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Wspélczesna biologia pelna jest -omdw
(czyli szczegdlowych baz danych):
genoméw, proteoméw, reguloméw etc.

Rekonstrukeja struktury 3D neuronu (tzw.

mesh) wraz z fragmentem obrazu
z mikroskopu elektronowego

Metoda segmentacji struktur 3D
neuronéw zostala zaproponowana w pracy
Michata Januszewskiego i in.
“High-precision automated reconstruction
of neurons with flood-filling networks”.
(Nature methods, 2018)

Jak stworzy¢ mape mézgu?
Dominik KRZEMINSKI*

W pazdzierniku ubieglego roku na lokladce magazynu Nature pojawita sie mucha.
Nie dla wszystkich moze to byé oczywiste, bo widzimy tam cos$, co wyglada jak
platanina niezliczonej ilosci kolorowych kabli; na czarnym tle przypomina raczej
wizualizacje zderzenia cial niebieskich, a nie organ tego niepozornego owada.
Tytul oglaszal zakoriczenie ambitnego projektu, ktéry pozwolit skonturowac
kompletna mape mézgu muszki owocowki z gatunku Drosophila melanogaster.
Dlaczego owad, ktérego z utrapieniem odganiamy od naszych jablek i bananéw,
zastuzyl na wyréznienie w prestizowym magazynie naukowym?

Wyjaénienie rozpoczniemy od banalnego stwierdzenia, ze aby nie zgubi¢ sie

w obcym miescie, dobrze jest mie¢ mape. Aby trafi¢ pod konkretny adres,
najlepiej, jesli mapa ta jest dobrze oznaczona. Analogicznie neuronaukowcy,
chcac zrozumieé szczegbdlowe dziatanie mézgu, potrzebuja dokladnej mapy

jego struktur. Typowy neuron w ludzkim moézgu ma okoto 12 mikrometréow
$rednicy, a komorek tych jest okolo 86 miliardéw, sprawa zatem nie jest prosta.
Tym bardziej, ze do tej pory jedyna kompletna mapa ukladu nerwowego
organizmu zywego pochodzita z malego robaczka C. elegans, ktéry ma dokladnie
302 neurony. Przeskok ilociowy wydaje sie zatem ogromny.

Naukowcy zainteresowali sie wiec wspomniana Drosophilg. Chociaz muszek
owocowek nie lubimy w naszej kuchni, okazuja si¢ one bardzo przydatne

w laboratorium biologicznym, szczegdlnie w badaniach genetycznych. Ich mdzg
liczy okolo 140000 neuronéw, co czyni problem istotnie trudnym, lecz nie
niemozliwym do zaatakowania przy uzyciu wspolczesnej technologii. Zrzeszeni
w konsorcjum badacze z oérodkéw Cambridge, Harvard, Princeton i Centrum
Badan Janelia zakasali rekawy i rozpoczeli intensywne prace w celu stworzenia,
przy wspdélpracy z kilkoma firmami, szczegétowej mapy neuronéw oraz ich
potlaczen; tak zwanego konektomu.

Wréémy do metafory mapy. Aby stworzy¢ od zera mape geograficzna, warto
zaczalé od topografii terenu, na przyklad zdjeé¢ satelitarnych. Zamiast satelity do
obrazowania neuronéw bedziemy potrzebowaé¢ mikroskopu elektronowego, dzigki
ktéremu mozemy uzyskaé obrazy o wysokiej rozdzielczosci. Dzialo elektronowe
wytwarza strumien ujemnie natladowanych czastek, ktore sa przyspieszane

i skupiane w waska wiazke. Dodatkowe soczewki magnetyczne skupiaja wiazke
elektronéw na prébee tkanki biologicznej. Na podstawie stopnia penetracji
elektronéw przez tkanke mozna stworzy¢ obraz organelli komoérkowych. Tkanke
trzeba wczeéniej odpowiednio przygotowaé: czesto przy uzyciu laseréw, ktére
precyzyjnie tna ja na ultracienkie fragmenty (o grubosci okoto 60 nanometréw).
Po przeskanowaniu roztacznych fragmentéw tkanek konieczna jest ich ponowna
integracja, czyli polaczenie w tréjwymiarowa strukture (czasem wymaga to
dodatkowego przeksztalcania obrazéw, np. skalowania czy $ciskania).

W kolejnym kroku na zdjeciach satelitarnych warto zaznaczy¢ poszczegdlne
obiekty, takie jak ulice, rzeki, budynki, tereny zielone. W przypadku konektomu
jestesmy gléwnie zainteresowani ksztaltem neuronéw oraz potaczeniami

miedzy nimi. Do efektywnej analizy olbrzymiego zbioru danych niezbedne sa
narzedzia sztucznej inteligencji, ktére pomagaja w szybkiej segmentacji struktur
neuronowych z obrazéw mikroskopowych poprzez identyfikacje granic tkanek

i rekonstrukcje tréojwymiarowych morfologii, tzw. ,szkieletow”. W szczegdlnosci
pomocny w tym procesie jest algorytm wypelniania konturowego (ang.
flood-filling) wspomagany przez konwolucyjne sieci neuronowe. Ta unikalna
architektura umozliwia sieciom neuronowym iteracyjne rozszerzanie
poszczegblnych fragmentow tkanek biologicznych w jednolite trojwymiarowe
obiekty. Inne algorytmy, réwniez oparte na sieciach konwolucyjnych, pozwalaja
w szybki i dokladny spos6b wykry¢ synapsy, czyli polaczenia pomiedzy
neuronami (biologicznymi), oraz zwiazane z nimi neuroprzekazniki (chemiczne
transmitery kontrolujace przesylanie informacji).
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https://www.nature.com/nature/volumes/634/issues/8032
https://www.biorxiv.org/content/biorxiv/early/2017/10/09/200675.full.pdf
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Obrys mézgu muszki owocoéwki

z zaznaczong rekonstrukcjg neuronu
wewnetrznego plata wzrokowego. Zrzut
ekranu z narzedzia Codex dostepnego na
flywire.ai

Aby film nagrany w standardzie 4K
zajmowal jeden zettabajt, musialby trwac
okolo 10 milionéw lat.

lakie jest
Zyci

W ostatnim etapie konstrukcji mapy wszystkie rozpoznane obiekty warto
opisa¢ lub innymi stowy zaanotowaé, tzn. nanies¢ poszczegdlne nazwy ulic,
parkéw, rzek. W neuronauce anotacje zapewniaja niezbedny kontekst do
interpretacji wzorcéw potaczen neuronalnych. Znajomosé typu komorki

i neuroprzekaznika neuronu pomaga badaczom zrozumieé¢ jego role w obwodach
neuronowych i funkcjonowaniu moézgu. Ogromna wiekszo$¢ anotacji, obejmujaca
okoto 100 tysiecy neuronéw, byta wykonywana manualnie przez mala grupe
ekspertow. Do opisu pozostalej czeéci neurondéw wykorzystano wlasciwosci
symetrii oraz modularnosci mézgu — struktury analogiczne do zaanotowanych
wczesniej latwiej bylo opisa¢ na podstawie dotychczasowej pracy. Przy
wykrywaniu tych podobienistw w budowie uzywano algorytméw dopasowywania
grafow, wyszukujacych takie przyporzadkowanie ich wierzchotkéw, ktére
optymalizuje zgodnoéé¢ krawedzi miedzy nimi. W tym przypadku wierzchotki
reprezentowaly neurony z dwoch obszaréw moézgu, a krawedzie okreslane

byly na podstawie liczby polaczen synaptycznych. Tak sformulowane zadanie
okazuje sie analogiczne do jednego z podstawowych probleméw optymalizacji
kombinatorycznej: problemu przypisania kwadratowego. Mimo ze jest to problem
NP-trudny, istnieja jednak efektywne rozwiazania przyblizone dla obu zagadnien,
ktoérych zastosowanie utatwilo prace ekspertom.

W rezultacie, poprzez kombinacje narzedzi biologicznych, informatycznych
oraz matematycznych, z sukcesem ukonczono projekt FlyWire, o ktérym
pisano w Nature, czyli najwieksza i najdoktadniejsza do tej pory mape mozgu.
Skrupulatnie zaanotowano 139 255 neuronéw organizmu zenskiego muszki
owocéwki, tworzacych razem ponad 50 milionéw potaczen synaptycznych.
Zestaw danych FlyWire zawiera dwa kluczowe zasoby: morfologie wszystkich
neuronéw i wykres sieciowy pokazujacy, w jaki sposéb tacza sie one ze soba.
Co najwazniejsze, projekt jest otwarto-zrodlowy, tzn. kazdy moze zobaczy¢
rezultat pracy naukowcoéw na stronie flywire.ail

Mapa ta przyda sie¢ w zrozumieniu funkcji struktur mézgowych u muszki
owocoéwki, z ktorych czesé ma odpowiedniki w moézgu ludzkim, a wypracowane
techniki obrazowania i anotacji pomoga przy tworzeniu map moézgu innych,
bardziej rozwinietych organizmoéw. Ostatecznym celem jest zbudowanie mapy
ludzkiego mézgu, do ktérej przechowania (przy precyzji takiej jak FlyWire),
jak si¢ szacuje, potrzeba bedzie zettabajtéw (przedrostek zetta oznacza 10%%)
pamieci!

Masowe mikrowymieranie

Pamietacie ,,Zaginiony swiat” Arthura Conana Doyle’a, o wyprawie grupy
naukowcow do plaskowyzu, na ktérym przetrwaly gatunki sprzed milionéw lat,
w tym dinozaury i ludzie pierwotni? Fikcja. A gdybym powiedziala, Ze jest takie
miejsce na Ziemi, gdzie zyja relikty z czaséw kredy?

W centralnej czeéci pustyni Chihuahua w Meksyku znajduje sie rezerwat Cuatro
Cienegas, co po hiszpansku oznacza ,cztery bagna”. Teren wyniesiony na 750 m
nad poziom morza otoczony jest wysokimi gérami. Z obrazu uzyskanego okiem
satelity z szaroburego tla wybija sie turkusowa wstazka. To oaza, miejsce
wielkiej réznorodnoéci biologicznej, z dtuga lista gatunkéw endemicznych.
Zrédla, strumienie, jeziorka, wysychajace okresowo laguny tworzg bezdoplywowy
system. Woda w nim jest wymagajaca dla zycia: uboga w chlorek sodu (NaCl),
ma w zasadzie niewykrywalne stezenia fosforanéw, jest za to bogata w magnez,
wapn, weglany i siarczany. W takiej wodzie nie rozwijaja sig¢ glony ani rosliny
wyzsze. W tych ekstremalnych warunkach podstawa sieci pokarmowej sa
mikroorganizmy.
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