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ZASTOSOWANIE RENTGENOWSKIEJ MIKROSKOPII
FLUORESCENCYJNEJ | TECHNIK WIELOWYMIAROWEJ ANALIZY
WARIANCJI W BADANIACH NAD ROLA METALI SLADOWYCH
W PROCESACH NEURODEGENERACYJNYCH

Joanna Chwiej, Akademia Gorniczo-Hutnicza, Katedra Zastosowan Fizyki Jadrowej

Wprowadzenie

Choroba Parkinsona (PD) i stwardnienie boczne zanikowe (SBZ) naleza do grupy schorzen
neurodegeneracyjnych, ktérych wspdlna cecha jest zanik komoérek nerwowych w okres-
lonych obszarach osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) [1, 2]. Oba schorzenia okresla
si¢ mianem idiopatycznych, czyli takich, ktérych przyczyny nie zostaty jak dotad poznane.
Istnieje jednak grupa $cisle ze soba powiazanych 1 wzajemnie oddziatujacych procesow,
ktére prowadzi¢ moga do atrofii i zaniku neuronéw w przypadku badanych chordb [3-5].
We wszystkich tych procesach istotna role odgrywaja metale, dlatego topograficzna
11losciowa analiza pierwiastkowa okreslonych obszarow OUN moze rzuci¢ nowe $wiatlo
na problem patogenezy choroby Parkinsona i stwardnienia bocznego zanikowego.

Intensywny rozwdj medycyny i1nauk biologicznych pociaga za soba konieczno$¢ znaj-
dowania narzedzi badawczych dostarczajacych coraz bardziej szczegdtowych informacji na
temat budowy biochemicznej materiatow. Do takich narzedzi nalezy niewatpliwie zaliczy¢
metody oparte na promieniowaniu synchrotronowym, ktoérych zastosowanie pozwala bada¢
nawet te najbardziej subtelne zmiany w sktadzie biochemicznym probki [6]. Jedna z takich
metod jest rentgenowska mikroskopia fluorescencyjna stanowiaca doskonate narzedzie do
topograficznej 1 ilosciowej analizy pierwiastkowej [7-9]. Zastosowanie III-generacji (syn-
chrotronowych) zrodet promieniowania X, atakze postep w dziedzinie optyki i detekcji
tego promieniowania pozwala na badania zawarto$ci pierwiastkow Sladowych z przes-
trzenna zdolnoscia rozdzielcza nawet ponizej mikrometra [10].

W ramach niniejszej pracy metoda rentgenowskiej mikroskopii fluorescencyjnej wykorzys-
tana zostata w badaniach nad rola pierwiastkow metalicznych w dwoch schorzeniach
neurodegeneracyjnych: chorobie Parkinsona 1 stwardnieniu bocznym zanikowym. Uzyska-
ne dane o akumulacji 1 dystrybucji metali poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem
technik wielowymiarowej analizy wariancji (analiza skupien i analiza dyskryminacyjna).
Metody te zastosowano przede wszystkim do identyfikacji podobienstw pomigdzy
strukturami biologicznymi reprezentujacymi badane przypadki oraz klasyfikacji tych
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struktur do wyodrebnionych w czasie analizy (podejscie analizy klastrowej) badz z gory
zdefiniowanych grup (podejscie analizy dyskryminacyjnej). Dodatkowo, co przyczynilo sig
znacznie do uproszczenia struktury danych, mozliwe bylo wyodrgbnienie pierwiastkow,
ktorych znaczenie w procesie klasyfikacji obiektow jest najwigksze. Podjeto rowniez probe
stworzenia modeli, ktore w przysztosci moglyby utatwi¢ identyfikacj¢ przypadku w opar-
ciu o analizg pierwiastkowa okreslonych obszaréw tkanki.

Materiat i metody
Probki

W badaniach wykorzystano probki tkanki nerwowej pacjentow zmartych z choroba Parkin-
sona, stwardnieniem bocznym zanikowym oraz kontrolnych (bez schorzen neurodegene-
racyjnych).

Analizy biochemiczne prowadzono dla obszaréw OUN, w ktorych obserwuje si¢ zmiany
neurodegeneracyjne w przypadku badanych schorzen. Badano istoty czarne reprezentujace
przypadki PD i kontrolne oraz rogi przednie rdzenia krggowego dla przypadkow SBZ oraz
kontrolnych.

Wszystkie analizowane tkanki zostaly pobrane, przygotowane i poddane ocenie histopato-
logicznej w Zakladzie Neuropatologii Instytutu Neurologii Collegium Medicum Uni-
wersytetu Jagiellonskiego.

Probki pobierano w czasie autopsji i cigto przy uzyciu mikrotomu mrozeniowego na skraw-
ki o grubo$ci 20 um. Jeden ze skrawkow tkanki umieszczano na szkietku mikroskopowym
1 wybarwiano, w celu dalszej oceny histopatologicznej. Skrawek dedykowany do badan
biochemicznych umieszczano na ultraczystej (nie zawierajacej pierwiastkow Sladowych),
transparentnej dla stosowanego promieniowania X oraz ultracienkiej folit AP1 lub Ultra-
lene 1 poddawano suszeniu w niskiej temperaturze (-20 °C) przez czas nie krotszy niz 24 h.

Analiza pierwiastkowa

Zmiany w akumulacji i dystrybucji metali sladowych w tkance nerwowej badano, stosujac
rentgenowska mikroskopi¢ fluorescencyjng. Studia pierwiastkowe prowadzono w wio-
dacych europejskich osrodkach synchrotronowych, a mianowicie w European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF) we Francji oraz w Hamburger Synchrotronstrahlungslabor
(HASYLAB) w Niemczech. Stosowano aparaturg linii ID22 ESRF oraz linii L HASYLAB.
Wykorzystywane na tych liniach pomiarowych systemy ogniskowania wiazki pozwolity
prowadzi¢ analizy pierwiastkowe z przestrzenng zdolno$cia rozdzielcza odpowiednio kilku
1 kilkunastu mikrometrow.

Przy energii promieniowania wzbudzajacego 15 keV mozliwa byta rownoczesna analiza
w probce pierwiastkow o liczbie atomowej od 15 do 35, a zatem od fosforu do bromu.
W wyniku takiej analizy, po kalibracji z wykorzystaniem wzorca zewngtrznego,
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uzyskiwano dwuwymiarowe mapy rozktadu mas powierzchniowych pierwiastkow rejestro-
wanych w tkance OUN.

Analizy statystyczne

W ramach niniejszej pracy przeprowadzona zostala, przy zastosowaniu dwoch technik
wielowymiarowej analizy wariancji (WAW) — analizy klastrowej i dyskryminacyjnej,
statystyczna analiza wynikéw badan pierwiastkowych tkanek OUN.

W trakcie analizy danych dla potrzeb niniejszego opracowania postuzono si¢ zakupionym
w ramach grantu KBN (3T11E01029) programem STATISTICA (grupa modutow: Wielo-
wymiarowe techniki eksploracyjne).

Przy doborze metod statystycznej analizy danych kierowano si¢ kilkoma przestankami.
Przede wszystkim techniki WAW doskonale nadaja si¢ do analizy danych wielowymia-
rowych, z jakimi niewatpliwie mamy tutaj do czynienia. Po drugie wptyw na rejestrowane
masy powierzchniowe pierwiastkow maja fluktuacje grubosci probki. Wykorzystanie
technik statystycznych, w ktorych analizowane sa nie pojedyncze zmienne, ale caly zespot
zmiennych, z uwzglednieniem struktury powiazan 1 wspotzaleznosci wystepujacych mig-
dzy nimi, pozwala, przynajmniej cz¢sciowo, uwolni¢ si¢ od wplywu grubosci prébki na
uzyskiwane masy powierzchniowe.

Podstawowym celem prowadzonych badan byta:

¢ identyfikacja podobienstw pomigdzy strukturami biologicznymi reprezentujacymi ba-
dane przypadki,
¢ Kklasyfikacja badanych struktur tkankowych (zwanych dalej obserwacjami) do wy-

odrgbnionych w czasie analizy (podejscie analizy klastrowej) badz z gory zdefiniowa-
nych grup (podejscie analizy dyskryminacyjnej),

¢ proba stworzenia modelu, ktory w przysztosci moglby utatwi¢ identyfikacje przypadku
w oparciu o analizg pierwiastkowa okreslonych obszarow tkanki,

¢ wyodrebnienie pierwiastkow, ktorych znaczenie w procesie klasyfikacji obiektow jest
najwigksze.

Wyniki i dyskusja

W niniejszej publikacji przedstawione zostaly jedynie wybrane wyniki analiz statystycz-
nych, uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej Joanny Chwiej. Gtowna uwaga poswig-
cona zostala zastosowaniu rentgenowskiej mikroskopii fluorescencyjnej itechnik WAW
w badaniach dotyczacych roli metali w chorobie Parkinsona.

Topograficzna i ilosciowa analiza pierwiastkowa

Wykorzystujac rentgenowska mikroskopi¢ fluorescencyjna przeprowadzono analize pier-
wiastkowa tkanki istoty czarnej, ktora wykazala istnienie rdznic zaréwno w akumulacji, jak
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i dystrybucji metali pomigdzy neuronami parkinsonowskimi i reprezentujacymi przypadki
kontrolne. Wynik takiej dwuwymiarowej analizy dla wybranej probki kontrolnej i repre-
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Rys. 1. Dwuwymiarowe mapy rozkladu wybranych pierwiastkéw uzyskane dla wybranej kontrolnej
probki istoty czarnej; na skali masa powierzchniowa w pg/cm’.
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Rys. 2. Dwuwymiarowe mapy rozktadu wybranych pierwiastkéw uzyskane dla probki istoty czarnej
pacjenta zmartego z PD; na skali masa powierzchniowa w pg/cm?.
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Analiza map pierwiastkowych tkanki istoty czarnej ujawnita topograficzne réznice w gro-
madzeniu si¢ zelaza i wapnia w probce reprezentujacej przypadek choroby Parkinsona.
W odréznieniu od probek kontrolnych i reprezentujacych wezesne stadium choroby, prob-
ka ta wykazywata silna, wielokrotnie wyzsza w pordwnaniu z komoérka nerwowa, akumu-
lacje Fe w niewielkich rozmiarow obszarach, ktérych niezidentyfikowano histopatolo-
gicznie. Zaobserwowane dla probki PD silne zwapnienie dotyczyto za to praktycznie
catego skanowanego obszaru tkanki.

Przeprowadzona analiza ilo$ciowa wykazata dla neuronow istoty czarnej z probki PD pod-
wyzszone masy powierzchniowe zelaza, wapnia 1 cynku w poréwnaniu z probkami kon-
trolnymi. Dla probek wczesnego stadium PD nie zaobserwowano ani topograficznych, ani
ilosciowych roznic w sktadzie pierwiastkowym tkanki istoty czarne;j.

Analiza statystyczna 7 wykorgystaniem technik WAW

Analizie statystycznej z wykorzystaniem technik WAW poddano $rednie masy powierz-
chniowe wybranych pierwiastkow w obszarze neuronéw istoty czarnej. Srednia wyzna-
czano dla obszaru neuronu o powierzchni 15 pm x 15 um. Wszystkie analizy prowadzono
dla zmiennych wystandaryzowanych.

Analiza klastrowa

Grupowanie obserwacji w klastry przeprowadzono, stosujac hierarchiczna metode Warda.
Wyniki aglomeracji uzyskane ta metoda, przy zastosowaniu kwadratu odlegtos$ci Euklide-
sowe] jako miary odlegtosci miedzy obserwacjami, przedstawiono w formie dendrogramu
narys. 3.
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Rys. 3. Dendrogram uzyskany dla neuronéw pochodzacych z probek istoty czarnej: kontrolne;j
(K1+K6), reprezentujacej przypadek PD (PD), oraz wczesne stadium choroby Parkinsona
(WwPD1+wPD2); metoda Warda; kwadrat odleglo$ci euklidesowe;.
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Wyniki analizy skupien potwierdzily statystyczna istotno$¢ réznic w sktadzie pierwiastko-
wym pomig¢dzy neuronami z probki reprezentujacej przypadek PD i grupa kontrolna.
Analiza ksztaltu dendrogramow nie wykazala natomiast wystgpowania roznic w zawartosci
wybranych pierwiastkow pomiedzy proébkami wczesnego stadium choroby Parkinsona
i probkami kontrolnymi.

Analiza dyskryminacyjna

Na wstepie analize dyskryminacyjna wykonano metoda standardowa, uwzgledniajaca
wszystkie zmienne pierwotne (badane pierwiastki). Z analizy wytaczono dane dla losowo
wybranej probki kontrolnej, ktore w dalszym etapie postuzylty do weryfikacji uzyskanego
modelu.

Przeprowadzona dla neurondw z istoty czarnej analiza dyskryminacyjna pozwolita wyod-
rebni¢ dwie istotne funkcje dyskryminacyjne. Standaryzowane wspotczynniki kanoniczne
tych funkcji pozwalaja scharakteryzowac probke (neuron) dwoma zmiennymi dyskrymi-
nacyjnymi zamiast dziewigcioma zmiennymi pierwotnymi (Srednie masy powierzchniowe
pierwiastkOw w neuronach).

Zastepujac pierwotne wspotrzedne obserwacji wspotrzednymi dyskryminacyjnymi, uzys-
kano wykres rozproszenia obiektow z podzialem na analizowane grupy, co przedstawiono
narys. 4.
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Rys. 4. Wykres rozproszenia obserwacji w przestrzeni zmiennych dyskryminacyjnych (wszystkie
zmienne uwzglednione w modelu).

W tabeli 1 zestawiono natomiast parametry shluzace do oceny istotnosci zmiennych
w modelu.
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Tabela 1. Parametry oceny istotnosci zmiennych w modelu.

Czastkowa A Wilksa Statystyka F-Fishera p-value

P 0,57 15,0 <0,01
S 0,93 1,6 0,21
Cl 0,59 13,8 <0,01
K 0,83 4,0 0,03
Ca 0,86 3,4 0,04
Fe 0,76 6,2 <0,01
Cu 0,77 5,8 <0,01
Zn 0,66 10,5 <0,01
Se 0,95 0,9 0,40

W oparciu o dane z tabeli 1 stwierdzono, ze najwigksze znaczenie w procesie dyskrymi-
nacji neurondw istoty czarnej reprezentujacych badane przypadki (kontrolne, choroby
Parkinsona i wczesnego stadium PD) maja nastepujace pierwiastki: P, CI, Fe, Cu i Zn. Dla
tych pierwiastkdw zaobserwowano najnizsze wartosci czastkowej A Wilksa, najwigksze
warto$ci statystyki testowej F-Fishera oraz najmniejsze 1 zawsze mniejsze od 0,01 wartosci
obserwowalnego poziomu istotnosci.

W dalszym etapie analiz¢ dyskryminacyjnag przeprowadzono dla zmiennych
wyodrebnionych jako istotne z punktu widzenia klasyfikacji obiektéw. Uzyskany dla tej
analizy wykres rozproszenia obserwacji w przestrzeni zmiennych dyskryminacyjnych
przedstawiono na rys. 5. Dodatkowo na rysunku tym zaznaczono wspoOtrzedne
dsykryminacyjne obliczone dla neurondéw ztestowej probki kontrolnej, co shuzylo
weryfikacji uzyskanego modelu.
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Rys. 5. Wykres rozproszenia obserwacji w przestrzeni zmiennych dyskryminacyjnych; zmienne
wlaczone do analizy: P, Cl, Fe, Cu, Zn; neurony z kontrolnej probki testowej oznaczone
kwadratami niewypetionymi.
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Pomimo usunigcia czgsci zmiennych z modelu obserwacje nalezace do trzech badanych
grup sa wciaz dobrze rozdzielone w przestrzeni zmiennych dyskryminacyjnych. Z kolei
wlasciwa klasyfikacja neurondéw z testowej probki kontrolnej wskazuje na poprawnos¢
uzyskanego modelu.

Whioski

Wyniki analizy skupien potwierdzily statystyczna istotno$¢ réznic w sktadzie pierwiastko-
wym pomig¢dzy neuronami parkinsonowskimi ireprezentujacymi przypadki kontrolne.
Analiza ksztaltu dendrogramow nie wykazala natomiast wystgpowania roznic w zawartosci
wybranych pierwiastkow pomiedzy proébkami wczesnego stadium choroby Parkinsona
1 prébkami kontrolnymi istoty czarne;j.

Przeprowadzona dla poszczegolnych struktur biologicznych analiza dyskryminacyjna
pozwolita wyodrebni¢ pierwiastki, ktorych znaczenie w réznicowaniu grup jest najwigksze.
W przypadku neurondw istoty czarnej byly to: P, Cl, Fe, Cui Zn.

Wykorzystujac analiz¢ dyskryminacyjna podjeto ponadto probg stworzenia modeli, ktore
moga by¢ pomocne w identyfikacji przypadku w oparciu o przeprowadzona dla probki
analiz¢ pierwiastkowa. Weryfikacja uzyskanych modeli przeprowadzona w oparciu o dane
uzyskane dla wybranych probek kontrolnych potwierdzita w wigkszosci przypadkow ich
skutecznosc.
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