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ВСТУП

Актуальність теми. Останні десятиріччя розвитку біології і медицини характеризуються розширенням застосування принципів і методів суміжних наук, які широко використовують математичний апарат. Немає такого аспекту в складному процесі створення лікарських препаратів, у якому не застосовувалися б методи математичної статистики: від процедури відбору хімічних сполук для одержання заданого спектра біологічної активності на першому етапі до прогнозування продажу вже зареєстрованого препарату. У цей час участь фахівця-статистика в плануванні й аналізі результатів клінічних досліджень є звичайною й широко розповсюдженою практикою. Причому зростає роль статистика в обговоренні проекту в цілому. Стосовно до проведення клінічних досліджень математична статистика може допомогти у формулюванні мети, розробці дизайну, виборі методів рандомізації, визначенні необхідного числа пацієнтів для одержання статистично значимого висновку, безпосередньо в проведенні аналізу отриманих результатів, формуванні висновку.
Застосування статистичних методів не є формальною процедурою, це – творча діяльність. І, як будь-яка творча діяльність, планування досліджень і інтерпретація отриманих результатів вимагають глибоких знань в області математики. Велика й відповідальність – часто саме статистичне оцінювання результатів клінічних досліджень визначає рішення на користь даного методу лікування. На практиці статистичний аналіз або формально виконують самі медики, або вже після збору даних їхній аналіз доручається математикам, що не мають відношення до медицини. Крім того, нерідко недостатня увага приділяється плануванню досліджень, у результаті вже після закінчення етапу збору інформації при спробі застосувати статистичні тести може виявитися, що зібраних даних не вистачає для формування статистично значимого висновку про переваги одного порівнюваного методу лікування над іншим. І отут навіть самі складні математичні методи аналізу отриманих результатів не врятують ситуацію, якщо вони були отримані в ході неграмотно спланованого дослідження. Навіть якщо при проведенні досліджень самі медики й не будуть займатися статистичною обробкою, вони повинні вміти грамотно пояснити математикам мету й суть проведеного дослідження, допомогти в інтерпретації одержуваних результатів, тобто перевести розв’язуване завдання з медичної мови на математичну. 
Сьогодні при онкологічних дослідженнях одним з основних етапів постановки діагнозу є – аналіз мікроскопічних зображень. При цьому використовуються цифрові зображення (зразки) цитологічних та гістологічних препаратів, які отримуються за допомогою систем автоматизованої мікроскопії (САМ). САМ – це програмно-апаратні комплекси для автоматизованого цифрового оброблення мікроскопічних зображень. До складу САМ входять мікроскоп, відеокамера, комп’ютер. Програмне забезпечення цих систем містить базові алгоритми покращення та сегментації отриманого зображення. Статистичний аналіз цитологічних і гістологічних зображень все ще не набув широкого використання в медичній практиці. Тому актуальною задачею є розробка алгоритмів статистичного аналізу біомедичних зображень.

Мета і завдання дослідження. Метою роботи є розробка алгоритмів статистичного аналізу біомедичних зображень для виявлення статичних закономірностей морфометричних показників на прикладі імуногістохімічних  зображень. 

Об’єкт дослідження – цифрові імуногістохімічні зображення.

Предмет дослідження – алгоритми статистичного аналізу зображень.
Для досягнення поставленої мети необхідно розв’язати наступні задачі:

1) провести аналіз морфометричних показників біомедичних зображень;

2) розглянути класи імуногістохімічних зображень та визначити їх характеристики;
3) провести аналіз основних положень морфолого-статиcтичного аналізу;

4) провести аналіз сучасних систем цифрової мікроскопії;

5) розробити  алгоритми статистичного аналізу біомедичних зображень;

6) здійснити програмну реалізацію розроблених алгоритмів статистичного аналізу і провести їх верифікацію на прикладі імуногістохімічних зображень.
Методи досліджень базуються на використанні теорій ймовірностей і математичної статистики, алгоритмів, морфометричного аналізу і теорії проектування комп’ютерних систем.

Наукова новизна одержаних результатів. Розроблено алгоритми морфолого-статистичного аналізу імуногістохімічних зображень. 
Практичне значення отриманих результатів. За допомогою запропонованих алгоритмів виконано статистичний аналіз біомедичних зображень. 
Публікації та апробація КР. Основні результати дослідження опубліковано на V-ій науково-практичної конференції молодих вчених і студентів «Інтелектуальні комп’ютерні системи та мережі», 10 листопада 2022 р., м. Тернопіль, Західноукраїнський національний університет:

1. Павлік В.В., Ткачук Б.А., Шершаков Д.В. Алгоритми аналізу та класифікації графічної інформації. Інтелектуальні комп’ютерні системи та мережі : тези доп. VІ Наук.-практ. конф. молодих вчених і студентів (10 лист. 2022 р.). Тернопіль : ЗУНУ, 2022.  
2. Павлік В.В., Ткачук Б.А., Шершаков Д.В. Статистичний аналіз біомедичних зображень. Інтелектуальні комп’ютерні системи та мережі : тези доп. VІ Наук.-практ. конф. молодих вчених і студентів (10 лист. 2022 р.). Тернопіль : ЗУНУ, 2022. 
Дипломна робота складається із трьох розділів, висновків, списку використаної літератури та додатків. 
У першому розділі представлено аналіз основних положень математичної статистики і здійснено морфолого-статистичний аналіз біомедичних зображень, а також проведено класифікація біомедичних зображень і зроблено аналіз програмних засобів для статистичної обробки даних.
Другий розділ присвячений розробленню алгоритмів обчислення числових характеристик статистичних вибірок морфометричних даних, алгоритмів регресійного аналізу та алгоритмів дисперсійного та кореляційного аналізу.
У третьому розділі описано програмну реалізацію розроблених алгоритмів. Запропоновано структуру програмної системи і реалізовано програмний модуль статистичного аналізу. Здійснено тестування програмного модуля системи та проаналізовано результати верифікації розроблених алгоритмів на прикладі цитологічних і гістологічних зображень.
1 КЛАСИ БІОМЕДИЧНИХ ЗОБРАЖЕНЬ ТА ЇХ СТАТИСТИЧНИЙ АНАЛІЗ
1.1 Основні положення математичної статистики

Теорія ймовірностей та математична статистика виникли в середині 17 ст. внаслідок розвитку суспільства та товарно-грошових відносин. Гра також зіграла свою роль цьому процесі, служачи простим шаблоном виявлення закономірностей у виникненні випадкових подій. Крім того, розвиток математичної статистики було зумовлено необхідністю обробки даних, накопичених на той час у сфері державного управління: демографії, охорони здоров'я, торгівлі та інших галузей економічної діяльності. Можна перерахувати досить довгий список імен великих вчених, які зробили внесок у розвиток математичної статистики: П. Ферма (1601-1665) та Б. Паскаль (1623-1662), Дж. Бернуллі (1654-1705) та П. Лаплас (1749)- 1827), К. Гаус (1777-1855) та С. Пуассон (1781-1840), Т. Байєс (1701-1761) та інші. Першим, кому вдалося поєднати методи антропології та соціальної статистики з досягненнями теорії ймовірностей та математичної статистики, був бельгійський статистик Л. Кетле (1796–1874). З його робіт передбачалося, що завдання статистики полягає не просто у збиранні та класифікації даних, а в їх аналізі з метою виявлення закономірностей. Л. Кетле одним із перших показав, що випадковості, які спостерігаються в живій природі, внаслідок їх повторення виявляють відому тенденцію, яку можна описати математичною мовою.

Дати вичерпне визначення статистики як дисципліни досить складно. Найбільш вдалим, на наш погляд, вважатимуться таке визначення: «наука, вивчає методи збирання та інтерпретації числових даних». Таким чином, основна мета статистики полягає в тому, щоб робити осмислені висновки із суперечливих даних (схильних до розкиду).
При статистичному дослідженні насамперед вияснюється питання з якими даними потрібно працювати. Матеріал для досліджень може бути поданий повним числом спостережень або вибраним з великої кількості (вибіркою). Вся сукупність спостережень, що підлягає вивченню називається генеральною. Об’єкти генеральної сукупності характеризуються однією або кількома ознаками, які поділяються на якісні і кількісні. Якісна ознака описує властивість або стан об’єкта генеральної сукупності, кількісна – дає його числову характеристику.

Способи утворення вибірки. Розрізняють різні способи утворення вибірки, які можна розділити на два види [1-11]:

1. Відбір, при якому об’єкти з усієї генеральної сукупності відбираються по одному і випадковим чином (простий відбір). При такому відборі не відбувається поділ генеральної сукупності на частини. 

Сформовані в такий спосіб поодинокі зразки можуть повторюватися і бути повторними. Повторна вибірка – для формування її обраний об'єкт повертається у генеральну сукупність до того, як буде обрано наступний. Неповторною називається вибірка, при формуванні якої обраний об'єкт до відбору наступного не повертається в генеральну сукупність;
2. Відбір, при якому об’єкти з усієї генеральної сукупності поділяються на частини (механічний, типовий, серійний, комбінований).

Механічним відбором називається відбір, у якому об'єкти вибираються з генеральної сукупності через певний інтервал. Типова селекція – це селекція, при якій об'єкти вибираються не з усієї генеральної сукупності, а з кожної її типової частини. Серійний відбір — це відбір, у якому об'єкти відбираються із генеральної сукупності не одним, а серіями. Вони повністю перевірені. Комбінований вибір поєднує кілька варіантів вибору при побудові вибірки. Наприклад, генеральну сукупність розбивають на серії, потім деякі з них використовують звичайний відбір.
Аналіз статистичних даних. Припустимо, що досліджується кількісна ознака Х об’єктів генеральної сукупності 
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. Після опрацювання п об’єктів вибіркової сукупності отримуються п чисел х1, х2, …, хп, які називаються варіантами і утворюють статистичний ряд.

Первинна обробка ряду варіант полягає у групуванні рівних варіант цього ряду. Ряд варіант розташовують в порядку зростання, перенумеровують і в результаті одержують послідовність чисел х1 ≤ х2 ≤ … ≤ хп – варіаційний ряд. Якщо у варіаційному ряді варіанта х1 повторюється п1 разів, х2 – п2 разів, хk – пk разів (
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), то числа пі називаються частотами, їх відношення до обсягу вибірки пі / п = wі – відносними частотами (
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Відповідність між варіантами і частотами (відносними частотами) називається статистичним розподілом вибірки:
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При дослідженні Х – неперервної випадкової величини – статистичний розподіл вибірки задається відповідністю між інтервалами і частотами (відносними частотами), які потрапляють у ці інтервали, тобто інтервальним статистичним розподілом вибірки:
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Однією із задач математичної статистики є оцінювання функції розподілу 
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 ймовірностей кількісної ознаки Х об’єктів генеральної сукупності. Приблизне значення цієї функції виявляється через емпіричну функцію розподілу 
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. Дана функція – детермінованого аргументу х. Вона рівняється відносній частоті появи події (Х < х) для даної вибірки значень випадкової величини Х, тобто
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де пх – сума частот тих варіант, які є меншими від х,

п – обсяг вибірки.

Властивості функції такі:
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У процесі аналізу статистичних даних значну роль грає геометричне свідчення даних. Для наочності будуються різні графіки статистичних розподілів, зокрема полігон та гістограма.

Полігон частот є ламаною лінією, прямолінійні відрізки якої з'єднують сусідні точки 
[image: image20.wmf](
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. Для побудови полігона варіанти 
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 відкладаються по осі абсцис, частоти яких 
[image: image24.wmf]i
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 відповідають осі ординат.
У разі неперервної ознаки доцільно збудувати гістограму. Нехай довжина кожного з часткових інтервалів дорівнює h.

Тоді гістограмою частот називається ступінчаста фігура, що складається з прямокутників, основи яких є частковими інтервалами довжини h, а висоти дорівнюють 
[image: image25.wmf]h
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. Площа i-го часткового прямокутника дорівнює 
[image: image26.wmf]i
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, або сумі частот, що потрапляють у i-й інтервал. Площа гістограми дорівнює п.
При проведенні статистичного дослідження необхідно обчислювати числові характеристики, що виражають у компактній формі найбільш значущі характеристики статистичного розподілу вибірки та оцінки невідомих параметрів розподілу кількісної ознаки генеральної сукупності.

Числові характеристики включають: середнє значення вибірки (середня вибіркова), дисперсію вибірки, середнє квадратичне відхилення, моду, медіану, діапазон варіації, коефіцієнт варіації і т. д.

Середня вибіркова статистичного розподілу визначається за формулою:
[image: image27.png]i
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за умови, якщо всі варіанти різні, тоді за формулою:
[image: image28.png](12)




Вибірковою дисперсією статистичного розподілу називається середнє арифметичне квадратів відхилень варіант від середньої вибіркової. Обчислюється 
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 за формулою:





[image: image30.png]'z
(5, -5, n,
(13)

nig









або за розрахунковою:
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Дисперсія характеризує середню величину розкиду варіант навколо 
[image: image32.wmf]в

x

 в одиницях в квадраті. В лінійних одиницях цей розкид називається середнім квадратичним відхиленням вибірковим:
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Коливання окремих значень варіант характеризується особливостями варіювання. Найпростішим є показник діапазону варіювання R, рівний різниці між найбільшим і найменшим з варіантів розподілу: 
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. Діапазон варіації використовується під час статистичного вивчення якості генеральної сукупності.

Для порівняння двох статистичних розподілів за їх розмірністю щодо середньої вибіркової введемо коефіцієнт варіації, що дорівнює відношенню середнього квадратичного відхилення до середньої вибірки та виражений у відсотках:
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Статистична оцінка та перевірка статистичних гіпотез. У статистичних дослідженнях особлива увага приділяється двом категоріям статистичних завдань: статистичній оцінці та перевірки статистичних гіпотез. Перше завдання ділиться на точкову та інтервальну оцінку параметрів розподілу. Ця статистична проблема не існувала б, якби кількість спостережень не обмежувалася вибіркою. Тоді можна було б точно визначити параметри розподілів і порівняти їх.
Точкова статистична оцінка числового параметра генеральної сукупності 
[image: image36.wmf]Q

 є функцією вибіркових значень 
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, яка в певному статистичному сенсі є близькою до істинного значення цього параметра.

Для знаходження реального 
[image: image38.wmf]Q

 може бути використана не тільки одна точкова оцінка. За цієї причини необхідно вибрати оцінку, яка є незміщеною, ефективною, спроможною.

Незміщеною називається така точкова статистична оцінка 
[image: image39.wmf]*
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, для якої математичне сподівання рівняється оцінюваному параметру 
[image: image40.wmf]Q

 при довільному обсязі вибірки, тобто
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Зміщеною називається така оцінка, для якої 
[image: image42.wmf]Q
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Рівність 
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 запевняє відсутність систематичних похибок. Це означає, що при достатньо великому обсязі утворених вибірок середнє арифметичне значення 
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 буде рівнятися до оцінюваного параметра 
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, принаймні усяке значення може відрізнятися як від 
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, так і від інших значень 
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Якщо для оцінювання параметра 
[image: image48.wmf]Q

 можуть бути використані незміщені точкові оцінки 
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, називається ефективною, якщо при заданому обсязі п вибірки для неї виконується :
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 є ефективною статистичною оцінкою для будь-якого обсягу вибірки.

Ефективність оцінки є мірою її точності. Переважно, точність оцінки підвищується за рахунок збільшення розміру вибірки.

Репрезентативність вибірки має різну точність і достовірність, що виражається величиною помилки репрезентативності у зв'язку з дослідженням не всієї сукупності, а лише її частини.

Помилки репрезентативності дозволяють знайти інтервал, у якому із заданою ймовірністю знаходиться справжнє значення загального параметра.
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де 
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 – загальний параметр, 
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 – вибірковий показник, 
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 – гранична помилка, 
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 – середня квадратична помилка (помилка репрезентативності), 
[image: image61.wmf]t

 – корінь рівняння 
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, 
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 – задана надійність (довірча ймовірність). (Значення 
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 можна обчислити й за таблицею Ст’юдента).

Найчастіше інтервал знаходять для середньої вибіркової ознаки, середнього квадратичного відхилення і для вибіркової частки. 

Середня квадратична помилка середньої вибіркової ознаки обчислюється за формулами: 
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середня квадратична помилка для середнього квадратичного відхилення за формулою:
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середня квадратична помилка для вибіркової частки за формулами:
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Статистична гіпотеза – це припущення про форму невідомого розподілу випадкової величини або параметри відомого розподілу. Поряд із висунутою гіпотезою розглядається і гіпотеза, що їй суперечить. Гіпотеза Н0 називається первинною чи нульовою гіпотезою, а гіпотеза Н1 називається альтернативною.
Для перевірки основної гіпотези потрібний критерій правильності цієї гіпотези. Статистичний критерій – це випадкова величина К, яка використовується для перевірки основної гіпотези і закон розподілу якої (точний або наближений) є відомим. Для кожного конкретного випадку К вибирається спеціально і позначається: U або Z, якщо воно розподілено нормально, F або 
[image: image68.wmf]2
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 – за законом Фішера-Снедокора, Т – за  законом Стьюдента, 
[image: image69.wmf]2

c

- "хі-квадрату". закон, К - за законом Колмогорова та ін.
Можливі значення випадкової величини (критерію) К розбиваються на дві непусті множини 
[image: image70.wmf]Q

 і 
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 (
[image: image72.wmf]Æ
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), що складаються зі значень критерію, при якому приймається Н0, і значень критерію, при якому Н0 відхиляється (тому Н1 приймається). Множина 
[image: image73.wmf]Q

 називається критичною зоною, а множина 
[image: image74.wmf]Q

 — зоною прийняття гіпотези, або зоною допустимих значень.

Для конкретної вибірки значення критерію обчислюється як функція варіант. Отримане значення називається спостереженим значенням критерію – 
[image: image75.wmf]сп
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.
Згідно основного принципу статистичної перевірки статистичної гіпотези: якщо спостережене значення критерію належить критичній області (
[image: image76.wmf]Q
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), тоді гіпотезу H0 відхиляють; якщо спостережене значення критерію належить області допустимих значень (
[image: image77.wmf]Q

K

сп

Î

), тоді гіпотезу H0 приймають.
Згідно з основним принципом статистичної перевірки статистичної гіпотези: якщо значення критерію, що спостерігається, належить критичній області, то гіпотеза Н0 відкидається; якщо значення критерію, що спостерігається, належить діапазону допустимих значень, то приймається гіпотеза Н0.
Оскільки висновок про правильність гіпотези робиться за результатами підсумкової вибірки і може бути «невдалою», завжди є ризик прийняти неправильне рішення. У цьому випадку можуть бути допущені помилки двох видів.

Якщо гіпотеза Н0 відкидається (і приймається Н1), хоча насправді Н0 правильна, це помилка I роду.

Якщо гіпотеза Н0 приймається (а Н1 відкидається), а Н1 справді вірна, це помилка другого роду.
Досить часто використовується критерій Ст’юдента. Він призначений для порівняння правильності припущення, що дві групи належать до випадкових вибірок з нормально розподіленої сукупності.

Розглянемо відношення
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Для двох випадкових вибірок взятих з одної нормально розподіленої сукупності це відношення, як правило, буде близьким до нуля. Чим меншим (за абсолютною величиною) є t, тим більше є підстав відкинути Н0 і вважати, що відмінності є статистично значущі.

Для знаходження величини t необхідно знати різницю вибіркових середніх та їх стандартну помилку. Стандартну помилку різниці середніх віднаходимо за формулою 
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. Тому відношення t наступне: 
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В даному випадку будується двостороння критична область. За рівнем значущості 
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 і числом ступенів вільності 
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 за таблицею Ст’юдента знаходиться критична точка 
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Якщо 
[image: image84.wmf]<

t



 EMBED Equation.3  [image: image85.wmf])
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, то немає підстав відкидати Н0.

Визначення розміру вибірки. Перед формуванням вибіркової сукупності необхідно визначити, якою має бути її чисельність. Щоб визначити мінімальний розмір вибірки, починають із заданого рівня достовірності γ та необхідної точності оцінки, що визначається граничною помилкою вибірки – Δ.

Для знаходження мінімального розміру вибірки з рахунковими характеристиками, розрахункові числові характеристики яких відхиляються від показника генеральної сукупності в межах заданого ступеня точності при заданому рівні достовірності використовують формулу:
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де р – відносна частота спостережень випадкової ознаки; 
[image: image87.wmf]q

 – відносна частота відсутності випадкової ознаки; 
[image: image88.wmf]2

s

 – квадрат середньої квадратичної помилки; 
[image: image89.wmf]D

 – гранична помилка, яка є не більшою 0,05; 
[image: image90.wmf]t

 – показник Ст’юдента.

Для практичних цілей розмір вибірки з рахунковими ознаками можна також отримати за формулою
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де 
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 – розмір генеральної сукупності; 
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 – гранична помилка; 
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 – критерій Ст’юдента, 
[image: image95.wmf]t
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Для ознак, що вимірюються (неперервні випадкові величини – маса, розмір, об’єм і т.д.) обсяг вибірки може бути значно меншим, ніж для лічильних ознак. Адже ці ознаки в зв’язку з морфометричними особливостями змінюються в більш вузьких межах.

При вивченні мірних ознак достатній обсяг вибірки може визначатися за формулою:
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де 
[image: image97.wmf]N

 – обсяг генеральної сукупності; 
[image: image98.wmf]D

 – гранична помилка; 
[image: image99.wmf]t

 – критерій Ст’юдента, 
[image: image100.wmf]t
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Якщо прийняти, що обсяг генеральної сукупності дорівнює нескінченності (адже при кожному виді патології є велика кількість варіантів змін в окремих осіб, в органах, тканинах, клітинах і т.д.), то обсяг вибірки можна обчислити за полегшеною формулою:
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де 
[image: image102.wmf]s

 – середнє квадратичне відхилення, 
[image: image103.wmf]t

 не нижче 1,96.

Гранична похибка встановлюється морфологом. При різній граничній помилці і однаковому середньому квадратичному відхиленні буде необхідним різний обсяг вибірки.

Регресійний аналіз. Якщо між змінними існує зв'язок, то його можна виразити з допомогою рівняння регресії, а з допомогою коефіцієнта кореляції виміряти силу цього зв’язку. Найпростішою є лінійна залежність y від х, яка виражається формулою 
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Можливою є також нелінійна залежність, як, наприклад, 
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, коли незалежних змінних більше, ніж одна.

В рівнянні регресії одна з змінних, х, називається незалежною змінною, а інша, у – незалежною змінною. По значенню однієї ознаки прогнозується значення іншої.

1.2 Класифікація біомедичних зображень і міжнародні стандарти обміну медичними даними
При встановленні діагнозу та проведенні лікування лікарі використовують наступні види медичних зображень: цифрові мікроскопічні зображення (цитологічні, гістологічні зразки), рентгенівські знімки (кількість цифрових рентгенівських знімків збільшується, але переважна більшість становлять рентгенівські знімки), УЗД, магнітно-резонансна CT - Computed Tomography), позитивно-емісійна томографія (PET - Positive Emission Tomography), зображення тощо. буд. ємності. Медичні зображення надають важливу інформацію про пацієнта, але їх самих по собі недостатньо, оскільки їх необхідно аналізувати та інтерпретувати у контексті історії хвороби пацієнта (тобто необхідних метаданих, пов'язаних із зображеннями) [12].
Існує низка факторів, які украй ускладнюють лікування пацієнта на основі медичних зображень. Звичайно, медичні дані про пацієнта збираються в різних медичних закладах. Часто лікарі не мають доступу до всіх медичних карток усіх своїх пацієнтів. Медичні зображення є дуже великими обсягами даних (тривимірні зображення, відбитки, отримані в послідовні моменти часу, множинні протоколи зображень) зі складною структурою (клінічно та епідеміологічно значущі показники, такі як вік пацієнта, харчування, спосіб життя та історія хвороби, параметри візуалізації та анатомо-фізіологічні зміни). Часто зображень однієї модальності недостатньо, оскільки багато параметрів впливають отримання зображення, а додаткова інформація накопичується різними фізичними системами збору даних.
Медичні дані використовуються  при  установці  діагнозу, при подальшому  лікуванні  і  плануванні  терапії.  При  установці  діагнозу медичні зображення отримані в медичному  центрі, зазвичай  візуалізуються і інтерпретуються лікарем відразу після їх  отримання.

Розглянемо характеристики найпоширеніших класів цих зображень. Пухлини дихальної системи. Слизові оболонки носа, білоносих пазух, верхньоносового відділу глотки покриті псевдомногошаровим війчастим епітелієм, порожнина рота, гортанна частина глотки - багатошаровим плоским епітелієм. Власний слизовий шар цих відділів складається з пухкої, часто слизової тканини, містить залози, вкриті пухким, часто кубічним та призматичним епітелієм. У товщі слизової оболонки [12] є мигдалики, покриті багатошаровим плоским епітелієм, який стоншується на дні крипт. 

Вистилка надгортанника та голосових зв'язок покрита багаторядним плоским епітелієм, решта гортані, трахеї та великих бронхів багаторядна, а дрібні бронхи покриті двома або двома рядами миготливого епітелію. Бронхіоли вкриті кубічним однорядним епітелієм, альвеоли - респіраторними клітинами.

Клітини проліферуючого бронхіального епітелію (рисунок 1.1) характеризуються збільшеними розмірами, особливо ядер, пухкою структурою хроматину та великими ядрами.
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Рисунок 1.1 – Клітина проліферуючого бронхіального епітелію
«Середньостінкові» пухлини ділять за тканинним джерелом походження. Є 3 групи:

- стравохід, великі бронхи, зоб, щитовидна, паращитовидна залоза, лімфатичні вузли;

- грудна стінка, діафрагма, плевра;

- жирова, фіброзна, нервова та інші тканини.

Тератобластома (рисунок 1.2). На гістологічних зрізах пухлина складається з незрілих елементів переважно мезанхімальної та епітеліальної тканини.
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Рисунок 1.2 – Тератобластома

Клітини останніх утворюють залозисті, грудо-табулярно-подібні і солідні структури, порожнини, інколи ж, при асоціації з тератомою, і утвори, що нагадують залози дихального і травного трактів.
Пухлини травної системи. До пухлин травного тракту належать: пухлини слизових залоз; пухлини слизової оболонки губ, рота та стравоходу; пухлини шлунка, пухлини товстої кишки, пухлини печінки, пухлини підшлункової залози.
Рак із ознаками продукції слизу (рисунок 1.3) у гістологічних препаратах містить клітини та залози, заповнені слизом. Частина слизу, що накопичилася, відшаровує строму, утворюючи «озера» з острівцями атипових епітеліальних комплексів.

Пухлини молочних залоз. На тлі нормальної молочної залози (рисунок 1.4) у жінок 20-35 років серед пухкої сполучної тканини є значна кількість зрілих та незрілих часток молочної залози.
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Рисунок 1.3 – Слизовий рак шлунку атипічний епітелій переповнений слизом
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Рисунок 1.4 – Хвороба Педжета

Альвеоли молочних залоз і проток покриті однорідним кубічним епітелієм, до якого зовні приєднуються зірчасті міоепітеліальні клітини. Епітелій складових молочних проток має призматичну форму. На розрізі структура багатошарового плоского епітелію порушена форма клітин змінена. Базальні клітини, пара базального та середнього шарів мають збільшені ядра та ядерця, у цитоплазмі багато клітинних елементів, особливо середнього шару, видно вакуолі. Вузькі тяжи клітин базального шару вростають у прилеглу запалену змінену тканину. На багатьох ділянках роговий шар епітеліального шару відсутній.

Пухлини жіночих статевих органів. Піхва та вагінальна частина шийки матки в нормі були покриті багатошаровим плоским епітелієм, який умовно поділяють на поверхневий, проміжний та базальний шари. Слизова оболонка матки вистелена одношаровим циліндричним епітелієм. Такий же епітелій покриває екскреторну і кінцеву частини трубчастих залоз, що гілкуються. У різні фази менструального циклу залози зазнають змін. Слизова оболонка цервікального каналу зморшкувата, покрита циліндричним епітелієм, залоз не містить. Під циліндричним епітелієм знаходиться ряд резервних клітин (дрібних, подібних до базального епітелію), здатних за певних умов, особливо при гіперплазії, диференціюватися в стовпчасту і плоскоклітинну метаплазію. Кордон переходу плоского і призматичного епітелію під час статевого дозрівання перебуває лише на рівні зовнішнього отвори кістки матки, і з настанням старості зміщується в цервікальний канал. У перехідній зоні епітелій може різко відриватися, так і лежати в кілька шарів. В останньому випадку клітини утворюють базальний та парабазальний шари та розташовуються на поверхні.

Першу дуже важко розпізнати (рисунок 1.5). Це пояснює передбачувані гістологічні діагнози та помилки: немає чіткої межі між залізистою гіперплазією та зрілою аденокарциномою.

Пухлини щитовидної залози. Щитовидна залоза складається з фолікулів різного розміру, які в залежності від функціонального стану органу вкриті нижнім або верхнім фолікулярним епітелієм. Внутрішня частина фолікулів містить колоїд. Строма між фолікулами багата на кровоносні судини.
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Рисунок 1.5 – Аденокарценома матки
Онкоцити (рисунок 1.6) є великі, різноманітні, округлі клітини з добре розвиненою зернистою цитоплазмою.

Шкірні пухлини. Шкіра складається з епідермісу та дерми. А ще він схильний до багатьох захворювань, зокрема запальних, у нього розвиваються різні набряки епітеліального, мезенхімального характеру. Джерелом розвитку епітеліальних пухлин є клітини епідермісу, епітелій волосяних фолікулів, сальних та потових залоз.
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Рисунок 1.6 – Аденома щитовидної залози із клітин Гуртля
Епітеліальний невус (рисунок 1.7) у цитологічних препаратах, крім елементів нативних тілець, виявляють багатоядерні клітини, ядра яких, хоч і мають збільшені ядра, відносно однорідні за розмірами та формою.
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Рисунок 1.7 – Епітелійний невус

Пухлини судин найчастіше займають проміжне положення між вадами розвитку (дисембріоплазія) та бластомами. Пухлини, специфічні для кровоносних судин, зазвичай мають ендотеліальне та перицитарне походження.
Зазвичай клітини немає цитоплазми, а тих випадках, коли вони збереглися, мають вигляд відростків. Ядра дрібні. Клітини переважно розташовані тканинними пучками та розсіяні (рисунок 1.8).
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Рисунок 1.8 – Міксома. Пухлини кісток

У зв'язку із труднощами біопсії, тривалістю обробки кісткової тканини, складністю інтерпретації патологічних змін можливості застосування гістологічного методу при пухлинах кісток обмежені. У цих клініках рентгенологічного дослідження велике значення надають дослідженню біоптату, оскільки малий обсяг тканини значно знижує діагностичні можливості гістологічного методу. Але ще більшою мірою це стосується методу цитологічного аналізу.
Рабдоміосаркома (рисунок 1.9) за гістологічною будовою поділяється на переважно ембріональну, альвеолярну, поліморфноклітинну та змішану форми.
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Рисунок 1.9 – Рабдоміосаркома

Отримані експериментальні дані (цитологічні та гістологічні зображення) необхідно передавати по комп’ютерних мережах. При цьому постає питання створення єдиних міжнародних стандартів обміну медичними даними. У кожні країні це питання вирішується по-різному і саме тому існує безліч різних медичних стандартів: ASTM, ASC X12, IEEE/MEDIX, NCPDP, HL7, DICOM і тому подібне Як правило, стандарти носять назви груп/комітетів і інших некомерційних організацій, що їх розробляють. 

Кожна група розробки стандартів має певну спеціалізацію, наприклад, ASC X12N для зовнішніх стандартів обміну електронними документами, ASTM E31.11 для стандартів обміну даними лабораторних випробувань, IEEE P1157 для обміну медичними даними (MEDIX), ACR/NEMA DICOM для пов'язаних з обміном зображеннями тощо.
Стандарти, що найбільш розвиваються, знаходять програмну та апаратну підтримку у великих виробників медичного обладнання, таких як Philips, Siemens, Acuson та інших. У низці країн проблеми стандартизації обміну медичними даними вирішуються досить комплексно. Наприклад, у США 1996 року Американський національний інститут стандартів (ANSI) затвердив національний стандарт обміну медичними даними в електронній формі HL7 (Health Level 7). 

Стандарт HL7 призначений для полегшення взаємодії комп'ютерних програм у закладах охорони здоров'я, обміну зовнішніми даними. Його основна мета - стандартизувати обмін даними між інформаційними додатками в охороні здоров'я таким чином, щоб усунути або значно скоротити необхідність розробки та реалізації конкретних програмних інтерфейсів, необхідних без стандарту. Крім того, метою HL7 є підтримка електронного обміну медичною інформацією з використанням широкого спектру комунікаційних інструментів, у тому числі набагато менш всеосяжних, ніж модель взаємодії відкритих систем (OSI).
Мета стандарту HL7 – стандартизувати обмін даними, а не прикладні системи, що беруть участь у цьому обміні. Це означає, що способи застосування цього стандарту у різних медичних закладах можуть суттєво відрізнятися.
Перша версія стандарту HL7 була розроблена в 1987 році, зараз версія 2.2 широко використовується і загальноприйнята в США, а версія 2.3 вже знаходиться на стадії обговорення. Цей стандарт використовується у США, а й у Австрії, Австралії, Великобританії, Німеччини, Ізраїлі, Канаді, Японії та інших.

Другим добре розробленим медичним стандартом є DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine). Перша версія цього стандарту була розроблена Американським коледжем радіології (ACR) та Національною асоціацією виробників електрообладнання (NEMA) у 1985 році.
DICOM – це галузевий стандарт для передачі рентгенологічних зображень та іншої медичної інформації між комп'ютерами на основі стандарту Open System Interconnection (OSI), розробленого Міжнародною організацією зі стандартизації (ISO). Стандарт DICOM описує дані паспорта пацієнта, умови проведення дослідження, положення пацієнта в момент отримання зображення тощо, щоб можна було провести подальшу медичну інтерпретацію цього зображення.
Стандарт допомагає організувати цифровий зв'язок між різним діагностичним та лікувальним обладнанням, що використовується у системах різних виробників. Робочі станції, комп'ютерні томографи (КТ) та магнітно-резонансні томографи (МРТ), мікроскопи, апарати УЗД, загальні архіви, хост-комп'ютери та мейнфрейми різних виробників, що знаходяться в одному або кількох містах, можуть обмінюватися даними між собою на основі DICOM. Використання мереж, які використовують стандартні протоколи, такі як TCP/IP. При використанні DICOM можливе проведення різних медичних досліджень у територіально розподілених діагностичних центрах з можливістю збору та обробки інформації у потрібному місці.
Стандарт DICOM версії 3.0 (остаточно опублікований у 1993 р.) призначений для передачі медичних зображень, отриманих за допомогою різних методів променевої терапії та іншої діагностики, у його описі наведено 29 діагностичних методів. Цей стандарт широко використовується у США, Японії, Німеччині та інших країнах. 

DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine) — це галузевий стандарт передачі рентгенівських зображень та іншої медичної інформації між комп'ютерами. Заснований на стандарті Open System Interconnection (OSI), розробленому Міжнародною організацією зі стандартизації, стандарт DICOM забезпечує цифровий зв'язок між різним діагностичним та терапевтичним обладнанням, що використовується у системах різних виробників.
Такі можливості позитивно позначаються на підвищенні перш за все економічної ефективності в різних галузях медицини. З використанням DICOM можна проводити різні медичні дослідження в територіально розподілених діагностичних центрах з можливістю збору і обробки інформації в потрібному місці. Це дозволяє отримувати максимальну віддачу від існуючих ресурсів, значно знизити витрати, у тому числі і на підключення нового устаткування, що підтримує цей стандарт. Наприклад, робочі станції, Комп'ютерні (КТ) і магнітно-резонансні Томографи (МРТ), дигітайзери, мікроскопи, спільні архіви, лазерні принтери, хост-комп’ютери і мейнфрейми від різних виробників, розташовані в одному місті або декількох містах, можуть "спілкуватися" один з одним на основі стандарту DICOM з використанням відкритих мереж. Як результат, медичні зображення можуть бути отримані і відправлені до місця призначення швидше, причому за відсутності в місці отримання зображень потрібних фахівців, місцем їх призначення може служити більш спеціалізоване на цьому конкретному випадку діагностична установа.

DICOM 3.0 розвивався на основі стандартів версії 1.0 (1985г.) і 2.0 (1988г.), розроблених Американським Коледжем Радіології (American College of Radiology, ACR) і Національною асоціацією виробників електронного устаткування (National Electrical Manufacturers Association, NEMA). Для підтримки розвитку і демострации DICOM 3.0 Комітет з електронних комунікацій Радіологічного суспільства Північної Америки (Radiological Society of North America, Inc., RSNA) в 1992 році почав роботу з секцією MedPacs ACR-NEMA. Цей комітет, очолюваний Робертом Хайнделем (Robert Hindel, PHD), представив концепцію "Центрального тестового вузла" (central test node, CTN), центральної точки обміну необхідною інформацією про передачу даних між медичним устаткуванням різних виробників.

За підтримки RSNA, Лабораторія Електронної Радіології (Electronic Radiology Laboratory, ERL) Інституту Радіології Маллінкродта (Mallinckrodt Institute of Radiology, MIR) розробила програмне забезпечення, яке перше у своєму роді включало підтримку специфікації DICOM 3.0. Дане програмне забезпечення було встановлене в CTN для демонстрації застосування стандарту в локальній комп'ютерній мережі секції infoRAD на асамблеї RSNA '92. Пізніше ERL випустила розвиненіше ПЗ, яке було продемонстровано в розподіленій мережі на RSNA '93. У січні 1994 року в цілях допомоги розробникам в розумінні суті стандарту, робоча версія, початкові коди і документація цього програмного забезпечення були опубліковані на ftp-серверах RSNA і MIR для безкоштовного публічного доступу. Доступні сталі і прості тестові утиліти, які могли застосовуватися для початкового тестування продуктів в лабораторіях розробників.
Цілий ряд робіт присвячений  комп’ютерним системам опрацювання біомедичних зображень [13-31].
1.3 Програмні засоби для статистичної обробки даних

Для аналізу таблиць даних використовуються найрізноманітніші математичні методи, що дозволяють повністю та всебічно проаналізувати зібрану інформацію. У сучасній науці з цією метою активно використовуються комп'ютерні програми математичної та статистичної обробки даних.
Стандартні методи обробки статистичних даних включені до програм для роботи з електронними таблицями, такі як MS Excel, та пакети математичних програм загального призначення, такі як Mathcad. Але набагато більше можливостей пропонують спеціалізовані пакети статистичних програм, в яких для обробки даних використовуються сучасні методи математичної статистики. Кількість таких статистичних пакетів, за даними Міжнародного статистичного інституту, близька до тисячі. Серед таких пакетів є професійні пакети статистичних програм, призначені для користувачів, для яких методи математичної статистики є достатньо відомими, і є пакети програм, які можуть використовувати фахівці, які не мають великої математичної підготовки. Поміж програмних засобів другого типу виділяють спеціалізовані, переважно статистичні пакети програм – Statistica, SPSS, STADIA, STATGRAPHICS, що володіють широким набором статистичних функцій: регресійний аналіз, факторний аналіз, кластерний аналіз, дисперсійний аналіз та ін. 
Для аналізу даних вибір статистичного пакета залежить від виду передбачуваних завдань, обсягу даних, присутнього обладнання та кваліфікації користувача. При аналізі даних користувач статистичного пакета програм повинен розраховувати широкий спектр статистичних даних, передавати та перетворювати дані для їх аналізу, а також представляти результати у зручному візуальному вигляді. Тому при виборі тих чи інших пакетів статистики для порівняння пакетів слід насамперед звертати увагу на такі характеристики:
· зручність роботи з пакетом, простота його освоєння: наявність інтегрованої довідкової системи, посібника користувача, можливість роботи без значної математичної підготовки;

· кількість використаних статистичних методів;

· зручність управління даними (експорт/імпорт даних, їх реструктуризація);

· графічні можливості: наявність убудованого графічного редактора, можливість відображення окремих частин графіки, експорт графіки.
Розглянемо деякі пакети, найбільш поширені в практиці обробки даних.

STATISTICA. Виробником програми є фірма StatSoft Inc. (США), яка випускає статистичні додатки, починаючи з 1985 року. STATISTICA включає велику кількість методів статистичного аналізу (> 250 вбудованих функцій) об’єднаних наступними спеціалізованими статистичними модулями: Основні статистики й таблиці, Непараметрична статистика, Множинна регресія, Нелінійне оцінювання, Дисперсійний аналіз, Аналіз тимчасових рядів і прогнозування, Кластерний аналіз, Факторний аналіз, Дискримінантний функціональний аналіз, Аналіз тривалості життя, Канонічна кореляція, Багатомірне шкалування, Моделювання структурними рівняннями й ін. Нескладний в освоєнні цей статистичний пакет рекомендований для біомедичних досліджень будь-якої складності.
SPSS (Statistical Package for Social Science). Найчастіше використовуваний пакет статистичної обробки даних з більш ніж 30-и літньою історією. Відрізняється гнучкістю, потужністю застосовується для всіх видів статистичних розрахунків застосовуваних у біомедицині. Недавно вийшла 13-я англомовна версія. 

STADIA. Програма містить у собі всі необхідні статистичні функції. Вона блискуче справляється зі своїм завданням – статистичним аналізом. Програма зовні фактично не змінюється з 1996 року. Графіки й діаграми, побудовані за допомогою STADIA, виглядають у сучасних презентаціях архаїчно. Колірна гама програми (червоний шрифт на зеленому) дуже стомлює в роботі. 
STATGRAPHICS PLUS. Досить потужна статистична програма. Містить більше 250 статистичних функцій, генерує зрозумілі звіти, що набудовуються. 
Microsoft Excel
Microsoft Excel включає набір інструментів аналізу даних (так званий пакет аналізу), призначених для вирішення статистичних завдань. Microsoft Excel надає велику кількість статистичних функцій [32]. Деякі з них вбудовані, інші доступні лише після інсталяції пакета аналізу.
Інструменти, включені до пакета аналізу даних, доступні через команду «Аналіз даних» у меню «Інструменти». Якщо команди немає в меню, потрібно завантажити додаток. Надбудова — це службова програма, яка додає спеціальні команди або функції до Microsoft Office.
· Дисперсійний аналіз. Розрізняють кілька видів дисперсійного аналізу. Необхідний варіант вибирається з урахуванням кількості факторів та вибірок, що є в генеральній сукупності: однофакторний дисперсійний аналіз, двофакторний дисперсійний аналіз із повторами, двофакторний дисперсійний аналіз без повторів.

· Кореляційний та коварійний аналіз. Обидва типи аналізу створюють таблицю (матрицю), що показує коефіцієнт кореляції чи аналіз ковариации відповідно кожної пари змінних показників. На відміну від коефіцієнта кореляції, що масштабується від –1 до +1 включно, аналіз значень коваріації не масштабується. Описова статистика. Цей інструмент аналізу використовується для створення статистичного звіту, що містить інформацію про центральну тенденцію та мінливість вхідних даних.

· Експонентне згладжування. Він використовується для прогнозування значення на основі інформації за попередній період із поправкою на помилки у цьому прогнозі. В аналізі використовується константа згладжування, яка визначає, наскільки на прогнози впливають помилки у попередньому прогнозі.

· Двовибірковий F-тест на дисперсію. Він використовується для порівняння дисперсій двох популяцій. Цей інструмент дає результати порівняння нульової гіпотези про те, що дві вибірки взяті з розподілу з однаковими дисперсіями, з гіпотезою про те, що дисперсії в базовому розподілі різні.

· Аналіз Фур'є. Призначений для вирішення завдань у лінійних системах та аналізу періодичних даних на основі методу швидкого перетворення Фур'є (БПФ). Ця процедура також підтримує зворотні перетворення, коли інвертування перетворених даних повертає вихідні дані.

· Гістограма. Він використовується для розрахунку частоти дискретизації та інтегральної частоти даних, що потрапляють у задані інтервали значень. Це обчислює кількість результатів заданого діапазону інтервалів.

· Ковзне середнє. Ковзне середнє використовується для розрахунку значень прогнозованого періоду на основі середнього значення ковзного значення за вказану кількість попередніх періодів. Ковзне середнє, на відміну від простого середнього по всій вибірці, містить інформацію про тенденції даних.

· Генерація випадкових чисел. Використовується для заповнення діапазону випадковими числами, вибраними з одного або кількох розподілів. Завдяки цій процедурі можна моделювати об'єкти, що мають випадковий характер за відомим розподілом ймовірностей.

· Ранг та процентиль. Використовується для отримання масиву, що містить порядкові та відсоткові ранги для кожного значення набору даних. Процедура застосовна для аналізу відносного стану даних у наборі.

· Регресія. Лінійний регресійний аналіз включає побудову набору спостережень із використанням методу найменших квадратів. Регресія використовується для аналізу впливу значень однієї чи кількох незалежних змінних на залежну змінну.

· Вибірка. Створює вибірку із сукупності, розглядаючи вхідний діапазон як сукупність. Якщо генеральна сукупність надто велика для обробки або реєстрації, можна використовувати репрезентативну вибірку. Також, якщо передбачається періодичність вхідних даних, можна створити вибірку, що містить значення лише окремої частини циклу.

· Критерій t-тест Стьюдента для двох вибірок перевіряє рівність середніх значень генеральної сукупності для кожної вибірки. Пропонуються три види тестів:

· t-критерій, що передбачає збіг значень дисперсії двох сукупностей. Найчастіше аналізується та сама генеральна сукупність.

· t-критерій, що включає різницю між дисперсіями двох генеральних сукупностей. Ця форма t-критерію використовується для перевірки гіпотези про те, що середні значення рівні двох вибірок даних з різних сукупностей.

· парний t-критерій для середніх, що дозволяє перевірити гіпотезу про відмінність середніх для двох вибірок даних, коли передбачається, що дисперсії сукупностей, у тому числі взяті дані, рівні. Парний тест використовується, коли є паритет спостережень, наприклад до і після експерименту.

· Z-критерій. Z-критерій із двома вибірками для середніх значень із відомою дисперсією. Використовується для перевірки гіпотези про різницю між середніми значеннями двох сукупностей.

В Microsoft Excel є ряд статистичних функцій. В таблиці 1.1 приведено деякі функції табличного процесора.
Таблиця 1.1 – Аналіз існуючих статистичних функцій табличного процесора MS Excel
	Назва функції
	Вхідні параметри
	Опис 
	Нотатка

	ДИСП
	ДИСП(число1;число2; ...)
	Оцінює дисперсію вибірки
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	ДИСПР
	ДИСПР(число1;число2; ...)
	Оцінює дисперсію генеральної сукупності
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	КВАДРОТКЛ
	ДИСП(число1;число2; ...)
	Обчислює суму квадратів відхилення аргументів від середнього значення
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	СТАНДОТКЛОН
	СТАНДОТКЛОН (число1;число2; ...)
	Оцінює середнє квадратичне відхилення вибірки
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	СТАНДОТКЛОНПА
	СТАНДОТКЛОНПА (число1;число2; ...)
	Оцінює середнє квадратичне відхилення генеральної сукупності
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	СРЗНАЧ
	СРЗНАЧ (число1; число2; ...)
	Обчислює середнє арифметичне множини даних
	

	СКОС
	СКОС (число1; число2; ...)
	Обчислює асиметрію розподілу
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	КОВАР
	КОВАР (масив1; масив2)
	Обчислює коваріацію
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	КОРРЕЛ
	КОРРЕЛ(масив1; масив2)
	Обчислює коефіцієнт кореляції між двома масивами аргументів
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	ЛИНЕЙН
	ЛИНЕЙН (масив y; масив х; …)
	Обчислює параметри лінійної залежності по МНК
	

	МАКС
	МАКС(число1;число2; ...)
	Знаходить максимальне значення множини даних
	


Продовження табл. 1.1
	МИН
	МИН(число1;число2; ...)
	Знаходить мінімальне значення множини даних
	

	МОДА
	МОДА(число1;число2; ...)
	Знаходить значення моди множини даних
	

	МЕДИАНА
	МЕДИАНА(число1; число2; ...)
	Знаходить значення медіани множини даних
	

	УРЕЗСРЕДНЕЕ
	УРЕЗСРЕДНЕЕ (масив; частка, %)
	Відкидає % даних з екстремальними значеннями
	



В даному розділі проведено огляд математичних основ статистичного аналізу, розглянуті класи біомедичних зображень і програмні засоби для статистичної обробки, що дало можливість розробити алгоритми визначення числових характеристик, алгоритми кореляційного і регресійного аналізів.

2 СТАТИСТИЧНИЙ АНАЛІЗ БІОМЕДИЧНИХ ЗОБРАЖЕНЬ

2.1 Морфолого-статистичний аналіз біомедичних зображень

Планування кількісних морфологічних спостережень і експериментів складається з наступних етапів [33]:

1) визначається мета експерименту (спостережень);

2) виділяється перелік основних морфологічних ознак, що підлягають кількісній оцінці;

3) визначається обсяг вибірки, достатній для отримання достовірних даних;

4) встановлюється перелік необхідних морфометричних методик і ступінь точності дослідження. Остання визначається по величині помилки показника або на основі визначення достовірності різниць порівнюваних величин.

Підхід до розв’язання задач кількісної морфології достатньо складний, так як вимагає перетворення в числа всіх морфологічних ознак, що вивчаються. В медичній діагностиці використовується системно-класифікаційний підхід, який полягає в виділенні підсистем і елементів, визначенні тісноти зв’язку між ними, виявленні набору діагностичних ознак і відношень між ними.

Ознаки, що досліджуються, представляються описовими і квантованими шкалами, структурно-функціональними зв’язками, факторною структурою. При розв’язуванні діагностичних задач використовуються різні математичні підходи, в тому числі статистичні. Статистичний підхід до діагностичних задач включає знаходження законів розподілу, виду залежності, оцінку тісноти зв’язку між ознаками, встановлення «подібності – розбіжності» між ознаками і процесами.
2.1.1 Етапи морфолого-статистичного аналізу

Морфолого-статистичний аналіз включає в себе три великих і складних етапи. По-перше, слід створити математично обґрунтовану представницьку вибірку з великої кількості біологічних явищ, що проходять в організмі. По-друге, отримати інформацію про вибрані для вивчення ознаки рахункового і мірного характеру і, по-третє, провести кваліфіковану статистичну обробку даних, отриманих в відповідності з метою дослідження представницьких вибірок.

Кількісне вираження ознаки називають величиною. Особливу увагу звертають на об'єднання матеріалу з урахуванням найважливіших ознак, що виражають суть явища, що вивчається.
Зведення абсолютних величин рахунку або міри в таблицях дозволяє отримати після відповідних обчислень: відносні показники, варіаційні ряди і узагальнені статистичні характеристики [34]. 

1. Відносні показники. Є відношенням двох чисел, що представляють порівняльні сукупності або їх частки. В якості основи беруть стандартні числа: 1, 100, 1000 і т. д. Ці показники можуть бути двох видів. 
Відносні показники екстенсивності демонструють відношення частки до цілого (останнє зазвичай прирівнюють до 100%). Відношення часток дає уявлення про структуру явища, питому вагу складових його часток.

Відносні показники інтенсивності є показниками частоти появи ознаки. Ці показники отримують шляхом ділення числа появи ознаки на число всієї сукупності, що вивчається, де ця ознака може спостерігатися. Інтенсивну ознаку виражають в долях одиниці або, частіше, у відсотках або в проміле.

2. Варіаційні ряди. Рахунок і міра дають сукупності показників, які називаються варіантами, числовими значеннями ознаки, що змінюється. Варіанти характеризують відмінності в частотах появи події або ж зміни величини мірних ознак. Розкид вказаних значень ознак називається їх варіюванням.

Отримана сукупність показників, що варіюють називається варіаційним рядом (рядом розподілів). Цей ряд характеризує не лише кількісні особливості, але і якісні ознаки сукупності, що вивчається. Властивості ряду демонструються або ранжуванням ознак по наростанню їх значень, або представленням накопичених частот за допомогою інтервальних рядів (з рівним числом варіант).
Варіаційні ряди представляють графічно у вигляді полігонів (для дискретних величин) або у вигляді гістограм (для неперервних величин). Графічне зображення варіаційного ряду – обов'язковий етап морфолого-статистичного аналізу, який візуалізує особливості процесу, що вивчається і дає можливість оцінити його якісні особливості.
При побудові варіаційного ряду, за даними морфометричного дослідження, межі груп встановлюють залежно від завдань роботи. Основу для цього етапу аналізу складають числові дані про кількісні (рахунок, міра) або якісні (атрибутивні) ознаки, які також перетворені в числа. Перший етап аналізу – визначення оптимального числа груп для вивчення явища. Для цієї мети зазвичай використовують спеціальну формулу 
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по якій з урахуванням числа спостережень (п), що є у розпорядженні дослідника, встановлюють необхідну кількість груп, достатніх для проведення аналізу варіаційного ряду, що вивчається.

Число спостережень п також не може будь-яким. Приступаючи до морфологічного дослідження, необхідно мати в своєму розпорядженні репрезентативну (представницьку) вибірку. Точність результатів вибіркового спостереження залежить від способу відбору об’єктів, ступеня коливання досліджуваної ознаки в генеральній сукупності та від обсягу вибірки п.

Суцільне обстеження в медичній морфометрії, тобто обстеження генеральної сукупності, проводиться дуже рідко. Воно є дуже трудомістким або, в більшості випадків, неможливим. В основному для досліджень вичерпну інформацію отримують з допомогою вибірок.

В медичній практиці вже встановилися приблизні обсяги вибірок: в антропометрії – 50-100 людей, в цитокаріометрії – 50-200 клітин і т.д. Але якщо досліджувані ознаки варіюють, тоді кінцеві результати статистичної обробки можуть бути зміненими, і необхідно зменшити вибірку або значно її збільшити. З точки зору наукових досліджень, величина вибірки повинна забезпечити довірчу ймовірність ознаки, яка вивчається, не менше 0,95 і граничну помилку не більше 0,05. В таблиці 2.1 приведено достатньо велике число одиниць спостережень в вибірках в залежності від довірчої ймовірності та точності оцінки. 
Таблиця 2.1 – Достатній обсяг вибірки при заданій ймовірності і допустимій граничній помилці
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Ці дані важливі для ознак, що підраховуються (дискретних випадкових величин). Адже при морфометричному аналізі досить часто необхідно знати частку (долю) об’єктів генеральної сукупності (смертність, кількість клітин, ультраструктур певного типу і т. д.), що володіють деякою ознакою до загального числа елементів генеральної сукупності. 

При заданій ймовірності 0,99, відомому коефіцієнту варіації та величині похибки обсяг вибірки мірних ознак можна визначити по номограмі або використати таблицю 2.2.
Важливо також при дослідженнях знати кількість основних об’єктів (хворих, тварин, органів) і кількість об’єктів, що вимірюються, для кожного з них (клітин, ядер, мітозів, судин і т.д.). При такому системному морфологічному дослідженні використовується наступний підхід до числа елементів вибірки. Відбираються випадково п1 одиниць першого рівня (наприклад, органи). З кожної одиниці цього рівня відбирається одна і таж кількість п2 одиниць другого рівня (наприклад, судини), з них в свою чергу одна і таж кількість п3 одиниць третього рівня (наприклад, кількість зрізів, фотографій і т.д.). На кожній одиниці третього рівня, наприклад, робиться кількість п4 однотипних вимірювань. Таким чином, при такому дослідженні використовуються п1 органів, 
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 вимірів. Одиниці кожного рівня вибираються випадковим чином, що забезпечує репрезентативність вибірки і запобігає помилкам вибірки.

Таблиця 2.2 – Кількість одиниць спостережень в вибірках при вивченні мірних ознак
	Значення коефіцієнта точності (k)
	Ймовірність

	
	0,95
	0,98
	0,99

	
	Критерій Стьюдента  
[image: image129.wmf]t



	
	2,0
	2,5
	3,0

	Для робіт орієнтовного характеру

0,5

Для робіт середньої точності

0,4

0,3

0,2

Для робіт високої точності

0,1
	16

25

45

100

400
	25

39

70

156
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	36

56

100

225

900


Другий етап аналізу пов'язаний з групуванням отриманих результатів вимірів. Особливе місце в патоморфологічних дослідженнях займає типологічне групування, призначення якого полягає в розподілі сукупностей ознак на однорідні групи відповідно до їх основних типів.
Результати групувань по окремих морфологічних ознаках, що підлягають вивченню, зводять в статистичну таблицю, в якій головне групування, що відображає її зміст, отримало назву статистичного підмета.

Як правило, ці головні ознаки розміщують в горизонтальних рядках таблиці, а у вертикальних стовпцях (графах) записують дані, що характеризують і уточнюють головні ознаки. Ці уточнення отримали назву статистичного присудка.

При будь-якій іншій формі таблиці головна ознака завжди залишається статистичним підметом і має бути чітко позначена в заголовку таблиці, в якому обов'язково приводяться найменування одиниць виміру. Нульові значення ознаки позначають тире, за відсутності даних пишуть "немає відомостей".

Залежно від характеру дослідження і якості даних складають прості або складні таблиці (групові і комбінаційні). На початку дослідження таблиці можуть бути розробленими, а потім, по завершенню дослідження — остаточними (аналітичними), в яких вже приводяться результати математичного аналізу досліджуваного явища.

На завершальному етапі документації результатів спостережень складають статистичне зведення даних спостережень, в яке включають рахунковий і логічний контроль зібраного матеріалу, його шифровку (заміну знаками, числами, шифрами окремих значень ознак), розкладку документів обліку і їх підрахунок, заповнення макетів статистичних таблиць. При великому аналітичному матеріалі використовують комп'ютерні програми. Таблиці є основним документом для всього подальшого аналізу, що має у ряді випадків і юридичне значення.

Далі, отримані в роботі дані, представляють графічно у вигляді гістограми, в якій висота стовпчиків характеризує розподіл варіант по частоті їх виявлення (рисунок 2.1, а).
Більш наочно явище, що вивчається, демонструється з допомогою варіаційної кривої, ординати якої пропорційні частотам варіаційного ряду (рисунок 2.1, б). При наростаючому накопиченні частот або збільшенні значень величин мірних ознак використовують кумуляту (рисунок 2.1, в).
В більшості випадків при проведенні морфометричного аналізу виникає так званий нормальний розподіл результатів (Гауса) [7], коли варіанти в основному розміщуються біля модального класу (рисунок 2.2). При дуже тісному розташуванні варіант біля середнього значення криву називають біноміальною, а при дуже згладженому – кривою розподілу рідкісних явищ (Пуасона). З урахуванням характеру отриманих кривих, що характеризують варіаційні ряди, проводять вибір адекватного статистичного методу їх аналізу для вирішення поставлених завдань.
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Рисунок 2.1 – Графічне зображення розподілу частоти морфологічної ознаки, що вивчається: а – гістограма; б – варіаційна крива; в – кумулята
Слід мати на увазі, що при нормальному розподілі морфометричних ознак, що вивчаються, інколи спостерігається асиметрія кривої розподілу варіант або поява ексцесів (параметрів, що вискакують). У цих випадках використовують спеціальні статистичні прийоми.

Найбільшого практичного поширення в морфометричних дослідженнях набули дві групи узагальнених характеристик варіацій ознак.
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Рисунок 2.2 – Емпірична (а) і теоретична (б) варіаційні криві розподілу частоти морфологічної ознаки

2.1.2 Узагальнені показники значень варіантів морфометричних ознак

До числа узагальнених показників входять: середня арифметична, мода, медіана і квартилі.

1. Проста середня арифметична величина (для генеральної сукупності М, для вибірки – 
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) представляє найбільш загальну характеристику варіаційного ряду. Середню арифметичну просту (
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) отримують шляхом ділення суми значень всіх варіант на їх число (1.2).

Варіаційні ряди, що мають різну частоту появи окремих варіант, характеризуються зваженою середньою арифметичною, яку обчислюють за формулою (1.1). У цій середній величині враховується частота повтору (
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) кожної варіанти, завдяки чому на середньо зваженій арифметичній позначається вплив частот появ окремих варіантів. Зважена середня арифметична обчислюється як для мірних, так і для рахункових ознак, що особливо необхідно мати на увазі при розрахунку середніх з відносних показників (наприклад, індекс накопичення ДНК — ІНДНК — в ядрах кліток). У інтервальних варіаційних рядах для визначення середньої арифметичної враховують середини інтервалів (
[image: image136.wmf]i

x

 – напівсума крайніх їх значень).

В медицині використовуються також не тільки проста і зважена середні арифметичні, а й інші різновиди. При вивченні середніх приростів за певний період (вік, зростання патологічного осередку пухлини і ін.) необхідно обчислювати не просту середню, а середню геометричну (G), таку, що є коренем п-го степеня з добутків всіх варіант, що враховуються
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При вивченні, наприклад, просвітів судин слідує застосовувати середню квадратичну (
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Середня гармонійна 
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 використовується при усередненні змінних швидкостей розвитку патологічних процесів (наприклад, атеросклерозу, пухлини і ін.

2. Мода (Мо). Модою називають значення варіанти, що найчастіше зустрічається. За нормального розподілу значень ознак є тільки одна мода. При появі у ряді декількох вершин слід проаналізувати склад вибірки і виключити спостереження, що вискакують. В разі двовершинної (бімодальної) кривої розподілу, як це, наприклад, спостерігається при аналізі розподілу ядер клітин по плоїдності, необхідно шляхом виключення варіант, що спотворюють криву, зробити групу однорідною. 
Для інтервального статистичного розподілу мода рахується так. Спершу визначається модальний інтервал 
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 – крок (довжина) частинного інтервалу 
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 – кількість варіант з цього інтервалу. Значення моди міститься всередині 
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 і обчислюється за інтерполяційною формулою
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3. Медіана (Ме) – це варіанта, що поділяє варіаційний ряд навпіл.

Для інтервального статистичного розподілу медіаною є таке число Ме, для якого виконується рівність:
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де 
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Формула для обрахунку медіани така:
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4. Квартилі (верхній 
[image: image155.wmf]в
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 і нижній 
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 – значення варіант, що ділять варіаційний ряд разом з медіаною на 4 частини. При нормальному розподілі між верхнім і нижнім квартилями влаштовується половина всіх варіант.

У симетричному варіаційному ряді при нормальному розподілі значень варіант вказані загальні характеристики: мода, медіана і середнє арифметичне – за своїм розташуванням співпадають.

Після визначення узагальнених статистичних характеристик варіаційного ряду встановлюють другу його головну ознаку, що визначає якість сукупності, що вивчається, – різноманітність ознак, складових варіаційного ряду.
2.1.3 Різноманітність (варіабельність, коливність) ознак

Варіабельність ознак демонструється межами їх варіацій, середнім квадратичним (стандартним) відхиленням, дисперсією і коефіцієнтом варіації.

У випадках, коли більшість варіант ряду розташовується біля середньої арифметичної, графік такого ряду виглядає гостровершинним, і свідчить про малу мінливість ознаки, що вивчається. Значне розсіювання величин ознаки біля середньої арифметичної вже демонструє велику варіабельність структур, що вивчаються.

1. Варіабельність ознаки, що вивчається, приблизно демонструється межами (лімітами – 
[image: image157.wmf]lim

), тобто розмахом (амплітудою) варіаційного ряду, (
[image: image158.wmf]R

)– різницею значень найбільшої (
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) і найменшої варіант (
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2. Середнє квадратичне відхилення (для генеральної сукупності – 
[image: image161.wmf]s

, для вибірки – 
[image: image162.wmf]в

s

) точніше характеризує коливання ряду, тобто ступінь відхилення варіант від їх середньої величини.

Обчислюють середнє квадратичне відхилення за формулою (1.5), для малих вибірок (
[image: image163.wmf]30
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Простіший спосіб визначення сигми, що носить орієнтовне значення, ґрунтується на визначенні лімітів і коефіцієнта Єрмолаєва – K (таблиця 2.3). Обчислення значень сигми проводять за формулою
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Мале значення сигми свідчить про однорідність досліджуваної групи, велике – про неоднорідність або про значну варіабельність ознаки.

Таблиця 2.3 – Величина K при різних обсягах вибірки

	n
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	0

10

20

30

40

50

100
	–

3,08

3,73

4,09

4,32

4,50

5,02
	–

3,17

3,78

4,11

4,34
	1,13

3,26

3,82

4,14

4,36
	1,69

3,34

3,86

4,16

4,38
	2,06

3,41

3,90

4,19

4,40
	2,33

3,47

3,93

4,21

4,42
	2,53

3,53

3,96

4,24

4,43
	2,70

3,59

4,00

4,26

4,45
	2,95

3,64

4,03

4,28

4,47
	2,97

3,69

4,06

4,30

4,48


При нормальному розподілі 68,3% всіх значень варіюючої ознаки знаходяться в межах розмаху одного квадратичного відхилення (±
[image: image166.wmf]s

); при 95,5% – в межах двох сигм (±2
[image: image167.wmf]s

) і 99,7 % – в межах трьох сигм (±3
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).
Правило трьох сигм дозволяє проводити також ряд розрахунків:

· Визначати кордони середніх (нормальних) значень ознаки. Найчастіше за норму набувають значень ознаки в межах 
[image: image169.wmf]s
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. Інколи ці межі звужують до 
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, залежно від особливостей патології, що вивчається. Інтервали норми і патологічного стану повинні помітно відрізнятися. Відзначимо, що при рівній імовірності знаходження ознаки в сусідніх групах (ймовірність, рівна 0,5) сигма має рівень 0,67 (стан "біфуркації" вибіркової групи показників).
· Визначати нормоване відхилення варіант – критерій Стьюдента (
[image: image171.wmf]t

)– від середньої арифметичної, а також можливу частоту її появи (у відсотках): 
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· Вирішувати питання про приналежність даного спостереження до сукупності, що цікавить нас (при 
[image: image173.wmf]3

<

t

).
· Оцінювати варіанти, що вискакують (
[image: image174.wmf]в
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). Право на виключення варіант з ряду з’являється за умови, якщо 
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 буде більше 3 (значення 
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 отримують заздалегідь, виключивши варіанти, що вискакують).
· Будувати теоретичний ряд, що відповідає нормальному розподілу варіант.
3. Дисперсію (
[image: image178.wmf]D

) – суму квадратів центральних відхилень від середньої – використовують у ряді випадків як первинну міру різноманітності. Враховують значення варіанси – квадрату сигми (σ2), яка є дисперсією, що приходить на один елемент різноманітності.
4. Коефіцієнт варіації (СV) дає можливість судити про ступінь розсіяння варіант навколо середньої. Його отримують (у відсотках) шляхом ділення величини середньоквадратичного відхилення на величину середнього арифметичного 
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Значення коефіцієнта СV нижчі 10% демонструють малу варіацію, до 20 % – середню і більше 20 % – сильну.
2.1.4 Вибірковий метод дослідження
У практиці патологоанатомічних досліджень зустрічаються випадки, коли число спостережень не перевищує 30. Для цих вибірок доводиться враховувати дещо збільшені значення середньоквадратичних відхилень шляхом зменшення у формулі кількості спостережень п на одиницю (2.3). У ряді випадків використовують також таблицю Єрмолаєва (див. табл. 2.3).
Встановлено, що при великому числі спостережень для охоплення 95% всіх очікуваних спостережень слід скористатися значенням довірчого коефіцієнта t, рівне 1,96, а при обхваті 99 % випадків – t повинно бути рівне 2,58 або 3.
При вивченні малих вибірок значення t отримують з таблиці стандартних значень критерію Стьюдента, в якій по числу степенів свободи (п) визначаються рівні безпомилкових суджень (
[image: image180.wmf]b

) і ймовірності випадковості відмінностей (р) порівнюваних сукупностей (рисунок 2.3).
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Рисунок 2.3 – Нормальний розподіл. t – число сигм, на яке повинні відхилятися показники від середньої межі (М–tσ і М+tσ), щоб задана ймовірність появи ознаки β дорівнювала 0,95; 0,98; 0,999
При морфометричних дослідженнях зустрічаються, як це було сказано вище, три види розподілу варіант вимірів: нормальний, біноміальний і для рідких подій. Кожен з цих видів варіаційних розподілів вимагає спеціальних методів подальшої статистичної обробки. Особливої уваги заслуговує робота з вибірками, які складають основну масу морфометричних досліджень.
Працюючи з вибірками, важливо постійно мати уявлення про достовірність отриманих вибіркових показників. 
1. Помилки репрезентативності (представництва). Так, для генеральної сукупності, що прямує до нескінченності, помилка визначається за формулами: при нормальному розподілі мірних показників помилка вибірки (
[image: image182.wmf]m

) прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню і обернено пропорційна до кореня квадратного з числа спостережень 
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При малих вибірках п, що знаходиться в знаменнику, зменшують на одиницю). Для визначення помилок вибірки рахункових ознак (
[image: image185.wmf]p

m

) використовують іншу формулу
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По розмірах середньої помилки можна судити, наскільки знайдена вибіркова середня величина відрізняється від середньої генеральної сукупності. Знаючи середню арифметичну з її помилкою, можна визначити довірчі границі, в яких з певною вірогідністю може знаходитися середня генеральна сукупність (
[image: image187.wmf]ген
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).
Мірою коливань вибіркових середніх показників є середнє квадратичне відхилення (σген). Виходячи з правила трьох сигм, середня генеральна сукупність з імовірністю 68,3% знаходиться в межах М ± m, а для більшої надійності і в ширших довірчих межах – М ± 2m, що підвищує ймовірність безпомилкового судження до 95,5%. Цей рівень визнається достатнім в біологічних і морфологічних дослідженнях. Середня з інтервалом в 3 помилки (М ± 3m) збільшує надійність її значення до 99,7%.
2. Оцінка достовірності вибіркових показників. Групові властивості вибірок характеризуються всіма описаними вище показниками, які називаються вибірковими. Представницькість може мати різний ступінь вираженості, яка характеризується відповідними помилками репрезентативності.
Довірчий коефіцієнт позначають через t (критерій Стьюдента), а ступінь надійності (довірчу ймовірність) виражають у відсотках або долях одиниці (1 – р). Віднімаючи з 1 довірчу ймовірність, отримують рівень значущості (ризик помилки) – р, який можна виражати в відсотках. У таблиці 2.4 приводяться декілька найбільш вживаних значень цих параметрів. 
Слід мати на увазі, що для досягнення мінімальної надійності виводу при великому числі спостережень зазвичай приймаються значення t=1,96 і рівня значущості р=0,05. Таким чином, при роботі з малими вибірками можна завжди встановити межі, в яких може знаходитися генеральна середня.
Таблиця 2.4 – Критерії безпомилкових суджень

	Критерії
	Значення

	Довірчий коефіцієнт t
Довірча ймовірність 
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Рівень значущості р
	1,96

0,95

0,05
	2,0

0,955

0,045
	2,6

0,99

0,01
	3,0

0,997

0,003
	3,3

0,999

0,001


Середня арифметична генеральна дорівнює вибірковій середній з межами коливань величин добутку вибіркової помилки (m) на довірчий коефіцієнт t: 
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Значення критерію надійності t (Стьюдента) отримують з таблиці 2.4. При проведенні морфометричних досліджень перший поріг вірогідності безпомилкової думки допустимий при звичайних вимогах до точності досліджень (t = 1,96 або 2, об'єм вибірки п рівний або більше 30 спостережень), другий поріг використовують при перевірочних спостереженнях (t = 2,58, об'єм вибірки – 100 і більше спостережень). Третій поріг – при дуже високих вимогах до точності досліджень (t = 3,3, вибірка складає не менше 200–400 спостережень).
При визначенні обсягу вибірки (п) зручно користуватися таблицями достатньо великого числа одиниць спостережень для рахункових ознак (табл. 2.1) і для випадкових мірних величин (табл. 2.2). У цих таблицях приведені також міри ризику (вірогідність безпомилкових думок – р).
У практиці морфометричних досліджень досить використовувати три пороги вірогідності безпомилкових прогнозів: β1 = 0,95; β2 = 0,99; β3 = 0,999 і відповідними їм ймовірностями р (0,05; 0,01; 0,001) випадковості відмінностей між тими сукупностями, що вивчаються.
При роботі з рахунковими ознаками об’єм необхідної вибірки встановлюють за іншою формулою (1.7).
2.2 Алгоритми обчислення числових характеристик статистичних вибірок морфометричних даних

Ми розглянули аналіз статистичного дослідження, націлений на біологічні явища, що проходять в організмі. В даний час, як сказано вище, для проведення статистичного аналізу використовують різні комп’ютерні програми. Проте патологоанатом повинен знати всі елементи і етапи морфолого-статистичного аналізу для правильного розуміння патологічного процесу, що вивчається. Результати аналізу повинні представлятися не тільки комп’ютерною роздруківкою результатів обробки даних, а й науковим аналізом.

В нашому розпорядженні є біомедичні зображення клітин людини, з яких формуємо статистичні дані для подальших досліджень, а саме маємо показники: Площа клітини, Площа ядра, Площа цитоплазми. Окрім цих мірних ознак, обчислимо ядерно-цитоплазматичне відношення (ЯЦВ), яке являє собою відношення площі ядра до площі цитоплазми. Це є, на перший погляд, нескладний показник, але він є досить інформативним. За допомогою ЯЦВ надалі будемо робити основний науковий аналіз.

Розглянемо алгоритм розрахунку числових характеристик і їх аналізу:

1. Формуємо дані вимірювання. При визначенні обсягу вибірки використовуємо таблиці 2.1 або 2.2 чи формули 1.7-1.10.

2. Групуємо їх по: нормі, дисплазії ІІІ-А, ІІІ-Б, ІІІ-В ступенів.

3. Визначаємо оптимальну кількість груп для вивчення біомедичних зображень.

4. Обчислюємо ЯЦВ для кожної групи статистичних даних.

5. Аналітично будуємо варіаційний ряд біомедичного дослідження.

6. Представляємо варіаційний ряд з допомогою гістограми.

7. Представляємо варіаційний ряд з допомогою полігону.

8. При нарощуванні частот або збільшенні величини ознаки будуємо кумуляту.

9. В результаті кроків 6-8 отримаємо візуалізацію досліджуваного процесу.

10. Обчислюємо середню арифметичну за формулою (1.1).

11. Знаходимо моду. При появі декількох мод аналізуємо склад вибірки і викидаємо спостереження, що «вискакують».

12. Знаходимо медіану.

13. Знаходимо квартилі. 

14. За результатами кроків 10-13 робимо припущення про вид розподілу вибірки.

15. Обчислюємо розмах варіації, який дорівнює різниці між найбільшою та найменшою варіантами розподілу.

16. Знаходимо різниці між середньою і кожною варіантою, піднімаємо їх до квадрату.

17. Множимо відхилення знайдені на кроці 16 на відповідні частоти і сумуємо їх.

18. Ділимо результат кроку 17 на число спостережень 
[image: image190.wmf]n

 (або на 
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 при малій вибірці). В результаті отримаємо дисперсію.

19. Обчислюємо середнє квадратичне відхилення за формулою (1.5) або (2.3).

20. Обчислюємо коефіцієнт варіації за формулою (1.6).

21. За результатами кроків 15-20 робимо висновки про ступінь розсіювання (мала, середня, сильна) варіант навколо середньої.

22. Обчислюємо помилки репрезентативності вибірки і робимо висновки по розміру помилки, наскільки середня величина відрізняється від середньої генеральної сукупності.

23. З таблиці 2.4 вибираємо довірчий коефіцієнт 
[image: image192.wmf]t

 для вибраного ступеня надійності 
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.
24. Знаходимо межі середньої арифметичної генеральної за формулою (2.7).

25. Перевіряємо критерій достовірності різниці середніх показників, що характеризують порівнювані групи.

26. Перевіряємо приналежність вибіркових даних нормальному (біноміальному, показниковому, Пуасона і т.д.) розподілу із визначеними параметрами за критерієм узгодженості Пірсона (
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де 
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 – частота варіанти 
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 – теоретична частота варіанти 
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, 
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 – обсяг вибірки, 
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 – імовірність варіанти 
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, яка обчислюється за формулою:
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де Ф(х) – функція Лапласа.
27. Здійснюємо узагальнені висновки стосовно узагальнених показників значень варіантів морфометричних ознак, їх варіабельності, розподілу, меж середньої арифметичної генеральної.

2.3 Алгоритми регресійного аналізу

Регресійний аналіз застосовують при вивченні функціональних зв'язків морфометричних ознак.
Регресією називають зміну функції при зміні одного або декількох аргументів. Простою регресією позначають зв'язок функції із зміною одного аргументу, множинною – при змінах декількох аргументів.
Проведемо аналіз етапів регресійного аналізу.

На 1-му кроці для того, щоб на основі даних досліду визначити аналітичну форму зв’язку проводять специфікацію.

Найчастіше специфікацію проводять з допомогою діаграми розсіювання. На осі абсцис позначають значення незалежної змінної (х), на осі ординат ( значення залежної змінної (
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) (рисунки 2.4-2.5).
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Рисунок 2.4 – Діаграма розсіювання: а) зв’язку між 
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 та х немає; б) зв’язок ( лінійний спадний; в) зв’язок ( лінійний зростаючий
Рисунок 2.5 – Діаграми розсіювання: зв’язок між 
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 та х параболічний

За виглядом діаграми розсіювання можна висунути гіпотезу про лінійність чи нелінійність виду зв’язку між змінними, а потім точково або інтервально оцінити параметри моделі. 
Якщо результат специфікації нас переконав, що залежність між 
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 та х – лінійна то рівняння регресії має вигляд
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Крок 2. Модель (2.10) потрібно оцінити деяким рівнянням
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де 
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 так звані статистичні оцінки параметрів ( та ( і знаходяться на основі вибірки. (2.11) – пряма на площині, 
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 ( тангенс кута між прямою і віссю Ох. 
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 – зміна y при зміні 
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 при гіпотезі, що одною причиною зміни 
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, а випадкова змінна 
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= 0. Розсіювання спостережених значень змінної 
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 зумовлене впливом неврахованих факторів. Різниця між 
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 і розрахунковим 
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 називається відхиленням (залишком), яке дає кількісну оцінку значення випадкової змінної (збурення) 
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Між множиною точок діаграми розсіювання можна провести безліч прямих 
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 (рисунок 2.6).
Згідно критерію маємо рівняння:
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Для дослідження функції двох змінних на тіп, знаходимо її частинні похідні і прирівнюємо їх до 0.
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Рисунок 2.6 – Відхилення теоретичних значень від фактичних
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Звідки дістанемо систему лінійних рівнянь, яка називається нормальною системою МНК:
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Розв’язавши (2.12), дістаємо статистичні оцінки. Наприклад, якщо систему розв’язати методом Крамера, то дістанемо: 
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Крок 3. Поділимо 1-е рівняння (2.12) на п
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Позначимо 
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. Тоді рівняння прийме вид
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Отже, оціночна пряма проходить через точку 
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Віднімемо (2.13) від (2.11) отримаємо:
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За критерієм:
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Для дослідження функції на тіп, знаходимо її похідну по 
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 і прирівнюємо її до 0. 

Одержимо
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Отже, статистичну оцінку 
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 можна вирахувати за формулою
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а оцінку 
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За формулами (2.14) і (2.15) обчислюються статистичні оцінки по МНК через відхилення від середніх арифметичних.

Застосовуючи МНК знаходимо оцінки 
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 регресійного рівняння (2.11). 
2.4 Алгоритми дисперсійного та кореляційного аналізу
Порівняння рядів величин, що мають різні закономірності варіювання при однакових середніх арифметичних або однакових по величині розкиду, але різних по розмірах тих же середніх, вимагає аналізу сили впливу різних чинників. Встановлення значимості відмінностей декількох середніх арифметичних з одного поєднання процесів, вимірювання ступеня впливу чинників і їх градацій на результативну ознаку досягаються за допомогою дисперсійного аналізу, коли спільна варіація розкладається на складові частини. Основними параметрами цього аналізу є варіації (s) і дисперсія (σ2). Для перевірки відмінності по спільних дисперсіях застосовують параметричний критерій F (Фішера) і непараметричний критерій К–Y.
Відмітимо, що степінь вільності позначає число варіант, які можуть набувати будь-яких значень без зміни їх спільної суми.
1. Однофакторний аналіз. Дає можливість за допомогою дисперсійного аналізу вивчати силу впливу одного або декількох чинників на результативну ознаку.
2. Двохфакторний аналіз. Включає визначення різних варіацій: по одному чиннику, по другому чиннику і по сумі двох чинників. Спеціальний аналіз проводять за наявності альтернативних чинників.
Розглянемо дисперсійний аналіз. Він полягає в розкладі загальної дисперсії розкиду величин відносно середньої арифметичної на складові частини.

Існують загально визнані стадії перевірки оцінок для визначення такого розкиду.

Головна ідея аналізу оцінок ґрунтується на тому, що значення змінної 
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 виділяються двома складовими (рисунок 2.7):

1. 
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 – систематична складова;

2. 
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– випадкова складова
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Рисунок 2.7 – Розклад відхилення ендогенної змінної на систематичну і випадкову складову

З рисунку 2.7 ясно, що 
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Різниця 
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 не рахується з оціночної прямої).

В рівнянні (2.16), за умови, якщо піднести обидві частини до квадрату, просумувати, спростити:
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 ( загальна сума квадратів; 
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[image: image267.wmf]å

=

-

=

n

i

i

i

y

y

CKН

1

2

)

ˆ

(

 ( непояснена сума квадратів.

Розділимо (2.17) на п, дістанемо вираз:
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За умови незмінної (2заг., чим меншою є (2непоясн., тим більшою є (2поясн.  і тоді меншими є відхилення показників вибірки від оціночної прямої.

Сума квадратів 
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 має п – 2 ступені свободи. Вона розраховується як різниця між обсягом спостережень п і оцінюваних параметрів (для лінійної регресійної моделі  ( 
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Частка суми квадратів на відповідний ступінь свободи, називається середнім квадратом. 

[image: image276.png]



Додатній корінь з 
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 називається стандартним відхиленням:
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Стандартне  відхилення є мірилом непоясненої варіації в (заг.. Якщо (yх = 0, то звідси (непоясн.= 0 і всі показники уі знаходяться на оціночній прямій, і зв’язок між y та х функціональний.
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Отже, аналіз дисперсій здійснимо за кроками:

1. Обчислюємо середнє арифметичне 
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2. Розраховуємо відхилення 
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3. Піднімаємо відхилення, обчислене на кроці 2 до квадрату і просумуємо по всіх 
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4. Ділимо результат попереднього кроку на 
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 – отримаємо загальну дисперсію.

5. Обчислюємо розрахункові значення 
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 за формулою (2.11). Алгоритм знаходження оцінок 
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 приведено в підрозділі 2.3.

6. Розраховуємо відхилення 
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7. Піднімаємо відхилення, обчислене на кроці 6 до квадрату і просумуємо по всіх 
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 значеннях:  
[image: image292.wmf]å

=

-

n

i

i

y

y

1

2

)

ˆ

(

.

8. Ділимо результат попереднього кроку на 
[image: image293.wmf]n

 – отримаємо пояснену дисперсію.

9. Розраховуємо відхилення 
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10. Піднімаємо відхилення, обчислене на попередньому кроці до квадрату і просумуємо по всіх 
[image: image295.wmf]n

 значеннях: 
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11. Ділимо результат попереднього кроку на 
[image: image297.wmf]n

 – отримаємо непояснену дисперсію.

12. Здійснюємо перевірку тотожності (2заг.= (2поясн.+ (2непоясн.

Кореляційний аналіз виявляє тісноту зв'язку між процесами, що вивчаються. Є два види зв'язків: функціональні, жорстко обумовлені, і кореляційні, такі, що мають відповідний, співвідносний характер (коли одній і тій же величині відповідають ряд варіюючих значень іншої ознаки). Найбільш простими методами демонстрації кореляції є графічний і табличний способи. При графічному способі наносять значення парних ознак відповідно до осей абсцис і ординат. Скупчення точок обводять еліпсоїдною кривою. Якщо нахил довгого діаметру еліпса по відношенню до осі абсцис близький до 45°, то кореляція між порівнюваними ознаками є. Якщо ці точки окреслюють кола, то зв'язок відсутній. Дугоподібна форма розподілу точок указує на можливість криволінійного зв'язку між ознаками.
При табличному способі складають кореляційну таблицю (у рядках – перша ознака, в стовпцях – друга). По характеру розташування даних, сконцентрованих по діагоналі, судять про наявність кореляції.
Ступінь кореляційного зв'язку обчислюють за допомогою коефіцієнта кореляції (r), що приймає значення від 0 до ±1. При значеннях r в межах ±1 зв'язок між факторами повний (функціональний), при r = 0 – зв'язок взагалі відсутній. Значення коефіцієнта від 0 до ±0,3 свідчить про слабкий зв'язок, 0,3 – 0,7 – про помірний і від 0,7 до 1,0 – про сильний.
Розглянемо кореляційний аналіз за наступними кроками.

Крок 1. Обчислення коефіцієнта детермінації.

Коефіцієнтом детермінації називається частина дисперсії, яку можна пояснити через регресійний зв’язок. Коефіцієнт детермінації позначається 
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 не залежить від одиниць вимірювання у, завжди додатній і знаходиться в межах 
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. Коефіцієнт детермінації застосовується при визначенні адекватності моделі і також вимірює щільність зв’язку між показниками.
Крок 2. Обчислення коефіцієнта кореляції.
Коефіцієнт кореляції 
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 дає можливість кількісно оцінити щільність зв’язку між 
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де соv(х, y) ( коефіцієнт коваріації між х та 
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Коефіцієнт кореляції – це відносний рівень зв'язку між двома чинниками. Його значення перебувають у діапазоні від (1 до 1 (
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). Позитивне значення коефіцієнта кореляції вказує про присутність прямого зв'язку між змінними, негативне значення – про зворотний зв'язок. Якщо коефіцієнт кореляції слідує за абсолютною величиною до 1, то між змінними є сильний зв'язок (
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 ( щільність зв'язку висока); а якщо коефіцієнт кореляції зростає до 0 (
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У випадках, коли всі точки лежать на розрахунковій прямій тоді 
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 то розрахункова пряма – горизонтальна). Чим ближче значення вибірки до оціночної лінії, тим ближче 
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 до 1, і, навпаки, що далі значення вибірки від розрахункової прямої, то ближче 
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 до 0. Таким чином, коефіцієнт кореляції характеризує «якість» вибору рівняння, що оцінюється.

Крок 3. Перевірка нульової гіпотези щодо коефіцієнта кореляції.

Нульова гіпотеза Н0 щодо коефіцієнта кореляції формулюється так: коефіцієнт кореляції генеральної сукупності дорівнює нулю (
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), достовірної різниці між коефіцієнтом кореляції вибірки та коефіцієнтом кореляції генеральної сукупності немає.

Альтернативна гіпотеза Н1: rген № 0, існує значний зв'язок між змінними y та х.

За результатами вибірки розраховується статистика
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яка має розподіл Стьюдента з k = n ( 2 ступенями свободи. Для заданого рівня значущості 
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 та k ступенів свободи знаходимо табличне значення 
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, то гіпотезу Н0 із заданим рівнем значущості 
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 слід відкинути, необхідно прийняти альтернативну гіпотезу Н1 про наявність зв'язку між цими випадковими величинами, а коефіцієнт кореляції вибірки вважати статистично значущим.

Крок 4. Побудова довірчого інтервалу рівняння регресії.

Довірчий інтервал рівняння регресії, що визначає діапазон ймовірних значень у, для відповідних значень х, виходить з нерівності:
[image: image323.png]



де 
[image: image324.wmf]p

yx

yx

t

×

s

=

D

 – гранична помилка оцінки рівняння регресійної моделі, 
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 – коефіцієнт ймовірності, значення якого за заданим рівнем ймовірності знаходять з таблиці нормального розподілу (
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Крок 5. Побудова довірчих інтервалів для параметрів 
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Побудова довірчих інтервалів для параметрів 
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 здійснюється шляхом визначення граничної помилки оцінок 
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Довірчий інтервал для 
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Крок 6. Перевірка адекватності моделі.

За допомогою коефіцієнта детермінації перевіряється адекватність (відповідність) збудованої регресійної моделі дійсності. Інакше кажучи, дається  відповідь на питання, чи справді зміна у залежить лінійно від зміни х, а чи не відбувається під впливом випадкових чинників. Якщо значення коефіцієнта детермінації близьке до 1, можна вважати побудовану модель адекватною. Якщо значення коефіцієнта детермінації близьке до 0, то можна припустити, що побудована модель неадекватна. І тут між змінними немає лінійної залежності. Для визначення адекватності регресійної моделі реальності у разі коли величина має нечітке граничне значення, наприклад 0,62, 0,55, 0,43 і т. д., найчастіше використовується критерій Фішера (критерій F).

Підгонка моделі перевіряється за F-критерієм Фішера наступним чином:

1) На першому етапі обчислюється значення коефіцієнта F:
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2) На другому етапі задається рівень значущості 
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. Якщо, наприклад, рівень значущості 0,05 (5%), то отже, помилка може бути в 5% випадків, а в 95% ( висновки є правильними.

3) Третій етап полягає в знаходженні критичного значення 
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4) На четвертому етапі зіставляємо величину обчисленого 
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 ( Н0 приймаємо і допускається, що побудована модель неадекватна. Тоді потрібно, можливо, будувати нелінійну модель або вводити додаткові чинники.

Крок 7. Прогнозування за допомогою рівняння регресії.

Якщо рівняння регресії точно відповідає дійсності, його можна використовувати для прогнозування. Прогнозування – це наукове передбачення імовірнісних шляхів розвитку явищ і процесів в більш-менш віддалене майбутнє. Прогноз є точковий та інтервальний. Одноперіодний (для 
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Прогнозоване значення 
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Нижня межа довірчого інтервалу часто називається песимістичним прогнозом, верхня межа – оптимістичним прогнозом.

Так, у даному розділі запропоновано алгоритми визначення числових характеристик статистичних даних біомедичних зображень, алгоритми кореляційного, регресійного та дисперсійного аналізів, які стали основою для побудови системи аналізу біомедичних зображень.
3 СИСТЕМА АВТОМАТИЗОВАНОЇ МІКРОСКОПІЇ
3.1 Узагальнена структура програмної і апаратної складових
В даний час аналіз біомедичних препаратів (цитологічних та гістологічних мазків) у діагностичних лабораторіях проводять візуально. Тому цей процес є рутинним та трудомістким. Через те появилися автоматизовані системи мікроскопії (САМ) – програмно-апаратні комплекси цифрової обробки мікроскопічних зображень. CAM є програмно-апаратними комплексами, до складу яких входять керований моторизований мікроскоп, відеокамера, комп'ютер і функціональні програми-методи. Медичні комплекси автоматизованої мікроскопії, в загальному, покликані забезпечити високий рівень праці лікаря, підвищену точність аналізів, доступність трудомістких та рідинних аналізів, контроль якості, телемедицину, збирання та архівування зображень препаратів, навчання, обслуговування та сертифікація. CAM забезпечують наступні ступені автоматизації мікроскопічних аналізів [9]:
1) візуальний аналіз, документування та телемедицина;

2) аналіз зображення визначення характеристик препарату;

3) автоматизація руху та спостереження за препаратами.

Клітинна морфометрія один із автоматизованих методів у САМ [35]. Основними етапами цитологічного та гістологічного аналізу є вибір об'єкта дослідження, підготовка його до дослідження під мікроскопом, використання методів мікроскопії та якісний та кількісний аналіз зображень. Тип, структура та функції системи диктуються заключним завданням, класом об'єктів дослідження та фінансовими можливостями користувача.
Структура апаратних компонентів CAM. САМ загалом поділяється на дослідницьку та спеціалізовану [36]. Дослідницькі CAM використовуються вченими-медиками, які розробляють нові методи діагностики, а спеціалізовані CAM забезпечують конкретне стандартизоване клінічне випробування. У складі САМ можуть бути моторизовані такі елементи: фокусер, предметний столик, турель для зміни лінз і вузла зміни фільтрів, електронний блок керування освітленням, моторизований конвеєр для подачі предметного каміння на предметний стіл, електронний блок ідентифікації скла за штрих-кодом та ін.
До складу дослідницького САМ входить багатофункціональний мікроскоп (лабораторний чи дослідницький клас), що забезпечує різні методи дослідження. Методологія дослідження в таких системах не визначається заздалегідь, а навчається користувачем, а до камер пред'являються підвищені вимоги щодо чутливості та роздільної здатності. Основні вимоги до дослідних САМ – універсальність мікроскопа та камери, швидке налаштування на аналіз іншого виду препарату.
Спеціалізовані CAM – це промисловий кінцевий продукт, що включає камеру певного типу, мікроскоп, що фокусується на вибраній методиці мікроскопії, та певний тип зразка для випробувань. Основними вимогами до спеціалізованих КАМ є надійність виконання дослідження, надання повних звітів та завершення дослідження в обмежені терміни.
Типова структура апаратної частини САМ складається із системи введення зображень (СВЗ), побудованої на базі мікроскопа, відеокамери або фотокамери, комп'ютера з програмним забезпеченням та принтера [37]. СВЗ являє собою складний компонент, склад якого залежить від класу системи і включає оптичний мікроскоп, фотокамеру, фотоадаптер, пристрій зміни поточного об'єктива, пристрій фокусування, пристрій переміщення сцени, пристрій подачі зразків і освітлювальний пристрій (рисунок 3.1). 
Для мікробіологічних завдань ринок України пропонує САМ або окремі компоненти, такі як Carl Zeiss (Німеччина), Leica, Olympus, Nikon, Micromed (Росія), Motic (Китай), Konus (Італія).

До складу спеціалізованої системи входить набір алгоритмів та функцій, які підходять для певних типів об'єктів (такі системи налаштовуються на етапі проектування). Перевагами таких систем є наявність автоматичних режимів роботи, а недоліком – низька якість результатів лікування лікарськими препаратами різної природи (системи ВідеоТесТ-Морфологія, AnalySIS Five). Універсальні системи виконують функції обробки та аналізу препаратів довільного характеру, до складу яких входять алгоритми та функції, що забезпечують набір операцій з редагування, попереднього оброблення та аналізу вхідних зображень. Перевагами таких систем є багатофункціональність, незалежність від типу препарату чи класу дослідження, часткову автоматизація процесу аналізу, а недоліками є потреба в калібруванні систем на початку роботи (системи BioVision, QCapture PRO 6.0, Motic Images Advanced 3.2).
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Рисунок 3.1 – Структура апаратної складової САМ

Структура програмного компонента CAM. Основною перевагою використання програмних засобів є перехід від суб'єктивного та якісного аналізу до об'єктивного та кількісного аналізу. Головним недоліком у цьому випадку можна вважати складність параметрів та можливі помилки в описі зображення.
Для проектування програмної частини САМ проведено аналітичне дослідження наявних програмних засобів. Зокрема, порівняння проводилося за такими параметрами:

· спосіб введення інформації: зображення надходить із сенсора в режимі реального часу (з підтримкою найпоширенішої на нинішній день технології MCI/TWAIN) або завантажується з жорстких носіїв інформації;

· алгоритми сегментації – ручна (оператор вручну виділяє об'єкти, що цікавлять на зображенні), автоматизована (оператор вводить деяку вихідну інформацію (навчання), після чого програма виробляє сегментацію самостійно) або автоматична сегментація (система, заснована на запрограмованих алгоритмах і відомих параметрах, самостійно виконує сегментацію );

· передобробка вихідного зображення – чи передбачена у програмі можливість додаткової обробки зображення (шумовидалення, корекція яскравості, контрастності, фільтрація, виділення поля уваги тощо);

· розрахунок характеристичних ознак – сукупності ознак, що компактно описують зображення. Найбільш використовувані: периметр, площа, ядерно-цитоплазматичне відношення, розрахунок кута та ін.;

· розрахунок статистичних характеристик – відомостей про групу об'єктів інтересу. Цей клас ознак включає середнє значення, стандартне відхилення, максимальне (мінімальне) значення і т. д.;

· виведення інформації у наочному форматі – можливість побудови діаграм, гістограм, графіків тощо;

· взаємодія з іншим програмним забезпеченням – можливість обміну інформацією з іншим програмним забезпеченням, таким як MS Word, MS Excel, MS Access, FoxPro та ін.;

· використання скриптів – наявність вбудованої мови (шаблонів) для написання скриптів пакетної обробки даних;

· технічна документація – наявність додаткової інформації про систему.

На основі проведеного аналізу можна зробити висновок, що сучасні САМ володіють наступними властивостями:

· незалежність від апаратного забезпечення (відсутність прив’язки до конкретних апаратних засобів);

· підтримка MCI/TWAIN технології;

· інтуїтивний інтерфейс та наявність додаткової інформації для навчання роботи з програмою;

· робота з вхідними зображеннями в режимі реального часу;

· додаткова та пакетна обробка зображень (видалення шумів, виділення полів уваги, тощо);

· автоматизоване (автоматичне) виділення об’єктів інтересу на основі вхідної інформації;

· автоматичне обчислення інформаційних ознак об’єктів та формування компактного опису;

· можливість зберігання (архівування) як вхідних зображень, так і результатів обробки;

· експорт результатів роботи в сучасні офісні програмні пакети.

Порівняльну таблицю програмних систем цифрової обробки біомедичних зображень показано в таблиці 3.1.
На основі аналізу існуючих систем та сучасних вимог до САМ спроектовано структуру програмної складової САМ, яка показана на рисунку 3.2.  Опишемо структурні елементи запропонованої системи.

Підсистема отримання зображень – забезпечує ввід візуальної інформації в систему. Отримання візуальної інформації відбувається шляхом завантаження вже існуючого зображення з запам’ятовуючого пристрою або шляхом отримання даних з відеодіагностичної апаратури (як локальної так і віддаленої).
Підсистема попередньої обробки зображення – забезпечує корекцію вхідних даних. Для покращення результатів аналізу зображення проводиться корекція яскравості, насиченості, контрасту, згладжування шумів, підвищення чіткості окремих ділянок поля уваги, тощо.

Підсистема сегментації зображення – проводить сегментацію поля уваги за допомогою певного алгоритму [38]. Алгоритм сегментації може обиратись користувачем.

Підсистема виділення контурів та розрахунок їх характеристик – проводиться виділення границь та аналіз контуру об’єктів з метою отримання характеристичних ознак (периметр, площа, нахил об’єкта, величина великої та малої осі, точки мінімуму та максимуму, тощо) [39,40].

Таблиця 3.1 – Порівняльна таблиця програмних систем цифрової обробки біомедичних зображень
	№
	Назва
	Робота з існуючими зображеннями
	MCI/TWAIN  сумісні пристрої
	Ручне/ автоматизоване виділення об’єктів інтересу
	Попередня обробка зображення
	Обчислення характеристичних ознак обертів: площа, периметр, ЯЦВ, кути, колоподібність
	Обчислення статистичних даних
	Побудова гістограм
	Робота з MS Office
	Використання скриптів
	Технічна документація

	1
	ImageTool for Windows v.2.00
	+
	-
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	+
	+

	2
	ImageWarp
	+
	-
	+/-
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	+
	+

	3
	„ИМАДЖЕР-ЦГ”
	+
	-
	+/-
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	-
	+

	4
	ВидеоТесТ-Морфо 3.2
	+
	+
	+/-
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	-
	+

	5
	ВидеоТесТ-Морфология 5.0
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	+
	+

	5
	Micromed Images
	+
	-
	+/-
	+
	+/+/+/+/+
	+
	-
	+
	-
	+

	6
	ScreenMeter
	+
	-
	+/-
	-
	+/+/+/+/+
	+
	-
	+
	-
	+

	7
	ImageExpert Pro 3
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	-
	+

	8
	ImageExpert™ Gauge
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	+
	+

	9
	AnalySIS Five
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	+
	+

	10
	BioVision
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	+
	+

	11
	QCapture PRO 6.0
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	-
	+

	12
	Motic Images Advanced 3.2
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	-
	+

	13  
	MCID™ Core
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	-
	+

	14
	Image-Pro Plus 6.2
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	-
	+

	15
	MetaMorph 7.5
	+
	+
	+/+
	+
	+/+/+/+/+
	+
	+
	+
	-
	+
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Рисунок 3.2 – Структурна схема програмної складової САМ
Підсистема пошуку схожих об'єктів у базі даних – виходячи з отриманого опису та ознак подібності здійснюється пошук схожих об'єктів у базі даних [41].

Підсистема підтримки ухвалення рішень. Ця підсистема і двох взаємозалежних елементів: підсистеми аналізу контурних і текстурних ознак і основи правил прийняття рішень. Перша підсистема забезпечує аналіз отриманих контурно-текстурних ознак, виходячи з чого здійснюється розподіл отриманих мікрооб'єктів за класами. Основа правил прийняття рішень дозволяє на основі експертних знань оцінити рівень відхилення від норми в мікрооб'єктах, що вивчаються, і тенденцію перебігу патологічних процесів, що дозволяє поставити попередній діагноз.
База даних є структурований і організований набір даних, що описують характеристики об'єктів, що вивчаються. Використання власної бази даних знижує залежність від іншого програмного забезпечення, що сприяє автономності системи загалом.

Підсистема статистичної обробки даних - забезпечує статистичну обробку морфометричних даних: обчислює числові характеристики статистичних даних, будує довірчий інтервал для загального середнього, інтервального розподілу, емпіричної функції розподілу, перевіряє припущення про належність статистичних даних до закону нормального розподілу.

Підсистема формування звітів та взаємодії з іншим програмним забезпеченням — модуль, який формує звіти у зручному для користувача форматі, а також взаємодіє з іншим сучасним програмним забезпеченням.
До переваг пропонованої конструктивної схеми відносяться:

· отримувати додаткові описи об'єктів на основі контурного та текстурного аналізів (підвищення точності опису, що позитивно позначається на результатах обробки зображень загалом);

· можливість пошуку схожих об'єктів у базі даних, що дозволяє порівнювати результати з раніше отриманими даними. Ця функція призначена для визначення діагнозу в автоматичному режимі.
3.2 Підсистема статистичної обробки
Підcистема статистичної обробки складається з таких компонентів [42-49]: 
1. Визначення числових характеристик морфометричних показників;

2. Дослідження емпіричної функції розподілу;

3. Визначення довірчого інтервалу для генеральної середньої;

4. Геометрична інтерпретація статистичного розподілу та емпіричної функції розподілу;

5. Перевірка гіпотези про нормальний закон розподілу.

Розглянемо всі ці компоненти.

Масив даних знаходиться за адресою А1:С111 (додаток А). Обчислюємо ЯЦВ поділивши стовпчик «Площа ядра» на «Площа цитоплазми» (ділимо в комірці D1 елемент комірки А2 на елемент комірки С2 (=А2/С2) і копіюємо на блок D2:D111). ЯЦВ знаходиться в масиві D2:D111. Загалом всі дані, що необхідні для статистичної обробки знаходяться в масиві А1:D111.

Обчислюємо узагальнені показники, до яких відносять: середню арифметичну (середню вибіркову), моду, медіану і показники варіабельності: розмах варіації, дисперсію, середнє квадратичне відхилення.

Середня вибіркова знаходиться в комірці F4 і обчислюється за формулою =СРЗНАЧ(D2:D111).

Обчислюємо найбільший і найменший елементи вибірки (найбільше і найменше значення ЯЦВ), за формулами =МАКС(D2:D111) і =МИН(D2:D111) і заносимо ці значення в комірки F5 і F6. Маючи значення цих елементів 1,7518 і 0,1586, можемо зробити висновок, що для даної вибірки всі варіанти знаходяться в проміжку [0,1586; 1,7518] довжиною 1,5932. Довжина проміжку дорівнює розмаху варіації R, що обчислюємо за формулою =F5–F6. Обсяг вибірки 
[image: image366.wmf]110

=

n

, який обчислюємо за формулою =СЧЁТ(D2:D111), (комірка F9).
Для визначення наступних числових характеристик необхідно мати в своєму розпорядженні статистичний розподіл. Оскільки статистичні дані є мірні, то будуємо інтервальний статистичний розподіл. Розіб’ємо проміжок на 11 рівних за довжиною інтервалів з кроком 0,1448 (крок в комірці F8): [0,1586; 0,3034), [0,3034; 0,4483), [0,4483; 0,5931), [0,5931; 0,7380), [0,7380; 0,8828), [0,8828; 1,0276), [1,0276; 1,1725), [1,1725; 1,3173), [1,3173; 1,4622), [1,4622; 1,6070), [1,6070; 1,7518].

Кожну з варіант віднесемо до одного із цих частинних інтервалів і просумуємо число варіант, що потрапляють в перший, другий, …, одинадцятий інтервали. Для цього скористаємося формулою =ЧАСТОТА(D2:D111;G4:G13), де масив D2:D111 – масив значень ЯЦВ, масив G4:G13 – масив інтервалів, що задається граничними точками, побудованих вище інтервалів: 0,3034, 0,4483, 0,5931, 0,7380, 0,8828, 1,0276, 1,1725, 1,3173, 1,4622, 1,6070.

В результаті отримаємо інтервальний статистичний розподіл частот – таблиця 3.2 (масив H4:J14 додатку А):

Таблиця 3.2 – Інтервальний статистичний розподіл частот при 
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	[0,1586; 0,3034)
	1
	[1,0276; 1,1725)
	15

	[0,3034; 0,4483)
	5
	[1,1725; 1,3173)
	8

	[0,4483; 0,5931)
	18
	[1,3173; 1,4622)
	11

	[0,5931; 0,7380)
	12
	[1,4622; 1,6070)
	3

	[0,7380; 0,8828)
	17
	[1,6070; 1,7518]
	7

	[0,8828; 1,0276)
	13
	
	


Гістограма частот зображена на рисунку 3.3.
Визначаємо моду для інтервального статистичного розподілу за формулою (2.1). В комірках K4:K14 обчислюємо 
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 (розраховуємо =J4/$F$8 в комірці K4 і копіюємо на масив K5:K14. Знаходимо максимальний елемент цього масиву і відповідний йому модальний інтервал [0,4483; 0,5931]. Значення моди міститься всередині модального інтервалу і обчислюється за інтерполяційною формулою (2.1) (комірка М9)
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Рисунок 3.3 – Гістограма частот розподілу з кроком 0,1448
Для обчислення медіани необхідно мати емпіричну функцію розподілу. 
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Всі розрахунки приведено в масиві N3:P15. Графік емпіричної функції розподілу зображено на рисунку 3.4.
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[image: image390.wmf]9051

,

0

)

8828

,

0

0276

,

1

(

4818

,

0

6

,

0

4818

,

0

5

,

0

8828

,

0

=

-

×

-

-

+

=

e

M

.

Розрахунок приведено в комірці Q9.
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Рисунок 3.4 – Графік емпіричної функції розподілу
Середнє квадратичне відхилення і дисперсію обчислюємо за формулами =СТАНДОТКЛОН(D2:D111) і =ДИСПРА(D2:D111) заносимо в комірки F10 та F11 відповідно.

Маючи середнє квадратичне відхилення і середню вибіркову обчислимо коефіцієнт варіації за формулою (1.6) (комірка F12).

Коефіцієнт асиметрії та ексцес обчислимо за формулами =СКОС(D2:D111) і =ЭКСЦЕСС(D2:D111) відповідно і значення їх занесемо в комірки F13 і F14.

Оскільки коефіцієнт асиметрії дорівнює 0,3128 а ексцес – –0,650, то робимо висновки, що даний статистичний розподіл характеризується середньою правосторонньою асиметрією і є плосковершинним.

З таблиці 2.4 вибираємо довірчий коефіцієнт 
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В результаті вище приведених обчислень отримуємо межі середньої арифметичної генеральної:
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Розрахунок меж середньої арифметичної генеральної приведено в блоці H16:J16.
З допомогою критерію Пірсона перевіряємо гіпотезу Но про нормальний розподіл кількісної ознаки ЯЦВ генеральної сукупності, прийнявши за рівень значущості 0,05.

Знаходимо число 
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 частинних інтервалів однакової довжини, які отримуються при переході від дискретних даних до інтервального ряду частот, використовуючи формулу
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Підраховуємо частоту варіант, що потрапляють в певний інтервал, використавши формулу =ЧАСТОТА(D2:D111; S4:S9), де масив D2:D111 – масив значень ЯЦВ, масив S4:S9 – масив інтервалів, що задається граничними точками, побудованих вище інтервалів: 0,3862, 0,6138, 0,8414, 1,0690, 1,2966, 1,5242.

В результаті отримаємо інтервальний статистичний розподіл частот – таблиця 3.3 (масив Т4:U10 додатку А):

Таблиця 3.3 – Інтервальний статистичний розподіл частот при 
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Значення середнього вибіркового і середньоквадратичного відхилення використаємо з попередніх розрахунків, адже вони обчислені для дискретного розподілу, тому не змінюють своїх значень (комірки F4, F10).
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Всі обчислення приведені в масиві V14:AA19.
Маючи табличні і, отримані внаслідок інтерполяції, значення функції Лапласа розраховуємо 
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 (масив АВ4:АВ10) та теоретичні частоти 
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Отримані обчислення занесемо в таблицю 3.4.

Таблиця 3.4 – Розрахунок теоретичних частот
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Отримуємо 
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За таблицею критичних точок розподілу 
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Оскільки 
[image: image459.wmf]2

сп

c

<
[image: image460.wmf]2

кр

c

, то дані спостережень ЯЦВ узгоджуються із гіпотезою про нормальний розподіл цієї ознаки генеральної сукупності.
Всі отримані розрахунки продемонстровані в таблиці 3.5.

Таблиця 3.5 – Розрахунок 
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3.3 Тестування розроблених алгоритмів на прикладі цитологічних і гістологічних зображень

Морфометрична обробка зображень препаратів проводилась за допомогою системи морфометричного аналізу MorphoAnalyzer виконаної в рамках держбюджетної теми "Інформаційно-аналітична система для дослідження та діагностування пухлинних (ракових) клітин людини на основі аналізу їх зображень" (№ ДР 0108U002109). Для проведення статистичних розрахунків використано табличний процесор Microsoft Excel 2003. Експерименти було проведено із використанням комплексу автоматизованої мікроскопії, що складається з кольорової цифрової камери MAA Group IEEE-1394 1394BMR1340LC-DF, світлового мікроскопа прохідного світла, комп’ютера з процесором AMD Sempron 1500 МГц, 256 МБ оперативної пам’яті. В процесі обробки зображень було визначено наступні характеристики [44]: площа ядра (SЯ), площа цитоплазми (SЦ), площа клітини (SК), ядерно-цитоплазматичне відношення (КЯЦВ). 

Цифровий масштаб т обчислено шляхом калібрування системи мікроскопії з допомогою калібровочного слайду з ціною поділки 0,01 мм. Характеристики були обчислені наступним чином:
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, де N1 – кількість пікселів, що належить ядру;



т – цифровий масштаб (мм2/піксель);
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, де N2 – кількість пікселів, що належить цитоплазмі;
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, де N3– кількість пікселів, що належить клітині;
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При цитологічному дослідженні епітелію шийки матки   нами було  виявлено слабо- та помірно виявлену дисплазію. Степінь дисплазії  можна цитологічно визначити, враховуючи сукупність таких ознак: характеристики епітеліальних клітин до диференціювання,  наявності клітинної атипії,  послабленню міжклітинних зв’язків. 

При таких видах дисплазій морфологічні зміни проходять  в глибоких шарах багатошарового плоского епітелію. Атипові клітини виявляються у невеликій кількості, і розміщуються частіше всього  вони ізольовано серед нормальних клітин різних шарів. Їх ядра ледь збільшені, хроматин є ніжнозернистий, він розподіляється рівномірно, при цьому гіперхромія ядер  не характерна (рисунок 3.5).
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Рисунок 3.5 – Структура багатошарового плоского епітелію за слабкої дисплазії. Цитологічне дослідження. Забарвлення за Романовським –Гімзе. Х 120
При дисплазії слабкої степені часто виявляються властивості папілома-вірусного зараження: койлоцити, дискератоцити, двоядерні клітини. При цьому змінені клітини попадають в мазок частіше, ніж при слабкій дисплазії, інфекція займає половину епітеліального пласта, міжклітинні зв’язки ослаблені, більш пошкоджено достигання клітин. Змінені клітини розміщуються в скупченнях або ізолюються серед незмінених. Їх ядра збільшуються, клітини і ядра мають овальну або округлу форми, хроматин ніжнозернистий, розподілений рівномірно, може бути виражена гіперхромія ядер. Цитоплазма різної степені зрілості (рисунок 3.6).
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Рисунок 3.6 – Структура багатошарового плоского епітелію за помірної дисплазії. Цитологічне дослідження. Забарвлення за Романовським –Гімзе. Х 120
При гістологічному дослідженні тканини епітелію шийки матки у 25% жінок нами було виявлено слабку дисплазію епітелію, яка проявлялась збереженням стратифікації і вертикальної анізоморфності поверхневого  і проміжних шарів. Спостерігалась  базально-клітинна активність нижньої третини епітеліального пласта (рисунок 3.7). Базальні і парабазальні клітини були при цьому мономорфними, мали округло-овальну і видовжену форму із наявними обідками цитоплазми базофільного відтінку. Ядра базальних і парабазальних клітин часто мали неправильну і збільшену форму. Дуже рідко зустрічалися атипові мітози. Деколи в проміжному шарі зустрічалися окремі клітини із явищами ороговіння а також ороговіння в поверхневому шарі.

Характер базально-клітинної активності є вогнищевий, рідше – дифузний. Зустрічається чергування вогнищ гіперплазії базальних клітин з шматками нормального епітелію, іноді зустрічаються неглибокі акантотичні розширення  гіперплазованого базального шару (рисунок 3.7).
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Рисунок 3.7 – Гістологічна структура багатошарового плоского епітелію за слабкої дисплазії. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Х 180
За помірної дисплазії, яка захоплює половину товщі епітелію (рисунок 3.8), за рахунок базальноклітинної гіперактивності, спостерігаються ексцеси вертикальної анізоморфності і стратифікації нижніх  шарів пласта. Гіперплазовані клітини нижніх шарів орієнтуються перпендикулярно до базальної мембрани вузьким обідком цитоплазми. Ближче до базальної мембрани наростає обсяг клітин із мітотичним поділом ядер. Одночасно верхні шарі епітеліального пласта  розміщуються горизонтально відносно базальної мембрани. Можуть відмічатись ознаки гіпер- і паракератозу (рисунок 3.8), які захоплюють і поверхневий, й проміжні шари. Зміни епітелію диспластичного характеру  спостерігаються як на зміненій  слизовій оболонці, так і в ділянках шийки матки, частіше всього ураженій  ендоцервікозом або поліпами в фазі їх епідермізації.
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Рисунок 3.8 – Гістологічна структура багатошарового плоского епітелію за помірної дисплазії. Забарвлення гематоксиліном та еозином. Х 120
На підставі проведеного комплексу морфометричного  дослідження  епітелію шийки матки при різних видах дисплазій нами виявлено, що при слабо вираженій дисплазії ядерно-цитоплазматичний коефіцієнт становив 0,02, проте він зростав в епітелії з помірно-вираженою дисплазією на 50% за рахунок збільшення площі ядра на 28% та зменшення площі клітини на 19%, особливо за рахунок зменшення площі цитоплазми на 20% (таблиці 3.6, 3.7).
Таблиця 3.6 – Морфометрична характеристика багатошарового плоского незроговілого епітелію шийки матки в нормі ( цитологічне дослідження)
	
	Площа ядра,

10-5 мм2 
	Площа клітини, 

10-5 мм2
	Площа цитоплазми,

10-5 мм2
	ЯЦВ

	Відносна норма
	6,27 ( 1,28
	370 ( 62
	364 ( 62
	0,0175 ( 0,003


Таблиця 3.7 – Морфометрична характеристика багатошарового  плоского  незроговілого епітелію шийки матки при дисплазіях  (цитологічне дослідження) .

	Види дисплазії
	Площа ядра,10-5 мм2 
	Площа клітини,

 10-5 мм2 
	Площа цитоплазми,

 10-5 мм2 
	ЯЦВ

	ІІІ А – слабо виражена дисплазія
	6,77 ( 0,13
	421,9( 2,6
	415,46(2,6
	0,02(0,01

	ІІІ Б – помірно виражена дисплазія
	8,24 ( 0,62
	337,8( 41,24
	329,59 ( 41
	0,03(0,01

	ІІІ В – різко виражена дисплазія
	11,72 ( 1,42
	295,47(18,63
	283,77 ( 19,24
	0,04(0,01

	ІV  – підозра на рак
	13,27(2,62
	250,53(21,15
	237,25(20,74
	0,06(0,01


             При різко вираженій дисплазії, яка відповідає ІІІ  В типу мазка ми спостерігали збільшення ядерно-цитоплазматичного співвідношення  на 100% по відношенню до слабовираженої дисплазії, переважно за рахунок збільшення площі ядна на 82% за рахунок зменшення площі клітинини на 29% та зменшення площі самої цитоплазми на 31%. 

            При цитологічному дослідженні  четвертого типу мазка ми спостерігали збільшення ядерно-цитоплазматичного співвідношення на 200%. Це дає підстави вважати про клітинний атипізм в епітелії. При цьому площа ядра  збільшувалась на 106%, площа клітини зменшувалась  на 40%, і площа цитоплазми   відповідно -  на 42%.

Нами виявлено, що абсолютна різниця площі ядра  при дисплазіях ІІІ А - типу  відповідає коефіцієнту 0,5, площі клітини відповідно 51,1, площі цитоплазми – 51,2 і ядерно-цитоплазматичному співвідношенню відповідно – 0,0025 (таблиця 3.8, рисунки 3.9-3.11).
Таблиця 3.8 - Абсолютна різниця  показників між кожним видом дисплазії та нормою
	Дисплазія

епітелію шийки матки
	Площа ядра,

10-5 мм2 
	Площа клітини, 

10-5 мм2
	Площа цитоплазми,

10-5 мм2
	ЯЦВ

	ІІІ А 
	0,5
	51,4
	51,2
	0,0025

	ІІІ Б 
	1,96
	32,7
	34,6
	0,0124

	ІІІ В 
	5,45
	75
	80,5
	0,022

	ІV 
	7
	120
	127
	0,042
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Рисунок 3.9 - Абсолютна різниця  показників площ і ядра при дисплазіях епітелію шийки матки
Потрібно відмітити, що цитологічно відрізнити дані процеси  не завжди є можливим, так як в останні роки спостерігається тенденція швидкого  розвитку важкої інтраепітеліальної неоплазії. Цитометричне дослідження допоможе нам в диференціальній діагностиці реактивних змін в епітеліальних клітинах.
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Рисунок 3.10 - Абсолютна різниця  показників площі цитоплазми при дисплазіях епітелію шийки матки
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Рисунок 3.11 – Абсолютна різниця  показників площ і клітини при дисплазіях епітелію шийки матки
Отже, в даному розділі спроектовано систему автоматизованої мікроскопії, а також спроектовано і програмно реалізовано підсистему статистичного аналізу морфометричних характеристик біомедичних зображень, що дало можливість протестувати запропоновані алгоритми статистичного аналізу на прикладі гістологічних і цитологічних зображень.
ВИСНОВКИ
В результаті виконання дипломної роботи отримано наступні результати:
1.  Проведено огляд математичних основ статистичного аналізу, розглянуті класи біомедичних зображень і програмні засоби для статистичної обробки.

2.  Проаналізовано класи біомедичних зображень, що дало можливість виділити задачі для статистичної обробки даних.

3.  Здійснено аналіз програмних засобів для статистичного аналізу, що дало можливість вибрати статистичні функції, які використані при аналізі морфометричних характеристик.

4.  Запропоновані алгоритми визначення числових характеристик статистичних даних біомедичних зображень, алгоритми кореляційного, регресійного і дисперсійного аналізів, які лягли в основу побудови системи аналізу біомедичних зображень.
5.  Розроблено узагальнену структуру програмної системи аналізу гістологічних і цитологічних зображень, на основі якої здійснено тестування розроблених алгоритмів.

6.  Здійснено програмну реалізацію підсистеми статистичного аналізу в середовищі MS Excel, що дало можливість здійснити оцінку морфометричних показників біомедичних зображень.
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