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Â äàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû àëãîðèòìû ñåãìåíòàöèè êëåòêè è îáëàñòè îáåñöâå÷èâàíèÿ ôîêàëüíîãî

êîíòàêòà â ýêñïåðèìåíòå ëþìèíåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè, ðåçóëüòàòû êîòîðîé íåîáõîäèìû äëÿ ïîñëå-

äóþùåãî àíàëèçà äàííûõ ìåòîäîì âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèÿ.

Ââåäåíèå

Ìåòîäû ëþìèíåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè íà-
øëè øèðîêîå ïðèìåíåíèå ïðè àíàëèçå äèíàìè÷å-
ñêèõ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â êëåòêàõ, îäíèì
èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ìåòîä âîññòàíîâëåíèÿ ôëó-
îðåñöåíöèè ïîñëå ôîòîáåñöâå÷èâàíèÿ (FRAP îò
Fluorescence Recovery After Photobleaching)[1].
Ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü êà÷åñòâåííîå è
êîëè÷åñòâåííîå îïèñàíèå áåëîê-áåëêîâûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé, âûïîëíÿþùèõ ðåãóëÿòîðíóþ ôóíê-
öèþ â êëåòêàõ; òàêæå c ïîìîùüþ ìåòîäà FRAP
èññëåäóþòñÿ ðàçëè÷íûå õèìè÷åñêèå âçàèìîäåé-
ñòâèÿ â òàê íàçûâàåìûõ êëàñòåðàõ-êîìïëåêñàõ,
îáðàçóåìûõ áåëêàìè â êëåòêå[2].

Â êà÷åñòâå âõîäíîãî íàáîðà äàííûõ äëÿ êî-
ëè÷åñòâåííîãî îïèñàíèÿ ïðîöåññîâ ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà FRAP èñïîëüçóþòñÿ ñðåäíèå èíòåíñèâíî-
ñòè íåñêîëüêèõ îáëàñòåé ëþìèíåñöåíòíîãî èçîá-
ðàæåíèÿ: îáëàñòè âñåé êëåòêè, îáëàñòè âíå êëåò-
êè (ôîí), à òàêæå îáëàñòè çàñâåòêè èññëåäóå-
ìîé áåëêîâîé íèòè. Òàêèì îáðàçîì, âàæíîé çàäà-
÷åé äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà äàííûõ ñ FRAP
ýêñïåðèìåíòà ÿâëÿåòñÿ àâòîìàòè÷åñêàÿ ñåãìåí-
òàöèÿ óêàçàííûõ îáëàñòåé.

Öåëü äàííîé ðàáîòû � àâòîìàòè÷åñêàÿ ñåã-
ìåíòàöèÿ êàê âñåé êëåòêè, òàê è ñåãìåíòàöèÿ èñ-
ñëåäóåìîé îáëàñòè çàñâå÷åííîãî îáúåêòà â èçîá-
ðàæåíèÿõ ëþìèíåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè.

I. Èñõîäíûå äàííûå

Èñõîäíûå äàííûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé òðåê
â ôîðìàòå �.lsm�, ïîëó÷åííûé êîíôîêàëüíûì
ìèêðîñêîïîì äëÿ îáðàçöà, ïðåäâàðèòåëüíî îêðà-
øåííîãî ôëóîðåñöèðóþùèì êðàñèòåëåì GFP
(Green Fluorescence Protein). Òàêèì îáðàçîì,
èìååòñÿ íàáîð ìåòàäàííûõ è ñòåê ïîëóòîíîâûõ
èçîáðàæåíèé. Ðàçìåð èçîáðàæåíèé 512*128 ïèê-
ñåëåé, èñïîëüçóåòñÿ 256 îòòåíêîâ. (Ðèñ.2À) Â ìå-
òàäàííûõ õðàíÿòñÿ âðåìåííûå îòñ÷åòû èçîáðà-
æåíèé, à òàêæå íîìåð èçîáðàæåíèÿ, ïîñëå êîòî-
ðîãî ïðîèñõîäèò çàñâåòêà áåëêîâîé íèòè.

II. Ñåãìåíòàöèÿ îáëàñòè âñåé êëåòêè

Àëãîðèòì ñåãìåíòàöèè îáëàñòè âñåé êëåòêè
ïðåäñòàâëåí íà ðèñóíêå 1.

Ðèñ. 1 � Ñõåìà àëãîðèòìà ñåãìåíòàöèè îáëàñòè âñåé
êëåòêè.

Íà ïåðâîì ýòàïå (áëîê 2) èçîáðàæåíèå ïîä-
âåðãàåòñÿ ïðåäâàðèòåëüíîé ìîðôîëîãè÷åñêîé îá-
ðàáîòêå, êîòîðàÿ çàêëþ÷àåòñÿ â ïîñëåäîâàòåëü-
íîì ïðèìåíåíèè ê èçîáðàæåíèþ îïåðàöèè ïî-
ëóòîíîâîãî ðàçìûêàíèÿ è çàìûêàíèÿ[3]. Â êà-
÷åñòâå ñòðóêòóðíîãî ýëåìåíòà âûáèðàåòñÿ êðåñò
äëèíîé 3 ïèêñåëÿ. Òàêèì îáðàçîì, èçîáðàæåíèå
ñòàíîâèòñÿ áîëåå ¾ãëàäêèì¿, èñ÷åçàþò íåáîëü-
øèå ôëóêòóàöèè. (Ðèñ. 2Á).

Òàê êàê çàäà÷à ÿâíî ïðåäïîëàãàåò íàëè÷èå
äâóõ êëàññîâ ïèêñåëåé (êëåòêè è ôîíà), íà ñëå-
äóþùåì ýòàïå (áëîêè 3,4) ñ ïîìîùüþ ïîðîãîâîãî
ïðåîáðàçîâàíèÿ ïîëó÷àåòñÿ áèíàðíîå èçîáðàæå-
íèå. Îïòèìàëüíûé ïîðîã âû÷èñëÿåòñÿ ïî ìåòî-
äó Îòöó[4], ìèíèìèçèðóþùåãî âíóòðèêëàññîâóþ
äèñïåðñèþ: σ2

ω(t) = ω1(t)σ2
1(t)+ω2(t)σ2

2(t), ãäå t �
ïîðîãîâîå çíà÷åíèå, ω1, ω2 � âåðîÿòíîñòè äâóõ
êëàññîâ ïðè òåêóùåì t; σ2

1(t) , σ2
2(t) � äèñïåðñèè

ñîîòâåòñòâóþùèõ êëàññîâ.(Ðèñ.2Â)

Äàëåå ïîëó÷åííîå áèíàðíîå èçîáðàæåíèå
âíîâü ïîäâåðãàåòñÿ ìîðôîëîãè÷åñêîé îáðàáîòêå
(áëîê 5), ïîñëåäîâàòåëüíî ïðèìåíÿåòñÿ áèíàðíîå
ðàçìûêàíèå è çàìûêàíèå[3] ñ ïðèìèòèâîì â âè-
äå äèñêà ðàäèóñà 2. Òàêèì îáðàçîì, çàïîëíÿòñÿ
ïóñòîòû íåáîëüøîãî ðàçìåðà êàê â îáëàñòè êëåò-
êè, òàê è â îáëàñòè ôîíà. (Ðèñ. 2Ã) Äëÿ çàïîë-
íåíèÿ ïóñòîò áîëüøîãî ðàçìåðà èñïîëüçóåòñÿ àë-
ãîðèòì íà îñíîâå ìîðôîëîãè÷åñêîé ðåêîíñòðóê-
öèè[5].(Ðèñ. 2Ä)
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Äëÿ âûäåëåíèÿ ãðàíèö áèíàðíîãî èçîáðà-
æåíèÿ ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî êëàññîâ ìåòîäîâ
(ãðàäèåíòíûå, ìîðôîëîãè÷åñêèå). Â äàííîé ðà-
áîòå ãðàíèöà âûäåëÿëàñü ñëåäóþùèì ñïîñîáîì:
β(A) = A \ (A 	 B), ãäå A � áèíàðíîå èçîáðà-
æåíèå; B � êâàäðàòíûé ïðèìèòèâ ñî ñòîðîíîé
3 ïèêñåëÿ; îïåðàöèÿ ¾\¿ � ðàçíîñòü ìíîæåñòâ;
¾	¿ � îïåðàöèÿ áèíàðíîé ýðîçèè.

Íà ðèñóíêå 2Å îêîí÷àòåëüíûé ðåçóëüòàò
ñåãìåíòàöèè êëåòêè íàêëàäûâàåòñÿ íà ïåðâîíà-
÷àëüíîå èçîáðàæåíèå.

Ðèñ. 2 � À) èñõîäíîå èçîáðàæåíèå; Á) ïîñëå
îáðàáîòêè ïîëóòîíîâîãî èçîáðàæåíèÿ Â) áèíàðíîå
èçîáðàæåíèå; Ã) ïîñëå ïðèìåíåíèÿ áèíàðíîãî

ðàçìûêàíèÿ è çàìûêàíèÿ ; Ä) ïîñëå ïðèìåíåíèÿ
àëãîðèòìà çàïîëíåíèÿ ïóñòîò; Å) ðåçóëüòàò

ñåãìåíòàöèè

III. Ñåãìåíòàöèÿ îáëàñòè çàñâåòêè
ôîêàëüíîãî êîíòàêòà

Àëãîðèòì ñåãìåíòàöèè îáëàñòè çàñâåòêè
ôîêàëüíîãî êîíòàêòà îñíîâûâàåòñÿ íà âû÷èòà-
íèè èç èçîáðàæåíèÿ äî îáåñöâå÷èâàíèÿ ôîêàëü-
íîãî êîíòàêòà èçîáðàæåíèÿ ïîñëå îáåñöâå÷èâà-
íèÿ. Äëÿ áîëåå óñïåøíîãî âûïîëíåíèÿ äàëüíåé-
øèõ îïåðàöèé, íà äàííîì ýòàïå æåëàòåëüíî ìè-
íèìèçèðîâàòü âëèÿíèå ñëó÷àéíûõ ôëóêòóàöèé.
Ýòî ìîæíî äîñòè÷ü óñðåäíåíèåì èçîáðàæåíèé â
ðàçíûõ âðåìåííûõ îòñ÷åòàõ. Îäíàêî òàêæå ñòî-
èò ó÷èòûâàòü, ÷òî ñ òå÷åíèåì âðåìåíè êëåòêà
ìîæåò äâèãàòüñÿ îòíîñèòåëüíî ñâîåãî ïåðâîíà-
÷àëüíîãî ïîëîæåíèÿ, ïîýòîìó ÷èñëî óñðåäíÿå-
ìûõ èçîáðàæåíèé íå ñëåäóåò âûáèðàòü ñëèøêîì
áîëüøèì. Â äàííîé ðàáîòå óñðåäíåííûå èçîá-
ðàæåíèÿ äî îáåñöâå÷èâàíèÿ (ðèñ.3Á) è ïîñëå
(ðèñ.3Â) ïîëó÷àëèñü ïî N = 5 âðåìåííûì îòñ÷å-
òàì íåïîñðåäñòâåííî äî çàñâåòêè è ñðàçó ïîñëå
íåå.

Ïîëó÷åííîå ïîëóòîíîâîå èçîáðàæåíèå
(ðèñ.3Ã), ïðåäñòàâëÿþùåå ñîáîé ðàçíîñòü óñðåä-
íåííîãî èçîáðàæåíèÿ äî è ïîñëå îáåñöâå÷èâàíèÿ,
äàëåå îáðàáàòûâàåòñÿ â ñîîòâåòñòâèå ñî ñõåìîé,
èçîáðàæåííîé íà ðèñóíêå 1. Âûïîëíÿåòñÿ ìîð-
ôîëîãè÷åñêàÿ îáðàáîòêà, èäåíòè÷íàÿ áëîêó 2,
âû÷èñëÿåòñÿ ïîðîãîâîå çíà÷åíèå (áëîê 3) è ñòðî-
èòñÿ áèíàðíîå èçîáðàæåíèå (áëîê 4, ðèñ.3Ä).

Åäèíñòâåííîå îòëè÷èå ñîñòîèò íà ýòàïå ìîðôî-
ëîãè÷åñêîé îáðàáîòêè áèíàðíîãî èçîáðàæåíèÿ
(áëîê 5). Â äàííîì ñëó÷àå òðåáóåòñÿ ëèøü óáðàòü
íåáîëüøèå ¾îñòðîâêè¿ ñ ôîíîâîé ÷àñòè èçîáðà-
æåíèÿ, êîòîðûå âîçíèêàþò âñëåäñòâèå âëèÿíèÿ
øóìà. Ïîýòîìó íà ýòîì ýòàïå ïðèìåíÿåòñÿ îïå-
ðàöèÿ áèíàðíîãî ðàçìûêàíèÿ ñ ïðèìèòèâîì â
âèäå êðåñòà äëèíîé 3 ïèêñåëÿ.

Ðåçóëüòàò ñåãìåíòàöèè îáëàñòè çàñâåòêè
áåëêîâîé íèòè ïðåäñòàâëåí íà ðèñóíêå 3Å. Îöåí-
êà êà÷åñòâà ñåãìåíòàöèè â ðàçäåëàõ II è III îñó-
ùåñòâëÿëàñü ñ ïîìîùüþ âèçóàëüíîãî àíàëèçà
äëÿ íàáîðà êëåòîê èç ðåàëüíîãî ýêñïåðèìåíòà.

Ðèñ. 3 � À) èñõîäíîå èçîáðàæåíèå; Á) óñðåäíåííîå
èçîáðàæåíèå äî çàñâåòêè è Â) � ïîñëå; Ã) ðàçíèöà
èçîáðàæåíèé Á) è Â); Ä) áèíàðíîå èçîáðàæåíèå; Å)

ðåçóëüòàò ñåãìåíòàöèè

Âûâîäû

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåíû àëãîðèòìû
ñåãìåíòàöèè êëåòêè è îáëàñòè îáåñöâå÷èâàíèÿ
ôîêàëüíîãî êîíòàêòà â ýêñïåðèìåíòå âîññòàíîâ-
ëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå ôîòîîáåñöâå÷èâà-
íèÿ, êîòîðûå ïîêàçûâàþò âèçóàëüíî õîðîøèé ðå-
çóëüòàò íà íàáîðå êëåòîê èç ðåàëüíîãî ýêñïåðè-
ìåíòà.
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