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1 Wstep

Przekonanie, ze morfologia komérek tkanki nerwowej ma $cisty zwigzek z pelnionymi
przez nie funkcjami daje sie zauwazy¢ juz w publikacjach pionieréw neurobiologii z prze-
tomu XIX i XX wieku. Jednak dopiero pod koniec XX wieku rozwdéj immunocytochemii,
mikroskopii konfokalnej i komputerowych metod przetwarzania i analizy obrazu stwo-
rzyl realne mozliwosci sprawdzenia tej tezy, dostarczajac narzedzi do ilosciowego opisu
ksztaltu komorek. Wiekszos¢é badan skupia sie jednak na komoérkach nerwowych. Do-
tychczasowe zaangazowanie w badania nad morfologia komoérek glejowych byto znacznie
mniejsze. Wykorzystywalo gtéwnie metody ilosciowe w pracach nad rozwojem tych ko-
morek oraz nad ich reakcja na réznego rodzaju czynniki patogenne, takie jak infekcje,
urazy, czy choroby neurodegeneracyjne. Zmiany w morfologii komoérek moga by¢ jed-
nym z pierwszych objawéw zmian patologicznych. Stad tez metody ktére pozwola na
precyzyjne badanie zmian ksztaltu moga mie¢ fundamentalne znaczenie w diagnostyce.
Najnowsze badania dowodza, ze komérki glejowe, w szczegélnosdci astrocyty, nie tylko
wspomagaja metabolicznie neurony i petnig funkcje ochronne, ale sa rowniez aktywnym
uczestnikiem procesu przetwarzania informacji. Pogladéw na temat znaczenia gleju wciaz
przybywa. Rozwdj metod, ktére pozwola na badanie istotnego aspektu reakcji komoérek
glejowych, czyli zmian ich ksztattu, moze mieé istotne znaczenie zar6wno w badaniach
dotyczacych podstawowych mechanizméw funkcjonowania systemu nerwowego, jak i w
poszukiwaniu przyczyn choréb systemu nerwowego i metod ich leczenia. Uktad nerwowy
zbudowany jest nie tylko z komoérek nerwowych, ale zawiera takze szereg typow komorek
glejowych. Pod wzgledem stopnia zlozonosci morfologicznej komoérki glejowe nie uste-
puja komoérkom nerwowym, a pod wzgledem réznorodnosci pelionych funkcji nawet je
przewyzszaja. Badania szacunkowe wykazuja, ze w ukladzie nerwowym jest znacznie
wiecej komorek glejowych niz komérek nerwowych.

Narzedziem badawczym uzywanym w tej pracy jest mikroskop fluorescencyjny. Jest
to mikroskop $wietlny uzywany w badaniach substancji organicznych i nieorganicznych,
ktorego dziatanie oparte jest na zjawisku fluorescencji i fosforescencji, zamiast, lub wraz
ze zjawiskami odbicia i absorpcji $wiatla (co jest wykorzystane w klasycznym mikroskopie
optycznym). Mikroskop konfokalny umozliwia dokonywanie tzw. przekrojow optycznych
preparatu, analizuje bowiem $§wiatlo pochodzace z jednej jego plaszczyzny, eliminujac
$wiatto docierajace z warstw potozonych wyzej lub nizej. Mozliwa jest analiza przekrojow
optycznych na réznej gtebokosci preparatu. Technika mikroskopii konfokalnej umozliwia
uzyskiwanie wysokiej jakosci obrazow oraz rekonstrukcji obrazéw w trzech wymiarach.
W niniejszej pracy poddano analizie i trojwymiarowej rekonstrukeji jeden typ komoérek
glejowych - astrocyty. W celu ich identyfikacji poddano je barwieniu immunocytoche-
micznemu z wykorzystaniem przeciwciata rozpoznajacego kwasne wltékienkowe biatko
glejowe GFAP (ang. Glial Fibryllary Acidic Protein). Jest ono markerem astrocytow,
ktory wybarwia ich cytoszkielet. Dodatkowo uzyto fluorochromu DAPI, czyli aromatycz-
nej heterocyklicznej aminy, ktéra wigze sie silnie do DNA. Barwienie w kierunku DAPI
umozliwito okreslenie lokalizacji jader komérkowych w analizowanych skrawkach tkanki
mozgowe;.

2 Wstepne przetwarzanie stosow DAPI i GFAP

Schemat procedury wstepnego przetwarzania analizowanych stosoéw zostal przedstawiony
na rysunku [I] Giéwnymi elementami opracowanej procedury sa trzy nastepujace etapy:
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Rysunek 1: Schemat wstepnego przetwarzania stosé6w obrazow

wyréwnanie jasnosci obrazéw w obrebie stosu, dekonwolucja tréjwymiarowych obrazéw
oraz binaryzacja. Pierwsze dwa etapy zostaly krétko opisane ponizej. Do binaryzacji
zostal wykorzystany algorytm SIS (ang. Simple Image Statistic), opisany w [2]. Polega
on na wyznaczeniu globalnej wartodci progowej na podstawie prostych statystyk obrazu.

2.1 Wyréwnanie jasnos$ci obrazéow

Obrazy 2D w obrebie pojedynczego stosu maja rézna jasnos¢. Dla czesci obrazéow GFAP
poczatkowe przekroje sa relatywnie ciemne, ale ich jasno$é wzrasta az do osiagniecia
wartoéci najwyzszej. Nastepnie jasno$¢ kolejnych obrazéw jest coraz mniejsza, az do
zupelnie ciemnych i nieczytelnych obrazéw na koiicu stosu. Jasnosé obrazéw w stosach
DAPIT jest bardziej stabilna, ale réwniez zmienia sie wraz z gltebokoscig.

Aby wyréwnaé jasnosé obrazéow w stosie trzeba wybraé jeden z obrazéw jako obraz
wzorcowy, do ktorego beda dopasowywane pozostate obrazy. Dla kazdego przetwarza-



nego stosu jako obraz wzorcowy wybrany zostal obraz lezacy w jego srodku (w polowie
stosu). Pozostale obrazy sa korygowane poprzez wykonanie na wartosciach ich wokseli
prostego przeksztatcenia liniowego postaci:

Pnew = Gj * Pold + bj (1)

Wspoétczynniki a; 1 b; sg osobno wyznaczane dla kazdego z obrazow stosu. Sg one wy-
znaczane na podstawie poréwnania obrazu z jednym z sasiadujacych z nim obrazéw,
ktory zostal juz skorygowany. W pierwszym kroku korygowane sa dwa obrazy sasiadu-
jace bezposrednio z obrazem wzorcowym, potem kolejne dwa, sasiadujace bezposrednio
ze skorygowanymi obrazami. W ten spos6b, obraz po obrazie, zostaje skorygowany caty
stos.

Problemem, jaki trzeba rozwiazaé, jest spos6b wyznaczenia wartosci wspotczynnikéw
a; i b; dla obrazu I;, zakladajac, ze znamy juz wartosci analogicznych wspotczynnikow a,,
i by, dla sasiadujacego z nim obrazu wzorcowego I,,. Zaproponowane w pracy rozwiazanie
bazuje na poréwnywaniu skumulowanych histogramow H; i H,. Dla wartosci pikseli
p, dla ktérych histogram ma niezerowa wartosé, prébujemy dopasowaé¢ odpowiadajaca
mu wartos¢ piksela z drugiego obrazu. Nastepnie dla wyznaczonych w ten sposéb par
wartosci pikseli szukamy najlepiej pasujacych wartosci a; i bj. Za rozwigzanie tego
problemu przyjeto minimum globalne nastepujacej funkcji:
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2.2 Dekonwolucja

Kazdy obraz otrzymywany za pomoca jakiegokolwiek systemu optycznego takiego jak
mikroskop, kamera albo luneta jest obrazem znieksztalconym. Znieksztalcenia te spo-
wodowane sa przez réznego rodzaju aberracje, jak réwniez poprzez wlasnosci oérodkéw,
przez ktore przemieszczaja sie promienie §wietlne tworzace obraz. Powstale w ten spo-
sob deformacje rzeczywistego obrazu mogg by¢ opisane za pomocy tak zwanej funkcji
PSF (ang. Point Spread Function). Jezeli zalozymy, ze dla kazdego punktu lezgcego w
obszarze obrazu funkcja PSF jest taka sama, to wyjsciowy (zarejestrowany) obraz moze
by¢ zamodelowany jako wynik konwolucji (splotu) obrazu PSF-a z obrazem wejsciowym
(tj. rzeczywistym, bez znieksztalcen).

Celem zastosowania dekonwolucji jest odtworzenie obrazu rzeczywistego na podstawie
obrazu wyjsciowego oraz zmierzonej (lub oszacowanej) funkcji PSF. Okreslenia obrazu
PSF dokonuje sie na drodze teoretycznych obliczeri lub za pomoca pomiardéw. Przy
dekonwolucji obrazéw przetwarzanych w ramach niniejszej pracy uzyto obrazéw PSF
uzyskanych na podstawie teoretycznych obliczen, bazujacych na modelu przedstawionym
w [8].

Wszystkie analizowane w tej pracy tréjwymiarowe obrazy komoérek byty poddane
procesowi dekonwolucji z wykorzystaniem algorytmu Richardson-Lucy ([7], [4]) rozsze-
rzonego o regularyzacje Conchello ([I]). Algorytm ten polega na poprawianiu jakosci
obrazu w kolejnych iteracjach zgodnie z nastepujacym wzorem:

1) ) 4T <A Jg(k)) (3)




We wrzorze [3| funkcje f i g oznaczaja odpowiedniki funkcji F' i Goyr w przestrzeni
ciagglej, liczba k oznacza numer iteracji, natomiast A jest przeksztalceniem liniowym
odpowiadajacym konwolucji z zadana funkcjg PSF.

3 Wyodrebnienie komérek z obrazéw 3D i rekonstrukcja ich
struktury

Danymi wejsciowymi do zaproponowanej w tej pracy procedury rekonstrukeji komoérek
sa dwa binarne 3D obrazy przedstawiajace ten sam skrawek preparatu, z ktérych jeden
jest obrazem DAPI, a drugi obrazem GFAP. Obrazy te musza sie doktadnie pokrywac,
mieé¢ identyczny rozmiar i taka sama wielko$é woksela. Na rysunku [2| przedstawiono
schemat zaprojektowanej procedury do wyznaczania struktur komoérek. Najwazniejsze
etapy zostaly opisane ponizej.

3.1 Wyznaczanie polozenia jader komérkowych

Opracowana metoda wyszukiwania na obrazie 3D jader komdrkowych polega na wy-
znaczaniu zawartych w podanym obrazie kulistych ksztaltéw o promieniu z zadanego
przedziatu. Poniewaz DAPI w praktyce wybarwia jadra komoérkowe w okolicy btony
jadrowej, sa one widoczne na analizowanych obrazach jako sfery - kuliste ksztatty pu-
ste w §rodku. Dlatego do wyszukiwania na obrazie jader komoérkowych uzyto specjalnie
zaprojektowanego algorytmu wyznaczajacego na obrazie sfery o zadanym promieniu i
grubosci.

Opracowany algorytm byt zainspirowany dziataniem transformaty Hough’a. Wyszu-
kiwane na tréjwymiarowym obrazie sfery sa jednoznacznie okreslone przez nastepujace
parametry:

e potozenie srodka Ty = [0, xs1, Ts2] (trzy wspolrzedne)
e promien R

Wszystkie te wartosci podane sg jako liczby caltkowite, z czego pierwsze trzy sg tozsame
ze wspoOtrzednymi wokseli. Jako dane wejsciowe algorytmu podawane sa nastepujace
parametry:

e obraz binarny F' w ktorym wyszukiwane sg sfery

e minimalny promien szukanych sfer R, — liczba catkowita

e maksymalny promieini szukanych sfer R4, — liczba catkowita

e grubosé sfery b — liczba wokseli stanowiaca “grubo$é” §ciany sfery

e prog dopasowania Tj, — minimalny procent pokrycia sfery przez woksele obrazu

W klasycznym podejéciu, bazujacym na transformacie Hough’a, nalezatoby zbudo-
waé czterowymiarowy obraz (czwartym wymiarem jest promieri), w ktorym nalezatoby
wyszukaé¢ maksima. Poniewaz operujemy na dosé¢ duzych obrazach, podejscie to miatoby
zbyt duza ztozonoé¢ pamieciowa. Dlatego zaprojektowano specjalny algorytm, dziata-
jacy w podobny sposéb i majacy duzo mniejsza ztozonoé¢ pamieciowa. Polega on na
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Rysunek 2: Schemat rekonstrukeji komorek
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wielokrotnym wykonywaniu prostszego algorytmu wyszukiwania sfer o ustalonym pro-
mieniu.

W pierwszej kolejnosci wyszukiwane sa sfery o najwiekszym zadanym promieniu
Rpaz- Znalezione sfery wraz z wnetrzem usuwane sa z obrazu wejsciowego. W ko-
lejnych iteracjach algorytmu promien wyszukiwanych sfer R jest zmniejszany o jeden
woksel, az do osiaggniecia minimalnej interesujacej nas wartosci Ryn-

W efekcie dziatania algorytmu otrzymujemy wspotrzedne srodkéw znalezionych sfer
oraz ich promienie (sa to zawsze wartosci catkowite). Przy wyszukiwaniu sfer korzystamy
z binarnej, tréjwymiarowej maski Mg okre$lonej wzorem:

Ms@ = | ngR_bg\/<m(2w_$0)2+(m(2w—x1)2+(r2(2ﬂm—$2>2§}%

0 w przeciwnym przypadku

(4)
gdzie ro(Mg), r1(Msg), r2(Mg) to rozmiary maski wzgledem osi X, Y oraz Z, b to grubosé
$ciany sfery, natomiast R to promien aktualnie szukanej sfery. W kazdym wokselu obrazu
F umieszczana jest potencjalna sfera o zadanym promieniu R. Jezeli niezerowe woksele
obrazu F' pokrywaja te sfere w stopniu nie mniejszym niz prog dopasowania Tp, to
uznajemy, ze w tym miejscu na obrazie F' znajduje sie sfera.

Podczas tego procesu nalezy zwréci¢ uwage na to, ze jeden kulisty ksztalt na obrazie z
reguly dopasowuje kilka podobnych sfer o lezacych blisko siebie §rodkach. Aby rozwigzaé
ten problem, w kazdej iteracji wybierana jest jedna, najlepiej dopasowana sfera. Jest ona
dodawana do wyniku i usuwana wraz z wnetrzem z analizowanego obrazu. Dzieki temu
w nastepnej iteracji nie zostana wykryte sfery o podobnej wielkosci i potozeniu.

W celu wyznaczenia pozycji na obrazie F', w ktérych najlepiej jest dopasowany ksztatt
sfery przedstawiony na masce Mg, obliczany jest obraz B. Wartosé¢ kazdego z jego wokseli
jest rowna liczbie dopasowanych wokseli z maski sfery, ktorej §rodek znajduje sie w tym
wokselu. Obraz B mozna zdefiniowa¢ nastepujaco:

B = ), MS(t)'F<3«“0—M(2W+to,x1—rl(2w+t1,xz—r2(2MS)+t2>

ZEX(]\/Is)
(5)

Poniewaz jest to dziatanie liniowe, do efektywnego obliczenia obrazu B mozna uzy¢
operatora konwolucji, co pozwala na szybkie wykonanie obliczefi za pomoca szybkiej
transformaty Fourier’a.

3.2 Szkieletyzacja

Na podstawie zbinaryzowanych obrazéw GFAP oraz wyznaczonych z obrazéw DAPI pa-
rametrow jader komoérkowych obliczany jest szkielet. Do szkieletyzacji obrazu zostal
uzyty algorytm $cieniania zachowujacy topologie obiektu zaproponowany w [5], a do-
ktadniej jego poprawiona wersja przedstawiona w pracach [6] i [3].

Otrzymany w ten sposob szkielet zawiera sporo nadmiarowych gatezi o niewielkich
rozmiarach. Jest to spowodowane przez to, ze podczas procesu szkieletyzacji nawet nie-
wielkie nieréwnosci na powierzchni komorki s traktowane jako osobne gatezie. Problem
ten zostal rozwiazany poprzez usuniecie niektérych koricowych gatezi z otrzymanego
szkieletu.



Rysunek 3: Przyktadowy fragment szkieletu. Na szaro zaznaczono woksele posiadajace
wiecej niz dwoch sgsiadéw.

3.3 Podzial szkieletu na komorki oraz zapisanie ich w formacie SWC

Aby umozliwi¢ analize struktury, ktora tworza wybarwione komorki, trzeba go zapisacé
w postaci grafu. Na pierwszy rzut oka otrzymany wskutek wczeéniejszych przeksztatcen
szkielet dobrze przedstawia strukture wybarwionych komérek. Jednak po doktadniejszej
analizie mozna zauwazy¢, ze nie wyznacza on w jednoznaczny sposéb krawedzi i wierz-
chotkéw. Przyktadowy fragment szkieletu zostal przedstawiony na rysunku [3] Woksele
zaznaczone na szaro maja wiecej niz dwoch sasiadéw, jednak nie powinny byé zakwa-
lifikowane jako osobne wierzchotki. W pracy przyjeto zalozenie, ze takie grupy wokseli
definiuja pojedynczy wierzcholek grafu.

Kolejnym problemem jest wyodrebnienie z powstalego grafu drzew reprezentujacych
poszczegolne komérki. W idealnym przypadku otrzymany graf powinien sie sktadaé z
drzew, przy czym kazde drzewo powinno zawiera¢ po jednym jadrze komérkowym. W
rzeczywistosci jednak wynikiem powyzszych operacji jest jeden lub kilka grafow zawie-
rajacych cykle, przy czym niektére nie sa potaczone z zadnym jadrem, a niektére sa
potaczone z kilkoma jadrami. Zaproponowany w pracy algorytm podziatu grafu polegat
na usuwaniu najcieiszych krawedzi.

4 Wyniki rekonstrukcji

7, przetwarzanych w ramach niniejszej pracy stoséw obrazéw wybrano pieé¢ komoérek i
dokonano ich recznej rekonstrukcji. Rekonstrukcja zostata wykonana z wykorzystaniem
programu Neuromorpho.org. Otrzymane w ten sposob szkielety komorek zostaly po-
rownane ze szkieletami uzyskanymi w drodze automatycznej rekonstrukeji. W tym celu
kazdg pare szkieletéw naniesiono na jeden obraz 3D. Osobnymi kolorami zaznaczono po-
krywajace sie czedci szkieletu, a innymi te, ktére nie majg odpowiadajacego fragmentu
w drugim szkielecie. Przykladowy wyniki takiego poréwnania zostal przedstawione na
rysunku

Kolorem niebieskim zaznaczono te czesci szkieletu otrzymanego w wyniku automa-
tycznej rekonstrukeji, ktére pokrywaly sie ze szkieletem wyznaczonym recznie. Pozostata
cze$é wyznaczonego automatycznie szkieletu oznaczono kolorem czerwonym. Analogicz-



Rysunek 4: Porownanie szkieletéw komorek otrzymanych w drodze recznej i automa-
tycznej rekonstrukcji.

nie podzielono szkielet wyznaczony recznie. Czesé szkieletu, pokrywajaca sie ze szkie-
letem wyznaczonym automatycznie, zostala zaznaczona kolorem zielonym. Pozostalta
czesé szkieletu zaznaczono kolorem pomaranczowym.

Pomijajac wyniki otrzymane dla obrazéw o bardzo malej rozdzielczoéci, system byt w
stanie automatycznie rozpoznaé¢ struktury analizowanych komoérek. Uzyskiwano wyniki
na poziomie 75% zgodnosci (w poréwnaniu do wynikow recznej rekonstrukeji), co mozna
uzna¢ za dobry wynik. Automat zdecydowanie odtwarzatl generalna strukture badanej
komérki i prawidtowo ja lokalizowal i orientowat przestrzennie. Rozbieznosci pojawiaty
sie na etapie odtwarzania drobnych szczegbéléw struktury, na przykitad takich, ktore
zostaly zle odwzorowane w procesie barwienia.

5 Oryginalne elementy pracy

Najistotniejszym rezultatem niniejszej pracy jest opracowanie, zaimplementowanie i prze-
testowanie systemu, pozwalajacego na automatyczna rekonstrukcje struktur astrocytéow
na podstawie stoséw obrazéw 2D otrzymanych za pomoca mikroskopu konfokalnego.
Schemat dziatania opracowanego systemu zostat w skrocie przedstawiony na rysunkach
oraz 2] Schemat ten zaréwno w calosci jak i w drobnych szczegoltach jest oryginalnym
rozwiagzaniem bedacym wilasnym osiagnieciem autorki rozprawy.

W ramach niniejszej pracy zostaly réwniez zaprojektowane i przetestowane wlasne
algorytmy, stanowiace czesé systemu rekonstrukeji. Sa to:

e Algorytm do wyréwnywania jasnodci obrazéw 2D w obrebie stosu

e Algorytm shizacy do wyznaczania potozenia i wielkosci jader komérkowych na
obrazie 3D, otrzymanym z preparatu wybarwionego przez DAPI

e Algorytm ekstrakcji drzew (tj. grafow acyklicznych) reprezentujacych struktury
poszczegdlnych komorek glejowych z binarnego obrazu 3D, otrzymanego z prepa-
ratu wybarwionego przez GFAP

Calkowicie wtasnym opracowaniem jest tez cale stworzone oprogramowanie oraz
wszystkie wyniki jego badaii.
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