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0. PREDGOVORI

0.1. Predgovor prijevodu

- PruZila nam se prlllka da metodoloZkim prlrucnlkom
M.Kali8nika "Temelji stereologije" na slovenskom
je21ku saZeto dobijemo osnovne 1nform301je 0 suvre-
meno metodologlal, koaa nam omoguéava kolidinski
izraziti morfoloska zapaZanja nagrazllc1t13e pri-
rode. Drugo 1zdanae ovog prirudénika izraz je za-
nimanja za primjenu postupaka ove znanstvene dis-
cipline u nas. Zbog toga sam smatrala neophodnlm
da ovo djelo prevedem na hrvatski jezik i uéinim
dostupnijim veéem broju znanstvenih radnika.

Drugo izdanje je plod v1segod13njeg rada u pravcu
1stra§1van3a i pronalazenaa novih postupaka, kao

i nastavno pedagoskih iskustava u Zavodu za histo-
logiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u
Ljubljani, koji predstavlja vodeéi centar teorij-
skog proucdavanja i prakticne primjene stereologije
u nas. Novi originalni doprinosi nasSih i inozemnih
autora, te za korisnike poletnike prikladnije ras-
poredeno gradivo doprinos su kvaliteti drugog iz-
danja. Ovo je razlog da smo odustali od objavlji-
vanja veé uéinjenog prijevoda prvog izdanja.

Na pomoéi u izradi prijevoda zahvaljujem na prvom
mjestu Miroslavu KalisSniku koJji mi Je dao brogne
korisne savgete. On je za prijevod uéinio manje
1zmaene i dopune drugog slovenskog izdanja. Tako
je uvrstio u Jboglavlje 3.5.1.1. Metode za odredi-
vanje numerilke gustoée za tanke rezove metodu po
DeHoffu i Weibelu; u poglavlje 3.5.0dredivanje broja
Cestica pod poglavlje 3.5.3. Z.Pajer: Numericdka
gustoéa i dubinska o3trina te dopunu Ide ErZen u
potpoglavlju 4.1.1. Kvantitativna analiza i klasi-
fikacija objekata. Autorima duguaem zahvalnost na
suradnji. Za tehnidko urednidtvo zahvaljujem
Zdenki Pajer.

Zavod za histologiju i embriologiju Medicinskog
fakulteta Sveudilidta u Zagrebu pruZio mi je
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podr$ku u pripremanju ovog prijevoda. Asistentica
mr Durdica GrbesSa udinila je korekturu teksta, a
tajnica Marija Crnekovié primjeran strojopis.Svima
njima izraZavam na ovom mjestu svoju zahvalnost.

U prevodenju sam naroitu paZnju poklonila odabi-
ranju izraza stereoloSke metodologije. Vedinom sam
zadrZala internacionalnu terminologiju smatrajuéi
da &e korisnik tako imati neposredniju vezu s ino-
zZemnom stereoloékom literaturom. Pozivu autora na
suradnju pri izradi stereoloSke terminologije na
naSem jeziku rado sam se odazvala, te sam tako dala
svoJ prllog za trojeziéni rjeénik drugog sloven-
skog 1zdan3a.

Zagreb, prosinca 1984 Prevodllac

Bosiljka Durst-Zivkovié
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0+.2. Predgovor prvom izdanju

Ovu publlkaclau obaelodanjuge Zavod  za hlStOlOglJu
i embriologiju Medicinskog fakulteta SveudiliSta u
Ljubljani %ZHE), koji u naéoa drZavi ima najdul ju
tradiciju u upotrebi i razvijanju stereoloSkih me-
toda. U nakladi sudjeluje Prirodoslovno drustvo .
Slovenije (PDS) kao izdavad. PDS je naime tradicio-
nalni organlzator brojnih postdiplomskih tecageva.
U skladu sa svojom multldlsc1p11narnom namjenom
predstavlaa most medu raznim znanstvenim granama,
Sto je takoder znalajno za stereologiju.

Djelo izlazi prigodom 1. Jugoslavenskog stereolosS-
kog seminara, kojeg uz ZHE i PDS organizira takoder
Stereoloska sek01aa UdruZzenja anatoma Jugoslav1ae
(UAJ) Upravo Jje iz UAJ potekla pobuda za organlzl-
ranje tog seminara, koJji treba oznaditi pocletak
uvodenja organiziranog poticaja, unapredivanja i
uskladivanja stereoloskih istrazivanja medu jugo-
slavenskim bioloékim morfolozima. Kao simbol tih
djelatnosti sluZi znak Medunarodnog druStva za ste-
reologlau na koricama; slova JUST na lijevo neka
oznacavagu jugoslavensku stereologlau, a godina
1976. pocetak njezinog organ1z1ranaa.

Dokument Je uglavnom plod proucavanga llterature,
a djelomicno i vlastitih iskustava i 1straz1vanga._
Odredivanje apsolutnog volumena iz serije rezova
/sl. 8, formula (9)7, a takoder i izradunavanje
prosaecnog polumjera solidnih wvaljkastih. organa
/sl. 15, formula (17)/ originalni su doprinosi
stereolo3koj metodologiji.

U naéoa sredini nemamo stereoloske termlnologlae.
Troje21cn1 rjeénik je prijedlog. Nadam se, da ¢u
nadlefne potaknuti na razmisSljanje te da Ce se ja-
viti s bolalm prijedlozima. Namjerno sam 1zb3egavao
prenaglo i pretjerano prevodenje medunarodnih strud-
nih izraza na na$ jezik. Jezik neka i u stereologiji
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bude sredstvo sporazumijevanja.

Jo3 neSto o skriptama. Zbog nedostatka vremena

tekst nije bilo moguée stilski i jeziléno prodistiti.
Zbog toga nisu iskljueni nedostaci ili pogreske.
Korisnike molim da me na njih dobronamjerno upozore.
Unatol tome mislim, da ée ovaj svezak koristiti broj-
nim sluSateljima postdiplomskog studija, a takoder i
istraZivalima, koji u svom radu naidu na probleme
ovakve vrste, a nisu upoznati sa stereoloskom meto-
dologijom.

Zahvaljujem suradnicima ZHE, koji su pomagali kod
uvodenja stereolo3kih metoda u istrazivadki rad i
kod oblikovanja ovog djela. Takoder zahvaljujem iz-
davacu PDS.

Ljubljana, sijeénja 1976.° ~ Autor

0.3. Predgovor drugom izdanju

Prvo izdanje ovog prirudénika je prije duZeg vremena
rasprodano. Sudionici osnovnih stereolo$kih seminara
iz cijele Jugoslavije te brojni drugi postdiplomci
crpili su iz njega osnovne informacije o stereolo-
giji. Mnogi od njih nisu samo uzimali veé su takoder
i davali, te time podizali razinu ukupnog stereoloS-
kog znanja, ne samo u domaé¢im veé i u svjetskim raz-
mjerima. Drugo izdanje je zato plod tih iskustava.
Za mnoge korisne savjete zahvaljujem najprije Mariji
Bogataj, Idi ErZen, Zdenki Pajer, Majdi PSenilnik,
Olgi Vraspir-Porenta; Bosiljka Durst-Zivkovié &e
prijevodom na hrvatski ili srpski jezik olakSati
upotrebu ovog drugog izdanja u naSoj drzavi.

Materijal drugog izdanja je tako rasporeden da samo-
ukimaﬂlprvom redu uesnicima osnovnih stereolosSkih
seminara omogucava sintetsku 1zgradnau teori jskog
znanja. K veéini poglavlaa dodane vjeZbe neka olak-
Saju praktlcno usvajanje znanja. Sva su poglavlja
nanovo napisana. Potpuno nova su poglavlja o odredi-
vanju zakrivljenosti, astereologiji, opreml i auto-
matizaciji, dodani su pregledi simbola i statlstlcke
tablice. Broj slika je udvostrulen. Za pomoé kod
toga zahvaljujem Vladimiru DrnovSeku i Milanu Mikcu.
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Neke manje znalajne pojedinosti iz prvog izdanja
su izostavljene. UnatoC teznji za jezgrovitoséu,
opseg drugog izdanja je gotovo udvostrucen. Zdenka
Pajer je pomagala kod tehnickog oblikovanja. Stro-
jopis je djelo Marinke SeSet.

Svima spomenutim, a isto tako i nespomenutim, koji
su mi na neki nadin pomagali iskreno zahvaljujem.

Vjerujem, da ée i drugo izdanje biti jednako tako

dobro primljeno kao Sto je bilo prvo.

Ljubljana, svibnja 1982.
M.Kalisnik
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1. UVOD U STEREOLOGIJU

1.1. Definicija stereologije

Stereologija je multidisciplinarna metodologija, ci-
jim se postupcima iz dvodimenzionalnih presjieka ne-
kog tijela kvantitativno procjenjuje njegova tro-
dimenzionalna unutarnja grada.

Objekti stereoloskog proudavanja mogu biti matemat-
ski apstraktni ili su to stvarni predmeti iz neZivog
ili Zzivog svijeta. Ukoliko razliciti objekti imaju
sli¢nu strukturu, metode primijenjene u njihovom is-
trazivanju mogu biti slicéne ili potpuno Jjednake. Ces~-
to Jje potrebno metodu, koja ée biti upotrijebljena

za analizu strukture nekog materijala ili tkiva, naj-
prije postaviti i razraditi na odgovarajucem matemat-
skom modelu. Zbog toga je neonhodno da u poletku, pri
postavljanju stereoloskih metoda sudjeluju matemati-
¢ari, a korisnici su predstavnici najrazliditijih
struka. Struke se dijele u dvije velike skupine: zna-
nosti o materijalima te bioloske znanosti.

Tijelo ¢emo, u svrhu istraZzivanja njegove strukture
presjecati s jednom ili viSe ravnina. Na ravnini pre-
sjeka dobijemo sliku, koju najprije analiziramo kva-
litativno, da bismo upoznali sastavne dijelove prou-
davanog presjeka. To je najleste povelana slika dobi-
vena svjetlosnim ili elektronskim mikroskopom, a mo-
zemo takoder proucdavati objekte u makroskopskom pod-
rudju. Buduéi da je struktura proucavanog tijela pod
razliditim povelanjima razlidita, potrebno je navesti
poveéanje, pod kojim je izvrsSeno stereoloSko istra-
zivanje.

Komponente proufavanog presjeka mozemo, tek nakon &to
smo ih kvalitativno upoznali, kvantitativno vredno-
vati kvantitativnom analizom slike. Za provodenje tog
postupka osnovni je uvjet, da su na presjeku sastavni
dijelovi tijela medusobno jasno razgraniceni. Stereo-
logija u uZem znacCenju rijedi ne obraduje podrulja, u
kojima se pojedine komponente prelijevaju jedna u drugu.
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Na %o0ji nadin moZemo, na temelju dvodimenzionalne
slike presjeka kroz objekt, izvoditi zakljulke o nje-
govoj unutarnjoj strukturi? StereoloSka teorija nas
uéi da mozemo, podtivajuéi zakone geometrijske vjero-
jatnosti, iz Jednog ili visSe reprezentativnih pres-
Jeka kroz objekt, ocijeniti neke parametre i s nji-
ma u trodimenzionalnom prostoru kvantitativno prika-
zatli svojstva za nas zanimljivih sastavnih dijelova
objekta. Upotrebom statistickih zakona moZemo se op-
redijeliti za stupan]j tolnosti na kojem éemo odredi-
vati pojedine parametre. :

Rijed stereologija skovana je godine 1961, s namjerom
da oznaduje znanstvenu granu definiranu na pocletku
ovog poglavlja. Sastoji se iz grckih rijeli '"stereos"”
Sto znaci tvrd, solidan, trodimenzionalan i "logos"
Sto znadi znanost. Mnoge druge nazive upotrebljavamo
kao sinonime, npr. kvantitativna stereologija, ste-
reometrija (veé uveden naziv za geometriju krutih
tijela), morfometrija, histometrija, kvantitativna
histologija, kvantitativna analiza slike. Stereolo-
gija nema nisSta zajednicko s mnogim strukama ili teh-
nikama, ¢ije ime poclinje takoder sa '"stereo-", a mo-
- Zemo ih nati u rjecénicima i leksikonima.

1.2. Osnovni stereolosSki pojmovi i simboli

Za unutarnju gradu (strukturiranost) svakog tijela
karakteristican Je njegov sastav od medusobno ovisnih
dijelova (sastojaka, komponenata, struktura) u odre-
denom organizacijskom uzorku. Sve 1stovrsne sastavne
dijelove ukupno nazivamo faza. Dijelovi faze mogu
biti povezani ili nepovezani. Ukoliko nisu povezani
govorimo o Cesticama., Osobito su zanimljive konveksne
Cestice. Za njih je karakteristidno da se svakl pra-
vac, koji povezuje bilo koje dvije tolke u cestici, -
nalazi unutar destice. Svaki sastavni dio nekog ti-
jela ima odreden volumen, povrsinu, duljinu, broj
(karakteristike sastavnog dijela).

Za stereolodku analizu tijelo presjedemo s ravninom

i tako dobijemo Rres;ek tijela. Sliku pojedinog sas-
tavnog dijela u presjeku zovemo trag ili profil.

Trag trodimenzionalnog sastavnog dijela je dvodimen-
zionalna ploha, dvodimenzionalne plohe je jednodimen-
zionalna crta, jednodimenzionalne crte je tolka bez
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dimenzija, a tolka bez dimenzija nema trag u ravnini
presjeka. Opéenito moZemo ustanoviti da je u ravnini
presjeka, dimenzija karakteristicéna za pojedini sas-
tavni dio tijela umanjena za 1 (sl. 1.1.).

Sl. 1.1. Presjelemo 1i n-dimenzijski objekt ravninom
dobijemo opéenito (n-1l)-dimenzijski trag
(Elias, Hennig, Schwartz 1971)

Xod proucavanja biologkih objekata radimo s rezovima
—ca VA
(odrescima) odredene debljiine umjesto s beskonacno
tankim presjecinmal!

Sa stereoloskom analizom tijela Zelimo ustanoviti
karakteristike njegovih sastavnih dijelova. Pri tome
moramo najorije odrediti obuhvatni prostor (referen-
tni prostor) unutar kojeg ¢emo utvrditi strukturna i
morfometrijska svojstva (karakteristike) sastavnih
dijelova. Pri utvrdivanju svakog pojedinog svojstva
sastavnog dijela ustanovliujemo kolicdinu tog svoj-—
stva na prostornoj, povriinsko]j, duljinskoj ili broj-
canoj jedinici; odredujemo gustolu svojstva. Konacéni
cilj je, u pravilu, odrediti gustoéu na volumensku
jedinicu. Tako volumenska gustola nekog sastavnog di-
jela znali njegov volumenski udio- u Jjedinici volu-
mena, povrSinska gustola povriinu sastavnog dijela u
jedinicl volumena, duljinska gustoa duljinu sastav-
nog dijela u jedinici volumena, a numericka gustola
broj Cestica u jedinici volumena. Ovu zadnju 1ima
naravno smisla odredivati samo za nepovezane faze

ili Cestice. Cesto nas, uz relativna svojstva, zani-
maju i apsolutna svojstva odreﬁenlh sastavnih dije-
lova u ¢itavom volumenu proudavanog tijela. Tako
apsolutni volumen nekog sastavnog dijela znaci cjelo-
kupni volumen faze u &itavom volumenu tog tijela,
apsolutna povrSina cjelokupnu povrSinu te faze,
apsolutna duljina cjelokupnu-duljinu te faze, te
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apsolutni broj broj svih Cestica te faze u ¢itavom
volumenu proucavanog tijela.

Ravninu kojom presjecamo proucavano tijelo zovemo
testna ravnina. Kod stereoloSkog mjerenja sliku pre-
sjeka tijela pokrijemo testnim sistemom. Testni si-
stem je naziv za skup geometrijskih elemenata (todke,
crte i plohe), koji su svi zajedno rasporedeni u
neki odreden pravilan sistem. Testni sistem moramo
za svako poveéanje posebno baZdariti (kalibrirati).
Obuhvatni (referentni) prostor, koji smo izmjerili s
testnim sistemom zovemo referentni sistem.

Oplsana nacela stereoloskog rada odrazugu se takoder
i u stereoloskim simbolima. Na Zalost, do sada nije,
usprkos nastojanja Medunarodnog drustva za stereolo-
giju (International Society for Stereology), uspjelo
potpuno 1zaedna61t1 neke simbole. Veéina simbola Je
1zvedena iz prv1h slova odgovarajuéih latinskih ri-
jedi. Tako oznadujemo simbole za gustoéu sa dva ve-
lika slova od kojih prvo oznaduje morfometrijsko
svojstvo sastavnog dijela, a drugo referentnl pros-—
tor, u pravilu kao supskript. Zelimo 1i jo3 oznaditi,
o kojoj se komponenti radi, dodajemo jos malo slovo
za oznalivanje komponente. Kada je potrebno tocéno
definirati referentni prostor, dodajemo iza zareza
jos malo slovo za referentni prostor. U radunarskim
ispisivanjima, gdje su sva slova u jednom redu i ve-
lika znali prvo slovo morfometrijsko svojstvo kompo-
nente, drugo referentni prostor, a slova koja odre-
duju komponentu i referentni prostor slijede u zag-
radi, odvojena su zarezom. Tako bi npr. napisali
simbole za numerlcku.gustocu b u cjelokupnom volu-
menu ¢ na slijedeée nacine:

N(b)/V(c) = Ny = Vo = NVb,c = NV(B,C) (1.1)

klasidni stereolodki radunarski

Vidi tablicu 1.1.!




Tablica l.1l. Odnos izmedu morfometrijskih svojstava sastavnih dijelova,

referentnih prostora i gustoéa tragova s odgovarajuéim sim-
bolima (lijevo ispod naziva) i eksponentima koji odreduju
dimenzije (desno u zagradi) (modificirano po Weibelu 1971)

REFERENTNI PROSTOR
VOLUMEN AREAL LINIJA TOCKA
v (3)] A (2)| L (1) | P (0)
- | VOLUMEN VOLUMENSKA AREALNA INTERCEPTNA | TOGAKA
%4 v (3) | Vy (0)] A, (0) | Ly, (0) | Pp (0)
> ” - =
2 é POVRSINA POVRSINSKA OBRISNA PRESJECISNA
0
Bl s (2 | sy (-1)| B, - 1 (-1 »
58 \
R | DUZINA DUZINSKA PROBODISNA
=
gl L (D (-2)| Q (-2)
i Ly v A
H=| BROJ NUMERICKA
S | w (0) | Ny (-3) G

7T

NLIDOTIOTHALS N dOAN
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1.3. Znalenje stereologije

U p0v13est1 znanosti poznati su prlmaerl koji poka-
zuju, da se Je neko znanstveno podrucje razvilo tek
nakon Sto su pojave pocleli mjeriti, tj. upotrebom
kvantitativnih metoda (npr. alkemija - kemija, astro-
logija - astronomija). Epistemologija je dijelila’
znanosti na tvrde ili egzaktne, ako su primjenjivale
matematske metode i mekane, ako jos nlsu dosegle taj
stupan] razvitka. Danas se znanost1 sve vise matema-
tleraJu, ne samo prirodne, ve¢ i humanisticke i
drusStvene.

Biolofke morfolo¥ke znanstvene grane su donedavno
bile preteZno kvalitativne. Pojedine polukvantitativ-
ne ocjene i rijetki kvantitativni podaci nisu zado-
voljavali ni same morfologe, a ni korisnike njihovih
podataka drugih struka. Morfolozima tek suvremena
stereologlga omoguéava kvantltatlvno opisati unutar-
nju strukturu tijela, pri cemu je takoder moguée od-
rediti tolénost tih informacija.

Razlike unutarnje strukture izmedu dva razvojna sta-
dija nekog organizma ili izmedu eksperimentalne i
kontrolne skupine ili izmedu normalnog i patoloski
promijenjenog tkiva su Cesto veoma male, a zbog vari-
jabilnosti i nejasne. U takvim slulajevima je pouz-
dano utvrdivanje razlika samo na osnovu kvalltatlv—
nih metoda vrlo tesko, ne51gurno ili uople nemoguce.
Sa stereoloSkim metodama je moguée s poznatom todno-
sti kvantitativno opisati dinamiku promjena struk-
ture, bilo u strukturi nekog organa tijekom ontoge-
netskog razvoja, bilo odrediti razinu rizika u odba-
civanju nul- hlpoteze u nekom pokusu ili diferenci-
jalno dijagnosticirati patoloski promlaenaeno tkivo.

Predstavnici takozvanih funkcionalnih bioloSkih zna-
nostl, npr. blokemlcarl, fiziolozi ili patofiziolozi,
veé dulje vrijeme upotrebljavaju razlilite kvantita-
tivne metode. Za njih su ipak organizam i njegovi
dijelovi "ecrna kutija", u kojoj ne znaju Sto se do-
gada, jer ne poznaju strukturnu dinamiku. - Stereo-
loska analiza cijelog organa ili sistema omoguéava
uvid u povezanost strukture i funkcije; definiranje
odgovarajuéih strukturnih modela omogucava zatim
izradunavanje korelacija medu strukturnim i funkeij-
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skim parametrima. Stereologiju su viSe puta sliko-
vito usporedivali s mostom izmedu strukture i funk-
c13e, koje su samo dva aspekta 1stog zivotnog zbi-
vanga (Weibel 1982).

Znacenje stereologlae za znanosti o materijalima je

slidéno kao i za bioloske znanosti. Unutarnja grada

i svojstva materijala medusobno su ovisni. Zbog toga
je mogule stereoloSkom analizom materijala predska-
zati i njegova fizikalna svojstva (Ondracek 1982).

1l.4. Razvoj stereologije u svijetu i u Jugoslaviji

Jako je stereologija, kao smiSljeno organizirano
znanstveno podrucje razmjerno mlada znanost, moramo
godinu 1777. oznaciti kao znacdajni medas; tada je
francuski matematicdar i prirodoslovac Georges Louis
Leclerk de Buffon objavio rjeSenje matematskog pro-
blema, koji jeu povijest stereologije usSao pod
imenom "problem 1?le . Problem je slijedeéi: koja je

Jerogatnost P, da ¢e igla odredene duljine 1, slu-
dajno polozena u ravninu Dresaenatl jedan od uspo—
rednih pravaca, koji leZe u ravnini medusobno uda-
ljeni jednakim razdaljinama H? Odgovor je:

R | (1.2)

P::_Z._
v H
To je rjeSenje kasnije omoguéilo procjenu slijedeéih
stereoloskih strukturnih karakteristika: Qbrisne ou-
stote, povr81nske gustoée i apsolutne povrSine, du-
ljinske gustole i apsolutne duljine krlvulge ‘u nekom
tijelu.

Razvitak metoda za odredivanje volumenske gustoée
bio je razmjerno spor. Francuski geolog Delesse je
1847, uveo procjenjivanje volumenske gustole iz po-
vr8inske (arealne) gustole, tj. udjela profila pro-
ucavanih sastavnih dijelova na testnim povrqlnama.
Morfolozi su niz godina, na temelau tog nadela pro-
ucavall volumensku gustocu pomocu planimetrije ili
na jos skuplji i sporiji nadin, koji oduzima mnogo
vremena: izrezivanjem i1 vaganjem papira na kojem su
nacrtani ili fotografirani obrisi sastavnih dijelova.
Daljnjoj ekonomizaciji metoda pridonijele su spoznaje
austrougarskog geologa Rosivala (1898) koji je pri-
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odredivanju volumenske gustoée povrsinsku gustoéu
nadomjestio interceptnom gustocom, tj. relativnom
dulalnom testnih linija, koje leZe unutar profila
proudavanih sastavnih dijelova, u odnosu na ukupnu
dulalnu svih testnih linija. Ta moguénost se danas
iskoridtava kod automatskih mjernih aparata, koji
"opipaju" (skaniraju) preparate u smjeru pravaca,

kOJl se usporedno pomicu po
ditavom preparatu. Dva autora,
vjerojatno neovisno jedan od
drugoga su konacno volumet-
riju jos vise pojednostavili;

" bili su to americki geolog

Thomson (193%0) i sovjetski

‘ mlneralog Glagolev (1932,

19%34). Uéinili su to tako da
su za procjenjivanje volumen-
ske gustoée jednostavno uzeli
gustoéu todfaka, tj. dio, broj

testnih tolaka, koje padaju

na profile proulavanog sastav-
nog dijela, u odnosu na broj
svih testnih todaka. Mjerenje
volumena Jje tako svedeno na
jednostavno broaenge tocaka
(sl. 1.2.). Americki histolog
Chalkley (1945) bio je prvi
biolog koji je upotrijebio
"metodu pogodaka" u biologiji.
Sazetak kongresnog referata
(Kali$nik 1959) je vjerojatno
najstariji jugoslavenski ste-
reoloski dokument, u kojem Je

Sl. 1.2. Razvoj volumetrij-

skih metoda: a planlmetrlgskl,
bs linearnom integracijom,

c s diferencijalnim brojenjem
Todaka (Weibel, Kistler,
Scherle 1966)
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oplsano ‘odredivanje volumenske gustote. Kratko zatim
sllgedlla Je doktorska disertacija istog (Kallsnlk
1960) i JOS Jednog autora (Rles 1965) .

Medunarodno drustvo za stereologlgu (Internatlonal
Society for Stereology, ISS) osnovano je 196l. go-
dine s namjerom da podstife i uskladuje . napore svih
prirodoslovaca, koji kvantitativno proucdavaju unu-
tarnju gradu'tijela. To drustvo prlreduae svake Cet-
vrte godine medunarodne kongrese (1. Be¢ 1963, 2.
Chicago 1967, 3. Bern 1971,:4. Washington 1975, 5.
Salzburg 1979, 6. Ga1nesv111e 1983). Budu01 da su
Cetirigodi8nji razmaci medu medunarodnlm kongre81ma
predual priredivani su izmedu jo$ i evropski sim-
§82131 (1 Leoben 1973, 2 Caen 1977, 3. Laublgana
81).

ISS izdaje od 1962~do 1966 svoj éasopis Stereologia.
Godine 1969. je Journal of Microscopy postao redo—
vito glasilo ISS-a., 0d 1971 do 1980 izlazio je cCaso-
pis Newsletter in Stereology.

Jugoslavenski stere01021 su se organ1z1ra11 1976.
godine, kada su osnovali Stereolosku sekciju Udru-
zenja anatoma Jugoslavije (UAJ). Izvanredni ¢lanovi
te Sekcije mogu biti svi jugoslavenski drzavljani,
koji u svom radu upotrebljavaju pored ostalih i ste-
reolodke metode a nisu redovni &lanovi Saveza drus-
tava anatoma Jugoslavije (SDAJ). StereoloSka sekcija
UAJ ili SDAJ je do 1984. priredilalﬁ)osnovnih;semi—
nara, sa 141 slusatelaa i 3 napredna seminara sa 49
uCesnika. Priredila je takoder 9 kolokv13a, sa 93
aktivnih uéesnika koji su prlkazall svoja stereoloska
istrazivanja (Durst-Zivkovié 1980)

Stereoloska sekcija SDAJ 1zdaae od 1977. do 1981. go-
dine svoj. casopis Stereologla Iugoslav1ca, na jezi-
cima jugoslavenskih naroda i na engleskom. Suplement
I 3. volumena (1981) bio je zbornik evropskog stereo-
loskog 51mpoz1ga, odrzanog u Laublganl. Na tom sim-
poziju bilo je zakljudeno, da se dasopis "Newsletter
in Stereology"i "Stereologia Tugoslavica" udruZe u
nov medunarodni dasopis "Acta Stereologica", koji je
poceo izlaziti 1982. godine. Vlasnik dasopisa ostaje
StereolosSka sekcija SDAJ. Casopls je izdavan pod
pokroviteljstvom ISS, sjedisSte lokalnog urednickog
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odbora je u Ljubljani, a u urednilkom savjetu su
vodeéi stereolozi iz cijelog svijeta. Na skupsStini
ISS 1983. godine u Gainesvilleu odluleno je, da je
pretplata na taj dasopis ukljucena u ¢lanarinu.
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2. TESTNI SISTEMI

2.1. Tipovi testnih sistema

Testni sistemi su mgernl instrumenti za stereolosko
maerenae. Za razlic¢ite namjene imamo na raspolaganau
razlidite testne sisteme. Zajedniclko svojstvo veéine
testnih sistema su njihovi geometrijski elementi
(tocke, duzine, plohe) rasporedeni u pravilan sistemn,
tako da su odnosi medv tim elementima definirani; za
takve testne sisteme govorimo da su koherentni.

Za svaki testni sistem Je znacajno da ima definiran
broj testnih tolaka (P,), definiranu dulglnu testnih

duzina (L,.) i -= definiranu povrsinu testne
plohe - (A ). Medusobni odnosi izmedu te tri vr-
ste _t elemenata definirani su slijedeéim

dvim jednadzbama:

Lt = Pt .k, . d in (2.1)

At = Pt .k, . d s (2.2)

gdje su k, i1 k, konstante karakteristicne za poje-
dini testiii étem, a d udaljenost izmedu dvije
testne tocke. Za obidni mre¥asti sistem (sl.2.1.)
vrijedi slijedeée:

broj testnih toclaka: P, (2.3)

duljina testne linije: L, = Pt 2 . d; k1 =2 (2.4)
$i t : = 2- =

povrsina testne plohe At Pt . d; k2 =1 (2.5)

Broj testnih tolaka moZe biti razlidit, npr. 4, 16,
25, 81, 100 (sl. 2.2.). Obiéni mrezastl sistem’ ozna—
dujemo sa slovom A i brojem, koji oznaque broj
testnih tolaka. Tako je npr. na slici 2.2. nacrtan
sistem A 100.
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_____________

S1. 2. l Ob1cn1 mrezast:L sistem: a u prvotnom,
b u danadnjem obllku. Llaevo dolje profil
Zestice s prosgecnom povrsSinom a u uspo-
redbi s d2 (Weibel i Bolender 19'73)

O -
I ]
|

=g~ A 100

S1. 2.2. Obidni mre¥asti sistem A 100 (Weibel 1979)
Py = 100
Lt Pt.Z.dZ 200. d
At = Pt . d 100. d

1}
h

n




22 - ~.. 7 .. .. TESTNI. SISTEMT '

Iz slika 2.1. i 2.2. je vidljivo da kriZanja duZina
predstavljaju testne tolke, njihov broj je P,_.. Du-
ljina svih duZina je L_. PovrSina testne. -= plohe,
omedena na. slici 2.1l.-- i na slici 2.2. isprekidanom
crtom jednaka je At' L

Pri brojenju Cestica vrijedi pravilo da brojimo sve
destice, koje padaju bilo potpuno ili djelomidéno na
plohu omedenu isprekidanim crtama, ali ne brojimo

one koje presijecaju takozvane zabranjene linije sas-
tavljene iz kratkih crtica (sl. 2.3.)

éz? I S1. 2.3. Testno polje ome-
Ré%?— | deno lijevo i gore dugim

(:D crticama, desno i dolje

! kratkim; okomite linije su
éé%? (::> produZene u beskonadnost u

"zabranjenoj liniji"

(Gundersen 1977)

f "ZABRANJENA LINIJA"

Tako izbjegavamo da bi jednu ¢esticu brojili dva
puta. Ukoliko su profili destica, koje stereoloski
analiziramo, pribliZno jednako veliki, prilagodit
éemo gustoéu mreZastog sistema prosjec¢noj povrsSini
profila Cestice. Testni sistem éemo izabrati kod od-
redenog povelanja tako, da na jedan profil pada jed-
na testna toclka. Nije rijetkost da u istom objektu
Zelimo analizirati profile razliéitih velicina. Upo-
trijebimo 1i obicéni mrezasti sistem prilagoden malom
profilu, padat &e na velike profile previse testnih
tolaka. U takvom sludaju je preporucljivo upotrije-
biti dvostruki mreZasti sistem (sl. 2.4.). Za dvo-
struki mrezasti sistem je karakteristiéno, da je
svaka druga, trec¢a ili cCetvrta testna linija deblja
od ostalih linija. Tako dobijemo dvije vrste testnih
tolaka; one koje odgovaraju kriZanju debelih linija
(njihov broj Jje Pt) i one koje odgovaraju kriZanju
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svih linija (njihov broj je P_’).0dnos izmedu broja
debelih testnih tolaka P_ i -= broaa svih testnlh
todaka Pt’ odreden je - -= jednadZbom

P’ =P . qF . o (2.6)

.—d*_. '_  A /é/(\ 7
i % :

2]
,_‘_;
|
|
|
R LI S N

Sl. 2.4. Dvostruki mre¥asti sistem, u kojem je
svaka treéa linija debela (Weibel 1979)

Faktor g ima vrlgédnost 2, ukoliko je svaka druga
linija debela, 3 ako je svaka treéa, a 4 ako je
svaka Cetvrta linija debela (sl. 2. 5 - 2.11.).




24 “ ... " TESTNI SISTEMI

"""""""""" iy e B - oy T
Sl. 2.5. Dvostruki mre- S1. 2.6. Dvostruki mre-
zasti sistem B 25 ‘Zasti sistem B 36 =
(Weibel 1979) (Weibel 1979) =
P, =P /g = 25 P, =P,*/q° = 36

t = e ’4 t e /4 »

s = 2 - - 2 -

Pt = Pt.q = 100 _Pt’ = Pt.q = 144
L, =P,.2.d = s0.d L, =P,.2.d = 72.d

3 - - 3 -— -

L, =P,.2.q.d = 100.d L, =P,.2.q.d= 144.d
- 2 _ 2 _ 2 _ 2
A, = P,..d = 25.d° A, =P,d = 36.d
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L

S1l. 2.7. Dvostruki mre-
7asti sistem B 100 - -
(Weibel 1979)

_ 2 _
P, = Pt’/q = 100
P* =p..q° = 400
t T Fed =
L, = Pt.zfd = 200.d
3 - -
Ly = P,.2.q.d = 400.d
A, = p..d° = 100.4°

B S ST

S cie

Sl. 2.8. Dvostruki mre-
Zasti sistem C 16
(Weibel 1979)_

- 2 _
Py =P /q = 16
P =P,.q° = 144
t t :
L, = Pt'z'd = 1;2.d

L,’ =‘Pt.2.q.d = 96.d

d = 16.d
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R

S1. 2.9. Dvostruki mre-

Zasti sistem C 64
(Weibel 1979)

: — E] 2 -
Pt = Pt /q = 64
P =P 2 = 676
t T Fed =
Lt =Pt.2'd = 128.d
s — -
Lt = Pt.z.q.d = 384.d
_ 2 _ 2
At = Pt‘d = 64.d

Co4

JE I I O £
d

D16

81.72.10. Dvostruki mre-
Z%asti sistem D 16 v
(Weibel 1979)

2
- 3
P, = P,’/q 16
P> =p. g% = 256
t - T4 =
L, =P,.2.d = 32.d
L i |
L, = P,.2.q.d = 128.d
4, =p..d° = 16.4
t t' )
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=4~ Dt

S1. 2.11. Dvostruki mre¥asti sistem D 64
(Weibel 1979)

2 7
= s : = 64
Ps =P, .q° = 1024
t t "

L, =P, .2 .d = 128.d
S = ° = 512.
Lt Pt 2 q d v d
A, =P, . d° = 64.d

27
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Buduéi da su debele linije Siroke dogovoreno je, da
testnoj tolki odgovara kut u gornjem desnom kvadran-
tu, kojeg ne zatvara krug (sl. 2.12). Pravilo je u
svakom pogledu korisno, Jjer bi u slué¢aju manjih
struktura, zbog debelih linija bili u nedoumici kamo
pada testna tocka.

S1. 2.12. .0dredivanje
prave testne tocke
(Weibel 1979)

Dvostruki mreZasti sistem oznacujemo obzirom na fak-
tor g uzastopnim slovima abecede B, C, D, a obzirom
na broj grubih testnih todaka s odgovarajuéim bro-
jem, npr. B 25.

Vrijednost konstanta je i kod dvostrukih mreZzastih
testnih sistema jednaka kao i kod obidnih mreZastih
sistema, tj. k, = 2 i k5 = 1. Tako se kod obidénih
kao i dvostruk%h mreéas@ih testnih sistema mozZemo
odlucéiti, da umjesto vodoravnih i okomitih testnih
liniJja uzimamo npr. samo vodoravne linije; u tom
slucaju je, razumljivo ukupna duljina svih testnih
linija u jednom testnom sistemu za polovinu manja
od oznacdene u formuli 2.4, pa koeficijent kldobije
vrijednost 1. -=

Kod mreZastog sistema jednom pogotku testne toclke
na profil destice pripadaju Cetiri presjecista test-
nih duZina s obrisom (konturom) destice. Mnogonam-
jenske testne sisteme (sl. 2.13.) upotrebljavamo,
da kod 1stovremenog brojenja pogodaka i presjecista
izbjegnemo nepotrebno gomilanje presjecista obrisa
pojedinog profila s testnim duZinama. Takvi sistemi
imaju unutar testne plohe A_ odreden broj duZina
duljine d. Krajevi svih = ~< duZina su testne toclke,
sve duzine zajedno sastavljaju testnu liniju ukupne
duljine L_. Svaka tolka (izuzev rubnih) je u sre-
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81l. 2.13. Kratke Iihije mnogonamjenskog testndg
sistema (Weibel i sur. 1965)

distu Sesterokuta, kojeg tvore susjedne tolke koje
su od sredisSnje tolke udaljene za duZinu d. Svakoj
todci pripada romb povrSine a, odredene jednadzbom

1/2
a=d 31— : (2.7)
2
Za mnogonamjenski testni sistem vrijedi slijedeéi
sistem jednadzbi:

broj testnih tolaka: P, (2.8)
duljina testne linije:Lt = Pt;1/2.d (2.9)
k1 = 1/2
povrdina testne plohe: g1z,
4, = P .——.d (2.10)
k, = 31722

2

Upotrebljavéju se mnogonamjenski testni sistemi s
21, 50 i 84 testne duzine odnosno s 42 (M 42), 100
(M 100) i 168 (M 168) testne todke (sl. 2.14. i 2.15.).

Polukruzni (Merzov) testni sistem upotrebljavamo za
analizu anizotropnih struktura (sl. 2.16.). Testne se
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duZine sastoje iz povezanih polukruZnica otvorenih
na alternativnu stranu. Za taj sistem vrijedi slije-
deéi sistem jednadzbi:

broj testnih tocaka: P, © (2.11)
duljina testne linije:

Lt = Pt.(JU/Z).d kl = /2 (2.12)
povrsina testne plohe:

a,=p, . d& ky = 1 (2.13)

Upotrebljavaju se polukruzni testni sistemi s 36
(L 36% i 100 testnih todaka (L 100) (sl. 2.17.,
2.18.).

—_—
—
—] —_— —_
b —_— —_—
—_— e [
) - — —_— :

S1l. 2.14. Mnogonamjenski testni sistem M 42
(Weibel 1979) '

Pt = 42
L, = Pt . d/2 = 21.d
A, =P, . (31/2/2) . d? = 36,37.d2
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- - —— - ——
—_ — — —_— — ;_..I
— e e e e e
— —_— e e [ S— u—

— e e e e e

,

:

—_— e e
—_— e e e

—_— o —

=g+ M 168

Sl. 2.15. Mnogonamjenski testni sistem M 168
(Weibel 1979) | |

Pt = 168
Lt = 84.d
_ 1/2
A, =P, . (3 /2 9 = 145,5.4°

—a— L 36

Sl. 2.16. Izotropni polukruzni (Merzov) testni
sistem (Merz 1967) _
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S1. 2.17. Polukru¥ni
testni sistem L 36
(Weibel 1979)

TESTNI SISTEMI

=—q” L 100

S1. 2.18. Polukru¥ni
testni sistem L 100
(Weibel 1979)

Pt = 36 Pt = 100

LtrPt.(n'/z).d-‘-Sb‘,SS.d Lt=Pt.(7t/2).d= 157.d
- 2 - _ 2 _ 2

At-Pt'd = 36.d At_Pt'd = 100.d
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2.2. Upotreba testnih sistema -

Nadin, na koji pokrivamo sliku presjeka proucavanog .
tijela s testnim sistemom, ovisi ponajprije o stup-
nju poveéanja. Kod makroskopske‘analizefuzoraka po-
loZzimo na prerezani objekt prozirnu ploéu (npr. od
plastike ili pleksi stakla), na kojoj je nacrtan
testni sistem. . :

Za rad na razini svjetlosne mikroskopije imamo na
raspolaganju viSe moguénosti. Staklenu plodicu s
ucrtanim testnim sistemom mo%emo pridvrstiti na di-
jafragmu okulara (gdje nastane poveéana realna .
slika objekta, koju daje objektiv), ili upotrijebimo
integracijski okular, u kojem je takva plolica veé
ugradena (prednost takvog okulara je, da pokretnom
Ceonom leéom okulara sliku testnog sistema moZemo
izoStriti prema refrakcijskim sposobnostima naSeg
oka). Druga je moguénost, da sliku preparata proji-
ciramo na projekcijski ekran, stavljen na mikroskop
umjesto okulara ili na bilo kakav drugi ekran, obi-
¢no na papir poloZen na stol pokraj mikroskopa; °
projekcijski ekran na mikroskopu mora imati nacrtan
testni sistem; kod projiciranja slike na stol moZemo
Zeljeni testni sistem nacrtati na papir. Treéa je
moguénost, da upotrijebimo okular za crtanje, pomodéu
kojeg istovremeno u oko projiciramo na papiru na-
crtan testni sistem i sliku iz mikroskopa. Kada upo-
trebljavamo okular s ugradenim testnim sistemom ra-
dimo u normalno osvijetljenom prostoru. Projiciramo
1i sliku preparata ili testnog sistema, prostor mora
biti zamralen. Projiciranje slike na stol ili upo-
treba okulara za crtanje ima tu prednost, da si na
testnom sistemu uvijek moZemo oznaliti mjesto do
kojeg smo preparat analizirali (npr. tako da tamo
poloZzimo $iljak olovke).

Kod analize elektronskomikroskopskih preparata mo-
Zemo negative 111 dijapozitive projicirati na ekran
s testnim sistemom, ili mikrofotografije pokrivamo
prozirnom folijom s ucrtanim testnim sistemom, a
mozemo fotografski kopirati slike preparata zajedno
s testnim sistemom. Kod polaganja folija s testnim
sistemom na mikrofotografije postoji opasnost, da se
fotografski papir u toku izrade fotografije u raz-
nim smjerovima neravnomjerno skvréi.
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Kada radimo s povelanom slikom presjeka objekta, mo-
ramo svakako testni sistem baZdariti (kallbrlratl) i
to’ posebno -za svako odabrano povelanje M. Za rad na:
razini svjetlosne mikroskopije upotreblaavamo za . to
obaektnl mikrometar, na kojem je obidno 1 mm razdi-
jeljen na 100 dijelova (stoga odgovara 1° nagmanal
dio na objektnom mikrometru 10 um). Objektni mikro-
metar stavimo na stolié mikroskopa i odredimo vri-
jednost d izabranog testnog 51stema, stavlaenog u
omular (‘1 2 19.)| o o ’

10 pm
’ yf“ﬁ INBER "Sl 2. 19. Bazdarenae B
: 11 41 mnogonamgenskog testnog
L | sistema uz povelanje
- .objektiva 10x

r“

d'= 15,5 . 10 um = 155 jm

Ako je povecanae obgektlva vellko, crte su dosta
debele, pa se moramo odlucditi da uzmemo u obzir
uv1aek samo lijevi ili desni rub crta. Na slidan
nadin moZemo takoder baZdariti okularni mikrometar
(sl. 2.20.), kojeg upotreblaavamo za mjerenje line-
arnih. dlmen21ga., . .

Za rad na razini elektronske mlkroskoplggjmozemo
prlbllzno‘odredltl stvarnu vrijednost d testnog 51—
stema iz prividne vrijednosti d» (apr. na follgl) i
poveéanja M po formull<j‘

d = d’/M -;‘ ’ : (2.14)
Povecanae.ﬂ moZemo toéno odredltl upotrebom uglgl—:

kove mrezaste repllke, koaa ima 21600 razmaka/cm PO
formuli ' , . v

M = p’/p L, - (2.15)
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gdje p’ znali prividan razmak u repliki u poveéanoj
slici,  _ & za p smo mogli izracunati da iznosi
4,6%.10 5 em. Iz toga moZemo izralunati vrijednost
d testnog sistema pri odredenom poveéanju
d=d/N=d . 4,63.10°° om/p® . (2.16)

(Vidi PSeniénik 1981!)

10 um

-

T

,Illl
_T;.STZ;

N
}

S 7/
-V

14,
HV=_._8_1_0.}"". 17,5)”"

S1. 2.20. Bazdarenje okularnog mikrometra pri
poveéanju objektiva 10x

VjeZba

Bazdari mnogonamjenski testni sistem M 42 kod

poveéanja objektiva 10x i 60x. Odredi P, I i
A, upotrebom objektnog mikrometra, koji

iEmedu dvije crtice ima najmanji razmak 1Oum!




Primjer:

objektiv 10x

objektiv 60x

42

21,3172

1552 um® = 874,10%um®

42

2,6 . 10 um =_ 26 um

21 . 26 pum = 546 um

21,31/ 26%um® = 24.10%un"

o9¢

INILSTS INLSHL
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3. STEREOLOSKE METODE

U ovom dijelu upoznat éemo neke najéeéée upotreblja-
vane stereoloske metode. Kod toga éemo navoditi ko-
naCne matematske formule, koge upotreblaavame u prak-
tidnom stereoloskom radu, fitaoca neéemo optereéivati
s njihovim dokazivanjem. Zainteresirani se o tome
mogu informirati u odgovarajuéim domadim ili inozem-
nim radovima (Underwood 1970, Bogataj, Kalisnik 1978,
Weibel 1979).

Prva etiri poglavlja ovog dijela namijenjena su kla-
siénim stereoloskim metodama s kojima odredujemo vo-
lumen, povrS$inu ili duljinu proulavane faze bez ob-
zira na njezinu povezanost ili nepovezanost; dobiveni
rezultati su ovisno o uloZenom vremenu i trudu pro-
izvoljno tolni, a ne govore nam nista o obliku faze.
Poznajemo li kvalitet oblika proucavane faze, moZemo
iz stereoloskih podatska za volumen i povrsSinu izvo-
diti nove, korisne podatke, npr. o prosjeénoj deb-
lalnl slojeva ili membrana, 0] prosaecnom promjeru
c¢estica, ukoliko prouCavana faza ima oblik kuglica
ili o prosgecnog debljini 1ljuske, ako istraZivana
faza ima oblik sSuplje kugle.

Sllaedeca dva poglavlja namijenjena su kvantitativno]
analizi cestica, tj. nalhovom broju i raspodJell poO
velicini. Tako za ocjenjivanje broja Cestica imamo
na raspolaganju vise stereoloSkih metoda, dobiveni
rezultati odgovaraju vise manje samo pribliino traZe-
nim vrijednostima. '

Sedmo poglavlje nas u01, kako mozemo kolidinski izra-
z1t1 zakrivljenost proucavanih povrs1na.

U predzadnjem poglavlju izloZen je koherentni sistem
stereoloskih formula. S njim é&emo ne samo povezati

do tada upoznate stereoloske metode, nego &e nam on

omoguéiti uvid u neka opéa pravila.
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U uvodu smo saznali da stereolodki moZemo prouda-
vati unutarnju gradu tijela, ako ih presijecamo
ravninama. Katkad to nije moguée, npr. kod pregle-
davanja citoloskih preparata u svjetlosnom mikro-
skopu ili kod primjene postupka zaledivanja i lomljenja
u elektronskoj mikroskopiji. U tim slucajevima radi-
mo s neravnim povrSinama, pa je zbog toga stereo-
loSka analiza izvodiva samo u izuzetnim sludajevima,
ili nije uopée moguéa. MoZemo upotrijebiti modifici-
rane metode, izvedene iz stereoloskih, kod Cega se
svjesno odridemo trodimenzionalne interpretacije
podataka. Te metode priredene za kvantitativnu ana-
lizu neravnih povr$ina nazivamo astereoloske; po-
sveleno im je zadnje poglavlje treteg dijela ovog
priruénika.

3.1. Odredivanje volumena

Volumenska gustoéa (V) je relativna stereolodka
varijabla, koja -— pokazuje koliki dio sveukup-
nog prostora zauzima proucavana faza; ili na drugi
nacin redeno, koliki je postotak proulavane faze u
jedinici volumena. Volumenska gustoéa je bez dimen-
zije, npr.

[Ema/cm3 = em®7.

U skladu s nalelom, kojeg su uveli Thomson i Glago-
lev, moZemo volumensku gustoéu odredene faze unutar
nekog tijela ocijeniti iz gustolée todaka (P_) u
ravnini presjeka -

VV:PP . (3.1)

Prakticni postupak je slijedeéi: Sliku presjeka pro-
uavanog tijela prekrijemo nekim testnim sistemom,
odredimo broj pogodaka testnih tolaka na odabranoj
fazi (P,) i podijelimo taj broj s brojem svih test-
nih -= todaka unutar referentnog (testnog) polja
(Pt) (81. 3.1.).

VVf = Pf/Pt (3.2)
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EPITEL

e,

.'\‘ § i S .".?‘”4;.
. ZZ

4KOLOID

% INTERSTICIY

S1l. 3.1. Shematski prikaz slike Stitne Zlijezde
kod umjerenog povetanja u svjetlosnom
mikroskopu, pokrlvene testnim sistemom
M 42. Testne tolke su 42 krajnje tolke
21 testne duZine '

Zatim pomilemo testni sistem s polja na polje na
unaprijed odreden nadin uzimanja uzorka i svaki
put pobrojimo pogotke. To ponavljamo toliko puta
da naSa ocjena volumenske gustoée bude dovoljno
todéna. Kasnije éemo doznati  kako moZemo izradu-
nati potreban broj mjerenja.

Jo§ dva upozorenga' Ukoliko testno polje pada na
rub proucavanog tijela, tako da su neke tocke
unutar a neke izvan referentnog prostora, brojimo
samo one testne tolke, koje padaau unutar referen-
tnog prostora. Provodimo 1li na3a stereoloéka nje=
renja u mikroskopu, izostrimo najprije mikrometar-
skim v1akom odredenu ravninu reza, a nakon togsa
vijak viSe ne pomilemo, budué¢i da bi ravnina pres-
jeka trebala u idealnom sludaju biti beskonadno
tanka!

Volumenska gustoéa je neovisna od moguée anizo-
tropnosti. Daje nam korisne. osnovne informacije
0 unutarnjoj gradi tijela. To je po svojoj prilici,
uz jednostavnost odredivanja, glavni razlog da




40 . STEREOLOSKE METODE

je medu stereolosSkim varlaablama naacesce odredi-
vana. : L,

3.1.2. Apsolutni voluméﬁfA&'

Apsolutni volumen (Vo) proucavanog tlgela, organa
ili faze je. u, -= stereoloSkom: 1straz1van3u
Zesto nepogr981v podatak. MoZemo ga izradunati di-
rektno ili 1nd1rektno. D1menz13a ima eksponent 2,

npr. /cm’/ .

Volumen tijela ili organa mozemo 1zm3erlt1 maere—
njem 1st1snute tekuclne. Ukoliko je tijelo ili or-
gan veéi, napunit &emo naJprlge ‘odgovarajuéu posudu
vodom do vrha, zatim u nju potopimo ispitivano
tijelo ili organ. Teku01nu, kogu smo istisnuli iz
posude, sakuplmo i izmjerimo nae21n volumen. Alter-
nativno moZemo volumen organa (V_) 1zm3er1t1 tako,.
da menzuru do neke visine (V. )y =27 napunimo teku-
01nom, zaflm u nju uronimo -= na niti objeSen organ,
zbog Cega ée se razina tekuéine dlgnutl do V5. Raz-
lika medu obim vrijednostima je traZeni ~° -= apso-
lutni volumen (sl. 3.2.).

YV o= V. -V, : ' (3.3)’

Ukoliko je organ razmgerno malen (npr. Stitna ¥1i-
jezda misSa), gore opisani nadin odredlvanga apsolut-
nog volumena ne dolazi u obzir. Tada upotrijebimo
piknometar. Metoda je podrobno oplsana drugdje
(Poredo$, Zalar, KaliSnik 1978) ‘

Tako odre&en apsolutni volumen tlJela 111 organa
omogucava nam indirektno izradunati apsolutni volu-
men proudavane faze (V.), k0joj smo prije odredili
relativni volumen 111-—’ volumensku gustocu (va)
po Jednadzbl ' —-—=

[ve=vye o v, ' (3.4)

Direktno moZemo apsolutni volumen tijela, organa
ili odredene faze izradunati, ako imamo na raspo-




M RALISNIK: TEMELJI STEREOLOGIJE 41

laganju potpunu ili 3tupn3ev1tu serlgu‘rezova ti-
jela ili organa. U tom sludaju izracunamo apsolutni
volumen npr. cijelog organa po formuli

VO = Po . a . t R (3.5)
u kojoj je P_ broj svih pogodaka na organu, a je
testna -= povrsina, koja pripada Jednoa Testnoj
todki i t debljina reza u potpunoj serlal ili deb-
1jina stupnja u stupnweV1toa serlal rezova (sl.

3.3.).

TTITITT

Sl. 3.2. Lijevo: Odredlvange’apsolutnog volumena
organa pomoéu maerenga volumena istisnute
tekuéine u menzuri (Weibel '1979). Desno:
Vagati moZemo takoder uzastopce: (a) po-
sudu napunjenu voaom, (b) u istu posudu
uronjen, na nit objeSen organ i (¢) posudu
s vodom i’ s organom spuStenim na dno.

(¢) - (a) = tezina organa, (c) - (b) = vo-
lumen organa; teZina organa / volumen or-
gana = specifilna teZina organa (Ellas,
Pauly, Burns 1978)
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Zanima 1i nas apsolutni volumen proucavane faze u
nekom tijelu ili organu, izradunamo ga tako '

Vf’ = Pf . a . t . (3.6)
A S/ \
P/l a:; l|
! |
il
}
|y :
l |
o 70V B
/ «:-a ‘
L

Sl. 3.3. Direktno odredivanje apsolutnog vo-
lumena organa ili proudavane faze iz se-
rije rezova. P testna tolka, a njoj odgo-
varajuéa povrsina testnog areala, t deb-
1ljina reza u potpunoj seriji ili debljina
stupnja u stupnjevitoj seriji rezova.

Kod toga nismo uzeli u obzir skvréavanje tkiva u
toku izrade preparata, koje moZe biti dosta veliko.
Ono znatno ovisi o sadrzaju vode u svjezem tkivu,

o primijenjenoj histolos$koj tehnici, narodito o vi-
Soj temperaturi u toku prepajanja parafinom kao i o
visoj temperaturi vodene kupelji pri ispruZanju re-
zova (PoredoS, Zalar, KalisSnik 1978). Zbog toga veé
na ovom mjestu upozoravamo na neophodno standardi-
ziranje histoloSke tehnike, ako bismo kasnije namje-
ravali provesti stereolosSku analizu.

U svrhu kompenziranja skvriavanja tkiva u toku pre-
pariranja moramo odrediti korekturni koeficijent
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skvrcavanga C kao koeficijent apsolutnog volumena
svjeZeg organa Vo i. apsolutnog. volumena organa odre-
denog direktno -= po formuli 3.5 (V ’)

c = VO/VO’ _ ' ‘ : (3.7)

Korekturni koeficijent skvréavanja je bez dimenzije.
Njegovom upotrebom doblaemo prav11n13u ocjenu apso-
lutnog volumena proucavane faze iz serlge rezova po
formuli

a. t.C C . (3.8)

Vjezba

Orjentacijski odredi volumensku gustoéu epitela (&),
koloida (k) i intersticija (i) u preparatu Stitne
zlijezde mida u pet testnih polja testnog sistema

M 42 kod poveéanja objektiva 60x! Usporedi svoje re-
zultate s drugima! Protokol pospremi za kasniju
statisticéku obradu!

Primjer:

P 1 2 3 4 5 %

r >

P, 12 6 11 14 9 52 24,7
P, 22 35 27 21 22 127 60,5
P. 8 1 4 7. 11 31 14,8

1 v

P, 42 42 42 42 42 210 100, 0

- - o — : - o

v = /210 = 027l Ty = 11/10 2 0308
v,. = 31/210 = 0,148 mm°
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3.,2. Odredivanje povrSina

%3.2.1. PovrSinska gustoca

PovrsSinska gustoéa (SV) je relativna stereoloska va-
rijabla, koja -- govori kolika je povrsSina -
neke odredene unutarnje ili vanjske plohe u jedinici
volumena. enz%Ja pOV{31nske gustote ima eksponent
-1, npr. Zcm /cm? = cm

Pod plohom podrazumijevamo povrsinu,koja je obidéno
nepravilnog oblika, s kojom je tijelo omedeno prema
vanjskoj i nutarnjoj okolini, a takoder i sve one
povrSine, koje razgranicéuju pojedine dijelove tijela
medusobno.

Trag dvodimenzionalne plohe Je u ravnini presaeka
Jednodlmen21ona1na crta, obicno neravna, a nazivamo
je obris (kontura) (B). Njezina gustoéa u ravnini
presjeka zove se gustoéa obrisa (konture) (BA), a
dimenzija ima takoder eksponent -1, npr. -=

[’ml/cm2 = cm _7, kao i povrsinska gustoéa.

Polazeéi od Buffonovog rjeSenja "problema igle" izra-
zenog u formuli 1.2. vise puta je neovisno ustanov-
ljeno, da su medusobno ovisni gustoéa obrisa (kon-
ture), kao mjera za duljinu krivulje u ravnini, te
ukupna duljina (L, ) testne 11n13e poloZene u tu rav-
ninu i broj - DreSJe01sta (1ntersek01aa, I
izmedu te krivulje i testne linije

_m. I 117 I . (3.9)

B, = L

A

vl Sy

Testna linija se obidno sastoji od viSe medusobno
paralelnih duZina (sl. 3.4.). Kasnije éemo vidjeti,
da one ne moraju biti uvijek tako rasporedene.

Iz jednadZbe %.9 izvedena je takoder formula, ko ja
pokazuge jednostavnu povezanost izmedu povr31nske
gustole (S ), ukupne duljine testne linije (L) i
broja Y presjeciSta obrisa (konture) -= (1),
kao traga plohe u testnoj ravnini, s testnom llnlgom

(sl. 3.5.):
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sz =2 . If/Lt . (3.10)

S1. 3.4. Mjerenje duljine krivulje (n.l) u ravnini
na osnovu broja n3e21n1h intersekcija s
usporednim testnim duzinama, koje su za H
udaljene jedna od druge (Welbel Elias 1967)

Sl. 3.5. Odredivanje povrsine neke faze u jedinici
volumena iz omjera broja intersekcija nje—
zinih obrisa (kontura) u testnOJ ravnini
s usporednim testnim duZinama i ukupne
duljine tih svih testnih duZina (Weibel
1966, cit. Weibel, Elias 1967)
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Na zadnjoj formuli (3.10) temelji se praktidna ste-
reoloska metoda odredivanja povrSinske gustoée. Za
to je uvjet, da upotrebljavamo baZdaren (kalibriran)
testni sistem, tj. da znamo duljinu testne duZine
ili svih testnih duZina (L,_) upotrebljavanog testnog
sistema kod odredenog -< poveéanja mikroskopa.

Buduéi da je povrSinska gustoéa kod anizotropnih
struktura znatno ovisna o smjeru rezanja, potrebno
je u takvim sludajevima posvetiti dovoljno paZnje
nacinu uzimanja uzorka.

Podaci o povrSinama funkcionalno su vrlo znacajni,ta-

ko je npr.izmjena tvari izmedu organizma i okoline
ili izmedu dijelova tijela ovisna o tim povrSinama.

3.2.2. Apsolutna povrsina

Apsolutnu povrsSinu neke faze (S,.) moZemo slidno kao
apsolutni volumen, odredifi indirektno ili direktno.
Ima dimenziju 2,Zﬁpr. cm=/.

Za indirektno odredivanje apsolutne povrSine treba
nam, osim povrSinske gustole i podatak o apsolutnom
volumenu proucdavanog tijela (Vo); cjelokupni postu-
pak upoznali smo u podpoglavlju 3.12. Obje vrijed-
nosti jednostavno pomnoZzimo i dobijemo vrijednost
apsolutne povrsine.

4 T (3.11)

Sf = SVf -V

Direktno moZemo povrSinu neke faze u nekom tijelu
odrediti ako imamo na raspolaganju potpunu ili stup-
njevitu seriju rezova kroz to tijelo. Na ravnine
presjeka polozimo paralelne testne duZine, koje su
medusobno udaljene za H i pobrojimo presjecista
obrisa (kontura) s testnim duZinama (If). Apsolutnu
povrsinu odredimo zatim po formuli  -=

Sf’ =2 . If .

gdje je t (kao i pri odredivanju apsolutnog volu-
mena) bilo debljina reza u potpunoj seriji ili

H .t s (3.12)
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debljina stupnja u stupnjevitoj seriji (sl. 3.6.).

Sl. 3.6. Odredivanje apso-
lutne povrSine iz potpune
ili stupnjevite serije
rezova uCinjene kroz ci-
jelo tijelo (debljina re-
zova ili stupnjeva t);
pojedine ravnine presjeka
pokrijemo paralelnim test-
nim duZinama, medusobno
udaljenim za H i pobrojimo
presjecista (Elias, Hennig,
Schwartz 1971)

Gornja formula (3.12) vrijedi samo u sludaju da upo-
trebljavamo testni sistem s usporednim duZinama. Ako
takav testni sistem ne moZemo nabaviti, moramo ga
sami nacrtati. Upotrijebimo 1li za odredivanje apso-
lutne povrSine testne sisteme, koje kupujemo gotove,
veé izradene, moramo gornju formulu (3.12) odgovara-
juée prepraviti.

Kod upotrebe mrezastih sistema, gdje H=d, koji se
sastoje iz vodoravnih i okomitih duZina, dobivamo na
istom testnom arealu (zanemarujué¢i moZebitnu anizo-
tropiju) dva puta toliko intersekcija kao kod upo-
trebe paralelnih duZina; zbog toga u takvom slucaju
formula glasi ovako :
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S22 =I,.H .1 :
f f . (3.13)

Upotrebljavamo 1i mnogonamjenski testni sistem, koji
se sastoji iz jednako dugih duZina, koje se izmje-
njuju s jednako dugim razmacima, gdje H = d\/3/2,
broj presjecista je dva puta manji nego kod upotrebe
paralelnih linija; zbog toga formulu prepravimo
ovako

S2? =4 .I..H.1%t . ' (3.14)
il f :

Mi smo medutim u tom sludaju svjesni da smo povrsSinu
odredili direktno u tkivima, koja su se u toku iz-
rade preparata skvréila. Ukoliko smo veé prije odre-
dili korekturni koeficijent skvréavanja (C) prema
uputama u poglavlju 3.1.2., moZemo ga takoder upo-
trijebiti kod odredivanja apsolutne povrSine, isprav-
ljen na vrijednost u svjeZem tkivu; njegovu vrijed-
nost moramo uskladiti s dimenzijom povrsSine:

S,=2 .I,..H.t. c?/3 3 (3.15)

! I

Formula vrijedi za testni sistem s paralelnim,
jednako udaljenim duZinama.

VjeZba

Orjentacijski odredi vanjsku povrSinsku gustoéu
folikularnog epitela (S, _, prema konturama izmedu
epitela i --= intersticija) i unutarnju
povrsinsku gustoéu folikularnog epitela (SV., prema
konturama izmedu epitela i koloida) na 5 --1 polja
testnog sistema M 42 u Stitnoj Zlijezdi misSa kod
poveéanja objektiva 60x! Pospremi protokol!
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- Primjer:
1 2 3 4 5 2
Ie 8 6 4 11 10 39
I 10 6 7 11 13 47

L, smo za testni sistem M 42 veé prije odfedili, kod
pgveéanja mikroskopa 60x iznosi za 1 testno polje
546 pm = 0,546 mm. Nakon Sto smo u nasem primjeru
prebrojili presjeciSta izmedu kontura i testnih du-
zina u 5 testnih polja, iznosi Lt = S5x546 am =

= 2750 pm = 2,75 mme. ) T

~ -1 -1 0 -1

Sy, = 2239/2730 um ' = 0,028 ym ! = 28 mn !

S.. = 2x47/2730 um L = 0,034 um ! = 34 mm ?
v = 2w47/2730 pm ! = 0,034 ! = 34 mm

Kod Eretvaranja jedinice za duljinu iz um u mm
brojéana vrijednost povrsinske gustole -se 1000 puta
povela. Obrazlozi taj prividni paradoks!

3.3. Volumensko-povrsSinski omgjeri

Preporua se u istom testnom polju, bez pomicanja,
prebrojiti pogotke na testnoj fazi (ili fazama) kao
i presjecidta izmedu kontura svih faza i testnih
duzina. To nam omoguéava istodobno odredivanje volu-
menske i povrdinske gustoée proudavane faze (ili
faza) (sl. 3.7.). Iz omjera izmedu volumenske 1 po-
vrdinske gustoée moZemo izvesti niz novih vrijedno-
sti, koje nam daju dodatne informacije o strukturi
proucavanog tijela.

Specifiéna povrSinska gustoda je kvocijent povrsin-
ske 1 volumenske gustoce,

Syf/vvf = (2.If.Pt)/(Lt.Pf) s (3,16)
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Sl. 3.7. Istovremeno odredivanje volumenske gustole
s broaenaem pogodaka %P) i povrsSinske gus-
toée s brojenjem intersekcija (I) na rezu
kroz disperzni sistem, u kojem su dispergi-
rane dvije faze (a, b) u zajednidkom dis-
perznom mediju (c) (Weibel 1969)

koja uostalom ima istu dimenziju kao_sama povr81nska
gustota, s eksponentom -1,/npr. em~t 7, ali ima
ipak drugo znadenje. Specificna povrSinska gustoéa
nas tek informira imaju 1li sastavni dijelovi nekog
tijela vise ili manje pravilan oblik nekih geomet-
rijskih tijela, ili je njihova povrs$ina nepravilna,
poveéana u odnosu na volumensku gustoéu.

Kod folikula stltne zllaezde, npr., koal imaju oblik

Supl]lh kugla, mo¥emo izradunati razlicite speci-

Elcne pov§81nske gustoée (Kalisnik 1981), kao npr.
sl. 3.8

povr3ine folikula

Sve’ Vye * Vi) , ~ (3.17)
povrSine epitela
5y6/Vye (3.18)

ili povrdine koloida (sl. %.8.)

Svie/ vk : . (3.19)
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SVe/ Vve Svil Vv

Sl. 3.8. Shematski prikaz specifidénih povrdinskih
gustola: povrsine folikula [SVe/(Vve+VVk)],

povrsine epitela (SVe/VVe) i povrsine

koloida (SVk/VVk) (modif. iz KaliSnik 1981)

Kod obidnog mreZastog testnog sistema (sl. 3.7.),
gdje je duljina svih testnih duZina (L_) u jednom
testnom polju ovisna o broju testnih -<tocaka (Pt) i
udaljenostima izmedu njih (d) u smislu -2
jednadzbe

L, =2 .P, .d , (3.20)
moZemo napisati pojednostavljenu formulu za spe-
cifiénu povrsinsku gustoéu

S 14 =I,./(d . P . (3.21)

v/ Vvg = Tg/ 7’

Ukoliko upotrebljavamo testni sistem s kratkim test-
nim duzinama duljine d, ¢iji krajevi nam ujedno
znade testne todke (sl. 3.9.), omjer izmedu duljine
svih testnih linija (Lt) i broja testnih todaka (Pt)
Jje odreden sa -= -=

L, = (P, . d)/2 B (3.22)

Sto nam omoguéava pisanje pojednostavnjene formule
za specificnu povrsSinsku gustocu u tom primjeru:
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I
- ¢ i
SVf/VVf = T F , (3.23)

Takve kratke testne du¥ine su obidno rasporedene u
pravilan mnogonamjenski testni sistem (sl. 3.10.).

S51. 3.9. Odredivanje volu-
menske i povrSinske gustole
Cestica pomoéu nasumce ras-
poredenih kratkih testnih
duZina duljine 4 (Weibel

1969)

Sl. 3.10. Odredivanje volumenske i povrSinske gus-
toée Cestica pomoéu kratkih testnih du-
Zina duljine d, rasporedenih u pravilan
testni sistem (Weibel 1966, cit. Weibel,
Elias 1967) '

U sludaju da moZemo proudavanu fazu usporediti s
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odredenim geometrijskim tijelom, dobijemo iz kvoci-
jenta izmedu volumenske i povrSinske gustoée, od-
nosno iz modifikacije toga kvocijenta dodatne po-
datke o proulavanoj fazi. Obilno je prouclavana faza
sastavljena od mnosStva odvojenih cestica. U biolo-
giji su te Cestice Cesto oblikovane kao valjeci ili
cijevi, elipsoidi, kugle ili 1ljuske Supljih kugla.

Prosjednu debljinu stijenke cijevi (T), koja moZe
u prostoru bitl 1 zavijena, odredujemo po formuli:

T = 2.VV/(SVe +5,.) R (3.24)

gdje smo uzeli u obzir vanjsku (Sve) i unutarnju
povrdinsku gustoéu (S;,.) -==(sl. 3.11.).
Polumjer solidnog  --= valjka, koJji moZe biti i
zavijen, odredujemo po istoj formuli, samo u njoj
postane Sy.= 0. To je znadajno u slucajevima, u
kojima u istom preparatu imamo istovrsne struk-
ture u punom, solidnom i Supljem, luminiziranom
obliku, npr. sjemenske tracdke i sjemenske kanale

u testisu u perinatalnom razdoblju (Kalisnik 1977,
Vraspir-Porenta 1979). ,

Buduéi da je nase odredivanje debljine stijenke
cijevi ili valjka udéinjeno na preparatu, tj. na
skvréenom tkivu, moramo vrijednost ispraviti korek-—
turnim faktorom za skvrcavanje (C), kojem vrijed-
nost prilagodimo dimenziji za duljinu.

=1 .
Prosjednu debljinu ljuske Suplje kugle (T) odredu-
jemo po slijedecoj formull (Bogataj, Kalisnik,
Poredos 1977):

(3.25)

.

T = (3'Pf'Lt)/(2'Pt[ I I+ (IeoIi)l/z_]})(,g,ga)

kod Cega znali I_ intersekcije s vanjskom povrsinom,
a I. s -< nutarnjom (sl. 3.12.). Za odredi-

- vanje debljine ljuske u sv;eiem tkivu (T) upo-
trijebimo korekturni faktor (Cl/3) tako,da dobijemo

2
‘E = _—C,. C1/3 . (0.‘027)
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Sl. 3.11. Izracdunavanje debljine stijenke Supljeg
valjka (T ) iz njezinog volumena V te
vanjske (S_) i nutarnje (S.) povrSine
(a); kod -2 solidnog -= valjka (b)
se radi o posebnom primjeru u kojem
Si = 0 (Kalisnik 1977 b)
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S1l. 3.12. Izralunavanje debljine stijenke Suplje
kugle (lijevo) ili polumjera solidne
kugle (desno) iz omjera volumena (V) i
povrdine (nutarnje S., vangske Se 11i 8)
(Kalisnik, Jakopin,-= Sudtardid-< 1977)

Formulu 3.26 moZemo napisati u pojednostavnjenom
obliku, koji svaki puta moramo prilagoditi upotrije-
bljenom testnom sistemu, analogno formulama 3,21 i

3,2% (Svab 1979).

Za prosjedni promjer okruglih estica (2.R )
vrijedi Jednostavan odnos

—_ o
2R = ¢ L o1/8 . (3.28)
Sy

Vjezba
1. Poka%i raCunski da specifiéna povrSinska gustoéa
kugle iznosi 3/R!

2. Pretpostav1mo 1li da su dosadasnje ocjene za VV

Vi o SVe i SV dobivene na istim testnim

e’
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polglma, 1zracunaa iz dosadasnglh podataka speci-
fiénu povrSinsku gustoéu povrSine folikula (£), epi-
tela (e) i koloida (k) te prosgecnu visinu epitela

(T) Stitne Zlijezde miSa!
Primjer: ‘ - ‘
- 9 . -1 —
Syp/Vyp = 28/(0,247+0,605) mm " = 32,864 mn
_ -1 _
S/t = 8800207 < 118,30
S._/V.. = 34/0,605 mm L = 56,198 mm .
T = (3.52.2730)/(2.210.[39+47+(39.47) ]} um =
= 7,872 um

3.4, Odredivanje duljina

3.4.1. Duiginské gustola

Dul jinska guStoca (L) Jje relativna stereolodka va-
rijabla, koja kaZe kolika je duljina odredene krivu-
lge u jedinici volumena., Dlmen21aa duljinske gustoée
ima eksponent -2,[npr. cml/cmd=cm—27. Kao krivulju
smatramo os neke zavijene cjevaste ili valjkaste
strukture.

Trag jednodimenzionalne krlvulge u ravnini Jje todka

bez dlmen213a, koju zovemo probodlste (transekc1aa)

i oznadujemo sa simbolom Q, njezinu gustoéu u test-

noj ravnini zovemo probodisSna gustoéa (QA)'

Iz Buffonovog rjeSenja "problema igle" moZemo tako-

der izvesti formulu za odredivanje duljinske gustocle

LVf‘z 2 . Qf/At . . (3.29)
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- To odredivanje izvodimo prakticki tako, da pobrojimo
probodléta (transek01ae) na testnom arealu poznate
povrdine (sl. 3.13.) i uvrstimo podatke u gornju
formulu (3.29).

Odredlvange duljinske gustoée je takoder ovisno o
mozebitnoj anlzotroplal.

Si. 3.13. Upotreba Buffonovog rjesenja problema -
igle za odredivanje duljine krivulje u
trodimenzionalnom prostoru. Odredivanje
se temelji na broju probodisSta te kri-
vulje s ekvidistantnim testnim ravninama:
(Weibel, Elias 1967)

3.4.2. Apsolutna duljina

Apsolutnu duljinu neke crte (L) mogli bi 1zm3er1t1,
ukoliko bi ona bila ravna i prolazila u ravnini-
reza; Jednostavno bi upotrlgeblll okularni mikro-
metar. Buduéi da ta dva uvjeta nisu obidéno ispunjena,
sluzimo se metodama, koje nam daje 'stereologija.
'Apsolutna duljina ima dimenziju s eksponentom 1,

/npr. cml7.
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Indirektno odreduaemo duljinu krivulje jednako kao
pri oareﬁlvanau povrsine tako, da duljinsku gustoéu
CLVf)pomn021mo s apsolutnim volumenom tijela (V )

- o e —

Lf = LVf' Vo . » (3.30)

Direktno moZemo duljinu neke krivulje unutar nekog
tijela odrediti iz potpune ili stupnjevite serije
rezova (debljina reza ili stupnja t) po jednadzbi

L2 =2 . t . 3.31

f Q - ( )
Gornje odredlvanae vrlaedl'za skvréeno tkivo u pre-
paratu. Uz uvazavanje korekture za skvrlavanje ko-
nacna formula gla51

L,=2.Q,.t.cl/3s |
f _2 Qf t ‘c . (3.32)

Vjezba

Odredi duljinsku gustoéu krvnih Zila u intersticiju
u pet polja preparata Stitne Zlijezde miSa kod pove-
éanja objektiva 60x!

Primjer:

1 2 S b3

e 0 1 6 4 0 11

smo za upotrebljavani testni sistem M 42 odredili
vgé prije; kod jednakog poveianja objektiva 60x iz-
nosi za 1 testno polje 24. 105 pme; za 5 tgstnlh po-
lja - ge prema tome testni areal 120. 105 pm
L, =(2.1)12.10% um™? = 0,000183 um™? = 183.107 Sum™?




M KALISNIK: TEMELJI STEREOLOGIJE 59

3.5. Odredivanje broja Cestica

Unutarnja grada tijela moZe biti takva da se u njima
medusobno 1sprep11cu dvije ili viSe faza. Svaka od
tih faza mozZe biti kontinuirana, Sto po Weibelu
(1974) nazivamo model A. Modelom B nazivamo takvu
strukturu, u kojoj Jje barem Jedna faza diskontinui-
rana, te se prema tome sastoji iz Cestica uklaucenlh
u matriks (sl. 3.14.). U takvim sludajevima zanim-
l1jiv je podatak o broju tih Cestica.

| A L P |
'MODELA WorlAam b s Pegl s N e e |
i m)QSS\\;:U Sy = [#Ba =21 -Nps e =f
B I YR Ay 5
St B
Kv - “TA ‘Nv'R
}
Nv-=| Na/D

S1. 5 14 Pregled stereoloskih metoda, koje se mogu
primjeniti na dva stereoloska modela, is-
‘prepletenom (A): odnosno korpuskularnom (B).
U oba modela moZemo. odrediti volumensku,
povrsinsku i duljlnsku gustocu oestlca, a
u modelu B takoder i numeridku gustoéu Ees-
tica kao i prosjednu dimenziju pojedine
destice (Weibel 1974)

—— e e e e S - — — B S ———

Numericka (brojéana) gustoéa (N,) je relativna ste-
reoloska varijabla, koja kaZe,-- koliko ima cestica
u jedinici prostora. Dimenzija numericke gustole ima
eksponent -3,/npr. cmO/cm3=cm-3/. Suprotno metodama
za odredlvanae volumenske, povrsinske i duljinske
gustoée, kod kojih moZemo toclnost rezultata po Zelji
odrediti prema obradi dovoljno velikog uzorka, imamo
za odredivanje numerilke gustole na raspolaganju
vide metoda, kod kojih dobiveni rezultati predstav-
1jaju uistinu samo aproksimativne vrijednosti.
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Osnovno stereolosko nacelo, koae Je vel. 1zra21o‘i-»
Wicksell (1925, 1926), kaze da je ‘broj profila des-
tica u: ravnini presjeka (N,) razmaeran produktu
njihove numericke gustoée-- (NV i njihovog prosgeo-
nog tangentnog promjera (D) (sl 3. 15 ), Sto mo-
Zemo oznaciti jednadZbom

‘N, =N, .TD 5 (3.33)
iz koje moZemo izradunati numeridku gustoéu

N,=N,/D . (3.34)
Ova formula tra¥i, da prebrojimo profile &estica N
na testnom arealu At i izradunamo njihov kvoci-

Jjent. : -=

NA=N/A1: . (3.35)

Sl. 3.15. Tri kocke sadrZe kugle.’Kod a i b broj
kugla Jje jednak, njihova velidina je raz-
lic¢ita, kod b i c kugle su jednako velike,
razlika je u  broju. Broj profila tih kugla
u sludéajnom presjeku je Npo < NA < NAb
(Weibel 1979

Koliko je prvi zadatak razmjerno lako izvodiv, kod
drugog medutim &esto nailazimo na znatne poteskoée.
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Dodajmo jo$, da formula 3.34 vrijedi u sludaju kad
profile brojimo na idealno tankom presjeku, npr. na
izbrusku kroz neprozirno .tijelo. U biologiji u pra-
vilu radimo s krajnje tankim rezovima, koji imaju
neku debljinu. . . - -

3.5.1.1. Metode =za tanke re-

- 0% e : _
 Zbog potedkodéa u pokuSajima da se D todno odredi
trazZena su alternativna rjeSenja. Sva u biti pred-
postavljaju odreden oblik Cestica, a istovremeno .
pokuSavaju odrediti veliéinu Cestica iz nekih ste-
reoloskih vrijednosti kao $to su volumenska ili
povrsinska gustola ili obje zajedno. Kod pravilnih
geometrijskih tijela postoje naime odnosi izmedu
prosjelnog promjera Cestica s jedne strane i omjera
izmedu njihovog volumena i povrSine s druge strane
(usporedi formulu 3.28!). Tako su se razvile tri
metode za odredivanje numericke gustole destica u
tankim rezovima. U slucaju kad upotrijebimo koju od
ovih metoda na debelim rezovima, mikrometarski vijak
ne smijemo nakon izoStravanja slike viSe pomicati.

DeHfoova metoda

DeHoff (1964) je predlozio formulu, koja omoguéava
odredivanje N, osim iz N,i iz samog broja presjeci-

$ta obrisa --(kontura)-- profila s testnim duZi-
nama (IL): ' :
“ (NA)Z Yg , ,
NV = =37 . 5 (3.36)
L Yl :

Formula zahtijeva poznavanje oblika lestica, koji
odgovara odredenom pravilnom geometrijskom tijelu,
kojem pripadaju oblikovni koeficijenti Yy i Yoo Ti
koeficijenti su za neka geometrijska - -= -=
tijela navedeni u tablici 3.1l.:
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Metoda po DeHoffu i Weibelu

‘STEREOLOSKE METODE

Weibel (1979) Je modlflclrao izvornu. DeHoffovu me-
todu (1964) ovako (vidi KaliSnik, Paaer 1983)

2IL

Y3

v Y1 .Ys

kod koje je uveo

(tab11ca" 1.

).

(3.37)

Joé-treéi oblikovni koeficijent Yz

Tablica 3.1. Obllkovnl koeficijenti za broaenae ces-
tica po metodama DeHoffa, DeHoffa i
Weibela, te Weibela i Gomeza (po~We1-

belu 1979)

Formula -~ 3.3%6 3,37 3.38
Oblik Cestice Y4 Yo Y3 B
kugla t N 2 12,57 4,19 1,38
jajasti prolatnl 2,76 21.4 8. 328 1.58
sferoid (2:1:1) 7 ? 2 E
leéasti (oblatni) _

sferoid (2:2:1) 1,71 8,67 2’09fu,vl?55.5
kocka 1,5 6 1 1,84
oktaedar 1,17 3,46 0,47 1,86
ikozaedar . . 1,74 8,66 2,18 1,55
dodekaedar 2, 6l 18, 05 7,66 1,55
tetrakaidekaedar 3 26,8 11,3% 1,55

Vidi sl. 3.16.

!

Metoda po Weibelu i Gomezu‘(l962)

U biologiji desto upotrebljavamo ovu metodu, kod

koje uzimamo u obzir uz NA 3 VV

X

N 31 1/2
-(NA) ]
Yy

(3.38)
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OKTAEDAR

KUGLA

.TETRAKI;I- ¢A\ | D;;EKAEDA:R
DEKAEDAR ‘ I
VA

IKOZAEDAR

S1. 3.16. Neki poliedri s jednakim volumenom kao
kugla (Weibel 1979)

U formuli su dva korekturna faktora, oblikovni ? i
onaj od raspodjele po velicini K. Prvog oditamo iz
tablice 3.1. za razna geometrijska tijela, a za elip-
soide i cilindre i iz slike 3.17. Vrijednost oblikov-
nog koeficijenta 3 za kuglu je 1,382. Odlika je ovog
koeficijenta da vrlo malo varira kod elipsoida s
kratkom osi; to znadi da je metoda vrlo upotrebljiva
za brojenje &estica, koje su pribliZno sferne (kug-
laste), a Sto vrijedi za mnoge bioloSke objekte.

Varijabilnost veliline Cestica moZe uzrokovati odre-
denu sistematsku pogresku. To izbjegavamo upotrebom
korekturnog koeficijenta K, a njegovu vrijednost-
olitamo iz slike 3.18. Iz nje vidimo da pri raspo-
djeli Cestica po velidini sa standardnom devijacijom
manjom od 20% prosjeka, koeficijent K varira od

1,00 do 1,05; to znadi da bi zanemarivanje tog koe-
ficijenta pri odredivanju N,, uzrokovalo pogresku,
koja ne bi prelazila 5%. -- U biologiji moZemo zbog
toga u mnogim sludajevima koeficijent K zanemariti
ili grubo procijeniti.
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3.0 y
s an
/ .
AT
2,5 H '/ A
///
L/
A £
, P
2,0 . 1 1 - A v
d /]
%\ d .
B a d
15 AN »
: LEP e
0 1.0‘ 2.0 3,0 L0 %0
C A=L/D

Sl. 3.17. Oblikovni- koeflc13ent ﬁ kao funkcija
omjera j&__@[@ cilindara i elipsoida
(Weibel 1969)
C za cilindre, E za elipse, K za kugle

u yaEEn Sl. 3.18. Korekcijski fak-
) 24BN | tor K za raspodjelu Sestica
h v - 1 po velidini kao funkcija

10 7 { koeficijenta varijacije

o/ﬁ (Welbel 1979)

A\
“\V

a a2 03 0 05 08 07 @8
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z OV e i

Do sada opisane metode predpostavljaju brojenje
profila Cestica u ravnini presjeka bez debljine.
Ta je predpostavka prihvatljiva samo u sludaju da
su Cestice obzirom na debljinu reza dosta velike.
Ako je debljina reza t razmjerno velika obzirom na
promjer Cestica, obuhvatit éemo kod brojenja ces-
tice u éitavoj debljini reza (sl. 3.19.).

Sl. 3.19. Uzorak kugla, presjedenih ravninom (gore)
i u rezu odredene debljine (dolje) (Weibel

1977)

Gledajuéi na rez sa strane (sl. 3.20.) vidimo da
brojimo ne samo Cestice, koje imaju srediste u rezu,
veé i one koje imaju srediSte u sloju debljine R
iznad gornje i ispod donje povrsine reza, tj. u
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nekom "nadrezu". To je Abercrombie (1946) kompen-
zirao slijedeéom formulom

By = Wy/e#0p e (839

Lakovuoéavamo, da‘je~gornja formula‘identiéna\fore
muli 3.34%, ako idelif*ﬁ'o' - R

"'mQSL?:3;20; Kugle sa sredis-
N\ tima*u nadrezu debljine
- (¢ + 2R) (Weibel 1977)

Kod brojenja Cestica u debelim rezovima susreéemo
se s jos Jjednim problemom: ukoliko destice nisu

potpuno crne, a okolni matriks nije potpuno proziran,
brojenjem ne obuhvatimo odreden broj kalota, jer ih
jednostavno ne vidimo. Floderus (1944) je zbog toga
uveo ispravljenu formulu, u kojoj je nadrez sa svake
strane stanjio za visinu kalote h, koja je premala
da bismo je mogli vidjeti u mikroskopu (sl. 3.21.)

Sl. 3.21. Gubitak kalota
visine h stanjuje nadrez
za 2h (Weibel 1977)
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N, =N,/(t + D - 2h) . | (3.40)

Visinu kalote h moZemo odrediti iz najvedeg (R) i
najmanjeg v1d131vog radlusa (r) proflla

h=R- (R - » )1/2 '. (3.41)

Haug (1977) je za orijentaciju za velidinu h naveo:
10-20% R za male, guste Jezgre (mo%da limfocite) i
20-2%% za velike, rahle jezgre (moZda flbroblaste)

Haug (1967) u svojem pregledu metoda za odredivanje
numerlcke gustoce cestlca u debelim rezovima prepo-
ruca, da Sto viSe poveéamo razliku izmedu razmjerno
malih destica i razmjerno debelog reza, npr. da
umjesto stanica brojimo njihove dobro vidljive oz-
nake: uzimamo aezgre, ako stanice imaju jednu Jezgru
ili nalhove jezgrice, ako svaka Jezgra ima samo Je-
dnu jezgricu.

Ebbesson i Tang (1965) predloz111 su zanlmlalvu me-
todu. Uzmemo dva reza razlidite debljine, tl > t

9

pobrgglmo u svakom proflle na testnoj -~ == -2
povrsini, ﬁél i ?}2’ pa izraCunamo NV po formuli
NV = (NAl - NAz)/(tl - t2) . (3.42)

Poznavanje velidine &estica olito nije potrebno,
ali razlika izmedu tl i tz_mora biti dovoljno ve-.

Za pregled metoda za odredivanje deblalne reza
vidi ¢lanak Williamsa (1981)!
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3.5.2. Apsolutni broj Cestica

3.5.2.1le. Indirektna metoda

Apsolutni broj destica u nekom tijelu (organu, sta-
nici) (N) moZemo indirektno odrediti tako, da pomno-
Zimo numeridku gustodu cestica (N,) s apsolutnim
volumenom tijela (organa, -~ stanice) (Vo)

——

N=N_ .1V . (3.43)

3.5.2.2. Direktna metoda

Elias i sur. (1971) su razvili metodu direktnog
odredivanja apsolutne povrSine ploha i apsolutne
duljine krivulja, kojoj smo dodali formulu za di-
rektno odredivanje apsolutnog volumena tijela
(Kalisnik 1977 b). U sklopu tih metoda, koje dopu-
njavaju indirektne metode za izracdunavanje apsolut-
nih stereoloskih varijabli, manjkala je do sada
metoda za direktno odredivanje apsolutnog broja
Cestica (Kalisnik, Pajer 1982).

Kod toga moramo voditi racuna da postupamo s nad-
rezovima debljine t_, koja je u Floderusovoj formuli

definirana kao -8

tg =t + 2R - 2k s (3.4¢)
gdje t’ znali debljinu reza, 2R promjer Cestice i
h debIjinu najvise kalote, koJu kod brojenja previ-
dimo zbog optildkih zakona (sl. 3.22.). Dodajmo da
se gornju formulu (3.44) moZe upotrijebiti samo
kada su Cestice jednako velike, ili ako je njihova
varijabilnost zanemarljiva (npr. uz koeficijent
varijacije manji od 0,20).

Ako je objekt dovoljno malen (npr. embrionalni or-
gan i1li organ vrlo male %ivotinje), izreZemo ga
najprije potpuno na serijske rezove. Ukoliko Zelimo,
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moZemo izradunati i cjelokupnu debljinu organa T

iz broja svih rezova n i debljine pojedinog reza t’
T =n . ¢ . (3.45)

Radi 1i se o velem objektu, presjecemo ga pribliZno

kroz sredinu i odreZemo jedan rez. Zatim na jednom

rezu odredimo debljinu nadreza t_ i odredimo naj-

manji dopuSten stupanj -= stupnjevite
serije t ' '
t 2 (t* + 2R - 2h) . : (3.46)
T
AN ( } tHts
B 4
ts=t+2R-2h ——
1| AN 1

t1 | ]

\ ]
NS

N =N -(t/t,)

Sl. 3.22. Direktno odredivanje apsolutnog broja -
Cestica u tijelu debljine T, izrezanom u
potpunu seriju rezova debljine t’, s pro-
mjerom Cestica 2R, visinom izgubIjene ka-
lote h, nadrezom debljine t_,u stupnjevi-
toj seriji rezova s -2 debljinom
stupnja t (KalisSnik, Pajer 1982)

U interesu je tolnosti odredivanja apsolutnog broja
¢estica, da je stupanj to manji, uz uvjet odreden u
formuli (%.46). Kod veéih objekata moramo se ipak
odreéi vele tolnosti te zbog ekonomiziranja s vre-
menom za obradu, izaberemo tako rijetku stupnjevitu
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seriju, koju JOS mozemo u odgovarajuéem vremenu
obraditi. Sada izreZemo obje polovice vedeg tijela
na stupnjevitu seriju s prikladnom deblalnom stup-
nja t.

U koliko je broj cestlca, koje -smo pobrojili u svim
rezovima stupnjevite serije s deblalnom stupnja t i
debljinom nadreza t Jednak N’ moZemo zatim iz toga
odrediti apsolutni-= broj esfica u cijelom tijelu-
(organu, stanici) N po formuli

N =N . t/(t + 2R - 2) s (3.47)

koji moZemo takoder napisati

No= N (t/t ) : SR . (3.48)

Korektura zbog skvrienja tijela nastalog u vrijeme
izrade preparata nije potrebna, jer u tom sludaju
korekturni koeficijent dobije vrijednost

/% - - . (3.49)

5.5.3. Numerilka gustoéa i dubinska oStrina

Kada u svjetlosnom mikroskopu brojimo Cestice u jed-
noj razini debelog reza, a ne kroz c¢itavu deblglnu
reza, te nakon izoStravanja slike ne pomicemo v1se
mikrometarski vijak, pribliZavamo se brojenju Ces-
tica u tankom rezu. Zbog toga u formulama za odredi-
vanje numerilke gustoée (3.39, 3.40) i/ili apsolut-
nog broja Cestica (3.47) gdje je potrebno uvazZavati
deblglnu reza t odnosno t’, nadomgestavamo to dubin-
skom oStrinom GO odgovaraguceg povecanga objektiva.
Tako numeridku gustoéu Cestica izradunamo po formuli

NV = NA/(GO + D) (3.50)

a apsolutni broj cestica po formuli

N = (N* ., t)/(GO + D) (3.51)
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U formulama ne uz1mamo u obzir korekture nadrezova
za visinu graniéne kalote h, jer se pribliZavamo
uvjetima, u kojima vrlaedl formula po Wicksellu

(5 34) (sl 3.23).

= N
t | , u@ Abercrombie

_ i Ny=—8 _

§/2-h v t+D-2h

h "““‘“"‘Z— Floderus
T T T T

Sl. 3.23. Shematski prikaz odredivanja numericke
gustoée Cestica N, s prosjednim promje=
rom D po raznim -- metodama: GO dubinska
ostrlna, h visina 1zgub13ene kalote, N,
numeridka arealna gustoéa Jdestica, -
t debljina reza
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Dubinsku oStrinu objektiva izradunamo po formuli

2

6o = M /(n . A% o .(§.52)

gdje Je‘L valna duZina svaetlostl (750 nm), n 1omn1
koeficijent umetnutog sredstva (zrak 1, 1merz1gsko
ulje 1,516), NA numericka apertura objektiva odgo-
varajuéeg povelanja. Ta metoda se pokazala osobito
prikladnom za broaenae Jezgara s 1merz1Jsk1m ob jek~
tivom.

VjeZba

Odredi numerlcku gustoéu follkula u pet polja Stit-
ne zlijezde misSa kod povetanja objektiva 60x!
IzraCunaj N, po chxsellu, Abercrombieju, Floderusu,
DeHoffu -- te Weibelu i Gomezu' Voal raduna o
slijedeCim podacima:

D =102 ym, t =7 um, h = 10 um, K = 1,2, B = 1,38,
k, =2, ky = 12,57

At smo odredili veé prije te iznosi 0,12 mm2

VVe + Vi = 0,852 smo odredili kod vje¥be volumen-

ske gustode. .

N, =16/0,12 = 133,333 mm -2

A
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Wicksell N, = 133,333/0,102 = 1307,186 mm °
Abercrombie N, = 133,333/(0,102 + 0,007) =
= 1223,238 mm °
Floderus N, = 133,333/(0,102+0,007-0,02) =
-3

(133,333%/28,571)(12,57/2%) =

= 1955,052 mm~®

DeHoff NV

Weibel-Gomez Nv = (1,2/1, 33)(133 333 /o 852) 1/2
= 1449,461 mm ® -

3.6. Razdioba (distribucija) destica po velidini

U prethodnom poglavlau, kod nekih metoda za odredi-
vanje numericke gustoce cestlca, pretpostavlgall
smo, da poznagemo prosjedni promger cestlca, koje
smo brojali. Cestice u naravi obiéno nisu jednako
velike nego su one na neki nadin raspodijeljene po
veliCini. Katkad nam distribucija estica po veli-
¢ini daje zanimljivu informaciju. Pri tome moramo
biti svijesni da u rezovima Cestice mogu biti pre-
rezane u razliditim visinama, pa zbog toga imamo
posla s proflllma destica a ne sa samim cCesticama.
Osim toga &destice su u naravi vrlo razliditog ob-
lika. Istovrsne lestice imaju obic¢no jednak ili
slidan oblik, kojeg smijemo u svrhu analize uspo-
rediti s odredenlm ravilnim geometrlasklm tijelom
(usporedi sl. 3.16!). U praksi moZemo dosta cesto
usporedivati sferoide (elipsoide), a takoder i
poliedre s kuglama jednakog volumena. Spe01flcna
povrSinska gustola Cestica nas udi, koliko smo se
u aproksimaciji oblika Eestica kugli udaljili od
stvarnog obllka, Jjer znamo da kugla ima, medu svim
tijelima, najmanju specifiénu gustoédu (sl. 3.24.).
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Sl. 3.24. Spec1flcna povr-
ginska gustoéa kugle je
najmanja od svih tijela te
iznosi 3/R

§,/V, = 3/R : . (3.53)

Razlog Vlse, zasto cestlce identificiramo s kuglama,
leZiu tome Sto' nam to omoguéava Jednostavno rijesiti
distribuciju Cestica prema velidini, na temelju dis-
tribucije njihovih profila u rezovima. RjeSenje ovog
problema obrazloZit éemo u nastavku ovog poglavlja.

Uzmimo, najprije najjednostavniji. prlmaer da su sve
kugle jednako velike s polumJerom R i promaerom
2R.-VQ U tom Slucagu imaju n31h0v1 profili na re-.
zovima oblik kruznlca,s promjerom, . kOJl varira od
O do 2R. Veliclina promgera profila ovisi o udalje-
nosti rezne plohe od sredisSta prerezane kugle (sl.
3. 25 ). Uzmemo 1i da je R = 1, moZemo po Pitagorinom
poucku izraunati vgeroaatnost za bilo koji razred
velidine profila. Histogram ili poligon razreda,

u kojem su profili rasporedeni prema velicini, mo-
Zemo takoder graflcxl konstrulratl (sl. 3.26. ) ‘

Iz slike 3.25. razablremo da 50% profila ima polu—'
mjer r (a takoder i .promjer 4 = 2r) jednak ili,
veéi od 0,866 polumjera R kugle (odnosno promgera
kugle D = 2R) To takodeT znali, da 86, 6% profila
ima polumjer (promaer), koji je jednak ili veéi od
polovice polumjera (promjera) kuglea Ako u nekom
rezu ustanovimo, da 13,4% ili manje profila obllka
kruZnice ima promaer, kOJl je jednak ili kra¢i od
promaera polov1ce najveéeg proflla oblika kruznice,
mozemo zakljucéiti, da u rezu imamo kugle Jednake
veliline. Napisali smo "13,4 ili manje", jer zbog.
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Sl. 3.25. Debele okomice naznaduju vjerojatnost, da
: édemo u rezu kroz jednako velike kugle s
promjerom D naéi polovicu profila s
d=0,866 D. Dio tih kalota moZemo izgu-
Biti, Jer ispadaju iz reza (A), ili su i
odviSe male da bismo ih mogli vidjeti (C)
(Elias, Hennig, Schwartz 1971)

optidkih ili mehanicdkih razloga moZe dio kalota
izbjeéi naSem opaZanju u toku brojenja (sl. 3.25.).

Bez proudavanja velidinske distribué¢ije profila
Cestica za koje pretpostavljamo, da su oblika kugle
pribliZno Jjednake velidine, moZemo izracdunati da je
odnos izmedu polumjera kugle R i prosjecnog polu-
mjera profila r jednak

r=-% =z s (3.54)
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S1. 3.26. Graficka konstfukoija raspodjele frek-
vencija u razredima razlidite velidine r
(Weibel 1979)

§to se takoder odnosi na odnos odgovarajuéih pro-
mjera

p = 4. 3 ) (3.55)

7

U praksi moZemo proulavati distribuciju profila
destica po velidini pomoéu mjerenja Feretovog ili
sludajnog, tangentnog, kalipernog promjera (sl.
5.27.3 bilo upotrebom mikrometarskog okulara ili
kriza, koji se sastoji iz dvije medusobno okomite
niti; mozemo takoder upotrijebiti matrice, koje
sadrZe oblike kruZnica razliditih velicdina nacrtane
na prozirnoj plodici, koju stavljamo na dijafragmu

okulara (sl. %.28.).

Ce86i su sludajevi da populacija kugla u rezu pri-
pada veéem broju velidinskih razreda, koji imaju
razlicite promjere.Tada je frekvencija distribucije
svakog dijela populacije sakrivena u zajednidkoj
frekvenciji distribucije (sl. 3.29.). Jednostavan
nadin prouavanja distribucije prema velidini tako
nehomogene populacije kugla jest, da najprije
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oduzmemo relativne frekvencije, koje pripadaju ku-
glama najveéeg razreda, zatim one relativne frekven-
cije, koje pripadaju drugom razredu po velidini, i
tako dalje dok ne "iskoristimo" cijelu populaciju.
Na tom principu temelji se velina matematickih me-
toda, za koje stoje na raspolaganju veé izralunati
koeficijenti, koji olakSavaju radunanje (usporedi
Poredo$ i sur. 1977, Bogataj 1978). Postoje takoder
metode odredivanja distribucije Cestica po velidini
iz distribucije duZine intercepata (= horda). Buduéi
da na rezultate utjee i konacna debljina reza, treba
jos uzimati u obzir odgovarajule ispravke.

S1. 3.27. Linearne mjere veliline profila: (a) mini-
malni i maksimalni kaliperni promjer; (b)
Feretov kaliperni promjer; (c) sludajni
intercept ili duljina horde; (d) promjer
kruga s jednakom povrSinom (Weibel 1979)
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S1. 3%.28. Testni krugovi za mjerenje velicine pro-
fila. (a) grafidka Sablona; (b) linearni
niz; (_0_7 koncentridéni krugovi u linearno]
skali; (d) koncentriéni krugovi u loga-
ritmickoj skali (Weibel 1979)
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Sl. 3.29. Grafidki prikaz pravila za rasclanjivanje
distribucija frekvencija djelomiénih po-
pulacija Cestica iz zajednilke distribu-
cije frekvencija nehomogene populacije
kugla (Weibel 1979)

Vjezba

l. Jedan kvadrant kugle s polumaerom R = 1 razre-
zemo od bagze do vrha na 8 aednako $irokih segmenata.
Izradunajmo vjerojatnost, da &emo slufajno pasti u

odreden razred. Nacrta] graflkon' Upotrijebi Pita-
gorin poulak! Odgovor:

0,008+0,024+0,041+0,061+0, 085+O 120+O 177+O 484 =
=1, OOO

2. Objektnim mikrometrom bazZdari okularni mikrometar
kod poveéanja objektiva 10x, izmjeri 100 Feretovih
promjera profila folikula u preparatu Stitne Zli-
jezde miSa, izradunaj njihov prosjedan promjer D,
rezultat prikazi grafickil



Primjer:
d 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 3
I 8 14 10 8 14 14 9 3 5 6 1 0 2 2 1 100
d-f 16 42 40 40 84 98 72 27 50 66 0 26 14 0 16 34 36 19 680

Mikrometarska vrijednost 15 um

======
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3.7. Odredivanje zakrivljenosti

Klasicne stereolosSke metode omoguéavaju upoznavanje
relativnih i apsolutnih volumena, povr$ina, duljina
i broja Cestica, ne govore ali nidta o oblicima. Za
upoznavanje oblika pojedinih faza potrebne su po-
sebne metode; medu ove spadaju takoder metode za
odredivanje zakrivljenosti ploha. U tom dijelu
upoznat éemo neke mjere zakrivljenosti. Podrobnije
podatke moZe ¢italac dobiti iz inozemne (Cahn 1967,
DeHoff 1967, 1968, Gil i Weibel 1972) i domade lite-
rature (KaliSnik, Vraspir-Porenta, Bogataj 1978).

3.7.1. Specifiéna gustoéa zakrivljenosti

Specifilnu gustodéu zakrivljenosti ili prosjeénu
zakrivljenost (proizvoljno oblikovane ali &ontinu—
irane) plohe na jedinicu povrSine (K_) dobijemo
tako, da integriramo srednju zakrivljenost
(K) po cijeloj plohi. Srednja zakrivljenost za svaku
tolku plohe odredena je formulom

u kojoj znade r; i r, polumjere (radiuse) najveleg
i najmanjeg -= == kruga, koji prileZe na plohu 1
u odredenoj tolci; ako naime plohu u odredenoj todeci
presjec¢emo s dvije normalne, medusobno okomite ravni-
ne, dobijemo kao trag dvije krivulje, kojima moZemo
ucrtati dva kruga. Taj koncept vrijedi za konveksne,
konkavne i sedlaste plohe (sl. 3.30.).

Prosjeénu»zakrivljenost za jedinicu povrSine moZemo
odrediti na reprezentativnim presjecima kroz plohu

tako, da odredimo neto tangentnu gustoéu T, po
formuli -=

T!1 = (T@- T@)/At | s (3.57)

u kojoj T@ znadi broj tangenta na konveksnom dijelu
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traga (gledano iz unutrasnjosti proudavane faze),
a Te broj tangenta na konkavnom dijelu traga (sl.

‘3.310)0
z
ds (u.v)
\:\_/ KONVEKSNO
KONKAVNO
X SEDLASTO
S =Jfds (u,v) kyz - ,k,:—‘—

Y Hwy) = 45 ) (uv)

S1l. 3.30. Srednja zakrivljenost u tolki na konveks-

noj (A), konkavnoj (B) i sedlastoj plohi
(C).  Cjelokupna ploha je razdijeljena na
infinitezimalno male Cestice dS, a srednja
zakrivljenost je definirana kao suma dviju
glavnih zakrivljenosti kl i k2 u svakoj
todki (Gil, Weibel -=  =21972)

Sl. 3.31.Praktilan postupak

odredivanja neto tangentne gus-

toée T, i intersekcijske gustole
(I;) -= na istom testnom polju
-= mnogonamjenskog testnog sis-
tema. Pri brojenju tangenata na
tragovima konveksnih dijelova T
i na tragovima konkavnih dije-
lova T_ zami$ljamo da vodoravna
testna” linija klizi od gornjeg
do donjeg ruba testnog polja.
Zatim prebrojimo i sva presje-

ciSta s fiksnim testnim linijama
(Gil, Weibel 1972)
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Prosgecnu zakrlvlgenost ploha na Jjedinicu povrs$ine
mozemo izracdunati po gednadzbl

) !
Kg = 5 « —— (3.58)

kod Cega dimenzija dobivene vrijednosti ima ekspo—
nent -1, /apr. cm~2/cm-1 = cm~ }}. Vidimo, da je u
nazivniku razlomka u jednadzZbi (3 58) povr3inska
gustoca, naime SV 2.IL. -

5.7.2. Druge mjere_zakrivljenosti ploha

Buduéi da Je prosjecna zakrlvlaenost plohe na jedi-
nicu povrsine (X g u stvari mjera specifilne zakriv-
ljenosti na —= Jjedinicu povrsine, moZemo iz nje
dobiti gustoéu zakrivljenosti na jedinicu volumena
ili relativnu zakrivljenost K., tako da prvu vrijed-

nost pomnozimo s povrsSinskom-- gustoéom (SV)
T
g, = L A
Kg.5, = K, = —— . T, 2I, (3.59)
ili kraée
JE— _ : .60
Ky =m. T, o (3.60)

koja ima dimenziju s eksponentom -2 /npr. cm /cm2 =

= em™27, Gustoéa zakrivljenosti je neovisna od
povrsine, njen referentni sistem je volumen.

Ako znamo apsolutni volumen organa Vo, mozemo S -
njim pomnoZiti relativnu -= zakrivljenost
i dobijemo apsolutnu zakrivljenost K

K, . V. =K== mw.T7T, .7V s (3.61)

3

koga ima dimenziju s eksponentom 1, /npr. en™2.em=
= eml /.
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0 svrsi istraZivanja ovisi, koju ¢éemo mjeru zakriv-
ljenosti uzeti u obzir, mozda sve tri navedene
(Vraspir-Porenta 1979).

VijeZba

Orijentacijski odredi specifiénu gustoéu zakriv-
ljenosti (K.), gustoéu zakrivljenosti (X;;) i apso-
lutnu -= gustoéu zakrivljenosti (XK)-- povrsine
sjemenskih kanalia u testisu 15 dana starog fetusa
miSa u pet testnih polja uz poveéanje objektiva 60x!

Primjer:
To = 14y Tg =2, I = 38

z = 0,026 mm, V= 0,120 mm®

K, = 20,668 mm 2, K, = 1570,796 mm °,

3.8, Koherentni sistem stereoloskih formula

Tablica %.2. omoguéava usporedivanje formula u poje-
dinim stupcima, a na taj nadin i uvid u neke opce
zakonitosti. Implicitne formule pokazuju teZnju
prema redukciji stereoloSkih mjerenja na brojenje
todaka (pogodaka, presjecista, probodidta, dodirnih
todaka tangenti, destica). Iz relativnih formula je
vidljiv porast dimenzije referentnih prostora
(testne tolke, crte, polja). Sve indirektne formule
sadrZe produkte odgovarajuéih gustoéa i apsolutnog
volumena tijela. Kod direktnih formula ispoljava se
redukcija dimenzije prostora i u odgovarajuéem sma-
njivanju vrijednosti koeficijenta C za korekciju
skvréavanja volumena tijela tijekom izrade preparata.

Navedene formule omoguéavaju odredivanje karakteris-
tika unutarnje grade u trodimenzionalnom prostoru iz
dvodimenzionalnih presjeka.




Tablica 3.2. Pregled glavnih stereoloSkih formula, rasporedenih u koherentni sistem

IMPLICITNO | EXKSPLICITNO
RELATIVNO " ABSOLUTHNO
INDIREKTNO DIREKTNO
4 -1 - - - Z 373
Vy =4y = I =P Vyp = Pe/Py Ve,0 = VyeVo Vo = Bpra.t. P @
- - - : Z - : 2/3
S, = (4/7) By = 2.1, Syp = 2.1./L, Sg,0 = Sy Yo e =2 Ipe Bt . C ®
= ' = - - 1/3
L, =2 .4, Lyp = 2.Q/4, Lp o = Lyp¥, Lpo=2 Q. t.C
Kg = (m/2)(T,/1;) (o) kK, =m.T/4, Ke o= T (2747, =
_ 3 1/2 - _ ' - . ) o/38
Wy = x/BINEv)E @D my = WA e0-2h) (D] By, = By, W= (8780070 ()

33 _ ol

za debele rezove

¢¥3 . ¢ .

ONONCNONCNC)

za testni sistem iz paralelnih 1linija

za rezove zanemarljive debljine

specifidna gustoéa zakrivljenosti (na jedinicu povr3ine)

1, t debljina stupnja, ts debljina nadreza

S8
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3.9, AStereologija

Morf01021 nallaze povremeno na objekte s neravnom
povr51nom npr. krvne stanice u razmazima (sl. 3.
32.) i druge stanice u brisevima, ili detalje u
preparatima za elektronsku mikroskopiju napravlje-
nim po metodi smrznutog lomljeqja ili nagrizanja.
Pokatkad nas zanima samo dvodihenzionalna slika ili
projekcija nekog objekta, npr. rentgenogrami, scin-
tigrami, fotografije koznlhAeflorescencga itd . Pred-
stavnike znanostl o materlgallma zanlmagu ‘neravne
lomne povr51ne.

- U takvim Jje slucaaev1ma kla51cna stereolofka ana-
liza, koja Dredpostavlga ravnu plohu presjeka kroz
tlaelo, nemoguca. Samo Jje u neklm odredenim sluda-
jevima moguée iz neravnih povrSina zakljudivati o
kvantitativninm pokazateljima trodimengionalnih
struktura. .Odreknemo 1i se 1nterpretac1ge rezultata
kvantltatlvne analize slike u trodimenzionalnom
prostoru, moZemo - upotrlgebltl standardne stereolo-
Ske metode, . koje nam daju korisne kvantitativne
(i1i u najmanju riku semikvantitativne) podatke o
'slici 11i- progek0131 promatranog objekta. Buduéi

da nam u tom slucaau nedostaae bitna karakteristika
stereoloskog proudavanja, tj. trodimenzionalna in-
terpreta013a, predlozlll smo ka0 naziv ovih metoda
izraz "astereologija" (Kalidnik 1977, Kalidnik i
sur. 1980 a,b).

Astereologija je nasla veé put i u klinidke disci-
pline, npr. kardiologiju (Rebida i sur. 1981).

Astereoloski prostor Je u usporedbl sa stereolosklm

prostorom reduciran najvise na dvije dimenzije (tab-
lica 3.3.). Da bi to naglasili govorimo o arealnoj,

obrisnoj i arealnoj numericlkoj gustoéi.

AstereoloSke formule se takoder prilagodavaju to]
redukeciji prostora (tablica 3.4.). Kod toga se u
nekim sludajevima ne radi o jednostavnoj redukeciji;
Buffonovo se naCelo naime drugacije izraZava pri
odredivanju povrSinske gustole, nego kod odredivanja
obrisné gustole. Kod direktnog odredivanja apsolut-
nih karakteristika treba takoder uzeti u obzir odnos
izmedu izabranog testnog sistema i gustoée vjerojat-
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nosti intersekcija, Sto ima za posljedicu upotrebu
razliéitih formula.

® @‘.\\

da
H © D

€3 t

Plelels ®
@ v @ /
G al® ’/’
a |

Sl. 3.%32. Shema eozinofilnog leukocita u krvnom
razmazu u projekciji na testnu ravninu
s obidnim mrezastim sistemom (gore) i u
profilu (dolje) (Kalisnik 1977 a)




Tablica %.3. Odnos izmedu karakteristika sastavnihdijelova, referentnih
prostoraii tragova s odgovarajuéim simbolima (lijevo ispod

imena) te eksponentima koji odreduju dimenzije

zagradi) za astereologiju

(desno u

REFERENTNI

PROSTOR

AREAL LINIJA TOGKA
A (2) L (1) P (0)
- | PLOHA AREALNA INTERCEPTNA TOCAKA
= |
Ql A (2) |A ' (0) L - (0) P ‘ (0)
@ H | LINIJA OBRISNA INTERSEKC ITSKA
ga B (1) |B, -1 |1 (D)
= -
ﬁg 'BROJ NUMERICKA AREATLNA
gg N ONEN (-2)

HAOLHW I¥S0TOHYHLS

(03]
(09]



Tablica 3.4. Pregled glavnih asterecloSkih formula rasporedenih

u koherentni sistenm

IMPLICITNO EIS{SPLICITIVO’E.
 RELATIVNO ABSOLUTNO
INDIREKTNO DIREKTNO
A, = L, = P, App = Po/P Af’0=Aéf.Ao Ao o = Ppa |
BIA =(m/2)1, (a) Byp = (W/2)(Io/L)| By, = Byod |Be , = (n/'zgrf.H@
m, Wyp = We/A, Ne o= Wppdy | Ve, -

‘formula (3.9)

@ , G
(® vrijedi samo za testni sistem s usporednim duZinama; za obilni mreZni
sistem vrijedi B, , = (Jt/&)If.H, za mnogonamjenski‘Bf,o=JT.If.H., gdje
? : : .

vazi H = 4 /372.

68

Py

HLTIDOTOFTEHLS TOTHWHL MINSITIVY W
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VjeZba

Ba’dari obiéni mreZasti sistem A 100 na foliji i s
njim odredi povrSinu apsolutnog areala A_. i duljinu
obrisa B, scintigrama Stitne Zlijezde -= Covjeka!
S -= oblikovnim faktorom B/A odredi specifiénu

gustodu obrisa (konture) kao mjerila rasdélanjenosti
obrisal! :

Primjer:
p.=31, I, = 30
a = 2,89 cmz, H=1,7 em

Ay = 89,59 em’, B, = 40,05 em, B/A = 0,45 cm
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4, UPUTE ZA STEREOLOSKO ISTRAZIVANJE

Do sada smo upoznali osnovne stereoloSke metode.
Kod toga smo ostavili po strani vaZne vidove plani-
ranja, koji se odnose na kvalitativnu klasifikaciju
objekata, metode uzimanja uzorka, izbor odgovaraju-
éih stereolodkih testova i statistilku analizu. To:
éemo obraditi u slijedeéem poglavlju. Zatim slijede
poglavlja o stereoloSkoj opremi te o opasnosti po-
greSaka u stereoloSkom istraZivanju.

4.1. Planiranje stereolosSkog istraZivanja -

Prije svakog stereoloSkog istra?ivanja moramo naj-
prije odgovoriti na pitanje, je 1li u tom sludaju
stereolosko istrazivanje svrsishodno ili ne. Nadalje
je potrebno znati, Sto olekujemo od stereolosSke ana-
lize, te koJju cijenu smo pripravni za to platiti.
Kod toga:je gotovo najznacajnije vrijeme, koje na
taj rad utrosimo. Cilj istraZivanja ili bolje radna
hipoteza, koju Zelimo provjeriti treba biti precizno
formulirana. . SO o ,

U ovom poglavlju prikazat éemo pojedine faze plani-
ranja stereoloskog istraZivanja: kvalitativnu ana-
lizu i klasifikaciju objekata, metode uzimanja uzo-
raka, ‘ odredivanje velidine uzorka i napokon
planiranje uzimanja uzorka (Kali$nik 1978); izbor
stereoloskih testova obzirom na njihove mjerne ka-
rakteristike, a naroc¢ito na njihovu ekonomidénost i
konadno planiranje odgovarajuCih statistilkih me-
toda. Ce . '

NuZno je potrebno, da istraZivad prije bilo koje
stereoloske analize potpuno poznaje objekt svog is-
trazivanja, kao i sve njegove sastavne dijelove. U
veéini sluéajeva ée za to biti dovoljno prije
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pocetka stereolosSkih mjerenja pomno pregledafl i
prouciti sve rasp01021ve rezove. Katkad e biti
potrebno izraditi nesto novih preparata s posebnim
tehnikama na rezervnim rezovima ili ¢emo morati

u potpuno novom, usmjerenom pokusu paziti na dotada
nerazjaSnjene poaedlnostl.

Preporuda se izraditi hlgerarhlgskl model sastavnih
dijelova (npr. tkiva, stanica, suBcelularnlh eleme-
nata, sl. 4.1.). Takav model nam omoguéava popl-”

sivanje svih vidljivih sastavnlh dijelova naseg ‘

GLANDULA THYROIDEA

\\\\'\453\\“\“\\\ )
= zi@%l\ o ;

COLLOIDUM g VACUOLAE

ENDODERMA

\ | Y
SPAI ARTEF TEXT. CONN \ ,

AMUNMNNNNNNN
BASOPH. TEXT. \\

\ \\\\

HVAH)' RETIC. t'ND EOMPLEX lYSﬂ‘ GIHTAE
PLASMA ﬁRAN GOLGI OMATA COtl.ﬂllll =

s1. 4.1. Hijerarhijski model stitne‘zlijezde, o ji
uvazava ontogenetske i histoloske aspekte
(modificirano po Kalisniku 1981)

objekta, koje primijeéujemo u njihovoj medusobno]
nadredenostl, usporednostl ili podredenosti, izbor
za naSe istrazivanje zan1m131v1h sastavnih dijelova
te odrediti za njih odgovarajule referentne prostore.

Daljnji korak u planiranju stereoloSkog istraZivanja
je definiranje nasSeg objekta u odgovarajuéi stereo-
loski model. O tom deflnlranau ovisit &e ne samo
1zbor odgovarajuCe metode uzlmanaa uzorka, nego da-
pade izbor odgovarajuéih stereoloskih testova.
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Prema prvom kriteriju»razlikujemo neomedene i ome-
dene objekte. Ukoliko je objekt, kojeg Zelimo pro-
uéiti prevelik, da bismo ga u PlJelOStl obuhvatili

1 analizirali pod izabranim povecangem, ogranlclt
éemo se na nekoliko uzoraka koje éemo uzeti iz njega,
govorlmo o neomedenom objektu. Primjer za to je npr.
komadié covaecge Jetre, koju gledamo u elektronskom
mlkroskopu. Sllcnu.unutarnau gradu (strukturu) ode-
kugemo izvan i unutar granlce nas$ih uzoraka. Ukoliko
je objekt tako malen da ga mozemo u cijelosti izre-
zati u potpunu ili stupnjevitu seriju rezova, kazemo
da je omeden. Primjer za takav objekt je npr. Stitna
?lijezda misa u svjetlosnom mikroskopu. U na81m pre-
paratima takoder postupamo s prlrodnom povr31nom
objekta, Sto moramo uzeti u obzir pri anallzl 1 in-
terpretaciji rezultata.

- Objekte moZemo, obzlrom:na'naéin i stupanj uredeno-
sti njihove unutarnje grade klasificirati u razne,
dijelom hijerarhijski ovisne modele. ‘

Ukoliko se u objektu ispreplicu dvije'ili;viée faza,
od kojih je svaka kontinuirana, govori Weibel (1974)
o modelu A; mogli ‘bismo ga nazvati isprepleteni
model. Prlmaer za to je muralium (zidovlje) jetrenog:
parenhima, koji je isprepleten sa sistemom jetrenih
sinusoida i drugih cjevastih i vlaknatih struktura.
Ukoliko jednu povezanu fazu predstavlja kontinuirani
matriks, a drugu diskretne Cestice, to odgovara mo-
delu B, kojeg bismo mogli takoder nazvatl korpusku-
larni model (sl. 3.14.). U taj model moZemo uvrstiti
normalnu zrelu Stitnu zlijezdu, ako apstrahlramo ko-
munlkaclae 1zmedu follkula. A

Svi SllJGdGCl modeli vrijede samo za korpuskularnu
gradu objekata. Definiramo ih obzirom na velidinu,
oblik i rasporedenost Cestica (sl. 4.2.).

Cestice mogu biti neaednako vellke, sto.iziskuje od-
redivanje njihove raspodjele po. velidini. Mogu biti
.Jednako velike,. u.blologlal Jje to izuzetno rijedak
primjer, a znatno olak3ava neke stereoloSke analize,
- kao npr. odredlvange broja &estica. Prlmger za raz-
lidito velike Cestice su opet folikuli Stitne Zli-
Jezde. Primjer za jednako velike destice teSko bismo
nasli u biologiji. U koliko je koef1c13ent varija-
cije (KV = /%) manji od 20%, smijemo varijabilnost
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velidine destica u nekim stereoloSkim istraZivanjima
zanemariti (npr. pri odredivanju numeridke gustode

staniénih - jez
Gomezu).

S1. 4.2.

50 50 ~C
1°0 0 820

gara u nekim tkivima po Weibelu i

O

o0

O

. O |
@]
250,500

000

174

Pregled nekih stereoloSkih modela obzirom
na pravilnost i uredenost unutarnje grade:
A nejednako i B jednako velike Cestice;

' C nehomogeno rasporedene &estice i D struk-
Tura s koncentracijskim gradijentom Sestica
E anizodiametrijske i F izodiametrijske de-
stice; G izotropno i H anizotropno tijelo

(Kalidnik 1978)

-

9
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Oblik Cestice moZe biti vrlo razlidit, ipak se sre-
¢om u mnogim sluCajevima oblik Cestice moZe u prou-
Cavanom tijelu usporediti s’ odredenim geometrijskim
tijelom. U histologiji su to cdesto kugle ili rota-
cijski elipsoidi; ako predodimo da su rotacijski -
elipsoidi nastali vrtnjom elipse oko krae osi, go-
vorimo o oblatnim (leéastim) elipsoidima; ukoliko su
nastali vrtnjom oko dulje osi nazivamo ih prolatni
(jajasti) sferoidi. Triaksialni elipsoidi imaju sve
tri osi razlicite. Prolatni elipsoid moZemo predsta-
viti kao rastegnutu kuglu, a oblatni elipsoid kao
spljoStenu kuglu. PoSto je prosjeéni promjer rota-
cijskih elipsoida s omjerom osi 1.5 : 1 samo za 3%
veéi od promjera kugle odgovarajuéeg volumena, pri
omjeru osi 2 : 1 kod oblatnih za 8%, ‘a kod prolat--
nih za 10% veéi, smijemo kod stereoloékih,analizag

s takvim elipsoidima postupati kao s kuglama, a :
nazivamo ih "sferoidi". Kod veéih omjera osi elip-
soida pogreska bi se poveéala (sl. 4.3.).

16

15 /

AN

\ -
39‘5((/»\,;a” =
%&EY§“V IR

GLE

ELIPSOIDA/D KU

Q
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>

11 Tam

-

D

d

10

S FRSAR TARRE: TARY SASAA SR
o 0 (O ,@ .__:O,_vh | .
ODNOS 0ST M=ok Vo' o

Sl. 4.3. Omjer prosjednih tangentnih promjera elip-
soida raznih osnih omjera i promjera kugla
jednakog volumena (Weibel 1979)

Kod veline poliedara nacrtanih na slici 3.16. pro-
sjedni promjer je samo za 8% veéi od promjera kugle
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jednakog volumena; izuzeci su samo kocka s 21% i
oktaedar s 22%. Cestice su katkad slidne valjcima
ili Supljim valjcima. Prosjecni promjer valjka jed-
nake duZine i promjera je za 12% veéi od promjera
kugle jednakog volumena..

Cestice u tijelima mogu biti rasporedene nehomogeno
ili homogeno u pravilnoj prostornoj mreZi ill poka-
zuju koncentracijske gradijente. Ti gradijenti mogu
biti Jednodimenzionalni (Iinearni, sl. 4.4,,npr.
Zlijezde u ko%i) ili su dvodimenzionalni (planarni,
sl. 4.5., npr. ¥lijezde u sluznici probavne cijevi)
ili trodimenzionalni (npr. glomeruli u bubregu).

Cestice mogu biti izodiametrijske (npr. kugle) ili
anizodiametrijske (npr. elipsoidi). Ukoliko anizo-
diametrijske cestice nisu pravilno, organizirano
rasporedene u prostoru govorimo (oslanjajuéi se na
polarizacijsko optiéku nomenklaturu, ali s drugim
znadenjem!) o izotropnim tijelima. Ukoliko su
anizodiametrijske cCestice pravilno, organizirano
rasporedene tako da je njihova uzduZna os paralelna
? nekom pgevladavajuéom osi, radi se o anizotropiji
sl. 4.6.).

4.1.2. Odabiranje uzorka

Odabiranje uzorka je postupak, kojim iz &itave popu-
lacije svih moguéih polja uzimamo za stereolosku
analizu odreden broj polja (=uzorak), koja trebaju
Sto bolje predstavljati cjelokupnu populaciju. Uzo-
rak mora biti dovoljno velik, da bi informacije
dobivene analizom uzorka bile Sto toénije. U nas-
tavku upoznat éemo se s metodama uzimanja uzorka na
nepravilno rasporedenim (neuredenim) i pravilno
rasporedenim (uredenim) strukturama kao i s odredi-
vanjem potrebne veliline uzorka.
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Sl. 4.4, Tijelo s jednodimenzijskim strukturnim.
gradijentom (DeHoff 1967)
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Sl. 4.5, Tijelo s planarnim strukturnim gradijentom
(DeHoff 1967) B

4.1.2.1.
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Uzimanje uzorka moZe biti jednostavno sludajno. Kod
toga odaberemo polja u uzorku bilo tako da odredu-
jemo koordinate upotrebom sludajnih brojeva, bilo
da npr. u elektronskomikroskopskom rezu rasprsimo
estice lateksa, koje nam oznaCe nasumce odabrana
polja. -

Uzimanje uzorka moZe biti sistematsko (sl. 4.7.).
Empirijski Jje dokazano da se relativna standardna
pogreska kod te metode uzimanja uzorka s povelava-
njem uzorka smanjuje brZe, nego pri jednostavnom
slucajnom uzimanju uzorka. Sistematsko uzimanje
uzorka moZe biti potpuno, kada testnim poljima pok-
rijemo cijeli rez (prikladno za male omedene objek-
te). MoZe biti i intermitentno, kod dega odabiremo
polja u odredenim pravilnim razmacima, a moZe biti
i pojasasto (zonalno), kada izabrana polja slijede
u neprekinutim pojasima (zonama), kojil leZe medu-
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sobno paralelno, udalaene pravilnim razmacima. Kod
1nterm1tentnog, a narolito kod pojasastog (zonalnog)
uzimanja uzorka moramo paziti, da se interval ne po-
dudara s eventualnom unutarnaom periodic¢nosti struk-
tura proucavanog obaekta.

"rCJELOKUPNA VELICINA
V' PROJICIRANIH CESTICA

Sl. 4.6. Anizotropno tijelo zbog prevladavaguce
uredenosti anlzodlametrlasklh cestica
(DeHoff 1967) -
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81. 4.7. Nadini sistematskog uzimanja uzorka polja

u rezu: potpuno (a),

intermitentno. (b) i

pojasasto (zonalno) (c) (Weibel 19697

Uzimanje uzorka je stratificirano ukoliko objekt naj-

prije razdijelimo na slojeve (stratume), a nakon toga
kao uzorak izaberemo manje Jjedinice tih slojeva; to
se moze ponoviti na viSe razina. Kao primjer pogleda;

sliku 4.8.!

Sl. 4.8, Stratificirano
uzimanJje uzorka na Jjetri
Stakora; odvojene uzorke
izabiremo nasumce iz re-
gija (stratuma) 4, B, C i
D (Weibel 1969) ~— —
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Izbor odgovaraguceg povelanja ubraga se takoder u
postupke uzimanja uzorka. Povecanwe mora biti toliko
da proudavanu strukturu mozemo nedvogbeno identifi-
cirati. Ipak treba biti svijestan da se slika 1 kvan-
titativne karakteristike nekog objekta kod razlili-
tih poveéanja u pravilu mijenjaju. Kod kompleksnih
istrazivanja uzorak se uzima ¢esto stupnjevito tj.
kod razli¢itih poveCanja, od makroskopske preko svje-
tlosnomikroskopske do elektronskomikroskopske razine,
a kod dvije potonje obicCno kxod razlicitih povelanja.

Medu postupke uzimanja uzorka spada konadno izbor
odgovarajuéeg testnog sistema. U prav11u testnl si-
stem izabiremo tako, da je prosgecna povr31na pro-
fila tlplcnegcestlce malo manja ili najvise jednako
vellka kao d° testnog sistema. S druge strane, pre-
poruda se da profil tipidne cestlce bude pogoden s
testnom linijom jedanput ili najvisSe dvaput.

4.,1.2.2. o k a n a
s oredenimn

BN
o
o< B
e ®
Sl e
joliia R
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U
Y
S a
Ukoliko su objekti heterogene strukture, bilo zbog

strukturnih gradijenata bilo zbog anizotropije, mo-
ramo primijeniti posebne metode uzimanja uzoraka.

Radi 1li se o Jedno— ili dvodimenzionalnom struktur-
nom gradijentu re¥emo objekt tako, da os ili ravninu
gradijenta ukljudimo u reznu plohu (sl. 4.4, i 4.5.).
Kod trodimenzionalnog gradijenta preporucamo da
rezna ploha prolazi kroz srediSte gradijenta. Na ta]
nadin éemo najbrZe dobiti reprezentativan uzorak.

Kod anizotropije imamo na raspolaganju visSe metoda
uz1man3a uzorka pomocu kojih razbijemo anizotropiju

u ravnini. Preporuca se upotreba Merzovog polukruz-
nog testnog sistema (51stema I). Sitte (1967) navodi
da ée se statistilka pogreska nastala zbog uzimanja
uzorka smanjiti na minimum, ako brojimo intersekcije
anlzotropne povr51ne s testnim llnlgama koge S pre-
vladavajuéim smjerom strukture dine kut od 19° i 1090
(sl. 4.9.);potonje vrijedi samo za potpuno anizotrop-
ne strukture npr. za miSiéna vlakna i miofibrile.

Kod struktura, koje su samo djelomiéno anizotropne,
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S1l. 4.9. Broj intersekcija izmedu obrisa (kontura)
povr$ine na testnoj ravnini ovisan je o
kutu izmedu prevladavajuleg smjera i smjera
testnih linija. Upotrebive rezultate kod
takvih slucajeva anizotropije dobijemo,
ukoliko kut izmedu prevladavajuleg smjera i
testnih linija iznosi 199 odnosno 109°, 3
uzimamo u obzir aritmetidku sredinu inter-
sekcija (Sitte 1967)

vise se preporuda nasumce polagati testni sistem. U
oba primjera posebno brojimo intersekcije s okomitim
testnim linijama i posebno intersekcije s vodoravnim
testnim linijama. Za daljnju stereolosku analizu
upotrebljavamo prosjek tako dobivenih intersekcija.

By = (T /2)/ (I, + I5)/2) (4.1
Navodno je joS pogodnije, ako prebrojimo intersek-
cije s trokutastim sistemom, kod Cega bi kutovi iz-
medu prevliadavajuéeg smjera i stranica istostranic-
nog testnog trokuta iznosili 129, 729 odnosno 132°
(sl. 4.10.) ili sa sistemom usporednih testnih 1li-
nija kojeg nekoliko puta (n-puta) zavrtimo. Prosjed-
na srednja vrijednost trebala bi dati upotrebljive
podatke.
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Sl. 4.10. Kod uzimanja uzorka na anizotropnim struk-
turama upotrebive podatke éemo dobiti jos
brZe, nego po metodi u slici 4.9., ako
upotrijebimo trokutni testni sistem pri
c¢emu treba kut izmedu prevladavajuéeg
smjera i jedne od stranica trokuta izno-
siti 120 (Sitte 1967)

Volumenska (V_) i numericlka gustoéa (NV) neovisne su
od mogute anizotropije, ali anizotropiju treba
uvaZavati kod povrsinske (S;,) i duljinske gustole
(LV). U tim sluCajevima treba formule sa Sy 1 Ly
koje vrijede za izotropne objekte,
prilagoditi anizotropiji. Da bismo dobili informa-
ciju o stupnju anizotropije i na temelju toga pouz-
dane rezultate za Svi , moramo anizotropni objekt
rezati s dvije ili "tri’  medusobno okomite ravnine.
Sto je kvocijent tako dobivenih rezultata veéi, to
je i stupanj anizotropije veéi. Ocjenjivanje djelo-
miéno anizotropnih struktura iziskuje mnogo truda,
zahtjeva ocjenjivanje Citavog objekta u dvije ili
tri ravnine. Kako bismo postigli Sto veéu ekonomic-
nost stereoloske analize, preporucamo, da na temelju
rezultata dobivenih na nekoliko poprecnih i uzduZnih
rezova, odredimo stupanj anizotropije na temelju tog
faktora, koji rezultate dobivene u ravnini (B, ili
QA) povezuje s trazZenom stereoloskom varijablém (SV
ili L¥). Nakon 8to znamo faktor, moZemo sve oS-
tale stereoloske analize izvesti samo na jednoj rav-
nini presjeka. Podrobnije upute korisnik moZe dobiti
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iz literature (Underwood 1970, Weibel, 1979, Erien
1982, Mathieu i sur. 1983, Erzen Kaliénlk 1984),

Ogranic¢imo se samo na ocgenglvanae‘potpuno anizotrop-
nih struktura npr.-skeletnlh misiénih vlakana.

Veza medu obrisnom gustocom (B ) i povrSinskom gus-
toéom (S ) je slijedeéa: '

- ' _ (4.2)
Sy = By |
vrijedi za poprecne presjeke,
s, = (2.8, (e

vrijedi za uzduZne presjeke.

Ocjenjivanje duljinske gustoée potpuno anizotropne
strukture je svrsishodno samo na poprelnom presjeku,
u tom slucéaju vrijedi ,

= ) . 4
= QA . ‘ (4.4)

Za uzimanje uzoraka periodidénih struktura (npr. sar-
koplazmatskog retikuluma u mifiénom vlaknu) Weibel
(1972) preporula analiziranje kosih presjeka, jer je
time zajamcena vela vjerojatnost, da ée u rezu biti
zastupljene sve odgovarajuée strukture.

& s

e ivanje velicine
r k a

4.,1.2.%3. Odr
uzo

Velilina uzorka, tj. broj polja, koji trebamo anali-
zirati u nekom stereoloskom istraZivanju ovisi s
jedne strane o stupnju nehomogenosti proucavanog
objekta, a s druge strane o Zeljenoj ili potrebnoj
tocénosti ocjene. U praksi postupamo ovako.

Najprije stereoloSki analiziramo orlgenta01JSK1
ugorak tj. manji broj (5 - 10) Sto razliditijih
polja, pa izracunamo traZene stereoloske varlgable
za svako od tih polaa. Zatim za svaku varijablu iz-
racdunamo aritmetidku sredinu (x), standardnu devi-
Jjaciju (s) i standardnu pogredku aritmetidke sredine
(SE) za taj orijentacijski uzorak, u kojem je brog
polja n. Kod toga upotrijebimo poznate statisticdke
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formule, npr. za arltmetlcku sredinu (prosjek)
or13entac1gskog uzorka X

>

x = (. i xi)/n . (4.5)

gdje x. znacdi individualne vrijednosti odredene
-= varijable u razliditim poljima orijentacij-
skog uzorka. ,

Standardnu devijaciju iz or13entac1askog uzorka (s)
izracunamo tako:

P
) =3 172 - |
;= (x. - x)7(n - 1) . (4.6)

Iz standardne dev1ga01ge izradunamo standardnu po-
gresku prosjeka (arltmetlcke sredine) orijentacij-~
skog uzorka (SE): _

E = s/(n)1/2 A _ : . ’(4.?)

Relativna standardna pogredka or13entac1askog uzorka
(RSE) Je zatim odredena s ‘

RSE = SE/x | : (4.8)

Ukoliko bismo uzeli drugi uzorak veliline n, dobili
bi drugu aritmeticku sredinu. Prosjeci sv1h orijen-
tac13sk1h dovoljno. velikih uzoraka biti ¢e normalno
rasprseni oko nekog zaJednlckog prosjeka, koji u
stvari jest aritmetilka sredina populacije (M),
uostalom sa standardnom dév13a01gom Koga bi bila
jednaka standardnoj pogreski aritmeticke sredine
uzorka sa zajednickim n. Ukoliko velicinu cjelokup-
nog uzorka poveéamo preko svih granica moZemo arit-
meticku sredinu populacije odrediti s bilo kojom
Zeljenom todnosti (sl. #.11.); tolnost odredivanja
bi se povelala s drugim korijenom iz n.
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51. 4.11. Stalno pratimo kako se prosjek uzorka
pr10117uge arlfmeflckog sredini popula—
cije M u skladu s poveCanjem veliline
(numerusa n) uzorka (Sitte 1967)

Buduéi da su aritmetidke sredine uzoraka normalno
rasporedene oko aritmeticdke sredine pquuwlae, 1e21
95% aritmetilkih sredina uzoraka u granicama M 2SE.
TaJ interval nazivamo 95% konfidentni interval ili
9%% interval povjerenja, a gornju 113 donju granicu
tog intervala oznalujemo kao 95% granicom povjerenja.

Zadovoljimo 1i se s 95% Jntervalom povjerenja znadli,
da postoji 2,5% vjerojatnosti da ée stvarna vrijed-
nost popula01askog prosgeka biti vela od gornje gra-
nice pOV]erenJa i 2,5% VJerOJarnoqt da ée biti manja
od donje granice povaerenda.

U planiranju stereoloskih istraZivanja obicno posto—
tak prosjeka postav1mo kao Pelatlvnu razinu tocnosti;
to je korlsno, jer u pocletku JOS ne poznaaemo stvaran
prosjek. Odlucimo 11 se za najvise dopusteqo odstu-
panje od prosjeka I y% moZemo ga matematicdki izra-
ziti ovako:

_ 2.8 - Y a
ZRSE————17§-100 s (4.9)

x.n
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iz dega moZemo dobiti traZeni numerus (velidinu
uzorka) n:

. (4.10)

Odludimo 1i se sada npr. da uz 95 interval povje-
renja dopusStamo 10% odstupanja naSe ocjene od stvar-
ne vrijednosti prosjeka populacije, dakle y=10, do-
bijemo tako formulu:

Myt = (20%)2 . (4.11)

To znaci odredeni uzorak mora obuhvatiti "n" polja

kako bismo dobili ocjenu aritmeticlke sredine tra-
zene stereoloske varlgable, koaa bi kod 100 ponov-

ljenih promatranja u 95 primjera uklauc1la stvarni

proswek populac13e u intervalu x ¥ 2SE te ocekuaemo
da ¢e samo u 5 primjera stvarna vrijednost traZene

varijable lezati izvan tih granica.

U praksi se obiéno pokaZe da za razlilite stereo-
loSke varijable uz jednaku Zeljenu tolnost ocjene
trebamo razliCiti broj polja "n". Obzirom na vaZnost
pojedinih stereoloskih varijabli za naSe istrazi-
vanje moramo u svijetlu podataka orijentacijskog
uzorka ponovno preispitati nase ambicije u pogledu
tolnosti ocjene te ih u vedini sluajeva kompromisno
prilagoditi nasim objektivnim moguénostima i potre-
bama istraZivanja.

Nakon $to smo tako odredili prihvatljivu velicinu
definitivnog uzorka "n'", provedemo uzimanje uzorka
prema najboljem odgovarajuéem, unaprijed odredenom
planu.

4,1.3, Izbor stereoloSkih testova

e o o o e o am o -

Kod planiranja Stereoloékog istraZivanja preporuc-
l1jivo je upotrijebiti stereoloske testove za koje
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znamo mJjerne karakteristike, prije svega njihovu
valj%nost, todnost i ekonomiénost (KalisSnik, Pajer
1981).

Valjanost (validnost) testa nam govori Sto s njim
mjerimo. Neposredna (direktna) valjanost razliditih
testova obidno je odita ali posrednu (indirektnu)
valjanost moramo medutim tek otkriti. U proudavanju
histofizioloSkih korelacija na Stitnoj Zlijezdi Sta-
kora pokazalo se, da je medu razlilitim stereolodkim
varijablama volumenska gustoéa epitela u najviSoj
korelaciji s razinom TSH u krvi (Kosin i sur. 1978).
Ta funkcionalna validnost u tom slucaju nam govori,
kojem stereoloSkom testu moramo kod planiranja pos-
vetiti najvisSe pozornosti, ako nas zanima ocjena
djelovanja osi hipofiza-Stitna zlijezda.

Toénost (preciznost, moé razdvajanja, diskriminativ-
nost) testa - 1nformira nas koliko male razlike pro-
uCavane varijable moZemo jo$S s testom razlucCiti kod
odredenog poveéanja, vode¢i racuna o odredenoj veli-
¢ini uzorka i odredenom intervalu povjerenja. Mje-
rilo toénosti je inverzna vrijednost relativne stan-
dardne pogreske (B§§). U prijasnjem poglavlju upoz-
nali smo se s preporukom da uzorak bude tako velik
da relativna standardna pogreska ne bude veéa od 5%.
Za razlilite testove i razlidite materijale potrebno
je razliCito dugo vrijeme za postizanje takve todéno-
sti.S druge strane mozemo tolnost odredenog testa

na odredenom materijalu teorijski proizvoljno pove-
¢avati, ukoliko povelavamo uzorak. Buduéi da je veli-
¢ina uzorka direktno ovisna o vremenu T, utroSenom
na mjerenje, a toénost testa raste s drugim korjenom
velicine uzorka n, moZemo indeks ekonomicnosti testa
(IE) definirati kao kvocijent mjerila tocnosti Testa
(1/RSE) i drugog korijena vremena T utroSenog na od-
redeno mjerenje,

1/2

IE = 1/(RSE.T ) . (4.12)

Indeks ekonomi¢nosti nas s jedne strane udi kolika
je tolnost pojedinog testa kod odredene upotrebe
vremena, s druge strane omoguéava nam da test s
nizim indeksom ekonomicnosti eventualno zamijenimo
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druglm, koji ima vi8i indeks ekonomicnosti ukoliko
oba imaju jednalu ili sliénu indirektnu valldnost
s treée strane moZemo planirati vrijeme, koje ce
biti potrebno za 1zvoden3e odredenog istrazivanja.

4.1.4, Statistidka obrada.

U nacrt stereoloskog'1strazivanga spada takoder
shema za organ1z1ranae rezultata i tome odgovara—
juéi 1zbor statistickih metoda.

Kod eksperimentalnih istraZivanja potrebno Je u-
pravilu uzimanje uzorka provest1 na viSe razina.
Radi 1i se o pokusima na Zivotinjama, treba imati
na umu da ée u pocdetku pokusa u pojedinoj skupini
biti dovoljne samo 2 Zivotinje, za koje moZemo iz-
ralunati prosjek, standardnu devijaciju i stan-
dardnu pogresku. Ako ée razlika izmedu pokusne i
kontrolne skupine biti dovoljno velika uz razmjer-
no malo rasprsSivanja rezultata, moZemo nul-hipotezu
odbaciti primijenivsi Studentov test t:

/2 - B4/

(SE 2+SE221/2 )

(4.13)

Izradunatu vrijednost t usporedimo s tabeliranom
kod odredenog stupnja slobode (m = n, + n2-2)
Ukoliko je 1zracunata vrijednost visa

od tabelirane, mozemo nul-hipotezu odbaciti uz
oznalenu razinu rizika P i zapiSemo da je razlika
51gn1f1kantna na razini rizika, npr. P<0,01, 0,001
ili manje. U biologiji dopustamo jos rlzlko P<<0 05.
Ukoliko razlika izmedu pckusne i kontrolne skuplne
ne bi bila signifikantna, mozemo odrediti potrebnu
velidinu uzorka tj. broja Zivotinja te pokus pono-
viti na dovoljno velikom broju Zivotinja.

Slijedela znacaana ra21na, do koje udruZujemo re-
zultate stereoloskih mjerenja svih intermedijarnih
razina (organ, blok, rez, polje), je pojedina
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zivotinja. Xod tog udruZivanja treba paziti na pot-
rebno ponderiranje intermedijarnih rezultata. In-
termedlgarnl rezultati moraju %od zbrajanja imati
uamvu.te21nu kkoja odgovara njihovonm udaelL na od-
govarajuto] ra71D1 odnosno u cijelom organizmu.

O'q drugih statistickih metoda u stereoloSkom istra-
zivanju Cesto uootreblgavamo analizu varlgance, a
medu nebarametrlcnlm osoblto X? ‘test.

Daljnie upute u pogledu staflstloke obrade rezul-
qua treba potraziti u standqrdnlm udzbenlclma
statistike.

Vje¥ba

Izradunaj %, s, SE, RSE, i odredi velidinu uzorka
"n" ug 95% 1nteﬂvql vleroastﬂoqtl i 10% dopusten
otlklon za slijedete varijable stltne 711 jezde,

toje si do sadﬂ odredio: V V. S Ss,.
v Ve?r "Vk? V1’ Ve? “Vi?
in I Avayraa ] >
Lyy 1 Nyp po Floderusul :
Primjer:
Ywe VYwx Vv Sve Sus Ly Ny

x 0,248 0,605 0,148 28,571 34,430 183,330 1498,122

g 0,072 0,139 0,091 10,487 10,553 223,583 769,273
SE 0,032 0,062 0,041 4,690 4,719 99,992 344,040
RSE 0,129 0,102 0,277 0,164 0,137 0,545 0,230

"yt 35 21 153 54 37 595 105

Pamti: Umjesto da raduna$ sa stereolos cim varijab-
lama za svako testno polje, moZe$ radunati direlttno
s pogocima, presjeciStima, vrobodiStima i brojevima
profila na testno polje. Ako kalkulator nema prog-
ram za racunanje standardne devijacije mo%e$ Uupo-
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trijebiti slijedeéu praktiénu formulu:

n n

DDRE NS DL L

e, 1 =g ¢ ‘
g = | 221 iz o, (4.14)

n -1

kod dega x; znaéi individualnu vrijednost varijabli.

——

4.2. Oprema i automatizacija

Stereolosko proudavanje moZemo razdijeliti na vige
faza: priprema objekta za stereoloSku analizu (iz-
rada preparata za makroskopsku, svjetlosnomikroskop-
sku ili elektronskomikroskopsku analizu, odnosno
njihovo fotografiranje), sama stereolo$ka analiza
(uzimanje uzorka, raspoznavanje sastavnih dijelova,
brojenje i/ili mjerenje i biljeZenje rezultata) te
matematsko-statisticka analiza. Za izvodenje svake
od tih faza potrebna je neka osnovna oprema, koja
omoguéava da potrebne postupke izvedemo bilo neauto-
matizirano bilo viSe ili manje automatizirano.

Priprema objekta za stereoloSku analizu ima za ko-
nacan cilj objekt presjeéi ravninom. Za stereoloSku
analizu na mikroskopskoj razini tehnika pripreme

se ne razlikuje od obicne histoloske tehnike, koja
nam omoguéava izradu rezova ili izbrusaka. Za ste-
reoloSku analizu osobito je vaZno da nutarnja grada
ostane Sto viSe nepromijenjena. U veéini slucdajeva
ne mozemo potpuno izbjeci arteficijelne promjene
strukture, npr. skvriavanje tkiva. VazZno je da Sto
viSe poistovjetimo uvjete histoloSke tehnike (npr.
velilina blokova tkiva, trajanje fiksacije, tempe-
ratura vodene kupelji u kojoj rasirujemo rézowve
itd.) da bi moZebitna arteficijelna promjena bila
Sto manje ovisna o sludajnim utjecajima, koji bi
mogli izbrisati ili izopaditi promjene uzrokovane
proudavanim faktorima (npr. utjecaj eksperimental-
nog postupka). Zbog toga je dobro doS$la upotreba
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automata za izradu histoloSkih preparata ili termo-
statirane vodene kupelji.

Sama stereoloSka analiza je u pravilu faza postupka,
koja uvzima najvise vremena ako je iZVodimo samo s
0sSnovnom opremom, ali je od kljucnog znacenga za
validitet i todnost rezultata. U osnovnu opremu ub-
rajamo folije s razliditim sistemima kao i staklene
plodice s ugraviranim testnim sistemima poloZene

na dijafragmu okulara (vidi 2.2.! ). Objektni i oku-
larni mikrometar ubrajamo takoder u neophodnu op-
Temu.

Rad na odabiranju uzorka na svjetlosnomikroskopsko]
raz1n1 mozemo si olaksati mlkroskonom za odabiranje:
zorka, Zoji preparat pomice na unaprijed o&réﬁene
"F_lwe ostl u zeljenim vremenskim razma01ma. :

Bllwevenae rezulta+9 stereoloskih broj enJa mozemo
si olaksatl Upotrebom mehanickih 1li elektrlcnlh
brojaca, kakvi se upotrebljavaju u hematolosklm
laboraborlglm za brogenge 1rrvnlh stanica.

Daljnji korak u smieru poboljsanja su instrumenti,
zojima se moze _upra vlaatl. Wajstarlwl Jje R;anlmetar.
Planimetrom mo¥emo izmjeriti povr3inu plohe ako po
njezinom obrisu vodimo wvrh pisalji%e. Slidno upotre-
bljavamo i optomanuelne sisteme, toje ubrajamo u
poluavtomatske aparature, <ojima moZemo odrediti
gotovo sve osnovne stereolo: e varlaable (vidi

Haug 19761).

Kod automatskih aparatura ljudsko oko je nadomjes-
teno nekom na svijetlost os jetljivom spravom, koja
qv13e+lost mijenja u elektricne impulse (npr. foto-
elija, fotomultiplikator ili televizijska kamera).

Za automatsku Jje analizu slike uvjet, da se sastavni
dijelovi mogu razlikovati na osnovu intenziteta sive
boje (sl. 4.12.). Slika objekta se rastavlja u mno-
Stvo vrlo malih polja, koja aparatura analizira re-
dom, Jedno za drugim u uzastopnlm nizovima (sl. &,
13.), Sto bismo mogli nazvati opipavanjem (scanning).
To opipavanje Je moguée u ravnini svjetiljke (npr.
mikroskop s leteéom pjegom = flying-spot-microscope),
u ravnini objekta koji se mehanidkil pomide 1ili u
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MJERNA CRTA

VRIJEDNOST PRAGA

ANALOGN

0
DIGITAL

[ SIGNAL

IZIRAN SIGNAL C

KORACI

MJERNI IMPULSI

. 0
- DIGITAL

7

0
DIGITALIZIRAN SIGNAL A

IZIRAN SIGNAL B

TN

MJERNI IMPULSI

MJERNI IMPULSI

S1. 4.12. Ovisnost digitaliziranih signala o na-
njestanju vrijednosti praga (Frohlich,
cit. Saltykov 1974)

ravnini slike (po pr1nc1pu televizijskog mikroskopa).
S namjeStanjem razlilitih pragova osjetljivosti za
svjetlost ove aparature mogu mjeriti duZine inter-
cepata, brojiti intersekcije, rasporedivati inter-
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cepte po duZini, brojiti &estice i rasporedivati ih
po velidini (sl. 4.14.).

S1l. 4.13. Princip opipavanja (skaniranja) u ravnini
objekta (prospekt firme Kontron za "Pha-
senintegrator Digiscan", Kontron GmbH
Miinchen)

1l svijetlo, 2 os Y, 3 opipavanje plohe,
L opipavanje crte, 5 os X (pomicanje sto-
Tiéa), 6 optidka os, 7 polusprovodni de-
tektor, 8 projekcijski ekran

Suvremene automatske aparature mogu takoder popra-
viti sliku pomodu postupaka nazvanih erozija (pomi-
canjem obrisa prema unutra), dilatacija (pomicanjem
obrisa prema van), otvaranje (ako iza erozije sli-
jedi dilatacija, u slici se manje Eestice poveZu s
veéima), zatvaranje (obratni redosljed, ima suprotan
udinak na sliku) (sl. 4.15.). Korisna je takoder
moguénost upotrebe svjetlosne pisaljke, koja omogu-
¢ava, da na ekranu dodirom neku pojedinost ukljucimo
ili iskljudimo iz automatske obrade. Razvoj automat-
skih aparatura ide u pravcu razvijanja sposobnosti
za prepoznavanje uzoraka (vidi Grum 1978), tj. spo-
sobnosti da bi aparatura sama mogla razvrstavati
¢estice prema njihovom obliku. Konstruirani su veé
aparati za automatsku analizu npr. krvnih stanica
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ili kromosoma. Neke automatske stereoloske apara-
ture omoguéavaju takoder kombinaciju stereoloske i
mikrodenzitometrijske analize, koja je takoder sama
za sebe korisna morfometrijska metoda (vidi Spiler,

-

SuStar3id 1978). T

S1l. 4.14. Neke vrijednosti,

NN \
_ e koje moZemo dobiti automat-
v S skom analizom slike (Salty-
Jd - kov 1974) - -
! ! a) du¥ine intercepata,

bt b) broj intersekcija,
.¢) raspodjela duljine

N S U U U D - intercepata

Bitan sastavni dio automatskih aparatura je radunar,
koji nadomjeStava ljudski mozak kod uzimanja uzorka,
analize slike, brojenja i/ili mjerenja, biljeZenja
rezultata te njihove matematsko-statistilke analize.
RaCunar je takoder vrlo koristan, ako ga upotrije-
bimo samo u zadnjoj fazi, tj. za matematsko-statis-
ticku analizu (vidi Gepar 1978).

MoZemo odekivati da ée se ubuduée automatski aparati,
narodito zbog naglog razvitka radunarske tehnologije
naglo razvijati te postati produktivniji i jeftiniji.
Oni su veé¢ i na danasSnjem stupnju razvitka korisni,

iako je njihova upotrebljivost u biologiji, narodito
pak u istraZivadkom radu, ogranidena. Naglasiti tre-
ba, da omoguéavaju samo kvantitativnu analizu dvo-

dimenzionalne slike, trodimenzionalna interpretacija
tih rezultata jos$ je uvijek u nadleZnosti stereologa.
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Sl. 4.15.

Osnovne operacije suvremenih automatskih
analizatora slike (Weibel 1979)

a izvorna slika 1 zanimljiva faza,

b digitalizirana slika, ¢ denzitometrijsko
Fllaezenae sivih tonova s oznakom 2 gor-
nJeg i 3 donjeg praga za diskriminaciju
tocaka, “d diskriminirana slika s istaknu-
tim todkama na zanlmlalvog fazi i oslab-
ljenim drugim todkama, e erozija, f dila-
tacija, g otvaranje, h zatvaranje
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4.3. Izvor;;pogresaka

Pogreske mogu u stereoloékom ocaenalvanau nastatl
zbog izopaclenja proucavanog obaekta tijekom izrade-
preparata ili zbog neuvaZavanja nekih zakonitosti-
ili pravila. Pogre3ne ocjene su naroito opasne
kada Zelimo ustanoviti apsolutne dimenzije. Kada
usporedujemo podatke dobivene na materlaalu pokusne
(111 promatrane) i kontrolne skupine, vazno je da
primjenjena . prepara01aska tehnika bude uv1aek jed-
naka te da su stereoloski postupci 1st1, tako Ce
ustanovljene vrlaednostl vjerojatno odstupati od
stvarnih vrijednosti u pokusnoj (promatranoa) i
kontrolnoj skupini u istom pravcu te ée najvjero-
jatnije biti 1stog vellclnskog razreda.

Promjene u unutarnaoa=gradl,obaekata mogu nastati
veé pri uzimanju materijala (npr. nefiksirana pluéa
kolabiraju nakon otvaranja prsnog koSa).
Fiksiranje, prepajanje i-uklapanje mijenjaju obiéno
voiﬁmen objekta; u prav11u konacni uélnak Jje skvr-
cavanae, koge je to.veée Sto je syvjeZe tkivo sadr-
Yavalo viSe vode (Poredo$ i sur. 1978). Zelimo 1i
dobltl podatke 0 apsdlutnoa vrijednosti volumena,
povrSine i duljine odredenog sastavnog dijela mo-
ramo uzeti u obzir bezdimenzijski- korekturni koefi-
cijent skvrlavanja C (formula 3.7), koji ima razli-
gite vrijednosti obzirom na dimenziju proudavane
varijable (tablica 4.1l.).

Tabllca 4, 1 Prilagodavanje vrijednosti korekturnog
' koeflclgenta skvréavanja C dimenzijama
. proud¢avanih apsolutnlh varlgabll

varijabla simbol vrijednost C

volumen v "03/5“#303

povrsina S 02/5 5

duzina L cl/3

broj N ¢%/3 - 1 /xorek-
: tura nije

zakrivljenost K c potrebna/
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Tkivo se moZe kod rezanja stisnuti u smjeru pritiska
no%a, &ak na polovicu (sl. 4.16.). Protiv toga se
moZemo boriti npr. upotrebom osStrih noZeva, polaga-
nim rezanjem, manjim nagibom noZa i manjim reznim
plohama.

|
i

I

r
|
|
|
|
]
|

®

BEEEE

Q

®

1
L1

REALARN !
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S1l. 4.16. Stiskanje reza u smjeru pritiska noZa i
njegove posljedice za stereolosku analizu
(Sitte 1967)

Upotreba rezova odredene debljine u biologiji jedan
je od glavnih uzroka pogresaka kod upotrebe stereo-
loskih metoda. Osnovne stereolo3ke metode temelje

se na pretpostavci da brojimo tolke na stvarnim
ravninama presjeka bez debljine. To je sludaj u me-
talurgiji, gdje istraZuju polirane izbruske metal-
nih slitina kod upadnog osvjetljenja. U biologiji
postupamo veéinom s rezovima odredene debljine, koje
promatramo prosvjetljavane. Zbog toga preporucaju
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da kod odredivanja volumenske, povrSinske, duljinske
gustoée i gustole zakrivljenosti namjestimo optiku
oStro na odredenu razinu preparata, a mikrometarski
vijak zatim viSe ne midemo. 0Od tog pravila iznimno
odstupimo kod odredivanja numeridke gustole destica
na debelim rezovima, ako Zelimo brojenjem obuhva-
titi sve profile u Citavoj debljini reza, pa metode
uzimaju u obzir odgovarajuéi ispravak za tu debljinu.

Holmes (1927) je upozorio da u rezovima odredene
debljine precijenjujemo volumensku.i povrSinsku gus-
toéu neprozirnih sastavnih dijelova na Stetu prozir-
nih (sl. 4.17.), 3to nazivamo Holmesov efekt.
PogresSka je tim veéa, Sto je ve¢ci kvocijent % deb-
"1ljine reza t i karakteristilnog promjera destice d.

g=t/d . (4.15)

———————————

i |

Sl.'4.17. Holmesov efekt, zbog kojeg precijenimo
volumensku gustoéu neprozirnih struktura
u predebelim rezovima (Weibel, Elias

1967)

Izradunali su da je korekturni kvocijent XK _, s
kojim moramo mnoZ%iti prividnu volumensku -= gustoéu
neprozirnih sastavnih dijelova Vy, koji imaju oblik
kugla promjera d u rezovima -=- debljine t
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1

T+ (3/2) g ‘ (¢.16)

kK (v,) =

Za povrSinsku gustoéu neprozirnih kugla taj koe-
ficijent Jje

T
Kt(SV) il . (4.17)

Iz grafikona na slici 4.18. moZemo vidjeti, da se
kreée vrijednost K, — 1, ako ide g = t/d — O.

Axo je g = 1/10, -= koeficijent K 1,15, Sto znali
da bi volumensku gustoéu ~= neprozirnih kugla
precijenili za 15k, ukoliko nebismo wuzeli u obzir
korekturu za Holmesov efekt. GresSka pada na 5%, ako
je & = 1/30.

Razumije se da treba volumensku ili povrsSinsku gus-
toéu prozirne faze poveéati, odgovarajuéi umanji-
vanju neprozirne faze tako, da suma obih gustoéa
ostaje jednaka 1.

Izradunali su korekturne koeficijente za Holmesov
efekt i za neka druga geometrijska tijela (vidi
Weibel 1979 str. 139-146).

Na elektronskomikroskopskim rezovima bez kontras-
tiranja moZemo previdjeti membrane, ako one teku
koso (sl. 4.19.).

Testne crte moraju biti dovoljno debele, da ih Jjasno
vidimo. Ipak moraju biti proporcionalne s mjerenim
strukturama. Ako su testne linije deblje od 4/10,
moZe to biti izvor ozbiljnih pogreSaka (sl. 4.20.).

Raspraviti moramo jo3 utjecaj mikroskopskog povela-

nja ili bolje moéi razdvajanja na stereolosSke ocjene.
Keller i sur. (1967) opisali su tzv. "ufinak obale
Engleske" na rezultate odredivanja povr$ine pluénih
alveola (sl. 4.21.). Ustanovili su da se porastom
poveédanja odnosno moéi razdvajanja poveéava povrsSin-

ska gustoéa pluénih alveola, a volumenska gustoéa
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B

05 ) s 20 25 t/d

Sl. 4.18. Ovisnost korekturnog koeficijenta K_ za
Holmesov efekt za neprozirne kugle-=
promjera.d u rezu debljine t od omjera
g = t/d.  Ucrtani primjeri za A jezgru
promjera 8000 nm, B jezgru promjera
5000 nm i C zrno promjera 700 nm u 40 nm
odnosno 1000 nm debelim rezovima

pluénog tkiva pada. Taj prividni paradoks je veé
dugo vremena poznat kartografima (Mandelbrot 1967,
sl. 4.22.). Mandelbrot (1977) je tu zakonitost
protumadio geometrijskim modelom (sl. 4.23.).

NeposStivanje te zakonitosti uzrokovalo je veé

viSe puta nesklad stereoloSkih podataka o istom
objektu, ako je taj bio analiziran pod razliditim
poveéanjima. U svakom sluéaju je nuzno, da uz ste-
reolodki rezultat navedemo poveéanje objektiva, 3to
je bitno za moé razdvajanja mikroskopa. Za svaki
pojedini objekt treba dalje ustanoviti, koje Jje
poveéanje potrebno da bi upoznali, za konkretan
problem bitne osobine objekta. Analiziramo 1i
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odreden objekt stupnjevito, tj. kod razliditih
mikroskopskih poveéanja, nije u pravilu dozvoljeno
kombinirati stereoloSke podatke dobivene pod raz-
1liditim poveéanjem, u sludaju da Zelimo izradunati
neke izvedene varijable. '

Q—d—"

~—>

v vV Vv

S51. 4.19. U debelim nekontrastiranim elektronsko-
mikroskopskim rezovima vide se samo
membrane, koje elektronski snop pogodi
tangencijalno (M,, MB)’ ali ne membrane
kosog toka (Ml)-— -z (Sitte 1967)
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S1. 4.20. Predebele testne crte prividno poveéavaju
broj pogodaka i intersekcija (Sitte 1967)
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S51l. 4.21. Utjecaj poveéanja (a) obzirom na moé
razdvajanja u svjetlosnomikroskopskom
(b) ili elektronskomikroskopskom pod-
ruc¢ju (¢c) na povrSinsku gustoéu pluénih
alveola (Sv ) i volumensku gustoéu plué-
nog tkiva_"A (Vv ) u smislu "efekta
obale Engleske" 'T (Keller i sur. 1976)

S1l. 4.22. Obrisi britanske obale na geografskim
kartama razliéitih mjerila (4 1:50.000,
B 1:250.000, C 1:1.000.000, D 1:4.000.000)
pokazuju razlidite detalje uz sliénu grubu
konturu (Weibel 1979)
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Sl. 4.23. Kvadratnom Kochovom otoku postepeno pove-
éavamo duZinu obrisa uz nepromijenjenu
plodtinu (a) . (b) Upotreba standardnog
poligona za pro resivno modificiranje
Kochovog otoka %Mandelbrot 1977)

Konacno treba istaknuti, da je najveéa opasnost od
krivih ocjena, ako se netko neorganizirano lati
stereolosklh maerenaa, bez aasnog plana, ne pozna-
vajuéi mogucnostl primjene i ogranicenja pojedinih
stereoloskih metoda, a da se dovolano ne udubi u
stereolosku teoriju. Tako se covjek izlaZe opasno-
sti da potr051 vrijeme i novce, da rezultati budu
SuanlVl ili &ak nelporabljivi. Istovremeno moZe,

u olima neinformiranih, diskreditirati samu stereo-
logiju.
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5. DODACI

5.1. Simboli

5.1.1. Geometrijska tijela

R, r polumjer (najvedi, najmanji)
D, d promjer (najveéi, najmanji)

1 duZina
h visina kalote 4 :
T debljina ljuske Suplje kugle ili- stlgenke

Supljeg cilindra -

5.1.2. Mikroskopska tehnika

t debljina reza ili stupnga
t? debljina reza u serlal'
ts debljina nadreza

M poveéanje

g=t/d omjer debljiné reza i pfomjéra gestica

5.1.3. Testni sistemi

P, broj testnih todaka
Lt duljina testne llnlae
At povrsSina testne plohe
1, k2, q konstante testnih 31stema '
d udaljenost dviju todaka
a testna povrsina koja prlpada pogedlnoa
testnoj tocei
H udaljenost dviju testnih duZina
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5.1.4. Odredivanje volumena

P broj pogodaka

Pf broj pogodaka na fazi

Pp = Pf/Pt gustoéa pogodaka
Ly, = Lf/Lt interceptna gustoéa
AA = Af/At arealna gustola

Vv = Vf/Vt volumenska gustoéa
v volumen tijela _

v volumen skvrienog tijela

5.1.5. Odredivanje povrsina

I broj presjecista

I, broj pfesjeciéta obrisa na fazi
I = If/Lt gustoéa presjegiéta

Bf duljina obrisa fasze

By = Bf/At gustoa obrisa.

Sf povrSina plohe na fazi

= Sf/Vt povriinska gustoéa
povr3ina plohe (savijene)
S povrSina plohe u skvrlenom tijelu

o8

5.1.6. Odredivanje duljina

Q broj probodista ;
Qp broj probodista na fazi
Q,f/At gustoéa probodista
duljina krivulje u fazi
Lf/vt duljinska gustoéa
duljina krivulje

L’ duljina krivulje u skvrienom tijelu

Q
Ly
Ly
L
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5.1.7. Odredivanje broja destica

N

Ne
Ny
Ny

broj destica (profila)

broj Cestica (profila) faze _
N./A_ numerilka arealna gustoéa

= Nf/Vf numeridka (volumggska) gustoéa

5.1.8. Odredivanje zakrivljenosti

T
To
To

broj tangenta
broj pozitivnih tangenta
broj negativnih tangenta

Ty = (TQ - 'I‘e)/At tangentna gustoéa

Kg
Ky
K

specifilna gustoéa zakrivljenosti
gustoéa (volumenska) zakrivljenosti
apsolutna zakrivljenost

5.1.9. Korekturni faktori

C = V/V* za skvriavanje tijela
Yl’ Y2,‘Y3 za oblik (NV po DeHoffu te DeHoffu i

B

K

Ky

B HKIH BB

Weibelu)

za oblik (NV po Weibelu i Gomezu)

za raspodjelu po velicini (NV po Weibelu
i Gomezu)

za Holmesov efekt

velidina uzorka

stupanj slobode

individualna vrijednost varijable
aritmeticka sredina uzorka
aritmetiCka sredina populacije
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2}

SE
RSE

"U'r.lxmd-—o"s

-DODACT

standardna devijacija uzorka

standardna devijacija populacije :
standardna pogresSka (aritmetidke sredine)
relativna standardna pogreska
korelacijski kbeficijent po Pearsonu
korelacijski koeficijent po Spearmanu
vrijednost t u Studentovoj raspodjeli
vrijednost X* -

vrijednost F urSnedecorovoj‘raSPOdjeli

razina rizika
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5.2. Trojeziéni stereoloSki rjeénik

hrvatski ili srpski

anizodiametrija

- Jska Zestica
anizotropija
ﬁreal, povriina

- lna gustoda
aritmetiéan

- &ka sredina, prosjek
astereologija ’
automatizacija
baZdarenje

broj

- ‘jdana gustoéa
brojaé

crta .
Zestica, djelié
=y konveksna
debljina

- reza

devijacija, standardna
diametar, promjer
dilatacija
dimenzija

distribucija, raspodjela’

- , normalna

dodekaedar

duljina

- nska gustoéa

duZina

elipsoid

- , rotacijski

- , lecasti, (oblaﬁni)
-, Jajasti, (prolatni)
- , troosovinski :
erozija

faktor

- , .korekcijski

faza ’ .

- , disperzna
formula, obrazac
gradijent

- , strukturni

granice povjerenja

glovenski

anizodiametrija

- iden delec
anizotropija

areal, plo3&ina

- lna gostota
aritmetiden

- &na sredina, popredje
astereologija
avtomatizacija
umerjanje
Stevilo

-1%na gostota
Stevec

&rta

delec

~ , konveksni
debelina
rezine
deviacija, standardna
diameter, premer
dilatacija

dimenzija

distribucija, porazdelitev

- ,.normalna St
dodekaeder

dolZina

- nska gostota
daljica

elipsoid

- , rotacijski

--, oblatni, ledasti- -
--, prolatni, jajéasti .-
- , triasksialni
erozija .
faktor

. = 4 korekturni

faza o
- , disperzna
formula, obrazac
gradient

- , strukturni
meje zaupanja
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English

anisodiametry
- ric particle
anisotropy
area

- al density
aritmetical

- mean, average
astereology
automation
calibration
number
numerical density
counter

line

particle
convex -
thickness
glice -
standard deviation
diameter
dilatation
dimension
distribution
normal -
dodecahedron
lenght

~ density
line

ellipsoid
rotational -
--, oblate

_=-, prolate
.- , triaxial

erosion

factor
correction -
phase

disperse -
formula

gradient
structural -
confidence 1limits
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hrvatski ili srpski

gustoéa

- tragova
heterogenost
hipoteza

- , nul
histometrija
Holmesov efekt
homogenost
ikozaedar
intercept, horda

- tna gustoéa
interval povjerenja
izotropija
jednadZba

kalota

kocka

koeficijent korelacije
- varijacije ’
konstanta

krivulja

kugla

- , Suplja
kurvimetrija

medij, disperzni
mikrometar

- , objektni

- , okularni
mikroskop

- 8 letedom mrljom
- , televizijski
moé razdvajanja
morfometrija
mreZica

nadrez
nepristranost
numeriZan

- &ka (brojana) gustoéa

numerus (broj jedinica u
uzorku)

obris, kontura, perimetar;

-~ sna gustoéa
obujam, volumen
- mska gustoéa

slovenski

gostota

~ 8ledov

heterogenost
hipoteza

- , nidelna
histometrija
Holmesov efekt
homogenost
ikozaeder
intercept, horda
- tna gostota
interval zaupangja
izotropija
enadba
kalota
kocka
koeficient korelacije
- variacije :
konstanta

krivulja

krogla

- , votla
kurvimetrija

medij, disperzni
mikrometer

- , objektni

- , okularni
mikroskop

- z letedo pego

- , televizijski
lo&ljivost
morfometrija
mreZica

nadrezina
nepristranost
numerigan

- &na gostota

numerus (3tevilo enot v
vzorcu)

obris, perimeter

- sna gostota
prostornina, volumen
- nska gostota

’
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density

trace -
heterogeneity
hypothesis

zero -
histometry

Holmes effect
homogeneity
icosahedron
intercept, chord
- density
confidence interval
isotropy

equation

cap

cube

correlation coefficient
variation -
constant

curve

sphere

hollow -
curvimetry
dispersion medium
micrometer

object -

eye piece -
microscope

flying spot -
television -
resolution
morfometry

grid

superslice

bias free(dom)
numerical

- density

numerus (number of

sample entities)
boundary, perimeter

- density
volume
- density
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hrvatski ili srpski

odabiranje uzorka

~-, Jednostavno, sludajno
-~, sistematsko o
--, stupnjevito

--, stratificirano, slojevito
mikroskop za --
oktaedar

omJjer, obujmnopovrSinski,
volumenskopovr3inski

opipavanje, skaniranje
optomanualan

- 1lni sistem
orijentacija, raspored

- , prevliadavajuéa,
preferentna

otvaranje
pariméfar
pisaljka, svjetlosna
planimetrija
ploha
plodtina
pogodak

gustoéa -daka
pogreska )
- , standardna
--, relativna
polumjer, radijus
polje
populacija
poveéanje
-, mikroskopsko
povriina (kategorija)
povr3ina (kvantiteta)
- nska gustoéa .
presjecilte, intersekecija
- 3na gustoéa -
presjek, prerez
pristranost
problem igle )
probodiste,. transekcija
- Sna gustoéa
profil, trag
promjer

- popreéni tangentni,
kaliperni

slovensii

vzordenje

-, enostavno, nakljudno
-, sistematicno

, stépen;jsko

, stratificirano
- &ni mikroskop
oktaeder

razmjerje, prd storninskov-
-povriinsko

otipavanje, skaniranje )
optomanualen i

- Ini sistem

orientacija, ureditev

- , prednostna, preferenéna

‘odpiranje

parameter

pisalo, svetlobno
planimetrija

ploskev

plo3&ina

zadetek

- tkovna gostota

napaka

- , standardna

«=, relativna

polmer, radij

polje

populacija

povedava oo

-, mikroskopska

povrije (kategorija)
povrSina (koli&ina) . -
- nska gostota
presedisde, intersekcija -
- &na gostota

presek

pristranost, .

problem igle :
prebodisde, transekeija
- &na gostota

profil, sled,

premer

- popreéni tangentni,
kaliperni

133

English

sampling )
simple random -
systemic - )

multiple st"age -

stratified -

sampling microscope. .
octahedron. -
volume-to-surface ratio

scanniné
optomanual

- gystem
orientation
preferential -

opening
parameter
light pen
planimetry

. surface-

area
hit .
- density -
error

standard -

relative -=-

radius

field

population
magnification
microscope -

surface (category)
surface (quantity)
- density . .
intersection

- density

section

bias .
needle problem
transection

- density

profile, trace
diameter -

average tangent, caliper
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hrvatski ili srpski

prostor
- , referentni, obuhvatni
- , trodimenzionalni
radunar, kompjutor
radijus, polumjer
raspodjela
< , po velidini
raspoznavanje uzoraka
ravnina
razmak, interval
rekonstrukcija
-, grafidka
-, plastiéna
reprezentativnost
- uzorka
rez
rezanje
rizik

razina -ka -
sastavni dijelovi, komponente
serija
- rezova
--, stupnjevita
sferoid
-, ledasti (oblasti)
-, Jajast (prolatni)
simbol
sistem
-, disperzni
-, koherentni
=, tetni
skaniranje, opipavanje
skvriavanje
statistika (znanost)
- (uzorka)
stereologija
-, kvalitativna
-~y kvantitativna
struktura, unutradnja grada
stupanj slobode
tangenta
- tna gustoia

slovenski

prostor

- , referendni, vsebujodi
- , trodimenzionalni
radunalnik, kompjuter
radij, polmer
porazdelitev

- , velikostna
razpoznavanje vzorcev
ravnina

stopnica, interval
rekonstrukcija

-, graficna

-, plastiéna

-reprezentativnost

- vzorca
rezina

rez

tveganje

nivo -ja

sestavine, komponente
serija

~ rezin

--, stopniasta
sferoid

-, oblatni, ledasti

-, prolatni, Jjajlasti
simbol

sistem

-, disperzni

-, koherentni

-, testni

skaniranje, otipavanje
skr&enje ..

statistika (veda)

- (vzorca)
stereologija

-, kvalitativna

-, kvantitativmna
struktura, notarnja zgradba
stopnja prostosti
tangenta

- tna gostota

DODACI

English

space
reference -,containing-
threedimensional -
computer

radius
distribution
gize -

pattern recognition
plane

interval
reconstruction
graphic -

plastic -
repregentativity
sample -

slice
section(ing)

risk

- level
components

series

section -

step serial sections-
spheroid

oblate -

prolate -

symbol

system

disperse -
coherent -

test -

scanning
shrinkage
statistics
statistic
stereology
qualitative -
quantitative -
structure

degree of freedom
tangent

~ density
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hrvatski ili srpski

test

-tna crta, duZina, linija
- tna todéka

- tni areal,

~ tni sistem

-~, dvostruki mreZni

--, obiéni mrezni

--, polukruZni

- tni volumen

tetrakeideksedar
tocka

gustoéa todaka
trag

trend, tijek
uzorak

-, sluajni, nepristrani
-, pristrani

-, reprezentativni
valjak, cilindar

varijabla,. promijenljiva ;
vrijednost

varijanca
visina

- stanica
vjerojatnost
-,. geometrijska
papir -ti '
volumen

-.nska gustoéa
volumetrija
zakrivljenost |
-, apsolutna

obujmna, volumenska
gustoéa -ti

specifidna gustoéa -ti
zatvaranje

slovenski

test

- tna &rta

- tna todka

- tni areal,

- tni sistem

--, dvojni mreZni

--, navadni mreZni

--, polkroZni

- tni volumen
tetrakaidekaede

‘todka . s

- kovna gostota .

sled

trend

vzorec

-, nakljuéni, nepristranski
-, pristranski

-, reprezentativni

valj, cilinder
variabla, spremenljivka

varianca

‘viZina

- celie
verjetnost

= geometridna

- tni. papir .
"volumen

- nska gostota
volumetrija. - ., .

* "ukrivljenost

-; absolutna

prostorninska -tna
gostota

specifilna -tna gostota
zapiranje . .

test
-~ line

- point

- area

'~ system s

double square lattice ._
simple square lattice --
curvilinear --

- volume
tetrakaidecahedron
point o

- density

trace

_ trend

sample

“unbiased -

biased - )
representative -
cylinder
variable

variance
height

cell -
probability
geometric -
- paper
volume

- density
volumetry

' eurvature

absolute - -
volume - density

specific - dénsity'
closing
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5.4. Statistilke tablice

Prema Ullmannu (1976)

e%4.1. Normalna raspodjela

PovrSine ispod standardne normalne krivulje od O do z

o -
N

z 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0.0 | .0000 .0040 .0080 .0120 .0160 .0199 0239 L0279 0319 0359
0.1 | .0398 .0438 .0478 0517 .0557 0596 L0636 0675 0714 0753
02| .0793 .0832 .0871 . .0910 .0948 .0987 .1026 1064 1103 A1
03| .1179 1217 .1255 1293 .1331 1368 1406 1443 .1480 1517
04| .1554 .1591 .1628 .1664 1700 1736 1772 .1808 1844 1879
05| .1915 .1950 .1985 .2019 .2054 .2088 2123 2157 .2190 2224
0.6 | .2258 .2291 .2324 .2357 .2389 2422 .2454 .2486 .2518 2549
0.7 .2580 .2612 .2642 .2673 .2704 2734 2764 .2794 .2823 .2852
0.8 | .2881 .2910 .2939 .2967 .2996 .3023 .3051 .3078 .3106 3133
09| .3159 .3186 .3212 .3238 .3264 .3289 .3315 .3340 .3365 .3389
1.0 | .3413 .3438 .3461 .3485 .3508 .3531 .3554 3577 .3599 .3621
11| .3643 .3665 .3686 .3708 .3729 .3749 .3770 .3790 .3810 .3830
1.2 | .3849 .3869 .3888 .3907 .3925 .3944 .3962 .3980 .3997 4015
1.3 | .4032 .4049 .4066 .4082 .4099 A115 4131 4147 4162 4177
14| 4192 .4207 4222 .4236 .4251 .4265 4279 .4292 4306° 4319
1.5 | .4332 .4345 4357 .4370 .4382 .4394 .4406 4418 4429 4441
1.6 | .4452 .4463 4474 4484 4495 .4505 4515 .4525 .4535 4545
1.7 | .4554 .4564 A573 .4582 4591 .4599 4608 . .4616 4625 4633
1.8 | .4641 .4649 .4656 .4664 4671 .4678 .4686 .4693 4699 4706
19| 4n3 4119 4726 .4732 .4738 4744 4750 4756 4761 4767
20 | 4772 4778 .4783 .4788 4793 .4798 .4803 .4808 4812 4817
21 | .4821 .4826 .4830 .4834 .4838 .4842 4846 .4850 4854 .4857
2.2 | .4861 .4864 .4868 .4871 .4875 .4878 .4881 .4884 4887 .4890
2.3 | .4893 .4896 .4898 .4901 .4904 .4906 .4909 4911 4913 4916
24| .4918 .4920 .4922 .4925 .4927 .4929 4931 - 4932 .4934 4936
25 | .4938 .4940 .4941 4943 4945 .4946 .4948 4949 .4951 4952
2.6 | .4953 .4955 .4956 .4957 .4959 ©.4960 4961 - .4962 .4963 4964
2.7 | .4965 .4966 4967 4968 .4969 .4970 4971 4972 4973 4974
28 | .4974 .4976 .4976 4977 .4977 .4978 4979 4979 .4980 4981
29 | .4981 .4982 .4982 .4983 .4984 .4984 .4985 .4985 .4986 .4986
3.0 | .4987 .4987 .4987 .4988 .4988 . .4989 .4989 .4989 .1990 .4990
3.1 | .4990 .4991 .4991 .4991 .4992 .4992 .4992 .4992 .1993 .4993
3.2 | .4993 .4993 .4994 .4994 4994 .4994 L4994 .4995 .4995 .4995
33| .4995 .4995 .4995 .4996 .4996 4996 4996 .4996 .4996 4997
34| 4997 .4997 4997 4997 .4997 4997 .4997 4997 4997 4998
3.5 | .4998 .4998 .4998 .4998 .4998 .4998 .4998 L4998 4998 4998
3.6 | .4998 .4998 .4999 .4999 4999 | 4999 .4999 4999 .4999 1999
3.7 1 4999 .4999 4999 .4999 .4999 4999 .4999 .4999 .4999 4999
38 | .4999 4999 .4999 .4999 .4999 L4999 L4999 4999 .4999 1999
3.9 | 5000 .5000 .5000 .5000 5000 .5000 .5000 5000 .5000 .5000
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>.4.2. Studentova raspodjela t

‘Vri;jednosti %t uz stupnjeve slobode m

] \4\
.& -
ty
m | toos to.10 to.20 to.25 to.30 to.40 to.45 Lo.475 Lo.49 to.495
1 .168 325 127 1.000 1.376 3.08 6.31 12.71 31.82 63.66
2 142 .289 617 816 1.061 1.89 2.92 4.30 6.96 9.92
3 137 277 .584 .765 978 1.64 2.35 3.18 4.54 5.84
4 134 271 .669 141 941 1.63 213 2.78 3.76 4.60
5] 132 267 .569 127 920 1.48 2.02 2.57 3.36 4.03 |
6 131 .266 .663 718 .906 1.44 1.94 2.45 3.14 3.71 ‘
7 130 .263 .549 11 .896 1.42 1.90 2.36 3.00 3.60 ‘
8 .130 .262 .b46 .706 .889 1.40 1.86 2.31 2.90 3.36 ‘
9 129 .261 .543 .703 .883 1.38 1.83 2.26 2.82 3.26
10 129 .260 542 .700 879 1.37 1.81 2.23 2.76 317
11 129 .260 .540 697 876 1.36 1.80 2.20 2.72 3.11
12 128 .269 .639 .695 873 1.36 1.78 2.18 2.68 3.06
13 128 .269 . .b38 .694 870 1.36 1.77 2.16 2.66 3.01
14 128 .2b68 637 .692 .868 1.34 1.76 2.14 2.62 2.98
15 128 .258 .636 .691 .866 1.34 1.76 2.13 2.60 2.96
16 128 .2568 6356 .690 .865 1.34 1.76 2.12 2.68 2.92
17 128 267 534 .689 .863 1.33 1.74 211 2.67 2.90
18 127 267 634 .688 .862 1.33 1.73 2.10 2.66 2.88
19 127 2567 633 .688 .861 1.33 1.73 2.09 2.64 2.86
20 127 267 .633 .687 .860 1.32 1.72 2.09 2.63 2.84
21 127 267 632 .686 869 1.32 1.72 2.08 2.62 2.83
22 127 .266 632 .686 .868 1.32 1.72 2.07 2.61 2.82
23 127 .266 .632 .686 .868 1.32 1.1 2.07 2.60 2.81
24 127 .266 531 685 867 1.32 1.71 2.06 249 2.80
25 127 .266 631 .684 .866 '1.32 1.71 2.06 248 2.79
26 127 .256 631 .684 856 1.32 1.71 2.06 248 2.78
27 127 .266 631 .684 .8656 1.31 1.70 2.05 2.47 2.17
28 127 256 .530 .683 .866 131 1.70 2.06 2.47 2.76
29 | 127 | 266 | 530 | 688 | 854 | 131 | 170 | 204 | 246 | 276
30 | 127 | 266 | 630 | .683 | 864 | 131 | 170 | 204 | 246 | 275
40 | 126 | 265 | 629 | 681 | 851 | 130 | 168 | 202 | 242 | 270
60 | 126 | 254 | 627 | 679 | 848 | 130 | 167 | 200 | 239 | 266
120 | 126 | 254 | 26 | 671 | 845 | 129 | 166 | 198 | 236 | 262
o | 126 | 253 | 524 | 674 | 842 | 128 | 1645| 196 | 233 | 258




M KALISNIK: TEMELJI STEREOLOGIJE

5.4.5. Raspodje

laXz
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Vrijednosti hi-kvadrat uz stupnjeve élbbodé m

g
1-g
x5
T

M| Xoos X | Xogs | Xhs | X | Xhs | Xh0 | X5 | XBe | X | Xhrs | Xbe | Xoes | Xheo
1.0000 .0002 |.0010 | .c039 |.0158 | 102 | .455 | 1.32 | 2.71 | 3.84 | 5.02 | 6.63 | 7.88 | 10.8
21.0100 .0201 |.0506 | .103 | .211 | 575 | 1.39 | 2.77 | 4.61 | 5.99 | 7.38 | 9.21 | 10.6 | 138
3.0M7 115 | .216 | .352 | 684 | 1.21 | 2.37 | 411 6.25 | 7.81 | 9.35 | 11.3 | 12.8 | 163
4| .207 297 | 484 | 711 | 1.06 | 1.92 | 3.36 | 5.39 | 7.78 | 9.49 | 111 | 133 : 14.9 | 185
5| 412 554 | 831 | 115 | 1.61 | 2.67 | 4.35 | 6.63 | 9.24 | 111 | 128 | 161 | 16.7 | 20.5 |
6| .676. 872 | 1.24 | 1.64 | 2.20 | 3.45 | 5356 | 7.84 | 10.6 | 12.6 | 144 | 168 185 | 225
7| .989 . 1.24 | 1.69 | 2.17 | 2.83 | 4.25 | 6.35 | 9.04 | 12,0 | 141 | 16.0 | 185 ' 203 | 24.3 |
8| 1.34 | 1.65 | 218 | 2.73 | 349 | 507 | 7.34 | 10.2 | 13.4 | 165 | 17.5 | 20.1 | 22.0 | 26.1
91173 2.09 | 270 | 3.33 | 4.17 | 590 | 8.34 | 114 | 147 | 169 | 19.0 | 21.7 | 23.6 | 27.9
10| 216 © 2.56 | 3.25 | 3.94 | 4.87 | 6.74 | 9.34 | 125 | 16.0 | 18.3 | 20.5 | 232 | 25.2 | 296
11|°2.60 | 3.05 | 382 | 457 | 658 | 7.68 | 10.3 | 13.7 | 17.3 | 19.7 | 21.9 | 24.7 | 268 | 31.3 .
12| 3.07 i 3.67 | 440 | 523 | 6.30 | 8.44 | 11.3 | 14.8 | 18.6 | 21.0 | 23.3 | 26.2 | 28.3 | 329
13| 3.57 | 4.11 | 5.01 | 5.89 | 7.04 |9.30 | 12.3 | 16.0 | 19.8 | 22.4 | 24.7 | 27.7 | 29.8 | 345
14| 4.07 | 4.66 | 5.63 | 6.57 | 7.79 | 102 | 13.3 | 171 | 21.1 | 28.7 | 261 | 29.1 | 813 | 361
16| 4.60 | 5.23 | 6.26 | 7.26 | 855 | 11.0 | 14.3 | 18.2 | 22.3.| 26.0 | 27.5 | 30.6 | 32.8 { 37.7
16| 514 ' 581 | 691 | 7.96 | 9.31 | 11.9 | 163 | 19.4 | 23.5 | 26.3 | 288 | 32.0 | 34.3 | 39.3
17| 570 | 6.41 | 7.656 | 8.67 | 10.1 | 12.8 | 16.3 | 20.5 | 24.8 | 27.6 | 30.2 | 33.4 | 35.7 | 40.8
18| 6.26 | 7.01 | 823 | 9.39 | 109 | 13.7 | 17.3 | 21.6 | 26.0 | 28.9 | 315 | 348 | 37.2 | 423~
19| 684 . 7.63 | 891 | 101 | 11.7 | 146 | 18.3 [ 227 [ 27.2 | 30.1 | 32.9 | 36.2 | 38.6 | 4358
20| 7.43 | 8.26 | 9.69 | 10.9 | 12.4 | 165 | 19.3 | 23.8 | 28.4 | 31.4 | 34.2 | 37.6 | 40.0 | 45.3
21| 8.03 | 890 | 10.3 | 11.6 | 13.2 | 163 | 20.3 | 24.9 | 29.6 | 32.7 | 365 | 38.9 | 41.4 | 468
22| 864 | 9.64 | 110 | 123 | 14.0 | 17.2 | 21.3 | 26.0 | 30.8 | 33.9 | 36.8 | 40.3 | 428 | 483
23| 9.26 | 102 | 11.7 | 131 | 14.8 | 18.1 | 22.3 | 27.1 | 32.0 | 35.2 | 38.1 | 41.6 | 44.2 | 49.7
24| 9.89 | 109 | 124 | 138 | 156.7 | 19.0 | 233 | 28.2 | 33.2 | 36.4 | 39.4 | 43.0 | 46.6 | 51.2
25| 10.5 | 11.5 | 13.1 | 14.6 | 165 | 199 | 24.3 | 20.3 | 34.4 | 37.7 | 40.6 | 44.3 | 46.9 | 526
‘26| 11.2 | 122 | 138 | 164 | 17.3 | 20.8 | 25.3 | 30.4 | 36.6 | 38.9 | 41.9 | 45.6 | 48.3 | 54.1
27| 11.8 | 129 | 146 | 16.2 | 18.1 | 21.7 | 26.3 | 31.5 | 36.7 | 40.1 | 432 | 47.0 | 49.6 | 55,5
28| 125 | 13.6 | 153 | 169 | 189 | 22.7 | 27.3 | 32.6 | 37.9 | 41.3 | 445 | 48.3 | 51.0 | 56.9
29| 131 | 143 | 16.0 | 17.7 | 19.8.| 23.6 | 28.3 | 33.7 | 30.1 | 42.6 | 45.7 | 49.6 | 52.3 | 58.3
30| 138 | 16.0 | 16.8 | 18.5 | 20.6 | 24.5 | 29.3 | 34.8 | 40.3 | 43.8 | 47.0 | 50.9 | 53.7 | 69.7
40| 207 | 222 | 24.4 | 26.5 | 29.1 | 33.7 | 39.3 | 45.6 | 51.8 | 558 | 569.3 | 63.7.| 66.8 | 73.4
50| 28.0 | 29.7 | 32.4 | 34.8 | 37.7 | 429 | 493 | 56.3 | 63.2 | 67.5 | 71.4 | 76.2 | 79.5 | 86.7
60, 355 | 375 | 40.5 | 43.2 | 46.5 | 52.3'| 69.3 | 67.0 | 74.4 | 79.1 | 83.3 | 88.4 | 92.0 | 99.6 .
70| 43.3 | 454 | 488 | 61.7 | 66.3 | 61.7 | 69.3 | 77.6 | 86.5 | 90.5 | 95.0 | 100 | 104 | 112
80| 51.2 | 535 | 57.2 | 60.4 | 64.3 | 7.1 | 79.3 | 88.1 | 96.6 | 102 | 107 | 112 | 116 | 126
90| 59.2| 618 | 65.6 | 69.1 | 73.3 | 80.6 | 89.3 | 98.6 | 108 | 113 | 118 | 124 | 128 | 137
100| 67.3| 701 | 74.2 | 77.9 | 82.4 | 90.1 | 99.3 | 109 | 118 | 124 | 130 | 136 | 140 | 149
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5.4.4., Raspodjela F

Vrijednosti F uz P = 0,05 i stupnjeve slobode u
brojniku (miT i nazivniku (m2)

-t

HF O ®©wEa®oh wn R N3
Y
—

2 3 4 5 6 T 8| 9 (10]12]15 {20 | 24| 30} 40 ' 60120 «

161 | 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 237 | 239 | 241 | 242 {244 | 246 | 248 | 249
18.5/19.0 [19.219.2(19.3|19.3 [19.4 [19.4{19.4 | 19.4|19.4]19.4 | 19.4 1 19.5
10.1|9.5519.28 |9.12 | 9.01 | 8.94 | 8.89 |8.85 | 8.81 | 8.79 |8.74 | 8.70 | 8.66 | 8.64
771, 6.94 | 6.59 | 6.39 | 6.26 | 6.16 | 6.09 | 6.04 | 6.00 | 5.96 |5.91 | 5.86 | 5.80 | 5.77
6.615.79|5.41 |5.19| 5.05| .95 [4.88 |4.82|4.77 |4.74 [4.68 | 4.62| 4.56 1 4.53
5.99 5.14 14.76 | 4.53|4.39 | 4.28 (4.21 |4.15[4.10 | 4.06 |4.00 | 3.94 | 3.87 | 3.84
16.594.74|4.35 |4.12| 3.97| 3.87|3.79 | 3.73 ]| 3.68 | 3.64 | 3.57 | 3.51 | 3.4 3.41
5.32|4.46 4.07 |3.84|3.69 | 3.58|3.50 (3.44|3.39 |3.35 [3.28 |3.22 | 3.15 3.12
15.12!4.26|3.86|3.63|3.483.37|3.29 |3.233.18 (3.14 |3.07 [3.01 | 2.94 ,2.90
4.9614.10|3.71 | 3.48 | 3.33| 3.22|3.14 3.07  3.02 |2.98 |2.91 | 2.85 | 2.7712.74
|4.8413.98 359 (3.36|3.20|3.09|3.01 |2.95|2.90 |2.85 | 2.79 [ 2.72 | 2.65 | 2.61
4.7513.89 |3.49 [3.26 |3.11 | 3.00 | 2.91 | 2.85 [2.80 [2.75 | 2.69 | 2.62| 2.54 | 2.51
| 4.67:3.81|3.41|3.18|3.03| 2.92 |2.83 |2.77 | 2.71 | 2.67 |2.60 | 2.53 | 2.46 | 2.42
4.603.74|3.34|3.11 | 2.96 | 2.85 | 2.76 | 2.70 | 2.65 [ 2.60 | 2.53{ 2.46 | 2.39 | 2.35
4.54]3.68(3.29|3.06|2.90 | 279 | 2.71 | 2.64 | 2.59 | 2.54 |2.48 | 2.40 | 2.33 2,20
4.4913.63|3.24|3.01|2.85|2.74|2.66 | 2.59 | 2.54 | 2.49 |2.42 | 2.35 | 2.28 | 2.24
4.45/3.69 (3.20 |2.96 | 2.81 | 2.70 | 2.61 | 2.55 | 2.49 | 2.45|2.38 | 2.31 | 2.23 | 2.19
4.41|3.55(3.16|2.93|2.77| 2.66 | 2.58 | 2.51 | 2.46 | 2.41 | 2.34{2.27{ 2.19 |2.15
4.38(3.52|3.13|2.90 | 2.74 | 2.63 | 2.54 | 2.48 | 2.42 | 2.38 | 2.31 | 2.23 | 2.16 | 2.11
4.35,3.49 3.10 [2.87 | 2.71 | 2.60 | 2.51 2.45|2.39 | 2.35 | 2.28 | 2.20 | 2.12 | 2.08
4.323.47|3.07]2.84|2.68 | 2.57|2.49 | 2.42|2.37|2.32 |2.25 [2.18 | 2.10 | 2.05
4.30 |3.44 | 3.05 | 2.82 | 2.66 | 2.55 | 2.46 [ 2.40 | 2.34{2.30 | 2.23 | 2.15 | 2.07 | 2.03
4.283.42|3.03 [2.80 [ 2.64 | 2.53 | 2.44 | 2.37 | 2.32 |2.27 |2.20 | 2.13 | 2.05 | 2.01
4.263.4013.01 | 2.78 | 2.62| 2.51 | 2.422.36 | 2.30 | 2.25 [2.18{2.11 | 2.03 |1.98
4.243.39|2.99 | 2.76 | 2.60 | 2.49 [ 2.40 | 2.34| 2.28 | 2.24 | 2.16{2.09 | 2.01 |1.96
4.23(3.37 |2.98 [2.74{2.59 | 2.47 | 2.39 | 2.32 | 2.27 |2.22 | 2.15{2.07 | 1:99 | 1.95
4.21|3.35(2.96 | 2.73| 2.57| 2.46 | 2.37 | 2.31 | 2.25 | 2.20 | 2.13|2.06 | 1.97 |1.93
4.20(3.34|2.95|2.71{2.56 | 2.45 | 2.36 | 2.29 | 2.24 | 2.19 | 2.12 | 2.04./ 1:96.{1.91.
4.18|3.33|2.93|2.70 | 2.55| 2.43 | 2.36| 2.28] 2,22 2.18 | 2.10 | 2.03 | 1.94'[1:90|:
| 417|3.32|2.92|2.60|2:53|2.42 | 2.33| 2.27(2.21: 216 [2.092.01 | 1.93 | 1.89| 1.
4.08(3.23 | 2:84 | 2161 [ 2.45 | 2.341:2.26 2.18 | 212 2,08 (2,00 (1.92 | 1.84'1.79.
4.00|3.15/2.16|2:53 | 2.37| 2.252.17(2:10 | 2.04 | 1.99 {192 1.:84 {1.75 11.70.
3.92|3.07) 2.68| 2:45|2.29 | 2.18{2.09 2.02| 1.961.91 | 1.83 | 1.75 | 1:66 | 1.61
3.84|3:00|2.60 237|221 |2.10|2.01|1.94 | 1.88 |1.83|1.75 [1.67|1.57 {1.52
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