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POPIS I OBJAŠNJENJE KRATICA KORIŠTENIH U RADU:
CŽS – centralni živčani sustav
AG – arahnoidne granulacije
MR – magnetska rezonancija
GSS – gornji sagitalni sinus
TS – transverzalni sinus
ST – sigmoidni sinus
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[bookmark: _Toc49090989]UVOD
Arahnoidne granulacije su invaginacije arahnoidne moždane ovojnice u duralni sinus, a prvi ih je detaljno opisao Pacchioni početkom 18. stoljeća te ih je nazvao „glandulae congoblatae“ (Brunori et al., 1993). Njegova pretpostavka, davno napuštena, bila je kako „glandulae congoblatae“  primarno imaju sekretornu funkciju te da se u njima stvara tekućina koja „podmazuje“ moždane ovojnice i mozak.  Prema dominantnom tradicionalnom konceptu fiziologije cerebrospinalnog likvora, smatra se kako su  arahnoidne granulacije i arahnoidni vili glavno mjesto apsorpcije likvora u venski sustav. Iako se posljednjih godina navode i neka druga moguća mjesta apsorpcije (Brinker et al., 1997; Gomez et al., 1985; Iliff et al., 2013; Johnston et al., 2004; Kida et al., 1993; Rasmussen et al., 2018),  još uvijek se arahnoidne granulacije i viliji smatraju ključnim mjestom apsorpcije likvora. (Bothwell et al., 2019; Damkier et al., 2013; Davson et al., 1973; Huff & Varacallo, 2019; Milhorat, 1975; Pollay, 2010; Sakka et al., 2011; Von Monakow, 1905; Weed, 1935). Pretpostavljeni mehanizam apsorpcije likvora u duralne sinuse nije potpuno jasan, a važno je napomenuti kako niti ne postoji znanstveno prihvaćena metodologija određivanje apsorpcije likvora.  Weed je pretpostavio kako je apsorpcija kroz arahnoidne granulacije primarno određena razlikom u hidrostatskom i koloidno-osmotskom tlaku između subarahnoidnog prostora i duralnih venskih sinusa (Weed, 1935). S druge strane, Welch i Friedman (Welch & Friedman, 1960) su pretpostavili postojanje velikih otvorenih kanala na arahnoidnim granulacijama koji djeluju kao jednosmjerni ventili te omogućuju izravno dreniranje likvora u duralne sinuse pod gradijentom spomenutih tlakova. No, analiza arahnoidnih granulacija elektronskim mikroskopom nije pokazala postojanje takvih „ventila“ (Shabo & Maxwell, 1968b, 1968a). Naprotiv, pokazano je kako su arahnoidne granulacije i viliji u cijelosti prekriveni endotelnim stanicama koje su međusobno povezane „tight junction“ vezama čime je dovedena u pitanje uloga arahnoidnih granulacija u apsorpciji likvora. No, tradicionalni koncept fiziologije likvora održan je jer se uočilo kako transcelularne vakuole u endotelnim stanicama teoretski mogu  biti mehanizam apsorpcije likvora u venski sustav (Tripathi & Tripathi, 1974). 
Eksperimentalni rezultati publicirani u ranijim radovima istraživačke skupine prof. Klarice ne mogu se uklopiti u  tradicionalni koncept fiziologije likvora koji je baziran na postulatima sekrecije, jednosmjerne cirkulacije i apsorpcije likvora dominantno u duralnim sinusima (Bulat & Klarica, 2011; Jurjević et al., 2011; M. Klarica et al., 2009; M Klarica et al., 2013; Marijan Klarica et al., 2014; Darko Oreskovic et al., 2003; Darko Orešković et al., 2016, 2017c, 2017d; Darko Orešković, Maraković, et al., 2018; Darko Orešković & Klarica, 2014; Radoš et al., 2014). Naime, ovi radovi sugeriraju kako je nastajanje i nestajanje likvora unutar likvorskog i intersticijskog prostora regulirano gradijentom hidrostatskih i osmotskih sila na razini kapilarne mreže neuralnog tkiva. 

Budući da nije jasna uloga arahnoidnih granulacija u regulaciji intrakranijskih tekućina, u  ovom radu htjeli smo što detaljnije ispitati kako se broj, veličina i distribucija arahnoidnih granulacija mijenjaju tijekom životnog vijeka od novorođenačke dobi do 80 godina starosti.  Očekujemo kako će ovakva morfološka kvantifikacija arahnoidnih granulacija kako u duralnim sinusima tako i u okolnim kostima neurokranija, pomoći boljem razumijevanju njihove važnosti za fiziologiju i patofiziologiju cerebrospinalnog likvora.  

[bookmark: _Toc49090990] OPĆI CILJ I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Cilj je rada bio napraviti kvantitativni profil pojavnosti, veličine i položaja AG kroz različite dobne skupine na temelju radioloških snimaka glave snimljenih MR-om. 
Specifični ciljevi: 
· Kako se u dobnim skupinama od 0 do 80 godina mijenja udio ispitanika koji imaju arahnoidne granulacije u duralnim sinusima?
· Kako se tijekom životnog vijeka mijenja udio ispitanika koji imaju arahnoidne granulacije u kostima oko duralnih sinusa?
· Kako se tijekom životnog vijeka mijenja prosječan broj arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima?
· Kako se tijekom životnog vijeka mijenja prosječan broj arahnoidnih granulacija u kostima oko duralnih sinusa?
· Kako se tijekom životnog vijeka mijenja veličina arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima?
· Kako se tijekom životnog vijeka mijenja veličina arahnoidnih granulacija u kostima oko duralnih sinusa?



[bookmark: _Toc49090991]MATERIJALI I METODE
[bookmark: _Toc49090992]Ispitanici
Za ovo retrospektivno istraživanje su korišteni pregledi mozga na magnetskoj rezonanciji snimljeni u Poliklinici Neuron pri Hrvatskom institutu za istraživanje mozga u periodu od 2015. Do 2020.g. Svi ispitanici ili njihovi zakonski skrbnici su prije snimanja popunili upitnik na kojem su dali pisanu suglasnost da se rezultati MR snimanja uz potpunu anonimizaciju podataka mogu koristiti u svrhu znanstvenih istraživanja i edukacije. Ovo istraživanje provedeno je u okviru Znanstvenog centra izvrsnosti za temeljnu, translacijsku i kliničku neuroznanost, a ispitanici su nasumično odabrani prema dobnim skupinama iz velike baze podataka.  Kriterij za uključivanje ispitanika u ovo istraživanje je bila odgovarajuća dob u trenutku snimanja, dok je kriterij za isključivanje bilo postojanje organske patologije koje bi teoretski moglo poremetiti fiziologiju cerebrospinalne tekućine (hidrocefalus, stanja nakon opsežnih neurokirurških zahvata, stanja po postavljanju drenažnih katetera, postojanje ekspanzivnih procesa, razvojne malformacije i sl.). U istraživanju su analizirani rezultati dobnih skupina od 0 godina (novorođenčad), 2 godine, te 10 godina, 20 godina, 40 godina, 60 godina  i 80 godina. Ista skupina ispitanika koja je analizirana u novorođenačkoj dobi ponovo je analizirana i u dobi od dvije godine, dok su sve ostale skupine analizirane smo jednom. U dobi od 0 do 20 godina, arahnoidne granulacije analizirane su u četiri različite dobne skupine jer smo u ovom periodu očekivali najintenzivniju promjenu broja arahnoidnih granulacija. Skupine ispitanika starije od 20 godina ispitivane su u vremenskim intervalima od 20 godina. U svaku dobnu skupinu bilo je uključeno 10 muških i 10 ženskih ispitanika što daje ukupan broj od 120 analiziranih ispitanika i 140 analiziranih MR pregleda. 

[bookmark: _Toc49090993]Tehnička svojstva MR uređaja
Sva snimanja učinjena su na 3T MR uređaju (Magnetom PrismaFIT, Siemens, Njemačka)  u sklopu standardne neuroradiološke dijagnostičke obrade korištenjem 64 kanalne zavojnice za glavu i vrat.  Za morfološku kvantifikaciju arahnoidnih granulacija korišteni su koronarni T2 presjeci (TR/TE=5000/100 ms, matrix : 512x 308; voxel size : 1x1x3 mm) i aksijalni T2 presjeci (TR/TE=5000/100 ms, matrix : 512x 282; voxel size : 1x1x3 mm). Snimanja kod novorođenčadi provedena su pod kontrolnom neuropedijatra uz sedaciju  midazolam 0,1 mg/kg ili fenobarbitonom 5-10 mg/kg. Djeca u dobi od dvije godine snimana su pod kontrolom anesteziološkog tima u općoj anesteziji koristeći  8%-tni  inhalacijski  anestetik  sevofluran za uspavljivanje, a 6%-tni za održavanje anestezije tijekom MR snimanja. Ispitanici u svim starijim dobnim skupinama snimani su bez sedacije i anestezije.

[bookmark: _Toc49090994]Analiza MR slika i mjerenja
Analiza slika učinjena je korištenjem PACS sustava (Picture Archiving and Communication System)  Carestream (Carestream Helth Inc., Rochester, New York, SAD) u kojem su arahnoidne granulacije analizirane i mjerene u dvije ravnine (koronarana i aksijalna). Arahnoidna granulacija je definirana kao utisnuće u lumen venskog sinusa ili u kost, čiji je signal na svim MR sekvencama bio isti kao i signal cerebrospinalnog likvora. Arahnoidne granulacija analizirane su u dvije ravnine te je dimenzija određivana prema najvećem promjeru kako je prikazano na slici 1. Arahnoidne granulacije  se prema veličini razvrstane u 8 skupina (0-2.0 mm, 2.1-4.0 mm, 4.1-6.0 mm, 6.1-8.0 mm, 8.1-10.0 mm, 10.1-15.0mm, 15.1-20.0 mm i ≥20.1 mm ). S obzirom na položaj arahnoidne granulacije su mjerene zasebno u svakom od glavnih duralnih sinusa (gornji sagitalni sinus, oba transverzalna i sigmoidna sinusa) te zasebno u kostima oko navedenih duralnih sinusa.
 
[bookmark: _Toc49090995]Statističke analize
Kako bi se ispitala značajnost razlika u učestalosti arahnoidnih granulacija s obzirom na dob korišten je χ2  test, a u slučaju značajnog testa za post hoc provjeru značajnosti korišten je Fisherov egzaktni test. Za ispitivanje razlika u veličini arahnoidnih granulacija s obzirom na dob korišten je neparametrijski test za više nezavisnih uzoraka Kruskal-Wallis test, dok je za post hoc praćenje razlika korišten Mann-Whitney U test uz Bonferronijevu korekciju za višekratno testiranje. Korištena je razina značajnosti od p < .05 ili manja prema Bonferronijevoj korekciji. Za χ2  test korišten je online kalkulator GraphPad (https://www.graphpad.com/), dok su sve druge analize provedene korištenjem programa SPSS verzija 21.0.

Slika 1. A - koronarni T2 presjek kod novorođenčeta bez arahnoidnih granulaciju u gornjem sagitalnom sinusu i u okolnim kostima neurokranija. B - koronarni T2 presjek kod 80 godišnjeg pacijenta sa izraženim arahnoidnim granulacijama u gornjem sagitalnom sinusu (puna strelica) ali isto tako i u tabuli interni okolnih kostiju neurokranija (prazna strelica). C - koronarni T2 presjek kod ispitanika starog 60 godina s primjerom AG u GSS koja je najvećih dimenzija u koronarnoj ravnini (isprekidana strelica). D - aksijalni presjek kod ispitanika sa slike D s prikazom iste AG u GSS (isprekidana strelica)
A
B
C
D

[bookmark: _Toc49090996]REZULTATI
Naši rezultati pokazuju kako se tijekom životnog vijeka značajno mijenja udio ispitanika koji imaju arahnoidne granulacije u duralnim sinusima (slika 2.).  U novorođenačkoj dobi čak 85% ispitanika na MR presjecima nema niti jednu vidljivu arahnoidnu granulaciju niti u jednom od duralnih sinusa. U ovoj dobi arahnoidne granulacije se nalaze u transverzalnim sinusima kod 15% ispitanika, u gornjem sagitalnom sinusu kod 10% ispitanika te u sigmoidnim sinusima kod 5% ispitanika. Ista skupina djece ponovo je snimljena i u dobi od 2 godine, a zanimljivo je kako su rezultati bili potpuno isti što pokazuje kao u ovom periodu nije došlo do promjene broja arahnoidnih granulacija. 
[image: ]
Slika 2. Udio ispitanika različitih dobnih skupina koji imaju vidljive arahnoidne granulacije u gornjem sagitalnom sinusu, transverzalnim sinusima te sigmoidnim sinusima.
Učestalost arahnoidnih granulacija u gornjem sagitalnom sinusu značajno je različita s obzirom na dob (χ2 (6) = 30.40, p < .0001), pri čemu je značajno veća učestalost arahnoidnih granulacija kod ispitanika u dobi od 20 godina u odnosu na dob od 10 godina (p = .0002). U dobi od 40 godina arahnoidne granulacije su prisutne kod 100% ispitanika, te se potom može uočiti značajan trend niže učestalosti arahnoidnih granulacija u dobi od 80 godina (p = .0083) kad 65% ispitanika ima vidljive arahnoidne granulacije. 


U transverzalnim i sigmoidnim sinusima udio ispitanika s arahnoidnim granulacijama u svim ispitivanim dobnim skupinama nikad ne prelazi preko 40%. Što se tiče arahnodnih granulacija u transverzalnim sinusima, ne postoje značajne razlike njihove učestalosti s obzirom na dob (χ2 (6) = 9.23, p = .1609), no najveći postotak ispitanika koji imaju arahnoidne granulacije nalazi se u dobnim skupinama od 20 i 80 godina gdje 40% ispitanika ima arahnoidne granulacije. Također, ni kod arahnoidnih granulacija u sigmoidnim sinusima nema značajnih razlika u učestalosti  s obzirom na dob (χ2 (6) = 10.09, p = .1210), no najviše se pronalaze u dobnoj skupini od 20 godina gdje 25% ispitanika ima arahnoidne granulacije.
Analiza arahnoidnih granulacija u kostima oko duralnih sinusa pokazala je kao se su one vidljive jedino u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa dok u kostima oko transverzalnih i sigmoidnih sinusa nismo našli arahnoidnih granulacija ni u jednog ispitanika ni u jednoj od dobnih skupina (slika 3). Učestalost arahnoidnih granulacija u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa značajno je različita s obzirom na dob (χ2 (6) = 41.10, p < .0001). Naime, u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa također nismo pronašli arahnoidne granulacije kod dvije skupine najmlađih ispitanika (novorođenčad i ispitanici stari 2 godine) što ukazuje kako se one razvijaju tek u kasnijoj životnoj dobi (p < .0083). Kod ispitanika starih 10 godina, arahnoidne granulacije u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa nalaze se u 35% ispitanika, dok je učestalost u dobi od 20 godina značajno viša (p = .0083) i iznosi 65% U dobi od 40 i 60 godina arahnoidne granulacije prisutne su kod 100% ispitanika, dok se kod dobne skupne od 80 godina nalaze u 80% ispitanika. Prema našem opažanju, arahnoidne granulacije uz gornji sagitalni sinus smještene su dominantno u području fronto-parijetalne granice u području najkranijalnijeg dijela tabule interne parijetalnih kostiju. Većina ih je smještana paramedijalno neposredno uz gornji sagitalni sinus no pojedine su i smještene lateralnije te su i po nekoliko centimetara udaljene od središnje linije (maksimalna izmjerena udaljenost arahnoidne granulacije od središnje linije bila je  1.5 cm ). 
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Slika 3. Udio ispitanika različitih dobnih skupina koji imaju vidljive arahnoidne granulacije u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa. Transverzalni i sigmoidni sinusi nisu prikazani na grafikone jer u kostima oko njih nije ni kod jednog od ispitanika pronađena arahnoidna granulacija.

Nadalje, naši rezultati pokazuju kako je prosječan broj arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima i okolnim kostima neurokranija različit u različitoj životnoj dobi (slika 4.). Točnije, značajne razlike s obzirom na dob utvrđene su u prosječnom broju granulacija u gornjem sagitalnom sinusu (H (6) = 75.21, p < .0001) i kostima oko njega (H (6) = 104.06, p < .0001), te u transverzalnim (H (6) = 14.48, p = .0247) i sigmoidnim sinusima (H (6) = 16.32, p = .0121), ali ne i u kostima uz transverzalne (H (6) = 0.00, p = 1.00) i sigmoidne sinuse (H (6) = 6.00, p = .4232). [image: ] Najveći broja arahnoidnih granulacija se nalazi u gornjem sagitalnom sinusu i kostima oko njega. Prosječan broj arahnoidnih granulacija u gornjem sagitalnom sinusu u dobi od 0 i 2 godine je vrlo nizak (0.1 ± 0.3). Kod ispitanika starijih od 2 godine broj arahnoidnih granulacija  je značajno viši, kako pokazuje post hoc Mann-Whitney U test (U = 90.00, r = .47), te iznosi  1.2 ± 2.5  kod dobne skupine od 10 godina, a 5.4 ± 4.4 i 8.2 ± 5.7 u dobnim skupinama od 20 i 40 godina. Upravo je u dobnoj skupini od 40 godina prosječni broj arahnoidnih granulacija i najveći jer kod starijih dobnih skupina od 60 i 80 godina taj broj je značajno niži (U = 55.00, p < .0001)  i iznosi 6.1 ± 6.1 i 2.2 ± 2.2. Analiza prosječnog broja arahnoidnih granulacija u kostima oko gornjeg sagitalnom sinusa pokazuje kako se prve arahnoidne granulacije javljaju u dobnoj skupini od 10 godina te ih u prosjeku ima 0.6 ± 1.1 i manje su brojne nego one u samom gornjem sagitalnom sinusu. C
B
A
Slika 4. Prosječan broj arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima i okolnim kostima neurokranija (srednja vrijednost ± standardna devijacija). A - prosječni broj arahnoidnih granulacija u gornjem sagitalnom sinusu i okolnim kostima neurokranija. B - prosječni broj arahnoidnih granulacija u transverzalnim sinusima i okolnim kostima neurokranija. C - prosječni broj arahnoidnih granulacija sigmoidnim sinusima i okolnim kostima neurokranija.



Kod ispitanika starijih od 10 godina prosječan broj arahnoidnih granulacija u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa je značajno viši i u dobi od 20 godina (U = 79.00, p = .0011) i 40 godina (U = 35.00, p < .0001)  te iznosi 1.9 ± 2.1 i na 7.2 ± 3.7 ali je i dalje u obje dobne skupine manji nego prosječan broj arahnoidnih granulacija u gornjem sagitalnom sinusu. Analiza prosječenog broja arahnoidnih granulacija u gornjem sagitalnom sinusu i kostima oko njega pokazuje kako u oba slučaja broja arahnoidnih granulacija raste do dobi od 40 godina te se nakon toga prosječan broja arahnoidnih granulacija smanjuje (U = 55.00, p < .0001), no pad je više izražen za arahnoidne granulacije u gornjem sagitalnom sinusu nego za one u kostima oko njega.
Analiza prosječnog broja arahnoidnih granulacija u transverzalnim i sigmoidnim sinusima te u okolnim kostima neurokranija otkriva kako ni kod jednog od ispitanika nisu pronađene arahnoidne granulacije u kostima oko transverzalnih ili sigmoidnih sinusa. Prosječan broj arahnoidnih granulacija u transverzalnim sinusima najveći je u dobnoj skupini od 20 godina (1.0 ± 1.4; H (6) = 14.48, p = .0247) dok je kod ostalih dobnih skupina njihov prosječni broj u transverzalnim sinusima jednak ili manji od 0.5. U sigmoidnim sinusima prosječni broj arahnoidnih granulacija je najveći u dobnoj skupini od 40 godina (0.6 ± 0.8; H (6) = 16.32, p = .0121) dok je u svim ostalim dobnim skupinama jednak ili manji od 0.4. 
Arahnoidne granulacije u gornjem sagitalnom sinusu kod naših ispitanika značajno su se razlikovale i  veličinom, od najmanjih koje su bile submilimetarskih dimenzija do najvećih koje su mjerile 10-15 mm. Na slici 5 prikazani su udjeli arahnoidnih granulacija različitih veličina kod dobnih skupina od 10. do 80. godine. Na slici su obrađene samo dobne skupine kod kojih je ukupni broj svih arahnoidnih granulacija za cijelu skupinu bio veći od 10. U novorođenačkoj skupini  te u skupini ispitanika od 2 godine  nađene su samo 2 arahnoidne granulacije kod svih 20 ispitanika te stoga nisu uvršteni u sliku 5. Kako što se vidi iz slike 5, dobne skupine od 10, 20, 40 i 60 godina imaju najveći udio arahnoidnih granulacija koje mjere 2-4 mm. Arahnoidne granulacije promjera 2-4  mm u dobi od 10 i 20  godina više od polovice svih arahnoidnih granulacija ( 58.3% i 57.9%), no u dobi od 80 godina njihov udio je značajno niži (H (4) = 19.59, p = .0006) i iznosi 25%  svih arahnoidnih granulacija.
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Slika 5. Udio različitih veličina arahnoidnih granulacija različitih veličina u gornjem sagitalnom sinusu tijekom života.

Kod dobne skupine od 80 godina, najveći je udio granulacija koje su promjera 4-6 mm (38.6%) što je gotovo duplo više od udjela ovih arahnoidnih granulacija u dobi od 10 godina (20.8%). Najmanje granulacije promjera 0-2 mm također se značajno razlikuju s obzirom na dob (H (4) = 17.07, p = .0019). Naime, arahnoidne granulacije kod ispitanika u dobi od 10 i 20 godina imaju udio od 16.7% odnosno 17.8%, a nakon toga je njihov udio značajno niži u dobi od 40 godina kad iznosi 8.0% te u  dobi od 60 godina kad iznosi 5.0%, dok se u najstarijoj skupini ispitanika ove najmanje arahnoidne granulacije niti ne nalaze.  S druge strane arahnoidne granulacije promjera 6-8 mm tijekom životnog vijeka postaju učestalije (H (4) = 23.76, p = .0001) te su prisutne kod 4.2% ispitanika u dobi od 10 godina i čak 22.7% u skupini od 80 godina. Sličan obrazac pokazuju u arahnoidne granulacije veličine 8-10 mm (H (4) = 16.22, p = .00027) koje se najranije pojavljuju u skupini ispitanika od 20 godina (0.9%), a  potom u starijim skupinama od 40, 60 i 80 godina imaju veći udio (9.8%, 5.8% i 6.8%). Učestalost najvećih arahnoidnih granulacija u gornjem sagitalnom sinusu promjera 10-15 mm također se značajno razlikuje s obzirom na dob (H (6) = 14.54, p = .0058), a opisane su samo u skupinama ispitanika od 40 godina (4.3%) i 80 godina (6.8%). Prema podacima iz slike 5, vidi se kako udio arahnoidnih granulacija koje su manje od 4 mm (0-2 mm i 2-4 mm) pokazuje tendenciju pada tijekom perioda od 10 do 80 godina, a s druge strane udio arahnoidnih granulacija koje su veće od 4 mm je značajno viši u starijoj dobi. U dobi od 10 godina ukupni udio arahnoidnih granulacija koje su manje od 4 mm (grupe 0-2 mm i 2-4 mm) čine 75% svih arahnoidnih granulacija u gornjem sagitalnom sinusu, a one veće od 4 mm (grupe 4-6 mm,  6-8 mm,  8-10 mm, 10- 15 mm) čine 25 % udjela. U dobi od 80 godina nalaz je obrnut, tako da je udio arahnoidnih granulacija manjih od 4 mm 25%, a udio većih od 4 mm je 75%. 
Kad se analizira udio različitih veličina arahnoidnih granulacija u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa (slika 6.) vidljivo je kako se najmanje arahnoidne granulacije veličine 2-4 mm nalaze u malom postotku samo u dobnim skupinama od 40 i 60 godina (2.0% i 5.0%). Arahnoidne granulacije veličine 2-4 mm se ne nalaze u dobi od 10 godina, a u periodu od 20. do 80. godine njihov udio je u stalnom padu (32.2% , 15.4%, 13.0%, 4.8 % za 20, 40, 60 i 80 godina; H (4) = 19.40, p = .0007). [image: ]
Slika 6. Udio različitih veličina arahnoidnih granulacija različitih veličina u kostima neurokranija oko gornjeg sagitalnog sinusa tijekom života.


Arahnoidne granulacije veličine 4-6 mm se također značajno razlikuju s obzirom na dob (H (4) = 18.88, p = .0008) te je učestalost sve niža kod ispitanika u dobi od 10 do 80 godina (40%, 31.6%, 26.6%, 19.2%, 14.3% za skupine od 10, 20, 40, 60 i 80 godina). Arahnoidne granulacije veličine 8-10 mm imaju udio od 40% svih granulacija u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa u dobi od 10 godina, no kod ispitanika starije dobi od 20 do 80 godina njihov udio je značajno niži (18.4%, 20.3%, 22.3%, 20.6% posto za skupine od 20, 40, 60 i 80 godina; H (4) = 22.36, p = .0002). S druge strane, arahnoidne granulacije veličine 10-15 mm, koje nisu evidentirane u dobi od 10 godina, značajno su više kod ispitanika dobi od 20 do 80 godina (5.7%, 14.7%, 18.7%, 33.3% za skupine od 20, 40, 60 i 80 godina; H (4) = 21.67, p = .0002). Najveće granulacije promjera 15-20 mm nalaze se samo u tri najstarije dobne skupine (2.2%, 1.4% te 9.5% za skupine od 40, 60 i 80 godina). Arahnoidne granulacije u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa koje su manje od 4 mm najučestalije su u dobnoj skupini od 20 godina te čine 34.21% svih arahnoidnih granulacija, dok su u svim ostalim dobnim skupinama manje zastupljene. U dobi od 80 godina samo 4.8% arahnoidnih granulacija u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa su manje od 4 mm dok je 95.2% arahnoidnih granulacija veće od 4 mm. 
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Rezultati našeg istraživanja pokazuju kako se u najmlađim i najstarijim dobnim skupinama nalazi veliki postotak ispitanika koji uopće nema arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima (slika 2.).  U novorođenačkoj te dobi od 2 godine kod 85% ispitanika se ne nalaze arahnoidne granulacije u duralnim sinusima (slika 2.).  Ovakvi nalazi su u skladu s prijašnjim studijama koje su također pokazale kako prije 18 mjeseci starosti arahnoidne granulacije kod većine ispitanika nisu vidljive čak niti  kad se duralni sinusi prepariraju i promatraju pod lupom (le Gros Clark, 1920).  Nadalje, na slici 2. je vidljivo  kako i u najstarijim skupinama od 60 i 80 godina kod 15-35% ispitanika nema arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima. I ovi nalazi u skladu su s ranijim anatomskim radovima koji pokazuju kako u odrasloj dobi oko 1/3 ispitanika nema arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima (Grossman & Potts, 1974; Leach et al., 1996; Liang et al., 2002).
Postavlja se pitanje kako se ovakvi nalazi uklapaju u klasični koncept fiziologije likvora koji arahnoidne granulacije smatra najvažnijim mjestom apsorpcije likvora u venski sustav. Valja uvažiti činjenicu kao se arahnoidne granulacije smatraju hipertrofiranim arahnoidnim vilijima te je kod pacijenata bez arahnoidnih granulacija moguće postojanje vilija koji su puno manjih dimenzija te se stoga ne mogu vizualizirati MR snimanjima (Davson et al., 1973; Papaiconomou et al., 2002). No, histološke studije na embrijima i fetusima pokazale su kako u prenatalnom periodu ne postoje niti arahnoidni viliji niti arahnoidne granulacije u duralnim sinusima (Fox et al., 1996; Osaka et al., 1980) iako su koroidni pleksusi razvijeni već od 3. mjeseca gestacije (Johanson, 2008). I ovaj nalaz postavlja pitanje o značenju arahnoidnih granulacija i arahnoidnih vilija u fiziologiji cerebrospinalnog likvora u najranijoj razvojnoj fazi. Iz naših rezultata te podataka iz literature čini se kako arahnoidne granulacije po svemu nemaju ključnu ulogu u apsorpciji likvora kako to pretpostavlja tradicionalni koncept fiziologije likvora jer veliki broj ispitanika u svim dobnim skupinama uopće nema arahnoidne granulacije.
Broj arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima i okolnim kostima značajno se mijenja ovisno o dobi ispitanika. Dinamika promjena broja arahnoidnih granulacija je najizraženija u gornjem sagitalnom sinusu i kostima oko njega (slika 4.). Na slici 4A. vidi se kako prosječan broj arahnodnih granulacija u gornjem sagitalnom sinusu raste od novorođenačke dobi do 40. godine života, no zanimljivo je  kako se čak i u skupini od 40 godina broj arahnoidnih granulacija kod pojedinačnih ispitanika kreće u rasponu od 1 do 23. I u svim drugim dobnim skupinama nalaze se velike interindividualne varijacije broja arahnoidnih granulacija. Za očekivati je kako mali broj arahnoidnih granulacija koje nalazimo kod pojedinih ispitanika u svim dobnim skupinama nije dovoljan za ključnu ulogu u apsorpciji likvora kako se tradicionalno pretpostavlja. Osim toga, uočen je vrlo veliki broj arahnoidnih granulacija koje se nalaze u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa, a koje zasigurno ne sudjeluju u apsorpciji likvora. Naime u dobnim skupinama od 60 i 80 godina arahnooidne granulacije u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa su brojnije nego u samom gornjem sagitalnom sinusu (slika 4A.). 
U transverzalnim i sigmoidnim sinusima ne nalazi se značajnijeg povećanja učestalosti arahnoidnih granulacija tijekom života, a u okolnim kostima neurokranija niti u jednoj dobnoj skupini nisu nađene  arahnoidne granulacije (slika 4B i 4C.), mada se u kliničkoj praksi ipak ponekad mogu vidjeti i u kostima uz transverzalne i sigmoidne sinuse. Iz navedenih rezultata se nameće pitanje kakva je uopće fiziološka uloga arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima i okolnim kostima neurokranija. 
Poznato je kako i u drugim organskim sustavima postoje strukture koje nisu prisutne od rođenja. Njihov razvoj u kasnijem životu ne znači nužno kako one imaju fiziološku ulogu, nego mogu biti  posljedica dugotrajnih patofizioloških procesa. Jedan primjer su divertikli koji se razvijaju na stijenci debelog crijeva kao male protruzije mukoze i submukoze  kroz mišićni sloj na mjestu ulaska krvnih žila u stijenku debelog crijeva (Brian West, 2006). Divertikli koji nemaju nikakvu fiziološku ulogu su iznimno rijetki kod djece, ali se nalaze kod 58% osoba starijih od 60 godina (Peery et al., 2016). Smatra se kako je njihov razvoj posljedica dugotrajne interakcije tlakova unutar lumena crijeva sa biofizičkim i genetskim karakteristikama stijenke debelog crijeva. Zanimljivo je kako se arahnoidne granulacije u duralnim sinusima također nalaze dominantno na mjestu gdje drenažne vene prolaze kroz stijenku duralnih sinusa (le Gros Clark, 1920). Stoga nam se čini kako bi razvoj arahnoidnih granulacija mogao biti posljedica dugotrajne biofizičke interakcije intrakranijskog tlaka likvora i okolnih koštano-fibroznih i vaskularnih struktura. Pogotovo bi na teoretskoj razini bilo teško objasniti koja je fiziološka podloga povećanja broja arahnoidnih granulacija u kostima oko gornjeg sagitalnog sinusa. 
Valja napomenuti da je i jedan od utemeljitelja klasičnog koncepta fiziologije likvora, Walter E. Dandy, bio vrlo kritičan prema hipotezi da se likvor kroz arahnoidne granulacije resorbira u venski sustav (Weed, 1923) te je smatrao kako se likvor apsorbira na kapilarnoj mreži pijalne i arahnoidne moždane ovojnice (Dandy, 1929). Studije s proteinskim markerima pokazale su kako se nakon njihovog  iniciranja u intersticijski prostor ili likvor navedeni markeri mogu kasnije naći u ekstrakranijskom limfnom sustavu, kako kod eksperimentalnih životinja tako i kod ljudi (Bradbury et al., 1981; Caversaecio et al., 1996; Löwhagen et al., 1994). To je rezultiralo razvojem koncepta o alternativnom pute drenaže likvora u limfatički sustav,  dominantno preko arahnoidnih ovojnica koje uz olfaktorne živce penetriraju kroz kribiformnu ploču etmoidne kosti (Brinker et al., 1997; Gomez et al., 1985; Kida et al., 1993). Nadalje istraživanja na glodovacima, a potom i ljudima, korištenjem molekularnim markera različitih veličina  i neinvazivnih tehnika slikovnog prikaza mozga, ukazuju na postojanje glimfatičkog sustava unutar kojeg se tvari gibaju uzduž arterijskih perivaskularnih prostora te se u konačnici dijelom odstranjuju kroz meningealni ili cervikalni limfatički sustav (Iliff et al., 2012, 2013; Johnston et al., 2004; Rasmussen et al., 2018). Usprkos istraživanja koja ukazuju i na postojanje alternativnih puteva drenaže tvari iz likvora, još uvijek je prevladavajuća hipoteza koja arahnoidne granulacije smatra dominantnim mjestom apsorpcije likvora. 
[bookmark: _GoBack]Rezultati ove studije uklapaju se u dosadašnje rezultate dobivene u radu istraživačke skupine prof. Klarice unazad 40-ak godina na različitim vrstama životinja te na ljudima koji pokazuju kako niti jedna od postavki klasičnog  koncepta nije točna. Naime, praćenjem sudbine različitih markera čini se kako ne postoji aktivna sekrecija likvora dominantno u moždanim komorama te da posljedično tome nema niti  jednosmjerne cirkulacije likvora od ventrikula do subarahnoidnih prostora (Bulat & Klarica, 2011; Oreškovi et al., 2002; D. Oreskovic et al., 2001; D. Orešković & Klarica, 2010, 2011; Darko Orešković et al., 2017a, 2017b, 2017d; Darko Orešković, Radoš, et al., 2018). Raspodjela testnih tvari u svim smjerovima unutar likvorskog sustava, te neuroradiološki pokazano jednoliko oscilatorno gibanje volumena likvora naprijed-natrag u fiziološkim uvjetima, ukazuju kako ne postoji jednosmjerno neto gibanje volumena likvora (Yamada, 2014; Yamada & Kelly, 2016). Prema hipotezi istraživačke skupine prof. Klarice, intersticijska tekućina se stvara filtracijom duž kapilarne mreže unutar cijelog središnjeg živčanog sustava. To znači kako je svaki dio kapilarne mreže istovremeno i mjesto sekrecije i mjesto apsorpcije intersticijske tekućine ovisno o ravnoteži osmotskih sila i tlakova u kapilarnom sustavu i intersticiju, što je vrlo jasno pokazano na modelu izoliranih moždanih komora (M. Klarica et al., 2009; Maraković et al., 2010).  Intersticijski i likvorski prostor su međusobno povezani tako da se mogu smatrati jedinstvenom funkcionalnom jedinicom. Dakle, prema spomenutom konceptu, fiziologija cerebrospinalnog likvora je potpuno neovisna o postojanju arahnoidnih granulacija i arahnoidnih vilija, ne samo u prenatalnom periodu, nego i postnatalno jer se apsorpcija likvora može odvijati preko kapilarne mreže neuralnog tkiva. 
Rezultati naše studije pokazuju kako je broj, veličina i distribucija arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima i kostima neurokranija značajno različit u testiranim dobnim skupinama. Budući  da u najmlađim i najstarijim skupinama ispitanika postoji veliki postotak ispitanika bez arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima, a u svim dobnim skupinama nalaze se ispitanici s vrlo malim brojem arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima, čini se kako one ne mogu imati ključnu ulogu u apsorpciji likvora tijekom životnog vijeka kako se to općenito misli. Ovo naše istraživanje otvara neka ključna pitanja: mijenja li se stvarno broj, veličina i raspodjela arahnoidnih grnulacija u pojedinih osoba tijekom života tj. jesu li arahnoidne granulacije anatomske strukture koja imaju svoj životni ciklus? Nadalje, postoje li pojedinci koji cijeli životni vijek nemaju niti jednu arahnoidnu granulaciju i oni koji ih stalno imaju u vrlo malom broju?
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Rezultati pokazuju kako se broj, veličina i distribucija arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima i kostima neurokranija značajno mijenjaju tijekom životnog vijeka. S obzirom da u prvim godinama života kod većine ispitanika u duralnim sinusima nisu bile vidljive arahnoidne granulacije, a nakon 60. godine nalaze se dominantno u kostima neurokranija, čini se kako arahnoidne granulacije nemaju ključnu ulogu u apsorpciji likvora kako je to općenito prihvaćeno.
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Arahnoidne granulacije kod ljudi: brojnost, veličina i distribucija od rođenja do 80. godine života

Arahnoidne granulacije su projekcije arahnoidne moždane ovojnice u duralne sinuse. Cilj istraživanja je kvantificirati kako se tijekom ljudskog života mijenja broj, veličina i distribucija arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima i okolnim kostima neurokranija.
U sklopu istraživanja analizirano je 120 ispitanika i 140  MR snimaka mozga u različitim životnim dobima (novorođenačka dob, te  dob od 2 g., 10g., 20g. 40g., 60g. i 80 g.)  tako da je u svakoj životnoj dobi analizirano po 10 muških i 10 ženskih ispitanika. Ispitanici snimljeni u novorođenačkoj dobi ponovo su snimljeni i u dobi od dvije godine dok su svi ostali ispitanici snimljeni samo u jednoj životnoj dobi. Arahnoidne granulacije analizirane su na T2 koronarnim i aksijalnim  presjecima snimljenim na 3T MR uređaju te je svaka arahnoidna granulacija opisana s obzirom na veličinu i položaj u odnosu na sagitalni, transverzalni i sigmoidni sinus te okolne kosti neurokranija.
Naša studija pokazuje kako u novorođenačkoj dobi 85% djece nema na magnetskoj rezonanciji vidljivih arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima, dok u ovoj dobi niti jedan od ispitanika nije imao arahnoidne granulacije u  kostima neurokranija. Tijekom života broj granulacija se značajno poveća u gornjem sagitalnom sinusu, dok je udio ispitanika bez arahnoidnih granulacija u transverzalnom i sigmoidnom sinusu u svim dobnim skupinama veći od 50%. Arahnoidne granulacije u kostima nađene su samo oko gornjeg sagitalnog sinusa, a od 60 godine nadalje arahnoidne granulacije su brojnije u kostima nego u gornjem sagitalnom sinusu. Sa životnom dobi smanjuje se broj, a raste promjer arahnoidnih granulacija kako u duralnim sinusima tako i u kostima neurokranija.
Rezultati pokazuju kako se broj, veličina i distribucija arahnoidnih granulacija u duralnim sinusima i kostima neurokranija značajno mijenjaju tijekom životnog vijeka. S obzirom da u prvim godinama života kod većine ispitanika u duralnim sinusima nisu bile vidljive arahnoidne granulacije, a nakon 60. godine nalaze se dominantno u kostima neurokranija, čini se kako arahnoidne granulacije nemaju ključnu ulogu u apsorpciji likvora kako se to općenito misli. 

Ključne riječi: arahnoidne granulacije, cerebrospinalna tekućina, magnetska rezonancija
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Arachnoid granulations in humans: abundance, size and distribution from birth to 80 years of age
Arachnoid granulations are projections of the arachnoid membrane into the dural sinuses. The aim of the research was to quantify how does the abundance, size and distribution of the arachnoid granulations change in the dural sinuses and the surrounding neurocranial bones throughout the human lifetime. 
The research analyzes 120 subjects and 140 MRI scans of brain in different age groups (infants, ages of 2, 10, 20, 40, 60 and 80 years) in the way that each age group is consisted of 10 male and 10 female subjects. Subjects scanned as infants were scanned again at the age of 2, while other subjects were scanned only once at a certain age. Arachnoid granulations were analyzed on T2 coronal and axial slices scanned on the 3T MRI machine. Each arachnoid granulation was described considering its size and location regarding the sagittal, transverse and sigmoid sinus as well as surrounding neurocranial bones. Our study shows that 85% of children at an infant age do not have arachnoid granulations in the dural sinuses, while also none of the subjects in this age group has granulations in the neurocranial bones. During lifetime, arachnoid granulations in the superior sagittal sinus show a remarkable increase in the quantity, while the part of the subjects without any granulations in the transverse and sigmoid sinuses in every age group is greater than 50%. Arachnoid granulations in neurocranial bones are found solely around the superior sagittal sinus – from the age of 60, quantity of arachnoid granulations in bones around superior sagittal sinus is greater than the quantity of granulations in the same sinus. With the increasing age, number of arachnoid granulations decreases, while the diameter increases for arachnoid granulations both in the sinuses and in the neurocranial bones. The results show that the abundance, size and distribution of the arachnoid granulations in the dural sinuses and in the neurocranial bones change significantly throughout lifetime. Considering that children in the first years of life mostly do not have any arachnoid granulations and persons after the age 60 have granulation mostly in the neurocranial bones, it seems as though arachnoid granulations do not have a key role in the cerebrospinal fluid absorption as it is widely considered.

Key words: arachnoid granulations, cerebrospinal fluid, magnetic resonance imaging
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