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ANALIZA MIKROANATOMSKIH, HISTOLOSKIH I IMUNOHISTOHEMIJSKIH
KARAKTERISTIKA GANGLIONA GENICULI FACIJALNOG ZIVCA COVEKA

REZIME

Posebne mikromorfoloSke karakteristike vaskularizacije kolenog gangliona (ganglion
geniculi), kao i mogucéi klini¢ki znaCaj periganglijske i intraganglijske vaskularne mreze bili
su prvi ciljevi ove studije. Drugi cilj studije bio je da se prouCi histologija i
imunohistohemijske karakteristike ganglijskih neurona u ganglionu geniculi.

Krvni sudovi 14 slepoocnih kostiju odraslih osoba i genikulatnih gangliona, posle
injiciranja meSavine tusa i zelatina u arterijski sistem, mikrodisekovani su i proucavani pod
stereomikroskopom. Dvadeset humanih genikulatnih gangliona poreklom od 20 osoba,
dobijenih rutinskom obdukcijom, proucavani su posle histoloskih bojenja metodama Kluver-
Barrera, Weigert-Van Gieson, Bielschowsky, Gordon-Sweet, Masson i Picro-Mallory i posle
imunohistohemijskih reakcija na neke od neuronskin markera, neuropeptida |
neurotransmitera.

Genikulatni ganglion bio je vaskularizovan petroznom arterijom, a. petrosa (AP),
obi¢no jednom, osim u jednom slucaju kada ih je bilo dve. AP je uvek bila grana a.
meningeae mediae, prosecnog spoljasnjeg precnika 0,44 mm i proseCnog unutrasnjeg
precnika od 0,24 mm. AP je prosecno bila 17,1 mm duga. Prosecno se od nje odvajala 1,3
grana za vaskularizaciju n. petrosus majora, prosecnog precnika 0,024 mm, kao i prosecno
1,6 grana namenjena periganglijskoj vaskularizaciji kolenog gangliona, prosecnog precnika
0,029 mm. Mikroskopska polja preseka genikulatnog gangliona imala su prosecno 99,8
mikrosudova koji su okruzivali 27,4 ganglijskih Celija, tako daje neuron/sud osnos bio 1:3,6.

Na ukupno 20 genikulatnih gangliona, analizom njihovih preseka, utvrdeno je da je
najveci broj gangliona trouglast, 14/20 (70%), zatim su sledili ovalni ganglioni, 5/20 (25%),
dok je samo jedan ganglion (5%) bio sastavljen od grupica razbacanih ganglijskih ¢elija u
labirinthom delu facijalisa. ProseCna vrednost duzeg preCnika gangliona iznosila je
1187,957+31,98 um, kraceg precnika 910,008+28,83 um, prosetna povrsina preseka
ganglionabilaje 648066,112+1126 pm?, dok je prosetan obim iznosio 4094,286+157,18 pum.

Ganglijske ¢elije u ovoj studiji bile su pretezno elipsoidnog oblika. Prosecni dijametar

Celije iznosio je 34,21+0,69 um. Prose¢ni duZi dijametar ganglijske Celije bio je 37,02+0,79



um, kraéi 31,39+0,68 um, a prosecna povrsina ganglijskih Celija iznosila je 944,84+36,93
um?. Prosegan broj satelitskih ¢elija na preseku ganglionabio je 6,55+1,58 (od 4-11).

NaSa studija je pokazala klasiCan nalaz Sto se tiCe markiranja neurona sa pan-
neuronskim markerima — neuron specificnu enolaza (NSE), sinaptofizin (Sy), protein genski
product 9.5 (PGP9,5) i S-100 protein (S-100), da se ovim markerima boji oko 85-90%
nervnih Celija.

Analiza ekspresije NF-H u ganglijskim celijama pokazala je da 91% celija eksprimira
ova protein citoskeleta i da je distribucija IR-Celija ravhomerna unutar procene slabe,
umerene i izrazite IR (oko 30% Celija u svakoj podgrupi). Ukupni skor imunoreaktivnosti za
NF-H iznosi 178+85,5. Celije koje su izrazito eksprimirale NF-H imale su statisti¢ki zna¢ajno
veCi dijametar, obim i povrSinu u odnosu na Celije koje su umereno eksprimirale NF-H i u
odnosu na Celije koje su bile slabo IR.

Supstanca P bila je eksprimirana ¢ak u 70% CcCelija GG prisutnih na popre¢nom
preseku gangliona, dok 30% Ccelija nije eksprimiralo ovag neuropeptid. Ukupan proracunati
skor IR za supstancu P, na osnovu semikvantitativne analize obojenih uzoraka genikulatnog
gangliona, iznosio je 91,5t56,41. StatistiCka analiza je pokazala da su ganglijske Celije koje
eksprimiraju SP, u proseku zna€ajno manje po dijametru, obimu i povrsSini u odnosu na
ganglijske celije koje ne eksprimiraju SP.

CGRP se eksprimirao u 62% celija GG, dok 38% celija nije eksprimiralo ovaj
neuropeptid. Ukupan proracunati skor IR za CGRP, na osnovu semikvantitativne analize
obojenih uzoraka genikulatnog gangliona, iznosio je 81,62+40,45. StatistiCka analiza je
pokazala da izmedu CGRP+ i CGPR- Celija nema razlike u njihovoj povrsini.

StatistiCka obrada rezultata pokazala je da su CGRP+ Celije statisticki znacajno vece od
SP+ Celija u pogledu dijametra, obima i povrsine.

ProuCavane karakteristike vaskularizacije genikulatnog gangliona mogu da budu
korisna osnova u dekompresionoj neurovaskularnoj hirurgiji. S druge strane, histoloske i
imunohistohemijske osobine gustativnih i senzornih neurona u ganglionu od krucijalnog su
znaCaja za fundamentalnu nauku. Ova studija pruza osnovu za dalja proucavanja

genikulatnog gangliona sa nauc¢nog i klinickog aspekta.

Kljucne reci: facijani nerv; geniculatni ganglion; petrozna arterija; ganglijska celija;
satelitska Celija; imunohistohemija

Naucna oblast: Medicina, neuroanatomija



ANALYSISOF MICROANATOMICAL, HISTOLOGICAL AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL CHARACTERISTICSOF GENICULATE
GANGLION OF HUMAN FACIAL NERVE

ABSTRACT

Specific micromorphological characteristics of the geniculate ganglion blood supply,
aswell as the possible clinical significance of the extraganglionic and intraganglionic vessels
were the first reasons for this study. The second aim of this study was to examine the
histology and the immunohistochemical features of ganglion cellsin the geniculate ganglion.

The vasculature of 14 adult temporal bones and geniculate ganglions were
microdissected and examined under the stereoscopic microscope, after injecting their arteries
with a mixture of India ink and gelatin. Twenty human geniculate ganglions of twenty
persons, obtained during routine autopsy, were examined following Kliver-Barrera, Weigert-
Van Gieson, Bielschowsky, Gordon-Sweet, Masson and Picro-Mallory histological stainings,
and immunohistochemical reactions against certain neurona markers, neuropeptides and
neurotransmitters.

The geniculate ganglion was supplied by the petrosal artery (PA), singular in al the
specimens except in one. The PA originated from the middle meningeal artery, whose outer
diameter averaged 0,44 mm, and the inner diameter 0,24 mm. The PA averaged 17,1 mm in
length. It always gave off an average of 1,3 branch for the supply of greater petrosal nerve,
with the mean diameter of 0,024 mm, and 1,6 branch for the periganglionic arterial network
with the mean diameter of 0,029 mm. Microscopic fields of the geniculate ganglion slides
contained an average of 99,8 microvessels surrounding 27,4 ganglion cells, so that the
neuron/vessel ratio was 1:3,6.

A total number of 20 geniculate ganglions were investigated, which were triangular in
shape, 14/20 (70%), oval, 5/20 (25%), and in one case (5%) composed of islands of groups of
neurons. An average value of longer axis of the ganglion cells was 1187,957+31,98 um, of
shorter axis 910,008+28,83 um, an average area value was 648066,112+1126 pm?, and
average perimeter of 4094,286+157,18 um.

An average value of longer axis of the geniculate ganglion cells, elipsoid in shape,
was 37,02+0,79 um, of shorter axis 31,39+0,68 um, and an average area value was

944,84+36,93 um?. Acorrding to the size of ganglion cells we counted large cells, diameter



from 41-50 um, in 16% of cases, medium size cells, diameter from 31-40 um, in 51%, and
small cells, diameter 15-30 um, in 33% of cases. Each sectioned neuron was surrounded by 4
to 11 elongated satellite cells, mean 6,55+1,58.

The immune reaction was positive in 85-90% of the neurons studied for neuron-
specific enolase (NSE), protein gene product 9.5 (PGP9.5), S-100 protein (S-100) and
synaptophysin (Sy),

The immune reaction against neurofilament protein (NF-H) was positive in 91%
ganglion cells, with equal distribution in three defined groups of expression: poor, middle and
high. Total score of NF-H immunoreactivity was 178+85,5. Ganglion cells with high NF-H
immunoreactivity were large in size, and the difference to the poor immunoreactive cells was
statistically significant.

Total score of substance P (SP) immunoreactivity of geniculate ganglion cells,
positive in 70% of cases, was 91,5+56,41. Statistical analysis confirmed that SP positive
immunoreactive cells are significantly smaller than SP negative cells.

Total score of calcitonin gene-related peptide (CGRP) immunoreactivity of geniculate
ganglion cells, positive in 62% of cases, was 81,62+40,45. Statistical analysis confirmed that
CGRP positive immunoreactive cells are not significantly different in size than CGRP
negative cells.

We showed that CGRP immunoreactive ganglion cells are statistically significantly
larger cellsthan SP+ cells.

The observed characteristics of the geniculate ganglion vasculature could be the
useful base for decompressive neurovascular surgery. Secondly, the histological and the
immunohistochemical features of the gustatory and sensory ganglion cells of the geniculate
ganglion are of the crucial importance for the fundamental science. This study is the basis for

further examination of the geniculate ganglion from both the scientific and clinical aspect.

Keywords:. facial nerve; geniculate ganglion; petrosal artery; ganglion cell; satellite cell;

immunohistochemistry

Scientific field: Medicine, Neuroanatomy
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1. UVOD
1.1. Nervus facialis — od anatomije i funkcije, preko embriologije i patologije do
klinickog znacaja

Koleni ganglion (ganglion geniculi, GG) lezi u nivou prvog kolena (geniculum)
facijalnog Zivca, tj. ispred njegovog temena. Piramidalnog je oblikai precnika svega nekoliko
milimetara. Ganglion ponekad zahvata i sam labirintni segment Zivca. U retkim slucajevima,
ganglijske Celije nalaze se pretezno u meatusu acusticusu internusu. Ganglion leZi
neposredno iznad baze cochleae, ispred vestibuluma i medijano od recessusa
epithympanicusa. Spomenuti topografski odnosi gangliona imaju veliki znaCaj u
neurohirurgiji i operativnoj otologiji. Ganglion je, parkticno, u kontaktu sa najveCim
intrapetroznim ogrankom facijalisa, n. petrosusom majorom, koji se upravo tu odvaa od
facijalnog Zivca, a zatim napusta facijalni kanal prolazeci kroz hiatus i sulcus n. petrosi
majoris. U blizini se nalazi i n. petrosus minor. 1zmedu gangliona i cavuma tympani ponekad
ne postoji koStana plocCica, te je on u kontaktu samo sa sluznicom bubne duplje. MoZe da
izostane i kostana plocica iznad gangliona.

Sto se tice vaskularizacije facijalisa i gangliona geniculi, zapaZeno je nekoliko izvora.
Tako meatusni i labirintni segment n. facialisa sa prikljucenim n. intermediusom, snabdevaju
granCice a. cerebelli inferior anterior. Timpani¢ni segment i sam genikulatni ganglion
ishranjuju ogranci r. petrosusa iz a. meningae mediae, a mastoidni segment dobija ogranke
od a. stylomastoideae. Zbog velikog kliniCkog znaCaja vaskularizacije facijalnog zivca i
gangliona, savremena radiologija omogucila je merenje protoka kroz spomenute sudove
primenom laserskog dopl er-floumetra.

Ganglijske celije u ganglionu geniculi slicne su drugim senzornim ganglijskim
neuronima, kao Sto su oni u ganglionu trigeminusa i dorzalnim ganglionima spinalnih zivaca.
Medutim, nije dovoljno poznato koji se neuropeptidi/neurotransmiteri sintetiSu u ovim
neuronima, ni dali postoje citoloSke razlike izmedu somatosenzornih i gustativnih neurona.

Polazeéi od ovih Cinjenica, predmet ove doktorske disertacuije bio je proucavanje
mikroanatomske  topografije  gangliona  geniculi, njegove  vaskularizacije i
imunohistohemijskih karakteristika, sa posebnim osvrtom na senzorne neuropeptide
supstancu P i CGRP, kao i druge neispitane ili nedovoljno ispitane markere ganglijskih celija,
kao Sto su pan-neuronski marker NeuN, transkripcioni fakltor Nurrl i parvalbumin. Takode,
u nedostatku literaturnih podataka o prisustvu mastocita u ganglionu geniculi, jedan segment

doktorske disertacije bio je posveéen tom problemu.



1.2. Anatomija facijalnog Zivca — opsti pregled

Zivac lica (n. facialis, V11 par kranijanih / moZzdanih nerava, V11 CN) je meSoviti Zivac
sa eferentnim (motornim i vegetativnim-parasimpatickim) i aferentnim (sezitivnim i
senzornim) nervnim vlaknima. lzlazi iz mozdanog stabla, na granici ponsa i medullae
oblongatae (angulus pontocerebellaris). Glavno, motorno jedno n. facialisa (nc. n. facialiss.
nc. motorius n. facialis) i njegovo parasimpaticko jedro (nc. salivatorius superior) smesteno
je u ponsu, dok je visceralno senzitivno jedro (nc. tractus solitarii s. nc. solitarius) smesteno
u medulli oblongati. Glavna funkcija ovog Zivca je inervacija misica lica i sprovodenje
osecaja ukusa sa prednje dve treCine jezika i usne duplje. Osim toga, daje i preganglijska
parasimpatiCka vlakna za nekoliko ganglija glave i vrata (Grey, 2000; Toulgout et al., 2013;
Tubbs et al., 2013; Patel, 2015).

Ovaj Zivac je vrlo sloZene grade i potiCe, kao Sto je veC napomenuto, iz svojih jedara u
mozdanom stablu. Zivac sadrzi veliki motorni koren i manji senzitivni koren. Veliki motorni
koren izgraduje tzv. pravi facijalni zivac i on je po svojoj prirodi Cisto motorni nerv, a manji
senzorni koren gradi n. intermedius (S. parsintermedii Wrisberg, s. n. glossopalatinus) koji je
dodatak ili “bis” sedmom kranijalnom nervu, a sadrZi vegetativna (parasimpaticka), senzorna
i senzitivna nervna vlakna. Motorni i senzitivni koren nakon izlaska iz mozga prolaze kroz
zadnju lobanjsku jamu (fossa cranii posterior), a napustaju kranijalnu Supljinu kroz meatus
acustuicus internus. Nakon ulaska u facijani kana (canalis facialis) petroznog dela
slepoocne kosti dolazi do fuzije korenova i formiranja facijalnog Zivca (Grey, 2000; Toulgout
et al., 2013; Tubbset al., 2013; Patel, 2015).

U zavisnosti od anatomskog prostiranja, razlikuje se nekoliko segmenata facijalnog
zivca: 1. cisternalni segment (u cisterni pontocerebellaris), 2. intrakanalikularni segment (u
meatusu acustuicusu internusu), 3. petrozni segment (segmentim labyrinthicum, segmentum
tympanicum i segmentum mastoideum) i 4. segment koji prolazi kroz foramen
stylomastoideum i parotidnu zlezdu. Od Zivca se odvajaju boCne grane, kako u piramidi
temporalne kosti (intrapetrozne grane), tako i van nje (ekstrapetrozne grane). Prvoj grupi
pripadaju n. petrosus major, n. stapedius i chorda tympani, a druga grupa obuhvata n.
auricularis posterior, r. digastricus, r. stylohyoideus i ramus cutaneus. Osim toga, u samoj
parotidnoj zlezdi facijalni zivac se deli na dva stabla — truncus (tr) temporofacialis i tr.
cervicofacialis. Od grana ovih stabala u Zlezdi formira se plexus facialis s. plexus

intraparotideus, a od njega zavrsne grane facijalnog Zivca — rr. temporales, rr. zygomatici, rr.



buccales, r. marginalis mandibulae i r. collli (s. cervicalis), koje se zavrSavaju u potkoznim

.....

1.2.1. Topografija i funkcionalna priroda mozdanih jedara n. facialisa i njihova
supranuklearna kontrola

Facijalni Zivac u mozdanom stablu ima motorni nukleus — nc. nervi facialis i tri
visceralna nukleusa — nc. salivatorius superior, nc. lacrimalis i nc. solitarius. Ova jedra, kao
uostalom i sva jedra mozdanih Zivaca imaju svoju preciznu topografsku lokalizaciju u okviru

6 funkcionalnih nizova jedara u mozdanom stablu (slika 1.1) (Petanjek i Mili¢, 1997; Grey,
2000; Patel, 2015).

Slika 1.1. Sematski prikaz jedara moZdanih Zivaca u
odnosu na funkcional ne nizove.*
1. OSE jedra (motorna) — opSta somatska eferentna
jedra
2. PVE jedra — posebna visceralna eferentna jedra,
motorna za miSice Skrznih lukova:
A-nc. ambiguus, B-nc. spinalis nervi XI,
3. OVE jedra — opsta vegetativna eferentna jedra
(parasimpaticka)
C-nc. accessorius nervi oculomotorii (nc. Edinger

———

-Westphal),
D-nc. salivatorius superior (nc. lacrimomuco-
nasalis) i inferior
D E-nc. dorsalis n. vagi
G . E 4. OVA + PVA jedra- opSta vegetativna aferentna i
) posebna vegetativna aferentna:
! : =ik F-nc. tractus solitarius (gustativni deo PVA)
A1 : G-senzorni deo iz organa (OVA)
i X ) 5. OSA jedra — opsta senzitivha aferentna jedra
: . \ : ; B (kozni senzibilitet): mezencefali€na, glavna i
: {: 1 ¢ : spinalnajedran. trigeminusa
W i b \ 6. PSA jedra — posebna senzorna aferentna jedra
Ul 3 | 1Li (osecaj sluha i ravnoteZe): vestibularna i kohlearna
jedra

*Petanjek i Mili¢, 1997.

Nucleus salivatorius superior i nc. lacrimalis su parasimpaticka jedra, a nc. solitarius
(neki autori ga nazivaju i nc. gustatorius) je gustativno jedro n. facijalisa. Motorni koren n.
facialisa nastaje iz motornog jedra facijalnog Zivca, a senzorni (n. intermedius) iz gangliona
geniculi (GG), s tim Sto se preko njega prenose i vlakna iz i ka navedenim strukturama mozga
(Grey, 2000; Toulgout et al., 2013; Tubbs et al., 2013; Patel, 2015).



Motorno jedro n. facialisa spada u specijalno visceroeferentno ili brahijalno jedro, s
obzirom da inervise miSice koji vode poreklo od 2. brahijalnog luka. Lokalizovano je duboko
u retikularnoj formaciji ponsa, u njegovom donjem delu, ispred i lateralno od nukleusa n.
obducensa. U svom srediStu ono ima jasan somatotopni aranzman koji se postepeno gubi
iduci ka periferiji jedra. Mikroanatomske analize pokazale su da se ovo jedro nalazi iznad nc.
ambiguusa, lateralno od nc. salivatortiusa superiora i medijalno od tr. spinalisa n. trigemini.
Nervnavlaknaimaju vrtlozni tok u retikularnoj formaciji ponsai prvo idu unazad i medijalno
prema fossai rhomboidei, a kada dospeju do zadnjeg kraja nc. n. abducentisa skre¢u nagore i
dospevaju neposredno do srednje linije ispod colliculusa facialisa. Na prednjem kraju
nukleusa n. abducensa, nervna vlakna prave sekundarnu krivinu i skreu prema dole
usmeravajuci svoj tok kroz pons ka nivou oliva, napustajuéi pons neposredno iznad
pontomedularnog spoja, izmedu VI i VIII kranijalnog zivca (sike 1.2 i 1.3) (Grey, 2000;
Sachin et al., 2013; Dudek, 2014; Patel, 2015).
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Slika 1.2. Sematski prikaz motornih nukleusa
kranijalnih nerava u moZdanom stablu sa
poloZzajem nc. motorius n. facialis (bocni
izgled)

XII

nucleus
ambiguus

1m\j.~
cervicales \ %
Supranuklearna kontrola motornog jedra n. facijalisa ostvaruje se putem tr.
corticonuclearisa. Naime, iz premotornog korteksa, a potom iz motornog korteksa, vlakna
dospevaju preko navedenog puta do bilateralnih motornih nukleusa n. facialisa u ponsu, a
odatle do facijalnih miSi¢a. Postoje bilateralne projekcije ovog traktusa na gornjem delu
nukleusa (Cime se vrsi kontrola kontrakcije miSi¢a gornjeg dela lica), kao i kontralateralne
projekcije na donjem delu (zbog Cega kod ostecenja n. facijalisa centralnog porekla nastaje
pretezno paraliza misica donjeg dela lica suprotne strane). Uvazavajuci iznete Cinjenice, jasno
je da centralna oStecenja n. facijalisa mogu biti lokalizovana u prostoru izmedu gyrusa

precentralisa i motornog jedra u ponsu. S druge strane, postoje projekcije iz motornog jedra
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facijalnog Zivca do ekstrapiramidalnog trakta, malog mozga i drugih nukleusa mozdanog

stabla (npr. nukleusan. V, gornjeg olivarnog kompleksa, nukleusan. VIlI itd.) (Grey, 2000).

Fibrae pontocerebellares Nucleus olivaris superior

Tractus corticospinalis

Lemniscus lateralis
et tractus corticonuclearis

Tractus spinothalamicus
et tractus spinotectalis

: . f = N Tractus )
Muclei pontis 7 spinocerebellaris

rapezosium > \O W \ Slika 1.3.

Transverzalni
Tractus presek ponsa
i e kroz nucleus
Tractus nervi facialis
tegmentalis - _ 1

i (u saradnji sa
centralis

doc. dr Milom
Nervus Cetkovic)
abducens
Nucleus Nucleus spinalis
solitarius nervi trigemini
Tractus
solitarius

Tractus spinalis

nervi trigemini

Nucleus nervi N
h ucleus

abducentis vestibularis
lateralis

Ventriculus

quartus
MNervus facialis

Nucleus
vestibularis
superior
Pedunculus
cerebellaris

inferior

Calliculus facialis

MNucleus nervi facialis
Tractus tectospinalis

Fasciculus longitudinalis medialis



Visceralni nukleusi n. facialisa su: nc. salivatorius superior, nc. lacrimalisi nc. tractus
solitarii (pars superior).

Efektorna parasimpaticka sekretorna vlakna poticu iz nc. salivatorius superior i nc.
lacrimalisa, pa se ova jedra klasifikuju u funkcionalnom pogledu u visceroefektorna
parasimpatiCka jedra (Kukumberg et al., 2015).

Sto se tiGe nc. tractus solitarii (pars superior), radi se o posebnom vegetativnom
aferentnom jedru (gustatorne prirode) (Grey, 2000, Nucleus salivatorius superior se nalazi u
tegmentumu ponsa. Njegove Celije razbacane su u retukularnoj formaciji ponsa, dorzo-
medijalno od motornog jedra facijalisa. Deo ovog nukleusa oznacava se kao nc. lacrimalis.
Ovaj nukleus generalno daje sekretomotorna parasimpaticka vlakna koja su u sastavu n.
petrosusa majora i chorde tympani. Naime, neka preganglijska vlakna iz ovog nukleusa
pruZzaju se u sastavu n. petrosusa majora, kroz canalis pterygoideus, gde se spgau sa
postsinaptickim vlaknima n. petrosusa profundusa (nastalog od simpatickog spleta pl.
catoticusa internusa iz gornjeg cervikalnog gangliona), gradeci tako n. canalis pterygoidei
Vidii; konacno, ova vlakna stvaraju sinapse u ganglion pterygopalatinumu (vegetativhom
parasimpatiCkom ganglionu glave), odakle potiCu postganglijska postsinapticka vlakna koja
inervisu suznu Zlezdu i mukozne Zlezde nosa, nepca i farinksa. Preganglijska parasimpaticka
vlakna distribuirana su delimi¢no i u sastavu chordae tympani, koja se prikljucuje n.
lingualisu te preko njega ova viakna dospevaju do submandibularnog gangliona
(vegetativnog parasimpatickog gangliona), a potom kao postganglijska parasimpaticka
vazodilatatorna vlakna do sublingvalne i submandibularne Zlezde i malih pljuvacnih Zlezda u
prednjem delu jezika (Grey, 2000; Toulgout et al., 2013).

Sto se tice nc. tractusa solitarii (NTS, s. nucleus solitarius), radi se o visceroaferentnoj
seriji jedara (klastera nervnih ¢elija) smeStenih u meduli oblongati. Ova jedra formiraju
vertikalnu kolumnu sive mase produzene mozdine. Kroz centar NTS prolaze snopovi nervnih
vlakana ukljuCujuci vlakna VI1I, X i XI kranijanog nerva, koja inervisu NTS. Projekciona
vlakna iz NTS idu ka retikularnoj formaciji, parasimpatickim preganglijskim neuronima,
hipotalamusu i talamusu, stvaraju¢i nervne krugove koji ucestvuju u autonomnoj regulaciji
mnogobrojnih vitalnih funkcija. Nervne Celije u NTS koje su ukljucene u percepciju ukusa
nalaze se u gornjem, rostralnom delu traktusa. Ovaj centar prima gustativne nadraZaje iz
prednje dve treCine jezika (papilae fungiformes i papillae foliatag), putem aferentnih
senzornih vlakana koja se nalaze u sastavu n. lingualisa, tj. chordae tympani i potom n.
intermediusa. Znaci, ovaj ganglion prima gustativne senzacije iz prednje 2/3 jezika preko
perifernog vlakna ganglijskih ¢elija gangliona geniculi. Medutim, kao Sto je ve¢ napomenuto,
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u NTS takode dospevaju i ushodna gustativnavlaknaiz IX i X mozdanog nerva (Grey, 2000;
Toulgout et al., 2013; Patel, 2015).

1.2.2. Tok facijalnog nerva

Prema toku, od mesta izlaska iz mozga do izlazista iz lobanje, Zivac ima nekoliko
topografskih segmenata: cisternalni, intrakanalikularni, petrozni segment (labirintni,
timpanicni i mastoidni deo) i segment u foramenu stylomastoideumu i parotidnoj pljuvacnoj
zlezdi. Duzina segmenata pregledno je data u tabeli 1.1. Facijalni zivac od svog mesta izlaska
iz ponsa do parotidnog pleksusa je dug 56-74 mm (Fitzgerald, 2012, Patel, 2015).

Tabelal.1. Segmenti n. facialisa i njihova duzina

Segment Lokalizacija DuZina, mm
Cisternalni segment cisterna pontocerebellaris nepoznata / 7-10
mm
Intrakanalikularni (meatusni) | meatus acusticus internus 13-15mm
Petrozni segment canalisn. facialis
labirintni | fundus meatus acustici interni do hiatus can. 3-4mm
timpanicni | n.p.m. 8-11 mm
mastoidni | ganglion geniculi do eminentia pyramidalis 10-14 mm
eminentia pyramidalis do foramen
stylomastoi deum
Ekstratemporalni segment foramen stylomastoideum do pes anserinus 15-20 mm
(plexus par otideus)

Cisternalni segment n. facialisa

Ovaj segment odnosi se na put Zivca od izlaska iz mozdanog stabla, kroz mozdane
ovojnice do metus acusticus internus. Motorna vlakna facijalisa nakon adheriranja na pons u
duzini od 2-3 mm, pruzaju se prema gore i lateralno u cisterna pontocerebellaris. Nervus
intermedius je teorijski odvojen od motornog korena, ali je u bliskom kontaktu sa facijalnim
Ziveem i ne moZze se odvojiti od njega ¢ak ni hirurSkim putem. Korena zona (engl. rooth exit
zone, REZ) nalazi se u nervu do oko 2 mm udaljenosti od mesta izlaska korenova iz ponsa
(mada ta udaljenost moze da bude i do 21 mm), i teorijski odgovara zoni u kojoj se
oligodendrociti smenjuju sa Svanovim éelijama, tj. zoni nastanka perifernog nerva (Tougoat
et al., 2013). U samom pontocerebelarnom uglu facijalni Zivac i n. intermedius nalaze se
iznad i nesSto ispred VIII mozdanog Zivca, pri ¢emu se n. intermedius nalazi izmedu n.

facialisai n. vestibulocochlearisa (Grey, 2000; Toulgoat et al., 2013, Patel, 2015).




Intrakanalikularni (meatusni) segment n. facialisa (meatus acusticus internus)

|z cisternae pontocerebellaris, facijalni Zivac zajedno sa VIII Zivcem i a. labyrinthi
ulazi u meatus acusticus internus. U ovom hodniku dolazi do spajanja motornog i senzitivnog
korena facijalnog zivca. Na dnu hodnika (fundus metus acustici interni) zivac ulazi u prednje-
gornji kvadrant, tj. u svoj koStani kanali¢ (canalis facialis Fallopi), u piramidi slepoocne
kosti. Po vecCini autora arahnoidea na dnu hodnika pravi invaginaciju, koja ponekad dopire do
gangliona geniculi (Fitzgerald, 2012, Patel, 2015).

Petrozni segment (canalis facialis Fallopi): segmentim labyrinthicum, segmentum

tympanicum i segmentum mastoideum

U svom petroznom segmentu (slike 1.4a,b), facijalni Zivac je smeSten u facijalnom
kanalu u piramidi slepoocne kosti. Ni jedan drugi Zivac u ljudskom telu nema tako dug tok
kroz kostani kanal. Zahvaljujuci tome, inflamatorni procesi u CNS i facijalnom Zivcu, kao i
traumatski oSte¢enja temporalne kosti, mogu dovesti do vrlo specificnih komplikacija (Ars,
1986; Alvarez Santana et al., 1991; Bento et al., 2002).

Facijalni Zivac u kanaliéu ima najpre kratki horizontalni deo, a zatim naglo skrece
nazad u horizontalnoj ravni, praveci koleno (genu n. facialis) gde se nalazi njegova mala
senzitivna ganglija (ggn. geniculi). Od ggn. geniculi odvaja se n. petrosus major, koji nosi
sekretomotorna vlakna za suznu, nosne i nepcane Zlezdu. Ovaj segment facijalnog Zivca
naziva se segmentum labyrinthicum (s. segmentum proximale). On lezi ispod srednje
lobanjske jamei to je najkraci segment u facijalnom kanalu, koji se pruza perpendikularno na
uzduznu osu piramide. Ovaj segment nazvan je labirintnim segmentom zato $to se nalazi
neposredno iza cochleae. Preciznije, segmentum labyrinthicum se nalazi posterolateralno u
odnosu na ampularni deo horizontalnog 1 gornjeg semicirkularnog kanala i ispred
vestibuluma unutraSnjeg uha. Labirintni segment je najuzi deo facijalnog Zivca, te je osetljiv
na kompresiju izazvanu edemom. To je jedini segment facijalnog Zivca koji nema
anastomoze medu arterijama, pa je stoga to podrucje podloznije emboliji, niskom krvnom
protoku i vaskuklarnoj kompresiji (Tougoat et al., 2013; Patel, 2015).

Zivac se potom pruZa ispod medijalnog zida bubne duplje — njegov segmentum
tymphanicum (s. segmentum horizontale), na Cijem se zadnje-gornjem delu vidi ispupCenje
njegovog kanaa (prominentia canalis facialis), koje moze da bude sa koStanim defektom
(dehiscentio) (Rhoton et al., 1968b; Tougoat et al., 2013). Timpanicni segment je dug 8-11
mm i proteZe se od gangliona geniculi do horizontalnog polukruznog kanala. Zivac prolazi
iza processus cochleariformis i tensor tympani, pa je processus cochleariformis koristan

orijentir za pronalazenje facijalnog Zivca. Zivac se nalazi naspram medijalnog zida cavum
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tympani, iznad i iza fenestra vestibuli. Zid moze biti vrlo tanak ili moZe postojati dehiscencija
u ovom podrucju, pa sluznica srednjeg uha moze doci u direktan dodir sa facijalnim Zivcem.
Dehiscencija u predelu ovalnog prozora je vrlo Cesta (25-55% obdukcionih slucajeva), te je
neophodno uvek predvideti postojanje dehiscencijei prolapsa facijalnog Zivca u timpani¢nom
segmentu, narocito kod bolesnika sa kongenitalnim anomalijama uha. Distalni deo facijalnog
Zivca izlazi iz srednjeg uha izmedu zadnjeg zida spoljasnjeg slusnog kanala i horizontalnog
polukruznog kanal. To je neposredno distalno od piramidalne eminencije, gde facijalni zivac
gradi drugo koleno. Najvazniji orijentiri za prepoznavanje n. facialis u mastoidnom nastavku
su horizontalni polukruzni kanal, fossa incudis i digastricni greben. Drugo koleno facijalnog
Zivca pruza se inferolaterano u odnosu na lateralni polukruzni kanal i to je relativno
konstantni odnos. U sluCajevima u kojima je lateralni kanal teSko prepoznati (npr. kod
holesteatoma, tumora i d.), predlaze se koris¢enje drugih orijentira. Digastricni greben
ukazuje na bocni i inferiorni aspekt vertikalnog toka facijalnog Zivca u temporanoj kosti. U
slabo pneumatizovanoj temporalnoj kosti, digastricni greben se teSko identifikuje. Distalni
aspekt timpani¢nog segmenta moze biti operativno lokalizovan preko pristupa facijalnom
recesusu. Chorda tympani i fossa incudis mogu da se koriste za identifikaciju zivca. Nakon
kortikalne mastoidektomije, istanjenjem zadnjeg zida kanala moZe se pristupiti facijalnom
nervu. Facijalni recesus se identifikuje pomocu incusa, chordae tympani i horizontalnog
polukruznog kanala kao orijentira (sike 1.4ab; 1.5) (Tougoat et al., 2013; Patel, 2015).

Zivac zatim opet naglo skree naniZe ispod ulaza u mastoidnu peéinu (antrum
mastoideum) postizuci vertikalni poloZaj. Taj deo Zivca (segmentum mastoideum), pruza se
kroz istoimeni zadnji zid bubne duplje. Drugo koleno oznaCava pocCetak segmenta
mastoidnog nastavka. Ovo koleno nalazi se bocno i iza processusa pyramidalisa. Zivac
nastavlja okomito prema dole duz prednjeg zida mastoidnog nastavka do stilomastoidnog
foramena. Mastoidni segment je najduzi deo petroznog segmenta facijalnog Zivca i dug je 10-
14 mm. Kod operacije srednjeg uha, Ceste su povrede facijalnog nerva bas u ovom segmentu
(Lang et al., 1981).

Od mastoidnog segmenta n. facialisa odvajgju se: (1) n. stapediusi (2) chorda tympani.
Takode, n. facialisu duz ovog segmenta prikljuCuje se i Zivac iz r. auricularisa n. vagi
(Arnoldov nerv). Naime, usna grana vagusnog Zivca nastaje u foramenu jugulare i prikljucuje
se n. facialisu neposredno ispod mesta odvaganja n. stapediusa. Bol iz meatusa acusticusa
externusa moze se preneti preko ovog zivca (Monthouse, 1990; Gray, 2000).
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Slika 1.4a.b. Os temporale, uzduzni presek 1 disekcija (u saradnji sa prof. M. Milisavljevicem)

10



Slika 1.5. Odnos VII i VIII kranijainog

nerva sa nekim strukturama srednjeg i 12 A
unutradnjeg uha* / ’?ﬂ
n. vestibularis

n cochlearis

n. facialis

ggl. geniculi

Nn. petrosus major
chorda tympani
cochlea

canales semicirculares
. malleus

10. membrana tympanica
11. tuba auditiva

12. antrum mastoideum
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*Fitzgerald et al., 2012.

Segment koji prolazi kroz foramen stylomastoideum i parotidnu Zlezdu

Zivac napusta lobanju kroz otvor na bazi lobanje (foramen stylomastoideum) izmedu
mastoidnog i stiloidnog nastavka. Kada napusti stilomastoidni foramen, facijalni zivac
nastavlja svoj tok put napred i dole, izmedu digastricnog i stilohioidnog misica, i ulazi u
parotidnu Zlezdu. U tkivu parotidne Zlezde ukrsta a. carotis externu i deli se iza ramusa
mandibulae na brojne zavrSne grane motornog tipa koje se distribuiraju ka bocnoj strani
glave i lica i gornjem dela vrata, inerviSuci potkoZne miSice ovih anatomskih regija. U samoj
parotidnoj Zlezdi n. facialis se prvo deli na dva stabla — truncus temporofacialis i truncus
cervicofacialis iza v. retromandibularis (slika 1.6a,b,c). Od grana ovih stabala u Zlezdi
formira se plexus parotideus n. facialis, od koga se izdvajaju opisane zavrsSne grane
(Moukhouse, 1990; Grey, 2000; Patel, 2015).

Hirurski orijentiri za n. facialis u ovom segmentu su linija timpanomastoidne suture,
tragusni orijentir i zadnji trbuh m. digastricusa. Timpanomastoidna sutura lezi izmedu
mastoidnog nastavka i timpani¢nog segmenta temporalne kosti i nalazi se 6-8 mm bocCno u
odnosu na stilomastoidni foramen. Glavno stablo Zivca takode moze da se nade na pola puta
(10 mm posteroinferiorno) izmedu medijalne ivice hrskavice tragusa, tzv tragusni orijentir, i
zadnjeg trbuha m. digastricusa. Zivac se obitno nalazi lateralno i inferiorno od ovog
orijentira (Tougoat et al., 2013; Patel, 2015).

Tokom hirurskog seciranja, moze da se naide na granu okcipitalne arterije koja se
nalazi bo¢no u odnosu na facijalni Zivac. Brzo krvarenje u tom trenutku moze biti znak da je

Zivac u neposrednoj blizini; hemostazu je potrebno uraditi bipolarnom elektrokauterizacijom i
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dalja disekcija treba da se nastavi oprezno. Stiloidni nastavak je duboko u odnosu na glavno
stablo Zivca. Kod odojcadi i male dece, ovi orijentiri ne vaze zbog razlika u brzini
anatomskog razvoja parotidne Zlezde i mastoidnog nastavka. Kod njih se facijalni Zivac
nalazi viSe povrsno, a rizik od povrede povecava se s podizanjem koznog reznja (Tougoat et
al., 2013; Patel, 2015).

Slika 1.6a,b,c. Facijalni Zivac u svom toku kroz
parotidnu Zlezdu zamorca (ljubazno$¢éu prof. dr
Vere Todorovic)

Vidi se truncus temporofacialis (ai b) i plexus
facialis (c). Hematoksilin-eozin (H&E); 1a, x10;
1bi 1c x20.

1.2.3.Bocne i zavrdne grane n. facijalisa

U piramidi petrozne kosti od n. facialis se odvajgju bocne grane (intrapetrozne bocne
grane): n. petrosus major (u labirintnom segmentu, u nivou ggn. geniculi); n. stapedius,
chorda tympani i senzitivne grane za aurikularni region (u mastoidnom segmentu). U nivou
timpanic¢nog (horizontalnog) segmenta nema grananja facialnog Zivca (Grey, 2010).

Nervus petrosus major nastaje u nivou ggn. geniculi i sadrzi parasimpaticka vlakna iz
n. intermedius. On prolazi kroz hiatus canalis n. petrosi majoris i izlazi na povrsinu — na
prednju stranu piramide, gde ide duZ istoimenog Zleba (sulcus n. petrosi majoris). Odavde

produzava ispod gangliona trigeminalae i prolazi kroz foramen lacerum, gde mu se
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pridruzuje simpaticki Zivac n. petrosus profundus, iz plexus caroticus internus (simpaticka
vlakna iz ganglion cervicale superius). Ova dva Zivca prolaze kao jedinstveni Zivac (n.
canalis pterygoidei), kroz istoimeni kanal u korenu processus pterygoideus, koji se zavrSava
u ggn. prerygopalatinum, smestenom u fossa pterygopalatina. Postganglijska vlakna iz ove
ganglije inervisu, preko n. maxilaris (V2) i njegove grane n. zygomaticus, suznu Zlezdu,
Zlezde nosa i nepca i faringealne Zlezde. Ushodno, n. petrosus major prenosi i deo gustativnih
vlakana iz nepca preko n. palatinus major et minor. Ovaj zivac takode obezbeduje
parasimpatiCku inervaciju za sfenoidni, frontalni, maksilarni i etmoidalni sinus i nosnu
Supljinu. Nervus petrosus major takode sadrzi i gustatorna vlakna iz mekog nepca, koja
dolaze preko n. pallatinus minor i n. pallatinus major (Patel, 2015).

Komunikantna grana za ggl. oticum nastaje u nivou ggl. geniculi i spaja n. petrosus
major i ggl. oticum (Grey, 2010; Patel, 2015).

Nervus stapedius je tanka grana koja se odvaja od facijalnog Zivca odmah iznad
eminentiae pyramidalis. U ovoj eminenciji smeSten je m. stapedius, najmanji misi¢ u telu
Coveka, koga inerviSe ova grana (Grey, 2010, Patel, 2015).

Chorda tympani je terminana grana nervusa intermeduisa. Ona se odvaga od
vertikalnog (mastoidnog) segmenta facijalnog Zivca, oko 6 mm iznad foramena
stylomastoideuma. Zivac prolazi kroz uzani kanali¢ pariesa mastoideusa bubne dupljei ulazi
u cavitas tympanica probijajuci njen zadnji koStani zid, gde ima lucni tok po unutradnjoj
strani bubne opne, i to izmedu pars flaccidae i pars tensae. Pritom prolazi izmedu bubne
opne i manubriuma mallei. Zatim se pruza kroz kanali¢ u prednjem delu bubne duplje, izlazi
kroz fissuru petrotympanicu (canalis Huguier), iza art. temporomandibularisa. Horda zatim
uksta a. meningeu mediu i pocCetni deo n. auriculotemporalisa i prikljucuje se otpozadi i pod
oStrim uglom n. ligualisu (grani n. mandibularisa, V3) u foss intratemoporalis. Horda donosi
lingvalnom Zivcu preganglijska parasimpatiCka sekretomotorna vlakna za submandibilarnu i
sublingvalnu Zlijezdu i male pljuvacne iz prednjeg dela jezika. Ova vlakna se prekidaju u
submandibularnom ganglionu. Istovremeno, horda dobija preko lingvalnog Zivca posebna
senzorna aferentna vlakna, tj. gustativna vliakna iz prednje dve trecCine jezika, tj. iz papillae
fungiformes i papillae foliatae, kao i senzorna vlakana sa zadnjeg zida meatus acusticus
externusa, odgovorna za bol, temperaturu i dodir (Grey, 2010, Patel, 2015).

Vanpetrozne boCne grane n. facialisa su: n. auricularis posterior, r. digastricus, r.
stylohyoideusi r. cutaneus (Grey, 2010, Patel, 2015).

N. auricularis posterior nastaje ¢im n. facialis izade iz lobanje i krece se unapred

ispred processus mastoideusa. On se tu spgja sa r. auricularis n. vagi i komunicira sa
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zadnjom granom n. auricularis magnus i n. occipitalis minor. Kako se potom ovaj Zivac
penje izmedu meatus acusticus externus i processus mastoideus, on se deli u aurikularnu i
okcipitalnu granu. Aurikularna grana inerviSe zadnji aurikularni i zakrZljale unutrasnje misice
aurikule. Okcipitalna grana je duza, prolazi uz i izalinea nuchae superior okcipitalne kosti i
inervise okcipitalni trbuh m. occipitofrontalis (Grey, 2010, Patel, 2015).

Ramus digastricus se odvaja takode neposredno nakon izlaska Zivca iz foramen
stylomastoideum i grana se u nekoliko grancCica koje inervisu m. digastricus - venter
posterior, ajedna od njih se spgja sa n. glossopharyngeus (Grey, 2010, Patel, 2015).

Ramus stylohyoideus Cesto se odvaja zajedno sa ramusom dygastricusom, ali je od
njega duzi i tanji. Ovaj Zivac doseze do m. stylohyoideus (srednjeg dela) i inerviSe ga

Ramus cutaneus je grana koja inervise kozu usne Skoljke u predelu njene conchae.
Ova senzorna vlakna prikljuCuju se r. auricularisu n. vagi (Grey, 2010, Patel, 2015).

Kao $to je ve¢ napomenuto u parotidnoj Zlezdi facijalni Zivac se deli u dve glavne grane
(na nacin pes anserinus, gusCje stopalo) — superiorno usmerenu temporofacijalnu granu i
inferiorno usmerenu cervicofacialnu granu. One grananjem daju facijalni pleksus. Od ovog
pleksusa, grananjem u vidu lepeze, nastgje pet glavnih zavrdnih grana facijalnog nerva: rr.
temporales, rr. zygomatici, rr. buccales, r. marginalis mandibulae i r. colli s. r. cervicalis
(tabela 1.2). Ove grane inerviSu sve mimicne misice lica. Od njih, zavrSne grane facijalnog
Zivca inerviSu 14 od 17 parnih grupa misica lica, dok tri preostala para misi¢a (m. biccinator,
m. levator anguli oris i m. mentalis) n. facialis inervise svojim povrsinskim ili bocnim
granama. Postoje Ceste anastomoze izmedu bukalnih i zigomati¢nih grana. Temporalne grane
i r. marginalis mandibulae su obi¢no terminalne i bez anostomoza, pa je prilikom hirurskih
intervencija njihova povreda Cesta (Grey, 2010, Patel, 2015).

Rami temporales (2-3 ukupno) izbijaju na povrSinu arcusa zygomaticusa, odatle se
pruzaju koso preko zigomaticnog predela i inerviSu m. auricularis anterior et superior, n.
occipitofrontalis (venter frontalis), m. orbicularis oculi i m. corrugator supercilii (Grey,
2010, Paredl, 2015).

Rami zygomatici ukrstaju jabucnu kost i pruzaju se do bocnog dela orbite gde inervisu
lateralni deo m. orbicularis oculi (slike 1.7a,b) (Grey, 2010, Patel, 2015).

Rami buccales najceSce je singularni Zivac ali moZe biti i dvostruki. Ove grane nalaze
se u neposrednoj blizini parotidnog kanala. Inervise vecinu mimi¢nih miSi¢a u predelu obraza
(m. zygomaticus minor, m. levator labii superioris, m. levator labii superioris alaeque nas,
m. risorius, m. buccinator, m. levator anguli oris, m. orbicularis, m. nasalis - pars transversa,

m. nasalisc- parsalaris) (Grey, 2010, Patel, 2015).
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N. auriculotemporalis &

A. temporalis superficialis

V. temporalis superficialis

Rr. temporales n. facialis
= Rr. zygomatici n. facialis

Ductus parotideus

Glandula parotidea M. zygomaticus major

o~ - V. transversa faciei
Rr. buccales n. facialis

M. masseter A. facialis

Slike 1.7a,b. Regio
parotideomasseterica,
glandula parotidea,
pre i po uklanjanju i
nervus facialis (u
saradnji sa prof. dr
M. Milisavljeviéem)

R. marginalis mandibularis
n. facialis

N.
auriculotemporalis

V. temporalis R. frontalis
superficialis a. temporalis
superficialis
A. temporalis
superficialis

Rr. temporales
n. facialis

N. facialis, pars

temporofacialis Rr. zygomatici

n. facialis
V. maxillaris
V. transversa faciei

N. auricularis

magnus A. carotis externa

V. auricularis
posterior

M. zygomaticus major
Rr. buccales
n. facialis

V. retromandibularis M. zygomaticus minor

R. cervicalis (colli)

R. marginalis
mandibularis
n. facialis

A. facialis

M. masseter
M. depressor
anguli oris
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Tabelal.2. Inervacijai funkcijamimicnih misica lica.*

Zivac

Misi¢ koji inervise

Funkcija

N. auricularis posterior

m. auricularis posterior

povlaci uvo unatrag

m. occipitofrontalis, okcipitalni trbuh

polaci skalp unatrag

Rami temporales

m. auricularis anterior

vuce uho naprijed

m. auriculatris superior

podiZe uho

m. occipitofrontalis, frontalni trbuh

povlaci skalp unapred

m.corrugator supercilii

vuce obrvu medijalno i dole

m. procerus

vuce deo obrve

nadole

medijalni

Rami temporales et
zygomatici

m. orbicularis oculi

zatvara kapke i nabirakozu oko
oCiju

Rami zygomatici et rami
buccales

m. zygomaticus major

podiZe uglove usta

Rami buccales

m. zygomaticus minor

m. levator labii superioris

m. levator labii superioris alaeque nasi
m. risorius

m. buccinator

m. levator anguli oris

m. orbicularis
m. nasalis, dilator naris
m. nasalis, compressor naris

podiZe gornju usnu

podiZe gornju usnu i srednji deo
nazol abija ne brazde

podiZe medijalnu nazolabijalnu
brazdu i alu nas

pomaze stvaranje osmeha
bocnim povlagenjem

podiZe uglove usta i komprimira
obraz

povlaci uglove usta nagore i
prema srednjoj liniji

zatvarai pritiska usne

Siri nozdrve

suzava nozdrve

Rr. buccalesetr. m. depressor anguli oris povlaci ugao usta nadole
marginalis mandibulae | m. depressor labii inferioris povlaci donju usnu nadole
R margl nalis m. mentalis Povlali koZu brade nagore
mandibulae

R. cervicalis platysma Povlai uglove usta nadole
*Patel, 2015.

Ramus marginalis mandibulae u vidu jedne ili dve grane pruza se napred i nadole.

Ova grana prelazi preko m. masseter i corpus mandibulae, neposredno ispod donje ivice ove

kosti. InerviSe m. risorius i miSice usana i brade (Grey, 2010, Patel, 2015).

Ramus colli s. cervicalis spusta se ispod ivice mandibule. Pruza se od donjeg dela

parotidne Zlezde do prednje strane vrata i oZiv€ava platysmu, jedini potkozni miSi¢ vrata
(Grey, 2010, Patel, 2015).

1.2.4. Komunikacija sa drugim kranijalnim nervimai nervnim spletovima

Komunikacija sa drugim nervimai nervnim spletovima facijalnog nerva prikazana je na
sikama 1.8, 1.9 u tabeli 1.3 (Patel, 2015).
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Tabela 1.3. Komunikacijan. facialisa sa drugim nervimai nervnim pleksusima.

Segment komunikacija

U meatusu acusticusu internusu san. vestibulocochlearusom (VI11)
sa ganglion pterygopalatinum preko n. petrosus
majora

U ganglionu geniculi preko n. petrosusa minora sa ggn. oticumom

preko n. petrosusa profundusa sa simpatickim
spletom oko a. meningae mediae

U canalisfacialis sar. auricularis n. vagi

Naizlazu iz foramena stylomastoideuma sa n. glossopharingeusom (1X) i n. vagusom (X)
san. auricularis magnusom
san. auriculotemporalisom

lzauha San. occipitalisom minorom

U predelui lica satrigeminalnim ganglionomi V Zivcem

U predelu vrata sa ramusom cervicalisom i n. transversus
cervicalis

Veé je napomenuto da se n. petrosusu majoru pridruzuje simpaticki Zivac n. petrosus
profundus, iz plexusa caroticusa internusa (simpaticka vlakna ggl. cervicale superius). Ova
dva Zivca prolaze kao jedinstveni Zivac (n. canalis pterygoidei), kroz istoimeni kana u
korenu processus pterygoideus, koji se zavrSava u ggn. pterygopalatinum (Grey, 2010,
Tougoat et al., 2013; Patel, 2015).

Kao §to je veé viSe puta podvuceno, genikulatni ganglion povezan je sa oti¢kim
ganglionom preko grane n. petrosus minor, kao i sa simpatickim vlaknima oko a. meninga
media. Neposredno pre izlaska n. facialisa iz foramena stylomastoideuma, on prima grancicu
iz vagusnog zivca (r. auricularisn. vagi) (Patel, 2015).

Nakon S§to napusti stilomastoidni foramen, n. facuialis Salje granCicu do n.
glossopharingeusa i komunicira sa aurikularnom granom n. vagusa, sa n. auricularis magnus
cervikanog pleksusa, sa n. auriculotemporalis u parotidnoj Zlezdi i sa n. occipitalis minor. U
predelu lica komunicira sa terminalnim ograncima trigeminalnog nerva, a u predelu vrata sa
n. transversus cervicalis (Gaser, 2010).

Znaci, moZe da se zakljuCu da n. facialis donosi preganglijska parasimpatiCka vlakna
(OVE) za dva gangliona— ggn. pterygopalatinum (preko koga ide inervacija za suznu Zlezdu)
i ganlion submandibularae (preko koga ide inervacija za sublingvalnu i submandibularnu
zlezdu). Takode, povezan je i sa dva simpatiCka nervna spleta — oko unutrasnje karotidne

arterijei a. meningea media. Od kranijalnih nerava povezan je sa V, VIII, IX i X Zivcem.
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Slika1.8. N. facialis, stablo i grane.
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Slika1.9. Komuinikacijan. facialisa i n. intermediusa sa drugim nervima.*

(* Zapaziti komunikaciju saV, IX i X kranijalnim nervom; Patel, 2015)

1.3. Funkcijan. facialisa (funkcionalna kategorizacija nervnih viakana)

Sedmi mozdani zivac ima motornu (motorni eferentni put), visceralnu (sekretorni

eferentni put), senzitivnu i senzornu funkciju (aferentni putevi). Kao Sto je ve¢ napomenuto,

veliki motorni koren n. facialisa sadrzi BE vlakna, a n. intermedius sadrzi SA vlakna za ukus

(gustativna vlakna), koja se zavrSavaju u nc. solitariusu i parasimpaticka GVE vlakna koja
polaze iz nc. salivatorius superiora i GSA vlakna usmerena ka spinalnom jedru trigeminusa
(Lang, 1981; Grey, 2010, Patel, 2015).
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Tabela 1.4. Funkcionalna klasifikacija vlakana facijalnog Zivca

Tip vliakana Funkcija
1. opSta somatska aferentna opsta senzitivna vlakna koja nose senzacije od meatus
[GSA (engdl. Genera Somatic Afferent)] acusticusa externusa i nazad do uhg; iz dela

temporomandibularnog zgloba; iz concha auricularis
2. somatska af erentna senzorna vlakna koja nose senzacije ukusa iz prednje
[SA (engl. Special Afferent)] 2/3 jezika
2. opéta visceralna eferentna eferentna parasimpaticka vlakna koja inervisu:
[GVE (engl. Genera Visceral Efferent)] -submandibularnu i sublingvalnu Zlezdu

-suznu Zlezdu i mukozne zlezde usta i nosa

3. brahijanaeferentna motorna vlakna koja inerviSu miSice 2. brahijalnog luka
[BE (engl. Specia Visceral/ Branchia
Efferent)]

Facijalni nerv sadrzi specijalnu motornu komponentu koja se razlikuje od somatske
motorne komponente drugih Zivaca. Naime eferentna somatska motorna vlakna svrstavaju se
u funkcionalnom smislu u tzv. specijalna visceralna eferentna vlakna koja se oznaCavaju kao
brahijalna motorna eferentna viakna (eng. Branchial motor Eferent, BE) jer inerviSu skeletne
miSice koji se razvijaju iz brahijalnih lukova, a ne iz somita. Tako motorna vlakna facijalisa
inerviSu miSiée lica i poglavine koji se tokom prenatalnog Zivota razvijaju iz drugog
faringealnog luka kao i m. stapedius, zadnji trbuh m. digastricusa i stilohioidni misi¢. OpSta
visceralna eferentna vlakna (engl. General Visceral Efferents, GVE) inervisu suznu,
podvilicnu i podjezi¢nu Zlezdu, kao i sluzokoZu nosne duplje i sluzokozu koja pokriva tvrdo i
meko nepce. OpSta somatska aferentna vlakna (engl. General Somatic Afferent, GSA)
prenose do centralnog nervnog sistema osecaj dodira, bola i temperature iz predela meatusa
acusticusa externusa i dubljih delova auriculae (koZa usne Skoljke u predeli conhae), kao i iz
koZe predela iza uha i delatemporomandibularnog zgloba, dok su specijalna aferentna vliakna
(engl. Specia Afferent, SA) senzorne prirode odgovorna za oseaj ukusa u prednje dve
treCine jezika (tabela 1.4) (Grey, 2010; Patel, 2015).

Morfometrijske studije su precizno pokazale koliko ima nervnih vlakana u facijalnom
Ziveu, kod Coveka i raznih zZivotinjskih vrsta (macke, psa, misa) (Buskirk, 1945; Shimozava,
1976). Po tim podacima kod Coveka, stablo facijalnog Zivca distalno od genikulatnog
gangliona ima 12.968 aksona, od kojih su 83% mijelinizovana vlakna, a 17%
nemijelinizovana. Priblizaan broj vlakana i odnos mijelinizovanih i nemijelinizovanih
vlakana imaju macka i pas (Buskirk, 1945), dok mi$ u facijalnom nervu ima duplo manje
aksona (Shimozawa, 1976).
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Elektronskomikroskopska analiza facijalnog Zivca misa u blizini kolenog gangliona
pokazala je dau stablu Zivca distalno od -ganglionaima u proseku vise oko 600 vlakana nego
u proksimalnom delu Zivca. Ovaj veci broj ide u korist nemijelinizovanih vliakana u odnosu
na mijelinizovana (444:165). Kako u facijalnom zivcu misa distalno od GG nema motornih
nervnih vlakana, kao ni parasimpatickih vlakana, to povecanje pretezno nemijelinizovanih
vlakana pripisuje se prisustvu postganglijskih simpatickih vlakana za lice kao i vlaknima n.
petrosus major. Sto se tice distalnog povecéanja broja mijeliniziranih viakana, ona poti¢u od
senzornih vlakana koja prolaze kroz genikulatni ganglion od stabla facijalnog Zivca do
velikog petroznog nerva (Shinozawa, 1978).

Sliéne zakljuCke izvukli su i autori koji su konstatovali povecan broj vlakana u
facijalnom stablu distalno od kolenog ganliona kod macke, psa i Coveka (Bruskrik, 1945,
Foley, 1948). | pored razli¢itih spekulacija, koje idu od toga da povecani broj vlakana nastaje
grananjem specijalnih visceranih eferentnih aksona na nivou gangliona, preko toga da je
moguce da ova vlakna poticu od male grupe vlakana poreklaiz motornog jedra facijalisa koja
se prikljucuju n. intermedijus u nivou GG i prolazeci kroz njega dospevaju u distalno stablo,
do toga da u ganglionu moze da se nade mali broj multipolarnih parasimpatickih neurona koji
daju vlakna distalno a ne i proksimalno (Foley, 1948), zakljucak je potpuno drugaciji i ide u
prilog prethodno iznetom zakljuCku u eksperimentu sa miSevima (Shimozawa 1978). Uoceno
je da snopovi vlakana koji povezuju n. petrosus major i stablo facijalnog Zivca distalno od
kolenog gangliona zauzimaju lateralnu stranu gangliona kod Coveka, psa i macke, a da
odredeni broj senzitivnih i senzornih vlakana u fracijalnom Zivcu prolazi kroz veliki petrozni
Zivac do sfenopalatinskog gangliona, a potom ulazi u maksilarni Zivac. Znaci, ta vlakna su
postganglijska simpaticka vlakna lokalizovana distalno od gangliona i n. pertosus major i
senzorna vlakna koja u veéini mogu da produ kroz GG na svom putu od stabla facijalisa do n.

petrosuis major (slika1.9).

1.4. Embriologija facijalnog Zivca i genikulatnog gangliona
1.4.1. Embrionalni razvoj facijalnog zivca (opSta razmatranja)

Facijalni Zivac vodi poreklo od drugog brahijalnog luka (hioidnog luka), koji se vrlo
rano pojavljuje u akustiko-facijalnom kompleksu. Motorni deo nastaje iz bazalne plocCe
embrionalnog ponsa, a senzorni iz nervnog grebena. Ovaj kompleks sadrzi somatske i
brahijalne elemente jedara kranijalnih nerava u jukstapoziciji, Sto je delimicno odgovorno za

anastomoziranje trigeminalnog i facijalnog Zivca. Tok facijalnog Zivca, grane i anatomske
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odnose moguce je jasno uociti u treCem mesecu Zivota, a Zivac dostiZe svoj puni razvoj oko 4.
godine Zivota (Gasser, 1967; 1970; Gasser and May, 1985; Dudek, 2014).

Tkivo facijalnog Zivca identifikuje se najranije u tre¢oj nedelji gestacije, kada se
pojavljuje facio-akusticni primordijum ili greben (Gasser, 1967; 1970; Gasser and May,
1985). Epibrahialne plakode nastgju iz tzv. “pan-plakodalnog” regiona i brojni regulatorni
factori kontroliSu diferentcijaciju posebnih plakoda. Kranjalne neurogene plakode nastgju od
zadebljanja ektoderma na prednjoj strani nervne ploCe (tzv. pre-plakodalni region).
Fibroblasti faktori rasta (FGFs) koji se izdvajaju iz nervne ploCe i mezoderma, indukuju
usmeravanje pre-plakodalnog regiona, a na taj proces utiCe i lokalno smanjenje koStanih
morfogenih proteina (BMPSs) i Wnts. Plakode sadrze klastere progenitornih Celija koje ¢e se
dalje razvijati u pravcu senzornih ili neurosekretornih organa (Adameyko and Fried, 2016).
Na kraju 4. nedelje, facijalni i akusti¢ni deo plakode se jasno razlikuju, facijalni deo nadrasta
plakodu, a akusticni deo postaje otocista. U petoj nedelji formira se ganglion genuiculi, iz
distalnog dela primordijuma. Potom se facijalni Zivac deli na dva dela — glavho stablo i
chorda tympani (prva grana zivca koja se pojavljuje u toku embrionalnog razvoja). U toku
pete nedelje facialno stablo se ve¢ znaCajno produzi, a u nivou gangliona geniculi, iznad
horde timpani se izdvaja petrozni Zivac (Wozniak et al., 1993; Weglowski et al., 2015). Na
kraju pete nedelje, i tokom 6. nedelje ve¢ se dobro raspoznaje motorno jedro facijaisa, a
motorno jedro VI i VII kranijalnog Zivca zauzimaju inicijani polozaj neposredeno iznad
motornog jedra facijalisa. UnutraSnje koleno nervne cevi formira metencefalon koji se
izduzuje, a nukleus VI Zivca se pomera nagore. U 7. nedelji GG je ve¢ dobro formiran, i
jasno se uocavaju korenovi facijalnog Zivca. Proksimalne grane facijalisa (n. auricularis
posterior i r. digastricus) nastgu krgem 6. nedelje, dok se temporofacijane i
cervikofacijalne grane uoCavaju pocCetkom 8. Nedelje. Konacno, krajem 8. Nedelje
gestacijskog razvoja nastgie svih 5 zavrSnih grana facijalnog Zivca (Gasser, 1967; 1970;
Gasser and May, 1985).

1.4.2. Sticanje neurofizioloskih karakteristika neurona genikulatnog gangliona u
toku embrionalnog razvoja i njihovo odrzavanje u postnatalnom ziovotu

Specifi¢ni neurotroficni faktori, koji deluju u toku embrionalnog razvi¢a, utiCu na
sticanje razlicitih neurofizioloskih karakteristika neurona GG, koje su fundamentalne za
nastanak perifernog neuronskog krugai funkcionisanje gustativnog sistema uopste.

Najraniju diferencijaciju gustatornih neurona reguliSe Citava serija traskripcionih
faktora i verovatno BMPs. Uporedo sa diferencijacijom neurona dolazi i do njihove

proliferacije tako daje njihov broj tokom embrionalnog Zivota daleko veci nego kod odraslog
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organizma, a potom dolazi do apoptoze ovih celija. Neurotrofini reguliSu neke od faza
Celijskog ciklusa gustatornih neurona. Nakon Sto gustatorni neuroni postanu postmitotiCke
Celije, poCinje izrastanje aksona. lzrastanje aksona prema epitelu jezika reguliSu brojni
hemoatraktanti i *“hemorepulsivni” faktori, medu kojima su semaforini. Mozdani
neurotroficni faktor (engl. Brain derived neurotrophic factor, BDNF), deluju kao ciljni faktori
u zavrsnoj fazi rasta aksona u kojoj aksoni pronalaze ciljna mesta i inerviSu gustatorni
neuroepitel. Takode, i u razvoj gustatornih korpuskula ukljuceni su brojni faktori, medu
kojima su Sox-2, Sonic hedge hog i Wnt-B-catenin Celijska signalizacija. | drugi faktori
reguliSu razvoj papilai diferencijaciju gustatornih korpuskula, ali su oni najmanje prouceni.
Medutim, ispitivanja potvrduju da mozdani neurotroficni faktor (engl. Brain-deriven
neurotrophic factor, BDNF) i neurotrofin 4 (NT4), ne samo da su faktori koji odrzavaju
prezivljavanje neurona GG, ve¢ istovremeno imaju vaznu ulogu u regulaciji razvoja i
prostornog rasporeda fungiformnih papila i dosezanja gustatornin neurona do ovih senzornih
struktura. Takode, nedovoljno su prouceni i molekularni faktori koji reguliSu razvoj
centralnog neurona putem koga se prenose gustatorni nadrazaji do nc. tractus solitarii, ali se
pretpostavlja da to mogu biti isti faktori koji reguliSu razvoj GG kao i razvoj, rast i trasiranje
njegovih perifernog aksona prema ciljnim mestima (Krimm et al., 2001; Krimm, 2007).

Neurotrofini i njihovi receptori

Za normalni razvoj gustatornog sistema, neophodni su neurotrofini i njihovi receptori
Neurotrofini su grupa faktora rasta koja utice na brojne aspekte razvoja senzornih neurona, na
njihovo prezivljavanjei funkcionisanje.

Kod sisara, familiju neurotrofina Cine nervni faktor rasta (engl. Nerve growth factor,
NGF), BDNF, NT3 i NT-4. Neurotofini pripadaju sekretornim proteinima koji reguliSu
¢elijsko prezivljavanje, diferencijaciju ili rast. Faktori rasta, kao $to su neurotrofini, koji
potpomazu prezivljavanje neurona, nazivaju se neurotroficni faktori. Neurotrofini se
sekretuju prevashodno iz ciljnog tkivaili perifernih ciljnih tkiva, i deluju tako da spreCavaju
programiranu Celijsku smrt okolnih neurona Ciji aksoni inrevisu ciljna tkiva, pa na taj nacin
podstiCu njihovo prezivljavanje. Alternativno, neurotrofini mogu da se sintetiSu i sekretuju u
samim senzornim ganglijama i duz puta njihove projekcije, kada uCestvuju u razvoju neurona
pre nego Sto se popstigne inervacija ciljnog tkiva. Ovi faktori ne samo da reguliSu broj
neurona uticajem na prezivljavanje diferenciranin neurona, vec¢ takode utiCu na
prezivljavanje, diferencijaciju i proliferaciju prekursora neurona tokom ranog razvica, kao i u
adultnom periodu Zivota. Naime, oni mogu da indukuju diferencijaciju progenitornih éelija u
zrele neurone tokom razvica, kao i da stimulisu i kontroliSu neurogenezu (stvaranje neurona
iz maticnih Celija u odredenim regijama mozga odraslih osoba) (Krimm, 2007).

Receptori za neurotrofine klasifikovani su u dve grupe. 1) receptor niskog afiniteta,
p75, za koji se vezuju sva Cetiri neurotrofina i koji je €lan superfamilije faktora tumorske
nekroze (TNFs) i 2) tri vrste receptora sa visokim afinitetom vezivanja za ligande (engl.
Tropomyosin receptor kinase ili Tyrosine receptor kinase, Trk), koji pripadaju familiji
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receptora tirozin-kinaza. NGF se vezuje za TrkA, BDNF i NT-4 se vezuju za TrkB i krnju
izoformu kojase naziva Trn-B, aNT-3 sevezuje za TrkC i slabo zatrkB, Trn-B i trkA.

TrkA ima najveci afinitet za vezivanje NGF i eksprimira se u peptidergickim
nociceptivnim senzornim neuronima, s obzirom da NGF indukuju ekspresiju gena koji
kodirgju sintezu enzima neophodnih za produkciju neurotransmitera u ovim neuronima.
TrkB ima najveci afinitet za vezivanje BDNF i NT-4. Vezivanje BDNF za TrkB dovodi do
aktivacije viSe intracelijskih kaskadnih reakcija koje reguliiSu razvoj neurona i njihovu
plasticnost, kao i dugotrajni akcioni potencijal i apoptozu. Novija istraZzivanja pokazuju
povezanost TrkB receptora sa pojavom Alchamerove bolesti. TrkC se obicno aktivira
vezivanjem za NT-3, a vezivanje za druge ligande je manje znacajno. TrkC se prevashodno
aktivira u proprioceptivnim senzornim neuronima, a aksoni ovih neurona su deblji od
nociceptivnih senzornih neurona koji eksprimiraju TrkA. Receptor p75 (p75NTR) utice na
afinitet vezivanja i specificnost Trk receptora koji su aktivirani neurotrofinima. Prisustvo
pP75NTR je naroCito vazno za povecanje afiniteta vezivanja NGF za TrkA. Pored toga,
p75NTR redukuje ubikvitinaciju receptora indukovanu ligandima, i odlaze internalizaciju
receptora i njihovu degradaciju. Receptor p75 ima brojna fizioloSka dejstva, kao Sto su
povecano preZivljavanje neurona u nekim stanjima, a u drugim njihova apoptoza, i uticgj na
rast i regeneraciju aksona. U toku postnatalnog razvoja Merkelovih Celija koze, koje se
smatraju sporoadaptiraju¢im mehanoreceptornim neuronima tipa I, neophodno je prisustvo na
njima specificnog receptorskog kompleksa sa p75. Takode p75NTR moze da ima vaznu
ulogu u odrzavanju senzornih neurona i u njihovoj inervaciji kako u ranom postnatalnom
razvicu, tako i u adultnom dobu (Krimm, 2007).

U senzornim ganglijama, neurotrofini reguliSu rane faze Ccelijskog ciklusa i
preZivljavanje prekursora neurona. Neurotrofini koji se produkuju duz putanje aksona
reguliSu rast neurita i njihovo grananje. Oni takode utiCu i na prezivljavanje neurona pre nego
Sto dosegnu do svojih ciljnih mesta. S druge strane, neurotrofini koji se oslobadaju saciljnih
mesta, kao Sto su npr. oni oslobodeni iz gustatornih korpuskula, ucestvuju u regulaciji
diferencijacije neurona i u njihovom prezivljavanju, regulisu infiltraciju netvnih viakana u
ciljno mesto inervacije i u stvaranju sinapsi. Takode, neurotrofini odrzavaju senzornu
inervaciju na normalnom nivou i reguliSu funkciju neurona u odraslom dobu. Slicno
opisanom razmatranju kod senzornih neurona uopSteno, za prezZivljavanje gustatornih
neurona GG i petroznog gangliona u toku embrionalnog razvoja, takode su neophodni
neurotrofini. MiSevi sa nedostatkom BDNF ili NT4, imaju na rodenju duplo manje neurona u
GG i petroznom ganglionu. Senzorna inervacija opsancenih i peCurkastih papila smanjena je
kod miSeva koji su u genetskom pogledu BDNF—/—, pa kod njih dolazi do degeneracije ovih
papila. PeCurkaste papile se takode gube kod miSeva koji su NT4—/—, ali opSanCene papile
ostaju nepromenjene. Suprotno, kod miSeva sa prekomernom ekspresijom BDNF ili NT4 u
epitelu jezika, broj gustatornih neurona se udvostrucuje, u odnosu na broj ovih neurona kod
odraslih miSeva. Ovi nalazi pokazuju da su neurotrofini BDNF i NT4 neophodni za
prezZivljavanje gustatornih neurona i gustatornih korpuskula tokom razvoja, ali ostaje nejasno

kakva je njihova uloga u odrzavanju gustatornog sistema kod odraslih (Krimm et al., 2001,
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Krim, 2007). | druga istrazivanja na miSevima su pokazala da je u ranom embrionalnom
razvoju BDNF neophodan za razvoj i diferencijaciju neurona GG, a da u osnovi tog uticga
lezi spreCavanje apoptoze, odstranjivanjem aktivnosti proapoptotskog gena Bax (Patel and
Krimm, 2010a). lako prezivljavanje gustatornih neurona GG podjednako zavisi od ekspresije
BDNF i NT-4, bez obzira gde Ce biti ciljna mesta njihovih aksona, pokazano je da su
2010). Medutim, NT-4 reguliSe prezivljavanje gustatornih neurona ranije u toku
embrionalnog razvoja, nego Sto to Cini BDNF, i drugacijim mehanizmima (Patel and Kimm,
2012). Isto tako, NT-4 je efikasniji od BDNF u podsticanju rasta i vezivanja za ciljna mesta
neurita ganglijskih Celija GG, kao i u daljoj supresiji rasta neurita (Runge et al., 2012). Uticg
BDNF i NT-4 na razvoj i prezivljavanje gustatornih neurona u toku embrionalnog razvica,
ostvaruju prevashodno preko TrkB receptora, ali je mogu¢ i mehanizam dejstva nezavisan od
ovih receptora (Fel and Krimm, 2013).

Moguci odgovor na pitanje kakav je uticay neurotrofina i njihovih receptora u
prezivljavanju i funkcionisanju neurona u GG odraslih Zivotinja, nalazimo u istrazivanjima in
vivo, na kulturama éelija GG, izolovanim od pacova razli€itog uzrasta. Ta istraZivanja su
pokazala da je izrastanje aksona buducih unipolarnih ganglijskih celija genikulatnog
ganglionainicijalno usmereno od strane diskretnih epitelnih plakoda prisutnih u epitelu jezika
i mekog nepca, koje Ce se kasnije diferencirati u gustativne korpuskule. Kako je u ovim
plakodama koncentrisana velika koliCina BDNF, smatra se da je ovaj faktor neophodan za
podsticanje i usmeravanje rasta gustatornih aferentnih vliakana prema njima. IstraZivanja su
pokazala da BDNF podstie kod pacova rast neurita iz GG 15. i 18. dana embrionanog
Zivota, kao i rast neurita u kulturama celija GG koje su izolovane od infanilnih ili adultnih
pacova i uzgajane na podiozi od kolagenog gela. Osamnaestog embrionalnog dana, kada
aksoni penetrirgju pregustatorni epitel in vivo, BDNF i dalje nastavlja da ispoljava troficni
efekat na neurite. Medutim, u postnatalnom i adultrom periodu, uticaj BDNF je pre svega
trofican. Ovi podaci ukazuju na ulogu BDNF kao hemoatraktanta genikulatnih aksona u toku
kriticnog perioda njihovog embrionalnog razvoja, koji ukljuCuije inicijalno izrastanje i
usmeravanje, ai nei u kasnijem stadijumu (Hoshino et al., 2010). S druge strane, istraZivanja
su pokazala da razliCiti neuroni koji se projektuju iz ganglijskih Celija GG kod odraslih
pacova i inervisu pet razliitih zona (fungiformne papile prednjeg dela jezika, opSancene
papile, papile mekog nepca, papile oko inciziva u tvrdom nepcu i kozu spoljasnjeg uha) imaju
specifitne obrasce u pogledu genske ekspresije neurotrofina (NGF, NDGF, NT-3 i1 NT-4) i
njihovih receptora (trkA, trkB, trkC, p75 i Trn-B). Cak 3ta vise, nekoliko pojedina¢nih
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neurona eksprimiraju viSe od jednog neurotrofinskog receptora ili vise od jednog
neurotrofinskog gena. lako se BDNF znaCajno eksprimira u gustativnim korpuskulima,
njegov receptor trkB se ne eksprimira znaCajno u neuronima GG. Ovo ukazuje da se
najmanje neki, a mozda i vecina troficnih faktora koji utiCu na zrele senzorne neurone GG,
sekretuje iz samog tela tih neurona i da su ti efekti prevashodno parakrini i autokrini. Isto
tako, BDNF sekretovan iz gustatornih korpuskula takode moZze da deluje paraktino ili
autokrino na trkB prisutne na njima. Znaci, zreli neuroni GG mogu da za svoje odrzavanje
koriste sopstvene neurotrofine, pored neurotrofina koji do njih dospevaju iz ciljnih tkiva koja
inervisu. Potred toga, autoksina/parakrina mreza faktora rasta i receptora odgovorna je za
odrzavanje gustatornih korpuskula u odraslom dobu (Farbman et al., 2004).

Brojna istrazivanja su neosporno pokazala da su i za razvoj gustatornih korpuskula,
neophodni BDGF i NT-4 kao i njihov receptor trkB. Na ovom mestu treba istaci istraZivanje
Huanga i Krima, koje je pokazalo kakva je vremenska ekspresija BDNF, NT4/5 i TrkB
MRNK u toku embrionalnog razvoja gustatornog sistema kod miSeva divljeg tipa i transgenih
miSeva. NTF4/5 postiZe najvecu ekspresiju kod embriona starih 12,5 dana u neuronima GG i
u jeziku, Sto ukazuje da su ovi geni ukljuCeni u rani razvoj i prezivljavanje neurona GG i
aksona koji se odvajgju od ovih neurona i inicijalno inervisu jezik. U isto vreme gustatorni
aksoni izrastanjem dosezu do fungiformih plakoda, pa je u lingvalnom epitelu ekspresija
BDNF veéa nego erkspresija NT4/5 $to ukazuje da BDNF ostvaruje vaznu ulogu na ciljnom
mestu. Nakom toga se ekspresija BNDF kontinuirano poveéava i u ganglijskim celijama sve
do rodenja i smatra se da u njima ima poznu autokrinu ili parakrinu ulogu (Huang and
Krimm, 2010).

Medutim, iako se BDNF i NT-4 prevashodno vezuju za trkB, oni se takode vezuju i za
pan-neurotrofinski receptor p7SNTR. Zato se postavlja pitanje da li je i p75NTR receptor
potreban za razvoj i odrZavanje funkcionalno kompetentnih gustativnih korpuskula u zrelom
dobu. Pokazano je da odrasli miSevi sa kompletnom mutacijom ovog gena izgube 34%
gustativnih korpuskula u opSancenim papilama (slicno kao tokom embrionalnog razvoja),
36% u fungiformin i 26% u filiformnim papilama. PoSto se ovaj receptor eksprimira u
Celijama gustatornih korpuskula u prenatalnom razvoju, smatra se da je kljucni faktor u
razvoju potpuno funkcionalno kompetentnih gustatornih korpuskula u svim papilama
Medutim, on nije bitan u odrzavanju gustatornih korpuskula u papillae circumvallatae kod
odradlih, nego je to dgjstvo indirektno, posto éelije ovih gustatornih korpuskula kod odraslih
ne eksprimirgju p75NTR. Medutim, neuroni GG, koji obezbeduju inervaciju gustatornim

korpuskulima u papillae fungiformes, eksprimirgju p75-receptor, pa misevi sa kompletnom
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mutacijom gena p75, imgu i manje neurona u GG pa samim tim i manje gustatornih

korpuskula u ovim papilama (Krimm, 2006).

1.4.3. Faktori vazni za rast i diferencijaciju neurona GG

Medu drtugim faktorima koji imaju moguci utican na normalni razvoj somatosenzornih
neurona u GG, istiCe se Hmx1, varijanta homeodomenskog transkripcionog faktora koji se
eksprimira u toku razvoja u senzornim nervima, retini i kraniofacijalnom mezenhimu. Od
nedavno je ustanovljeno da su mutacije na Hmx1-lokusu odgovorne za neke defekte u
kraniofacijalnoj regiji kod ljudi, pacova i miSeva, ali je nedovoljno poznata njegova uloga u
razvoju nervnog sSistema. Senzorni neuroni u spinanim senzornim ganglijama i
trigeminalnom ganglionu kog misjih embriona sa genotipom Hmxldnvdm koji nemaju
detektibilan protein Hmx1, poseduju normanu neurogenezu i normano eksprimirgju set
markera za senzorne neurone, Sto pokazuje da Hmx1 nije globalno neophodan za
diferencijaciju senzornih neurona iz prekursorskih celija nervnog grebena. Tako gubitak
ekspresije Hmx1 nema oCigledne efekte na rani razvoj trigeminalnog gangliona, gangliona 1X
I X zivca i spinalnih senzornih ganglija, medutim gubitak ekspresije ovog proteina dovodi do
znaCajnih poremecaja u razvoju GG. Naime, kod embriona kod kojih se ne eksprimira
transkripcioni faktor HIm1 dolazi do razvoja samo zakrzljalog n. auricularis posterior, a
somatosenzorni nervi su generalno izrazito redukovani u sredini prenatalnog razvoja. Posto se
Hmx1 eksprimira u neuronima GG pre nego Sto ganglijske ¢elije izadu iz Celijskog ciklusa,
nije verovatnmo da je ovg transkripcioni faktor odgovoran za neurogenezu, pa je verovatino

redukcija neurona GG posledica povecane programirane Celijske smrti (Quina et al., 2005).

1.5. Ganglioni povezani sfacijalnim nervom

Tri gangliona povezana su s facijanim nervom - ganglion geniculi, ganglion
submandibulare i gangliion pterygopalatynum (Gasser, 1967; 1970; Gasser and May, 1985;
Grey, 2010).

1.5.1.Koleni ganglion facijalnog zivca (ganglion geniculi)

Koleni ganglion facijalnog zivca (ganglion geniculi, GG), na preseku se prikazuje kao
trouglasta kolekcija vlakana i senzornih neurona, i lokalizovan je u canalis nervi facialis
petroznog dela temporalne kosti. Opisano je da ganglion ima uglavnom piramidalan ili ovalan

oblik i precnik svega nekoliko milimetara (Nawar et al., 1980; Ge and Spector, 1982).
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Ganglion izgraduju pre svega unipoalarni senzorni neuroni i senzitivni neuroni. On
dobija vlakna iz senzitivnih, senzornih, parasimpatic¢nih i motornih komponenti facijalnog
nerva, i Salje vlakna za inervaciju suzne, submandibularne i sublingvalne zlezde, jezika,
nepca, faringsa, meatus acusticus externusa, m. stapediusa, zadnjeg trbuha m. digastricusa,
m. stylohyoideusa i mimicnih miSi¢a (Garcin and Pech-Gourg, 1978; Grey, 2010).

Motorna vlakna stizu u ganglion ne prekidajuci se, ili prolaze pored njega, tik uz
ivicu. Senzorna vlakna su izdanci samih pseudounipolarnih ganglijskih celija. Njihov
centralni nastavak zavrSava se u nc. tractus solitarii u produzenoj mozdini, a periferni
izdanak ulazi u sastav chorde tympani i zavrSava se na prednje dve treCine jezika, gde
inervise papillae fungiformesi papillae foliate (Tubbs et al., 2013).

Senzitivna nervna vlakna su izdanci pseudounipolarnih neurona u samoj gangliji.
Njihov periferni deo dopire preko n. auricularisa posteriora do koze retroaurikolarne zone,
koju inervise (bol, dodir, temperatura). Centralni izdanak u okviru n. intermediusa zavrSava
seu nc. spinalis nervi trigemini (Liubinov and Bobkova, 1966; Grey, 2010, Patel, 2015).

Parasimpaticka vlakna GG su preganglijska vlakna koja poticu od nc. salivatorius
superiora i dospevau u ganglion preko n. intermediusa. Jedan deo ovih vlakana napusta
koleni ganglion u prednjem delu i preko n. petrosusa majora dospeva do gangliona
pterygopalatinuma, odakle potiCu postganglijska vlakna za suznu Zlezdu, sluznicu nosa i
nepca. Drugi deo parasimpatickih vlakana prolazi kroz ganglion i u sastavu nishodnog
glavnog stabla n. facialisa ulazi u chordu tympani i dospeva do gangliona submandibulare,
Cija postganglijska vlakna inervisu submandibularnu i sublingvalnu Zletzdu (Patel, 2015).

Generano, po literaturnim podacima ganglijske cCelije u GG slicne su drugim
senzornim ganglijskim neuronima, npr. onima u ganglionu trigeminusa i u dorzalnim
ganglionima spinalnih zivaca (senzorni spinalni ganglioni). Ima ih prose¢no oko 2000 u
jednom ganglionu (Lundy and Corteras, 1999). PreZivljavanje neurora GG u toku
prenatalnog i postnatalnog Zivota, slicno kao u drugim senzornim ganglijama, zavisi od
neurotrofina, kao S$to je ve¢ prethodno detaljno opisano. Neuroni pokazuju ovalan ili
okruglast izgled i imaju veliko svetlo jedro i tamno jedarce. Razlikuju se svetle i tamne Celije
GG, koje su nasumic¢no rasporedane u ganglionu i aranzirane u vidu lamela, Ciji Celijski
klasteri broje u proseku 6 Celija. Ganglijske Celije su okruzene sa manjim ili ve¢im brojem
satelitskih celija, koncentrisanih u najvecem broju slu€ajeva u jednom koncentricnom krugu
(tzv. ,kapsula“ ganglijske Celije), a izuzetno multilamelarno. 1z podataka u literaturi nije
moguce zakljuciti da li postoje citomorfoloSke razlike izmedu somatosenzornih i gustativnih

neurona. Inace, neki iz poslednje grupe neurona specificni su za pojedine vrste ukusa, dok
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drugi reaguju na veci broj gustativnih modaliteta (Lundy and Corteras, 1999; Breza et al.,
2010).

Ganglijske Celije pripadaju tipu unipolatnih neurona, sa tipi¢nim izgledom aksonskog
brezuljka, dok inicijalni segment aksona ima realtivno veliki dijametar i neuobicajeno veliki
broj mikrotubula koje su ukljuCene u tzv. brzi Celijski transport. U ganglijskim celijama
akumulirane su mitohondrije sa gustim telima u matriksu (zbog gustih paralelnih naspramno
postavljenih kristi), Sto ukazuje na izuzetno visok stepen oksidativnog metabolizmai jonskog
transporta u ovom delu aksona. Postoji strukturna razlika izmedu periferne i centralne grane
aksona u pogledu proporcije mikrotubula (neurotubula) prema neurofilamentima -
neurotubule su znacajno brojnije u perifernom okrajku nego u centralnom. Proksimalni deo
unipolarnog procesusa je nemijelinizovan, dok je distalni deo mijelinizovan, kao i kod ostalih
senzornih ganglija, medutim, mijelinski omotaC je relativnho tanak u odnosu na precnik
aksona (Kitamura et al., 1982; Spassova, 1983).

Vrlo interesantne podatke o gustatornim centrima u CNS izneli su Zaidi i sar. i ta
studija je pokazala heterogenost medu ganglijskim celijama kolenog gangliona, u smislu
njihovih centralnih veza. U istraZivanju je koris¢eno oznaavanje neurona mozga
transsinaptiCki, anterogradnom propagacijom virusa pseudorabiesa aplikovanih u
fungiformne papile jezika, na takav naCin da se inficira mali broj ganglijskih celija
genikulatnog gangliona, zajedno sa centralnim neuronom s kojim su povezane. Rezultati
ovog ispitivanja su pokazali da su obezene Celije mozga bile lokalizirane unutar poznatih
gustatornih regija, ukljucujuci rostralnu centralnu zonu nc. tractus solitarii (NST), glavno
mesto aksonskih sinapsi kolenog gangliona n. facialisa i mesto koje sadrZi najviSe neurona
koji se projektuju do pararabrahialnog jedra ponsa (PBN). Neuroni su takode nadeni i u
rostralnoj lateralnog zoni NTS, mestu ulaska trigeminalnih aksona i malog broja centralnih
produZetaka iz kolenog gangliona. Takode neuroni su registrovani i u ventralnom delu NST i
retikularnoj formaciji (RF) produZzene mozdine, koja predstavlja kaudalni put moZzdanog
stabla koji upravlja refleksnim motornim funkcijama usne duplje. Na svakoj od lokalizacija
nalazili su se mali Kklasteri neurona, nasumicno rasporedani, pa je zakljuceno da se radi o
posebnoj "vrsti" neuronskih kola sa razli€itim angaZzovanjem bilo uzlaznih, bilo lokalnih
intramedularnih puteva, u zavisnosti od klasa ganglijskih Celija koje se na njima projektuju.
Znaci ganglijske Celije odgovorne za prenos osecaja ukusa su heterogena populacija u smislu
njihove povezanosti sa CNS, od kojih su neke ganglijske celije angaZzovane prvenstveno u
uzlaznom “lemniscalnom” gustatornom putu, tj. neuronskom kolu koje je povezano s visim

diskriminatornim i homeostatskim funkcijama, dok su druge angaZzovane “lokalno”, u
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intramedularnim “refleksnim” neuronskim kolima Kkoji posreduju u gutanju i odbacivanju
motornih oralnih funkcija (Zaidi et al., 2008).

Na ganglijskim ¢elijama GG mogu da se nalaze i brojni drugi receptori, osim
receptora za neurotrofine, o ¢emu c¢e biti vise re€i u narednom poglavlju o gustatornom
sistemu. Medu receptorima odgovornim za ukus, na neuronima GG nalaze se receptori za
capsaicin, mentol i ulje slaCice. Ovi receptori pripadaju familiji receptora sa prolaznim
receptorskim potencijalom (engl. Transient receptor potential, TRP). Kapsaicin se vezuje za
TRPV1, mentol za TRPMS8 a ulje slaCice za TRPAL1. Upotrebom PCR metode, TRPV1
MRNK i TRPA1 mRNK se jasno detektuju u neuronima GG, dok se TRPM8 mRNA
detektuje u beznaCajnoj koncentraciji. Upotrebom metode hibridizacije in situ, TRPV1
MRNA+ ili TRPAL1 mRNA+ neuroni Cine 15-20% neurona GG neurons, dok je samo
nekoliko neurona TRPM8 mMRNA+. Protein neurofilament 200 (NF200), marker
mijelinizovanih nervnih viakana tipa A, detektuje se u 57% neurona GG. Koekspresija
TRPV1 mRNA ili TRPA1 mRNA sa NF200, prisutnaje kod 10% neurona GG. Sugerisanaje
moguca uloga ovih receptora u somatosenzornim ili gustatornim funkcijama neurona GG
(Katsura et al., 2006).

Neurotransmisija iz Celija gustatornih korpuskula do gustatornih neurona veoma je
vazna stepenica u nastanku osecaja ukusa. Receptorske Celije za kiselo kada se depolarisu
oslobadaju serotonin (5-hidroksitripatim, 5-HT), i ove Celije stvaraju sinapse sa perifernim
gustatornim nervnim vlaknom, pa je sugerisano da je u slu€aju receptorskih celija koje
registruju Kisele drazi, serotonin neurotransmiter koji se oslobada u sinapticku pukorinu, a
postsinapticka membrana je gustatorni neuron. Medutim, najnovija istrazivanja su pokazala
da gustatorni neuroni koji inerviSu Celije gustatornih ganglija koje registruju kisele draZi
veoma retko eksprimirgju gene za serotonin, pa postojanje serotonina kao neurotransmitera
koji posreduje u prenosu kiselih drazi na periferni neuron ganglijskih celija GG, ostaje
nesigurno (Maedaa et al., 2016).

Sitina podeavanja gustatornih aferentnih neurona na ukusne draZi veoma varira u
zavisnosti od jacine stimulusa, o ¢emu ce takode vise biti rei u narednom poglavlju, a vise
od 69% neurona reguje na multiple drazi (Wu et al., 2015).

Sto se tie mogucénosti regeneracije neurona GG, eksperimentalne stuudije su
pokazale da nakon oStecenja chorda tympani u neuronima GG dolazi do ekspresije
aktivirajuéeg transkripcionog faktora 3 (ATF-3), kao markera optecenja neurona i GAP-43,

kao markera regeneracije neurona. Takode, zapaZaju se atroficne promene i redukcija
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protenskog genskoh produkta 9.5 u nervnim blaknima denervisanih jezi¢nih papila (Tsuzuki
et al., 2002).

1.5.2. Submandibularni ganglion

Submandibularni ganglion je mali vretenasti ganglion, smesten iznad dubokog dela
submandibularne Zlezde. LeZzi na m. hyoglossusu, u blizini zadnje ivice m. mylohyoideusa.
Ganglion dobija dve grupe nervnih vlakana koja se odvaau od n. lingualisa (grane n.
mandibularisa, V3) — prednju i zadnju. Preko zadnje grupe on dobija vlakna iz chordae

tympani, koja se pruzaju zgjedno san. lingualisom (kao njegov “omotac”) (Grey, 2010).

1.5.3. Ganglion pterygopalatinum (Meckel)

Ganglion pterygopalatinum (s. ganglion sphenopalatinum) je parasimpaticki ganglion
smesSten u fossi pterygopalatini. On u najvecem stepenu dobija vlakna od n. petrosusa majora
(grane n. facialisa koja se odvaja od njega u nivou gangliona geniculi). Postganglijska vlakna

ovog gangliona projektuju se u suznu zlezdu i sluznicu nosa i hepca (Grey, 2010).

1.6. Vaskularizacijan. facialisa

Facijalni zivac dobija inervaciju iz 4 krvna suda: 1) a. cerebelli inferior anterior (u
pontocerebelarnom uglu), 2) labirintne arterije (grane a. cerebelli inferior anterior), 3)
superficijalne petrozne arterije (grane a. meningeae mediae, kojaishranjuje ganglion geniculi
i okolne struktrure) i 4) stilomastoidne arterije (grane a. auricularis posterior; ova arterija
ishranjuje zivac i njegov deo distalno od foramena stylomastoideuma). Venska drenaza u
nervu prati arterijsku vaskularizaciju (DoZi€ et al., 2015). U vezi vaskularizacije n. facialisai
danas postoje kontroverze, pa je precizno proucavanje vaskularizacije facijalnog nerva,
naroCito u nivou gangliona geniculi, jedan od ciljeva proucavanja u ovoj doktorskoj

disertaciji.
1.7. Patologija i klinicki znacaj gangliona geniculi
Sto se tice klinickog aspekta, ganglion geniculi moZe da bude mesto traumatskih lezija,

infekcija, razlicitih patofizioloSkih poremecaja i neoplasti¢nih promena (Veillon et al., 2008).

Lezije gangliona ili nervusa intermediusa mogu da nastanu zbog kraniocerebralne traume,
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ukljucujuci i eventualne prelome baze lobanje sa zahvacenoSCu piramide temporalne kosti
(Helms, 1979).

U okviru infekcija, najceSce je u pitanju virus herpex simplex (Arbusov et al., 1999;
Vrabec et al., 2004), rede herpes zoster (Garcia Almargo et adl., 1977; Cimino et al., 1978;
Furuta et al., 1992a,b), a izuzetno pilei pox virus (Grose et al., 2002) ili bakterijska
infekcija (). Nakon primarne infekcije, viremija diseminira virus po koZi u predelu senzorne
inervacije grana n. facialisa. Virus se zatim transportuje duz senzornih vlakana chordae
tympani do genikulatnog gangliona, gde moze da bude godinama u latentnom stanju
(Carreno et al., 2000). Virus se aktiviranjem ponovo transportuje duz nervnih vlakana, ali
sada u suprotnom smeru, te uzrokuje nastanak vezikula i drugih promena na kozi (Alvarez
Santana et al., 1991). lzuzetno retko moze da dodje do reaktivacije virusa herpes zooster u
vise ganglija (Heshemilar et al., 2009). Obolenje moze da bude udruzeno sa paralizom
facijalisai lezijom vestibulokohlearnog Zivca (Ramsey-Huntov sindrom) (Gellis et al., 1968).

Patofizioloski poremecaji odnose se prvenstveno na Belovu (Bell) paralizu facijaisa i
na genikulatnu neuralgiju.

Belova paraliza je akutno neurolosko obolenje koje se manifestuje perifernom
paralizom n. facialisa. Ponekad je zahvacen i VIII kranijalni Zivac, Sto Cini klinicki sliku
spomenutog sindroma. Belova paraliza je idiopatskog karaktera, mada se pretpostavljadajeu
pitanju herpesnavirusnainfekcija (ili reaktivacijalatentnog virusa u genikulatnom ganglionu)
a mozda je i reC o autoimunom procesu. U ovom drugom slucaju stvaraju se antitela protiv
komponenti mijelinskog omotaCa aksona facijalnog Zivca. Pretretman sa antiherpeti¢nim
lekovima i steroidima smanjuje mogucnost za nastanak pozne Belove paralize nakon
otoloskog hirurskog zahvata (Thompson-Turner et al., 2014). U patoloSkom nalazu postoje
edem zivca, ishemija u uzanom kostanom kanalu i parcijalna demijelinizacija sa posledicnim
gubitkom  funkcije Zivca. Oporavak funkcije pose medikamentozne terapije
(kortikosteroidima i aciklovirom) zapaZza se u oko 80% pacijenata. Ponekad je potrebna
intervencija u vidu transmastoidne dekompresije facijaisa (Kim et al., 2007).

Genikultna neuralgija, koja se naziva jos i ,,tic douloureux of the nervus inter medius®,
odnos se na pojavu jakog paroksizmalnog bola fokusiranog u predelu uha, zbog Cega se
svrstava u primarne otalgije. Na ublaZzavanje bola ne utiCu klasic¢ni analgetici, veC pojedini
antiepilepticki lekovi. PatofizioloSki mehanizam ove neuralgije zasniva se na fokalnoj
segmentnoj demijelinizaciji pojedinih aksona n. intermediusa i abnormalnog transferzalnog
prenoSenja depolarizacije sa jednog na drugi ogoljeni akson. Ipak, u mehanizam neuralgije

ukljuceni su i neuroni gangliona geniculi (Tubbs et al., 2013).
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Najces¢i uzrok fokalne demijelinizacije jeste kompresija n. intermediusa blizu
njegovog izlaska iz mozdanog stabla. Kompresiju najcesce vrsi vaskularna omca a. cerebelli
inferior anterior, a rede a. cerebelli inferior posterior. Na tome se zasniva i glavni
neurohirusrSi zahvat — mikrovaskularna dekompresija n. inremediusa. U sluCajevima bez
vaskularne kompresije, najceSce se vrsi presecanje ovog Zivca, a ponekad seizvodi i resekcija
genikulatnog gangliona. Pristupni putevi za ove intervencije jesu retromastoidna
kraniotomija, subtemporalni put preko srednje lobanjske jame i transmastoidni
ekstralabirintni ili tranglabirintni pristup.

Najzad, u genikulathom ganglionu i njegovoj okolini mogu da nastanu tumori i slicne
patoloske formacije (Gonzales Garcia et al., 2004). Mada retko, pojavljuju se meningiom
(Falcioti et al., 2001), a mnogo rede holesteatom (). U retke tumefakte spadaju i Svanomi
(Hahn et al., 2003), i narocito, neurofibromi (). Nesto ¢eSce se pojavljuju hemangiomi i sli¢ni
vaskularni tumori ili malformacije (Isaacson et al., 2005; Capelle et al., 2008). Sto se tice n.
intermedius, u nivou njegovog cisternalnog i meatusnog segmenta, najcesce nastaju neuromi,
tj. Svanomi vestibularnog zivca koji vrSe kompresiju n. intermediusa.

Sve ve€i znaCaj genikulatnog gangliona i labirintnog segmenta facijalnog Zivca u
klinickoj medicini, zahtevao je i vizuelizaciju tog minijaturnog gangliona i malih patoloskih
procesa u njegovom nivou. U tome se nedavno uspelo u okviru komjuterizovane tomografije
visoke rezolucije i naro€ito, kombinovanjem odgovarajucih parametara u okviru magnetne
rezonance (Veillon et al., 2008; Fabiano et al., 2010; Tubbs et al., 2013).

1.8. Gustatorni sistem i molekularni mehanizni prepoznavanja ukusa

1.8.1. Gustatorni korpuskuli — ¢ulo ukusa

Gustatorni korpuskuli su telasca uronjena u oralni epitel. Njih izgraduje 50 — 100
polarizovanih  neuroepitelnih  Celija, organizovanih u vidu ostrvaca cilindricnog
pseudoslojevitog epitela. Kod ¢oveka u usnoj duplji i okolnim zonama ima po gruboj proceni
oko 2.000 do 5.000 gustatornih korpuskula, rasporedanih u jeziku, mekom nepcu, epiglotisu,
faringsu i laringsu. Gustatorni korpuskuli nalaze se u najve¢em broju u jeziku, u opSancenim
(papillae circumvallatae), peCurkastim (papillae fungiformes) i listastim papilama (papillae
foliatae). U zadnjem delu jezika, u opSanCenim papilama, nalazi se oko 40% gustatornih
korpuskula jezika i oni su inervisani s n. glosopharyngeus. Oko 30% svih gustatornih
korpuskula jezika smesteno je u prednjem delu jezika u peCurkastim papilama i ti korpuskuli

inrevisani su s chorda tympani. Konacno, u listastim papilama smesteno je preostalin 30%
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gustatornih korpuskula jezika i njihova inervacinja potiCe od chorda tympani i n.
glossopharyngeus. Gustatorni korpuskuli smeSteni u mekom nepcu inervisani su s n. petrosus
major, a oni smesteni u epiglotisu, faringsu i laringsu sa n. vagus (Fabian et al., 2015).

Ukusni signali iz receptora gustatornih Celija koje izgraduju gustatorne korpuskule,
prenose se preko perifernih procesusa unipolarnih nervnih Celija u genikulatni ganglion
facijalniog Zivca (ulazi u jezik preko chorda tympani i n. lingualis), u ganglion inferior n.
glossopharyngei i ganglion inferior n. vagi (Grey, 2010). Preko tih ¢elija i njihovih centralnih
procesusa, impuls dolaze do delova gustatornog aparata koji se nalazi u CNS, a koji
ukljuCuje tractus solitarius, nucleus tractus solitarius i njegove ascendentne veze, ukljucujuci
nucleus ventralis posterior medialis thalami, antero-inferiorni dio senzomotornog korteksa i
insulu, kao i nekoliko drugih veza s brojnim jedrima hipotalamusa i limbiCkog sistema
(Williams and Warwick, 1980). Relgina (prenosna) vlakna svakako dospevaju do frontalnog
korteksa.

lako gustatorni korpuskuli u svim regijama reaguju na slatko, slano, kiselo, gorko i
umami, postoje razlike u njihovoj osetljivosti na ukusne drazi. Smatra se da su te razlike
odraz raspodel e razlicitih gustatornih celija od regije do regije (Roper, 2013), kao i da poticu
od razlike u osetljivosti na ukusne drazi gustatornih celija prisutnih u razliitim regijama
(Yasuo et al., 2008). Na osnovu morfologije, razlikuju se tri fenotipa gustatornih Celija: tip I,
1 i [l Celije, koje se nazivaju i tamne, svetle i intermedijarne Celije (Farbman, 1965).
Potrebno je istaci da morfolo3ke razlike korelirgju s funkcionalnim razlikama izmedu svakog
od tih tipova Celija (Iwatsuki and Uneyama, 2012). lako su mnogi autori ranije smatrali dasu
sve ove Celije ,,Celije recreptora ukusa“, sada je jasno da su otprilike polovina ili manje od
toga ovih cCelija zapravo samo receptori (Chaundhari, 2014). Osim celija tipa |, 11 i 1ll, u
gustatornim korpuskulima postoje i bazalne celije (koje se po nekim literaturnim podacima
oznaCavaju i kao CdlijetipalV), koje ne Salju svoj produZetak u porus gustatorius. Radi se 0
nepolariziranim, verovatno nediferenciranim celijama ili nezrelim receptorskim Celijama, Ciji
pravi znacCaj tek treba da se utvrdi (Chaundhari and Roper, 2010).

I pored toga Sto su Celije tipa | najbrojnije, njihova funkcija nije u potpunosti
okarakterisana. Smatra se da je njihova osnovna funkcija odrzavanje strukture gustatornih
korpuskula, kao i eliminacija sinaptiCke transmisije i ograniavanje Sirenja transmitera (slicno
ulozi koju u CNS imaju glija Celije), pa se nazivgu i “glija Celije” gustatornih korpuskula
(Chaundhari and Roper, 2010, Chaundhari, 2014). U poslednje vreme spominje se i moguca
uloga celinja tipa | kao sediSta receptora za ukus slanog (Breza and Contreras, 2012),
medutim, ostaje nejasno da li te Celije imaju ulogu u detekciji nadrazaja i / ili u njihovoj
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modulaciji. Celije tipa Il poseduju receptore vezane za G protein (engl. G protein-coupled
receptors, GPCRS) i odgovorne su za reakciju na slatke i gorke supstance, kao i na umami
(Vegezzi, 2014), pa se smatra da postoje ngjmanje tri podvrste ovih ¢elija koje reagirgu na
svaki od navedenih nadraZaja (leatsuki and Uneyama, 2012). Vrlo je verovatno da su Celije
tipa 11 takode ukljuCene i u stvaranju osecaja slanog ukusa na nespecifican nacin (Chaundari
and Proper, 2010). Medutim, ultrastrukturnim istrazivanjima je utvrdeno da Celije tipall ne
stvargu singpse sa naspramnim nervnim vlaknima (verovatno eferentnim gustatornim
vlaknima), pa prema tome prenos signala ukusa iz ovih ¢elija na aferentna senzorna vlakna
mora se bazirati na jedinstvenom, joS neokarakterisanom mehanizmu prenosa. Za razliku od
ovih nalaza, postoje neosporni dokazi da Celije tipa I11 eksprimiraju proteine karakteristiCne
za podrucje sinapse, kao i da zaista stvaraju sinapse sa gustatornim aferentnim nervnim
zavréecima (Chaundari and Proper, 2010). Celije tipa Il registruju gorke nadrazaje (Huang
et al., 2006), ali njihova vazna funkcija je i da primaju i integriSu signale iz Celija tipa Il pau
suistini mogu da reaguju na Sirok spektar ukusnih drazi (Chaundari and Proper, 2010). Iz
izloZzenog moze da se zakljuci da, iako se pretpostavlja uloga ¢elija tipa Il i | u prijemu slanih
nadraZaja, joS uvijek se ne zna precizno koje su celije gustatornih korpuskula zaista
odgovorne za ukus slanog (Roper, 2013), dok Celije tipa I11 svakako imaju presudnu ulogu u
prijemu, integraciji i moduliranju ostalih ukusnih drazi.

Veoma je interesantno da se Celije koje eksprimiraju receptore za slatke / umami
(receptori T1R) i / ili gorke (receptori T2R) i / ili kisele drazi (npr. receptori ASIC) i njihove
signalne molekule, nalaze i na mestima van usne duplje, poput digestivnog trakta (Breza et
al., 2012; Karkashivili et al., 2014) (ukljuCujuci Zeludac, crevo, pankreas i jetru),
respiratornog trakta, urogenitalnog i reproduktivnog sistema (Li, 2014) i mozga. Nedavno je
funkcionalni umami-receptor (T1R1/T1R3) pronaden i u neutrofilima. Ovi podaci podupiru
hipotezu po kojoj su hemosenzorni mehanizmi konzervirani u celom digestivhom traktu [43],
a takode snazno podupiru koncept da Celije koje poseduju receptore za ukusne drazi mogu
vrsiti i odredene “ne-ukusne” funkcije, koje mogu da budu razliCite, u zavisnosti od njihove
ekstraoralne lokalizacije (Fabian et al., 2015).

1.8.2. Receptori Cula ukusa

U principu, slatko, slano, kiselo, gorko i umami smatraju se osnovnim vrstama ukusa.
Receptori za ovih pet osnovnih ukusnih drazi podeljeni su u dve osnovne grupe: GPCRS i
receptori tipa jonskih kanala (Niki et al., 2010). Ekspresija receptora ukusa na celijama

gustatornih korpuskula pokazuje da je svaka vrsta ukusa kodirana zasebnom populacijom
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Celija, a te odvojene populacije Celija reaguju samo s jednim od pet osnovnih ukusnih drazi.
Dakle, kvalitet ukusa diskriminiSe se prvenstveno na nivou gustatornih Celija (Niki et al.,
2010). Aktivacija gustatornih Celija dovodi do otpustanja transmitera i aktivacije gustatornih
nervnih vlakana. Karakteristike odgovora razliCitih gustatornih ¢elija i s njima povezanih
gustatornih senzornih aferentnih vliakana su vrlo dlicne, medutim, vrlo je verovatno da
gustatorna vlakna selektivno inerviSu odgovarajuce vrste gustatornih Celija (Yoshida and
Ninomiya, 2010).

Zanimljivo je da je samo mali broj gustratornih Celija ima sinapticke kontakte sa
gustatornim nervnim vlaknima (Seta and Toyoshima, 1995). Celije koje eksprimiraju
receptore za kisele drazZi (receptori PKD2L1) prenose ove nadraZaje putem sinapsi u kojima
se kao neurotransmiter oslobada serotonin (Niki et al., 2010). Za razliku od toga, kao Sto je
veé istaknuto, gustatorne Celije koje eksprimiraju receptore za slatko, gorko i umami, ne
poseduju konvencionalne sinaptiCke strukture, iako imgu bliski kontakt sa senzornim
nervnim vlaknima, a neurotransmiter u transmisiji ukusnih nadrazaja sa ovih Ccelija je
adenozin 5'-trifosfat (ATP) (Murata et al., 2010). Mehanizam kojim se prenose slane drazi sa
gustatornih éelija na gustatorna nervna vlakna jos nije poznat.

lako vecina gustatornih Celija (60% -70%) reaguje iskljuCivo na jednu od osnovnih
vrsta ukusnih nadrazaja, kako je ve¢ istaknuto kao opSte pravilo, joS uvijek postoji znacajan
broj gustatornih Celija koje reaguju na vise vrsta ukusa, pa te celije mogu da doprinesu
diskriminaciji vise malih razlika izmedu gustatornih supstanci (Niki et al., 2010).

Receptori za ukus slatkog i umami pripadaju familiji T1R receptora (T1R1, T1R2 i
T1R3), koja je Clan C Sire familije receptora koji se kupluiju na G-protein (GPCR) (Niki et
al., 2010). Receptori T1R su heterodimerni receptorski kompleksi: receptori za slatko su
heterodimeri T1R2/T1R3, a za umami heterodimeri T1R1L/T1R3 (Nelson et al., 2002).
Heterodimeri T1R2/T1R3 aktivirgju se razliCitim zasladivaCima (SeCerima, veStackim
zasladivaCima, dlatkim aminokiselinama i datkim proteinima), dok se heterodimeri
T1R1V/T1R3 aktivirgu prvenstveno mononatrijum-glutamatom (MNG) kod ljudi (lkada,
1909) i aminokiselinama kod zivotinja (miSeva) (Li et al., 2002). lako se MNG smatra
prototipom umami ukusa kod ljudi, umami mogu daizazovu i neke druge aminokiseline (npr.
aspartati), kao i veliki broj malih peptida, neke organske kiseline (npr. mlecna, Cilibarna i
propionska kiselind), kao i druge materije, kao Sto su monofosfatni estri guanozin ili inozin
nukleotida (IMP i GMF) ((Lindenmann et al., 2002),

Postoje i drugi receptori kojima se registruje oseCaj umami, a Kkoji nisu dimeri
TI1IRVTIR3. To su na primer, receptori mGIUR1 i 4, koji se eksprimirgu u gustatornim
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Celijama. Radi se o varijantama metabotropnih glutamatnih receptora 1 i 4, koje u stvari
oknjene N-terminalne sekvence receptora na koje se glutamat joS uvek vezuje, ai sa
smanjenim afinitetom u poredenju sa kompletnim receptorima koji se eksprimiraju u mozgu
(Yasuo et al., 2008). Moguce je da je skracenje receptora adaptacija na viSu koncentraciju
glutamata u hrani, u poredenju na koncentracijom u mozgu (Lindenmann et al., 2008).
Nedavne studije su pokazale da se ogetljivost gustatornih Celija na slatke drazi moze
modulirati putem hormona i drugih endogenih Cinilaca, takode direktnim vezivanjem za
odgovarajuce receptore na gustatornim celijama (Jyotaki et al., 2010),. Tako hormon leptin
(koji smanjuje unos hrane putem aktivacije hipotalamusnih receptora) selektivno smanjuje
ukus slatkog preko leptinskog receptora (Ob-DB) na gustatornim cCelijama. Isto tako,
endokanabinoidi (koji podstiCu unos hrane putem kanabinoidnih receptora eksprimiranih
uglavnom u hipotalamusu) poboljSavaju osecaj slatkog preko CB1-receptora na gustatornim
Celijama (Niki et al., 2010).

Gorki ukus se registruje preko familije receptora T2R, koja takode pripada Siroj
familiji GPCR (familiji A) (Niki et al., 2010). Kod ljudi je ustanovljeno 25 ¢lanova familije
receptora T2R koji mogu da funkcioniSu kao receptori za ukus gorkog (Clark et a., 2012).
Odredeni T2R mogu biti tako Siroko “podeSeni” da ih aktiviraju hemijski razliCite gorke
materije, dok su drugi viSe diskretno ili usko “podeSeni” tako da prepoznaju samo
pojedinacna jedinjenja ili nekoliko jedinjenja (Clark et al., 2010). lako ose€aj gorkog moze
da izazove nekoliko desetina hiljada sintetskih i prirodnih jedinjenja (Clark et al., 2010),
ligandi za neke od receptora T2R (kao Sto su T2R41, T2R42, T2R45, T2R48, T2R60) jos
uvek su nepoznati. Cinjenica da se T2Rs koeksprimirgju sa drugim receptorima u
subpopulaciji gustatornih celija, ukazuje na moguénost da T2Rs mogu da stvargu
heterooligomere, slicno kao i T1Rs. Medutim, funkcionalni znaCaj oligomerizacije nije jos
razjasnjen (Behrens et al., 2007; Kuhn et al., 2010).

Slatke, umami i gorke nadrazaje primaju razliCiti GPCRs, ai nakon aktivacije tih
receptora koristi se zajednicki signalni put (Niki et al., 2010): materije odgovorne za slatko,
umami i gorko, vezuju se za odgovarajuce receptore i aktiviraju heterotrimerni G-protein
(subjedinica alfa-gustducin, transducin) — fosfolipazu C B2 (PLCB2) - inozitol-1,4,5-
trifosfat (IP3) — Ca* signalizaciju (Suzuki et al., 2007; Yasuo et al., 2008). Osloboden Ca?*
podstiCe prolazni receptorski potencijal kanala M5 (engl. Transient receptor potential channel
M5, TRPMD5) §to dovodi do depolarizacije gustatorne Celije i stvaranja akcionog potencijala
pomocu naponskih natrijumovih kanala (engl. Voltage-gated sodium channels, VGSC).

Generisanje akcionog potencijala dovodi do otpuStanja ATP, kroz kanale zavisne od
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membranske depolarizacije, $to se detektuje pomocu receptora na aksonima koji prenose
informacije od gustatornih Celija do mozga (Yasuo et al., 2007; Chandra, 2014).

Ukus kiselog i slanog posredovan je receptorima tipa jonskih kanala. Kiseli ukus je
injiciran protonimai zavisi od pH (DeSimone et al., 2006), jer je, na primjer, sircetna kiselina
jaca nego HCl u izazovanju ukusa kiselog. Jonski kanali koji su potencijalno odgovorni za
osecaj kiselog su: jonski kanali osetljivi na kiseline (engl. Acid-sensing ion channels, ASICs)
(Ugawa et al., 2003), hiperpolarizacijom aktivirani ciklicki nukleotid-kalijumovi kanali
(engl. Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated potassium channels, HCNS),
kalijumovi kanali (Lin et al., 2004), NPPB- senzitivni hlorni kanali (engl. 5-nitro-2-(3-
phenylpropylamino)-benzoic acid (NPPB)-sensitive Cl—channels) (Miyamoto et al., 1998),
PKD1L3/PKD2L1 jonski kanali (engl. Polycystic kidney disease 1L3 and 2L 1 heterodimer
ion channels) (Ishimaru et al., 2006). Najozbiljniji kandidati za receptore za osecaj kiselog od
navedenih jonskih kanala su PKD1L3 / PKD2L1 i ASICs (Huque et a., 2009), ai njihova
uloga u stvaranju ukusa kiselog tek ¢e biti razjaSnjena u buducim istrazivanjima.

U slucaju ukusa slanog, smatra se da su epitelni natrijumovi kanai (ENaC) primarni i
specificni receptori, jer amilorid, blokator epitelnih natrijumovih kanala, smanjuje drasticno
odgovor na NaCl gustatornih Celija i neurona, kao i bihejvioralni odgovor (Niki et a., 2010).
Nadalje, podaci upuéuju na postojanje bar joS jednog receptora za slane drazi koji je
neosetljiv na amilorid, a reaguje sa razli¢itim katjonima — Na*, K*, NH4" i Ca®* (DeSimone
and Lyall, 2006). Ovaj receptor je drugaciji od ENaC, i verovatno se eksprimira narazlicitim
tipovima gustatornih Celija (Chandrashekar et al., 2010). Postoji joS jedan potencijalni
receptor za ose¢aj slanog, koji spada u amilorid-neosjetljive ne Na'-kanale — receptor TRPV1
(engl. Transient receptor potential (TRP)-type nonselective cation channel-coupled vanilloid
receptor-1) (DeSmone and Lyall, 2006).

U sluCaju gustatornih Celija koje reguju na Kisele i slane materije, prenos signaa
nastaje pomocu aktivacije jonskih kanala koja indukuje depolarizaciju Celija, Sto dovodi do
stvaranja akcionog potencijala pomocu naponskih natrijumovih kanala (VGSC) u ovim
¢elijama (Niki et al., 2010). Generisanjem akcionog potencijala dolazi do otpustanja signalnih
molekula, koji joS uvek nisu okarakterisani (moguce je da su to ATP ili serotonin), iz ovih
Celija, a putem kojih se signal detektovan u gustatornim celijama prenosi duz aksona do
mozga (Chaudhari and Reper, 2010; chaudhari, 2014).

Pored navedenih receptora za pet osnovnih vrsta ukusa, postoje i receptori putem

kojih se registruju i drugi modaliteti ukusa, kao Sto su ,,masni ukus® ili ,,ukus masnih
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kiselina®, ,,ukus CO2" i ukus oporog (Chandrashekar et al., 2009; Dinnella et al., 2010).

Medutim, mehanizmi i putevi prenosa ovih modaliteta ukusa nisu razjasnjeni.

1.8.3. Pljuvacka i osecaj ukusa

Gustatorni sistem ima vaznu ulogu u odredivanju toga koju hranu preferiramo i
unosimo, kao i u odrZavanju nutritivne, energetske i elektrolitne ravnoteze. Na Zalost, nisu
poznati upotpunosti precizni mehanizmi fine regulacije oseCaja ukusa, ali sasvim je jasno da
u toj regulaciji vaznu ulogu imaju pljuvacka, crevni hormoni i hormoni koji odreduju apetit
(kao Sto su leptin, grelin, insulin, neuropeptid Y, peptid Y'Y i drugi) (Fabian et al., 2015).

lako je predlozeno pre gotovo sto godina da sastav pljuvacke moze biti odgovorna za
razlike medu ljudima u pogledu ukusa (Fox, 1932), taCan mehanizam o tome koliko
pljuvacka i njen sastav ima uticaja na fino “podeSavanje” oseCaja okusa i dalje je neistrazeno
I izazovno podrucje ispitivanja. DosadasSnja istrazivanja su pokazala da vaznu ulogu u
modulaciji ukusa pored ve¢ spomenutih hormona-metabolic¢kih polipeptida koji se nalaze u
pljuvacki (leptin, grelin, insulin, NPY, PYY i drugi), imaju i drugi proteini pljuvacke —
ugljeni¢na-anhidraza (gustin), proteini bogati prolinom, cistatini, afa-amilaza (ptijalin),
histatini, aloumini i mucini pljuvacke, glukagonu-slican peptid 1 (engl. Glucagon-like peptide
1, GLP-1), IgA, zink-a-2-glikoprotein, laktopeptidaza pljuvacke, prolaktin-inducibilni
protein pljuvacke, protein toplotnog stresa 70 (engl. Heat shock proteine 70, HSP70) i drugi.
Neke fizicko-hemijske osobine pljuvacke takode su znaCajne u nastanku gustatornih senzacija

— brzina protoka pljuvacke, puferski kapacitet i njen jonski sastav (Fabian et al., 2015).

1.9. Neuropeptidi, neurotransmiteri i ganglion geniculi

Neuropeptidi su vazni posrednici kako unutar nervnog sistema, tako i izmedu neurona i
drugih vrsta Celija. Tako npr. neuropeptidi, kao $to su supstanca P (SP), peptid kodiran
genom za kalcitonin (engl. Calcitonin gene-reaated peptide, CGRP), neuropeptid Y (NPY),
vazoaktivni intestinalni polipeptid (VIP), somatostatin, faktor otpustanja kortikotropina (engl.
Corticotropine releasing factor, CRF) i gl. igraju ulogu u dvosmernoj komunikaciji u okviru
osovine crevo-mozak, dok isti ili neki drugi igraju ulogu u komunikacijama koje se ostvaruju
u okviru neuroendokrine osovine, neuroendokrinoimunoloSke osovine i slicno.

Naki radovi, naroCito na Zivotinjama, pokazali su da se SP i CGRP sintetiSu u

ganglijskim Celijama GG, sa jo$ nedovoljno ispitanom ulogom, i bez dovoljno podataka na
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uzorcima kod ljudi (Koga et al, 2000). Zato je znaCaj rezultata dobijenih ispitivanjima

obuhvacenim ovom disertacijom znacajan.

1.9.1. Supstanca P (SP)

U senzornim spinalnim i senzornim ganglijama kranijalnih nerava nalaze se neuroni
koji imaju senzornu funkciju. Somatski senzorni neuroni u senzornim ganglijama zadnjeg
korena spinalnog nerva (engl. Dorsal Root Ganglia, DRG) sastavljeni su od razliCitih
senzornih receptora, kao Sto su nociceptori, pruriceptori, termoreceptori i mehanoreceptori
(Basbaum et al. 2009; Delmas et al., 2011). VeCina, ako ne i svi neuroni DRG su
glutaminergicki ekscitatorni neuroni i oslobadaju glutamat na postsinapticke neurone zadnjeg
roga kicmene mozdine. Medutim, odredena populacija neurona DRG dodatno oslobada
neuropeptidne transmitere. Naime, smatra se da postoje dva podtipa neurona ukljucenih u
prenos bola, svraba i termalnih nadraZzaja — peptidergiCki i ne-peptidergicki. Peptidergicki
neuroni oslobadaju dva klasi¢na neuropeptida — SP i CGRP, dok vecina nepeptidergickih
neurona vezuje isolection B4 (IB4) (Basbaum et al., 2009). Ova klasi¢na definicija nije u
potpunosti precizna, s obzirom da su u navedene procese ukljuceni i drugi neuropeptidi. Tako
npr. kada je peptid koji oslobada gastrin (engl. Gastrin-Releasing Peptide, GRP) eksprimiran
u hipotetickim CGRP" pruriceptorima, tada se neuromendin B (NMB) eksprimirai u CGRP"
i ulB4" neuronima (Ma, 2014).

Substanca P (SP) je prvi otkriveni neuropeptid iz familije tahikinina, pa je stoga
nazvan “pionirski neuropeptid”. Generalno, ona se oslobada iz terminala specificnih
senzornih nerava, a nalazi se i u neuronima kiCmene mozdine i mozga, kao i u Celijama
imunoloskog sistema i mnogih drugih organskih sistema tela. Funkcija ovog neuropeptida
primarno je povezana sa hastankom bola i razvojem neurogene inflamacije, kao i sa brojnim
drugim patolo$kim stanjima, Ciji se spisak kontinuirano uvecava.

Naucnici Ulf von Euler i John Gaddum su 1931. godine pokazali da tkivni ekstrakt
mozgai crevakonjaizazivakontrakcije crevau uslovimain vitro (Euler and Gaddum, 1931).
Tkivna distribucija i bioloSka aktivnost SP potom je intenzivno proucavana u slede¢im
dekadama (Harrison et al., 2001). Struktura peptida je otkrivena 1971. godine od strane
Susan Leeman i tada je pokazano da SP ima 11 aminokiselinskuh rezidua. Kasnije je iz
kiCmene mozdine svinje, 1983. godine (Panula et al., 1983) otkriven neurokinin A (NKA),
koji je poznat i pod starim nazivom kao supstanca K ili neuromedin L, drugi vazan Clan
tahikiniske familije peptida, analog SP. Otkrice SP ne samo da je pruzilo mnoge informacije

0 neuropeptidima, veC je omogucilo da se, zahvaljujuci njegovoj aktivnosti istovremeno
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dokazanoj u ekstraktu mozga konja i ekstraktu creva sa efektima na kontraktilnost creva i
krvni pritisak, identifikuje prvi od mnogih neuropeptida iz osovine mozak-crevo. Ovi peptidi
istovremeno se sintetiSu i oslobadaju u neuronima enterickog nervnog sistema,

enteroendokrinim ¢elijama i neuronima mozga.

HN. 0

Slika 1.10. Struktura SP.

Struktura SP prikazana je nadlici 1.10. Redosled aminiokiselina u polipeptidnom lancu
SP je slede¢i - Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met, sa amidacijom C-
terminalnog krgja. SP, neurokinin A (NKA) i neurokinin B (NKB) su reprezentativni peptidi
tahikiniske familije kod sisara. SP je Clan velike familije peptida — tahikinina, Ciju sintezu
kodirgu tri Tac (od Tachikinin) gena. Tahikinini se vezuju za svoja tri neurokininska
receptora (NKRs) Ciju sintezu kodiraju tri Tacr gena. S obzirom da je otkrie strukture,
funkcije i mehanizma prenosa Celijskih signala putem ovih receptora bilo smernica i utrlo put
ispitivanju drugih receptora iz familije receptora koji se kupluju na G-protein (GPCRs),
NKRs takode su dobili naziv “pionirski receptori.” Endogeni receptor SP je neurokinin-1
receptor (NK1R) i, kao Sto je vec istaknuto, clan je familije GPCRs. Medutim, dokazano je
da SP reaguje i sa drugim neurokininskim receptorima. Aminokiselinske rezidue receptora,
sposobne za vezivanje za SP i njene antagoniste, nalaze se u ekstracelularnoj petlji
transmembranskog regiona NK-1R. Vezivanje SP za NK 1R dovodi do intermalizacije putem
mehanizma zavisnog od klatrina, koji acidifikuje endozome kada dode do disocijacijje
kompleksa SR-receptor. Kasnije se SP degradira, a NK1R se ponovo re-eksprimira na
¢elijskoj membrani. Mehanizmi prenosa celijskih signala podstaknutih vezivanjem SP za
NK1R prikazan je nadlici 1.11 (Garcia-Recio and Gascon, 2015).
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Slika 1.11. Neki od moguéih signalnih puteva nastalih aktivacijom NK1-R.*

(1) Gas aktivacija AC katalizuje ATP do cAMP, koji se sa svoje strane vezuje za regulatornu
subjedinicu cAMP-zavisne PKA. Obi¢no PKA fosforiliSe CREB transkripcioni faktor. CREB se
vezuje za CAMP response element (CRE) ciljnog gena i negativnim efektima aktivira NF-kB. (2)
Inhibicija AC vri se pomoc¢u Gi proteina senzitivnog na Pertussis toxin. Sta vise, Gi i By subjedinice
pojaCavaju aktivaciju Erk1/2 nakon transkripcije Src proteina posredovane sa EGFR.

(3) Vezivanjem SP za receptor, trigeruje se pretvaranje GDP iz GTP na Ga subjedinici, pa dolazi do
disocijacije Goq iz GPy i kao posledica toga nastaje nishodna aktivacija efektora, kao 5to je PLC. Ovg
enzim katalizuje konverziju PIP2 u sekundarni glasnik IP3 i DAG, stimuliSuci pri tome mobilizaciju
kalcijumai aktivaciju PKC. Preko ne-receptorskih protein-kinaza, kao $to su Srcili Pyk2, PKC moZe
da aktivise put MAPK, ali moZe da aktivira i Raf-protein direktno. Drugi paralelni mehanizam koji
reguliSe MAPK moZe da nastane u toku internalizacije NK-1R. lako je mehanizam nepoznat, protein
Erk1/2 takode je ukljuCen u aktivaciju NF-kB. Ta subjedinica Gog subunit takode posreduje u
produkciji 1L-6 aktivacijom p38 MAPK.

(4) Subjedinica Gol12/13 odgovorna je za aktivaciju Rho/Rock koji direktno reguliSu fosforilaciju
lakih lanaca miozina (MLC). Fosforilacija ovih proteina povezana je sa citoskeletnom
reorganizacijom i Celijskom migracijom. Dimer By aktivira proteine kao $to su Src, PI3K i PLC. Ova
dika napravljenaje u Servier Medical Art collection (http://creativecommons.org/licenses/by/3.0).
*Garcia-Recio and Gascon, Biomed Res Int. 2015;2015:495704.
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Supstanca P i NK1R su Siroko rasprostranjeni u mozgu, a nalaze se u mozdanim
regijama koje su specificne za regulaciju emocija (hipotalamus, amigdala i siva masa oko
akveduktusa). Nalaze se u bliskom odnosu sa serotoninskim neuronima i neuronima Kkoji
sadrze norepinefrin, a koji su zajedno najaktuelnija ciljna grupa neurona prilikom upotrebe
antidepresiva. Promotor SP receptora sadrZi regije koje su osetljive na cCAMP-a, AP-1, AP-4
CEBPB i epidermalni faktor rasta (EGF). Buduci da su te regije vezane za kompleksne
puteve prenosa signala posredovanih citokinina, predlozeno je da citokini i neurotroficni
faktori mogu stimulisati NK1R. Takode, SP moze indukovati citokine koji su sposobni da
indukuju NK1-transkripcioni faktor (Kovacs et al., 2006). Nakon vezanja za NK1R, SP
reguliSe mnoge patofizioloSke funkcije centralnog nervnog sistema, kao $to su emocionalno
ponasanja, stres, depresija, anksioznost, afektivno ponasanje, povracanje, migrena, alkoholna
zavisnost, epilepsijai neurodegeneracija.

Neurogena inflamacija moze da ima ulogu u sekundarnim oSteCenjima nastalim kao
odgovor na akutne povrede CNS-a, ukljucujuci traumatsku povredu mozga (TPM) i mozdani
udar. U tome je kljuéno otpustanje SP, za koju se pokazalo da se povecano sekretuje kod
akutnih povreda CNS, a koli¢ina sekretovane SP u direktnoj je korelaciji sa ucestaloscu i
veli¢inom inzulta. OtpuStanje SP povezano se sa pove¢anom propusnoScu krvno-mozdane
barijere i razvojem vazogenog edema, kao i oSteCenjem nervnih Celija i gorim funkcionalnim
ishodom. Pokazano je da je inhibicija djelovanja SP upotrebom NK1RA vrlo korisna kod
fokalnog i difuznog modela TPM, kao i ishemijske apopleksije, s terapijskim prozorom do 12
sati. Na osnovu takvih eksperimentalnih rezultata, predlaze se mogucnost upotrebe NK1RA
kao novog terapijskog modaliteta u leCenju zapaljenja nakon akutne povrede CNS (Corrigan
et al., 2016).

Tahikinini uCestvuju u vaznim fizioloSkim 1 patoloskim procesima i u
gastrointestinalnom, respiratornom, urogenitalnom traktu, jetri, plu¢ima, placenti, koZi,
kardiovaskularnom sistemu. SP se nalazi u svim telesnim teCnostima, kao Sto su krv,
cerebrospinalni likvor, mleko. Pokazano da sistem NKB-signalizacije u hipotalamusu igra
kljunu ulogu u regulaciji luCenja gonadotropina i nastanka puberteta. Smatra se da TK
sistem mozZe da ima vaznu profilaktiCku ulogu kod poremecaja kretanja (Onaga et al., 2014).

Studije su pokazale preklapanje distribucije TAC1- i TAC3-transkripata u
infundibulumu hipofize, a obe mMRNK poveéavaju se znacajno nakon menopauze. Takode,
SP-IR neuroni registrovani su u regiji infundibuluma hipofize (Hrabovszky et al., 2013), a
broj i intenzitet bojanja SP-IR perikariona neurona znaCajno je visi kod Zena u

postmenopauzi nego kod musSkaraca iste Zivotne dobi. Takode, pokazano je da postoji
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znaCajno preklapanje u raspodeli SP-IR, NKB-IR i KP (kisspeptin)-IR kod Zena u
postmenopauzi, kao i da je SP-IR prisutna u velikim podskupovima KP-IR i NKB-IR
neurona: 31% KP-IR i 25% NKB-IR perikariona neurona sadrzalo SP, dok je 16,5% svih
obelezenih neurona pokazivalo trostruki imunofenotip. Psisustvo dvostruko i trostruko
obelezenih vlakana u infudibulumu hiopofize, otvara mogucénost da su se ti peptidi zajedno
otpustili u portalnu cirkulaciju. Stavise, neki od tih aksona ostvaruju povremene kontakte sa
hipofizeotropnim GnRH-IR vlakanima u postinfundibularnoj eminenciji, infundibulumu i
neurohipofizi (Hrabovszky et al., 2013; Borsay et al., 2014). Ti topografski anatomski nalazi
ukazuju da SP moze modulirati lucenje KP i NKB putem autokrinih / parakrinih mehanizama
i / ili da preko degstva na hipofizeotropne GnRH- aksone moZe neposredno da reguliSe
otpustanje GnRH (Roh et al., 2015, Scrapits et al., 2015).

Bolesnici s ulceroznim Kkolitisom Cesto pokazuju poremecaje motiliteta kolona,
ukljuCujuc¢i  smanjenje kontraktilnosti, povecanje propulzivnih kontraktilnih talasa,
prekomernu proizvodnju azot-monoksida, povecanje VIP-ergickih neurona (Todorovi¢ et al.,
1996), IL-1b, neurotenzina, koncentracije tahikinina i dlabije delovanje supstance P,
verovatno povezano s neuromuskularnom disfunkcijom uzrokovanom zapalenjem (Bassoti et
al., 2014; Weinstock, 2015).

Smatra se da su tahikinini vaZzan faktor nastanka akutnog i hroni¢nog zapaenja,
nocicepcije, fibroze, funkcionalnih poremeéaja creva i mokraéne beSike, poremecaja
sekrecije iz epitelnih ¢éelija, hepatitisa, hepatotoksi¢nosti, holestaze, pankreatitisa, pruritusa,
miokarditisa i drugih kardiovaskularnih poremecaja, bronhiolitisa, abortusa, bakterijskih i
virusne infekcija (npr. HIV infekcija), a igra ulogu i u nastanku karcinoma. U pogledu
kancerogenog delovanja, pokazano je da SP indukuju proliferaciju tumorskih celija, da ima
antiapoptotsko dejstvo i da deluje na angiogenezu i migraciju tumorskih celija u smislu
njihove infiltracije okolnih tkiva i nastanak metastaza. Sve ovo ukazuje da je sistem
SP/NK1R uklju¢en u molekularnu osnovu mnogih humanih bolesti. Smatra se da ¢e u
buduénosti u le€enju tih bolesti svoje mesto dobiti i primena antagonista NK1R, pre svega u
leCenju depresije, karcinoma, neurodegenerativnih bolesti, inflamatornih bolesti creva,
virusnih infekcijai pruritusa. Danas postoji vise NKRA, s razliCitim stepenom selektivnosti i
potentnosti, koji su se pokazali efikasni u pretklinickim studijumima bolesti kod
eksperimentalnih Zivotinja. Medutim, trenutno, postoji samo jedan antagonista u Kklinickoj
upotrebi: NK1RA zaleCenje mucnine i povracanja nakon hemoterapije ili primene anestezije
tokom operacije. Poznavanje strukture NKRs, te razvoj strategije ciljanja u radi izazivanja

prekida u subcelularnim signalima vezanim za NKR kod odredenih bolesti, moZe da dovede
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do dobijanja prociS¢ene sledece generacije NKRA (Li and Peng, 2014; Lotts et al., 2014,
Mufioz et al., 2014; Onaga et al., 2014; Seinoff et al., 2014; Bignami et al., 2015; Fehler,
2015; Mufioz et al., 2015; Sandweiss and Vanderah, 2015; ).

U okviru kardiovaskularnog sistema, SP je ukljuCena u regulaciju frekvencije srca,
krvnog pritiska i istezanje krvnih sudova. Takode, igra vaznu ulogu u ishemiji i reperfuziji i
odgovoru kardiovaskularnog sistema na stres, kao i u angiogenezi i zapaljenju (Mistrova et
al., 2015).

Perineuralni rast je jedinstven naCin metastaziranja tumora, koji je povezan s loSom
prognozom kod viSe vrsta solidnih tumora. Malo se zna o molekularnim mehanizmima
uklju€enim u rast i Sirenje tumorskih cCelija u perineuralni prostor. Perineuralna stopa rasta je
vrlo visoka (63%) kod planocelularnih karcinoma glave i vratai stoji u direktnoj korelaciji s
povecanjem lokalnih recidiva i smanjem perioda bez relapsa. Faktori ukljuceni u perineuralni
rast kod ovih tumora su mozdani neurotroficni faktor (BDNF), nervni faktor rasta (NGF),
neurotrofin-3 i 4, glijalni neurotrofi¢ni faktor (GDNF), neuralni celularni adhezivni molekul
(NCAM), SP i hemokini. U ovom procesu znacajnu ulogu imaju i Trk receptori na Celijskoj
membrani, kao i faktori rasta neurona niskog afiniteta (Roh et al., 2015).
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Slika 1.12. Receptori i jonski kanali prisutni na aferentnim nervnim terminalima senzornih neurona.*
Li and Peng, Gland Surgery 2014; 3(4):284-292.

SP i NKA su glavni ekscitatorni neurotransmiteri u perifernom nervnom sistemu, a
NKB prvenstveno u CNS. Stavise, peptidi iz tahikininske familije imaju ulogu ne samo kao
neurotransmiteri nego deluju i kao lokalni faktori koji su ukljuceni u gotovo svim aspektima

regulacije fizioloskih funkcija i patofizioloskih procesa. Poznato je da u nastanku bolai upae
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u perifernim tkivima, SP ima ulogu medijatora i ta uloga je dobro okarakterisana, s obzirom
da se na perifernim nervnim terminalima senzornih neurona nalazi veliki broj razlicitih
receptora na koje deluju mnogi ligandi u cilju njihove aktivacije i oslobadanja SP i CGRP.
Naime, edem, inflamacija i ¢elijska nekroza izazvani oslobadanjem SP i CGRP iz aferentnih
nervnih terminala senzornih neurona mogu biti podstaknuti sa: triptazama; slobodnim
kiseoni¢nim radikalima i prostaglandinima; pritiskom i odgovaraju¢im osmolaritetom; jonima
H+, kapsaicinom, visokom temperaturom, anandamidima, LTB4 i NGF;, ATP, CCK, 5-HT,
histaminom, bradikininimai dr. supstancama (slika 1.12) (Li and Peng, 2014).

Medutim kakva je precizna uloga SP u odnosu na hematopoezu, venske
tromboembolije, tendinopatiju i funkcionisanje Cula ukusa, predmet su intenzivnih
istzrazivanja. 1z tog razloga, zbog Cinjenice da ganglion geniculi sadrzi senzorne i senzitivne
ganglijske celije ukljucene u prenos senzitivnih nadrazaja i senzacije ukusa, jedan od vaznih
ciljeva ove doktorske disertacije je ispitivanje prisustva/sinteze SP u ganglionu geniculi, s
obzirom da je imunoreaktivnost ganglijskih Celija na SP nedovoljno ispitana u ovom

ganglionu, posebno na humanim uzorcima.

1.9.2. Peptid kodiran genom za kalcitonin (CGRP)

Peptid srodan kal citoninskom genu (engl. Calcitonin Gene-Related Peptide, CGRP) je
peptid sastavljen od 37 aminokiselina, koji je primarno lokaliziran u senzornim vliaknimartipa
C i Ab. Postoje dve glavne izoforme ovog peptida - aCGRP and BCGRP, koje imaju sli¢nu
strukturu i bioloSku aktivnost, ali ih kodiraju razliCiti geni. Kod Coveka se one razlikuju samo
u tri aminokiseline. Smatra se da se oba gena, CALCA (za aCGRP) i CALCB (za CGRP)
stvargju od istog roditeljskog gena genskom duplikacijom. InaCe, oba gena su lokalizovana u
neposrednoj blizini, na 11. hromozomu. Gensku familiju ovog peptida, Cini 6 Clanova:
kalcitonin, aCGRP, BCGRP, adrenomedulin, adrenomedulin 2 (intermedin) i amilin (Russel
et al., 2014).

CGRP je otkriven kada je shvaceno da se prilikom alternativne obrade mRNA za
kalcitonin (tkivno-specificni dlicing) u Stitastoj zlezdi pacova u toku starenja, proizvodi
CGRP. Potom je izolovan iz Stitaste Zlezde pacijenata s medularnim karcinomom.

Tradicionalno se smatra da se glavni oblik aCGRP nalazi u centralnom i perifernom
nervnom sistemu (uklju€ujuci i spinalne senzitivne ganglije i trigeminalni ganglion), dok se
BCGRP nalazi uglavnom u enterickom nervnom sistemu. U mozgu su identifikovane

diskretne regije koje sadrze CGRP™ neurone, medutim, CGRP-ergitka nervna vlakna inervisu
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prakticno sve velike organske sisteme u naSem telu i tu je lokalizacija prevashodno

perivaskularna.

Receptor Activity-Modifying Protein 1, RAMP1) i RCP (engl. Receptor Component
Protein, RCP). CLR protein zahteva prisustvo RAMP1 za svoj transport do Celijske
membrane i vezivanje za CGRP, dok RCP podstie kuplovanje Gas. KinetiCke i biofizicke
studije pokazale su da se dve RAMPL subjedinice vezuju za CLR- dimer, §to omogucava
pozitivnu kooperativnost. Receptor za CGRP generalno aktivira cCAMP-signani put (mada
mogu biti ukljuceni i drugi putevi) za moduliranje genske ekspresije i regulaciju aktivnosti
jonskih kanala. Terminalne rezidue CGRP vezuju se za pukotinu koja se formira izmedu N-
terminalnog ekstracelularnog domena CLR i RAMP1, §to je praceno vezivanjem terminanih
rezidua CGRP na jukstramembranski domen, €ime se omogucava aktivacija receptora.
Klasi¢ni antagonist CGRP-receptora je C-terminalni fragment koji sadrzi residue 8-37, koje
se vezuju zareceptor, ai gane aktivirgju. Nedavno je kristalisan CLR/RAMP1 ektodomenski
kompleks, Cime je dokazano da mali molekuili antagonisti deluju putem blokiranja pukotine
za koji se vezuje peptid na granici izmedu CLR i RAMP1. CGRP moze takode da se veze i za
receptore adrenomedulina i amilina. Adrenomedulinski receptor je izgraden od CLR i
RAMP2 ili RAMP3, aamilinski od kalcitoninskog receptorai RAMPL (Russo, 2015).

Intracelurni signali pokrenuti vezivanjem CGRP za receptor ilustrovani su na dlici
1.13 (Russel et al., 2014).
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Slika 1.13. Prenos Celijskih signala pokrenutih vezivanjem CGRP za receptor.*

Vezivanje CGRP liganda za CLR/RAMP1 receptor mozZe da dovede do aktivacije brojnih signalnih
puteva i kao posledica toga, angaZzovanja viSe nishodnih efektora. Kada se aktivira adenilat-ciklaza
(AC) pomoéu Gag (1) dolazi do povecanja CAMP, putem povecanja aktivnosti protein-kinaze A
(PKA), sto dovodi do fosforilacije mnogih nishodnih ciljnih meta, kao $to su Kare—kanali, ERKs i
transkripcioni faktori (npr. CREB). Moguce je da nakon aktivacije CGRP receptora dolazi do
produkcije NO, kao posledica sekundarne fosforilacije enzima sintaze NO (NOS). Mogué je i
alternativni put u toku koga se CGRP receptor kupluje na Ga,, pa stoga dolazi do dabljenja
aktivnosti AC i smanjenja intracelularne koncentracije cCAMP, Sto rezultira u gubitku aktivnosti PKA
(2). IstraZivanja na osteoblastima takode su pokazala postojanje Celijske signalizacije posredovane sa
Gagu (3), koja ukljuCuje aktivaciju PLC-B1, cepanje PIP, radi stvaranja IP; i DAG. IP; se vezuje za
receptor (IPsR) na endoplazmatskom retikulumu (ER), $to dovodi do oslobadanja Ca™ i povedanja
njegove intracelularne koncentracije. DAG mozZe da aktivira PKC-¢, koji povratno fosforiliSe proteine
na nishodnom putu. Konacno, postoje dokazi o postojanju G protein-nezavisnog signalnog puta (4)
koji zahteva trandokaciju skeletnih proteina kao $to su B-arestini (B-Arr) u cilju aktivacije receptora.
Povrh toga, By G proteinske subjedinice mogu da prenose signale jedinstvenim naCinom, koji se
uplice u efekte posredovane endotelinom (ET). Pune linije oznaCavaju dokazane puteve, a isprekidane
hipoteti¢ne. *Russdl et al., Physiol Rev. 2014;94(4):1099-1142.

CGRP-ergicna vlakna imaju dvostruku ulogu — senzornu funkciju (nocicepcija) i
eferentnu (efektornu) funkciju. CGRP takode je lokalizovan i van nervnog sistema, ali je ta
lokalizacija u ovom trenutku manje poznata. Uloga CGRP ostaje nejasna, i pored opseznog
istrazivanja u proslosti i danas, i mnogobrojnih rezultata koji su rasvetlili razliCite aspekte
ovog peptida. 1zvorno je pokazano da CGRP posreduje u simpatickim izlaznim signalima iz

mozga, ali ubrzo je dokazano da je njegova glavna aktivnost vazodilatatorna, s obzirom da
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egzogena aplikacija CGRP u fentomolarnim dozama na kozu ljudi i razliCitih Zivotinjskih
vrsta dovodi do snazne vazodilatacije. Protektivna uloga CGRP na kardiovaskularni sistem
uglavnom je dokazana u studijama na glodarima, ali je ona otvorila moguénost da CGRP
moze imati terapeutski potencijal u leCenju kardiovaskularnih bolesti. Medutim, senzorna
vlakna koja sadrze CGRP takode su povezana s procesima nastanka bola, pa su danasnja
istraZzivanja u vezi ovog peptida najviSe usmerena na pronalazenje i kliniCku primenu
antagonista CGRP-receptora u terapiji migrenei drugih bolnih stanja (Russel et al., 2014).

CGRP pokazuje znaCajan pozitivan efekat na vaskularnu adaptaciju tokom trudnoce,
na uteroplacentalnu cirkulaciju i rast fetusa. Osim toga, ovaj peptid moze da ucestvuje u
regulaciji sekrecije poslih steroidnih hormona (Yallampalli et al., 2013).

Saznanju da je CGRP prisutan u senzitivnim nervima, umnogome su doprinele studije
s kapsaicinom (ekstraktom Cili ljute paprike). Odavno je poznato da kapsaicin uzrokuje bol i
crvenilo prilikom akutne primene, pre svega zbog sposobnosti da dovede do oslobadanja
CGRP i SP, drugog nociceptivnog peptida koji kolokalizira sa CGRP. Danas je poznat
mehanizam delovanja kapsaicina na senzorne nervne zavrSetke. Naime, kapsaicin aktivira
receptore TRPV1 (engl. Transient Receptor Potential Vanilloid 1, TRPV1) koji se obicno
nalaze na senzornim vlaknima tipa C i Ad. Dva kljuCna nalaza u proSlosti, uticala su da se
kasnije shvati pravi bioloski znaCaj CGRP. To su: 1) CGRP se oslobada u cerebralnu
cirkulaciju i tu ispoljava biolosku aktivnost, i 2) CGRP je potentni vazodilatator, ali takode
pokazuje strogu reciproCnu interakciju sa simpatiCkim nervnim sistemom na periferiji.
Nasuprot tome, uloge CGRP u zapaljenju nije jednoznacna, s obzirom da je pokazano pro- ali
i anti-inflamatorno dejstvo ovog peptida, u zavisnosti od situacije rCGRP je senzorni
neuropeptid koji Cesto kolokalizira sa SP ili somatostatinom u senzornim neuronima
(Molander et al., 1987). Pored ekspresije u neuronima centralnog i perifernog nervnog
sistema, ova peptid se eksprimirai u mnogim imunoloskim Celijama, kao Sto su monociti /
makrofazi (Linscheid et al., 2004), Langerhansove celije epidermisa (He et al., 2000) i
keratinociti (Hou et al., 2011), izmedu brojnih drugih éelija, pa nije iznenadujuce Sto se ovaj
peptid smatra kljucnim regulatorom koznog imuniteta i prouCava se u vezi patogeneze
mnogobrojnih koznih obolenja (npr. psorijaze i atopicnog dermatitisa) (Granstein et al.,
2015). Medutim, i ovde je glavno dejstvo CGRP, vazodilatacija (slika 1.14).
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Slika 1.14. Interakcija izmedu senzornih nerava, koZe i arteriola.*

Antidromna stimulacija senzornog Zivca rezultira u stvaranju elektricnog impulsa usmerenog ka
ki€menoj mozdini i stvaranjem aksonskog refleksa prema perifernim krvnim sudovima gde se otpusta
CGRP iz nervnih zavrSetaka, koji deluje na arteriole, uzrokujuci vazodilataciju. CGRP moZe da

.....

krvnih sudova ¢ime dolazi do njihove relaksacije preko Gos-puta; i 2) aktiviranjem receptora na
endotelnim celijama Cime se povecava produkcija NO, koji difunduje u glatke misiéne Celije krvnih
sudova i dovodi do njihove relaksacije preko aktivacije GC. CGRP e takode oslobada i iz centralnog
projekcionog vlakna neurona smestenih u senzornoj spinalnoj gangliji (DRG), gde moZe igrati ulogu
u centralnoj senzitivizaciji. AC, adenilil-ciklaza; eNOS, endotelna sintaza azot-monoksida; GC,
gvanilil ciklaza, NO, azot-monoksid, PKA, protein-kinaza A; PKG, protein-kinaza G; VSMC, glatka
miSi¢na Celija zida krvnog suda. *Russel et al., Physiol Rev. 2014;94(4):1099-1142.

CGRP regulise normalnu hematopoezu, i ima kontrolnu imunoloSku ulogu (dendritiCne
¢elije, mastociti i T-Celije), pa je jedan od medijatora u okviru neuroimunolo$ke interakcije.
Kod transgenih miSeva koji nemaju T-Celijski receptor (TCR), pretreatman sa CGRP dovodi
do povecanja produkcije IL-4 koja je pracena smanjenom sintezom interferona-y. CGRP
takode inhibira stimulisanu produkciju Thl-hemokina CXCL9 i CXCL10, medutim indukuje
produkciju Th2-hemokina CCL17 i CCL22. Na taj naCin, CGRP skre¢e Thl polarizaciju
prema Th2 polarizaciji (Assas et al., 2014).
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Slika 1.15. Trigeminalno-vaskularni sistem.*

Primarni aferentni neuroni u trigeminalnom ganglionu prostiru se od vaskulature mozdanih ovojnica
do centralnih terminala u kaudalnom delu nc. spinalis n. trigemini (TNC, smede obojen). Neuroni
drugog reda u TNC, povratno, projektuju se do zadnjeg talamusa. Ganglion pterygopal atinum (SPG,
ljubiCasto obojen) takode obezbeduje parasimpaticki refleks koji inerviSe krvne sudove moZdanica.
Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2015 ; 55: 533-552.

Danas se zna da je CGRP ukljucen u patofiziologiju migrene. CGRP se oslobada iz
aferentnih nervnih vliekana n. trigeminusa u toku migrene i uzrokuje vazodilataciju i
neurogenu inflamaciju (slika 1.15). Naime, povecan nivo CGRP pokazan je kako periferno,
tako i centralno kod pacijenata sa migrenom. Antitela na CGRP, kao i antagonisti ovog
polipeptida, mogu da smanje jaCinu migrene redukcijom nivoa CGRP ili blokiranjem njegove
aktivnosti, pri ¢emu je dejstvo antitela na CGRP ograni¢eno na periferna dejstva, dok
antagonisti deluju centralno (Russo, 2015). Upotreba lekova za migrenu iz grupe triptana,
ogranicCena je zbog sporednih kardiovaskularnih problema uzrokovanih vazokonstrikcijom i
pojave glavaobolje, kao i zbog neefikasnosti kod odredenog broja pacijenata. Godine 2000,
farmaceutska kuc¢a Boehringer Ingelheim objavila je farmakoloski profil BIBN4096BS
(Olcegepant), prvog selektivhog ne-peptidnog antagoniste CGRP, koji moze da blokira
vazodilataciju stimulisanu trigeminusom kod marmoseta. Usledile su studije pracenja koje su
pokazale da BIBN409BS nema efekte na lokalnu i sistemsku hemodinamiku kod ljudi i
eksperimentalnih Zivotinja, Cime je ukazano da antagonisti CGRP, za razliku od triptana, ne
izazivaju sporedne efekte na kardiovaskularnom sistemu. U fazi 11, BIBN4096BS je testiran u
internacionalnoj multicentri¢noj, duplo slepoj randomiziranoj studiji na 126 pacijenata sa

migrenom, i ova ispitivanja su pokazala pozitivan odgovor na terapiju u 60% slucajeva. Ono
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Sto je nepovoljno kod terapijske primene ovog leka je Cinjenica da se moze aplikovati samo
intravenski. Stoga su dalja istrazivanja bila usmerena na dobijanje oralnih CGRP antagonista,
i 2007 godine Merck je publikovao podatke o novom leku MK-0974 (telcagepant) koji je
efikasan u leCenju migrene i moze se uzimati oralno. Faza Il klini¢kih studija sa ovim novim
lekom pokazala je njegovu visoku efikasnost i tolerogenost. U fazi Il klinicke studije
praceno je 1.380 pacijenata kod kojih je pokazana visoka efikasnost uplotrebe ovog novog
leka, u smanjenju bola, nauzejei fotofobije (Bigal et al., 2015; Russo, 2015).

Danas su veoma aktuelnai istrazivanja u vezi pronalazenja antagonista CGRP receptora
koji bi imali terapijsku primenu, osim kod veC spomenute migrene, kod artritisa, razliitih
oboljenja koze, dijabetesa i gojaznosti (Ding et al., 2013; Grassel, 2014; Bigal et al., 2015;
Granstein et al., 2015; Russo, 2015; Tajti et al., 2015; Walter and Bigal, 2015).

1.10. Mastociti kao medijatori nocicepcije

Nocicepcija je proces prenoSenja senzacije iz primarnih aferentnih neurona iz perifernih
regiona tela u mozak, preko sekundarnih neurona u kicmenoj mozdini. Ponovljeni noksogeni
stimulusi nociceptora ucestvuju u stvaranju centralne senzacije koja dovodi do hroni¢nog
bola povezanog sa mnogim bolestima. U novije vreme, interakcija izmedu imunoloskog i
nervnog sistema poznata kao neuroimunoloSka osovina, stavlja se u centar paznje u cilju
razjasnjenja molekularnih mehanizama koji leZze u osnovi periferne i centralne senzibilizacije
koja dovodi do hroni¢nog bola. Povecanje broja mastocita, njihova pojacana degranulacija,
blizak odnos sa nervima, povecano oslobadanje SP i posledi¢na hiperalgezija, dovode se u
vezu sa nastankom hroni¢nog bola. Parakrina interakcija izmedu mastocita i nervnog sistema
na razli¢itim nivoima nervnog sistema je kompleksna, a molekularni mehanizmi koji leze u
njenoj osnovi nisu dovoljno razjasnjeni.

Mastociti se nalaze u blizini nervnih vliakana, pa stoga predstavljaju ideal ne kandidate
za modulaciju nervne aktivnosti i nocicepcije. Postoji reciproCna interakcija izmedu
mastocitai nervnih viakana. Kao primer za to moze da se navede da medijatori oslobodeni iz
mastocita, kao Sto su npr. triptaza i histamin, dovode do oslobadanja neuropeptida (SP i
CGRP) iz proksimalnih nervnih zavrsetaka (Kleij and Bienenstock, 2005), a SP dalje aktivira
mastocite (Matsuda et al., 1989). Povecanje broja mastocita u proksimalnim delovima
nervnog sistema i poremecaji u strukturi nervnih vlakana korelirani su sa nervnim faktorom

rasta (NGF), medijatorom koji se oslobada i iz mastocita i iz nervnih zavrSetaka, pa je
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zakljuCeno da za nastanak hiperalghezije imaju znaCaja oba izvora. Povecana degranulacija
mastocita, i povecanje njihovog broja na periferiji, kao i broj mastocita u duri i talamusu,
uCestvuju u hiperalgeziji Sto je potvrdeno mnogobrojnim eksperimentima na animanim
modelima. Danas je poznat Citav niz obolenja povezanih sa pojavom bola, u kojima kljucnu
ulogu imaju mastociti. To su: bolest aktivacije mastocita, migrena, pelvi¢ni bol, hronicni
bolni sindrom u pelvisu povezan sa hroni¢nim prostatitisom, hronicni pelvicni bol kod Zena,
sindrom iritabilnog kolona, vulvodinija, kompleksni regionalni bolni sindrom, fibromijalgija,
kancerski bol, bol kod bolesti srpastih ¢elija i slicno (Aich et al., 2015).

Snazan stimulans za degranulaciju mastocita je agregacija FceRI receptora izazvana
Ag-Ige kompleksima. IgE molekule stvaraju plazmociti, Celije imunskog sistema koje
stvaraju antitela. FceRI stimulacija zapoCinje signalnu kaskadu koja ukljucuje aktivaciju
tirozin kinaza, kao Sto su Syk, Lyn i BTK i fosforilaciju mnogih protein adaptacije, koji
igraju vaznu ulogu u polimerizaciji mikrotubula, translokaciji granula do plazmaleme i
degranulaciji mastocita. Degranulaciju izazivaju fizicki faktori, toksini, endogeni medijatori i
imunski mehanizmi. Njihove granule sadrze medijatore zapaljenja, kao Sto su heparin,
histamin, serotonin, proteaze, lipidni medijatori (tromboksan, prostaglandin D2, leukotrien
C4 i trombocitni aktivirajuci faktor) i citokini (Nishida et al., 2005). B-triptaza je proteaza
koja je najsnazniji medijator uskladiSten u sekretornim granulama mastocita. Ima vaznu
ulogu u zapaljenju i sluzi kao marker aktivacije mastocita iz kojih se oslobada i stimuliSe
sekreciju susednih mastocita. Mastocitna triptaza aktivira proteazom aktivirane receptore
(PAR-2), sto dovodi do ekscitacije senzornih neurona (koji ove receptore eksprimirgju u 60%
sluajeva) i stimuliSe oslobadanje SP i CGRP iz njih (koji se eksprimirgju u 40% aksona).
Mastocite nalazimo u dobro vaskularizovanim i inervisanim tkivima, posebno u blizini
grani¢nih predela spoljasnje i unutrasnje sredine, kao Sto je koza, sluznica respiratornog i
digestivhog sistema. Dura mater je intrakranijalna struktura bogato inervisana nociceptivnim
vlaknima u kojoj uz krvne sudove nalazimo i brojne mastocite. Aktivisana meningealna
nociceptivna vlakna oslobadaju neuropeptide, kao Sto su SP i CGRP, koji pokrecu aktivaciju i
degranulaciju duralnih mastocita (Levy et al., 2007).

Kako po naSem saznanju nema literaturnih podataka o prisustvu mastocita u tkivu
gangliona geniculi kod Coveka, jedan deo ove studije bio je usmeren na imunohistohemijsko

markiranje mastocita u ovom senzornom ganglionu.
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2. CILJISTRAZIVANJA

Nedovoljno poznavanje i postojece dileme u vezi mikroanatomije, topografskih odnosa
sa okolnim strukturama, citoloSke i histoloSke organizacije gangliona geniculi facijalnog
Zivca kod Coveka, kao i njegove vaskularizacije i ekspresije neuropeptida i neurotransmitera
u ganglijskim celijama, bilo je osnovna smetnica i inicijator u istrazivanjima obuhvacenim
ovom doktorskom disertacijom. Iz tog razloga postavljeni su sledeci ciljevi istraZivanja:

1. odrediti mikroanatomske karakteristike gangliona geniculi (oblik, dimenzije) i
njegove odnose sa okolnim strukturama, koristeCi deskriptivne i morfometrijske
metode istraZivanja;
akcesorne ganglijske celije), kao i broj satelitskih ¢elija, i zastupljenost vezivno-
tkivne komponente (retikularnih, kolagenih i elasticnih vlakana i mastocita) u
ganglionu geniculi, na osnovu primene histohemijskih, imunohistohemijskih i
morfometrijskih metodaispitivanja;

3. prouciti vaskularizaciju gangliona geniculi na osnovu
-odredivanja periganglijske arterijske i intraganglijske vaskularne mreze (ekspresije
CD34-vaskularnog markera),

-odredivanja porekla arterije, njenog kalibra i odnosa sa ganglionom i stablom nerva,
naCina grananja i vaskularnih anastomoza (injiciranjem 10% meSavine Zzelatina i
crnog tusa u formaldehidu u arterijsko stablo piramide temporalne kosti);

4. odrediti imunohistohemijsku ekspresiju u ganglijskim éelijama
-pan-neuronskih markera — neuron-specificne enolaze (NSE), S100-proteina,
proteinskog genskog produkta 9.5 (PGP9.5), sinaptofizina (Sy), neurofilamentnog
proteina velike molekulske teZzine (NF-H, 200kDa) i DNK-vezujuceg proteina
nukleusa neurona (NeuN),

-neuropeptida— supstance P (SP), peptida regulisanog kal citoninskim genom (CGRP),
vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP), neuropeptida Y (NPY) i somatostatina
(So),

-neurotransmitera — gama-amino buterne kisdlinje (GABA), acetil-holina (AcH),
adrenalina/ noradrenalina, dopamina (DOPA) i

-drugih proteina (parvabuminA) i transkripcionih faktora (Nurrl) vaznih za

funkcionalnu aktivnost ganglijskih Celija.
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Navedena istrazivanja omogucila su, s jedne strane, da se precizno ustanovi
mikroskopska topografija gangliona geniculi, Sto ima veliki znaCaj za bezbednije
mikrohirurske intervencije u ovom predelu, a s druge strane, reSavanje dileme oko izvora
vaskularizacije gangliona, tj. dali je jedini izvor ramus petrosus a. meningae mediae ili je
dodatni izvor a. auditiva interna. Takode, istrazivanja su omogucila i utvrdivanje prisustva i
zastupljenosti u ganglijskim Celijama razliCitim neuropeptida i neuroptansmitera, kao i
poredenje citoloskih i imunohistohemijskih karakteristika somatosenzornih i gustatornih
neurona kako u samom ganglionu, tako i akcesornih (ektopi¢nih) ganglijskih Celija.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorak

Istrazivanja su obavljena na 20 izolovanih gangliona geniculi, kao i na 14 piramida
temporalnih kostiju sa ganglionom geniculi odraslih osoba oba pola. Uzorci su dobijeni u
toku obdukcija na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu, u periodu od
Januara 2009. do decembra 2012. godine. Umrle osobe od kojih su dobijeni navedeni uzorci
nisu imale obolenje centralnog nervnog sistema, vestibulo-kohlearnog aparata niti piramide

temporalne kosti.

3.1.1. Uzorak za mikromorfoloska i morfometrijska istrazivanja vaskularizacije i

proucavanje topografskih odnosa gangliona geniculi sa okolnim strukturama

MikromorfoloSka i morfometrijska istrazivanja vaskularizacije genikulatnih gangliona
izvrSena su na 14 petroznih delova temporalnih kostiju sa genikulatnim ganglionima,
dobijenih sa kadavera osoba oba pola (9 muskih i 5 Zenskih), starosti od 36 - 69 godina
(prosecno 52,1 godina), obdukovanih na Institutu za patologiju Medicinskog fakulteta u
Beogradu. Sve osobe bile su bez patoloskih promena na mozdanim strukturama, vestibulo-

kohlearnom aparatu i piramidi temporalne kosti.

Ganglion
geniculi N. intermedius

N.
petrosus
major

Slika 3.1. 1zdvojen preparat n. facialisa i

(timpani¢ni : N
segment) gangliona geniculi iz petrozne temporalne

kosti.
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3.1.2. Uzorak za histolosSka, histohemijska i imunohistohemijska istrazivanja

Histoloska, histohemijska i imunohistohemijska istrazivanja izvrSena su na preparatima
20 izolovanih genikulatnih gangliona (slika 3.1.) dobijenih sa kadavera osoba oba pola (8
muskih i 12 Zenskih) starosti od 41-67 godina (prosecna starost 55,3 godine).

3.2. Igpitivanjevaskularizacije gangliona geniculi

MikromorfoloSka i morfometrijska istrazivanja vaskularizacije genikulatnih gangliona
izvrSena su na 14 petroznih delova temporalnih kostiju sa genikulatnim ganglionima
dobijenih sa kadavera osoba oba pola (9 muskih i 5 Zenskih), starosti od 36 — 69 godina
(prosecno 52,1). Za vadenje mozga iz lobanje korisCena je uobiCajena tehnika obdukcije sa
pazljivim odsecanjem facijalnog nerva uz mozdano stablo. Po vadenju mozga petrozni deo
temporalne kosti opsecan je sa lobanjske strane elektricnom vibracionom testerom sa dva
reza, uzduzno u nivou vrha i paralelno prvom rezu kroz lobanjsku stranu baze piramide,
zatim paralelno gornjoj ivici piramide ispred i iza koStanog masiva piramide. Tako dobijeni
kostani blok odvajan je skalpelom od vezivnog i miSiénog tkiva uz donju stranu piramide.
Pazljivom disekcijom, uz infratemporalnu stranu spinoznog otvora izdvajano je stablo a.
meningeae mediae (AMM) u koju je fiksirana plasti¢na kanila kroz koju je u arterijski sistem
gangliona injiciran, najpre fizioloski rastvor, zatim rastvor 4% neutralnog puferisanog
formaldehida, a na kraju 5% meSavina rastopljenog zelatina i crnog tusa. Preparat je zatim,
po uklanjanju viska meSavine tusa i Zelatina toplom vodom i o¢vrS¢avanju Zelatina u hladnoj
vodi, fiksiran u 10% rastvoru formalina i glicerola u trganju od 21 dan (sike 3.2. i 3.3)
(Duvernoy, 1978).

Mikrodisekcija injiciranih krvnih sudova facijalnalog nerva i gangliona pomocu
mikroinstrumenata i sva merenja okularnim mikrometrom obavljena su pod
stereomikroskopom (Leica MZ6) na 12 probranih, dobro injiciranih nerava i gangliona.
Disekcija se sastojala u pazljivom uklanjaju duralnog pokrivaca lobanjske strane preparata i
otvaranje epiduralnog prostora (slike 3.4. i 3.5). Po odizanju dure, presecanjem brojnih
vezivnih snopica koji je vezuju za prednju stranu piramide i velika krila sfenoidne kosti,
otkrivali smo stablo n. petrosus majora i prateCi nerv dolazili smo do malog otvora, hiatus
canalis n. petrosi majoris, koji ozaCava mesto izlaska nerva iz bubne duplje, ali i poziciju
gangliona pod njim. Takode, disekcija je obuhvatala i otkrivanje srednje mozdanicCne arterije,
kao i njenih finih grana namenjenih ovom nervu i ganglionu. Po fotografisanju i merenju

nastavljali smo disekciju uzduznim presecanjem piramide
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Slika 3.3. Kostani blok desnog petroznog dela

po vadenju mozga (obdukcija). temporalne kosti po vadenju iz lobanje.

&

Slika 3.4. Injicirani krvni sudovi dure srednje lobanj-  Slika 3.5. Odizanje injicirane dure srednje lobanjske
ske jame, pogled odozgo (tus Zelatin). jame, (tus Zelatin).

I otvaranjem bubne duplje da bi se otkrio sam genikulatni ganglion i stablo facijalnog nervau
svom koStanom kanalu. Svi preparati su fotografisani digitalnim foto aparatom (Canon
Power Shot A710), a svi detalji pod stereo mikroskopom snimljeni su digitalnom kamerom
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(Leica DFC295). Vaskularna mreza facijalnog nerva i gangliona i topografski odnosi sa
okolnim arterijama ucrtavani su u unapred pripremljenu Semu.

Dodatno, za analizu intraganglijske vaskularne mreze koris¢eni su histoloski preparati
genikulatnih gangliona histohemijski bojeni koris¢enjem trihromne metode bojenja po
Massonu, kao i preparati gde je primenjena imunohistohemijska (IHH) reakcija aplikacijom

primarnog antiseruma na endotelni vaskularni marker CD34.

3.3. Morfometrijska studija polozaja gangliona genikuli

Morfometrijska studija poloZaja genikulatnog gangliona obavljena je na 10 izabranih
petroznih delova temporalnih kostiju sa genikulatnim ganglionima iz serije preparata
pripremljenih za studiju genikulatne vaskularizacije. Kostani blok petroznog dela temporalne
kosti, dobijen na opisani naCin tokom rutinske obdukcije, pazljivo je rotacionom testerom
uzduzno presecan, paralelno njegovoj gornjoj ivici. Ravan idealnog preseka kosti prolazila je
kroz karotidni kanal, neposredno upolje od bubne opne (slika 3.6). Po uzduznom presecanju
piramide, otvaranjem bubne duplje pristupali smo buduéem polju naSih merenja. Da bi se
otkrili referentni anatomski elementi nastavljali smo disekciju i pazljivo uklanjali ¢eki¢ sa
ostacima bubne opne, kao i nakovanj. Po odizanju dure od kosti, presecanjem brojnih
vezivnih snopica koji je vezuju za prednju stranu petroznog dela temporalne kosti i velika
krila sfenoidne kosti, otkrivali smo stablo n. petrosus majora i prate¢i nerv dolazili smo do
malog otvora, hiatus canalis n. petrosi majoris, koji oznaCava mesto izlaska nerva iz
njegovog kostanog kanala, ai i poziciju genikulatnog gangliona, dublje od njega. Takode
smo pazljivo izolovali stablo a. petrosae, do mesta njenog ulaska u kost kroz poseban otvor
(foramen a. petrosae) neposredno medijalno i ispred izlaznog otvora malog petroznog nerva
(ili rede do njihovog zajedniCkog otvora). Daljom mikrodisekcijom koris¢enjem Leica MZ6
stereomikroskopa, na uvecanju x63, pazljivo smo uklanjali koStani prekriva¢ genikulatnog
gangliona i otkrivali, pored kolena i labirintni i timpani¢ni deo facijalnog nerva. Polja
mikroskopske analize snimljena su Leica DFC295 digitalnom kamerom, a za morfometrijsku
analizu distanci genikulatnog gangliona koriséen je softver Leica Interactive Measurements
(dika3.7).

Definisano je 8 distanci koje su merene od centralnog dela genikulatnog gangliona, na
mestu samog kolena facijalnog nerva, na svih 10 izabranih preparata. Mereni su rastojanje do
mesta najkonveksnijeg dela spoljasnjeg obima unutradnje karotidne arterije u karotidnom
kanalu, zatim do centralnog dela vrha kohleariformnog nastavka na mestu izlaska tetive

miSica zatezaCa bubne opne, pa do centralne tacke glave uzengije, takode do mesta odvajanja
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velikog petroznog nerva od stabla timpani¢nog dela facijalnog nerva, zatim do najispupCenije
centralne taCke promontorijuma, pa do stilomastoidnog otvora, takode do sredisSnjeg dela vrha

piramidalnog uzviSenja na mestu izlaska tetive miSi¢a uzengije i na kraju do ulaznog otvora

petrozne arterije.

Slika 3.6. Pogled na bubnu duplju (1) po Slika3.7. Preparat pripremljen za morfometrijsku
uklanjanju njenog spoljasnjeg zida: 2) Ceki¢ sa andlizu distanci od samog genikulatnog
fragmentom bubne opne, 3) nakovanj, 4) gangliona i nadin aplikacije programa Leica
processus cochleanformls_, !_3) promontorium, 6) Inter active Measurements.

karotidni kanal, 7) a. carotisinterna.

3.4. Priprema uzoraka za histohemijske i imunohistohemijske metode ispitivanja
Materija za histohemijske i imunohistohemijske metode bojenja pripreman je na
standardan nacin. Uzorci gangliona geniculi su fiksirani u 4% neutralnom puferisanom
rastvoru formaldehida tokom 24 Casa, u volumenu 20 puta vecem od volumena tkiva koje se
fiksira Potom su dalje pripremani rutinskom procedurom, koja obuhvata dehidrataciju,
prosvetljavanje, impregnaciju i kalupljenje u parafinu / paraplastu (Bio-Plast plus, BioOptica,
Italy). Svaki uzorak gangliona ukalupljen u parafinu seCen je poprecno, serijski, na
mikrotomu (RM 2255, Leica Microsystems GmbH, Frangfurt, Germany) sve dok ganglion
nije kompletno iseCen, a redosled preseka pazljivo obelezen. Tkivni preseci debljine 4-5 ym
su montirani na specijalne visokoadhezivne staklene ploCice (SuperFrost Plus, DAKO,
Denmark), suseni 60 minuta u termostatu na 56°C, a potom bojeni.
Prvi, kao i svaki deseti presek kroz ganglion, bojeni su hematoksilin-eozinom, da bi se
lakSe orijentisali oko izdvaganja preseka sa najve¢im dimenzijama gangliona, koji su bili
iskoris¢eni za morfometrijsku obradu. Preseci u njihovoj neposrednoj blizini iskoris¢eni su za

imunohistohemijsko bojenje neuropeptida i neurotransmitera, kao i pan-neuronskih markera,
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a dalji preseci za ostala imunohistohemijska i histohemijska istraZivanja. Svaka metoda

bojenja sprovedena je na po dvatkivna preseka, udaljenajedan od drugog 25 um.

3.5. Histohemijske metodeispitivanja

Primenjene su sledece histohemijske metode bojenja: trinromsko bojenje po Massonu,
Trihromno bojenje po Picro-Malloryju, Bojenje po Gordon-Sweetu za retikularna vliakna,
Bojenje po Weigert-Van Giesonu za elasticna vlakna i vezivo, Bojenje elasti¢nih vlakana sa
orceinom, Bojenje po Bielschowskom za neurofibrile i Bojenje po Kluver-Barreri (slike 3.8 -
3.15). Za bojenje su koris¢eni komercijalni kitovi proizvodaca Bio-Optica (Strumentazoni

Scientifiche, Milano, Italy) i poStovani su protokoli za upotrebu.

3.5.1. Trihromno bojenje po Massonu
Primenjene su dve varijante trihromskog bojenja po Massonu — sa anilinskim plavim i

sa Goldnerovim svetlozelenim.

Trihromno bojenje po Massonu sa anilinskim plavim
U ovo] metodi bojenja koristi se rastvor gvozdevitog hematoksilina po Weigertu,
alkoholni rastvor pikrinske kiseline, kiseli rastvor fosfomolibdenai rastvor anilinskog plavog.
Rezultat bojenja su crno obojena jedra Celija; crveno su obojeni citoplazma, keratin, miSi¢na
vlakna i granule acidofilnih Celija adenohipofize; plavo se boje kolagena viakna, mukus i
granule bazofilnih Celija i delta-Celija adenohipofize, a eritrociti su Zuto obojeni.

Trihromno bojenje po Massonu sa Goldner ovim svetlo zelenim

Koriste se isti rastvori kao kod prethodno opisane varijate ove metode, samo Sto se
umesto anilinskog plavog upotrebljava rastvor svetlozelenog po Goldneru.

Rezultat bojenja su crno obojena jedra cCelija; citoplazma, keratin, miSi¢na vlakna i
granule acidofilnih Celija adenohipofize boje se crveno; zeleno su obojena kolagena vlakna,

mukus i granule bazofilnih ¢elija adenohipofize, a zuto granuile delta Celija adenohipofize.
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Slike 3.8-3.15. Histohemijske metode bojenja genikulatnog gangliona: trihnromsko bojenje po
Massonu sa anilinskim plavim (3.8), trihromno bojenje po Massonu sa Goldnerovim svetlozelenim
(3.9), trihromno bojenje po Picro-Maoryju (3.10), bojenje po Gordon-Sweetu za retikularna viakna
(3.11), bojenje po Weigert-Van Giesonu za elasti¢na vlakna i vezivo (3.12), bojenje elasti¢nih vlakana
sa orceinom (3.13), bojenje po Bielschowskom za neurofibrile (3.14) i bojenje mijelina po Kluver-
Barreri (3.15).

3.5.2. Trihromno bojenje po Picro-Malloryju

U ovoj metodi bojenja koristi se rastvor gvozdevitog hematoksilina po Weigertu,
alkoholni rastvor pikrinske kiseline, polihromni rastvor sa fukcinom, kiseli rastvor
fosfomolibdena i rastvor anilinskog plavog. Rezultat bojenja su tamnosmede obojena jedra
Celija; tamnoplavo su obojena kolagena vlakna; osnovna supstanca hrskavice i kosti, mukus,
granule bazofilnih ¢elija adenohipofize i amiloid obojeni su razliitim nijansama plave boje;
neuroglija, aksonski cilindri i fibrin boje se crveno, a granule acidofilnih ¢elija adenohipofize

narandzasto; mijelin i eritrociti obojeni su zuto a elasticna vlakna svetloruzicasto do Zuto.

3.5.3. Bojenje po Gordon-Sweetu za retikularna viakna

Ovom metodom prezentuju se argirofilna retikularna vliakna u vezivnom tkivu. U vrlo
kratkom vremenu bojenja moguce je izvrsiti selektivnu impregnaciju retikularnih vlakana
zahvaljuju¢i dvoma faktorima: preliminarnoj impregnaciji sa solima gvozda i upotrebi kao
izvora srebra nestabilnog diamino-kompleks (amonijacni rastvor) koji je reaktivniji od
srebro-nitrata. Rezultat bojenja su crno bojena retikuklarna i nervna viakna i crveno obojena

jedra Celija.
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3.5.4. Bojenje po Weigert-Van Giesonu za elasti¢na vlakna i vezivo

Regensi koji se koriste kod ovog bojenja su rastvor perjodne kiseline, Weigertov
rastvor, Weigertov gvozdeviti hematoksilin i Van Giesonov rastvor pirofuksina. Rezultat
bojenja su elasticna vlakna obojena u nijansama od tamnoplavog do crnog, kolagena viakna
obojena razli¢itim nijansama crvene boje, a vezivo i eritrociti su Zuti; jedra Celija crno su

obojena.

3.5.5. Bojenje elasti¢nih viakana sa or ceinom
U metodi se koriste rastvori kalijum-permanganata, oksalicne kiseline i orceina po

Shikati. Na neobojenoj pozadini, elasticna vlakna su braonkasto-ruzicasto crvena.

3.5.6. Bojenje po Bielschowskom za neurofibrile

Ova metoda impregnacije solima srebra nasla je Siroku primenu u neurohistologiji za
prikazivanje neurofibrila, aksona, dendrita i senilnih plakova kod Alzheimerove bolesti.
Metoda se zasniva na sledecem principu: srebro prisutno u amonijatnom rastvoru u formi
kompleksnog hidrosolubilnog oksida [(Ag(NH3)2].O se u prisustvu odredenih celularnih
komponenti redukuje u crno, stabilno i nerastvorljivo metalno stanje. Na zutoj do dimsmede

obojenoj pozadini prezentuju se crno obojeni nerurofibrili, aksoni i dendriti.

3.5.7. Bojenje mijelina po Kluver-Barreri

Metodom bojenja sa luxol fast blue po Kluver-Barreri boje se mijelin i fosfolipidi na
histoloskim preparatima. Boja luxol fast blue je derivad tetrabenzoterazo-porfirina, a porfirini
imaju selektivni afinitet za mijelin, tj. imgu sposobnost vezivanja za fosfolipidne strukture
kao Sto su lektini i sfingomijelini. Ovom metodom mijelin se boji tirkiznoplavo, neuroni i
jedra glija celija su obojeni ruziCasto do ljubiCasto, a Nislova supstanca je obojena

svetloruzicasto.

3.6. Imunohistohemijske (IHH) metodeispitivanja
Prikaz razliCitih imunohistohemijskih markera primenjenih u ovom istrazuvanju dat je
u tabeli 1, a imunohistohemijska bojenja sa ovim markerima na uzorcima genikulatnog

ganglionaili kontrolnim uzorcima pregledno su data na slikama 3.19-3.40.
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Prilikom imunohistohemijskog bojenja koris¢ena su dve vizuelizacione tehnike
(pogledati tabelu 3.1) — metoda u kojoj je streptavidin-biotin obelezen peroksidazom (engl.
Labeled Streptavidin-Biotin, Horse redish Peroksidaze; Dako LSAB+/HRP kit, Code K0679,
Dako, Denmark) i metoda sa duplo obelezenim polimerom sa peroksidazom
(DakoCytomation EnVision+ Dua Link System-HRP, Code K4065, DakoCytomation,

Denmark).

3.6.1. DakoLSAB+/HRP imunohistohemijska tehnika

Jedna od danas najceSce korisCenih indirektnih imunohistohemijskih metoda jeste
trostepena avidin-biotin metoda. Dve ngjpoznatije avidin-biotin metode danas su avidin-
biotin kompleksna metoda (ABC) i obelezena avidin/streptavidin)-biotin tehnika (engl.
Labeled Avidin/sStreptavidin Biotin, LAB/SAB). Obe metode zahtevaju biotinizirano
antitelo kao vezujuce antitelo. Biotinizacija predstavlja diskretan proces u toku koga se biotin
kovalentno vezuje za antitelo. Otvorena mesta na avidinu iz avidin-biotin kompleksa ili
enzimom obeleZzenog avidina, vezuju se za biotin na vezujuem antitelu. NajceSce
upotrebljavani enzimi za obelezavanje u ovim procesima su peroksidaza rena ili akana
fosfataza.

Princip metode

Dako LSAB™ kit, u kome je streptavidin obeleZen peroksidazom, bazira se na
obelezenoj streptavidin-biotin (SAB) metodi, ali koristi visoko “rafiniranu” avidin-biotin
kompleksnu trostepenu tehniku (ABC) u kojoj biotinizirano sekundarno antitelo reaguje sa
nekoliko streptavidinskin molekula konjugovanih peroksidazom. Radi se o ekstremno
osetljivoj i prilagodljivoj imunohistohemijskoj metodi, koja je u poredenju sa ABC metodom
senzitivnija Cak 8 puta. S obzirom da se u kitu nalazi pojacan sistem stvaranja signala za
detekciju antigena prisutnih u niskim koncentracijama, tj. sistem koji omogucava povecanje
intenziteta bojenja kao kompenzaciju za nizak titar primarnog antitela, optimalno razblazenje
primarnog antitela je do 20 puta vece nego u klasi¢noj peroksidaza-antiperoksidaza (PAP)
tehnici, tj. nekoliko puta vece nego u klasi¢noj ABC ili SAB tehnici.

U avidin/streptavidin-biotin metodi koristi se visok afinitet avidina ili streptavidina
prema biotinu (disocijaciona konstanta 10™° M). Na avidinu se nalaze 4 vezujuéa mesta za
biotin. Medutim, zbog molekularne orijentacije biotin-vezujuéih mesta, stvarno se vezuje
manje od 4 molekula biotina. Biotinizacija je diskretan proces u toku koga se biotin
kovalentno vezuje za antitelo. Otvorena mesta na avidinu iz kompleksa avidin-biotin ili

avidina obelezenog enzimom, vezuju se za biotin na vezujuéem antitelu. Biotinizirano
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antitelo se ne dodaje u viSku poSto za vezivanje nisu potrebna slobodna Fab-mesta.

Peroksidaza rena (engl. Horst Readish Peroxidase — HRP) je enzim za obeleZzavanje u ovim

procedurama. Jak afinitet avidina za biotin i diskretna biotinizacija Cine avidin-biotin metodu

senzitivnijom od svih ranije opisanih direktnih ili indirektnih imunohistohemijskih postupaka.

Tabela 3.1. Pregled primarnih i sekundarnih antitela koris¢enih u IHH ispitivanjima

Primarni antiserum i klon

Imunogen

Proizvodac/

Razblazenje antitela/

kataloski broj Demaskiranje Ag IHH metoda
NSE (mo anti-humani NSE) | Gama-gama enolaza Dako A/S, 1:50 / Bez prethodnog Dako L SAB+/HRP
(klon BBS/NC/VI-H14) iz humanog mozga Denmark M 0873 | demaskiranja antigena
PGP9.5 (po zegji anti- PGP9.5 izolovaniz Dako A/S, 1:50 / MTP, citratni
PGP9.5) govedeg mozga Denmark Z 5116 | pufer pH 6, 21 min. Dako L SAB+/HRP
P S-100 protein izolo- . ; ;
S—lOQ (po zegji anti-S-100 van iz mozga kravei Dako A/S, 1:300/ MTP, citratni Dako L SAB+/HRP
protein) vt Denmark Z 0311 | pufer pH 6, 21 min.
dodatno preciscen
Sinaptofizin-Sy (mo misji Presinapsne vezikule Dako A/S, 1:10/ MTP, citratni
anti-sinaptofizin) (SY 38) iz govedeg mozga Denmark M 0776 | pufer pH 6, 21 min. Dako L SAB+/HRP
Protein neurofilamenta-H, | Homogenizovani CalbiochenvMerck | .10/ TP, citrami | DakoEnVision+/Dual
nefosforilisani (mo misji hipotalamus pacova Millipire, USA ufer bH 6. 21 min Lynk System/HRP
anti- NFP) (SM132) (Fischer 344) NE1023 puter prio, : y
e (mo ant-NeuN) Prociscen nuldeust | Millipore, USA | 1:100/ MTP, citratni | DekoEnVision+/Dual
ives 9 MAB377 pufer pH 6, 21 min. Lynk System/HRP
e ' AbD Serotec, UK | 1:100/ MTP, citratni
SP (po ze€ji anti-human SP) | Sintetska SP 8450-0004 oufer pH 6, 21 min. Dako LSAB+/HRP
Antibodies-online . . .
CGRP (po zegiji anti-CGRP) | Pacovski CGRP GmbH, Germany 1;}?0/'4'\"6@';&:{ 0| Dako LSAB+HRP
ABIN115756 | P/ PO, '
e ! . AbD Serotec, UK | 1:1000/ MTP, citratni
VIP (po zetji anti-VIP) Sintetski VIP 9535-0204 oufer pH 6, 21 min, Dako LSAB+/HRP
Somatostatin (po ze€ji anti- | Sintetski ciklicni Dako A/S, 1:200/ MTP, citratni
humani somatostatin) (1-14) somatostatin Denmark A 0566 | pufer pH 6, 21 min. Dako L SAB+/HRP
i ! . - AbD Serotec, UK | 1:400/ MTP, citratni
NPY (po ze€ji anti-NPY) Sintetski NPY svinje AHP2189 oufer pH 6, 21 min, Dako LSAB+/HRP
Cliaminsmeazalpo | Abcam, UK | 1:1000/ MTP, citratni | DakoEnVision+/Dual
ecj 9 Pep Ab73593 pufer pH 6, 21 min. Lynk System/HRP
sintetaza)
Tirozin-hidroksilaza, TH P&iﬂiﬁi;g 2 Millipore, USA 1:100 /MTP, citratni DakoEnVision+/Dual
(po zedji anti-TH) pacova AB152 pufer pH 6, 21 min Lynk System/HRP
Acetil-holin esteraza, AchE | Sintetski peptid N-ter- Abcam, UK 20ug/ml; MTP, citratni | DakoEnVision+/Dual
(po zedji anti-AchE) minalnog dela hAchE ab78228 pufer pH 6, 21 min Lynk System/HRP
Parvalbumin (mo anti-parv- | Purifikovani parval- Sigma, USA 1:2000/ MTP, citratni DakoEnVision+/Dual
albumin, Clone PARV-19) bumin iz miSi¢a Zabe P 3088 pufer pH 6, 21 min Lynk System/HRP
U 1 (50 Z68ji anti-Nurr) Stk peptid kol Abcam, UK | 1:150/ MTP, citratni | DakoEnVision+/Dual
PO z€c) vency huNurT L Ab93332 pufer pH 6, 21 min Lynk System/HRP
CD34 (misji mo anti-humani Celiie KG-1a Dako A/S, 1:25/ MTP, citratni DakoEnVision+/Dual
CD34) (klon BI-3C5) ) Denmark M 7168 | pufer pH 6, 21 min. Lynk System/HRP
CD117/c-Kit (po zegji anti- | C-terminalni deo C- Dako, Denmark, 1:500 / MTP, citratni
humani CD117) Kita (963-976 ak) A4502 pufer pH 6, 21 min. Dako L SAB+/HRP

Skracenice: mo-monoklonski; po-poliklonski; MTP-mikrotalasna pe¢nica
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Slike 3.19-3.24. Imunchistohemijsko bojenje gangliona geniculi sa pan-neuronskim markerima: NSE (3.14), PGP9.5
(3.15), S100 (3.16), Sy (3.17), NF-H (3.18) i NeuN (3.19) (IHH).

Slike 3.25-3.29.
Ekspresija neuropeptida u ganglionu
geniculi: SP (3.20), NPY (3.21),
CGRP (3.22), VIP-a(3.23) i So (3.24)
(IHH bojenja, kontrastiranje Mayero-
vim hematoksilinom)
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Slike 3.30-3.33. Ekspresija glutamin-sintetaze-GISy (3.30) i acetilholin-esteraze-AchE (3.31) u
ganglionu geniculi; u drugom redu, ispod ogovarajuce slike gangliona, prikazana je ekspresija istih
enzima vaznih u biosintezi neurotransmitera, u kontrolnim tkivima mozga pacova - GISy (3.32, mali
mozak), vazne u sintezi gama-aminobuterne kisdine (GABA) i AchE (3.33, veliki mozak), vazne u
sintezi Ach (IHH).

Al AR

Slike 3.34-3.36. Ekspresija tirozin-hidroksilaze-TH (enzima markera dopaminergickih i

A Ah

noradrenergickih neurona) u mozgu pacova (3.34), u tkivu pankreasa ¢oveka (3.35) i u ganglionu
genikuli (3.36) (IHH).
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Slike 3.37 i 3.38. Ekspresija parvalbumina u mozgu pacova (3.37) i izostanak ekspresije u ganglionu
geniculi (3.38).

: ¢ = : o i — . - o ! 4 | .‘I - 0, X Y - 1
- =l e s e Al ANy ) g

Slike 3.39 i 3.40. Ekspresija CD34 u vaskularnoj mrezi (3.33) i ekspresija c-kita u mastocitima
gangliona geniculi (3.34)

Slika 3.41. LSAB+/HRP tehnika
Prikazan je trostepeni postupak u toku primene

)
LSAB metode. Prva stepenica (@) je inkubacija
tkivnih preseka sa primarnim antiserumom
)k J ) (antitelima). Druga stepenica (b) je inkubacija sa
AA AA

AA biotiniziranim sekundarnim antitelom, a treéa

(c) sa kompleksom streptavidin-peroksidaza.

Nakon demaskiranja antigena i blokiranja aktivnosti endogene peroksidaze, tkivni
preseci se inkubirgju sa odgovarajucim primarnim antitelom (misjim, kuni¢evim ili kozjim),

nakon Cega sledi inkubacija sa biotiniziranim vezuju¢im antitelom i streptavidinom
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obelezenim peroksidazom. Postupak se zavrSava inkubacijom preseka u meSavini supstrat-
hromogena (najces¢e H,O; i 3,3’-diaminobenzedina/ DAB, ili 3-amino-9-etil-karbazola/ AEC)
(dlika 3.36).

Postupak bojenja

Kao $to je vecC istaknuto, u toku postupka imunohistohemijskog bojenja trostepenom
LSAB+ imunohistohemijskom metodom vrsi se demaskiranje antigena, blokiranje endogene
peroksidaze, inkubiranje preseka sa primarnim antitelom, a potom i sa biotiniziranim
imunoglobulinima, streptavidinskim konjugatom sa peroksidazom rena i, konacno, inkubacija
u rastvoru supstrata-hromogena.

Demaskiranje antigena

Demaskiranje antigena primenjeno je nakon uobiCajenog procesa deparafinizacije i
rehidratacije ispitivanih tkivnih preseka. Proces demaskiranja antigena u toku koga su preseci
izlagani kuvanju u 0,01 M rastvoru citratnog pufera pH 6 (Novocastra Epitope Retrival
Solution RE7113, Novocastra, UK) u mikrotalasnoj pec¢nici (700 W), primenjen je pre
nanosenja primarnih antiseruma. Osnovni cilj koji se postize demaskiranjem antigena jeste
obnavljanje  primarne sfericne  konfiguracije  antigena  uklanjanjem  nezeljenih
intramolekul skih veza koje nastaju usled dugotrajne formalinske fiksacije.

Blokiranje endogene peroksidaze

Nakon izvrSene deparafinizacije i postupka demaskiranja antigena, blokirana je
endogena peroksidaza sa 3% vodenim rastvorom H,0O5, 10 minuta na sobnoj temperaturi.

I nkubacija sa primarnim antiserumom

Nakon demaskiranja antigena i blokiranja endogene peroksidaze tkivni preseci su
inkubirani sa odgovaraju¢im primarnim antitelom u vlaznoj komori, na sobnoj temperaturi u
toku jednog sata, izuzev u slucaju bojenja na CGRP, kada su tkivni preseci u primarnom
antiserumu inkubirani preko nocCi na temperaturi frizidera.

Inkubacija sa sekundarnim antiserumom i streptavidinskim konjugatom sa

peroksidazom rena; vizuelizacija reakcije antigen-antitelo

Nakon prethodno opisanih postupaka, tkivni preseci su inkubirani sa anti-misjim, anti-
kozjim i anti-ze€jim imunoglobulinima, 30 min na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u
fosfatnom puferu, preseci su potom inkubirani sa streptavidinskim konjugatom sa
peroksidazom rena, 30 minuta, na sobnoj temperaturi. Kompleks antigen-antitelo
vizuelizovan je primenom rastvora supstrata-hromogena (3,3’-diamino-benzidin
tetrahidrohlorid i H,O,), upotrebom DAB" kita (DAKO Liquid DAB+ Substrate/Chromogen
System, Code No. K3468, Dako, Denmark) u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi. Za
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rastvaranje svih primarnih antiseruma (tabela 3.1) koriscen je komercijalni rastvara¢ (Dako
Antibody diluent, Cat. No. S0809), a za ispiranje u toku razli€itih stepenica u proceduri
imunohistohemijskog bojenja, 0,1 M fosfatni pufer pH 7,4. Na krgju su preseci kontrastirani
Mayer-ovim hematoksilinom i uklapani u vodeni medijum (Aquatex-OC 261903, proizvodac
Merk, Nemacka).

Kontrola specificnosti imunohistohemijske reakcije

Imunohistohemijska bojenja izvrSena su uz kontrolu kvaliteta i specificnosti bojenja
primenom pozitivnih i negativnih kontrolnih postupaka, prema propozicijama UK NEQAS
(engl. UK National External Quality Assessment for Immunocytochemistry) (Rhodes and
Miller, 2002).

Tokom procesa bojenja preparata gangliona, paralelno su bojene i pozitivni i negativni
kontrolni uzorci za potvrdu specificnosti i kvaliteta imunohistohemijske reakcije. Kao
pozitivne kontrole sluZili su uzorci tkiva mozga pacova, i debelog creva i pankreasa Coveka,
jer sigurno sadrzZe ispitivane antigene koje je moguce vizuelizovati primenjenom metodom.
Ovi preseci su tretirani na isti naCin kao i ispitivani tkivni uzorci. Negativnu kontrolu
(kontrola reagenasa) predstavljali su tkivni uzorci na koje je umesto primarnih antitela
aplikovan neimuni serum.

3.6.2. EnVision+/Dual Link System/HRP

Princip metode

Ovo je vrlo jednostavna, dvostepena imunohistohemijska metoda, vrlo visoke
detekcione moci. Ovg sistem se zasniva na polimeru obelezenom HRP, koji je konjugovan sa
sekundarnim antitelom. Sekundarni polimer ne sadrzi ni avidin ni biotin. Po dvadeset
molekula sekundarnih antitela i po sto molekula peroksidaze je konjugovano na jednom
molekulu polimera. S obzirom na ovakvu strukturu sekundarnog sloja ova tehnika
omogucava visestruku amplifikaciju signala i omogucava daleko vece razblazenje antitela

nego kod primene drugih metoda, ukljucujuci i LSAB metodu (slika 3.42).
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Slika 3.42. Dako EnVision+/Dual Link System/ HRP.
,\)’ Prikazan je dvostepeni postupak u toku primene ove
metode. Prva stepenica (a) je inkubacija tkivnih
preseka sa primarnim antitelom. Druga stepenica (b) je
inkubacija sa polimerom obelezenim HRP, koji je

AN
- konjugovan sa sekundarnim antitelom (b).

Postupak bojenjai kontrola specificnosti imunohistohemijske reakcije

Nakon demaskiranja antigena, blokiranje endogene peroksidaze vrsi se sa 3% vodenim
rastvorom vodonik-peroksida koji u sebi sadrzi levamizol, u toku 10 min. Nakon toga se na
tkivne preseke nanosi primarno antitelo i inkubira u toku jednog sata, na sobnoj temperaturi u
vlaznoj komori. Nakon ispiranja, nanosi se obeleZzen polimer i inkubacija traje 30 min.
Konacno, preparati se inkubiraju u rastvoru DAB+, kontrastirgju Mayerovim hematoksilinom
i uklapaju u vodeni medijum.

Kontrola specificnosti imunohistohemijske reakcije vrSena je na identican nacin kao i u
sluCaju primene LSAB+/HRP tehnike.

3.7. Morfometrijske metode ispitivanja gangliona geniculi

Morfometrijske metode podrazumevale su merenja samog gangliona, kao i ganglijskih
Celija i njihovih jedara sa mikroskopskih preparata. Takode odredivan je i broj krvnih sudova
u ganglionu i merene su njihove dimenzije. Sva merenja izvrSena su na mikroskopu Leica
DMSL, uz pomo¢ kamere i softverskog sistema Leica Interactive Measuremments (Leica

Microsystems GmbH, Frangfurt, Germany) (slika 4.38).

3.7.1. Merenje gangliona geniculi
Prilikom merenja gangliona geniculi, sa histoloskih preparata na kojima se nalazio
najveci poprecni presek gangliona, odredivana je njegova povrsina, kao i obim, i duZi i kraci

precnik.
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3.7.2. Odredivanje broja ganglijskih i satelitskih éelija i merenje ganglijskih ¢elija

Na istim tkivnim presecima na kojima su odredivane dimenzije gangliona (tkivni
preseci sa najve¢im poprecnim presekom gangliona), brojane su sve ganglijske Celije prisutne
na preseku, bez obzira da li su presecene preko jedra ili ne. Taj broj na poznatoj povrsini
preseka gangliona, izraZavan je i kao broj ganglijskih ¢elija po mm? povrsine gangliona.

Sto se ti¢e dimenzija ganglijskih éelija i njihovih jedara, ove morfometrijske vrednosti
odredivane su na 100 ganglijskih Celija presecenih kroz jedro i jedarce, kao i satelitskih Celija
koje ih prate, izabranih na 40 vidnih polja uveCanja 20x, sa histoloSkih preparata 20
ispitivanih gangliona geniculi (po dva slucajno izabrana vidna polja po svakom ganglionu).
Odredivan je i broj satelitskih Celija koji okruzuje ganglijske Celije preseCene preko nukleusa
i nukleolusa. Takode, mereni su povrSina, obim i kraci i duzi dijametar ganglijskih celija i
njihovih jedara (slika 3.38).
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Slika 3.38. Prikaz morfometrijske analize ganglijskih ¢elija uz pomoc¢ softverskog sistema
(Leica Interactive Measurements, Leica Microsystems GmbH, Frangfurt, Germany)
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3.7.3. Odredivanje broja SP, CGRP i NF-H imunoreaktivnih ganglijskih celija i

njihovih morfometrijskih karakteristika

Sa preparata obojenih IHH metodama na SP, CGRP i NF-H, odredivani su broj
pozitivnho obojeniih i broj neobojenih Celija na celom preseku gangliona, i izrazavani u
procentima. Obojene Celije svrstavane su u tri grupe — kao slabo obojene, umereno obojene i
jako obojene.

U okviru svakog od ispitivanih peptida — SP, CGRP i NF-H, odreden broj obojenih i
neobojenih Celija peresecenih preko jedra (oko 100 celija), morfometrijski je obradivan (na
nacin kako je to radeno i na preparatima obojenim H&E), da bi se ustanovilo da li postoje
morfometrijske razlike izmedu Celija koje eksprimiraju navedene peptide i onih koje ih ne
eksprimirgju kao i razlike izmedu Celija koje eksprimiraju razlicite peptide.

3.7.4. Odredivanje broja i merenje dimenzije krvnih sudova

Broj krvnih sudova u okviru mikrovaskulature genikulatnog ganglioana odredivan je na
mikroskopskom uveli¢anju x400, na 56 polja merenja sa 12 preparata, veliine polja 341,7
pm x 250,0 um. Takode, brojana su tela ganglijskih Celija na istom uvecanju i u istim
poljima, i ove vrednosti su posluzile da se dobije proseCan odnos ganglijskih Celija prema

krvnim sudovima.

3.8. Semikvantitativna procena veliCine ekstracelularnog (interganglijskog) prostora
kao i prostora koji zauzimaju ganglijske ¢elije

Kod semikvantitativne procena veliCine ekstracelularnog prostora u ganglionu geniculi
primenjen je sledeci sistem bodovanja: 1+ (do 20% povrsine preseka gangliona), 2+ (21-30%
povrsine preseka) i 3+ (30-50% povrsine preseka gangliona).

Istovremeno je procenjivana i povrSina koju zauzimaju ganglijske celije u okviru
svakog ispitivanog gangliona, a sistem bodovanja je bio sledeCi: 1+ (50-70% povrsine
preseka gangliona), 2+ (71-80% povrsSine preseka gangliona) i 3+ (preko 80% povrSine
preseka gangliona).
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3.9. Semikvantitativna procena ekspresije imunohistohemijskih markera i odredivanje
broja ganglijskih Celija u ganglionu geniculi koje eksprimiraju SP, CGRP i NF-H

Imunohistohemijska ekspresija SP, CGRP i NF-H procenjivana je semikvantitativno,

u bod sistemu od: 0 (nema bojenje), 1+ (dabo imunohistohemijsko bojenje), 2+ (umereno

imunohistohemijsko bojenje) i 3+ (jako imunohistohemijsko bojenje).

3.10. StatistiCka obrada rezultata

StatistiCka analiza dobijenih rezultata uradena je u statistickom paketu PrismaPad
4.00. Svi rezultati su izraZzeni kao srednja vrednost £ SD. Minimalni nivo statistiCke
znaCajnosti je ustanovljen na p<0,05. U statistickoj analizi Koristili smo deskriptivne
statistiCke parametre: aritmetiCku sredinu, standardnu devijaciju, standardnu gresku, interval
varijacije i koeficijent varijacije. StatistiCka znaCajnost izmedu ispitivanih eksperimentalnih
grupa odredivana je koriscenjem ANOVA testa, Studentovog t-testa, Robust Tests of Equality
of Means (Welch), Bonferronijevoh testa, Dunettovog T3 testa, Pearsonovog Chi-Square
testa i testa linearne povezanosti. Svi dobijeni rezultati prikazani su tabelarno, graficki ili
putem histiograma.

Sve morfometrijske i stereoloSke analize dobijene kompjuterizovanim programom
(Leica Interactive Measuremments, Leica Microsystems GmbH, Frangfurt, Germany),
obradene su statistickim programom po Kolmogorov-Smirnov testu, gde je homogenost
varijans procenjena F-testom. Studentovim t testom uporedene su srednje vrednosti.

Minimalni nivo statistiCke znacajnosti ustanovljen je na p<0,05.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Mikroanatomske topografske kar akteristije gangliona geniculi

Disekciona morfometrijska studija 10 petroznih delova temporalnih kostiju je pokazala da je
predeo kolenafacijalnog nerva, regija gde smo histohemijskom studijom pokazali dau 19 (95%) od
20 slucajeva postoji kolekcija ganglijskih celija koju oznatavamo kao GG, na 2 (20%) preparata
direktno u kontaktu sa durom. Razlog je nedostatak koStanog pokrivaCa gangliona, odnosno
postojao je proSiren i uveéan zjap kanala velikog petroznog nerva. Analiza mernih karakteristika
rastojanja od GG vrsena je direktnim merenjem na kompletno disekovanim preparatima (slika 4.1).

Slika 4.1. Mikrodisekcioni preparat desnog petroznog dela temporal ne kosti po odsecanju lateralnog dela:
1) ganglion geniculi, 2) labirintni deo facijalnog nerva, 3) timpani¢ni deo facijalnog nerva, 4) n. petrosus
major, 5) foramen a. petrosae, 6) semicanalis m. tensoris tympani, 7) processus cochleariformis, 8) tetiva
miSi¢a zatezaCa bubne opne, 9) caput stapedis, 10) eminentia pyramidalis, vrh, 11) promontorium, 12)
tuba auditiva, 13) a. carotisinterna, 14) foramen stylomastoideum.
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Rezultati naSih merenja prikazani su u tabeli 4.1. Navodimo minimalne, maksimalne i
proseCne vrednosti, kao i standardne varijacije i standardne greSke svih rastojanja koja su bila

predmet merenja.

Tabela4.1. Morfometrijska studija polozaja gangliona genikuli

Rastojanje | Parametar Min. (um) | Max. (um) | X (mm) | SD (£ SE (=
merenja um) Hm)
1. GG-ACI 9117,77 10636,762 | 9867.06 485,26 153,45
2. GG-ProcCoch | 4817,854 | 6067,988 | 5533,95 | 430,07 136
3. GG-CapStap 7173,267 8535,169 7950,18 451,92 142,91
4. GG-NPM 823,132 1697,446 | 1240,93 | 298,39 94,36
5. GG-Prom 7014,729 8215,455 7631,36 399,53 126,34
6. GG-FS 16241,291 | 17471,811 | 16919,9 409,78 129,58
1. GG-EmPyr 7931,65 9362,035 8768,63 485,12 153,41
8. GG-ForAP 4702,539 6308,678 5395,13 516,68 163,39

GG=ganglion geniculi; ACl=a. carotis interna; ProcCoch=processus cochleariformis; CapStap=caput
stapedis; NPM=n. petrosus major; Prom=promontorium; FS=foramen stylomastoi deum;
EmPyr=eminentia pyramidalis, ForAP=foramen a. petrosae

Rastojanje od GG do mesta najkonveksnijeg dela krivine spoljaSnjeg obima petroznog
segmenta unutrasnje karotidne arterije u karotidnom kanalu iznosilo je od 9,12 do 10,64 mm,
prosecno 9,87 mm. Rastojanje od GG do centranog dela vrha kohleariformnog nastavka, na mestu
izlaska tetive miSica zatezaCa bubne opne, bilo je od 4,82 d0 6,07 mm, prosecno 5,53 mm. Distanca
od GG do centralne tacke glave nakovanja varirala je od 7,17 do 8,54 mm, prose¢no 7,95 mm.
Rastojanje od GG do mesta odvajanja velikog petroznog nerva od stabla timpani¢nog dela
facijalnog nerva bilo je od 0,82 do 1,70 mm, prosecno 1,24 mm. Distanca od GG do najispupcCenije
centralne taCke promontorijuma iznosila je od 7,01 do 8,22 mm, prose¢no 7,63 mm. Rastojanje od
GG do stilomastoidnog otvora variralo je od 16,24 do 17,47 mm, prosecno 16,92 mm. Rastojanje od
GG do sredisSnjeg dela vrha piramidalnog uzviSenja na mestu izlaska tetive miSi¢a uzengije bilo je
od 7,93 do 9,36 mm, prosecno 8,77 mm. Rastojanje od GG do ulaznog otvora petrozne arterije u

koStanu piramidu iznosilo je od 4,7 do 6,31 mm, prosecno 5,4 mm.
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4.2. Vaskularizacija gangliona geniculi

4.2.1. Periganglijski krvni sudovi

Ova studija je pokazala da ganglion geniculi (GG) vaskularizuje a. petrosa (AP), koja je
bila prisutna na svim preparatima (100%). Najc¢eSc¢e, u 11 (91,67%) sluCajeva, postojala je samo
jedna arterija namenjena GG, dok smo samo na 1 (8,33%) preparatu uoCili i drugu petroznu

arteriju poreklom iz arterijskog spleta trigeminalnog gangliona (slike 4.1 4.2).

Slika 4.2. Pogled odozgo na desni petrozni deo Slika 4.3. Petrozna arterija (strelice) poreklom iz
temporalne kosti: 1) trigeminalni ganglion, 2) arterije trigeminalnog gangliona (1), kao i AMM
AMM, 3) AP koja prati n. petrosus major (4), do (2) koja daje svoju AP (3) prati n. petrosus major
njegovog hijatusa (5), 6) dura delimi¢no uklonjena (4) i daje grancicu za njega (5) (tus-Zelatin).
(tus-zelatin).

AP je uvek polazila od stabla AMM, na naSim preparatima normalno razvijene,
neposredno po njenom ulasku kroz spinozni otvor u srednju lobanjsku jamu. Merenja su
pokazala da je spoljasnji precnik AMM varirao od 0,5 do 1,9 mm, i da je prosecno iznosio 1,3
mm. Mesto odvaganja AP od intrakranijalnog segmenta AMM je bilo uvek neposredno iznad
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foramena spinosuma, upolje od n. petrosusa minorai majora, kao i od trigeminalnog gangliona
(dike4.2i 4.3).

AP je mala arterija spoljasnjeg dijametra 0,29-0,56 (prosecno 0,44 mm), dok je njen
unutrasnji precnik iznosio 0,11-0,52 ( prosecno 0,24 mm) (tabela 4.2). Po odvgjanju od AMM,
AP se pruzala unazad i nesto upolje, pod ostrim uglom na n. petrosus major (NPM). Precnici
NPM su iznosili od 0,20 mm do 0,44 mm (prosecno, 0,31 mm). AP je najceSc¢e, u 10 sluCajeva
(83,3%), prilazila proksimalnom delu NPM, neposredno ispred njegovog hijatusa (slika 4.3). U
tim slu€ajevima najkrace rastojanje od pocetnog dela arterije do distalnog segmenta nerva
prosecno je iznosilo 3,6 mm (2,6-4,4 mm) (tabela 4.2). Zavrsni deo ili Cak veCi deo arterije
ponekad je pod durom bio prekriven i tananom koStanom plo¢icom. Na 2 (16,7%) preparata AP
je prilaziladistalnom delu NPM, u blizini trigeminalnog gangliona (slika 4.2). U tim sluCajevima
arterijaje pratilamali petrozni nerv i ulazila kroz njegov hijatus u Supljinu facijalnog kanala. AP
je prosecno bila duga 17,1 mm (od 12,4 do 25,9) (tabela 4.2).

Na jednom preparatu (8,33%) postojale su dve petrozne arterije. Jedna je bila tipicnog
poreklaiz AMM i prilazila je prokssmalnom delu NPM. Druga petrozna arterija je polazila iz
trigeminalnog vaskularnog spleta, od trigeminalne arterije takode poreklom iz AMM. Opisana
trigemialna arterija pruzala se duz posterolateralnog dela trigeminalnog gangliona i od nje se
odvajaa petrozna grana. Ova petrozna grana se pruzala duz NPM i davala male grane kako za

nerv tako i za genikulatni ganglion (slika4.3).

Tabela4.2. Morfometrijska studija petrozne arterije.

Broj arterija | Spoljasnji preCnik Unutradnji precnik DuZina Rastojanje do NPM
(prosecno) (prose¢no), mm (prose¢no), mm (prose¢no), mm (prose¢no), mm
1-2 0,29-0,56 0,11-0,52 12,4-25,9 2,6-4,4
(1.1) (0,44) (0,24) (17,3) (36)

AP je, bez obzira na poreklo ili naCin pristupanja stablu NPM, njegovom proksimalnom
ili distalnom delu, uvek davala 1 do 3 grancCice (prosecno 1,6) namenjene vaskularizaciji nerva
(Slika 4.4.). Na samom nervu arterijske grancCice su bile usmerene prema njegovom distalnom i
prema proksimalnom kraju. Njihovi spoljasnji precnici su iznosili od 0,012 do 0,052 mm

(prosec¢no 0,024 mm, odnosno 24 um).
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4.2.2. Intraganglijska vaskularna mreza

Pracenjem zavrSnog segmenta petrozne arterije ustanovili smo da u 25% sluCajeva
arterija na svom putu ka genikulatnom ganglionu ulazi u facijalni kanal kroz hiatus canalis nervi
petrosi majoris prateCi NPM. Medutim, na vecini preparata (75%) AP je prolazila kroz poseban
kostani otvorci¢ na krovu bubne duplje, koji se nalazio anterolateralno u odnosu na ganglion. U
svim sluCajevima svaka AP se pruzala ispod ili neposredno upolje od samog gangliona, a zatim
je nastavljala duz timpani¢nog segmenta facijalnog nerva.

Ova istrazivanja su pokazala da je AP u neposrednoj blizini genikulatnog gangliona daje
1 grancicu u 1 slucaju (8,33%), 2 arterijice na 9 preparata (75%) ili 3 suda na 2 piramide
(16,67%), namenjene vaskularizaciji samog gangliona (slika 5.3). Merenjem smo ustanovili
spoljasnje precnike ovih grancica, od 0,018 mm do 0,056 mm (prose¢no 0,029 mm). Ubrzo po
odvajanju od stabla petrozne arterije ove arterijice su se granade i formirale arterijsku mrezu na

povrsini gangliona iz koje su polazili sudovi za samo tkivo gangliona (slike 4.41 4.5).

Slika 4.4. Dve granCice (1) petrozne arterije (2) Slika 4.5. PovrSinska vaskularna mreZa geniku-

vaskulariziu genikulatni ganglion (3), 4) n. latnog gangliona (1) nastaje od grancice (2) leve

petrosus major (tus-Zelatin). AP (3), 4 NPM, 5) facijalni nerv, 6) otvoren
unutrasnji slusni hodnik (tus-Zelatin).

79



Prilikom proucavanja intraganglijskih sudova koris¢enjem mikroskopa, prvo su analizirani
histoloski preparati obojenih trihromnom metodom po Massonu, ¢ime je bilo moguce lako uociti

brojne manjei ve€e krvne sudove ispunjene eritrocitima (slike 4.6 4.7).

Slika 4.7. Veée uveéenje preparata sa prethodne
nerva, n. intermediusa (2) i GG (3). Krvni sudovi slike, 1) GG, 2) facijalni nerv, 3) veci krvni sudovi
sSu ispunjeni eritrocitima (trihromno bojenje po ispunjeni eritrocitima (trihromno bojenje po
Massonu). Massonu).

Medutim, tek je imunohistohemijska (IHH) metoda bojenja na marker endotelnih celija
CD34 pokazala svo bogatstvo vaskularne mreze intraganglijskih sudova (slike 4.8 i 4.9). Mali
krvni sudovi, kapilari i prekapilari, pruzali su se duz i oko malih grupa ganglijskih Celija. Samo
kapilari su posebno okruzivali svaku ganglijsku Celiju. Krvni sudovi su sporadi¢no pokazivali
lokalna prosirenja. Na histoloskim preparatima obojenim IHH na CD34 sprovedena su, na natin
opisan u poglavlju “Materijal i metode”, morfometrijska istrazivanja koja su pokazala da je u
intraganglijskoj vaskularnoj mreZi prosetan broj krvnih sudova 99,8/85.425 um? a proragunat

prose¢an broj krvnih sudova na mm? povrsine gangliona iznosi 1168,28 (od 1018 do 1674).
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Njihov precnik se kretao od 5,47 pum do 8,71 um (prosecno 6,84+0,56, SE=0,056). Svaka
ganglijska celija, na nivou preseka kroz jedro gde je najSira, okruzena je prosecno sa 3,6
mikrosudova (tabela 4.3).

Slika 4.8. Mikrovaskularna mreZa genikulatnog Slika 4.9. Mikrovaskularna mreZa genikulatnog

gangliona na srednjem uvecanju (x200, IHH gangliona na veéem uveéanju. Vide se brojne gang-

CD34). lijske Celije okruZene satelitskim Celijama i kapila-
rna mreZa oko njih (x400, IHH CD34).

Tabela4.3. Morfometrijska studijaintraganglijske vaskularizacije.

Mikrosudovi gangliona
Broj arterijaza ganglion Spoljas.r}n preCnik pol J.e merenl a341,7x 250,(3 Hm anglii skg
frekvenca (%) arterija v(um) Broj (prose€no) Precnik (um) | celije: r_vn|
(prosecno) u polju izrazeno na (X+SD) sudovi
merenja mm?
1 2 3
1 9 2 18-56 87-143 1.018-1.674 5,47-8,71 27,4: 99,8
29 99,8 1.168,28 6,84+0,56 1:3,6
833) | (75 | (1667) (29) (99.8) ( ) ( )
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4.3. MorfolosSke karakteristike gangliona geniculi

4.3.1. Polozaj, izgled i veliCina gangliona
Svih 20 ispitivanih gaangliona bili su lokalizovani na tipicnom mestu, neposredno pre

kolena n. facialisa, osim jednog koji je imao 15 ostrvaca Celija u labirintnom delu facijalisa,

znaCi neposredno pre kolena.
4.10a

Slike 4.10 i 4.11. Izgled na popre€nom preseku tipi¢nog trouglastog jednakostrani¢nog gangliona
geniculi (4.10a i 4.10b) i zaobljenog trouglastog gangliona (4.11a i 4.11b). Trihromno bojenje po
Massonu sa anilin-plavim (4.10) i bojenje naretikulinska vlakna po Gordon-Sweetu (4.11).

Sto se ti¢e oblika gangliona geniculi na preseku, najveci broj gangliona je bio trouglast —
14/20 (70%), zatim su po ucestalosti sledili ovalni ganglioni — 5/20 (25%), dok je samo jedan
ganglion (5%) bio sastavljen od grupica razbacanih ganglijskih celija u labirintnom delu
facijalisa (sike 4.10-4.13). Trouglasti ganglioni imali su izgled slican jednakostrani¢nim ili
jednakokrakim trouglovima (6/20; 30%) ili su bili “zaobljeno” trouglasti (8/20, 40%).
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Slike4.12i 4.13. Izgled “ovalnih” gangliona na popre¢nom preseku. Bojenje po Weigert-Van Giesonu za
elasti¢na vlakna i vezivo (4.12), i bojenje Mayerovim hematoksilinom (4.13).

Tabela4.4. Merne karakteristike genikulatnih gangliona

X (mm) SD (£ nm) SE (+mm) Min (mm) Max (nm)
R2 910,008 125,67 28,83 704,761 1076,128
R1 1187,957 139,4 31,98 1048,420 1548,570
RX 1048,983 91,54 21,00 915,788 1297,776
Obim 4094,286 685,14 157,18 3183,690 5923,146
X (mm?) SD(+mm? | SE(xmm?) | Min(mm? | Max (mm?)
Povrsina | 648066,112 25182,97 1126,00 418964,214 | 926303,344

Merne karakteristike gangliona geniculi prikazane su u tabeli 4.4. Prosecna vrednost
duZeg precnika gangliona iznosila je 1187,957+31,98 um (X+SE) (od 1048,420 do1548, 570),
krac¢eg 910,008+28,83 um (od 704,761 do 1076,128), kod je povrSina preseka gangliona iznosila
648,066,112+1126 um (od 418964 do 926303).
4094,286+157,18 um (od 3183,690 do 5923,146). Pojednostavljeno, precnik gangliona geniculi

ProseCan obim gangliona bio je
je oko 1 mm, a njegova povrsina preseka ispod 1 mm?, dok je obim gangliona oko 4 mm.

4.3.2. HistoloSka organizacija gangliona genikuli
Pazljivi pregled preparata obojenih hematoksilin-eozinom i razliCitim histohemijskim

metodama bojenja, omogucio je detaljan uvid u histoloSku organizaciju genikulatnog gangliona.
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Slike 4.14-4.17. Slike prikazuju razli€itu Sirinu intercelularnog prostora u ganglionu geniculi — intercelu-
larni prostor zauzima izmedu 31 i 50% (gore levo), od 21-30% (gore desno), i manje od 20% povrsine
preseka gangliona (dole). IHH na NF200kDa (gore levo), trihromsko bojenje po Massonu sa anilinskim
plavim (gore desno), bojenje po Van Gisonu na elasti¢na vlakna i vezivo (dole).
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Slike 4.18 i 4.19. Gustina kapilarne mreZe (4.18) i nervnih vlakana (4.19) u prostoru izmedu ganglijskih
¢elija gangliona geniculi. IHH na CD34 (4.18) i bojenje po Bielschowskom na neurofibrile (4.19).

T T i o b =
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Slike 4.20-4.22. Prostori izmedu ganglijskih ¢éelija
ispunjeni su kolagenim (4.20) i retikularnim vlakni-
ma koja u okviru vezivnih omotaca nervnih vlaka-
na 4.21) ulaze u ganglion geniculi; retikularna
vlakna su u vidu neznog prstena okruzuju svaku
gan-glijsku celiju (spolja od satelitskih celija)
(4.22).

Trihromsko bojenje sa anilinskim plavim (4.20),
bojenje na retikularna vlakna po Gordonu i Sweetu
(4.21i 4.22).

Tabela4.5. Velicina intercelularnog prostora u ganglionu geniculi

Intercelularni prostor na popre¢nom preseku — bod sistem (% povrsine)

1 2 3
(do 20%) (od 21%-30%) (od 31-50%)
Ganglion geniculi: 2 (10%) 2 (10%) 16 (80%)
broj (%)

Genikulatni ganglion Cine ganglijske Celije i njihova “kapsula”, koju izgraduju satelitske

Celije. Koli€inska zastupljenost intercelularnog prostora u okviru gangliona geniculi prikazana

je u tabeli 4.5. 1z rezultata prikazanih u tabeli se vidi da u najveCem broju ispitivanih gangliona

, 80%) intercelularni prostori zauzimaju ¢ak 31-50% povrsinskog preseka gangliona (dike
(16/20, 80%) i lularni i imaju Cak 31-50% Sinsk esek li (slik

4.14 i 4.15), a u daleko manjem broju sluCajeva taj prostor je manji i zauzima povrsinu do 30%
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preseka gangliona, (6/20; 20%). Logicno je da se ovi poslednji ganglioni veoma celularni i da se
odlikuju gusto zbijenim ganglijskim Celijama (slike 4.16 i 4.17)

Prostor izmedu ganglijskih celija ispunjen je gustom mikrovaskularnom/kapilarnom
mrezom (slika 4.18) i snopovima nervnih vlakana (slika 4.19) i njihovih vezivnih omotaca, u
kojima dominirgju kolagenai retikularna vliakna (slike 4.20 i 4.21), dok elasti¢nih vlakana nema.
Retikularna vlakna pored toga Sto su sastavni deo endo- i perineurijuma, u vidu neznog prstena

okruzuju svaku ganglijsku celiju (slika 4.22).

4.3.3. Citoloske karakteristike ganglijskih celija

Najveci broj gangliona ima umerenu celularnost, izrazenu semikvantitativnom procenom
kroz povrsinu od 50-70% ukupne povrsine preseka gangliona geniculi. Ganglioni sa najve¢om
¢elijskom gustinom, u kojima ganglijske Celije zauzimaju preko 80% njihove povrSine su retki i
Cine samo 10% svih ispitivanih gangliona (3/20); isti procenat se odnosi i na celularne ganglione
u kojima ganglijske Celije zauzimaju 70-80% povrSine preseka gangliona (3/20; 10%).

U skladu sa uoCenom razlikom u celularnosti, procenjenoj semikvantitativno, precizno
brojanje svih ganglijskih ¢elija na povrsini najveceg preseka svakog od 20 ispitivanih gangliona
pokazalo je da se tg broj kretao od 87 do 244 (prosecno 160,86 =+ 38,18). ProseCna vrednost
broja éelija izrazena na mm? povrsine preseka gangliona geniculi iznosila 244,4 + 57,85 (od 128
do 343).

Ganglijske ¢elije u okviru gangliona genikuli upakovane su u vidu celijskih klastera u
lamelarnom aranZmanu. Taj aranzman lako se uoCavao na razliitim histohemijskim bojenjima
preparata gangliona geniculi (slike 4.23-4.25). Lamele Cine klasteri od 3-5 do nekoliko desetina
¢elija. Na preparatima su se medu celijskim klasterima lako uoCavale tamne i svetle Celije (slike

4.261 4.27), razlicitih veliCina, sa nasumicnim rasporedom u okviru klastera.

Tabela4.5. Semikvantitativna procena celularnosti gangliona geniculi.

Ganglijske celije na poprecnom preseku — bod sistem (% povrsine)
1 2 3
(50-70%) (71-80%) (preko 80%)
Ganglion geniculi: broj (%) 16/20 (80%) 3/20 (10%) 3/20 (10%)
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Slike 4.23-4-25. Na svim sdlikama uoCava se
lamelarni aranZman ganglijskih celija u ganglionu
geniculi. U lamelama se nalaze éelijski Klasteri u
kojima se nalazi i do nekoliko desetina Celija.
Bojenje po Weigert-Van Giesonu za elasti¢na
vlakna i vezivo (4.23), bojenje po Bielschowskom
za neurofibrile (4.24) i bojenje hematoksilin-
eozinom (4.25).

Slika4.26. Vide se tamne i svetle Celije sa jedrima,
razlicite veliCine i nepravilnog rasporeda.Bojenje sa
H&E.

Slika4.27. Vide se tamne i svetle Celije sa jedrima,
razliCite veliCine i nepravilnog rasporeda. Bojenje
po Kluver-Barrera.
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Slike 4.28-4.30. U ganglijskim ¢elijama, na prepa
ratima obojenim metodom Kluver-Barrera, jasno se
uoCava Nisdova tigroidna supstanca (4.28). Na
dlici 4.29 vide se dve ganglijske ¢elije sa nukleusi-
ma pozitivnim na NeuN i citoplazmom u kojoj se
uocavaju lipofuscinske granule (IHH naNeuN). Na
dlici 4.30 vide se vakuolizovane ganglijske celije, a
u Celiji presecenoj u nivou jedra i vakuolizovano
jedro (Mayerov hematoksilin).

Vazna citoloSka odlika ganglijskih ¢elija gangliona geniculi je izrazena Nisslova supstanca
(slika 4.28), kao i Cinjenica da ove Celije izuzetno retko u svojoj citoplazmi pohranjuju lipofuscin
— u dva slu¢aja od 20 ispitivanih gangliona (10%) (slika 4.29). Vakuolizacija citoplazme i jedara
ganglijskih Celija uoCena je u trecini ispitivanih gangliona (6/20, 30%) (slika 4.30).

Sto se tice morfolodkih osobina ganglijskih ¢elija i njihovih mernih osobina, one su
prikazane u tabelama 4.7 do 4.9.

Ganglijske cCelije su pretezno elipsoidnog oblika. Prosecni dijemetar je 34,21+0,69 um
(X£SE), sa rasponom vrednosti od 17,740 do 49,113 um. ProseCni duZi dijametar ganglijske
Celije je 37,02+£0,79 um (od 19,842 do 57,374 um), a kraci 31,39+0,68 um (od 15,637 do 43,884
um). Prose&na povrsina ganglijskih éelija je 944,84+36,93 um? (od 243,696 do 1894,372 um?)
(tabela4.7).
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Tabela4.6. Prikaz broja ganglijskih ¢elija kod svih 20 ispitivanih gangliona geniculi.

Genikulatni ganglioni Povrsina gangliona o Broj ¢elija na mm®
(najveci presek) (Hm2) i) G e Preseh povrsine gangliona
1. 635624,094 145 228
2. 633547,646 202 319
3. 531880,324 146 247
4, 646571,134 221 342
5. 678614,804 114 168
6. 667520,752 130 195
7. 656930,718 168 256
8. 650963,711 153 235
9. 801649,697 195 243
10. 548758,747 148 270
11. 777921,504 181 233
12. 681470,596 87 128
13. 505256,036 116 230
14. 661496,305 150 228
15. 670605,961 137 204
16. 926303,344 174 188
17. 508794,44 161 316
18. 647836,805 199 307
19. 710611,400 244 343
20. 418964,214 146 208
X£SD (SE) 648,066,112+25182,97 160,85+38,18 (8,54) 244,4+57,85 (12,94)

Tabela4.7. Merne karakteristike tela genikulatnih ganglijskih Celija.

Ganglijske celije, tela X SD SE Min M ax
(N=100) (Lm) (um) (um) (um) (Lm)
R2 31,39 6,84 0,68 15,637 48,884
R1 37,02 7,86 0,79 19,842 57,374
RX 34,21 6,91 0,69 17,740 49,113
Obim 108,09 21,85 2,19 56,122 | 154,293
X (um?) SD SE Min M ax
@m?) | @m’) | @md) [ (m?)
Povrsina 944,84 369,28 36,93 243,696 | 1894,372
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Tabela 4.8. Klasifikacija genikulatnih ganglijskih celija u odnosu na prosecni dijametar i broj

satelitskih Celija koje ih okruzuju.

Ganglijske éelije (GC) Satelitske celije (SC)
Broj GC (%) u odnosu na njihovu veli¢inu Broj SC na najvecéem| Broj slojeva
(N=100) preseku neurona: Celija (%)
male srednje velike min-max
(15-30 um) (31-40um) | (41-50 um) (X £ D) 1 2
33 51 16 4-11 @) ©
(33) (51) (16) (6,55 + 1,58)
Tabela4.9. Merne karakteristike jedara genikulatnih ganglijskih éelija.
Ganglijske celije, jedra X SD SE Min M ax
(100) pm pm pm pm pm
R2 10,56 1,62 0,16 7,278 14,800
R1 11,59 1,75 0,18 7,921 16,208
RX 11,08 1,65 0,17 7,887 15,504
Obim 34,86 5,19 0,52 24,779 48,756
X (um?) h) SE Min M ax
um? um? | (um?) (um?)
Povrsina 98,21 294 2,94 48,857 188,391

Ukoliko se ganglijske Celije, u odnosu na prosecni dijametar, klasifikuju u male, srednje
i velike, pokazano je da najveci broj pripada srednjevelikim celijama sa dijametrom od 31-40
um (51/100: 51%), a potom slede male Celije sa dijametrom od 15-30 um (33/100; 33%) i na
kraju velike Celije dijametra od 41-50 um (16/100; 16%). ProseCan broj satelitskih Celija koje
prate ganglijske celije je 6,55+1,58 (od 4-11), i one su u najveCem broju slu€ajeva
rasporedenje u jednom koncentricnom sloju (95/100; 95%), a samo u dva slu€aja u ovim
istraZivanjima ganglijske celije su bile rasporedene u dva koncentri¢na sloja oko tela neurona
(5%) (tabela 4.8).
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Jedra ganglijskih Celija takode su bila elipsoidnog oblika, sa prose¢nim dijametrom od
11,07£0,18 um (X+£SE) (raspon od 7,877 um do 15,504 um). Duzi dijametar iznosio je
11,59+0,18 pum (7,921 do 16,208 um) a kraci 10,56+0,16 um (7,278 do 14,800 um). Prosecna
povriina jedara ganglijskih karakteristika iznosila je 98,21+2,94 um? (X+SE) (48,870 do
188,391 um?). Jedar su bila heterohromatinskai obavezno sadrzala jedarca (slike 4.31 i 4.32).

Slika 4.31. Vidi se nekoliko Ccelija sa Slika 4.32. Vidi se nekoliko Celija sa euhromatskim
euhromatskim jedrima i istaknutim jedarcima U jedrima i istaknutim jedarcima (bojenja po Kluver-
vidnom polju samo jedna tamna ganglijska Barrera).

¢elija ima euhromatsko jedro (IHH, NeuN).

4.3.4. Akcesorne ganglijske ¢elije

U seriji od 20 gangliona obuhvacenih ovom studijom, samo jedan ganglion geniculi bio
je sastavljen od gaglijskih celija organizovanih u klasi€nom ganglionu geniculi lokalizovanom u
kolenu facijalnog nerva (slika 4.33a,b), Takode, jedan ganglion iz ove serije bio je sastavljen od
grupica ganglijskih Celija razbacanih u labirintnom delu facijalisa. Ostali ganglioni — 18/20
(90%), imali su akcesorne ganglijske Celije razbacane u meatusnom delu (u n. intermediusu) —M

deo, i/ili u petroznom delu zivca (n. petrosusu majoru) —P deo.
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Slika 4.33a,b. Uzorak gangliona geniculi, na malom (levo) i srednjem uveli¢anju (desno), koji nije imao
akcesorne Celije duz n. intermediusa i/ili n. petrosusa majora. (H&E)

SO0 it = S - t , = = _—

Slika 4.34ab. Uzorak gangliona geniculi (levo) sa klasterima akcesornih celija duz n.
intermediusa (desno). (H& E)
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Slika 4.35a,b,c i d. Uzorak gangliona genoculi sa akcesornim ¢elijama u n. intermediusu (gore

levo i desno, dole levo) i n. petrosusu majoru (dole desno) (IHH bojenje na NF-H)

U najvecem broju naSih uzoraka, pored postojanja gangliona geniculi u kolenu facijalnog
nerva, akcesorne ganglijske Celije nalazile su se istovremeno u n. intermediusu — u 13/18 (72%)
sluCajeva (slika 4.34a,b), dok su se preostali sluCajevi odnosili na prisustvo akcesornih
ganglijskih Celija i u n. intermediusu i u n. petrosusu majoru (5/18, 28%) (slika4.35a,b,c,d).

Sto se tice broja akcesornih ganglijskih ¢elija on se, u seriji obuhvaéenoj ovom studijom,
kretao od 1 do 67 Celija po uzorku (slike 4.36a,b i 4.37a,b). ZapaZzeno je da je broj akcesornih
Celija, ukoliko se radilo o ganglionima koji su imali akcesorne Celije i u n. intermediusu i u n.

petrosusu majoru, bio veci u n. intermedijusu u odnosu na n. petrosus major.
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Slike 4.36a,b i 4.37a,b. Na slikama se vide dva razli€ita uzorka gangliona geniculi u kojima pored
klasi¢nog gangliona (levo gore i levo dole), postoje i pojedinatne (desno gore) ili mnogobrojne (desno
dole) ganglijske celije duz n. intermediusa. (IHH bojenje na CGRP, slike gore; H& E, slike dole)

-*<-'Mm\~»,
N

\\\... B .

\\h.

Slike 4.38 i 4.39. Manjl (levo) i vedi (desno) klasteri ganglijskih éelija duz n. mtermedlum dva razI|C|ta
uzorka gangliona geniculi. (Kluver-Barrera, levo; H& E, desno).
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Kod gangliona koji su imali akcesorne Celije u n. intermediusu, postojao je reciprocan
odnos broja ganglijskih Celija na povrsini preseka gangliona i onih duz n. intermediusa (slike
4.36 i 4.37). Celije u n. intermediusu su bile organizovane u klastere, a klasteri su brojali od
nekoliko do nekoliko desetina Celija (slike 4.38 i 4.39). Na osnovu deskriptivne analize, bez
primene morfometrije, zapazeno je da su klastere Cinile pretezno male ganglijske Celije.

B W P
SO

Sto se ti¢e imunohistohemijske analize akcesornih ganglijskih ¢elija, zapazeno je da su
one eksprimirale na sli¢an nacin markere kao i ganglijske Celije samog gangliona geniculi (slike
4.40 do 4.43), ali zbog malog broja Celija smatrali smo da morfometrijska analiza ne bi bila
verodostojna. Posebno isti¢emo da su akcesorne Celije eksprimirale NF-H, SPi CGRP.
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4.4A. Ekspresija u ganglionu geniculi pan-neuronskih markera

Primena pan-neuronskih markera — PGP9.5, NSE, S-100 proteina i Sy (ukljucujudi i

NF-H, o kome ce biti reCi u slede¢em odeljku), pokazala je da se ovi markeri eksprimiraju u

oko 85-90% ganglijskih cCelija. Intenzitet imunohistohemijske reakcije je pretezno jak i nema

bitnih razlika izmedu ekspresije pojedinih od ovih markera (slike 4.14-4.17 iz poglavlja

Materija i metode). Interesantno je da smo u ovoj studiji primenili i bojenje sa NeuN (slike

4441 4.45) i dasu ti rezultati pokazali da samo 3/20 gangliona (15%) pokazuje bojenje na

ovaj jedarni protein neurona, pri ¢emu se u obojenim ganglionima boji samo manja

populacija ganglijskih Celija (od 20 do 50%).

T N e
- S ’| ; s

= i ¥
SERS 5 Eree
e : » .?-ﬁ-" -

Slike4.44abi 4.4

Sy

5a,b.

m uzorku mozga pacova (gore levo hipokampusi

Pl

gore desno veliki mozak) i uzorku gangliona geniculi (srednje uveli¢anje levo i veliko uveli¢anje
desno). Vidi sejedarna ekspresija ovog proteina. (IHH)
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4.4B. Ekspresija u ganglionu geniculi neurofilamentnog proteina velike molekulske
tezine (NF-H)

Analiza ekspresije NF-H u ganglijskim celijama gangliona geniculi pokazala je da
91% cCelija eksprimiraovg protein citoskeletai daje distribucija IR-Celija ravnomerna unutar
procene slabe, umerene i izrazite IR (oko 30% Celija u svakoj podgrupi). Ukupni skor
imunoreaktivnosti zaNF-H iznosi 178+85,5 (tabela4.11).

Tabela4.10. Distribucija NF-H-IR ganglijskih ¢elija u zavisnosti od intenziteta IHH reakcije*

ukupni bez IR I R-Celije
broj (%) broj (%) 1+ 2+ 3+ ukupno Skor IR**
broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)
NF-H-IR 101+27,4 | 10+10,2 20+7,3 334149 30+21,6 92+32,6 1784855
ganglijske celije (100%) (9%) (28%) (33%) (30%) (91%)

*Analiza je uradena na uzorku od 12 gangliona geniculi.

**Skor je dobijan tako Sto su sve celije na svakom od uzoraka semikvantitativnom analizom
razvrstavane u Cetiri ranga — bez-IR (0), slabo IR (1+), umereno-IR (2+) i izrazito-IR (3+) Celije, pa je
potom broj-IR ¢elija u okviru svakog ranga pomnoZen sa datim bodom (0, 1, 2 ili 3); sabiranjem
ovako dobijenih proizvoda odreden je ukupni skor imunoreaktivnosti za svaki od ispitivanih peptida;
sve vrednosti su prikazane kao X+SD.

Prikaz vrednosti duzeg, kraceg i prosecnog dijametra u okviru podgrupa celija bez IR
(-), Celija sa blagom (+), umerenom (++) i jakom (+++) imunoloskom reakcijom dat je na
grafikonima4.1a, bi c. Prikaz vrednosti obima Celija i njihove povrSine unutar svake od Cetiri
navedene podgrupe dat je na grafikonima 4.2 i 4.3. Analizirano je ukupno 89 Ccelija

preseCenih preko jedrai jedarceta, po svim navedenim parametrima.

Na osnovu andlize varijanse (ANOVA) utvrdeno je da postoji visoko statistiCki

znaCajna razlika izmedu ove Cetiri grupe Celija po svim analiziranim obelezjima.
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Tabela4.11. Merne karakteristike Celija koje ne eksprimiraju NF-H i Celija koje eksprimiraju

ovg filament u vidu slabe, umereneili jake IHH reakcije

Imunoreakcija N Mean Std. devijacija  Median  Minimum Maximum
- 8 39,4623 10,29581 41,3915 25,05 55,01
+ 26 32,8960 5,31026 33,5040 21,26 42,92
rl ++ 35 35,0830 6,81379 35,3130 21,34 49,74
+++ 20 40,8160 8,74910 38,5990 29,16 61,20
Totd 89 36,1261 7,77395 34,8460 21,26 61,20
- 8 33,6859 537779 35,7670 24,08 40,69
+ 26 29,5465 5,61111 29,3730 19,97 45,76
r2 ++ 35 29,5816 5,25432 30,0380 18,14 39,98
+++ 20 38,3727 6,70358 38,5160 25,22 51,18
Tota 89 31,9158 6,72309 31,2750 18,14 51,18
- 8 36,5740 6,92440 37,3345 25,69 45,15
+ 26 31,2212 4,86811 31,7020 21,63 41,85
rx ++ 35 32,3323 5,38202 31,7890 21,07 41,12
+++ 20 39,5944 6,70664 37,6400 27,63 52,98
Tota 89 34,0209 6,52317 33,0040 21,07 52,98
- 8 1063,5790 377,23446 1081,9140 516,14  1524,96
+ 26  768,9140 223,49684  782,9290 365,43  1363,83
PovrSina ++ 35 831,0533 264,53378  776,2900 341,93 131361
+++ 20 1251,9016 427,93097 1105,7860 595,92  2151,60
Tota 89 928,3741 358,90928  853,3470 341,93 2151,60
- 8 115,9054 22,24429  118,0885 80,85 145,19
+ 26 98,1330 14,97069  100,1355 68,17 132,06
Obim ++ 35 102,2828 17,13794  101,5900 66,65 131,41
+++ 20 125,0273 21,15266  119,6270 87,09 168,44
Totd 89  107,4061 20,64212  103,7510 66,65 168,44
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Grafikon 4.1a,b i c. Dijametri NF+ i NF- ganglijskih celija
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Grafikon 4.2. Obimi ganglijskih Celija koje eksprimiraju i koje ne eksprimiraju NF-H
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Grafikon 4.3. PovrSine ganglijskih Celija koje eksprimiraju i koje ne eksprimiraju NF-H
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Robust tests of equality of means, Wellsh: 7.538, p<0,01

Analizama naknadnih poredenja primenom Bonferonijevog testa i Dunettovog T3
testa, utvrdeno je izmedu kojih grupa postoji statistiCki znaCajna razlika (tabele 4.11ai b).
Celije koje su izrazito eksprimirale NF-H imale su statisti¢ki znacajno veéi dijametar, obim i
povrSinu u odnosu na Celije koje su umereno eksprimirale NF-H i u odnosu na Celije koje su
bile slabo IR.
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Tabela 4.12ab. Multiplo poredenje vrednosti r2, rx i obima ganglijskih celija NF-H" i NF-H’
primenom Bonferonijevog testai Dunnetovog T3 testa.

Bonferroni
Dependent Variable (1) Imunoreakcija (J) NF-H imunoreakcija
- + ++ +++
Sig. Sig. Sig. Sig.
- ,462 424 321
i + ,462 1,000 ,000
++ 424 1,000 ,000
+++ ,321 ,000 ,000
- ,136 ,367 1,000
Rx + ,136 1,000 ,000
++ ,367 1,000 ,000
+++ 1,000 ,000 ,000
- ,100 ,341 1,000
: + ,100 1,000 ,000
Obim - 341 1,000 000
+++ 1,000 ,000 ,000
Dunnett T3
Dependent Variable () Imunoreakcija (J) Imunoreakcija
- + ++ +++
Sig. Sig. Sig. Sig.
- ,469 ,812 1,000
1 + ,469 ,648 ,007
++ ,812 ,648 ,093
+++ 1,000 ,007 ,093
- ,293 ,512 ,816
Povrii + ,293 ,899 ,001
visina -+ 512 899 003
+++ ,816 ,001 ,003

Tipicni izgled gangliona obojenog IHH tehnikom na NF-H prikazan je na slikama

4.46aibi 4.47.
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Slike 4.46a i b. Tipuican izgled gangliona geniculi primenom IHH bojenje na NF-H, na malom (a) i
srednjem uveli¢anju (b). Zapaziti priblizno slican odnos u broju slabo, umereno i izrazito obojenih
Celija.

Slika 4.47. lzgled ganglijskih Celija
obojenih na NF-H. Vide se ne obojene i
obojene  cCelije  (raz-li¢itog intenziteta
bojenja).

4.5. Ekspresija glavnih nociceptivnih peptida - SPi CGRP

45.1. Supstanca P

BrojCana zastupljenost SP i CGRP-IR celija u ganglionu geniculi prikazana je u tabeli
4.12. Supstanca P bila je eksprimirana ¢ak u 70% Ccelija gangliona geniculi prisutnih na
poprec¢nom preseku gangliona, dok 30% celija nije eksprimiralo ovaj neuropeptid (slike 4.48 i
4.49). Sto se tice intenziteta IHH reakcije, najveci broj obojenih ¢elija pokazivao je slabu IR
(42%), dok su umerenai izrazita IR bile prisutne u podjednakom broju obojenih Celija (14%)
(dike4.50i 4.51).
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Tabela4.13. Zastupljenost SP-IR i CGRP-IR celija u ganglionu geniculi*

Neuropeptid- | ukupni bez IR IR-Celije
produkujuce | broj (%) broj (%) 1+ 2+ 3+ ukupno IR
Celije broj (%) broj (%) broj (%) broj (%)

CGRP-IR 81,5+38,3 | 31+31,01 26,6+18,41 | 12,88+8,82 9,756 49,25+25,66
ganglijske (100%) (38%) (34%) (16%) (12%) (62%)
celije

*Analize su radene na uzorku od 8 gangliona geniculi, gde su dva sukcesivna preseka svakog
gangliona bojena IHH na SP i CGRP, a Celije su analizirane na celom preseku.

Slika 4.48. Tipican izgled gangliona geniculi Slika4.49. Kontrolni uzorak tkiva kolona sa mijente-
obojenog na SP (IHH). ricnim ganglijama koje izrazito eksprimiraju SP
(IHH).
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Slika4.50. SP-IR ganglijske ¢elije. Zapaziti dasu  Slika4.51. Celije gangliona geniculi koje

u vidnom polju sve €elije IR — slabo, umerenoili  eksprimi-raju SP i éelije koje je ne eksprimiraju.

izrazito. (IHH) Vide se ne-obojene i obojene Celije sa umerenom
i slabom IR.

Ukupan proracunati skor IR za supstancu P, na osnovu semikvantitativne analize
obojenih uzoraka genikulatnog gangliona, iznosio je 91,5+56,41 (tabela 4.11).

Tabela4.14. Ukupni skor-imunoreaktivnosti SP i CGRP u ganglijskim ¢elijama gangliona geniculi*

Skor imunoreaktivnosti) ganglijskih celija (X+SD

91,5+56,41 81,62+40,45

*Skor je dobijan tako Sto su sve cCelije na svakom od uzoraka semikvantitativnom analizom
razvrstavane u Cetiri ranga — bez-IR (0), slabo IR (1+), umereno-IR (2+) i izrazito-IR (3+) ¢elije, pa je
potom broj-IR Celija u okviru svakog ranga pomnoZen sa datim bodom (0, 1, 2 ili 3); sabiranjem
ovako dobijenih proizvoda odreden je ukupni skor imunoreaktivnosti za svaki od ispitivanih peptida
koji je prikazan kao X+SD (za 8 andiziranih uzoraka).

Merne karakteristike ¢elija gangliona geniculi koje eksprimiraju i koje ne
eksprimiraju SP prikazane su u tabeli 4.13. Statisticka analiza je pokazala visoko statisticki
znacajne razlike po svim ispitivanim parametrima (grafikoni 4.4 do 4.6; tabela 4.14).
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Tabela4.15. Merne karakteristike Celija gangliona geniculi koje eksprimirgju i koje ne eksprimirgju SP

Imunoreakcija N Mean Std. Median  Minimum Maximum
devijacija
- 50 40,0742 8,69379 39,3955 27,46 65,13
rl + 51 31,2095 4,91917 31,3850 21,92 45,35
Tota 101 35,5979 8,30509 34,4030 21,92 65,13
- 50 32,5699 6,61841 31,9750 16,82 48,54
r2 + 51 25,5768 3,91922 24,9720 18,80 35,06
Tota 101 29,0387 6,44132 27,9420 16,82 48,54
- 50 36,3221 7,07047 35,8000 22,14 53,39
rx + 51 28,3931 4,02657 28,6130 21,21 37,88
Tota 101 32,3184 6,96242 30,5850 21,21 53,39
- 50 1056,1232  400,87585 999,0560 362,84 2129,99
Povrsina + 51 636,6721 180,36859 639,8750 350,07 1083,42
Total 101 844,3212  373,40383 730,4990 350,07 2129,99
- 50 115,0456 22,62579  113,2095 71,54 171,72
Obim + 51 89,8075 12,80876 90,2080 66,92 121,30
Total 101 102,3016 22,21923 96,7790 66,92 171,72
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Grafikon 4.4a,b,c. Dijametri SP+ i SP- ganglijskih Celija
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Grafikon 4.5. Obimi ganglijskih celija koje Grafikon 4.6. Povrsine ganglijskih celija koje
ekspri-mirgju i koje ne eksprimiraju SP. eks-primirgju i koje ne eksprimirgju SP.

t-test for equality of means

t Sig. (2-tailed) Tabela 4.16. StatistiCka analiza mernih
rl -6,290 ,000 parametara ganglijskih Celija koje ekspri-
r2 -6,445 ,000 mirgu SP i koje ne eksprimirgju SP, na
rx -6,907 ,000 osnovu Studentovog t-testa
Povrsina -6,758 ,000
Obim -6,880 ,000

Ukupno je analizirana 50 ¢elija koja ne eksprimiraju SP i 51 Celija koja eksprimira
ova neuropeptid. Analizirane su samo Celije preseCene u nivou jedra i jedarceta. StatistiCka
analiza je pokazala da su ganglijske Celije koje eksprimiraju SP, u proseku znacajno manje
po dijametru, obimu i povrsSini u odnosu na ganglijske Celije koje ne eksprimiraju SP (sika
4.52).
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Slika 4.52. Sp+ i SP- Celije u ganglionu geniculi. Zapaziti da su éelije koje eksprimiraju SP manje po
pre€niku, obimu i povrSini od ¢elija koje ne eksprimiraju ovaj neuropeptid. (IHH)

Poredenje malih, srednjih i velikih SP+ i SP- Celija, pokazuje da postoje visoke
statisticki znaCajne razlike u distribuciji imunoreaktivnosti (tabele 4.15 i 4.16; grafikon 4.7).
Ove analize su bile u skladu sa prethodno prikazanim prosecnim vrednostima veli€ine, obima
i povrSine ganglijskih Celija, i potvrdile su da su SP+ cCelije pripadale srednjim i malim
ganglijskim celijama, dok su SP- ¢elije bile distribuirane u Celijama razli€itim po veli¢inama,
ali da je u okviru te populacije bilo znacajno uceS¢e srednjih Celija.

Tabela4.17. Distribucija SP-IR u okviru malih, srednjih i velikih ganglijskih ¢elija.

Vdicina ¢elija Total
mala srednja velika

Count 12 24 14 50
SP- ) % within 24,0% 48,0% 28,0% 100,0%
imunoreakcija N Count 40 11 0 51

% within 78,4% 21,6% 0,0% 100,0%

Count 52 35 14 101
ukupno .-

% within 51,5% 34,7% 13,9% 100,0%
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Grafikon 4.7. Graficki prikaz distribucije SP-IR u okviru malih, srednjih i velikih ganglijskih celija.

Value Asymp. Sig.  Tabela 4.18. Statisticka analiza distri-
(2-sided) bucije SP-IR u okviru malih, srednjih i

Pearson Chi-Square 33,899° ,000 velikih ganglijskih ¢elija, na osnovu
Linear-by-Linear Association 33,181 ,000 Chi-Square testova (Pearsonovog i
a. 0 cells (0,0%) have expected count lessthan 5. The testalinearne asocijacije)

minimum expected count is 6,93.

45.2. CGRP

Brojcana zustupljenost CGRP-IR éelija u ganglionu geniculi prikazana je u prethodno
datoj tabeli 4.12. CGRP se eksprimirao u 62% celija, dok 38% celija nije eksprimiralo ovaj
neuropeptid (slika 4.53ai b). Sto se tice intenziteta IHH reakcije, najveci broj obojenih éelija
pokazivao je dlabu IR (34%), umerenu imonearkivnost je ispolilo (16%), aizrazitu ngmanji
procenat Celija (12%).

Merne karakteristike Celija gangliona geniculi koje eksprimiraju i koje ne
eksprimirgju SP prikazane su u tabeli 4.17. Andlizirana je ukupno 171 Celija presecena
preko jedrai jedarceta— 71 negativna éelija i 100 pozitivnih Celija.
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Slika 4.53a i b. Tipican izgled gangliona geniculi na malom (a, levo) i srednjem (b, desno) uveli¢anju
obojenog na CGRP. Vide se neobojene éelije kao i obojene Celije sa razliCitim stepenom ekspresije
imunoreaktivnosti. (IHH)

Tabela4.19. Merne karakteristike ¢elija gangliona geniculi koje eksprimiragju i koje ne eksprimiraju

CGRP.

IR N Mean Std. devijacija Median Minimum Maximum

- 71 39,4152 5,87838 38,9620 28,08 53,06
rl + 100 36,4040 7,29882 36,1965 21,17 53,61

Tota 171 37,6543 6,88962 37,5970 21,17 53,61

- 71 32,6445 5,79044 32,0350 20,77 49,75
r2 + 100 31,5785 6,63345 31,2410 18,30 49,95

Totd 171 32,0211 6,30149 31,2870 18,30 49,95

- 71 36,0299 5,15309 34,7760 25,88 51,41
rx + 100 33,9912 6,61786 33,7800 20,58 51,65

Totd 171 34,8377 6,11997 34,0920 20,58 51,65

- 71 1021,9836  309,51473 945,1810 522,14 2073,23
PovrSina  + 100  933,1687 362,59137 888,4025 331,28 2092,99

Tota 171 970,0451 343,41923 907,2430 331,28 2092,99

- 71 113,7713 16,40508 109,6680 81,59 161,58
Obim + 100  107,2744 20,79910 106,4795 64,76 162,35

Tota 171 109,9719 19,31459 107,2460 64,76 162,35
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Grafikon 4.8a,b,c. Dijametri CGRP+ i CGRP- ganglijskih celija
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Grafikon 4.9. Obimi ganglijskih Celija koje
ekspri-miraju i koje ne eksprimiraju CGRP.

t-test for Equality of Means

t Sig. (2-tailed)
ri -2,982 ,003
r2 -1,091 277
rx -2,170 ,031
Povrsina -1,675 ,096
Obim -2,192 ,030
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Grafikon 4.10. Povrsine ganglijskih ¢elija koje
eks-primirgju i koje ne eksprimiraju CGRP.

Tabela 4.20. StatistiCka analiza mernih
parametara ganglijskih Celija koje eksprimirgju
CGRP i koje ne eksprimirgju ova] neuropeptid,
na osnovu Studentovog t-testa

Tabela4.21. Digtribucija CGRP-IR u okviru malih, srednjih i velikih ganglijskih éelija

Veli¢inaganglijskih Celija Ukupno
mala srednja velika

broj 10 51 10 71
CGRP- ) uceSce u % 14,1% 71,8% 14,1% 100,0%

Imunoreakcija N broj 29 57 14 100
uceSce u % 29,0% 57,0% 14,0% 100,0%

broj 39 108 24 171

Ukupno _

ucesce u % 22,8% 63,2% 14,0% 100,0%
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Tabela4.22. StatistiCka analiza distribucije CGRP-IR u okviru malih, srednjih i velikih ganglijskih
¢elija, na osnovu Chi-Sguare testova.

Yilicra
e
Wi

Asymp. Sig. (2- P
Value sided) -
Pearson Chi-Square 5 496° 064
Linear-by-Linear
Association 2,575 ,109

0,

a.  0cdls(0,0%) have expected count lessthan 5.
The minimum expected count is 9,96.

UL

Imunersakeija

Grafikon 4.11. Graficki prikaz distribucije CGRP-
IR u okviru malih, srednjih i velikih ganglijskih
Celija.

StatistiCka analiza je pokazala da izmedu CGRP+ i CGPR- cCelija nema razlike u
njihovoj povrsini, ali da su CGRP+ Celija imale manji dijametar (veci i prosecni) od CGRP-
Celija.

Poredenje malih, srednjih i velikih CGRP+ i CGRP- Celija, pokazuje da nema
statistiCki znacajne razlike u distribuciji CGRP-IR (tabele 4.16 i 4.17). Naime, i CGRP+ i
CGRP- celije klasifikovane su u slicnom procentu kao male, srednje i velike, a bilo je

generalno najvise srednjevelikih ¢elija u obe podgrupe (grafikon 4.11).

45.3. Poredenje SP i CGRP-imunopozitivnih ¢elija

Na tabeli 4.18. i grafikonima 4.12, 4.13, i 4.14, dat je uporedni prikaz mernih
parametara SP+ i CGRP+ Celija gangliona geniculi. StatistiCka obrada rezultata pokazala je
da su CGRP+ Celije statistiCki znacajno vece od SP+ Celija u pogledu dijametra, obima i
povrsine.

Na sukcesivnim tkivnim presecima gangliona geniculi, obojenim IHH tehnikama na SP
i CGRP, Cesto se mogla zapaziti kolokalizacija oba neuropeptida u istoj ganglijskoj Celiji
(dike 4.56 i 4.57), di i ekspresija SP i CGRP u razl€icitim ganglijskim Celijama (slike 4.58 i
4.59).
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Tabela4.23. Uporedni prikaz mernih parametara SP+ i CGRP+ Celija gangliona geniculi

Grupa N Mean  Std. Deviation Median Minimum Maximum
CGRP 54 33,7518 6,50179 33,1930 21,82 51,43
rl SP 51 31,2095 4,91917 31,3850 21,92 45,35
Total 105 32,5170 5,89974 32,5420 21,82 51,43
CGRP 54 28,8571 6,54640 28,3110 18,30 48,54
r2 SP 51 25,5768 3,91922 24,9720 18,80 35,06
Total 105 27,2638 5,65138 26,2610 18,30 48,54
CGRP 54 31,3045 6,36562 30,9120 20,58 49,99
rx SP 51 28,3931 4,02657 28,6130 21,21 37,88
Total 105 29,8904 5,563016 29,3030 20,58 49,99
CGRP 54 794,6244  330,65293  742,5920 331,28 1960,79
PovrSina SP 51 636,6721  180,36859 639,8750 350,07 1083,42
Tota 105 717,9047  278,65711 664,0600 331,28 1960,79
CGRP 54 98,7602 19,92773 97,8505 64,76 157,10
Obim SP 51 89,8075 12,80876 90,2080 66,92 121,30
Total 105 94,4117 17,36279 92,6030 64,76 157,10

50+

40

30

20

Grupa
|_Leend
[ sp

Grafikon 4.12. Poredenje SP+ i CGRP+ Celija genikulatnog gangliona u odnosu na precnike Celija.
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Grafikon 4.13. Poredenje obima SP+ i CGRP+ Grafikon 4.14. Poredenje povrsina SP+ i CGRP+
Celija u ganglionu geniculi. Celija u ganglionu geniculi.
t-test
t p vrednost

r1 2,250 027 Tabela4.24. Testiranje znaCajnosti razlike
2 3135 002 mernih parametara SP+ i CGRP+ ganglijskih
x 2817 006 ¢elija, na osnovu Stidentovog t-testa.izmedu
Povrsina 3,061 ,003
Obim 2,754 ,007

Slike 4.56 i 4.57. Na dlici saleve strane prikazan je preparat gangliona geniculi obojen IHH na SP, a
nadici desnoisti preparat obojen na sukcesivnom preseku na CGRP. Strelice pokazuju neke od Celija
u kojima ova dva peptida kolokaliziraju. (IHH)
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Slike 4.58. i 4.59. Nadlici saleve strane prikazan je preparat gangliona geniculi obojen IHH na SP, a
na slici desno isti preparat obojen na sukcesivnom preseku na CGRP. Strelice pokazuju neke od Celija
u kojima ova dva peptida ne kolokalizirgju. (IHH)

4.6. Ekspresija drugih neuropeptida — VIP-a, NPY | somatostatina

Primenom imunohistohemijskih metoda bojenja nije pokazana ekspresija VIP-a, NPY
niti somatostatina u ganglijskim celijama gangliona geniculi, dok su kontrolni uzorci
pokazivali VIP-IR (slike 4.60i 4.61).

u kolonu ¢oveka. (IHH) antitelom na VIP u toku primene IHH tehnike.
(IHH)

Takode, u ganglijskim Celijama nije pokazana ekspresija NPY (slike 4.551 4.56), kao
ni somatostatina (slike 4.57 i 4.58), dok su se ovi peptidi bojili u kontrolnim uzorcimatkiva
Coveka.
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Slika 4.62. NPY+ neuron u velikom mozgu
pacova, na kontrolnom uzorku. (IHH)

Slika 4.63. Hanglijske celije genikulatnog
gangliona nisu se bojile sa antitedlom na NPY.
(IHH)
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Slika 4.64. Kontrolni uzorak kolona ¢oveka sa
obojenim  enteroendokrinim ¢éelijama  koje
produkuju somatostatin (strelice). (IHH)

Slika 4.65. Genglijske ¢elije genikularnog gangiona
nisu se bojile sa antitelom na somatostatin. (IHH)

4.7. Indirektna procena ekspresije u ganglionu geniculi neurotransmitera — aktivnost
acetilholin-ester aze (AchE), tirozin-hidroksilazei glutation-sintetaze

Ganglijske celije nisu eksprimirale AchE (dike 3.31 i 3.33 iz poglavlja Materijal i

metode), glutamin-sintetazu (slika 3.30 iz poglavlja Materijal i metode), kao ni tirozin-

hidroksilazu (dlike 3.34-3.36) na preparatrima bojenim IHH metodama primenom antitela na

ove enzime. Na taj naCin smo zakljucili da ganglijske Celije ne sintetiSu acetil-holin

(procenjeno na osnovu izostanka bojenja na AchE), GABU (izostanakl ekspresije glutamin-

sintetaze) niti dopamin i noradrenalin (izostanak ekspresije tirozin-hidrojksilaze).

117



Slike 4.66-4.68. MreZza dopaminergickih i
0 D noradre-nergickih nervnih vlakana u velikom
S e LR e s s, 0 mozgu pacova (levo, gore) i nervni fascikulusi u

[ 4 T [

GQ“ \ ‘\’; kapsuli  pankreasa Coveka (desno, gore).

! B WM .. P . .. .
25 518 Ganglijske celije se nisu bojile na tirozin-

hidtoksilazu (slika dole). (IHH)

¥ B

wibb i
4.8. Ekspresija parvalbumina u ganglionu geniculi

Za razliku od kontrolnih uzoraka mozga u kojima se uocavala izrazita ekspresija
parvalbumina u neuronima velikog mozga pacova, u ganglijaskim celijama genikulatnog

gangl ionaova protein se ni je eksprl mirao (slike 4.69i 4.70).
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Slika 4.69. Parvalbumin u neuronimavelikog Slika 4.70. Ganglijske ¢éelije se nisu bojile na
mozga pavova. (IHH) parvalbumin. (IHH)
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4.9. Ekspresija Nurra-1 u ganglijskim ¢elijama gangliona geniculi

Transkripcioni faktor Nurr-1 eksprimirao se u ganglijskim celijama gangliona geniculi
difuzno, u skoro svim ganglijskim celijama, a intenzitet IHH rekacije bio je snazan/umeren
(slike 4.71i 4.72). Ekspresija je bila predominantno u citoplazmi ganglijskih Celija.

Ekspresija Nurr-1 u moz izrazita citoplatzmatska
kontrolnom uzorku. (IHH) ekspresija Nurr-1 u ganglijskim ¢éelijama geniku-
latnog gangliona. (IHH)

4.10. Mastociti u ganglionu geniculi

Mastociti u ganglionu geniculi u interganglisjkim prostorima, su bili uobicajena pojava
u vecini ispitivanih gangliona u ovoj stuidiji (slika 4.73).
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": * ‘; o 'L_,-q‘ 3;' L « @4 | imuno-histohemijskim  bojenjem  na
|y ,.-;_.'--’, PR * o filiky g; « | CD117/c-kit. (IHH)
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- nih vlakana u samom facijalnom nervu (dole).
---'“-ﬂ_ (IHH, CD117/c-kit)

Osim u samom ganglionu, mastociti su se u znacajnom broju nalazili i u adventiciji
krvnih sudova u vezivnom omotacu n. facuialisa, kao i izmedu nervnih vlakana u samom
Ziveu (sike 4.74-4.76).
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5.  DISKUSIJA

Ganglion geniculi sadrzi kolekciju neurona Ciji aksoni, tj. centralni produzeci, formiraju
intrakranijalno nervus intermedius koji je u sastavu VII kranijalnog Zivca (nervusa facialisa)
(Toulgoat et al., 2013). Periferni produzeci ganglijskih neurona ulaze u sastav pojedinih
ogranaka facijalnog Zivca.

Nervus intermedius (VI bis) pronaden je joS daleke 1563. godine, ali je detaljnije opisan
tek u 18. veku od strane Heinricha Augusta Wrisberga. Ovaj nemacki anatom ga je oznacio kao
pars media, jer zivac zauzima sredisnji polozaj izmedu n. facialisa i n. vestibulo-cochlearisa.
Zahvaljujuci radu ovog anatoma, nastao je za n. intermedius eponimni naziv ,,Vrisbergov Zivac"
(Tubbs et al., 2013).

Nervus intermedijus anatomski se opisuje u smeru od mozdanog stabla ka petroznom delu
temporalne kosti. Zivac nastaje u cisternai cerebellopontinai nakon izlaska iz ponsa zajedno sa
facijalnim i vestibulokohlearnim Zivcima, u blizini najlateralnijeg dela pontomedularnog spoja i
ventrokaudal nog dela pedunculusa cerebellarisa mediusa. Zivac je najée3¢e kompaktan, a retko
izlazi pomocu tri ili Cetiri korenCi¢a, U vecini sluCajeva, Zivac se pruza paralelno sa VII
kranijalnim nervom, ali uz VIII nerv. U 20% sluCaeva potpuno je spojen s vestibularnim
zivcem. Ovaj cisternalni deo nervusa intermedijusa ubrzo prolazi kroz porus acusticus internusii
postaje meatalni segment. Zivac se u meatusu nalazi izmedu n. facialisa i n. vestibularisa
superiora, u neposrednoj blizini donjeg vestibularnog Zivca i a, labyrinthi ili auditivae internae,
Ovde zapocinje i prikljucivanje n. intermediusa facijalnom zivcu (Rhoton et al., 1968a).

Nakon prolaska kroz introitus n. facialis na dnu ovog hodnika, zapocinje labirintni segment
zivca koji se nalazi u poCetnom delu canalisa facialisa. Ovaj segment Zivca, koji nastavlje
horizontalno, i to perpendikularno na uzduznu osovinu piramide, dug je 2,25-3 mm (Ge and
Spector, 1981). Snopici intermedijusnog Zivca ovde su u sastavu glavnog stabla facijalisa (Tubbs
et al., 2013). Cim napuste glavno stablo, ostatak n. facialisa pravi koleno, a zatim nastavlja put
kao timpanicni i mastoidni segment. Osim odnosa s facijalnim Zivcem i ograncima a. auditivae
internae, labirintni deo nervusa intermedijusa je u bliskom odnosu i sa cochleaom i pocetnim
delom vestibuluma unutrasnjeg uha i, naravno, sa svojim kolenastim ganglionom. Duzina
nervusa intermedijusa od gangliona do mozdanog stabla iznosi prosecno 20 mm (Rhoton et al.,
1968a).

Sam ganglion geniculi lezi u nivou prvog kolena facijalnog Zivca, tj. ispred njegovog
temena (Hall et al., 1969; Doboz, 1975; Ge and Spector, 1982; Captier et al., 2005; Tubbs et
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al., 2013). Ganglion ponekad zahvata i sam labirintni segment Zivca. U retkim slucajevima
(12%) ganglijske Celije nalaze se pretezno u meatusu acusticusu internusu (Rupa et al., 1992).
Ganglion lezi neposredno iznad baze cochleae, ispred vestibuluma i medijalno od recessusa
epitympanicusa (Hall et al., 1969). Spomenuti topografski odnosi gangliona imaju veliki znacaj
u neurohirurgiji i operativnoj otologiji (Carpirt et al., 2005; Tubbs et al., 2013). Ganglion je,
prakticno, u kontaktu s najveCim intrapetroznim ogrankom facijalisa, nervusom petrosusom
majorom, koji se upravo tu odvaja od facijalnog Zivca, a zatim napusta facijalni kanal prolazedi
kroz hiatusi sulcus n. petrosi majoris, U blizini se nalazi i n. petrosus minor. Izmedu gangliona i
cavitasa tympani ponekad ne postoje koStana ploCica, te je on u kontaktu samo sa sluznicom
bubne duplje. MoZe da izostane i koStana ploCica iznad gangliona (Rhoton et al., 1968b; Ge and
Spector, 1982). Inace, opisano je da ganglion ima uglavnom ovalan oblik i precnik svega
nekoliko milimetara (Ge and Spector, 1982).

Sto se tiCe vaskularizacije facijalisa i gangliona geniculi, zapazeno je nekoliko izvora.
Tako, meatusni segment i naredni (labirintni) segment n.facialisa, sa prikljuenim n.
intermediusom, snabdevaju granCice a. auditivae internae, koja se najceSée odvaja od a.-e
cerebelli inferior anterior. Timpanicni segment i sam genikulatni ganglion ishranjuju ogranci
ramusa petrosusa iz a. meningeae mediae (Rhotan et al., 1968a; El-Klouhli et al., 2008, Zaidi et
al., 2008). Mastoidni segment facijalnog Zivca dobija ogranke od a. stylomastoideae. Zbog
velikog klinickog znaCaja vaskularizacije facijalnog zivca i gangliona, savremena radiologija
omogucila je merenje protoka krvi kroz spomenute sudove primenom laserskog dopler-
floumetra.

Navedena petrozna grana odvaja se, kako je spomenuto, od a. meningeae mediae, najcesce
do 10 mm iznad foramena spinosuma (Rhotan et al., 1968a). Pruza se ispod dure mater srednje
lobanjske jame, ali moze i ispod povrSinskog kostanog dela piramide slepoocCne kosti. Daje grane
za ganglion geniculi i za timpanicni deo facijalisa. Oko ovog dela facijalisai samog gangliona
formira se vaskularna mreza. Mreza je mnogo razvijenija u ganglionu nego u Zivcu (Ge and
Spector, 1982).

InaCe, nervus intermedijus u Citavom toku formiraju aferentna i eferentna vlakna.
Aferentna vlakna intermedijusa predstavljaju centralne produzetke aksona ganglijskih neurona.
Prema tome, ona polaze iz gangliona geniculi i zavrSavaju se u mozdanom stablu. Ova nervna
vlakna jesu dvostrukog karaktera: somatosenzornog (kozna vlakna) i gustativnog (za prenos
senzacija ukusa).

Periferna somatosenzorna vlakna pruzaju se od odgovarajucih delova koZze glave do

ganglijskih neurona, Cije periferne produZetke i predstavljaju. Ona polaze iz koZe auriculae, odn.
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njene conchae, retroaurikularnog (mastoidnog) predela i jednog dela meatusa acusticusa
externusa, a izgleda i iz manjih polja sluznice nazofarinska i membrane tympani. Centralni
delovi somatosenzornih vlakana formirgju n. intermedius, tj. pruzaju se od njegovog gangliona
do mozdanog stabla. Nakon ulaska u pons vlakna se zavrSavaju u nucleusu tractusu spinalisu
nervi trigemini (Tubbs et al., 2013).

Gustativna vlakna takode predstavljaju periferne produzetke ganglijskih neurona. PruZaju
se od receptorskin Celija u gustativnim papilama prednje dve trerCine jezika (papillae
fungiformes i foliatae), odakle se prikljuCuju nervusu lingualisu iz mandibularnog zivca. U
gornjem zadnjem delu fossae infratemporalis ova vlakna napustaju spomenuti Zivac i, u vidu
chordae tympani, ulaze u bubnu duplju prelazeci zatim preko unutraSnje strane bubne opne.
Potom ulaze u mastoidni segment nervusa facialisa i pruzaju se kroz njega do svog genikulatnog
gangliona. Gustativna vlakna prenose pet osnovnih modaliteta Cula ukusa: slano, slatko, kiselo,
gorko i umami.

Centralni produzeci gustativnih neurona takode prolaze kroz nervus intermedijus. Najveci
broj ovih vlakana zavrSava se u rostralnom delu nucleusa tractus solitarii, koji zbog toga i nos
naziv nucleus gustatorius (Carpenter, 1991). Ova vlakna ulaze u sastav ascendentnog sistema,
sve do nivoa gustativnih podrucja korteksa velikog mozga. Manji broj vlakana formira sinapse u
drugim delovima istog jedra, kao i u retikularnoj formaciji medule oblongate, te Cine deo
refleksnih krugova za razne oralne motorne aktivnosti.

Eferentna parasimpaticka vlakna nervusa intermedijusa predstavljgu aksone
preganglijskih parasimpatickih neurona smeStenih u pontinskom jedru nucleus salivatorius
superior (Carpenter, 1991; Tubbs et al., 2013). Preganglijski aksoni izlaze iz ponsa u sastavu n.
intermediusa, pomo¢u kojeg ulaze u labirintni segment facijalnog Zivca. Ovde nastaju dva
glavna snopa koja formiraju dve intrapetrozne grane facijalnog zivca: veliki petrozni zivac i
hordu timpani.

Nervus petrosus major napusta facijalni kanal u predelu kolena, tj. u neposrednoj blizini
gangliona geniculi. Ovde izlazi na povrSinu prednje strane piramide temporalne kosti, gde se
pruza duz svog kanala (sulcus n. petros majoris). Napusta intrakranijalni prostor kroz foramen
lacerum, odakle nastavlja napred prema ulazu u canalis pterygoideus. Ovde formira, zajedno s
postganglijskim simpatickim Zivcem (n. petrous profundus), n. canalis pterygoide.
Preganglijska parasimpatiCka vlakna n. petrosusa majora formirgu singpse sa ganglijskim
¢elijama u ganglionu pterygopalatinumu istoimene lobanjske jame. Postganglijska vlakna izlaze
iz ovog gangliona i prelaze, duz nervi pterygopalatini, u nervus maxillaris, pa ubrzo u n.

zygomaticus, nn. nasales posteriores superiores i nn. palatini. Vlakna iz n. zygomaticusa
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formiraju u orbiti spojnicu sa suznim Zivcem, tj, ramus communicans nervi zygomatici cum
nervo lacrimali. Duz n. lacrimalisa iz oftalmiCke grane trigeminusa postganglijska vlakna dolaze
do suzne zlezde i obezbeduju njenu sekretornu inervaciju. S druge strane, postganglijski aksoni u
sastavu spomenutih nazalnih nerava inervisu zlezde nosne sluznice. Najzad, vlakna u sastavu
palatinskih nerava inerviSu nepCane pljuvacne Zlezde. Uz ova vlakna pruza se i izvestan broj
gustativnih aksona iz mekog nepca koji se zavrSavaju u genikulathom ganglionu (Koga and
Bradley., 2000).

Chorda tympani, tj. njen eferentni deo, nastaje od preganglijskih parasimpatickih vlakana
u samom facijalnom Zivcu. Ova vlakna izlaze iz mastoidnog segmenta Zivca, pruzaju se po
unutradnjoj strani bubne opne i izlaze iz cavum tympani kroz fissuru petrotympanicu. Ulaze u
gornje-zadnji deo fossae infratemporalis i prikljuCuju se nervusu lingualisu iz mandibularne
grane trigeminusa. Vlakna napustaju donji deo jezi¢nog zivca i ulaze u ganglion submandibulare
i sublinguale. Postganglijska vlakna iz ovih gangliona inervisu istoimene Zlezde, tj. glandullau
submandibularisi sublingualis, kao i male pljuvacne Zlezde (Tubbs et al., 2013; Toulgoat €t al.,
2013).

Na osnovu do sada izlozenih Cinjenica, jasno je da produzeci neurona u ganglionu geniculi
pripadagu samo senzornom sistemu, tj. somatosenzornim vlaknima, koja su poznata i pod
nazivom opSta somatska aferentna (GSA) vlakna, i gustativnim vlaknima koja su oznacena i kao
specificna somatska aferentna (SSA) vlakna (Carpenter, 1991). Kako je spomenuto, periferni
delovi ovih vlakana formiraju ogranke facijalnog zivca, u kojima su zastupljeni u razliCitom
broju (Gacek, 1998). NajveCi broj senzornih i parasimpatickih vlakana nalazi se u chordi
tympani (50%), a manji broj u n. petrosusu majoru (20%) i ramusu auricularisu posterioru
(21%). Preostala vlakna jesu motornog tipa, te se nalaze u granama za mimicnu muskulaturu
(8%) i zan. stapediusu (1%). Centralni produzeci aferentnih vlakana, zajedno s preganglijskim
parasimpatiCkim aksonima, formiraju nervus intermedius. | periferni i centralni produZeci jesu
ogranci ganglijskih celija.

Ova studija obuhvatila je proucavanje kako mikroanatomskog topografskog polozaja
gangliona genikuli, njegove cirkulacije, histoloSke grade i citoloSkih osobina njegovih
ganglijskih Celija, tako i kompleksno ispitivanje imunofenotipa ganglijskih celija u pogledu

ekspresije pan-neuronskih markerai neuropeptidai neurotransmitera.
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HirurSka anatomija i odnosi genikulatnog gangliona sa okolnim strukturama su od
izuzetnog znacaja u hirurgiji bubne duplje i sadrZaja unutradnjeg slusnog hodnika (Miller et al.,
2003; Ulug et al., 2005a; Lee et al., 2006; Todd et al., 2006). Disekcione analize odnosa GG sa
mernim podacima su retke i nepotpune (Ulug, 2009). Hirurski pristup kroz srednju lobanjsku
jamu se koristi u mnogim stanjima, a vezano za strukture koje smo mi proucavali kod
vestibularne neurektomije, dekompresije facijalnog nerva, intrakanalikularnih tumora, kao Sto su
neurom kohlearisaili neurom facijalisaili holesteatom petroznog dela temporalne kosti (Ulug et
al., 2005b, 2006). Koris¢enje odgovarajucih anatomskih orijentacionih taCaka je presudno za
pouzdano izvodenje ovih vrlo zahtevnih hirurSkih zahvata gde nema prostora za gresku jer cilj
ove hirurgije nije samo uklanjanje tumora vec¢ i ocuvanje sluha (Chopra et al., 2003; Lan et al.,
2010).

Cesto spominjana struktura koja moZe da posluzi kao orijentacijona tatka za
identifikovanje poloZaja unutrasnjeg slusnog hodnika je GG. Linija postavljena pod pravim
uglom na gornju ivicu petroznog dela temporalne kosti koja prolazi kroz GG pokazuje poloZaj
unutradnjeg slusnog hodnika. Ovo istrazivanje pokazuje da je bezbedna zona, bez oSteéenja puZza,
za pristup elementima unutrasnjeg slusnog hodnika oko 10 mm upolje od GG i kolena facijalnog
nerva (Lan et al., 2010). Kao dobar putokaz za pronalaZzenje pozicije GG tokom operacije je
veliki petrozni nerv koji pouzdano vodi ka ganglionu. NaSe istraZzivanje je pokazalo da je
distanca od mesta odvajanja velikog petroznog nerva od stabla timpanicnog dela facijalnog nerva
do GG prosecno bila 1,24 mm. Ovaj nalaz ukazuje da bi praéenjem velikog petroznog nerva do
mesta njegovog nastanka i dodavanjem oko 11,5 mm upolje perpendikularno na pravac pruzanja
nerva, hirurg dobio mesto pocCetka zone bezbednog rada na uklanjanju krova unutrasnjeg slusnog
hodnika.

Processus cochleariformis je u literaturi najceS¢ée spominjana struktura koja je po otvaranju
bubne duplje od velike pomoci i manje iskusnim hirurzima. Rastojanje od ovog nastavka do
mesta nastanka velikog petroznog nerva Ulug navodi da je prosecno 5,84 mm (Ulug, 2009). Nasi
rezultati govore da je rastojanje od GG do centranog dela vrha kohleariformnog nastavka
prosecno bilo 5,53 mm. Rezultati su vrlo slicni pogotovo ako uzmemo u obzir da su sva merenja
na naSem materijalu obavljena uz koriS¢enje preciznog kompjuterskog softvera, za razliku od
navedenog autora koji je koristio ru¢ni merac.

Timpani¢ni segment facijalnog nerva, veliki petrozni nerv, kohlea i vestibulum su
paralelne strukture i mogu se koristiti za medusobno pozicioniranje. Todd navodi da je rastojanje
od gornjeg dela promontorijuma do pocetka velikog petroznog Zivca 1,8 do 2,8 mm, a do GG 2
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do 32 mm (Todd, 2007). Mi smo kao deo naSih analiza merili rastojanje od sredine
promontorijuma do GG, koje je iznosilo prosecno 7,63 mm, Sto je pribliZno navedenim
rezultatima imajuci u vidu da je sam promontorijum veli¢ine oko 5 mm.

Pitanje pukotina i defekata krova koStane loze genikulatnog gangliona je prisutno u
opisima ove strukture. Mi smo ovakvu varijaciju uocili u 20% gangliona. Na velikoj seriji od 365
CT snimaka grupa autora je dehiscenciju kostane loZe uocila u 14,5% slucajeva (Isaacson et al.,
2007). Nalaz je u saglasnosti sa incidencom postojanja ove pojave od 15%, koju su opisali drugi
autori (Rhoton et al., 1992).

GG se nalazi neposredno ispred prvog kolena facijalnog nerva, gde labirintni prelazi u
timpanicni deo. Dok je labirintni segment facijalnog nerva vaskularizovan granama a. labyrinthi,
granom a. cerebelli inferior anterior, mastoidni segment dobija stilomastoidnu granu iz a.
auricularis posterior ili a. occipitalis, a timpani¢ni segment je snabdeven granama petrozne
arterije (Balkany et al., 1991a; Minatogawa et al., 1980; Mom et al., 2002). Isti autori opisuju i
anastomoze izmedu stilomastoidne i petrozne arterije na stablu nerva (Blunt, 1954; Minatogawa
et al., 1980; Takeda et al., 1997).

Opis vaskularizacije genikulatnog gangliona su retki i uglavhom spominju petroznu
arteriju (Minatogawa et al., 1980; El-Khouly et al., 2008). NaSa proSirena preliminarna
ispitivanja vaskularizacije labirintnog segmenta facijalnog nerva pokazuju da a. labyrinthi ne
ucestvuje u vaskularizaciji genikulatnog gangliona. Medutim, neki autori navode moguénost da
unutradnja karotidna arterija u karotidnom kanalu ponekad daje grane za vaskularizaciju
gangliona (Minatogawa et al., 1980).

A. petrosa (AP), koja vaskularizuje timpanicni segment facijalnog nerva i genikulatni
ganglion (GG), identifikovana je i opisana u XIX veku od strane ¢uvenog francuskog istrazivaca
i Klinicara Jean Cruveilhiera. Bez obzira na poznate podatke mnogo detalja o ovoj arteriji nije
bilo poznato do nedavno (El-Khouly et al., 2008). Nasi rezultati su u celini di¢ni podacima
navedenih autora (Blunt, 1954; Minatogawa et al., 1980; El-Khouly et al., 2008). Pored toga
neki novi detalji o ovoj arteriji pokazani su u nasoj studiji.

AP, grana a. meningeae mediae (AMM), koja polazi iz prvog segmenta a. maxillaris, je
na naSem materijalu uvek postojala i uvek je bila normalno razvijena, prosecnog precnika od 1,3
mm. Jedino El-Khouly i sar. (EI-Khouly et al., 2008) na jednom preparatu opisuju veoma malu
AMM koja se zavrSavala kao AP. Clarke je uoCio neobican poCetak AP od AMM accessoriae
(Clarke, 1965). U svakom slucaju podvezivanje AMM ili embolizacija maksilarne arterije zbog

epistakse, ili davanje hemioterapije u maksilarnu arteriju mogu da ugroze cirkulaciju kroz
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petroznu arteriju i da dovedu do slabosti mimi¢nih misi¢a (Blunt, 1954; Takeda et al., 1997,
Sanding, 2008).

Grupa navedenih autora (El-Khouly et al., 2008) uocCila je da je AP na 4 preparata
polazila kao grana AMM ispod nivoa spinoznog otvora. Mi smo u svim slucajevima na nasem
materijalu nasli identi¢no supraspinozno, intrakranijalno poreklo AP. U opisanom istrazivanju,
kao i na naSem materijalu, opisan je i slucaj kada trigeminalna arterija, pored vaskularizacije
trigeminalnog gangliona ucestvuje i u snabdevanju n. petrosus majora. OSteCenje ove grane
izazvalo bi funkcionalne poremecaje kako trigeminalnog tako i velikog petroznog nerva (El-
Khouly et al., 2008).

ProseCne vrednosti spoljasnjih precnika i duzina petroznih arterija u obe studije su bile
slicne: 0,44:0,50 mm i 17,1:18 mm. Arterija je prilazila velikom petroznom nervu i ulazila u
njegov kostani hijatus ili je prolazila kroz otvor na kosti ispred i upolje od GG da bi pristupila
timpani¢nom segmentu facijalnog nerva.

AP mozZe biti povredena tokom odizanja dure sa poda srednje lobanjske jame tokom
hirurSke intervencije pristupanja trigeminalnom nervu, Mekelovoj duplji i trigeminalnom
ganglionu i kavernoznom sinusu (Blunt, 1954; Chandra et al., 2002; El-Khouly et al., 2008).
Sliéno navedenom, jatrogene povrede mogu da nastanu tokom uklanjanja kostanog tkiva u cilju
pristupanja elementima unutraSnjeg slusnog hodnika. U tim slucajevima uklanjanje kosti treba
sprovesti Sto dalje od velikog petroznog nerva, da bi se saCuvao i nerv i njegova arterija pratilja.
Cak i kompresija AP moze dovesti do disfunkcije facijalnog nerva (Sillman et al., 1994).

AP tokom svog pruZzanja daje boCne grane. Samo na$a studija je pokazala broj i veliCinu
ovih boc¢nih grana. Tako je broj arterijica namenjenih velikom petroznom nervu varirao od 1 do
3 (prosecno 1,3), a njihov precnik od 0,012 mm do 0,052 mm (prosecno 0,024 mm).

NaSa studija je jedna od dve analize koje su prikazale broj i preCnike grana AP namenjih
vaskularizaciji GG. Samo Clarke (Clark, 1965) se u svom radu bavio ovim merenjima i opisao
precnike arterija namenjenih ganglionu, od 60 um do 80 um. NaSa istraZivanja su pokazala da su
1 do 3 grane po ganglionu imale precnike izmedu 18 pm i 56 um, prosecno 29 um. Ove arterije
obi¢no formiraju gustu, iregularnu vaskularnu mrezu na povrsini gangliona. Od ove povrsSinske
arterijske mreze polaze tanke grancCice koje ulaze u tkivo gangliona i formiraju intraganglijsku
vaskularnu mrezu.

Uocili smo prosecno 99,8 mikrosudova na svakom mikroskopskom polju, na uvecanju
x400, veliine merenog polja od 341,7 um x 250,0 um. Ovaj rezultat je veci od prikaza u nekim

drugim istrazivanjima, gde je proseCna vrednost bila 8,5 suda po mikroskopskom polju (Blunt,
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1996). Druga grupa autora (Clark, 1965), koji su koristili bojenje bakrom na 200 polja (svako
veliCine 1/200 dela inca), naveli su rezultat od 12 suda po polju.

Razlike izmedu njihovih i nasih nalaza imaju vise mogucih razloga. Prvo, navedeni autori
su koristili histoloske ploCice bojene hematoksilin eozinom, dok smo mi primenili mnogo
preciznije i pouzdanije, specificno za oznaCavanje endotelnih celija krvnih sudova,
imunohistohemijsko bojenje na CD34 marker (Blunt, 1954; Chan and Lowe, 2002; Balac et al.,
2012). Drugo, navedeni autori su iskljucivo identifikovali kapilare, dok smo mi brojali sve
mikrosudove, tj. i kapilare i prekapilare. Trece, ovi autori su iskljucili iz brojanja kapilare
okolnog vezivnog tkiva, dok smo mi brojali ne samo mikrosudove oko svake ganglijske Celije,
veC i u vezivnom tkivu koje okruzuje male grupe neurona. Posto smo takode brojali i same
ganlijske celije u navedenim mikroskopskim poljima, prose¢no 28,1 po polju, uocili smo da
prose€an odnos Celija/sud iznosi 1:3,6. Drugim reCima, svaka ganglijska ¢elija je okruzena sa 3,6
mikrosuda.

Ocigledno je da GG ima najbogatiju mikrovaskulaturu u predelu pruzanja i inervacije
facijalnog nerva (Blunt, 1954; Clark, 1965; Balkany et al., 1991b). Na primer, prosecna
kapilarna gustina labirintnog segmenta facijalnog nervaje samo 1,5-2,0 po polju, dok timpanicni
segment pokazuje gustinu od 2,3-4.0 kapilara, a mastoidni segment 3,3-4,8 kapilara (Balkany et
al., 1991a; Balkany et al., 1991b). Prema ovim rezultatima labirintni i timpanicni segmenti
oStecenja nerva, i Sto bi bio jedan od patofizioloSkih mehanizama za razvoj Bellove paralize
(Balkany et al., 1991a; Balkany et al., 1991b).

Opsta karakteristika tela neurona u perifernom i centralnom nervnom sistemu, kao i u GG
je bogata arterijska vaskularizacija. Razlog je nivo metabolizma koji je mnogo visi u telima
neurona nego u nastavcima, koji uslovljava i intenzitet vaskularizacije (Carpenter, 1991; Van
Heertum et al., 2010). Neki autori, takode, ukazuju da gusta ganglijska vaskularna mreza moze

dabudei predilekciono mesto zarazvoj hemangioma (Balkany et al., 1991a).

NaSa i istrazivanja drugih autora ukazuju da je oCigledno da AP ishranjuje kako GG, tako
i timpani¢ni segment facijalnog nerva. To je razlog zbog koga ostecenje ili okluzija AP moZe da
petrosus major. Kao posledica ovakvih deSavanja moze se razviti periferna facijalna slabost ili
paraliza, kao i ispad senzibiliteta dela usne skoljke i umanjenje intenziteta dozivljaja gustativnih
senzacija, suzenja i sekrecije nazalnih i palatinalnih Zlezda (Standing, 2008). Tokom

ganglionitisa, izazvanog varicCela zoster virusom prisutnim u ganglionu, kao i kod pacijenata sa
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genikulatnom neuralgijom, postoji i ukljucenost neurona i vaskularizacije gangliona u patoloske
promene (Gilden, 2013; Tubbs et al., 2013).

NaSa mikroanatomska posmatranja prilikom disekcije uzoraka za histoloska ispitivanja
genikulatnog gangliona i segmenata n. fracijalisa oko gangliona, pokazala su da je 19 od 20
gangliona bilo lokalizovano na tipicnom mestu, neposredno pre kolena n. facialisa, osim jednog
koji je imao 15 ostrvaca Celija u labirintnom delu facijalisa, znaCi pre kolena ovog nerva.
Medutim, detaljnom histoloSkom analizom uzoraka, u seriji od 20 gangliona obuhvacenih ovom
studijom, pokazano je da je samo jedan ganglion geniculi bio sastavljen samo od gaglijskih celija
organizovanih u “klasicnom” ganglionu geniculi lokalizovanom u kolenu facijalnog nerva, a svi
ostali ganglioni — 18/20 (90%), imali su akcesorne ganglijske Celije razbacane u meatusnom delu
(u n. intermediusu) -M deo, i/ili u petroznom delu zZivca (n. petrosusu majoru) —P deo. U
najve¢em broju uzoraka obuhvacenih ovom studijom, pored postojanja gangliona geniculi u
kolenu facijalnog nerva, akcesorne ganglijske Celije nalazile su se istovremeno u n. intermediusu
— u 13/20 (65%) sluCajeva, dok su se preostali slucajevi odnosili na prisustvo akcesornih
ganglijskih ¢elija i u n. intermediusu i u n. petrosusu majoru (5/20; 25%). Sto se tice broja
akcesornih ganglijskih c¢elija on se kretao od 1 do 67 ¢elija po uzorku. ZapaZeno je da je broj
akcesornih Celija, ukoliko se radilo o ganglionima koji su imali akcesorne celije i u n.
intermediusu i u n. petrosusu majoru, bio veci u n. intermedijusu u odnosu na n. petrosus major.

U literaturi postoji neusaglaSena terminologija oko toga kako nazvati ganglijske celije
geniculatnog gangliona koje nisu lokalizovane na tipicnom mestu, tj. u kolenu facijalnog Zivca.
Neki autori ove Celije oznaCavaju kao akcesorne ganglijske Celije, neki kao aberantne, neki kao
ektopicne ganglijske Celije, a neki kao posebne segmente gangliona geniculi i opisuju ih kod
razlicitih Zivotinjskih vrsta (macke, pacova, zamorca, majmuna), ukljucujuci i Coveka.

Razbacane aberantne ganglijske Celije opisuju se relativno ¢esto u mozdanim i spinalnim
senzornim ganglijama (Petters, 1935; Carmel and Stein, 1969; Nawar, 1976; Nawar et al., 1980;
Marinkovi¢ et al., 2011). U kvantitativnoj i morfoloSkoj studiji Nawara i sar. (Nawar et al.,
1980), na pet genikulatnih gangliona facijalnog nerva Coveka opisane su rasute pojedinacne
ganglijske Celije lokalizovane izmedu n. petrosusa majora i chordae tympani. Naime, one su se
lako uocCavale na histoloskim preparatima genikulatnog gangliona, u n. petrosusu majoru (koji se
odvaja od prednjeg ugla gangliona), kao i u chorda tympani (koja inaCe nastaje od stabla
facijalisa koje se odvga od donje-lateralnog ugla), koja se na dodiru sa ganglionom prezentuje u
vidu vrtloZnih snopova vlakana u €ijem se sredistu nalaze rasute ganglijske ¢elije. Medutim, neki
autori su u geniculatnom ganglionu ¢oveka opisali aberantne ganglijske Celije i u n. intermediusu
(koji se odvaja od gornje-medijalnog ugla gangliona) (Van Buskirk, 1945).
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Najozbiljniju studiju o prezentaciji gangliona geniculi ne u vidu samo jedne kolekcije
Celija na tipicnoj lokalizaciji, publikovao je Gacek, 1980. godine. On je tu studiju nazvao “O
dvojnosti gangliona facijalnog nerva” (Gacek, 1980). Naime, na uzorku od 100 humanih
temporalnih kostiju, se¢enih horizontalno u celini, samo u jednom slucaju ganglijske Celije su
bile smeStene samo u “klasichom” ganglionu geniculi (G-komponenta). U svim ostalim
sluCajevima (98/100, 98%) ganglijske Celije su se nalazile i u metusnom delu facijalisa (tj. u n.
intermediusu, M-komponenta), a svega u jednom slucaju ganglijske celije bile su rasporedane u
meatusnom delu i n. petrosusu majoru (P-komponenta). |z tog razloga Gacek govori o dualitetu
gangliona geniculi, tj. 0 obaveznom prisustvu njegove M-komponente (M-gangliona). Kada se
izdvoji 99 gangliona u kojima postoji i M komponenta, uoCava se nekoliko “profila’ morfoloske
prezentacije gangliona geniculi: 66 uzoraka ima G i M komponentu; 32 uzorkaima G, M i P
komponerntu, a jedan uzorak ima M i P komponentu. Sto se tige predominacije G, M ili P
komponente, u 88% sluCajeva dominantna je bila G-komponenta gangliona, u 8% slucajeva M-
komponenta je imala prevagu nad G, a u 4% sluCajeva G i M-komponenta su bile podjednako
razvijene. To znaCi da je ¢ak u 12% slucajeva M-ganglion bio jednak ili veéi po broju ¢éelija od
G-gangliona. Sto se ti¢e broja ¢elija u pojedinim segmentima, u svim segmentima gangliona taj
broj se kretao od 589-4.183 Celije (prose¢no 2.162), u G-ganglionu je iznosio 66-4015 (prosecno
1713), u M-ganglionu od 1-2764 (prosecno448), a u P-komponenti od 16 do 398 (prosecno 103).
To znaCi da se generalno, najmanje ganglijskih Celija nalazilo u P-segmentu, a najvise u G-
ganglionu, dok se M- ganglion, po prosecnom broju éelija nalazi izmedu.

Nalaz u ovoj doktorskoj disertaciji akcesornih ganglijskih éelija u ¢ak 90% slucajeva, od
Cega u 65% po tipu G+M i u 25% slucajeva po tipu G+M+P, iako na daleko manjem uzorku
humanih gangliona, u skladu je sa opisanom studijom Gaceka. U skladu sa studijom je i nalaz
jednog gangliona koji nije imao tipicnu G- prezentaciju, ve¢ se prezentovao u visu razbacanih
ostrvaca Celija u petroznom delu temporalne kosti.

Objasnjenje za postojanje aberantnih ganglijskih ¢elija u genikulatnom ganglionu leZi u
dualitetu embrionalnog razvoja. Naime, embrioloske studije kod ljudi pokazale su da ganglijske
¢elije genikulatnog gangliona imaju dvojno poreklo. Jedan deo ganglijskih celija potice od
epibrahijalne plakode, koja je derivat povrsinskog ektoderma drugog brahijalnog (hioidnog)
luka, a drugi deo potice od Celija nervnog grebena koje formiraju facijalni primordijum (Moore
and Persaud, 2008). Epibrahijalna plakoda daje manji broj celija u poredenju sa facijalnim
primordijumom. Naime, najveci broj éelija koje se nalaze u facijalnom nervu u toku razvica, i
koje se protezu od G- do M-komponente duZ n. intermediusa, predstavljgju derivat facijalnog

primordijuma. Proksimalna lokalizacija ovih Celija nervhog grebena u odnosu na vestibulo-
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kohlearni primordijum, inicijaino je utemeljila koncept o postojanju akustiko-facijalnog
primordijuma (Streeter, 1906), medutim nalaz da se deo gangliona koji potice od vestibularno-
kohlearnog primordijuma izdvaja u stvari iz zida otiCke vezikule, potvrdio je razliCitu prirodu
facijalnog primordijumai primordijuma n. vestibulocochlearisa (Gasser, 1967), pa je ovateorija
napustena. Kasnije je utvrdeno da se ove dve razlicite po poreklu populacije Celija razlikuju i po
fizioloskim karakteristuikama: jedne poseduju spontanu aktrivnost a druge je nemaju vec se
aktiviSu stimulusima iz mekog nepca, faringsa i papila jezika. Mnogobrojne studije pokazale su
da 15-20% vlakana koja Cine stablo n. facialisa i njegovih grana, Cine vlakna koja nisu motorna.
Radi se o0 senzornim vlaknima iz gustatornih korpuskula i senzitivnim vlaknima iz kozne regije
vrata i miSi¢nih vretena facijalnih misica. Medutim, lokalizacija njihovih neurona nije precizno
odredena u ganglionu geniculi, pa je moguce da se ove Celije pored lokalizacije u G-ganglionu
nalaze i u M-ganglionu.

U vezi forme prezentacije gangliona kao i njegove veli€ine, mora se razmotriti i uloga
neurotroficnih faktora, o kojima je detaljno bilo re€i u uvodnom delu ove doktorske disertacije.
Naime, pokazano je da prezivljavanje neurona u toku razvoja, njihov rast i apoptozu odreduju
Cetiri neurotroficna faktora: NGF, BDNF, NT-3 i NT-4 (NT4/5). Ovi proteinski produkti se
kombinuju sa visokoafinitetnim receptorima u celijama i to odreduje Celijsku sudbinu. NGF se
kombinuje sa tirozin-kinazom A, BDGF sa tirozin-kinazom B, NT3 satirozin-kinazom C i B, i
NT4/5 satirozin-kinazom B. Postoje mnogobrojni dokazi da i ¢elijska sudbina ganglijskih celija
koje vode poreklo od epibrahijane plakode ili od nervnog grebena zavisi od neurotroficnih
faktora. Dokazano je da NT3 i BDNF odrZzavaju svaki za sebe Cak 65% senzornih neurona n.
facialisa, dok prezivljavanje preostalih podrZavaju ova dva troficna faktora zajedno. Nedostatak
BDNF dovodi do poremecaja razvoja nervnih Celija koje nastaju od ektoderma plakoda, dok
nedostatak NT3 dovodi do znaCajnog gubitka miSi¢nih vretena. Isto tako, smatra se da je BDNF
primarni u odrZzavanju senzornih gustativnih neurona. Chorda tympani je grana facijalnog Zivca
koja se prva pojavljuje u toku razviCa, pa se smatra da je BDNF, koji je odgovoran za
prezivljavanje gustatornih neurona javlja rano u toku razvica, a posto periferne grane n. facialisa
dosezu do svojih ciljnih misic¢a kasnije u odnosu na chordu tympani, ekspresija NT-3 u misi¢ima
je odlozZena. Ova etapna i sukcesivna ekspresija BDGF i NT-3 moZe biti osnova za razvoj G- i
M-komponente gangliona geniculi putem prezZivljavanja ili apoptoze ganglijskih Ccelija, a
brojnost Celija u te dve komponente moZe da odraZava genetiCki determinisani balans izmedu
BDGF i NT-3 (Gacek, 1980).

Sto se ti¢e imunohistohemijske analize akcesornih ganglijskih ¢elija, u ovoj doktorskoj

disertaciji je zapazeno da su one eksprimirale na sliCan nacin markere kao i ganglijske Celije
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samog gangliona geniculi, medutim zbog malog broja Celija na popreCnom preseku gangliona,
smatrali smo da morfometrijska analiza ne bi bila verodostojna, nego bi tom problemu trebalo
posvetiti posebnu studiju gde bi se imunohistohemijske analize primenile na svim presecimakoji
rekonstruiSu kompletan ganglion geniculi. Posebno isticemo da su akcesorne Celije eksprimirale
SP i CGRP. U studiji Marinkovica i saradnika o ektopi¢nim neuronima korena trigeminusnog
nerva, ektopicne Celije su eksprimirale NSE, PGP9.5, sinaptofizin, protein neurofilamenata,
CGRP, holecistokinin, somatostatin, SP, VIP, NPY i serotonin. Najveci broj ektopi¢nih neurona
eksprimirao je CGRP, SP, CCK i somatostatin, a sugerisana je eventualna uloga sekretornih
produkata ektopi¢nih neurona i trigeminalnoj neuralgiji (Marinkovi¢ et al., 2010). Dalja
istrazivanja akcesornih celija GG trebala bi da pruze uvih u njihov sekretorni profil kao i u
eventualnu ulogi i znaCaj u patoloskim stanjima u kojima centralnu ulogu ima ovaj ganglion.

Sto se tice oblika gangliona geniculi na preseku, najveci broj gangliona obuhvaéenih
ovom studijom bio je trouglast — 14/20 (70%), zatim su po ucestalosti sledili ovalni ganglioni —
5/20 (25%), dok je samo jedan ganglion (5%) bio sastavljen od grupica razbacanih ganglijskih
Celija u labirintnom delu facijalisa. Trouglasti ganglioni imali su izgled slian jednosatrani¢nim
ili jednakokrakim trouglovima (6/20; 30%) ili su bili “zaobljeno” trouglasti (8/20, 40%).

U literaturi se ganglion geniculi opisuje kao ovalan (Ge and Spector, 1981), ili kao
piramidalan (Nawar et al., 1980). U naSoj studiji nasli smo prakticno oba oblika gangliona —
jgasti i piramidalni, ne samo na osnovu makroskopske analize ve¢ i na osnovu analize
histoloskih prepaerata, s obzirom da se takav zakljuCak moze izvesti na osnovu oblika gangliona
na poprec¢nom preseku (ovalna forma odgovaja jajastom ganglionu u trodimenzionalnom obliku,
atrouglasta forma piramidalnom).

Sto se tite dimenzije gangliona geniculi na popreénom preseku uzoraka obuhvaéenih
ovom studijom, pokazano je da je proseCna vrednost duzeg precnika gangliona iznosila
1187,957+31,98 um (X+SE) (od 1048,420 do1548, 570), kraceg 910,008+28,83 um (od 704,761
do 1076,128), dok je povrsina preseka gangliona iznosila 648,066,112+1126 um? (od 418964 do
926.303). Prosecan obim gangliona bio je 4094,286+157,18 um (od 3183,690 do 5923,146).
Pojednostavljeno, precnik gangliona geniculi je oko 1 mm, a njegova povrsina preseka ispod 1
mm?, dok je obim gangliona oko 4 mm.

Studija Nawara i saradnika pokazala je da je proseCni dijametar strane trougla koja
konstituiSe bazu piramidalnog humanog gangliona geniculi 1.050 mm, $to je u skladu i sa naSim
nalazima. Volumen gangliona je po istom autoru 26x10” um3 (Nawar et al., 1980). Nesto vede

vrednosti dobili su Xi i Spector, koji su, ispitujuci labirintni segment genikulatnog gangliona kod
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fetusa i odraslih pokazali da u kasnijem stadijumu razvica (15-40 nedelja intrauterinog Zivota)
genikulatni ganglion kod humanih fetusa pokazuje minimalni rast i ima slicne dimenzije kao isti
kod odraslih osoba (1,76mm duzina x 1,29 mm Sirina) (Ge and Spector, 1981).

Generano, po literaturnim podacima ganglijske ¢elije u GG sli¢ne su drugim senzornim
ganglijskim neuronima, npr. onima u ganglionu trigeminusai u dorzalnim ganglionima spinalnih
Zivaca (senzorni spinalni ganglioni). Ima ih prose¢no oko 2000 u jednom ganglionu (Lundy and
Corteras, 1999). Neuroni pokazuju ovalan ili okruglast izgled i imaju veliko svetlo jedro i tamno
jedarce. Razlikuju se svetle i tamne Celije koje su nasumicno rasporedane u ganglionu i
aranzirane u vidu lamela, Ciji Celijski klasteri broje u proseku 6 Celija. Ganglijske Celije su
okruzene sa manjim ili veCim brojem satelitskih celija, koncentrisanih u najvecem broju
sluCajeva u jednom koncentricnom krugu (tzv. ,kapsula“ ganglijske celije), a izuzetno
multilamelarno. Iz podataka u literaturi nije moguce zakljuciti da li postoje citomorfoloSke
razlike izmedu somatosenzornih i gustativnih neurona. InaCe, neki iz poslednje grupe neurona
specificni su za pojedine vrste ukusa, dok drugi reaguju na veci broj gustativnih modaliteta
(Lundy and Corteras, 1999; Breza et al., 2010).

Ganglijske celije pripadaju tipu unipolatnih neurona, sa tipi¢nim izgledom aksonskog
brezuljka, dok inicijalni segment aksonaima realtivno veliki dijametar i neuobicajeno veliki broj
mikrotubula koje su ukljucene u tzv. brzi celijski transport. U ganglijskim cCelijama akumulirane
su mitohondrije sa gustim telima u matriksu (zbog gustih paralenih naspramno postavljenih
kristi), Sto ukazuje na izuzetno visok stepen oksidativnog metabolizma i jonskog transporta u
ovom delu aksona. Postoji strukturna razlika izmedu periferne i centralne grane aksona u
pogledu proporcije mikrotubula (neurotubula) prema neurofilamentima — neurotubule su
znaCajno brojnije u perifernom okrajku nego u centralnom. Proksimani deo unipolarnog
procesusa je nemijelinizovan, dok je distalni deo mijelinizovan, kao i kod ostalih senzornih
ganglija, medutim, mijelinski omotac je relativno tanak u odnosu na precnik aksona (Spassova,
1983).

U ovoj doktorskoj studiji, najveci broj gangliona imao je umerenu celularnost, izrazenu
semikvantitativnom procenom kao 50-70% ukupne povrSine preseka gangliona geniculi. Ovi
rezultati indirektno su u skladu sa podacima koji su pokazali da polovina volumena gangliona
genioculi pripada Ccelijskoj teritoriji (242.990 ums), a druga neznatno manja polovina
intercelularnom prostoru (231.977 pm°®) (Nawar et al., 1980). U nasoj studiji uogeno je da je

intercelularni prostor ispunjen snopovima mijelinizovanih nervnih vlakana, kao Sto je uo€eno i u
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drugim studijama (Spasova, 1983). Pored snopova mijelinizovanih nervnih vlakana, uoCavala su
se kolagenai retikularna vlakna.

Ganglijske celije u okviru gangliona geniculi u ovoj studiji bile su “upakovane” u vidu
¢elijskih klastera u lamelarnom aranzmanu. Lamele su Cinili klasteri od 3-5 do nekoliko desetina
Celija, Sto je u skladu sa nalazima drugih autora (Nawar et al., 1980; Spasova, 1983). Na
preparatima su se medu Celijskim klasterima lako uocCavale tamne i svetle Celije razliCitih
veliCina, sa nasumicnim rasporedom u okviru klastera. Vazna citoloSka odlika ganglijskih celija
gangliona geniculi zapazena u ovoj studiji je izrazena Nisslova supstanca, kao i Cinjenica da ove
Celije izuzetno retko u svojoj citoplazmi pohranjuju lipofuscin — u dva slucaja od 20 ispitivanih
gangliona (10%). Vakuolizacija citoplazme i jedara ganglijskih Celija uoCena je u treCini
ispitivanih gangliona (6/20, 30%).

Studije drugih autora pokazale su sliCne rezultate u vezi citoloSkih karakteristika
ganglijskih Celija. Naime, klasi¢no je shvatanje da su svetle i tamne Celije uobiCajena pojava u
ganglionu geniculi. Taj fenomen, koji se dobro uoCava kako na preparatima obojenim
hematoksilin-eozinom, tako i na preparatima obojenim krezil-violetom po Kluver-Barreri (kojim
se dobro prikazuje Nislova supstanca), potiCe od drugacijeg raspopreda Nislove supstance u
ovim Celijama. Naime, u malim tamnim cCelijama, granulirani endoplazmaticni retuikulum i
ribozomi su gusto upakovani i skoncentrisani na periferiji Celije (velika ostrva Nislove
supstance), a Celije okruzuje jedan red satelitskih Celija. Nasuprot tome, svetle Celije imaju
diskretnu Nisslovu supstancu pravilno rasporedanu u citoplazmi. U naSoj studiji nije uoCena
predominacija ni jedne od opisanih ¢elija niti specificnost u rasporedu u okviru gangliona, $to je
u skladu sa drugim studijama (Nawar et al., 1980; Spassova, 1983; Moriyama et al., 1994),
medutim treba istaCi da je suprotno od nalaza drugih autora, pokazano da je proporcija tamnih
prema svetlim ¢elijama manja nego u drugim senzornim ganglijama. Funkcionalna razlika
izmedu svetlih i tamnih neurona u senzornim ganglijama joS$ uvek je predmet debata. Neki autori
smatraju da su male tamne Celije visceralni aferentni neuroni (Crosby et al., 1962), tj. da su male
tamne Celije u spinanim senzornim ganglijama i trigeminalnom ganglioni nociceptivni neuroni
(Gobdl, 1974). Kakva je uloga svetlih i tamnih Celija u ganglionu geniculi nije do danas
rasvetljeno.

Ganglijske Celije u ovoj studiji bile su pretezno elipsoidnog oblika na poprecnom preseku.
Prosecni dijemetar iznosio je 34,21+0,69 um (X+SE), sa rasponom vrednosti od 17,740 do
49,113 um. Prosecni duZi dijametar ganglijske celije je 37,02+0,79 um (od 19,842 do 57,374
um), a kra¢i 31,39+0,68 um (od 15,637 do 48,884 um). ProseCna povrsina ganglijskih Celija je
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944,84+36,93 um? (od 243,696 do 1894,372 um?). Ukoliko se ganglijske Celije, u odnosu na
prosecni dijametar, klasifikuju u male, srednje i velike, pokazano je da najveci broj pripada
srednjevelikim Celijama sa dijametrom od 31-40 um (51/100: 51%), a potom slede male Celije sa
dijametrom od 15-30 um (33/100; 33%) i na kraju velike Celije dijametra od 41-50 um (16/100;
16%). ProseCan broj satelitskih Celija koje prate ganglijske Celije je 6,55+1,58 (od 4-11), i one su
u najvec¢em broju slucajeva rasporedenje u jednom koncentricnom sloju (95/100; 95%), a samo u
dva slucaja u ovim istrazivanjima satelitske ¢éelije su bile rasporedene u dva koncentri¢na sloja
oko tela neurona (5%). Jedra ganglijskih celija takode su bila elipsoidnog oblika, sa prose¢nim
dijametrom od 11,07+0,18 um (X+SE) (raspon od 7,877 um do 15,504 um). Duzi dijametar
iznosio je 11,59+0,18 um (7,921 do 16,208 um) a kraci 10,56+0,16 um (7,278 do 14,800 um).
Prose¢na povrsina jedara ganglijskih karakteristika iznosila je 98,21+2,94 um?® (X+SE) (48,870
do 188,391 um?). Jedra su bila heterohromatinska i obavezno sadrzala jedarca.

Prikazani rezultati u skladu su sa studijom Moriyame i sar. u pogledu blago €elipsoidnog
oblika ganglijskih ¢elija. Naime na osnovu originalne formule tzv. cirkularnog koli¢nika (CR=4
n A/L2 gde je A= povriina u mm?, L=perimetar u mm), doslo se do podatka da je on maniji od 1
kod ganglijskig Celija gangliona genicili (0,9), $to odgovara blagom elipsoidnom obliku. U
slucaju apsolutno pravilnog krugatg broj je 1 (Moriyama et al., 1995). Van Bruskirk je pokazao
da je se vrednost duzeg dijametra ganglijskih Ceija kod Coveka kre¢e u rasponu od 25-49 um
(Van Bruskirk, 1945), a Nawar i sar. da je prosecni duZi dijametar Celije 34 um, a kraCi 26 um
(Nawar et al., 1980). Nalazi Nawara su blizi naSim nalazima od podataka koje je 0 humanom
ganglionu geniculi izneo Van Bruskirk.

Ova studija pokazala je klasican nalaz Sto se tice markiranja neurona sa pan-neuronskim
markerima — NSE, Sy, PGP9.5 1 S-100 protein, da se ovim markerima boji oko 85-90% nervnih
Celija. Medutim, bio je interesantan nalaz ekspresije pan-neuironskog markera NeuN.

NeuN (Feminizing Locus na X-3, Fox-3, Rbfox3, ili Hexaribonucleotide Binding
Protein-3), homolog gena koji determiniSe pol kod Caenorhabditis elegans, je nukleusni antigen
neurona, koji se Cesto koristi kao njihov biomarker.

NeuN je prvi put opisan 1992 (Mullen et al., 1992), a naucnici su za cilj imali da
proizvedu monoklonska antitela na misje antigene s izvornom namerom pronalazenja specificnih
za vrstu mis§jih imunoloskih markera koji bi mogli da se koriste u ogledima transplantacije. Pri
ovim ogledima izolovana je hibridna linija, nazvana mAb A60, koja se vezuje za antigen
eksprimiran samo na nukleusima neurona, i u manjem stepenu u njihovoj citoplazmi, i to kod

svih kicmenjaka. Ovaj nepoznati antigen je stoga poznat kao NeuN — antigen za neuronska jedra
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(engl. Neuronal nuklei, NeuN). Godine 2009. Kim i sar. koristeCi proteomsku metodu dokazali
su da NeuN odgovara proteinu poznatom kao Rbfox3 (Kim et al., 2009). Analiza Vestern-
blotting pokazala je da postoje dve izoforme NeuN (od 60 i 45 kDa) i da su kodirane iz istog
gena aternativnim splgjsingom.

NeuN je u Sirokoj upotrebi kod obelezavanja neurona. Samo 2014. godine objavljeno je
21.914 Clanaka u strucnoj i naucnoj literaturi o ovom proteinu. Medutim, poznato je da se
nekoliko tipova neurona ne obeleZzava sa NeuN (Purkinjeove i GoldzZijeve celije, olfaktorne
¢elije, fotoreceptori retine i gama-motorni neuroni). | pored toga, ogromna vecina neurona boji
se sa antitelima na NeuN. Zato se metoda bojenja neurona sa NeuN Siroko upotrebljava kod
identifikacije neurona u Celijskim kulturama i tkivnim presecima, kao i kod odredivanja odnosa
neuroni/glija ¢elije u mozgu.

Rezultati bojenja gangliona sa NeuN u ovoj studiji pokazali su da samo 3/20 gangliona
(15%) pokazuje bojenje na ovaj jedarni protein neurona, pri cemu se u obojenim ganglionima
boji samo manja populacija ganglijskih Celija (od 20 do 50%). U literaturi nema podataka o
primeni ovog neuronskog markera u identifikaciji ganglijskih Celija genikulatnog gangliona. S
obzirom da je poznato da NeuN postaje jaCe eksprimiran kako neuroni sazrevaju, tipicno nakon
regulacije nishodno ekspresije dublecortina (markera neurona u ranom stadijumu embronalnog
razvoja), nasSa razmisljanja mogla bi da teku u pravcu heterogenosti neurona genikulatnog
gangliona u pogledu njihove zrelosti.

Senzorni neuroni su heterogeni u pogledu morfoloskog izgleda, imunohistohemijskih i
receptorskih karakteristika. Vecina velikin neurona sa mijelinskim Ad-vlaknima sadrZi
neurofilamenttni protein od 200 kD (NF200), dok neki mali aferentni neuroni mogu da vezuju
izolektin B4 (IB4). Takode, senzorni neuroni sasdrze razliCite tipove tirozin kinaznih receptora
(TtrkA, B and C) i neurotransmitera. Neuropeptidi su generalno smeSteni u malim ganglijama i
onim srednje veliCine. Tokom ranog razvica, koncentracija TrkA se smanjuje, a procenat NF200-,
IB4-, SP- CGRP-positivnih neurona se povecava. VeC je istaknuto da je taj razvoj zavisan od
dejstrvai uticgja neurotrofina (Masliukov et al., 2013).

Sto se tice neurotransmitera i neuropeptida, u eksperimentalnim uslovima zapaZeno je da
je veliki broj ganglijskih neurona (oko 80%) senzitivan na supstancu P (SP) i na gama-
aminobuternu kiselinu (GABA) (Koga and Bradley., 2000). Ove supstance oslobadaju se u
sinapsama izmedu centralnih produzetaka ganglijskih ¢elija i neurona u nucleus tractus solitarii,
narocito onih koji se projektuju u pontinski gustativni centar (nc. parabrachialis medialis). Dok
SP ima ekscitatorno dejstvo, GABA je ukljucena u presinapticku inhibiciju u spomenutom jedru,
ali i u predelu gustativnih papila jezika. Eksperimentalni podaci pokazuju da su samo pojedini
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ganglijski neuroni senzitivni na acetilholin (ACh). S druge strane, neki neuroni imaju
glutamatske (Glu) receptore (Koga and Bradley, 2000; Caicedo, 2004). Kada je u pitanju
serotonin (5-HT), on je verovatno periferni neurotransmiter, tj. luci se izmedu gustativnih
receptorai gustativnih nervnih vliakana.

U vezi neuropeptida i slicnih supstanci, CGRP imunoreaktivnost je prikazana u
ganglijskim celijama i u vlaknima chordae tympani. S druge strane, VIP i NPY nisu dokazani u
ganglijskim neuronima eksperimentalnih zivotinja (Hino et al., 1993). Za CCK i SST ne postoje
podaci u literaturi. InaCe, neke ganglijske Celije sadrze receptore za kapsaicin, koji je aktivni
sastojak ljute paprike (Katsura et al., 2006). Naravno, ganglijske Celije poseduju i odgovarajuce
neurotrofne i transkripcione faktore.

Lokalizacija tahikinina u podskupovima primarnih senzornih neurona trigeminalnog
gangliona, senzornih spinalnih ganglija i ganglija n. vagusa, tema je od velikog interesa za
proteklih 60 godina, od kada se pretpostavilo da SP i NKA igraju vaznu ulogu u prenosu na
nivou prve sinapse u nociceptivnom putu. Neuroni koji sadrzZe tahikinine u senzornim ganglijima
imaju mala Celijska tela s nemijelizovanim C-vlaknima ili tankim mijelinizovanim Ad-vlaknima
I sporim brzinama sprovodenja. Ti neuroni posreduju u nociceptivnim odgovorima na fizicke
(toplotne i mehanicke) i hemijske nadraZzaje. Osim toga, po oslobadanju neuropeptida iz
perifernih nervnih zavrSetaka, oni dovode do nastanka “neurogene inflamacije”, koja
podrazumeva dilataciju arteriola i izlivanje plazme, i granulocitnu infiltraciju iz postkapilarnih
venula. Primenom imunohistohemijskih tehnika bojenja je pokazano da SP-IR i NKA-IR
neuroni, koji predstavljaju 30-50% neurona DRG pacova, koeksprimiraju vise neuropeptida.
Medutim, postoje uverljivi dokazi za otpuStanje neuropeptida iz nervnih zavrSetaka neurona
CNS i PNS, sto je preduslov za njihovu fiziolosku funkciju, samo za mali broj peptida, medu
kojimasu SPi CGRP.

PeptidergiCki  senzorni  neuroni  poseduju  TRP-jonske  kanale,  ukljucujuci
thermosensitivne TRPV1, TRPV2, TRPV3 i TRPV4, senzor za mentol TRPMS8, senzor iritacije
TRPAL. Jednom aktivirani, TRP-jonski kanali izazivaju oslobadanje neuropeptida, ukljucujuci
tahikinine. Zapazanje da hronicno davanje TRPV 1-agonista kapsaicina iscrpljuje neuropeptid iz
senzornih nerava, ukazuje da svi peptidergicni neuroni eksprimirgju TRPV1. Stovise, TRPA1-
pozitivni neuroni su sastavni deo neuronske populacije TRPV1, sa TRPAL lokaiziranim na
peptidergicnim neuronima. Medutim, deo ne-peptigergickih neurona takode eksprimira TRPAL.
Zreli senzorni neuropeptidi se sintetiSu od pre-pro-hormona u telu neurona, odakle se aktivnim

transportom prenose do centralnih i perifernih nervnih zavrSetaka, gde se pohranjuju u tamnim
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sekretornim vezikulama. Neurotrofini, ukljucuju¢i NGF, reguliSu ekspresiju neuropeptida u
senzonim neuronima, kao i sam razvoj neurona.

Identifikovana su dva nacina otpustanja neuropeptida iz perifernin nervnih zavrsetaka
peptidergicnih senzornih neurona. Prvi podrazumeva indukciju in vitro putem EFS i moguce in
vivo putem antidromne invazije propagiranog akcionog potencijala na terminane regione
nervnih vlakana, $to dovodi do odgovora koji je senzitivan na tetrodotoksin i koji je posredovan
sa neuropeptidima. Ova put nudi neurohemijsku i jonsku osnovu za hipotezu Baylissa i Lewisa,
pri cemu ozleda uzrokuje snazan neurogeni odgovor, za koji danas znamo je posredovan sa
CGRP otpustenim iz koznih perivaskularnih senzornih nerava. TRPV1-agonist kapsaicin
aktivira drugi tetrodotoksin-nezavisan put oslobadanja neuropeptida, i pruza uvid u funkciju
peptidergickih senzornih neurona. Identi¢na razlika postoji u aktivaciji otpustanja neuropeptida
iz centralnih zavrSetaka primarnih senzornih neurona u odgovoru na periferne nadrazaje.
Medutim, iako nema sumnje da je oslobadanje neuropeptida iz perifernih zavrSetaka senzornih
neurona izaziva neurogenu inflamaciju, ostgje negjasan patofizioloSki znaCaj centralnog
oslobadanja tahikinina u nocicepcijskoj transmisiji.

NKRs se eksprimirgju u neuronima DRG i u dorzalnom rogu kicmene mozdine.
Primarni senzorni neuroni eksprimirgju kako NK1R tako i NK2R koji mogu posluZiti kao
autoreceptori za SP i NKA koji se otpustaju iz istih neurona. Zato Ca2+-zavisno otpustanje SP
pojacava aktivhost TRPV1 neurona u DRG, na autokrini nacCin aktiviranja NK1R i NK2R.
PKC-¢ posreduje u NK1R-zavisnoj senzibilizaciji TRPV1, verovatno putem fosforilacije
TRPV1 i poremecajem ulaznih kanala. NK1R i NK2R se takode eksprimirgju u neuronima
dorzalnog roga kiCmene mozdine, gde se SP / NKA oslobadeni iz centranih projekcija
primarnih senzornih neurona mogu aktivirati NKRs na spinalnim neuronima i indukovati
endocitozu. Osim toga, medijatori oslobadeni lokalno unutar kicmene mozdine mogu stimulisati
oslobadanje tahikinina i time aktivirati NKRs u ki¢menoj mozdini. Tako se aktivnoScu
citokroma P-450 u kicmenoj mozdini moZe generisati 5', 6'-epoxyeicosatrienoic kiselina, koja
aktivira TRPV4 na DRG neuronima da oslobode senzorne neuropeptida. Jedna posledica
aktivacije NK1R je nastgjanje slobodnih kiseoni¢nih radikala — ROS. U DRG neuronima,
intracelularni put posredovan sa ROS povecava M-tip K+-kanaa i time stoji u kontratezZi sa
sposobnoScu SP da senzibilizira TRPV1 i indukuje toplotnu preogetljivosti. Ovaj mehanizam
moze da objasni nalaz da SP uzrokuje hiperalgeziju a ne i akutnu nocicepciju. Medutim,
senzibilizacijski uCinak SP na neurone nije ogranicen samo na TRPV1, jer aktivacija NK1R

senzibilizira P2X 3 kanal e trigeminusnih nociceptivnih, ne-peptidergickih neurona.
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Veliki broj dokaza podrzava stav da SP i NK1R doprinosei percepciji bolai hiperalgeziji
kod oglednih Zivotinja. Tako delecija Tacl gena oslabljuje umeren do intenzivni bol i spreCava
neurogenu inflamaciju, a delecija NK1R suprimira bol izazvan stresom. Medutim, u klinickim
ispitivanjima, NK1RA nisu pokazali analgetiCko dejstvo, a danas je potvrdeno da od svih
neuropeptida oslobodenih iz C-vlakana, CGRP najviSe doprinosi nastanku bola kod tipicne
migrene. Medutim, uprkos negativnim rezultatima klinickih ispitivanja, eksperimentalne studijei
dalje podrzavaju ulogu za SP i NKRs u modulaciji bola i hiperalgezije, iako je njihova uloga
verovatno suptilnija nego sto se ranije smatralo.

Normalno, Ad- i C-vlakna prenose bol dok AB vlakna prenose dodir. Medutim, nakon
pobvrede zivca, i Ap vlakna mogu prenositi bol. U modelima zapalenjskog i neuropatskog bola,
SP je regulisan uzvodno u debelim nervnim viaknima. Intraplantarna injekcija karagenana
dovodi do proizvodnje u kicmenoj mozdini hepoxilina A3 od 12-lipoksigenaze, koji povecava
otpuStanje SP i doprinosi nastanku zapalenjske hiperalgezije preko TRPV1 i TRPAL. U
hroniénom modelu oste¢enja nerva putrem konstrikcije, dolazi do eksprimiranja NK1R u
neuronima kicmene mozdine, Sto takode moze da pojaca bol. Studije sa Tacl-deficijentnim
miSevima pokazuju doprinos SP na nastanak bola izazvanog dejstvom formalinai intraplantarno
datog kapsaicina, iako je ta] doprinos mali i prolazan. U miSjem modelu periferne dijabeticke
neuropatije, povecana ekspresija SP u presinaptiCkim senzornim vlaknima koja inervisu I-11l
lamine povezana je sa sa pojatanom ERK1 / 2 fosforilacijom i indukcijom drugih markera
aktivacije nociceptivnih puteva.

Intraplantarni i intratekalni pretretman sa NK1RA CP96345 inhibira toplotnu
hiperalgeziju izazvanu uljem iz senfa i nocifensivno ponasSanje. Periferna upala indukovana
intraplantarnom aplikacijom formalina aktivira kaskadu intracelularnih zbivanja u NK1R-
pozitivnim neuronima ki¢mene mozdine koji mogu dovesti do hiperalgezije, ukljucujuci PI3K,
Akt, mTOR. Intraplantarna aplikacija karagena takode uzrokuje NK1R-zavisnu aktivaciju P13 i
Akt u neuronima zadnjeg roga kicmene mozdine.

Nekoliko analgetika moze da deluje putem modulacije peptidergickih neurona. Medu
antagonistima Ca2+-kanala, samo zconotide smanjuje internalizaciju NK1R potaknutu
delovanjem Stetnih Cinilaca. Kod nocicepcije uzrokovane formalinom, neophodni su vezikularni
glutamatni transporteri u Nav1.8Cre-pozitivnim neuronima i SP. Intratekalna aplikacija
neurotoksina botulinuma- B inhibira otpustanje SP iz primarnih aferentnih senzornih vlakana
kiCmene moZzdine i priguSuje nastali nociceptivni odgovor u modelima upanog i neuropatskog

bola
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Konacno, SP je povezana sa intrinzicnim putevima ki¢mene mozdine koji modulirgju
bol, s obzirom da nishodna facilitacija iz rostrano-medijalno-ventraine medule oblongate
doprinosi olakSavanju nociceptivhog prenosa i hiperalgezije preko NK1Rs. Pokazano je da
suprotnu ulogu ima SP u locusu coeruleusu, gde aktivacija NK1R olakSava spinalnu
noradrenergiCku transmisiju i prigusuje mehanicku alodiniju nakon hronicne ozlede.

Aferentna vlakna prenose informacije ukusa iz prednjeg dela jezikai mekog nepca putem
chorde tympani i n. petrosusa majora, a tela neurona smesStena su u kolenom ganglionu n.
facidlisa (GG), dok su gustativni korpuskuli u zadnjem delu jezika inervisani sa n.
glosapharingeusom, a tela neurona nalaze se u petroznom ganglionui (PG). Elektrofizioloske
studije sa hordom timpani, n. petrosusom majorom i n. glosofaringeusom su pokazale dati nervi
imau heterogene odgovore na ukusne drazi (Frank 1991; Frank i sur, 1988;. Nejad 1986;.
Ogawa i sur, 1968), di nije poznato je li se te razlike ogledaju u nekom biofiziCkim svojstvima
ganglijskih celija. Osim Sto poseduju heterogene odgovore, aferentni gustatorni neuroni
ekasprimiraju veci broj neurotransmitera i neuromodulatora. Na primer, imunohistohemijskim
anaizama je pokazano da se u PG eksprimira SP, tirozin-hidroksilaza, VIP, CGRP, gaanin,
glutamat | asparat. Pokazano je da je SP prisutna u centralnim projekcionim vliaknima n.
glossopharingeusa (Helke i Hill, 1988), kao i u terminalnim okrgjcima ovog nerva u n. tractus
solitarii (Cuello i Kanazawa 1978;. Hokfelt et al 1975). Osim toga, King i sar. pokazali su da SP
pobuduje neurone rostralnog gustatornog dela nc. tractus solitarii (rNST), Sto ukazuje da SP
moze biti ukljuCen u aferentni prenos informacija ukusa na prvoj centranoj sinaps u
gustatornom putu (King et al., 1993). Slicno tome, pokazano je da GABA ima veliki uticg] na
obradu gustatornih informacija u rNTS a tg uticaj moZze da se delimi¢no ostvari preko
presinapticke inhibicije na primarnoj aferentnoj ekscitatornoj sinapsi.

Trenutno, neurohemijske karakteristike aferentnih gustatornih vliakana nisu poznate niti
je poznat mehanizam sinaptiCke transmisije izmedu gustatornih korpuskula i primarnih
aferentnih vlakana. Istrazivanja perifernih koznih aferentnih vlakana na izolovanim neuronima
DRG, pokazala su da ova vlakna imaju hemosenzitivna svojstva (Dray, 1996). Moguce je, stoga,
da su receptori na distalnim aferentnim vlaknima koji inervisu meko nepce slicni onima
naznaCenim u ovom istrazivanju koji se odnose na izolovane ganglijske neurone PG i GG.
Dakle, neuronska transmisija izmedu glosofaringealnaog Zivaca i gustatornih korpuskula moze
biti posredovana sa ACh, SP, 5HT i GABA, dok je transmisija iz gustatornih korpuskula koje
inervise facijalni zivac posredovana sa 5HT i GABA, ai ne i sa ACH i SP. Naravno,
neurotransmiteri koji nisu obuhvaceni ovim istrazivanjem takode mogu biti ukljueni u tu
transmisiju. Taj pristup koriStenja izolovanih ganglijskih Celija u ispitivanju neurotransmisije iz
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gustatornih korpuskula, omogucuje praktiCan pristup onome Sto je dugo bilo tehnicki problem
(Koga and Bradley, 2000).

Ne samo da su navedene neurohemijske supstance prisutne u PG i GG, vec su ukljucene
u funkciji centralnog i perifernog stvaranja ukusa u perifernom gustatornom sistemu. Veruje se
da serotonin modulira hemosenzorni odgovor gustatornih receptoraa Ach, GABA i SP se smatra
da funkcioniSu u sinapsama izmedu gustatornih receptora i primarnih aferentnih neurona.
Stavise, neuroni PG odgovaraju na ACh pri koncentracijama u fizioloskom rasponu Na prvoj
stanici u centralnom gustatornom putu, pokazalo se da GABA i SP funkcioniSu kao inhibitorni i
ekscitatorni neurotransmiteri u singpsi primarnih aferentnih vlakana u nc. tractus solitarii
(Caicedo et al., 2004; Chaundhari, 2014; Bradley and King, 2007).
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6. ZAKLJUCCI

Rastojanje od ganglion geniculi (GG) do mesta najkonveksnijeg dela unutrasnje

karotidne arterije u karotidnom kanalu iznosilo je prosecno 9,87 mm.

Rastojanje od GG do centralnog dela vrha kohleariformnog nastavka bilo je prosecno
5,53 mm.

Distanca od GG do centralne taCke glave uzengije bila je prosecno 7,95 mm.

Rastojanje od GG do mesta odvganja velikog petroznog nerva od facijalnog nerva

bilo je prosecno 1,24 mm.

Distanca od GG do najispupcCenije centralne taCke promontorijuma iznosila je

prosecno 7,63 mm.
Rastojanje od GG do stilomastoidnog otvora bilo je prosecno 16,92 mm.

Rastojanje od GG do sredisnjeg dela vrha piramidalnog ispupcenja bilo je prose¢no
8,77 mm.

Rastojanje od GG do ulaznog otvora petrozne arterije iznosilo je prosecno 5,4 mm.
Ganglion geniculi (GG) vaskularizuje u proseku 1,1 a. petrosa (AP).

Spoljasnji dijametar AP iznosio je prosecno 0,44 mm, dok je njen unutrasnji precnik

iznosio prosecno 0,24 mm.
AP jeprosecno bila duga 17,1 mm.

AP je davalaod 1 do 3, prosecno 1,3 grane namenjene velikom petroznom nervu, a
njihov precnik je varirao od 0,012 mm do 0,052 mm, prosecno 0,024 mm.

AP je davala 1 do 3, prosecno 1,6 ganglijske grancCice koje izgraduju periganglijsku i

intraganglijsku arterijsku mrezu.
Njihovi spoljasnji precnici su iznosili od 0,018 do 0,056 mm, prosecno 0,029 mm.

Broj mikrosudova je varirao od 87 do 143, prosecno 99,8. Njihov precnik se kretao

0d 5,47 um do 8,71 um, prosecno 6,84 um po mikroskopskom polju.
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Broj ganglijskih Celija po mikroskopskom polju je varirao od 20 do 38, prosecno
27 4.

Prose¢an odnos ganglijska ¢elija/sudovi, koji je iznosio 1:3,6, govori da je svaka
ganglijska celija, na nivou preseka, okruZzena sa 3,6 mikrosuda.

Histolodka ispitivanja GG pokazala su da je 19 od 20 gangliona bilo lokalizovano na
tipicnom mestu, neposredno pre kolena n. facialisa, osim jednog koji je imao 15 ostrvaca
¢elija u labirintnom delu facijalisa

Veéina GG, 18/20 (90%), imai su akcesorne ganglijske celije razbacane u
meatusnom delu (u n. intermediusu) — M deo, i/ili u petroznom delu Zivca (n. petrosusu
majoru) — P deo.

Broj akcesornih ganglijskih ¢elija se kretao od 1 do 67 Celija po uzorku.

Najveci broj gangliona bio je trouglast — 14/20 (70%), zatim su dedili ovalni
ganglioni — 5/20 (25%), dok je samo jedan ganglion (5%) bio sastavljen od grupica
razbacanih ganglijskih ¢elija u labirintnom delu facijalisa.

ProseCna vrednost duzeg precCnika gangliona iznosila je 1187,957+31,98 um (od
1048,420 do1548,570), kraceg 910,008+28,83 um (od 704,761 do 1076,128), dok je povrsina
preseka gangliona iznosila 648066,112+1126 pm? (od 418964 do 926303). Prose¢an obim
gangliona bio je 4094,286+157,18 um (od 3183,690 do 5923,146). Pojednostavljeno, precnik
gangliona geniculi je oko 1 mm, a njegova povrsina preseka ispod 1 mm? dok je obim
gangliona oko 4 mm.

Najvec¢i broj gangliona imao je umerenu celularnost, izrazenu semikvantitativnom
procenom kao 50-70% ukupne povrsine preseka GG.

Ganglijske celije u ovoj studiji bile su pretezno eipsoidnog oblika. Prosecni dijametar
iznosio je 34,21+0,69 um, sa rasponom vrednosti od 17,740 do 49,113 um. ProseCni duzi
dijametar ganglijske celije bio je 37,02+0,79 um (od 19,842 do 57,374 um), a kraci
31,39+0,68 um (od 15,637 do 48,884 um). Prosecna povrSina ganglijskih ¢elija iznosila je
944,84+36,93 pm? (od 243,696 do 1894,372 um?).

Pokazano je da najveci broj pripada srednjevelikim Celijama sa dijametrom od 31-40
um (51/100: 51%), a potom slede male Celije sa dijametrom od 15-30 um (33/100; 33%) i na
kraju velike Celije dijametra od 41-50 um (16/100; 16%).

Prosecan broj satelitskih ¢elija koje prate ganglijske Celije bio je 6,55+1,58 (od 4-11), i
one su u najvecem broju sluCajeva rasporedenje u jednom koncentricnom sloju (95/100;
95%).
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Jedra ganglijskih Celija takode su bila elipsoidnog oblika, sa prosecnim dijametrom od
11,07+0,18 um, (raspon od 7,877 um do 15,504 um). Duzi dijametar iznosio je 11,59+0,18
um (7,921 do 16,208 um) a kraci 10,56+0,16 um (7,278 do 14,800 um). ProseCna povrsina
jedara ganglijskih karakteristika iznosila je 98,21+2,94 pm?, (48,870 do 188,391 pum?). Jedra
su bila heterohromatinska i obavezno sadrzala jedarca.

NaSa studija je pokazala klasiCan nalaz Sto se tiCe markiranja neurona sa pan-
neuronskim markerima — NSE, Sy, PGP9,5 i S-100 protein, da se ovim markerima boji oko
85-90% nervnih Celija. Medutim, bio je interesantan nalaz ekspresije pan-neuironskog
markera NeuNu.

Nalaz ekspresije pan-neuronskog markera NeuNu u ovoj studiji je pokazao da samo
3/20 gangliona (15%) pokazuje bojenje na ovaj jedarni protein neurona, pri Cemu se u
obojenim ganglionima boji samo manja populacija ganglijskih celija (od 20 do 50%).

Analiza ekspresije NF-H u ganglijskim Celijama pokazala je da 91% cCelija eksprimira
ova protein citoskeleta i da je distribucija IR-Celija ravnomerna unutar procene slabe,
umerene i izrazite IR (oko 30% Celija u svakoj podgrupi). Ukupni skor imunoreaktivnosti za
NF-H iznosi 178+85,5.

Na osnovu analize varijanse (ANOVA) utvrdeno je da postoji visoko statistiCki
znaCajna razlika izmedu ove Cetiri grupe Celija po svim analiziranim obelezjima.

Celije koje su izrazito eksprimirale NF-H imale su statisticki znaajno veéi dijametar,
obim i povrSinu u odnosu na Celije koje su umereno eksprimirale NF-H i u odnosu na Celije
koje su bile slabo IR.

Supstanca P bila je eksprimirana €ak u 70% celija GG prisutnih na poprecnom
preseku gangliona, dok 30% celija nije eksprimiralo ovaj neuropeptid. Sto se tice intenziteta
IHH reakcije, najveci broj obojenih Celija pokazivao je slabu IR (42%), dok su umerena i
izrazita IR bile prisutne u podjednakom broju obojenih Celija (14%).

Ukupan proracunati skor IR za supstancu P, na osnovu semikvantitativne analize
obojenih uzoraka genikulatnog gangliona, iznosio je 91,5+56,41.

StatistiCka analiza je pokazala da su ganglijske éelije koje eksprimiraju SP, u proseku
znaCajno manje po dijametru, obimu i povrSini u odnosu na ganglijske celije koje ne
eksprimirgju SP.

SP+ Celije pripadale su malim i srednjim ganglijskim celijama, dok su SP- Celije bile

distribuirane u ¢elijama razlicitim po veli€¢inama.
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CGRP se eksprimirao u 62% Ccelija GG, dok 38% Ccelija nije eksprimiralo ovaj
neuropeptid. Sto se tice intenziteta IHH reakcije, najveéi broj obojenih Celija pokazivao je
dabu IR (34%), umerenu imonearkivnost je ispoljilo (16%), a izrazitu ngjmanji procenat
Celija (12%).

Ukupan proracunati skor IR za CGRP, na osnovu semikvantitativne analize obojenih
uzoraka genikulatnog gangliona, iznosio je 81,62+40,45.

StatistiCka analiza je pokazala da izmedu CGRP+ i CGPR- celija nema razlike u
njihovoj povrsini, ali da su CGRP+ ¢elija imale manji dijametar (veci i prose¢ni) od CGRP-
Celija.

Poredenje malih, srednjih i velikih CGRP+ i CGRP- cCelija, pokazuje da nema
statisticki znaCajne razlike u distribuciji CGRP-IR. Naime, i CGRP+ i CGRP- Celije
klasifikovane su u slichom procentu kao male, srednje i velike, a bilo je generalno najvise
srednjevelikih Celija u obe podgrupe.

StatistiCka obrada rezultata pokazala je da su CGRP+ Celije statistiCki znacajno vece od
SP+ Celija u pogledu dijametra, obima i povrSine.

Primenom imunohistohemijskih metoda bojenja nije pokazana ekspresija VIP-a, NPY,
niti somatostatina u ganglijskim celijama gangliona geniculi, dok su kontrolni uzorci
pokazivali VIP-IR.

Ganglijske celije nisu eksprimirale AchE, glutamin-sintetazu kao ni tirozin-
hidroksilazu na preparatrima bojenim IHH metodama primenom antitela na ove enzime,
odnosno Celije GG ne sintetiSu acetil-holin (procenjeno na osnovu izostanka bojenja na
AchE), GABU (izostanak ekspresije glutamin-sintetaze), niti dopamin i noradrenalin
(izostanak ekspresije tirozin-hidroksilaze).

U ganglijaskim ¢elijama GG parvalbumin se nije eksprimirao.

Transkripcioni faktor Nurr-1 eksprimirao se u ganglijskim celijama GG difuzno, u
skoro svim ganglijskim Celijama, a intenzitet IHH rekacije bio je snazan/umeren.

Mastociti u GG i u interganglijskim prostorima su bili uobiCajena pojava u vecini
ispitivanih gangliona u ovoj studiji.
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SPISAK SKRACENICA

Ach - acetil- holin

AchE - acetil holin - esteraza

ACI - arteriacarotisinterna

AMM - arteria meningea media

AP - arteria petrosa

BDNF - moZzdani neurotroficni faktor
CapStap - caput stapedis

CGRP - peptid kodiran genom za kalcitonin
DOPA - dopamin

EmPyr - eminentia pyramidalis

For AP - foramen arteriae petrosae

FS - foramen stylomastoideum

GABA - gama-amino buterna kiselina
GDNF - glijalni neurotroficni faktor

GG - ganglion geniculi

H& E - hematoksilin-eozin

| B4 - isolection B4

IHH - imunohistohemija

NCAM - neuralni celularni adhezivni molekul
NeuN - DNK-vezujuci protein nukleusa neurona
NF-H - neurofilamentni protein velike molekulske tezine
NMB - neuromendin B

NPM - nervus petrosus major

NPY - neuropeptid Y

NSE - neuron specifi¢na enolaza

NTS - nucleus tractus solitarii

S5HT - serotonin

PGP9.5 - proteinski genski produkt 9.5
ProcCoch - processus cochleariformis
Prom - promontorium

S0 - somatostatin

SP - supstanca P

Sy - sinaptofizin

VIIbis- nervusintermedius

VIICN - nervusfacialis

VIP - vazoaktivni intestinalni peptid
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a ALEKSANDRA DOZIC
broj upisa

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom
ANALIZA MIKROANATOMSKIH, HISTOLOSKIH I IMUNOHISTOHEMIJSKIH
KARAKTERISTIKA GANGLIONA GENICULI FACIJALNOG ZIVCA COVEKA

e rezultat sopstvenog istraZivatkog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krSio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda
2 2y
U Beogradu, 20.06.2016.___ 9%% 2
= (ALY G
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora ALEKSANDRA DOZIC
Broj upisa
Studijski program
Naslovrada ___ ANALIZA MIKROANATOMSKIH, HISTOLOSKIH I
IMUNOHISTOHEMIJSKIH KARAKTERISTIKA GANGLIONA GENICULI
FACIJALNOG ZIVCA

COVEKA
Mentor Doc. dr MILA CETKOVIC-MILISAVLJEVIC
Komentor Prof. dr VASO ANTUNOVIC

Potpisani _ %&quyﬁa 5/2’;%1%

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.
Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu,  20.06.2016. % g
Iy p1; M
//




Prilog 3.

Izjava o koriSéenju

Ovlad¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

ANALIZA MIKROANATOMSKIH, HISTOLOSKIH I IMUNOHISTOHEMIJSKIH
KARAKTERISTIKA GANGLIONA GENICULI FACIJALNOG ZIVCA COVEKA

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno
(3) Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda

J
hacaigye Lo

U Beogradu, 20.06.2016.
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