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Starenje

Starenje je prirodan, vremenski zavisan proces koji karakteriSe progresivna pojava
ireverzibilnih promena u ¢elijama, tkivima i organima, $to rezultira opadanjem samo-
regulatornih bioloskih, socijalnih i psihi¢kih sposobnosti jedinke (Birren i Schaie, 1990).
Izvesni autori tumace starenje kao proces koji je usko povezan sa razvojem i predstavlja
njegovu dopunu. To znadi da se razvoj 1 starenje mogu da odvijaju istovremeno Sto
onemogucava precizno odredivanje zivotne dobi u kojoj starosne promene pocinju da se
javljaju (Birren i Schaie, 1990). Pored velikih individualnih razlika u procesu starenja,
postoje i velike razlike u dinamici starenja razli¢itih organskih sistema unutar istog
organizma. Leslie (2001) navodi postojanje primarnog i sekundarnog starenja. Primarno,
odnosno fizioloSko starenje (senescencija) obuhvata normalne, fizioloSke procese Kkoji su
determinisani unutrasnjim bioloskim faktorima i posledica je sazrevanja ili protoka vremena.
Sekundarno starenje ukljuCuje patolosSke poremecaje i opadanje funkcije organizma s
godinama Sto predstavlja posledicu dejstva faktora okoline.

Starost ipak ne predstavlja sinonim za bolest. Do danas je predloZeno viSe od tri stotine
teorija starenja. Medutim, razli¢ite naucne discipline koje se bave proucavanjem ovog
problema uglavnom, uglavnom navode kao njegove najvaznije uzroke razliite procese
zavisno od predmeta svog interesovanja. Ipak, i pored mnogobrojnih sprovedenih istraZivanja
fundamenti starenja su ostali nerazjadnjeni.

Prema Troen - u (2003) starenje karakteriSu porast mortaliteta, promene biohemijske
strukture tkiva (smanjenje “suve” mase tela i tezine kostiju, nepromenjena koli¢ina masnog
tkiva, dok nivo biomarkera starenja, npr. lipofuscina, raste), pad kapaciteta fizioloskih
funkcija, umanjena sposobnost adaptacije organizma na faktore okoline i, poveéana

ucdestalost raznih bolesti.

Teorije starenja

lako ne postoji jedna jedinstvena, sveobuhvatna teorija koja bi objasnila proces starenja u
svoj njegovoj sloZenosti, u literaturi su prisutni pokusaji da se teorijski objedine i obrazloze
empirijski nalazi dobijeni kao rezultat istrazivanja pojedinih naué¢nih disciplina koje se bave

starenjem. Tako se obi¢no spominju bioloske, socijalne i psiholoske teorije starenja, koje
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pokuSavaju objasniti ulogu tri bazi¢ne grupe faktora — bioloskih, socijalnih i psiholoskih, u
procesu starenja.

Bioloske teorije starenja imaju za cilj da objasne uzroke i mehanizme starenja na nivou
¢elije, organa i organizma kao celine. Postoji veliki broj bioloskih teorija, ali ni jedna od njih
nije dala potpuno zadovoljavaju¢i odgovor na pitanje zasto, odnosno kako ljudski organizam
stari i umire. Perlmutter i Hall (1992) kao bioloske navode genetske teorije koje se
oznacavaju joS i kao razvojne ili teorije programiranog starenja i stohasticke teorije. Genetske
teorije polaze od pretpostavke da je starenje genetski programiran proces koji se aktivira
odmah nakon dostizanja reproduktivne zrelosti jedinke, pri ¢emu postoji mogucénost njegove
kasnije modifikacije pod uticajem faktora okoline. Stohasticke teorije pretpostavljaju da
starenje predstavlja rezultat akumulacije oste¢enja koja nastaju sluc¢ajno tokom Zivota i mogu
biti izazvana bilo unutradnjim bilo spoljasnjim faktorima. Oni, u ¢elijama organizma mogu da
direktno oStete molekule proteina, odnosno DNK ili to ¢ine posredno formiranjem slobodnih
radikala. Od ostalih teorija, u bioloske se mogu svrstati i sledece:

1. Evolucione teorije koje pokusSavaju da objasne razliku u duzini zivota razlicitih bioloskih
vrsta kao posledicu procesa mutacija i selekcije gena. U ovu grupu teorija se ubrajaju:

a. Teorija akumulacije mutacija (Weinert i Timiras, 2003) prema kojima je proces
starenja nastaje usled akumulacije greSaka u DNK molekulu somatskih ¢elija, Sto
predstavlja posledicu oste¢enja mehanizama za popravku DNK molekula.

b. Teorija antagonisticke plejotropije (Gavrilov i Gavrilova, 2001) se temelji na
pretpostavci da odredeni gen moze ispoljavati efekat na viSe svojstava organizma
(plejotropija) i da ovi plejotropni ucinci mogu razliito uticati na stepen
prilagodenosti jedinke u razli¢itim periodima njenog zivota.

c. Teorija smanjene regeneracije somatskih celija (Kirkwood, 2002) tvrdi da starenje
nastaje usled stalnog troSenja i smanjene regeneracije somatskih celija tokom
zivota jedinke. Naime prema ovoj teoriji, $to je mortalitet jedinki odredene vrste
veéi usled faktora okoline, to njihov organizam manje ulaze u regeneraciju i
reparaciju somatskih ¢elija, a viSe u reprodukciju, Sto na kraju rezultira njihovim
kra¢im zivotnim vekom.

2. Sistemske teorije smatraju da se uzrok starenja organizma nalaze izvan celije. U ovu
grupu teorija ubrajaju se:

a. Imunoloske teorije (Kirkwood, 2003) smatraju da mnogi efekti starenja nastaju

kao rezultat smanjene sposobnosti imunog sistema da razlikuje sopstvene od
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stranih antigena ¢ime objasnjavaju vecu incidencu autoimunih bolesti kod starijih
osoba.

b. Neuroendokrine teorije (Rubin i Farber, 1998; Lamberts i sar.,1997; Straub i sar.,
2001; Troen, 2003) pretpostavljaju da starenje nastaje kao rezultat promena
prevashodno na nivou ¢elija sistema koji imaju regulatornu i kontrolnu ulogu u
organizmu, kao $to su ¢elije nervnog, endokrinog i imunog sistema. Za ove teorije
starenje je posledica aktivnosti genetskog programa Kkoji je zapisan u céelijama
CNS-a. One kontroliSu funkciju ¢elija periferernih tkiva posredstvom signala koji
se prenose nervnim impulsima i hormonima. Utvrdeno je da tokom starenja dolazi
do pada neuroendokrine funkcije hipotalamusa, a samim tim i hipotalamo-
hipofizno-adrenalne osovine Sto se smatra procesom najodgovornijim za nastanak
promena tokom procesa starenja.

C. Teorije stresa (Weinert i Timiras, 2003) isticu da se sa starenjem, nivo
antioksidativne zaStite smanjuje, raste koncentracija slobodnih radikala u
organizmu jedinke, Sto potencira oksidativni stres, oSte¢enje DNK 1 na kraju
inicira procese mutageneze, karcinogeneze, starenje 1 smrt ¢elija.

3. Celijske teorije se zasnivaju na rezultatima brojnih istraZivanja koji ukazuju da se tokom
zivota u ¢elijama nakupljaju oStecenja koja dovode do postepenog pada njihovog rasta i
gubitka funkcije. To vodi ka postepenom slomu normalnih homeostatskih mehanizama. U
OVU grupu teorija spadaju sledece teorije:

a. Membranske teorije (Kowald, 2001) isticu da sa starenjem dolazi do poremecaja
odnosa zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina, peroksidacijie lipida i vece
rigidnosti  ¢elijske membrane. U krajnjoj fazi dolazi i do poremecaja
propustljivosti kako plazma membrane, tako i membrana subcelularnih struktura.

b. Mitohondrijalne teorije (Kowald, 2001) starenja zasnovane su pretpostavci
dugogodisnje akumulacije mutacija mitohondrijalne DNK, Sto ima za posledicu
narusavanje integriteta i funkcionalnosti ¢elija, apoptozu i starenje organizma.

c. Teorije replikativne starosti (Leslie, 2001; Campisi, 2003; Troen, 2003) isti¢u da
se ovaj fenomen manifestuje najpre kao smanjenje, a zatim i gubitak mitotske
aktivnosti celija organizma. Danas se smatra da replikativnu starost odreduje
popustanje molekularnog sata koji odrzava tok ¢elijskih deoba.

d. Teorije telomera (Blackburn, 2000) se zasnivaju na ¢injenici da su ¢elije koje su
prestale, ili se sporije dele brojnije u starim organizmima. Tokom starenja dolazi

do smanjenja aktivnosti enzima telomeraze i skradivanja terminalnih delova
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hromozoma oznacenih kao telomere nakon ¢elijskih deoba. Posle odredenog broja
deoba telomere se gube i takve celije prestaju da se dele, $to ima za posledicu
njihovo starenje i starenje organizma uopste.

U literaturi ne postoji potpuni konsenzus medu autorima kako o sistemu klasifikacije
teorija uopste, tako ni o razvrstavanju pojedinih teorija u odgovarajuce grupe. Ipak, u vecini
slucajeva postoji saglasnost da se ove teorije medusobno ne iskljucuju, ve¢ dopunjuju jedna
drugu i zajedno daju potpuniju sliku procesa starenja. Sam proces starenja je veoma
kompleksan tako da najverojatnije predstavlja posledicu aktivnosti viSe procesa, i to
naslednih i steCenih, zatim genetski programiranih i slucajnih, i kona¢no njihovih

medusobnih interakcija tokom Zivota.

Anatomske karakteristike unutrasnje strane hemisfere velikog

mozga

Klasi¢na anatomska literatura (Standring, 2008) navodi da hemisfera velikog mozga ima
oblik uzduzno presecenog ovoida, na kome se opisuju 3 strane, gornje spoljasnja (facies
superolateralis), donja (facies inferior) i unutrasnja (facies medialis) strana, koje medusobno
razdvajaju tri ivice, gornja (margo superior), donje unutrasnja (margo inferomedialis) i donje
spoljasnja (margo inferolateralis). Najrostralniji deo hemisfere oznacava se kao prednji ili
¢eoni pol (polus frontalis). Najkaudalniji deo se oznacava kao zadnji ili potiljacni pol (polus
occipitalis). Na bocnoj strani se nalazi spoljasnji ili slepoocni pol (polus temporalis).
Unutras$nje strane leve i desne hemisfere odvojene su meduhemisfericnom pukotinom (fissura
longitudinalis cerebri) u koju se zavlaci duplikatura tvrde mozdanice, ozna¢ena kao mozdani
srp (falx cerebri). Sredi$nji delovi hemisfera spojeni su pomo¢u mozdanih spojnica, od kojih
je najveca zuljevito telo (corpus callosum). Oko njega se na ovoj strani hemisfere pruzaju tri
koncetri¢na pojasa mozdanih vijuga: unutraSnji, srednji i spoljasnji. Ove pojase medusobno
razdvajaju dva grani¢na zleba. Izmedu srednjeg i spoljanjeg pojasa nalaze se pojasni Zleb
(sulcus cinguli) u prednjem i subparijetalni zleb (sulcus subparietalis) u zadnjem delu, koji se
dalje nastavlja kolateralnim Zzlebom (sulcus collateralis) na donjoj strani hemisfere. U
zadnjem delu, cingularni zleb skrece naviSe, prema gorjoj ivici hemisfere dajuci grani¢ni zleb
(sulcus marginalis). Na unutradnju stranu hemisfere prelaze i neki od Zlebova sa
superolateralne strane (precentralni, centralni, postcentralni i parietookcipitalni). U predelu

okcipitalnog reznja spoljasnjeg pojasa nalazi se kandzasti zleb (sulcus calcarinus). Izmedu
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unutrasnjeg i srednjeg pojasa nalazi se kalozni zleb (sulcus corporis callosi) koji se kaudalno
nastavlja hipokampalnim zlebom (sulcus hippocampalis).

Spoljasnji koncentri¢ni pojas je lobarni i ¢ine ga unutra$nje strane frontalnog,
parijetalnog i okcipitalnog reznja. U prednjem delu ovog pojasa, nalazi se srednja ¢eona
vijuga (gyrus frontalis medialis), koja se pruza do precentralnog Zleba. Iza nje se nalazi
paracentralni reznji¢ (lobulus paracentralis), koji se pozadi pruza sve do postcentralnog zleba.
Deo parijetalnog reznja koji se nalazi na unutrasnjoj strani hemisfere pozadi paracentralnog
reznji¢a i pruza sve do parijetookcipitalnog Zleba oznacava se kao prekuneus (precuneus).
Kaudalno se nalazi cuneus. On pripada okcipitalnom reznju i pruza se do kanzastog zleba,
ispod koga se nalazi jezi¢na vijuga (gyrus lingualis), koja jednim svojim delom pripada i
donjoj strani hemisfere (Standring, 2008).

Srednji pojas se oznacava kao limbicka vijuga (gyrus limbicus) jer obuhvata grani¢ne
delove frontalnog, parijetalnog i temporalnog reznja prema hipotalamusu (Snell, 2010).
Ovom pojasu pripada subkalozno polje (area subcallosa), koje se nastavlja navise pojasnom
vijugom (gyrus cinguli), zatim njenim suzenim delom (isthmus gyri cinguli) i zavrSava se na
donjoj strani hemisfere parahipokampalnom vijugom (gyrus prahippocampalis). Ona se
nalazi izmedu hipokampalnog zleba medijalno i kolateralnog Zleba lateralno. Na prednjem
kraju ove vijuge nalazi se kljun (uncus gyri parahhipocampalis) koji je mirisnim zlebom
(sulcus rhinalis) odvojen od okolnog dela kore. (Standring, 2008).

Unutrasnji pojas takode predstavlja deo limbi¢kog sistema, oznaCava se kao
intralimbicka vijuga (gyrus intralimbicus) i sastoji se iz delova koji nisu medusobno jasno
razgraniceni. Paraterminalna vijuga (gyrus paraterminalis) se nalazi izmedu paraolfaktivnog
polja napred i lamine terminalis pozadi. Ona se nastavlja u sivu spojnicu (indusium griseum)
koja bez jasne granice prelazi u fasciolarnu vijugu (gyrus fasciolaris). Na fasciolarnu vijugu
se nastavlja zupcasta vijuga (gyrus dentatus) na koju se nadovezuje zavrsni deo ovog pojasa,

traka kljuna (tractus s.limbus unci) (Snell, 2010).
Limbicki sistem

Delovi medijalne i donje oblasti hemisfere pripadaju filogenetski starijem delu
telencefalona koji se oznacava kao limbicki sistem. On se jo§ oznacava i kao visceralni ili
emocionalni mozak $to ukazuje na njegovo ucesce u emocionalnom i seksualnom ponasanju,
kao i1 pam¢enju. U funkcionalnom smislu sastoji se iz limbickih jedara koja su povezana sa

odredenim kortikalnim zonama. Prema tome, koncept limbickog sistema je prevashodno
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zasnovan na funkcionalnim vezama izmedu struktura koje ga sacinjavaju, dok su anatomske
granice istih nejasno definisane (Kahle i Frostcher, 2002).

Kortikalni regioni koji pripadaju limbickom sistemu nalaze se na medijalnoj strani
hemisfere velikog mozga i mogu se podeliti u spoljasnji i unutradnji pojas. Spoljasnji pojas
¢ine delovi kore koji strukturalno predstavljaju prelazne zone izmedu neokorteksa i
arhikorteksa i oznacavaju se kao periarhikorteks. Tu spadaju area subcalosa, gyrus cinguli,
isthmus gyri cinguli, gyrus parahippocampalis. Unutrasnji pojas c¢ine arhikortikalne 1
paleokortikalne zone kore velikog mozga u koje spadaju hipokampalna formacija i njena
najveCa veza mozdani svod (fornix), septalno podrucje, dijagonalna traka Broca-e i
paraterminalna vijuga. Vaznu komponentu limbickog sistema predstavlja i amigdaloidno
telasSce (corpus amygdaloideum). Subkortikalna jedra koja su povezana sa napred navedenim
kortikalnim regionima, takode pripadaju limbickom sistemu. Tu spadaju bradavicasto telaSce
(corpus mamillare), prednja talamic¢ka jedra, habenularna jedra epitalamusa, zadnje kao i
prednje tegmentalno jedro i interpedunkularno jedro srednjeg mozga (Kahle i Frotscher,
2002).

Hipokampalna formacija (formatio hippocampi)

Veoma vaznu komponentu limbickog sistema predstavlja hipokampalna formacija. Ona
se sastoji iz zupcCaste vijuge (gyrus dentatus), hippocampus-a i subikularnog kompleksa, koji
predstavlja prelazno podruc¢je izmedu hipokampusa i entorinalne kore parahipokampalne
vijuge i ¢ine ga prosubiculum, subiculum proper, presubiculum i parasubiculum (Kerr i sar.,
2007).

Hipokampus se na osnovu citoarhitektonskih kriterijuma na popre¢nom preseku deli na
Cetiri zone. Prva zona nalazi se na prelazu izmedu subikuluma i hipokampusa. Zatim slede 11
i 111 zona koje daju karakteristi¢an uvijen izgled preseku hipokampusa, dok se 1V zona nalazi
u hilusu zupcaste vijuge (gyrus dentatus) (Kerr i sar., 2007).

Histoloski, hipokampus pripada filogenetski delu kore velikog mozga koji se oznacava
kao arhikorteks. Idu¢i od ventrikularne strane, koja ¢ini unutra$nji zid temporalnog roga
bo¢ne mozdane komore i na njemu izaziva ispupcenje pes hippocampi, hipokampus se iduci
put unutra, sastoji iz sledecih slojeva: 1 - povrsni sloj bele mase koji je okrenut ka
temporalnom rogu bo¢ne mozdane komore, sadinjen iz primarnih eferentnih vlakana
hipokampusa oznacava se kao alveus; Il - unutra od njega nalazi se polimorfni sloj (stratum

oriens) koji sadrzi bazalne dendrite piramidalnih ¢elija, kao i korpaste (“basket”) ¢elije; III -
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piramidalni sloj koji sadrzi tela piramidalnih celija, glavne strukturalne komponente
hipokampusa; IV - najmedijalnije se nalaze stratum radiatum i V-stratum lacunosum —
moleculare, koji se sastoje iz apikalnih dendrita piramidalnih ¢elija i1 aferentnih vlakana
poreklom iz entorinalne zone parahipokampalne kore (perforantni snop) (Siegel i Sapru,
2011).

Veze hipokampalne formacije se dele na aferentne i eferentne. Aferentna vlakna
hipokampalne formacije predominantno dospevaju iz entorinalnog polja (area entorhinalis)
parahipokampalne kore preko perforantnog snopa (fasciculus perforans). Vecina vlakana
ovog puta zavrSava u molekularnom sloju gyrus dentatus-a gradec¢i sinapse sa dendritima
zrnastih ¢éelija. Nastavci zrnastih éelija gyrus dentatus-a zavrSavaju u molekularnom sloju
CA3 zone hipokampusa gradeéi sinapse sa dendritima piramidalnih neurona. Kolateralni
nastavci ovih neurona zavrSavaju grade¢i sinapse sa piramidalnim neuronima CAl zone
hipokampusa. Ovakav nacin prenoSenja nervnog impulsa se oznacava kao trisinapticki put
hipokampusa. Holinergicka septohipokampalna aferentna vlakna preko forniksa dospevaju u
hipokampalnu formaciju i entorinalno polje. Piramidalni neuroni CAl zone dalje daju
eferentna vlakna za subikulum (Jeffery, 2007).

Eferentna vlakna hipokampalne formacije uglavnom poticu iz ¢elija subikuluma i, u
manjoj meri, iz piramidalnih ¢elija hipokampusa. Aksoni ovih neurona preko alveus-a
nastavljaju preko fimbrije hipokampusa da se pruzaju kroz fornix. Ova glutaminergi¢na
vlakna grade najve¢i deo forniksa. U nivou prednje moZdane komisure (commissura cerebri
anterior), fornix se deli na postkomisuralni i prekomisuralni deo. Vlakna koja poti¢u iz
subikuluma uglavnom ¢ine postkomisuralni forniks i zavrSavaju se najveim delom u
medijalnom mamilarnom jedru, a manjim delom i u ventromedijalnom jedru hipotalamusa,
jedrima dorzalnog talamusa i ventralnoj tegmentalnoj arei. Prekomisuralni forniks se sastoji
od hipokamposeptalnih, kao i iz septohipokampalnih vlakana, koja zavrSavaju u septalnim
jedrima, medijalnoj oblasti frontalne kore, preoptickim i prednjim jedrima hipotalamusa i, u
nucleus accumbens septi (Kerr i sar., 2007).

Papez-ov krug predstavlja niz veza izmedu viSe razli¢itih kortikalnih 1 subkortikalnih
struktura limbi¢kog sistema i oznacava se jo$ i kao limbi¢ki krug telencefalona. Medijalno
mamilarno jedro je preko mamilotalamickog trakta povezano sa prednjim jedrima talamusa.
Ona su preko difuznih talamokortikalnih projekcija povezane sa korom gyrus cinguli koja je
cingulumom povezana sa entorinalnim poljem parahipokampalne kore. Ovo polje prima i

brojne informacije iz razli¢itih oblasti neokorteksa. Iz njega, preko napred opisanog
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trisinaptickog puta hipokampusa, informacija se najve¢im delom preko postkomisuralnog
forniksa prenosi u mamilarno telo (Agster, 2009).

Najvazniju funkciju hipokampalne formacije predstavlja pamcenje, odnosno
konsolidacija i1 razdvajanje dugorocnog od neposrednog i kratkorocnog pamcenja. Kako se
veliki broj razli¢itih informacija koje stalno pristizu u mozak zaboravlja, hipokampus
verovatno predstavlja onu strukturu koja je odgovorna za selekciju koje ¢e od njih da se
zapamte, a koje ne pamte. Ovo potkrepljuje i ¢injenica da pacijenti sa hipokampalnim
lezijama mogu izvr8avati neki zadatak koji traje nekoliko sekundi ili minuta, ali ako im se sa
tog zadatka kratkotrajno skrene paznja, ne mogu ga nakon toga izvrSe do kraja. Drugim
re¢ima, tokom takvih poremecaja kratkorocno iskustvo se ne inkorporira u dugorocno
pamcenje (Burgmans i sar., 2011). Klini¢ki poremecaji poput Alzheimer-ove demencije, kod
koje su patoloSke promene lokalizovane u hipokampalnoj formaciji i/ili drugim strukturama
Papez-ovog kruga, kao i ishemijska oSteCenja CA1l zone hipokampusa, predstavljaju
prakti¢nu potvrdu ucesc¢a hipokampalne formacije u procesima pamcenja (Thangavel i sar.,
2008).

Anatomske karakteristike parahipokampalne kore

Medijalni temporalni rezanj (MTR) predstavlja veliki i kompleksan sistem koji ukljucuje
brojna polja cerebralnog korteksa i hipokampus (Eichenbaum i Lipton, 2008). U literaturi su
dati razli¢iti podaci o sastavnim delovima MTR - a. Van Hoesen i sar., (1995) navode kao
njegove sastavne delove amigdaloidni kompleks, hipokampalnu formaciju i njoj susedne
povrsne alokortikalne i perialokortikalne zone parahipokampalne vijuge koje je prekrivaju i

predstavljaju sastavne delove limbi¢kog reznja.
Podela parahipokampalne kore

U literaturi se mogu pronadi razlic¢ite podele parahipokampalne kore (PC), ali generalno
je prihvacen stav da se ona sastoji iz rostralnog dela ili peririnalne kore (PRh), srednjeg dela
ili entorinalne kore (EC) i kaudalnog dela ili zadnje prahipokampalne kore (PPC) (kod
glodara se oznacava i kao postrinalna kora), dok Van Hoesen i sar., (1995) navodi da u sastav
MTR - a ulazi i kora temporalnog pola.

Insausti i sar. (1998) u svojim radovima veoma detaljno opisuju granice sastavnih delova
MTR - a (Slika 1). Oni koru temporalnog pola oznacavaju kao temporopolarna kora (TP), u

Ciji sastav svrstavaju i deo kore koji se pruza nekoliko mm kaudalno od njega. Ovaj deo MTR
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- a oni oznacavaju i kao primarna olfaktivna kora i navode da u njoj zavrSavaju vlakna
lateralne olfaktivne trake. Njegovu kaudalnu granicu predstavlja vertikalno orijentisan rinalni
sulkus koji moze biti razli¢ite duzine. Ventralnu granicu ¢ini rostralni kraj kolateralnog Zleba.
Dorzalnu granicu predstavljaju brojni sitni Zlebovi koji medusobno razdvajaju Schwalb-ove
vijuge. Dalje, Insausti i sar. (1998) navode da deo parahipokampalne vijuge koji se pruza
kaudalno od TP, sacinjava unutra$nju usnu kolateralnog Zleba i nalazi se izmedu entorinalne i
donje temporalne kore, predstavlja peririnalnu koru (oblast 35 po Brodmanu). Rostralna
granica PRh se nalazi nekoliko mm ispred nivoa limen-a insule, u proseku 24 mm posteriorno
u odnosu na temporalni pol. Rostralni kraj kolateralnog sulkusa takode moze da predstavlja
koristan orijentir u odredivanju granice izmedu TP i PRh. Ipak, u mnogim slu¢ajevima, ovaj
Zleb poseduje veoma varijabilan pravac pruzanja, veli¢inu, a moze i ispoljavati asimetriju na
levoj i desnoj hemisferi velikog mozga. Kaudalna granica ovog dela kore se nalazi u nivou
najkaudalnijeg dela uncus-a parahipokampalne vijuge, Sto odgovara mestu gde se uocava
nagli pad Sirine EC. Medijalno, PRh se grani¢i sa EC u nivou medijalne usne kolateralnog
Zleba. Lateralno se PRh granié¢i sa korom donje temporalne vijuge (area 20 po Brodmann-u).
Polozaj makroskopske granice izmedu ove dve kortikalne zone je varijabilan 1 zavisi od
dubine kolateralnog zleba. Tako, pri normalnoj dubini kolateralnog sulkusa (1 — 1.5 cm),
granica se nalazi u nivou lateralne ivice kolateralnog Zleba. Rede je ovaj zleb pli¢i (< 1 cm)
ili je mestimic¢no pli¢i, ili ¢ak isprekidan mosti¢ima mozdanog tkiva i u tom slucaju je ova
granica pomerena lateralno, u nivou sredisSnjeg dela okcipitotemporalne (fuziformne) vijuge.
VVeoma retko kolateralni Zleb je dublji od 1.5 cm, pri ¢emu Se tada granica izmedu ova dva
kortikalna polja nalazi u nivou lateralne usne kolateralnog Zleba.

Srednji i ujedno najveéi deo parahipokampalne vijuge sainjava entorinalna kora u kojoj
se nalaze “mrezaste ¢elije” (Hafting i sar., 2005). Entorinalna kora predstavlja deo PC koji se
nalazi medijalno od kolateralnog Zleba. Njen rostralni kraj se nalazi, u proseku 2 mm
kaudalno od limena insulae. U tom nivou je od periamigdaloidne kore odvojena sa
semianularnim Zlebom. Njenu medijalnu granicu rostralno predstavlja dno sulcus
semiannularis-a, koji ujedno predstavlja i ventralnu granicu semilunarne vijuge. Gyrus
ambiens predstavlja medijalni deo EC koji je ventralno ograni¢en intrarinalnim zlebom i
pruza se sve do nivoa prednjeg kraja hipokampalnog Zleba. Kaudalna polovina entorinalne
kore je medijalno ograni¢ena hipokampalnim Zzlebom, Ciju ventralnu usnu grade pre- i
parasubikulum, a kod nekih slu¢ajeva i sama EC. Njena kaudalna granica je identi¢na sa
kaudalnom granicom PRh. Ova granica se moze uociti samo na mikroskopskom nivou, na

kome se uocava prelaz u subikularni deo hipokampalne formacije. Lateralna granica EC
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predstavlja istovremeno i medijalnu granicu PRh i njena lokacija zavisi od dubine
kolateralnog zleba. U slucaju njegove normalne dubine od 1 — 1.5 cm, ona se nalazi u nivou
medijalne usne kolateralnog Zleba. Ukoliko je kolateralni zleb pli¢i od 1 cm, onda se ona
nalazi u nivou njegovog dna. Na kraju u slucaju kolateralnog zleba dubljeg od 1.5 cm, EC —
PRh granica se pomera do nivoa lateralne usne kolateralnog Zzleba. Posteriorna
parahipokampalna kora predstavlja najkaudalniji deo MTR - a, koji se pruza od nivoa
kaudalnog kraja EC i PRh put pozadi do nivoa rostralnog kraja parietookcipitalne fisure i
spleniuma kaloznog tela, gde se spaja sa prednjim krajem lingvalne vijuge potiljatnog reznja
(Insausti, 1993; Insausti i sar., 1998).

e N

Slika 1. Temporalni reZzanj posmatran sa ventralne (A) i frontalne (B) strane (Insausti i sar.,
1998); cs — kolateralni zleb, EC - entorinalna kora, gil — intralimbicka vijuga, hf —
hipokampalni Zleb, its — donji temporalni Zleb, LI - limen insulae, PRh — peririnalna kora, ps
— temporopolarni zleb, ssa — sulcus semiannularis, TP — temporopolarna kora

Entorinalna kora predstavlja najizuCavaniji deo parahipokampalne kore zbog njenog
moguceg ucesca u patogenezi Alzheimer-ove bolesti, Sizofrenije i drugih poremecaja kod
kojih je oSte¢ena kognitivna funkcija individue. Prema Brodmann - u EC je oznaéena kao
polje 28 sa dva glavna dela, 28a i 28b. Krimer i sar. (1997) su na osnovu citoarhitektonske
grade podelili ovo kortikalno polje u pet manjih zona: prorinalnu (28 Pr), lateralnu (28 L),
srednju (28 I, Ir, Ic, Is), sulkusnu (28 S, Sr, Sc) i medijalnu (M, Mr, Mc,). Prema napred
navedenim autorima, prorinalna zona predstavlja najrostralniju i najmanju podoblast EC, koja
se nalazi nekoliko milimetara rostralno u odnosu na amigdalu. Iduéi put nazad, prorinalna
zona se nastavlja u lateralnu, koja zahvata dvostruko ve¢u povrsinu kore. Najve¢i deo EC ¢ini
srednja zona, koja se Cesto opisuje kao prototip EC zbog svojih najizrazenijih laminarnih
karakteristika. Zbog prisutnih razlika u laminarnoj organizaciji, srednja zona je dalje
podeljena na rostralni deo (28Ir), zatim gornji deo (28Is) koji se nalazi iznad intrarinalnog

Zleba i, kaudalni deo (28Ic) koji se granici sa parasubikulumom i nastavlja se u rostralni deo
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medijalne podoblasti (28Mr). Izmedu unutrasnjih delova prorinalne, srednje medijalne zone
EC i PRh, nalazi se velika zona koja se oznacava kao sulkusna i proteZze se na unutrasnju
usnu kolateralnog Zleba formirajuci ponekad kosu granicu prema susednoj PRh. Kaudalni deo
medijalne zone (28Mc) spaja se sa PPC.

U litereturi se mogu pronaci razliCite podele posteriorne parahipokampalne kore
zasnovane na njenoj citoarhitektonskoj gradi. Tako se ona histoloSki moze podeliti na
agranularnu, disgranularnu i granularnu oblast, zatim na TH, TF1 i TF2 ili, TH, TL, i TF,
odnosno TH, TFm i TFI zone (Blatt i Rosene, 1998; Tranel i sar., 1988; Blatt i sar., 2003,;
Suzuki i Amaral, 2003).

Spoljasnji izgled parahipokampalne kore

Prema tome, spoljasnju morfologiju MTR — a samim tim i PC karakteriSe prisustvo
Zlebova koji ih ogranicavaju i to rinalni Zleb anterolateralno i kolateralni Zleb
posterolateralno. Kolateralni zleb se pruza kaudalno, ili kao jedan zleb ili isprekidan malim
delom kore, sve do temporookcipitalne kore. Rostralno, kolateralni zleb moze biti spojen sa
rinalnim (Snell, 2010). Rinalni Zleb je kod ¢oveka ¢esto veoma plitak i neupadljiv. Rostralno,
unkusni deo hipokampalne formacije i PC razdvaja unkusni Zleb, dok hipokampalni Zleb
razdvaja glavni deo hipokampalne formacije i zadnji deo PC kaudalno. Entorinalnu koru i
kortikalna jedra amigdaloidnog kompleksa razdvaja medijalno plitak semianularni zleb. Od
spoljasnjih morfoloskih detalja na medijalnom delu MTR uocavaju se semilunarni girus, koji
izazivaju kortikalna jedra amigdaloidnog kompleksa, zatim unkusni deo hipokampalne
formacije i gyrus ambiens, koji predstavlja ispupcenje medijalnog dela EC izazvano ivicom
Satora malog mozga (tentorium cerebelli). Kona¢no, jednu od spoljasnjih morfoloskih
karakteristika MTR-a predstavlja i prisustvo bradavicastih ispupcenja u nivou EC, dajuci joj
na taj na¢in hrapav izgled. Ova ispupcenja su slabije izrazena kod Coveka i1 rezultat su
prisustva klastera velikih, hiperhromati¢nih multipolarnih neurona u sloju I EC i oznaavaju

se kao verrucae hippocampi (Van Hoesen, 1995; Simi¢ i sar., 2005).
Veze parahipokampalne kore

Funkcionisanje MTR-a kao sistema povezano je sa bidirekcionim vezama izmedu
cerebralnog korteksa i hipokampusa. Manns i Eichenbaum (2006) su ove puteve
sistematizovali u tri glavna nivoa: nivo asocijacionog polja cerebralnog korteksa, nivo

parahipokampalnog regiona i nivo hipokampusa. Realizacija protoka informacija u ¢itavom
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tom sistemu vrsi se hijerarijskim povezivanjem. Informacije poreklom iz razli¢itih delova
kore, konvergiraju prema multiplim poljima parahipokampalne regije, ¢iji se izlazi sabiraju
unutar hipokampusa (Lavenex i Amaral, 2000; Witter i sar., 2000; Kerr i sar., 2007). Dalje, iz
hipokampusa se obradeni impulsi vracaju nazad, takode po hijerarhijskom principu, ka
poljima parahipokampalne regije koja impulse dalje prosleduju nazad do onih polja
cerebralnog korteksa odakle su i potekli.

Aferentne veze

Danas se pouzdano zna da MTR predstavlja mesto u kome zavrSava veéina vlakana
kortikalnih asocijacionih neuralnih sistema, inace glavnih aferentnih veza amigdaloidnog
kompleksa, hipokampalne formacije i parahipokampalne vijuge. Ove veze poticu uglavnom
iz limbi¢kog reznja, vizuelnih, auditivnih, somatskih i multimodalnih asocijacionih zona.
Vlakna poreklom iz limbickog reznja i kortikalnih asocijacionih zona se selektivno projektuju
u ta¢no odredene delove amigdaloidnog kompleksa. Peririnalni korteks dobija inpute iz polja
koja identifikuju neprostorni (“$ta”) tip stimulusa, dok PPC prima inpute iz mnogih regija
koje su verovatno ukljucene u procesuiranje prostornog (“gde”) sadrzaja senzornih
informacija (Eichenbaum i Lipton, 2008). Impulsi poreklom iz PRh se projektuju u lateralni
EC, a iz PPC u medijalni EC (Lipton i sar., 2007). Konac¢no, ove dve grupe informacija
najceS¢e konvergiraju i zavrSavaju u hipokampusu (Burwell, 2001). Manji broj veza
hipokampalne formacije potic¢e direktno iz limbickih i asocijacionih zona kore, dok skoro sve
zone koje se projektuju u amigdaloidni kompleks, daju direktne aksone i za EC i PRh (Witter
i sar., 2000). Prema tome, vlakna poreklom iz PRh zavrSavaju u EC i hipokampalnoj

formaciji.

Eferentne veze

Eferentna vlakna EC formiraju jedan od najvecih asocijacionih puteva, ako ne Citave
hemisfere, onda zasigurno temporalnog reznja. On se oznacava kao perforantni snop jer
njegova vlakna moraju da produ direktno kroz subikulum, kako bi zavrSila na distalnim
delovima apikalnih dendrita hipokampalnih piramidalnih i granularnih ¢éelija zupcaste vijuge.
Iako u najveéoj meri eferentna vlakna MTR — a zavrSavaju u kori velikog mozga, njihov
manji broj zavrsava i u subkortikalnim strukturama. Tako, eferentna vlakna amigdaloidnog
kompleksa zavrSavaju u limbickoj kori, asocijacionim i primarnim senzitivnim Kortikalnim
poljima. Pojedina od ovih vlakana preko prednjeg dela cingularne vijuge zavrSavaju i u
zonama iz kojih polaze kortikospinalna vlakna, namenjena za inervaciju motornih jedara

prednjih rogova vratnih i slabinskih segmenata ki¢mene mozdine. Na taj nacin ona, zajedno
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sa subkortikalnim eferentnim vlaknima za hipotalamus i parasimpaticke centre mozdanog
stabla, omogucavaju uticaj amigdaloidnog kompleksa na somatske, endokrine i autonomne
efektore. Eferentna vlakna hipokampalne formacije polaze iz subikularnih i CAl
piramidalnih neurona i zavrSavaju najve¢im delom direktno, a manjim delom preko dubokih
slojeva EC, u limbickom reznju, orbitofrontalnoj i medijalnoj frontalnoj kori, kao i u
prednjem i zadnjem temporalnom asocijacionom polju (Van Hoesen i sar., 1995). Prema
tome, PC, a narocito njen srednji deo, tj. EC predstavlja tacku koja obezbeduje dvosmerne
veze izmedu hipokampalne formacije 1 asocijacionih centara kore, Sto predstavlja anatomsku

osnovu za odvijanje slozenih memorijskih procesa (Eichenbaun i Lipton, 2008).
Funkcije parahipokampalne kore

Medijalni temporalni rezanj i samim tim PC, kao njegova bitna komponentna, predstavlja
deo hemisfere velikog mozga koji je zaduzen, zajedno sa hipokampusom, za vrsenje
memorijske funkcije (Yonelinas i sar., 2007). Studije bazirane na razli¢itim neuroloSkim
metodima pokuSale su da dokazu ucéeS¢e ovog dela mozga u vrSenju napred navedene
funkcije (Davachi i sar., 2003; Henson i sar., 2003; Ranganathan i sar., 2004; Daselaar i sar.,
2006). Tokom dosadasnjih istrazivanja naucnici su, istovremenom primenom razlicitih
imaging metoda i1 testova za testiranje razliCitih oblika memorije, pokusali da detekcijom
povisenog nivoa mozdane aktivnosti izvrSe vizualizaciju i samim tim dobiju potvrdu o ucescéu
pojedinih anatomskih struktura mozga u ostvarivanju ispitivanih oblika memorije. Tako su do
danas primenjivane metode za ispitivanje deklarativnog pamcenja (Cohen i Squire, 1980),
epizodnog paméenja (Vargha-Khadem i sar., 1997), ucenja na osnovu relacija (Cohen i sar.,
1997), zatim sli¢nosti (Yonelinas i sar., 1998), detekcije novina i promasaja (Kumaran i
Maguire, 2006a,b) i Seme separacije i popunjavanja (O’Reilly i McClelland, 1994). Nije jos
uvek potpuno razjasnjeno u kojim procesima ucestvuje samo hipokampus, a u kojima on
zajedno sa ostalim strukturama MTR - a (Aggleton i Brown,1999). Za sada se smatra da su za
proces pamcenja najbitniji glava i rep (Burgmans i sar., 2011), odnosno prednji deo
hipokampusa (Laakso i sar.,2000).

U nacelu je prihvaceno da je MTR kao sistem odgovoran za deklarativno pamcenje
(Eichenbaum i Cohen, 2001; Squire i sar., 2007). U okviru procesa pamc¢enja razlikuju se jos
i svesno prisecanje i zakljuéci na osnovu poznatih ¢injenica (Yonelinas i sar., 2007). Danas je
opste prihvac¢eno da je (MTR) kao celina povezan sa procesom pamcéenja li¢éno dozivljenih

(autobiografsko ili epizodno pamcenje) dogadaja, Cija tacna priroda jo§ uvek nije u
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potpunosti razjasnjena (Jeffery, 2007). Razli¢iti regioni u okviru MTR — a podrzavaju
razli¢ite tipove epizodnog pamcéenja. Hipokampus je vazan za priseCanje kvalitativnih
informacija o dogadaju, dok kora MTR- a, a samim tim i PC podrZzava ocenjivanje
poznavanja stimulusa (Eichenbaum i sar., 1996; Aggleton i Braun, 1999). O¢uvana struktura i
funkcija PC je verovatno odgovorna za sposobnost hipokampusa da demonstrira brzo uéenje i
izvrSavanje jednostavnih prostornih zadataka (Bohbot i Corkin, 2007). Smatra se da je
njegova uloga u konsolidaciji pamc¢enja velika.

Novija istrazivanja, pored napred navedenih funkcija, ukazuju da MTR kao sistem
podrzava prostornu informaciju koja podrazumeva navigaciju i kognitivno mapiranje
(McNaughton i sar., 2006), ali nije joS dokazano da li je ovo prostorno procesuiranje
identicno ili razli¢ito od uloge ovog sistema u pamcenju (Leutgeb i sar., 2005, Bird i Burgess,
2008). Studije koje su radene na osnovu anamnesti¢kih podataka i funkcionalne MRI zdravih
individua, jasno ukazuju da postoji distinktivna funkcionalna organizacija specifi¢nih regiona
MTR - a. PRh i lateralni EC imaju funkciju procesuiranja informacija o specificnim
objektima, ukazujuci na sli¢nosti izmedu njih (Eichenbaum, 2004), dok su PPC i medijalni
EC specijalizovani za procesuiranje prostornih informacija. Neki autori (Mumby i Pinel,
1994; Buffalo i sar., 2006) navode da se PRh moZe oznaciti kao konstruktor prezentacije
objekata, dok se PPC moze sagledati kao konstruktor “scena” (Epstein i Kanwisher, 1998)
koje se mogu kombinovati sa direktnim informacijama, pri ¢emu se na taj nacin stvara
nezavisno sagledavanje (Burgess, 2002).

| pored napretka nauke i tehnologije u smislu rasvetljavanja funkcije pojedinih delova
PC, naucnici kao $to su Bussey i Saksida (2007) predlozili su napuStanje ukrajanja razli¢itih
psiholoskih funkcija u razli¢ite module mozga, i stavljanje akcenta na razumevanje
reprezentacione funkcije i moguénosti obrade podataka svakog od njegovih napred navedenih

regiona.
Grada parahipokampalne kore

Mikroskopski, na preparatima bojenim po Nissl-u, uoava se da je mozdana kora
izgradena iz viSe slojeva koji su paralelni sa povr§inom mozga (laminacija kore). Najveci deo
mozdane kore (oko 90%) ima Sestoslojnu gradu (isocortex) i filogenetski je mladi
(neocortex). Preostalih 10% kore ¢ini filogenetski stariji tip kore koji se oznacava kao
allocortex i obuhvata dva podtipa, archi- i paleocortex. Izokorteks ima pet ili vise, a

alokorteks pet ili manje slojeva u svojoj gradi.

14



Uvod

Celularni sastav kore velikog mozga

Pored vezivnog tkiva i krvnih sudova, mozak se sastoji i iz nervnog tkiva, koje je

izgradeno iz nervnih i glijalnih ¢elija.

Nervne Celije

Pravilno razvijen cerebralni korteks Coveka sadrzi oko 30 milijardi nervnih Celija
(neurona) u obe hemisfere. Najbrojniju grupu neurona cerebralnog korteksa ¢ine piramidalne
¢elije, dok su ostali tipovi neurona zastupljeni u znatno manjoj meri pa se globalno kortikalni
neuroni mogu da podele na piramidalne i nepiramidalne (Standring, 2008).

Piramidalni neuroni su projekcioni neuroni sa mijelinizovanim aksonom. Tipian
piramidalni neuron korteksa ima jedan vertikalan, translaminaran apikalni dendrit i nekoliko
kosih ili horizontalnih, intralaminarnih bazalnih dendrita. Ovakav raspored dendrita daju
¢elijskom telu ovih neurona piramidalan oblik. Zbog prisustva jednog apikalnog dendrita,
tipi¢ni piramidalni neuroni se oznacavaju kao ,,monopiramidalni neuroni®, dok se piramidalni
neuroni sa dva apikalna dendrita oznadavaju kao ,,bipiramidalni neuroni (Kingsley i sar.,
2000). Piramidalne ¢elije koje poseduju kratak ali razgranat apikalni dendrit oznacavaju se
kao ,,zbunaste celije* (tufted cells) (Kingsley i sar., 2000). Veli¢ina some piramidalnih
neurona raste sa dubinom njihove lokalizacije u kori, tako da u primarnom motornom polju,
ove celije, koje se nalaze u V lamini, dostizu dZinovske razmere i nazivaju se Betz-ove
piramidalne ¢elije, a u primarnom vizuelnom centru se oznacavaju kao Meynert-ovi neuroni.
Piramidalni neuroni hipokampusa su morfoloski identi¢ni ostalim piramidalim ¢elijama kore
velikog mozga. Glavni neuroni paleokorteksa su takode piramidalne ¢elije. Neki od njih
karakteriSe fuziformno telo zato $to poseduju po jedan akson i apikalni dendrit, dok ne
poseduju bazalne dendrite (Kingsley i sar., 2000).

Pored piramidalnih u kori mozga su prisutni vise tipova granularnih ili stelatnih ¢elija.
Oni su po svojoj funkciji interneuroni sa obi¢no nemijelizovanim aksonom. Nalaze se u svim
slojevima neokorteksa u razli¢itom broju. U ovu grupu neurona spadaju mali stelatni Cajal-
Retzius - | interneuroni, Martinotti-evi interneuroni, Cajal-ove celije sa dvostrukim
dendriticnim buketima (“cellules a double bouquet dendritique”). Korpaste celije (“basket
cells”) predstavljaju poseban tip stelatnih ¢elija. One poseduju aksone koji se posle kratkog
puta granaju na dve zavrSne grane, ili daju mreZaste strukture koje lice na korpice i
zavrSavaju na susednim piramidalnim ¢elijama. One predstavljaju inhibitorne GABA-ergicke

interneurone (Kahle i Frotscher, 2002).
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Glijalne Celije

Klasi¢na anatomska literatura (Standring, 2008) navodi Cetiri tipa glijalnih ¢elija koje se
mogu uociti u centralnom nervom sistemu coveka: astrociti, oligodendrociti, mikroglija i
ependimalne ¢elije.

Astrociti su istovremeno i najkrupnije i najbrojnije glijalne celije. Njihovi nastavci
stupaju u kontakt sa telom nervnih ¢elija, aksonima, kao i zidovima kapilara. Astrociti osim
potporne funkcije, kada stvaraju mreZzu za smeStaj nervnog tkiva, obavljaju i brojne druge
funkcije u mozgu kao Sto su odrzavanje krvno-mozdane barijere, sanacija oste¢enja nervnog
tkiva, zatim, kontroliSu sastav intersticijalnog prostora nervnog tkiva i na kraju, tokom
embrionalnog razvoja uti¢u na pravilan razvoj neurona.

Oligodendrociti su glijalne ¢elije morfoloski slicne astrocitima. Medutim, njihovo telo
poseduje manji broj nastavaka koji su u kontaktu sa aksonima ili telom neurona. Nastavci
oligodendrocita formiraju mijelinski omota¢ aksona. Uloga nastavaka koji zavrSavaju na
telima neurona joS uvek nije razjasnjena. Mijelin povecava brzinu kojom se akcioni
potencijal, ili nervni impuls, sprovodi duz aksona.

Mikroglija ¢ini oko 5 % glije CNS-a. Ove ¢elije su sitnije od drugih glijalnih ¢elija i
njihovi tanki citoplazmatski nastavci se granaju na jos sitnije grancice. Mikroglija fagocituje
celularni debris, raspadne produkte, kao i patogene koji mogu biti prisutni u nervnom tkivu.
U toku infekcije ili povrede, broj prisutnih mikroglijalnih ¢elija dramati¢no raste.

Ependimalne ¢elije predstavljaju poseban tip glijalnih ¢elija koje oblazu zidove komora

mozga, kao i centralni kanal ki¢mene mozdine (Standring, 2008).
Laminarna organizacija kore velikog mozga

Snell (2010) navodi da idué¢i od povrsine ka dubljim slojevima neokorteksa u gradi
ucestvuje Sest slojeva, pri ¢emu debljina pojedinih slojeva moze da varira u razli¢itim
neokortikalnim zonama. Lamina molecularis s. zonalis se nalazi najpovrsnije i sadrZi retke
horizontalne ¢elije koje su zajedno sa njihovim nastavcima uronjene u masu horizontalno
rasporedenih nervnih vlakana. Lamina granularis externa predstavlja slede¢i sloj, koji se
nalazi ispod prethodnog i sadrzi tela malih piramidalnih ili nepiramidalnih nervnih ¢elija, kao
I vertikalno rasporedena nervna vlakna. Ispod nje se nalazi lamina piramidalis externa sa
piramidalnim ¢elijama ¢ija veli¢ina raste idu¢i ka dubljim delovima ovog sloja, pa se on
moze na osnovu toga moze podeliti na Illa, I11b, Illc podslojeve. Lamina granularis interna

uglavno predstavlja najslabije razvijen sloj 1 unutar njega se mogu uociti gusto zbijene male
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stelatne ¢elije. Lamina piramidalis interna sadrzi tipi¢ne krupne piramidalne ¢elije. Na kraju,
u najdubljim delovima kore nalazi se lamina multiformis sa ¢elijama razli¢itog oblika, manje
1 srednje veli¢ine. Njena granica prema beloj masi nije jasno naznacena. Oblasti neokorteksa
u kojima je svih Sest slojeva jasno izraZzeno oznacavaju se kao homotipicna kora (isocortex
homogeneticus), dok se oblasti u kojima su pojedini slojevi slabije razvijeni ili nedostaju,
oznacavaju se kao heterotipi¢na kora (isocortex heterogeneticus).

Preostalih 10% kore je filogenetski starije i karakteriSe se drugacijom gradom, po ¢emu
je i dobila naziv drugacija kora (allocortex). Delovi alokorteksa, kao $to su hipokampus,
gyrus dentatus i indusium griseum, koji poseduju u gradi tri sloja i oznacavaju se kao stara
kora (archicortex). Jo§ jednostavnijom gradom karakteriSe se primitivna ili drevna kora
(paleocortex) koja sadrzi samo jedan sloj celija, kao npr. primitivna olfaktivna kora.
Petoslojnu gradu poseduje kora prelaznog tipa (mesocortex), koja je zastupljena u cingularnoj
vijugi. Oblast kore koja okruzuje paleokorteks i arhikorteks predstavlja prelaznu zonu koja je
po gradi sli¢na neokorteksu. Ona se oznacava kao periarhikorteks ili peripaleokorteks i njemu

pripada i PC (Kahle i Frotscher, 2002).

HistoloSka grada parahipokampalne kore

lako postoje znatne zonalne varijacije u mikroskopskoj strukturi PC, kao osnovni obrazac
grade ovog dela kore, moze se uzeti grada EC. Ona se sastoji iz pet slojeva ¢elija. Na povrSini
se nalazi molekularni ili pleksiformni sloj (sloj 1) koji sadrzi malo ¢elija i gusti snop
horizontalno orijentisanih vlakana. Ispod njega se nalazi sloj 11 koji sadrzi krupne stelatne i
modifikovane piramidalne neurone grupisane u klastere, Sto predstavlja strukturalnu
specifiénost EC. Ova ostrvca ili klasteri piramidalnih ¢elija na povrSini uncus-a
parahipokampalne vijuge izazivaju ispupcenja koja, kao Sto je to napred navedeno, se
oznacavaju kao verrucae areae entorhinalis. Aksoni neurona ovog sloja ucestvuju u
formiranju perforantnog snopa. Sloj III je tipi¢nije grade u odnosu na prethodni i sadrZi
piramidalne ¢elije srednje veli¢ine. Duboku granicu sloja III ¢ini sloj IV koji je siromaSan
¢elijama, bogat vlaknima i oznacava se kao lamina dissecans (Krimer i sar., 1997). Sloj V
ispoljava najizrazitije varijacije u gradi od svih slojeva i sadrzi sitne piramidalne ¢elije (Canto
i sar., 2008). Sloj VI sadrzi neurone razli¢ite veli¢ine i oblika i njegova granica sa belom
masom je jashija u kaudalnom u odnosu na rostralni deo EC (Insausti i sar., 2010).

Za razliku od EC, preostali delovi PC se oznacavaju kao proizokortikalni tip kore Koji

poseduje dobro razvijen V, slabo razvijen IV sloj i veoma slabo izrazenu kolumnarnu
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organizaciju, za razliku od susednih neokortikalnih zona gornje i donje temporalne vijuge
(Insausti i sar., 1998).

Prema napred navedenim autorima (Insausti i sar., 1998), temporopolarna kora, kao
najrostralniji deo PC, se takode karakteriSe slabo razvijenim cetvrtim (sloj 1V) i dobro
razvijenim petim (sloj V) slojem. Ovaj deo PC se dorzomedijalno nastavlja u PRh koja
poseduje agranularni i granularni deo. U agranularnom delu uocavaju se mestimic¢no polja sa
prisutnim grupama tamnih neurona u sloju Il. Granularni deo PRh poseduje dosta uZi 1V sloj
u odnosu na tipi¢ni inferotemporalni korteks. Posteriorna parahipokampalna kora se prema
njima sastoji iz TH i TF zone. TH zona poseduje fragmentaran sloj 1V, dok je zona TF zbog
jasno definisanog IV sloja bliza po gradi neokorteksu. Ding i Van Hoesen (2010) navode vise
podela PPC.

Starosne promene mozga

Makroskopske promene

Generalan je stav istraziva¢a da se tokom procesa starenja u mozgu Coveka uocCava
globalna atrofija (Lemaitre i sar., 2010). Studije koje su koristile materijal sa autopsija
pokazale su da je kod velikog broja slu¢ajeva starijih od 60 godina prisutan progresivan
gubitak tezine i zapremine mozga (Anderton, 2002). On u proseku iznosi 7-8% (Peinado,
1998). Ove rezultate potvrduju snimci i in vivo na¢injeni snimci magnetne rezonance (MRI)
gde se jasno detektuje pad zapremine sive i bele mase tokom starenja, Sto je istovremeno
praceno rastom zapremine prostora kojima cirkuliSe cerebrospinalna te¢nost (Courchesne i
sar., 2000; Good i sar., 2001; Lemaitre i sar., 2005; Walhovd i sar., 2005; Smith i sar., 2007).
Redukcija ukupne mozdane mase predstavlja u ve¢oj meri posledicu gubitka bele mase, koja
pocinje da se uocava nakon 50-te godine Zivota (Jernigan i sar., 2001).

U studijama koje su ispitivale uticaj starenja koriste¢i bilo manuelno ogranicavanje
regiona od znacaja (Allen i sar.,, 2005; Raz i sar, 1997, Raz i sar., 2004), bilo
automatizovane/polu-automatizovane metode, kao Sto je voksel-bazirana morfometrija
(VBM) (Good i sar., 2001, Smith i sar., 2007; Tisserand i sar., 2002), zabelezena je razlicit
intenzitet procesa atrofije u razli¢itim regionima mozga (Raz i sar., 2006; Walhovd i sar.,
2005).

Znacajan pad zapremine kore tokom starenja prisutan je u prefrontalnoj kori, narocito u
gornjem i srednjem frontalnom girusu, dok debljina temporalne i parahipokampalne kore

ostaje relativno ocuvana (Salat i sar., 2004). Kora precentralne vijuge i u nivou kandzZastog
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Zleba (sulcus calcarinus — a) ispoljava blagi pad zapremine kod zdravih starih individua (Fjell
i Walhowd, 2009; Ziegler i sar., 2010). Precentralni korteks predstavlja centar odgovoran za
normalno odvijanje motornih funkcija, $to moZe objasniti prisustvo motorne usporenosti
(Mattay i sar., 2002), uprkos odsustvu perifernih senzornih i motornih promena (Kolev i sar.,
2006) kod pojedinih starih zdravih osoba. Pojedine morfometrijske studije o starosnim
promenama u primarnim kortikalnim centrima su registrovale istovremenu redukciju
zapremine, kako senzomotornom, tako i u vizuelnom korteksu (Lemaitre i sar., 2005; Salat i
sar., 2004). Rezultati ovih studija idu u prilog davno postavljenoj hipotezi, poznatoj i kao
filogenetsko / ontogenetski model starenja mozga, prema kome se starosne promene najpre
uocavaju u onim delovima mozga ¢oveka koji su se tokom intrauterinog razvoja poslednji
razvili (Raz, 2005).

Mikroskopske promene

Celularne promene

Neuronalno starenje u sustini predstavlja nemoguénost nervnih Celija da odrzavaju
homeostazu, §to na kraju dovodi do njihove smrti. Ona moze da se odigra na dva nacina:
nekrozom i apoptozom. Sposobnost neurona da se prilagode uticajima spoljasnje i unutrasnje
sredine naziva se neuronalna plasti¢nost. Sve dok se odrzava ravnoteza izmedu neuronalne
plasti¢nosti 1 procesa koji vode ka regresiji i degeneraciji neurona, integritet mozga ¢e biti
o¢uvan. Svako naruSavanje ove homeostaze, dovodi do pomaka ravnoteze od neuralne
plasti¢nosti ka regresiji i degeneraciji neurona (Mattson, 1997). Neuronalna plasti¢nost je
duboko povezana sa homeostazom kalcijuma u nervnim ¢elijama. Koncentracija kalcijuma u
citoplazmi neurona je veoma niska i iznosi oko 0.1 uM (Bissels i sar., 1999). Kakav ¢e efekat
izazvati poremecaj homeostaze kalcijuma zavisi od vremena za koje poraste koncentracija
kalcijuma u neuronu. Ukoliko dode do naglog porasta koncentracije kalcijuma, kao npr. kod
akutnih poremecaja, brze nastupa neurodegeneracija i smrt ¢elije. Kod neurodegenerativnih
oboljenja tipa AD, Parkinsonove bolesti i normalnog starenja, dolazi do blaZzeg porasta
koncentracije kalcijuma tokom duzeg vremenskog intervala. Moguci neurohemijski kandidati
odgovorni za neurodegenerativne procese i posledicno formiranje kalcijumovih precipitata i
formiranja inkluzija, uklju¢uju neurotransmitere, neuropeptide i aminokiseline. Ta pojava se
oznacava kao ekscitatorna neurotoksi¢nost (Rodriguez i sar., 2000; Leighton i sar., 2001). Od
neurotransmitera, poseban znacaj se pridaje glutamatima kao potencijalnim ekscitotoksi¢nim

agensima (Choi, 1988; Rodriguez i sar., 2000; Leighton i sar.,2001). Nisku koncentraciju Ca
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u citosolu odrzavaju membranski transporteri. Oni se klasifikuju u antiportere, simportere i
one koji ucestvuju u aktivnom transport (Leighton i sar., 2001). Ekcesivno oslobadanje
glutamata izaziva lan¢anu reakciju. Najpre dovodi do porasta kalcijuma u citosolu otvaranjem
Na/Ca kanala i do remecenja funkcije Ca antiportera, pa se smanjuje njihova uloga
izbacivanja Ca iz citosola. Neurodegenerativne promene remete aktivni transport kalcijuma
iz neurona kroz njegovu plazma membranu. Kada se koncentracija kalcijuma u citosolu
poveca, aktiviraju se protein kinaza C, kalcijum/kalmodulin zavisna protein kinaza IlI,
fosfolipaza, proteaza, fosfataza, azot - oksid sintetaza, endonukleaza i ornitin dekarboksilaza.
To su enzimi koji najpre dovode do degenerativnih promena, a zatim do smrti celije
(Leighton i sar., 2001). Sa druge strane, aktivacija glutamata u CNS povecava njegove
energetske potrebe, intenzivira se glijalna glikoliza, zbog Cega nastaju laktati koji
predstavljaju substrat za aerobne energetske procese (Larrabee i Curtiss, 1995). Povecanje
koncentracije laktata snizava Ph u ovim ¢elijama i povecava rastvorljivost Ca. To olakSava
oslobadanje fosfatnih anjona iz neorganskog fosfora. Tada nasupa formiranje jezgara apatita
od Ca i fosfatnih anjona. Dalji rast precipitata je posledica degeneracije, koja dovodi do
taloZenja novih slojeva na povrSinu jezgara. Kada dode do apoptoze celije, ovi depoziti
postaju ekstracelularni (Rodriguez i sar., 2000). Kljucni proces koji otpocinje Citav ovaj lanac
dogadaja je ckcesivna akumulacija glutamata. U osnovi ovog procesa je prekomerno
oslobadanje glutamata iz oSteenih neurona, ili poremecaj njihovog preuzimanja iz

sinapti¢kog prostora.
Akumulacija lipofuscina

Lipofuscin je pigment koji se nagomilava u pojedinim tipovima neurona tokom procesa
starenja, $to prema pojedinim autorima te neurone ¢ini podloznijim daljem osteé¢enju i samim
tim predisponira pojavu pojedinih patoloskih promena u mozgu (Keller, 2006; Terman i
Brunk, 2004; Gray i Woulfe, 2005). Ipak, Powell i sar. (2005) smatraju da poviseni nivoi
lipofuscina u ¢elijama pospesuju aktivaciju pro-apoptotskih proteina, $to moZe da predstavlja
pozitivan efekat sve dok nivoi lipofuscina ne dostignu kriticne vrednosti, kada on postaje
Stetan za celiju.

Lipofuscin sacinjavaju peroksidisani proteini (30-70%) i lipidi (20-50%) (Szweda i sar.,
2003) i on odrazava nemogucnost celija da eliminiSu produkte procesa peroksidacije
(Anderton, 2002). Pod elektronskim mikroskopom lipofuscin se detektuje kao inkluzija
nepravilnog oblika, okruzena lizozomalnom membranom, zbog ¢ega prema pojedinim

autorima on moze da nastaje kao posledica nepotpune lizozomalne degradacije mitohondrija
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(Keller, 2006., Terman i Bruk, 2004., Gray i Woulfe, 2005). Postmitotske ¢elije u vecoj meri
akumuliraju lipofuscin od ¢elija koje su sacuvale sposobnost deobe. Deponovanje ovog
pigmenta u pojedinim tipovima neurona je veoma ¢esto bilo ispitivano tokom studija koje su
se bavile starosnim promenama mozga (Keller, 2006; Terman i Bruk, 2004, Gray i Woulfe,

2005), tako da se njegovo prisustvo smatra sigurnim znakom starenja ¢elija mozga.
Neurofibrilarna degeneracija i neuropilusna vlakna

Neurofibrilarna degeneracija (NFT) i senilni plakovi se smatraju histopatoloskim znakom
prisustva neurodegenerativnog poremecaja, najc¢es¢e demencije. Medutim, oni se mogu uociti
I umozgu nedementnih osoba. Tokom normalnog procesa starenja, broj neurona sa prisutnom
NFT je relativno mali i njihovo prisustvo je uglavnom ograni¢eno na hipokampus,
amigdaloidno jedro i narocito EC. Smatra se da se NFT najpre javljaju u transentorinalnoj
zoni. Uporedo sa porastom broja Celija sa prisutnim NFT, pored EC ovim promenama biva
zahvacen i hipokampus, $to je praceno pojavom kognitivnog ostec¢enja (Braak i Braak, 1991).
Kod slu¢ajeva sa uznapredovalom Alzheimer-ovom demencijom (AD) nadene NFT se
uocavaju U Sirokim kortikalnim podruc¢jima. Napred navedene Cinjenice navode na zakljucak
da se pojava NFT u mozgu odvija u etapama, pri ¢emu su odredene etape specifi¢no
povezane sa odredenim delovima mozdane kore (Anderton, 2002).

Ultrastrukturalno, NFT se sastoje u najvecoj meri iz sparenih helikalnih (PHF) i, nesto
rede od pravih filamenata. Studije koje su sprovedene na materijalu dobijenom od pacijenata
obolelih od AD su pokazale da je kod zahvac¢enih neurona normalan citoskelet sacinjen od
mikrotubula i neurofilamenata potpuno uniSten, Sto moze da ukaze da odumiranje takvih
nervnih ¢elija direktna posledica nedostatka funkcionalnog citoskeleta (Flament-Durand i
Couck, 1979).

Neuropilusne niti su koncaste strukture prisutne u osnovnoj supstanci (neuropilusu) sive
mase (Braak i Braak, 1991). Primenom ultrastrukturalnih i imunocitohemijskih metoda,
pokazalo se da one predstavljaju joS jedan oblik neurofibrilarne degeneracije. Tokom
normalnog procesa starenja one su uglavnom prisutne u EC, hipokampusu i amigdaloidnom
jedru, dok su kod odredenih neurodegenerativnih bolesti one prisutne u znatno Sirim
oblastima kore (Anderton, 2002).

Senilni plakovi

Senilni plakovi, poznati joS i kao neuritski plakovi, su promene lokalizovane u sivoj masi
¢iji precnik iznosi i do 200 pm. Sacinjeni su od sredi$njeg dela ili srzi koja je okruzena
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snopovima uvecanih neurita abnormalnog izgleda. Srz sadrzi mnogobrojne proteine, ali se
medu njima, svojom zastupljenoScu, istiCe kratak peptid, koji se sastoji iz 39-43 amino
kiselina, formira fibrilarne strukture i poznat je kao amiloid B-peptid (AR). Normalno, u
mozgu je prisutan veoma mali broj senilnih plakova, dok njihov broj znacajno raste tokom
neurodegenerativnih oste¢enja. Smatra se da se formiranje senilnih plakova odvija kroz vise
faza (Anderton, 2002). Najpre se javljaju difuzne naslage beta-amiloidnog peptida, koje se
kasnije uvecavaju i zajedno sa drugim prisutnim abnormalnim proteinima daju zrele senilne
plakove. Kod pojedinih zdravih starih slucajeva, bez prisustva kognitivne disfunkcije, uoceni
su u znacajnoj meri difuzni depoziti AR bez uocljivog oste¢enja neurita, uprkos tvrdnjama
pojedinih studija da postoji korelacija izmedu pada kognitivne funkcije i ukupne koli¢ine AR

prisutne u mozgu (Dickson i sar., 1996).
Granulovakuolarna degeneracija

Ova se promena najce$ée javlja kod piramidalnih ¢elija hipokampusa. U telu nervne
¢elije se uocava centralna bazofilna granula unutar prazne vakuole. Unutar tela jedne nervne
¢elije mogu da se uoce viSe ovakvih struktura. Ova promena se ceS¢e uocava u mozgu
zdravih starih slucajeva, i u jo§ vecoj meri kod osoba obolelih od AD (Xu i sar., 1992).
Imunohistohemijskim metodom je ustanovljeno da granule ispoljavaju pozitivnu reakciju na
komponente citoskeleta, kao i na neke druge proteinske molekule (Kahn i sar., 1985; Dickson
i sar., 1996; Stadelmann i sar., 1999).

Hirano telaSca

Hirano telaSca su Stapicaste strukture duzine do 30um i Sirine do 8um, koje se najcesce
uocavaju unutar hipokampalnih piramidalnih ¢elija u neposrednoj okolini njihovog jedra, ili
izvan ovih ¢elija u okolnom neuropilusu. Njihov prisustvo raste sa godinama, a izrazito je
kod obolelih od AD. Ultrastrukturalno, sastoje se iz parakristalno rasporedenih filamenata
sastavljenih pretezno od citoskeletnih i drugih proteina kao $to su tropomiozin, a-aktinin i
vinkulin (Schwab i sar., 2000; Lee i sar., 1999).

Kongofilna ili cerebralna amiloidna angiopatija

Ovo je starosna promena kod koje dolazi do formiranja ekstracelularnih depozicita AR u
zidovima krvnih sudova mozga. Njeno prisustvo je ucestalije kako sa godinama, tako i kod
neurodegenerativnih bolesti. Kod pripadnika nekih porodica, ovakav tip masivne akumulacije
Al je nasledan, Sto moze da dovede do fatalnog krvarenja (Wattendorff i sar., 1995).
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Infarkti i leukoarioze

Akumulacija mnogobrojnih malih infarkta je joS jedan moguc¢i uzrok demencije. Mali
broj mikroinfarkta se takode kao slu¢ajan nalaz moze uociti u mozgu normalnih starijih
osoba. Leukoarioza zapravo predstavlja smanjenje gustine bele mase u okolini komora mozga
i moZe se vizuelizovati na snimcima CT-a (Nencini i sar., 1993). Promene su uglavnom
difuzne i ¢eSc¢e kod starijih osoba kao i kod obolelih od AD. Uzrok promena u beloj masi je
joS uvek nerazjasSnjen, ali se pretpostavlja da one mogu nastati kao rezultat prisustva

delimi¢ne ishemije tokom ranijih perioda zivota (Anderton, 2002).
Corpora amylacea

Corpora amylacea (CA) predstavljaju strukture koje pored toga $to mogu da se u vecoj
meri uoCe u strukturama CNS — a tokom normalnog procesa starenja, mogu da se nadu u
povecanom broju i kod razli¢itih neurodegenerativnih bolesti, kao $to su AD, multipla
skleroza i Pick - ova bolest (Singhrao i sar., 1993). Corpora amylacea su prisutne u mozgu
skoro svih osoba iznad 40 godina u odredenoj meri, ali se retko sre¢u u mozgu adolescenata
(Mrak i sar., 1995). Najces¢e su lokalizovana u subpijalnim, ependimalnim regijama i u
hipokampusu (Magbool i Tahir, 2008), ali se u razli¢itom broju mogu na¢i i u drugim
strukturama CNS - a. Oznacavaju se joS i kao Lafora, Bielchowsky i poliglukozna telasca.
Kao Lafora telasca oznacavaju se kada se uocavaju u CNS — u drugih zivotinjskih vrste, kao
S§to su macka i pas. Bielchowsky telaSca se mogu naci u perikarionu i neuritima obolelih od
istoimenog oboljenja (Jansky-Bielschowsky — eva bolest). Konacno, termin poliglukozno
telaSce (PGT) su prvi uveli Robitaille i sar. (1980) i ono predstavlja karakteristiku
poliglukoznog oboljenja odraslih (POO). Ovaj naziv ima Sire znacenje i ukljucuje bilo koje
telasce koje se sastoji iz polimerizovane glukoze, karakterise se specifi¢cnom ultrastrukturom i
imunohistohemijskim reakcijama, mogu biti prisutna u bilo kom organu, kod zdravih ili
bolesnih individua (Cavanagh, 1998).

Corpora amylacea (CA) dugo nisu bila predmet interesovanja neuronau¢nika zbog stava
da ona nisu povezana sa prisustvom neuroloskih oboljenja. Prvi zapis o njima datira iz 1837.
god. i dao ga je Purkinje, dok je Virchov 1851. god. ukazao na ¢injenicu da ona ispoljavaju
istu reakciju na jod i druga bojenja kao i celuloza (Cavanagh, 1999).

Pod svetlosnim mikroskopom, CA ¢oveka uglavnom imaju sferi¢an oblik i dijametar u
rasponu od 0.5 - 30 um, tj. prose¢no 10 - 12 um (Singhrao i sar., 1993). Postoji misljenje, da

ukoliko su CA lokalizovana u nastavcima astrocita, njihov dijametar je veéi od 10 um, dok su
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CA prisutna u subpijalnom delu kore lokalizovana unutar aksona neurona, zbog cega je
njihov pre¢nik znatno manji (Engel i sar., 2003). Pored sfericnog CA mogu biti ovalnog, pa i
StapiCastog oblika. Povremeno se dva ili vise CA mogu dodirivati medusobno $to predstavlja
njihovu medusobnu fuziju. Kod vecine je povrSina glatka, ali moze i da izgleda kao da je
prekrivena rastresitim materijalom. Corpora amylacea ultrastrukturalno se sastoje iz snopova
kratkih linearnih filamenata (8-12 nm), usled ¢ega se na histoloskim presecima sti¢e utisak da
poseduju koncentri¢énu laminaciju. Njihov tacan hemijski sastav nije potpuno poznat. Jezgro
im ¢ine mukopolisaharidi (88%) dok proteina ima znatno manje (4%) (Hoyaux i sar., 2000).

Postoje opre¢na misljenja da li su CA nadena u strukturama nervnog sistema, produkt
neuronalne ili glijalne aktivnosti u cilju odstranjivanja metabolic¢kih proizvoda nastalih tokom
stresnih situacija u Zivotu, ili kontinuiranog procesa starenja Sto dovodi do trajne degradacije
¢elijskih proteina. Stoga su ih pojedini naucnici, opisivali kao okrugle, citoplazmaticne,
glikoproteinske inkluzije astrocita, dok su ih drugi, smatrali za proizvod hijaline degeneracije
oligodendrocita, zatim dalje za proteinske precipitate limfnog i hematogenog porekla ili na
kraju za postmortalne artefakte (Cavanagh, 1999). Prema Schipper - u i Cisse-u (1995) CA
najverovatnije poticu od malih Gomori-pozitivnih granula koje su prisutne unutar astrocita.
Nastanak CA iz ovih granula posredovan je verovatno prisustvom specijalizovane populacije
mitohondrija i aktivacijom hem- oksigenaze (Schipper i Cisse, 1995; Sahlas i Schipper,
2002). Zbog toga se smatra da formiranje CA predstavlja posledicu oksidativnog stresa,
mitohondrijalnih abnormalnosti 1 poremecenog nivoa gvozda unutar ostarelih astrocita.
Medutim, na koji na¢in disregulacija gvozda i oksidativni stres pospesuju formiranje CA, kao
i efekat samih CA na homeostazu astrocita, jos uvek nije razjasnjen. Postoje pretpostavke da
CA predstavljaju efikasno sredstvo celija da se izbore sa akutnim ili hroni¢nim porastom
intracelularnog nivoa gvozda ili da omogucavaju celijama preZivljavanje prisustva
potencijalno disfunkcionalnih mitohondrija. Pored napred navedenih korisnih efekata, za CA
se pretpostavlja i da mogu ucestvovati u potencijalno Stetnim reakcijama redoks gvozda ili da
onemogucavaju normalan protok citoplazme unutar astrocita (Keller, 2006). Vellone i sar.
(2008) smatra da za formiranje i razvoj CA moze biti odgovoran hroni¢ni stres, zatim da
mogu predstavljati rezultat sekrecije Zlezda sa unutra$njim luéenjem, ili ¢ak da predstavljaju
mesta akumulacije cirkulisuceg celularnog debrisa.

Prema tome, iako su prvi put opisana pre skoro viSe od jednog veka, relativno malo se
zna o redosledu dogadaja koji prethode nastanku CA u mozgu. Postoji viSe teorija koje to
pokusavaju da objasne, ali mozda najprihvatljivijom se ¢ini ona koju je u svom preglednom
radu naveo Keller (2006). On smatra se da inicijalni dogadaj koji prethodi formiranju CA
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predstavlja razvoj mukopolisaharidnog jezgra. Ono sluzi kao matriks u koji se dalje talozi
celularni debris, koji nastaje kao produkt degeneracije neurona, njihovih aksona,
oligodendrocita i mijelina. Oko jezgra se dalje formira omotaé, najverovatnije astrocitnog
porekla. Kada produkcija CA u mozgu dostigne kriticne nivoe, organizam gubi sposobnost
njihove dalje produkcije i nastaju promene kao Sto su senilni plakovi i neurofibrilarna
degeneracija, Cije prisustvo predstavlja znak tezeg oSteéenja neurona i nervnog tkiva uopste.
Ovakve promene mogu biti prisutne i tokom normalnog starenja i tokom nekih neuroloskih
poremecaja. Do danas nije precizno odredena granica koja razdvaja normalno starenje od tzv.
patoloSkog starenja, kakvim se oznacavaju pojedini oblici demencija kao $to je AD. Buduc¢a
istrazivanja ovog fenomena mogla bi da bitna ne samo za razjasnjavanje bitnih aspekata
procesa starenja mozga, ve¢ i nekih poremecaja nervnog sistema koji se ¢esce javljaju kod

pripadnika starije populacije.
Starenje i parahipokampalna kora

Medijalni temporalni rezanj se dovodi u vezu kako sa normalnim, tako i sa patoloskim
starenjem mozga (Fox i sar., 2001; Killiany i sar., 2002).

Hipokampus, kao i PC koja ga okruzuje ispoljavaju regresivne promene sa starenjem
(Killiany i sar., 2002; Raz i sar., 2005). Smanjenje volumena ovih struktura sa godinama
dovodi se u vezu sa opadanjem kognitivne funkcije (Laakso i sar., 2000; Van Hoesen i sar.,
1995; Raz i sar., 2005), Sto je saglasno stavu, da je posteriorni parahipokampalni girus blisko
povezan sa funkcijom paméenja (Weniger i Irle., 2006). Ovo potvrduju mnogobrojne studije
(Bigler i sar., 2002; Walhovd i sar., 2005; Du i sar., 2006), koje su pokazale da atrofija
struktura MTR — a prethodi delimi¢nom, a kasnije i kompletnom gubitku pam¢enja tokom
procesa starenja (Rusinek i sar., 2003; Rodrigue i Raz, 2004).

Medijalni temporalni rezanj je posebno zanimljiv zbog svoje znac¢ajne uloge u epizodnoj
memoriji koja opada sa starenjem (Verhaeghen i sar., 1993). Citoarhitektoniske studije koje
se bave atrofijom MTR - a tokom starenja (Insausti i sar., 1998) ustanovile su znacajniji pad
zapremine u PPC u odnosu na isti uocen kod EC i PRh. Ipak, Jack i sar. (1998) su istakli da
postoji veza izmedu gubitka pamcenja i atrofije hipokampusa. Stepen gubitka pamcenja
direktno je, prema napred navedenim autorima, u najve¢em broju slucajeva srazmeran padu
zapremine hipokampusa i on moZe da varira od promena koje su blage i rezultat su
normalnog procesa starenja, pa sve do sluCajeva sa prisutnom demencijom i izrazitom

atrofijom hipokampusa (oko 2.5 puta). Medutim, vazno je napomenuti da znacajan kognitivni
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pad, kojim se karakteriSu pojedini tipovi demencije, nastupa tek kada stepen atrofije
hipokampusa prede odredene grani¢ne vrednosti. TO je navelo istrazivace da uvedu u praksu
pojam “kognitivna rezerva“. Naime, prema Whalley i sar. (2004), tolerancija prisustva
neuropatoloSkih promena i o¢uvanost kognitivne funkcije, individualno zavise i od veli¢ine
kognitivne rezerve, tako da osobe sa ve¢om kognitivnom rezervom mogu duze vremena da
kompenzuju i izrazitiju atrofiju hipokampusa a da pri tome ne ispoljavaju znacajnije
oStecenje kognitivne funkcije.

Thangavel i sar. (2008) navode vaznost smanjenja volumena PPC kod starijih osoba, s
obzirom da je ona potencijalno veoma bitan kortikalni region, jer predstavlja glavni relej
aferentnih i eferentnih veza hipokampusa. Insausti i Amaral (2004, 2008) u svojoj studiji
ukazuju da postoji veza izmedu gubitka volumena u PPC i gubitka volumena u anteriornoj
hipokampalnoj formaciji i oSte¢enja memorijske funkcije tokom procesa starenja. Napred
navedeni autori su, takode, ustanovili da je prevashodno volumen glave hipokampusa
povezan sa verbalnim performansama pamcenja kod zdravih starih osoba. Takva veza nije
detektovana kada su u pitanju telo i rep hipokampusa. Primenom, modernih imaging tehnika,
kao Sto su MRI, f MRI, PET, SPECT, r CBF, koje omogucavaju istovremenu vizuelizaciju
strukture i aktivnosti mozdanog tkiva, detektovan je blagi pad volumena hipokampusa kod
klini¢ki zdravih starijih osoba. Vise grupa istrazivaca pokusalo je da na temelju vizuelizacije
bele mase definiSe jasne kriterijume za diferenciranje promena koje nastaju kao posledica
normalnog starenja, i promena koje se javljaju kao posledica nekih poremecaja CeSce
prisutnih kod starijih individua. Kako su iste ili sli¢cne promene u beloj masi uo¢ene kod obe
grupe slucajeva, diferencijacija normalnog starenja od patoloskih poremecaja se najcesée vrsi
kvantifikacijom napred navedenih promena (Bastos Leite i sar., 2004). Sa druge strane,
istraZzivanja cerebralnog metabolizma pomo¢u PET pokazala su da se obostrani
hipometabolizam slepoo¢nih i temenih delova mozga najranije uocava kod nefizioloSkog
starenja. Primenom SPECT-a ustanovljeno je prisustvo smanjenog protoka krvi u
slepoo¢nom reznja mozga, tokom sli¢nih stanja (Tanaka i sar., 2001).

Rezultati veceg broja istrazivanja koja su se bavila ispitivanjem broja neurona u
hipokampusu i vise neokortikalnih oblasti (Brody, 1955; Colon, 1975; Coleman i Flood,
1987) ukazali su da gubitak neurona u MTR do kojeg dolazi u toku procesa starenja, moze
biti odgovoran za prateée oSteCenje kognitivne funkcije. | pored toga Sto je ustanovljeno
prisustvo ograni¢enog gubitka neurona u odredenim delovima hipokampusa (hilus i
subiculum), do sada sprovedena stereoloSka istraZivanja nisu pruZila pouzdane dokaze da

tokom normalnog starenja mozga postoji znacajan pad broja neurona (Rapp i Gallagher,
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1996; Morrison i Hof, 1997; Pakkenberg i Gundersen, 1997). Zbog toga se smanjenje
kognitivne funkcije ne moze smatrati da nastaje samo kao posledica gubitka neurona u
mozgu, a samim tim i PC.

Pored gubitka neurona, ispitivan je i pad broja sinapsi tokom starenja. Tako su, Terry i
Katzman (2001) ustanovili da je tokom procesa starenja prisutan progresivan gubitak broja
sinapsi, koji bi u slu¢aju da individua dozivi 130 - tu godinu Zivota iznosio i do 60%, Sto
kognitivne funkcije bio neizbeZan. Lippa i sar. (1992) su medutim pruZili dokaze da se
gustina sinapsi u onom delu hipokampalne formacije u kome zavrSavaju aferentna vlakna
poreklom iz neurona Il sloja EC ne smanjuje, iako je u tom delu EC ustanovljen pad broja
neurona tokom normalnog starenja. Tokom starenja dolazi i do redukcije dendritske osovine,
ali se taj gubitak moze kompenzovati regenerativnim promenama (Coleman i Flood, 1987).
Proces starenja dovodi se i u vezu sa znacajnim prisustvom poremecaja u prisecanju (Light i
sar., 2000), a primeéeno je i da postoje znacajne individualne razlike u prepoznavanju kod
starije populacije, sto se takode moze objasniti prisustvom starosnih promena u strukturama

MTR - a (Davidson i Glisky, 2002).
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Cilj istrazivanja

Parahipokampalna kora predstavlja vazan relej preko koga kortikalna senzorna
informacija pristupa hipokampusu unutar memorijskog sistema MTR - a, odnosno kariku
koja povezuje neokorteks i hipokampalnu formaciju.

Proces starenja praten je povecanim prisustvom corpora amylacea, neurona sa
depozitima lipofuscina i slabijom prokrvljeno$¢u parahipokampalne kore, $to je praceno
padom ukupnog broja neurona i proliferacijom glijalnih ¢elija. Ovakve promene mogu
predisponirati nastanak i razvoj ozbiljnijih patoloskih, a zatim i funkcionalnih poremecaja
mozga tokom starenja Coveka. Pored toga, njihovo povecano prisustvo moze dovesti do
disfunkcije homeostaze mozga, a samim tim i kognitivnhog deficita kod zdravih starih
individua. Cinjenica da razvoj inkluzija predstavlja neizbeznu posledicu starenja i njihovu
sposobnost da promoviSu potencijalno pozitivne ali i Stetne uticaje, naglasava znacaj ovih
degenerativnih osobina mozga koji stari.

S obzirom na znacaj koji parahipokampalna kora ima za odvijanje memorijske funkcije
mozga, a sa druge strane Cinjenice da je malo podataka o kvantifikaciji njenih celularnih
promena, smatrali smo da bi utvrdivanje prisustva, a zatim i kvantifikacija corpora amylacea,
neurona sa depozitima lipofuscina, kao i kvantifikacija vaskularizacije parahipokampalne
kore tokom starenja Coveka mogli da daju korisne podatke u cilju daljeg razjaSnjenja
mehanizama odgovornih za prisustvo kognitivnih deficita kod zdravih starih osoba.

Na osnovu predhodno izloZzenog, kao i malobrojnih literaturnih podataka o prisustvu
ovakvih promena u PC tokom starenja ¢oveka, cilj naSeg istraZivanja se sastojao iz sledeceg:

1. Da se histohemijskom analizom, primenom AB PAS metode, detektuje prisustvo i
distribucija corpora amylacea u subpijalnom i subkortikalnom delu PC.

2. Da se histohemijskom analizom, primenom AB PAS metode, detektuje prisustvo i
distribucija nervnih ¢elija koje ne sadrze i, onih koje sadrZe depozite lipofuscina u
laminama Il do V PC.

3. Da se tokom histoloske analize, detektuju prisustvo i distribucija krvnih sudova u
razli¢itim delovima PC tokom procesa starenja.

4. Da se morofometrijskom analizom, odredivanjem prosecne aree, perimetra, Feret-
ovog dijametra i numericke gustine kvantifikuju veli¢ina, oblik i broj prisutnih
corpora amylacea u subpijalnom i subkortikalnom delu PC.

5. Da se tokom morfometrijske analize, odredivanjem broja nervnih ¢elija sa prisutnim

lipofuscinskim depozitima u laminama Il do V PC kvantifikuje njihovo
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10.

11.

prisustvo u PC tokom procesa starenja

Da se primenom stereoloSkog metoda, odredivanjem zapreminske, povrSinske,
duzinske i numericke gustine kvantifikuje prisustvo, oblik i veli¢ina krvnih sudova
prisutnih u PC tokom procesa starenja.

Da se imunohistohemijskim metodom, primenom monoklonalnog antitela za GFAP
detektuje prisustvo i distribucija astrocita, kao i reakcija CA na napred navedeno
antitelo u PC, tokom procesa starenja.

Da se tokom imunohistohemijske analize, primenom monoklonalnog antitela za NSE
detektuje prisustvo i distribucija nervnih ¢éelija sa pozitivnom reakcijom na napred
navedeni marker, kao i reakcija na njega CA prisutnih u PC, tokom procesa starenja.
Da se primenom imunohistohemijskog metoda i poliklonalnog antitela za S 100
protein detektuje reaktivnost CA uocenih u subpijalnoj i subkortikalnoj zoni PC
tokom procesa starenja.

Da se daljom primenom morfometrijske analize, odredivanjem broja GFAP
pozitivnih ¢elija na jedinicu povrsine PC, kvantifikuje broj astrocita u ispitivanim
zonama PC, tokom procesa starenja.

Da se primenom istog metoda i odredivanjme broja NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu
povrSine PC, kvantifikuje broj nervnih celija u ispitivanim zonama PC, tokom

procesa starenja.
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Materijal

U toku istrazivanja koriS¢eno je tkivo uncus-a parahipokampalne vijuge desne
hemisphere velikog mozga 30 kadavera. Tkivo je dobijeno sa autopsija izvedenih na Institutu
za sudsku medicinu Medicinskog fakulteta u Nisu. Materijal je poticao od invividua, starosti
od 16-93 godine, kod kojih je na osnovu medicinske dokumentacije i heteroanamnestic¢kih
podataka ustanovljeno da za Zivota nije dijagnostifikovano oboljenje nervnog sistema, niti je
za uzrok smrti, tokom autopsije, sudsko medicinskom ekspertizom, ustanovljeno postojanje
oboljenja ili povrede mozga. Vremenski period od trenutka smrti do uzimanja uzorka nije bio
duzi od 12 h.

Metode

Na kadavericnom materijalu je metodom disekcije uz pomocu skalpela, makaza i pincete
uziman uzorak, u nivou uncus — a parahipokampalne vijuge desne hemisphere velikog

mozga, dimenzija 1x1 cm.
Histoloska analiza

Uzeti uzorci su zatim fiksirani u fosfatnim puferom puferisanom 10 % formalinu tokom
narednih 24 h. Nakon toga su pravljeni blokovi tkiva veli¢ine 0.5 x 0.5 cm koji su dalje
kalupljeni u parafinu. Parafinski kalupi su tokom dalje obrade tkiva kori§¢eni za dobijanje
preseka debljine do 5 pum, koji su dalje obradivani standardnom histoloSkom procedurom 1
bojeni HE i AB PAS metodom. Dvanaest od ukupno 30 ispitivanih slucajeva je dodatno,
imunohistohemijski, APAAP (alkalna fosfataza — antialkalna fosfataza) metodom (Dako Kit),
analizirano.

Alkalna fosfataza — antialkalna fosfataza (APAAP) metoda spade u enzimske metode
sa neobelezenim premoséujuc¢im (bridge) antitelima koje su relativno osetljive i lake za
izvodenje. Tokom ove metode najpre se primenjuje monoklonalno misije ili poliklonalno
zecCije antitelo, zatim poliklonalno “bridge” antitelo (kod primene miSijeg monoklonalnog

antitela zecije anti — miSje poliklonalno “bridge” antitelo, dok nakon primene poliklonalnog

..........
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antitelo). U zavrSnoj fazi bojenja primenjuje se rastvorljivi kompleks alkalne fosfataze i

monoklonalnog miSjeg anti — alkalna fosfataza antitelo (Naseri i sar., 2007). Sama procedura

bojenja sastojala se iz sledecih faza:

U | fazi parafinski preseci tkiva koji su prethodno zalepljeni za predmetno staklo
su ispirani sukcesivno 10 min. u ksilolu, 10 min. u acetone i 10 min. u 1:1
rastvoru TBS (hidroksimetilaminoetanom (TRIS) purefisani rastvor soli) i
acetona; ovako isprani preseci su do dalje faze bojenja drzani u rastvoru TBS - a.
Tokom |l faze najpre je vrSena inkubacija 30 min. primarnim antitelom
rastvorenim u RPMI (rastvor 50 ml RPMI, Seromed br. 1640, 450 ml destilovane
vode, 50 ml toplotom inaktiviranog fetalnog teleCeg seruma, 0.5 g natrijum azida,
Merck br. 6688, pH 7.4 — 7.6, koji se Cuva i frizideru), nakon Cega se vrsi
inkubacija 30 min. ze¢ijim anti — mi$jim “bridging” antitelom (Dakopatts br. Z
259) razblazenim sa 12.5% toplotom inaktiviranim humanism serumom.
Faza Ill obuhvata dodavanje rastvora APAAP kompleksa u kome se preseci
inkubiraju tokom narednih 30 min.
U fazi IV preseci se ponovo drze po 10 min. u rastvoru “bridging” antitela i 10
min. u rastvoru APAAP kompleksa; izmedu ovih faza se preseci ispiraju u puferu
(rastvor 4.5 g baznog Tris —a Sigma T 1503, 34.25 g Tris — HCI Sigma T 3253,
43.90 g NaCl Merck 6404 u 5000 ml destilovane vode koja je iztitrirana do pH
7.4 —7.6 sa Tris — HCI ili batnim Tris — om, po potrebi).
Faza V obuhvata dodavanje hromogena (novi fuksin ili DAB) u rastvoru razvijaca
koji je sacinjen od:
e 175 ml pufera:
= 8.7 g NaCl, 1.5 g Tris — HCI, 4.9 g baznog Tris —a u 1 |
destilovane vode iztitrirane do pH 8.7,
= 62.5 ml propandiola — 21 g Propandiol (Merck br. 801464) u 1000
ml destilovane vode;
= 100 mg Levamizola (Sigma L 9756);
e 50 ml natrijum nitrata (Merck 102 F — 0220) u 1.25 ml destilovane vode;
e 125 mg Maftol — As — Bi — Fosfata (Sigma N 2250) u 1.5 ml dimetil
formamida (Merck 3034).

e Preseci se inkubiraju u razvijacu sa hromogenom tokom narednih 30 min.

32



Materijal i metode

— Neobojene strukture se boje primenom hematoksilina, nakon ¢ega se preko tako

obojenih preseka stavlja pokrovno staklo koje se lepi glicerinom.
Za bojenje histoloskih preseka kori$¢ena su sledeca antitela:

1. Zecije poliklonalno antitelo, specifi¢no za kravlji S100 (Z 0311). Na formalinom
fiksiranim, i u parafinu kalupljenim presecima, ovo antitelo je strogo specificno
za S100 protein. U moZdanom tkivu ono boji glijalne i ependimalne celije, u
perifernim nervima pozitivne su Schwann-ove celije. U kozi boji melanocite i
Lngerhans-ove celije. U limfoidnim i drugim tkivima, boje se retikularne
interdigitiraju¢e 1 dendriticne c¢elije Ovo antitelo se takode primenjuje kod
postavljanja dijagnoze benignih i malignih melanocitnih tumora. Njime se
podjednako dobro boje i citoplazma i jedro (Singh i Cheng, 1996).

2. Monoklonalno misSje anti — humano antitelo za neuron specificnu enolazu (M
0873) predstavlja antitelo koje boji normalne 1 neoplasticne nervne i
neuroendokrine Celije. Enolaze predstavljaju glikoliticke homo — i heterodimerne
izoenzime koji kataliziraju konverziju 2 — fosfoglicerata u fosfoenolpiruvate.
Njihovi molekuli se sastoje iz a, B i Y podjedinica, ¢ijom kombinacijom mogu da
se dobiju 5 formi ovog enzima (aa, BB, vy, af i ay). Prema lokalizaciji, enolaze
se dele u tri glavne grupe: enolazu koja se ne nalazi u nervnim ¢elijama (NNE ili
a), misi¢no - specifi¢nu enolazu (MSE ili B) i neuron — specifi¢nu enolazu (NSE
ili y). Pozitivna reakcija, nakon primene ovog antitela se uocava u citoplazmi i
nastavcima nervnih éelija (Cras i sar., 1988).

3. Monoklonalno misje anti — humano antitelo za kiseli glijalni fibrilarni protein
(GFAP) (M 0761). Ovo antitelo se koristi za identifikaciju normalnih i patolo3Kki
promenjenih  astrocita.  Kiseli  glijalni ~ fibrilarni ~ protein  predstavlja
intracitoplazmatski filamentozni protein koji sacinjava deo citoskeleta astrocita.
Centralni deo molekula GFAP je po strukturi sli¢an intermedijarnim filamentima.
U funkcionalnom smislu, GFAP je veoma bitan za motilitet astrocita 1 obezbeduje
strukturalnu stabilnost astrocitnih nastavaka. Pozitivna reakcija se nakon primene
ovog markera uoc¢ava u citoplazmi ¢elija (Eng i sar., 2000).

Tkivni preseci koji su bojeni samo sekundarnim antitelom su kori§¢eni kao negativna

kontrola imunohistohemijske reakcije.
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Morfoloska analiza

Morfoloska analiza je vrSena uz pomo¢ svetlosnog mikroskopa ,,Olympus C011*. Ona se
sastojala iz histohemijskog i imunohistohemijskog dela. Tokom histohemijske analize, na
preparatima PC bojenim HE i AB PAS metodom, pod uveéanjem 400x ispitivane su
morfoloSke karakteristike CA, odnosno analiza njihovog oblika, veli¢ine, broja i distribucije
u subpijalnom i subkortikalnom delu kore, broj i distribucija ¢elija sa depozitom lipofuscina u
laminama Il - V, kao i broj, distribuciju i veli¢ina uo¢enih krvnih sudova, pod uvecanjem
100x. Tokom imunohistohemijskog dela morfoloske analize, pod uveéanjem 400x ispitivan je
tip reakcije CA na S100 poliklonalno i NSE i GFAP monoklonalno antitelo u subpijalnom i
sukortikalnom delu PC. Ovaj deo analize je ukljucivao i analizu prisustva i distribucije NSE

pozitivnih 1 GFAP pozitivnih ¢elija u razlicitim slojevima PC.
Morfometrijska analiza

Morfometrijska analiza vrSena je uz pomo¢ programa za analizu i procesuiranje digitalne
slike ImageJ. Digitalne slike histolodkih preparata su dobijane uz pomocu digitalne kamere
pri¢vr§éene za okular mikroskopa, rezolucije 1.3 megapiksela. Spacijalna kalibracija sistema
je vrSena uz pomocu objektnog mikrometra (1:100), za odgovarajué¢e povecanje mikroskopa.
Kao i morfoloSka, i morfometrijska analiza se sastojala iz histohemijskog i
imunohistohemijskog dela. Histohemijski deo je obuhvatao ispitivanje morfometrijskih
karakteristika CA u subpijalnom i subkortikalnom delu kore, zatim morfometrijskih
karakteristika piramidalnih ¢éelija sa i bez prisustva lipofuscinskih depozita u laminama I1 — V

PC 1, odredivanje stereoloSkih parametara uocenih krvnih sudova u razli¢itim delovima PC.

Morfometrijska analiza corpora amylacea

Morfometrijska analiza CA je obuhvatala odredivanje njihovog broja u subpijalnom i
subkortikalnom delu PC, zatim veli¢ine i oblika. Tokom odredivanja njihovog broja, pod
uvecéanjem 400x, analizirano je po 10 vidnih polja subpijalnog i 10 vidnih polja
subkortikalnog dela PC. Uz pomoc¢u Imagel sistema, preko slike svakog vidnog polja
postavljan je prost mreZasti testni sistem sa odstojanjem izmedu dve tacke testnog sistema d =
18.07 um, povr$inom jedne tacke testnog sistema a = 326.66 pm?, povrsinom testnog sistema
At = 32665.72 pm? Uz pomoéu alatke ,.cell counter brojane su tacke testnog sistema koje
pogadaju subpijalni 1 subkortikalni deo PC, kao i sva uoc¢ena CA koja nisu svojim konturama
dodirivala ili sekla ivice vidnog polja (SI. 1 A i B). Nakon toga, je uz pomoc¢u poligonalne

selekcije i ,ROl Manager-a“ selektovano sa svakog vidnog polja subpijalnog i

34



Materijal i metode

subkortikalnog dela PC maksimalno do 10, po metodu slucajnog izbora odabranih CA (t;.
ukupno maksimalno do 100 u subkortikalnom i do 100 u subpijalnom delu PC po svakom
sluc¢aju), kojima je odredivana prosecna area (Acasp, Acasc), perimetar (Bcasp | Beasc) 1 Feret -
ov dijametar (Dgsp i Drsc). Numericka gustina CA u subpijalnom i subkortikalnom delu PC
izratunavana je uz pomocu formule Ny = Na/D (KaliSnik i sar., 2001). Koli¢nik broja
uocenih CA na svih 10 analiziranih vidnih polja subpijalnog, odnosno subkortikalnog dela
PC i, povrSine PC na svih analiziranih 10 vidnih polja subpijalnog i sibkortikalnog dela PC
svakog slucaja, respektivno, je predstavljao broj CA na jedinicu povrSine PC. Povrsina
analizirane PC po jednom vidnom polju je dobijana kao proizvod broja tacaka koje pogadaju
taj deo PC i povriine tatke testog sistema a = 326.66 um® Tako dobijena vrednost za
subpijalni i subkortikalni deo PC je zatim deljena sa proseénim Feret — ovim dijametrom
analiziranih CA subpijalnog i subkortikalnog dela PC. Dobijena vrednost je predstavljala

numericku gustinu CA u subpijalnom i subkortikalnom delu PC jednog slucaja.

Process Analze Phgins Window Help -
Al4n Al 00 @0/ 2|48 | |=

Slika 1. A — Merenje numericke gustine CA u subpijalnom delu
PC; B — Merenje numericke gustine CA u subkortikalnom delu
PC.

35



Materijal i metode

Morfometrijska analiza nervnih éelija sa prisutnim depozitima lipofuscina

Broj piramidalnih ¢elija sa i bez prisutnih lipofuscinskih depozita (Na .+ i Na.-) odredivan
je tako Sto su uz pomocu alatke ,,cell counter* na digitalnim slikama 10 vidnih polja lamina II
— V PC svakog slucaja brojane nervne celije sa i bez prisustva depozita napred navedenog
pigmenta, a zatim je broj tih ¢elija na jedinicu povrSine dobijan kao koli¢nik ukupnog broja
tih celija (zasebno ¢elija sa i1 ¢elija bez prisustva lipofuscinskih depozita) sa svih 10

analiziranih vidnih polja i zbira povrsine svih 10 analiziranih vidnih polja.

Morfometrijska analiza krvnih sudova parahipokampalne kore

Stereoloska analiza uocenih krvnih sudova u analiziranim zonama PC vrSena je uz
pomocu metoda predlozenog od strane Manoonkitiwongsa i sar. (2001) za jednostavnu
analizu cerebralne kortikalne mikrovaskulature, pod uvec¢anjem mikroskopa 100x. Na 10 po
metodi sluc¢ajnog izbora odabranih vidnih polja svakog od analiziranih slucéajeva,
poligonalnom selekcijom su selektovani svi uocCeni krvni sudovi. Uz pomocu Imagel]
programa mereni su njihova area, perimetar i Feret-ov dijametar. Nakon toga su odredivani
njihova zapreminska (Vvks), povrSinska (Svks) 1 duzinska (Lvks) gustina, kao prosec¢an Feret —
ov dijametar. Zapreminska gustina je dobijana kao koli¢nik ukupne aree svih krvnih sudova

sa svih 10 analiziranih vidnih polja i ukupne povrsine svih analiziranih 10 vidnih polja PC

Wks = %, gde Ay predstavlja areu krvnih sudova, a Ay, areu vidnih polja). PovrSinska
vp

gustina je dobijana uz pomocu sledece formule: Sy, = (4/m) X (XBys/XAyp), pri cemu
> Bis predstavlja ukupan perimetar svih uocenih krvnih sudova sa svih 10 analiziranih vidnih
polja po jednom slucaju, a YAy, predstavlja ukupnu povrsinu svih 10 analiziranih vidnih
polja. Duzinska gustina je izraCunavana prema formuli: Lyps = 2 X Nygs, 9de Naks
predstavlja broj uocenih krvnih sudova na jedinicu povrSine PC i izraCunava se prema

formuli Ny, = EZL‘; (3> Nks predstavlja ukupan broj uocenih krvnih sudova na svih 10

analiziranih vidnih polja jednog slucaja, Y} Ay, predstavlja ukupnu povrSinu svih 10

analiziranih vidnih polja).

Imunohistohemijska morfometrijska analiza

Imunohistohemijski deo morfometrijske analize je obuhvatao odredivanje broja NSE
pozitivnih i GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC. Broj NSE pozitivnih ¢elija na
jedinicu povrSine PC (Nanse) je dobijan tako Sto su uz pomocu alatke ,,cell counter ImageJ
programa brojane celije sa pozitivnom reakcijom na napred navedeni marker, na 20 po

metodi sluCajnog izbora odabranih vidnih polja PC, slikanih digitalnom kamerom pod
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povecanjem mikroskopa 400x. Broj NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC je dobijan
tako $to je ukupan broj NSE pozitivnih celija sa svih 20 vidnih polja deljen sa ukupnom
povrsinom svih analiziranih vidnih polja. Broj GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu povrsine
PC (Nacrap) je odredivan na isti na¢in. Na 20, po metodi slu¢ajnog izbora odabranih vidnih
polja, slikanih pod uvecanjem mikroskopa 400x, uz pomocu ,,cell counter — a“ brojane su
¢elije sa GFAP pozitivne ¢éelije, a zatim je ukupan broj uocenih GFAP pozitivnih Celija
podeljen sa ukupnom povrsinom svih 20 analiziranih vidnih polja, pri ¢emu je dobijan broj
tih ¢elija na jedinicu povrSine PC. Prilikom analize i NSE pozitivnih ¢elija i GFAP pozitivnih
¢elija nisu uzimane u obzir one ¢elije koje su presecale ili dodirivale ivice analiziranih vidnih

polja.
StatistiCka analiza

Dobijene vrednosti morfometrijskih parametara su statisticki analizirane uz pomocu
NCSS - PASS statistickog paketa (http://www.ncss.com/). U prvoj fazi je primenom faktor
analize ustanovljavana korelacija izmedu dobijenih vrednosti morfometrijskih parametara
svih 30 analiziranih slucajeva tokom histohemijskog dela morfometrijske analize. Rezultati
faktor analize (dobijeni faktori) i starost ispitivanih slu¢ajeva su zatim koris¢eni za njihovu
klasifikaciju u starosne grupe ,cluster* analizom (metoda k — proseka). Signifikantnost
razlika morfometrijskih parametara izmedu dobijenih grupa je bila ustanovljavana primenom
One Way ANOVA i neparametrijskog Kruskal Wallis ANOVA testa. Analiza razlika izmedu
dobijenih grupa medusobno je dodatno analizirana uz pomoc¢u Tukey post hoc testa, kao i
Mann Whitney U testa kao neparametrijske metode. Znacajnost razlika izmedu vrednosti
morfometrijskih parametara slu¢ajeva muskog i Zenskog pola je ustanovljavana uz pomocu
Student-ovog T — testa za dva nezavisna uzorka i Mann Whitney U testa u slucaju odsustva
normalne distribucije vrednosti ispitivanih parametara, dok je zna¢ajnost razlike izmedu broja
nervnih ¢elija sa 1 nervnih ¢elija bez depozita lipofuscina unutar jedne grupe ispitivana uz
pomoéu T — testa za dva mala zavisna uzorka. Korelaciona analiza izmedu dobijenih
vrednosti morfometrijskin parametara je ukljucivala odredivanje Pearson-ovog i Spearman-
ovog (u slucaju odsustva normalne distribucije vrednosti ispitivanih parametara) koeficijenta
libnearne korelacije. Rezultati morfometrijske i statisticke analize su prikazani tabelarno i

graficki uz pomocu programa MS Excel.
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Rezultati

Rezultati

Morfoloska analiza

MorfoloSka analiza se sastojala iz histoloske analize preseka tkiva bojenih HE i AB PAS
metodom i, histoloSke analize preseka tkiva bojenih imunohistohemijskim metodama
antitelima za S100 protein, NSE i GFAP.

Histohemijska analiza

Tokom histohemijske analize ispitivani su prisustvo i distribucija CA u subpijalnom i
subkortikalnom delu PC, prisustvo i distribucija piramidalnih ¢elija sa depozitima lipofuscina
u laminama Il - V PC i, distribucija i karakteristike mikrovaskulature ispitivanog dela PC.

Rezultati ovog dela istrazivanja su ukazali da CA nisu prisutna subpijalno kod pet slucaja
(3 muskog i1 dva zenskog pola) prosecne starosti 59 godina. Subkortikalno CA nisu uocena
kod jednog slucaja muskog pola starosti 43 godine. Corpora amylacea nisu uocena ni u
subpijalnom ni u subkortikalnom delu PC kod jednog sluc¢aja muskog pola starosti 40 godina.

Na histoloskim presecima amiloidna telasca su imala okrugao ili ovalan oblik, sa
pravilnim ivicama. Na preparatima bojenim HE metodom bila su bila plave boje usled
moguceg prisustva kalcijuma u njihovoj strukturi. Njihova struktura uglavnom je bila
homogena, ali intenzitet njihove plave prebojenosti kretao se u rasponu od bledo pa do tamno
plave boje, Sto je otezavalo diferencijaciju, naro€ito sitnijih i tamnije plavo prebojenih CA od
hiperhromati¢nih jedara okolnih ¢elija, kako u subpijalnom, tako i u subkortikalnom delu PC.
Primenom AB PAS metode CA su se bojila ljubicastoplavo usled moguceg prisustva
mukopolisaharida u njihovoj strukturi (SI. 2A). Njihovi profili su se, u najveéem broju
slucajeva, karakterisali i nakon primene ove metode homogenom, amorfnom strukturom.
Nesto rede, kod starijih slucajeva, detektovana su CA nehomogene grade, predominantno u
subpijalnom delu PC. U njihovoj gradi je uocavano jezgro razli¢ite veli¢ine okruzeno nesto
slabije prebojenom zonom. Na povrsini takvog CA uocavala se tanka periferna lamela, koja
je kod pojedinih CA sa jezgrom mogla biti povezana sa nekoliko radijalno rasporedenih AB
PAS pozitivnih struktura (SI. 2B i C). Pored njihove karakteristicne lokalizacije, kao i cesc¢eg
prisustva kod starijih slucajeva, prisustvo ovakvih telasaca kao posledice primenjene metode
histoloSke obrade tkiva se ne moze iskljuciti. Prisustvo CA je izrazitije u subkortikalnom u
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odnosu na subpijalni deo PC. Kod starijih slu¢ajeva sa izrazitijim prisustvom CA uoc¢avane su

fuzione forme koje su nastajale spajanjem dva telasca (SI. 2A i D).

G ¥ LR AR M e, W : 2885

Slika 2. A — Subpijalno lokalizovana CA kod slu¢aja muskog pola starosti 80 g.; 1 — CA sa
homogenom strukturom; 2 — Fuziona forma CA; B — Subpijalno lokalizovana CA sa
nehomogenom strukturom kod slu¢aja muskog pola starosti 84 g.; 1 — CA sa izraZzenim
jezgrom, koje je okruzeno svetlije prebojenom zonom i perifernom lamelom na povrsini; 2 —
CA sa prisutnim jezgrom i strukturama koje radijalno povezuju jezgro sa perifernom
lamelom; C — Subpijalno lokalizovana CA sa nehomogenom strukturom kod slu¢aja muskog
pola starosti 84 g.; 1 — CA sa izraZzenim jezgrom i perifernom lamelom; 2 — subpijalno
lokalizovani krvni sud; 3 — Jedra c¢elija molekularnog sloja PC; D — Subpijalno lokalizovana
CA nehomogene strukture kod slucaja zenskog pola starosti 65 g.; 1 — Fuzione forme CA;
AB PAS; 400x.

Posmatrano u odnosu na starenje, slucajevi mlade zivotne dobi karakterisali su se slabije
izrazenim prisustvom sitnijih CA. U subpijalnom delu PC ona su bila lokalizovana
neposredno ispod pia — e mater, dok su u dubljim delovima molekularnog sloja ona uo¢avana
sporadi¢no (SI. 3A). U tom delu kore unutar neuropilusa uo¢avana su malobrojna okrugla,
predominantno hiperhromati¢na jedra ¢elija molekularnog sloja PC (SI. 3A). Krvni sudovi po
tipu arteriola i venula uocavani su naj¢e$ée u prostoru izmedu meke mozdanice i povrSine
kore, ali u njihovoj okolini, izvan molekularnog sloja PC, nije bio lokalizovan znacajniji broj

CA. U subkortikalnom delu PC pored jedara glijalnih ¢elija i to predominantno
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oligodendrocita (SI. 3B) i, krvnih sudova po tipu arteriola i venula, uocavana su retka,
nepravilno distribuirana CA (SI. 3B). Stariji slucajevi su se karakterisali znacajnijim
prisustvo krupnijih CA u subpijalnom 1 narocito subkortikalnom delu PC. Za razliku od
mladih slucajeva, subpijalno CA su uocavana i u dubljim delovima molekularnog sloja,
rasporedena bez nekog odredenog pravila izmedu jedara celija tog sloja (S1. 3C).

Subkortikalno, prisutna CA su bila lokalizovana predominantno u okolini krvnih sudova,

mada je znatan njihov broj bio prisutan i u delovima PC izmedu krvnih sudova (SI. 3D).

subpijalno lokalizovana CA; 2 — jedra celija molekularnog sloja; B — Subkortikalno
lokalizovana CA kod slu¢aja muskog pola starosti 26 g.; 1 — CA; 2 — jedra glijalnih ¢elija; C
— Subpijalno lokalizovana CA slu¢aja muskog pola, starosti 78 g.; 1 — CA lokalizovana u
povrSnim delovima molekularnog sloja; 2 — CA - lokalizovana u dubljim delovima
molekularnog sloja; D — Subkortikalno lokalizovana CA kod slu¢aja zenskog pola, starosti 63
g.; 1 — CA; 2 — krvni sud okruzen velikim brojem CA; 3 — jedra okolnih glijalnih ¢elija; AB
PAS; 400x.

Na histoloSkim preparatima bojenim AB PAS metodom, lamine Il - V predstavljaju
izuzetno kompaktan i najSiri deo PC. U njima se mogu uogiti siluete tela nervnih ¢elija, retki
krvni sudovi i jedra glijalnih ¢elija. Corpora amylacea nisu uoc¢ena u ovim slojevima PC kako

kod mladih, tako ni kod starijih slu¢ajeva. Ovaj deo PC se kod mladih slucajeva karakterisao
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homogenim neuropilusom u kome su se mogle uociti siluete tela nervnih ¢elija razliCitog
oblika. Najées¢e su uoCavane siluete viSeugaonog oblika sa veoma krupnim euhromati¢nim
jedrima unutar kojih se uocavao ekscentricno postavljeni nukleolus. Oko jedra se je uoc¢avao
homogen perikarion. Od povrsine pojedinih silueta polazio je veéi broj kra¢ih nastavaka.
Siluete ovakvog izgleda su najverovatnije predstavljale tela multipolarnih neurona (SI. 4A i
B). Na pojedinim histoloskim presecima bojenim AB PAS metodom, takve sliuete su bile
nesto tamnije plavo prebojene u odnosu na tela okolnih nervnih ¢elija (SI. 4A i B). Pored
ovakvih u ovom delu PC uocavane su i siluete trouglastog oblika, od ¢ijeg se vrha pruzao
jedan, a od baze dva nastavka (Sl. 4A i B). Unutar perikariona ovih nervnih ¢elija se takode
uocavalo krupno jedro sa ekscentricno postavljenim jedarcem (SI. 4A i B). Siluete ovakvog
oblika su najverovatnije predstavljale tela piramidalnih ¢elija PC (SI. 5B). Na kraju, najrede
su uocavane nesto sitnije, tamnije plavo prebojene silete tela nervnih celija vretenastog
oblika. One su se karakterisale homogenim nesSto oskudnijim perikarionom i nesto sitnijim
jedrom u odnosu na napred navedene tipove silueta tela nervnih ¢elija. Unutar jedra se takode
jasno uocavao tamnije prebojen nukleolus. Sa oba kraja ovakvog tipa silueta tela nervnih
¢elija polazio je po jedan nastavak (Sl. 5C). Kod mladih slucajeva depoziti lipofuscina su
veoma retko uocavani u perikarionu some svih uocenih tipova nervnih ¢elija. U slucaju
njihovog prisustva, karakterisali su se svetlo crvenom prebojenoscu, paranuklearnom
lokalizacijom i, veoma diskretno nazna¢enom zrnastom strukturom (Sl. 4A). Kod izvesnog
broja nervnih ¢elija, nezavisno od oblika, oko tela se uo¢avao blago naznacen pernuralni halo
(SI. 4A). Izmedu tela nervnih ¢elija unutar neuropilusa, ili u njihovoj neposrednoj okolini,
uocavana su sitna, okrugla, hiperhromati¢na jedra glijalnih celija (SI. 4A i B). Njihova
citoplazma i konture nisu mogli biti uoceni na histoloskim presecima bojenim ovim
metodom. Najverovatnije se je radilo o jedrima astrocita i oligodendrocita, ali se na osnovu
izgleda jedara nije mogla izvrSiti njihova diferencijacija. Oko pojedinih jedra se je uocavao
perinuklearni halo, na osnovu ¢ega se indirektno moglo zakljuciti da se radi 0 jedrima
oligodendrocitnih glijalnih ¢elija (SI. 4A).

Kod starijih slucajeva, lamine II — V PC su se karakterisale prisustvom napred navedenih
tipova nervnih ¢elija u sli¢noj srazmeri kao 1 kod mladih slu€ajeva. U njihovom perikarionu,
u znatno ve¢oj meri uocavani su izrazeniji depoziti lipofuscina. Oni su bili lokalizovani
paranuklearno, svetlo crveno prebojeni, vrecastog oblika i jasno uocljive zrnaste strukture. Za
razliku od mladih slucajeva, oni su zauzimali znatno ve¢i deo, a kod pojedinih slucajeva
skoro i ¢itav perikarion some nervne celije (SI. 5A, B, C, E i F). Ostale starosne promene

nervnih ¢elija, na preparatima bojenim AB PAS metodom, nisu bile uo¢ene. Osim depozita
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lipofuscina, kod starijih slucajeva su se uocavali i znatno izrazeniji perineuralni haloi, koji
mogu biti posledica skvrcavanja tela nervnih ¢elija. Ipak njihovo prisustvo usled primenjene
metode histoloSke obrade tkiva ne moze se iskljuciti. U neuropilusu ovih slucajeva se
uocavalo 1 ne$to izrazitije prisustvo jedara glijalnih ¢elija, kako izmedu tela nervnih celija,
tako i u njihovoj neposrednoj okolini, $to ukazuje na moguce prisustvo glioze, tj. perineuralne
satelitoze, respektivno (Sl. 5D). Starije sluCajeve karakteriSe i nesto ¢eS¢e prisustvo tamnije

prebojenih nervnih Celija, Sto takode moze predstavljati i posledicu histoloske obrade tkiva.

Slika 4. A, B — Lamine Il — V PC 38 g. starog slu¢aja muskog pola; 1 — tamnije prebojene
siluete tela multipolarnih neurona; 2 — Siluete piramidalnih neurona; 3 — Jedra piramidalnih
neurona sa uocljivim ekscentri¢no postavljenim nukleolusom; 4 — Diskretan perineuralni halo
oko some piramidalnog neurona; 5 — Diskretni paranuklearni depoziti lipofuscina u
perikarionu piramidalnih neurona; 6 — Jedra glijalnih ¢elija lokalizovana izmedu tela neurona
u neuropilusu; 7 — Jedra glijalnih ¢éelija lokalizovana perineuralno; AB PAS; 400x.

Rezultati morfoloSke analize su ukazali da su profili krvnih sudova PC mladih slu¢ajeva
predominantno bili prisutni u subkortikalnoj zoni. Znatno rede, uoc¢avani su profili uzduzno
presecenih krvnih sudova koji su sa povrSine PC penetrirali u njene dublje slojeve. Profili
krvnih sudova uoceni u subkortikalnim slojevima bele mase PC su bili okruglog ili ovalnog
oblika, sa ili cesce bez prisutnog sadrzaja unutar njihovog lumena i prisutnim
perivaskularnim prostorima oko njih (SI. 6A i B). Najcesc¢e su uocavani profili arteriola (SL
6A) i venula (SI. 6B) manjeg i osrednjeg kalibra. Profili arteriola su se karakterisali debljim
zidom, pravilnijim oblikom i1 oCuvanim lumenom, dok su se venule karakterisale tanjim

zidom, nepravilnijim oblikom i delimi¢no kolabiranim lumenom (SI. 6A i B).
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Slika 5. A — Lamine Il — V PC slucaja starog 65 g. Zenskog pola; perineuralni haloi prisutni
oko tela neurona unutar kojih se paranuklearno uo€avaju znacajni crveno prebojeni
depodepoziti lipofuscina (strelice); B — Lamine 1l — V PC 50 g. starog slu¢aja zenskog pola;
paranuklearno prisutan vrecast depozit lipofuscina zrnaste strukture kod piramidalnog
neurona (strelica); C — Lamine Il — V PC slucaja muskog pola 70 g. starosti; tela vretenastih
neurona PC sa prisutnim paranuklearnim depozitom lipofuscina (strelica); D - Lamine Il -V
PC slucaja muskog pola 70 g. starosti; izrazitija perineuralna satelitoza (strelice); E, F -
Lamine Il — V PC slu¢aja muskog pola 78 g. starosti; paranuklearni depoziti lipofuscina
zrnaste strukture koji ispunjavaju prakticno ceo perikarion neuronalnih tela (strelice); AB
PAS; 400x.
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Slika 6. A - Krvni sudovi subkortikalne zone PC sluc¢aja muskog pola 38 g. starosti; 1 —
arteriola; 2 — krvni sud manjeg kalibra; B — Krvni sudovi subkortikalne zone PC slucaja
muskog pola 40 g. starosti; 1 — Venula; 2 — Krvni sudovi manjeg kalibra; AB PAS; 100x.

Stariji slucajevi su mogli na osnovu morfologije profila krvnih sudova PC da se podele u
dve grupe. Prva grupa obuhvatala je starije slucajeve kod kojih u okolini krvnih sudova nije
uocen znacajan broj CA. Njihovi krvni sudovi se po svojim karakteristikama nisu razlikovali
bitno od krvnih sudova mladih slucajeva (SI. 7A i B). Druga grupa je obuhvatala one starije
slucajeve kod kojih je u okolini krvnih sudova uo¢eno znacajno prisustvo CA. Krvni sudovi
ove grupe su bili znacajno veceg kalibra u odnosu na napred navedene mlade i starije
sluéajeve kod kojih nije uoéeno znacéajno prisustvo CA u subkortikalnim zonama PC (SI. 7C).
U okolini ovih krvnih sudova je uoCavan znatno Siri perivaskularni prostor, u kome su
uocavana na pojedinim mestima brojna CA (Sl. 7C i D). Arteriole PC ovakvih slucajeva su se
karakterisale 1 znaCajno debljim, fibrozno izmenjenim zidovima u najvecem broju slucajeva
(SI. 7C i D), dok su se venule karakterisale predominantno nepravilnim konturama zidova sa
lumenom koji je u najveéem broju slucajeva bio delimi¢no ili potpuno kolabiran usled

prisustva velikog broja CA u njihovoj okolini (SI. 7D).
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Slika 7. A, B — Krvni sudovi subkortikalne zone PC 86 g. starog slucaja Zenskog pola bez
znacajnijeg prisustva CA; 1 — Arteriole; 2 — Venule; 3 — krvni sudovi manjeg kalibra; C —
Krvni sudovi subkortikalne zone 67 g. starog Zenskog slu¢aja sa znacajnim prisustvom CA; 1
— Arteriole sa zadebljalim, fibrozno izmenjenim zidovima, Sirokim perivaskularnim
prostorima i velikim brojem CA u njihovoj neposrednoj okolini; 2 — krvni sudovi manjeg
kalibra ¢iji je lumen delimi¢no kolabiran usled prisustva CA u njihovoj okolini; D — Krvni
sudovi subkortikalne zone PC istog slucaja; 1 — Arteriola sa zadebljalim zidom, Sirokim
perivaskularnim prostorom i brojnim CA lokalizovanim u neposrednoj okolini; 2 — Venula sa
nepravilnim konturama i delimi¢no kolabiranim lumenom usled prisustva brojnih CA u
njenoj neposrednoj okolini; AB PAS; 100x.

Imunohistohemijska analiza

Morfoloski deo imunohistohemijske analize je obuhvatao ispitivanje reakcije tkiva PC,
kao i CA na primenjena NSE i GFAP monoklonalna i, S100 poliklonalno antitelo.

Neuron specifi¢na enolaza

Na preparatima PC obojenim anti — NSE antitelom predominirao je homogen, svetlo
crveno prebojen neuropilus (SI. 8A). Lamina molecularis je sadrzala jedra glijalnih ¢elija,
veoma retke nervne celije 1 u pojedinim slucajevima brojna CA. One su se karakterisale
malim, plavo prebojenim okruglim jedrom sa prisutnim jedarcetom i oskudnim crveno

prebojenim, NSE pozitivnim perikarionom. Pozitivna reakcija na anti — NSE antitelo je
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predominantno uocavan na unutar lamina Il — V PC (SI. 8A). U njima su u svetlo crveno
prebojenom homogenom neuropilusu uocavana sitna, hiperhromati¢na, svetlo plavo
prebojena jedra glijalnih ¢elija (SI. 8B) i sileute tela nervnih Celija. Siluete soma nervnih
¢elija su bile razli¢itog oblika i1 veliine, sa tamno crveno prebojenom NSE pozitivhom
citoplazmom i svetlo plavo prebojenim, euhromati¢nim NSE negativnim jedrom (Sl. 8B). U
najveéem broju slucajeva unutar jedra je uoCavan dobro izdiferenciran i ekscentri¢no
lokalizovan nukleolus, dok su granule hromatina uglavnom bile grupisane na njegovoj
periferiji uz unutradnju stranu jedrove membrane (SI. 8B). U subkortikalnoj zoni se pored
sitnih, okruglih, plavo prebojenih, hiperhromati¢nih jedara glijalnih ¢elija, uocavana su u
razli¢itom broju CA. Profili CA su se karakterisali globalnom pozitivnom reakcijom na anti —
NSE antitelo, §to je otezavalo njihovo uocavanje unutar neuropilusa molekularnog sloja i
subkortikalne zone PC (SI. 8C i D). Nesto rede, pozitivna reakcija se karakterisala nesto

jacim intenzitetom u jezgru CA u odnosu na njihovu periferiju.

Slika 8. A — Pozitivna reakcija soma nervnih ¢elija (strelice) u laminama II — V PC;
APAAP; NSE; 100x; B — Imunohistohemijska reakcija silueta soma i jedara glijalnih
¢elija lamina II — V PC; 1 — Some nervnih ¢elija sa pozitivnom reakcijom perikariona i
negativnom reakcijom jedra u kome se jasno uocava tamnije prebojen nukleolus i granule
hromatina neposredno uz jedrovu membranu; 2 — NSE negativna hiperhromati¢na jedra
glijalnih ¢elija; APAAP; NSE; 400x; C i D- Pozitivna reakcija CA na anti — NSE antitelo
u subkortikalnoj zoni PC; APAAP; NSE; 100x (C) i 400x (D).
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Kiseli glijalni fibrilarni protein

Na histoloskim presecima obojenim anti — GFAP antitelom uoc¢avao se je svetlo prebojen
negativan neuropilus (SI. 9A). U njemu su se uocavali GFAP pozitivni, tamno braon
prebojeni linearni nastavci astrocita, kao 1 njihovi poprecni preseci punktiformnog izgleda
(SI. 9A). Jedra ostalih glijalnih ¢elija, predominantno oligodendrocita su se karakterisala
negativnom reakcijom na primenjeni marker. Ona su bila sitna, okrugla, hiperhromati¢na
plavo prebojena (SI. 9B). Siluete soma nervnih ¢elija su takode bile GFAP negativne i unutar
njihovog perikariona uocavalo se svetlo plavo prebojeno euhromati¢no jedro sa upadljivim,
ekscentri¢no postavljenim nukleolusom (SI. 9B). Astrociti su ispoljavali pozitivnu reakciju na
primenjeno anti — GFAP antitelo i karakteristican zvezdast izgled (SI. 9A, B i C). Uoc¢avani
su prakti¢no u svim delovima PC, pri ¢emu je neSto veca njihova zastupljenost zapazena u
neposrednoj okolini krvnih sudova (SI. 9C). Pozitivna reakcija je uofavana unutar njihovog
perikariona od koga se je radijalno pruzao razli¢it broj tamno braon prebojenih nastavaka
razli¢ite duzine. Jedro astrocita je bila svetlo plavo prebojeno, GFAP negativno (Sl. 9B).
Corpora amylacea su se karakterisala pretezno GFAP negativhom reakcijom. Medutim,
veoma ¢esto je U njihovoj neposrednoj okolini, u neuropilusu, uo¢avana punktiformna GFAP
pozitivna reakcija, verovatno poreklom od poprecno presecenih nastavaka susednih astrocita
(SI. 9D). Kod pojedinih slucajeva, retko je uocavana GFAP pozitivna reakcija na samoj
periferiji CA u vidu kontinuirane, tamno braon prebojene periferne lamele (SI. 9D).

S100 protein

Na histoloskim presecima PC obojenim anti — S100 protein antitelom uocavala se
pozitivna reakcija neuropilusa koja je bila nesto jaceg intenziteta u nivou lamina II — V, dok
je u nivou molekularnog sloja, kao i subkortikalne zone, ta reakcija bila slabijeg intenziteta.
Unutar molekularnog sloja, osim kod slucajeva sa prisutnim CA, nisu uocavane druge
strukture koje su ispoljavale pozitivnu reakciju na primenjeno antitelo. U laminama Il — V
uocavale su se siluete tela nervnih cEelija koje su bile S100 negativne (SI. 10A i B). Izmedu
njih, u neuropilusu su uocavane celije sa pozitivnom reakcijom na S100 protein u njihovoj
citoplazmi. Od tela tih Celija se je pruzao radijalno veliki broj S100 pozitivnih bogato
razgranatih nastavaka (SI. 10 A i B). Morfoloski, ovakve ¢elije su odgovarale astrocitima koji
su inafe normalno prisutni u ovim slojevima PC. U subkortikalnoj zoni su pored S100
pozitivnih ¢elija morfoloski sli¢nih astrocitima (SI. 10C), dodatno uocavane i celije sa

pozitivnom citoplazmatskom reakcijom na S100 protein, pri ¢emu se je sa njihove povrSine
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pruZzao manji broj slabije razgranatih nastavaka (SI. 10D). Ovakve celije, morfoloski su
odgovarale oligodendrocitima.
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Slika 9. A — Neuropilus PC; 1 — Linearni nastavci astrocita; 2 — Punktiformni popre¢ni
preseci nastavaka astrocita; 3 — Astrociti sa GFAP pozitivnim perikarionom i GFAP
negativnim nukleusom; B — GFAP pozitivni astrociti PC; 1 — GFAP pozitivni astrociti,
zvezdastog izgleda, sa pozitivnim perikarionom i negativnim jedrom; 2 — GFAP negativna
jedra oligodendrocita; 3 — Jedra GFAP negativnih soma nervnih c¢elija; C — Veca
zastupljenost astrocita u okolini krvnih sudova PC; 1 — GFAP pozitivni astrociti; 2 — GFAP
negativna jedra oligodendrocita; 3 — Krvni sud; D — Reakcija subkortikalno lokalizovanih CA
na anti — GFAP antitelo; 1 — GFAP negativna CA; 2 — Punktiformna GFAP pozitivna reakcija
u neposrednoj okolini CA; 3 — Corpus amylaceum sa GFAP pozitivnom rekacijom u vidu
kontinuirane periferne lamele.; APAAP; GFAP; 400x.

Corpora amylacea su uoc¢avana subpijalno, u molekularnom sloju i, u znatno vec¢oj meri u
subkortikalnoj zoni PC. Ona su se u najve¢oj meri karakterisala pozitivnom reakcijom na
S100 poliklonalno antitelo. U okviru te reaktivnosti razlikovala su se dva podtipa pozitivne
reakcije: prvi podtip koji je ukljuéivao CA sa pozitivnom reakcijom na S100 protein duZz
¢itave povrSine njihovih profila (SI. 10E i F), pri ¢emu su takva CA zbog karakteristi¢ne
crvene prebojenosti njihovih profila teSko uocavana unutar S100 pozitivnog neuropilusa;
drugi podtip je uklju¢ivao CA sa negativnom reakcijom u njihovom jezgru i pozitivnom

reakcijom na S100 protein lokalizovanom na njihovoj periferiji, u vidu periferne lamele (SI.
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10F). Predominacija jednog od dva uocena podtipa pozitivne reakcije, kod subpijalno ili

subkortikalno lokalizovanih CA, nije zapazena.
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Slika 10. A — Imunohistohemijska reakcija PC na S100 poliklonalno antitelo; 1 — S100
negativne siluete soma nervnih ¢elija; 2 — S100 pozitivne glijalne ¢elije zvezdastog izgleda; B
— PC istog slucaja; 1 - S100 negativna tela nervnih ¢elija; 2 — S100 pozitivni astrociti; C —
S100 pozitivne celije (strelice) subkortikalne zone PC; D — S100 pozitivne Celije
subkortikalne zone PC koje na svojoj povrSini ne poseduju veliki broj razgranatih nastavaka
(strelice); E — Corpora amylacea koja ispoljavaju pozitivnu reakciju na anti — S100 antitelo
duz citave povrSine svoga profila (strelice); F — Corpora amylacea koja se karakteriSu
pozitivnom reakcijom na anti — S100 poliklonalno antitelo duz ¢itave povrSine njihovog
profila (1), kao i CA sa pozitivnom reakcijom na S100 protein na njihovoj periferiji (2);
APAAP; S100; 400x.
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Morfoloska analiza histoloskih preseka PC obojenih anti — NSE, anti — GFAP
monoklonalnim i, anti - S100 — poliklonalnim antitelom nije ukazala na prisustvo zna¢ajnih

razlika u imunohistohemijskoj reakciji tkiva tokom procesa starenja.
Morfometrijska analiza

Morfometrijska analiza se takode, kao i morfoloska analiza sastojao iz histohemijskog i

imunohistohemijskog dela.
Histohemijska analiza

Histohemijski deo morfometrijske analize je obuhvatao kvantifikaciju velicine, oblika i
broja prisutnin CA u subpijalnom i subkortikalnom delu PC, zatim broj nervnih ¢elija sa, i
bez prisutnih lipofuscinskih depozita i, na kraju broj, oblik i velicinu krvnih sudova uoc¢enih u
analiziranom delu PC tokom procesa starenja. Analizirano je svih 30 sluc¢ajeva (16 muskog i
14 Zenskog pola) ¢ija starost se kretala izmedu 16 i 93 godine (prose¢no 54.5 godine).
Najmladi ispitivani slu¢aj muskog pola je bio star 16 godina, a najstariji 84 godine (prose¢no
50 godina), dok je najmladi ispitivani slu¢aj zenskog pola bio star 50 godina, a najstariji 93
godine (prose¢no 71.5 godina).

Rezultati histohemijskog dela morfometrijske analize prikazani su u Tabeli 1.

Faktor analiza sa varimax rotacijom je sprovedena sa ciljem ustanovljavanja veze izmedu
uzrasta ispitivanih sluCajeva i morfometrijskih parametara sedam ispitivanih starosnih
promena human PC (Nvsp, Nvse, Vivks, Svks, Lvks, Drks, Nat). Zahtevana su dva faktora, za
vrednosti morfometrijskih parametara starosnih promena koje su lokalizovane subpijalno, u
laminama Il — VV PC i subkortikalno. Tabela 2 prikazuje vrednosti dobijenih faktora. Za
statisti¢ki znacajne vrednosti uzimane su samo vrednosti varijabli, u okviru dobijenih faktora,
koje su bile viSe od 0.40. Nakon izvrSene varimax rotacije dobijena su dva faktora. U okviru
faktora 1 uvrséeni su od morfometrijskih parametara prose¢na zapreminska, povrSinska
gustina i prosecan Feret-ov dijametar krvnih sudova PC, kao i prose¢na numeri¢ka gustina
subpijalno lokalizovanih corpora amylacea. U faktor 2 uvr§¢eni su prose¢an broj nervnih
¢elija na jedinicu referentne povrsine sa uo¢enim depozitima lipofuscina u laminama II - V,

zatim prose¢na numericka gustina subkortikalno i subpijalno lokalizovanih CA PC.
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Rezultati

Tabela 1. Morfometrijske karakteristike analiziranih starosnih promena svih 30 ispitivanih sluc¢ajeva

-3 -3, -1 -2 -2 -2
suaj | Uzrast | pol | MY A ™) Beasy ()] ey () | MV BT A (0 [Bosae ()| D am) | Vg (90) | Pt T | s Iy | Na () N (ke

x 10 x 10 x 10 x 10 x 10 x 10
1 16 m 0.04 161.27 42.87 15.34 0.07 44.47 25.32 8.95 0.47 0.68 0.68 1124.37 2.03 0.38
2 26 m 5.28 114.76 40.21 14.36 4.75 125.87 41.77 14.88 1.36 1.29 0.88 2062.48 1.41 1.56
3 37 m 1.04 21.46 18.18 6.64 0.28 0.54 1.12 858.59 1.41 0.28
4 38 m 0.05 19.09 17.23 6.64 0.05 24.32 19.42 6.88 0.50 0.65 0.76 1095.47 1.44 0.19
5 40 m 1.22 1.20 1.04 1979.54 1.85 0.31
6 43 m 1.20 57.03 27.96 9.98 0.26 0.36 0.40 567.31 2.69 0.75
7 50 z 0.45 35.38 22.11 8.30 0.86 59.97 28.69 10.19 0.50 1.21 2.49 1893.74 1.31 1.00
8 54 m 0.06 53.44 27.28 9.40 3.86 66.46 30.16 10.68 0.89 1.04 0.96 1681.99 1.56 1.31
9 57 m 0.52 66.86 30.36 10.74 1.24 1.43 1.40 2298.63 1.63 0.72
10 58 b4 2.09 65.46 30.59 10.72 4.13 47.88 26.06 9.32 0.27 0.73 1.69 1168.41 0.72 0.72
11 61 m 0.08 97.83 35.56 12.93 0.30 87.98 34.47 12.41 1.35 0.97 0.80 1532.89 1.45 0.54
12 61 b4 3.42 92.49 34.53 12.16 6.16 86.61 34.49 12.35 0.45 0.66 0.67 978.86 1.28 1.16
13 61 b4 0.54 65.52 30.15 10.69 9.47 76.48 32.41 11.43 1.69 1.40 0.96 2297.60 0.85 1.53
14 63 z 3.18 75.35 32.10 11.54 5.10 76.28 32.92 11.71 0.26 0.50 0.60 816.75 0.94 1.56
15 64 m 0.30 95.31 35.75 12.40 0.35 0.83 1.04 1442.20 1.00 1.50
16 65 b4 3.62 58.86 27.94 10.32 3.04 68.75 30.41 10.81 0.45 0.93 1.61 1486.74 1.00 0.85
17 65 z 0.32 117.13 39.57 13.88 0.83 1.21 1.40 2004.64 1.22 1.19
18 67 b4 0.07 115.10 39.72 14.00 4.58 84.89 33.90 11.95 1.65 1.31 0.12 2071.27 0.56 1.16
19 69 b4 0.76 84.44 33.38 11.89 6.56 75.31 32.11 11.59 2.63 1.75 1.16 2540.75 1.38 1.16
20 70 m 0.11 141.31 43.53 15.91 2.82 68.60 30.30 10.78 1.27 1.34 1.36 2177.52 1.22 1.00
21 70 b4 7.03 106.65 37.86 13.35 0.95 1.09 1.00 1701.96 1.00 1.22
22 71 b4 0.06 71.80 31.45 11.40 4.90 82.94 33.67 11.94 2.41 1.51 1.04 2451.24 0.78 1.28
23 73 m 0.10 38.33 24.53 9.11 0.16 31.11 21.44 8.06 0.39 1.00 1.77 1689.38 0.97 0.66
24 75 m 0.02 103.30 37.53 12.81 1.55 99.46 36.42 12.92 0.77 0.91 0.76 1505.20 1.19 1.13
25 78 m 8.56 106.04 38.32 13.52 6.79 75.96 32.17 11.48 0.86 0.96 0.64 1456.95 0.91 2.60
26 80 m 0.31 58.22 28.51 10.14 6.69 96.18 36.40 12.96 1.42 0.92 0.68 1430.24 0.80 1.19
27 84 m 7.76 105.54 37.76 13.47 0.19 54.12 28.02 9.84 0.20 0.49 0.88 786.17 1.00 0.72
28 84 b4 0.03 61.87 29.79 11.17 2.28 41.15 24.07 8.66 2.09 1.56 0.76 2575.87 2.38 0.91
29 86 z 0.92 46.99 24.92 9.34 0.02 117.94 40.11 14.10 0.70 1.08 1.36 1606.25 1.72 0.78
30 93 z 3.13 85.99 33.91 11.97 5.24 81.81 34.50 12.77 0.68 1.00 0.92 1691.93 1.09 1.28
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Rezultati

Tabela 2. Vrednosti faktora i komunalnost analiziranih varijabli dobijene tokom faktor

analize
Varijabla Faktori Komunalnost
Faktor 1| Faktor 2
Uzrast 0.02 0.05 0.07
Nysp 0.18 0.31 0.49
Nysc 0.09 0.54 0.63
Vyks 0.77 0.03 0.80
Svks 0.99 0.00 0.99
Lyks 0.02 0.14 0.16
Deys 0.97 0.00 0.97
N, + 0.03 0.78 0.81

Tabela 3. Struktura faktora dobijenih nakon varimax rotacije tokom faktor analize

Faktori
Faktor 1 | Faktor 2

Navedenih Sest morfometrijskih parametara faktora 1 i faktora 2, zajedno sa uzrastom
ispitivanih sluéajeva su koriS¢eni kao parametri za klasifikacionu analizu (metoda k-proseka).

Rezultati klasifikacione analize, a zatim primena parametrijskih i neparametrijskih metoda
su ukazali na prisustvo tri statisticki znacajno razli¢ite starosne grupe (F(2,27)=3.76, p<0.05)
(Tabele 4 1 5). Prosec¢na starost slucjeva I starosne grupe (n=14; 10 muskog i 4 zenskog pola) se
kretala od 44 do 65 godina (Tabela 4). Prosecna starost slucajeva II starosne grupe (n=8; 3
muskog i 5 Zenskog pola) je bila visa u odnosu na I grupu (Grafikon 1) i kretala se od 49 do 77
godina, ali ta razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p>0.05). Slucajevi III starosne grupe (n=8; 3
muskog i 5 Zenskog pola) su bili u proseku najstariji (starost se kretala od 65 do 84 godine)
(Grafikon 1) $to predstavlja statisticki znacajno razliku u odnosu na | i Il starosnu grupu
(p<0.05).
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Rezultati

Tabela 4. Starost grupa dobijenih klasifikacionom analizom

Starosna
grupa

Parametar | n |Prosek|Mediana|Skewness|n|Prosek|Mediana|Skewness|n|Prosek|Mediana|Skewness

Vrednost 54 56 -0.26 63 68 -1.29 74 74 0.33
SE 14 5 8 6 8 4

95% DIP 44 38 49 26 65 61

95% GIP 65 65 77 71 84 84

Tabela 5. Rezultati ANOVA testa za uzrast grupa dobijenih klasifikacionom analizom

Parametar |SS| SSq MS F p |(a=0.05)
lzmedu

2 12043.73|1021.87| 3.76| 0.036 0.64
grupa
Unutar

277347.23| 272.12
grupa

Ukupno 2919390.97

Tabela 6. Rezultati Kruskal-Wallis ANOVA testa starosti grupa dobijenih klasifikacionom

analizom

Parametar|SS H P
Vrednost | 2 6.35 0.042
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Rezultati

Prosecnastarost grupa dobijenih klasifikacionom
analizom

80

70

Starosna grupa

Grafikon 1. Prose¢na starost grupa dobijenih klasifikacionom analizom

Morfometrijska analiza corpora amylacea

Vrednosti numeri¢ke gustine subpijalno lokalizovanih CA (Tabela 7) statisti¢ki znacajno
(F(2,21)=8.91, p<0.001) rastu tokom procesa starenja (Tabele 8 i 9). NajniZze vrednosti ovog
parametra uoCene Su U | starosnoj grupi (Tabela 7, grafikon 2). Vrednosti numericke gustine
subpijalno lokalizovanih CA u Il grupi rastu u odnosu na | grupu za 96 %, ali ta razlika nije
statisticki znacajna (p>0.05). Numericka gustina subpijalno lokalizovanih CA dostize najvise
vrednosti u Ill starosnoj grupi (Tabela 7, grafikon 2) i one su za 336% viSe u odnosu na Il
starosnu grupu, a za 756 % viSe u odnosu na | starosnu grupu, $to u oba slucaja predstavlja
statisticki znacajnu razliku (p<0.05). Rezultati odgovaraju¢ih neparametrijskih testova su

potvrdili napred navedene rezultate ANOVA testa.
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Rezultati

Tabela 7. Vrednosti numeri¢ke gustine subpijalno lokalizovanih CA kod grupa dobijenih

klasifikacionom analizom.

Starosna | " n
grupa
Prosek Mediana Prosek Mediana Prosek Mediana
Parametar| n 3 . 3 s [Skewness|n 3 - 3 |Skewness|n 3 - 3 | Skewness
(Lm™) x 107 | (um™) x 10 (um™) x 107 | (um ™) x 10 (um™) x 107 | (um™) x 10
Vrednost 0.50 0.09 1.35 0.98 0.22 1.95 4.28 3.42 0.40
SE 10 0.22 7 0.73 7 1.09
95% DIP 0.002 0.04 -0.800 0.04 1.620 0.31
95% GIP 1.00 1.20 2.75 1.22 6.95 8.56

Tabela 8. Rezultati ANOVA testa numericke gustine subpijalno lokalizovanih CA izmedu
starosnih grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Parametar|SS|sSq (x10%) | MS (x10%)| F p (ct=0.05)
Izmedu
2 0.65 0.32 8.911 0.0016 0.90
grupa
Unutar
21 0.76 0.04
grupa
Ukupno |23 1.41

Tabela 9. Rezultati Kruskal-Wallis ANOVA testa numericke gustine subpijalno

lokalizovanih CA izmedu grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Parametar|SS H p
Vrednost | 2 9.63 0.0081
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Rezultati

Prosec¢na numericka gustina subpijalno lokalizovanih coropora
amylacea kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom
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Grafikon 2. Prosecna numericka gustina subpijalno lokalizovanih corpora amylacea
kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom

Prose¢na vrednost aree subpijalno lokalizovanih CA se ne menja statisticki znacajno
(F(2,21)=1,25, p>0,05) tokom procesa starenja (Tabele 10 i 11, grafikon 3). NajniZe vrednosti
ovog parametra su uocene u I-0j starosnoj grupi. NajviSe vrednosti ovog parametra subpijalno
lokalizovanih CA ustanovljene su u I1-oj grupi. One su za 37.9% viSe u odnosu na | grupu, dok
su u Ill-oj starosnoj grupi za 12.4% niZe u odnosu na Il grupu, a za 22.7 % viSe u odnosu na |
starosnu grupu. Rezultati odgovaraju¢ih neparametrijskih testova su potvrdili napred navedene
rezultate ANOVA testa (Tabela 12).

Prose¢na vrednost perimetra subpijalno lokalizovanih CA pokazuje slican trend kao i
njihova prosecna areatako da uocCene razlike izmedu dobijenih starosnih grupa nisu statisticki
znacajne (F(2,21)=2,32, p>0.05) (Tabele 10 i 11, grafikon 4). NajniZe vrednosti ovog parametra
su uocene u I-0j starosnoj grupi. Vrednosti prosecnog perimetra subpijalno lokalizovanih CA
zatim rastu i dostizu najviSe vrednosti kod slucajeva Il-e grupe u kojoj su one za 22 % vise u
odnosu na | grupu. U I11-0j grupi one opadaju za 6.5% u odnosu na Il, a raste za 14.5 % u odnosu
na | grupu. Neparametrijski testovi su potvrdili napred navedene rezultate ANOVA testa (Tabela
12).
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Rezultati

Tabela 10. Vrednosti morfometrijskih parametara subpijalno lokalizovanih CA kod grupa

dobijenih klasifikacionom analizom.

ACAsp (Hmz)
Starosna | " i
grupa
Parametar| n [Prosek |Mediana|Skewness|n|Prosek|Mediana|Skewness|n|Prosek|Mediana|Skewness
Vrednost 67.81 55.24 1.10 93.54 84.44 0.41 83.21 85.99 -0.15
SE 10 13.31 7 11.49 7 7.55
95% DIP 37.70 35.38 65.44 61.87 64.74 58.22
95% GIP 97.93 | 103.30 121.65| 141.31 101.68| 106.04
BCAsp(Hm)
Starosna | " i
grupa
Vrednost 29.06 27.62 0.35 35.46 33.38 0.32 33.29 33.91 -0.12
SE 10 2.44 7 2.11 7 1.54
95% DIP 23.53 22.11 30.30 29.79 29.52 27.94
95% GIP 34.58 37.53 40.62 43.53 37.07 38.32
DFsp (Hm)
Starosna | I i
grupa
Vrednost 10.46 9.69 0.51 12.77 11.89 0.47 11.87 11.97 -0.03
SE 10 0.81 7 0.75 7 0.51
95% DIP 8.62 8.30 10.94 10.69 10.62 10.14
95% GIP 12.29 12.93 14.60 15.91 13.12 13.52

Trend prosecnog Feret-ovog dijametra subpijalno lokalizovanih CA ostaje sli¢an trendu dva
napred navedena morfometrijska parametra ne pokazujuéi statisticki znacajnu razliku
(F(2,21)=2,6, p>0,05) izmedu dobijenih starosnih grupa (Tabele 10 i 11, grafikon 4). NajniZi
Feret-ov dijametar izmeren je kod subpijalnin CA | starosne grupe. Feret-ov dijametar
subpijalnih CA sluc¢ajeva Il grupe dostize najvise vrednosti koje su za 22% viSe u odnosu na I, a
za 7.5 % viSe u odnosu na III grupu. Prose¢ne vrednosti ovog parametra CA III grupe ostaju za
13.4 % viSe u odnosu na | starosnu grupu. Rezultati Kruskal — Wallis ANOVA testa su potvrdili

napred navedene rezultate (Tabela 12).
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Rezultati

Tabela 11. Rezultati ANOVA testa morfometrijskih parametara subpijalno lokalizovanih CA

izmedu starosnih grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

ACAsp
Parametar |SS SSq MS F p [(x=0.05)
Izmedu
2| 2840.54 (1420.27| 1.25(0.31| 0.24
grupa
Unutar
21]23883.73(1137.32
grupa
Ukupno 23126724.28
BCAsp
lzmedu
2| 181.68 | 90.84 |2.32(0.12| 0.42
grupa
Unutar
21| 823.88 | 39.23
grupa
Ukupno 23| 1005.56
DFsp
lzmedu
2| 23.17 11.59 | 2.6 |0.10| 0.46
grupa
Unutar
21| 93.56 4.46
grupa

Ukupno 23| 116.74

Tabela 12. Rezultati Kruskal-Wallis ANOVA testa morfometrijskih karakteristika subpijalno

lokalizovanih CA izmedu grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

ACAsp
Parametar |SS H p
Vrednost | 2 4.48 0.11
BCAsp
Vrednost | 2| 4.28 | 0.12
DFsp

Vrednost | 2| 476 | 0.09

58



Rezultati

Prosecna area subpijalno lokalizovanih corpora amylacea
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Grafikon 3. Prose¢na area subpijalno lokalizovanih corpora amylacea kod
grupa dobijenih Kklasifikacionom analizom

Prosecan perimetar i prosecan Feret-ov dijametar subpijalno
lokalizovanih corpora amylacea kod grupa dobijenih klasifikacionom
analizom
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Grafikon 4. ProseCan perimetar i proseCan Feret-ov dijametar kod
subpijalno lokalizovanih corpora amylacea grupa dobijenih klasifikacionom
analizom
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Rezultati

Prosetna numericka gustina subkortikalno lokalizovanih CA statisticki znacajno
(F(2,25)=10.39, p<0.01) (Tabele 13 i 14, grafikon 5) rastu tokom procesa starenja. Njene
vrednosti u Il grupi statisti¢ki znac¢ajno rastu (p<0.05) u odnosu na | za 326.6%, a u lll starosnoj
grupi dodatno rastu za 12.27% u odnosu na Il, pri ¢emu ta razlika nije statisticki znacajna
(p>0.05). Prose¢na numericka gustina subkortikalnih CA 111 grupe je za 379 % statisti¢i znacajno
visa (p<0.05) u odnosu na | starosnu grupu. Rezultati odgovaraju¢i neparametrijski testovi su su

bili saglasni napred navedenim rezultatima ANOVA testa (Tabela 15).

Tabela 13. Prose¢na numericka gustina subkortikalno lokalizovanih CA kod grupa dobijenih

klasifikacionom analizom.

Starosna | I n
grupa
Prosek Mediana Prosek Mediana Prosek Mediana
Parametar| n 3 - 3 |Skewness|n 3 - 3 |Skewness|n 3 - 3 | Skewness
(um™) x 107 (um™) x 10 (um™) x 10~ | (um™) x 10 (um™) x 107 | (um™) x 10
Vrednost 1.05 0.31 1.44 4.48 4.67 0.41 5.03 5.70 -1.20
SE 12 0.42 3 0.97 0.83
95% DIP 0.130 0.07 2.190 0.52 3.070 0.19
95% GIP 1.98 1.55 6.78 6.56 6.99 6.79

Tabela 14. Rezultati ANOVA testa za proseénu numericku gustinu subkortikalno

lokalizovanih CA izmedu grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Parametar SS SSq (x10%) |MS (x10®) F p (ct=0.05)
Izmedu
2 0.95 0.48 10.39 0.00052 0.98
grupa
Unutar
25 1.14 0.05
grupa
Ukupno 27 2.10

Tabela 15. Kruskal-Wallis ANOVA test za numeri¢ku gustinu subkortikalno lokalizovanih

CA izmedu grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Parametar SS H p
Vrednost 2 13.11 0.0014
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Rezultati

Prosecna numericka gustina subkortikalno lokalizovanih corpora
amylacea kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom
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Grafikon 5. Prose¢na numericka subkortikalno lokalizovanih corpora
amylacea kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Prose¢na area subkortikalno lokalizovanih CA raste tokom procesa starenja, ali taj porast
nije statisticki znacajan (F(2,25)=0.61, p>0.05) (Tabele 16 i 17, grafikon 6). Tako vrednosti
njihove prosecne aree u Il grupi rastu u odnosu na I za 14.5 %, a u Il starosnoj grupi dostizu
najvide vrednosti i za 4.1% su viSe u odnosu na Il, a za 19.1% u odnosu na 1. Isti trend je bio
prisutan i kada su bili u pitanju njihov prosecan perimetar (F(2,25)=1.05, p>0.05) i prose¢an
Feret-ov dijametar (F(2,25)=1.18, p>0.05) (Tabele 16 i 17, grafikon 7). Vrednosti prose¢nog
perimetra u Il grupi rastu u odnosu na I grupu za 9 %. U 111 starosnoj grupi taj porast je nesto nizi
i iznosi 3.89 % u odnosu na Il grupu, a 12.5 % u odnosu na | starosnu grupu. Prose¢an Feret-
ovog dijametra ovih telaSaca raste tokom procesa starenja i to za 9.1 % u Il u odnosu na |
starosnu grupu i za 3.56 % u Il u odnosu na Il starosnu grupu. Vrednosti ovog parametra

subkortikalnih CA ostaju za 12.9 % viSe u 1l u odnosu na I starosnu grupu
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Rezultati

Tabela 16. Prosecna area, proseCan perimetar i proseCan Feret-ov dijametar subkortikalno

lokalizovanih CA kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

ACAsc(HmZ)
Starosna | I m
grupa
Parametar| n |Prosek|Mediana|Skewness|n|Prosek|Mediana|Skewness|n|Prosek|Mediana|Skewness
Vrednost |12| 67.79 63.22 0.12 8| 77.76 | 75.90 0.69 8( 80.79 | 79.05 0.01
SE 10.11 8.39 5.73
95% DIP 45.53 31.11 57.92 41.15 67.24 54.12
95% GIP 90.05 99.46 97.60 | 84.89 94.35 96.18
Beasc (1M)
Starosna | I i
grupa
Vrednost |12| 29.63 29.43 -0.10 |8] 32.32 32.26 0.35 8| 33.35 33.70 -0.26
SE 2.22 1.74 1.12
95% DIP 24.75 21.44 28.21 24.07 30.69 28.02
95% GIP 34.52 36.42 36.44 | 33.90 36.00 36.40
Drsc (1m)
Starosna | I "
grupa
Vrednost |12| 10.54 10.44 -0.10 |8] 11.50 11.51 0.45 8| 11.91 12.03 -0.49
SE 0.76 0.61 0.42
95% DIP 8.87 8.06 10.05 8.66 10.92 9.84
95% GIP 12.20 12.92 12.94 11.95 12.90 12.96

Rezultati Kruskal - Wallis neparametrijskog testa su potvrdili odsustvo statisticke
znacajnosti kada je u pitanju dinamika ovih parametara subkortikalnih CA tokom procesa

starenja (Tabela 18).
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Tabela 17. Rezultati ANOVA testa za prose¢nu areu, prosecan perimetar i prose¢an Feret-ov

dijametar subkortikalno lokalizovanih CA izmedu grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

ACAsc
Parametar |SS SSq MS F p |(a=0.05)
lzmedu
2| 941.85 | 470.92 | 0.61(0.55| 0.14
grupa
Unutar
25(19284.67| 771.39
grupa
Ukupno 27(20226.52
BCAsc
lzmedu
2| 74.50 37.25 [ 1.05|0.37| 0.21
grupa
Unut
Ut 25| 891.00 | 35.64
grupa
Ukupno 27| 965.59
DFsc
lzmedu
2| 10.03 5.01 |1.18|0.32( 0.23
grupa
Unutar
25| 106.21 4.25
grupa

Ukupno 27| 116.23

Tabela 18. Kruskal-Wallis ANOVA test za areu, perimetar i Feret-ov dijametar

subkortikalno lokalizovanih CA izmedu grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

ACAsc

Parametar |SS H p

Vrednost | 2 1.04 0.59
BCAsc

Vrednost | 2| 1.49 | 0.47
DFsc

Vrednost [ 2| 1.63 | 0.44
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Studentov t - test za dva mala nezavisna uzorka i Mann — Whitney U test su koris¢eni za
ispitivanje statisticke znacCajnosti razlika izmedu morfometrijskih parametara subpijalnih i
subkortikalno lokalizovanih CA u odgovaraju¢im starosnim grupama. Tako, kada je u pitanju
numeri¢ka gustina CA ustanovljeno je da se numericka gustina subpijalnih i subkortikalnih CA
ne razlikuje znacajno u I starosnoj grupi (T=-1.10, SS=20, p=0.26; Z=-0.96, p= 0.34). U Il
starosnoj grupi CA su statisti¢ki znacajno viSe prisutna u subkortikalnom u odnosu na subpijalni
deo PC (T=-2.82, SS=13, p=0.01; Z=-2.26, p=0.02). Medutim, u III starosnoj grupi numericka
gustina subkortikalnih CA PC je viSa u odnosu na ista sa subpijalnom lokalizacijom, ali ta razlika
nije statisticki znacajna (T=-0.54, SS=13, p=0.60; Z=-0.29, p=0.77) (Grafikon 8).

Prosecna area subkortikalno lokalizovanih corpora amylacea kod grupa

dobijenih klasifikacionom analizom
90.00

80.00

70.00

60.00 -

50.00 -

(um?)

30.00

20.00 A

10.00 -

0.00 -

I I I
Starosna grupa

Grafikon 6. Prose¢na area subkortikalno lokalizovanih CA kod grupa dobijenih cluster
analizom.
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Prosecan perimetar i prosecan Feret-ov dijametar subkortikalno
lokalizovanih corproa amylacea kod grupa dobijenih klasifikacionom

analizom
M Prosecan perimetar Prosecan Feret-ov dijametar

40.00

35.00

30.00

25.00

20.00

(nm)

15.00

10.00 —

5.00 1 —

| 1 n
Starosna grupa

Grafikon 7. ProseCan perimetar i proseCan Feret-ov dijametar
subkortikalnih CA kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Napred navedeni testovi su pokazali da se prose¢na area, perimetar i Feret-ov dijametar ne
razlikuju statisticki znac¢ajno (p>0.05) izmedu subpijalno i subkortikalno lokalizovanih CA PC 1,
I1i 11 starosne grupe.

Prose¢na numericka gustina subpijalno i prose¢na numericka gustina
subkortikalno lokalizovanih corpora amylacea humanog entorinalnog polja
tokom starenja coveka
B Subpijalno Subkortikalno
6.00
5.00
4.00
w
=)
-
x
7 3.00 —
13
=
2.00 —
- . B
1 I Il
Starosna grupa

Grafikon 8. Prose¢na numericka gustina subpijalno i subkortikalno
lokalizovanih CA humanog entorinalnog polja tokom starenja
coveka.
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Morfometrijska analiza nervnih éelija sa lipofuscinskim depozitima

ProseCan broj nervnih ¢elija bez uocenih depozita lipofuscina na jedinicu povrSine humane
PC opada tokom procesa starenja, ali taj pad nije statisticki znacajan (F(2,27)=2.64, p>0.05)
(Tabele 19 i 20, grafikon 9). Vrednosti ovog parametra opadaju u Il starosnoj grupi za 15.7%, a u
111 starosnoj grupi za 47%, u odnosu na | starosnu grupu. Nasuprot napred navedenom, prosecan
broj nervnih ¢elija sa uocenim depozitima lipofuscina na jedinicu povrSine PC raste tokom
procesa Starenja i taj porast je statisticki znacajan (F(2,27)=4.73, p<0.05) (Tabele 19 i 20,
grafikon 9). On u Il starosnoj grupi raste za 53.9 % u odnosu na | grupu, ali taj porast nije
statisti¢ki znacajan (p>0.05). Najvise vrednosti ovog parametra uocene su u Il starosnoj grupi i
one su za 12.8% viSe u odnosu na II grupu, $to opet ne predstavlja statisticki znacajan porast
(p>0.05). Ipak, vrednosti ovog parametra u Il - oj grupi su za 73.6% viSe u odnosu na | starosnu
grupu, Sto predstavlja statisti¢ki znacajnu razliku (p<0.05). S obzirom da vrednosti broja nervnih
¢elija sa depozitima lipofuscina u III starosnoj grupi nemaju normalnu distribuciju, izvrSena je
dodatna analiza primenom neparametrijskih testova. Njihovi rezultati (Tabele 19 i 21) su
potvrdili prisustvo statisticki znaCajnog rasta ovog parametra tokom procesa starenja (H=7.56,
SS=2, p=0.023), ali su dodatno ukazali i na njegov statisticki znacajan rast od 58.9% u II
starosnoj grupi u odnosu na I (p<0.05), zatim potvrdili odsustvo statisticki znacajnog rasta od
4.3% u III u odnosu na II starosnu grupu (p>0.05), i za 65.75% statisticki znacajno vise vrednosti
ovog parametra u Il u odnosu na | starosnu grupu (p<0.05). Kada su u pitanju vrednosti broja
nervnih c¢elija bez uocenih lipofuscinskih depozita na jedinicu povrSine PC, rezultati
parametrijskih i neparametrijskih testova su saglasni.

Rezltati T testa za dva mala zavisna uzorka i neparametrijski Wilcoxon — ov test ranga su
pokazali da je u | grupi broj nervnih c¢elija bez uocenih lipofuscinskih depozita za 93.42%
signifikantno viSi u odnosu na broj nervnih ¢elija sa uofenim lipofuscinskim depozitima na
jedinicu povrsine PC (T=3.57, SS=13, p=0.003; Z=2.76, p=0.006). Broj lipofuscin negativnih
¢elija ostaje visi za 8.55% u odnosu na lipofuscin pozitivne ¢elije i1 u II starosnoj grupi, ali ta
razlika viSe nije statisticki znacajna (T=0.41, SS=7, p=0.70; Z=0.28, p=0.78). Nasuprot napred
navedenim starosnim grupama, u III starosnoj grupi broj nervnih celija sa lipofuscinskim
depozitima je za 32% viSi u odnosu na broj ¢elija bez lipofuscinskih depozita, ali ta razlika kao i

u II starosnoj grupi nije statisticki znacajna (T=1.43, SS=7, p=0.20; Z=1.4, p=0.16).
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Tabela 19. Prosecan broj nervnih ¢elija bez, i broj nervnih ¢elija sa uo¢enim lipofuscinskim

depozitima na jedinicu povrsSine PC tokom starenja ¢oveka.

N,.- (pm?) x 10"
Starosna | I I
grupa
Parametar | n [Prosek|Mediana|Skewness|n|Prosek |Mediana|Skewness|n|Prosek|Mediana|Skewness
Vrednost 1.47 1.42 0.89 1.27 1.30 0.67 1.00 1.00 0.67
SE 14 0.13 3 0.20 3 0.05
95% DIP 1.18 1.00 0.80 0.56 0.88 0.80
95% GIP 1.76 1.72 1.75 1.63 1.12 1.09
N,.+ (um™) x 10
Starosna | I I
grupa
Vrednost 0.76 0.73 0.25 1.17 1.16 0.03 1.32 1.21 1.39
SE 14 0.11 3 0.10 3 0.20
95% DIP 0.53 0.31 0.92 0.72 0.84 0.72
95% GIP 1.00 1.13 1.41 1.53 1.80 1.56

Tabela 20. Rezultati ANOVA testa za prosean broj nervnih ¢elija bez i nervnih Celija sa
prisustvom lipofuscinskih depozita na jedinicu povrSine PC izmedu grupa dobijenih

klasifikacionom analizom.

NaL_
Parametar [SS|SSq (10%) | Ms (10%)| F p |(c=0.05)
I d
zmedt ol 111 056 |2.64|0.000| 0.48
grupa
Unut
et 1271 567 0.21
grupa
Ukupno 29 0.68
N, +
Izmedu
2 1.80 0.90 4.7310.017 0.74
grupa
Unutar
27 5.13 1.90
grupa

Ukupno 29 6.92

67



Rezultati

Tabela 21. Rezultati Kruskal Wallis ANOVA testa za broj nervnih ¢elija bez uocenih i
nervnih celija sa uoCenim depozitima lipofuscina na jedinicu povrSine PC, izmedu grupa

dobijenih klasifikacionom analizom.

NaL'
Parametar |SS H p
Vrednost | 2 5.86 0.053
N, +
Vrednost | 2| 7.56 0.023

Prosecan broj nervnih ¢elija bez uoc¢enih depozitalipofuscina i nervnih éelija sa
uocenim depozitima lipofuscina na jedinicu povrsine PC kod grupa dobijenih
klasifikacionom analizom
M Bezuocenih lipofuscinskih depozita Sa uocenim lipofuscinskim depozitima
1.60
1.40
1.20
1.00
5
x
& 0380
€
=2
0.60 -
0.40 7
0.20 1
0.00 T T
1 I
Starosna grupa

Grafikon 9. Prosecan broj nervnih ¢elija bez uocenih lipofuscinskih depozita i
nervnih ¢elija sa uocenim lipofuscinskim depozitima na jedinicu povrSine PC

tokom starenja Coveka.

Morfometrijska analiza krvnih sudova parahipokampalne kore

Prose¢na zapreminska gustina krvnih sudova PC (Tabele 22 i 23, grafikon 10) se statisticki
znacajno razlikuje izmedu grupa dobijenih klasifikacionom analizom (F(2,27)=22,56, p<0.01).
NajviSe vrednosti, ovaj parametar dostize u II starosnoj grupi i one su statisticki znacajno

(p<0.05) za 184.12% viSe u odnosu na I, a za 179% viSe u odnosu na Ill starosnu grupu.
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Prosecna zapreminska gustina krvnih sudova Il je za 4.76% viSa u odnosu na | starosnu grupu,

ali ta razlika nije statisticki znacajna (p>0.05).

Tabela 22. Prose¢na zapreminska, povrSinska, prose¢na duzinska gustina i prosec¢an Feret-ov

dijametar krvnih sudova PC kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

VVks (%)

Starosna | I m
grupa
Parametar| n | Prosek | Mediana|Skewness|n| Prosek | Mediana|Skewness|n| Prosek | Mediana|Skewness
Vrednost 0.63 0.50 0.81 1.79 1.67 0.47 0.66 0.57 0.67
SE 14 0.09 3 0.19 3 0.14
95% DIP 0.43 0.28 1.35 1.24 0.32 0.20
95% GIP 0.83 0.83 2.24 2.41 1.00 0.95

Suis (um™) x 10°
Starosna | I "
grupa
Vrednost 0.89 0.94 -0.43 1.45 1.42 0.85 0.82 0.92 -0.48
SE 14 0.07 3 0.05 3 0.08
95% DIP 0.73 0.65 1.32 1.29 0.62 0.49
95% GIP 1.04 1.08 1.58 1.56 1.02 1.00

Lyks (Hm?) x 10°
Starosna | I m
grupa
Vrednost 1.16 1.04 0.98 1.10 1.10 0.00 0.88 0.78 1.45
SE 14 0.15 3 0.08 3 0.12
95% DIP 0.85 0.76 0.91 0.76 0.60 0.60
95% GIP 1.48 1.40 1.29 1.36 1.15 1.00

Dst (Hm)

Starosna | I m
grupa
Vrednost 1439.28| 1519.05 -0.50 2309.42| 2298.12 0.06 1293.70( 1443.60 -0.36
SE 14 114.08 8 70.71 3 133.10
95% DIP 1192.82| 1095.47 2142.23| 2062.48 978.98 | 786.17
95% GIP 1685.75| 1689.38 2476.62| 2540.75 1608.42| 1691.93

Prose¢ne vrednosti povrSinske gustine krvnih sudova PC se statisti¢ki znacajno razlikuju
izmedu dobijenih starosnih grupa (F(2,27)=18.81, p<0.01) (Tabele 22 i 23, grafikon 11). Kao i u
slucaju proseCne zapreminske gustine, najvise vrednosti ovog parametara su izmerene u II
starosnoj grupi, ali su one za 62% viSe u odnosu na | i, za 76.8% viSe u odnosu na Ill starosnu
grupu, Sto predstavlja neSto manje razlike u odnosu na razlike uo¢ene izmedu zapreminskih
gustina istih grupa, ali ipak statisticki signifikantne (p<0.05). Najnize vrednosti prosecne

povrsinske gustine su uocene u III starosnoj grupi i one su za 8.5 % nize u odnosu na | starosnu
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grupu, §to ne predstavlja statisticki znacajnu razliku (p>0.05). Prema tome, nasuprot prosecnoj
zapreminskoj gustini, koja tokom procesa starenja pokazuje blagi porast, prose¢na povrSinska

gustina krvnih sudova PC pokazuje suprotan trend i blago opada tokom procesa starenja.

Tabela 23. Rezultati ANOVA testa za prosecnu zapreminsku, prosecnu povrsinsku, prosecnu
duzinsku gustinu i prosecan Feret-ov dijametar krvnih sudova PC izmedu grupa dobijenih

klasifikacionom analizom.

VVks
Parametar |SS SSq MS F p (a=0.05)
Izmedu
2 7.82 3.91 22.56|0.000002| 1.00
grupa
Unutar
27 4.68 0.17
grupa
Ukupno 29 12.51
SV
Parametar [SS| SSq (10°) | MsS (10°) F p (c.=0.05)
Izmedu
2 2.05 1.02 18.81]0.000008 1.00
grupa
Unutar
27 1.47 0.05
grupa
Ukupno 29 3.51
LVks
SS|ssq (10%°) | Ms (10™°) | F p (0.=0.05)
Izmedu
2 0.43 0.22 1.17 0.32 0.24
grupa
Unutar
27 4.94 0.18
grupa
Ukupno 29 5.37
Dst
SS SSq MS F p (0.=0.05)
Izmedu
2 |5106702.00]|2553351.00( 18.94(0.000007| 1.00
grupa
Unutar
27(3640762.00( 134843.00
grupa
Ukupno 29(8747463.00

Trend prosecne duzinske gustine krvnih sudova PC odgovara trendu prosecne povrsinske

gustine istih, tako da ona opada tokom procesa starenja, ali taj pad nije statisticki znacajan
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(ANOVA test, F(2,27)=1.17, p=0.32) (Tabele 22 i 23, grafikon 12). Najvise vrednosti ovog
parametra uocene su u I starosnoj grupi. One zatim opadaju u Il u odnosu na | za 5.45%, za 20%

u 1 u odnosu na 1, odnosno za 24.14% u 111 u odnosu na | starosnu grupu.

Tabela 24. Rezultati Kruskal-Wallis ANOVA testa za prosecnu zapreminsku gustinu,
povrSinsku, duzinsku gustinu i prosecan Feret-ov dijametar krvnih sudova PC kod grupa

dobijenih starosnih grupa.

\/Vks
Parametar |SS H p
Vrednost | 2 15.16 0.00051
SVks

Vrednost | 2| 1734 | 0.00017

LVks
Vrednost | 2| 3.95 | 0.14

[)st
Vrednost | 2] 17.46 | 0.00016

Vrednosti proseénog Feret-ovog dijametra krvnih sudova PC se statisticki znacajno razlikuju
izmedu grupa dobijenih grupa (F(2,27)=18.94, p<0.001) i sli¢no povrSinskoj i duzinskoj gustini
pokazuju blagi pad tokom procesa starenja (Tabele 22 i 23, grafikon 13). One statisti¢ki znacajno
(p<0.05) rastu u Il starosnoj grupi za 60 % u odnosu na | starosnu grupu, a zatim statisticki
znacajno (p<0.05) opadaju za 78.5% u Ill u odnosu na Il starosnu grupu. Prose¢ne vrednosti
ovog dijametra Il starosne grupe su za 11.25 % niZe u odnosu na | starosnu grupu, ali ta razlika
nije statisticki signifikantna (p>0.05).

Identi¢an trend napred navedenih parametara je dodatno potvrdio neparametrijski Kruskal —
Wallis test (Tabela 24).
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Prosec¢na zapreminska gustina krvnih sudova PC kod grupa
dobijenih klasifikacionom analizom

(%)
=
8

Starosna grupa

Grafikon 10. Prosetna zapreminska gustina subkortikalno
lokalizovanih krvnih sudova PC tokom starenja coveka

Prosecna povrsinska gustina krvnih sudova PC kod grupa dobijenih
klasifikacionom analizom
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Grafikon 11. Prose¢na povrsinska gustina krvnih sudova PC kod
klasifikacionom analizom dobijenih starosnih grupa
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Prosecna duZinska gustina krvnih sudova PC kod grupa dobijenih
klasifikacionom analizom

1.40

1.20

(pm2) x10°

Starosna grupa

Grafikon 12. Prose¢na duzinska gustina krvnih sudova PC
tokom starenja Coveka.

Prosecan Feret-ov dijametar krvnihsudova PC kod grupa dobijenih
klasifikacionom analizom
2500.00
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Starosna grupa

Grafikon 13. ProseCan Feret-ov dijametar krvnih sudova PC
tokom procesa starenja.
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Morfometrijska analiza ispitivanih starosnih promena parahipokampalne kore slucajeva
muskog i Zenskog pola

Morfometrijska analiza ispitivanih starosnih promena PC je ukljucila 16 slucajeva Zenskog
pola, prosecne starosti 69 g. (95% IP: 62 — 76 g.) 1, 14 slu¢ajeva muSkog pola prosecne starosti
56 g. (95% IP: 45 - 67 g.). Student - ov T test i Mann — Whitney U test su dali opre¢ne rezultate.
Medutim, vrednosti skewness — a su ukazale da distribucija ispitivanih vrednosti slu¢ajeva oba
pola ne odstupaju znacajno od normalne, tako da se moze zakljuciti da su ispitivani slucajevi
zenskog pola u proseku statisticki znacajno stariji (T=2.12, SS=24.25, p<0.05) od ispitivanih
slu¢ajeva muskog pola (Tabela 25, grafikon 14). To je ukazalo da uocene razlike ispitivanih
morfometrijskih parametara starosnih promena PC izmedu slucajeva muskog i zenskog pola,
mogu biti istovremeno posledica kako razli¢itog pola, tako 1 procesa starenja.

Rezultati Student — ovog T testa za dva mala nezavisna uzorka su ukazali da su vrednosti
prosecne numericke gustine subkortikalnih CA (Grafikon 15) za 51.17% (T=2.22, SS=26,
p=0.035), zatim prose¢na povrSinska gustina (Grafikon 16) za 20.18% (T=1.83, SS=28,
p=0.039), a neparametrijski Mann — Whitney U test dodatno, i da su vrednosti Feret-ovog
dijametra krvnih sudova (Grafikon 17) za 17.62% (Z=1.73, p=0.042) i broj nervnih ¢elija sa
lipofuscinskim depozitima na jedinicu povrSine PC (Grafikon 18) za 36.21% (Z=1.66, p=0.048),
statisti¢ki znacajno visi kod slucajeva zenskog u odnosu na slucajeve muskog pola (Tabela 25).

Prose¢na numericka gustina subpijalno lokalizovanih CA, prosecna area, perimetar
subpijalnih 1 Feret-ov dijametar CA, zatim proseCna area, perimetar i Feret-ov dijametar
subkortikalnih CA 1, prose¢na zapreminska i duZinska gustina krvnih sudova PC se ne razlikuju
statisticki znacajno izmedu slucajeva muskog i1 Zenskog pola (p>0.05) (Tabela 25).

Napred navedene statisticki znacajno vise vrednosti pojedinih morfometrijskih parametara
starosnih promena PC slucajeva Zenskog u odnosu na slucajeve muskog pola mogu da budu
posledica uticaja pola, ali zbog ¢injenice, da su slucajevi Zenskog pola statisticki znacajno stariji

od slucajeva muskog pola, uticaj starenja se ne moze iskljuciti.

74



Rezultati

Tabela 25. Morfometrijske karakteristike struktura humane PC kod ispitivanih slucajeva
muskog i Zenskog pola.

Uzrast
Parametar| n | Prosek SE |95%DIP|95%GIP| T SS p Mediana|95%DIP|95%GIP| Z p Skewness
Zenvsk'l 14| 69 3.1 62 76 212 | 24.25|0.02225 66 61 71 1.52 | 0.06444 0.68
Muski 16 56 5.2 45 67 59 38 73 -0.38
NVsp (Hma) X 10-5
Zenski 12| 1.52 0.42 0.60 2.44 _0.43| 22 lo.67131 0.84 0.07 3.18 0.72 | 0.47049 0.39
Muski 12| 1.96 0.94 | -0.11 4.03 0.11 0.05 5.28 1.28
ACAsp (Hmz)
Ze I"IVSk.I 12| 71.60 | 6.13 | 58.11 | 85.10 119 22 lo.24685 68.66 58.86 | 85.99 -0.78|0.43573 0.30
Muski 12| 88.01 | 12.35| 60.82 | 115.20 100.57 53.44 | 114.76 0.04
BCAsp (Hm)
Ze nvsk'l 12| 30.88 | 1.32 | 27.97 | 33.80 20.95] 22 |0.35448 31.02 27.94 | 33.91 -0.95|0.32078 -0.13
Muski 12| 33.44 2.36 28.25 38.63 36.54 27.28 40.21 -0.53
DFsp (Hm)
Ze nvsk'l 12 11.12 0.42 10.20 12.04 -0.92|16.33)0.37348 11.28 10.32 11.97 -0.84| 0.40250 -0.09
Muski 12| 11.97 0.82 10.16 13.78 12.87 9.40 14.36 -0.34
Nysc (um?) x 10°
Ze nvsk-| 14| 4.26 0.73 2.69 5.84 222 26 lo.03521 4.74 0.86 6.16 2.00 | 0.04564 -0.01
Muski 14| 2.08 0.66 0.65 3.51 0.78 0.16 3.86 0.95
ACAsc (“mz)
Zenvsk.l 14| 80.27 | 6.08 | 67.14 | 93.40 115| 26 l0.26034 79.14 59.97 | 86.61 1.03 |0.30122 0.12
Muski 14| 68.44 8.30 50.52 86.36 67.73 31.11 95.31 0.03
BCAsc (“m)
Zenvsk'l 14| 32.91 | 1.23 | 30.24 | 35.58 130! 26 lo.20563 33.29 28.69 | 34.50 1.13 | 0.26029 -0.25
Muski 14| 30.01 | 1.86 | 26.00 | 34.03 30.33 21.44 | 35.75 -0.27
DFsc (Hm)
Zenvsk.l 14| 11.72 0.43 10.80 12.64 133| 26 |o.19420 11.82 10.19 12.77 1.13 | 0.26029 -0.34
Muski 14| 10.69 | 0.65 9.29 12.08 10.76 8.06 12.41 -0.22
Vvks (%)
Zenvsk-| 14 1.11 0.22 0.64 1.58 131] 28 |o.20207 0.77 0.45 1.69 0.81|0.41758 0.69
Muski 16| 0.80 0.11 0.56 1.04 0.81 0.35 1.24 0.07
Svks (um™) x 10°
Zenvsk.l 14| 1.14 0.07 0.93 1.35 183 28 lo.03885 1.15 0.73 1.40 1.81 |0.03528 -0.14
Muski 16| 0.91 0.08 0.75 1.08 0.94 0.65 1.04 -0.07
Lvis (um™) x 10°
Zenvsk.l 14| 1.21 0.13 0.92 1.49 167| 28 lo.10665 1.10 0.76 1.40 1.46 | 0.14510 1.19
Muski 16| 0.95 0.08 0.77 1.13 0.88 0.68 1.04 0.81
Dst (Hm)
Ze nvsk.l 14]11806.14|150.88|1480.19(2132.09 167] 28 lo.10626 1797.85 [1168.41(2297.60 1.73 | 0.04225 -0.25
Muski 16| 1480.56(126.04|1211.90|1749.22 1481.08 | 1095.47(1689.38 -0.12
N,.- (um?) x 10
Zenvsk.l 14| 1.16 1.24 0.89 1.43 1.aa| 28 |0.16202 1.05 0.78 1.31 -1.67|0.04795 1.29
Muski 16| 1.41 1.21 1.15 1.67 1.41 1.00 1.56 1.11
N+ (um?) x 10
Zenvsk'l 14| 1.13 0.07 0.98 1.28 1.18 |20.49| 0.24968 1.16 0.85 1.28 1.66 | 0.04797 0.06
Muski 16| 0.93 0.16 0.60 1.26 0.74 0.38 1.19 1.15
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Rezultati

Uzrastispitivanih slucajeva muskogi Zenskog pola
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Grafikon 14. Prosean uzrast ispitivanih slucajeva muskog i ispitivanih
slu¢ajeva zenskog pola.

Prose¢na numericka gustina subkortikalno loklaizovanih corpora amylacea
kod ispitivanih slu¢ajeva muskog i Zenskog pola
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Grafikon 15. Prose¢na numeri¢ka gustina subkortikalno lokalizovanih CA
humane PC kod ispitanih slu¢ajeva muskog i zenskog pola.
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Rezultati

Prosecna povrsinska gustina krvnih sudova PC kod ispitivanih slu¢ajevamuskog i
Zenskog pola
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Grafikon 16. Prose¢na povrSinska gustina krvnih sudova PC kod ispitanih
slucajeva muskog i zenskog pola.

Feret-ov dijametar krvnih sudova PC ispitivanih slu¢ajeva muskogi Zzenskog
pola
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Grafikon 17. Feret-ov dijametar krvnih sudova PC kod ispitanih slucajeva
muskog i Zenskog pola.
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Rezultati

Broj nervnih ¢elija bez uocenih i broj nervnih ¢elija sa uo¢enim depozitima
lipofuscina na jednicu povrsine PC kod ispitivanih slu¢ajeva muskogi Zzenskog
pola

M Bez prisustva lipofuscina Sa prisustvom lipofuscina

0.00 -
Zenski Mugki
Pol

Grafikon 18. Broj nervnih ¢elija bez i, broj nervnih ¢éelija sa uocenim depozitima
lipofuscina na jedinicu povrSine PC kod ispitanih sluajeva muskog i zenskog
pola.

Korelaciona analiza morfometrijskih parametara ispitivanih starosnih promena

Korelaciona analiza je pokazala da postoji statisticki znacajna (R(22)=0.5, p=0.01) pozitivna
linearna korelacija umerenog intenziteta izmedu numericke gustine subpijalnih CA i broja
nervnih Celija sa uo¢enim lipofuscinskim depozitima na jedinicu povrSine humane PC (Tabela
26, grafikon 19), zatim izmedu numericke gustine subkortikalnih CA 1 zapreminske gustine
krvnih sudova humane PC (Tabela 26, grafikon 20) (R(26)=0.42, p=0.02) i, izmedu numericke
gustine subkortikalnih CA 1 broja nervnih c¢elija sa uoCenim lipofuscinskim depozitima na
jedinicu povrSine PC (Tabela 26, grafikon 21) (R(26)=0.64, p=0.0002), svih 30 ispitanih

slucajeva.
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Rezultati

Tabela 26. Korelaciona matrica za pojedine morfometrijske parametre starosnih promena PC

svih 30 ispitanih slucajeva.

Parametar Nvsc Vs Svks Lvks Dris N, .+
R 0.21 -0.32 -0.32 -0.19 -0.35 0.50
Nvsp p 0.35 0.12 0.13 0.37 0.10 0.01
n 23 24 24 24 24 24
R 0.42 0.27 -0.30 0.23 0.64
Nvsc p 0.02 0.17 0.12 0.24 0.0002
n 28 28 28 28 28
R 0.86 -0.08 0.83 0.21
Vs p 0.00 0.67 0.00 0.27
n 30 30 30 30
R 0.33 0.99 0.23
Swvks p 0.07 0.00 0.22
n 30 30 30
R 0.33 -0.18
Lvis p 0.08 0.34
n 30 30
R 0.21
Dris p 0.26
n 30

Hi-kvadrat test je pokazao da ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u broju slu¢ajeva muskog
1 slucajeva Zenskog pola unutar grupa dobijenih klasifikacionom analizom (H=3.45, SS=2, n=30,

p=0.18).

79



Rezultati

Tabela 27. Broj slucajeva muskog i zenskog pola kod grupa dobijenih klasifikacionom
analizom.
Pol
Grupa Zenski Muski | Ukupno
| 4 10 14
I 5 3 8
11 5 3 8
Ukupno 14 16 30
Korelacijaizmedu numeri¢ke gustine subpijalnih CA i broja nervnih éelija
sa uocenim depozitima lipofuscina na jedinicu povrSine PC kod ispitanih
slu€ajeva
3.0
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Grafikon 19. Scatter dijagram izmedu numericke gustine subpijalnih CA i broja
nervnih ¢elija sa depozitima lipofuscina na jedinicu povrsine PC, kod ispitanih
slucajeva.
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Rezultati

Korelacija izmedu numericke gustine subkortikalnih CA i zapreminske
gustine krvnih sudova PC ispitanih slu€ajeva
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Grafikon 20. Scatter dijagram izmedu numeri¢ke gustine subkortikalnih
CA i zapreminske gustine krvnih sudova PC kod ispitanih slu¢ajeva.

Korelacija izmedu numericke gustine subkortikalnih CA i broja nervnih
¢elija sa uocenim depozitima lipofuscina na jedinicu povrsine PC kod
ispitanih slucajeva
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Grafikon 21. Scatter dijagram izmedu numericke gustine subkortikalnih CA i
broja nervnih ¢elija sa prisutnim depozitima lipofuscina na jedinicu povrsine
PC kod ispitanih slucajeva.
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Rezultati

Imunohistohemijska analiza

Od 30 ispitanih sluc¢ajeva imunohistohemijski su analizirani 12 slucajeva. Morfometrijska
analiza imunohistohemijski obojenih preseka je obuhvatala odredivanje broja NSE pozitivnih
nervnih ¢elija na jedinicu povrsine PC 1 odredivanje broja GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu

povrsine PC. Rezultati morfometrijske analize su prezenovani u tabeli 28.

Tabela 28. Morfometrijske karakteristike NSE pozitivnih ¢elija i GFAP pozitivnih ¢elija kod

svih 12 ispitanih slucajeva.

Slucaj Uzrast Pol N""GZFAP (_tlm NaN;E _Eum

) x10 ) x10
1 26 m 3.16 273
2 40 m 1.58 1.34
3 50 2 0.58 7.86
4 57 m 1.37 2.72
> 58 3 1.85 1.95
6 61 m 3.21 738
7 64 m 2.57 781
8 65 ? 1.92 2.80
2 70 m 2.89 1.89
10 75 m 2.00 246
11 78 m 2.11 2.40
12 84 m 1.77 3.20

Prose¢an broj NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine humane PC se ne menja statisticki
znacajno tokom procesa starenja (F(2,9)=0.48, p>0.05) (Tabele 29 i 30, grafikon 22). Prosecan
broj NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu povrsine PC se minimalno menja tokom starenja i on raste
u Il starosnoj grupi za 2.95% u odnosu na I, zatim za 14.75 % u Ill u odnosu na Il starosnu
grupu, odnosno za 18.14 % u odnosu na | starosnu grupu.

Prose€an broj GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC se slicno broju NSE
pozitivnih c¢elija ne menja statisticki znacajno tokom procesa starenja (F(2,9)=0.47, p>0.05)
(Tabele 29 i 30, grafikon 23). Najvise vrednosti ovog parametra uocene su u Il starosnoj grupi i
one su za 26.5 % vise u odnosu na I, odnosno za 27.83 % u odnosu na Ill starosnu grupu.

Najnize vrednosti su uocene u III starosnoj grupi su za 1% niZe u odnosu na | starosnu grupu.
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Rezultati

Kako su rezultati neparametrijskog Kruskal — Wallis testa (Tabela 31) potvrdili napred
navedene rezultate ANOVA testa, moze se zakljuciti da se broj nervnih ¢elija i astrocita PC
tokom procesa starenja ne menja znacajno. Uocene razlike u njihovom broju izmedu dobijenih

starosnih grupa verovatno predstavljaju posledicu procesa histoloske obrade tkiva, kao i

ograni¢ene veli¢ine analiziranog uzorka.

Tabela 29. Morfometrijske karakteristike NSE pozitivnih ¢éelija i GFAP pozitivnih ¢elija kod
grupa dobijenih Kklasifikacionom analizom.

NaNSE
Grupa | 1] 1l
Prosek (um’|Mediana (um Prosek (um’[Mediana (um Prosek (um’| Mediana
Parametar [n| (ﬁ: ) _g” Skewness [n| (_!i N _f‘“ Skewness [n| (_tl 5 4 | Skewness
) x10 ) x10 ) x10 ) x10 ) x10 (um™) x10
Vrednost 2.37 2.46 -0.93 2.44 2.72 -0.71 2.80 2.80 /
SE 7 0.21 / / 3 0.28 / / 2 0.40 / /
95% DIP 1.86 1.34 / 1.24 / / -2.28 / /
95% GIP 2.89 2.86 / 3.65 / / 7.87 / /
NaGFAP
Grupa | 1] 1l
P k | Medi P k | Medi P k | Mediana
Parametar r(zse (fm e2 |ana7£pm Skewness | n rozse (}:m 82 |ana7£pm Skewness | n rc;se (ﬁm 2 4 | Skewness
) x10 ) x10 ) x10 ) x10 ) x10 (um™) x10
Vrednost 1.96 1.92 -0.16 2.48 2.89 -0.64 1.94 1.94 /
SE 7 0.31 / / 3 0.56 / / 2 0.17 / /
95% DIP 1.20 0.58 / 0.08 / / 0.19 / /
95% GIP 2.72 3.21 / 4.87 / / 4.07 / /
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Rezultati

Tabela 30. Rezultati ANOVA testa za prosecan broj NSE pozitivnih ¢elija i prosecan broj
GFAP pozitivnih ¢€elija na jedinicu povrSine PC, izmedu imunohistohemijski ispitanih slucajeva

grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

NaNSE
Parametar | SS | SSq (x10®) | MS (x10®) F p (=0.05)
lzmed
zmedu 2 0.28 0.14 0.48 0.63 0.11
grupa
Unut
nutar 9 2.65 0.29
grupa
Ukupno 11 2.93
NaGFAP
Parametar | SS | s5q (x10°®) [ MS (x10®) F p (0=0.05)
lzmed
zmedu 2 0.61 031 0.47 0.64 0.10
grupa
Unut
nutar 9 5.03 0.66
grupa
Ukupno 11 6.55

Tabela 31. Kruskal Wallis ANOVA test za broj NSE pozitivnih ¢elija i broj GFAP
pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC, izmedu imunohistohemijski ispitanih slucajeva grupa

dobijenih klasifikacionom analizom.

NaNSE
Parametar | SS H p
Vrednost 2 0.80 0.67
NaGFAP
Vrednost | 2 | 0.42 0.81
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Rezultati

Prosecan broj NSE pozitivnih éelija na jedinicu povrsine PC tokom
procesa starenja
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Grafikon 22. Prose¢an broj NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC tokom starenja
coveka.
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Rezultati

Student - ov T - test za dva mala zavisna uzorka je ukazao, a neparametrijski Wilcoxon — ov
test ranga dodatno to potvrdio, da se prosecan broj NSE pozitivnih ¢elija u odnosu na prosecan
broj GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine humane parahipokampalne kore unutar | (T=
1.10, SS=6, p>0.05; Z= 1.10, p>0.05) (Grafikon 24), zatim unutar Il (T = 0.45, SS = 2, p>0.05;
Z=0, p>0.05) (Grafikon 25) i kona¢no unutar Il starosne grupe (T = 1.51, SS =1, p>0.05; Z =
1.34, p>0.05) (Grafikon 25) medusobno ne razlikuje statisticki znacajno (Tabela 29).

Prosecan broj GFAP pozitivnih i broj NSE pozitivnih celija na jedinicu
povrsine PC kod ispitanih slucajeva | starosne grupe
2.50
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L, 150
-
x
E
2 1.00
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0.00 -
GFAP NSE
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Grafikon 24. Prosec¢an broj GFAP pozitivnih ¢elija i prosecan broj NSE
pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC kod imunohistohemijski ispitanih
slucajeva I starosne grupe.
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Rezultati

Prosecan broj GFAP pozitivnih i broj NSE pozitivnih celija na jedinicu
povrsine PC kod ispitanih slu¢ajeva Il starosne grupe
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Grafikon 25. Prosecan broj GFAP pozitivnih ¢elija i proseéan broj NSE
pozitivnih c¢elija na jedinicu povrsine PC kod imunohistohemijski ispitanih
slucajeva II starosne grupe.

Prosecan broj GFAP pozitivnih ¢elija i prosecan broj NSE pozitivnih celija
na jedinicu povrsine PC kod ispitanih slucajeva lll starosne grupe
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Grafikon 26. Prosecan broj GFAP pozitivnih ¢elija I prose¢an broj NSE
pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC kod imunohistohemijski ispitanih
slucajeva III starosne grupe.
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Rezultati

Kako je broj imunohistohemijski analiziranih slu¢ajeva pojedinih starosnih grupa mali, Sto bi
moglo da uti¢e na statisti¢ku znacajnost analiziranih morfometrijskih parametara, sprovedena je
korelaciona analiza morfometrijskih parametara svih 12 analiziranih slu¢ajeva. Ona je dodatno
potvrdila da tokom starenja ne postoji statisticki znac¢ajna (R=0.25, SS=10, p>0.05) promena
broja kako NSE pozitivnih, tako ni GFAP pozitivnih ¢elija (R=-0.05, SS=10, p>0.05) na jedinicu
povrsine PC (Tabela 32, grafikoni 27 i 28). Takode je ustanovljeno, da ne postoji statisticki
znacajna korelacija (R=-0.11, SS=10, p>0.05) izmedu broja NSE pozitivnih i broja GFAP
pozitivnih ¢elija na jedinicu povrsine PC, kod svih 12 imunohistohemijski analiziranih slucajeva

(Tabela 32, grafikon 29).

Tabela 32. Korelaciona matrica morfometrijskih parametara svih 12 imunohistohemijski

ispitanih slucajeva.

Uzrast Nacrap Nanse

R -0.05 0.25

Uzrast (p 0.88 0.43
n 12 12

R -0.11

Nagrar |[p 0.73
n 12
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Rezultati

Korelacijaizmedu uzrasta i broja NSE pozitivnih ¢elija na
jedinicu povrSine PC kod svih 12 ispitanih slu¢ajeva
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Grafikon 27. Scatter dijagram broja NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu
povrsine PC i uzrasta imunohistohemijski ispitanih slucajeva.

Korelacijaizmedu uzrasta i broja GFAP pozitivnih ¢elija na
jedinicu povrSine PC kod svih 12 ispitanih slu¢ajeva
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Grafikon 28. Korelacija izmedu uzrasta i broja GFAP pozitivnih ¢éelija na
jedinicu povrsine PC kod imunohistohemijski analiziranih slu¢ajeva.
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Rezultati

Korelacijaizmedu broja GFAP pozitivnih ¢elija i broja NSE
pozitivnih ¢elija na jedinicu povrsine PCkod svih 12 ispitanih
sluéajeva
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Grafikon 29. Korelacija izmedu broja NSE pozitivnih Celija i GFAP pozitivnih ¢elija
na jedinicu povrSine PC kod imunohistohemijski analiziranih slu¢ajeva.
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Rezultati

Morfometrijska analiza ispitivanih starosnih promena parahipokampalne kore slucajeva
muskog i Zenskog pola

Prosecan broj NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC ispitanih slucajeva zenskog pola
je za 4% vi$i u odnosu na broj NSE pozitivnih ¢elija ispitanika muskog pola (Tabela 33, grafikon
30), ali ta razlika nije statisticki znacajna (T=0.28, SS=10, p>0.05; Z=0.55, p>0.05).

Nasuprot napred navedenom, prose¢an broj GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu povrsine PC
je statisti¢ki zna€ajno (T= 1.81, SS=10, p<0.05), za 45.5% visi kod ispitanih sluc¢ajeva muskog u
odnosu na ispitane sluéajeve Zenskog pola (Tabela 33, grafikon 31). Mediana istog parametra je
takode za 14 % visa kod ispitanika muskog pola u odnosu na ispitanike Zenskog pola, medutim
neparametrijski Mann — Whitney U test nije potvrdio statisticku znacajnost T — testa (Z=-1.29,
p>0.05). Kako distribucija ispitivanog morfometrijskog parametra ne odstupa znacajno od
normalne (vrednosti skewness - a ne prelaze granicu od +1 i -1), moze se zakljuditi da je ipak
broj astrocita na jedinicu povrsine PC statisticki znacajno visi kod ispitanih slucajeva muskog
pola.

Kada je u pitanju odnos broja nervnih ¢elija i broja astrocita, Student — ov T — test za dva
mala zavisna uzorka je ukazao da je prosecan broj NSE pozitivnih éelija humane PC za 6 % visi
u odnosu na prosecan broj GFAP pozitivnih ¢elija kod ispitivanih slucajeva muskog (T= 0.48,
SS=8, p>0.05) (Tabela 33, grafikon 32), odnosno za 39.88 % visi kod ispitanih slucajeva
Zenskog pola (T= 1.70, SS=2, p>0.05) (Tabela 33, grafikon 33). Ta razlika medutim nije bila
statisticki znacajna. Dodatna primena neparametrijskog testa je potvrdila rezultate T — testa.

Napred navedeni rezultati mogu da ukazu na moguce prisustvo izrazitije glioze PC kod

slucajeva muskog pola tokom procesa starenja.
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Rezultati

Tabela 33. Morfometrijske karakteristike humane PC imunohistohemijski ispitanih sluc¢ajeva

muskog i Zenskog pola.

NaGFAP
Pol Zenski Mugki
Parametar P?SEk 4 Me_zdlana# Skewness Pr(;sek (_tlm Me-zdlana_4 Skewness
(um™@) x10™ | (um™) x10 ) x10 (um™) x10
Vrednost 1.45 1.85 -0.70 2.30 2.11 0.13
SE 0.44 / / 0.30 / /
95% DIP -0.43 / / 1.77 1.58 /
95% GIP 3.33 / / 2.83 3.16 /
NaNSE
Pol Zenski Mugki
Parametar Prozsek _(4“m Me__-zdlana_4 Skewness Prc;sek (_tlm Midlana_4 Skewness
) x10 (um™) x10 ) x10 (um™) x10
Vrednost 2.54 2.80 -0.69 2.44 2.46 -0.76
SE 0.29 / / 0.18 / /
95% DIP 1.27 / / 2.02 1.89 /
95% GIP 3.80 / / 2.86 2.81 /
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Rezultati

Prosecan broj NSE pozitivnih celija na jedinicu povrSine PC kod ispitanih slucajeva
muskog i Zenskog pola
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Grafikon 30. Prosec¢an broj NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC kod
imunohistohemijski ispitanih sluc¢ajeva muskog i zenskog pola.

Prosecan broj GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu povrsine PC kod ispitanih
slu¢ajeva muskog i Zenskog pola
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Grafikon 31. Prose¢an broj GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC
kod imunohistohemijski ispitanih slucajeva muskog 1 Zenskog pola.
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Rezultati

Prosecan broj GFAP pozitivnih celija i prosecan broj NSE pozitivnih ¢elija
na jedinicu povrsine PC kod ispitanih slu¢ajeva muskog pola
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Grafikon 32. Prosecan broj NSE pozitivnih ¢éelija i prosecan broj GFAP
pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC kod imunohistohemijski ispitanih
slu¢ajeva muskog pola.

Broj GFAP pozitivnih celija i broj NSE pozitivnih celija na jedinicu povrsine PC kod
ispitanih sluc¢ajeva Zenskog pola
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Grafikon 33. Broj GFAP pozitivnih ¢elija i broj NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu
povrsine PC kod imunohistohemijski ispitanih slu¢ajeva zenskog pola.
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Normalan proces starenja pracen je kako globalnim, tako i regionalnim strukturalnim
promenama ljudskog mozga (Lemaitre i sar., 2010). U regije koje su ¢e3¢e i u znatno vecoj
meri od ostalih regija zahvacene Sstarosnim promenama ubrajaju se hipokampus i medijalni
temporalni reZzanj (Raz i sar., 1997; Good i sar., 2001; Tisserand i sar., 2002; Allen i sar., 2005;
Abe i sar., 2008). Prisustvo ovakve regionalne distribucije starosnih promena mozga se prema
savremenim shvatanjima smatra odgovornim za osteéenje kognitivnih funkcija kod zdravih starih
individua (West, 1996; Raz i sar., 1998), jer PC coveka predstavlja relej izmedu neokorteksa i
hipokampalne formacije, odnosno regiju koja aktivno ucestvuje u selekciji i prenoSenju
informacija izmedu ove dve strukture i veoma je vazna za proces pamcenja (Agster i sar., 2009;
Kerr i sar., 2007). To dodatno podupire i ¢injenica da PC, tacnije njen peririnalni deo, predstavlja
ne samo mesto gde se ¢esto uocava prisustvo starosnih, ve¢ i promena karakteristicnih za
pretklinicku fazu Alzheimer - ove bolesti (Arnold i sar., 2000; Braak i Braak, 1991, 1992; Ding i
sar., 2009). Lemaitre i sar. (2010) su ispituju¢i oc¢uvanost pojedinih kortikalnih regiona tokom
procesa starenja, uocili da su strukture MTR, ukljucujuéi entorinalnu i ostale delove PC,
relativno postedene ovih promena. Ovakav stav je saglasan sa opazanjima drugih istrazivaca
(Grieve i sar., 2005), koji su ispitali kortikalnu debljinu kod zdravih individua i uocili da je
zapremina hipokampalne regije stabilna i skoro nepromenjena sve do sedme decenije. Njen nagli
pad uocava se kod slucajeva u osmoj decenije zivota (Allen i sar., 2005). NeuroradioloSke MRI
studije MTR — a su ustanovile postojanje sli¢nog trenda kada je u pitanju proces starenja (Coffey
i sar., 1992; Gur i sar, 1991; Tanna i sar, 1991). Pad volumena koji se javlja tokom starenja,
najpre se uocava u hipokampusu i moze ¢ak da prethodi pojavi simptoma i znakova AD — a (Jack
I sar., 1998; Laakso i sar., 2000). Dickerson i Sperling (2009) su, istrazuju¢i EC, dokazali da
normalno starenje najvise uti¢e na povrsinu oblast MTR - a, dok kod AD dolazi do izrazitije
redukcije debljine kore. Napred navedeni rezultati neuroradioloskih istraZzivanja su u najvecoj
meri poduprti nalazima savremenih stereoloskih analiza broja neurona, koja ukazuju na njegovu
stabilnost tokom perioda izmedu 60 — 90. godine Zivota (Gomez-Isla i sar., 1996; Merill i sar.,
2000). Rezultati naseg istrazivanja su takode ukazali na relativnu stabilnost broja NSE pozitivnih

¢elija na jedinicu povrSine PC, §to moze da navede na zakljucak da kognitivni deficit prisutan
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tokom procesa starenja ne moze da se objasni eventualnim smanjenjem zapremine ili debljine PC
i ostalih struktura MTR — a, u ¢ijoj bi osnovi stajao gubitak neurona u tim regijama mozga.

Longitudinalna studija Van der Elst — a i sar. (2005), tokom koje je ispitivana veza izmedu
volumena hipokampusa i deklarativnog pamcenja, ukazala je na redukciju volumena
hipokampusa u grupi sa poremecajem pamcenja u odnosu na kontrolnu grupu, pri ¢emu su dalja
istrazivanja ustanovila da je ta razlika bila najviSe izrazena u prednjem, a najslabije u zadnjem
delu hipokampusa (Jolles i sar., 1995; Van Boxtel i sar., 1998). Ove nalaze potkrepljuju i
rezultati istrazivanja Hackert-a i sar. (2002) koji su uocili znacajnu vezu izmedu redukcije
volumena prednjeg dela hipokampusa i ostecenja pamcenja. Kada je u pitanju PC, znacajna
korelacija je ustanovljena izmedu pada zapremine njenog posteriornog dela i oste¢enja pamcenja
kod zdravih starih individua (Laakso i sar., 2000). Redukcija volumena PC koja se javlja tokom
procesa starenja predominantno zahvata njen posteriorni deo i to do 15%, dok je kod EC znatno
slabije izrazena i iznosi do 5% (Insausti i sar.,1998). Burgmans i sar. (2011) smatraju da zbog
znacajnih kortikalnih konekcija koje ima kora zadnje parahipokampalne vijuge, predhodno
navedena istrazivanja mogu da ukazu na njenu znac¢ajnu ulogu u ostecenju pamcenja koje se
normalno javlja kod zdravih starih osoba.

ViSe anatomskih studija sprovedenih i na ljudima i na Zivotinjama je pokuSalo da objasni
promene koje se nalaze u osnovi pada zapremine MTR — a tokom starenja. Vise njih navode da
broj neurona u njemu ostaje relativno stabilan tokom normalnog procesa starenja
(Giannakopoulos i sar, 1996; Gomez-Isla i sar., 1996; Gazzaley i sar., 1997; Pakkenberg i
Gundersen, 1997). Drugi autori navode da je gubitak mijelinskih vlakana odgovoran za
smanjenje njegove zapremine (Braak i Braak, 1991; Meier-Rouge i sar., 1992; Double i sar,
1996; Teng i Squre, 1999). Voxel bazirana morfometrijska istrazivanja su pokazala da je
verovatni uzrok blagog kognitivnog oste¢enja tokom starenja blaga redukcija sive mase u MTR -
u. Promene u beloj masi u vidu zadebljanja se smatraju starosnim promenama koje mogu da
prouzrokuju demenciju kada zahvataju najmanje cetvrtinu ukupne bele mase. Ova pretpostavka
se poklapa sa nalazom da je samo ozbiljno ostecenje bele mase povezano sa kognitivnom
disfunkcijom (Bastos Leite i sar., 2004). Na osnovu nekih postmortem studija, histoloSke
promene koje su u osnovi ovih makroskopskih varijacija prouzrokovanih sa starenjem su vise
povezane sa gubitkom neuropila, Sto se viSe dovodi u vezu sa smanjenjem broja dendrita |

sinapsi, kao i gubitkom nervnih vlakana nego sa direktnim gubitkom neurona (Peters i sar.,
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1998). Prema Gomez-Isla i sar. (1996) neuronalni gubitak u PC koji je pracen paralelnim
gubitkom neuropilusa i sinapsi verovatni je uzrok redukcije njenog volumena tokom starenja.
Saglasno njihovim zaklju¢cima i mi smo tokom naSeg istrazivanja uocili proSirenje
perineuronalnog haloa kod starijih slucajeva, Sto moze predstavljati posledicu redukcije
neuropilusa. Vizuelna procena atrofije MTR - a se zasniva na subjektivnoj proceni Sirine
horoidne fisure temporalnog roga i visine hipokampusa (Bastos Leite i sar., 2004). Medutim,
vrlo je verovatno da se zapremina MTR - a moZe povezati, barem delom, sa integritetom
njegovih celularnih elemenata, zatim njihovom veli¢inom i, lokalnim subkortikalnim faktorima,
kao Sto je volumen subkortikalne bele mase (Feczko i sar., 2009).

Tokom procesa starenja, u morfoloSkom smislu, ne dolazi do znacajnih promena u debljini
kortikalnih slojeva kao i laminaciji, dok se kod starijih slucajeva medutim, uocava izvesno
smanjenje debljine kore, dok veli¢ina i oblik nerava ne pokazuju znacajnije promene (Davidson i
Glisky, 2002). Sve do skoro smatralo se da ostecenje kognitivne funkcije uslovljeno starenjem
predstavlja posledicu gubitka neurona do kojeg dolazi tokom tog procesa. Ovaj stav je u velikoj
meri zasnovan na rezultatima mnogih studija tokom kojih je uo¢en pad broja neurona u
hipokampusu i vec¢ini neokortikalnih oblasti (Brody, 1955; Colon, 1975; Coleman i Flood, 1987).
Istrazivaci su tokom ranijih istrazivanja koristili razlic¢ite metode za procenu starosnih promena u
ljudskom mozgu. Najcesce koris¢ena metoda jeste kvantifikacija uocenih celularnih promena
tokom histolo3kih analiza post mortem materijala poreklom od zdravih veoma starih osoba
(Mizutani i Shimada, 1992; Gertz i sar., 1994; Giannakopoulos i sar., 1996). Primenom
stereoloskih metoda (West, 1996) nisu uo¢ene znacajne promene u broju neurona hipokampalne
regije tokom normalnog starenja. Mi smo tokom naseg istrazivanja dosli do sli¢nih rezultata, koji
su ukazali da tokom starenja ne dolazi do znacajne promene u broju nervnih ¢elija i astrocita.
Naime, primena imunohistohemijskog markera za NSE, koji predstavlja neuronalni
citoplazmatski protein (Marangos i Schmechel, 1987), omoguéila nam je da uz pomocéu
morfometrijske analize ustanovimo da se prosean broj NSE pozitivnih ¢elija na jedinicu
povrSine PC ne menja znacajno tokom procesa starenja. Broj astrocita na jedinicu povrsine PC,
koji smo odredili uz pomocu primenjenog anti — GFAP antitela takode se ne menja znacajno
tokom procesa starenja. Komparativnom analizom dobijenih vrednosti morfometrijskih
parametara NSE pozitivnih i GFAP pozitivnih ¢elija uocili smo, da se u okviru dobijenih

starosnih grupa, njihov broj na jedinicu povrSine PC ne razlikuje znac¢ajno, pa se moze zakljuciti
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da je broj nervnih ¢elija 1 astrocita u PC uravnotezen tokom procesa starenja i da njihov
medusobni odnos bitnije ne menja tokom tog procesa. Kada su u pitanju polno uslovljene razlike,
prose¢an broj GFAP pozitivnih ¢elija na jedinicu povrSine PC je znacajno ViSi kod slucajeva
musSkog u odnosu na slucajeve zenskog pola, dok je saglasno tome broj NSE pozitivnih ¢elija na
jedinicu povrsine PC imunohistohemijski ispitanih sluc¢ajeva zenskog pola nesto visi u odnosu na
ispitanike muskog pola. To indirektno moze da ukaze na prisustvo nesto izrazenije glioze kod
slu¢ajeva muskog pola tokom procesa starenja. Pored oc¢ekivanog porasta broja astrocita u okviru
populacije glijalnih ¢elija, odsustvo znacajnijeg pada broja nervnih ¢elija tokom procesa starenja
moze predstavljati i posledicu ograni¢enog broja imunohistohemijski analiziranih slucajeva, kao
i razlikama u strukturalnoj prezervaciji tkiva usled postmortalnih destruktivnih promena mozga,
koje ¢esto mogu da uzrokuju razlic¢itu imunoreaktivnost ispitivanog tkiva (Singhrao i sar., 1993).
I pored striktnog odabira ispitivanih sluéajeva, kao i laboratorijske obrade tkiva prema strogim
standardima imunohistohemijske analize tokom naSeg istrazivanja, napred navedene Cinjenice se
ne mogu iskljuciti.

Neuroradiolodka istraZivanja, kao i stereoloSka istrazivanja nisu dala precizne odgovore na
pitanje da li je smanjenje debljine mozdane kore, zapremine odredenih delova mozga ili,
smanjenje broja nervnih ¢elija praceno istovremenim reaktivnim porastom broja glijalnih ¢celija
kod zdravih starih osoba. Zbog toga su pojedini istrazivaci svoju paznju usmerili ka istrazivanju
prisustva celularnih promena tokom procesa starenja. Lipofuscin, CA, argirofilna zrna i
neuromelanin spadaju u takve celularne promene koje se mogu sresti kako kod
neurodegenerativnih stanja (Garcia-Sierra i sar., 2000; Simi¢, 2002), tako i u mozgu normalnih
zdravih starih osoba. Takva njihova priroda moze da navede na razmisljanje da upravo ove
promene mogu dovesti do oStecenja onih struktura mozga koje su odgovorne za normalno
odvijanje memorijske funkcije i na taj nac¢in odgovorne za kognitivne promene prisutne kod
zdravih starih osoba (Kirkby i Higgins, 1998). Medutim, i pored napred navedenih ¢injenica,
pravi efekat ovih struktura na funkciju mozga, je jos uvek nejasan. Takode, veoma malo se zna o
tome da li ovi faktori mogu da uti¢u na raniji nastanak i brzu progresiju nekih neuroloskih
poremecaja CeSce prisutnih kod starih osoba (Keller, 2006). Tako, porast prisustva lipofuscina u
tokom starenja se moze smatrati neizbeznim za sve ¢éelije mozga, $to je saglasno porastu broja
nervnih ¢elija sa prisutnim depozitima lipofuscina u PC tokom procesa starenja uo¢enom tokom

naSe morfometrijske analize. I pored dobro poznate Cinjenice da tokom starenja raste broj
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nervnih ¢elija sa prisutnim depozitima lipofuscina, njegovo poreklo i mehanizam formiranja nisu
razjasnjeni. Ultrastrukturalno, ustanovljeno je da on sadrzi visoke nivoe pojedinih metala,
naro¢ito gvozda. Kao i kod neuromelanina i CA, veruje se da ono poti¢e primarno iz
mitohondrija, dok lipidi i proteini u njemu ispoljavaju prisustvo razli¢itih nivoa oksidacije, Sto
uslovljava u odredenoj meri prisustvo njihove autofluorescence koja se lako moze detektovati
upotrebom scanning i fluoroscentne mikroskopije (Szweda i sar., 2003; Keller, 2006). Pod
elektronskim mikroskopom lipofuscin se detektuje kao inkluzija nepravilnog oblika okruzena
lizozomalnom membranom. U nasem slucaju, pod svetlosnim mikroskopom lipofuscin se takode
uocava kao crveno prebojena inkluzija na preparatima bojenim AB PAS metodom, zrnaste
strukture, lokalizovana paranuklearno. Postoji viSe razliCitih teorija koje pokuSavaju da objasne
mehanizam formiranja lipofuscina tokom starenja. Pojedini autori (Terman i Brunk, 2004; Gray i
Woulfe, 2005) smatraju da lipofuscina predstavlja produkt inkompletne lizozomalne degradacije
mitohondrija. Kao potporu njihovim tvrdnjama oni navode da oksidacija mitohondrija moze da
da materijal nalik lipofuscinu, zatim da se mitohondrijalni proteini mogu detektovati u
lipofuscinu, onda da se lizozomske proteaze mogu naci na povrsini lipofuscinskih inkluzija, dalje
da je lipofuscin sadrZzan u lizozomalnim membranama i na kraju da inhibicija lizozomalne
proteolize doprinosi akimulaciji lipofuscina unutar kultivisanih ¢éelija kulture tkiva. Pojedini
autori (Sullivan i sar., 2004) smatraju da je sama inhibicija proteozoma proteolitickog puta
dovoljna da izazove stvaranje i akumulaciju lipofuscina u nervnim ¢elijama, $to ukazuje na
postojanje veze izmedu lizozomalnog i proteozomalnog sistema u stvaranju lipofuscina. Novije
studije su pokazale da sam lipofuscin moZe direktno da uti¢e na inhibiciju proteozoma (Sitte i
sar., 2000; Powell i sar., 2005), Sto ukazuje da kada se jednom stvori, lipofuscin moze direktno
ili indirektno dalje da uti¢e na proteoliticku aktivnost ¢elija. Dodatno, uoceno je da stepen
akumulacije, kao i vrsta lipofuscina koji se akumulira tokom starenja moze zavisiti od tipa celija
kojima se akumulira i samim tim biti tkivno specifican. Npr. Boellaard i sar. (2004) su dokazali
da kod nizih sisara ne postoje strukturalne razlike izmedu lipofuscina koji se uo¢ava u neuronima
neokorteksa u odnosu na neurone hipokampusa, dok je kod ljudi u neuronima hipokampusa
prisutan oblik lipofuscina koji se karakteriSe jedinstvenom strukturom, koja nije prisutna kod
neurona u drugim delovima mozga. Kada je u pitanju hipokampus, lipofuscin se uo¢ava u
perikarionu neurona CALl i CA3/4 zone Sto verovatno ukazuje na prisustvo njihovih odredenih

metabolickih i/ili funkcionalnih karakteristika koje pogoduju njegovoj akumulaciji (Boellaard i
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sar., 2004). Blazi stepen ostecenja kognitivne funkcije prisutan je kod velikog broja zdravih
starih osoba. Procenjuje se da viSe od 40% starijih od 60 godina ispoljava izvestan stepen
oSte¢enja memorijske funkcije (Hanninen i sar., 1997). Ovakva prevalenca oste¢enja pamcenja
kod starijih pojedine autore je dovela u dilemu, da li se pad te funkcije mozga moZe uopste
smatrati patoloskim stanjem (Small, 2001). S druge strane, i pored tako visoke ucestalosti
kognitivnog pada kod starije populacije, on je veoma blagog intenziteta tako da ne remeti u
ozbiljnijoj meri svakodnevni Zivot tih individua. Pored visoke ucestalosti, ovaj kognitivni deficit
karakteriSe i visoka individualna varijabilnost, Sta potvrduju studije u kojima je ustanovljeno da
do 20% stogodiSnjaka nedementno, a da oste¢enje paméenja kod dementnih osoba nastupa tek u
kasnim devedesetim godinama zivota (Hitt i sar., 1999; Kliegel i sar., 2004; Perls, 2004). Ovi
nalazi mogu navesti na zaklju¢ak da varijabilnost pada kognitivne funkcije kod starijih osoba
moze da predstavlja posledicu dugotrajne akumulacije odredenih dugotrajnih promena mozga na
¢elijskom nivou. Depozicija lipofuscina u nervnim ¢éelijama bi mogla da potencijalno predstavlja
takvu promenu koja svojom dugotrajnom akumulacijom u mozgu moze da dovede do takvih
poremecaja funkcije mozga. Tome u prilog ide i na$ nalaz da do znacajnijeg poviSenja broja
¢elija sa prisutnim depozitima lipofuscina dolazi tek kod grupe najstarijih slucajeva.

Uporedujuc¢i kortikalnu debljinu i1 broj neurona EC grupe nedementnih starijih osoba sa
pacijentima koji su patili od oblika AD koji prati veoma blago kognitivno oStecenje,
Giannakopoulos 1 sar. (1996) u svom radu ne navode prisustvo znacajnih razlika niti u
kortikalnoj debljini niti u broju neurona u slojevima Il i V EC izmedu napred navedenih grupa.
Podaci koje Sanchez-Benavides i sar. (2010) navode u svom radu takode ukazuju da do sedme
decenije pad zapremine EC se kre¢e do 5%, a tek nakon osme decenije ovaj pad raste i do 20% u
odnosu na mlade zdrave slucajeve.

Veliki broj istrazivaca (Owen i sar., 1996; Juottonen i sar., 1998) se bavio komparacijom
starosnih promena sa promenama koje su prisutne tokom AD u onim strukturama mozga koje su
odgovorne za normalno odvijanje funkcije pamcéenja, pri ¢emu je ustanovljeno da su kod AD
pacijenata, za razliku od zdravih starih nedementnih osoba, promene prisutne u znatno Sirim
kortikalnim oblastima. Pored ¢injenice da je tokom AD prisutna atrofija MTR - a, veoma vaznu
karakteristiku AD, koja je razlikuje od normalnog starenja, predstavlja i dalja njena progresija
(Jack i sar., 1998). Naime, ustanovljeno je da je na godiSnjem nivou pad zapremine hipokampusa

priblizno 2.5 puta veci kod pacijenata sa AD u odnosu na zdrave stare slucajeve, pri ¢emu je

100



Diskusija

stepen oste¢enja hipokampusa povezan sa nivoom oStecenja memorije koji se kre¢e od blagih
poremecaja, prisutnih tokom normalnog starenja, pa sve do demencije (Bastos Leite i sar., 2004).
Dok broj neurona ostaje nepromenjen u PC kognitivno zdravih starih osoba, ¢ak i kod najblazih
oblika demencije, prisutan je selektivan i veoma izraZzen gubitak neurona u istoj regiji (Gomez-
Isla i sar., 1996; Van Hoesen i sar., 2000). Tako, u PC kod takvih slu¢ajeva u odnosu na zdrave
slucajeve iste Zivotne dobi, uocava se upola visi pad zapremine i pratec¢i pad broja neurona, s tim
da te promene predstavljaju rezultat uglavnom promena prisutnih u njenom sloju Il. Kod veoma
blagih oblika AD najizraZeniji gubitak neurona deSava se u slojevima Il i IV PC (Linn i sar.,
1995). Selektivan gubitak neurona u sloju I PC omogucava diferencijaciju i veoma blagih oblika
AD od normalnog starenja. Sve napred navedeno, navelo je Gomez-Isla i sar. (1996) da govore o
selektivnoj Semi vulnerabilnosti neurona CA1 zone hipokampusa, kao i slojeva Il i IV PC kod
obolelih od razli¢itih oblika demencije, a naro¢ito AD. Mi tokom naSeg istrazivanja, takode,
nismo uocili znacajan pad broja nervnih ¢elija u slojevima II do V PC ¢ak i u najstarijoj grupi
neuroloski zdravih slucajeva.

Pored pada broja neurona, obim moZdane atrofije je povezan i sa prisustvom, kao i sa
stepenom prisustva neurofibrilarne patologije (Bobinski i sar., 1999; 2000). Neuropatoloske
karakteristike AD ukljucuju celularne promene koje se mogu naci i kod mozga normalnih starih
individua, samo u znatno manjem broju (Ellison i sar., 1998). Mozak obolelih od AD se
karakteriSe prisustvom dve glavne neuropatoloSke promene, a to su senilni plakovi i
neurofibrilarna degeneracija (Keller, 2006). Senilni plakovi predstavljaju uglavnhom heterogenu
meSavinu proteina, peptida, lipida i Se¢era deponovanih u ekstracelularnom prostoru. Najveci
deo senilnih plakova ¢ini peptid duzine izmedu 40 i 42 amino kiselina, oznacen kao beta amiloid
(Mattson, 1997, 2004). U mozgu coveka se mogu susresti dva osnovna oblika plaka, difuzni i
neuritski. Difuzni plakovi se uglavnom uocavaju kod vecine starijih osoba, dok su neuritski
plakovi najc¢esce prisutni u kori limbickog sistema osoba obolelih od AD. Neuritski plakovi se
strukturalno razlikuju od difuznih plakova po tome Sto se sastoje iz diskretno izrazenog sferi¢nog
jezgra i okolnog neuritskog infiltrata. Neurofibrilarna degeneracija predstavlja intracelularnu
proteinsku inkluziju koja je predominantno sacinjena od citoplazmatskog proteina taurina.
Fosforilacija taurina drasti¢cno menja njegovu sposobnost polimerizacije, zbog ¢ega on stupa u
interakciju sa drugim citoskeletnim proteinima i formira u neuronima neurofibrilarnu

degeneraciju (Mattson, 2004). Ove promene se sporadi¢no mogu uociti u mozgu zdravih starih
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osoba, ali su u znatno ve¢em obimu prisutne u mozgu obolelih od AD, pa je od strane patologa
njihovo izrazitije prisustvo ozna¢eno kao jedan od Kriterijumi za postavljanje dijagnoze AD. Mi
tokom naSeg istrazivanja ovakve celularne promene nismo uocili ni u PC najstarijih ispitivanih
slucajeva. Njihovo neznatno prisustvo u mozgu zdravih starih osoba moze i da navede na
zakljucak da one najverovatnije nisu odgovorne za kognitivni deficit koji se javlja tokom
starenja. Kognitivna disfunkcija dementnog mozga pracena je progresivnim oStecenjem Papez -
ovog kruga (Hyman i sar.,1984; Geula, 1998). Ovakvim patoloskim promenama biva tokom AD
zahvacen u najvecoj meri kortikalni holinergicki sistem (Geula, 1998) u sklopu ¢ega se javlja
selektivni gubitak neurona u Mejnertovom bazalnom jedru (Whitehouse i sar.,1981), Sto ukazuje
na anatomsku osnovu pada nivoa acetilholina u mozgu takvih pacijenata, Sto se delimi¢no smatra
odgovornim za prisustvo kognitivnih i bihejvioralnih deficita.

Pored promena volumena, broja neurona, zatim celularnin promena, do kognitivnog
oSte¢enja tokom procesa starenja moze doci i zbog promena na krvnim sudovima mozga. Te
promene se deSavaju u endotelu krvnih sudova, Sto na kraju rezultira naruSavanjem
hematoencefalne barijere i deponovanja amiloida poreklom iz cirkulacije kako unutar njihovih
zidova, tako i u samom mozdanom parenhimu. Medutim, jo$ uvek se sa sigurno$éu ne zna da li
su ove promene direktno povezane sa prisustvom kognitivnog oStecenja ili Su one povezane sa
njegovim prisustvom indirektno, tako Sto dovode do osteéenja nervnog tkiva koje rezultira na
kraju prisustvom kognitivnog deficita (Bastos Leite i sar., 2004). Mi smo tokom naSeg
istrazivanja morfometrijskom analizom detektovali da PC starijih slu¢ajeva koji se karakterisu
prisustvom redih, krupnijih krvnih sudova sa debljim, fibrozno izmenjenim zidovima sadrzi u
znatno vecem obimu ispitivane starosne promene (neurone sa depozitima lipofuscina i CA) u
odnosu na mlade sluCajeve. Primenjene histohemijske analize nisu omogucile da se ustanovi
prisustvo amiloida u samim zidovima takvih krvnih sudova. Medutim, obimnije prisustvo takvih
krvnih sudova bi u PC moglo da vodi ka poremecaju hematoencefalne barijere i na taj naéin
uslovljavalo poremec¢aj metabolizma njenih nervnih ¢elija i na kraju obimnijeg deponovanja
lipofuscina u njima, kao i intenzivnije formiranje CA. Sve to na kraju moze kod starijih sluc¢ajeva
da uzrokuje napred navedeni kognitivni deficit.

Prema tome, mozak koji stari odlikuje se sve ve¢im prisustvom onih struktura koje su u
znatno vecoj meri prisutne kod neurodegenerativnih poremecaja. Sve je viSe dokaza da ove

promene, a medu njima i deponovanje lipofuscina, CA i promene na krvnim sudovima u PC,
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mogu u toku procesa normalnog starenja da imaju znacajnu ulogu u nastanku kognitivnih
oSte¢enja kod starijih osoba. Zbog toga, buduca istrazivanja koja bi imala za cilj objasnjenje
uzroka ovih funkcionalnih deficita mozga zdravih starih individua trebala svoju paznju da
fokusiraju na prisustvo promena na mikroskopskom nivou, narocito u onim regijama mozga koje
su odgovorne za normalno odvijanje tih funkcija, u koje spada i PC (Anderton, 2002).

Corpora amylacea (CA) su sferi¢ne strukture sacinjene pretezno od polisaharida za koje se
smatra da se normalno akumuliraju u perivaskularnim, subpijalnim i subependimalnim
astrocitnim nastavcima tokom normalnog starenja mozga (Nishio i sar., 2001; Abel i sar., 2010),
I ako pojedini autori (Riberio i sar., 2003) njihovo poreklo vezuju i za neurone i oligodendrocite.
Njihovo povecano prisustvo je uoceno i tokom raznih neurodegenerativnih poremecaja, kao $to
je AD (Van de Pol i sar., 2006), multipla skleroza (Selmaj i sar., 2008), Lenox-Gastaut sindrom
(Kawashima i sar., 1999), Lafora-tip progresivne mioklonalne epilepsije (Vilchez i sar., 2007) i
poliglukozna bolest odraslih (Sindern i sar., 2003; Lee i sar., 2007). Njihovo prisustvo je tokom
ranijih istrazivanja detektovano u viSe razlicitih regija CNS - a (Cavanagh, 1999). Kod starijih
osoba, CA se mogu detektovati u skoro svim delovima CNS-a, ali je njihovo znacajnije prisustvo
zabeleZzeno na ta¢no odredenim lokacijama. U mozgu, ona su grupisana subependimalno,
naroCito U zoni ispod zuljevitog tela, na krovu i u nesto manjoj meri u podu Il i IV mozdane
komore. Na povrSini mozga, CA se obi¢no nalaze u dubljim delovima cerebralnih sulkusa, kao i
u nivou insule. Subkortikalno, u beloj masi se obi¢no grupisu oko krvnih sudova osrednjeg i
nesto veceg kalibra u Virchow-Robin-ovim prostorima. U malom mozgu, nalaze se najéeS¢e na
dnu njegovih mnogobrojnih zlebova. U ki¢menoj mozdini su narocito prisutna u delu lateralno
od zadnjih, odnosno dorzalno od spoljasnjih rogova (Andre i Sedivy, 2005). Parahipokampalna
CA, uocena tokom naSeg istrazivanja su saglasno napred navedenim autorima, lokalizovana
predominantno u njenom subpijalnom delu, kao i subkortikalno u beloj masi. Kod starijih
slucajeva, subpijalna CA pocinju da se uocavaju u ve¢em broju i u molekularnom sloju PC, a
subkortikalna CA pocinju da se u veéem broju, saglasno literaturnim podacima, grupiSu oko
arteriola i venula osrednjeg kalibra, u Virchow - Robinov - im prostorima.

lako se CA spominju jo$ od strane Virchow-a u literaturi koja datira jo$ iz 1854. g., veoma
malo se zna o njihovom poreklu i funkciji. Najdetaljniji pregled o ovim strukturama prezentovao
je Cavanagh (1999). Kako ultrastruktura CA sugeriSe da ona ne poticu od jednog tipa celija,
njihova etiologija do danas nije u potpunosti razjasnjena (Singhrao i sar., 1993). Cinjenica da je u
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vecéini istrazivanja ovih Kkalcifikovanih formacija sprovedeno na post mortem dobijenom
kadaveri¢cnom materijalu, kod koga moze da nastupi postmortalno narusavanje strukture mozga,
dodatno oteZzava povezivanje njihovog porekla sa odredenim tipom celija CNS - a (Rubin i
Farber, 1998). U ranim studijama, kao glavni konstituenti CA identifikovan odredeni broj
razli¢itih mukopolisaharida za koje se mislilo da se akumuliraju u neuropilusu kao rezultat
normalnog procesa starenja, a u patoloskim sluc¢ajevima i kao posledica bolesti (Rubin i Farber,
1998). Prisustvo mukopolisaharida u njihovoj gradi je potvrdila i njihova AB PAS pozitivna
reakcija, uoCena tokom naseg istraZzivanja. U novije vreme potencira se i uloga ekscitatornih
neurotransmitera u oS$te¢enju neurona i poslediénom stvaranju kalcijumskih precipitata
(Rodriguez i sar., 2000; Leighton i sar., 2001). Obzirom da se za ove inkluzije smatra da
predstavljaju produkte degeneracije prisutne tokom procesa starenja mozga, smatra se da
hroni¢ni ¢elijski stres moze biti jedan od potencijalnih uzroka njihovog formiranja. U toku tog
procesa, moguce je da CA imaju ulogu u integraciji i sekvestraciji toksi¢nih produkata ¢elijskog
metabolizma (Gati i Ossy, 2001). Prisustvo ugljenohidratne komponente Sakai i sar. (1969) su
pokusali da objasne kao posledicu steGenog defekta metabolizma glikogena koji progredira
tokom starenja i da on predstavlja razlog prili¢no obimne akumulacije CA u CNS - u starih osoba
(lwaki i sar.,1996). Ipak, drugi autori smatraju da je mala verovatnoca da ovaj proces bude
odgovoran za formiranje CA (Schipper i Cissé, 1995, Schipper, 1998; Kimura i sar., 1998).
Singhrao i sar. (1994, 1995) smatraju da u normalnim okolnostima polimerizovani molekuli
glukoze mogu formirati jezgro za deponovanje i sekvestriranje produkata oksidativnog oStecenja
mitohondrija, nekih drugih proteina, ili potencijalno Stetnih materija i produkata koji se formiraju
I ne mogu dalje da razgraduju tokom procesa starenja. Verovatnoca njihovog formiranja narocito
raste kod ljudi ¢iji astrociti normalno poseduju velike zalihe glikogena koji se formira tokom
procesa glikozilacije. Kimura i sar. (1998) prisustvo komponenti oligodendrocitnog u CA
objasnjavaju tako $to one do astrocita dospevaju preko ekstracelularnog prostora i u njima se
deponuju. Schipper i Cisse (1995) smatraju da potencijalno Stetne materije koje nastaju tokom
procesa starenja kao posledica poviSene aktivnosti slobodnih radikala, mogu dovesti do lize
proteina, lipida i oSte¢enja mitohondrija, a da astrociti imaju glavnu ulogu u odbrani od ovih
potencijalno Stetnih produkata tako $to vrSe njihovu razgradnju. Nervne Celije prestaju da se dele
nakon rodenja, a tokom procesa starenja progresivno degeneriSu, Sto se manifestuje padom

njihovog broja, kao S§to je ve¢ napred navedeno. Poveéano prisustvo CA tokom
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neurodegenerativnih poremecaja govori u prilog stavu da njihovo povecano prisustvo u CNS - u
tokom procesa starenja moze da predstavlja posledicu povecanog odumiranja nervnih celija
(Singhrao i sar., 1993). Medutim, i pored znacajnog prisustva tokom normalnog i patoloskog
starenja mozga, njihova precizna uloga tokom tih procesa i dalje ostaje nerazjaSnjena (Abel i sar.,
2010).

Mnogobrojna  histohemijska,  imunohistohemijska, zatim  elektrono-mikroskopska
istrazivanja su sprovedena u cilju razjaSnjavanja ultrastrukture CA. Histohemijske metode koje
su do danas primenjene su u sastavu CA otkrile prisustvo kako organskih, tako i neorganskih
komponenti. Radovi Steele i sar. (1952), Sakai i sar. (1969), Roukema i Oderkerka (1970) i Stam
i Roukema (1973) su ukazali na prisustvo organskih komponenti polisaharidne prirode u CA.
Pozitivna reakcija na PAS i AB PAS bojenje, koje smo mi primenili tokom naSeg istraZivanja
ukazuje na prisustvo mukopolisaharida, glikoproteina i proteoglikana u njima, Sto je saglasno
nalazima Pappas - a (1971) i Sakai i sar. (1969). To je saglasno i sa dobijenom pozitivhnom
rakcijom nakon primene Gomori metenaminske metode sa srebrom kojom je detektovano
prisustvo ugljenih hidrata polisaharidne prirode. Nakon primene Lugol - ovog rastvora sa
sumpornom kiselinom ona se najpre boje tamno braon, a nakon izvesnog perioda tamno
ljubicasto Sto takode ukazuje ukazuje na prisustvo mesavine molekula sacinjenih od kratkih i od
dugih linearnih poliglukoznih lanaca. Cavanagh (1999) navodi da su ovakve histohemijske
karakteristike posledica acidofilne prirode pojedinih delova CA, Sto ima za posledicu njihovu
hematoksifiliju.

Kada su u pitanju neorganske komponente, Stam i Roukema (1973) su u svom istrazivanju
ustanovili prisustvo fosfata i sulfata u CA u malim koli¢inama. Pro¢iS¢ena uz pomocu centrifuge,
pracenom ekstrakcijom u vrucoj vodi, ona daju solubilnu frakciju koja sadrzi od organskih
komponenti 88% heksoze i 5% proteina, a od neorganskih 3% fosfata (Hoyaux i sar., 2000). Na
osnovu toga, napred navedeni autori su zakljucili da najverovatnije molekuli glikogena
predstavljaju polimerizovani substrat za koji se fosfati i sulfati vezuju. Mikroanalizom X-
zracima, indikovano je prisustvo metala, kao $to su Ca, Fe i Cu (Singhrao i sar., 1992, 1993).
druge ultrastrukturalne karakteristike CA omogucavaju da se ona razlikuju od njima morfoloski
sliénih struktura, kao S§to su mikroskopska globularna telasca (Lowe i sar., 2008) i PP-1

pozitivnih aksonalnih sferoida.
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U cilju razjasnjavanja porekla CA, imunohistohemijskim metodama je ispitivana njihova
reaktivnost na antitela specificna za razliite komponente neurona sa jedne, i komponente
razli¢itih tipova glijalnih celija, sa druge strane. Ona su ispoljavala negativnu reakciju na
amiloid, ali je zato njihova reakcija amiloid P komponentu, verovatno poreklom iz sistemske
cirkulacije bila pozitivna (Tani i Evans, 1965; Singhrao i sar., 1993). Mnogi autori (Sakai i sar.,
1969; Martin i sar., 1991; Cissé i sar., 1991, 1993) ustanovili su prisustvo ubikvitina, taurina
(Greene i Naranjo, 1987; Sharbati i sar., 1996a,b), kao i tubulina (Singhrao i sar., 1993), inace
proteina za koje se smatra da su neuronalnog porekla (Schipper i Cisse, 1995), kao rezultat
dugotrajnog procesa neurodegeneracije. Prisustvo neuronalnih komponenti u CA potvrduje i
njihova pozitivna rakcija na NSE, detektovana tokom naSeg istrazivanja. OsteCenje neurona i
njeno oslobadanje iz njihove citoplazme podupiru i poviSeni nivoi NSE prisutni u
cerebrospinalnom likvoru zdravih starih individua (van Engelen i sar., 1992). Corpora amylacea
bi na taj nac¢in mogla da uestvuju u vezivanju oslobodene NSE prisutne u neuropilusu, $to
objasnjava njihovu pozitivnu reakciju na anti - NSE antitelo. U strukturi CA uoc¢eno je i
prisustvo glijalnih komponenti. Tako su Singhrao i sar.(1993) opisali prisustvo pozitivne rakcije
na kiseli glijalni fibrilarni protein (GFAP) i to naro€ito na krajnjoj periferiji CA, Sto je saglasno
rezultatima imunohistohemijske analize sprovedene tokom naSeg istrazivanja. Takode, Schipper
i Cissé (1995) su u svojim istrazivanjima uodili pozitivnu reakciju CA na antitela specifi¢na za
astrocitne komponente. To ih je navelo na zakljucak da je periferni omotac jezgra CA astrocitnog
porekla. Pozitivna reakcija na anti-proteolipid protein (anti-PLP), anti-galaktocerebrosid
antibody (anti-GalC), anti-myelin oligodendrocyte glycoprotein (anti-MOG) i anti-myelin basic
protein (anti-MBP antitela), ukazala je na prisustvo oligodendrocitnin komponenti i mijelina u
njima (Kosik i sar., 1997; Singhrao i sar., 1994). Do sli¢nog zakljucka smo dosli i mi na osnovu
uocene pozitivne reakcije subkortikalnih CA na S100 poliklonalno antitelo, jer je moguca
pozitivna reakcija na to antitelo od strane pojedinih populacija oligodendrocita (Rickmann i
Wolff, 1995). Reakcija na CA na integrin alpha M (anti - MRC-OX42) marker za mikrogliju je
negativna, Sto iskljuCuje prisustvo mikroglijalnih komponenti u njihovoj strukturi (Ramsey,
1965; Singhrao i sar., 1994). Na osnovu svega toga moze se zakljuCiti da se CA sastoje iz jezgra
filamentozne grade koje pored toga Sto sadrzi glikoproteine i proteoglikane, karakteriSe se 1
negativnom reakcijom na anti - GFAP antitelo. Filamentoznu komponentu CA sacinjavaju taurin

(Kosik i sar., 1997) i njemu sli¢ni proteini neuronalnog porekla, kao §to je tubulin iz mikrotubula
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(Weingarten i sar., 1975). Na periferiji CA ili oko samog jezgra uocava se omota¢ koji je
imunohistohemijski pozitivan na kiseli glijalni fibrilarni protein (Singhrao i sar., 1994). Smatra
se da on potice od astrocita ili da su CA fagocitovana od strane astrocita, pa pozitivna reakcija na
ovaj marker poti¢e od struktura astrocita koje okruzuju fagocitovana CA. Pored toga, Fleming i
Joshi (1987) su uocili pozitivnu reakciju CA na feritin, veoma vazan protein za koji se vezuje
gvozde u njegovim depoima i koji ucestvuje u detoksikaciji organizma od toksi¢nih metala kao
Sto je aluminijum. U mozgu on moze da bude prisutan u mikroglijalnim ¢elijama, ali i da
predstavlja produkt aktivnosti neurona (Grundke-Igbal i sar., 1990). Pored ubikvitina, u strukturi
CA su detektovani i proteini stresa (Cisse i sar., 1991; Martin i sar., 1991; Singhrao i sar., 1992),
kao Sto su produkti neenzimske glikozilacije i proinflamatorni produkti. Imunofluorescentnom
tehnikom otkriveno je i prisustvo mitohondrijalnih proteina i DNA (Hoyaux i sar., 2000).

Pored proteina neuronalnog i oligodendrocitnog porekla, u CA su uoceni i proteini imunog
sistema. To potvrduje pozitivna reakcija na C3, C3d, TCC komponente komplementa, koje
predstavljaju deo njegovog klasi¢nog puta aktivacije, uocena kod CA obolelih od AD, Pick - ove
bolesti (Cavanagh, 1999) i multiple skleroze (Singhrao i sar., 1995). To sve indirektno moze da
ukaze na imunolosku osnovu neurodegeneracije, pri ¢emu bi uloga CA u tom procesu mogla biti
da sprece imunoloSku reakciju neuronalnih proteina sa limfocitima i mikroglijalnim ¢elijama i na
taj nacin zastite nervno tkivo od daljih oSteCenja. Obzirom da u inflamatornom procesu, Koji
moze biti pokrenut tokom nastanka CA, vaznu ulogu mogu da imaju S 100 proteini, vrSena su
imunohistohemijska ispitivanja na prisustvo razli¢itih pripadnika ove familije proteina (S 100A1,
S 100A2, S 100A3, S 100A4, S 100A5, S 100A6, S 100A8, S 100A9, S 100A12i S 100B) u CA
normalnog ljudskog mozga. Pozitivna reakcija je uoc¢ena na devet S100 proteina (Martin i sar.,
1991; Cavanagh, 1999). To je saglasno pozitivnoj reakciji na S100 poliklonalno antitelo uo¢enoj
tokom imunohistohemijske analize naSeg istraZivanja.

Slicna imunohistohemijska reaktivnost CA je, prema tome, uocena i kod normalnog i kod
patoloski izmenjenog mozga (Dinda i sar., 1992). Ovakav njihov sastav naveo je viSe autora na
zakljucak da postoji slicnost izmedu CA i onih inkluzija koje se mogu uociti u mozgu obolelih
od neurodegenerativnih bolesti kao Sto su Lewy telaSca u difuznoj Lewy-evoj bolesti (Singhrao,
1993), hepati¢na Mallory telasca alkoholne bolesti jetre i Pick-ova telaSca (Lowe i sar., 2008),
Rosenthal-ova vlakna iz cerebralnog astrocitoma i Alexander - ova bolest, kao i pojedini oblici
neurofibrilarne degeneracije kod AD (Brion, 1990).
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Kada su u pitanju lokalizacija, distribucija i zastupljenost CA tokom procesa starenja,
rezultati koje smo dobili mi tokom naSeg istrazivanja se podudaraju sa rezultatima mnogih
drugih studija koje su se bavile izu¢avanjem prisustva CA u mozgu koji stari. Medutim, kako su
se te studije uglavnom bavile prisustvom CA u delovima mozga koji ne uklju¢uju MTR,
odgovoran za odvijanje slozenih memorijskih procesa, ¢iji je PC sastavni deo, nametala se
potreba za sprovodenjem detaljnije analize njihovog prisustva tokom procesa starenja u ovoj za
coveka veoma bitnoj mozdanoj regiji. Kao i kod vecine prethodnih istraZivanja i vecine drugih
delova mozga u kojima su ranije uocena (Cavanagh, 1999), CA su u PC lokalizovana
predominantno subpijalno i subkortikalno, pri ¢emu njihovo prisustvo postaje sve izrazitije
tokom procesa starenja kod zdravih starih slucajeva bez dijagnostikovanog neurodegenerativnog
poremecaja. Busard i sar. (1994) su utvrdili da bez obzira na pol, izuzetnu individualnu
varijabilnost, broj CA se znacajno uvecava nakon navrSene 40-te godine Zivota. To odgovara
signifikantnom porastu njihove numericke gustine u II i III starosnoj grupi uofenom tokom
naseg istrazivanja. Taj porast, koji dostize najvise vrednosti u Ill starosnoj grupi, moze s obzirom
na prisustvo neuronalnih komponenti u sastavu CA, da indirektno ukaZze na progresivnu
degeneraciju nervnih celija koja se odvija sa godinama Zivota, dovodi do stvaranja ¢elijskog
debrisa, koji predstavlja jezgro za formiranje ovih struktura. Kasnije se, verovatno ukljucuju i
drugi procesi, koji dovode do njihovog daljeg rasta. Stavu, da u nastanku i daljoj evoluciji CA,
pored neurodegeneracije, ucestvuju i neurosekretorni procesi, ide u prilog i ¢injenica da se u PC
ona, tokom naseg istraZivanja, uo¢avana subpijalno i subkortikalno, tj. na onim mestima gde je
prisustvo neurona neznatno, i gde se nalaze nastavci nervnih celija i njihove sinapse, krvni
sudovi i hematoencefalna barijera, Sto upucuje na moguée ucesce neurosekretornih procesa u
njihovom nastajanju (Lee i sar., 2007). Buervenich i sar. (2001) su takode zapazili znatan broj
subpijalno i subependimalno lokalizovanih CA u mozgu ispitanika sa dijagnostifikovanim
parkinsonizmom. Sbarbati i sar. (1996a,b) smatraju da neka CA mogu dospeti do subpijalnog
prostora i pomoc¢u pokreta tkiva i vaskularnih pulzacija. Ona mogu tako pasivno dospeti i do
subarahnoidalnog prostora. Nije poznato da li ona mogu preko arahnoidalnih Cupica dospeti i
dalje, izvan CNS-a. Ne sme se ni iskljuciti moguénost njihovog uocavanja u cerebrospinalnom
likvoru, obzirom da se veliki njihov broj mozZe naci blizu otvora kojim komuniciraju komorni
sistem mozga i subarahnoidalni prostor. Konglomerati CA se kod zdravih starih osoba mogu naci
i subependimalno, u krovu, a nesto rede i podu Il i IV mozdane komore, kao i u krovu Silvy-
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jevog kanala (Cavanagh, 1999; Ramsey, 1965). Prema istim autorima, na spoljasnjoj povrsini
velikog mozga ona su najcesce detektovana subpijalno u bazalnom delu, zatim na unutrasnjoj
strani temporalnog reznja, Sto bi moglo da odgovara PC, kao i iznad hipokampalne formacije
velikog mozga. Medutim, u histoloSkoj studiji koja je ispitivala broj CA u hipokampusu i
okolnom tkivu osoba razlicite starosti, uocena je manja incidenca u ovim strukturama (Chung i
Horoupian, 1996). U subkortikalnoj beloj masi CA su naj¢esc¢e lokalizovana oko krvnih sudova
srednjeg i veceg kalibra u Virchow- Robin-ovim prostorima (Cavanagh, 1999), §to smo i mi
detektovali tokom naSeg istrazivanja. U nama dostupnoj literaturi nismo pronasli podatke o
prisustvu CA u slojevima kore ispod molekularnog, gde su lokalizovane nervne ¢elije, Sto je i
saglasno sa rezultatima naSeg istraZivanja.

Kada je u pitanju oblik CA, tokom naSe histoloSke analize uoceno je da se oblik CA u PC ne
menja znacajno tokom procesa starenja. Elektrono - mikroskopski CA su pravilno okruglog ili
loptastog oblika (Cavanagh, 1999). Kod pojedinih, starijih slucajeva, sa izrazitim prisustvom
CA, uocavana su CA koja se medusobno dodiruju i stapaju, Sto predstavlja njihovu konfluentnu
formu. Druge forme CA nisu uocene tokom naSeg istrazivanja. Nasuprot tome, Cavanagh (1999)
u svom radu pored uobicajenog sferiénog i ovalnog, navodi Stapicaste, koncentri¢ne ili CA
oblika mete, sa centralnim delovima koji su gusée obojeni nego periferni. Slicne forme CA, sa
izrazenim jezgrom i koncentricnim laminama rasporedenim oko njega uocili smo i mi kod
starijih ispitanih slucajeva. Slicne forme CA opisuje 1 Mills (2007) i navodi dalje da takve forme
ispoljavaju snaznu pozitivnu reakciju nakon primene PAS metode, $to se takode susrece i1 kod
pojedinih gljivica, pa se one oznacavaju iz tog razloga kao njihova fungalna forma. U literaturi
se u vezi sa prisustvom takvih formi CA navodi da ona mogu da sadrze umereno gustu mrezu
filamenata nalik amiloidnim (Sakai i sar., 1969; Anzil i sar., 1974).

Cavanagh (1999) navodi u svom preglednom radu da veli¢ina CA moze da varira, tako da se
mogu uociti ona ¢iji dijametar iznosi Samo 2 um, pa sve do veoma krupnih sa dijametrom od 20
pm. Njihov prosecan dijametar na histoloSkim preparatima dobijenih iz parafinskih kalupa iznosi
10-12 pm. Ove vrednosti su saglasne vrednostima dobijenim tokom naSeg istraZivanja.
Morfometrijski parametri koji su povezani sa veli¢inom CA (area, perimetar 1 Feret - ov
dijametar) rastu tokom procesa starenja, ali taj porast nije statisticki znacajan, Sto znaci da se

veli¢ina CA bitnije ne menja tokom procesa starenja.
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Pokusaji kvantifikacije prisustva CA u mozdanoj kori su veoma retki. U klasi¢noj literaturi
(Mills, 2007) CA se navode kao jedna od starosnih promena mozga astrocitnog porekla.
Cavanagh (1999) u svom preglednom radu navodi da su Cinjeni pokusaji kvantifikacije CA u
ki¢émenoj mozdini, Kranijalnim i perifernim nervima, produzenoj moZzdini, retini, talamusu, a kad
je veliki mozak u pitanju u hipokampusu i nekim ekstrahipokampalnim tkivima tokom procesa
starenja. On dalje navodi da rezultati dobijeni tokom tih analiza ispoljavaju izrazite individualne
varijacije, ali da generalno prisustvo CA u mozgu raste nakon 40 - te godine Zivota, mada su
uocavani 1 mladi slucajevi sa veoma velikim brojem prisutnih CA, kao 1 oni preko 75 godina
stari, u kojima je uocen veoma mali njihov broj. Topografski, Cavanagh (1999) navodi da se kod
zdravih starih individua CA prakti¢éno mogu uociti u svim delovima mozga, ali da je narocito
izrazito njihovo prisustvo u subpijalnoj zoni i to u bazalnim delovima mozga i na medijalnoj
strani temporalnog reznja. Ona se zatim mogu detektovati u molekularnom sloju, onda u dubini
sulkusa, na povrsini hipokampusa, kao i u beloj masi mozga, gde se mogu grupisti oko vecih
krvnih sudova, u Virchow - Robin - ovim prostorima. Od metoda koji su tokom tih istazivanja
koriS¢eni, on dalje navodi primenu semikvantitativnih i morfometrijskih metoda. Pri tome
koris¢ene morfometrijske metode spadaju u grupu jednostavnijih i manje preciznih i svodile su
se na odredivanje ukupnog broja CA na povrsini ispitivanog dela mozga. Porast prisustva CA u
razli¢itim delovima mozga on povezuje sa porastom broja glijalnih ¢elija, koji smo i mi uocili
tokom naseg istrazivanja. Proces neurodegeneracije, u svom preglednom radu on povezuje sa
smanjenom gustinom CA, a njihovo povecano prisustvo tokom starenja objasnjava pove¢anom
dispozicijom produkata neuronalnog metabolizma tokom ovog procesa. To je saglasno naSim
nalazima stabilnog broja NSE pozitivnih ¢elija kod starijih sluc¢ajeva, koji je udruzen sa porastom
broja subpijalnih i subkortikalnih CA, tokom procesa starenja. U nama dostupnoj literaturi,
nismo pronasli podatke o kvantifikaciji CA u parahipokampalnoj regiji tokom procesa starenja.
Abel i sar. (2010) su opisali ekstenzivno prisustvo CA u levom parahipokampalnom girusu
zenskog slucaja starog 49 godina. Oni dalje navode da se radilo o pacijentu koji je bolovao od
migrene tokom ranijeg perioda. Migrenozne tegobe su se intenzivirale tokom perioda neposredno
pre pregleda pojacala i nisu reagovale na uobicajenu terapiju. Pored toga pacijent se je Zalio na
prisustvo kognitivne disfunkcije tokom tog perioda koja se je manifestovala verbalnim i
poremecajima pamcenja, Sto je sve ometalo njen normalan svakodnevni zivot. Sprovedeni

neuropsiholoski pregledi nisu ustanovili prisustvo znacajnijih kognitivnih deficita. MRI pregled
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mozga je ukazao na prisustvo ekspanzivne promene, koja je u umerenoj meri infiltrirala okolno
tkivo levog parahipokampalnog girusa sa prisustvom manjih cisti¢nih struktura u njenom centru.
Na osnovu radioloSkih karakteristika opisana promena je oznacena kao astrocitom niskog
gradusa, ili diferencijalno dijagnosti¢ki gangliogliom. Nakon hiruskog odstranjivanja lezije
izvrSena je naknadna patohistoloSka analiza. Data promena nije ispoljavala karakteristike bilo
koje neoplazme. Ona je ukazala na prisustvo brojnih PAS pozitivnih, GFAP negativnih,
laminarne strukture CA u beloj masi parahipokampalnog girusa. Napred navedeni autori navode
da prisustvo CA nije uoéeno u ostalim delovima sive mase parahipokampalnog girusa, kao ni u
hipokampusu. Pojac¢ano prisustvo CA bilo je pra¢eno reaktivhom astrocitozom, pri ¢emu
znaajan pad broja nervnih ¢elija nije uocen. Pozitivna reakcija na AB PAS bojenje, zatim
negativna reakcija na anti - GFAP antitelo i prisustvo laminarne strukture CA, uocene tokom
naSe histoloSke analize, saglasni su nalazima Abel - a i sar. (2010). Mi smo, takode,
morfometrijskom analizom ustanovili predominantno prisustvo CA u subkortikalnom, dok
njihovo prisustvo nije uoeno u laminama Il - V PC. Napred navedena studija ne navodi
prisustvo CA u subpijalnoj zoni i molekularnom sloju parahipokampalnog girusa. Ovo je redak
primer u kome je opisano intenzivnije prisustvo CA u parahipokampalnom girusu bez prisustva
znakova nekog znacajnijeg neurodegenerativnog oboljenja. Prisustvo CA u parahipokampalnom
girusu ovog slucaja, u odsustvu znakova prisustva neoplazme, Abel i sar. (2010) su
diferencijalno dijagnosti¢ki razmatrali u okviru moguéeg postojanja hipokampalne skleroze i
adultne bolesti polisaharidnih telaSaca. Odsustvo neuroloskih poremecaja kako u anamnezi, tako
i prilikom pregleda iskljuéili su mogucnost postojanja ovih poremecaja, pa je zato masivno
prisustvo CA u ovom slucaju ostalo nerazjaSnjeno. Autopsijski nalazi materijala koriS¢enog
tokom naseg istrazivanja, kao i podaci iz dostupne medicinske dokumentacije nisu ukazivali na
moguce prisustvo takvih poremecaja kod slucCajeva koriS¢enih tokom naSeg istrazivanja.
Prisustvo subjektivnih kognitivnih disfunkcija, opisanih kod ovog slu¢aja, bi moglo da se poveze
sa masivnim prisustvom CA u ovom delu mozga. Samim tim, poveéano prisustvo CA tokom
procesa starenja, uoc¢eno tokom naSeg istrazivanja, bi indirektno moglo da podupre stav Keller -
(2006) da pored ostalih starosnih promena, masivno prisutna CA mogu biti odgovorna za
kognitivne promene prisutne kod zdravih starih individua.

Na kraju, pored starenja izrazita akumulacija CA moze biti prisutna i tokom vise razli¢itih

neuroloskih poremecaja. IzuCavanje njihovog prisustva tokom ovih poremecaja, pored
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razjasnjavanja patogeneze samih tih poremecaja, moze imati i znacaj u rasvetljavanju procesa
koji ucestvuju u formiranju CA tokom procesa starenja, kao i njihovom uticaju na strukturu i
funkciju mozga koji stari. Tako, CA se mogu uociti u mozgu obolelih od dva genetska
autozomno recesivna poremecaja, kao Sto su Anderson - ova bolest (ili tip IV glikogenoze) i
adultna bolest polisaharidnih telasaca odraslih (APBD), koji predstavljaju posledicu nedostatka
ili disfunkcije enzima za sintezu ili razgradnju glikogena (Cavanagh, 1999). Od ostalih
poremecaja tokom kojih je registrovano njihovo pojacano prisustvo navode se multipla skleroza
(Selmaj i sar., 2008), AD (Van de Pol i sar., 2006), Lennox-Gastaut - ov sindrom (Kawashima i
sar., 1999), Parkinsonova bolest (Mizutani sar., 1987) i amiotroficna lateralna skleroza
(Takahashi i sar., 1977). Akumulacija CA je takode uoc¢ena kod spinocerebelarnog sindroma
(Felice i sar., 1997), palido - nigro - strijatne atrofije (Kosaka i sar., 1981) i tokom anoksi¢nog
oStecenja mozga (Abe i Yagishita, 1995). Fokalna akumulacija CA je prisutna u temporalnom
reznju obolelih od epilepsije temporalnog reznja (TLE) (Radhakrishnan i sar., 2007). Cavanagh
(1999) u svom revijskom radu navodi mogucnost da sastav CA moze da varira u zavisnosti od
toga 0 kome se poremecaju radi, ali adekvatnih imunohistohemijskih dokaza koji bi to poduprli
nema. Kada su u pitanju parahipokampalna CA, njihova intenzivnija akumulacija je zapazena u
beloj masi, kao i u hipokamplanom tkivu TLE pacijenata. To potvrduju i nalazi Radhakrishnan i
sar. (2007) i Kawamure i sar. (2002) koji su u vise od polovine takvih pacijenata patohistoloski
potvrdili signifikantne depozite CA. Mehanizam koji je odgovoran za pojacanu depoziciju CA
kod ovih pacijenata jo$ uvek nije razjasnjen. Chung i Horoupian (1996) su ispitivali korelaciju
izmedu koli¢ine deponovanih CA i gubitka neurona u hipokampalnoj sklerozi 1 zakljucili da je
akumulacija CA nusprodukt gubitka neurona. Van Paesschen i sar. (1997) smatraju da
akumulacija ovih struktura, medutim, nije uvek pracena gubitkom neurona. Sa time su saglasni i
Erdamar i sar. (2000) koji su utvrdili prisustvo znacajnih depozita CA u CALl i CA3 zoni
hipokampusa bez prateceg gubitka neurona. Prema Vilchez - u i sar. (2007) intenzivnije
formiranje CA moze predstavljati posledicu nedostatka glukoze tokom stanja sa povecanim
metabolickim prohtevima mozga, Sto moze voditi ka neurodegeneraciji i posledi¢nom formiranju
CA. Ono §to je intrigantno jeste ¢injenica da se izuzetna varijabilnost broja prisutnih CA moze
uociti ne samo kod zdravih, ve¢ i kod individua obolelih od nekih napred navedenih hroni¢nih
neuroloskih poremecaja. Razlozi koji su odgovorni za to su joS uvek nepoznati. Polazeé¢i od

pretpostavke da je njihova glavna uloga u fizioloskim uslovima zastita od potencijalno Stetnih
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proizvoda metabolicke aktivnosti i proteina koji se nagomilavaju tokom procesa starenja u
mozgu, broj CA moze predstavljati parametar koji odslikava proces starenja kod svake osobe.
Medutim, da bi se doneo takav zakljuak rezultati buducih istrazivanja moraju jo5 mnogo
Cinjenica razjasniti o strukturi i regionalnoj distribuciji u mozgu i ostalim delovima nervnog

sistema ovih enigmatic¢nih telasaca.
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Corpora amylacea u parahipokampalnoj kori smo detektovali kod 29 ispitivanih uzoraka, od
¢ega subpijalno lokalizovanih kod 23 slucaja, a subkortikalno kod 27 slucajeva.

Corpora amylacea su kod mladih slu¢ajeva uocena u subpijalnoj zoni i subkortikalnoj beloj
masi parahipokampalne kore.

Kod starijih sluc¢ajeva corpora amylacea su prisutna u subpijalnoj zoni, u dubljim delovima
molekularnog sloja i u subkortikalnoj beloj masi grupisana oko krvnih sudova vecéeg kalibra
parahipokampalne kore.

U parahipokampalnoj kori mladih slucajeva su predominantno prisutna AB PAS pozitivna
corpora amylacea homogene grade, dok su kod starijih slu¢ajeva u vecoj meri uocavaju i
corpora amylacea laminarne grade.

Depoziti lipofuscina, crveno prebojeni, granularne strukture, lokalizovani paranuklearno, na
preparatima AB PAS bojenjem, su prisutni u nervnim c¢elijama svih ispitanih slucajeva;
njihova veli¢ina sa starenjem raste, tako da kod najstarijih slucajeva oni skoro u potpunosti
ispunjavaju citoplazmu neurona lamina Il - V parahipokampalne kore.

Lamine Il - V parahipokampalne kore starijih slucajeva u ve¢oj meri sadrze nervne cCelije sa
izrazenijim perineuralnim haloom, kao i znatno brojnija jedra glijalnih ¢elija uz sporadi¢no
prisustvo oligodendrocitne satelitoze.

Parahipokampalnu koru starijih slucajeva sa brojnim amiloidnim telascima karakteriSe
prisustvo arteriola zadebljalih zidova, ocuvanog lumena, kao i venula delimi¢no kolabiranog
lumena, koji su okruzeni masom corpora amylacea; krvni sudovi parahipokampalne kore
starijih slucajeva sa slabijim prisustvom amiloidnih telaSaca se po svojim karakteristikama ne
razlikuju znacajno od istih mladih slu¢ajeva.

Imunohistohemijskom analizom ustanovljeno je prisustvo pozitivne reakcije duz éitavog
profila amiloidnih telaSaca na NSE, Sto ukazuje na prisustvo neuronalnih komponenti u
njihovom sastavu.

Corpora amylacea ispoljavaju najéesc¢e negativnu reakciju na GFAP, ali se pozitivna reakcija
moze uoliti na krajnjoj periferiji; ovakav tip imunohistohemijske reakcije na primenjeno

antitelo ide u prilog stavu da ona predstavljaju astrocitne inkluzije.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Amiloidna telasca se karakteriSu u najveéem broju slucajeva pozitivnom reakcijom duz
Citavog njihovog profila na S100 protein, dok se rede uocavaju telaSca sa S100 negativnim
jezgrom i pozitivnom reakcijom na krajnjoj periferiji; pozitivna reakcija na primenjeno
antitelo dokazuje prisustvo astrocitnih, a verovatno i oligodendrocitnih komponenti u sastavu
corpora amylacea.

Morfometrijska analiza je ukazala da broj subpijalnih corpora amylacea znacajno raste u III,
a subkortikalnih II 1 III starosnoj grupi, pri ¢emu taj porast ne prati znacajna promena njihove
veli¢ine i oblika; broj subkortikalnih corpora amylacea je znacajno VviSi u odnosu na
subpijalna kod starijih slucajeva Il i Il starosne grupe, dok se njihova veli¢ina i oblik ne
razlikuju znacajno.

Broj nervnih ¢elija sa depozitima lipofuscina lamina II - V parahipokampalne kore znacajno
raste kod starijih slucajeva II i III starosne grupe; broj nervnih ¢elija bez depozita lipofuscina
je znac€ajno visi samo u I, dok u II i III starosnoj grupi razlika u broju celija bez 1 sa
depozitima lipofuscina nije znacajna.

Krvni sudovi parahipokampalne kore starijih sluCajeva II starosne grupe se karakteriSu
znacajno ja¢im kalibrom u odnosu na krvne sudove | i Il starosne grupe; prokrvljenost
parahipokampalne kore opada sa starenjem, ali taj pad nije statisti¢ki znaCajan.

Slucajevi Zenskog pola se karakteriSu ve¢im brojem subkortikalnih corpora amylacea,
prisustvom Kkrvnih sudova jaceg kalibra i ve¢im brojem nervnih ¢elija sa lipofuscinskim
depozitima; kako su napred navedeni slucajevi znacajno stariji u odnosu na slucajeve muskog
pola, uticaj starenja na prisustvo ovih razlike se ne moze iskljuciti.

Korelaciona analiza je ukazala da se parahipokampalna kora slucajeva sa brojnijim
subpijalnim i subkortikalnim amiloidnim telaScima istovremeno karakteriSe i prisustvom
krvnih sudova jaceg kalibra, kao i brojnijim nervnim ¢elijama sa prisutnim lipofuscinskim
depozitima.

Rezultati morfometrijske analize imunohistohemijski ispitanih slucajeva su ukazali da se broj
nervnih ¢elija i astrocita u parahipokampalnoj kori ne menja statisti¢ki znacajno tokom
procesa starenja i u okviru ispitivanih starosnih grupa.

Broj astrocita je statisticki znacajno visi kod imunohistohemijski ispitanih slucajeva muskog

u odnosu na iste Zenskog pola; u okviru polova nije uocena predominacija niti nervnih ¢elija
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niti astrocita, tako da se moze zakljuciti da je kod muskog pola prisutna nesto izrazenija

glioza tokom procesa starenja.
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Sazetak

Starenje parahipokampalne kore praceno je smanjenjem njene zapremine ili debljine, koja se
naj¢es¢e povezuje sa gubitkom nervnih celija i promenama u njima. NajéeS¢e dolazi do
smanjenja njihovog broja, ali i drugih promena kao S$to je deponovanje lipofuscina u njima,
formiranje corpora amylacea u astrocitima, kao i smanjenje prokrvljenosti kore, §to moze
predstavljati osnovu za razvoj kognitivne disfunkcije. Endotel krvnih sudova je mesto gde se
prve promene deSavaju, Sto na kraju rezultira naruSavanjem hematoencefalne barijere i
deponovanja amiloida poreklom iz cirkulacije kako unutar njihovih zidova, tako i u samom
mozdanom parenhimu. Ove promene mogu biti deo normalnog procesa starenja, a mogu nastati i
u sklopu neurodegenerativnih poremecaja, narocito Alchajmerove demencije.

Cilj istrazivanja je bio da se na tkivu humane parahipokampalne kore dobijenog sa autopsije
bez predhodno dijagnostifikovanog oboljenja nervnog sistema, primenom histohemijskih,
imunohistohemijskih i morfometrijskih metoda izvrsi kvantifikacija strukturalnih promena u
razli¢itim delovima (slojevima) kore (subpijalno, subkortikalno, lamina II do V). Da se
primenom imunohistohemijskih metoda (NSE, GFAP, S100) utvrdi neuronski deficit,
proliferacija glijalnih ¢elija, kao 1 prisustvo struktura oznacenih kao corpora amylacea.

IstraZivanje je pokazalo da tokom normalnog procesa starenja, u parahipokampalnoj kori
dolazi do porasta broja corpora amylacea lokalizovanih u subpijalnom delu, i, vise u
subkortikalnoj beloj masi, bez znacajne promene veli¢ine i oblika. Pozitivna reakcija na NSE,
utvrdena imunohistohemijskim metodama, verovatno ukazuje na prisustvo neuronalnih
komponenti, dok slabija reakcija na GFAP i pozitivna na S100 protein, ukazuje na mogucnost da
su corpora amylacea astrocitne inkluzije. Broj nervnih C¢elija sa depozitima lipofuscina
ispitivanih slucajeva znacajno raste sa starenjem. Rezultati u okviru dobijenih starosnih grupa,
ukazuju da je broj nervnih ¢elija i astrocita u parahipokampalnoj kori uravnotezen tokom procesa
starenja 1 da se njihov medusobni odnos bitnije ne menja tokom tog procesa. Medusobna
povezanost dobijenih rezultata ukazuje da prisustvo navedenih strukturnih promena mogu
dovesti do oStecenja onih struktura mozga koje su odgovorne za normalno odvijanje memorijske

funkcije 1 na taj nacin odgovorne za kognitivne promene prisutne kod zdravih starih osoba.
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Summary

Aging of the parahippocampal cortex is accompanied by reduction of its volume or
thickness, which is commonly associated with loss and changes of nerve cells. The most
common changes include cell number reduction, deposition of lipofuscin, formation of corpora
amylacea in astrocytes, and reduction of cortex vascularization, which may represent the basis
for the development of cognitive dysfunction. Endothelium of blood vessels is the place where
first changes occur, which eventually results in disruption of haematoencephalic barrier and
amyloid deposition originating from the circulation both within their walls, and in the brain
parenchyma. These changes may represent not only an integrative part of normal aging, but
occur within neurodegenerative disorders, as well, Alzheimer's dementia, in particular.

The aim of this research was to carry out quantification of structural changes in different
cortical layers (subpial, subcortical, lamina I1-V) on human parahippocampal cortex tissue
obtained from autopsies without previous diagnosis of diseases of the nervous system, using
histochemical, immunohistochemical and morphometric methods, as well as determine neurone
deficit, proliferation of glial cells and the existence of structures known as corpora amylacea
using immunohistochemical methods (NSE, GFAP, S100).

The research has shown that during normal aging, in parahippocampal cortex there occurs
increase in the number of corpora amylacea localized in subpial region that is even higher in
subcortical white matter, with no significant change in the size and shape. Positive reaction to
NSE, determined by immunohistochemical methods, probably indicates the presence of neural
components, while a weaker reaction to GFAP and positive reaction to S100 protein indicates
that corpora amylacea are likely to be astrocyte inclusions. The number of nerve cells with
deposits of lipofuscin of the examined samples increases significantly with age. The results in
the obtained age groups indicate that number of neurons and astrocytes in parahippocamplal
cortex is balanced and their relationship does not significantly change during the aging process.
Interrelationship between the obtained results suggests that the presence of above mentioned
structural changes may lead to damage of those brain structures that are responsible for normal
memory function and thus responsible for the cognitive changes present in healthy elderly

persons.
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