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Â îáçîðå îáîáùåíû ðàíåå ðàçðàáîòàííûå íàìè ìåòîäû ïîëó÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííîé èíôîðìàöèè ïî
ýêñïðåññèè ãåíîâ íà îñíîâå êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé. Ýòè ìåòîäû âêëþ÷àþò â ñåáÿ ñåãìåíòàöèþ
èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åíèå êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ â âèäå òåêñòîâûõ òàáëèö, óäàëåíèå íåñïåöèôè÷åñêîãî
ôîíîâîãî ñèãíàëà è ïðîñòðàíñòâåííóþ ðåãèñòðàöèþ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ. Ïîñëåäîâàòåëüíîå ïðèìå-
íåíèå ïåðå÷èñëåííûõ ïðîöåäóð â êîíå÷íîì èòîãå ïîçâîëÿåò ïîñòðîèòü àòëàñ ýêñïðåññèè ãåíîâ âî âðåìå-
íè è ïðîñòðàíñòâå ïóòåì óñðåäíåíèÿ äàííûõ íà êàæäîé èç èññëåäóåìûõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ. Ìåòîäû áûëè
èçíà÷àëüíî ðàçðàáîòàíû äëÿ èçâëå÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ èç èçîáðàæåíèé êàðòèí ýêñïðåññèè ãå-
íîâ ñåãìåíòàöèè ó Drosophila melanogaster. Èñïîëüçîâàíèå ýòèõ ìåòîäîâ ïîçâîëèëî àâòîðàì âûÿâèòü íî-
âûå âàæíûå çàêîíîìåðíîñòè ôîðìèðîâàíèÿ äîìåíîâ ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ, à òàêæå ïîñòðîèòü ïðî-
ñòðàíñòâåííî-âðåìåííîé àòëàñ ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè. Áîëüøàÿ ÷àñòü ïðîöåäóð äîñòàòî÷íî óíè-
âåðñàëüíà è ìîæåò ñ íåáîëüøèìè ìîäèôèêàöèÿìè ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ îáðàáîòêè øèðîêîãî ñïåêòðà
áèîëîãè÷åñêèõ èçîáðàæåíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåòîäû îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, êîëè÷åñòâåííàÿ
ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, ñåãìåíòàöèÿ èçîáðàæåíèé, ïðîñòðàíñòâåííàÿ ðåãèñòðàöèÿ, óäàëåíèå ôîíîâîãî ñèã-
íàëà.

Óñïåõè ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè ýóêàðèîòè÷åñêèõ îð-
ãàíèçìîâ ïðèâåëè ê ðàñøèôðîâêå ñòðóêòóðû êîäèðóþ-
ùèõ îáëàñòåé ãåíîâ, èäåíòèôèêàöèè èõ êîíòðîëèðóþùèõ
ðàéîíîâ, ñîäåðæàùèõ ïðîìîòîðû, ýíõàíñåðû è ñàéòû
ïðèñîåäèíåíèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, à òàêæå ê
âûÿâëåíèþ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ, ïðèñîåäèíÿþ-
ùèõñÿ ê ýòèì ðàéîíàì. Âìåñòå ñ ìÐÍÊ è áåëêîâûìè ïðî-
äóêòàìè âñå âûøåïåðå÷èñëåííûå ãåíåòè÷åñêèå ýëåìåíòû
îáðàçóþò ãåííûå ðåãóëÿòîðíûå ñåòè. Ýòè ñåòè îñóùåñòâ-
ëÿþò êîîðäèíàöèþ ýêñïðåññèè ãåíîâ, îòâå÷àþùèõ çà ñïå-
öèôèêàöèþ êëåòîê, äèôôåðåíöèàöèþ òêàíåé è â êîíå÷-
íîì èòîãå çà îíòîãåíåç îðãàíèçìà.

Ïîíèìàíèå ïðèíöèïîâ îðãàíèçàöèè, ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ è ýâîëþöèè ãåííûõ ðåãóëÿòîðíûõ ñåòåé òðåáóåò äåòà-
ëüíîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïèñàíèÿ äèíàìèêè êàæäîãî èç
èõ êîìïîíåíòîâ. Áûñòðîå ðàçâèòèå ýêñïåðèìåíòàëüíîé
áàçû â îáëàñòè ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè ïîçâîëÿåò óñïåø-
íî ðåøàòü ýòó çàäà÷ó. Íàïðèìåð, äëÿ êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ
òåõíîëîãèÿ ÷èïîâ ÄÍÊ (Banerjee et al., 2002), à äëÿ îöåíêè
ñêîðîñòè äèôôóçèè èëè òðàíñïîðòà ìîëåêóë âíóòðè êëå-
òîê — ìåòîä âîññòàíîâëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå ôîòî-
âûæèãàíèÿ (FRAP) (Shav-Tal, 2006).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ðàçðå-
øàþùóþ ñïîñîáíîñòü, ìåòîä ÄÍÊ-÷èïîâ, òàê æå êàê è

ìíîãèå äðóãèå ìåòîäû êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ (êîëè÷åñòâåííûé PCR, CAT assays), èìååò îãðà-
íè÷åííîå ïðèìåíåíèå ïðè èññëåäîâàíèè ïðîöåññîâ
ðàçâèòèÿ. Äåëî â òîì, ÷òî âñå ýòè ìåòîäû èñïîëüçóþò ãî-
ìîãåíàòû êëåòîê è, òàêèì îáðàçîì, òåðÿþò èíôîðìàöèþ
îá ýêñïðåññèè ãåíîâ â ïðîñòðàíñòâå.

Â òî æå âðåìÿ íà ðàííèõ ñòàäèÿõ ýìáðèîãåíåçà äåòåð-
ìèíàöèÿ êëåòîê è ôîðìèðîâàíèå ïàòòåðíîâ ïðîèñõîäÿò
â îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèõ ìîðôîãåíåòè÷åñêèõ ïîëÿõ, â
êîòîðûõ ïîÿâëåíèå íåçíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé â ïðîñòðàí-
ñòâåííîé ýêñïðåññèè ìàëîãî êîëè÷åñòâà ãåíîâ ïðåäøåñò-
âóåò îáðàçîâàíèþ êëåòîê ðàçíîãî òèïà (Gilbert, 2003).
Â ÷àñòíîñòè, ó äðîçîôèëû äåòåðìèíàöèÿ ñåãìåíòîâ ïðî-
èñõîäèò â ìîðôîãåíåòè÷åñêîì ïîëå, èìåþùåì äëèíó ìå-
íåå 0.3 ìì âäîëü ïåðåäíåçàäíåé îñè ýìáðèîíà è ïðåäñòàâ-
ëÿþùåì ñîáîé òó ÷àñòü ýìáðèîíà íà ñòàäèè ñèíöèòèàëü-
íîé áëàñòîäåðìû, èç êîòîðîé â áóäóùåì ðàçîâüåòñÿ
çàðîäûøåâàÿ ïîëîñêà. Ïîýòîìó èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ äå-
òåðìèíàöèè òðåáóåò ïîëó÷åíèÿ äåòàëüíîé èíôîðìàöèè î
ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *îé ýêñïðåññèè ãåíîâ in situ.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ðàçðàáîòàíî î÷åíü ìíîãî ìå-
òîäîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ â æèâûõ è ôèêñè-
ðîâàííûõ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòàõ êàê íà óðîâíå ìÐÍÊ,
òàê è íà óðîâíå áåëêà. Îäíèì èç îñíîâíûõ ìåòîäîâ âûÿâ-
ëåíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ìàêðîìîëåêóë ÿâëÿåòñÿ èõ èììó-
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íîôëóîðåñöåíòíîå ìàðêèðîâàíèå. Ýòîò ìåòîä âûñîêîñïå-
öèôè÷åí, ïîñêîëüêó îñíîâàí íà âçàèìîäåéñòâèè àíòèòåë,
ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåíòíûìè êðàñèòåëÿìè, ñ ñîîòâåòñòâó-
þùèìè èì àíòèãåíàìè è ÷àñòî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ îáíàðó-
æåíèÿ è ëîêàëèçàöèè àíòèãåíîâ â ôèêñèðîâàííûõ êëåò-
êàõ è òêàíÿõ. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ñèãíàëà â êëåòêàõ è òêàíÿõ
èñïîëüçóåòñÿ ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ñîâðåìåííûå
òåõíîëîãèè ïîçâîëÿþò ïðèìåíÿòü äëÿ ýòîãî ëàçåðíûé ñêà-
íèðóþùèé êîíôîêàëüíûé ìèêðîñêîï. Ïðåèìóùåñòâà
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà ïðåæäå âñåãî ñîñòîÿò â òîì,
÷òî íà äåòåêòîð ïîñòóïàåò ñèãíàë òîëüêî èç ôîêàëüíîé
ïëîñêîñòè è ôëóîðåñöåíöèÿ èç áëèçëåæàùèõ ñëîåâ èñ-
ñëåäóåìîãî îáúåêòà íå ôèêñèðóåòñÿ. Ïîýòîìó ðåçóëü-
òèðóþùèå èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷àþòñÿ áîëåå êîíòðàñòíûìè
è ìåíåå ðàçìûòûìè. Êðîìå òîãî, êîíôîêàëüíûé ìèê-
ðîñêîï ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü êà÷åñòâåííûå öèôðîâûå èçîá-
ðàæåíèÿ, ãîòîâûå äëÿ äàëüíåéøåé êîìïüþòåðíîé îáðà-
áîòêè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ ïîëó-
÷àåò âñå áîëüøåå ðàñïðîñòðàíåíèå, âñå áîëåå âîñòðå-
áîâàííûìè ñòàíîâÿòñÿ ðàçëè÷íûå è êîììåð÷åñêèå, è íå-
êîììåð÷åñêèå ñðåäñòâà îáðàáîòêè êîíôîêàëüíûõ èçîáðà-
æåíèé. Ìû ïðåäñòàâëÿåì îáçîð ðàçðàáîòàííûõ íàìè
ìåòîäîâ îáðàáîòêè êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé êàðòèí
(ïàòòåðíîâ) ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ïëîäîâîé
ìóøêè äðîçîôèëû (Kozlov et al., 2000, 2002; Ìÿñíèêîâà
è äð., 2001; Myasnikova et al., 2001, 2005; Janssens et al.,
2005). Ýòè ìåòîäû íàöåëåíû íà ïîëó÷åíèå êîëè÷åñòâåí-
íûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ è ñîçäàíèå åäèíîãî
àòëàñà ýêñïðåññèè ãåíîâ. Â êîíå÷íîì èòîãå ýòî ïîçâîëÿåò
ðåêîíñòðóèðîâàòü ñ òî÷íîñòüþ äî îòäåëüíîé êëåòêè ýêñï-
ðåññèþ âñåõ ãåíîâ äàííîé ãåííîé ñåòè âî âðåìåíè è ïðî-
ñòðàíñòâå. Áîëüøàÿ ÷àñòü ïðîöåäóð äîñòàòî÷íî óíè-
âåðñàëüíà è ìîæåò áûòü ñ íåáîëüøèìè ìîäèôèêàöèÿìè
ïðèìåíåíà ê èçâëå÷åíèþ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ èç
èçîáðàæåíèé êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ ó äðóãèõ îðãà-
íèçìîâ.

Ñòåïåíü äåòàëèçàöèè îïèñàíèÿ ìåòîäîâ â îáçîðå äî-
ñòàòî÷íà äëÿ òîãî, ÷òîáû ÷èòàòåëü ìîã ñäåëàòü âûâîäû î
âîçìîæíîñòè èõ àäàïòàöèè äëÿ äðóãèõ îáúåêòîâ, â òî æå
âðåìÿ ñ äåòàëüíîé èíôîðìàöèåé îá àëãîðèòìàõ îáðàáîò-
êè ìîæíî îçíàêîìèòüñÿ â îðèãèíàëüíûõ ïóáëèêàöèÿõ.

Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ
êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à ë ü í û å ä à í í û å. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ
èíôîðìàöèè îá óðîâíÿõ ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðèìåíÿëè ìå-
òîä íåïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî ìàðêèðîâàíèÿ
(Dequin et al., 1984; Frasch et al., 1987), ò. å. áûëè ïîñëåäî-
âàòåëüíî èñïîëüçîâàíû ïåðâûå è âòîðûå àíòèòåëà. Ïðè-
ìåðíî 1600 ýìáðèîíîâ Drosophila melanogaster Oregon-R
áûëè çàôèêñèðîâàíû è èíêóáèðîâàíû ñ ïåðâûìè àíòèòå-
ëàìè (Kosman et al., 1998). Èñïîëüçîâàëèñü àíòèòåëà ïðî-
òèâ áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ ñëåäóþùèõ ãåíîâ, êîíòðîëèðóþ-
ùèõ ñåãìåíòàöèþ ó äðîçîôèëû: ìàòåðèíñêèõ ãåíîâ bicoid
(bcd) è caudal (cad), gap ãåíîâ Kruppel (Kr), knirps (kni), gi-
ant (gt), hunchback (hb) è tailless (tll), à òàêæå pair-rule ãå-
íîâ even-skipped (eve), fushi tarazu (ftz), hairy (h), runt
(run), odd-skipped (odd), paired (prd) è sloppy-paired (slp).
Ýòè àíòèòåëà áûëè ïîëó÷åíû íàìè (Kosman et al., 1998),
çà èñêëþ÷åíèåì êðîëè÷üèõ àíòèòåë ïðîòèâ áåëêà Eve (Az-
piazu, Frasch, 1993). Äëÿ ÷àñòè ýìáðèîíîâ áûëè èñïîëüçî-
âàíû âòîðûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ FITC, Texas

Red èëè Cy5 (Jackson Labs., ÑØÀ), äëÿ îñòàëüíûõ —
êîíúþãèðîâàííûå ñ Alexa Fluor 488, 555, 647 èëè 700
(Molecular Probes, ÑØÀ) (Janssens et al., 2005).

Êàæäûé ýìáðèîí ìåòèëè íà ýêñïðåññèþ eve è äâóõ
äðóãèõ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè. Ïðèìåðíî ïîëîâèíó ýìáðèî-
íîâ äîïîëíèòåëüíî ìåòèëè àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷íûìè ê
ãèñòîíàì H1-H4 (Janssens et al., 2005). Áûëè èñïîëüçîâà-
íû ýìáðèîíû, íà÷èíàÿ ñ öèêëà äðîáëåíèÿ 10 è çàêàí÷èâàÿ
íà÷àëîì ãàñòðóëÿöèè. Äëÿ ñêàíèðîâàíèÿ áðàëè òîëüêî ëà-
òåðàëüíî îðèåíòèðîâàííûå ýìáðèîíû.

Ê î í ô î ê à ë ü í ó þ ì è ê ð î ñ ê î ï è þ îñóùåñòâëÿëè,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Kosman et al., 1997; Janssens et al.,
2005; Myasnikova et al., 2005). Ýìáðèîíû ñêàíèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS4D, èñïî-
ëüçóÿ èììåðñèîííûé îáúåêòèâ 15 �/0.50 (Kosman et al.,
1997) èëè 20 � 0.70 Plan Apo ñèñòåìû Leica TCS SP2
(Janssens et al., 2005). Äëÿ êàæäîãî ýìáðèîíà â êàæäîì èç
÷åòûðåõ êàíàëîâ ìèêðîñêîïà ñêàíèðîâàëè äâà îïòè÷åñêèõ
ñðåçà, îòñòîÿùèõ äðóã îò äðóãà íà 1 ìêì. Äëÿ óìåíüøåíèÿ
óðîâíÿ øóìà â ðåãèñòðèðóåìîì ñèãíàëå êàæäûé èç äâóõ
îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ ñêàíèðîâàëè 16 ðàç, ïîñëå ÷åãî ïîëó-
÷åííûå èçîáðàæåíèÿ óñðåäíÿëè. Òàêèì îáðàçîì, êàæäûé
ïèêñåëü ðåçóëüòèðóþùåãî èçîáðàæåíèÿ ýìáðèîíà, ïîëó-
÷àåìîãî â îäíîì êàíàëå, ïðåäñòàâëÿë ñîáîé ñðåäíåå èç
32 èçìåðåíèé. Âñåãî äëÿ êàæäîãî ýìáðèîíà áûëè ïîëó÷å-
íû 3 ðåçóëüòèðóþùèõ èçîáðàæåíèÿ (ïî 1 â êàæäîì êàíà-
ëå). Ýòè èçîáðàæåíèÿ èìåþò ðàçìåð 1024 � 1024 ïèêñåëÿ,
à äëÿ çàïèñè ñèãíàëà èñïîëüçîâàëè ôîðìàò 8 áèò. Ïàðà-
ìåòðû êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà «gain» è «offset» íà-
ñòðàèâàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ïèêñåëè, ëåæàùèå âíå
ýìáðèîíà, èìåëè áû çíà÷åíèå, ðàâíîå 0, à ïèêñåëè, èìåþ-
ùèå íàèáîëüøóþ ÿðêîñòü, ðàâíÿëèñü áû 255. Ïèêñåëè ñ
ìàêñèìàëüíîé ÿðêîñòüþ âûáèðàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì:
ìîìåíòó ðàçâèòèÿ, íà êîòîðîì äàííûé ãåí ñåãìåíòàöèè
èìååò ìàêñèìàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü, ñîîòâåòñòâóåò õà-
ðàêòåðíàÿ êàðòèíà ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà. Òàêèì îáðàçîì,
îïûòíûé ýêñïåðèìåíòàòîð ìîæåò íàéòè íà ñëàéäå äëÿ
êàæäîãî ãåíà ýìáðèîí ñ êàðòèíîé ýêñïðåññèè, ñîîòâåòñò-
âóþùåé ìàêñèìóìó èíòåíñèâíîñòè, è èñïîëüçîâàòü íå-
áîëüøîå êîëè÷åñòâî íàèáîëåå ÿðêèõ ïèêñåëåé ýòîãî ïàò-
òåðíà äëÿ íàñòðîéêè ôîòîóìíîæèòåëÿ. Î÷åâèäíî, ÷òî òà-
êàÿ íàñòðîéêà ïîçâîëÿåò äîñòàòî÷íî òî÷íî îöåíèòü
êîëè÷åñòâåííî (â îòí. åä.) óðîâíè ýêñïðåññèè îäíîãî
ãåíà, îäíàêî îíà íå ïîçâîëÿåò ñðàâíèâàòü çíà÷åíèÿ óðîâ-
íåé ýêñïðåññèè ðàçíûõ ãåíîâ.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ý ì á ð è î í î â ï î â ð å ì å í è ð à ç-
â è ò è ÿ. Äëÿ ðåêîíñòðóêöèè âðåìåíí *îé äèíàìèêè ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ íà îñíîâå èíäèâèäóàëüíûõ ôèêñèðîâàííûõ
ýìáðèîíîâ áûëî íåîáõîäèìî èõ êëàññèôèöèðîâàòü ïî
âðåìåíè ðàçâèòèÿ. Äëÿ öèêëîâ äðîáëåíèÿ 10—13 èñïîëü-
çîâàëè ïðîñòîé ïîäñ÷åò ÿäåð â òåêñòîâûõ ôàéëàõ, ñîäåð-
æàùèõ êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè, ïîëó÷åí-
íûõ ïóòåì ñåãìåíòàöèè èçîáðàæåíèé (ñì. ñëåäóþùèé
ðàçäåë). Òàê êàê èíòåðôàçû ýòèõ öèêëîâ ñîñòàâëÿþò òîëü-
êî 6—14 ìèí, ýòîãî áûëî äîñòàòî÷íî, ÷òîáû ïîëó÷èòü
âðåìåíí *óþ øêàëó äëÿ ýòîãî ïåðèîäà. Öèêë 14A íàìíîãî
äîëüøå è ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 50 ìèí, ïîýòîìó ýìáðèî-
íû âíóòðè ýòîãî öèêëà áûëè ðàçäåëåíû íà 8 ýêâèâàëåíò-
íûõ ïî âîçðàñòó âðåìåíí *ûõ êëàññîâ íà îñíîâå äèíàìèêè
ýêñïðåññèè ãåíà eve (ðèñ. 1).

Ïðàêòè÷åñêèì êðèòåðèåì ýêâèâàëåíòíîñòè âðåìåí-
í*îãî êëàññà ïî âîçðàñòó ÿâëÿåòñÿ íåñïîñîáíîñòü îïûòíîãî
íàáëþäàòåëÿ ðàçëè÷èòü êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíîâ ó ýìá-
ðèîíîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê îäíîìó êëàññó. Ïîñêîëüêó ýìá-
ðèîíû áûëè ñêàíèðîâàíû áåç ó÷åòà èõ âîçðàñòà è âñå 8
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Ðèñ. 1. Ðàçäåëåíèå ýìáðèîíîâ äðîçîôèëû öèêëà 14À íà 8 ýêâèâàëåíòíûõ ïî âîçðàñòó âðåìåíí *ûõ êëàññîâ.

Äëÿ òèïè÷íûõ ýìáðèîíîâ êàæäîãî èç êëàññîâ 1—8 ïðåäñòàâëåíû èçîáðàæåíèÿ êàðòèíû ýêñïðåññèè eve (ëåâûé ðÿä), îäíîìåðíûå êàðòèíû ýêñïðåññèè
ýòîãî ãåíà (öåíòðàëüíûé ðÿä) è èçîáðàæåíèÿ ìîðôîëîãèè áëàñòîäåðìû, ïîëó÷åííûå ñ äîðñàëüíîé ñòîðîíû òåõ æå ýìáðèîíîâ â ðåæèìå ÄÈÊ (äèôôå-
ðåíöèàëüíî-èíòåðôåðåíöèîííîãî êîíòðàñòà; ïðàâûé ðÿä); ÷åðíîé ñòðåëêîé ïîêàçàíî èçìåíåíèå ôîðìû ÿäåð (êðóãëîé íà óäëèíåííóþ), áåëîé — ôðîíò
ðàñòóùåé ìåìáðàíû, âåðòèêàëüíîé ÷åðíîé ëèíèåé — ðàçìåð êîðòåêñà. Âñå èçîáðàæåíèÿ, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñóíêå, èìåþò îäèíàêîâóþ îðèåíòàöèþ

îòíîñèòåëüíî àíòåðèîðíî-ïîñòåðèîðíîé îñè (À-Ï).



âðåìåíí*ûõ êëàññîâ ñîäåðæàëè ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêî-

âîå êîëè÷åñòâî ýìáðèîíîâ, ðàçóìíî ïðåäïîëîæèòü ðàâíî-
ìåðíîå ðàñïðåäåëåíèå âîçðàñòà â âûáîðêå ýìáðèîíîâ, ïðè-
íàäëåæàùèõ ê öèêëó 14À, à òàêæå ñ÷èòàòü äëèòåëüíîñòü
êàæäîãî âðåìåíí*îãî êëàññà ïðèìåðíî ðàâíîé 6.5 ìèí ðàç-
âèòèÿ (Myasnikova et al., 2001; Surkova et al., 2008).

Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, êëàññèôèêàöèÿ ýìáðèîíîâ, îñíî-
âàííàÿ íà àíàëèçå äèíàìèêè êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíà eve,
õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñî ñòåïåíüþ èíâàãèíàöèè ìåìá-
ðàí — ìîðôîëîãè÷åñêèì ìàðêåðîì, èñïîëüçóåìûì äëÿ
îïðåäåëåíèÿ âîçðàñòà ýìáðèîíîâ. Âî âðåìåíí *îì êëàññå 1
ÿäðà ýìáðèîíà èìåþò êðóãëóþ ôîðìó, âî âðåìåíí *îì
êëàññå 2 ôîðìà ÿäåð ñòàíîâèòñÿ óäëèíåííîé, à èíâàãèíà-
öèÿ ìåìáðàí íà÷èíàåòñÿ âî âðåìåíí *îì êëàññå 3 è çàêàí-
÷èâàåòñÿ ê êîíöó öèêëà 14À. Äàííûå ïî ìîðôîëîãèè áëà-
ñòîäåðìû áûëè ïîëó÷åíû â ðåæèìå äèôôåðåíöèàëü-
íî-èíòåðôåðåíöèîííîãî êîíòðàñòà (ÄÈÊ) äëÿ 120
ýìáðèîíîâ â ñèñòåìå Leica TCS4D è äëÿ âñåõ ýìáðèîíîâ â
ñèñòåìå Leica TCS SP2 (ðèñ. 1).

Î ð è å í ò à ö è ÿ ý ì á ð è î í î â, î ä í î ì å ð í û å ê à ð-

ò è í û ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è. Èçîáðàæåíèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè
eve íà ðèñ. 1 (ëåâûé ðÿä) áûëè ñòàíäàðòíî îðèåíòèðîâàíû
îòíîñèòåëüíî àíòåðèîðíî-ïîñòåðèîðíîé (À-Ï) è äîðñàëü-
íî-âåíòðàëüíîé (Ä-Â) îñåé òàê, ÷òî ïåðåäíèé (àíòåðèîð-
íûé) êîíåö ýìáðèîíà íàõîäèëñÿ ñëåâà, à ñïèííàÿ (äîðñà-
ëüíàÿ) ÷àñòü — ñâåðõó. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ îäíîìåðíûõ äàí-
íûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ (ðèñ. 1, öåíòðàëüíûé ðÿä; ðèñ. 2)
áðàëè òîëüêî êîîðäèíàòû ÿäåð èç öåíòðàëüíîé 10%-íîé
ïîëîñû (45—55 %) ïî îñè Ä-Â (îñè Y), âûðåçàííîé â íà-
ïðàâëåíèè À-Ï (îñè X) (ðèñ. 2, á). Òàêèì îáðàçîì, ó êàæ-
äîãî ÿäðà ñîõðàíÿåòñÿ ëèøü åãî X-êîîðäèíàòà, â òî âðåìÿ
êàê Y-êîîðäèíàòà îòáðàñûâàåòñÿ è ïàòòåðíû ïðåäñòàâëÿ-
þòñÿ â âèäå ãðàôèêîâ, îòðàæàþùèõ èçìåíåíèå ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ âäîëü îñè X.

Ä î ñ ò ó ï ê ä à í í û ì. Âñå èçîáðàæåíèÿ è êîëè÷åñò-
âåííûå äàííûå ñîäåðæàòñÿ â áàçå äàííûõ FlyEx (http://ur-
chin.spbcas.ru/flyex/; http://flyex.ams.sunysb.edu/FlyEx/),
äîñòóïíîé ïî ñåòè Èíòåðíåò (Poustelnikova et al., 2004).
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Ðèñ. 2. Èçâëå÷åíèå îäíîìåðíûõ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ èç èçîáðàæåíèé êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó äðîçîôèëû.

à — ýìáðèîí äðîçîôèëû öèêëà 14À, ìå÷åííûé íà ýêñïðåññèþ ãåíîâ hb, kni è eve, îáîçíà÷åííûõ ñîîòâåòñòâåííî ñèíèì, çåëåíûì è êðàñíûì öâåòàìè; áå-
ëûìè ëèíèÿìè âûäåëåíà öåíòðàëüíàÿ 10%-íàÿ ïîëîñà. á — îäíîìåðíûå êàðòèíû ýêñïðåññèè òðåõ ãåíîâ, ïîêàçàííûõ íà ðèñ. 2, à. ÈÔ èíòåíñèâíîñòü

ôëóîðåñöåíöèè.



Ìåòîäû îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé

1. Ñåãìåíòàöèÿ èçîáðàæåíèé. Äëÿ èçó÷åíèÿ äèíà-
ìèêè ïðîöåññà ôîðìèðîâàíèÿ ïàòòåðíà íåîáõîäèìà äå-
òàëüíàÿ èíôîðìàöèÿ î õàðàêòåðå ýêñïðåññèè âî âðåìåíè è
ïðîñòðàíñòâå âñåõ ðåãóëÿòîðîâ ìîðôîãåíåòè÷åñêîãî ïîëÿ,
â êîòîðîì ïðîèñõîäèò ýòîò ïðîöåññ. Äîñòóïíûå â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ êðóïíûå êîììåð÷åñêèå ïàêåòû (íàïðèìåð, Vi-
siQuest êîìïàíèè Accusoft Corp., ÑØÀ, è MatLab êîìïà-
íèè MathWorks, ÑØÀ) è èõ ñâîáîäíûå àíàëîãè (SCIRun,
è TiViPe, ßïîíèÿ) íå âñåãäà ïðåäñòàâëÿþò âñå ìåòîäû îá-
ðàáîòêè èçîáðàæåíèé, íåîáõîäèìûå äëÿ êîëè÷åñòâåííîé
îöåíêè ïðîñòðàíñòâåííîé ýêñïðåññèè ãåíîâ. Ïðèâåäåí-
íûé îðèãèíàëüíûé ìåòîä ñåãìåíòàöèè áûë ðàçðàáîòàí íà
îñíîâå êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé êàðòèí ýêñïðåññèè ãå-
íîâ â ýìáðèîíå äðîçîôèëû (Janssens et al., 2005). Ýòîò ìå-
òîä ïîçâîëÿåò íå òîëüêî âûäåëèòü àíàëèçèðóåìûå îáúåê-
òû (îòäåëüíûå ÿäðà) îäíîâðåìåííî ó íåñêîëüêèõ èçîáðà-
æåíèé, ïîëó÷åííûõ â ðàçíûõ êàíàëàõ ìèêðîñêîïà, íî è â
ðåçóëüòàòå èçâëåêàòü êîëè÷åñòâåííóþ èíôîðìàöèþ îá ýê-
ñïðåññèè ãåíîâ â âèäå òåêñòîâûõ òàáëèö. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ

êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ îá àêòèâíîñòè ãåíîâ â êàæäîì
ÿäðå ýìáðèîíà äðîçîôèëû íåîáõîäèìî ðåøèòü ñëåäóþ-
ùèå çàäà÷è: 1) ïðèâåñòè ýêñïåðèìåíòàëüíûå èçîáðàæåíèÿ
â ñòàíäàðòíóþ îðèåíòàöèþ (ñì. ïðåäûäóùèé ðàçäåë);
2) âûäåëèòü îáëàñòü, çàíèìàåìóþ îáúåêòîì íà èçîáðàæå-
íèè, è îòñå÷ü ïóñòûå îáëàñòè ïî êðàÿì; 3) ïîñòðîèòü
«ÿäåðíóþ ìàñêó», ò. å. áèíàðíîå èçîáðàæåíèå, â êîòîðîì
«âêëþ÷åíû» òîëüêî ïèêñåëè, ñîîòâåòñòâóþùèå ÿäðàì â
ýìáðèîíå; 4) âû÷èñëèòü êîîðäèíàòû öåíòðîèäîâ ÿäåð è
ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè â êàæäîì ÿäðå
äëÿ êàæäîãî êàíàëà ìèêðîñêîïà, ò. å. äëÿ êàæäîãî ñêàíè-
ðîâàííîãî áåëêà (Kosman et al., 1997; Janssens et al., 2005).
Á*îëüøàÿ ÷àñòü èç ïðèâåäåííûõ íèæå îïåðàöèé ÿâëÿåòñÿ
ñòàíäàðòíîé è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ îáðàáîòêè
èçîáðàæåíèé äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ.

Ï ð è â å ä å í è å è ç î á ð à æ å í è é ê ñ ò à í ä à ð ò í î é
î ð è å í ò à ö è è. Âíà÷àëå äëÿ êàæäîãî èç òðåõ ãåííûõ ïðî-
äóêòîâ, ðåãèñòðèðóåìûõ ó îäíîãî ýìáðèîíà, ñòðîèòñÿ
îäíî èçîáðàæåíèå íà îñíîâå óñðåäíåíèÿ äâóõ îïòè÷åñêèõ
ñðåçîâ (ðèñ. 3). Ýòî äåëàåòñÿ äëÿ òîãî, ÷òîáû îáåñïå÷èòü
âûñîêèé óðîâåíü ñèãíàëà â ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîì ÷èñ-
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Ðèñ. 3. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà è ïðèâåäåíèå êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé ýìáðèîíîâ äðîçîôèëû ê ñòàíäàðòíîé îðèåíòàöèè.

à0, à1, á0, á1, â0, â1 — îòäåëüíûå îïòè÷åñêèå z-ñðåçû äëÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ à—â; à2—â2 — èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå óñðåäíåíèåì äâóõ ñðåçîâ
äëÿ êàæäîãî ãåíà; ã0, ã1 — îòäåëüíûå z-ñðåçû äëÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ÿäåðíîãî ìàðêåðà (ãèñòîíà); ã2 — èçîáðàæåíèå ïèêñåëüíîãî ìàêñèìóìà äëÿ ýòèõ

ñðåçîâ.



ëå ÿäåð, âêëþ÷àÿ ÿäðà, ðàñïîëîæåííûå íà êðàÿõ ýìáðèî-
íà. Äëÿ èçîáðàæåíèé, ïðîêðàøåííûõ íà ãèñòîíîâûå áåë-
êè, èñïîëüçóåìûå â êà÷åñòâå ÿäåðíûõ ìàðêåðîâ, íà îñíîâå
ýòèõ äâóõ ñðåçîâ ñòðîèòñÿ ïèêñåëüíûé ìàêñèìóì (ðèñ. 3),
è ïîäîáíîå óñèëåíèå ñèãíàëà íà ïîñëåäóþùèõ ýòàïàõ îá-
ðàáîòêè ñïîñîáñòâóåò ëó÷øåìó êà÷åñòâó ïîñòðîåíèÿ
ÿäåðíîé ìàñêè (ðèñ. 5, 6).

Ñ öåëüþ âû÷èñëåíèÿ óãëà ïîâîðîòà ýìáðèîíà äëÿ
ïðèâåäåíèÿ åãî â ñòàíäàðòíóþ îðèåíòàöèþ (ñì. âûøå), à
òàêæå äëÿ óäàëåíèÿ íåíóëåâûõ ïèêñåëåé, íàõîäÿùèõñÿ
âíå òåððèòîðèè ýìáðèîíà, òðåáóåòñÿ ïîñòðîåíèå ïåðâè÷-
íîé (ãðóáîé) ìàñêè âñåãî ýìáðèîíà. Äëÿ ýòîãî ñîçäàåòñÿ
ïèêñåëüíûé ìàêñèìóì èç ÷åòûðåõ èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åí-
íûõ â ðàçíûõ êàíàëàõ ìèêðîñêîïà. Äàëåå ê ýòîìó èçîáðà-
æåíèþ ïðèìåíÿþò ïîðîãîâûé è ìåäèàííûé ôèëüòðû, à
òàêæå íåñêîëüêî öèêëîâ ýðîçèè è äèëàòàöèè (Gonzales,
Woods, 2002; Ãîíñàëåñ, Âóäñ, 2005) (ðèñ. 3). Ìàñêà âñåãî
ýìáðèîíà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áèíàðíîå èçîáðàæåíèå, ó
êîòîðîãî òîëüêî ïèêñåëè, íàõîäÿùèåñÿ â îáëàñòè, çàíèìà-
åìîé ýìáðèîíîì, èìåþò çíà÷åíèå 1. Óãîë ïîâîðîòà ýìá-
ðèîíà âû÷èñëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ èíâàðèàíòîâ ìîìåíòîâ ìà-
ñêè (Hu, 1962). Ìàñêà âñåãî ýìáðèîíà è èçîáðàæåíèÿ êàð-
òèí ýêñïðåññèè ãåíîâ â ÷åòûðåõ êàíàëàõ ïîâîðà÷èâàåòñÿ
íà ýòîò óãîë, à íåèíôîðìàòèâíûå îáëàñòè ïî êðàÿì îòáðà-
ñûâàþòñÿ (ðèñ. 3). Â ðåçóëüòàòå èçîáðàæåíèÿ êàðòèí ýêñï-
ðåññèè îêàçûâàþòñÿ îáðåçàííûìè ïî ðàçìåðàì ìàñêè
(Kosman et al., 1997; Janssens et al., 2005).

Ï î ñ ò ð î å í è å ã ë à ä ê î é ì à ñ ê è. Çàâåðøàþùèì
ïîäãîòîâèòåëüíûì ýòàïîì ïåðåä ñåãìåíòàöèåé èçîáðàæå-
íèé ÿâëÿåòñÿ ñîçäàíèå ãëàäêîé ìàñêè âñåãî ýìáðèîíà, êî-
òîðàÿ â òî÷íîñòè ïîâòîðÿåò ôîðìó ýìáðèîíà (ðèñ. 4). Ýòà
ïðîöåäóðà îñóùåñòâëÿåòñÿ ïîñëå ïîâîðîòà è îáðåçàíèÿ

èçîáðàæåíèé, òàê êàê ñòðóêòóðíûå ýëåìåíòû (Gonzales,
Woods, 2002), èñïîëüçóåìûå ïðè ýòîì, ÷óâñòâèòåëüíû ê
îðèåíòàöèè èçîáðàæåíèé. Âíà÷àëå ñòðîèòñÿ íîâîå èçîá-
ðàæåíèå ïèêñåëüíîãî ìàêñèìóìà íà îñíîâå ïðåäâàðèòåëü-
íî ïîâåðíóòûõ è îáðåçàííûõ èçîáðàæåíèé. Çàòåì ê ïîëó-
÷åííîìó èçîáðàæåíèþ ïðèìåíÿþòñÿ âûðàâíèâàíèå ãèñ-
òîãðàììû äëÿ ìàêñèìàëüíîãî óñèëåíèÿ êîíòðàñòà, à
òàêæå ìåäèàííûé ôèëüòð, îñóùåñòâëÿþùèé ñãëàæèâàíèå
è óìåíüøåíèå øóìà. Â êîíå÷íîì èòîãå ñ ïîìîùüþ ïîðî-
ãîâîãî ôèëüòðà ïîëó÷àåòñÿ áèíàðíîå èçîáðàæåíèå, è ê
íåìó ïðèìåíÿåòñÿ òðàíñôîðìàöèÿ ýâêëèäîâà ðàññòîÿíèÿ.
Ýòà ïðîöåäóðà ñîçäàåò èçîáðàæåíèå â ãðàäàöèè ñåðîãî,
ãäå êàæäûé ïèêñåëü ìàñêè èìååò çíà÷åíèå, ñîîòâåòñòâóþ-
ùåå åãî ýâêëèäîâó ðàññòîÿíèþ îò ãðàíèöû. Ïðè ïîñëåäó-
þùåì ïðèìåíåíèè ìåäèàííûõ è ïîðîãîâîãî ôèëüòðîâ ýòî
ïðèâîäèò ê ñîçäàíèþ ìàñêè ñ î÷åðòàíèÿìè, áîëåå ñîîò-
âåòñòâóþùèìè íàòóðàëüíûì êîíòóðàì ýìáðèîíà. Ñ ïî-
ìîùüþ àëãîðèòìà Øåíà—Êàñòàíà (Shen, Castan, 1986)
âûäåëÿåòñÿ êðàé ïîëó÷åííîé ìàñêè, èç êîòîðîãî ïîñëå çà-
ïîëíåíèÿ è ýðîçèè ïîëó÷àåòñÿ íîâàÿ ãëàäêàÿ ìàñêà âñåãî
ýìáðèîíà (ðèñ. 4). Â êîíå÷íîì èòîãå èçîáðàæåíèÿ, ïîëó-
÷åííûå âî âñåõ êàíàëàõ ìèêðîñêîïà, îáðåçàþò ïî ðàçìåðó
íîâîé ãëàäêîé ìàñêè (Janssens et al., 2005).

Ñ å ã ì å í ò à ö è ÿ è ç î á ð à æ å í è é è ï î ë ó ÷ å í è å
ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û õ ä à í í û õ. Äëÿ èçâëå÷åíèÿ èíôîðìà-
öèè îá ýêñïðåññèè ãåíîâ â êàæäîì ÿäðå ýìáðèîíà ñòðîèò-
ñÿ òàê íàçûâàåìàÿ ÿäåðíàÿ ìàñêà íà îñíîâå èçîáðàæåíèÿ,
ïðîêðàøåííîãî íà ãèñòîíîâûå áåëêè, åñëè îíî èìååòñÿ
(ñì. âûøå), èëè æå íà îñíîâå ïèêñåëüíîãî ìàêñèìóìà ýêñ-
ïðåññèè òðåõ îñòàëüíûõ ãåíîâ (ðèñ. 5). Â äàííîì ñëó÷àå
äëÿ óñèëåíèÿ êîíòðàñòà è óòî÷íåíèÿ ãðàíèö ÿäåð ïðèìå-
íÿåòñÿ ëîêàëüíîå âûðàâíèâàíèå ãèñòîãðàììû (Gonzales,
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Ðèñ. 4. Ïîñòðîåíèå ãëàäêîé ìàñêè ýìáðèîíà.



Woods, 2002). Ãðàíóëèðîâàííûé øóì (speckle noise) óäà-
ëÿåòñÿ àëãîðèòìîì Êðèììèíñà (Crimmins, 1985), íåñ-
êîëüêî öèêëîâ ìåäèàííîé ôèëüòðàöèè ïðîèçâîäÿò äàëü-
íåéøåå óäàëåíèå øóìà èç èçîáðàæåíèÿ. Äàëåå, ïîñëå èí-
âåðòèðîâàíèÿ çíà÷åíèé âñåõ ïèêñåëåé, ê èçîáðàæåíèþ
ïðèìåíÿåòñÿ ïðåîáðàçîâàíèå âîäîðàçäåëà (watershed)
(Ãîíñàëåñ, Âóäñ, 2005). Îáëàñòü âîäîðàçäåëà îïðåäåëÿåò-
ñÿ êàê òåððèòîðèÿ, çàíÿòàÿ îäíèì ÿäðîì, îãðàíè÷åííàÿ
ëèíèåé øèðèíîé â 1 ïèêñåëü. Êàæäàÿ îáëàñòü âîäîðàçäå-
ëà õàðàêòåðèçóåòñÿ óíèêàëüíûì çíà÷åíèåì ãðàäàöèè ñå-
ðîãî öâåòà (Janssens et al., 2005). Â ðåçóëüòàòå ïðèìåíåíèÿ
ýðîçèè è ïîðîãîâîãî ôèëüòðà ýòî èçîáðàæåíèå ïðåîáðàçó-
åòñÿ â áèíàðíîå, ãäå ãðàíèöû âîäîðàçäåëà èìåþò çíà÷å-
íèå 0 (ðèñ. 5).

Ïîñëå óìíîæåíèÿ ýòîãî áèíàðíîãî èçîáðàæåíèÿ íà
èçîáðàæåíèå ïèêñåëüíîãî ìàêñèìóìà èëè èçîáðàæåíèå
ãèñòîíîâûõ áåëêîâ êàæäîå ÿäðî îòäåëÿåòñÿ îò ñîñåäíèõ
ÿäåð ãðàíèöåé èç íóëåâûõ ïèêñåëåé. Ýòà îïåðàöèÿ ïîçâî-
ëÿåò ðàçäåëèòü íåêîòîðûå ÿäðà, ñëèâøèåñÿ íà èçîáðàæå-
íèè ìåæäó ñîáîé. Â çàâåðøåíèå ýðîçèÿ ñ ïîñëåäóþùèì
ïðåîáðàçîâàíèåì ðàññòîÿíèÿ (Vincent, 1993) è ïîðîãîâûì
ôèëüòðîì ïîçâîëÿåò óäàëèòü èç ìàñêè ïîñòîðîííèå ïÿòíà,
íå ÿâëÿþùèåñÿ ÿäðàìè ýìáðèîíà. Ïîñëå îïåðàöèé âûäå-
ëåíèÿ ãðàíèö (edge detection) è çàïîëíåíèÿ ðåçóëüòèðóþ-
ùàÿ ìàñêà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áèíàðíîå èçîáðàæåíèå, â
êîòîðîì îáëàñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå ÿäðàì, èìåþò çíà÷å-
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Ðèñ. 5. Ïîëó÷åíèå êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ.

Ðèñ. 6. Êîíòðîëü êà÷åñòâà èçâëå÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ
èç èçîáðàæåíèé.

à — ôðàãìåíò èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííîãî ïðè íàëîæåíèè ÿäåðíîé ìàñêè
íà èçîáðàæåíèå, ïîëó÷åííîå â ãèñòîíîâîì êàíàëå; á, â — 2 êëàññà ïèêñå-
ëåé: ñîîòâåòñòâóþùèå ÿäðàì (á) è ñîîòâåòñòâóþùèå îáëàñòÿì âîäîðàç-

äåëà, íî íå ÿäðàì (â).



íèå 1. Êà÷åñòâî ïîñòðîåíèÿ ÿäåðíîé ìàñêè îáû÷íî êîíò-
ðîëèðóåòñÿ âèçóàëüíî ïóòåì åå íàëîæåíèÿ íà èçîáðàæå-
íèå, ïîëó÷åííîå ïðè ñêàíèðîâàíèè ãèñòîíîâ èëè íà ïèê-
ñåëüíûé ìàêñèìóì èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ â äðóãèõ
êàíàëàõ ìèêðîñêîïà (ðèñ. 6, à). Ïîìèìî ýòîãî, íàìè áûë
ðàçðàáîòàí ÷èñëåííûé ìåòîä êîíòðîëÿ êà÷åñòâà ÿäåðíîé
ìàñêè, îñíîâàííûé íà òîì, ÷òî ðàçáðîñ èíòåíñèâíîñòåé
äëÿ ïèêñåëåé âíóòðè ÿäðà äîëæåí áûòü ìåíüøå, ÷åì ìåæ-
äó ïèêñåëÿìè âíóòðè è âíå ÿäðà. Ìíîæåñòâî ïèêñåëåé
âíóòðè è âíå ÿäåð ðàññìàòðèâàþòñÿ êàê äâà êëàññà
(ðèñ. 6, á, â).

Ïîëó÷åííàÿ áèíàðíàÿ ìàñêà èñïîëüçóåòñÿ äëÿ èçâëå-
÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ îá ýêñïðåññèè ãåíîâ. Êî-
îðäèíàòû öåíòðîèäà êàæäîãî ÿäðà âû÷èñëÿþòñÿ ñ ïîìî-
ùüþ èíâàðèàíòîâ ìîìåíòîâ (Hu, 1962). Íàëîæåíèå ìàñêè
íà èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷åííûå â êàæäîì êàíàëå ìèêðîñêî-
ïà, ïîçâîëÿåò âû÷èñëèòü ñðåäíþþ êîíöåíòðàöèþ ïðîäóê-
òîâ âñåõ ñêàíèðîâàííûõ ãåíîâ â êàæäîì ÿäðå (Janssens et
al., 2005). Êîíå÷íûé ðåçóëüòàò ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé òàáëè-
öó, ñîäåðæàùóþ êîîðäèíàòû X è Y êàæäîãî ÿäðà â ïðî-
öåíòàõ ñîîòâåòñòâåííî îò äëèíû è øèðèíû ýìáðèîíà, à

òàêæå óñðåäíåííóþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (îòíî-
ñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè) äëÿ êàæäîãî èç ñêàíèðî-
âàííûõ ó äàííîãî ýìáðèîíà ãåíîâ (ðèñ. 5). Ðàçðàáîòàííàÿ
ïðîöåäóðà èçâëå÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííîé èíôîðìàöèè èç
áèîëîãè÷åñêèõ èçîáðàæåíèé ðåàëèçîâàíà â ïàêåòå Pro-
Stack (Processing of Stacks), ïîçâîëÿþùåì îñóùåñòâëÿòü
âèçóàëüíîå ïîñòðîåíèå ñëîæíûõ ïðîöåäóð îáðàáîòêè
äàííûõ è èçîáðàæåíèé (Matveeva et al., 2006).

2. Óäàëåíèå ôîíîâîãî ñèãíàëà. Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî
íàðÿäó ñî ñïåöèôè÷åñêèì îêðàøèâàíèåì ìåòîäû èììó-
íîôëóîðåñöåíòíîãî ìàðêèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ îáðàç-
öîâ in situ ïðèâîäÿò ê ïîÿâëåíèþ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñèã-
íàëà, íàçûâàåìîì ôîíîì. Âîçíèêíîâåíèå ýòîãî ñèãíàëà
âûçâàíî ìíîãèìè ôàêòîðàìè, èç êîòîðûõ âàæíàÿ ðîëü
ïðèíàäëåæèò ïåðâûì è âòîðûì àíòèòåëàì (ðèñ. 7). Ãðó-
áîå óäàëåíèå íåñïåöèôè÷åñêîãî ôîíà ìîæåò ïðîèçâîäè-
òüñÿ âðó÷íóþ íåïîñðåäñòâåííî íà êîíôîêàëüíîì ìèêðî-
ñêîïå äëÿ êàæäîãî êîíêðåòíîãî èçîáðàæåíèÿ ïóòåì óñòà-
íîâêè çíà÷åíèÿ «offset». Îäíàêî íà ïðàêòèêå ýòî âåñüìà
çàòðóäíèòåëüíî, âî-ïåðâûõ, èç-çà íåîáõîäèìîñòè íàñòðà-
èâàòü ðåæèì ñêàíèðîâàíèÿ äëÿ êàæäîãî îòäåëüíîãî èçîá-
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Ðèñ. 7. Äâå êàðòèíû (à, á) ýêñïðåññèè ãåíà eve, ìå÷åííûå îäèíàêîâûìè ïåðâûìè êðîëè÷üèìè àíòèòåëàìè è ðàçíûìè ñïåöèôè÷íû-
ìè ê áåëêàì êðîëèêà âòîðûìè àíòèòåëàìè, ñîïðÿæåííûìè ñ Cy5 (áåëûé) èëè Texas Red (÷åðíûé).

à — ïðåäñòàâëåíû îäíîìåðíûå êàðòèíû, ïîëó÷åííûå ïóòåì âûðåçàíèÿ 10%-íîé ïîëîñû èç öåíòðàëüíîé ÷àñòè ýìáðèîíîâ âäîëü îñè À-Ï; á — òå æå
êàðòèíû ýêñïðåññèè ïîñëå óäàëåíèÿ ôîíà.



ðàæåíèÿ è, âî-âòîðûõ, èç-çà òîãî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôî-
íîâîãî ñèãíàëà ìîæåò ðàñïðåäåëÿòüñÿ íåðàâíîìåðíî
âíóòðè áèîëîãè÷åñêîãî îáúåêòà.

Íàìè áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä óäàëåíèÿ íåñïåöèôè÷å-
ñêîãî ñèãíàëà (Myasnikova et al., 2005), êîòîðûé ìîæåò
ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ èçîáðàæåíèé, ïîëó÷àåìûõ äëÿ ðàçíûõ
îáúåêòîâ ïðè ôèêñèðîâàííûõ íàñòðîéêàõ êîíôîêàëüíîãî
ìèêðîñêîïà (ñì. âûøå). Î÷åâèäíî, ÷òî äàæå íåçíà÷èòåëü-
íûé óðîâåíü ôîíà èñêàçèò ÷èñëåííîå çíà÷åíèå óðîâíÿ ýê-
ñïðåññèè ãåíà. Áîëåå òîãî, óðîâåíü ôîíà âàðüèðóåò îò ýì-
áðèîíà ê ýìáðèîíó è îò ýêñïåðèìåíòà ê ýêñïåðèìåíòó,
÷òî íå ïîçâîëÿåò ïðîâåñòè ñðàâíåíèå äàííûõ, ïîëó÷åí-
íûõ â ðàçíûõ ýêñïåðèìåíòàõ. Ïîìèìî ýòîãî, óðîâåíü íå-
ñïåöèôè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ âàðüèðóåò äàæå ñðåäè êàð-
òèí ýêñïðåññèè îäíîãî ãåíà, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ðàçíûõ âòîðûõ àíòèòåë, ñîïðÿæåííûõ ñ ðàçíûìè
ôëóîðîôîðàìè (ðèñ. 7).

Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä óäàëåíèÿ ôîíîâîãî ñèãíàëà
îñíîâàí íà íàáëþäåíèè, ÷òî óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè â
íóëü-ìóòàíòàõ, îêðàøåííûõ íà ïðîäóêò ìóòàíòíîãî ãåíà,
õîðîøî àïïðîêñèìèðóåòñÿ äâóõìåðíûì ïàðàáîëîèäîì
èëè, â áîëåå îáùåì ñëó÷àå, âûïóêëîé ïîâåðõíîñòüþ âòî-
ðîãî ïîðÿäêà (ðèñ. 8). Ýòîò ïàðàáîëîèä î÷åíü áëèçîê ê
ñèììåòðè÷íîìó ïî îñÿì X (À-Ï) è Y (Ä-Â). Ïàðàáîëè÷å-
ñêîå ðàñïðåäåëåíèå óðîâíÿ ôîíà îáúÿñíÿåòñÿ, ïî âñåé âè-
äèìîñòè, ñâîéñòâàìè êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà, ÷òî
ñëåäóåò èç ýêñïåðèìåíòîâ ïî èçìåíåíèþ óñòàíîâîê ìèê-
ðîñêîïà. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî óâåëè÷åíèå çíà÷åíèÿ «off-
set» ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ óðîâíÿ ôîíîâîãî ñèãíàëà â
èçîáðàæåíèè, â òî âðåìÿ êàê óìåíüøåíèå — ê ïîÿâëåíèþ
ïàðàáîëè÷åñêîãî ôîíà ñ âîçðàñòàþùåé êðèâèçíîé. Îñíîâ-
íàÿ èäåÿ ìåòîäà óäàëåíèÿ ôîíà ñîñòîèò â îïðåäåëåíèè íå-
ýêñïðåññèðóþùèõ îáëàñòåé ýìáðèîíà, êîòîðûå çàòåì èñ-
ïîëüçóþòñÿ äëÿ àïïðîêñèìàöèè ôîíîâîãî ñèãíàëà, ñ òåì
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Ðèñ. 8. Êàðòèíà ýêñïðåññèè eve ó ýìáðèîíà, ãîìîçèãîòíîãî ïî Df(3R)eve1.27, ó êîòîðîãî íå ýêñïðåññèðóåòñÿ áåëîê Eve.

à — äâóõìåðíûé ïàòòåðí, â êîòîðîì èíäèâèäóàëüíûå ÿäðà èçîáðàæåíû â âèäå ñåðûõ êðóæêîâ, à ÷åðíûå îòðåçêè, ñîåäèíÿþùèå ÿäðà ñ ïëîñêîñòüþ XY,
õàðàêòåðèçóþò óðîâåíü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) â ÿäðàõ; á, â — ýêñïðåññèÿ â 10%-íûõ ïîëîñàõ, âûðåçàííûõ èç öåíòðàëüíîé ÷àñòè äâóõ-
ìåðíîé êàðòèíû ýêñïðåññèè ïî îñÿì À-Ï (àíòåðèîðíî-ïîñòåðèîðíîé) è Ä-Â (äîðñàëüíî-âåíòðàëüíîé); íà äâóõìåðíîì ïàòòåðíå ýòè ïîëîñû ïîêàçàíû

øòðèõîâîé ëèíèåé; ñåðûå òî÷êè — îäíîìåðíàÿ êàðòèíà ýêñïðåññèè, ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — ïðîåêöèÿ àïïðîêñèìèðóþùåãî ïàðàáîëîèäà.



÷òîáû çàòåì óäàëèòü åãî ìàñøòàáèðîâàíèåì êàðòèíû ýêñ-
ïðåññèè. Ýòà ïðîöåäóðà âûïîëíÿåòñÿ çà íåñêîëüêî ýòàïîâ.

Î ï ð å ä å ë å í è å í å ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ð ó þ ù è õ î á ë à ñ-
ò å é. Íåýêñïðåññèðóþùèìè îáëàñòÿìè ñ÷èòàþòñÿ ó÷àñò-
êè, â êîòîðûõ äàííûé ãåí íå ýêñïðåññèðóåòñÿ â áîëüøèí-
ñòâå ÿäåð. Äëÿ êàæäîãî ãåíà ýòè ó÷àñòêè ïåðâîíà÷àëüíî
îïðåäåëÿþòñÿ íà îñíîâå òùàòåëüíîãî âèçóàëüíîãî èçó÷å-
íèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ó âñåõ ýìáðèîíîâ. Íåýêñïðåññèðó-
þùèå îáëàñòè, èäåíòèôèöèðîâàííûå ïðè òàêîì àíàëèçå,
çàòåì óòî÷íÿþòñÿ íà äâóõìåðíîé êàðòèíå ýêñïðåññèè ó
êàæäîãî ýìáðèîíà (ðèñ. 9).

Ïîñêîëüêó ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ÿâëÿåòñÿ â
îñíîâíîì ôóíêöèåé ïîçèöèè îòíîñèòåëüíî îñè À-Ï ýìá-
ðèîíà (ñì. âûøå), îíà äîñòàòî÷íî ïîëíî ìîæåò áûòü
ïðåäñòàâëåíà â âèäå îäíîìåðíîãî ñèãíàëà. Ñëåäîâàòåëü-
íî, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ äîñòàòî÷íî çàäàòü ãðàíèöû íå-
ýêñïðåññèðóþùèõ îáëàñòåé òîëüêî âäîëü îñè X. Íàïðè-
ìåð, ó ãåíà eve ýòè îáëàñòè ëåæàò â ïðåäåëàõ 0—25 è
90—100 % äëèíû ýìáðèîíà (ðèñ. 9). Òåì íå ìåíåå â äâóõ-
ìåðíîì ïðåäñòàâëåíèè èìååòñÿ íåêîòîðîå èñêðèâëåíèå
ïîëîñ ýêñïðåññèè âäîëü îñè Y. Â ýìáðèîíàõ èç íàøåãî íà-
áîðà äàííûõ òàêîå èñêðèâëåíèå óñèëèâàåòñÿ åùå áîëüøå
ìåõàíè÷åñêîé äåôîðìàöèåé, âûçâàííîé äàâëåíèåì ïî-
êðîâíîãî ñòåêëà. Òàêèì îáðàçîì, äëÿ îïðåäåëåíèÿ äâóõ-
ìåðíûõ íåýêñïðåññèðóþùèõ îáëàñòåé íåîáõîäèìî ïðåä-
âàðèòåëüíî âûïðÿìèòü èñêðèâëåííûå ïîëîñû ýêñïðåññèè
(Myasnikova et al., 2005).

À ï ï ð î ê ñ è ì à ö è ÿ è ó ä à ë å í è å ô î í à. Ôîíîâûé
ñèãíàë àïïðîêñèìèðóåòñÿ êâàäðàòè÷íûì ïàðàáîëîèäîì
ïî îïîðíûì òî÷êàì, âûäåëåííûì èç íåýêñïðåññèðóþùèõ
îáëàñòåé ýìáðèîíà (ðèñ. 9). Àïïðîêñèìèðóþùèé ïàðàáî-
ëîèä ñòðîèòñÿ ïðè ïîìîùè èòåðàòèâíîé îïòèìèçàöèîí-
íîé ïðîöåäóðû. Îêîí÷àòåëüíî ôîí óäàëÿåòñÿ èç âñåãî ýì-
áðèîíà ëèíåéíûì îòîáðàæåíèåì èíòåíñèâíîñòè, êîòîðîå
ïðåîáðàçóåò çíà÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè, ðàâíûå èëè ìåíü-
øå óðîâíÿ ôîíà â íîëü, à ìàêñèìàëüíî âîçìîæíóþ ôëóî-
ðåñöåíöèþ (255 åä.) — ñàìó â ñåáÿ (Myasnikova et al.,
2005). Ïðèìåðû íîðìàëèçàöèè ïàòòåðíîâ ðàçíûõ ãåíîâ
ñåãìåíòàöèè ó ýìáðèîíîâ ðàçíîãî âîçðàñòà ïðèâîäÿòñÿ íà
ðèñ. 10.

Î ö å í ê à ò î ÷ í î ñ ò è ì å ò î ä à ó ä à ë å í è ÿ ô î í à.
Ìåòîä óäàëåíèÿ ôîíîâîãî ñèãíàëà áûë òùàòåëüíî òåñòè-
ðîâàí íà ýìáðèîíàõ, ãîìîçèãîòíûõ ïî íóëü-ìóòàöèè ãå-
íîâ bcd, eve, gt, kni è Kr è îêðàøåííûõ äëÿ âûÿâëåíèÿ
ïðîäóêòà ìóòàíòíîãî ãåíà. Êàðòèíû ýêñïðåññèè ó òàêèõ
ìóòàíòîâ ïîñëå óäàëåíèÿ ôîíà òðàíñôîðìèðóþòñÿ â íóëå-
âîé óðîâåíü ýêñïðåññèè âî âñåì ýìáðèîíå (ðèñ. 8). Âèçóà-
ëüíàÿ îöåíêà êàðòèí ýêñïðåññèè ïîêàçûâàåò, ÷òî ìåòîä
óäàëåíèÿ ôîíà äàåò õîðîøèå ðåçóëüòàòû äëÿ ýìáðèîíîâ,
îòíîñÿùèõñÿ ê öèêëó 14À. Òèïè÷íûå ðåçóëüòàòû óäàëå-
íèÿ ôîíà èç êàðòèí ýêñïðåññèè bcd, hb, Kr, eve è run íà
ýòîé ñòàäèè ïðèâåäåíû íà ðèñ. 10. Äëÿ êàðòèí ýêñïðåññèè
ãåíîâ gap è pair-rule íà áîëåå ðàííèõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ
(öèêëû 10—12) ìåòîä ðàáîòàåò íåñêîëüêî õóæå èç-çà íèç-
êîé èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà è îòñóòñòâèÿ ÷åòêèõ ãðàíèö
îáëàñòåé ýêñïðåññèè (Myasnikova et al., 2005).

3. Ðåãèñòðàöèÿ êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ. Êîíôîêàëü-
íûé ìèêðîñêîï ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü îäíîâðåìåííî êàðòè-
íû ýêñïðåññèè ëèøü íåñêîëüêèõ ãåíîâ. Îäíàêî â êîíå÷-
íîì èòîãå èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ïðîñòðàíñòâåííî-âðå-
ìåíí *àÿ äèíàìèêà ýêñïðåññèè âñåõ ãåíîâ èññëåäóåìîé
ãåííîé ñåòè. Â ñèëó èíäèâèäóàëüíîé âàðèàáåëüíîñòè ðàç-
ìåðîâ ýìáðèîíîâ èíôîðìàöèþ îá îòíîñèòåëüíîì ðàñïî-
ëîæåíèè êàðòèí ýêñïðåññèè ðàçíûõ ãåíîâ â ïðîñòðàíñòâå
íåâîçìîæíî ïîëó÷èòü ïðîñòûì ñîâìåùåíèåì êàðòèí ýêñ-

ïðåññèè ó èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíîâ, îêðàøåííûõ àíòè-
òåëàìè ê ðàçíûì áåëêàì. ×òîáû ðåøèòü ýòó çàäà÷ó,
äàííûå, ïîëó÷åííûå â èíäèâèäóàëüíûõ ýìáðèîíàõ, äîë-
æíû áûòü ïðèâåäåíû ê îáùåé ñèñòåìå êîîðäèíàò ñ ïîìî-
ùüþ ïðîöåäóðû ðåãèñòðàöèè. Â äàííûõ ðàáîòàõ (Ìÿñíè-
êîâà è äð., 2001; Myasnikova et al., 2001; Kozlov et al.,
2002) íàìè áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä ðåãèñòðàöèè, îñíîâàí-
íûé íà âûäåëåíèè êîíòðîëüíûõ òî÷åê â èçîáðàæåíèè
(Brown, 1992) è íà ïðåîáðàçîâàíèè êîîðäèíàò äëÿ ìàêñè-
ìàëüíî ïîëíîãî ñîâìåùåíèÿ ýòèõ òî÷åê â ðàçíûõ èçîáðà-
æåíèÿõ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ òî÷åê îáû÷íî èñïîëüçó-
þò êàêèå-ëèáî õàðàêòåðíûå ïðèçíàêè èçîáðàæåíèé. Â îïè-
ñûâàåìîì íàáîðå äàííûõ âñå ýìáðèîíû áûëè ñêàíèðîâàíû
äëÿ âûÿâëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà eve, è êàðòèíà ýêñïðåññèè
ýòîãî ãåíà âûñîêîäèíàìè÷íà âî âðåìåíè. Ïîýòîìó â êà÷å-
ñòâå êîíòðîëüíûõ òî÷åê èñïîëüçîâàëè õàðàêòåðíûå ïðè-
çíàêè ýòîãî ïàòòåðíà — ýêñòðåìóìû îäíîìåðíîé êàðòèíû
ýêñïðåññèè, ïîëó÷åííîé ïóòåì ýêñòðàêöèè äàííûõ èç öåíò-
ðàëüíîé 10%-íîé ïîëîñû ýìáðèîíà (ðèñ. 2). Ïîñëå âûäåëå-
íèÿ êîíòðîëüíûõ òî÷åê äëÿ êàæäîãî èçîáðàæåíèÿ íàõîäè-
ëè òàêîå ïðåîáðàçîâàíèå êîîðäèíàò, êîòîðîå ìèíèìèçèðî-
âàëî ðàññòîÿíèå ìåæäó ñîîòâåòñòâóþùèìè òî÷êàìè â
ðàçíûõ èçîáðàæåíèÿõ, à çàòåì òðàíñôîðìàöèè êîîðäèíàò
ïîäâåðãàëè âñå ðåãèñòðèðóåìûå èçîáðàæåíèÿ.

Â û á î ð ê î í ò ð î ë ü í û õ ò î ÷ å ê ä ë ÿ ð å ã è ñ ò ð à-
ö è è. 1. Àïïðîêñèìàöèÿ ñïëàéíàìè. Íà ãðàôèêå, ïðåäñòàâ-
ëÿþùåì ñîáîé îäíîìåðíóþ ýêñïðåññèþ ãåíà, ïîëîñû è
ìåæïîëîñíûå ïðîñòðàíñòâà èìåþò âèä ñîîòâåòñòâåííî
ïèêîâ è âïàäèí (ðèñ. 1, öåíòðàëüíûé ðÿä). Íàèáîëåå åñòå-
ñòâåííûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå êîíò-
ðîëüíûõ òî÷åê äëÿ ïîñëåäóþùåé ðåãèñòðàöèè X-êîîðäè-
íàòû ýêñòðåìóìîâ íà êðèâîé, îäíàêî îïðåäåëèòü ïîëîæå-
íèå ýêñòðåìóìîâ íåïîñðåäñòâåííî ïî èñõîäíûì äàííûì
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Ðèñ. 9. Âûäåëåíèå íåýêñïðåññèðóþùèõ îáëàñòåé.

à — êîíôîêàëüíîå èçîáðàæåíèå ýìáðèîíà íà ñòàäèè ïîçäíåé áëàñòîäåð-
ìû, ìå÷åííîãî íà ýêñïðåññèþ ãåíà eve; äëÿ íàãëÿäíîñòè èçîáðàæåíèå èí-
âåðòèðîâàíî, áåëûå ïèêñåëè ñîîòâåòñòâóþò îòñóòñòâèþ ñèãíàëà, ÷åð-
íûå — ìàêñèìàëüíîìó óðîâíþ ñèãíàëà. á — êàðòèíà ýêñïðåññèè äëÿ ýì-
áðèîíà, èçîáðàæåííîãî íà ðèñ. 9, à, ðåêîíñòðóèðîâàííàÿ èç êîëè-
÷åñòâåííûõ äàííûõ; èíäèâèäóàëüíûå ÿäðà èçîáðàæåíû êðóæêàìè, ãðà-
äàöèè ñåðîãî ïðîïîðöèîíàëüíû èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â ÿäðàõ;

I1 è I2 — íåýêñïðåññèðóþùèå îáëàñòè.
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Ðèñ. 10. Óäàëåíèå ôîíà èç èíäèâèäóàëüíûõ êàðòèí ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ.

Çà èñêëþ÷åíèåì ñëó÷àåâ, êîãäà öèêë äåëåíèÿ ÿäåð óêàçàí, âñå îñòàëüíûå êàðòèíû ýêñïðåññèè ïîëó÷åíû â ýìáðèîíàõ, ïðèíàäëåæàùèõ öèêëó 14À. Íå-
íîðìàëèçîâàííûå êàðòèíû ýêñïðåññèè èçîáðàæåíû áåëûìè êðóæêàìè, êàðòèíû ýêñïðåññèè ïîñëå óäàëåíèÿ ôîíîâîãî ñèãíàëà — ÷åðíûìè êðóæêàìè;

ïàðàáîëîèä, àïïðîêñèìèðóþùèé ôîí, èçîáðàæåí ñïëîøíîé ëèíèåé.



òðóäíî ââèäó íàëè÷èÿ çíà÷èòåëüíîãî øóìà. ×òîáû ïðåî-
äîëåòü ýòó òðóäíîñòü è ëîêàëèçîâàòü ýêñòðåìóìû, áûë
ïðèìåíåí ìåòîä àïïðîêñèìàöèè êàðòèí ýêñïðåññèè êâàä-
ðàòè÷íûìè ñïëàéíàìè (Ìÿñíèêîâà è äð., 2001; Myasniko-
va et al., 2001). Ýòîò ìåòîä îáåñïå÷èâàåò íåïðåðûâíóþ àï-
ïðîêñèìàöèþ èñõîäíîé êðèâîé è õàðàêòåðèçóåò êàæäûé
ïàòòåðí êîíå÷íûì ìíîæåñòâîì ïàðàìåòðîâ. Ïðîñòåéøàÿ
àïïðîêñèìàöèÿ äîñòèãàåòñÿ êâàäðàòè÷íûì ñïëàéíîì ñ íå-
ôèêñèðîâàííûìè óçëàìè, äëÿ êîòîðîãî âûïîëíÿåòñÿ òðå-
áîâàíèå íåïðåðûâíîñòè ïåðâîé ïðîèçâîäíîé â óçëîâûõ
òî÷êàõ. Ñèñòåìà óçëîâ âûáèðàåòñÿ êàê ìíîæåñòâî ðàçëè÷-

íûõ òî÷åê íà îñè X, îãðàíè÷èâàþùèõ îáëàñòü êàæäîãî
ïèêà. Ïîëîæåíèå óçëà îïðåäåëÿåòñÿ êàê ïåðåõîäíàÿ òî÷êà
ìåæäó ïèêîì è ñîñåäíåé âïàäèíîé. Â ðåçóëüòàòå àïïðîê-
ñèìàöèè êàæäàÿ êðèâàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ìíîæåñòâîì óç-
ëîâ è ïàðàìåòðîâ ñïëàéíà. Ïî ýòèì ïàðàìåòðàì âû÷èñëÿ-
åòñÿ X-êîîðäèíàòà êàæäîãî ýêñòðåìóìà. Íà ïðèìåðå, ïðåä-
ñòàâëåííîì íà ðèñ. 11, ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ïîñëå
àïïðîêñèìàöèè ïîëîæåíèå ïèêîâ íà êðèâîé ìîæíî îïðå-
äåëèòü ñ õîðîøåé òî÷íîñòüþ (Myasnikova et al., 2001).

2. Áûñòðîå èçáûòî÷íîå äâîè÷íîå âåéâëåò-ïðåîáðàçî-
âàíèå (Fast Redundant Dyadic Wavelet transform — FRDWT).
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Ðèñ. 11. Àïïðîêñèìàöèÿ ñïëàéíàìè.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ êðèâàÿ êîíöåíòðàöèé áåëêà Eve (òî÷êè) è åå àïïðîêñèìàöèÿ ñïëàéíàìè (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ); X-êîîðäèíàòû ýêñòðåìóìîâ ñïëàéíà
ïðèíèìàþòñÿ çà êîîðäèíàòû ýêñòðåìóìîâ ñèãíàëà.



Âòîðîé ñïîñîá âûäåëåíèÿ êîíòðîëüíûõ òî÷åê îñíîâàí íà
èòåðàòèâíîì ïðèìåíåíèè âåéâëåòíîãî ïðåîáðàçîâàíèÿ
(Kozlov et al., 2000, 2002). Âåéâëåòíîå ïðåîáðàçîâàíèå
(Unser, 1996; Ìàëîçåìîâ è äð., 1998) ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü
ëîêàëüíóþ âûñîêî÷àñòîòíóþ è êðóïíîìàñøòàáíóþ èí-
ôîðìàöèþ îá îáúåêòå. Åãî ïðèìåíåíèå îáåñïå÷èâàåò âîç-
ìîæíîñòü îäíîâðåìåííîãî èññëåäîâàíèÿ äàííûõ â ôèçè-
÷åñêîì (âðåìÿ è êîîðäèíàòà) è ÷àñòîòíîì ïðîñòðàíñòâàõ.
Íàì íåîáõîäèìî âûáðàòü òèï è áàçèñ ïðåîáðàçîâàíèÿ òà-
êèì îáðàçîì, ÷òîáû âûäåëèòü èç ñèãíàëà èíôîðìàöèþ î
ïåðâîé ïðîèçâîäíîé èñõîäíîãî ñèãíàëà. Òàêóþ âîçìîæ-
íîñòü ïðåäîñòàâëÿåò FRDWT (Unser et al., 1994).

Îñíîâíûìè ñâîéñòâàìè FRDWT ÿâëÿþòñÿ õîðîøåå
ïîäàâëåíèå øóìà è òî÷íîå âûäåëåíèå ïðîñòðàíñòâåííî
ëîêàëèçîâàííûõ ïðèçíàêîâ. Ñèãíàë ðàñêëàäûâàåòñÿ íà
äâå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè — àïïðîêñèìèðóþùóþ (low
pass) è äåòàëèçèðóþùóþ (high pass) (ñîîòâåòñòâåííî êðè-
âûå 1 è 2 íà ðèñ. 12). Ââèäó èçáûòî÷íîñòè ïðåîáðàçîâà-
íèÿ ÷èñëî ýëåìåíòîâ êàæäîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñîâïà-
äàåò ñ ÷èñëîì íàáëþäåíèé â èñõîäíîé âûáîðêå, ÷òî ïî-
çâîëÿåò ñîõðàíèòü ïîëíóþ èíôîðìàöèþ î ëîêàëèçàöèè

ýêñòðåìóìîâ, ñîäåðæàùóþñÿ â èñõîäíîì ñèãíàëå. Íà
êàæäîì óðîâíå ðàçëîæåíèÿ èñõîäíûé ñèãíàë ñãëàæèâàåò-
ñÿ ïóòåì óäàëåíèÿ øóìà âïëîòü äî îïðåäåëåííîé ÷àñòîòû
è ïðåäñòàâëÿåòñÿ â âèäå àïïðîêñèìèðóþùåé ïîñëåäîâàòå-
ëüíîñòè. Äåòàëèçèðóþùàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ ñîäåðæèò èí-
ôîðìàöèþ î òåõ ïðèçíàêàõ èñõîäíîãî ñèãíàëà, êîòîðûå
îïðåäåëÿþòñÿ âûáîðîì ñîîòâåòñòâóþùåãî âåéâëåòíîãî
áàçèñà (Unser, 1996). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïîëîæåíèÿ ýêñòðå-
ìóìîâ, ò. å. íóëåé ïåðâîé ïðîèçâîäíîé, ïðèìåíÿåì áàçèñ-
íûå ôóíêöèè, êîòîðûå âêëþ÷àþò â ñåáÿ õàðàêòåðèñòèêè
ïåðâîé ïðîèçâîäíîé â äåòàëèçèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü. Ðàçëîæåíèå ïîâòîðÿåòñÿ èòåðàòèâíî, ïðè÷åì íà
êàæäîì ïîñëåäóþùåì ýòàïå âìåñòî èñõîäíîãî ñèãíàëà
ðàñêëàäûâàåòñÿ ñîîòâåòñòâóþùàÿ àïïðîêñèìèðóþùàÿ ñî-
ñòàâëÿþùàÿ (ðèñ. 12).

3. Ðåãèñòðàöèÿ èçîáðàæåíèé. Ðåãèñòðàöèÿ èçîáðà-
æåíèé ïðîèçâîäèòñÿ ïîñðåäñòâîì ìàñøòàáèðîâàíèÿ
äâóõìåðíûõ êàðòèí ýêñïðåññèè âäîëü îñè àáñöèññ ïî-
ñðåäñòâîì àôôèííîãî ïðåîáðàçîâàíèÿ, ìèíèìèçèðóþ-
ùåãî ñóììàðíîå ðàññòîÿíèå ìåæäó X-êîîðäèíàòàìè âñåõ
êîíòðîëüíûõ òî÷åê íà ðàçíûõ ïàòòåðíàõ è ñðåäíèì ïî-

364 Ñ. Þ. Ñóðêîâà, Å. Ì. Ìÿñíèêîâà è äð.

Ðèñ. 12. Ïðèìåð âåéâëåòíîãî èçîáðàæåíèÿ.

Êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíà eve âî âðåìåíí *ûõ êëàññàõ 3 (à—â) è 8 (ã—å); à, ã — èñõîäíûé ñèãíàë; á, ä — àïïðîêñèìèðóþùàÿ (1) è äåòàëèçèðóþùàÿ (2) ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè äëÿ ïåðâîãî (á) è âòîðîãî (ä) óðîâíåé ðàçëîæåíèÿ; â, å — òðåòèé óðîâåíü ðàçëîæåíèÿ ñèãíàëà, èñïîëüçóåìûé äëÿ èçâëå÷åíèÿ êîíò-

ðîëüíûõ òî÷åê.



ëîæåíèåì ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíòðîëüíûõ òî÷åê ïî
âñåì ðåãèñòðèðóåìûì èçîáðàæåíèÿì (Kozlov et al., 2002)
(ðèñ. 13). Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä áûë èñïîëüçîâàí äëÿ ðå-
ãèñòðàöèè êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó ýìáðè-
îíîâ, îòíîñÿùèõñÿ ê îäíîìó âðåìåíí *îìó êëàññó. Ïðè-
ìåð ðåçóëüòàòà ðåãèñòðàöèè êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíà eve
ó ÷åòûðåõ ýìáðèîíîâ, îòíåñåííûõ ê âðåìåíí *îìó êëàññó 8,
ïîêàçàí íà ðèñ. 13. Î÷åâèäíî, ÷òî ðåãèñòðàöèÿ óìåíüøàåò
ïðîñòðàíñòâåííóþ âàðèàáåëüíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ ïàò-
òåðíîâ. Îöåíêà òî÷íîñòè ìåòîäà ðåãèñòðàöèè èçîáðà-
æåíèé ïðîèçâîäèëàñü ïî âåëè÷èíàì ñòàíäàðòíûõ îòêëî-
íåíèé X-êîîðäèíàò ýêñòðåìóìîâ ïàòòåðíà eve äëÿ êàæ-
äîãî âðåìåíí*îãî êëàññà. Âî âðåìåíí *îì êëàññå 3, êîãäà
ïàòòåðí ýêñïðåññèè åùå íå ñôîðìèðîâàëñÿ è ìîæíî âû-
äåëèòü òîëüêî íåñêîëüêî êîíòðîëüíûõ òî÷åê, ýòè çíà÷å-
íèÿ ñîñòàâëÿþò ïðèìåðíî 3.5 % äëèíû ýìáðèîíà. Òî÷-
íîñòü âûäåëåíèÿ ýêñòðåìóìîâ, à ñëåäîâàòåëüíî, è ðåãèñò-
ðàöèè âûøå â áîëåå ïîçäíèõ âðåìåíí *ûõ êëàññàõ. Â ýòîò
ïåðèîä çíà÷åíèÿ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé ïîçèöèé ýêñò-
ðåìóìîâ ñòàíîâÿòñÿ ìåíüøå 1 % äëèíû ýìáðèîíà, ýòî
ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóåò äèàìåòðó îäíîãî ÿäðà â öèêëå
14À è ãîâîðèò î õîðîøåì êà÷åñòâå ðåãèñòðàöèè (Kozlov et
al., 2002).

4. Ïîñòðîåíèå åäèíîãî íàáîðà äàííûõ. Ãëàâíîé öå-
ëüþ ïðîñòðàíñòâåííîé ðåãèñòðàöèè è óäàëåíèÿ ôîíà ÿâ-
ëÿëîñü ïîñòðîåíèå êàðòû âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ äîìå-
íîâ ýêñïðåññèè âñåõ ãåíîâ èññëåäóåìîé ãåííîé ñåòè íà
êàæäîì îòðåçêå âðåìåíè. Òàêèì îáðàçîì, îáëàñòè ýêñï-
ðåññèè êàæäîãî ãåíà íà êàðòå ïðåäñòàâëåíû ñâîèì «ýòà-
ëîííûì» èëè «èíòåãðèðîâàííûì» ïàòòåðíîì, êîòîðûé
õàðàêòåðèçóåòñÿ ñðåäíèìè äëÿ êàæäîãî ïåðèîäà âðåìåíè
çíà÷åíèÿìè èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ ãåííîé
ñåòè, êîíòðîëèðóþùåé ñåãìåíòàöèþ ó äðîçîôèëû, öåëüþ
ÿâëÿåòñÿ ïîñòðîåíèå èíòåãðèðîâàííûõ ïàòòåðíîâ äëÿ
âñåõ ýìáðèîíîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê êàæäîìó èç âðå-
ìåíí *ûõ êëàññîâ (ðèñ. 1). Èäåàëüíûé èíòåãðèðîâàííûé
ïàòòåðí äàííîãî ãåíà ìîã áû áûòü ïîñòðîåí â òîé ãèïîòå-
òè÷åñêîé ñèòóàöèè, åñëè âñå ýìáðèîíû èìåëè áû îäèíà-
êîâóþ ÿäåðíóþ ñòðóêòóðó, ò. å. ñîñòîÿëè áû èç ìíîæåñòâà
ÿäåð ñ îäèíàêîâûìè äëÿ âñåõ ýìáðèîíîâ êîîðäèíàòàìè.
Â òàêîì ñëó÷àå ñðåäíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
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Ðèñ. 13. Ïðîñòðàíñòâåííàÿ ðåãèñòðàöèÿ.

à, á — äâóõìåðíûå êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíà eve ó ÷åòûðåõ ýìáðèîíîâ
êëàññà 8 ñîîòâåòñòâåííî äî è ïîñëå ðåãèñòðàöèè; ëèíèè ñîîòâåòñòâóþò
óðîâíþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè, ñîñòàâëÿþùåìó ïðèìåðíî 50 %

îò ìàêñèìàëüíîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè.

Ðèñ. 14. Äâóõìåðíûé àòëàñ ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè âî
âðåìåíí *îì êëàññå 8.

à — èíòåãðèðîâàííûå êàðòèíû ýêñïðåññèè gt, Kr è eve; á — êàðòèíà ýêñï-
ðåññèè òåõ æå ãåíîâ ó èíäèâèäóàëüíîãî ýìáðèîíà òîãî æå êëàññà;
â — «âèðòóàëüíûé» ýìáðèîí, ñîäåðæàùèé êàðòèíû ýêñïðåññèè Kr,

kni è gt.
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Ðèñ. 15. Îäíîìåðíûé àòëàñ ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó äðîçîôèëû.

à — ìàòåðèíñêèå ãðàäèåíòû âî âðåìåíí *îì êëàññå 6; á — ãåíû gap âî âðåìåíí *îì êëàññå 8; â, ã — ãåíû pair-rule âî âðåìåíí *îì êëàññå 8.



ìîãëè áû áûòü âû÷èñëåíû íåçàâèñèìî â êàæäîì ÿäðå. Îä-
íàêî íà ñàìîì äåëå êîëè÷åñòâî è ïîëîæåíèå ÿäåð â ðàç-
íûõ ýìáðèîíàõ, à òàêæå ïëîòíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ ÿäåð
âíóòðè êàæäîãî èíäèâèäóàëüíîãî ýìáðèîíà íåïîñòîÿííû.
Ïîýòîìó äîëæíà áûòü âû÷èñëåíà óñðåäíåííàÿ ÿäåðíàÿ
ñòðóêòóðà ïàòòåðíà, ó÷èòûâàþùàÿ ýòè îñîáåííîñòè. Ýòà
çàäà÷à áûëà ðåøåíà ïóòåì îïðåäåëåíèÿ ïðîñòðàíñòâåí-
íîé ïëîòíîñòè ðàñïðåäåëåíèÿ ÿäåð, ÷òî ïîçâîëèëî âû÷èñ-
ëèòü ñðåäíåå çíà÷åíèå äèàìåòðà ÿäðà â êàæäîé òî÷êå
óñðåäíåííîãî ýìáðèîíà (Kozlov et al., 2002).

Êîíñòðóèðîâàíèå äâóõìåðíûõ èíòåãðèðîâàííûõ êàð-
òèí ýêñïðåññèè îñóùåñòâèëè, èñïîëüçóÿ ðåãèñòðèðîâàí-
íûå äàííûå, è äëÿ ýìáðèîíîâ êàæäîãî âðåìåíí *îãî êëàññà.
Äëÿ ýòîãî êàæäîìó ÿäðó êàæäîãî èíäèâèäóàëüíîãî ýìá-
ðèîíà ñòàâèëè â ñîîòâåòñòâèå ÿäðî óñðåäíåííîé ÿäåðíîé
ñòðóêòóðû ïàòòåðíà, èìåþùåå íàèáîëåå áëèçêèå êîîðäè-
íàòû, ïîñëå ÷åãî âû÷èñëÿëè ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ôëó-
îðåñöåíöèè ïî âñåì èíäèâèäóàëüíûì ÿäðàì, îòíåñåííûì
ê äàííîìó ñðåäíåìó ÿäðó. Ïðèìåð èíòåãðèðîâàííîé äâóõ-
ìåðíîé êàðòèíû ýêñïðåññèè ãåíîâ gt, Kr è eve ó ýìáðèî-
íîâ âðåìåíí*îãî êëàññà 8 ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 14, à.
Ñðàâíåíèå ýòîé êàðòèíû ýêñïðåññèè ñ êàðòèíîé ýêñïðåñ-
ñèè òåõ æå ãåíîâ ó èíäèâèäóàëüíîãî ýìáðèîíà êëàññà 8
(ðèñ. 14, á) ïîêàçûâàåò, ÷òî èíòåãðèðîâàííàÿ êàðòèíà â
öåëîì ïðàâèëüíî ïåðåäàåò îñíîâíûå îñîáåííîñòè ýêñï-
ðåññèè èíäèâèäóàëüíûõ ãåíîâ, âêëþ÷àÿ ôîðìó è ðàçìåð
äîìåíîâ. Ïðåäñòàâëåííàÿ íà ðèñ. 14, â êàðòèíà ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ Kr, kni è gt èíòåðåñíà òåì, ÷òî â èñïîëüçîâàí-
íîì â ðàáîòå íàáîðå äàííûõ íå áûëî ýìáðèîíîâ, îäíîâðå-
ìåííî îêðàøåííûõ äëÿ âûÿâëåíèÿ ýêñïðåññèè ýòèõ ãåíîâ.
Îòîáðàæàÿ èíòåãðèðîâàííûå êàðòèíû ýêñïðåññèè íà
óñðåäíåííóþ ÿäåðíóþ ñòðóêòóðó ïàòòåðíà, ìîæíî ñîçäà-
âàòü òàê íàçûâàåìûå âèðòóàëüíûå ýìáðèîíû ñ íîâûìè
êîìáèíàöèÿìè ãåíîâ äëÿ âèçóàëèçàöèè âçàèìíîãî ðàñïî-
ëîæåíèÿ èõ äîìåíîâ ýêñïðåññèè (Kozlov et al., 2002).

Äëÿ êîíñòðóèðîâàíèÿ îäíîìåðíûõ èíòåãðèðîâàííûõ
êàðòèí ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè êîîðäèíàòû ÿäåð
êàæäîãî îäíîìåðíîãî ïàòòåðíà èç íàáîðà äàííûõ, ïðî-
øåäøåãî ðåãèñòðàöèþ, ãðóïïèðóþòñÿ âäîëü îñè X ïî
R-èíòåðâàëàì (Myasnikova et al., 2001). Çàòåì âíóòðè êàæ-
äîãî èíòåðâàëà âû÷èñëÿåòñÿ ñðåäíåå çíà÷åíèå èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïî âñåì ýìáðèîíàì äàííîãî âðå-
ìåíí *îãî êëàññà. ×èñëî R âûáèðàåòñÿ èç ñëåäóþùèõ ñîîá-
ðàæåíèé: íàïðèìåð, â öèêëå 14À â öåíòðàëüíîé ÷àñòè
ýìáðèîíà äèàìåòð îäíîãî ÿäðà ñîñòàâëÿåò ïðèìåðíî 1 %
îò åãî äëèíû, è òîãäà R äîëæíî áûòü ðàâíî 100, äëÿ òîãî
÷òîáû ïðàâèëüíî ñìîäåëèðîâàòü ÿäåðíóþ ñòðóêòóðó ïàò-
òåðíà. Îäíîìåðíûå èíòåãðèðîâàííûå êàðòèíû ýêñïðåñ-
ñèè ìàòåðèíñêèõ ãåíîâ, ãåíîâ gap è ãåíîâ pair-rule ïîêàçà-
íû íà ðèñ. 15.

Çàêëþ÷åíèå

Â äàííîé ñòàòüå ïðèâåäåí îáçîð ðàíåå ðàçðàáîòàííûõ
íàìè ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ êîëè÷åñòâåííîé èíôîðìàöèè ïî
ýêñïðåññèè ãåíîâ íà îñíîâå êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé.
Îïèñàííûå ìåòîäû îáðàáîòêè âêëþ÷àþò â ñåáÿ ñåãìåíòà-
öèþ èçîáðàæåíèé, óäàëåíèå ôîíîâîãî ñèãíàëà, ïðîñòðàí-
ñòâåííóþ ðåãèñòðàöèþ êàðòèí ýêñïðåññèè è èíòåãðàöèþ
äàííûõ (Kozlov et al., 2000, 2002; Ìÿñíèêîâà è äð., 2001;
Myasnikova et al., 2001, 2005; Janssens et al., 2005). Ýòè
ïðîöåäóðû ÿâëÿþòñÿ áàçîâûìè äëÿ ïîëó÷åíèÿ è îáðàáîò-
êè êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ è ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñÿ êàê ïîñëåäîâàòåëüíî, òàê è â ðàçëè÷íûõ

ñî÷åòàíèÿõ. Øèðîêèé ñïåêòð ïðîöåäóð îáðàáîòêè, à òàê-
æå ëåãêîñòü àäàïòàöèè ê äðóãèì áèîëîãè÷åñêèì îáúåêòàì
ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè ïðåèìóùåñòâàìè ïðåäñòàâëåííûõ
ìåòîäîâ.

Áîëüøèíñòâî èç ðàçðàáîòàííûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ìåòîäîâ îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé ÷àùå âñåãî íàïðàâëåíû
íà ðåøåíèå êàêîé-ëèáî îäíîé ïðîáëåìû (íàïðèìåð, ðåãè-
ñòðàöèþ èçîáðàæåíèé) è ïîýòîìó âêëþ÷àþò â ñåáÿ òîëüêî
îäíó èëè äâå ïðîöåäóðû. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííîé è
âîñòðåáîâàííîé èç íèõ ÿâëÿåòñÿ ñåãìåíòàöèÿ èçîáðàæå-
íèé êëåòîê è òêàíåé (Ortiz de Solorzano et al., 1999, 2001;
Umesh Adiga, Chaudhuri, 1999; Chawla et al., 2004). Ñóùå-
ñòâåííûì íåäîñòàòêîì áîëüøèíñòâà àëãîðèòìîâ ñåãìåí-
òàöèè è ðåàëèçîâàííûõ íà îñíîâå èõ ïðîãðàììíûõ ñèñòåì
ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìîñòü ó÷àñòèÿ ïîëüçîâàòåëÿ äëÿ óñòà-
íîâêè ðàçëè÷íûõ ïàðàìåòðîâ îáðàáîòêè. Ïðåäëîæåííûé
íàìè ìåòîä ñåãìåíòàöèè ïîëíîñòüþ àâòîìàòè÷åñêèé.
Åäèíñòâåííûì ýòàïîì, òðåáóþùèì âèçóàëüíîãî êîíòðî-
ëÿ, ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå îðèåíòàöèè ýìáðèîíà (ðèñ. 3).
Äðóãèå êîëëåêòèâû èññëåäîâàòåëåé òàêæå ïðîâîäèëè ñåã-
ìåíòàöèþ êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé áëàñòîäåðìû äðî-
çîôèëû, èñïîëüçóÿ ñîáñòâåííûå îðèãèíàëüíûå ìåòîäû.
Íàïðèìåð, ïåðåìåùàÿ êâàäðàòíîå îêíî, ðàçìåð êîòîðîãî
ïðèìåðíî ñîâïàäàë ñî ñðåäíèì ðàçìåðîì ÿäðà, âäîëü äîð-
ñàëüíîé ñòîðîíû êîíôîêàëüíîãî èçîáðàæåíèÿ ýìáðèîíà,
áûëè ïîëó÷åíû êîëè÷åñòâåííûå äàííûå ïî ýêñïðåññèè
bcd è hb (Houchmandzadeh et al., 2002). Ïðè ýòîì â êàæäîì
êâàäðàòå àâòîðû âû÷èñëÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå óðîâíÿ ôëó-
îðåñöåíöèè. Ïîçæå òîò æå ìåòîä áûë ïðèìåíåí è äðóãè-
ìè èññëåäîâàòåëÿìè (Gregor et al., 2005). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ
ðåàëèçàöèÿ ìåòîäà îñóùåñòâëÿëàñü â êîììåð÷åñêîì ïàêå-
òå MatLab, Mathworks (ÑØÀ). Íåäîñòàòêîì ýòîãî ìåòîäà
ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îí îïåðèðóåò ïîíÿòèåì ñðåäíåãî ðàçìåðà
ÿäðà è íå âûäåëÿåò íà èçîáðàæåíèè ðåàëüíûå ÿäðà, ÷òî çà-
òðóäíÿåò âîçìîæíîñòü ðàñøèðåíèÿ ýòîãî ìåòîäà äëÿ ñåã-
ìåíòàöèè èçîáðàæåíèé äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ.

Îäíîé èç ïîñëåäíèõ ðàçðàáîòîê ÿâëÿåòñÿ ìåòîä ñåã-
ìåíòàöèè òðåõìåðíûõ ñòåêîâ êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé
áëàñòîäåðìû äðîçîôèëû (Luegno et al., 2006). Ýòîò ìåòîä
îñíîâàí íà îïðåäåëåíèè ëîêàëüíûõ ìàêñèìóìîâ ôëóîðåñ-
öåíöèè ÿäåð è íà èçâëå÷åíèè òàê íàçûâàåìûõ çåðåí (se-
eds) äëÿ êàæäîãî ÿäðà ñ öåëüþ èäåíòèôèêàöèè ïîçèöèé
ÿäåð, îêðàøåííûõ Sytox Green Dye äëÿ âûÿâëåíèÿ ÄÍÊ.
«Çåðíà» â äàëüíåéøåì íàðàùèâàþòñÿ íà îñíîâå èçîáðà-
æåíèÿ, ïîëó÷åííîãî èç èñõîäíîãî ïóòåì ïðèìåíåíèÿ ïî-
ðîãîâîãî ôèëüòðà. Ýòîò ìåòîä, òàê æå êàê è ïðåäûäóùèå,
ðåàëèçîâàí â ïàêåòå MatLab, åãî ïðåèìóùåñòâî ñîñòîèò â
òîì, ÷òî îí èçíà÷àëüíî ðàçðàáàòûâàëñÿ äëÿ îáðàáîòêè
òðåõìåðíûõ äàííûõ. Íåäîñòàòêîì ÿâëÿåòñÿ ïðîáëåìà ñ
âûäåëåíèåì «çåðåí», òàê êàê áîëüøèíñòâî ÿäåð èìååò íå-
ñêîëüêî ëîêàëüíûõ ìàêñèìóìîâ è òðåáóåòñÿ ñëîæíàÿ ïðî-
öåäóðà êîððåêòèðîâêè, ê òîìó æå íàðàùèâàíèå «çåðåí»
îñóùåñòâëÿåòñÿ íà îñíîâå ìàñîê, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ
ïîðîãîâîãî ôèëüòðà, êîòîðûå íå âñåãäà ïðàâèëüíî âîñ-
ïðîèçâîäÿò ôîðìó è ðàçìåð ÿäåð.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî ìàëî ìåòîäîâ óäàëåíèÿ
íåñïåöèôè÷åñêîãî ñèãíàëà èç êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæå-
íèé, ïîëó÷åííûõ ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ èììóíîõèìèè,
à òàêæå ìåòîäîâ ðåãèñòðàöèè êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæå-
íèé. Ìíîãèå àâòîðû óäàëÿþò íåñïåöèôè÷åñêèé ôîí ïðî-
ñòûì âû÷èòàíèåì îïðåäåëåííîé âåëè÷èíû èíòåíñèâíî-
ñòè èç îáùåãî ñèãíàëà. Áûëî ïîêàçàíî (Gregor et al.,
2007), ÷òî â ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ äâóõôîòîííîãî êîí-
ôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà èçîáðàæåíèÿõ æèâûõ ýìáðèîíîâ
äðîçîôèëû, ó êîòîðûõ ýíäîãåííûé ãåí bcd áûë çàìåùåí
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íà êîíñòðóêò, ýêñïðåññèðóþùèé eGFP-Bcd, óðîâåíü íå-
ñïåöèôè÷åñêîãî ñâå÷åíèÿ ïðèìåðíî îäíîðîäåí âíóòðè
îäíîãî ýìáðèîíà. Îäíàêî ýòîò ñëó÷àé ÿâëÿåòñÿ èñêëþ÷å-
íèåì, è, íåñîìíåííî, äîëæíû ñóùåñòâîâàòü àëãîðèòìû,
ïîçâîëÿþùèå ó÷èòûâàòü ðàçëè÷èÿ â óðîâíå ôîíîâîãî ñèã-
íàëà â ðàçíûõ ÷àñòÿõ êîíôîêàëüíîãî èçîáðàæåíèÿ.

Íåäàâíî áûëà îïóáëèêîâàíà ïðîöåäóðà ðåãèñòðàöèè
èçîáðàæåíèé, îòëè÷íàÿ îò ðàçðàáîòàííîé íàìè (Sorzano et
al., 2006). Ìåòîä, íàçâàííûé ýëàñòè÷íîé ðåãèñòðàöèåé,
ýëàñòè÷íî äåôîðìèðóåò èçîáðàæåíèÿ äëÿ ñîâìåùåíèÿ îä-
íèõ è òåõ æå ÷åðò ó êàðòèí ýêñïðåññèè ðàçíûõ ýìáðèîíîâ.
Ïîñëå òðàíñôîðìàöèè âñå ðåãèñòðèðîâàííûå èçîáðàæå-
íèÿ ïðèâîäÿòñÿ ê îäíîìó ðàçìåðó ïî îñÿì X è Y. Äàííûé
ìåòîä êðàéíå ýôôåêòèâåí, íî íå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí
äëÿ îöåíêè ïîçèöèé äîìåíîâ ýêñïðåññèè, òàê êàê òðàíñ-
ôîðìèðóåò êîîðäèíàòû èñõîäíûõ èçîáðàæåíèé.

Ïî ñðàâíåíèþ ñ âûøåîïèñàííûìè ìåòîäàìè îñíîâ-
íûìè ïðåèìóùåñòâàìè ïðåäëîæåííîé â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå îáðàáîòêè êîíôîêàëüíûõ èçîáðàæåíèé áëàñòîäåðìû
äðîçîôèëû ÿâëÿþòñÿ øèðîêèé ñïåêòð ïðîöåäóð, âîçìîæ-
íîñòü ïîòî÷íîé îáðàáîòêè äàííûõ, à òàêæå ëåãêîñòü àäàï-
òàöèè ê äðóãèì áèîëîãè÷åñêèì îáúåêòàì. Ìåòîä áûë ïðè-
ìåíåí íàìè äëÿ îáðàáîòêè îêîëî 5000 èçîáðàæåíèé ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè ó äðîçîôèëû íà óðîâíå áåëêà.
Ïîëó÷åííûå êîëè÷åñòâåííûå äàííûå áûëè óñïåøíî èñ-
ïîëüçîâàíû äëÿ ðàñøèôðîâêè ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ,
îáåñïå÷èâàþùèõ ñäâèãè ãðàíèö ýêñïðåññèè äîìåíîâ ãå-
íîâ gap â õîäå ðàííåãî ðàçâèòèÿ ýìáðèîíà (Jaeger et al.,
2004b), à òàêæå äëÿ âûÿâëåíèÿ ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ,
êîíòðîëèðóþùèõ ýêñïðåññèþ ãåíîâ gap (Jaeger et al.,
2004a). Òàêæå áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû ïðîöåññû äèíàìè-
÷åñêîé ôèëüòðàöèè âàðèàáåëüíîñòè êàðòèí ýêñïðåññèè
çèãîòè÷åñêèõ ãåíîâ ñåãìåíòàöèè âî âðåìåíè.

Îñíîâíûì íåäîñòàòêîì áîëüøèíñòâà ïðîáëåìíî-îðè-
åíòèðîâàííûõ ïàêåòîâ îáðàáîòêè äàííûõ è èçîáðàæåíèé
ÿâëÿåòñÿ òðóäíîñòü èõ àäàïòàöèè äëÿ ðåøåíèÿ ñõîäíûõ
çàäà÷ íà äðóãèõ îáúåêòàõ. Îïèñàííûå â äàííîé ñòàòüå
ïðîöåäóðû ñåãìåíòàöèè, óäàëåíèÿ ôîíà è ïîñòðîåíèÿ èí-
òåãðèðîâàííûõ ïàòòåðíîâ áûëè óñïåøíî àäàïòèðîâàíû
äëÿ îáðàáîòêè äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ ñåãìåíòàöèè
íà óðîâíå ìÐÍÊ. Ó äðîçîôèëû îñíîâíàÿ ðàçíèöà â ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû
íà óðîâíå áåëêà è ìÐÍÊ, çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ÐÍÊ ëî-
êàëèçóåòñÿ íå òîëüêî â ÿäðå, íî è â öèòîïëàçìå. Äëÿ ñåã-
ìåíòàöèè ïîäîáíûõ èçîáðàæåíèé áûëà ïðèìåíåíà ìîäè-
ôèöèðîâàííàÿ ïðîöåäóðà âîäîðàçäåëà (ðèñ. 5), êîíñòðóè-
ðóþùàÿ ìàñêó äëÿ ÿäåð è îêðóæàþùåé öèòîïëàçìû.
Êðîìå òîãî, áûëè âíåñåíû íåáîëüøèå èçìåíåíèÿ â ïðîöå-
äóðó ïîèñêà îïîðíûõ òî÷åê ïðè óäàëåíèè íåñïåöèôè÷å-
ñêîãî ôîíà. Â ðåçóëüòàòå áûëè ñîçäàíû óñðåäíåííûå êàð-
òèíû ýêñïðåññèè íà óðîâíå ìÐÍÊ äëÿ ðàçíûõ ðåïîðòåð-
íûõ êîíñòðóêòîðîâ ãåíà eve è íà èõ îñíîâå ïðåäëîæåíà
íîâàÿ ìîäåëü òðàíñêðèïöèîííîé ðåãóëÿöèè (Janssens et
al., 2006). Ïîìèìî ýòîãî, ìåòîä òàêæå ÷àñòè÷íî àäàïòèðî-
âàí äëÿ îáðàáîòêè òðåõìåðíûõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ñ ïî-
ìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà. Ê íàñòîÿùåìó ìî-
ìåíòó îáðàáîòàíî íåñêîëüêî ñòåêîâ èçîáðàæåíèé, ïîëó-
÷åííûõ ó ýìáðèîíîâ, îêðàøåííûõ äëÿ âûÿâëåíèÿ
àêòèâíîñòè ãåíà rhomboid â ÿäðàõ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ïðîöåäóðà ïîñòðîåíèÿ ÿäåðíîé ìàñêè â ïðîöåññå ñåãìåí-
òàöèè (ðèñ. 5) óñïåøíî ìîäèôèöèðîâàíà òàêæå äëÿ ìàñ-
êèðîâàíèÿ ýêñïðåññèðóþùèõ îáëàñòåé è ïîëó÷åíèÿ êîëè-
÷åñòâåííûõ äàííûõ ïî ýêñïðåññèè ãåíîâ â ðàííåì ðàçâè-
òèè êîðàëëà Acropora millepora è ìîðñêîãî àíåìîíà
Nematostella vectensis (Kozlov et al., 2007).
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METHODS FOR ACQUISITION OF QUANTITATIVE FROM CONFOCAL IMAGES

OF GENE EXPRESSION IN SITU

S. Yu. Surkova,1, * E. M. Myasnikova,1 K. N. Kozlov,1 A. A. Samsonova,2 J. Reinitz,3 M. G. Samsonova1

1 Department of Computational Biology, Center for Advanced Studies,

St. Petersburg State Polytechnical University, Russia, 2 Department of Genetics, Harvard Medical School, Boston, USA,

and 3 Department of Applied Mathematics and Statistics and Center for Developmental Genetics,

Stony Brook University, Stony Brook, New York, USA; * e-mail: sestr sve@mail.ru

In this review we summarize original methods for the extraction quantitative information from the confocal
images of gene expression patterns. These methods include image segmentation, extraction of quantitative nu-
merical data on gene expression, removal of background signal and spatial registration. Finally it is possible to
construct a spatiotemporal atlas of gene expression form individual images obtained at each developmental sta-
ge. Initially all methods were developed to extract quantitative numerical information form confocal images of
segmentation gene expression in Drosophila melanogaster. Application of these methods to Drosophila images
makes it possible to reveal new mechanisms of formation of segmentation gene expression domains, as well as
to construct the quantitative atlas of segmentation gene expression. Most image processing procedures can be
easily adapted to process a wide range of biological images.

K e y w o r d s: methods of image processing, confocal microscopy, quantitative gene expression, image seg-
mentation, spatial registration, background removal.
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