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STEREOLOSKA ANALIZA NERVNIH CELIJA
EKSTRAOKULARNIH MOTORNIH JEDARA

STEREOLOGICAL ANALYSIS OF NEURONS OF EXTRAOCULAR MOTOR NUCLEI

Igor Sladojevi¢, Zdenka Krivokué¢a, Tatjana Buéma, Vesna Gajanin

Sagetak. Neuroni ekstraokularnih motornih jedara (nucleus nervi oculomotorii principalis, nucleus
nervi trochlearis et nucleus nervi abducentis) su zaobljeni multipolarni, rjede fuziformni ili ovalni
motoneuroni, blijedog jedra i nepravilno rasporedenih Nisslovik tjelaSaca. Cilj rada je da se odrede
stereoloski parametri neurona ekstraokularnih motornih jedara (volumenska i povrSinska gustina, i
apsolutni broj po mm? povrsine). IstraZivanje je obavljeno na 30 mozdanih stabala c¢ovjeka, oba pola, bez
dijagnostikovanih neuroloskih oboljenja, stratificiranim prikupljanjem uzoraka u transverzalnoj ravni.
Semiserijski parafinski rezovi (debljine 0,3 um) su bojeni Mallory metodom. Uz koriséenje mikroskopa na
histoloskim presjecima su identifikovana ekstraokularna motorna jedra i pomocu digitalne kamere
slikano je intermitentno svako drugo vidno polje pod uvecanjem 400x. Dobijene slike su analizirane
pomodéu programa ImageJ, verzija 1.42e (National Institutes of Health, Bethesda, USA) uz koriséenje
testnog sistema A 100. Statisticka analiza je obavljena uz upotrebu programa SPSS (verzija 16.0) uz nivo
znacajnosti razlike od 5%. Statisticki znacajna razlika (p<0,05) postojala je u volumenskoj i povrsinskoj
gustini, i apsolutnom broju neurona po mm? povrsine izmedu nc.nervi oculomotorii principalis i nc.nervi
trochlearis. I1zmedu nc.nervi oculomotorii principalis i nc.nervi abducentis statisticki znacajna razlika
postoji u volumenskoj gustini, dok se izmedu nc.nervi trochlearis i nc.nervi abducentis razlika pronalazi u
vrijednosti povrsinske gustine i apsolutnog broja neurona po mm? povrsine.

Kljuéne rije¢i: Neuroni, Ekstraokularna motorna jedra, Stereologija

Uvod

Ekstraokularna motorna jedra (nucleus nervi
oculomotorii principalis, nucleus nervi trochlearis
et nucleus nervi abducentis) pripadaju nizu opstih
somatskih eferentnih jedara [1] i sadrZze moto-
neurone i internuklearne neurone, koji su dio kruga
koji koordinise o¢ne pokrete [2]. Opisujuci
motoneurone koji grade ova jedra, Olszewski i
Baxter [3] navode da su oni, iako sli¢ni onima u
ostalim somatomotornim nukleusima, manji i
svjetlije obojeni, a Nisslove granule su manje i
nepravilno poloZene.

Motoneuroni u nucleus nervi oculomotorii
principalis su multipolarni, rjede fuziformni i ovalni
neuroni sa blijedim jedrom [4,5], nepravilno

orjentisani i kompaktnije rasporedeni u kaudalnoj
trecini jedra.

Nucleus nervi trochlearis gradi 3 do 40
nepravilno rasporedenih multipolarnih neurona [3]
srednje veli¢ine [6], ¢iji je broj na pojedinim
presjecima varijabilan [7]. Neuroni u ovom jedru
gotovo po pravilu formiraju male grupe, a uocava se
i heterogenost oblika ¢elija sa dominacijom
poligonalnog izgleda [7].

U nucleus nervi abducentis se nalazi populacija
neurona heterogene veli¢ine i oblika perikariona
(poli-gonalni, ovalni, vretenasti i okrugli neuroni), a
na bazi karakteristika arborizacije dendrita, na Golgi-
Cox bojenom materijalu su identifikovana dva tipa
nervnih ¢elija: multipolarne i fuziformne [8].
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Cilj rada bio je da se odrede stereoloski
parametri neurona ekstraokularnih motornih jedara
(volumenska gustina, povrSinska gustina, i apsolutni
broj po mm? povrsine).

Materijal i metode

Ispitivanje je obavljeno na 30 mozgova odraslih
lica oba pola (11 Zena i 19 muskaraca), starosti od
21 do 83 godine zivota (prosjecna starost 57,07
godina), koji su umrli bez dijagnostikovanih
neuroloskih oboljenja. Materijal je prikupljen u
Sluzbi za patolosku anatomiju OpSte bolnice u
Doboju i u Zavodu za patologiju Klinickog centra u
Banjoj Luci. Uobi¢ajenom obdukcionom tehnikom
mozgovi su vadeni iz kranijalne duplje, a zatim
potapani u 10% rastvor formalina, gdje su fiksirani.

Glavni ciljevi stereoloske analize su da se iz
presjeka odrede trodimenzionalni oblici, zapremine
i zapreminski odnosi, povrSine i povrSinsko-
zapreminski odnosi, veli¢ina raspodjele Cestica, broj
Cestica u jedinici zapremine i duZine zakrivljenih
linearnih elemenata [9].

Za izvodenje stereoloSke analize bilo je potrebno
napraviti histoloske preparate ispitivanih struktura.
Da bi dosli do uzoraka ekstraokularnih motornih
jedara, nakon fiksacije su odvajani mozdano stablo
od prednjeg mozga, presjecanjem mozdanih masa u
nivou zadnje ivice bradavicastih tijela (corpora
mamillaria  hypothalami) i malog mozga,
presjecanjem krakova malog mozga (pedunculi
cerebellares superior, medius et inferior). Potom su
mozdana stabla rezana u tri stratuma u
transverzalnoj ravni (debljine 3 mm: stratificirano
prikupljanje uzoraka), i to prema kaudalno od
nivoa:

1. sredine gornjih kvrzica mezencefalona
(nucleus nervi oculomotorii principalis),

2. kaudalne granice gornjih kolikula mezen-
cefalona (nucleus nervi trochlearis) i

3. donje ivice facijalnih kvrzica (nucleus nervi
abducentis) [10].

Od dobijenih stratuma pravljeni su semiserijski
rezovi (za nucleus nervi oculomotorii principalis i
nucleus nervi abducentis: 5, 10, ..., 100; za nucleus
nervi trochlearis: 5, 10, ..., 120, debljine 0,3 pm,
koji su bojeni Mallory metodom. Referentni prostor
istrazivanja u svim sluCajevima su bila ekstra-
okularna motorna jedra, a proucavana faza nervne
celije.

Fotografije objekata istrazivanja su slikane
pomoc¢u kamere “Leica* EC3 (Leica Microsystems
CMS GmbH, Wetzlar, Germany), RGB formata,
24-bitne, rezolucije 2.048 x 1.536 piksela, pri
povecanju 400x svjetlosnog mikroskopa “Leica"
DM 1000 (Leica Microsystems CMS GmbH,
Wetzlar, Germany). Pri izboru uzoraka koris¢eno je
svako drugo polje, a veliina uzoraka, tj. potreban
broj mjerenja za svaku varijablu i za svaku grupu
odredivan je prema De Hoffovoj formuli [11]:

n=(200/y-s/ X )
n - broj polja koje treba analizirati;
X - aritmeti¢ka sredina orijentacijskog uzorka;
s - standardna devijacija orijentacijskog uzorka;
y - dopusteno odstupanje od rezultata aritmeti¢ke sredine.

Za stereolosku analizu koris¢en je program
ImageJ, verzija 1.42e (National Institutes of Health,
Bethesda, USA). Prije analize uradena je spacijalna
kalibracija pomocu objektnog mikrometra, a potom
su odredeni parametri testnog sistema A 100 na
osnovu kojih je, uz pomo¢ opcije “mreza” (engl.
grid) formiran mrezasti test sistem A 100 (tabela 1).

Tabela 1. Osnovni parametri testnog sistema

Parametar A 100 (objektiv 40x)
Pt 100
d 0,020386 mm
Lt 4,0772 mm
At 0,04156 mm’

Pt - broj tacaka testnog sistema;
d - duZina jedne linije testnog sistema;
Lt - duZina testnih linija;
At - povrsina testnog podrucja;
Lt=P-d-2  At=P,-d?

Nakon postavljanja mreZastog testnog sistema,
slika je analizirana uz pomo¢ alatke za brojanje
¢elija. Za analizu neurona koris¢ene su sljedece
stereoloske  varijable:  volumenska  gustina,
povrSinska gustina i apsolutni broj po mm?
povrsine. Za pomenuta ispitivanja upotrebljene su
konvencionalne stereoloske procedure [12-14]. Broj
ispitanih testnih polja za svako ispitivano jedro je
prikazan u tabeli 2.

Za izraCunavanje volumenske gustine (Vv), koja
pokazuje koliki dio ukupnog prostora pripada
proucavanoj fazi, koris¢ena je formula [11]:

Vv=Pf/Pt (mm°)
Pf - broj pogodaka testnih tacaka koje padaju
na proucavanu fazu;
Pt - ukupan broj tacaka unutar referentnog sistema A-100.
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Tabela 2. Broj ispitanih testnih polja
za svaku ispitivanu strukturu

Broj ispitanih

e testnih polja
Nc.nervi oculomotorii principalis 2.060
Nc.nervi trochlearis 2.354
Nc.nervi abducentis 2.080

Drugi ispitivani parametar, povrSinska gustina
(Sv), ukazuje kolika je veli¢ina neke odredene
unutras$nje ili spoljaSnje povrSine u jedinici
zapremine. Odredivana je na osnovu formule [9,11]:

Sv=2-If/Lt (mm™)
If - broj presjeka ocrta ispitivane faze sa testnim linijama;
Lt - ukupna duzina testnih linija.

Apsolutni broj neurona po mm? povrsine (Nf)
izracunavan je pomocu formule:

Nf=N/At
N - broj neurona unutar testnog sistema;
At - povrSina testnog sistema.

Statisticka analiza dobijenih rezultata je uradena
pomocu programa SPSS, verzija 16.0. Upotrebom
Studentovog t-testa poredene su medusobno
vrijednosti  ispitivanih  stereoloskih parametara
neurona ekstraokularnih motornih jedara. Statisticka
znacajnost je ispitivana za nivo znacajnosti razlike
od 5%.

Rezultati

Najvecu vrijednost volumenske gustine imali su
neuroni u nc.nervi oculomotorii principalis, potom u
nc.nervi abducentis, a najmanja vrijednost je uocena
kod neurona u nc.nervi trochlearis (tabela 3).

Tabela 3. Vrijednosti volumenske gustine (Vv) nervnih
¢elija ekstraokularnih motornih jedara

X +SE (mm°)
0,05829 + 0,00094
0,04720 +0,00350
0,05159 +0,00127

Vv nervnih celija

Nc.nervi oculomotorii principalis
Nc.nervi trochlearis
Nc.nervi abducentis

Statisticki znacajna razlika (p<0,05) postoji
izmedu volumenskih gustina neurona u nc.nervi
oculomotorii principalis i nc.nervi trochlearis, kao i
izmedu volumenskih gustina neurona nc.nervi
oculomotorii principalis i nc.nervi abducentis.

Sliéno volumenskoj, 1 povrSinska gustina
neurona je bila najvec¢a u nc.nervi oculomotorii
principalis, potom u nc.nervi abducentis, a
najmanja u nc.nervi trochlearis (tabela 4).

Tabela 4. Vrijednosti povrS§inske gustine (Sv) nervnih
¢elija ekstraokularnih motornih jedara

Sv nervnih éelija X +SE (mm™)
Nc.nervi oculomotorii principalis  10,16710 + 0,24879
Nc.nervi trochlearis 8,51018 + 0,28525
Nc.nervi abducentis 9,53421 +0,24501

Statisticki znacajna razlika (p<0,05) postoji
izmedu povrSinskih gustina neurona nc.nervi
oculomotorii principalis i nc.nervi trochlearis,
odnosno izmedu nc.nervi trochlearis i nc.nervi
abducentis.

I tre¢i odredivani parametar, apsolutni broj
neurona po mm?, pokazao je iste odnose medu
neuronima  ekstraokularnin  motornih  jedara,
odnosno najveca vrijednost je =zabiljezena kod
nc.nervi oculomotorii principalis, potom kod
nc.nervi abducentis, dok se najmanji broj neurona
nalazi u nc.nervi trochlearis (tabela 5).

Tabela 5. Vrijednosti apsolutnog broja (Nf) neurona
ekstraokularnih motornih jedara po mm?

Apsolutni broj neurona (Nf) po

e X +SE

Nc.nervi oculomotorii principalis
Nc.nervi trochlearis
Nc.nervi abducentis

103,3047 + 3,3061
86,9429 +2,9671
95,1506 +2,1781

Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) postoji u
apsolutnom broju neurona po mm? izmedu nc.nervi

oculomotorii principalis i nc.nervi trochlearis,
odnosno izmedu nc.nervi trochlearis i nc.nervi
abducentis.

Rasprava

U dostupnoj literaturi malo je podataka o
kvantifikaciji histoloskih elemenata ekstraokularnih
motornih jedara. Oni se uglavhom odnose na
dimenzije ispitivanih jedara i ¢elija koje ih grade
[3-6], dok se stereoloski podaci ne nalaze. S druge
strane, opisana su brojna oboljenja koja izazivaju
promjene na celijama ekstraokularnih motornih

jedara, Sto dovodi do odredenih klinickih simptoma
[15-28].
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U ovdje prikazanom istrazivanju proucavani su
stereoloski parametri nervnih celija ekstraokularnih
motornih jedara. Vrijednosti sva tri ispitivana
parametra: volumenske gustine, povrSinske gustine i
apsolutnog broja neurona po mm?, bile su najveée
kod nc.nervi oculomotorii principalis, nesto manje
kod nc.nervi abducentis, a najmanje kod nc.nervi
trochlearis.  Poredenje  vrijednosti  dobijenih
stereoloskih parametara je pokazalo da postoji
statisticki znaCajna razlika u volumenskoj gustini,
povrsinskoj gustini i apsolutnom broju neurona po
mm? izmedu nc.nervi oculomotorii principalis i
nc.nervi  trochlearis.  Rezultati  istrazivanja
Marinkovi¢a i saradnika [5] su pokazala da je
prosjeéna veli¢ina c¢elije u nc.nervi oculomotorii
principalis 40 x 26 pum, dok prosje¢na veliina
neurona u nc.nervi trochlearis iznosi 30,7 x 21,2
um [7]. Cayala i saradnici [6] navode da nc.nervi
oculomotorii principalis sadrzi ve¢i broj neurona u
odnosu na nc.nervi trochlearis. Navedeno potvrduju
i rezultati ovdje prikazanog istrazivanja. Detaljnije
analize nc.nervi trochlearis su pokazale da se u
ovom jedru, prosjecnih dimenzija 0,7 x 0,5 mm
nalazi od 21,7 do 22,7 neurona [7], $to je manje u
odnosu na ovdje prikazane rezultate. Veci, guséi i
brojniji neuroni u nc.nervi oculomotorii principalis
mogli bi biti posljedica toga, sto ovo jedro inervise
najveci broj misica (svi ekstraokularni mi$ici, osim
musculus rectus lateralis i musculus obliqus
superior i musculus levator palpebrae superioris)
[29]. Neuroni nc.nervi oculomotorii principalis i
nc.nervi abducentis su se statistiCki znacajno
razlikovali u volumenskoj gustini. Izmedu nervnih
¢elija nc.nervi trochlearis i nc.nervi abducentis
razlika se pronalazi u vrijednostima povrSinske
gustine i apsolutnog broja neurona po mm?® Moguce
objasnjenje za razliku u apsolutnom broju nervnih
¢elija je da, osim motoneurona, u jedru n.abducens
postoje jo§ dvije populacije neurona: internuklearni
neuroni [30,31] i neuroni paramedijanog trakta [32].

Zakljuéak

Postoje kvantitativne razlike u nervnim ¢elijama
ekstraokularnih motoneurona.

Nucleus nervi oculomotorii principalis ima
najvece i najgusce rasporedene neurone, dok su
neuroni nucleus nervi abducentis nesto manjih
dimenzija.

Nervne ¢elije nucleus nervi trochlearis su
najmanje po broju i dimenzijama medu neuronima
ekstraokularnih motornih jedara.
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Summary. Neurons of extraocular motor nuclei (nucleus nervi oculomotorii principalis, nucleus
nervi trochlearis et nucleus nervi abducentis) are rounded multipolar, rarely fusioform or oval
motoneurons, with pale nucleus and irregularly placed Nissl bodies. The aim of the work was to establish
stereological parameters of the extraocular motor nuclei neurons (volume and surface density, and
absolute number per mmz2). The research was performed on 30 human brainstems, of both males and
females, without diagnosed neurological diseases, by stratified collection of samples in transversal plane.
Semiserial paraffin cuts (0.3 um thick) were stained by the Mallory method. By means of a microscope,
extraocular motor nuclei were identified on the histological cuts and every second visual field was
photographed intermittently with digital camera, under the 400x magnification. Obtained photographs
were analyzed by means of the ImageJ software, version 1.42e (National Institutes of Health, Bethesda,
USA), using the A 100 test system. Statistical analysis was performed by using SPSS program (version
16.0) with the difference significance level of 5%. Statistically significant difference (p<0.05) existed in
volume and surface density and absolute number of neurons per mm?2 between nc.nervi oculomotorii
principalis and nc.nervi trochlearis. Between the nc.nervi oculomotorii principalis and nc.nervi
abducentis, a statistically significant difference existed in volume density, while between the nc.nervi
trochlearis and nc.nervi abducentis, the difference was found in the surface density value and absolute

number of neurons per mmz.

Key words: Neurons, Extraocular motor nuclei, Stereology
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