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“Ogni ramo della scienza sembra che ci voglia ditrer®

che il mondo si regge su entita sottilissime, cgianpulsi
dei neuroni [..] Per I'informatica, € il softwarehe agisce sulle
macchine, che esistono in funzione del Softwdrésg..
macchine di ferro esistono, ma obbediscono aidniza peso”

(I.Calvino)
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Introduzione

Lo scopo principale di questo lavoro di tesi estammplementazione
di un plug-in, in linguaggio di programmazione Jaskze effettua la 3-
way PCA, tecnica statistica per I'’elaborazioneati chultivariati.

Il secondo obiettivo e stato quello di analizzéramite questa tecnica,
diverse tipologie di dati, in particolare ottenutiall’analisi
morfologica di neuroni, effettuata tramite un toopen-source
Ne.Mo, implementato in parte durante il lavoro di tegedalistica
dell'Ing. Lucia Billeci, in parte durante il miovaro di tesi triennale.
La 3-way PCA deriva dalla PCA, una tecnica moltdiazata nei
laboratori di biologia e medicina, perché perméttealisi di dati che
provengono dall’'osservazione di un certo numeraatiabili su un
certo numero di soggetti od oggetti. La differesostanziale tra le
due tecniche & che mentre la PCA viene applicatansumatrice di
dati bidimensionale, la 3-way PCA é pensata pestlaio di dati
raccolti allinterno di una matrice tridimensionaleCio e
particolarmente utile in molti studi di ricerca biedica: spesso,
infatti, le variabili sono misurate in un certo nerm di condizioni, per
cui &€ necessario aggiungere una terza dimensitamenaltrice di dati.
La caratteristica fondamentale della 3-way PCAgdtgpalla PCA ¢ la
capacita di analizzare le correlazioni tra le Jahasulle tre
dimensioni: infatti, un datamatrix tridimensionatetrebbe essere
analizzato anche applicando la PCA alle matricilbahsionali che lo
compongono, ma in questo modo si potrebbe giungerenclusioni

incomplete, se non addirittura errate. La 3-way P{@wece, proprio



per la sua capacita di correlazione delle variahilire dimensioni,
permette all'utente di giungere a conclusioni caetgkd esaustive.
Sono stati proposti negli anni diversi modelli divdy PCA. In questo
lavoro di tesi si e implementato il modello TuckecBe risulta essere
quello piu generale.

La scelta del Ilinguaggio di programmazione Java per
I'implementazione del plug-in & stata dettata @#iof che questo, cosi
strutturato, puo essere condiviso con la semprevgsiia comunita di
Image J.

Image J e un software per l'elaborazione digitadiledimmagini,
scritto in linguaggio di programmazione Java, elupgato dal
National Institute of Health (NIH) degli Stati UniE’ open-source
ed e disponibile per i maggiori sistemi operatMicrosoft, Mac OS
X e Linux. Inoltre, e progettato con wmpen-architecture quindi
permette ad ogni utente di caricare plug-in chetefdno molteplici
elaborazioni su immagini biomediche. L'utente diatpe J, dunque,
non e solo un fruitore del software: puo, infattipdificare i plug-in
gia esistenti per I'esecuzione di task desidenaéi,anche condividere
con la comunita gli algoritmi da lui implementd#. per questo che,
negli ultimi anni, Image J si € molto sviluppatoji@hendosi di tool
che effettuano le piu svariate operazioni.

In particolare, il software e prowvisto di numerogiug-in per
I'estrazioni di parametri morfologici da celluleurenali, non pero é
presente un algoritmo che permetta di interpregéiraverso la 3-way
PCA i risultati estratti dalle elaborazioni: da qliidea di
implementare la 3-way PCA come plug-in per Image J.

Sempre nell’ambito dell’analisi morfologica, esisbonumerosi altri
software, open-sourceo con licenza, che estraggono informazioni
quantitative da immagini ottenute al microscopi® ¢hppresentano
cellule neuronali.

L’'analisi  delle caratteristiche = morfologiche neuasbn e
particolarmente significativa se si analizza lo testadell’arte
riguardante le patologie e, piu in generale, leraltioni dello stato

fisiologico che portano a modificazioni della stand neuronale.



Infatti, gli studi, condotti su tessypiost-morteno in vivo tramite le
nuove tecniche dmagingnon invasivo, hanno dimostrato alterazioni
sia macroscopiche, come alterazioni del volume lbrale, che
microscopiche, riguardanti, quindi, la strutturdlalesingola cellula,
dall'area del soma alla lunghezza dei neuriti. &ntipolare, numerosi
studi confermano la presenza di alterazione dellarfoiogia
neuronale negli individui affetti da disordini nelogici, quali ritardi
mentali, malattie neurodegenerative o disordini.
L’implementazione di software per la caratteriznae morfologica e
la conta di neuronin vitro durante le prime fasi di sviluppo del
cervello € dunque di fondamentale importanza penete misure che
siano ripetibili e accurate in tempi ragionevolneehtevi.

| parametri comunemente usati per descrivere ldatogria di neuroni
in coltura sono la lunghezza totale dei neuritiniimero di neuriti
primari, il numero di ramificazioni e I'area dell@gione occupata
dall'intero corpo cellulare.

Non tutti i software reperibili in rete, pero, camdno analisi
complete ed esaustive: ci sono, infatti, molti tgpécializzati solo nel
pre-processing dellimmagine o solo nell’'analisi wha particolare
caratteristica della morfologia neurale, ad esenialcolo dell’area
del soma piuttosto che tracing dei neuriti. La forza di Ne.Mo.
rispetto agli altri tool disponibili in rete e chermette all’'utente di
effettuare con un unico programma tutte le operaziecessarie per
I'estrazione dei parametri morfologici e per la @meuronale,
organizzando automaticamente questi dati in unariceate
visualizzando attraverso dei grafici i risultatiestuti. Inoltre, rispetto
a tutti gli altri software valutati, Ne.Mo. permettli analizzare i dati
anche con tecniche di analisi multivariata, trartat8-way PCA.

Il presente lavoro di tesi si e articolato in dasif Inizialmente ci si €
occupati deldebugdel tool Ne.Mo., che e stato implementato, in
ambiente Matlab, in parte durante il lavoro di tegecialistica
dell'Ing. Lucia Billeci e in parte durante il miavoro di tesi triennale.
Inoltre, si sono aggiunti Help in linea e finestée dialogo con

I'utente, in modo da rendere il software il piger-friendlypossibile:



cio é di fondamentale importanza, essendo essmdtst laboratori
biologici, in cui non e garantita la presenza dermgpori con buone
conoscenze informatiche. Una volta controllatadaetta funzionalita
delle varie interfacce grafiche, con i relativi tedi che lo

compongono, si € proceduto con la compilazionecddice, in modo
da ottenere un file eseguibile. In questo modoMse . utilizzabile

anche su computer sprovvisto della licenza MathWohkfine, si é
proceduto con la registrazione il software, comli diritti morali e

non di utilizzazione economica, con il nome NEMOEuWon

MOrphological Analysis Tool 1.0

La seconda fase del lavoro & quella piu consistentestituisce la
parte centrale della tesi. Si é infatti implememtaiome gia ribadito
precedentemente, un plug-in in linguaggio di progrezione Java
che permette di elaborare dati multivariati.

Gli algoritmi che effettuano la 3-way PCA erano g#iati

implementati, da Leardi e collaboratori, in ambéMatlab. E’ stato
quindi necessario effettuare un’operazione di ‘iradne” da un
linguaggio di programmazione a un altro, tenendmtaodelle

differenze sostanziali tra i due. Matlab &, infatin ambiente di
calcolo numerico, che manipola fondamentalmenteiongMatlab e

I'acronimo di MAtrix LABoratory): per questo sono disposizione
del programmatore le piu comuni operazioni matiijctdtre ad essere
disponibili tool a supporto dei piu disparati cangi studio; al

contrario, Java € un linguaggio di programmaziomnentato agli

oggetti, e fornisce la possibilita al programmatdieimplementare
metodi per la creazione di costrutti di cui invedatlab dispone
nativamente: in Java, infatti, sono disponibili $ele operazioni
algebriche.

Per testare l'effettiva validita del plug-in implentato, si sono
analizzati sia con lo script in Java che con quilldatlab quattro
matrici di dati, verificando che i risultati otteinu fossero
effettivamente gli stessi.

Le prime tre matrici di dati raccoglievano al lormterno

caratteristiche morfologiche di neuroni in coltulae prime due



matrici sono state ottenute analizzando immagietiule di Purkinje
estratte da topi wild-type e da modelli di autisemdotografate in
diversi giorni di coltura, mentre la terza e stati@nuta fotografando
neuroni fissati provenienti da slice a diverse pnalita di claustro,
sottile lamina di sostanza grigia situata nellaexmia dell’insula.

Per sottolineare, infine, come questo tipo di anahultivariata si
possa utilizzare nei piu disparati campi di ricersiasono analizzati
datamatrix non solo riguardanti I'analisi morfologineuronale, ma in
particolare una matrice contenente dati relatila & vitalita di tre
diverse colture cellulari (epatociti —C3A-, cell@adoteliali -HUVECc-
e cellule epiteliali intestinali —CACO-2-) esposta diverse

concentrazioni di nanoparticelle tossiche.



Capitolo 1

Strumenti software
per I'analisi morfologica

di cellule neuronali

La forma, la struttura e la connettivita neuronaeno aspetti
fondamentali per la comprensione della funzionevosa. Numerosi
studi confermano la presenza di alterazione dellarfoiogia
neuronale negli individui affetti da disordini nelogici, quali ritardi
mentali, malattie neurodegenerative o disordiniclpsitrici Lin e

Koleske 2010). Studi in vitro e modelli animali sono langente
utilizzati per condurre questo particolare tipo dcerca sui
meccanismi molecolari alla base delle malattieeaVello Groffen et

al., 2010;Jockusch et al, 2007;Kawabe et al, 2010;Priller et al.,

2007).

Poter quantificare in maniera consistente i difiéireaspetti della
morfologia neuronale e di vitale importanza peemn¢re informazioni
sui pathwayalla base dei meccanismi patogeni. Fino a pochi fn
'analisi morfologica su immagini ottenute al misoopio era
effettuata manualmente. Ci0 risultava essere mdéborioso,
soprattutto quando erano richieste misure particolaome la
caratterizzazione dell'albero dendritico, e moltesspeéndioso, in
termini di tempo e risorse umane. A cio si aggimag diminuzione

del livello di riproducibilita della misura, dovutalla differenza nel



valore delle grandezze quando venivano effettuatengsurazioni, sia
da parte di due operatori diversi, sia dello stegseratore in tempi
diversi. Per questo motivo, negli ultimi venti asono stati sviluppati
vari tool in grado di analizzare le caratteristigherfologiche delle
cellule neuronali attraverso ifiage processing | parametri
comunemente usati per descrivere la morfologiaedrani in coltura
sono la lunghezza totale dei neuriti, il numeronduriti primari, il
numero di ramificazioni e l'area della regione quaia dall'intero
corpo cellulare. A questi si aggiungono parametdosidari, come la
polaritd, misura dell’estensione assonale relater@m a quella
dendritica. Esistono poi grandezze specifiche parii tipi neuronali,
come ad esempio la curvatura dei neuriti.

In questo capitolo si descriveranno tool che affgib l'analisi
morfologica a partire da immagini di neuroni ottenal microscopio
o tramite MRI. Ce ne sono diversi attualmente dudpidi in rete: si e
operata una scelta, descrivendo solo i software ginagente
utilizzati negli articoli piu recenti. Attenzioneaggiore € stata data ad
ImageJ, software open - source distribuito gratugiate, che da
qualche anno é divenuto uno dei programmi piu 2zdii nei
laboratori mondiali. Dei toobpen-sourcedi cui € spesso disponibile
anche il codice sorgente, si analizzeranno piu dhettaglio gli
algoritmi che permettono processinge I'analisi; cio non e possibile
per quelli che richiedono I'utilizzo di una licendze notizie riportate
sono state reperite sia da paper che dai manuabahure tecniche.
Non tutti i software effettuano lo stesso tipo dnakbsi: si
descriveranno tool per il solo riconoscimento @ditlero dendritico,
ma anche di altri che effettuano solo image praoogsge analisi
morfometrica. Si cerchera di operare un confromgoitvari tool,

sottolineandone analogie e differenze.

1.1 Neurolucida [1][2][3]

Il sistema piu comunemente usato per bitain mapping la
ricostruzione neuronale e [l'analisi morfometrica ile package

commerciale Neurolucida (MicroBrightField, Willisip VT), scritto



in linguaggio C. La prima versione risale oram&Gaanni fa, ma ha
continuato ad evolversi nel tempo, diventandogdld standard
internazionale nel campo della neuroscienza cedull’interfaccia
user-friendly (Fig. 1) permette di ottenere ristilia poco tempo,
acquisendo dati e ricostruendo lintera estensioraronale delle
regioni cerebrali volute. Inoltre, permette analisiorfologiche
guantitative, presentate sia attraverso grafiei,ssi foglio elettronico
in formato compatibile con Excel. Infine, eseguepibcessing di
immagini acquisite in vari modi, dal microscopiacnéacale alla MRI.

PR MR R e T R O
Il B @, | cann PRl S ol cBFLpARTRRION, BeEl. 000k aaFu,
cdRNFEERCfE VYR TIETH, B IogRaN,

-
.
&
»
=
-
*
]
-
-
.
L]
.
=
o
L
L
.
-
*
-
&
-
-
-
L3
L]
-
.'
*
-
&
-
Ed
*
» Y
e -
-
=
=
-
a
+
=

TS

- ' " . 1 -
Y0 NG VA i DR Dot Pl

Fig. 1 Interfaccia Grafica di Neurolucida

Neurolucida permette di:

e Tracciare neuroni, identificando bottoni sinaptiel spine
dendritiche: cid0 permette anche una loro classifmse. Tale
operazione e fatta automaticamente attraversodiuecdutoneuron

* Eseguire utmappinganatomico, attraverso vari tipi giarkerper
I'identificazione di particolari tipi di struttuneel cervello;

« Effettuare llmage processingche permette di correggere le

anomalie del background delle immagini, dovuteiradigolarita di



illuminazione, di utilizzare filtri che permettonkottenimento dei
contorni degli oggetti, si riconoscerli automatiecate e di
migliorarne del contrasto;

* Eseguire l'analisi morfologica dell'albero dendrdj ricavando
parametri quali la lunghezza dei dendriti, il laromero, I'angolo di
ramificazione o la distribuzione delle spine detichie o dei bottoni
sinaptici. Effettua inoltra I'analisi di Sholl eahalisi di tipo statistico
per I'ottenimento del dendrogramma,

» Eseguire l'analisi su vari tipi cellulari, non nesariamente
neuroni, per ottenere informazioni sulla forma besgrandezza,;

- Effettuare la conta cellulare, basato su tecnicteeeslogiche
design-basedcioé metodi per il riconoscimento di forme norsdta
sulle proprieta geometriche degli oggetti studigicniche model-
based sorgenti di errori sistematici), ma i cui schesono definitia
priori.

*  Visualizzare le strutture in tre dimensioni;

La precisione nella ricostruzione dendritica e melppinganatomico
e di 0.5um.

Oltre al software, nompen-sourcee ai vari moduli estensivi dello
stesso (comeAutoneuron citato precedentemente, lmage Stack
Module che opera satackdi immagini ottenute tramite microscopia
confocale), la MicroBrightField offre una fotocaraedigitale o una
videocamera a cattura di frame, un sistema per éasen a fuoco
automatica, una workstation e hardware specializat determinati
compiti, ad esempio filtri, sistema di illuminazered encoder per
stabilire la coordinata z.

Neurolucida e umpackagecompleto, ma puo essere utilizzato solo sul
sistema operativo Microsoft Windows. Altro fattocthe fa desistere
dall'utilizzo in molti laboratori interessati allacostruzione digitale

della morfologia neuronale € il costo considerevole

1.2 Syn-D [4]
Syn-D, anagramma dBynapse Detection, € un programma che

effettua I'analisi automatica della morfologia newale. Ha



un’interfaccia grafica intuitiva (Fig. 2), che puessere quindi
utilizzata anche da operatori con poche conoscerfpematiche. Il
programma, implementato in ambiente Matlab e utlle
indipendentemente in Windows e MacOS, é distribgitduitamente.
Syn-D, data un’immagine ottenuta fotografando neufluorescenti
in coltura, riconosce in modo automatico soma, deral sinapsi, e
guantifica parametri come la lunghezza dei dendritinumero delle
sinapsi, effettua l'analisi di Sholl per ottenemformazioni sulla
struttura dell’albero dendritico, localizza le gisg riporta I'area del
soma. Infine, quantifica l'intensita della fluoresza della sinapsi,
riporta numero, dimensione, posizione e densitandlti organelli
cellulari, ad esempio lisosomi, e pud essere upatoeffettuare la

conta dei neuroni iBlicedi cervello, fissate o non.

% Figure 1: SynD - Synapse Detection
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Fig.2 Interfaccia Grafica di Syn-D

La procedura ddetectione processinge schematizzabile in cinque
step:

¢ Caricamento dellimmagine

L’'utente seleziona un’immagine a colori e specificaguale dei tre

canali (R, G o B) e contenuta l'informazione maoofgica, tenendo

+ B

Synapse “Ex;
o

R G W

([T .

IR
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conto della colorazione della coltura. A secondd temato
dellimmagine, & necessario specificare manualmemnteneno la
dimensione di un singolo pixel.

* Riconoscimento del soma

Utilizzando un filtro passa-basso, in particolare filtro di Wiener
adattativo, si riduce il rumore di background deithagine,
assumendo che questo sia di tipo gaussiano. Carpenazione di
sogliatura, si ottiene un’immagine binaria, a sfondero con |l
neurone ben in evidenza in bianco. Con un’operazionrfologica di
opening, utilizzando utkernel di opportune dimensioni, si riesce a
separare il soma dai neuriti.

* Riconoscimento dei neuriti

| neuriti sono riconoscibili visivamente perchécoindano il soma a
creare una struttura ramificata, piu luminosa tispallo sfondo
scuro. Per lidentificazione di tale struttura, wilizzano dei filtri,
implementati attraverso opportuni comandi Matlatgsdii sulle
derivate di ordine superiore della gaussiana Glicgip allimmagine
f:

fij = -(FGy)
con
2
G =€
0,0

in cui il simbolo * indica la convoluzione spaaak gli indiciie jle
direzioni x e y rispettivamente. Si utilizzano, g, gli autovalori e
gli autovettori della matrice Hessiana H,

[T Ty
H [ fyx fny
per calcolare un’opportuna funzione costo, chep datixel B, tiene
conto in maniera ponderata sia della similaritalérantensita di tale
pixel con gli adiacenti, sia della similarita teadirezione del vettore
che collega il P a quello precedentemente considerato e la direzion
media della ramificazione intorno alj.PL’algoritmo parte da un

punto, detto “seme”, e calcola la funzione costo pati i pixel

nell’intorno. | pixel la cui intensita e al di sottlella soglia stabilita

-11 -



dalla funzione costo sono considerati appartenaidi struttura dei

neuriti. Questa procedura € iterata fino a che'imeiagine non ci

saranno piu pixel che soddisfano questa condizidter. quanto

riguarda i neuriti piu sottili, diversamente da Meng che propone
un riconoscimento di tipo manuale, Syn-D, parteddlosoma, include
pixel alla struttura neurale fino a che la funziaoesto € minore di una
soglia, imposta uguale a 0.9. Cio permette di ayggpee alla struttura
I neuriti piu sottili, ma non rumore o regioni s@urA causa delle
successive elaborazioni sullimmagine, e possibiie i neuriti non

siano tutti collegati al soma a formare [linterab@izzazione

dendritica: Syn-D automaticamente connette i \amir

* Riconoscimento della sinapsi

Le sinapsi si presentano come delle regioni pitarehiall'interno

dellimmagine. Tramite un’operazione di sogliatugyn-D considera
appartenenti alla sinapsi i pixel il cui valoreidiensita € maggiore
della somma tra la media delle intensita dei ptel canale delle
sinapsi e la deviazione standard del pixel conatderConsiderando
pero che fisiologicamente le sinapsi si sviluppamgrossimita dei
dendriti, verranno escluse dal set di strutturevate quelle troppo
distanti dai questi, come anche verranno esclugermepiu piccole di

0.35 um?. Nel caso in cui ci siano cluster di sinapsi, &essario
identificare le singole strutture. Il programma ozerall’interno

dell'immagine regioni sinaptiche caratterizzate I'daére un’unica
intensita locale massima. Queste vengono usatecepsiruire il

cosiddettokernel sinaptico, che permette di identificare le sinagsi
una ad una, operando una deconvoluzione tra I'inmeag I'elemento
stesso.

+ Analisi dei dati

In quest’ultimo step sono calcolati vari parametarfologici.

Per il calcolo della lunghezza dei dendriti, € segio ottenere lo
scheletro dellimmagine, cioé la riduzione delleutttira neuronale a
linee di spessore un pixel.

Il numero delle sinapsi presenti nellimmagine éotto tramite la

deconvoluzione descritta nello step precedente.

-12 -



Per quantificare I'arborizzazioni denditrica, SyniBiplementa in
metodo di Sholl, costruendo automaticamente dehceoncentrici di
raggio sempre crescente, centrati sul soma. llhaengiu piccolo ha
raggio uguale al raggio maggiore del soma, appragsi a un’ellisse.
Syn-D inoltre riporta le coordinate dei centri dgnd sinapsi, e
costruisce un istogramma in cui riporta il numercsidapsi tra due
cerchi di Sholl consecutivi. Si riporta anche unigura dell'intensita
della fluorescenza all'interno delle sinapsi indivate, anche
considerando i tre canali, rosso, blu e verde sé@arente,
comparandone infine le misure medie.

Infine, il programma calcola area e lunghezza dggio minimo e
massimo del soma.

Syn-D €& un tool molto potente per l'analisi dellaorplogia
neuronale: e efficiente dal punto di vista del temqecessario ad
ottenere i dati, ed essendo totalmente automabizeah € soggetto a

bias e ad errori umani.

1.3 Image J [5]

Image J (Fig. 3) € un software per I'elaboraziongitale delle
Immagini, scritto in linguaggio di programmaziore/d, e sviluppato
dal National Institute of Health(NIH) degli Stati Uniti. E’ open
source, ed é disponibile per i tre maggiori sistep@rativi, Windows,
Mac OS X e Linux.

Puo elaborare immagini di vario tipo, e salvataliwversi formati, tra
cui TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM e FITS.

E’ un software progettato con unopen-architecturgpermette, quindi,
ad ogni utente di caricare tool che effettuanoipaleri operazioni. E’
per questo che, negli ultimi anni, ImageJ si & mdviluppato,
arricchendosi di plug-in che eseguono le piu st&raperazioni, dal
semplice processing delle immagini, quali la sdgla o Il
miglioramento del contrato, a operazioni complesseali la
ricostruzione in 3D a partire ddackdi immagini.

Come sottolineato dR. Stallman (1986), un utente di ImageJ ha la
liberta di:

-13 -



e utilizzare i programmi scaricabili sul sito di In@hper qualsiasi
tipo di studio;

e studiare gli algoritmi che compongono il programma,
modificandoli per eseguire il task desiderato;

» condividere le modifiche con gli altri utenti;

. ImageJ
File Edit Image Process Analze Pluging Window Help

Dew
=

/] 4]a] |

N Ala o] 2]

I8 oz|o|<] 4]+
Text tool

Fig. 3 Interfaccia di Image J

In Image J, & possibile trovare vari tool che petome di effettuare la
ricostruzione neuronale e\o I'analisi morfologiganduroni:

. Neuron J

*  NeuriteTracer

*  Neurphology J

*  NeuronMetrics

e Sholl Analysis

. FracLac

e Neuron_Morpho

*  Cell counter

che si esamineranno nel dettaglio.

1.3.1 Neurond [6][7]

Neurond (Fig. 4) € un plug-in di Image J, quindicétto in linguaggio
di programmazione Java ed e distribuito gratuitdamenE’
un’applicazione pensata per immagini in 2D in sadilagrigio o a
colori.

L'idea alla base del software sta nella necessitaawére uno
strumento che, in modo riproducibile e accuratormattesse di
individuare i neuriti in un’immagine rappresentarieuroni in
fluorescenza in coltura. Poiché le procedure dilishga e di

scheletrizzazione, usate in molti dei software néflein rete, non
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sono affidabili nel ricostruire la struttura neuats (dipendono molto,
infatti, dalla qualitd dellimmagine di partenzagi, sono sviluppati
metodi alternativi, documentati in letteratura, peiconoscimento dei

neuriti.

(51

File Edit Image Process Analhze Plugins Window Help
Digl|E 7%=~/ meEe Al
Meurond (C) Erk Meijering

=i

File Edit Font

Image  [Cluster |Type |Count [Sum Len [um] [Mean Len [pm] |50 Len fpr] [Min Len [um] [Max Len [um]
B oyites A All 4 1741487 293 544 103.3229 168561 PR EL

neurites Al Azon 1 416,93 416,931 Mat 416,931 416,97

neurites Al Secondary 2 438 581 219 291 71.743 168 561 270.02

neurites Al Tertiary 1 318624 118684 ak 318684 218684

4]

Fig. 4 Interfaccia grafica Neuron J

[l riconoscimento dei neuriti in Neuron J consistelue fasi:
Detectionphase, in cui ad ogni pixel & assegnato un valutEante
la probabilita che sia appartenente ad un neuffe.uno step
completamente automatico.

Tracingphase, in cui i pixel consecutivi che con prob#bifhaggiore
rispetto ad altri costituiscono il neurite sonolegati a formare la
struttura finale. In questo step, & necessaritefirento dell'utente.
Nellimplementazione dell'algoritmo, si utlizza operazione di
convoluzione tra I'immagine e la derivata secondaud kernel
gaussiano. Matematicamente, quindi, data un’imneagine una

gaussiana normalizzata G, I'operazione eseguita sar
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fij(x) = (FGy)(x)
con

520

&18)

Gij(xj =

E’ lo stesso procedimento utilizzato in un altréware, Syn-D, di cui
si parlera in seguito. La differenza tra i duewsafie € nella matrice da
cui si ottengono autovalori e auto vettori, che NeuronJ non e la
semplice Hessiana:

_ [ fota*f, @-a)* nyJ

-a*f, f,+a*f,

in cuia € un parametro che da risultati ottimali se fissa-1/3.
Basandosi sul valore degli autovalori, I'algoritaesegna ad ogni
pixel del’'immagine un indice della probabilita cheesto sia
appartenente al neurite, in accordo con la segdentaila:

(%) =¥se/1(x) <0

min
pP(X) =0sed(x) =0
in cui A & l'autovalore del pixel in posizione xMa, € l'autovalore
minore tra tutti i pixel. Inoltre, I'algoritmo pewgni pixel calcola il
parametro v, indice dell'orientamento della ranafimne del neurite,
come rapporto tra l'autovettore corrispondente @l piccolo
autovalore, preso in valore assoluto.
La funzione costo utilizzata in Neuron J per deadse il pixel y e
connesso al pixel x e:
Cxy)=y*C,()+A-N*C,(xY)
con

C,(y)=1-p(y)

C,(x.Y) =§* W= g%, y) +I- Ay, 9]

con y parametro, che pud assumere valori compresi tra 0,
determinante il peso che i due addendi nel caldo® (x, y), ee(X, Y)
= [vO)-y)/(Jly-x|])|, che rappresenta il vettomnessione tra i due

pixel.
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Il metodo implementato in Neuron J per il riconosento dei neuriti €
basato sullosservazione delle immagini delle ¢elia fluorescenza
in colture bidimensionali: queste appaiono comatttre allungate e
chiare, al contrario dello sfondo, scuro e affeda rumore.
Rappresentando I'immagine a livelli di grigio, ikurite si mostra
come una struttura composta fondamentalmente ek liche sono ben
rivelate con operatori che implementano la derigatzonda.

L'utente seleziona un pixel di partenza apparteneat neurite, e
I'algoritmo cerca il percorso ottimale, ossia qoetlon funzione di
costo minima, e tra il punto selezionato e gli ofonti che lo
circondano. Il processo e iterato fino a che neit@osciuto I'intero
neurite, e puo essere ripetuto per anche per pittnéel caso in cui
I'utente non e pienamente soddisfatto del risultdtenuto, € possibile
riconoscere la struttura anche manualmente. Dat@uesgtodo é
possibile ricavare, in maniera semplice, la lunghedei neuriti, e il
numero di soma presenti nellimmagine. Uno deitiiell’algoritmo
e che non presenta nessun altro tipo di operazammae ad esempio
una quantificazione della grandezza del soma eedul

I metodo semiautomatico di ricostruzione dellaigtra neuronale e
valido in termini di riproducibilita e tempisticheE’ un plug-in
dedicato solo alla ricostruzione delle immagininneffettua quindi

una rigorosa analisi morfologica.

1.3.2 Neurite Tracer [8][9]

NeuriteTracer € un plug-in di ImageJ che esegtrading neuronale.
A differenza di NeuronJ, [lalgoritmo minimizza ltiervento
dell'utente, pur mantenendone l'accuratezza nellitdicazione della
struttura neuronale. Opera su immagini in 2D, aitentramite
microscopia e rappresentanti neuroni in colturaalddritmo ha
bisogno di due immagini distinte: una ottenuta ¢caado I'intero
neurone, e l'altra acquisita con uno specificarker per il soma. Le
prime fasi di elaborazione, fatte con strumenti igiplementati in
ImageJ, sono comune a entrambi i tipi di fotografiafatti, le
immagini sono dapprima pre-elaborate, per ottimizzaniformita
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dell'illuminazione e il contrasto, poi sono resendmie attraverso
un’'operazione di sogliatura, e sono ripulite, ti@miopportune
operazioni morfologiche, da oggetti non rilevanter pl'analisi

dell'albero dendritico. Infine, si identificano iixel presenti nella
prima e nella seconda immagine. A questo puntoeff@ttuano
elaborazioni specifiche. Eseguendo una sottrazi@epixel bianchi
nella prima e nella seconda immagine, si ottiena figura binaria
rappresentante i soli neuriti: scheletrizzandoiagfettua il tracing

neuronale. Infine, partendo dallimmagine raffiguea solo i soma
cellulari, si esegue la conta con uno specificoortigno. A questo
punto, NeuriteTracer automaticamente crea unthtein cui riporta il

numero di soma (ma non la dimensione degli stepsdsenti
nell'immagine, e la lunghezza dei neuriti.

Il tool ricostruisce in maniera fedele e dettagliata leutstra

dell'albero dendritico (utilizzando le stesse deljuelaborate con
Neurite Tracer e Neurond, si ottengono risultathparabili [9]) ma
non permette il calcolo di tutti i parametri ne@sper un’analisi

completa della morfologia neuronale.

1.3.3 Neurphology J [10]

Neurphology J (Fig. 5) € un metodo implementato fink di
quantificare la morfologia neuronale in immagini .2Dalgoritmo
cerca di:

Minimizzare l'intervento dell'utente;

Rendere [l'algoritmo piu conveniente rispetto a MNedr e
NeuriteTracer, gia presenti in ImageJ;

Massimizzare la velocita di esecuzione;

Massimizzare I'accuratezza dell'esecuzionetdding e delle misure;
Ottenere un algoritmo affidabile e sicuro.

L’algoritmo consiste di cinque parti, una di mighmento della
qualita dellimmagine, per renderla idonea alle cassive
elaborazioni, e le altre quattro di quantificazionerfologica:

Image Processingcostituito da piu operazioni che aumentano il

rapporto segnale-rumore, in modo da poter calcqlardéacilmente la
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soglia necessaria a rendere I'immagine binariau égesto tipo di
iImmagine, infatti, che si basa l'estrazione deiapagtri morfologici.

Per migliorare la qualita dellimmagine si effettilarilevamento

contorni, la correzione del background, in modo rdaderlo piu

uniforme, e la selezione dei pixel in base all@ lmtensita. A questo
punto, il software calcola automaticamente la sogle permettera
allimmagine a livelli di grigio di diventare immage binaria,

evidenziando la cellula in bianco, rispetto allorgfo scuro.

|

Tacten background l

analyzed image

engded neurife

attac hmeent point) aroded stem

Fig. 5 Schema dei principali step eseguiti da NieolqgyJ
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Estrazione e quantificazione del sorman un’operazione morfologica

di apertura, si isola il soma. In questo modo,tseee un'immagine a
sfondo nero, con un oggetto bianco di forma appredsile ad
un’ellisse, rappresentante il soma.

Estrazione e gquantificazione della lunghezza deiriie dopo aver

eliminato i pixel non interessanti dal punto dstai dell’analisi che si
vuole condurre, allimmagine scheletrizzata vieottratta I'immagine
rappresentante il solo soma: il risultato sareola struttura neuritica.
La lunghezza totale di dendriti e assoni € quanatifi contando il
numero di pixel nell'immagine.

Identificazione dei punti di adesione dei neutits@ma si esegue una

serie di operazioni che permettono di ottenerenumagine con dei
“tip”, cioé dei punti che identificano la posizione punn cui il
neurite € connesso al soma. Con un’operazione togita di
dilatazione sull'immagine che rappresenta il sama, si aumentano
le dimensioni di quest’ultimo. L'immagine risultané combinata con
lo scheletro del neurone attraverso un AND logiapefazione
possibile perché entrambe le immagini sono binaAejuesto punto,
si ottiene una struttura formata da linee di spesam pixel in
corrispondenza del soma. Infine, si opera una aotine tra
'immagine ed essa stessa, previa erosione: l'atetterra la figura
richiesta.

Identificazione dell’estremita dei neuritisi esegue una serie di

operazioni che permettono di ottenere un’immagine a@ei ‘tip” che
identificano la posizione dell’estremita del nearpiu lontana dal
soma. Per ottenerla, si esegue dapprima una Zotie tra
'immagine rappresentante i neuriti, ottenuta netgp precedenti, e la
stessa immagine previa erosione. Infine, si sotmd@mmagine
ottenuta quella rappresentante i soli neuriti.

| risultati che si ottengono sono comparabili allijae NeuronJ, ma il
procedimento € completamente automatico, e, diadunghezza dei
neuriti e alla quantificazione del numero di someespnti in
un'immagine, NeurphologyJ quantifica I'area del sorstesso, e
localizza la posizione delle estremita prossimalistali dei neuriti.
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1.3.4 NeuronMetrics [11]

Scritto come modulo di ImageJ, NeuronMetrics € ofiware per
I'analisi quantitativa semi-automatica di immagmi2D di neuroni in
coltura. NeuronMetrics, infatti, esegue operaziemi immagini a
livelli di grigio a 8 0 16 bit ad alto contrastaoaiduce i tempi dpre-
processing Tuttavia, € comunque necessaria una elaborazione
dellimmagine, al fine di ottenere lo scheletro llexggetti in essa
rappresentati. L'utente, tramite la finestreSaitup indica la locazione
della cartella contenente le immagini da elaboeal@ dimensione dei
pixel, dopodiché si procede con l'analisi vera eppia. Il tool elabora
automaticamente tutte le immagini presenti nelltéetia selezionata. |
moduli principali del software, interessanti dal npu di vista
dell'elaborazione, sono quattro (Fig. 6):

Neuron & Cell Body € costituito a sua volta da quattro moduli, che

permettono all’'utente di “ritagliare” la regionelldexmagine in cui
presente il neurone da elaboraxe@ron RO), di rimuovere eventuale
rumore (Noise ROI¥} di osservare in modo sequenziale le immagini

presenti nella cartella selezionata
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NeuronMetrics

Meuron Folder
Scale
Signal
uniform ar
Setup” non-uniform or
individual
Moise ROIs
Length Corraction
Folarity Index
Territory
Meuron ROI®
v '
MNeuron & [Moise ROIs™]
Cell Body i
Click Cell Body ™
+
Cell Body ROI

¥ Skeletonize Neuron
[lndma:lual uniformity ™1
Skeletonize
& Improve Imprmm Skeleton
fill gaps, remove

l disconnected noise

[Length Correction®]

[Dammant Neurite™]

# primary neurites,
remove call body
skelaton, total length,

branch # estimate,
Measure Skelatnn [Polarity Index],

final skalston

[Palygon]
territory

Fig. 6 Schema degli step da effettuare durantéizzo di NeuronMetrics

nel Setup dall’'utente, selezionando in ognuna, womrlick, 'oggetto
interessante dal punto di vista della successigboghzione Click
Cell Body. E’ necessaria una rappresentazione approssendgV
perimetro del soma cellulare, in modo da escludepexel che lo
costituiscono dal conteggio della lunghezza totdei neuriti.
NeuronMetrics utilizza un algoritmo di sottrazion®, modo da
ottenere un’immagine in cui la cellula & descrit#apixel con lo stesso
valore di grigio, seguito da un filtro di Sobel plericonoscimento dei
contorni del neurone. Con lo strumenteahd di ImageJ, ottengo |l

perimetro della cellula.



Skeletonize & Improvecon cui si ottiene I'immagine rappresentante

lo scheletro del neurone. Il processo € completéenamomatico, per
tutte le immagini contenute nella cartella seleatannel Setup.
L’'immagine ha bisogno di un praocessing eseguito dall’'utente in
maniera empirica. Il risultato € utilizzato per ane due tipi di
immagine: quella binaria, tramite un’operazione sdgliatura, che
mostra in modo chiaro i neuriti, il soma e i puditibiforcazione, e
quella laplaciana, che mette in evidenza ancheurithgiu piccoli.
Queste due immagini sono fuse insieme con un opporalgoritmo
di merge e il risultato e scheletrizzato. Si tratta, iralta, di una
scheletrizzazione preliminare: il neurone € rapgmego da linee di
spessore un pixel, ma contiene spesso ancora mekrey dovuto per
la maggior parte a oggetti non interessanti daltgudi vista
dell'analisi morfologica. E’ necessario, quindi,alebrare ancora
'immagine, eliminando il rumore e il soma dallohstetro, e
connettendo i neuriti che a causa del processiaglitacquisizione
risultano distaccati.

L’algoritmo di connessione utilizza tre grandezzep&icamente
determinate, dette rispettivamengap distance extend distancee
maximum deviationDato un pixel p all’estremita dalle curvae un
pixel q all'estremita della curvg,cautomaticamente viene disegnata
una linea retta di spessore un pixel che collega)se la distanza tra i
due € minore di un certo valore, detfap distancela linea retta e
estesa oltre i punti p e q di una lunghezza périestend distangde
cui estremita sono p’ e . Se la distanza minimagpt e g etra q’ e
C; € minore dellamaximum deviationc; e ¢ sono considerati
appartenenti o stesso oggetto, e sono quindi cenrt€sprevisto un
“close test” per verificare che effettivamente isin® connessi tutti i
neuriti appartenenti alla stessa struttura neueonal

Applicato I'algoritmo di connessione, tutto cio chen & connesso
allo scheletro e eliminato perché considerato remarquesto punto,

si ottiene lo scheletro idoneo alle successiveostioni.
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Measure Skeletoncalcola parametrici morfologici, quali lunghezza

totale dei neuriti, numeri di ramificazioni, numegoneuriti primari e

area della superficie occupata dalla cellula.

Per quanto riguarda la lunghezza dell'albero nieorit questa e
calcolata partendo dagli apici di ogni neurite @i e spostandosi

lungo la struttura cellulare, assegnando valoreatini agli step

compiuti in orizzontale o verticale, e valoye agli step in diagonale.
La lunghezza totale sara la somma di tutti gli sf#ettuati. Poiché lo
scheletro ripropone in modo fedele la strutturaroeale, questa
misura € caratterizzata da un alto grado di acezrat

Data la struttura caratteristica del neurone, uttoaparametro
discriminante la morfologia € il numero di ramifzoani. Questo puod
essere calcolato sottraendo uno al numero di eséreneuritiche
individuate nell'oggetto, partendo dal presuppodte i neuriti non
abbiano contatti tra loro. Ma questa ipotesi noneéficata nelle
colture di neuroni, in cui i neuriti sono collegatformare falsi punti
di biforcazione e spesso nascondendo le estremeitalehdriti. Per
ovviare a cio, si e utilizzato un algoritmo, implemato daCormen

at al. (2001), che stima il numero di ramificazioni pade da
considerazioni geometriche.

Per il calcolo dei neuriti primari, si esegue umata dei punti in cui
dal soma cellulare partono le ramificazioni. Cio eseguito
tecnicamente contando il numero di punti in cuisktheletro é in
contatto con ilcell body ROI Queste radici sono stimate scorrendo i
pixel dello scheletro fino a che non é individuatopunto in comune
con il cell body ROI Da tale conta sono esclusi i neuriti la cui
lunghezza € inferiore a una soglia empiricamenteraénata.

Infine, e possibile calcolare ierritory di un neurone, ovvero l'area
del piu piccolo poligono convesso che contiengdiio scheletro del
neurone. Il poligono é ottenuto utilizzando unasiare modificata di
un algoritmo ideato d&raham (1972), mentre l'area € calcolata
utilizzando gli strumenti gia implementati in Imdge

Dominant Neurite contiene un algoritmo che permette di isolare |l

neurite dominante, ovvero il neurite primario dndlnezza massima.
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Questo tipo di operazione e effettuata a mano:etid, infatti,

seleziona con un click del mouse i punti in cuidurite dominante e
collegato alla struttura principale. Di solito, neurite dominante e
semplice da individuare, ma comunque il tool petendt selezionare
piu candidati se necessario.

NeuronMetrics € un tool user-friendly, gratuito @ecoffre ai

neuroscienziati un tool per analisi morfometriceengutomatizzate.
Permette di fareprocessing e analisi di immagini in tempi
relativamente brevi, e con un buon grado di acearat. | risultati

ottenuti con NeuronMetrics sono comparabili a quétenuti con altri

tipi di software.

1.3.5 Sholl Analysis [12]

Sholl Analysis € un tool di Image J che automatieai® opera
I'analisi di Sholl su un neurone.

L’algoritmo lavora su immagini ad 8 bit a livellii dyrigio che
soddisfano due caratteristiche fondamentali:

Tutti i pixel che rappresentano la struttura neafersiano allo stesso
livello di grigio

Tutti i pixel che non rappresentano la strutturaropale siano ad un
livello di grigio differente rispetto a quelli dpunto precedente

Il neurone, quindi, deve presentarsi come un oggéitun unico
colore, diverso da quello del background. Per altphdi immagine,
basta un’operazione di sogliatura, implementatalnmaged; per
immagini particolarmente rumorose, invece, potreblessere
necessario il riconoscimento neuronale, ad eseogridNeurond.
Prima di usare il plug-in, € di fondamentale imposa indicare il
rapporto di scala, quindi conoscere le dimensionum del pixel
dellimmagine da elaborare: infatti, [l'algoritmo as questa
informazione per calcolare e riportare in uscitssultati dell’analisi.
Nello specifico, I'informazione di scala e il fateodi conversione tra
il pixel e le unitd di lunghezza, e viene settagh mhenu di ImageJ
(Analyze—> Set Scale).
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5.

Se il rapporto di scala dellimmagine non & notanalisi puo essere
comunque condotta usando il pixel come unita dighezza, ma
l'utilitd del risultato €& limitata, perché non sbgsono confrontare i
risultati ottenuti da immagini diverse. La scalaclae se settata, €
ignorata per immagini con pixel di dimensioni amiepiche.
L’algoritmo interno & basato sui principi dell’aisaldi Sholl manuale:
crea cerchi concentrici intorno al centro dell’'atbeneuronale
(dendritico o assonale) e conta quante volte lralbmterseca la
circonferenza di questi cerchi.

L’analisi di sviluppa in 3 step:

L’'utente seleziona con il “Point Selection Tool ciéntro dell’'oggetto
da analizzare. In alternativa, usando lo “Straight Selection”, puo
selezionare una linea che collega il centro al @yt distale del
neurone: in questo modo, automaticamente si otteng® coordinate
del centro e il raggio del cerchio piu grande.

Awviato il plug-in, il programma mostra in urthalog box(Fig. 7) il
valore inum di alcuni parametri in ingresso:

Raggio minoreraggio del cerchio piu piccolo. E’ il primo ceiatsul

quale si conta il numero di intersezioni con l'atbbdendritico.

Raggio maggioreraggio del cerchio piu grande.

Distanza intercerchiodistanza tra i cerchi concentrici. Se l'utente

setta il parametro a 0, si effettua una misura icoat delle
intersezioni.

Span del raggiointervallo intorno al valore del raggio r per cli

effettuata la misura continua delle intersezionie§e informazioni,
non richieste nell’analisi di Sholl tradizionale, cui le intersezioni
sono calcolate su un’unica circonferenza, sono coad insieme per
calcolare un unico valore del numero di interseziper quel

determinato r. Se settato a 0, si effettua solmaliai di Sholl

tradizionale, e verra quindi effettuata un’unicasana del numero di
intersezioni per quel raggio.

Tipo di spanattraverso un menu a tendina, I'utente puo sehexe la

funzione (media o mediana) con cui vuole combirnbmumero di
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intersezioni all'interno dell'intervallo seleziomat nel punto
precedente, in modo da ottenere un unico valore.

Fit curve and computer descriptoise selezionato, al termine delle

operazioni i dati sono fittati, altrimenti si otggno le misure
“grezze”. Se selezionato lo “ShoWarameters”, si ottengono nel
dettaglio i risultati defitting, e una stima della bonta dello stesso.

Create Intersection Maskse selezionato dell’utente, il plug-in

automaticamente crea e visualizza un’immagine bit3affigurante il

neurone analizzato, colorato tenendo conto delilprati Sholl

calcolato.
[A\7 " Advanced Sholl Anaysisv2.0._|
Starting radius: iu.nu j um
Ending radius: 378.00 um
Radius step size: 2,00 um
Radius span: '1,un . um

Span type: | Median 3

Sholl method: | Intersactions (N} -3]

™ Fit curve and com pute descriptors
™ Show parameters

™ Create intersections mask
("Help ) ( Cancel ) OK )

Fig. 7 Dialog-box per I'inserimento di alcuni datiingresso

Sono disponibili quattro diverse modalita di prdaeione dei

risultati:

Intersezioni si ottiene un grafico con il numero di intersedim
funzione della distanza dal centro. | dati sondatiit con una
polinomiale di quinto ordine (del tipN=a+kr+cr®+dri+er*+fr°) .
Sono automaticamente calcolati raggio per il guadeil massimo
numero di intersezioni, massimo numero di inters@ze il rapporto
tra il valor medio delle intersezioni e [linterarea occupata

dall’albero dendritico.

Intersezioni/Area si ottiene un grafico in cui si riporta, in

funzione del raggio r, il rapporto tra il numeroidiersezioni e I'area
del cerchio di raggio r stesso. | dati sono fittain una funzione del
tipo N/S=ar®.
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« SemilLog si ottiene un grafico con il logaritmo del numedd
intersezioni in funzione della distanza dal cenRer I'interpolazione
e utilizzata la regressione linearlg(N/S)=a+kr), ed & calcolato
automaticamente il coefficiente di Sholl come perzdedella retta
ottenuta.

« LoglLog Si ottiene un grafico con il logaritmo del numeid
intersezioni in funzione del logaritmo della distandal centro. Per
fittare 1 dati e utilizzata una funzione esponelezi@on offset
(log(N/S)=ae ™"°9(+¢).

con N numero di intersezioni, S area del cerchialistanza dal centro

del soma.

1.3.6 FracLac [13]

FracLac e un software per analisi delle immaginlugpato come

plug-in per ImageJ. A differenza di altri plug-ina@che disponibile
come applicazione Java stand-alone. E’ particolaten@datto per
descrivere la geometria di strutture biologicheifaate rappresentate
in immagini binarie. FracLac, infatti, riconoscels@ggetti descritti

da pixel neri su sfondo bianco. Se I'immagine dmspile non é

binaria, puo essere resa tale elaborandola comitatggia presenti in

ImageJ.

Dopo aver avviato FracLac su ImageJ, appare unghanrig. 8),

attraverso il quale l'utente puo decidere il tipo stansione da
effettuare (bottoni viola), settando alcuni paraimeindamentali per
I'analisi, eseguire la scansione stessa (con iohothzzurri 'utente

decide se eseguirla sull’intera immagine o su uadepdi essa) e
infine salvare i risultati.

FracLac esegue quattro diversi tipi di analisi:

 Dimensione frattale viene calcolato il parametro gDcon la

tecnica delbox-counting In sintesi, si disegnano automaticamente
sullimmagine da analizzare dei quadrati di latydscente, a formare
una griglia sullimmagine stessa. Per ogni | siteoit numero di

maglie occupate dall’'oggetto. Si ottiene un grafiled logaritmo del
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numero di maglie occupate in funzione del logaritmiol. La
pendenza di tale curva gDindice della frattalita dell'oggetto.

e Lacunarita il plug-in ritorna in modo automatico lindice di
lacunaritaA, definita come la variazione della densita deiepia
differenti |;

* Multi-frattalita: € possibile reperire, in biologia, strutture i c
non c’e un’unica regola dicaling bensi piu regole. In altri termini, la
struttura risultante €& ottenuta da un insieme dinof@ttali
“sovrapposti”. Questi non possono essere analizpatiuno scanning
tradizionale: FracLac implemenga hoclo scanning multi-frattale;

« Forma e dimensioni dei pattern dell’oggetto frattadltre agli

indici di frattalita e lacunarita, FracLac permettieottenere misure
sulla forma degli oggetti, come anche sulla densiéa pixel in
un’immagine. Sono parametri, quali ad esempio argarimetro del
poligono che contiene l'oggetto, calcolati solo sgpressamente
richiesti dall'utente;

Per ognuna delle analisi elencate, l'utente dewtarse prima di
avviare l'operazione, alcuni parametri, come admgse il valore
minimo e massimo di |: cid é possibile grazie deddialog-box

E’ possibile scansionare I'immagine in quattro maidersi:

e regular box-countingdescritto precedentemente a proposito del
calcolo della dimensione frattale;

e subareas scgnche permette di operare lo scanning solo su una
determinata parte dellimmagine, quindi di indivédle la frattalita
locale;

» sliding box lacunarity misura dell’eterogeneita in un’immagine
digitale. Posizionato sull'immagine un quadrato laio | noto, si
contano il numero di pixel all'interno di esso. Qteée grandezza é
calcolata spostando il dapprima orizzontalmenterdicerto x, e poi
verticalmente di un certo y. Cio é ripetuto peroviatrescenti del lato

| del quadrato. Il risultato differisce dal tradimale metodo box-
counting, in quanto e possibile una sovrapposizidee maglie
costituenti la griglia;
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* multifractal scan nel caso di strutture multi-frattali, FracLac
genera una distribuzione di massa (ossia il nurdeguxel per box)
per un'immagine. Da questa, & possibile calcolaredimensione
generalizzata B indice della variazione di massa con la dimeresion
dei boxe in un'immagine.FracLac infine mostra il grafico di Pin
funzione di Q (Q & un esponente usato nel calcelyi dpettri multi

frattali, i cui valori minimo e massimo sono indicdall’'utente).

c..[]EX
] Colours
o [ Colours

| # FracLac 2.5 Release 1e

E Close windows Saved Data Extension

f Help SET OFTIOMNE ABOVE.

Fig. 8 Interfaccia grafica di FracLac

1.3.7 Neuron_Morpho [2]

Neuron_Morpho € un plug-in di Image J che, dato gteck di

immagini ottenute tramite microscopia confocalenpette all’'utente
di conoscere le coordinate x, y e z di un puntezehato dall’utente,
oltre ad altre informazioni utili a ricostruire taorfologia neuronale.
Alla fine dell’elaborazione, il programma ritorn&ai serie di misure
salvate in formato swc. Prima di utilizzare il pling € necessario
eseguire iload dello stack di immagini. Nel caso in cui le immagi
contengano pochi dettagli, € possibile creare uacksselezionando
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regioni piu piccole, o limitando il numero diice sovrapposte. A

guesto punto, premendo “Start” sutlalog-boxdi Neuron_Morpho,

con lo strumentoline” di ImageJ l'utente traccia una linea attraverso

la sezione del neurone, come in Fig. 9. L’algoritroalcola la

lunghezza della linea tracciata, e ne calcola mtpumedio, infine
organizza le informazioni che estrae da tale punforma matriciale:

Number numero intero via via crescente che identifiqauihto;

Type numero intero compreso tra 0 e 7. Ad ogni nunoemisponde
un certo tipo di segmento neuronale, ad esempi@psi, soma,
assone, dendrite o punto di biforcazione. La cirandica che
I'algoritmo non é riuscito nell'identificazione;

X, VY, z rappresentanti le tre coordinate del punto delrome

selezionato;

Radius raggio della sezione, dividendo per due la linka l'utente

traccia sull'immagine;

Previous numero intero crescente che identifica il puntecpdente a
quello che si sta considerando, muovendosi dal shestremita del
neurone;

Questo procedimento si itera per ogni punto cheefite vorra
considerare: la tabella quindi si compila autonzatiente riga per
riga. Ad analisi ultimata, I'utente puo salvarentatrice cliccando sul
tasto ‘Savé. Inoltre, il programma permette di salvare ulberirighe

di informazioni su una matrice pre-esistente grakiasto Openi.
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Number Type T Y Z Radius  Previous
1 1 508.50 199.00 2.00 15.00 -1
D 2 1 489.00 199.50 2.00 2550 1
e 11\ 3 1 468.00 200.00 2.00 31.00 2
13L/7[:‘ 0 ™ 4 1 439.00 199.50 2.00 31.50 3
_';1 ) gk - ~ 5 1 41200 20050 2.00 2550 4
(;/K{/"_\M = 6 3 391.00 19850 2.00 5.50 5
(:i\ > ; I' 7 5 328.00 199.00 2.00 6.00 6
= Ny # 5 1 8 3 265.50 163.00 1.00 8.01 7
A _\‘>1 0 432 9 5 218.00 137.00 1.00 7.00 3
A) 23 10 5 157.50 106.00 1.00 7.02 9
11 5 113.00 80.50 1.00 6.50 10
25 12 6 65.00 5550 1.00 6.50 11
13 6 63.00 105.00 1.00 5.00 11
14 3 132.50 12650 1.00 8.01 10
15 5 11400 13850 1.00 8.50 14
16 6 81.50  123.50 1.00 7.51 15
17 6 89.50  169.50 1.00 6.52 15
18 3 182.00 156.50 1.00 6.57 9
19 6 149.50 169.00 1.00 6.02 18
20 3 281.50 227.50 3.00 6.52 7
21 5 241.00 249.50 3.00 7.50 20
22 6 147.00 211.00 3.00 4.00 21
23 5 178.50 287.00 3.00 6.02 21
24 6 96.00 25450 3.00 7.50 23
25 6 99.50  336.50 3.00 5.52 23

Fig. 9 Finestra del plugin Neuron_Morpho. Applica® a un neurone stilizzato.

Lo svantaggio maggiore nell’utilizzo del plug-in Entervento
continuo dell’'utente: infatti, si ottengono informani solo delle zone
dell'oggetto selezionate manualmente. Di contro,u® plug-in
gratuitamente distribuito, che pud essere util@zatl vari tipi di
sistemi operativi, e, come dimostrato KaM. Brown et al. (2005)
[2], i risultati morfologici ottenuti sono compatbibcon quelli

estraibili con Neurolucida.

1.3.8 Cell counter

Per quanto riguarda la conta cellulare effettuata lnage J, ci sono
due modi per ottenerla: uno manuale ed uno automati

Il metodo manuale, che richiede l'istallazione diplug-in per essere
utilizzato, permette all’'utente di contare le ckdlin una determinata
immagine. Il conteggio e effettuato al click del use: infatti, la
cellula € marcata con un quadratino colorato adi agick, e
contemporaneamente si incrementa la variabile &oit maniera
automatica. Con questo plug-in & possibile elaleonamagini sia a
colori che a livelli di grigio, anche se per quaekime i marker non
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sono colorati ma neri, quindi e piu difficile drsguerli. Il plug-in da
la possibilita, nel caso in cui siano presentitpucellulari all'interno
della stessa fotografia, di avere piu marker domldiverso. Inoltre,
nel caso di errore, € possibile rimediare cliccasdbtasto “Undo”,
che elimina l'ultima selezione. Quando l'utente ieus di aver
selezionato tutte le cellule presenti nell'immagiselezionera il tasto
“Results” e otterra, quindi, il numero delle cedludtesse. Il risultato
puo essere salvato in un file .xIs per succesdal@oeazioni su foglio
elettronico.

A volte, pero, gli oggetti da contare all'internouh’immagine sono
tanti, e il metodo manuale non €& quindi molto éffite: per questo e
disponibile anche un metodo che effettua la comtanmaniera
automatica.

I metodo automatico non richiede l'uso di partawlplug-in, ma si
avvale degli algoritmi per ifnage processinggia implementati
all'interno di ImageJ. Il metodo e pensato pemheniagini a livello di
grigio: se si dispone, quindi, di un’immagine a argl bisogna
convertirla in scala di grigi. A questo punto, peca un’operazione di
sogliatura, il cui risultato € un’immagine binariehe permette di
evidenziare in maniera netta gli oggetti da contaspetto al
background. Nel caso ce ne sia bisogno, e posslhifenare rumore
di background oppure separare due cellule che imeatiagine
risultano unite con opportuni tool presenti in IredgQuando l'utente
e soddisfatto dellimmagine binaria ottenuta, pliocare sulla barra
dei menu di Image J su Analyz2 Analyze Particles. Si aprira una
finestra, in cui l'utente indichera le dimensioninima e massima
delle cellule da contare e la forma delle stesgg (D). L'algoritmo
automaticamente crea una copia dell'immagine aaigini cui oggetti
sono labelizzati da numeri via via crescenti, el@igzza una finestra
che da informazioni non solo sul numero di oggegtiquindi di
cellule, ma anche sull'area totale occupata dagisss e sull’area
media di ogni particella.
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. Analyze Particles

Size (pixel'2y: | D-Infinit]

Circularity: | 0.00-1.00
Show: | Nothing ~

[ DisplayResuits | Exclude on Edges
¥ Clear Results [ Include Holes

vV Summarize [~ Record Starts

|~ Add to Manager

ok | cancel |

Fig. 10 Conteggio automatico con ImageJ

1.4 NeuronStudio [14][15][16]

NeuronStudio (Fig. 11) € un software gratuito pemgeer ricostruire
le strutture neuronali partendo da immagini al ooafe. I
programma € stato implementato dal ComputationairdN®ology
and Image Center (CNIC) di New York per ottenere nido
automatico iltracing della struttura neuronale d@ackdi immagini.
Infatti, NeuronStudio permette, una volta cariaatammagine, di:

» Tracciare automaticamente tutti i dendriti connedsieurone che
si vuole studiare. Questa operazione € implemeatattire da un
pixel, dettoseed indicato dall'utente e appartenente al neurone. |
segmenti dendritici disconnessi dal corpo neuratawsa di errori
nell’acquisizione dellimmagine o ngdrocessingpossono essere
tracciati uno alla volta inserendo in ogni ramono@ale un seed;

« Eseguire il processing delle immagini: sono impleta®, infatti, i
filtri pit comuni per migliorare la qualita dellemmagini,
aumentandone il contrasto e la nitidezza dei cantor

* [Eseguire misure di lunghezza su una certa struttira I'utente

ottiene cliccando con il mouse un’estremita delijejo da
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misurare e rilasciandolo sull’estremita opposta. risultato
dell'operazione comparira automaticamente a display
Analizzare le immagini. Infatti, NeuronStudio pettee di
effettuare l'analisi di Sholl in maniera automatich’utente
inserisce la distanza inter-cerchio, mentre il mimie il massimo
raggio, se non indicati dall’utente, sono calcotitettamente dal
software. Al termine dell'analisi, e visualizzataautabella con i
valori morfologici ottenuti, in particolare lungheztotale e volume
totale dei dendriti e numero di biforcazioni alténno dell’albero
dendritico;
Salvare I'immagine dopo processingo il tracing, in vari formati
tra i piu comuni, o i dati, organizzati sotto formmatriciale, in cui
sono stati salvati i parametri misurati dall’'utente
La grande novita di questo software, rispetto @cedenti, € che
permette la ricostruzione di neuroni in tre dimensi La
quantificazione precisa delle morfologia in 3D éseswmiale per
conoscere le funzioni dei neuroni, il loro svilugpdoro plasticita e le
loro disfunzioni in caso di patologie neurodegeteea NeuronStudio
implementa un nuovo approccio per il riconoscimeetall’analisi
della struttura neuronale, partendo da immaginic@hfocale, piu
veloce ed accurato delle tecnologie semiautomatsigenti in rete.
La rappresentazione digitale della morfologia neate da immagini
e infatti in genere effettuata tramtracing manuale, € quindi soggetta
a molti errori ed e poco riproducibile. | problerdei software
automatici, come anche AutoNeuron, discusso pretenente,
consistono nella difficolta nella caratterizzaziordelle spine
dendritiche in modo automatico, ma anche nellasscarecisione,
dovuta agli errori di quantizzazione e ai metodscheletrizzazione.
Inoltre, sofisticate tecniche di visualizzazione 28D facilitano la
verifica della corretta ricostruzione del neuronB. risultato
dell'elaborazione ottenuta con NeuronStudio e cdibj@ con gli
standard, sia dei software per la modellizzazioeeronale che per

I'analisi morfologica.
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Fig. 11 Interfaccia grafica NeuronStudio

1. 5 MetaMorph [17][18]

Il sistema di imaging MetaMorph, sviluppato ddl@lecular Devices
Corporation € considerato uno standard a livello industriabr p
l'acquisizione automatizzata di immagini tramitecroscopio, per il
controllo del dispositivo e I'analisi delle immagstesse. Infatti, negli
ultimi 25 anni, € stato molto utilizzato nei labtmna di tutto il mondo,
per le sue capacita di acquisizione, analisi egusiag, contribuendo
ad importanti scoperte sulla morfologia e la funeccellulare. E’
caratterizzato dall’essere un software molto flatsie versatile, che
esegue molteplici operazioni, dall’acquisizione taimensionale alla
ricostruzione 3D all'ottenimento di misure morfoicige. MetaMorph
e stato utilizzato in molti studi, reperibili intleratura, per la sua
velocita e flessibilita.

E’ una piattaforma modulare, i cui moduli permetion

* Il controllo e I'acquisizione immagini tramite videamera,

e L’automazione e il controllo del microscopio;
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* Il posizionamento e l'illuminazione del campione;

* La semplificazione di task ripetitivi e complessi.

Il sistema di imaging MetaMorph e una potente edicafe
integrazione tra software e hardware, che pernattecercatori di
acquisire e analizzare immagini al microscopio. gento riguarda il
controllo del dispositivo, MetaMorph integra in unica workstation
I'hardware per la microscopia e le varie perifegichl controllo e
eseguito sulle camere a tecnologia CCD ad altaudgme, sul
microscopio, sui filtri, sulla parte robotica delspositivo, e sul
piezoelettrico per la messa a fuoco. Il softwarematte di eseguire
delle analisi sulle immagini acquisite. Infatti, po I'acquisizione, i
ricercatori possono utilizzare MetaMorph per misuge analisi.
L’'utente definisce le regioni da analizzare e ftware calcola angoli,
distanze e aree. E’ possibile effettuare anche maisensitometriche e
di intensita. Oltre alle operazioni comuni ancheatd tool, come la
sogliatura, il miglioramento del contrasto e iltrAlggio, sono

disponibili algoritmi piu sofisticati, come il motlu di analisi

morfometrica IMA, acronimo dintegrated Morphometry Analysis.

IMA usa un’interfaccia grafica molto semplice daares (Fig. 11):
permette, infatti, di visualizzare le varie miswHettuabili su una
determinata immagine (angoli, distanze, aree aic.)etichettare” le
varie regioni 0 oggetti presenti nellimmagine seeattraverso numeri
che la identifichino e, nel caso di piu immaginisiiack, di compiere

pil misurazioni contemporaneamente.
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[ Integrated Morphometry Analysis & |I:I|E|
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Fig. 11 Interfaccia grafica IMA
Attraverso operazioni quali sogliatura, o operaziamorfologiche

I'utente rende 'immagine idonea alla successivalisnmorfologica.
Tali operazioni prevedono un preliminare miglioratoedel contrasto
dellimmagine, e poi varie operazioni dprocessing quali
deconvoluzione 2D, ricostruzione dellimmagine i, 3filtri che
rendano piu nitidi i contorni degli oggetti, campd dello sfondo,
rilevamento dei contorni, convoluzione, segmentazjodilatazione,
erosione, scheletrizzazione, ma anche FFT o rimezimanuale di
singoli pixel indesiderati. Per quanto riguardanéisi delle immagini
cosi elaborate, oltre a distanze, calcolo delledinate in 3D e angoli,
il sistema classifica gli oggetti in base alla Iéfooma, effettua misure
di intensitd (fondamentali per lo studio della ritgti proteica) e
densitometriche, permette di visualizzare i rigulsotto forma di
istogrammi, o di salvare le misurazioni all'interdouna matrice di
dati, elaborabili con Excel. Piu specificatamepermette, nel caso in
cui si abbianostack di immagini, di allineare lostack stesso, di
ricostruire la struttura in 3D, fare misure in c@mporanea su tutti i
piani, di evidenziare particolari strutture, di @re mappe topologiche
di superficie, di selezionare uno o piu piani sueftettuare I'analisi,

e di visualizzarli. Inoltre, il software permettesgguire il movimento
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di una determinata sostanza (molti studi utilizzapooteine
fluorescenti che si legano a molecole di superfagée cellula, o ai
microtubuli, acidi nucleici, o lipidi): i ricercatb possono cosi
misurare le coordinate X e Y di tali particelle,|¢é@o velocita e i loro
spostamenti, visualizzando i risultati tramite griaf

Usando questo software, & possibile sviluppare paoiocolli di
analisi, utilizzabili in diverse aree di ricercanautra tutte, interessante
dal punto di vista neuro morfologico, € lo studidz@nsel(2010), che
utilizza MetaMorph per eseguire I'analisi di Shellquantificare la
crescita neuronale utilizzando diversi fattori tesrita. E' un metodo
valido poiché é caratterizzato da assenZaali da un buon livello di
accuratezza e tempi ridotti di esecuzione rispaltanalisi di Sholl

effettuata manualmente.

1.6 TREES toolbox [19][20][21]

Implementato in ambiente Matlab, TREES toolbox peten di
ricostruire automaticamente I'arborizzazione deradida immagini
ottenute tramite microscopia, di visualizzare eliapare I'albero
dendritico, di comparare la struttura di neuronivedsi e di
comprendere in che modo la struttura dell’albenoddiéico sia legata
all'ottimizzazione della conduzione dei segnalivoai. Infatti, € un
tool che oltre alla ricostruzione dellalbero neumte, alla
visualizzazione e all'editing di neuroni virtualeffettua anche
un’analisi elettrotonica, cioé calcola paramettatigi alle proprieta
dei neuroni di modificarsi dal punto di vista dedititabilita e della
conduzione a causa del passaggio stesso di carrete
un’applicazione gratuita, di cui & scaricabile andhcodice sorgente:
in questo modo, gli utenti possono contribuire aflesura del tool,
eliminando bug o aggiungendo algoritmi.

Piu di un secolo faRamon y Cajal descrisse I'arborizzazione
dendritica in tutte le sue forme e varianti, e gpi€ome parametri
fisici, ad esempio spazio, volume citoplasmatico tempi di
conduzione, condizionino la morfologia cellulare. uedte

informazioni possono essere implementate in unwvsoét che genera

-39 -



neuroni virtuali o intere reti neurali sintetichea possono essere
utilizzate anche per la ricostruzionedel-basedli neuroni, a partire
da immagini ottenute al microscopio confocale.

Il principio alla base degli algoritmi implementati questo tool € che
la struttura della cellula nervosa e approssimahilen grafo che
connette un set di nodi, rappresentanti i punti biforcazione
allinterno dell’albero neuronale o0, piu in general punti
particolarmente importanti per descrivere la geoiaaiel neurone
stesso. Ai nodi, connessi tra loro da linee dettchi”, sono assegnati
dei numeri crescenti. E’ importante che la regal@tethettatura dei
nodi sia univoca, soprattutto per poter operareamfronto tra grafi,
sia topologicamente che elettrotonicamente. llegalmento tra nodi e
codificato, anch’esso in modo univoco. Alcune pregr, come la
distanza dei rami dalla radice o la lunghezza @i segmenti che
compongono le ramificazioni, possono essere dedintdttamente
dalla rappresentazione a grafo. Per collezionate ta informazioni
relative all’albero dendritico, gli algoritmi lavano in modo ricorsivo.
TREE-toolbox permette:

Ricostruzione manual@ presente un’interfaccia grafica integralmente

dedicata alla ricostruzione manuale dell’alberoraeale, per ogni
immagine che costituisce lo stack;

Tree editing strumento che permette di ricreare l'arborizzagio
dendritica di un singolo neurone, ma anche la ciinita di piu

neuroni, a costituire una rete neurale piu 0 memptessa;

Analisi _elettrotonica calcolate allo stato stazionario, le proprieta
elettrotoniche, cioe riguardanti le modificazionellteccitabilita e
della conduzione del nervo determinate dal paseadgicorrente
elettrica nello stesso sono, ad esempio, ressténngresso locale.;

Branching statisticspermette di calcolare i parametri morfologici piu

tradizionali, come il centro di massa, o la lungtzedei path.
Si riassumono le caratteristiche dei software elgmella tabella di
Fig. 12.
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reconstructi| Only
on. tracing.
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Capitolo 2

Approccio neuroscientifico allo

studio delle alterazioni della

morfologia neuronale associate a

diversi tipi di patologie

L'implementazione di software, come Ne.Mo., pecadaatterizzazione
morfologica e la conta di neurom vitro durante le prima fasi di
sviluppo del cervello € di fondamentale importanzx ottenere
misure che siano ripetibili e accurate in tempigagvolmente brevi.
La procedura di analisi sviluppata in Ne.Mo. e astpénsata per lo
studio della patogenesi dellautismo, ma puo esswgplicata a
qualsiasi patologia correlata a cambiamenti nel@fologia e nel

numero di neuroni.

In questo capitolo verra presentato un quadro gémeulle patologie
e, piu in generale, sulle alterazioni dello stémfogico che portano a
modificazioni della struttura neuronale. Gli studandotti su tessuti
post-mortemo in vivo tramite le nuove tecniche dimaging non

invasivo, hanno dimostrato alterazioni sia macrpsde, come
alterazioni del volume cerebrale, che microscopichguardanti,

quindi, la struttura della singola cellula, daléar del soma alla

lunghezza dei neuriti.
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2.1 Disordini dello spettro autistico [22]
[23][24][25]

L’autismo e un disordine che interessa le funziamignitive,
linguistiche e comportamentali di un individuo, edil risultato di
influenze ambientali e genetiche. I primo a desme le
caratteristiche fuKanner (1943), che lo defini come una sindrome
che si manifesta entro i 36 mesi di vita, caratia da problemi
cognitivi, linguistici e nelle interazioni socialisposta anormale agli
stimoli sensoriali, contatti visivi quasi del tuttassenti con
I'interlocutore, singolare capacita di memorizzawpcomportamenti
ripetitivi e stereotipati; la presenza fisica nonc@mpromessa, a
differenza di altre sindromi, come quella di Dov@olpisce circa un
bambino su 150, in prevalenza di sesso maschileoBprovato che
'autismo sia caratterizzato da un ampio spettronm@inifestazioni
cliniche, che lo rendono assai eterogeneo. Cicelwle difficile da
concettualizzare come un meccanismo neurologiceogniche possa
racchiudere tutte le caratteristiche del disorditesso. Se si considera
guesta eterogeneita, si comprende il perché sa patlautismi”, o piu
tecnicamente di “disordini dello spettro autisti¢big. 1)
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Currant Cpiiien in Neurobiclogy

Fig. 1 Schema dei disordini dello spettro autisfizg).
Basandosi sulle osservazioni cliniche di individalpiti dal disordine
dello spettro autistico, si sono identificate dedlee che presentano
delle alterazioni se confrontate con soggetti dntiadlo: sistema
limbico, lobi mediali temporali, talamo, gangli tielbase, sistema
vestibolare e verme cerebellare. Tuttavia, lidésdzione nel
dettaglio del substrato neuro-anatomico in un dkervautistico e
ancora incompleta, a causa della scarsita dell@sgspatologiche
umane disponibili, e la scarsita di modelli animali
Per quanto riguarda le caratteristiche macroscepd#ila patologia,
la maggior parte degli studi anatomici sul disturhatistico si
concentrano su bambini, adolescenti o adulti, peahieonati, quindi
sono poche le informazioni inerenti allo sviluppel dervello dopo la
nascita. Indicatore della grandezza cerebrale @r¢anferenza della
testa, semplice da misurare anche su bambini mattmli. Il volume
cerebrale invece e calcolato usando la risonanzmeti@a (MRI), o
pesando il cervellpost mortemAlla nascita, la circonferenza media

N

di un paziente autistico e approssimativamente ataymcome si
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evince dagli studi dCourchesne e Pierc€2005). A quattro anni, gli
individui autistici presentano un cervello piu giandel normale di
circa il 10% se comparati agli individui di contml(Fig. 2): e |l
risultato che hanno ottenu@ourchesne et alnel 2001 Sparks et al.

nel 2002 eRedcay e Courchesn@el 2005 basandosi su studi in vivo
effettuati tramite MRI e su analisi autoptiche. Pacentemente, il
team diHarzlett, osservando un campione relativamente numeroso
(51 bambini tra i 18 e i 35 mesi), riscontrd unr@mento del solo 5%.
Intorno ai sei anni, le differenze nelle dimensioaiebrali sono meno
marcate, secondo gli studi@ourchesne(2001, 2004) [27][28].

Typical Brain

Fig. 2 Aumento del volume cerebrale in un soggattistico

A livello tissutale, cio si riflette in un aumen®ia della sostanza
bianca che grigia cerebral€drper et al., 2002 eHarzlett et al.,
2005), in particolar modo di quella bianca immealia¢nte sottostante
la corteccia cerebrale. C'é anche un aumento deléanza bianca e
grigia cerebellare, come riscontratoCaurchesne et alnel 2001.

Dal punto di vista microscopico, sono reperibilirivastudi in

letteratura, riguardanti diverse aree cerebrali.
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Rodier et al. (1996), esaminando il tronco dell’encefalo, mastna
una marcata riduzione nel numero di neuroni.

In un recente studio autopticBuerin et al. (1996) evidenziarono un
assottigliamento delle meningi e del corpo calloso.

Nel 1980,William et al. esaminarono materiale autoptico ottenuto da
quattro individui autistici, e riscontrarono gliagsiun minor numero di
cellule rispetto ad individui sani. Non si osseorar altre alterazioni
gravi. Nel 1985Baumann e Kemperanalizzarono il cervello di un
individuo autistico di 29 anni, mettendolo in reta®e a un controllo
dello stesso sesso e della stessa eta. Le diffepnzvidenti tra i due
si riscontrarono nel sistema limbico e nei circaé@rebellariColeman
et al. (1985) dopo un’attenta osservazione dei circuguronali e
gliali nelle regioni corticali, non riscontraron@ssuna anomalia, né
dal punto di vista morfologico né nella conta delta. Nel 1998,
Bailey et al. notarono malformazioni a livello neocorticale in
materiale autoptico. In quattro dei sei casi stidil corteccia
cerebrale appare piu sottile, ci sono aree con mBgglensita
neuronale, un maggior numero di neuroni nei vaaitistorticali e con
orientamento alterato delle cellule piramidali. Itr&y in uno studio
piu recenteCasanova et al.(2002) dimostrarono che nella corteccia
cerebrale degli individui autistici studigibst mortemnove pazienti
di cui sette maschi e due femmine e undici paz@intontrollo di cui
sette maschi e quattro femmine, c’@ un numero noaggli colonne,
ma sono piu piccole in diametro e piu compatteetigpai soggetti
normali: cio porta a non avere differenze sostdnmille densita. Il
risultato si & ottenuto attraverso un indicegrity level indexdefinito
come rapporto tra le aree colorate con la colorezuti Nills e le aree
non colorate [29]. Allo stato attuale, non & ancectaaro se le
anormalita corticali sono da annoverare come Saatife nel
disordine autistico. Importante sfida della ricefatura sara proprio
capire come queste differenze osservate siano latare
all'eterogeneita clinica dei soggetti studiati. D8B5 ad oggi, si sono
documentati altri casi, studiati con le medesimenitthe descritte

precedentemente. In relazione ai soggetti di cdafrmon si sono
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riscontrate grandi differenze, ad eccezione dédl@edsione cellulare
minore e dellaumento della densita neuronale rigb gingolato
anteriore. Infatti, aree del proencefalo che remudt alterate includono
lippocampo, il subiculum (parte inferiore della rieazione
dell'ippocampo), la corteccia entorinale, I'amigalal il corpo
mammillare, il giro cingolato anteriore e il setttytte strutture
appartenenti al sistema limbico. Queste aree, ttsp@ controlli,
mostrano cellule piu piccole e con minore comptassi
nell'arborizzazione dendritica. Nellamigdala, lmmento piu
significativo della densita cellulare e risconttaliella zona mediale.
Diminuzione della grandezza neuronale e, di cordtonento della
densita rispetto alla normale fisiologia cellula@o stati riscontrati
anche nellarea di BrocaKemper e Baumann (1998), infatti,
mostrarono che in questo nucleo i neuroni sono wategh numero,
ma piu piccoli in dimensioni nel cervello degli imdiui autistici con
meno di tredici anni; al contrario le cellule defi@ssa area appaiono
piu piccole e ridotte in numero in tutti gli inddai autistici osservati
con eta superiore ai ventuno anni.

Al di fuori del sistema limbico, le alterazioni puisibili si riscontrano
nel cervelletto e nell'oliva inferiore. Oltre a ecmntrare nel 20% dei
casi macrocefaliaKanner, 1943), la cui causa e ancora ignota,
microscopicamente vari studi attestano una dimoneidel numero
delle cellule di Purkinje. Tutti gli individui auici analizzati daArin

et al. (1991), infatti, presentano una significativa dionZione del
numero di queste cellule, soprattutto nella corgecteocerebellare
postero-laterale e nell’adiacente corteccia archioalare. Stessi
risultati sono riportati d&itvo et al. (1986) e piu recentemente da
Baumann e Kemper(1996) eBailey et al. (1998). Il primo team,
all'interno di un progetto di ricerca riguardangetécniche autoptiche,
analizzo quattro cervelli di maschi autistici tralieci e i ventidue
anni, mettendoli in relazione con tre cervelli dagohi di controllo tra

i tre e i ventitré anni e una femmina di cinqueiaha conta cellulare
mostro una significativa diminuzione delle cellui Purkinje

nell’emisfero cerebellare [30]. Baumann e Kempakece, usando
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tecniche stereologiche su cellule di Purkinje dattye individui di
controllo e sei autistici, mostrano riduzione dammero dei suddetti
neuroni, ma non significative differenze nella d@nseuronale [31].
Il team di Bailey ottiene gli stessi risultati siado sei cervelli di
soggetti autistici: oltre alla macrocefalia, ristrata in quattro casi su
sei, si € osservato un ridotto numero di cellulePdrkinje, spesso
accompagnato da gliosi [32]. Di contt©pleman et al.(1985) non
evidenziarono differenze nel numero di cellule dirkhje, né di
cellule gliali, confrontando cervelli di autistiei controlli. Nonostante
l'ipoplasia e I'iperplasia riscontrata grazie ailsonanza magnetica da
Courchersne et al. (1994) nel verme cerebellare, non si sono
riscontrate, dagli studi effettuati ddaumann e Kemper (1996),
alterazioni nel numero o nella dimensione delléuézldi Purkinje in
guesta regione. Di contro, si legge nelle pubbiar@zdi Hashimoto
et al. (1995),Courchesne et al(2001) eKaufmann et al. (2003) che
il verme cerebellare, in cui e fisiologicamente daminante la
sostanza grigia, si riduce in dimensioni. Per gmanguarda la
morfologia delle cellule di Purkinje, I'analisi éiatemi et al. (2002)
si basa fondamentalmente su due grandezze: demsiienensioni.
Utilizzando sezioni di cervelletto di vario sessd eta di cinque
individui autistici e cinque sani e stata osservata riduzione della
dimensione media delle cellule di Purkinje maggidet 50%. Non
sono state riscontrate, invece, differenze sigaifie per quanto
riguarda la densita cellulare [33].

Alterazioni sono presenti anche dal punto di vidéla migrazione
neuronale: studiando, infatti, cervelletto, ippopam e zone
subcorticali e periventricolari di quattro individautistici, Weigel et
al. (2010) hanno osservato eterotopie, che riflettaméanormale
spostamento dei neuroni [34].

Studi piu recenti individuano un’altra area prolmleinte coinvolta
nella sindrome autistica: il claustro. Questa e smattura corticale
che fa parte della sostanza grigia, situata nelteeccia dell’insula, in
continuita anteriormente con l'amigdala, e add@ssdla corteccia

insulare, dalla quale e separata soltanto per posizione della
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capsula esterna; medialmente, la capsula estersepkra invece dal
putamen Il suo significato funzionale non & ancora déiaunoto, ma
ha connessioni con laeocortex[35]. A causa delle sue connessioni
biunivoche con il cervello, € implicato nella caswa e in altre
funzioni di ordine superiore, quali il comportanem®t le emozioni: €
per questo che é oggetto di analisi per la compreadel suo ruolo
nella neurobiologia dell’autismo. Si & osservatduso minori del

claustro negli individui autistici rispetto ai coolli [36].

Per conoscere a fondo la neurobiologia dell'autismgb studi
effettuati negli ultimi venti anni sono di fondantale importanza, ma
c’é ancora tanto da scoprire: infatti, le conoseesono ancora
puramente descrittive. C'é un urgente bisogno dmaalello animale
per dare risposta a humerose domande: infattiuaacdella limitata
disponibilita di autopsie umane, e dell’eterogemaitlla patologia,
non si € ancora riusciti a darne una descrizioneratéologica
univoca. Si spera che con i progressi tecnologiain@ migliore
definizione della genetica della sindrome, sia filesdelineare un
profilo piu dettagliato della neurochimica e neura@mia
dell’autismo, per poi conoscerne anche patogenesiueobiologia e

infine identificare possibili strategie di intentea trattamenti.

2.2 Disturbi neurodegenerativi

In questo paragrafo, ci si focalizzera in partioelaui tre disordini
neurodegenerativi piu studiati dalla comunita difiea: la demenza
senile di tipo Alzheimer, la malattia idiopatica Biarkinson e la

malattia di Huntington.

2.2.1 Morbo di Alzheimer

Il morbo di Alzheimer, detta anche demenza seniltgpd Alzheimer,
demenza degenerativa di tipo Alzheimer o sempliceendemenza di
Alzheimer, e una delle forme piu comuni di demedegenerativa
invalidante, che si manifesta in media — tarda €laesta € stata

descritta per la prima volta nel 1906 dal neurdpgm Alois
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Alzheimer, ma la patogenesi non e ancora del tutto chiaanalattia
e dovuta a una diffusa distruzione di neuroni, @palmente attribuita
alla B-amiloide, una proteina che, depositandosi traurom, agisce
come una sorta di collante. La malattia € accomgiagda una forte
diminuzione nel cervello di acetilcolina, che, esk® un
neurotrasmettitore, €& una molecola fondamentale (dar
comunicazione tra neuroni, e, dunque, per la memerogni altra
facolta intellettiva. La conseguenza di queste ficadiioni cerebrali e
I'impossibilita per il neurone di trasmettere gingulsi nervosi, e
quindi la morte dello stesso, con conseguenteiatprbgressiva del
cervello nel suo complesso. Particolarmente cofjaitquesto processo
patologico sono i neuroni colinergici, specialmeqtelli delle aree
corticali, sottocorticali e, tra queste ultime, dece ippocampali. In
particolare, I'ippocampo € una struttura encefaitoa svolge un ruolo
fondamentale nell'apprendimento e nei processi @inarizzazione;
per questo la distruzione dei neuroni di questezoritenuta essere la
causa principale della perdita di memoria dei nhalat

Attraverso un modello epidemiologic&rookmeyer et al. (1998)
stimarono il numero di pazienti affetti da quesfmtdi demenza: se
nel 1998 i casi negli Stati Uniti erano 2.32 miiiodi cui il 68%
donne, lincidenza della patologia tra cinquantianpotrebbe
aumentare in modo considerevole [37]. Lo stesscolBreyer nel
2007 stima che nel 2050 circa una persona su atiague sara
affetta da tale morbo [38]: 'Alzheimer diventediynque, una vera e
propria emergenza sanitaria. Cio, unito alla liteitza delle terapie
disponibili ad oggi e alle enormi risorse sociali @onomiche che
gravano soprattutto su pazienti e familiari, ladenina delle patologie
al mondo a maggiore impatto sociale.

Il decorso della malattia e piuttosto eterogenecha se € possibile
individuare delle caratteristiche comuni: se ngpliiene fasi il paziente
non riesce ad acquisire nuovi ricordi, né riescacardare eventi
avvenuti recentemente, con l'avanzare della maladitimanifestano
irritabilita, aggressivita, sbalzi di umore, diffita nel linguaggio e

progressive disfunzioni sensoriali. La diagnosobégibile grazie a test
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cognitivi, valutazioni comportamentali e alle nuovecniche di
imaging a risonanza magnetica [39]. Le carattehsti patologiche
della demenza di tipo Alzheimer sono: degenerazidinsgpecifiche
cellule neuronali e presenza di placche amiloidormiazioni

extracellulari costituite da una parte centralecin si accumula la
proteinaB-amiloide, e una parte periferica in cui si accuanol detriti
neuronali, soprattutto frammenti assonali, e amnfdwsglari, fasci di

filamenti elicoidali nel citoplasma dei neuroni chedislocano nel
nucleo, avvolgendolo (Fig. 3).

Alzheimer’s

s n‘- -
Neurofibrillary
tangles

Fig. 3 Rappresentazione di neuroni in individucdntrollo e affetti da morbo
di Alzheimer.

Per quanto riguarda le alterazioni, le piu evidestiosservano nel
sistema colinergico del proencefalo e, in alcursi,cael sistema
noradrenergico e somatostatinergico che innernedehcefalo [40].

Macroscopicamente, il cervello dei pazienti affettal morbo di
Alzheimer presenta un’importante atrofia, con udazione del peso

di circa il 35% come conseguenza della neurodegermre
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progressiva di strutture cerebrali limbiche e watii in particolar
modo nel lobo temporal&(cci et al., 2009) [41].

Le alterazioni rispetto agli individui di controllaguardano sia il
numero di neuroni, sia la morfologia degli stessi.

La diminuzione del numero di neuroni e attestatmumerosi lavori
reperibili in letteratura. Il team dWhitehouse (1982) individuo,
attraverso studpost mortemuna significativa riduzione delle cellule
neuronali colinergiche (neuroni che producono &m#ina come
neurotrasmettitore e sono tipici del sistema neyvparasimpatico)
nella corteccia dei pazienti affetti da morbo deldimer. | risultati
dello studio mostrano che i neuroni colinergici lmetegione di
Meynert vanno incontro a un’importante degeneragiorton
diminuzione della popolazione neuronale anche 8&b.711 dato piu
importante di questo studio & la dimostrazioneaddikgenerazione
selettiva di questo particolare tipo neuronale [4&Xpsso risultato &
stato ottenuto dallo stesso Whitehouse nel 20G4ttincomparando i
nuclei di Meynert di individui affetti da morbo dhlzheimer e
controlli, egli mostrd una sostanziale diminuziodie neuroni. La
perdita della popolazione neuronale potrebbe raeptare una
correlazione anatomica di uno squilibrio colineogirel disturbo [43].
Comparando sezioni del nucleo basale di Meynettipsosti a diverse
colorazioni istologiche, di due soggetti con mortioAlzheimer e
quattro di controllo, Saber (1985) dimostrd una perdita di
innervazione colinergica, associata alla perditacaliule nervose e
apparentemente dovuta alla maturazione delle péanelro fibrillari
[44]. Risultati in accordo con le tesi degli stedati precedentemente
sono dati anche dall'analisi condotta daendt et al. (1983),
studiando cinquantotto pazienti con disturbi nesidpatrici e
quattordici controlli. Il risultato dimostro una noa di neuroni nel
nucleo basale di Meynert di circa il 70% per quaigaarda il morbo
di Alzheimer [45]. Due anni dopo, lo stesso teatndigndo cinque
individui patologici, dimostro una stretta corréta®e non lineare tra
la perdita di neuroni nel nucleo basale sopracitata formazione

delle placche neuritiche in varie zone cortica6][4.’atrofia corticale
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e la perdita di cellule nel nucleo basale colireyge, quindi, una
caratteristica del morbo di Alzheimer. In letteratué possibile
reperire studi piu quantitativi che attestano cmestculiarita. Nelle
sezioni di nucleo di Meynert spessesf e preparate con colorazione
di Nissl di otto pazienti con tale disturbo e dadiontrolli, Cullen et
al. (1997) mostrarono che la perdita di neuroni e iciemsvole, fino
anche all'89% rispetto ai controlli. Mentre i volumella sostanza
bianca sono inalterati, quelli corticali sono natevente ridotti.
L’atrofia della sostanza grigia € prominente nelbateccia temporale
e frontale degli individui affetti dal disturbospetto ai controlli [47].
La diminuzione del numero di neuroni nel nucleoab@sli Meynert
potrebbe far pensare che in realta le cellule s&rafizzate, e quindi
difficili da distinguere dalla neuroglia a causdlel@imensioni: cio
potrebbe avere importanti implicazioni terapeuticBdlen et al.
(1988), quindi, utilizzando un colorante neuroneesfico, hanno
ottenuto un profilo di distribuzione neuronale aterso image
analysis comparando pazienti e controlli. C’'é una perditairca il
29% di neuroni; inoltre, c’@ una significativa riddane dell’'area
neuronale media, dovuto a preponderanza di neymaoli. Cio
suggerisce che i neuroni non sono completamenteanéinma sono
piu piccoli e quindi esclusi dai precedenti studi,cui si usava una
colorazione non neurone-specifica [48].

Per quanto riguarda la morfologia neuronale, in deo primi studi
quantitativi effettuati su tale disturb@oleman e il suo team (1987)
condussero un’analisi sia su topi che su scimmigiaae e su
individui affetti da morbo di Alzheimer. Essi sdittearono come,
nonostante i fattori limitanti di un’analisi contetsu individui affetti
dal disturbo, quali ad esempio le differenze tracsp e gli effetti
prodotti sul tessuto durante la preparazione dstksso, ci sono
evidenti alterazioni nel numero dei neuroni e meslénsione
dendritica, localizzati in zone specifiche del edlw [49].

Le alterazioni si riscontrano anche in altre arelorali:Palay et al.
(1989), attraverso uno studio qualitativo e quatitio dei neuroni del

punto blu, situato nel tronco encefalico, eviderana delle differenze
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negli individui patologici rispetto ai soggetti diontrollo. La
lunghezza del punto blu, infatti, € minore; ingltr@euroni appaiono
piu gonfi e alterati nella morfologia, con rami deitici piu sottili e
radi. Il numero dei neuroni € ridotto, soprattutiella parte rostrale,
rispetto alla centrale e caudale. La presenzajtiedsione nei soggetti
patologici € accompagnata da una perdita piu iraptgtdi neuroni
[50].

Attraverso modelli animali del disturbo, come i itopansgenici
APP/PS1 utilizzati dal team #inafo et al. (2009), si sono esaminati i
neuroni dell’amigdala, regione cerebrale di cu¢ gia sottolineato |l
ruolo cruciale nello sviluppo della patologia. Nafe perdita di
neuroni in questa zona, ma si e riscontrata umadtene dell’albero
dendritico e un sostanziale decremento del numerospine
dendritiche. Questi cambiamenti probabilmente douiscono alla
caratterizzazione del morbo di Alzheimer [51].

Oltre a perdita di sinapsi e morte neuronale, setadi registrati
cambiamenti nella morfologia delle cellule glialicui ruolo potrebbe
essere fondamentale nella cascata di eventi neyeadeativi che
avvengono nel morbo di Alzheimetl| et al., 1998) [52].

In conclusione, sono tanti gli studi reperibili ietteratura che
attestano, oltre a una diminuzione della popolazioeuronale, anche
alterazioni morfologiche dei neuroni stessi in jgatari aree del
cervello. Cio potrebbe avere un ruolo fondamengede la diagnosi
precoce della demenza, ma anche per la progete@az@onper

I'attuazione di strategie terapeutiche.

2.2.2 Malattia idiopatica di Parkinson

La malattia idiopatica di Parkinson, meglio conaszicome morbo di
Parkinson, fu descritta per la prima volta dal medilames

Parkinson nel 1817. Rappresenta il disordine piu frequergieta

avanzata, ed é causato da una grande varietauilbdishe includono
forme neurodegenerative e sintomatiche. Questattimaka dovuta,

infatti, alla degenerazione cronica e progresseledtrutture nervose
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che costituiscono il sistema extrapiramidale. Taleerazione si
estrinseca maggiormente in un'area del sistemaserentrale detta
substantia nigraun nucleo situato a livello del mesencefalo im cu
viene prodotta la dopamina, un neurotrasmettitare grado di
facilitare il movimento del corpo agendo su reaetfwresenti nel
nucleo striato. In definitiva, il morbo di Parkims@ caratterizzato
dalla perdita dei gruppi cellulari in grado fdicilitare il movimento
attraverso la secrezione di dopamina. Questi elénseno la causa
scatenante delle caratteristiche cliniche peculiatla patologia, sia
motorie:

* Bradicinesia, cioé difficolta del paziente ad iaE un
movimento, e quando si cerca di effettuarlo, lesterisultera
rallentato;

* Tremore;

* Instabilita posturale;

* Rigidita;

che non motorie, dovute alle degenerazione progeesselle reti
neurali, in particolare quella dopaminergica. Ledga di neuroni non

e circoscritta allasubstantia nigra ma puo interessare altre zone
cerebrali; cio a causa del fatto che oltre al modioParkinson
propriamente detto, ci sono molte altre patolodette parkinsonismi,
sia di tipo degenerativo che di altro tipo [53].

Il morbo di Parkinson, in definitiva, coinvolge ntiosistemi nervosi
ed e il risultato di cambiamenti in specifiche akdlnervose; ad esso é
correlata perdita neuronale con successiva prafifene astrocitaria,
in particolar modo nei nuclei del tronco encefglic@l diencefalo
basale e, in grado minore, nella corteccia cerebral

Per quanto riguarda l'evoluzione delle alterazioauropatologiche
correlate al morbo di Parkinson, una stadiaziorop@sta di recente
distingue 6 fasi Braak et. al. 2003). La degenerazione inizia nel
tronco encefalico inferiore e nel sistema olfatiorigli stadi
presintomatici | e Il mostrano lesioni nel midodlbungato e del bulbo
olfattorio, con la preservazione del mesencefatte@li altri distretti.
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Nello stadio Il le alterazioni citoscheletrichela perdita neuronale
sono inizialmente lievi, ma si aggravano con il peme si localizzano
nel locus coeruleusnei nuclei centrali del bulbo, nei nuclei del
diencefalo basale e nel Sistema Nervoso Centralsteqm
laterale/postero-mediale. Nello stadio IV vengomapiti il lobo
temporale antero-mediale e la neocorteccia. Infinegli stadi
terminali V e VI, il processo patologico raggiundge corteccia
telencefalica, prima a livello della regione prefiae e delle aree di
sensitive secondarie associative, poi a livelldedaeree motorie e
sensitive primarie, coinvolgendo quasi lintera guwrteccia [54].
Jelliner nei suoi studi ha rivelato, oltre al coinvolgimentel tronco
dell’encefalo, anche lesioni a livello dell’alloteccia, dell’'amigdala
e del giro del circolo, corrispondenti allo stagatologico V-VI [55].
Anche per il morbo di Parkinson sono reperibili l@tteratura vari
studi, riguardanti conta cellulare e morfologia m@ale, che
riguardano diverse regioni cerebrali.

Uno dei primi studi a riguardo risale al 1983, qi@mnl team di
Candy, combinando studi neuropatologici e neurochimidi raucleo
di Meynert, ha dimostrato che Iattivita colinergi® ridotta nei
pazienti affetti da morbo di Parkinson, cosi comeade anche nel
morbo di Alzheimer. Cio & dovuto a una sostanziamrmalita
nell’attivita istochimica delle cellule neuronalghe porta a una
degenerazione degli assoni colinergici. Inoltrest@to osservata una
perdita di neuroni in suddetto nucleo, piu consigeche quella
osservata per gli individui con morbo di Alzheimgs6]. Nakano et
al. (1984) si sono focalizzati sul nucleo basale di May, osservata
in undici pazienti con morbo di Parkinson e in tcedoggetti di
controllo. Si osservo anche in questa regione unandzione del
numero dei neuroni [57].

SecondoRicci, i caratteristici movimenti involontari del corpta
bradicinesia, l'instabilita posturale e la rigiditépici della patologia,
sono dovuti ad una selettiva perdita di neuroniagiipergici, cioe i
neuroni il cui principale neurotrasmettitore e lapdmina, nella

substantia nigra[41]. Un altro studio interessante sul tale regione
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cerebrale e stato condotto daamier et al. (1992). Essi, per
dimostrare la perdita di neuroni contenenti dopamirtilizzano una
immunocolorazione a base di calbindina per isolaresubstantia
nigra. All'interno di essa, sono identificate le partbontenenti i
neuroni dopaminergici. Si osserva una perdita mealeoa gradiente
caudorostrale, con picchi anche del 98% [5&inne (1989),
analizzando lasubstantia nigradi dodici pazienti affetti da morbo di
Parkinson e diciotto soggetti di controllo, mostaime la percentuale
di neuroni presente in tale regione e ridotta,3d8b al 49% rispetto ai
controlli. Il numero di neuroni nella parte lateradlella substantia
nigra e correlata negativamente alla rigidita e all’iipesia, tipici del
disturbo. Il grado di demenza degli individui, itvel € in significativa
correlazione con la diminuzione dei neuroni nebat® mediale della
substantia nigrd59]

Osservando il tronco encefalicblalliday et al. (1990), eseguendo
analisi autoptiche immunoistochimiche, hanno ide@io una
degenerazione di vari gruppi cellulari neuronalpazienti con morbo
di Parkinson, nehucleus raphelel tronco e nel nucleo vagale dorsale
[60].

Per quanto riguarda la morfologia, uno studio edsante €& stato
condotto, parallelamente su individui colpiti da zAéimer e
Parkinson, nel 1989 dal team dRalay. Analizzando il locus
coeruleus infatti, si notd che negli individui affetti daaFkinson la
lunghezza rostro caudale delcus coeruleuse minore che negli
individui affetti da Alzheimer. La morfologia neurale, inoltre, é
maggiormente alterata: i corpi cellulari risultguia gonfi, e i dendriti
sSono piu corti e sottili, con arborizzazione ridott assente. Il nucleo
dei neuroni & di dimensioni minori, sia rispettacantrolli sia rispetto
ai malati di Alzheimer. Anche in questo caso, seancomitanza con
il morbo di Parkinson e presente depressione, tditpeneuronale e
accentuata [50].

Nel 2007, Solis et al. studiarono le alterazioni morfologiche dei
dendriti nei neuroni piramidali della corteccia fpoatale e i neuroni

del putamene del nucleus accumbens un modello murino della
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patologia. | risultati mostrarono una diminuziongla densita delle
spine dendritiche senza significativi cambiamengilan lunghezza
dendritica o nell’arborizzazione [61].

2.2.3 Malattia di Huntington

La malattia di Huntington, conosciuta anche comere@o di
Huntington, € una malattia degenerativa del sisterteapiramidale.
I nome deriva dal suo scopritoi@gorge Huntington, che per primo
la descrisse nel 1872 [62]. Le cause della malatifzo da ricercare
nella degenerazione geneticamente programmataededmi in alcune
particolari aree cerebrali. Cio provoca movimergi dorpo che |l
paziente non riesce a controllare, perdita deltlfa intellettive e
disturbi emozionali.

E’ una malattia ereditaria ed e caratterizzata i mutazione di un
particolare gene. Se la mutazione del gene é a&ssémieonato non
puo contrarre la malattia né puo trasmetterla sl prole; al
contrario, il decorso e inevitabile, il cui esordioin genere tra i
guaranta e i cinquant'anni. E’ un disturbo annatetra le malattie
rare: secondo laPrima Associazione Italiana della Corea di
Huntington infatti, la prevalenza e di circa tre — settei cagni
centomila abitanti con discendenza europea oca@tkné uno su un
milione di abitanti con discendenza asiatica. Lasrtrissione della
patologia e di tipo autosomico dominante a pengfrasompleta, cio
vuol dire che un bambino con un genitore affetttadmalattia di
Huntington ha il 50% di probabilita di contrarrdetalisturbo, salvo
complicanze dovute al numero di ripetizioni dell&eqgenza
nucleotidica interessata.

| primi sintomi della malattia sono stati depregsaltterazione della
personalita ed irrequietezza, seguita da una camipsione dei
sistemi motori: sono caratteristici, infatti, i mmenti involontari dei
muscoli facciali e degli arti, dapprima brevi etdis poi sempre piu
frequenti e duraturi, tanto da dare luogo a unanstdanza (da qui il
nome corea, dal greco “danza”). A causa di qugssmmi, anche la

fonazione e i movimenti oculari sono compromessigiNultimi stadi
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della malattia, lirritabilita sfocia in vere e groe turbe della psiche,
caratterizzate da idee deliranti a carattere paetsgo fino a stati
demenziali conclamati. La durata della malattia €ita quindici —
venticinque anni, e il decesso avviene per vangseantercorrenti, in
particolare complicazioni polmonari.

La malattia di Huntington e provocata da una motaidi una
proteina molto grande, la huntingtina (Fig. 4), sangente diffusa in
tutto il corpo, una circostanza che rende difficigudiare i
meccanismi d’azione della proteina mutante. Nonaneora chiaro
perd come la proteina mutante causi la perditaeliile cerebrali nei
pazienti colpiti da questa malattia [63][64].

Sono reperibili in letteratura interessanti evidendi perdita e
alterazione della morfologia neuronale nella melatt Huntington in
varie regioni cerebrali.

Hedreen et al. (1991) hanno effettuato la conta neuronplast
mortem nella corteccia cerebrale di cinque individui pagici e
cinque di controllo. La diminuzione del numero deuroni nei
soggetti affetti dalla malattia e significativa safputto nel sesto strato
della corteccia (57%). Anche nel quinto stratouimero dei neuroni €
significativamente ridotto (anche del 71% rispettacontrolli) [65].
Attraverso uno studio morfologigmost mortenriguardante non solo
la malattia di Huntington, ma anche la schizofreRiajkowska et al.
(1998) studiarono le anormalita delle cellule neatbnella corteccia
cerebrale. Per comprovare queste alterazioni,rs studiate cervelli
autoptici di nove pazienti con schizofrenia, dipakienti di controllo
e sette pazienti con malattia di Huntington. Ssata un analizzatore
di immagini tridimensionale per misurare i perimethi cellule
neuronali e gliali nelle aree di Brodmann 9 e 1@ll&lcorteccie dei
pazienti con malattia di Huntington, la degenemgimeuronale e
evidente, come pure la diminuzione della dimensioearonale e
della densita dei neuroni di grandi dimensioni. ddintro, c'€ un

drammatico aumento della densita delle celluldigbé)].

Il team diRichfield, invece, ha mostrato una perdita dei neuroni nei

gangli basali nella malattia di Huntington [67].
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Slow et al.(2003), in virtu del fatto che la malattia di Hungiton € un
disturbo prevalente motorio, prima che cognitivdosalizzarono sui
neuroni nel corpo striato, responsabili del movitoebltilizzando un
modello murino della patologia, mostrarono comeefiat motori

siano altamente correlati alla perdita di tali meu{68]. Sempre per
guanto riguarda il corpo striatiJapstein et al. (2001) utilizzando un
modello animale della patologia mostrarono nei aeumon solo
alterazioni elettrofisiologiche, quali I'aumento llde resistenza di
ingresso della membrana o alterazione nei potendiakione, ma
anche alterazioni morfologiche, tra cui la dimirarmg della densita
delle spine dendritiche, diametri minori dei somelutari e aree
minori. Cio si ripercuote sulla circuiteria di comoazione con i

gangli della base [69].
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Fig. 4 Cambiamenti introdotti dalla mutazione deltateina detta huntingtina

Nel 2004, Baquet studio un fattore neurotrofico che modula
differenziazione e funzione sinaptica. Riducendspressione di tale
fattore nella corteccia cerebrale nei topi, si cella mutazione del
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gene responsabile della malattia di Huntingtonp&i® ai controlli, il
modello animale della patologia presenta un cotpats di volume
inferiore e alterazioni morfologiche dei neuroniggso presenti: soma
cellulari atrofici, con dendriti piu sottili, e urgensita ridotta di spine
dendritiche. Cio vaglierebbe l'ipotesi di un colegento tra il fattore
neurotrofico corticale e la morfologia neuronalé carpo striato [70].
Attraverso un modello murino generaad hocper la riproduzione
delle caratteristiche salienti della patologlaerner et al. (2012)
hanno dimostrato la perdita di neuroni. Analisretéogiche effettuate
su tali topi a quattro mesi di vita non rilevaramatazioni nel volume
delle proiezioni del corpo striato, ma fu indivitoaal dodicesimo
mese di vita atrofia sia nei maschi che nelle fenemiAnalisi del
corpo calloso nei maschi rilevarono la perdita mironi intorno al
ventesimo — ventiseiesimo mese, come anche unatgelidspine
dendritiche nei neuroni del corpo striato, soptaitunei rami
dendritici distali; si evidenzido anche una mino@mplessita della
struttura dendritica, come rivelato dall’analisiSholl [71].

Infine, Spires et al. (2004), evidenziarono per la prima volta
anormalita dendritiche in un modello murino dellatgbogia,
simulante la neuro degenerazione tipica degli indivaffetti da corea
[72].

Essendo malattie neurodegenerative, importanteupgal futuro
potrebbe essere una comprensione di come la peliditauroni e le
alterazioni della morfologia si sviluppino nel temp.a maggior parte
degli studi citati, infatti, analizzano cervelli taptici: € quindi

un’analisi statica.

2.3 Alterazioni morfologiche dei neuroni in altre

patologie
Sono reperibili in letteratura numerosi studi cttestano cambiamenti

nella morfologia neuronale a seguito di alteraziatgllo stato
fisiologico.
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Le ricerche diMartinez-Tellez et al. (2005) sono state condotte
modelli animali del diabete mellito indotto da gti@zotocina,
molecola che, danneggiando selettivamente le edligancreatiche,
causa l'insorgenza della patologia. Il team haiaratio la morfologia
dei neuroni piramidali della corteccia prefrontatiglla corteccia
occipitale e dell'ippocampo per studiare i cambiathegrodotti
dall'innalzamento della glicemia in cavie da lakdor®. A queste,
tenute a un certo livello di glucosio e sacrificdtgo due mesi, e stato
estratto il cervello e, previa colorazione al Gplgistata effettuata
I'analisi di Sholl sui neuroni corticali ottenublelle cavie con diabete
mellito,la lunghezza dei dendriti nelle cellulegymidali nelle regioni
considerate diminuisce dal 20% al 45% rispettoaatmlli. Inoltre,
diminuisce dal 36% al 58% anche la densita delieesdendritiche:
cio e evidente per le cellule piramidali dell'ippmepo. L'analisi di
Sholl mostra che nei topi diabetici il numero diersezioni e ridotto
rispetto ai soggetti di controllo. Questo risultat® prova di come il
diabete mellito influenzi la morfologia dendriticastrutture implicate
nei processi cognitivi, quali corteccia pre-frosta¢ occipitale e
ippocampo [73].

Riley et al. (1978) hanno effettuato esperimenti per comprovare
danni sulle strutture nervose dovuti all’assunziatealcool. Nello
studio si sono utilizzati topi, sottoposti a unatdi contenente alcool
per quattro mesi. Il consumo a lungo termine doalgrovoca una
diminuzione significativa nel numero di spine deticie nelle cellule
piramidali dell'ippocampo, producendo danni morfpto al sistema
nervoso centrale [74].

Anche lipotiroidismo puo provocare danni alla naie struttura
neuronaleRuiz-Marcus et al. (1980) hanno dimostrato che i neuroni
piramidali nella corteccia visiva di ratti ipotid®i presentano
cambiamenti nel numero e nella distribuzione dgfime dendritiche.
E’ un’alterazione, pero, reversibile: somministrangkmoni tiroidei
agli stessi, pero, le cellule piramidali ritornaralla struttura

fisiologica [75].
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Tramite colorazione al Golgi sono stati valutaticambiamenti
morfologici di neuroni che presentano alterazionell'idrolisi
lisosomiale su modelli animaNVvalkley et al. (1988) , infatti, hanno
mostrato come neuroni piramidali corticali presemtingrossamento
dell'assone. Le strutture terminali degli stessplire, appaiono piu
evidenti, e spesso piu lunghe rispetto ai neustieovati in altri studi.
Assunzione ripetuta di droghe psicostimolanti, guabcaina o
anfetamine, producono cambiamenti significativiineello cerebrale.
E’ importante conoscere a fondo questo tipo diratieni, perché si
pensa che da essi dipenda lo sviluppo della diperadg76].
Robinson et al. (1999), iniettando cocaina o anfetamina in ratti,
successivamente sacrificati, e sui cervelli delliquatata effettuata la
colorazione Golgi-Cox, dimostrarono che il numeraaimificazioni
dendritiche e la densita delle spine dendriticHenneleusoccumbens

e nelle cellule piramidali del quinto strato dellarteccia prefrontale.
Cio fa pensare che le conseguenze neuro comportalmen
all'assunzione di droghe psicostimolanti sia dovalla necessita di

riorganizzare le connessioni sinaitiche [77]

In conclusione, la revisione della letteratura dstn@ come numerosi
studi sono stati effettuati sia su uomo sia in niodamimali, in

particolare murini, per analizzare le anormalitd sistema nervoso
collegate a varie patologie. In particolare, frageeente tali
alterazioni riguardano sia la morfologia dei neuyosia la loro
numerosita. E’ evidente, quindi, quanto sia di faméntale
importanza l'utilizzo di strumenti informatici chpermettano di

quantificare I'entita delle alterazioni presentivallo neuronale.
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Capitolo 3

Tecniche software

In questo capitolo verranno descritte tutte le itdw implementate ed
utilizzate durante il lavoro di tesi.

In primo luogo, si descrivera Ne.Mo., il softwareerplimage
processing e I'analisi morfologica e topologica deuroni. Lo scopo
di questi algoritmi € quello di estrarre il maggmrmero possibile di
informazioni sulla morfologia, sulla topologia ellsrganizzazione
delle cellule, a partire da immagini, ottenute atnwscopio, che le
ritraggono. L'importanza dello studio metrico detfeorfologia delle
cellule neuronali deriva dal fatto che in variegbagie, in particolare
nell’autismo, esse subiscono una forte alterazioome si € piu volte
sottolineato nel Capitolo 2: soltanto dopo aver pm@y0 e misurato in
maniera precisa e ripetibile tutti i dettagli, spssibile chiarire quali
siano i danni a cui esse vanno incontro. In pddreo ci si soffermera
sulla 3-way PCA, poiché se ne sono implementatiatgoritmi in
linguaggio di programmazione Java in una secorstadeal lavoro.

Gli algoritmi, implementati in Matlab, sono statcriti in parte
durante il mio lavoro di tesi triennale [78], inrfadall’ing. Lucia
Billeci nel suo lavoro di tesi specialistica [79].

Durante questo lavoro di tesi si e effettuatodetugdel software
Ne.Mo.; inoltre, si & cercato di rendere il softevar piu possibile
user-friendly, essendo esso destinato a laboraiotogici, in culi,
quindi, non € garantita la presenza di operatamni lmeone conoscenze

informatiche. Una volta controllata la corretta Ziomalita delle varie
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interfacce grafiche, con i relativi editor che longpongono, si e
proceduto con la compilazione del codice, in modatlenere un file
eseguibile. In questo modo, Ne.Mo. é utilizzabikelee su computer
sprovvisto della licenza MathWorks.

Nella seconda fase del lavoro di tesi, e stato emgehtato, in
linguaggio di programmazione Java, un plug-in cfiettea la 3way-
PCA. Questa € tecnica di analisi multivariata, ienpéntata daeardi

e collaboratori in linguaggio Matlab e utilizzatache in Ne.Mo.:
infatti, permette di analizzare e confrontare ubi@nente parte delle
variabili estratte dall’'analisi delle cellule neuosdi. La scelta del
linguaggio di programmazione e stata dettata dab fehe ImageJ,
uno dei software perithage processing analysisopen-sourcepiu
utilizzato nei laboratori, € scritto in linguaggibava. Come gia
sottolineato nel Capitolo 1, Image J da la poB&ibhon solo di
utilizzare i plug-in di altri utenti, ma anche direcarne di nuovi: si &
pensato, dunque, di condividere il plug-in che taife la 3way-PCA,
essendo questa una tecnica capace di analizzaadi inelle loro
correlazioni e quindi di giungere a conclusioni gbate ed esaustive.
Questo algoritmo verra riportato integralmente’Agibendice A.

Nella prima parte del capitolo si descrivera Ne.Moogni sua parte,
sottolineando le differenze apportate rispetto a#esioni presentate
negli scorsi lavori di tesi. Si passera quindi agh udescrizione
dettagliata del plug-in implementato in linguagdigorogrammazione
Java. Per ogni tecnica utilizzata la cui compremsiochiede qualche
conoscenza teorica, verra riportata brevementedaat a cui si fa
riferimento.

| risultati ottenuti dall’applicazione delle techi& qui descritte

verranno riportati e discussi nel Capitolo 4.

3.1 Ne.Mo.

Ne.Mo., acronimo di “NEuron MOrphological tool”, en software
open-source per iprocessinge l'analisi di cellule, in particolare
neuroni. Infatti, & un software pensato per anafizzellule neuronali:

queste sono, infatti, coinvolte in alterazioni s&El numero che nella
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morfologia in molte patologie, ad esempio nell’aoto, come gia piu
volte sottolineato precedentemente.

L’obiettivo principale del software e quello di ess il piu possibile
user-friendly, in modo da poter essere usato adehetenti che non
conoscono Matlab o altri linguaggi di programmagioNonostante la
sua semplicita, Ne.Mo. & un valido e accurato stntmper analisi sia
statiche che dinamiche.

Con questo tool, & possibile ottenere informazmulla morfologia
cellulare a partire da immagini, ottenute al micagso, rappresentanti
singoli neuroni, reti neurali o slice.

L’interfaccia grafica iniziale si presenta come kig.1l: questa ci
permette di accedere ai vari editor e GUI impleratgmtei precedenti
lavori di tesi. Ciascun input del menu a tendindadoarra dei menu é
creato attraverso appositi comandi Matlab e ad ogrdi questi é
associata una funzione, che rimanda a comandiiscelio stesso
editor o in editor differenti.

Prima di caricare le immagini da elaborare, e irtggde nominarle
con particolare attenzione: il software, infatstrae automaticamente
dal nome le informazioni sulla cellula fotografabdel nome di ogni
singola immagine, € importante che si faccia nifemto a:

» Tipologia dellimmagine “p” per “photography, “b” per
“binary’ e “s” per “skeletofl. Gli algoritmi per I'elaborazione
salvano automaticamente I'immagine binaria e leekatho del
neurone seguendo questo schema;

* Numero della coltura nel caso in cui si seguano

contemporaneamente piu colture, esse si distinguono

assegnando a ciascuna un numero identificativo;

* Numero della cellulaogni cellula di una stessa coltura é
identificata da un numero, assegnato dall'operatore

e Giorno in cui la cellula é stata fotografatda numerazione
parte dal giorno in cui la cellula viene fotografgter la prima
volta;

» Eta della cellula in giorni la numerazione parte dal primo

giorno di vita della cellula in coltura.
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Riguardo alle prima due, si inseriscono entrambiafmazioni
nel nome perché spesso non si fotografano le eetlal primo
giorno della messa in coltura.

In definitiva, il nome dell'immagine sara del tipo:

Tipologia dellimmagine_Numero della coltura_Numeiella
cellula_Giorno in cui la cellula & stata fotografatEta della

cellula in giorni.formato dell'immagine

Il caricamento €& possibile con l'opzione “Open” g@Bte in
“File”: in questo modo, si apre la finestra stambldr ricerca dei
file, e puo essere selezionata un qualsiasi fiesgmte nell’hard
disk del computer. Selezionata la directory e,n@filimmagine
desiderata, viene visualizzata 'immagine in Ne.Mal & possibile

avviare I'elaborazione.
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File Image processing  Meurons count  Morphological analysis  Topological analyisis  Plat variables  3-way PCA

nar
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0E&F
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D 1 | | | | 1 | 1 1
] i 0.2 [.3 .4 [.5 1.5 .7 [1.5 0.9

Fig. 1 Interfaccia grafica iniziale di Ne.Mo.

A questo punto, l'utente puo:

Eseguire Image processingdellimmagine: €& possibile
avviare un’elaborazione semi-automatica o un’elabone
con maggiore liberta nella scelta dei parametri;

Eseguire la conta cellulare;

Eseguire I'analisi morfologica, una volta ottenltoscheletro
del neurone attraversmage processing

Eseguire [lanalisi topologica di immagini di slice
rappresentanti pitu neuroni;

Plottare le variabili morfologiche ottenute al puprecedente;
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e Eseguire la 3way-PCA.

Si descriveranno sinteticamente i vari punti.

3.1.2 Image Processing

Per ottenere lo scheletro dell'immagine digitaléczda in Ne.Mo., é
possibile, come gia piu volte rimarcato, avviar€elaborazione
semi-automatica, implementata attraverso un etiadtab (Fig. 2), o
una con maggiore liberta nella scelta dei parametrinella

sequenzialitd dei comandi da eseguire, implementataece,

attraverso un’interfaccia grafica (Fig. 3)

4 'Figure 1
Fi= Edt View Insert Tools Deskiop ‘Window Help

Ded& k faafey |08 a0

ariginal image

15000

0 B85

Binary image Skeleton

Fig. 2 Editor per I'image processing automatico
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} Image_processing,

-IMAGE PROCESSING

with right-click, you gave the changes.
with |eft-click, you return to non-madified image

FILTER
‘gaussian’
|7P|sze row: column ’:‘

UNIFORM BACKGROUND
kernel
( size ‘ ‘

[unlform background ]

grayscale intensity image ‘

~MORPH. OFERATIONS-

‘rectangle’ parameters—
[ e |
‘diamond’ parameter—
| |
El?ectangle vl

[ Boundary J

EES

SELECTION OBJECTS

with left-click, you select the object ’
you wwant in the image onthe top. r
= CO NTRAST Srlezire Preszing enter, finish the selzction
for grayscale —imadjust 0er
intensity image only Ingert the input range Cwhers the image L
grey levels are more clustered) and output = R EG |O N Fl L Ll N G ek
-\mhisi range (where the image grey levels would be —
) spread out over much of the input Fange) Licia: i m Bz
After visualizing histogram, with coumn || 0EL
left-click wou return to image.
Lowe_in ‘ High_in 05
histe Low_ou | tghow| | w
O4r
—
’7 gsmma | | Save Binany-image ‘ L
0.2r
THRESHOLDING moGHELETR G s stetas ot i1
= I angle of the soma, on the: =
L Otsufs method | Level | | [ threshei | Save skelston e

L L L L I L ! I I
0.1 0z 03 04 0s 0.6 07 0g 09

Fig. 3 GUI per I'elaborazione delle immagini digjita

Il funzionamento di tali algoritmi e stato gia affitato e discusso in

modo esaustivo in precedenti lavori, quindi peendtri spiegazioni

si rimanda al punto [78] della bibliografia. Sietéeranno, tuttavia,

nella tabella di Fig. 4 tutte le funzioni eseguildurante I'image

Processing, accompagnate da una breve discussione.

Filter filtra 'immagine attraverso un filtro
passa-alto di tipo gaussiano lineare
Uniform elimina le impurita presenti all'interng
Background dellimmagine ed evidenzia la cellulg

rispetto allo sfondo, il quale si

presentera piu compatto ed omogeneo
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Greyscale Intensity

I'immagine viene convertita da RGB

Image livelli di grigio, migliorandone il
contrasto
Contrast Migliora il contrasto

dell'immagine

Thresholding

Segmentazione
dell'immagine al fine di
ottenere una fotografia

binaria

Morphological
Operations

Operazioni morfologiche per
migliorare I'immagine
(unire dendriti che con
operazioni precedenti

risultano staccati dal soma, o

staccare oggetti che non
sono utili al fine
dell'analisi)o ottenerne i
contorni: & possibile usare
kerneldi due forme:

rettangolare o romboidale.

Selection

objects

si utilizza per selezionare gli oggetti
dell'immagine interessanti dal punto ¢
vista dell’analisi, che vengono
selezionati con un click del mouse; i
termine della selezione é stabilita
dall’'utente con la pressione del tastc

“Invio”

D
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Region Filling

riempie i contorni della cellula; viene
utilizzato quando non si riesce ad
ottenere un immagine binaria

perfettamente definita

Binary-Colour

inverte i colori dell'immagine

Invert
Save Binary Salva 'immagine binaria
Image (neurone nero su sfondo
bianco) automaticamente
nella stessa cartella
dellimmagine di partenza
Scheletro Ricava lo scheletro

dall'immagine binaria

Fig. 4 Tabella che riassume i principali algorifmer I'image processing implementati in

Ne.Mo.

Le migliorie apportate a questi algoritmi hannodamentalmente un

unico scopo: rendere il programma il piu possibger-friendly

Quindi, per quanto riguarda l'editor pé&mage processingemi-

automatico, utilizzabile con immagini con poco rumoe ben

risolute, si sono utilizzati specifici comandi Mail che permettono

di:

» Interrompere il flusso dell’editor. Infatti, € nessario inserire,

durante

'elaborazione, dei parametri. Appariranno

automaticamente delle finestre che aiutano [lutere

comprendere il significato di tali parametri, pendere piu

agevole la scelta del valore da indicare negli ajipedit

» Alla fine dell’elaborazione, si apriranno automatieente due

finestre, rappresentanti rispettivamente immagimearia e
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scheletro del neurone. Infine, comparira una tdmzestra,

che chiedera all'utente se e soddisfatto dell’alabone. Nel

caso di risposta positiva, le immagini verranno
automaticamente salvate nella stessa directorg fthgrafia

di partenza, e I'editor verra automaticamente ahitrnando

alla GUI iniziale di Ne.Mo.; in caso contrario, a@prira in

modo automatico la GUI che permette di eseguirestgissi
algoritmi piu volte e con diversa sequenza, ma artfavere
piu liberta nella scelta dei parametri.
Per quanto riguarda la GUI, si sono aggiunti opportcomandi
Matlab con lo scopo di rendere il software piu ageper I'utente la
comprensione dei passaggi da effettuare:

* All'interno della GUI stessa, qguando necessarie, una
breve descrizione di quello che I'utente deve camgper
utilizzare nel modo corretto quel determinato atguoo:
ad esempio, come mostrato in Fig. 5, si fa preseimne
per selezionare gli oggetti che si consideranaastanti
dal punto di vista dell'analisi da effettuare, €ate deve
selezionarli con un click sinistro del mouse, menter

interrompere la selezione basta cliccare su “Invio”

SELECTION OBJECTS

with left-click, you zelect the object

wou wwant in the image on the top.
Pressing entet, finish the selection.

Fig. 5 Esempio di descrizione delle funzionalitpdnnello nella GUI

» Soffermandosi con il cursore del mouse sugli edippsti
all'inserimento di determinati parametri, in alcucasi
necessari al corretto funzionamento detiallback si
ottengono informazioni sulla funzione delle variartp
che compongono la GUI e sugli eventuali parametri d
default, che vengono usati dall’algoritmo qualdtaeinte

non inserisca tali valori.



Tutto cio e fatto, come piu volte ribadito, per fmgare la
comprensione del programma ad un utente non ne@essate

esperto nel campo informatico.

3.1.2 Neurons count

Per quanto riguarda la conta neuronale, si € plte wibadito che
guesta € utile in molti casi in cui risulta necessaonoscere il
numero di cellule presenti in un'immagine.

Le immagini delleslice sulle quali & possibile applicare I'algoritmo
SONno organizzate e nominate con lo stesso critegTritto per le
immagini che ritraggono singoli neuroni.

Rispetto all’algoritmo presentato nel precedent@ia di tesi, in cui
era possibile eseguire la conta solo di celluleromali fluorescenti,
si & aggiunto un ulteriore editor per la conta dillute non
fluorescenti. Questo e pressappoco lo stesso deégente, ma tiene
conto che le prime sono piu chiare rispetto altmdb, al contrario
delle seconde: nell'algoritmo per la conta di dellnoon fluorescenti
€ necessario prima invertire 'immagine binariapa@ eseguire le
operazioni morfologiche implementate anche nelt@dilescritto nel
punto [78] della bibliografia.

Entrambi gli algoritmi lavorano in ricorsione: umalta avvenuta la
selezione, da parte dell'utente, di un'immaginea# in una certa
cartella, leditor analizza ed effettua la conta llutere
automaticamente su tutte le fotografie presentjuella cartella. In
guesto modo, si valuta il numero di neuroni per padicolareslice
in ogni giorno in cui & stata fotografata.

A fine elaborazione, comparira una finestra in ene riportato il
numero di oggetti presenti nellimmagine. Inoltr& creata
automaticamente una cartella, chiamata “Count” anellrectory
destinata allaslice che si sta analizzando. All'interno di questa,
vengono salvati, in formato .mat, i vettori contetnel numero di
neuroni per ogni giorno di coltura. Il vettore \éeutomaticamente

salvato con il seguente nome:
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numberOfNeuronsFluo_Numero organo_ Numero slicerr®im

cui é stata effettuata l'ultima fotografia.mat

Per “Numero organo” si intende, ad esempio, il nunigentificativo

del cervelletto da cui si sono ottenutesliee

A questo punto, e stata effettuata un’altra aggiurispetto al
precedente lavoro di tesi. C'é la possibilita, itifadi ottenere dei
grafici che illustrino I'andamento della conta oddire. In particolare,
sono stati pensati due tipi diversi di plot:

* Plot separatesi grafica il numero di neurone in funzione
dei giorni. L'utente seleziona il file .mat da amahre e il
grafico apparira automaticamente;

* Plot Unique attraverso una multiselezione, ['utente
sceglie i file .mat che vuole visualizzare in unconplot.
Automaticamente, si otterra il grafico del numero d
neuroni per ogni slice selezionata in quella deileam

coltura.

3.1.3 Analisi Morfologica

Ottenuto lo scheletro del neurone, si pud passdfanalisi
morfologica. Lo studio metrico delle cellule neuabnderiva dal
fatto che in molti disturbi, come l'autismo, essbiscono una forte
alterazione.

Per quanto riguarda la GUI che permette l'analigrfologica,
guesta é stata implementata dall'lng. LuBilleci nel suo lavoro di
tesi specialistica: per informazioni piu dettagli&d esaustive delle
tecniche utilizzate, si rimanda al punto [79] detldliografia. In
guesta sede, si riporta una tabella riassuntiva @idelle operazioni
che la GUI effettua.

Metodo di Sholl Plot del numero di intersezioni per

Lineare area del cerchio in funzione del
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raggio

Metodo di Sholl

semi-Log

Plot del logaritmo del numero di
intersezioni per area del cerchio in

funzione del raggio

Metodo di Sholl
Log-Log

Plot del logaritmo del numero di
intersezioni per area del cerchio in

funzione del logaritmo del raggio

Calcolo centro

Coordinate del centro dello

scheletro della cellula

Calcolo raggio

minimo

Raggio minimo dal quale si inizia a
costruire i cerchi per I'analisi di
Sholl

Calcola raggio

Raggio dell'ultimo cerchio da

massimo costruire per I'analisi di Sholl
rc Raggio critico per il quale si ha il
maggior numero di intersezioni
Nm Numero massimo di intersezioni
Schoenen Rapporto tra il numero massimo di
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intersezioni e il numero di dendriti
primari, cioe quelli che hanno
origine direttamente dal soma

cellulare

k Coefficiente di regressione di Sholl,
ovvero la pendenza della retta che
fitta i dati
R lllustra i coefficienti di correlazione
tra i dati
Delta Identifica il rapporto di
determinazione; permette di valutare
quale, tra il metodo Semi-Log e il
metodo Log-Log e il migliore
Percorso Minimo percorso tra il centro della
minimo cellula e la fine del dendrite piu
distante
Vettori delle distanza tra I'estremita e tutte le interseziohi
lunghezze cerchio precedente, viene presa la minima;
minime l'intersezione per cui si ottiene la minima

distanza diventa la nuova estremita e vien
eseguito lo stesso procedimento fino a che 1

si trova l'intersezione di raggio minimo

de

D

on
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Angoli tra Angoli compresi tra i vettori delle
vettori lunghezze minime
Estensione Dimensione della cellula, compresi
radiale della tutti i dendriti
cellula
Dimensioni del Il soma viene approssimato a
soma un’ellisse e ne viene calcolata I'area
Area del cono un algoritmo calcola I'area compreso tra due
direttrici che hanno origine nel soma della
cellula e tangenti ad essa

Fig. 6 Tabella riassuntiva delle operazidme si effettuano durante I'analisi

morfologica

Ogni volta che viene eseguita una callback, leakdri calcolate
vengono inserite in una specifica posizione dehmbaitrix.

Anche questa GUI lavora in modo ricorsivo: in qoestodo, una
volta selezionata una cellula in una determinateelia, si avvia, una
per volta, I'analisi per tutte le immagini conteaurtella stessa; a fine

elaborazione, si avra, quindi, un datamatrix dietisioni

1*177*giorno in cui e stata effettuata l'ultima tajrafia

Tutti i datamatrix vengono salvati in due diversatelle, che si
creano in modo automatico ad analisi ultimata: ian@, chiamata
“Datamatrix+numero colturg nella directory in cui sono presenti le
cartelle relative ad ogni coltura; la seconda, mlaita ‘Datamatrix
nella stessa directory in cui & salvato il .exelj@ewvio di Ne.Mo., in
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cui vengono salvate tutte le matrici, organizzagx pumero di
coltura. La seconda cartella facilita, come si gipgga nei prossimi
paragrafi, la costruzione della matrice di datibglle, necessaria per
effettuare I'analisi morfologica e, in un secondomento, la 3way-
PCA.

In entrambi i casi, comunque, il datamatrix viengoaaticamente

salvato con il seguente nome:

DM_Numero della coltura_Numero della cellula_Ultimgiorno in

cui la cellula e stata fotografata.mat

Nel caso in cui il giorno della messa in colturdigerso dal primo
giorno in cui le cellule iniziano ad essere fotdgr@ 0 nel caso in
cui in un particolare giorno le cellule non sonatstfotografate, il
datamatrix conterra dei NaN (Not-A-Number) in cgpondenza di

questi particolari giorni.

3.1.4 Analisi topologica

Questo tipo di analisi, implementata dall'ing. LacBilleci, &

importante nello studio della migrazione delle welinervose. Come
sottolineato nel Capitolo 2, infatti, studi dim@sio come durante lo
sviluppo cerebellare ci sia un’alterazione rispettocontrolli nella

migrazione neuronale in alcune patologie, come seim@io nei

disturbi dello spettro autistico.

Anche in questo caso, le slice sono nominate ednizgate come
descritto nei precedenti paragrafi, e gli algoritanorano in modo
ricorsivo.

Nella GUI, dopo un prerocessingin cui 'immagine della slice e

resa binaria, si ottengono in modo automatico dilfermazioni

sulla topologia neuronale, riassunte nella talBli&g. 7.

Intensita media Misura della capacita del neurone

della di esprimere il GFP. Misura utile
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fluorescenza

perché I'espressione e funzione del

tempo.

Distanza

Distanza tra due layer di cellule

Lunghezza

Si ottengono due misure relative

alla lunghezza dei layer.

Spessore medio

Due misure relative allo spessore

medio dei due layer

Spessore Due misure relative allo spessore
minimo minimo dei due layer
Spessore Due misure relative allo spessore
massimo massimo dei due layer

Linear fit error

Per ogni layer, lo spessore &
calcolato per ogni riga che
compone I'immagine, e se ne
considera per ognuna il valor
medio. Per ottenere informazioni
sull’allineamento delle cellule che
compongono il layer, si
approssimano i veri punti medi a
una linea, e se ne valuta I'errore

guadratico medio.

Fig. 7 Tabella riassuntiva dei valori ottenuti d@malisi topologica
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| valori ottenuti alla fine dell’analisi sono radtan una matrice le

cui dimensioni sono:

1*12*Ultimo giorno in cui la slice é stata fotogeta. mat

Il datamatrix €& automaticamente salvato nella darte
“DatamatrixSlice”, che viene creata, nel momentocin si avvia
I'analisi topologica, nel folder il cui e salvatoéxe di Ne.Mo..
Nell'ottica di rendere piu user-friendly la GUI, s8i aggiunta una
finestra che, prima dell'inizio dell’analisi, infora l'utente di
selezionare due punti, che individuano una retéada separare i due
layer presenti nellimmagine binaria. Inoltre, si aggiunto un
messaggio che informa l'utente che l'analisi e ieata, e che il

datamatrix e salvato nell'apposita cartella.

3.1.5 Creazione del datamatrix globale

La prima versione del software, presentata nel 2087quella

immediatamente successiva, nel 2009, presentavanogrande

Ssvantaggio: non era stato implementato un editer pbrmettesse
allutente di selezionare i datamatrix per le siegaellule e

automaticamente creasse il datamatrix globale, d#&éématrice

tridimensionale. E' necessario, per realizzare amfronto tra tutti i

campioni e trovare delle possibili analogie, raadere all'interno di

un datamatrix globale i singoli datamatrix, conoateloli tra loro.

Tali matrici sono bidimensionali, come si € giatslteato nei

precedenti paragrafi, cioé hanno tante colonne tguaono le

variabili misurate e tante righe quanti sono ghmsi di tempo in cui

le variabili sono state estratte, cioe i giorncin le cellule sono state
osservate e fotografate al microscopio.

| datamatrix sono come delle “slice” che vengonarapposte

ottenendo un datamatrix tridimensionale, che aimgedsioni
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111 {

Numero di variabili estratte*numero di cellule chievogliono

analizzare*numero di giorni

come mostrato in Fig. 8

\
¢
>

b=

11

s [

Fig. 8 Costruzione del datamatrix globale

La difficolta di implementazione dell’algoritmo erdettata dalla
necessita di rendere la costruzione della matrioel gradi di liberta
possibile.

L’editor implementato, infatti, permette all'utentd scegliere |l
numero n di colture che vuole analizzare attravensa specifica
finestra che appare automaticamente una volta taviagoritmo di

creazione del datamatrix. A questo punto, si appex n volte, la
finestra standard di ricerca dei file, e, attraweraultiselezione,
'utente pud scegliere per ogni coltura il numeraddtamatrix che
vuole concatenare a formare il datamatrix globBkr. ogni coltura,
'algoritmo dispone i datamatrix singoli in ordinerescente del
numero di cellule. Grazie alla multiselezione, @1 nessun vincolo
nella scelta di quante e quali cellule inserirelanehatrice. La
creazione della cartella “Datamatrix” nella diregtin cui e salvato

il file eseguibile facilita all'utente la seleziongerché tutte le matrici
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bidimensionali hanno la stessa locazione, ma soomuoque
organizzate per coltura.

Un altro problema da affrontare riguardava il tennpaui le cellule
sono fotografate: non & detto, infatti, che leuellsiano seguite per
lo stesso numero di giorni. L'editor, quindi, indlua, durante la
multiselezione, il datamatrix singolo con la dimeng-tempo
maggiore, e provvede ad aggiungere matrici di aerdatamatrix
delle cellule seguite per tempi minori: in questodo, la dimensione
di tutte le matrici sara la stessa, e si potra guece con la
concatenazione delle stesse con i comandi Matthbpasizione.

In questo modo, a differenza delle prime versioniNeé.Mo., la
creazione del datamatrix € completamente svincalatanumero di
colture, dal numero di cellule e dal numero di giadi messa in
coltura specifici.

Stesso procedimento e utilizzato anche per la wweaz del
datamatrix tridimensionale a partire dalle singolmatrici
bidimensionali ottenute dall’analisi topologica.

Il datamatrix globale verra automaticamente salvatta directory in
cui é locato il .exe di Ne.Mo., e un messaggio @ew®iinformera

I'utente che I'operazione € avvenuta con successo.

3.1.6 Plot dei dati morfologici e topologici

A questo punto, ottenuto il datamatrix globaletdhte puo avviare la
procedura di plotting dei dati. Anche in questoocas facilita la
fruibilita degli algoritmi all'utente: infatti, agre in un primo
momento una finestra che ricorda di creare il datam globale, e
nel caso in cui questi non I'abbia fatto, autoratiente si indirizza
il flusso di programma all'editor adibito a tale napito.
Successivamente, appare, nel caso dell’analisiatogiita, una GUI
chiede all’'utente quale tipo di analisi ha intem=odi affrontare.
Infatti, come discusso in modo piu ampio e artitmlaell’elaborato
della tesi specialistica dell'lng. Lucia Billeci 9F, € possibile

scegliere tra un’analisi day-by-day, e un’analisi dinamico.
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L'informazione e salvata in un vettore, e viene lizgata
dall’algoritmo per la creazione dei grafici.

Effettuata la scelta del tipo di analisi da condurrappare
automaticamente upop-up menuin cui l'utente piu scegliere le
variabili da plottare.

Quando necessario, si avviano finestre per interagel modo piu
semplice possibile con l'utente. Ad esempio, siedbi per quale
cellula si desidera ottenere il grafico di unaipatare variabile, o se,
si e interessati, ottenuto il plot per una cellad,ottenere lo stesso
ma per un’altra cellula.

| grafici, dopo la Vvisualizzazione a display, sorsalvati
automaticamente in formato bitmap in una cartgdfaosita, chiamata
“PLOT", locata nella stessa directory in cui ¢ e il file
eseguibile di Ne.Mo. | grafici sono organizzati Sotto-cartelle in
modo ordinato; in particolare “P_Morph”, per i plattenuti
dall'analisi morfologica, con ulteriori sotto-cdteeper I'analisi day-
by-day o nel tempo, e “P_Slice” per i plot ottendtll’'analisi
topologica.

Tutto cid avviene minimizzando l'intervento dellumte.

3.1.7 Creazione del datamatrix per la 3way-PCA
E’' possibile proseguire con un’analisi di tipo naadriato, che
permetta cioe di conoscere le correlazioni traaleabili estratte nella
precedente analisi morfologica. Gli algoritmi w#dati sono stati
implementati da Leardi e collaboratori in ambieiatlab.
Prima di cio, € necessario costruire una matricdatii che abbia la
struttura tipica del datamatrix analizzato trangibesta tecnica.
Nel caso dell'analisi morfologica, data I'elevataagtita di variabili
misurate, per rendere meno complessa e piu effiiatarpretazione
della PCA, sono state selezionate solamente leabibiripiu
significative:

1. Raggio critico (Rc)

2. Numero massimo di intersezioni (Nm)

3. Coefficiente di regressione (k)
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N o 0o k&

8.

Percorso misurato sull’asse principale (Pa)

Estensione (E)

Area del soma (As)

Complemento rispetto a 360° dell'angolo del conccum é
racchiusa la cellula (Ac)

Dimensione frattale (Df)

La matrice globale tridimensionale che si é ottaredn I'algoritmo

descritto dei paragrafi precedenti deve esseréststda t matrici di

dimensioni

Numero di variabili*Numero di cellule

come in Fig. 9.

1 n
e —_—
Pl et
’ /
m <
o
'
m < |:> 111-t<
.
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. \

Fig. 9 Costruzione del datamatrix per la 3way-PCA

La matrice viene automaticamente salvata nellasatel&ectory in

cui é salvata la matrice tridimensionale, e un gg$® a video

informa l'utente dell’avvenuta creazione e salvgtaglella stessa.

-85 -



3.1.8 3-way PCA

Si discute adesso la seconda tecnica utilizzatd qealisi dei dati
estratti dall'analisi morfologica delle cellule menale, cioe la 3-way
PCA: questa e particolarmente importante per carescle
correlazioni tra le variabili estratte. La tecnisara descritta in
maniera piu dettagliata perché é stata implememata seconda
fase della tesi, parte piu consistente del lavamolinguaggio di
programmazione Java.

Come e stato gia detto nei precedenti paragrdfialgbritmi sono
stati implementati in Matlab da Leardi e collaborat

La 3-way PCA e una tecnica di analisi multivariakee deriva dalla
PCA, molto nota ed utilizzata per I'analisi deiidette provengono
dall'osservazione di un certo numero di variahilitgy certo numero
di soggetti od oggetti. Sia la PCA che la 3-way Pléz&no lo scopo
di riassumere tutte le informazioni contenute @iérno di un
datamatrix in poche componenti, e farlo in modacaffe. Una
riduzione delle componenti da analizzare e fondaabemel caso in
cui una descrizione completa delle correlazionihiaderebbe
un’analisi su un elevatissimo numero di dati. Lafedenza
sostanziale tra le due tecniche & che mentre laR€e applicata su
una matrice di dati bidimensionale, la 3-way PCAtata modellata
per lo studio di dati organizzati in una matriceitnensionale.
Spesso, infatti, le variabili sono misurate in déee condizioni, ad
esempio, in diversi istanti temporali, per cui €essario aggiungere
una terza dimensione alla matrice.

Una matrice tridimensionale pud essere analizaatdizzando con
la PCA le varie matrici bidimensionali che la comgono, ma la
forza della 3-way PCA é la capacita di analizzaati delle loro
correlazioni sulle tre dimensioni, quindi di giumgex conclusioni piu
complete ed esaustive.

Sono stati proposti diversi modelli di analisi 3ywBCA, ma in
guesto lavoro di tesi e nei precedenti € statazméito il modello

Tucker3, che risulta essere quello piu generale.
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Il diagramma di flusso € riportato in Fig. 10 [8Ber informazioni

piu dettagliate si rimanda al punto [79] della kmgtafia.

i ANOVA: PCA in due
F neceszana la way PC A7 ditrierisiotd

[ Pre-processing J

v

[ Bilanciamento del fitting ]

v
tﬂ scelta del mamero di component ]1
v

[ Cortrollo preliminare di stabilita ed interpretabilitd ]

La soluzione &

1
|
|
I
|
I
|
|
| stabile ed interpretabile?
|

|

.

A Studio dettagliato del fitting e det resaichu ]

[ Rotazione ottimale ddla struthura ]

La soluzione seleziorata
¢ interpretabile?

La sohuzione selezionata
& stahil e?

[ Interpretazione della soluzione J

Fig. 10 Diagramma di flusso della 3-way PCA, mod@ilcker 3
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A questo editor, sono state aggiunte delle finestie permettessero
all'utente di scegliere se effettuare o menasdaling della matrice
tridimensionale di partenza, e di inserire il nuondr condizioni, di
solito coincidenti con la terza dimensione dellaroe, e il numero

di iterazioni.

Terminato il debug e le modifiche per rendere ibltpiu user-
friendly, si e ottenuto un filstandalone un file cioé che puo essere
eseguito su un qualsiasi computer senza la nezesk# ci sia
istallato Matlab.

Per generare un file eseguibile a partire da umgeste Matlab, e
sufficiente usare il compilatore c/c++ di Matlalhectrasforma il .m
in .c e quindi lo compila utilizzando un compilaanterno. Tutto cio
e relativamente semplice da implementare: si trat@tti, di un
comando da eseguire sul workspace di Matlab, cheverte
programmi scritti in ambiente Matlab in modo dagvodssere usati
anche da utenti che non hanno la licenza MathWolkdile
esequibile, inoltre, é utilizzabile con diversitemi operativi: cio e

un vantaggio che ne aumenta la fruibilita.

La versione definitiva del software si e registratasso la SIAE con
il nome NEMO: Neuron Morphological Analysis Tool01][82].
Nonostante cio, non si hanno diritti di utilizzazéoeconomica: & un
software, quindippen-source

In Fig. 11 si riporta la tabella, gia presentatd Gapitolo 1, con
I'aggiunta di una riga per la descrizione dellegpaialita di Ne.Mo.:
in questo modo, si facilita la comparazione del &gi altri software

discussi precedentemente.
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Neurolucida No No Yes Yes No| Not Good Not free;
only resolution; | Only
neurons Window
; S.
Fluores
cent or
not.

Syn-D Yes No Yes | Yes Yes No| Fluores Free; Only
cent Automated; | Window

Time- s and
efficient; MacOS.
Precise.
NeuronJ No No No Yes No No | All Free Only
neurons tracing,
no
analysis.
NeuronTr | No No No Yes No No | Specifi¢ Free; Only
acer marker; | Totally tracing,
Confoca| automated. | no
| analysis.
images.
Neurpholo | No No Yes | Yes No No | All Free; Incomple
ay neurons | Automated; | ted
Time- analysis

- efficient.

& | NeuronMe | No No Yes | Yes No No | All Free; Incomple

g trics neurons | SemiAutom | ted

- . ated. analysis

Sholl Yes No No Yes No No | All Free; Only
Analysis neurons | Automated. | Sholl
. Analysis.
FracLac No Yes No No No No | All Free; Only
neurons | Automated. | Fractal
Dimensi
on.
Neuron_M | No No No Yes No No | ConfocaFree; Not
orpho I Automat
images ed.
Cell No No No No Yes No | All Free. Only
counter images. count.

Neuron Studio | Yes No No Yes No No | ConfocgFree; Only

| images| 3D confocal
reconstructi | Images
on.

MetaMorph Yes No Yes | Yes No No| All Accurated. | Not free;
neurons

TREE toolbox No No No Yes No No | All Good Need
neurons | neurite Matlab;

reconstructi | Only
on. tracing.

Figl Analogie e differenze tra Ne.Mo. e altri softevagperibili in letteratura
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3.2 Plug-in Java per la 3way-PCA

Come si e gia descritto nel Capitolo 2, Image Jnéprogramma
informatico di elaborazione digitale delle immaginiasciato nel
pubblico dominio, sviluppato dal National Institubé Health degli
Stati Uniti e scritto in linguaggio di programmazéJava. Image J
possiede un ricco editor di plug-in, molti dei qusdno scritti dagli
utenti stessi: essi rendono possibile risolvere timproblemi,
soprattutto di processing delle immagini e di viezazione delle
cellule in 3D.

Data la possibilita di poter condividere plug-inncla comunita di
Image J, si € pensato di tradurre in linguaggigmigrammazione
Java gli algoritmi che implementano la 3way-PCAtsata Leardi e
collaboratori in Matlab.

Dopo una breve panoramica sul linguaggio Java, assqra a

descrivere gli algoritmi che implementano la 3wayA?

3.2.1 Il linguaggio di programmazione Java [82][83]
Java é un linguaggio di programmazione orientatocagetti creato
dagli ingegneri della Sound Microsystems. La prograzione
orientata agli oggetti € un particolare paradigmpardgrammazione
che permette di definire degli oggetti-softwaregnado di interagire
gli uni con gli altri attraverso lo scambio di maggi. L’'oggetto non
e altro che una regione di memoria allocata, chiecagcome un
fornitore di messaggi, detti metodi, che il codieseguibile del
programma attiva su richiesta.

Nel linguaggio Java, gli oggetti sono dotati di atet Questi sono
abitualmente usati per implementare agevolmentéi il costrutti
che alcuni altri linguaggi forniscono nativamentiaviare un
messaggio ad un oggetto significa invocare un neetcl
guell’oggetto. Il metodo riceve come parametro ¢jejo con cui €
stato invocato, e sull'oggetto esegue determirzdtiodi.

Inoltre, in Java non esistono funzioni: i blocchiocddice che non
appartengono a nessun oggetto sono implementat coatodi detti

statici.
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Le differenze con Matlab sono sostanziali.
Matlab & ambiente di calcolo numerico che compreatehe
'omonimo linguaggio di programmazione ad alto liwecreato dalla
MathWorks, e che fondamentalmente manipola matAtiiinterno
dell’ambiente Matlab, sono disponibili numerosiltacsupporto dei
piu disparati campi di studio. In particolare, somoplementate
molteplici funzioni con le matrici: dall'inversalla moltiplicazione,
a operazioni piu complesse come le decomposizioni.
In Java, al contrario, le uniche operazioni praseonho quelle
algebriche semplici: &€ spesso necessario, quimeare dei metodi,
cioé dei sottoprogrammi da richiamare se necesgaioottenere
specifici task.
In genere, in un programma Java vengono utilizzaike classi, che
pOSsoNo essere:

» Classi fornite con I'ambiente di sviluppo;

» Classi precedentemente sviluppate dal programmatata

altri, disponibili spesso sul web;

» Classi che compongono il programma.
Queste classi sono organizzate in librerie che, caslo di Java,
prendono il nome dpackage Se in un programma Java si vuole
utilizzare una classe che appartiene a un packegmgna informare
esplicitamente compilatore e la macchina virtuatraverso una
specifica direttiva di importazione [84][85].
A questo punto, si discutera di un particolare tigio oggetto
utilizzato nellimplementazione della 3-way PCAartay.
Un oggetto array (o semplicemente array) contigreaollezione di
elementi dello stesso tipo, ognuno dei quali €diadato, ovvero
identificato, da un numero. Una variabile di tipoag contiene
riferimenti ad oggetti array.
Per poter utilizzare un array in Java, € necessdidbiarare una
variabile di tipo array che permetta di riferirel an oggetto array,
costruire quest’'ultimo specificandone le dimensiguindi il numero
di elementi, e infine accedere mediante la vamalalray agli

elementi dell'oggetto array per assegnarli o leljgagyme fossero
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singole variabili. Per fare cio, ci sono speciitomandi da utilizzare,
ognuno con una specifica sintassi da rispettare.

Per quanto riguarda le matrici, esse sono unazofie in forma
tabellare di elementi dello stesso tipo, ognunogdeili € indicizzato
da una coppia di numeri che identificano riga e oxph

dellelemento. Una matrice pud essere implementataJava

mediante un array i cui elementi sono a loro vof&aimenti ad array
che rappresentano le singole righe di una matdoeesempio di cio

e schematizzato nella Fig. 12 [86].

int|] |
[ 4 | 0 [ 0 | 0 0 | — riga 0
int[ ][] | ¥ 0 1 2 3 4
. 0 A nt[] '
int[][] m > 1 1l I 0 | 0 [ 30 [ 00 | — riga 1
2 0 1 2 3 4
"
- int[] .
| 0 | 0 | 0 | 0l 0 | — riga 2
0 1 2 3 4

I I
colonna O colonna 4

Fig. 12 Esempio di costruzione di una matrice waJa

A questo punto, e possibile sottolineare un’altiiecbnza con
Matlab: mentre in Java si implementano array dayaper ottenere
matrici, in Matlab si implementano matrici vere epgrie. Inoltre,
l'indicizzazione € diversa: per array di dimensianein Matlab gl
indici vanno da 1 a n, in Java, come in molti altnguaggi di
programmazione, ad esempio il C, vanno da 0 alneltre, mentre
in Matlab la dimensione della matrice non deve ressedicata a
priori, ma & possibile aggiungere righe e colonmmaniera piuttosto
semplice con operazioni di incolonnamento, 0 corpoojuni
comandi (come vertcat), in Java al momento deléhidrazione di
una variabile di tipo array, € opportuno creargdetto array stesso,
indicandone le dimensioni. Nel caso in cui quesio gia possibile,
per ragioni di implementazione dello specifico algoo, € possibile
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dichiarare una lista di elementi, in modo da noeralvincolo della

lunghezza massima prefissata.

3.2.2 Strategie di implementazione del plug-in

Gli algoritmi che eseguono la 3-way PCA utilizzatiNe.Mo. sono
stati implementati, come piu volte sottolineato, deaardi e
collaboratori: era quindi disponibile il codice gente della tecnica
di analisi multivariata, scritto in ambiente Matl&uesto si compone
di un main, che implementa il metodo Tucker3, che richiama du
funzioni, implementate in altrettanti editor.

Per quanto riguarda Java, non esistono le funzguindi e stato
necessario implementare dei metodi. Oltre ai methe@ eseguono
gli algoritmi implementati nelle due funzioni Mablane sono stati
scritti altri, poiché in Java molti comandi esigtein Matlab non
sono presenti. Era necessario, infatti, creare awnandi che
permettessero all'utente di inserire dei parametcessari
all’elaborazione, ma anche di creare dei sottopmogni che
implementassero, ad esempio, il prodotto tra matoperazione
molto usata nella stesura della 3-way PCA: e utjeindi
implementarla solo una volta in un metodo, che giorichiama
all'occorrenza.

Sono stati, quindi, implementati, i seguenti metodi

» getimportData che permette all’utente la selezione della
matrice su cui si vuole effettuare I'analisi;

» showDialog che crea unalialog box per l'inserimento di
alcuni parametri indispensabili per la tecnica dalesi
implementata;

» dialogltemChangedche effettivamente acquisisce i parametri
inseriti dall'utente nelladialog box creata con il metodo
precedente;

* round che permette di approssimare un numero doubteaa u
certa cifra decimale, indicata dal programmatoreatidb
arrotonda di default alla terza cifra decimale, alaalla

sedicesima: si & dovuto, quindi, implementare quépb di

-903 -



metodo per evitare che le condizioni nei vari cislile
presenti nell'algoritmo (necessari per descrivera |
caratteristica iterativa della tecnica) fossercedde, e quindi

il ciclo si interrompesse in tempi diversi;

» getMean che, dato un array, ne calcola ma media tra gli
elementi;

* getMaxe getMin,che, dato un array, ne individua I'elemento
massimo e minimo rispettivamente;

» getMatrixProduct che implementa il prodotto tra due matrici;

» getMatrixTrasposeche ritorna la trasposta della matrice data
in ingresso;

» kron, che ritorna il tensore prodotto di kroneckerléranatrici
X ey, contenente al suo interno tutti i possiibdotti tra gli
elementi di X e y stesse;

» sqgrtMatrix, che, data una matrice x, ne ritorna una vy, delle
stesse dimensioni di x, tale che y*y=x. Questo met® stato
particolarmente difficile da implementare: c’erasdgno,
infatti, di ottenere la decomposizione di Schudalahatrice
di partenza. In algebra lineare, tale decompos&iénun
importante processi di fattorizzazione di una noatridata
una matrice quadrata A di numeri in generale cosgple
questa puod essere decomposta come A=QWEui Q & una
matrice unitaria, Qdenota la trasposta coniugata di Q e U
denota la matrice triangolare superiore le cuiagatdiagonali
sono esattamente gli autovalori di A. Implementéuti
guesti metodi che facessero da supporto al metgpdlatrix
risultava essere complesso: si € quindi cercateet@ una
libreria che permettesse questo tipo di decompmsezi

Gli algoritmi implementati in questo lavoro di tesono riportati
interamente nell’Appendice A.

In prima battuta, € necessario permettere all'etehtselezionare la
matrice da analizzare: per fare cio, si € imporiata specifica
libreria, che permette di leggere file .mat (formatandard in cui in

Matlab vengono salvate le matrici). Subito dopevia del plug-in,
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si apre la finestra standard di ricerca dei fildrazerso la quale
I'utente puo selezionare il datamatrix da analigzar

A questo punto, e stato possibile implementarggdatmo Tucker3
Vero e proprio.

Questo tipo di tecnica puo essere suddivisa instap. Il primo step
e la possibilita di eseguire fire-processinglei dati, che consiste in
uno scaling degli stessi: infatti, dato che spesso le vaiidiahno
scale e unita di misura diverse, sono presenti défgetche possono
essere eliminati centrando i dati rispetto alleialali. Questo é
implementato in Matlab con una funzione specifi@ajtosc”: data
una matrice X, loscaling ritorna una matrice ax delle stesse
dimensioni di x, ottenuta dividendo la differenza gli elementi di
una determinata colonna di x e la media su talenta per la
deviazione standard sempre su tale colonna. In, Java essendo
disponibile un comando che facesse ci0o, e statoessaco
implementare il tutto. Quindi, da un semplice codmmMatlab si e

passati a diverse righe di codice, riportati qusefjuito:

doubl e [] average = new doubl e [nCols];
doubl e [] stdev = new doubl e [nCols];

for (inti=0;i<nCols; i++) {
for (int j=0;j<nRows; j++){
averagel[i] += x[j][il;
average[i] = average[iJ/nRows;
for (inti=0;i<nCols;i++){
for (intj=0;j<nRows; j++){
stdev[i] += (x[jI[i]-
averageli])*(x[j][i]- averageli]);
}
stdev[i] = Math. sqrt (stdev[i]/(nRows-1));
for(int i=0;i<nRows; i++){

for (int j=0;j<nCols; j++){

x[i][j] = (x[i]{i] - averagefi]) / stdev[i];
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Successivamente, si apre un’interfaccia graficag ghermette
all'utente di indicare la volonta o meno di operdoescaling il
numero delle condizioni, necessario per la riorggazione
successiva della matrice di partenza, e il numerdtetazioni,
essendo la 3-way PCA una tecnica iterativa. Pestquétimi due,

sono indicati nei rispettivediti valori di default (Fig.13).

B 3-Way PCA

# Conditions (Submultiple of row numbery: |1

# [terations; |20

O | Cancel|

Fig. 13 Interfaccia grafica e relativi valori difdalt

Ottenuto il numero di condizioni, che pud essereeadmpio |l
numero di giorni in cui una determinata coltura ssesvata e
fotografata, si organizzano gli elementi contemgi datamatrix in
tre modi diversi, tali da evidenziare rispettivangeaggetti, variabili
e condizioni. Si otterranno, quindi, con la riorgaazione del
datamatrix iniziale, tre matrici:

* X0, matrice degli oggetti, di dimensioni numero_eitig*

(numero_variabili * numero_condizioni);

variabili varighlh var_igbili
condizionel condizione? condizione ¢
oggetto]
oggetto2
oggetto n

* xv, matrice delle variabili, di dimensioni numevariabili *

(numero_oggetti * numero_condizioni);
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oggett oggetti oggeth

condizione 1 condizione? condirione o
variabile 1
variabile2
vartabile m
* XC, matrice delle condizioni, di dimensioni

numero_condizioni * (numero_oggett * numero_vatligbi

variabil variahii variabii

oggetto]l oggetto2 oggetto n

condizionel

condizione?

condizione o

Queste in Matlab sono implementate in maniera qstmt
semplice: infatti, come sottolineato nei preceder@ragrafi, e
possibile concatenare piu matrici tra loro in meaienolto
diretta. In Java, cio é stato implementato elem@etoelemento
attraverso la concatenazione di piu cicli for.iorta un esempio

a titolo esplicativo:

Matlab:

for p=1c
X0 = [x0 X((p-1)*o+1:p*0,:)];
end;

Java

for(int p=0; p< nConditions;p++){
for (int i=0; i<nCols; i++) {
for (int j=0;j<o; j++) {
xo[j][i+p*nCols] = x[j+p*o][i;
}
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A questo punto, si calcola la varianza iniziale deti: poiché la
matrice iniziale € stata gia pre-elaborata effettioa lo scaling
guesta € calcolata semplicemente sommando tra tigitd gli
elementi che compongono la matrice stessa. lltaguk disponibile
allutente: infatti, automaticamente si interromple flusso di
programma, e appare una finestra in cui si ripibstalore ottenuto.
Dopo di cio, si richiama un metodgetAutovectgrimplementato da
Leardi in una funzione, denominata niptuck e riokata nel main.
Questo implementa uno dei tanti metodi esistenti gadcolare gli
autovettori, il NIPALS (Non-linear Iterative Paitiheast Squares).
E’ stato inizialmente pensato per la PCA, ma puses utilizzato
anche in questo caso. E’, infatti, uno dei metadi ygilizzati per il
calcolo delle componenti principali da uno speoifidata set. Il
metodo é descritto step-by-step in Fig. 14. Questtodo ritorna dei
plot: € stato necessario, quindi, trovare un phug-iuna libreria che
permettesse la visualizzazione a display dei pssendo ImageJ un
tool per I'elaborazione delle immagini, era giastanplementato un
plug-in per il plot di dati: e stato, quindi, utiiato per i due tipi di

plot che dovevano essere visualizzati a display.

Step Math

1. U= Select a column wector X; of the matrix X and copy it to the vector u

2 v (X'u)u'u) Froject the matrix X onto u in order to find the corresponding loading v

3. vi=vly Mormalize the loading vector v to length 1

4 Ugld:=U Store the score l\rector u into Ugld and project the matrix X onto v in order to
U= (Xpiivy) find corresponding score vector u

In order to check for the convergence of the process calculate the difference

. d vector d as the difference between the previous scores and the current
. = Ugld-U
ole scores. If the difference |d| is larger than a pre-defined threshaold (e .g. ‘IU'BJ

then return to step 2.

Remove the estimated PCA compaonent (the product of the scores and the
loadings) from X

In order to estimate the other PCA components repeat this procedure from
step 1 using the matrix E as the new X

Fig. 14 passaggi fondamentali del metodo NIPALS

In primo luogo, si e implementato kcore plot grafico in cui si
visualizzano le coordinate per ciascun punto netaglle prime due
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componenti principali, che sono quelle che di sal#gppresentano in
maniera efficace il fenomeno analizzato: la nuoaaabile con la
maggiore varianza viene proiettata sul primo dsseariabile nuova,
seconda per dimensione della varianza, sul secassk. Infine, si &
implementato illoading plot nel quale sono le variabili ad essere
riportate nel nuovo sistema avente per assi le ooemi principali:
con questo tipo di grafico, € possibile osservardesvariabili sono
simili, e pertanto forniscono lo stesso tipo diomhazione, oppure
sono distanti, quindi non sono simili.

Si sono eseguiti due scatter plot per ciascunaiceaper un totale di
sei grafici.

Il plug-in che permette la visualizzazione dei grdfia varie opzioni,
dalla scelta di eseguire un plot a linea continua® scatter plot, alla
scelta delle dimensioni, del colore e della forneiad scatter plot
stesso. Inoltre, c’e la possibilita di nominare gfisi, di settare i
valori estremi degli assi stessi, di dare un titalografico e di
labelizzare, per renderne piu agevole il riconoscito, i punti
plottati con un numero via via crescente: questhdt operazione é
necessaria nel caso di datamatrix di dimensionevwit Questa
operazione non € banale: infatti, nei plot otteredn il plug-in
utilizzato in questo lavoro di tesi, il centro deggssi di riferimento e
posizionato nell'angolo in alto a sinistra del geaf con l'asse x
direzionato a destra, e I'asse y verso il bass& dbvuta, quindi,
effettuare una trasformazione lineare che per ogmordinata
ritornasse il valore corrispondente in questo paldre sistema di
riferimento.

Oltre ai plot, il metodo ritorna le nuove varialilel nuovo sistema
cartesiano, quello delle componenti principali. @dmplementato
per le matrici degli oggetti, delle variabili e etondizioni, quindi
per ciascuno dei tre “modi” della matrice originale

Ottenute le coordinate nello spazio bidimensionigke componenti
principali, si €& proceduto con [limplementazione llale ALS
(Alternative Least Square), metodo che, data un#riceax, la

decompone in CS, tale che x = CS+E, in cui E é mmiggato ai
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minimi quadrati. E’ importante fare un attento $tudei residui: se
hanno valori elevati, infatti, il modello potrebhsultare incompleto,
e bisognera decidere se aggiungere o meno altrparmnti, sempre
trovando un compromesso con il cercare di manteneee certa
semplicita del modello. La soluzione del modellm mounica. Infatti,
la 3-way PCA ha lo scopo di riassumere, come gitolgoeato piu
volte, il contenuto degli oggetti, delle variabdi delle condizioni
rispettivamente nelle matrici A, B e C, ma si possdrovare
descrizione dei dati equivalenti ruotando questematrici. Il passo
successivo, quindi, consiste nell’andare a valytarequale rotazione
si ottiene la soluzione piu semplice da interpeetar

Tale scelta viene effettuata eseguendo tutta uria de rotazioni
ortogonali delle tre matrici, andando a vederequatle orientamento
comune delle tre matrici il “core array” € il pitagonale possibile.
Dopo aver ottenuto una soluzione che fitta benatii tlultima cosa
da fare e vedere se tale soluzione € stabile pdtudizione dei
campioni. Lo studio della stabilita & fondamentpés essere sicuri
della generalizzabilita dei risultati: la soluzioseelta deve andare
bene anche per campioni della stessa popolazionalivessi da
quelli su cui e stata fatta I'analisi.

La scelta della rotazione per determinare la soheipiu facile da
interpretare non pud essere semplice senza uréipidice della
stabilita: & per questo che é utile eseguire unrathm sulla stabilita,
ruotando la soluzione. Se questa soluzione ru@attabile lo sara
anche quella ottenuta dopo la rotazione.

Sia la rotazione che lo studio della stabilita seffettuati per le tre
soluzioni, relative a oggetti, variabili e condizigispettivamente.
Una volta scelta la soluzione che meglio rappresandati, e
possibile interpretare i risultati dell’analisi. ®segue quindi un
ulteriore plot, con le stesse modalita tdding plotimplementato
precedentemente: si otterranno, quindi, tre graffer oggetti,
variabili e condizioni rispettivamente. Anche inegto caso si e
utilizzato, per il plot, il plug-in gia disponibilen Image J. Si e

ottenuto quindi unoscatter plot e per rendere piu semplice
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l'individuazione dei tre modi diversi dell’analissi sono colorati i
punti individuati nel plot in tre colori diversiosso per gli oggetti,
verde per le variabili e blu per le condizioni. Queappresentano i
grafici piu significativi di tutta I'analisi.

Infine, si calcola, per i tre modi della matriclRMSE (Root Mean
Square Error) come deviazione standard degli scaira bisogno
di un bar plot, che & implementato in Matlab con una specifica
funzione. Non era, invece, disponibile un equivedem Image J,
nemmeno nel plug-in utilizzato per i grafici de#cri
precedentemente: si & quindi dovuto prima di tateare un vettore,
della stessa dimensione n del residuo da plottacelieelementi sono
numeri crescenti da 1 a n. Si riporta, a titolosdtapio, il vettore

“obj” creato per il modo-oggetto dell'analisi:

doubl e [] obj;
obj = new doubl e [ro. length ];
for(int i=0;i<ro. length ; i++){
obj[i] = i+1;

Si é quindi utilizzata la sintassi canonica delgpiln gia disponibile
in Java per ottenere un grafico, comeatter plot del residuo in
funzione del vettore calcolato con le modalita désc
precedentemente. A questo punto, per creare le bprche debar
plot, si é utilizzata un’opzione presente nel plug-en:possibile
disegnare delle linee sul grafico, dando una cogp&@ordinate, che
rappresentano gli estremi della linea stessa. msay che si
tracceranno automaticamente sul grafico collegmeramascun punto
dello scatter plotalla proiezione ortogonale sull’asse x, creando la
rappresentazione grafica tipica del plot a bares.fBr cio per ogni
elemento del vettore dei residui, si € implementetaiclo for, di cui

Si riporta un esempio:

for ( inti=0;i<ro[0]. length ; i++){
plot6.drawLine(i+1, ro[i][0], i+1, 0);
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Lo stesso e stato implementato anche per vargliindizioni.

A questo punto, si € operato un debug con una ceatiii prova per
essere sicuri che il plug-in funzionasse correttgmelnfine, si e
inserito il codice sorgente in un’apposita cartetla Image J,
seguendo le istruzioni reperibili sul sito del t@iesso: in questo
modo, cliccando su Plugifs Three way PCA, é possibile effettuare
lanalisi (Fig. 15)

. Image] - =] B3

File Edit Image Process Analyze NIG[EER Wvindow Help
B O] <) 4]+ <Al wacrs ol |
Lnused Tool shortcuts »

Ltilities ¢

MEw C

Compile and Run...

a0 3
Analyze ’
Color Transformer

Examples ’
Filters *
Fractal Analysis *
Graphics *
[nput-Output »
bACros ’

Meuron Morpho
Process v
Stacks ’

Threeway PCA

Tools k

advanced sholl analysis

Fig. 15 Menu a tendina di Image J che permettevitagella 3-way PCA
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Capitolo 4

Presentazione del risultati

In questo capitolo sono riportati i risultati otign utilizzando le
tecniche presentate nel capitolo precedente.

Si e innanzitutto validato il plug-in che effettlza3-way PCA, scritto
in linguaggio di programmazione Java. Per far siGono analizzati
diversi datamatrix sia con I'algoritmo implementalo Leardi, sia con
quello implementato in questo lavoro di tesi: portano di seguito i
risultati.

E’ importante, per essere certi che il plug-in ava e I'editor in
Matlab diano esattamente gli stessi risultati, iamate piu datamatrix:
nell'algoritmo, infatti, sono presenti strutture dicontrollo a
condizione”, ossia particolari strutture sintatéalrazie alle quali una
data istruzione o un dato blocco di istruzioni seseguiti solo se vale
una certa condizione. Le condizioni possono essigsrse a seconda
della matrice utilizzata, quindi per saggiare l&dre di tutte le righe
di codice & necessario applicare gli algoritmiedii datamatrix.

Per quanto riguarda i dati analizzati, due delletriciaanalizzate
contenevano parametri morfologici estratti da foafig di cellule di
Purkinje osservate a diversi intervalli di tempa: grima, ottenuta
durante il lavoro di tesi specialistica dell'lngudia Billeci [79],
contiene esclusivamente cellule estratte da cerdietbpi wild-type,
la seconda, ottenuta durante il lavoro di tesintrede di Margherita

Brancadoro [80], analizza due colture neuronala proveniente da
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topi wild-type e l'altra da topi modelli animali dautismo, in
particolare Engrailed 2.

Inoltre, verra riportato in maniera dettagliataaggprofondita cido che
si & osservato e dedotto dall'analisi delle celhderonali nel claustro,
sottile lamina di sostanza grigia situata nellatexmia delinsula Si
sono fotografati neuroni su vetrini fissati contetnele slice di
claustro, e se ne é effettuata I'analisi morfolagicon Ne.Mo.
Organizzati i dati in una matrice di dimensioni ogdpne, si €
effettuata I'analisi multivariata, quindi la 3-w&8CA, sia con Ne.Mo.
che con il plug-in per Image J.

Infine, anche per sottolineare come questo tipandilisi multivariata
si possa utilizzare nei piu disparati campi dindeg si sono analizzati
dati ottenuti da esperimenti su tre tipi celluldiversi in coltura
sottoposti a una particolare nanoparticella, Ag MPhe si suppone
tossica. Si sono effettuati diversi test per veaife la vitalita della
coltura cellulare a varie concentrazioni della rgarticella stessa, e i
dati sono stati infine organizzati in un datamagianalizzati con la 3-
way PCA.

4.1Analisi multivariata su neuroni

4.1.1 Costruzione del datamatrix

Come piu volte ribadito, preliminarmente all’anatimmite tecnica 3-
way PCA e necessario organizzare i dati ottenatiniie I'analisi
morfologica.

Il datamatrix che si ottiene dall'analisi morfologi effettuata con
Ne.Mo. ha dimensioni n*m*c, in cui n e il numero dellule
analizzate, m il numero di variabili estratte e appresenta le
condizioni in cui i neuroni sono osservati e, quinfibtografati.
Pertanto, la matrice che si ottiene e tridimendmna contiene al suo
interno dati di tutte le cellule per ciascuna caratie.

Le condizioni a cui le cellule sono osservate pogsessere le piu
disparate: in questo caso, sono i diversi giorncunle cellule sono

fotografate.
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Il datamatrix per la 3-way PCA, invece, deve ess®rgituito da c
matrici n*m concatenate lungo la prima dimensiosieottiene, cosi,
una matrice bidimensionale (n*c)*m.
Data I'elevata quantita di variabili estratte céanélisi morfologica
effettuata con il tool Ne.Mo., per rendere meno plassa e piu
efficace l'interpretazione della 3-way PCA, sonatstselezionate
solamente i parametri piu significativi, che siatifano di seguito,
insieme alle abbreviazioni con cui questi stesgrarao indicati
successivamente nei grafici:

1. Raggio critico (Rc)
Numero massimo di intersezioni (Nm)
Coefficiente di regressione (k)
Percorso misurato sull’asse principale (Pa)
Estensione (E)
Area del soma (As)

N o gk~ Db

Complemento rispetto a 360° dell’angolo del conocin é
racchiusa la cellula (Ac)

8. Dimensione frattale (Df)
Per ogni datamatrix analizzato, si riporterannodisensioni e la

condizione specifica a cui le cellule sono stateoposte.

4.1.2 Analisi dei grafici

4.1.2.1 Cellule wild-type

La prima matrice di dati analizzata, ottenuta dfadl. Lucia Billeci

durante il suo lavoro di tesi specialistica, camtieinformazioni
morfologiche di neuroni, provenienti da due divecsdture di topi
wild-type, fotografate in diversi giorni.

Le condizioni scelte sono i giorni di osservazie@omuni alle due
colture, che risultavano essere uguali a 5: dalicesimo al
quindicesimo giorno di coltura.

Le cellule considerate, invece, sono 20, di cueBadprima coltura e
12 della seconda.

In definitiva, quindi, il datamatrix ottenuto avevdimensioni

(20*5)*8.

- 105 -



Si e analizzato il datamatrix cosi ottenuto copliig-in in linguaggio
di programmazione Java, e se ne sono confrongatifici con quelli
ottenuti dall'lng. Lucia Billeci, che analizzo leesso con gli algoritmi
implementati in ambiente Matlab da Leardi.
Applicando gli algoritmi che implementano il modelMucker3, si
ottengono tre grafici che rappresentano rispettesast

1. Piano delle variabili

2. Piano degli oggetti (cellule)

3. Piano delle condizioni (giorni)
Vengono riportati di seguito i grafici, tre ottenaello scorso lavoro
di tesi e tre con il plug-in in Java, per dimostrahe effettivamente si
estraggono le medesime informazioni: questi paiarero commentati
e interpretati uno alla volta (Fig. 1-3)
Si ricorda che, mentre in Matlab la numerazionevé¢iori va da 1 a
n, in Java va da 0 a n-1: cio si ripercuote anciia sumerazione dei

punti negli scatter plot.
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Plot of wariables
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Fig. 1 Grafico delle variabili
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Flot of objects
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Fig. 2 Grafico delle cellule (oggetti)
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Plot of conditions
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Fig. 3 Grafico dei giorni (condizioni)

| grafici danno la stessa informazione, siano etienuti con I'editor
Matlab o con il plug-in in Java: questultimo, qdin e stato

implementato in maniera corretta.

Per dare un senso ai grafici ottenuti, € necessatare
un’interpretazione agli assi, cioe capire a chaabdr essi possano

corrispondere.
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Complessiti dell’alero dendritico

In questo caso, l'asse x rappresenta la direzi@dnaibn verso
crescente da destra verso sinistra, mentre l'assappresenta la
complessita dell’albero dendritico con verso craseelal basso verso
I'alto. Questa interpretazione viene giustificataeguito, analizzando

i tre grafici.

» Grafico delle variabili

Si riporta, in Fig. 4, il grafico delle variabikkon gli assi rinominati in
base all'interpretazione data agli stessi. Petifa@ la comprensione
del grafico, si sono riportati, in corrispondenzai dingoli punti,

I'abbreviazione delle variabili morfologiche a @ssi corrispondono.

0.5 a 2 a

0.0

Axis2
o
o

-0.5
-1.0 -0.8 0.0 0.5
Axis
. | S I
Direzionalita

Fig. 4 Grafico delle variabili, interpretato in leaal significato degli assi

Si nota che le variabili sono distribuite sia luniggsse x che lungo
'assey.
In particolare, considerando la distribuzione lulligese X, &€ possibile

individuare trecluster.

- 110 -




1. Cluster IEstensione, Percorso sull’asse, Angolo del cono).
Queste variabili danno, infatti, informazioni siidlal punto di
vista della direzionalitad: i neuroni molto estasifatti, hanno
dendriti piu lunghi, e questi sono solitamente ma# lungo
una direzione preferenziale. Stesso discorso vae |p
lunghezza dell'asse principale: infatti, se I'esiene neuronale
€ maggiore, sara maggiore anche la lunghezza diguefine,
piu la cellula é direzionale, piu € significativanoscerne
I'angolo del cono in chi essa e racchiusa, poidaéla cellula
tende a svilupparsi lungo una direzione preferdezipiu il
valore dell’angolo del cono diminuisce con il tempo

2. Cluster 2(Dimensione frattale, Area del soma, Coefficiedite
regressione): queste variabili morfologiche sono una
posizione intermedia nel plot perché sono circaards per
tutte le cellule, quindi non sono significative @ealizzate dal
punto di vista della direzionalita.

3. Cluster 3 (Numero massimo di intersezioni, Raggio critico).
Per quanto riguarda I'asse vy, si possono raggregparariabili in altri
tre cluster.

1. Cluster A (Dimensione Frattale, Coefficiente di regressione,
Numero massimo di intersezioni, Raggio critico). eQe
variabili sono legate alla complessita dell’albeendritico: la
dimensione frattale € una misura della compleskitia cellula
per sua definizione. Il coefficiente di regressiodiecontro, da
informazioni sulla complessita della cellula nelpazio: e
indice, infatti, della variazione del numero didrgezioni man
mano che ci si allontana dal centro del soma. Iheno
massimo di intersezioni & un indice del numero masdi
ramificazioni dei dendriti: pit complessa e la gk| maggiori
saranno le ramificazioni. Il raggio critico, infine strettamente
legato a Nm: infatti indica la distanza dal cerdsd soma a cui
ho il massimo numero di ramificazioni;

2. Cluster B (Area del soma, Percorso sull’asse principale,

Estensione);
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dell'albero dendritico

{

(]
1

Complessit

3. Cluster C (Angolo del cono). Questa variabile influisce in
maniera inversa: una cellula con un orientamenebepenziale
molto marcato, infatti, presenta un’arborizzaziomeeno
complessa di una cellula che si estende su 360°.

Per ulteriori informazioni, si rimanda al punto [dlla bibliografia.

» Grafico delle cellule

Siriporta in Fig. 5 il grafico degli oggetti, irugsto caso delle cellule.

0.5
0.0
-0.5
-1.0
-1.0 -0.A 0.0 0.5
Direzionalita

e ——

Fig. 5 Grafico delle cellule interpretato in bassignificato degli assi

Dal grafico delle cellule si nota che la maggiort@asono molto
vicine tra loro, tuttavia ci sono alcune celluleecHdiscostano dal
gruppo, cioe hanno direzionalita e complessitardevelalla media.
Osservando le foto delle cellule é evidente confiettefamente esse
vengono disposte nel grafico in base alle loro ttematiche
morfologiche. Per esempi di foto di cellule, si aimda al punto [79]

della bibliografia.
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» Grafico delle condizioni

Infine, osservando [l'ultimo grafico, cioe quello lavo alle
condizioni, ovvero i giorni, si pudo confermare dtiaterpretazione

data agli assi € corretta. Lo si riporta in Fig. 6.
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Fig. 6 Grafico delle condizioni interpretato in bas significato dato agli assi

Si puo vedere come, allaumentare dei giorni, aumercomplessita
e direzionalita. Infatti, la cellula nel medium doltura tende a
crescere, sviluppando il proprio albero dendritioe diventa, quindi,
pil complesso. Inoltre, la maggior parte delle deltende ad avere
una certa direzione preferenziale verso cui suppi.

Nel grafico riportato, cio e vero per le prime dzioni considerate,
mentre nella quinta ho una diminuzione della cosgita: cio
potrebbe essere dovuto al fatto che la cellulaarazmorire, e parte

dei dendriti si deteriorano.

4.1.2.2 Cellule wild-type e di modello patologico
Come gia ribadito nei precedenti paragrafi, siikzmato un secondo
datamatrix, ottenuto durante il suo lavoro di tesennale da

Margherita Brancadoro, per testare ulteriormentealalita del plug-
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in implementato in Javad.e colture da cui si sono fotografate le cellule
ed estratti i parametri morfologici necessari alliisi contenevano
cellule del Purkinje wild-type, ossia cellule ettgadal cervelletto di topi
En2+/+, e cellule del Purkinje estratte da En2+/-.

Uno dei modelli rappresentativi di alcune anompliesenti nell’autismo

e infatti I'Engrailed 2(En2). Esso e portatore di un vasto insieme di
caratteristiche, presenta un deficit nel numeroetlule del Purkinje e di
quelle granulari, e riporta anormalita a livelldlddoliazione cerebellare:
questi sono tutti requisiti propri della sindrome aditismo. | modelli
Engrailed mantengono, inoltre, la diversita traess che si riscontra
negli esseri umani: il numero di femmine autistiehanfatti, minore di
quello dei maschi.

Il datamatrix ottenuto ha dimensioni 24*8: infaté,condizioni scelte
sono i giorni comuni a tutte le cellule En2+/+ edRE/-, e sono due
(divisione 10 e divisione 15). Inoltre, le cellulélizzate sono 7 per i
topi wild-type e 5 per i topi modelli animali dedlitismo, per un totale
di 12. Le variabili morfologiche sono le stesseortpte gia nel
paragrafo 4.1.1.

Si riportano, come in precedenza, le tre coppigrdiici, ottenuti con
gli algoritmi implementati in Matlab e in Java (Fig-9). Si

interpreteranno solo successivamente uno alla.volta
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Plot of wariables
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Fig. 7 Grafico delle variabili
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Flot of objects
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Fig. 8 Grafico delle cellule (oggetti)
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Plot of conditions
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Fig. 9 Grafico delle divisioni (condizioni)

Anche in questo caso, i grafici danno la stessarimézione, siano
essi ottenuti con I'editor Matlab o con il plugin Java, a riprova
della corretta implementazione di quest'ultimo.

Per dare un senso ai grafici, e stato necessanouwtainterpretazione
agli assi.
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Complessita dell’alb ero dendritico

L’asse x rappresenta la direzionalita con verssaamte da sinistra a
destra, mentre l'asse y rappresenta la complessiiialbero
dendritico con verso crescente dal basso verdo.l'al

Questa interpretazione € giustificata analizzandscano dei tre

grafici.

» Grafico delle variabili

In Fig. 10 si riporta il plot delle variabili coa relativa interpretazione

data agli assi.
1.0
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Fig. 10 Plot delle variabili interpretato in baseignificato degli assi

Dal grafico delle variabili si osserva che esseosdistribuite sia
lungo I'asse x che lungo l'asse .

All'interno dei cerchi blu sono racchiuse le vailalper le quali

emerge un risultato significativo dal grafico.

In basso a destra si trovano I'Estensione (E) Ieeiicorso sull’asse
(Pa). La prima variabile fornisce un’indicaziondlawirezionalita: i

dendriti hanno, infatti, una maggiore lunghezza@®o allineati lungo
una direzione preferenziale. Lo stesso discorse var l'asse

principale, che avra una maggiore lunghezza e quipércorso avra
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un valore maggiore: una cellula molto direziona&lede ad estendersi
lungo la direzione dell’asse principale.

Al contrario, I'angolo del cono e l'area del somarniscono
un’indicazione opposta, infatti un angolo ampio re soma grande
sono indice di una cellula poco orientata.

La posizione in alto all'interno del grafico delimensione frattale
(Df) e data dal fatto che tale variabile e indieda complessita della
cellula.

Lo stesso discorso vale per il Numero massimo t@irgezioni (Nm) in
guanto maggiore e il numero di ramificazione e n@ggy e la

complessita della cellula.

» Grafico delle cellule

In Fig. 11 si riporta il secondo grafico, quelldatevo agli oggetti, in

guesto caso le cellule.
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Fig. 11 Grafico delle cellule interpretato in bassignificato degli assi

Le cellule contrassegnate con i numeri che vannibo da al 6
appartengono alla prima coltura, quindi sono léutelappartenenti al
topo wild-type; mentre le altre, dal numero 9 all', sono cellule di

topo En2 +/-.
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Complessith dell’alb ero dendritico

E stato possibile suddividere le cellule in duepgiuche corrispondono
alle due diverse colture. Si pud osservare coneellele En2 +/- (area
racchiusa nel poligono verde in Fig. 11) presentama bassa
complessita dell’albero dendritico e una direzidaatontenuta rispetto a
guelle di topo En2 +/+ (area racchiusa nel poligbhoin Fig.118). Cio e

concorde a quanto osservato nell'analisi morfolagic

» Grafico delle condizioni

Il grafico dei giorni (Fig. 12) rappresenta le cohi utilizzate per
eseguire I'analisi. Come gia sottolineato, si ameva disposizione solo
due tempi in comune ad entrambi i tipi di cellulegiorno 10 e il giorno
15.
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Fig. 12 Grafico delle condizioni interpretato irsbaal significato degli assi

Osservando il grafico si puo affermare che passaafigiorno 10 al 15
diminuiscono I'estensione, la complessita e le disi@ni, questo perché
le cellule iniziano a soffrire prima di andare intr@ alla morte. Cio si

verifica, pero, solo per le cellule En2 +/- e na@r guelle di topo wild-

type.
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4.1.2.3 Cellule provenienti da claustro

Per quanto riguarda il claustro, si sono acquidéde immagini da
vetrini fissati.

Questi sono stati preparati dai collaboratori dedlaf.ssa Maura
Castagna, del Laboratorio di Anatomia PatologichadEacolta di
Medicina e Chirurgia dell'Universita di Pisa.

Il materiale utilizzato per ottenere i vetrini &@ptico, proveniente da
cervelli di individui sani.

| vetrini sono stati ottenuti fissando slice, diveliso spessore, di
claustro.

| vetrini contengono slice di claustro, regionelaledostanza grigia
cerebrale, di spessore variabile: in particola@eyrh, 20pm e 30um.
Le acquisizioni sono state eseguite a 40X, e n@®X come negli
scorsi lavori di tesi. A 20X, infatti, il rumore diackground risultava
essere maggiore rispetto alle acquisizioni a 40X cui invece le
cellule appaiono scure, rispetto al background, ghiiaro con poco

rumore, come mostrato in Fig. 13

Fig. 13 Esempio di neurone acquisito a 40X in uite sli profondita 3Qm
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Il problema dell’acquisizione a ingrandimenti cedévati € che non
sempre e possibile racchiudere nel campo visivéa detocamera
collegata al microscopio lintera cellula: € neesis quindi,
acquisire il neurone in pit immagini, e poi fon@erhsieme in modo
da ottenerne una sola, idonea all’'elaborazionéaesatcessiva analisi
morfologica.

Per fare questo, ci si & avvalsi di un particolm@ interattivo di
Matlab, il Control Point Selection Tool

Nell’Appendice C sono riportate le righe di codiogplementate per
guesto tipo di operazione.

Prima di caricare le immagini nel tool, si & operah miglioramento
del contrasto, dove necessario, e, per miglioraeptestazioni
computazionali, si € processata I'immagine in mddottenerne una
in livelli di grigio: cio permette di avere un’imrgae rappresentata da
una matrice bidimensionale e non tridimensionalajrdiendo | tempi
di elaborazione, ma allo stesso tempo non perderidionazioni utili:
I'obiettivo, infatti, € sempre ottenere lo schebettel neurone, che é
un’immagine binaria.

Ritornando alControl Point Selection Topksso permette di caricare
all'interno di una GUI, richiamata sul workspaceMftlab attraverso

uno specifico comando (Fig. 14)
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Fig. 14 Schermata del Control Point Selection Tool

Le due immagini sono visualizzate nella loro inteeein basso, e su
di esse € presente un riqguadro mobile: in questdomiutente puo
selezionare una zona del neurone da ingrandire;jingrandimento é
visibile nella GUI stessa, in alto. Nei riquadridni le immagini sono
zoomate, I'utente puo, cliccando con il mouse,\ittliare dei repere,
o landmark Questi sono dei punti che si utlizzeranno come
riferimento: infatti, a coppie, questi identificanma stessa zona
anatomica neuronale. Il numero di landmark da gmlare e funzione
della trasformazione che si vuole compiere per netie la
registrazione. Infatti, € possibile implementarttfa@erso opportuni
parametri previsti nella sintassi Matlab, diveipi ti trasformazioni
che permettono la registrazione di due immaginiquesto caso, |l
microscopio non distorce in modo significativo hennagini, quindi &
possibile utilizzare per la “fusione” una delle pisemplici
trasformazioni globali. Per questo tipo di trasfamone, sono
necessarie almeno due coppie landmark, ma per daraema
precisione nella registrazione se ne sono indiveluameno tre
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coppie. Completata la ricerca degpere attraverso la GUI se ne
esportano sul workspace di Matlab le coordinate x @ ciascun

punto, organizzate in due matrici, una per ogni agime.

A questo punto, si pud procedere con I'analisi wiodica, attraverso
I'interfaccia grafica presente all'interno di Ne.Mottenendo per ogni
cellula dei datamatrix di dimensioni 1*177.

Si e successivamente organizzato il datamatrix tessjyo, in modo
da renderlo idoneo all’elaborazione con la tecndia analisi
multivariata Tucker3.

In primo luogo, si sono estratte le otto variabdalle 177 ottenute
dall'analisi morfologica (vedi paragrafo 4.1.1).

Si € notato, successivamente, che all'interno @elstro ci sono due
diversi tipi di cellule: si possono notare neurahie si sviluppano
lungo una direzione preferenziale (Fig. 15)

Fig. 15 Neuroni che si estendono lungo una direzmeferenziale

e neuroni che invece si sviluppano a 360° (Fig. 16)
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Fig. 16 Esempio di neurone con estensione radiaoa

Come gia evidenziato, i neuroni sono fotografativdtini contenenti
slice di claustro con diverso spessore, in padielOum, 20pum e
30 um. Si e quindi pensato, per ogni spessore, di grentte neuroni
del primo tipo e tre del secondo, per un totaleés dieuroni: questi
rappresenteranno, all'interno del datamatrix, ghjetti.

Il numero esiguo di cellule & dovuto al fatto chenrsi avevano a
disposizione tanti vetrini su cui fotografare i naui.

Come condizione si sono considerati i tre divepsissori delleslice di
claustro, da cui sono stati fotografati i due tipuronali.

Il datamatrix finale, quindi, avra dimensioni (3*8)

L'obiettivo di quest'analisi € dimostrare che lacrieea Tucker3,
applicata in questo particolare caso, riesce aalizare le differenze
che ci sono tra i due tipi neuronali individuati.&alizzera, quindi,
solo il plot degli oggetti, essendo questo il pignfficativo tra i

grafici.
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Il risultato e visibile in Fig. 17: anche in questaso, non c’ée

differenza nei risultati ottenuti con I'editor Mall o con il plug-in.
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Fig. 17 Grafico degli oggetti

Come nei casi discussi, € necessario dare un is@poifagli assi, per

poter poi interpretare il grafico: in questo cadasse delle x
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rappresenta la direzionalita con verso crescentedekstra verso
sinistra, mentre l'asse y rappresenta la compéessditll'albero
dendritico, con verso crescente dal basso ver#o.l'A questo punto,
e possibile analizzare il plot degli oggetti, chastfichera la scelta

dell'interpretazione degli assi.

» Grafico delle cellule

Si riporta in Fig.18 il grafico degli oggetti, cofa relativa
interpretazione data agli assi.
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Fig. 18 Grafico degli oggetti interpretato in bassignificato degli assi

Osservando il grafico, si possono effettivamentédére gli oggetti in
due cluster:

1. Cluster 1(verde): raggruppa le cellule piu direzionali;

2. Cluster 2(blu): raggruppa le cellule che si estendono & 360

quindi meno direzionali.
All'interno dei due cluster, & possibile individearcellule con
complessita variabile. Ad esempio, la cellula casdéegnata dal
numero “2” (Fig. 19) e effettivamente una cellutzcp direzionale, e
che, inoltre, presenta poca complessita nellatsteutmorfologica
dell'albero dendritico.
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Fig. 19 Esempio di cellula (cellula no.2)

In definitiva, dunque, il metodo Tucker3 riesceladallassificazione
di diversi tipi cellulari, e all'interno dei variluster, rileva ulteriori

differenze.

4.2 Analisi multivariata su test di tossicita

Per evidenziare ancora una volta che la tecnickér@cpud essere
utilizzata nei campi di ricerca piu disparati, she analizzati dati
estratti da test di tossicita.
Infatti, all’interno di un progetto di dottorato iMorfologia e
Funzione normale e patologica di cellule e tessoitio stati condotti
dalla Dott.ssa Nadia Ucciferri degli esperimentitea diversi tipi
cellulari:

1. C3A, linea cellulare di epatociti;

2. HUVEc (Human Umbilical Vein Endothelial Cells), hde

epiteliali;
3. CACO-2, linea cellulare di epiteliali intestinaimane.
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Per ogni coltura di questi tre tipi cellulari svalutata la tossicita per
un tipo di nanoparticella, somministrata in ba#terdi dieci
concentrazioni.

La tossicita e stata valutata a livello di vital@on i testAlamar
Blug indice dell'attivita metabolica, e LDH, che ineeo/aluta
lintegrita di membrana) e a livello sub letale diinfiammazione
(IL8, ICAM), stress ossidativo (GSH), funzionalittYWF per
HUVEc, Albumina e phalloidina per C3A e Trans Eplthl
Resistance per CACO-2).

Per il momento, sono disponibili i dati per un’uminanoparticella,
Ag NM 300, e, per quanto riguarda i test, sonoesédtettuate solo
valutazioni della tossicita a livello di vitalithtest sono stati ripetuti,
per ogni concentrazione di nanoparticella, almemo vblte: si é
quindi effettuata una media degli esiti dei test.

Si é, quindi, costruito il datamatrix secondo lgale gia discusse
precedentemente, considerando come variabili ldetatdi 10
concentrazioni di nanoparticella somministrata aBe colture
cellulari, che invece rappresentano gli oggetticbadizioni sono i 2
test effettuati per ciascuna concentrazione: AlaBiae e LDH.

Il datamatrix finale, dunque, e di dimensioni (2*B).

Si riportano le tre coppie di grafici, rispettivante plot di oggetti,
variabili e condizioni risultanti dall’avvio delltgtor di Leardi e del
plug-in in Java (Fig.20-22).
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Flot of objects
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Fig. 20 Grafico degli oggetti
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Plot of variables
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Fig. 21 Grafico delle variabili
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Axis 2

Plot of conditions
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Fig. 22 Grafico delle condizioni

Come nelle precedenti analisi, i grafici ottenwutnd’editor Matlab o

con il plug-in Java, risultano essere totalmentawedenti.

E’ necessario dare un’interpretazione agli assmesi € gia fatto
per i precedenti casi; la scelta del significatdodsara piu chiara
guando, in seguito, si interpreteranno i grafingsilarmente.

L'asse x e un indice della “resistenza” della dellad essere
attaccata dalla nanoparticella, con direzione @héav sinistra verso

-132 -



a

Vitalit:

destra; l'asse vy, invece, rappresenta la vitalédadcellula, con

direzione che va dall’alto verso il basso.

» Grafico delle condizioni

Si riporta il grafico delle condizioni, associandgli assi l'interpretazione
enunciata precedentemente (Fig. 23)
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Fig. 23 Grafico delle condizioni, interpretato iade al significato degli assi

Dal grafico si nota che le due condizioni si diviezano soprattutto per
guanto riguarda la coordinata y, che rappresentatdéta. Infatti i due
test riportano informazioni complementari: mentfdldmar Blue,
infatti, € un indice dell'attivita metabolica, ditemente correlata alla
vitalita cellulare, il test LDH, essendo una misdedla quantita di LDH
nel medium di coltura, che aumenta in caso di tsilulare, e

inversamente correlato alla vitalita stessa.
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Vitalita

» Grafico delle variabili

Dal grafico delle variabili (Fig. 24), risulta ewdte la netta presenza

di due cluster, interpretabili alla luce del sigeato dato agli assi:
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Fig. 24 Grafico delle variabili, interpretato indgaal significato dato agli assi

1. Cluster 1(rosso): individua le concentrazioni di Ag NM30ii p
basse somministrate alle tre colture cellulari;
2. Cluster 2(blu): individua le concentrazioni di Ag NM300 piu
alte somministrate alle tre colture cellulari.
E’ intuitivo che la vitalita, in corrispondenza etoncentrazioni minori,
e piu alta rispetto che alle concentrazioni maggir nanoparticella.
L’interpretazione dell’asse y € dunque ancora witaconfermata.
Le differenze sullasse delle x, invece, nei duestr non sono
significative.

» Grafico delle colture cellulari

Si riporta in Fig. 25 il grafico relativo alle treolture cellulari
analizzate.
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Fig. 25 Grafico degli oggetti, interpretato in bassignificato dato agli assi
In questo plot, € comprensibile il significato datbasse x.
Infatti, i tre tipi cellulari non esibiscono la sta reazione alla
somministrazione della nanoparticella nel medium abltura. In
particolare, gli epatociti (C3A) sembrano esserenangesistenti’ alla
presenza dellAg NM300 rispetto alle cellule endiate (HUVECc) ed
epiteliali intestinali (CACO-2). Cio e confermatmcie in uno studio,
condotto da Eva Collnot, su questi tre tipi celiu[87]. Si riportano, in
tabella di Fig. 26, evidenziati attraverso un reg@o verde, i valori della
Lethal Dose(LD) per 'Ag NM300 somministrato ai tre tipi calbri in
coltura. In particolare, si riportano i valori attgi eseguendo il test
Alamar Blue.
HUVEC C3A Caco-2
Alamar blue 55 nm fluareshbrite 625 Lafcm? 625 pgicm?
211 nm flucresbrite | 625 pgfem® B25 pgicm®
AU 15 nm 156 pglfem®
Au 80 nm 156 ugicm®

NM 101 TiO2
NM300 Ag

Fig. 26 Risultati ottenuti da E. Collnot [87]
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LD e un indicatore di letalita: indica la dose resagia per uccidere |l
50% dei soggetti; in questo caso, indica la quarntitnanoparticella da
somministrare alle tre colture per far si che Fbelle cellule muoiano.
| risultati ottenuti rispecchiano quelli ottenutaltianalisi effettuata

tramite 3-way PCA.

E’ evidente, dunque, non solo che il plug-in soriit linguaggio di
programmazione Java da risultati del tutto equitala quelli che si
ottengono con I'editor Matlab implementato da Leantk anche che la

3-way PCA é un potente strumento per I'analisiati chultivariati.
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Conclusioni

L’obiettivo primario di questo lavoro di tesi € stdimplementazione
di un plug-in, in linguaggio di programmazione Javhe effettuasse
una particolare analisi di dati multivariati, law&y PCA. Questa
permette di analizzare dati che provengono daknszione di un
certo numero di variabili su un certo numero digsg od oggetti.
Rispetto alla classica PCA, la Tucker3, modello 3dway PCA
implementato durante questo lavoro di tesi, peenéitanalizzare le
correlazioni tra le variabili in tre dimensioni: oci risulta
particolarmente utile in campo biomedico, in cuesgp le variabili
Sono osservate in un certo numero di situaziongsainpio in diversi
istanti di tempo.

L’applicazione della 3-way PCA di maggiore inteeess questo
lavoro di tesi € stata I'analisi di parametri méofgici di neuroni.

Nella prima fase del lavoro di tesi, si & eseguitodebug di Ne.Mo.,
un tool per I'analisi morfologica dei neuroni, ckiee successivamente
registrato presso la SIAE.

Si é saggiata la corretta della funzionalita di Nie. analizzando
vetrini contenenti claustro, una sottile laminadstanza grigia situata
nella corteccia delihsula | neuroni sono stati fotografati a 40X, per
ottenere immagini il meno possibile affette da ruendi background,

ma in questo modo non e stato possibile racchiudglreampo visivo
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della fotocamera l'intera cellula. Si sono quindiratte piu immagini
che ritraevano varie regioni del neurone, e siféttefato, con l'aiuto
di un tool implementato in Matlab, un’operazione rdgistrazione
delle stesse, ottenendo un’unica immagine idon&gplicazione.

Si é quindi effettuato il pre-processing e I'anatieorfologica tramite
Ne.Mo., raccogliendo i dati in un opportuno datairatche é stato
successivamente analizzato con la 3-way PCA.

Nella seconda fase del progetto di tesi, si € tinfaiplementato un
plug-in che effettua tale tecnica. Questo era gitbosmplementato da
Leardi e collaboratori in un editor Matlab: si éimgli realizzata
un’operazione di traduzione da un linguaggio digpammmazione
all'altro, tenendo conto delle differenze sostalntia i due. La scelta
del linguaggio di programmazione permette di caeda plug-in in
rete, condividendo con la comunita di Image J dljoatmi
implementati.

Per validare l'effettiva equivalenza del plug-in'editor si sono
analizzati vari datamatrix.

Si sono analizzate, infatti, quattro matrici di iddte delle quali
contenevano informazioni sull’analisi morfologicai cheuroni. Nella
quarta matrice, invece, sono stati organizzatitii diaesperimenti che
saggiano la vitalita di tre tipi cellulari diversi coltura, sottoposti a
diverse concentrazioni di una particolare nanopaltt tossica, I'Ag
NM300.

Il principale risultato € stato che analizzandaiadnatrix sia con lo
script in Matlab che con quello in Java, si sonteraiti gli stessi
identici risultati.

Inoltre I'osservazione dei grafici degli oggettelié variabili e delle
condizioni ha permesso di trarre delle importantnsiderazioni
riguardanti i dati analizzati..

Per quanto riguarda i primi tre datamatrix, gliiadslle componenti
principali sono stati interpretati assumendo chsdé x rappresenti la
direzionalita mentre l'asse y rappresenti la comgita dell’albero

dendritico.
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Sulla base di questa interpretazione, si e vis® lehvariabili che
danno informazioni sulla direzionalita sono I'estieme, il percorso
sullasse e l'angolo del cono, mentre il numero smas di
intersezioni, il raggio critico e il coefficiente ikgressione sono indici
della complessita dell’albero dendritico.

Per quanto riguarda il grafico delle cellule, bisaglistinguere i tre
datamatrix considerati: infatti, se nel primo shsoanalizzate due
colture di neuroni provenienti da topi wild-typeslisecondo le cellule
di Purkinje erano estratte sia da topi wild-type da modelli animali
di autismo; nel terzo datamatrix, le cellule pravano dal claustro, in
cui & possibile individuare due diversi tipi di newi, uno che tende a
svilupparsi con una maggiore direzionalita delkath dendritico
rispetto all’altro.

Dal grafico delle cellule ottenuto applicando lav8y PCA alla prima
matrice, si € notato che per la maggior parte £8e molto vicine tra
loro, tuttavia ci sono alcune cellule che si distam dal gruppo,
avendo esse una direzionalita maggiore o minopettis alla media.
Si puo ipotizzare che le cellule danneggiate o rdivedalla normale
fisiologia neuronale abbiano una disposizione neficp diversa
rispetto alla media, quindi possano essere ideatdie classificate.
Cio e piu evidente dal grafico delle cellule ottengon il secondo
datamatrix:le cellule estratte da topo Engrailed 2, infatsuitano di
dimensioni e struttura morfologica alterata ed &pain una posizione
diversa del grafico rispetto alle cellule di topdatype.

Analizzando il grafico degli oggetti ottenuto ajgpindo la 3-way PCA
alla terza matrice, inoltre, & evidente che questsca effettivamente
nella classificazione dei due tipi cellulari indiviati nel claustroll
metodo Tucker3, quindi, riesce nella classificaeiafi diversi tipi
cellulari in base alla direzionalita, rilevandoiatierno dei vari cluster
ulteriori differenze, ad esempio dal punto di vidgila complessita
dendritica.

Infine, analizzando il grafico relativo alle conidizi, ovvero i giorni,
delle prime due matrici, si € notato come duraateréscita cellulare
aumentino complessita e direzionalita. Le celluléatti crescendo

sviluppano un maggior numero di ramificazioni, tendo verso una
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direzione preferenziale di sviluppo. Cio e osseiteatino a un certo
tempo t: dopo un certo numero di giorni dalla messaoltura, infatti,

I due parametri iniziano invece a diminuire, segiella sofferenza
cellulare prima della morte, che porta a un daneggnto
dell’'albero dendritico.

Per quanto riguarda l'ultimo datamatrix analizzasb,& anche in
questo caso data un’interpretazione agli assi detenponenti
principali: 'asse x € un indice della “resistenziglla cellula ad essere
attaccata dalla nanoparticella, mentre 'asse yregenta la vitalita
della cellula.

In base a questa interpretazione si sono analizzatgrafici.

Per quanto riguarda il plot delle condizioni, cidest per saggiare la
vitalita cellulare a diverse concentrazioni di naadicella
somministrata alle colture cellulari, € evidenteneol’Alamar Blue e
il test LDH diano informazioni complementari: mentil primo,
infatti, € un indice dell'attivita metabolica, quiné direttamente
correlato alla vitalita cellulare, il secondo, es$® una misura della
quantita di LDH nel medium di coltura che aumemtacaso di lisi
cellulare, & inversamente correlato alla vitaltgssa.

Nel plot delle variabili, si evidenzia la netta geaza di due cluster,
che raggruppano le concentrazioni di nanoparticeienministrate
alle tre colture cellulari: la vitalita, in corrispdenza delle
concentrazioni minori, € piu alta rispetto che atlencentrazioni
maggiori di Ag NM300.

Il risultato piu significativo si ha, infine, guaaddo il grafico degli
oggetti. Infatti, i tre tipi cellulari non esibisco la stessa reazione alla
somministrazione della nanoparticella nel medium cditura. In
particolare, gli epatociti sembrano essere menaistenti” alla
presenza del’Ag NM300 rispetto alle cellule endiateed epiteliali

intestinali. Cio € confermato dalla letteraturagauardo.

In definitiva, il plug-in per I'analisi 3-way PCAniJava € del tutto

equivalente all’'editor in Matlab che esegue l'asialB-way PCA.
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Inoltre, tale tecnica e un potente strumento disifecazione ed analisi

di dati multivariati.

Uno sviluppo futuro interessante di questo lavartrgbbe riguardare
I'applicazione della 3-way PCA a vari ambiti di gio, in particolare
'analisi della morfologia neuronale. Infatti, laoraprensione del
meccanismo di evoluzione di un neurone e I'estrazidelle variabili

morfologiche che lo caratterizzano rappresentan@riino e piu

importante passo per l'individuazione dei fenomalta base dello
sviluppo neurologico causata dalle patologie neegederative o dai
ritardi mentali. La classificazione che si ottiam#izzando la 3-way
PCA puo, infatti, essere di aiuto alla comprenside#ie alterazioni
che si riscontrano in una particolare patologia, arhe delle
variabili piu significative che le descrivono.

Un altro sviluppo futuro potrebbe riguardare il tegamento delle
tecniche software utilizzate per I'implementaziote plug-in, per
renderlo computazionalmente piu efficiente.

Inoltre, per quanto riguarda Ne.Mo., si potrebbasaee di tradurre
I'intero tool in linguaggio di programmazione Jauhplug-in cosi

implementato non vorra sostituire gli algoritmiy pe piu gia presenti
in Image J, che portano all'estrazione dei datifologici a partire da
immagini che ritraggono neuroni, sara al contrariotool ottimizzato
per lo studio delle cellule neuronali, in fluoresea o non, a partire
dal pre-processing, fino alla visualizzazione desultati ottenuti

tramite grafici. Tutto ci0 mantenendo la principalaratteristica di
Ne.Mo., cioe la semplicitd nell'utilizzo anche pen utente non
esperto di informatica.
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Appendice A
Algoritmi per 'implementazione
del plug-in

package PCA;
import ij.gui.GenericDialog;

import ij.1J;
import ij.ImagePlus;

import java.awt. AWTEvent;
import java.io.File;

import java.io.|IOException;
import java.math.BigDecimal;
import java.util.Arrays;

import java.util.LinkedList;
import java.util.Map;

import java.util.Set;

import jmathlib.toolbox.jmathlib.matrix._privaterdgack.*;

import ij.gui.Plot;

import ij.io.Filelnfo;

import ij.io.OpenDialog;

import ij.io.Opener;

import ij.process.ImageProcessor;

import java.awt.Color;
import org.netlib.util.intw;
import com.jmatio.io.MatFileReader;
import com.jmatio.types.MLArray;
import com.jmatio.types.MLDouble;
public class MainPCA {
private static boolean jScaling = false;
private static int nConditions = 1;
private static int nlterations = 20;
public static void main(String[] arg) throws JamkBxception {
OpenDialog dialog = new OpenDialog("Select a'filé);

String dataFilename = dialog.getFileName();
if( dataFilename =="")

{

IJ.showMessage("No file is selected!");
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return;

double [][] x = getimportData(new File(dataFilena));
showDialog();

double [][] xo;

double [][] xv;

double [][] xc;

double [][] app;

int nRows = x.length; //numero righe

int nCols = x[0].length; //numero colonne

if (jScaling ==true) { //x = autosc(x)

double [] average = new double [nCols];
double [] stdev = new double [nCols];

for (inti = 0; i<nCols; i++) {
for(int j = 0; j<nRows; j++){

averageli] += x[j]{il;

average(i] = average[i]/nRows;

}

for (int i = 0; i<nCols; i++){
for (int j = 0; j<nRows; j++){
stdev[i] += (x[j][i]-

averagel[i])*(x[j][i]-averageli]);

stdeV([j];

}
stdev[i] = Math.sqrt(stdev[i]/(nRows-1));
}

for(inti = 0; i<nRows; i++){
for (int j = 0; j<nCols; j++){

x[i]0] = (x[1]0] - averagefi]) /

int o = nRows/nConditions;

X0 = new double [o][nConditions*nCols];
xv = new double [nCols][nConditions*o];

for(int p=0; p<nConditions; p++) {
for(int i=0; i<nCols; i++) {
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for (int j=0; j<o; j++) {
xo[j][i+p*nCols] = x[j+p*o][i];

xV[i][j+p*o] = xo[j][i+p*nCols];

}

double [] t = new double [o*nCols];
xc = new double [nConditions][o*nCols];

for (int r = 0; r<nConditions; r++) {
for (int p = 0; p<o; p++) {
for (int i = 0; i<nCols; i++) {

tli+p*nCols] = xv[i][r*o+p];

}
for(int i = 0; i<nCols*o; i++){
xc [r][i] = til;
}

double varin = 0;

for (inti = 0; i<nRows; i++) {
for (int j = O; j<nCols; j++) {
varin += x[il[j]*x[i](i];
3

|8

GenericDialog gdiagl = new GenericDialog ("Iritia
variance");
gdiagl.addMessage("Initial variance is: " +ro{wadin,

3))
gdiagl.showDialog();

double [][] lo = new double [2][x0.length];
lo = getAutovector(getMatrixTraspose(xo0));

double [][] Iv = new double [2][xv.length];
lv = getAutovector(getMatrixTraspose(xv));

double [][] Ic = new double [2][xc.length];
Ic = getAutovector(getMatrixTraspose(xc));
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double [][] g = new double [lo.length][lc.letiglv.length];
double [][] g2 = new double [2][4];
double d = 10000;
int ci =0;

LinkedList<Double> perc = new LinkedList<Doublg>(
double sscore = 0;

double [][] gtrasp= new double [g[0].length][qgth];

int bmax = 0O;
double amax = 0;
intf=0;

while( round(d, 3) > 0.001 & ci < (nlterations+1)
/lround(d, 3) approssima d a 3 cifre decimali

{
if (ci > 0)

{

double [][] m = new double
[xo.length][xo.length]; //m = xo*kron*xo'

m =
getMatrixProduct(getMatrixProduct(xo,
kron(getMatrixProduct(getMatrixTraspose(lc), Ic),
getMatrixProduct(getMatrixTraspose(lv), Iv))),
getMatrixTraspose(x0));

app = new double [lo.length][lo.length];
app = getMatrixProduct(getMatrixProduct
(lo, getMatrixProduct(m, m)), getMatrixTrasposejjo)

Zmat zInv = Inv.o(sqgrtMatrix(app));
app = zlnv.getRe();

lo =
getMatrixTraspose(getMatrixProduct(getMatrixProdomt
getMatrixTraspose(l0)), app));

m = new double [xv.length][xv.length];

m=
getMatrixProduct(getMatrixProduct(xv,
kron(getMatrixProduct(getMatrixTraspose(lc), Ic),
getMatrixProduct(getMatrixTraspose(lo), 10))),
getMatrixTraspose(xv));

app = new double [lv.length][Iv.length];
HIvmA2*v'

app =
getMatrixProduct(getMatrixProduct(lv, getMatrixPrad(m, m)),
getMatrixTraspose(lv));
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Zmat zInvl = Inv.o(sgrtMatrix(app));
app = zlnvl.getRe();

lv = getMatrixTraspose(getMatrixProduct
(getMatrixProduct(m, getMatrixTraspose(lv)), app));

m = new double [xc.length][xc.length];

m=
getMatrixProduct(getMatrixProduct(xc,
kron(getMatrixProduct(getMatrixTraspose(lo), |0),
getMatrixProduct(getMatrixTraspose(lv), Iv))),
getMatrixTraspose(xc));

app = new double [lc.length][lc.length];

app =
getMatrixProduct(getMatrixProduct(lc, getMatrixPmdti(m, m)),
getMatrixTraspose(Ic));

Zmat zInv2 = Inv.o(sgrtMatrix(app));
app = zlnv2.getRe();

Ilc =
getMatrixTraspose(getMatrixProduct(getMatrixProdomt
getMatrixTraspose(lc)), app));

Ylif(ci>0)

g = getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo, xo0),
kron(getMatrixTraspose(lc), getMatrixTraspose(ly)))
gtrasp = getMatrixTraspose (Q);

for (int i = O; i<gtrasp.length; i++){
for (int j = O; j<gtrasp[0].length; j++){
gtraspli][j] = Math.abs(gtrasp[i][j]);
//minimo valore O

}

amax = gtrasp[0][0]; /lehm...
for (int i = O; i<gtrasp.length; i++){
for (int j = O; j<gtrasp[0].length; j++){

if (gtraspli][j]> amax){
f=j;
amax = gtrasp [i][j];
bmax = f;

}
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if (bomax ==1)
{

double [][] o2 = new double
[lo.length][lo[0].lengthl];

for (int i = 0; i<lo2[0].length; i++){
l02[0][i] = lo[1][i];
lo2[1][i] = lo[O][i];

}

lo = (double[][])lo2.clone();

g = getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo,

x0), kron(getMatrixTraspose(Ic), getMatrixTraspdsgy;
I if(bmax == 1)

for (inti = 0; i<g.length; i++){
for (int j = 0; j<g[0].length; j++){
g[illil = Math.abs(g[i][i]);
//minimo valore 0

}

amax = g[0][0]; //lehm...
for (inti = 0; i<g.length; i++){
for (int j = 0; j<g[0].length; j++){

if (g[i][i]> amax){
f=y;
amax = g [i][il;
bmax =f;
}
}
}
if (bomax == 1 | bmax == 3)
{

double [][] Ic2 = new double
[lc.length][lc[0].length];

for (int i = 0; i<Ic2[0].length; i++){
lc2[0][i] = Ic[1][il;
lc2[1][i] = Ic[O][i];

}

Ic = (double[][])Ic2.clone();

g = getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo,

x0), kron(getMatrixTraspose(Ic), getMatrixTraspdepy;

}fif(o == 1| b == 3)
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if (bmax>1){

double [][] Iv2 = new double
[Iv.length][Iv[O].length];
for (int i = 0; i<Iv[0].length; i++){
Iv2[O][i] = Iv[1][i];
Iv2[1][i] = IV[O]fi];
}

Iv = (double[][DIv2.clone();
} /if(bmax>1)

/lquesta istruzione e corretta metterla fuolliiia

/Inei cicli precedenti era sempre all'interne>-
vedi codice matlab

g = getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo, xo),
kron(getMatrixTraspose(lc), getMatrixTraspose(ly)))

sscore = 0;

for (inti = 0; i<g.length; i++) {
for (int j = 0; j<g[0].length; j++){
} sscore += g[i][jI*g[il[];

¥
double percvarexp = (sscore/varin)*100;

GenericDialog gdiag = new GenericDialog
("Output Dialog Box");

gdiag.addMessage("%expl. var. is " +
round(percvarexp, 3));

gdiag.showDialog();

perc.add(ci, percvarexp);

if (ci>0){

d = round(perc.get(ci) - perc.get(ci-1), 3);
h
Cci = ci+1;

}; Ilwhile(d>0.001 & ci<maxci+1)

double [] vx = new double [perc.size()];
double [] percArray = new double [perc.size()];
for (int i = 0; i<perc.size(); i++){

vX[i] = 1;

percArray[i] = perc.get(i);
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Plot plot4 = new Plot ("Evolution of the explathe
variance”, ", ", vx, percArray);

plot4.setLimits(getMin(vx), getMax(vx),
getMin(percArray), getMax(percArray));

plot4.setColor(Color.blue);

plot4.show();

double fi = (g[0][0]*g[0][0]+ g[1][3]*g[1][3])/sscore;

double fin = 0;
double fimax = fi;

while (round(fimax, 3)>round(fin, 3)){
fin = fimax;

double rotb = 0;
double [][] lob = new double
[lo.length][lo[0].length];

for (int rot = -90; rot<90; rot++){

double [][] rm = new double [2][2];
rm[0][0] = Math.cos((rot*Math.P1)/180);
rm[0][1] = - (Math.sin((rot*Math.P1)/180));
rm[1][0] = Math.sin((rot*Math.P1)/180);
rm[1][1] = Math.cos ((rot*Math.PI)/180);

double [][] o2 = new
double[rm.length][lo[0].length];
lo2 = getMatrixProduct(rm, lo);

g2 = new double
[lo2.length][lc.length*lv.length];

g2 =
getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo2, xo),
kron(getMatrixTraspose(lc), getMatrixTraspose(ly)))

double g2square = 0;
for (inti = 0; i<g2.length; i++) {

for (int j = 0; j<g2[0].length; j++){
g2square +=
(92[i[r*a2(il0D);
}

double fi2 = (g2[0][0]*g2[0][0]+
02[1][31*g2[1][3])/g2square;

if (round(fi2, 3)>round(fimax, 3)){
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lob = (double[][])lo2.clone();
fimax = fi2;
rotb = rot;

}

if (rotb = 0){
lo = (double[][])lob.clone();
}

/IROTATION OF VARIABLES

rotb = 0;

double [][] Ivb = new double
[Iv.length][Iv[O].lengthl];

for (int rot = -90; rot<90; rot++){

double [][] rm = new double [2][2];
rm[0][0] = Math.cos((rot*Math.P1)/180);
rm[0][1] = -(Math.sin((rot*Math.P1)/180));
rm[1][0] = Math.sin((rot*Math.P1)/180);
rm[1][1] = Math.cos((rot*Math.PI)/180);

double [][] Iv2 = new
double[rm.length][Iv[0].length];
Iv2 = getMatrixProduct(rm, Iv);

g2 = new double
[lo.length][lc.length*Iv2.length];

g2 =
getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo, xo),
kron(getMatrixTraspose(lc), getMatrixTraspose(ly2))

double g2square = 0;
for (inti = 0; i<g2.length; i++) {

for (int j = 0; j<g2[0].length; j++){
g2square +=
(92[i][T*92[i0D);
}

double fi2 =
(92[0][0]*g2[0][0]+92[1][3]*g2[1][3])/g2square;

if (round(fi2, 3)>round(fimax, 3)}{
Ilvb = (double[][])Iv2.clone();

fimax = fi2;
rotb = rot;
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}

if (rotb = 0){
Iv = (double[][])Ivb.clone();
}

//IROTATION OF CONDITIONS

rotb = 0;

double [][] Icb = new double
[lc.length][lc[0].lengthl];

for (int rot = -90; rot<90; rot++ ){
double [][] rm = new double [2][2];
rm[0][0] = Math.cos((rot*Math.PI)/180);
rm[0][1] = -(Math.sin((rot*Math.P1)/180));
rm[1][0] = Math.sin((rot*Math.PI)/180);
rm[1][1] = Math.cos((rot*Math.P1)/180);

double[][] Ic2 = new double
[rm.length][lc[0].length];

Ic2 = getMatrixProduct(rm, Ic);

g2 = new double
[lo.length][Ic2.length*lv.length];

g2 =
getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo, xo),
kron(getMatrixTraspose(lc2), getMatrixTraspose(lv))

double g2square = 0;
for (inti = 0; i<g2.length; i++) {

for (int j = 0; j<g2[0].length; j++){

g2square +=

(92[il01*g2(ilnD):
}

double fi2 =
(92[0][0]*g2[0][0]+92[1][3]*g2[1][3])/g2square;

if (round(fi2, 3)>round(fimax, 3)X{
Icb = (double[][])Ic2.clone();

fimax = fi2;
rotb = rot;

}
if (rotb 1= 0){
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Ic = (double[][Dlcb.clone();

} Ilwhile (fimax>fin)

int nc = lo.length;
double | = 0;
double t1 = 0;

for (int z = 0; z<nc; z++){
double [] ap = new double [lo[0].length];
for (inti = 0; i<lo[0].length; i++){

} apli] = lo[z]i];

double emme = getMean(ap);
for (inti = 0; i<nCols; i++){
| =0;
for(int w = 0; w<o; w++){
int dim = ((nRows-w-1)/2)+1;
ap = new double [dim];
int su = 0;

for (int j=w; j<nRows; j=j+0){
ap[su] = x[j][i;
su +=1,
}
| += getMean(ap)*(lo[z][w]-emme);
}
tl += *Iv[Z][i];
}

if (round(t1, 3)<0){
for(int i = O; i<lo[0].length;i++){

lo[z][i] = -lo[z][i];
}

emme = getMean(Ic[z]);
t1=0;

for (int i = 0; i<nCaols; i++){
|=0;
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for (int w = 0; w<nConditions; w++){

int dim = o;
ap = new double [dim];
int su=0;

for (int j = w*o; j<(w+1)*0; j++){
ap[su] = x[j][i;
Su +=1;

}

| += getMean(ap)*(Ic[z][w]-emme);

}

tl += *lv[Z][i];
}

if (round(t1, 3)<0){
for(int i = O; i<Ic[0].length; i++){
lc[z][i] = -Iefz][i];

}

g = getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo, xo),
kron(getMatrixTraspose(lc), getMatrixTraspose(ly)))
gtrasp = getMatrixTraspose(Q);

for (int 1 = O; i<gtrasp.length; i++){
for (int j = O; j<gtrasp[0].length; j++){
gtraspli][j] = Math.abs(gtrasp[i][j]);
}

}

amax = gtrasp[0][0];
for (inti = 0; i<gtrasp.length; i++){
for (int j = O; j<gtrasp[0].length; j++){
if (gtraspli][j]> amax){

f=j;
amax = gtrasp [i][j];
bmax = f;
}
}
}
if (bmax == 1){

double[][] o2 = new
double[lo.length][lo[0].length];

for (int i = 0; i<lo[0].length; i++){
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l02[0][i] = lo[1][i];
lo2[1][i] = lo[O][i];

lo = (double[][])lo2.clone();

g = getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo, xo),
kron(getMatrixTraspose(lc), getMatrixTraspose(ly)))

}

double [][] gap = new double
[0.length][g[0].length];
for (int i = 0; i<g.length; i++){
for (int j = 0; j<g[0].length; j++){
gap[i][i] = Math.abs(g[i]l);
}

amax = gap[0][0];
for (int i = 0; i<gap.length; i++){

for (int j = 0; j<gap[0].length; j++){

if (gapl[i][j]> amax){
f=j;
amax = gap[i][j];
bmax =f;

}

}
if (lomax ==1 | bmax == 3)

double[][] Ic2 = new
double[lc.length][lc[O].length];

for (int i = O; i<Ic[0].length; i++){
Ic2[0][i] = Ic[2][i];
lc2[1][i] = Ic[O][i];

h

Ic = (double[][])Ic2.clone();
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if (bomax>1)

double[][] Iv2 = new double
[Iv.length][Iv[O].length];

for (int i = 0; i<lv[0].length; i++){
Iv2[0][i] = IV[1][i];

Iv2[1][i] = IV[O][il;
}

lv = (double[][DIv2.clone();

}
/***********'k************'k************************ *k*k
**/
intka =1,
String tex = "Plot of objects”;
plotTwoComponents(getMatrixTraspose(lo), ka,
tex);
ka = 2;
tex = "Plot of variables™;
plotTwoComponents(getMatrixTraspose(lv), ka,
tex);
ka = 3;
tex = "Plot of Conditions";
plotTwoComponents(getMatrixTraspose(lc), ka,
tex);
Il g = getMatrixProduct(getMatrixProduct(lo, xo0),
kron(getMatrixTraspose(lc), getMatrixTraspose(ly)))
Il
Il /limmagine di background.
Il Opener opener = new Opener ();
Il ImagePlus imp =

opener.openimage("C:\\Documents and
Settings\\chiara\\Documenti\\workspace\\3way_P Cd\xp.bmp");
Il imp.show();

Il FileInfo fInfo = imp.getFilelnfo();
Il System.out.printin("Height: "+fInfo.height);
Il System.out.printin("Pixel height:

"+flnfo.pixelHeight);
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Il System.out.printin("finfo.fileFormat: " +
fInfo.fileFormat);

Il System.out.printin("finfo.samplesPerPixel:
"+fInfo.samplesPerPixel);

Il ImageProcessor ip = imp.getChannelProcessor();
Il Color value = new Color (0, 255, 255);

Il ip.setColor(value);

Il ip.drawLine(10, 10, 20, 20);

Il ip.drawDot(10, 10);

Il ip.drawOval(30, 30, 20, 20);

double [][] lotrasp = getMatrixTraspose(lo);
double [][] Ivtrasp = getMatrixTraspose(lv);
double [][] Ictrasp = getMatrixTraspose(Ic);

double [][] xt = new double
[lotrasp.length+lvtrasp.length+lctrasp.length][&xp[0].length];

for (int i = O; i<lotrasp[0].length; i++){

for (int j = O; j<lotrasp.length; j++){
xt[i][i] = lotrasp(i][i;
¥

for (int j = O; j<Ivtrasp.length; j++){
xt[lotrasp.length+j][i] = Ivtrasp[j][i];
¥

for (int j = O; j<Ictrasp.length; j++){
xt[lotrasp.length+lvtrasp.length+j][i]
= Ictraspl[j][i];

}

double [][] rm = new double
[0*nConditions][nCols];
double rv = 0;

for (inti=0; i<o; i++){
for (int j = 0; j<nCaols; j++){

for (int kappa = 0;
kappa<nConditions; kappa++){
rv=

lo[O][i]*IV[0](j]*Ic[O][kappa]*g[O][0];

lo[O][i]*Iv[1][]*Ic[O][kappa]*g[O][1];

v +=
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v +=
lo[O][i]*Iv[O][i]*Ic[1][kappa]*g[O][2];

v +=
lo[O][i*Iv{1][i]*Ic[1][kappa]*g[O][3];

v +=
lo[1][i]*Iv{0][i]*Ic[O][kappa]*g[1][O];

v +=
lo[1][i*Iv{1][i]*Ic[O][kappa]*g[1][1];

v +=
lo[1][i*Iv[O][i]*Ic[1][kappa]*g[1][2];

v +=

lo[1][i*Iv[1][i]*Ic[1][kappa]*g[1][3];
rm[o*kappa+i][j] = rv;

}

double [][] di = new double
[rm.length][rm[O].length];
for (int i = 0; i<rm.length; i++){

for (int j = 0; j<rm[0].length; j++){

difi][i] = (rm[i]0]-xQ101)*(rmiol-

x[00);
}
double [] rvi = new double [nCols];
double [][] ro = new double [o][o];

double [][] rc = new double
[nConditions][nConditions];

for (int i = 0; i<di[0].length; i++){
for(int j = O; j<di.length; j++){
rvi[i] += di[j][i];
}
for (int i = O; i<rvi.length; i++){

rvi[i] = rvi[i]/(o*nConditions);

}

double [] roc = new double [di.length];
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for (int j = O; j<di.length; j++){
for(int i = 0; i<di[0].length; i++){
roc[j] += di[i]{i];
}

for (inti1 = 0; i<o; i++){
for(int j = i; jJ<o*nConditions; j=j+0){

ro[i][0] += roc]j];
}
for (int i = 0; i<o; i++){
for(int j = 0; j<o; j++){
ro[i][j}/(nConditions*nCols); ol =
\ }
for (int i = 0; i<nConditions; i++){
for(int j = i*o; j<o*(i+1); j++){
rc[i][0] += rocfj];
}
for (int i = 0; i<nConditions; i++){
for(int j = 0; j<nConditions; j++){

rcli]lj] = rc[i][j}/(o*nCols);

double [] obj;
obj = new double [ro.length];
for(int i = O; i<ro.length; i++){

obj[i] = i+1;
}
Plot plot6 = new Plot("RMSE of objects”, "Axis1"
"Axis2", new double[]{0.0}, new double[]{0.0});

plot6.setLimits(getMin(obj)-1, getMax(obj)+1, O,
getMax(getMatrixTraspose(ro)[0])+1);
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plot6.addPoints(obj, getMatrixTraspose(ro)[0],
Plot.CIRCLE);

for (inti = 0; i<ro[0].length; i++){
plot6.drawLine(i+1, ro[i][0], i+1, O);
h

plot6.show();

double [] var;
var = new double [rvi.length];
for(int i = O; i<rvi.length; i++){

var[i] = i+1;

h

Plot plot7 = new Plot("RMSE of variables”,
"Axisl", "Axis2", new double[]{0.0}, new double[[{®@});

plot7.setLimits(getMin(var)-1, getMax(var)+1, 0,
getMax(rvi)+1);

plot7.addPoints(var, rvi, Plot. CIRCLE);

plot7.addPoints(var, rvi, Plot. CIRCLE);

for (int i = O; i<rvi.length; i++){
plot7.drawLine(i+1, rvi[i], i+1, 0);
b

plot7.show();

double [] cond;
cond = new double [rc.length];
for(int i = O; i<rc.length; i++){

cond[i] = i+1;

Plot plot8 = new Plot("RMSE of conditions”,
"Axisl", "Axis2", new double[]{0.0}, new double[[{®@});

plot8.setLimits(getMin(obj)-1, getMax(obj)+1, 0,
getMax(rc[0])+1);

plot8.addPoints(cond, getMatrixTraspose(rc)[0],
Plot.CIRCLE);

for (int i = O; i<rc[0].length; i++){
plot8.drawLine(i+1, rc[i][0], i+1, 0);
b
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plot8.show();

/* MATLAB data matrix */
public static double [][] getimportData(File f) {

double[][] data = null;

if(f.getName().endsWith(".mat"))
{
MatFileReader matReader = null;
Map<String, MLArray> matrix = null;
try {
matReader = new MatFileReader(f);
matrix = matReader.read(f);

} catch (IOException e) {
[J.log(""+e);
return null;

}

Set<String> s = matrix.keySet();
int selectedindex = 0;
if(s.size() > 1)
{
/Ivisualizza dialog per selezionare la
matrice
//(Ho visto che si possono salvare piu
matrici in un file .mat.
//Se é necessario gestiamo questo caso
altrimenti diamo per
//scontato che ci sia una matrice sola per
ogni file .mat)

/IselcetedIndex = ...

}

data =
((MLDouble)matReader.getMLArray((String)
s.toArray()[selectedindex])).getArray();

}
else if(f.getName().endsWith(".txt"))
{

}

return data;

data = new double[1][1];
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}
**

[* Dialog parameters */

public static void showDialog() {

GenericDialog gd = new GenericDialog("3-WRGA");
gd.addCheckbox("Scaling", jScaling);
gd.addNumericField("# Conditions (Submuéipf row

number):", nConditions, 0);

gd.addNumericField("# Iterations:", niteoats, 0);
gd.showDialog();

jScaling = gd.getNextBoolean();

nConditions = (int)gd.getNextNumber();

nlterations = (int)gd.getNextNumber();

|8

public static boolean dialogltemChanged(Generildgigd,
AWTEvent e) {
if (13.isMacOSX()) 1J.wait(100);
jScaling = gd.getNextBoolean();
nConditions = (int)gd.getNextNumber();
nlterations = (int)gd.getNextNumber();
if (gd.invalidNumber())
return false;
else
return true;
I3
I**l

[* Math utils */
public static double round(double d, int decimadiel) {
BigDecimal bd = new BigDecimal(d);
bd = bd.setScale(decimalPlace,
BigDecimal. ROUND_HALF_UP);
return bd.doubleValue();

}

public static double getMean(double [] array) {
double mean = 0;
for (inti =0 ; i<array.length; i++){
mean += array/i];
I3

return mean/(array.length);

}

public static double getMax(double [] array) {
double max = array|[O0];
for (inti=1; i<array.length; i++){
if(array[i] > max)
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max = array/i];
}

return max;

}

public static double getMin(double [] array) {
double min = array][0];
for (inti=1; i<array.length; i++){
if(array[i] < min)
min = array[i];
}

return min;

}

public static double [][] getMatrixProduct(douljlf A, double
[0 B) {
double[][] product = new double [A.length][B[Gdhgth];
for (int i = 0; i<product.length; i++){
for (int j = O; j<product[0].length; j++){
product [i][j] = O;
for (int k = 0; k<A[O].length; k++){
producti][i] += Af][KI*BIKIL];

h

h
}

return product;

8

public static double [][] getMatrixTraspose(doupli¢ m) {
double[][] mTrasp = new double [m[0].length][rmigth];
for (int1 = 0; ikmTrasp.length; i++){
for (int j = 0; j<mTrasp|[0].length; j++){
mTrasp[i][i] = m[[i;
%
return mTrasp;

|8

/lkron(X,Y) returns the Kronecker tensor producKaand Y.
/[The result is a large array formed by takingpal$sible products
/Ibetween the elements of X and those of Y.
I[If X'is m-by-n and Y is p-by-q, then kron(X,Y3 m*p-by-n*q.
public static double[][] kron(double[][] m1, dowb[][] m2){
double [][] krone = new double
[m1.length*m2.length][m1[0].length*m2[0].length];
for (inti = 0; ikml.length; i++){
for (int j = 0; j<m1[0].length; j++){

for (int k = 0; k<m2.length; k++){
for (int z = 0; z<m2[0].length; z++){
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krone[k+i*(m2.length)][z+j*(m2[0].length)] = m1][[J]*m2[K][z];
% |
3
I3

return krone;

I3
public static double [][] getAutovector (doubl€] [kt){

int r = xt.length; //numero di righe

int ¢ = xt[0].length; //numero di colonne - imero di
colonne e lo stesso per costruzione

intt=0; //tinizializzato a0

double vartot = 0;

for (inti = 0; i<r; i++) {
for (int j = 0; j<c; j++){
vartot += xt[i][j]*xt[i][j];
h
|3

double []J[] smat = new double [r][2];
double [][] Imat = new double [2][c];

double[] xmax = new double [r]; /lriga hax = xt(:, b(c))
double [] rmax = new double [c]; //vettorga
double [] ss = new double [c];
double [] a = new double [c];
int[] b = new int [c];
double [] vp = new double [2]; //while t<2..

while (t<2) {
t=t+1;

Arrays fill(ss, 0);
for (inti = 0; i<c; i++){ /lsum(xt."2)
for (int j = 0; j<r; j++){

ss[i] += xt[i[i*xtf][il;
}
a = ss.clone();

Arrays.fill(b, 0);
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Arrays.sort(a);
for (inti = 0; i<c; i++){ //ss
for(int j = 0; j<c; j++){ lla
if (ss[i] == a[j])}{

b[j] =i;

}
Arrays.fill(xmax, 0);
for (int i = 0; i<r; i++){
xmax(i] = xt[i][b[c-1]];
}
double s = 0;
for (inti = 0; ikxmax.length; i++){ //s xmax' * xmax

s += xmax[i*xmax[il;

}

double diff = 1000;
Arrays. fill(rmax, 0);

while (diff > 0.0000001){

double [][] appoggio = new double [r][c]inTfatrice
xt/s

for (inti=0;i<r;i++){ // xt/s - maice
for (intj = 0; j<c; j++){

appoggio [i][j] = xt[i]{il/s;

}

double [] ap1 = new double [c];

for (inti=0; i<c; i++){ //rmax = xmax’
*(xt/s=appoggio)
for (int k = 0; k<r; k++){

ap1[i] += xmax[k] * appoggio[K][i;
}

rmax(i] = apl[i];
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double rmaxsq = 0; //rmaxsq = rmax*rmax’
for (inti=0; i<c; i++) {

rmaxsq += rmax][iJ*rmax([i];
}

for (inti=0; i<c; i++) {
rmax[i] = rmax][i] / Math.sqrt(rmaxsq);
}

double app;

for (inti=0; i<r; i++){ //xmax = xtmax'
app = 0;
for (int = 0; j<c; j++){

app += xt[i][i]*rmaxi];

}
xmax([i] = app;
}
double s2 = 0;
for (inti = 0; i<xmax.length; i++) { //s =
Xmax' * xmax
s2 += xmax[i]*xmax]i];
}
diff = Math.abs(s2-s); //diff = abs(s2-s)
S =52,

} /lwhile interno
for (inti=0; i<r; i++){

smat[i][t-1] = xmax([i];
}

for (inti = 0; i<c; i++){
Imat[t-1][i] = rmax([i];
}

double [] varexp = new double [2];
varexplt-1] = 0;

for (inti=0;i<r;i++){ //s =xmax'* max

varexp[t-1] += (xmax][i] * xmax[i]);
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vp[t-1] = (varexp[t-1] / vartot) * 100;

for(int i =0; i<r; i++){
for(int j = 0; j<rmax.length; j++){

xt[il[j] = xt[il[j]-xmax[i*rmax]j;

}

}; /lwhile esterno

for (inti=0; i<2; i++){
System.out.printin("vp =" + vp[i] + " " + t){disp
(vp)
}

double [] cumsum_vp = new double [t];
cumsum_vp|[0] = vp[O];
cumsum_vp[1] = vp[0]+vp[1];

for (inti = 0; ikcumsum_vp.length; i++){
System.out.printin("cumsum vp =" +
cumsum_vp[i] + " " + t);

}

double b1l = smat[0].length; //numero colonne

if (b1 >1){
double [] smal = new double [smat.length];
double [] sma2 = new double [smat.length];

for (inti = 0; i<smal.length; i++){
smal[i] = smat[i][0];
sma2[i] = smat[i][1];

} /o plot
/************************************************* *%k%
*****/
double [] totcum = new double [2];
totcum [0] = vp]O];
totcum [1] = vp[O] + vp[1];
/************************************************* *%k%
*****/
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Plot plot = new Plot ("Object scores on
eigenvectors 1-2."+ totcum[1] +"% of total variahcsmal”,
"sma2", new double[]{0.0}, new double[[{0.0});

plot.setLimits(getMin(smal)-0.5,
getMax(smal)+0.5, getMin(sma2)-0.5, getMax(smaZ);0.

plot.setColor(Color.red);
plot.addPoints(smal, sma2, Plot.CIRCLE);

/lif (getMin(smal)<0 & getMax(sma2)>0 &
getMin(sma2)<0 & getMax(sma2)>0){

/Iplot.addLabel(Math.abs(getMin(smal)+0.5)/(Malis@etMin(s
mal))+Math.abs(getMax(smal))+1),
Math.abs(getMax(sma2)+0.5)/(Math.abs(getMin(smadpth.abs(ge
tMax(sma2))+1), "+");

I}

if (getMin(smal)<0 & getMax(smal)>0 &
getMin(sma2)<0 & getMax(sma2)>0 )}
double costl;
for (inti = 0; iksmal.length; i++){
costl = 0;
for (int j = 0; j<i; j++){
if (smal[i] == smal[j] &
smaz2[i] == sma2[j]){
costl += 0.07;

h

plot.addLabel((Math.abs(getMin(smal))+smal[i]+@&stl)/(M
ath.abs(getMin(smal))+Math.abs(getMax(smal))+1),
(Math.abs(getMax(smaz2))-
smaz2[i]+0.5)/(Math.abs(getMin(sma2))+Math.abs(getfdana2))+1),

" ):
h
h

if (getMin(smal)<0 & getMax(smal)>0 &
(getMin(sma2)<0 & getMax(sma2)<0 || getMin(sma2§=0
getMax(sma2)>0 ){
double cost1;
for (inti = 0; iksmal.length; i++){
costl =0;
for (intj = 0; j<i; j++){
if (smalfi] == smallj] &
smaz2[i] == sma2[j]){
costl +=0.07;

h

plot.addLabel((Math.abs(getMin(smal))+smal[i]+@&stl)/(M
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ath.abs(getMin(smal))+Math.abs(getMax(smal))+1),
(Math.abs(getMax(sma2))-smaZ2][i]+0.5)/(-
Math.abs(getMin(sma2))+Math.abs(getMax(sma2))+1}, i);

3
if ((getMin(smal)<0 & getMax(smal)<O ||

getMin(smal)>0 & getMax(smal)>0) & getMin(sma2)<0 &
getMax(sma2)>0 ){

double costl;
for (inti = 0; iksmal.length; i++){
costl = 0;
for (int j = 0; j<i; j++){
if (smal[i] == smal[j] &
smaz2[i] == sma2[j]){
costl += 0.07;

h

plot.addLabel((Math.abs(getMin(smal))+smal[i]+@&stl1)/(-
Math.abs(getMin(smal))+Math.abs(getMax(smal))+1),
(Math.abs(getMax(smaz2))-
smaz2[i]+0.5)/(Math.abs(getMin(sma2))+Math.abs(getfdana2))+1),

" ):
h
h

if ((getMin(smal)<0 & getMax(smal)<O0 ||
getMin(smal)>0 & getMax(smal)>0) & (getMin(sma2)%0
getMax(sma2)<0 || getMin(sma2)>0 & getMax(sma2)$0))
double cost1;
for (inti = 0; iksmal.length; i++){
costl =0;
for (intj = 0; j<i; j++){
if (smalfi] == smallj] &
smaz2[i] == sma2[j]){
costl +=0.07;

3
plot.addLabel((Math.abs(getMin(smal))+smal[i]+@&stl)/(-
Math.abs(getMin(smal))+Math.abs(getMax(smal))+1),

(Math.abs(getMax(sma2))-smaZ2][i]+0.5)/(-
Math.abs(getMin(sma2))+Math.abs(getMax(sma2))+1}, D);

h

plot.show();
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/************************************************* *k%k

*********/
double [] Imal = new double [Imat[0].length];
double [] Ima2 = new double [Imat[0].length];
for (int i = O; i<lmat[0].length; i++){
Imall[i] = Imat[O][i];
Ima2[i] = Imat[1][i];
} /lto plot
/************************************************* *k*%k
*********/

Plot plotl = new Plot ("Variable loadings on
eigenvectors 1-2"+ totcum[1] +"% of total variancémal", "Ima2",
new double[]{0.0}, new double[]{0.0});

plotl.setLimits(getMin(Imal)-0.5,
getMax(Imal)+0.5, getMin(Ima2)-0.5, getMax(Ima2)5y.

plotl.setColor(Color.blue);
plotl.addPoints(Imal, Ima2, Plot. CIRCLE);

/Iplotl.addLabel((Math.abs(getMin(Imal)))/(MathsédpetMin(Im
al))+Math.abs(getMax(Imal))),
(Math.abs(getMax(Imaz2)))/(Math.abs(getMin(Ima2))+tklabs(getM
ax(Ima2))), "+");

if (getMin(Imal)-0.5<0 & getMax(Imal)+0.5>0 &
getMin(Ima2)-0.5<0 & getMax(Ima2)+0.5>0 ){
double costl;
for (inti = 0; i<imal.length; i++){
costl =0;
for (int j = 0; j<i; j++){
if (Imal[i] == Imal[j] &
Ima2[i] == Ima2[j]){
costl +=0.07;

h

plotl.addLabel((Math.abs(getMin(Imal))+Imal[i]+®costl)/(M
ath.abs(getMin(Imal))+Math.abs(getMax(Imal))+1),
(Math.abs(getMax(Imaz2))-
ImaZ2[i]+0.5)/(Math.abs(getMin(Ima2))+Math.abs(getiflana2))+1),

i)
h
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if (getMin(Imal)-0.5<0 & getMax(Imal)+0.5>0 &
(getMin(Ima2)-0.5<0 & getMax(Ima2)+0.5<0 || getMm&2)-0.5>0
& getMax(Ima2)+0.5>0 )){
double costl;
for (inti = 0; i<imal.length; i++){
costl = 0;
for (int j = 0; j<i; j++){
if (Imal[i] == Imal[j] &
Ima2[i] == Ima2[j]){
costl += 0.07;

h

plotl.addLabel((Math.abs(getMin(Imal))+Imal[i]+&costl)/(M
ath.abs(getMin(Imal))+Math.abs(getMax(Imal))+1),
(Math.abs(getMax(Ima2))-Ima2[i]+0.5)/(-
Math.abs(getMin(Ima2))+Math.abs(getMax(Ima2))+21)+');

h
h

if ((getMin(Imal)-0.5<0 & getMax(Imal)+0.5<0 ||
getMin(Imal)-0.5>0 & getMax(Imal)+0.5>0) & getMin{h2)-0.5<0
& getMax(Ima2)+0.5>0 ){
double costl;
for (inti = 0; i<imal.length; i++){
costl = 0;
for (int j = 0; j<i; j++){
if (Imal[i] == Imal[j] &
Ima2[i] == Ima2[j]){
costl += 0.07;

h

plotl.addLabel((Math.abs(getMin(Imal))+imal[i]+®&costl)/(-
Math.abs(getMin(Imal))+Math.abs(getMax(Imal))+1),
(Math.abs(getMax(Imaz2))-
ImaZ2[i]+0.5)/(Math.abs(getMin(Ima2))+Math.abs(getiflana2))+1),

" ):
h
h

if ((getMin(Imal)-0.5<0 & getMax(Imal)+0.5<0 ||
getMin(Imal)-0.5>0 & getMax(Imal)+0.5>0) & (getMIn{a2)-0.5<0
& getMax(Ima2)+0.5<0 || getMin(Ima2)-0.5>0 &
getMax(Ima2)+0.5>0)){
double costl;
for (inti = 0; i<imal.length; i++){
costl = 0;
for (int j = 0; j<i; j++){
if (Imal[i] == Imal[j] &
Ima2[i] == Ima2[j]){
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costl += 0.07;
h

plotl.addLabel((Math.abs(getMin(Imal))+imal[i]+&costl)/(-
Math.abs(getMin(Imal))+Math.abs(getMax(Imal))+1),
(Math.abs(getMax(Ima2))-Ima2[i]+0.5)/(-
Math.abs(getMin(Ima2))+Math.abs(getMax(Ima2))+1)+');

h
plotl.show();
|3
return Imat;

I3
public static Zmat sqrtMatrix(double[][] matric§)

/[double[][] root = new
double[matrics.length][matrics[0].length];

int n = matrics.length; // matrics deve esseradgata
int n1 = matrics[0].length;

if (n!=nl){
System.out.printin("Matrix must be square!");
}

Zmat sqrtmatrics = new Zmat(matrics);

try {
double[][] T = new Zmat(matrics).getRe();

double[][] U = new Zmat(n, n).getRe();
intW result = new intw(0);
int workLen = 8 * n;
org.netlib.lapack. DGEES.DGEES("V", "N", new
Object(), n, T,
new intW(0), new double[n], new
double[n], U,
new double[workLen], workLen,
new boolean[n], result);

/I UTU* = matrics

Zmat scT = new Zmat(T);
Zmat scU = new Zmat(U);

Zmat R = new Zmat(scT.nr, scT.nc);
for (inti=0; i <R.nr; i++)
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R.put(i, i, scT.get(i, i)); / R e la diag(T) d
Matlab

if (R.equals(scT)) // scT e la T di matlab
{
for (inti=0; i< R.nr; i++)
R.put(i, i, R.get(i, 1).Sqrt());
/I use diag
}
else {
R = new Zmat(R.nr, R.nc);
for (intj = 0; j < R.nc; j++)
{
R.put(j, j, scT.get(, j).Sart());
for(inti=j-1;i>=0;i-){

Zmat s = Times.o(R.get(i, i, i

+1,j-1), Rget(i+1,j-1,],)));
asserts.nc ==1 && s.nr ==
1;
R.put(i, j, scT.get(i,
J)-Minus(s.get(0, 0)).Div(R.get(i, i).Plus(R.get))));
}

}
}

sgrtmatrics = Times.o(Times.o(scU, R),
Transpose.o(scU));

double[][] img = sqrtmatrics.getim();

double[][] re = sqrtmatrics.getRe();

/Iroot = re;

} catch (JampackException e) {
e.printStackTrace();

}

return sqrtmatrics;
}
I**l
* Plots */

/I public void plotPCA(double []J[] W, int cappa)/{param
necessari??? Triangolo

I

Il double xscale = 2/(Math.sqrt(3));
I

Il double [] x = new double [4];

I x[0] = 0;

Il X[1] = xscale/2;

/l X[2] = xscale;
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I X[3] = 0;

I

Il double [] y = new double [4];
1 y[0] = -1;

1 y[1] = 0;

1 y[2] = -1;

1 y[3] = -1;

I

I for (inti=1; i<9; i++){

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
Plot.CIRCLE);
I
I
I
I
I

double x1 = (i*xscale)/20;
double x2 = ((20-i)*xscale)/20;
double x3 = (i*xscale)/10;
double y1 = -1+i/10;

double y2 = -i/10;

double [] xx = new double [2];
xx[0] = x1;
xX[1] = x2;

double [] yy = new double [2];
Arrays fill(yy, y1);

double [] xx2 = new double [2];
xx2[0] = x1;
xx2[1] = x3;

double [] yy2 = new double [2];
yy2[0] = y1;
yy2[1] = -1;

double [] xx3 = new double [2];
xx3[0] = x3;
xx3[1] = 0.5*xscale+x1;

double [] yy3 = new double [2];

yy3[0] = -1;

yy3[1] = y2;

Plot plotPCA = new Plot ("", ", ", X, V,

plotPCA.setLineWidth(0);
plotPCA.show();

/ICONTROLLA SE FUNZIONA
Plot plotPCA = new Plot ("™, "™, "™, new

double[]{0.0}, new double[]{0.0});

I

plotPCA.setLimits(getMin(x), getMax(x),

getMin(y), getMax(y));

I
I
I J§

plotPCA.addPoints(x, y, Plot.CIRCLE);
plotPCA.show();
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[
/l

public static void plotTwoComponents (double fJ[Jint kappa,
String text){ //Scatter plot

double [] x1 = new double [L.length];
for (inti = 0; i<L.length; i++){
x1{i] = L[i][O];

double [] x2 = new double [L.length];
for (inti = 0; i<x2.length; i++){
x2[i] = L[i][1];

}
Il double xImax = x1[0];
I for (inti = 0; i<x1.length-1; i++){
Il if (xL[i]<x1[i+1]){
Il x1max = x1[i+1];
I }
I }
I
Il double x2max = x2[0];
Il for (inti = 0; i<x2.length-1; i++){
I if (x2[i]<x2[i+1])}{
Il x2max = X2[i+1];
I }
I }
I
Il double x1min = x1[0];
Il for (inti = 0; i<x1.length-1; i++){
I if (XL[i]>x1[i+1]){
Il x1min = x1[i+1];
I }
I }
I
Il double x2min = x2[0];
Il for (inti = 0; i<x2.length-1; i++){
I if (x2[i]>x2[i+1]){
Il x2min = x2[i+1];
I }
I }

Plot plot3 = new Plot(text, "Axis1", "Axis2", new
double[]{0.0}, new double[]{0.0});

/Iplot3.setLimits(x1min-(0.05*(xlmax-x1min)),
x1max+(0.05*(x1max-x1min)), x2min-(0.05*(x2max-x2m)),
x2max+(0.05*(x2max-x2min)));

plot3.setLimits(getMin(x1)-0.5, getMax(x1)+0.5,
getMin(x2)-0.5, getMax(x2)+0.5);

plot3.addPoints(x1, x2, Plot.CIRCLE);
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if (kappa == 1){
plot3.setColor(Color.red);
}

if (kappa == 2){
plot3.setColor(Color.green);
}

if (kappa == 3){
plot3.setColor(Color.blue);
}

if (kappa !=1 & kappa !'= 2 & kappa != 3){
plot3.setColor(Color.black);

}
Il switch(kappa) {
Il case 1: plot3.setColor(Color.red); break;
Il case 2: plot3.setColor(Color.green); break;
Il case 3: plot3.setColor(Color.blue); break;
Il default: plot3.setColor(Color.black); break;
I }

if (getMin(x1)-0.5<0 & getMax(x1)+0.5>0 & getMirR)-
0.5<0 & getMax(x2)+0.5>0 {
double cost1;
for (inti = 0; i<x1.length; i++){
costl = 0;
for (intj = 0; j<i; j++){
if (x1[i] == x1[j] & x2[i] == x2[j]){
costl += 0.07;
3

h

plot3.addLabel((Math.abs(getMin(x1))+x1[i]+0.5+tbg(Math.a
bs(getMin(x1))+Math.abs(getMax(x1))+1), (Math.aket(gax(x2))-
x2[i]+0.5)/(Math.abs(getMin(x2))+Math.abs(getMax{}21), ™ + i);

|8

if (getMin(x1)-0.5<0 & getMax(x1)+0.5>0 &
(getMin(x2)-0.5<0 & getMax(x2)+0.5<0 || getMin(xR)5>0 &
getMax(x2)+0.5>0 )){
double cost1;
for (inti = 0; i<x1.length; i++){
costl = 0;
for (intj = 0; j<i; j++){
if (xX1[i] == x1[j] & x2[i] == x2[j]){
costl += 0.07;
h
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h

plot3.addLabel((Math.abs(getMin(x1))+x1[i]+0.5+tbg(Math.a
bs(getMin(x1))+Math.abs(getMax(x1))+1), (Math.aket{gax(x2))-
x2[i]+0.5)/(-Math.abs(getMin(x2))+Math.abs(getMa®}+1), " + i);

h
|8

if ((getMin(x1)-0.5<0 & getMax(x1)+0.5<0 || getMix1)-
0.5>0 & getMax(x1)+0.5>0) & getMin(x2)-0.5<0 &
getMax(x2)+0.5>0 ){
double costl;
for (int i = 0; i<x1.length; i++){
costl = 0;
for (int j = 0; j<i; j++){
if (xX1[i] == x1[j] & x2[i] == x2[j]){
costl +=0.07,
%

h

plot3.addLabel((Math.abs(getMin(x1))+x1[i]+0.5+tbg(-
Math.abs(getMin(x1))+Math.abs(getMax(x1))+1),
(Math.abs(getMax(x2))-
x2[i]+0.5)/(Math.abs(getMin(x2))+Math.abs(getMax{}21), ™ + i);

h
|8

if ((getMin(x1)-0.5<0 & getMax(x1)+0.5<0 || getMix1)-
0.5>0 & getMax(x1)+0.5>0) & (getMin(x2)-0.5<0 &
getMax(x2)+0.5<0 || getMin(x2)-0.5>0 & getMax(x2)560)){
double costl;
for (inti = 0; i<x1.length; i++){
costl = 0;
for (intj = 0; j<i; j++){
if (x1[i] == x1[j] & x2[i] == x2[j]){
costl += 0.07;
3

h

plot3.addLabel((Math.abs(getMin(x1))+x1[i]+0.5+tbg(-
Math.abs(getMin(x1))+Math.abs(getMax(x1))+1),
(Math.abs(getMax(x2))-x2[i]+0.5)/(-
Math.abs(getMin(x2))+Math.abs(getMax(x2))+1), ")#

h
|3

plot3.show();

h
[**/
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Appendice B

Algoritmo, implementato in
ambiente Matlab, per la
registrazione delle immagini

%%algoritmo di merge per visualizzare il claustro
%%ipotizzo che tutte le immagini siano in formato b
e che per

% REGISTERING AN IMAGE - help

%modus operandi

%primo step: acquisizione immagini e passaggio a
immagini a livelli di grigio;

%secondo step: bilanciamento livelli di grigio
%terzo step: registrazione immagini

imagel = imread('im1.bmp");
imagel = rgb2gray(imagel);

image?2 = imread('im2.bmp");
image?2 = rgb2gray(image?2);

itmap

%%%SE NECESSARIO, SI PROCEDE CON UNA CAMPITURA DEL

BACKGROUND

%background = imopen(imagel, strel(‘disk’, 150));
%imagel = imsubtract(imagel, background);el
%imagel = imadjust(imagel, stretchlim(imagl));

%background = imopen(image2, strel(‘disk’, 150));
%image2 = imsubtract(image2, background);
%image2 = imadjust(image2, stretchlim(duel));

cpselect(image?2, imagel);

%export three points to a workspace
%%input_points sono relativi a imag,e2 mentre
base_points sono relativi a
%%imagel

%%% PROCEDO CON IL MERGE

tform = cp2tform (input_points, base_points, ‘affin
[registered2 xdata ydata] = imtransform (image2, tf
'FillValues', 255);

orm,
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figure, imshow ( registered2, 'XData', xdata, 'YDat
ydata);

hold on

h = imshow(imagel, gray(256));

ylim = get(gca, 'YLIM");

set(gca, 'YLIM', [0 ylim(2)]);

figure

parz = imshow(imread('parz.jpg’));

parz = imcrop;

parz = rgb2gray(parz);

imwrite (parz, 'im.bmp’) %immagine salvata come 1le2
formato .bmp

delete parz.jpg
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