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Sazetak

Naziv rada: Kvantitativna morfometrijska trodimenzionalna analiza dendritiCkih trnova
Ime autora: Fran BozZi¢

Za stare Egiptane mozak je bio punjenje za lubanju, a za Aristotela organ za hladenje
krvi — takva uvjerenja je promijenila klasicna neuroznanost na nacin da su tipicne
karakteristike srca poput osobnosti, inteligencije i uma dodijeljene upravo mozgu kao
novome centralnom organu ljudskoga tijela. S druge strane, moderna neuroznanost
je zapocela hipotezom Santiaga Ramoén y Cajala krajem 19. stolje¢a da se mozak
sastoji od pojedinacnih stanica koje medusobno komuniciraju, a malene protruzije tih
stanica koje je uoCio posluzile su mu kao potencijalni medijatori takvih veza. lako
svoje pretpostavke nije mogao dokazati zbog ogranic¢enih tehnoloskih moguénosti svo-
jega doba, do danasnjega dana vecina se pokazala ispravnima, a dendritiCki trnovi
su postali centralne strukture osnovnih procesa mozga poput u¢enja i paméenja. Za
trnove je utvrdeno da se javljaju u raznim veliCinama i oblicima te da su skloni promjeni
oblika, ali i da mogu jednostavno nastati i nestati s dendrita. Takve dinami¢ke prom-
jene su postale plodno tlo za istrazivanja procesa u€enja i paméenja jer se uspjeSnost
upamcivanja povezala s promjenama veli¢ine pojedinih trnova. |z takve povezanosti
morfologije i funkcije zapocCela su aktivnha prouCavanja morfometrije trnova kako bi se
objasnili njihovi funkcionalni aspekti. Osim toga, kvanitativnhe promjene na razini popu-
lacije ili pojedinacnih trnova utvrdene su kao potencijalna strukturna podloga simptoma
u neuropsihijatrijskim poremecajima. Zbog rezolucijskih ograni¢enja klasicnih metoda
vizualizacije, suvremena istrazivanja usmjerena su na razvoj metoda prikaza u nanore-
zoluciji kako bi morfometrijska mjerenja bila vjerodostojna i kako bi se analizom rezul-
tata moglo doéi do vrijednih zaklju¢aka. Problemi vecine postoje¢ih metoda prikaza
su teSko izvodenje i visoka cijena, a kvantitativne analize morfometrijskih vrijednosti
su dugotrajne, izrazito kompleksne i zahtijevaju ekstenzivnu intervenciju korisnika jer
jo$ uvijek ne postoji kvalitetan softverski alat kojime bi se takve analize u potpunosti
automatizirale.

Kljuéne rijeci: analiza dendritickih trnova, morfometrija, 3D rekonstrukcija,
dinamika dendritiCkih trnova, neuralna plasti¢nost



Summary

Thesis title: Quantitative morphometric three-dimensional analysis of dendritic spines
Author’s name: Fran Bozi¢

The ancient Egyptians thought of the brain as a stuffing for the skull and Aristotle
considered it to be a blood-cooling organ - such beliefs were changed by classical
neuroscience in such a way that typical characteristics of the heart such as personal-
ity, intelligence and mind were assigned to the brain as the new central organ of the
human body. On the other hand, modern neuroscience began with Santiago Ramén
y Cajal’s hypothesis in the late 19th century that the brain is made up of individual
cells that communicate with each other and the small protrusions of these cells that
he previously observed served as potential mediators of such connections. Although
he could not prove his assumptions due to the limited technological possibilities of his
time, to this day most have been proved correct and dendritic spines have become
central structures of basic brain processes such as learning and memory. Spines have
been found to occur in a variety of sizes and shapes and to be prone to change of their
shape, but also to easily form and disappear from dendrites. Such dynamic changes
have become fertile ground for research into the learning and memory process because
the success of memorisation has been associated with changes in the size of individual
spines. From such a connection between morphology and function, active studies of
the morphometry of spines began to explain their functional aspects. Besides, quan-
titative changes at the population or individual spine level have been identified as a
potential structural basis for symptoms in neuropsychiatric disorders. Due to the res-
olution limitations of classical visualisation methods, modern research is focused on
the development of nanoresolution imaging methods to make morphometric measure-
ments credible and to allow valuable conclusions to be drawn from the analysis of the
results. The problems of most existing imaging methods are performance difficulties
and high cost and quantitative analyses of morphometric values are time-consuming,
extremely complex and require extensive user intervention because there is still no
quality software tool to completely automate such analyses.

Key words: dendritic spine analysis, morphometry, 3D reconstruction,
spine dynamics, neuroplasticity



1. Uvod

Maleni izdanci koji se nalaze gusto
poredani na dendritima velikoga broja
neurona i koji sluze kao postsinap-
ticke strukture za ostvarivanje ekscita-
tornoga tipa sinapse nazivaju se den-
driticki trnovi. Mogu se pronaéi i na
inhibitornim i na ekscitatornim neuron-
ima srediSnjega ziv€anog sustava te im
je uloga upravo posredovanje u sinap-
tiCkoj transmisiji signala, a u sklopu
toga su i nositelji neuralne plasti¢nosti.
Njihova trodimenzionalna struktura je
raznovrsna, a tocna funkcija u pojedi-
noj sinapsi upravo ovisi 0 specifiCnoj
strukturi svakoga trna. Postojanje den-
dritiCkih trnova je uoceno prije gotovo
150 godina razvojem tehnika bojenja
neuralnoga tkiva, a istrazivanje njihove
morfologije traje i danas, osobito u po-
drudju analize trodimenzionalne struk-
ture svakoga pojedinacnog trna i povezi-
vanje iste s njihovom to¢nom funkcijom
i regulacijom sinapti¢koga prijenosa im-
pulsa.

1.1 Povijesni pregled

Prvi znanstvenik koji je uocCio dendri-
ticke trnove bio je talijanski neuropa-
tolog Camillo Golgi koji je razvojem svoje
tehnike bojenja ziv€anoga tkiva kalije-
vim dikromatom i srebrovim nitratom
pod svjetlosnim mikroskopom uspio u

potpunosti prikazati cjelovite neurone
sa svim svojim strukturnim elementima.
UoCene dendritiCcke trnove smatrao je
artefaktima koji nastaju zbog neprecizne
impregnacije dendrita nakupljanjem boje
u staniénoj membrani, ali i unato¢ tome,
zbog uvodenja nove tehnike bojenja
neurona, revolucionarizirao je podrucje
neurohistologije i omoguéio nastanak
moderne neuroznanosti (1,2).

Odbacivanjem Golgijeve teorije o den-
dritickim trnovima kao artefaktima
tehnike bojenja te postavljanjem pret-
postavke o0 njihovoj ulozi kao mjestima
kontakta aksona jednoga neurona i den-
drita drugoga neurona Santiago Ramén
y Cajal je postavio temelje moderne neu-
roanatomije (3,4). Takvu teoriju je mo-
gao postaviti tek nakon Sto je takoder
odbacio do tada uvrijezeno misljenje, Ciji
gorljivi zagovornik je bio i sam Golgi, da
centralni ziv€ani sustav Cini neprekinuta
mreza neuralnoga tkiva (tzv. retikularna
teorija) i utvrdio da ga naprotiv Cine po-
jedinacni neuroni koji medusobno ko-
municiraju (tzv. neuronska doktrina)
(5,6). Zbog svojih istrazivanja i za-
kljucaka danas se smatra ocem mod-
erne neuroznanosti, a za rad mu je dodi-
jeliena i Nobelova nagrada za fiziologiju
i medicinu 1906. godine koju je podi-
jelio s Camillom Golgijem. Do kraja
svojega Zivota bio je uporno u sukobu



s ostatkom znanstvene zajednice zbog
¢vrstoga misljenja da dendritiCki trnovi
nisu artefakti, ve¢ stvarne strukture u
neuronima (2,4).

Edward George Gray je pomocu elek-
tronskoga mikroskopa prvi utvrdio da
su dendriti¢ki trnovi mjesta sinaptickoga
kontakta Cime je potvrdio Cajalovu neu-
ronsku doktrinu i pretpostavku da sluze
kao mjesta kontakta dvaju neurona.
Takoder je prvi opisao njihovu mor-
fologiju te intracelularne strukture un-
utar trnova, a otkrio je i sustav "vrecica,
vezikula ili neprekinutih kanala" koji je
nazvao spinoznim aparatom. Opisao je
i dva potpuno razli¢ita tipa sinapsi na
temelju izgleda PSD (7).

Uchizono (8) i Colonnier (9) su razvili
Grayevu teoriju o dva razliCita tipa
sinapsi simetricnim i
asimetricnim tipom, a zatim i opisali
da se dendriticki trnovi nalaze gotovo
isklju¢ivo na postsinaptickome kraju
ekscitacijskih sinapsi. Zbog tako uvri-
jezene pretpostavke da postojanje trna
podrazumijeva i postojanje ekscitatorne
sinapse, velik broj istrazivata ih sma-
tra markerima ekscitatorne signalizacije
premda nezreli oblici dendritickih trnova
Cesto nemaju razvijene sinaptiCke el-

nazvavsi ih

emente Kkoji omogucéavaju transmisiju
signala (10-16). Unato¢ tome, niji-
hova funkcija je jo§ dugo ostala ner-
azjasSnjena, a osobito zbog otkrica da
i sami dendriti mogu stvarati ekscitaci-
jske sinapse s drugim neuronima bez
posredovanja svojih trnova (10,11).

1.2 Suvremeni koncepti

Morfologija i funkcija dendritiCkih trnova
danas su predmet mnogobrojnih istrazi-
vanja pogotovo zbog Cinjenica da su
strukturne ili funkcijske abnormalnosti
trnova pronadene u velikome broju neu-
roloSkih poremecaja te da su posred-
nici procesa ucenja i pamcenja (17,18).
Stoga se dendritiCki trnovi danas sma-
traju klju¢nim elementima za normalnu
funkciju neurona i nositeljima neuralne
plasti¢nosti (18).

Suvremena istrazivanja morfologije den-
dritiCkih trnova nastoje utvrditi brzu i jed-
nostavnu metodu za detekciju, mjerenje
i analizu trnova gdje najveéi izazov
predstavlja kvantifikacija trodimenzion-
alnih veli¢ina trnova tj. izracun vol-
umena. Postojeée slikovne metode
omogucavaju veliku rezoluciju prikaza
pojedinacnih trnova (eng. spine imag-
ing), a &to daje izvrstan uvid u mor-
foloSke detalje te olakS8ava zakljuCivanje
o0 potencijalnoj povezanosti strukture i
funkcije samoga trna (10). S obzirom
da poznavanje strukture nema nikakvu
svrhu samo po sebi, detaljna istrazivanja
u tome podruéju opravdana su upravo
zbog pronadenih povezanosti izmedu
raznih morfoloskih oblika trnova i niji-
hovih funkcija, a $to je osobito potkrije-
plieno povezanos¢u abnormalnosti mor-
fologije dendritiCkih trnova i raznih psihi-
jatrijskih te neurolo$kih stanja (17,18).
Takoder, mnogobrojna istrazivanja su
posveéena proucavanju specifiCnih
funkcija trnova, posebice njihove di-
namic¢ne karakteristike koje su u podlozi



neuralne plasti¢nosti i temelj procesa
ucenja i pamcenja kao i njihove interak-
cije s ostalim sinaptickim elementima s
jedne strane i dendritom s druge strane.
Raznovrsni proteini koji se nalaze vezani
uz postsinaptiCku membranu i Cine
PSD pokazuju stupanj zrelosti trna i
snagu sinapse pa je njihovo eksten-
zivno proucCavanje nuzno za otkrivanje
fizioloSke uloge te podloge patoloskih
procesa (11,18).

UnatoC velikome broju istrazivanja koja
se trenutacno provode, odnos izmedu
promjena u morfologiji dendritickih
trnova i sinaptiCke funkcije jo$ uvijek nije
poznat. Moderne metode slikovnoga
prikaza pojedinacnih trnova omogucile
su veée mogucnosti njihove detekcije
i mjerenja, ali znac¢aj dobivenih vrijed-
nosti jo§ uvijek nije jasan te je analiza
podataka joS uvijek jako dugotrajna i
podlozna brojnim procesnim greSkama.



2. Klasifikacija morfoloskih tipova dendritickih

trnova

Zbog jednostavnijega pregleda i lakSe
usporedbe velik broj istrazivaca koji se
bave morfometrijom dendritickih trnova
pokuSavaju dobivene rezultate mjerenja
grupirati u nekoliko skupina i na taj
nacin stvoriti grupe trnova koji imaju za-
jednicke morfoloSke karakteristike. Na
temelju takvih morfoloSkih skupina za
svaku se nastoje utvrditi slicnosti i zajed-
nicke funkcije pa se onda pojedini ob-
lik trna povezuje s odredenom sinap-
tickom funkcijom. Takav kategoriCki
i analitiCki pristup je veoma koristan
kod usporedbe rezultata razli¢itih istrazi-
vanja te omogucava jednostavnu inter-
pretaciju rezultata (11). Prema Pe-
tersu i Kaiserman-Abramofu (19), koji su
prvi opisali morfoloSke kategorije trnova,
postoje 3 razliCite skupine na temelju
postojanja i veli¢ine "vrata" i "glave"
svakoga trna, a to su gljivasti, tanki
i kratki trnovi. U vecini suvremenih
klasifikacija opisuju se i Cetvrta kate-
gorija (filopodiji) kao najmanji oblik den-
dritiCke protruzije. Kategorije se mogu
takoder postaviti i na temelju svojstava
trnova i njihove funkcije pa se tako raz-
likuju nezrele strukture nalik filopodijima,
nezreli trnovi i zreli trnovi.

S druge strane, velik broj istrazivaca
smatra da su kategoricCki pristup i sistem-
atizacija trnova po morfoloSkim karak-

4

teristikama prerigidni pa ih promatraju
u spektru koji se proteze od najman-
jin, nezrelih izdanaka dendrita pa do
najvecih, zrelih trnova. Takav kontin-
uum je blizi suvremenome promisljanju
o trnovima kao dinamiénim strukturama
koje podlijezu procesima nastanka, mat-
uracije i nestanka ¢ime se formira vjerniji
prikaz stvarnih fizioloskih procesa (20).
Bez obzira na pristup, razliCiti oblici
trnova se lako uocCavaju i povezani su s
razli¢itim intracelularnim procesima te je
stoga bitno istaknuti razlike izmedu mor-
foloskih oblika trnova.

2.1 Gljivasti
(eng. mushroom)

Gljivasti dendritiCki trnovi se lako
uoCavaju na dendritu zbog velike,
proSirene glave i mnogo tanjega vrata
koji izlazi iz dendritiCke osnovice.
Ukupna duljina takvoga trna je prosje¢no
oko 1.5 um, promjer glave je oko 1 um,
a promjer vrata oko 0.2 ym. Cine oko
25% trnova u SZS-u odrasle osobe, ali
su kod djece slabije zastupljeni (10-12).
S obzirom na to da su najzreliji
oblici dendritickih trnova, imaju pot-
puno razvijene sinapticke elemente koji
se jasno uocCavaju pod elektronskim



mikroskopom te stvaraju najvece i na-
jsnaznije sinapse izmedu neurona. Po
svojim su karakteristikama strukturno i
funkcijski zreli jer ne mijenjaju svoj oblik
| jako dugo se zadrzavaju na dendritima
pa zbog toga Cine stabilne sinapse
izmedu neurona s malom vjerojatnoSéu
nestanka. Zbog male dinami¢nosti ne-
maju veliku ulogu u sinaptickoj plas-
tiCnosti, ali se zbog togase povezuju s
procesom pamcenja tj. stvaranja trajne
memorije (11,16,21,22).

2.2 Tanki (eng. thin)

Tanki trnovi se razlikuju od gljivastih po
tome Sto nemaju karakteristicnu glavu,
vec su jednoli¢ni duguljasti izdanci den-
drita. Ukupna duljina takvoga trna je
prosjec¢no oko 1 um, a promjer je kon-
stantan duz trna i iznosi oko 0.1 um. Oni
gine oko 65% trnova u SZS-u odrasle
osobe, ali im udio pada s dobi te u pa-
toloSkim stanjima u kojima se javlja gu-
bitak kognitivnih sposobnosti (10-12).

Premda nisu zreli oblici trnova, njihovi
sinapti¢ki elementi poput PSD-a su u
potpunosti razvijeni i uocljivi pri vizual-
izaciji EM-om, a sinapse koje tvore su
manje nego kod gljivastih trnova. Po
svojim svojstvima vecéinom su nezreli
trnovi visokog stupnja dinamicnosti, a
§to znaci da u kratkome vremenu mogu
nastati i stvarati sinaptiCke veze s drugim
neuronima, ali i da iste sinapse mogu
biti kratkoga trajanja ukoliko ne dode
do procesa osnhazivanja pa i sam trn
moze nestati s dendrita. Takva svojstva
im omogucéavaju visok stupanj plas-

tiCnosti pa se smatra da su izrazito
vazni za procese ucenja i upamcivanja
(11,16,21,22).

2.3 Kratki (eng. stubby)

Znacajke kratkih dendritickih trnova se
razlikuju i od gljivastih i od tankih trnova.
Teze se uocCavaju na dendritu jer im je
duljina veoma mala, do 0.5 ym, a prom-
jer im je veéi u odnosu na promjer vrata
gljivastih trnova i promjer tankih trnova,
do 0.45 ym. Mali broj dendritickih trnova
kod odrasle osobe se moze svrstati u
ovu skupinu, dok su kod fetusa i male
djece najucestaliji tip (10-12).

Kako su u odraslih osoba kratki trnovi
rijetki onda se smatraju privremenim
strukturama potrebnima za sinapto-
genezu u fetalno i djeCje doba. Sinapse
koje stvaraju su slicne sinapsama kod
tankih trnova te im je stupanj plasti¢nosti
podjednak pa su vjerojatno takoder
vazni za procese ukljuéene u rani psiho-
motorni razvoj djece (11,16,21,22).

2.4 Filopodiji

Filopodiji su izduljene i veoma tanke
dendritiCke protruzije koje se takoder
teZe uoCavaju na dendritu zbog maloga
promjera. Oblikom su jednaki kao tanki
trnovi, a razliku ¢ini jedino promjer pa se
kod analize i kategorizacije trnova tesko
mogu medusobno razgraniciti. Zajedno
s kratkim trnovima ¢ine do 10% svih
trnova u SZS-u odrasle osobe (12,19).

Najnezreliji su tip trnova, pretezno niti
ne stvaraju sinapsu s drugim neuron-
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ima, a niti ne sadrze uobiCajene sinap-
ticke strukture poput PSD. Njihova uloga
je relativno nepoznata, a zbog izostanka
tipicne ekscitacijske sinapse znatan broj
istrazivaCa ih niti ne smatra posebnom
vrstom dendritiCkoga trna (11,16).

2.5 Ostali

Osim prethodno navedenih trnova pos-
toje i drugi oblici koji se ne mogu ubrojiti
u uobiCajene skupine.

Razgranati trnovi (eng. branched) sas-
toje se od jedne osnovice koja se podijeli
I dviju glava na kraju svakoga dijela gdje
svaka formira vlastitu sinapsu.

AtipiCni trnovi i prijelazni oblici ne-
maju karakteristicnu morfologiju, ve¢ se
po postavljenim Kkriterijima istrazivanja
klasificiraju u preostale skupine. Mor-
foloSka klasifikacija dendritiCkih trnova
je Cesto neprikladna upravo zbog ve-
likoga broja ovakvih oblika pa dio istrazi-
vaca pribjegava iskljucivo klasifikaciji na
temelju zrelosti i funkcija trnova (12,20).



3. Razvoj dendriti¢kih trnova

DendritiCki trnovi se razvijaju prena-
talno i postnatalno paralelno sa sinap-
togenezom na nacin da povecanje
broja funkcionalnih i jakih sinapsi prati
povecanje broja zrelih trnova na den-
dritu, a razvojno se mogu promatrati
iz nekoliko aspekata (23). Jedan od
razvojnih parametara je ukupan broj
dendritickih trnova koji se nalaze na
pojedinome dendritu, a drugi param-
etar je gustoCa trnova na dendritu koja
se definira kao omjer broja trnova i
duljine dendrita.  Njihovim vrijednos-
tima se opisuju razvojni procesi na
razini cjelokupne populacije trnova na
jednome dendritu, a prosjeCna gustoéa
dendritickih trnova varira 1-10/um $to
ovisi 0 specificnom tipu neurona i razvo-
jnome stadiju. S druge strane, razvo-
jni procesi se mogu proucCavati i na
razini pojedinacnoga trna, a upravo mor-
foloski oblik i morfometrijske vrijednosti
dobro koreliraju s razvojnim stupnjem
trna (11,18).

Za potpunu formaciju zrelih trnova
potrebni su procesi maturacije i sta-
bilizacije koji omogucavaju nastanak
snaznih sinapsi Cime trnovi ostvaruju
svoju funkciju kao glavne postsinapticke
strukture u tipu | sinapse. Takvi sta-
blizacijski procesi su zaduzeni za stu-
panjizmjene (eng. turnover) tj. dinamiku
u odredenome razvojnom stadiju trnova

— ukoliko su su snazni, trnovi dulje perzi-
stiraju na dendritu i stvaraju stabilne
i snazne sinapse, a ukoliko izostaju,
trnovi su skloni brzoj resorpciji i dolazi
do nestanka aksono-dendritickog spoja
(18,24,25).

3.1 Nastanak

DendritiCki trnovi su prisutni u >90%
ekscitacijskin sinapsi u SZS-u (26)
pa se pretpostavlja da je cijeli proces
njihova nastanka vezan uz stvaranje
funkcionalnoga  aksono-dendritiCkoga
spoja tj. sinapse. U najranijim stadi-
jima sinaptogeneze vecina ekscitaci-
jskih sinapsi nastaje direktnom sinap-
som aksona s dendritiCkom osnovicom,
a nakon toga se sinapse vec¢inom ost-
varuju s veoma nezrelim oblicima den-
dritickih protruzija — filopodijima (27).
Purpura (28) opisuje da kortikalni den-
driti u ranim stadijima sinaptogeneze
sadrze samo filopodije, a neuroni u
odrasle jedinke sadrze jako malen broj
takvih morfolo$kih oblika trnova (10—-12).
Iz te Cinjenice su proiza$la dva suprot-
stavljena misljenja o nastanku zrelih ob-
lika trnova.

Prema Daileyju i Smithu (24) najnezreliji
oblici dendritiCkih protruzija tj. filopodiji
od svoga nastanka u veoma kratkome
vremenskom periodu (<10 min) prolaze
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opsezne strukturne promjene pa se tako
dio filopodija izduzuje i Siri te tvori prave
dendritiCke trnove i paralelno uspje$no
stvara sinapse s drugim neuronima, a
takve promjene nazivaju "stereotipnom
sekvencom morfoloSke maturacije”, a
filopodiji koji ekstenzijom i retrakcijom
ne uspiju stvoriti sinapsu se resorbiraju.
Takoder su uoCili da se vecina zrelih
trnova ne elongira, niti ne skracuje te
da perzistira tjednima bez ikakve mor-
foloSke promjene, ali da i kod njih postoji
odreden stupanj turnover-a tj. pojedini
nestaju s dendritiCke osnovice.

Prema Zivu i Smithu (25) filopodiji su
prekursori svih dendritickih trnova pa je
ukupan broj filopodija koji su nastali u
SZS-u jednak zbroju postojeéih vidljivih
dendritiCkih protruzija, $to ukljuCuje sve
morofoloSke oblike trnova, i filopodija
koji su se resorbirali zbog izostanka
procesa maturacije i stabilizacije. Zbog
toga smatraju da velik broj studija koje
procjenjuju broj i gustoéu razli¢itih mor-
foloSkih oblika trnova grijeSi u procjeni
filopodija upravo zbog njihove kratke
perzistencije i Ceste resorpcije. Nadalje,
utvrdili su da pad broja filopodija na den-
dritu vremenski koincidira s porastom
broja stabilnih oblika trnova, a $to pak
koincidira s porastom broja stabilnih i
funkcionalnih sinapsi.

S druge strane, Fiala i sur.  (29)
tvrde da filopodiji vjerojatno nisu struk-
turne preteCe zrelijin oblika dendri-
tickih trnova, ve¢ strukture Cija je
glavna uloga omogucavanje nastanka
aksono-dendritiCke interakcije, a razvo-
jem sinapse formira se i dendritiCki trn.

Nadalje, Goda i Davis (30) te Calabrese
i sur. (18) smatraju da je uloga filopodija
navodenje aksona do ishodiSnoga den-
drita kako bi se medustani¢nim inter-
akcijama ostvarili preduvjeti za nas-
tanak sinapse izmedu dvaju neurona.
Takvu tezu podupiru i istrazivanja koja
su utvrdila da brojni neuroni koji ne
sadrze dendriticke trnove u odrasloj
dobi na svojim dendritima imaju brojne
filopodije u razdoblju prenatalne i post-
natalne sinaptogeneze (31,32). Prema
Portera-Cailliau i sur. (33), filopodiji
nastaju i resorbiraju se u ranijim stadi-
jima razvoja nego $to nastaju prvi zreli
dendritiCki trnovi sa svojom sinapsom.
Stoga smatraju da su u ranijim stadijima
razvoja filopodiji vazniji za generiranje
aksono-dendritiCkih spojeva, a da u kas-
nijim stadijima razvoja i kod odraslih
filopodiji mogu sluziti i kao prekursori
za nastanak pravih trnova.

Iz navedenoga se moze uvidjeti da
funkcija filopodija do danas nije razjasn-
jena te da ne postoji jasan dokaz koji
potvrduje da su filopodiji prekursorske
strukture zrelih dendritiCkih trnova, ali
niti da su iskljuCivo ekstenzijske i retrak-
cijske strukture koje sluze za usmijera-
vanje aksona prema dendritu kako bi se
zapocela formirati sinapsa (33).

3.2 Maturacijai
stabilizacija
Prema Holtmaat i sur., Trachtenberg i

sur. te Zuo i sur. (16,21,22), najnezreliji
oblici dendritiCkih protruzija veoma lako



nastaju, ali se i veoma lako resorbiraju,
dok zreli oblici trnova tj. gljivasti trnovi
mogu perzistirati tijekom viSe mjeseci
u relativno nepromijenjenome obliku pa
su sazrijevanje trnova i njihova stabi-
lizacija nuzni kako bi se sinapsa odrzala.
Dominantna teorija o sudbini sinapticke
veze vezana je uz fenomene sinapticke
plastiCnosti tj. preciznije dugoroCnu po-
tencijaciju (LTP) i dugoro¢nu depresiju
(LTD) pa se smatra da je i opstanak
trnova rezultat glutamatne signalizacije
u sinapsi (34). Premda se o fenomenima
LTP i LTD govori ve¢inom u kontekstu
samo nekih ekscitacijskih sinapsi, prim-
jerice u CA1 regiji hipokampusa ili cere-
belluma, prema Malenki i Bearu (35) oni
bi se mogli odvijati i u svim ekscitaci-
jskim sinapsama u SZS-u pa bi i snaga
sinapse te perzistencija trnova uvelike
ovisili o ulaznim signalima koji generiraju
LTP ili LTD.

Prema Engertu i Bonhoefferu (36), LTP
na dendritu CA1 hipokampalnog neu-
rona moze inducirati nastanak filopodija
na dijelu gdje prethodno oni nisu
postojali ¢ime se postavlja temelj za
stvaranje novih sinapsi izmedu dvaju
Takoder, prethodno nezrel
trnovi povetavaju svoje dimenzije te

neurona.

postaju stabilniji ukoliko se sinapsa o0s-
nazuje putem LTP-a (37,38). S druge
strane, LTD potiCe smanjivanje dendri-
tiCkih trnova i pomice ih ka nezrelijem di-
jelu morfoloskoga spektra uz mogucnost
resorpcije i konac¢no gubitka aksono-
dendritickoga spoja (38).

Lambert i sur. (39) govoreCi o speci-
ficnim stabilizatorima dendritiCkih trnova

ih dijele u rane i kratkotrajne te kasne
i dugotrajne stabilizatore. Proteini koji
Su vezani uz ranu stabilizaciju trna javl-
jaju se odmah po formiranju sinapse
te privremeno sprjeCavaju njegovu re-
sorpciju.  Njihovo kratkoro¢no djelo-
vanje vjerojatno se temelji na prin-
cipu dosezanja praga potrebnog za
dugoroCno stabiliziranje trna. Drugim
rijeCima, ukoliko sinapsa ima tenden-
ciju postati trajna, onda se sintetiziraju
u dovoljnoj koli¢ini da se aktiviraju meh-
anizmi dugorocne stabilizacije. Prim-
jeri takvih proteina su PSD-93, SAP-
102 i SAP-97. Glavni protein koji se
javlja u zrelijem stadiju trnova te ih
dugorocno stabilizira je PSD-95, jedan
od glavnih elemenata postsinaptickoga
zgusnuca koje se nalazi u svakoj eksc-
itacijskoj sinapsi. On nije prisutan
u nascentnim sinapsama, ve¢ se za-
pocCinje sintetizirati tek nekoliko sati
nakon njihove formacije (40,41), a nje-
gova prisutnost oznacava trnove koji se
nalaze u zrelom dijelu spekira s rela-
tivno snaznom pripadaju¢om ekscitaci-
jskom sinapsom i velikom vjerojatno$cu
dugotrajne perzistencije. Ehrlich i sur.
(41) su medutim utvrdili da u kulturama
hipokampalnih neurona Psd-95 knock-
down Stakora dolazi do nemogucnosti
stabilizacije dendritiCkih trnova i njihove
resorpcije unato¢ postojanju LTP-a, iako
morfologija trna i ekscitatorne sinapse
ostaju nepromijenjeni (42).

Svi navedeni stabilizacijski proteini dio
su kompleksne strukture PSD te imaju
vazne interakcije s NMDAR i AMPAR
glutamatnim receptorima, posrednicima



LTP i LTD u neuronima (43). Kako su
LTP i LTD rezultat recentne sinaptiCke
signalizacije onda se i cijeli proces sta-
bilizacije sinapse naziva stabilizacijom
ekscitatornih sinapsi i trnova ovisnom o
aktivnosti (eng. activity-dependent sta-
bilization).

Jasna veza izmedu sinapticke aktivnosti,
LTP-a i LTD-a, morfoloSkoga oblika den-
dritickoga trna, stabilnosti trna te snage
sinapse moze se uoCiti u radovima
Malenke i Beara (35) te Zito i sur. (44).
Naime, tipiCna simultana sinapticka ak-
tivnost koja je potrebna za ostvarivanje
LTP-a u sinapsi djeluje na razini den-
dritickoga trna u dvije vremenski odvo-
jene faze — u fazi E-LTP-a aktivacija NM-
DAR i pove¢an ulaz kalcijevih iona u
dendritickome trnu povecavaju broj AM-
PAR na membrani translokacijom re-
ceptora pohranjenih u jukstapozicioni-
ranim vezikulama, dok u fazi L-LTP-a
povecana koncentracija kalcijevih iona
u trnu poti¢e gensku transkripciju i sin-
tezu mnogobrojnih proteina, a medu os-
talima i AMPAR-a. Zito i sur. (44)
su utvrdili da nascentni dendritiCki trnovi
hipokampalnih piramidnih neurona, tj.
filopodiji, dominantno imaju NDMAR kao
glutamatne receptore, dok morfoloSki
zreli i stabilni oblici dendritiCkih trnova,
tj.  gljivasti trnovi, obiluju AMPAR, a
NMDAR se nalaze u manjoj koli€ini.
Stoga se moze izvesti zaklju¢ak da om-
jer broja AMPAR i NMDAR na trnovima
raste s veliCinom, zrelo$¢u i stabilno$cu
trna. Dakle, morfoloski vecCi i zreliji
trnovi posreduju glutamaterginu eksc-
itacijsku signalizaciju u snaznim sinap-
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sama izmedu neurona, a sve kao rezul-
tat povecanja broja AMPAR na njihovoj
membrani uslijed LTP-a koji inducira sta-
bilizaciju trnova.



4. Dendriticki trnovi kao sinapticki markeri

Od Cajalova otkrica dendritiCkih trnova,
preko istrazivanja Uchizonoa (8) i Colon-
niera (9) koja su povezala trnove s
Grayevim asimetricnim tipom | sinapse
pa sve do danas, velik broj istrazi-
vaCa je postojanje dendritickoga iz-
danka prihvacalo kao surogat za pos-
tojanje aksono-dendritiCkoga spoja na
tome mjestu. Prema Harris i sur. (12)
i prema LeVayu (13), svaki dendriticki
trn je vezan uz iskljucivo jednu sinapsu
(uz izuzetak razgranatih trnova) pa se
detekcija trna uistinu i mogla prihvatiti
kao detekcija sinapse. Medutim, novi-
jim istrazivanjima (10,14,15,29,41,45)
utvrdeno je da samo postojanje den-
driticke protruzije nije nuzno uvijek
vezano uz morfoloski cjelovitu, a kamoli
funkcionalnu sinapsu. Takoder, velik
udio trnova podlijeze dinami¢kim prom-
jenama i skloni su brzoj resorpciji pa i
nastali sinapticki elementi nisu dugotra-
jni.

Jedna od najvaznijin sinaptickih struk-
tura koja je dio dendritiCckoga trna je
postsinapticko zgusnuée. To je kompak-
tna struktura Sirine 250-500 nm i debljine
25-50 nm koja se sastoji od mnoStva
proteina nuznih za sinapti¢ku funkciju, a
smjestena je tik do postsinapticke mem-
brane kako bi osigurala dostupnost svih
proteina i receptora za prijenos impulsa
iz sinapticke pukotine (18,46,47,48). Na-

jvazniji proteini koji ¢ine PSD su PSD-
95 i ostali proteini iz MAGUK veleo-
bitelji proteina, NMDAR, AMPAR, neu-
roligin, CaMKII i aktin, ali procjenjuje se
da je nekoliko stotina proteina u raznim
dijelovima SZS-a i svim fazama sinap-
togeneze uklju¢eno u strukturu PSD-
a, Sto ukljuCuje i brojne adhezijske i
signalne molekule (46,47,49,50). Ti
proteini tvore kompleksnu proteinsku
mrezu Kkojoj je najvaznija funkcija os-
iguravanje normalne funkcije glutamat-
nih receptora te drugih ionskih kanala
u ekscitacijskoj sinapsi. Osim toga, za
odrzavanje uske sinapticke pukotine i
uskladivanje presinapticke i postsinap-
ticke membrane zaduzeni su takoder
razni kortikalni citoskeletni proteini, inte-
gralni membranski proteini te proteini iz-
vastanicnoga matriksa koji nisu dio PSD,
ali interagiraju s njegovim proteinima.

PSD je struktura koja je kljuéna za pri-
jenos signala u glutamatergi¢nim eksc-
itacijskim sinapsama pa se dendriticki
trnovi bez PSD-a ne mogu smatrati
surogatom ekscitacijske sinapse. Prema
Cane i sur. (14) te Villa i sur.
(15), filopodiji najceS¢e nemaju potpuno
formiran PSD, a kod onih kod kojih
PSD postoji Cesto nedostaju kljuéni pro-
teini poput PSD-95 potrebni za matu-
raciju i stabilizaciju. Zapravo, filopodiji
od sinaptiCkih struktura najce$¢e imaju
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samo malu sinapti¢ku pukotinu i veoma
mali broj sinapti¢kih vezikula (29). Iz
toga proizlazi da se u ranim stadi-
jima sinaptogeneze, kada predominiraju
filopodiji na dendritima, dendritiki trnovi
ne mogu per se smatrati dijelom prave
sinapse jer ona nije funkcionalna. S
druge strane, veéina dendritiCkih trnova
u odraslih jedinki zbog zrelije strukture,
specificno gljivasti i tanki trnovi, imaju
potpuno formirane sinapticke elemente
(10), makar je i tada oko 10% trnova
u nezrelome dijelu morfoloSkoga spek-
tra (10,12,19). Uslijed toga, teSko je na
temelju morfoloskih znac€ajki dendritiCkih
trnova zakljuCiti o postojanju sinapse,
veC je potrebna dublja analiza na pro-
teinskoj razini kako bi se utvrdila razina
zrelosti trnova pa zbog toga dendritiCki
trnovi nisu dobri sinaptiCki markeri kako
se smatralo u ranijim istraZivanjima.

Da bi se bolje utvrdile promjene u
trnovima u raznim stadijima sazrijevanja
potrebno je u potpunosti definirati koji
se sve strukturni elementi nalaze u
trnovima i sinapsama te koja je niji-
hova funkcija. Kako mnogim protein-
ima u trnovima nije poznata specificna
funkcija, provode se mnoga istrazivanja
koja pokuSavaju ekstenzivno utvrditi koji
su proteini prisutni u sinapsi i trnovima
u raznim maturacijskim fazama (49,50)
te koja je specificna funkcija svakoga
proteina. S obzirom da su LTP i
LTD fenomeni koje se odvijaju na razini
trnova, onda je i jedan od ciljeva istrazi-
vanja utvrditi koje se strukturne prom-
jene trnova nalaze u njihovoj podlozi,
koji su signalizacijski putevi koji induci-
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raju takve promjene te kako se te prom-
jene mogu povezati s procesima ucenja
i pamcenja.

4.1 MAGUK proteini

MAGUK proteini su veleobitelj proteina
koji su specijalizirani za proteinsko-
proteinske interakcije s proteinima
citoskeleta, mikrotubulima tj. aktinom
te raznim molekulama ukljuenima u
prijenos signala u sinapsi. Zbog toga
su ukljueni u organizaciju postsinap-
ticke membrane u sklopu PSD te oku-
pliaju NMDA glutamatne receptore i
povezuju ih s unutarstaniénim moleku-
lama povezanima s mehanizmom sinap-
ticke plasticnosti tj. s LTP-om i LTD-
om. Svi MAGUK proteini imaju jednake
proteinske domene kojima ostvaruju
vecinu svojih funkcija, a to su tri PDZ
domene na N-terminalnom kraju, zatim
SH3 domena i zatim GUK domena na C-
terminalnom kraju, ali neki imaju i druge
domene poput CaMKII. Geni koji kodi-
raju za te proteine nalaze se na razlicitim
kromosomima te su eksprimirani u ra-
zli¢itim vrstama tkiva, ali zajedni¢ko im je
da su eksprimirani u neuronima te da se
njihovi proteinski produkti nalaze samo
u PSD dendritiCkih trnova. Proteini koji
¢ine MAGUK veleobitelj su SAP-97 (gen
DLGT), kapsin-110/PSD-93 (gen DLG2),
SAP-102 (gen DLG3), SAP-90/PSD-95
(gen DLG4) i DLG5 (gen DLG5) (51,52).
SAP-97 protein je uklju¢en u intracelu-
larni promet ionotropnih transmembran-
skih receptora, specificno NMDAR i AM-
PAR, od ER do stanicne membrane den-



dritiCkoga trna, a takoder je uklju¢en i u
izmjenu AMPAR receptora na membrani
kao dio procesa sinapticke plasti¢nosti
(52,53).

DLG5 protein smjeSten je i u cito-
plazmi neurona i u membrani den-
dritiCkih trnova, a njegova vjerojatna
uloga je transdukcija signala s pro-
teina izvanstanicnog matriksa na pro-
teine citoskeleta neurona (54).
Kapsin-110 ili PSD-93 je protein koji
formira heterodimere s drugim MAGUK
proteinima i ima interakcije s NMDAR-
ima te kalijevim voltaznim kanalima na
postsinaptickoj membrani na nacin da
ih sabija i okuplja na membrani kako bi
bili dostupniji oslobodenim neurotrans-
mitorima iz presinaptickih vezikula (55).
SAP-102 je MAGUK protein specifican
za neuralno i endokrino tkivo, a nje-
gova najpoznatija interakcija je s NM-
DAR receptorom putem svoje PDZ pro-
teinske domene. Takoder, interagira i s
kalmodulinom, SAP-90/PSD-95 te kali-
jevim voltaznim kanalima, a funkcija mu
je ista kao i kod PSD-93 proteina tj. or-
ganizacija NMDAR i kalijevih kanala na
postsinaptickoj membrani u nakupine za
bolju sinapticku funkciju (56,57).
SAP-90 tj. PSD-95 je najvazniji protein u
PSD koiji je klju¢an za stabilizaciju den-
dritickih trnova i perzistenciju sinapse
pa je stoga i najviSe istrazivanja usm-
jereno na interakcije i funkciju tog pro-
teina iz MAGUK skupine. Zajedno s
PSD-93 i SAP-102 tvori multimere i
¢ini nakupine (eng. clusters) s trans-
membranskim proteinima na nacin da
se veze za citoplazmatske krajeve kali-

jevih voltaznih kanala, za NR2 mod-
ulatornu podjedinicu NMDAR-a putem
svoje PDZ domene te za AMPAR putem
TARP-ova, a formiranje takvih nakupina
nuzno je za adekvatnu transdukciju sig-
nala (11,57,58,59). Nalazi se iskljucivo
u PSD-u dendritiCkoga trna pa se stoga
moze smatrati markerom dendritiCkih
trnova (60).

Tijekom rane sinaptogeneze, kada pre-
dominiraju nezreli oblici trnova, veoma
malen udio od ukupnoga broja trnova
sadrzi PSD-95 i PSD-93, ali je udio os-
talih MAGUK proteina veci, dok se kod
odraslih takav trend obrne pa predomini-
raju PSD-95 i PSD-93 nad preostalima
(61).

Cane i sur. (14) te Villa i sur. (15)
su utvrdili da do 20% svih dendri-
tiCkih trnova u odrasle jedinke ne sadrzi
PSD-95, Sto djelomi¢no odgovara ud-
jelu od ~10% nezrelih morfoloskih ob-
lika (12,19), dok se preostali dio moze
pripisati trnovima u sredini razvojnog
spektra koji se nisu potpuno stabilizirali.
Takoder su utvrdili da veoma mali broj
novoformiranih trnova sadrzi PSD-95 te
je njegova pojava sporija i manja garan-
cija stabilizacije trna in vivo nego in vitro.
Naposlijetku, utvrdili su i da izrazito sta-
bilni gljivasti trnovi, ako i budu resor-
birani, prije nestanka s dendrita gube
svoje PSD-95 proteine.

Nadalje, kao Sto je veC navedeno,
knockdown gena DLG4 u Stakora koji
kodira za PSD-95 protein, unato¢ in-
dukciji sinapticke plasticnosti u smjeru
jacanja sinapse, dovodi do izostanka
stabilizacije trnova i njihove resorpcije
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te do pada omjera broja AMPAR i NM-
DAR, dok morfologija trnova i sinapse
ostaje nepromijenjena (41,42).

Meyer i sur. (48) su zapazili u svojim
pokusima koriste¢i TPM, EM i tehniku
oslobadanja glutamata da povecan-
jem trnova uslijed sinaptiCke plasti¢nosti
dolazi do odgodenog povecanja koliCine
PSD-95 tj. potrebno je barem 3h sta-
bilnoga povecanja trna da bi koliCine
PSD-95 znatnije odstupale od prestim-
ulacijske vrijednosti. Takoder, ako kod
trnova ne bi doslo do stabilizacije onda
su i razine PSD-95 u njima pale. Druge
skupine (41,62,63) su prema tome
utvrdile da PSD-95, kao i aktin i kad-
herin, ima jednu od klju¢nih uloga u sta-
bilizaciji strukturne plasti¢nosti trnova.
Moze se stoga zakljuCiti da je posto-
janje PSD-95 u trnu prediktivni ¢imbenik
za stabilizaciju trna, ali ga ipak vecina
novoformiranih trnova nema ¢ime neu-
roni odrzavaju dinamic¢nost i lako mijen-
jaju svoje lokalne sinapticke sklopove jer
samo kratkotrajno uspostavljaju sinap-
ticke veze s drugim neuronima kako
bi testirali ho¢e li se sinapsa odrzati ili
nece. Osim toga, s obzirom na to da
PSD-95 znacajno doprinosi funkcional-
nosti sinapse i detektira se u snaznim
sinapsama s izrazenom sinaptickom
plasticnoscu po tipu LTP-a i visokim om-
jerom broja AMPAR i NMDAR, moze se
smatrati i dobrim sinaptiCkim markerom
(11,14,15,16).
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4.2 Aktin

Strukturna plastiCnost trnova, pre-
ciznije sLTP i sLTD, naziv je za in-
tracitoplazmatsku molekularnu reorgani-
zaciju strukturnih elemenata dendritiCkih
trnova u sklopu LTP-a i LTP-a. Mat-
suzaki i sur. (64) te Zhou i sur. (65)
prvi su utvrdili koja je to¢na strukturna
podloga morfoloSkih promjena trnova u
sinapti¢koj plasti¢nosti — aktin.

Aktin je glavni citoskeletni protein den-
dritiCkih trnova koji pruza strukturnu po-
dr§ku morfoloskim promjenama den-
dritickih trnova te osigurava potpunu
stabilizaciju svih struktura u trnovima
kao $&to su transmembranski ionski
kanali, adhezijski proteini i svi proteini
koji ¢ine PSD. Svaki aktinski mikrofil-
ament tj. F-aktin graden je od globu-
larnih monomera G-aktina koji se medu-
sobno povezuju i disociraju pa su dio
neprestanog ciklusa ovisnog o ATP-
u. Molekula ATP-a se veze za G-
aktinski monomer i omogucéava nje-
govu polimerizaciju na rastuCem kraju
mikrofilamenta, a hidrolizom fosfatne
skupine dolazi do disocijacije ADP-
vezanog monomera. Cijela dinamika
aktina uklju¢uje i mnoge druge pro-
teine koji Cine enzimsku ili strukturnu
podrsku mrezi aktinskih filamenata kao
Sto su Arp2/3 kompleks koji inducira
grananje polimera i tako stvara mrezu
filamenata, profilin koji potiCe polimer-
izaciju G-aktina vezanjem ATP-a um-
jesto ADP-a te Eps8 koji stabilizira ak-
tinske filamente, a zajedniCkim imenom
se nazivaju aktin-vezuéi proteini (ABP)



(66,67,68).

Honkura i sur. (69) su utvrdili da je
upravo kompleksna dinamika aktinskih
mikrofilamenata u podlozi struktural-
nih promjena trnova koje nastaju usli-
jed aktivnosti sinapse. Zamijetili su i
da dio populacije aktinskih polimera koji
se nalazi na dnu trnova tik do dendri-
ticke osnovice ima smanjen intenzitet
dinamic¢kih promjena pa su mnogo sta-
bilniji, a znacenje toga jo$ uvijek nije
jasno. Stoga se izvodi zakljucak da se
u sklopu sinaptiCke plasti¢nosti pomice
ravnoteza izmedu polimerizacije i de-
polimerizacije aktinskih mikrofilamenata
te se na taj nacin mijenja struktura samih
dendritiCkih trnova. Bosch i sur. (70)
su utvrdili da povecanjem i maturaci-
jom trnova dolazi i do povecane polimer-
izacije aktina ¢ime se filamenti produljuju
| podrzavaju rast i stabilizaciju trnova.

Iz navedenoga proizlazi da je potrebna
dobra koordinacija aktina i ABP-ova
kako bi strukturna plasti¢nost trnova bila
funkcionalna. ToCne promjene u di-
namici aktina u sklopu sinapticke plas-
tiCnosti jo$ uvijek nisu poznate, premda
su Okamoto i sur. (71) utvrdilida u LTP-u
i LTD-u dolazi do pomaka ravnoteze F-
aktina i G-aktina u smjeru monomernog
oblika, a pretpostavljaju da do toga
dolazi zbog odvajanja ABP-ova od ak-
tinske mreze filamenata Cime se polimeri
destabiliziraju i presloze u novu stabilnu
strukturu pa se tako promijeni i makro-
morfologija dendritickoga trna. Prema
Star i sur. (72), 85% svih molekula ak-
tina u trnu je dinamiCno i neovisno o
veli¢ini trna iz Cega se moze zakljuCiti

da postoji neprestana remodelacija ak-
tinske mreze filamenata i da je samo
malen dio aktina zaduzen iskljucivo za
strukturnu stabilizaciju trna, a veéi dio je
zaduzen za promjene vezane uz struk-
turnu plasti¢nost i interakcije s drugim
proteinima.

Dodatna vaznost aktina u citoarhitek-
tonici u samome dendritickom trnu proi-
zlazi i iz istrazivanja Husi i sur. (73) koji
su utvrdili da u samome dendritickome
trnu gotovo da nema mikrotubula ili in-
termedijarnih filamenata pa, za razliku
od dendritiCke osnovice, teret strukturne
regulacije trnova pada iskljucivo na ak-
tinske filamente.

4.3 Proteini vezani uz

promet Ca’"

Sve aktinske citoskeletne promjene u
sklopu strukturne plasti¢nosti dendri-
tickih trnova proizlaze iz promjena na
razini ABP-a koje su rezultat promjena
koncentracije Ca?* u citoplazmi trnova,
a S8to su detaljno iznijeli Nishiyama
i Yasuda (74). Naime, porastom
postsinaptickih razina Ca?* u ekscitaci-
jskoj sinapsi putem NMDAR i kalcijskih
voltaznih kanala dolazi do vezanja Ca?*
za CaM, a takav kompleks aktivira bro-
jne kinaze i fosfataze poput CaMKII i
CaN. Specificno, CaMKIl se dominantno
aktivira za vrijeme indukcije sLTP-a (74),
a CaN dominantno za vrijeme indukcije
sLTD-a (75), premda se porast oba pro-
teina moze uoCiti za vrijeme indukcije
oba oblika strukturne plasti¢nosti (76).
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CaMKIl nakon aktivacije vrsi autofos-
forilaciju i tako se dugotrajno aktivira
bez obzira na vezanost Ca**/CaM kom-
pleksa (76,77). S obzirom na to da
razine Ca®" u trnu padaju neposredno
nakon influksa iz izvanstanicnog ma-
triksa, Lisman i sur. (77) sma-
traju da je autofosforilacija CaMKII ob-
lik biokemijskoga pamcenja u sklopu
procesa LTP-a. To je potkrijeplieno i
istrazivanjem Buard i sur. (78) koji
su utvrdili da transgeni¢ni miSevi sa
specificnom tockastom mutacijom koja
uzrokuje nemoguénost autofosforilacije
CaMKII ne mogu razviti normalan LTP
te imaju poteskoce s uCenjem i paméen-
jem. Aktivirani CaMKIl u trnovima putem
GTPaza Rac1, Ras, RhoA i Cdc42 in-
teragira s mnogim ABP-ovima poput
Arp23, Eps8 i ADF/kofilina te tako potice
polimerizaciju aktina i poveéanje den-
dritickin trnova. Na taj nac¢in Ca?"
posredno putem CaM i CaMKIl djeluje
na citoskelet trnova i potiCe maturaciju
(67,70).

S obzirom da je CaMKIl dominantnije
izrazen u sLTP-u onda su njegovi efekti
putem ABP-a usmjereni na pomak ak-
tinske ravnoteze u smjeru polimerizacije
kako bi doslo do povecanja i stabilizacije
trna, a kako je CaN viSe izrazen u sLTD-
u pretpostavlja se da su njegovi efekti
viSe usmjereni ka depolimerizaciji aktin-
skih filamenata (67).

Osim toga, Ca**-ovisni proteini poput
CaMKII i CaN ne djeluju samo na ak-
tinski citoskelet, ve¢ na izrazito velik
broj proteina kroz veliku i kompleksnu
signalizacijsku mrezu. U toj signal-
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izaciji ukljuCene su interakcije velikog
broja proteina, ali i Ca**/CaM kom-
pleksom posredovana aktivacija genske
transkripcije gena koji kodiraju za razne
proteine ukljuCene u dinamicke prom-
jene dendritiCkih trnova. Zbog toga je
vazno naglasiti da je kratkotrajna prom-
jena koncentracija Ca?" u trnu inici-
jalni proces gotovo svih strukturnih i
funkcionalnih promjena.  Svi procesi
koji doprinose jacanju sinapse i stabi-
lizaciji trnova ili pak slabljenju sinapse
i destabilizaciji trnova zapocinju influk-
som Ca?*, a zatim kompleksna Ca?*-
ovisna signalizacijska mreza posreduje
u strukturnom i funkcionalnom remodeli-
ranju trnova (74-78).

4.4 Ostali proteini
dendritickih trnova

U trnovima su prisutni i razni proteini
koji imaju razne strukturne, enzimske
ili signalizacijske uloge. Interakcije
izmedu brojnih proteina su potrebne
kako bi se odrzala pravilna struktura
sinaptiCke pukotine i omogucio pri-
jenos neurotransmitora do postsinap-
ticke membrane te kako bi se odrzala
signalizacijska funkcija na razini sinapse
(18,73,79).

Najvaznije strukturne molekule na mem-
brani ili unutar dendritickih trnova su
N-kadherini, protokadherini, neureksini
i neuroligini, NCAM te razni proteog-
likani. Oni omogucavaju medustani¢nu
povezanost na razini sinapse, ali zbog
asimetrije u ekscitacijskim sinapsama



potrebna je njihova drugacija interakcija
nego Sto je to inaCe sluc¢aj kod adhezi-
jskih proteina u drugim tkivima (79-81).
N-kadherini su proteini koji su dom-
inantno smjesteni u nakupinama na
rubovima trnova te medusobno formi-
raju snazne veze izmedu presinaptiCke
i postsinapticke membrane, a s aktin-
skim citoskeletom su direktno povezani
preko a- i g-katenina te indirektno preko
ABP-ova. Oni su najvazniji proteini
za uspostavljanje stabilne sinapticke
pukotine svojom stani¢no-stani¢nom ad-
hezijom (79-83). Iz obitelji kadherina
za odrzanje strukture sinapse izraz-
ito su vazni i a- i vy-protokadherini koji
se na jednak nacin kao i N-kadherini
medusobno povezuju i tako tvore Cvrstu
presinapticko-postsinapticku vezu (84).
Neureksini i neuroligini Cine transsinap-
tiCki sustav medustani¢nih adhezijskih
proteina koji imaju i regulatornu ulogu
u sinapsi. Neureksini su lokalizirani na
presinaptickoj membrani te se vezu za
neuroligine koji se nalaze na postsi-
naptiCkoj strani Cime tvore interneu-
ronske veze, a njihova regulatorna uloga
se odnosi na diferencijaciju sinapse u
specifican fenotip za vrijeme sinapto-
geneze.UoCeno je da razne izoforme
neureksina i neuroligina usmjeravaju
diferencijaciju sinapse u specifiCan eksc-
itatorni ili inhibitorni fenotip na nacin da
induciraju promjene u membrani dru-
goga neurona, dok njihov nestanak s
membrane pak uzrokuje dediferenci-
jaciju sinapse (80,81,85-87).

Molekule poput NCAM i ekstracelularnih
proteoglikana nemaju samo strukturnu

ulogu na nacin da se vezu s kadherin-
ima i integrinima preko kojih su povezani
s aktinskim citoskeletom u dendritiCkim
trnovima, ve¢ takoder mogu i utjecati na
diferencijaciju sinapse kao i neureksini
i neuroligini te su ukljuCeni i u remod-
eliranje citoskeleta dendritickih trnova.
ToCan mehanizam njihovoga djelovanja
na remodelaciju F-aktina jo$ uvijek nije
razjaSnjen. Uz njih je vazno istaknuti
i BDNF kao jedan od najvaznijih ek-
stracelularnih elemenata koji doprinose
sLTP-u (80,81,88). Prema Harwardu i
sur. (88), oslobadanjem BDNF-a dolazi
do brze i dugotrajne aktivacije njegovoga
receptora TrkB u dendritickome trnu, a
unutarstani¢no receptor djeluje na akti-
vaciju GTPaza Cime se pokre¢e kaskada
prema ABP-ovima i remodelaciji aktin-
skih filamenata. Osim toga, uocili su
da aktivacijom TrkB receptora dolazi do
lokalne sinteze CaMKII i drugih proteina
u trnu koji djeluju na remodelaciju ak-
tinske citoskeletne mreze.

Moze se zakljuciti da je potrebna kom-
pleksna i visoko sofisticirana mreza
proteina i drugih molekula u dendri-
tickim trnovima kako bi se odrzao sta-
fus quo na razini sinapse jer je za
to potrebno postojanje uske sinap-
ticke pukotine (8to omogucuju kad-
herini, neureksini i neuroligini), sta-
bilna struktura presinaptickih i postsi-
naptickih elemenata (§to omogucuje
aktinski citoskelet) te nakupine recep-
tora na postsinaptiCkoj membrani (Sto
omogucuju proteini PSD-a) (11,67).
Takva cjelovita struktura je temelj svih di-
namickih promjena na razini dendritickih
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trnova, a koje su pak temelj procesa
uéenja te konsolidacije naucenoga
(18,89).
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5. Dinamika dendritickih trnova

Dinamika dendritickih trnova opisuje se
kao sposobnost promjene svoje mor-
fologije, broja, gustoCe i pokretljivosti
u relativno kratkim vremenskim raz-
macima (20). Kao $to je ve¢ opisano,
postojanje sinapse uvelike ovisi o struk-
turi, funkciji i stabilnosti dendritiCkih
trnova pa je njihova dinamika temelj
povezanosti neurona u ekscitatornim
sinapsama. Dinamika obuhvaca sve
opisane procese nastanka, maturacije
i stabilizacije te resorpcije dendritiCkih
trnova, ali ih stavlja u kontekst induk-
tora dinamiCkih promjena poput LTP-a
i LTD-a te ih zatim pokuSava povezati
s osnovnim funkcijama SZS-a poput
ucenja, paméenja i ponasanja, kao i s
patoloskim procesima koji se javljaju kod
poremecaja dinamike trnova (11,20).

Prvi koji je pretpostavio da su dendri-
ticki trnovi dinamiCke strukture sklone
nastajanju i nestajanju s dendrita bio
je Ramén y Cajal nakon $to je uocio
da je gustota trnova veta u fazi
razvoja SZS-a nego u odraslih, a
takoder je iznio hipotezu da je di-
namika trnova temelj procesa ucenja i
pamcéenja (90). Tadasnje tehnike vizual-
izacije trnova omogucavale su samo
generalnu usporedbu gustoce i mor-
fologije trnova u razliCitih Zivotinja te u
razli¢itim stadijima razvoja SZS-a sve
do odrasle dobi. Medutim, suvremeno

shvac¢anje dinamike trnova proizlazi iz
Cinjenice da moderne tehnike vizual-
izacije omogucavaju in vitro i in vivo
kontinuirano pracenje istih neurona kroz
duzi period zbog mogucnosti trajnoga
oznacavanja fluorescentnim markerima
(22,91). Zbog toga se danas moze gov-
oriti 0 dinamici pojedina¢noga trna te
ukupnoj dinamici trnova na razini neu-
rona te na razini SZS-a, a takoder je
danas poznato i da se njihova mor-
fologija i gusto¢a aktivno mijenjaju kod
uCestale aktivnosti u istoj sinapsi, kod
raznih senzornih podrazaja iz okruzenja
te u odnosu na endogene promjene hor-
mona, a $to opisuju Markham i Gree-
nough (92) te Lippman i Dunaevsky (93).
Zanimljivo je da se o dinamici trnova
moze govoriti i kod neurona koji fiziolo$ki
nemaju trnove (eng. aspiny neurons).
Passafaro i sur. (94) su utvrdili da
se hiperekspresijom GluR2 podjedinice
AMPAR moze inducirati nastanak trnova
na GABA-ergi¢nim interneuronima koji
inace nemaju trnove na svojim den-
dritima, a Roussignol i sur. (95) su
utvrdili da hiperekspresija proteina iz
Shank skupine, proteina PSD-a Kkoji
povezuju aktinski citoskelet s raznim
transmembranskim proteinima postsi-
napticke membrane (96), takoder potiCe
formiranje trnova na inhibitornim neuron-
ima koji uobi¢ajeno nemaju trnove.
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5.1 Razvojne promjene
u dinamici trnova

U pocetnim fazama razvoja jedine den-
driticke protruzije su filopodiji koji su
izrazito dinamicni u smislu elongacije
i retrakcije kako bi omogucili primarni
kontakt dvaju neurona i postavili temelje
za sinaptiCku veze izmedu njih (10—
12,24,25,28,29). Takve strukture se ne
mogu opisivati u klasichome smislu "di-
namike trnova" jer niti ne sadrze struk-
turne elemente kojima bi mogli biti dio
funkcionalne sinapse pa se samo zre-
liji oblici protruzija tj. "pravi" dendritiCki
trnovi, koji se javljaju u malo kasnijoj fazi
razvoja, mogu smatrati dijelom sinapto-
genetskog procesa (29-33).

Papa i sur. (97) su u primarnoj kul-
turi hipokampalnih neurona pratili mor-
fologiju trnova tijekom 4 tjedna razvoja
i utvrdili da u 1. tjednu razvoja viSe od
50% dendritiCkih protruzija nema formi-
ranu glavu, ali su jednake duljine kao
i protruzije s glavom, a Sto bi odgo-
varalo filopodijima. Protekom vremena
sve viSe trnova formira glavu te sve
vise postaju vidljivi sinapticki markeri
poput sinaptofizina. Morfologija trnova
kod pocetnih oblika sinapsi je odgovar-
ala kratkom tipu trnova, a u 3. tjednu
pra¢enja morfologija trnova je pocinjala
sve viSe nalikovati na in vivo morfologiju.
Prema Zecevic i sur. (98) te Bourgeois
i Rakic (99), dendritiCki trnovi su veoma
dinami¢ne strukture koje dosezu najvisi
stupanj plasticnosti u kasnijim fazama
razvoja, ali je na nizoj razini zadrzavaju i
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tijekom cijeloga Zivota kad predomini-
raju stabilniji oblici trnova. Trachten-
berg i sur. (22) su in vivo praéenjem
promjena dendritiCkih trnova u miSeva
tijekom viSe mjeseci utvrdili da potpuno
razvijen SZS u odraslih jedinki zadrzava
sposobnost de novo stvaranja dendri-
tickih trnova, kao i moguénost resorpcije
potpuno formiranih i stabilnih trnova.

Iz tih istrazivanja moze se zakljuCiti da
je proces nastanka i resorpcije trnova
fizioloSki nuzan u svakoj zivotnoj dobi, a
ne samo u razdoblju prenatalne i post-
natalne sinaptogeneze pa je vazno da
trnovi odrze svoj dinamicki potencijal i
nakon dovr$etka razvoja SZS-a, premda
se taj potencijal razlikuje izmedu regija
mozga te pada s dobi (18,100).
Razlikovanje  stupnja  dinamicnosti
izmedu razli¢itih mozdanih regija je i in-
tuitivna pretpostavka s obzirom na to
neki neuralni krugovi moraju zadrzati
stabilne sinapse kako bi dugoroc¢no
mogli komunicirati po istome obrascu
(npr. kao kod trajne memorije), dok
drugi neuralni krugovi moraju samo
kratkotrajno formirati sinapse i zatim
ih ukloniti kako bi postojalo "osvjeza-
vanje" obrazaca komunikacije izmedu
neurona (npr. kao kod radne memo-
rije). Drugim rijeCima, u neuralnim kru-
govima koji dugotrajno opstaju poveca-
vana je stabilnost trnova te je tako os-
igurana pohrana informacija koje su dio
tih krugova, a u kratkotrajnim neuralnim
krugovima povecan stupanj dinamickih
izmjena trnova omogucava da se stabi-
lizira samo malen dio trnova Cije sinapse
postepeno postaju dio dugotrajnih kru-



gova, dok ostatak Cini funkcijsku rezervu
za stvaranje novih kontakata izmedu
neurona (11,18).

5.2 Dinamicke klase

trnova

Iz istrazivanja Holtmaat i sur. (16), Tra-
chtenberg i sur. (22) te Villa i sur.
(15) proizlazi da se novoformirani trnovi
prema duljini opstanka mogu klasifici-
rati u dvije dinamicke skupine. U jednu
skupinu se mogu smijestiti oni trnovi
koji perzistiraju na dendritu tijekom viSe
mjeseci ili godina te su dio stabilnih
sinapsi u dugoroCnim neuralnim kru-
govima (perzistentni trnovi), a u drugu
skupinu pripadaju trnovi koji se formi-
raju, kratko sazrijevaju i zatim se resor-
biraju unutar 4 dana od nastanka te su
tako dio kratkotrajnih neuralnih krugova
koji su skloni brzoj izmjeni (privremeni
trnovi). Osim toga, utvrdili su da u ranim
razvojnim stadijima ~35% trnova pripada
u perzistentnu skupinu, dok je u odraslih
taj udio ~70%, ali takoder i da trnovi bilo
koje morfologije i veliCine mogu pripadati
u obje dinamicke kategorije.

Velik broj istrazivanja je utvrdio ko-
relaciju izmedu koliCine aferentnih sig-
nala senzoriCkih sustava i stupnja di-
namicke izmjene trnova na dendritima
pa su tako svi oblici senzorne deprivacije
povezani s povetanjem omjera perzis-
tentnih i privremenih trnova u nedeprivi-
ranim dijelovima senzorickog korteksa
(21). S druge strane, senzoriCko obo-

gacivanje okoline (eng. enviromen-

tal enrichment) u kojoj su smijesteni
miSevi povezano je s povecanim ud-
jelom privremenih trnova (22).

Sliéni rezultati su vidljivi i u istrazi-
vanjima koja su usporedivala prom-
jenu dinamike trnova u motorickome ko-
rteksu za vrijeme ucCenja neke motoriCke
vjeStine.  Utvrdeno je da u miSeva
za vrijeme ucenja motoricke vjestine
dolazi do povec¢anog turnover-a trnova
tj. povecanog broja trnova iz privremene
dinamicke kategorije, a nakon razdoblja
ucenja gustoéa i dinamicki tip trnova se
vracaju na pocetnu razinu (101). Osim
toga, zapazeno je i da su trnovi formi-
rani za vrijeme razdoblja u€enja skloniji
povecanoj stabilizaciji i perzistenciji, dok
su trnovi resorbirani za vrijeme razdoblja
ucenja oni koji su postojali i prije obavl-
janja motoricke vjestine. Iz toga proizlazi
da proces ucenja inducira formiranje sta-
bilnih trnova koji dugotrajno perzistiraju,
a odgovaraju novonastalim interneuron-
skim vezama koje sluze za pohranji-
vanje naucene vjestine (102).

Cane i sur. (14) su utvrdili da ~20%
trnova u SZS-u odrasle jedinke ne
sadrzi PSD-95, ali oni Cine znatnu
vecinu svih trnova koji pripadaju u di-
namiCnu skupinu privremenih trnova.
Kako je PSD-95 jedan od najvazni-
jin markera Kkoji pokazuju stabilnost
formirane sinapse, onda se moze za-
kljuCiti da veéina visoko dinamicnih
trnova nema stabilnu sinapsu premda
je ona funkcionalna, za razliku od
filopodija Cija sinapsa nije niti stabilna
niti funkcionalna, ukoliko uopce i postoji.
Zbog toga se privremeni trnovi mogu
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percipirati i kao trnovi koji, u pokusaju
da stvore novu vezu izmedu dvaju neu-
rona, nisu uspjeli doseci stabilizacijski
prag za formiranje PSD-95 Cime bi vjero-
jatno postali perzistentni trnovi i bili dio
trajnih neuralnih krugova (38—41).

Berry i Nedivi (11) u svome radu, prema
istrazivanjima Cane i sur. (14) te Villa
i sur. (15), smatraju da su nizak
stupanj dinamicnosti i prisutnost PSD-
95 omogucavaju postojanost uspostavl-
jenih veza izmedu neurona, a u slucCaju
da dode do resorpcije takvih stabilnih
trnova da dolazi do trajnih i nenadomjes-
tivih promjena na razini toga neuralnog
kruga. Nadalje smatraju da se klasi-
fikacija pojedinoga trna u odredenu di-
namicku skupinu treba temeljiti na proc-
jeni utjecaja toga trna na opstojnost neu-
ralnog kruga Ciji je on dio, a ne na mor-
foloSkim ili drugim kriterijima. Zapravo,
za novoformirani trn se moze odred-
iti pripada li u skupinu perzistentnih ili
priviemenih trnova iskljuivo post hoc
ti. nakon Sto se vidi utjecaj njegove
formacije ili resorpcije na lokalnu neu-
ronsku povezanost. Stoga predlaZzu da
se razvrstavanje vrsi na temelju dvaju
kriterija — dovoljno dugoga i uCestaloga
prac¢enja trna te prisutnosti tj. odsutnosti
PSD-95 markera.

5.3 Korelacija dinamike
I morfologije trnova

Dinamicke procese dendritickih trnova
relativno dobro opisuju morfometrijske
vrijednosti poput promjera glave, volu-
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mena glave, Sirine vrata, duljine vrata i
sl. S obzirom da su to kontinuirane, a ne
diskretne vrijednosti, onda i iz toga proi-
zlazi da je morfologiju trnova bolje pro-
matrati i analizirati kao spektar, a ne kao
kategorije (10,103).

Prema Harris i sur. (12), veli¢ina
trna je proporcionalna veli¢ini PSD-a i
broju sinapti¢kih vezikula s neurotrans-
mitorima, a prema Béique i sur. (45) te
prema Noguchi i sur. (104), volumen
trna je proporcionalan snazi sinapse.
Nadalje, povrSina PSD-a korelira s bro-
jem receptora na postsinaptickoj mem-
brani (105), a broj sinaptickih vezikula
je proporcionalan koli¢ini neurotransmi-
tora dostupnog za egzocitozu u sinap-
ticku pukotinu (106). Osim toga, sinap-
ticka plasticnost po tipu LTP-a povecava
gustoCu trnova i promjer glave, a gus-
toca i promjer glave trnova pak kore-
lira s jaCinom sinapse (107-110). S
druge strane, LTD uzrokuje smanjenje
istih morfometrijskih parametara te kon-
acno moze uzrokovati potpunu retrakciju
trna s dendrita (38,65).

Arellano i sur. (10) su pokusali utvrditi
postoji li medusobna korelacija izmedu
morfometrijskih parametara samih den-
dritiCkih trnova. ZakljuCili su da ne pos-
toji korelacija izmedu volumena glave
i duljine vrata trna te da postoji jako
slaba korelacija izmedu volumena glave
i Sirine vrata. Osim toga iz njihovih rezul-
tata je vidljivo da povrSina PSD-a do-
bro korelira s volumenom glave i Sirinom
vrata, ali ne i s duljinom vrata.
Tennesen i sur. (111) su utvrdili da
Sirina i duljina vrata trna bolje ko-



reliraju sa snagom njegove pripada-
jue sinapse nego volumen i promjer
glave, ali treba istaknuti da postoje ve-
like nepodudarnosti u rezultatima is-
trazivanja koja utvrduju koji morfometri-
jski parametar trnova je optimalan za
procjenu snage njihove sinapse i stabil-
nosti. Gipson i Olive (20) navode da je
potreban velik oprez kod interpretacije
funkcije sinapse na temelju izmjerenih
morfometrijskih vrijednosti trnova jer niti
jedna vrijednost ne pokazuje jako ve-
liku korelaciju sa snagom sinapse pa
zbog toga predlaZzu da bi bilo potrebno
kvantificirati vecéi broj parametara trnova
vezanih uz same receptore ili PSD koji
su blizi funkcijskom aspektu sinapse.
Yuste i Bonhoeffer (112) te DeRoo i
sur. (110) dodatno isticu da se mor-
foloSke promjene trnova uslijed LTP-a ili
LTD-a ne mogu smatrati jednakima na
razini cijeloga neurona, a ¢ak ni na razini
cijeloga dendrita, ve¢ da samo manja
skupina trnova na jednom dendritickom
odsjecku ima jednaku dinamiku, a $to
je uzrokovano kompartmentalizacijskom
ulogom trnova.
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6. Uloga dendritickih trnova

6.1 Dendriticki
mikroodjeljci

VeC je istaknuto da se ekscitacijske
sinapse izmedu neurona mogu formirati
izmedu trna i terminalnog dijela aksona
ili izmedu same dendriticke osnovice i
aksonskog zavrSetka (11). Stoga se
postavlja pitanje zasto su trnovi uopcée
potrebni ako se sinapsa moze formi-
rati i na samome dendritu, a sami
ne doprinose povecanju broja mogucih
sinapsi jer svi morfolo$ki tipovi dosljedno
stvaraju sinapsu sa samo jednim ak-
sonom, izuzev razgranatih trnova koji su
relativno rijetko prisutni (12,13).

Ramén y Cajal je smatrao da dendritiCki
trnovi sluze povecanju povrSine den-
drita kako bi se povecale Sanse za nas-
tanak sinapse na dendritu (113). Pre-
mda je ta hipoteza i danas to¢na u
fazi razvoja SZS-a kada filopodiji svo-
jom elongacijom s dendrita traze poten-
cijalne aksonske partnere za uspostavl-
janje sinapse, danas su poznate i druge
uloge trnova.

Calabrese i sur. (18) smatraju da sva is-
trazivanja upucuju na to da su dendritiCki
trnovi autonomni odjeljci s vlastitom reg-
ulacijom membranskih i citoplazmatskih
procesa u odnosu na dendrite. Takoder,
trnovi imaju proteom koji se bitno raz-
likuje od ostatka neurona te ima vlastitu
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signalizacijsku mrezu koja koordinira
morfoloSke promjene u odgovoru na
sinapti¢ku aktivnost i stabilizacijske pro-
cese (46,47,49,50). Anatomski se takva
kompartmentalizacija trnova ostvaruje
postojanjem uskoga dendritiCkog vrata s
posebnim obiljezjima aktina koji u bazi
trnova formira prstenaste strukture, a
filamenti F-aktina su mnogo stabilniji
nego u ostatku trna (66—69). Na taj
nacin dendriticki trnovi postaju biokemi-
jski i elektricni mikroodjeljci u kojima
promjene koncentracija iona i aktivacija
signalizacijskih molekula samo selek-
tivno utjeCu na preostale trnove i den-
drit (114,115). Calabrese i sur. (18)
pretpostavljaju da tako dolazi do am-
plifikacije pridoslih signala ili pak nji-
hove izolacije i atenuacije na razini
pojedinatnoga trna. Zapravo, odijel-
jenost trnova od ostatka dendrita pruza
mogucénost ulazne specificnosti signala
(eng. input specificity), a $to znaCi
da se pri prijenosu signala u neural-
nome krugu taj signal prenosi iskljucivo
preko trnova uklju¢enih u taj krug bez
mogucnosti nezeljene prostorne difuzije
signala u druge trnove istoga neurona
(116,117).



6.2 Ucenje i pamcéenje

Hebb (118) je prvi iznio moguénost
da neuralna aktivnost moze utjecati
na stukturu neuralnih krugova makar
je u tome kontekstu spominjac samo
sinapse, a izostavio dendriticke trnove.
Unato¢ tome, opisao je mehanizme ko-
jima sinaptiCka aktivnost mijenja neu-
ralne mreze. Vecina istrazivanja koja
se nakon toga provodila odnosila se
na dendritiCcke karakteristike kao $to
su duljina i razgranatost te pokusSala
povezati njihove morfoloSke promjene
s procesom ucenja (119).

Nakon $§to su Peters i Kaiserman-
Abramof opisali morfoloSke oblike den-
dritiCkih trnova (19), istrazivanja su se
pomaknula u njihovom smjeru. U odgov-
oru na dozivljaje iz okoline te bihevioral-
nim odgovorom na iste doZivljaje, trnovi
prolaze velike promjene zbog svoje ovis-
nosti o sinapti¢koj aktivnosti pa se zbog
toga pocCelo smatrati da su glavni ak-
teri procesa ucenja i paméenja, a $to je
jo$ u pocetcima moderne neuroznanosti
pretpostavio Ramoén y Cajal (90). ls-
traZzivanja su pokazala da se broj, gus-
toca, morfologija, struktura receptora i
brojna druga svojstva dendritickih trnova
mijenjaju u odnosu na primlijene sen-
zoricke signale (21,22) te pri obavljanju
motoric¢kih zadataka (101,102) u odgo-
varaju¢im regijama mozga. Osim toga,
Leggio i sur. (120) su utvrdili da obo-
gacivanje okoline u Stakora poboljSava
sposobnosti u¢enja i pamcenja.

Stoga se pocelo smatrati gljivaste ob-
like trnovima pamdéenja, a tanke ob-

like trnovima ucenja, Sto su detaljno
obrazlozili Bourne i Harris u svome
radu (121). Naime, smatra se da su
tanki trnovi nezreli trnovi koji nastaju
u pocetku procesa ucenja, a osnazi-
vanjem sinapse putem LTP-a dolazi do
djelovanja na aktinske filamente u sm-
jeru produljivanja i grananja Cime se
formiraju zreli gljivasti trnovi koji pred-
stavljaju upamcene informacije nakon
uCenja. Prvo se smatralo da je gus-
toca trnova na dendritu parametar koji
se najviSe mijenja za vrileme ucenja,
a kasnije se utvdilo da su morfoloske
karakteristike vaznije (122). Morfoloske
promjene su se stoga povezale s pro-
cesom akvizicije novih informacija te
su postale odlucujuéi faktor u stvaranju
memorije. Naime, kako su pokazali Xu
i sur. (101), za vrijeme procesa ucenja
dolazi do poveCanog formiranja trnova,
a nakon razdoblja u¢enja gustoéa trnova
se vraca na pocetne vrijednosti, ali oni
trnovi koji postaju dio perzistentne kate-
gorije su upravo oni koji su se formirali
za vrijeme ucenja. Van der Zee (122)
isti¢e da nije nuzno da je sam proces
ucenja inducirao stvaranje novih trnova,
vec da postoji mogucénost da su to trnovi
koji bi se i bez aktivnosti spontano formi-
rali, ali zbog razdoblja u€enja aktivnost u
sinapsama je selekcionirala one koji ¢e
perzistirati i biti strukturna podloga kon-
solidiranoj memoriji.

Dodatna istrazivanja su nastojala
pokazati da se fenomen selekcije perzis-
tentnih trnova odvija u bilo kojem dijelu
korteksa shodno tipu zadataka koji se
obavlja. Tako su Roberts i sur. (123)
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pokazali da se dinamiCke promjene
trnova poput poveéanog turnover-a za
vrijeme ucenja i poveéane stabilizacije
novoformiranih trnova nakon ucenja
javljaju i u ptica u dijelu mozga gdje
se ulazne slusSne informacije stapaju s
izlaznim motoriCkim signalima za vri-
jeme ucenja nove pjesme. Takva is-
trazivanja pokazuju da svaki oblik u¢enja
djeluje na specificne neuralne putove fj.
samo u regijama mozga sukladno vrsti
ulaznih informacija koje se uce.

Nadalje, danas je poznato da dinamicka
svojstva koja se zadrzavaju i nakon faze
razvoja SZS-a omoguéavaju dendri-
tickim trnovima veliku razinu plasti¢nosti
u adulthom razdoblju pa zbog toga i
imaju moguénost reakcije na sinaptiCku
aktivnost. Ipak, plasticnost mozga je
na najveéem stupnju u vrijeme razvoja
SZS-a, a $to odgovara fetalnoj dobi te
ranoj postnatalnoj dobi, a stupanj plas-
ticnosti zatim prema odrasloj dobi pada.
Bourne i Harris (124) su pokazali da in-
dukcija LTP-a u hipokampusu odraslih
Stakora uzrokuje povecéanje postojecih
dendritiCkih trnova, ali ne i formiranje
novih trnova. S druge strane, Watson
i sur. (125) su pokazali da u ranom
postnatalnom razdoblju, kada je sinapto-
geneza na svom vrhuncu, indukcija LTP-
a aktivira postojece sinapse, uzrokuje
povecanje postojeéih trnova, ali i potice
formiranje novih trnova S§to pokazuje
izrazito veliku razinu plasticnosti u toj
dobi.

Iz navedenoga proizlazi da se
paradigma dodatno mijenja (20,122).
Velik  broj

suvremenih istrazivaca
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odbacuje podjelu trnova u kategorije, a
¢injenica da svi morfoloski oblici trnova
mogu pripadati u bilo koju dinamicku
kategoriju (15,16,22) dodatno pomice
smjer proucavanja procesa ucenja i
paméenja od morfologije prema di-
namickim klasama trnova. Osim toga,
selekcija perzistentnih trnova iz bazena
privremenih trnova na temelju aktivnosti
u sinapsi omogucava da se dugorocno
paméenje objasSnjava na principu po-
drazaja koji su dovoljno snazni da
prijedu prag stabilizacije trnova. Na
taj naCin se bioloski procesi ucenja i
paméenja mogu lako konceptualizirati
na temelju dinamiCkih klasa i selekcije
trnova ovisne o sinaptickoj aktivnosti, a
Sto joS uvijek poCiva na mehanizmima
koje je iznio Hebb (118).

6.3 Neurodegenerativne
I druge bolesti

Postoji jako velik broj istrazivanja koja
istrazuju ulogu dendritiCkih trnova u
raznim neuroloSkim bolestima, pona-
jviSe neurodegenerativnog tipa.

Fiala i sur. (126) u svome clanku
opisuju patolodka stanja trnova na
razini broja, veliCine i oblika pa tako
navode da se smanjena gustoca
trnova javlja kod mentalne retardacije,
alkoholizma, epilepsija, Alzheimerove
bolesti i sl., povetana gusto¢a kod
sindroma fragilnog X kromosoma i
ovisnosti o drogama sa stimulacijskim
uCinkom, a smanjenje veli€ine trnova
kod shizofrenije i Downovog sindroma



(127,128). Osim toga, navode da je de-
formacija trnova povezana s mentalnom
retardacijom, epilepsijom, malnutricijom,
alkoholizmom, otrovanjima i spongio-
formnim encefalitisom. Uz to opisuju
i poremecaje poput varikoziteta trnova
koji se javljaju kod traumatskih ozljeda,
edema mozga i hipoksiCnih stanja te
poput ektopi¢nih trnova koji se javl-
jaju kod olivopontocerebelarne atrofije,
Menkesove bolesti i raznih metaboli¢kih
bolesti nakupljanja, a navode i druge
ultrastrukturalne poremecaje na razini
stani¢nih organela. 1z toga se moze za-
kljuCiti da postoje razni patoloSki pro-
cesi u dendritiCkim trnovima koji bi mogli
sudjelovati u etiopatogenezi neuroloskih
bolesti.

Jedan od najCescCih primjera poremecaja
na razini dendritiCkih trnova povezanog
s neuroloSkom bolesti je Alzheimerova
bolest.  Dorostkar i sur. (129) te
Knobloch i Mansuy (130) navode da
je gubitak dendritickih trnova s neu-
rona jedna od prvih strukturnin prom-
jena u mozgu kod incipijentne AB. Gu-
bitak trnova vodi i do gubitka sinapticke
povezanosti neurona, a vjerojatno je
posljedica nakupljanja 5-amiloida, hiper-
fosforilacije tau proteina, neuroinfla-
macije, disfunkcije staniCnog citoskeleta
I drugih promjena vidljivin kod osoba s
AB. Fischer i sur. (131) su pokus$ali na
miSjem modelu AB (CK-p25 Tg) utvrditi
molekularne mehanizme kojima obo-
gacivanje okoline uzrokuje pobolj$anje
sposobnosti u¢enja i pamecenja kako su
to utvrdili Leggio i sur. (120). Utvrdili su
prvo da kod takvih miSeva dolazi do nas-

tanka novih trnova i sinapsi te obnove
sposobnosti u¢enja i pamcenja ukoliko
se nalaze nalaze u obogacenoj okolini.
Osim toga, zapazili su da obogacivanje
okoline u takvih miSeva uzrokuje epi-
genetske modifikacije u vidu povecane
acetilacije histonskog repa. Zatim su
wild-type miSevima intraperitonealno in-
stilirali inhibitor histonskih deacetilaza
tijekom 4 tjedna te pokusali utvrditi nas-
taju li jednake promjene kao kod CK-p25
Tg miSeva u obogacenoj okolini, a rezul-
tati su pokazali da je doSlo do znatnog
povecanja u acetilaciji H3 i H4 histona u
neuronima hipokampusa. Naposlijetku
pokus$ali su utvrditi uzrokuje li primjena
inhibitora histonskih deacetilaza u CK-
p25 Tg miSeva nastanak novih trnova i
sinapsi te obnove sposobnosti ucenja i
pamcenja te uvidjeli da je u hipokam-
pusu tih miSeva doslo do de novo formi-
ranja dendritiCkih trnova, povecanja
broja sinapsi i poboljSanja sposobnosti
ucenja i pamcenja. Iz toga rada proizlazi
da bi se epigenetskim intervencijama u
neuronima koje bi povecale dinamiku
dendritiCkih trnova mogla poboljSati klin-
iCka slika u bolesnika s AB i drugim
bolestima povezanima s poteSkoéama
u ucenju i pamcéeniju.

Osim u AB, promjene dendritickih trnova
se povezuju s kronicnom stresom te
sa starenjem. Primjerice, Sotiropoulos
i Sousa (132) navode da tau proteini
u kronicnome stresu mogu na sli¢an
nacin kao i u AB uzrokovati gubitak
dendritickih trnova, a Morrison i Bax-
ter (133) isticu da neuralni krugovi Kkoji
su skloni degenerativnim promjenama

27



u starenju su upravo glutamatergicni pi-
ramidni neuroni prefrontalnog korteksa
i hipokampusa koji obiluju dendritickim
trnovima.

Iz toga se moze zakljuciti da je potrebna
jo$ velika koli¢ina istrazivanja kako bi se
pokazalo koliki je utjecaj patologije den-
dritiCkih trnova na specificne neuralne
krugove te postoji li moguénost restitu-
cije plastiCnosti mozga kao obrambeni
mehanizam protiv neurodegenerativnih
bolesti.
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7. Vizualizacija dendritickih trnova

Morfologiju dendritickih trnova zapocCeo
je analizirati jo§ Ramén y Cajal jedinom
tada dostupnom metodom svjetlosne
mikroskopije uz koristenje Golgijeve im-
pregnacije (1). Ta metoda je sljedecih
nekoliko desetlje¢a bila zlatni standard
u istrazivanjima morfologije neurona
sve do otkrica elektronske mikroskopije
(20). Medutim, niti njenim uvodenjem
nije bilo moguée in vivo pracenje mor-
fologije trnova u realnome vremenu, veé
su se istrazivanja morfologije bazirala na
analizi statickoga postmortalnog tkiva u
trenutku fiksiranja. Zbog toga dinamicke
promjene individualnih trnova nisu bile
niti zabiljezene, a i postmortalna svo-
jstva trnova su se mogla znatno razliko-
vati od zazivotnoga stanja (11,134).

Razvojem  suvremenih  fluorescent-
nih markera, uvodenjem multifotonske
mikroskopije te koriStenjem trans-
genicnih eksperimentalnih Zivotinja za-
poCela je era istrazivanja dinamicnih
promjena  pojedinacnih  dendritickih
trnova u realnome vremenu (eng. time-
lapse imaging) (11,20). Takve moderne
metode, kada se medusobno kombini-
raju, omogucavaju relativno dobar in
vitro i in vivo prikaz morfologije dendri-
tickih trnova u dvije dimenzije, a §to po-
drazumijeva mogucnost mjerenja mor-
fometrijskih vrijednosti poput duljina i
povrsina, dok su 3D prikaz i procjena

volumena trnova trenutacno jedan od
najvecih izazova u neuroznanosti.

7.1 Svjetlosna
mikroskopija

Svjetlosna ili opticka mikroskopija oz-
naCava mikroskopsku tehniku koja ko-
risti vidljivo svjetlo koje prolazi kroz uzo-
rak i sustav le¢a za uvecanje tkiva koje
se proucava. Slika koja se dobiva
takvim mikroskopom moZze se prouca-
vati direktno okom, ali se moze i tra-
jno zabiljeziti. Takav osnovni optiCki
sustav, uz mogucu primjenu kontrastnih
sredstava, pripada klasi¢noj svjetlosnoj
mikroskopiji, a primjenom drugih metoda
poboljSanja slike razvijene su ostale
vrste svjetlosne mikroskopije (135).

Klasi¢na svjetlosna mikroskopija nuzno
mora koristiti kontrastnu boju s obzirom
na to da su sve staniCne strukture
prozirne pod svjetlosnim mikroskopom
bez primjene kontrastne histokemijske
tehnike. Golgijeva metoda bojenja (1)
izvodi se na tankim rezovima post-
mortalnoga mozdanog tkiva na nacin
da se wurone u otopinu Kkalijevoga
dikromata i srebrovoga nitrata tijekom
nekoliko tjedana, a zatim se postavl-
jaju na predmetna stakalca za prikaz
pod mikroskopom. Ta tehnika je
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omogucila izvrstan kontrast zbog obo-
jenja nekolicine nasumiénih neurona,
boja je duogorotno veoma stabilna u
Zzivtanome tkivu te je cijena postupka
izrazito niska. Medutim, Maiti i sur.
(134) navode nekoliko nedostataka te
tehnike — vremenska zahtjevnost pos-
tupka, nemoguénost in vivo primjene,
nekonzistentno bojenje neurona i mala
reproducibilnost, nemogucénost dobroga
bojenja tkiva fiksiranoga u formalinu
duze vrijeme, malen broj obojenih neu-
rona u uzorku, nemogucnost utvrdivanja
toCne lokacije neurona u CNS-u zbog
nasumicnosti bojenja, izostanak bojenja
jezgre i mitohondrija neurona, prekla-
panje struktura te izostanak 3D i ultra-
strukturnog prikaza uz posljedi¢nu neob-
jektivnost kod analize zbog dvodimen-
zionalnosti.

Kako bi uklonio dio nedostataka Cox je
1891. godine (136) objavio rad kojime
opisuje modificiranu Golgijevu metodu
koja koristi natrijev karbonat ili amonijak
umjesto srebrovoga nitrata, a ta tehnika
je danas poznata kao Golgi-Cox tehnika
bojenja. Ta metoda bolje prikazuje neu-
rone i trnove pa je i sama morfologija
trnova jasnija te oboji veci broj neurona
u uzorku uz odrzan dobar kontrast, ali
ne otklanja preostale mane izvorne Gol-
gijeve metode.

Do danasnjega dana brojni istrazivaci
su uvodili razne modifikacije Golgi-Cox
tehnike kako bi ubrzali proces bojenja i
otklonili druge nedostatke poput prom-
jene pH vrijednosti otopine, koriStenja
mikrovalne energije, promjene temper-
ature inkubacije tkiva, koriStenja drugih
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kontrastnih spojeva i sl. (134). Takve
izmjene omogucile su bojenje debljih
odsjeCaka tkiva te bojenje i neurona i
glija stanica, ali znacajniji pomak se do-
godio samo u vremenskome aspektu bo-
jenja skraCivanjem trajanja postupka te
u kvaliteti prikaza, a niti jedna modi-
fikacija nije omogucila dobivanje visoko
kvalitetne 2D ili 3D slike kako bi se mogla
izvrsiti kvalitetna morfometrijska analiza.
Medutim, moguce je koriStenje softver-
skih alata za analizu trnova kako bi se
grubo utvrdile morfometrijske vrijednosti
trnova prikazanih ovom tehnikom.

Glavno ograni¢enje svjetlosne mikro-
skopije je rezolucija dobivene slike
(11,135). Prema Merriam-Webster
rieCniku, rezolucija se definira kao "pro-
ces ili sposobnost raspoznavanja in-
dividualnih dijelova predmeta, veoma
bliskih optickih slika ili izvora svjet-
losti" (137). Relativno niska rezolu-
cija je inherentna samoj metodi up-
ravo zbog koriStenja vidljive svjetlosti
kao sredstva iluminacije uzorka (138).
Naime, morfometrijske vrijednosti den-
dritiCkih trnova su izrazito malene pa je
potrebna metoda visoke rezolucije kako
bi se mogli precizno diskriminirati nji-
hovi obrisi i izvrSiti mjerenja. Holtmaat
i sur. (139) navode da su najveci den-
driticki trnovi reda veli¢ine 1075 m tj. 1
um, dok je lateralna rezolucija svjetlosne
mikroskopije u X- i Y-osima 0.2 ym, a
aksijalna rezolucija u Z-osi 0.4-0.5 ym.
Takva maksimalna rezolucija uvjetovana
je samom valnom duljinom vidljive sv-
jetlosti tj. difrakcijskim ogranic¢enjima
svjetlosnih mikroskopa, a aksijalna re-



zolucija je uvijek loSija od lateralne pa
stoga tako niska rezolucija nije podobna
za proucCavanje malenih stani¢nih struk-
tura kao Sto su dendritiCki trnovi jer
se nezreli trnovi (poput filopodija) ili
izrazito dinamicni trnovi (poput tankih
trnova) Cesto ne mogu niti uoCiti kao
zasebne strukture od svojih dendrita,
a kamoli izvrsiti njihova morfometrijska
analiza. Zbog navedenoga rezoluci-
jskog ograni¢enja, Berry i Nedivi (11)
smatraju da se klasichom svjetlosnom
mikroskopijom ne moze vrSiti ni mor-
foloSka analiza dendritickih trnova, kao
ni analizirati dinamika na razini pojedi-
nacnih trnova.

7.2 Fluorescencijska
mikroskopija

Otkri¢e fluorescentnih markera otvorilo
je nove mogucnosti u prikazu neurona
na nacin da je pomaknulo istrazivanja iz
postmortalnoga ziv€anog tkiva u in vitro
kulture neurona (134), a takve metode
su zatim omogucile otkrivanje dinamicke
prirode samih dendritickih trnova (11).
Osim toga, fluorescentni biljezi se mogu
primjenjivati i in vivo, ali metodama
klasicne fluorescencijske mikroskopije
nije moguce prikazati neurone in situ,
ve¢ iskljuCivo na razini stani¢nih kul-
tura i postmortalnoga mozdanog tkiva.
Danas postoje 3 razlicita nacina fluores-
centnoga obiljezavanja stanica — fluo-
rescentne boje, fluorescentni proteini te
protutijela obiljezena fluoroforom (134).
Mnogi istrazivaci su sredinom 1990-ih

godina razvijali brojne tehnike obiljeza-
vanja neurona fluorescentnim bojama
pa su tako Ziv i Smith (25) zapoceli ko-
ristiti lipofilne DiO, DiD i Dil boje koje
u roku od 20-30 minuta od primjene di-
fundiraju u stanicne membrane dendrita
i aksona te ih tako obiljeze, a danas
se koriste i druge boje poput Fluoro-
Gold, [3H]-L-leucina i sl. Te boje se
lokalno primjenjuju u in vitro kulturu neu-
rona ili postmortalno mozdano tkivo, a
raznim mehanizmima dolazi do njihovog
ulaska i preraspodijele unutar svih neu-
rona u kulturi tj. tkivu (eng. bulk dye
loading) (140). S druge strane, Be-
lichenko i Dahlstrom (141) su zapoceli
s koridtenjem fluorescentne boje Lu-
cifer Yellow za vizualizaciju neurona
koja omogucéava visoku kvalitetu prikaza
trnova, ali se mora primijeniti tehnikom
intracelularne injekcije. Naime, selek-
tivno oznacavanje pojedinacnih neurona
koridtenjem intracelularne injekcije fluo-
rescentne boje staklenom mikropipetom
omogucava precizno bojenje iskljucivo
neurona od interesa, ali se kao glavni
nedostatak ukazivala potreba za man-
ualnom primjenom boje u svaki poje-
dinacni neuron koji se zeli prikazati.
Zbog toga su danas razvijene mod-
ernije metode intracelularne primjene
takvih boja u cijele odsjeCke tkiva ko-
riStenjem automatskih mikromanipula-
tora, a uCinkovitost ozna¢avanja stanica
je gotovo jednaka ucinkovitosti Golgi-
Cox tehnike. Druge fluorescentne boje
koje se primjenjuju na jednak nacin su
biocitin i biotinamid (134,140). Vazni ne-
dostatci obiju vrsta boja su dugoro¢na
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nestabilnost u neuronima gdje dolazi
do gubitka obojenosti neurona nakon
viSemjese¢noga pohranjivanja uzoraka
ili kod produljenoga osvjetljavanja istoga
uzorka (eng. photobleaching), vremen-
ska zahtjevnost tehnike, obiljezavanje
maloga broja neurona te visoka cijena
automatskih mikromanipulatora. Medu-
tim, fluorescentne boje su adekvatan
nacin prikazivanja neurona za kvan-
tifikaciju i morfoloSku analizu njihovih
trnova (20,134), a razvojem posebnih
fluorescentnih boja osjetljivih na kalcij
otvorile su se nove mogucnosti u istrazi-
vanju funkcionalnih fizioloskih promjena
u trnovima s pra¢enjem njihove dinamike
i s ciliem razjasnjavanja njihove supcelu-
larne fiziologije (eng. functional spine
imaging) pa se na taj nac¢in moze doci
do vecih saznanja o signalizaciji unutar
sinapse te procesima sinapticke plas-
tiCnosti (142).

Veliku revoluciju u fluorescencijskoj
tehnici prikaza neurona i njihovih struk-
turnin elemenata uveo je postupak
transfekcije fluorescentnih proteina. Taj
postupak se vr§i pomoc¢u plazmida koji
sadrzi gen koji kodira za fluorescentni
protein poput GFP ili YFP te promo-
torsku regiju kojom se kontrolira ekspre-
sija proteina. Danas su razvijeni i drugi
fluorescentni proteini kojima se mogu
oznacavati neuroni poput eGFP, mRFP
i sl., a koriste se i razni promotori koji
vrSe ekspresiju gena za odgovarajuce
proteine isklju¢ivo u neuronima poput
CaMKIll i sinaptofizina §to omogucéava
razlikovanje neurona od glija stanica
(142).  Koristenje fluorescentnih pro-
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teina danas se smatra jednom od na-
jooljih  metoda obiljezavanja neurona
zbog izrazito dobre specificnosti, iako
je obiljezavanje fluorescentnim bojama
jeftinije, brze i preciznije (143). Ostale
mane koristenja fluorescentnih proteina
su i niska stopa uspjesSnosti transfek-
cije te visoka podloznost stani¢noj smrti
kod stanica u kojima je izvrSena trans-
fekcija (134). Medutim, ova tehnika
obiljezavanja neurona omogucava nji-
hovo dugoroc¢no in vitro praéenje te daje
dobar prikaz dendritickih trnova pa se
tako moze pratiti dinamika trnova i nji-
hove morfoloSke promjene, ali i vrSiti
morfometrijska mjerenja (11,134,144).
Moriyoshi i sur. (91) su primijenili
metodu prema Chalfie i sur. (145)
za obiljezavanje neurona fluorescent-
nim proteinom GFP pomocu rekombi-
nantnoga adenovirusnog vektora Cime
su izbjegnute neke negativne strane
transfekcije, a sintetizirane su i razne
molekule koje su obiljeZzene fluorescent-
nim proteinom poput GFP-obiljeZzenog
PSD-95 proteina (146) kako bi se speci-
fiCnije obiljezili dijelovi neurona. Maiti i
sur. (134) smatraju da su lipofilne fluo-
rescentne boje, unatoC postojanju bro-
jnih i specificnih fluorescentnih proteina,
bolje za oznacavanje individualnih neu-
rona i analizu morfologije njihovih den-
dritiCkih trnova.

Osim toga, fluorescencijska mikroskopija
se moze Kkoristiti za prikaz morfologije i
dinamike dendritiCkih trnova i u sklopu
tehnike imunooznaCavanja stanica ili
tkiva (eng. immunolabeling). U imuno-
histokemijskim i imunocitokemijskim is-



traZzivanjima koriste se fluorescentne
probe za obiljeZzavanje specifiCnih prouti-
jela na proteine samih trnova poput
PSD-95, a zatim se takve probe de-
tektiraju i prati se koli¢ina i raspored
vezanja protutijela za svoje ciljne pro-
teine. Medutim, Mancuso i sur. (142)
navode da je ova metoda veoma neusp-
jeSna zbog loSe penetracije protutijela u
sami uzorak.

Kod svih metoda prikaza dendri-
tickih trnova fluorescentnim markerima
takoder postoji rezolucijsko ograni¢enje
zbog koristenja vidljive svjetlosti, a slika
koja se dobiva je dvodimenzionalna pa
se ne mogu izvrsiti prikladna morfometri-
jska mjerenja 3D veli¢ina (20,142).
Medutim, mogu se kao i kod Golgi-
Cox metode primijeniti razne semiau-
tomatske i automatske metode za 3D
rekonstrukciju i analizu trnova kako
bi se dobile morfometrijske vrijednosti
prikazanih trnova (142).

7.3 Elektronska
mikroskopija

Elektronski mikroskop koristi zraku
akceleriranih elektrona kao sredstvo
osvjetljavanja uzorka. KoriStenje elek-
trona umjesto fotona je glavna prednost
elektronske mikroskopije jer omogucava
izrazito visoku prostornu rezoluciju zbog
Cinjenice da je valna duljina elek-
trona i do 100 000 puta krac¢a od
valne duljine fotona vidljive svjetlosti
¢ime se znatno umanjuju difrakcijska
ograni¢enja mikroskopa koja postoje u

svjetlosnoj mikroskopiji. Osim visoke
rezolucije od <1 nm, pruza izrazito ve-
liko uvecanje te je omogucava uvid u
vecu dubinu analiziranog polja. S druge
strane, ograni¢enja EM su nemoguénost
prikaza nefiksiranoga tkiva, potreba za
izradom izrazito tankoga preparata zbog
male penetrantnosti elektrona, mala
veliCina uzorka, visoka cijena, izrazita
zahtjevnost koriStenja te osjetljivost
opreme na vanjske utjecaje (147).

Pocetak uporabe EM za proucavanje
dendritiCkih trnova napravio je revolu-
ciju u istrazivanjima morfologije trnova.
Rezolucijski skok koji je nastao osigurao
je elektronskoj mikroskopiji dominaciju u
preciznoj morfoloskoj analizi dendritickih
trnova jer je takvo uvecCanje pruzalo
jednostavha morfometrijska mjerenja
za razliku od prethodnih metoda sv-
jetlosne mikroskopije, a takva domi-
nacija djelomic¢no postoji i danas. Osim
toga, EM je omogucio uvid u ultrastruk-
turne elemente dendritiCkih trnova koji
su se do tada samo nazirali pod svjet-
losnim mikroskopom kao $to su PSD,
aktinski citoskelet, ABP i drugi pro-
teini (11,134,142). Posebnom metodom
zamrzavanja i slamanja tkiva (eng.
freeze-fracture technique) postalo je
moguce i detaljno analizirati strukturu
membranskih proteina i njihove odnose
(148). Takva supcelularna rezolucija
EM postavlja optimalne mogucnosti za
proucavanje strukture trnova i njihovih
elemenata, ali zbog potrebe za prethod-
nim fiksiranjem tkiva nije moguce do-
biti uvid u in vitro ili in vivo dinami¢ne
promjene neurona i njihovih dendritickih
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trnova. Naime, kako navode Berry i
Nedivi (11), elektronskom mikroskopi-
jom nije moguée razlikovati privremene
od perzistentnih dinamickih klasa trnova
jer je u statickom EM prikazu moguce
iskljucivo utvrditi morfoloSku zrelost
sinaptiCkih struktura, ali ne i njihove
promjene, niti prisutnost vaznih mark-
era odrzanja sinapse poput PSD-95 ili
stabilnin AMPA receptora. 1z toga se
moze zakljuCiti da je EM izrazito dobra
metoda za 2D i 3D morfometriju den-
dritickih trnova u fiksnim razmacima,
ali nije moguce kontinuirano pratiti mor-
fometrijske promjene trnova u sklopu niji-
hove dinamike jer se EM-om ne mogu
proucavati zivuCe stanice pa zbog nave-
denoga ogranienja, istrazivanja koja
se fokusiraju na dinamiCke promjene
dendritiCkih trnova koriste metode poput
konfokalne mikroskopije ili multifotonske
mikroskopije (134).

TEM je, kao elektronski pandan
klasi¢noj svjetlosnoj mikroskopiji, prva
pruzila informacije o morfometrijskim
veliCinama trnova koje se svjetlosnom
mikroskopijom nije moglo razaznati
poput Sirine vrata ili promjera glave,
ali i omogucio bolje morfoloske raz-
likovanje sli¢nih kategorija trnova poput
tankih trnova i filopodija. Takoder se
pomo¢u TEM moze na razini jednoga
neurona odrediti broj postsinaptiCkih kra-
jeva sinapsi, a prema ¢emu se moze
odrediti broj i gusto¢a dendritickih trnova
bez obzira na morfologiju i veliCinu.
Takav pristup nije moguc¢ u svjetlosnoj
mikroskopiji jer rezolucija ograni¢ava
razlikovanje manjih trnova od njihovih
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dendritiCkih osnovica, a Cesto dolazi i
do preklapanja trnova i previda trnova
polozenih u z-osi (137,154).

Na temelju EM slike moguce je izvrsiti
i 3D rekonstrukciju trnova. ssEM je
tehnika koja koristi serijske presjeke kroz
proucavani uzorak tanje od 100 nm te
tako sluzi kao podloga za 3D rekonstruk-
ciju dendritiCkih trnova, cijelih neurona,
lokalnih neuralnih krugova (151) ili ¢ak
cijeloga konektoma SZS-a (152). Osim
toga, Kuwajima i sur. (150) navode da se
moze koristiti za bolje shvacanje utjecaja
ucenja i paméenja na strukturu sinapse
te za promjene sinapsi u patoloskim
stanjima. ssEM se moze koristiti na
temelju TEM, SEM ili STEM metode
elektronske mikroskopije. Danas se
najcesce koriste FIB-SEM ili SBF-SEM
tehnike kojima se dobivaju izrazito tanki
presjeci pa je rezolucija dobivenih slika
u z-osi jako velika i ne dolazi do prev-
ida struktura zbog debljine presjeka te je
stoga moguce izvrSiti viernu rekonstruk-
ciju vizualiziranih objekata. Najveca
mana im je S$to uniStavaju prethodno
zabiljezen sloj tkiva kako bi bila moguc¢a
vizualizacija novoga presjeka pa nisu
moguci naknadni pregledi ili obrade tkiva
nakon &to su primijenjene (150). Uz to,
3D rekonstrukcija dendritickih trnova iz
ssEM tehnike je naporan i vremenski za-
htijevan posao ukoliko se koriste semiau-
tomatske metode morfometrijske anal-
ize dobivenih serijskih presjeka pa se
nastoje uvesti nove automatske metode
obrade kako bi se proces ubrzao i po-
jednostavio (153).



7.4 Konfokalna
mikroskopija

Konfokalna mikroskopija je optiCka
slikovna metoda koja povecava rezolu-
ciju i kontrast dobivene slike uzorka
na nacin da osvjetliava samo malen
dio uzorka i sprjeCava prolazak svjet-
losti koja ne dolazi iz promatranoga
fokusa do razine oka tj. detektora po-
mocu uske rupice (eng. pinhole). Kao i
klasicna fluorescencijska mikroskopija,
djeluje na principu detekcije fluores-
centnoga signala iz uzorka nakon os-
vjetljavanja svjetlo§¢u karakteristiCne
valne duljine. NajCeS¢e koristen ob-
lik konfokalne mikroskopije se naziva
konfokalnom laserskom skenirajucom
mikroskopijom (CLSM) jer koristi laser
za "skeniranje" cijele povrSine uzorka
da bi se dobila 2D slika jednoga sloja
uzorka, a promjenom dubine fokusa
moguce je zabiljeziti serijske 2D slike
uzorka u velikome broju dubinskih slo-
jeva (tzv. z-stack). Dobivanjem serijskih
2D slika i koriStenjem suvremenih soft-
verskih alata zatim je mogucée izvrSiti
potpunu 3D rekonstrukciju promatra-
noga tkiva ¢ime se ova metoda znacajno
razlikuje od klasi¢ne svjetlosne ili fluo-
rescencijske mikroskopije (154). Naime,
kod tih metoda dolazi do superpozicije
svjetlosti koja dolazi iz svih dubinskih
slojeva tkiva $to uzrokuje zamucenje
i loSu kvalitetu dobivene slike te ne
omogucéava uvid u volumne karakter-
istike prouCavanoga tkiva. Upravo su
kontrola nad dubinom fokusa, blokiranje

svjetlosti koja ne dolazi iz promatranoga
fokusa, moguénost zabiljezavanja seri-
jskih optiCkih slika te relativno visoka re-
zolucija u z-osi one karakteristike CLSM
koje joj omogucéavaju dobivanje trodi-
menzionalnih mjera tkiva (134,135).
CLSM se najCeSce koristi za istrazivanja
koja povezuju strukturu i funkciju trnova,
a kombiniranjem s novim metodama
fluorescentnoga obiljezavanja neurona
moze se jasnije istrazivati upravo funkci-
jski, dinami¢ni aspekt samih trnova
(142). Primjerice, Vecellio i sur. (155)
te Wallace i Bear (156) su koristili flu-
orescentne boje primijenjene intracelu-
larnom injekcijom u kombinaciji s CLSM
kako bi dobili 3D rekonstrukcije neurona
i dendritiCkih trnova u visokoj rezoluciji,
a Couch i sur. (157) su koristili fluo-
rescentne markere bazirane na bioen-
zimima zajedno s CLSM i softverskim
alatom za morfometrijsku analizu den-
dritiCkih trnova.

Nadalje, danas se CLSM metoda po-
maknula od prethodno koriStenoga
standarda detekcije iskljuCivo fluores-
centnoga signala. Naime, smatralo
se da se koristenje pinhole tehnike u
konfokalnoj mikroskopiji moze koris-
titi iskljucivo s fluorescentnim biljezima
(154). Medutim, Spiga i sur. (158) su ko-
ristili istovremeno metodu imunofluores-
cencije i Golgi-Cox tehniku na tkivu uz
konfokalni mikroskop kako bi iskoristili
prednosti svake metode. Golgi-Cox im-
pregnacija je omogucila izvrstan prikaz
strukture neurona, imunofluorescenci-
jsko obiljezavanje dobru biokemijsku
specificnost prema ciljnim antigenima, a
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konfokalna mikroskopija mogucénost 3D
rekonstrukcije i visoku rezoluciju. Takav
postupak je pruzio vecu spacijalnu re-
zoluciju u z-osi, pa su poboljSane i detek-
cija trnova i morfometrijske moguénosti.
Zbog toga autori istraZivanja smatraju
da je njihova tehnika obiljeZzavanja tkiva
veoma mocan alat za buduca istrazi-
vanja SZS-a, osobito uz koristenje kon-
fokalne mikroskopije jer istovremeno
omogucéava 3D uvid i u morfoloSke i u
biokemijske elemente trnova.

Glavni nedostatci CLSM su slaba pen-
etrantnost koridtenoga lasera (<50 pum),
malo vidno polje, izrazen photobleach-
ing te izrazito velika zahtjevnost manu-
alnih i semiautomatskih metoda kvanti-
tativne morfometrijske analize slike do-
bivene ovom metodom cesto uz velik
broj procesnih greSaka (134). Zbog
toga su danas istrazivanja usmjerena
na pronalazenje dobre metode za au-
tomatsku morfoloSku analizu dendri-
tickih trnova kako bi se proces anal-
ize dobivene slike ubrzao i poboljSao te
smanjio broj pogreSaka nastalih zbog
humanog faktora, kao i kod ssEM
(134,159-162).

7.5 Dvofotonskai

multifotonska mikroskopija

Otkrice fluorescentnih boja i raznih
naCina unosa fluorescentnih proteina
u neurone uz koristenje klasi¢ne fluo-
rescencijske ili konfokalne mikroskopije
omogucilo je detaljan uvid u morfologiju
i dinamiku trnova, ali su sva istrazivanja
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ipak bila ograni¢ena na stanice iz post-
mortalnih ili in vitro uzoraka. Medu-
tim, otkricem dvofotonske i multifotonske
mikroskopije kona¢no su mogla biti za-
poCeta prava in vivo istrazivanja mor-
fologije i dinamickih promjena dendri-
tiCkih trnova jer je ta tehnika omogucila
vizualizaciju neurona i njihovih struk-
turnih elemenata u svim slojevima ko-
rteksa kao i u dubljim dijelovima SZS-a
in vivo (11,20,163).

TPM koristi efekt simultane ekscitacije
fluorofora dvama fotonima ¢ime dolazi
do emisije fluorescentnoga signala te
ga kombinira s laserskom skeniraju¢om
mikroskopijom koja se koristi i kod kon-
fokalne mikroskopije u obliku CLSM.
Simultana ekscitacija fluorescentnoga
markera dvama fotonima ostvaruje se
ultrabrzim pulsiraju¢im laserom na nacin
da pri pulsevima trajanja ~100 fs i
frekvencije ~80 MHz dolazi do povecane
Sanse za apsorpciju dvaju fotona u isto
vrijeme, a Cime dolazi do povecanja un-
utarnje energije s posljedicnom eksc-
itacijom i fluorescencijom (163). MPM
djeluje na jednak nacin samo koristi dru-
gacije parametre ultrabrzih lasera za si-
multanu ekscitaciju fluorofora ve¢im bro-
jem fotona.

Nadalje, kombinacija fluorescentnih
markera i TPM/MPM omogucila je prikaz
stanica i tkiva koja se nalaze duboko
ispod povrSinskoga sloja stanica (20)
8to je naSlo izvrsnu primjenu u istrazi-
vanjima neurona i dendritickih trnova in
situ kod Zive eksperimentalne Zivotinje
(16,22,100), ali je takoder bila i komple-
mentarna metoda CLSM i EM za istrazi-



vanja trnova u fiksiranome tkivu ili u in
vitro kulturama (164). S obzirom na ve-
liku sli¢nost CLSM i TPM/MPM metoda
vazno je istaknuti da je najznacajnija ra-
zlika Cinjenica da TPM/MPM koristi dva
fotona iz infracrvenoga dijela spektra sto
ekscitira fluorofore, ali uz ograni¢en vol-
umen tkiva koji je ekscitiran do razine
emisije fluorescentnoga signala cime
su smanjeni fototoksi¢ni ucinci vizual-
izacije na fluorofore (163), a tako se 0s-
igurava dovoljno jak fluorescentni sig-
nal. Osim toga, koriStenje infracrvene
svjetlosti smanjuje rasprSenje Cime se
omogucéava bolja penetrantnost kod is-
trazivanja neurona in vivo (165).

Zapravo, prije koristenja TPM/MPM za
vizualizaciju neurona in situ najveci
problemi za prikaz stanica SZS-a in vivo
su bili niska penetrantnost dostupnih
optickih i elektronskih metoda, gubitak
fluorescentnog signala zbog destruk-
cije fluorofora osvjetljvanjem, a takoder
i opacitet koji stvara intakina lubanja
(142). Stoga se in vivo vizualizacija
trnova u TPM/MPM postize kombiniran-
jem prisutnosti fluorescentnih proteina
poput GFP ili YFP u neuronima tj. ko-
riStenjem transfekcije, transgenicnih ziv-
otinja ili virusnih vektora i postupaka pri-
blizavanja optickog sustava TPM/MPM
povrSini mozga stanjivanjem lubanje,
stvaranjem kraniotomijskog prozora ili
koriStenjem mikroendoskopske kamere
(20,166). Od navedenih postupaka,
stanjivanje lubanje se smatra najloSi-
jim jer dolazi do proporcionalnoga gu-
bitka kvalitete dobivene slike s dubinom
na kojoj se nalaze proucavani neuroni

(166,167). Metode uklanjanja opaciteta
lubanje kod ranije koristenih metoda nisu
omogucile prikaz neurona ispod povrsin-
skoga sloja upravo zbog svoje niske
penetrantnosti jer npr. CLSM Koristi
vidljivu ili ultraljubiCastu svjetlost, a to
ogranicenje je uklonjeno kod TPM/MPM
upravo zbog koristenja infracrvene sv-
jetlosti koja se ne rasprSuje u tolikoj
mjeri u mozdanome tkivu (167,168).
Takoder, niska razina photobleachinga
osigurava dostatan fluorescentni signal
za dobivanje slike bez gubitka emisije
iz velikoga broja fluorofora u tkivu kao
Sto je to sluCaj kod CLSM i klasi¢ne
fluorescencijske mikroskopije.  Tome
je tako jer, kako navode Oheim i sur.
(169), TPM/MPM koristi laserske pul-
seve koji fokusiraju usku i specificnu
toCku od interesa u tkivu u jednome sloju
te tako ogranicavaju toksicne ucinke os-
vjetlivanja na maleno podru¢je samo u
prou¢avanome sloju.

Vazno je za istaknuti da je TPM/MPM
metoda prikazivanja dendritickih trnova
u zivuCih eksperimentalnih Zivotinja
koja omogucava prikaz intaktnih neu-
rona, a moze se kombinirati i s elek-
trofiziolo§kim i drugim metodama ko-
jima se ispituju funkcionalni aspekiti
trnova poput tehnike farmakoloskog
oslobadanja neurotransmitora Sto je
zapravo revolucionariziralo istraZivanja
dendritiCkih trnova (142). Tako su prim-
jerice, kombiniranjem TPM i funkcional-
nih metoda istrazivanja trnova, Mat-
suzaki i sur. (64) pokazali da je
veli¢ina pojedinacnoga trna propor-
cionalna snazi njegove ekscitatorne
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sinapse, a Yasumatsu i sur. (168) otkrili
da trnovi mijenjaju svoju veli¢inu c¢ak i
kod odsutnosti signalizacije u pripada-
jucoj sinapsi. Slijedom toga, koristenjem
TPM/MPM dobiva se uvid u najvazniji
aspekt dendritickih trnova — dinamicke
promjene u odgovoru na sinapticku ak-
tivnost, vanjske stimuluse ili u sklopu
procesa ucenja i pamcenja (20,64).

Premda TPM/MPM ne pruza veéu 3D re-
zoluciju od CLSM, pruza uvid u intaktne
in vivo neurone u dubini tkiva, a CLSM
je isklju¢ivo metoda visoke rezolucije
za dobivanje 3D slike tkiva u tankome
povrSinskom sloju (163). Takoder,
moguce je kombiniranje tehnike dvofo-
tonske ekscitacije s pinhole tehnikom
konfokalne mikroskopije za povecanje
rezolucije dobivene slike u sve 3 osi
(163). Zbog toga je TPM/MPM dobra
metoda za istrazivanja 3D morfologije i
morfoloSkih promjena trnova u in vitro
kulturama te fiksiranome mozdanom
tkivu te je trenutaCno najraSirenija
metoda za istu vrstu istrazivanja den-
dritiCkih trnova in vivo zbog mogucnosti
prikaza intaktnih in situ neurona SZS-a u
visokoj rezoluciji uz moguénost kombini-
ranja s funkcionalnim ispitivanjima neu-
rona, a $to bi primjerice bilo vazno u is-
traZivanjima patolo$kih procesa vezanih
uz neurodegenerativne bolesti i dendri-
tiCke trnove u hipokampusu. Ipak, velik
broj dubokih regija mozga nedostupan je
za in vivo vizualizaciju ¢ak i koristenjem
TPM/MPM jer visoka rezolucija znacajno
pada nakon 1-2 mm debiljine tkiva pa je
potrebno razviti nove metode za prikaz
takvih regija, a kao najbolji primjer istice
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se upravo hipokampus.

7.6 Ostale suvremene
metode mikroskopije
visoke rezolucije

Osnovno ograni¢enje svih prethodno
navedenih metoda vizualizacije temel-
jenih na vidljivoj svjetlosti jesu difrak-
cijska ogranicenja koja se opisuju
Abbeovim difrakcijskim limitom za
mikroskop (170) prema sljedecoj formuli:

A
d= INA

gdje d oznacava rezoluciju, A valnu
duljinu upadne svjetlosti, a NA numer-
iCku aperturu mikroskopa koja iznosi
1.4—1.6 u suvremenoj optici. Iz nave-
dene formule vidljivo je da je valna
duljina svjetlosti ona koja ograniCava re-
zolucijski doseg vizualizacijske metode,
a s obzirom da je valna duljina svjet-
losti iz infracrvenog, vidljivog i ultralju-
bicastog dijela elektromagnetnog spek-
tra relativno velika za stani¢ne pojmove,
onda su i pripadaju¢e metode svjetlosne
mikroskopije neadekvatne za dobivanje
prikaza visoke rezolucije.

Kako bi se nadiSla ograniCenja svih
opisanih metoda vizualizacije neurona i
dendritiCkih trnova osmisljene su nove
metode koje se danas primjenjuju kako
bi se trnovi mogli prikazati in vivo u vi-
sokoj rezoluciji bez obzira na lokalizaciju
u SZS-u, a zbog prikaza stanica u
nanometarskoj rezoluciji nazivaju se i



metodama nanoskopije (134,142).

7.6.1 STED mikroskopija

STED mikroskopija je suvremena
metoda mikroskopije izrazito visoke re-
zolucije koja je razvijena upravo s ciljem
zaobilazenja difrakcijskog ogranicenja
svih oblika svjetlosne mikroskopije radi
povecanja rezolucije dobivene slike.
Razvili su je Stefan W. Hell i Jan Wich-
mann 1994. godine, a Hell je dobio i
Nobelovu nagradu za kemiju 2014. go-
dine za razvoj te tehnike (171).

Slike visoke rezolucije nastaju na nacin
da dolazi do selektivne deaktivacije flu-
orofora u tkivu i minimiziranja podrucja
osvjetlienja u tocki fokusa. Zapravo, ko-
riste se sliCni principi za stvaranje slike
kao kod CLSM, ali dobivena slika je
puno vece rezolucije nego ona dobivena
ili CLSM ili TPM/MPM metodama (172).
STED mikroskop vrsi detekciju signala iz
izrazito maloga podrucja gdje stimulira
emisiju iz fluorofora, a okolne signale
anulira kako bi dobio poveéao rezoluciju
u tocki fokusa. To Cini na nacin da koristi
dva sinkronizirana laserska pulsa gdje
jedan puls stimulira emisiju u fokusu,
a drugi, deplecijski kruzni puls inhibira
sve fluorofore iz okoline koji bi mogli
biti ekscitirani i emitirati fluorescentne
signale, a zatim jednofotonski detektor
zabiljezi sredisSnji emitirani signal i tako
stvara sliku (134).

Na taj nacin dolazi do sljede¢e modi-
fikacije Abbeove formule:

A
d=—2
2NAV1 4o

gdje o oznacCava saturacijski faktor koji
je omjer maksimalnog intenziteta STED
lasera i saturacijskog intenziteta tj. ¢ =
Imaz/Isat-  Na taj nacin porastom sat-
uracijskog faktora dolazi do smanjenja
vrijednosti d §to oznaCava da se mogu
medusobno razluciti toCke koje su na
manjoj udaljenosti (173).

Ovom metodom mogucée je detaljno
izvrSiti morfometrijska mjerenja trnova in
vivo u dubini tkiva, a moguce je zabil-
jeziti i supcelularne strukture i molekule
unutar dendritickih trnova. Osim toga,
ova metoda zbog svoje rezolucije pruza
izrazito detaljne 3D prikaze trnova pa su
tako Nagerli sur. (174) postigli rezoluciju
od ~60 nm pri istrazivanju aktinskoga
citoskeleta u trnovima. Zbog takve
razine detalja i kvalitete slike danas je
moguce koristenjem STED mikroskopije
pratiti dinamiku i glave i vrata trnova,
a moguce je i razlikovanje svih mor-
foloSkih oblika trnova medusobno i od
dendritiCke osnovice. Zbog toga se
moze istaknuti da je u posljednjih 30 go-
dina, od razvoja modernih fluorescent-
nih tehnika pa do danas, do$lo do izraz-
ito velikoga pomaka u moguénostima
karakterizacije i pracenja dendritiCkih
trnova i u morfoloSkom i u funkcional-
nom aspektu (134). Zapravo, jedini ne-
dostatak ovakve tehnike je izrazito vi-
soka cijena aparature i pratecega soft-
vera za analizu dobivenih slika, ali je
moguce i fotooSteCenje uzorka zbog ko-
ristenja laserskih pulseva visokoga in-
tenziteta (174).

Nadalje, Mancuso i sur. (175) navode
da su Bethge i sur. (176) razvili metodu
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mikroskopije koja kombinira dvofoton-
sku mikroskopiju sa STED mikroskopi-
jom te tako dobili sliku na svjetlosnom
mikroskopu nanometarske rezolucije za-
obisavsi difrakcijsku barijeru. Osim toga
navode da takav pristup otvara bro-
jne mogucnost istrazivanja dendritickih
trnova in vivo jer je moguce dobiti go-
tovo rezoluciju elektronskog mikroskopa,
ali u neuralnome tkivu in situ $to je
prethodno bilo nezamislivo. Takoder,
Bethge i sur. (176) navode da nova
metoda mikroskopije unaprjeduje later-
alnu prostornu rezoluciju TPM za 4-6
puta te je kompatibilna s promatranjem
tkiva u realnome vremenu (eng. time-
lapse imaging) te prikazom tkiva in vivo
u dvije boje u visokoj rezoluciji (eng. two-
colour superresolution imaging in living
cells) kako na povrsini mozdanih rezova,
tako i u njihovoj dubini. Detaljnije istu
metodu opisuju i Loew i Hell u svome
¢lanku (177) te navode da je potrebno
razviti metodu trodimenzionalne deple-
cije ekscitiranih fluorofora za dobivanje
bolijeg prikaza te da optiCke distorzije
koje nastaju zbog deplecijskog signala
u vidljivom dijelu spektra bi se mogle
kompenzirati prilagodljivim opti¢kim ala-
tima. Takoder, nije se pokazalo da se
ovakvom metodom moze poboljSati ak-
sijalna rezolucija u z-osi $to je vazno za
rekonstrukciju trnova koji se protezu u z-
osi, ali i opéenito za svaki oblik dobre 3D
rekonstrukcije (178).

Metode slicne STED mikroskopiji koje su
kasnije razvijene poput RESOLFT, SIM i
NL-SIM na relativno sli¢an nacin, ali ko-
ristei drugacije nacine deplecije i izo-
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lacije centralnog signala, dobivaju kon-
acnu sliku (134).

Kako bi potpuno iskoristili kompatibilnost
svih metoda, Tennesen i sur. (111)
su Kkoristili STED mikroskopiju u real-
nome vremenu u kombinaciji s metodom
oporavka fluorescencije nakon photo-
bleachinga, dvofotonskim oslobadanjem
glutamata, elektrofizioloSkim ispitivan-
jima te simulacijama kako bi utvrdili di-
namiCku povezanost strukture trnova u
nanorezoluciji s njihovom kompartmen-
talizacijskom ulogom u in vivo neu-
ronima CA1 podrucja hipokampusa u
misjim rezovima mozga. Na taj nacin
dobili su anatomski prikaz visoke re-
zolucije koji je omogucéavao uvid i u
strukturu i u ultrastrukturu dendritiCkih
trnova, a $to su zatim mogli povezati
s dinami¢kim funkcionalnim procesima
unutar trnova. Na taj nacin su utvrdili
da postoji veza izmedu kompartmental-
izacije u trnovima i njihove morfologije,
a morfometrijske vrijednosti vrata trnova
su se, logi¢no, pokazale kao najvazniji
parametar za postojanje semiizoliranog
mikroodjeljka. Osim toga, zbog prikaza
u visokoj rezoluciji, mogli su utvrditi
dinamiCke promjene na razini Sirine
vrata trnova u odgovoru na LTP, a
Sto prethodno nije bilo moguce zbog
difrakcijskih ogranic¢enja ostalih metoda
koje koriste vidljivu svjetlost te zbog
potrebe fiksacije tkiva kod elektronske
mikroskopije.



7.6.2 SMLM mikroskopija

Adrian i sur. (178) te Huang i sur.
(179,180) opisuju u svojim ¢lancima i
metode koje koriste tehnike utvrdivanja
pozicije pojedinacnih fluorofora koji emi-
tiraju signal u isto vrijeme, a toc¢nost je
na razini od 1-10 nm. Ponavljanjem pos-
tupka velik broj puta za razli¢ite fluoro-
fore dobiva se kompletna slika visoke
rezolucije njihovoga rasporeda u tkivu
temeljena na izrazito preciznome odredi-
vanju njihove pozicije. Takve tehnike
nazivaju se zajedni¢kim imenom SMLM
mikroskopijom, a nisu usmjerene kao
STED mikroskopija na samu konstruk-
ciju i funkcije mikroskopskog uredaja,
veC ovise o specificnim svojstvima fluo-
rofora koji se razli¢itim postupcima odvo-
jeno detektiraju kako bi se dobila vi-
soka rezolucija slike. Takoder, Adrian
i sur. (178) navode da se koriStenje ovih
metoda preferira u fiksiranim uzorcima
zbog potrebe za dugotrajnim repeti-
tivnim oslikavanjem uzorka za dobivanje
konacne slike premda je mogucée i in vivo
koristenje, ali je tada potrebno kompen-
zirati prostornu rezoluciju temporalnom
rezolucijom te je stoga vazno odrediti §to
je bitnije za cilj pojedinoga istrazivanja.

Varijante koje ¢ine SMLM mikroskopiju
su mikroskopija stohasticke opticke
rekonstrukcije (STORM), mikroskopija
fotoaktivacijske lokalizacije (PALM),
mikroskopija fluorescentne fotoaktivaci-
jske lokalizacije (FPALM) i topografija
nakupljanjem toCaka za prikaz u nanore-
zoluciji (PAINT). Svaka od tih metoda
se na neki nacin razlikuje, ali svima je

zajedniCko precizno odredivanje pozi-
cije fluorofora na temelju Cega nastaje
kona¢na slika. Primjerice, STORM i
PALM tehnike funkcioniraju na principu
ukljucivanja i isklju€ivanja aktivnosti po-
jedinoga fluorofora s lateralnom rezolu-
cijom od ~20 nm i aksijalnom rezoluci-
jom od ~50 nm. Maiti i sur. (134) navode
da su te metode u pocetku bile relativno
spore i dugotrajne za dobivanje konacne
slike, ali je razvojem novih fluorofora i
softvera za obradu slike donekle doslo
do ubrzavanja istih pa se mogu koristiti
i in vivo. Osim toga, mogu se koristiti
i protein-specificni fluorescentni markeri
za utvrdivanje lokalizacije proteina od
interesa (181) ili ¢ak i pratiti dinamika
proteina od interesa (182,183).

Sigal i sur. (184) isticu da ove metode,
kao ni STED, RESOLFT i SIM, nemaju
teoretski limit rezolucije premda on pos-
toji ovisno o ekscitacijskim i detekcijskim
pristupima tehnike, kao i svojstvima flu-
orescentnih proba te gustoéi njihovog
rasporeda u tkivu. Navode da je ko-
ristenjem interferometrije uz STORM ili
PALM tehniku (185) moguce posti¢i ak-
sijalnu rezoluciju <10 nm §to je mnogo
veca rezolucija od CLSM ili TPM/MPM,
ali i drugih slicnih metoda izrazito vi-
soke rezolucije. Osim toga, zbog vi-
soke 3D rezolucije SMLM mikroskopije
na temelju tih metoda takoder je moguce
i izvr8iti 3D rekonstrukciju tkiva s izrazito
dobrim prikazom dendritiCkih trnova vi-
soke vjerodostojnosti (179,184).

Glavni nedostatci ovih metoda su
potreba za repetitivnim oslikavanjem
¢ime dolazi do photobleaching-a te fo-
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tooStecenja tkiva, a i u konacnici zahtije-
vaju dulje vrijeme za dobivanje slike §to
im ne ide u korist kod in vivo oslikavanja
trnova (179,180,184).

7.6.3 MINIFLUX mikroskopija

Balzarotti i sur. (186) su razvili i opisali
novu metodu prikazivanja fluorescentno
obiliezenoga tkiva u visokoj rezoluciji
koja koristi elemente i SMLM i STED
mikroskopije. Naime, MINIFLUX metoda
koristi stohasticko ukljuCivanje i iskljuci-
vanje pojedinih fluorofora poput STORM
I PALM tehnika, ali istovremeno i se-
lektivnu indukciju fluorescentne emisije
posebnim nacinima osvjetljavanja tkiva
poput STED mikroskopije. Navode da
su tom metodom postigli lokaliziranje
individualnih molekula izrazito visokom
precizno$¢u s rezolucijom od samo ~6
nm, a da su temporalnu rezoluciju
povecali i do 100x u odnosu na STED
mikroskopiju. Na taj nacin postignuta
je gotovo maksimalna rezolucija suvre-
menih elektronskih mikroskopa, ali bez
potrebe za proucavanjem iskljuCivo fik-
siranoga tkiva u izrazito tankim presjec-
ima $to je nuzan preduvjet za vizual-
izaciju EM-om. Zbog toga smatraju da
¢e ovakva tehnika svojim daljnjim razvo-
jem omoguciti prouCavanje strukture,
distribucije i dinamike ciljanih makro-
molekula u realnome vremenu in vivo
Sto statickim prikazima stanica elektron-
skom mikroskopijom do sada nije bilo
moguce.
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7.6.4
mikroskopija

Ekspanzijska

ExM (187) je metoda koja se potpuno
razlikuje od ostalih metoda nanoskopije.
Naime, njome se slike visoke rezolu-
cije ne dobivaju razvojem novih metoda
mikroskopije ili oznaCavanja tkiva, vec
se nastoji alterirati fizioloSko stanje tkiva
njegovim fiziCkim uvecanjem tako da isto
postane dostupno vizualizaciji klasi¢nim
metodama mikroskopije, ali u puno vecoj
rezoluciji. Na taj nain se ne zaobi-
lazi difrakcijsko ograni¢enje svjetlosne
mikroskopije, ve¢ se dobiva skaliran
prikaz tkiva unutar istih ogranicenja.
Metoda Kkoristi uklapanje uzorka u
polimerni gel Kkoji sadrzi kovalentno
vezane fluorescentne probe rezistentne
na proteolizu, a nakon $to probe obil-
jeze stani¢ne elemente uzorak se podli-
jeze razgradnji proteazama pa u gelu
preostaju samo one probe koje su obil-
jezile stanice. Nakon toga se polimer
podlijeze bubrenju radi fizicke ekspanz-
ije kako bi doSlo do prostornoga razdva-
janja proba u 3 dimenzije ¢ime nastaje
uvecCana slika uklopljenog uzorka pri ko-
ristenju klasi¢nih metoda fluorescentne
mikroskopije.

Chen i sur. (187) su tim pos-
tupkom postigli lateralnu rezoluciju od
~70 nm i u staniénim kulturama neu-
rona i u mozdanim rezovima koristeci
konfokalnu mikroskopiju, prividno zao-
biSavsi Abbeovo ograni¢enje svjetlosne
mikroskopije. Osim toga, izvrSili su us-
poredbu morfometrijskih mjerenja mem-
branskih struktura SIM nanoskopskom



metodom prije ekspanzije s mjerenjima
istih struktura konfokalnom mikroskopi-
jom poslije ekspanzije i utvrdili da su
dobivene slike opisno veoma sli¢ne,
a kvantitativno su pogreSke mijerenja
iznosile ~1%.

7.6.5 Krioelektronska
tomografija

Nova tehnika koja koristi EM za to-
mografski 3D prikaz ultrastrukture stan-
ica naziva se krioelekironska tomo-
grafija. S obzirom da koristi elektron-
sku mikroskopiju za vizualizaciju tkiva
onda se znatno razlikuje od preostalih
navedenih metoda mikroskopije visoke
rezolucije, ali je takoder novija metoda
koja u visokoj rezoluciji moze prikazati
molekularnu organizaciju stanica u na-
tivnome stanju. Harapin i sur. (188)
navode da se cryo-ET danas domi-
nantno Kkoristi za povezivanje funkcije
neurona i njihovoga supcelularnog us-
trojstva.

Prednost ove tehnike je gotovo potpuno
zadrzavanje originalne strukture stan-
ice s oCuvanjem krhkih staniCnih struk-
tura podloznih degradaciji kod manip-
ulacije koja se provodi pri koristenju
drugih tehnika vizualizacije. = Tehnika
se sastoji od zamrzavanja uzoraka te
oslikavanja koriste¢i EM, a uzorak se
pri vizualizaciji rotira za 140° i Dbil-
jeze se serijske 2D slike (eng. tilt-
series). Softverskim alatom se zatim po-
mocu raznovrsnih algoritama vrSi spa-
janje takvih 2D prikaza u jedinstveni
3D tomogram u nanometarskoj rezoluciji

(175,188).

Kvaliteta dobivenoga tomograma ovisi o
ukupnome broju 2D slika kojima se vrSi
rekonstrukcija, a vazan nedostatak je
gubitak dijela uzorka koji se nalazi iz-
van raspona od 140°. Taj nedostatak se
moze smanijiti oslikavanjem tkiva na jed-
nak nacin iz dvije medusobno okomite
projekcije, ali velik problem predstavlja
poravnavanje okomitih prikaza za dobru
3D rekonstrukciju.

7.6.6 Fiberopticka
endomikroskopija

Velik problem svih tehnika mikroskopije
visoke rezolucije (nanoskopije), ali i
fluorescencijske mikroskopije opcéen-
ito je nemoguénost vizualizacije neu-
rona i dendritiCkih trnova kod eksper-
imentalnih Zivotinja dok se slobodno
kre¢u zbog kompleksnosti aparature i
optiCkoga sustava koji zahtijevaju rela-
tivnu statiCnost prouCavanoga uzorka.
Takve tehnike se mogu primijeniti in
vivo u sediranih Zivotinja za pracenje
dinamic¢kih promjena morfologije, ali na
taj naCin se ne mogu pratiti morfoloske
promjene koje se odvijaju u trnovima dok
Zivotinja aktivno interagira s okolisem
u kojemu se nalazi (134,189). Razvoj
tehnologije omogucio je stvaranje mini-
jaturnih fluorescentnih mikroskopa koji
se mogu uporabiti kao endoskopi, a na
taj nacin se mogu koristiti za prikazivanje
mikrostruktura SZS-a i u sediranih i u
slobodno krec€ucih zivotinja bez obzira
na regiju mozga (189).

Ovaj maleni opti¢ki uredaj se primjen-
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juje na nacin da se postavlja u luban-
jsku Supljinu s pregledom nad podruc-
jem od interesa, a sastoji se od optickih
vlakana koja omoguéavaju osvjetljenje u
dubokim strukturama mozga, mikrole¢a
te mikroskenera koji omogucavaju brzu
analizu ulaznih signala. Takva tehnika
ima izrazito velik kontrast i Siroko vidno
polje pa se uspjeSno primjenjuje za in
situ pregled prethodno fluorescentno
obiljezenih dendritiCkih trnova, a utje-
caj photobleaching-a je znatno maniji
nego u drugim metodama fluorescen-
cijske mikroskopije. Takoder, fiberop-
tiCki endomikroskopi su jednostavni
za koristenje, lako prenosivi i mnogo
jeftiniji od metoda visoke rezolucije
poput STED i STORM mikroskopije.
Osim toga, fiberopticka mikroskopija
omogucava i 3D rekonstrukciju trnova
na temelju dobivenih slika. Medu-
tim, s obzirom na to da je bazirana
na metodama jednofotonske ili dvofo-
tonske ekscitacije fluorescentnog sig-
nala poput TPM, prisutno je ogranicenje
rezolucije u smislu Abbeovoga difrak-
cijskog limita pa su maksimalna later-
alna i aksijalna rezolucija ve¢e od 1 yum
Sto je nedostatno za prikaz ultrastruk-
ture trnova. Bez obzira na navedeno,
fiberoptiCka mikroskopija je trenutacno
jedina tehnika koja omogucava potpuni
nadzor nad aktivnim dinamickim promje-
nama dendritickih trnova u eksperimen-
talnih Zivotinja koje nisu sedirane (189—
194).

Barretto i sur. (194) su, koristeéi
jednofotonsku i dvofotonsku ekscitaci-
jsku fiberopticku endomikroskopiju, ti-
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jekom viSe tjedana pratili promjene den-
drita piramidnih neurona CA1 regije
hipokampusa u realnome vremenu kod
odraslih miSeva koji su se slobodno
kretali. Utvrdili su da su praceni den-
driti izrazito stabilni i veoma rijetko pod-
loZni strukturnim promjenama. Takoder
su u dubokim regijama mozga pratili i
gliomske neoplasticne mase te vizual-
izirali tumorsku vaskulaturu s 3D rekon-
strukcijom neovaskularizacije. Slijedom
svojih istrazivanja smatraju da ¢e se en-
domikroskopski pristup moéi primjen-
jivati u velikome broju daljnjih istrazi-
vanja neurovaskularnih, neuroloskih, tu-
morskih i posttraumatskih stanja.

Za detaljniji pregled i objasnjenje nacina
rada suvremenih metoda visoke re-
zolucije koje su izrazito perspektivne u
podrucju in vivo pracenja morfoloSkih
promjena i dinamike dendritiCkih trnova
Citatelja se upucuje na Clanke Eggeling
i sur. (195), Sahl i sur. (196) te Heintz-
manna i Gustafssona (197).



8. Metode kvantitativhe morfometrije i trodi-
menzionalne analize dendritickih trnova

Analiza dobivenih prikaza dendri-
tickin trnova bilo kojom vizualizaci-
jskom metodom pokazala se kao na-
jveCa prepreka u njihovome istrazi-
vanju. StoviSe, upravo su se suvremene
metode visoke rezolucije s moguc¢noséu
3D rekonstrukcije pokazale najizazovni-
jima za analizu jer je koli¢ina dobivenih
kvantitativnih podataka izrazito velika pa
je snalazenje u tolikoj koli€ini informacija
teSko. Naime, prikaz visoke rezolucije
omogucava precizna mjerenja tipiCnih
morfometrijskih varijabli trnova poput
promjera glave, Sirine vrata, duljine vrata
i sl., ali je broj koristenih vizualizacijskih
metoda s razliCitim rezolucijskim limitima
relativno velik pa takvi rezultati medu-
sobno nisu potpuno usporedivi, a do-
bivene vrijednosti se ne mogu jasno in-
terpretirati. Zapravo, interpretacija takvih
podataka je trenutaéno veoma slobodna
jer ne postoji konkluzivno misljenje o
tome koja je najbolja vrsta analize za
pojedinu metodu prikaza (134,142,175).
Nadalje, potrebno je istaknuti da je is-
trazivanje neurona i njihovih strukturnih
elemenata izrazito mukotrpan proces
upravo zbog njihove brojnosti. Naime,
i za istrazivanje samo pojedinih neural-
nih krugova potrebno je izvrsiti vizual-
izaciju i morfometrijsku analizu dese-
taka neurona i tisu¢a njihovih pripada-

juCih trnova. Za potpunu analizu svih
neurona SZS-a neuroznanost bi morala
biti spremna odjednom se suociti s bro-
jem reda veli¢ine 10!, a za analizu
njihovih sinaptickih veza i dendritiCkih
trnova takav broj je reda velicine 104
Takoder, osim same kvantitete, za takvu
komprehenzivnu analizu potrebno je os-
igurati vjerodostojan skup podataka koji
je dobiven istom metodom i u ravno-
pravnim uvjetima za svaku ziv€éanu stan-
icu SZS-a $to se trenutaéno ukazuje go-
tovo nemoguc¢im (142,198). Moderne
metode visoke rezolucije omogucavaju
prikupljanje enormne koliCine podataka
o svakom pojedinatnom trnu pa je,
prema Mancuso i sur. (142), up-
ravo softverska podrSka za analizu po-
dataka usko grlo svih trenutnih istrazi-
vanja. Drugim rijeCima, dosada$nje
manualne i softverski potpomognute
semiautomatske analiticke metode nisu
prikladne kod tako velikoga seta po-
dataka jer su izrazito spore i zahtjevne
te varijabilnoga ishoda zbog subjek-
tivnosti pojedinoga istrazivaca. Pos-
tojeCi softverski alati Siroke upotrebe
koji omogucéavaju analizu dobivenih
slika i 3D rekonstrukciju trnova zahti-
jevaju znacajnu razinu uklju¢enosti hu-
manoga faktora u proces, a Sto pro-
duljuje i otezava cijeli postupak te ga
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¢ini podloznim procesnim greSkama
(134,142,175). U ovome trenutku bro-
jne istrazivaCke skupine nastoje razviti
vlastitu automatsku metodu morfometri-
jske analize na temelju raznovrsnih
matematiCkih algoritama i koriste¢i na-
jsuvremenije bioinformatiCke alate poput
neuronskih mreza kako bi se konacni
rezultati temeljili na objektivnim kriteri-
jima, a ne na slobodnoj interpretaciji po-
jedine istrazivacke skupine (159-162).
Naposlijetku, cilj morfoloSke analize
trnova je donoSenje zakljuCaka o nji-
hovim dinami¢kim odnosima te povezi-
vanje istih s funkcijskim aspektom
trnova. S obzirom na to da su
morfoloSke promjene trnova vidljive
u fizioloSkom starenju te u velikom
broju patoloskih stanja poput neurode-
generativnih bolesti, epilepsije, psihi-
jatrijskin poremecaja i sl., kvalitetno
shva¢anje morfoloSkih karakteristika
trnova omogucilo bi razumijevanje
razine njihove ukljucenosti u etiopato-
genezu takvih stanja, a na temelju toga
bi se mogle razviti i adekvatne interven-
cije za oCuvanje zdravoga statusa quo
ili Cak i unaprjedenije fizioloskih funkcija
SZS-a (175).

8.1 Koraci analize

S obzirom na to da neuroni koji se
istrazuju imaju na svojim dendritima
mnostvo trnova, a dobivena digitalna
slika u kontinuitetu prikazuje dendriticku
osnovicu i pripadaju¢e trnove zajedno
sa svim okolnim tkivom, proces kvanti-
tativne morfometrijske trodimenzionalne
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analize trnova provodi se u nekoliko ko-
raka koje opisuju Weaver i sur. (199) u
svojemu radu, a takoder navedene ko-
rake opisuju i Mancuso i sur. (142,175).
Neki od ovih koraka zahtijevaju ko-
riStenje softverskih alata za procesiranje
slike pa su nuzno dio semiautomatskih
i automatskih metoda analize. Koraci
analize se mogu i simplificirano na prim-
jeru shvatiti kao stadiji u raspoznavanju i
analizi strukture drveta na njegovoj 2D ili
3D fotografiji.

8.1.1 Predprocesiranje

Prvi korak sastoji se od predprocesiranja
dobivene slike. Naime, potrebno je na
dobivenome prikazu otkloniti Sum i dis-
torzije nastale samim postupkom vizual-
izacije, a sve kako bi se daljnji koraci
analize proveli s boljim prikazom struk-
tura od interesa u visokome kontrastu.
Drugim rijeCima, taj korak omogucava
da se u sljede¢im koracima ispravno
analiziraju samo oni signali koji pot-
jecu iz prouCavanoga tkiva, a ne signali
koji nastaju zbog nesavrsenosti pojedine
vizualizacijske metode tj. da se poveca
omjer signala i Suma (eng. signal-to-
noise ratio) (175,199).

Originalni signal koji dolazi iz tkiva
biva modificiran interferencijom sa sig-
nalom Suma te na taj nacin do de-
tektora u mikroskopu dolazi rezultantni
signal koji se razlikuje od originalnoga.
MatematiCki se takav proces opisuje kao
modulacija jedne valne funkcije drugom
¢ime kao rezultat nastaje konacna valna
funkcija drugacijin karakteristika prema



sliedecoj formuli:

fxg=nh

gdje f oznacCava valnu funkciju origi-
nalnoga signala, ¢g valnu funkciju mod-
ifikacijskoga Suma, a h valnu funkciju
rezultantnoga signala koji se detektira.
Prema takvome modelu, Sum se moze
ukloniti na 2 nacina — prvi nacin je
fiziCko uklanjanje postavljanjem speci-
ficnih filtera prije razine detektora u
mikroskopu, a drugi nacin je primjena
postupka dekonvolucije. Dekonvolucija
je naziv za matematiCki proces poboljsa-
vanja detektiranoga signala u smjeru
originalnoga signala uklanjanjem kon-
volucijskoga faktora. U sluaju poz-
nate valne funkcije Suma provodi se
deterministiCka dekonvolucija, a uko-
liko ¢ nije poznat potrebna je njegova
procjena koristenjem statistiCkih postu-
paka. Potrebno je istaknuti da kod
znacajne konvolucije originalnoga sig-
nala uz nepoznatu valnu funkciju Suma
g dolazi do pogres$ne statisticke procjene
Suma, a dekonvolucijom se onda dobi-
vaju i neispravni rezultati za originalni
signal f pa Cak i djelomi¢no poznavanje
vrste Suma omogucava ispravniju proc-
jenu i poboljSava postupak. Sam pos-
tupak dekonvolucije vrsi se koristenjem
Fourierove transformacije za signale g i
h i zatim izraCunavanjem dekonvolvira-
noga signala f (200).

Ovaj korak moze se na primjeru objasniti
kao filtriranje i digitalne izmjene nezel-
jenih osvjetlienja i zatamnjenja na fo-
tografiji drveta.

8.1.2 Segmentacija

Drugi korak ukljuCuje segmentaciju do-
bivene slike kako bi se proucCavane
strukture od interesa razlucCile od poza-
dine. Taj postupak vrdi se pomocu soft-
verskih alata za obradu slike na nacin da
se iz slike uklanjaju signali koji ne Cine
objekte koji se proucavaju tj. neurone,
dendrite i njihove trnove (175,199).

Ovaj postupak se moze jednostavno
izvesti tako da se proizvoljno odredi uni-
verzalni prag jacine signala prema ko-
jemu se signali iznad praga smatraju
prouc¢avanom strukturom, a signali ispod
praga nevaznom pozadinom. Problem
kod takvoga pristupa je gubitak tankih
i rubnih dijelova objekta poput tankih
dendritickih trnova ukoliko je prag previ-
sok ili uklju€ivanja nezeljenih struktura u
sliku koja se analizira ukoliko je prag pr-
enizak, a u oba slu¢aja dolazi do mor-
foloSke distorzije prouCavanoga objekta
od interesa.

Kako bi se izbjegao univerzalni pristup,
Cheng i sur. (201) u svojemu au-
tomatskom postupku analize koriste pri-
lagodljive pragove za jacinu signala koji
se prema specificnome algoritmu izracu-
navaju lokalno za svaki dio slike pa
se na taj nacin prikladnije razgrani¢ava
pozadina od dendrita i trnova, ali osim
toga postoje i drugi postupci koji po
raznim matematic¢kim algoritmima vrse
segmentaciju slike. Potrebno je istaknuti
da ovaj postupak moze izrazito promi-
jeniti stvarnu morfologiju prou¢avanoga
objekta ukoliko je signal-to-noise ratio
malen, a dekonvolucijom se nije znatno
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poboljsala kvaliteta slike u smjeru origi-
nalnoga signala.

Na danome primjeru se ovaj korak moze
shvatiti kao iscrtavanje na fotografiji svih
dijelova drveta poput pojedinih grana
i listova od okolnoga drveéa, neba i
zemlje kako bi se fotografija izrezala i za
daljnje proucavanje preostali samo di-
jelovi uslikanoga drveta.

8.1.3 Oznacavanje trnova

Tre¢i korak sastoji se od ekstrakcije
strukture sredisnje linije te identifikacije,
mjerenja i klasifikacije trnova. Ovo je
najtezi korak u cjelokupnoj analizi do-
bivenih slika jer ne postoje jasni objek-
tivni kriteriji prema kojima bi se ovaj ko-
rak vr$io bilo manualno, bilo automatski
(175,199).

Naime, da bi se 2D prikaz ili 3D rekon-
strukcija mogli kvantitativno analizirati
potrebno je identificirati koja struktura na
njima predstavlja dendrit kao osnovnu
strukturu prema kojoj se zatim odreduju
protruzije tj. trnovi. Ekstrakcija strukture
sredidnje linije je naizgled jednostavna
jer se dendriti svojom veli¢inom i kon-
tinuitetom lako raspoznaju, ali problem
predstavljaju dodirne plohe s bazama
trnova, osobito kod trnova sa Sirokom
bazom kod kojih se tesko odreduje ravn-
ina do koje seze dendrit tj. ravnina od
koje zapoCinje trnoviti izdanak. Zbog
toga je izrazito velik izazov u trenut-
nim istrazivanjima to¢na detekcija trnova
ti.  identifikacija protruzije u odnosu
na dendrit. Trodimenzionalan raspored
trnova u odnosu na dendritiCku osnovicu
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¢ini njihovo razlikovanje ponekad izraz-
ito teSkim s obzirom na presjek, a
takoder postoji i jasna dvojba treba li i
minimalno odstupanje od sredi$nje lin-
ije smatrati trnom ili samo strukturnom
aberacijom dendrita. Upravo je u ovome
koraku definicija dendritickoga trna pod-
loZna slobodnoj interpretaciji jer istrazi-
vaCke skupine na temelju razliCitih kri-
terija odreduju postojanje ili neposto-
janje trnova. Takoder, Mancuso i sur.
(175) smatraju da je taj korak kod prim-
jene automatskih metoda detekcije na-
jteZi za optimizirati jer je tanka granica
izmedu dendritickoga zadebljanja i den-
dritiCke protruzije, a rezolucija slike ovdje
takoder postavlja ograniCenja u usp-
jeSnosti detektiranja trnova automatskim
softverskim alatom. Zbog toga smatraju
da su trenutaéno manualne metode de-
tekcije uspjesnije jer se jo$ uvijek okom
lakSe odreduje spinozni proces kao za-
sebna stuktura.

Nakon identifikacije trnova na dendritu i
postavljanja granice izmedu protruzija i
dendriticke osnovice, koriste se softver-
ski alati kojima se vr§e morfometrijska
mjerenja i potom Kklasifikacija trnova s
obzirom na izmjerene vrijednosti. Speci-
ficno, vrSi se mjerenje tipicnih veli¢ina
dendritiCkih trnova poput promjera glave,
Sirine vrata, duljine vrata, povrSine PSD
i sl., a na temelju tih morfometrijskih vri-
jednosti nastoji se izvrsiti procjena volu-
mena svakoga trna jer predstavlja jedini
trodimenzionalni morfometrijski param-
etar trna koji se moze Kkoristiti u istrazi-
vanjima. Klasifikacija trnova se moze
vr8iti manualno ili automatski, ali se nas-



toje razviti dobri algoritmi prema kojima
bi se klasifikacija vrSila na temelju prik-
ladnih matematiCkih modela Cime bi se
postupak objektivizirao (142,150,175).
Korak oznacCavanja trnova se na prim-
jeru fotografije drveta moze smatrati
kao postupak razgrani¢avanja debla od
grana s preciznim odredivanjem mjesta
pocetka grane, a takoder i odredivanjem
je li odredeno ispupCenje debla grana
ili strukturni defekt debla. Osim toga,
u ovome koraku je zatim ukljuceno i
mjerenje dimenzija grana poput duljine
i Sirine te klasifikacija u grupe debelih,
vitkih ili kratkih grana prema dobivenim
mjerama.

8.1.4 Postprocesiranje

Posljednji korak kvantitativne mor-
fometrijske analize dendritickih trnova
je postprocesiranje koje ukljucuje op-
timizaciju izvrSenih postupaka kako bi
se poboljSali konacni rezultati te is-
pravile potencijalne greske iz prethod-
nih koraka. U ovome koraku najvise
je uklju¢en humani faktor jer velik broj
postojeCih softverskih alata jo§ uvijek
nije dovoljno sofisticiran da sam izvrSi
takve dorade slika. Primjerice, u ovome
koraku se manualno ispravljaju defekti
poput lazno spojenih trnova ili artefakata
nastalih zbog superpozicije drugih struk-
tura (175,199).

Na navedenome primjeru ovaj korak se
moze prikazati kao razdvajanje slu¢ajno
pogresno spojenih grana ili kao uklan-
janje grana koje su se greSkom pripisale
promatranome drvetu, a ne pripadaju

mu.

8.2 Vrste analiza

U vrijeme mikroskopije niske rezolucije
na mikrometarskoj skali dendritiCki trnovi
su zapravo bili teSko razluCivi izdanci
dendrita Cije morfometrijske vrijednosti
nisu mogle biti precizno odredene up-
ravo zbog rezolucije prikaza. Takoder,
takav prikaz je bio isklju¢ivo dvodimen-
zionalan pa su mogle biti izmjerene
samo duljine i povrsine trnova, a volu-
men se rijetko izraCunavao i to u ob-
liku grubih aproksimacija (134,142,175).
Iz toga razloga detaljna morfometrijska
analiza nije bila niti potrebna jer su ci-
jeli trnovi per se bili na granici detekta-
bilnosti.

Razvojem elektronske mikroskopije u
obliku ssEM (150) postalo je moguce
izvrsiti 3D rekonstrukcije trnova u izrazito
visokoj rezoluciji u fiksiranim uzorcima,
a razvojem konfokalne mikroskopije i
TPM/MPM isto je postalo moguée u
difrakcijom ograni¢enoj rezoluciji u in
vivo neuronima. Nadalje, razvojem su-
vremenih tehnika vizualizacije 3D rekon-
strukcija neurona i trnova u visokoj re-
zoluciji je postala moguc¢a i u sediranih
(171-188) te Cak i u slobodno krecucih
eksperimentalnih Zivotinja (189-194). S
obzirom na rezolucijski doseg i veliku
koli¢inu morfometrijskih podataka koji su
na taj nacin dobiveni, bilo je potrebno
razviti metode analize dobivenih slika
neurona, dendrita i trnova kako bi se ve-
lika koliCina podataka mogla brzo pro-
cesirati i dobiti usporedivi rezultati za
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potrebe daljnjih istrazivanja.

8.2.1 Manualna

Manualna analiza je prvi oblik anal-
ize koristen za morfometrijsku kvan-
tifikaciju trnova. Prije razvoja racunala
i softverskih alata za digitalnu obradu
slike s 3D rekonstrukcijom, prethodno
navedeni koraci su se jedino manualno
mogli izvrSavati. Koraci predprocesir-
anja slike i segmentacije nisu mogli biti
izvrSeni jer se na razini fizickih slika den-
drita s trnovima tako nesto nije moglo
uciniti. Stoga su slike na kojima su se
vr8ili identifikacija trnova i morfometri-
jska mjerenja bile mnogo nepreciznije i
neostre zbog velike koli€¢ine Suma koji
je izmijenio osnovni signal iz uzoraka.
Danas se potpuno manualna analiza
trnova viSe ne primjenjuje zbog velikoga
broja razvijenih softverskih alata koji
pruzaju mogucénost semiautomatske ili
gotovo automatske analize, ali ipak ne
mogu u potpunosti nadomjestiti ru¢no
vodenu analizu. Prema tome, danas se
obi¢no govori 0 manualnim postupcima
ili manualnim intervencijama u sklopu
automatiziranih analitickih metoda zbog
¢ega se takva analiza onda naziva semi-
automatskom (142,175).

Mancuso i sur. (142,175) istiCu da svi
oblici ukljuéivanja humanoga faktora u
analizu dendritiCkih trnova imaju velike
nedostatke. Manualni postupci anal-
ize su izrazito spori jer su suoceni s
velikom koli€inom podataka u visokoj
Osim toga, postoji varija-
bilnost u rezultatima analize jer poje-

rezoluciji.
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dinac vrsi korake analize prema svo-
jim subjektivnim kriterijima.  Nadalje,
navode da su manualne analize veoma
loS8e za 3D i 4D analizu te da pri
manualnoj klasifikaciji trnova dolazi do
formiranja subjektivnih grupa trnova $to
ne odgovara stvarnome stanju gdje
se trnovi javljaju u spektru morfoloskih
oblika. Klju¢an problem se takoder
javlja u suvremenim in vivo istrazivan-
jima koja prate dinamiCke morfoloske
promjene trnova jer je izrazito zaht-
jevno pracenje promjena pojedinacnih
trnova u realnome vremenu. Naposli-
jetku, morfoloSke alteracije trnova u pa-
toloskim stanjima dovode do promjene
klasifikacijskih  kriterija trnova prema
vlastitome nahodenju istrazivaca sto ne
moze biti temelj daljnjih istrazivanja jer
se znanstvene Cinjenice mogu temeljiti
isklju€ivo na objektivnosti i kvantifikaciji.
Prednost manualnoj analizi se trenu-
tacno jo$ uvijek daje pri identifikaciji
trnova u odnosu na dendriticku os-
novicu jer ne postoje dovoljno dobre au-
tomatske metode da bi se takav pos-
tupak izvrSio precizno i bez potrebe za
manualnim izmjenama u postprocesir-
anju. Stoga vecina dostupnih softver-
skih alata ima potrebu za manualnom
validacijom automatski provedene anal-
ize $to je Cini visoko objektivnom, ali rel-
ativno sporom (175).

Impresivna je Cinjenica da su Bock i sur.
(151) u svojemu istrazivanju morfologije
trnova u malenome djelicu mozga do-
bili viSe od 35 TB podataka, a velik
dio analize je proveden potpuno manual-
nim metodama $to Cini takvo istrazivanje



pravim pothvatom koji je zahtijevao ula-
ganje velike koli¢ine vremena i truda.

8.2.2 Semiautomatska

Semiautomatska analiza je standard
obrade slika neurona i trnova dobivenih
suvremenim vizualizacijskim metodama.
Takva analiza ukljucuje koristenje Siroko
dostupnih softverskih alata kojima se
zahtjevni i dugotrajni postupci automa-
tiziraju i time znacajno ubrzavaju. Medu-
tim, toCnost takvih analiza nije na dostat-
noj razini da bi dobiveni rezultati bili pot-
puno validni pa je potrebna manualna in-
tervencija radi korekcije (142).

Analiticki softveri

Razvijeni programi koji omogucavaju
prikaz, 3D rekonstrukciju i primjenu
raznih metoda trodimenzionalne analize
su mnogobrojni (175). Jedan od na-
jcesce koristenih softvera je Imaris koji
pruza funkcionalnosti vizualizacije, seg-
mentacije i interpretacije 3D i 4D po-
dataka, a putem svojega Filament Tracer
modula pruza mogucnosti i automatske
detekcije trnova i procesiranje velikoga
broja slika u time-lapse obliku. Drugi
Cesto koristeni softverski alat je Neu-
rolucida 360 u kojemu je moguca 3D
rekonstrukcija trnova i neurona te kvan-
titativna analiza, a njegov modul Au-
toSpine omogucéava takoder automatsku
detekciju trnova. Nadalje, NeuronStu-
dio je program koji omoguéava au-
tomatsko praéenje, vizualizaciju i 3D
rekonstrukciju dendrita prema z-stacku
slika dobivenih konfokalnom mikroskopi-

jom. Pored toga, Imaged je takoder
veoma popularan bioinformaticki pro-
gram za 3D rekonstrukciju i analizu
trnova koji je vrlo jednostavan za ko-
riStenje. Dodatno, Cesto koristeni pro-
grami su i neuTube (202), Neuroman-
tic, TREES toolbox itd. Pored navedenih
programa koji sadrze razne uklopljene
funkcionalnosti, MATLAB je programski
jezik koji se Cesto koristi za razvoj pri-
lagodenih i specijaliziranih alata potreb-
nih za vizualizaciju, rekonstrukciju i anal-
izu trnova koji se mogu komplementarno
koristiti s ostalim softverskim rjeSenjima
(203,204).

Postoji znatna razlika izmedu navedenih
programa u podrzanim funkcionalnos-
tima, podrzanoj veliCini slika za anal-
izu, postojanju modula za automatsku
detekciju ili klasifikaciju trnova te ci-
jeni. Primjerice, NeuronStudio je
program Kkoji je specificno dizajniran
samo za analizu dendritickih trnova te
je izrazito jednostavan za koristenje,
ali nije moguce dodavanje vlastitih
funkcionalnosti i analitickih metoda u
sami program. S druge strane, Im-
ageJ je program namijenjen za ne-
specificnu obradu slike, ali omogucava
programiranje vlastitih funkcionalnosti
poput metoda analize dendritiCkih trnova
koje se zatim mogu koristiti unutar sus-
tava ImagedJ-a (203,204). Imaris (205—
210) i Neurolucida 360 (211) su primjeri
izrazito kvalitetnih programa s brojnim
funkcionalnostima, ali ¢ija je cijena ko-
riStenja izrazito visoka $to nije pogodno
za pojedine istrazivace.

Anton-Sanchez i sur. (212) su proveli
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zanimljivu analizu koriste¢i detaljnu i pot-
punu 3D rekonstrukciju ljudskih piramid-
nih neurona temporalnoga korteksa iz
3. sloja Brodmannove aree 20 do-
bivenih postmortalno. Naime, nakon in-
tracelularne injekcije Lucifer Yellow fluo-
rescentne boje izvréena je potpuna 3D
rekonstrukcija, koristeCi Imaris softver-
sku podrsku, cjelovitih 5 neurona koji
su sadrzavali ukupno vise od 32 000
trnova te je izvrSena 3D analiza distribu-
cije trnova duz svih dendrita. Navode
da je izvrSena rekonstrukcija bila izraz-
ito precizna te objektivha bez potrebe
za velikim brojem manualnih interven-
cija. Kvantitativnom 3D analizom su
utvrdili da duz dendrita postoji varijacija
u gustoCi trnova koja ovisi o udaljenosti
od stani¢ne some, a koristeci specificnu
matematiCku funkciju za analizu pros-
torne distribucije utvrdili su da ne pos-
toji medusobna razlika u gustoci trnova
izmedu bazalnih dijelova dendrita istoga
neurona i razliCitih neurona. S druge
strane, utvrdili su da se znacajno ra-
zlikuju gustoée apikalnih i bazalnih di-
jelova dendrita istoga neurona i razlicitih
neurona na nacin da se u apikalnim di-
jelovima c¢esce javljaju nakupine trnova.
Ovo istrazivanje pokazuje dosege su-
vremenih metoda analize dendritiCkih
trnova jer je pomocu softverskoga alata
Imaris izvr§ena gotovo potpuno automa-
tizirana 3D rekonstrukcija cjelovitih neu-
rona sa svim dendritima i trnovima vi-
soke vjerodostojnosti, a na temelju takve
rekonstrukcije se mogla izvesti i detaljna
prostorna analiza kvantitativnih param-
etara dendrita i trnova.
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Nadalje, ista istrazivacka skupina (213)
je koristec¢i 7 000 individualno 3D semi-
automatski rekonstruiranih trnova ljud-
skih piramidnih neurona pokusala temel-
jem matematiCkoga modela distribucije
utvrditi broj morfoloskih clustera trnova
te postoiji li varijacija u udjelu pojedinoga
clustera s obzirom na poziciju na den-
dritu i dob. 3D morfometrijska analiza
je obuhvacala 54 kvantitativna parame-
tra trnova prema kojima se vrSila anal-
iza distribucije. Istrazivanje je pokazalo
da prema analizi 54 parametra pos-
toji 6 morfoloSkih clustera trnova, a
da neki predominiraju u apikalnome di-
jelu dendrita, dok drugi predominiraju u
bazalnome dijelu dendrita. Takoder se
pokazalo da postoji i varijacija u udjelu
pojedinoga clustera s obzirom na dob.
Aguiar i sur. (214) su, kako bi za-
obisli neka ograni¢enja dostupnih pro-
grama, razvili novi softverski alat Py3DN
koji omogucava izgradnju matematickih
reprezentacija neuronske topologije i
mogucnost definiranja nestandardnih
morfometrijskih varijabli u analizi den-
dritiCkih trnova. IstiCu da takve opcije
nisu bile dostupne u dostupnim alatima
poput Neurolucide 360 pa je uvodenje
ovakvoga rjeSenja bilo potrebno za
detaljniju morfoloSku analizu trnova.
Takoder su nove alate razvilii Basu i sur.
(215), Toharia i sur. (216), Srinivasan i
sur. (217), Varando i sur. (218) itd., a
sve kako bi nadopunili nedostatke pos-
tojecih softverskih rjeSenja.

Problemi dostupnih programa i njihovih
analitickihn metoda nazalost postoje Sto
je ograniCavaju¢i korak u potpunoj au-



tomatizaciji analize trnova. Kao prvo,
gotovo svi navedeni softverski alati su
prilagodeni iskljuCivo procesiranju slika
na kojima su neuroni i trnovi obiljezeni
metodama koje daju visok kontrast i jak
signal pa se teSko mogu primjenjivati
u kombinaciji s vizualizacijskim meto-
dama koje dobivaju puno slabiji kon-
trast slike. Nadalje, toCnost automatske
identifikacije i klasifikacije dendritickih
trnova znatno pada na prikazima gdje
dendriti nisu samostalni i izolirani od
okolnih struktura te kod dendrita koji
imaju imaju veliku gustoCu trnova na
sebi. U konacnici, ti programi su os-
misljeni iskljuCivo za morfolosku anal-
izu trnova, a ne mogu ukljucivati i anal-
izu funkcionalnih podataka na razini
makromolekula ili sinapticke aktivnosti u
trnovima kako bi se isti povezali s mor-
foloSkim podatcima (142,175).

Automatski algoritmi za oznacavanje
trnova

U sklopu nekih programa ili zasebno
istrazivaCke skupine razvijaju specijal-
izirane alate za automatizaciju detekcije
ili klasifikacije trnova na temelju indi-
vidualno razvijenih algoritama. Jedan
od prvih algoritama za automatsku de-
tekciju dendritiCkih trnova razvili su
Koh i sur. (219), a omogucavala je
i 3D kvantifikaciju trnova. Metoda
je pokazala 95%-tnu osjetljivost pri
automatskoj detekciji trnova, ali su
rezultati takoder ukljuCivali i velik broj
lazno prisutnih trnova zbog neprikladno
izvrSenoga segmentacijskog koraka.
Daljnje automatske algoritme za analizu

trnova razvijale su istrazivacke skupine
Benavides-Piccione i sur. (220,221), Ro-
driguez i sur. (222), Bai i sur. (223),
Zhang i sur. (224), Singh i sur. (225)
itd., a Blumer i sur. (153) su razvili algo-
ritam za automatsku analizu dinamickih
promjena trnova.

Zanimljivo je i provodenje automatskih
analiza dinamickih promjena na temelju
time-lapse vizualizacije  dendritiCkih
trnova in vivo. Naime, kod takvih al-
goritama nije dovoljno samo staticko ra-
zlikovanje dendrita od pozadine i trnova
od dendrita, ve¢ je nuzno i individu-
alno pracenje promjena svakoga poje-
dinaCnog trna kao i detekcija formiranja
ili resorpcije trna na dendritu u vremen-
skoj dimenziji (tzv. 4D analiza), a Sto
se pokazuje izrazito kompleksnim i zaht-
jevnim.

Swanger i sur. (226) su primjerice ko-
ristili fluorescentno oznaCene neurone
i klasi¢nu fluorescencijsku mikroskopiju
te konfokalnu mikroskopiju u za dobi-
vanje serijskih slika in vivo neurona u
z-osi, a automatsku 4D analizu trnova
su izvrSili koriste¢i i NeuronStudio i Fila-
mentTracer modul Imarisa kako bi pratili
dinamicke promjene trnova u neuron-
ima hipokampusa kod miSeva nakon
primjene mozdanog neurotrofnog fak-
tora te takoder u misjem modelu sin-
droma fragilnog X kromosoma. Sma-
traju da je izvrSena analiza precizna i
da su dobiveni rezultati zadovoljavajuci
i objektivni. Iste softverske alate koristili
su i Bertlingi sur. (227) za 4D kvan-
tifikaciju trnova hipokampalnih neurona
miSeva pri primjeni latrunculina B. Na
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ovim, ali i slicnim primjerima istrazivanja
(228—-230), NeuronStudio se pokazao
kao izvrstan softverski alat za analizu
3D podataka dobivenih konfokalnom
mikroskopijom i TPM/MPM metodom, a
osobito implementiraju¢i automatski al-
goritam za oznacavanje trnova koji su
razvili Rodriguez i sur. (222).

Maiti i sur. (134) te Sala i Segal
(231) navode da postoje razvijeni alati
koji se koriste u kombinaciji s CLSM i
TPM/MPM za potpuno automatsku 3D
rekonstrukciju trnova koji su mnogo brzi
i toCniji nego postoje¢i semiautomatski
alati koji za 3D rekonstrukciju trnova za-
htijevaju manualnu intervenciju. Premda
postoji rezolucijsko ograni¢enje CLSM
i TPM/MPM vizualizacijskih metoda,
navode da su razvijeni i novi softveri
sa sofisticiranim algoritmima za obradu
slike kojima se mogu prikupiti velike
koliCine podataka iz serija slika u z-
stacku ¢ime izvrSena 3D rekonstrukcija
postaje dovoljno precizna.

Daljnji razvoj novih algoritama au-
tomatske analize primjenjivao se u kom-
binaciji s raznim vizualizacijskim meto-
dama pa su tako Lang i sur. (232)
razvili algoritam za 3D analizu trnova
kod slika dobivenih SBF-SEM metodom
vizualizacije. Kuwajima i sur. (150) ko-
riste softverski alat RECONSTRUCT™
za semiautomatsku 3D rekonstrukciju
iz serijskih zabiljeZzenih slika metodom
ssEM te istiCu da se trenutacne metode
3D rekonstrukcije pretezno koriste samo
za parcijalnu rekonstrukciju dendrita s
pripadajuéim trnovima jer je potpuna
rekonstrukcija, koja je i najtocnija u vidu

54

kvantifikacijske analize, pomocu trenu-
tacno dostupnih alata izrazito zahtjevna i
dugotrajna. Osim automatske 3D rekon-
strukcije, uvedeni su i novih alati i al-
goritmi kojima se automatiziraju i ko-
raci segmentacije i kvantitativne mor-
fometrije trnova prema prikazima do-
bivenima ssEM metodom. Mishchenko i
sur. (152) navode da je trenutacno ipak
potrebna kontrola ljudskoga oka za pre-
ciznu analizu serijskih EM slika unato¢
postojanju raznih algoritama automatske
analize.

Risher i sur. (233) takoder Kkoriste
RECONSTRUCT™ alat, ali za 3D
rekonstrukciju dendrita s trnovima na
temelju klasicne Golgi-Cox metode bo-
jenja jer je jo$ uvijek jedna od na-
jooljih  metoda za cjelovit strukturni
prikaz neurona s visokim kontrastom.
Blazquez-Llorca i sur. (234) Kkoriste
RECONSTRUCT™ alat za 3D rekon-
strukciju trnova kako bi usporedili dvofo-
tonsku in vivo mikroskopiju s FIB-SEM
mikroskopijom, Takahashi-Nakazato i
sur. (235) takoder koriste isti alat za
3D rekonstrukciju sinapsi u kombinaciji s
FIB-SEM mikroskopijom, a Dominguez-
Alvaro i sur. (236) pak koriste EspINA
softver za 3D rekonstrukciju i kvan-
tifikaciju trnova i sinapsi prema slikama
dobivenima FIB-SEM metodom.

(237) u svojemu
Clanku detektiraju probleme s kojima

Ruszczycki i sur.

se suocCavaju automatske kvantitativne
analize morfologije dendritickih trnova.
Naime, navode da utvrdene razlike kod
usporedbenih istrazivanja morfologije
trnova izmedu istrazivane i kontrolne



skupine trnova mogu biti pogre$no in-
terpretirane zbog a priori razlika u pop-
ulacijama trnova izmedu skupina. IstiCu
da broj, gusto¢a i morfoloSka varijabil-
nost trnova u svakoj skupini utjeCu na
ishod analize te da bi se u takvoj vrsti
istrazivanja trebala obratiti pozornost na
sam proces uzorkovanja.

Trenutacno postoji jako velik broj algo-
ritama koji su razvijeni za automatsku
detekciju, 3D analizu i klasifikaciju
trnova. Svaki od tih algoritama nas-
toji identificirati trnove koriStenjem dru-
gacijega pristupa za razlikovanje cen-
tralne dendriticke osnovice od protruz-
ija (201) ili pak drugaCijega matem-
atickog modela prema kojemu klasifi-
cira trnove na temelju izmjerenih mor-
fometrijskin parametara (238). Sama
podloga tih algoritama je izrazito kom-
pleksna, ali vazno je istaknuti da se
u konacnici svi postojeCi algoritmi au-
tomatske analize suo€avaju s prethodno
navedenim problemima te ne mogu pot-
puno automatizirati proces pa su stoga
ovdje i svrstani pod semiautomatske
metode analize. Medutim, razvijene
metode ipak pruzaju mnogo objektivniju
alternativu nego iskljuivo manualna
analiza koja je sklona pristranosti is-
trazivaCa pa dobiveni rezultati i klasi-
fikacija imaju mnogo vecCu vjerodos-
tojnost. Osim toga, brzina procesir-
anja podataka kod softverskih alata je
neusporedivo brza od bilo koje manu-
alne metode brojanja ili mjerenja trnova
pa se i uz potrebu za manje manu-
alne intervencije ukupna analiza znatno
skracuje (142,175). Kvalitetan pregled

dostupnih softverskih alata i algoritama
za segmentaciju, detekciju, 3D analizu i
klasifikaciju dendritickih trnova moze se
naci u Clanku kojega su objavili Basu i
sur. (239).

8.2.3 Automatska

Potpuno automatske metode su one
koje sve postupke analize trnova, od
predprocesiranja slike pa do dobivanja
morfometrijskih vrijednosti i objektivne
klasifikacije trnova, vrSe bez potrebe
za manualnom validacijom ili interven-
cijom. Takve metode se trenutno
razvijaju s tri vazna cilja — uklanjanje
pogresSaka i pristranosti iz analize, objek-
tivno definiranje morfoloSkih parametara
s kvantifikacijom i klasifikacijom u ne-
subjektivno definirane morfoloSke grupe
te brza i automatska analiza velikoga
skupa podataka (142). Trenutacno ne
postoji niti jedna metoda koja ispunjava
sva tri cilja, a da ujedno nema potrebu
bar za manualnom validacijom. Medu-
tim, ukljuCivanjem novih bioinformatickih
sustava poput neuronskih mreza i stro-
jnoga ucCenja (159-162,240-243) pos-
tupno dolazi do izrazaja premo¢ au-
tomatskih metoda detekcije, mjerenja
i klasifikacije trnova nad manualnom
analizom i prethodno dostupnim softver-
skim alatima.

Mancuso i sur. (142,175) navode da
je trenutatno potreban mocéan alat za
obradu slika koji moze analizirati sve
parametre trnova u velikome skupu po-
dataka koji seze do koliCine od vise de-
setaka TB. Takav alat bi takoder tre-
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bao biti vremenski optimiziran tako da
analizu provodi u dovoljno kratkome vre-
menu kako bi se takva komprehenzivna
analiza mogla izvesti u vremenski prih-
vatljivome periodu, a ¢ime bi se buduca
istrazivanja mogla izvrSavati na razini
vecih regija mozga i neuralnih krugova.
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