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ANALIZA FRAKTALNA W BADANIU MORFOLOGII
KOMOREK TKANKI NERWOWEJ: ZASTOSOWANIA

FRACTAL ANALYSIS OF NEURAL AND GLIAL CELL
MORPHOLOGY: APPLICATIONS

Abstract. In the last 20 years fmc!al analysis has become an effective
tool for the q of cell hology. It is
particularly useful for studying neurons and glial cells, due to its very
complex shapes. The method is often used in research on the cellular
development and evolution. Moreover, the analysis is useful to study
the differences between normal and pathologically changed tissue.
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1. Wstep

Analiza fraktalna daje mozllwosc llosmowego opisu morfologu
komorek. Aby jednak k ijej nie
y wykazaé, ze komork tkankl nerwowej mozna przypisac
okmélonq wartosé wymiaru fraktalnego. Dowolne ksztalty mozna analizowaé
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przy pomocy geometm fraktalnej, i wcale nie musi to prowadzi¢ do
jal ych odkryé. Olnie dotyczy to obiektow
biol h, ktore sa. dob czyll spelniajg. podsmwowy warunek
fraktalnosci, Jedyme w bardzo zakresie. Koni

znalezleme taklch prob]eméw ktore bez pomocy analizy fraktalnej by}yby

z , albo pr j ] iejsze do badania.

System nerwowy zbudowany jest nie tylko z komérek nerwowych,
ale zawiera takze szereg typ6w komorek glejowych (Kettenmann i Ransom,
2004; Wolff i Chao, 2004). Pod wzgledem stopnia komplikacji
morfologicznej nie ustgpuja one komérkom nerwowym, a pod wzgledem
réznorodnodci petionych funkcji nawet je przewyzszaja. Podobnie jak
w przypadku komoérek nerwowych, ich funkcja ma $cisty zwiazek z ich
ksztaltem, totez ilosciowe badania morfometryczne w odniesieniu do tych
komoérek sa réwnie istotne, jak badania neuronéw. Mozna nawet
zaryzykowac tw1erdzeme, ze komérki gle_yowe, podlegajace bardziej

pr morfologi niz neurony, stanowia
wdzigczniejszy temat badan.

2. Komorki nerwowe

System nerwowy zawnera co najmniej knlkadzmsnaj typéw komérek
nerwowych Oznia sig wi p i oczywiscie
j j kilka aspektd azar z ich morfologia moze

byé badanych przy pomocy analizy fraktalnej.
Pierwszym z nich jest dynamika rozwoju. Jest to najtatwiejszy temat,
z tego wzgledu, ze W czasie rozwoju zmiany morfologlcme komorek sa

jwigksze. Na $niej; etapie g y komorek
nerwowych to typowe komorki , 0 eukli d ych ksztalt:
Czyli o wymiarze niewiele wi niz 1. , ktére

zakoriczyly fazg podziatowa i migruja w miejsce przeznaczenia maja ksztalt
ameboidalny, i wymiar fraktalny na poziomie nizszym niz 12. Gdy
komoérki znajda si¢ w odpowiednim dla siebie miejscu zaczynaja wytwarzaé
dendryty i aksony — ich ksztalt robi si¢ coraz bardziej skomplikowany,
a wymiar fraktalny osiaga wartosci w zakresie od 1,3 do 1,7. Ten wzrost
wydaje si¢ do$¢ oczywisty, i pewnie dlatego stosunkowo niewiele
publikacji poswigcono wykorzystaniu analizy fraktalnej do prostego opisu
rozwoju (Montague i Friedlander, 1989; Neale i wsp., 1993). W obu
wspomnianych pracach obserwowano rozw6j neuronéw w hodowli
tkankowej — prawie nie ma jak dotychczas systematycznych badan
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wykorzystujacych analize fraktalng do analizy rozwoju neuronéw in vivo.
Wyjatkiem jest tu praca Takedy i wsp. (1992), w ktérej wykorzystano taka
metode do badania rozwoju ontogenetycznego komoérek Purkinjego
w moézdzku myszy i cztowieka.

Znacznie bardziej interesujaca jest sytuacja, gdy mozemy
wykorzysta¢ analize fraktalna do wykazania wptywu réznych sytuacji na
proces rozwoju. Przykladem takich badan jest praca De Snmom i wsp.
(2003), w ktérej ie wymiaru 1 ik
réznic w morfologii neuronéw w organotypowych hodowlach i $wiezo
izolowanych skrawkach z mozgu Obie formy badan in vuro

wykorzystywane s p w i czy
ktérych z  powod t h nie da si¢
pr dzi¢ na zywych zw h. W tym przypadku analiza fraktalna

pozwoh}a na wykazanie wigkszej zlozonosci komorek nerwowych
w organotypowych hodowlach, co moze mie¢ znaczenie dla prawidiowej
interpretacji uzyskiwanych wynikéw.

Analiza fraktalna byla czesto wykorzystywana do klasyfikacji
komorek. Wlele badan dotyczylo siatkowki, gdzie znajduje si¢ wiele
wyraznie ods h morfol; typéw komorek nerwowych (Amthor,
1988; Morigiwa i wsp., 1989; Wingate i wsp., 1992; Kolb i wsp., 1994;
Jelinek i Spence, 1997). Dos¢ latwo bada¢ ich wiasciwosci
elektrofizjologiczne, co daje dogodna mozliwos¢ do korelowania morfologii
z funkcjami tych komérek (Djamgoz i wsp., 2001).

Szczegdlnie obiecujace wydaja si¢ badania, jak dotad bardzo
nieliczne, ktére wykorzystuja analizg fraktalng do badania zmian
ewolucyjnych w moézgu. Przykladem jest praca Portera i wsp. (1991),
w  ktérej poréwnywano wymiar fraktalny neuronéw piramidowych
w rémych warstwach kory motorycznej kota i malpy. Autorzy
zaobserwowali miedzy innymi, ze u kota w warstwie V neurony maja
bardziej zlozony ksztalt niz analogiczne neurony malpy, natomiast w
odniesieniu do warstwy III zaleznos¢ jest odwmma Slabq strong tych
badan, podobnie jak wielu innych p
wymiaru , jest bardzo niewielka grupa
komoérek (31 komérek z mézgu kota i 13 z malpiego). To powoduje, Zze do
‘wnioskéw z takich badan nalezy odnosi¢ si¢ z duza ostroznoscia.

Ta sama grupa badaczy (Smith i wsp., 1993) przeprowadzita analizg
komérek Purkinjego w mo6zdzku u 9 gatunkow ptakéw i ssakéw. W tym
przypadku stwierd: staly poziom zlozonosci tych komérek u badanych
gatunkéw — $redni wymiar fraktalny (D) zmieniat si¢ w zakresie od 1,534
(gawron) do 1,589 (czlowiek). Ta obserwacja jest zgodna z opinia, ze
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mézdzek jest strukturg fil cznie stara, dlegaj niewielkim
i jinym u wyzszych k 6w. Jednak we wspomnianej
wezesniej pracy Takedy i wsp. (1992), w ktérej oprécz Tozwoju
ontogenetycznego poréwnano tez wymiar fraktalny u 8 gatunkow
kregowcow — od minoga do czlowieka, stwierdzono znacznie wigksze
6zni ia wymiaru frak Wartos¢ D u myszy i czlowieka
wynosita odpowiednio 1,76 i 1,86. Biorac pod uwage, ze réznica w czedei
ulamkowej D wynoszaca 0,1 odpowiada podwojeni stopnia zlozonosci
mozna powiedzie¢, ze komérki Purkinjego u czlowieka maja dwukrotnie
bardziej skomplikowane drzewka dendrytyczne niz ich mysie odpowiedniki.
Jeszeze wigksze zroznicowanie D miedzy mysza a czlowiekiem zaobserwowanano
w pracy Kraussa i wsp. (1994), tu wartos¢ D dla tych gatunkéw wynosila
odpowiednio 1,57 i 1,87. Przyczyny takich réznic moga by¢ rozmaite.
Moga mie¢ zwiazek ze t ia wymiaru fraktal jak
réwniez z przygotowaniem histochemicznym tkanki. Naszym zdaniem
podstawowym powodem jest statystyczna niereprezentatywnos¢ badanej
populacji komérek. Krauss i wsp. (1994) analizowali tylko 3 komorki na
gatunek, natomiast Takeda i wsp. (1992) dla wigkszosci badanych
gatunkéw szacowali wymiar fraktalny na podstawie dwéch a niekiedy
nawet tylko jednej komérki!

3. Oligodendrocyty

Ze wzgledu na mniejsze rozmiary, komérki glejowe sa znacznie
dogodniejszym materialem do badan morfometrycznych, zwlaszeza
prowadzonych in vivo. Jednak jak dotad mozliwos¢ ta zostala wykorzystana
w bardzo i zakresie. Oligodend y to komorki glejowe,
ktérych podstawowa funkcja jest tworzenie ostonek mielinowych wokét
aksonéw, co ma podstawowe znaczenie dla efektywnosci i szybkosci
przekazywania impulséw w szlakach nerwowych.

Wszystkie  badania  oligodendrocytéw, —wykorzystujace analize
fraktalna, zostaty wykonane w hodowli komérkowej. Przykladem moga byé
prace Kreider i wsp. (1996) oraz Bernarda i wsp. (2001). W badaniach tych
nie tylko obserwowano wzrost wymiaru fraktalnego komérek, ale takze
udato si¢ wykaza¢ zaleznos¢ migdzy zwi iem stopnia k ikacji
morfologi j, a ekspresja bialek charakter h dla kolejnyct
etapéw rozwoju tych komoérek, takich jak A2B5, 04, MAG i GAL-C.
Badania te dowiodly, ze pomiar wymiaru fraktalnego moze by¢
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komplementarnym w  stosunku do barwien 1mmunocytochemlcznych
narzedziem shuz do okreslenia stopnia doj i komorek.

Wiele cennych i biolodzy uzyskuja z
hodowli komérkowych W !a.kich warunkach mozna obserwowac
oddzialywania mi dajace tym, ktore wystepuja
w normalnym mézgu. Morley i wsp (1997) wykonystah anallz@ fraktalng
do oceny wplywu 6 na rozwoj 1 w hodowli.
Okazato si¢, ze w mi ds h  oligodend osiagaly
mniejszy stopien komplikacji morfologicznej niz takie same komérki
w czystej hodowli (wartoéci D odpowiednio 1,48 i 1,54). Wyniki te
dowodza, ze jakie$ czynniki wydzielane przez astrocyty moga kontrolowa¢
rozwdj morfologiczny oligodendrocytow. Réznice migdzy komorkami
hodowanymi w dwoch réznych warunkach byly bardzo duze -
oligodendrocyty w czystej hodowli mialy prawie dwukrotnie wigksza
powierzchnig i zasieg wypus!ek Pozostaje wigc sprawa otwarta, czy pomiar
‘wymiaru pr informacji w sytuacji, gdy
réznice miedzy komoérkami sa mniej widoczne.

4. Astrocyty
Astrocyty to najbardziej roz dna pod wzgle 6
i t pod led: i funkcji kategoria. Od dawna

P
wiadomo, ze komoérki te odpowiedzialne sa migdzy innymi za odzywianie
neuronow za utrzymywame odpownedmego stezenia _|cm6w w érodcwlsku
kowym, 1 7 nadmlaru il
podczas ik (K i Ransom, 2004).
W wigkszosci synaps wlasme ten ammokwas wykorzystywany jest do
komunikacji migdzy neuronami. Wiadomo jednak, ze nadmiar tej substancji
_]esl dla komorek nerwowych bardzo mebezplecmy, powoduje zbyt silne
6w, ktore w moze pi dzi¢ do ich
zmszczema Ale asm)cyty me tylko wspomagaja neurony w 1ch pracy, ale
same tworza sie¢ k k z wlasnym
Informacje migdzy astrocytami przekazywana jest w postaci tak zwanych
fal wapniowych. Astrocyty odgrywaja istotng rolg w procesach, ktére
tradycyjnie uwazane byly za domeng neuron6w, takich jak na pxzyklad
tworzenie $ladow pamigciowych. Wiadomo, ze podczas uczenia si¢
dochodzi do zrman w strukturze slem nerwowe; Powsm_]anowe po%qczema
si¢ Jjuz jacych, wydfuzajq sig
dendryty Astrocyty sg zroditem i h, ktore lujg te
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procesy. Ale nie tylko, same rowniez ulegaja zmianom podczas uczenia sig.
W tym takze zmianom morfologicznym (Slezak i wsp., 2006). Mozliwosé
precyzyjnego opisu kierunku i dynamiki takich zmian moze byé cennym
narzgdziem pozwalajacym na lepsze poznanie zachodzacych w mézgu
proceséw poznawczych.

Podobnie jak w przypadku innych komérek nerwowych i glejowych
szereg badan nad astrocytami wykonano w hodowli komérkowej. Smith
i Behar (1994) wykazali nie ty]ko réznice w dynamice rozwoju miedzy
astrocytami pobranymi z mézgu i nerwu wzrokowego ale nawet udato im
sig stworzy¢ prosty model 5 Opisujac: zmian
wymiaru fraktalnego podczas rozwoju.

Analiza fraktalna wykorzystywana byla do badania astrocytow
w moézgu. Wspomnie¢ tu nalezy o pracy Senitza i wsp. (1995).
Przedmiotem badan byly astrocyty pochodzace z ludzkiej kory mézgowej.
Autorzy nie tylko starali si¢ opisa¢ zmiany zachodzace w czasie rozwoju,
ale takze zmiany zachodzace w czasie starzenia sie, zaréwno normalnego,
jak i takiego, ktéremu towarzyszyla otepienie starcze. Stwierdzono, ze
starzenie si¢ mézgu powoduje spadek wymiaru fraktalnego astrocytow.
Zmniejszenie to bylo wigksze w mozgach pochodzacych od pacjentow
z demencja.

Warto tez wspomniec¢ o pracy Reichenbacha i wsp. (1992). Badali oni
wymiar fraktalny réznych typow astrocylow pochodzacych z mézgu kilku
Ow ssakow. doktadne badania d komorek gleju
Miillera — jall rodzaju 0
W przeciwienstwie do typ t 0 kcmérkl te majq wydhzony
ksztalt i przebiegaja przez cala grubos¢ siatkéwki. Z ich analizy wynika, ze
wymiar fraktalny jest dobrze skorelowany z stosunkiem powierzchni do
objetosci tych komorek, co z kolei determinuje ich wlasciwosci elektryczne.
Konkluzja z omawianej pracy jest taka, ze geometria komérek jest
dopasowana do efektywnego buforowania pradéw potasowych. A jest to
jedna z podstawowych funkcji petnionych przez astrocyty réznych typow.
Podobne wyniki ta sama grupa uzyskala w odniesieniu do komérek gleju
Bergmanna w moézdzku (Siegel i wsp., 1991). Sa to komérki glejowe
majqce dlugie wypustki, przechodzace przez cata grubos¢ kory mézdzku
i peiace podobne funkcje ;a.k glej Mullera w slatkowce W pracy tej

d; réwniez py Jest
obserwacja, ze komorki gleju Bergmanna u czlow1eka mialy mniejszy
wymiar fraktalny (1,35) niz u makaka (1,44) czy szczura (1,51). Bylaby to
odwrotna tendencja ewolucyjna niz ta, ktéra niektorzy badacze obserwowali
w odniesieniu do sasiadujacych z glejem Bergmanna komérek Purkinjego.

34



Analiza fraktalna w badaniu morfologii komérek tkanki nerwowej:
zastosowania

Aslmcyty sa komorkaml, klore odznaczajq le sllnq reaklywnusclq we

mozgu, po
udarach _przy chorobach neurodegeneracy]nych W naszych wiasnych
$my sig reakcja ytow na udar niedokrwienny

(Oderfeld- Nowak i wsp., 2003; Soltys i wsp., 2003). Tego typu. sytuacja
powoduje szczegélnie silne zmiany w czesci moézgu zwanej rogiem
Ammona (pole CA1). Komérki nerwowe ulegaja degeneracji, a rownoczesnie
zachodzi bardzo silna glejoza, polegajaca na namnazaniu si¢ i hipertrofii
astrocytéow i komorek mikrogleju. Barwienia immunocytochemiczne
pozwolily nam na wykrycie lacji 0 kazujacyct
ekspresje receptorow TrkA i p75. Sa to receptory dla czynnika wzrostu
nerwow (NGF). W zdrowych moézgach wystepuja one na komorkach
nerwowych i na komérkach, ktére pod wzgledem ksztaltu przypominaja
niedojrzate astrocyty. Udar niedokrwienny powoduje zwigkszenie ekspresji
tych receptorow, i szybkie dojrzewanie morfologiczne posiadajacych je
astrocytow, co wyraza si¢ miedzy innymi zwigkszeniem ich wymiaru
fraktalnego (rys. 1).

EEE S

D=1,31 D=134 D=135 D=144

Rys. 1. Zmiany Ksztaltu i wymiaru fraktalnego astrocytow wykazujacych ckspresje
receptora TrkA w polu CAl mézgu szczura. Pierwsza od lewej to komorka
pochodzaca ze zdrowego, dorostego osobnika. Kolejne to komorki po udarze
niedokrwiennym, po trzech, siedmiu i czternastu dniach od udaru (na podstawie:
Soltys i wsp., 2003)
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D=142 D=145

D=145

Rys. 2. Zmiany ksztattu i wymiaru komérek mikrogleju w rozwijajacej
si¢ korze mézgowej szczura. Pierwsza na gorze to komorka z mézgu noworodka,
kolejne pochodza od zwierzat 4-, 8-, 14-, 22- i 30-dniowych. Warto zwrocié uwage,
2 maksymalny wymiar fraktalny osiagaja komérki juz w 22 dniu zycia. Dals;
rozw6j polega na zwickszaniu zasiggu wypustek bez zmiany ich stopnia zlozonosei
(na podstawie: Ortowski i wsp. 2003)
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D=1,54
L=0,25 L=027
SSR=0,78 SSR=0,72

L=028
SSR =0,60 SSR=0,40

Rys. 3. Zmiany ksztaltu komérek mikrogleju pod udarze niedokrwiennym mézgu.
Przedstawione na rysunku komérki maja identyczny wymiar fraktalny, mimo bardzo

ych réznic mor . Do ich moga by¢ wykorzystane
inne parametry wywodzace sie z analizy fraktalnej, takie jak lakunarmosé (L) czy
zakres samopodobieristwa (SSR). Komérka w prawym gérmym rogu reprezentuje
typowy przyklad tak zwanego mnkroglqu spoczynkowcgo wszystkie pozostale
moga by¢ obserwowane w réznych i ja kolejne

fazy migdzy
fagocytujacym (na podstawie: Soltys i wsp., 2005).
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5. Mikroglej

Komoérki mikrogleju tworza podstawowy system odpomosciowy
W centralnym systemie nerwowym. W zdrowym mozgu wydajq si¢ malo
aktywne, czego wyrazem jest okres] y", cho¢
termin ten w duzym stopniu odwzorowuje nasza mewnelkq wiedzg na temat
dziatania tych komérek w prawidlowej tkance. W jakiejkolwiek sytuacji
patologicznej, przy urazie mézgu, infekcji, zatruciu, udarze, dochodzi do
bardzo szybkiej i intensywnej aktywacji tych komoérek, co przejawia sig
zaré»mo zmianami w ich ksztalcie jak i namnazaniu sig, zwigkszeniu
k i

y i do fz
Komérki mlkmgleju wyda_]q sug bardzo atrakcyjnm ob:ektem badan,
ze wzglqdu na ¢i zmian morfol , a takze

rozmiary znacznie mnlejsm od innych komérek tkanki nerwowe]
Zaskakujace wydaje sie w1qc to, ze dotychczas prawie wcale nie
wykorzysty analizy frak w odniesieniu do tych komérek. Do
wyjatkéw naleza nasze badania nad rozwojem mikrogleju (Orlowski i wsp.,
2003, rys. 2), oraz nad reakcja tych komérek na uszkodzenie (Soltys i wsp.,
2001) i udar niedokrwienny mézgu (Soltys i wsp., 2005, rys. 3). By¢ moze
jest to spodowodane tym, ze reakcja komoérek mikrogleju jest tak
intensywna i wyrazna, ze ilosciowe badania morfologiczne wydaja si¢
niepotrzebne do obserwowania zmian. Tak jest w istocie w rejonie
uszkodzenia czy degeneracji. Nasze badania pokazaly jednak, ze subtelne
zmiany morfologiczne mikrogleju moga by¢ obserwowane takze w rejonach
mozgu odlegtych od miejsca patologii (Sottys i wsp., 2005). Bez ilosciowej
analizy morfologicznej zmiany te bylyby niemozliwe do zaobserwowania.

6. Podsumowanie

Analiza fraktalna jest obiecujacym, ale ciagle rzadko wykorzystywanym
nanedznem w badaniach neurobiologicznych. To samo mozna zreszta

o mnych fometrycznych: o analizie Sholla,
analme I j etc. Ni iwie przyczyna tego stanu rzeczy jest
duza czasochtonnos$¢ tego typu badan a takze ciagle jeszcze obserwowany
wsréd biologéw pewien opor wobec wp dzania metod p

z matematyki. Mozna jednak spodziewaé sig, ze stopniowo ta sytuacja
bedzie ulegata zmianom. Migdzy innymi dlatego, ze pewnych probleméw
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biologicznych nie da si¢ rozwiaza¢ w efektywny sposéb bez pomocy takich
whasnie metod.
Norma.lne funkcjonowanie mézgu wymaga precyzyjnego wspdidziatania
6w, komorek mikrogleju i wielu innych typow komorek.
Jak|ekolwlek zaburzema w tych interakcjach moga by¢ przyczyna
rozregulowania si¢ systemu nerwowego, ktérych konsekwencja moze byé
na przyklad schlzofrema, choroba Alzheimera, lub jakiekolwiek inne
czy p i Potraﬁmy bez uclekama si¢ do
Z

j metod pochod:
symptomy takich schorzen. Ale po to, zeby skutecznie im przeciwdziataé,
musimy mie¢ metody p jaca na wykrywanie niewielkich zmian, takze
mm-fologlcznych ktore moga byé objawem poczqtkow choroby. Bez
pr yjnych metod il takich
symptoméw moze by¢ trudne lub memozllwe
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