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Streszczenie

Jednym 2z warunkéw powodzenia wielu typéw eksperymentow
elektrofizjologicznych, prowadzonych in vivo, jest precyzyjne umieszczenie
czubka mikroelektrody w konkretnej strukturze moézgu zwierzecia. By sprosta¢
temu wymaganiu stosuje si¢ technikg¢ stereotaksji, stuzaca do precyzyjnego
implantowania elektrod, sad mikrodializacyjnych oraz innych mikroczujnikéw
w strukturach mézgowia ssakéw, podczas eksperymentéw prowadzonych
in vivo. By zapewni¢ odpowiednig precyzj¢ manipulacji stereotaktycznych
stosuje si¢ wysokiej klasy sprzet mechaniczny oraz najnowsze, sporzadzone
przez specjalistow atlasy stereotaktyczne. Ponadto, niezbgdne jest bardzo
dokladne i prawidlowe wyznaczenie polozenia punktow charakterystycznych
czaszki, bedacych odniesieniem dla manipulacji stereotaktycznych. Niniejszy
artykut ma na celu przedstawienie udoskonalonego i praktycznie
‘przetestowanego w Pracowni Neurofizjologii i Chronobiologii UJ sposobu
wyznaczania punktéw odniesienia dla manipulacji stereotaktycznych. Nowa
metoda zostanie zilustrowana na przykladzie czaszki, powszechnie
wykorzystywanego w badaniach laboratoryjnych, szczura rasy Wistar.

Prowadzac eksperymenty elektrofizjologiczne in vivo czgsto stajemy przed
koniecznosécia umieszczenia miniaturowej elektrody w konkretnej strukturze
moézgu zwierzgcia. Problem stanowi fakt, ze mozg jest otoczony koscia, ktdrej
w calo$ci nie mozna usunaé by odslonié¢ interesujacy nas organ. Nawet jesli taki
zabieg mozna by bylo wykona¢ bez ryzyka znacznego zaburzenia fizjologii
zwierzecia, to i tak widoczne bylyby tylko powierzchniowe warstwy mézgu (np.
kora moézgowa, kora moézdzku, itp.), pod ktérymi ukryta jest znaczna czgsc
struktur mozgowia, czesto tych, ktére sa obiektem bezposredniego
zainteresowani badacza. Jesli to wlaénie jednej z takich glebokich struktur
mézgu zamierzamy zaimplantowa¢ np.: elektrode rejestracyjna/stymulujaca,
mikropipete w celu domiejscowego podania substancji, sondg mikrodializacyjna,
itp., stajemy przed problemem jak tego dokonaé. Z jednej strony caly zabieg
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musi by¢ wykonany przyzyciowo, a uszkodzenia tkanki nerwowej maja byé
minimalne, z drugiej strony miniaturowy element pomiarowy musi si¢ znalez&
bezpodrednio w interesujacej nas, czesto nieduzych rozmiaréw, strukturze
mozgu. Bardzo skutecznym rozwigzaniem tego problemu okazala sie,
wprowadzona na poczatku XX wieku, technika stereotaktycznego wyznaczania
pofozenia struktur mézgu wzglgdem punktéw charakterystycznych czaszki [1].
Wspolczesnie, metoda tajest powszechnie stosowana w laboratoriach
badawczych, jak réwniez, przy wsparciu nowoczesnych technik obrazowania,
wykorzystuje si¢ ja z powodzeniem podczas operacji wykonywanych na
ludziach. Opiera si¢ ona na zalozeniu, ze polozenie méozgu i jego
poszczegdlnych czegsci wzgledem czaszki jest zblizone w grupie podobnych
osobnikéw. Tak wigc, wykonujac eksperymenty na zwierzetach laboratoryjnych
tego samego gatunku i rasy, cechujacych si¢ niewielka zmiennoscig, bedacych
tej samej plci, majacych ta sama mase i bedacych w tym samym wieku, mozna
przyja¢, ze ulozenie mozgu tych zwierzat w czaszce jest bardzo podobne.
Bazujac na tym zalozeniu, stworzono wiele, ciagle aktualizowanych,
tréjwymiarowych atlaséw stereotaktycznych moézgowia réznych gatunkéw
zwierzat laboratoryjnych. Z takiego atlasu mozna odczytaé, zwykle
z dokladnosciag do 0,1lmm, polozenie interesujacej nas struktur¢ mozgu
zwierzecia, wzgledem okreslonych punktéw na czaszce. Nastepnie, juz podczas
operacji neurochirurgicznej, glowe zwierzgcia nalezy zamocowaé w ramie
stereotaktycznej, bedacej rusztowaniem dla mikromanipulatoréw, ktorymi
mozemy wykonywa¢ ruchy w trzech kierunkach, zdokladnoscia do kilku
mikronéw. Zamocowana na mikromanipulatorze elektrod¢ przesuwamy
wzgledem punktu odniesienia na czaszce (punkt zero), zgodnie z wczesniej
odczytanymi z atlasu wspotrzednymi. W ten sposéb, czubek elektrody powinien
si¢ znalez¢ wewnatrz czaszki (niezbgdne jest wykonanie niewielkiej trepanacji),
w interesujacej nas strukturze mézgu.

Dokfadnos$¢ "trafienia" czubkiem takiej elektrody w konkretna strukture
zalezy od kilku czynnikéw. Aby zwigkszy¢ prawdopodobienstwo powodzenia
implantacji, poza precyzyjnym wykonywaniem wszystkich zabiegéw
operacyjnych, nalezy mi¢dzy innymi:

e dolozy¢ staran aby zwierz¢ poddawane operacji spelnialo wytyczne
(gatunek, rasa, ple¢, masa/wiek, sposéb hodowli) autora atlasu
stereotaktycznego,

e zastosowal aparat stereotaktyczny i mikromanipulatory dobrej klasy,
ktérych konstrukcja i stan techniczny powinny zapewniaé wysoka
precyzje i stabilnosc¢,
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e prawidlowo zamocowa¢ glowe zwierzecia w ramie aparatu
stereotaktycznego, skonstruowanego/przeznaczonego dla danego typu
zwierzat,

e precyzyjnie wyznaczy¢ na czaszce punkty odniesienia, wzgledem
ktérych polozenie badanej struktury zostalo podane w atlasie
stereotaktycznym i wzgledem, ktérego wykonywane beda manipulacje
stereotaktyczne.

Wypetnienie dwoch pierwszych zalecen wydaje si¢ do$¢ proste i zalezy
przede wszystkim od ilosci §rodkéw finansowych jakimi dysponujemy oraz
mozliwosci prowadzenia hodowli lub zakupu odpowiednich zwierzat. Kolejne
dwa punkty odnosza si¢ bezposrednio do samego zabiegu neurochirurgicznego
i dotycza tych jego element6éw, ktore sg zrodlem wielu probleméw i bledéw. O
ile prawidlowe zamocowanie zwierzgcia w ramie stereotaktycznej oraz
manipulacje stereotaktyczne to czynnosci, przy nauce ktérych niezbedna jest
praktyczna prezentacja i pomoc osoby doswiadczonej, o tyle prawidlowe
wyznaczenie polozenia punktéw odniesienia na czaszce moze by¢ obiektem
teoretycznego, instruktarzowego opracowania.

Chociaz kazdy atlas stereotaktyczny definiuje polozenie zastosowanych
punktéw odniesienia, w praktyce prawidlowe ich wyznaczenie bywa trudne,
a punkty, wyznaczone doktadnie wedlug definicji, moga by¢ bledne. Niniejszy
‘artykul ma na celu przedstawienie udoskonalonego i praktycznie
przetestowanego w Pracowni Neurofizjologii i Chronobiologii UJ sposobu
wyznaczania punktu odniesienia na czaszce, powszechnie wykorzystywanego
w badaniach laboratoryjnych, szczura rasy Wistar (dorosty samiec).

Aktualnie dostgpnych jest kilka, wspolczesnie wydawanych atlaséw
stereotaktycznych mozgu dorostego szczura (2, 3, 4]. Wszystkie te atlasy podaja
polozenie struktur mézgu szczura wzgledem punktéw charakterystycznych na
powierzchni grzbietowej mozgoczaszki. W niniejszej pracy, jako klasyczny,
zostanie przedstawiony spos6b wyznaczania tych punktow, ktéry zostat
wykorzystany miedzy innymi w najpowszechniej stosowanym i ciszacym sig
najlepsza opinia atlasie stereotaktycznym autorstwa Georga Paxinosa i Charlesa
Watsona [2; tzw. atlas Paxinosa]. Jako klasyczny punkt odniesienia (punkt zero)
w atlasie Paxinosa wykorzystuje si¢ punkt zwany bregma (), ktéry wyznacza
si¢ W miejscu przecigcia szwu wiencowego (sutura coronalis) ze szwem
strzalkowym (sutura sagittalis) na grzbietowej powierzchni moézgoczaszki
(Ryc. 1.).
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Ryc. 1. Szkic widzianej z gory czaszki doroslego samca szczura rasy Wistar, Zaznaczone zostalo
polozenie punktéw bregma i lambda, zgodnie z definicja stosowana w wigkszoscei atlasow

stereotaktycznych. Strzatki wskazuja szwy pomigdzy kosémi sklepienia mézgoczaszki. Schemat
czaszki zapozyczony z Paxinos i Watson, 1998,

Jako pomocniczy definiuje si¢ punkt lambda (L), ktérego polozenie
okresla si¢ na przecigciu bocznych fragmentéw szwu weglowego (sutura
lambdoidea) z przedtuzeniem szwu strzatkowego (Ryc. 1.). Odleglo$¢ pomigdzy
bregma i lambda powinna wynosi¢ 8,8 + 0,6 mm zgodnie z pomiarami
podanymi w atlasie Paxinosa, a oba punkty powinny leze¢ w plaszczyznie
symetrii czaszki i moézgu (przyjmujac, ze czaszka i mozg sa symetryczne
i posiadaja jedna, wspolng plaszczyzne symetrii).

W praktyce jednak, przebieg szwow czaszkowych czgsto odbiega od
“"typowego idealnego" ukladu wedtug, ktérego mozna by wiarygodnie
wyznaczy¢ polozenie punktéw bregma i lambda. Na rycinie 2 przedstawiony jest
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taki wiasnie przypadek, w ktérym, pomimo, ze zwierz¢ spelnialo wytyczne
atlasu stereotaktycznego, przebieg szwow czaszkowych byl nietypowy. Nalezy
zaznaczy¢, ze w tym przypadku odstgpstwa przebiegu szwéw czaszkowych od
"typowego" przebiegu sa nieznaczne. W praktyce laboratoryjnej czgsto jednak
spotykamy si¢ z duzo bardziej zaburzonym ukladem szwow czaszkowych.

1T mm

Rye. 2. Zdjecie przedstawiajace grzbietowa powierzchni¢ mozgoczaszki szczura rasy Wistar.
Zaznaczone zostalo polozenie punktéw bregma (Bpaws) 1 lambda (Apyins), Wyznaczonych
zgodnie z definicjq stosowang w atlasie stereotaktycznym Paxinosa (Paxinos i Watson, 1998).
Biale strzalki wskazuja szwy pomigdzy ko$¢mi sklepienia mézgoczaszki.

W przykladzie przedstawionym na rycinie 2 wydaje sig, Ze szew
strzatkowy biegnie nieco skosnie, a jego polozenie, szczegdlnie przedniego
fragmentu, moze odbiega¢ od plaszczyzny symetrii czaszki. Dodatkowo, szew
wieicowy przecina si¢ ze strzalkowym w dwoch punktach, przesunigtych
wzgledem siebie zardbwno w osi przod-tyt, jak i lewo-prawo. W tym i podobnych
przypadkach, bardzo pomocne okazuje si¢ wyznaczenie plaszczyzny symetrii
wzgledem grzebieni kostnych, do ktérych przymocowane sa do mézgoczaszki
migénie zuchwy (Ryc. 3.). Na tym etapie operacji glowa zwierzecia jest juz
zamocowana (prawidlowo!) w aparacie stereotaktycznym i mozemy przy
pomocy manipulatoréw stereotaktycznych precyzyjnie porusza¢ si¢ wzgledem
czaszki. Na uchwyt manipulatora zakladamy cienka igle strzykawkowa i pod
kontrola wzrokowa (najlepiej pod powigkszeniem, wykorzystujac mikroskop



194

operacyjny o dtugiej ogniskowej), ostroznie operujac mikromanipulatorem,
nalezy dotknaé czubkiem igly grzbietu jednego z wczesniej odslonigtych
grzebieni. Po odczytaniu wspotrzednych tego punktu nalezy przemiescic igle tak
by jej czubek dotkngl grzbietu przeciwlegle potozonego grzebienia (nie
zmieniajac polozenia igly w osi przod-tyl!) i ponownie odezyta¢ z manipulatora
wspdtrzedne. Wykorzystujac wspolrzedne obu punktéw nalezy policzyé
odlegto$¢ w osi lewo-prawo pomigdzy grzebieniami. Jednocze$nie, mozna
sprawdzi¢ czy polozenie grzbietéw grzebieni w osi grzbietowo-brzusznej jest
podobne. Jesli podczas preparatyki zachowaliémy ostrozno$é i grzebienie nie
zostaly zbytnio "zeskrobane", roznica w ich pofozeniu na osi grzbietowo-
brzusznej nie powinna przekracza¢ 0,2 mm. Wigksza rdznica oznacza, ze glowa
zwierzgcia jest prawdopodobnie nieprawidlowo zamocowana w aparacie
stereotaktycznym.

Nastepnie, przesuwamy czubek igly w kierunku do$rodkowym czaszki
o polowg obliczonej wezesniej odleglosci pomigdzy grzebieniami, tak by znalazt
si¢ doktadnie poérodku, pomigdzy nimi. Teraz, jeéli przy pomocy
mikromanipulatora bedziemy dokonywaé przesunig¢ wzdluz osi przod-tyl,
czubek igly powinien przemieszcza¢ si¢ w plaszezyznie symetrii czaszki
i mozgu, po tzw. linii §rodkowej. Przyklad tak wyznaczonej linii $rodkowej
czaszki jest zaznaczony przerywang linig naniesiona na zdjecie po prawej stronie
ryciny 3. Jak wida¢ na tym przykladzie, punkty bregma i lambda wyznaczone
dokfadnie wedle przepisu Paxinosa (Bpaxios I Apaxinos)s 1€28 U tego zwierzgcia poza
linig srodkowa wyznaczong nasza metoda. Dokladnos¢ tej metody wielokrotnie
potwierdzono w naszej Pracowni podczas histologicznej weryfikacji polozenia
elektrod rejestracyjnych, lub tez obserwujac wzajemne polozenie wyznaczonej
linii $rodkowej i gornej, zylnej zatoki strzatkowej biegnacej grzbietowo na
powierzchni moézgu, doktadnie pomigdzy potkulami. Z naszych obserwacji
wynika, ze metoda wyznaczania osi Srodkowej czaszki wzgledem grzebieni jest
znacznie dokfadniejsza od klasycznej metody podawanej przez Paxinosa,
zwlaszcza gdy przebieg szwow czaszkowych jest nietypowy, jak na podanym
przykladzie.

Majac tak wyznaczong lini¢ srodkowa czaszki pozostaje jeszcze ustalic
gdzie na tej osi znajduja si¢ punkty bregma i lambda. Najprostsza metoda jest
przyjecie za punkt [ przecigcia linii $rodkowej ze szwem wiencowym kosci
sklepienia moézgoczaszki. Sposéb ten mozna zastosowaé pod warunkiem, ze
przebieg szwu wieficowego jest bardzo regularny. Gdy jednak przebieg szwu
Jest zaburzony, prawidtowos¢ wyznaczenia punktu bregma ta droga moze budzi¢
duze watpliwosci. W takiej sytuacji mozna zweryfikowaé polozenie punktu
bregma opierajac si¢ na statym polozeniu tego punktu (8,8 mm do przodu)
wzgledem punktu lambda. Chociaz z naszych obserwacji wynika, ze szew
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weglowy, czesciej niz szew wieficowy, ma typowy przebieg, moze si¢ jednak
zdarzy¢, ze w konkretnym przypadku tak nie jest. Ponadto, sama metoda
okreslania polozenia punktu lambda jest szacunkowa - opiera si¢ na
ekstrapolowanym przedtuzeniu bocznych fragmentow szwu weglowego, a to
moze by¢ przyczyna duzych niedokladnosci.

!
i

Ryc. 3. Po lewej - szkic grzbietu czaszki doroslego samca szczura rasy Wistar. Czarna linia
zakonczona strzalkami laczy oba grzebienie kostne, do ktérych przymocowany jest migsien
zuchwy. Linia kropkowana jest prostopadla do czarnej linii ciaglej i przebiega dokladnie
w polowie odcinka laczacego grzebienie, a tym samym powinna przebiega¢ w plaszczyZnie
symetrii czaszki. Po prawej - zdjecie przedstawiajace grzbictowa powierzchnig mézgoczaszki
szczura rasy Wistar, Zaznaczone zostato potozenie punktéw bregma (Bpuxinos) 1 1ambda (Apyginos)s
wyznaczonych zgodnie z definicja stosowang w atlasie stereotaktycznym Paxinosa. Biala linia
zakoficzona strzalkami laczy oba grzebienie kostne, do ktérych przymocowany jest migsien
zuchwy. Linia kropkowana jest prostopadla do bialej linii ciaglej i przebiega dokladnie w polowie
odcinka laczacego grzebienie, a tym samym powinna przebiega¢ w plaszczyZnie symetrii czaszki.
Wyraznie wida¢, ze punkty Bpaxinos | Apaxinos 1628 poza linig srodkowa czaszki.

Wydaje si¢ wige, ze pomimo do§¢ dokladnego wyznaczenia linii
srodkowej czaszki, prawidlowe wyznaczenie potozenia na niej punktéw bregma
i lambda jest zadaniem bardzo trudnym, a szacunkowe ("na oko") jego
rozwiazania sa potencjalnym zrédtem bledu. W ostatniej czedci tego artykutu
zostanie pokrétce przedstawione, aktualnie testowane w Pracowni
Neurofizjologii i Chronobiologii Instytutu Zoologii UJ, rozwiazanie tego
problemu. Opiera si¢ ono na polaczeniu weze$niej opisanej metody wyznaczania
linii érodkowej czaszki z cyfrowymi metodami obrobki i analizy matematycznej
obrazu. W metodzie tej punkty bregma i lambda sa wyznaczane w miejscu
przeciecia si¢ linii $rodkowej czaszki (wyznaczonej wzgledem grzebieni)
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z krzywymi, matematycznie dopasowanymi do szwéw czaszkowych:
wieficowego i weglowego. Ponizszy opis w skrécie przedstawia procedurg
wyznaczania punktéw bregma i lambda tg metoda. |
Pierwszy krok wyglada podobnie jak we wezesdniej opisanej metodzie
wyznaczania linii $rodkowej czaszki, z ta roznica, ze punkty pomiarowe na
grzebieniach czaszki nalezy w widoczny sposéb zaznaczyé. Mozna to zrobié
W prosty sposob, nanoszac na czubek igly niewielka ilos¢ wodoodpornego
barwnika (np. z wodoodpornego flamastra). W drugim etapie, przy pomocy
cyfrowego aparatu fotograficznego, nalezy wykonaé zdjecie grzbietowej
powierzchni mézgoczaszki, takie jak na rycinie 4. Nastgpnie, po wezytaniu
zdjecia do komputerowego programu graficznego (np. Corel PhotoPaint, Adobe
PhotoShop, Paint Shop Pro) nalezy sporzadzi¢ obrys, widocznych na zdjeciu
szwow czaszkowych. W przypadku szwu weglowego nalezy sporzadzi¢ obrys
tylko jego bocznych fragmentéw (Ryc. 4.).

obrys szwu
wienicowego

obrys szwu
strzalkowego

obrys szwu
weglowego
(czgSci bocznych)

W\’”‘W

Ryc. 4. Po lewej — Zdj¢eie przedstawiajace grzbietowa powierzchnie mézgoczaszki szezura rasy
Wistar, wykonane prostym aparatem cyfrowym. Biale strzalki wskazujg szwy pomigdzy kosémi
sklepienia mézgoczaszki. Po prawej — obrys szwéw czaszkowych, widocznych na zdjeciu po
lewej. W przypadku szwu weglowego sporzadzono obrys tylko jego bocznych fragmentéw. Obrys
wykonano przy pomocy komputerowego programu do obrébki grafiki (Corel PhotoPaint).

Obrysy poszezeg6lnych szwow stanowig trzy zbiory punktéw, do ktérych
dopasowujemy krzywe. Réwnania poszczegdlnych krzywych to odpowiednio:
wielomian stopnia drugiego (parabola) dla szwu wieficowego i weglowego oraz
wielomian stopnia pierwszego (prosta) dla szwu strzalkowego. W polowie
odcinka laczacego oba, zaznaczone na grzebieniach i widoczne na zdjeciu
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punkty, nalezy przeprowadzi¢ prostag prostopadia do tego odcinka, ktéra
wyznaczy nam lini¢ S$rodkows czaszki. Dopasowane krzywe, oraz linig
srodkowa czaszki wygodnie jest wykresli¢ na wezesniej wykonanym zdjgciu, co
znacznie ulatwia poprawne zlokalizowanie punktow bregma i lambda. W naszej
Pracowni, wykorzystujac uniwersalne $rodowisko programowe MATLAB,
stworzylisSmy specjalny program, ktéry po wezytaniu do niego zdjecia czaszki
oraz wykonanego obrysu szwéw, dokonuje obliczen matematycznych,
a nastgpnie wszystkie krzywe nanosi na zdjecie. Na rycinie 5 znajduje sig
przyktadowy wynik takiej analizy z zaznaczonymi punktami bregma i lambda
wyznaczonymi klasyczna (Bpaxinos 1 Apuxinos) Oraz nasza, nowq metodq (Beurochrono
i }‘-NcuroChrono)-

Ryc. 5. Zdjecie przedstawiajgce grzbietowa powierzchni¢ mozgoczaszki szezura rasy Wistar.
Ciggle linie stanowig naniesione na zdjecie krzywe dopasowane matematycznie do
poszczegdlnych szwéw czaszkowych. Linia przerywana wyznacza lini¢ Srodkowa czaszki,
wyznaczong wzgledem grzebieni kostnych. Zaznaczone zostalo polozenie punktéw bregma
i lambda wyznaczone metoda klasyczna (Bpaxinos | Apaxinos) Oraz nowg metoda testowang w
Pracowni Neurofizjologii i Chronobiologii UJ (ByeuroChrono I ANeuroChrono)-

Jak wida¢, w tym przypadku punkty, zwlaszcza Bpaxinos 1 Preurochronos 58 0d
siebie znacznie oddalone (ok. 0,7mm). W praktyce oznacza to, ze przyjmujac
Bpaxinos za odniesienie dla manipulacji stereotaktycznych, prawdopodobnie
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trafimy czubkiem elektrody do innej struktury niz gdyby$my za punkt zero
przngli BNcuroChrono-

Otwartym pozostaje pytanie, ktory z tych dwéch punkt uznaé za wlasciwa
bregme. Nasze dotychczasowe do$wiadezenia pozwalajg nam zaufa¢ polozeniu
punktu Brewochrone NA 0si lewo-prawo poniewaz jest ono ustalone wzglegdem
grzebieni czaszki, czyli metoda od dawna z powodzeniem stosowang
w Pracowni Neurofizjologii i Chronobiologii UJ. Czy réwniez polozenie
Brewrochone Na 0si przéd-tyl, wyznaczone matematycznie, okaze si¢ w praktyce
lepsze od klasycznego przecigeia ze szwem wienicowym? OdpowiedZ na to
pytanie przyniosa, specjalnie w tym celu zaplanowane, eksperymenty jakie
zostana w najblizszym czasie przeprowadzone w Pracowni Neurofizjologii
i Chronobiologii Instytutu Zoologii UJ.
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