Digitalis képanalizis
Nagy Péter
DEOEC Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet




Digitalis képfeldolgozas

Képek taroldsa, képtomorités (veszteséges és veszteség mentes),
3D képhalmaz, ortogonalis metszet

Digitalis és optikai felolddképesség

Hisztogram, LUT

Tudomanyos képanalizalé programok

kép




Képek digitalis reprezentacidja

* Pixel (,picture element”): a
legkisebb egység a digitalis
képben.

* Ertéke egy szam, amely a
detektor megfelel6 helyén
detektalt fotonok szamaval
aranyos (szurkeskalaju kép
esetében).

* Annak megfelel6en, hogy hany
ertéket vehet fel a pixel, a kép
lehet:

intenzitas skala lehetséges értékek tarigény

binaris 0,1 1 bit/pixel

8-bites 0,1,...,255 1 byte/pixel

12-bites 0...4095 2 byte/pixel

16-bites 0...65535 2 byte/pixel
lebeg6pontos praktikusan 32 bit/pixel, 4 byte/pixel
kett&s pontossagu tetszGleges 64 bit/pixel, 8 byte/pixel




Miért van sziikség digitalis képanalizisre?

Mi ez?
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Azért, hogy az emberi szem felismerd képességét helyettesitsu
Kvantitativan és reprodukalhatdoan elemezzik ki a képeket.

k.



Képek tarolasa

Kép reprezentacidja a memariaban
(pixelenkénti tarolas)

konverzio az
elmentéshez

Kép file-ok részei:

* leird rész: megadja, hogy az
adatokat hogyan kell értelmezni
(hany bites feloldas, X-Y méret,

stb.)
nem tomoritve toOmoritve e atulajdonképpeni adatok
(tehat
pixelenként), pl.

TIFF, BMP Veszteséges tomorités: a tomoritett
adatokbol rekonstrualt kép nem egyezik
meg teljesen az eredeti képpel.

veszteséges nem veszteséges
tomorités (pl. tomorités (pl.
JPG) TIFF)

prezentacio céljabal

képanalizis és tudomanyos publikacid céljabol




Veszteséges
képtomorités

TIFF, 388 KB IPG, 59KB

JPG, 26KB JPG, 20 KB JPG, 18 KB



Kettonél tobb dimenzids képek: 3D, 4D, 5D, ...

3D: //////////// A harmadik dimenzié lehet:
/ / / / / / *  mélység (pl. konfokalis
mikroszkdpos 3D
/ / / / / / szeletsorozat esetében)
z=0um  t=0 sec  A,,,=500 nm / / / / / . ids
S S S S S «  hulldmhossz
/7 7

L
z=0.3 um t=5sec A,,=510 nm / / / / / /

z=0.6 um t=10 sec A,,,=520 nm /

//////

>3D:

Elképzelhet6 haromnal tobb dimenzids kép is, pl. 1-3. dimenzidk: x,y,z; 4. dimenzid: id6; 5. dimenzid:
hulldmhossz.



3D-s képek megjelenitése 1.

Ortogonalis metszet: Ez az x-y sik.

x-y sik

/ |

— Overlaid color stack

Type of input———— Color code of channel 1 Color code of channel 2
@) Overlaid color stack Color stack Red - _ Green ¥ -
| Separate color stacks 0 Color code of channel 3 Color code of channel 4
Blue - _ Empty = _
.
N — s et 2
) Aspect ratio |3 [¥] orthogonal view | Clip to 255 ~ | Outputimage g
’Tj — Channell———_ Channel2—— Channel3——_ — Channel4
>\ ___________ Color scale Color scale Color scale Color scale
N res - (e -/ o - | ey -
© Low Low Low Low
N (| o] || <L ]| 2 | || <Ll /|
w High High High High
: A lIET ) = [ M
Sigma of Gaussian filtter Sigma of Gaussian filter Sigma of Gaussian filter Sigma of Gaussian fitter
0 ] 0 0

‘ VWWritten by Peter Nagy

‘Startviewing | Help ‘ ‘ Quit V111
Y I x-zsik /0L
, . /i __________ - -~
X Ez az x-z sik. \ x-Z sik i// : L
X-y sik fl-bod o 2




3D-s képek megjelenitése 2.

Maximum intenzitas projekcio:

——————————————————

* Ebbdl az iranybdl nézzik.

* Minden projekcids vonal mentén megkeressiik, hogy melyik
pont a legfényesebb, és azt tlintetjlk fel a 2D projekcion.

* El6ny: gyors kiszamolni.

e Hatrany: gyenge 3D-s hatas

* 3D-s hatas javithato, ha kilonb6z6 iranyokbdl is feltintetjik a
maximum intenzitas projekciot: ,forgatas”.



Optikai és digitalis feloldoképesség

objektiv

targylemez

Optikai feloldoképesség:

d - A A
2NA  2nsinw

A —hullamhossz
n —targy eés objektiv kozotti kézeg torésmutatoja d — ezzel az optikai feloldoképességgel a bal oldali

periodikus struktura feloldhatd, a jobb oldali nem.

<>

Pixelméret a kozelité

Ha az optikai feloldoképesség d: szabaly szerint.

Digitalis feloldoképesség:

Nincs értelme, ha a digitalis feloldéképesség
jobb, mint az optikai.

Kozelitdé szabaly: a pixelméretnek kb.
ugyanakkoranak kell lenni, mint az optikai
feloldoképesség.

Pontos szabdly: Nyquist mintavételezési tétel:

ha egy fliggvény legmagasabb frekvencidju
komponensének frekvencidja f, akkor a
figgvényt rekonstrualni lehet 2f frekvenciaju
mintavételezéssel = ha az optikailag
feloldhatd legkisebb tavolsag d, akkor a
pixelméretnek d/2-nek kell lenni.

g

Pixelméret a Nyquist

kritérium alapjan.

10



Hisztogram, LUT

40000 | A bal oldali hisztogramon a
3 pixelekben tarolt intenzitas
o értékek eloszlasa lathato.
>
2 20000 |
(0]
=}
o
(0]
C

0 ‘ ‘ .
0 10 20 200 250
Pixel value

* A pixelek megjelenitett szinét (ill. szlirkeskalas értékét) az un. LUT (look-up table) hatarozza meg. A
LUT minden tarolt pixel értékhez egy megjelenitendd szint vagy sziirkeskala értéket rendel.
* A LUT a képben tarolt informaciét nem befolydsolja, csak a megjelenités modjat.

Szlirkeskalas (gray scale) képek esetében a megjelenitést

. - LUT . , ;L altaldban 256 szintl intenzitas skalan végzik (0 — fekete,
pixel ertek megjelenitett ertek 255 — fehér), ui. az emberi szem ennél tébb
intenzitdsszintet nem tud megkilonboztetni.
Tarolt pixel értékek: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
LUT1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1|23 .
41516 & LUT2 20 40 60 80 100 | 120 | 140 | 160 | 180
7 8 9
E LUT3 20 40 60 80 100 | 255 | 255 | 255 | 255

11



fokozott kontraszt csokkentett kontraszt

Specimen Image
- "5

L

Ta - .

Pixel Count

A LUT hatasa

A LUT megadhato az abrazolt pixel értékek és a tarolt pixel intenzitasok kozotti osszefliggés
grafikonszer(i megadasaval:

500 Grayscale Histogram

ssauybug |ax14 inding

0 Pixel Intensity 255
Specimen Image 500 Grayscale Histogram
'3 - - '}R - -
i b /o
: 5
L=
E E
5 -
8 3
3 g
o =}
=
2
w
W
500 Grayscale Histogram
.r'/-l_/_ n
.l"rf .E
E E
g -
S &
3 g
o =]
=
2
w
w

www.olympusmicro.com

Pixel Intensity

255

megjelenitett pixel érték
(02}
|

. . .y 255
tarolt pixel érték

fokozott fényesség (,brightness”): minden
pixel dbrazolt értékét noveli.

fokozott intenzitas: meredekebb 6sszefliggés
a megjelenitett és a tarolt pixel értékek
kozott. A magas tarolt értékd pixelek abrazolt
értéke jobban né.

fokozott kontraszt: a skala kozepén levd
pixelek megjelenitett intenzitaskilonbségét
fokozza.
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Frequency of pixels

Frequency of pixels

1000

800 -

600

400 |

200

5000

4000 -

3000

2000

1000 |

0

0

A LUT maddositasa Corel PhotoPaint-tel

Eredeti

0 50 100 150 200 250

Pixel value

I EN

Brightness=50

0

50 100 150 200 250

Pixel value

Wi

Frequency of pixels

Frequency of pixels

5000

Intensity=50

4000 |

3000

2000 1

1000 |

0

5000

0 mm“ |

| m | “Hhml

50

100 150 200 250

Pixel value

Contrast=50

4000 1

3000

2000

1000

50

100 150 200 250

Pixel value

L\
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A LUT hatasa

Eredeti: Eredeti (12 biten tarolt kép):
- PR 200
250 5000 : B, 250
200 1 4000 B o o SEEELY
9 2 i 5
E a T 150
§ 150 3000 o _
= % d g 100
3 100 4 2000 § & 100
o g : :
50 1000 “ %0
0 0 (U ' ‘ ‘ -+ 0
0 1000 2000 3000 4000

0 50 100 150 200 250

Pixel value Pixel value
Linear stretch: Linear stretch:
250 5000 250 4 200
200 - 4000 @ 200 A
z i g
T 150 - 3000 5 T 150 -
& 3 Z 100
@ 100 - 2000 & 3 1004
a o a
o)
50 1000 50 -
0 T ‘ ‘ ‘ =~ 0 0 ‘ : : ~ 0
0 50 100 150 200 250 0 1000 2000 3000 4000
Pixel value Pixel value

,Linear stretch” esetében a legalacsonyabb és legmagasabb abrazolt értékeket a
legalacsonyabb és legmagasabb tarolt pixel értékhez rendeljik, és kdzottik az
abrazolt értékeket linearisan széthuzzuk.

Frequency of pixels

Frequency of pixels



Gamma korrekcio

Pixel = const Pixel

display stored

Hatvany fuggvény szerint rendeli
egymashoz a tarolt és dbrazolt pixel
értékeket.

<1 — gamma kompresszio

v>1 — gamma expanzid

eredeti

/4

250 1

200

150 -

100 -

Displayed value

50

0 : : : : :
0 50 100 150 200 250

Pixel value

—— y=0.5

— y=2
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Contrast stretching: a kontraszt fokozasa

250 A 2000
200 7 L1500 2
: 3
E‘ - 1000 °c>;
g 100 - g
(0]
- 500 =
50 - -
0 - T 0 - [
0 1 200
Pix e w 45!
2 contrast stretch-elt
o .
A pixelek felsé és alsé6 % 1 hisztogram
)
5%-a (lehet mas % is). "¢ -
250 2000 3
£ 0.5}
200 A )
1500 g 0 Lot L i,
g = 0 50 100 150 200 250
§ 150 - 5 - pixg] value -
T [ 1000 g Contrast stretch az alsé és felsé 30% O-
_8 100 A 0 hoz és 255-h6z valé kihuzasaval — a
Q i 93- pixelek jelentds része fekete vagy fehér
50 500 ¢ lesz.

A 5%-0s és 95%-o0s percentilis
értékekhez 0-t és 255-t rendel, a

koztes értékeket egyenletesen

o
o
o

100 200

Contrast stretch-elni lehet a megjelenitett értékeket és a tarolt pixel értékeket (pl. a fenti esetben). A tarolt pixel
értékek modositasa csak a kép kiértékelése utan célszerli a megjelenités optimalizalasahoz. 16



Hisztogram kiegyenlités (histogram equalization)

Egy olyan algoritmus, amely biztositja, hogy a minden intenzitas a képen ugyanolyan mértékben
reprezentalt (ugyanolyan relativ frekvenciaval fordul el6).
A képen0,1,..., | __ intenzitdsok fordulnak el§, és p(f) az intenzitas eloszlasfliggvénye:

p(f)=P(1<f)

max

Ha az intenzitasokat a

l=1_p(f)
tlntetjuk fel, akkor az /-nél kisebb-egyenld intenzitasok aranya I/, lesz.
original

rer equalized
=
3 _ 10 0.05
v g

S 08 5 0041

9 c

L — 0.)

© 06 2 0.03 |

= o

o =

() o

S 04 2 0.02 |

2 ©

‘E,‘ 0]

2 024 ® .01
s £
3] =]
= O
= 0.0 —— 0.00 ——
9 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
_&D Intensity Intensity
4
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Filterek

» Képek kiértékelése és zajszlrése soran alkalmazott olyan eszkdz, amely egy adott pixel
Uj értékét a pixel és kornyezetének intenzitas értékeibdl egy adott figgvény szerint
szamolja ki.

* Filterek szemléltetése: g,, — a pixel szamitott Gj értéke
0 képlettel: , frsyn — @ Pixel és kornyezetének eredeti
gx,y = Z Z Wk,I fx+k,y+| értékei
k=-mi=-m w,, — sulyfaktor

O a filter kirajzolasaval:

1/9 1/9 1/9

9 2 3|2 8 2.78 4.33 3.00 3.33 1.78
1/9 1/9 1/9

10 4 115 1 3.67|6.44/6.00 6.67 3.89 9+2+3+10+4+11+2+6+11_644
1/9 1/9 1/9 9 o

2 6 11|10 9 5 478789 8.11 8.00 4.89

10 11 6 9 10 5.22 8.11 9.33 9.22 6.33

7 1 9 11 8 4.33 6.00 6.33 5.89 4.22

* Afentifilter mérete 3x3, de lehet 5x5, 7x7, stb.
» Léteznek filterek simitasra (pl. a fenti), hatarvonal detektdlasara, gradiens
meghatdrozasara, stb.
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Fourier és inverz Fourier transzformacio

* Az el6z6 abran a filterek térbeli doménben torténd alkalmazasa kerilt bemutatasra.

* Aképek hagyomanyos, térbeli doménben torténd abrazolasa azt mutatja, hogy a
pixelek a tér adott pontjaban milyen intenzitasuak.

 Megadhatd, hogy a képen talalhaté strukturak milyen térbeli frekvenciaval

jellemezhetdk, tehat a kép atkonvertalhato a frekvencia doménbe.

Ezt az eljarast Fourier transzformacidonak nevezik:

i I ™

Eredeti kép (f) Fourier transzformalt kép (F)
N Ly ikxely n kx + | n n . kx + |
F, = f, e T 8, = f,, COS(Z?Z’ yj, b, ==->.>" fX’ySII’](Zﬂ' yj
x=1 y=1 x=1 y=1 n x=1 y=1 n

* Az eredeti kép inverz Fourier transzformacidval el6allithato a frekvenciakbal:
Ckx+ly

1 &L 27i= = 1 & kx + ly : kx + ly
f,, :FZZ F. e f,, =—222(ak,, COS(Zﬂ' )_bk" sm(Zz D
19
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Filterek a térbeli és frekvencia doménben

A filterek alkalmazhatdk a frekvencia doménben is:

b=f *a b — a filter 4ltal adott kép
f—afilter
a — az eredeti kép
* - a filter alkalmazdsa (konvolucid).

. B — b Fourier transzformaltja

B=F-A . . -
F — a filter Fourier transzformaltja
A — az eredeti kép Fourier transzformaltja
- - §Z0rzas

b =invFT (B)

Sok filter esetében a frekvencia doménben torténd alkalmazas a szamitas gyorsasaga
szempontjabdl elénydsebb.



A képet degradald tényezok digitalis képalkotas soran

a. zaj(noise)

b. fényszords (scatter)
c. ,ragyogas” (glare)
d. elkendédés (blur)

ad a:

A zajnak két forrasa van:

» foton detektalds statisztikus volta (Poisson
eloszlas)

* aképalkotd rendszer (normadlis eloszlas)

ad b:

* A mintaban jon létre.

* Minél vastagabb a minta, annal
jelent8sebb.

ad c:

* A mikroszkdp optikai rendszerében
bekovetkez6 fényszoras és reflexid
kovetkezménye.

*  Modern mikroszképokban altalaban
minimalis (ha jol be vannak allitva).

ad d:

* Afény hullamtermészete miatt a
képalkotds soran bekovetkez6 diffrakcio
kovetkezménye.

* A PSF-fel (,,point spread function”) lehet
jellemezni.

http://www.olympusmicro.com/primer/digitalimaging/deconvolution/deconvolutionhome.html
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probability

0.2

0.15

0.1

0.05

Foton detektalas miatt keletkezo zaj

A detektalt fotonok szama (n) Poisson eloszlast kovet: P (n = k) = We"\‘

A detektalt fotonok 1 Afotonszam varhaté értéke: N

szamanak eloszlasa, ha a
A fotonszam szorasa: \/ N

varhato fotonszam 5.

A fotonszam relativ hibaja:

1

N

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Minél nagyobb a vart fotonszam, annal kisebb a relativ hiba.

N=5

A képek relativ skdlan vannak abrazolva (,linear stretch”),
ezért tlinik a két bal oldali kép egyenlé fényességlinek.

N=50

Eredeti kép (zaj nélkdil) Poisson zaj hozzaadasaval

"IN
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Kép visszaallitas (,,image restoration”)

* Mikroszkdpos képek felvétele soran gyakran jelent6s mennyiségi zaj adédik a jelhez.
* Akép visszaallitas célja a zaj elnyomasa
* atdargy pontosabb reprezentacidja
* aképszebb megjelenése
érdekében.
* Akép mindségét leggyakrabban a kovetkez6 két tényezd rontja:
* zaj (noise) — hatasanak csokkentése a kép visszaallité algoritmusokkal (zajsz(irés)
* elkenddés (blur) — hatasanak csokkentése dekonvolucidval

Kép visszaadllitas (zajszlirés)
* A zaj statisztikus modellezésével elérhet6 a zaj eltavolitasa, de ezt ritkabban alkalmazzak.
* Aleggyakrabban alkalmazott algoritmusok alapelve:

 zaj miatti relativ hiba ~ , N - atlagos fotonszam

1
VN
* Tehat ha az Uj pixel értékeket tobb pixel felhaszndalasaval szamoljuk ki

» csokken a zaj relativ mértéke, mert n6 azon fotonok szama, melyekbdl az intenzitast
kiszamoljuk.

* de csokken az effektiv felolddképesség is, hiszen egy pixel intenzitasat tobb, a
kornyezetében levd pixel befolyasolja.
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Alul- és fellilatereszto szlirok

rr _ sr

Alulatereszt6 sziir6: az IFT-6t csak a
kis frekvencidaju komponensekkel
hajtjuk végre, ezért a kis méreti
objektumok eltlinnek.
Feliilateresztd sziir6: az IFT-6t csak a
nagy frekvenciaju komponensekkel
hajtjuk végre, ezért a kis méreti
objektumok a hattér nélkil jelennek
meg.

Eredeti kép

Fourier
transzformacio

csak kis frekvencidju komponensy

a kis
frekvenciaju
komponensek
nullara lettek
allitva

A Fourier
transzformalt nulla
frekvencidju
komponense a kép
atlaga, ezért
feltlateresztd szlir6é
esetén néha
megtartjak, hogy a
kép atlag intenzitasa
ne valtozzon.

inverz Fourier
transzformacio

alulatereszt6 szlrd6 feltildtereszt6 szlir6 24



Kép visszaallitas, zajszlirés: pixel pooling

81611 |5])6|1
91312|8])8]|6
2611621
318413410
28 117 |16
819]19|1]10f 2
14128118
2141416513
018191982
Eredeti kép Simitott kép Eredeti kép Simitott kép

e Az eljaras soran az eredeti
kép minden 2x2-es blokkjat
O0sszegezzuk és az 6sszeget
irjuk a simitott képbe.

e Asimitott kép ennek
megfelel6en fele akkora lesz,
mint az eredeti.

* Ablokkméret természetesen
lehet mas is.

Eredeti kép Simitott kép
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’ . Id | L4 . A R 4 T A 4 1/9 1/9 1/9
Kép visszaallitas, zajszlirés: atlag szlir6 A 3x3-as 4tlagoldst

1/9 1/9 1/9 > oragoas
megvaldsité sz(lrd.
1/9 1/9 1/9

86 |115)6]1 2.9 3.313.8(2.3

9132886 4.1|14.9)14.4)14.6]|4.6(2.8

3184131140 4.416.1|5.2/5.414.713.3

81919 1]10] 2 3.8|5.7|5.315.1|3.8]2.7

214|416 |5]3 3.4159|6.6]16.815.1]3.3

HE P HIP 4 018|919 ]|8]2 1.6(3.0]14.4(4.6(3.7|2.0

Eredeti kép Simitott kép

Eredeti kép Simitott kép

350

300\ A

250

200

150

100

0 10 20 30 40
Eredeti kép Simitott kép Eredeti, atlagolt (7-es ablak méret)

* Minden pixelt helyettesit a kdrnyez6 pixelek (az abrakon 3x3 pixel) atlagaval.
* A simitott kép mérete (a pixel pooling-gal ellentétben) megegyezik az eredeti kép méretével.
* Hatranya: a hatdrvonalakat is kisimitja, elnyomija.

26



Kép visszaallitas, zajszlirés: median szliré

Az adott 9 elembdl allé6 minta medianja.

816 1 5 6 1 2 5 0
9 3 2 8 8 6 4 4 4 1
3 8 4 3 4 0 3 8 4 4 4 2
81919 1110 2 3 (4141143 2
2 4 4 6 5 3 2 8 8 8 5 2
. 4 H 14 4 0 8 9 9 8 2 0 2 4 5 3 0
Eredeti kép Simitott kép
350

300 L\~

250+

200+

150 |

100

E 0 10 20 30 40
Eredeti kép Simitott kép Eredeti, atlag sz(ir6 (7-es ablakméret),

* Minden pixelt helyettesit a kdrnyez6 pixelek (az abrakon 3x3 pixel) medianjaval.
* A hatarvonalakat sokkal jobban meg6rzi, mint az atlag sz(ré.



Kép visszaallitas, zajszlirés: max-min (min of max) szlir6
Eredeti Max (filter méret: 5)  Min of Max (filter méret: 5)

1. Maximum sz(irés: egy adott
nagysagu kornyezet maximumat
rakja minden pixelbe (ezzel
eltdvolitja az adott nagysagnal
kisebb méretli objektumokat).

2. Azel6bb Iépés kimenetén egy
minimum sz(irést hajt végre
(ezzel visszahelyezi a
hatdrvonalakat az eredeti
pozicidjukba).

A max-min sz(ir6 hattérkivonasra is alkalmazhaté: 4 / \
Min of Max (filter méret: 50) Eredeti — minOfMax(50) 3
< g
.0 1
.. . 0\/v
.o .
g . 0 50 100 150

Eredeti szignal
Max
Min of Max
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Kép visszaallitas, zajszlirés: Kuwahara filter

A legkisebb varianciaval
rendelkezd al-ablak atlaga.

Kuwahara
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Kép visszaallitas, zajszlirés: Gauss szliro

0.2 0.08

0.15 0.06
5 01 1 0 5 0.04 2 0
0.05 Ao o cov = 0.02 cov'= 0 2

0 0

0.075 0.124 0.075 0.102 0.115 0.102

0.124 0.204 0.124 0.115 0.131 0.115

0.075 0.124 0.075 0.102 0.115 0.102

A Gauss flggvények digitalizalt valtozata,

e A Gauss filtereknek két valaszthaté paraméteriik van: amelyet filterként hasznalunk.
* a filter mérete (hany pixel széles)
* a normal eloszlas szérasa
* Mivel a Gauss fliggvény Fourier transzformaltja is Gauss fliggvény, a Gauss szlirés alulateresztd szlrének

felel meg.
30



Eredeti kép

Eredeti kép

Kép visszaallitas, zajszlirés: Gauss szliro

1 0
1

0.075 0.124 0.075

0.124 0.204 0.124

0.075 0.124 0.075

Simitott kép

8 6 1 5 6 1 3.72 3";4 3.63(4.01]2.29
9 3 2 8 8 6 4.62|4.91)4.04]4.89]5.28|3.09
3 8| 4 3 4 |0 4.61]6.09(5.12]4.90(4.69(2.84
819 9 1 (10} 2 4.27]6.41(5.64|4.95|4.43|2.69
2 4 | 4 6 5 3 3.17|5.62|6.31]6.28(5.42]3.08
0| 8 9 9 8 2 1.5413.69(5.19(5.36]4.29]2.15

Simitott kép
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A ,point spread function” (PSF)

* Egy pontszer( fényforras képe a fény hullamtermészete és az emittalt fotonok csak egy részének
begydjtése miatt tokéletesen miikodd optikai mikroszkdp esetében sem egy pont.
* A pontszer( fényforrds fentiek miatt kialakuld kiterjedt képét PSF-nek (,point spread function”)

nevezzuik.

500

z (nm)
o

-500
500

500

-500 -500

y (nm) x (nm)

A PSF harom dimenzidban
0.44 1.4n
lateral - daxial = 2
NA NA

Airy korong

A PSF két dimenzids vetlletei

A—hulldmhossz, NA — numerikus appertura, n — a targy és az objektiv kozotti kozeg torésmutatdja

http://www.olympusmicro.com/primer/digitalimaging/deconvolution/deconvolutionhome.html
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A PSF harom dimenzidban

Sibarita, J. B. 2005. Deconvolution microscopy. Advances in biochemical engineering/biotechnology 95:201-243.
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PSF

A PSF

A PSF egy x-y sikban a kovetkez6 Bessel figgvénnyel irhato le:

PSF =

-500° 500

y ()

ZJI(Zﬂrtan a)j
A

27
—rtanw
A

a00

x (nm)

2 s
A —hulldmhossz

r —tavolsag az optikai tengelytdl
w — az objektiv fél nyilasszoge
J, — Bessel fuggvény (elsé faju, elsé rend)

PSF

500

-5000
¥ () =00 # [him)
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A PSF

A PSF centrdlis maximuma (Airy korong) egy x-y sikban jol kozelithet6 Gauss figgvénnyel:

PSF _ e—Z.S(jrtan a)jz

PSF

&00

500 500
¥ [nm:l ¥ [nmj
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Az optikai feloldas értelmezése konvolucidval

Targy PSF (konvolucids kernel) Kép
3 9 4 9 8 6 6 7 0.000 0.167 0.000 0.000 0.500 1.500 0.667 1.500 1.333 1.000 1.000 1.167 0.000
8 6 |1 9 4|1 7 2 0.167 0.333 0.167 0.500 3.833 5.167 4.500 6.500 5.833 4.500 5.333 3.667 1.167
4 s |25 2] 2 6 a4 0.000 0.167 0.000 1.333 4.833 5.833 3.833 6.167 4.667 3.500 4.833 3.667 0.333
9 1 1 5 4 4 5 6 0.667 5.000 3.833 2.6674.667]3.167 2.833 5.000 3.667 0.667
2 9 2 3 1 8 5 8 1.500 4.167 4.333 2.000 3.833 3.333 4.500 5.167 4.833 1.000
3 6 2 9 1 0 3 1 0.333 4.167 4.833 3.167 3.833 3.000 4.333 5.667 4.667 1.333
1 4 4 4 9 0 7 9 0.500 2.500 5.000 4.167 4.667 3.500 2.000 3.167 3.667 0.167
1 5 0 1 10 2 2 8 0.167 1.667 4.000 3.000 5.167 5.500 3.000 4.667 5.667 1.500

0.167 1.333 2.500 1.667 2.667 5.333 2.667 3.500 4.500 1.333

0.000 0.167 0.833 0.000 0.167 1.667 0.333 0.333 1.333 0.000

 Akép atargy PSF-fel valé konvolucidjaként jon létre.
e Az 5 értékl pixel képe a sajat és szomszéd pixeleinek hozzajarulasaval jon létre:

9 4 9 8 6 914 9 8]6 9 4 9 8 6 9 4 9 8 6 9 4 9 8 6
611 9 4)1 611 9 4)1 6 1 9 41 6 1 914 1 6 119 4 1
512 2] 2 5]2 2|2 512 212 5 2 2 2 5 2 2 2
111 5 414 115 44 111 5 4)4 1 1 54 4 1 1|5 4 4
9 2 31 8 9 2 31 8 912 3 1§38 9 2 31 8 9 2 31 8

5-0.33+2-0.167+2-0.167+9-0.167 +5-0.167 = 4.67 kép =targy * PSF

o0

kép(x,y)= ZZt ray (i, j)PSF (x—i,y—j)

i=—c0 ]—700



Konvolucio-dekonvolucio

Targy PSF (konvolucios kernel) Kép
o 0o o 0 0 0 0 0 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
o 0o o0 0 0 0 0 0 0.167 0.333 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
o 0o o0 0 0 0 0 0 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0 0 0 1 0 0 0 0 0.000 0.000 0.000§0.000 0.167 0.00@ 0.000 0.000 0.000 0.000
0 0 0 0 0 0 0 0 0.000 0.000 0.000§0.167 0.333 0.1674 0.000 0.000 0.000 0.000
0 0 0 0 0 0 0 0 0.000 0.000 0.000§0.000 0.167 0.00@ 0.000 0.000 0.000 0.000
0 0 0 0 0 0 0 0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0 0 0 0 0 0 0 0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

lgy értelmezhetd, hogy egy pontszer(i targy képe szétterill, és megfelel a PSF-nek.
A konvolucié forditott m(iveletével, a dekonvolucidval, a képbdl a PSF ismeretében a
targy eléallithato.

konvolucio

Targy Kép

dekonvolucio



Konvolucio-dekonvolucio

* A dekonvoluciéo nem adhatdo meg képlettel a térbeli doménben.
* Mind a konvolucid, mind a dekonvolucio elvégezhet6 a frekvencia doménben:

konvolucio dekonvolucié
térbeli domén targy = PSF = kép —
frekvencia domén  FT(targy)-FT(PSF)=FT(kép) FT (kép) ./FT (PSF)=FT(targy)
IFT\L IFTl
kép targy

FT — Fourier transzformacio

IFT — inverz Fourier transzformacié

./ —elemenkénti osztas

. — elemenkénti szorzas (,,.*” Matlab-ban)
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Dekonvoluciéo harom dimenzioban

Mivel egy adott képponthoz nemcsak az azonos sikban levé targypontok jarulnak
hozza, hanem a felette és alatta lev6 sikokban lev6k is, a dekonvoluciénak csak 3D-
ben van igazan értelme.

o« J o 7/

o« / o 7/

Ez az eljaras a hagyomanyos (nem konfokalis) mikroszkdppal készitett 3D stack-ekre
alkalmazhatd — a kontrasztot jelentésen, a feloldoképességet enyhén noveli.

A 3D PSF meghatérozasa kulcsfontossagu. Altaldban egy pontszer(inek tekinthetd
fluoreszcens gyongy 3D képének meghatarozasaval torténik.

Eredeti konfokalis kép dekonvolucié utan 20



Szines képek

* Az emberi szemben haromféle szinérzékeny receptorsejt van (csapok), amelyek a spektrum
voros, zold és kék tartomanyara érzékenyek.
e Ezért a szint egy haromvaltozoés figgvénynek vagy egy haromdimenzids térnek lehet elképzelni:

RGB szintér: HSI szintér (hue (szinarnyalat)-saturation (telitettség)-intensity):

*  R:vo0ros szin intenzitdsa [0-255] vagy [0-1] a kocka atléjara merélegesen rajzolunk egy koért, amin rajta van az

*  @G:z0Id szin intenzitasa [0-255] vagy [0-1] (R,G,B) pont

*  B:kék szin intenzitasa [0-255] vagy [0-1] *  H:akoron az (R,G,B) pontba huzott sugar és a kék sarokba huzott

egyenes kozti szog
*  S:akorsugaranak ardnya a kor kdzéppontjabdl az (R,G,B) ponton

A szines képek értelmezésével kapcsolatban at a kocka széléig huzott vonalhoz képest (milyen messze van az
az RGB szinmodellt hasznaljak a legtébbszér. (R,G,B) pont az atlctol)

* |:akor kdzéppontjanak tavolsaga (0,0,0)-tdl
250 .,
200 ]
200 .
. 150 ] i}
= =
“ 100 = 100
L~
ey
0
0 250
- 50 200
-~ 100 160
150 100
200 50
250 @ green
green 0 0 red red
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Az RGB szintér

hlue

green 0 0

red
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Szines képek, szines kompozit képek létrehozasa

A biolégiai mintak vizsgdlata soran a felvett képek daltaldban sziirkeskalas képek, ezért szines képek akkor
keletkeznek, ha tobb csatorndban (hullamhossztartomanyban) felvett képet egymasra rétegzink.

Eredeti szlirkeskalas képek: Szines kép
* elsé hullamhossztartomany — vOoros csatorna
* masodik hulldmhossztartomany - z06ld csatorna
* harmadik hulldamhossztartomany — kék csatorna

A jobb [athatdsag kedvéért mas szineket is lehet haszndlni, pl. a kék fekete hattéren vald rossz lathatdsaga miatt
a kék csatorna helyett gyakran cian (cyan) csatornat hasznalnak.
Az egyes csatornakat érdemes ,contrast stretch”-elni (a lattatni kivant intenzitasok értékét 255-re novelni)

Elsé csatorna — voros Masodik csatorna — z6ld Harmadik csatorna — kék Szines kompozit kép
"B Orthogonalview = | E—— kontraszt modositas nélkal

T it — Separate stacks for each channel—

Channel 1 Channel 2 Channel 3 Channel 4

@ Separate color stacks. b c d

Overlaid color stack

Aspect ratio 1 7| Orthogonal view | Clip to 255 ~ | Output image

ot o _ Chanmers TRt Szines kompozit kép a voros
o s - B e o - B és a z6ld csatorna ,,contrast
] o 0] = g /4] i stretch”-elése utan:

H\gf] Hig_l‘_\__-_ High ) High

O [T | Q| ] 5] I

Sigma of Gaussian fitter Sigma of Gaussian fiter Sigma of Gaussian fiter Sigma of Gaussian fitter

L] 0 0 1]

| ‘Written by Peter Nagy
vi.12

Start viewing
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Spectral unmixing

* El6fordul, hogy a fluoroférok eloszlasat az egyes csatornakban felvett képek alapjan nem lehet

megmondani, ha
* a minta egymast atfed6 spektumu fluoroférokkal van megjeldlve

* az egyes pixelekben tébbféle fluorofdr keveredik

107 v 107 107
o > =
= = n
£5x1 06 §5x1 06 §5x106
< = <
0 ‘ ‘ 0 0
500 550 600 650 500 550 600 650 500 550 600 650
Aem (NM) A (NM) Aem (NM)
N A
107
106
b 5
* A minta minden egyes pixelében felvessziik a spektrumot (altalaban 2 10
. . (0]
az emisszios spektrumot). < 104
* A mintat harom fluoroforral festettik meg, melyek spektrumat meg 108/ E:zg[ggﬂg[:;
lehet mérni: ) —— Fluorophore 3
. . . . .. " 10 ‘ ‘
* A fluoreszcencia intenzitast minden pixelben a kévetkez6 egyenlet
Al P gy 500 550 600 650
irja le:

I(A4,)=F(1)s(1,4,)+F(2)s(2,4)+F(3)s(3,4,) hem (M)
F(1), F(2), F(3) — az egyes fluoroférok relativ mennyisége az adott pixelben

s(1,A,), s(2,1,), s(3,1,) — az egyes fluoroférok spektruma az adott hullamhosszon
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Spectral unmixing

* Az el6z6 egyenlet matrix formdban:

s(14) s(2.4)

stz LF )] Li(2)

* A fenti egyenletrendszer tulhatdrozott, hiszen k db (példankban 3) fliggetlen valtozéra n db
(példankban 15) egyenlet jut, ezért csak kozelitéssel oldhatd meg illesztés segitségével.
* Ennek eredményeképpen minden fluorofér eloszlasa megadhato:

Az 1. fluorofér eloszlasa

A 2. fluorofdr eloszlasa

A 3. fluorofdr eloszlasa

Az illesztés hibdja (,residual”)
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Matematikai morfologia, morfoldgiai képanalizis: alapelvek

Morfoldgia: Olyan eszk6zok 6sszessége, melyek a képen levé objektumok alakjanak és

hatarvonalainak (morfoldgiajanak) leirasara és reprezentaciojara hasznalhatok.

Minden esetben definidlni kell egy masik képet (halmazt), amivel a mliveletet végre fogjuk hajtani.

Ezt strukturalis elemnek (,structuring element”, S.E., kernel) nevezzik, pl.:
A S.E.-nek van egy kitlintetett referencia pontja (fehér x), amivel a pozicidjat definialjuk.
A S.E.-t a kiértékelendd kép minden pixelére elhelyezziik, és minden egyes pixelben az adott

operatornak megfelel6 miveletet hajtunk végre.
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Morfoldgiai képanalizis: dilatacio

Binaris dilatacio (@): Azon pixelek 6sszessége, amelyre a strukturalis elem referencia pixelét
helyezve a strukturalis elem és az eredeti objektum kozott lesz atfedés.

A®B= ] B, ={(xY)B, !

(x,y)eA
Eredeti kép (A): S.E. (B): A dilatacio |épésenként:
Van atfedés? nincs
A @ Brésze? nem igen igen
\
|
Eltavolitja azokat a Iyukakat melyek kisebbek a strukturdlis elemnél: l

- a

szZ5veg szﬁveg
daranos

AD®B=

Strukturalis elem (nem
aranyos a képpel):
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Morfoldgiai képanalizis: erdzio
Binaris erdzid (8): Azon pixelek 6sszessége, amelyre a strukturdlis elem referencia pixelét
helyezve a strukturalis elem teljes egészében az eredeti objektumon belil talalhaté.

Eredeti kép (A): S.E. (B):

AeB={(xy)B,, < Al

Az erdzio |épésenként:

BcA?
A © B része?

nem
nem

igen
igen

igen
igen

Eltavolitja azokat az
objektumokat, melyek
kisebbek a strukturdlis
elemnél:

o
S

—

|
4
AeB:.



Morfoldgiai képanalizis: nyitas és zaras

Cél: olyan operator, amely egy adott méretnél kisebb lyukakat vagy objektumokat eltavolit a képrél az objektumok
alakjanak jelentés torzitasa nélkul.

Dilatacio: eltavolitja azokat a lyukakat, melyek kisebbek a strukturalis elemnél, de felnagyitja az objektumokat.
Erdzid: eltavolitja azokat az objektumokat, melyek kisebbek a strukturalis elemnél, de 6sszenyomja az
objektumokat.

Nyitds (,,opening”, o): az erdzid dilatacidja: Ao B=(A & B) ® B
Zaras (,,closing”, ): a dilatacié erézidja: A B=(A® B) © B

Eltavolitja a strukturalis elemnél
kisebb objektumokat és
objektumrészeket, de a strukturalis
elemnél nagyobb objektumok méretét
nem valtoztatja.

Eltavolitja a strukturalis elemnél
kisebb réseket és lyukakat, de
egyébként az objektumok méretét
nem valtoztatja.

Strukturalis elem:
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Morfoldgiai képanalizis: erdzio, dilatacio, ,,opening” és ,closing”

-y e
erozio o
%)

>

OQ\

©

©

T

dilatacié 5
UQ\
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Morfoldgiai képanalizis: a nyitas és zaras szemléltetése

Nyitds: a S.E. unidja minden olyan pozicidban, ahol az egész S.E. az objektumon beliil van. A nyitds
eltdvolitja azokat az objektumokat, ill. objektum részeket, melyek nem képesek a S.E.-et magukba
foglalni, kisimitja az objektum konturokat, a vékony Osszekottetéseket és a protruzidkat eltavolitja.

A-B= | ] B,

JAVARY (V.

Zaras: komplementere a S.E. unidjanak minden olyan poziciéban, ahol a S.E. egyaltalan nem fed at az
objektummal. Szintén simitja az objektum konturjat, de kitolti a S.E.-nél kisebb lyukakat vagy réseket.

AeB= | ] B,

By yNAzJ
/\/\ %
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Morfoldgiai képanalizis: , hit-or-miss” miivelet

Olyan mivelet, amely felhasznalhato egy bizonyos alaku objektum jelenlétének igazolasara.

A®B=(AoB)n(A°OB,)

A ASB, A°S B, A®B

B, B,=B,*

g . s

A ,hit-or-miss” mivelet a B, strukturalis elemmel azonos alaku objektumokat keresi meg.
A ‘c’ fels6index a halmaz komplementerét jelenti.
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Morfoldgiai képanalizis: hatarvonal azonositas
boundary(A)=A-(A©B)

kek—-A© B
A fehér — eredeti kép széle hatarvonal

strukturdlis elem: strukturdlis elem:
(vastag hatarvonal) (vékony hatarvonal)




Morfoldgiai képanalizis: morfolégiai operacidk nem binaris (,,gray-scale”) képeken

Mdvelet Binaris képen

Dilatacio A®B= U éx,y = {(X, y) Ax y

(x,y)eA
Erdzio Ae B = {(X, y)
Nyitas AoB = U B,,

BX’yCA
Zaras AeB = U B,,

ByyNA=D ,

Szurkeskalaju strukturalis elem:

N

Referencia pixel

Definialja, hogy mely pixeleket vegye figyelembe.

Szurkeskalaju képen

} (A®B)(x,y)= max( (x+k,y+|)+b(k,|))

(AeB)(x,y)= m;n( (x+k,y+1)+b(k,I))
A-B=(AcB)®B

AeB=(A®B)oB

a — a pixelek intenzitasa a feldolgozando képen
b — a strukturalis elem értekei

Ha minden érték

nulla,

1 0 | < akkor egyszer(i
lokalis maximum

2 1 O O O operatorrdl van
sz0.

1 0

... 6s hogy mennyit adjon hozza a kép pixel értékeihez.
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Morfoldgiai képanalizis: morfolégiai operacidk nem binaris (,,gray-scale”) képeken

Mdvelet Szemléltetés szurkeskalaju képen Strukturalis elem
| —

Dilatacio
Erdzio '

) —

p

Nyitas
Zaras

\Nv/ —

55



Morfoldgiai képanalizis: morfolégiai operacidk nem binaris (,,gray-scale”) képeken

Eredeti kép Dilatacié Zaras

' '
\ A

LN
Erozio Nyitas

& ' '




Morfoldgiai képanalizis: ,,tophat” transzformacio sziirkeskalaju képen

Olyan muvelet, amely a strukturdlis elemnél nagyobb objektumokat (intenzitds trendeket) tavolit
el a képrol.

tophat(A) = A—(Ao B) vildgos alapon sotét objektumok kiemelése
tophat (A)=A—(A-B) sotét alapon vilagos objektumok kiemelése
A AoB tophat(A)
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Szegmentalas

A kép pixeleinek kiilonb6z6 szegmensekre (csoportokra, halmazokra) bontasa.
Legtobbszor két szegmensre kell a képet osztani:
» el6tér (,foreground”) vagy objektumok: ami a kiértékel6t érdekli
* hattér (,background”): ami a kiértékel6t nem érdekli
A szegmentalas eredménye:
* annyi pixelhalmaz (legtobbszor kettd), amennyire a képet szegmentaltuk
* a halmazokat elvalaszté hatarvonalak.
A szegmentalast gyakran zajsz(irés és hattérlevonas el6zi meg.
A szegmentalasra azért van szliikség, mert a szamitdégépnek nincs veleszuletett
alakfelismerd képessége (I. Mona Lisa kép és szamok formajaban).
A szegmentalas lehetséges modszerei:
* hisztogram alapu szegmentalas, kiliszobolés (manualis, intermeans,
maximum entrodpia, Otsu)
* hatardetektalas (LoG, Canny)

* régio alapu szegmentalds (watershed, split and merge)
58



Szegmentalas: manualis kiiszobolés

* Akliszobolési eljarasok els6 1épése a kép hisztogramjanak eléallitasa:

0

Q

X

e 0.1 {
o

Q

o

o

g 0.01 ;
o

o

°

2 0.001 1 %
©

Q

x

0.0001

0 50 100 150 200 250

Intensity

*  Manualis kiiszobolés esetén a hisztogram alapjan vagy a kép szemlélése alapjan kivalasztunk
egy olyan intenzitas értéket, ami a legjobban elvalasztja egymastdl a hatteret az
objektumoktal:

segmented=original>50;
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Szegmentalas: intermeans algoritmus

1. Kezdeti kiiszob=a kép medianja
2. p,=a kuszob alatti pixelek atlaga, p,=a kiszob feletti pixelek atlaga
3. Akuszob ujrabecslése:
_ Mt
thr . = >

4. A2.és3.|épéseket addig ismételni, amig nincs konvergencia.

0
o
X
- 2 0.1
kliszob: 5
[0}
85.5 e
8 0.01 |
(on
p
©
£ 0.001] %
K
[0}
x
0.0001

0 50 100 150 200 250

Intensity



Szegmentalas: maximum entrdpia algoritmus

Az informacidéelméletben az entrdpia egy valdszinliségi valtozé vagy halmaz bizonytalansagat (és ezzel
informacidtartalmat) jellemzi. A Shannon képlet szerint egy k valdszin(ségi valt6zo entrdpidja:

H (k)=-2_p;log, p,

Az algoritmus:

1. Minden lehetséges kiliszobre (0-tdl a maximum intenzitasig) ki kell szamolni a kiiszob alatti pixelek
entropiajat.

2. Az 6sszes kliszob kozil azt kell kivalasztani, amihez a legnagyobb entrdpia tartozik.

0
(0]
X
A - 01y
kliszob: °
[&]
C
66 S 001
o
o
o
= 0.001 { %
©
(0]
o
0.0001

0 50 100 150 200 250

Intensity
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Szegmentalas: Otsu mddszere

SSu= 2, (X _7)2 = > 2 (Xj,k —Xj X _Y)z

icall pixels jeall groups keall pixels in group;

:zj:zk:(xj,k -x, ) +2zjlzk:(xj‘k %, )(%, —7)+§jl§k:(7j %)

i i i

22 (01 (% - X) = X (% -X)E(x,,-%,) =0

=§;5&may+§:m(ik—E)Z=§§m55+§§”KY}—ﬁ)z

csoportokon i
opor sl S nulla minden csoportban
belili négyzetes ) o,
eltérések négyzetes eltérés SS — sum of squares

kisz6b:
66

Otsu modszerének |ényege az
csoportok kozotti variancia (vagy
SS) maximalizalasa, ami ekvivalens
a csoportokon beliili variancia
(vagy SS) minimalizalasdval (tehat
minden csoportba olyan pixelek
kertljenek, amelyek hasonldak
egymadshoz intenzitasban).
Algoritmus:

Minden lehetséges kiiszobre ki kell
szamolni a csoportokon beliili SS
értéket (kék téglalap).

Azt a kiiszobot kell valasztani,
amelyiknél a csoportokon belili SS
minimalis.

0

)

X

a 0.1
(@)

()

(&)

[

g 0.01 1
o

o

o

£ 0001 %
©

()

o

0.0001

0 50 100 150 200 250
Intensity
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Szegmentalas: Laplace operator

3

s

Egy fliggvény els6 és masodik derivaltja alkalmas a
hatarvonalak detektalasara.

g 0.5 Egy kétvaltozos fliggvény masodik derivaltja (Laplace
operator): o2 f  a%f
0.0 ‘ Vif=—r+
0O 20 40 60 80 100 ox2 5y2
o 002 . * A masodik derivalt szeml|éltetése:
5 oot Figgvény fla) f2) f3)
- Elsd
0.00 — ‘ derivalt f(2)-f(1) f(3)-A(2)
0O 20 40 60 80 100
Masodik f(3)_f(2)_(f(2)_f(1)):
o 002 A derivalt = f(3)+ f(1)-2f(2)
% 0.00 e A fentiek értelmében a Laplace operator x és y
"ez V komponensei: 52 f
o02{ I —=f(x+Ly)+f(x-Ly)-2f(xy)
0O 20 40 60 80 100/ X
o* f
~7 " f(x,y+1)+f(x,y-1)—-2f(x,y)
y
* A Laplace operatort megvaldsité digitalis filter:
0|-1]0 -1]-1 -1
csak az x és y iranyt figyelembe véve: 1] a1 a diagonalis iranyokat is figyelembe véve: | 1 | g | 4
0|-1]0 -1-1 -1
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Szegmentalas: Laplace vs. LoG (Laplacian of Gaussian)

A Laplace operator jol mikodik
nem zajos képen...

de ugyanazon kép zajos
valtozatan mar nem elfogadhaté
azeredmény.

A Laplace operator nagyon zajérzékeny, ezért alkalmazasat mindig a kép simitasaval (alulatereszt6
sz(rd) kell 6sszekdtni — Gauss simitds majd Laplace operator = LoG
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Szegmentalas: LoG (Laplacian of Gaussian)

Ha a Gauss fliggvény masodik

o2 derivaltjanak (LoG) megfelels
0.15 digitalis filter segitéségével
0.1 dolgozzuk fel a képet, a zajszlirést és
0.05 a hatarvonal detektalast egyszerre
végezzik el.
(5) A LoG operator egyik digitalis

megfelel§je:

y 5 -5 X y -5 -5 X
. . s e oco(o0|-1(0]0O0
Gauss fliggvény Gauss fuggvény masodik derivaltja=LoG
O|-1]-2(-1]0
* A kép zajossagatdl fuggben lehet valtoztatni: 1216 -2 -1

* a kernel (filter méretét). A jobb oldali esetben 5x5.
* a Gauss flggvény szérasat (minél nagyobb, annal jelentésebb a
zajsz(r6 hatds)

LoG




Szegmentalas: LoG transzformalt eldjelvaltasa (,,zero-crossing”)

Bar a LoG filter altal készitett kép intenzitasa jelzi a hatart, nem klasszifikalja a pixeleket
hatarvonal-nem hatarvonal osztalyokba (pl. hatarvonal pixelekhez egyet rendel, a tobbihez

nullat).

255 -263

A masodik derivalt eléjelvaltasa (zero-
crossing) jelzi a hatdrvonal helyét.

15
2 10
2
IS
€ 05
0.0 :
0 2 4 6
0 0.0
'~§ el6jelvaltas helyeinek
T 0o megkeresése (zero-
'o -
5 crossing detection)
-0.4 :
0 2 4 6
010 Az LoG transzformalt elGjelvalto
o helyeinek megkeresésével a
0-05 4 7 4
';E hatarvonalak egyértelm(ien
g 000 detektalhatok
& 005 zero-crossing pixel — 1
-0.10 : : : minden egyéb pixel — 0
0 2 4 6
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Szegmentalas az elsé derivalt (gradiens) alapjan

* Egy kétvaltozos fliggvény (pl. kétdimenzids kép) elsd derivaltjat x és y iranyban a kbvetkez6
képletekkel kell meghatarozni:

of of
G, =—, Gy =—
OX oy
* G, és G, eértekét a kbvetkezo digitalis operatorokkal lehet meghatarozni Prewitt és Sobel szerint:
Prewitt Sobel
G, G, G, G,

2, |z, | 23 10 |1 1]-1] 101 1(-2]-1

Z, | 25 | z¢ 1]l0]1 o|lo]|o 2102 o|lo|o

Z, | zg | z4 1001 1 (111 100 |1 11211

,+2,+2,—2,-2,—-2, I,+21,+2,—2,~7,—1, I,+27,+2,—2,-22,-2, 1,+27,+2,—12—22,—-1,
* Agradiens abszolut értékét pontosan és kozelit6leg a kovetkezd képlet szerint kell kiszamolni:
> > Azért hasznaljak az egyszer(sitést, mert sokkal kevesebb
‘G‘ =G, +G, " = ‘Gx‘ + ‘Gy‘ szamitast igényel, de manapsag ez egyre kevésbé szempont a
gyors szamitogépek elérhetfsége miatt.

eredeti Prewitt Sobel eredeti Prewitt Sobel




Szegmentalas: Canny hatarvonal detektalas

1. Simitas egy Gauss sz(r6 felhasznalasaval, pl. 6=2, 5x5 Gauss szlir§: —>

2. Gradiens kiszamitasa a Sobel operator alapjan.

G
3. Minden pixelben a gradiens iranyanak kiszamitasa: ©® =arctan (G—y)

4. Nem-maximum elnyomas (,,non-maximum suppression”):

0.015

0.021

0.024

0.021

0.015

0.021

0.031

0.035

0.031

0.021

0.024

0.035

0.040

0.035

0.024

0.021

0.031

0.035

0.031

0.021

0.015

0.021

0.024

0.021

0.015

* kerekitsik a gradiens irdnyat 45° egész szamu tobbszordsére (vizszintes, fliggbleges, atlds)
* hasonlitsuk 6ssze a gradiens nagysagat azon szomszédos pixelben talalhaté értékkel, amely

a gradiens iranyaban fekszik

* haavizsgalt pixel gradiens értéke nagyobb, mint a masiké, akkor tartsuk meg az értéket; ha

nem, akkor nulldzzuk ki.

al

dl

i

Ezaltal a hatarvonalat egy pixel szélességlire csokkentettiik.

dl

2l

7

5. Kett6s kiiszobolés:
* agradiens pixelek kozul azok, amelyek a felsé kiiszobnél nagyobbalk,

l

i

%ﬂ

megtartjuk (erés hatarvonal)

dl

;ﬂ

7

* azalsé kiiszobnél kisebb gradiens értékeket nullazzuk
* akét kiszob kozotti gradiens pixeleket (gyenge hatarvonal)
megjeloljuk tovabbi analizisre

6. A gyenge hatarvonalak analizise: amennyiben egy gyenge hatarvonal erés hatarvonalhoz kétédik,

megtartjuk, amennyiben nem, akkor toroljik.

Canny
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Szegmentalas: vizfeltoltéses algoritmus (watershed segmentation)

* Aképet egy 3D felszinként kell elképzelni, ahol a pixelek értéke a felszin magassagaval egyenlé.

Watershed line Catchment basins

* Ha képzeletben vizet engediink a fenti domborzati térképre, a viz a lokdlis minimumokat fogja
megtalalni. Egy adott vizgy(ijt6 teriletrél mindig ugyanazt a lokalis minimumot. Két vizgy(ijt6
terilet hatara megfelel a képen azonositott objektumok hatarainak.

* Az algoritmus automatikus valtozataban az allithaté paraméterektdl fliggéen altalaban vagy tul
sok, vagy tul kevés hatarvonalat talal.

* Ezért sokkal hatékonyabb, ha a felhasznalé kijeloli a sejteket (,,seeded watershed”) és akkor az

algoritmus pontosan annyi sejtet talal, mint amennyi ,seed” a képre lett helyezve.

http://www.mathworks.com/company/newsletters/articles/the-watershed-transform-strategies-for-image-segmentation.html
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Szegmentalas: vizfeltoltéses algoritmus (watershed segmentation)

Eredeti kép Automatikus watershed Manually-seeded watershed  Els6dleges szegmentalas
algoritmus algoritmus a ,,seed”-ekkel a munualisan inditott

algoritmussal

A manualis inditott watershed algoritmus A nem sejtnek t(in6 objektumok
eredménye: balra a membranok, jobbra a torlése, masok 6sszevondsa

membranok az eredeti képen
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Szegmentalas: vizfeltoltéses algoritmus (watershed segmentation)

a képet ,elarasztjuk”,
hogy az objektumok
hatarait megtalaljuk

az azonositott
hatarvonalak

fluoreszcens kép
(szlUrke-skala) topografiai kép

az objektumok az elarasztast a az azonositott
azonositasa céljabol a felhasznalo altal hatarvonalak
felhasznalé ,magokat” kijelolt helyekrdl

(jeleket) rak a képre inditjuk el
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Szegmentalas: split and merge

Valasszunk egy tetsz6leges értéket, amihez az algoritmus soran a terlletek varianciajat fogjuk
hasonlitani.
Hasitasi fazis (splitting):

1. Szamitsuk ki a kép varianciajat. Ha ez nagyobb, mint az elsé pontban valasztott érték, akkor
hasitsuk a képet négy kvadransra.

2. Ha akarmelyik kvadrans varianciaja meghaladja a valasztott értéket, azt is hasitsuk négy
kvadransra.

3. Ezt a folyamatot addig kell folytatni, amig minden halmaz (kvadrans) variancidja a valasztott
érték ala csokken.

Osszeolvasztas (merging):

1. Minden egymassal hataros tertletnél meg kell vizsgalni, hogy a két hataros tertlet
0sszeolvasztasa olyan halmazt eredményez-e, aminek a varianciaja az egyes pontban
valasztott érték alatt van. Ha igen, akkor 6ssze kell 6ket olvasztani.

2. A folyamatot az igy keletkezett Uj teriletekkel is meg kell ismételni, amig tovabbi
0sszeolvasztas mar nem végezhetd a fenti szabaly szerint.

Eredeti A hasitasi fazis végeredménye Az Osszeolvasztdasi fazis végeredménye
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Szegmentalas: k-means clustering

1. Minden pixelre adott n kiilénb6z8 mérés (pl. pixel intenzitas A,,,=520 nm, A_,=670 nm, stb). n
lehet egy is. Tehat a kovetkez6 adathalmazbdl indulunk ki:

1. mérés 2. mérés n. mérés
1. pixel f(1,1) f(1,2) f(1,n)
2. pixel f(2,1) £(2,2) f(2,n)
3. pixel f(3,1) f(3,2) f(3,n)
k. pixel fk,1) £ik,2) fik,n)
2. Elhatarozzuk, hogy hany klasztert szeretnénk azonositani (N).
3. Minden klaszterhez meghatarozzuk a kezdeti kozépértékeket:
1. mérés 2. mérés n. mérés
1. klaszter £(1,1) 1(1,2) 4(1,n)
2. klaszter 1(2,1) 1(2,2) 1(2,n)
3. klaszter 4(3,1) 1(3,2) 4(3,n)
N. klaszter H(N,1) H1(N,2) (N, n)
—> 4. Minden pixelnél meghatarozzuk, hogy melyik klaszter kozéppontjahoz van legkozelebb, tehat

minden pixelhez az (1...N) szamok valamelyikét rendeljtk.
— 5. Azigy |létrehozott klasztereknek megint kiszamoljuk a kozéppontjat.

6. Aciklust addig folytatjuk, mig egyetlen pixel sem valt klasztert.




Pontok tavolsaganak meghatarozasa: Mahalanobis tavolsag

Egy vektor x=(x,,X,,X3,..,X,) tavolsagat egy masik vektortol p=(uy,1,183,...14,) a kovetkez8 képlettel kell

kiszamolni:

D(x,1) =(x-p) V7 (x-n)

ahol V a variancia-kovariancia matrix, -1 felsé indexben a matrix inverziot és a T fels6 indexben a

matrix transzpozicioét jelzi.
Variancia-kovariancia matrix:

2 2 2
O1 Oy Oy
O 2 O 2 O 2
21 2.2 2.n 2
’O-x,y =M [(X_ﬂx)(y_ﬂy)]
2 2 2
Gn,l Gn,2 Gn,n

Ha

0, , az elsé mérés variancidja, o; , az els6 mérés és masodik mérés kovariancidja.

diagonalis matrix

o, O 0
0 o,, 0
0 0 o

normalizalt euklideszi tavolsag

= D(x,n)=,[>

(Xi _:ui)2

2
ii

Ha

egység matrix

1
0

0
1

0
0

euklideszi tavolsag

1= D(X’H):\/Z(Xi )
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Szegmentalas: k-means clustering

1.

A k-means clustering
algoritmus négy lépés

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ alatt konvergal ezen két
5 10 15 20 25 30 y3ltozds klaszterizacids
probléma esetén.

3. 4,

30 ¢ 30!}
25¢ 25+
20+ 20!
15+ 151
10} 10!

e O

[ )

5 @) o 5 o .




Hattérkivonas

Olyan algoritmusok, melyek a eltavolitjak a hattér fluoreszcencia intenzitast és csak az

objektumok specifikus jelolésébdl szarmazd intenzitast hagyjak meg.

* konstans hattér levonas: a kép minden pixelébdl levonjuk ugyanazt a hatteret

* minden felllateresztd szlr6: a hattér alacsony frekvenciaju komponenseket
tartalmaz, amelyek feltlatereszt6 szlrbvel eltavolithatok

* max-min filter

* tophat filter
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Mérések

* Az objektumok (,foreground”) azonositasa utan (szegmentalas) a kvantitativ informacié kinyerése
a kép feldolgozasanak utolsé lépése.
* Miért kell kvantitativ kiértékelés?
* hogy a képek alapjan levont konkluzié ne legyen szubjektiv
* mikroszkopiaval kevés sejtet tudunk megmeérni, ami a mikroszképiat statisztikailag kevéssé
robosztussa teszi
— ezt a képek kvantitativ kiértékelésével lehet csdkkenteni
— minél tobb sejtet érdemes lemérni és kiértékelni, hogy csokkenjen a statisztikak hibaja

3 db. kontroll sejt, atlag: 118
3 db. ,kezelt” sejt, atlag: 221
0.0100

MY

0.0050 -

0.0025

Relative frequency of cells

0.0000

10° 10° 102 103 104

Fluorescence intensity

\ J
Y

Gyakori, hogy a bioldgiai mintak 1-2 nagysagrendnyi
variabilitast mutatnak. Ha néhany sejt mikroszképos analizise
alapjan vonunk le kovetkeztetést, konnyen hibat véthetlink.




Mérések: 4- vagy 8-szoros kapcsolodas, Freeman lanckaéd
A mérések szempontjabol fontos fogalom a pixelek 6sszekapcsoltsaga (,,connectivity”), tehat hogy
milyen viszonyban levé pixeleket tekintlink egymadssal hatarosnak:
* 4-szeres kapcsolat (4-connected): .

egy pixel négy masikkal hataros (csak az
oldalak menti kapcsolat szamit)

8-szoros kapcsolat (8-connected)
egy pixel nyolc masikkal hataros (az

oldalaknadl és csucsoknadl levé kapcsolat is
szamit)

4-szeres kapcsolddas szerint ez két objektumnak szamit, 8-szoros kapcsolddas szerint viszont egynek.

Egy adott pixelt6l az dramutatd
jarasanak megfelel6en indulva

| minden kovetkezd pixelnek egy

kédot adunk annak megfelel6en,

| hogy milyen iranyban kellett azt

elérni az el6z6 pixelbdl.

A fenti kertletet az alabbi kdéd irja le a fekete ponttdl

indulva:

8—>1 —>6 56 56 >4 >4 >4 -1 >2 78



A~ W

Mérések: tavolsagmérés

Mennyi a két kék pont tavolsaga?

(,/)=(10,2)

-

B

1 2 3
(k,/)=(2,5)

4

8

9

10 11

12

8

9

10 11

12

1. Euklideszi tavolsag:

\/(i—k)2+(j—l)2 =\/(10—2)2+(2—5)2 -85

2. Sakktabla tavolsag (chessboard distance):

* asakk kiraly hany Iépéssel tud az egyik
pontbdl a masikba menni

e a 8-szoros 0sszekottetésl pixelek
legrovidebb sorozata, ami 6sszekoti a két
pontot

max (|i—k|,|j-1])=8

3. Varosi blokk tavolsag (city-block distance):

* a4-szeres Osszekottetésl pixelek
legrovidebb sorozata, amely 6sszekoti a két
pontot

li—k|+|j-1|=11
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Mérések: egy gorbe vagy vonal hosszanak meghatarozasa

8-szoros kapcsolat I

d hosszusagu vonalak
kiilonb6z6 sz6gokben

| //’ /
L1 z S o

H =

A pixelek szama:

° 5.cos OO:5 npixe| = d COS«, ha. o< 45°
Ha egy vonal n pixellel irhatd le, ) S'C_OS 300_=4 Ny =dsine, ha a > 45
akkor annak hossza n/0.9. >+sin 807=5 47 4
A fenti vonal hossza: 8/0.9=8.88 - Ennek dtlaga 0° és 45° kozott: — I cosa da = " 0.9
T 0 T

4-szeres kapcsolat

/l N =d(COSa +sina)
/ A pixelek szama:
! / * 5:(cos 0°+sin 0°) =5
,// A * 5:(cos 30° +sin 30°) =7
L~ v ° . o ; o\ —
// 5-(cos 80° + sin 80°) =6
k'
Ha egy vonal n pixellel irhatd le, akkor , , L i : 4
Ennek atlaga 0° és 45° koéz6tt: — | (coSa +Sina) da =—=1.273
annak hossza n/1.273. nnek atiaga T es 0%0 T -([ ( @t a) ¢ Ja

A fenti vonal hossza: 8/1.273=6.28 80



Mérések: egy gorbe hosszanak meghatarozasa

a halézattal s sz , a fenti
, atlos lépések | sarkok szama .
parhuzamos (5) (3) kerilet
|épések (14) hossza
a pllxelek 1 1 0 19
szdma
Freeman
1 21.071
(1970) V2 0 0
Proffit (1979) 0.984 1.340 0 20.476
Vossepoel
. 1.4 -0.091 20.477
(1982) 0.980 06 0.09 0

oo =0.984n_ +1.340n,

Vossepoel ~

D
Dt eeman = Ne +\/_ 2N,
D
D.

=0.98n, +1.406n, —0.091n,

parhuzamos |épések — paros Freeman lanckaéd
atlds |épések — paratlan Freeman lanckaéd

Sarok:

*  a paros-paratlan és paros-
paratlan valtasok szama a
Freeman lanckodban.

* a sakkbeli huszarnak
megfelel6 |épések

1 8

/—%

/|

n,— paros (even) Freeman kédok szama
n, — paratlan (odd) Freeman kédok szama
n.— sarkok szama
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Mennyi a bal oldali haromszog terilete?
e 1 becslés: A;=a pixelek szama=10

e 2. becslés: A,=7% (3x3)=4.5 (haromszog terlletének képlete alapjan, ha

e 3. becslés: A;=7 (4x4)=8 (haromszog teriletének képlete alapjan, ha az

Mérések: teriilet meghatarozasa

az oldalhossz=végpont-kezd6pont=5-2=3)

oldalhossz=pixelek szama=4)

Mindharom eljaras elfogadott.

Hossz, keriilet és teriilet szamolas konkluzioja:

a képeken a valddi objektum digitalizalt valtozatat latjuk
a mérés soran a valddi objektum paramétereire (kerilet, teriilet) vagyunk kivancsiak
mivel a valdodi objektumnak a digitalis kép csak kozelitése, ezért a digitalis kép alapjan

végzett szamitasok is csak becslést tudnak adni a valédi objektum paramétereire
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Mérések: atlag intenzitas meghatarozasa

b

Gauss simitas+vmlyen
szegmentalas, itt
kmeans clustering, n=2

N
7

eredeti x szegmentalt

eredeti kép szegmentalt kép megjelolt (,,labeled”)
minden pixel, ami kép, ahol minden
benniinket érdekel=1 klaszter mas értékd
(piros), a tobbi nulla pixeleket tartalmaz

A klasztereken kivil
minden pixel nulla.

. . . 0ssz intenzitas a klaszterekben
atlag intenzitas a klaszterekben= ~ =
klaszterek tertilete

_ 0Ossz intenzitas ad képen
0ssz intenzitds a b képen

« Osszes klaszter teriilete: a piros pixelek dsszege (hiszen minden piros
pixel=1; a szegmentalt kép az ,,b” valtozdban van):

* Matlab: area=sum(b(:)) Diplmage: area=sum(b); Diplmage: sum(a(b));
* Az eredeti képen az 6sszes intenzitads a klasztereknek megfelel§ terileten: > mf\:'(zb(}eshape(b numel(b),1)==1))/

e d=a*b; sum(b(:))
* Matlab: totint=sum(d(:)); Diplmage: totint=sum(d);

« Atlagintenzitds a klaszterekben:
* totint/area J

* A fenti szamitast minden klaszterre egyenként is el lehet végezni a “c
kép alapjan.
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Tudomanyos képanalizalo programok

Tudomanyos kép kiértékeléshez nem hasznalhatdk a legk6zismertebb programok (Powerpoint,
Adobe Photoshop, Corel Photopaint)
A tudomanyos képkiértékel6 programok szama nagy, itt csak egy-két példa lathato.

¢ Imagel =) EY

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
IE olz|o|~4+s Al a2 selgla| | | |*]

Image] 1.47k Java 1.6.0_20 [64-bit]; 651 commands; 67 macros

Dev
-

* Imagel (rsbweb.nih.gov/ii/)
* ingyenes, bioldgia orientalt, rendszeresen frissitett, felhasznaldbarat
* Un. plugin-ek segitségével bévithetd (rsbweb.nih.gov/ij/plugins/index.html)
* tobbféle szintl hasznalat:
*  menupontok segitségével
* makrdk irdsaval (a menlibdl elérhet6 parancsok sorozatanak elmentése)
* Java programok irasa (plugin)
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Tudomanyos képanalizalo programok

4\ MATLAB 7.11.0 (R2010b) " 2 e aw - =8| & .
Fite Edit Debug Parallel Desktop Window Help
M| s B9 ™ & 4 ] | @ | Current Folder | D:\Peter\Matlab programs - D i)
Shortcuts (2] How to Add  [#] What's New
I Current Folder w O 2 x| Command Window M 0O 2 X | Workspace B L
<« Matlabp.. » ¥ 2 B - S>> = Fﬁ {E Eﬁ B @SEI--- i
| Mame | Mame Value
I = Automatic watershed {at] loadDiplmage ‘No'
F . Batch resize
3] CreateContour
I L ME&E_pfile
n-way ANOVA from summary 5. . = = e
QoL n DIPimage le | =
e recurs Ipha - c - " -, 3 5 " - oy
® | regressContourPlot Filel/O Dusplay Generation Manipulatior Point Filters Segmentation Transforms Analysis Statistics Help
=3} RICS_pfile
[ | TrendLine
Tukey HSD

DIPimage toolbox for MATLAB

Uzsoki cici_anal

[ .. Watershed_semiautomatic . -
2 bleachingVideo.m Verzion 2.2 (17-Mar-2010)
fﬂ roundToMagn.m
) sample_dialog_figure.m Contact: Lucas J. van Viiet (mailto:info@diplib.org)

Authors: Cris Luengo, Bernd Rieger, Michael van Ginkel & Lucas van Vet

Details >

| 4\ Start | Ready

e Matlab (www.mathworks.com/products/matlab/)
* nem ingyenes
* begépelt parancsokkal vezérelhet6 — nem felhasznaldbarat
* sajat, rendkivil hatékony programozasi nyelvén irt programokkal (Un. M-file) b6vithet6 (sok
letolthet6: www.mathworks.com/matlabcentral/)
* Matlab-bal minden lehetséges...
* Diplmage (http://www.diplib.org/)
* Matlab ala installalhato ingyenes kép analizalé eszkoztar
* menuvezérelt+a Matlab parancskészletét boviti specialis képanalizal fliggvényekkel
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Tudomanyos képanalizalo programok

Cell Profiler (www.cellprofiler.org/)

* ingyenes
» gyakran hasznalt képkiértékeld l1épesekbdl meni segitségével egy algoritmus épithetd, ami

tetsz6leges szamu kép kiértékelését elvégzi automatikusan (,,high-throughput”
képkiértékelés)

E.-eftl}mﬁierf:rﬁ?lﬁ} - - [_- o B &

Fite Edit Test Window Datatools ‘Help
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Tudomanyos képanalizalo programok

Metamorph (www.moleculardevices.com/products/software/meta-imaging-
series/metamorph.html)

* nem ingyenes

* mikroszkdp vezérlés és kép kiértékelés

* felhasznaldbarat

* jelentds kép kiértékel6 és 3D megjelenitd képességek
Image Pro (www.mediacy.com)

* nem ingyenes

*  mikroszkép vezérlés és kép kiértékelés

* felhasznaldbarat

* jelent8s kép kiértékel6 és 3D megjelenité képességek
Altaldban minden konfokalis mikroszképnak van sajat szoftvere, amivel egyszer(
képkiértékelések elvégezhetdk.

* Ezen programok ingyenesen letolthetd valtozata , lebutitott” — csak a legegyszeriibb

mUveletek végezhet6 el, de azok effektiven és felhasznalébarat modon.
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