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B SAZETAK

Neuroni simpatickog stabla kao i druge nervne cCelije podlezu mnogobrojnim promenama u toku zivota. Najupe-
catljivija od tih morfoloskih promena, a u toku normalnog starenja, je akumulacija vakuola ispunjenih lipofuscinom ili
neuromelaninom. Obzirom da je pigment nerazgradiv i ne moze se ukloniti egzocitozom, proces njegove akumulacije
u postmitotickim celijama je neizbezan. Uloga lipofuscina i njegov uticaj na funkciju Celije nije razjasnjen. Postoji
misljenje da pigment ne ostecuje funkciju celije, osim ako ga ona ne sadrzi u ogromnim koli¢inama, pa mehanicki
onemogucava njenu funkciju, te njegovo gomilanje dovodi do smrti celija. Obzirom da je u literaturi jako malo po-
dataka koji problem akumulacije pigmenta u ganglijskim celijama istrazuju primenom morfometrijskih metoda, od-
nosno kvantifikuju zapazene promene, imali smo za cilj da utvrdimo prisustvo pigmenta i sagledamo Zivotno doba
kada se on pojavljuje u vecoj meri, da odredimo dalju dinamiku njegove akumulacije u ganglijskim celijama i da iz-
vrsimo kvantifikaciju odredivanjem numericke gustine ganglijskih celija bez pigmenta, sa delimi¢no prisutnim pigmen-
tom i onih koje su potpuno ispunjene pigmentom u svim delovima simpati¢kog stabla. Morfometrijska analiza je iz-
vriena testnim sistemom M42. Numeri¢ka gustina ganglijskih celija je odredena metodom za debele rezove po
Floderusu. Dosli smo do saznanja da je povecanje interneuronalne akumulacije lipofuscina u pravolinijskoj korelaciji
sa procesom starenja.
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mitohondrija [9]. Postoji verovanje da je pigment marker
oksidativnog stresa i da se antioksidansima moze smanjiti
njegova akumulacija ali to in vivo nije dokazano [8].

Neuroni simpatickog stabla kao i druge nervne celije
podlezu mnogobrojnim promenama u toku Zzivota. Naju-
pecatljivija od tih morfoloskih promena, a u toku nor-

malnog starenja, je akumulacija vakuola ispunjenih lipo-
fuscinom ili neuromelaninom. Obzirom da je pigment
nerazgradiv i ne moze se ukloniti egzocitozom, proces
njegove akumulacije u postmitotickim celijama je neiz-
bezan. Celije koje proliferidu, efikasno ga rastvaraju to-
kom deoba.

Stepen akumulacije lipofuscina u celijama je obr-
nuto proporcionalan duzini Zivota celije [2]. Postoje
razli¢ita misljenja o poreklu ovog pigmenta. Neki autori
smatraju da potice iz mitohondrija [5,11], drugi iz Golgi
aparata [1], a sve vise preovladuje misljenje da je
poreklom iz lizozoma. UceScée i drugih organela u stva-
ranju lipofuscina nije iskljuceno.

Strukturalno, lipofuscin predstavlja jednu intralizo-
zomalnu, polimernu supstancu, primarno sacinjenu od
izukrstanih proteinskih rezidua [14] i lipida iz razorenih
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Obzirom da je uticaj akumulacije lipofuscina na
samu celiju i njeno funkcionisanje nepoznanica, a u lit-
eraturi je jako malo podataka koji kvantifikuju zapazene
promene, imali smo za cilj da utvrdimo prisustvo pig-
menta i sagledamo Zivotno doba kada se on pojavljuje u
vecoj meri, da odredimo dalju dinamiku njegove akumu-
lacije u ganglijskim celijama i da izvr$imo kvantifikaciju
odredivanjem numericke gustine ganglijskih celija bez
pigmenta, sa delimi¢no prisutnim pigmentom i onih koje
su potpuno ispunjene pigmentom u svim delovima simpa-
tickog stabla, smatrajué¢i da one sa velikom koli¢inom
pigmenta mogu biti i funkcionalno izgubljene.




MATERIJAL | METODE

Kao materijal su korisceni uzorci humanih gangliona,
sa obdukcionog materijala Instituta za sudsku medicinu
Nisu. Tkivni uzorci su uzimani iz vratnog dela (gornji
vratni ganglion), iz grudnog, slabinskog i krsnog dela sim-
patickog stabla, uvek sa istog nivoa, u razlicitim zivotnim
dobima ( od 20 do iznad 70 godina Zivota) i razvrstani u
tri starosne grupe: od 20-39 godina, od 40-69 godina i
iznad 70 godina. Materijal je nakon fiksacije 10% neu-
tralnim formalinom ukalupljen, a zatim rezan u preseke
debljine 5 mikrometara. Preseci su bojeni na vise nacina,
HE-metodom, Metilen-blu, Florantin trihromnim bojen-
jem, srebrnom impregnacijom po Masson-Fontani.

Morfometrijska analiza je izvrSena testnim siste-
mom M42. Odredena je povrsina testnog sistema , At
koja je za deset polja na kojima je radeno iznosila
0,23mm2. Analizirano je 60 vidnih polja po svakom slu-
¢aju, a broj neophodnih polja odreden je probnim
uzorkom primenom formule:N= (20 . SD/X)2

Numeric¢ka gustina ganglijskih celija je odredena
metodom za debele rezove po Floderusu, a prema for-
muli : NV = NA/(t + D - 2h). U navedenoj formuli NA
predstavlja broj ganglijskih ¢elija na povrsini testnog sis-
tema , « t « je debljina reza, « D « prosecan precnik
celije, , a “ h ,korekcioni faktor.

Korekcioni faktor dobijen je iz formule h =R - (R2 -
r2) %, gde R predstavlja najveci odredeni precnik, a r
najmanji precnik ganglijskih celija. Prethodno je oku-
larnim mikrometrom odreden prosecni, maksimalni i
minimalni precnik na 100 slucajno odabranih ganglijskih
celija po starosnim grupama.

REZULTATI

Istrazujuci pojavu, distribuciju i nacin akumulacije
lipofuscinskog pigmenta u ¢elijama gangliona simpatickog
stabla, a na osnovu kvantifikacionih, stereoloskih metoda
odredili smo koji je broj celija i u kom obimu ispunjen Li-
pofuscinskim pigmentom.

Raspodela gustine ganglijskih celija u starosnoj dobi
od 20-39 godina, u odnosu na sadrzaj pigmenta u njima,
pokazuje da znacajna razlika postoji kada su one bez
pigmenta, i to samo izmedu cervikalnog (2801.8mm-2) i
torakalnog dela stabla (5284.2mm-2). Naime, postoji
najmanja gustina ovakvih celija u cervikalnom delu, za-
tim do znacajnog povecanja dolazi u torakalnom delu, a
zapaza se i dalji porast gustine ovih celija ka lumbalnom
(5498.4 mm-2) i sakralnom delu simpatickog stabla
(5834.8mm-2). (tabela 1. i grafik 1.1.)

Gustina delimi¢no pigmentiranih celija u ovoj sta-
rosnoj grupi, prati raspodelu, odnosno gustinu celija bez
pigmenta. Povecava se prisustvo delimi¢no pigmentiranih
Celija od cervikalnog (637.6mm-2) do sakralnog dela sim-
patickog stabla (1178.4mm-2) ali bez statisticki znacajne
razlike u gustini ovih ¢elija izmedu delova stabla (tabela
1. i grafik 1.2.).

U starosnoj grupi od 40-69 godina, utvrdeno je
znacajno manje prisustvo celija bez pigmenta, po
delovima simpatickog stabla. Uz postepeni porast gustine
ovih celija od cervikalnog (1484.0mm-2) ka sakralnom
delu (3843.0mm-2), a nadeno je da statisticki znacajna
razlika u njihovoj gustini postoji jedino izmedu torakal-
nog (2128.2mm-2) i lumbalnog dela stabla (3610.2mm-2).
(tabela 2. i grafik 2.1.)
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Grafik 1.1. Uporedna statisticka znacajnost pris-
ustva ganglijskih celija bez pigmenta po delovima simpa-
tickog stabla u starosnoj grupi od 20-39
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Grafik 1.2. Uporedna statisticka znaCajnost prisustva
ganglijskih celija delimi¢no ispunjenih pigmentom po
delovima simpatickog stabla u starosnoj grupi od 20-39
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Grafik 2.1. Uporedna statisticka znacajnost prisustva
ganglijskih celija bez pigmenta po delovima simpatickog
stabla u starosnoj grupi od 40-69

Istovremeno, znacajna je pojava delimi¢no pigmen-
tiranih celija , sa tendencijom porasta od cervikalnog
(2865.6mm-2) do sakralnog dela stabls (4656.4mm-2) ali



bez utvrdene statisticki signifikantne razlike od dela do
dela stabla (tabela 2. i grafik 2.2). Potpuno pigmentirane
ganglijske celije koje se javljaju u ovoj starosnoj dobi,
uz nesto vecu gustinu u cervikalnom delu (711.2mm-2),
ravhomerno su rasporedene po delovima stabla, bez
znacajnih razlika u gustinama (tabela 2. i grafik 2.3.).
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Grafik 2.2. Uporedna statisticka znacajnost prisustva

ganglijskih Celija delimicno ispunjenih pigmentom po
delovima simpatickog stabla u starosnoj grupi od 40-69
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Grafik 2.3. Uporedna statisticka znacajnost prisustva
ganglijskih celija potpuno ispunjenih pigmentom po
delovima simpatickog stabla u starosnoj grupi od 40-69

U starosnoj dobi 70 i viSe godina, gustina ganglijskih
celija koje ne sadrze pigment znacajno je manja i
prilicno ujednacena, u svim segmentima simpatickog
stabla, a u odnosu na nize starosne intervale. (tabela 3. i
grafik 3.1) Zapazili smo da su u najstarijoj starosnoj gru-
paciji najzastupljenije delimi¢no pigmentirane celije, a
zatim potpuno ispunjene pigmentom. Delimi¢no pigmen-
tirane celije, kojih je najvise, signifikantno povecavaju
svoju gustinu u torakalnom (5123.4mm-2) u odnosu na
cervikalni deo (3902.8mm-2), uz dalje njihovo povecéanje
u ostalim delovima stabla, ali bez statisti¢ki znacajne
razlike (tabela 3. i grafik 3.2). Gustina potpuno pigmenti-
ranih celija (tabela 3. i grafik 3.3.) se u starosnoj dobi
od 70 i vise godina povecava u cervikalnom (1516.8mm-2)
i torakalnom delu (1422,2mm-2) u odnosu na preostala
dva dela stabla ali, na zadatom nivou pouzdanosti, nije
pokazano da postoji statisticki znacajna razlika u gustini
celija potpuno ispunjenih pigmentom od dela do dela
simpatickog stabla .
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Grafik 3.1. Uporedna statisticka znacajnost prisustva

ganglijskih celija bez pigmenta po delovima simpatickog
stabla u starosnoj grupi od 70 godina | vise
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Grafik 3.2. Uporedna statisticka znacajnost prisustva
ganglijskih celija delimicno ispunjenih pigmentom po
delovima simpatickog stabla u starosnoj grupi od 70
godina i vise
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Tabela 1. Distribucija kvantifikovanih gangliskih celija u odnosu na sadrzaj lipofuscina u delovima simpatickog
stabla, starosna grupa 20-39 godina

Godiste: 20-39 - numeriéka gustina (mm?)

Bez pigmenta

BE I CIENSPHI ENE Kompletno ispunjene pigmentom

Deo stabla pigmentom
Xsr SD Xsr SD Xsr SD
_Cervikalni 2801.8 .. 361.9 6376 . 15,5 .
.sten. s N NS NS ...
_Torakalni 5284.2 5206 780.2 1763 - s
osien. ns_ 1 s ns___...ns__
_Lumbalni 5498.4 . 3385 . 1125.4 . 8.7 .
_sign. ] ns__ ... ns .. ns NS ...
Sakralni 5834.8 323.1 1178.4 351.9

S-signifikantno

NS-nesignifikantno

Tabela 2. Distribucija kvantifikovanih gangliskih celija u odnosu na sadrZaj lipofuscina u delovima simpatickog

stabla, starosna

grupa 40-69 godina

Godiste: 40-69 - numericka gustina (mm?)

B . Delimi¢no ispunjene Kompletno ispunjene
ez pigmenta R -
Deo stabla pigmentom pigmentom
Xsr SD Xsr SD Xsr SD
2865.6 644.4 711.2 519.9

Cervikalni 1484.0 636.9

Sakralni 3843.0 705.2

4656.4 564.6 280.7 114.7

S-signifikantno

NS-nesignifikantno

Tabela 3. Distribucija kvantifikovanih gangliskih Celija u odnosu na sadrZaj lipofuscina u delovima simpatickog
stabla, starosna grupa iznad 70 godina

Godiste: 70 i iznad - numericka gustina (mm)

B . t Delimi¢no ispunjene Kompletno ispunjene
Deo stabla €z pigmenta pigmentom pigmentom

Xsr SD Xsr SD Xsr SD
_Cervikalnil 6270 1313 . 3902.8 5465 15168 . 214.6
_sfen. ns_ ns .S .| ns_ ] ns_____ ! ns_ .
_Torakalni 834 281 51234 3487 14222 489.2
Jsten. ] ns_____________ ns_____________] ns ] ns______________] L ns_______
Jtumbalni 4490 1508 6396.2 . 12440 . 736 . 240.1

_sfen. ns__ ns_ ns___ ns_ ns_ ! ns_

Sakralni 579.6 183.6 7214.0 1520.9 837.2 134.7 )

S-signifikantno

Radi sagledavanja dinamike promena i bolje
uporedivosti izmedu delova stabla, posluzio je kao prik-
ladniji procentualni prikaz relativnog ucesé¢a kvantifik-
ovanih cCelija sa razli¢itim sadrzajem pigmenta.

Tako je , u prvoj starosnoj grupi (20-39 godina), zas-
tupljenost celija bez pigmenta iznosila u svim delovima u
proseku oko 84%, a zatim dolazi do naglog pada zas-
tupljenosti ovih celija drugoj starosnoj grupi (40-69
godina) na prosecnih 38%. U grupi iznad 70 godina, zas-
tupljenost celija bez pigmenta iznosila u proseku svega
8,8%.

U isto vreme zastupljenost celija delimic¢no ispun-
jenih pogmentom se po delovima stabla povecavala sa
starenjem. U najmladoj starosnoj grupi (20-39 godina)
ove celije su u proseku bile zastupljene sa 16,3%. U
drugoj starosnoj grupi (40-69 godina) primecena je
tendencija porasta zastupljenosti ovih celija i to na
proseCnih 56%. U grupi iznad 70 godina, zastupljenost
ovih celija iznosila je prosecnih 75%.
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NS-nesignifikantno

U najmladoj starosnoj grupi (20-39 godina) nismo
zapazili prisustvo celija potpuno ispunjenih pigmentom,
ni u jednom delu simpatickog stabla. Njihovu pojavu za-
belezili smo tek u drugoj starosnoj grupi (40-69 godina),
sa prosecnim uces¢em od 5,7%. U trecoj starosnoj grupi,
iznad 70 godina, doslo je do povecanja zastupljenosti
ovih celija po delovima simpatickog stabla i ona je
prosecno iznosila 16%.

DISKUSIJA

Uloga lipofuscina i njegov uticaj na funkciju celije
nije razjasnjen. Po pojedinim autorima pigment ne oste-
¢uje funkciju celije, osim ako ga ona ne sadrzi u ogrom-
nim koli¢inama, pa mehanicki onemogucava njenu funk-
ciju. Drugi autori smatraju da je njegova akumulacija
odraz smanjene aktivnosti celija, te njegovo gomilanje
dovodi do smrti celija [12]. Akumulacija lipofuscina ta-



kode moze umanjiti autofagocitozu, tako Sto ce se pig-
ment ponasati kao potapac za lizozomalne enzime i na
taj nacin uticati na recikliranje celularnih komponenti.
Medutim , mogu¢ je i daleko direktniji uticaj lipofuscina
u procesu starenja.

Podaci mnogih histoloskih istrazivanja ukazuju da se
u celijama nervnog sistema odvija intenzivna akumu-
lacija pigmenta u toku starenja. Shodno tome, nasli smo
da se i u svim delovima simpatickog stabla stabla desava
akumulacija lipofuscina, sa konsekutivnim gubitkom gan-
glijskih cCelija. Pigment se na preparatima ganglijskih
celija, gangliona dobijenih iz mlade starosne grupe, uo-
cavao u vidu difuzno razbacanih, tackastih granula.

(slika 1)
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Slika 1. Mason-Fontana, Ag impregnacija (40X)

Sa starenjem, uocili smo da dolazi do njegove poja-
¢ane akumulacije i da je cCesce grupisan u jednom delu
Celijske citoplazme ili je potpuno ispunjava, $to se pok-
lapa sa nalazima Termana i Brunka [13], koji su i ustano-
vili da je ovaj pigment nerazgradiv i da se ne moze uklo-
niti egzocitozom. Akumulacija lipofuscinskog pigmenta je
bila intenzivna i sa razli¢itom distribucijom pigmentnih
granula.

Stereoloske metode koje smo koristili u nasem is-
trazivanju, su malo primenjivane na autonomnom nerv-
nom sistemu i to pretezno radi odredivanja broja gangli-
jskih celija i apsolutne zapremine gangliona. Numericka
gustina celija sa odredenim izmenama, kao Sto je aku-
mulacija pigmenta, nije bila predmet istrazivanja. Raniji
radovi ukazuju da su koris¢ene samo semikvantitativne
metode [10]. Tako je Ebberson jos sredinom proslog veka
[3] kod Coveka u gornjem vratnom ganglionu odredivao
broj ganglijskih celija, apsolutnu zapreminu gangliona i
volumensku gustocu ganglijskih celija kod mladih ljudi.
Na simpatickim sakralnim ganglionima Ohta [7] primen-
juje neke od stereoloskih metoda, a na spinalnim i sim-
patickim torakalnim ganglionima istrazivanja vrsi Offord
[6] ali gotovo da i nema podataka u literaturi da je
problem akumulacije lipofuscina u smislu kvantifikacije i
konsekutivnih izmena u toku starenja ganglijskih prou-
cavan primenom stereoloskih metoda.

Kvantifikovanje broja ganglijskih celija u odnosu
na sadrzaj lipofuscina, ukazuje da u cervikalnom delu
simpatickog stabla dolazi do drasti¢nog povecéanja pris-
ustva celija potpuno ispunjenih pigmentom u drugoj sta-
rosnoj grupi i taj trend povecanja se odrzava i u trecoj,
dok su se celije ovog tipa, u torakalnom, lumbalnom i
sakralnom delu odrzavale u relativno konstantnom od-
nosu i u maloj koli¢ini (2,5-3%). Ovo bi se, delimicno,
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moglo objasniti pojacanom aktivnoséu cervikalnih gan-
gliona i intenzivnim metabolizmom koji se u vezi s tim
odvija u njihovim ¢elijama.

Interesantno je, medutim, da i u starijoj zivotnoj
dobi, iznad 70 godina, postoje celije koje ne sadrze pig-
ment. Tacan uzrok postedenosti ovih celija nije poznat.
Obzirom da se smatra da je lipofuscin otpadni proizvod
metabolizma, postoje misljenja da su ovakve celije me-
tabolicki slabije aktivne, pa samim tim ,posStedene“
akumulacije pigmentnih granula.

Nasi podaci ukazuju i koji bi procenat ganglijskih
celija po delovima simpatickog stabla mogao biti i funk-
cionalno izgubljen, a sto se donekle poklapa sa rezulta-
tima pojedinih autora [4] koji su otkrili, da gubitak nerv-
nih celija u proseku, a u razli¢itim delovima nervnog sis-
tema, iznosi od 15-30%.

lako nije jasno koliko pigment utice na funkciju
nervnih celija , izvesno je da akumulacija lipofuscina u
postmitotickim celijama nije samo neduzna posledica,
vec je taj proces jedan od vaznijih uzroka starenja [15].
Ostaje pitanje kako taj proces usporiti i zaustaviti.

ZAKLJUCAK

Numeric¢ka gustina ganglijskih celija sa pigmentom
povecava se statisticki znacajno u posmatranim delovima
simpatic¢kog stabla, uz smanjenje ucesca celija bez pig-
menta u toku procesa starenja. Nagli porast gustine
Celija s pigmentom je u drugoj starosnoj grupi (40-69
godina).

U najmladoj starosnoj grupi, od 20-39 godina nisu
primecene celije potpuno ispunjene lipofuscinskim pig-
mentom. Njihova pojava zebelezena je u drugoj staros-
noj grupi. Najveca zastupljenost ovih Celija zabelezena
je u cervikalnom delu u starosnoj grupi iznad 70 godina
(25,1%). Porast numericke gustine celija sa delimicnim
prisustvom pigmenta uocava se i u starosnoj grupi iznad
70 godina i znaéajan je u cervikalnom, lumbalnom i sak-
ralnom delu. Gustina potpuno pigmentiranih celija, se u
starosnoj dobi od 70 i viSe godina povecava znatnije u
cervikalnom i torakalnom delu u odnosu na preostala dva
dela stabla ali na zadatom nivou pouzdanosti, nije poka-
zano da postoji statisticki znacajna razlika u gustini
Celija potpuno ispunjenih pigmentom od dela do dela
simpatickog stabla .

Dinamika promene ucesc¢a pigmentiranih éelija u ok-
viru dela simpati¢kog stabla ili intervala godista ili iz-
medu nijh, ukazuje da se ove promene u posmatranim
segmentima i po godinama starosti ponasaju na slican
nacin.

Smatramo da je nase istrazivanje promena na gan-
glijskim  celijama simpatickog stabla, primenom
stereoloskih metoda, samo skromni doprinos resavanju
problematike procesa starenja u nervnom sistemu i da bi,
u nekim buducim istrazivanjima bilo veoma interesantno,
primenom stereoloskih metoda, ispratiti promene koje
nastaju i u gliji, a koje prate proces starenja u gangli-
onima simpatickog stabla.

2015; 44 (3) 1-6
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COMPARATIVE ANALYSIS OF NUMERICAL DENSITY OF GANGLION CELLS WITH CERTAIN CONTENT OF LIPOFUSCIN
PIGMENT IN THE PARTS OF SYMPHATETIC TRUNK DURING THE AGING
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SUMMARY
The neurons of the sympathetic trunk as well as the other nerve cells undergo of many changes during life. The most striking of these

morphological changes, during normal aging, is the accumulation of lipofuscin-filled vacuoles or neuromelanin. Considering that the
pigment is a non-biodegradable and can not be removed by exocytosis, the process of its accumulation in cells is unavoidable. The
role of lipofuscin and its impact on cell function is not quite clear. Some authors consider that pigment does not damage the function
of the cell, unless it contains lipofuscin in large quantities, and then it mechanically prevents its function so that could lead to cell
death. Since we found a very little data in the literature about using morphometric methods in accumulation of pigment in ganglion
cells or quantified observed changes, we set that the aim of this study is to confirm the presence of pigment in ganglionar cells of
the symphatetic trunk, when it occurs in grater extent, as well as dinamics of its accumulation (quantification of ganglionar cells
without pigment, those with partial presence of pigment, and those that were complitely filled with pigment) by using numerical
density. For morphometric analysis we used test system M42. To determine the numerical density of ganglionar cells we used a
method for thick cuts by Floderus. We found that interneuronal accumulation of lipofuscin is directly correlated with the aging proc-
ess.

Keywords: ganglion, sympathetic trunk, aging, lipofuscin, numerical density

PRAXIS MEDICA




