STEREOLOSKA ANALIZA ZRNASTIH (':ELI‘.,]A KORE MALOG MOZGA U
TOKU RAZVOJA KOD COVEKA

Radmila Gudovié, Dusica Mari¢ i Nada Mihié

Cilj ovog istrazivanja bio je da se odredi numericka gustina zrnastih celija u razli¢itim delovima
kore malog mozga. Promene numericke gustine pracene su u predelu hemisfera, crva i pahuljice. Za
proucavanje numeriCke gustine zrnastih Celija koris¢eno je 25 humanih fetusa razliCite gestacijske
starosti (15 do 31 gestacijska nedelja i jednom mozgu novorodenceta). Posle uobicajene procedure
fiksacije i kalupljena, mozgovi su seceni u frontalnoj ravni na 6, 15 i 30 um i bojeni po metodi krezil
violet. Stereoloska analiza uradena je pomocu metode brojanja uz pomoc¢ visenamenskog testnog
sistema M42. Ukupno je u svakom stadijumu brojano po 80 testnih polja. Rezultati stereoloske
analize ukazuju na stalan porast numericke gustine zrnastih ¢elija u svim proucavanim stadijuma, kao
i u svim ispitivanim delovima kore malog mozga. Acta Medica Medianae 2005;45(1):47-51.
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Uvod

Mali mozak se opisuje kao struktura koju
¢ine tri sistema cija je uloga da kontroliSu vesti-
bularne, spinalne i kortikalne mehanizme pomocu
reciprocnih neuronskih veza. Organizacija malog
mozga ukazuje da je on uklju¢en u proces fine
kontrole motornih pokreta, kao kontrolni sistem
koji koristi povratne informacije da bi kontrolisao
greske u drugom sistemu. Skorija istrazivanja
otkrivaju da mali mozak ima znacajnu ulogu u
kongnitivnim procesima, opazanju (1,2), procesu
govora (3), kao i kontroli dvadesetcetvorocasov-
nog ritma (4). Doyon i sar. (5), u svojim istrazi-
vanjima, utvrdili su da mali mozak ima veoma
vaznu ulogu u bezuslovnom sticanju vizumotorne
vestine, narocito u kasnijim stadijumima ucenja.

Pomenuti sistemi povezani su, prakti¢no, sa
svim delovima centralnog nervhog sistema
izuzetno bogatim vezama. Informacije do malog
mozga dolaze preko dva odvojena sistema. Jedan
sistem cine puzajuéa vlakna koja vode poreklo iz
olivarnog kompleksa produzene mozdine (6). Ova
vlakna ukrstaju srednju liniju i stupaju u kontakt
sa dendritima Purkinjeovih ¢elija.

Drugi put, koji dovodi informacije do malog
mozga cini sistem mahovinastih vlakana, koji sa
dendritima zrnastih celija i Goldzi ¢elija gradi
slozenu sinapsu poznatu kao glomerul malog
mozga. Putevi koji polaze iz kicmene mozdine i
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idu ka malom mozgu, zatim putevi koji polaze iz
retikularne supstance, mezencefalicnog trige-
minalnog jedra, nuclei pontis, vestibularnih jeda-
ra i drugih struktura centralnog nervnog sistema,
predstavljaju, u sustini, mahovinasta vlakna koja
se zavrsavaju u zrnastom sloju kore malog moz-
ga gradedi rozetu, odnosno centralni deo glome-
rula. Zahvaljuju¢i ovakvoj organizaciji, zrnaste
celije dobijaju informacije iz brojnih delova
centralnog nervnog sistema, koje, zatim, putem
paralelnih vlakna, Salju ka Prukinjeovoj celiji.

Zrnaste celije vode poreklo iz spoljasnjeg
zrnastog sloja (7,8), koji predstavlja privremeni
proliferativni centar. Celije spoljasnjeg zrnastog
sloja vode poreklo iz subventrikularne zone rom-
bicke usne (9). PretecCe zrnastih éelija migriraju iz
rombicke usne i tangencijalnom migracijom Sire
se po povrsini zaCetka malog mozga i stvaraju
spoljasnji zrnasti sloj. U ovom sloju celije se dele,
a posmitoticki neuroni zapocdinju veoma slozen
proces diferencijacije i migracije ka unutra, kroz
molekularni sloj i sloj Pukinjeovih ¢elija. Prosavsi
kroz pomenute slojeve zrnaste celije zauzimaju
definitivni polozaj ispod sloja Pukinjeovih celija i
grade unutrasnji zrnasti sloj (10,11). U toku
migracije Goldzi (Golgi) zona zrnastih celija poci-
nje da stvara mehuri¢e koje ispunjava sinaptofi-
zin (12), mada se, najverovatnije pravi sinapticki
kontakt izmedu paralelnih vlakana zrnastih celija
i dendrita Pukinjeovih celija joS ne razvija. U
ovom vremenskom periodu prisutan je, kod mi-
Seva, TAG-1 (transitient axonal glycoprotein) koji
indirektno ukazuje na intenzivan rast aksona,
odnosno paralelnih vlakana. Iz ovog kratkog pri-
kaza jasno se uoCava da je zrnasta celija, sa
funcionalnog stanovista veoma vazna posto pred-
stavlja most izmedu sistema mahovinastih viaka-
na i Purkinjeove celije.
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Cilj rada

Cilj ovog rada bio je, imajuci u vidu znacaj
zrnastih celija u procesu funkcionisanja malog
mozga, pracenje promena numerickih gustina
zrnastih celija u filogenetski razli¢itim delovima
kore malog mozga u toku razvoja.

Materijal i metode

StereoloSka analiza zrnastih celija crva
(vermis), hemisfera (hemispherium) i pahuljice
(flocculus), u toku razvoja, uradena je na 25
mozgova cCovecijih fetusa razlicite gestacijske
starosti (12,5; 15; 17,5; 19,5; 24,5 i 31. nedelje
gestacije (g.n.) i jednom mozgu 6 dana starog
novorodenceta). Svi fetusi su dobijeni posle
spontanog pobacaja (12,5-31 g.n.). Novorodence
je umrlo usled respiratornog poremecaja. Pore-
mecaji na mozgu fetusa nisu bili uoc¢eni. Starost
fetusa odredivali smo prema Oliver-Pineau (13).
Fetalni mozgovi bili su fiksirani u 10% rastvora
formalina, kalupljeni u celuidinu i seceni u
frontalnoj ravni na 6,15 i 30 um debljine. Preseci
su bojeni po metodi krezil-violet. Za stereolosku
analizu koris¢en je svaki peti presek. Ukupno je
brojano 80 testnih polja u svakom stadijumu
razvoja. Na svakom rezu brojano je 10 testnih
polja, pet u levoj i pet u desnoj pahuljici, crvu i
hemisferi. Pre¢nik jedra zrnaste celije odredivan
je pomocu okularnog mikrometra. Dobijena
vrednost je pomnozena sa 4/n da bi se izracunao
pravi precnik posto je utvrdeno da postoji jasna
linearna zavisnost izmedu precnika lopte i
veli¢ine profila (14). StereoloSku analizu smo
radili uz pomo¢ svetlosnog mikroskopa (occ. 10;
obj. 100). Jedra nervnih celija brojali smo na
optickom rezu koristeéi testni sistem M42 po
Weibel-u. Numericku gustinu jedara nervnih
celija (Ny), u ovom slucaju, izraCunavali smo
pomocu sledece formule (15):

Ny = Np/ DF+ D
gde je :

Ny - numericka gustina

Na — broj jedara nervnih celija na testnom
polju

DF - subjektivha dubina focusa

D - prosecna vrednost precnika

Od statistickih parametara izracunavana je
proseCna vrednost numeriCke gustine, standard-
na devijacija i standardna greska aritmeticke
sredine. Dobijeni rezultati testirani su T-testom.

Rezultati

Unutrasnji zrnasti sloj kojeg sacinjavaju
zrele zrnaste cCelije prvi put se pojavljuje u toku
razvoja u 15. g.n. u vidu tanke trake koja se na-
lazi neposredno ispod sloja nezrelih Purkinjeovih
celija. U predelu pahuljice u 15-toj g. n. unutras-
nji zrnasti sloj je slabo vidljiv i nejasno ogranicen
prema okolnim strukturama tako da je bilo ne-
moguce sa sigurnoScu izbrojati zrnaste celije u
tom predelu. Histoloska analiza ukazuje da unu-
trasnji zrnasti sloj u kasnijim stadijumima razvoja
postaje deblji i gusSée naseljen, dok se istovre-
meno spoljasnji zrnasti sloj istanjuje, mada je na
histoloskim preparatima prisutan kod novoro-
denceta starog 6 dana.

Numericka gustina zrnastih ¢elija u predelu
hemisfera prikazana je u Tabeli 1, u predelu crva
u Tabeli 2, a u predelu pahuljice u Tabeli 3.
Numericka gustina zrnastih celija u predelu
hemisfera pokazuje neprekidan rast koji je
statisticki znacajan (p < 0,001) u svim ispitivanim
stadijumima, izuzev izmedu 17,5 i 19,5 g.n. gde
razlika u vrednostima numericke gustine nije
statisticki znacajna.

Tabela 1. Numericka gustina zrnastih Celija u predelu hemisfera

starost 15 g.n. 17,5 g.n. 19,5 g.n. 24 g.n. 31 g.n. 6 dana
X 97000 110000 115000 200000 526000 542000
SD 18700 19000 24000 44000 46000 42000
SE 3200 3200 4000 7400 8400 7000

Tabela 2. Numericka gustina zrnastih ¢elija u predelu crva (vermis)

starost 15 g.n. 17,5g.n. 19,5 g.n. 24 g.n. 31 g.n. 6 dana
X 140000 158000 162000 334000 368000 571000
SD 2000 18000 21000 58600 46000 73000
SE 3000 3300 3900 10700 8400 13900

Tabela 3. Numericka gustina zrnastih ¢éelija u predelu pahuljice (flocculus)

starost 15 g.n. 17,5 g.n. 19,5 g.n. 24 g.n. 31 g.n. 6 dana
X 55000 100000 157000 174000 192000
SD 15000 21900 37200 36500 38300
SE 1500 2200 3800 4100 3900
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Numericka gustina zrnastih celija u predelu
crva, kao i numericka gustina zrnastih celija u
predelu hemisfera pokazuje neprekidan rast koji
je statisticki znacajan u svim proucavanim
stadijumima (p < 0,001), izuzev izmedu 17,5 i
19,5 g.n. i 31 g.n. i novorodenceta, gde razlika u
vrednostima numericke gustine, iako postoji, nije
statistiCki znacajna.

Porast vrednosti numericke gustine jedara
zrnastih celija u predelu pahuljice statisticki je
znacajan (p < 0,001) u svim ispitivanim stadiju-
mima.

Uporedujudi vrednosti numerickih gustina za
odgovarajuce stadijume razvoja u predelu kore
hemisfera (neocerebellum), crva (paleocerebe-
llum) pahuljice (archicerebellum) malog mozga
uoCavamo da su one razliCite. Statisticka analiza
ukazuje da su razlike numerickih gustina statisti-
¢ki znacajne (p < 0,001) u svim ispitivanim stadi-
jumima i za sve delove kore malog mozga, sa
izuzetkom vrednosti numerickih gustina u predelu
kore hemisfera i crva kod novorodenceta, gde je
statisticka znacajnost na nivou p < 0,01.

Diskusija

Razvoj centralnog nervhog sistema kod
kicmenjaka sastoji se iz progresivnih i regresivnih
procesa, odnosno fenomena (16,17). Progresivne
procese cine proliferacija celija, migracija ka
njihovom privremenom ili krajnjem odredistu
(18), sazrevanije, tj. stvaranje odgovarajucih pro-
teina celijske opne, jonskih kanala (19), selek-
tivno nakupljanje sli¢nih celija, stvaranje fenotip-
skih varijeteta i odgovaraju¢e orijentacije den-
dritskog polja, kao i uspostavljanje vrlo sloZenih
veza koje su karakteristicne za morfoloski i
funkcionalno zreo centralni nervni sistem (20).
Pored pomenutih progresivhih fenomena, za
pravilan razvoj centralnog nervnog sistema
veoma je vazan i fenomen genetski programirane
celijske smrti ili apoptoze (21,22,23), koja u
sustini predstavlja regresivan proces.

Genetski programirana celijska smrt jos
uvek je nedovoljno razjasnjen fenomen koji
predstavlja okosnicu razvoja centralnog nervnog
sistema. Poznato je da programirana Ccelijska
smrt sa karakteristikama apoptoze deluje kako
na neuroblaste, tako i na postmitoti¢ne neurone,
pre nego Sto njihovi aksoni stupe u sinapticki
kontakt sa svojim ciljem (24). Novija istrazivanja,
takode, ukazuju da nervne celije za svoje
prezivljavanje zahtevaju prisustvo razlicitih pod-
sticaja (stimulusa) koji deluju na odgovarajuce
receptore. Koja vrsta podsticaja ¢e biti potrebna
za njihovo prezivljavanje zavisi prvenstveno od
vrste Celije i stepena njenog razvoja (25). Nedos-
tatak odgovarajuc¢ih podsticaja dovodi do jedne
vrste Celijskog samoubistva.

Ako se napred navedene Cinjenice uzmu u
obzir lako se moze zakljuciti da same celije imaju
veoma aktivnu ulogu u procesu svoje smrti, koja
se kao prirodna pojava pojavlje u toku razvoja,
kao veoma vazna karakteristika neurogeneze, a
oznacena je kao programirana celijska smrt (26).

IstraZivanja Oppenheim-a (16) ukazuju da
ukupno smanjenje broja celija u nekoj nervnoj

strukturi kod ki¢menjaka moze da bude 50% pa i
vise.

Proucavanja ponasanja broja zrnastih celija
izrazenih u vidu numericke gustine, ukazuje da
njihov broj neprekidno raste u toku razvoja i da
se tendencija porasta broja celija nastavlja i
posle rodenja, tacnije sve do kraja prve, a mozda
i druge godine Zivota, kada se spoljasnji zrnasti
sloj kao sekundarni proliferativni centar konacno
iscrpljuje. Kao sto je ve¢ napomenuto, unutrasnji
zrnasti sloj, odnosno zrnasti sloj pojavljuje se u
15-toj g.n. (27,28,29) i u toku razvoja, debljina
ovog sloja tj. numeri¢ka gustina jedara zrnastih
¢elija stalno raste u svim ispitivanim delovima
kore malog mozga. Porast numericke gustine je-
dara zrnastih celija u predelu hemisfera je
statisticki znacajan (p < 0,001) u svim ispitivanim
stadijumima, izuzev izmedu 17,5 i 19,5 g.n. gde
razlika u vrednostima numericke gustine nije sta-
tistiCki znacCajna. Uocen je i statisticki znacajan
porast numeriCke gustine jedara zrnastih Celija u
predelu crva u svim ispitivanim stadijumima (p <
0,001), izuzev izmedu 17,51 19,5 g.n. i 31 g.n. i
novorodenceta, gde razlika u vrednostima nu-
mericke gustine, iako postoji, nije statisticki
znacajna. Medutim, porast vrednosti numericke
gustine jedara zrnastih Celija u predelu pahuljice
statisticki je znacajan (p < 0,001) u svim ispitiva-
nim stadijumima.

Ako uporedimo vrednosti numerickih gusti-
na jedara zrnastih celija za odgovarajuce stadiju-
me razvoja u predelu kore hemisfera (neocerebe-
llum), crva (paleocerebellum) i pahuljice (archi-
cerebellum) malog mozga uocavamo da su njiho-
ve vrednosti razliCite i da je razlika numerickih
gustina statisticki znacajna (p < 0,001) u svim is-
pitivanim stadijumima i za sve delove kore malog
mozga, sa izuzetkom vrednosti numerickih gusti-
na u predelu kore hemisfera i crva kod novo-
rodenceta, gde je statisticka znacajnost na nivou
p <0,01.

Medutim, zbog postojanja spoljasnjeg zrna-
stog sloja ovi nasi rezultati nisu konacni. Pri od-
redivanju konacnog broja zrnastih celija u kori
malog mozga moraju se uzeti u obzir i gubici
prekurzora buducih zrnastih éelija zbog nedostat-
ka faktora koji su potrebni za njihovo prezivljava-
nje i dalje sazrevanje, kao i neadekvatnih sinap-
tickih kontakata izmedu paralelnih vlakana i Pur-
kinjeovih celija.

Pa i pored navedenih Cinjenica, broj zrnas-
tih celija u toku razvoja neprekidno raste. To se
moze objasniti Cinjenicom, da je zrnasta celija
zrela kada dode do svog konacnog odredista i da
je sposobna da stvara sinapticke kontakte sa
nadolazeé¢im mahovinastim vlaknima koja pristizu
u zrnasti sloj iz brojnih predela centralnog nerv-
nog sistema krajem 16-te g.n i narocito su brojna
u 28. g.n. (30). Izuzetno brojna nadolaze¢a ma-
hovinasta vlakna u periodu izmedu 21-22. g.n. i
30-31. g.n. stvaraju laminu disekans (31), a taj
period odgovara i enormnom porastu numericke
gustine jedara zrnastih ¢elija u ispitivanim delo-
vima kore malog mozga. Iako lamina dissecans
nestaje u 30-31. g.n. broj celija i dalje raste,
najverovatnije zato Sto zrele zrnaste celije koje
dolaze u unutrasnji zrnasti sloj c¢ekaju brojna
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slobodna mahovinasta vlakna. Ova pretpostavka
ima svoje utemeljenje u dokazanoj cinjenici da
neuron—cilj (mahovinasto vlakno u ovom slucaju)
odnos ima klju¢nu ulogu u odredivanju konacnog
broja neurona (32). Razlika u vrednosti nume-
ricke gustine jedara zrnastih celija u predelu
corpus-a cerebelli (hemisfere i vermis) i pahuljice
moze se objasniti razli¢itim brojem mahovinastih
vlakana koja pristizu u te delove kore, kao i
brojem Purkinjeovih ¢elija.

Naime, u svojim istrazivanjima, Zanjani i
sar. (33) dosli su do zakljucka da Purkinjeova

¢elija reguliSe roditeljsku populaciju celija koje ¢e
dati zrnaste celije kao i prezivljavanje i njihovo
sazrevanje.

Zakljucak

Imajuci u vidu navedene cinjenice, mozemo
da zaklju¢imo da konacni broj zrnastih celija
zavisi od broja funkcionalno korisnih sinaptickih
kontakata, sa jedne strane, izmedu paralelnih
vlakana i Purkinjeovih Celija, a sa druge izmedu
mahovinastih vlakana i zrnastih ¢elija.
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STEREOLOGICAL ANALYSIS OF HUMAN CEREBELLAR GRANULE CELLS
IN DEVELOPING BRAIN

Radmila Gudovic, Dusica Maric and Nada Mihic

The aim of this investigation was to determine the numerical density of human
cerebellar granule cells in three different parts of cerebellar cortex i.e.
hemispherium, vermis and flocculus. Stereological analysis of human cerebellar
granule cells was performed at various stages of fetal development (15 th to 31 st
gestation week) and one brain of a six day-old newborn. The brains were fixed in
formalin, embedded in paraffin and cut in frontal plane in 6,15, and 30 um. The
slices were stained with Cresyl-violet. Each fifth slice was analyzed using the light
microscope, and numerical density of granule cell nuclei was performed by point
counting method using multipurpose test system M42. The total of test fields was
counted in each stage. The analysis of the obtained value for the numerical density
of the nerve cell nuclei indicates a constant increase during development in all
investigate parts of the cerebellar cortex. Acta Medica Medianae 2005;45(1):47-51.
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