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Osnova této prezentace

* Nastaveni méfitka (teorie)

* Pristrojova technika pro digitalizaci obrazu z mikroskopu
* Vlastni postup digitalizace

* Dalsi nastaveni digitalizace

* Zpracovani obrazovych vystupu
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Nastaveni méritka (teorie)
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Nastaveni meritka (teorie) *

* pro méfeni rozméru na vyfocenych snimcich je nutno znat
meéfitko (kalibracni konstantu), tj. poCet um/pixel nebo naopak
pixeld/pm

* meritko je vzdy platné pro cely soubor komponent
mikroskopické techniky:

— mikroskop

— objektiv

— C-mount

— kamera

— rozliSeni snimku (zvolené pfi zachytavani snimku)

* pokud zménime jednu komponentu (napf. objektiv nebo
rozliSeni ukladaného snimku), bude i jina hodnota méfitka
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Nastaveni meritka (teorie)

* ukazka hodnot méritka pro rizné objektivy mikroskopu Leica
DM2000 a kamery Leica DFC295

Leica DM2000, DFC295 [2048 x 1536]

C-mount 0.55

objektiv 5x 10x 20x 40x 2.5%
distance in pixels 430 343 688 684 215
known distance [um] 500 200 200 100 500
scale px/um 0,860 1,715 3,440 6,840 0,430
PastLite (dpi) 2184 4 356 8738 17 374 1092

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem CR InoBio — CZ.1.07/2.2.00/28.0018



Nastaveni meritka (teorie) °

* meéfitko zjistime pomoci kalibracniho skliCka

* na kalibraénim skliCku jsou objekty presné definovanych
rozmeru

* jejich zméfenim (v pixelech) zjistime méritko (kalibracni
konstantu)

Dhainater  t Smm 0 8miv 0.15mm 0 &7

kalibracéni sklicko
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Pristrojova technika pro digitalizaci
obrazu z mikroskopu
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Pristrojova technika pro digitalizaci °

Technika pro digitalizaci dostupna v laboratofi UND

DIGITAL CAMERA

« digitalni kamera Leica DFC295 — technicka specifikace

LEICA DFC295

Camera type Digital camera for microscopy with control software
Sensor Progressive Scan CMOS, Micron (MT9T001)
Sensor grade/size 6.55 mm x 4.92 mm (type 1/2)

Color filter RGB Bayer mosaic

Protective color filter

Hoya CM500S (IR cut-coating filter at 650 nm)

Shutter control

Electronic rolling shutter

Number of pixels

3 Megapixel, 2048 x 1536

Max. scalable resolution (only PC)

7 Megapixel, 3072 x 2304

Pixel size 3.2 um x 3.2 ym
Color depth 30 bit o
A/D converter 10 bit S

Dynamic range

> 55dB / 600:1

Readout noise

Exposure time

0<18 mecal
0.1 msec —

Gain control / Gain

1x —4x /0-12dB

Shading correction

Yes, stored for all formats

Region of interest

Freely adjustable in 2-pixel steps from 2 x 2 up to full resolution
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Pristrojova technika pro digitalizaci ’

C-mount
* vklada se mezi kameru a mikroskop
* ruzné typy dle zvétSeni (0,70x%, 0,55x)

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem CR InoBio — CZ.1.07/2.2.00/28.0018



10

Vlastni postup digitalizace
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Vlastni postup H

Spustéeni TWAIN rozhrani kamery

Z libovolného programu, ktery podporuje skenovani pres TWAIN
ovladacC spustime grafické rozhrani kamery:

— v Irfanview: Soubor -- Ziskat / Davkové skenovani...

— v Imaged: Plugins — Input/Output — Scan

Poznamka: Pokud je v PC nainstalovano vice ovladacu pro rizné
kamery/skenery, je nutné poprvé vybrat, ktery chceme pouzit
(Vybrat TWAIN zdroj, Select TWAIN source)
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Vlastni postup +

wJDFC295, 478712610 =101 x|
Acquire | C‘I

TWAIN rozhrani kamery Leica DFC295 0" @

&l 1
4
Color Saturation: 1.50x
-1
1
255
0.60

Y

Active Camera DFC295, 4787126
Configuration {Last used)
= Captured Image
2046 x 1536 Full Frame HQ
White Balance  (Tempaorary’)
Shading {Mone)
Calor Depth 8 BitfChannel
Image Tvpe Color
Scaling 1.00
sharpen QffF
M CroptoROI
= Live Image
1024 x 768 Hiad
Mode Standard
I Under{Crwver exposure
[T Zoom Focus
I~ Find Focus
7 Spot Exposure
W cCheck Colar
I Apply Shading Correction
I Live Sharpening
= Extra
Language English
¥ always Live
¥ Flip vertical
¥ Flip Horizontal
[ Calor Circle always visible
I clase after acquire
Abauk, .

A 9292000
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Vlastni postup +

Automaticky rezim

1) Zapneme automatické vyvazeni bilé provedeme kliknutim na
tfibarevnou ikonu vedle tlaCitka Acquire.

2) Kliknutim na ikonu zavérky objektivu zapneme autoexpozici —
program nastavi nejvhodnéjsi dobu expozice.

U tohoto rezimu Ize nastavit pouze jas (Brightness).
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Vlastni postup

Manualni rezim

1) Prepneme ikonu zaveérky objektivu do stavu vypnuto
(nezamacknuto). Tim vypneme autoexpozici — mame moznost
manualné nastavit expoziCni Cas v milisekundach.

2) Nastavime vyvazeni bilé

1) Na misto pro vzorek vlozime bily objekt (bily papir)

2) Pfi stlaCeném levém tlaCitku mysSi na zivém obraze
roztahneme na nejsvétlejSim misté papiru ramecek
(nezalezi na tvaru), po kterém se zobrazi nabidka a po
kliknuti na White Balance se nastavi barvy.

Pokud se objevi chybové hlaseni, je obraz prepalen. V
tomto pfipadé je nutné snizit uroven osvétleni a postup
opakovat.
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Vlastni postup w0

Nastaveni barev

1) Na misto pro vzorek vlozime bily objekt (bily papir)

2) P¥i stlaceném levém tlacCitku mysSi na zivém obraze roztahneme
na nejsveétlejSim misté papiru ramecek (nezalezi na tvaru), po
kterém se zobrazi nabidka a po kliknuti na White Balance se
nastavi barvy.

Pokud se objevi chybové hlaseni, je obraz prepalen. V tomto
pripadé je nutné snizit uroven osvétleni a postup opakovat.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem CR InoBio — CZ.1.07/2.2.00/28.0018



16

Dalsi nastaveni digitalizace
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Dalsi nastaveni digitalizace Y

*  WHITE BALANCE: uloZeni nastaveni vyvazeni bilé
— zjisténeé vyvazeni bilé Ize ulozit a opétovné pouzit

* COLOR DEPTH: zména hloubky barev

* IMAGE TYPE: barevny nebo ¢ernobily obraz.

* IMAGE SIZE: nastaveni rozliSeni uloZzeného obrazu.

* SCALING:interpolace tzn. dopocitavani informaci o jednotlivych barvach
tzn. zvySeni rozliSeni.

* SHARPEN: po ziskani obrazku, program vygeneruje ostry obraz
* CROP TO ROI: oznaceni Casti obrazu, ktera bude focena

*  FORMAT: rozliSeni (pozor na méfitko!)

* MODE: zobrazeni v okné, na celou obrazovku nebo profi obraz.

* UNDER/OVER EXPOSURE: pfi zapnuti se na obrazku ukaze, zda-li je
podsvicen (modra) nebo presvicen (Cervena) — tato funkce ma vyznam
spiSe u manualniho rezimu.
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Dalsi nastaveni digitalizace e

* FIND FOCUS: program nam ukaze, jak spravne je zaostren
obrazek, ¢im vySSi jsou hodnoty (zluty sloupek), tim Iépe je
zaostren objekt.

* aktivni.

* FLIP VERTICAL.: otoCeni obrazu vertikalné.

* FLIP HORIONTAL.: otoCeni obrazu horizontalné.

* COLOR CIRCLE ALWAYS VISIBLE: po kazdém zapnuti zivého
obrazu se ukaze spektrum barev.

« CLOSE AFTER ACQUIRE: zavieni zivého modu po vyfoceni.
 ABOUT: informace o programu.
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Dalsi nastaveni digitalizace

* SHADING: tato funkce umozni spravné rozprostreni svétla.

1. Kameru odmontujeme, prfidame krytku a stiskneme , Get
Black Refeence”. Poté nas program bude informovat o
vysledku, zda-li byla nastavena ,tma“, pokud ne, je nutno
proces opakovat.

2. Vratime kameru zpét a muzeme nastavit svétlo a to tak, ze
klikneme na ,Get White Reference” — na ploSe nesmi byt
zadny objekt. Jestlize proces probéhl spravné, mizeme si
toto nastaveni ulozit a vyvolavat dle potreby.
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Zpracovani obrazovych vystupu
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Zpracovani obrazovych vystupu

Nastaveni méritka (kalibrace) v programu ImageJ
* hodnoty jsou k dispozici v anatomické laboratofi UND

v wvrs

* zatrzenim poliCka Global bude méritko platit i pro dalSi oteviené
obrazky

 TlacCitkem Reset se kalibrace zrusi

Nastaveni méritka
Distance in Pixels: |688 pro méreni

known Distance; |200

Pizel Aspect Ratio:  |1.0

ik

LInit of Lenagth; |4

Scale: 3.440 pixelsfum

Reset |

Ok | Cancell
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Zpracovani obrazovych vystupu =

* ImagedJ (zdarma)
— méfeni objektd na snimcich (linearni rozméry, plocha ...)
— vlozeni méfitka pro ucely publikovani (Analyze — Tools —
Scale bar...)
— spojovani vice snimku do jednoho dlouhého (plugin MosaicJ
a Turboreg)

| RAJ2009-10-29-55a.jpg (G)
505 353446 51 prn (2048x1536); RGE; 12MB

méreni lumenu tracheidy na pricném rezu
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Zpracovani obrazovych vystupu ?3

*  WInCELL (komercni aplikace)
— specializovan na méfeni anatomickych elementt dfeva
— automatické méreni tracheid, cév

méreni rozméru
cév na pricném
rezu
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