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Santrauka. Biochemijoje itin intensyviai pradedamos naudoti trimacio vaizdinimo technologijos. Jos leidzia greiiau ir naudo-
jant maziau resursy, i$skirti vaizduose esancius pozymius, reikalingus lasteliy savybéms bei biocheminiy procesy kilmei iSais-
kinti. Straipsnyje sprendziama fluorescencinés mikroskopijos HeLa Iasteliy vaizdy charakteringyjy pozymiy atrankos trimacio
vaizdavimo, naudojant neraiskios logikos klasifikatoriy, uzdaviniui problema. Parodyta, kad tikslinga biocheminiy vaizdy
trimatei analizei taikyti objekty skaiscio ir dydzio charakteringuosius pozymius.

ReikSminiai ZodZiai: biocheminiai vaizdai, trimatis vaizdavimas, vaizdy charakteringieji pozymiai, pozymiy sistemos sanda-

ra, neraiSkiosios logikos klasifikatorius.

Ivadas

,, Vienas paveikslas vertas daugiau nei tikstan¢io Zodziy“ —
Siandienai ypac¢ aktualia sentencija tapgs posakis, kurio
iStakos siekia praeito amziaus pirmajj deSimtmetj. Gerai Zi-
noma, kad zmonés daug geriau orientuojasi, jei turi vaizda,
o ne detaly apraSyma. Biochemijoje, nagrinéjant epitelio,
kraujo, kamienines ar kitas lgsteles, daznai gaunami vaiz-
dai, kuriuose matomi fluorescenciskai iSryskinti cheminiai
junginiai, proteinai ar lastelés organoidai.

Analizuojant biomedicininius vaizdus, svarbu i$skir-
ti Igsteles bei jos organoidus, atskirti triukSma bei fona.
Vaizdo analizé pradedama jo segmentavimu, kurio metu
iSskiriami prasmingi objektai, ir miisy atveju bandoma
nustatyti lasteliy kontiirus, lasteléje esancius organoidus,
nufiltruoti triuk§ma bei atskirti fona. Sie Zingsniai yra itin
svarbiis, nes rezultatas yra pagrindas tolimesnei Igsteliy
analizei, pvz., jy vietai, savybéms, judéjimui ar galiausiai
lastelés elgsenai nustatyti.

Dél aiskesnés biomedicininiy vaizdy analizés ame
deSimtmetyje pradétas taikyti trimatis vaizdavimas, kuris
atveria naujas galimybes pamatyti tai, kas anksc¢iau buvo
nematoma. Pilnai atkuriama erdviné lasteliy struktiira lei-
dzia geriau suprasti tiriamo biocheminio junginio funkcio-
nalumga bei paskirtj. Todél apdorojus ir atvaizdavus turima
pirminj vaizda gaunami nauji trimaciai modeliai yra kur kas
informatyvesni. O §iuos sujungus su papildoma biochemine
informacija gaunami itin iSsamiis vaizdy rinkiniai, kurie
daug greiciau ir papras¢iau suprantami juos naudojanciam

specialistui. Toks Igsteliy vaizdavimas gali padéti pamatyti
dar ankstyvoje stadijoje prasidedancia liga ar kitus iesko-
mus pokycius.

Biochemijoje tyrimams in vitro, pvz., vézio tyrimuose,
dazniausiai naudojamos HeLa Igstelés (Masters 2002). Sios
lastelés buvo paimtos i§ 1951 m. j John Hopkins ligonine
Baltimoréje, JAV patekusios Henriettos Lacks. Ji susirgo
gimdos kaklelio véziu, nuo kurio dar tais paciais metais
miré. Paémus biopsija i§ jos neoplazmos ir pas¢jus navi-
kines lasteles dirbtinéje terp¢je, buvo pastebéta, kad jos
dauginasi atskirai nuo zmogaus kiino. Tai tapo mokslo nau-
jiena, nes iki to laiko niekam nebuvo pavyke dirbtinéje
terpéje iSauginti zmogaus lasteliy. Taip iSvesta nauja lasteliy
linija — HeLa, kuri naudojama kaip modelinés Zmoniy laste-
liy analogy linijos daugelyje molekuliniy biologiniy tyrimy.
HeLa lIasteliy linijos gali egzistuoti neapibréztai ilgai ir jos
nemirsta praéjus mirties laikotarpiui, kuris uzprogramuotas
lastelése. Jos ypatingos ir tuo, kad turi Zymiy genetiniy skir-
tumy, lyginant jas su protévinémis Homo sapiens lastelémis
(Van Valen, Maiorana 1991). Taip Henriettos Lacks gydy-
tojas savo atradimu pasidalino su dauguma pasaulio labo-
ratorijy, o $iy lasteliy tyrimai itin prisidéjo prie medicinos
mokslo pazangos (Rahbari et al. 2009).

HeLa véziniy lasteliy pavyzdziai pateikiami 1 pav.
(VU BChI 2014). Pastebima, kad skirtinguose paveiksluose
skiriasi vaizdo ryskumas, lgsteliy organoidy $vytéjimas,
lasteliy kontiirai, formos, dydziai bei paciy vaizdy koky-
bé, jtakota biocheminiy procesy ruosiant lasteles in vitro
tyrimams.
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b)
1 pav. Pavyzdiniai vaizdai HelLa véZiniy lasteliy gauty i$: a ir b — epitelio, ¢ — kraujo

Fig. 1. Image examples of HeLa cancerous cells from: a and b — epithelium, ¢ — blood

Vaizdavimas trimatéje erdvéje tik dar labiau iSpo-
puliaréjo, kai nustatyta, kad sergant specifinémis ligomis
medziagy kiekis organizme pakinta. Tuomet keiciasi audi-
nio fluorescencijos intensyvumas ir spektras, o juos uzre-
gistravus, galima nusakyti ligos pradzia. Fluorescencinio
vaizdinimo metu daznai naudojami specialiis dazikliai, ku-
riais galima efektyviai vaizdinti net kraujagysles (taikoma
fluorescencinéje angiografijoje), pvz., operacijos metu is-
ryskinti §irdies raumenj maitinancias vainikines arterijas,
siekiant aptikti ir sé¢kmingai pasalinti kraujagysliy defektus
(State 2009).

Tiek daug neapibréztumy skatina ieskoti naujy bady
duomenims analizuoti ir klasifikuoti, todél Sioje srityje
taip pat sitilomi intelektualieji metodai (Van Valen 1991).
Pastaraisiais metais intelektualieji metodai tik dar labiau
iSpopuliar¢jo dél jy universalumo pritaikant sudétingose sis-
temose bei algoritmy galimybiy prisiderinti prie duomeny
ir greitai bei kokybiskai pateikti rezultatus. Biochemijoje
daznai nejmanoma duomeny apibuidinti dviem biisenomis,
todél daznai naudojama neraiskioji logika (Zadeh 1965),
kuri su negrieztai apibréztais kintamaisiais leidzia tiksliau
jvertinti ir apraSyti turimus duomenis. Pagal §iuos metodus
suklasifikuojami skirtingi lastelés segmentai net ir realaus
laiko sistemose (Wienert et al. 2012).

Kuriamas neraiskios logikos klasifikatorius, kitaip
tariant, algoritmas, kuris priskiria objektg klasei pagal ap-
raSytas objekto savybes. Intelektualumas slypi klasifikato-
riaus galimybéje mokytis prognozuoti klases pagal mokymo
algoritma ir mokymo duomeny rinkinj. Kai tik klasifikato-
rius yra apmokytas, galima pereiti prie nematyty objekty
klasifikavimo naujuose vaizduose. Jei mokymo duomeny
rinkinio néra, klasifikatorius gali biiti sukurtas remiantis iSa-
nkstinémis ziniomis ir patirtimi, pritaikant apriori taisykliy
rinkinius, todeél Sis metodas ir toliau plinta taikant bioche-
minius vaizdus. Kitas neraiskiosios logikos klasifikatoriaus
taikymo privalumy yra greitaveika, nes jvestis sparciai ap-
skai¢iuojama dél supaprastintos klasifikatoriaus struktiiros.
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Straipsnyje nagrin¢jama HeLa lasteliy fluorescencinés
mikroskopijos vaizdy charakteringyjy pozymiy atrankos
trimacio vaizdavimo, naudojant neraiskios logikos klasifi-
katoriy, uzdaviniui problema. I§ pradziy aptariami esminiai
reikalavimai vaizdo pozymiams bei vaizdams apdoroti tai-
komy ir galimy taikyti pozymiy sandara, po to neraiskios
logikos klasifikatorius vaizdams segmentuoti, o straipsnio
pabaigoje pateikiamas apibendrinimas ir i§vados.

Esminiai reikalavimai vaizdo poZymiams
ir jy sandara

Naudojami didelés raiSkos HeLa véziniy lasteliy epitelio
(1 pav. a, b) ir kraujo (1 pav. c) fluorescencijos mikroskopi-
jos vaizdai. Vaizdai yra trijy kanaly (RGB spalvy modelio),
768%576 vaizdo tasky dydzio.

Vaizdo pozymiy iSskyrimas — procesas, kai norima
gauti svarbiausius duomenis i§ pirminiy vaizdy. Todél pozy-
miy iSskyrimas reikalingas rasti parametry rinkiniams, kurie
vienareikSmiskai apibrézia ieSkomg objekta. Pagrindinis
tikslas yra i§gauti funkcijy rinkinj, kuris maksimizuoja pri-
pazinimo normg su maziausia elementy suma. Duomeny
strukttiros atzvilgiu vaizdo pozymiai skirstomi j dvi klases
(Wang et al. 2011):
globalius pozymius;

lokalius pozymius.

Globaliis pozymiai apima dydj, spalva, intensyvuma
(minimuma, maksimuma) ir pan. Lokal@is pozymiai yra
geometrija, forma (briaunos, kampai, atSakos, sritys) ir pan.
Pastebima, kad globalts vaizdo pozymiai skirti strukttrai
nusakyti, o lokaliis — esamai geometrijai. Siame eksper-
imente pasirinkti du perspektyvis globaliis pozymiai, kurie
aptariami kitame skyrelyje, pristatan¢iame taikytg nerais-
kiosios logikos klasifikatoriy.

Naudojami vaizdai yra pakankamai ryskis ir kon-
trastingi. Papildomi reikalavimai vaizdams taikomi tada, kai
yra itin Zyms vaizdy kokybés iSkraipymai dél biocheminiy



procesy paruosiant lasteles in vitro. Tokiu atveju priklauso-
mai nuo iSkraipymy gali biiti taikomas iSankstinis vaizdy
apdorojimas.

Neraiskiosios logikos Kklasifikatorius
vaizdams segmentuoti

Atliekant kraujo Iasteliy segmentavima, vienas svarbiausiy
tiksly yra atskirti sudétingg vaizdo fong su galimais i$-
kraipymais nuo Iastelés su visais matomais organoidais
(Adollah et al. 2008). Siam tikslui intelektualieji metodai
itin gerai tinka, nes gali prisitaikyti prie nuolat kintan¢iy
duomeny.

Jain ir Abraham (2003) atlikti tyrimai parodé¢, kad
naudojant neraiskiaja logika su JEI-TADA taisykliy ri-
nkiniais pasiektas net 99,73 % klasifikavimo tikslumas.
Taikomas neraiskiosios logikos klasifikatorius leidzia ma-
tematiskai apibrézti dalinj teisinguma ir netiksluma, nau-
dojant lingvistinius kintamuosius. Pasitelkiant neraiskiaja
aibiy teorija, galima suprantamai formuoti taisykles ir leng-
vai uzprogramuoti lingvisting informacija. Lingvistiniai
kintamieji, suformuoti i§ keliy persidengianciy neraiskiyjy
aibiy, fizikine prasme apibtidina kintamajj. Lingvistinis
kintamasis ,,objekto dydis“ sudarytas i§ neraiskiyjy aibiy:
»mazas®, ,vidutinis® ir ,,didelis“. Kitas lingvistinis kinta-
masis ,,objekto skaistis* sudarytas i$ trijy neraiskiyjy aibiy:

Degree of mermbership

,,blankus®, | vidutinis“ ir ,,rySkus®. Lingvistiniai kintamieji
sukurti tiesiogiai derinantis prie turimy biocheminiy flu-
orescenciniy mikroskopijos vaizdy. Atskirose situacijose
neraiskiosios aibés gali turéti skirtingas reikSmiy sritis ir
skirtingas savybes.

1 lentelé. Vaizdo skaidymas j sritis pagal neraiskiaja logika
Table 1. Image separation to areas based on fuzzy logic

Objekto Objekto dydis

skaistis mazas vidutinis didelis
Blankus 3 3 3
Vidutinis 3 1 2
Ryskus 3 1 2

Vaizdo skirstymas (1 lentelé) atlickamas pagal tris
skirtingas klases:

— organoidas (1 klasé);

— lastelé (2 klasé);

— fonas (3 klasé).

Taigi, sudéjus visas JEI-TADA taisykles, gaunama
supaprastinta lentelé. Svarbu, kad neraiskusis klasifikato-
rius pateikia lingvistinés vertés i§¢jimo skaitines reikSmes,
kurios néra jtrauktos taisyklése. Taigi kiekviena kalbiné
verté yra perteikiama priklausomybés funkcija (2 pav.).

Neraiskiosios logikos klasifikatoriaus veikimas remia-
si dviem pozymiais, kai kiekvienas i$ jy vertinamas trimis
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2 pav. Neraiskiosios priklausomybés funkcijos

Fig. 2. Fuzzy membership functions
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neraiskiosiomis aibémis. Svarbiausia yra atskirti Iastele nuo
,»fono® ir ,,triuk§mo*, todél vienas pagrindiniy pozymiy yra
objekto vaizde skaistis. Objektai esantys vaizde iSskiriami
1 tris minétas klases. Kiekvienas jy nusakomas pozymio
lingvistine verte. Klasé ,,fonas* apima dvi dalis, t. y. vaizdo
fong, dazniausiai tamsiausig vaizdo sritj, bei ,,triukSmo* —
tai negyvos lastelés, bei objektai, kurie néra lastelés dalis,
ta¢iau Svyti dél juose esancios fluorescencijos. ,, Triuk§mo*
Svytéjimas daznai prilygsta ir lastelés organoidy skaiciui,
taCiau yra daug mazesnis. Jei skaistis ,,blankus®, galime i§
1 lentelés matyti, kad §io poZymio pastarosios neraiskio-
sios aibés déka gali biti atskiriamas ,,fonas* nuo ,,laste-
lés*. Todel ,,fonas®, arba kitaip, dar 3 klasés dalis objekty
randama pagal minimaly skaistj, o kita 3 klasés dalis yra
,Htriuk§mas®, kuris randamos esant ,,mazam® dydziui ir
skirtingo skaiscio taskams. Kadangi organoidai turi tilpti
lastelés rémuose ir yra ryskiausi dél intensyvaus fluorescen-
cijos pasisavinimo, i§skirtos dvi pozymiy sritys: ,,rySkaus®
skaiscio bei ,,vidutinio® dydzio. Tokiu biidu atskiriami flu-
orescencijos turintys ir visai neturintys organoidai.

3 pav. HeLa véziniy lasteliy vaizdo segmentavimas

Fig. 3. HeLa cancerous cells image segmentation

Organoidy apjungimo lastelés skeletas yra ,,didelio*
dydzio ir vidutinio skais¢io, dél dalinio organoidy fluores-
cencijos jsisavinimo. Taip sukuriamos lingvistines taisykles
apibréziancios sglygas neraiskiai logikai.

Platus neraiSkaus klasifikatoriaus apibrézimas leidzia
sukurti ne vieng tinkama klasifikavimo modelj. Siuo atveju
naudojamas taisykliy rinkiniu paremtas modelis pozymiy
priklausomybéms nusakyti, pvz., net turint pora skaitiniy
poZymiy x, (objekto dydis) ir x, (objekto skaistis) taisyklese
nusakomos lingvistinés vertés:

)

¢ia ,,JEI* x, {1 poZymis} yra ,mazas* {1 pozymio ling-

1 2
T (X) = p‘fnziias (xl ) A M{)leznkus (x2 )’

vistiné vert¢} ,IR* x, {2 pozymis} yra ,,blankus“ {2 po-
zymio lingvistiné verté} ,,TADA* klasé¢ 1 {atlieckamas
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klasifikavimas}. Loginé operacija ,,IR* paprastai jgyven-
dinama kaip minimumas, bet kita -norma gali biti nau-
dojama. Cia 7, (X) yra pasirinkimo stiprumo koeficientas.

Norint gauti klasifikatoriaus atsaka, visy taisykliy
stiprumo koeficientai sudedami. Tarp daugybés jvairiy
metody, kurie ¢ia gali biiti taikomi, parinktas maksimalios
agregacijos metodas. Kiekvienos klasés verte x, patenka j
intervala nuo 0 iki 1:

8, (X) €[0, 1],

Cia k yra klasiy skaicius, ¢ = 3.

k=1,..,c )

B

Tegul i — k reiskia ta i taisykle, kuri pasirenka k& kla-
se, tada:

g (X)= max; (X). 3)

Sukurto neraiSkiosios logikos klasifikatoriaus rezul-
tatai matomi 3 pav., ¢ia mélynai iSrySkintas ,,triukSmas®,
zaliai paryskintas Igstelés kontliras, o rausvai iSryskinti
lasteléje esantys organoidai.

Apibendrinimas. I§vados

Neraiskiosios logikos klasifikatorius parinktas vaizdo seg-
mentavimui atlikti, nes biocheminiai vaizdai pasizymi su-
détingomis savybémis.

Atlikus biocheminiams vaizdams apdoroti taikomy
ir galimy taikyti pozymiy analize, pozymiai suklasifikuoti
i§skiriant labiausiai perspektyvius ir tenkinancius sufor-
muluotus reikalavimus — taip pasiilyta skais¢io ir dydzio
vaizdy charakteringy pozymiy sandara.

Naudojant epitelio ir kraujo véziniy lasteliy vaizdus,
apskaiciuoti vaizdy charakteringieji pozymiai ir jais re-
miantis atliktas vaizduose rasty objekty segmentavimas |
tris sritis (Iastele, lasteléje esancius branduolius, triukSma
bei fong).
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THE STRUCTURE OF SPECIFIC FEATURES OF
BIOCHEMICAL IMAGES

D. Kurpyté

Abstract

Nowadays three-dimensional imaging technology is used in bio-
chemistry very intensively. It helps to distinguish image features
faster with less resources, which are necessary to describe cell
characteristics and to explain the origin of the biochemical pro-
cesses. The article on the strength of Fuzzy logic classification
solves fluorescent microscopy of HeLa cells image three-dimen-
sional visualisation characteristic features problem. It is shown
that object “luminance* and “size* characteristic features are use-
ful to apply for three-dimensional biochemical images analysis.

Keywords: biochemical images, three-dimensional visualization,
image features, feature set taxonomy, fuzzy logic classifier.
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