Technicka dokumentace
pluginu GridRuler

Stépan Helmer
Vyzkumny Ustav rostlinné vyroby, v.v.i.,
Drnovska 507/73, Praha 6 - Ruzyné, 161 06

Vyzkumny Ustav
rostlinné vyroby



Obsah

LIPS 1o T N 3
72 1 ] = - U N 3
2.1 Stazeni IMaged NEDO FIJI ... i e ettt et et ettt e eaeeeneeeaneeanaeannaenn 3
A A = V=] 0 o] LU 13T N 3
2.3 Instalace pluginu v IMageJ/FlJl. . ..ot e e ettt eeeeenaeeeeseeeennnnnneeeens 3
3. ZPraCOVANT SIIMKU c. vttt ittt ettt ettt et e et e eeeeeneeseesensensenaeneasensensenseneanennens 4
K B o (0T (Y7 B 1111 (Y (PSPt 4
K AN 1 To 74 s T 4l o LU= 1] U P 4
KR Y o7 o I Lo 4 (U U 5
304 VY STUPNT SOUDOIY .. vteittttteette ettt ettt et e et e eeseeeeeeasaeenseeasseanseeasseanseeasseenseeesssenseenns 5
S oo EJ N =L o 1 1 0 1 PP 6
4.1 Nastaveni VIastnOSti ODIrAZKU .....eueiie ittt e et e et e e e eeaeaeenaannann 7
4.2 Prevod N SEUPNE SEAi. . uuiitiiitt it ii ittt i ettt e ittt ee e eaaeeenaeeaneeanseeasseenseeansennens 8
4.3 Vypocet pramernych BareV lINEK .....uieeveiieii i e e eeenenaen 9
v W D 1oL ) (ol ok | g 111 4 10
4.5 DELEKCE CLVEICTU . 1t tuent et ettt et et et ettt et et et et e et e et esaneatenaeaseneasenansaseneasananensannn 11
4.6 ROZPOZNANT MITZKY vt ettetitt ettt eett et eee et e eeteeetaeeanaeeeeeanseanaeeanssenseeenesensesnneeenes 12
4.7 MaskoVANT LINEK MIIZKY . ..ttt i e et e et et et et e eeneeenaeeaneeanseeanaeaneas 13
Y oY=l 111 Y P 13
Z e G 1o VoLl (o 74 1 1= [ PN 14
B 0 =2 o U o= PPt 15
4.11 PredzpracoVani ODJEKEU .. ..ueirieiie i e it it it e ettt e et et eeeeeeneereanenaeneanennans 16
O A N b= (Y72 W ] 1= S P 17



1. Uvod

GridRuler je plugin ve voln¢ stazitelném programu pro obrazovou analyzu ImagelJ ¢i F1JI
a byl vyvinut s cilem usnadnit a automatizovat analyzu mikroskopickych snimka bunék
usporadanych na mtizce. Plugin je tedy vhodny pro analyzu snimkt ziskanych

Z Neubauerovi komiirky (hemocytometru) ¢i Burkerovi komurky. Plugin po zakladnim
nastaveni zpracuje vSechny snimky ve zvolené slozce. Plugin GridRuler vyhledava
objekty na zdklad¢ jejich velikosti v redlnych jednotkach, kterou odvodi na zakladé
velikosti miizky.

2. Instalace
2.1 Stazeni Image] nebo FIJI

Webova stranka pro stazeni FIJI pro vSechny operacni systémy:
https://imagej.net/software/fiji/downloads

Webova stranka pro stazeni ImageJ pro vSechny operacni systémy:
https://imagej.net/ij/download.html

2.2 StaZzeni pluginu
Plugin najdete na strankach VURV u popisu pluginu ve formatu java:
https://www.vurv.cz/vyzkum/software/

2.3 Instalace pluginu v Image] /FI]I

¢_ Imagel — i

File Edit | = Analyze T
le Edit Image Process Analyze Macros ;

4
’E]'O,G O| /| £ |3 \IAI/Q ) Shortcuts S B
Scrolling tool (or press space bar and drag) Utilities o |
New ’

Compile and Run...

Install.. Ctri+Shift+M

Kliknéte na zalozku Plugins a na Install, najdéte Vami staZzeny plugin a nainstalujte jej. Plugin
pak bude viditelny pod ndzvem Grid_Ruler v zalozce Plugins.


https://imagej.net/software/fiji/downloads
https://imagej.net/ij/download.html
https://www.vurv.cz/vyzkum/software/

3. Zpracovani snimku

3.1 Priprava snimki
* Snimky by idealné nemélybytnijak natocené,aby vodorovné asvislélinky
miizky nevybocovaly. Linky by mélizacinat kusod kraje. Snimky mohoubytve
formatechPNG,JPG, TIFF¢iGIF. Snimky mohoubytv odstinechsedi i
barevné.

3.2 MoZnosti Pluginu
Po instalaci se otevie dialogové okno pro specifikaci miizky, sledovanych ¢astic a vystupnich

souboru

>

g:, Plugin cptions

Size of grid: realna velikost mrizky

X

Number of square:Pocet Ctverc( uvnitr
mrizky v jednom sméru. Nariklad kdyz
— | zvolite 4, bude mrizka analyzovana
jako 4*4 ¢verce

Size of grid:  |[200

Mumber of squares: |4

Min particle size: |4

Max particle size: |9 . . ) T
s Min particle size: minimalni

velikost detekovanych castic

v Save original image

<
V\
v Save grayscale ima

ge
lv Save binary image \

Max particle size: maximalni
velikost detekovanych castic

Format of image: Save original image: Ulozi ptvodni

snimek s nastavenymi velikostmi

Cancel

7/

Save grayscale image: Snimek

\

; ; vnitrni casti mrizky bude ulozen ve
Format of image:format \ formatu odstind Sedi

analyzovanych snimku

Save binary image: oriznuty snimek v
binarni formé bude ulozen ve Vasi
slozce




3.3 Vyberte slozku

Po vybrani slozky svasimi obrazky kliknéte na select (vybrat)

&Py Select Folder X
Look in: imageJ v fj‘ -
e
[~<IS]
Naposledy ot
|
Plocha
A5
Dokh;anty
Tento poditac
L-a‘ Folder name:
i Files of type: | All Files V Cancel

3.4 Vystupni soubory

Vsechny vystupni soubory budou uloZeny ve slozce Results, jez bude
vytvotena Ve slozce s VaSimi obrazky.

Tabulky-vysledkem vasich analyz budou dvé tabulky v .csv formatu:
Particles.csv s parametry of vSech ¢astic ze vSech snimki. Druha
je Count.csv s poctem objektti najednotlivych snimcich.

Snimky-DalSim vystupem mohou upravené snimky-originalni snimek

s kalibrovanymi jednotkami, ofizly original snimek Vv odstinech Sedi a v
binarni form¢. VSechny snimky jsou kalibrovany na realné jednotky podle
miizky.



4. Popis Algoritmu

PluginGrid_Rulerpro ImageJ se sklada ze série kroka analyzy obrazu s
miizkovou strukturou a identifikuje castice uvniti miizky. Zde jsou konkrétni kroky
algoritmu:

* Nastaveni vlastnosti obrazki

+ Konverze do odstint sedé

*  Vypocet primérnych hodnot barev svislych a vodorovnych linek
» Detekce linek miizky

 Detekce ¢tvercu

* Rozpoznani miizky

* Maskovani ¢ar mfizky

» Kalibrace rozméra

 Tresholding-binarizace

» Predzpracovani obrazkt

* Analyza objektli



4.1 Nastaveni vlastnosti obrazku

» V dialogovém okné se nastavuje pocet ¢tverct V miizce pro oba sméry
a velikost miizky v realnych jednotkach. Také je nastaveny minimalni a
maximalni primér hledanych ¢astic.

&*4 Plugin options

Size of grid:  |200
Mumber of squares: |4

Min paricle size: |4

Max paricle size: |9

v Save original image
v Save grayscale image

v Save binary image

Format of image: |m --|

Ok | Cancel|

/

Velikost mrizky v realnych
jednotkach

Pocet Ctvercd v jednom
sméru mrizky. 4 ¢tverce
znamenaji mrizku 4x4
Ctverce.

Minimalni velikost detekovanych
Castic v realnych jednotkach

Maximalni velikost castic
v realnych jednotkach




4.2 Prevod na stupné Sedi

* Snimek jekonvertovan do 8-bitového formatu (formatu v odstinech
Sedi).

* 8-bitovy format ma 256 hodnot, kazdy pixel ma hodnotu od 0 (¢erna) do
255 (bila).

Barevny snimek

!

8-bitovy snimek



4.3 Vypocet primérnych barev linek
* Snimek je analyzovan fadek po fadku a sloupec po sloupci pro vypocet
prumérné barevné hodnoty kazdého fadku a kazdého sloupce

» Tyto pramérné hodnoty adkt a sloupct jsou ulozeny v datovém
typu arraylist

* Vzorecpro vypocet primérné hodnoty radku a sloupce je nasledujici

* Proradek:
XY1=(Xy + Xy +...+ Xpy)/ n

» Pro sloupec:

XY = (Xy1 + Xy2 + ... + XYm) /M

X1Y1 X2Y1 XnY1

X1Y2

X1Ym




4.4 Detekce Car mrizky

 Jsou analyzovany listy primérnych hodnot barev fadki a sloupct

* Pokud se primérna hodnota barvy dvou po sobé jdoucich fadk nebo sloupcti
1isi 0 uréitou hodnotu, jsou soufadnice téchto radka respektive sloupcti zapsany
do listu linek mtizky.

Linky miizky jsou detekovany

10



4.5 Detekce ¢tverca

* Linky ¢tverct jsosu selektovany z detekovanych linek miizky.
* Linky tvorici nejvétsi étverec jsou identifikovany.

» Vzdalenosti linek nejvétsiho ctverce jsou pouzity k hledani part
vertikalnich a horizontalnich linek .

» Detekované pary linek jsou zapsany do dalsich listt.

Linky ohranicujici ¢tverce jsou vybrany z linek mtizky

11



Vd

4.6 Rozpoznani mrizky

Struktura miizky je rozeznéana na zaklad¢ detekovanych dvojicich linek vnitinich
¢tvercl. Z nich jsou vybrany ¢tverce v obou smérech na zakladé zadaného poctu
¢tvercd v dialogovém okné.

¥ Plugin options >

Size of grid: (200

Number of squares: |4 - Pocet Ctverct v jednom
n sméru mrizky. 4 znamena
mrizka 4x4 Ctverce.

Min particle size:

Max particle size: |9

Ctvercejsou vybrany ze vSech ¢tverctina zéklad€ poctu ¢tverct, jez jsou
vybrany v dialogovém okn¢.

12



4.7 Maskovani linek mrizky

» Hodnotabarvy pixelt linek miizky je nastavena na hodnotu 255, tento krok
jedulezity pro procesbinarizace.

4.8 Vybér m¥izky

* Rozpoznany ¢tverec miizKy je ofiznut

13



4.9 Kalibrace rozmérua

* Nazakladé informaci 0 realné velikosti ¢astic a miizky jsou
nastaveny rozmeéry obrazku

200 um

|

Eﬂ Plugin cptions

Size of grid:
Mumber of squares:

Min particle size:

Max particle size:

200

T

Velikost mrizky v realnych
L jednotkach

14



4.10 Tresholding

» Tentokrok konvertuje snimek v odstinech Sedé na binarni format kde jsou
pixely rozdéleny na dvé kategorie —Cerné pozadi a bilé objects of interest.

 Thresholding je procesnastaveni prahu, ktery rozd¢li pixely that
reprezentujici objects of interest od pozadi.

» Metoda maxEntropy je pouzita pro thresholding.

15



4.11 Predzpracovani objektl

* Objekty jsou predzpracovany pro pocitani ¢astic na zaklade velikosti.

 Dilatace: Zvétseni objektii ke spojeni blizkych objekttiv jedena
uhlazeni malych nerovnomérnosti

* Vyplnéni dér: Vyplnéni malych dér ¢imezer uvnitt objekti.
» Watershed: Segmentace prekryvajicich se objektu.

» Eroze: Redukce nebo zizeni objekti na snimcich opacny déj nez
dilatace.

Original Dilatace




4.12 Analyza objekti

Jsou identifikovany souvislé plochy bilych pixelti na cerném pozadi na zaklade
jejich velikosti. Parametr velikosti ¢astic je vybran na zatku v dialogovém okné.

Objekty jsou hledany jak objekty rovné (zr * (primér/2))2

Kazda charakteristika Castice jako je velikost, shape a pozice jsou
analyzovany

Ziskana data jsou zpracovanaa exportovana jako tabulky.

g¥4 Plugin options >

Size of grid: (200
Mumber of squares: |4

Min particle size: |4

| Minimalni velikost castic v
praméru v realnych jednotkach

Max paricle size: |9 \

\ | Maximalni velikost Eastic v
prumeéru v realnych jednotkach

Priméry ¢astic Vrealnych jednotkach jsou pouzity k hledani ¢astic na zakladé¢ jejich
velikosti.
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