a AP i IBI

komponenata u normalizovanim srednjim empirijskim raspodelama FD.

2. Uabain 1 magnetno polje indukcije 10 mT imaju suprotan uticaj na promene
kompleksnosti signala tj. na zastupljenost AP, ISI i IBI komponenata.

3. Uabain i uabain posle delovanja magnetnog polja indukcije 10 mT uzrokuju isti
trend promena u uces¢u AP, ISI 1 IBI komponenata u odnosu na kontrolu.

4. Promene u zastupljenosti komponenata u periodu nakon izlaganja magnetnom
polju indukcije 10 mT su u suprotnosti od promena nastalih delovanjem uabaina
pre i nakon delovanja magnetnog polja. Stoga, uticaj uabaina na spontanu
bioelektricnu aktivnost Br neurona nije posledica prolongiranog delovanja

magnetnog polja.

Zakljucci o upotrebi ICA metode u praéenju promena spontane bioelektriéne aktivnosti Br

neurona pre, tokom 1 nakon delovanja magnetnog polja indukcije (2.7 mT 1 10 mT) 1

uabaina:

1. Upotrebom ICA metode razdvojene su dve ICA komponente pre, tokom i nakon

delovanja magnetnog polja indukcije (2,7 mT, 10 mT) 1 uabaina.

2. ICA metoda pokazuje da je tokom i nakon delovanja magnetnog polja indukcije
2,7 mT moguce identifikovati komponentu plasticnosti 1 komponentu
elasti¢nosti. Komponenta plastiCnosti sugeriSe postojanje unutaréelijskog
mehanizma koji potencira delovanje polja, a komponenta elasti¢nosti ukazuje na
suprotan, protektivan ¢elijski mehanizam koji zaustavlja delovanje magnetnog
polja.

3. Tokom i nakon delovanja jateg magnetnog polja indukcije 10 mT, bilo je

moguée razdvojiti dve ICA komponente, medutim obe komponente se mogu
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proglasiti da predstavljaju komponentu plasticnosti koja sugeriSe da jace
magnetno polje trajno menja fiziologiju Celije.

4. Primenom ICA metode nasuprot normalizovanoj empirijskoj raspodeli FD
otkrivene su i promene u IBI segmentu tokom i posle delovanja oba magnetna
polja.

5. Druga ICA komponenta u uslovu uabaina nakon izlaganja magnetnom polju
indukcije 10 mT ukazuje na izmenjenu uabain zavisnu modulaciju spontane

bioelektricne aktivnosti nakon delovanja magnetnog polja.

Zakljuéci o zajednickoj upotrebi Higudijeve fraktalne dimenzije i ICA metode u analizi

uticaja magnetnog polja i uabaina:

1. Zajednicka upotreba Higucijeve fraktalne dimenzije i ICA metode omogucava
brzo, efikasno i precizno pracenje uticaja magnetnog polja i uabaina na

spontanu bioelektri¢énu aktivnost neurona.

2. Metode su uzajamno komplementarne jer se rezultati njihove primene
podudaraju i dopunjavaju.

3. Razdvajanje elemenata bioelektricne aktivnosti Br neurona uz pomo¢
Higucijeve fraktalne dimenzije omoguéilo je pracenje ponaSanja ICA
komponenata po AP, ISI i IBI segmentima. Ovo je prvi ovakav doprinos
Higucijeve fraktalne dimenzije ICA metodi kada se radi o analizi spontane
bioelektricne aktivnosti neurona.

4. Predlaze se upotreba Higucijeve fraktalne dimenzije 1 ICA metode za analizu

aktivnosti pojedina¢nih neurona u fizioloskim i patoloskim stanjima.
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