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PАTОMОRFОLОŠKЕ I IMUNОHISTОHЕMIЈSKЕ KАRАKTЕRISTIKЕ PRОMЕNА 

U MОZGU STАRIH PАSА 

REZIME 

Starenje je univerzalni biološki proces tokom kojeg mogu nastati brojne 

promene u moţdanom tkivu. Neke od starosnih promena su makroskopski vidljive, dok 

se većina moţe otkriti histološkom analizom. U ovom radu ispitivano je prisustvo 

starosnih promena u moţdanom tkivu 36 pasa, koji su bili podeljeni u dve grupe: 

kontrolnu i eksperimentalnu. Kontrolnu grupu je ĉinilo 6 pasa starosti do pet godina, a 

eksperimentalnu 30 pasa starijih od deset godina. Nakon obavljene nekropsije moţdano 

tkivo pasa je makroskopski analizirano, fiksirano u formalinu i uklapano u parafinske 

blokove. Tkivni iseĉci su bojeni metodama: hematoksilin eozin, kongo crveno, 

modifikovana Ziehl Neelsen, PAS i imunohistohemijskom tehnikom streptavidin-biotin 

(LSAB2). Od primaranih antitela korišćena su: pоliklоnskо аntitеlо zа bеtа аmilоid 

(Aβ1-14), monoklonsko аntitеlо zа bеtа аmilоid (Aβ1-42), pоliklоnskо аntitеlо zа 

аmilоid prеkursоr prоtеin, mоnоklоnskо аntitеlо zа ubikvitin, mоnоklоnskо аntitеlо zа 

mеtаlоtiоnеin I i II, pоliklоnskо аntitеlо zа GFAP i pоliklоnskо аntitеlо zа tаu prоtеin. 

Makroskopskim ispitivanjem mozga kod eksperimentalnih ţivotinja uoĉene su 

promene, koje su se ispoljavale kao difuzno zadebljanje mekih moţdanica, kortikalna 

atrofija sa suţenjem vijuga i proširenjem brazda i blago proširenje lateralnih moţdanih 

komora. Histološkom analizom moţdanog tkiva ustanovljene su sledeće promene: 

fibroza moţdanica i zida krvnih sudova, neuronofagija, satelitoza, astrocitoza, 

astroglioza, depoziti amiloida, nakupine lipofuscina, prisustvo ubikvitinskih granula i 

poliglukozanskih tela. Prisustvo starosnih promena ispitivano je u frontalnoj i 

parijetalnoj kori, hipokampusu, malom mozgu i produţenoj moţdini. Segmenti mozga 

koji su najĉešće zahvaćeni histološkim promenama bili su frontalna i parijetalna kora, 

kao i hipokampus. Depoziti amiloida su dokazani metodom bojenja kongo crvenog i 

imunohistohemijski u zidu cerebralnih krvnih sudova i moţdanom parenhimu. Amiloid 

u zidu parenhimskih i meningealnih krvnih sudova dokazan metodom bojenja kongo 

crvenog pod polarizacionim svetlom pokazivao je ţuto zelenu fluorescenciju. Ovi 

depoziti bili su imunohistohemijski pozitivni na Aβ1-14 i Aβ1-42. Amiloid se u 

moţdanom parenhimu nakuplja ekstracelularno u obliku plakova i intracelularno. 



Plakovi su bili imunohistohemijski pozitivni na Aβ1-14 i Aβ1-42, dok su intracelularne 

nakupine pokazale imunohistohemijsku pozitivnu reakciju samo na Aβ1-14. Kod starih 

pasa ustanovljeno je povećanje amiloid prekursor proteina u odnosu na kontrolnu grupu 

pasa. TakoĊe, kod starijih jedinki je uoĉeno povećanje koliĉine lipofuscina u 

neuronima, kao i veći broj ćelija u kojima se on nakuplja. Nakupine lipofuscina su 

dokazane u svim ispitivanim regionima mozga kod pasa eksperimentalne grupe, ali su 

najĉešće bile prisutne u poduţenoj moţdini. Prisustvo fosforilisanog tau proteina u 

neuronima pasa nije ustanovljeno. Veća koliĉina ubikvitina u glija ćelijama i neuronima 

starih pasa upućuje na zakljuĉak da se u ovim ćelijama odvija pojaĉana razgradnja 

proteina i razvoj regresivnih promena. Na pojaĉanu reaktivnost astrocita ukazivala je 

imunohistohemijski pozitivna reakcija na GFAP i metalotionein I i II, pri ĉemu je 

intenzivnija reakcija kod starijih jedinki. Primenom PAS metode ustanovljeno je 

ekstracelularno i intracelularno prisustvo poliglukozanskih tela u moţdanom tkivu pasa 

eksperimentalne grupe. Uoĉene sliĉnosti izmeĊu promena u mozgu starih pasa, 

ustanovljenih u ovom ispitivanju i promena koje se javljaju kod starih ljudi i osoba 

obolelih od pojedinih neurodegenerativnih oboljenja, ukazuju o pogodnosti korišćenja 

psa kao dobrog eksperimentalnog modela za prouĉavanje starosnih promena u mozgu. 

Ključne reči: proces starenja, pas, mozak, starosne promene, amiloid, lipofuscin 
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PATHOMORPHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL 

CHARACTERISTICS OF CHANGES IN THE BRAIN OF AGED DOGS 

SUMMARY 

Aging is a universal biological process accompanied with numerous changes in 

the brain. Some of the age-related changes are macroscopically visible, while most of 

them can be detected only by microscopic examination of the tissues. In this study the 

presence of age-related changes in the brain of thirty-six adult dogs were examined. 

These dogs were divided into 2 groups: experimental and control. The control group 

consisted of 6 dogs aged up to five years while the experimental group comprised 30 

dogs older than ten years of age. Necropsies had been performed on all dogs and the 

brains were macroscopically analyzed, fixed in formalin and embedded in paraffin 

blocks. The tissue sections were stained by the following methods: hematoxylin-eosin, 

Congo red, modified Ziehl Neelsen, PAS and immunohistochemical method 

streptavidin-biotin (LSAB2). As primary antibodies were used: polyclonal antibody 

against Aβ-14, monoclonal antibody against Aβ1-42, polyclonal antibody against 

amyloid precursor protein, ubiquitin monoclonal antibody, monoclonal antibody against 

mеtаlоtiоnеin I and II, GFAP polyclonal antibody and a anti-Tau polyclonal antibody.  

The most common macroscopic changes in the brain of experimental animals 

were diffuse leptomeningeal thickening, cortical atrophy with narrowing of the gyri and 

widening of the sulci, and mild lateral ventricle enlargement. Meningeal fibrosis and 

fibrosis of the brain blood vessel wall, neuronophagia, satellitosis, astrocytosis, 

astrogliosis, accumulation of amyloid and lipofuscin and the presence of ubiquitinated 

and polyglucosan bodies were detected microscopically. The presence of age-related 

changes was studied in the frontal and parietal cortex, hippocampus, cerebellum and 

medulla oblongata. The hippocampus, frontal and parietal cortex were the most 

commonly affected by the above mentioned changes. Amyloid deposits were identified 

in the walls of cerebral blood vessels and brain parenchyma using Congo red and 

immunohistochemical staining. The deposits of amyloid in parenchymal and meningeal 

blood vessels that had been detected by Congo red staining showed a yellow-green 

fluorescence under polarized light and were Aβ1-14 and Aβ1-42 

immunohistochemically positive. Amyloid accumulated extracellularly in the brain 



parenchyma in the form of plaques and intracellularly. The plaques were Aβ1-14 and 

Aβ1-42 immunohistochemically positive, while the intracellular deposits were only 

Aβ1-14 immunohistochemically positive. In old dogs compared to the control group an 

increase of amyloid precursor protein expression was found. In addition, we observed in 

old dogs an increase of lipofuscin accumulation in neurons, as well as greater numbers 

of lipofuscin containing cells. Accumulations of lipofuscin were observed in all 

examined segments of the dog brains from the experimental group and they were most 

frequently present in the medulla oblongata. The presence of phosphorylated tau protein 

was not detected in dog neurons. The greater amount of ubiquitin in glial cells and 

neurons of old dogs suggests that these cells have increased protein degradation and 

development of regressive changes. GFAP and metallothionein I and II 

immunhistochemically positive reactions indicate increased astrocytes reactivity, 

whereby the reaction was more intense in old dogs. The extracellular and intracellular 

presence of polyglucosan bodies in the brain tissue of dogs from the experimental group 

was observed using the PAS method. The observed correlations between changes  

occurring in the brain of old dogs and those that occur in old people and patients with 

certain neurodegenerative diseases, indicate that dogs could be used as an animal model 

for the study of age-related changes in the brain.  

Keywords: aging, dog, brain, age-related changes, amyloid, lipofuscin. 
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0 SPISAK SKRAĆENIH NAZIVA KORIŠĆENIH U TEKSTU 

 

AD - Alzheimer’s disease 

ADAM - a disintegrin and metalloproteinases 

AICD - amyloid precursor protein intracellular domain  

APH-1 - anterior pharynx defective-1 

APP - amyloid pecursor protein 

Aβ - beta (β) amyloid 

BACE - β-site APP-cleaving enzyme 

BDNF - brain-derived neurotrophic factor 

CA – corpora amylacea (korpora amilacea) 

CAA - cerebral amyloid angiopathy (cerebralna amiloidna angiopatija)  

CNS – central nervous system (centralni nervni sistem) 

DNK – dezoksiribonukleinska kiselina 

EPM2A - epilepsy progressive myoclonus type 2A 

EPM2B - epilepsy progressive myoclonus type 2B 

FAD - familial early-onset Alzheimer’s disease 

GBED - glycogen branching enzymes deficiency disease 

GFAP - glial fibrillary acidic protein 

GIF - growth inhibitory factor 

HE – hematoksilin eozin 

HNE - 2-hidroksi-4-trans nonelal 

LRP-1 - lipoprotein receptor-related protein-1 

MAGUK - membrane associated guanylate kinase 

MMP - matrix metalloproteinases 

mRNA - messenger ribonucleic acid 

MT - metalotionein 

NFT - neurofibrillary tangles 

NSE - neurone-specific enolase 

PAS - periodic acid Schiff 

PEN-2 - presenilin enchancer-2 

PGB - polyglucosan bodies 
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PSEN - presenilin 

ROS - reactive oxygen species 

mRNA - messenger ribonucleic acid 

SAD - sporadic late onset Alzheimer’s disease 

SDAT - senile dementia Alzheimer’s type 

ccSDAT - canine counterpart of the senile dementia of the Alzheimer type  

SORL1 (SORLA, SORLA1 ili LR11) - sortilin-related receptor, L (DLR class), A 

repeats-containing 

ZO - zonula occludens proteins 
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1. UVOD 

Starenje je univerzalni biološki proces tokom kojeg dolazi do oštećenja 

homeostatskih mehanizama. Starost i proces starenja kao fenomen prouĉavani su 

vekovima, ali ni danas ne postoji potpuna i jedinstvena definicija starosti, niti 

sveobuhvatno objašnjenje procesa starenja. U širem smislu, starenje podrazumeva 

ireverzibilan proces koji se sastoji iz dve faze. Prva faza procesa starenja, po ovoj 

definiciji, zapoĉinje od samog zaĉeća, pri ĉemu ona predstavlja fazu rasta i razvoja 

organizma, dok u drugoj fazi dolazi do poremećaja funkcija organizma sa poslediĉnim 

slabljenjem. U uţem smislu, starenje predstavlja fazu involucije, tj. samo drugu fazu 

starenja po pomenutoj definiciji. Uopšteno govoreći, vrlo je teško napraviti granicu 

izmeĊu faze rasta i involucije i odrediti pokazatelje koji bi ove dve faze jasno razdvojili.  

Starenje se u savremenoj gerontologiji na osnovu dinamike moţe podeliti na 

fiziološko i patološko. Fiziološko starenje karakteriše usklaĊeno usporavanje funkcija 

ćelija, tkiva i organa i predstavlja „normalan“ proces starenja, dok je patološko starenje 

proces pri kome dolazi do narušavanja opšteg stanja jedinke u bilo kom dobu ţivota, a 

vezano je za pojavu neke bolesti ili oštećenja jedinke koja dovode do prevremene 

starosti i smrti. 

Postoje razliĉite teorije koje pokušavaju da objasne uzroke procesa starenja i 

starosnih promena. Antiĉka „humoralna teorija starenja“ predstavlja prvi pokušaj da se 

objasni proces starenja. Po ovoj teoriji, starenje predstavlja poremećaj humoralne 

ravnoteţe u organizmu izazvan gubitkom „uroĊene toplote“, koju svako ţivo biće dobija 

svojim nastankom. U 19. veku pojavile su se razne „metaboliĉke teorije“, koje su 

starenje posmatrale kao postepeno smanjenje intenziteta metaboliĉkih procesa („zamor 

materijala“), pri ĉemu dolazi do gašenja ţivotne energije. Kasnije se javljaju i mnoge 

druge teorije procesa starenja kao što su adaptaciono-regulacione, genetske i psihološke 

teorije. TakoĊe, danas postoji više teorija o samom uzroku procesa starenja, kao što su 

teorija slobodnih radikala, teorija somatskih mutacija, „mitohodrijalna teorija“, teorija 

akumulacije abnormalnih proteina, imunska teorija i neke druge. U svim pomenutim 

teorijama polazi se od ĉinjenice da postoji jedan uzrok za starenje, meĊutim danas se 

zna da je starenje prouzrokovano brojnim faktorima zbog kojih nastaju razliĉite 

promene. Starosne promene podrazumevaju oštećenje molekula, ćelija, tkiva i na kraju 
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organa pod dejstvom velikog broja štetnih agenasa, kao što su fiziĉki i hemijski faktori 

(oksidacija, radijacija, teški metali i dr.). Prethodno pomenuti faktori oštećuju proteine, 

lipide ili DNK zbog ĉega dolazi do ćelijske smrti, gubitka funkcije nekog organa, što na 

kraju moţe da rezultira i uginućem jedinke ako je u pitanju vitalni organ. Prоcеs 

stаrеnjа u ćeliji prate prоmеne u mеtаbоlizmu prоtеinа sа uspоrаvаnjem prоmеta i 

akumulacijom intrаcеlulаrnih prоtеinа kојi postaju disfunkcionalni. Pored akumulacije 

proteina u procesu starenja ćelije moţe doći do nagomilavanja lipida, toksina, slobodnih 

radikala, pigmenata itd. Sve ovo dovodi do oštećenja mehanizama homeostaze i samim 

tim do narušavanja metaboliĉke ravnoteţe, zbog ĉega se moţe reći da starenje 

karakteriše skup univerzalnih, progresivnih, štetnih i ireverzibilnih promena.  

Ţivotni vek ĉoveka i ţivotinja je znaĉajno produţen razvojem tehnologije, 

medicine i ishrane, ĉime je omogućeno da promene, koje nastaju tokom starenja, budu 

izraţenije i uoĉljivije. Starosne promene najviše su istraţivane kod ljudi, nekih primata, 

miševa i pasa, ali su opisane i kod drugih sisara: medveda, maĉaka, krava, koza, ovaca, 

svinja, konja. 

Štetni efekti nastali u procesu starenja najbolje se mogu uoĉiti i pratiti u tkivima 

na postmitotiĉkim ćelijama, jer u njima letalno oštećene ćelije ne mogu biti zamenjene 

novim intaktnim ćelijama. U ovu grupu tkiva spada nervno tkivo sa svojom centralnom 

ulogom u odrţavanju homeostaze organizma. Mozak tokom ţivota trpi morfološke i 

funkcionalne promene pri ĉemu dolazi do modifikacija sinapsi, slabljenja cirkulacije i 

poremećaja metabolizma. 

Iako su za izuĉavanje starosnih promena u mozgu kod ljudi korišćeni razliĉiti 

animalni modeli, najĉešće su ispitivanja vršena na psima, zbog sliĉnosti promena. Psi 

takoĊe, mogu ispoljiti jasne znake kognitivnih poremećaja, a sa ĉovekom dele ţivotni 

prostor i mogući štetni uticaj razliĉitih faktora. Zbog toga se smatra, da je pas jedan od 

boljih modela za prouĉavanje promena u centralnom nervnom sistemu, koje se javljaju 

u procesu starenja kao i kod nekih neurodegenerativnih oboljenja, kao što je Alzheimer-

ova bolest.  

Promene nastale tokom starenja mogu se ispoljiti na makroskopskom i 

mikroskopskom nivou. Neke od promena na mozgu starih pasa, kao što su suţеnjе 
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girusа i prоširеnjе sulkusа i mоţdаnih kоmоrа, mogu se uoĉiti mаkrоskоpski, dok se 

promene na meningealnim i parenhimskih krvnim sudovima, nеurоnimа, gliја ćеliјаmа i 

neuropilu, mogu da uoĉe mikroskopski.   

Ekstracelularno nakupljanje amiloida, intraneuronska akumulacija 

neurofibrilarne klubadi i gubitak neurona predstavljaju najbitnije mikroskopske 

promene kod starih ljudi i ljudi obolelih od senilne demencije Alzheimer tipa (SDAT). 

Poĉetkom XX veka Alzheimer je ustanovio prisustvo amiloidnih plakova i 

neurofibrilarnih nakupina kod pacijenata sa demencijom. Neposredno pre Alzheimer-

ovog otkrića, kod pacijenata sa epilepsijom (1892.god., Blocq i Marinesco) i senilnom 

demencijom (1898. god., Emil Redlich) opisani su svojevrsni depoziti u mоzgu 

prvobitno oznaĉeni kao „milijarne nekroze“, a kasnije kao senilni plakovi. Ustanovljeno 

je da senilne plakove gradi protein, koji se naziva β-amiloid (Aβ), a koji nastaje 

skraćivanjem većeg proteina, amiloid prekursor proteina (amyloid precursor protein, 

APP - eng.). Pored toga što se amiloid moţe odlagati u neuropilu moţdanog tkiva, kada 

nastaju razliĉite forme plakova, on se moţe akumulirati u zidu krvnih sudova, što se 

oznaĉava kao cerebralna amiloidna angiopatija (cerebral amyloid angiopathy, CAA, 

eng.).  

U mozgu pasa tokom starenja mogu nastati sliĉne ili istovetne promene kao kod 

ljudi, mada u literaturi postoje podeljenja mišljenja oko tipova amiloidnih plakova kao i 

oko pojave neurofibrilane klubadi. Pored toga, nedovljno je poznata uloga nekih 

proteina, kao što su metalotioneini i ubikvitin, u procesu nastajanja staraĉkih promena. 

Sve to nas je navelo da u ovoj doktorskoj disertacija pristupimo izuĉavanju 

patomorfoloških promena kao i histohemijskom i imunohistohemijskom dokazivanju 

patoloških i reaktivnih produkata kao što su amiloid, lipofuscin, poliglukozanska tela, 

ubikvitin, metalotioneini, koji nastaju u mozgu starih pasa. 
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2. PREGLED LITERATURE 

2.1. MAKROSKOPSKE I PATOHISTOLOŠKE PROMENE U MOZGU 

U procesu starenja kod pasa nastaju promene na tkivima i ćelijama, ĉije su 

funkcionalne posledice u većini sluĉajeva nejasne. Starosne promene nastale u 

centralnom nervnom sistemu pasa veoma su sliĉne promenama u mozgu starih ljudi i 

ljudi obolelih od Alzheimer-ove bolesti. U mozgu starih pasa nastaju promene na 

parenhimu, meningama, horioidnim pleksusima i krvnim sudovima (Borras et al., 

1999., Dimakopoulos and Mayer, 2002.). Makroskopski starosne promene se 

ispoljavaju kao smanjenje moţdanih hemisfera, pri ĉemu dolazi do suţenja vijuga i 

proširenja brazda, zadebljanja i kalcifikacije moţdanica, proširenja lateralnih komora i 

drugo (Reifinger, 1997., Borras et al., 1999., Dimakopoulos and Mayer, 2002.). 

Pomenute promene nisu uvek u korelaciji sa razvijenim mikroskopskim promenama u 

mozgu starih pasa (Reifinger, 1997., Dimakopoulos and Mayer, 2002.). 

Histološke promene manifestuju se u vidu: akumulacije amiloida, promene na 

neuronima i glija ćelijama, promene u beloj supstanci, deponovanje lipofuscina, 

poliglukozanska tela i druge. Neke od navedenih promena kod ţivih ţivotinja mogu se 

uoĉiti magnetnom rezonancom mozga (Su et al., 1998.). Akumulacija beta amiloida 

zapoĉinje u zidu većih moţdanih krvnih sudova i to u mišićnom sloju velikih arterija. 

Starenjem dolazi i do povećanja propustljivosti krvno-moţdane barijere. Protok krvi 

kroz moţdane krvne sudove u procesu starenja se smanjuje i uzrokuje dopremanje 

manje koliĉine glukoze i kiseonika moţdanom tkiva. Usled hipoksije i nedostatka 

hranljivih materija dolazi do oštećenja neurona i glija ćelija (Dimakopoulos and Mayer, 

2002.).  

Starosne promene u mozgu pasa razvijaju se spontano i sporo, a imaju neke 

zajedniĉke karakteristike sa promenama koje nastaju u humanoj populaciji (Pirici et al., 

2011.). Kod ljudi obolelih od Alzheimer-ove bolesti najznaĉajnije patohistološke 

promene su gubitak nervnih sinapsi, formiranje neurofibrilarne klubadi i depozita 

amiloida (Miller et al., 1993., Brellou et al., 2005.). Neurofibrilarna klubad se ne 

detektuje iskljuĉivo u mozgu starih i dementnih ljudi, već se javljaju posle trauma i kod 

starih osoba sa Daunovim sindromom (Uchida et al., 1991., Miyawaki et al., 2002., 



7 

 

Brellou et al., 2005.). U mozgu pasa neurofibrilarna klubad se veoma retko uoĉavaju 

(Papaioannou et al 2001., Brellou et al., 2005.). 

Amiloid se nakuplja u zidu krvnih sudova i ekstracelularno u parenhimu u vidu 

senilnih plakova. Senilni plakovi i depoziti amiloida u zidu krvnih sudova su dokazani u 

mozgu razliĉitih vrsta ţivotinja, kao što su majmuni, psi, medvedi, maĉke i kamile 

(Selkoe et al., 1987., Kuroki et al.1997., Nakamura et al., 1997., Borras et al. 1999., 

Nakayama et al., 2001., Papaioannou et al., 2001., Pirici et al., 2011.). Amiloid u 

mozgu nastaje u fiziološkim i patološkim uslovima enzimskom obradom amiloid 

prekursor proteina. 

2.2. AMILOID PREKURSOR PROTEIN 

Amiloid prekursor protein (amyloid precursor protein - APP, eng.) je protein 

koji je identifikovan pre više od 25 godina (Head et al., 2010). Gen, koji kodira sintezu 

APP-a, kod ljudi je lociran na 21. hromozomu, a identifikovan je 1987. godine u 

nekoliko laboratorija, koje su obavljale istraţivanja nezavisno jedne od drugih. 

Ustanovljene su i mutacije APP gena, koje mogu da prouzrokuju nastanak nasledne 

forme Alzheimer-ove bolesti. Uoĉeno je, da usled mutacija gena nastaje hereditarna 

cerebralna amiloidna angiopatija (hereditary cerebral amyloid angiopathy, eng.), 

praćena nakupljanjem amiloida u zidu moţdanih krvnih sudova. Jedan oblik mutacije 

dovodi do zamene aminokiselina u okviru Aβ domena na APP proteinu. Pored zamena 

aminokiselina u polipetidnom lancu moţe doći do pojedinaĉnih duplikacija APP gena 

što prouzrokuje nastanak Alzheimer-ove bolesti uz razvoj cerebralne amiloidne 

angiopatije. Kod osoba sa Daunovim sindromom nastaju sliĉne promene u mozgu usled 

trizomije 21. hromozoma (Thinakaran and Koo, 2008.). Amiloid prekursor protein kod 

pasa pokazuje homologiju sa humanim u 98% (Head et al., 2008., Pop et al.,2012.). 

Gen za APP kod pasa je lokalizovan na 31. hromozomu. Pretpostavlja se da su procesi 

stvaranja Aβ kod ljudi i pasa sliĉni (Head et al., 2008.). 

Gen za APP kodira tip I transmembranskog proteina, ĉiji ekstracelularni domen 

znatno veći od intracelularnog. UtvrĊeno je da APP sadrţi u svom sastavu Aβ domen. 

Aβ domen APP ĉini deo polipetidnog lanca koji se proteţe delom u ekstracelularnom 

prostoru, a delom u membranskom dvosloju ćelijske membrane. Za sada nije uoĉeno za 
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druge gene, koji su u vezi sa APP genom, da sadrţe sekvencu Aβ domena (Thinakaran 

and Koo, 2008.).  

Dokazano je, da se sinteza APP obavlja u endoplazminom retikulumu odakle se 

on u nascentnom obliku transportuje preko Goldţijevog aparata do plazma memebrane. 

Tokom transporta nascentni oblik proteina podleţe posttranslacionoj modifikaciji (N- i 

O-glikozilaciji, fosforilaciji i sulfaciji). U kulturi ćelija sa izraţenom ekspresijom APP 

gena, zapaţeno je da se samo 10% proteina nalazi na ćelijskoj membrani u nascentnom 

obliku. U stabilnom obliku APP se u ćeliji moţe naći u Goldţijevom aparatu i trans 

Goldţi zoni. Sa površine APP se unosi u ćeliju endocitozom u okviru endozoma odakle 

se jedan deo „reciklira“ i vraća na površinu ćelije, a drugi deo podleţe proteolitiĉkom 

razlaganju u lizozomima (Thinakaran and Koo, 2008.). 

Amiloid prekursor protein je transmembranski glikoprotein, koji u zavisnosti od 

izoforme u svom lancu moţe sadrţati i do 770 aminokiselina (Matsui et al., 2007.). 

Postoji više izoformi APP od kojih su najĉešće prouĉavane APP695, APP714, APP751 i 

APP770. Oznaĉavanje izoformi APP je izvršeno na osnovu broja aminokiselina koje 

protein sadrţi u primarnoj strukturi. Prisustvo izoforme APP695 je dokazano primarno 

u neuronima, dok su izoforme APP751 i APP770 dokazne u neuronima i glija ćelijama 

(Matsui et al., 2007.).  

Amiloid prekursor protein se sastoji iz tri segmenta a to su: ekstracelularni, 

transmembranski i intracelularni segment. Veći deo molekula APP ĉini N-terminalni 

ekstracelularni segment (ektodomen), dok su transmembranski i intracelulrani C-

terminalni delovi znatno kraći (shema 1A). Amiloid prekursor protein normalno podleţe 

amiloidogenom i neamiloidogenom procesu razgradnje u ćeliji. U fiziološkim uslovima 

u ćeliji se uglavnom odvija neamiloidogeni proces razgradnje (shema 1B), ĉak do 90% 

(Pop et al., 2010.). Dejstvom α-sekretaze aminokiselinski lanac APP se prekida posle 

687. aminokiseline (Pifer et al., 2011.). U ovom procesu α-sekretaza odvaja deo 

ekstracelularnog domena APP-a, pri ĉemu je zahvaćen jedan segment polipeptidnog 

lanca koji pripada Aβ domenu. Ovako odvojeni deo proteina oznaĉava se APPsα, a 

utvrĊeno je da ima neurotrofiĉku i neuroprotektivnu ulogu. Ostatak APP oznaĉen je kao 

α-CTF i njega ĉine transmembranski segment i intracelularni domen. α-CTF podleţe 

proteolizi γ-sekretazom i nastaju p3 i AICD peptid (APP intracellular domain - AICD, 
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eng.). Peptid p3 biva osloboĊen u ekstracelurani prostor, a AICD ostaje intracelularno 

(Pop et al., 2010.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Shema 1. A- shematski prikaz APP u membrani ćelije, B- shematski prikaz neamiloidogenog puta 

razlaganja APP, C- shematski prikaz amiloidogenog puta razlaganja APP (Thinakaran and Koo,2008.). 

Za nastanak Aβ monomera neophodno je dejstvo β- i γ- sekretaze i taj proces se 

oznaĉava kao amiloidogeni proces razgradnje APP (shema 1C). Beta sekretaza je 

transmembranska aspartil proteaza oznaĉena kao BACE1 enzim (β-site APP-cleaving 

enzyme, BACE, eng.). Visok nivo ekspresije BACE1 u neuronima primećen je u okviru 

procesa stvaranja amiloida u mozgu. Gama sekretazu ĉine ĉetiri subjedinice oznaĉene: 

presinilin 1 ili 2, nikastrin, APH-1 (anterior pharynx defective-1, eng.), PEN-2 

(presenilin enchancer-2, eng.).  

Prvo β- sekretaza oslobaĊa N-terminus Aβ-domena, prekidajući ekstracelularni 

deo polipetidnog lanca posle 671. aminokiseline (Pifer et al., 2011.). Gama sekretaza 

kao nespecifiĉni enzim moţe da prekine peptidni lanac APP u transmembranskom delu 

posle od 710. do 714. aminokiseline, stvarajući Aβ peptid razliĉite duţine od 39 do 44 

aminokiseline. Peptidni lanac APP γ-sekretaza prekida najĉešće posle 711. i 713. (Pifer 

et al., 2011.). Pribliţno 90% nastalih Aβ peptida sadrţe 40 aminokiselina, dok 10% i 

manje sadrţe 42 aminokiselina. Prema nekim podacima postoje dokazi prisustva 

kompleksa γ-sekretaze i enzimske aktivnosti u razliĉitim delovima ćelije ukljuĉujući 

endoplazmin retikulum, Goldţijev aparat, trans Goldţijevu zonu, endozome i plazma 

membranu. Dokazi iz brojnih istraţivanja ukazuju da se proces stvaranja amiloida 
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odigrava i na mikrodomenima ćelijske membrane i mikrodomenima membrana 

pojedinih organela. Ti mikrodomeni su bogati sa holesterolom i sfingolipidima 

(Thinakaran and Koo, 2008.).  

Transport APP kao i njegov put razgradnje zavisi od SORL 1 gena, tj. od 

proteina koji kodira ovaj gen, a naziva se SORL1 (SORLA, SORLA1 ili LR11). SORL-

1 (sortilin-related receptor, L (DLR class), A repeats-containing, eng.) je protein, koji je 

veoma bitan za transport APP u domen dejstva α-sekretaze. Mutacija na SORL-1 genu 

dovodi do povećanog stavaranja Aβ, jer favorizuje amiloidogeni put razlaganja APP. 

Ova mutacija je uzrok za nastanak kasnog tipa Alchajmerove bolesti kod ljudi (Pavlović 

et al., 2007.). 

U neuronima APP se transportuje anterogradno duţ aksona i za to vreme se 

proteolitiĉki obraĊuje. Transport u aksonu posredovan je direktnim ili indirektnim 

vezivanjem APP-a za laki lanac kinezin 1 proteina. Pretpostavlja se da APP kada se 

nalazi u okviru transportne vezikule predstavlja receptor za koji se vezuje kinezin 1 

protein (Thinakaran and Koo, 2008.). 

Funkcije APP nisu u potpunosti jasne, iako su opisane brojne fiziološke uloge 

ovog proteina. Smatra se da ima ulogu trofiĉkog faktora, da deluje autokrino i parakrino 

u regulaciji rasta ćelije. Trofiĉka uloga APP-a je najviše prouĉavana. Smatra se da APP 

utiĉe na rast nervnih izdanaka i da podstiĉe sinaptogenezu. TakoĊe, APP utiĉe i na 

diferencijaciju nervnih stem ćeilija (Thinakaran and Koo, 2008., Sarasa and Pesini, 

2009.). Pretpostavlja se da APP ima ulogu u adheziji ćelija. Prvobitno se smatralo da 

APP ima ulogu receptora pošto se nalazi na površini ćelije, mada za ovu tvrdnju ne 

postoje uverljivi dokazi (Thinakaran and Koo, 2008.).  

2.3. AMILOID  

Amiloid predstavlja amorfni, eozinofilni proteinski materijal, koji moţe da se 

deponuje u razliĉitim tkivima i organima. U tkivima i organima na histološkim 

preparatima se vidi u obliku plakova ili konfluentnih masa koje mogu progresivno da 

zamene parenhim zahvaćenog organa. Ranije su korišćene razliĉite tehnike da bi se 

histološki vizuelizovao, ukljuĉujući bojenje kristal violetom (crystal violet, eng.) i 

kongo crveno (Congo red, eng.). Kasnije je otkriveno da amiloid obojen alkoholnim 
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rastvorom kongo crvenog daje ţuto-zelenu fluorescenciju kada se posmatra pod 

polarizacionim svetlom. Postoji preko 25 vrsta amiloida, ali svi imaju jedinstvenu 

fibrilarnu strukturu koja je izgraĊena prvenstveno od proteina. Primarnu fluorescenciju 

u kratkim UV zracima pokazuje samo staraĉki amiloid (amiloid beta, Aβ). 

Posmatranjem pod elektronskim mikroskopom utvrĊeno je da osnovu amiloida ĉine 

protofilamenti promera 1-1,5 nm. Protofilamenti se povezuju i grade filamente promera 

2,5-3,5 nm. Filamenti (protofibrili) se meĊusobno povezuju i grade fibrile ĉiji promer se 

kreće 5-15 nm. Duţina fibrila moţe da dostigne nekoliko nanometara (Inoue and 

Ksilevsky 1996., Knežević i Jovanović, 1999.). Pored fibrilarnog proteina u izgradnji 

depozita amiloida uĉestvuju amiloidna pentagonalna P komponenta i 

glikozoaminoglikani. Amiloidna pentagonalna P komponenta pripada familiji proteina 

koji su dobili naziv pentraksini zbog svoje pentamerne kvarterne strukture (Gewurtz et 

al., 1995.). 

Osnovu beta amiloida ĉini mononomerni oblik polipetidnog lanca. Ovi 

monomerni lanci mogu da se udruţuju u dimere i oligomere koji ulaze u sastav 

protofilamenata. U svakom fibrilu pojedinaĉni Aβ lanci su postavljeni normalno u 

odnosu na osu fibrila. U monomernom lancu Aβ1-40 prvih deset aminokiselina ne 

uĉestvuje u formiranju konformacije proteina i oznaĉavaju se terminom nestrukturne 

aminokiseline. Od 11. do 40. aminokiseline u lancu Aβ1-40, aminokiseline uĉestvuju u 

formiranju „β-zavoj-β“ strukture (shema 2.). Za formiranje „β-zavoj-β“ strukture (β-

turn-β, eng.) neophodne su molekulske veze, koje nastaju izmeĊu histidina 

(13.aminokiselina u polipeptidnom lancu, His.3.- eng.) i valina (Val.40.), izmeĊu 

glicina (Gly.15.) i valin (Val.36.) kao i izmeĊu fenilalanina (Phe.19.) i 

izoleucina/leucina/valina (Ile.32./Leu.34./Val.36.). „Zavoj“ (krivinu) u „β-zavoj-β“ 

strukturi monomera Aβ1-40 i Aβ1-42 prave i stabilizuju interakcije izmeĊu aspartata 

(Asp.23) i lizina (Lys.28). Polipeptid Aβ1-42 poseduje hidrofobne segmente koji su 

oznaĉeni kao beta domeni. Pojedinaĉni monomerni lanac Aβ1-42 formira „β-zavoj-β“ 

strukture kao i Aβ1-40 s tom razlikom, što u formiranju ovog oblika uĉestvuju 

aminokiseline tek od 17. do 42. u polipeptidnom lancu. Formiranje ove strukture nastaje 

tako što se beta segmenti ovog lanca postavljaju jedan naspram drugog i to tako da se 

fenilalanin postavlja naspram glicina (shema 2.). Fenilalanin je 19. aminokiselina u 

lancu i pripada N-terminusu, a vezuje se sa glicinom koji je 38. aminokiselina u lancu i 
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pripada C-terminusu. TakoĊe, meĊusobno reaguju i povezuju se metionin 35. i alanin 

42. aminokiselina u polipeptidnom lancu. Da bi nastao filament Aβ dva do tri 

protofilamenta se postavljaju paralelno svojim hidrofobnim segmentima i meĊusobno 

povezuju. To praktiĉno znaĉi da su u filamentu (protofibrilu) „β-zavoj-β“ segmenti 

protofilamenata paralelno postavljeni jedni do drugih i povezani hidrofobnim vezama. 

Udruţivanjem i povezivanje hidrofobnih segmenata dva ili više filamenata (protofibrila) 

nastaje fibril. Hidrofobni C terminus se uvek nalazi zaštićen u centru fibrila. 

Stabilizaciju povezanih monomera pojaĉavaju vodoniĉne veze koje se formiraju izmeĊu 

hidrofobnih C terminusa. Razlika izmeĊu fibrila Aβ1-40 i Aβ1-42 je u stvaranju beta 

nabrane konformacije, koju poseduje Aβ1-42. U fibrilu Aβ1-40 monomerni polipetidni 

lanci se pakuju paralelno jedni do drugih i postavljeni su pod pravim uglom u odnosu na 

osu pruţanja fibrila. Monomeri kod Aβ1-42 postavljaju svoje hidrofobne segmente 

paralelno, ali dolazi do njihove torzije i povezivanja pod odreĊenim uglom 

karakteristiĉnim za beta nabranu konformaciju (Ahmed et al., 2010.). 

 

 

 

 

 

Shema 2. a- sekvenca Aβ1-42 koja potiĉe od humanog APP, b- raspored aminokiselina i njihova 

meĊusobna reakcija u Aβ1-40 i Aβ1-42. Plave isprekidane linije obeleţavaju reakcije izmeĊu 

aminokiselina u lancu Aβ1-40, a crvena i narandţasta isprekidane linije reakcije izmeĊu aminokiselina u 

lancu Aβ1-42. Oba lanca poseduju stabilizacione hidrofobne veze (zeleno obojeni deo lanca) i most koji 

se formira u zavoju polipeptidnog lanca izmeĊu aspartata (23.) i lizina (28.) (Ahmed et al., 2010.).  

Amiloid β (Aβ) je peptid, koji nastaje proteolizom amiloid prekursor proteina 

(APP). Prethodno je napomenuto da beta amiloid nastaje od APP aktivnošću dve 

plazma membranske endoproteaze β- i γ- sekretaza. Beta sekretaza prvo odvaja jednu 

sekvencu sa APP i oslobaĊa aminoterminus tako da nastaje derivat APPsβ. Fragment od 

99 aminokiselina ostaje vezan za plazma membranu, odakle γ-sekretaza brzo oslobaĊa 

Aβ peptid. Posle odvajanja Aβ peptida, on se zadrţava u ćeliji ili biva izluĉen iz ćelije u 

intersticijum u obliku monomera ili dimera. Pomenuti monomeri ili dimeri polimerizuju 
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u veće strukture, kao što su rastvorljivi Aβ oligomeri. U ovakvom obliku Aβ pasivno 

difunduje po moţdanom tkivu odakle se fiziološki uklanja (Hardy and Selkoe, 2002., 

Kumar-Singh, 2008., Pop et al., 2010.).  

Postoji nekoliko mehanizama u mozgu, koji omogućavaju uklanjanje Aβ. U 

uklanjanju Aβ znaĉajan je proces fagocitoze koji obavljaju makrofagi i astroglija ćelije 

(Wyss-Coray et al., 2003., Kumar-Singh, 2008.). Proteoliza Aβ je drugi mehanizam 

uklanjanja Aβ, a obavlja se intracelularno, na površini ćelijske membrane ili 

intersticijalno (Saido and Iwata, 2006.). U proteolizi Aβ oligomera i fibrila uĉestvuju 

enzimi neprilizin, insulin degradirajući enzim, endotelin-konvertirajući enzimi 1 i 2 i 

matriks metaloproteinaze 2 i 9 (Saido and Iwata, 2006., Kumar-Singh, 2008., Pop et al., 

2010.). Uklanjanje Aβ iz mozga obavlja se i odvoĊenjem putem krvnih sudova. Ono se 

odvija dvojako direktnim transportom Aβ kroz krvno-moţdanu barijeru u krvne sudove 

ili drenaţom Aβ iz intersticijuma u cerebrospinalnu teĉnostu, a iz nje u sistemsku 

cirkulaciju. Direktni transport Aβ kroz krvno-moţdanu barijeru je posredovan 

lipoproteinom male gustine oznaĉenim LRP-1 (lipoprotein receptor-related protein-1, 

eng.) (Shibata et al., 2000., Kumar-Singh, 2008.). U fiziološkim uslovima kapacitet svih 

nabrojanih mehnizama za uklanjanje Aβ je veći od koliĉine stvorenog amiloda (Kumar-

Singh, 2008.).  

Odvajanje Aβ monomera γ-sekretazom je relativno neselektivno, što rezultira 

nastajanjem nekoliko heterogenih monomera. Najĉešći oblik je Aβ1-40 (80-90%), lanac 

koji sadrţi 40 aminokiselina, sledi hidrofobniji monomer Aβ1-42 sa 42 aminokiseline u 

lancu (5-10%) (Head et al., 2010.). U fiziološkim uslovima amiloidogeni i 

neamiloidogeni procesi razgradnje se odvijaju u odreĊenom balansu. Verovatno kada 

doĊe do narušavanja ovog balansa dolazi i do akumulacije amiloida u mozgu pasa (Pop 

et al., 2010.). 

Beta amiloid se uglavnom izluĉuje u obliku monomera, ali se pretpostavlja da se 

konstantno izluĉuje iz neurona i u obliku dimera. U intersticijumu centralnog nervnog 

sistema Aβ egzistira u obliku monomera, oligomera male molekulske mase (dimeri i 

trimeri), oligomera velike molekulske mase (molekulske mase 56 kDa i veće, sadrţe i 

druge ligande), protofibrili (filamenti) i konaĉno zreli fibrili. Rastvorljivi monomeri i 

rano formirani agregati ne prelaze granicu detekcije imunohistohemijskom tehnikom. 
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Gusto pakovani agregati su slabo vidljivi, jer su im epitopi maskirani. 

Imunohistohemijski se detektuju robusni agregati fibrila koji mogu biti male ili velike 

gustine. Gusto pakovani fibrili su vidljivi razliĉitim bojenjima kao što su tehnika 

impregnacije srebrom, bojenje kongo crveno ili tioflavin S metodom (Kumar-Singh et 

al., 2000., Kumar-Singh, 2008.).  

Imunohistohemijska istraţivanja su pokazala da su nakupine Aβ1-42 u 

neuronima inicijalni depoziti ne samo kod pacijenata sa Alzheimer-ovim oboljenjem 

(Gouras et al., 2000.) već i kod transgenih miševa (Wirths et al., 2001., Van Broeck et 

al., 2008.). Neki autori smatraju da su intracelularna i ekstracelularna akumulacija Aβ u 

ekvilibrijumu sa pomeranjem od intracelularnog ka ekstracelularnom kompartmentu pri 

progresiji bolesti (Wirths et al., 2004., LaFerla et al., 2007., Kumar-Singh, 2008.).  

Tokom ţivota kod pasa dolazi do pada kapaciteta za degradaciju Aβ. 

Pretpostavlja se, da kod starijih pasa do akumulacije Aβ dolazi zbog: povećanja 

dostupnosti APP enzimskoj razgradnji, smanjenog kapaciteta za proteolitiĉku 

razgradnju Aβ oligomera i fibrila i promenjenog odnosa amiloidogenog i 

neamiloidgenog procesa u korist prvog (Pop et al., 2010.). 

Pojedini autori su dokazali da se kod mlaĊih pasa nalazi visok nivo monomera 

Aβ i da praktiĉno nema agregacije. MeĊutim, kod pasa srednje starosti, ustanovljeno je 

smanjenje nivoa monomera Aβ, a dolazi do intenzivnije agregacije beta amiloida. Kod 

starih pasa uoĉeno je da se nivo monomera Aβ drastiĉno povećava kao i nagomilavanje 

amiloida (Pop et al., 2010.). 

Beta amiloid (Aβ) se sreće u mozgu starijih jedinki sisara ukljuĉujući pse, 

medvede i primate. UporeĊivanjem depozita amiloida u mozgu pasa, polarnih medveda 

i ljudi, došlo se do zakljuĉka da je Aβ1-42 prisutan u depozitima kod svih, a da je Aβ1-

40 prisutan samo kod ljudi i pasa. TakoĊe je, ustanovljeno da su Aβ1-42 i Aβ1-40 

prisutni u depozitima u zidu krvnih sudova svih ispitivanih vrsta (Tekirian et al., 1996.). 

U humanoj populaciji je dokazano prisustvo Aβ kod ljudi obolelih od Alzheimer-

ove bolesti, ali i kod nedementnih starih osoba. On se nagomilava ekstracelularno u 

moţdanom tkivu u vidu senilnih plakova i u zidu krvnih sudova. Senilni plakovi su 

prisutni kod ljudi sa Alzheimer-ovim oboljenjem u većoj meri nego kod starijih 
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nedementnih osoba. Depoziti Aβ se ĉesto sreću u zidu leptomeningealnih krvnih 

sudova, tj. u mišićnom sloju arterija i vena (Tekirian et al., 1996.). 

Ekstracelularno nagomilani Aβ uoĉava se u vidu spletova vlakana, koja se 

pruţaju kroz neuropil, a na pojedinim mestima su isprepletani sa aksonima koji 

poseduju mijelinski omotaĉ. Na mestima obimnih nakupljanja Aβ vlakana, u sluĉaju 

oštećenja glijalne plazma membrane, Aβ vlakna se ĉesto pronalaze blisko udruţena sa 

GFAP (glial fibrillary acidic protein, eng.) (Torp et al., 2000.).  

Kod mlaĊih jedinki u cerebrospinalnoj teĉnosti detektovana je veća koliĉina 

Aβ1-42 u odnosu na Aβ1-40. Sa starenjem u cerebrospinalnoj teĉnosti nivo Aβ1-42 je u 

padu, dok Aβ1-40 zadrţava konstantan nivo. Smatra se, da je odnos Aβ1-42/Aβ1-40 u 

cerebrospinalnoj teĉnosti dobar pokazatelj koliĉine nagomilanog Aβ u mozgu (Head et 

al., 2010.). Pretpostavlja se, da oligomeri Aβ poĉinju postepeno da se akumuliraju kod 

pasa srednje starosti. Jednom zapoĉet proces akumulacije amiloida traje do kraja ţivota 

(Pop et al., 2010.). 

U ranim fazama razvoja Alzheimer-ove bolesti, Aβ depoziti mogu se pronaći u 

frontalnoj ili parijetalnoj kori. Dokazano je da se u prekliniĉkoj fazi Alzheimer-ove 

bolesti u prvo formiranim depozitima u mozgu nalazio samo Aβ1-42. Koncentracija 

Aβ1-42 se znaĉajno povećava sa napredovanjem bolesti. Nasuprot Aβ1-42, Aβ1-40 je 

prisutan u nakupinama u kasnijim stadijumima bolesti, s tim što ponekad moţe biti i 

odsutan. Ovo govori da je on kasni i nespecifiĉni marker za Alzheimer-ovu bolest 

(Delacourte et al.,2002.). 

Precizni mehanizmi Aβ toksiĉnosti za neurone nisu u dovoljnoj meri objašnjeni. 

Veruje se, da toksiĉna forma beta amiloida moţe da difunduje kroz moţdano tkivo 

direktno oštećujući neurone (Walsh et al., 2002., Kayed et al., 2003., Head et al., 

2010.). Brojna istraţivanja su pokazala da je rastvorljiva nefibrilarna forma amiloida 

beta potentni sinaptotoksin (Walsh et al.,2002., Cleary et al., 2005., Klubin et al., 2008., 

Borlikova et al., 2012.). Postoje brojne hipoteze kojima se objašnjava toksiĉnost Aβ 

ukljuĉujući sposobnost Aβ da u reakciji sa oksido-reduktivno aktivnim metalima 

generiše stvaranje reaktivnih kiseonikovih grupa (reactive oxygen species - ROS, eng.), 

da utiĉe na agregaciju novih Aβ proteina i formiranje porama sliĉnih struktura u 
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membrani ili da reaguje sa membranskim receptorima i drugo (Bush, 2003., Arispe, 

2004., Demuro et al., 2005., Ciccotosto et al., 2011.). Potencijalni receptori na plazma 

membrani neurona i glija ćelija, sa kojima bi Aβ mogao da reaguje, su α-7 nikotin 

acetilholin receptor, APP, N-metil-D-aspartat receptor, P75 neurotrofni receptor i 

receptor za lipoproteine male gustine (low-density lipoprotein receptor, eng.) (Cappai 

and Barnham, 2007., Ciccotosto et al., 2011.). 

Rezultati brojnih istraţivanja ukazuju da Aβ moţe da ošteti mitohondrije i 

izazove ćelijsku smrt epitelnih ćelija horioidnog pleksusa (Casley et al., 2002., Vargas 

et al., 2010.). Na osnovu ovih istraţivanja postavljena je hipoteza o naĉinu na koji Aβ 

indukuje ćelijsku smrt epitelnih ćelija horioidnog pleksusa: Aβ akumulacija utiĉe na 

povećanu produkciju NO, koja vrši inhibiciju mitohondrijalnih kompleksa od I do IV 

što utiĉe na povećanu produkciju reaktivnih kiseonikovih grupa, zbog kojih dolazi do 

izraţene ekspresije matriks metaloproteinaza i kaspaza što konaĉno uzrokuje ćelijsku 

smrt (Vargas et al., 2010.). 

Pretpostavlja se, da potencijalna Aβ toksiĉnost leţi u ĉinjenici da Aβ ima 

sposobnost da menja funkcije lipidne membrane. Reakcija izmeĊu Aβ proteina i lipida 

ćelijske membrane moţe generalno da utiĉe na fiziĉko-hemijska svojstva i funkcije 

ćelijske membrane (Pifer et al., 2011.). Smatra se da je Aβ toksiĉnost u korelaciji sa 

povećanim afinitetom Aβ prema plazma membrani (Ciccotosto et al., 2004., Smith et 

al., 2006., Ciccotosto et al., 2011.). Potencijalni molekuli u plazma membrani za 

vezivanje Aβ su lipidi, proteoglikani i proteini (Verdier and Penke, 2004.).  

U izgradnji plazma membrane uĉestvuju razliĉiti lipidi, koji joj daju heterogeni i 

asimetriĉni izled. Upravo ovakva graĊa je esencijalna za odvijanje normalnih ćelijskih 

procesa. Spoljašnja površina plazma membrane je bogata fosfatidilholinom i 

sfingomijelinom, lipidima koji sadrţe holin. Unutršanja površina plazma membrane je 

bogata lipidima, koji sadrţe amine, kao što su fosfatidiletanolamin i fosfatidilserin 

(Pomorski et al., 2004., Ciccotosto et al., 2011.). Dokazano je da premeštanje 

fosfatidilserina na spoljašnju stranu membrane predstavlja marker za identifikaciju 

apoptotiĉnih ćelija. TakoĊe, utvrĊeno je kod specifiĉne populacije neurona da je 

povećano premeštanje fosfatidilserina na spoljašnju stranu plazma membrane u 

korelaciji sa povećanjem koliĉine Aβ vezanog za ovu strukturu (Simakova and Arispe, 
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2007., Ciccotosto et al., 2011.). Ustanovljeno je da pri nakupljanju Aβ u mozgu dolazi 

do znaĉajnog povećanja koliĉine aneksin V peptida (annexin V peptid, eng.), koji je 

kalcijum zavisni fosfolipid vezujući protein, sa ulogom u prebacivanju fosfatidilserina 

sa unutrašnje na spoljašnju površinu plazma membrane (White et al., 2001., Ciccotosto 

et al., 2011.). 

Smatra se da lipidni dvosloj indukuje agregaciju i fibrilogenezu tako što stvara 

pogodne uslove za promenu konformacije proteina sa poslediĉnim stvaranjem 

protofibrilarnih i fibrilarnih struktura (Thirmulai et al., 2003., Sparr et al., 2004., 

Stefani, 2004., Zhao et al., 2004., Pifer et al., 2011.). Ćelijska membrana je mesto gde 

se formiraju peptidi amiloida što moţe za posledicu imati ćelijsku smrt. To se verovatno 

dešava zato što formirani amiloid povećava propustljivost membrane usled promene u 

arhitekturi lipidnog dvosloja (Michikawa et al., 2001., Lins et al., 2002., Sparr et al., 

2004., Valincius et al., 2008., Pifer et al., 2011.) ili moţe da formira neke strukture koje 

su sliĉne porama (Jang et al., 2007., Pifer et al., 2011.).  

In vitro je dokazano da su oligomeri Aβ1-42 toksiĉniji od, protofibrila i zrelih 

fibrila. Istraţivanja na kulturi ćelija kortikalnih neurona miševa (Ahmed et al., 2010.), 

ukazuju da se stvaranje toksiĉnih oligomera obavlja brţe i lakše od Aβ1-42 nego od 

Aβ1-40 peptida, što sugeriše da za njihovo pojavljivanje od presudnog znaĉaja C-

terminus (Soreghan et al. 1994., Bitan et al., 2003., Head et al. 2010.). Nasuprot ovim 

nalazima, u drugim istraţivanjima došlo se do zakljuĉka da je C-terminus Aβ1-42 bitan 

za formiranje njihove beta nabrane strukture i povezivanje više oligomera, pri ĉemu 

nastaju protofibrili i zreli fibrili, a samim tim i smanjivanje neurotoksiĉnosti (Ahmed et 

al., 2010.). 

Dimeri Aβ izolovani iz mozga i cerebrospinalne teĉnosti obolelih od Alzheimer-

ove bolesti izazivaju oštećenje sinapsi (Klubin et al., 2008., Shankar et al., 2008., Head 

et al., 2010.). Istraţivanja koja su sprovedena na juvenilnim pacovima sugerišu da 

dodekameri Aβ1-42 mogu uticati na pogoršanje pamćenja. Ovi dodekameri su poticali 

iz transgenih miševa sa izraţenom ekspresijom APP, a aplikovani su intracerebralno 

mladim pacovima (Lesne et al.,2006., Ahmed et al., 2010.). 
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Prisustvo Aβ1-42 u kulturi ćelija neurona PS1 transgenih miševa je dokazano 

imunofluorescencijom uz upotrebu konfokalnog mikroskopa, kao i 

imunohistohemijskom tehnikom. Smatra se, da Aβ prvo nastaje intracelularno u 

endoplazminom retikulumu i u Goldţijevom aparatu, a posle dolazi do njegovog 

nakupljanja ekstracelularno. Po ovoj teoriji kod Alzheimer-ove bolesti prvo dolazi do 

intracelularnog stvaranja Aβ pa tek do formiranja senilnih plakova i neurofibrilarne 

klubadi (Gouras et al. 2000.). 

U neuronima pacijenata sa Alzheimer-ovim oboljenjem, gde su dokazane 

nakupine Aβ1-42, nije dokazano prisustvo Aβ1-40 iako on nastaje u većem procentu od 

Aβ1-42 aktivnošću γ-sekretaze. Uoĉeno je, da se nagomilani intracelularni Aβ nalazio u 

razliĉitim regijama mozga kao i ekstracelularno akumulirani Aβ u vidu senilnih 

plakova. Ove promene su uoĉene u pojedinim regijama hipokampusa i entorinalnog 

korteksa. Intracelularno nakupljanje je dokazano u neuronima u hipokampusu (Gouras 

et al. 2000.).  

Uprkos znaĉajnom progresu u razumevanju razvoja depozita amiloida u mozgu 

starih pasa još uvek se ne zna kakva je veza izmeĊu koliĉine akumuliranog Aβ u mozgu 

i koliĉine rastvorljivih oligomera u mozgu i cerebrospinalnoj teĉnosti i njihovoj vezi sa 

procesom starenja (Head et al., 2010.). 

Iz mozga starih pasa je ekstrahovana veća koliĉina Aβ1-42 i Aβ1-40 nego kod 

mlaĊih pasa, a paralelno su imunohistohemijski dokazane masivne nakupine Aβ. 

Nasuprot promenama u koliĉini Aβ peptida u mozgu, u cerebrospinalnoj teĉnosti 

koliĉina Aβ1-42 se smanjuje sa godinama, a koliĉina Aβ1-40 zadrţava konstantan nivo. 

Smanjenje koliĉine Aβ1-42 u cerebrospinalnoj teĉnosti je skladu sa konceptom „efekta 

perifernog nakupljanja”, po kome se Aβ1-42 nakuplja u mozgu pri ĉemu se smanjuje 

njegova koliĉina u cerebrospinalnoj teĉnosti (DeMattos et al., 2001., Head et al. 2010.). 

Smatralo se da povećanje ukupnog APP dovodi do povećanog nakupljanja Aβ. 

MeĊutim, dobijeni rezultati u nekim ispitivanjima, ukazuju da se sa starošću pasa 

ukupna koliĉina APP smanjuje u svim ispitivanim regionima mozga (prefrontalni, 

parijetalni, okcipitalni korteks i hipokampus) (Pop et al., 2010.). 
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Kod pasa u procesu starenja β-amiloid se nakuplja u većoj meri u mnogim 

kortikalnim regijama mozga. Nalazi depozita Aβ u mozgu starih pasa sliĉni su sa 

nalazima depozita Aβ u mozgu ljudi. Pretpostavlja se da distribucija neurofibrilarne 

klubadi i depozita amiloida u ljudskom mozgu, nije nasumiĉna, već je njihovo 

nastajanje karakteristika odreĊenih delova i slojeva (Satou et al. 1997.). U mozgu starih 

pasa spontano se nakuplja Aβ identiĉan humanom, pri ĉemu dovodi do slabljenja 

kognitivnih funkcija. Za razliku od primata, kod kojih je potrebno nekoliko decenija, 

kod pasa se amiloid nagomilava za kraće vreme. Nagomilavanje u mozgu Aβ u obliku 

difuznih plakova povezan je sa ozbiljnim pogoršanjem u uĉenju i pamćenju starih pasa 

(Head et al., 2010). Ova paralela je u skladu sa idejom da se psi mogu iskoristiti kao 

model pored transgenih miševa za prouĉavanje nagomilavanja amiloida u mozgu, kao i 

potencijalni dobar animalni model za razvoj teraupetskih sredstava (Head et al., 2010.).  

2.4. VRSTE DEPOZITA AMILOIDA U MOZGU 

Depoziti amiloida u mozgu pasa se javljaju ekstracelularno u obliku senilnih 

plakova i nakupina u zidu krvnih sudova. Intracelularni depoziti u mozgu pasa se veoma 

retko sreću. Glavnu komponentu senilnih plakova i depozita u zidu krvnih sudova ĉini 

beta amiloid. Beta amiloid je izgraĊen od polipetida koji mogu imati u svom sastavu od 

39 do 44 aminokiseline. Proteini u ovim depozitima uglavnom imaju beta nabranu 

strukturu (Roher et al., 1993., Selkoe et al., 1994., Weigel et al., 1995., Head and Torp 

2002., Brellou et al. 2005.). U mozgu starih i dementnih ljudi se sreću plakovi izgraĊeni 

od dva glavna subtipa beta amiloida Aβ1-40 i Aβ1-42/43 (Selkoe et al. 1987., Tamaoka 

et al., 1994., Mann et al., 1995., Brellou et al., 2005.). U mozgu starih pasa plakovi su 

izgraĊeni uglavnom od Aβ1-42/43 sa prisustvom u manjem procentu Aβ1-40 

(Wisniewski et al., 1996., Brellou et al. 2005.). Nakupine amiloida u zidu krvnih 

cerebralnih sudova kod ljudi, maĉaka i pasa sadrţe Aβ1-40 i Aβ1-42 (Nakamura et al., 

1997., Rofina et al., 2003., Brellou et al., 2005.). Depoziti amiloida, koji se sreću kod 

razliĉitih vrsta, mogu se javiti u cerebralnom korteksu frontalne, parijetalne, okcipitalne 

ili temporalne regije. 
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2.4.1. Amiloidni (senilni) plakovi 

Senilni plakovi su promene u mozgu koje nastaju usled ekstracelularnog 

nakupljanja amiloida. Iako je prisustvo senilnih plakova potvrĊeno u mozgu ĉoveka, 

primata, maĉaka i pasa i kod mnogih drugih eksperimentalnih modela, nije u potpunosti 

razjašnjeno kako ih Aβ vlakna formiraju (Torp et al., 2000.). Pretpostavlja se, da 

formiranje senilnih plakova zapoĉinje nastajanjem prvo više sitnijih depozita Aβ, koji 

kasnije postepeno fuzionišu u veće kompkatne mase (Tekirian et al., 1996.).  

Postoji više podela senilnih plakova prema njihovim morfološkim 

karakteristikama. Jednu od prvih klasifikacija Aβ depozita u mozgu pasa napravili su 

Satou i sar. prema kojoj postoje ĉetiri tipa amiloidnih senilnih plakova. Prvi tip depozita 

dokazan je u nekoliko sluĉajeva, a karakteriše ga taloţenje Aβ u dubokim slojevima 

frontalnog koretksa (V i VI sloj sive supstance). Ovi depoziti su okrugle površine, male 

gustine i dijametra (do 180µm), difuzno rasuti i nejasno ograniĉeni. Drugi tip depozita 

je primarno lociran u V i VI sloju kore, ali je u nekim sluĉajevima zabeleţeno njegovo 

pruţanje i kroz slojeve III i IV pa ĉak i do drugog sloja. Ovi depoziti su difuznog oblika, 

nejasnih granica, sa tendecijom da se fuzionišu, a zajedno su zahvatali moţdano tkivo i 

u duţini nekoliko milimetara. Treći tip depozita se sastojao od gustih okruglih Aβ 

pozitivnih plakova, koji su prema morfološkom izgledu sliĉni senilnim plakovima kod 

ljudi, proseĉnog dijametra 120µm, u nekim sluĉajevima i 200µm. Bili su locirani od 

prvog do trećeg sloja frontalne kore. Treći tip depozita je bio praćen taloţenjem 

amiloida i u dubljim slojevima, tj. kao i kod drugog tipa depozita Aβ. Ĉetvrti tip 

depozita Aβ se protezao kroz sve slojeve kore, a retko je bio ograniĉen na slojeve kore 

od I do III, a sastavljen je od jako gustih, okruglih Aβ pozitivnih plakova. Ovaj tip 

depozita se reĊe sretao od trećeg tipa i nisu praćeni prisustvom difuznih depozita 

„sliĉnih oblacima“, kao kod trećeg tipa depozita (Satou et al., 1997.). U prethodnom 

istraţivanju skoro 10% pasa iz grupe starih pasa (10-15 godina) bilo je Aβ negativno. U 

ovoj grupi najĉešće su detektovani depoziti tipa I i II. U grupi veoma starih pasa (psi 

stariji od 15 godina) u 89,5% sluĉajeva dokazani su depoziti i to su bili tip II, III ili IV. 

Iz prethodno navedenih rezultata istraţivaĉi su zakljuĉili da su depoziti tipa I i II, koji se 

javljaju kod pasa starosti 10-15 godina, promene koje prethode nastajanju depozita III i 

IV kod pasa starijih od 15 godina (Satou et al. 1997.).  
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Pored podele senilnih plakova na ĉetiri grupe prema Satou i sar., Tekirian i sar. 

su senilne plakove podelili na dve osnovne grupe, a to su difuzni i neuritik tip plakova. 

Neuritik tip plakovi se dele u dve subklase: zreli i nezreli plakovi. Nezreli plakovi su 

sferiĉnog oblika i sadrţe Aβ vlakna isprepletena sa edematozni neuronima i njihovim 

nastavcima. Zrele plakove karakteriše gusto jezgro okruţeno sa distrofiĉnim neuronima 

i reaktivnim astrocitima. Difuzni plakovi su amorfne strukture i nisu udruţene sa 

edematoznim neuronima ili glijalnom komponentom. Smatra se, da se kod pasa javlja 

samo difuzni tip senilnih plakova (Tekirian et al., 1996.). 

TakoĊe, postoji podela senilnih plakova na tri tipa, a sliĉna je prethodno 

navedenoj podeli. Ona je izvršena na osnovu morfološkog izgleda, zastupljenosti 

vlakana u plaku i njihovoj povezanošću sa degenerativnim i reaktivnim elementima 

(distrofiĉni neuroni, astrociti i mikroglija). Prema ovoj podeli postoji: difuzni, primitivni 

i neuritik tip plakova (Dimacopoulos and Mayer., 2002., Brellou et al., 2005.). Difuzni 

plakovi su prvi ekstracelularni depoziti uoĉeni kod pacijenata sa Alzheimer-ovim 

oboljenjem i Daunovim sindromom (Gowing et al., 1994., Iwatsubo et al., 1994., 

Kumar-Singh, 2008.). Difuzni plakovi su u obliku „oblaka“ smeštenih perineuralno u 

subpijalnim slojevima mozga. IzgraĊeni su uglavnom od rastresito rasporeĊenih vlakana 

Aβ1-42 koji su tioflavin S i kongo crveno negativni. Ovaj oblik plakova se moţe 

dokazati imunohistohemijski. Primitivni plakovi sadrţe akumuliran β amiloid, koji je 

tioflavin S i kongo crveno pozitivan. Plakovi nemaju slojevitu graĊu, a vlakna su u 

njima gusto upletena. U plaku se mogu zapaziti pojedini distrofiĉni neuroni i reaktivne 

glija ćelije. Primitivni plakovi su najĉešći tip plakova koji se sreće kod transgenih 

miševa (Dimacopoulos and Mayer, 2002., Brellou et al., 2005., Kumar-Singh, 2008.). 

Neuritik tip plakovi se nazivaju „senilni“, „klasiĉni“ ili „zreli“ plakovi. „Klasiĉni“ 

plakovi su slojevite graĊe, a sastoje se od gustog jezgra i perifernog sloja. Periferni sloj 

je sliĉne graĊe kao difuzni plak sadrţi uglavnom vlakna Aβ1-42 koja su tioflavin S i 

kongo crveno negativna. Jezgro je tioflavin S i kongo crveno pozitivno i sadrţi u većoj 

meri fibrile izgraĊene od Aβ1-40 nego od Aβ1-42. U okviru plaka nalazi se dosta 

distrofiĉnih neurona i reaktivnih glija ćelija (Dimacopoulos and Mayer, 2002., Brellou 

et al., 2005., Kumar-Singh, 2008.).  
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Smatra se, da se od difuznih plakova kroz proces „sazrevanja“ formiraju gušći 

(„zreliji“) plakovi, prvo primitivni i na kraju neuritik tip, koji predstavljaju siguran znak 

Alzheimer-ove bolesti ljudi. U „zrelijim“ plakovima se sreće Aβ1-40 za razliku od 

difuznih koji sadrţe samo Aβ1-42 (Kumar-Singh et al., 2000., Kumar-Singh, 2008.). 

Opseţna imunohistohemijska istraţivanja ukazuju da se u moţdanom tkivu pasa 

najĉešće sreće difuzni tip plakova. Postoji dilema da li se pored difuznih plakova u 

mozgu starih pasa mogu javiti zreli plakovi (primitivnih i neuritik tip), s obzirom da su 

ih neke studije neosporno dokazale, mada retko. U ovim istraţivanjima plakovi su 

bojeni kongo crvenim i bili su pozitivni. Uprkos ovim nalazima, smatra se da su plakovi 

kod pasa uglavnom difuznog tipa (Dimacopoulos and Mayer, 2002.). 

Plakovi pronaĊeni u mozgu starih pasa, kao i u mozgu ljudi, nisu istog tipa u 

svim delovima moţdanog tkiva. Razliĉiti delovi moţdanog tkiva predstavljaju 

predilekciona mesta za formiranje specifiĉnih plakova i njihovu neravnomernu 

distribuciju u kvantitativnom smislu. Najĉešće mesto nakupljanja amiloida je frontalna 

kora zatim sledi parijetalna, entorinalna i na kraju okcipitalna kora. Promene u ovim 

delovima mozga utiĉu na smanjenu kognitivnu sposobnost (Dimacopoulos and Mayer, 

2002.). 

U pogledu hemijskog sastava difuzne plakove obrazuju razliĉiti proteinski 

molekuli. MeĊutim, odavno je poznato, da je Aβ glavni konstituent difuznih plakova. 

Zbog teškoća u praćenju procesa formiranja plakova, ne zna se šta je uzrok taloţenja 

Aβ. S obzirom da je primećeno, da se plakovi formiraju tako što se iz centralnog dela 

radijalno šire ka periferiji, to je dalo prve indicije da su neuroni izvor Aβ za stvaranje 

plakova. Danas se sa sigurnošću zna da se Aβ stvara u neuronima i osloboĊen iz njih u 

interneuronski prostor. Neka istraţivanja ukazuju da je transport Aβ veoma kompleksan 

i da neuroni ne samo što stvaraju Aβ, nego ga transportuju do aksona gde ga luĉe u 

sinaptiĉki pukotinu. TakoĊe, intraneuronska akumulacija Aβ dokazana je 

imunohistohemijskom tehnikom na apikalnim i bazalnim delovima dendrita. UtvrĊeno 

je da su molekuli Aβ, koji su detektovani u plakovima, razliĉite duţine i da potiĉu od 

amiloid prekursor proteina. Najĉešće prisutna forma u difuznim plakovima je Aβ1-42, 

dok u zrelijim plakovima postoje indicije da se nalazi i forma Aβ1-40. Još uvek nije 

jasno da li odnos Aβ1-42/Aβ1-40 u plaku moţe biti odluĉujući faktor progresije 



23 

 

difuznog u neuritik tip plaka kao i potencijalno veće neurotoksiĉnosti (Dimacopoulos 

and Mayer, 2002.). 

U parenhimu mozgu starih majmuna i medveda mogu nastati difuzni i zreli 

plakovi, dok se kod maĉaka i kamila formiraju samo difuzni (Nakayama et al., 2001., 

Capucchio et al., 2010.). TakoĊe, pojedini autori su ustanovili prisustvo difuznih 

plakova u moţdanom tkivu starih konja (Capucchio et al., 2010.). 

2.4.2. Cerebralna amiloidna angiopatija 

Cerebralna amiloidna angiopatija (cerebral amyloid angiopathy - CAA, eng.) je 

termin koji opisuje depozite amiloida u zidu arterija i arteriola, a reĊe kapilara i vena u 

centralnom nervnom sistemu. UtvrĊeno je, da CAA predstavlja rani i integralni deo 

patogeneze Alzheimer-ove bolesti kao i konstantnu promenu na krvnim sudovima u 

procesu starenja ljudi. TakoĊe, kod ţivotinja tokom starenja dolazi do stvaranja 

nakupina amiloida u zidu krvnih sudova (Walker, 1997., Borras et al., 1999., Capucchio 

et al. 2010.).  

Poznato je da više od 10 razliĉitih vrsta amiloid proteina/peptida koji mogu da se 

deponuju u zidu cerebralnih krvnih sudova i parenhimu mozga (Revesz et al., 2002., 

Hardy and Cullen, 2006., Kumar-Singh, 2008.). Nastanak CAA najĉešće je uzrokovano 

depozitima Aβ i sreće se normalno u procesu starenja, kod pacijenata sa familijarnom 

CAA i kod skoro svih pacijenata sa Alzheimer-om (Vinters et al., 1996., Revesz et al., 

2002., Kumar-Singh, 2008.). UtvrĊeno je, da su depoziti Aβ u zidu cerebralnih krvnih 

sudova štetni kako za strukturu tako i za funkciju krvnih sudova. TakoĊe, smatra se da 

je mehanizam nastanka CAA povezan sa nakupljanjem amiloida u mozgu i 

mehanizmima koji dovode do demencije. Pored toga, što CAA predstavlja neophodan 

faktor koji dovodi do demencije, on je i faktor rizika za nastanak moţdanog udara 

(Kumar-Singh, 2008.). 

Opšte je prihvaćeno da Aβ akumuliran u zidu cerebralnih krvnih sudova ima 

toksiĉno dejstvo za vaskularne elemente. Endotelne ćelije moţdanih krvnih sudova sa 

nakupljenim amiloidom podleţu degeneraciji kao i periciti (Farkas and Luten, 2001., 

Kumar-Singh et al. 2002.). 
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Prisustvo amiloida u zidu krvnih sudova u mozgu pacijenta sa demencijom 

zahvaljujući njegovoj kongofilnosti opisao je Scholtz 1938.godine (Vinters et al., 1996., 

Revesz et al., 2002., Kumar-Singh, 2008.). Iako je poĉetkom dvadesetog veka ispitivana 

pojava amiloidoze visceralnih organa animalnih eksperimentalnih modela, prve opise 

cerebralne amiloidne angiopatije kod starih pasa, dao je Braunmühl tek sredinom 20. 

veka (Walker, 1997.). Od animalnih modela za ispitivanje CAA, korišćeni su transgeni 

miševi, psi, neke vrste majmuna i druge (Walker, 1997., Elfenbein et al., 2007.). 

UtvrĊeno je kao i kod ljudi, da je CAA kod pasa u pozitivnoj korelaciji sa uĉestalošću 

krvarenja u mozgu ( Uchida et al., 1991., Walker, 1997.).  

Dokazano je, da kod starih ljudi i ljudi sa Alzheimer-ovim oboljenjem dolazi do 

nakupljanja Aβ u leptomeningealnim i kortikalnim arterijama, arteriolama i kapilarima. 

Depoziti Aβ se ĉešće sreću u krvnim sudovima sive mase velikog i malog mozga u 

odnosu na krvne sudove u beloj supstanci. Ove promene se javljaju najĉešće u nekoliko 

kortikalnih regija kao što su frontalna, okcipitalna i parijetalna kora (Vinters et al., 

1996., Revesz et al., 2002., Kumar-Singh, 2008.). Histološki se razlikuju tri oblika 

cerebralne angiopatije blagi, umereni i teški oblik. Kod blagog oblika Aβ depoziti su 

ograniĉeni u pojedinim delovima mišićnog sloja normalnih krvnih sudova. Pri razvoju 

umerenog oblika cerebralne angiopatije depoziti zahvataju ceo mišićni sloj krvnih 

sudova, ĉija je arhitektura u potpunosti izmenjena. Najteţi oblik CAA se karakteriše 

time da depoziti Aβ zahvataju sve delove zida krvnog suda ĉime je arhitektura zida 

krvnog suda narušena. Usled promene u strukturi zida javljaju se sekundarne promene 

na krvnim sudovima kao što su mikroangiopatije, mikroaneurizme i nekroza (Vinters et 

al., 1996., Revesz et al., 2002., Kumar-Singh, 2008.).  

Postoje tri hipoteze nastanka cerebralne amiloidne angiopatije, a to su: 

„sistemska“, „vaskularna hipoteza“ i „hipoteza drenaţe“. „Sistemska hipoteza“ se bazira 

na ĉinjenici da većina ćelija potencijalno moţe da stvori Aβ, jer u njima moţe da doĊe 

do ekspresije APP gena. Po ovoj hipotezi se smatra da Aβ potiĉe iz sistemske 

cirkulacije. Postoje brojni dokazi koji opovrgavaju „sistemsku hipotezu“ (Kumar-Singh, 

2008.). Prema „vaskularnoj hipotezi“ smatra se da Aβ potiĉe iz ćelija krvnih sudova 

mozga pošto kod njih dolazi do ekspresije APP gena. Ekspresija APP gena kod ljudi je 

dokazana kod razliĉitih tipova ćelija, koje uĉestvuju u izgradnji zida krvnog suda ili 
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koje se nalaze oko krvnih sudova. Endotelne ćelije, glatkomišićne ćelije zida krvnog 

suda i periciti su ćelije kod kojih dolazi do ekspresije APP gena (Natte et al., 1999., 

Kumar-Singh, 2008.). Glavni argument koji opovrgava ovu hipotezu je ĉinjenica da su 

velike arterije slabije zahvaćene cerebralnom amiloid angiopatijom od manjih arterija ili 

kapilara. „Hipoteza drenaţe“ sugeriše da se stvoreni Aβ drenira u perivaskularni 

prostor, a da do akumulacije dolazi usled nefunkcionisanja mehanizama za dalje 

uklanjanje Aβ (Kumar-Singh, 2008.). 

2.5. ALZHEIMER-OVA BOLEST  

Prve opise depozita oznaĉene kao „milijarne nekroze“, a kasnije kao senilni 

plakovi, dali su Blocq i Marinesko (1892. godine) i Emil Redlih (1898. godine) kod 

pacijenata sa epilepsijom i sa senilnom demencijom. Emil Redlih je smatrao da plakovi 

potiĉu iz glija ćelija zbog njihovog bliskog kontakta sa astrocitima. Kliniĉkim 

praćenjem i patohistološkom analizom Alois Alzheimer je opisao jedinstvenu kliniĉko-

patološku sliku, koja je nedugo posle toga nazvana Alzheimer-ova bolest. On je 1907. 

pored plakova opisao i neurofibrilarnu klubad i povezao ih sa demencijom (Gouras et 

al. 2005.). 

Alzheimer-ova bolest (Alzheimer’s disease - AD, senile dementia Alzheimer’s 

type, SDAT, eng.) je najrasprostranjenija neurodegenerativna bolest. Postoje dva oblika 

ove bolesti: familijarna rana AD (familial early-onset Alzheimer’s disease - FAD, eng.) 

i sporadiĉna kasna AD (sporadic late onset Alzheimer’s disease - SAD, eng.). Oblik 

bolesti koji se ĉesto pojavljuje kod ljudi starijih od 65 godina je SAD, dok FAD 

predstavlja genetski naslednu dominantno autozomno oboljenje sa mutacijama na 

genima, koji kodiraju APP, PSEN1 (presenilin1, eng.) ili PSEN2 (presenilin2, eng.) 

(Haass and De Stooper, 1999., Mauer and Hoyer, 2006., Dorfman et al., 2010.). 

Kliniĉki, AD se manifestuje progresivnim gubitkom pamćenja i kognitivnih funkcija 

(Vargas et al., 2010.). Demencija je posledica nagomilavanja patološkog proteina u 

neuronima neokorteksa i hipokampusa. Neokorteks i hipokampus su delovi mozga koji 

kontrolišu pamćenje. Kada doĊe do smrti neurona u pomenutim regijama osobe gube 

kapacitet pamćenja i sposobnost da odgovore na svakodnevne zadatke. Alzheimer-ova 

bolest je veoma raširena bolest u svetu sa širokim spektrom simptoma i nekoliko 

patomorfoloških promena. Razliĉite patomorfološke promene u mozgu ovih pacijenata 
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su povezane jedne sa drugim. Bolest karakteriše kortikalna atrofija sa poslediĉnim 

masivnim gubitkom neurona (Du et al., 2005., Ezkiel et al., 2004., Rofina et al., 2006., 

Selkoe, 2001., Marco and Skaper 2006., Vargas et al.,2010.), abnormalnom 

akumulacijom beta amiloida (Cummings et al., 1996b, Cummings et al., 1996d, Selkoe, 

2001., Rofina et al., 2006., Marco and Skaper 2006., Ciccotosto et al., 2011.), 

akumulacija produkata nastalih pri oksidativnom stresu (Butterfield et al., 2001., Rofina 

et al., 2006.) i intracelularno prisustvo neurofibrilarne klubadi (Tiraboshi et al., 2004., 

Rofina et al., 2006., Marco and Skaper, 2006., Vargas et al., 2010.).  

Kod ljudi obolelih od Alzheimer-ove bolesti u mozgu dolazi do ekstracelularnog 

nagomilavanja beta amiloida u vidu senilnih plakova i cerebralne angiopatije. Senilni 

plakovi u mozgu pacijenata sa SDAT se razvijaju u segmentima koji su odgovorni za 

memoriju i kogniciju (Pifer et al., 2011.). Glavna komponenta senilnih plakova i 

cerebrovaskularnih depozita su beta amiloidi, polipeptidi sa razliĉitim brojem 

aminokiselina (39-43) u svom sastavu, a nastali su proteolizom APP. Rastvorljiva forma 

cirkulišićeg beta amiloida je Aβ1-40, dok je Aβ1-42 nerastvorljiva forma podloţnija 

formiranju fibrilarnih formacija i predstavlja glavni konstituent senilnih plakova (Marco 

and Skaper, 2006.). Plakovi ne sadrţe samo Aβ, već i druge proteine, kao što su apoE, 

apoJ i još neke druge inflamatorne molekule, a koji su u bliskom kontaktu sa 

distrofiĉnim dendritima i aksonima, aktiviranim mikroglija ćelijama i reaktivnim 

astrocitima (Pifer et al., 2011.). Paralelno sa formiranjem senilnih plakova dolazi do 

nakupljanja depozita amiloida u zidu cerebralnih krvnih sudova, koji znaĉajno uĉestvuju 

u patogenezi AD (Rodriguez et al., 2000., Marco and Skaper, 2006.). Akumuliran u 

zidu krvnih sudova, Aβ oštećuje krvno-moţdanu barijeru (Kalaria, 1999., Miyakawa et 

al., 2000., Deane and Zlokovic, 2007., Vargas et al., 2010.) i uzrokuje smrt endotelnih 

ćelija tzv. „smrt sliĉnu apoptozi“ (apoptosis-like death, eng.) (Blanc et al., 1997., Xu et 

al., 2001., Yin et al., 2002., Vargas et al., 2010.). Iako veliki broj dokaza iz istraţivanja 

sugeriše da toksiĉni efekat Aβ podrazumeva aktivaciju mehanizama apoptoze (Loo et 

al., 1993., Estus et al., 1997., Yao et al., 2005., Yin et al., 2006.), ipak specifiĉni 

signalni putevi kojima Aβ dovodi do smrti ćelije nisu kompletno razjašnjeni (Vargas et 

al, 2010.). 
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Dokazno je, da Aβ1-42 u kulturi cerebralnih endotelnih ćelija utiĉe na proteine 

koji uĉestvuju u formiranju „ĉvrstih veza“ (tight junction, eng.) izmeĊu endotelnih ćelija 

u moţdanim krvnim sudovima. U integralne proteine „ĉvrstih veza“ ubrajaju se klaudin 

1 (claudin 1, eng.), klaudin 2 (claudin 2, eng.) i okludin (ocludin, eng.), dok su 

„pomoćni proteini“ ZO-1 i ZO-2 (zonula occludens proteins - ZO, eng.) pripadnici 

grupe proteina nazvanih kao guanilil kinaza (membrane associated guanylate kinase - 

MAGUK, eng.). Uglavnom, Aβ1-42 utiĉe na smanjenu ekspresiju ovih proteina posle 

aplikacije u kulturu ćelija (Marco and Skaper, 2006.). 

Pored akumulacije Aβ u parenhimu i zidu krvnih sudova mozga, on se nakuplja i 

u epitelu horioidnog pleksusa, primarnoj komponenti barijere izmeĊu krvi i 

cerebrospinalne teĉnosti (Dietrich et al., 2008.). Poznato je da horioidni pleksus ima 

kljuĉnu ulogu u odrţavanju normalnog funkcionisanja neurona, tako što uĉestvuje 

uklanjanju Aβ iz moţdane supstance (Carro et al., 2002., Zlokovic, 2004.). Rezultati iz  

mnogih istraţivanja sugerišu da postoji direktna veza izmeĊu depozita Aβ u epitelu 

horioidnog pleksusa i poremećaja u njegovoj strukturi i funkciji (Dietrich et al., 2008., 

Vargas et al., 2010.). MeĊutim, precizna uloga i mehanizam toksiĉnosti Aβ za epitelne 

ćelije horioidnog pleksusa nisu u dovoljnoj meri objašnjeni.  

Neurofibrilarna klubad predstavljaju intracelularne nakupine abnormalnog 

fosforilisanog tau proteina (neurofibrillary tangles - NFT, eng.). Abnormalni 

fosforilisani tau protein je pronaĊen i kod drugih neurodegenerativnih bolesti ljudi, koje 

se svrstavaju u grupu oboljenja oznaĉenih kao taupatije (Head et al., 2010., Capucchio 

et al., 2010.). Kod taupatija nije uoĉeno nagomilavanje Aβ amiloda u mozgu, tako da je 

ta promena u mozgu relativno specifiĉna za Alzheimer-ovu bolest (Head et al., 2010.).  

2.6. EKSPERIMENTALNI MODELI 

Razumevanje mehanizama nastanka promena u procesu starenja i razvoju 

Alzheimer-ove bolesti je oteţano nedostatkom dobrih eksperimentalnih modela na 

ţivotinjama, koji bi obuhvatili sve promene (Torp et al., 2000.). Za prouĉavanje 

mehanizama nastanka starosnih promena i promena nastalih pri razvoju Alzheimer-ove 

bolesti korišćeni su miševi, pacovi, kokošiji embrioni, psi, maĉke, razni primati, delfini 

i druge. 
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Glodari, prvenstveno miševi (Mus musculus) su ţivotinjska vrsta, koja se ĉesto 

koristi u brojnim medicinskim istraţivanjima razliĉitih patoloških stanja koja se javljaju 

kod ljudi. Njihov kratak ţivotni ciklus, raĊanje velikog broja mladih i mala veliĉina ih 

ĉini veoma dobrim eksperimentalnim modelom na kome se mogu lako izvoditi 

ispitivanja. U eksperimentalne svrhe se koriste transgeni miševi tzv. „knock out“ 

miševi, koji su deficitarni za odreĊeni gen ili odreĊene gene. Beta sekretaza „knock out“ 

miševi su jedinke u kojima se ne sintetiše β-sekretaza i ne stvara se Aβ. Smatra se da bi 

inhibitori β-sekretaze spreĉili stavaranje Aβ i tu svrhu se razvijaju nova terapeutska 

sredstva koja bi spreĉila stvaranje Aβ. Pored „knock out“ miševa korišćeni su miševi sa 

izraţenom ekspresijom odreĊenih gena kao što je gen za APP. Transgeni miševi kod 

kojih dolazi do nagomilavanja amiloida u mozgu, nisu uvek pokazivali kompletne 

nervne simptome karakteristiĉne za Alzheimer-ovu bolest (Sarasa and Pesini, 2009.). 

Pacovi (Rattus norvegicus) se takoĊe koriste za prouĉavanje patoloških promena 

u centralnom nervnom sistemu. Uloga neprilizina (neprilisyn, eng.) i insulin 

degradirajućeg enzima (insulin degrading enzyme, eng.) u razgradnji Aβ otkrivena je 

zahvaljući podacima dobijenim iz brojnih eksperimenata izvedenih na pacovima. 

Primarna struktura Aβ pacova i miševa se razlikuju od humanog Aβ za tri aminokiseline 

pa se i proces stvaranja amiloida od APP razlikuje kod ovih ţivotnija i ljudi. Kod 

pacova su izolovane ĉetiri izoforme APP (APP-695, APP-714, APP-751, APP-770) 

(Sarasa and Pesini, 2009.). 

Za prouĉavanje starosnih promena i promena koje nastaju u mozgu ljudi sa 

Alzheimer-ovim oboljenjem takoĊe je korišćeno morsko prase ili zamorac (Cavia 

porcellus). Sekvenca Aβ peptida, koja se sintetiše kod morskog praseta, identiĉna je 

humanoj sekvenci Aβ. Nedostatak ovog modela je u tome što se ne razvijaju identiĉne 

patološke promene u mozgu (senilni plakovi i neurofibrilarna klubad). TakoĊe, 

ponašanje karakteristiĉno za vrstu nije u dovoljnoj meri prouĉeno (Beck et al., 2003., 

Sarasa and Pesini, 2009.). 

Kunići (Oryctolagus cuniculus domesticus) imaju identiĉnu sekvencu Aβ 

peptida humanom peptidu, ali kao i kod morskog praseta spontano se ne javljaju 

promene karakteristiĉne za Alzheimer-ovu bolest (Johnstone et al., 1991., Sarasa and 

Pesini, 2009.). Ishranom kunića hranom, koja je bogata holesterolom i u koju je 



29 

 

dodavan bakar, u kori mozga nastajali su depoziti amiloida. Ovi kunići su imali 

smanjenu sposobnost uĉenja komplikovanijih zadataka. Dobijeni rezultati ukazuju da 

bakar ima uticaj na akumulaciju Aβ u mozgu zbog smanjene razgradnje (Sparks et al., 

2006., Sparks, 2007., Sarasa and Pesini, 2009.).  

Kokošiji embrioni se mogu takoĊe koristi za prouĉavanje amiloidoze u mozgu. 

Tri izoforme APP izolovane su iz kokošijih embriona (APP-695, APP-751, APP-770). 

Sliĉnost sekvence gena za APP kokošijeg embriona i humanog je 96%. Domen Aβ 

APP-a kokošijeg embriona je identiĉan sa humanim. U kokošijem embrionu dolazi do 

ekspresije gena za enzime, koji uĉestvuju u stvaranju beta amiloida, ukljuĉujući 

BACE1, BACE2, presinilin1, presenilin2, nikastrin. Glavni Aβ peptid koji se stvara 

tokom embriogeneze je Aβ1-42 (Carrdoguas et al., 2005.). U kokošijem embrionu 

stvaraju se neprilizin, glavni enzim za razgradnju beta amiloida, i ADAM-17 (a 

disintegrin and metalloproteinases-ADAM, eng.), proteaza ukljuĉena u neamiloidogeni 

proces APP-a. Prouĉavanje starosnih promena u mozgu pilića, tj. kokošaka, je oteţano 

zbog toga što ne postoje patohistološki standardi za ţivotni uzrast ove ţivotinjske vrste 

(Dani, 1997., Sarasa and Pesini, 2009.). 

Smatra se da je pas (Canis lupus familiaris) jedan od pogodnijih modela za 

prouĉavanje neurodegenerativnih bolesti i staraĉkih promena u mozgu ljudi zbog 

sliĉnosti i kompleksnosti promena u mozgu i ponašanju (Cummings et al. 1993b, 

Cummings et al. 1996b, Satou et al., 1997., Adams et al., 2000., Rofina et al., 2006.). 

Pas je evolutivno bliţi ĉoveku od drugih pomenutih vrsta. Incidenca formiranja plakova 

u mozgu starijih pasa je relativno visoka, ali bez prisustva neurofibrilarne klubadi. Ovo 

moţe biti od koristi u prouĉavanju poĉetnog stadijuma nagomilavanja Aβ i formiranja 

plakova u regiji gde je došlo degeneracije, a u odsustvu neurofibrilarne klubadi (Satou 

et al., 1997.). Neki smatraju da nema dovoljno vremena za stvaranje neurofibrilaralne 

klubadi u mozgu pasa zbog ranog uginuća (Papaioannou et al., 2001., Yu et al., 2011.).  

UtvrĊeno je da kod starih pasa dolazi do nakupljanja amiloida i slabljenja 

kognitivnih sposobnosti (Torp et al., 2000.). Njihovi odgovori su oslabljeni, zakasneli 

ili izostaju reakcije na razne zadatke, koji su pred njih postavljeni (uĉenje 

prepoznavanja, prostorna orijentacija i dr.). TakoĊe, ustanovljeno je da su razne 

kognitivne disfunkcije u vezi sa koliĉinom nagomilanog Aβ u hipokampusu i frontalnoj 
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kori (Cummings et al., 1996a, Cummings et al., 1996d, Satou et al., 1997.). Slabljenje 

kognitivnih sposobnosti (uĉenje i pamćenje) su u korelaciji sa depozitima Aβ u korteksu 

mozga. Patohistološka istraţivanja su pokazala da se kod pasa javljaju promene u 

poĉetku u frontalnom korteksu i hipokampusu sliĉno kao i u mozgu starih ljudi i 

obolelih od Alzheimer-ove bolesti. Depoziti Aβ se prvo stavaraju u dubljim slojevima, a 

kasnije i u površnim slojevima korteksa. Enzimi ukljuĉeni u stvaranju beta amiloida i 

APP su identiĉni kod psa i ĉoveka. Neki autori su u svojima ispitivanjima uoĉili da su 

koliĉina i tip ekstrahovanog Aβ iz mozga pasa i cerebrospinalne teĉnosti, povezani sa 

procesom starenja i da pokazuju veliku sliĉnost sa humanim tipom (Head et al., 2010.). 

Peptid psa Aβ1-42 je identiĉan humanom, dok se peptid miša i pacova razlikuje za tri 

aminokiseline. TakoĊe, identifikovani beta peptidi kraćih lanaca od Aβ1-42 pasa i ljudi 

su identiĉni, a razlikuju se od peptida miševa i pacova. UtvrĊeno je, da enzimi koji 

uĉestvuju u procesima obrade APP kod ljudi i pasa pokazuju stepen homologije 92-

100% (Gonzales-Martines et al., 2011.). Depoziti Aβ se ne javljaju uvek kod starih pasa 

kako bi se oĉekivalo. Nepostajanje dovoljno podataka o neuroanatomskoj organizaciji i 

o normalnom procesu starenja ĉine glavni nedostatak psa kao eksperimentalnog modela 

(Sarasa and Pesini, 2009.). 

Kod starih sivih mišjih lemura (Microcebus murinus) u 20% sluĉajeva dolazi do 

masivne moţdane atrofije, stvaranja amiloidnih plakova, citoskeletnih taupatija i 

gubitka holinergiĉkih neurona. Lemuri postaju stari već sa 5 godina (Bons et al., 2006., 

Sarasa and Pesini, 2009.). Taupatija sliĉna kao kod Alzheimer-ove bolesti ljudi je 

otkrivena i kod stare šimpanze (Pan troglodytes). Neurofibrilarne promene u neuronima 

vezane za starost, bez nakupljanja Aβ, opisane su kod koza i ovaca, a kod polarnog 

medveda u prisustvu Aβ u mozgu. U nervnom tkivu delfina dokazani su masivni kongo 

crveno pozitivni depoziti. Ovi depoziti su identifikovani u produţenoj moţdini, velikom 

i malom mozgu. TakoĊe, dokazan je visok stepen homologije delfinovih i humanih 

proteina APP, BACE, presenilin-1, presenilin-2. UtvrĊeno je, da su Aβ1-42 peptidi 

izolovani kod tri vrste delfina (Grampus griseus, Stenella coeruleoalba i Tursiops 

truncatus) identiĉni humanom peptidu (Sarasa and Pesini, 2009.).  
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2.7. INTRACELULARNE PROMENE U NEURONIMA 

Neurodegenerativne promene u mozgu tokom starenja pasa nisu ograniĉene 

samo na nagomilavanje Aβ, već je to širok spektar promena koje se dešavaju na 

intracelularnom nivou. U te promene se ubrajaju: promene na citoskeletu, promene u 

integritetu genoma, promene na nivou sistema za prenos signala u ćeliji, promene u 

odrţavanju redoks potencijala u ćeliji (oksidativni stres), akumulacije lipofuscina i 

druge. 

Promene na citoskeletu u vidu formiranja neurofibrilarnih klubadi su dokazane 

kod ljudi obolelih od oboljenja nazvanih taupatije. U taupatije spadaju Alzheimer-ova 

bolest, Parkinsonova bolest, Daunov sindrom i druge bolesti. Smatra se da se u mozgu 

pasa pri degeneraciji neurona ne stvaraju neurofibrilarna klubad (Dimacopoulos and 

Mayer, 2002.).  

Poznato je da pri degeneraciji neurona dolazi do narušavanja integriteta genoma. 

U istraţivanjima je uoĉena pozitivna korelacija izmeĊu oštećenja DNK i koliĉine 

nagomilanog amiloida u mozgu starijih pasa. Smatra se, da je obim oštećenja DNK u 

direktnoj vezi sa obimom nagomilanog Aβ. UtvrĊeno je, da fragmentacija DNK nije 

posledica aktivacije mehanizama apoptoze, već u procesu starenja spontano dolazi do 

fragmentacije DNK u neuronima pasa i ljudi (Anderson et al., 2000., Dimacopoulos and 

Mayer, 2002.).  

Poremećaji intracelularnih signalih puteva nastalih pri degeneraciji neurona 

nastaju zbog promene na razliĉitim receptorima, koji su kinaze, fosfataze ili 

predstavljaju transkripcione faktore. Uoĉeno je, da amiloid smanjuje fosforilaciju 

jednog transkripcionog faktora koji utiĉe na ekspresiju gena za neurotrofni faktor 

(brain-derived neurotrophic factor, BDNF, eng.). Smanjeno stvaranje neurotrofnih 

faktora dovodi do gubitka neurona (Dimacopoulos and Mayer, 2002.). 

Zapaţeno je, da oksidativni stres ima veoma veliki znaĉaj u patogenezi oboljenja 

kao što su neurodegenerativna oboljenja i kancerogeneza. Visok nivo oksidativnog 

stresa je uoĉen u mozgu starih pasa. Imunohistohemijskom tehnikom dokazano je 

prisustvo markera oksidativnog stresa u neuronima, u depozitima amiloida, u zidu 

krvnih sudova i perivaskularnim prostorima. Pri oksidativnom stresu dolazi do 
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neravnoteţe izmeĊu odbrambenih antioksidativnih mehanizama i koliĉine slobodnih 

radikala. Oksidativni stres izaziva degeneraciju neurona i ima znaĉajnu ulogu u 

patogenezi Alzheimer-ove bolesti (Dimacopoulos and Mayer, 2002.). 

Rezultati nekih istraţivanja sugerišu da je Aβ neurotoksiĉan zato što podstiĉe 

razvoj oksidativnog stresa u ćeliji, sa poslediĉnim oštećenjem mitohondrija i gubitkom 

aktivnosti kompleksa respiratornog lanca (Bosetti et al., 2002., Casley et al., 2002., 

Devi et al., 2006., Fukui et al., 2007.). TakoĊe, Aβ pospešuje stvaranje azotnog oksida 

(NO) u neuronima (Keil et al., 2004.) i endotelnim ćelijama (Lüth et al., 2001., Suhara 

et al., 2003.). Azotni oksid je signalni molekul koji reguliše mnoge biološke procese u 

nervnom sistemu, ukljuĉujući i apoptozu (Baud et al., 2004., Figueroa et al., 2006., 

Vargas et al., 2010.). Poznato je, da NO inhibira odvijanje normalnih procesa na 

respiratornom lancu mitohondrija i da povećava ekspresiju i pojaĉava aktivnost matriks 

metaloproteinaza 9 (matrix metallopreteinases 9, MMP-9, eng.) (Brown and Borutaite, 

2002., Gu et al., 2002., Vargas et al., 2010.). Enzimi MMP9 se oslobaĊaju pri stresu i 

tada uĉestvuju u oštećenju krvno-moţdane barijere (Rosenberg et al., 1998., Gashe et 

al., 2002.). Inaĉe, metaloproteinaze se nalaze ekstracelularno u rastvorljivom obliku ili 

su vezane za membranu i u normalnim fiziološkim uslovima uĉestvuju u remodeliranju 

ekstracelularnog matriksa (Werb, 1997., Nagase and Woesner, 1999.). Praktiĉno 

metaloproteinaze imaju sposobnost da izvrše proteolizu endotelne bazalne membrane i 

na taj naĉin dovode do oštećenja krvno-moţdane barijere (Rosenberg et al., 1998., Lee 

et al., 2003., Vargas et al., 2010.). 

2.8. METALOTIONEINI 

Metalotioneini (MT) su proteini male molekulske teţine (6-7kDa) bogati 

cisteinom (23-33 mol%). U familiju metalotioneina ubrajaju se ĉetiri razliĉite izoforme, 

koje su pronaĊene u raznim tkivima (Nakajima and Suzuki, 1995., Zheng et al., 1995., 

Erickson et al., 1997., Adlard et al., 1998, Swindell, 2011.). Izoforme I i II dokazane su 

u većini tkiva, III u mozgu i izoforma IV u stratifikovanom skvamoznom epitelu 

(Erickson et al., 1997., Adlard et al., 1998., Kojima et al., 1999.). Povećanu sintezu 

metalotioneina u ćeliji indukuju brojni razliĉiti faktori kao što su bakterijski 

endotoksini, bivalentni teški metali, oksidativni stres, razliĉiti citokini i polipeptidni 

hormoni (Anezaki et al., 1995., Dalton et al., 1995., Ebadi et al., 1995., Zheng et 
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al.,1995., Adlard et al., 1998., Swindell, 2011.). Pri oksidativnom stresu sinteza 

metalotioneina moţe biti indukovana i intenzivirana oslobaĊanjem rastvorljivih 

medijatora, kao što su glukokortikosteroidi i citokini (Adlard et al., 1998.).  

U ćeliji metalotioneini imaju ulogu nosaĉa metala, kao što su bakar i cink. 

Metalotioneini verovatno imaju ulogu u DNK transkripciji, sintezi proteina i replikaciji, 

jer vezuju metale, koji na taj naĉin postaju dostupni enzimima i transkripcionim 

faktorima. TakoĊe, metalotioneini vezivanjem metala u ćeliji vrše detoksikaciju. Oni su 

jedan od odbrambenih mehanizama ćelije od dejstva slobodnih radikala. Metalotioneini 

poseduju, sliĉno kao i glutation, sulfhidrilne grupe, koje vezuju slobodne hidroksilne i 

superoksidne radikale, a koje reaguju sa elektrofilima i na taj naĉin spreĉavaju 

oksidativna oštećenja ćelije (Adlard et al., 1998.). Peroksinitrat neutrališu MT I i II, a 

MT III hidroksidni radikal i peroksinitrat. UtvrĊeno je, da MT III neutrališe slobodne 

radikale na bazi Fenton-ove reakcije ili fotolize hidroksidnog radikala. Metalotionein III 

se naziva i inhibitorni faktor rasta (growth inhibitory factor, GIF, eng.), jer inhibira 

neurotrofne faktore (Uchida et al., 2002., Uchida, 2010.). 

U mozgu ljudi imunohistohemijski su dokazane izoforme I i II metalotioneina 

(MT I i MT II) najĉešće u astrocitima i njihovim produţecima neokorteksa (Adlrad et 

al., 1998.). Imunohistohemijski pozitivni signal je ĉesto difuzno rasporeĊen u sivoj masi 

od sloja od II do VI, dok se u sloju I ne javlja. U beloj masi ovaj signal je uniformno 

rasporeĊen po ĉitavoj površini. Dobijeni rezultati u ispitivanjima nekih autora ukazuju 

da pri razvoju starosnih promena i razvoju Alzheimer-ove bolesti raste nivo 

metalotioneina u mozgu. Po intenzitetu pozitivni signal je jaĉi u mozgu pacijenta sa 

Alzheimer-ovim oboljenjem nego kod starijih osoba bez simptoma oboljenja. Povećanje 

nivoa metalotioneina u ranim i kasnim stadijumima Alzheimer-ove bolesti predstavlja 

odgovor okolnog tkiva na povećan nivo slobodnih radikala (Adlard et al., 1998.). 

Metalotionein III je dokazan kod ljudi u glija ćelijama malog mozga i 

astrocitima neokorteksa, hipokampusa, striatuma, moţdanog stabla i kiĉmene moţdine, 

ali nije dokazan u Švanovim ćelija. Imunohistohemijskim bojenjem na MT III pojedini 

delovi mozga su pokazivali pozitivni signal razliĉitog intenziteta. Jako pozitivni signal 

je uoĉen u neokorteksu u slojevima od II do VI, u hipokampusu molekularni sloj 

dentalnog girusa i sloj piramidalnih ćelija, a u kiĉmenoj moţdini u sivoj supstanci. Slab 
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imunohistohemijski pozitivni signal je zapaţen u beloj supstanci kiĉmene moţdine i u 

neokorteksu u subkortikalnoj zoni. U neokorteksu produţeci pozitivnih astrocita grade 

gustu mreţu. U delovima koji imaju slab signal pozitivna su samo tela astrocita 

(Uchida, 2010.).  

2.9. UBIKVITIN 

Proteolizu većine proteina u ćelijama obavlja sistem ubikvitin-proteazomi. Za 

oštećene ili istrošene proteine ubikvitin se vezuje kovalentno, a za ovaj proces je 

potrebna kaskadna enzimska reakcija koja ima tri faze: fazu aktivacije, fazu konjugacije 

i fazu vezivanja. U procesu kovalentog vezivanja ubikvitina za ciljne proteine, koji će 

biti razloţeni, vezuje se veći broj molekula ubikvitina ĉineći tako poliubikvitinski lanac 

(Bingol et al., 2005.). 

Delimiĉna ili potpuna prоtеоlizа prоtеinа su vаţni mеhаnizmi zа rеgulisаnjе 

biоlоških prоcеsа. Vеći dео intrаcеlulаrne prоtеоlizе je kаtаlizоvаn оd strаnе sistеmа 

ubikvitin-prоtеаzоmi, kојi je nа tај nаĉin uklјuĉеn u mnоgе vitаlnо vаţne ćеliјske 

funkciјe. Poremećaj u funkcionisanju sistema ubikvitin-proteazomi zbоg оntоgеnеtskоg 

rаzvоја ili zbоg pаtоlоških prоmеnа nеminоvnо dovode do narušavanja intеgritеta ćеliје 

(Giannini et al., 2013.). 

U nervnom sistemu sistem ubikvitin-proteazomi ima normalnu fiziološku ulogu, 

dok brojna istraţivanja ukazuju na njegovu ulogu i u nastanku neurodegenerativnih 

oboljenja ljudi ukljuĉujući i Alzheimer-ovu bolest (Upadhya and Hegde, 2007.). Inaĉe, 

kod neurodegenerativnih oboljenja ljudi ustanovljena je odreĊena korelacija izmeĊu 

stepena dementnosti i pojave neurofibrilane klubadi vezane za ubikvitin. Kod 30% 

pacijenata sa SDAT pronaĊen je u neurofibrilarnim klubadima tau protein vezan sa 

ubikvitinom (Upadhya and Hegde, 2007.). Iako kod pasa nije dokazno prisustvo 

neurofibrilane klubadi, u mozgu uoĉeno je da ubukvitin formira granularne agregate u 

aksonima sa mijelinskim omotaĉem, a gustina im se povećava sa starošću.  

U nekim neurodegenerativnim oboljenjima ustanovljeno je nakupljanje 

nerastvorljivih agregata proteina ili formiranje „inkluzionih telašaca“ (inclusion bodies, 

eng). Mnoge nastale agregate pri razvoju neurodegenerativnih oboljenja karakteriše to 

da daju imunohistohemijsku pozitivnu reakciju na razne proteine, kao i na ubikvitin 
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(Upadhya and Hegde, 2007.). UtvrĊeno je, da demencija sa „Levi telima“ (Lewy Body-

eng.) ima sliĉnu neuropatologiju sa SDAT. Ovo oboljenje je drugo po zastupljenosti 

neurodegenerativno oboljenje u humanoj populaciji. „Levi tela“ predstavljaju 

intracelularne inkluzije sastavljene od proteina kovalentno povezanih sa ubikvitinom, a 

većina tih proteina je filamentozne strukture. Sve ovo ukazuje na povezanost ubikvitina 

i fosforilisanog tau proteina i da postoje zajedniĉki mehanizmi, koji dovode do 

neurodegeneracije u mozgu ljudi i pasa (Dimacopoulos and Mayer, 2002.).  

Pretpostavlja se da nakupljanje proteina u ćeliji remeti funkcionisanje sistema 

ubikvitin-proteazomi (Johnston et al., 1998., Layfield et al., 2003.). Iako smetnje u 

funkcionisanju sistema ubikvitin-proteazomi prouzrokuju pleomorfne efekte u 

neuronima, ukljuĉujući njihovu degeneraciju pa ĉak i smrt, smatra se da je jedan od 

ranih efekata ovih smetnji poremećaj u funkcionisanju sinapsi (Selkoe, 2002., Upadhya 

and Hegde, 2007.). Najnovija istraţivanja kod ţivotinja ukazuju da fiziološku ulogu u 

odrţavanju funkcionalnosti sinapsi ima sistem ubikvitin-proteazomi na taj naĉin što 

uĉestvuju u razgradnji istrošenih proteina, koji odrţavaju funkcionalnost sinapsi 

(Hegde, 2004., Bingol et al., 2005., Upadhya and Hegde, 2007.).  

2.10. LIPOFUSCIN  

Pored nagomilavanja Aβ u mozgu pasa u procesu starenja opisane su još neke 

promene kao što su akumulacija granula lipofuscina u citoplazmi neurona, 

dezintegracija plazma membrane neurona, demijelinizacija i druge (Torp et al., 2000.). 

Tokom procesa starenja u ćelijama razvijaju se brojne pigmentne promene od 

kojih su mikroskopski najprepoznatljivije promene u koliĉini melanina i lipofuscina. 

Promene u koliĉini melanina su uoĉljive makroskopski i on moţe da se povećava ili 

smanjuje u procesu starenja što se ogleda u pojavi hiperpigmentacije u vidu staraĉkih 

fleka i mrlja (lentigo, lat.) ili hipopigmentacije sa pojavom sedih dlaka. Za razliku od 

melanina, koliĉina lipofuscina uvek se povećava pri starenju organizma. Lipofuscin se 

tokom ţivota jedinke sporo stvara, dok je intenzivno stvaranje većih koliĉina pigmenta 

odlika poslednjih faza procesa starenja organizma (Jung et al., 2010.). Nalaz lipofuscina 

intracelularno predstavlja vremensku konstantnu morfološku promenu procesa starenja 

(Porta, 2002.). 
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Lipofuscin predstavlja „staraĉki“ pigment koji se akumulira u većoj koliĉini u 

postmitotiĉkim dugoţivećim ćelijama (Porta, 2002., Gray and Woulfe, 2005.). Termin 

lipofuscin je uveden poĉetkom prošlog veka, potiĉe od dve reĉi jedna je poreklom iz 

grĉkog jezika, lipo što znaĉi mast, a druga je iz latinskog jezika fuscus što znaĉi tamno. 

Prvi put je opisan kao tamno smeĊe-ţuti pigment u neuronima polovinom XIX veka 

(Brunk and Ericson, 1972., Porta, 2002.). 

Intracelularano stvaranje lipofuscina je veoma sloţen proces gde se biohemijske 

reakcije odvijaju u lizozomima, citoplazmi i mitohondrijama (Jung et al., 2010.). Do 

nakupljanja lipofuscina dolazi usled nepotpune degradacije proteina, lipida i oštećenih 

organela. Smanjenje produkcije hidrolitiĉkih enzima u lizozomima u procesu starenja 

ćelije jedan je od uzroka koji dovodi do akumulacije proteina, lipida i delova oštećenih 

organela. Akumulirane materije se sjedinjuju i praktiĉno postaju nesvarljive i formiraju 

lipofuscinske granule (Gray and Woulfe, 2005.). 

Razliĉiti tipovi ćelija višećelijskih organizama ne stare istom brzinom. Nastale 

promene u procesu starenja najuoĉljivije su u postmitotiĉkim dugoţivećim ćelijama kao 

što su kardiomiociti i neuroni. U ćelijama, kao što su ćelije kostne srţi ili intestinalnog 

epitela, starosne promene su minorne ili su neuoĉljive. U procesu starenja promenama 

nisu zahvaćene samo ćelije već ekstracelularni matriks i intercelularne veze. Ipak od 

vitalnog znaĉaja za funkcionisanje srca i mozga su starosne promene koje se razvijaju u 

postmitotiĉkim ćelijama (Brunk and Terman, 2002a i b). 

Ćelije sisara imaju više mehanizama za degradaciju oštećenih ili istrošenih 

proteina. Jedan od glavnih sistema za proteolizu u citoplazmi je sistem ubikvitin-

proteazomi (višejediniĉna proteaza). Proteazomi mogu da vrše razgradnju proteina samo 

kada su proteini u monomernom obliku i vezani za ubikvitin. Kada je više proteina 

kovalentno povezano proteazomi ne mogu da vrše proteolizu. Drugi mehanizam za 

uklanjanje istrošenih i oštećenih proteina i drugih intracelularnih komponenti je 

autofagija (autofagocitoza). U ćelijama postoji više vrsta procesa autofagije u koje se 

ubrajaju mikro-, makro- i autofagija posredovana šaperonima (chaperon mediated 

autophagy, eng.). Znaĉajna karakteristika autofagije je formiranje vezikule, koja 

poseduje dvoslojnu membranu, a naziva se autofagozom. Formiranjem autofagozoma 

sekvestrira se jedan deo citoplazme i doprema do lizozoma. U autofagozomu se mogu 
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naći kompleksi proteina i/ili istrošene i oštećene organele iz citoplazme (Höhn et al., 

2012.).  

Iako su u procesu starenja promenama zahvaćene mnoge ćelijske komponente, 

najznaĉajnije promene se razvijaju na mitohondrijama i lizozomima postmitotiĉkih 

ćelija. Ove organele su oznaĉene kao najznaĉajnije organele za formiranje lipofuscina u 

Brunk i Terman-ovoj hipotezi mitohondrijalno-lizozomska osovina starenja 

postmitotiĉkih ćelija. Mitohondrijama se smanjuje kapacitet za stvaranje energije usled 

strukturnih alteracija, dok se u lizozomima nakuplja polimerizovani, nerazgradivi, 

zlatnoţuti autofluorescentni pigment lipofuscin (Brunk and Terman, 2002a i b). 

Lizozomi za ćeliju imaju veoma vaţnu ulogu, jer omogućavaju da se recikliraju 

istrošeni i oštećeni proteini i organele u procesu autofagocitoze. Pored toga, što 

uĉestvuju u prometu sopstvenih ćelijskih struktura, oni uĉestvuju u razgradnji 

ekstracelularnih molekula unetih procesom endocitoze (Kurz et al., 2007.). Razgradnju 

makromolekula obavlja oko 60 hidrolaza koje su okruţene dvoslojnom fosfolipidnom 

membranom lizozoma. Membrana lizozoma uĉestvuje u reakciji sa endocitoznim 

vezikulama i autofagozomima (Schröder et al., 2010.). Pri procesu starenja u ćeliji 

dolazi do narušavanja stabilnosti lizozoma i odrţavanja pH u njima. Lizozomi 

predstavljaju oksido-redukcione aktivne prostore u kojima se nalaze u maloj 

koncentraciji gvoţĊe i bakar, koji su osloboĊeni autofagnom degradacijom iz 

metaloproteina. Kisela sredina i visoka koncentracija tiola u lizozomima odrţava 

gvoţĊe u redukovanom obliku u kom moţe da reaguje sa endogenim ili egzogenim 

vodonik peroksidom. Usled reakcije gvoţĊa i vodonik peroksida nastaju hidroksilni 

radikali na bazi Fenton-ove reakcije u lizozomima i pospešuju stvaranje lipofuscina, jer 

izaziva peroksidaciju sadrţaja lizozoma (Kurz et al., 2007.). Obimna akumulacija 

pigmentnih granula u lizozomima ometa normalno odvijanje procesa autofagije, što 

moţe biti veoma vaţan faktor pri procesu starenja i razvoju starosnih promena (Kurz et 

al., 2010.). Lipofuscin verovatno ometa proces autofagije na taj naĉin, što vezuje 

novosintetisane lizozomalne enzime koji su neophodni za ovaj proces. Rezultat 

nedovoljnog i smanjenog odvijanja procesa autofagije u postmitotiĉkim ćelijama je 

akumulacija produkata metabolizma kao i dotrajalih i oštećenih intracelularnih 

komponenti (Kurz et al., 2007.). U sluĉaju znaĉajnijeg oksidativnog stresa, pojaĉano se 
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stvaraju hidroksilni radikali, koji utiĉu na povećanu permeabilnost membrane lizozoma 

i na taj naĉin se omogućava izlazak gvoţĊa i hidrolitiĉkih enzima u citoplazmu, što 

moţe dovesti do nekroze ili apoptoze ćelije. Apoptoza ćelije nastaje kada membrane 

malog broja lizozoma postanu propustljivije za gvoţĊe i enzime, a nekroza nastaje kada 

doĊe do „prskanja“ većeg broja lizozoma (Kurz et al., 2007.). Bakar u lizozomima 

obiĉno nije oksido-redukciono aktivan zato što se najĉešće vezuje sa razliĉitim tiolima i 

formira komplekse koji nisu oksido-redukciono aktivni (Kurz et al., 2010.). 

Glavni izvor slobodnih radikala u ćelijama sisara su mitohondrije. U njima se na 

respiratornom lancu stvara superoksid koji generiše stvaranje drugih slobodnih radikala. 

Mitohondrije su veoma podloţne oksidativnom stresu kada dolazi do povećanog 

stvaranja slobodnih radikala. Veća koliĉina slobodnih radikala oštećuje mitohondrije i 

one gube svoju funkciju (Jung et al., 2010.). Tada moţe da se javi edem mitohodrija ili 

enormno povećanje mitohondrija, kada se nazivaju megamitohondrije. 

Megamitohondrije nastaju zbog inhibicije deoba mitohondrija koja je usledila kao 

posledica pri oksidativnom stresu nastalog oštećenja proteina i lipida, koji uĉestvuju u 

deobi ovih organela (Jung et al., 2010.). Oštećene mitohondrije proizvode manje 

energije za ćeliju i veću koliĉinu superoksida. Reaktivne kiseonikove grupe utiĉu na 

stvaranje više aldehida i aldehidnih mostova izmeĊu proteina (Brunk and Terman, 

2002a i b). Fiziološki, lizozomi su organele zaduţene za degradaciju istrošenih i 

oštećenih mitohondrija. Istrošene i oštećene mitohondrije se inkorporišu u lizozome u 

obliku makroautofagozoma. Ako doĊe do kovalentnog povezivanja proteina u 

mitohondrijama oni postaju nerazgradivi za lizozomske hidrolaze. Ovako nerazgradive 

strukture mitohondrija mogle bi biti osnova za formiranje lipofuscina. Do kovalentnog 

povezivanja proteina u mitohondrijama dolazi zbog nastalih produkata peroksidacije 

masti, kao što su malonil-aldehid i 2-hidroksi-4-trans nonelal (HNE). TakoĊe, u 

mitohondrijama se nalazi odreĊena koliĉina jona gvoţĊa, koji mogu da katalizuju 

Fenton-ovu reakciju, što moţe da utiĉe na dalju oksidaciju proteina i peroksidaciju 

lipida neophodnu za stvaranje lipofuscina (Jung et al., 2010.). Dalji razvoj procesa 

oksidacije proteina i peroksidacije smanjuje funkcije lizozoma pošto zahvata i njihove 

komponente. Smatra se, da postoji pozitivna povratna sprega izmeĊu veće koliĉine 

lipofuscina, smanjene funkcije lizozoma i formiranjа veće koliĉine aldehida (Brunk and 

Terman, 2002a i b). 
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In vitro je dokazano, da se lipofuscin ubrzano nakuplja u kulturi ćelija 

fibroblasta, glija ćelija, kardiomiocita i epitelnih pigmentnih ćelija retine, uzgajanim u 

atmosferi sa 40% kiseonika. TakoĊe, dokazano je da redoksi aktivno gvoţĊe pospešuje 

akumulaciju lipofuscina u ćelijama (Terman and Brunk, 1998a). Ovo znaĉi da svi 

faktori, koji pospešuju oksidativne procese u ćeliji, utiĉu na povećano stvaranje 

produkata metabolizma koji dovode do povećane akumulacije lipofuscina. Nasuprot 

ovome, antioksidansi smanjuju intetizitet oksidativnih procesa i tako usporavaju 

nakupljanje lipofuscina (Brunk and Terman, 2002a).  

U izolovanim lipofuscinskim granulama hemijskim analizama je utvrĊeno 

prisustvo razliĉitih komponenti, a uglavnom su to proteini (30-70%) i lipidi (20-50%). 

Proteinsku komponentu ĉine brojni proteini razliĉitog aminokiselinskog sadrţaja. U 

lipidnoj komponenti lipofuscina zastupljene su slobodne masne kiseline, holesterol, 

trigliceridi, fosfolipidi, dolihol i fosforilisani dolihol. Pored proteina i lipida u izgradnji 

lipofuscinskih granula uĉestvuju ugljenohidrati (4-7%) i metali (do 2%). Manoza, N-

acetil-D-galaktozamin i sijalinska kiselina su ugljenohidratne komponente koje ulaze u 

sastav staraĉkih pigmentih granula (Terman and Brunk, 1998b, Double et al., 2008.). 

GvoţĊe je metal koji uĉestvuje u znaĉajnoj meri u izgradnji lipofuscina. Pored gvoţĊa 

„staraĉki“ pigment sadrţi bakar, cink i mangan (Jung et al., 2010.).  

Lipofuscin histohemijski karakteriše PAS pozitivnost, acido rezistentnost (boji 

se modifikovanom tehnikom Ziehl-Neelsen), argirofilija, bojenjima karakteristiĉnim za  

bojenje masti, kao što su Sudan crno (sudanofilija) i Oil-red-O. Tinktorijalne osobine 

mu se pojaĉavaju kod starijih jedinki. Lipofuscinske granule imaju sposobnost 

autofluorescencije (zlatnoţuta). U neobojenim morfološkim uzorcima lipofuscin se 

vizuelizuje fluorescentnom ili laser skenirajućom mikroskopijom uz pomoć 

ekscitacionog svetla razliĉitih talasnih duţina i korišćenjem razliĉitih filtera (Brunk and 

Terman, 2002a).  

Pojedinaĉna granula lipofuscina je osmiofilna, a posmatrana pod elektronskim 

mikroskopom vidi se kao homogena i tamna masa hrapave površine koja je ĉesto 

ograĊena zajedno sa kapljicama masti membranom lizozoma debljine 100nm. Veliki 

broj pojedinaĉnih granula lipofuscina formira zrelu veliku granulu. Zrela velika granula 

lipofuscina uglavnom je smeštena u blizini jedra (perinuklearno), ali moţe da bude 
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smeštena u dendritu, aksonu pa ĉak i u presinaptiĉkom podruĉju. U ćeliji zrela velika 

lipofuscinska granula moţe dostići maksimalnu veliĉinu 3-5 µm, dok se u poĉetku 

formiranja nalazi u lizozomima normalne veliĉine. (Double et al., 2008.).  

Nagomilavanje lipofuscina u neuronima je karakteristiĉan nalaz pri procesu 

starenja organizma. U neuronima mlaĊih jedinki retko se moţe dokazati prisustvo 

granula ovog pigmenta. Pigment nije uniformno rasporeĊen u mozgu, ali postoje 

predilekciona mesta, tj. delovi mozga u kojima se nalaze neuroni, koji u sebi sadrţe 

granule ovog pigmenta. U centralnom nervnom sistemu ĉoveka predilekciona mesta 

nakupljanja lipofuscina su delovi mozga i kiĉmene moţdine, koji uĉestvuju u inicijaciji, 

monitoringu i kontroli kretanja. U ove delove ubrajaju se olivarna jedra produţene 

moţdine, nucleus dentatus (lat.) malog mozga, globus pallidus (lat.) jedara bazalnih 

ganglija, kao i motorni neuroni dorzalnih rogova kiĉmene moţdine i moţdanog stabla. 

Pri starenju organizma dolazi do akumulacije lipofuscina i u kori velikog mozga (Gray 

and Woulfe, 2005.). U ispitivanjima populacije pacova razliĉite starosti na sadrţaj 

lipofuscina utvrĊeno je znaĉajno povećanje koliĉine pigmenta kod starijih jedinki u 

odnosu na mlaĊe (Benavides et al., 2002.).  

Akumulirani lipofuscin moţe da ugrozi ćeliju na više naĉina. Nagomilani 

pigment ometa funkcionisanje sistema ubikvitin-proteazomi, zbog ĉega moţe doći do 

smrti ćelije usled izraţenog nagomilavanja drugih nus produkata u njoj. Dokazano je, da 

su unakrsno povezani proteini loš supstrat za proetazome, šta više, u stanju su da ih 

inhibišu. Inhibicijom proteazoma smanjuje se razgradnja oksidovanih proteina i 

olakšava njihovo taloţenje, jer su u stanju da se unakrsno poveţu zbog svojih reaktivnih 

grupa. Ovako unakrsno povezani proteini reaguju sa drugim ćelijskim strukturama 

gradeći nove lipofuscinske granule. Pošto lipofuscin ima sposobnost da dovede do 

oksidacije proteina i peroksidacije lipida, on praktiĉno olakšava stvaranje novih koliĉina 

pigmentnih granula, tj. što ga ima više lakše se stvara. TakoĊe, lipofuscin moţe da 

deluje neposredno toksiĉno, jer sa svojom hemijski reaktivnom površinom moţe da 

veţe razliĉite metale, kao što su Fe, Cu, Zn, Mn, Ca i druge. Vezivanjem ovih metala u 

koncentraciji do 2%, lipofuscin remeti metabolizam ćelije, a preko 2% toksiĉno deluje 

na ćeliju (Jung et al., 2007.).  
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Lipofuscin moţe da zauzme 40-75% zapremine ćelije. Povećana koliĉina 

pigmenta ispunjava citoplazmatski prostor što u poĉetku rezultuje smanjenjem 

funkcionalnih kapaciteta, a kasnije dovodi do apoptotiĉne smrti ćelije (Jung et al., 

2007.).  

Treba napomenuti da postoji veliki broj patoloških stanja kod kojih dolazi do 

nakupljnja pigmenta, ĉije su karakteristike sliĉne lipofuscinu. Pigment koji se povezuje 

sa razliĉitim patološkim stanjima naziva se ceroid ili lipofuscin tipa ceroid (Terman and 

Brunk, 1998a). Kod brojnih patoloških stanja i bolesti dolazi do nakupljanja ceroida: 

neuralna ceroidna lipofuscinoza, Batenova bolest, tumori, radijacione povrede, 

hormonski disbalansi, genetski defekti, infekcije, loša ishrana i druge. Ovaj pigment ima 

iste histohemijske osobine kao i lipofuscin: sudanofiliju, autofluorescenciju, PAS 

pozitivnost i acidorezistenciju. Od lipofuscina se razlikuje po tome što se obiĉno 

intenzivno nakuplja ekstracelularno i intracelularno. Njegovo intracelularno prisustvo je 

vezano za letalno oštećenje ćelije, što nije sluĉaj sa lipofuscinom (Vandevelde and 

Fatzer, 1980., Terman and Brunk, 1998., Porta, 2002., Drögemüller et al., 2005.).  

2.11. POLIGLUKOZANSKA TELA  

Poliglukozanska tela (polyglucosan bodies - PGB, eng.) nastaju u mozgu i 

drugim organima ljudi i ţivotinja. Postoji više formi PGB, a jedna od formi 

intracelularnih poliglukozanskih tela su Lafora tela (Lafora bodies, eng.), koja su dobila 

naziv po španskom neuropatologu Gonzalo Rodríguez Lafora (1886.-1971.), koji ih je 

otkrio kod pacijenata sa miokloniĉnom epilepsijom i demencijom. Nešto kasnije, ovo 

stanje pacijenata sa miokloniĉnom epilepsijom i demencijom je nazvano Lafora 

oboljenje. U mozgu mladih pasa sa epilepsijom i depresijom PGB se sreće u velikom 

broju i to najĉešće kod biglova, baseta i pudli (Gredal et al., 2003., Márquez et al., 

2010.). 

Lafora oboljenje (Lafora disease, eng.) je autozomno recesivno oboljenje koje 

nastaje kod ljudi usled mutacija na EPM2A (epilepsy progressive myoclonus type 2A, 

eng.) i EPM2B (epilepsy progressive myoclonus type 2B, eng.) genima, ali je opisano 

kod pasa, kod kojih je ustanovljeno da dolazi do mutacije samo na EPM2B genu (Lohi 

et al., 2005., Márquez et al., 2010.). Gen EPM2A kodira sintezu laforin proteina, koji je 

http://en.wikipedia.org/wiki/Gonzalo_Rodr%C3%ADguez_Lafora
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023308003596
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023308003596
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enzim fosfataza po svojoj funkciji, a poseduje i mesta specifiĉnog vezivanja ugljenih 

hidrata, dok EPM2B gen kodira sintezu malin proteina, koji je po svojoj funkciji 

ubikvitin ligaza. S obzirom da mutacije na pomenutim genima prouzrokuju nedostatak 

proteina bitnih za metabolizam ugljenih hidrata poslediĉno dolazi do njihovog 

nagomilavanja u mozgu i drugim organima (Márquez et al., 2010.). Laforin i malin su 

proteini koji uĉestvuju u metabolizmu ugljenih hidrata i u procesu stvaranja glikogena. 

Usled nedostataka normalnih proteina laforina i malina fiziološki proces stvaranja 

glikogena je poremećen. Molekuli glukoze se iregularno povezuju i tako nastaju 

abnormalni polimeri, koji su nazvani poliglukozani. Lafora tela i ostala PGB su 

uglavnom izgraĊena od ugljenih hidrata (poliglukozana), ali sadrţe i male koliĉine 

kiselih mukopolisaharida. Poliglukozani (malformisani glikogen) ne mogu da budu 

rastvoreni u citoplazmi ćelija zbog svoje asimetriĉne i nepravilne strukture, već dolazi 

do njihove precipitacije (Lohi et al., 2005., Márquez et al., 2010.) 

Prema Cavanagh-u postoji više vrsta poliglukozanskih tela, kao što su korpora 

amilacea (corpora amylacea, CA eng.), Lafora tela, „tela sliĉna Lafora telima“ (Lafora-

like bodies eng.) i druga poliglukozanska tela. Terminom korpora amilacea oznaĉena su 

poliglukozanska tela, koja se javljaju kod ljudi normalno u procesu starenja, dok su 

terminom Lafora tela nazvana intracelularna tela pronaĊena kod pacijenata sa 

miokloniĉnom epilepsijom. Korpora amilacea su opisana kao sferiĉna tela veliĉine od 2 

do 20µm, koja mogu da se vide pomoću svetlosnog mikroskopa. Kada se CA nalaze u 

većem broju moţe se zapaziti poneko telo većih dimenzija od 20µm. Centralni deo CA 

se boji tamnije od perifernog dela, dok je radijalna prugavost karakteristika pravih 

Lafora tela. Korpora amilacea su uglavnom glatke, ali u pojedinaĉnim sluĉajevima 

mogu biti hrapave površine. Poliglukozanska tela, koja nastaju normalno u procesu 

starenja kod pasa i maĉaka, oznaĉena su kao „tela sliĉna Lafora telima“. Ova tela 

odlikuje to da su sliĉna normalnim telima, koja nastaju kod ljudi u procesu starenja, tj. 

sliĉna su sa CA, ali se razlikuju po topografskoj distribuciji, koja je karakteristiĉna za 

vrstu (Cavanagh, 1999.). 

Poliglukozanska tela se mogu biti razliĉito lokalizovani u CNS-u intracelularno i 

ekstracelularno u zavisnosti od stanja u kom nastaju. Kod Lafora oboljenja PGB su 

dokazana perinuklearno i u dendritima neurona, dok su kod GBED oboljenja (glycogen 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023308003596
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023308003596
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branching enzymes deficiency disease, GBED, eng.) su dokazana u aksonima neurona. 

Lafora oboljenje se karakteriše epilepsijom i demencijom, a GBED oboljenje samo 

demencijom (Lohi et al., 2005.).  

Za razliku od Lafora tela koja se nalaze u citoplazmi neurona, druge forme 

poliglukozanskih tela mogu se dokazati u astrocitima. Pojedini autori PGB prisutne u 

astrocitima oznaĉavaju kao korpora amilacea, nastaju normalno u procesu starenja, a 

kod pacijenata sa Alzheimer-ovim oboljenjem prisutni su u veoma velikom broju 

(Borras et al., 1999., Lohi et al., 2005.).  

Dokazana je ekstracelularna lokalizacija PGB u moţdanom tkivu pasa u procesu 

starenja. Neki autori su utvrdili da su PAS pozitivna PGB nastala u procesu starenja 

pasa negativna na ubikvitin i neurofilament. Uzimajući u obzir dobijene rezultate 

dvostrukog bojenja PAS metodom i imunohistohemijski na GFAP bojenja kao i 

odsustvo pozitivne reakcije sa ubikvitinom u svom istraţivanju, ovi autori su 

poliglukozanska tela su nazvali Lafora tela. Dobijeni rezultati dvostrukim bojenjem su 

ukazala da PGB nisu vezani za astrocitne citoplazmatske produţetke (Borras et al., 

1999.).  

Dobijeni rezultati u nekim ispitivanjima prisustva poliglukozanskih tela kod 

ţivotinja imunohistohemijskim bojenjima su veoma razliĉiti. Za razliku od PGB kod 

ţivotinja, u humanoj populaciji CA i Lafora tela su dobro imunohistohemijski 

definisana. Gredal i sar. u svom istraţivanju su dobili kod pasa sa miokloniĉnom 

epilepsijom imunohistohemijsku pozitivnu reakciju CA sa antitelima za humana PGB i 

neurofilament (Gredal et al. 2003.). Pojedini autori, na osnovu dobijenih rezultata 

imunohistohemijskog bojenja, smatraju da PGB u malom mozgu i hipotalamusu potiĉu 

iskljuĉivo iz neurona, a da iz ostalih delova mozga mogu pored neurona poticati i iz 

glija ćelija. Ovo je pretpostavljeno na osnovu toga što PGB u malom mozgu i 

hipotalamusu nisu dali imunohistohemijsku pozitivnu reakciju sa antitelima na neuron-

specifiĉnu enolazu (neurone-specific enolase, NSE, eng.), GFAP i S-100, a u ostalim 

delovima CNS-a PGB su bila pozitivna na ove markere. 
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA 

 

 

 

Cilj ove doktorske disertacije je utvrĊivanje morfoloških promena, 

histohemijsko i imunohistohemijsko dokazivanje nakupljanja patoloških depozita i 

drugih produkata koji nastaju tokom procesa starenja u mozgu pasa. 

 

Navedeni cilj je ostvaren kroz sledeće zadatke: 

 

 Makroskopsko ispitivanje moţdanica i mozga; 

 

 Mikroskopsko ispitivanje moţdanog tkiva po odabranim segmentima; 

 

 Histohemijsko ispitivanje prisustva patoloških depozita kao što su 

amiloid, lipofuscin i poliglukozanska tela; 

 

 Imunohistohemijsko ispitivanje amiloida i produkata koji nastaju tokom 

oštećenja moţdanog tkiva kao što su ubikvitin i metalotionein; 

 

 Statistiĉka obrada dobijenih rezultata. 
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4. MATERIJAL I METODE 

4.1. MATERIJAL 

 4.1.1. Ispitivani materijal 

Za izradu ove doktorske disertacije ispitivano je moţdano tkivo 36 uginulih i 

eutanaziranih pasa. Psi su uginuli ili eutanazirani iz razliĉitih razloga: maligne 

neoplazme, bubreţna insuficijencija, srĉane slabosti, komplikovane frakture, 

agresivnost, fatalne hemoragije, itd. Ispitivani psi su obdukovani na Katedri za 

patološku morfologiju, Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu.  

4.1.2. Eksperimentalne grupe 

Od 36 obdukovanih pasa šest pasa je starosti do pet godina, a ostalih 30 pasa su 

starosti preko deset godina. Šest pasa starosti do pet godina, razliĉite rase i pola, 

korišćeni su kao kontrolna grupa. Ovu grupu je ĉinilo 3 muţjaka i 3 ţenke (jedan 

bokser, ameriĉki stafordski terijer, zapadno škotski beli terijer, ĉau-ĉau i dva mešanca). 

TakoĊe, eksperimentalnu grupu ĉinili su psi razliĉitih rasa: jedan ameriĉki stafordski 

terijer, labrador, nemaĉki ovĉar, rotvajler i šarplaninac, dva irska setera, engleska koker 

španijela, pudle i pekinzera i 17 mešanaca. U eksperimentalnoj grupi je bilo 13 muţjaka 

i 17 ţenki . 

 4.1.3. Priprema histoloških preparata 

Nakon izvršene obdukcije moţdano tkivo pasa je fiksirano 72h u 10% 

neutralnom formalinu. Odnos fiksativa i uzorkovanog tkiva bila je 10:1. Posle 72h 

fiksacije mozgovi su seĉeni transverzalnim rezovima, pri ĉemu su uzorkovani za 

ispitivanje frontalna kora, parijetalna kora, hipokampus, mali mozak i produţena 

moţdina leve polovine mozga. Pomenuti delovi mozga su fiksirani još 24h u 10% 

neutralnom formalinu. Za vreme fiksacije moţdanog tkiva fiksativ je bio stalno bistar.  

Po završenoj fiksaciji izvršeno je modeliranje tkiva i uklapanje tkiva u parafin. 

Fiksirano tkivo je modelirano na iseĉke debljine 0,2 ili 0,3 cm. Modelirano tkivo je prvo 

dehidrirano kroz seriju alkohola 70%, 96% i apsolutni alkohol, a posle je prosvetljavano 

u ksilolu i impregnirano parafinom. Ceo proces posle modeliranja je obavljen u tkivnom 

procesoru za automatsko procesovanje tkiva Leica TP 1020. Prosvetljeno tkivo je 
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uklopljeno u parafinske kalupe u parafinatoru Leica EG1120. Parafinski kalupi su 

seĉeni na iseĉke debljine 4-6 µm na Leica RM 2235 i montirani na predmetna stakla za 

odgovarajuća bojenja. Pre svakog bojenja montirani tkivni iseĉci na predmetnim 

staklima su bili 24h na 56
o
C u termostatu Binder E/B28. Zatim su tkivni iseĉci 

deparafinisani u ksilolu i rehidrirani kroz seriju alkohola (apsolutni alkohol, 96%, 70%), 

posle ĉega su bojeni sledećim metodama bojenja: hematoksilin eozin, kongo crveno, 

modifikovanom Ziehl Neelsen, PAS. TakoĊe, tkivni iseĉci su bojeni 

imunohistohemijskom metodom. 

Priprema histoloških preparata, histohemijska i imunohistohemijska bojenja 

ispitivanog moţdanog tkiva je obavljena na Katedri za patološku morfologiju, Fakulteta 

veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu. Analiza obojenih tkivnih iseĉaka je 

obavljena pomoću svetlosnog mikroskopa (Olympus, BX51). Preparati obojeni bojenjem 

kongo crvenim analizirani su dodatno još i pod polarizacionim svetlom. Pojedini 

obojeni preparati sa karakteristiĉnim nalazima starosnih promena su odabrani i uraĊene 

su digitalne fotografije pomoću svetlosnog mikroskopa (Olympus, BX51) sa digitalnom 

kamerom (Olympus ColorView III). 

4.2. METODE 

4.2.1 Hematoksilin eozin (HE) 

Tkivni iseĉci ispitivanih pasa su bojeni standardnom metodom bojenja tkiva 

hematoksilin eozin. Posle deparafinizacije i rehidriranja, tkivni iseĉci su bojeni u 

hematoksilinu (Mayer’s solution) u trajanju od 5 minuta. Diferenciranje je obavljeno u 

kiselom alkoholu, a bojenje u eozinu je trajalo 3 minuta. Nakon svake faze bojenja i 

diferenciranja, tkivni iseĉci su ispirani u vodi. Potom su dehidrirani kroz ascedentnu 

seriju alkohola i dovedeni do ksilola i na kraju su montirani medijumom za montiranje 

tkivnih iseĉaka.  

Rezultati: Jedra se boje plavo, a citoplazma razliĉitim nijansama ruţiĉaste boje. 

4.2.2. Kongo crveno (Congo red, eng.)  

Za vizuelizaciju amiloida u tkivnim iseĉcima ispitivanog moţdanog tkiva, iseĉci 

su bojeni histohemijskom metodom kongo crveno. Nakon deparafinizacije u ksilolu i 

rehidriranja kroz descedentnu seriju alkohola, tkivni iseĉci su bojeni 30 minuta, 
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prethodno pripremljenom bojom kongo crvenog. Po isteku 30 minuta preparati su 

ispirani u destilovanoj vodi pa su bojeni u hematoksilinu 45 sekundi. Preparati su dobro 

ispirani tekućom i destilovanom vodom, a zatim su provedeni po 10 sekundi kroz 

ascedentnu seriju alkohola, bez 70% alkohola, do ksilola. Na kraju su preparati 

montirani medijumom za montiranje tkivnih iseĉaka. 

Rezultati: Amiloid pod polarizacionim svetlom daje ţuto zelenu fluorescenciju.  

4.2.3. Modifikovana Ziehl Neelsen metoda 

Za dokazivanje lipofuscina u neuronima tkivni iseĉci su bojeni modifikovanom 

metodom Ziehl Neelsen. Bojenje tkivnih iseĉaka karbol fuksinom usledilo je posle 

deparafinizacije i rehidriranja preparata, a trajalo je tri ĉasa na 56
o
C. Potom su preparati 

ispirani u destilovanoj vodi pa diferencirani u 1% kiselom alkoholu. Nakon toga su 

preparati ispirani u destilovanoj vodi, pa su bojeni vodenim rastvorom metilenskog 

plavog. Posle bojenja preparati su ispirani, provedeni kroz ascendentnu seriju alkohola i 

ksilol i na kraju montirani medijumom za montiranje tkivnih iseĉaka.  

Rezultati: U tkivnim iseĉcima obojenim modifikovanom metodom Ziehl Neelsen 

granule lipofuscina se nalaze u neuronima, a boje se karmin crveno.  

 4.2.4. PAS (Periodic acid Schiff) metoda 

PAS metoda je korišćena za dokazivanje prisustva poliglukozanskih tela 

(Polyglucosan bodies, PGB, eng.) i lipofuscina u tkivnim preparatima moţdanog tkiva 

ispitivanih pasa. Tkivni iseĉci su prvo deparafinisani kroz ksilol i descedentnu seriju 

alkohola, nakon ĉega su stavljani u kivete sa vodenim rastvorom perjodne kiseline 5-10 

minuta. Posle perjodne kiseline tkivni iseĉci su ispirani u destilovanoj vodi, a zatim su 

potopljeni u Schiff-ov reagens 15 minuta. Nakon isteka 15 minuta, preparati su ispirani 

prvo u tekućoj vodi tri minuta, a posle u destilovanoj vodi. Kontrastno bojenje jedara u 

hematoksilinu usledilo je odmah posle ispiranja. Na kraju su preparati provedeni kroz 

seriju alkohola 95% i apsolutni, ksilol i montirani medijumom za montiranje tkivnih 

iseĉaka. 

Rezultati: U tkivnim iseĉcima bojenim PAS metodom poliglukozanska tela su se 

bojila dvojako u prvom sluĉaju centralni delovi su tamnoruţiĉaste do ljubiĉaste boje, a 

oko se nalazi ruţiĉasta halo zona, dok su u drugom sluĉaju bili celom površinom 
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podjednake ruţiĉaste boje. Lipofuscinske granule u tkivnim iseĉcima, obojenim PAS 

metodom, bile su karmin crvene boje. 

4.2.5 Imunohistohemijska metoda 

U svrhu imunohistohemijskog ispitivanja starosnih promena u mozgu pasa 

kоrišćеnа je trоstеpеnа indirеktnа mеtоdа uz аdеkvаtnо dеmаskirаnjе аntigеnа, tj. 

imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike (LSAB2). Za 

imunohistohemijsko bojenje korišćen je komercijalni kit (Labelled streptavidin-biotin 

LSAB2 metoda, DAKO, Danska), a od primаrnih аntitеlа upotrebljena su: pоliklоnskо 

аntitеlо zа bеtа аmilоid (prоizvоĊаĉ AbD serotec), monoklonsko аntitеlо zа β аmilоid 

(prоizvоĊаĉ INVITROGEN), pоliklоnskо аntitеlо zа аmilоid prеkursоr prоtеin 

(prоizvоĊаĉ AbD serotec), mоnоklоnskо аntitеlо zа ubikvitin (prоizvоĊаĉ AbD serotec), 

mоnоklоnskо аntitеlо zа mеtаlоtiоnеin (prоizvоĊаĉ DAKO), pоliklоnskо аntitеlо zа 

GFAP (glial fibrilary acidic protein, eng.)(prоizvоĊаĉ DAKO), pоliklоnskо аntitеlо zа 

tаu prоtеin (prоizvоĊаĉ DAKO). Demaskiranje antigenskih epitopa je vršeno termiĉki, 

proteolitiĉki ili inkubacijom u mravljoj kiselini (Tabela 1.). Inhibicija endogene 

peroksidaze je obavljena upotrebom 3% H2O2 u metanolu 15 minuta. Tokom 

imunohistohemijskog bojenja za sva ispiranja korišćen je fosfatni pufer (Phosphate 

buffer solution, PBS, eng.), ĉiji je pH bio u granici izmeĊu 7,2 i 7,4. U fazi 

preinkubacije, u trajanju od 20 minuta, korišćen je 25% normalni kozji serum razblaţen 

PBS-om. Primarna antitela su razblaţena fosfatnim puferom (Tabela 1.) i inkubirana u 

vlaţnoj komori na sobnoj temperaturi 60 minuta. Posle završene inkubacije preparati su 

ispirani fosfatnim puferom. Po ispiranju tkivni iseĉci su tretirani reagensima iz kita za 

detekciju (DAKO, Cytomation, LSAB2 System-HRP, K0675). Prvo su iseĉci inkubirani u 

trajanju od 20 minuta sa link antitelom (Boca A, kit DAKO), a zatim ispirani PBS-om 

pa inkubirani sa streptavidin-peroksidazom na sobnoj temperaturi 20 minuta (Boca B, 

kit DAKO). Za vizuelizaciju nastalog kompleksa antigen-antitelo korišćen je hromogen 

diaminobenzidin (DAB+, DAKO, K3468). Posle inkubacije sa hromogenom u trajanju 

od 10 minuta, preparati su ispirani destilovanom vodom, a zatim kontrastirani u 

hematoksilinu. Nakon kontrastiranja, preparati su ispirani u vodi i na kraju montirani 

pomoću vodenog medijuma za montiranje Glycergel-a (DAKO, C563).  
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Rezultati: Mesta specifiĉnog vezivanja antitela za antigen su precipitati smeĊe 

boje, dok hematoksilin boji plavo jedra svih ćelija za koje se nespecifiĉno veţe. Kao 

negativna kontrola korišćeni su tkivni iseĉci moţdanog tkiva koji nisu inkubirani sa 

primarnim antitelom.  

Tabela 1. Spisak korišćenih primarnih antitela za imunohistohemijsko ispitivanje, predtretmani i 

razreĊenja primarnih antitela. 

Primarno antitelo ProizvoĎač i 

serijski broj 

antitela 

Predtretman RazreĎenje 

Rabbit Anti Beta 

Amyloid (N-terminal), 
Polyclonal Antibody 

Abd serotec 

AHP 1252 

Mravlja kiselina 85%,  

10 minuta,  

sobna temperatura 

1:400 

Abeta 1-42, Abfinity 

Recombinant Rabbit,  
Monoclonal Antibody  

INVITROGEN 

700254 

Mravlja kiselina 85%,  

10 minuta, 

sobna temperatura 

1:500 

Rabbit Anti Amyloid 

Precursor Protein 

(APP), 
Polyclonal Antibody 

Abd serotec 

AHP538 
Kuvanje u citratnom 

puferu (Ph= 6,0), 

 20 minuta, 

1:200 

Mouse Anti Ubiquitin, 
Monoclonal Antibody  

Abd serotec 

MCA1398G 
/ 

1:3000 

Anti Metallothionein, 
Monoclonal Antibody 

DAKO 

M0639 

Mravlja kiselina 85%,  

10 minuta, 

sobna temperatura 

1:50 

Anti Glial Fibrillary 

Acidic Protein 

(GFAP), 
Polyclonal Antibody 

DAKO 

Z0334 
Proteinaza K,  

5 minuta, 

sobna temperatura 

1:1500 

Anti Human Tau, 
Polyclonal Antibody 

DAKO 

A0024 
/ 

1:400 

 

4.2.6. Statistiĉka obrada 

Pri statistiĉkoj analizi dobijenih rezultata korišćeni su relativni brojevi za 

opisivanje strukture patohistoloških promena u centralnom nervnom sistemu, a za 

ustanovljavanje statistiĉke znaĉajnosti razlika kontrolne i eksperimentalne grupe 

korišćen je X
2 

(Hi kvadrat) test. Znaĉajnost razlika ustanovljavana je na nivou od 95% i 

99%. Dobijeni rezultati su prikazivani tabelarno i grafiĉki. Statistiĉka analiza je uraĊena 

u programima Microsoft Excel 2007 i GraphPadPrism 5.  
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5. REZULTATI 

5.1. MAKROSKOPSKE PROMENE 

Od makroskopskih promena na mozgu pasa uoĉene su atrofija, odnosno suţenje 

vijuga, proširenje brazda, blago proširenje lateralnih komora i difuzno zadebljanje 

mekih moţdanica (leptomeninx, lat.). Kod pasa iz kontrolne grupe nijedna od 

pomenutih makroskopskih promena nije uoĉena. Suţenje vijuga i proširenje brazda 

mozga pronaĊeno je u grupi pasa najveće starosti izmeĊu 16,5 i 18 godina (Slika 1B). 

Atrofija moţdanih vijuga sa poslediĉnim proširenjem brazda ustanovljena je kod 5 pasa 

iz eksperimentalne grupe, što ĉini 16,67% pasa. Blago proširenje lateralnih komora 

dijagnostikovano je kod 19 pasa iz eksperimentalne grupe (63,33%). Primećeno je da su 

mozgovi svih pasa starijih od 15 godina zahvaćeni ovom promenom. Difuzno 

zadebljanje mekih moţdanica ustanovljeno je kod 23 starija psa (76,67%). Ovo 

zadebljanje mekih moţdanica se jasno uoĉava u nivou moţdanih vijuga u vidu 

beliĉastog zamućenja moţdanica (Slika 1B). 

 

 

 

 

 

 

Slika 1. A- makroskopski izgled mozga psa starog 1 godinu i 9 meseci, B- makroskopski izgled mozga 

psa starog 17 godina. Atrofija moţdanih vijuga sa proširenjem brazda i difuzno zadebljanje mekih 

moţdanica.  

5.2. PATOHISTOLOŠKE PROMENE 

U mozgu pasa uoĉene su sledeće histološke promene: fibroza mekih moţdanica, 

glioza (astroglioza i astrocitoza), satelitoza, neuronofagija, kao i promene na krvnim 

sudovima. Prisustvo i distribucija amiloida, APP, GFAP, metalotioneina, ubikvitina, 

B A 



51 

 

patološkog tau proteina i lipofuscina, ispitivani su imunohistohemijskim i 

histohemijskim metodama.   

5.3 FIBROZA MEKIH MOŢDANICA  

Histološki, fibroza mekih moţdanica je utvrĊena, kao i pri makroskopskog 

pregledu, kod 23 psa eksperimentalne grupe (76,67%), dok kod pasa kontrolne grupe 

nije ustanovljena ni u jednom sluĉaju. Fibroza mekih moţdanica se manifestuje 

prisustvom veće koliĉine kolagenih vlakana i malim brojem fibroblasta (Slika 2.). 

TakoĊe, zapaţeno je da je fibroza mekih moţdanica konstantan nalaz kod pasa starijih 

od 12 godina. U okviru zadebljalih mekih moţdanica nalaze se krvni sudovi, ĉiji su 

zidovi zahvaćeni fibrozom.  

 

 

 

 

 

Slika 2. A-fibroza mekih moţdanica i zida meningealnih krvnih sudova, HE, parijetalni reţanj, pas 17 

god., B-fibroza mekih moţdanica i zida meningealnih krvnih sudova, HE, parijetalni reţanj, pas 17 god. 

5.4. GLIOZA 

Glioza je ustanovljena u svim ispitivanim delovima CNS-a pasa eksperimentalne 

grupe, a najfrekventnija je bila u frontalnoj kori 25 starih pasa (83,33%). U tkivnim 

iseĉcima bojenim hematoksilin eozin metodom, kao i imunohistohemijski na GFAP i 

metalotionein, u CNS-u kontrolne grupe pasa ustanovljeno je blago povećanje broja 

glija ćelija u frontalnoj i parijetalnoj kori, hipokampusu i produţenoj moţdini. U 

ostalim ispitivanim delovima CNS pasa iz kontrolne grupe glioza nije dijagnostikovana.  

 5.4.1. Astrocitoza i astroglioza  

Promene na astrocitima ispoljile su se u dva oblika i to kao hipertrofija 

(astroglioza) i povećanje njihovog broja (astrocitoza). Imunohistohemijskim bojenjem 

A B 



52 

 

ispitivanog moţdanog tkiva pasa na GFAP i metalotionein I i II ustanovljeno je da se 

ĉešće javlja astroglioza od astrocitoze. Imunohistohemijski pozitivni astrociti na GFAP i 

metalotionein kod većine pasa su bili oteĉeni i hipertofisani. U eksperimentalnoj grupi u 

razliĉitim delovima CNS-a astroglioza je uoĉena izmeĊu 80% i 87,5% ispitivanih 

sluĉajeva, a astrocitoza izmeĊu 30% i 37,5% sluĉajeva. Prethodno pomenute promene 

su više zahvatile belu supstancu od sive supstance mozga. Zapaţeno je, pri 

imunohistohemijskom bojenju tkivnih iseĉaka na GFAP i metalotionein I i II, da je 

intenzitet signala jaĉi kod starijih ţivotinja, odnosno, da su glijane promene intenzivnije 

kod starijih pasa (Slika 3.). 

Rezultati imunohistohemijskog bojenja ispitivanog materijala na GFAP i 

metalotionein I i II su prikazani na Grafikonu 1. Dobijeni rezultati 

imunohistohemijskim bojenjem ispitivanog materijala na GFAP ukazuju da je povećan 

broj pozitivnih astrocita na GFAP kod pasa eksperimentalne grupe u odnosu na broj 

pozitivnih astrocita kod pasa iz kontrolne grupe. Imunohistohemijski reaktivni astrociti 

na GFAP nalazili su se u svim ispitivanim segmentima mozga pasa kontrolne i 

eksperimentalne grupe. TakoĊe, imunohistohemijski pozitivni signal bio je intenzivniji 

kod pasa eksperimentalne grupe u odnosu na kontrolnu grupu. U okviru 

eksperimentalne grupe intenzitet signala bio je proporcionalan sa starošću ţivotinje. 

GFAP imunohistohemijski reaktivni astrociti su bili uoĉeni u dubljim slojevima kore 

frontalnog i parijetalnog dela mozga i u beloj supstanci. Intenzitet pozitivnog 

imunohistohemijskog signala u beloj supstanci jaĉi je od signala u sivoj supstanci 

mozga pasa eksperimentalne grupe. 
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Grafikon 1. Ukupan broj pasa po grupama sa imunohistohemijski reaktivnim astrocitima na GFAP i 

metalotionein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U svim ispitivanim segmentima kod obe grupe pasa zabeleţena je 

imunohistohemijska reaktivnost astrocita na metalotionein I i II. U kontrolnoj grupi 

dobijeni su sliĉni rezultati kao i kod imunohistohemijskog bojenja na GFAP (Grafikon 

1.). Znatno manji procenat pasa kontrolne grupe u odnosu na eksperimentalnu grupu je 

imao pozitivnu imunohistohemijsku reakciju na metalotionein I i II u svim ispitivanim 

segmentima. Kod pasa eksperimentalne grupe astrociti su bili imunohistohemijski 

pozitivni na metalotionein I i II u hipokampusu, beloj supstanci i u dubljim slojevima 

sive supstance (od II do VI sloja) frontalnih i parijetalnih iseĉaka, u svim slojevima 

malog mozga i u produţenoj moţdini. Pozitivna imunohistohemijska reaktivnost 

astrocita na metalotionein I i II uoĉena je subpijalno i perivaskularno u svim ispitivanim 

moţdanim segmentima. Pozitivni signal na metalotionein I i II u astrocitima je bio 

prisutan u citoplazmi i u jedrima kao i u citoplazmatskim produţecima. Pozitivni 

imunohistohemijski signal na metalotionein I i II je bio intenzivniji kod starijih pasa. 
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Slika 3. Glijalna reakcija u moţdanom tkivu: A- GFAP, IHC, frontalni reţanj, pas 2 god., B- MT, IHC, 

frontalni reţanj, pas 5 god., C- GFAP, IHC, frontalni reţanj, pas 17 god., D- MT, IHC, frontalni reţanj, 

pas 18 god., E- GFAP, IHC, parijetalni reţanj, pas 16 god., F- MT, IHC, mali mozak, 17 god., G- GFAP, 

IHC, parijetalni reţanj, pas 16,5 god., H- MT, IHC, hipokampus, pas 14 god. 
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Statistiĉkom analizom dobijenih rezultata imunohistohemijskim bojenjem 

tkivnih preparata na GFAP i metalotionein I i II utvrĊivana je statistiĉka znaĉajnost 

izmeĊu kontrolne i eksperimentalne grupe pri ĉemu je korišćen X
2
 (Hi kvadrat) test. 

Ustanovljene p vrednosti u X
2
 testu su prikazane u Tabeli 2. 

Tabela 2. Rezultati X
2 

testa za imunohistohemijsko bojenje na GFAP i MT I i II u svim ispitivanim 

segmentima 

Ispitivane regije 

CNS-a 

P vrednost X
2
 testa 

(GFAP) 

P vrednost X
2
 testa 

(MT I/II) 

Frontalni reţanj 0,0098 0,0098 

Parijetalni reţanj 0,01982 0,01982 

Hipokampus 0,01982 0,0098 

Mali mozak 0,2213 0,2213 

Produţena moţdina 0,1736 0,1736 

Statistiĉkom analizom dobijenih imunohistohemijskih pozitivnih signala na 

GFAP i MT I i II  u frontalnim reţnjevima mozga pasa kontrolne (2 od 6 pasa) i 

eksperimentalne grupe (25 od 30 pasa) utvrĊeno je da postoji statistiĉki znaĉajna razlika 

(p<0,01). TakoĊe, za oba antitela statistiĉkom analizom utvrĊeno je da postoji statistiĉki 

znaĉajna razlika za parijetalni reţanj (p<0,05) i hipokampus (GFAP - p<0,05; MT - 

p<0,01). Upotrebom X
2 

testa utvrĊeno je da ne postoji statistiĉki znaĉajna razlika 

(p>0,05) izmeĊu dobijenih rezultata imunohistohemijskim bojenjem na GFAP i MT I i 

II malog mozga i produţene moţdine kontrolne i eksperimentalne grupe.   

 5.4.2. Satelitoza i neuronofagija 

U ispitivanom materijalu pasa iz kontrolne grupe uoĉen je manji broj sitnih 

fokusa satelitoze i neuronofagije (Slika 4.) u frontalnoj kori i produţenoj moţdini kod 

tri psa, u parijetalanoj kori kod dva psa, a u hipokampusu jednog psa (Grafikon 2.). 

Frontalna kora pasa eksperimentalne grupe je deo CNS-a u kome se u najvećem 

procentu (76,67%) javljaju satelitoza i neuronofagija. U malom mozgu nisu zapaţeni 
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satelitoza i neuronofagija, dok su u ostalim delovima (parijetalna kora, hipokampus i 

produţena moţdina) ove promene bile prisutne (Grafikon 3.). 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4. A- satelitoza i neuronofagija, HE, parijetalni reţanj, pas 2 god., B- satelitoza i neuronofagija, HE, 

frontalni reţanj, pas, star 13 god. 

Grafikon 2. Patohistološke promene u ispitivanim segmentima mozga pasa kontrolne grupe. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafikon 3. Patohistološke promene u ispitivanim segmentima mozga pasa eksperimentalne grupe. 
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5.5.  PROMENE NA KRVNIM SUDOVIMA 

 5.5.1. Fibroza zida krvnih sudova mozga 

Na krvnim sudovima mozga uoĉene su sledeće promene: fibroza, perivaskularni 

edem, perivaskularni ćelijski infiltrat i depoziti amiloida. Fibroza zida krvnih sudova je 

ustanovljena kod jednog psa (16,67%) iz kontrolne grupe u hipokampusu, produţenoj 

moţdini i malom mozgu (Grafikon 2.). Kod pasa iz eksperimentalne grupe fibroza zida 

krvnih sudova je veoma ĉest nalaz u frontalnoj (70%) i parijetalnoj kori (63,33%) kao i 

u hipokampusu (66,67%), dok se u manjem procentu javljala u malom mozgu (40%) i 

produţenoj moţdini (36,67%). Svi psi sa fibrozom krvnih sudova u moţdanom tkivu 

bili su stariji od 13 godina. Fibrozom su bili zahvaćeni meningealni i parenhimski krvni 

sudovi, a promena na krvnim sudovima se manifestovala zadebljanjem mišićnog sloja i 

adventicije (Slika 5.). U većini sluĉajeva fibroza se razvila podjednako u krvnim 

sudovima većeg i manjeg dijametra. Lumen zahvaćenih krvnih sudova fibrozom 

uglavnom nije bio smanjen, ali su primećeni pojedinaĉni obliterisani krvni sudovi kod 

pasa starosti preko 16 godina. 

 

 

 

 

 

Slika 5. A- fibroza krvnih sudova i perivaskularni edem, HE, parijetalni reţanj, pas 2 god., B- fibroza zida 

krvnog suda, HE parijetalni reţanj, pas 12 god. 

5.5.2. Perivaskularni edem 

Perivaskularni edem je u kontrolnoj grupi veoma ĉesto uoĉavan u frontalnoj i 

parijetalnoj kori (83,33%, ili kod 5 pasa od ukupno 6). U hipokampusu perivaskularni 

edem se razvio kod 50% pasa, a u malom mozgu kod 16,67% pasa kontrolne grupe 

(Grafikon 2.). U produţenoj moţdini pasa iz ove grupe nije dijagnostikovan 

perivaskularni edem. Kod pasa eksperimentalne grupe zapaţeno je da se perivaskularni 

edem javljao u svim ispitivanim segmentima mozga (Grafikon 3.). TakoĊe, uoĉeno je 

A B 
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prisustvo perivaskularnog edema i kod mlaĊih i starijih pasa iz ove grupe, tj. da razvoj 

ove promene ne zavisi od starosnog doba jedinke (Slika 6.). Perivaskularni edem je 

najĉešći nalaz u frontalnoj i parijetalnoj kori (70%), dok je u drugim ispitivanim 

segmentima nešto reĊe zapaţen (hipokampus - 50%, mali mozak i produţena moţdina - 

46,67%).  

 

 

 

 

 

Slika 6. A- perivaskularni edem, HE, frontalni reţanj, pas 5 god., B- perivaskularni edem, HE parijetalni 

reţanj, pas, star 12 god. 

5.5.3.  Perivaskularni infiltrat 

Perivaskularni ćelijski infiltrat u mozgu pasa kontrolne grupe nije 

dijagnostikovan (Grafikon 2.), dok je prisutan kod tri psa (10%) iz eksperimentalne 

grupe (Grafikon 3.). Mononuklearni ćelijski infiltrat oko krvnih sudova bio je prisutan u 

svim ispitivanim segmentima moţdanog tkiva kod jednog psa starosti 13 godina. Kod 

psa starosti 16,5 godina perivaskularni infiltrat je dijagnostikovan samo u frontalnoj 

kori, dok je kod trećeg psa takoĊe, starog 13 godina, dijagnostikovan u parijetalnoj kori, 

malom mozgu i produţenoj moţdini. Oko meningealnih i parenhimskih krvnih sudova u 

istoj meri razvili su se ćelijski mononuklearni infiltrati kod sva tri psa (Slika 7.).  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 7. A- perivaskularni infiltrat u moţdanom tkivu, HE, parijetalni reţanj, pas 13 god., B- 

perivaskularni infiltrat u moţdanici, HE parijetalni reţanj, pas, star 13 god. 
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5.6.  AMILOID 

Prisustvo depozita amiloida u moţdanom tkivu pasa dokazivano je 

histohemijskim bojenjem kongo crvenim (Slika 8.) i imunohistohemijskim bojenjem 

(Slika 9.). U mozgu pasa kontrolne grupe prisustvo amiloida nije dokazano ni jednom 

tehnikom, ni kod jednog psa, sem kod psa starog 5 godina u epitelnim ćelijama 

horioidnog pleksusa lateralne komore. MeĊutim, u mozgu pasa eksperimentalne grupe 

amiloid je dokazan bojenjem kongo crvenim i imunohistohemijskom tehnikom. 

Depoziti amiloida su bili prisutni u zidu moţdanih krvnih sudova i u moţdanom 

parenhimu. Većina pasa (63%), kod kojih je dokazano prisustvo amiloida u parenhimu 

moţdanog tkiva, bili su stariji od 15 godina. 

Metodom bojenja kongo crvenim dokazano je prisustvo amiloida kod pasa 

eksperimentalne grupe u zidu meningealnih i parenhimskih krvnih sudova u svim 

ispitivanim segmentima, sem u produţenoj moţdini. Amiloid u zidu krvnih sudova se 

obojio kongo crvenim u najvećem procentu 63,33% (19 pasa) u frontalnoj kori, a u 

najmanjem procentu u malom mozgu 16,67% (5 pasa) (Grafikon 4.). U parijetalnoj kori 

i hipokampusu amiloid je kongo crvenim dokazan u oko 40% sluĉajeva. Kod svih pasa, 

kod kojih je dokazano prisustvo amiloida kongo crvenim, amiloid se nalazio u zidu 

meningealnih krvnih sudova. U zidu krvnih sudova u parenhimu mozga pasa 

eksperimentalne grupe amiloid je dokazan u frontalnoj kori kod 13 pasa, parijetalnoj 

kori kod 9 pasa, hipokampusu kod 7 pasa i u malom mozgu kod 4 psa. Difuzni plakovi 

u moţdanom parenhimu pasa nisu se obojili kongo crvenim. 

Grafikon 4. Distribucija amiloida po ispitivanim segmentima u zidu krvnih sudova pasa eksperimentalne 

grupe (kongo crveno bojenje) 
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Slika 8. Amiloid u zidu meningealnog krvnog suda, frontalni reţanj, kongo crveno, pas 17 god.: A- 

svetlosni mikroskop, B- polarizaciona svetlost (ţutozelena fluorescencija), C- polarizaciona svetlost, 

(ţutozelena fluorescencija). D- i E- Amiloid u zidu meningealnih krvnih sudova malog mozga, kongo 

crveno, pas 18 god., polarizaciona svetlost (ţutozelena fluorescencija). F- Amiloid u zidu parenhimskog 

krvnog suda, kongo crveno, frontalni reţanj, pas 17 god., polarizaciona svetlost (ţutozelena 

fluorescencija). 

Imunohistohemijski, amiloid je dokazan sa dva antitela: antibеtа аmilоid (Aβ1-

14) i аntibеtа аmilоid (Aβ1-42). Depoziti amiloida, koji su imunohistohemijski 

dokazani u moţdanom tkivu pasa, ispoljili su se u tri oblika: u zidu krvnih sudova, u 

difuznim plakovima u parenhimu i intracelularno u neuronima (Grafikon 5.). Primenom 

Aβ1-14 antitelom dokazano je prisustvo amiloida u sva tri oblika nakupina, dok su sa 

antitelom Aβ1-42 dokazani depoziti amiloida u moţdanim krvnim sudovima i u 
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parenhimu u obliku senilnih plakova. Intracelularne nakupine amiloida, koje su 

dijagnostikovane antitelom Aβ1-14, zapaţene su u hipokampusu, frontalnoj i 

parijetalnoj kori kod sedam pasa (Slika 9H). Kod psa starog 17 godina uoĉene su 

intracelularne nakupine amiloida u malom mozgu, tj. u pojedinim Purkinijevim 

ćelijama, koje su davale pozitivan signal pri imunohistohemijskom bojenju sa anti Aβ1-

14. Neuroni, koji su bili pozitivni na amiloid, nisu se nalazili u okviru senilnih plakova 

već su bili difuzno rasporeĊeni u njihovoj okolini. Perineuronske promene oko amiloid 

pozitivnih neurona nisu zapaţene. Pet pasa sa dijagnostikovanim intracelularnim 

amiloidom su bili starosti preko 16 godina, a dva su bila stara 13 godina. 

Depoziti amiloida u zidu krvnih sudova su bili prisutni u meningealnim i 

parenhimskim krvnim sudovima (Slika 9A, B i C). Kod skoro svih pasa sa 

cerebrovaskularnom amiloidozom, amiloid je bio deponovan u zidu u obe grupe krvnih 

sudova, tj. u meningealnim i parenhimskim krvnim sudovima. Mali broj pasa je imao 

deponovan amiloid iskljuĉivo u meningealnim krvnim sudovima, dok ni kod jednog psa 

nije ustanovljeno prisustvo amiloida samo u parenhimskim krvnim sudovima. Amiloid 

je deponovan u mišićnom sloju krvnih sudova. U nekim krvnim sudovima depoziti su 

okruţivali u vidu prstena ceo krvni sud, a u nekim su depoziti bili isprekidani. Prisustvo 

oba pomenuta oblika deponavanja amiloida u krvnim sudovima u ispitivanim delovima 

moţdanog tkiva mogla su da se uoĉe zajedno ili pojedinaĉno. Oko krvnih sudova sa 

depozitima amiloida nije uoĉena ćelijska reakcija ni u jednom sluĉaju. 

Depoziti amiloida nisu dokazani u krvnim sudovima produţene moţdine, dok su 

u ostalim ispitivanim segmentima mozga imunohistohemijski dijagnostikovani. Regije 

koje su najfrekvetnije zahvaćene cerebrovaskularnom amiloidozom su na prvom mestu 

frontalna kora, pa zatim slede parijetalna kora i hipokampus i na kraju je mali mozak 

kao deo mozga sa najmanjom frekvencom pojave depozita amiloida u krvnim 

sudovima. U menigealnim krvnim sudovima prisustvo depozita amiloida je dokazano u 

frontalnoj regiji kod 21-og psa (70%), parijetalnoj regiji kod 16 pasa (53,33%), 

hipokampusu kod 15 pasa (50%) i u malom mozgu kod 5 pasa (16,67%). Amiloid je 

dijagnostikovan u parenhimskim krvnim sudovima mozga u frontalnoj kori kod 70% 

pasa, u parijetalnoj kori i hipokampusu kod oko 50% pasa i u malom mozgu kod 

13,33% pasa eksperimentalne grupe.  
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Depoziti amiloida u obliku difuznih plakova u mozgu pasa dokazani su sa oba 

antitela (Grafikon 4). Tako je 19 pasa (63,33%) bilo imunohistohemijski pozitivno na 

difuzne plakove sa Aβ1-14, a 18 pasa (60%) sa Aβ1-42. Difuzni plakovi su se uoĉavali 

kao fibrilarne strukture u okviru kojih su mogli ponegde da se uoĉe „zarobljeni“ neuroni 

oĉuvane graĊe. Neuroni u okviru difuznih plakova su bili negativni na β amiloid (Slika 

9D, E, F i G). 

Imunohistohemijski pozitivni signal difuznih plakova je varirao u intenzitetu od 

slabog do jako intenzivnog. Uoĉeno je, da je pozitivni signal difuznih plakova, kao i 

depozita u krvnim sudovima, bio jaĉeg intenziteta pri imunohistohemijskom bojenju sa 

Aβ1-42. Pozitivni signali difuznih plakova sa oba antitela su detektovani u sivoj masi 

frontalnog i parijetalnog reţnja i u molekularnom sloju hipokampusa. Ipak, frontalna 

kora je regija mozga koja je najĉešće zahvaćena ovom promenom. U segmentima 

mozga u kojima je dijagnostikovan amiloid, plakovi su bili razliĉitog oblika i veliĉine 

od malih pojedinaĉnih jasno ograniĉenih, do velikih nejasno ograniĉenih, sastavljenih 

od više manjih plakova (Slika 9D, E, F i G). U zavisnosti od stepena razvijenosti 

promena u frontalnoj i parijetalnoj kori plakovi su mogli da se uoĉe od površnih slojeva 

pa skroz do dubokih slojeva sive supstance. Zapaţeno je, da su se masivniji depoziti u 

dubljim slojevima javljali kod starijih pasa iz eksperimentalne grupe.  

Amiloid u difuznim plakovima dokazan sa Aβ1-14, uoĉen je u frontalnoj kori 

kod 19 pasa (63,33% ), u parijetalnoj kori kod 16 pasa (53,33%), i u hipokampusu kod 

13 pasa (43,33%), dok je sa Aβ1-42 dokazan u frontalnoj kori kod 18 pasa (60%), 

parijetalnoj kori 15 pasa (50%), i hipokampusu kod 14 pasa (46,67%). 

Grafikon 5. Rezultati imunohistohemijskog bojenja na amiloid po ispitivanim segmentima 
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Slika 9. Aβ1-42 u frontalnom reţnju, IHC: A- u zidu meningealnih krvnih sudova, pas 17 god., B- u zidu 

meningealnih i parenhimskih krvnih sudova, pas 17 god., C- u difuznom plaku i u zidu meningealnih 

krvnih sudova, pas 15god., D- u difuznim plakovima, pas 15 god., E- u difuznim plakovima, pas 15 god. 

Aβ1-42 u parijetalnom reţnju, IHC, F- u difuznim plakovima, pas 12 god., G- u difuznim plakovima, pas 

15 god., H- Aβ1-14 u neuronima parijetalnog reţnja, IHC, pas 12 god. 
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5.7.  AMILOID PREKURSOR PROTEIN (APP) 

Za dokazivanje prisustva APP korišćeno je poliklonsko antitetelo (C terminus, 

C99), koje se vezuje od 85. do 99. aminokiseline u polipeptidnom lancu amiloid 

prekursor proteina. Imunohistohemijskim bojenjem, prisustvo APP dokazano je samo u 

neuronima (Slika 10.), dok u zidu krvnih sudova i senilnim plakovima APP nije 

dokazan. Pozitivni signal u neuronima se javljao perinuklearno u telu neurona kao i 

njihovim produţecima (aksonima i dendritima). Primećeno je, da je pozitivni signal pri 

imunohistohemijskom bojenju na APP intenzivniji kod starijih pasa.  

 

 

 

 

 

 

Slika 10. A- APP u neuronima i nervnim produţecima, IHC, parijetalni reţanj, pas 12 god., B- APP u 

neuronima i nervnim produţecima, IHC,  parijetalni reţanj, pas 17 god. 

5.8. TAU PROTEIN 

Za imunohistohemijsko ispitivanje eventualnog prisustva patoloških nakupina 

fosforilisanog tau proteina u neuronima korišćeno je poliklonsko antitelo za humani tau 

protein. U ispitivanim segmentima mozga pasa kontrolne i eksperimentalne grupe 

imunohistohemijskim bojenjem sa antitelom za humani tau protein nije dokazano 

prisustvo patoloških nakupina fosforilisanog tau proteina.  

5.9. UBIKVITIN 

Prisustvo ubikvitina u tkivnim preparatima dokazivano je primenom 

imunohistohemijskog bojenja sa primarnim monoklonskim antitelom za ubikvitin (Slika 

11.). Pozitivna ubikvitin imunohistohemijska reakcija nije detektovana u tkivnim 

iseĉcima mozga pasa kontrolne grupe. U ispitivanim segmentima mozga pasa 

eksperimentalne grupe u razliĉitom procentu detektovan je pozitivni 

imunohistohemijski signal na ubikvitin (Grafikon 7.). Ubikvitin pozitivna 
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imunohistohemijska reakcija ustanovljena je u hipokampusu, frontalnoj i parijetalnoj 

regiji kod velikog broja pasa eksperimentalne grupe (83-87%). U malom mozgu i 

produţenoj moţdini pozitivna imunohistohemijska reakcija na ubikvitin dokazana je 

kod oko 50% pasa (Grafikon 7.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 11. Ubikvitin, IHC: A- frontalni reţanj, bela supstanca, pas 13god., B- frontalna kora, pas 15 god., 

C- frontalna kora, pas 14 god., D- parijetalna kora, pas 14 god., E- hipokampus, pas 14 god., F- 

produţena moţdina, pas 18 god., G- mali mozak, pas 15 god., H- mali mozak, pas 17 god. 
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Grafikon 7. Grafiĉki prikaz rezultata imunohistohemijskog bojenja na ubikvitin 

 

 

 

 

 

 

 

U tkivnim preparatima pozitivna ubikvitin imunohistohemijska reakcija je 

uoĉena u obliku granula i globula ĉija je veliĉina varirala. Ubikvitinske granule i 

globule su se nalazile u većoj koliĉini difuzno rasute po celoj beloj supstanci ispitivanih 

regiona, dok su u sivoj supstanci bile fokalno rasporeĊene. U beloj supstanci 

ubikvitinske granule su bile prisutne u citoplazmi glija ćelija kao i u aksonskim 

vlaknima neurona. Jedra ćelija ispitivanih regiona moţdanog tkiva su u pojedinaĉnim 

sluĉajevima bila imunohistohemijski pozitivna na ubikvitin. U sivoj supstanci ubikvitin 

se nešto ĉešće nalazio u glija ćelijama nego u neuronima. TakoĊe, u malom mozgu 

pozitivni signal je bio jaĉeg intenziteta u beloj supstanci nego u sivoj supstanci, u kojoj 

su se najĉešće nalazili manji fokusi imunohistohemijski pozitivnih ćelija. U produţenoj 

moţdini kod 12 pasa dokazana je pozitivna ubikvitin imunohistohemijska reakcija u 

pojedinim ćelijama, a kod najstarijih pasa eksperimentalne grupe fokalno su uoĉene 

grupe pozitivnih neurona. Primećeno je, takoĊe, da je imunohistohemijska reaktivnost 

ubikvitina bila intenzivnija kod veoma starih pasa eksperimentalne grupe u odnosu na 

pozitivnu imunohistohemijsku reakciju kod mlaĊih pasa iz ove grupe.  

5.10. LIPOFUSCIN  

Na preparatima bojenim hematoksilin eozin metodom lipofuscin ima granularnu 

strukturu koja je svetloţute do smeĊe boje i lako se razlikuje od ruţiĉaste boje 

citoplazme. U citoplazmi neurona granule lipofuscina zajedno grade vrećastu strukturu 

u okviru koje su zbijene jedne do drugih. Od specifiĉnih bojenja za dokazivanje 
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prisustva lipofuscina u neuronima korišćene su modifikovana metoda Ziehl Neelsen i 

PAS metoda. Lipofuscin je dokazan samo u nekoliko velikih neurona produţene 

moţdine kod jednog psa iz kontrolne grupe (Slika 12A i B), a bio je deponovan u maloj 

koliĉini u citoplazmi pravilno rasporeĊen oko jedra u vidu finih granula, koje su se PAS 

bojenjem obojile karmin crveno. Koliĉina lipofuscina u mozgu pasa eksperimentalne 

grupe bila je znatno veća (Slika 12C, D, E i F, G i H). U svim ispitivanim segmentima 

moţdanog tkiva u razliĉitim procentima dokazane su nakupine lipofuscina u neuronima, 

a granule lipofuscina su smeštene perinuklearno kao i u dendritskom „stablu“ i 

aksonskom „breţuljku“. Primenom obe metode specifiĉnog bojenja na lipofuscin, kod 

skoro svih starijih pasa od deset godina prisustvo pigmenta je dokazano u krupnim 

neuronima pojedinih jedara produţene moţdina kod 28 pasa (93,33%). Pored produţene 

moţdine u svim ostalim ispitivanim segmentima, ustanovljeno je prisustvo 

lipofuscinskih granula u neuronima pasa eksperimentalne grupe modifikovanom 

metodom Ziehl Neelsen (56%-74%), kao i PAS metodom bojenja (60% - 76%) 

(Grafikon 6.). 

Grafikon 6. Distribucija lipofuscina po ispitivanim segmentima (modifikovana Ziehl Neelsen i PAS 

metoda) 
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Slika 12. Lipofuscinske granule u neuronima: A- produţena moţdina, modifikovana Ziehl Neelsen 

metoda, pas 5 god., B- produţena moţdina, modifikovana Ziehl Neelsen metoda, pas 5 god.,  C-  

parijetalna kora, HE, pas 10 god., D- parijetalna kora, HE, pas 14 god., E- produţena moţdina, 

modifikovana Ziehl Neelsen metoda, pas 12 god., F- hipokampus (Amonov rog), modifikovana Ziehl 

Neelsen metoda, pas 18 god., G- produţena moţdina, PAS metoda, pas 12 god., H- produţena moţdina,  

PAS metoda, pas 18 god.   

  H  G 

  F   E 

  D 

  B 

  C 

  A 



69 

 

5.11. POLIGLUKOZANSKA TELA 

Poliglukozanska tela (Polyglucosan bodies, PGB, eng.) ispoljavaju se kao PAS 

pozitivni sferoidi i uglavnom su uoĉena u neuropilu. Morfološki ona su izgledala 

dvojako, u prvom sluĉaju kao loptaste tvorevine sa centralnim delovima tamnoruţiĉaste 

do ljubiĉaste boje oko koga se nalazi svetlo ruţiĉasta do ruţiĉasta halo zona, a u drugom 

sluĉaju kao homogeni sferoidi ruţiĉaste boje (Slika 13.).  

PGB su dokazana kod skoro svih pasa eksperimentalne grupe, dok u kontrolnoj 

grupi nisu bila prisutna (Grafikon 8). Prisustvo PGB u svim ispitivanim segmentima 

pasa eksperimentalne grupe je uglavnom dokazano u neuropilu, a samo u pojedinaĉnim 

sluĉajevima intracelularno. Intracelularno smeštena poliglukozanska tela su uoĉena u 

neuronima i glija ćelijama u hipokampusu, parijetalnom reţnju i malom mozgu pasa 

starijih od petnaest godina. Poliglukozanska tela u malom mozgu, frontalnoj i 

parijetalnoj kori su najĉešće lokalizovana u molekularnim slojevima, dok su u 

produţenoj moţdini difuzno rasporeĊena. Uoĉena je zavisnost izmeĊu broja prisutnih 

poliglukozanskih tela i starosti pasa eksperimentalne grupe. Kod starijih pasa je 

ustanovljeno prisustvo većeg broja poliglukozanskih tela u neuropilu i intracelularno. 

Grafikon 8. Grafiĉki prikaz rezultata bojenja PAS metodom na PGB 
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Slika 13. PAS pozitivna poliglukozanska tela: A- intracelularno, frontalni reţanj, pas 18 god., B- 

ekstracelularno i intracelularno, hipokampus, pas 16 god., C- ekstracelularno, hipokampus, pas 12 god., 

D- ekstracelularno mali mozak, pas 12 god., E- ekstracelularno, produţena moţdina, pas 15 god., F- 

intracelularno, parijetalni reţanj, pas 16 god. 
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6. DISKUSIJA 

Makroskopske starosne promene u mozgu ţivotinja u literaturi su mnogo reĊe 

opisivane od promena u vezi sa starenjem kod ljudi. U ovom istraţivanju ustanovljeno 

je da se kod pasa starijih od deset godina javljaju atrofija moţdanih vijuga i proširenje 

moţdanih brazda u 16,67% sluĉajeva, blago proširenje moţdanih komora kod 63% pasa 

i zadebljanje mekih moţdanica kod 76% pasa. Iako pojedini autori smatraju da neke 

makroskopske promene na mozgu, kao što su atrofija moţdanih vijuga i proširenje 

moţdanih komora (Reifinger, 1997., Dimakopoulos and Mayer, 2002.), nisu u korelaciji 

sa starosnim histološkim promenama, ipak dobijeni rezultati u ovom ispitivanju upućuju 

na zakljuĉak da su obe grupe promena u odreĊenoj korelaciji. Najĉešće 

dijagnostikovane makroskopske starosne promene na moţdanom tkivu ljudi su 

cerebralna atrofija i proširenje moţdanih komora. Pomenute promene se dovode u vezu 

sa gubitkom kortikalnih neurona (Cummings et al., 1996c, Reifinger, 1997., Borras et 

al., 1999., Dimakopoulos and Mayer, 2002.). 

Najĉešće ustanovljene patohistološke promene su astroglioza (oko 80%), 

astrocitoza (oko 35%), satelitoza i neuronofagija (oko 75%). Astroglioza i astrocitoza su 

termini, koji oznaĉavaju promene na astrocitima, a manifestuju se u prvom sluĉaju kao 

hipertrofija i u drugom kao povećanje broja astrocita. Satelitoza i neuronofagija su dva 

procesa u CNS-u koji prate jedan drugi. Javljaju se kada doĊe do oštećenja neurona 

usled dejstva neke štetne nokse ili promene u perineuronalnoj mikrookolini. Posle 

narušavanja homeostaze neurona, perineuronska satelit oligodendroglija hipertrofiše i 

proliferiše, a mikroglija ćelije vrše fagocitozu oštećenih neurona. Dobijeni 

patohistološki nalazi zajedno sa makroskopskim promenama ukazuju da u moţdanom 

tkivu starijih pasa dolazi do gubitka neurona u znaĉajnijoj meri, a samim tim slabljenja 

ili prestanka funkcije zahvaćenih delova mozga. Pored toga, u ispitivanju je 

ustanovljeno da su kod pasa hipokampus, frontalna i parijetalna kora najĉešće zahvaćeni 

patohistološkim promenama, koje ukazuju da dolazi do gubitka neurona. Na osnovu 

razvijenih promena u pomenutim delovima moţdanog tkiva moţe se oĉekivati 

smanjenje kognitivnih sposobnosti starijih pasa sliĉno kao i kod starijih ljudi, kod kojih 

se razvijaju sliĉne starosne promene u istim segmentima centralnog nervnog sistema. 

Prethodno navedeno je u skladu sa istraţivanjima izvesnog broja autora, koji su 
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prouĉavali promene u ponašanju starijih pasa i njihovu povezanost sa pojedinim 

histološkim promenama u centralnom nervnom sistemu (Head et al., 2010). Morfološke 

promene i promene u ponašanju kod starih pasa, u literaturi se pominju kao oblik 

senilne demencije Alzheimer tipa koja se javlja kod pasa (canine counterpart of the 

senile dementia of the Alzheimer type, ccSDAT, eng.) (Rofina et al., 2003., Rofina et al., 

2006.). TakoĊe, treba napomenuti da je selektivan gubitak neurona tokom procesa 

starenja kod razliĉitih ţivotinjskih vrsta u literaturi veoma retko opisivan (Borras et al., 

1999.). 

Tokom starenja javljaju se i promene na krvnim sudovima moţdanog tkiva, koje 

mogu bitno da utiĉu na vitalnost neurona i glija ćelija, a samim tim i na oĉuvanost graĊe 

i funkcije centralnog nervnog sistema. Promene na krvnim sudovima mogu da se jave 

perivaskularno, u samom zidu ili u lumenu krvnog suda. U procesu starenja 

najznaĉajnije i najĉešće su promene u samom zidu moţdanih krvnih sudova, usled ĉije 

pojave moţe doći do promene u propustljivosti, ovim procesom se narušava normalan 

dotok glukoze i kiseonika do neurona i glija ćelija, tako da hipoksija i nedostatak 

hranljivih materija dovodi do oštećenja ćelija (Dimakopoulos and Mayer, 2002.). 

Fibroza zida cerebralnih krvnih sudova u ovom ispitivanju je bila veoma ĉest 

nalaz kod starijih pasa (do 70% pasa iz eksperimentalne grupe). Rezultati ispitivanja po 

pojedinim delovima ukazuju da je fibroza zida cerebralnih krvnih sudova najizraţenija u 

frontalnom reţnju (70%) zatim hipokampusu (66,67%), i parijetalnom reţnju (63,33%). 

TakoĊe, zapaţeno je da se fibroza krvnih sudova javila kod svih pasa starijih od 13 

godina, što navodi na zakljuĉak da ova promena na krvnim sudovima nastaje u procesu 

starenja.  

Kod malog broja pasa iz eksperimentalne grupe, tj. samo kod najstarijih pasa 

(starijih od 16 godina), lumen pojedinih moţdanih krvnih sudova zahvaćenih fibrozom 

bio je suţen. Za razliku od ljudi, aterosklerotiĉne promene na krvnim sudovima starih 

pasa se reĊe uoĉavaju (McGavin and Zachary, 2007). Nalaz malog broja suţenih krvnih 

sudova samo kod veoma starih pasa, sugeriše da se tokom procesa starenja znaĉajno ne 

smanjuje lumen krvnih sudova, ali da oštećenje zida krvnih sudova dovodi do slabije 

perfuzije, oksidativnog stresa i stvaranja slobodnih radikala, koji oštećuju ćelijske 

elemente u moţdanom tkivu. 
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Prema nekim autorima lumen moţdanih krvnih sudova kod starih pasa 

uglavnom je oĉuvan, mada ĉesto dolazi do povećanja perivaskularnog prostora 

(Dimakopoulos and Mayer, 2002.). Perivaskularni edem je zapaţen u ovom istraţivanju 

kod velikog broja ţivotinja kontrolne i eksperimentalne grupe, što navodi na zakljuĉak 

da ova promena oko krvnih sudova nije starosno zavisna. Uoĉeni perivaskularni edem 

kod pasa obe ispitivane grupe moţe se javiti i kao posledica agonalnog stanja u kome se 

ţivotinja nalazi pre uginuća ili nastaje kao posledica eutanazije. TakoĊe, uoĉeno je da se 

perivaskularni edem ne javlja u produţenoj moţdini pasa ni kod jedne ispitivane grupe.  

Nalaz mononuklearnih perivaskularnih infiltrata u moţdanicama i u moţdanom 

parenhimu pojedinih pasa eksperimentalne grupe govori najverovatnije o virusnoj 

infekciji. S obzirom na starost ţivotinja, verovatno se radi o encephalitis-u starih pasa 

(old dog encephalitis, eng.), perzistentnoj infekciji modifikovanim virusom štenećaka. 

Ovaj nalaz se ni u kom sluĉaju ne moţe dovesti u vezu sa starošću, ali moţe izazavati 

manifestacije koje se kliniĉki mogu zameniti sa promenama u ponašanju, koje nastaju 

kao posledica starosti. 

Nakupljanje amiloida u zidu krvnih sudova je veoma znaĉajna promena, koja se 

javlja u procesu starenja, a oznaĉava se kao cerebralna amiloidna angiopatija (CAA). U 

humanoj populaciji CAA je uzrokovana depozitima Aβ i sreće se normalno u procesu 

starenja, kod pacijenata sa familijarnom CAA i kod skoro svih pacijenata sa Alzheimer-

ovim oboljenjem (Vinters et al., 1996., Revesz et al., 2002., Kumar-Singh, 2008.). U 

ovom ispitivanju je ustanovljena akumulacija amiloida u zidu cerebralnih krvnih sudova 

kod 70% pasa starosti preko 10 godina, na osnovu ĉega se moţe pretpostaviti da je ova 

promena starosno zavisna.  

Amiloid se nakuplja u mišićnom sloju leptomeningealnih i parenhimskih krvnih 

sudova. Smatra se da Aβ akumuliran u zidu cerebralnih krvnih sudova ima toksiĉno 

dejstvo na vaskularne elemente, pa endotelne ćelije, a isto tako periciti, podleţu 

degeneraciji (Farkas and Luten, 2001., Kumar-Singh et al. 2002.). Na taj naĉin amiloid 

utiĉe na propustljivost krvnih sudova, slabiju perfuziju i tako posredno dovodi do 

oštećenja neurona. Dobijeni rezultati u ovom ispitivanju su pokazali da je kod većine 

pasa eksperimentalne grupe prisutna CAA i da su ovom promenom bili zahvaćeni 
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leptomenigealni i parenhimski krvni sudovi istovremeno, a da je kod malog broja pasa 

ustanovljeno prisustvo amiloida samo u zidu leptomeningealnih krvnih sudova. 

Smatra se takoĊe, da je nastanak CAA kod ljudi povezan sa pojavom demencije. 

Pored toga što je CAA faktor koji utiĉe na javljanje dementnosti, predstavlja faktor 

rizika za nastanak moţdanog udara (Kumar-Singh, 2008). U ovom ispitivanju nisu 

uoĉena krvavljenja u mozgu, mada neki autori navode da su ona u pozitivnoj korelaciji 

sa CAA (Revesz et al., 2002., Kumar-Singh, 2008). 

Ekstracelularno nakupljanje amiloida kod senilne demencije tipa Alchajmer  

ispoljava se u formi amiloidnih plakova, koji se morfološki mogu podeliti u dva tipa, 

zreli (primitivni i neuritik) i difuzni (Tekirian et al., 1996.). Zreli plakovi sastoje se od 

mreţe fibrila, koja se boje kongo crvenim, dok se difuzni ne boje kongo crvenim. 

Prisustvo amiloida u moţdanom tkivu ispitivanih pasa dokazivano je metodom 

kongo crveno i imunohistohemijskim bojenjem. Imunohistohemijskim bojenjem na 

amiloid sa antitelima anti Aβ1-14 i anti Aβ1-42 ekstracelularne nakupine amiloida u 

mozgu bile su imunohistohemijski pozitivne kod oko 60% pasa eksperimentalne grupe. 

U nekim sluĉajevima u okviru plakova mogli su da se uoĉe neuroni oĉuvane graĊe. 

Ekstracelularne nakupine (plakovi) amiloida u mozgu pasa nisu se obojile metodom 

kongo crveno, tj. bile su negativne. Dobijeni rezultati u ovom istraţivanju bojenjem 

metodom kongo crveno i imunohistohemijskim bojenjem na amiloid ukazuju da kod 

starijih pasa nastaju plakovi difuznog tipa, što je u skladu sa literaturnim podacima o 

plakovima difuznog tipa (Dimacopoulos and Mayer, 2002., Brellou et al., 2005., 

Kumar-Singh, 2008.). Iako se smatra da se zreli plakovi (primitivni i neuritik tip) ne 

javljaju u mozgu starih pasa, ipak se ne moţe iskljuĉiti mogućnost njihove pojave na šta 

ukazuju rezultati nekih istraţivanja (Cummings et al., 1993b, Cummings et al., 1996d, 

Papaioannou et al., 2001., Dimacopoulos and Mayer, 2002.). 

Znaĉajna karakteristika difuznih plakova kod pasa je njihova rasprostranjenost i 

broj, koji je ĉesto jednak ili ĉak veći od broja plakova u mozgu ljudi obolelih od 

Alzheimer-ove bolesti, a ipak smanjenјe kognitivne sposobnosti kod tih pasa moţe se 

smatrati kao pre Alzheimer faza. Šta više, plakovi kod pasa su ĉesto mnogo veći od onih 

uoĉenih u mozgu ljudi sa Alzheimer-ovim oboljenjem (Cummings et al., 1993a, 
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Dimacopoulos and Mayer, 2002.). U okviru plakova kod ljudi sa Alzheimer-ovim 

oboljenjem postoji glijalna reaktivnost, tj. visok nivo mikroglijalne reaktivnosti. 

MeĊutim, kod pasa u okviru difuznih plakova nema povećane mikroglijalne 

reaktivnosti, već je uoĉena astrocitna reaktivnost. Ova slika se menja ukoliko doĊe do 

formiranja zrelijih plakova. Konaĉno, kod pasa postoji paradoks, koji se odnosi na 

ćelijski integritet neurona, koji se nalaze u okviru plakova, jer uprkos stavu da je 

amiloid destruktivan za neurone, u ovim plakovima se mogu naći neuroni oĉuvanog 

integriteta. Ovo se moţda moţe objasniti da Aβ ima neurotoksiĉno dejstvo kada formira 

zrele plakove, a da je neurotropan u rastvorljivom stanju (Dimacopoulos and Mayer, 

2002.). 

Razlog zbog kog su plakovi u ovom ispitivanju dokazani kod 60% pasa, a ne u 

većem procentu, moţe da bude ĉinjenica ta da su eksperimentalnu grupu ĉinili psi 

razliĉitog rasnog sastava. Poznato je da neke rase pasa imaju kraći ţivotni vek pa bi kod 

njih trebalo oĉekivati ranije razvoj starosnih promena nego kod pasa, ĉiji je ţivotni vek 

znatno duţi. Kod mešanaca i rasa pasa, koji se po svojoj konstituciji svrstavaju u grupu 

manjih rasa pasa, razvoj starosnih promena u centralnom nervnom sistemu treba 

oĉekivati kasnije pa verovatno zbog toga kod tih pasa nije ni dokazano prisustvo 

senilnih plakova. 

Plakovi su dokazani imunohistohemijski u hipokampusu, frontalnoj i parijetalnoj 

kori, dok u malom mozgu i produţenoj moţdini njihovo prisustvo nije ustanovljeno. 

Frontalna i parijetalna kora su ĉešće zahvaćeni ovom promenom od hipokampusa. Ovi 

nalazi su u skladu sa literaturnim podacima i sa nalazima drugih istraţivaĉa, a ukazuju 

da se kod starijih ţivih ţivotinja mogu oĉekivati kliniĉki znaci slabljenja kognitivnih 

sposobnosti (Head et al., 1998., Dimacopoulos and Mayer, 2002., Head et al., 2010.). 

Pored ekstracelularnog prisustva amiloida imunohistohemijskim bojenjem sa 

antitelom Aβ1-14, dokazano je njegovo prisustvo i u neuronima. Od sedam pasa, kod 

kojih je dokazano intracelularno prisustvo amiloida, pet pasa su bili stariji od 16 godina. 

TakoĊe, primećeno je da su imunohistohemijski pozitivni neuroni na amiloid bili 

smešteni u okolini plakova, a ne u samim plakovima. Ovakav nalaz ide u prilog 

pretpostavci da se jedan deo amiloida stvara u ćeliji pa se zatim najverovatnije 

procesom egzocitoze transportuje iz ćelije u ekstracelularni prostor, tj. u podruĉje plaka. 
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Dokazano je da su toksiĉnije forme amiloida one koje su rastvorljive, kao što su 

monomeri, dimeri, oligomeri amiloida i zreli fibrili Aβ1-40, dok su zreli fibrili Aβ1-42 

nerastvorljivi i manje neurotoksiĉni. Postoje brojni dokazi da je za formiranje 

nerastvorljivih agregata amiloida bitan C-terminus (Soreghan et al. 1994., Bitan et al., 

2003., Head et al. 2010., Ahmed et al. 2010.). Smatra se, da se formiranjem 

nerastvorljivih agregata amiloida smanjuje njegova neurotoksiĉnost. Na osnovu toga, 

moţe se pretpostaviti da je stvaranje plakova od nerastvorljivih formi amiloida moţda 

jedan vid odbrane organizma od neurotoksiĉnog delovanja rastvorljivih formi amiloida. 

Pored toga što utiĉe na propustljivost krvnih sudova i tako indirektno oštećuje 

nervno tkivo, amiloid moţe direktno da deluje toksiĉno na ćelije centralnog nervnog 

sistema vezujući se za pojedine receptore na membranama ćelija ili menjanjem 

arhitekture ćelijskih membrana. Arhitekturu ćelijskih membrana amiloid moţe dvojako 

da menja stvaranjem otvora u membranama, koji su sliĉni porama ili da utiĉe da 

premeštanje fosfatidilserina na spoljašnju stranu (Ciccotosto et al., 2011.). U 

istraţivanjima u odreĊenoj populaciji neurona, utvrĊeno je da povećano premeštanje 

fosfatidilserina na spoljašnju stranu plazma membrane u korelaciji sa povećanjem 

koliĉine Aβ vezanog za plazma membranu (Simakova and Arispe, 2007., Ciccotosto et 

al., 2011.). TakoĊe, smatra se da amiloid u reakciji sa oksido-reduktivno aktivnim 

metalima moţe da generiše reaktivne kiseonikove radikale (reactive oxigen species - 

ROS, eng.). Neki autori smatraju da stvoreni slobodni radikali inhibiraju komplekse I i 

IV u mitohondrijama, zbog ĉega se oni još u većoj koliĉini stvaraju pa aktiviraju matriks 

metaloproteinaze 9, koje dovode do izraţene ekspresije kaspaza i poslediĉnog 

nastupanja ćelijske smrti (Vargas et al., 2010.).  

Povišen nivo slobodnih radikala dovodi do aktivacije odbrambenih mehanizama 

za njihovo uklanjanje. Na osnovu ovoga moţe se pretpostaviti, a i dobijeni rezultati u 

ovom istraţivanju ukazuju na povišen nivo ekspresije metalotioneina I i II, koji 

uĉestvuju u odbrambenoj ulozi, tj. u uklanjanju slobodnih radikala u centralnom 

nervnom sistemu. Ustanovljen je povišen nivo ekspresije metalotioneina prvenstveno u 

astrocitima. Uoĉena je povećana reaktivnost astrocita oko samih plakova, a bez 

promena na drugim glija ćelijama. Statistiĉki podaci ukazuju da postoji statistiĉka 

znaĉajnost imunohistohemijski pozitivnih ćelija na metalotioneine I i II i GFAP 
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pojedinih delova mozga starijih u odnosu na imunohistohemijski pozitivne delove 

mozga mlaĊih jedinki. Statistiĉka znaĉajnost postoji u hipokampusu, frontalnoj i 

parijetalnoj kori starijih pasa u odnosu na pomenute regione mlaĊih jedinki. Moţe se 

smatrati da je ova astrocitna reaktivnost posledica oštećenja neurona i promena na 

neuronima koje nastaju u procesu starenja (Borras et al., 1999.). Zbog razvoja starosnih 

promena u hipokampusu, frontalnom i parijetalnom reţnju, na ĉije postojanje ukazuje i 

astrocitna reaktivnost, trebalo bi oĉekivati smanjenje funkcija, koje su pod kontrolom 

pomenutih regiona.  

Dobijena razlika u intenzitetu imunohistohemijskog pozitivnog signala na 

metalotioneine I i II u sivoj i beloj supstanci navodi na zakljuĉak da se intenzivnije boje 

fibrozni astrociti, prisutni uglavnom u beloj supstanci, u odnosu na protoplazmatske, 

koji se nalaze uglavnom u sivoj supstanci. TakoĊe, to moţda ukazuje na pojaĉane 

metaboliĉke procese pri ĉemu se povećava koncentracija slobodnih radikala, koji 

stimulišu aktiviranje odbrambenih mehanizama za neutralisanje i uklanjanje slobodnih 

radikala, meĊu kojima je pojaĉana sinteza metalotioneina. 

Amiloid prekursor protein (APP) je veoma rašireni transmembranski protein za 

koji se smatra da ima neurotrofiĉku i neuroprotektivnu ulogu. Pretoliza ovog proteina 

nastaje pod dejstvom enzima sekretaza (α, β i γ). Dejstvom β i γ sekretaze na APP 

nastaje u velikom procentu rastvroljivi Aβ peptid heliksne strukture, koji se vezivanjem 

za gangliozide GM-1 pretvara u nerastvorljivi Aβ protein, koji ima nabranu β strukturu 

ĉijom polimerizacijom nastaju amiloidne fibrile. Proteolitiĉkim razlaganjem APP pod 

dejstvom β i γ sekretaza nastaje u manjoj koliĉini nerastvorljivi Aβ peptid, ĉijim se 

ekstracelularnim nakupljanjem formiraju plakovi.  

Primećeno je da se ekspresija APP mRNA (messenger ribonucleic acid-mRNA, 

eng.) povećava u neuronima i glija ćelijama nakon oštećenja mozga (Ramirez et al. 

2001.). Dobijeni rezultati u ovom istraţivanju ukazuju da se koliĉina ukupnog APP 

povećava, što je je u skladu sa mišljenjem pojedinih autora, koji pretpostavljaju da veća 

koliĉina ukupnog APP dovodi do intenzivnijeg nakupljanja Aβ. MeĊutim, ima i 

suprotnih mišljenja, tako Pop i sar. na osnovu dobijenih rezultata u njihovim 

istraţivanjima ukazuju da se ukupna koliĉina APP kod starijih pasa smanjuje u svim 
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ispitivanim regionima mozga (prefrontalni, parijetalni, okcipitalni korteks i 

hipokampus) (Pop et al., 2010.). 

Poznato je da je ubikvitin visoko konzervirani protein, ĉija je uloga vezivanje za 

proteine, koji će biti razgraĊeni uz pomoć proteazoma. Ubikvitin pored obeleţavanja 

proteina, koji će biti proteolitiĉki razgraĊeni, ima druge brojne fiziološke uloge u ćeliji 

kao što je uĉešće u mehanizmima reparacije DNK, kontroli ćelijskog ciklusa i odgovoru 

na stres. Ubikvitin imunohistohemijski pozitivne granule se kod ljudi javljaju u procesu 

starenja, ali i u nekim neurodegenerativnim oboljenjima kao što su Alzheimer-ova 

bolest, Parkinsonova bolest i bolest motornih neurona (Borras et al., 1998., Upadhya 

and Hegde, 2007.).  

Dobijeni rezultati imunohistohemijskog bojenja na ubikvitin u ovom istraţivanju 

ukazuju da u toku procesa starenja dolazi do oštećenja ćelija centralnog nervnog 

sistema, pri ĉemu su u ćelijama intenzivirani proteolitiĉki procesi. Naime, u ovom 

istraţivanju dobijena je pozitivna imunohistohemijska reakcija na ubikvitin kod 83-87% 

pasa eksperimentalne grupe u hipokampusu, frontalnoj i parijetalnoj regiji i kod 50% 

pasa produţenoj moţdini i malom mozgu, dok u kontrolnoj grupi nije bilo pozitivne 

imunohistohemijske reakcije. Iz ovog se moţe zakljuĉiti da je koliĉina ubikvitina znatno 

povećana u ćelijama nervnog sistema kod starijih jedinki. Ovakav nalaz ukazuje na 

regresivne promene u ovim ćelijama. 

Pored prisustva imunohistohemijskog pozitivnog signala u citoplazmi ćelija, on 

je bio prisutan u jedrima ćelija moţdanog tkiva pasa eksperimentalne grupe, a to 

ukazuje da su neki jedarni proteini bili vezani za ubikvitin ili da su aktivirani 

mehanizmi reparacije DNK. Na osnovu ovoga moţe se pretpostaviti da u procesu 

starenja dolazi do oštećenja DNK i jedarnih proteina ĉime se narušava funkcionalnost 

jedra, a samim tim i ćelije.  

Tau protein je protein koji se nalazi u neuronima, a ima ulogu u stabilizaciji 

mikrotubula ukljuĉenih u aksonski transport. Fosforilacija tau proteina dovodi do 

njegovog nakupljanja i formiranja neurofibrilarnih klubadi u ćeliji. U ovom ispitivanju 

neurofibrilarna klubad nisu dokazana u mozgu pasa što je u skladu sa literaturnim 

podacima. Neki smatraju da akumulacija fosforilisanog tau proteina izostaje zbog 
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relativno kratkog ţivotnog veka pasa (Papaioannau et al., 2001., Yu et al., 2011.). 

Pojedini istraţivaĉi su mišljenja da se neurofibrilarna klubad stvaraju u duţem 

vremenskom periodu, a da bi se kod pasa to desilo morali bi da imaju duţi ţivotni vek 

(Nakayama et al., 2004., Yu et al., 2011.). Drugi razlog zbog kog se formiraju 

neurofibrilarna klubad leţi u ĉinjenici da kod ljudi postoje brojna mesta fosforilacije u 

strukturi tau proteina (aminokiseline na pozicijama 189., 194., 202., 205., 207., 231., 

262., 396. i 404.). Fosforilacijom aminokiselina u okviru polipetidnog lanca tau proteina 

stvaraju se helikoidne strukture, koje utiĉu na formiranje neurofibrilarne klubadi kod 

ljudi. MeĊutim, kod pasa se smatra da postoji mali broj mesta u strukturi tau proteina 

(aminokiseline na poziciji 189., 207. i 396.), gde dolazi do fosforilacije i da je to razlog 

zbog kog se ne formiraju neurofibrilarna klubad (Yu et al., 2011.).  

Pored toga, što u brojnim ispitivanjima neurofibrilarna klubad nisu dokazana 

kod pasa, zapaţeno je da se gustina granularnih agregata ubikvitina u aksonima sa 

mijelinskim omotaĉem povećava u toku procesa starenja. U ovom ispitivanju je 

imunohistohemijski pozitvni signal na ubikvitin u aksonskim vlaknima bele supstance 

bio intenzivniji kod starijih pasa u odnosu na mlaĊe pse iz eksperimentalne grupe. Yu i 

sar. su dokazali kolokalizaciju ubikvitina i fosforilisanog serina na 396. poziciji u 

primarnoj strukturi tau proteina (p-tau 396. Ser., eng.) kod pasa sa kognitivnom 

disfunkcijom, na osnovu ĉega autori smatraju da ubikvitin moţe imati vaţnu ulogu u 

formiranju neurofibrilarne klubadi. Ovi istraţivaĉi su ustanovili da je intenzivniji 

imunohistohemijski pozitivni signal na ubikvitin i p-tau 396. Ser. kod pasa sa 

kognitivnim disfunkcijama nego kod ljudi sa Alzheimer-ovim oboljenjem. Uzimajući u 

obzir prethodno navedene ĉinjenice, oni smatraju da su psi dobar eksperimentalni 

model, koji moţe da se koristi u razjašnjavanju patogeneze Alzheimer-ove bolesti kao i 

za prekliniĉka testiranja terapijskih sredstava, koja bi mogla da se koriste za ranu 

dijagnozu i leĉenje ovog teškog poremećaja ljudi (Yu et al., 2011.). 

Nakupljanje lipofuscina u dugoţivećim postmitotiĉkim ćelijama predstavlja 

vaţnu morfološku promenu procesa starenja organizma. Lipofuscin je prvi put opisan 

pre jednog veka, ali je u poslednjih nekoliko godina u fokusu brojnih ispitivanja u cilju 

otkrivanja biohemijskih procesa i patoloških stanja vezanih za proces starenja. 

Kardiomiociti, epitelne ćelije retine i neuroni su dugoţiveće postmitotiĉke ćelije u 
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kojima se lipofuscin nakuplja i u kojima je najuoĉljiviji. Pretpostavlja se da u drugim 

ćelijama, kao što su ćelije kostne srţi, intestinalnog epitela i druge, dolazi do 

nakupljanja lipofuscina, ali da se njegova koliĉina razreĊuje zahvaljući njihovim ĉestim 

deobama pa nakupine pigmenta u njima ostaju neuoĉljive. Treba napomenuti da u 

brojnim patološkim stanjima dolazi do nakupljanja ceroida (ceroidna lipofuscinoza), ali 

za razliku od lipofuscina, on se nakuplja ekstracelularno i intracelularno u veoma 

kratkom vremenskom roku.  

UtvrĊeno je da lipofuscin uglavnom grade proteini i lipidi, a da u maloj koliĉini 

sadrţi neke ugljene hidrate i jone nekih metala. Proteinsku komponentu lipofuscina ĉini 

heterogena grupa belanĉevina razliĉitog aminokiselinskog sastava. Lipidna komponenta 

je saĉinjena od triglicerida, slobodnih masnih kiselina, holesterola, fosfolipida, dolihola 

i fosforilisanog dolihola. Ugljenohidratna komponenta predstavlja samo od 4 do 7% 

sadrţaja lipofuscina i to su uglavnom мanoza, N-acetil-D-galaktozamin i sijalinska 

kiselina (Terman and Brunk, 1998b, Double et al., 2008.). Od jona metala granule 

staraĉkog pigmenta sadrţe gvoţĊe, bakar, cink i mangan, pri ĉemu se gvoţĊe nalazi u 

najvećem procentu (Jung et al., 2010.). 

Lipofuscin u ćeliji nastaje nepotpunom razgradnjom istrošenih ćelijskih 

organela, prvenstveno mitohondrija. Mitohondrije pri proizvodnji energije u obliku 

molekula ATP generišu stvaranje reaktivnih kiseonikovih grupa (reactive oxigen 

species - ROS, eng.). Istrošene i oštećene mitohondrije sa velikom koliĉinom ROS-a se 

unose u lizozome u obliku makroautofagozoma, gde bi trebale biti u potpunosti 

razgraĊene. MeĊutim, do potpune razgradnje istrošenih mitohondrija ne dolazi zbog 

kovalentnog povezivanja proteina uslovljenih većom koliĉinom ROS-u u njima. 

Uporedo sa ovim procesom u lizozomima se stvaraju nerazgradivi polimeri kao što su 

hidroksinonenol, malonilaldehid i druge. Ove nerazgradive strukture su osnov za 

formiranje granula lipofuscina koje svojom koliĉinom mogu da blokiraju normalnu 

funkciju lizozoma i tako uslovljavaju stvaranje novih koliĉina pigmenta. Ovako 

objašnjenje je poznato kao hipoteza mitohondrijalno-lizozomska osovina starenja 

postmitotiĉkih ćelija (Brunk and Terman, 2002b). 

Nakupine lipofuscina u neuronima starih jedinki su u literaturi opisane kod 

mnogih vrsta (Borras et al., 1999.). Prisustvo nakupina lipofuscina je dokazano i kod 
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mladih jedinki, kod kojih se nalaze u manjoj koliĉini u velikim neuronima odreĊenih 

regija. Iako je ustanovljeno prisustvo lipofuscina kod mlaĊih jedinki većina ispitivanja 

su vršena kod starijih jedinki (Terman et al., 2007.).  

U ovom radu ispitano je prisustvo lipofuscina u nervnim ćelijama u pojedinim 

delovima centralnog nervnog sistema kod pasa razliĉite ţivotne dobi. Preparati su 

bojeni hematoksilin eozin metodom i sa dve metode specifiĉnog bojenja lipofuscina, 

modifikovanom Ziehl Neelsen i PAS metodom. Dobijeni rezultati sa obe metode 

specifiĉnog bojenja ukazuju da se lipofuscin nakuplja u najvećoj meri u krupnim 

neuronima pojedinih jedara produţene moţdine, tj. kod 93% pasa je dokazano prisustvo 

staraĉkog pigmenta, dok je u ostalim ispitivanim segmentima taj procenat nešto niţi. 

Primenom obe metode specifiĉnog bojenja na istim segmentima moţdanog tkiva 

dobijena je mala razlika u procentima pozitivnih jedinki na lipofuscin. Modifikovanom 

metodom Ziehl Neelsen procenat pozitivnih jedinki u svim ispitivanim segmentima 

osim produţene moţdine kretao se u rasponu od 56% do 70%, a PAS metodom taj 

procenat bio je u rasponu od 60% do 76%. Ovo ukazuje da se PAS metoda na lipofuscin 

pokazala nešto senzitivnija u odnosu na modifikovanu Ziehl Neelsen metodu.  

Smatra se da PAS pozititivnost lipofuscina potiĉe od nerastvorljivih lipidnih 

komponenti, pošto su PAS pozitivne supstance glikolipidi ili glikoproteini (Benavides et 

al., 2002.). Ustanovljeno je, da se intenzitet bojenja lipofuscina sa karbol fuksinom 

pojaĉava sa starošću, a razlog za ovu pojavu nije sasvim jasan. Poznato je, da 

mikobakterije pokazuju acidorezistentnost zbog sadrţaja mikoliĉne kiseline, koja ima 

veliku molekulsku teţinu, jer je sastavljena od velikog broja hidroksilovanih masnih 

kiselina, analogno tome, smatra se da bi pozitivnost lipofuscina na Ziehl Neelsen 

bojenje mogla poticati zbog prisustva polimerizovanih masnih kiselina.  

Koliĉina nakupljenog lipofuscina kod pasa eksperimentalne grupe je varirala, ali 

je najintenzivnije nakupljanje ustanovljeno kod najstarijih pasa, što je u skladu sa 

literaturnim podacima (Borras et al., 1999.). TakoĊe, koliĉina akumuliranog lipofuscina 

se razlikovala i po segmentima, a produţena moţdina je deo u kome su nakupine bile 

najobimnije, što se podudara sa navodima drugih autora (Double et al., 2008.). 
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Prema literaturnim podacima konstantan nalaz u centralnom nervnom sistemu 

starih pasa je prisustvo poliglukozanskih tela ekstracelularno i/ili intracelularno. Pod 

terminom PGB se podrazumeva više razliĉitih inkluziona tela, koja su uglavnom 

izgraĊena od polimera glukoze (Borras et al., 1999.). Pojedini autori smatraju da 

postoje korpora amilacea, Lafora tela, „tela sliĉna Lafora telima“ i druga 

poliglukozanska tela. Ovi autori smatraju da se CA nalaze normalno u CNS-u u procesu 

starenja ljudi, Lafora tela su prisutna u velikom broju intracelularno kod pacijenata sa 

miokloniĉnom epilepsijom, a da se „tela sliĉna Lafora telima“ sreću u mozgu kod starih 

pasa (Cavanagh, 1999.). Drugi autori su oznaĉili PGB prisutna u astrocitima kao CA, a 

u neuronima kao Lafora tela. U humanoj populaciji CA i Lafora tela se normalno sreću 

u mozgu u procesu starenja, dok je njihov broj izrazito povećan kod pacijenata sa 

Alzheimer-ovim oboljenjem ili sa miokloniĉnom epilepsijom (Borras et al., 1999., Lohi 

et al., 2005.). TakoĊe, pomenute dve vrste PGB, koja se sreću kod ljudi, dobro su 

imunohistohemijski definisane. Za razliku od humanih, PGB kod ţivotinja nisu u 

potpunosti definisani, tj. u brojnim ispitivanjima dobijeni su razliĉiti rezultati (Borras et 

al.,1999., Gredal et al,. 2003.). U nekim imunohistohemijskim ispitivanjima na više 

markera u razliĉitim segmentima moţdanog tkiva pasa, dobijene imunohistohemijske 

pozitivne reakcije su se razlikovale od regije do regije. Zbog toga, neki smatraju da 

PGB u malom mozgu potiĉu iz neurona, a da iz ostalih delova mozga mogu poticati iz 

neurona i glija ćelija (Gredal et al., 2003.).  

Za dokazivanje poliglukozanskih tela u moţdanog tkiva pasa u ovom 

istraţivanju korišćena je PAS metoda. Prisustvo PGB je ustanovljeno kod velike većine 

(oko 93%) pasa eksperimentalne grupe, dok u kontrolnoj grupi njihovo prisustvo nije 

dokazano. U svim ispitivanim segmentima moţdanog tkiva pasa eksperimentalne grupe 

su dokazana PGB (od 90% do 93%). Dobijeni rezultati ukazuju da se kod najstarijih 

jedinki iz eksperimentalne grupe PGB nalaze ekstracelularno i intracelularno, a kod 

ostalih samo ekstracelularno. Uzimajući u obzir prvenstveno ekstracelularnu 

lokalizaciju većine PGB u ispitivanim segmentima pasa, ona se ne bi mogla oznaĉiniti 

ni kao korpora amilacea ni kao Lafora tela.  

Iako pojava PGB u mozgu starih pasa nema za posledicu neke neurološke 

poremećaje, ipak bi trebalo detaljnije istraţiti njihov udeo u kognitivnoj disfunkciji 
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naroĉito zbog sliĉnosti Lafora bolesti ljudi i oboljenja mladih pasa sa epilepsijom i 

depresijom.  

U procesu starenja u nervnom sistemu pasa nastaju brojne promene, koje 

zahvataju sve ĉinioce nervnog tkiva kao što su neuroni, glija ćelije, krvni sudovi i 

meninge. Oksidativni stres je jedan od faktora koji utiĉe na proces starenja, a mozak 

predstavlja najosetljiviji organ u poreĊenju sa ostalim tkivima i organima. Ovo proistiĉe 

iz ĉinjenice da mozak poseduje visok nivo lipida posebno nezasićenih masnih kiselina, 

visok nivo metabolizma, visok nivo reaktivnih mikroelemenata, što utiĉe na stvaranje 

slobodnih radikala koji dovode do peroksidacija masti i oksidacije proteina. Velika 

koliĉina slobodnih radikala se oslobaĊa još i putem neurotransmiterske aktivnosti. U 

procesu starenja usled oksidacije proteina smanjuje se sposobnost neurona da odrţavaju 

normalnu neuralnu signalizaciju pri narušavanju sinapsi i integriteta citoskeleta bitnog 

za intracelularni transport. Usled poremećaja homeostaze centralnog nervnog sistema 

dolazi i do nakupljanja amiloida intracelularno i ekstracelularno u neuropilu i zidu 

krvnih sudova, akumulacije lipofuscina, stvaranja poliglukozanskih tela ekstracelularno 

i intracelularno, formiranja ubikvitinskih granula i globula i dr. Na sve ove promene 

reaguju glija ćelije, tj. dolazi do prvenstveno astroglioze i u manjem procentu 

astrocitoze. Znaĉaj svih ustanovljenih promena u mozgu starih pasa za kognitivne 

disfunkcije ostaje nerazjašnjen i trebalo bi da bude detaljnije ubuduće ispitivan. Svi 

dobijeni rezultati ukazuju da postoji sliĉnost izmeĊu svih opisanih promena u ovom 

radu sa promenama, koje su opisane kao normalne u procesu starenja ljudi, ali i kod 

pacijenata sa neurodegenerativnim oboljenjima, kao što je Alzheimer-ovo oboljenje, što 

je još jedan od brojnih dokaza da stari psi predstavljaju veoma dobar animalni model za 

prouĉavanje normalnog procesa starenja ili neurodegenerativnih oboljenja. TakoĊe, 

buduća istraţivanja bi mogla dati odgovor u kojoj meri relativna starost (starost jedinke 

u odnosu na ţivotni vek rase) utiĉe na razvoj promena u mozgu i kakav je uticaj tih 

promena na njihove kognitivne sposobnosti. 

 

 

 

 



84 

 

7.  ZAKLJUČCI 

 

Na osnovu sprovedenih istraţivanja i dobijenih rezultata izvedeni su sledeći 

zakljuĉci: 

1. Makroskopske promene u mozgu starih pasa manifestovale su se kao 

zadebljanje moţdanica, atrofija kortikalne supstance i proširenje lateralnih 

moţdanih komora.  

2. Patohistološke promene ispoljavale su se u vidu fibroze moţdanica i zida krvnih 

sudova, neuronofagije i satelitoze kao i astrocitoze i astroglioze. Promene su bile 

najintenzivnije u frontalnoj kori a zatim u parijetalnoj kori i hipokampusu. 

3. U meningealnim i parenhimskim moţdanim krvnim sudovima metodom bojenja 

kongo crvenim dokazani su depoziti amiloida, a imunohistohemijski su bili 

pozitivni na Aβ1-14 i Aβ1-42. 

4. U moţdanom parenhimu starih pasa amiloid se nakuplja u vidu plakova i 

intracelularno. Amiloid u plakovima je bio imunohistohemijski pozitivan na 

Aβ1-14 i Aβ1-42, a intracelularno samo na Aβ1-14, dok je u oba oblika bio 

negativan na bojenje kongo crvenim. Morfološke i tinktorijalne osobine 

amiloidnih plakova ukazuju da se radi o plakovima difuznog tipa. 

5. Kod starih pasa u odnosu na kontrolnu mlaĊu grupu ustanovljeno je u neuronima 

povećanje amiloid prekursor proteina - APP. 

6. Neurofibrilarna klubad nisu ustanovljena u neuronima starih pasa niti kod 

kontrolnih ţivotinja. 

7. Imunohistohemijska pozitivnost na ubikvitin u neuronima starih pasa govori o 

pojaĉanoj proteolizi i regresivnim promenama u ovim ćelijama. 

8. Prisustvo metalotioneina I i II u astrocitima ukazuje na prisustvo slobodnih 

radikala i pojaĉanu reaktivnost ovih ćelija. 

9. Poliglukozanska tela su bila redovan nalaz u mozgu starih pasa. Zbog preteţno 

ekstracelularnog nalaza poliglukozanskih tela, ove tvorevine nije bilo moguće 

svrstati ni u korpora amilacea niti u Lafora tela. 

10. Nakupljanje lipofuscina je povećano u neuronima starih pasa. Pored koliĉine 

lipofuscina povećan je i broj ćelija u kojima se on nakuplja. 
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