Věc: Rámcový protokol pro analýzu obrazu a následné vygenerování deskriptivního obrázku dle zadání časopisu Cell
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Ad. Analýza obrazu:

Poznámka: Obrázky jsou uloženy v 16-bit formátu. Software ImageJ určený pro analýzu obrazu plně podporuje 16-bit formát, tedy není nutné zatím obraz převádět do 8-bit formátu. 

1. Nakopíruj dva přidělené snímky *_a.tif  a *_b.tif (* = přidělené číslo) do pracovního adresáře. 

2. Spusť software ImageJ

3. Otevři v programu ImageJ obrázek *_a.tif

4. Nastav měřítko (Analyze > Set Scale) 1px = 0,2 µm (jako jednotku použij um) a nezapomeň zaškrtnout ikonku „global“
5. Oprahuj obrázek (Image>Adjust>Threshold)
6. Pokud uznáš za vhodné použij vyhlazovací filtr (Process>Smooth)

7. Pokud jádra „spájejí“ použij funkci pera a nakresli oddělovací čáry barvou pozadí. Nastav si šířku pera dvou-klikem na jeho ikonu minimálně na 5px. 

8. Nastav měřené proměnné (Analyze>Set measurements), zaškrtni Area, Circularity, Integrated Density, Perimeter, zaškrtni limitaci analýzy pro threshold, nastav počet desetinných míst minimálně na 3

9. Spusť analýzu objektů (Analyze>Analyze Particles) 

10. Nastav minimální a maximální velikost analyzovaného objektu tak aby rutina nehodnotila nesmyslné objekty (prachové částice, šumové pixely atp.)

11. Zaškrtni Display results, Exclude on Edges, Clear Results, Flood fill

12. Spusť analýzu

13. Nakopíruj data do tabulkového procesoru (Např. Microsoft Excel)

14. Uzavři všechna okna pod Image J (tzn. Results, Threshold, samotný obrázek)

15. Zopakuj proceduru s obrázkem *._b.tif

16. Vyhodnoť průměry měřených proměnných u obrázku  *_a.tif a *._b.tif a vytvoř přehlednou tabulku Tab. 1

Ad. Příprava obrázku pro publikaci

1. Stáhni si informace pro správný formát obrázků pro časopis cell z internetové stránky www.cell.com
2. Převeď oba 16-bit obrázky na 8-bit, přičemž nejprve užij funkce expanze histogramu z důvodu, že obraz byl zachycen jen 12-bit kamerou a při jednoduchém překlopení z 16-bit na 8-bit by byla obrazová informace silně redukována. 

Pozn.: Při přednášce jsme si tento krok ukazovali jednak pomocí software Adobe Photoshop a pak také pomocí speciálně vyvinutého software, kde však je tento proces poměrně složitě řešený. Navíc nám současná licence programovacího jazyku MatLab, ve kterém byl program vytvořen, neumožňuje jeho šíření. Jelikož  žádný dostupný freeware neumožňuje plnohodnotnou expanzi 16bit histogramu  nezbývá, než návod řešení udělat pouze pro Adobe Photoshop. Studenti kteří nemají možnost přístupu k tomuto software nechť se prosím primárně obrátí na studenty, kteří tuto možnost mají. Alternativně jim bude ( po domluvě) zpřístupněn počítač s Adobe Photoshop na katedře LRR. 

Postup: 

Pozn.: Jelikož smyslem výsledné obrazové kompozice bude ukázat rozdíly mezi obrázkem A a obrázkem B je třeba u obou obrázků provést expanzi histogramu tak, aby nedošlo u žádného z nich k saturaci signálu, přičemž však hodnoty nastavení expanze musí být pro oba obrázky stejné!
a) Otevři obrázek A v software  Adobe Photoshop
b) Aktivuj nastavení úrovní (levels) (užij klávesovou zkratku ctr+l)

c) Nastav histogram tak aby šla buněčná jádra pěkně vidět, vyhni se však saturaci

d) Poznač si hodnoty nastavení 

e) Proceduru Nastavit úrovně (levels) je možno opakovat, přičemž nově zobrazený histogram umožňuje vždy detailnější nastavení úrovní. Pokud užiješ opakovaného nastavení expanze histogramu, pro každý krok si zapiš nastavované hodnoty aby bylo možné stejným způsobem nastavit hodnoty i u druhého obrázku.
f) Zavři obrázek, zatím jej neukládej!

g) Otevři obrázek B a nastav histogram přesně dle hodnot poznačených hodnot 

- Pokud toto nastavení neukáže saturaci, převeď obrázek na 8-bit a ulož.

- Pokud však toto nastavení vykáže saturaci, změň hodnoty tak, aby saturace zmizela. Nové hodnoty si poznač. Pak převeď obrázek na 8-bit a ulož.  
h) Otevři  první obrázek A a zadej stejné hodnoty nastavení úrovní jako jsi použil u obrázku B.
j) Převeď obrázek A na 8-bit a ulož

3. Importuj oba 8-bitové obrázky do software Inskape

4. Proveď rozložení obrázků, popiš obrázky A a B a vytvoř (případně importuj) tabulku Tab.1. Tu taktéž popiš.

5. Uprav velikost výsledné kompozice dle zadání časopisu Cell (Pozor také na minimální velikost a font užitého písma!)
6. Exportuj obraz v požadovaném rozlišení dle zadání časopisu Cell

7. Převeď exportovaný formát do jednoho z formátů požadovaného časopisem Cell

