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Analyza obrazu — naco?

* Mikroskopovacie experimenty poskytuju:
* Kvalitativne data
e Kvantitativne data (zmysluplné Cisla a Statistiky)



Digitalny obraz

* Obrazok je sustava Cisel reprezentujuca hodnoty intenzity
» Zapisany ako matrix digitalnich Cisel od 0 do 255
* \Vacsina postupov analyzy obrazu pracuje na zaklade tychto cisel
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SiREEe Pixel = Picture Element = 2D

fEEgRRERERdz i iiiil Voxel = Volume Element = 3D




Typy obrazkov

Farebné RGB obrazky Obrazky v odtienoch sedej Obrazky zloZené z viac
(brightfield/histoldgia) (fluorescencia) kanalov



Bity — hibka farieb

1-Bit
21=2

Farebné rozlisenie/hladiny Sedej

2-Bit
22=4

3-Bit
23=8

8-Bit
28 =256

12-Bit
212 = 4096

16-Bit
216 = 65536

VacsSina mikroskopov: 8-bit
12-bit a 16-bit hibky su
lepSie na kvantifikaciu
Hibky farieb v bit (hodnoty
Sedej) su absolutne (nie
negativne Cisla)



LUTs (Look Up Tables)

* Sp6sob mapovania farieb na definované hodnoty sedej
* Nemenia intenzitu, len sp6sob zobrazenia
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Farboslepost a LUTs

* Pri zobrazovani obrazkov myslite na to, ako ich vnimaju ini —

predovsetkym farboslepi udia
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Farboslepost a LUTs

* Pri zobrazovani obrazkov myslite na to, ako ich vnimaju ini —
predovsetkym farboslepi udia

Red / Green / Blue Magenta / Green / Blue
. L Cerveno-zelend , L Cerveno-zelend
Normalne videnie , Normalne videnie ,
farboslepost farboslepost

FIJI: Image > Colour > Simulate colour blindness



Dimenzie/rozmery mikroskopickych obrazkov

L
Vyska =Y
XYC

Hibka =Z
Kanal =C xvr xyz xyzc xvzcr
Cas =T \ Y )

Mnohorozmerné datasety

*Poradie ukladania dat sa moze liSit medzi ré6znymi systémami



Vel'kost pixelu

* Vlastnost, ktoru definujete pri ziskavani dat
* Viac pixelov na plochu — lepsie rozlisenie objektu v obrazku

sLLlz

Kol

Priklad velkosti Priklad velkosti Priklad velkosti Priklad velkosti
pixelu =2 um pixelu =1 um pixelu =0,2 um pixelu=0,1 um

* Mensie pixely Ci viac pixelov nie vzdy znamenaju vacsie rozlisenie



Rozlisenie

e Vlastnost mikroskopu

* Schopnost rozliSit dva objekty

e VacSie zvacsenie neznamena vzdy vacsie rozlisenie
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Rozlisenie v biologickom kontexte
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Pomer signalu k sumu (Signal to Noise Ratio, SNR)

Signal = objekt, ktory nas zaujima
Sum = pozadie

B C

Cim vy$&ie SNR, tym lepsie
- Ulahcuje segmentaciu
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- Pomaha rozlisit objekty od pozadia ..
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Nesaturujte obrazky!

* DoOlezité — nepreexponovavat obrazky
 Strata dat saturaciou

* Neschopnost rozlisit objekty v saturovanej oblasti
* Planujte do buducnosti — mb6ze sa hodit neskor na kvantifikaciu
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Histogram obrazku

* Reprezentacia intenzity pixelov
 Distribucie frekvencii intenzity jednotlivych pixelov pre kazdy pixel obrazku

Background Foreground

S ¥ Auto Min/Max est Fit

0 255 Dark Pixels Light Pixels



Dolezita konzistencia snimania

* Cas expozicie (kamera) a pridavok fotomultiplikatora musia zostat
rovnakeé napriec vsetkymi vzorkami experimentu

* Plati i pre intenzitu lampy, silu lasera, velkost pinhole atd".

Sample A Sample B - I exposure

/




Premyslite vysledok experimentu

* Pri nastavovani snimania treba mysliet na najjasnejsie aj najtmavsie
vzorky — zmenia sa intenzity pocas experimentu?

T=60min




Frekvencia vzorkovania

* Mikroskopické obrazky su digitalnou reprezentaciou prirodnych udalosti
(analégové). Preto ich musime vzorkovat frekvenciou, ktord reprezentuje to, ¢o

shnimame

* Nyquist = 2.3x

Under sampled

Spatially

0 ‘»

Under sampled

Temporally
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2X Sampled
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Ako ziskat dobry obrazok

* Pouzite indikatory rozsahu

* ukazu overexpoziciu N
Zeiss
Leica. |

* Pouzite optimalne nastavenie
* spravny pocet a velkost pixelov ey

Plan-Apachromat 10045 M27

Frame -

512 -

* Dobre naplanujte experiment

* Objektiv, pocet Z krokov, pocet casovych bodov @ ‘J !ﬂ

e Zmena jasnosti objektov
e Kontroly




Formaty obrazkov

* JPEG — stratovy, nepouzivat!
* TIFF — bezstratovy a dobry klasicky format obrazku

» Specifické formaty pre daného producenta zariadenia — najlepsie pre
skladovanie relevantnych metadat
e .czi, .oir, .sld, .nd2, .Ism
* Najlepsie kompatibilné s , Bio-Formats” vo FlJI/Image)



Zakladné pravidla pre pracu s obrazkami z mikroskopov

* VVedecké digitalne obrazky su data, ktoré moézu byt kompromitované nespravnou
manipulaciou

* Manipulaciu digitalnych obrazkov vzdy robime na koépii originalu — vzdy zachovajte
originalny subor nezmeneny!

Jednoduché upravy celych obrazkov su vacsinou akceptovatelné
* Orezanie/zmensenie obrazku je vacsinou akceptovatelné

 Digitalne obrazky, ktoré budeme navzdjom porovndavat, musia byt vyfotené za
rovnakych podmienok a aj po-akviziéné procesovanie musi byt identické

* Manipulacie, ktoré su robené len na Casti obrazku ale nie na inych castiach
obrazku, su spochybnitelné



Zakladné pravidla pre pracu s obrazkami z mikroskopov

* Pouzivanie softvérovych filtrov na zlepsenie kvality obrazkov nie je odporucané

* Klonovanie Ci kopirovanie objektov do digitalneho obrazka z inych casti obrazku
alebo z iného obrazku je velmi pofidérne

* Merania intenzity by mali byt robené na uniformne spracovanych datach, ktoré
by mali byt kalibrované k zndmemu standardu

* Vyhybajte sa stratovej kompresii
 Velkost a rozliSenie su doblezité

* Pozor na zmenu velkosti obrazku (v pixeloch)



Manipulacie obrazkov — selektivne zvyraznenie

Original image Manipulated image
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lmage from Mlke Rossner, and Kenneth M. Yamada J Cell Biol 2004;166:1 1-15



Manipulacie obrazkov - orezavanie

Manipulation

Manipulated revealed
image by contrast 7" _
adjustment

Image from Mike Rossner, and Kenneth M. Yamada J Cell Biol 2004;166:11-15



Manipulacie obrazkov - klonovanie

Original from disk

Originalny ilustrativny snimok: Peter Koopman



Analyza obrazu

Image Analysis Pipeline

« Thresholding * Measurements

» Filtering 3
Pre- : « Colour * Intensity

» Analysing Particles » Shape




Korekcia obrazu od klasickych artefaktov

* Korekcia pozadia
 Cisto matematické — kamera ma nenulovy offset

* Readlne pozadie — autofluoescencia média, fluorescencia pozadia, svetlo
miestnosti...

* Snaha o korekciu odcitanim tohoto pozadia

» Zmeranie/odhad pozadia, potom odc¢itanie
* Tmavy snimok z kamery alebo nenafarbena vzorka, ktord nemda mat signal



Odhad pozadia z obrazku

12000

V pripade nerovhomerného
pozadia mozno odcitat rozne
pozadie pre rozne Casti obrazku

10000

Cislo
:

0.5 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

Intenzita pixelov



Tmavy obrazok

 Ziskany kamerou, kterou neprechadza svetlo
* Umoznuje zmerat pozadie pristroja

* Pomaha detekovat redlnu autofluorescenciu pozadia od offsetu
kamery




Korekcia tienovania

* Meranie a korekcia nerovhomernosti v osvetleni a detekcii
(pixely v strede su svetlejSie ako na krajoch obrazku)
e zosnimanie rovhomerne fluorescencnej vzorky

I I * Tienovanie + Tmavy obraz

zmerany ~ 'realny

I I - Tmavy obraz)/Tiefiovanie

redlny — ( zmerany



Digitalne filtre

* Priemerovanie — vyhladzovanie

111
111
111
* Gausovské vyhladzovanie o 1 2 1 o0
1 6 10 6 1
2 10 16 10 2
1 6 10 6 1
0 1 2 1 0



Preco vyhladzovat?

* \\yhladenie malych artefaktov

* Ak je vas obrazok spravne zosnimany, funkcia rozptylu bodu bude
rozptylena naprieC mnohymi pixelmi

e Spravne vyuzitie tejto redundancie vyzaduje dekonvoluciu
* \/'yvhladenie pomaha redukovat artefakty Sumu jednotlivych pixelov,

ktoré nie su realne

PSF Gaussian




Priemerovanie/vyhladzovanie: spriemerovanie redundancie,
potlacenie Sumu

Obrazok so Sumom Filter s Gausovskym
vyhladenim, o = 1 pixel



Detekcia okraja

Uzitocné pre hladanie okrajov, zvyraznenie prechodov



Filtre zvyraznujuce kontrast

e Zvyraznenie vyraznych pixelov obklopenych slabymi pixelmi
* Rozostrenie (unsharp)

* Laplacovsky % " Original
* Laplacovsky na Gausovskom R

1 -4

4 26 -4 | v

1 4 1 e ek Unsharp

Filtered
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Nelinearne filtre

* Medianové filtrovanie — nahradenie centralniho pixelu hodnotou
medianu v stvorci

e Uzitocné na vyhladenie za zachovania okrajov



Thresholding

* Bezna technika na identifikaciu objektov v obrazku

Separovanie na popredie a pozadie

W
90 0 o0

Pixel Intensity




Thresholding — nastavenie hranicnej hodnoty

Default a Red a Default ~ Red

Dark background __ Stack histogram \ Dark background Stack histogram

Auto ' | Apply | | Reset | [ Set @Apply Resct_ Sgt

! threshold

Optimal

50 100

150 200

Intensity (AU)

250



Problém tohoto pristupu

* Nakloneny jasnejsim objektom

* |dedlne je pouzit druhy kandl na nezavislé definovanie velkosti
objektov merania



Binarny obraz

* VVysledok thresholdingu; 1 je v objekte, 0 vSade inde
* D4 sa pouzit na identifikaciu objektov
* Mozno dalej manipulovat
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DalSe bindrne operacie

e Sekvencna erozia a rozSirenie — vyhladenie objektov
* VVyplnenie dier
* Odstranenie objektov na hraniciach



Programy na analyzu obrazu: priklady

T

CellProfiler”

cell image analysis software




Zdroje

* iBiology.org: https://www.youtube.com/watch?v=jaY6S1p4i3A

 https://www.youtube.com/watch?v=gkgADgd7xu0



https://www.youtube.com/watch?v=jaY6S1p4i3A
https://www.youtube.com/watch?v=qkgADgd7xu0

