Képelemzeési gyakorlati jegyzet
Sejtosztodasi meresek:

NIH Fiji (https://fiji.sc/)

1, Kalibracio Burker kamraval:

Kezdé 1épésként megnyitunk egy Biirker kamrar6l készilt time lapse mikroszkoppal
(Ugyanazon objektiv és képfelbontas, mint a vizsgalt képszekvencianal!) rogzitett képet:

File >Open
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A Birker kamra kis négyzetének (kék korben jeldlve, oldalhosszusag: 50 pm) mindegyik
oldalat tobbszor lemérjik, az egyenes kijeldlés ,,Straight” és az Analyze = Measure (Ctrl+m)
segitségével. A felugro ,,Results” ablakban a ,,Length” oszlop tartalmazza a méréseink
eredményét. A lemért oldalak pixel értékeinek atlagolasaval megkapjuk az atlagos
oldalhosszusagot ezt osztva 50-nel pedig megkapjuk azt, hogy 1um hany pixelnek felel meg.

2, Osztddasi mérések:

Kezd6 1épésként betdltjik a vizsgalni kivant képszekvenciat: File = Import - Image
Sequence

Képek elokészitése:

1. Az RGB csatornakat egyesitve és 8 bit formatumu szlrkearnyalatos képformatumra
konvertéljuk a felvételeket. Image = Type->8 bit



2. A képkészitési hibakbol fakadd villodzast a Plugins - Stack Deflicker plugin
alkalmazasaval kiiszéboljik ki.

3. Az hattér egységesitését és a jel kiemelését gyors Fourier transzforméacidval végezzik
Process>FFT->Bandpass Filter

ROl létrehozésa

Az els6 1épésként kereslink egy osztodd sejtet. A sejtek az osztodas sorén felvélnak,
lekerekednek, ekkor a kontrasztjuk megnovekszik. Osztodaskor a lekerekedett sejt
megkotozoik, a két utddsejt szétvalik majd letapad.
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A betoltott szekvencian kivalasztjuk az osztodas elétt allo lekerekedett sejtet és négyzet alakd
kijelolést hasznalva kijeldljik az anyasejt koril akkora terliletet, amelyben a két utddsejt is
belefér az osztodast és a letapadasukat kovetden. A Kijelolt teriiletre jobb egérgombbal
kattintva a ,,Duplicate” parancsot valasztjuk. A feljovo kis ablakban bejeldljik a ,,Duplicate
Stack” -et és OK. Ekkor egy Uj ablakban a kivagott teriilet képszekvencajat kapjuk. A Kivagott
szekvencia tejes képsorozatabol kivalasztjuk azt a szakaszt, ahol az osztodas torténik: Ezt a
szakaszt kivagjuk az egész szekvenciabodl, az Image->Stacks=>Tools = Make Substack.
parancsot hasznalva. Ekkor a ,,Substrack Maker” ablakot kapjuk, ide beirjuk azt az
intervallumot, amit szeretnénk kivéagni, amely egy 0] ablakban jelenik meg.

Egyszeriibb modon: a duplikélds sorén a ,,Range:” résznél irjuk be a kivant intervallumot,
képszam-tartomanyt, -tol-ig, és igy azonnal meglapjuk a kivagott kép részlet intervallumot.

A tovabbi méréseket ezen a kivagott szekvencian végezziik, minden egyes 0sztodas méréseihez
ugyanigy végezziik a szekvencia-kivagast.

Az elemzés
a) Anyasejt és a lednysejtek tertiletének mérése

A lekerekedett anyasejten beallitjuk a kiszobértéket, szegmentaljuk a képi informéaciot
Image—> Adjust - Threshold (Ctrl+Shift+T)

A mérés célja sejt teriilete, ezért ugy allitjuk be a kiiszobértéket a gdrgetd savon, hogy a belsd
tertlet tejesen (zart vonallal) legyen koril hatarolva, majd megnézziik, hogy az utodsejteknél
is jo-e a Threshold beallids. Ha igen akkor Apply és OK. A feljové ablakban nem
engedélyezziik a ,,Calculate Threshold For Each Image” opciot.

Merés: A menilsorban Analyze - Analyze particles



A felugr6 ablakban a legordiilé meniibdl kivalasztjuk a SHOW=>Outlines lehetéséget, tovabbi
beallitasok: Display results (listdizza az egyes objektumok mért értékeit), Clear results,
Include holes (az objektumokban 1év6 hiatusokat, lyukakat ne vegye figyelembe).

A felugréd ,,Drawing of Substract” szekvencidban, ami a Show: Outlines parancs révén jelenik
meg, a lemért objektumok korvonalat tudjuk majd beazonositani a szamozasuk alapjan.
Megkeressik a lekerekedett anyasejtet, az ezt jel6l6 szamot megkeressik az eredmények
listdban: Results ablak, és a teriiletének, Area, pixel ertékét feljegyezziik excelben.

e Pl.: az anyasejt szama 18. A ,,Results” ablakban a 18-as szam mellett megkapjuk a
terliletét (Area). Ezt az adatot bevisszilk az excelbe. Ez lesz az anyasejt terilete
négyzetpixelben.

Ugyan ez vonatkozik az utddsejtekre is. Tovabb porgetve a szekvenciat a ,,Drawing of
Substack” ablakban és a ket utodsejt szintén meg fog jelenni szamokkal jeldlve. Ezt a szamot
a ,,Results” ablakban ismét megkeressuk és beirjuk a terliletét az excelbe.

FONTOS lejegyezni, melyik utddsejtet mértiik elobb (pl.: a bal oldalit, vagy a fentebb 1évot,
vagy a jobb oldalit stb....) mert késobb az utddsejtek letapadasi idejének meghatarozasakor a
megfeleld letapadasi id6t a megfelel6 utodsejt mellé irjuk.

b) Felvalasi osztoddsi és letapaddsi idé meghatdarozdsa:

A kovetkez6 merések a felvalasi (az anyasejt felvalasatdl az osztédasig), az osztodasi id6
(legkerekebb allapottdl az utodsejtek megjelenéségig vett id6) és az utodsejtek lapadasi
idejének (a két utddsejt megjelenésétdl, tehat az osztddastol a letapadéasukig vett idd) a
meghatérozasa.

Ezekhez a lépésekhez Image -> Stacks -> Orthogonal Views (Ctrl+Shift+H) parancsot
hasznaljuk.

e Az Ortogonalis nézet: a képszekvencia 90°-kal torténd térbeli elforgatasa és tetszéleges
sikban tortén6 metszése, amely arra szolgal, hogy a kivalasztott pontban megjelenitsiik
az XZ ¢és YZ sikokat. A Z tengely esetiinkben az 1d6sik lesz. Amikor az ortogonalis
nézetet megnyitjuk az eredeti kép mellett a sikokat tartalmazo ablakok megnyilnak, és
a sarga vonalak metszéspontja az eredeti képszekvencian jelzi az elemezni kivant
pontot. A sejtek korvonalai oldalnézetbdl latszanak sikban metszve, igy jol lathat6 a
tertletik és kontrasztjuk valtozésa felvalaskor és visszatapadaskor.
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. utddsejt

XZ sikok

A. letapadt sejtre jellemzd korvonal (nem erdsen koriil hatarolt nagyobb kiterjedésu
szélesebb)

B. lekerekedett, felvalt sejt (erésen koriil hatarolt kisebb kiterjedésti, keskenyebb)

0szt0do sejt (koril hatéarolt, nagy kiterjedésii -jellemz6 villas rajzolat)

O

A képszekvenciat beallitjuk arra a pontra, ahol a sejt osztodik (az XY, és YZ sikok
metszéspontjaban legyen a sejt) majd kivalasztjuk, hogy melyik sikban latszik jobban az
anyasejt felvalasa és a két utddsejt megjelenése, letapadasa. A méréshez duplikaljuk a
kivalasztott képet: Jobb gomb —>Duplicate (Shift+D). Az uj ablakban megjelené képen a
»Straight” paranccsal egyenest allitunk vizsgalt szakaszokra majd lemérjik azok hosszat
Ctrl+m és a ,,Length” érték, ami a percenkeénti fotdzas/betoltés esetében 1pixel=1perc. Ezt az
adatot bevissziik az excel tablazatba.

Excel tablazat fejléce:

Anyasejt Lednysejt 1 Lednysejt 2 Atmérék

Osztodési |Felvalasi Teriilet |Terulet || etapadasi |Teriilet | Terulet Letapadasi |Teriilet |Terdlet
id6 (min) |idd (min) Osztodas |(pixel) |(um®) |idd (min) |(pixel) |(um?) |Arény|id8 (min) |(pixel) |(m?) |Arany |anyasejt |lednysejtl |lednysejt2

Hasznos informaciok:
Kalibracios valtdszam:=(oldalhossz (Length) atlaga pixelben/oldalhossz um (50 um))
Terllet atszamitasa pixelbdl: =(sejt terlilete pixelben/ kalibracidval kapott valtészam)

Atmérd kiszamitasa: =(GYOK(sejt teriilete pm?2-ben)/3,14))*2



