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Êîìïüþòåðíàÿ âèäåîìèêðîñêîïèÿ ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ìåòîäîì èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ êëåòî÷íîãî ñòà-

ðåíèÿ è ðàêîâîé òðàíñôîðìàöèè. Èçìåíåíèÿ ôåíîòèïà îòäåëüíûõ ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ïîçâîëÿþò ïî-

ëó÷àòü íîâûå ñâåäåíèÿ î òàêèõ ïðîöåññàõ, îäíàêî àíàëèç äàííûõ ïðîâîäèòñÿ âðó÷íóþ. Àâòîìàòè÷åñêèå

ìåòîäû îòñëåæèâàíèÿ ìîãóò óñêîðèòü è ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü àíàëèçà âèäåîçàïèñåé, ñíèçèòü ñóáú-

åêòèâíîñòü ýêñïåðèìåíòîâ. Â äàííîé ðàáîòå ïðåäñòàâëåí ïîëíîñòüþ àâòîìàòè÷åñêèé ìåòîä îòñëåæè-

âàíèÿ êëåòîê, ñ ïîìîùüþ êîòîðîãî óäàëîñü îöåíèòü èçìåíåíèå ÷èñëåííîãî ñîñòàâà ïîïóëÿöèè ýìáðèî-

íàëüíûõ êëåòîê ìûøè, à òàêæå ïîëó÷èòü ðÿä äðóãèõ äàííûõ î õàðàêòåðå ðàçâèòèÿ ïîïóëÿöèè.

Ââåäåíèå

Êîìïüþòåðíàÿ âèäåîìèêðîñêîïèÿ æèâûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì ñî-
âðåìåííûì ìåòîäîì èññëåäîâàíèÿ òàêèõ áèîëî-
ãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, êàê êëåòî÷íîå ñòàðåíèå è
ðàêîâàÿ òðàíñôîðìàöèÿ. Áîëüøèíñòâî ðàáîò ïî
âèäåîìèêðîñêîïèè æèâûõ êëåòîê ñâÿçàíî ñ êîí-
ôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèåé, îäíàêî èñïîëüçóåìûå
â íåé ëþìèíåñöåíòíûå êðàñèòåëè íå ïîçâîëÿþò
ïðîâîäèòü äëèòåëüíîå èññëåäîâàíèå êëåòî÷íûõ
êóëüòóð [1]. Äëÿ îòñëåæèâàíèÿ âñåé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè èçìåíåíèé â îòäåëüíûõ êëåòêàõ ïîïó-
ëÿöèè â Èíñòèòóòå ãåíåòèêè è öèòîëîãèè ÍÀÍ
Áåëàðóñè áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä âèòàëüíîãî àíà-
ëèçà ýôôåêòîâ âíåøíèõ ôàêòîðîâ íà êëåòî÷íûå
êóëüòóðû íà îñíîâå êðóãëîñóòî÷íîé êîìïüþòåð-
íîé âèäåîçàïèñè â òå÷åíèå ðÿäà äíåé [2].

Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ èññëåäîâàíèÿ áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ÷åëî-
âåêà è ìûøè � âèäîâ, ðåçêî êîíòðàñòíûõ ïî ïðî-
äîëæèòåëüíîñòè æèçíè è ÷àñòîòå âîçíèêíîâåíèÿ
îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Ñðàâíåíèå èçìåíå-
íèé ôåíîòèïà îòäåëüíûõ êëåòîê ïðåäîñòàâëÿåò
íîâûå äàííûå î ãåíåòè÷åñêèõ ïðîöåññàõ, âåäó-
ùèõ ê ñòàðåíèþ è ðàêîâîé òðàíñôîðìàöèè [2].

Îäíàêî ïîäîáíîå ñðàâíåíèå çíà÷èòåëüíî
óñëîæíÿåòñÿ áîëüøèì îáúåìîì âõîäíûõ äàííûõ
è ÿâëÿåòñÿ âåñüìà ñóáúåêòèâíûì ïðè ðó÷íîì
àíàëèçå. Â äàííîé ñèòóàöèè àâòîìàòè÷åñêèå ìå-
òîäû îòñëåæèâàíèÿ è ôèêñèðîâàíèÿ õàðàêòåðè-
ñòèê êëåòîê ïîçâîëÿþò ïîâûñèòü ýôôåêòèâíîñòü
àíàëèçà âèäåîçàïèñåé êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, à
òàêæå çàìåòíî óñêîðèòü äàííûé ïðîöåññ.

I. Ïðîáëåìû îòñëåæèâàíèÿ

Ñðåäè íàèáîëåå õàðàêòåðíûõ ïðîáëåì ïðè
îáðàáîòêå âèäåîçàïèñåé æèâûõ êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð âûäåëÿþòñÿ íèçêàÿ êîíòðàñòíîñòü è íåîäíî-
ðîäíîå ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè, â ðåçóëü-
òàòå ÷åãî ÷àñòè êëåòêè ìîãóò èìåòü òó æå èíòåí-
ñèâíîñòü, ÷òî è ôîí íà èçîáðàæåíèè. Ýòî âåäåò

ê òîìó, ÷òî êëåòêè êàæóòñÿ ìåíüøå ïî ðàçìåðàì
èëè ðàñïàäàþòñÿ íà íåñêîëüêî êîìïîíåíò [3�4].

Ïðîáëåìîé îñòàåòñÿ îãðîìíîå ðàçíîîáðàçèå
ôîðì êëåòîê. Ìíîãèå òèïû êëåòîê ñïîñîáíû èç-
ìåíÿòü ôîðìó è ðàçìåð ñî âðåìåíåì. Êëåòêè íå
âñåãäà äâèãàþòñÿ òîëüêî â ðàáî÷åé îáëàñòè êàìå-
ðû, ìîãóò âåñòè ñåáÿ íåñòàáèëüíî â çàâèñèìîñòè
îò ýêñïåðèìåíòàëüíîé óñòàíîâêè, íàñòðîåê êàìå-
ðû èëè ïðîòåêàþùèõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ.

Âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê äðóã ñ äðóãîì ïðè-
âîäèò ê èõ ÷àñòè÷íîìó ïåðåêðûòèþ, ñëèïàíèþ
èëè ÷ðåçìåðíîìó ðàñõîæäåíèþ. Ýòà ïðîáëåìà
äëÿ ìåòîäîâ àâòîìàòè÷åñêîãî îòñëåæèâàíèÿ ñî-
ñòîèò â ôèêñèðîâàíèè âñåõ êëåòîê äî è ïîñëå èõ
êîíòàêòîâ. Çíà÷èòåëüíî óñëîæíÿåòñÿ äàííûé âî-
ïðîñ ñ ðîñòîì êîëè÷åñòâà ó÷àñòâóþùèõ â êîí-
òàêòå êëåòîê [3�4]. Ïîõîæàÿ ïðîáëåìà ñîñòîèò è
â ôèêñèðîâàíèè êëåòî÷íûõ äåëåíèé è ñëèÿíèé,
÷òî âåñüìà ðàñïðîñòðàíåíî â áèîëîãèè êëåòîê.

II. Àëãîðèòì îòñëåæèâàíèÿ

Ïðåäëîæåííûé ìåòîä îñíîâàí íà ñåãìåíòà-
öèè è ïðåäïîëàãàåò ïîñëåäîâàòåëüíóþ îáðàáîò-
êó êàæäîãî êàäðà âèäåîçàïèñè. Äëÿ êàæäîé âû-
äåëåííîé â êàäðå êëåòêè èùåòñÿ åå ñîñòîÿíèå
â ïðåäûäóùèõ êàäðàõ è óñòàíàâëèâàåòñÿ ñîîò-
âåòñòâèå ìåæäó íèìè âî âðåìåíè [3�4]. Ïîèñê
êëåòîê åñòü ðåçóëüòàò ñåðèè øàãîâ ïðåäîáðàáîò-
êè èçîáðàæåíèÿ, ïðåäñòàâëÿþùåé ñîâîêóïíîñòü
ôèëüòðàöèè, îïðåäåëåíèÿ ïåðåïàäîâ èíòåíñèâ-
íîñòè è ìîðôîëîãè÷åñêèõ îïåðàöèé. Íà÷èíàåòñÿ
îí ñ ôèëüòðàöèè òèïà ¾ñîëü è ïåðåö¿ íà îñíîâå
äâóõìåðíîãî ìåäèàííîãî ôèëüòðà [5]. Äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ êîíòóðîâ êëåòîê ïðèìåíÿåòñÿ ñåãìåíòàöèÿ
ñ ïîìîùüþ äåòåêòîðà Ñîáåëà [5] è çàäàíèÿ ïî-
ðîãîâîãî óðîâíÿ [5]. Çàâåðøàåòñÿ ïðåäîáðàáîòêà
óäàëåíèåì îñòàâøèõñÿ øóìîâ âî âíóòðåííåé îá-
ëàñòè êëåòîê è ñãëàæèâàíèåì êîíòóðîâ ïîñðåä-
ñòâîì îïåðàöèè ýðîçèè [5]. Âûäåëåííûå êëåòêè
îïèñûâàþòñÿ îïðåäåëåííûì ðåãèñòðèðóåìûì íà-
áîðîì ïàðàìåòðîâ, îòäåëüíî çàïèñûâàþòñÿ êàä-
ðû ñ îòñåãìåíòèðîâàííûìè â íèõ êëåòêàìè.
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Ìåòîä èñïîëüçóåò ïîèñê ñîîòâåòñòâóþùèõ
êëåòîê íà ñîñåäíèõ êàäðàõ ïî ïðèíöèïó ¾áëè-
æàéøåãî ñîñåäà¿. Ñîãëàñíî íåìó, êëåòêà â i-îì
êàäðå íàõîäèòñÿ íà íàèìåíüøåì ðàññòîÿíèè îò
ñàìîé ñåáÿ ñðåäè âñåõ êëåòîê íà (i+1)-îì êàäðå.
Ïðîáëåìà îòñëåæèâàíèÿ â äàííîì ñëó÷àå îãðà-
íè÷èâàåòñÿ òîëüêî ïîèñêîì áëèæàéøèõ ïàð êëå-
òîê â ñîñåäíèõ êàäðàõ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ êëàññè÷å-
ñêîé çàäà÷åé ñîãëàñîâàíèÿ êëåòîê. Åñëè êîëè÷å-
ñòâî êëåòîê â (i+1)-îì êàäðå áîëüøå, ÷åì â i-îì
êàäðå, òî ýòî ìîæåò îçíà÷àòü, ÷òî â îáëàñòè íà-
áëþäåíèÿ ïîÿâèëèñü íîâûå, ðàíåå íå îòìå÷åííûå
êëåòêè. Åñëè æå êîëè÷åñòâî êëåòîê â i-îì êàäðå
áîëüøå, ÷åì â (i+1)-îì êàäðå, çíà÷èò, íåîòìå÷åí-
íûå êëåòêè ïîêèíóëè îáëàñòü èññëåäîâàíèÿ [3].

Ñóùåñòâóåò è òðåòèé âàðèàíò, êîãäà êëåòêè
îäíîâðåìåííî è ïîêèäàþò, è âõîäÿò â îáëàñòü íà-
áëþäåíèÿ. Â òàêîì ñëó÷àå ïðèìåíÿåòñÿ ïîðîãî-
âîå ðàññòîÿíèå, ÷òî íå ïîçâîëÿåò ñîãëàñîâûâàòü
íåñâÿçàííûå êëåòêè, åñëè îíè ñëèøêîì äàëåêî
äðóã îò äðóãà. Ïàêåò òàêæå ïðåäïîëàãàåò ôèëü-
òðàöèþ îáúåêòîâ ïî èõ ðàçìåðó, ÷òî ïîçâîëÿåò
íåéòðàëèçîâàòü íåãàòèâíîå âëèÿíèå ïîòåíöèàëü-
íîãî øóìà è çàãðÿçíåíèÿ ðàáî÷åé îáëàñòè èññëå-
äîâàíèÿ, èñêàæàþùèå èòîãîâóþ ñòàòèñòèêó.

III. Óëó÷øåíèå êà÷åñòâà îòñëåæèâàíèÿ

Èñõîäíàÿ ôóíêöèîíàëüíîñòü àëãîðèòìà áåç
àäàïòàöèè èñ÷åðïûâàåò ñåáÿ äîâîëüíî ðàíî. Òàê,
íå ðåøåíà ïðîáëåìà íåäîñòàòî÷íîé ñåãìåíòàöèè
ïðè ñëàáîé êîíòðàñòíîñòè, êîãäà êëåòêè íà ðå-
àëüíîé âèäåîçàïèñè íå íàõîäÿò îòðàæåíèÿ ïðè
ñåãìåíòàöèè. Äàííàÿ òðóäíîñòü âûçâàíà èçìåíå-
íèåì ðàçìåðîâ æèâîé êëåòêè è âîçìîæíîñòüþ
âûõîäà çà ïðåäåëû çàäàííîãî äèàïàçîíà ôèëü-
òðàöèè, à òàêæå îïåðàöèåé ýðîçèè, êîòîðàÿ âìå-
ñòî ñãëàæèâàíèÿ êîíòóðîâ êëåòêè ìîæåò ðàç-
áèòü åå íà íåñêîëüêî ïîçäíåå ôèëüòðóåìûõ ÷à-
ñòåé. Ðåøèòü ýòó ïðîáëåìó ìîæíî ïóòåì ïîèñ-
êà ñîîòâåòñòâóþùåé êëåòêè íà ïðåäûäóùèõ êàä-
ðàõ, óâåëè÷èâàÿ ïîðîãîâîå ðàññòîÿíèå ìåæäó ñî-
ãëàñóåìûìè êëåòêàìè ñ ðîñòîì ãëóáèíû ïîèñêà.

Äðóãîé ïðîáëåìîé ÿâëÿåòñÿ ó÷åò ïðè ñåã-
ìåíòàöèè ñëèÿíèé è ðàçäåëåíèé êëåòîê, ÷òî ïðî-
èñõîäèò äîâîëüíî ÷àñòî â æèâûõ êëåòî÷íûõ ïî-
ïóëÿöèÿõ. Äëÿ ïðåîäîëåíèÿ ïîñëåäñòâèé ïîòå-
ðè èëè ïîÿâëåíèÿ íîâûõ êëåòîê â òàêîì ñëó÷àå
íåîáõîäèìî ôèêñèðîâàíèå ìîìåíòà ñëèÿíèÿ êëå-
òîê, à òàêæå ó÷àñòíèêîâ äàííîãî ñëèÿíèÿ. Îòðà-
áîòêà ïîäîáíîãî ñöåíàðèÿ ïðîèñõîäèò ïðè ðåç-
êîì óâåëè÷åíèè èëè óìåíüøåíèè ïëîùàäè òîé
èëè èíîé êëåòêè, ÷òî ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå âåðîÿò-
íûì ñèãíàëîì î ñëèÿíèè èëè ðàçäåëåíèè êëåòîê.

Íàêîíåö, â èòîãîâîé ñòàòèñòèêå åñòü îáúåê-
òû, îøèáî÷íî ðàñïîçíàííûå êàê êëåòêè. Ýòî âîç-
ìîæíî, åñëè îáëàñòü èññëåäîâàíèÿ íåäîñòàòî÷-
íî î÷èùåíà îò ðàçëè÷íûõ çàãðÿçíåíèé, êîòîðûå
òàêæå ìîãóò îáëàäàòü âûñîêîé êîíòðàñòíîñòüþ
íà óðîâíå ôîíà. Â òàêîì ñëó÷àå ïðåäëîæåíà äî-
ïîëíèòåëüíàÿ ôèëüòðàöèÿ ïî èçìåíåíèþ ïîëî-
æåíèÿ îáúåêòîâ ñî âðåìåíåì. Äëÿ îáúåêòîâ ðå-

àëèçîâàíî âû÷èñëåíèå ñðåäíåêâàäðàòè÷íîãî îò-
êëîíåíèÿ ïî îáåèì êîîðäèíàòàì, è åñëè ýòî èç-
ìåíåíèå íåçíà÷èòåëüíî, òî îáúåêò ôèëüòðóåòñÿ.

Ïðåäëîæåííûå ïîïðàâêè ïîçâîëèëè äîïîë-
íèòü è óñîâåðøåíñòâîâàòü ðàáîòó èñõîäíîãî ïà-
êåòà, à òàêæå çíà÷èòåëüíî ïîâûñèòü êà÷åñòâî îò-
ñëåæèâàíèÿ êëåòîê â ïîïóëÿöèè.

IV. Ïðîãðàììíàÿ ðåàëèçàöèÿ

Àëãîðèòì ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòäåëüíûé
ìîäóëü MatLab. Â ïðîãðàììíîé ðåàëèçàöèè ðàç-
ðàáîòàííîãî àëãîðèòìà ïðåäñòàâëåíà âîçìîæ-
íîñòü îòñëåæèâàíèÿ êëåòîê. Ïðè ñðàâíåíèè ñ
äðóãèìè ïàêåòàìè, â òîì ÷èñëå ñ ïîïóëÿðíûì
ïðèëîæåíèåì Celltrack, ðàáîòàþùåì íà ìåòîäå
àêòèâíûõ êîíòóðîâ, ïàêåò ïîêàçàë ëó÷øèå ðå-
çóëüòàòû ïðè ñåãìåíòàöèè. Ïðîãðàììíàÿ ðåàëè-
çàöèÿ àëãîðèòìà ïîçâîëÿåò ëåãêî îòîáðàæàòü ïî-
ëó÷àåìûå ïðè îòñëåæèâàíèè äàííûå, îñòàâàÿñü
äîâîëüíî ïðîñòûì è ìîùíûì èíñòðóìåíòîì.

Çàêëþ÷åíèå

Â õîäå âûïîëíåíèÿ ðàáîòû áûëî ïðîâåäå-
íî ïîëíîñòüþ àâòîìàòè÷åñêîå îòñëåæèâàíèå ýì-
áðèîíàëüíûõ êëåòîê ìûøè. Îäíèì èç íàèáîëåå
âàæíûõ ïàðàìåòðîâ, õàðàêòåðèçóþùèõ èçìåíå-
íèå ôåíîòèïà ïîïóëÿöèè, ÿâëÿåòñÿ èçìåíåíèå åå
÷èñëåííîãî ñîñòàâà ñ òå÷åíèåì âðåìåíè, êîòî-
ðîå è áûëî ïîëó÷åíî â ðåçóëüòàòå èñïîëüçîâà-
íèÿ ïðåäëîæåííîãî ìåòîäà. Òàêæå áûëè ïîëó-
÷åíû òàêèå õàðàêòåðèñòèêè, êàê ñðåäíèå çíà÷å-
íèÿ ñêîðîñòåé è íàïðàâëåíèé äâèæåíèÿ êëåòîê,
èõ òðàåêòîðèè, ïëîùàäè è ýêâèâàëåíòíûå ðàäèó-
ñû, êîòîðûå òàêæå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè
èçó÷åíèè ñâîéñòâ æèâûõ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé.

Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä îòñëåæèâàíèÿ ïîçâî-
ëÿåò ñîáèðàòü èíôîðìàöèþ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïðåä-
ñòàâëåíèÿ î õàðàêòåðå ðàçâèòèÿ èññëåäóåìîé ïî-
ïóëÿöèè ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ìûøè. Â äàëü-
íåéøåì ïðè ïîääåðæêå Èíñòèòóòà ãåíåòèêè è
öèòîëîãèè ÍÀÍ Áåëàðóñè [2] ýòè ñâåäåíèÿ áó-
äóò èñïîëüçîâàíû ïðè ðàçðàáîòêå ìàòåìàòè÷å-
ñêîé ìîäåëè ïîâåäåíèÿ è íåïîñðåäñòâåííîì ìî-
äåëèðîâàíèè äàííîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.
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