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MORFOMETRIJSKA I IMUNOHISTOHEMIJSKA ANALIZA STRUKTURA
ADENOHIPOFIZE UKLJUCENIH U SISTEM
HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-ADRENALNE OSOVINE
TOKOM STARENJA COVEKA

Rezime

Proces starenja Coveka pracen je porastom prisustva vezivnog tkiva u svim orga-
nima i tkivima, a u adenohipofizi i porastom kortikotropnih i folikulostelatnih ¢elija, Sto
moze da utice na funkciju HPA osovine kod zdravih starih individua.

Cilj istrazivanja je bio da se na tkivu adenohipofiza dobijenih na autopsijama,
primenom histohemijskih, imunohistohemijskih i morfometrijskih metoda izvrsi kvanti-
fikacija strukturnih promena koje nastaju tokom starenja (celularnosti, prisustva ve-
zivnog tkiva 1 prokrvljenosti) kao i kolagena tipa IV, adrenokortikotropnih ¢elija i foli-
kulostelatnih ¢elija.

Histohemijski deo istrazivanja je pokazao da tokom normalnog procesa starenja u
adenohipofizi dolazi do porasta veli¢ine ¢elija. Analizirane ¢elije adenohipofize su zna-
¢ajno krupnije i istovremeno se karakteriSu znacajno pravilnijim oblikom kod slucajeva
zenskog u odnosu na slucajeve muskog pola. Uocene su razlike u celularnom sastavu
tkiva adenohipofize slucajeva suprotnog pola i1 zapaza se znacajnije prisustvo bazofila
kod sluc¢ajeva muskog pola. Hipertrofija ¢elija je pracena proliferacijom vezivnog tkiva
adenohipofize, kao i njenom slabijom vaskularizacijom tokom starenja.

Rezultati imunohistohemijskog dela istraZivanja potvrdili su da dolazi do porasta
prosecne zapreminske gustine folikulostelatnih ¢elija kao 1 adrenokortikotropnih ¢elija.
Porast prisustva kolagena tipa IV takode je prisutan i dobijeni rezultat je saglasan sta-
tisticki znaCajnom porastu prisustva vezivnog tkiva u adenohipofizi tokom procesa sta-

renja, uo¢enom tokom histohemijskog dela istraZivanja.
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Naucna oblast: Medicina
UZa naucna oblast: Anatomija
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MORPHOMETRIC AND IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS
OF THE ADENOHYPOPHYSIS STRUCTURES INVOLVED
IN THE SYSTEM OF THE HYPOTHALAMIC-PITUITARY-ADRENAL AXIS
DURING THE AGING PROCESS

Summary

The aging in men is accompanied by an increase in the presence of connective tissue
in all the organs and tissues, and with increase of corticotrophs and folliculostellate cells in
adenohypophysis, which can affect the function of the HPA axis in healthy elderly
individuals.

Objective of the research was to perform quantification of structural changes during
aging (cellularity, presence of the connective tissue and blood flow), collagen type 1V,
corticotrophs and folliculostellate cells on the pituitary tissue, obtained at autopsy, using
histochemical, immunohistochemical and morphometric methods.

Histochemical part of the research showed an increase of the cell size that occured
during normal aging in the adenohypophysis. The analyzed cells of the adenohypophysis
were significantly larger and, at the same time, they were characterized by a substantially
more regular shape in female in comparison to the male patients cases. Differences in the
cellular composition of the pituitary tissue were observed in cases of the opposite sex and
the significant higher number of basophils in males was noted. Hypertrophy of the cells
was accompanied by proliferation of the pituitary connective tissue, as well as by it’s
poarer vascularization during aging.

Results of the immunohistochemical part of the study confirmed that there was an
increase in the average volume densities of the folliculostellate cells and corticotrophs. The
increase in the presence of type IV collagen was also present and the obtained result is
consistent to statistically significant increase in the presence of the connective tissue in the
adenohypophysis during the aging process, which we observed in the histochemical part of

our study.

Key words: adenohypophysis, pituitary gland, HPA axis, aging
The scientific field: Medicine

Special topics: Anatomy
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LISTA SKRACENICA

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

HPA - hipotalamo-pituitarno-adrenalna osovina

Nc¢ — nucleus

Tr — tractus

HE metoda — Hematoksilin — eozin metoda

GH — hormon rasta

PRL - prolaktin

ACTH - adrenokortikotropni hormon

MSH — melanocitno stimuliSu¢i hormon

TSH — tirotropni hormon

FSH - folikulostimuliSu¢i hormon

LH — luteiniziraju¢i hormon

GH - gonadotropni hormon

iRNK molekul — molekul informacione ribonukleinske kiseline
AMP — adenozin monofosfat

PKA — adenilat ciklaza — cikli¢cni AMP — protein kinaza A put
Ca’" — joni kalcijuma

PLC - fosfolipaza C

PKC — protein kinaza C

POMC — proopiomelanokortin

PC — prohormon konvertaza

CRH - kortikoropni oslobadaju¢i (rilizing) hormon

IL — 1 — interleukin 1

IL - 6 — interleukin 6

FS — folikulostelatne ¢elije

Na" kanali — natrijumovi kanali

K" kanali — kalijumovi kanali

VEGF (vascular endothelial growth factor) — vaskularni endotelijalni faktor rasta
FGF-2 (fibroblast growth factor 2) — fibroblastni faktor rasta 2
GFAP (glial fibrillary acidic protein) — glijalni kiseli fibrilarni protein
LDL (low-density lipoprotein) — lipoprotein niske gustine



HDL (high-density lipoprotein) — lipoprotein svisoke gustine

ACE — angiotenzin-konvertujuci enzim

PVN (nucleus paraventricularis) — paraventrikularno jedro

TNF-a (tumor necrosis factor alpha) — faktor nekroze tumora - alfa

IL-1a — interleukin 1a

IL-18 — interleukin 18

IL-8 — interleukin 8

IL-1Ra (Interleukin 1 receptor antagonist) — antagonist interleukin-1 receptora

STNFR (Soluble Tumor Necrosis Factor Receptor) — receptor rastvorljivog faktora nekroze
tumora - alfa

CRP (C-reactive protein) — C reaktivni protein

H,0; — vodonik peroksid

PBS — fosfatni pufer

DAB - 3,3-diamino benzidin

PAP metoda — peroksidaza-antiperoksidaza metoda

Aaq — area

Ban — perimetar

OF — oblikovni faktor

MOD - prosecna opticka gustina

IOD - integralna opticka gustina

MdOD — medijanska opti¢ka gustina

Vyr — zapreminska gustina vezivnog tkiva

Pyt — koli¢nik broja tacaka koje pogadaju vezivno tkivo

Py — broj tacaka testnog sistema

Vvks — zapreminska gustina krvnih sudova

Svks — povrsinska gustina krvnih sudova

Lvks — duZinska gustina krvnih sudova

Axs — area uocenth krvnih sudova

> Bks — ukupan perimetar svih uoc¢enih krvnih sudova

> At — ukupna testna povrsina svih analiziranih vidnih polja

Naks — broj uocenih krvnih sudova po jedinici povrSine testnog sistema

Nks — ukupan broj uocenih krvnih sudova na svim analiziranim vidnim poljima jednog slu¢aja

Vvcol 1v — zapreminska gustina kolagena tipa [V

Vvacrtn — zapreminska gustina ACTH pozitivnih éelija



Pcoi1v — broj tacaka koje pogadaju kolagen tipa IV imunopozitivne zone
Pacr — broj tacaka koje pogadaju ACTH imunopozitivne zone

Vvrsc — zapreminska gustina folikulostelatnih celija

CT - kompjuterizovana tomografija

MRI — magnetna rezonanca

NF-kB — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
IGF-1 — insulinu sli¢an faktor rasta

CGREP (calcitonin gene-related peptide) — kalcitonin gen—zavisni peptid
IFN-y — interferon y

MHC — major histocompatibility complex

LPS (lipopolysaccharide binding protein) — lipopolisaharid vezujuéi protein
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STARENJE

Starenje se moze definisati kao multifaktorijalni proces okarakterisan heterogenim
obrascima i1 povecanim rizikom za nastanak razliCitih bolesti (Goncharova 1 Lapin, 2002).
Ono vodi ka progresivnom, generalizovanom smanjenju funkcija ¢itavog organizma i rezulti-
ra povecanjem njegove vulnerabilnosti u odgovoru na izazove spoljasnje sredine (Kirkwood,
2005). Starenje je pra¢eno multiplim internim homeostatskim alteracijama koje su isprvo-
cirane dejstvom razlicitih eksternih stimulusa ili stresora. Kao posledica toga dolazi do sma-
njenja sposobnosti odgovora na stres i poremecaja homeostatske ravnoteze, pri ¢emu se
povecéava incidenca pojave patoloskih stanja, $to vodi smrti kao kona¢nom ishodu (Seeman i
Robbins, 1994; Weinert i Timiras, 2003). Pretpostavlja se da starenje pocinje posle zrelog do-
ba, iako vecina znakova nije oc¢igledna ni tokom kasnijih zivotnih perioda. Tokom starenja ne
dolazi do promene funkcije jednog regulatornog sistema, ve¢ do interakcije velikog broja
procesa, od kojih se svaki odigrava u razli¢itom trenutku (Carlson i Riley, 1998). Konacno,
naruSavanje morfoloskog integriteta 1 funkcionalnog kapaciteta endokrinog, nervnog i imu-
nog sistema, kao i njihova redukovana sposobnost da odrze homeostazu predstavljaju nepo-
bitnu karakteristiku ovog procesa (Console i sar., 2000).

Poslednjih decenija doslo je do ekspanzije studija o starenju. Razlog za to je produZenje
prosecnog ljudskog zivotnog veka, praeno produzenjem maksimalne duzine Zivota, kao 1
povecanjem procenta starth ljudi u ukupnoj populaciji. Heterogenost fenotipa i razlike u
duZini Zivotnog veka unutar jedne vrste navode na ¢injenicu da su za duzinu Zivotnog veka
odgovorni kako genetski, tako i faktori sredine (Weinert i Timiras, 2003). Danas je poznato
preko tri stotine teorija starenja. Sve one teze da identifikuju uzrok, objasne njegovu
celularnu 1 molekularnu bazu 1, na kraju, raspletu klupko multiplih mehanizama koji prouzru-
kuju akumulaciju oStecenja prisutnu tokom ovog, za ljudsko drustvo veoma bitnog procesa

(Weinert 1 Timiras, 2003; Kirkwood, 2005).
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Teorije starenja

Svaka teorija o starenju posmatra Citav proces sa razliCitog, sopstvenog aspekta: ge-
netskog, biohemijskog ili fizioloSkog, §to ujedno i determiniSe nacin na koji se objasnjavaju

promene uocene tokom starenja.

Evolucione teorije

Evolucione teorije zastupaju ideju da starenje nastaje kao rezultat opadanja snage
prirodne selekcije. Kako evolucija primarno ima ulogu da poboljsa reproduktivnu sposobnost
individue, dugovecnost u tom slucaju bila bi favorizovana samo u cilju unapredenja repro-
duktivne sposobnosti vrste. DuZina Zivota je specifi¢na za svaku Zivotinjsku vrstu. Ona je u
funkciji njene sposobnosti prezivljavanja i reproduktivne strategije u kompetitivnom okru-
zenju. To znaci da bi duzina zivotnog veka jedinke odredene vrste trebala biti uskladena sa
njenim okruzenjem. Produzeni Zivotni vek moze da pogoduje unapredenju reproduktivne
funkcije, ali sa druge strane, u pojedinim okolnostima Zzrtvovanje dugovecnosti u cilju
opstanka vrste predstavlja neminovnost (Weinert i Timiras, 2003). U ovu grupu teorija spa-
daju: teorija akumulacije mutacija, teorija potrosnog tela i teorija antagonisticke plejotropije.
Teorija akumulacije mutacija sugeriSe da se Stetne mutacije akumuliraju u populaciji sa vre-
menom i1 kona¢no dovode do pojave odredenih patoloSkih stanja sa starenjem. Preostale dve
teorije su zasnovane na konceptu evolucionog kompromisa. Teorija potrosnog tela se bazira
na pretpostavci optimalne preraspodele metabolickih resursa u cilju ocuvanja integriteta i re-
paracije tela neophodnih za normalno obavljanje prvenstveno reprodukcije, kao i mnogih
drugih funkcija. Po ovoj teoriji, po zavrSetku reproduktivnog perioda dolazi do naglog po-
rasta troSenja tela, smanjenja njegove regenerativne i reparativne sposobnosti i napredovanja
procesa starenja sa pojavom onih patoloskih stanja karakteristiénih za taj period Zivota.
Teorija antagonisticke plejotropije pretpostavlja da neki geni mogu imati korisne efekte u
mladosti, dok njihova ekspresija u starosti ima Stetne efekte koji doprinose starenju

(Kirkwood, 2005).

Molekularne teorije

Molekularne teorije objasnjavaju starenje kao posledicu promena na nivou molekula
DNK. Teorija genske regulacije starenja pripada ovim teorijama i zastupa stav da starenje
nastaje kao posledica promena u genskoj ekspresiji. Naime, poznato je da se ekspresija mno-

gih gena menja sa godinama. Medutim, postojanje gena Cija ekspresija direktno dovodi do
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starenja do danas nije potvrdeno (Kirkwood, 2002). Na zivotni vek uti¢u geni koji promovisu
dugovecnost. Analize sprovedene u cilju deSifrovanja humanog genoma su omogucile istrazi-
vac¢ima da sastave transkripcioni obrazac normalnog starenja. Ovi podaci mogu da se dovedu
u vezu sa pokusajima da se uspori ili ubrza starenje identifikacijom promene ekspresije gena
bitnih za proces starenja. Razumevanjem nacina na koji priroda odlaze starenje, promenama
genske ekspresije moze se otkriti mnogo novih podataka o samom procesu starenja. Ta Cinje-
nica moze predstavljati pocetnu tacku za dalja istrazivanja u cilju usporavanja nastanka onih
promena u ¢ovecjem organizmu koje se javljaju sa njim.

Studije na stogodi$njacima 1 njihovim rodacima pokazale su da genetski faktori znacajno
viSe od socioekonomskih i faktora okoline uticu na duzinu zivotnog veka. Takode, nedavna
studija je potvrdila da lokus na hromozomu 4 sadrzi gen ili gene koji pospesuju dugovecnost
(Perls i sar., 2002).

Teorija , katastrofalne greske“ zastupa stav da se tokom Zivota broj greSaka postepeno
uvecava sve dok ne dostigne kritian nivo kada nastupa smrt (katastrofa) Celije, pri emu
krajnju posledicu Citavog ovog procesa predstavlja smrt organizma (Weinert i Timiras, 2003).
Teorija ostecenja i popravke DNK navodi da tokom starenja nastanak somatskih mutacija i
posledi¢no ostecenje Celije nastaju usled smanjenja efikasnosti repair mehanizama koji bi to
trebali da sprece. Oste¢enje mitohondrijalne DNK npr. dovodi smanjenja efikasnosti mito-
hondrija u produkciji energije, ireverzibilnog oStecenja 1 smrti ¢elije (Gorbunova i sar., 2007).
Teorija unakrsnog povezivanja (kolagenska teorija) podrazumeva da sa starenjem dolazi do
medusobnog povezivanja makromolekula, koji su normalno odvojeni izuzetno jakim vezama.
Primer za ovu teoriju su molekuli kolagena. Zbog unakrsnog povezivanja njegovih molekula,
on postaje nerastvorljiv 1 rigidan, Sto rezultira promenom propustljivosti ¢elijske membrane.
Usled medusobnog povezivanja molekula elastina menja se 1 struktura vezivnog tkiva. Po-
remecaji replikacije DNK i deobe ¢elije mogu da se jave u slucaju zahvatanja strukturnih pro-
teina i1 proteina deobnog vretena ovim procesom. Samo unakrsno povezivanje nastupa usled
glikozilacije terminalnih aminokiselina proteinskih lanaca. Neki od napred navedenih produ-
kata deluju toksi¢no. Njihovo toksi¢no dejstvo moze da se ostvari na dva nacina: inicijacijom
stvaranja slobodnih radikala i njihovom povecanom sklonos¢u ka proteolizi 1 degradaciji, $to
dovodi do strukturalnih i funkcionalnih promena sli¢nih onima koje karakteriSu starenje

(Grillo 1 Colombatto, 2008).
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Celularne teorije

Teorija telomera pripada celularnim teorijama i po njoj ¢elijsko starenje je opisano kao
proces koji ogranic¢ava broj cCelijskih deoba humanih ¢elija u kulturi (Weinert i Timiras,
2003). Ovo ogranicenje replikativnog kapaciteta se javlja nakon odgovaraju¢eg broja ce-
lijskih deoba 1 rezultira zaustavljanjem deoba celija koje postaju fizioloski izmenjene
(Campisi, 2003).

Celijsko starenje takode moze da nastane kao odgovor na razli¢ita molekularna zbivanja.
Replikativno starenje je specifican tip celularnog starenja koji rezultira gubitkom telomera.
Sa svakom ¢elijskom deobom dolazi do gubitka male koli¢ine DNK na svakom kraju hromo-
zoma, Sto rezultira skra¢enjem telomera, izmenom njihove strukture i pojavom replikativnog
starenja. Aktivacijom enzima telomeraze telomere se regeneriSu, a primarne humane celijske
kulture postaju besmrtne (Blackburn, 2000).

Teorija slobodnih radikala, kao jedna od celularnih teorija, navodi da je povecano
stvaranje slobodnih radikala bitan bioloSki proces koji rezultira kumulativnim o$te¢enjem
¢elija 1 starenjem. Shodno tome, poviseni nivoi oksidativno oste¢ene DNK 1 proteina su pro-
nadeni kod starih organizama (Shringarpure i Davies, 2002). Teorija slobodnih radikala je
podeljena na nekoliko hipoteza koje se fokusiraju na ulogu pojedinacnih organela 1 tipove
oStec¢enih molekula u procesu starenja. Jedna od tih hipoteza zastupa stav da mutacije u mito-
hondrijalnoj DNK ubrzavaju oSte¢enje izazvano slobodnim radikalima uceS¢em alterisanih
komponenti enzima u lanac elektronskog transporta. OSte¢en transport elektrona rezultira
daljim poviSenjem nivoa slobodnih radikala i sledstveno pove¢anom pojavom mutacija mito-
hondrijalne DNK kao 1 poviSenom produkcijom oksidanasa, $to dovodi do starenja. Po drugoj
hipotezi, slobodni radikali izazivaju starenje pojavom akumuliranja oksidisanih proteina u

¢elijama (Mandavilli i sar., 2002; Shringarpure i Davies, 2002).

Sistemske teorije

Sistemske teorije povezuju proces starenja sa snizenjem funkcija organskih sistema koji
kontroliSu ostale sisteme u organizmu i koji su bitni za komunikaciju organizma sa spo-
ljasnjom sredinom 1 adaptaciju na njene promene. Kod c¢oveka, nervni, imuni i endokrini
sistem igraju vaznu ulogu u koordinaciji svih ostalih sistema 1 regulaciji njihovog odgovora
na stimuluse iz spoljasnje i unutrasnje sredine.

Neuroendokrina teorija zastupa stav da se starosne promene javljaju paralelno sa pro-

menama nervnih 1 endokrinih funkcija koje su krucijalne za: 1) koordinaciju komunikacije
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svih organskih sistema sa spoljaSnjom sredinom; 2) programiranje fizioloskih odgovora na
stimuluse spoljasnje sredine i1 3) stvaranje optimalnih uslova za reprodukciju i prezivljavanje
kao odgovor na zahteve spoljasnje sredine. Vazna komponenta ove teorije je hipotalamo-pitu-
itarno-adrenalna (HPA) osovina kao glavni generator i regulator signala za pocetak i zavrse-
tak svakog stadijuma Zzivota. Jedna od glavnih funkcija HPA osovine je da obezbedi fizi-
oloske uslove neophodne za ocCuvanje unutrasnje homeostaze uprkos promenama u spo-
ljaSnjoj sredini. Tokom Zivota, hroni¢na ekspozicija fizickom, bioloskom i emocionalnom
stresu moze iscrpiti 1 oslabiti kapacitet adaptacije organizma i dovesti najpre do “bolesti
adaptacije” 1 na kraju njegove smrti. Nastanak starosnih promena se u tom slu¢aju moze obja-
sniti kao rezultat smanjenja sposobnosti organizma za prezivljavanje stresa. Hipotalamus, kao
najvisi centar ovog sistema, vrsi integraciju odgovora na stimuluse spoljasnje sredine koji se
stvaraju u razli¢itim delovima CNS-a (cerebralnom korteksu, limbickom sistemu, retikularnoj
formaciji) (Weinert i Timiras, 2003).

Neuroendokrino-imunoloska teorija potencira interakciju i1 integraciju neuroendokrinog i
imunog sistema. Ova interakcija se odvija na sledece nacine: 1) putem neuropeptida i citokina
prisutnih u imunom sistemu koji predstavljaju medijatore kako unutar samog imunog sistema,
tako 1 izmedu neuroendokrinog 1 imunog sistema; 2) putem hormona prednjeg i zadnjeg
reznja hipofize koji kontroliSu brojne imune funkcije i 3) reciproénom interakcijom citokina
neuroendokrinog sistema. lako se neuroendokrini 1 imuni sistem karakteriSu visokim stepe-
nom plasticiteta, tj. sposobnosti da modifikuju svoju funkciju u zavisnosti od potrebe, ona
opada tokom procesa starenja (Weinert 1 Timiras, 2003). To na kraju rezultira starosnim pro-
menama imunog sistema koje se karakteriSu smanjenjem rezistencije organizma na infektivne
agense, slabljenjem zaStite od pojave malignih oboljenja i ¢e§¢om pojavom autoimunih bo-

lesti (Franceschi 1 sar., 2000).

ANATOMSKE KARAKTERISTIKE
HIPOTALAMO-PITUITARNO-ADRENALNE OSOVINE

Hipotalamo-pituitarno-adrenalnu (/PA) osovinu ¢ine tri glavne komponente: hipotala-
mus, adenohipofiza 1 nadbubrezna zlezda. Ova osovina predstavlja jedan od najpouzdanijih
homeostatskih mehanizama ljudskog tela, koji reguliSe brojne procese, ukljucujuci digestiju,
funkciju imunog sistema, raspoloZenje i emocije, seksualnost, kao i stvaranje i potros$nju
energije. Ona predstavlja klju¢nu tacku u povezivanju endokrinog, nervnog i imunog sistema

(Ferrari 1 sar., 2001). Kao takva, ona kontroliSe pojedine aspekte adaptacije, rasta i razvoja je-
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dinke (Goncharova i1 Lapin, 2001) 1 koordiniSe metabolicke 1 odgovore neuroendokrinog si-
stema na stres (Seeman i Robbins, 1994). Stresori koji izazivaju aktivaciju HPA osovine mo-
gu biti fizi¢ki, zatim spoljasnji ili unutrasnji faktori kao sto su aktivacija imunog sistema, bol,
zatim izlaganje tela toploti ili hladno¢i. Veoma znacajne stresore mogu da predstavljaju i

razliciti psiholoski faktori.

Hipotalamus

Hipotalamus (hypothalamus) predstavlja veoma mali deo medumozga koji ucestvuje u
izgradnji poda i dela bo¢nog zida tre¢ce mozdane komore. On se rostralno pruza sve do
opticke raskrsnice (chiasma opticum) i terminalne lamine (lamina terminalis). Zadnja mozda-
na spojnica (commissura cerebri posterior) predstavlja njegovu kaudalnu granicu prema
srednjem mozgu (mesencephalon). Dorzalnu granicu hipotalamusa predstavlja rostralno
prednja mozdana spojnica (commissura cerebri anterior), a sulcus hypothlamicus i ventralni
talamus kaudalno. Lateralno, hipotalamus se pruza sve do subtalamickog jedra (nc. subthala-
micus). Na njegovoj ventralnoj strani koja naleze na dorzalnu stranu tela klinaste kosti (os
sphenoidale) uocavaju se iduc¢i od rostralnog ka kaudalnom kraju chiasma opticum, pepljasta
kvrzica (tuber cinereum) 1 peteljka hipofize (infundibulum) 1, na kraju, bradavicasta telasca

(corpora mamillaria) (Kahle i Frotscher, 2002; Mills, 2007; Siegel 1 Sapru, 2011).

Grada hipotalamus-a

Hipotalamus se sastoji iz sive 1 bele mase. Siva masa je sistematizovana u nejasno razgra-
nicena jedra koja su, prema klasi¢noj anatomskoj literaturi, vlaknima stubova mozdanog
svoda (fornix) podeljena u medijalnu i lateralnu oblast (Standring i sar., 2008; Siegel i Sapru,
2011). Lateralnu oblast (regio hypothalamica lateralis) ¢ine slabo definisana jedra (nc.
perifornicalis, nc. tuberomamillaris i ncc. tuberales laterales) izmedu kojih prolaze vlakna
medijalnog telencefalicnog snopa (fasciculus telencephalicus medialis). U njoj se nalaze
bihejvioralni centri, kao i centar za glad i unoSenje te¢nosti. Medijalni hipotalamus €ini viSe
grupa jedara sastavljenih od neurona ¢iji produkti reguliSu funkciju hipofize, pa se zbog toga
on oznacava 1 kao hipofiziotropna zona (Siegel 1 Sapru, 2011). Topografski i1 funkcionalno,
medijalni hipotalamus je izdiferenciran na prednju (regio hypothalamica anterior), srednju
(regio hypothalamica intermedia), zadnju (regio hypothalamica posterior) 1 manju dorzalnu

(regio hypothalamica dorsalis) oblast (Standring, 2008).
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Prednja oblast medijalnog hipotalamusa u svoj sastav ukljuuje preopticka (nc. pre-
opticus medianus, nc. preopticus periventricularis, nc. preopticus medialis i nc. preopticus
lateralis), zatim supraopticko (nc. supraopticus), suprahijazmatsko (nc. suprachiasmaticus) i
paraventrikularno jedro (nc. paraventricularis). Ovaj region se grubo moze podeliti na medi-
jalni 1 lateralni deo. Za medijalni deo je ustanovljeno da ucestvuje u regulaciji endokrinih
funkcija 1 termoregulaciji, dok je funkcija lateralnog dela znatno slabije izucena. Suprahi-
jazmatsko jedro se nalazi u ventromedijalnom delu prednje zone medijalnog hipotalamusa i
zalazi delimi¢no u preopticki region. Ono je vlaknima retinohipotalamickog snopa (¢r. retino-
hypothalamicus) povezano sa retinom i odgovorno je za diurnalni ritam sekrecije hormona.
Supraopticko jedro se nalazi dorzalno od lateralnog dela opticke hijazme, dok se paraventri-
kularno jedro nalazi u dorzomedijalnom delu prednje zone medijalnog hipotalamusa, nepo-
sredno ispod ependima boc¢nog zida tre¢e mozdane komore. Oba ova jedra sastoje se iz
krupnih neurona koji luce oksitocin i arginin-vazopresin. Ova dva hormona se preko hipota-
lamo-hipofiznog snopa prenose u neurohipofizu, odakle se izlu¢uju u njene vene i dalje u
vensku cirkulaciju. Putem krvi oni dospevaju do ciljnih tkiva gde ostvaruju svoj efekat.
Oksitocin stimuliSe kontrakcije mioepitelnih ¢elija dojke i uéestvuje u izlu¢ivanju mleka u
procesu dojenja. On takode stimuliSe na kontrakciju 1 glatko-miSiéne Celije uterusa tokom
porodaja. Arginin-vazopresin ostvaruje svoj efekat na nivou distalnih tubula bubrega gde
dovodi do resorpcije vode 1 samim tim koncentrovanja mokrace 1 ostalih telesnih tecnosti
(Kahle 1 Frotscher, 2003; Standring, 2008; Siegel 1 Sapru, 2011).

Srednja zona medijalnog hipotalamusa oznacava se kao tubero — infundibularni region. U
njenom ventromedijalnom delu, neposredno iznad infundibuluma, u nivou srediSnjeg uzvise-
nja (eminentia mediana), kaudalno od suprahijazmatskog jedra nalazi se arkuatno jedro (nc.
arcuatus s. infundibularis). Ovo jedro je izgradeno pretezno iz dopaminergic¢kih neurona koji
sintetiSu prolaktin inhibiraju¢i hormon. Ventromedijalno jedro (nc. ventromedialis) se takode
nalazi u ventralnom delu ovog dela hipotalamusa. U njemu se nalazi centar za kontrolu agre-
sivnog ponaSanja, centar za sitost, kao 1 centar za endokrinu kontrolu. Neposredno dorzalno u
odnosu na ventromedijalno nalazi se dorzomedijalno jedro (nc. dorsomedialis) koje je po gra-
di 1 funkciji veoma sli€no napred opisanom jedru. Kontrolu oslobadanja rilizing hormona iz
hipotalamusa u hipotalamo — hipofizni portni sistem i samim tim dalje u adenohipofizu vrse
jedra koja se nalaze neposredno uz zid tre¢e mozdane komore ove zone hipotalamusa koja se
oznacavaju kao tuberalna jedra (Siegel 1 Sapru, 2011).

Zadnja ili mamilarna zona medijalnog hipotalamusa nalazi se kaudalno u odnosu na

intermedijarnu zonu, u nivou bradavicastih telaSaca. Ona u svom sastavu sadrzi viSe bele
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mase, pa je pojedini autori (Kahle 1 Frotscher, 2003) oznacavaju i1 kao dobro mijeliniziranu
zonu, dok preostali deo medijalnog hipotalamusa oznacavaju kao slabo mijeliniziranu zonu.
Najveci deo mamilarnih telasaca gradi medijalno mamilarno jedro (nc. mamillaris medialis)
izgradeno od sitnih neurona. Dorzolateralno u odnosu na njega nalazi se znatno manje latera-
Ino mamilarno jedro (nc. mamillaris lateralis). Ova dva mamilarna jedra su okruzena slabije
mijeliniziranim delom hipotalamusa unutar koga se nalaze premamilarna (nc. premamillaris
ventralis et dorsalis), zadnje jedro hipotalamusa (nc. posterior hypothalami) i supramami-
larno jedro (nc. supramamillaris) (Kahle i Frotscher, 2003).

Hipotalamus predstavlja zonu CNS — a koja je primarno ukljucena u regulaciju rada
unutraS$njih organa, zatim regulaciju endokrine sekrecije, funkcije autonomnog nervnog
sistema i emocija. On dodatno vrsi regulaciju telesne temperature, seksualne funkcije, ishrane
1 uzimanja te¢nosti, kao i ispoljavanja ofanzivnog (agresivnog) ili defanzivnog ponaSanja
jedinke (Siegel 1 Sapru, 2011). On je izgraden iz posebne vrste nervnih ¢elija koje se ozna-
cavaju kao neurosekretorne ¢elije 1 predstavljaju prelaznu formu izmedu nervnih i sekretornih
¢elija. Morfoloski, one su sli¢ne neuronima i sastoje se iz tela od koga polazi veci broj kra¢ih
nastavaka, dendrita i jedan dugi nastavak, odnosno akson. Za razliku od neurona, u njihovom
perikarionu se umesto neurotransmitera sintetiSu peptidi koji se tu deponuju najpre unutar
malih vezikula. Vezikule se zatim transportuju duz njihovih aksona. U terminalnim delovima
aksona sintetisani peptidi se stapanjem membrane vezikula sa membranom terminalnog dela
aksona izlucuju u krvotok putem koga dospevaju do hipofize. U njoj oni mogu da ispolje dva
efekta. Pojedini peptidi deluju stimulativno na sekretornu aktivnost endokrinih ¢elija adeno-
hipofize 1 oznaavaju se kao rilizing (,,releasing*) hormoni. Nasuprot njima, drugi peptidi de-
luju inhibitorno na napred navedene endokrine celije 1 oznacCavaju se kao inhibitorni
(,,inhibiting*) hormoni. Oslobadanje rilizing odnosno inhibiting hormona iz neurosekretornih
éelija hipotalamusa vrsi se pod uticajem nervnih impulsa ili humoralnih stimulusa. Citav pro-
ces sinteze i sekrecije gore navedenih hormona od strane hipotalamusnih neurona oznacava
se kao neurosekrecija (Kahle 1 Fortscher, 2003; Siegel 1 Sapru, 2011).

U okviru hipotalamusa razlikuju se dva velika i anatomski jasno diferencirana sekretorna
sistema. U prvi sistem su ukljuena dva magnocelularna jedra prednje zone medijalnog
hipotalamusa, supraoptic¢ko i paraventrikularno jedro. Njihovi krupni neuroni produkuju oksi-
tocin 1 vazopresin koji se vezuju za svoje transportne proteine neurofizin I i IT u Goldzi apa-
ratu. Iz Goldzi aparata ovakve, neaktivne forme dva napred navedena hormona dospevaju u
transportne vezikule. One se zatim preko aksona ovih neurona transportuju do krvnih sudova

neurohipofize gde se, posto se prethodno razdvoje od svojih proteinskih transportera, oslo-
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badaju iz vezikula kalcijum zavisnim procesom egzocitoze. Aksoni neurona supraoptickog i
paraventrikularnog jedra na putu ka neurohipofizi obrazuju supraoptikohipofizealni i para-
ventrikulohipofizealni snop. Drugi sistem Cine jedra tuberalnog regiona i njihove veze sa
adenohipofizom. Ova jedra se, za razliku od supraoptickog i paraventrikularnog, sastoje iz
sitnih neurona u ¢ijim telima se produkuju rilizing 1 inhibiting hormoni hipotalamusa. Njihovi
aksoni obrazuju tuberoinfundibularni snop ¢ija vlakna zavrSavaju u bogato vaskularizovanom
uzvisenju (eminentia mediana) zadnjeg dela drSke hipofize (infundibulum). Terminalni delovi
aksona u napred navedenom delu infundibuluma stupaju u odnose sa fenestriranim kapila-
rima. U njih oni izlu€uju produkovane hormone koji zatim preko hipofiznog portog sistema
dospevaju do adenohipofize na &ije Celije deluju (Kahle i1 Frotscher, 2003; Mills, 2007). U
znacajnije hipotalamusne hormone spadaju: tireotropni rilizing hormon (sintetie se uglavnom
u levom ventromedijalnom, dorzomedijalnom i paraventrikularnom jedru), kortikotropni ri-
lizing hormon (sintetiSe se u periventrikularnom i medijalnom delu paraventrikularnog jedra),
somatotropni rilizing hormon (sintetiSe se u arkuatnom jedru), somatotropni inhibitorni hor-
mon ili somatostatin (sintetiSe se u periventrikularnom, paraventrikularnom i parvocelular-
nom delu arkuatnog jedra), gonadotropni rilizing hormon (sintetise se uglavnom u ventrome-
dijalnom, dorzomedijalnom, arkuatnom i paraventrikularnom jedru), dopamin (sintetiSe se u
arkuatnom jedru), arginin-vazopresin (sintetiSe se u supraoptiCkom i paraventrikularnom

jedru) 1 oksitocin (sintetiSe se u supraoptickom 1 paraventrikularnom jedru) (Mills, 2007).

Anatomske karakteristike paraventrikularnog jedra hipotalamusa

Paraventrikularno jedro coveka predstavlja jedro koje ima najznacajniju ulogu u re-
gulaciji aktivnosti hipotalamo-pituitarno-adrenalne osovine. Ono ima oblik vertikalno po-
stavljene ploce lokalizovane u preoptickom 1 delimi¢no intermedijarnom delu medijalnog
hipotalamusa. Medijalno se pruza neposredno ispod ependima tre¢e mozdane komore, od ko-
ga je odvojeno uskim slojem glije. Dorzolateralni deo ovog jedra je useCen descendentnim
delom forniksa. U njegov sastav ulazi prosecno oko 56 000 neurona, dok mu prosecna zapre-
mina iznosi oko 6 mm’. Paraventrikularno jedro je mnogobrojnim aferentnim vezama pove-
zano sa drugim delovima mozga. Kada su u pitanju aferentne veze, najveci broj vlakana do-
lazi iz limbickog sistema (nc. septalis lateralis, nc. striae terminalis, corpus amygdaloideum i
subiculum), zatim iz hipotalamusa, mozdanog stabla, kao i prefrontalnog korteksa. Vecina
napred navedenih vlakana zavrSava u parvocelularnom delu ovog jedra, osim vlakana po-
reklom iz nc. dorsomedialis-a i nc. preopticus periventricularis-a koja zavrSavaju u magno-

celularnom delu ovog jedra. Eferentna vlakna paraventrikularnog jedra koja poticu iz nje-
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govog magnocelularnog dela zavrSavaju u zadnjem lobusu hipofize. Vlakna poreklom iz par-
vocelularnog dela zavrSavaju u nc. coeruleus-u, nc. tegmentalis ventralis-u, ncc. parabrachi-
ales, nc. tractus solitarii, nc. dorsalis nervi vagi, periakveduktalnoj sivoj masi, nc. interme-
diolateralis-u ki¢mene mozdine, spoljasnjoj zoni eminentia mediana-e, zadnjem reznju hipo-
fize 1 corpus amygdaloideum—u. Vecina vlakana koja predstavljaju pretezno eferentne veze
paraventrikularnog jedra ulazi u sastav fasciculus longitudinalis medialis-a. Na osnovu veza
ovog jedra moze se zakljuciti koliko je njegova uloga vazna za normalno odvijanje endo-
krinih procesa coveka. Preko njega medijalni prefrontalni korteks velikog mozga modulira
odgovor na stres. Na taj nacin se vrsi integracija kognitivno-afektivnih informacija i1 funkcija
hipotalamo-hipofizno-adrenalne osovine (Turnbull i Rivier, 1999; Babovi¢ i sar., 2009).
Prema Koutcherov-u i saradnicima (2000), humano paraventrikularno jedro se sastoji iz
pet anatomski jasno definisanih delova: anteriornog parvocelularnog, parvocelularnog, magno-
celularnog, dorzalnog i posteriornog. Anteriorni parvocelularni deo predstavlja najrostralniji
deo ovog jedra. Sastoji se iz sitnih ili neurona srednje veli€ine, ovalnog oblika, lokalizovanih
u ventralnom delu hipotalamusa. Oni poseduju jasno definisane nastavke i sekretuju arginin —
vazopresin, neurofizin i dopamin. Parvocelularni deo je lokalizovan medijalno, neposredno
ispod ependima tre¢e mozdane komore, ventralno i dorzalno od descendentnog dela stubova
mozdanog svoda. On se sastoji iz sitnih neurona koji sekretuju kortikotropin rilizing hormon 1
gonadotropin rilizing hormon. Magnocelularni deo zauzima ventrolateralni kvadrant paraven-
trikularnog jedra 1 sastoji se iz krupnih ili srednje veli¢ine multipolarnih neurona. On pred-
micnog Zleba i ograniavajuci lateralno parvocelularni i ventralno dorzalni odeljak ovog
jedra. Neuroni ovog dela paraventrikularnog jedra sekretuju dopamin, arginin — vazopresin,
neurofizin 1 u neSto manjoj meri oksitocin. Dorzalno od magnocelularnog dela nalazi se dor-
zalni deo paraventrikularnog jedra. On zauzima njegov dorzolateralni kvadrant i sastoji se iz
mesovite populacije sitnih i krupnih neurona koji pretezno lu¢e dopamin, oksitocin, neuro-
fizin 1 u znatno manjoj meri arginin-vazopresin. Konac¢no, kaudalno od descendentnog dela
stubova mozdanog svoda, u nivou hipotalami¢nog zleba nalazi se posteriorni deo, koji je
sacinjen iz meSovite populacije krupnih bipolarnih i multipolarnih, kao i sitnih neurona. Se-
kretuje dopamin, kortikotropin rilizing hormon, gonadotropin rilizing hormon, arginin-vazo-

presin, oksitocin 1 neurofizin (Koutcherov 1 sar., 2000; Babovi¢ 1 sar., 2009).
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Hipofiza

Hipofiza (hypophysis s. gl. pituitaria) je glavna zlezda endokrinog sistema koja produktima
svoje sekrecije (hormonima) reguliSe funkciju vec¢ine endokrinih Zlezda. Pojedini njeni hor-
moni, kao §to je npr. hormon rasta, mogu da deluju 1 direktno na odredena ciljna tkiva koja ne
pripadaju endokrinom sistemu. Napred navedenim mehanizmima, hipofiza reguliSe brojne
vazne procese u organizmu kao $to su rast, metabolizam, razvoj u pubertetu, fertilitet, odgovor
na stres 1 imunoloski odgovor (Vankelecom, 2007; Ili¢, 2009). Regulacija aktivnosti hipofize
nastaje kao odgovor na stimulatorne i inhibitorne centralne i periferne signale (Chesnokova i
Melmed, 2010).

Hipofiza je mala zlezda, precnika oko 1cm, teska od 0.5 do 1g. Ona se nalazi u turskom
sedlu (sella turcica), koStanom udubljenju na gornjoj strani tela sfenoidalne kosti baze lo-
banje. Hipofiza je dorzalno od mozga odvojena duplikaturom tvrde mozdanice (diaphragma
sellae). Ventralno, od desnog i levog sfenoidalnog sinusa koji ¢ine centralnu Supljinu tela
klinaste kosti, odvojena je tankim koStanim zidom turskog sedla. Lateralno od nje nalaze se
desni i levi kavernozni sinus i1 unutar njegovog lumena unutra$nja karotidna arterija i VI
kranijalni zivac. Kroz duplikaturu njegovog spoljasnjeg zida pruzaju se rasporedeni, iduci
odozgo put nanize, III, IV,V; 1 V3 mozZdani zivac. Na diaphragma sellae nalazi se otvor kroz
koji prolazi peteljka hipofize (infundibulum), njena veza sa hipotalamusom. Iznad dijafragme
nalazi se opticka raskrsnica (chiasma opticum) (Standring, 2008; Ili¢, 2009).

Hipofiza predstavlja strukturalnu i funkcionalnu vezu izmedu dva glavna regulatorna 1
integraciona sistema covecijeg tela — nervnog 1 endokrinog. Ona nastaje integracijom Zlezdanog
i nervnog tkiva tokom embrionalnog razvoja. Zlezdani deo predstavlja adenohipofiza ili njen
prednji rezanj (adenohypophysis s. lobus anterior), dok njen nervni deo ¢ini neurohipofiza ili
zadnji rezanj (neurohypophysis s. lobus posterior) (Henrikson 1 sar., 1997; Andelkovi¢, 2009).
Adeno- 1 neurohipofiza su obavijene zajednickom kapsulom, ¢ine¢i na taj nacin u anatomskom
smislu jedinstvenu Zlezdu. Ipak, svaki od njena dva napred navedena dela se karakteriSe razli-

¢itim embrionalnim poreklom, celularnim sastavom i funkcijom (Gartner i Hiatt, 2007).

Adenohipofiza

Adenohipofiza (adenohypophysis) €ini oko 75% cCitave Zlezde. Sastoji se iz tri dela: pars
distalis, pars intermedia i pars tuberalis. Kod ¢oveka su pars intermedia i pars tuberalis za-
krzljali, tako da je endokrina aktivnost gotovo isklju¢ivo vezana za distalni deo adenohi-

pofize.
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Histoloski, adenohipofiza, tacnije njen distalni deo, predstavlja klasicnu endokrinu
zlezdu koja luci Sest veoma vaznih hormona (Guyton 1 Hall, 2008; Andelkovi¢, 2009). Oni
imaju veoma znacajnu ulogu u regulaciji funkcije vec¢ine endokrinih zlezda ljudskog orga-
nizma, kao i kontroli njegovih metabolickih funkcija. Distalni deo adenohipofize (pars
distalis) se sastoji iz parenhimskih ¢elija, krvnih sudova, nervnih vlakana i mreze kolagenih
vlakana. Prema podacima iz klasi¢ne histoloske literature (Cross i Mercer, 1993; Kuehnel,
2003; Mills, 2007; Young i sar., 2007; Eroschenko, 2008) distalni deo adenohipofize se sa-
stoji iz parenhimskih ¢elija koje su rasporedene u vidu gredica ili acinusa izmedu kojih se na-
laze vezivno-tkivne septe. Unutar vezivno-tkivnih septi uocava se bogata kapilarna mreza sa-
¢injena od fenestriranih sinusoidnih kapilara, Sto omogucava neometan prelazak produkata
sekrecije endokrinih ¢elija u krvotok. Na histoloskim preparatima bojenim HE metodom, u
adenohipofizi se razlikuju 2 tipa parenhimskih ¢éelija: hromofobne, ¢ija se citoplazma boji
veoma slabo i hromofilne ¢ija se citoplazma intenzivno boji napred navedenim metodom.
Hromofilne ¢elije se dalje mogu podeliti u dve subpopulacije: prvu koja ukljucuje ¢elije Cija
citoplazma ispoljava visok stepen acidofilije i boji se crveno (acidofili) i drugu u koju spadaju
¢elije sa citoplazmom koja poseduje bazofilne karakteristike i boji se plavo nakon primene
HE metode (bazofili). Hromofobne ¢elije nisu prijemcive ni za kisele ni za bazne boje. Nji-
hova citoplazma se primenom HE metode veoma slabo boji i ne poseduje sekretorne granule
koje se uocavaju u citoplazmi acidofila i1 bazofila. Ove Celije se oznacavaju i1 kao foliku-
lostelatne ¢elije koje mogu da sekretuju veoma male koli¢ine bilo kog hormona. U funkci-
onalnom smislu hromofilne ¢elije mogu da se podele na podgrupu ¢iji produkti sekrecije
deluju na neendokrina tkiva i na one koje svojim hormonima reguliSu rad vecine endokrinih
zlezda (Young 1 sar., 2007).

U prvu podgrupu spadaju:

= Somatotropne Celije — sekretuju hormon rasta (GH) 1 prakti¢no sacinjavaju oko 50%

svih endokrinih ¢elija distalnog dela adenohipofize;

= Mamotropne (laktotropne) ¢elije — sacinjavaju oko 20% svih endokrinih ¢elija 1 sekre-

tuju prolaktin (PRL) koji reguliSe produkciju mleka u mle¢nim Zlezdama tokom peri-
oda dojenja.

U drugu grupu spadaju:

= Kortikotropne ¢elije — takode ¢ine oko 20% endokrinih ¢éelija prednjeg reznja hipofize

1 sekretuju veliki polipeptidni molekul proopimelanokortin. Njegovim enzimskim

razlaganjem nastaju kortikotropin (ACTH), zatim lipotropin (ucestvuje u regulaciji
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metabolizma lipida), endorfini (endogeni opioidi) i razliite forme melanocitno stimu-
lisSu¢eg hormona (MSH);
= Tirotropne ¢elije predstavljaju malobrojniju populaciju ¢elija distalnog dela prednjeg
reznja (oko 5%) 1 luce tirotropin (TSH) koji reguliSe rad Stitne zlezde;
= Gonadotropne ¢elije kojih takode ima oko 5% u pars distalis-u adenohipofize odgo-
vorne su za sekreciju folikulostimuliSu¢eg (FSH) 1 luteiniziraju¢eg hormona (LH).
Pars intermedia Cini oko 3% adenohipofize i u njemu se uglavnom uocavaju bazofilne
¢elije koje luce MSH. One mogu da se uoce i u dorzalnim delovima hipofize $to se oznacava
kao bazofilna invazija. Prisustvo koloidnih cista oblozenih prostim kubi¢nim ili viSeslojnim
stratifikovanim epitelom varijabilnog stepena diferencijacije predstavlja upadljivu struktu-
ralnu karakteristiku ovog dela hipofize. One ukazuju na zajednicko embrionalno poreklo
ovog i distalnog dela prednjeg reznja adenohipofize od Rathke-ovog Spaga primitivne usne
duplje (Kuehnel, 2003).
Pars tuberalis je deo adenohipofize levkastog oblika, koji okruzuje infundibulum ne-
urohipofize. Vecina njegovih ¢elija lu¢i gonadotropine (Junqueira i Carneiro, 2005).
Sekretorna aktivnost vecine napred navedenih tipova endokrinih ¢elija adenohipofize se
nalazi pod kontrolom ranije opisanih rilizing hormona hipotalamusa. Izuzetak predstavljaju
jedino mamotropne Celije ¢ija se sekretorna aktivnost nalazi pod inhibitornom kontrolom do-
pamina. Kontrolu sekrecije hormona rasta od strane somatotropnih ¢elija pars distalis-a vrSe
kako rilizing tako 1 inhibiting (somatostatin) hormoni hipotalamusa (Young 1 sar., 2007).
Prema Mills-u (2007), na preparatima hipofize bojenim klasi¢nim HE metodom uocava se
pojacano prisustvo bazofilnih ¢elija u srediSnjem, klinastom ili mukoidnom delu prednjeg
reznja, neposredno ventralno u odnosu na zadnji rezanj. One predominantno sekretuju
ACTH, TSH, LH i1 FSH. Nasuprot njemu, lateralni delovi (,,lateralna krila®) prednjeg reznja
su sacinjeni uglavnom od acidofilnih ¢elija koje sekretuju najve¢im delom GH, a u znatno
manjoj meri PRL. Prema tome, primena ovog metoda samo delimi¢no omogucava razliko-
vanje napred navedenih funkcionalnih tipova ¢elija adenohipofize. Njihova definitivna vizu-
alizacija je moguca samo primenom imunohistohemijskog 1 elektronomikroskopskog metoda.
Elektronomikroskopskim metodom se uocava razli¢ita veli¢ina i elektronska gustina sekretor-
nih granula kod razli¢itih ¢elijskih tipova. Tako, somatotropi poseduju sekretorne granule
srednje veli¢ine (300 nm), dok tirotropi poseduju sitne granule (16 — 60 nm) koje su lo-
kalizovane na periferiji ¢elije. Gonadotropi predstavljaju krupne Celije ¢ije su sekretorne gra-

nule varijabilne veli¢ine (300 — 400 nm). Kortikotropi poseduju retke sekretorne granule
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prosecne veli¢ine 200 — 500 nm koje su lokalizovane na krajnjoj periferiji ¢elije (Kuehnel,
2003; Young i sar., 2007).

Napred opisani tip histoloske organizacije adenohipofize pojedini autori (Le Tissier i sar.,
2012) poistovecuju sa strukturom difuznog neuroendokrinog sistema. Na tankim histoloskim
presecima, takav tip organizacije karakteriSe heterogena distribucija razli¢itih funkcionalnih
tipova endokrinih ¢elija adenohipofize. I kod takvog modela njene grade navodi se prisustvo
morfoloske povezanosti kortikotropa i somatotropa, zatim tirotropa i somatotropa, kao i
laktotropa i gonadotropa. Napred navedeni autori (Le Tissier i sar., 2012) takode navode i po-
datak da je najveca koncentracija laktotropa uocena u krajnjem rostralnom 1 krajnjem ka-
udalnom delu distalnog dela prednjeg reznja, dok su somatotropi najzastupljeniji u njegovim
anterolateralnim krilima. Takva percepcija adenohipofize u vidu dezorganizovanog ¢elijskog
mozaika bi ukazivala da endokrine ¢elije koje pripadaju istom funkcionalnom tipu mogu da
oslobadaju hormon u krvotok bez neke izrazite potrebe za medusobnom koordinacijom. Iz
svega napred opisanog bi se moglo zakljuciti da endokrine ¢elije, u vidu sekundarnog oscila-
tora, izvrSavaju instrukcije prispele preko hipofiznog portnog krvotoka iz hipofiziotropnih ne-
urona hipotalamusa (Fauquier i sar., 2002). Ipak, isti autori dalje tvrde da je verovatnoc¢a da
su parenhimske endokrine ¢elije prednjeg reznja hipofize razbacane bez nekog pravila unutar
njega mala, §to dodatno podupiru robustnost (sinteza i sekrecija hormona i u slu€aju tezih po-
remecaja kao $to su lokalna ishemija ili inflamacija) i modularnost (odrzavanje normalne pro-
dukcije hormona u promenljivim fizioloskim uslovima) njegove funkcije. To sve ukazuje na
medusobnu povezanost (fizicku ili hemijsku) ¢ak i prostorno udaljenih homotipskih endokri-
nih ¢elija 1 njihovu koordinaciju pomocu parakrinih faktora ili prenoSenjem signala pomocu
»gap® spojeva (Mollard 1 sar., 2012). Strukturalno, adenohipofiza bi u najve¢oj meri odgo-
varala trodimenzionalnom lavirintu unutar koga vezivno tkivo, imune celije 1 fenestrirani
kapilari grade ,,zidove* koridora koji ispunjavaju parenhimske ¢elije (Fauquier i sar., 2002).

Funkcionalne mreze homotipskih endokrinih ¢elija adenohipofize su najbolje proucene
kod eksperimentalnih zivotinja (miSeva). Do danas, takav tip povezanosti opisan je kod Cetiri
od pet funkcionalnih tipova endokrinih ¢elija. Tako, somatotropne celije formiraju klastere
unutar lateralnih delova prednjeg reZznja. Oni su naroCito razvijeni u postpubertetskom
periodu kod muskog pola. Klasteri koji se nalaze kako na istoj, tako i na suprotnim stranama
prednjeg reznja povezani su pomocu celijskih gredica sacinjenih iz jednog reda celija istog
funkcionalnog tipa. Prisustvo klastera u srediSnjem delu distalnog dela prednjeg reznja nije
uoceno. Celije koje eksprimiraju proopiomelanokortin, polipeptid koji ¢e se kasnije proce-

suirati u ACTH, javljaju se tokom razvoja najpre u obliku klastera u lateralnim partijama ka-
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udalnog i1 ventralnog dela prednjeg reznja. Kasnije se od njih pruzaju celijske trake ka
srediSnjem delu ventralnog pars distalis-a lobus anterior-a i nastavljaju da penetriraju 1 ka
njegovim dubljim (dorzalnim) delovima. Takav tip organizacije se zadrzava i u adultnom pe-
riodu. Melanotropi, koji takode eksprimiraju proopiomelanokortin, ali sekretuju MSH, za-
uzimaju srediSnji deo prednjeg reznja, izmedu infundibuluma i pituitarne fisure. Kortiko-
tropne celije na tankim presecima izgledaju potpuno razdvojene. Ipak, one poseduju tanke na-
stavke, tzv. citoneme, koje ih povezuju medusobno, kao i sa krvnim sudovima. Gonadotropne
¢elije se javljaju, kao i kortikotropne ¢elije, na ventralnoj strani prednjeg reznja i tokom
daljeg razvoja prate kortikotropne ¢elije, sa kojima su i strukturalno povezane. Laktotropi se,
kao 1 somatotropi, predominanto uoc€avaju u lateralnim delovima prednjeg reznja, gde u
adultnoj adenohipofizi formiraju ,,sacaste strukture. One su narocito upadljive kod zenskog

pola tokom perioda laktacije (Le Tissier i sar., 2012; Mollard i sar., 2012).

Funkcija adenohipofize

Yeung i sar. (2006) su u svom pregledu opsezno opisali funkciju endokrinih tipova ¢éelija
prednjeg reznja hipofize. Naime, pulsatilna ili epizodi¢na sekrecija trofickih hormona
adenohipofize se nalazi pod kontrolom sinhronizovanog sekretornog obrasca hipotalamusnih
hormona. Ova hipotalamusno-adenohipofizna osovina reguliSe sintezu i sekreciju trofickih
hormona od strane odredenih celijskih tipova integracijom centralnih 1 perifernih signala.
Pored hipotalamusnih hormona koji do hipofize dospevaju preko hipofiznog portnog cirkula-
tornog sistema, adenohipofizna sekretorna aktivnost moze biti modifikovana nivoima samih
hormona koji su izluceni, zatim cirkardijalnim ritmom i na kraju mehanizmom negativne
povratne sprege. Hipotalamusni rilizing hormoni deluju na odgovaraju¢i funkcionalni tip
endokrinih ¢elija vezujuci se za receptore vezane za G—protein u njihovoj ¢elijskoj membrani.
To dalje dovodi do pojacane transkripcije gena odgovornih za sintezu hormona 1 stabilizacije
molekula iRNK koji pri tome nastaju. Napred navedeni hormoni vezivanjem za membranske
receptore ciljnih adenohipofiznih endokrinih ¢elija pospeSuju sekreciju trofickih hormona 1
aktivacijom adenilat ciklaza — ciklicni AMP—protein kinaza A (PKA) puta. Vezivanje hipota-
lamusnog rilizing hormona za specifi¢an receptor aktivira AMP — PKA put, §to na kraju re-
zultira porastom nivoa Ca®’ u pituitarnim ¢éelijama influksom ekstracelularnog Ca®" preko
membranskih kalcijumskih kanala. Alternativno, dolazi do aktivacije fosfolipaze C (PLC) —
protein kinaze C (PKC) puta koji dovodi do bifaznog porasta nivoa intracelularnog Ca*" i to

najpre njegovim oslobadanjem u citoplazmu iz depoa u endoplazmatskom retikulumu, a za-
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tim influksom ekstracelularnog kalcijuma. PoviSenje intracelularnog Ca’" predstavlja ne-
ophodan preduslov za egzocitozu trofickih adenohipofiznih hormona. Sekrecija hormona kao
S§to su hormon rasta, prolaktin, ACTH i TSH vrs$i se pomo¢u AMP — PKA puta, dok se po-
mocu PLC - PKC puta vrsi sekrecija gonadotropina i TSH. Hipotalamusni inhibiting hormoni
kao S§to su somatostatin i dopamin ostvaruju svoje dejstvo delimi¢no inhibicijom aktivnosti
adenilat ciklaze, delimi¢no pomo¢u mehanizama kojima sniZavaju nivo intracelularnog Ca*".
Napred navedeni autori (Yeung i sar., 2006) dalje navode da su tradicionalni stavovi da
odredeni hipotalamusni rilizing hormon reguliSe oslobadanje samo jednog adenohipofiznog
trofickog hormona i da endokrine ¢elije jednog funkcionalnog tipa adenohipofize mogu da
budu stimulisane samo od strane samo jednog rilizing hormona modifikovani. Naime, pojedi-
ne pituitarne ¢elije su multifunkcionalne po prirodi i mogu da eksprimiraju vise razlicitih fe-
notipova. Ove ¢elije mogu da budu uklju¢ene u paradoksalnu sekreciju (sekrecija hormona
pod uticajem neodgovarajuceg rilizing hormona) i transdiferencijaciju (promena fenotipa vec
diferentovanih ¢elija bez izvrSene Celijske deobe). To €ini ove Celije osetljivim na prisustvo
vise razlicitih rilizing hormona, zbog ¢ega se pojedini funkcionalni tipovi endokrinih ¢elija
sastoje iz viSe diskretnih subpopulacija. Sve napred navedeno ukazuje da je hipotalamusna

kontrola funkcije adenohipofize znatno slozenija nego Sto se to ranije smatralo.

Kortikotropne Celije

Kortikotropne (ACTH) ¢elije su lokalizovane u anteromedijalnom delu prednjeg reznja 1
¢ine 15 — 20% celijske populacije adenohipofize. Morfoloski, ove Celije se karakteriSu poli-
gonalnim ili elongiranim oblikom, dobro razvijenim endoplazmatskim retikulumom, promi-
nentnim Golgi kompleksom, brojnim krupnim lizozomima, prisustvom tipa I filamenata i
citoplazmom ispunjenom brojnim iregularnim sekretornim granulama (Ooi 1 sar., 2004;
Andelkovi¢, 2009).

Izuc¢avanje ovog funkcionalnog tipa ¢elija prednjeg reznja vrSeno je na AtT-20 ¢elijama
koje su dobijene presejavanjem celija ACTH-produkujuc¢ih pituitarnih tumora eksperi-
mentalnih Zivotinja (mi$eva) u éelijskim kulturama. Celije ove linije, kao i kortikotropne ¢e-
lije in situ produkuju prohormon i poseduju enzimski aparat koji vr$i njegovu obradu do ni-
voa zrelog molekula proopiomelanokortina (POMC). One takode poseduju i masineriju za
dalju post-translacionu obradu proopiomelanokortina i njegovo razlaganje na molekule
ACTH, B-lipotropni hormon, dok melanotropne ¢elije intermedijarnog reznja adenohipofize

razlaganjem ovog molekula produkuju a-melanocitno stimuliSu¢i hormon, y-lipotropni
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hormon i B-endorfin. Razlaganje molekula POMC kataliziraju enzimi oznaceni kao prohor-
mon konvertaze (PC), pri ¢emu kortikotropi eksprimiraju samo PC—1, a melanotropne ¢elije
PC-1 i PC-2 izoforme ovog enzima. Unutar kortikotropnih ¢elija, produkovani hormoni se
pakuju unutar granula iz kojih se sintetisani hormoni mogu oslobadati neposredno nakon nji-
hove sinteze ili se mogu najpre deponovati i zatim izluciti kasnije. Kortikotropne celije
eksprimiraju glikokortikoidne, somatostatinske, histaminske H3 receptore, zatim dopaminske
1 holinergi¢ke muskarinske receptore. Vezivanjem za napred navedene receptore sinteza i se-
krecija ACTH se nalazi pod kontrolom glikokortikoida, CRH, arginin-vazopresina i citokina
(IL-1 1 IL-6) (Oot 1 sar., 2004; Perez-Castro i sar., 2012).

Folikulostelatne éelije

Folikulostelatne (FS) ¢elije predstavljaju agranularne, neendokrine ¢elije adenohipofize
zvezdastog oblika sa prisutnim dugim, tankim nastavcima na njithovoj povrsini, koji se pru-
zaju izmedu endokrinih ¢elija (Pavlovi¢ i sar., 2013a). One predstavljaju njene parenhimske
¢elije koje su najpre oznac¢avane kao hromofobne (Fauquier i sar., 2002). Iako se za njihovo
prisustvo zna oko 60 godina unazad, tek se u poslednjih 20 godina otkrivaju njihove brojne
bitne funkcije (Inoue i sar., 1999; Allaerts i Vankelecom, 2005; Devnath i Inoue, 2008;
Perez-Castro 1 sar., 2012). Inicijalno, FS ¢elije su klasifikovane u dva komplementarna, ali
morfoloski razlicita tipa: ,,folikularne® ¢elije koje svojim nastavcima okruzuju Supljine ispu-
njene koloidnim materijalom 1 ,,stelatne* Celije, koje takode poseduju duge nastavke, ali nji-
ma ne oblaZzu Supljine ispunjene koloidom. Kasnije je predlozeno da ova dva tipa FS ¢elija u
stvari predstavljaju jedinstvenu populaciju oznacenu kao ,,folikulostelatne* ¢elije. Takode je
uoceno da su one svojim dugim nastavcima, koji se pruzaju izmedu sekretornih Celija 1 kapi-
lara, medusobno povezane i1 formiraju trodimenzionalnu mrezu koja se pruza ¢itavom povrsi-
nom prednjeg reznja pituitarne zlezde (Fauquier i sar., 2002; Acosta i sar., 2010). Folikuloste-
latne celije ¢ine 5 — 10% Ccitave populacije Celija prednjeg reznja adenohipofize (Gartner i
Hiatt, 2007). Njihova uloga nije u potpunosti razjaSnjena, ali se pretpostavlja da pruzaju
potporu zlezdanim celijama prednjeg reznja, zatim da ucestvuju u trofickim procesima,
transferu metabolita i jona i imaju nutritivnu ulogu. Njihova prostorna organizacija, poveza-
nost sa endokrinim ¢elijama i krvnim sudovima sugeri$u na njihovu mogucu ulogu u parakri-
noj regulaciji (Console i sar., 2000; Andelkovi¢, 2009; Acosta i sar., 2010). Jedna od veoma
vaznih odlika FS ¢elija jeste ekscitabilnost njihove ¢elijske membrane zahvaljujuci prisustvu

Na', zatim Ca®" i jo§ najmanje dve vrste K" kanala. Zahvaljujuéi tome, one su sposobne da se
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spontano depolarizuju pri ¢emu nastaje akcioni potencijal. On predstavlja okidac¢ za porast
koncentracije Ca”* u njihovoj citoplazmi. U porast intracelularnog Ca*" mogu da budu uklju-
¢eni 1 drugi mehanizmi kao npr. oni koji se odigravaju uz ucesce inozitol-tri-fosfata. Veoma
bitnu ¢injenicu predstavlja i podatak da FS celije medusobno, kao i sa endokrinim ¢elijama
prednjeg reznja komuniciraju preko ,,gap* spojeva. To omogucava prenosenje porasta intra-
celularnog Ca”" §irom Zlezde, u vidu talasa koga karakteriSe odredeni spacio — temporalni
obrazac. Joni kalcijuma predstavljaju univerzalni signalni molekul koji je, kao §to smo ve¢
napred naveli, veoma bitan za sekreciju sintetisanih trofickih hormona iz endokrinih ¢elija
adenohipofize (Fauquier i sar., 2002). Pored porasta citoplazmatskog Ca®", FS ¢elije mogu da
prenose informacije Sirom prednjeg reznja adenohipofize sintezom i sekrecijom brojnih
faktora rasta, kao $to su IL-6 (Lohrer i sar., 2000; Gloddek i sar., 2001; Correa-de-Santana i
sar., 2009), VEGF, FGF-2, aneksin-1 (Theogaraj i sar., 2005), kao i ekspresijom receptora za
hormone hipofize (Brokken i sar., 2004). Sekrecijom citokina i faktora rasta ove ¢elije regu-
liSu sekreciju prolaktina, hormona rasta, FSH, LH i ACTH (Mabuchi i sar., 2004; Henderson
i sar., 2008). Demonstrirano je da FS ¢elije takode stvaraju lipokortin-1, koji deluje na nivou
hipofize ucestvujuéi u inhibiciji sinteze ACTH i na nivou hipotalamusa inhibicijom sinteze
CRH, §to na kraju rezultira smanjenjem sinteze glikokortikoida na nivou nadbubrega. U FS
¢elijama, kao i u gonadotropima, sintetiSe se folistatin koji indirektno, parakrinim dejstvom,
reguliSe biosintezu 1 sekreciju FSH (Danila, 2005).

Koordinaciju aktivnosti kako lokalnih, tako i udaljenih grupa endokrinih ¢elija, FS ¢elije
mogu da vrSe i preko veza koje formiraju sa nastavcima hipotalamusnih neurona koji zavrsa-
vaju u pars tuberalis-u (Mabuchi 1 sar., 2004; Henderson 1 sar., 2008). One se povezuju i sa
funkcionalnim plasticitetom hipofize zbog svoje sposobnosti da modifikuju broj medusobnih
»gap® intercelularnih spojeva, kao 1 modulacije veza sa hormonskim ¢elijama u cilju ade-
kvatnijeg odgovora adenohipofize na fizioloSki izazov (Le Tissier i sar., 2012). Rezultati
novijih studija ukazuju na uceS¢e FS ¢elija u komunikaciji izmedu imunog i endokrinog
sistema (Herkenham, 2005). Naime, postoje tvrdnje da subpopulacija FS ¢elija, morfoloski
bliska dendriticnim ¢elijama, ima specificnu ulogu u ostvarivanju komunikacije izmedu imu-
nog sistema i endokrinih ¢éelija adenohipofize (Perez-Castro i sar., 2012).

Grupa FS c¢elija koje u€estvuju u obrazovanju folikula delimic¢no sintetiSe, a takode 1
ucestvuje u apsorpciji folikularnog koloida. Prisustvo PRL 1 LH u sastavu folikularnog kolo-
ida moze da navede na zakljuCak da se sekretorne granule gonadotropa 1 laktotropa osloba-

daju usled celularne degradacije i predstavljaju supstrat fagocitne aktivnosti FS ¢elija (Console

18



Uvod

1 sar., 2000; Andelkovi¢, 2009; Acosta, 2010). Pojedini autori smatraju da ove celije pred-
stavljaju 1 stem Celije prednjeg reznja adenohipofize (Vankelecom, 2007).

Folikulostelatne celije ispoljavaju imunoreaktivnost na S100 i glijalni kiseli fibrilarni
protein (GFAP), sto navodi da one mogu da poticu od astrocita ili mikroglije. Ova pretpo-
stavka je poduprta i njthovom ulogom u fagocitozi celularnog debrija i apoptoti¢nih telasaca,
kao 1 njthovom potpornom funkcijom sli¢nom istoj funkciji astrocita u mozgu, zatim ulogom
u odrzavanju homeostaze, regulaciji transporta vode i zastiti od mogucih oSte¢enja nastalih

dejstvom generisanih slobodnih radikala (Vankelecom i sar., 1993; Perez-Castro i sar., 2012).

Neurohipofiza

Zadnji rezanj hipofize, neurohipofiza (neurohypophysis) po svojoj strukturi ne predstavlja
pravu endokrinu Zlezdu, veé¢ ventralnu ekstruziju CNS-a. Cini kaudalnu petinu hipofize i sa-
stoji se iz tri dela: nervnog (pars nervosa), peteljke hipofize (infundibulum) i srediSnjeg
uzvisenja (eminentia mediana) (Mills, 2007).

Nervni deo (pars nervosa) predstavlja najveci deo neurohipofize sagraden uglavnom od
pituicita (¢elija slicnih glijalnim), snopova (fascikulusa) nemijeliniziranih nervnih vlakana,
vezivnog tkiva i krvnih sudova (Mills, 2007; Young i sar., 2007; Eroschenko, 2008; Andelko-
vi¢, 2009).

Pituiciti predstavljaju najbrojnije celije neurohipofize. Morfoloski, oni predstavljaju
elongirane uni- 1 bipolarne ¢elije, sa ¢ije povrSine polaze jedan ili dva duga i tanka nastavka.
Oni ispoljavaju pozitivnu reakciju na GFAP, zatim S-100 i na kraju na vimentin. Njihovi
nastavci se, sli¢no glijalnim ¢elijama, pruZaju sve do vezivnog tkiva, kao 1 zidova krvnih su-
dova neurohipofize. Postoji pet glavnih formi pituicita: glavna, tamna, ependimalna, onko-
citna i1 granularna. Njihova fizioloSka uloga nije u potpunosti rasvetljena (Mills, 2007).

Amijelinska nervna vlakna neurohipofize predstavljaju u najvecoj meri aksone neurona
¢ija su tela lokalizovana u supraoptickom i paraventrikularnom jedru i, u nesto manjoj meri,
holinergickih neurona hipotalamusa. Na ultrastrukturalnom nivou, dijametar ovih amijelin-
skih nervnih vlakana se krece od 0,05 — 1,0 um 1 ona sadrze longitudinalno rasporedene sno-
pove mikrotubula i neurofilamenata. Opisana su dva tipa neurosekretornih aksona: tip A koji
predstavlja brojniji tip vlakana i sadrZi krupnije sekretorne granule promera 100 — 300 nm i
tip B, koji je nesSto slabije zastupljen 1 poput aminergickih neurona sadrzi sitnije sekretorne
granule promera 50 — 100 nm. Neurosekretorna vlakna su tesno povezana sa pituicitima, koji

formiraju njihov omotac¢ (Mills, 2007; Young i sar., 2007; Eroschenko, 2008).
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Hormoni oksitocin 1 arginin — vazopresin izlucuju se u krvotok preko neurohipofize. Nji-
hova sinteza se, medutim, vrs$i u neuronima supraoptickog i paraventrikularnog jedra hipo-
talamusa. Oni se zatim, vezani za molekul neurofizina unutar sekretornih granula, transportu-
ju amijelinskim aksonima ovih neurona koji obrazuju hipotalamo — hipofizni trakt u neurohi-
pofizu. Distalni krajevi aksona ovog puta su distendirani i u njima se napred navedeni hormo-
ni akumuliraju, formiraju¢i Herring — ova telaSca. Pod uticajem signala poreklom iz hipotala-
musa, oksitocin i vazopresin se oslobadaju iz Herring — ovih telasaca u male kanale koji na-
lezu na abluminalnu povrs$inu bazalne membrane kapilara. Oni dalje iz perivaskularnog pro-
stora dospevaju u lumen kapilara preko njihove bazalne membrane i1 endotela (Mills, 2007,

Young i sar., 2007; Eroschenko, 2008).

Vaskularizacija hipofize

Arterijska vaskularizacija hipofize poti¢e od dve bo¢ne grane unutrasnje karotidne arterije
(a. carotis interna), gornje i donje hipofizne arterije (a. hypophysialis superior et a. hypophy-
sialis inferior). Gornja hipofizna arterija se odvaja od stabla unutra$nje karotidne arterije
neposredno nakon njenog ulaska u lobanjsku duplju. Ona se nakon kratkog puta deli na
prednju 1 zadnju granu, koje se spajaju sa istoimenim arterijama suprotne strane, formirajuci
arterijski prsten oko gornjeg dela infundibuluma. Od prednjih grana gornjih hipofiznih arte-
rija odvajaju se trabekularne arterije. One najpre imaju descendentan tok pruzajuci se preko
gornjeg dela prednjeg reznja. U tom delu svog puta one daju arteriju fibroznog jezgra kao
bo¢nu granu. Zavr$ne grane trabekularnih arterija predstavljaju duge infundibularne arterije.
One se pruZaju ascendentno i zavrSavaju u tuberalnom delu prednjeg reznja. Pored trabeku-
larnih, od prednje 1 zadnje grane gornje hipofizne arterije se u nivou gornjeg dela infundibu-
luma odvajaju kratke infundibularne arterije, koje penetriraju u infundibulum 1 nastavljaju da
se pruzaju ascendentno ili descendentno. Zavrsni delovi dugih i kratkih infundibularnih arte-
rija formiraju strukture koje se oznacavaju kao gomitoli. One se sastoje iz centralne arterije
okruzene glomerulolikim strukturama sa¢injenim od kapilara. Vezu izmedu arterija 1 kapilara
unutar gomitola predstavljaju specijalizovane arteriole obavijene glatko — miSi¢nim sfinkteri-
ma, koji reguliSu protok krvi kroz ove strukture. Kapilari gomitola dreniraju svoju krv u
obilnu pampiniformnu vensku mreZu, koja obavija infundibulum i predstavlja deo hipofiznih
portnih vena. Donja hipofizna arterija se odvaja od meningohipofiznog stabla unutrasnje ka-
rotidne arterije u nivou njenog dela koji se nalazi u kavernoznom sinusu. Ona pristupa infero-
lateralnom delu hipofize, nakon ¢ega se deli na medijalnu 1 lateralnu zavr$nu granu. One se

spajaju sa istoimenim arterijama suprotne strane formirajuci arterijski prsten oko neurohipo-
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fize. Ova arterija vaskularizuje uglavnom neurohipofizu 1 donji deo infundibuluma. Od nje se
odvajaju kapsularne grane koje vaskularizuju periferni deo adenohipofize (Mills, 2007).
Komunikacija izmedu hipotalamusa i hipofize odvija se preko hipotalamo-hipofiznog
portnog sistema. Preko njega se vrsi distribucija hipofiziotropnih faktora poreklom iz hipota-
lamusa do endokrinih Zlezda adenohipofize (Alves i sar., 2002; Perez-Castro i sar., 2012). U
eminenciji medijani 1 infundibulumu grane gornje i donje hipofizne arterije formiraju bogatu
mrezu sinusoidnih kapilara, oznacenu kao primarni kapilarni pleksus. U njega dospevaju ne-
urohormoni hipotalamusa oslobodeni iz terminalnih delova neurosekretnih vlakana hipotala-
mo-infundibularnog trakta. Od primarnog kapilarnog spleta spustaju se preko prednje strane
infundibuluma duge portne vene do distalnog dela adenohipofize, gde njihovim grananjem
nastaje sekundarni kapilarni pleksus. Preko njega neurohormoni hipotalamusa difunduju iz
krvi ka zlezdanim ¢elijama adenohipofize ¢iju aktivnost kontroliSu. Hormoni adenohipofize
difunduju u krvotok preko hipofiznih vena i dalje do subhipofiznog, kavernoznog i gornjeg
cirkularnog sinusa. Slabije razvijen kapilarni pleksus grane gornje i donje hipofizne arterije
obrazuju u donjem delu infundibuluma. Od njega polaze kratke portne vene koje zavrSavaju u
intermedijarnom delu adenohipofize, na granici izmedu prednjeg i zadnjeg reznja. Prema to-
me, adenohipofizu krvlju pretezno snabdevaju vene, dok neurohipofizu predominantno arteri-

je (Mills, 2007; Young i sar., 2007; Eroschenko, 2008; Standring, 2008; Andelkovi¢, 2009).

Inervacija hipofize

Zivci koji inervisu prednji rezanj hipofize predstavljaju postganglijska vlakna autonom-
nog nervnog sistema sa vazomotornom funkcijom. Nervna vlakna koja dospevaju do infundi-
buluma 1 zadnjeg reznja poticu iz hipotalamickih jedara i predstavljaju komponentu zadnjeg

reznja hipofize (Ross 1 sar., 2003).

Nadbubrezna zZlezda

Nadbubrezna Zlezda (glandula suprarenalis) je parna zlezda sa unutrasnjom sekrecijom,
lokalizovana izmedu superomedijalnog dela bubrega i istostranog stuba precage. In vivo je
zuckaste boje. Obavijena je bubreznom fascijom, kojom je pri¢vrséena za odgovarajuci mi-
Si¢no-tetivni stub dijafragme. Renalna fascija daje tanak septum koji nadbubreznu Zlezdu
razdvaja od gornjeg pola odgovarajuc¢eg bubrega. Oblik i odnosi desne i leve nadbubrezne
zlezde razlikuju se medusobno. Tako, desna nadbubrezna zlezda se karakteriSe piramidalnim

oblikom, superiornijim poloZajem u odnosu na istostrani bubreg, dok je leva nadbubrezna
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zlezda polumesecastog oblika i nalazi se medijalno u odnosu na gornji deo levog bubrega.
Desna nadbubrezna Zlezda se nalazi anterolateralno u odnosu na desni miSi¢no-tetivni stub
dijafragme 1 odnosi se sa jetrom anterolateralno, a anteromedijalno sa donjom Supljom ve-
nom. Leva nadbubrezna zlezda se napred odnosi sa zelucem, slezinom, gusteracom, a pozadi
sa levim miSi¢no-tetivnim stubom dijafragme. Na prednjoj strani obe nadbubrezne Zlezde
uocava se hilus preko koga iz zlezde izlaze vena i limfni sudovi, dok arterije i nervi ulaze u

zlezdu preko vise razli¢itih mesta (Moore i sar., 2010).

Grada nadbubreZne Zlezde

Na preseku nadbubrezne zlezde fiksirane u formalinu uocavaju se periferna zZuto prebo-
jena zona, zatim braon prebojena zona ispod nje i na kraju sivo prebojena zona u unutrasnjo-
sti zlezde. Histoloski, na povrsini nadbubrezne zlezde se uocava vezivno — tkivna kapsula va-
rijabilne debljine, sacinjena od kolagenih i elasticnih vlakana. Kroz nju prolaze krvni sudovi i
zivei koji u€estvuju u vaskularizaciji 1 inervaciji zlezde. Ispod kapsule se nalazi parenhim koji
je sistematizovan u periferni deo oznacen kao kora (cortex) i sredisSnji deo koji predstavlja srz

nadbubrezne Zlezde (medulla) (Mills, 2007; Standring, 2008).

Kora nadbubrezne Zlezde

Kora nadbubrezne zlezde (cortex) je tradicionalno sistematizovana u tri zone: zona glo-
meruloza (zona glomerulosa) koja produkuje aldosteron (mineralokortikoide), zona fasciku-
lata (zona fasciculata) koja produkuje kortizol (glikokortikoide) i zona retikularis (zona reti-
cularis) u kojoj se produkuju polni hormoni. Tokom adultnog perioda, dotrajale ¢elije kore se
zamenjuju novim. Mesto produkcije novih ¢elija kore nadbubrega predstavlja zona fasciku-
lata. Tako stvorene celije kore mogu dalje da se diferenciraju u ¢elije zone glomeruloze ili zo-
ne retikularis (Mills, 2007).

Zona glomeruloza predstavlja najperiferniji deo kore, lokalizovan neposredno ispod
kapsule. Njena debljina varira kod razli¢itih individua. Kod pojedinih slu¢ajeva, ona se uoca-
va u vidu jasno diferenciranog kontinuiranog perifernog pojasa, dok se kod drugih ona uoca-
va u vidu diskontinuiranog subkapsularnog sloja kore. Kod slucajeva sa diskontinuiranom
ovom zonom kore nadbubrezne zlezde, na mestima gde ona nedostaje, subkapsularno se na-
lazi sledeci sloj kore, tj. zona fascikulata. Celije zone glomeruloze poseduju jasne konture i
grupisane su u klastere koje okruzuje oskudna fibrovaskularna stroma. One mogu biti jo§

rasporedene i tako da formiraju trabekularne formacije sacinjene od jednog reda celija, para-
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lelne sa kapsulom nadbubrezne zlezde. Citoplazma im je najc¢esce acidofilna, dok su im jedra
okrugla, nesto manja i tamnije prebojena u odnosu na jedra ostaih slojeva kore. Neretko jedra
mogu biti elongirana, sa prisutnim longitudinalnim zlebom. Nukleo — citoplazmatski odnos
¢elija ove zone je visok (Rosol i sar., 2001; Mills, 2007). Ultrastrukturalno, citoplazma ¢éelija
zone glomeruloze se karakteriSe prisustvom okruglih, ovalnih ili elongiranih mitohondrija, ¢i-
ja unutrasnja membrana svojim naborima daje lamelarne kriste koje imaju lestvicast raspored,
slicno kao i u drugim tkivima. Pored mitohondrija, u citoplazmi se uoc¢ava i dobro razvijen
Goldzi kompleks (Rosol i sar., 2001).

Zona fascikulata ¢ini viSe od polovine ukupne debljine kore nadbubrega i nalazi se izme-
du zone glomeruloze, koja se nalazi povrSnije i1 zone retikularis, koja se nalazi izmedu nje i
srzi nadbubrezne Zlezde. Celije ovog dela kore su rasporedene u gredice, sadinjene iz dva re-
da ¢elija 1 pruzaju se perpendikularno u odnosu na kapsulu. Susedne celularne gredice u ovoj
zoni su medusobno razdvojene kapilarima. Celije su krupne, sa jasno definisanom éelijskom
membranom, svetlom citoplazmom i centralno postavljenim jedrom. Jedro ovih ¢elija je svetli-
je prebojeno u odnosu na jedra ¢elija zone glomeruloze i karakteriSe se periferno lokalizova-
nim grudvicama hromatina i centralno postavljenim nukleolusom. Citoplazma, narocito celija
spoljasnje dve tre¢ine zone fascikulate, sadrzi veliku koli¢inu lipida (holesterol, masne ki-
seline 1 neutralne masti) koji se tokom histoloske obrade tkiva ispiraju, zbog ¢ega ¢elije na hi-
stoloSkim preparatima poprimaju sunderast izgled 1 svetlije su u odnosu na c¢elije preostale
dve zone kore. Bogat sadrzaj lipda uzrokuje zutu prebojenost ove zone na makroskopskim
presecima nadbubrezne Zlezde (Rosol i sar., 2001; Mills, 2007). Ultrastrukturalno, ¢elije zone
fascikulate sadrZe brojne lipidne kapljice u citoplazmi. Dodatno, karakteriSe ih prisustvo sfe-
ri¢nih mitohondrija sa vezikularnim kristama 1 dobro razvijen glatki endoplazmatski retiku-
lum (Rosol 1 sar., 2001).

Zona retikularis se nalazi dublje u odnosu na zonu fascikulatu. Sacinjena je od ¢elija koje
su nesto manje u odnosu na fascikulatnu zonu, sa kompaktnom, acidofilnom citoplazmom ko-
ja sadrzi malo lipida. Celije su rasporedene tako da grade gredice sadinjene od jednog reda
¢elija. Gredice su, za razliku od prethodne zone, u zoni retikularis medusobno izukrStane 1
grade sunderastu mrezu c¢ija okca ispunjavaju dilatirani kapilari. Citoplazma celija dubljih
slojeva retikularne zone, neposredno do medule nadbubrezne Zlezde, obicno sadrzi lipofu-
scin. Prisustvo ovog pigmenta uzrokuje braon prebojenost napred navedene zone kore nadbu-
brega na makroskopskim presecima nadbubrezne zlezde (Mills, 2007). Ultrastrukturalno, Ce-
lije zone retikularis poseduju osobine ¢elija koje produkuju steroidne hormone. Mitohondrije

su elongirane, sa tubularnim ili vezikularnim kristama. U citoplazmi su prisutne lipofuscinske
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granule, kao i membranom ogranicene organele sa umereno kondenzovanim matriksom 1 pri-
sutnim lipidnim globulama u njihovoj unutrasnjosti. Pored napred navedenog, uocava se pri-

sustvo glikogena, kao i prominentnih lizozoma (Rosol i sar., 2001; Mills, 2007).

SrZ nadbubreine Zlezde

Stz (medulla) nadbubrezne zlezde uglavnom luci adrenalin i funkcionalno je tesno pove-
zana sa simpati¢kim delom autnomnog nervnog sistema. Pretezno se sastoji iz feohromocita
ili hromafinih ¢elja. Dodatno u njoj mogu da se uoce ostrvca kortikalnih celija, zatim
pojedinacne ili klasteri ganglijskih ¢elija, nervna vlakna i fibrovaskularna stroma. Hromafine
¢elije su rasporedene u vidu klastera ili trabekula koji su okruzeni potpornim ¢elijama 1 fibro-
vaskularnom stromom. One predstavljaju krupne poligonalne ili cilindri¢ne celije, sa cito-
plazmom koja je predominantno bazofilna sa prisutnim vakuolama. Jedra ovih ¢elija najcesce
su ekscentri¢no lokalizovana, ispoljavaju pleomorfizam (najc¢esce su okrugla, ali mogu imati i
elipsoidan ili neki drugi oblik), sa periferno lokalizovanim grudvicama hromatina i centralno
postavljenim acidofilnim nukleolusom. Ganglijske ¢elije srzi nadbubrega su krupne i u po-
jedinim slucajevima u njihovoj citoplazmi mogu da se uoc¢e hijaline inkluzije lamelarne gra-
de. Napred navedene strukture se mogu uociti u srzi i izvan citoplazme ganglijskih ¢elija. U
tom slucaju one se nalaze u njihovoj neposrednoj okolini i veoma cesto vrse pritisak na njih.
Ultrastrukturalno, u srzi se razlikuju dva tipa feohromocita. Prvi tip sadrZzi u citoplazmi
membranozne granule €iji je dijametar u proseku 190 um 1 sadrze adrenalin. Drugi tip sadrzi
krupnije granule, prosecnog promera oko 250 pum, koje su lokalizovane ekscentri¢no unutar

vezikularnih membranoznih struktura. One sadrze noradrenalin (Mills, 2007).

Funkcija kore nadbubrezne Zlezde

Kora nadbubrezne Zlezde je odgovorna za sintezu steroidnih hormona. Prekursor stero-
idnih hormona je holesterol. On moze da se sintetiSe ,,de novo* u kortikalnim ¢elijama iz ace-
tata ili da se resorbuje preko LDL, odnosno rede HDL lipoproteina. Prvi steroidni hormon
koji se sintetiSe iz holesterola je pregnolon. On nastaje u mitohondrijama aktivnos¢u enzima
citohroma P — 450. Ova reakcija se nalazi pod kontrolom ACTH sekretovanog od strane adeno-
hipofize i veoma je bitna za ograni¢avanje koli¢ine sintetisanih steroidnih hormona. ACTH se
vezuje za receptore koji su povezani sa G-proteinom, $to dovodi do porasta citoplazmatskog
cAMP-a 1 sinteze pregnolona. Nakon toga, u mitohondrijama 1 narocCito glatkom endopla-

zmatskom retikulumu, aktivno$¢u enzima hidrolaza iz pregnolona se sintetiSe kortizol, glavni
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glikokortikoid kod coveka. Kod ¢oveka, iz pregnolona se u ¢elijama zone retikularis sintetiSu
androgeni hormoni, koji dalje mogu da se od strane samih kortikalnih ¢elija ili u gonadama
metaboli$u u testosteron kod muskog, odnosno estrogen, kod Zenskog pola. Celije zone glo-
meruloze sinteti$u aldosteron. Njegovu produkciju stimuli§u angiotenzin II i joni K*. Naime,
hormon prekursor angiotenzina I, angiotenzinogen, se produkuje u jetri i pod uticajem renina
produkovanog u jukstaglomerularnom aparatu bubrega se konvertuje u angiotenzin 1. Angi-
otenzin I zatim pod uticajem angiotenzin-konvertuju¢eg enzima (ACE) daje angiotenzin IL
Angiotenzin II zatim stimuliSe produkciju aldosterona koji deluje na nivou bubreznih tubula
dovode¢i do resorpcije vode i jona Na', a ekskrecije jona K. Kortikalne ¢elije ne poseduju
strukture u kojima bi se deponovali sintetisani steroidni hormoni. Zbog toga je njihova sinte-
za neposredno pracena njihovom sekrecijom u krvotok. U krvi oni se vezuju za transportni
protein transkortin koji produzava njihov zivotni vek i povecava rastvorljivost. Slobodni mo-
lekuli steroidnih hormona u plazmi se ili vezuju za ciljne ¢elije i ostvaruju svoje metabolicke
efekte, ili se transformiSu u inaktivne metabolite u jetri procesima konjugacije ili hidroksila-

cije (Rosol i sar., 2001).

Vaskularizacija nadbubreZne Zlezde

Arterijska vaskularizacija nadbubrezne zlezde poti¢e od gornje, srednje i donje nadbu-
brezne arterije (a. suprarenalis superior, a. suprarenalis media et a. suprarenalis inferior),
boc¢nih grana donje precazne arterije (a. phrenica inferior), trbuSne aorte (aorta abdominalis) 1
bubrezne arterije (a. renalis). Ova tri krvna suda se dele na 50 — 60 manjih grana koje preko
prednje 1 zadnje strane Zlezde probijaju kapsulu i daju neposredno ispod nje subkapsularni
pleksus. Od ovog plekusa pruzaju se izmedu kolumni ¢elija zone fascikulate sinusoidni kapi-
lari koji zavrSavaju u zoni retikularis. U njoj se nalazi sekundarni vaskularni pleksus, koji se
drenira u sinusoide srzi nadbubrezne Zlezde. Sinusoidi srzi nadbubrezne Zlezde se preko vena
koje u svom zidu imaju dobro razvijen glatko-miSiéni sloj dreniraju u centralnu nadbubreznu
venu. Ona izlazi iz nadbubrega preko njegove prednje strane i uliva se u istostranu bubreznu
venu na levoj 1 donju Suplju venu, na desnoj strani. Prema tome, kora nadbubreZne zlezde je

vaskularizovana pretezno arterijama, a srz venama (Mills, 2007; Standring, 2008).

Inervacija nadbubreZne Zlezde

Kora nadbubrezne Zlezde ne poseduje inervaciju, dok je srZ inervisana preganglijskim i

postganglijskim simpati¢kim vlaknima solarnog spleta (plexus coeliacus), koja poticu od
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velikog splanhnic¢kog Zivca (n. splanchnicus major), donjih grudnih i lumbalnih splanhnickih
zivaca (nn. splnachnici lumbales) gornjih slabinskih gangliona simpatickog stabla (Mills,

2007; Standring, 2008).

FUNKCIJA HIPOTALAMO-PITUITARNO-ADRENALNE OSOVINE

Komponente HPA osovine funkcioniSu po principu hijerarhijski integrisanog sistema.
Uloga corpus amygdaloideum-a u stresnim i anksioznim situacijama koje prati aktivacija
HPA sistema je pouzdano dokazana. On predstavlja deo ekstrahipotalami¢nog CRH sistema
koji posreduje u bihejvioralnoj ekspresiji napred navedenih stanja. Nasuprot paraventrikular-
nom jedru hipotalamusa, glikokortikoidi u njemu pojacavaju ekspresiju CRH po principu po-
zitivne povratne sprege, $to je pra¢eno posledi¢nom dezinhibicijom HPA osovine (De Kloet i
sar., 1998). U tom slucaju, neuroendokrine ¢elije paraventrikularnog jedra hipotalamusa se-
kretuju CRH 1 njegove sekretagoge, arginin-vazopresin i oksitocin. Porast sekrecije CRH 1
arginin-vazopresina narocito, ispoljavaju sinergisticki efekat na kortikotropne ¢elije adenohi-
pofize 1 vode ka njihovoj aktivaciji i posledi¢noj sekreciji ACTH. Oslobodeni ACTH putem
cirkulacije dospeva do ¢elija zone fascikulate kore nadbubrega i stimuliSe sekreciju glikokor-
tikoida tj. kortizola, od strane ovih ¢elija (Vedder, 2007). Kortizol putem krvi dospeva do
svih tkiva 1 ¢elija ljudskog organizma i1 ostvaruje metabolicke efekte koji mu omogucavaju da
se kao celina uspeSno adaptira na prisustvo inicijalnog faktora, koji je konac¢no 1 doveo do
aktivacije Citavog sistema. Deo kortizola dospeva putem cirkulacije do mozga. U njemu on
deluje na strukture ¢ije ¢elije poseduju mineralokortikoidne (tip I) i glikokortkoidne receptore
(tip II). Pored neurosekretornih ¢elija paraventrikularnog jedra hipotalamusa i kortikotropnih
¢elija adenohipofize, ove receptore poseduju 1 neuroni medijalnog prefrontalnog korteksa 1
naroCito piramidalni neuroni hipokampusa. Mineralokortikoidni receptori poseduju pet puta
veci afinitet za vezivanje kortizola u odnosu na isti glikokortikoidnih receptora. Glikokortiko-
idi vezivanjem za ove receptore napred navedenih struktura inhibisu dalju sintezu CRH, a sa-
mim tim ACTH 1 na kraju kortizola mehanizmom negativne povratne sprege. Prema tome, za
razliku od corpus amygdaloideum-a hipokampus deluje inhibitorno na aktivnost HPA oso-
vine. U bazalnom stanju, kada je aktivnost organizma niska (kod ¢oveka tokom spavanja),
kortizol, ¢iji su nivoi u krvi tada niski, vezuje se predominantno za mineralokortikoidne re-
ceptore 1 takav mod regulacije aktivnosti HPA osovine se ozna¢ava kao ,,proaktivni“. Tokom
dana, aktivnost organizma u celini, a samim tim i nivoa kortizola u krvi rastu. U tom periodu,

aktivnost HPA osovine se reguliSe vezivanjem kortizola i za mineralokortikoidne i glikokor-
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tikoidne receptore, S§to se oznaCava kao ,,reaktivni® mod (De Kloet i sar., 1998; Turnbull 1
Rivier, 1999; Keenan i sar., 2001). Aktivacija HPA osovine dovodi do mobilizacije zaliha
energije i podeSavanja kardiovaskularnog tonusa, §to ima za cilj da olakSa kognitivnu i fi-
zi¢ku adaptaciju organizma na stres i predstavlja krucijalni momenat za prezivljavanje je-
dinke (Seeman i Robbins, 1994). Mehanizam negativne povratne sprege ima ulogu da po pre-
stanku dejstva inicijalnog stresora vrati nivoe oslobodenih hormona na bazalne vrednosti 1

odrzava ih relativno konstantnim (Guyton i Hall, 2008).

STARENJE I HIPOTALAMO-PITUITARNO-ADRENALNA OSOVINA

Starenje predstavlja proces koji je pracen hroni¢nim izlaganjem razli¢itim oblicima
stresa, S$to je praceno dugoro¢nom aktivacijom HPA osovine (Seeman i Robbins, 1994). To-
kom njega, i pored oCuvanja bazalne endokrino-metabolicke funkcije, ipak dolazi do sma-
njenja kapaciteta za ocuvanje homeostaze u odgovoru na stresore (Cizza i sar., 1994). Stare-
njem izazvane promene u sekreciji glikokortikoida mogu se uociti na viSe nivoa HPA oso-
vine. Centralnu kontrolu aktivnosti HPA osovine obavljaju najve¢im delom neuroni PVN-a.
Oni pokazuju brojne starenjem izazvane funkcionalne promene koje, na kraju, mogu biti
odgovorne za alterisanu glukokortikoidnu sekreciju. Naime, sinteza i sekrecija CRH opadaju,
dok je sekrecija ACTH povecana, §to prema pojedinim autorima (Herman i sar., 2001) ukazu-
je na povecanu osetljivost adenohipofize na CRH tokom starenja. Takode, javlja se hipersen-
zitivnost adrenalnog korteksa na ACTH kao 1 nemoguénost brzog prekida sekrecije glikokor-
tikoida stimulisane dejstvom akutnih stresora. Kao posledica svega napred navedenog, odno-
sno odgovora na hroni¢nu stimulaciju, nastaje hipertrofija zone fascikulate 1 zone retikularis
nadbubrezne Zlezde (Hauger i sar., 1994).

Cizza 1 sar. (1994) su kod eksperimentalnih zivotinja uocili da tokom starenja jutarnji ni-
voi bazalnog kortikosterona rastu, dok nakon stresa njegova koncentracija u plazmi usporeno
pada.

Seeman i Robbins (1994) navode da se kontrola aktivnosti HPA osovine primarno vrsi na
nivou hipokampusa preko mineralokortikoidnih 1 glikokortikoidnih receptora koji su prisutni
na njegovim nervnim ¢elijama. On, kao $to je to ve¢ napred opisano, ima glavnu inhibitornu
ulogu kada je u pitanju aktivnost HPA osovine (Smith i sar., 2005). Medutim, postoje i stavo-
vi da se modifikacija aktivnosti HPA osovine mozZe vrsiti 1 na nivou adenohipofize (Seeman i
Robbins, 1994). Prema Turnbull i Rivier-u (1999) citokini kao $to su IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8

1 TNF-a mogu da stimuliSu sekreciju ACTH delovanjem kako na same kortikotropne ¢elije,
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tako 1 dejstvom na FS ¢elije koje pod njihovim uticajem oslobadaju u adenohipofizu produkte
svoje parakrine aktivnosti. Efekat tih molekula na kortikotropne celije coveka nije u potpu-
nosti razjasnjen. Ipak, rezultati studija sprovedenih na eksperimentalnim zivotinjama ukazuju
da produkti parakrine aktivnosti FS ¢elija predominantno ispoljavaju stimulatorni efekat na
kortikotropne ¢elije, stimuliSu oslobadanje ACTH 1 na kraju sekreciju kortizola od strane
¢elija zone fascikulate kore nadbubrega (Johnson i sar., 1990; Schwartz, 2000; Bilezikjian i
sar., 2003; Herkenham, 2005; Gerez i sar., 2007).

Hauger i sar. (1994), Seeman i Robbins (1994) i Goncharova i Lapin (2002) smatraju da
sa starenjem dolazi do disregulacije funkcije HPA osovine koja se karakteriSe slabljenjem
procesa negativne povratne sprege, Sto na kraju rezultira hroni¢nim poviSenjem nivoa korti-
zola u krvi zdravih starih individua. Ferrari i sar. (2001) smatraju da je poremecaj negativne
povratne sprege u okviru HPA osovine tokom fizioloskog starenja u osnovi posledica pore-
mecaja na nivou hipokampusa. Naime, pojacano prisustvo stresa tokom starenja i posledicno
dugotrajno poviSenje nivoa kortizola u krvi rezultira slabljenjem negativne povratne sprege
HPA osovine bilo preko pada broja glikokortikoidnih receptora na hipokampalnim neuroni-
ma, ili pada broja hipokampalnih neurona uopste, §to moze biti posledica neurotoksicnog
efekta poviSenih nivoa glikokortikoida u krvi. Sve to ima za posledicu slabljenje inhibitornog
efekta glikokortikoida na sekreciju CRF-a, a samim tim i ACTH. Gust i sar. (2000) smatraju
da napred navedene promene smanjuju osetljivost HPA osovine, tj. njenu sposobnost da od-
govori na stres, $to na kraju vodi ka poravnanju cirkadijalnog ritma kortizola (Gust 1 sar.,
2000). Smith 1 sar. (2005) navode da izmenjeni odgovor na stres tokom starenja moze biti po-
sledica ne samo navedenih promena u broju glikokortikoidnih receptora u hipokampusu, ve¢ i
posledica vaskularnih promena koje rezultiraju smanjenim dotokom glikokortikoida do
mozga, kao 1 oSteenim signalnim transdukcionim putanjama. Promene aktivnosti HPA oso-
vine koje se javljaju tokom starenja, dovode po principu pozitivne povratne sprege do daljih
strukturalnih i funkcionalnih oSte¢enja na nivou hipokampusa (gubitak piramidalnih neuro-
na), kako tokom fizioloSkog starenja, tako i tokom Alchajmerove demencije. Zato, korigo-
vanje osetljivosti HPA osovine moze biti deo terapije koja ¢e odloziti ili usporiti progresiju
starenjem 1/ ili Alchajmerovom boles¢u izazvanog gubitka memorije (Raskind i sar., 1994).

Adekvatna aktivacija HPA osovine kao odgovor na izazov (stres) je bitna, jer hipo- i
hiperaktivacija mogu biti Stetne. Podjednako je bitna 1 adekvatna deaktivacija HPA osovine
nakon stresa. Produzeno izlaganje organizma neuralnim, imunoloskim i endokrinim medija-
torima stresa moze izazvati razne patofizioloske konsekvence (Traustadottir i sar., 2004;

Ferrari i sar., 2001). Smanjenje kapaciteta za kompenzaciju promena u aktivnosti HPA osovi-
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ne vodi poremec¢aju hormonske kontrole glavnih telesnih funkcija 1 moze igrati veoma vaznu
ulogu u pojavi bolesti izazvanih poremecajem u regulaciji glikokortikoida u relativno ranom
zivotnom dobu. Ove bolesti mogu biti pracene strukturalnim, metabolickim i kognitivnim
oSte¢enjima (Herman i sar., 2001; Goncharova i Lapin, 2001).

Poviseno prisustvo stresora tokom starenja je prema Bruunsgaard-u i sar. (2001) pra¢eno
prisustvom hroni¢nog inflamatornog procesa niskog intenziteta i poviSenim nivoima proinfla-
matornih molekula kao $to su TNF-q, IL-6, IL-1Ra, sTNFR, proteina akutne faze kao §to su
CRP i serum amiloid A, pa i porastom broja neutrofila u krvi zdravih starih individua. Kao
Sto je napred navedeno, mnogi od ovih citokina ostvaruju svoj uticaj na funkciju HPA osovi-
ne tako §to dovode do aktivacije fibroblasta koji u tom pobudenom stanju i sami predstavljaju
izvor citokina (Wolf'i sar., 2012), zatim FS ¢elija koje tada pojacano luce parakrine faktore i,
na kraju, kortikotropnih ¢elija adenohipofize. Sve napred navedeno vodi na kraju ka pojaca-

noj produkciji 11 sekreciji ACTH (Turnbull i Rivier, 1999).
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S obzirom da su se dosadasnja istrazivanja starosnih promena HPA osovine pretezno

fokusirala na njihov funkcionalni aspekt, cilj naSeg istrazivanja je bio:

Da se primenom HE bojenja detektuje prisustvo i distribucija acidofilnih, bazofilnih i
hromofobnih ¢elija adenohipofize slucajeva razlicite starosti i pola.

Da se denzitometrijskom analizom, merenjem prosecne, integralne i medijanske opticke
gustine kvantifikuju promene celularnog sastava adenohipofize tokom procesa starenja.
Da se histohemijskom analizom, primenom Mallory trihromnog bojenja, detektuje
prisustvo i distribucija krvnih sudova u adenohipofizi.

Da se primenom stereoloskog metoda, odredivanjem zapreminske, povrSinske i du-
zinske gustine krvnih sudova kvantifikuje kako njihovo prisustvo, tako i njihova ve-
li¢ina u adenohipofizi tokom procesa starenja.

Da se histohemijskom analizom, primenom Mallory trihromnog bojenja, detektuje
prisustvo i distribucija vezivnog tkiva u adenohipofizi.

Da se stereoloskim metodom, merenjem zapreminske gustine vezivnog tkiva kvantifi-
kuje dinamika njegovog prisustva u adenohipofizi tokom procesa starenja.

Da se astereoloskim metodom, merenjem aree, perimetra 1 oblikovnog faktora kvanti-
fikuju promene veli¢ine 1 oblika ¢elija adenohipofize kod slucajeva razlicite starosti 1 pola.
Da se imunohistohemijskom analizom, primenom monoklonalnog antitela za kolagen
tipa IV detektuje prisustvo kolagena tipa IV u adenohipofizi sluc¢ajeva razlicite starosti.
Da se stereoloSkom metodom, na presecima bojenim imunohistohemijskim metodom
1 odogovaraju¢im monoklonalnim antitelom, merenjem zapreminske gustine kolagena
tipa IV kvantifikuje dinamika njegovog prisustva u adenohipofizi tokom procesa
starenja.

Da se imunohistohemijskom analizom 1 primenom monoklonalnog antitela za ACTH
detektuje prisustvo, morfoloSke karakteristike i distribucija adrenokortikotropnih ¢eli-
ja u adenohipofizi tokom procesa starenja.

Da se stereoloSkom metodom, na presecima bojenim imunohistohemijskim metodom
1 odogovaraju¢im monoklonalnim antitelom, merenjem zapreminske gustine ACTH
¢elija kod slucajeva razlicite starosti kvantifikuje dinamika njihovog prisustva tokom

procesa starenja.
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= Da se imunohistohemijskom analizom, primenom poliklonalnog antitela za S-100
protein detektuje prisustvo, morfoloske karakteristike i distribucija folikulostelatnih
¢elija adenohipofiza slucajeva razli¢itog pola i starosti.

* Da se stereoloSkim metodom, na presecima bojenim imunohistohemijskim metodom i
odogovaraju¢im poliklonalnim antitelom, merenjem zapreminske gustine S-100 pozi-
tivnih zona kvantifikuje prisustvo folikulostelatnih ¢elija u adenohipofizi tokom pro-

cesa starenja.
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MATERIJAL

Kao materijal koriS¢eno je tkivo hipofize 29 kadavera oba pola (15 muskog i 14
zenskog), starosti od 33 do 95 godina, koje je dobijeno sa autopsija izvedenih na Institutu za
sudsku medicinu Medicinskog fakulteta u NiSu. Tkivo hipofize koje je koris¢eno tokom istra-
zivanja poticalo je od kadavera kod kojih je, na osnovu rezultata autopsije utvrdeno da uzrok
smrti ne predstavlja oboljenje ili povreda mozga i na osnovu dostupne medicinske doku-
mentacije 1 heteroanamnestickih podataka potvrdeno da za Zivota nije dijagnostikovano obo-
ljenje mozga ili endokrinog sistema, odnosno bilo koji drugi poremeca;j sistemskog karaktera.

Vremenski period od trenutka smrti do uzimanja uzorka nije bio duzi od 12 h.

METODE

Na kadavericnom materijalu je metodom disekcije nakon otklanjanja duralne dijafragme
(diaphragma sellae) 1 presecanja drSke (infundibulum) iz turskog sedla (sella turcica) uzimana
hipofiza. Tkivo hipofize je zatim fiksirano u puferisanom 10% formalinu ne duZe od 24h. Na-
kon toga, u nivou srediSnjeg dela sa maksimalnom vredno$¢u njenog dijametra pravljen je hori-
zontalni presek debljine do 5 mm koji je zatim kalupljen u parafinu. Pomo¢u mikrotoma dobi-
jeni preseci tkiva hipofize debljine do 5 um su dalje obradivani klasi¢nim histoloSkim metodom
1 bojeni HE 1 Mallory trihromnim bojenjem. Dodatno, histoloski preseci 15 od svih 29 analizi-
ranih slu¢ajeva su bojeni imunohistohemijskom metodom (streptavidin biotin imunoperoksida-
za kit), monoklonalnim misjim antitelom za kolagen tipa IV, zatim poliklonalnim zecijim anti-
telom za S-100 protein 1 monoklonalnim misjim antitelom za ACTH u cilju detekcije 1 kasnije

kvantifikacije prisustva napred navedenog tipa kolagena, FS ¢elija 1 kortikotropnih ¢elija.

Bojenje monoklonalnim misjim antitelom za kolagen tipa 1V i poliklonalnim zecijim

antitelom za S-100 protein

Tkivni preseci debljine 3 um montirani su na predmetna stakla, a zatim suSeni jedan sat na
60°C u termostatu. Nakon toga vrSena je njihova deparafinizacija 1 hidratacija sukcesivnim pro-
vodenjem kroz rastvor ksilola (2x5min) 1 rastvore etanola sa opadaju¢im koncentracijama

(100% — 2x2min, 96% — 2min 1 70% — 2min) sve do destilovane vode. U sledecoj fazi vrseno je
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demaskiranje antigena. Kada je u pitanju kolagen tipa IV (Novocastra, UK) demaskiranje je vr-
Seno u mikrotalasnoj pec¢nici, na visokoj temperaturi 1 780W tokom 20 min., u 0,01M citratnom
puferu (pH 6). Priprema za primenu antitela za S-100 protein (DAKO, Denmark) je podrazume-
vala proteoliticku digestiju proteinazom K 10 minuta na sobnoj temperaturi. U daljem postupku
vrSena je blokada endogene peroksidaze tako Sto su pripremljeni preseci ispirani destilovanom
vodom, inkubirani u 3% rasvoru H,O, 10 minuta na sobnoj temperaturi, zatim je vrSeno njihovo
ispiranje u destilovanoj vodi 5 minuta i na kraju u 0,1M PBS-u (fosfatni pufer) na pH 7,2.

Inkubacija primarnim, monoklonalnim antitelom na kolagen tipa IV (Mouse monoclonal
Collagen 1V, Clone PHM-12; 1:100) i poliklonalnim antitelom na S-100 protein (Polyclonal
rabbit anti-cow S-100, 1:400) vrSena je 30 minuta na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori.
Potom je vrSeno ispiranje preseka u PBS-u 3x3 minuta, zatim njihova inkubacija sa biotinizi-
protein, sekundarnim antitelom, 30 minuta na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori (Novo-
castra Biotynulated Secondary Antibody, Novocastra Peroxidase Detection System, Novo-
castra, UK) i na kraju je ponovljeno ispiranje u PBS-u 3x3 minuta. Nakon toga preseci su 30
minuta na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori inkubirani sa streptavidinskim konjugatom na
peroksidazu rena (Streptavidin HRP, Novocastra Peroxidase Detection System, Novocastra,
UK), a zatim ispirani u PBS-u 3x3 minuta.

Sledec¢a faza je obuhvatala inkubaciju preseka u rastvoru supstrat-hromogena (H,O, 1 3-
amino-9-etil-karbazol u N,N-dimetilformamidu; AEC+ Substrat-Hromogen ili 3,3-diamino
benzidin — DAB), 3-5 minuta na sobnoj temperaturi. Ispiranje tako obradenih preseka je vrSeno
teku¢om vodom, a kontrastno bojenje Mayer-ovim hematoksilinom trajalo je jedan minut, na-
kon Cega su preseci dodatno isprani teku¢om vodom. Njihova dalja dehidracija vrSena je etano-
lom rastu¢ih koncentracija (70%, 96% 1 100%), nakon ¢ega su potapani u ksilol i pokrivani
odgovaraju¢om sintetskom smolom (dpx) 1 pokrovnim staklom. Ukoliko je kao hromogen ko-
riS¢en AEC+, obojeni preseci su bez dehidracije tkiva prepokrivani vodenim medijumom i po-
krovnim staklom. Pozitivna reakcija i prisustvo ispitivanih antigena su se manifestovali kao
braon ili crveno obojeni precipitati hromogena (u zavisnosti od vrste hromogen supstrata) na
mestima njihovog prisustva, za razliku od okolnog tkiva koje je bilo sa negativnom reakcijom 1
plavo prebojeno. Kao pozitivna kontrola u toku imunohistohemijskog bojenja koris¢eni su
uzorci tkiva za koje je prethodno potvrdeno da sadrze ispitivane antigene koje je moguce
vizuelizovati metodom primenjenom tokom sprovedenog istrazivanja. Negativnu kontrolu

predstavljali su tkivni uzorci na koje je umesto primarnih antitela aplikovan neimuni serum.
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Bojenje monoklonalnim misjim antitelom za ACTH (klon 02A3)

Imunohistohemijska analiza ACTH vrSena je peroksidaza-antiperoksidaza (PAP) meto-
dom (Sternberger i sar, 1970).

Tkivni preseci debljine 5 um su najpre inkubirani u 0.3% rastvoru vodonik peroksida u
metanolu tokom 15 min. na sobnoj temperaturi u cilju blokiranja aktivnosti endogene pero-
ksidaze, a zatim je vrSeno njihovo ispiranje u fosfatnom puferu (PBS) na pH 7,4 5 min. na
sobnoj temperaturi. Nakon toga usledila je inkubacija u razblazenom normalnom svinjskom
serumu (NOS) 1:10 u PBS-u tokom 45 min. na sobnoj temperaturi kako bi se neutralisao efe-
kat nespecificnog bojenja pozadine. Tako tretirani tkivni preseci adenohipofize su zatim mo-
difikovanom metodom prema Milosevi¢ i sar. (1994) inkubirani u primarnom antipacovskom
ACTH antitelu (NIDDK, USA; 1:1000) tokom 24 h na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije
u primarnom antitelu, obavljano je njihovo ispiranje u PBS-u 5 min. i inkubacija u sekundar-
nom antitelu (svinja-antizec IgG; Dakopatts, Danska; 1:500) 45 min. na sobnoj temperaturi i
zatim ponovo ispiranje u PBS — u 5 min. Inkubacija u PAP sistemu (Dakopatts, Danska;
1:100) je vrSena tokom 45 min. na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su preseci ponovo ispirani
u PBS-u 5 min. Dalje obrada je obuhvatala njihovo inkubiranje u hromogenskom supstratu
(DAB; Serva, Germany) rastvorenom u 0.3% vodonik peroksidu u TRIS-HCI puferu (pH 7,4) 5
min. na sobnoj temperaturi. Kontrastno bojenje je obavljeno Mayer-ovim hematoksilinom, na-
knadna dehidratacija serijom rastvora etanola sa rastu¢im koncentracijama i na kraju je usledilo
montiranje Canada balzamom (Merck—Alkaloid, Alkaloid, Skoplje, BJR Makedonija).

Pozitivna kontrola bojenja ovim antitelom je vrSena tako Sto su preseci tkiva prolazili
kroz kompletnu proceduru imunohistohemijskog bojenja osim inkubacije u rastvoru primar-

nog antitela.

Morfoloska analiza

Histoloska analiza obojenih preseka vrSena je pomocu svetlosnog mikroskopa Olympus
CHK2. Ona se je sastojala iz histohemijskog 1 imunohistohemijskog dela. Tokom histohemij-
ske analize, pod uvecanjima mikroskopa 40x, 100x i 400x, na preparatima bojenim HE meto-
dom analizirani su oblik, veli¢ina, zastupljenost i distribucija acidofila, bazofila i hromofobnih
¢elija, dok su na preparatima bojenim Mallory trihromnim bojenjem analizirani prisustvo i di-
stribucija vezivnog tkiva, kao i prisustvo, distribucija i tip krvnih sudova adenohipofize sluca-
jeva razliCite starosti. Tokom imunohistohemijskog dela morfoloSke analize, pod uvecanjem

400x, na preparatima bojenim monoklonalnim antitelom na kolagen tipa IV, kao i monoklonal-
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nim antitelom na ACTH ispitivani su zastupljenost i distribucija kolagena tipa IV i kortiko-
tropnih Celija adenohipofize tokom procesa starenja. Na preparatima bojenim poliklonalnim
antitelom na S-100 protein, pod uvec¢anjem mikroskopa 1000x, ispitivani su zastupljenost 1 di-
stribucija folikulostelatnih ¢elija adenohipofiza analiziranih sluc¢ajeva. Preparati su zatim foto-

grafisani digitalnom kamerom pri¢vrs¢enom za okular mikroskopa, rezolucije 1.3 megapiksela.

Morfometrijska analiza

Morfometrijska analiza vrSena je pomocu specijalnog alata programa Adobe Photoshop
CS5 za analizu i procesiranje digitalne slike Fovea Pro 4.0 (http://reindeergraphics.com/).
Spacijalna kalibracija sistema je vrSena pomoc¢u objektnog mikrometra (1:100). Na digitalnim
slikama objektnog mikrometra pod odgovarajuéim uvecanjem i pri odgovarajucoj rezoluciji
slike preko opcije Filter — IP*Measure Global — Calibrate Magnification selektovana je di-

stanca od 10 pm na osnovu koje je program izracunavao broj piksela/um (Slika 1).
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Slika 1. Spacijalna kalibracija softvera pomocu objektnog mikrometra (1:100) pri odgovaraju¢em
uvecanju mikroskopa.
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Kalibracija opticke gustine je vrSena pomocu crno — belih (,,grayscale®) fotografija oda-
branih vidnih polja histoloskih preseka bojenih HE metodom. U te svrhe koriS¢en je kao kanal
sa najboljim kontrastom ispitivanih faza crveni kanal 24 bitne RGB kolor fotografije odabranog
vidnog polja histoloskog preseka (Slika 24 i 2B). U prvom koraku je pomocu pravougaone
selekcije selektovana najtamnije prebojena zona datog vidnog polja, nakon ¢ega je opcijom
[P*Measure Global — Brightness meren nivo sive prebojenosti regiona od interesa (Slika 2C).
Tako formirana nepromenjena selekcija je zatim premesStana pomocu kursora do najsvetlije pre-
bojene zone preseka, pri ¢emu bi na isti nac¢in kao i u prethodnom koraku bio meren nivo sive
prebojenosti 1 ove zone. U sledeCem koraku je preko opcije [P*Measure Global — Calibrate
Density vrSena aktivacija dijaloga za kalibraciju opticke gustine u kome su izmerene vrednosti
nivoa sivog za najtamniju i najsvetliju zonu crvenog kanala digitalne slike ispitivanog vidnog
polja ukucavane u koloni Pixel Value, dok su u koloni Density Val ukucavane odgovarajuce

vrednosti opticke gustine, 1 to 0 za najsvetliju, odnosno 2.6 za najtamniju tatku datog histoloSkog
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Slika 2. Kalibracija opticke gustine Fovea Pro 4.0 sistema za analizu i procesiranje digitalne
slike; A — 24 bitna RGB kolor fotografija odabranog vidnog polja histoloskog preseka bojenog
HE metodom; B — Crno bela fotografija (,,grayscale) crvenog kanala istog vidnog polja
histoloskog preseka; C — Proces merenja sive prebojenosti najtamnije zone crvenog kanala datog
vidnog polja; D — Logaritamska kalibraciona kriva dobijena procesom interpolacije pomocu
vrednosti sive prebojenosti najtamnije i najsvetlije tacke crvenog kanala datog vidnog polja.
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preseka (Slika 2D), prema uputstvu datom na sajtu Imagel softvera za analizu i procesiranje
digitalne slike (http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/index.html). Kao krajnji re-
zultat, procesom interpolacije dobijana je logaritamska kalibraciona kriva. Citav proces kalibra-

cije je vrSen zasebno za svako od ispitivanih vidnih polja.

Kao i morfoloska, i morfometrijska analiza je radena na preparatima bojenim histohe-
mijskim 1 imunohistohemijskim bojenjem. Morfometrijska analiza histohemijski obradenih
preparata je obuhvatala merenje astereoloskih parametara ¢elija adenohipofize, kao 1 stere-

oloskih parametara vezivnog tkiva i uo¢enih krvnih sudova u adenohipofizi.
Morfometrijska analiza histohemijski obradenih preparata

Morfometrijska analiza Celija adenohipofize

Morfometrijska analiza ¢elija adenohipofize obuhvatala je analizu veli¢ine i oblika. Na
presecima bojenim HE metodom i slikanim pod poveé¢anjem 400x, metodom slu¢ajnog izbora je
odabrano 40 vidnih polja adenohipofize po jednom slucaju. Na svakom od analiziranih vidnih
polja je istom metodom, pomocu alatke Magnetic lasso selektovano po 10 zlezdanih ¢elija,
odnosno ukupno 400 ¢elija po jednom sluc¢aju. Koris¢enjem opcija [P*Measure features —
Measure regions merena je area (Aap), perimetar (Bap) 1 oblikovni faktor (OF) odabranih ¢elija
adenohipofize. Dobijene vrednosti su koriS¢ene za izraCunavanje prosecnih vrednosti merenih
parametara za svaki analizirani slu¢aj. Dodatno, svakom od napred navedenih vidnih polja bila
je merena prosecna (MOD), zatim integralna (IOD) 1 medijanska (MdOD) opticka gustina u

cilju ispitivanja moguce promene celularnog sastava adenohipofiza ispitivanih slucajeva.

Morfometrijska analiza vezivnog tkiva adenohipofize

Digitalne slike preseka bojenih Mallory trihromnim bojenjem slikane su pod povecanjem
400x 1 u daljem postupku koriS¢ene za merenje stereoloSkih parametara vezivnog tkiva i
krvnih sudova adenohipofize.

Metodom slucajnog izbora, odabrano je 40 vidnih polja po jednom slucaju. Preko
digitalnih slika napred navedenih vidnih polja superponiran je prost linijski mrezni sistem
generisan od strane softvera koris¢enjem opcija [P*Lines and points — Line greeds — Square
line greed. Broj tataka testnog sistema je iznosio P=108, povrina A=31950,72 pm’, povrsina
koja pripada jednoj tacki testnog sistema a=295, 84 um’, dok je rastojanje izmedu dve tacke

testnog sistema iznosilo d=17,20 pm. Pomoc¢u alatke Count Tool Adobe Photoshop CS5
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Analyze menija brojane su tacke koje su pogadale zeleno prebojene zone sa prisutnim
vezivnim tkivom (S/ika 3). Tacke koje su pogadale vezivno tkivo adenohipofize, a nalazile su
se na preseku horizontalnih linija i desne i vertikalnih linija i donje ivice testnog sistema nisu
uzimane u obzir prilikom merenja. Zapreminska gustina vezivnog tkiva (Vyr) je izracu-
navana kao koli¢nik broja tacaka koje su pogadale vezivno tkivo (Pyt) na datom vidnom po-
lju 1 ukupnog broja tacaka testnog sistema (Pt) (Vyr = Pyt/ P1) (Kali$nik, 1985; Russ, 2004).
Iz dobijenih vrednosti zapreminske gustine svih analiziranih vidnih polja izraCunavana je

prosecna vrednost zapreminske gustine svakog slucaja koja je izrazavana u procentima.

Morfometrijska analiza krvnih sudova adenohipofize

Digitalne slike 40 vidnih polja svakog od ispitanih slucajeva koriS¢ene za kvantifikaciju
kolagena tipa IV koriS¢ene su istovremeno i za analizu krvnih sudova adenohipofize tokom
procesa starenja. Na svakom od analiziranih vidnih polja alatkom Polygonal Lasso
selektovani su svi krvni sudovi €iji su se profili, Citavom svojom areom, nalazili unutar testne
povrsine (Slika 3). Koriséenjem opcije programa [P*Measure features — Measure regions
mereni su area i perimetar selektovanih krvnih sudova, da bi zatim pomocu metoda
Manoonkitiwongsa 1 sar. (2001) izraCunavana zapreminska (Vyks), povrSinska (Syks) i1
duzinska gustina (Lyks) uocenih krvnih sudova adenohipofize slucajeva razlicite starosti.

Zapreminska gustina krvnih sudova svakog ispitanog sluc¢aja je, prema napred
navedenom metodu (Manoonkitiwongsa i sar., 2001), dobijana kao koli¢nik ukupne aree svih
krvnih sudova (3 Aks) uo€enih na 40 analiziranih vidnih polja i ukupne testne povrsine (3 Ar)
napred navedenih vidnih polja (Vyks = ZAks / XAr, gde Aks predstavlja areu uocenih krvnih
sudova). PovrSinska gustina je dobijana pomocu sledece formule: Syks = (4/7) x (ZBgs / ZAr),
pri ¢emu ) Bks predstavlja ukupan perimetar svih uocenih krvnih sudova na 40 analiziranih
vidnih polja jednog slucaja, a Y Ar predstavlja ukupnu testnu povrSinu napred navedenih
vidnih polja. Konac¢no, duZinska gustina krvnih sudova adenohipofiza ispitanih slucajeva je
izraunavana prema formuli: Lyks =2 x Naks, gde Naks predstavlja broj uocenih krvnih
sudova po jedinici povrsine testnog sistema i izracunava se prema formuli Nags = ZNgs/ ZAt
(>:Ngs predstavlja ukupan broj uo€enih krvnih sudova na svih 40 analiziranih vidnih polja

jednog slucaja, > At predstavlja ukupnu testnu povrSinu napred navedenih vidnih polja).
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Slika 3. Kvantifikacija vezivnog tkiva i krvnih sudova adenohipofize kod analiziranih slucajeva.

Morfometrijska analiza imunohistohemijski obradenih preparata

Morfometrijska analiza imunohistohemijski obradenih preparata je obuhvatala kvantifi-
kaciju ekspresije kolagena tipa IV, ACTH 1 S-100 proteina, kod 15 od 29 ukupno analiziranih
sluc¢ajeva, merenjem zapreminske gustine imunopozitivnih zona na digitalnim fotografijama
histoloskih preseka. U slucaju kolagena tipa IV i ACTH analizirano je 40 vidnih polja kod
svakog od 15 ukupno analiziranih slucajeva, slikanih pod povecanjem 400x svetlosnog mi-
kroskopa. Preko digitalne fotografije svakog vidnog polja postavljan je, napred opisanim me-
todom, koriS¢enjem opcija [P*Lines and points — Line greeds — Square line greed softvera,
prost linijski mreZni testni sistem sa slede¢im karakteristikama: Pt = 252, At =209018,88 pm?,
a = 829,44 um’, d = 28,8 um. Tokom procesa kvantifikacije brojane su one tacke testnog si-
stema koje su pogadale braon prebojene imunopozitivne zone analiziranih vidnih polja. Sam
proces kvantifikacije nije obuhvatao one tacke testnog sistema koje su se nalazile na preseku
horizontalnih linija i desne 1 vertikalnih linija i donje ivice testnog sistema (Slika 44 i B). Za-
preminska gustina kolagena tipa IV (Vvco 1v) 1 ACTH pozitivnih ¢elija adenohipofize
(Vvactn) je dobijana kao koli¢nik broja tataka koje su pogadale imunopozitivne zone i
ukupnog broja tacaka testnog sistema (Vy coitv = Pcoirv/ P1; Vvacta = Pacra / Pr) za svako
vidno polje zasebno. Zapreminska gustina jednog slucaja je dobijana kao prose¢na vrednost

zapreminskih gustina svih 40 analiziranih vidnih polja tog slucaja. Zapreminska gustina foli-
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kulostelatnih ¢elija (Vyrsc) je merena koriS€enjem istog metoda, na digitalnim fotografijama
40 vidnih polja svakog od 15 ukupno analiziranih slucajeva, slikanih pod uvecanjem 1000x
svetlosnog mikroskopa. Preko digitalnih fotografija napred navedenih vidnih polja postavljan
je prost linijski mrezni testni sistem generisan od strane programa sa slede¢im karakteristika-
ma: Py =972, At =6016,68 pm?, a = 38.32 um?, d = 6,19 pm. Zapreminska gustina folikulo-
stelatnih Celija svakog ispitanog slucaja je izraunavana po istom principu kao i zapreminska

gustina kolagena tipa IV 1 ACTH C¢elija adenohipofize (Slika 4C).
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Slika 4. A — kvantifikacija kolagena tipa IV;
B — kvantifikacija ACTH pozitivnih Celija;
C — kvantifikacija folikulostelatnih ¢elija.
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StatistiCka analiza

Dobijene vrednosti morfometrijskih parametara su statisticki analizirane pomocu stati-
stickog paketa NCSS — PASS 2007. Najpre je primenjena analiza glavnih komponenti kojom
je izvrSena klasifikacija ispitivanih morfometrijskih parametara u faktore. Dobijeni faktori su
kasnije koriS¢eni kao parametri za klasifikaciju analiziranih slu€ajeva u starosne grupe pri-
menom cluster analize (metoda k-proseka). Znacajnost razlika prosec¢nih vrednosti morfome-
trijskih parametara dobijenih starosnih grupa je ispitivana pomocu One Way ANOVA testa.
Naknadne razlike izmedu ispitivanih grupa medusobno su ispitivane pomoc¢u Tukey — Kramer
—ovog i Games — Howell — ovog post hoc testa. Znacajnost razlika izmedu slucajeva suprotnog
pola je ispitivana pomocu t-testa nezavisnih uzoraka. Veza izmedu dobijenih vrednosti morfo-
metrijskih parametara adenohipofize 1 starosti ispitivanih slucajeva je ispitivana pomocu
Pearson-ovog koeficijenta linearne korelacije i primenom linearne regresione analize.

Rezultati morfometrijske i statisticke analize su prikazani tabelarno i graficki pomocu

programa MS Excel.

41



REZULTATI

MORFOLOSKA ANALIZA

Morfoloska analiza se sastojala iz histoloske analize preseka tkiva adenohipofize bojenih
histohemijskim metodama: HE metodom i trihromnom Mallory metodom i histoloSke analize
preseka tkiva adenohipofize bojenih imunohistohemijskim metodama: poliklonalnim antite-

lom na S-100 protein i monoklonalnim antitelima na kolagen tipa IV i na ACTH.

Morfoloska analiza histohemijski obradenih preparata

Na histoloskim preparatima humane adenohipofize mladih slu¢ajeva bojenih HE boje-
njem (Slike 54 i 5B), u pars distalis-u uo€ene su brojne hromofilne ¢elije grupisane u vidu
traka ili acinusa. Acidofilne ¢elije su bile zastupljenije kod vecine slucajeva i karakterisale su
se ravnomerno ruzicasto do svetlocrveno prebojenom citoplazmom i centralno postavljenim,
okruglim, tamnoplavo prebojenim euhromati¢nim jedrom. Ove celije su se karakterisale
uniformnim izgledom i bile su priblizno sli¢ne veli¢ine i oblika koji se kretao od okruglog do
poligonalnog sa zaobljenim uglovima. Bazofilne ¢elije su bile u neSto manjoj meri za-
stupljene 1 karakterisale su se ljubi¢astoplavo prebojenom citoplazmom, neznatno obilnijom u
odnosu na acidofilne ¢elije. U citoplazmi su se mestimi¢no uocavale okrugle vakuole koje su
potiskivale umereno plavo do tamnoplavo prebojeno jedro ka suprotnom polu ¢elije. Jedro
bazofilnih ¢elija je u vecini slucajeva bilo euhromati¢no, a kod manjeg broja ¢elija je ono bilo
heterohromati¢no. Distribucija acidofilnih 1 bazofilnih ¢elija u pars distalis-u nije bila homo-
gena 1 karakterisala se prisustvom brojnijih bazofilnih ¢elija u srednjem delu Zlezde, nepo-
sredno ispred tkiva zadnjeg reznja (pars intermedia), dok su acidofilne Celije predominirale
svojim prisustvom u njenim lateralnim delovima. Izmedu hromofilnih ¢elija uocavale su se
retke hromofobne ¢elije nejasno razgrani¢ene od okolnih struktura adenohipofize, sa slabo
uocljivom, bledoplavo prebojenom citoplazmom i krupnim, okruglim i tamnoplavo preboje-
nim euhromati¢nim jedrom. Acinuse Zlezdanih ¢elija okruzavali su svetlocrveno prebojeni
snopovi vezivnog tkiva, koji su se tesko razlikovali od sli¢no prebojenih okolnih struktura.
Izmedu tankih vezivno-tkivnih snopova uocavali su se predominantno sinusoidni kapilari koji

su se u najveéem broju sluCajeva karakterisali prisustvom Sirokih lumena, nepravilnoscéu
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oblika 1 tankim zidovima. Unutar lumena uocavali se se svetlocrveno prebojeni, okrugli

eritrociti 1 mestimi¢no tamnoplavo prebojena, heterohromati¢na jedra leukocita.

Slika 5. (A) 1. Bazofilna cehja pohgonalnog oblika, 2. Krvni sud Sirokog lumena ispunjen
eritrocitima, slucaj muskog pola starosti 35 godina, HE bojenje; uveéanje 400x; (B) 1. Sitne
acidofilne ¢elije okruglog oblika, 2. Hromofobna ¢elija, slucaj muskog pola starosti 45 godina,
HE bojenje; uvecanje 400x; (C) 1. Krvni sudovi Sirokog lumena ispunjeni eritrocitima, s/ucaj
muskog pola starosti 35 godina, Mallory trihromno bojenje; uvecanje 400x; (D) Tanka vezivno-
tkivna pregrada, slucaj muskog pola starosti 44 godine, Mallory trihromno bojenje; uveéanje
400x.

Na histoloSkim preparatima mladih slucajeva bojenim Mallory trihromnim bojenjem,
(Slike 5C i 5D), acidofilne Celije su se karakterisale tamnocrveno prebojenom citoplazmom i
tamnoplavo prebojenim euhromati¢nim jedrom. Bazofilne Celije su se karakterisale tamnopla-
vom prebojenoscu citoplazme 1 tamnoplavo prebojenim, manje ili vise ekscentricno postavlje-
nim jedrom i, u pojedinim slu¢ajevima, prisustvom vakuola u citplazmi. Zlezdane Celije su
grupisane u acinuse izmedu kojih su uoCavane nezne zelenkastoplavo prebojene vezivno-
tkivne pregrade. Unutar vezivno-tkivnih septi, pored vezivno-tkivnih vlakana i retkih vrete-

nastih tamnoplavo prebojenih euhromati¢nih jedara fibroblasta uocavana je mreza sinuso-
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idnih kapilara sa tankim zidovima, Sirokim lumenom ispunjenim narandzasto prebojenim eri-
trocitima i ponekim tamnoplavo prebojenim jedrom leukocita. Oko sinusoidnih kapilara
uocavan je uzan perikapilarni prostor. Izmedu zlezdanih ¢elija su, kao i na preparatima boje-
nim HE bojenjem, uocavana tamnoplavo prebojena, euhromati¢na jedra hromofobnih celija
sa bledom, oskudnom citoplazmom oko njih. Na preparatima bojenim trihromnim bojenjem,
distribucija acidofilnih i bazofilnih ¢elija se nije razlikovala od iste uoCene na preparatima
bojenim HE bojenjem, sa predominantnim prisustvom bazofila u srednjem i acidofila u late-
ralnim delovima Zlezde.

Prednji rezanj hipofize starijih slucajeva se na preparatima bojenim HE metodom kara-
kterisao izrazitijim prisustvom bazofilnih ¢elija, kako u njenom srediSnjem, tako i u njenim
lateralnim delovima. U njihovoj citoplazmi su znatno ¢e$¢e uocavane krupne vakuole, ¢ije je
prisustvo uslovljavalo ekscentri¢an polazaj neSto manjeg i sa slabije izrazenom euhromazi-
jom jedra u odnosu na ista mladih slucajeva. Acidofilne ¢elije, koje su i1 kod ovih slucajeva
predominirale u odnosu na ostale strukture adenohipofize su bile krupnije 1 nepravilnijeg
oblika u odnosu na iste mladih slu¢ajeva. Porast njihove veli¢ine je uglavnom bio posledica
porasta veli¢ine njihove citoplazme u odnosu na centralno, ili blago ekscentri¢no postavljeno,
tamnoplavo prebojeno euhromati¢no jedro. Kao i kod bazofila, euhromazija jedara acidofila
je bila slabije izrazena u odnosu na ista mladih sluc¢ajeva. Okrugla, tamnoplavo prebojena
euhromati¢na jedra hromofobnih celija, okruzena bledom 1 slabo ograni¢enom citoplazmom
su uo¢avana u vecoj meri naroc€ito u srediSnjem delu zlezde sa predominacijom bazofilnih ¢e-
lija (Slike 64 i 6B).

Na preparatima adenohipofize starijih slu¢ajeva bojenim Mallory trihromnim bojenjem
pored napred navedenih promena u morfologiji 1 distribuciji Zlezdanih Celija, zapazeno je
1zrazito prisustvo intesticijalne i perivaskularne fibroze. Parenhim Zlezde se karakterisao deli-
mic¢nom naruSenoS¢u acinusne arhitekture sa izrazito zadebljalim vezivno-tkivnim septama
unutar kojih su uo¢avana brojna i zadebljala vezivno-tkivna vlakna, kao i brojnija, vretenasta,
sa varijabilnim stepenom euhromazije, tamnoplavo prebojena jedra fibroblasta, u odnosu na
ista mladih slucajeva. Unutar zadebljalih vezivno-tkivnih pregrada adenohipofiza ovih sluca-
jeva su se uocavali krvni sudovi manjeg kalibra, pravilnijeg okruglastog oblika i zadebljalih

zidova u odnosu na krvne sudove adenohipofize mladih slucajeva (Slike 6C i 6D).
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Slika 6. (A) 1. Krupne bazofilne ¢elije razlicitih oblika, 2. Krvni sud malog lumena, slucaj
Zenskog pola starosti 73 godine, HE bojenje; uveéanje 400x; (B) 1. Zlezdani acinus, 2. Vezivno
tkivo, 3. Vakuole u citoplazmi, slucaj muskog pola starosti 80 godina; HE bojenje; uvecanje
400x; (C) 1. Krvni sud malog lumena, 2. Zlezdani acinus nejasno ograniéen, slucaj muskog
pola starosti 89 godina, Mallory trihromno bojenje; uvecanje 400x. (D) 1. Debela vezivno-
tkivna pregrada, 2. Jedro fibroblasta, s/ucaj Zenskog pola starosti 95 godina; Mallory tri-
hromno bojenje; uvecanje 400x.

MorfoloSka analiza imunohistohemijski obradenih preparata

Imunohistohemijska analiza je podrazumevala ispitivanje prisustva morfoloskog tipa
imunoreaktivnosti tkiva adenohipofize na monoklonalna antitela za kolagen tipa IV 1 ACTH,
kao i na poliklonalno antitelo za S-100 protein u cilju detekcije kolagena tipa IV, kortiko-

tropnih 1 folikulostelatnih ¢éelija kod slucajeva razli¢itog pola i starosti.
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Kolagen tipa IV

Braon prebojeni snopovi vlakana kolagena tipa IV su uocavani predominantno kao
sastavni strukturni element intersticijumskog vezivnog tkiva adenohipofize, u kojoj su oni
ucestvovali u formiranju iregularne dvodimenzionalne mreze unutar koje su bili smeSteni
acinusi endokrinih ¢elija. Dodatno, njegovo prisustvo je zapazeno i unutar zidova krvnih

sudova kao deo njihovih bazalnih membrana (Slike 74, 7B, 7C, 7D).

Slika 7. (A) Vlakna kolagena tipa IV, formacija oblika mreze, slucaj Zenskog pola starosti 46
godina; (B) Zlezdani acinus, slucaj Zenskog pola starosti 56 godina; (C) Zadebljala vlakna ko-
lagena tipa IV, slucaj Zenskog pola starosti 80 godina; (D) Siroka polimerna mreZa kolagena tipa
IV, slucaj muskog pola starosti 80 godina. Bojenje antitelima na kolagen tipa IV; uvecanje 400x.

Kod mladih slu¢ajeva, ova mreza se sastojala iz tankih i redih kolagenih vlakana, koja su
u pojedinim delovima parenhima pars distalis-a bila potpuno odsutna, §to je granicu izmedu
pojedinih acinusa Cinilo slabije uocljivom ili potpuno odustnom. Krvni sudovi tipa sinusoida
koji su se nalazili izmedu Zlezdanih acinusa, karakterisali su se Sirokim lumenom nepravilnog

oblika, tankim zidovima unutar kojih su, kao sastavni deo njihovih bazalnih membrana, uoca-
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vani slabo izrazeni snopovi vlakana kolagena tipa IV koji su bili povezani sa znatno brojnijim
vlaknima vezivno-tkivnih septi (Slike 74 i 7B).

Sa starenjem, uoceno je prisustvo perivaskularne fibroze koja je bila najizrazenija u
hilusu intermedijarnog dela parenhima, dok je u ostalim delovima adenohipofize ona bila
slabije izrazena. U intersticijumu je uocena znatno gus¢a mreza nepravilnog oblika safinjena
od medusobno isprepletanih i znatno debljih u odnosu na mlade slucajeve kolagenih vlakana.
Unutar zadebljalih zidova uocenih krvnih sudova, koji su se karakterisali i znatno uzim
lumenom pravilnijeg oblika, detektovana su znatno deblja i brojnija kolagena vlakna njihovih
bazalnih membrana. Sa povecanjem prisustva kolagenih vlakana, na preparatima je uoceno
istovremeno smanjenje broja i veli¢ine zlezdanih acinusa i to narocito u intermedijarnom delu

adenohipofize (Slike 7C i 7D).

ACTH Celije

Primena monoklonalnog antitela za ACTH omogucila je histolosku diferencijaciju adre-
nokortikotropnih od ostalih bazofilnih ¢elija (tireotropa i gonadotropa).

Adrenokortikotropne ¢elije su uocavane kao braon prebojene, pretezno ovalnog ili poligo-
nalnog oblika, sa okruglim, euhromati¢nim, 1 ekscentri¢no postavljenim plavo prebojenim
jedrom (Slike 84, 8B, 8C, 8D, 8E, 8F). Na ve¢em uvecanju mikroskopa, u perifernom delu nji-
hove citoplazme zapazan je varijabilan broj krupnih, tamnobraon prebojenih sekretornih granu-
la. Kod mladih slu¢ajeva, Zlezdani acinusi su se sastojali predominantno od ACTH negativnih,
dok su izmedu njih detektovane pojedinacne ili grupe sacinjene od dve do tri ili rede vise
ACTH pozitivnih ¢elija. Njihovo prisustvo je bilo narocito izrazeno u intermedijarnom delu
(Slike 84 i 8B), dok je njihov broj bio neSto manji u lateralnom delu adenohipofize (Slika SE).

Kod starijih slucajeva, ACTH pozitivne ¢elije su predominirale svojim brojem i velici-
nom unutar zlezdanih acinusa intermedijarnog dela pars distalis-a, dok su ACTH imunone-
gativne Celije u ovom delu adenohipofize bile znatno slabije zastupljene (Slike 8C i 8D). U
njihovoj citoplazmi su znatno ¢eS¢e uocavane vakuole varijabilnog oblika 1 veli¢ine koje su
dovodile do dislokacije jedra ka suprotnom polu ¢elije. U pojedinim delovima parenhima koji
su se karakterisali naruSenom acinusnom arhitekturom, retke ACTH pozitivne ¢elije su uoca-
vane u perivaskularnim prostorima intersticijuma, $to moze predstavljati 1 posledicu procesa
histoloSke obrade tkiva. Kod ovih slucajeva, znacajnije prisustvo adrenokortikotropnih ¢elija
je detektovano 1 unutar acinusa pars lateralis-a (Slika 8F). Kod jednog slucaja zenskog pola
starog 71 godinu, veliki broj ACTH imunopozitivnih éelija je uo¢en kako u svim delovima pars

distalis-a, tako 1 unutar neurohipofize, sto predstavlja fenomen bazofilne invazije (Slika SF).
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Slika 8. (A) Pojedinacne ACTH c¢elije u pars distalis-u adenohipofize, slucaj Zenskog pola
starosti 46 godina; (B) ACTH ¢elije u pars distalis-u adenohipofize, slucaj muskog pola starosti
44 godine; (C) 1. Zlezdani acinus ispunjen ACTH ¢elijama u pars distalis-u adenohipofize, siucaj
muskog pola starosti 66 godina; (D) 1. Izrazene vezivno-tkivne pregrade; 2. ACTH Celije u pars
distalis-u adenohipofize, slucaj Zenskog pola starosti 71 godinu; (E) 1. Pojedinatne ACTH ¢elije
u pars lateralis-u adenohipofize, slucaj muskog pola starosti 44 godine; (F) Bazofilna invazija
ACTH ¢elijama u pars lateralis-u adenohipofize, 1. Vakuole u citoplazmi ACTH C¢elija, slucaj
Zenskog pola starosti 71 godinu; Bojenje antitelima na ACTH; uvecanje: 400x.
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Folikulostelatne (FS) celije

Na histoloskim preparatima, FS ¢elije su uocavane kao zvezdolike, crveno prebojene S-
100 imunopozitivne ¢elije smeStene izmedu hormon sekretujuéih celija acinusa adenohipo-
fize (Slika 94). Pozitivnom reakcijom na anti — S-100 antitelo su se karakterisali kako cito-
plazma, tako 1 jedro ovih ¢elija. KarakteristiCan oblik ovih ¢elija je uslovio da se na poje-
dinim delovima histoloskih preseka izmedu zlezdanih ¢elija acinusa uocavalo samo njihovo
S-100 imunopozitivno jedro sa uzanim slojem citoplazme koja ga je okruzivala ili delovi S-
100 pozitivne citoplazme njihovih nastavaka.

Mladi slucajevi su se karakterisali predominantno prisustvom pojedinacnih FS ¢elija, ko-
je su retko u pojedinim delovima parenhima formirale male grupacije sacinjene od dve do tri
S-100 pozitivne celije. U tom slucaju, dugi i tanki nastavci ovih ¢elija su se pruzali izmedu
endokrinih ¢elija i medusobno su bili povezani (Slika 94). Kod napred navedenih slucajeva
nije uocena znacajnija predominacija prisustva S-100 imunopozitivnih ¢elija u razli¢itim
delovima pars distalis-a hipofize.

Kod starijih slucajeva, zapazene su znacajno brojnije S-100 pozitivne FS ¢elije, koje su
¢esto medusobno bile povezane svojim nastavcima, zbog €ega jasna granica izmedu njih nije
mogla biti uocena (Slika 9B). Znacajnije prisustvo ovih ¢elija je detektovano u intermedijar-
nom u odnosu na lateralne delove adenohipofize (Slika 9C). U pojedinim delovima pa-
renhima retko su se uocavale S-100 pozitivne zone safinjene od struktura koje nisu posedo-
vale zvezdast oblik. Unutar ovih struktura detektovan je odreden broj malih S-100 negativnih
plavo prebojenih jedara Sto indirektno moZe da ukaze da one verovatno predstavljaju manje
ili ve¢e grupe FS ¢elija €1j1 oblik 1 granice nisu jasno definisani (Slika 9D). U sredistu pojedi-
nih acinusa uo¢avan je lumen koji je ispunjen pretezno S-100 negativnim materijalom, tako
da su u celini te formacije poprimale izgled folikula (Slika 9F). Ovakve strukture su cesSce
uocavane kod starijih slucajeva, posebno u delu pars intermedia lokalizovanom neposredno
ispred lobus posterior-a. Pored S-100 negativnog koloida u njithovom sredistu, okruZenog pre-
dominantno S-100 negativnim kuboidnim 1ili cilindri¢énim ¢elijama, u njihovoj okolini nalazile
su se grupe FS celija. U pojedinim slucajevima, nastavci tih FS Celija su se pruzali do foli-
kularnog zida, provlacili izmedu ¢elija njegovog zida 1 dospevali do perifernih delova koloida

(Slika 9E). Rede, uocavane su FS ¢elije koje su ulazile u sastav folikularnog zida (Slika 9F).
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Slika 9. (A) 1. Grupe FS ¢elija u adenohipofizi, slucaj muskog pola starosti 44 godine; (B)
FS C¢elije adenohipofize, slucaj Zenskog pola starosti 80 godina; (C) Grupe FS celija
adenohipofize, slucaj Zenskog pola starosti 71 godinu; (D) S-100 pozitivne strukture bez
formiranja zvezdastih formacija, adenohipofiza slucaja muskog pola starosti 70 godina;
(E) Adenohipofiza slucaja muskog pola starosti 80 godina; 1 —Folikul okruzen S-100
negativnim celijama; 2 — Folikul sa fokalnom S-100 pozitivnom reakcijom unutar zida;
3 — Grupa FS ¢elija; (F) S-100 imunoreaktivne FS celije na ivici folikula u adenohipofizi

slucaja muskog pola starosti 89 godina. S-100; uvecanje 1000x.

50



Rezultati

MORFOMETRIJSKA ANALIZA

Morfometrijska analiza je radena na preparatima bojenim histohemijskom i imunohisto-

hemijskom metodom.

Morfometrijska analiza histohemijski obradenih preparata

Ovaj deo morfometrijske analize obuhvatao je kvantifikaciju veliine i oblika ¢elija adenohi-
pofize, zatim kvantifikaciju promene celularnog sastava adenohipofize (acidofila, bazofila i hro-
mofoba), kao i kvantifikaciju prisustva vezivnog tkiva u adenohipofizi i njene vaskularizacije to-
kom procesa starenja. Analizirano je svih 29 slucajeva (15 muskog i 14 Zenskog pola) ¢ija se sta-
rost kretala izmedu 33 1 95 godina (prosecno 64 godine). Najmladi ispitivani sluc¢aj muskog pola
je bio star 33 godine, a najstariji 89 godina (prosecno 61 godina), dok je najmladi ispitivani slucaj
zenskog pola bio star 45 godina, a najstariji 95 godina (prose¢no 70 godina).

Rezultati morfometrijske analize su prikazani u Tabeli 1. Starost ispitanih slucajeva, pol,
area (Aap) 1 perimetar (Bap) ¢elija adenohipofize, njihov oblikovni faktor (OF), zatim pro-
secna (MOD), medijanska (MdOD) i integralna (IOD) opticka gustina tkiva adenohipofize,
zapreminska gustina vezivnog tkiva (Vyr) adenohipofize, zapreminska (Vygs), povrSinska
(Svks) 1 duzZinska (Lyks) gustina krvnih sudova adenohipofize su podvrgnuti eksploratornoj
faktor analizi u verziji 2007 NCSS-a sa ciljem ustanovljavanja veze izmedu starosti ispitiva-
nih slucajeva i napred navedenih morfometrijskih parametara. Pre same analize izvrSena je
procena prikladnosti podataka za faktorsku analizu. Korelaciona matrica ispitivanih parame-
tara (Tabela 2) je ukazala na prisustvo znaCajnog broja koeficijenata korelacije Cija je
vrednost iznosila iznad 0.3. Vrednost Phi indeksa je iznosila 0.4, a Bartletov test sferi¢nosti je
bio statisticki znacajan (p<0.0001), Sto sve ukazuje na faktorabilnost korelacione matrice.

Analiza glavnih komponenti je otkrila prisustvo tri komponente Cija je karakteristicna
vrednost bila preko 1 1 koje su objasnjavale svaka posebno 48.45%, 44.09% 1 19.59% ukupne
varijanse. Pregledom dijagrama prevoja, utvrdeno je prisustvo jasne tacke preloma nakon
druge komponente. Na osnovu Katelovog kriterijuma zadrzane su tokom daljeg istrazivanja
prve dve komponente, koje su objasnjavale 92.55% ukupne varijanse 1 to komponenta 1
48.45%, a komponenta 2 44.09%. Nakon izvrSene oblimin rotacije uoceno je da obe kompo-
nente sadrze veliki broj zna€ajnih faktorskih teZina, pri ¢emu svi parametri daju znatnu teZinu
samo po jednoj komponenti. U prvoj komponenti najvecu tezinu poseduje povrSinska, zatim

zapreminska gustina krvnih sudova adenohipofize. Potom slede area, perimetar adenohipofiznih
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Tabela 1. Prose¢ne vrednosti morfometrijskih parametara svih 29 analiziranih slu¢ajeva dobijenih
kao rezultat morfometrijske analize.

Slucaj Starost Pol  Aay Ban OF IOD MOD MdOD Vyr Vyks Svks Lyks
(mm®) (mm) (%) (%) (mm) (mm?)

x107 x107

33  Muski 98.66 47.87 0.753 2823.27 0.151 0.034 1131 525 15.35 0.35

[

2 35 Muski 99.01 48.05 0.757 5490.70 0.066 0.013 1247 4.76 13.06 0.17
3 44  Muski 108.99 37.81 0.761 4299.07 0.124 0.039 1398 495 1523 0.30
4 45 Muski 103.73 46.42 0.747 3963.84 0.193 0.118 11.92 4.07 13.96 0.44
5 45  Zenski 107.38 4539 0.789 375326 0.174 0.080 12 2.62 10.53 0.32
6 46 Zenski 124.96 46.17 0.754 5694.52 0.094 0.031 11.66 4.97 16.74 0.35
7 51 Zenski 100.28 51.41 0.771 2743.98 0.030 0.009 14.62 5.53 14.92 0.16
8 52 Muski 110.05 40.47 0.745 6985.84 0.322 0.116 146 322 1229 0.21
9 55 Muski 97.09 42.77 0.774 2680.88 0.205 0.061 15.18 5.87 16.86 0.26
10 56 Zenski 103.34 46.79 0.768 3688.18 0.159 0.070 1523 4.44 12.75 0.14
11 64 Muski 8336 41.55 0.727 405339 0.116 0.024 19.53 53 1592 0.28
12 66 Muski 131.43 4542 0.748 541335 0.083 0.029 18.87 4.03 9.36 0.27
13 68 Zenski 132.08 4039 0.757 6300.20 0.161 0.057 19.65 3.94 16.42 0.24
14 70  Muski 119.68 44.88 0.739 12407.93 0.364 0.157 17.03 1.93 7.23 0.16
15 71  Zenski 141.05 4639 0.753 2157.18 0.205 0.084 14.61 3.02 9.34 0.28
16 73  Muski 97.95 42.73 0.743 10621.82 0.096 0.066 16.02 3.87 10.87 0.28
17 73 Zenski 13497 4031 0.781 7013.25 0.080 0.017 17.63 4.3 14.08 0.28
18 75 Muski 116.13 43.74 0.757 3272.01 0.096 0.061 1835 4.38 13.68 0.32
19 75 Muski 120.54 48.69 0.726 4228.82 0.023 0.005 19.56 0.14 0.57 0.21
20 75 Muski 101.83 4230 0.756 5685.80 0.126 0.059 18.14 494 14.24 0.30
21 76  Zenski 112.41 4547 0.767 3278.75 0.124 0.023 22.6 497 14.78 0.01
22 78  Zenski 160.44 4094 0.755 967.59 0.108 0.060 16.77 4.96 11.17 0.22
23 78  Zenski 119.08 40.90 0.766 2830.66 0.167 0.043 17.09 4.92 14.94 0.26
24 80 Muski 138.03 41.23 0.735 492335 0.110 0.035 16.38 3.99 8.71 0.26
25 80 Zenski 129.12 39.38 0.753 3075.91 0.079 0.010 1536 2.83 12.63 0.32
26 81 Zenski 124.77 41.68 0.754 2847.30 0.081 0.033 19.49 3.66 12.42 0.25
27 83  Zenski 119.28 44.32 0.756 2714.08 0.080 0.026 17.04 142  4.99 0.10
28 89 Muski 107.82 40.41 0.771 2781.03 0.083 0.006 17.31 2.92 10.29 0.28
29 95 Zenski 144.04 43.96 0.756 778.48 0.083 0.010 20.05 2.4 8.79 0.28

Ay —area MdOD — medijanska opticka gustina

Bap — perimetar Vyr— zapreminska gustina vezivnog tkiva

OF — oblikovni faktor Vyis — zapreminska gustina krvnih sudova

IOD - integralna opticka gustina Svks— povrsinska gustina krvnih sudova

MOD — prosecna opticka gustina Lyks— duzinska gustina krvnih sudova
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¢elija 1 starost ispitanih slucajeva. Na kraju, u ovaj faktor su uvrsteni i duzinska gustina krv-
nih sudova, kao i zapreminska gustina vezivnog tkiva adenohipofize. Za razliku od prve kom-
ponente u koju su svrstani oni morfometrijski parametri koji koreliraju sa staros¢u, u drugu
komponentu su svrstani oni parametri koji koreliraju sa polom ispitanih slucajeva. Najvecu
faktorsku tezinu je posedovala integralna, zatim prosecna i medijanska opti¢ka gustina i, na
kraju pol ispitanih slucajeva i oblikovni faktor adenohipofiznih ¢elija (Tabela 3). Prema tome,
rezultati eksploratorne faktor analize su ukazali da su koli¢ina prisutnog vezivnog tkiva, pro-
krvljenost 1 veli¢ina ¢elija adenohipofize povezani sa procesom starenja, dok su njena histo-

loska struktura, oblik, a delimi¢no 1 veli¢ina ¢elija povezani sa polom ispitanih slucajeva.

Tabela 2. Korelaciona matrica morfometrijskih parametara adenohipofize ispitanih slucajeva.

Varij able Pol AAH B AH OF MOD IOD MdOD VVT VVKS SVKS LVKS
Starost 0.25 052 053 -0.13 -0.13 -0.14 -0.05 076 -0.42 -044 -0.21

Pol 048 042 048 -0.37 -038 -0.15 0.12 -0.05 0.08 0.06
Aan 0.99 -0.04 -0.18 -0.19 -0.05 027 -0.31 -0.34 -0.17
Ban -0.15 -0.14 -0.15 -0.02 029 -036 -040 -0.21
OF -031 -030 -0.14 -0.19 029 039 027
MOD 1.000 0.89 -0.04 -0.13 -0.07 -0.01
10D 0.88 -0.04 -0.13 -0.07 -0.02
MdOD 0.14 -0.08 0.04 0.10
Vvr -0.20 -0.23 -0.14
Vyks 0.88  0.60
Svks 0.81

Ay — area MdOD — medijanska opticka gustina

By~ perimetar Viyr— zapreminska gustina vezivnog tkiva

OF — oblikovni faktor Vyks — zapreminska gustina krvnih sudova

10D - integralna opticka gustina Syks — povriinska gustina krvnih sudova

MOD - proseéna opticka gustina Lyvks— duzinska gustina krvnih sudova
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Tabela 3. Matrica faktorskih tezina i korelacija promenljivih i dva faktora dobijenih tokom
analize glavnih komponenti oblimin rotacijom.

Parametar Faktorske tezine Koeficijenti korelacije Deo varijanse
promenljivih i faktora objasnjen
zajednickim
Komponenta 1 Komponenta 2 Komponenta 1 Komponenta 2 .

Starost 0.693 0.156 0.481 0.024 0.505
Pol 0.190 0.473 0.036 0.223 0.260
Aan 0.690 0.291 0.476 0.085 0.560
Ban 0.737 0.233 0.544 0.054 0.598
OF -0.316 0.382 0.100 0.146 0.246
MOD -0.007 -0.968 0.000 0.936 0.936
I0OD -0.007 -0.970 0.000 0.941 0.941
MdOD 0.017 -0.765 0.000 0.585 0.585
Vyr 0.456 0.023 0.208 0.001 0.209
Vyks -0.738 0.187 0.545 0.035 0.580
Svks -0.817 0.162 0.668 0.026 0.694
Lvks -0.559 0.101 0.312 0.010 0.323

Appi— area MdOD — medijanska opti¢ka gustina

By — perimetar Vyr— zapreminska gustina vezivnog tkiva

OF — oblikovni faktor Vs — zapreminska gustina krvnih sudova

[0D — integralna opticka gustina Sys— povriinska gustina krvnih sudova

MOD - prose&na opticka gustina Lyks— duzinska gustina krvnih sudova

Prosecne vrednosti analiziranih morfometrijskih parametara slu¢ajeva muskog i1 Zenskog

pola su prikazane u Tabeli 4.
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Tabela 4. Vrednosti analiziranih morfometrijskih parametara kod sluc¢ajeva muskog i zenskog

pola.

Muski

Varijable n  Prosek  Mediana SD SE 95% CI
Starost 15 62 66 17 4 9

A (mm®) 15  108.95 107.82 14.28 3.69 7.23
Bap (mm) 15 42.43 41.68 2.83 0.73 1.43
OF 15 0.749 0.748 0.014 0.004 0.007
MOD 15 0.157 0.126 0.084 0.022 0.042
10D 15 5308.74 4299.07 2815.34 726.92  1424.73
MdOD 15 0.053 0.043 0.040 0.010 0.020
Vvr (%) 15 16.04 16.38 2.73 0.70 1.38
Vvks (%) 15 3.97 4.07 1.47 0.38 0.74
Svks (mm™) x107 15 11.84 13.06 4.21 1.09 2.33
Lyks (mm™) x107 15 0.25 0.26 0.09 0.02 0.048

Zenski
Starost 14 70 75 15 4 8

Aay (mm?) 14 125.23 124.86 16.78 4.48 8.79
Ban (mm) 14 45.10 45.41 3.15 0.84 1.65
OF 14 0.763 0.757 0.011 0.003 0.006
MOD 14 0.102 0.089 0.055 0.015 0.029
10D 14 3417.38 2961.61 1816.99 485.61 951.78
MdOD 14 0.042 0.030 0.034 0.009 0.018
Vvr (%) 14 16.70 16.91 3.09 0.82 1.62
Vvks (%) 14 3.86 4.12 1.23 0.33 0.64
Svks (mm™) x107 14 12.46 12.69 3.27 0.87 1.890
Lyks (mm?) x10° 14 0.26 0.27 0.08 0.02 0.049

Ay — area

Ban — perimetar

OF — oblikovni faktor

IOD - integralna opticka gustina

MOD - proseéna opticka gustina

MdOD — medijanska opticka gustina

Vyr— zapreminska gustina vezivnog tkiva

Vyks— zapreminska gustina krvnih sudova

Svks— povrsinska gustina krvnih sudova

Lyks — duzinska gustina krvnih sudova
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Napred navedene vrednosti su analizirane t-testom nezavisnih uzoraka. Prosecna starost
(Grafikon 1), zatim prosecne vrednosti zapreminske gustine vezivnog tkiva, zapreminske, po-
vrsinske i duzinske gustine krvnih sudova adenohipofize nisu se statisti¢ki znacajno razliko-
vale (p>0.05) izmedu slucajeva muskog i zenskog pola (Grafikoni 24, 2B, 2C i 2D). Nasuprot
napred navedenim parametrima, proseCna vrednost aree cCelija adenohipofize slucajeva
zenskog pola je bila statisticki znacajno visa u odnosu na istu slucajeva muskog pola (t(27) =
2.82, p = 0.009). Uo&ena razlika (prosetna vrednost razlike = 16.27 um?, CI: 4.43 — 28.12 um?)
se karakterisala vrlo velikom veli¢inom uticaja (n° = 0.23), ukazujuéi da su analizirane éelije
adenohipofize znacajno krupnije kod slu¢ajeva zenskog u odnosu na sluc¢ajeve muskog pola
(Grafikon 3A4). Sli€no prosecnoj arei, prosecan perimetar (Grafikon 3B) je bio statisticki
znacajno visi kod slucajeva zenskog u odnosu na slucajeve muskog pola (t(27) = 2.41, p =
0.024; prosecna razlika = 2.67 um; CI: 0.39 —4.95 um), kao i oblikovni faktor (Grafikon 3C)
(t(27) = 2.88, p = 0.008; prosecna razlika = 0.014; CI: 0.004 — 0.023), §to u slucaju prose¢nog
perimetra (n° = 0.18), kao i oblikovnog faktora (> = 0.24) predstavlja vrlo veliku razliku 1
ukazuje da su ove ¢elije kod slucajeva zenskog pola krupnije i da se istovremeno karakterisu i
znacajno pravilnijim oblikom. Nasuprot napred navedena dva parametra, prose¢na integralna
opticka gustina (Grafikon 3D) (t(27) =2.13, p = 0.042; prosecna razlika = 1891.36; CI: 71.04
— 3711.67) 1 prosecna opticka gustina (Grafikon 3C) (t(27) = 2.12, p = 0.045; prose¢na
razlika = 0.06; CI: 0.001 — 0.110) analiziranih vidnih polja tkiva adenohipofize su statisti¢ki
znacajno vise kod slucajeva musSkog u odnosu na slucajeve Zenskog pola. Prosecna
medijanska opticka gustina (Grafikon 3C) se ne razlikuje statisticki znacajno izmedu
slucajeva musSkog 1 slucajeva zenskog pola (p>0.05). Prema tome, ¢injenica da su dva od
napred navedena tri oblika opticke gustine statisticki znacajno visa kod sluc¢ajeva muskog u
odnosu na slucajeve Zenskog pola, pri ¢emu se ta razlika u oba slucaja karakteriSe velikim
efektom velicine (r12 =0.14 1 za IOD i za MOD), moze indirektno da ukaze na moguce razlike
u celularnom sastavu tkiva adenohipofize slucajeva suprotnog pola i eventualno znacajnije

prisustvo bazofila kod slucajeva muskog pola.
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Grafikon 1. Prosecna starost ispitanih slucajeva muskog i Zenskog pola
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Grafikon 2. Prosecna zapreminska gustina vezivnog tkiva (A), zapreminska (B), povrSinska
(C) 1 duzinska gustina krvnih sudova adenohipofize (D) slu¢ajeva muskog i Zenskog pola.
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Grafikon 3. Prose¢na area (A), perimetar (B) ¢elija adenohipofize, prosean oblikovni faktor,
prosecna i medijanska (C), kao i prose¢na integrisana opticka gustina tkiva adenohipofize kod
ispitanih slucajeva muskog i Zenskog pola (D).

Veza izmedu ispitivanih morfometrijskih parametara adenohipofize i starosti ispitivanih

slucajeva je ispitivana pomocu Pearson-ovog koeficijenta linearne korelacije (Tabela 5).

Tabela 5. Korelaciona matrica Pearson-ovog koeficijenta linearne korelacije izmedu starosti
ispitanih slucajeva s jedne 1 prosecne aree i perimetra ¢elija adenohipofize, prosecne zapre-
minske gustine vezivnog tkiva, prose¢ne zapreminske, povrSinske 1 duzinske gustine krvnih
sudova adenohipofize istih sa druge strane.

Parametar Al Ban OF MOD IOD MdOD Vyr Vwks Swvks  Lyks
R 052 053 -0,13 -0,13 -0,14 -0,05 0,76 -0,42 -0,44 -0,21

Starost p 0,004 0,003 0492 0,500 0,483 0,796 0,000 0,024 0,017 0,263
n 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29

Ay —area

B Ay — perimetar

OF — oblikovni faktor

IOD - integralna opticka gustina
MOD - prosecna opticka gustina

MdOD — medijanska opticka gustina
Vyr— zapreminska gustina vezivnog tkiva
Vyks — zapreminska gustina krvnih sudova
Svks— povrsinska gustina krvnih sudova

Lygs— duzinska gustina krvnih sudova
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Rezultati korelacione analize su ukazali na prisustvo statisticki znacajnog i velikog
porasta prose¢ne aree (R = 0.52, n =29, p = 0.004), prose¢nog perimetra (R = 0.53, n = 29,
p = 0.003) i prosecne zapreminske gustine vezivnog tkiva adenohipofize (R = 0.76, n = 29,
p < 0.0001) tokom procesa starenja. Za razliku od napred navedenih parametara, prose¢na
zapreminska 1 povrSinska gustina krvnih sudova adenohipofize su ispoljavale statisticki
znacajan pad (proseCna zapreminska gustina: R = —0.42, n = 29, p = 0.024; prose¢na povr-
Sinska gustina: R = -0.44, n = 29, p = 0.017) tokom procesa starenja. Veza izmedu ova dva
parametra i starenja je bila umerenog intenziteta.

Dodatno, primenom linearne regresione analize ispitana je prediktivna sposobnost stare-
nja za one morfometrijske parametre koji su statisticki znacajno korelirali sa staros¢u analizi-
ranih slucajeva.

Tako, rezultati linearne regresione analize su ukazali da starenje predstavlja statisticki
znacajan prediktor prosecne aree Celija adenohipofize (F(1,27) = 10.19, p = 0.004), prema
modelu koji je identifikovan slede¢om jednadinom: Ay = 80.25 pm* + 0.55 x starost. Prema
napred navedenom modelu, starost ispitanih slucajeva objasnjava 25% ukupne varijanse
proseéne aree éelija adenohipofize (korigovani R* = 0.25), §to predstavlja veoma veliki efekat
veli¢ine (Grafikon 44).

Slicna veza, samo joS jafeg intenziteta je ustanovljena izmedu starosti 1 prosecnog
perimetra. I u ovom slucaju starost predstavlja statisticki znacajan prediktor prosecnog
perimetra adenohipofiznih ¢elija (F(1,27) = 10.66, p = 0.003). Identifikovana jednacina (Bagy
= 36.79 um + 0.11 x starost) je ukazala da starost objasnjava 26% ukupne varijanse ovog
morfometrijskog parametra (korigovani R* = 0.26), §to predstavlja veliki efekat (Grafikon 4B).

Starost ispitanih sluCajeva takode predstavlja statisticki znacajan prediktor prosecne
zapreminske gustine vezivnog tkiva adenohipofize (F(1,27) = 37.88, p<0.0001). Prema
identifikovanom modelu (Vyr = 7.52 % + 0.13 x starost ispitanog slucaja), starost ispitanih
slutajeva bi objasnjavala 57% ukupne varijanse ovog parametra (korigovani R* = 0.57), §to
takode predstavlja vrlo veliki efekat (Grafikon 5).

Kada je u pitanju prose¢na zapreminska gustina krvnih sudova adenohipofize, starost je
takode predstavljala statisticki zna€ajan prediktor (F(1,27) = 5.76, p = 0.024). Medutim,
prema identifikovanom modelu (Vygs = 6.17 % — 0.03 x starost ispitanog slucaja), starost
ispitanih slucajeva je objasnjavala samo 15% ukupne varijanse ovog parametra (korigovani
R? = 0.15), $to predstavlja slabiji u odnosu na prethodna dva, ali jo§ uvek umereni efekat

(Grafikon 6A).
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Konacno, starost takode predstavlja statisticki znacajan prediktor prosecne povrSinske
gustine krvnih sudova adenohipofize (F(1,27) = 6.41, p = 0.017). Identifikovani model
(Svks = 19 x 10° pm? — 0.01 x 107 x starost) je ukazao da starost ispitanih slu¢ajeva
objasnjava 16% ukupne varijanse ovog parametra (korigovani R? = 0.16), to predstavlja

umereni efekat (Grafikon 6B).

180
160 - ! , ! , 1 , , .
140 -
120

100 -

AAH

80
60 -
40 -

20 | , ,
y=0.55 X +80.25

R?=0.27
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Starost

60.00 4

50.00 ~+

40.00

20.00 ~

10.00 -

y=0.11X +36.79
R*=0.28

0.00 - | | | | | | | |
B 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Starost

Grafikon 4. Scatter dijagram korelacije izmedu starosti ispitanih slu€ajeva 1 prosecne aree (A),
odnosno prosec¢nog perimetra (B) adenohipofiznih ¢elija.
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Grafikon 5. Scatter dijagram korelacije izmedu starosti i prose¢ne zapreminske gustine
vezivnog tkiva adenohipofize ispitanih slucajeva.

Prema tome, iz svega napred navedenog moze se zakljuciti da tokom procesa starenja do-
lazi do znacajnog uvecanja veli€ine ¢elija adenohipofize. Njihova hipertrofija, koja je izraziti-
ja kod slucajeva Zenskog pola, je pracena proliferacijom vezivnog tkiva, kao i njenom slabi-
jom vaskularizacijom.

Morfometrijski parametri, kao 1 starost ispitanih sluc¢ajeva, koji su nakon izvrSene eksplorato-
rne faktor analize klasifikovani u komponentu 1 (7abela 3) koriS¢eni su kao kriterijumi za klasi-
fikaciju ispitanih slucajeva u tri starosne grupe, kako bi detaljnije bila ispitana njihova dinamika,
kao 1 dinamika preostalih morfometrijskih parametara klasifikovanih u sastavu komponente 2,
tokom procesa starenja. Sprovedena je klasifikaciona analiza metodom k-proseka. Vrednosti
morfometrijskih parametara grupa dobijenih klaster analizom su prezentovani u Tabeli 6.

Jednofaktorska analiza varijanse (One Way ANOVA) je primenjena za ispitivanje zna-
Cajnosti razlika izmedu vrednosti morfometrijskih parametara dobijenih grupa. Tako je usta-
novljeno da se prosecna starost ispitivanih grupa statisticki znacajno razlikuje (F(2,26) =
30.20, p<0.0001). Tukey-Kramer post hoc test je dodatno ukazao da je starost prve grupe bila
statisticki znacajno niza u odnosu na II i III (p<0.05), dok je III grupa bila neznatno starija od
II, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna (p>0.05) (Grafikon 7). Broj slucajeva muskog i
zenskog pola se nije razlikovao statisticki znacajno kod grupa dobijenih klasifikacionom ana-

lizom (y° = 1.84, SS =2, n =29, p = 0.40).
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Tabela 6. Prosecne vrednosti ispitivanih morfometrijskih parametara grupa dobijenih klasifi-

kacionom analizom.

Grupa |
Varijabla N Prosek Md SD SE 95% CI
Starost 12 50 49 11 3 6
Aap (mm’) 12 102.90 101.81 9.89 2.85 5.60
Bag (mm) 12 41.08 40.7 1.87 0.54 1.06
OF 12 0.757 0.756 0.016 0.005 0.009
MOD 12 0.141 0.12 0.069 0.02 0.039
10D 12 4733.23 4008.61 2263.54 653.43 1280.69
MdOD 12 0.047 0.048 0.032 0.009 0.018
Vyr (%) 12 14.04 14.29 2.37 0.68 1.34
Vyks (%) 12 4.57 4.86 0.97 0.28 0.55
Svks (mm™) x 10° 12 14.00 14.44 2.15 0.62 1.22
Lyks (mm?) x 107 12 0.27 0.28 0.04 0.01 0.02
Grupa II
Starost 7 77 75 10 4 7
Aap (mm’) 7 133.78 131.43 15.59 5.89 11.55
Ban (mm) 7 47.09 46.79 2.5 0.94 1.85
OF 7 0.748 0.753 0.011 0.004 0.008
MOD 7 0.121 0.08 0.118 0.044 0.087
10D 7 4095.35 2714.08 4027.05 1522.08 2983.23
MdOD 7 0.043 0.023 0.055 0.021 0.041
Vvr (%) 7 17.71 17.04 1.9 0.72 1.41
Vyks (%) 7 2.56 2.4 1.62 0.61 1.20
Svks (mm™) x 107 7 7.35 8.79 3.56 1.35 2.64
Lyks (mm?) x 107 7 0.14 0.16 0.06 0.02 0.04
Grupa III
Starost 10 78 77 6 2 3
Aay (mm?) 10 121.62 121.92 12.14 3.84 7.52
Ban (mm) 10 44.53 44.69 2.29 0.72 1.42
OF 10 0.760 0.757 0.012 0.004 0.007
MOD 10 0.125 0.096 0.049 0.015 0.030
10D 10 4200.83 3275.38 1624.39 513.68 1006.79
MdOD 10 0.051 0.039 0.032 0.01 0.020
Vyr (%) 10 18.20 17.89 2.02 0.64 1.25
Vyks (%) 10 4.09 4.14 0.78 0.25 0.48
Svks (mm™) x 107 10 13.22 13.88 2.3 0.73 1.43
Lyks (mm?) x 10° 10 0.31 0.28 0.06 0.02 0.04

App— area

B — perimetar

OF — oblikovni faktor

10D — integralna opticka gustina

MOD - prosecna opticka gustina

MdOD — medijanska opticka gustina

Vyr— zapreminska gustina vezivnog tkiva
Vyks — zapreminska gustina krvnih sudova

Svks— povrsinska gustina krvnih sudova

Lygs— duzinska gustina krvnih sudova
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Grafikon 6. Scatter dijagram korelacije izmedu starosti i prose¢ne zapreminske (A) 1 po-
vrsinske (B) gustine krvnih sudova adenohipofize ispitanih slucajeva.
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Grafikon 7. Prosecna starost grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Prosecna area ¢elija adenohipofize se statisticki znacajno razlikuje izmedu grupa dobije-
nih klasifikacionom analizom (F(2,26) = 15.39, p<0.0001). Napred navedena razlika je vrlo
velika, to potvrduje vrednost n° = 0.54. Tukey-Kramer post hoc test je dodatno ukazao da
prosecna area statisticki znacajno raste u Il u odnosu na I grupu (p<0.05). Zatim njena vre-
dnost opada u III grupi u odnosu na II grupu, ali taj pad nije statisti¢ki znacajan (p>0.05). Ipak,
vrednost ovog parametra u III grupi ostaje statisticki znacajno viSa u odnosu na I grupu
(p<0.05) (Grafikon 84). Dakle, slucajevi II grupe, u proseku mladi od slucajeva III grupe se ka-
rakteriSu nesto izrazitijom hipertrofijom analiziranih ¢elija u odnosu na preostale dve grupe.

Prose€an perimetar ima sli¢an trend prosecnoj arei adenohipofiznih ¢elija (Grafikon 8B).
On se statisticki znacajno razlikuje izmedu dobijenih grupa (F(2,26) = 17.90, p<0.0001), pri
¢emu 1 on statistiCki znacajno raste u Il u odnosu na I grupu (p<0.05), a zatim blago opada u
IIT u odnosu na II grupu, pri ¢emu taj pad nije statisticki znacajan (p>0.05). I kod njega
vrednost u III grupi ostaje statisticki znacajno viSa u odnosu na I grupu (p<0.05). Vrednost
eta kvadrat je dodatno ukazala da su ustanovljene razlike ovog parametra ispitivanih grupa

takode velike (1> = 0.58).
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Grafikon 8. Prosecna area (A) i perimetar (B) adenohipofiznih ¢elija grupa dobijenih klasi-
fikacionom analizom.

Vrednosti oblikovnog faktora ustanovljenih grupa se ne razlikuju staisti¢ki znacajno
(p>0.05) (Grafikon 9A4). Za razliku od prose¢ne aree i perimetra, vrednosti izmerenih optickih
gustina tkiva adenohipofize (MOD, MdOD 1 IOD) ispoljavaju suprotan trend. Njihove vre-

dnosti su najvise u I grupi i opadaju u I u odnosu na I, nakon ¢ega rastu u III grupi u odnosu
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na II, ali jo§ uvek ostaju nize u odnosu na I grupu (Grafikoni 9B, C i D). Ipak, ove razlike ni-

su statisticki znacajne (p>0.05).
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Grafikon 9. Prosecan oblikovni faktor (A), prosecna (B), medijanska (C) i prosecna integrisana
opticka gustina (D) tkiva adenohipofize grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Prose¢na zapreminska gustina vezivnog tkiva adenohipofize statisticki znacajno raste kod
ispitivanih grupa (F(2,26) = 12.00, p = 0.0002). Uo&ene razlike ispoljavaju veliki efekat (n* =
0.48), pri cemu vrednost ovog parametra statisti¢ki znacajno raste u II u odnosu na I, dok
njegova vrednost u znatno manjoj meri raste u Il u odnosu na II starosnu grupu. Taj porast
nije statisticki znacajan (p>0.05), ali zato vrednost prosecne zapreminske gustine vezivnog
tkiva adenohipoize u ovoj grupi ostaje statisticki znac¢ajno visa u odnosu na I grupu (p<0.05)
(Grafikon 104). Dakle, adenohipofize slucajeva dve starije grupe su se karakterisale izraziti-
jom fibrozom u odnosu na I grupu.

Kada su u pitanju krvni sudovi adenohipofize, vrednosti prosecne zapreminske 1 povr-
Sinske gustine se statisticki znacajno razlikuju izmedu dobijenih grupa (Vyks: F(2,26) = 7.56,
p = 0.003; Syks: F(2,26) = 16.06, p<0.0001), pri ¢emu su ustanovljene razlike ispoljavale

veliki efekat veli¢ine (Vyks n° = 0.37, Svks n° = 0.55). Vrednosti ovih parametara, sli¢no
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vrednostima merenih optickih gustina tkiva adenohipofize, su u I i III grupi viSe u odnosu na
IT grupu, ali su za razliku od napred navedenih razlika optic¢kih gustina, ove razlike statisticki
znacajne (p<0.05). Vrednosti ovih parametara III grupe ostaju nize u odnosu na I grupu, ali ta

razlika nije statisticki znacajna (p>0.05) (Grafikon 104 i B).
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Grafikon 10. Prose¢na zapreminska gustina vezivnog tkiva i prosecna zapreminska gustina
krvnih sudova (A); prose¢na povrSinska gustina krvnih sudova (B) adenohipofize kod grupa
dobijenih klasifikacionom analizom.
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Konacno, trend prosecnih vrednosti duzinske gustine krvnih sudova adenohipofize ispiti-
vanih grupa se blago razlikuje od trenda prosecne zapreminske i povrSinske gustine. Ona se
statisticki znacajno razlikuje izmedu dobijenih grupa (F(2,26) = 25.33, p<0.0001), pri ¢emu
kao 1 kod dva napred navedena parametra njena vrednost je statisti¢ki znacajno najniza u Il u
odnosu na I 1 IIT grupu (p<0.05). Vrednost ovog parametra u III grupi je visa u odnosu na I
grupu, ali ta razlika nije statisticki znacajna (p>0.05). UocCene razlike se karakteriSu veoma
velikim efektom velCine (r12 = 0.66) (Grafikon 11). Dakle, slucajevi II grupe se odlikuju slabi-

jom vaskularizacijom u odnosu na I i III grupu.
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Grafikon 11. Prosec¢na duzinska gustina krvnih sudova adenohipofize kod grupa dobijenih
klasifikacionom analizom.

Prema tome, klasifikacionom analizom dobijene su tri grupe, prva u proseku najmlada i dve
grupe znacajno starije u odnosu na I, ali ¢ija se starost medusobno nije statisticki znacajno razli-
kovala. Adenohipofize slu¢ajeva dve starije grupe su se karakterisale izrazitijom fibrozom u od-
nosu na I grupu. Sadrzaj vezivnog tkiva se nije znacajno razlikovao izmedu napred navedene dve
grupe. Proces starenja je pracen i porastom veli¢ine ¢elija adenohipofize. Ipak, taj porast nije line-
aran. Slucajevi II grupe, u proseku mladi od slucajeva III grupe se karakteriSu nesto izrazitijom
hipertrofijom analiziranih ¢elija u odnosu na preostale dve grupe, ali 1 slabijom vaskularizacijom
u odnosu na I 1 III grupu. Konacno, broj slu¢ajeva muskog i Zenskog pola se ne razlikuje statisti-

&ki znacajno kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom (5 = 1.84, SS =2, n =29, p = 0.40).
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Morfometrijska analiza imunohistohemijski obradenih preparata

Morfometrijska analiza imunohistohemijski obojenih preseka obuhvatala je kvantifika-
ciju prisustva kolagena tipa IV, kortikotropnih i folikulostelatnih ¢elija kod slucajeva razlici-
tog pola i starosti.

Rezultati imunohistohemijskog dela morfometrijske analize su prezentovani u Tabeli 7.

Tabela 7. Prose¢ne vrednosti zapreminske gustine kolagena tipa IV, zatim zapreminske
gustine ACTH pozitivnih i zapreminske gustine S-100 pozitivnih ¢elija adenohipofize svih 15
analiziranih slucajeva.

Sluéaj Starost Pol VVCol I\ VV ACTH VVFSC

1 44 Muski 9.68 5.08 1.71

2 46 Zenski  10.30 6.03 3.48
3 51 Zenski 10.52 10.37 3.73
4 55 Muski 13.57 11.53 3.57
5 56 Zenski 13.03 6.59 3.75
6 66 Muski 15.23 12.33 421
7 70 Muski 18.19 10.81 2.36
8 71 Zenski  19.67 16.52 4.17
9 73 Zenski  14.27 12.98 3.11
10 75 Muski  20.29 12.64 2.38
11 80 Muski 17.74 17.50 4.28
12 80 Zenski  13.74 17.90 6.33
13 81 Zenski 16.05 491
14 83 Zenski  16.33 14.35 3.34
15 89 Muski 18.13 14.80 6.34

Vvecolrv — volumenska gustina kolagena tipa IV
Vyactn — volumenska gustina ACTH pozitivnih ¢elija

Vyrsc —volumenska gustina folikulostelatnih ¢elija

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisticki znacajne korelacije izmedu starenja
1 svih ispitanih morfometrijskih parametara. Tako je uocena statisticki znacajna korelacija iz-
medu starosti ispitanih slucajeva i prose¢ne zapreminske gustine kolagena tipa IV (R = 0.77,
n =15, p = 0.001), zatim prosecne zapreminske gustine ACTH pozitivnih (R = 0.85, n = 14,
p<0.0001) i na kraju prose¢ne zapreminske gustine S-100 pozitivnih (R = 0.55, n =15, p =
0.035) ¢elija adenohipofize (Tabela 8).
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Tabela 8. Korelaciona matrica morfometrijskih parametara i starosti imunohistohemijski
analiziranih slucajeva.

Parametar  Vycorv  Vvacru Vvrsc
R 077 0.85 0.55

Starost p  0.001 0.000 0.035
n 15 14 15
R 0.67 0.17
Vvcotv P 0.009 0.556
n 14 15
R 0.61
Vvacta P 0.022
n 14

Vycolrv — volumenska gustina kolagena tipa IV
Vyacti — volumenska gustina ACTH pozitivnih celija
Vyrsc —volumenska gustina folikulostelatnih ¢elija

Dodatno, ustanovljena je i statisticki znacajna korelacija izmedu prose¢ne zapreminske
gustine kolagena tipa IV 1 prosec¢ne zapreminske gustine ACTH pozitivnih ¢elija adenohipo-
fize (R = 0.67, n = 14, p = 0.009), $to se moze objasniti kao posledica procesa starenja. Ko-
nacno, uocena je statisticki znacajna korelacija izmedu prosecne zapreminske gustine ACTH
1 S-100 pozitivnih ¢elija adenohipofize (R =0.61, n = 14, p = 0.022).

Uocene veze izmedu analiziranih morfometrijskih parametara i starosti ispitanih slucajeva,
kao 1 izmedu prosecne zapreminske gustine ACTH pozitivnih 1 S-100 pozitivnih celija ade-
nohipofize, detaljnije su analizirane linearnom regresionom analizom. Veoma jaka 1 statisticki
znacajna korelacija izmedu prosecne zapreminske gustine kolagena tipa IV 1 starosti ispitanih
slucajeva, kao 1 prosecne zapreminske gustine ACTH pozitivnih ¢elija adenohipofize 1 starosti
ukazala je na moguce prisustvo multikolinearnosti, usled ¢ega linearna regresiona analiza
izmedu prosecne zapreminske gustine kolagena tipa IV kao nezavisne i1 prosecne zapreminske
gustine ACTH pozitivnih ¢elija adenohipofize kao zavisne promenljive nije izvrSena.

Tokom linearne regresione analize ispitivana je prediktivna sposobnost starosti ispitanih
slucajeva, kao nezavisne promenljive, 1 prosecne zapreminske gustine kolagena tipa IV, zatim
prosecne zapreminske gustine ACTH pozitivnih, kao 1 prosecne zapreminske gustine S100
pozitivnih ¢elija adenohipofize, kao zavisnih promenljivih. Medusobne veze su ispitivane po-
mocu zasebnih modela za svaku zavisnu promenljivu.

Kada je u pitanju kolagen tipa IV, identifikovani model (Vyco v = 2.82 + 0.18 x starost)
je objasnjavao 56% ukupne varijanse njegove zapreminske gustine (korigovani R* = 0.56),

Sto predstavlja veliki efekat (Grafikon 12A4) 1 ukazuje na statisticki znaCajan uticaj starenja na
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prisustvo kolagena tipa IV u adenohipofizi ispitanih slucajeva (F(1,13) = 18.34, p = 0.0008).
Dobijeni rezultati su saglasni statisticki zna¢ajnom porastu prisustva vezivnog tkiva u adeno-

hipofizi tokom procesa starenja, uoc¢enom tokom histohemijskog dela istrazivanja.
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Grafikon 12. Prosec¢na zapreminska gustina kolagena tipa IV (A), prosecna zapreminska
gustina ACTH pozitvnih (B) 1 prose¢na zapreminska gustina S-100 pozitivnih ¢elija (C)
adenohipofize tokom procesa starenja.
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Sli¢no prosecnoj zapreminskoj gustini kolagena tipa IV, uoCen je statisticki znacajan
porast prosecne zapreminske gustine ACTH pozitivnih ¢elija adenohipofize tokom procesa
starenja (F(1,12) = 30.49, p = 0.0001). Jednacina dobijena linearnom regresionom analizom
(Vvacra = 0.24 x starost — 4.02) je ukazala da starost objaSnjava 69% ukupne varijanse ovog
parametra (korigovani R* = 0.69), §to takode predstavlja veoma veliki efekat (Grafikon 12B).

Konacno, prosecna zapreminska gustina S-100 pozitivnih ¢elija adenohipofize takode
statisticki znacajno raste tokom procesa starenja (F(1,13) = 5.51, p = 0.035). Dobijeni model
(Vyrsc = 0.46 + 0.05 x starost) je ukazao da starost objasnjava 24% ukupne varijanse ovog
parametra (korigovani R” = 0.24), §to predstavlja umereni efekat (Grafikon 12C). Prema
tome, pored procesa starenja, na porast prisustva adrenokortikotropnih ¢éelija u adenohipofizi
moze da uti¢e povecano prisustvo folikulostelatnih ¢elija u njoj. Rezultati linearne regresione
analize su potvrdili napred navedenu pretpostavku i ukazali da porast prisustva folikulo-
stelatnih Celija prati statisticki znacajan porast prisustva adrenokotikotropnih celija kod
ispitanih slucajeva (F(1,12) = 6.93, p = 0.022). Identifikovana jednac¢ina (Vyacry = 5.05 +
1.87 x Vyrsc) je ukazala da prosecna zapreminska gustina folikulostelatnih ¢elija objasnjava
31% ukupne varijanse prosecne zapreminske gustine adrenokortikotropnih ¢éelija (korigovani
R*=0.31), to predstavlja umereni efekat 1 sa 69% varijanse koju objasnjava starost ispitanog
slucaja zajedno objas$njava 100% ukupne varijanse ovog parametra (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Scatter dijagram korelacije prose¢ne zapreminske gustine folikulostelatnih 1
prosecne zapreminske gustine adrenokortikotropnih ¢elija.
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Analiza razlika imunohistohemijskih morfometrijskih parametara slucajeva koji su
pripadali grupama dobijenim tokom histohemijskog dela morfometrijske analize ispitivana je
pomocu jednofaktorske analize varijanse. Na taj nacin je detaljnije ustanovljavana dinamika
ovih parametara tokom procesa starenja.

Tako, proseCna zapreminska gustina kolagena tipa IV se statistiCki znacajno razlikuje
izmedu imunohistohemijski ispitanih slucajeva grupa dobijenih tokom klasifikacione analize
histohemijskog dela studije (F(2,12) = 14.47, p = 0.0006). Dodatno, Tukey-Kramer post hoc
test je pokazao da su prosecne vrednosti ovog parametra II 1 III grupe statisti¢ki znacajno vise
u odnosu na I grupu (p<0.05). Prosena zapreminska gustina kolagena tipa IV II grupe je
nesto visa u odnosu na III grupu koja je u proseku starija, ali ta razlika nije statisticki znacaj-
na (p>0.05) (Grafikon 14A4). To je saglasno rezultatima histohemijskog dela morfometrijske
analize koji se odnose na sadrzaj vezivnog tkiva u adenohipofizi. Efekat veli¢ine ove razlike
je veoma veliki (n*=0.71).

Prosecna zapreminska gustina adrenokortikotropnih ¢elija se takode statisticki znacajno
razlikuje izmedu ispitivanih grupa (F(2,11) = 12.13, p = 0.002). Tukey-Kramer post hoc test
je dodatno ukazao da su prosec¢ne vrednosti ovog parametra statisticki znacajno vise u I i I1I
u odnosu na I grupu (p<0.05). Zapreminska gustina ACTH pozitivnih ¢elija III grupe je visa
u odnosu na II grupu, ali ta razlika nije statisticki znacajna (p>0.05) (Grafikon 14B). Efekat
veli¢ine uogenih razlika je i u ovom sluéaju bio veliki (1> = 0.69).

Konac¢no, prosecne vrednosti zapreminske gustine folikulostelatnih Celija slucajeva 11 11
grupe su niZze u odnosu na slucajeve III grupe (Grafikon 14C), ali ta razlika nije statisticki
znacajna (p>0.05).

Prema tome, rezultati imunohistohemijske analize su u velikoj meri saglasni sa rezultati-
ma histohemijske analize. Druga grupa, za koju je tokom histohemijske analize ustanovljeno
da ukljucuje slucajeve priblizno iste starosti, zatim koji se karakteriSu priblizno istim pri-
sustvom vezivnog tkiva i sli¢nim stepenom hipertrofije ¢elija adenohipofize, ali i slabijom
vaskularizacijom u odnosu na III grupu, imunohistohemijski odlikuje slican sadrzaj kolagena
tipa IV, kao 1 adrenokortikotropnih ¢elija, kao 1 u III grupi. Vrednosti ovih parametara su vise
kod ove dve grupe u odnosu na I grupu. Ipak, prisustvo folikulostelatnih ¢elija kod slucajeva

IT grupe je znatno nize u odnosu na III, a veoma sli¢no stepenu njihovog prisustva u I grupi.
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Grafikon 14. Prosecna zapreminska gustina kolagena tipa IV (A), adrenokortikotropnih
¢elija (B) 1 folikulostelatnih ¢elija (C) kod grupa dobijenih klasifikacionom analizom.

Konac¢no sadrzaj kolagena tipa IV, adrenokortikotropnih ¢elija, kao i folikulostelatnih

¢elija ne razlikuje se statisticki znacajno (p>0.05) izmedu imunohistohemijski analiziranih

sluc¢ajeva muskog i slucajeva zenskog pola (Grafikoni 15 A, B, C, D).
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Grafikon 15. Prosecna zapreminska gustina kolagena tipa IV (A), adrenokortikotropnih
¢elija (B) 1 folikulostelatnih ¢elija (C) kod imunohistohemijski analiziranih slu¢ajeva muskog

1 Zenskog pola.
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U toku poslednjih decenija sve je viSe istrazivaca koji pretpostavljaju da su endokrine
zlezde odgovorne za nastanak pojedinih promena koje se uoCavaju u covecijem organizmu
tokom starenja. Potporu za te svoje tvrdnje su nasli u sli¢noj klini¢koj slici i1 patoloskom
supstratu razli¢itih endokrinih poremecaja i odredenih klinickih sindroma koji se ¢es¢e uoca-
vaju kod starih individua. Sezdesetih godina XX veka znadajan napredak u razumevanju hi-
potalamusnih regulatornih sistema je doprineo razvoju teorija koje su isticale u prvi plan ulo-
gu alteracija neuroendokrinih regulatornih sistema u procesu starenja, $to je bilo praceno seri-
jom eksperimenata u cilju njihovog daljeg Sirenja i potvrde. Tako su prikupljeni dokazi o uti-
caju hormona iz cirkulacije na pojavu starosnih promena u mozgu. Medu njima se istice 1 po-
datak da je kod pacova ustanovljena veza izmedu obima starosnih promena mozga i intenzite-
ta aktivnosti kore nadbubrezne Zlezde tokom starenja. Napred navedene interakcije mozga i
endokrinog sistema mogu rezultirati njegovim ubrzanim oSte¢enjem i pojavom posledi¢nih
neuroendokrinih poremecaja. Uprkos velikom interesovanju za izdvajanje onih endokrinih
faktora ¢ija bi uloga bila klju¢na u starenju prvenstveno sisara, pokusaji da se to 1 eksperi-
mentalno potvrdi su bili retki (Landfield i sar., 1980).

Endokrina, kao 1 sva ostala tkiva trpe tokom starenja strukturalne promene sli¢nog ka-
raktera koje na kraju dovode do promena sekrecije odgovaraju¢ih hormona. Pri tome, obrazac
sekrecije hipotalamusnih i1 perifernih hormona se bitno razlikuje. Nivoi nekih hormona sa sta-
renjem rastu, drugih opadaju, dok se nivoi ostalih hormona tokom starenja bitnije ne menjaju.
Starenje hipofize se u funkcionalnom pogledu uglavnom manifestuje padom njene sekretorne
aktivnosti, $to potvrduju rezultati pojedinih studija koje su detektovale snizene nivoe hormo-
na rasta, prolaktina, tireostimuliSu¢eg hormona i gonadotropina u krvi. Takav poremecaj
ravnoteZe u funkcionisanju endokrinih Zlezda vodi ka pojavi sindroma zbog kojih se on pre-
dominantno karakteriSe padom fizioloskih funkcija (Landfield 1 sar., 1980; Rudman 1 sar.,
1990; Herman i sar., 2001; Smith i sar., 2005).

Tokom starenja, znacajne morfoloske i funkcionalne promene se mogu uociti na razlici-
tim nivoima HPA osovine. Znacajan pad broja neurona i kompenzatorna glioza se mogu
uociti u delovima hipotalamusa, hipokampusa 1 limbickog sistema. Degenerativne promene
na nivou hipokampusa koje se javljaju tokom fizioloSkog starenja, mogu biti odgovorne za

njegovu slabiju osetljivost na glikokortikoide, §to za rezultat ima odredeni stepen hiper-
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aktivnosti HPA osovine kod zdravih starih ljudi (Ferrari 1 sar., 2001). HPA osovina u starosti
postaje manje fleksibilna i manje senzitivna na signale negativne povratne sprege koji bi nor-
malno doveli do efikasnog zavrSetka odgovora na inicijalni stimulus. To moze rezultirati si-
nergistickom kaskadom promena tokom kojih prolongacija povisenih nivoa glikokortikoida u
krvi poreklom iz nadbubrezne zlezde moze povecati rizik za nastanak pojedinih patoloskih
stanja koja se ¢eSce javljaju sa starenjem (Seeman i Robbins, 1994).

Uprkos velikom znacaju koji se pridaje adenohipofizi za odrzavanje homeostaze celo-
kupnog ljudskog organizma, studije o njenim strukturnim promenama tokom procesa starenja
su veoma oskudne. Jo§ su rede kvantitativne studije koje bi ukazale na intenzitet istih. Ade-
kvatne studije sprovedene na humanom materijalu napred navedenih promena hipofize su
retke, tako da se u savremenoj literaturi mogu pronaci rezultati slicnih studija ali sprovedenih
na eksperimentalnim zivotinjama. Medu njima dominiraju kvantitativne imunohistohemijske,
kao 1 elektronomikroskopske studije hipofize pacova (Takahashi i sar., 1983; Console i sar.,
1994, 1995, 1997, 1998; Jurado i sar., 1998).

Makroskopski, ispitivanje starosnih promena hipofize vr$eno je in vivo pomocu kompju-
terizovane tomografije (CT). Tako su Peyster i sar. (1983) proucavajuéi volumen hipofize
otkrili da je ona kod adolescenata krupnija u odnosu na osobe mlade i starije zivotne starosti,
kao 1 to da su njena prosecna zapremina i visina viSe kod Zena u odnosu na muskarce. Prema
njima, visina hipofize je pokazivala pad sa starenjem. Sli¢ne rezultate su dobili 1 Suzuki 1 sar.
(1990) tokom svog istrazivanja. Elster 1 sar. (1990) su tokom svog istrazivanja dosli do sazna-
nja da je zapremina hipofize znacajno viSa kod adolescenata i odraslih u odnosu na decu.
Lurie i sar. (1990) su koristiv§si magnetnu rezonancu (MRI) detektovali pad visine, volumena
1 poprecnog precnika hipofize sa starenjem, dok polne razlike nisu uocili. Doraiswamy 1 sar.
(1992) su merili visinu 1 poprecni precnik hipofize, pri ¢emu su takode dosli do zakljucka da
vrednosti ovih parametara opadaju sa starenjem. NajviSe vrednosti visine hipofize izmerene
su kod zenskih osoba starosti od 20-40 godina. NajviSe vrednosti visina hipofize dostize kod
pofize mladih osoba na sagitalnim MRI snimcima 1 uocili linearni porast njenih vrednosti po-
¢ev od prve godine do puberteta, nakon ¢ega se njene vrednosti nisu znacajno menjale. U naj-
vecoj studiji do tada sprovedenoj na preko hiljadu slucajeva starosti od 10-78 godina, Tsuno-
da 1 sar. (1997) su pratili visinu hipofiza na sagitalnim MRI snimcima. Generalno, rezultati
ove studije su pokazali da je visina hipofize visa kod Zena u odnosu na muskarce 1 da raste do
29. godine, nakon ¢ega njene vrednosti opadaju. Najvisi porast visine hipofize, napred nave-

deni autori su uocili kod zena starosti od 50-59 godina, Sto moze da predstavlja posledicu
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promena sekrecije gonadotropin rilizing hormona koje nastaju u tom periodu. Takano 1 sar.
(1999) su proucavali volumen hipofiza osoba razliCite starosti i zabelezili nagli porast njego-
vih vrednosti tokom puberteta i to posebno kod zena. Volumen zadnjeg reznja hipofize nije
se menjao sa starenjem. Tien i sar. (1992) su ispitivali vrednosti istog parametra kod dece i
nisu zabelezili znacajne razlike u odnosu na pol. MacMaster i sar. (2007) su u svojoj studiji
naveli da mlade zene imaju signifikantno visi volumen hipofize u odnosu na mlade muskarce
(starosti 14-17 godina). U ostalim starosnim grupama, nisu uocili razlike medu polovima.
Kod slu¢ajeva muskog, kao i1 zenskog pola, mladi subjekti su se karakterisali znac¢ajno nizim
vrednostima kvantitativnih parametara hipofize u odnosu na starije slucajeve i to znatno izra-
zitije kod Zenskog u odnosu na muski pol. Statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu
volumena hipofize i godina starosti uocena je i kod mladih i kod starijih slucajeva zenskog
pola. Kod muskaraca ova korelacija nije uocena. Ovi rezultati su saglasni sa rezultatima ve-
¢ine prethodnih istraZivanja (Peyster i sar., 1983, 1986; Suzuki i sar., 1990; Doraiswamy i
sar., 1992; Tsunoda i sar., 1997), osim u slucaju studije sprovedene od strane Lurie-a i sar.
(1990), koji nisu pronasli razlike u volumenu hipofize medu polovima. Polne razlike u volu-
menu hipofiza tokom odrastanja mogu biti objaSnjene razli¢itim hormonskim promenama
kod muskog i Zenskog pola u detinjstvu 1 adolescenciji. Ranija pojava puberteta kod Zenskog
pola moZze predstavljati osnovu za nastanak razlika u volumenu hipofize u odnosu na slucaje-
ve muskog pola istog uzrasta (Hayakawa i sar., 1989; Elster 1 sar., 1990; Argyropoulou i sar.,
1991; Takano 1 sar., 1999). Za razliku od prethodnih studija, Terano 1 sar. (1996) su ispitivali
predominantno starosne promene hipofize primenom MRI metode. Njihovi rezultati su uka-
zali da su visina, Sirina 1 volumen hipofize starijih subjekata zna€ajno nizi u odnosu na iste
mladih slucajeva. Prazna sella turcica je mnogo CeS¢e registrovana kod starih, i to narocito
osoba zenskog pola (19%) u odnosu na mlade. U funkcionalnom smislu, nije ustanovljena ve-
za izmedu veli¢ine ili volumena hipofize i bazalnih nivoa njenih hormona.

Kunihiko i sar. (2002) su se u svojoj klinickoj MRI studiji bavili morfoloskim promena-
ma hipofize kod slucajeva razlicitog uzrasta i pola. Njihovi rezultati su potvrdili da tokom pu-
berteta dolazi do porasta njene visine, sa najviSim vrednostima tokom perioda od trec¢e do pe-
kranijuma manje, Sto neposredno uslovljava manje dimezije svih struktura unutar njega, pa
samim tim 1 hipofize. Drugo, hipofiza je endokrinoloski najaktivnija kod Zena za vreme re-
produktivnog perioda izmedu trece 1 pete decenije zivota. Konacno, kod starijih osoba dolazi
do pojave ishemijske degeneracije adenohipofize (Roppolo i sar., 1983; Elster i sar., 1990;

FitzPatrick 1 sar., 1999). Visina hipofize moze da se menja i usled pritiska anatomskih stru-
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ktura u okolini turskog sedla. Kunihiko i sar. (2002) su proucavali i oblik hipofize. Kod 88%
muskaraca mladih od 20 godina hipofize su bile zaravnjene. Ucestalost ovakve njene forme je
padala tokom starenja i uoc¢ena je kod 52% muskaraca starosti od 20-49 godina, dok je kon-
veksni tip hipofize naden u 26% slucajeva. U grupi muskaraca starijih od 50 godina konkavni
tip hipofize je uocen kod 50%, dok je zastupljenost zaravnjenog tipa rasla 1 dostigla 35%.
Kod zena, oko polovina individua starosti ispod 20 godina karakterisalo je prisustvo kon-
veksnog tipa hipofize, cemu je prethodio porast njene visine. On se moze objasniti dispropor-
cijom izmedu izrazitog povecanja endokrinoloske aktivnosti u tom periodu Zivota, a nedo-
voljnim uveéanjem volumena intraselarnog prostora. Distribucija ostalih morfoloskih tipova
hipofize u drugim starosnim grupama bila je ista kao kod muskaraca.

Kada su u pitanju studije koje su se bavile ispitivanjem starosnih promena hipofize na
mikroskopskom nivou, kao i kod sli¢nih studija sprovedenih na drugim endokrinim i neendo-
krinim strukturama, u centru njihove paznje nalazili su se dinamika celularnosti, zatim pri-
sustva vezivnog tkiva i prokrvljenosti hipofize tokom ovog procesa.

Sto se celularnosti ti¢e, tokom naseg istraZivanja vriena je kvantifikacija veli¢ine i oblika
¢elija adenohipofize, kao i merenje opticke gustine tkiva adenohipofize. Rezultati su ukazali
da veli¢ina endokrinih ¢elija adenohipofize znacajno raste tokom starenja, Sto se moze pripi-
sati njihovoj kompenzatornoj hipertrofiji. Porast njihove veliine nije pra¢en znacajnijom
promenom njihovog oblika. Paralelno sa ovim promenama, uocen je i porast opticke gustine
tkiva adenohipofize starijih slucajeva, Sto bi moglo indirektno da ukaZe na povecano pri-
sustvo bazofilnih ¢elija kod njih. Kada su u pitanju polne razlike, slu¢ajevi Zenskog pola se
karakteriSu krupnijim endokrinim ¢elijama, pravilnijeg oblika u odnosu na iste muskog pola,
dok vise vrednosti opticke gustine kod muskog pola mogu indirektno da ukazu na vece pri-
sustvo bazofila u odnosu na slucajeve Zenskog pola. Porast broja bazofila adenohipofize sta-
rih Zivotinja uocili su 1 Danilova i sar. (1988). Oni takode navode da je taj porast pracen isto-
vremenim smanjenjem broja acidofila. Isti autori ne navode u rezultatima svoje studije pri-
sustvo polnih razlika, kao ni moguce razloge porasta prisustva bazifila tokom starenja. Kako
bazofili predstavljaju heterogenu populaciju ¢elija, Danilova i sar. (1988) ne navode dalje da
li je taj porast posledica porasta broja kortikotropa, tireotropa ili gonadotropa. Porast zapre-
minske gustine kortikotropa koji je tokom naSeg istrazivanja uocen kod najstarijih slucajeva
moze delimi¢no da objasni napred navedeni porast bazofila od strane Danilova i sar. (1988).
Znacajne razlike izmedu slucajeva zenskog 1 muskog pola, kada je u pitanju zapreminska gu-
stina ACTH ¢elija nisu uocene ni tokom naSe studije. Uoceni porast prisustva kortikotropnih

¢elija kod starih sluc¢ajeva tokom naSeg istrazivanja indirektno podupire i porast nivoa ACTH
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u serumu zdravih starih individua od strane Herman-a i sar. (2001). Prema njima, porast se-
krecije ACTH sa starenjem, a samim tim 1 porast broja kortikotropa, nastaje kao posledica
poremecene sekrecije CRH iz parvocelularnog dela PVN-a hipotalamusa, koje predstavlja u
hijerarhijskom smislu najvisi centar HPA osovine. Njegovi neuroni pokazuju brojne stare-
njem izazvane funkcionalne promene medu kojima je smanjena sinteza i1 sekrecija CRH od
znacaja za funkcionisanje HPA osovine. Isti autori (Herman 1 sar., 2001) pretpostavljaju da je
povisena sekrecija ACTH posledica povisene osetljivosti adenohipofize na CRH. Napred na-
vedeni pad sekrecije CRH bi mogao da predstavlja i stimulus za paralelni kompenzatorni po-
rast prisustva kortikotropnih ¢elija adenohipofize, mehanizmom hiperplazije ili njihove hiper-
trofije, uoc¢en tokom naseg istrazivanja. To bi dodatno moglo da objasni porast nivoa ACTH
tokom starenja registrovan od strane Herman-a i sar. (2001). Dodatno, Landfield i sar. (1980)
navode da vrednosti ACTH rastu nakon dejstva akutnog stresa. Taj fenomen je pracen hiper-
senzitivnos¢u adrenalnog korteksa na izluceni hormon, §to na kraju onemogucava adekvatnu
regulaciju i prekid sekrecije glikokortiokoida mehanizmom negativne povratne sprege. Hiper-
trofija zone fascikulate i zone retikularis nadbubrezne Zlezde registrovana od strane Hauger-a
i sar. (1994) verovatno bi mogla da predstavlja krajnju kariku u ¢itavom procesu. Starenje
predstavlja proces tokom koga je Coveciji organizam izloZen dejstvu hroni¢nog stresa. Uoce-
na pozitivna korelacija izmedu nivoa ACTH, kortikosterona i teZine nadbubrezne Zlezde sa
jedne 1 starosti eksperimentalnih Zivotinja, sa druge strane od strane Landfield — a 1 sar.
(1980) bi indirektno mogla da ukaze da sli¢ni mehanizmi mogu biti odgovorni za pojacanu
aktivaciju HPA osovine kod zdravih starih individua.

U savremenoj literaturi prisutni su podaci i o dinamici prisustva ostalih funkcionalnih ti-
pova endokrinih ¢elija adenohipofize tokom procesa starenja. Tako su Sun 1 saradnici (1984)
tokom svog istrazivanja na humanim hipofizama konstatovali znacajan pad broja i veli¢ine
somatotropa sa starenjem. Console i saradnici (1993) su proucavali starosne promene morfo-
logije 1 funkcije somatotropa (STH) kod pacova. Oni su kvantitativnom imunohistohe-
mijskom analizom ustanovili signifikantan pad broja, volumenske i povrSinske gustine, kao 1
blazi ali takode signifikantan pad aree i perimetra somatotropa. Console 1 sar. (1994) su pro-
ucavali prisustvo gonadotropa tokom procesa starenja. Gonadotrope su opisali kao jasno defi-
nisan tip Celija sa heterogenom distribucijom u pars distalis-u hipofize svih starosnih grupa.
Dobijene vrednosti stereoloskih parametara (numericka, volumenska i povrSinska gustina)
oba tipa gonadotropnih ¢elija (FSH 1 LH) pokazale su znacajan pad tokom starenja. Area i pe-
rimetar gonadotropa starijih pacova su bili statisticki znac¢ajno niZi u odnosu na iste ¢elija

mladih zivotinja. Ipak, zabeleZeni pad prisustva napred navedenih ¢elija nije bio pracen odgo-
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varaju¢im padom nivoa LH i FSH. U narednoj svojoj studiji, Console i sar. (1995) su izuca-
vali starosne promene tirotropa pacova. Rezultati imunohistohemijske i radioimunoloske ana-
lize adenohipofize ukazali su na znaCajan pad broja, volumenske i povrSinske gustine, kao i
pad aree i perimetra ovih ¢elija tokom procesa starenja. Nasuprot ¢elijama, bazalni nivoi TSH
u serumu su tokom starenja pokazali porast. Konacno, Console i sar. (1997; 1998) su dokaza-
li 1 signifikantan pad celularne i volumenske gustine laktotropa kod pacova muskog pola.
Kod pacova Zenskog pola zabelezen je znacajan pad samo celularne gustine istih. Ultrastru-
kturna analiza laktotropa starih pacova ukazala je na hiperstimulaciju ovih ¢elija kod njih, sa
prisustvom prolaktotropa u fazi involucije. Nivoi prolaktina u serumu su tokom starenja po-
kazali znacajan porast kod Zenskog, dok se kod muskog pola nisu znacajno menjali. Prema
tome, na osnovu napred navedenog, moze se zakljuciti da kod vecine funkcionalnih tipova
endokrinih ¢elija adenohipofize dolazi do pada prisustva tokom starenja. Ipak, sekrecija od-
govarajuc¢ih hormona ostaje stabilna, §to ukazuje na mogucu hipertrofiju preostalih ¢elija i sa-
glasno je porastu velicine ¢elija adenohipofize koji je uocen kod starijih slu¢ajeva tokom nase
studije.

Danilova i sar. (1988) su analizirali ultrastukturne promene tokom starenja svih funkci-
onalnih tipova endokrinih ¢éelija adenohipofize pacova. Kortikotropne ¢elije starih slucajeva
karakterisale su se krupnim euhromatskim jedrima unutar kojih su se uocavala jedarca sa ra-
zvijenom granularnom komponentom. Endoplazmatski retikulum je bio sacinjen od sitnih va-
kuola, koje su u pojedinim ¢elijama bile veoma distendirane. Goldzijev aparat je bio dobro
razvijen i u njegovoj okolini su se uocavale novoformirane sekretorne granule. Normalno,
kod mladih Zivotinja u kortikotropnim ¢elijama uocavao se veci broj mitohondrija. Sekretor-
ne granule su im bile rasporedene u vidu nizova, neposredno do plazma membrane, pri ¢emu
je njihov broj bio donekle visi u odnosu na starije sluc¢ajeve. Takode su uocena i mnogobrojna
lizozomalna telaSca i lipidne kapi. Dodatno, adenohipofize starih Zivotinja sadrzale su veci
broj tamnih i distrofi¢no izmenjenih endokrinih ¢elija, §to govori u prilog njihovoj progre-
sivnoj degeneraciji tokom starenja. Ostale, morfoloski normalne ¢elije su ve¢inom ispoljavale
ultrastrukturne znake pojacane funkcije. To je imalo za posledicu oCuvanje bazalnih nivoa
sekrecije hormona, ali 1 iscrpljivanje funkcionalne rezerve adenohipofize starih u poredenju
sa mladim slu¢ajevima. Prema tome, u hipofizi se tokom starenja uocava kompenzatorna
strukturalna reorganizacija usmerena ka odrzavanju njene normalne funkcije, §to omogucava
odrzavanje osnovnih homeostatskih mehanizama organizma koji stari 1 saglasno je rezulta-

tima nase studije.
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Prema tome, iz gore navedenog moze se zakljuciti da tokom procesa starenja dolazi do
znacajnog pada broja vecine funkcionalnih tipova endokrinih ¢elija adenohipofize. To je pra-
¢eno paralelnim procesom porasta velicine preostalih ¢elija istog funkcionalnog tipa i moze
da se objasni procesom kompenzatorne hipertrofije kojim ljudski organizam pokusava da na-
doknadi gubitak funkcionalnih ¢elija. Na taj nacin, nivoi hormona koji predstavljaju produkt
sekrecije adenohipofize se uglavnom ne menjaju znacajno kod zdravih starih individua u
odnosu na iste mladeg uzrasta. Rezultati linearne regresione analize naSe studije ukazali su na
prisustvo statisticki znacajne pozitivne korelacije izmedu starosti ispitanih slu¢ajeva i velicine
¢elija adenohipofize, $to je saglasno sa rezultatima napred navedenih studija.

Proliferacija vezivno tkivnih struktura predstavlja veoma bitnu komponentu starosnih
promena veéine organa ljudskog organizma. Studije koje su se bavile proucavanjem vezivnog
tkiva i komponentama ekstracelularnog matriksa adenohipofize tokom procesa starenja su
malobrojne.

Danilova i sar. (1988) su sproveli ultrastrukturnu analizu adenohipofize vise vrsta ekspe-
rimentalnih Zivotinja tokom procesa starenja. U hipofizi starih Zivotinja svih proucavanih vr-
sta uocene su sustinske strukturalne promene strome. Njena kapsula se sastojala iz veceg bro-
ja slojeva vezivnog tkiva, uz prisutna zarista hijalinoze. Vaskularizacija zlezde je bila slabija
u odnosu na mlade slu¢ajeve, dok su perikapilarni prostori bili proSireni, a bazalne membrane
krvnih sudova zadebljane. Broj pseudofolikula sa sadrzajem slicnim koloidu glikoproteinske
prirode je bio visi kod starih Zivotinja.

Ayisi 1 sar. (1982) su takode u svojoj studiji naveli da, kao direktna posledica starenja,
dolazi do redukcije parenhima adenohipofize sa smanjenjem broja i atrofijom preostalih
endokrinih ¢elija, 1 istovremene proliferacije vezivnog tkiva, posebno kolagena. Osim periva-
skularne fibroze, autori napred navedene studije navode da u hipofizama slucajeva starijih od
90 godina se mogu uociti 1 sporadi¢no prisustvo fokalne nekroze, oziljnog tkiva, adenoma,
depozita gvozda ili amiloida, bazofilne invazije, nakupina skvamoznih ¢elija, kao i granular-
nih ¢elija nalik tumorskim. Mi tokom nase studije nismo uocili promene takve prirode u izu-
c¢avanom materijalu.

Sano 1 sar. (1993) su primenom semikvantitativnih metoda ustanovili prisustvo najpre
intersticijalne 1 perivaskularne fibroze koja se zatim $irila i zahvatala i parenhimalne strukture
hipofize kod 88% slucajeva starosti preko 90 godina i to predominantno muskog pola. Isti
autori ¢ak navode da je kod nekoliko slucajeva prakti¢no cela Zlezda je bila zahvacena fibro-
zom. Proliferacija vezivnog tkiva je bila najintenzivnija u srediSnjem (medijalnom) delu Zle-

zde, koji inaCe karakteriSe vece prisustvo vezivnog tkiva u odnosu na njene lateralne delove
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(“krila”). Zato su Sano 1 sar. (1993) procenu stepena fibroze adenohipofize vrsili na osnovu
intenziteta prisustva vezivnog tkiva u lateralnim delovima pars distalis-a. Umerenije forme
fibroze karakterisale su se blagom proliferacijom perivaskularnog vezivnog tkiva. Teze forme
karakterisalo je prisustvo ekstenzivnije proliferacije vezivno tkivnih komponenti i u preosta-
lim delovima parenhima adenohipofize, Sto je bilo pra¢eno naruSavanjem njegove normalne
arhitekture 1 na kraju degeneracijom i1 gubitkom plemenitog tkiva zlezde. Napred navedene
promene su prema Sano-u i saradnicima (1993) bile najupadljivije u onim partijama lateralnih
“krila” pars distalisa, u kojima su normalno smestene laktotropne ¢elije. Izrazita fibroza,
uocena kod najstarijih slucajeva, je prema njima bila udruzena sa znatnim povecanjem ra-
stojanja izmedu krvnih sudova i parenhimskih ¢elija u odnosu na slucajeve sa blazom fibro-
zom. Citoarhitektura hipofiza slucajeva muskog pola starosti preko 60 godina bila je u zna-
¢ajno vecoj meri narusena intenzivnom fibrozom u odnosu na iste zenskog pola. Kada su u
pitanju funkcionalni tipovi endokrinih ¢elija, progresivna fibroza je bila pracena istovreme-
nim padom broja somatrotropa u lateralnim delovima adenohipofize, dok se broj ¢elija ostalih
tipova nije menjao znacajnije tokom procesa starenja (Sano i sar., 1993). Podaci o eventu-
alnom prisustvu hipertrofije preostalih ¢elija koje sekretuju hormon rasta nisu prikazani od
strane gore navedenih autora.

Kada je u pitanju proliferacija vezivnog tkiva u adenohipofizi tokom starenja, Alves 1 sar.
(2002) su tokom svog istrazivanja ustanovili da ona potice predominanto od porasta kako me-
ducelijskog, tako 1 perivaskularnog vezivnog tkiva, saCinjenog pretezno od kolagenih vlaka-
na. Nishimura i sar. (2004) su analizirali trodimenzionalnu strukturu kolagena adenohipofize
eksperimentalnih Zivotinja, pri ¢emu su zakljucili da kolagena vlakna, slicno drugim endokri-
nim zlezdama, formiraju gnezda u kojima se nalaze grupe parenhimnih c¢elija. Oni su u imu-
nohistohemijskom delu svog istraZivanja ispitivali prisustvo kolagena tipa I, I1I, IV, Vi VI u
razli¢itim delovima adeno- 1 neurohipofize. Prisustvo kolagena tipa IV je detektovano u ba-
zalnim membranama, dok su ostali tipovi kolagena registrovani u preostalim delovima pa-
renhima hipofize 1 ispoljavali sli¢nu distribuciju vlakana. Trodimenzionalna organizacija ko-
lagena je u endokrinom tkivu do tada bila dobro proucena jedino u nadbubreznoj (Kikuta 1
sar., 1991) i tiroidnoj zlezdi (Morita i sar., 1994). Nishimura i sar. (2004) su prvi prezentovali
podatke o postojanju trodimenzionalne strukture kolagenih vlakana u pars distalis-u adenohi-
pofize, slicne onoj opisanoj u meduli nadbubreZne i u okolini folikula tiroidne Zlezde. Na
osnovu svega navedenog, oni su zakljucili da je arhitektura kolagenih vlakana zajednicka za
razlicite endokrine Zlezde. Dalje, Nishimura i sar. (2004) su uocili da se u pars distalis-u gu-

stina rasporeda kolagenih vlakana koja oblazu povrsSinu krvnih sudova menja u zavisnosti od
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veli¢ine krvnog suda. Zadebljanje bazalnih membrana, narocito sinusoidnih kapilara nastaje
kao posledica proliferacije kolagenih vlakana 1 to narocito kod krvnih sudova veceg kalibra, a
nesto rede kada su u pitanju krvni sudovi manjeg kalibra ili sinusoidi. Dodatno, ova studija je
pokazala da se arhitektura kolagenih vlakana razlikuje u razli¢itim delovima adeno- i neuro-
hipofize. Snopovi kolagenih vlakana koji su okruzivali velike grupe ¢elija pars intermedia su
posedovali atipicnu strukturu 1 razlikovali se od istih u ostalim delovima hipofize. Naime,
mreza kolagenih vlakana sredisnjeg dela je bila znatno grublja u odnosu na npr. dorzalni re-
gion, dok je njihova konfiguracija u neurohipofizi poprimala sunderoliku konformaciju sa
vlaknima koja su imala spiralan ili talasast pravac pruzanja.

Bailey i sar. (1998) su se bavili izu¢avanjem mehanizama maturacije i starenja kolagena.
Prema njima, sa starenjem dolazi do fizickih promena kolagene mreze u razli¢itim delovima
tela, Sto rezultira slabijom elasti¢nos¢u koze, ligamenata, tetiva i kostiju. Tkiva postaju ri-
gidnija, krta 1 lomljiva. Promene ovog tipa otezavaju optimalnu funkciju lokomotornog siste-
ma, negativno uticu na elasticnost krvnih sudova i filtracionu sposobnost bazalnih membrana.
Takode, slabljenje interakcija izmedu celija i ekstracelularnog matriksa kod starih individua
izaziva smanjenje efikasnosti bazalnih membrana. Gore navedeni autori takode navode da sa
starenjem raste otpornost kolagenih vlakana pri istezanju, dok njihov dijametar moze da opa-
da. Sa starenjem je moguca i promena hemijskog sastava vlakana (Mays i sar., 1991). Od po-
sebnog znacaja je glikozilacija kolagena i elastina, Sto predstavlja klju¢ni momenat u patolo-
giji vaskularnog sistema (Newton 1 Dixit, 2012). Bailey 1 sar. (1998) navode da glikozilaci-
jom kolagena on postaje slabije rastvorljiv i rezistentan na dejstvo enzima. Bazalne membra-
ne sacinjene od kolagena tipa IV postaju krute zbog pojaanog unakrsnog povezivanja kola-
genih vlakana. To rezultira njihovom povecanom permeabilno$c¢u i slabijim pri¢vr§¢ivanjem
endotelnih ¢elija za njihovu povrSinu. Smanjenje elasti¢nosti retinalnih kapilara, renalnih glo-
merula i zidova arterijskih krvnih sudova predstavljaju fenomene koji nastaju kao posledica
napred navedenih procesa prisutnih tokom procesa starenja. Ayisi i sar. (1982) su naveli da
kada je u pitanju proliferacija vezivnog tkiva u adenohipofizi tokom starenja, uglavnom se ra-
di o kolagenu tipa IV. Ovi autori su biohemijski, u oviru fibroze hipofize starih slu¢ajeva do-
kazali znacajan porast nivoa hidroksiprolina u sastavu kolagena. Prema njima, sa starenjem,
izrazitije promene ovog karaktera se detektuju u adeno- u odnosu na neurohipofizu, ali upr-
kos svemu navedenom ne remete ozbiljnije sekreciju hipofiznih hormona. Izmenjene fizicke
osobine kolagenih vlakana hipofize naro€ito remete funkciju bazalnih membrana krvnih su-

dova dovode¢i do poremecaja njihove permeabilnost i smanjenja pricvrSéenosti endotela, ta-
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ko da proliferacija vezivnog tkiva pored redukcije parenhima adenohipofize, povlaci za so-
bom i poremecaj funkcije njenih krvnih sudova.

Rezultati stereoloske analize histohemijski i imunohistohemijski obradenih tkivnih prese-
ka adenohipofize sprovedene tokom naSeg istrazivanja (Pavlovic¢ i sar., 2013b) saglasni su sa
rezultatima studija koje su se bavile analizom promena njenog vezivnog tkiva tokom procesa
starenja (Sano 1 sar., 1993; Ayisi 1 sar., 1982). Zapreminska gustina vezivnog tkiva, kao i ko-
lagena tipa IV u adenohipofizi je pozitivno korelirala sa staro$¢u ispitanih slucajeva. Prednji
rezanj adenohipofize starijih slucajeva karakterisao se upadljivom proliferacijom vezivnog
tkiva, kao 1 kolagena tipa IV, znatno debljim vezivno-tkivnim pregradama sainjenim od
znatno gusSc¢e rasporedenih vezivno-tkivnih i vlakana kolagena tipa IV izmedu kojih su uoca-
vana retka vretenasta jedra fibrocita. Unutar pregrada uocavani su krvni sudovi okruglog lu-
mena sa zadebljalim zidom unutar koga je uoCavana znatno intenzivnija imunoreaktivnost na
kolagen tipa IV u odnosu na mlade slu€ajeve. Kalibar takvih krvnih sudova je bio znatno ma-
nji u odnosu na isti mladih slucajeva. Poremecaj vaskularizacije adenohipofize je bio povezan
sa proliferacijom vezivnog tkiva, $to je primenom stereoloske analize kvantifikovano stati-
sticki znac¢ajnim padom zapreminske i povrsinske gustine njenih krvnih sudova. Sve to je in-
direktno ukazivalo na mogu¢i pad funkcije adenohipofize sa starenjem i bilo saglasno prome-
nama opisanim od strane ve¢ pomenutih autora (Ayisi i sar., 1982; Bailey 1 sar., 1998).

Brojne studije su ukazale na moguc¢i funkcionalni pad sintetske i sekretorne aktivnosti
pars distalis-a sa starenjem (Crew 1 sar., 1987; Ho 1 sar., 1987; Parenti 1 sar., 1987; Rudman 1
sar., 1990; Spik i sar., 1989; Urban 1 sar., 1988; Zbuzek 1 sar., 1991). Prema njima, proces
starenja direktno dovodi do pada sekrecije hormona sa starenjem, §to je praceno i slabijim od-
govorom c¢elija koje ih luce na sekretagoge. Stavovi o nivoima adenohipofiznih hormona to-
kom starenja su protivurec¢ni. Tako su Goldman 1 sar. (1988) nasli da tokom starenja dolazi
do uvecanja mase hipofize pacova pri ¢emu broj hormon sekretujucih ¢elija ostaje uglavnom
nepromenjen. Samo je blagi porast broja laktotropa uocen kod slucajeva zenskog pola tokom
procesa starenja. Ovaj podatak moze da objasni ¢injenicu da napred navedeni autori (Goldman
1 sar., 1988) nisu uocili znac¢ajne promene koncentracije hormona u prve dve godine Zivota
eksperimentalnih Zivotinja. U kasnijim periodima zivota, uocena je redukcija parenhima ade-
nohipofize i pratece sniZzenje koncentracija pojedinih hormona. Ipak ukupni sadrzaj hormona
ostaje konstantan, Sto napred navedeni autori (Goldman 1 sar., 1988) objasSnjavaju mogu¢om
relokacijom 1 proliferacijom gonadotropa i tirotropa. Konacno, promene funkcije hipofize
tokom starenja neminovno uti¢u na rad brojnih target organa, kao i drugih endokrinih Zlezda,

Sto na kraju rezultira poremecajem mehanizma negativne povratne sprege.
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Otkri¢e FS ¢elija u adenohipofizi sredinom proslog veka dovelo je do porasta intereso-
vanja istrazivaca za njihovu strukturu i funkciju, kao 1 njihovu ulogu u funkciji hipofize to-
kom procesa starenja. Cardin i sar. (2000) su utvrdili da FS ¢elije ¢ine 3-8% celija u adenohi-
pofizi. Primenom anti — S-100 antitela uocena je pozitivna reakcija jedra i citoplazme u peri-
nuklearnom regionu, dok su njene periferne zone bile slabo pozitivne, $to smo i mi uocili to-
kom naSeg istrazivanja. Kada je u pitanju distribucija FS ¢elija u parenhimu hipofize, Sato 1
sar. (2005) navode da su FS ¢elije pretezno lokalizovane u bazalnoj regiji i tranzitornoj zoni
hipofize pacova, istovremeno pokazavsi povezanost izmedu distribucije FS ¢elija i krvnih su-
dova adenohipofize, $to je u skladu sa navodima Soji 1 sar. (1994). Mi smo tokom naSeg istra-
zivanja uocili najvecu zastupljenost S-100 pozitivnih ¢elija u intermedijarnom 1 u znatno ma-
njoj meri u lateralnim delovima adenohipofize.

Marin i sar. (1989) su ukazali na postojanje razli¢itih tipova FS ¢elija u humanoj hipofizi
na osnovu njihove lokalizacije 1 tinktorijalnih karakteristika. U pars intermedia hipofize paco-
va, FS ¢elije su posedovale iregularna jedra, zvezdast oblik 1 duge citoplazmatske produZetke
preko kojih su ove cCelije bile u kontaktu sa melanotropima, folikulima ili sa Rathke-ovim
Spagom. U ovom delu hipofize vaskularizacija je bila oskudna, a prisutni folikuli Siroki
(Acosta 1 sar., 2009), nasuprot sitnijim folikulima opisanim od strane Mohamed-a 1 sar. (2000)
u pars distalis-u hipofize. Acosta i sar. (2010) su u pars distalis-u kao celini uocili postojanje
pleomorfnih FS Celija sa kratkim citoplazmatskim produzZecima koji su bili u kontaktu sa
endokrinim ¢elijama 1 krvnim sudovima. Manja veli€ina folikula 1 kratki citoplazmatski pro-
duZeci FS ¢elija su, prema njima, verovatno povezani sa bogatom vaskularizacijom ovog dela
hipofize. Folikulostelatne ¢elije su pored S-100 proteina, eksprimirale GFAP (anti-glial fibrillary
acidic protein) 1 vimentin, koji su poznati kao markeri zrelih 1 nezrelih glijalnih ¢elija 1 astro-
cita. Ovakve imunohistohemijske karakteristike FS ¢elija upucuju na njthovo moguce neur-
oektodermalno poreklo (Acosta i sar., 2009). Shodno tome, razli¢ita ekspresija navedenih
proteina u razli¢itim fazama celijskog ciklusa FS ¢elija, prema Marin-u i sar. (1989), Cardin-
u 1 sar. (2000) 1 Acosta-i 1 sar. (2009) navode na mogucénost postojanja razli¢itih funkci-
onalnih stadijuma u njihovom ¢elijskom ciklusu, koji su prac¢eni ekspresijom razlicitih produ-
kata njihove sintetske aktivnosti i manifestuju se njihovim razli¢itim imunohistohemijskim
karakteristikama. Cardin 1 sar. (2000) su tokom svog istrazivanja na lasicama definisali pri-
sustvo 2 tipa FS ¢elija na osnovu njihovih morfoloskih i imunohistohemijskih karakteristika.
U tip 1 su svrstali ¢elije koje su se karakterisale zvezdastim oblikom i dugim citoplazmatskim
nastavcima koji su okruzivali endokrine ¢elije. Tip 2 su predstavljale okrugle ¢elije sa bledo

ili tamno prebojenim okruglim jedrom, bez uocljivih citoplazmatskih nastavaka. Slicne re-
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zultate su prethodno u svojim radovima dali Kagayama (1965) i Orgnero i sar. (1993). Broj-
nost ¢elija ova dva tipa je bila srazmerna sa nivoom prolaktina i obrnuto srazmerna sa nivo-
om gonadotropina i ispoljavala je sezonski karakter. Tako su ¢elije tipa 1 bile mnogo brojnije
i ispoljavale su jaku S-100 imunoreaktivnost tokom proleéa, u vreme reproduktivnog perioda
sa visokim nivoom prolaktina i niskim nivoom gonadotropina. Nasuprot njima, ¢elije tipa 2
su bile organizovane u klastere koji su se uvecavali tokom zime, izvan reproduktivnog peri-
oda koji se karakterisao niskim nivoom prolaktina i visokim nivoom gonadotropina. Ukupan
broj FS ¢elija se nije znacajno menjao tokom oba perioda, §to navodi na zakljucak da dva
napred navedena tipa FS ¢elija predstavljaju, u stvari, dva razli¢ita morfoloSka 1 funkcionalna
stadijuma jedne iste vrste celija, $to je zavisilo od endokrinog statusa jedinke (Cardin 1 sar.,
2000).

Kada je u pitanju starenje, Danilova i sar. (1988) su izucavali ultrastrukturalne starosne
promene FS ¢elija. Folikulostelatne ¢elije starih Zivotinja su ispoljavale umeren stepen hiper-
trofiije 1 sadrzale povecan broj slobodnih ribozoma i polizoma. Jedro je bilo euhromati¢no i
ispoljavalo je strukturalne znake biosintetske aktivnosti. Endoplazmatski retikulum je bio bla-
go vakuoliziran. Sekretorne granule poreklom od Goldzijevog aparata, lizozomalna telasca i
lipidne kapi su retko uocavani. U citoplazmi su uo€avane brojne sitne mitohondrije. U poje-
dinim FS ¢elijama, sitne sekretorne granule su bile prisutne u citoplazmatskim nastavcima lo-
kalizovanim u neposrednoj okolini kapilara. Egzocitoza je uoavana mestimicno.

Uprkos sve vecem interesovanju istraZzivaca i otkri¢ima bitnih funkcija koje FS celije
imaju, u savremenoj literaturi retki su podaci o kvantifikaciji njithovog prisustva tokom stare-
nja kod coveka. IstraZivanja takvog karaktera su izvodena isklju€ivo na eksperimentalnim Zi-
votinjama 1 njihovi rezultati su kontradiktorni (Weiss 1 sar., 1953; Sasaki, 1988; Allaerts 1
sar., 1997; Console 1 sar., 2000). Console 1 sar. (2000) su proucavali broj S-100 pozitivnih Ce-
lija u adenohipofizi pacova tokom starenja. Njihova studija je pokazala progresivni pad pri-
sustva FS ¢elija kod starih u odnosu na mlade eksperimentalne slucajeve. Naime, morfome-
trijska analiza je ukazala na signifikantan pad volumenske 1 numericke gustine ovih ¢elija to-
kom procesa starenja kod slucajeva oba pola. Nasuprot napred navedenoj, druge studije su fo-
kusirale svoju paznju na dinamiku prisustva S-100 pozitivnih ¢elija tokom postnatalnog peri-
oda zivota eksperimentalnih Zivotinja. Tako su Allaerts i sar. (1997) otkrili upecatljiv porast
broja S-100 pozitivnih ¢elija tokom ovog perioda. Oni takode navode porast broja S-100 po-
zitivnih ¢elija 1 tokom procesa starenja. Soji 1 sar. (1994) su u svojoj studiji pokazali da to-
kom postnatalnog perioda raste gustina FS ¢elija. Populacija S-100 pozitivnih ¢elija u njiho-

vim slu€ajevima bila je distribuirana unutar prednjeg reznja hipofize kod mladih Zivotinja
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dok je broj ¢elija na periferiji zlezde rastao sa starenjem. Soji i sar. (1994) su takode ustano-
vili da se kod starijih Zivotinja S-100 imunoreaktivne ¢elije nalaze u neposrednoj okolini krv-
nih sudova u hipofizi. Scanes i sar. (2005) su tokom svoje eksperimentalne studije sprovede-
ne na pacovima takode zakljucili da postoji veza izmedu prisustva FS ¢elija i starenja. Oni su
naveli da u adenohipofizi tokom starenja znacajno raste broj folikula obloZenih napred nave-
denim ¢elijama ispunjenih koloidom. Oni dalje navode da FS ¢elije verovatno ucestvuju u
produkciji dela folikularnog koloida i da postoji bliska povezanost ovih ¢elija, folikularnog
koloida i hormon-sekretujucih ¢elija. Prema njima, FS ¢éelije nisu nasumicno razbacane u pars
distalis-u. One okruzuju folikule i locirane su neposredno do laktotropa, gonadotropa 1 korti-
kotropa, $to navodi na pretpostavku da postoji dinamicka komunikacija FS ¢elija 1 gore nave-
dena tri tipa endokrinih ¢elija i parakrina regulacija sekrecije njihovih hormona od strane FS
¢elija (Luziga i sar., 2006; Luziga i sar., 2009; Kagayama, 1965; Kameda, 1991; Ogawa 1i sar.,
1996; Ogawa i sar., 1997). Somatotropi, iako Siroko rasprostranjeni unutar parenhima pars
distalis-a, nisu lokalizovani u blizini folikula. Tirotropi, koji su uglavnom prisutni u medi-
jalnom regionu, nisu uoceni u blizini FS ¢elija ili folikula. Folikulostelatne ¢elije poseduju
duge citoplazmatske nastavke preko kojih su ove ¢elije u kontaktku sa sekretornim ¢elijama i
krvnim sudovima. Medusobno su povezane meducelijskim vezama tipa dezmozoma, a kod
onih koje oblazu lumen folikula, veliki broj mikrovila pruzao se od njihovog apikalnog pola
do folikularnog lumena (Acosta i sar., 2010).

Console 1 sar. (2000) su se bavili kvantitativnom imunohistohemijskom analizom progre-
sivnih promena koje se javljaju na FS ¢elijama pacova tokom starenja uopste ili tokom odre-
denog perioda u toku starenja. Oni su zakljucili da je tokom starenja prisutan progresivan pad
broja FS ¢Celija eksperimentalnih Zivotinja oba pola. Analiza morfoloSkih parametara pokaza-
la je signifikantan pad njihove volumenske 1 numeri¢ke gustine kod starih pacova u porede-
nju sa mladim Zivotinjama oba pola. Oni su registrovali homogenu distribuciju FS ¢elija u hi-
pofizi, zatim njihov blizak odnos sa sekretornim ¢elijama, Sto je u skladu sa navodima gore
pomenutih autora. U zavr§nom delu svoje studije, Console 1 sar. (2000) navode da proces sta-
renja znacajno uti¢e na pojavu umerenih ultrastrukturnih promena FS ¢elija, slicnih onim ko-
je su registrovane i na njenim endokrinim ¢elijama.

Nasuprot prethodnoj studiji, Soji 1 sar. (1994) su u rezultatima svoje studije prezentovali
znacajan porast broja FS ¢elija kod pacova sa starenjem, dodatno sugerisuci da stepen ekspre-
sije S-100 proteina predstavlja indikator stadijuma njihovog morfoloskog sazrevanja. Slicno

tome, nekoliko studija je na osnovu morfoloskih karakteristika i imunofenotipa demonstriralo
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postojanje razlicitih fizioloskih stadijuma FS ¢elija (Cardin i sar., 2000; Marin i sar., 1989;
Kagayama, 1965).

Mi smo tokom nase studije, sli¢no Soji-u i sar. (1994) detektovali signifikantan rast za-
preminske gustine FS ¢elija kod najstarijih slucajeva. Odsustvo statisti¢ki znacajnog porasta
kod slucajeva srednje zivotne dobi moze se objasniti prisustvom individualnih razlika u pro-
cesu starenja. U tom svetlu, vece prisustvo FS ¢elija u III 1 najstarijoj starosnoj grupi moze da
predstavlja bilo komponentu uspesSnog starenja ili neposredan znak predstojece smrti. Line-
arna regresiona analiza je pokazala da starost u umerenoj meri objasnjava varijansu prisustva
FS. Ista analiza je dodatno ukazala da prisustvo FS u umerenoj meri objaSnjava varijansu pri-
sustva ACTH ¢elija. Kako je tokom naSe studije ustanovljena pozitivna korelacija izmedu
prisustva ACTH ¢elija i starosti ispitanih slucajeva, moze se zakljuciti da postoji medusobna
povezanost starenja, FS i ACTH ¢elija u adenohipofizi i da se razjaSnjenjem mehanizama koji
stoje u njenoj osnovi mogu delimi¢no objasniti promene funkcije HPA osovine koje se javlja-
ju sa godinama.

Mnogi autori smatraju da imuni sistem ¢oveka trpi izvesne promene tokom procesa stare-
nja (Salminen i Kaarniranta, 2010). Najpre se javljaju epigenetske promene pod uticajem fa-
ktora sredine (Bayarsaihan, 2011). Ponavljani antigeni stres tokom Zivota individue podstice
odbrambene mehanizme u aktivaciji inflamatorne mreZe, §to rezultira pojavom hroni¢ne
inflamatorne aktivnosti niskog intenziteta u pojedinim ili svim organima 1 tkivima. Ovaj fe-
nomen istovremeno prate i omogucavaju njegovu detekciju poviSeni nivoi inflamatornih
komponenti u krvi, kao §to su IL-6, TNF-a, IL-1Ra, sSTNFR, proteina akutne faze kao $to su
CRP i serumski amiloid A, i na kraju porast broja neutrofila (Franceschi i sar., 2000;
Bruunsgaard 1 sar., 2001; Salminen 1 sar., 2012). [ako su nivoi navedenih medijatora zna¢ajno
vi$i kod zdravih starih individua u odnosu na mlade, mehanizmi odgovorni za nastanak tog
fenomena, kao 1 posledice i1 promene koje oni izazivaju tokom starenja su, u najveéem broju
slucajeva, ostali nerazjaSnjeni (Gilmore 1 Wolenski, 2012). Osim uc¢eS¢a NF-k[3 (Nuclear factor
kB) sistema u aktivaciji 1 odrZanju ovog fenomena tokom starenja (Newton i Dixit, 2012),
otkriveno je da njegovo prisustvo kod starih individua prati sve teZe odstranjivanje antigena
iz organizma (Candore i sar., 2010), kao 1 povecan rizik od nastanka sréanog udara, karcino-
ma, ateroskleroze, metabolickog sindroma, Alchajmerove bolesti, vaskularne demencije 1
drugih degenerativnih bolesti (Balistreri i sar., 2009; de Gonzalo-Calvo i sar., 2010). Pojava
ovih bolesti, zajedno sa ve¢ prisutnim starosnim promenama imunog sistema, dalje slabi

odbrambene sposobnosti starije populacije ¢ine¢i ih vulnerabilnijim na inace banalne infe-

&9



Diskusija

kcije. Imuni odgovor na prisutni patogen traje duze odnosu na mlade individue i moze do-
vesti do masivnog tkivnog oStecenja i loSeg ishoda kod bolesti kao Sto su influenca ili pne-
umokokna pneumonija. Starenjem izazvan inflamatorni proces niskog intenziteta ubrzava
progresiju hroni¢nih bolesti, a takode ima i1 imunosupresivni efekat na celularni imuni odgo-
vor (Chung i sar., 2009; Lang 1 sar., 2010).

Kod jako starih osoba uocen je linearni porast serumskih vrednosti TNF-a, CRP i IL-6
(Bruunsgaard i sar., 2003). To je praceno ¢itavom kaskadom promena u organizmu koji stari
koje se oznacavaju kao inflamatorno starenje (“inflamm — aging”) (Franceschi i sar., 2000;
Candore 1 sar., 2010). Bitni modulator imune funkcije i inflamacije prisutne tokom starenja
predstavlja odgovor neuroendokrinog sistema na stres. Ustanovljeno je da stare osobe ka-
rakteriSu poviseni nivoi kortizola u krvi. Disfunkcionalna HPA osovina moze da oslabi imuni
sistem prilikom odgovora na stresore kao $to je infekcija (Butcher i Lord, 2004; Meyer,
2005). Povezanost funkcije imunog sistema i HPA osovine moZe indirektno da potvrdi ¢inje-
nica da IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8 i TNF-a mogu da uticu na sekreciju ACTH u kultivisanim
fragmentima adenohipofize pacova (Turnbull i Rivier, 1999). Ovi autori takode smatraju da
FS ¢&elije, Ciji se broj, kao $to smo to mi tokom naSeg istrazivanja ustanovili, tokom starenja
povecava, verovatno predstavljaju komponentu adenohipofize koja je umeSana u proces
regulacije funkcije HPA osovine medijatorima imunog sistema kod starih individua. Ovaj
uticaj moze biti objasnjen delovanjem FS ¢elija na endokrine ¢elije preko poviSenog nivoa
IL-6 1 drugih produkata njihove parakrine aktivnosti kao §to su IL-11, cilijarni neurotrofni
faktor (Gerez 1 sar., 2007), insulinu slican faktor rasta I (IGF-1) i kalcitonin gen—zavisni
peptid (CGRP) (Schwartz, 2000), ¢iji su efekti na oslobadanje ACTH ostali nerazjaSnjeni.
Saglasno navodima Vankelecom-a 1 sar. (1993), imuni 1 neuroendokrini sistem formiraju
integrisanu funkcionalnu mrezu. Postoje neuroendokrini mesendZeri (hormoni 1 neuropeptidi)
koji su prisutni u odgovaraju¢im c¢elijama imunog sistema i, sa druge strane, odgovarajuci
limfokini i monokini (IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y) prisutni u organima neuroendokrinog siste-
ma, kao $to su hipotalamus 1 hipofiza. Allaerts i sar. (1997) tvrde da intersticijalne FS celije
adenohipofiza miSeva i pacova pokazuju 10-20% preklapanja sa MHC-klasom II dendriti¢nih
¢elija, Sto ukazuje na imunohistohemijsku heterogenost ove c¢elijske grupe i njenu mogucu
povezanost sa ¢elijama imunog sistema. Takode, u normalnoj adenohipofizi, najve¢i izvor IL-
6 su, najverovatnije, FS celije koje mogu biti indukovane da sekretuju ovaj citokin pri-
sustvom LPS-a, IL-1a, IL-18, TNF-a 1 agenasa koji podiZzu nivo cAMP-a (Vankelecom 1 sar.,
1993; Turnbull i1 Rivier, 1999). Po navodima Franceschi 1 sar. (2000), IL-6, glavni citokin

parakrine aktivnosti FS ¢elija adenohipofize definisan je kao ,,citokin gerontologa®. Njegovi
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Diskusija

nivoi u plazmi, koji su niski ili nedetektovani kod ve¢ine mladih ljudi, po¢inju da rastu kod
zdravih ljudi starosti oko 50-60 godina, Sto korespondira sa prelaznim periodom izmedu prve
1 druge starosne grupe u naSem istrazivanju. Ovaj porast je prisutan tokom fizioloskog stare-
nja kod zdravih osoba, kao i kod visokog procenta stogodisnjaka oCuvanog zdravlja ali i onih
kod kojih je prisutno patolosko starenje. Kod ovih subjekata, ostali proteini kao Sto su pro-
teini akutne faze, lipoprotein a, fibrinogen 1 ostali koagulacioni faktori i proinflamatorni cito-
kini takode su poviseni. Povrh svega, u skladu sa navodima gore citiranih autora, ova situ-
acija moze biti o¢ekivana u poslednjoj fazi zivota kod ekstremno starih osoba, ¢ija je vero-
vatnoc¢a nastanka smrti veoma visoka.

Porast parakrine aktivnosti FS ¢elija, koji je povezan sa povecanjem njihovog prisustva
kod starijih slucajeva, namece dilemu o uticaju ove njihove funkcije (pre svega sekrecije IL-
6) na funkciju kortikotropa i sekreciju ACTH. Rezultati studija koje su se bavile ovim proble-
mom mogu biti klasifikovni u dve grupe. Prve i starije studije tvrde da FS ¢elije svojom para-
krinom aktivno$¢u imaju uglavnom inhibitorni efekat na kortikotrope, ta¢nije na oslobadanje
ACTH i, na kraju, na funkciju HPA osovine (Vankelecom i sar., 1990, 1993, 1997; Allaerts i
Vankelecom, 2005). Druga grupa studija obuhvatala je predominantno one rede studije koje
su isticale stimulatorni efekat parakrine aktivnosti FS ¢elija na kortikotrope, oslobadanje
ACTH i funkciju HPA osovine (Johnson i sar., 1990; Schwartz, 2000; Bilezikjian 1 sar.,
2003; Herkenham, 2005; Gerez 1 sar., 2007). Statisticki znacajan porast prisustva ACTH c¢eli-
ja tokom starenja, paralelni porast prisustva FS ¢elija i njthova medusobna povezanost idu u
prilog stavovima onih autora (Johnson i sar., 1990; Schwartz, 2000; Bilezikjian i sar., 2003;
Herkenham, 2005; Gerez 1 sar., 2007) koji pretpostavljaju postojanje stimulatornog efekta pa-
rakrine aktivnosti FS ¢elija na kortikotrope, oslobadanje ACTH i funkciju HPA osovine.

Rezultati nasSeg istrazivanja ¢e delimi€no pruZiti uvid u obim prisustva razmatranih sta-
rosnih promena adenohipofize 1 indirektno ukazati na njihovu mogucu vezu sa literaturnim
podacima o postojanju funkcionalnog dizbalansa HPA osovine kod zdravih starih osoba. Sve
napred navedeno bi zajedno sa rezultatima prethodnih istrazivanja o funkcionalnim aspektima
starosnih promena HPA sistema, pruzilo moguce objasnjenje za ¢eS¢u pojavu pojedinih bo-
lesti tokom procesa starenja. Unapredeno znanje i procena endokrinih funkcija tokom starenja
¢e sledstveno dovesti do uspesnog poboljSanja farmakoloskih terapija i unapredenja kvaliteta
zivota u starosti 1 borbi protiv bolesti povezanih sa disfunkcijom endokrinog sistema u celini
kod starijih pacijenata i neminovno produZiti Zivotni vek. Zbog toga su endokrine funkcije u

kontekstu starenja u fokusu mnogih buduc¢ih klini¢kih 1 bazi¢nih nau¢nih istrazivanja.
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ZAKLJUCAK

10.

11.

12.

. Celularni sastav adenohipofize se ne menja znacajno sa godinama Zzivota; prisustvo

bazofila je znacajno vise kod slucajeva muskog u odnosu na slucajeve Zenskog pola.
Proces starenja je pracen generalno slabijom prokrvljenos¢u parenhima adenohipofize.
Starenje je prac¢eno proliferacijom vezivnog tkiva i prisustvom fibroze adenohipofize
najstarijih slucajeva.

Fibroza je najizrazitija u intermedijarnom delu Zlezde, ali se uocava 1 u njenim
lateralnim delovima i manifestuje se zadebljanjem vezivno-tkivnih pregrada i

posledi¢nim narusavanjem normalne arhitekture adenohipofize.

. Veli¢ina endokrinih ¢elija adenohipofize znaCajno raste tokom procesa starenja

ukazuju¢i na njihovu hipertrofiju.

Porast veli¢ine endokrinih c¢elija distalnog dela prednjeg reznja nije pracen
znacajnijom promenom njihovog oblika tokom procesa starenja.

Endokrine ¢elije slucajeva zZenskog pola su krupnije i pravilnijeg oblika u odnosu na
iste slu¢ajeva muskog pola.

Proliferacija vezivnog tkiva 1 posledicna fibroza adenohipofize tokom procesa starenja
je delom posledica porasta prisustva kolagena tipa IV.

Prisustvo kortikotropnih ¢elija raste tokom procesa starenja, a samim tim 1 njihov
udeo u ukupnoj masi bazofilnih ¢elija prednjeg reznja hipofize.

Prisustvo folikulostelatnih ¢elija prednjeg reZnja prati trend prisustva kortikotropnih
¢elija 1 znacajno raste tokom procesa starenja.

Prisustvo folikulostelatnih ¢elija zna€ajno pozitivno korelira i predstavlja znacajan
prediktor prisustva kortikotropnih ¢elija.

Sadrzaj kolagena tipa IV, kortikotropnih i folikulostelatnih celija se ne razlikuje

znacajno izmedu sluc¢ajeva muskog i Zenskog pola.
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Ume u npesume aytopa: Musbana Jbybomuposuh

Crynujcku nporpam:  JMAC - Kinnnika meuiuna

MopdomeTprjcka 1 IMyHOXHCTOXEMHjCKa aHAJIN3a CTPYKTYpa aACHOXUIIOPH3E YKIbYIEHNX
HaciioB pajia: Y CHCTEM XHIOTAIaAMO-XHITO(pH3HO-aIPEHAITHE OCOBHHE TOKOM CTapeha YOBeKa

MenTOp: [Tpod. np MBan JoBanoBuh

U3jaBpyjeM na je miTaMmiaHa Bep3Wja MoOje JTOKTOPCKE JHMCEpTalldje HCTOBETHA
€JICKTPOHCKO] BEpP3HWjH, KOJy caM Ipeaao/ja 3a YHoulewhe y JMruTajHu Peno3uToOpHjyM
Yuusep3urera y Humy.

Jlo3BosbaBaM fga ce o0jaBe MOjU JIMYHU MOJALM, KOjU Cy Y BE3U ca Jo0HujameM
aKaJeMCKOI 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy UME U Ipe3uMe, FoJMHa U MeCTO pohema U
JaTym ojOpaHe paia, U TO Yy Karajory buOnuoreke, JlurutaiHoMm peno3uTopujymy
VYuusepsutera y Huiy, kao u y nyoaukanujama YHuBep3urera y Humry.

V Humry, 20.03.2014.

AyTop nuceprarmje: Muibana Jbydomuposuh

[ToTnuc nokTopanma:




IIpwuor 3.
HN3JABA O KOPUIIREBDY

Opnamhyjem VYnuBep3uTeTcky Oubmmoreky ,Hukoma Tecnma®“ ma, y Jururamaum
perno3utoprjyMm YHuBep3utera y Huy, yHece Mojy JOKTOPCKY TUCEPTALN]y, O] HACTOBOM:

MopdomeTpujcka 1 IMYHOXHCTOXEMHU]CKA aHAIM3a CTPYKTYpa aIcHOXUIO(DH3e YKIbYIECHUX

Y CUCTEM XI/IHOTaJ'IaMO—XI/IHO(l)I/ISHO-aI[peHaJ'IHe OCOBHHEC TOKOM CTapCikha YOBCKaA

KOja j€ MOje ayTOPCKO JEJO.

Jucepranjy ca CBUM MpHIO3WMa IMpelao/ia caMm Yy eIeKTpOHCKOM (opmary,
MIOTOTHOM 3a TPajHO apXUBHUPAHE.

Mojy HOKTOpCKY AmcepTanujy, yHeTy y JMruramHu peno3uTopujyMm YHUBEP3UTETA Y
Humry, MOry KOpUCTUTH CBU KOjU HOLITYjy OJpende caapikaHe y oJabpaHoOM TUITY JIMLIEHIIE
Kpeatusne 3ajeqauiie (Creative Commons), 32 KOjy cam ce OJTy4no/Ja.

1. AyTtopctBO
@AyTopCTBO — HEKOMEPLHUjaTHO
3. AyTopcTBO — HEKOMEpIIHjaIHO — 0e3 mpepaje
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIH]JAJTHO — JACIUTH MO HCTHUM YCIIOBUMA
5. AytopctBo — 6€3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — HACJIUTHU IOJ UCTUM YyCJIOBUMA

(Monumo Ja moiBy4eTe caMo jeHy 0J] LIeCT HOHY)eHUX JIMIEHIH; KpaTaK OIKC JIMIECHIH je Y HACTaBKYy TEKCTa).

V Humy, 20.03.2014.

Ayrop mucepramuje: Mubana Jbybomuposuh

IToTmumc HAOKTOpaHaa:






