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Morfometrijska i imunohistohemijska analiza struktura adenohipofize koje su sastavni
deo gonadotropne i somatotropne osovine tokom starenja Coveka

Kako iz podataka u literaturi proisti¢e da ¢elije adenohipofize sa vremenom menjaju
svoju funkciju, cilj istrazivanja je bio da se primenom morfometrijskog metoda izvrsi
kvantifikacija morfoloskog supstrata luteiniziraju¢ih (LH) gonadotropnih, somatotropnih
(GH) i folikulostelatnih (FS) ¢elija muskaraca tokom procesa starenja.

Materijal je predstavljalo tkivo adenohipofize 14 kadavera muskog pola. Tkivni preseci
adenohipofize su standardno histoloski obradivani i bojeni imunohistohemijski mono-
klonalnim anti-LH antitelom, monoklonalnim anti-GH antitelom i poliklonalnim anti-S100
antitelom za detekciju LH, GH i FS ¢elija. Digitalne slike vidnih polja imunohistohemijski
obradenih preseka adenohipofize su zatim morfometrijski analizirane pomocu Imagel
sistema. Statisticka analiza je vrSena pomocu SPSS statistiCkog paketa.

Rezultati morfometrijske analize su pokazali da se zapreminska gustina LH i GH ¢elija
nije znacajno menjala sa godinama, dok su njihova area, perimetar i Feret-ov dijametar
statisti¢ki znacajno rasli. Nuklearni morfometrijski parametri se nisu znac¢ajno menjali,
a nukleocitoplazmatski odnos ovih ¢elija je opadao sa starenjem, pri ¢emu je taj pad bio
statisticki znacajan kod slucajeva starijih od 70 godina. Morfometrijskom analizom je
konstatovan rast zapreminske gustine FS ¢elija tokom starenja, statisticki znacajan kod
slucajeva starijih od 70 godina. Na kraju, zapreminska gustina FS ¢elija je znacajno
korelirala sa areom, perimetrom, Feret-ovim dijametrom i nukleocitoplazmatskim
odnosom LH ¢éelija i samo sa nukleocitoplazmatskim odnosom GH ¢elija. Takode su
medusobno znacajno korelirali morfometrijski parametri LH i GH ¢elija.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se tokom starenja gustina LH i GH
¢elija ne menja znacajno, ve¢ da one hipertrofiraju. Dugotrajna hipertrofija ovih ¢elija
na kraju dovodi do njihovog funkcionalnog pada, koji postaje znacajan nakon 70.
godine zivota. Veli¢ina i gustina FS ¢elija sa starenjem znacajno rastu, narocito posle
70. godine zivota, Sto ukazuje na pojacanu funkciju ovih ¢elija. Znacajna korelacija
izmedu morfometrijskih parametara LH i GH ¢elija na jednoj strani i morfometrijskih
parametara ovih Celija 1 FS ¢elija na drugoj, ukazuje na njihove medusobne interakcije
tokom procesa starenja.
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Morphometric and immunohistochemical analysis of the adenohypophyseal structures
which are the components of the gonadotropic and somatotropic axes during human aging

Literature data show that adenohypophysis cells change their function with time,
therefore, the aim of the research was to use the morphometric method to quantify the
morphological substrate of luteinizing (LH) gonadotropic, somatotropic (GH) and
folliculostellate (FS) cells in men during aging.

The material was adenohypophysis tissue taken from 14 male cadavers. For the
detection of LH, GH and FS cells, the tissue cross-sections of adenohypophysis were
histologically processed and stained with immunohistochemical monoclonal anti-LH
antibody, monoclonal anti-GH antibody and polyclonal anti-S100 antibody. Digital
images of immunohistochemically processed adenohypophysis sections were then
analyzed morphometrically using ImageJ system. SPSS statistical package was used for
statistical analysis.

The results of morphometric analysis showed that volume density of LH and GH cells
did not change significantly with age, whereas their area, perimeter and Feret diameter
statistically significantly increased. Nuclear morphometric parameters did not change
significantly and nucleocytoplasmic relationship of these cells decreased with age
whereby the decrease had statistical significance in patients over 70 years of age.
Morphometric analysis showed an increase in volume density of FS cells with aging
which is statistically significant in people over 70. Finally, the volume density of FS cells
was significantly correlated with area, perimeter, Feret diameter and nucleocytoplasmic
relationship of LH cells and only with nucleocytoplasmic relationship of GH cells. There
was also a significant correlation between morphometric parameters of LH and GH cells.
Based on the obtained results, it can be concluded that with aging the density of LH and
GH cells does not change significantly but the cells become hypertrophic. Long-term
hypertrophy of these cells eventually causes functional weakening which becomes
significant after 70 years of age. The size and density of FS cells substantially increase
after 70 years of age which points to their increased function. An important correlation
between morphometric parameters of LH and GH cells on one side and FS cells on the
other points to their mutual interactions during aging.
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LISTA SKRACENICA

Ach — Acetil-holin

ACTH - Adrenokortikotropni hormon

ADH  — Antidiuretski hormon

AVP  — Arginin-vazopresin

BMI - Indeks telesne mase

CATR - Kokain-amfetamin - regulisani transkript
CNS  — Centralni nervni sistem

CRH - Kortikotropin-rilizing hormon

DA — Dopamin,

DNK - Dezoksiribonukleinska kiselina
FFA  — Slobodne masne kiseline

FSH  — Foliklostimuliraju¢i hormon

GABA - y-aminobuterna kiselina
GALP - Galaninu sli¢an peptid

GFAP - Glijjalni kiseli fibrilarni protein
GH — Hormon rasta

GHRH - Somatotropin-rilizing hormon
GHRP - Rilizing peptid hormona rasta

GnRH - Gonadotropin-rilizing hormon

IGF-1 — Hepati¢ni medijator ili somatomedin
LH — Luteniziraju¢i hormon

MSH  — Melanocitno-stimuliSu¢i hormon
NE — Norepinefrin

NPY  — Neuropeptid Y

PAP  — Metoda peroksidaze antiperoksidaze

POMC - Proopiomelanokortin

PRL  — Prolaktin

PVN  — Paraventrikularno jedro hipotalamusa
RNK - Ribonukleinska kiselina

SON - Supraopticko jedro hipotalamusa
SRIF  — Somatostatin

SST — Somatotropin-inhibitorni hormon (somatostatin)
TRH - Tirotropin-rilizing hormon
TSH - Tirostimuliraju¢i hormon (tirotropin)

5-HT - Serotonin.
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UvoOD

Starenje kao proces karakteriSe postepeni pad telesnih funkcija, slabija reakcija
c¢ovekovog organizma na promene u okolini, pojacana sklonost ka bolestima karakteristicnim
za stare individue i kona¢no znacajno visi mortalitet. Za razliku od genetski programiranog
razvoja i rasta, starenje predstavlja kompleksan multifaktorijalni proces, koji nije genetski
programiran, ve¢ se pre moZe posmatrati kao vremenski zavistan pad telesnih funkcija usled
nagomilavanja oSteCenja molekularnih, celularnih i regulatornih sistema. Akumulirana
ostecenja se kona¢no mogu manifestovati zdravstvenim problemima karakteristicnim za
poodmakle godine. To sve ima za posledicu znacajan pad opsteg blagostanja i nizi potencijal
starih osoba za kvalitetan 1 nezavistan Zivot.

Sa endokrinoloSke taCke glediSata, starenje predominantno karakteriSe pad funkcije
onih sistema koji podupiru tkivni anabolizam. Kod muskog pola se to u najve¢oj meri odnosi
na dve veoma bitne komponente neuroendokrinog sistema: gonadotropnu i somatotropnu
osovinu. Tako se pod terminima gonadopauza i somatopauza uglavnom podrazumeva pad
bioloske raspolozivosti testosterona (T) i hormona rasta (GH) i/ili IGF-1, respektivno. Ipak,
napred navedeni procesi znacajno variraju kod razli¢itih individua, a na njihov intenzitet
znacajno utiCu 1 faktori okoline i1 Zivotne navike. PatofizioloSki, gonadopauza ili kasni
hipogonadizam se karakteriSe progresivnom disregulacijom hipotalamo-pituitarno-gonadalne
osovine, najverovatnije usled staro$¢u uzrokovanog pada maksimalne hipotalamusne sekre-
cije gonadotropin rilizing hormona (GnRH), pada luteiniziraju¢im hormonom (LH) stimulisa-
ne sekrecije T, pada maksimalne 1 prose¢ne amplitude LH pulsa uz ocuvanje bazalne frekven-
cije LH pulsne sekrecije i, redukcije mehanizma negativne povratne sprege posredstvom T.
Biohemijski se to manifestuje padom serumske koncentracije ukupnog T, bioraspolozivog T 1
slobodnog T, zatim umerenim porastom serumskog LH 1 FSH i kona¢no porastom serumskih
nivoa globulina koji vezuje polne hormone. Napred navedene promene se klinicki manifestu-
ju simptomima koji su sli¢ni simptomima kod hipogonadizma mladih muskaraca, i dodatno
nizom nespecificnih manifestacija ukljucujuéi nervozu, iritabilnost, depresiju, oslabljenu
memoriju, slabost, nesanicu, napade crvenila, periodi¢no preznojavanje 1 gubitak seksualne
snage. Za razliku od gonadopauze, uzroci 1 mehanizmi odgovorni za nastanak somatopauze
ili kasnog hiposomatotropizma su znatno slabije istraZeni i opisani u literaturi. Smatra se da u

osnovi sniZzene sekrecije hormona rasta (GH) tokom starenja stoji viSestruki neuroregulatorni
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Uvod

kolaps, kao Sto je kombinacija deficijentne sekrecije rilizing faktora (hormona) hormona rasta
(GHRH) 1/ili rilizing peptida hormona rasta (GHRP), tj. grelina, sa ekcesivhom sekrecijom
somatostatina (SST). To na kraju rezultira padom, u najvecoj meri koli¢ine izlu¢enog GH po
jednom sekretornom pulsu. Starenje ne utice na frekvenciju pulsne sekrecije GH, bazalnu
(konstitutivhu) GH sekreciju, poluzivot GH, i kinetiku njegove eliminacije. Nasuprot hipogo-
nadizmu, negativna povratna sprega posredovana GH 1i/ili IGF-1 postaje snaznija sa godi-
nama. Posledicu napred navedenog predstavlja biohemijski hiposomatotropizam sa ekspo-
nencijalnim padom koncentracija GH i IGF-1 pocevsi od ranog adultnog perioda, koji se kli-
nicki manifestuje osteopenijom, sarkopenijom, intraabdominalnom gojazno$c¢u, insulinskom
rezistencijom, hiperlipidemijom, rizikom od ateroskleroze i losijim kvalitetom zivota.

Prema tome, kako se klinicki znaci kasnog hipogonadizma i hiposomatotropizma u
velikoj meri preklapaju, pojedini autori su logi¢no zakljucili da oni proizilaze iz objedinjene
patofiziologije, da pad sekrecije GH/IGF-1 pogorSava staro§¢u izazvan pad LH — indukovane
steroidogeneze 1 obratno, da opadanje nivoa androgena sa godinama oslabljuje rad hipota-
lamo — pituitarne GH/IGF-1 osovine. Ipak, u literaturi za hormon rasta uglavnom predomini-
raju podaci o njegovom uceScu u reproduktivnoj funkciji Zena, neSto manje muskaraca.
Takode, kada je u pitanju muski pol, pretezno se opisuje njegov znacaj za polni sistem tokom
rasta 1 puberteta, dok se o njegovom ucescu u gonadopauzi malo pise. Tako se navodi da je
on kriticki vaZan za pravovremeni pocetak puberteta i indukciju seksualne maturacije, zatim
da reguliSe rast 1 funkciju sekundarnih seksualnih tkiva, kao Sto su prostata i semene kesice,
da kod odraslih modulira sekreciju gonadotropina i da gonadotropin-zavisnim i gonadotropin-
nezavisnim dejstvima utie na steroidogenezu i gametogenezu. Uticaj musSke gonadotropne
osovine na funkciju somatotropne osovine tokom starenja je znatno vise istrazivan i detaljnije
opisan u literaturi. Uoceno je da nedostatak polnih steroida, prvenstveno T i visceralna go-
jaznost zajedno, koreliraju i snazno statisticki predvidaju GH i IGF-1 deficijenciju, §to je
empirijski indirektno potvrdeno €injenicom da nadoknada T tokom 2 nedelje do 6 meseci
stimuliS§e GH produkciju kod starih 1 hipogonadalnih individua, ali ne i kod normalnih mladih
muskaraca. Smatra se da se u osnovi napred navedenih pretpostavki moze naci viSe mehani-
zama. Tako se razmatra mogucénost da nedostatak T naglasava efekat autonegativne povratne
sprege GH, zatim da nedostatak T redukuje potencijal i/ili efikasnost GHRH, da nedostatak T
pojacava hipotalamusnu sekreciju i/ili dejstvo SST, i1 da deprivacija T snizava aktivnost

signalnog puta grelina kod starih muskaraca.
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Uvod

Konacno, na funkciju gonadotropne i somatotropne osovine sa starenjem mogu da uti¢u
1 folikulostelatne (FS) ¢Celije, koje sintezom 1 oslobadanjem citokina i faktora rasta u adeno-
hipofizi, parakrinim putem mogu da reguliSu sekreciju GH, FSH i LH.

Na osnovu napred navedenih, kao i podataka u literaturi jasno je da funkcionalni
poremecaji tokom starenja na nivou dveju anabolickih osovina Coveka, gonadotropne i
somatotropne, u ovoj fazi razvoja nauke nemaju zadovoljavajuc¢e definisan histomorfoloski
supstrat. [zuzetak ¢ine samo relativno dobro izu€ene histomorfoloske promene u testisu.

Sve napred navedeno nas je navelo da pretpostavimo da tokom procesa starenja u
adenohipofizi dolazi do strukturnih promena, koje bi za posledicu mogle imati navedenu hor-
monsku disfunkciju. Pretpostavljene strukturne promene u adenohipofizi kadavera muskog
pola zeleli smo da detektujemo i kvantifikujemo primenom imunohistohemijske i morfome-

trijske metode, pomocu univarijantnih i multivarijantnih metoda statisticke analize.
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1. PREGLED LITERATURE

1.1. DEFINICIJA GONADOTROPNE I SOMATOTROPNE
OSOVINE COVEKA

Gonadotropna ili hipotalamo-pituitarno-gonadotropna osovina 1 Somatotropna ili
hipotalamo-somatotropna osovina komponente su hipotalamo-pituitarog sistema, koji predstavlja
mesto komunikacije izmedu centralnog nervnog sistema (CNS) i endokrinog sistema. Preko
hipotalamo-pituitarnog sistema razli¢iti spoljasni (npr. duzina trajanja dana i stres) i unutrasnji
faktori (npr. emocije) pokre¢u endokrine odgovore. Zajedno sa cirkumventrikularnim organima
(organum vasculosum laminae terminalis, organum subfornicale, neurohypophysis, eminentia
mediana, glandula pinealis, organum subcommissurale, area postrema), kao 1 tkivima na
periferiji u kojima se odigrava interakcija izmedu nervnih 1 endokrinih ¢elija (gastrointestinalni
sistem 1 njemu pridodate Zlezde, npr. pancreas) hipotalamo-pituitarni sistem sacinjava neuro-
endokrini sistem (Ferrari 1 sar., 2001; Goncharova 1 Lapin, 2002; Fink, 2012).

Gonadotropna 1 somatotropna osovina imaju anabolicka dejstva, koja ostvaruju na
razli¢itim ciljnim organima.

Gonadotropna osovina predstavlja vezu izmedu hipotalamusa, adenohipofize i polnih
zlezda kod oba pola, koja obavlja kontrolu nad funkcionisanjem ovih Zlezda (sl. 1). Kontrolna
funkcija gonadotropne osovine zapocinje sekrecijom gonadotropin-rilizing hormona (GnRH) iz
ventromedijalnog, arkuatnog, dorzomedijalnog i paraventrikularnog jedra hipotalamusa. Ovaj
hormon putem hipotalamo-hipofiznog portnog krvotoka dospeva do gonadotropnih celija
adenohipofize, koje stimuliSe da lu¢e dva gonadotropna hormona: luteiniziraju¢i hormon
(LH) 1 folikulostimuliraju¢i hormon (FSH). Kod muskaraca je LH primarni stimulus za sekre-
ciju testosterona iz Lejdigovih ¢elija, a FSH uglavnom stimuliSe spermatogenezu u semenim
kanali¢ima testisa. Kod Zena, i LH i FSH stimuliSu ciljne ¢elije u jajnicima i produkciju

progesterona 1 estrogena (Guyton 1 Hall, 2008; Veldhuis 1 sar, 2009).

Jovana R. Cukuranovi¢ Kokoris | Doktorska disertacija 4



GnRH
neuron

Stres o
Ishrana ==

Fizicka aktivnost \

Periodicni faktori

Glutamat Arkuatni
mA nukleus
oL,

[j-end;rﬁni

Ka CNS-u

Hipofiza
| e A

Inhibin
LH i FSH

Testosteron

Pregled literature

Kispeptin
neuron

A Receptori progesterona
@ Receptorori estrogena
B Receptori androgena
Y Receptori inhibina

3f Receptori leptina

Kispeptin
neuron

Estradiol

Testis QOvarijum

A

Anteroventralni
Periventrikularni
nukleus

Hipotalamus

Ka CNS-u

Progesteron

Slika 1. Regulacija hipotalamo-pituitarno-gonadalne osovine. Sematski
dijagram hipotalamo-pituitarno-gonadalne osovine prikazuje neuralne
sisteme koji reguliSu sekreciju gonadotropin-rilizing hormona (GnRH) i
povratnu spregu gonadalnim steroidnim hormonima na nivou hipotalamu-
sa 1 hipofize. CNS — centralni nervni sistem; CRH — kortikotropin-rilizing
hormon; FSH — folukulostimuliraju¢i hormon; GABA — y-aminobuterna
kiselina; GALP — galaninu slican peptid; LH — luteiniziraju¢i hormon; NE
— norepinefrin; NPY — neuropeptid Y (Modifikovano prema: Melmed 1

sar., 2011).

Somatotropna osovina prestavlja vezu hipotalamusa sa adenohipofizom (sl. 2). Naime,

somatotropin-rilizing hormon (GHRH), sekretovan iz infundibularnog 1 ventromedijalnog jedra

hipotalamusa, hipotalamo-hipofiznim portnim krvotokom dospeva do somatotropnih ¢elija

adenohipofize, koje stimulise da luc¢e hormon rasta (GH). Ovaj hormon, za razliku od ostalih

hormona adenohipofize, ne ispoljava dejstvo preko ciljne zlezde, ve¢ svoje efekte ispoljava

na skoro sva tkiva tela, Sto direktno, a Sto posredstvom somatomedina-insulinu sli¢nih

hormona rasta (IGF) nastalih u jetri.
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Kao $to se iz navedenog moze videti centralno mesto u gonadotropnoj i somatotropnoj 0so-
vini, kao 1 u drugim osovinama hipotalamo-pituitarnog sistema (hipotalamo-pituitarno-tiroidnoj 1
hipotalamo-pituitarno-adrenalnoj osovini), ima adenohipofiza koja hormonima koje luci kontro-

lise aktivnost vecine endokrinih zlezdi, kao 1 brojnih tkiva koja ne pripadaju endokrinom sistemu.
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Slika 2. Regulacija somatotropne osovine. GHRH — rilizing hormon
hormona rasta; SRIF — somatostatin; DA — dopamin, 5-HT — serotonin;
Ach — acetil-holin; NPY — neuropeptid Y; FFA- slobodne masne

kiseline. (Modifikovano prema: Melmed 1 sar., 2011)

Inace, funkcionisanje adenohipofize kontroliSu tri medusobno interagujuca elementa:
hipotalamusni inputi (rilizing faktori ili hipofiziotropni hormoni), negativna povratna sprega

cirkuliSu¢im hormonima ciljnih zlezda i/ili produktima ciljnih tkiva, i parakrini, odnosno

autokrini produkti same hipofize (Low, 2011).
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1.2. HIPOTALAMUSNE KOMPONENTE GONADOTROPNE
I SOMATOTROPNE OSOVINE

Hipotalamus predstavlja deo mozga od esencijalnog znacaja za odrzavanje homeostaze,
zbog Cega je njegova destrukcija inkompatibilna sa zivotom. Kontrolu homeostaze hipota-
lamus ostvaruje zahvaljujuci sposobnosti svojih neurona da koordinisu endokrini, autonomni
1 bihejvioralni odgovor na inpute iz spoljasnje (npr. svetlo, bol, temperatura, mirus), odnosno
unutrasnje sredine (npr. krvni pritisak, osmolarnost krvi, nivo Secera u krvi i koncentracije u
krvi hormona kao Sto su glikokortikoidi, estrogeni, testosteron, tiroidni hormon) (Low, 2011).

Osnovnu strukturalnu i1 funkcionalnu jedinicu hipotalamusa ¢ine neurohumoralne ili
neurosekretorne Celije, koje predstavljaju jedinstvenu kategoriju neurona ¢iji aksonski zavr-
Seci ne ulaze u sastav sinapsi, ve¢ se preko njih produkti ovih ¢elija, tj. hormoni, izlu¢uju
direktno u krvotok.

Takve su celije magnocelularni neuroni paraventrikularnog (PVN) i supraoptickog
jedra (SON), koje su povezane sa neurohipofizom 1 hipofiziotropne Celije, koje produkte
svoje sekrecije izlu€uju u krvne sudove srediSnjeg uzviSenja (eminentia mediana) 1 preko njih

u adenohipofizu (Low, 2011).

1.2.1.ANATOMSKE KARAKTERISTIKE HIPOTALAMUSA

Hipotalamus (hypothalamus) predstavlja ventralni deo medumozga (diencephalon). To
je kompleksan region, koji integriSe i koordinira mnoge nervne, endokrine, vegetativne i
imunoloSke funkcije organizma. Hipotalamusu je pridodata hipofiza, Zlezda koja zauzima
vazno mesto u endokrinom sistemu, posto regulise aktivnost ve¢ine drugih endokrinih zlezda.

U toku embrionalnog razvoja dijencefalon i hipotalamus, kao njegov deo, razvijaju se
iz zadnjeg dela prozencefalicnog mehura, od cijeg prednjeg dela nastaje veliki mozak
(telencephalon). Hipofiza vodi poreklo iz dva razliita izvora ektoderma. Adenohipofiza na-
staje iz povrSnog ektoderma krova usne duplje, koji raste naviSe u susret zacetku neuro-
hipofize. Neurohipofiza nastaje od neuroektoderma, u vidu produZetka levkastog oblika
(infundibulum) koji se sa poda dijencefalona pruza ka zacetku adenohipofize, sa kojom se
spaja u jedinstveni organ-hipofizu.

Hipotalamus se nalazi izmedu hemisfera velikog mozga, a iznad srednjeg mozga
(mesencephalon). Hemisfere velikog mozga ga okruzuju spreda, bo¢no i odozgo, a njegova

jedina slobodna i vidljiva ventralna strana naleze na gornju stranu tela klinaste kosti (os
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sphenoidale). Hipotalamus predstavlja relativno mali deo medumozga, te mu je kod odasle
osobe tezina oko 4 g, a duzina svega nekoliko santimetara. Granice su mu jasne samo na do-
njoj strani, koja gradi pod i donje delove bocnih zidova tre¢e mozdane komore (Kahle i
Frotscher, 2002; Mills, 2007; Siegel i Sapru, 2011). Pruza se od napred prema pozadi, od la-
mine terminalis do frontalne ravni koja se nalazi iza mamilarnih tela, a u visinu od hipotala-
musnog zleba gore, nanize do njegove ventralne strane. Hipotalamus je bo¢no ogranic¢en
prednjim delom subtalamusa, kapsulom internom i optickom trakom, sa zadnje strane teg-
mentalnim delom subtalamusa i tegmentumom mezencefalona, a sa gornje strane jedrima ta-
lamusa. Pepeljasto ispupcenje (fuber cinereum) je levkasto ispupcenje sive mase, koje
zauzima celu ventralnu stranu hipotalamusa izmedu opticke raskrsnice i mamilarnih tela. Ono
predstavlja najnizi deo tre¢e mozdane komore, a od njegovog srednjeg dela se ventralno pru-
za peteljka hipofize (infundibulum), koja se nanize nastavlja njenim nervnim delom, odnosno
reznjem (lobus nervosus s. pars nervosa). Oko baze infundibuluma na pepeljastom ispupce-
nju nalazi se kruzno, srediSnje uzviSenje (eminentia mediana), ograni¢eno plitkim tubero-
infundibularnim zlebom. Bo¢no se nalazi parno uzviSenje (eminentia lateralis), prouzroko-

vano lateralnim tuberalnim jedrima, a postoji 1 malo, srediSnje postinfundibularno uzvisenje.

1.2.2. GRADA HIPOTALAMUSA

Hipotalamus se sastoji iz sive 1 bele mase. Sivu masu ¢ine brojna nejasno ograni¢ena i
funkcionalno povezana jedra (sl. 3). Vlaknima stubova mozdanog svoda (columnae fornicis)
hipotalamus je podeljen na medijalnu 1 lateralnu zonu (Mills, 2007; Standring 1 sar., 2008;
Siegel i Sapru, 2011; FIPAT, 2011). Lateralnu zonu (zona lateralis), ozna¢enu i kao spo-
ljaSnja hipotalamusna oblast (area hypothalamica lateralis) ¢ini ve¢i broj nejasno ograni-
¢enih jedara, kao $to su nc. perifornicalis, nc. tuberomammillaris i ncc. tuberales laberales.
Izmedu ovih jedara pruzaju se vlakna medijalnog telencefalicnog snopa (fasciculus telen-
cephalicus medialis). Jedra lateralne zone su sediSta vaznih bihejvioralnih centara, centra za
glad i centra za unoSenje tecnosti. Medijalna zona (zona medialis) hipotalamusa, oznacena
kao hipofiziotropna zona, sastoji se iz viSe grupa jedara safinjenih od neurosekretornih ¢elija
¢iji produkti reguliSu sekretornu aktivnost hipofize (Siegel i Sapru, 2011). Ova jedra su siste-
matizovana u sledece oblasti: prednju (area hypothalamica anterior), srednju ili tuberoinfun-
dibularnu (area hypothalamica intermedia), zadnju ili mamilarnu (area hypothalamica
posterior) 1 dorzalnu (area hypothalamica dorsalis) (Standring 1 sar., 2008; FIPAT, 2011).

Prednja hipotalamusna oblast se sastoji iz preopticke oblasti, koja obuhvata nc. preopticus
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medianus, nc. preopticus periventricularis, nc. preopticus medialis i nc. preopticus lateralis 1
supraopticke oblasti, kojoj pripadaju nc. supraopticus, nc. suprachiasmaticus i nc. para-

ventricularis hypothalami.
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Slika 3. Glavna hipotalamusna jedra levog hipotalamusa. (/zvor: Putz i Pabst, 2009)

Medijalni deo prednje hipotalamusne oblasti u¢estvuje u regulaciji endokrinih funkcija
1 termoregulaciji, dok je funkcija lateralnog dela ove oblasti nedovoljno razja$njena (Kahle 1
Frotscher, 2002; Mills, 2007; Standring i sar., 2008; Siegel i Sapru, 2011). Tubero-infundi-
bularna oblast odgovara srediSnjem uzviSenju hipotalamusa (eminentia mediana). U njoj se
neposredno iznad infundibuluma, a kaudalno od suprahijazmatskog jedra, nalazi infundi-
bularno jedro (nc. infundibularis s. arcuatus). Ventralno u odnosu na ovo jedro nalazi se ven-
tromedijalno jedro (nc. ventromedialis), a dorzalno u odnosu na njega je dorzomedijalno jedro
(nc. dorsomedialis). Neposredno uz zid tre¢e mozdane komore smeStena su tuberalna jedra,
sastavljena od neurona ¢iji aksoni obrazuju tuberoinfundibularni snop. Vlakna ovog snopa se
zavr$avaju u nivou fenestriranih kapilara primarnog pleksusa srediSnjeg uzviSenja, u koje
oslobadaju produkovane hormone, koji potom preko hipotalamo-hipofiznih portnih vena
dospevaju do endokrinih ¢elija hipofize.

Zadnja ili mamilarna oblast medijalne zone nalazi se u nivou bradavicastih telasaca

hipotalamusa. Ova oblast sadrzi medijalno mamilarno jedro (nc. mammillaris medialis) naj-
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krupnije i najznacajnije jedro, a takode i nekoliko manjih jedara: lataralno mamilarno jedro (nc.
mammillaris lateralis), premamilarna (n. premammillaris ventralis et dorsalis), zadnje jedro hi-
potalamusa (nc. posterior hypothalami) 1 supramamilarno jedro (nc. supramammillaris).
Dorzalna hipotalamusna oblast sadrzi tri manja jedra: nc. endopeduncularis, nc. ansae
lenticularis 1 nc. dorsomedialis (Kahle i Frotscher, 2002; Mills, 2007; Siegel 1 Sapru, 2011).
Neurosekretorne ¢elije medijalnog hipotalamusa svojim produktima deluju dvojako na
sekretornu aktivnost endokrinih ¢elija hipofize. Rilizing (,,releasing”) faktori ili hormoni
stimuliSu, a inhibitorni (“inhibiting*) faktori ili hormoni inhibiraju endokrinu aktivnost ¢elija
hipofize (Kahle i Fortscher, 2002; Siegel i1 Sapru, 2011). Najznacajniji hormoni (faktori)
hipotalamusa su (Mills, 2007):
= Tirotropin-rilizing hormon (TRH) — deluje na tirotropne celije adenohipofize i
stimuliSe sekreciju tirotropina (TSH), a veruje se da ucestvuje i u regulaciji sekrecije
prolaktina (PRL),
= Kortikotropin-rilizing hormon (CRH) deluje na kortikotropne ¢elije adenohipofize 1
stimuliSe sekreciju kortikotropina (adrenokortikotropnog hormona — ACTH),
= Somatotropin-rilizing hormon (GHRH) deluje na somatotropne ¢elije adenohipofize
1 stimuliSe sekreciju hormona rasta (GH),
= Somatotropin-inhibitorni hormon ili somatostatin (SST) — deluje na somatotrope
adenohipofize inhibiSu¢i sekreciju GH,
* Gonadotropin-rilizing hormon (GnRH) — deluje na gonadotrope adenohipofize,
stimuliSu¢i sekreciju 1 luteiniziraju¢eg (LH) 1 folikolostimuliraju¢eg (FSH) hormona,
* Dopamin — deluje na laktotrope adenohipofize i inhibira sekreciju PRL,
= Arginin-vazopresin (AVP) — deluje sinergisticki sa CRH na kortikotrope adenohipofize

stimuliSu¢i sekreciju ACTH.

Vecina hormona hipotalamusa se moZze identifikovati imunohistohemijski. Tako je
ustanovljeno da se TRH sintetiS§e mahom u ventromedijalnom, dorzomedijalnom, preoptickom
1 paraventrikularnom jedru medijalnog hipotalamusa, a CRH u periventrikularnom i medi-
jalnom delu paraventrikularnog jedra. GHRH sintetisu neuroni arkuatnog jedra, a SST ne-
uroni periventrikularnog, paraventrikularnog i1 parvocelularnog dela arkuatnog jedra. GnRH se
sintetise uglavnom u ventromedijalnom, dorzomedijalnom, arkuatnom i paraventrikularnom
jedru, AVP u supraopti¢kom i paraventrikularnom jedru, a Dopamin pozitivni neuroni su iden-
tifikovani u arkuatnom jedru (Mills, 2007; Kovacs 1 Ojeda, 2012). 1z navedenog proisti¢e da se

u nekim jedrima hipotalamusa moze detektovati vise rilizing hormona.
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Navedeni hormoni (faktori) hipotalamusa su peptidi, izuzev dopamina koji je biogeni
amin. Neki od njih ucestvruju u regulaciji sinteze i sekrecije vise od jednog pituitarnog
hormona. Tako, na primer, TRH je veoma snaZzan rilizing hormon PRL i TSH, a pod odrede-
nim uslovima i ACTH 1 GH. Gonadotropin rilizing hormon stimuli$e sekreciju i LH i FSH, a
SST inhibiSe oslobadanje GH i1 TSH. Dopamin, glavni inhibitor sekrecije PRL, inhibira i
sekreciju TSH 1 gonadotropina, a pod odredenim okolnostima i GH (Low, 2011).

Interesantno je da distribucija hipofiziotropnih hormona nije ograni¢ena samo na
hipotalamus. Vecina njih se moze detektovati i u nehipofiziotropnim neuronima hipotalamusa,
u nekim ekstrahipotalamusnim regionima mozga, a takode i u pojedinim perifernim organima.
Na tim lokalitetima oni ucestvuju u regulaciji funkcija koje nemaju veze sa hipofizom (npr.
uticu na ponasanje i homeostazu). Pojedini hipofiziotropni hormoni, pored regulacije
sekrecije hormona, mogu uticati i u kontroli diferencijacije i proliferacije pituitarnih éelija

(Mills, 2007; Low, 2011; Kovacs i Ojeda, 2012).

1.2.3.ANATOMIJA I FIZIOLOGIJA HIPOFIZIOTROPNOG
GnRH HIPOTALAMUSA

GnRH, identifikovan u neuronima ventromedijalnog, dorzomedijalnog, arkuatnog 1
paraventrikularnog jedra hipotalamusa, aksonima ovih neurona dospeva do eminencije me-
dijane, gde se oslobada u hipotalamo-hipofizni portni vaskularni sistem. Navedenom portnom
cirkulacijom se transportuje u adenohipofizu, gde stimuliSe sekreciju 1 oslobadanje dva
gonadotropna hormona, LH 1 FSH.

GnRH je peptid sa 10 aminokiselina, koji se izlucuje intermitentno, svakih 1 do 3 sata, u
trajanju od nekoliko minuta. Ja¢ina stimulativnog dejstva GnRH zavisi od dva faktora:
frekvencije njegovih sekretornih ciklusa i koli¢ine ovog hormona oslobodene u svakom ciklusu.
Medutim, intermitentno izlu€ivanje GnRH dosta verno prati samo lucenje LH u adenohipofizi,
koje je takode cikli¢no. Nasuprot tome, izlu¢ivanje FSH se samo blago povecava ili smanjuje u
zavisnosti od kolebanja intenziteta sekrecije GnRH. Zbog znatno bolje korelacije izmedu lucenja
GnRH 1 LH, nego izmedu GnRH i FSH, GnRH se Cesto oznacava i kao LH-rilizing hormon
(Guyton & Hall, 2008).
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1.2.4.ANATOMIJA I FIZIOLOGIJA HIPOFIZIOTROPNOG GHRH I SST
SISTEMA HIPOTALAMUSA

Pulzatilnu sekreciju GH regulisu dva antagonisticka neurohormonalna sistema: GHRH i
SST (sl. 2). Hipofiziotropni GHRH neuroni su lokalizovani u ventrolateralnom delu infun-
dibularnog jedra i1 perifernim delovima ventromedijalnog jedra. Medutim, SST neuroni su
detektovani unutar veceg broja jedara hipotalamusa: rostralnom delu periventrikularnog,
parvocelularnom delu PVN, takode i u sastavu suprahijazmatskog, arkuatnog, ventromedijalnog i
dorzomedijalnog jedra. Ipak, najbrojnija populacija SST neurona nalazi se u periventrikularnom
jedru, ¢ijih 70% celija su hipofiziotropne (Fodor 1 sar., 2006).

GHRH. U hipotalamusu ¢oveka post-translacijskom modifikacijom prohormonskog
molekula dobijaju se dve molekularne forme GHRH: GHRH (1-44) - NH, i GHRH (1-40).
Pomocu tipa IV dipeptidil-peptidaze u cirkulaciji se GHRH inaktivira u njegov stabilniji me-
tabolit GHRH (3-44) - NH,, koji predstavlja najve¢i deo imunoreaktivnog peptida u plazmi.
Pored ekspresije u humanom hipotalamusu, GHRH gen je ektopi¢no eksprimiran i u huma-
nom ovarijumu, uterusu i placenti, u kojima njegova funkcija jos uvek nije razjasnjena. Se-
kretovani GHRH brzo izaziva porast nivoa serumskog GH, koji dostiZe svoj maksimum
nakon 15-45 minuta, da bi se njegovi nivoi vratili na bazalne vrednosti nakon 90-120 minuta
(Yeung i sar., 2006; Low, 2011).

Somatostatin. Somatostatin je cikli¢ni peptid koji inhibira sekreciju GH. Nastaje
razgradnjom prohormonskog molekula prohormon konvertazama, pri ¢emu se dobijaju
njegove dve forme: prva, ¢iji se molekul sastoji iz 14 aminokiselina i koji je oznacen kao so-
matostatin-14 (SST-14) i druga, ¢iji molekul ima 28 aminokiselina 1 koja nosi naziv soma-
tostatin-28 (SST-28), a koja moze u pojedinim tkivima biti razgradena na SST-14 molekule.
Forma SST-14 je dominantno zastupljena u mozgu (ukljucuju¢i hipotalamus), a SST-28
forma se nalazi pretezno u gastrointestinalnom traktu (narocito u duodenumu i jejunumu). U
adenohipofizi SST inhibise sekreciju GH, ali u odredenim okolnostima i sekreciju TSH, PRL
1 ACTH. SST ispoljava inhibitorni efekat na sve endokrine i egzokrine celije pankreasa,
creva, zucne kese 1 pljuvacnih Zlezda, a u odredenim uslovima inhibira 1 sekreciju parathor-
mona i kalcitonina. Zbog svoje Siroke distribucije 1 Sirokog spektra regulatornih efekata SST
se moze oznacCiti kao arhetipski pansistemski modulator. Takode, dokazano je i postojanje
dvosmernih sinaptickih veza izmedu GHRH 1 SST hipofiziotropnih neurona (Fodor 1 sar.,

2006).
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1.2.5.KONTROLA SEKRECIJE GH DRUGIM FAKTORIMA

Sekrecija GH moze biti kontrolisana 1 Sirokim spektrom drugih neurotransmitera i
neuropeptida hipotalamusa (sl. 2). Naime, dokazano je da 38% somatostatinergi¢kih neurona
periventrikularnog jedra ko-lokalizira CART (kokain-amfetamin-regulisani transkript) neuro-
peptid, ¢iji se funkcionalni znac¢aj u GH regulaciji jos§ uvek istrazuje. Neuropepid Y (NPY) je
jedan od najpotentnijih oreksigenih neuropeptida neurona arkuatnog jedra. Za razliku od GHRH
neurona, SST 1 NPY neuroni eksprimiraju GH receptore. Zbog toga GH mehanizmom negativne
povratne spege deluje na NPY neurone, koji sekrecijom NPY indiektno, stimulacijom sekrecije
SST, inhibiraju sekreciju GH. Takode, dokazano je da proopiomelanokortin (POMC) pozitivni
neuroni arkuatnog jedra eksprimiraju SSTR2 receptore i svojim aksonima inerviSu SST neurone
periventrikularnog jedra, te su na taj nacin indirektno ukljuceni u intrahipotalamusnu kontrolu
rasta i metabolizma energije. Grelin, kao prirodni ligand receptora sekretagoga GH i stimulator
sekrecije GH iz adenohipofize je najpre detektovan u Zzelucu. Njegova lokalizacija u hipota-
lamusu jo§ uvek je kontraverzna. Ipak, veruje se da postoji snazna ekspresija mRNA GH
sekretagognog receptora u arkuatnom i ventromedijalnom jedru. Imunohistohemijski je pokazano
da GHRH 1 SST neuroni periventrikularnog i arkuatnog jedra eksprimiraju TRH-R1 do sada
jedini identifikovani TRH receptor, kao i da primaju TRH input. Nasuprot stimulatornom efektu
na GH sekreciju na nivou adenohipofize TRH na nivou hipotalamusa dovodi do inhibicije
sekrecije GH istovremenim delovanjem na SST 1 GHRH neurone (Fodor i sar., 2006).

Na GH sekreciju uticu 1 brojni ekstrahipotalamusni faktori, koji su povezani s
energetskim unosom i1 metabolizmom. Medu najznacajnije stimulatore za oslobadanje GH
spadaju pad koncentracije Secera u krvi, vezbanje, fizicki 1 emocionalni stres i visok unos
proteina. Oni svoj efekat ostvaraju inhibicijom sekrecije SST 1 posledicnom dezinhibicijom GH
sekrecije. Takode, brojni ¢inioci dovode do inhibicije sekrecije GH: postprandijalna hipergli-
kemija, infuzija glukoze, poviSeni nivoi slobodnih masnih kiselina, tip 2 dijabetes melitusa i
gojaznost. Polni steroidi na sekreciju GH deluju veoma komplikovanim mehamizmima, zbog
viSe mogucih ciljnih mesta njihovog delovanja na nivou proksimalnog dela hipotalamopi-
tuitarne osovine. Ekstremno visoki 1 niski nivoi glikokortikoida suprimiraju GH sekreciju.
Niske doze glikokortikoida suprimiraju gensku ekspresiju i osetljivost somatotropa na GHRH,
a visoke doze istovremeno poviSavaju tonus SST 1 sniZzavaju tonus GHRH u hipotalamusu.
Takode, poviseni nivoi tireidnih hormona deluju inhibitorno na sekreciju GH. Ovo postizu
podizanjem tonusa SST 1 deficijencijom GHRH u hipotalamusu, kao 1 supresijom aktivnosti so-

matotropa u adenohipofizi (Low, 2011).
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1.3. PITUITARNE KOMPONENTE GONADOTROPNE
I SOMATOTROPNE OSOVINE

1.3.1. ANATOMSKE KARAKTERISTIKE HIPOFIZE

Hipofiza (hypophysis s. glandula pituitaria) zauzima centralno mesto u endokrinom
sistemu, posto produktima svoje sekrecije, hormonima, regulise rad vecine ostalih endokrinih
zlezdi. Neki od njenih hormona, kao $to je hormon rasta, mogu delovati direktno na odredena
ciljna tkiva koja ne pripadaju endokrinom sistemu. Inace, hipofiza reguliSe brojne, vazne
procese u organizmu kao $to su rast, metabolizam, fertilitet, stres, kao i imunoloski odgovor
organizma (Vankelecom, 2007; Ili¢, 2009).

Hipofiza je mala endokrina Zlezda smeStena u turskom sedlu (sella turcica), udubljenju
na gornjoj strani tela sfenoidalne kosti. Prose¢na tezina adultne hipofize je oko 600 mg (400-
900 mg). Njen poprec¢ni dijametar iznosi oko 13 mm, anteroposteriorni dijametar oko 9 mm,
a visina 6-9 mm. Dorzalno je od mozga odvojena duplikaturom tvrde mozdanice
(diaphragma sellae). 1znad 1 ispred dijafragme turskog sedla nalazi se opticka raskrsnica
(chiasma opticum). Ventralno je od desnog i levog sfenoidalnog sinusa odvojena tankim
kostanim zidom turskog sedla. Lateralno od hipofize nalaze se desni 1 levi kavernozni sinus,
kroz koji prolaze unutraSnja karotidna arterija i VI kranijalni Zivac, a u diplikaturi ¢ijeg
spoljasnjeg zida se nalaze III, IV, V1 1 V3 mozdani Zivci.

Hipofiza nastaje anatomskom integraciojm Zlezdanog 1 nervnog tkiva u toku
embrionalnog razvoja. Zlezdano tkivo predstavlja njen prednji reZanj ili adenohipofizu (ade-
nohypophysis s. lobus anterior), a nervno tkivo njen zadnji rezanj ili neurohipofizu (rneuro-
hypophysis s. lobus posterior) (Henrikson 1 sar. 1997; Andelkovi¢, 2009). Iako u anatomskom
smislu adeno 1 neurohipofiza predstavljaju jedinstvenu celinu (sl. 4), njih karakteriSe razli¢ito
embrionalno poreklo, grada i1 funkcija (Gartner 1 Hiatt, 2007). Na ovaj nac¢in hipofiza
predstavlja strukturalnu i funkcionalnu vezu izmedu dva glavna regulaciona sistema (nervnog
i endokrinog) u telu coveka. Hipofiza je povezana sa mozgom neuralnim putevima i bogato je
vaskularizovana sudovima koji snabdevaju mozak. Na taj nacin je lucenje skoro svih hor-
mona hipofize je pod kontrolom hormonskih ili nervnih signala iz hipotalamusa, do koga

stizu impulsi iz razli¢itih delova centralnog nervnog sistema.
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Slika 4. Sagitalni presek hipofize i donjeg dela hipotalamusa.
(Modifikovano prema: Netter, 2011)

1.3.2. ANATOMSKE KARAKTERISTIKE ADENOHIPOFIZE

Adenohipofiza predstavlja 75% hipofize 1 idu¢i odozgo naniZe 1 napred sastoji se iz tri
dela: tuberalnog (pars tuberalis) i srednjeg (pars intermedia), zakrzljalih kod humane adeno-
hipofize, i distalnog (pars distalis) (sl. 4). Pars tuberalis je kranijalni nastavak levkastog
oblika, koji okruzuje infundibulum i zajedno sa njim obrazuje hipofiznu drsku. Sastoji se iz

nepravilno razbacanih acinusa endokrinih ¢elija izmedu brojnih krvnih sudova portalnog
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hipotalamno-hipofiznog krvotoka. Najvec¢i broj njegovih ¢elija ispoljava imunoreaktivnost na
ACTH, FSH, LH (Junqueira i Corneiro, 2005; Mills, 2007). Pars intermiedia nastaje od
zadnjeg zida embrionalnog Ratkeovog S$paga, priljubljen je uz zadnji rezanj hipofize, t;.
neurohipofizu, dok je od distalnog dela odvojen ve¢om ili manjom pukotinom. Na ovaj deo
otpada 3% adenohipofize, a sastoji se iz bazofilnih ¢elija, koje luc¢e melanocitno-stimuliSuci
hormon (MSH) (Kuehnel, 2003). Ovaj deo se karakteriSe prisustvom koloidnih cista obloze-
nih prostim kubi¢nim ili viSeslojnim stratifikovanim epitelom, koje upuéuju na zajednicko
embrionalno poreklo ovog i distalnog dela adenohipofize od Ratkeovog Spaga, koji polazi sa
krova primitivne usne duplje (Kuehnel, 2003). Pars distalis nastaje od prednjeg zida Ratke-
ovog Spaga 1 ¢ini najveci deo adenohipofize. Ovaj deo ima gradu tipi¢ne endokrine zlezde u
kojoj se luci Sest vaznih hormona. Na koronalnim ili transverzalnim presecima razlikuju se
sredi$nji i dva lateralna dela (krila). Endokrine ¢elije su rasporedene u vidu gredica izmedu
kojih se nalaze vezivno-tkivne pregrade koje sadrze bogatu mrezu fenestriranih sinusoidnih
kapilara (Kuehnel, 2003; Mills, 2007; Young i sar., 2007; Eroschenko, 2008; Le Tissier i
sar., 2012).

1.3.3. HISTOLOSKE KARAKTERISTIKE ADENOHIPOFIZE

Prema afinitetu za boje, pri rutinskim histoloskim metodama, medu ¢elijama adeno-
hipofize jasno se razlikuju dva tipa ¢elija: hromofilne, ¢ija se citoplazma intenzivno boji i
hromofobne, ¢ija se citoplazma veoma slabo ili uopste ne boji. Hromofilne ¢elije ¢ine oko
50% celijske populacije prednjeg reznja hipofize i mogu se podeliti na dve grupe: Celije ¢ija
je citoplazma acidofilna i boji se crveno, oznacene kao acidofili i na koje otpada 40% i Celije
kod kojih je citoplazma bazofilna i boji se plavo, oznacene kao bazofili, kojima pripada 10%
(Young 1 sar., 2007). Grupi acidofilnih ¢elija pripadaju mamotropne 1 somatotropne, dok gru-
pu bazofilnih ¢elija ¢ine gonadotropne, tireotropne i kortikotropne ¢elije. Hromofilne Celije
su poligonalnog oblika, centralno postavljenog okruglog jedra i citoplazme u kojoj se nalaze
dobro razvijene sekretorne organele za sintezu peptidnih hormona i sekretorne granule koje
pod elektronskim mikroskopom, u zavisnosti od vrste ¢elija, imaju razli¢it broj, veliinu 1
stepen osmofilnosti. Na preparatima bojenim klasithom H&E metodom, u srediSnjem delu
adenohipofize uocava se vece prisustvo bazofilnih celija, koje predominantno sekretuju
ACTH, TSH, LH i FSH, dok se u lateralnim delovima prednjeg reznja (,,lateralna krila™)

nalaze acidofilne ¢elije, koje najve¢im delom sekretuju GH i znatno manje PRL.
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Hromofobne (ne-endokrine) éelije predstavljaju 5-10% celija pars distalisa, normalno
nisu sekretorno aktivne, ali pod odredenim uslovima mogu da sekretuju male koli¢ine bilo
kog hormona, kao i druge parakrine supstance koje mogu delovati na endokrne éelije i
modulirati njihovu aktivnost (Fauquier i sar., 2002; Gartner i Hiatt, 2007).

Folikulostelatne (FS) celije predstavljaju posebnu grupu nesekretornih celija adeno-
hipofize. To su male ¢elije, relativno velikog jedra, slabo bazofilne citoplazme i sa manjim ili
veéim brojem citoplazmatskih produzetaka. Slicne su glija ¢elijama, a pretpostavlja se da
imaju nutritivou, potpornu i fagocitnu ulogu (Lackovi¢ i sar., 2012; Pavlovi¢ i sar., 2013).
Zbog karakteristicnog zvezdastog oblika, kao i zbog osobine ovih ¢elija da ucestvuju u iz-
gradnji zida folikula ispunjenih koloidom u adenohipofizi one se oznacavaju i kao foliku-
lostelatne celije (Inoue i sar., 1999; Allaerts i Vankelecom, 2005; Devnath i Inoue, 2008;
Perez-Castro i sar., 2012).

1.3.4. FUNKCIONALNI CELIJSKI TIPOVI ADENOHIPOFIZE

Na osnovu funkcionalnih karakteristika, mikroskopskog izgleda i imunohistohemijske
reakcije, mogu se razlikovati najmanje pet tipova endokrinih ¢elija adenohipofize. Sve se one
mogu klasifikovati u dve grupe: (i) endokrine ¢elije ¢iji hormoni deluju na ne-endokrina tkiva
(somatotropi 1 laktotropi) i (i1) endokrine Celije koje svojim hormonima reguliSu rad drugih
endokrinih Zlezda (kortikotropi, tirotropi i gonadotropi) (Young i sar., 2007).

Somatotropi predstavljaju veéinu pituicita (~50%) 1 sekretuju hormon rasta (GH).
Laktotropi ¢ine 15-20% pituicita 1 sekretuju prolaktin (PRL). I somatotropi 1 laktotropi su
predominantno lokalizovani u lateralnim krilima distalnog dela adenohiofize. Gonadotropi
¢ine 5-10% populacije pituicita, sekretuju folikulo-stimuliraju¢i (FSH) 1 luteiniziraju¢i
hormon (LH) i ima ih u svim delovima prednjeg reznja. Kortikotropi predstavljaju izmedu
15% 1 20% pituicita prednjeg reznja, sekretuju kortikotropin (ACTH) 1 pretezno su loka-
lizovani u njegovom sredi$njem, klinastom delu. Tirotropi ¢ine oko 5% pituicita, sekretuju
tirostimuliraju¢i hormon (TSH) i mahom su lokalizovani u prednjim partijama srediSnjeg,
klinastog dela prednjeg reznja. lako se verovalo da vec¢ina endokrinih ¢elija adenohipofize
mogu da sekretuju samo jedan hormon (npr. somatotropi mogu da sekretuju samo GN, a
tirotropi samo TSH), danas se zna da pojedine ¢elije mogu da produkuju i izlucuju vise od
jednog hormona. Naime, svaki od navedenih ¢elijskih tipova poseduje i diskretne celijske
subpopulacije (tzv. multireaktivne ¢elije), koje su sposobne da odgovore na stimulus nekoliko

hipotalamusnih rilizing hormona. Takode, dokazano je da su pojedine ¢elije adenohipofize
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multifunkcionalne i da ih odlikuju dva posebna fenomena: paradoksalna sekrecija (sekrecija
hormona izazvana neodgovaraju¢im rilizing hormonom) i transdiferencijacija (fenotipska
zamena izmedu razli€itih zrelih Celijskih tipova bez prethodne ¢elijske deobe). Multifunkci-
onalnost ¢elija je ¢eS¢a kod osoba zenskog pola i objasnjava se cikliénim hormonskim pro-
menama kod njih. Tako, npr. gonadotropi mogu da sekretuju i LH 1 FSH, a kortikotropi pored
ACTH 1 B-lipotrofin i melanocitno-stimuliraju¢i hormon (alfa-MSH 1 beta-MSH) (Yeung i
sar., 2006; Kovach i Ojeda, 2012).

1.3.4.1. Gonadotropne éelije

Gonadotropi, odnosno LH i1 FSH c¢elije, predstavljaju desetak procenata celijske
populacije prednjeg reznja hipofize. Ravnomerno su rasporedene u distalnom delu adeno-
hipofize i ispoljavaju bazofiliju. Gonadotropi su ovalne ¢elije sa okruglim jedrom i dobro
razvijenim organelama. Citoplazma poseduje elektrono-guste sekretorne granule prec¢nika
200-250 nm, ispunjene hormonima (Andelkovi¢ i sar., 2009).

Luteinizirajuéi i folikulostimulirajuéi hormon. Glavni produkti sekrecije gonadotro-
pa su luteiniziraju¢i (LH) 1 folikulo stimuliraju¢i (FSH) hormon. Stimulaciju produkcije 1
sekrecije ovih hormona vr§i gonadotropni-rilizing hormon (GnRH), a inhibiciju, meha-
nizmom negativne povratne sprege, gonadalni steroidi, zatim inhibin, folistatin 1 aktivin.

LH kod Zena ucestvuje u ovulaciji 1 folikularnoj luteinizaciji, dok kod muSkaraca
stimuliSe Lajdigove celije da sekretuju testosteron. FSH kod Zena stimuliSe sazrevanje fo-
likula, dok kod muskaraca stimuliSe Sartolijeve Celije da sekretuju androgen-vezujuci protein
(Mills, 2007; Young i sar., 2007), koji vezuje 1 transportuje testosteron kroz germinativni epitel
u lumen tubula. On na taj na€in pospesuje spermatogenezu u semenim kanali¢ima testisa.

LH 1 FSH predstavljaju male glikoproteine, ¢ija je molekulska masa oko 30.000. Oni
ispoljavaju svoje dejstvo na ciljnim tkivima aktiviranjem ciklicnog adenozin monofosfatnog
sekundarnog glasni¢kog sistema, koji dalje aktivira specifi¢ne enzimske sisteme u odgova-

raju¢im ciljnim ¢elijama (Guyton i Hall, 2008).

1.3.4.2. Somatotropne Celije

Somatotropne celije, kao §to je napred receno, ¢ine prilblizno polovinu ¢elijske popu-
lacije adenohipofize. Najzastupljenije su u lateralnim krilima, a samo manji broj se moze naci
u srediSnjem delu zlezde. Ove celije su najceSce srednje veliCine, jedro je centralno po-

stavljeno, nukleolus prominira, a granule u citoplazmi su acidofilne.
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Inace, radi se o nehomogenoj c¢elijskoj populaciji ako se ima u vidu njihov spoljasnji
izgled 1 veli¢ina sekretornih granula. Vecéina somatoropa ima ovoidni oblik i sferi¢ne,
ravnomerno rasporedene elektrono-guste sekretorne granule, promera do 500 nm. Iregularne
(poliedarne) forme celija su rede, a njihove sekretorne granule su krupnije (dijametar preko
600 nm). Najzad, mogu se uociti i sitnije, slabo granulirane ¢elije, ¢ije su GH imunoreaktivne
granule promera 100-200 nm.

Za somatotrope se pretpostavlja da predstavljaju rezervni celijski tip, koji moze
preuzeti endokrinu funkciju drugih ¢elijskih tipova. Ovim se objaSnjava gestaciona hiper-
plazija PRL ¢elija. Sli¢na transdiferencijacija se moze uociti kod idiopatske ili sekundarne
PRL hiperplazije. Zato se tranzicione celije koje su sposobne da se transformisu ili u Ciste
somatotrope ili u Ciste laktotrope, oznaCavaju kao mamosomatotropi. Pojedine celije su
sposobne da sekretuju i GH i PRL. Na ovaj na¢in se moZze objasniti i transformacija GH ¢elija
u tirotrope kod hipotiroidnih osoba (Ooi i sar., 2004; Kontogeorgos i sar., 2012).

Hormon rasta. Glavni produkt sekrecije somatotropa je hormon rasta (GH), koji
posredstvom hepati¢nog medijatora ili somatomedina (IGF-1) deluje na periferna tkiva. Po-
stoje dokazi da se hormon rasta moze sekretovati i od strane ekstrapituitarnih tkiva (nervnog,
okularog, reproduktivnog, imunog, kardiovaskularnog, misSi¢nog, koznog i skeletnog) u
kojima lokalno ostvaruje autokrino/parakrino dejstvo (Le Roith i sar., 2001; Perez-Ibave i
sar., 2014). Hormon rasta karakteriSe pulzatilni ritam sekrecije, koji kontroliSu GHRH 1 so-
matostatin. Rilizing faktor hormona rasta kontroliSe njegovu sekreciju regulacijom transkrip-
cije GH mRNK posredstvom cAMP-a. Somatostatin uti¢e na ritam i amplitudu luc¢enja hor-
mona rasta, ali ne i na njegovu sintezu (Mills, 2007; Young 1 sar., 2007).

Fizioloski, GH sekreciju karakteriSe smena snaznih sekretornih epizoda sa fazama sa
minimalnom bazalnom sekrecijom, tokom kojih se GH prakticno ne moze detektovati u
plazmi. Talasi GH sekrecije se javljaju priblizno na svaka tri sata, pri ¢emu se glavni talas
pojavljuje tokom pocetne faze dubokog sna (Sherlock i Toogood, 2007). Intenzitet sekrecije
GH varira u toku zivota. Ona raste tokom gestacije, a potom opada u toku neonatalnog
perioda, zbog aktivnosti mehanizma negativne povratne sprege rastu¢im koncentracijama
IGF-1. Sekrecija GH ostaje stabilna tokom detinjstva, raste tokom puberteta, a potom tokom
adultnog perioda opada, ali sa neSto viS§im vrednostima kod zena u odnosu na muskarce
(Melmed i sar., 2011).

Hormon rasta ispoljava Sirok spektar metabolickih dejstava, kojim su obuhvaéena sva
tkiva coveka. Ipak, dominantan efekat ostvaruje na nivou kostanog i skeletno-misicnog tkiva.

Generalno, dejstva hormona rasta mogu se podeliti na direktna i indirektna (sl. 2).
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Direktna dejstva se odnose na metablizam belancevina, ugljenih hidrata i masti. Kao
anabolicki hormon, GH stimuliSe sintezu proteina. Naime, on stimuliSe preuzmanje amino-
kiselina od strane ¢elija (pre svega celija jetre, miSi¢a i masnog tkiva) i inkorporaciju istih u
sastav proteina mnogih organa ¢ovekovog tela. GH dovodi i do porasta sinteze RNK i DNK,
Sto rezultuje deobom celija. Ovo je od posebnog znacaja tokom godina rasta, kada GH dopri-
nosi rastu duzine kostiju i mase mekih tkiva. U to vreme pod uticajem GH dolazi i do dife-
rencijacije fibroblasta u hondrocite unutar hrskavice (Kovach i Ojeda, 2012). Na meta-
bolizam masti i ugljenih hidrata GH deluje dijabetogeno. On nivo glukoze u plazmi poviSava
na dva nacina. Najpre tako §to snizava stopu preuzimanja glukoze od strane ¢elija (uglavnom
miSi¢nog 1 masnog tkiva), a takode 1 povec¢anjem stope glikogenolize u jetri. GH stimuliSe
razgradnju deponovanih masti u masnom tkivu i na taj nacin oslobadanje slobodnih masnih
kiselina u krvnu plazmu. GH takode reguliSe metabolizam lipoproteina pojacanjem klirensa
lipoproteina niske gustine (LDL) preko pojacane ekspresije hepati¢nih LDL receptora. Nave-
dena dejstva GH su vazZna za obezbedivanje supstrata, koji nije ugljeno hidratni, za genezu
ATP u tkivima kao §to je misi¢no, pogotovo tokom gladovanja (Melmed i sar., 2011; Kovacs
i Ojeda, 2012).

Glavni indirektni fizioloSki efekat GH jeste promocija linearnog skeletnog rasta u periodu
od 3. godine do kraja adolescentnog perioda. Ovaj efekat GH ostvaruje posredstvom hepati¢nog
medijatora ili somatomedina (IGF-1), koji stimuliSe celije hrskavice da se dele 1 izlucuju vise
hrskavicavog ekstracelularnog matriksa. Inace, rast dugih kostiju pod uticajem GH (direktnim 1
indirektnim) prestaje kada se epifizne ploce transformiSu u kost na kraju adolescentnog perioda,
kada i prestaje dalji porast visine tela (Kemp, 2011; Kovacs i1 Ojeda, 2012).

Regulacija funkcije somatotropne osovine ostvaruje se mehanizmima kratke i duge
negativne povratne sprege, pomocu molekula GH ili IGF1 (sl. 2). Mehanizam #kratke
negativne povratne sprege podrazumeva direktno dejstvo GH na hipotalamus. Pri tome,
izlu€eni molekuli GH vezivanjem za GHR periventrikularnih SST neurona vrSe njihovu
aktivaciju 1 stimuliSu sekreciju SST. Putem aksona ovih tuberoinfundibularnih neurona SST
se transportuje do eminencije medijane 1 primarnog kapilarnog pleksusa. Odatle se pomocu
hipofizno-pituitarnog portalnog krvotoka doprema do somatotropa adenohipofize na nivou
kojih dovodi do inhibicije sekrecije GH. Izlu¢eni SST moze i da se preko aksonskih kola-
terala periventrikularnih neurona transportuje do GHRH neurona infundibularnog jedra, veze
za SSTR2 na njihovoj membrani i tako indirektno inhibira sekreciju GHRH, a samim tim 1
sekreciju GH. Mehanizam duge negativne povratne sprege ostvaruje se preko molekula IGF-

1 ili drugih tkivnih produkata aktivnosti GH, kao $to su slobodne masne kiseline i glukoza. U
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ovom slucaju molekul IGF-1 deluje inhibitorno na sintezu GH u najvec¢oj meri vezujuci se za

IGF-1 receptore na nivou somatotropa adenohipofize (Low, 2011).

1.3.4.3. Folikulostelatne celije

Folikulostelatne ¢elije ¢ine 5-10% celijske populacije adenohipofize. Hromofobne su,
zvezdastog oblika sa dugim, tankim nastavcima, koji se pruzaju izmedu endokrinih ¢elija i
kapilara. Medusobno su povezane i formiraju dvodimenzionalnu mrezu (Fauquier i sar., 2002;
Acosta i sar., 2010). Otkrivene su u adenohipofizi pre 60-ak godina i prvobitno su bile razvr-
stane u dve grupe: ,folikularne* celije, koje grade zidove Supljina (folikula) ispunjenih
koloidnim materijalom 1 “stelatne Celije,, koje se odlikuju dugim nastavcima koji se pruzaju
izmedu endokrinih ¢elija. Kasnije je ustanovljeno da obe grupe celija ispoljavaju imuno-
reaktivnost na S100 i glijalni kiseli fibrilarni protein (GFAP), §to ukazuje na zajedni¢ko po-
reklo od astrocita i mikroglije. Ovo je bio razlog da se oba tipa ¢éelija objedine u jedinstvenu
¢elijsku populaciju, koja je oznacena kao ,.folikulostelatne “ celije.

Radi se o agranularnim ne-endokrinim parenhimskim ¢elijama adenohipofize ¢ija uloga
nije u potpunosti razjasnjena (Fauquier i sar., 2002; Gartner 1 Hiatt, 2007). Pretpostavlja se da
imaju potpornu ulogu, da ucestvuju u trofickim procesima, transferu metabolita 1 jona 1
nutritivnim procesima. Prostorna organizacija, povezanost sa endokrinim ¢elijama 1 krvnim
kapilarima sugeriSu mogucu ulogu FS ¢elija u parakrinoj regulaciji endokrine aktivnosti ade-

nohipofize (Console 1 sar., 1997; Andelkovi¢, 2009; Acosta, 2010).

1.3.5. ANATOMSKE KARAKTERISTIKE NEUROHIPOFIZE

Neurohipofiza ili zadnji rezanj hipofize (neurohypophysis s. lobus posterior) pretstavlja
zadnju petinu hipofize (sl. 4). Direktno se nastavlja na hipotalamus i za razliku od adenohi-
pofize nije sastavljena od sekretornih ¢elija. Zbog toga ona nije prava endokrina zlezda, ve¢
ventralni izvrat centralnog nervnog sistema (Mills, 2007). Neurohipofiza svojom prednjom,
konkavnom, stranom obuhvata zadnju, konveksnu stranu adenohipofize.

Neurohipofiza se sastoji se iz peteljke hipofize (infundibulum), koja se spusta sa
ventralne strane tubera cinereuma 1 solidnog nervnog dela (pars nervosa s. lobus nervosus),
kojim se nanize nastavlja infundibulum (Pavlovi¢ i sar., 2006).

Neurohipofiza je izgradena iz pituicita (pituicytus), specijalizovanih glija ¢elija, brojnih
nervnih vlakana i razgranate mreze kapilara, dok neurona u njoj nema. Aferentna vlakna joj

dolaze preko hipotalamo-hipofiznog puta (tractus hypothalamohypophysialis), koji sadrzi vlakna
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iz supraoptickog 1 paraventrikularnog jedra hipotalamusa. Duz ovih vlakana se transportuju
oksitocin 1 vazopresin (antidiuretski hormon, ADH), hormoni koji se lu¢e u pomenutim jedrima, a

koji se putem guste kapilarne mreZe iz neurohipofize odasilju u sistemsku cirkulaciju.

1.3.6. VASKULARIZACIJA HIPOFIZE

Arterijsku vaskularizaciju hipofize obezbeduju dve glavne arterije (sl. 5). Gornja
hipofizna arterija (a. hypophysialis superior), bo€na grana unutra$nje karotidne arterije, for-
mira primarni kapilarni pleksus u srediSnjem uzvisenju. 1z ovog pleksusa polaze duge i kratke
hipofizne portne vene, koje se pruzaju niz hipofiznu drsku do adenohipofize. One se u adeno-

hipofizi granaju i1 formiraju sekundarni kapilarni pleksus, kojim hipotalamusni oslobadajuci 1

Rete capillare primarium

A. hypophysialis

1 Vv. portales hypophysiales longae
superior

A. trabecularis
Vv. portales hypophysiales breves

Trabecula fibrosa ‘

V. hypophysialis

V. hypophysialis (Sinus cavernosus)

(Sinus cavernosus)

Neurohypophysis

Rete capillare
secundarium
(sinusoideum
adenohypophysiale)
Rete capillare

neurohypophysiale

Adenohypophysis

V. hypophysialis
(Sinus cavernosus)
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Vv. hypophysiales
(Sinus cavernosus)

Slika 5. Vaskularizacija hipofize. (Izvor: Netter, 2011)
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inhibiraju¢i hormoni dospevaju do endokrinih ¢elija ¢iju funkciju reguliSu. Hormoni endo-
krinih ¢elija adenohipofize se potom izlucuju u vene hipofize, putem kojih dospevaju u si-
stemsku cirkulaciju. Za hipofizu je karakteristiCan i tzv. retrogradni tok krvi, od adeno-
hipofize ka srediSnjem uzviSenju, koji pojacava bidirekcionalne interakcije. Donja hipofizna
arterija (a. hypophysialis inferior), takode bo¢na grana unutrasnje karotidne arterije, vasku-

larizuje zadnji rezanj hipofize (Melmed i sar., 2011).

1.3.7. INERVACIJA HIPOFIZE

Neuroni koji izgraduju jedra tuberalnog regiona hipotalamusa svojim aksonima
oblikuju tuberoinfundibularni snop, ¢ija vlakna se zavrSavaju u nivou primarnog kapilarnog
pleksusa. U fenestrirane kapilare ovog pleksusa izlucuju se hipofiziotropni faktori pomenutih
neurona. Ovi faktori preko hipofizno-pituitarnog portnog sistema dospevaju do adenohipofize
na Cije endokrine ¢elije deluju (Kahle i Frotscher, 2002; Mills, 2007). U inervaciji prednjeg
reznja hipofize ucestvuju i postganglijska vlakna autonomnog nervnog sistema sa vazomo-

tornom funkcijom (Ross i sar., 2003).

1.4. GONADE KAO KOMPONENTE GONADOTROPNE OSOVINE

Gonade su parne polne Zlezde muskarca i Zene u kojima se produkuju zrele oplodne
¢elije (gameti), a istovremeno svojim hormonima deluju kao Zlezde sa unutraSnjom sekre-
cijom. Kod muskarca to su semnici 1li testisi (festis s. orchis), a kod Zene jajnici ili ovarijumi

(ovarium) (sl. 1).

1.4.1.ANATOMSKE I FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE TESTISA

Testis je parna muska polna zlezda, koja stvara muske polne celije (spermatozoide) i
muske polne hormone, od kojih je najvazniji testosteron. Razvija se u retroperitoneumskom
prostoru abdomena, a potom se spusSta u mosnice (scrotum), u kojima je normalno na rodenju.
Testis ima oblik bo¢no spljoStenog ovoidnog tela, sa uzduznom osovinom koja se pruza koso
nadole i nazad, te mu se opisuju spoljasnja i unutrasnja strana, prednja i zadnja ivica i gornji i
donji pol (sl. 1). Prose¢ne dimenzije su 5 cm x 3,5 cm x 2,5 cm, a prosec¢na tezina oko 20 g
(Cukuranovié i sar., 2013).

Testis je izgraden iz strome 1 parenhima. Stromu sacinjavaju fibrozna Caura (funica

albuginea) spolja, vaskularni sloj (tunica vasculosa) pod njenom dubokom stranom, vezivne
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pregrade (septulae testis) koje od fibrozne Caure kroz parenhim konvergiraju ka zadnjoj ivici
testisa, gde se susticu i grade klinasto zadebljanje, Hajmorovo telo (mediastinum testis).
Parenhim cine 160 do 200 reznji¢a (lobuli testis), izmedu vezivnih pregrada, u kojima se
nalaze izvijugane semene cevcice (fubuli seminiferi contorti) koje se, idu¢i pozadi, spajaju u
prave semene kanalice (tubuli seminiferi recti), koji se anastomoziraju u Hajmorovom telu u
Halerovu mrezu semenih kanali¢a (rete testis). 1z ove mreze polaze izvodni semeni kanalici
(ductuli efferentes testis), gradeci reznjic¢e pasemnika (lobuli epididymidis).

Semeni tubuli predstavljaju egzokrinu komponentu testisa, posto se u njima odvija
proces spermatogeneze. Rastresito vezivno tkivo izmedu tubula (intersticijum) ¢ini endokrinu
komponentu, zbog prisustva intersticijumskih Lajdigovih (Leydig) celija koje sekretuju
testosteron. Ove se Celije nalaze pojedinacno ili u grupama, ovalnog su ili poligonalnog
oblika, sa granulisanom eozinofilnom citoplazmom, koja je bogata organelama karakteri-
stiénim za steroid-sekretujuce Celije, a mogu se uociti i glikogen, lipidne kapljice, lipofuscin-
ske granule i karakteristicni Reinke-ovi kristali. Lajdigove ¢elije imaju okrugao vezikularni

nukleus sa jednim do dva nukleolusa (Andelkovi¢ i sar., 2009).

1.4.1.1. Spermatogeneza

Spermatogeneza je proces maturacije 1 diferencijacije muskih polnih ¢elija, tj. sper-
matozoida. Ovo su ¢elije koje okruZzuju lumen semene cevcice, a nastaju transformacijom
niza prethodnih formi ¢elija koje se nalaze u posebnim odeljcima zida cevcice, iduci od spo-
lja prema unutra: spermatogonije, primarni spermatociti, sekundarni spermatociti i sperma-
tide. Kod ¢oveka postoje dva tipa spermatozoida: tip sa X-hromozomom, koji determiniSe
zenski pol 1 tip sa Y-hromozomom, koji opredeljuje muski pol. Proces stvaranja spermato-
zoida od spermatogonija kod coveka traje od 64 do 72 dana. Spermatogeneza zapocCinje u
uzrastu oko 13 godina 1 nastavlja se tokom ¢itavog zivota, sa znaCajnim smanjenjem u
starosti (Guyton i1 Hall, 2008).

Normalan proces spermatogeneze reguliSe nekoliko hormona. Testosteron, koji luce
Lajdigove Celijje, je neophodan za rast i deobu germinativnih Celija testisa, Sto predstavlja prvi
stadijum u formiranju spermatozoida. Luteinizirajuci hormon, koji lu¢i adenohipofiza
stimuliSe Lajdigove ¢elije na luCenje testosterona. Folikulostimulirajuci hormon, koji takode
lu¢i adenohipofiza, stimuliSe Sertolijeve celije i tako omogucava prelazak spermatida u
spermatozoide. Estrogeni, koji nastaju od testosterona u Sertolijevim ¢elijama pod dejstvom

folikulostimuliraju¢eg hormona, imaju vaznu ulogu u spermatogenezi. Hormon rasta, ne-
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ophodan za kontrolu osnovnih metabolickih funkcija testisa, pokrece ranu deobu sper-
matogonija. U nedostatku hormona rasta spermatogeneza je ozbiljno deficitarna ili potpuno

izostaje, prouzrokujuc¢i neplodnost (Guyton i Hall, 2008).

1.4.1.2. Produkcija i lu¢enje testosterona

Testosteron je jedan od muskih polnih hormona koje stvaraju testisi, a koji nose
zajednicki naziv androgeni. Ovim hormonima osim testosterona pripadaju dihidrotestosteron
i androstenedion. Testosteron je najvazniji hormon testisa, posto se lu¢i u najvecoj koli¢ini, a
u ciljnom tkivu skoro kompletno prelazi u aktivniji hormon dihidrotestosteron.

Testosteron, kao §to je receno, produkuju Lajdigove intersticijalne ¢elije, koje se nalaze
u intersticijumu testisa, izmedu semenih kanali¢a. Ove Celije ¢ine oko 20% mase testisa od-
raslih osoba. Lajdigovih ¢elija skoro i nema tokom detinjstva, kada testisi i ne luce testo-
steron, ali su brojne u testisima dece nekoliko nedelja nakon rodenja i kod odraslog muskarca
nakon puberteta, kada testisi luce velike koli¢ine ovog hormona. Testosteron, kao 1 ostali
androgeni stvoreni u testisima ili na drugim mestima u telu (npr. u nadbubreznim Zlezdama),
je steroidno jedinjenje koje moze biti sintetisano iz holesterola ili direktno iz acetil-koenzima
A. Oko 97% izluCenog testosterona se veze ili labavom vezom za albumine plazme ili
¢vrs¢om vezom za beta globuline i u tom obliku cirkuliSe u krvi od 30 minuta do nekoliko
sati. Veci deo testosterona se vezuje za tkiva i pretvara u dihidrotestosteron, a manji deo se
razgraduje u neaktivne supstance, koje se potom izlucuju preko zuci u creva ili bubrezima u
urin (Guyton 1 Hall, 2008; Veljkovi¢ 1 Radenkovi¢, 2016).

Generalno, testosteron je odgovoran za posebne polne karakteristike muskog tela.
Konstantno stimulisani gonadotropinima iz placente, genitalni nabor, a potom testisi tokom
Citavog fetalnog Zivota, kao i1 desetak nedelja nakon rodenja stvaraju umerenu koli¢inu testo-
sterona. On je tada neophodan za formiranje muskog genitalnog trakta i istovremeno spre-
Cavanje stvaranja Zenskih polnih organa. Nakon toga, tokom detinjstva testosteron se skoro
uopste ne stvara sve do puberteta. Tada se njegovo stvaranje naglo povecava pod uticajem LH
adenohipofize, Sto dovodi do viSestrukog uvecanja muskih genitalija, ali 1 razvoja sekundarnih
polnih odlika muskarca. Jasno je da su navedene promene rezultat anabolickog dejstva testoste-
rona, tj. povecane sinteze proteina u ciljnim Celijama (Guyton i Hall, 2008; Veljkovi¢ i
Radenkovi¢, 2016).

Kontrola sekrecije testosterona ostvaruje se mehanizmom negativne povratne sprege

(sl. T). To znaci da preveliko izluCivanje testosterona iz testisa deluje inhibitorno na lucenje
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LH iz adenohipofize, odnosno na luc¢enje GnRH iz hipotalamusa. Smanjeno lu¢enje GnRH za
posledicu ima smanjeno lu¢enje LH 1 FSH iz adenohipofize. Smanjenje koli¢ine LH i1 u
jednom i u drugom slucaju dovodi do smanjenog luCenja testosterona iz testisa. Obrnuto,
nedovoljna koli¢ina testosterona omogucava hipotalamusu da luci veée koli¢ine GnRH, Sto

rezultuje povecanjem izlu¢ivanja LH 1 FSH iz adenohipofize i testosterona iz testisa.

1.4.2. ANATOMSKE I FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE OVARIJUMA

Ovarijum je parna zenska polna Zlezda u kojoj nastaju zrele Zenske oplodne celije
(gamet, ovocit). On je i Zlezda sa unutrasnjom sekrecijom, posto svojim hormonima (estrogen
i progesteron) uti¢e na pojavu sekundarnih seksualnih karakteristika Zenskog pola i1 reguliSe
ciklusne promene na polnim organima i tok trudnoce. Jajnik je ovalnog, bademastog oblika,
¢vrste konzistencije (sl. 1). Njegove prosecne dimenzije su: duzina 4 cm, Sirina 3 cm, a
debljina 1 cm. Tezine je oko 10 g. Jajnik se nalazi u peritoneumskom spratu duplje male
karlice, u plitkoj peritoneumskoj jamici (fossa ovarica) na bo¢nom zidu male karlice
(Cukuranovié i sar., 2013).

Jajnik je izgraden iz spoljasnjeg epitelnog omotaca 1 strome, odnosno parenhima, koji se
nalaze u unutrasnjosti organa, unutar dve jasno izdvojene zone, kore i medule. Stroma
ovarijjuma se sastoji iz gustih kolagenih vlakana na povrSini organa (funica albuginea) i
rastresitog vezivnog tkiva u kori i meduli. Parenhim ovarijuma ¢ine jajnicki meskovi (folliculi
ovarici) u razli¢itim stadijumima sazrevanja odnosno involucije, kao 1 intersticijumske celije
izmedu meskova. Nalazi se iskljucivo u perifernom delu, odnosno kori ovarijuma (Andelkovic 1
sar., 2009).

Zenski hormonski sistem ima tri hijerarhijski povezana nivoa: 1) Oslobadajuéi hormon
hipotalamusa (GnRH), 2) Gonadotropni hormoni adenohipofize (LH i FSH), koji se lu¢e pod
uticajem GnRH, 1 3) Hormoni koje luce jajnici (estrogen i1 progesteron) pod dejstvom
gonadotropnih hormona adenohipofize. Interesantno je da se u toku mesecnog polnog ciklusa
zene ovi hormoni ne izlucuju u konstantnim koli¢inama, ve¢ da postoje izrazite razlike u toku
pojedinih delova ciklusa. Koli¢ina izlu¢enog GnRH iz hipotalamusa tokom polnog ciklusa
zene neznatno oscilira. On se izlucuje, kao 1 kod muSkaraca, prosecno svakih 90 minuta.
Medutim, tokom mesecnog ciklusa Zene, postoji cikliéno povecanje i smanjenje lu¢enja LH 1
FSH, sto za posledicu ima cikli¢ne promene u jajnicima.

neaktivni. PoCev od 9. godine adenohipofiza pocinje progresivno da luc¢i sve vece koliCine
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LH 1 FSH, §to u uzrastu izmedu 11 i 15 godina rezultuje pocetkom normalnog mesecnog
polnog ciklusa zene. Period navedenih promena naziva se pubertet, a prvi menstrualni ciklus
menarha (Guyton i Hall, 2008).

LH i FSH stimuliSu ciljne ¢elije u jajnicima, vezujuéi se za specificne LH i FSH re-
ceptore u membrani ovih ¢elija. Stimulisane ciljne ¢elije povecavaju svoju sekreciju, a takode
dolazi i do njihovog rasta i proliferacije. Skoro svi stimulatorni efekti LH i FSH nastaju zbog
aktivacije sistema adenozin monofosfatnog sekundarnog glasnika u citoplazmi ciljnih ¢elija,
koji dalje dovodi do stvaranja protein kinaze i mnogostruke fosforilacije klju¢nih enzima koji
pokrecu sintezu polnih hormona.

Tokom prvih nekoliko dana svakog mese¢nog polnog ciklusa Zene blago se povecava
sekrecija FSH 1 LH iz adenohipofize, s tim S$to je porast FSH nesto veci i prethodi povecanju
LH za nekoliko dana. Ovi hormoni, a posebno FSH dovode do transformacije folikula i
potpunog sazrevanja samo jednog, kao i do pojacanog lucenja polnog hormona estrogena. Za
nastanak ovulacije, obi¢no 14 dana posle pocetka menstruacije, neophodna je znacajno veca
koli¢ina (6—10 puta) LH izlucenog iz adenohipofize, kao 2 do 3 puta veée lu¢enje FSH. Oba
hormona sinergisticki omogucavaju ovulaciju, a LH dodatno deluje na luc¢enje progesterona.
LH ima presudnu ulogu u nastanku Zutog tela (corpus luteum), zbog Cega je 1 dobio naziv
“luteiniziraju¢i®. Ovaj hormon je odgovoran i za sekreciju progesterona i estrogena iz Zutog
tela. Ova dva hormona tokom luteinske faze ovarijalnog ciklusa mehanizmom negativne
povratne sprege deluju na adenohipofizu, smanjujuci izluc¢ivanje LH 1 FSH, §to za posledicu
ima degeneraciju zutog tela (sl. 1). Ovome doprinosi i inhibin, hormon kojeg luce luteinske
¢elije zutog tela, a koji smanjuje sekreciju gonadotropina iz adenohipofize. Konac¢na involu-
cija ovog tela obi¢no se javlja nakon 12 dana njegovog Zivota, tj. 26-tog dana normalnog
zenskog polnog ciklusa, a 2 dana pre pocetka menstruacije. U to vreme, izostanak lucenja
estrogena, progesterona i inhibina iz zutog tela dovodi do prestanka dejstva negativne po-
vratne sprege na adenohipofizu, dozvoljavajuci joj da ponovo izlu€uje rastuce koli¢ine FSH 1
LH. FSH i LH pokrecu rast novog folikula i po€inje novi ovarijalni ciklus. Tada smanjeno lu-

cenje estrogena i progesterona dovodi do nastanka menstruacije iz uterusa.

1.4.2.1. Funkcije hormona jajnika

Estrogeni 1 progestini predstavljaju dva tipa polnih hormona koji se luc¢e u jajnicima.
Najvazniji hormon medu estrogenima je estradiol, a medu progestinima progesteron. Estro-

geni dominantno podsti¢u proliferaciju i rast specificnih Celija tela, koje su odgovorne za
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razvoj vec¢ine sekundarnih polnih odlika Zene. Progestini su prevashodno odgovorni za ko-
nacnu pripremu materice za trudnocu i dojki za laktaciju.

Estrogeni. Kod zdrave Zene van perioda trudnoce, estrogeni se u znac¢ajnim koli¢inama
luCe samo u jajnicima, a u malim koli¢inama i u kori nadbubreznih zlezdi. Tokom trudnoce,
posteljica luci velike koli¢ine estrogena.

U plazmi Zene nalaze se u znacajnim koliCinama samo tri estrogena: beta- estradiol,
estron 1 estriol. Glavni estrogen jajnika je beta- estradiol. U jajnicima se luce i male koli¢ine
estrona, a najvise tog hormona se stvara u perifernim tkivima iz androgena, koji luce kora
nadbubrezne Zlezde i ¢elije jajnika. Estriol je slab estrogen, koji nastaje mahom u jetri kao
oksidativni produkt estradiola i estrona.

Estrogeni su, kao i progesteron, steroidi koji se sintetiSu u jajnicima, najve¢im delom iz
holesterola iz krvi, a u manjoj meri i iz acetil-koenzima A. Pri tome, obi¢no prvi nastaju
progesteron i testosteron, koji se tokom folikularne faze ovarijalnog ciklusa najve¢im delom
konvertuju u estrogene. Kasnije, tokom luteinske faze ciklusa, izlucuje se mnogo vise
progesterona nego $to bi moglo biti konvertovano, te se velike koli¢ine ovog hormona uba-
cuju u cirkuliSuc¢u krv. U krv se izlucuje 1 viSak testosterona.

Estrogeni se transportuju kroz krv uglavnom vezani za albumine plazme ili za njih
specifi¢ne globuline. Ove veze su dovoljno slabe i omogucavaju stalni prelazak estrogena u tkiva
u periodu od oko 30 minuta. Estrogeni se u jetri konjuguju, daju¢i glukuronide ili sulfate, da bi se
oko 1/5 ovakvih produkata izlucila putem zuci, a ostatak preko urina. S druge strane, jetra kon-
vertuje estradiol 1 estron u skoro neaktivan estriol. Zbog ovoga, smanjeno funkcionisanje jetre
znacajno povecava aktivnost estrogena u telu, $to ponekad moze rezultovati hiperestrogenizmom.

Glavno dejstvo estrogena je izazivanje Celijske proliferacije 1 rasta u tkivima polnih
organa 1 drugim tkivima koja su povezana sa reprodukcijom. Narocito je vazan uticaj
estrogena na matericu, spoljasnje polne organe Zene, jajovode, dojke, skelet, na deponovanje
proteina i masti u telu, na kozu, na metabolizam i elektrolitni balans (zadrzavanje Na i vode).

Progestini. U jajnicima se produkuju dva progestina: progesteron i 17-alfa-hidroksipro-
gesteron, koji uglavnom imaju isto dejstvo. Zbog neuporedivo vece koliCine izlucenog
progesterona, on se smatra jedinim prakticno vaznim progestinom. Kod Zene koja nije trudna
znacajne koli¢ine progesterona luce se iz Zutog tela samo u drugoj polovini ovarijalnog ciklusa.
Tokom trudnoce velike koli¢ine progesterona Iuci posteljica, narocito nakon Cetvrtog meseca
gestacije.

Kao S§to je napred navedeno, progesteron je steroid koji se sintetiSe u jajnicima iz

holesterola i acetil-koenzima A. U toku folikularne faze ovarijalnog ciklusa ve¢i deo pro-
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gesterona se konvertuje u estrogene. U toku luteinske faze ciklusa, izluuje se mnogo vise
progesterona nego Sto se moze konvertovati, te se velika koli¢ina ovog hormona luci u
cirkuliSu¢u krv. I progesteron se transportuje krvlju vezan za albumine plazme ili za spe-
cificne globuline. Ova veza je slaba i omogucava konstantan prelazak progesterona u tkiva.
Nekoliko minuta nakon sekrecije, gotovo sav progesteron se razgradi na druge steroide, u
¢emu znacajnu ulogu igra jetra. Glavni raspadni produkt progesterona je pregnandiol. Negde
oko 10% nerazgradenog progesterona izlucuje se urinom.

Najvaznija uloga progesterona je podsticanje sekretornih promena u endometrijumu
materice u toku druge polovine mesecnog polnog ciklusa Zene, kada se materica priprema za
implantaciju oplodene jajne Celije. Pored ovoga, progesteron smanjuje frekvenciju i intenzitet
kontrakcija materice i tako spreCava izbacivanje oplodene jajne celije. Progesteron takode
podsti¢e pojacanu sekreciju iz mukoznog omotaca jajovoda. Ona je neophodna za ishranu
oplodene jajne celije, koja se deli u toku prolaska kroz jajovod pre implantacije. U dojkama
progesteron podstice razvoj lobulusa i alveola, dovodi do proliferacije i povecanja alveola, pri
¢emu one poprimaju sposobnost sekrecije. Medutim, progesteron ne izaziva lucenje mleka iz

alveola, jer se ono luci tek kada su pripremljene dojke stimulisane prolaktinom iz adenohipofize.

1.5. STARENJE KAO BIOLOSKI PROCES

Starenje kao proces karakteriSe postepeni pad telesnih funkcija, slabija reakcija
c¢ovekovog organizma na promene u okolini, pojac¢ana sklonost ka bolestima karakteristiénim
za stare individue i konacno znacajno visi mortalitet (Kirkwood, 2005). Za razliku od ge-
netski programiranog razvoja i rasta, starenje predstavlja kompleksan multifaktorijalni pro-
ces, koji se pre moze posmatrati kao vremenski zavistan pad telesnih funkcija usled nago-
milavanja oStecenja molekularnih, celularnih 1 regulatornih sistema. Akumulirana oStecenja
se konacno mogu manifestovati zdravstvenim problemima karakteristicnim za poodmakle
godine, kao Sto su pogorSanje funkcije urinarnog trakta, hiperplazija prostate, erektilna
disfunkcija 1 smanjeni fertilitet, osteoporoza i opSta slabost. To sve ima za posledicu znacajan
pad opSteg blagostanja 1 nizi potencijal starih osoba za kvalitetan i nezavisan zivot (Hermann
i Berger, 2001; Bakshi i Miller, 1999).

Iz navedene definicije starenja jasno je da uprkos velikom napretku nauke etiopato-
genetski mehanizmi starenja jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni. Ipak, razvoj efikasnih
metoda leCenja mnogih, pre svega infektivnih i1 hroni¢nih nezaraznih bolesti, izmenjen nacin

zivota 1 higijensko-dijetetetskih navika, omogucili su da sve viSe ljudi umire usled starosti.
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Zapravo, na ovaj nacin je povecan udeo starog stanovniStva kako u svetskoj tako i u vecini
nacionalnih populcija (Weinert 1 Timiras, 2003). Interesantno je da je prosecna starost sada
85 godina, i da je ona za samo 2000 godina vise nego udvostruc¢ena (Harman i sar., 2001).

Slabljenje funkcija organizma udruzeno je sa strukturnim promenama, u ¢ijoj 0snovi je
unakrsno povezivanje proteina ekstracelularnog matriksa, oksidacija proteina, nakupljanje
lipofuscina, promenjen nivo genske ekspresije 1 drugo (Beck, 2002).

Mnogobrojne definicije starenja sa stanoviSta biologije mogu se razvrstati na sto-
hasticke i nestohasticke.

Stohasticke definicije podrazumevaju pojavu greSaka u kontrolnim mehanizmima 1 pro-
ces starenja objasnjavaju sluajnim dogadajima, tj. epigenetskim i1 genetskim izmenama regu-
latornih sekvenci genoma, pri ¢emu se starenje javlja kao posledica akumuliranja ovih gresaka.

Nestohasticke (razvojno-programske) definicije starenje tumace endogenim prome-
nama, koje su unapred genski programirane. Znacaj ovih definicija moze se proceniti empi-
rijski, kao 1 na osnovu broja fenotipskih karakteristika koje objasnjavaju (Schofield, 1999;

Jin, 2010; Chinta i sar., 2015).

1.5.1. TEORIJE STARENJA

Starenje kao bioloski fenomen razmatraju brojne teorije sa razlicitih aspekata,
evolucionog, geneti¢kog, biohemijskog i1 fizioloskog. Evolucione teorije posmatraju starost
kroz smanjenje reproduktivnih sposobnosti, propadanje organizma u zavisnosti od faktora
sredine 1 fenotipske promene. Geneticke teorije se odnose na hipoteze koje obuhvataju iden-
tifikaciju gena starenja, akumulaciju greSaka u genetiCkom aparatu, programirano starenje i
telomere. Biohemijske teorije razmatraju ulogu energetskog metabolizma, slobodnih radikala,
brzine starenja i1 stanja mitohondrija. FizioloSke teorije uglavnom se odnose na endokrini
sistem, tj. ulogu hormona u regulaciji brzine starenja ¢elija (Kowald i1 Kirkwood, 1999; Yin 1
sar., 2014.). Ipak, moderne bioloske teorije starenja mogu se grubo svrstati u dve kategorije:

nestohasticke (programske) i stohasticke (teorije oStecenja ili greske).

1.5.1.1. NestohastiCke teorije starenja

Nestohasticke (programske) teorije smatraju da se starenje odvija prema odredenom
programu, koji reguliSe i detinjstvo i odraslo doba. Pri tome, ova regulacija zavisi od pro-
mena u ekspresiji gena, koje pogadaju sisteme odgovorne za odrzavanje, reparaciju i odbram-

bene reakcije.
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Teorija programirane dugovecnosti. Ova teorija starenje tumaci kao posledicu
sekvencioniranog iskljucivanja odredenih gena, Sto rezultuje deficitima koji se definiSu kao
starosne promene (Davidovi¢ i sar., 2010). Smrt svake celije, prema ovoj teoriji, je genski
programirana i ona umire nakon odredenog broja deoba. Tako na primer, humani fibroblast
umire nakon pedesetak deoba. Medutim, eksperimenti na nizim organizmima, kao §to su vin-
ska musSica 1 nemetoda C. Elegans, pokazali su da postoje geni koji povecavaju kriti¢ni broj
deoba jedne ¢elije. Gen slican genu LAG-I kod kvasca, koji kodira jedan protein membrane i
na jo$ nepoznat nacin povecéava broj deoba za oko 30%, naden je i u genomu ¢oveka.

Teorija o telomerama snazno podupire teoriju o programiranoj smrti. Telomere su
ponavljajuce sekvence DNK na krajevima hromozoma, koje ih Stite od degradacije. Sa sva-
kom ¢elijskom deobom telomere se skracuju i tako preostali zivotni vek jedne Celije Cine
srazmerno kra¢im. Medutim, neke reproduktivne celije i kancerske celije mogu se deliti
beskonacno mnogo puta zahvaljuju¢i telomerazi koja stalno dodaje nukleotide i1 tako
nadoknaduje izgubljeni deo telomera. Inace, ve¢ina normalnih ¢elija ne sintetiSe ovaj enzim,
posto na putu kroz diferencijaciju gen koji ga kodira biva uti$an, te i dolazi do sukcesivnog
skra¢ivanja telomera. Na ovoj €injenici je pocivala ideja da se regulisanjem ekspresije gena
za telomerazu mogu leciti tumori, odnosno produZziti zivot. Medutim, rezultati kod eksperi-
menata na zivotinjama u tom smislu za sada nisu zadovoljavajuéi, Stavise dolazilo je i do
povecanja incidence maligniteta. Naime, nedostatak telomeraze u kombinaciji sa mutiranim
tumor-supresornim genom p53 dovodi do hromozomske nestabilnosti (Bodnar 1 sar., 1998;
Buseman i sar., 2012). Sve ovo ukazuje na kompleksnost regulacije procesa starenja.

Endokrina teorija starenja. Normalno je endokrini sistem odgovoran za regulaciju
reproduktivnog ciklusa, rasta, energetskog metablizma, deponovanje i oslobadanje hranljivih
materija i reakciju na stres (Dilman i sar., 1986). Starost karakteriSe iscrpljenje stvaranja hor-
mona, pa i slabost regulatornih sistema koje oni kontroliSu. Kako se insulin/IGF-1 signalnim
putem reguliSe transkripcija faktora DAF-16/Foxo, koji ukljucuje gene odgovorne za otpor-
nost na stres, to se prepreke na istom smatraju potencijalnim mehanizmom u osnovi starenja
(Antebi, 2005; van Heemst, 2010).

ImunoloSka teorija starenja. Imuni sistem je programiran da vremenom slabi, $to
omogucava povecanu osetljivost na infektivne bolesti, smanjenje otpornosti na zapaljenje 1
razvoj autoimnih oboljenja, koja su pra¢ena povecanjem nivoa proinflamatornih supstanci
(Effros 1 sar., 2009; Franceschi i sar. 2000). Naravno, imunoloska teorija je tesno povezana sa

endokrinom, posto promene hormonskog statusa bitno uti¢u na imunoloske snage organizma.
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1.5.1.2. Stohasticke teorije starenja

Radi se o teorijama koje potenciraju uticaje sredine na Zivi organizam, koji dovode do
promena ¢ije kumulativno dejstvo uzrokuje ostec¢enja na razli¢itim nivoima, koja za posledicu
imaju starenje (Davidovi¢ i sar., 2010; Jin, 2010).

Teorija troSenja. Tokom zivota dolazi do konstantnog trosenja celija i tkiva, Sto
rezultuje smanjenjem njihove vitalnosti i starenjem. Pri tome, sa starenjem dolazi do nagomi-
lavanja u ¢elijama razliitih oksidativnih produkata metabolizma (kao Sto je lipofuscinski
pigment) i proteinskih filamenata, koji opterecuju ¢eliju i smanjuju njenu funkciju (Beckman
1 Ames, 1998).

Metabolicka teorija. Radi se o teoriji koja pretpostavlja da intenzivan metabolizam
skracuje duzinu Zivota, posSto svaki organizam ima organiceni metabolicki potencijal. Inten-
zivni metabolizam za posledicu moze imati i povecano stvaranje slobodnih radikala koji dalje
ostecuju proteine, nukleinske kiseline i lipide (Hulbert 1 sar., 2007).

Teorija slobodnih radikala. Stvaranje slobodnih radikala (kiseoni¢nih i radikala
azota), kao visoko reaktivnih jedinjenja koja mogu da stupaju u reakcije s drugim hemijskim
jedinjenjima (proteini, nukleinske kiseline, lipidi, ugljeni hidrati) dovodi do stvaranja novih
slobodnih radikala. Ovakve lancane reakcije imaju za posledicu oStecenje strukture 1 funkcije
razlicitih tkiva 1 organa, na celularnom i subcelularnom nivou. Dokazano je da postoje
supstance (npr. sirtuini) koje mogu modulirati ¢elijski odgovor na oksidativni stres 1 tako
dovesti do produzenja Zivotnog veka kod ishrane bazirane na kalorijskoj restrikciji (Yin i sar.,
2014; Merksamer i sar., 2013; Dai i sar., 2014).

Teorija unakrsnog povezivanja. Teorija koja starenje Celija tumaci kao posledicu
akumulacije unakrsno povezanih proteina. Tako, unakrsno povezivanje molekula kolagena
¢ini ga nerastvorljivim 1 rigidnim, §to za posledicu ima promenu celijske propustljivosti za
nutrijense. Unakrsno povezivanje molekula elastina menja strukturu vezivnog tkiva, koza
postaje suva i manje elasti¢na. Zahvatanje ovim procesom i strukturnih proteina koji ucestvu-
ju u deobi ¢elija onemogucilo bi deobu DNK 1 mitozu. Unakrsno povezivanje proteina omo-
guceno je glikozilacijom aminokiselina na krajevima proteinskih lanaca. Normalno, ove AGE
(advanced glycoxylation end) produkte u ekstracelularnom prostoru razgraduju makrofagi.
Kako je koli¢ina AGE produkata srazmerna glikemiji, to se njihovo stvaranje moze redu-
kovati restrikcijom glukoze 1 povecanjem fizicke aktivnosti. Utvrdeno je da neki od ovih
produkata mogu delovati toksicno kako inicijacijom stvaranja slobodnih radikala, tako i

povecanjem podloZnosti proteina proteolizi i degradaciji (Grillo i sar., 2008).
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Teorija somatskih oSte¢enja DNK. Razliciti endogeni ili egzogeni faktori mogu delo-
vati na genomsku DNK i dovoditi do mutacija na strukturnim i regulatornim genskim ele-
mentima. Kako su ovakve mutacije moguce i na reparatornim elementima, to greSske na ovim
prethodnim ne mogu uvek biti ispravljene. Akumulacija takvih oStecenja dovodi do starenja
¢elija, ali 1 Citavog organizma (Weinert i Timiras, 2003). Starenje je prac¢eno i epigenetskim
promenama, tj. utiSavanjem gena procesima metilacije promotora i acetilacije histona. Prime-
nom DNK-demetiliSu¢ih agenasa i inhibitora deacetilacije histona moze se uticati na proces

starena (Burzynski, 2003).

1.5.2.STARENJE KOD OSOBA MUSKOG POLA

Sa endokrinoloske tacke glediSta, starenje predominantno karakteriSe pad funkcije
onih sistema koji podupiru tkivni anabolizam. Kod osoba muskog pola to se u najve¢oj meri
odnosi na dve veoma bitne komponente neuroendokrinog sistema: gonadotropnu i soma-
totropnu osovinu. Tako se pod terminom gonadopauza uglavnom podrazumeva pad bioloske
raspolozivosti testosterona (T), a pod terminom somatopauza pad bioloske raspolozivosti
hormona rasta (GH) 1/ili IGF-1. Ipak, napred navedeni procesi znacajno variraju kod razlicitih

osoba, a na njihov intenzitet znacajno uticu i faktori okoline i Zivotne navike.

1.5.2.1. Hipotalamo-pituitarno-gonadotropna osovina i starenje

Adenohipofiza muSkarca pocinje da lu¢i gonadotropne hormone sa pojavom puberteta i
ono se, nakon puberteta, opadajué¢im intenzitetom nastavlja tokom celog zivota. Ipak, kod
vecine muSkaraca postepeno slabljenje polnih funkcija pocinje da se ispoljava u kasnim 40-
im ili 50-im godinama i ono je u korelaciji sa smanjenjem lucenja testosterona. Naime, luce-
nje testosterona znacajno opada nakon 50. godine, da bi kod osamdesetogodi$njaka ono bilo
izmedu 20 1 50 procenata od koli¢ine testosterona u vreme maksimalne sekrecije. I pored
toga, testikularna morfologija, spermatogeneza 1 fertilitet ispoljavaju marginalne promene
kod starijih muskaraca (Guyton i Hall, 2008; Veljkovi¢ i Radenkovi¢, 2016).

Gonadopauza ili kasni hipogonadizam se karakteriSe progresivnom disregulacijom
hipotalamo-pituitarno-gonadalne osovine, najverovatnije usled staroS¢u uzrokovanog pada
maksimalne hipotalamusne sekrecije GnRH, pada maksimalne i prose¢ne amplitude LH pulsa
uz oCuvanje bazalne frekvencije LH pulsne sekrecije, pada luteiniziraju¢im hormonom (LH)
stimulisane sekrecije testosterona i redukcije mehanizma negativne povratne sprege posred-

stvom testosterona (Keenan 1 sar., 2001). Posledicu napred navedenog predstavlja biohemijski
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kasni hipogonadizam, sa padom serumske koncentracije ukupnog testosterona, bioraspolo-
zivog testosterona i slobodnog testosterona, zatim umerenim porastom serumskog LH 1 FSH 1
konacno porastom serumskih nivoa globulina koji vezuju polne hormone (Feldman i sar.,
2002). Kasni hipogonadizam se klinicki manifestuje simptomima koji su slicni sa istim kod
hipogonadizma mladih muskaraca, ukljucujuci pad koStane i miSi¢ne mase, abdominalnu go-
jaznost, gubitak polne maljavosti i1 rasta brade. Dodatno, hipogonadizam rezultuje pojavom
niza nespecificnih simptoma ukljucujuci nervozu, iritabilnost, psiholoSku depresiju, oSte¢enu
memoriju, slabost, nesanicu, napade crvenila, periodi¢no preznojavanje i gubitak seksualne
snage (Feldman i sar., 2002).

Primarni mehanizmi koji posreduju u postepenoj depleciji testosterona kod starijih
muskaraca jos uvek nisu poznati. Uz efekte lekova, komorbiditeta i interkurentnih bolesti,
starosno opadanje serumskih koncentracija testosterona uglavnom je posledica smanjene pro-
dukcije, posto su njegove stope klirensa iz plazme nize kod starijih u poredenju sa mladim
muskarcima. Opadanje produkcije testosterona moglo bi biti uzrokovano poremecenom
funkcijom bilo kog od tri klju¢na kontrolna mesta na muskoj reproduktivnoj osovini:
hipotalamusa, adenohipofize ili Lajdigovih Celija testisa. Vecina istrazivaca fokusira se na
starosne promene suprapituitarnih struktura i sliéne promene na nivou tkiva testisa.

Na suprapituitarnom nivou, ultrastrukturne promene GnRH neurona smatraju se
odgovornim za opadanje endogenog GnRH 1 posledi¢no manje spontane pulseve LH kod
starijih muSkaraca. Na drugoj strani, smanjena sposobnost LH da stimuliSe testikularnu
sekreciju testosterona, kvalitativna razlika u profilima LH izoformi kod starijih muSkaraca,
pogorSana perfuzija Lajdigovih ¢elija, opadanje ukupnog celijskog volumena i apsolutnog
broja Lajdigovih ¢elija, fuzija Lajdigovih Celija sa formiranjem multinukleusnih ¢eljja, ¢ija je
funkcija nepoznata, ili kombinacija ovih poremecaja mogu uzrokovati poremeca;j testikularne
steroidogeneze kod muskaraca u procesu starenja (Mulligan i sar., 1999; Strauss 1 sar., 2009).

Prema podacima iz literature, starenje nije povezano sa merljivim poremecajem
gonadotropne sekrecije bilo bioloski aktivnog, bilo imunoloski reaktivnog LH (Mulligan 1
sar., 1999). Ipak, umesto da doprinesu nekontrolisanoj sekreciji LH eliminisanjem negativne
povratne sprege, nize koncentracije testosterona kod starijih muskaraca generalno su pove-
zane sa ocuvanom, nekada i poviSenom, ali nepravilnom sekrecijom LH (Veldhuis i sar.,
2007). Uzroci takve progresivno nepravilne sekrecije LH 1 oslobadanja testosterona sa stare-
njem nisu jasni. Poremecaj efikasnosti testosteronske povratne sprege zbog opadanja andro-
gene receptorske ekspresije u mozgu i hipofizi starijih muskaraca mozda je jedan od razloga

(Veldhuis i sar., 2007; Veldhuis, 2008). Ipak, istovremeno prisustvo i drugih faktora koji (uz
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GnRH) mogu dodatno direktno da stimuliSu sintezu LH na nivou hipofize ne moze se
iskljuciti. U svom radu, Schwartz i saradnici (1998) navode da funkcija adenohipofize vero-
vatno predstavlja rezultat integracije viSestrukih primljenih signala, ukljuc¢ujuéi hipo-
talamicke, periferne i intrapituitarne. Intrapituitarni faktori mogu da ispoljavaju stimulatorne
ili inhibitorne efekte na produkciju hormona od strane adenohipofize. Produkcija i osloba-
danje LH je takode pod kontrolom razliitih lokalno proizvedenih signalnih molekula koji
formiraju slozenu mrezu i ucestvuju u autokrinoj/parakrinoj kontroli funkcije gonadotropa
(Perez-Castro i sar., 2012). Prema Denefu (2008), gonadotropi ucestvuju u interakciji i sa
drugim hormonalnim (uglavnom laktotropima, somatotropima i kortikotropima) i sa nehor-
monalnim ¢elijama. Folikulostelatne (FS) ¢elije su nehormonske ¢elije koje ¢ine 5-10% ce-
lijske populacije adenohipofize. Morfologija ovih ¢elija ukazuje na to da imaju ulogu u
mikrocirkulaciji hranljivih materija, jona i otpadnih materija. One formiraju komunikacioni
sistem unutar adenohipofize koji koordiniSe oslobadanje hormona iz njenih razlicitih delova.
Takode, FS ¢elije mogu da oslobadaju mnoge supstance u intercelularni matriks, koje mogu
uticati na funkciju susednih hormonalnih ¢elija na parakrini nacin. Unutras$nji hormonalni
milje starijih muSkaraca menja se sa godinama starosti (Deleidi i sar., 2015; Franceshi 1 sar.,
2000), te pretpostavljamo da takve promene mogu stimulisati interakcije FS Celija sa gona-
dotropima putem parakrinih sprega. Ove interakcije mogu posledi¢no izmeniti funkciju gona-

dotropa, $to bi konacno rezultovalo starosnim promenama nivoa LH u plazmi.

1.5.2.2. Hipotalamo-somatotropna osovina i starenje

Tokom zivota menja se aktivnost hipotalamo-somatotropne osovine. Tokom detinjstva i
adolescencije njena anabolicka svojstva su vazna za linearni rast i somatski razvoj. Sekrecija
GH kod ljudi dostize vrhunac u pubertetu, a prate je vrlo visoki cirkuliSu¢i nivoi IGF-1. To-
kom adultnog perioda aktivnost ove osovine postepeno opada. Nakon 30. godine nivo cirkuli-
Su¢eg GH opada za 1% godisnje, te kod starih muskaraca oslobadanje GH moze biti od 5 do
20 puta manje nego kod mladih odraslih (Perrini i sar., 2010). Prema drugim podacima, pro-
raca GH deficijentno (Sattler, 2013). Kod osoba starih 70 1 viSe godina nivoi GH znacajno
opadaju 1 priblizno su 1/3 onih u kasnijem pubertetu (Goldspink, 2004; Adamo i Farar, 2006).

Uzroci 1 mehanizmi odgovorni za nastanak somatopauze ili kasnog hiposomatotropizma
nisu dovoljno istrazeni 1 opisani u literaturi. Smatra se da u osnovi snizene sekrecije hormona

rasta tokom starenja stoji viSestruki neuroregulatorni kolaps, kao Sto je kombinacija deficijentne
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sekrecije rilizing faktora (hormona) hormona rasta (GHRH) 1/ili rilizing peptida hormona rasta
(GHRP), tj. Grelina, sa ekcesivnom sekrecijom somatostatina (SST). To na kraju rezultira padom
koli¢ine izlu¢enog GH po jednom sekretornom pulsu. Starenje ne utice na frekvenciju pulsne
sekrecije GH, bazalnu sekreciju GH, poluzivot GH i kinetiku njegove eliminacije (Veldhuis i sar.,
2008). Navedene promene sekrecije GH sa starenjem verovatno su delom posledica odgo-
varajucih strukturalnih promena na nivou hipotalamusa (Perrini i sar., 2010), a delom posledica
promena na somatotropima adenohipofize, koje su nedovoljno izu¢ene (Shimokawa i sar., 1996).
Nasuprot hipogonadizmu, negativna povratna sprega posredovana GH 1/ili IGF-1 postaje snaznija
sa godinama. Posledicu napred navedenog predstavlja biohemijski hiposomatotropizam sa
eksponencijalnim padom koncentracija GH 1 IGF-1 pocevsi od ranog adultnog perioda, koji se
klinicki manifestuje osteopenijom, sarkopenijom, intraabdominalnom gojaznos¢u, inzulinskom
rezistencijom, hiperlipidemijom, rizikom od ateroskleroze i losijim kvalitetom zivota.

Slabiji efekat GH sa starenjem objasnjava se padom reaktivnosti tkiva na IGF-1, odnosno
opadanjem sadrzaja IGF-1 receptora u njima, narocito kod osoba sa prisutnim proinflamatornim
stanjem, tj. centralnom i visceralnom gojaznosc¢u (Sherlock i Toogood, 2007; Perrini i sar., 2010).

Do danas je identifikovano nekoliko faktora koji mogu uticati na sekreciju GH 1
promene u funkcionisanju GH/IGF-1 osovine tokom starenja. Ustanovljeno je da pulzatilna
sekrecija GH negativno korelira sa koli¢inom intramuskularnog masnog tkiva, a bazalna
sekrecija GH na sliCan nacin korelira sa koli¢inom visceralnog masnog tkiva. Takode je
dokazana negativna korelacija 1 izmedu maksimalne amplitude GH talasa 1 indeksa telesne
mase (BMI). Navedeni pad amplitude GH talasa sa porastom BMI nije razjaSnjen, ali je su-
gerisana mogucénost pojacanog tonusa SST. Najzad, visoki nivoi slobodnih masnih kiselina
(FFA) dovode do remecenja GH intracelularne signalizacije, $to ograni¢ava anabolicke efekte
GH (Sherlock 1 Toogood, 2007; Perrini i sar., 2010).

Duzina trajanja dubokog sna pozitivno korelira sa koli¢inom izlu¢enog GH, mada nije
jasno da li duboki san stimuliSe sekreciju GH ili su oba procesa posledica njihovih za-
jednickih nervnih puteva unutar hipotalamusa. U svakom slu¢aju, promene koje se javljaju u
arhitekturi sna sa starenjem, ukljucujuci poteskoce u iniciranju sna, pad duzine dubokog sna 1
ukupne duzine sna, smanjenje efikasnosti spavanja i povecanu fragmentaciju spavanja, mogu
uticati na opadanje sekrecije GH koja se javlja sa godinama (Sherlock i Toogood, 2007). Po-
stoje dokazi da su intenzitet i trajanje fizickog veZbanja vazni za ouvanje normalne sekrecije
GH tokom starenja. Nazalost, prema dostupnim podacima intenzitet vezbanja opada sa

godinama i oko 70% starijih osoba je fizicki neaktivno (Sherlock i Toogood, 2007).
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Saznanja o funkcionisanju hipotalamo-somatotropne osovine tokom starenja uslovila su
terapijsku primenu GH i drugih hormona kod starih osoba, kao eliksira mladosti. Medutim,
izostali su ocekivani rezultati, a incidence nezeljenih efekata i potencijalni rizici od ma-
ligniteta kod starih osoba naveli su endokrinologe na zaklju¢ak da ne postoje valjani razlozi
za klinicku primenu GH u cilju suzbijanja starosnih promena (Sherlock i Toogood, 2007).
Naravno, buduca istrazivanja mehanizama odgovornih za deficit GH tokom starenja, treba da
razreSe dileme koje se odnose na opravdanost njegove primene u borbi protiv starenja, a za

produZzenje zivota.
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Na osnovu napred navedenih literaturnih podataka jasno je da funkcionalni poremecaji
tokom starenja na nivou dveju anabolickih osovina ¢oveka, gonadotropne i somatotropne, u
ovoj fazi razvoja nauke i struke nemaju zadovoljavajuée definisan histomorfoloski supstrat.
Izuzetak ¢ine samo relativno dobro izuc¢ene histomorfoloske promene u testisu.

Biohemijski kasni hipogonadizam, predstavljen umerenim porastom serumskog LH i
FSH, kao i biohemijski kasni hiposomatotropizam, sa eksponencijalnim padom koncentracija
GF 1/ili IGF-1 pocevsi od ranog adultnog perioda, nemaju za sada valjano opisan morfoloski

supstrat u adenohipofizi.

Naucna hipoteza. Sve napred navedeno nas je navelo da pretpostavimo da tokom
procesa starenja u adenohipofizi dolazi do strukturnih promena, koje bi za posledicu mogle
imati navedenu hormonsku disfunkciju. Pretpostavljene strukturne promene u adenohipofizi
bi se mogle ogledati u porastu broja i veli¢ine gonadotropnih i1 FS ¢elija, zatim u opadanju
broja i1 veli¢ine somatotropnih ¢elija sa godinama i medusobnim korelacijama svih napred
navednih promena.

S obzirom na ¢injenicu da hipogonadizam 1 hiposomatotropizam tokom starenja mogu
nastati kao posledica strukturalnih promena na svim nivoima gonadotropne, odnosno so-
matotropne osovine i da su starosne histomorfoloske promene, kada su u pitanju ova dva

regulatorna sistema dobro izu¢ene samo kod testisa, cilj naSeg istraZivanja bi bio:

= Da se primenom imunohistohemijske 1 morfometrijske metode (merenjem zapreminske
gustine, aree, perimetra, Feretovog dijametra 1 izraCunavanjem nukleocitoplazmatskog
odnosa) detektuju 1 kvantifikuju promene humanih gonadotropnih ¢elija adenohipofize,

kao komponente gonadotropne osovine, kod slu¢ajeva razliCite Zivotne dobi,

= Da se primenom imunohistohemijske 1 morfometrijeske metode (merenjem zapremin-
ske gustine, aree, perimetra, Feretovog dijametra i izraCunavanjem nukleocitoplazmat-
skog odnosa) detektuju i kvatifikuju promene humanih somatotropnih celija ade-

nohioifize, kao komponente somatotropne osovine, kod slu¢ajeva razlicite zivotne dobi,
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= Da se primenom imunohistohemijske i morfometrijske metode (merenjem zapreminske
gustine) detektuju 1 kvantifikuju promene folikulostelatnih ¢elija adenohipofize, kao
struktura koje parakrinim putem mogu da uticu na funkciju i gonadotropnih i

somatotropnih ¢elija adenohipofize, kod slucajeva razlicite Zivotne dobi,

= [spitati mogucu povezanost napred navedenih promena tokom starenja Coveka

primenom univarijantnih i multivarijantnih metoda statisticke analize.
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Istrazivanje je sprovedeno u Institutu za anatomiju Medicinskog fakulteta Univerziteta
u Nisu, kao 1 Zavodu za sudsku medicinu u Nisu 1 Centru za patologiju Klinickog centra u
Nisu, koji pretstavljaju nastavne baze ovog fakulteta. Imunohistohemijska obrada histoloskih
preseka adenohipofize obavljena je u Institutu za bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovi¢” u

Beogradu.

3.1. MATERIJAL

Materijal je predstavljalo tkivo hipofize 14 kadavera muskog pola starosti od 41 do 87
godina. Tkivni uzorci su, u skladu sa etickim normama propisanim za upotrebu kadaveri¢nog
materijala u biomedicinskim istrazivanjima Etickog Komiteta Medicinskog fakulteta Uni-
verziteta u NiSu (odluka br. 12-2307-2/8, od 10. 3. 2016. godine), dobijeni tokom rutinskih
autopsija izvedenih u Zavodu za sudsku medicinu u NiSu, Srbija, sa postsmrtnim periodom ne
duzim od 24 sata. Kadaveri koriS¢eni u ovoj studiji su za Zivota bili bez prethodno
dijagnostikovanog neuroloskog, psihijatrijskog ili endokrinog poremecaja. Vidljiva oStec¢enja
mozga ili hipofize nisu uocena tokom autopsija. Takode, patohistoloSka procena mozga 1
hipofize iskljucila je prisustvo moguce sakrivene ili pogresno dijagnostikovane bolesti.
Kadaveri su, prema starosnoj dobi, klasifikovani u tri starosne grupe: prva (I) koja je uklju-
¢ivala slucajeve od 30 do 49 godina, druga (II) sa slucajevima starim od 50 do 69 godina i,

treca (III) u koju su svrstavani slucajevi starosti 70 godina 1 stariji.

3.2. METODE

Metodologija sprovedenih istrazivanja podrazumeva odgovaraju¢i disekcioni postupak

uzimanja hipofiza 1 sledstevenu histoloSku obradu istih.

3.2.1.DISEKCIONI POSTUPAK

Metodom disekcije najpre je uklanjana preCaga turskog sedla (diaphragma sellae).
Nakon toga je presecana drSka hipofize (infundibulum), a zatim pazljivom preparacijom

hipofiza odvajana od okolnih koStanih struktura turskog sedla i uzimana u celini.
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3.2.2.HISTOLOSKA OBRADA

Histoloska analiza, u smislu utvrdivanja eventualnih promena strukture gonadotropnih,
somatotropnih i folikulostelatnih ¢elija adenohipofize tokom procesa starenja, bazirana je na
svetlosno- mikroskopskoj proceni njihovih svojstava.

Dobijene hipofize su fiksirane tokom 24 sata u 10% puferisanom formalinu i nakon
toga horizontalno presecane na dorzalnu i ventralnu polovinu, koje su na kraju kalupljene u
parafinu. Nakon toga, dobijeni parafinski kalupi hipofiza su pomo¢u mikrotoma Leica 2235
koriS¢eni za pravljenje tkivnih preseka dorzalne i ventralne polovine hipofize, debljine do
5 um, koji su bojeni rutinski Hematoksilin-Eozin (H&E) metodom, a zatim imunohistohe-
mijski obradivani. Imunohistohemijskom analizom je utvrdivano prisustvo ¢elija sa pozi-
tivnom reakcijom na primenjene imunohistohemijske markere. Imunohistohemijska obrada je
obuhvatala bojenje tkivnih preseka pomocu: (i) monoklonskog pacovskog anti-LH antitela
(donated by Dr Parlow-a, NIH, Bethesda, Md., USA; PAP kit; 1:100) za detekciju LH gona-
dotropnih ¢elija (Medigovi¢ 1 sar., 2012), (ii) monoklonskog humanog anti-GH antitela
(Dako, Dakopatts, Denmark; PAP kit; 1:200) za vizualizaciju somatotropnih ¢elija (MiloSevi¢
1 sar., 1998) 1 (ii1) poliklonskog anti-S100 antitela (Dako, polyclonal rabbit anti-cow S-100,
code no. Z0311; Streptavidin HRP, Novocastra Peroxidase Detection System, Novocastra,
UK; 1:400), za detekciju folikulostelatnih celija. Obojeni histoloSki preseci su zatim

histoloski analizirani svetlosnim mikroskopom pod uve¢anjem objektiva 4x 1 40x.

3.2.2.1. Imunohistohemijsko bojenje LH gonadotropnih i somatotropnih

celija adenohipofize

Za imunohistohemijsko bojenje LH gonadotropnih 1 GH ¢elija koriS¢ena je metoda
peroksidaze antiperoksidaze (PAP; Sternberger i sar. 1970). Imunocitohemijske metode, t.].
specificna reakcija izmedu primarnog antitela i antigena omogucava diferencijalno bojenje
¢elija koje nose specifi¢ni antigen u ovom slucaju hormon. Nakon deparafinizacije i rehi-
dratacije tkivnih preseka prvo je blokirana aktivnost endogene peroksidaze inkubacijom
preseka u 0.3% H,O; u metanolu, tokom 15 minuta. Potom su preseci isprani u 0.01M fosfatnom
puferu (Phosphate Buffer Saline PBS; pH 7.6; 2x5 min.), a redukcija nespecifi¢nog bojenja
postignuta je inkubacijom preseka u normalnom serumu svinje (Normal swine serum, Dako
Dakopatts, Denmark; razblazenje 1:10 u PBS) tokom 1 casa.

Za detekciju LH gonadotropnih celija kori§¢ena su primarna anti-LH (1:100) anti-

pacovska antitela (poklon Dr Parlow-a; NIH, Bethesda, Md., USA) rastvorena u PBS-u
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(Medigovi¢ 1 sar., 2012). Za detekciju GH c¢elija koriS¢ena su primarna anti-GH (1:200;
rastvoreno u PBS-u) anti-humana antitela (Dako, Dakopatts, Denmark) (MiloSevi¢ 1 sar., 1998).
Inkubacija je trajala 24 Casa na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije u primarnom antitelu,
preseci su isprani u PBS-u (2x5 minuta) i potom inkubirani 1 ¢as u sekundarnom konjugo-
vanom antitelu (Policlonal swine anti rabbit IgG (HRP)), Dako Dakopatts, Denmark; razbla-
zenja 1:200 u PBS). Posle ispiranja u PBS-u vizualizacija je omogucéena primenom DAB-a
(Dako). Kontrastiranje je obavljeno Mayer-ovim hematoksilinom (Merck-Alkaloid, Alkaloid,

Skoplje BJR Makedonija), dehidratacija rastu¢om serijom etanola, a montiranje DPX om.

3.2.2.2. Imunohistohemijsko bojenje folikulostelatnih ¢elija adenohipofize

Tkivni preseci debljine 3 um montirani su na predmetna stakla, a zatim suSeni 1 sat na
60 stepeni u termostatu. Nakon toga vrSena je njihova deparafinizacija i1 rehidracija
sukcesivnim provodenjem kroz rastvor ksilola (2 x 5 minuta) i rastvora etanola sa opada-
ju¢im koncentracijama (100% — 2 x 2 minuta, 96% — 2 minuta 1 70% — 2 minuta) sve do
destilovane vode. U sledecoj fazi vrSeno je demaskiranje antigena. Priprema za primenu anti-
tela za S-100 protein (DAKO, Denmark) je podrazumevala proteoliticku digestiju proteina-
zom K 10 minuta na sobnoj temperaturi. U daljem postupku vrSena je blokada endogene
peroksidaze tako $to su pripremljeni preseci ispirani destilovanom vodom, inkubirani u 3%
rastvoru H202 10 minuta na sobnoj temperaturi zatim je vrSeno njihovo ispiranje u desti-
lovanoj vodi 5 minuta i na kraju u 0,1M PBS-u (fosfatni pufer) na pH 7,2.

Inkubacija poliklonalnim antitelima na S-100 protein (Polyclonal rabbit anticow 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 biofiniziranim anti-ze¢jim, kada je
u pitanju S-100 protein, sekundarnim antitelom, 30 minuta na sobnoj temperature u vlaznoj
komori (Novocastra Biotynulated Secondary Antibody Novocastra Peroxidase Detection
System, Novocastra, 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 streptovidinskim
konjugatom na peroksidazu rena (Streptovidin HRP, Novocastra Peroxidase Detection
System, Novocastra, UK), a zatim isprani u PBS-u 3x3 minuta.

Sledeca faza je obuhvatala inkubaciju preseka u rastvoru supstrat-hromogena (H202 i
3-amino-9-etil-karbazol u N, N-dimetilformamidu; AEC+ supstrat-hromogen ili 3, 3-diami-
nobenzidin-DAB), 3-5 minuta na sobnoj temperaturi. Ispiranje tako obradenih preseka je vr-

Seno teku¢om vodom, a kontrastno bojenje Mayer-ovim hematoksilinom trajalo je jedan
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minut, nakon Cega su preseci dodatno ispirani teku¢om vodom. Njihova dalja dehidracija
vrSena je etanolom rastu¢ih koncentracija (70%, 96% 1 100%), nakon ¢ega su potapani u
ksilol i pokrivani odgovaraju¢om sintetskom smolom (dpx) i pokrovnim staklom. Ukoliko je
kao hromogen koris¢en AEC+, obojeni preseci su bez dehidracije tkiva prepokrivani vodenim
medijumom 1 pokrovnim staklom. Pozitivna reakcija i prisustvo ispitivanih antigena su se
manifestovali kao braon ili crveno obojeni precipitati hromagena (u zavisnosti od vrste
hromogen supstrata) na mestima njihovog prisustva, za razliku od okolnog tkiva koje je bilo
sa negativnom reakcijom i plavo prebojeno. Kao pozitivna kontrola u toku imunohistohe-
mijskog bojenja koriS¢eni su uzorci tkiva za koje je prethodno potvrdeno da sadrZe ispitivane
antigene koje je moguce vizuelizovati metodom pripremljenom tokom sprovedenog istra-
zivanja. Negativnu kontrolu predstavljali su tkivni uzorci na koje je umesto primarnih antitela

aplikovan neimuni serum.

3.2.3. MORFOMETRIJSKA ANALIZA

Morfometrijska analiza izvedena je pomocu digitalne slike snimljene digitalnom
kamerom (1.3 megapiksela). Po trideset vidnih polja adenohipofize odabrano je iz dorzalne 1
ventralne polovine, ukupno 60 vidnih polja za svaki analizirani slu¢aj. Dobijeno je po 10
vidnih polja iz oba lateralna krila adenohipofize 1 10 iz sredi$njeg dela kako dorzalne, tako 1
ventralne polovine svih analiziranih slu¢ajeva (ili ukupno 20 vidnih polja iz svakog lateralnog
krila adenohipofize 1 20 iz srediSnjeg dela svakog analiziranog slu€aja). Analiza slike

izvrSena je pomocu Imagel sistema (https://imagej.nih.gov/ij/).

3.2.3.1. Astereoloska analiza

U slu€aju somatotropnih i gonadotropnih LH ¢elija, astereoloska analiza ukljucila je
merenje njihove aree (AGH 1 ALH), perimetra (BeH 1 BrH) 1 Feret-ovog dijametra (DfcH 1
Dfin). Dodatno, svakoj od selektovanih somatotropnih i gonadotropnih LH ¢elija merena je 1
area (ANGH 1 ANLH), perimetar (BngH 1 BNiH) 1 Feret-ov dijametar (Dfngh i Dfnin) jedra.
Nukleo-citoplazmatski odnos, kao parameter metaboli¢ke aktivnosti i funkcionalnog statusa
somatotropnih 1 gonadotropnih LH ¢elija ((N/C)cu 1 (N/C)Ln), izraCunavan je kao koli¢nik
aree jedra i aree citoplazme, pri ¢emu je area citoplazme dobijana kao razlika aree navedenih
¢elija i aree njihovih jedara. IzvrSeno je merenje 60 somatotropnih, kao i gonadotropnih LH
¢elija, u dorzalnoj i ventralnoj polovini adenohipofize kod svih analiziranih slucajeva

(ukupno 120 ¢elija po slucaju).
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3.2.3.2. StereoloSka analiza

Stereoloska analiza vrSena je pomocu viSenamenskog testnog sistema M168 (d=17.88
um, a=15.49 um2, At=2601.54 um2, Lt=1501.92 um), koji je postavljan preko analizirane
digitalne slike histoloskih preseka (sl. 6). Volumenska gustina somatotropnih (Vvah),
gonadotropnih LH ¢elija (Vvih) 1 folikulostelatnih ¢elija (Vvrsc) je dobijena kao koli¢nik
broja tacaka testnog sistema koje su pogadale imunopozitivne ¢elije (Pr) 1 ukupnog broja
tataka ovog sistema (P1=168) (Russ i Dehoff, 2000), za svako analizirano polje dorzalne i

ventralne polovine hipofize.
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Slika 6. Odredivanje volumenske gustine gonadotropnih LH ¢elija adenohipofize.

Vrednosti aree, perimetra i Feret-ovog dijametra, zatim jedarne aree, perimetra i Feret-
ovog dijametra, nukleo-citoplazmatskog odnosa i volumenske gustine somatotropnih 1 LH
¢elija 1 volumenska gustina folikulostelatnih ¢elija za svaki analizirani slucaj, dobijeni su kao

prosek vrednosti svih izmerenih vidnih polja, respektivno.
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3.2.4. STATISTICKA ANALIZA

StatistiCka analiza je izvedena pomocu SPSS statistickog paketa (verzija 16). Korelacija
izmedu starosti i izmerenih morfometrijskih parametara, kao i izmedu morfometrijskih
parametara razlicitih tipova ¢elija medusobno, ispitivana je izracunavanjem linearne korelacione i
linearne regresione analize.

Preciznija dinamika vrednosti morfometrijskih parametara dobijenih starosnih grupa
analizirana je pomoc¢u One Way ANOVA i Tukey Kramer post hoc testa.

Za ispitivanje statistiCke znacajnosti razlika izmedu dva zavisna uzorka koriséen je T

test.
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4. REZULTATI

4.1. HISTOLOSKA ANALIZA

Histoloska analiza gonadotropnih LH ¢elija, somatotropnih celija i folikulostelatnih
¢elija adenohipofize u toku procesa starenja obuhvatila je analizu preseka tkiva ove Zlezde

bojenih imunohistohemijskom metodom.

4.1.1.HISTOLOSKA ANALIZA GONADOTROPNIH LH CELIJA

Slika 7 predstavlja gonadotropne LH ¢elije adenohipofize slucaja starog 41 godinu. Kod
mladih slu¢ajeva, gonadotropne ¢elije su bile rasute po bo¢nim krilima adenohipofize, dok su u
mukoidnom, klinastom delu Zlezde ove ¢elije bile lokalizovane unutar acinusnih formacija ¢iji
je broj varirao u razli¢itim slucajevima. Gonadotropne celije kod takvih slucajeva su bile
ovalnog ili poligonalnog oblika i centralno ili ¢eS¢e ekscentri¢no postavljenog imunonegativno
plavo prebojenog euhromatskog jedra. Njihova citoplazma je bila imunopozitivna, braon

prebojena sa naglaSenim zrnastim izgledom usled prisustva brojnih sekretornih granula.

Slika 7. Tkivni presek muskarca starog 41 godinu; imunopozitivne LH ¢elije sa
ekscentricnim ili centralno lociranim euhromatskim jedrom (oznacene
strelicama); anti-LH antitelo; PAP, x40.
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Slika 8 predstavlja gonadotropne Celije pars distalis-a adenohipofize sluc¢aja starog 87
godina. Osim intersticijalne fibroze razliCitog stepena i1 posledicnog smanjenja prisustva
krvnih sudova, distribucija i prisustvo LH ¢elija nisu se znacajno razlikovali u odnosu na
mlade slucajeve. Gonadotropne celije su bile vece, ¢eS¢e ovalnog oblika i sa ekscentricno
postavljenim, manjim, hiperhromatskim, imunonegativnim jedrima u odnosu na mlade

slucajeve. Imunopozitivna reakcija je bila sli¢na kao kod istih gonadotropa mladih slucajeva.

e T -

H

Slika 8. Tkivni presek muskarca starog 87 godina; imunopozitivne LH ¢elije
adenohipofize; krupne imunopozitivne LH cdelije sa malim ekscentricno
lociranim hiperhromatskim jedrom (oznacene strelicama); anti-LH antitelo;
PAP, x40.

4.1.2. HISTOLOSKA ANALIZA SOMATOTROPNIH CELIJA

Somatotropne ¢elije kod mladih slucajeva su retke i razbacane u pars intermedia, dok
je njihovo prisustvo znacajno vece u lateralnim krilima adenohipofize. One su se odlikovale
pretezno poligonalnim oblikom 1 ekscentricno postavljenim euhromatskim jedrom sa, kod
nekih ¢elija, prominentnim jedarcima. Uocena je pozitivna imunohistohemijska reakcija u
citoplazmi somatotropa, dok je u njihovim jedrima ona bila imunonegativna (SI. 9).

Somatotropne celije kod starijih sluc¢ajeva su pokazale neznatno jacu imunopozitivhu
reakciju u pars intermedia adenohipofize. Nasuprot gore opisanom, prisutan je znacajan pad

broja somatotropa, kako u pars intermedia, tako 1 u lateralnim krilima adenohipofize kod ovih
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A . \
Slika 9. Tkivni presek adenohipofize mladeg muskarca; somatotropne céelije,
pretezno poligonalnog oblika sa ekscentricno postavljenim euhromatskim
jedrom; pozitivna imunohistohemijska reakcija u citoplazmi somatotropa, dok
je unjihovim jedrima ona bila imunonegativna; anti-GH antitelo; PAP, x40.

Slika 10. Tkivni presek adenohipofize starijeg muskarca; somatotropne krupne
¢elije imunopozitivne citoplazme (oznacene strelicama) sa ekscentri¢no
postavljenim hiperhromatskim imunonegativnim jedrom 1 mestimi¢nim
prisustvom providnih citoplazmatskih vakuola; anti-GH antitelo; PAP, x40.
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slucajeva. Somatotropne celije su bile vece sa ekscentricno postavljenim hiperhromatskim
imunonegativnim jedrom 1 mestimi¢nim prisustvom providnih citoplazmatskih vakuola (SI.
10). Imunopozitivna reakcija citoplazme je bila neznatno jaa nego kod mladih slucajeva,

posebno kod somatotropnih ¢elija u mukoidnom, klinastom delu Zlezde.

4.1.3.HISTOLOSKA ANALIZA FOLIKULOSTELATNIH CELIJA

U adenohipofizi mladih slucajeva folikulostelatne ¢elije su se odlikovale zvezdolikim
izgledom, sa imunopozitivnim ¢elijskim telom i tankim nastavcima koji se pruzaju izmedu
endokrinih ¢elija. One su bile retke i nepravilno rasporedene u lateralnim krilima, kao i u
mukoidnom, klinastom delu zlezde (SI. 11). U mukoidnom, klinastom delu zlezde, tela
folikulostelatnih ¢elija ili njihovi nastavci su uoceni unutar zidova folikularnih formacija,

izmedu endokrinih ¢elija.

Slika 11. Tkivni presek 45 godina starog muskarca; S100 imunopozitivne
FS ¢elije sa imunopozitivnim jedrom u telu ¢elije 1 tankim nastavcima koji
se pruzaju od tela celije izmedu imunonegativnih endokrinih celija
(oznacene strelicama); anti-S100 antitelo; Novocastra Peroxidase Detection
System, x40).
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Ipak, kod starijih slucajeva prisutno je znacajno povecanje broja FS Celija i u inter-
medijarnom delu 1 u lateralnim krilima adenohipofize (SI. 12). Iako nepravilan oblik njihovog
tela otezava procenu velicine ¢elija, moze se generalno zakljuciti da njihova tela postaju veca

u poodmaklim godinama.
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Slika 12. Tkivni presek 87 godina starog muskarca; krupne i brojne S100
imunopozitivne FS celije (oznacene strelicama); anti-S100 antitelo;
Novocastra Peroxidase Detection System, x40.
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4.2. MORFOMETRIJSKA ANALIZA

4.2.1. MORFOMETRIJSKA ANALIZA LH IMUNOREAKTIVNIH
CELIJA ADENOHIPOFIZE

Rezultati morfometrijske analize LH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize prikazani su

u tabeli 1.

Tabela 1. Rezultati morfometrijske analize LH imunoreaktivnih c¢elija adenohipofize
analiziranih slucajeva

Atgy Bin Drn Ante Banen Denn (N/C) Vvin  Vu
(um’) (um) (um) (Wm?) (wm) (uwm) (%) (em)
22 I 128.58 41.84 15.01 22.18 17.25 6.15 0.21 3.05 0.7
41 I 120.82 40.40 14.54 28.09 19.26 6.77 030 3.04 0.5
45 I 124.03 41.78 15.18 24.31 18.03 6.32 024 403 04
|
I

Slu€aj Starost Grupa

48 115.74 39.41 14.03 22.48 1735 6.22 024 3.57 0.7
48 123.45 41.54 1497 24.47 18.03 6.55 025 3.68 0.7
57 I 129.22 4222 1531 22.58 1748 629 021 473 0.25
61 II 13494 42.67 15.28 2693 1894 6.68 025 839 03
65 II  151.48 4585 16.59 27.80 1936 698 023 499 04
65 II  140.77 43.71 15.83 22.87 17.54 626 0.19 271 04
66 II 153.08 4542 1638 2943 19.87 7.15 024 924 05
76 I 184.42 51.13 18.64 27.90 1945 7.00 0.18 648 0.8
76 1 160.11 4835 17.80 1999 1632 594 0.14 3.15 04
77 I 169.88 48.80 17.85 27.37 19.50 7.28 0.19 542 0.6
78 1 17497 50.89 18.95 25.52 1849 6.62 0.17 3.07 04
87 I 194.00 52.46 19.03 28.32 19.55 7.03 0.17 5.19 04

— ek
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Iz dalje morfometrijske analize je iskljuCen slucaj pod rednim brojem 1, zbog velike
razlike u godinama starosti u odnosu na ostale slucajeve grupe 1.

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisti¢ki znacajne korelacije izmedu
starosti 1 astereoloSkih parametara (prosecna area, perimetar i Feret-ov dijametar), kao 1
nukleocitoplazmatskog odnosa LH imunoreaktivnih celija adenohipofize analiziranih

slucajeva (Tabela 2).

Tabela 2. Korelaciona matrica starosti 1 vrednosti morfometrijskih parametara LH
imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva

Parametar Arn Bru Drru Axru Bain Denen (N/C)Lu Vyin
R 0.95 0.95 0.94 0.2 0.24 0.37 -0.86 0.22

Starost p <0.001 <0.001 <0.001 0.5 0.4 0.2 <0.001 0.45
N 14 14 14 14 14 14 14 14
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Linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju ispitivanja veze izmedu
astereoloskih parametara (prosecna area, perimetar i1 Feret-ov dijametar) gonadotropnih ¢elija
adenohipofize i1 uzrasta analiziranih slucajeva (Tabela 3). Rezultati su pokazali da starost
ispitanih slucajeva predstavlja statisticki znacajan prediktor aree (F(1,12) = 112.36, p<0.001),
perimetra (F(1,12) = 102.48, p<0.001) i Feret-ovog dijametra (F(1,12) = 85.59, p<0.001), sto
se moze predstaviti sa tri slede¢a modela: A y=40.91 + Starost x 1.69, By = 27.13 + Starost
x 0.29 1 Dpryg = 9.33 + Starost x 0.11. Prosecna area, perimetar i Feret-ov dijametar gona-
dotropnih ¢elija adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa starenja, pri ¢emu
starost ispitanih sluajeva objasnjava 90% ukupne varijanse aree (R?=0,90) (Grafikon 1),
90% ukupne varijanse perimetra (R’=0,90) i 87% varijanse Feret-ovog dijametra (R*=0,87)

(Grafikon 2) i u sva tri slucaja predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Suprotno napred navedenom, starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada
su u pitanju astereoloski parametri jedara gonadotropnih ¢elija adenohipofize (area, perimetar

1 Feret-ov dijametar) ispitanih slucajeva (p>0,05).

Starost predstavlja statistiCki znacajan prediktor prose¢nog nukleocitoplazmatskog
odnosa napred navedenih ¢elija adenohipofize (F(1,12) = 32.29, p<0.001) (Tabela 3). Ovaj odnos
moze se identifikovati slede¢im modelom (N/C)y = 0.376 - Starost x 0.0025 , Sto znaci da
vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa statisticki znacajno opadaju tokom starenja (Grafikon
3). Starost objasnjava 86% ukupne varijanse ovog parametra (R = 0,86), §to predstavlja veliki

efekat veli¢ine.

Starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada je u pitanju zapreminska

gustina gonadotropnih ¢elija adenohipofize kod istih slucajeva (p>0,05).
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Tabela 3. Rezultati bivarijantne linearne regresione analize izmedu starosti kao nezavisne i
analiziranih morfometrijskih parametara LH imunoreaktivnih celija adenohipofizekao
zavisno promenljivih varijabli.

Arn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 40.91 10.37 3.94 0.002
Starost 1.69 0.16 0.95 10.6 <0.001
R”=0.90; F(1,12) =112.36, p<0.001; Model: A;y=40.91 + Starost x 1.69
Bru
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 27.13 1.84 14.74 <0.001
Starost 0.29 0.03 0.95 10.12 <0.001
R =0.90; F(1,12) =102.48, p<0.001; Model: By j; =27.13 + Starost x 0.29
Drrn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 9.33 0.79 11.85 <0.001
Starost 0.11 0.01 0.94 9.25 <0.001
R”=0.87; F(1,12) = 85.59, p<0.001; Model: (N/C). ;s = 9.33 + Starost x 0.11
(N/C)ry
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 0.376 0.028 13.51 <0.001
Starost -0.0025 0.0004 -0.864 -5.94 <0.001

R” =0.86; F(1,12) = 32.29, p<0.001; Model: (N/C).x = 0.376 - Starost x 0.0025
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Grafikon 1. Korelacija izmedu starosti i aree LH imunoreaktivnih Celija
adenohipofize analiziranih slucajeva.
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e Perimetar a Feretov dijametar —— Linearna (Perimetar) - Linearna (Feretov dijametar)
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Grafikon 2. Korelacija izmedu starosti i, perimetra, odnosno Feretovog
dijametra LH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva
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Grafikon 3. Korelacija izmedu starosti i nukleocitoplazmatskog odnosa LH
imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Detaljnija dinamika starosnih promena prosecnih vrednosti morfometrijskih parametara
gonadotropnih ¢elija adenohipofize analiziranih starosnih grupa ispitivana je pomoc¢u One

Way ANOVA testa (Tabela 4).

Tabela 4. Rezultati univarijantnog ANOVA testa izmedu prosec¢nih vrednosti morfometrijskih
parametara LH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih starosnih grupa.

95% CI Tukey post
Parametar Grupa N  Prosek SD SE B UB hoo test
I 4 121.01 378 1.89 115.00 127.03 a,b
Ar (pm?) I 5 14190 1034 4.62 129.06 154.73 a,c
11 5 176.68 13.07 585 16045 19291 b,c
ANOVA F(2,11) = 34.37, p < 0.001
I 4 40.78 1.10 055 39.04 42.53 a,b
Bru (um) I 5 4398 1.62 072 4197 45.98 a,c
111 5 50.33 1.71  0.77 48.20 52.45 b,c
ANOVA F(2,11)=46.15,p <0.001
I 4 14.68 0.51 0.25 13.87 15.49 a,b
Drry (pm) I 5 15.88 0.60 027 15.13 16.63 a,c
111 5 18.45 0.60 0.27 17.71 19.19 b,c
ANOVA F(2,11)=51.65,p<0.001
I 4 2484 2.35 1.18  21.10 28.58 /
Ay (pm?) I 5 2592 305 137 2213 2971 /
111 5 2582 343 153 21.56 30.08 /
ANOVA F(2,11)=0.17, p = 0.85
I 4 18.17 0.80 040 16.90 19.44 /
Bxin (um) I 5 18.64 1.08  0.48 17.29 19.98 /
111 5 18.66 1.38 0.62 1695 20.38 /
ANOVA F(2,11)=0.26, p = 0.78
I 4 6.47 025 0.12  6.08 6.86 /
Denen (wm) II 5 6.67 0.40 0.18 6.18 7.17 /
111 5 6.77 0.52  0.23 6.12 7.42 /
ANOVA F(2,11) = 0.62, p=0.56
I 4 0.26 0.03 0.01 0.22 0.30 b
(N/C)ru II 5 0.22 0.02  0.01 0.20 0.25 c
111 5 0.17 0.02 0.01 0.15 0.19 b,c
ANOVA F(2,11)=17.78, p < 0.001
I 4 3.58 041 0.21 293 4.23 /
Vvin (%) 1I 5 6.01 272 1.22 2.63 9.39 /
111 5 4.66 1.50 0.67 2.80 6.52 /
ANOVA F(2,11)=1.88, p=0.20

a-1:1Lp<0.05b-1:1II, p<0.05;c-1I:1I, p<0.05

Prosecna area (F(2,11) = 34.37, p < 0.001), zatim prosecan perimeter (F(2,11) = 46.15,
p < 0.001) 1 proseCan Feret-ov dijametar (F(2,11) = 51.65, p < 0.001) gonadotropnih ¢elija

adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa starenja (Grafikoni 4 1 5).
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Grafikon 4. Prose¢na area LH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analizi-
ranih starosnih grupa
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Grafikon 5. ProseCan perimetar i prosean Feretov dijametar LH imunore-
aktivnih celija adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Post hoc Tukey-Kramer test je ukazao da napred navedeni parametri pokazuju identican
trend tokom starenja, pri ¢emu su njihove vrednosti u III starosnoj grupi bile statisticki
znacajno vise u odnosu na Il i I starosnu grupu (p<0,05). Prosecne vrednosti ovih parametara II
starosne grupe su bile takode statisticki znacajno vise u odnosu na I starosnu grupu (p<0,05)
(Tabela 4).

Prosecan nukleocitoplazmatski odnos gonadotropnih celija adenohipofize se statisticki
znacajno razlikuje izmedu I i I1I i izmedu II 1 III analizirane starosne grupe, dok razlika izmedu
I i II nije statisticki znacajna (F(2,11) = 17.78, p < 0.001). Pri tome, nukleocitoplazmatski
odnos opada od I ka III starosnoj grupi, ali je taj pad znacajan u III starosnoj grupi, §to sugerise
opadanje funkcije gonadotropnih Celija tokom procesa starenja, najintenzivnije nakon 70.

godine zivota (Tabela 4, Grafikon 6).
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Grafikon 6. Prosecan nukleocitoplazmatski odnos LH imunoreaktivnih ¢elija
adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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4.2.2.MORFOMETRIJSKA ANALIZA LH IMUNOREAKTIVNIH CELIJA
VENTRALNE POLOVINE ADENOHIPOFIZE

Rezultati morfometrijske analize LH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine

adenohipofize dati su u tabeli 5.

Tabela 5. Rezultati morfometrijske analize LH imunoreaktivnih ¢éelija ventralne polovine
adenohipofize analiziranih slucajeva.

Aty Bin Drn At Baxew Denin (N/C) Vvin  VH
(um®) (um) (um) (um’) (um) (um) (%) (em)
22 I 123.26 41.16 1494 2035 16.62 5.97 020 290 0.7
41 1 107.60 38.57 13.84 22.16 17.56 6.29 026 3.12 0.5
45 I 136.72 43.83 15.63 2437 1799 6.32 022 331 04

1
1

Slucaj Starost Grupa

48 109.52 38.92 13.83 20.60 16.82 6.09 023 345 0.7
48 142.16 44.87 16.18 28.55 19.67 7.17 025 3.61 0.7
57 II 131.29 42.64 1550 2354 1789 645 022 413 0.25
61 II 121.01 40.54 14.57 24.18 1792 6.28 025 8.04 03
65 II 14783 45.66 1637 27.37 1928 696 023 435 04
65 I 138.10 43.29 15.50 20.58 16.68 594 0.18 3.00 04
66 II 156.08 4590 16.55 30.12 20.10 723 024 823 05
76 nr 165.11 50.00 1851 26.25 19.12 693 0.19 7.70 0.8
76 oI 12346 4241 1582 1997 1673 6.21 0.19 254 04
77 1 161.76 48.14 17.76 27.55 19.64 7.26 021 554 0.6
78 oI 129.99 43.13 15.65 2346 1782 642 022 192 04
87 I 168.33 49.03 17.73 21.55 1741 632 0.15 482 04

— e e e
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Iz dalje morfometrijske analize izuzet je slucaj pod rednim brojem 1, zbog velike
razlike u godinama starosti u odnosu na ostale slucajeve grupe 1.

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisti¢ki znacajne korelacije izmedu
starosti 1 astereoloSkih parametara (prosecna area, perimetar 1 Feret-ov dijametar), kao 1
nukleocitoplazmatskog odnosa LH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize

analiziranih sluc¢ajeva (Tabela 6).

Tabela 6. Korelaciona matrica starosti 1 vrednosti morfometrijskih parametara LH
imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.

Parametar Arn Bru Drru Axca Bain Denen (N/C)ru Vyin
R 0.92 0.92 0.92 0.20 0.27 0.35 -0.86 0.25

Starost p <0.001 <0.001 <0.001 049 0.36 0.22 <0.001 0.38
N 14 14 14 14 14 14 14 14
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Rezultati

Linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju ispitivanja veze izmedu astereoloSkih
parametara (proseCna area, perimetar i Feret-ov dijametar) gonadotropnih LH ¢elija ventralne
polovine adenohipofize i uzrasta analiziranih slucajeva (Tabela 7).

Rezultati su pokazali da starost ispitanih slucajeva predstavlja statisticki znacajan
prediktor aree (F(1,12) = 68.59, p<0.001), perimetra (F(1,12) = 63.37, p<0.001) i Feret-ovog
dijametra (F(1,12) = 62.67, p<0.001), Sto se moze predstaviti sa tri sledeca modela: Ay =28.83
+ Starost x 1.79 , By = 24.03 + Starost x 0.32 1 Dg g = 8.04 + Starost x 0.13. Prose¢na area,
perimetar i Feret-ov dijametar gonadotropnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize statisticki
znacajno rastu tokom procesa starenja, pri ¢emu starost ispitanih slucajeva objaSnjava 85%
ukupne varijanse aree (R?=0,85) (Grafikon 7), 84% ukupne varijanse perimetra (R’=0,84) i
84% varijanse Feret-ovog dijametra (R=0,84) (Grafikon 8) i u sva tri slu¢aja predstavlja veliki
efekat veli¢ine.

Suprotno napred navedenom, starost ne predstavlja statisti¢ki znacajan prediktor kada
su u pitanju astereoloski parametri jedara gonadotropnih LH celija ventralne polovine
adenohipofize (area, perimetar i Feret-ov dijametar) ispitanih slucajeva (p>0,05).

Starost predstavlja statisticki znacajan prediktor prose¢nog nukleocitoplazmatskog odnosa
napred navedenih Celija ventralne polovine adenohipofize (F(1,12) = 32.53, p<0.001) (Tabela 7).
Ovaj odnos moze se identifikovati slede¢im modelom (N/C) g = 0.384 - Starost x 0.003, Sto
znac¢i da njegove vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa statisti¢ki znacajno opadaju tokom
starenja (Grafikon 9). Starost objasnjava 73% ukupne varijanse ovog parametra (R* = 0,73), §to
predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada je u pitanju zapreminska

gustina gonadotropnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize kod istih slucajeva (p>0,05).
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Rezultati

Tabela 7. Rezultati bivarijantne linearne regresione analize izmedu starosti kao nezavisne i
analiziranih morfometrijskih parametara LH imunoreaktivnih ¢elija ventralne adenohipofize

kao zavisno promenljivih varijabli.

Arn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 28.83 14.03 2.05 0.062
Starost 1.79 0.22 0.92 8.28 <0.001
R°=0.85; F(1,12) = 68.59, p<0.001; Model: Ay =28.83 + Starost x 1.79
Brn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 24.03 2.64 9.09 <0.001
Starost 0.32 0.04 0.92 7.96 <0.001
R = 0.84; F(1,12) = 63.37, p<0.001; Model: By = 24.03 + Starost x 0.32
Drrn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 8.04 1.05 7.67 <0.001
Starost 0.13 0.02 0.92 7.92 <0.001
R = 0.84; F(1,12) = 62.67, p<0.001; Model: Dy = 8.04 + Starost x 0.13
(N/C)ry
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 0.384 0.031 12.511 <0.001
Starost -0.003 0.0005 -0.8547 -5.7036 <0.001

R”=0.73; F(1,12) = 32.53, p<0.001; Model: (N/C) 5 = 0.384 - Starost x 0.003
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Grafikon 7. Korelacija izmedu starosti i aree LH imunoreaktivnih celija
ventralne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva
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Rezultati
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Grafikon 8. Korelacija izmedu starosti i perimetra, odnosno Feretovog dijametra
LH imunoreaktivnih celija ventralne polovine adenohipofize analiziranih
slucajeva.
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Grafikon 9. Korelacija izmedu starosti i nukleocitoplazmatskog odnosa LH
imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Rezultati

Detaljnija dinamika starosnih promena prosecnih vrednosti morfometrijskih
parametara gonadotropnih LH ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih starosnih

grupa ispitivana je pomo¢u One Way ANOVA testa (Tabela 8).

Tabela 8. Rezultati univarijantnog ANOVA testa izmedu prosec¢nih vrednosti morfometrijskih
parametara LH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih starosnih
grupa.

95% CI Tukey post
Parametar Grupa N  Prosek SD SE B UB hoe test
I 4 11098 1441 7.2 88.06 133.9 a,b
Ay (pm’) II 5 13886 13.72 6.14 121.82 1559 a,c
111 5 171.08 1025 4.58 158.36  183.81 b,c
ANOVA F(2,11)=24.88, p <0.001
I 4  39.02 262 131 34.85 43.19 a,b
Bry (nm) II 5 43.6 2.23 1 40.83 46.38 a,c
111 5 50.05 1.64 0.73 48.01 52.08 b,c
ANOVA F(2,11)=29.82, p <0.001
I 4  13.96 095 048 1245 15.48 a,b
DpLp (um) II 5 15.7 0.8 0.36 14.71 16.69 a,c
111 5 18.37 0.57 025 17.66 19.08 b,c
ANOVA F(2,11)=37.61,p <0.001
I 4 2287 3.67 1.83 17.04 28.71 /
Axn (pm?) II 5 25.16 3.68 1.64 20.6 29.72 /
111 S5 2437 289 129 20.78 27.96 /
ANOVA F(2,11)=0.51,p=0.62
I 4 17.5 1.22 061 15.55 19.45 /
Bain (pm) 11 5 18.37 1.33 0.6 16.72 20.03 /
111 5 18.27 1.27 057 16.69 19.84 /
ANOVA F(2,11)=0.60, p=0.57
I 4 6.25 045 022 5.54 6.96 /
Deney (um) II 5 6.57 0.52 0.23 5.93 7.22 /
111 5 6.65 0.5 0.23 6.02 7.27 /
ANOVA F(2,11)=0.78, p=0.48
I 4 0.26 0.02  0.01 0.23 0.29
(N/C)Lu II 5 0.22 0.03 0.01 0.19 0.26 c
111 5 0.17 0.02 0.01 0.14 0.2 b,c
ANOVA F(2,11)=16.26, p=0.001
I 4 3.45 023 0.12 3.07 3.82 /
Vviu (%) II 5 5.55 242 1.08 2.55 8.55 /
111 5 4.73 206 0.92 2.17 7.29 /
ANOVA F(2,11)=1.33,p=0.30

a-1:1,p<0.05b-1:1I, p<0.05c-1: I p<0.05
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Rezultati

Prosecna area (F(2,11) =24.88, p < 0.001), zatim prosecan perimeter (F(2,11) =29.82, p <

0.001) 1 prosecan Feret-ov dijametar (F(2,11) = 37.61, p <0.001) gonadotropnih c¢elija ventralne

polovine adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa starenja (Grafikoni 101 11).
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Grafikon 10. Prosecna area LH imunoreaktivnih celija ventralne polovine
adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Grafikon 11. ProseCan perimetar i proseCan Feretov dijametar LH imuno-

reaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Rezultati

Post hoc Tukey-Kramer test je ukazao da napred navedeni parametri pokazuju identican
trend tokom starenja, pri ¢emu su njihove vrednosti u III starosnoj grupi bile statisticki
znacajno vise u odnosu na II i I starosnu grupu (p<0,05). Prosecne vrednosti ovih parametara
IT starosne grupe su bile takode statisticki znacajno viSe u odnosu na I starosnu grupu
(p<0,05) (Tabela 8).

ProseCan nukleocitoplazmatski odnos gonadotropnih celija ventralne polovine
adenohipofize se statisticki znacajno razlikuje izmedu I i III i izmedu II i III analizirane
starosne grupe, dok razlika izmedu I i II nije statisti¢ki znacajna (F(2,11) = 16.26, p = 0.001).
Pri tome, nukleocitoplazmatski odnos opada od I ka III starosnoj grupi, ali je taj pad znacajan
u III starosnoj grupi, $to sugeriSe opadanje funkcije gonadotropnih celija tokom procesa

starenja, najintenzivnije nakon 70. godine zivota (Tabela 8, Grafikon 12).
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Grafikon 12. Prosean nukleocitoplazmatski odnos LH imunoreaktivnih
¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Rezultati

4.2.3.MORFOMETRIJSKA ANALIZA LH IMUNOREAKTIVNIH CELIJA
DORZALNE POLOVINE ADENOHIPOFIZE

Rezultati morfometrijske analize LH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine

adenohipofize prezentovani su u tabeli 9.

Tabela 9. Rezultati morfometrijske analize LH imunoreaktivnih slu¢ajeva dorzalne polovine
adenohipofize analiziranih slucajeva.

Bin  Drin Anxtn Bnen Denin (N/C)ix Vvin  Vu

o Arn
Slucaj Starost Grupa (um®) (um) (um) (umd) (wm) (um) %)  (cm’)

22 I 13390 4251 15.08 2401 17.87 633 022 3.19 0.7
41 I 13999 4339 15.64 3503 2140 738 033 296 05
45 I 12444 42.16 1561 2420 18.10 640 024 444 04
48 I 13578 42.65 15.18 26.18 18.69 6.67 024 3.69 0.7
48 I 12398 42.01 15.17 21.79 17.17 627 021 375 0.7

57 I 127.15 41.80 15.11 21.61 17.07 6.13 020 534 0.25
61 II 148.86 44.80 16.00 29.67 1995 7.08 025 875 03
65 II 155.14 46.05 16.81 2823 1944 701 022 563 04
65 II 143.44 44.14 16.16 25.16 1840 6.58 021 242 04
66 II 150.07 4494 16.22 28.73 19.64 7.07 024 1024 05
76 I 185.67 50.04 18.09 29.15 19.64 699 0.19 526 0.8
76 nr 160.10 4799 17.69 19.65 1623 593 0.14 333 04
77 nr 178.01 4946 1794 27.18 1936 730 0.18 530 0.6
78 nr 178.84 5143 1933 26.74 1890 6.73 0.18 352 04
87 I 208.73 54.09 19.63 33.61 21.18 755 0.19 556 04

—_— e e e
meNHO\DOO\IO\U]AwN’_‘

1z dalje morfometrijske analize je iskljucen slu€aj pod rednim brojem 1, zbog velike

razlike u godinama starosti u odnosu na ostale slucajeve grupe 1.

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisti¢ki znacajne korelacije izmedu
starosti 1 astereoloSkih parametara (prosecna area, perimetar 1 Feret-ov dijametar), kao 1
nukleocitoplazmatskog odnosa LH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize

analiziranih slu¢ajeva (Tabela 10).

Tabela 10. Korelaciona matrica starosti 1 morfometrijskih parametara LH imunoreaktivnih
¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.

Parametar Arn Bru Drti Antn Bnin Denin (N/O)ew Vvin
R 0.89 0.91 0.90 0.11 0.13 0.26 -0.75 0.18

Starost p <0.001 <0.001 <0.001 0.72 0.66 0.37 0.002 0.54
N 14 14 14 14 14 14 14 14
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Rezultati

Linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju ispitivanja veze izmedu astereoloSkih
parametara (prosecna area, perimetar i Feret-ov dijametar) gonadotropnih c¢elija dorzalne
polovine adenohipofize i uzrasta analiziranih slucajeva (Tabela 11). Rezultati su pokazali da
starost ispitanih slucajeva predstavlja statisticki znaCajan prediktor aree (F(1,12) = 47.73,
p<0.001), perimetra (F(1,12) = 56.15, p<0.001) i1 Feret-ovog dijametra (F(1,12) = 50.48,
p<0.001), Sto se moze predstaviti sa tri sledea modela: Ay = 52.99 + Starost x 1.59 , Biy =
30.22 + Starost x 0.25 1 Dgrg = 10.63 + Starost x 0.1. Prosecna area, perimetar i Feret-ov
dijametar gonadotropnih c¢elija dorzalne polovine adenohipofize statisticki znacajno rastu
tokom procesa starenja pri ¢emu starost ispitanih slu¢ajeva objasnjava 80% ukupne varijanse
aree (R’=0,80) (Grafikon 13), 82% ukupne varijanse perimetra (R*= 0,82) i 81% varijanse
Feret-ovog dijametra (R*=0,81) (Grafikon 14) i u sva tri slu¢aja predstavlja veliki efekat
velicine.

Suprotno napred navedenom, starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada
su u pitanju astereoloSki parametri jedara gonadotropnih Celija dorzalne polovine
adenohipofize (area, perimetar i Feret-ov dijametar) ispitanih slucajeva (p>0,05).

Starost predstavlja statistiCki znacajan prediktor prose¢nog nukleocitoplazmatskog
odnosa napred navedenih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize (F(1,12) = 15.58, p=0.002).
Ovaj odnos moze se identifikovati slede¢im modelom (N/C)r g = 0.369 - Starost x 0.002 , Sto
znaci da njegove vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa statisticki znacajno opadaju tokom
starenja (Grafikon 15). Starost objasnjava 57% ukupne varijanse ovog parametra (R* = 0,57),
Sto predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada je u pitanju zapreminska

gustina gonadotropnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize kod istih slucajeva (p>0,05).
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Rezultati

Tabela 11. Rezultati bivarijantne linearne regresione analize izmedu starosti kao nezavisne i
analiziranih morfometrijskih parametara LH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine
adenohipofize kao zavisno promenljivih varijabli.

ALy
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 52.99 15 3.53 <0.001
Starost 1.59 0.23 0.89 6.91 <0.001
R*=0.80; F(1,12) =47.73, p<0.001; Model: A= 52.99 + Starost x 1.59
Bru
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 30.22 2.16 13.96 <0.001
Starost 0.25 0.03 0.91 7.49 <0.001
R’*= 0.82; F(1,12) = 56.15, p<0.001; Model: B y = 30.22 + Starost x 0.25
Drry
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 10.62 0.88 12.04 <0.001
Starost 0.1 0.01 0.9 7.1 <0.001
R’ =0.81; F(1,12) =50.48, p<0.001; Model: Dg g = 10.63 + Starost x 0.1
(N/C)ry
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 0.37 0.04 9.33 <0.001
Starost -0.002 0.001 -0.75 -3.95 0.002

R”=0.57; F(1,12) = 15.58, p=0.002; Model: (N/C) i = 0.369 - Starost x 0.002
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Grafikon 13. Korelacija izmezu starosti 1 aree LH imunoreaktivnih c¢elija
dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Rezultati
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Grafikon 14. Korelacija izmedu starosti i perimetra, odnosno Feretovog
dijametra LH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize

analiziranih slucajeva.
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Grafikon 15. Korelacija izmedu starosti i nukleocitoplazmatskog odnosa LH
imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Rezultati

Detaljnija dinamika starosnih promena prosecnih vrednosti morfometrijskih parametara

gonadotropnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa ispitivana

je pomo¢u One Way ANOVA testa (Tabela 12).

Tabela 12. Rezultati univarijantnog ANOVA testa izmedu prosecnih vrednosti morfometrijskih
parametara LH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih starosnih

grupa.
95% CI Tukey post
Parametar Grupa N  Prosek SD SE B UB hoe test
I 4 131.05 8.08 4.04 118.18 14391 b
Ay (umz) II 5 14493 10.78 4.82 131.55 158.31 c
111 5 18227 17.56 7.85 160.47 204.07 b,c
ANOVA F(2,11)=18.92, p <0.001
I 4 4255 0.62 031 41.56 43.54 b
Bry (um) II 5 4435 1.58 0.71  42.39 46.31 c
111 5  50.60 2.31 1.03  47.74 53.47 b,c
ANOVA F(2,11)=28.34, p <0.001
I 4 15.40 0.26 0.13 14.99 15.81 b
Drrn (um) II 5 16.06 0.61 027 15.30 16.82 c
111 5 18.54 0.88 039 17.44 19.63 b,c
ANOVA F(2,11)=29.34, p <0.001
I 4 26.80 577 2.89  17.61 35.98 /
Anrn (umz) II 5  26.68 330 1.48  22.58 30.78 /
111 5 27.27 5.05 226 20.99 33.54 /
ANOVA F(2,11)=0.02, p=0.98
I 4 18.84 1.82 091 15.95 21.74 /
Bain (pm) II 5 18.90 1.18  0.53 17.44 20.36 /
111 5 19.06 1.80  0.81 16.83 21.30 /
ANOVA F(2,11)=0.02, p=0.98
I 4 6.68 0.50 0.25 5.89 7.47 /
Denen (um) II 5 6.77 0.42 0.19 6.26 7.29 /
111 5 6.90 0.63 0.28 6.12 7.68 /
ANOVA F(2,11)=0.20, p = 0.82
I 4 0.26 0.05 0.03 0.17 0.34 b
(N/C)rn II 5 0.23 0.02  0.01 0.20 0.25 c
111 5 0.17 0.02  0.01 0.15 0.20 b,c
ANOVA F(2,11)=7.55, p=10.009
I 4 3.71 0.61  0.30 2.74 4.68 /
Vyiu (%) II 5 6.48 3.07 137 2.66 10.29 /
111 5 4.59 1.07  0.48 3.26 5.92 /
ANOVA F(2,11)=2.33,p=0.14
a-1:1,p<0.05b-1:1I, p<0.05c-1I: I, p<0.05
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Rezultati

Prose¢na area (F(2,11) =18.92, p < 0.001), zatim prosecan perimeter (F(2,11) = 28.34,

p < 0.001) 1 proseCan Feret-ov dijametar (F(2,11) = 29.34, p < 0.001) gonadotropnih celija

dorzalne polovine adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa starenja (Grafikoni

161 17).
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Grafikon 16. Prose¢na area LH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine

adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Rezultati
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Grafikon 17. ProseCan perimetar, odnosno, proseCan Feretov dijametar LH
imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.

Post hoc Tukey-Kramer test je ukazao da napred navedeni parametri pokazuju identican
trend tokom starenja, pri ¢emu su njihove vrednosti u III starosnoj grupi bile statisticki
znacajno vise u odnosu na II i I starosnu grupu (p<0,05). Medutim, prose¢ne vrednosti ovih
parametara II starosne grupe nisu bile statisticki znacajno vise u odnosu na I starosnu grupu
(p>0,05) (Tabela 12).

ProseCan nukleocitoplazmatski odnos gonadotropnih celija dorzalne polovine
adenohipofize se statisticki znacajno razlikuje izmedu I i III 1 izmedu II i III analizirane
starosne grupe, dok razlika izmedu I i II nije statisti¢ki znacajna (F(2,11) = 7.55, p = 0.009).
Pri tome, nukleocitoplazmatski odnos opada od I ka III starosnoj grupi, ali je taj pad znacajan
u III starosnoj grupi, $to sugeriSe opadanje funkcije gonadotropnih celija tokom procesa

starenja, najintenzivnije nakon 70. godine Zivota (Tabela 12, Grafikon 18).
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Grafikon 18. Prosecan nukleocitoplazmatski odnos LH imunoreaktivnih
¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa.

T test za dva zavisna uzorka u tri ispitivane starosne grupe nije pokazao statisticki

znacajne razlike izmedu ventralne 1 dorzalne polovine adenohipofize ni kod jednog od

analiziranih parametara (Tabela 13, 14 1 15).

Tabela 13. Rezultati T — testa za dva zavisna uzorka 1 prose¢ne vrednosti morfometrijskih
parametara LH imunoreaktivnih ¢elija ventralne 1 dorzalne polovine adenohipofize
analiziranih slu¢ajeva prve starosne grupe.

Parametar Polovina

N  Prosek SD SE T SS p
oy e 40T
agm Ve 43028l Sy 5 o
b e L% 0O a5 o
) ke B0 S s 5 om
ke 082 00 0 5 o
N
Now e o I o o o
v S 4 om 0y o
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Rezultati

Tabela 14. Rezultati T — testa za dva zavisna uzorka i prose¢ne vrednosti morfometrijskih
parametara LH imunoreaktivnih celija ventralne i1 dorzalne polovine adenohipofize
analiziranih slu¢ajeva druge starosne grupe.

Parametar Polovina N  Prosek SD SE T SS p
R R
R A R R
R A RIS
SR A L R
T A R
Dpney (m) \];Zr;;railllrrllg 2 2% 84515 8?3 0.9 4 04
e 02 0B s 4 o
Vous (09 Domano 5 eas 01 i3 27 4 0l

Tabela 15. Rezultati T — testa za dva zavisna uzorka 1 prosecne vrednosti morfometrijskih
parametara LH imunoreaktivnih ¢elija ventralne 1 dorzalne polovine adenohipofize
analiziranih slucajeva trece starosne grupe.

Parametar Polovina N  Prosek SD SE T SS p
ey Yo T 4 e 4
e S 00T 1808 w0 4 us
R A R
R e o
R N A I
R I AR
T O A L A R
R A I

Jovana R. Cukuranovi¢ Kokoris | Doktorska disertacija 73



Rezultati

4.2.4. MORFOMETRIJSKA ANALIZA GH IMUNOREAKTIVNIH CELIJA
ADENOHIPOFIZE

Rezultati morfometrijske analize GH imunoreaktivnih ¢éelija adenohipofize dati su u

tabeli 16.

Tabela 16. Rezultati morfometrijske analize GH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize
analiziranih slucajeva

At Bon Dren Ancn Bneun Dench (N/C) Vven 'V
(um®) (um) (um) (um?>) (um) (um) M (%) (em’)
22 | 133.86 42.48 15.13 24.64 18.02 6.26 023 2436 0.7
41 I 159.34 46.06 16.38 30.63 1999 6.86 024 1987 0.5
45 | 139.40 43.60 15.96 29.69 19.70 6.83 027 1520 04
I
1

Slu¢aj Starost Grupa

48 142.15 43.29 15.45 30.18 1991 696 027 19.56 0.7
48 12541 41.71 1524 25.70 1842 6.46 026 2143 0.7
57 I 13390 4220 15.17 23.55 1753 6.13 021 11.71 0.25
61 II  140.17 43.61 15.79 29.14 19.60 6.84 026 19.72 0.3
65 Ir 139.75 43.64 15.75 26.11 18.61 6.62 0.23 2535 03
65 II 152.05 46.23 1697 21.31 1686 594 0.16 2635 04
66 II 186.59 50.63 18.38 34.84 2137 7.46 023 19.65 0.5
76 I 166.12 47.66 17.24 26.78 18.80 6.60  0.19 28.32 0.7
76 I 165.66 48.56 17.74 20.12 1641 5.79 0.14 22.69 04
77 I 177.44 49.56 18.21 33.35 2098 7.36 023 1935 0.6
78 I 166.67 48.78 17.75 23.11 17.64 626 0.16 1342 04
87 I 186.39 50.12 18.19 30.16 19.88 6.95 0.19 2274 04

N e Tl e T S S
T E DSV a AW —

Iz dalje morfometrijske analize iskljucen je slucaj pod rednim brojem 1, zbog velike

razlike u godinama starosti u odnosu na ostale slucajeve grupe 1.

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisti¢ki znacajne korelacije izmedu
starosti 1 astereoloSkih parametara (prosecna area, perimetar 1 Feret-ov dijametar), kao 1
nukleocitoplazmatskog odnosa GH imunoreaktivnih c¢elija adenohipofize analiziranih

sluc¢ajeva (Tabela 17).

Tabela 17. Korelaciona matrica starosti 1 vrednosti morfometrijskih parametara GH
imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva

Parametar Agh Beu Dreu  Anea Bnoeu Dengg (N/C)gun Vven
R 0.7 0.75 0.77 -0.15 -0.14 -0.07 -0.69 0.28

Starost p 0.005 0.002 0.001 0.62 0.64 0.81 0.006 0.33
N 14 14 14 14 14 14 14 14
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Rezultati

Linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju ispitivanja veze izmedu
astereoloSkih parametara (prosecna area, perimetar i Feret-ov dijametar) somatotropnih ¢elija
adenohipofize i uzrasta analiziranih slucajeva (Tabela 18). Rezultati su pokazali da starost
ispitanih slucajeva predstavlja statisticki znacajan prediktor aree (F(1,12)=11,63; p=0,005),
perimetra (F(1,12)=14,94; p=0,002) i Feret-ovog dijametra (F(1,12)=17,22; p=0,001), Sto se
moze predstaviti sa tri sledeca modela: Agy = 94.00 + starost x 0,97, Bgy = 35,82 + starost x
0,16 1 Dpgy = 12,68 + starost x 0,06. Prosecna area, perimetar i Feret-ov dijametar
somatotropnih ¢elija adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa starenja, pri
Gemu starost ispitanih slu¢ajeva objasnjava 49% ukupne varijanse aree (R*=0,49) (Grafikon
19), 56% ukupne varijanse perimetra (R’= 0,56) i 56% varijanse Feret-ovog dijametra
(R?=0,56) (Grafikon 20) i u sva tri slucaja predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Suprotno napred navedenom, starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada
su u pitanju astereoloski parametri jedara somatotropnih ¢elija adenohipofize (area, perimetar
1 Feret-ov dijametar) ispitanih slucajeva (p>0,05).

Starost predstavlja statisticki znacajan prediktor prose¢nog nukleocitoplazmatskog
odnosa napred navedenih ¢elija adenohipofize (F(1,12)=11,05; p=0,006) (Tabela 18). Ovaj
odnos mozZe se identifikovati slede¢im modelom (N/C)cu = 0,352 - 0,002 x starost, $to znaci
da vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa statisti¢ki znacajno opadaju tokom starenja
(Grafikon 21). Starost objasnjava 48% ukupne varijanse ovog parametra (R* = 0,48), §to
predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Starost ne predstavlja statistiki znacajan prediktor kada je u pitanju zapreminska

gustina somatotropnih ¢elija adenohipofize kod istih slu¢ajeva (p>0,05).
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Rezultati

Tabela 18. Rezultati bivarijantne linearne regresione analize izmedu starosti kao nezavisne i
analiziranih morfometrijskih parametara GH imunoreaktivnih c¢elija adenohipofize kao
zavisno promenljivih varijabli.

Acgh
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 94.00 18.53 5.07 <0.001
Starost 0.97 0.28 0.70 3.41 0.01
R =0.49; F(1,12) =11.63, p=0.005; Model: Agy=94.00 + Starost x 0.97
Bgn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 35.82 2.73 13.14 <0.001
Starost 0.16 0.04 0.74 3.87 0.002
R’ =0.56; F(1,12) = 14.94, p=0.002; Model: Bgy = 35.82 + Starost x 0.16
Drgu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 12.68 1.00 12.68 <0.001
Starost 0.06 0.02 0.77 4.15 0.001
R’ =0.56; F(1,12) =17.22, p=0.001; Model: Dggy = 12.68 + Starost x 0.06
(N/C)gu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 0.35 0.04 8.57 <0.001
Starost -0.002 0.0006 -0.69 -3.32 0.006

R = 0.48; F(1,12) = 11.05, p=0.006; Model: Dggy = 0.352 - Starost x 0.002

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Starost

Grafikon 19. Korelacija izmedu starosti 1 aree GH imunoreaktivnih celija
adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Rezultati

® Perimetar 4 Feretov dijametar ——Linearna (Perimetar) =« Linearna (Feretov dijametar)
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Grafikon 20. Korelacija izmedu starosti i perimetra, odnosno Feretovog dijametra GH
imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva
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Grafikon 21. Korelacija izmedu starosti i nukleocitoplazmatskog odnosa GH
imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Rezultati

Detaljnija dinamika starosnih promena prosecnih vrednosti morfometrijskih parametara
somatotropnih c¢elija adenohipofize analiziranih starosnih grupa ispitivana je pomocu One

Way ANOVA testa (Tabela 19).

Tabela 19. Rezultati univarijantnog ANOVA testa izmedu prosecnih vrednosti morfometrijskih
parametara GH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih starosnih grupa.

95% CI Tukey post
Parametar Grupa N  Prosek SD SE B UB hoc test
I 4 141.39 1394 697 11920 163.57 b
Aci (pm’) I 5 15055 21.18 947 12426 176.85 /
111 5 17246 920 4.12 161.03 183.89 b
ANOVA F(2,11)=4.77,p = 0.03
I 4  43.67 1.80 0.90 40.81 46.52 b
Bagu (um) I 5 4526 333 149  41.12 49.40 /
111 5 48.94 095 042 47.76 50.11 b
ANOVA F(2,11)=6.43,p=0.01
I 4 15.76 0.51 0.26 14.94 16.57 b
Drgn (nm) I 5 1641 1.28 057 14.83 18.00 /
111 5 17.83 0.40 0.18 17.33 18.32 b
ANOVA F2,11)=7.12,p=0.01
I 4 29.05 227 1.13 2544 32.66 /
A (pm?) I 5 2699 527 236 2045  33.53 /
111 5 26.70 530 237 20.12 33.29 /
ANOVA F(2,11)=0.32,p=0.73
I 4 19.51 0.73 037 1834 20.67 /
Bneh (um) I 5 18.79 1.78  0.80 16.58 21.00 /
111 5 18.74 1.80 0.81 16.50 20.98 /
ANOVA F(2,11)=0.32,p=0.73
I 4 6.78 022 0.11 6.44 7.12 /
Drnen (Rm) I 5 660 060 027 585 7.35 /
111 5 6.59 0.61 0.27 5.84 7.35 /
ANOVA F2,11)=0.17, p=0.84
I 4 0.26 0.02 0.01 0.23 0.29 b
(N/C)gu II 5 0.22 0.04 0.02 0.17 0.27 /
111 5 0.18 0.04 0.02 0.14 0.23 b
ANOVA F(2,11) = 6.38,p=0.01
I 4 19.02 267 134 1476 23.27 /
Vvacu (%) 1I 5 20.55 5.84  2.61 13.31 27.80 /
111 5  21.30 546 244 14.53 28.08 /

ANOVA F(2,11)=0.24,p=0.79
a-1:1Lp<0.05b-1:1II, p<0.05;c-1I:1I, p<0.05
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Rezultati

Prose¢na area (F(2,11) =4.77, p = 0.03), zatim prosecan perimeter (F(2,11) = 6.43, p
= 0.01) 1 prosecan Feret-ov dijametar (F(2,11) = 7.12, p = 0.01) somatotropnih ¢elija

adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa starenja (Grafikoni 22 i 23).

200

180

172.46

150.55

141.39

40
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Grafikon 22. Prose¢na area GH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih
starosnih grupa
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Grafikon 23. Prosecan perimetar i prosecan Feretov dijametar GH imunoreaktivnih
¢elija adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Rezultati

Post hoc Tukey-Kramer test je ukazao da napred navedeni parametri pokazuju identican
trend tokom starenja, pri ¢emu su njihove vrednosti u III starosnoj grupi bile statisticki
znacajno vise u odnosu na I starosnu grupu (p<0,05), ali ne i u odnosu na II starosnu grupu
(p>0,05). Prosecne vrednosti ovih parametara Il starosne grupe su bile vise u odnosu na I
starosnu grupu, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna (p>0,05) (Tabela 19).

Prosecan nukleocitoplazmatski odnos somatotropnih ¢elija adenohipofize se statisticki
znacajno razlikuje samo izmedu I i III starosne grupe (F(2,11) = 6.38, p = 0.01). Pri tome,
nukleocitoplazmatski odnos ravnomerno opada od I ka III starosnoj grupi, Sto sugeriSe
ujednaceno opadanje funkcije somatotropnih celija tokom procesa starenja (Tabela 19,

Grafikon 24).
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Grafikon 24. Prosecan nukleocitoplazmatski odnos GH imunoreaktivnih Celija
adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Rezultati

4.2.5. MORFOMETRIJSKA ANALIZA GH IMUNOREAKTIVNIH CELIJA
VENTRALNE POLOVINE ADENOHIPOFIZE

Rezultati morfometrijske analize GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine

adenohipofize dati su u tabeli 20.

Tabela 20. Rezultati morfometrijske analize GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine
adenohipofize analiziranih slucajeva.

Acn  Bon Dren Ance Bnen Dengu (N/C) Vven Vu
(um®) (um) (pm) (m?) (um) (um) M (%) (em)
22 I 143.31 43.94 15.65 2593 1848 647 0.22 2859 0.7
41 1 159.43 45.84 16.35 31.34 20.20 6.89 024 20.54 0.5
45 I 150.11 45.31 16.74 30.86 20.10 6.97 026 14.03 04
1
1

Slu¢aj Starost Grupa

48 127.66 41.41 14.74 28.72 19.50 6.80 0.29 1855 0.7
48 12495 41.73 1542 23.62 17.77 636 023 28.63 0.7
57 II 13947 43.05 1549 25.87 18.46 6.41 0.23 16.05 0.25
61 II  132.57 42.41 15.16 29.28 19.64 6.84 0.28 1931 0.3
65 II  133.54 4243 15.23 26.52 18.75 6.69 0.25 2040 0.3
65 II 150.59 46.21 17.12 2040 16.50 584 0.16 2475 04
66 II 18896 5043 18.15 35.06 21.41 742 023 17.64 0.5
76 I 170.17 48.58 17.73 26.74 18.81 6.62  0.19 28.12 0.7
76 I 16590 49.35 18.10 19.72 16.29 5.77  0.13 2333 04
77 I 175.00 49.46 1839 3293 20.77 7.30 023 16.79 0.6
78 I 16491 48.37 17.58 2250 17.38 6.19 0.16 10.12 04
87 I 169.43 47.70 17.15 28.44 1931 6.77 020 21.81 0.4

— e e e
MLwNHO\DOO\]O\M-bU)NH

Iz dalje morfometrijske analize iskljucen je slu¢aj pod rednim brojem 1, zbog velike

razlike u godinama starosti u odnosu na ostale slucajeve grupe 1.

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisticki znacajne korelacije izmedu
starosti 1 astereoloSkih parametara (prosecna area, perimetar 1 Feret-ov dijametar), kao 1
nukleocitoplazmatskog odnosa GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize

analiziranih slu¢ajeva (Tabela 21).

Tabela 21. Korelaciona matrica starosti i1 vrednostimorfometrijskih parametara GH
imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.

Parametar Agi Beu  Drgu  Axoi Bngi Dengi (N/C)gn Ve
R 059 0.65 0.63 -0.21 -0.21 -0.15 -0.63 0.02

Starost p 0.03 0.01 0.02 0.47 0.46 0.60 0.02 0.96
N 14 14 14 14 14 14 14 14
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Rezultati

Linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju ispitivanja veze izmedu astereoloSkih
parametara (proseCna area, perimetar i Feret-ov dijametar) somatotropnih celija ventralne
polovine adenohipofize i uzrasta analiziranih slucajeva (Tabela 22). Rezultati su pokazali da
starost ispitanih slucajeva predstavlja statisticki znacajan prediktor aree (F(1,12) = 6.36,
p=0.03), perimetra (F(1,12) = 8.71, p=0.01) 1 Feret-ovog dijametra (F(1,12) = 7.95, p=0.02), sto
se moZze predstaviti sa tri sledeca modela: Agy = 101.78 + Starost x 0.82, Bgy = 36.67 + Starost
x 0.14 1 Dpgg = 13.11 + Starost x 0.06. ProseCna area, perimetar i Feret-ov dijametar
somatotropnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa
starenja pri ¢emu starost ispitanih slu¢ajeva objasnjava 29% ukupne varijanse aree (R*=0,29)
(Grafikon 25), 37% ukupne varijanse perimetra (R*= 0,37) i 35% varijanse Feret-ovog
dijametra (R*=0,35) (Grafikon 26) i u sva tri sludaja predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Suprotno napred navedenom, starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada
su u pitanju astereoloSki parametri jedara somatotropnih celija ventralne polovine
adenohipofize (area, perimetar i Feret-ov dijametar) ispitanih slucajeva (p>0,05).

Starost predstavlja statisticki znacajan prediktor prose¢nog nukleocitoplazmatskog
odnosa napred navedenih ¢elija adenohipofize (F(1,12) = 7.70, p=0.02) (Tabela 22). Ovaj
odnos moze se identifikovati slede¢im modelom (N/C)cu =0.351 - Starost x 0.002 , §to znaci
da vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa statisti¢ki znacajno opadaju tokom starenja
(Grafikon 27). Starost objasnjava 34% ukupne varijanse ovog parametra (R*> = 0,34), §to
predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada je u pitanju zapreminska

gustina somatotropnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize kod istih slucajeva (p>0,05).
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Rezultati

Tabela 22. Rezultati bivarijantne linearne regresione analize izmedu starosti kao nezavisne i
analiziranih morfometrijskih parametara GH imunoreaktivnih c¢elija ventralne polovine
adenohipofize kao zavisno promenljivih varijabli.

Acgh
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 101.78 21.08 4.83 <0.001
Starost 0.82 0.32 0.59 2.52 0.03
R*=0.29; F(1,12) =6.36, p=0.03; Model: Agy= 101.78 + Starost x 0.82
Bgn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 36.67 3.19 11.49 <0.001
Starost 0.14 0.05 0.65 2.95 0.010
R*=0.37; F(1,12) =8.71, p=0.01; Model: Bgy = 36.67 + Starost x 0.14
Drgu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 13.11 1.29 10.17 <0.001
Starost 0.06 0.02 0.63 2.82 0.020
R = 0.35; F(1,12) = 7.95, p=0.02; Model: Dggy = 13.11 + Starost x 0.06
(N/C)gu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 0.35 0.05 7.26 <0.001
Starost -0.0021 0.0007 -0.63 -2.78 0.020

R = 0.34; F(1,12) = 7.70, p=0.02; Model: Dggy = 0.351 - Starost x 0.002
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Grafikon 25. Korelacija izmedu starosti i aree GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne
polovine adenohipofize analiziranih slucajeva
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Rezultati

® Perimetar A Feretov dijametar ——Linearna (Perimetar) <= Linearna (Feretov dijametar)
60
50
40
£ 30

N
20
A L T TR PES P A& .............. .‘.‘.‘ ............. a
[T b S gy

10
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Starost

Grafikon 26. Korelacija izmedu starosti 1, perimetra, odnosno Feretovog dijametra
GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Grafikon 27. Korelacija izmedu starosti i nukleocitoplazmatskog odnosa GH
imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Rezultati

Detaljnija dinamika starosnih promena prosecnih vrednosti morfometrijskih parametara
somatotropnih c¢elija adenohipofize analiziranih starosnih grupa ispitivana je pomocu One

Way ANOVA testa (Tabela 23).

Tabela 23. Rezultati univarijantnog ANOVA testa izmedu prosecnih vrednosti morfometrijskih
parametara GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih starosnih

grupa.

0
Parametar Grupa N  Prosek SD SE LB95 A CIUB Tlﬁléi};gsciﬂ

I 4 140.54 1690 845 113.64 16743 /
Agn (um?) II 5 149.02 2345 1049 11991 178.14 /
11 5 169.08 4.00 1.79  164.12 174.04 /

ANOVA F(2,11)=3.50,p=0.07
I 4 4357 2.33 1.16 39.87 47.28 b
Beu (um) II 5 44091 3.46 1.55 40.61 49.21 /
11 5 48.69 0.73 0.33 47.79 49.60 b

ANOVA F(2,11)=5.44,p=10.02
I 4 15.81 0.91 0.45 14.37 17.25 b
Dggh (um) II 5 16.23 .34 0.60 14.57 17.89 /
I 5 1779 0.48 0.21 17.20 18.39 b

ANOVA F(2,11)=5.32,p=0.02
I 4 28.64 3.53 1.77 23.02 34.25 /
Axgn (pm”) II 5 2743 534 239 20.79 34.06 /
I 5 26.07 5.15 2.30 19.67 32.46 /

ANOVA F(2,11)=0.32,p=0.74
I 4  19.39 1.13 0.56 17.60 21.18 /
Bngu (Um) II 5 1895 1.79  0.80 16.73 21.17 /
I 5 1851 1.73 0.78 16.36 20.67 /

ANOVA F(2,11)=0.33,p=0.73
I 4 6.75 0.27 0.14 6.32 7.18 /
Dengn (Lm) II 5 6.64 0.58 0.26 5.92 7.36 /
I 5 6.53 0.58 0.26 5.81 7.25 /

ANOVA F(2,11)=0.21,p=0.81
I 4 0.26 0.02  0.01 0.22 0.30 b
(N/C)gn II 5 0.23 0.05 0.02 0.17 0.29 /
I 5 0.18 0.04  0.02 0.14 0.23 b

ANOVA F(2,11)=4.37,p=0.04
I 4 2044 6.10  3.05 10.72 30.15 /
Vvan (%) II 5 19.63 3.31 1.48 15.52 23.73 /
I 5 20.03 6.86  3.07 11.52 28.55 /

ANOVA F(2,11)=0.02, p=0.98
a-1:1Lp<0.05b-1:1II p<0.05;c-1I:1III p <0.05
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Rezultati

Prosec¢na area (F(2,11) = 3.50, p = 0.07), zatim prosecan perimeter (F(2,11) =5.44, p =
0.02) i prosecan Feret-ov dijametar (F(2,11) = 5.32, p = 0.02) somatotropnih ¢elija ventralne

polovine adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa starenja (Grafikoni 28 i 29).

Agp (_Hmz)

169.08

I II I
Starost

Grafikon 28. Prosecna area GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine adenohi-
pofize analiziranih starosnih grupa.
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Grafikon 29. ProseCan perimetar i prosecan Feretov dijametar GH imunoreaktivnih
¢elija ventralne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Rezultati

Post hoc Tukey-Kramer test je ukazao da napred navedeni parametri pokazuju identican
trend tokom starenja, pri ¢emu su vrednosti perimetra i Feretovog dijametra u III starosnoj
grupi bile statisticki znacajno viSe samo u odnosu na I starosnu grupu (p<0,05). Prosec¢ne
vrednosti ovih parametara II starosne grupe su bile viSe u odnosu na I starosnu grupu, ali
razlika izmedu njih nije bila statisticki znacajna (p>0,05) (Tabela 23).

ProseCan nukleocitoplazmatski odnos somatotropnih celija ventralne polovine
adenohipofize se statisticki znacajno razlikuje izmedu I i III starosne grupe (F(2,11) =4.37, p
= 0.04). Pri tome, nukleocitoplazmatski odnos ravnomerno opada od I ka III starosnoj grupi,
Sto sugeriSe ujednaceno opadanje funkcije somatotropnih celija tokom procesa starenja

(Tabela 23, Grafikon 30).
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Grafikon 30. Prosecan nukleocitoplazmatski odnos GH imunoreaktivnih ¢elija
ventralne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Rezultati

4.2.6.MORFOMETRIJSKA ANALIZA GH IMUNOREAKTIVNIH CELIJA
DORZALNE POLOVINE ADENOHIPOFIZE

Rezultati morfometrijske analize GH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine

adenohipofize analiziranih slucajeva dati su u tabeli 24.

Tabela 24. Rezultati morfometrijske analize GH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine
adenohipofize analiziranih slucajeva.

Acn  Bon Dren Ance Bnen Dengu (N/C) Vven Vu
(um®) (um) (pm) (m?) (um) (um) M (%) (em)
22 1 124.41 41.03 14.62 2334 17.55 6.06 023 20.12 0.7
41 1 159.25 46.27 1640 2993 19.77 6.83 023 1921 0.5
45 I 128.69 41.89 15.18 28.52 19.31 6.70 028 1637 04
1
1

Slu¢aj Starost Grupa

48 156.63 45.18 16.16 31.64 2033 7.11 0.25 2058 0.7
48 125.88 41.70 15.06 27.78 19.08 6.57 0.28 14.23 0.7
57 II 12834 4136 14.85 21.24 16.59 585 020 736 0.25
61 II 147.76 44.80 16.43 29.01 19.56 6.84 024 20.14 0.3
65 II 14597 44.84 16.27 25.69 1848 6.55 021 3030 0.3
65 II 153.51 46.25 16.82 2222 17.22 6.04 0.17 2794 04
66 II 18422 50.83 18.60 34.62 21.34 7.50 0.23 21.67 0.5
76 I 162.07 46.73 16.76 26.82 18.79 6.57  0.20 28.53 0.7
76 I 165.43 47.77 1737 20.51 16.53 5.80 0.14 22.04 04
77 I 179.89 49.65 18.02 33.77 21.19 7.42 023 2190 0.6
78 I 168.44 49.20 1791 23.72 17.89 6.33  0.16 16.73 04
87 I 203.36 52.55 19.23 31.88 20.44 7.13 0.19 23.67 04

E Do — e N0V W —

Iz dalje morfometrijske analize je iskljucen sluc¢aj pod rednim brojem 1, zbog velike

razlike u godinama starosti u odnosu na ostale slucajeve grupe 1.

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisti¢ki znacajne korelacije izmedu
starosti 1 astereoloSkih parametara (prosecna area, perimetar 1 Feret-ov dijametar), kao 1
nukleocitoplazmatskog odnosa GH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize

analiziranih slu¢ajeva (Tabela 25).

Tabela 25. Korelaciona matrica starosti 1 morfometrijskih parametara GH imunoreaktivnih
¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.

Parametar Acgh BGn  Drgu Axci  Bnoa Dengi - (N/C)gu  Vven
R 0.71 0.75 0.77 -0.07 -0.05 0.01 -0.71 0.42

Starost p 0.004 0.002 0.001 0.81 0.87 0.99 0.01 0.13
N 14 14 14 14 14 14 14 14
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Rezultati

Linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju ispitivanja veze izmedu astere-
oloskih parametara (proseCna area, perimetar i Feret-ov dijametar) somatotropnih celija
dorzalne polovine adenohipofize i uzrasta analiziranih slucajeva (Tabela 26). Rezultati su
pokazali da starost ispitanih slucajeva predstavlja statisticki znacajan prediktor aree (F(1,12)
= 12.48, p=0.004) , perimetra (F(1,12) = 15.13, p=0.002) 1 Feret-ovog dijametra (F(1,12) =
17.93, p=0.001), Sto se moze predstaviti sa tri slede¢a modela: Agy =86.95 + Starost x 1.11,
Bgn =34.97 + Starost x 0.18 1 Dpgy =12.24 + Starost x 0.07. ProseCna area, perimetar i Feret-
ov dijametar somatotropnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize statisticki zna¢ajno rastu
tokom procesa starenja, pri cemu starost ispitanih slu¢ajeva objasnjava 51% ukupne varijanse
aree (R?=0,51) (Grafikon 31), 56% ukupne varijanse perimetra (R*= 0,56) i 60% varijanse
Feret-ovog dijametra (R?=0,60) (Grafikon 32) i u sva tri slu¢aja predstavlja veliki efekat
veli¢ine.

Suprotno napred navedenom, starost ne predstavlja statisti¢ki znacajan prediktor kada
su u pitanju astereoloSki parametri jedara somatotropnih celija dorzalne polovine
adenohipofize (area, perimetar i Feret-ov dijametar) ispitanih sluc¢ajeva (p>0,05).

Starost predstavlja statisti¢ki znacajan prediktor prose¢nog nukleocitoplazmatskog
odnosa napred navedenih ¢elija adenohipofize (F(1,12) = 11.92, p=0.005) (Tabela 26). Ovaj
odnos moze se identifikovati slede¢im modelom (N/C)cu = 0.35 - Starost x 0.002, Sto znaci
da vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa statisticki znacajno opadaju tokom starenja
(Grafikon 33). Starost objasnjava 50% ukupne varijanse ovog parametra (R*> = 0,50), §to
predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Starost ne predstavlja statisticki znacajan prediktor kada je u pitanju zapreminska

gustina somatotropnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize kod istih slucajeva (p>0,05).
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Rezultati

Tabela 26. Rezultati bivarijantne linearne regresione analize izmedu starosti kao nezavisne i
analiziranih morfometrijskih parametara GH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine
adenohipofize kao zavisno promenljivih varijabli.

Agu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 86.95 20.52 4.24 0.001
Starost 1.11 0.32 0.71 3.53 0.004
R°=0.51; F(1,12) =12.48, p=0.004; Model: Agy= 86.95 + Starost x 1.11

Bgu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 34.97 2.99 11.68 <0.001
Starost 0.18 0.05 0.75 3.89 0.002
R = 0.56; F(1,12) = 15.13, p=0.002; Model: Bgy = 34.97 + Starost x 0.18

Drgu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 12.24 1.10 11.12 <0.001
Starost 0.07 0.02 0.77 4.23 0.001
R = 0.60; F(1,12) =17.93, p=0.001; Model: Dggy = 12.24 + Starost x 0.07

(N/C)gu

Varijabla B SEB B t p
Konstanta 0.35 0.04 8.77 <0.001
Starost -0.0021 0.0006 -0.71 -3.45 0.004

R = 0.50; F(1,12) = 11.92, p=0.005; Model: Dggy = 0.35 - Starost x 0.002

Agy (um?)
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Starost

Grafikon 31. Korelacija izmedu starosti i aree GH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne
polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Rezultati

® Perimetar 4 Feretov dijametar ——Linearna (Perimetar) - Linearna (Feretov dijametar)
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Grafikon 32. Korelacija izmedu starosti i perimetra, odnosno Feretovog dijametra
GH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Grafikon 33. Korelacija izmedu starosti i1 nukleocitoplazmatskog odnosa GH
imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slu¢ajeva.

Jovana R. Cukuranovi¢ Kokoris | Doktorska disertacija 91



Rezultati

Detaljnija dinamika starosnih promena prosecnih vrednosti morfometrijskih parametara
somatotropnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa ispitivana

je pomo¢u One Way ANOVA testa (Tabela 27).

Tabela 27. Rezultati univarijantnog ANOVA testa izmedu prosecnih vrednosti morfometrijskih
parametara GH imunoreaktivnih ¢éelija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih starosnih

grupa.

95% CI Tukey post
Parametar Grupa N  Prosek SD SE B UB hoc test
I 4 142,61 17.77 889 11434 170.89 /
Agn (um?) II 5 15196 2034 9.10 126.71 177.21 /
111 5 17584 16.78 7.50 155.00 196.67 /
ANOVA F(2,11)=4.01, p=0.049
I 4 43.76 231 1.16  40.08 47.44 b
Beu (um) II 5 45.62 342 1.53 4136 49.87 /
111 5  49.18 221 099 46.43 51.93 b
ANOVA F(2,11)=4.64,p=0.03
I 4 15.70 0.68 034 14.62 16.78 b
Drgu (Lm) Il 5 1659 135 060 1492 1826 /
111 5 17.86 0.92 041 16.72 19.00 b
ANOVA F(2,11)=4.87,p=10.03
I 4 2947 1.70  0.85 26.76 32.18 /
Axcn (pm?) 0 5 2656 545 244 1979 3333 /
111 5 27.34 552 247 2048 34.20 /
ANOVA F(2,11)=0.43, p=0.66
I 4 19.62 0.55 028 18.74 20.50 /
Bngu (Um) II 5 18.64 1.89 0.85 16.28 20.99 /
111 5 18.97 1.89 0.85 16.62 21.31 /
ANOVA F(2,11)=0.41, p=0.67
I 4 6.80 023  0.12 6.43 7.17 /
Dengr (um) II 5 6.56 0.66 0.29 5.74 7.37 /
111 5 6.65 0.64 0.29 5.85 7.45 /
ANOVA F(2,11)=0.21, p=0.81
I 4 0.26 0.03  0.01 0.22 0.30 b
(N/C)gr II 5 0.21 0.03  0.01 0.17 0.25 /
111 5 0.18 0.03  0.02 0.14 0.23 b
ANOVA F(2,11)=7.69, p = 0.008
I 4 17.59 285 142 13.06 22.13 /
Vvan (%) II 5 2148 895 4.00 10.36 32.60 /
111 5  22.58 423 1.89 1732 27.83 /
ANOVA F(2,11)=0.78, p=0.48
a-1:1,p<0.05b-1:1I, p<0.05c-1: 1 p<0.05
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Rezultati

Prosecna area (F(2,11) = 4.01, p = 0.049), zatim prosecan perimeter (F(2,11) =4.64, p =
0.03) 1 prosecan Feret-ov dijametar (F(2,11) = 4.87, p = 0.03) somatotropnih celija dorzalne

polovine adenohipofize statisticki znacajno rastu tokom procesa starenja (Grafikoni 34 i 35).
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Grafikon 34. Prosecna area GH imunoreaktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohi-
pofize analiziranih starosnih grupa.
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Grafikon 35. Prosecan perimetar, odnosno, prosecan Feretov dijametar GH imunore-
aktivnih ¢elija dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Rezultati

Post hoc Tukey-Kramer test je ukazao da napred navedeni parametri pokazuju identican
trend tokom starenja, pri ¢emu su vrednosti perimetra i Feretovog dijametra u III starosnoj
grupi bile statisticki znacajno viSe samo u odnosu na I starosnu grupu (p<0,05). Prose¢ne
vrednosti ovih parametara II starosne grupe su bile viSe u odnosu na I starosnu grupu, ali
razlika izmedu njih nije bila statisticki znacajna (p>0,05) (Tabela 27).

ProseCan nukleocitoplazmatski odnos somatotropnih celija dorzalne polovine
adenohipofize se statisticki znacajno razlikuje izmedu I i III starosne grupe (F(2,11) = 7.69, p
= 0.008). Pri tome, nukleocitoplazmatski odnos ravnomerno opada od I ka III starosnoj grupi,

Sto sugeriSe ujednaceno opadanje funkcije somatotropnih celija tokom procesa starenja

(Tabela 27, Grafikon 36).

0.20

(N/Ca

0.10

0.05

0.00
I 1II 1

Starost

Grafikon 36. Prosecan nukleocitoplazmatski odnos GH imunoreaktivnih celija
dorzalne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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Rezultati

T test za dva zavisna uzorka u tri ispitivane starosne grupe nije pokazao statistiCki
znacajne razlike izmedu ventralne i dorzalne polovine adenohipofize ni kod jednog od

analiziranih parametara (Tabela 28, 29 i 30).

Tabela 28. Rezultati T — testa za dva zavisna uzorka i prosecne vrednosti morfometrijskih
parametara GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne 1 dorzalne polovine adenohipofize
analiziranih slucajeva prve starosne grupe.

Parametar Polovina N  Prosek SD SE T SS p
Agn (um’) \];i)r;gzilll;l(? j }jgéél‘ 1176.'797 S:gg 02003 085
BorWm  Pomne 4 vt 231 w16 01 3 091
Dronm)  pupno 41570 oes 03 018 3 0%
o SRS 1 00
Buor ) paine 4 1og 055 oos 046 3 068
Dot G Porne 4 680 023 o1p 036 3 07
NOw Ym0 I s o
vty mmm ST 0T o

Tabela 29. Rezultati T — testa za dva zavisna uzorka 1 prose¢ne vrednosti morfometrijskih
parametara GH imunoreaktivnih celija ventralne 1 dorzalne polovine adenohipofize
analiziranih slu¢ajeva druge starosne grupe.

Parametar Polovina N  Prosek SD SE T SS p
R I
T I N A BRI
R R AR
T S N AR
Rl IR
T A I BRI
NOw N 0n 0N OR o o
R I A AR
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Rezultati

Tabela 30. Rezultati T — testa za dva zavisna uzorka i prose¢ne vrednosti morfometrijskih
parametara GH imunoreaktivnih ¢elija ventralne 1 dorzalne polovine adenohipofize
analiziranih slu¢ajeva trece starosne grupe.

Parametar Polovina N  Prosek SD SE T SS p
oy e300 G 4 o
I A A
R N A I
Mot G)  pone S 273 s a8 4 00
S e o
Dran®m)  Domame s ges o6 oz 1714 018
R
oy NS BB o
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Rezultati

4.2.7. MORFOMETRIJSKA ANALIZA S100 IMUNOREAKTIVNIH CELIJA
VENTRALNE POLOVINE, DORZALNE POLOVINE I CELE ADENOHIPOFIZE

Rezultati morfometrijske analize S100 imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine,

dorzalne polovine i cele adenohipofize dati su u tabeli 31.

Tabela 31. Rezultati morfometrijske analize S100 imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine,
dorzalne polovine i cele adenohipofize analiziranih slucajeva.

Slucaj Starost Grupa Vvesuy (%) Vvesup (%) Vyrsh (%) Vi (Cm3)

1 22 I 2.17 1.36 1.76 0.7
2 41 I 1.59 0.66 1.13 0.5
3 45 I 1.16 0.84 1.00 0.4
4 48 I 1.88 1.18 1.53 0.7
5 48 I 1.60 1.19 1.40 0.7
6 57 II 1.33 1.07 1.20 0.25
7 61 II 2.94 2.56 2.75 0.3
8 65 II 3.44 4.49 3.96 0.3
9 65 II 2.46 1.74 2.10 0.4
10 66 II 2.26 1.51 1.88 0.5
11 76 11 2.26 1.56 1.91 0.7
12 76 I 2.81 3.63 3.22 0.4
13 77 11 3.13 1.74 2.44 0.6
14 78 I 3.37 3.30 3.34 0.4
15 87 111 4.79 2.69 3.74 0.4

Iz dalje morfometrijske analize izuzet je slucaj pod rednim brojem 1, zbog velike
razlike u godinama starosti u odnosu na ostale slucajeve grupe 1.

Morfometrijska analiza imunohistohemijski obojenih preseka adenohipofize
obuhvatala je kvantifikaciju prisustva S100 imunoreaktivnih celija ventralne polovine,
dorzalne polovine 1 cele adenohipofize kod slucajeva razlicite starosti. Dobijeni rezultati su
prezentovani u tabeli 31.

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisticki znacajne korelacije izmedu
starenja 1 prosecne zapreminske gustine S100 imunoreaktivnih ¢elija ventralne polovine,

dorzalne polovine 1 cele adenohipofize (Tabela 32).

Tabela 32. Korelaciona matrica starosti 1 vrednosti morfometrijskih
parametara S100 imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih sluc¢ajeva

Parametar Vvrsav VvEsHD Vvrsu
R 0.80 0.59 0.75

Starost p 0.001 0.025 0.002
N 14 14 14
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Rezultati

Linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju ispitivanja veze izmedu starosti
kao nezavisne i analiziranth morfometrijskih parametara S100 imunoreaktivnih c¢elija
adenohipofize kao zavisno promenljivih varijabli (Tabela 33). Rezultati su pokazali da starost
ispitanih slucajeva predstavlja statisticki znaajan prediktor volumenske gustine cele
adenohipofize (F(1,12) = 15.21, p=0.002), ventralne polovine adenohipofize (F(1,12) =
21.32, p=0.001) i dorzalne polovine adenohipofize (F(1,12) = 6.50, p=0.03), §to se moze
predstaviti sa tri slede¢a modela: Vygsy = Starost x 0.05 - 1.10 , Vypsgy = Starost x 0.06 -
1.06 1 Vygsyp = Starost x 0.05 - 1.05 . Prosec¢na zapreminska gustina S100 imunoreaktivnih
¢elija adenohipofize statisticki znaCajno raste tokom procesa starenja, pri ¢emu starost
ispitanih slucajeva objaSnjava 52% ukupne varijanse cele adenohipofize (R*=0,52), 61%
ukupne varijanse ventralne polovine (R>= 0,61) i 30% ukupne varijanse dorzalne polovine

adenohipofize (R*=0,30) (Grafikon 37) i u sva tri slu¢aja predstavlja veliki efekat veli¢ine.

Tabela 33. Rezultati bivarijantne linearne regresione analize izmedu starosti kao nezavisne i
analiziranih morfometrijskih parametara S100 imunoreaktivnih celija adenohipofize kao
zavisno promenljivih varijabli.

Vvrsu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta -1.10 0.88 -1.24 0.24
Starost 0.05 0.01 0.75 3.90 0.002
R°= 0.52; F(1,12) = 15.21, p=0.002; Model: Vypsy = Starost x 0.05 - 1.10
Vyrsav
Varijabla B SEB B t p
Konstanta -1.06 0.78 -1.37 0.20
Starost 0.06 0.01 0.80 4.62 0.001
R’ = 0.61; F(1,12) =21.32, p=0.001; Model: By = Starost x 0.06 - 1.06
VvEsHD
Varijabla B SEB B t p
Konstanta -1.05 1.24 -0.85 0.41
Starost 0.05 0.02 0.59 2.55 0.030

R’ = 0.30; F(1,12) = 6.50, p=0.03; Model: Dg; iy = Starost x 0.05 - 1.05

Jovana R. Cukuranovi¢ Kokoris | Doktorska disertacija 98



Rezultati

® Adenohipofiza A4 Ventralna polovina ¢ Dorzalna polovina

——Linearna (Adenohipofiza) e Linearna (Ventralna polovina) = = = Linearna (Dorzalna polovina)

Starost
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Grafikon 37. Korelacija izmedu starosti i zapreminske gustine S100 imunore-

aktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva.

Detaljnija dinamika starosnih promena prosecnih vrednosti morfometrijskih parametara

S100 imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih starosnih grupa ispitivana je pomocu

One Way ANOVA testa (Tabela 34).

Tabela 34. Rezultati univarijantnog ANOVA testa izmedu prosecnih vrednosti morfometrijskih

parametara S100 imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih starosnih grupa.

95% CI Tukey post
Parametar Grupa N  Prosek SD SE B UB hoo test
I 4 1.26 024 0.12 0.88 1.65
Vvesu (%) II 5 243 1.07 048 1.10 3.76 /
11 5 2.93 0.74 033 2.01 3.85
ANOVA F(2,11)=5.01,p=0.03
I 4 1.56 0.30 0.15 1.08 2.03 b
Vvesny (%) II 5 2.41 0.83 037 137 344 /
11 5 3.21 094 042 2.04 438 b
ANOVA F(2,11)=5.08, p=10.03
I 4 0.97 026 0.13 056 1.38 /
Vvesup (%) II 5 2.36 1.39  0.62 0.64 4.09 /
11 5 2.59 092 041 145 3.73 /

ANOVA F(2,11)=3.22, p=0.08

a-1:1,p<0.05b-1:1I, p<0.05;c-1I: I, p<0.05
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ProseCna zapreminska gustina S100 imunoreaktivnih ¢elija za celu adenohipofizu
(F(2,11) = 5.01, p = 0.03) 1 za ventralnu polovinu adenohipofize (F(2,11) = 5.08, p = 0.03)
statisticki znacajno raste tokom procesa starenja (Grafikon 38). Medutim, prosec¢na
zapreminska gustina S100 imunoreaktivnih ¢elija za dorzalnu polovinu adenohipofize
(F(2,11) = 3.22, p = 0.08) iako raste ne pokazuje statisticki znaCajan porast tokom procesa
starenja (Grafikon 38).

Post hoc Tukey-Kramer test je ukazao da zapreminska gustina S100 imunoreaktivnih
¢elija pokazuje identi¢an trend tokom starenja kod cele adenohipofize i njene ventralne
polovine, pri ¢emu su njene vrednosti u III starosnoj grupi bile statisti¢ki znacajno vise u
odnosu na I starosnu grupu (p<0,05), ali ne i u odnosu na II starosnu grupu (p>0,05).
Prosecna vrednost ovog parametra II starosne grupe je bila visa u odnosu na I starosnu grupu,
ali ta razlika nije bila statisti¢cki znacajna (p>0,05). Nasuprot ovome, zapreminska gustina
S100 imunoreaktivnih ¢elija kod dorzalne polovine adenohipofize ne pokazuje statisticki

znacajne razlike izmedu tri analizirane starosne grupe (p>0,05).

W Adenohipofiza O Ventralna polovina @ Dorzalna polovina

~o

3%

2.41

1.56

I 1I I

Grafikon 38. Prosec¢na zapreminska gustinaS100 imunoreaktivnih ¢elija adenohi-
pofize, ventralne polovine i dorzalne polovine adenohipofize analiziranih starosnih

grupa.
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T test za dva zavisna uzorka samo je u I starosnoj grupi pokazao statisticki znacajnu

razliku zapreminske gustine S100 imunoreaktivnih ¢elija izmedu ventralne i1 dorzalne

polovine adenohipofize (p<0,05). Razlike ovog parametra izmedu ventralne i dorzalne

polovine adenohipofize nisu bile statisticki znac¢ajne u II i III starosnoj grupi (p>0,05) (Tabela

35 1 Grafikon 39).

Tabela 35. Rezultati T — testa za dva zavisna uzorka i prose¢ne vrednosti morfometrijskih
parametara S100 imunoreaktivnih celija ventralne 1 dorzalne polovine adenohipofize

analiziranih starosnih grupa.

Parametar Polovina Grupa N  Prosek SD SE T SS p
Ventralna 4 1.56 0.30 0.15
0
Vvis (%) Dorzalna Ly 097 026 o013 4% 3 002
Ventralna 5 2.41 0.83 0.37
0
Vvis(®)  pozama 1 5 236 139 o062 O 4 089
Ventralna 5 3.21 094 042
0
Vvis (%) porzalna 0 5 259 092 o041 12 4 028
B]grupa OII grupa GIII grupa
4.50
4.00
3.50
3.00
gZ.SO
;>>2.00
1.50
2.41 2.36
1.00
0.50
0.00
Ventralha Dorzalna
Polovina adenohipofize

Grafikon 39. Prosecna zapreminska gustina S100 imunoreaktivnih ¢elija ventralne
1 dorzalne polovine adenohipofize analiziranih starosnih grupa.
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4.2.8. KORELACIJA IZMEDU MORFOMETRIJSKIH PARAMETARA
GONADOTROPNIH LH I SOMATOTROPNIH CELIJA ADENOHIPOFIZE

Korelacija izmedu morfometrijskih parametara gonadotropnih LH i somatotropnih

¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva data je u Tabeli 36 1 Grafikonu 40.

Area, perimetar 1 Feretov dijametar LH Celija statisticki znacajno koreliraju sa areom,
perimetrom, Feretovim dijametrom i nukleocitoplazmatskim odnosom GH ¢elija adenohipofize.
Nukleocitoplazmatski odnos LH ¢celija statisticki znacajno korelira samo sa perimetrom,

Feretovim dijametrom i nukleocitoplazmatskim odnosom GH ¢elija adenohipofize.

Tabela 36. Korelacija izmedu morfometrijskih parametara gonadotropnih LH i somatotropnih
¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva

Parametar Agh Beai Drgu  Axgi  Bnoa Dengi (N/C)gu Ve
R 0.69 0.73 0.73 -0.1 -0.09 -0.05 -0.65 -0.02
Arn p 0.006 0.003 0.003 0.74 0.76 0.87 0.012 0.94
N 14 14 14 14 14 14 14 14
R 071 0.74 0.74 -0.11 -0.11 -0.07 -0.67 -0.01
Biu p 0.004 0.002 0.003 0.7 0.72 0.81 0.009 0.97
N 14 14 14 14 14 14 14 14
R 0.73 0.75 0.74 -0.09 -0.09 -0.05 -0.67 0.01
Drrn p 0.003 0.002 0.002 0.75 0.76 0.85 0.009 0.98
N 14 14 14 14 14 14 14 14
R 0.36 0.31 0.28 0.34 0.33 0.35 -0.01 -0.24
ANLH p 0.2 0.28 0.33 0.24 0.24 0.22 0.96 0.41
N 14 14 14 14 14 14 14 14
R 0.38 0.33 0.3 0.36 0.36 0.38 -0.01 -0.23
Bnin p 0.18 0.25 0.29 0.21 0.21 0.18 0.97 0.42
N 14 14 14 14 14 14 14 14
R 044 04 0.39 0.38 0.38 0.41 -0.03 -0.27
Denin p 0.12 0.16 0.16 0.18 0.18 0.15 0.91 0.34
N 14 14 14 14 14 14 14 14
R -047 -0.54 -0.56 0.31 0.3 0.26 0.65 -0.14
(N/C)ru p 0.09 0.046 0.036 0.29 0.3 0.36 0.012 0.64
N 14 14 14 14 14 14 14 14
R 0.38 0.41 0.42 0.06 0.05 0.08 -0.31 0.21
Vviu p 0.18 0.15 0.13 0.83 0.86 0.8 0.28 0.47
N 14 14 14 14 14 14 14 14
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Grafikon 40. Matriksscatter dijagram korelacije izmedu morfometrijskih parametara
gonadotropnih LH i somatotropnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva.
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4.2.9. KORELACIJA IZMEDPU PROSECNE ZAPREMINSKE GUSTINE S100 I
MORFOMETRIJSKIH PARAMETARA LH I GH IMUNOREAKTIVNIH
CELIJA ADENOHIPOFIZE

Korelaciona analiza je ukazala na prisustvo statisticki znacajne korelacije izmedu
prosecne zapreminske gustine S100 imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize i aree, perimetra,
Feretovog dijametra i nukleocitoplazmatskog odnosa gonadotropnih c¢elija, a takode i

nukleocitoplazmatskog odnosa somatotropnih ¢elija (Tabela 37).

Tabela 37. Korelaciona matrica zapreminske gustine FS ¢elija 1 vrednosti morfometrijskih
parametara LH i GH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva.

Parametar Aty Biy Drn Anin Baen D N/C)in Vvin A Bor Deca Ang Byai Dinaii N/C)gr Vver
R 0.68 0.69 0.68 0.18 0.19 0.26 -0.59 0.09 0.29 0.35 0.38 -049 -0.5 -048 -0.71 -0.33
Vvesu p 0.007 0.006 0.007 0.53 0.51 0.37 0.03 0.76 0.31 0.22 0.18 0.07 0.07 0.08 0.005 0.25
N 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14

Linearna regresiona analiza je sprovedena u cilju ispitivanja veze izmedu zapreminske
gustine FS (elija kao nezavisne 1 analiziranith morfometrijskih parametara LH 1 GH
imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize kao zavisno promenljivih varijabli (Tabela 38). Rezultati su
pokazali da zapreminska gustina FS ¢Celija ispitanih sluCajeva predstavlja statisticki znacajan
prediktor aree (F(1,12) = 10.33, p=0.007), perimetra (F(1,12) = 10.93, p=0.006), Feretovog
dijametra (F(1,12) = 10.36, p=0.007) i nukleocitoplazmatskog odnosa (F(1,12) = 6.42, p=0.03)
LH ¢elija 1 nukleocitoplazmatskog odnosa (F(1,12) = 12.08, p=0.005) GH ¢elija, Sto se moze
predstaviti slede¢im modelima: Apy = 109.42 + Vygsy x 17.25 , Bryg = 38.60 + Vypsy x 2.98,
Drin = 13.83 + Vygsu x 1.16, (N/C)r = 0.271 - Vygsy x 0.025 1 (N/C)gu = 0.287 - Vyrsu X
0.031. Porast zapreminske gustine FS c¢elija adenohipofize je pracen statisticki znaCajnim
uvecanjem aree (Grafikon 41), perimetra (Grafikon 42) i1 Feretovog dijametra (Grafikon 43),
odnosno statisticki znaCajnim smanjenjem nukleocitoplazmatskog odnosa LH c¢elija, kao 1
statisticki znacajnim smanjenjem nukleocitoplazmatskog odnosa GH ¢elija (Grafikon 44), pri
¢emu zapreminska gustina FS ¢elija ispitanih slucajeva objasnjava 42% ukupne varijanse aree
(R2=0,42), 43% ukupne varijanse perimetra (R2= 0,43), 42% ukupne varijanse Feretovog
dijametra (R2=0,42) 1 29% ukupne varijanse nukleocitoplazmatskog odnosa (R2= 0,29) LH
¢elija, a takode i 46% ukupne varijanse nukleocitoplazmatskog odnosa (R2= 0,46) GH ¢elija i u

svim sluc¢ajevima predstavlja veliki efekat veliCine.
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Tabela 38. Rezultati bivarijantne linearne regresione analize izmedu zapreminske gustine FS
¢elija kao nezavisne i analiziranih morfometrijskih parametara LH 1 GH imunoreaktivnih
¢elija adenohipofize kao zavisno promenljivih varijabli.

Arn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 109.42 13.17 8.31 <0.001
VvrsH 17.25 5.37 0.68 3.21 0.007
R*=0.42; F(1,12) =10.33, p=0.007; Model: A; ;= 109.42 + Vypsy x 17.25
Bru
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 38.60 2.21 17.45 <0.001
VvrsH 2.98 0.90 0.69 3.31 0.006
R’ =0.43; F(1,12) =10.93, p=0.006; Model: By = 38.60 + Vygsy x 2.98
Drrn
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 13.83 0.89 15.62 <0.001
VvrsH 1.16 0.36 0.68 3.22 0.007
R’ =0.42; F(1,12) =10.36, p=0.007; Model: Dg yy = 13.83 + Vypsy x 1.16
(N/C)ry
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 0.27 0.02 11.26 <0.001
VvrsH -0.02 0.01 -0.59 -2.53 0.03
R*=0.29; F(1,12) =6.42, p=0.03; Model: (N/C) g = 0.271 - Vygsg x 0.025
(N/C)gu
Varijabla B SEB B t p
Konstanta 0.29 0.02 13.30 <0.001
VvrsH -0.03 0.01 -0.71 -3.48 0.005

R% = 0.46; F(1,12) = 12.08, p=0.005; Model: (N/C)gx = 0.287 - Vypsn X 0.031
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Grafikon 41. Korelacija izmedu zapreminske gustine FS celija i aree LH
imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Grafikon 42. Korelacija izmedu zapreminske gustine FS ¢elija i, perimetra
LH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva
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Grafikon 43. Korelacija izmedu zapreminske gustine FS ¢Celija 1 Feretovog
dijametra LH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih slucajeva.
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Grafikon 44. korelacija izmedu zapreminske gustine FS ¢elija i nukleocito-
plazmatskog odnosa LH i GH imunoreaktivnih ¢elija adenohipofize analiziranih

slucajeva.
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S. DISKUSIJA

S obzirom na to da morfometrijske metode sa pouzdanom ta¢noS¢u omogucuju kvanti-
tativnu procenu dinamike promena u strukturama tela (KaliSnik, 1985), u ovim istrazivanjima
imale su za cilj da posluze kao sredstvo za kvantifikovanje promena na nivou gonadotropnih,
somatotropnih i folikulostelatnih ¢elija adenohipofize tokom procesa starenja. Utoliko pre Sto
ove metode veoma egzaktno povezuju strukturne promene sa funkcijom pojedinih organa,
kao Sto je to lepo definisao Wiebel: ,,Stereologija predstavlja most izmedu strukture i funkci-
je, koje su samo dva aspekta istog Zivotnog zbivanja“ (Elias i Hyde, 1980; Stefanovi¢, 1987).

U ovom poglavlju rezultate naseg istrazivanja analiziraéemo 1 pokusati da objasnimo u
svetlu literaturnih podataka, koji se odnose na istrazivanja istih struktura kod ¢oveka i zivo-
tinja.

Nekoliko poslednjih decenija sve je viSe istrazivaca koji za brojne promene u orga-
nizmu tokom starenja smatraju odgovornim endokrini odnosno neuroendokrini sistem.
Naime, 1 u endokrinim kao i u ostalim tkivima organizma tokom starenja nastaju strukturne
promene, koje za posledicu imaju odgovarajuc¢e funkcionalne abnormalnosti. Ove se, pak,
ogledaju u poremecenoj sintezi i sekreciji hormona koji se stvaraju u pojedinim zlezdama. Pri
tome se obrazac sekrecije hormona na razli¢itim nivoima (hipotalamusu 1 perifernim zlezda-
nim tkivima) znacajno razlikuje. Naime, sa starenjem se nivoi pojedinih hormona poveca-
vaju, drugih opadaju, a nivoi nekih se bitno ne menjaju.

Starenje hipofize, u funkcionalnom pogledu, manifestuje se padom njene sekretorne
aktivnosti, pre svega padom nivoa hormona rasta, prolaktina i tirostimuliraju¢eg hormona u
krvi. Ove promene dovode do tzv. bolesti starenja koje predominantno zahvataju organe u
kojima navedeni hormoni ispoljavaju svoje dejstvo (Rudman i sar., 1990; Herman i sar.,
2001; Smith 1 sar., 2005). Navedene promene u adenohipofizi naj¢eS¢e su samo karika u
lancu promena, koje zahvataju tzv. hipotalamo-adenohipofizne osovine (hipotalamo-soma-
totropna (HSO ili GH) osovina, hipotalamo-pituitarno-gonadalna (HPG) osovina, hipotala-
mo-pituitarno-adrenalna (HPA) osovina i hipotalamo-pituitarno-tiroidna osovina). Naravno,
navedene funkcionalne promene u osnovi imaju strukturne promene na razliitim nivoima
pomenutih osovina.

Na nivou hipotalamusa degenerativne promene koje se javljaju tokom fizioloskog

starenja, pre svega se odnose na smanjenje broja neurona koji sacinjavaju jedra njegove sive
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mase, ali 1 na povecanje rezistencije tih neurona na signale povratne sprege, posredstvom
hormona ciljnih zlezdi ¢iji rad normalno reguliSu. To za posledicu moze imati pad nivoa
hormona tih zlezdi, §to moze povecati rizik za nastanak tzv. bolesti starenja (Seeman i
Robins, 1994). Tako, osobe koje su iz razlicitih razloga izgubile sposobnost sekrecije somato-
tropnog hormona ubrzano stare. Ovaj proces je najverovatnije posledica smanjenog depo-
novanja proteina u vecini tkiva u telu i1 posledi¢nog povecanog talozenja i stvaranja naslaga
masti. Fizioloski, to se ispoljava pojacanim stvaranjem bora, opadanjem funkcije brojnih
organa, kao i smanjenjem mi$i¢ne mase i snage. Pad sekrecije hormona rasta od strane soma-
totropnih ¢elija adenohipofize prati i normalno, fiziolosko starenje, ali su posledice njegove
deficijencije sporije progredijentne.

Iako adenohipofiza ima vaznu ulogu u odrzavanju ukupne homeostaze u organizmu i
odlikuje se progresivnim opadanjem funkcionalnih sposobnosti tokom starenja, znanja o
prate¢im strukturnim promenama su nezadovoljavajuc¢a. Naro¢ito manjkaju informacije o
kvantitetu i dinamici tih promena.

U dostupnoj literaturi predominiraju rezultati studija starijeg datuma, mahom
sprovedenih na eksperimentalnim Zivotinjama i primenom semikvantitativnih metoda (Weiss
1 Lansing, 1953; Sasaki, 1988; Allaerts i sar., 1997; Console i sar., 2000).

Sprovedene kvantitativne imunohistohemijske i elektrono-mikroskopske studije kao
materijal su takode uglavnom koristile hipofize eksperimentalnih Zivotinja, naro€ito pacova
(Takahashi 1 Kawashima, 1983; Console i sar., 1994, 1995, 1997, 2001; Jurado 1 sar., 1998).

Danilova i saradnici (1988) su analiziranjem ultrastrukturnih promena kod svih tipova
endokrinih ¢elija adenohipofize pacova tokom starenja konstatovali promene na gotovo svim
¢elijskim organelama: jedrima, GoldZijevom aparatu, endoplazmatskom retikulumu, mito-
hondrijama 1 sekretornim granulama, a registrovali su 1 prisustvo mnogobrojnih lizozomskih
telaSaca 1 masnih vakuola. Starije Zivotinje su se odlikovale i1 prisustvom veceg broja
atrofi¢no izmenjenih Celija, §to je ukazivalo na njihovu progresivnu degeneraciju sa sta-
renjem. Kod naizgled morfoloSki normalnih ¢elija ovih Zivotinja uoCeni su znaci ultra-
strukturnih promena koji su ukazivali na njihovu pojacanu funkcionalnu aktivnost. Navedene
promene su imale za cilj oCuvanje nivoa sekrecije hormona, a dugoro¢no su za posledicu
imale iscrpljivanje funkcionalnih rezervi endokrinih delija adenohipofize kod starijih
slucajeva. Jasno je da bi se navedene promene u hipofizi tokom starenja mogle sagledavati u
smislu kompenzatorne strukturalne reorganizacije, koja bi mogla omoguciti njenu normalnu

funkciju i, samim tim, odrZavanje osnovnih mehanizama homeostaze u organizmu koji stari.
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Console 1 saradnici (1993) su kvantitativnom imunohistohemijskom analizom hipofiza
pacova ustanovili znac¢ajan pad broja, volumenske 1 povrSinske gustine, aree i perimetra
somatotropnih ¢elija sa starenjem. Oni su ustanovili i smanjenje broja drugih ¢elijskih tipova
adenohipofize, kao §to su npr. gonadotropne ¢elije (FSH 1 LH), pri ¢emu ovaj pad nije bio
pracen odgovaraju¢im padom nivoa LH i FSH. Takode, ustanovili su znacajan pad broja,
volumenske 1 povrSinske gustine, kao 1 pad aree 1 perimetra tirotropnih celija, Sto je bilo
praceno porastom bazalnih serumskih nivoa TSH. Isti istrazivaci su 1997. i 2001. godine
dokazali postojanje znacajnog pada broja i veli¢ine laktotropnih ¢elija kod pacova muskog
pola, dok su kod pacova Zenskog pola registrovali samo pad celijske gustine istih. Tom
prilikom je ustanovljen znacajan porast nivoa prolaktina u serumu pacova zenskog pola, dok
njegov nivo kod pacova muskog pola nije pokazivao znacajnije promene.

Prva istrazivanja humane hipofize odnosila su se na njene makromorfoloske karakteri-
stike u toku procesa starenja. Tako, Elster i saradnici (1990) konstatuju degenerativne
promene na krvnim sudovima, ali i promenu oblika hipofize tokom starenja ¢oveka. Prema
ovim autorima oblik hipofize se menja u zavisnosti od pritiska susednih anatomskih struktu-
ra, kao 1 zbog disproporcije izmedu povecanja endokrine aktivnosti Zlezde tokom Zivota 1
ograni¢enih dimenzija intraselarnog prostora.

Potom su Kato i saradnici (2002) ustanovili da u pubertetu dolazi do znacajnih promena
dimenzija hipofize, a narocito do porasta njene visine koja dostize maksimum krajem pete
decenije. Ovo objasnjavaju promenama dimenzija kranijuma u navedenom periodu. Ovakvim
strukturnim promenama u hipofizi objasnjavaju i najvecu funkcionalnu aktivnost ove Zlezde
kod Zene u to vreme, koje odgovara njenom reproduktivnom periodu.

Morfometrijske studije o cCelijskom sastavu adenohipofize, generalno, relativno su
retke, narocito one koje se odnose na adenohipofize ¢oveka u toku procesa starenja.

Morfometrijske studije o starosnim promenama gonadotropa su takode retke. Suprotno
drugim hormonskim ¢elijama adenohipofize koje skladiSte jedan hormon u posebne vrste
¢elija, mnogi gonadotropi pokazuju imunoreaktivnost i za LH i1 za FSH. To dodatno otezava
njihovu kvantifikaciju u procesu starenja, jer u tim celijama ekspresija FSH 1 LH moZe da
bude prili¢no razli¢ita u razli¢itim fazama postnatalnog perioda.

Meeran 1 saradnici (2003) su procenjivali promene subtipova gonadotropa u doba pu-
berteta 1 adolescencije rezus majmuna i zakljucili da se broj gonadotropa povecava kod
odraslih u poredenju sa juvenilnim rezus majmunima, uglavnom zbog povecanja broja LH,

kao 1 bihormonalnih ¢elija.
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Console 1 saradnici (1994) su izvrsili morfometrijsku analizu gonadotropa mladih, sta-
rih 1 najstarijih pacova 1 ustanovili progresivno starosno smanjenje celijske gustine, volu-
menske gustine i povrSinske gustine LH ¢elija. S druge strane, area i perimetar gonadotropa
su se povecale i kod mladih i kod starih, ali su se drasticno smanjile kod najstarijih pacova.
Bazalni nivoi serumskog LH i FSH su pokazali istu tendenciju kao povrSina i obim gona-
dotropa.

Kurosumi i saradnici (1991) su klasifikovali gonadotrope pacova prema veli€ini
njihovih sekretornih granula u dva tipa: tip I koji sadrzi male i velike sekretorne granule i koji
eksprimira 1 FSH 1 LH 1 tip II koji sadrzi samo male granule imunopizitivne na LH. Oni su
pronasli da su kod mladih odraslih pacova muskog pola gonadotropi tip I ¢es¢i nego tip 1L
Kod sredovecnih pacova gonadotropi tip I su bili predominantni, ali je ekspresija FSH kod
veéine njih bila slaba. Kod starih pacova je odnos tipa I i tipa II bio obrnut u odnosu na mlade
1 sredovecne pacove, tj. gonadotropi tipa II su bili ¢eS¢e nalazeni. Kurosumi i saradnici su na
kraju zakljucili da, Sto su pacovi stariji, LH ¢elije postaju predominantne u hipofizi muskih
pacova, $to je praceno znacajnim padom FSH i sporim smanjenjem sadrzaja LH.

U naSoj studiji, gustina LH ¢elija se nije znacajno menjala sa starenjem. Medutim, za
razliku od Console i saradnika (1994) area LH c¢elija se znacajno povecavala, ¢ak i posle 70.
godine Zivota. Suprotno arei, nukleocitoplazmatski odnos se postepeno smanjivao sa
godinama starosti, a to smanjenje je postalo znacajno nakon 70. godine. Dakle, nasi nalazi o
relativno stabilnoj gustini LH ¢elija 1 povecanju njihove veliine sa godinama starosti, uz
prethodno navedeno starosno povecanje produkcije LH od strane nekih autora (van Beld 1
Lamberts, 2002), naveli su nas na zaklju¢ak da ove celije verovatno razviju hipertrofiju
(Mitchell 1 sar., 2007) kod muskaraca tokom starenja. To moze da ukazuje na njihovu izloze-
nost povecanom funkcionalnom stresu tokom vremena, verovatno zbog ostec¢ene testosteron
povratne sprege, ili prekomernu stimulaciju nekim ekstra- ili intra-pituitarnim faktorima.
Postepeno opadanje nukleocitoplazmatskog odnosa LH ¢elija predstavlja znak njihovog
funkcionalnog pada, S§to postaje znacajno nakon 70. godine, najverovatnije zbog njihove
iscrpljenosti uzrokovane dugotrajnom hipertrofijom. Ovo je u skladu sa rezultatima
Kurosumija i saradnika (1991) koji su u svojoj studiji primetili lagano smanjenje LH sadrzaja
tokom starenja.

Rezultati T-testa za dva zavisna uzorka nisu pokazali statisticki znacajne razlike izmedu
prosecnih vrednosti analiziranih morfometrijskih parametara LH imunoreaktivnih ¢elija ven-

tralne 1 dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva. Ovakvi rezultati ne ukazuju
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na postojanje regionalnih razlika u promenama na nivou gonadotropnih LH c¢elija tokom
starenja coveka.

Ipak, sa izuzetkom veée nepravilnosti i manje amplitude pulsa LH, kao $to smo
prethodno opisali, u nau¢noj zajednici preovladava stav da se sekrecija LH ne samo neznatno
menja, nego se moze re¢i da se blago povecava sa godinama kod muskaraca (Bhasin i sar.,
2000; Mulligan 1 sar., 1999; Strauss i sar., 2009). Ovo je suprotno nalazima smanjene sekre-
cije GnRH, kao i pretpostavci da oStecena testosteron povratna sprega na nivou hipofize i na
hipotalamusnom nivou oslobada sekreciju LH tokom procesa starenja (Veldhuis i sar., 2007;
Veldhuis, 2008).

Retke su i morfometrijske studije o promenama somatotropnih ¢elija u toku starenja.
Medu prvima je bila studija Console-a i saradnika (1993), koji su kvantitativnom imuno-
histohemijskom analizom hipofiza pacova konstatovali znacajan pad broja, volumenske i
povrSinske gustine, aree 1 perimetra somatotropnih ¢elija tokom starenja.

Shimokawa 1 saradnici (1996) pokusali su da ustanove uticaj starenja na broj soma-
totropnih ¢elija adenohipofize kod pacova razliite starosti. Kod pacova starih 18 meseci
navedeni autori su imunohistohemijski detektovali smanjenu gustinu somatotropnih celija
adenohiopfize 1 njihovu citoplazmatsku vakuolizaciju. Ovaj nalaz su morfometrijski potkre-
pili znacajnim padom volumenske gustine, numeri¢ke gustine i apsolutnog broja somato-
tropnih Celija kod pacova starijih od 18 meseci. Pri tome, nisu ustanovljene znacajne razlike
prose¢nog volumena somatotropnih celija izmedu analiziranih starosnih grupa, dok se vo-
lumen njihovog jedra uvecavao. Na osnovu dobijenih rezultata Shimokawa i saradnici (1996)
su zakljucili da je smanjena gustina somatotropnih ¢elija tokom starenja posledica njihovog
progresivnog gubitka i smanjenog obnavljanja. Ovakav nalaz je u skladu sa ve¢ uocenim
smanjenjem GH-m RNA, amplitude GH sekrecije, kao 1 usporenim reagovanjem somato-
tropnih ¢elija na hipotalamusni rilizing faktor (GHRH).

Sto se ti¢e istrazivanja na humanim hipofizama, jo§ 1984. godine Sun i saradnici
imunohistohemijski konstatuju znac¢ajan pad broja 1 veli¢ine somatotropnih ¢elija sa starenje-
m. Studija sprovedena od strane Sano-a i saradnika (1993) pokusSala je da opiSe strukturne
promene u adenohipofizi coveka u toku starenja. Semikvantitativnim metodama je doku-
mentovano prisustvo intersticijalne, perivaskularne fibroze, koja se vremenom S§iri i zahvata
parenhim adenohipfize kod 88% starih osoba, predominantno muSkog pola. Ova studija je
pokazala i1 pad broja somatotropa u lateralnim delovima adenohipfize sa starenjem, ali ne i
dinamiku toga pada. Prema istoj studiji broj ostalih ¢elija adenohipofize nije se znacajnije

menjao tokom starenja. U hipofizama slucajeva starijih od 90 godina sporadi¢no je uocavano
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1 prisustvo fokalne nekroze ili oziljnog tkiva, depozita gvozda ili amiloida, bazofilne invazije,
nakupina skvamoznih ¢elija, adenoma i granularnih ¢elija slicnih tumorskim.

Znatno kasnije Anti¢ i saradnici (2015) svojom morfometrijskom studijom na adenohi-
pofizama kadavera oba pola pokazuju znacajno opadanje volumenske gustine somatotropnih
¢elija sa godinama zivota, ukazujué¢i na gubitak ovih Celija sa starenjem. Takode, konstatuju
porast veli¢ine somatotropnih ¢elija, dok se veliCina njihovih jedara nije menjala tokom sta-
renja. Ovo je za posledicu imalo pad nukleo-citoplazmatskog odnosa, narocito kod slucajeva
sa 70 godina i starijih, Sto je ukazivalo na smanjenu funkcionalnu sposobnost somatotropa,
odnosno njihovo smanjeno lu¢enje hormona rasta. Dakle, opadanje broja somatotropa tokom
starenja ima za posledicu kompenzatornu hipertrofiju preostalih, koji se vremenom funkci-
onalno iscrpljuju i lu¢e manje koli¢ine hormona. Ovo je u skladu sa literaturnim podacima o
funkcionalnom padu GH/IGF-1 osovine tokom starenja ¢oveka (Perrini i sar., 2010; Sattler,
2013; Goldspink 2004; Adamo i Farar, 2006).

Studija Anti¢a i saradnika (2015), medutim, ukazuje na znac¢ajno viSu prosecnu zapre-
minsku gustinu somatotropnih ¢elija kod slucajeva muskog pola u odnosu na zenski pol. Ta-
kode, 1 na viSe prosecne vrednosti aree, perimetra, Feret-ovog dijametra, prose¢ne nuklearne
aree, perimetra i Feret-ovog dijametra kod slucajeva zenskog pola u odnosu na slucajeve
muskog pola, mada uocene razlike nisu bile statisticki znaCajne. Navedene razlike izmedu
slucajeva muskog 1 Zenskog pola autori objaSnjavaju statisticki znacajno ve¢om prose¢nom
staro$¢u slucajeva Zenskog pola.

Rezultati naSe morfomtrijske studije na adenohipofizama kadavera muskog pola
ukazuju na znacajan porast veli¢ine somatotropnih ¢elija tokom starenja, pri ¢emu se veli¢ina
njihovih jedara nije menjala. Pri tome je porast veliCine somatotropa spor i ujednacen tokom
vremena, tako da se statisticki znacajne razlike javljaju samo izmedu I 1 III starosne grupe. S
druge strane, nukleo-citoplazmatski odnos ravnomerno opada sa godinama, tako da se sta-
tisticki znacajne razlike sre¢u tek izmedu I 1 III starosne grupe. Dakle, na osnovu dobijenih
rezultata u ovoj studiji moglo bi se zakljuciti da su opadanje broja somatotropnih ¢elija,
kompenzatorna hipertrofija preostalih 1 njihovo funkcionalno iscrpljivanje spori 1 ujednaceni
procesi tokom starenja, te da se njihove znacajne razmere konstatuju tek posle 70. godine
zivota. Ovakva dinamika strukturnih promena na nivou somatomotornih ¢elija tokom starenja
verovatno odgovara njihovom funkcionalnom znacaju, kao komponente anabolicke somato-
tropne osovine. Porast veliCine somatotropa tokom starenja, demonstriran u ovoj studiji, u
suprotnosti je sa rezultatima Sun-a i saradnika (1984) koji su konstatovali smanjenje veli¢ine

ovih Celija sa starenjem.
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Rezultati nase studije su u saglasnosti sa porastom veli¢ine somatotropnih ¢elija u
studiji Anti¢a 1 saradnika (2015). Ipak, nismo mogli potvrditi znacajno opadanje volumenske
gustine somatotropnih ¢elija sa starenjem, koje su ustanovili pomenuti autori.

Rezultati naSe studije dokazuju da u osnovi funkcionalnog pada GH/IGF-1 osovine
tokom starenja coveka stoje 1 odgovarajuce strukturne promene somatotropnih c¢elija. Na-
ravno, da na dinamiku promena na nivou ovih ¢elija tokom starenja uti¢u brojni, nedovoljno
poznati, udaljeni ali i lokalni ¢inioci, koji se nalaze u okruzenju ovih éelija, o kojima se
takode veoma malo zna. Nesporno je da se evidentirane starosne promene kod somatotropa
bar delom mogu objasniti strukturalnim promenama na nivou hipotalamusa, koje se javljaju
tokom starenja (Perrini 1 sar., 2010).

Rezultati T-testa za dva zavisna uzorka nisu pokazali statisticki znacajne razlike izmedu
prosecnih vrednosti analiziranih morfometrijskih parametara GH imunoreaktivnih celija
ventralne 1 dorzalne polovine adenohipofize analiziranih slucajeva. Ovakvi rezultati ne
ukazuju na postojanje regionalnih razlika u promenama na nivou somatotropnih ¢elija tokom
starenja coveka.

Ustanovljena statisti¢ki znacajna korelacija u ovoj studiji, izmedju morfometrijskih
parametara gonadotropnih LH 1 somatotropnih ¢elija tokom starenja muSkaraca, ide u prilog
zakljuccima bazi¢nih nauka, ali i klinicke prakse, koji ukazuju na to da GH i androgeni
ispoljavaju anabolicku sinergiju u normalnim fizioloskim uslovima. Naime, opsezni klinicki
podaci potvrdjuju da sekrecija GH 1 testosterona raste tokom puberteta, a opada tokom
starenja (Copinschi i Van Cauter, 1994; Dudl i sar., 1973; Giustina i Veldhuis 1998; Corpas i
sar., 1992; Fryburg i sar., 1997; Hartman 1 sar., 1991; Martha i sar., 1992; Mulligan i sar.,
1999; Veldhuis i sar., 1991, 1995).

Takodje, ustanovljeno je da normalno testosteron stimuliSe sekreciju GH i IGF-1 1
pojacava tkivnu aktivnost IGF-1 (Fryburg i sar., 1997; Veldhuis i sar., 1997; Snyder 1 sar.,
1999), a da GH i IGF-1 pojacavaju biosintezu i tkivna dejstva androgena (Balducci i sar.,
1993; Guistina i Veldhuis 1998; Carani 1 sar., 1999).

StatistiCcki znaCajna korelacija morfometrijskih parametara gonadotropnih LH 1 so-
matotropnih ¢elija, demonstrirana u ovoj studiji, ukazuje i na funkcionalnu medjuzavisnost
dveju pomenutih anaboli¢kih osovina tokom starenja.

U literaturi za hormon rasta predominiraju podaci o njegovom uces¢u u reproduktivnoj
funkciji Zena, manje je podataka koji se odnose na reproduktivnu funkciju muSkaraca. Naime,
kada je u pitanju muski pol, pretezno se opisuje znacaj ovog hormona za polni sistem tokom

rasta 1 puberteta, dok se o njegovom uceS¢u u gonadopauzi malo zna (Melmed i sar., 2011).
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Tako se navodi da je on kriticki vazan za pravovremeni pocetak puberteta i indukciju seksualne
maturacije, zatim da reguliSe rast 1 funkciju sekundarnih seksualnih tkiva, kao $to su prostata i
semene kesice, da kod odraslih modulira sekreciju gonadotropina i da gonadotropin-zavisnim i
gonadotropin-nezavisnim dejstvima uti¢e na steroidogenezu i gametogenezu (Balducci 1 sar.,
1993; Giustina i Velduis 1998; Carani i sar., 1999).

Uticaj muske gonadotropne osovine na funkciju somatotropne osovine tokom starenja
je znatno vise istrazivan i detaljnije opisan u literaturi. Uoceno je da nedostatak polnih steroida,
prvenstveno testosterona i1 visceralna gojaznost zajedno, koreliraju i1 snazno statisticki
predvidaju GH 1 IGF-1 deficijenciju, Sto je empirijski indirektno potvrdeno cinjenicom da
nadoknada testosterona tokom 2 nedelje do 6 meseci stimuliSe GH produkciju kod starih 1
hipogonadalnih individua, ali ne i kod normalnih mladih muskaraca. Smatra se da se u osnovi
napred navedenih pretpostavki moze naci visSe mahanizama. Tako se razmatra moguénost da
nedostatak testosterona naglaSava efekat autonegativne povratne sprege GH, zatim da ne-
dostatak testosterona redukuje potencijal i/ili efikasnost GHRH, da nedostatak testosterona
pojacava hipotalamusnu sekreciju i/ili dejstvo SST, i da deprivacija testosterona snizava
aktivnost signalnog puta Grelina kod starih muskaraca (Veldhuis 1 sar., 2002).

Deficit jedne ili viSe prethodno pomenutih interakcija moze doprineti patofiziologiji
kombinovane, GH i androgenske, deficijencije tokom starenja. Ona, pak, podrazumeva da
pad sekrecije GH/IGF-1 pogorSava staro$¢u izazvan pad LH-stimulisane steroidogeneze 1
obratno, da opadanje nivoa androgena oslabljuje funkcionisanje hipotalamo-pituitarne
GH/IGF-1 osovine. Kako se klinicki znaci kasnog hipogonadizma i kasnog hiposomatotro-
pizma u velikoj meri preklapaju, logi¢no je zakljuciti da slabljenje gonadotropne i soma-
totropne osovine ide istovremeno, da slabljenje jedne osovine potencira slabljenje one druge,
a da obe mogu imati svoju morfoloSku prezentaciju i u promenama na nivou somatotropnih i
gonadotropnih ¢elija adenohipofize tokom starenja.

Pitanje mogucih interakcija izmedju gonadotropne i somatotropne osovine tokom
starenja je od ogromnog prakticnog znacaja, s obzirom na to da se terapijskim delovanjem na
nivou jedne, mogu ostvariti znacajni efekti 1 na nivou druge osovine (Fryberg i sar., 1997,
Snyder i sar., 1999, Urban i sar., 1995, Wennink i sar., 1990, Balducci i sar., 1993).

Sto se ti¢e dinamike promena kod FS céelija sa godinama starosti, rezultati morfo-
metrijskih studija ne daju direktne odgovore. Medutim, vec¢ina studija istiCe postnatalno po-
vecanje njihovog broja. Tako su Soji 1 saradnici (1994) primetili da broj FS ¢elija kod pacova
raste do 40. dana, nakon Cega dostize plato. Zatim su sinhrono postnatalno povecanje broja

FS ¢elija u prednjem reznju hipofize kod muzjaka Wistar pacova zabelezili Allaerts i
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saradnici (1997). Nasuprot ove dve navedene istrazivacke grupe, Console i saradnici (2000)
su otkrili progresivni pad broja FS celija kod oba pola pacova sa starenjem. Na kraju,
rezultati morfometrijske studije koju su uradili Pavlovi¢ i saradnici (2013) na prednjim
reznjevima hipofize muskih i zenskih humanih kadavera su pokazali starosno povecanje
gustine FS ¢Celija, Sto je bilo signifikantno u grupi slucajeva starijih od 80 godina.

Rezultati nase studije su uglavnom u skladu sa studijom Pavlovica i saradnika (2013) 1
studijom Allaertsa i saradnika (1997). Medutim, osim ¢injenice da su slucajevi muskog pola
koje su proucavali Pavlovic¢ i saradnici (2013) bili stariji i sa karakteristikama vecih vrednosti
volumenske gustine FS ¢elija nego u nasoj studiji, signifikantan porast volumenske gustine
FS ¢elija Pavlovi¢ 1 saradnici (2013) su objasnili simultanim povecanjem veli¢ine i broja tih
¢elija u mukoidnom klinastom delu adenohipofize u njihovoj najstarijoj grupi. Nasa histo-
loska analiza nije otkrila nikakve regionalne razlike u dinamici FS ¢elija tokom procesa
starenja. Rezultati naSe studije su nas naveli da pretpostavimo da starosno povecanje volu-
menske gustine FS ¢elija predstavlja proces koji se sastoji iz dve faze. Prva faza tog procesa,
koja se verovatno javlja kod muskaraca starosti od 50 do 70 godina, bi predominantno mogla
da bude posledica povecanja veli¢ine FS ¢elija, ili njihove hipertrofije, dok se u drugoj fazi,
koja se javlja kod muskaraca starijih od 70 godina, javlja dalje povecanje veli¢ine FS celija i
simultano povecanje njihovog broja, dovodec¢i tako do znafajnog povecanja njihove volu-
menske gustine. Navedene ¢injenice mogu indirektno da ukazuju na mogucée povecanje
funkcije FS celija kod starijih osoba.

Cinjenica da se nastavci FS Celija protezu na gonadotrope (Denef, 2008), zatim zna-
¢ajna korelacija izmedu volumenske gustine FS ¢elija 1 povrsine LH ¢elija, kao i nukleoci-
toplazmatskog odnosa ovih ¢elija u nasem slucaju, ukazuju na poseban odnos izmedu ova dva
¢elijska tipa prednjeg reznja hipofize 1 sugeriSu njihovu povecanu interakciju tokom procesa
starenja. Ali, odgovora na pitanje o moguéim osnovnim mehanizmima i prirodi te interakcije
jos uvek nema.

Opste promene endokrine homeostaze sa godinama starosti mogu da budu povezane sa
promenama intrapituitarnih faktora kao lokalnih adaptivnih odgovora (Perez-Castro 1 sar.,
2012). Folikulostelatne ¢elije pripadaju mrezi dendritskih Celija ljudskog organizma, imaju
receptore za mnoge citokine i verovatno predstavljaju cilj za proinflamatorne citokine koji su
poviSeni kod starijih osoba, kao §to su TNF-a i IL-1 (Deleidi 1 sar., 2015; Denef, 2008;
Franceschi 1 sar., 2000; Minciullo 1 sar., 2016; Ray i Melmed, 1997). Dalje, ovi drugi
navedeni citokini mogu da stimuliSu FS celije za produkciju i oslobadanje razlicitih

parakrinih agenasa, kao §to su IL-6 (Ray i Melmed, 1997; Renner i sar., 2009; Yamaguchi i
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sar., 1990), folistatin (Aroua i sar., 2012; Bilezikjian 1 sar., 2006, 2003; Coss 1 sar., 2005;
Denef, 2008; Morris 1 Christian, 2011; Perez-Castro i sar., 2012), glutamin (Denef, 2008),
IGF-1 (Denef, 1986; Schwartz, 2000; Winters i Moore, 2004) i NO (Denef, 2008; Gomariz i
sar., 2006; McCann 1 sar., 2005; Perez-Castro 1 sar., 2012) koji u gonadotropima starijih
muskaraca mogu da uspostave ravnotezu izmedu LH i FSH sinteze i sekrecije u korist LH,
kao $to su ukazali Kurosumi i saradnici (1991).

Na kraju, na osnovu svih navedenih ¢injenica, zakljucili smo da se kod muskaraca sa
starenjem povecava gustina, veli¢ina i verovatno funkcija FS ¢elija prednjeg reznja hipofize.
Uprkos u literaturi ve¢ utvrdenom poremecaju sekrecije hipotalamusnog GnRH, LH c¢elije
hipertrofiSu tokom procesa starenja i njihova dugotrajna hipertrofija verovatno rezultira
njihovim funkcionalnim padom nakon 70 godina starosti. Znacajna korelacija morfome-
trijskih parametara izmedu FS i LH C¢elija tokom starenja moze da ukaze na povecanu
interakciju izmedu ove dve grupe celija, verovatno zbog parakrine aktivnosti FS celija.

Cinjenica da u nasoj studiji postoji zna¢ajna korelacija volumenske gustine FS éelija
samo sa nukleocitoplazmatskim odnosom somatotropnih ¢elija, ukazuje na slabiju interakciju
izmedu ova dva tipa Celija tokom starenja muSkaraca. Naravno, ni priroda ove interakcije jos$
uvek nije razjasnjena.

Za verifikaciju izmenjenih parakrinih interakcija FS i1 endokrinih ¢elija adenohipofize
tokom starenja, buduce studije treba da se fokusiraju na evaluaciju topografskog rasporeda
ovih ¢eljja 1 simultanu detekciju prisustva lokalnih parakrinih faktora tehnikama imuno-
histohemijskog bojenja hipofize u mladoj kontrolnoj grupi i grupi zdravih starijih osoba.
Direktni efekti tih parakrinih supstanci na oslobadanje hormona tokom procesa starenja treba
da se odrede in vitro, njihovom aplikacijom u kulturi ¢elija mladih kontrolnih i zdravih sta-

rijih eksperimentalnih Zivotinja.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata sprovedene studije mogli bi se izvesti sledeci zakljuccei:

1.

Postoji relativno stabilna gustina i poveéanje veli¢ine gonadotropnih LH ¢elija
adenohipofize tokom starenja muskaraca, koje je verovatno odraz njihove hipertrofije
u cilju odrzavanja normalne sekrecije hormona, a koje za posledicu ima njihovo

funkcionalno slabljenje,

Gustina somatotropnih ¢elija adenohipofize se nije znacajnije menjala sa starenjem
kod muskaraca, ali se postepeno povecavala njihova veli¢ina, koja verovatno znaci

njihovu hipertrofiju kojom treba da obezbede normalnu sekreciju hormona,

Tokom starenja muskaraca znacajno rastu velicina i gustina folikulostelatnih ¢elija,

Sto sugerise njihovu pojacanu funkciju,

Sve navedene promene na nivou gonadotropnih LH, somatotropnih 1 folikulostelatnih
¢elija adenohipofize muskaraca statisticki su znacajno izrazenije nakon 70. godine

zivota,

. Postoji  statisticki znacajna korelacija 1zmedu morfometrijskih parametara

gonadotropnth LH ¢elija 1 somatotropnih celija adenohipofize, koja ukazuje na
paralelno odvijanje adaptacionih, tj. kompenzatornih mehanizama ovih ¢elija tokom

starenja muskaraca ili na njihovu potencijalnu interakciju tokom procesa starenja.

Postoji statisticki  znacajna korelacija izmedu morfometrijskih parametara
folikulostelatnih 1 gonadotropnih LH ¢elija adenohipofize, koja ukazuje na njihovu

eventualnu medusobnu interakciju tokom starenja muskaraca,

Postojanje statisticki znacajne, ali slabije korelacije izmedu morfometrijskih
parametara folikulostelatnih 1 somatotropnih ¢elija adenohipofize ukazuje na manji

stepen medusobne interakcije ovih ¢elija tokom starenja muskaraca.
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