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Abstract

Introduction: Dentate nucleus represents a cluster of neurons located deep in white
matter of cerebellum. Neurons from dentate nucleus, as the biggest and the most lateral from
deep cerebellar nuclei, are classified into two groups by its morphology and function. The
group of large neurons are further classified into four subgroups and one of them are border
neurons.

Aim: This study investigates possibility to discriminate inner and outer neurons from
small sample of border neurons, using quantitative and nonlinear parameters of the image
analysis. In addition, this study investigates relations between nonlinear parameters and the
age of neurons.

Material and methods: The small sample of 2D images of dentate nucleus border neu-
rons have been used for this study: 16 images of inner and 12 images of outer neurons. Their
morphology was quantified by 7 parameters which investigate the neuron area, dendritic
length, number of primary dendrites, space-filling property, shape, dendritic complexity/tor-
tuosity and neurons inhomogeneity/rotational invariance.

Results: The results have showed that means of three quantitative parameters, as well
as the mean of one nonlinear parameter, are statistically equal for inner and outer border
neurons. In contrast to this, three parameters of fractal analysis are statistically different be-
tween two types of border neurons. In addition, means of four nonlinear parameters does not
change when the age of neurons increases.

Conclusion: Our results corroborate previous findings and conclusions: border neu-
rons of the dentate nuclei can be classified into inner and outer type. Moreover, our study
promotes hypothesis that morphology of neurons from the human dentate nucleus does not
change with the age.
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Sazetak

Uvod: Zupcasto jedro (nucleus dentatus) ¢oveka predstavlja skup neurona smeste-
nih duboko u beloj masi malog mozga. Jedno je od cetiri jedra i kao najvece smesteno je
u najdaljoj lateralnoj poziciji. Neuroni zupcastog jedra na osnovu veli¢ine, morfologije i
funkcije podeljeni su na velike glavne i male neurone koji formiraju lokalne neuronske
mreze. Veliki neuroni su dalje podeljeni u cetiri podgrupe: centralni neuroni, grani¢ni
neuroni (spoljasnji i unutrasnji), intermedijarni asimetri¢ni i intermedijarni fuziformni.

Cilj: Cilj naseg istrazivanja je bio da ispitamo da li nelinearni parametri slike potvr-
duju klasifikaciju grani¢nih neurona na spoljasnje i unutrasnje, kao i da ispitamo postoja-
nje zavisnosti izmedu parametara slike i starosti neurona.

Materijal i metode: U nasem istrazivanju koris¢eno je 28 slika grani¢nih neurona
zupcastog jedra ¢oveka: 16 unutrasnjih i 12 spoljasnjih. Ispitivani parametri su: povrsina
neurona, duzina dendrita, broj primarnih dendrita, popunjenost prostora, nehomogenost
slike i invarijantnost rotacije slike, oblik neurona, krivudavost i slozenost dendita.

Rezultati: Nasi rezultati su pokazali da ne postoji statisticka znacajnost parametara
povrsine neurona, duzine dendrita i broja primarnih dendrita, dok popunjenost prostora,
nehomogenost slike i invarijantnost rotacije slike, oblik neurona, krivudavost i slozenost
dendita pokazuju statisticku znacajnost. Takode, nije utvrdena statisticki znacajna veza

klasifikacija, izmedu posmatranih parametara i starosti neurona.

nelinearna analiza, Zakljucak: Iz navedenih podataka mozemo zakljuciti da je postojeca klasifikacija
starost, na spoljasnje i unutrasnje grani¢ne neurone validna, kao i da ne postoji znacajna poveza-
zupcasto jedro nost morfologije neurona i starosti ispitanika.

Uvod dendrita, razlicitu veli¢cinu dendritskog polja i razlic¢itu gu-

Zupcasto jedro (nucleus dentatus) coveka predstav-
lja klaster neurona smestenih duboko u beloj masi malog
mozga (1). To je najveca samostalna struktura koja pove-
zuje mali mozak sa ostatkom centralnog nervnog sistema.
Kao najvece od njih smesteno je najdaljoj lateralnoj pozi-
ciji. Zupcasto jedro je odgovorno za planiranje, inicijaciju
i kontrolu voljnih pokreta. Funkcionalno je podeljeno na
ventralni i dorzalni region (2). Izlazna vlakna dorzalnog
regiona su zaduzena za motornu kontrolu skeletnih misi-
¢a, dok je ventralni region zaduzen za nemotorne funkcije,
kao $to su kognitivne i vizuospacijalne sposobnosti.

Neuroni zupcastog jedra su na osnovu velicine,
morfologije i funkcije podeljeni na velike i male neurone
koji formiraju lokalne neuronske mreze (3). Veliki neuro-
ni su dalje podeljeni u Cetiri podgrupe (4). Prvu grupu
¢ine centralni neuroni, kruznog oblika i sa velikim brojem
dendrita koji se cirkularno odvajaju od some. Drugu gru-
pu ¢ine grani¢ni neuroni, koji se nalaze na granici jedra i
bele mase. Sa jednog pola neurona pruza se akson, dok se
na drugom polu nalazi ¢etiri do Sest dendrita. Tre¢u grupu
¢ine intermedijarni asimetri¢ni neuroni, rasporedeni u
svim delovima jedra. Obi¢no imaju elipti¢no telo i od pet
do devet dendrita, dok su jedan ili dva dendrita mnogo
duzi od ostalih. Na kraju, ¢etvrta grupa neurona poznata
je pod imenom intermedijarni fuziformni neuroni, nalaze
se rasporedeni u ¢itavom jedru. Telo im je elipti¢nog ili
vretenastog oblika, a karakteri$u se ¢injenicom da se pri-
marni dendriti sa jednog pola pruzaju prema drugom
polu neurona.

Kvalitativnom analizom su neuroni grani¢ne grupe
podeljeni na spoljasnje i unutra$nje.Osim $to se nalaze na
razli¢itim granicama (spolja$nja i unutrasnja granica)
zupcastog jedra, ove dve vrste imaju razili¢itu orijentaciju

stinu dendritske krosnje. Stoga, cilj ovog istrazivanja je da
se potvrdi kvalitativna klasifikacija grani¢nih neurona
upotrebom nelinarnih parametara slike i da se ispita po-
stojanje zavisnosti parametara slike i starosti neurona. .

Materijal i metode

Materijal kori§¢en u nasem istrazivanju je sakupljen
u periodu 2013-2015 u Centru za sudsku medicinu, toksi-
kologiju i molekularnu genetiku Klinickog centra
Vojvodine, uz odobrenje Etickog komiteta Medicinskog
Fakulteta Univerziteta u Novom Sadu. Mozgovi devet
odraslih muskaraca, starosti od 23 do 75 godina (sedam
neurona pripada ispitanicima starosti 23 godine, dva neu-
rona starosti 35 godina, Cetiri starosti 45 godina, tri staro-
sti 53 godine, jedan starosti 55 godina, tri starosti 63 godi-
ne, jedan starosti 67 godina, Sest starosti 71 godinu i jedan
starosti 75 godina) dobijeni na autopsiji bez neuroloskih
promena kori$¢eni su u nasem istrazivanju (3). Vremenski
razmak izmedu klinicke smrti i autopsije varirao je izme-
du dva i Sest sati.

Nakon oslobadanja iz kranijalnih $upljina, mali
mozak je disekovan na blokove debljine 2,5 cm odakle su
uzeta zupcasta jedra (3). Obradeni su modifikovanom
Goldzijevom (Golgi) metodom impregnacije srebrom po
Kops$-Bubenetu (Kopsch-Bubenaite). Detaljan opis obrade
tkiva preuzet je iz rada Mari¢ i saradnici (6). Napravljeni
su horizontalni rezovi kalupa debljine 90um, postavljeni
na mikroskopsko staklo, deparafinisani ksilenom i prekri-
veni medijumom. Svaki presek tkiva je analiziran svetlo-
snim mikroskopom pod uveli¢anjem 400x (3).

Neuroni su snimljeni i transformisani u digitalne
slike digitalnom kamerom sa odgovaraju¢im softverom
(Leica Microsystem Wetzlar Ltd., Heerbrurg, Switzerland).
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Histoloski preseci svakog neurona posmatrani su kroz 20
optickih rezova. Distanca izmedu dva opticka reza je bila 5
um.U zavisnosti od veli¢ine tela neurona i dendritske ar-
borizacije, svaki neuron je snimljen u 4-20 optickih ravni.
Digitalne slike optickih ravni su ucitane u specijalizovani
softver za rekostrukciju i analizu slike-Image ] (5). Sve sli-
ke (ZProject metodom) su projektovane duz ose normalne
na ravan slike, dok su pozadinski artefakti digitalno uklo-
njeni (6). Dobijena slika predstavlja 2D binarnu digitalnu
sliku neurona prikazanih crnom bojom na beloj
pozadini.

Obrada slike neurona

Postoje dva karakteristi¢na prikaza i analize 2D sli-
ke objekta u sivoj skali: binarna (crno-bela) slika i slika
granice objekta (7). Kada koristimo Image] ova dva tipa su
generisana komandom: ‘Process-Binary-Make Binary’ and
‘Process-Binary-Outline’. A kada se radi o crtezu, u kome
anatom- specijalista olovkom prolazi kroz osu dendrita i
tako rekonstrui$e neuron, dobijeni crtez neurona se nazi-
va skeletonizovana slika neurona(8). U Image] softveru
komanda ‘Process-Binary-Skeletonize’ Kkoristi algoritam
tanjenja i kreira oblike Sirine jednog piksela iz pocetne
crno bele slike objekta (9). Dok boks dimenzija (tj. box di-
mension) binarne slike pokazuje osobinu popunjenja pro-
stora objekta (5), boks dimenzija slike granice objekta po-
kazuje iregularnost u obliku objekta tj. ova vrednost poka-
zuje kako vrednost odstupa od klasi¢nih geometrijskih
oblika do onih kompleksnijih (10). Posledi¢no, proces
skeletonizacije (11) bi trebalo da bude modifikovan po-
sebno kada se istrazuju neuroni sa debelim dendritima ili
krupnim ¢elijskim telima. Telo neurona na crno-beloj slici
bi trebalo digitalno ukloniti i preostale dendrite sublimira-
ti u jedno pikselnu liniju dok su preostali artefakti izbrisa-
ni (5). Boks dimenzija takve slike pokazuje shemu den-
dritskog grananja i krivudavost dendrita (6).

Parametri koje smo pratili su kori§¢eni radi kvanti-
tativne i nelinearne analize slike. Za kvantitativnu analizu
koristili smo povr$inu neurona (A), duzinu dendrita (L) i
broj primarnih dendrita (N ). Za nelinearnu analizu kori-
$¢eni parametri su: popunjenost prostora ((D,)bin), neho-
mogenost slike + invarijantnost rotacija slike (A), oblik
neurona ((D,) ) ikrivudavost i sloZenost dendrita ((D,)
skel).

Uzorak grani¢nih neurona, ekstrahovanih iz devet
mozgova, sadrzi 87 Celija: 52 spoljasnjih grani¢nih neuro-
na i 35 unutrasnjih grani¢nih neurona. Kako bismo stan-
dardizovali populaciju radi prikladnih zakljucaka, kada su
slike analizirane BC (box counting) metodom, izabrali smo
Celije sa statisticki slicnom (ili istom) povr$inom neurona,
ukupnom duzinom i gustinom dendrita (9). Uzimajuci
ovo u obzir, izabrali smo 28 Celija iz inicijalnog uzorka,
medu njima je bilo 12 koji pripadaju spoljasnjim granic-
nim neuronima i 16 unutradnjim grani¢nim neuronima.
Shematski prikaz slika grani¢nih neurona dat je na Slici 1.

Slika 1. Primer dva tipa grani¢nih neurona: unutrasnji gra-
ni¢ni neuron(A) i spoljasnji grani¢ni neuron(B)

A B som

50 g

Rezultati

Prvi deo naseg istrazivanja ispituje postojanje razli-
ke u morfologiji spoljanjih i unutra$njih neurona zupca-
stog jedra. Ispitivani parametri su: Dy D)o D)
AN, AL

Rezultati su prikazani na tabeli 1. Statisticki znacaj-
na razlika uocena je kod sledecih parametara - (D), .
(D), 1 (Dy),, Parametri N, A, A i L ne pokazuju sta-
tisticki znacajnu razliku.

out’

Tabela 1. Kvantitativni (A, L, Np o inelinearni ((Dy)bin, (D)
o (Dp)yep A) parametri analize morfologije spoljasnjh i unu-
trasnjih grani¢nih neurona zupcastog jedra

Parametar Spoljasnji Unutrasnji t P

A (pm?) 86193 £ 6 86205 + 8 1,124

L (um) 5624,2+0,2 5624,5+0,2 1,124 > 0,05
Npd 6,2+0,2 59+0,4 -0,635

(D), 1,599 + 0,007 1,572+ 0,005 -3,233

(D,).., 1,391 0,006 1,352+0,006 -4,337 <0,01
(D), 1,270 £0,007 1,227 +0,007 -4,187

A 0,46 + 0,01 0,48 + 0,01 1,015 >0,05

U drugom delu naseg istrazivanja ispitivali smo po-
vezanost parametara- (D,),, , (D,)_ . (D), ;1A sa staro$¢u
neurona. Rezultati prikazani u Tabeli 2 pokazuju da ne
postoji statisticki znacajna povezanost datih parametara sa
vremenom tj. godinama ispitanika. Na osnovu dobijenih
rezultata mozemo reci da ne postoji nikakva korelacija iz-
medu parametara i starosti neurona. Parametri niti rastu
niti opadaju sa vremenom, i ne mozemo tvrditi da se me-
njaju tokom starosti.

Tabela 2. Parametri statisticke analize koeficijenta korelacije
(R) nelinearnih parameatra (D), , (Dy), > (Dy),»1A) anali-
ze slike neurona i njihove starosti. a je koeficijent pravca prave
linije, ti je iza¢unata t-vrednost i p je nivo znacajnosti.

Parametar A

(D), 0,0005 0978 8151
(D,) -0,0006 0,646 1,691
out > 0,05
(D). -0,0006 0593 1471
A -0,0001 0233 0479
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Diskusija

Zupcasto jedro ¢oveka u dosadasnjim istrazivanji-
ma je bilo predmet mnogih studija (1,2). Studije su se
uglavnom bavile spoljasnjom morfologijom zupcastog je-
dra, dok o unutra$njoj morfologiji i klasifikaciji neurona
zupcastog jedra postoji relativno malo podataka.

Prva studija koja se bavila ovom tematikom je spro-
vedena 2010 godine (13). U njoj su koriS¢eni oblik i velici-
na dendritskog polja, oblik i veli¢ina tela, oblik dendritske
krosnje i njen polozaj u zupc¢astom jedru. Na osnovu datih
parametara neuroni zupcastog jedra su klasifikovani na
velike i male neurone. Veliki neuroni su dalje klasifikovani
na tri podklase: spoljasnje i unutrasnje grani¢ne neurone i
centralne neurone.

Novije studije koje su se bavile ovom tematikom ko-
ristile su viSe parametara za klasifikaciju kako bi dobile
precizniju podelu (5). U studiji sprovedenoj 2016. godine
(12) kori$ceno je 17 parametara (povr$ina neurona, povr-
$§ina tela neurona, povr$ina dendritskog stabla, povrsina
neuronskog polja, povrsina dendritskog polja, povrsina
perineuralnog prostora, fraktalna dimenziija neurona, in-
deks asimetrije neurona, indeks asimetrije tela neurona,
broj primarnih dendrita, fraktalna dimenzija skeletonizo-
vane slike neurona, gustina dendritskog stabla, fraktalima
slicna kompleksnost Seme grananja dendrita, totalna
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