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Kratak sadrzaj

Uvod. Nucleus ruber zauzima centralni dio retikularne formacije srednjeg
mozga, od donjeg kraja gornjih kvrzica srednjeg mozga do ventralnog tala-
musa. Vaskularizuju ga grane P, i P, segmenta arteriae cerebri posterior, arteriae
communicans posterior i arteriae choroidea anterior. Ciljevi rada su kvantitativna
analiza neurona i vaskularne mreze magnocelularnog dijela nucleus ruber-a,
kao i ispitivanje uticaja starenja na parametre kvantitativne analize.

Metode. Deset srednjih mozgova odraslih lica oba pola je nakon fiksacije
u 10% rastvoru formalina ukalupljeno u parafinu. Zbog lokalizacije mag-
nocelularnog dijela nucleus ruber-a, uzorci srednjih mozgova su presjeceni u
visini sredine gornjih kvrzica srednjeg mozga i iduci kaudalno pravljeni su
semiserijski rezovi (1,5,10...50) debljine 4 pm, koji su bojeni Mallory metodom.
Pomocu digitalne kamere slikano je intermitentno svako drugo vidno polje
pod uvecanjem 400x, a dobijene fotografije su analizirane pomoc¢u programa
Image], uz koriscenje testnog sistema A 100. Statisticka analiza je obavljena
uz upotrebu programa SPSS, uz nivo znacajnosti razlike od 5%.

Rezultati. Prosjecne vrijednosti kvantitativnih parametara neurona su iznos-
ile: volumenska gustina 0,018 mm?°, povrsinska gustina 3,56 mm™ i apsolutni
broj po vidnom polju 35,39. Prosje¢na volumenska gustina vaskularne mreZze
magnocelularnog dijela nucleus ruber-a je 0,014 mm?’, povrsinska gustina 4,19
mm™ i duzinska gustina 90,82 mm™. Nije postojala korelacija izmedu godina
zivota i odredivanih kvantitativnih parametara neurona i vaskularne mreze
magnocelularnog dijela nucleus ruber-a.

Zakljucak. Ispitivani kvantitativni parametri neurona i vaskularne mreze
magnocelularnog dijela nucleus ruber-a se smanjuju sa godinama Zzivota, ali
smanjenje nije statisticki znacajno.

Kljuéne rijeci: nucleus ruber, neuroni, krvotok

Uvod. Nucleus ruber je smjeSten  crvene boje [1,2]. Od okoline je
u centralnom dijelu retikularne  odvojen ¢ahurom koju obrazu-
formacije srednjeg mozga. Bo-  ju vlakna aferentnih i eferentnih
gatje Zeljezom, pa se na sviezem puteva ovog jedra. Poc¢inje kod
presjeku mozga uocava kaojedro  donjeg kraja gornjih kvrZzica sred-
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njeg mozga i svojim gornjim krajem ulazi u
ventralni talamus. Opisuju se dva dijela nucleus
ruber-a, znatno manji magnocelularni i ve¢i par-
vocelularni dio. Kod ¢ovjeka magnocelularni
dio zauzima najkaudalniji dio jedra i sastoji se
od krupnih multipolarnih neurona [1].

Vaskularno korito mezencefalona gradi
vise arterijskih stabala. Grane arteriae (a.) cerebri
posterior se izdvajaju iz njena oba segmenta: iz
P1 segmenta (aa. interpedunculares s. thalam-
operforate et a. collicularis) i iz P2 segmenta (a.
choroideae posterior medialis et rami pedunculares).
Od grana a. basilaris najrostralniji dio mezence-
falona ishranjuju njene anteromedijalne grane,
a ostatak srednjeg mozga grane a. cerebelli supe-
rior. Tre¢iizvor vaskularizacije srednjeg mozga
je a. carotis interna preko a. communicans posterior
ia. choroideae anterior. Sve grane spomenutih ar-
terija dijele se na: prednje (ventralne), lateralne
i zadnje (dorzalne). Marinkovi¢ [3] navodi da
su za vaskularizaciju nucleus ruber-a zaduzene
anteromedijalne (talamoperforantne) arterije,
koje osim anterolateralnih arterija predstavljaju
dio prednje grupe arterija. Ovi krvni sudovi
podijeljeni su na kratke, mezencefali¢ne i di-
encefali¢ne. Duvernoy [4] ih dijeli na kaudalne,
lateralne, srednje i rostralne, pri ¢emu nucleus
ruber vaskularizuju srednje i lateralne arterije.
Srednje arterije su tipi¢ni mezencefali¢ni sudovi
(aa. paramedianae), koji se najcesce odvajaju od
P, segmenta a. cerebri posterior [4].

Nucleus ruber je jedan od najvaznijih eleme-
nata ekstrapiramidalnog sistema [5]. Putevi koji
dolaze u nucleus ruber su: fasciculus dentatoru-
bralis, tractus tectorubralis, tractus palidorubralis,
tractus corticorubralis. 1z nucleus ruber-a odlaze
rubroretikularna i rubroolivarna vlakna, fractus
rubrospinalis [2]. Kortikospinalni i rubrospinalni
put se komplementarno dopunjuju i njihovo
dejstvo retikulospinalnog puta koji polazi iz
produZzene mozdine se sastoji u aktivaciji mo-
toneurona koji ozivéavaju misice pregibace (fl-
eksore) i inhibiciji perifernih motornih neurona
koji ozivéavaju misi¢e opruzace (ekstenzore)
[1,6]. Nucleus ruber ucestvuje u kontroli cer-
ebelarnih, palidalnih i kortikalnih motornih
nadrazaja, vaznih u uskladivanju misi¢ne
napetosti, drzanja tijela i hodanja. Ostecenje
nucleus ruber-a uzrokuje tremor u mirovanju
i promjene misi¢ne napetosti [2].

Starenjem dolazi do histoloskih promje-
na u magnocelularnom dijelu nucleus ruber-a.
Zaki [7] u studiji o histoloskim promjenama
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nucleus ruber-a kod albino pacova navodi da
usljed starenja dolazi do promjena u samim
motoneuronima ¢ija se membrana “smezura”
uz nakupljanje lipofuscina u meducelijskom
prostoru.

Mali broj podataka o kvantitativnim par-
ametrima neurona i vaskularne mreZe mag-
nocelularnog dijela nucleus ruber-a, kao i uticaj
starenja na promjene ovih parametra podstakli
su nas na ovo istrazivanje.

Ciljevi rada su kvantitativna analiza neu-
rona i vaskularne mreze magnocelularnog
dijela nucleus ruber-a, kao i ispitivanje uticaja
starenja na parametre kvantitativne analize.

Metode rada

Analizirano je 10 srednjih mozgova odraslih
lica oba pola (4 Zene i 6 muskaraca), starosti od
24 do 82 godine Zivota (prosjecna starost 48,42
godine) koji su umrli bez dijagnostikovanih
neuroloskih oboljenja. Istrazivanje je odobreno
od strane Etickog komiteta Klini¢ckog centra
Banjaluka. Materijal je sakupljan u Zavodu
za patologiju Klinickog centra Banjaluka. Uo-
bi¢ajenom obdukcionom tehnikom, mozgovi
su vadeni iz kranijalne duplje, 24-48 casova
nakon smrti. Iz mozdane mase su se izdvajala
mozdana stabla i potom bila potapana u 10%
rastvor formalina, zbog fiksacije, u trajanju
30 dana. Nakon fiksacije, preparati sredn-
jih mozgova su kalupljeni u parafinu. Zbog
lokalizacije magnocelularnog dijela nucleus
ruber-a, uzet je isje¢ak debljine 3 mm u visini
sredine gornjih kvrzica srednjeg mozga. Od
uzetog isjecka prema kaudalno su pravljeni
semiserijski rezovi (1,5,10...50), debljine 4 pm,
koji su bojeni Mallory metodom. Prvi rez nije
analiziran, kako bi se iskljucila moguénost
analize parvocelularnog dijela nucleus ruber-a.
Referentni prostor u svim slucajevima je bio
magnocelularni dio nucleus ruber-a, a prouca-
vane faze neuroni i krvni sudovi.

Fotografije objekata istrazivanja su slikane
pomocu kamere “Leica” DFC 310 FX (Leica Mi-
crosystems CMS GmbH, Wetzlar, Germany), TIFF
formata, 24-bitne, rezolucije 1392 x 1040 pikse-
la, pri povecanju 400x svjetlosnog mikroskopa
"Leica" DM 6000B (Leica Microsystems CMS
GmbH, Wetzlar, Germany).

Odabiranje uzoraka je vrseno sistemat-
ski-intermitentno tj. koris¢eno je svako drugo
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vidno polje [8], a veli¢ina uzoraka, tj. potreban
broj mjerenja za svako jedro i za svaki parame-
tar odredivan je prema formuli [9].
n = (200/yxs/x)*
n - broj polja koje treba analizirati,
x - aritmeticka sredina orijentacijskog uzo
rka,
s - standardna devijacija orijentacijskog
uzorka,
y - dopusteno odstupanje od rezultata arit
meticke sredine.

Za kvantitativnu analizu korisc¢en je softver
Image] (verzija 1,49 a). Prije izvodenja ana-
lize uradena je spacijalna kalibracija pomocu
objektnog mikrometra, a potom su odredeni
parametri testnog sistema A 100 na osnovu
kojih je, uz pomo¢ opcije “grid” formiran
mrezasti test sistem A 100. Parametri testnog
sistema (vrijednosti za objektiv 40x) su: broj
tacaka testnog sistema-Pt=100, duzina jedne
linjje testnog sistema- d=0,03084 mm, duzina
testnih linija-Lt=6,169 mm, povrsina testnog
podrudja-At=0,09517 mm?>.

Lt=P, xd x2 At= P xd?

Nakon postavljanja mrezice, slika je ana-
lizirana uz pomoc alatke za brojanje ¢elija (“cell
counter”). Za kvantitativnu analizu neurona
korisceni su sljedeci relativni stereoloski para-
metri: volumenska gustina, povrsinska gustina
i apsolutni broj neurona po vidnom polju,
dok su u ispitivanju krvnih sudova koriséeni
sljedeci stereoloski parametri: volumenska
gustina, povrsinska gustina i duzinska gustina.
Za izra¢unavanje volumenske gustine (Vv),
koja pokazuje koliki dio ukupnog prostora
pripada proucavanoj fazi, koris¢ena je sljedeca
formula:

Vv =Pf / Pt (mm°)

(Pf - broj pogodaka testnih tacaka koje

padaju na proucavanu fazu;

Pt - ukupan broj tacaka unutar testnog

sistema A 100) [9].

Drugi ispitivani parametar, povrsinska
gustina (Sv), ukazuje kolika je veli¢ina neke
odredene unutrasnje ili spoljasnje povrsine u
jedinici zapremine. Odredivana je na osnovu
formule:

Sv =2xIf / Lt (mm™).

(If - broj presjeka ocrta ispitivane faze sa

testnim linijama;

Lt - ukupna duzina testnih linija) [8].

Duzinska gustina (Lv) je relativna stereolos-
ka veli¢ina koja obavjestava o duZzini odredene
krive u jedinici zapremine. Njena vrijednost je
odredivana prema formuli:

Lv =2xQf / At (mm™)

(Qf - broj probodista ispitivane strukture na

testnom arealu;

At - povrsina testnog polja) [8].

Apsolutni broj neurona (N) po vidnom
polju je odredivan prostim brojanjem.

Statisticka analiza dobijenih rezultata je
uradena pomocu softvera SPSS (SPSS Inc,
Chicago, USA), verzija 16,0. Osim metoda
deskriptivne statistike (aritmeticka sredina i
standardna devijacija), korisc¢en je Pearson-ov
koeficijent korelacije pomocu koga je proucava-
no postojanje promjena odredivanih relativnih
stereoloskih parametara sa starenjem. Statistic-
ka znacajnost je ispitivana za nivo znacajnosti
razlike od 5 %.

Rezultati

Analizirano je 10 srednjih mozgova odraslih
lica oba pola (4 Zene i 6 muskaraca), starosti od
24 do 82 godine Zivota (prosjecna starost 48,42
godine) koji su umrli bez dijagnostikovanih
neuroloskih oboljenja. Metodom slucajnog
izbora analizirani su uzorci dva ispitanika
starosti 55 godina, ali razli¢itog pola.

U Tabeli 1 su prikazane pojedinac¢ne vri-
jednosti ispitivanih stereoloskih parametara.
Prosje¢na vrijednost volumenske gustine (Vv)
neurona magnocelularnog dijela nucleus ruber-a
iznosi 0,018 + 0,007 mm?". Prosje¢na vrijednost
povrsinske gustine (Sv) neurona magnocelular-
nog dijela nucleus ruber-aje 3,56 +1,11 mm™, a
prosje¢na vrijednost apsolutnog broja neurona
(N) magnocelularnog dijela nucleus ruber-a po
vidnom polju iznosi 35,39 + 9,85 (Tabela 2).

Analizirana je vaskularna mreza magnoce-
lularnog dijela nucleus ruber-a koja se odnosi na
krvne sudove rasporedene izmedu neurona,
a krvni sudovi okoline jedra nisu analizirani.
Prosje¢na vrijednost volumenske gustine (Vv)
vaskularne mreze magnocelularnog dijela nu-
cleus ruber-a iznosi 0,014 + 0,005 mm?®. Prosje¢na
vrijednost povrsinske gustine (Sv) vaskularne
mreze magnocelularnog dijela nucleus ruber-a
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Tabela 1. Pojedinacne vrijednosti parametara kvantitativne analize neurona i vaskularne mreze magnocelularnog

dijela nucleus ruber-a

- ... Volumenska Povrsinska DuZinska
Volumenska  Povrsinska Apsolutni broj . ; ;
Starost, Pol gustina (Vv) ustina (Sv) neurona o gustina (Vv) gustina (Sv) gustina
godine o 8 0 & 1 PO krvnih sudova, krvnih sudova, (Lv) krvnih
neurona, mm’ neurona, mm" vidnom polju 0 1 5
mm mm sudova, mm
75 M 0,0247 4,5388 48,6848 0,0122 3,9012 77,4053
68 M  0,0218 3,6635 32,5733 0,0172 3,5662 81,6083
43 M  0,0133 3,1772 31,8728 0,0122 4,0741 93,1666
55 M  0,0153 3,0043 30,6469 0,0158 51764 95,9686
34 M  0,0258 5,2413 42,0301 0,0213 6,4408 127,1409
24 M 00117 2,6044 32,0479 0,0100 3,2636 77,7556
82 Z 0,077 2,1830 24,1673 0,0075 2,3667 55,6898
78 Z  0,0130 2,4423 25,5683 0,0097 3,4149 58,4918
67 Z  0,0148 3,5446 31,8728 0,0090 4,0633 66,8978
55 Z  0,0278 5,2413 54,4639 0,0205 5,6195 174,0745

Tabela 2. Prosje¢ne vrijednosti parametara kvantitativne analize neurona i vaskularne mreze magnocelularnog

dijela nucleus ruber-a

0

Vv, mm N Lv, mm?
Neuroni 0,0176 + 0,0068 3,564 + 1,112 35,3928 +9,8511
Vaskularna mreza 0,0135 + 00,0048 4,188 £1,218

je 4,188 £ 1,218 mm™, a prosjecna vrijednost
duzinske gustine (Lv) vaskularne mreze mag-
nocelularnog dijela nucleus ruber-a iznosi 90,82
+ 35,85 mm? (Tabela 2).

Na Grafikonu 1 su prikazane promjene
pojedina¢nih vrijednosti volumenske gustine
(Vv) neurona i vaskularne mreZe magnoce-
lularnog dijela nucleus ruber-a, u odnosu na
godine Zivota. Vrijednosti volumenske gustine
(Vv) neurona i vaskularne mreZe magnoce-
lularnog dijela nucleus ruber-a su najvise kod

ispitanika dobi 34 i 55 godina, a najnize kod
ispitanika starosti preko 78 godina.

Grafikon 2 prikazuje promjenu pojedinac-
nih vrijednosti povrsinske gustine (Sv) neurona
i vaskularne mreze magnocelularnog dijela
nucleus ruber-a sa godinama zivota. Vrijednosti
povrsinske gustine (Sv) neurona i vaskularne
mreze magnocelularnog dijela nucleus ruber-a
su najvise kod ispitanika dobi 34155 godina, a
najniZe kod ispitanika starosti preko 78 godina.

Grafikon 3 prikazuje promjenu pojedi-
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Godine Zivota
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5 ® Neuroni

4

3 Vaskularna
2 mreZa
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24 34 43 55 55 67 68 75 78 82
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Grafikon 1. Promjena pojedinac¢nih vrijednosti volumen-
ske gustine neurona i vaskularne mreze magnocelularnog
dijela nucleus ruber-a sa godinama Zzivota
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Grafikon 2. Promjena pojedinacnih vrijednosti povrsinske
gustine neurona i vaskularne mreze magnocelularnog
dijela nucleus ruber-a sa godinama zivota
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Grafikon 3. Promjena pojedina¢nih vrijednosti apsolut-
nog broja neurona po vidnom polju (N) magnocelularnog
dijela nucleus ruber-a sa godinama Zivota

nacnih vrijednosti apsolutnog broja neurona
po vidnom polju (N) magnocelularnog dijela
nucleus ruber-a sa godinama Zivota. Vrijednost
apsolutnog broja neurona po vidnom polju je
najvisa kod ispitanika starog 55 godina, a u
dobi iznad 78 godina vrijednosti apsolutnog
broja neurona se smanjuju.

Grafikon 4 prikazuje promjenu pojedinac-
nih vrijednosti duzinske gustine (Lv) krvnih
sudova magnocelularnog dijela nucleus ruber-a
sa godinama Zivota. Vrijednosti apsolutnog
broja neurona po vidnom polju, kao i vrijed-
nosti krvnih sudova magnocelularnog dijela
nucleus ruber-a su najvece u dobi od 341 55 go-
dina, a najnize kod ispitanika iznad 78 godina.

Za sve ispitivane relativne stereoloske
parametre neurona i vaskularne mreze ma-
gnocelularnog dijela nucleus ruber-a Pearson-
-ov koeficijent je pokazao da se smanjuju sa
godinama zivota, ali da smanjenje ne dostize

Tabela 3. Korelacija izmedu godina Zivota i ispitivanih
parametara kvantitativne analize neurona i vaskularne
mreze magnocelularnog dijela nucleus ruber-a

*

r P
Volumenska gustina neurona L0123 0,735
(Wv)
Povrsinska gustina neurona (Sv) -0,222 0,537
Apsolutni b.roj neurona po 0194 0,591
vidnom polju
Volumenska gu§t1na L0377 0,283
vaskularne mreze (Vv)
Povrsinska gust}na 0466 0175
vaskularne mreze (Sv)
Duzinska gustina 0438 0,206

vaskularne mreze (Lv)

* Pearson-ov koeficijent korelacije

200
160

120 m Duzinska
80 - gustina (Lv)
40 -
0 -

24 34 43 55 55 67 68 75 78 82

Godine Zivota

Grafikon 4. Promjena pojedina¢nih vrijednosti duzinske
gustine (Lv) krvnih sudova magnocelularnog dijela
nucleus ruber-a sa godinama Zivota

statisticku znacajnost. Intenzitet veze ovih
varijabli je bio slab za sve ispitivane parametre
(p>0,05) (Tabela 3).

Diskusija

Rezultate ovog istrazivanja smo poredili sa
vrijednostima kvantitativnih parametara neu-
rona i vaskularne mreze substantiae nigrae, s
obzirom da substantia nigra takode pripada
ekstrapiramidnom motornom sistemu. Vrsili
smo poredenje i analizu uticaja starenja na
parametre kvantitativne analize magnocelu-
larnog dijela nucleus ruber-a i substantiae ni-
grae. Iako tre¢i moZzdani zivac nije u direktnoj
funkcionalnoj vezi sa navedenim strukturama,
zbog bliskog topografskog smjestaja u istoj
transverzalnoj ravni, rezultate istraZivanja smo
poredili i sa vrijednostima kvantitativnih pa-
rametara neurona i vaskularne mreze nucleus
nervi oculomotorii.

Prosjec¢na vrijednost volumenske gustine
neurona subtantiae nigrae iznosi 0,023 mm°, a
povrsinske gustine 3,337 mm™ [10]. Za neurone
nucleus nervi oculomotorii vrijednost volumen-
ske gustine je iznosila 0,058 mm”’, a povrsinske
gustine 10,167 mm™ [11]. Moze se uociti da su
prosjecne vrijednosti volumenske i povrsinske
gustine neurona substantiae nigrae i neurona
magnocelularnog dijela nucleus ruber-a pribliz-
no istih dimenzija, dok su neuroni nucleus nervi
oculomotorii mnogo vec¢ih dimenzija.

IstraZivanjem se uocava da je apsolutni
broj neurona po vidnom polju nucleus nervi
oculomotorii (N=103,305), gotovo tri puta veéiu
odnosu na apsolutni broj neurona magnocelu-
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larnog dijela nucleus ruber-a [11]. Ova razlika u
broju neurona se mozZe objasniti ispitivanjima
Bartona [12] kojima se potvrduje mnogo veca
preciznost pri izvodenju pokreta koje kon-
trolise nucleus nervi oculomotorii principalis, u
odnosu na magnocelularni dio nucleus ruber-a.

Prosje¢na vrijednost volumenske gusti-
ne vaskularne mreze nucleus nervi oculomo-
torii je 0,031mm° [13], a substantiae nigrae je
0,058116mm° [10]. Prosje¢na vrijednost po-
vrs$inske gustine vaskularne mreze nucleus
nervi oculomotorii 8,351mm™ [13], a substantiae
nigrae je 7,853 mm™ [10]. Na osnovu prosje¢nih
vrijednosti volumenske gustine i povrsinske
gustine vaskularne mreze, moze se uociti da
su krvni sudovi nucleus nervi oculomotorii i
substantiae nigrae gusce rasporedeni i vec¢ih
dimenzija u odnosu na ispitivanu vaskularnu
mrezu magnocelularnog dijela nucleus ruber-a.

Prosje¢ne vrijednosti duzinske gustine
vaskularne mreze nucleus nervi oculomotorii
(Lv=359,8020mm~) [13], ukazuju na to da su
krvni sudovi nucleus nervi oculomotorii vise
izvijugani u odnosu na krvne sudove magno-
celularnog dijela nucleus ruber-a. Na ovaj na¢in
se moze objasniti veca mogucnost okluzije
krvnih sudova okulomotornog jedra u odnosu
na magnocelularni dio nucleus ruber-a.
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Ma i sar. [14] su ispitivali broj neurona u
crnoj supstanci na nivou osnove treceg zivca
kod 67 , kontrolnih subjekata” (starosti od 11
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dijela nucleus ruber-a se smanjuju sa godinama
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Kovantitativna analiza magnocelularnog dijela nucleus ruber

Quantitative analysis of magnocellular part of the red nucleus

Vesna Gajanin, Zdenka Krivokuca, Igor Sladojevi¢, Tatjana Bu¢ma, Mirka Sarovi¢ Vukajlovi¢
Medical Faculty, University of Banja Luka, Banja Luka, the Republic of Srpska, Bosnia and Hercegovina

Introduction. The red nucleus is located centrally in mesencephalic reticular formation, and extends
from caudal end of superior colliculus up to ventral thalamus. It is supplied by branches of P1 and P2
segment of posterior cerebral artery, posterior communicant artery and anterior choroidal artery. Aims
of the research were to quantify neurons and blood vessels of the magnocellular part of the red nucleus
and to investigate age-related changes of quantitative parameters.

Methods.Ten adult midbrains of both genders were fixed in a 10% formalin solution and casted in par-
affin. Because of position of magnocellular part of the red nucleus, we cut midbrains in the middle of
superior colliculus and, going caudally, made 4 um thick semiserial sections (1,5,10...50) and stained them
with Mallory method. Under digital camera we photographed intermittently every second visual field
under 400X magnification and analyzed images with Image] software under A100 test system. Statistical
analysis was performed using SPSS software with 5% level of significance.

Results. Average values of quantitative parameters of neurons were: volume density 0.018 mm”, surface
density 3.564 mm™ and absolute number per visual field 35.393 Average volume density of vascular
network was 0.013 mm?°, surface density 4.188 mm™ and longitudinal density 90.820 m™. There was no
correlation between age and quantitative parameters of neurons and vascular network.

Conclusion. Analyzed quantitative parameters of neurons and vascular network of the magnocellular
part of the red nucleus decrease with age, but the decrease is not statistically significant.
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