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CEL CWICZENIA:

Zapoznanie sie z moziliwosciami wykorzystania komputerowej analizy informacji
obrazowej w optycznej diagnostyce medycznej

1. WPROWADZENIE

Jak wiadomo tkanki charakteryzujg sie silng anizotropig strukturalng. Jednoczesnie sktad
chemiczny tkanek jest bardzo zréznicowany, czego konsekwencjg jest rowniez obecnos¢ w
tych  strukturach biologicznych substancji posiadajgcych selektywne wtasciwosci
absorpcyjne, ktére odgrywaja role w oddziatywaniu materii zywe] ze sSwiattem. Selektywna
absorpcja wykorzystywana jest w spektroskopowych technikach diagnostycznych, nie tylko
do charakteryzacji tkanek, ich sktadu chemicznego, lecz réwniez wykrywania réznego rodzaju
zmian patologicznych.

Spektroskopia opisuje zjawiska oddziatywania fali elektromagnetycznej z materig. Do

podstawowych zjawisk spektroskopowych nalezg absorpcja, luminescencja i odbicie.




Wyrdznia sie jeszcze inne zjawiska wykorzystywane w metodach pomiarowych, np.
luminescencja, rozpraszanie Ramana i Brillouina, fotoodbicie i inne, ktére stuzg do bardzo
subtelnych badan materiatowych. Zaleznos$¢ wielkosci absorpcji, natezenia luminescencji i
innych wielkosci od dtugosci fali lub energii nazywamy widmem. Widma spektroskopowe sg

charakterystyczne dla danego atomu, czgsteczki lub ciata statego.

1.1 ABSORPCJA PROMIENIOWANIA ELEKTROMAGNETYCZNEGO

Spektroskopia optyczna jest metoda badawczg stuzacg do okreslenia sktadu oraz np.
stezenia réznych zwigzkéw chemicznych.

Elektrony w atomach mogga przebywaé na poziomie podstawowym lub wzbudzonym.
Przejscie elektronu ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego jest mozliwe jedynie
wowczas, gdy atom pochtonie pewng porcje energii, czyli j3 zaabsorbuje. Poniewaz kazdy
uktad dazy do obnizenia swojej energii, dlatego tez po pewnym charakterystycznym dla
danego atomu czasie tzw. czasie relaksacji, elektron przejdzie znowu do stanu
podstawowego kosztem zdobytego wczesniej nadmiaru energii.
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Rys. 1 Proces absorpcji promieniowania elektromagnetycznego [1].

Przejscie elektronu ze stanu réwnowagi do stanu wzbudzenia moze nastgpi¢ po
pochtonieciu kwantéw promieniowania - fotondéw. Podejscie korpuskularne umozliwia
rozpatrywanie powyzszych procesow jako konsekwencje oddziatywania pomiedzy atomem i
fotonem. Atom podczas zderzenia z fotonem pochtania jego energie, co prowadzi do
powstania nadmiaru energii w tym atomie, a to w konsekwencji powoduje wzbudzenie
atomu, czyli przeskok elektronu z nizszego (stan E; na Rys. 1) na wyiszy energetycznie
poziom kwantowy (stan E, ). Proces ten nazywamy absorpcjg fotondw rezonansowych. Jak
wiadomo fotony rdznig sie miedzy sobg dtugoscig fali i niesiong energia, co sprawia, ze nie

kazdy foton moze zosta¢ zaabsorbowany przez atom. Pochtaniane s3 jedynie te fotony,



ktérych energia odpowiada doktadnie réznicy energii miedzy poziomem podstawowym a
wzbudzonym hv = AE = E)-Ei.Warunek ten nazywamy warunkiem rezonansu, a v
czestotliwoscia rezonansowgq. llosciowo proces ten jest opisywany wspotczynnikiem
Einsteina Bi2. Prawdopodobienstwo zaabsorbowania fotonu rezonansowego jest
proporcjonalne do gestosci strumienia fotondéw, dlatego tez zjawisko absorpcji uwazamy za
zjawisko wymuszone (przez obecnos¢ promieniowania) i zargonowo zjawisko to okreslamy
mianem tzw. pompowania.

Do opisu absorpcji w cieczach w najprostszym przypadku, gdy mamy duze rozcieficzenie
i mate natezenie Swiatta, stosuje sie prawo Lamberta — Beera. To prawo odnosi sie do
substancji absorbujgcych rozmieszczonych w jakims$ nieabsorbujagcym osrodku. Wéweczas
ostabienie A (absorbancja) wigzki $wietlnej przechodzacej przez ten osrodek jest
proporcjonalne do koncentracji capb znajdujgcych sie tam absorberéw oraz drogi optycznej d

przebytej przez fale Swietlne w tym osrodku:

1
A= 10g10(70j = gabcabd

gdzie ostabienie (absorbancja) A jest wielkoscig bezwymiarowa, lo jest natezeniem sSwiatfa
padajacego, | jest natezeniem S$wiatta po przejSciu przez osrodek, €ap to wspdtczynnik
absorpcji molowej, cap to stezenie substancji absorbujgcych, natomiast d to odlegtosc

pomiedzy punktami wejscia i wyjscia Swiatta w osrodku, czyli droga optyczna.

W wyniku absorpcji nastepuje ostabienie natezenia promieniowania poprzez
zaabsorbowanie czesci energii niesionej przez strumienn fotondw. Zwigzki posiadajgce
wtasciwosci selektywnej absorpcji promieniowania nazywamy chromoforami [2]. Prawo
absorpcji mozemy zapisa¢ w nastepujgcej postaci,

I=I,ep(-u,d)
gdzie padajgca na probke fala swietlna ma natezenie Iy, a po przebyciu drogi optycznej
rownej odpowiednio d natezenie wyjsciowe wynosi /. Parametr p. oznacza liniowy

wspotczynnik absorpcji wyrazony w cm™.



Nalezy pamietac jednak, ze absorpcja promieniowania przez dane substancje zalezy od

dtugosci fali, a wiec wspotczynnik absorpcji jest wielkosciag dyspersyjng pa=f(A).

1.2 LUMINESCENCIJA

Proces absorpcji promieniowania elektromagnetycznego przez struktury biologiczne,
wykorzystywany jest w medycynie: do biostymulacji, fotoablacji, do fotorozrywania, czy tez
odparowania tkanki. Zaobserwowane efekty zaleza w gtéwnej mierze od wiasciwosci
optycznych tkanki, dtugosci fali promieniowanie swietlnego, mocy wigzki oraz dostarczonej
dawki promieniowania. Absorpcja promieniowania przez tkanke moze prowadzi¢ do jej
podgrzania (zamiany na energie termiczng), lub prowadzi¢ do zamiany na energie fali
Swietlnej, z czym zwigzane jest zjawisko luminescencji: fluorescencji lub fosforescencji. Jesli
wspotczynnik absorpcji tkanki jest niewielki dla danej dtugosci fali (tzw. terapeutyczne okno
transmisyjne 600-1000 nm), promieniowanie laserowe wnika w gtgb tkanki. Jesli natomiast
wspotczynnik absorpcji jest wysoki, jak np. dla promieniowania UV-C ,UV-B oraz
podczerwieni, wéwczas gtebokos¢ penetracji jest znikoma. Do gtéwnych chromoforéw w
tkance zaliczy¢ mozna min. oksyhemoglobine (O2Hb), deoksyhemoglobine (Hb), wode oraz
melaning, protoporfiryne IX, biatka zawarte w kolagenie i elastynie, FAD, NADH, NAD, DNA
oraz kwasy ttuszczowe.

Luminescencja jest to emisja kwantu promieniowania elektromagnetycznego przy
przechodzeniu elektronu ze stanu wzbudzonego do stanu o nizszej energii. Luminescencja to
emisja promieniowania elektromagnetycznego o nateZeniu wiekszym od natezenia
promieniowania cieplnego w danej temperaturze i o skoriczconym czasem trwania Swiecenia,
niezanikajgcym natychmiast po przerwaniu wzbudzenia. Ze wzgledu na sposéb wzbudzenia
mozemy wyrozni¢ kilka rodzajéw luminescenciji:

e fotoluminescencja — wywotana promieniowaniem elektromagnetycznym, np. laserem

lub za pomocg lampy halogenowej, ksenonowej, deuterowej lub innej;

e elektroluminescencja — wywotana polem elektrycznym, np. przy przeptywie

elektronéw w ztgczu p-n;

e chemiluminescencjia — S$wiecenie nastepuje w wyniku wzbudzenia reakcjami

chemicznymi;

e bioluminescencja — wywotana procesami biologicznymi;

e radioluminescencja — wywotana promieniowaniem jonizujgcym;
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e rentgenoluminescencja — swiecenie nastepuje w wyniku wzbudzenia promieniami X;

e tryboluminescencja — wystepuje w wyniku wzbudzenia sitami tarcia
i elektrostatycznymi;

e sonoluminescencja — wywotana promieniowaniem ultradzwiekowym;

e katodoluminescencja — wzbudzenie strumieniem elektrondw;

e elektrochemiluminescencia — wywotana procesami chemicznymi i polem

elektrycznym [2].

|
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Rys. 2 Diagram Jabtonskiego

Struktura energetyczna czasteczki jest okreslona przez jej konfiguracje elektronowg (Rys.
2), na ktdrg sktada sie, oprécz podstawowego stanu singletowego So, zwykle kilka wyzszych
energetycznie stanow singletowych Si1, S, (zdefiniowanych przez obecno$é antyréwnolegte
ustawionych spinédw elektrondw na powtoce) oraz stany trypletowe (zdefiniowane przez
rownolegle ustawione spiny dwodch elektrondw). Kazda molekuta w ramach okreslonej
konfiguracji elektronowej moze sie znajdowa¢ w réznych stanach oscylacyjnych, ktore
wynikajg z drgan atomdéw w czgsteczce. Czgsteczka, ktéra zaabsorbowata foton rezonansowy
(A), czyli o energii dopasowanej do rdznicy energetycznej pomiedzy stanem podstawowym a
dowolnym stanem oscylacyjnym elektronowego stanu wzbudzenia (Si1, S, ...), ulega
wzbudzeniu. Po czasie relaksacji (=10'>s) traci nadmiar energii podczas przechodzenia do
najnizszego stanu oscylacyjnego nalezgcego do danego poziomu elektronowego.
Wyrdzniamy kilka sposobdw przejscia wzbudzonej czgsteczki do stanu podstawowego:
e gdy zostanie wyemitowany foton o energii hv = Es; — Esg, to elektron przechodzi

na jeden z poziomow oscylacyjnych stanu podstawowego. Zjawisko to nazywamy



fluorescencjq (F).

e gdy energia wzbudzonej czagsteczki jest przekazywana otoczeniu w wyniku
zderzen z innymi molekutami, wéwczas nastepuje konwersja wewnetrzna (I1C),
czyli bezpromienisty zanik populacji poziomu wzbudzonego do poziomu
podstawowego. Efektywnos¢ i wydajnos¢ tego procesu zmniejsza sie wraz
ze wzrostem przerwy energetycznej pomiedzy poziomem wzbudzonym
a podstawowym.

e przejscia singlet - tryplet s3 bardzo mato prawdopodobne, ale nie niemozliwe.
Jest wiec mozliwe, ze czgsteczka przejdzie do stanu trypletowego lub tez przekaze
swoja energie innej czasteczce. Proces transferu energii singlet — tryplet
okreslamy mianem wewnetrznej konwersji interkombinacyjnej (ICS — inter-
system crossing). Emisje fotonu przy przejsciu ze stanu trypletowego do stanu

podstawowego (singletowego) nazywamy wéwczas fosforescencja (P).

1.3 ZASTOSOWANIE ZJAWISKA FLUORESCENCIJI W DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ

Sygnat fluorescencji mozna mierzy¢ spektroskopowo lub tez badaé fluorescencje catego
obiektu za pomocg obrazowania fluorescencyjnego np. w mikroskopie fluorescencyjnym.
Ten rodzaj obrazowania jest gtdwnie zwigzany ze zjawiskiem luminescencji sktadnikéw
budulcowych tkanki, ktére pod wptywem zaabsorbowanego pierwotnego promieniowania
elektromagnetycznego emitujg Swiatto wtdérne o innej diugosci fali. Odpowiednia barwa
promieniowania fluorescencyjnego jest wykorzystywana do tworzenia tzw. mapy rozktadu
réznych chromatoforéw (map of the distribution of different fluorescence molecules —
“excitation - emission map”), ktéra pozwala na badanie struktur tkankowych lub tez
pojedynczych komodrek. Jak wiadomo omawiane zjawisko trwa zwykle bardzo krétko
(nanosekundy), dlatego z punktu widzenia praktycznej realizacji diagnostyki opartej na tym
procesie pierwszorzedne znaczenie ma czas zaniku fluorescencji, co umozliwia dobranie
odpowiednio szybkich detektorow promieniowania wtdrnego. Na tym polega metoda
obrazowania czasowego zaniku fluorescencji FLIM (Fluorescence- Lifetime Imaging), ktdra
moze by¢ wykorzystana do rozrdzniania fluoroforéw oraz przedstawienia czasowych zmian

fluorescencji. Mapy FLIM mogg zosta¢ wykorzystane do scharakteryzowania wtasciwosci

6



spektroskopowych badanych struktur biologicznych. Rysunki ponizej przedstawiajg wycinek

tkanki z ucha szczura oraz ich obrazy wykonane za pomocg techniki FLIM.

a) mikroskopowy obraz badanej tkanki, widoczne s3 tu zyty (vein),
tetnica (artery) oraz chrzastka (cartilage)

b) obraz natezenia fluorescencji po naswietleniu badanej tkanki
Swiattem laserowym

c) mapa FLIM badanej tkanki: widaé, ze zyty (kolor niebieski) maja
bardzo krétki czas zaniku, natomiast chrzastka dos¢ dtugi

d) powiekszona mapa FLIM zyty pokazuje doktadnie wiasciwosci.
Widoczny jest tu tez wyraznie kontrast pomiedzy réznymi typami
tkanek

Rys. 3 Fluorescencyjne wtasciwosci tkanki ucha szczura scharakteryzowane za pomocg FLIM [3]

Zjawisko luminescencji znalazto réwniez szerokie zastosowanie w diagnostyce
fotodynamicznej zmian nowotworowych.

Cwiczenia laboratoryjne polega¢ beda na analizie obrazéw fluorescencyjnych komérek,
m.in. $rodbtonka. Przyktadowy cytoszkielet komérek srodbtonka zostat przedstawiony na
Rys. 4. Mikrotubule na zdjeciu fluorescencyjnym sg zabarwione na kolor zielony, aktyna ma
kolor czerwony, podczas gdy DNA zawarte w jagdrach komérkowych ma barwe niebieska.
Nalezy jednak podkresli¢, ze w przypadku struktur komérkowych wzbudzanych w inny
sposéb, emisja promieniowania moze nastepowa¢ w innych pasmach spektralnych, czyli

miec inng barwe na zdjeciach fluorescencyjnych.

Rys. 4 Przyktadowe zdjecie fluorescencyjne komarek srodbtonka [4]

Ze wzgledu na to, iz poszczegdlne struktury biologiczne emitujg promieniowanie

o réznych dtugosciach fali, w celu ich wyodrebnienia pomocna jest komputerowa analiza



zdje¢ fluorescencyjnych, ktéra pozawala m.in. na przetwarzanie poszczegélnych kanatéw (R,
G lub B) kolorowego obrazu RGB. Takie rozwigzanie bedzie podstawowym narzedziem
wykorzystywanym w badaniach zdjeé¢ fluorescencyjnych prowadzonych w ramach

niniejszego ¢éwiczenia laboratoryjnego.

2. PROGRAM CWICZENIA

Zdjecia fluorescencji komédrek srédbtonka, ktore beds analizowane podczas ¢wiczenia
laboratoryjnego, umieszczone zostaty w katalogu o nazwie ,Zdjecia_fluorescencyjne”.
Prowadzgcy zajecia wskaze kazdej grupie zestaw zdjeé do analizy. W sprawozdaniu nalezy w
jasny sposob opisaé, ktére zdjecia byty analizowane. Komputerowa analiza informacji
obrazowej zostanie przeprowadzona za pomocg programu Imagel. Dodatkowo, zostang
przekazane zdjecia fluorescencyjne wybranych struktur biologicznych do samodzielnego
przeanalizowania przy pomocy programu Imagel na podstawie umiejetnosci zdobytych
podczas zajeé. Analiza dodatkowych zdje¢ udostepnionych przez Prowadzacego powinna
zosta¢ uwzgledniona w trakcie opracowywania wynikéw oraz zamieszczona w sprawozdaniu.
Program Image) mozna pobrac bezposrednio ze strony

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html.

2.1 Tworzenie katalogu z danymi pomiarowymi oraz ich zapisywanie

Na pulpicie monitora znajduje sie katalog ,,Podstawy_biofotoniki_cw.3”. W katalogu
tym nalezy utworzy¢ wiasny podkatalog, w ktérym zapisywane bedg dane uzyskane w trakcie
¢wiczenia. Nazwa podkatalogu powinna zawieraé: nazwisko jednej osoby zgrupy
przeprowadzajgce;j ¢wiczenie oraz date wykonania ¢wiczenia (np.
Jan_Kowalski_22.02.2018). W tym podkatalogu kazda grupa zapisuje dane posrednie lub tez

koricowe uzyskane w trakcie zajec.

2.2 Wstepna obrdbka zdje¢ w programie Image)

Nalezy otworzy¢ program Imagel przy pomocy ikony |Z88ll ktéra znajduje sie na pulpicie

Imagel

monitora.


http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html
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W zakfadce File nalezy zaznaczy¢ Open, znalei¢ katalog ,,Zdjecia_fluorescencyjne” oraz

wybraé wskazane przez Prowadzgcego zdjecia, ktore beda poddane obrébce komputerowej.

UWAGA! Aby cofngé przeprowadzong ostatnio operacje nalezy w zaktadce Edit zaznaczy¢
opcje Undo. W programie Imagel mozliwe jest jedynie cofniecie ostatnio, bezposrednio
wykonanej operacji, dlatego tez w przypadku popetnienia btedu we wczesdniejszej fazie

obrébki konieczne jest rozpoczecie catego procesu od poczatku.

W celu poprawy jakosci zdjeé, czyli ich wyostrzenia, nalezy w zaktadce Process
zaznaczy¢ opcje Sharpen. Z kolei, aby poprawi¢ kontrast, nalezy w tej samej zaktadce

zaznaczyc¢ opcje Enhance Contrast.

2.3 Charakteryzacja obrazéw fluorescencyjnych komorek biologicznych z wykorzystanie

programu Image)

W tym celu nalezy zaznaczy¢ ikone E dostepng na Pasku Narzedzi Programu Image), a
nastepnie na zdjeciu wybraé odpowiednig komadrke, ktéra bedzie analizowana. Przeciggajac
kursor od jednej krawedzi komérki do drugiej, w taki sposdb, aby linia przechodzita przez
jadro komérkowe oraz obejmowata réwniez pewien niewielki obszar tta poza komoérka,
wyznaczamy kierunek, wzdtuz ktérego analizowac bedziemy profil komoérki. Po zaznaczeniu
tej linii, nalezy w zaktadce Analyze wybraé opcje Plot Profile, ktora pozwoli na okreslenie
profilu obrazu fluorescencyjnego komorki (Rys. 5). Wyznaczony profil bedzie wykresem
dyskretnych wartosci natezenia obrazu fluorescencyjnego, zapisanych w skali szarosci (O-
256) oraz dtugosci zaznaczonej linii (dtugos¢ w pikselach). Profil nalezy zapisa¢ poprzez
zaznaczenie pod wykresem (Rys. 5b) ikony List.

Nastepnie w nowym oknie reprezentujgcym tabele opisujgcg profil, ktdre pojawito sie po
odznaczeniu tej opcji, nalezy wejs¢ do zaktadki File i zaznaczy¢ opcje Save as. Program
Image) w domysle zapisze niniejszy profil w postaci tabeli w formacie: x/s. Prosze pamietac¢ o

zapisaniu danych we wczesniej wspomnianym podkatalogu na pulpicie monitora (patrz pkt.
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2.1). Nalezy zapisac profile przynajmniej trzech wybranych komarek.

Obszar komorki — ciato komorkowe

jadro komorki

Gray Value

0 20 40 60 a0 100 120 140
Distance (pixels)

(a) (b)

Rys. 5 (a) Kierunek wzdtuz ktérego wyznaczony zostanie profil, (b) profil komérki wzdtuz zaznaczonej

linii (czerwona linia wyznacza natezenie tta - background).

Histogram jest niezwykle przydatnym narzedziem analizy danych. Stanowi on graficzne
przedstawienie liczby pikseli o danej wartosci natezenia w skali szarosci. Nalezy
wygenerowac histogramy dla poszczegdlnych kanatéw R, G, B, wybierajgc w zaktadce Plugins
opcje Macros i RGB histogram. Korzystajagc z opcji PrntScr nalezy zapisa¢ obrazy
poszczegdblnych histogramow.

Celem opracowywania wynikébw na podstawie zapisanych profili, nalezy sporzadzic
wykresy w Excelu, a nastepnie scharakteryzowaé natezenie fluorescencji (w stosunku do tta)
poszczegdlnych obszaréw komorki, jak rowniez wyznaczyé rozmiar poprzeczny catej komaorki
oraz jej jadra wzdtuz linii wyznaczajacej kierunek okreslenia profilu.

Dodatkowo w sprawozdaniu konieczne jest zamieszczenie wszystkich zdje¢ z zaznaczong
linig wyznaczajacg kierunek analizowanego przekroju (Rys. 5 a). W tym celu w trakcie zajeé
mozna skorzysta¢ z opcji PrntScr (Print Screen) oraz profili analizowanych obiektéw
(przygotowanych w programie Imagel). Na profilach przygotowanych w programie Excel
powinno by¢ zaznaczone jadro komorki oraz jej ciato (Rys. 5b) oraz przypadajgce wartosci
natezenia pikseli w skali szarosci (gray scale — od 0 do 256). W sprawozdaniu nalezy umiescic¢

rowniez histogramy poszczegdlnych kanatéw R, G, B oraz podaé: srednig wartos¢ natezenia
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pikseli (Mean) oraz odchylenie standardowe (StdDev). Prosze zamies$ci¢ rdéwniez
spostrzezenia dotyczace S$redniej wartosci natezenia pikseli w kontekscie efektywnosci

fluorescencji poszczegdlnych struktur komérkowych.

2.4 Okreslenie rozmiaréow komoérki oraz jej jadra na podstawie analizy jej profilu

w jednym z kanatoéw R, G lub B zdjecia fluorescencyjnego

Dostepne w ¢wiczeniu laboratoryjnym zdjecia s zdjeciami kolorowymi, czyli
zarejestrowanymi w trybie RGB. Wzbudzenie fluorescencji komédrek umozliwia analize
poszczegblnych struktur komodrkowych, gdyz emitujg one promieniowanie w rdéznych
pasmach spektralnych. W celu wyodrebnienia jadra oraz ciata komérkowego komodrek
$rodbtonka nalezy przeprowadzié separacje kanatdw: czerwonego (R- red), zielonego (G-
green) oraz niebieskiego (B-blue) oraz wybrad te, dla ktérych fluorescencja jadra lub ciata
komdrkowego jest najlepiej widoczna. Aby roztozy¢ obraz RGB na poszczegdlne kanaty
nalezy w zaznaczy¢ obraz i w zaktadce Image wybrac Color a nastepnie Split Channels. W ten
sposob wybrane obrazy (dla dwéch kanatéow, R, G lub B) poddane zostang dalszemu
komputerowemu przetwarzaniu informacji obrazowej w celu analizy dynamiki fluorescencji
poszczegblnych struktur komodrkowych oraz okreslenia ich ilosci oraz przyblizonych

rozmiaréw. W celu realizacji tego zadania pomiarowego nalezy zaznaczy¢ ikone |==

dostepng na Pasku Narzedzi programu Imagel). Nastepnie na zdjeciu wybieramy
odpowiednie struktury komérkowe (3 rézine jgdra oraz ciata komdrkowe) i przeciggajac
kursor od jednej krawedzi tego obiektu do drugiej wyznaczamy kierunek, wzdtuz ktérego
sporzgdzony zostanie profil. Postepujac podobnie, jak w poprzednim punkcie 2.2, zapisujemy
profile przynajmniej trzech wybranych komodrek oraz jgder komodrkowych (oczywiscie
w odpowiednich dla nich kanatach R,G,B, w ktdrych sg najbardziej uwidocznione) w formacie
Xls.

Na podstawie zapisanych danych pomiarowych przedstawiajgcych profile analizowanych
obiektow nalezy w Excelu sporzadzi¢ wykresy oraz okresli¢ rozmiary poprzeczne (w
pikselach). W sprawozdaniu konieczne jest zamieszczenie zdje¢ oraz profili analizowanych
obiektow (zaréwno tych z programu Imagel, jak rowniez przygotowanych w Excelu). Nalezy
uwzglednic¢, jaki zakres wartosci natezenia (gray scale) przypada na rozwazang strukture.

Podobnie, jak w poprzednim przypadku nalezy zapisa¢ obrazy zdje¢ z wyznaczonymi
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kierunkami profilu, korzystajagc z opcji PrntScr. W sprawozdaniu zamieszczone powinny
zosta¢ réwniez obrazy trzech kanatéw R, G i B wejsciowego zdjecia RGB oraz krotkie

spostrzezenia dotyczgce widocznosci poszczegdlnych struktur w kazdym kanale.

2.5 Analiza rozktadu rozmiaréw struktur komdérkowych na postawie analizy obrazu w

jednym z kanatéw R, G, lub B z wykorzystaniem funkcji Analyze Particles

W celu przeprowadzenia analizy rozmiaréw poprzecznych (w pikselach) komérek oraz
jader komdrkowych nalezy skorzysta¢ z funkcji Analyze Particles znajdujacej sie w zaktadce

Analyze na Pasku Narzedzi programu Imagel (patrz Rys. 6a).

¥ Image) oo = 4 Image) = =
File Edit Image Process mm Plugins Window Help
ggg@ /.éﬂl Measure Ctrl+M Fﬂﬂ@Jﬂ

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Olo)z|ofE 41+x | Ala o 2| @l ¢ | 4] #] ||

PRPWRRE| Analyze Particles...
MI glass (orusd ¢ Analyze Particles @
— = Summarize
Distribution... Size (pixer2); |EEERIUP
Label
Circularity: ~ 0.00-1.00

Clear Results
Set Measurements. Show:  Qutlines -
Set Scale... [V DisplayResults |~ Exclude on Edges
Calibrate... [ Clear Results ¥ Include Holes
Histogram Ciri+H ¥ Summarize I~ Record Starts
Plot Profile CirK [~ Addto Manager
Surface Plot...
Gels 3 OK | Cancel
Tools &

(a) (b)

Rys. 6 Aplikacja programu do analizy rozmiaréw badanych obiektow

Umozliwia ona okreslenie liczby obiektdw o predefiniowanym polu powierzchni oraz
okresSlenie $redniego pola powierzchni obiektéw dzieki okresleniu wspdtczynnika
cyrkularnosci, dla ktérego wartos¢ 1 oznacza idealne koto, natomiast wartosci z przedziatu
(0,1) oznaczajg bardziej ztozone struktury o nieregularnych ksztattach, a tym samym bardziej
doktadne przyblizenie obszaru zajmowanego przez badany obiekt. Zaznaczenie wartosci
wspotczynnika cyrkularnosci réwnej 1 sprawia, iz analizowane sg jedynie obiekty o ksztatcie
zblizonym do kota, podczas, gdy pozostate o bardziej nieregularnych ksztattach sg pomijane.
Z kolei dla wartosci tego wspdtczynnika réwnej 0, analizowane beda obiekty o
nieregularnych ksztattach, a tym samym znajdujgce sie bardzo blisko siebie obiekty lub tez
dodatkowe artefakty, ktdre nie sg przedmiotem analizy, zostang potraktowane jako jeden
obiekt, co moze wprowadzi¢ istotne btedy w ocenie rozmiarow obiektéw. Z tego tez powodu

dobor wartosci tego wspotczynnika w istotny sposdb moze wptywaé na poprawnoscé
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prowadzonej analizy.

W pierwszej kolejnosci nalezy utworzy¢ binarng reprezentacje obrazéw analizowanych
obiektéw w kanatach R, G, B najbardziej je uwidaczniajgcych. Mozna tego dokonac
wybierajac obraz w odpowiednim kanale, zaznaczajgc w zaktadce Process opcje Binary, a
nastepnie opcje Convert to Mask. Po wybraniu opcji Analyze Particles pojawia sie okno
umozliwiajgce zdefiniowanie odpowiednich parametréw prowadzonej analizy (patrz Rys. 6b),
takich jak pole powierzchni (Size) w jednostkach piksel*2 oraz wspoétczynnik cyrkularnosci
(Circularity). Analize przeprowadzamy dla trzech rdéinych, wybranych wartosci
wspotczynnika cyrkularnosci z zakresu od 0 do 1. Najistotniejsze jest oszacowanie zakresu
rozmiaréw, jakie przyjmujg badane obiekty (cata komodrka, jej jadro) na zdjeciu. W tym celu

nalezy wyodrebnié jeden z najmniejszych oraz najwiekszych obiektéw, a nastepnie zaznaczy¢

ikone E Zaznaczajgc kursorem przekréj obiektu, podobnie, jak w przypadku wyznaczania
profilu obiektéw, w dolnej czesci Paska Narzedzi (patrz Rys. 7) pojawia sie informacja na
temat rozmiaréw poprzecznych badanego obiektu (length) wyrazona w pikselach. Na
podstawie tych danych mozemy oszacowa¢é przedziat pél powierzchni obiektéw, ktére beda

badane i wpisac go do okna predefiniujgcego parametry analizy (Rys. 6b).

g' Image) = %

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
DOz A+ N A Q|| 2|®fs| # |4 |&] 7] |»|

x=448 y=212, angle=-36.87, length=89.60

Dev
-

Rys. 7 Okreslenie rozmiaru poprzecznego analizowanego obiektu.

Wspdtczynnik cyrkularnosci nalezy okresli¢ eksperymentalnie poprzez dobdr najlepszego
dopasowania obszaru zajmowanego przez analizowane obiekty. Poprzez wyboér w opcji Show
funkcji Outlines, mozliwe jest graficzne przedstawienie dopasowania obszaru obiektu
poprzez figury o ksztattach predefiniowanych przez wspodtczynnik cyrkularnosci. Ta opcja
umozliwia kontrole odpowiedniego doboru tego wspétczynnika (patrz przyktad na Rys. 8).
Nalezy wybra¢ trzy rézne wartos$ci wspétczynnika cyrkularnosci dla kazdego zdjecia w celu
przeanalizowania wptywu jego odpowiedniego doboru na poprawnos$¢ analizy.

Aby usprawni¢ prowadzong analize, nalezy w oknie polecen (patrz Rys. 6b) zaznaczy¢

dodatkowe opcje Exclude on Edges, wykluczajgca obiekty znajdujgce sie na brzegu zdjec (na
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skraju pola widzenia mikroskopu fluorescencyjnego rejestrujgcego zdjecia) oraz opcje

Include holes.

(a) (b) (c)

Rys. 8 Przyktadowa analiza zdjec ziaren czystego bioszkta: (a) zdjecia ziaren (b) binarny obraz ziaren po

szkieletyzacji (c) dopasowanie ziaren figurami o ksztatcie zdefiniowanym przez wspétczynnik

cyrkularnosci.

W celu wygenerowania tabeli zawierajgcej liczbe obiektéw o okreslonych rozmiarach
nalezy w oknie polecen (patrz Rys. 6b) zaznaczy¢ opcje Display Results, ktéra sprawia, ze po
kazdej analizie wyswietlone zostanie zbiorcze zestawienie uzyskanych wynikéw. Okreslony w
ten sposdb rozktad rozmiaréw obiektow nalezy zapisa¢ w formacie .xls, podobnie,
jak w poprzednich przypadkach. Nalezy rowniez zapisa¢ obrazy poszczegdlnych kanatdw R, G
i B, maski binarne poczatkowych zdje¢ oraz obrazy dopasowania obiektéw figurami
o ksztatcie zdefiniowanym przez wspodtczynnik cyrkularnosci (np. Rys. 8c). Na podstawie
zapisanych tabeli zbiorczych nalezy sporzadzi¢ wykresy przedstawiajgce liczbe obiektéw
o danym rozmiarze, wyznaczy¢ sredni rozmiar obiektdow oraz przeanalizowac wptyw wartosci

wspotczynnika cyrkularnosci na poprawnos¢ prowadzonej analizy.
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