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1 Wst¦p

Przekonanie, »e morfologia komórek tkanki nerwowej ma ±cisªy zwi¡zek z peªnionymi
przez nie funkcjami daje si¦ zauwa»y¢ ju» w publikacjach pionierów neurobiologii z prze-
ªomu XIX i XX wieku. Jednak dopiero pod koniec XX wieku rozwój immunocytochemii,
mikroskopii konfokalnej i komputerowych metod przetwarzania i analizy obrazu stwo-
rzyª realne mo»liwo±ci sprawdzenia tej tezy, dostarczaj¡c narz¦dzi do ilo±ciowego opisu
ksztaªtu komórek. Wi¦kszo±¢ bada« skupia si¦ jednak na komórkach nerwowych. Do-
tychczasowe zaanga»owanie w badania nad morfologi¡ komórek glejowych byªo znacznie
mniejsze. Wykorzystywaªo gªównie metody ilo±ciowe w pracach nad rozwojem tych ko-
mórek oraz nad ich reakcj¡ na ró»nego rodzaju czynniki patogenne, takie jak infekcje,
urazy, czy choroby neurodegeneracyjne. Zmiany w morfologii komórek mog¡ by¢ jed-
nym z pierwszych objawów zmian patologicznych. St¡d te» metody które pozwol¡ na
precyzyjne badanie zmian ksztaªtu mog¡ mie¢ fundamentalne znaczenie w diagnostyce.
Najnowsze badania dowodz¡, »e komórki glejowe, w szczególno±ci astrocyty, nie tylko
wspomagaj¡ metabolicznie neurony i peªni¡ funkcje ochronne, ale s¡ równie» aktywnym
uczestnikiem procesu przetwarzania informacji. Pogl¡dów na temat znaczenia gleju wci¡»
przybywa. Rozwój metod, które pozwol¡ na badanie istotnego aspektu reakcji komórek
glejowych, czyli zmian ich ksztaªtu, mo»e mie¢ istotne znaczenie zarówno w badaniach
dotycz¡cych podstawowych mechanizmów funkcjonowania systemu nerwowego, jak i w
poszukiwaniu przyczyn chorób systemu nerwowego i metod ich leczenia. Ukªad nerwowy
zbudowany jest nie tylko z komórek nerwowych, ale zawiera tak»e szereg typów komórek
glejowych. Pod wzgl¦dem stopnia zªo»ono±ci morfologicznej komórki glejowe nie ust¦-
puj¡ komórkom nerwowym, a pod wzgl¦dem ró»norodno±ci peªnionych funkcji nawet je
przewy»szaj¡. Badania szacunkowe wykazuj¡, »e w ukªadzie nerwowym jest znacznie
wi¦cej komórek glejowych ni» komórek nerwowych.

Narz¦dziem badawczym u»ywanym w tej pracy jest mikroskop �uorescencyjny. Jest
to mikroskop ±wietlny u»ywany w badaniach substancji organicznych i nieorganicznych,
którego dziaªanie oparte jest na zjawisku �uorescencji i fosforescencji, zamiast, lub wraz
ze zjawiskami odbicia i absorpcji ±wiatªa (co jest wykorzystane w klasycznym mikroskopie
optycznym). Mikroskop konfokalny umo»liwia dokonywanie tzw. przekrojów optycznych
preparatu, analizuje bowiem ±wiatªo pochodz¡ce z jednej jego pªaszczyzny, eliminuj¡c
±wiatªo docieraj¡ce z warstw poªo»onych wy»ej lub ni»ej. Mo»liwa jest analiza przekrojów
optycznych na ró»nej gª¦boko±ci preparatu. Technika mikroskopii konfokalnej umo»liwia
uzyskiwanie wysokiej jako±ci obrazów oraz rekonstrukcji obrazów w trzech wymiarach.
W niniejszej pracy poddano analizie i trójwymiarowej rekonstrukcji jeden typ komórek
glejowych - astrocyty. W celu ich identy�kacji poddano je barwieniu immunocytoche-
micznemu z wykorzystaniem przeciwciaªa rozpoznaj¡cego kwa±ne wªókienkowe biaªko
glejowe GFAP (ang. Glial Fibryllary Acidic Protein). Jest ono markerem astrocytów,
który wybarwia ich cytoszkielet. Dodatkowo u»yto �uorochromu DAPI, czyli aromatycz-
nej heterocyklicznej aminy, która wi¡»e si¦ silnie do DNA. Barwienie w kierunku DAPI
umo»liwiªo okre±lenie lokalizacji j¡der komórkowych w analizowanych skrawkach tkanki
mózgowej.

2 Wst¦pne przetwarzanie stosów DAPI i GFAP

Schemat procedury wst¦pnego przetwarzania analizowanych stosów zostaª przedstawiony
na rysunku 1. Gªównymi elementami opracowanej procedury s¡ trzy nast¦puj¡ce etapy:
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Rysunek 1: Schemat wst¦pnego przetwarzania stosów obrazów

wyrównanie jasno±ci obrazów w obr¦bie stosu, dekonwolucja trójwymiarowych obrazów
oraz binaryzacja. Pierwsze dwa etapy zostaªy krótko opisane poni»ej. Do binaryzacji
zostaª wykorzystany algorytm SIS (ang. Simple Image Statistic), opisany w [2]. Polega
on na wyznaczeniu globalnej warto±ci progowej na podstawie prostych statystyk obrazu.

2.1 Wyrównanie jasno±ci obrazów

Obrazy 2D w obr¦bie pojedynczego stosu maj¡ ró»n¡ jasno±¢. Dla cz¦±ci obrazów GFAP
pocz¡tkowe przekroje s¡ relatywnie ciemne, ale ich jasno±¢ wzrasta a» do osi¡gni¦cia
warto±ci najwy»szej. Nast¦pnie jasno±¢ kolejnych obrazów jest coraz mniejsza, a» do
zupeªnie ciemnych i nieczytelnych obrazów na ko«cu stosu. Jasno±¢ obrazów w stosach
DAPI jest bardziej stabilna, ale równie» zmienia si¦ wraz z gª¦boko±ci¡.

Aby wyrówna¢ jasno±¢ obrazów w stosie trzeba wybra¢ jeden z obrazów jako obraz
wzorcowy, do którego b¦d¡ dopasowywane pozostaªe obrazy. Dla ka»dego przetwarza-
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nego stosu jako obraz wzorcowy wybrany zostaª obraz le»¡cy w jego ±rodku (w poªowie
stosu). Pozostaªe obrazy s¡ korygowane poprzez wykonanie na warto±ciach ich wokseli
prostego przeksztaªcenia liniowego postaci:

pnew = aj · pold + bj (1)

Wspóªczynniki aj i bj s¡ osobno wyznaczane dla ka»dego z obrazów stosu. S¡ one wy-
znaczane na podstawie porównania obrazu z jednym z s¡siaduj¡cych z nim obrazów,
który zostaª ju» skorygowany. W pierwszym kroku korygowane s¡ dwa obrazy s¡siadu-
j¡ce bezpo±rednio z obrazem wzorcowym, potem kolejne dwa, s¡siaduj¡ce bezpo±rednio
ze skorygowanymi obrazami. W ten sposób, obraz po obrazie, zostaje skorygowany caªy
stos.

Problemem, jaki trzeba rozwi¡za¢, jest sposób wyznaczenia warto±ci wspóªczynników
aj i bj dla obrazu Ij , zakªadaj¡c, »e znamy ju» warto±ci analogicznych wspóªczynników aw
i bw dla s¡siaduj¡cego z nim obrazu wzorcowego Iw. Zaproponowane w pracy rozwi¡zanie
bazuje na porównywaniu skumulowanych histogramów Hj i Hw. Dla warto±ci pikseli
p, dla których histogram ma niezerow¡ warto±¢, próbujemy dopasowa¢ odpowiadaj¡c¡
mu warto±¢ piksela z drugiego obrazu. Nast¦pnie dla wyznaczonych w ten sposób par
warto±ci pikseli szukamy najlepiej pasuj¡cych warto±ci aj i bj . Za rozwi¡zanie tego
problemu przyj¦to minimum globalne nast¦puj¡cej funkcji:

ε(aj , bj) =∑hj(p)>0∧Hj(p)≤0,7·|χ(Ij)|
p∈Z |aj · p+ bj − aw ·H−1w (Hj(p))− bw|+∑hw(p)>0∧Hw(p)≤0,7·|χ(Iw)|
p∈Z |aw · p+ bw − aj ·H−1j (Hw(p))− bj |

(2)

2.2 Dekonwolucja

Ka»dy obraz otrzymywany za pomoc¡ jakiegokolwiek systemu optycznego takiego jak
mikroskop, kamera albo luneta jest obrazem znieksztaªconym. Znieksztaªcenia te spo-
wodowane s¡ przez ró»nego rodzaju aberracje, jak równie» poprzez wªasno±ci o±rodków,
przez które przemieszczaj¡ si¦ promienie ±wietlne tworz¡ce obraz. Powstaªe w ten spo-
sób deformacje rzeczywistego obrazu mog¡ by¢ opisane za pomoc¡ tak zwanej funkcji
PSF (ang. Point Spread Function). Je»eli zaªo»ymy, »e dla ka»dego punktu le»¡cego w
obszarze obrazu funkcja PSF jest taka sama, to wyj±ciowy (zarejestrowany) obraz mo»e
by¢ zamodelowany jako wynik konwolucji (splotu) obrazu PSF-a z obrazem wej±ciowym
(tj. rzeczywistym, bez znieksztaªce«).

Celem zastosowania dekonwolucji jest odtworzenie obrazu rzeczywistego na podstawie
obrazu wyj±ciowego oraz zmierzonej (lub oszacowanej) funkcji PSF. Okre±lenia obrazu
PSF dokonuje si¦ na drodze teoretycznych oblicze« lub za pomoc¡ pomiarów. Przy
dekonwolucji obrazów przetwarzanych w ramach niniejszej pracy u»yto obrazów PSF
uzyskanych na podstawie teoretycznych oblicze«, bazuj¡cych na modelu przedstawionym
w [8].

Wszystkie analizowane w tej pracy trójwymiarowe obrazy komórek byªy poddane
procesowi dekonwolucji z wykorzystaniem algorytmu Richardson-Lucy ([7], [4]) rozsze-
rzonego o regularyzacj¦ Conchello ([1]). Algorytm ten polega na poprawianiu jako±ci
obrazu w kolejnych iteracjach zgodnie z nast¦puj¡cym wzorem:

f (k+1) = f (k)AT
(

g

Af (k)

)
(3)
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We wzorze 3 funkcje f i g oznaczaj¡ odpowiedniki funkcji F i GOUT w przestrzeni
ci¡gªej, liczba k oznacza numer iteracji, natomiast A jest przeksztaªceniem liniowym
odpowiadaj¡cym konwolucji z zadan¡ funkcj¡ PSF.

3 Wyodr¦bnienie komórek z obrazów 3D i rekonstrukcja ich

struktury

Danymi wej±ciowymi do zaproponowanej w tej pracy procedury rekonstrukcji komórek
s¡ dwa binarne 3D obrazy przedstawiaj¡ce ten sam skrawek preparatu, z których jeden
jest obrazem DAPI, a drugi obrazem GFAP. Obrazy te musz¡ si¦ dokªadnie pokrywa¢,
mie¢ identyczny rozmiar i tak¡ sam¡ wielko±¢ woksela. Na rysunku 2 przedstawiono
schemat zaprojektowanej procedury do wyznaczania struktur komórek. Najwa»niejsze
etapy zostaªy opisane poni»ej.

3.1 Wyznaczanie poªo»enia j¡der komórkowych

Opracowana metoda wyszukiwania na obrazie 3D j¡der komórkowych polega na wy-
znaczaniu zawartych w podanym obrazie kulistych ksztaªtów o promieniu z zadanego
przedziaªu. Poniewa» DAPI w praktyce wybarwia j¡dra komórkowe w okolicy bªony
j¡drowej, s¡ one widoczne na analizowanych obrazach jako sfery - kuliste ksztaªty pu-
ste w ±rodku. Dlatego do wyszukiwania na obrazie j¡der komórkowych u»yto specjalnie
zaprojektowanego algorytmu wyznaczaj¡cego na obrazie sfery o zadanym promieniu i
grubo±ci.

Opracowany algorytm byª zainspirowany dziaªaniem transformaty Hough'a. Wyszu-
kiwane na trójwymiarowym obrazie sfery s¡ jednoznacznie okre±lone przez nast¦puj¡ce
parametry:

• poªo»enie ±rodka xs = [xs0, xs1, xs2] (trzy wspóªrz¦dne)

• promie« R

Wszystkie te warto±ci podane s¡ jako liczby caªkowite, z czego pierwsze trzy s¡ to»same
ze wspóªrz¦dnymi wokseli. Jako dane wej±ciowe algorytmu podawane s¡ nast¦puj¡ce
parametry:

• obraz binarny F w którym wyszukiwane s¡ sfery

• minimalny promie« szukanych sfer Rmin � liczba caªkowita

• maksymalny promie« szukanych sfer Rmax � liczba caªkowita

• grubo±¢ sfery b � liczba wokseli stanowi¡ca �grubo±¢� ±ciany sfery

• próg dopasowania Th � minimalny procent pokrycia sfery przez woksele obrazu

W klasycznym podej±ciu, bazuj¡cym na transformacie Hough'a, nale»aªoby zbudo-
wa¢ czterowymiarowy obraz (czwartym wymiarem jest promie«), w którym nale»aªoby
wyszuka¢ maksima. Poniewa» operujemy na do±¢ du»ych obrazach, podej±cie to miaªoby
zbyt du»¡ zªo»ono±¢ pami¦ciow¡. Dlatego zaprojektowano specjalny algorytm, dziaªa-
j¡cy w podobny sposób i maj¡cy du»o mniejsz¡ zªo»ono±¢ pami¦ciow¡. Polega on na
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Rysunek 2: Schemat rekonstrukcji komórek
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wielokrotnym wykonywaniu prostszego algorytmu wyszukiwania sfer o ustalonym pro-
mieniu.

W pierwszej kolejno±ci wyszukiwane s¡ sfery o najwi¦kszym zadanym promieniu
Rmax. Znalezione sfery wraz z wn¦trzem usuwane s¡ z obrazu wej±ciowego. W ko-
lejnych iteracjach algorytmu promie« wyszukiwanych sfer R jest zmniejszany o jeden
woksel, a» do osi¡gni¦cia minimalnej interesuj¡cej nas warto±ci Rmin.

W efekcie dziaªania algorytmu otrzymujemy wspóªrz¦dne ±rodków znalezionych sfer
oraz ich promienie (s¡ to zawsze warto±ci caªkowite). Przy wyszukiwaniu sfer korzystamy
z binarnej, trójwymiarowej maski MS okre±lonej wzorem:

MS(x) =

 1 gdy R− b ≤
√(

r0(MS)
2 − x0

)2
+
(
r1(MS)

2 − x1
)2

+
(
r2(MS)

2 − x2
)2
≤ R

0 w przeciwnym przypadku
(4)

gdzie r0(MS), r1(MS), r2(MS) to rozmiary maski wzgl¦dem osi X, Y oraz Z, b to grubo±¢
±ciany sfery, natomiast R to promie« aktualnie szukanej sfery. W ka»dym wokselu obrazu
F umieszczana jest potencjalna sfera o zadanym promieniu R. Je»eli niezerowe woksele
obrazu F pokrywaj¡ t¦ sfer¦ w stopniu nie mniejszym ni» próg dopasowania Th, to
uznajemy, »e w tym miejscu na obrazie F znajduje si¦ sfera.

Podczas tego procesu nale»y zwróci¢ uwag¦ na to, »e jeden kulisty ksztaªt na obrazie z
reguªy dopasowuje kilka podobnych sfer o le»¡cych blisko siebie ±rodkach. Aby rozwi¡za¢
ten problem, w ka»dej iteracji wybierana jest jedna, najlepiej dopasowana sfera. Jest ona
dodawana do wyniku i usuwana wraz z wn¦trzem z analizowanego obrazu. Dzi¦ki temu
w nast¦pnej iteracji nie zostan¡ wykryte sfery o podobnej wielko±ci i poªo»eniu.

W celu wyznaczenia pozycji na obrazie F , w których najlepiej jest dopasowany ksztaªt
sfery przedstawiony na masceMS , obliczany jest obraz B. Warto±¢ ka»dego z jego wokseli
jest równa liczbie dopasowanych wokseli z maski sfery, której ±rodek znajduje si¦ w tym
wokselu. Obraz B mo»na zde�niowa¢ nast¦puj¡co:

B(x) =
∑

t∈χ(MS)

MS(t) · F
(
x0 −

r0(MS)

2
+ t0, x1 −

r1(MS)

2
+ t1, x2 −

r2(MS)

2
+ t2

)
(5)

Poniewa» jest to dziaªanie liniowe, do efektywnego obliczenia obrazu B mo»na u»y¢
operatora konwolucji, co pozwala na szybkie wykonanie oblicze« za pomoc¡ szybkiej
transformaty Fourier'a.

3.2 Szkieletyzacja

Na podstawie zbinaryzowanych obrazów GFAP oraz wyznaczonych z obrazów DAPI pa-
rametrów j¡der komórkowych obliczany jest szkielet. Do szkieletyzacji obrazu zostaª
u»yty algorytm ±cieniania zachowuj¡cy topologi¦ obiektu zaproponowany w [5], a do-
kªadniej jego poprawiona wersja przedstawiona w pracach [6] i [3].

Otrzymany w ten sposób szkielet zawiera sporo nadmiarowych gaª¦zi o niewielkich
rozmiarach. Jest to spowodowane przez to, »e podczas procesu szkieletyzacji nawet nie-
wielkie nierówno±ci na powierzchni komórki s¡ traktowane jako osobne gaª¦zie. Problem
ten zostaª rozwi¡zany poprzez usuni¦cie niektórych ko«cowych gaª¦zi z otrzymanego
szkieletu.
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Rysunek 3: Przykªadowy fragment szkieletu. Na szaro zaznaczono woksele posiadaj¡ce
wi¦cej ni» dwóch s¡siadów.

3.3 Podziaª szkieletu na komórki oraz zapisanie ich w formacie SWC

Aby umo»liwi¢ analiz¦ struktury, któr¡ tworz¡ wybarwione komórki, trzeba go zapisa¢
w postaci grafu. Na pierwszy rzut oka otrzymany wskutek wcze±niejszych przeksztaªce«
szkielet dobrze przedstawia struktur¦ wybarwionych komórek. Jednak po dokªadniejszej
analizie mo»na zauwa»y¢, »e nie wyznacza on w jednoznaczny sposób kraw¦dzi i wierz-
choªków. Przykªadowy fragment szkieletu zostaª przedstawiony na rysunku 3. Woksele
zaznaczone na szaro maj¡ wi¦cej ni» dwóch s¡siadów, jednak nie powinny by¢ zakwa-
li�kowane jako osobne wierzchoªki. W pracy przyj¦to zaªo»enie, »e takie grupy wokseli
de�niuj¡ pojedynczy wierzchoªek grafu.

Kolejnym problemem jest wyodr¦bnienie z powstaªego grafu drzew reprezentuj¡cych
poszczególne komórki. W idealnym przypadku otrzymany graf powinien si¦ skªada¢ z
drzew, przy czym ka»de drzewo powinno zawiera¢ po jednym j¡drze komórkowym. W
rzeczywisto±ci jednak wynikiem powy»szych operacji jest jeden lub kilka grafów zawie-
raj¡cych cykle, przy czym niektóre nie s¡ poª¡czone z »adnym j¡drem, a niektóre s¡
poª¡czone z kilkoma j¡drami. Zaproponowany w pracy algorytm podziaªu grafu polegaª
na usuwaniu najcie«szych kraw¦dzi.

4 Wyniki rekonstrukcji

Z przetwarzanych w ramach niniejszej pracy stosów obrazów wybrano pi¦¢ komórek i
dokonano ich r¦cznej rekonstrukcji. Rekonstrukcja zostaªa wykonana z wykorzystaniem
programu Neuromorpho.org. Otrzymane w ten sposób szkielety komórek zostaªy po-
równane ze szkieletami uzyskanymi w drodze automatycznej rekonstrukcji. W tym celu
ka»d¡ par¦ szkieletów naniesiono na jeden obraz 3D. Osobnymi kolorami zaznaczono po-
krywaj¡ce si¦ cz¦±ci szkieletu, a innymi te, które nie maj¡ odpowiadaj¡cego fragmentu
w drugim szkielecie. Przykªadowy wyniki takiego porównania zostaª przedstawione na
rysunku 4.

Kolorem niebieskim zaznaczono te cz¦±ci szkieletu otrzymanego w wyniku automa-
tycznej rekonstrukcji, które pokrywaªy si¦ ze szkieletem wyznaczonym r¦cznie. Pozostaª¡
cz¦±¢ wyznaczonego automatycznie szkieletu oznaczono kolorem czerwonym. Analogicz-
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Rysunek 4: Porównanie szkieletów komórek otrzymanych w drodze r¦cznej i automa-
tycznej rekonstrukcji.

nie podzielono szkielet wyznaczony r¦cznie. Cze±¢ szkieletu, pokrywaj¡ca si¦ ze szkie-
letem wyznaczonym automatycznie, zostaªa zaznaczona kolorem zielonym. Pozostaª¡
cz¦±¢ szkieletu zaznaczono kolorem pomara«czowym.

Pomijaj¡c wyniki otrzymane dla obrazów o bardzo maªej rozdzielczo±ci, system byª w
stanie automatycznie rozpozna¢ struktury analizowanych komórek. Uzyskiwano wyniki
na poziomie 75% zgodno±ci (w porównaniu do wyników r¦cznej rekonstrukcji), co mo»na
uzna¢ za dobry wynik. Automat zdecydowanie odtwarzaª generaln¡ struktur¦ badanej
komórki i prawidªowo j¡ lokalizowaª i orientowaª przestrzennie. Rozbie»no±ci pojawiaªy
si¦ na etapie odtwarzania drobnych szczegóªów struktury, na przykªad takich, które
zostaªy ¹le odwzorowane w procesie barwienia.

5 Oryginalne elementy pracy

Najistotniejszym rezultatem niniejszej pracy jest opracowanie, zaimplementowanie i prze-
testowanie systemu, pozwalaj¡cego na automatyczn¡ rekonstrukcj¦ struktur astrocytów
na podstawie stosów obrazów 2D otrzymanych za pomoc¡ mikroskopu konfokalnego.
Schemat dziaªania opracowanego systemu zostaª w skrócie przedstawiony na rysunkach
1 oraz 2. Schemat ten zarówno w caªo±ci jak i w drobnych szczegóªach jest oryginalnym
rozwi¡zaniem b¦d¡cym wªasnym osi¡gni¦ciem autorki rozprawy.

W ramach niniejszej pracy zostaªy równie» zaprojektowane i przetestowane wªasne
algorytmy, stanowi¡ce cz¦±¢ systemu rekonstrukcji. S¡ to:

• Algorytm do wyrównywania jasno±ci obrazów 2D w obr¦bie stosu

• Algorytm sªu»¡cy do wyznaczania poªo»enia i wielko±ci j¡der komórkowych na
obrazie 3D, otrzymanym z preparatu wybarwionego przez DAPI

• Algorytm ekstrakcji drzew (tj. grafów acyklicznych) reprezentuj¡cych struktury
poszczególnych komórek glejowych z binarnego obrazu 3D, otrzymanego z prepa-
ratu wybarwionego przez GFAP

Caªkowicie wªasnym opracowaniem jest te» caªe stworzone oprogramowanie oraz
wszystkie wyniki jego bada«.
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