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ILOSCIOWA ANALIZA OBRAZU W BADANIACH STRUKTURALNE]J PLASTYCZNOSCI
SYNAPTYCZNE]

STRUKTURALNA PLASTYCZNOSC NEURONALNA

Plastyczno$¢ mozgu jest definiowana
jako reorganizacja sieci neuronowej, ktora
prowadzi do zmiany odpowiedzi na czyn-
nik pobudzajacy pochodzacy ze Srodowiska
(w kontekScie poprzednich doswiadczen).
Zjawisko to jest podstawa takich funkcji
kognitywnych jak uczenie si¢ i pami¢é, a
takze zaburzen takich jak epilepsja, uposle-
dzenia umystowe i uzaleznienia. Na poziomie
komorkowym plastycznoS¢ mozgu jest uwa-
runkowana zmianami w polaczeniach pomie¢-
dzy neuronami i w ich pobudliwosci, ktore
z kolei sa regulowane zmianami neuronow i
komorek glejowych na poziomie molekular-
nym. Synapsy sa wyspecjalizowanymi dome-
nami btony komorkowej, bedacymi miejsca-
mi kontaktu i komunikacji miedzy neuronami
(YAMADA i NELSON 2007) (Ryc. 1a). Typowa
synapsa sktada si¢ z domen pre- i postsynap-
tycznej oddzielonych od siebie szeroka na
okolo 20 nm szczelina synaptyczna (HARRIS
i WEINBERG 2012). Impuls elektryczny prze-
kazywany jest z domeny presynaptycznej do
domeny postsynaptycznej przez czasteczki
neuroprzekaznikow. Najwazniejszymi neuro-
przekaznikami w mozgach ssakow sa: gluta-
minian (pobudzajacy) i kwas -aminomastowy
(hamujacy) (ALEXANDER 2009). U ssakow
ponad 90% synaps pobudzajacych znajduje
sie na matych (0,2-2 um) wypustkach nazy-

wanych kolcami dendrytycznymi, ktore zlo-
kalizowane sa na dendrytach (NIMCHINSKY i
wspotaut. 2002, MCKINNEY i THOMPSON 2009)
(Ryc. 1b). Uwaza sie, ze kluczowa role w
plastycznoSci odgrywaja synapsy, ze wzgle-
du na ich duza wrazliwoS¢ na krotkotrwate
modyfikacje. CzeS¢ kolcow dendrytycznych
i kolbek presynaptycznych zlokalizowanych
w roznych regionach mozgu charakteryzuje
si¢ duza dynamika — nowe kolce pojawiaja
si¢, stare znikaja (obrot kolcow dendrytycz-
nych, ang. turnover), a te utrzymujace si¢
ulegaja ciaglym zmianom wielkoSci. Zdol-
noS¢ zmiany potaczen synaptycznych (nazy-
wana plastycznoScia synaptyczna) obejmuje
zaro6wno zmiany na poziomie morfologicz-
nym, jak i na poziomie funkcjonalnym. Ba-
dania wykazaly zwiazek miedzy zmianami w
dynamice obrotu kolcOw oraz ich stabilno-
Scig a plastyczno$cia synaptyczna i pamiecia
(HOLTMAAT i SvOBODA 2009, XU i wspotaut.
2009, YANG i wspotaut. 2009). PamieC krot-
koterminowa regulowana jest zmianami sily
transmisji istniejacych synaps poprzez zmia-
n¢ struktury populacji receptorow postsy-
naptycznych (NEVES i wspotaut. 2008, HOFER
i BONHOEFFER 2010). Pamie¢ dlugoterminowa
z kolei wymaga reorganizacji struktury, ta-
kiej jak formowanie nowych synaps i utrata
istniejacych potaczen (BAILEY i KANDEL 1993,
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Ryc. 1. Dendryty i kolce dendrytyczne.

A) Tkanka moézgowa szczura zobrazowana przy pomocy mikroskopii elektronowej. Widoczna jest synapsa
pobudzajaca umiejscowiona na kolcu dendrytycznym. Poszczegollne przedzialy komorki zaznaczono falszy-
wymi barwami: dendryt i kolec dendrytyczny na fioletowo, kolbka presynaptyczna na niebiesko, wypustki
perysynaptyczne astrocytow na zotto. B) dendryt neuronu hodowanego w hodowli pierwotnej neuronow
szczura zobrazowany przy pomocy mikroskopii konfokalnej; zwracaja uwage liczne kolce dendrytyczne wy-

rastajace z dendrytu; skala: A;500 nm; B, 10 pm.

HOFER i BONHOEFFER 2010). Opracowano mo-
dele eksperymentalne podobne w pewnych
aspektach do plastycznosSci — dlugotermino-
we wzmocnienie synaptyczne (LTP) i dtu-
goterminowe ostabienie synaptyczne (LTD)
(LUSCHER i FRERKING 2009, SWEATT 2009b).
Poza zmianami strukturalnymi synaps,
dhlugotrwata plastycznosc synaptyczna
obejmuje roéwniez zmian¢ ekspresji genow
zachodzaca  pod  wplywem aktywacji
pewnych Sciezek sygnatowych i powiazanych
z nimi czynnikoéw transkrypcyjnych (COHEN i
GREENBERG 2008). Kontrola ekspresji genow
umozliwia czasowa i przestrzenna regulacje
syntezy biatek koniecznych do modyfikacji
struktury synaps i/lub utrzymania tych zmian.
W procesie tym odgrywaja role sekwencje
DNA zlokalizowane cis i trans wobec regulo-
wanych genow, a takze, zgodnie z wynikami
najnowszych badafn, mechanizmy epigene-
tyczne (SWEATT 2009a). Liczne badania wska-
zuja, ze kowalencyjne modyfikacje chroma-
tyny (metylacja DNA, metylacja i acetylacja
histon0w) oraz niekodujace RNA odgrywaja
kluczowa role w plastycznoSci synaptycznej
bedacej podstawa procesOw kognitywnych i
patogenezy chorob centralnego ukladu ner-
wowego (SWEATT 2009a, URDINGUIO i wspot-
aut. 2009). Co ciekawe, niedawno wykazano
istnienie nowego mechanizmu kontroli epi-
genetycznej, jakim jest przebudowa jadra ko-
morkowego (DUNDR i wspoétaut. 2007, BROWN
i wspotaut. 2008). Od dawna wiadomo, zZe¢ ja-
dro komorkowe nie jest homogenne, a wrecz

przeciwnie, mozna wyrozni¢ w nim szereg
domen strukturalnych (MONNERON i BERN-
HARD 1969). Pomimo to, przez dekady budo-
wa molekularna oraz funkcja tych domen, z
wykluczeniem chromatyny i jaderka, byly w
duzej mierze nieznane. Dopiero niedawno,
dzieki zastosowaniu nowoczesnych technik
molekularnych, udalo si¢ zrozumiec znacze-
nie ultrastruktury jadra komorkowego. Praw-
dopodobnie najwazniejszym odkryciem byto
ustalenie, ze chromosomy interfazowe nie s3
przemieszane, ale w istocie zajmuja okreslo-
ne, choc¢ nieregularne domeny chromosomo-
we (CREMER i CREMER 2010) (Ryc. 2). Geny,
zlokalizowane na peryferiach réznych domen
chromosomowych, moga ulega¢ wypetlaniu i
zbliza¢ si¢ do siebie, tworzac w ten sposob
wieloczasteczkowe fabryki, w ktorych trans-
krypcja i procesowanie mRNA przebiegaja
rownoczesSnie. Takie fabryki umozliwiaja wy-
dajniejsze korzystanie ze zwiazkow chemicz-
nych dostepnych w jadrze komorkowym.
Innym istotnym elementem strukturalnym ja-
dra komorkowego, regulujacym ekspresje ge-
now, jest lamina, biatko tworzace wlOknista
macierz podtrzymujaca otoczke jadrowa. U
kregowcow lamina hamuje ekspresje genow
zlokalizowanych w jej poblizu (ANDRULIS i
wspotaut. 1998). WickszoS¢ danych na temat
architektury jadra komorkowego neuronow
pochodzi z badan nad neuronami uktadu
wspolczulnego oraz neuronami zlokalizo-
wanymi we wzgorzu (VILLAGRA i wspolaut.
2008 i prace tam cytowane). Nie wiadomo
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Ryc. 2. Domeny chromosomowe.

Trojwymiarowa rekonstrukcja (w oparciu o zestaw
przekrojow optycznych z mikroskopu konfokalnego)
domen chromosomu 3 (czerwony) w jadrze komor-
kowym neuronu hipokampalnego szczura; na zielo-
no zaznaczono region zajmowany przez gen koduja-
cy czynnik wzrostu bdnf; zarys jadra komorkowego
zaznaczono na niebiesko w oparciu o znakowanie
specyficzne dla DNA.

natomiast nic o dynamice architektury jadra
komoérkowego neurondéw w regionach mo-
zgu zaangazowanych w funkcje kognitywne i
zaburzenia patologiczne takich jak kora mo-
zgowa i hipokamp. Podobnie na prowadzi
si¢ badan nad dynamika architektury jadra
komorkowego w kontekScie plastycznosci
synaptycznej. Pomimo ogromnego postepu
jaki dokonal si¢ w badaniach nad plastycz-
noscia synaptyczna, zrozumienie molekular-
nych mechanizmow kierujacych zmianami
budowy synaps jest dalekie od pelnego, a
architektura jadra komorkowego neuronow
pozostaje calkowicie niezbadana. Dlatego tez
konieczne jest stale ulepszanie metod umoz-
liwiajacych badanie zmian strukturalnych
tych przedziatow komorkowych neuronu. W
niniejszym tekScie przyblizymy wspotczesne
osiagniecia iloSciowej analizy morfometrycz-
nej kolcow dendrytycznych i jader komorko-
wych wykorzystujacej obrazy zebrane przy
pomocy zaawansowanej mikroskopii konfo-
kalnej. Zagadnienia te odgrywaly fundamen-
talna role w naszej pracy badawczej nad rola
zewnatrzkomorkowej proteolizy (MICHALUK
i wspotaut. 2011) oraz modyfikacjami archi-
tektury jadra komorkowego w plastycznoSci
synaptycznej (WALCZAK i wspotaut. 2013).

OBRAZOWANIE TKANKI NERWOWE]

Analiza morfologii kolcow dendrytycz-
nych przy uzyciu mikroskopii konfokalnej
jest powszechnie stosowana we wspotcze-
snej neuronauce (HOSOKAWA 1 wspoOlaut.
1995; YUSTE i DENK 1995; DAILEY i SMITH
1996; Ziv i SMITH 1996; FIALA i wspolaut.
1998; KORKOTIAN i SEGAL 1999; SORRA i HAR-
RIS 2000; HERING i SHENG 2001; KORKOTIAN
i SEGAL 2001; SALA i wspotaut. 2001; YUSTE i
BONHOEFFER 2001; GRUTZENDLER i wspotaut.
2002; KASAI i wspotaut. 2003, 2010; MATSU-
ZAKI i wspotaut. 2004; HOLTMAAT i wspotaut.
2005; ORAY i wspotaut. 2006; HUNG i wspot-
aut. 2008; YASUMATSU i wspotaut. 2008; XU i
wspolaut. 2009; SEGAL 2010). Pojedynczy eks-
peryment moze obejmowac analize tysiecy
(lub wiecej) kolcow dendrytycznych lub ja-
der komorkowych neurondéw. Reczna analiza
tak duzej liczby obiektow jest czasochlonna,
dlatego tez wykorzystywane jest do tego celu
wyspecjalizowane oprogramowanie kompu-
terowe. Poniewaz poszukiwane zmiany mor-
fologii kolcow dendrytycznych moga by¢
niewielkie, wnioski wyciagane z danych tego

typu sa SciSle uzaleznione od wydajnosci za-
stosowanego oprogramowania komputero-
wego. Wybor wilasciwej techniki moze miec
zatem istotny wplyw na ostateczne wyniki
eksperymentu.

Znakowanie fluorescencyjne kolcow den-
drytycznych jest podstawowym narzedziem
stosowanym w badaniach plastycznoSci sy-
naptycznej z uzyciem mikroskopii konfo-
kalnej. Jednakze rézne metody znakowania
i obrazowania, a takze samo zréznicowanie
neuronéw powoduja, ze powierzchownie
podobne obrazy moga rézni¢ si¢ w znacza-
cy sposOb w detalach. Stanowi to powazny
problem dla zaautomatyzowanych algoryt-
mow analizy obrazu, ktore moga by¢ niewy-
starczajaco elastyczne, by poradzi¢ sobie ze
skomplikowanymi strukturami. To z kolei
prowadzi do koniecznoSci recznej analizy ze-
branych obrazow. Na Ryc. 3 zaprezentowano
zroznicowanie neuronéw znakowanych flu-
orescencyjnie. Bez problemu mozna zauwa-
zyC obecnosc takich artefaktow jak halo wo-
kot dendrytu, zlozona i czesto rozgalteziajaca
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E silnie wyznakowany dendryt z widocznym halo i stabo widocznymi kolcami dendrytycznymi

E dendryt z rozgalezionymi kolcami dendrytycznymi

niejednolite znakowanie dendrytu i kolcow dendrytycznych

sie struktura kolcow dendrytycznych, a takze
nierOwnomierne wyznakowanie dendrytu i
kolcow dendrytycznych.

Do wprowadzenia znacznika fluorescen-
cyjnego (barwnika lub biatka fluorescen-
cyjnego) stosuje si¢ szereg metod, takich
jak transfekcja, elektroporacja, mikroiniek-
cja, transformacja wektorem wirusowym,
lipofekcja i metoda biolistyczna. Technika
biolistyczna, czyli transfekcja z wykorzysta-
niem strzelby genowej, polega na wprowa-
dzeniu do preparatu mikroczasteczek po-
krytych barwnikiem Ilub DNA kodujacym
biatko fluorescencyjne. Jednym ze stosowa-
nych w tym celu barwnikow jest lipofilny
barwnik indokarbocyjanina (Dil), ktory po
whniknieciu rozptywa sie¢ wzdtuz dendrytow
na zasadzie dyfuzji, znakujac kolce dendry-
tyczne. Inna, czesto stosowana metoda jest
lipofekcja, gdzie transgen jest wprowadza-
ny do komoérki w liposomie, pecherzyku
zbudowanym z dwuwarstwy lipidowej,
zdolnym ulegac fuzji z btona komoérkowa.
W praktyce jednak badacze rzadko ograni-
czaja do jednej, okreSlonej techniki znako-
wania i metody obrazowania, dlatego tez
oprogramowanie do analizy obrazu musi
by¢ w stanie poradzi¢ sobie z obrazami
réznego typu. Wszystkie metody znakowa-

Ryc. 3. Fragment dendrytu z kolcami
dendrytycznymi; na wstawkach zapre-
zentowano mozliwe warianty struktu-
ry dendrytéw i ich znakowania.

A) hodowla organotypowa skrawkow mo-
zgu wyznakowana czerwonym bialkiem
fluorescencyjnym (Red Fluorescent Pro-
tein — RFP) — kolor zmieniono w trakcie
obrobki obrazu, B) komoérka z hodowli
pierwotnej dysocjowanej neuronow wy-
znakowana zielonym biatkiem fluorescen-
cyjnym, C) komorka z grubych skrawkow
znakowanych Dil. Pomimo podobienstwa
wszystkich obrazéw, moga sie one istot-
nie r6zni¢ w szczegoélach struktury kolcow
dendrytycznych.

nia cierpia tez z powodu ograniczonej wy-
dajnosci znakowania. W praktyce objawia
sie to tym, ze wyznakowany neuron oOto-
czony jest wieloma innymi, niewidocznymi,
a ze skomplikowanej sieci potaczen miedzy
neuronami widoczne jest zaledwie kilka
dendrytow (Ryc. 4). Z punktu widzenia al-
gorytmow analizy obrazu jest to korzystne,
ze wzgledu na latwos¢ segmentacji (proces
podziatu obrazu na czeSci, ktore sa jedno-
rodne pod wzgledem pewnych wybranych
wlasnosci) i detekcji, jednak z perspektywy
pOzniejszej analizy danych stanowi dodat-
kowe wyzwanie — systemowy efekt moze
by¢ ,ukryty w szumie”, gdy analizowana
populacja neuron6w jest mata. Ponadto, w
przypadku jednoczesnej analizy rezultatow
immunofluorescencji zbieranych w innych
kanatach detekcyjnych mikroskopu, czesto
ograniczamy sygnal do pewnego rejonu
zainteresowania, w naszym przypadku kol-
cow dendrytycznych. Jednakze znakowanie
immunofluorescencyjne obecne jest row-
niez poza tym regionem zainteresowania,
w kolcach dendrytycznych niestransfeko-
wanych neuronéw (zatem niewidocznych).
W takiej sytuacji nie jest tatwe ustalenie tla
dla sygnahu analizowanego w kanale immu-
nofluorescencji. Ponadto kwantyfikacja sy-
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B neuronystransfekowane genem kodujgcym GFP

B znakowanie immunofluorescencyjne A

znakowanie immunofluorescencyjne B

niestransfekowane neurony

komorki glejowe

Ryc. 4. Wielokanalowe obrazy laczace obserwacje neuronu stransfekowanego zielonym biatkiem
fluorescencyjnym (GFP) z jednoczesna detekcja sygnalu immunofluorescencyjnego.

gnalu immunofluorescencji w obrebie kol-
cow dendrytycznych moze zostaé zaburzo-
na sygnalem pochodzacym z innych obiek-

tow w poblizu kolcow dendrytycznych, np.
komorek glejowych.

REKONSTRUKCJA POWIERZCHNI KOLCA DENDRYTYCZNEGO

Niezbednym elementem analizy obrazu
jest rekonstrukcja powierzchni kolca dendry-
tycznego i rozroznienie obiektow znajduja-
cych sie wewnatrz kolca dendrytycznego od
tych bedacych w jego poblizu (ktérymi moze
by¢ przestrzen zewnatrzkomorkowa, aksony,
dendryty i kolce dendrytyczne nalezace do
innych neuronow, komorki glejowe). Wick-
szoS¢ ze stosowanych metod rekonstrukcji
opiera si¢ na pomiarze intensywnoSci lub
analizie gradientu. JeSli kolec dendrytyczny
ma na obrazie dobrze zdefiniowana krawedz
i jest jednolicie wybarwiony, to naturalne
jest zastosowanie metod wykorzystujacych
analize gradientu. Niestety, w przypadku ob-
razoOw mikroskopii konfokalnej taka sytuacja
rzadko ma miejsce. Brak wyraZnej granicy
kolca dendrytycznego nie ma tak wielkiego
wplywu na analiz¢ wykorzystujaca pomiar
intensywnosci, ktora obejmuje ustalenie war-

toSci progowej i binaryzacje obrazu i moze
by¢ ulatwiona przez wstepna obrobke obra-
zu. Obraz binarny jest bez watpienia tatwiej-
szy w analizie, jednakze ustalenie progu glo-
balnego w obrazach mikroskopii konfokalnej
prowadzi czesto do pojawienia sie réznego
rodzaju artefaktow (zaprezentowanych na
Ryc. 5). Dobrze widoczne jest zjawisko od-
czepienia sie glowki kolca dendrytycznego
w przypadku zastosowania wysokiej warto-
Sci progowej (fioletowe strzatki). Obnizenie
wartoSci progowej moze zapobiec temu zja-
wisku, jednakze kosztem zaniku szczegOlow
struktury kolca w poblizu dendrytu (zotte
strzatki), gdzie intensywnoS¢ fluorescencji
jest wyzsza.

Dlatego tez algorytmy wykonujace bina-
ryzacje obrazu wymagaja dodatkowej obrob-
ki obrazu w celu usuniecia powstalych arte-
faktéw. Problem ten moze by¢ rozwijzany
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Ryc. 5. Binaryzacja obrazu prowadzi
do pojawienia si¢ artefaktow.

Wartosc progowa: 9 Wartosc progowa: 40 Wartosc progowa: 75

Procedure przeprowadzono stosujac trzy
Niewystarczajace oddzielenie od dendrytu/sasiednich kolcow rozne wartosci progowe (9, 40 i 75 jed-
nostek). Niemozliwe jest znalezienie glo-
balnej wartoSci progowej, ktora pozwala
na prawidlowa segmentacje.

» Poprawna segmentacja

» Oddzielenie glowki przy wzrastajgcej wartosci progowej

Ryc. 6. Przyktad segmentacji dendrytu pokrytego kolcami dendrytycznymi z wykorzystaniem tech-
niki adaptacyjnej wartoSci progowe;j.
Pozycje wierzchotka gtowki kolca dendrytycznego (zielone okregi) oraz podstawy (pomaranczowe okregi)

wybrano recznie. Zastosowany algorytm wyznaczyt szkielet dendrytu i kontur kolca dendrytycznego. Czer-
wone linie wyznaczaja szerokos¢ gtowki kolca dendrytycznego.
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przez zastosowanie adaptacyjnej wartoSci
progowej (Ryc. 6). W pracy KOHA i wspot-
aut. (2002) dokonano na przyklad detekcji
glowek kolcow dendrytycznych i potaczono
je ponownie z dendrytem.

Opracowano szereg algorytmow przepro-
wadzajacych rozpoznawanie i segmentacje
kolcow dendrytycznych. Stosowane w nich
metody to m.in. binaryzacja obrazu, identyfi-
kacja szkieletu, detekcja konturOw z uzyciem

linii geodezyjnych oraz izolacja punktow sto-
sowana w metodach analizy gradientu.

Niestety wieckszoS¢ algorytmoéw opisa-
nych w literaturze nie ma ogolnodostepne;j
implementacji, co utrudnia przeprowadze-
nie ich niezaleznej oceny. Jest tez mozliwe,
ze dany algorytm moze poprawnie wykry-
wacé kolce dendrytyczne tylko na okreSlo-
nych typach neuronéw, zawodzac w innych
przypadkach.

OGRANICZONA ROZDZIELCZOSC W OSI Z MIKROSKOPII KONFOKALNE]J PROWADZI DO
ZABURZENIA DYSTRYBUCJI PRZESTRZENNE] KOLCOW DENDRYTYCZNYCH

Rozdzielczo$¢ standardowego mikrosko-
pu konfokalnego w osi Z (do obiektywu)
jest okoto 3 razy gorsza niz w plaszczyznie
XY. Poniewaz wymiary kolcow dendrytycz-
nych sa zblizone do rozdzielczoSci mikrosko-
pu (rozdzielczos¢ w osiach XY i Z jest odpo-
wiednio rowna okoto 0,25 ym i 0,7 um, nato-
miast szerokos¢ gtowki kolca dendrytycznego
ma zazwyczaj wartos¢ 1 pum, a szyjki 0,2-0,6
um), szczegoly ksztattu kolca dendrytycznego
zostaja utracone w czasie zbierania obrazu.
Ponadto rozdzielczoS¢ typowego mikrosko-
pu konfokalnego w osi Z jest niewystarcza-
jaca do uzyskania obrazow o wysokiej jako-
Sci. Zastosowanie mikroskopii superrozdziel-
czej moze rozwiazaC ten problem, jednakze
koniecznoS¢ stosowania laserow wysokiej
mocy ogranicza uzytecznoSC tej techniki w
obrazowaniu przezyciowym. Postep w stoso-
waniu technik superrozdzielcznych (NAGERL
i wspotaut. 2008, IZEDDIN i wspotaut. 2011)
daje nadzieje na przezwyci¢zenie opisanych
trudnoSci w przysztosci.

Analiza wzrokowa obrazOw zebranych
mikroskopem konfokalnym ujawnia duza
anizotropowoS¢ dystrybucji kolcow dendry-
tycznych (wiekszoS¢ obserwowanych kol-
cow dendrytycznych wystaje w plaszczyznie
XY). Jednym z wytlumaczen tego zjawiska

jest rozplaszczenie komorki spowodowane
hodowla na szkietku nakrywkowym (w przy-
padku obrazowania komoérek z hodowli dy-
socjowanej). Jednakze wspomniana anizotro-
powosC jest rOwniez obecna w hodowlach
organotypowych, gdzie efekt splaszczenia
jest nieobecny: Ryc. 7 przedstawia projekcje
tego samego fragmentu dendrytu w kierun-
ku kazdej z 3 osi przestrzennych. Zauwazal-
ny jest prawie calkowity brak kolcow den-
drytycznych w osi Z. W celu kwantyfikacji
tego zjawiska wykonaliSmy analize kata dys-
trybucji kolcow dendrytycznych (kat pomie-
dzy osia kolca dendrytycznego, czyli prosta
laczaca wierzchotek z podstawa kolca den-
drytycznego na dendrycie, a osia Z). Analiza
ta ujawnila, ze kat ten zblizony jest do 90°. Z
tego powodu w pelni trojwymiarowa analiza
nie niesie dodatkowych korzySci w porowna-
niu z analiza dwuwymiarowa. W literaturze
zauwazalna jest preferencja analizy dwuwy-
miarowej, prawdopodobnie ze wzgledu na
wspomniane wczesniej trudnoSci. Zjawisko
anizotropii (cho¢ mniejsze niz zaobserwowa-
na przez nas) dystrybucji kata kolcow den-
drytycznych zostalo tez opisane w (RODRIGU-
EZ i wspotaut. 2008). Autorzy tej publikacji
ustalili, ze 65% kolcoOw ma orientacje pozio-
ma, 35% natomiast pionowa.

WYBOR REPREZENTATYWNEGO ZESTAWU PARAMETROW

NajczeSciej badanymi parametrami opi-
sujacymi morfologi¢ kolca dendrytycznego
jest wielkos¢ gtowki (szerokos¢ lub pole po-
wierzchni), calkowita powierzchnia kolca,
dtugos¢ kolca i szerokoS¢ szyjki kolca den-
drytycznego. Wybor tych parametrow podyk-
towany jest glownie ich intuicyjnoScia oraz
fatwoscia wykonywania pomiaréw. Jednakze
precyzyjne zdefiniowanie wigkszoSci para-

metrow morfologicznych nie jest sprawa try-
wialna. Na przyktad uznanie za dilugos¢ kol-
ca dendrytycznego odlegloSci w prostej linii
glowki od podstawy bedzie zrodtem systema-
tycznych bledow pomiarowych w przypadku
zagietych kolcow. Definicja wielkoSci gtowki
jest rowniez niejednoznaczna, ze wzgledu na
jej wysoce nieregularny ksztalt (gdy kolec
dendrytyczny jest niesymetryczny). Gdy juz
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Znormalizowana czgstotiwodd

Ryc. 7. Ograniczona rozdzielczoS¢ w osi Z (do obiektywu) mikroskopow konfokalnych prowadzi
do duzej anizotropii w rozkladzie kata dystrybucji kolcow dendrytycznych.

A) fragment trojwymiarowej rekonstrukcji dendrytu w 3 rdéznych orientacjach — kat 0° odpowiada plasz-
czyznie XY. B) pomiar kata dystrybucji kolca dendrytycznego, C) rozklad wartoSci kata dystrybucji kolcow

dendrytycznych.

uda nam si¢ ustali¢ zestaw precyzyjnie zdefi-
niowanych parametrow, napotykamy kolejny
problem — jaka liczba parametrow wystarczy,
by opisac ksztalt kolca dendrytycznego.
CEYHAN i wspotaut. (2007) zaproponowali
interesujace podejsScie. W celu detekcji zmian
ksztaltu kolcow dendrytycznych przepro-
wadzili oni analize bazujaca na Mapowaniu
Metryki Dyfeomorficznej Duzych Deformacji
(ang. Large Deformation Diffeomorphic Me-
tric Mapping, LDDMM). Rozwazali oni nast¢-
pujaca sytuacje: przyjmijmy istnienie dwoch
populacji  kolcow dendrytycznych, grupy
kontrolnej i grupy nalezacej do osobnikow
chorych. Glownym zrodlem obserwowanych

roznic w analizie porOwnawczej jest rozklad
wielkosci kolcow dendrytycznych. Roznice
ksztattu kolcow pomiedzy osobnikami chory-
mi i zdrowymi moga by¢ niewielkie i niknac
w naturalnym zroznicowaniu wymiaréw kol-
cow, gdy analizuje si¢ dowolny jeden z pa-
rametrow: dhugos¢, pole powierzchni kolca
czy wielkos¢ gtowki. Dopiero kombinacja
parametrow opisujacych kolec dendrytyczny
ujawnia zmiany morfologiczne kolcow
dendrytycznych osobnikow chorych. W celu
znalezienia wtaSciwej miary zaproponowano
zastosowanie Analizy Gtéwnych Sktadowych
(ang. Principal Component Analysis, PCA).
Jest to jedna ze statystycznych metod anali-
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zy czynnikowej. Zbior danych skladajacy sie
z N obserwacji, z ktorych kazda obejmuje K
zmiennych, mozna interpretowac jako chmu-
re N punktow w przestrzeni K-wymiarowe;.
Celem PCA jest taki obrot uktadu wspotrzed-
nych, aby maksymalizowa¢ w pierwszej ko-
lejnoSci wariancje pierwszej wspotrzedne;j,
nastepnie wariancje drugiej wspolrzednej,
itd. Tak przeksztalcone wartoSci wspotrzed-
nych nazywane sa tadunkami wygenerowa-
nych czynnikow (sktadowych gtéwnych). W
ten sposoOb konstruowana jest nowa prze-

strzen obserwacji, w ktorej najwiecej zmien-
noSci wyjasniaja poczatkowe czynniki; za
Wikipedia). Nie byto do tej pory systematycz-
nych badan, ktére wykorzystywalyby to po-
tencjalnie owocne podejscie. Wraz z najnow-
szymi osiagnieciami w dziedzinie obrazowa-
nia i technikach segmentacji obrazu wzro-
sta znaczaco iloS¢ danych na temat wplywu
roznych czynnikOw na morfologie kolcow
dendrytycznych. Umozliwitlo to zastosowanie
Analizy Glownych Sktadowych w badaniach
nad plastycznoS$cia synaptyczna.

WYBOR ODPOWIEDNIEGO ROZMIARU PROBY EKSPERYMENTALNEJ I PODEJSCIA
STATYSTYCZNEGO

W wigkszosci eksperymentow, w ktorych
analizowana jest morfologia kolcow dendry-
tycznych, stosuje sie¢ metodologie porow-
nawcza, tzn. morfologia kolcow dendrytycz-
nych porOéwnywana jest pomiedzy dwoma
lub wiecej grupami, np. miedzy osobnikami
zdrowymi i chorymi albo pomiedzy komor-
kami pobudzonymi okreSlonymi zwiazkami
chemicznymi i niepobudzonymi. W kazdym
z tych przypadkOw stawiane jest nastepuja-
ce pytanie: czy widzimy istotne statystycznie
roznice w wartosci badanego parametru? Do
tej pory nie przyjeto regul, ktore pozwalatyby
oceni¢, czy obserwowane zmiany maja jesz-
cze charakter funkcjonalny. Biorac pod uwa-
ge stopien ztozonoSci maszynerii molekular-
nej zaangazowanej w procesy plastycznosci
synaptycznej jest to praktycznie niemozliwe.
Badanie duzych populacji pozwala zwi¢kszy¢
szanse na znalezienie statystycznie istotnych
roznic, jednakze rdéznice te moga stanowic
efekty wtorne, artefakty powstale w czasie
procedury eksperymentalnej lub ciag powia-
zanych ze soba procesOw. Wiarygodna inter-
pretacja tak subtelnych zmian morfologicz-
nych jest zazwyczaj niemozliwa. TrudnoS¢ w
ustaleniu orientacyjnych zakresow wartoSci,
ktore pozwalaja na interpretacje istotnych
statystycznie zmian morfologicznych niestety
nie pozwala na ustalenie jednolitego standar-
du.

Inna istotna kwestia jest ustalenie wiel-
koSci probki doswiadczalnej pozwalajacej
osiagnaé istotnoSC statystyczna w sytuacji,
gdy obserwujemy faktyczny wpltyw danego
czynnika na morfologie kolcow dendrytycz-
nych. Jesli probka jest zbyt mata, analiza da-
nych moze nie wykaza¢ zmian okreSlonej
wielkoSci; ksztatty kolcow dendrytycznych sa
bardzo zréznicowane, z czego wynika duza

zmiennoS¢ w obrebie probki. W celu pora-
dzenia sobie z tym problemem przeprowa-
dzono symulacje Monte-Carlo. Wyniki tych
symulacji wskazaly konieczna liczebnos¢
probek i rozmiar populacji kolcow dendry-
tycznych, ktore pozwolityby uzyskac istotnie
statystyczne potwierdzenie wplywu symulo-
wanego czynnika.

Zagadnienie wyboru wiasciwej wielkosci
probki dosSwiadczalnej jest uniwersalne i po-
jawia sie¢ w kazdym eksperymencie, w kto-
rym oczekuje sie osiagniecia istotnoSci sta-
tystycznej w grupie osobnikow. W przypad-
ku kolcow dendrytycznych problem ten jest
szczegOlnie istotny, ze wzgledu na duze zroz-
nicowanie ich wielkoSci. Brak ogolnie przy-
jetych kryteriow moze doprowadzi¢ do sytu-
acji, gdzie wynik doswiadczenia (pozytywny
lub negatywny) odzwierciedla gtownie wiel-
kos¢ badanej probki. Wezmy na przykitad
dwoch badaczy zajmujacych sie wplywem
dwoch roznych typow chemicznego pobu-
dzenia neurondéw. Zalézmy, ze oba typy po-
budzenia prowadza do 10% wzrostu szero-
kosci glowek kolcow dendrytycznych. Jesli
badacz A uzyt 15 probek na grupe, wykryje
wplyw pobudzenia z 95% prawdopodobien-
stwem, stosujac test t Studenta z p-wartoScia
0,05. Badacz B, uzywajac tylko 7 probek na
grupe, ma ponad 50% prawdopodobienstwo,
ze nie wykryje wplywu pobudzenia, stosujac
te sama analize statystyczna.

Do tej pory najczeSciej opisywanymi w
literaturze zmianami morfologicznymi byly
zmiany wielkoSci glowki, a zmienna drugo-
rzedna byta dlugos$¢ kolca dendrytycznego.
LatwosS¢ rejestracji zmian szerokoSci gtowki
moze byC przyczyna tego stanu rzeczy (co
zaobserwowano w symulacjach Monte-Carlo
(RuszczYCKI i wspotaut. 2012)), ze wzgledu
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na brak ogonow w rozkladzie tej zmiennej.
Wyniki symulacji wskazuja takze, ze wykrycie
zmian w podpopulacji kolcow dendrytycz-
nych zalezy w istotny sposob od zastosowa-
nego testu: zmiany wystepujace w licznych
matych kolcach dendrytycznych sa znacznie
prostsze do wykrycia poprzez poroOwnywanie
rozkladu wielkoSci kolcow dendrytycznych
przy pomocy testu Kolmogorova-Smirnova
niz testu ¢ Studenta czy testu u, ktore za ar-
gumenty biora Srednie wartoSci zmiennej ob-
liczone dla kazdego osobnika lub komorki.
Przeciwna sytuacja ma miejsce, gdy zmiany

ograniczone sa do podpopulacji niewielu du-
zych kolcow dendrytycznych.

Powszechnie stosowanym sposobem kla-
syfikacji kolcow dendrytycznych jest ich po-
dzial na kilka klas takich jak filopodia, kolce
krotkie i grube, grzybkowate oraz cienkie.
Morfologiczny rozklad wielkoSci kolcow
dendrytycznych moze by¢ opisany ulamka-
mi kolcow nalezacych do kazdej z tych klas,
jednakze symulacje Monte-Carlo wskazuja, ze
analiza zmian parametrow morfologicznych
jest czulsza niz porownywanie liczebnoSci
klas pomiedzy badanymi grupami.

OBRAZOWANIE PRZEZYCIOWE

Glowna zaleta obrazowania przezyciowe-
go, z punktu widzenia statystyki, jest wyeli-
minowanie wplywu zréznicowania wynika-
jacego z roéznorodnosSci morfologii kolcow
dendrytycznych. Poréwnujac zmiany morfo-
logicznych tych samych kolcow obserwowa-
nych w réznych momentach, mozna ocze-
kiwa¢ wzrostu czuloSci, kosztem jednak do-
datkowych trudnosci technicznych. Pierwsza
z nich jest identyfikacja tego samego kolca
dendrytycznego na dwoch kolejnych obra-
zach. JesSli oba obrazy zebrano wkroétce po
sobie (odstep rzedu minut) i pobudzenie
neuronow nie daje duzego efektu, bedzie to
proste. Jednak, gdy obrazy zebrano w duzym
odstepie czasu, cze$S¢ kolcow dendrytycz-
nych moze znikna¢, nowe kolce si¢ poja-
wia, a utrzymujace si¢ kolce zmienia ksztatt
i orientacje. Identyfikacja tego samego kolca
dendrytycznego moze w tej sytuacji nie byc¢
trywialna (Ryc. 8). Ponadto, zmiana orienta-
¢ji kolcow moze skutkowac¢ dodatkowymi
artefaktami, jeSli badane sa dwuwymiarowe
projekcje — niemozliwe jest wtedy rozroznie-
nie zmiany dlugosci kolca dendrytycznego
od zmiany jego orientacji. Analiza obrazow
trojwymiarowych pozwala na to rozroznie-
nie, jednakze role zaczyna odgrywaé wtedy
zroznicowana rozdzielczo§¢ mikroskopu w
roznych osiach, ktéra prowadzi do pozor-
nych zmian morfologii przy zmianie orienta-
¢ji kolca dendrytycznego (bez zmiany ksztal-
tu). Dlatego tez przy w pelni trojwymiarowej
analizie morfometrycznej konieczna jest oce-
na i uwzglednienie wpltywu rozdzielczoSci
mikroskopu.

W artykule Sona i wspotaut. (SON i wspok-
aut. 2011) zaprezentowano metode Sledzenia
zmian kolcow dendrytycznych w szeregu ob-
razow dwuwymiarowych zebranych w czasie.

Metoda ta polega gtéwnie na wykrywaniu kon-
turo6w kolca dendrytycznego z uzyciem mo-
delu aktywnych konturéw wykorzystujacego
linie geodezyjne (ang. geodesic active contour
model), uzupetionego o algorytm wododziato-
wy (ang. watershed algorithm; kazdy obraz za-
pisany w stopniach szaroSci mozna interpreto-
wac jako mape topograficzna; analogicznie do
pojecia hydrologicznego algorytm wododziato-

Ryc. 8. Przezyciowe obrazowanie dendrytu
pierwszorzedowego w czasie.

Lewy panel: przed pobudzeniem z zastosowa-
niem protokotu chemicznego LTP. Srodkowy
panel: 40 minut po pobudzeniu zgodnie z pro-
tokotem chemicznego LTP. Prawy panel: po-
rownanie konturow przed i po pobudzeniu.
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wy pozwala ustali¢ granice zlewni w obrebie
obrazu, tzn. wyznaczy¢ granice regionOw obra-
zu, w ktorych osiagane jest minimum lokalne).

Sledzenie zmian miedzy dwoma kolejnymi ob-
razami w serii czasowej przeprowadza si¢ po
wykryciu kolcow dendrytycznych.

ILOSCIOWA ANALIZA ARCHITEKTURY JADER KOMORKOWYCH NEURONOW

Glownym wyzwaniem analizy architektury
jadra komorkowego jest jego wlasciwa seg-
mentacja, konieczna do rekonstrukcji otoczki
jadrowej, a takze wyrOznienia obiektow we-
wnatrz jadra komorkowego. W obrazach tkan-
ki mozgowej jadra komorkowe sa rozmiesz-
czone bardzo blisko siebie i czesto pozor-
nie si¢ nakladaja, co wprowadza dodatkowa
trudno$¢ na etapie segmentacji. Tradycyjnie
stosowany algorytm wododzialu jest zawod-
ny i moze prowadzi¢ do duzej liczby blednie
przeanalizowanych jader komorkowych. By
poradzi¢ sobie z tym problemem, opracowa-
liSmy algorytm, ktory rozpoczyna segmenta-
cj¢ na tym przekroju optycznym, gdzie jest
duza szansa, ze analizowane jadro komorko-
we bedzie dobrze oddzielone od pozosta-
tych. Przy przejSciu do kolejnych przekrojow

optycznych wykorzystujemy fakt ciagloSci po-
wierzchni jadra komorkowego. Warunek cia-
glosSci jest pomocny w analizie tych przekro-
jow optycznych, gdzie jadra komorkowe nie
sa juz dobrze oddzielone od swoich sasiadow.
Przyktad poprawnie zrekonstruowanego jadra
komorkowego znajduje si¢ na Ryc. 2.
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ILOSCIOWA ANALIZA OBRAZU W BADANIACH STRUKTURALNEJ PLASTYCZNOSCI
SYNAPTYCZNE]

Streszczenie

Analiza obrazéw mikroskopowych odgrywa
obecnie dominujaca role w badaniach nad struktu-
ra mozgu. Wglad w strukturalna plastycznosS¢ synap-
tyczna moze by¢ kluczem do zrozumienia podstaw
wielu zaburzen neurodegeneracyjnych. Prawie w
kazdym eksperymencie niezbedna jest iloSciowa ana-
liza obrazéw tkanki moézgowej, wymagajaca cz¢sto

wyspecjalizowanego oprogramowania komputerowe-
go ze wzgledu na zlozonosS¢ struktur analizowanych
obrazow. W niniejszym tekScie dokonamy przegladu
najwazniejszych problemoéw towarzyszacych analizie
obrazow zebranych mikroskopem konfokalnym. Kaz-
dy z tych probleméw wymaga zastosowania dedyko-
wanych algorytmow.

QUANTITATIVE IMAGE ANALYSIS IN THE STRUCTURAL SYNAPTIC PLASTICITY STUDIES

Summary

The analysis of confocal microscopy images has
started to play a significant role in the brain struc-
ture analysis. An insight into structural synaptic
plasticity may be the key to elucidate the molecular
basis of many neurodegenerative disorders. Almost
every experiment demands a quantitative analysis of

brain tissue images, which requires specialized soft-
ware able to cope with the structural complexity of
the data. In the following text we will review com-
mon issues arising while performing the confocal
image analysis and dedicated algorithms designed to
overcome those problems.
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