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ВВЕДЕНИЕ 

Одним из методов, которые позволяют проводить анализ внутрикле-
точных процессов, является метод восстановления флуоресценции после 
фотобесцвечивания (Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP). 
Данный метод нашел широкое применение в исследованиях диффузии 
белков, скорости потока транспортных процессов, подвижности молеку-
лярных соединений в мембранах [1]. 

На практике, как правило, проводят эксперименты с набором клеток c 
биологическим шумом (характеризует различные состояния жизненного 
цикла, наличие каких-либо молекулярных соединений и т.д.). Представ-
ляет практический интерес исследование подходов, основанных на ус-
реднении данных, как с точки зрения оценки среднего значения пара-
метра, так и построения доверительного интервала для этой оценки. 

Целью данной работы является разработка моделей и методов анали-
за данных с учетом влияния экспериментальных особенностей метода 
FRAP (таких, как шум фотоэлектронного умножителя (ФЭУ), неполнота 
засветки и эффект темных состояний флуоресценции) и исследование 
подходов к анализу данных с усреднением и без усреднения кривых вос-
становления флуоресценции. 

ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ С УЧЕТОМ НЕПОЛНОТЫ ЗАСВЕТКИ 

Воздействие света лазера высокой интенсивности при фотообесцве-
чивании может привести к необратимым последствиям в клетке, выжи-
ганию не только флуоресцирующего красителя, но и частиц самого об-
разца, воздействуя на исследуемые процессы. Поэтому на практике про-
исходит неполное выжигание исследуемой области клетки. 

Для учета этого эффекта удобно ввести в теоретическую модель па-
раметр φ – обесцвеченную часть интенсивности флуоресценции. 
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где Ifrap-bleach  – ординаты первой экспериментальной точки после фото-
обесцвечивания; Ifrap-pre  – средняя интенсивность в исследуемой области 
клетки до фотообесцвечивания. 

Тогда теоретические модели симулятора FRAP эксперимента в случае 
круговой области засветки имеют вид: 

1. Модель диффузии G-актина: 
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где t – время восстановления флуоресценции; I0, I1  – модифицированные 
функции Бесселя первого рода. 

2. Модель химического взаимодействия («ловушек» G-актина): 
(ݐ)݌ܽݎ݂  = 1 − ߮набл ∗ ݁ି௞೚೑೑௧, (3) 
где koff – константа скорости и освобождения (диссоциации) актина;  
φнабл – наблюдаемая обесцвеченная часть, которая не является реальной 
из-за быстропроходящего процесса диффузии, не учитываемого данной 
моделью, по сравнению с процессом химических взаимодействий. 

3. Общая модель диффузии и неподвижных ловушек G-актина: 
(ݐ)݌ܽݎ݂  = 1 − ߮ +  ߶ ∗  (4) ,[((݌)݌ܽݎ݂)ଵିܮ]
где L-1 – оператор обратного преобразования Лапласа; frap(p) – выраже-
ние для восстановления флуоресценции [2]. 

РАЗРАБОТКА СИМУЛЯТОРА FRAP-КРИВЫХ С УЧЕТОМ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ОСОБЕННОСТЕЙ 

Симулятор FRAP-эксперимента с учетом экспериментальных особен-
ностей разработан  для набора кривых, получаемых в ходе эксперимен-
та: frap - средняя интенсивность флуоресценции в исследуемой фото-
обесцвеченной области; whole - во всей клетке; base - вне клетки, фон; 
reference - часть клетки вне исследуемой области. 

При уменьшении интенсивности флуоресценции, то есть уменьшении 
числа фотонов, поступающих на катод ФЭУ, необходимо увеличивать 
напряжение на нем. При этом на ФЭУ уровень шумов экспоненциально 
возрастает [3], поэтому при моделировании FRAP-эксперимента при за-
шумлении данных кроме Гауссова шума, добавлялось слагаемое: 
 ௉ܰெ் = ௗܥ ∗ ߦ ∗ ݁஼೏మ/ூ೘ೌೣ , (5) 
где ξ – реализация стандартной нормальной случайной; Сd, Сd2 – калиб-
ровочные коэффициенты, позволяющие откалибровать конкретную экс-
периментальную установку; Imax – максимальный уровень интенсивно-
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сти, определяющий «растяжение» кривой вдоль оси ординат, построен-
ной по теоретическим значениям (в диапазоне от 0 до 1). 

В частности, общее выражение для моделирования кривой frap: 
(ݐ)௙௥௔௣ܫ  = (ݐ)௧௛௘௢௥௬ܫ௠௔௫൫ܫ + ൯(ݐ)௧௛௘௢௥௬ܫඥߦௗ௜௦௣ܥ +  ஼೏మ/ூ೘ೌೣ, (6)݁ߦௗܥ
где Itheory - значения в соответствие с теоретической моделью. 

Моделирование других рассматриваемых кривых флуоресценции 
осуществляется схожим образом (зашумление стандартным Гауссовым 
шумом теоретической модели, шкалирование по уровню интенсивности, 
учет шума ФЭУ в виде слагаемого NPMT соответствие с этим уровнем). 

Эффект повторного фотообесцвечивания, когда при снятии изобра-
жения часть флуорофоров повторно обесцвечивается, учитывается экс-
поненциальной зависимостью reference(whole). 

Таким образом, выражение для моделирования кривых reference 
(whole) имеет вид: 

 ቊ
(ݐ)௥௘௙_௧௛ܫ =  ݁ିఛ೏೐೎ೌ೤௧ + ;଴ݕ

(ݐ)௥௘௙ܫ = (ݐ)௥௘௙_௧௛ܫ)௠௔௫ܫ + ((ݐ)௥௘௙_௧௛ܫඥߦௗ௜௦௣ܥ + ஼೏మ/ூ೘ೌೣ݁ߦௗܥ
�, (7) 

где y0 – значение интенсивности флуоресценции при ݐ → ∞; τdecay – пара-
метр, учитывающий повторное уменьшение флуоресценции. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ПОДХОДОВ С УСРЕДНЕНИЕМ ДО ПРОЦЕССА 
ПОДГОНКИ ПАРАМЕТРОВ И ПОСЛЕ ПРИ БИОЛОГИЧЕСКОМ ШУМЕ 

Разработанная методика исследования на первом этапе включает мо-
делирование с использованием разработанного симулятора (набор из 
N=30 кривых), описывающих процесс диффузии в клетке c вариацией 
биологического параметра (в частности, вариация задавалась нормаль-
ным распределением коэффициента диффузии со средним значением 
4 мкм2/с и стандартным отклонением 2 мкм2/с). 

Процесс анализа включает в себя предобработку данных. Для учета 
эффекта темных состояний (dark states) [4] отбрасывается 10 первых то-
чек кривой флуоресценции в части до фотообесцвечивания. Выполнена 
нормировка данных [5]. На следующем этапе в первом подходе прово-
дилось усреднение N кривых в каждой точке с последующим анализом 
для усредненной кривой. Затем по алгоритму оптимизации Левенберга-
Марквардта [6] производился процесс подгонки параметров моделей для 
кривых восстановления флуоресценции, на основе которого строились 
доверительные интервалы для оценок параметра. Для оценки качества 
аппроксимации данных использовался параметр RMSE [6]. На послед-
нем этапе во втором подходе необходимо усреднить N оценок средних 
значений биологического параметра и построить доверительный интер-
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вал для этой оценки. Ввиду того, что N оценок среднего значения коэф-
фициента диффузии могли быть получены с разной точностью, их ус-
реднение проводилось как по формуле без учета весов для каждого зна-
чения [6], так и c учетом весовых факторов, относящихся как квадраты 
точности. В качестве оценки такой точности использовалось относи-
тельное значение ширины доверительного интервала: 

ఉܧܴ  = ஒ
௫
 , (8) 

где β – ширина доверительного интервала; x – оценка среднего значения. 
Описанная методика повторялась 5 раз. Сравнение полученных в раз-

ных подходах оценок средних значений параметров моделей и ширины 
доверительного интервала проводилось на основе относительной ошиб-
ки (RE) [6] и параметра REβ. 

В результате для оценки среднего значения в подходе с усреднением 
после подгонки параметров RE в пределах 7–8.3 % в случае расчета 
среднего без учета весов и 0.2–4.5 % в случае расчета среднего с учетом 
весов. Для оценки среднего с усреднением до подгонки RE в пределах  
9.7–12.9 %. Для ширины доверительного интервала с усреднением 
после подгонки параметров REβ в пределах 4.8–7.6 % в случае расчета 
без учета весов и 4.9-6,6 % в случае расчета с учетом весов. Для оценки 
среднего с усреднением до подгонки REβ<0.8 %. 

Полученные результаты позволяют сделать следующие выводы: учет 
экспериментальных особенностей метода FRAP существенно влияет на 
качество анализа данных и оценку биологических параметров; в случае 
подхода с усреднением кривых, оценка среднего значения для биологи-
ческого параметра получается ближе к теоретическому среднему, в то 
время как относительная ширина доверительного интервала данного по-
лучается большей, чем в подходе без усреднения. Расчет среднего зна-
чения по параметрам предпочтительнее производить с учетом весовых 
факторов. 
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