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Streszczenie

Gruzlica i inne choroby powodowane przez bakterie z rodzaju Mycobacterium sa
wciaz powaznym problemem w wielu miejscach swiata. Badania podstawowe majace
na celu poznawanie biologii pratkow sa bardzo wazne dla dalszych prac zwiazanych
z poszukiwaniem nowych lekéw. Praca ta powstala przy wspolpracy z pracowni-
kami naukowymi Zaktadu Mikrobiologii Molekularnej na Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego, ktorzy m.in. zajmuja si¢ tego typu badaniami. Jedna
z istotnych czesci prowadzonych przez nich badan jest proces pozyskiwania danych
z nagran spod mikroskopu przedstawiajacych cykl komérkowy organizméw modelo-
wych. Celem niniejszej pracy byto stworzenie narzedzia, ktére usprawni ten proces,
a takze sporzadzenie instrukcji jego obstugi oraz udokumentowanie sposobu na dal-
szy jego rozwdj. Narzedzie zostato stworzone jako wtyczka do powszechnie uzywa-
nego przez srodowiska naukowe programu ImageJ.

Tuberculosis and other diseases caused by the genus Mycobacterium remains a se-
rious worldwide problem. Basic research aimed at understanding the biology of My-
cobacteria is very important for further work related to novel drug development. This
thesis was created in cooperation with scientists from the Department of Molecular
Microbiology from the Faculty of Biotechnology at the University of Wroctaw. This
type of research is one of the issues they deal with. The important part of their re-
search is the process of obtaining data from microscopic recordings of the cell cycle
of model organisms. The aim of this work was to create a tool that will simplify
this process, as well as to prepare instructions for its use. The work also contains
information on its further development. The tool was created as a plugin for the

ImageJ — program that is widely used by the scientific community.
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Rozdziat 1.

Wprowadzenie

1.1. Wstep

Pratki, czyli bakterie z rodzaju Mycobacterium, znane sg przede wszystkim za
sprawg patogennych gatunkéw m.in. Mycobacterium tuberculosis i Mycobacterium
leprae, ktore powoduja odpowiednio gruzlice i trad. Choroby te, a w szczegdlnosci
gruzlica, sa wcigz powaznym problemem w wielu miejscach §wiata. Wedlug Swiato-
wej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization), na calym $wiecie
gruzlica jest jedng z 10 gtéwnych przyczyn zgondéw, a zarazem gtéwna przyczyna spo-
wodowana przez pojedynczy czynnik zakazny[I]. Szacuje sie, ze w samym 2018 roku

na calym $wiecie zachorowato na gruzlice okoto 10 milionéw ludzi.

Niniejsza praca powstala przy wspolpracy z pracownikami naukowymi Zakltadu
Mikrobiologii Molekularnej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego.
Badania przez nich prowadzone, sg w duzej mierze tzw. badaniami podstawowymi,
a wiec ich celem jest przede wszystkim zdobywanie nowej wiedzy i poznawanie bio-
logii pratkéw. Badania tego typu sa czesto wykorzystywane w dalszych analizach,
skierowanych juz na konkretne zastosowania praktyczne takie jak np. poszukiwanie

nowych lekéw.

1.2. Opis zagadnienia

Chcac doktadniej poznaé¢ nature mikroorganizméw z rodziny Mycobacteriaceae,
badacze analizujg parametry réznych proceséow cyklu komoérkowego. Takie analizy
pozwalaja miedzy innymi na okreslenie wplywu réznych inhibitoréw/antybiotykéw
na cykl komoérkowy|[2]. Zebrane dane moga postuzy¢ takze do okreslenia funkcji wy-
branego biatka[3]. Badanie to polega na modyfikacji szczepu poprzez np. usuniecie
genu, ktéry je koduje i analize réznych proceséw komérkowych w takim szczepie.
Nastepnie sprawdza sie miedzy innymi czy cykl komérkowy badz morfologia poje-
dynczych komoérek nie zostaly u nich zaburzone.
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Ze wzgledu na zrdznicowanie populacji bakteryjnych, wazne jest, aby analizy
przeprowadzane byly na poziomie pojedynczych komérek. Podejécie takie pozwala
na odkrycie zaleznoéci, ktére wystepuja tylko dla czesci populacji. Przyktadowo czesé
komorek z tego samego szczepu moze inaczej reagowaé na podany inhibitor.

Istnieje wiele parametrow poszczegdlnych procesow cyklu komoérkowego, ktorych
pomiary moga by¢ przydatne w badaniach nad biologia pratkéw. Takimi parame-
trami moga by¢ np. czas replikacji czy segregacji chromosoméw potomnych (procesy
powielania DNA chromosomalnego i segregacji nowo zreplikowanego DNA do komé-
rek potomnych), tempo i charakterystyka zmian dlugosci komoérek, czy lokalizacja

wewnatrzkomoérkowa niektérych bialek.

Komoérki modelowe

Jednym z organizmdéw modelowych w badaniach nad biologiag pratkéw sa ko-
morki Mycobacterium smegmatis. W przeciwienstwie do M. tuberculostis, mikroorga-
nizmy te nie sa chorobotwdércze oraz charakteryzuja sie krétszym czasem podzialu
(3h vs 22h), dzieki czemu badania z ich udzialem sa bezpieczniejsze i tym samym la-
twiejsze do przeprowadzenia. W przypadku obydwu gatunkéw biatka zaangazowane
w podstawowe procesy komoérkowe wykazuja duze podobienstwo, co czyni M. smeg-
matis dogodnym modelem w badaniach nad biologia pratkow.

W celu Sledzenia réznych proceséw cyklu komoérkowego wykorzystuje sie flu-
orescencyjne szczepy reporterowe, ktére produkuja biatka zaangazowane w procesy
replikacji czy segregacji lub biatka umozliwiajace wizualizacje chromosomu tych bak-
terii w fuzji z biatkami fluorescencyjnymi tj. biatka fuzyjne.

Pozyskiwanie danych

Do obserwacji komoérek modelowych badacze z Wydziatu Biotechnologii Uniwer-
sytetu Wroctawskiego uzywaja mikroskopu wyposazonego w zestaw filtréw umozli-
wiajacy wizualizacje réznych bialek fluorescencyjnych. Podczas eksperymentu ob-
serwowane komoérki naswietlane sg falami o odpowiedniej dhugosci. Aminokwasy
wewnatrz danego biatka fluorescencyjnego tworzace fluorofor, absorbuja promienio-
wanie elektormagnetyczne o okreslonej dtugoéci, a nastepnie emituja promieniowanie
o nizszej energii. Na zarejestrowanych w ten sposéb obrazach widoczne sg tzw. ,,sku-
piska fluorescencji”. Sa to makrokompleksy jakie tworza biatka fuzyjne wewnatrz
komoérek bakteryjnych, np. w kompleksie z DNA chromosomalnym.

Oprécez fluorescencji, ktéra umozliwia obserwacje struktur wewnatrzkomorko-
wych, analizuje sie rowniez morfologie pojedynczych komérek w Swietle widzial-
nym. W celu zwigkszenia kontrastu takich obrazow stosuje si¢ uktady z kontrastem
réznicowo—interferencyjnym Nomarskiego[4] (DIC, ang. differential interference con-
trast).
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Przyktadowy eksperyment przeprowadzany jest przez 20 godzin w komorze,
ktora umozliwia utrzymanie optymalnej temperatury (37°C) do hodowli M. smeg-
matis. Co 10 min wykonywane jest zdjecie. Tak pozyskany film poklatkowy badacze
przetwarzaja i analizuja przy uzyciu programu Fiji[5]. Jest to dystrybucja otwar-
tego oprogramowania ImageJ stuzacego do przetwarzania obrazéw. Wyposazona jest
w wiele wtyczek ulatwiajacych naukows analize obrazu. Przy jej pomocy zbierane
sa takze dane dotyczace poszczegblnych komérek na poszczegdlnych klatkach na-
grania, takie jak dtugos¢ czy umiejscowienie ,skupisk fluorescencji”. W tym celu
pracownicy naukowi recznie oznaczaja mierzona komérke na obrazie, aby nastepnie
skorzystaé¢ z odpowiednich narzedzi programu dokonujacych pomiaréw. Pomiary sa
zapisywane, a proces powtarzany jest dla pozostatych komoérek widocznych w danej
klatce, a nastepnie dla pozostalych klatek nagrania. Kolejna czeécia procesu jest
analiza zbiorczych danych w programie RStudio[6]. Tam dokonywane sa analizy sta-
tystyczne czy wizualizacje wynikéw, ktore nastepnie wykorzystywane sg w pracach

naukowych.

Podczas wywiadu z badaczami Wydziatlu Biotechnologii dowiedziatem sig, ze
istnieja rézne narzedzia do automatycznej analizy danych mikroskopowych, ale sg
one tworzone pod konkretne gatunki bakterii. Populacje pratkéw sg bardzo zrdznico-
wane, przez co ciezko stworzy¢ ujednolicony algorytm do ich rozpoznawania. Dodat-
kowym utrudnieniem jest swoista budowa $ciany komoérkowej bakterii M. smegmatis,

ktora powoduje, ze po podziale, komérki te bardzo dlugo pozostaja ze soba ztaczone.

1.3. Cel pracy

Aktualny proces zbierania danych z nagrania jest zmudny i dodatkowo wymaga
pracy z wieloma narzedziami jednoczesnie. Idealnym rozwigzaniem bytaby pelna
automatyzacja procesu, ale duzym usprawnieniem mogtoby by¢ réwniez podzielenie
tego procesu na dwa etapy:

e zaznaczanie komoérek

e dokonywanie pomiaréw.

W aktualnym procesie kazda komoérka zaznaczana jest osobno, dokonywane i zapisy-
wane sg dla niej pomiary, a nastepnie proces powtarzany jest dla kolejnych komorek.
Mozliwo$é zaznaczenia wszystkich komoérek w pierwszym kroku, a nastepnie doko-
nania dla nich pomiaréw, moglaby usprawni¢ caly proces. Przy takim podejéciu
mozliwy staje sie takze zapis i odczyt wszystkich zaznaczen, co daloby mozliwosé
wielokrotnego wykorzystania raz wykonanej pracy.

Celem niniejszej pracy jest stworzenie narzedzia, ktore utatwiatoby w przyszlo-
Sci opisany powyzej proces pozyskiwania danych, a tym samym usprawnialoby prace
badaczy. Narzedzie to postanowilem zaimplementowaé jako wtyczke do programu



10 ROZDZIAL 1. WPROWADZENIE

ImagelJ, ze wzgledu na dotychczasowe do$wiadczenia zespotu i bieglosé w obstudze

tego programu.



Rozdziat 2.

Wykrywanie i S§ledzenie
komorek

2.1. Opis problemu

2.1.1. Obrazy wejsciowe

Proces uzyskiwania nagran przedstawiajacych cykl komérkowy M. smegmatis
opisalem w rozdziale Nagrania takie sa w istocie stosem obrazéw wykonanych
w stalych odstepach czasu. Na pojedynczy obraz skladaja sie przynajmniej dwa
podstawowe kanaty. Pierwszy z nich pozyskany jest za pomoca zjawiska fluorescen-
cji i przedstawia gtownie rozmieszczenie biatek fuzyjnych. Drugi kanalt przedstawia
komorki o$wietlone $wiattem widzialnym w kontraécie DIC. Pozwala na doktadniej-
sze zaobserwowanie ksztaltu i rozmieszczenia poszcezegdlnych komorek. Oba kanaty
przyktadowego kadru nagrania przedstawia rysunek

2.1.2. Pozadany efekt

Celem pracy, ktéry zostal opisany dokladniej w rozdziale [I.3] jest uproszcze-
nie czesci procesu pozyskiwania danych o cyklu komérkowym pratkéw z gatunku
M. smegmatis. Narzedzie stworzone na potrzeby tej pracy ma pomodc badaczom
w zmudnym procesie oznaczania komoérek na nagraniach. Optymistyczny scenariusz
zaklada ze program, przy niewielkiej interakcji ze strony uzytkownika, oznaczy ko-
morki na wszystkich obrazach, zachowujac przy tym informacje na temat pochodze-
nia kazdej z nich. Oznaczenie komorki oznacza odnalezienie krzywej lub linii tamanej
przechodzacej przez sSrodek komoérki. Taki opis komérki pomoze nie tylko przy anali-
zie zmian dlugosci komorek, ale takze pozwoli odczytaé profil intensywnogéci takiego
oznaczenia z kanatu fluorescencji. Dodatkowym atutem bylaby mozliwoéé edycji tego

typu zaznaczen w przypadkach gdy program nie wyznaczyt ich poprawnie.

11



12 ROZDZIAL 2. WYKRYWANIE I SLEDZENIE KOMOREK

(a) Kanal fluorescencji. (b) Kanal $wiatla widzialnego
w kontrascie DIC.

Rysunek 2.1: Dwa kanaly tej samej klatki przyktadowego nagrania.

Ze wzgledu na slaba jako$é¢ nagran oraz czesto wystepujace na obrazach arte-
fakty, automatyczne oznaczanie moze nie by¢ mozliwe przy niektérych klatkach lub
nawet calych nagraniach. W takich przypadkach uzytkownik powinien mie¢ mozli-

wo$¢ recznego stworzenia oznaczen.

2.2. Powigzane prace

Badania biologii pratkéw z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej doty-
czg przede wszystkim dynamiki replikacji DNA chromosomalnego, segregacji nowo
zreplikowanych regionéw chromosomu oraz analiz organizacji chromosomu na pozio-
mie pojedynczych komérek[2] [3].

W literaturze opisano wiele metod wykrywania pratkéw na obrazach wykona-
nych przy pomocy mikroskopu. W celach diagnostycznych, do identyfikacji choro-
botwoérczych pratkéw wykorzystuje si¢ techniki mikroskopii fluorescencyjne;j[7] oraz
metody mikroskopowe nie bazujace na zjawisku fluorescencji[8]. Analiza uzyskanych
zdjeé polega najczedciej na dokonaniu segmentacji obrazu na komorki gruzlicy i po-
zostale obszary. Efekt takiego dzialania pozwala na stwierdzenie obecnoéci lub nie-
obecnosci komoérek na obrazie, a takze na okresleniu ich zageszczenia i lokalizacji.
O ile metody te niewatpliwie sa bardzo wazne w diagnostyce, o tyle niekoniecznie
sprawdza sie w przypadku analizy danych na poziomie pojedynczych komérek.

Podobnym zagadnieniem, niekoniecznie w kontekscie dziedziny, ale z perspek-
tywy przetwarzania obrazow, jest wykrywanie nicieni. Jeden z gatunkéw, Caenor-
habditis elegans, od wielu lat jest organizmem modelowym w badaniach organizméw
eukariotycznych[9]. C. elegans, podobnie jak pratki, ma symetryczny paleczkowaty
ksztalt przypominajacy robaka. Badania takich bezkregowcéw czesto polegaja na
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analizie danych na poziomie pojedynczego osobnika. W literaturze mozna znalezé
prace opisujace metody automatycznego oznaczania i opisywania tych nicieni. Ze
wzgledu na duzo wiekszy rozmiar w poréwnaniu do komérek bakteryjnych, ana-
lizy mikroskopowe C. elegans pozwalaja na uzyskanie bardzo dobrej jakosci danych.
Lepsza jako$é nagran znaczaco utatwia ich p6zniejsza obrébke. Mimo réznic pomie-
dzy tymi dziedzinami, praca opisana przez Javiera Ferndndeza[l0] byla w pewnym
stopniu inspiracja do zaproponowanej przeze mnie metody.

2.3. Wykrywanie komoérek

2.3.1. Wstep

Problem opisany w sekcji 2.1] zdefiniowany jest dla nagran spod mikroskopu.
Postanowitem jednak najpierw rozwiaza¢ podobny problem, ale zdefiniowany dla
pojedynczego obrazu. Rozwiazanie tego problemu mogloby z tatwoscia zostaé uogdél-
nione na stos obrazéw (nagranie). W tym rozdziale opisze rozwiazanie uproszczonego
problemu: oznaczanie komérek widocznych na pojedynczym obrazie. Przez ,o0zna-
czenie komoérki” mam na mysli odnalezienie tamanej przechodzacej przez $rodek

komoérki, a wiec jej szkieletu.

2.3.2. Dane wejSciowe

Oznaczenie wszystkich komoérek widocznych na obrazie mozna roztozy¢ na dwa

osobne problemy:

1. Okreslenie liczby oraz lokalizacji poszczegdlnych komérek

2. Odnalezienie ksztaltu poszczegdlnych komérek.

W niniejszej pracy zdecydowalem sie nie rozwiazywaé automatycznie pierwszego
problemu. Zamiast tego uzytkownik zobowiazany jest recznie zaznaczy¢ dokladnie
jeden punkt wewnatrz kazdej komoérki widocznej na obrazie. Wymébg ten dotyczy
tylko pierwszej klatki nagrania, co opisze doktadniej w dalszej czedci pracy .

Danymi wejSciowymi sa zatem dwa kanaly obrazu I oraz zbiér punktéow P
lokalizujacych komérki.

2.3.3. Wyboér kanatu i wstepne przetwarzanie obrazu

Obraz wejsciowy sktada si¢ z dwéch podstawowych kanaléw (2.1.1.). Cheac jak
najdokladniej oznaczy¢ poczatek i koniec komorki, a takze miejsca ich podziatu, po-

stanowilem wybraé kanal, ktory zawiera wyrazng informacje o krawedziach w tych
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Rysunek 2.2: Skala indeksu ksztaltu z podziatem na dziewie¢ kategorii. [11]

miejscach. O ile kanat z fluorescencja mogltby bardzo dobrze sprawdzié¢ sie do okre-
Slenia liczby oraz lokalizacji poszczegdlnych komoérek (w przypadku ich niewielkiej
liczby), o tyle drugi kanal zawiera duzo dokltadniejsza informacje na temat krawedzi

komorek.

Celem wstepnego przetwarzania obrazu wejsciowego jest w tym przypadku od-
dzielenie poszczegdlnych komérek od otoczenia, zachowujac przy tym informacje na
temat ich krawedzi. W ramach pracy przeprowadzilem wiele testéw majacych na
celu odnalezienie narzedzia spelniajacego ten cel. Krawedzie otrzymywane za po-
moca filtrow czy algorytmoéw do ich wyszukiwania czesto byly nieciagte. Dobierajac

inne parametry czesto pojawialy sie niechciane zaznaczenia wewnatrz komoérek.

Ostatecznie zdecydowatem sie uzy¢ narzedzia ktore nie jest zwiazane z wykry-
waniem krawedzi. Zaobserwowalem, ze zdjecia zrobione tg technika maja pewne
specyficzne wlasciwosci. Komérki sa na nich doéé¢ réwnomiernie oéwietlone, przez co
dobrze widaé ich palteczkowaty ksztatt. Kazda komoérke otacza tez ciemne obramo-

wanie.

Mapa indekséw ksztaltu

Postanowitem sprobowaé¢ wyliczy¢ mape indekséw ksztaltu[l1] (ang. shape in-
dex map) dla obrazu wejsciowego, na ktérym wezesniej zastosowalem rozmycie gaus-
sowskie. Indeks ksztaltu to liczba z przedziatu [—1, 1] przyporzadkowana na podsta-
wie ,lokalnego ksztaltu” powierzchni. Jest to niezmiennicza na skale (ang. scale
invariant) miara, ktéra dzieli powierzchnie na obszary wypukle, wkleste i hiperbo-
liczne (rysunek . Obraz wejsciowy interpretowany jest tutaj jako mapa wysoko-
Sci. Zastosowanie rozmycia gaussowskiego w pierwszym kroku jest niezbedne w tym
przypadku ze wzgledu na nieodpornos¢ tej miary na szum obecny na obrazie wejscio-
wym. Do wyliczenia mapy indekséw skorzystatem z wtyczki dla programu ImagelJ
autorstwa Johannesa Schindelina[l2].
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Okazalo sie, ze na wynikowej mapie otoczenie komoérek interpretowane jest jako
obszar wklesty, w przeciwienstwie do samych komoérek, ktérych wnetrze oznaczane
jest indeksami ksztaltéw wypuktych. Wiasnoéé ta zachodzi dla wigkszoéci testowych

obrazéw nawet przy stosunkowo duzym zageszczeniu komérek.

2.3.4. Szkieletyzacja i wstepna detekcja komoérek

Zgodnie z powyzsza obserwacja, mozemy tatwo oddzieli¢ komorke od jej oto-
czenia na obrazie ustalajac pewien prog t =~ 0 dla indeksu ksztaltu. Zalézmy przez
chwile, ze binaryzujac w ten sposéb mape indekséw ksztaltu otrzymamy obraz Iy,
na ktorym kazdy piksel lezacy wewnatrz dowolnej komérki bedzie mial wartoéé 1,
natomiast kazdy piksel nalezacy do zewnetrznego obrysu dowolnej komérki (nie nale-
zacy do komérki, lecz sasiadujacy z pikselem nalezacym do niej) bedzie mial wartosé
0. Przy takim zalozeniu kazda komérka jest niezalezna ,wyspa’ na binarnym ob-
razie Ip;,. Checac odnalezé tamang przechodzaca przez $rodek komorki, chcemy tak
naprawde znalez¢ tamana, ktéra jest réwnoodlegta do jej krawedzi. Analogiczny pro-
blem rozwiazuja algorytmy do wyznaczania szkieletu. Ich celem jest odnalezienie dla
danego ksztaltu zbioru punktéw réwnoodlegltych do co najmniej dwdch brzegdw.

Na potrzeby tej pracy do szkieletyzacji uzyta zostata implementacja algorytmu
»3D thinning algorithm” [13] w formie pluginu dla programu ImageJ[14]. Mimo to ze
wtyczka pozwala na szkieletyzacje obrazéw 3D, w tym przypadku zostata uzyta do
przetworzenia pojedynczego obrazu 2D. Wynikiem szkieletyzacji jest binarny obraz
o pewnych wtasciwoséciach. Kazdy aktywny piksel mozna przyporzadkowaé do trzech

grup:

e koncowki — majg mniej niz 2 sasiadujace aktywne piksele
e wezly — maja wiecej niz 2 sasiadujace aktywne piksele

e polaczenia — maja dokladnie 2 sasiadujace aktywne piksele.

Przedstawiajac szkielet jako graf, koncowki tworzytyby wierzchotki o stopniu row-
nym 1 lub 0, wierzchotki o wiekszych stopniach przedstawialtyby zbiory sasiaduja-
cych ze soba weztéw, natomiast krawedzie reprezentowalyby zbiory sasiadujacych
ze soba polaczen (zakonczonych zbiorem wezléw lub konficéwka). Taka reprezenta-
cje grafowa mozna uzyska¢ za pomocy kolejnej wtyczki dla programu ImageJ tego
samego autora[l5]. Poza standardowymi informacjami wierzcholki i krawedzie utwo-

rzonego za jej pomoca grafu przechowuja zbiory pikseli ktére reprezentuja.

Ze wzgledu na specyficzny ksztalt komérki mozna zaobserwowaé nastepujaca
wlasciwoséé: po przeprowadzeniu szkieletyzacji obrazu Iy;,, o ile przyjete wczesniej
zalozenie jest spelnione, szkielet kazdej z komoérek sklada sie dokladnie z dwdch
koncéwek i polaczen miedzy nimi. Graf opisujacy komoérke bedzie zawieral w takim
przypadku dokladnie dwa wierzchotki i jedna krawedz taczaca je ze soba. Majac do
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dyspozycji zbior punktéw P lokalizujacych komérki, mozna teraz w tatwy sposob
odnalez¢ dla kazdej z nich graf ja opisujacy. Jednym ze sposobdéw moze byé wyszu-
kanie dla kazdego punktu ze zbioru P krawedzi ktéra znajduje sie najblizej tego
punktu, gdzie odlegto$é miedzy punktem a krawedzia zdefiniowana jest jako odle-
glos¢ miedzy punktem, a najblizszym pikselem, ktéry nalezy do zbioru opisywanego
przez te krawedz.

2.3.5. Wybér krawedzi w weztach

Niestety przyjete zalozenie o tym, ze kazdy piksel nalezacy do zewnetrznego
obrysu dowolnej komérki bedzie miat wartosé¢ 0, nie zawsze jest spelnione. W re-
alistycznym scenariuszu zdarza sie, ze jedna z koncéwek komoérki znajduje sie na
tyle blisko innej komorki, ze wstepne przetwarzanie i progowanie obrazu nie powo-
duje ich rozdzielenia na obrazie binarnym. Czasem artefakty widoczne na obrazie
wejéciowym powoduja, ze wyspa na obrazie binarnym zawiera nie tylko komérke,
ale takze fragment innego ksztaltu. W zdecydowanej wiekszosci takich przypadkdw
szkielet komérki mozna opisaé spéjnym podgrafem o stopniu 2 grafu reprezentuja-
cego szkielet wyspy zawierajacej komorki.

Wstepna detekcja szkieletu danej komorki polega, tak jak w scenariuszu opty-
mistycznym, na odnalezieniu krawedzi {vg, up} w grafie G lezacej najblizej punktu
grafu Sg. Tak utworzony szkielet rozszerzany jest pézniej zgodnie z nastepujacym
algorytmem:

for each v € {vg,up} do
loop
E, < zbiér krawedzi e € E(G) — E(S,,) incydentnych do v,
takich ze graf S, + e nie posiada cykli
if E, = O then
break
end if
{v,u} <~ argmax g, q.(e)
Sn+1 — Sn + {v,u}
VU
end loop
end for

W powyzszym algorytmie oznaczenie E(G) opisuje zbiér krawedzi grafu G. Wyra-
zenie S + e oznacza graf utworzony poprzez dodanie do grafu S krawedzi e oraz jej
wierzcholkéw. Funkcja g, (e) jest tutaj funkcja oceny, ktéra stuzy do wyboru najmoc-
niej zwigzanej krawedzi. Sita wigzania nazywam najnizsza wartos¢ indeksu ksztattu
(oryginalnego obrazu) dla piksela lezacego na krawedzi e, w okolicy wierzcholka v
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(w odleglosci nie wiekszej niz pewna stala d od $rodka masy pikseli tworzacych wezel
v).

Takie rozwiazanie sprawdza si¢ dobrze dla komérek, ktérych szkielet znajduje
sie w grafie G, oraz jego zakonczenia w tym grafie maja stopien 1. Pomijam na ten
moment przypadek, gdy szukany szkielet komoérki nie istnieje w grafie G. W po-
zostatych przypadkach przynajmniej jedno z zakonczen szukanego podgrafu S ma
w grafie G stopien wiekszy niz 1. Zatem, o ile funkcja oceny g, (e) sprawdzi sie do-
brze jesli chodzi o doboér krawedzi nalezacych do szukanego szkieletu komorki, uzy-
skany na konicu algorytmu graf S,, bedzie nadgrafem szukanego szkieletu S. W takim
przypadku jego ,nadmiarowa” cze$¢ nalezy do szkieletu innej komérki lub jest wyni-
kiem artefaktu widocznego na oryginalnym obrazie. Drugi przypadek pozostawiam
do recznego rozwigzania uzytkownikowi. Pierwszy natomiast, nachodzace na siebie
szkielety komorek, rozwiazuje automatycznie.

2.3.6. Rozwigzywanie konfliktow

Rozdzielanie nachodzacych na siebie komérek nazwatem ,rozwigzywaniem kon-
fliktow”. Niech ¥y bedzie zbiorem wszystkich znalezionych szkieletow komérek, na-
tomiast X (X) zbiorem par szkieletéw nachodzacych na siebie, nalezacych do zbioru
3. Rozwiazywanie konfliktéw przebiega w nastepujacy sposéb:

while X (X,) # 0 do
{Sz,Sy} « dowolna para ze zbioru X (X)
{85, 5,} + wynik rozwiazania konfliktu pomiedzy S, i S,
St ¢ (B - {S2.5,)) U {55, 5))

end while

Sposéb w jaki rozwiazywany jest konflikt pomiedzy dwoma szkieletami, zalezy
od tego w jaki sposob nachodzg one na siebie. Kluczows role odgrywaja tutaj takze
punkty lokalizujace komérki. W dalszej czeéci piszac, o punkcie charakterystycznym
komorki, bede mial na mysli punkt lezacy na szkielecie bedacy najblizej punktu

lokalizujacego komorke.

Zaimplementowalem dwie metody rozwiazywania konfliktow, ktére stosuje w za-
leznosci od rozmieszczenia punktéw charakterystycznych. W obu przypadkach roz-
wiazanie konfliktu pomiedzy komérkami polega na skrdceniu ich w taki sposob, by

nie nachodzily one na siebie.

Przylaczenie czesci wspdllnej do jednej z komérek

Po rozwiazaniu konfliktu za pomoca tej metody, jedna z komorek pozostanie
niezmieniona. Druga zostanie skrécona w taki sposéb, ze jej nowa koncdéwka stanie
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sie miejsce, w ktérym obie komorki sie spotykaty. Rozwiazanie takie stosuje w dwdch

przypadkach:

1. Gdy oba punkty charakterystyczne znajduja sie poza czescig wspélna, ale po

tej samej stronie czeéci wspdlnej.

2. Gdy punkt charakterystyczny pierwszej z komorek znajduje sie wewnatrz czesci
wspolnej, a drugiej poza nia, oraz pierwsza komorka nie ma zadnej krawedzi
poza cze¢scia wspélna, w kierunku przeciwnym do punktu charakterystycznego

drugiej komérki.

W pierwszym przypadku czes¢ wspélna przydzielana jest do tego szkieletu z kté-
rym jest mocniej zwigzana (sile wiazania okreslam w podobny sposéb jak w opisanym
wezesniej algorytmie konstrukeji szkieletu). W drugim przypadku sprawa jest prosta
— czes¢ wspdlna zostaje przydzielona do szkieletu ktorego punkt charakterystyczny

lezy w czesci wspolnej.

--Il.. pEEW,

N
"'X"-..““‘ .X\ — ."X"-..“"'."X"'

Podzielenie czeSci wspdlnej

We wszystkich pozostatych przypadkach stosuje druga metode, polegajaca na
skroceniu obu komérek. Rozwiazanie konfliktu polega tutaj na znalezieniu najstab-
szego punktu (majacego najnizszy indeks ksztaltu) lezacego w czesci wspélnej pomie-
dzy punktami charakterystycznymi, a nastepnie odpowiednim skréceniu obu szkie-

letéw do tego punktu.
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Nakladanie sie wielokrotne

Dwa szkielety moga mie¢ wiecej niz jeden konflikt réwnoczeénie. Taka sytuacja
nie zdarza sie czesto, ale jest prawdopodobna. W tym przypadku w kazdej iteracji
rozwiazywany jest jeden z takich konfliktéw za pomoca sposobéw opisanych powyzej.

TPRL SN L SN '.'X"-‘.'o
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2.3.7. Uzyskiwanie linii lamanej

Po rozwiazaniu wszystkich konfliktéw kazdy szkielet opisuje pewna komorke.
Kolejnym krokiem jest konwersja reprezentacji grafowej (ktéra zawiera zbior pik-
seli opisujacych szkielet) do linii lamanaj. W takiej formie uzytkownik bedzie mdgt
recznie modyfikowaé zaznaczenia komoérek korzystajac ze standardowego interfejsu
programu ImageJ. Pierwsza wersja linii tamanej powstaje ze wszystkich punktéw
tworzacych krawedzie i koncowki szkieletu, a takze ze Srodkéw masy jego weztow. Na-
stepnie geometria tamanej jest upraszczana za pomoca algorytmu Ramera-Douglasa—
Peuckera[l7][18]. Algorytm ten eliminuje punkty, ktérych usuniecie nie wplywa zna-
czaco na ksztalt tamanej tj. po ich usunieciu odleglosé uproszczonej tamanej od
oryginalnej jest nie wieksza niz pewna przyjeta stala.

2.3.8. Korekta koncowek

Ostatnim krokiem oznaczania komorek jest korekta koncowek. Potrzeba korekty
wynika z algorytmu szkieletyzacji. Proces ten polega na erodowaniu binarnego ob-
razu — z tego powodu koncowki szkieletu komérki czesto oddalone sa od faktycznej
krawedzi na oryginalnym obrazie. Dotyczy to tylko zakonczen ktore reprezentowane
sg przez wierzcholki majace w oryginalnym szkielecie obrazu stopien réwny 1. Nie
dzieje si¢ tak w przypadku, gdy binarny obraz komoérki laczy sie w tym miejscu
z inng komérka, a zakonczenie powstato na skutek rozwigzania konfliktu.

Wiasciwej lokalizacji zakoniczenia komorki szukam na pétprostej tworzonej przez
ostatni odcinek tamanej, ktoéra ja opisuje. Majac do dyspozycji obraz binarny na
podstawie ktérego powstal szkielet, szukam zakonczenia wyspy lezacego najblizej
poczatku poélprostej. Jesli punkt ten lezy nie dalej niz pewna przyjeta stala, staje
sie on nowym zakonczeniem tamanej. Stata ktérg przyjatem byla nie wieksza niz

przewidywana szerokos¢ komorki.

Proces ten powtarzany jest dla kazdego zakonczenia komoérki wymagajacego
poprawienia.
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2.4. Sledzenie komérek w czasie

Do tej pory opisywalem sposéb na wykrywanie i oznaczanie komérek na po-
jedynczym obrazie, majac do dyspozycji punkty lokalizujace komérki wprowadzone
przez uzytkownika. Oryginalny problem dotyczyl jednak stosu obrazéw przedsta-
wiajacego cykl komoérkowy bakterii w czasie. Uogdlnienie opisanego sposobu polega
na automatycznym wyznaczaniu dla kazdej komérki kilku potencjalnych punktéw ja
lokalizujacych, na podstawie tamanej opisujacej te komorke w poprzedniej klatce na-
grania naniesionej na aktualng klatke. Nastepnie wybierane sa te punkty (i stworzone
przez nie szkielety), ktére daly najlepsze efekty wzgledem pewnej funkeji oceny.

Jedli nowy szkielet komorki jest znaczaco krétszy niz tamana opisujaca ja na
poprzednim obrazie, prawdopodobnie oznacza to, ze nastapit podziat komoérki. W ta-
kim przypadku wyszukiwany jest kolejny szkielet. Tym razem kandydatéw na punkty
lokalizujace poszukuje tylko po jednej stronie tamanej. Jesli pierwszy szkielet po-
wstal na podstawie punktu lezacego blizej konica tamanej, jego blizniaczy szkielet
prawdopodobnie znajduje sie blizej jej poczatku i vice versa.

Po odnalezieniu wszystkich nowych szkieletéw zgodnie z powyzszg procedura,

nastepuje etap rozwiagzywania konfliktéw, konwersji na linie tamane i ostatecznej

korekty koncowek, tak jak to zostalo opisane (2.3.6.H2.3.8.)).

Niech C,, bedzie zbiorem tamanych opisujacych komérki na n-tym obrazie stosu.
Niech ¢, (d) bedzie funkcja ktéra liczba z przedziatu [0, 1] przyporzadkowuje punkty
lezace na lamanej o, proporcjonalnie do odlegloéci od jej poczatku (przyjmijmy,
ze linia lamana ma zdefiniowany  kierunek”, tzn. ma poczatek i koniec). Niech
Sn(p) bedzie szkieletem komorki wyznaczonym zgodnie z metoda opisana wezeéniej

(2.3.2.H2.3.5.) dla punktu lokalizujacego p i n-tej klatki nagrania. Caly proces mozna
zobrazowaé nastepujacym algorytmem:

for eachn € {0,1,...,n—1} do
Zn+1 +~ 0
for each o0 € C,, do
Y+ {Snt1(¢5(d)) | d € D}
S < argmaxgcy ¢, (S5)
Yo T U{S}
if |S| < 0.9 |o| then
2 ¢ {Sn11(s(d)) | d € D'}
S" «— argmaxgcy, ¢5(S")
Y1 — B U{S'}
end if
end for
fJnH + wynik rozwiazania konfliktéw w zbiorze 3,41
C,+1 < wynik konwersji na tamane i korekty koncéwek elementéw zbioru Sn+1

end for
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W algorytmie pojawia sie zbior D C [0, 1] ktérego elementy dobratem empirycznie
jako {0.2,0.4,0.6,0.8}. Zbiér D' C D to zbidr, ktory zalezy od wezesniejszego wyboru
najlepszego kandydata na szkielet komorki. Jesli w danej iteracji szkielet S powstat
na podstawie punktu lokalizujacego lezacego na pierwszej potowie tamanej, bedzie
to zbiér {d € D | d > 0.5} w przeciwnym wypadku bedzie to pozostala cze$é zbioru
D.

Funkcja ¢,(5) jest funkcja oceny szkieletu wzgledem krzywej o. Bazuje ona na
zalozeniu, ze komérka w nowej klatce nie powinna zbytnio oddali¢ sie od miejsca
w ktérym znajdowala sie poprzednio. Dla wszystkich potencjalnych punktéw loka-
lizujacych komoérke, wyliczana jest ich odlegtosé od nowo utworzonego szkieletu S.
Wartos¢ oceny jest odwrotnie proporcjonalna do sumy tych odleglosci.

2.5. Interakcja ze strony uzytkownika

Niestety powyzsze dzialania nie sprawdza sie dobrze w kazdym przypadku. Jest
wiele czynnikow ktére utrudniaja poprawna detekcje komoérek. Wiekszos¢ z nich
zwiazana jest ze stabg jakoscia nagran. Obrazy sg mocno zaszumione, czesto wyste-
puja na nich artefakty, czasem plytka na ktérej poruszaja si¢ komérki minimalnie sig¢
przesuwa, a innym razem mikroskop traci ostrosé na kilka klatek nagrania. Zapewne
mozna prébowaé rozwigzaé te problemy automatycznie, ale na pewno pojawia sie
nowe, nie rozwazane wczesniej przypadki. Wlasnie z tego powodu postanowitem za-
pewnié¢ uzytkownikowi mozliwo$é interaktywnego poprawiania automatycznie stwo-
rzonych oznaczen komorek, ale takze calkowicie manualne kontynuowanie detekcji,

zachowujac przy tym informacje o historii komorek.

Komorki przedstawione sg w oknie programu jako standardowe zaznaczenia pro-
gramu ImageJ i mozna je edytowa¢ za pomoca standardowego interfejsu. Ponadto
stworzytem dwa dodatkowe narzedzia dla uzytkownika. Pierwsze z nich stuzy do roz-
cinania komérek w miejscach, w ktorych sie one dziela. Mimo ze algorytm $Sledzenia
ma mechanizm odpowiedzialny za zauwazenie takich zmian, zdarza sie ze dzieje sie
to zbyt pdézno (komérki jeszcze przez pewien czas po podziale znajduja sie¢ bardzo
blisko siebie).

Drugie narzedzie stuzy do skracania koncéwek zaznaczen. Zauwazylem, ze cze-
stym problemem jest to, ze zaznaczenie wybiega poza krawedzie komorki. Najcze-
Sciej dzieje sie to ze wzgledu na wystepujace na obrazie artefakty lub punkty stale
na plytkach znajdujace sie blisko zakoficzenn komérek. Zeby przyspieszyé proces po-
prawiania takich zaznaczen mozna skorzystaé¢ z narzedzia do skracania koncéwek,
ktére dziata podobnie do ,gumki” w popularnych programach graficznych.

Chcac recznie oznaczy¢ komérki w kolejnej klatce (zamiast wyliczaé je automa-
tycznie na podstawie poprzedniej), uzytkownik moze skorzystaé z opcji duplikowania
klatki. Dzieki temu w aktualnej klatce pojawia sie wszystkie zaznaczenia z klatki po-
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przedniej, ktére nastepnie mozna recznie dopasowaé do ich nowej pozycji.



Rozdziat 3.

Opis implementacji

3.1. Kod zrédtowy

Kod zrédtowy projektu zamieszczony zostal w publicznie dostepnym repozyto-
rium w serwisie GitHub na licencji MIT. Repozytorium mozna znalezé pod adresem

https://github.com/rossinek/cell-detector-imagej-pluginl.

Program zaimplementowany jest jako wtyczka do programu ImageJ, napisana
w jezyku Java. Do automatyzacji procesu budowy wykorzystany zostal Apache Ma-
ven. Wszystkie zaleznosci zostaly uwzglednione w pliku konfiguracyjnym dla Ma-

vena, ktéry odpowiada rowniez za ich pobranie.

Plugin byl rozwijany gtéwnie na systemie macOS Catalina, ale zostal rowniez

przetestowany na systemie Windows 10.

3.2. Kompilacja i uruchomienie

Przed zbudowaniem pluginu z kodu zrédlowego nalezy upewni¢ sie, ze zainsta-
lowane sg wymagane zaleznosci. Ponizsza instrukcja zaklada, ze system wyposazony

jest w:
e Apache Maven w wersji wiekszej lub réwnej 3.3.9
e Java w wersji 8.
Aby zbudowaé projekt nalezy skorzysta¢ z komendy mvn, ktéra spowoduje po-

branie wszystkich zaleznoéci, kompilacje kodu Zrédlowego i wywolanie testéw auto-

matycznych.

Zbudowany plugin dla programu ImageJ mozna znalezé¢ w folderze target
pod nazwa Mtbt_Plugin-{wersja}.jar. Tak spakowany plugin mozna zainstalo-
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®@ Main File Edit Image Process Analyze Plugins Window

Rysunek 3.1: Menu programu ImageJ rozszerzone o wtyczki zaimplementowane na

potrzeby tej pracy.

waé w programie ImageJ (lub Fiji) wklejajac go do folderu jars w miejscu gdzie

zainstalowany jest program.

Aby uruchomié plugin w ramach wlasnej niezaleznej instancji ImageJ, po zbudo-
waniu projektu mozna uruchomié¢ gléwng metode programu komenda

mvn exec:java -Dexec.mainClass="dev.mtbt.Main".

3.3. Obstuga pluginu

Po zainstalowaniu pluginu w programie ImageJ pojawi sie nowe menu Mycobacterium
(rysunek w ktérym znajduja sie narzedzia zaimplementowane na potrzeby tej
pracy. Poza gléwnym pluginem (Cell detector) znajduja sie tam jeszcze dodat-
kowe wtyczki shuzace do importu oraz eksportu komorek, a takze narzedzia pomocne

w rozwoju programu. Gléwny plugin podzielony jest na trzy kroki:

1. Lokalizacja i wstepna detekcja komérek
2. Sledzenie komoérek w czasie

3. Analiza danych

Przed uruchomieniem pluginu nalezy otworzy¢ nagranie ktére chcemy analizo-
wac. Po jego uruchomieniu zobaczymy okno pluginu przedstawiajace pierwszy krok.
Interfejs pluginu na kazdym etapie sktada si¢ z kilku stalych i kilku zmiennych
(w zalezno$ci od aktualnego kroku) czesci sktadowych. Po prawej stronie znajduje
sie zawarto$¢ standardowego okna wielokanalowego stosu obrazéw ImageJ. Dwa su-
waki w dolnej czesci shuza do wyboru kanatu oraz klatki nagrania. Wybdr kanatu ma
wplyw na to, na ktérym z nich odbywa si¢ detekcja. Pierwszym wyborem powinien
by¢ kanal przedstawiajacy komorki oswietlone $wiattem widzialnym. Obok suwaka
do wyboru klatki znajduje sie przycisk start/stop stuzacy do odtwarzania nagra-
nia. W gornej czedci panelu znajdujacego sie po lewej stronie znajduja sie¢ kontrolki
specyficzne dla danego kroku pluginu. W jego dolnej czesci znajduja sie narzedzia
przydatne na kazdym etapie dzialania pluginu, a takze przyciski do zmiany kroku.
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Rysunek 3.2: Pierwszy krok pluginu stuzacy do wstepnej detekcji komorek.

3.3.1. Lokalizacja i wstepna detekcja komoérek

Pierwszy etap polega na zaznaczeniu przez uzytkownika punktow lokalizuja-
cych komoérki, a nastepnie uruchomieniu wstepnej detekcji (rysunek [3.2). W tym
celu nalezy wcisnaé przycisk Select cells, zaznaczy¢ kazda komoérke widoczna
na pierwszej klatce nagrania klikajac w nig kursorem, a nastepnie wcisnaé przycisk
Run detection. W celu poprawienia wstepnej selekcji mozna skorzystacé z przycisku
Reset, ktéry usuwa caly uzyskany do tej pory efekt.

W dodatkowym panelu advanced settings ukryte zostaly dodatkowe parame-
try sterujace procesem detekcji komorek , takie jak sita rozmycia gaussowskiego
czy warto$¢ progowa uzyte na etapie wstepnego przetwarzania obrazu. Mozna tam
rowniez wlaczyé¢ podglad mapy indeksow ksztaltu, a takze szkieletu na podstawie
ktorych przebiega proces detekcji.

3.3.2. Sledzenie komérek w czasie

Kolejnym krokiem jest Sledzenie komérek w czasie (rysunek . Uzytkownik
na tym etapie moze zdecydowaé w jaki sposdb chce dalej pracowaé. Moze skorzy-
staé z opcji automatycznego wyliczenia jednej badz kilku kolejnych klatek (przycisk
calculate next) lub zduplikowaé aktualnie zaznaczone komoérki do kolejnej klatki,
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Rysunek 3.3: Drugi krok pluginu stuzacy do wstepnej sledzenia komérek w czasie.

a nastepnie skorzystaé z dostepnych narzedzi i manualnie je dostosowaé (duplicate).
Cofajac sie w historii do poprzednich klatek mozna poprawiaé zaznaczenia. Mozna
tez powtdrnie wyliczyé¢ zaznaczenia na danym obrazie, jednak nalezy wtedy pamie-
taé, ze zaznaczenia w kolejnych klatkach zostang usuniete.

3.3.3. Analiza danych

Ostatni krok umozliwia analize danych wyliczonych na podstawie zaznaczonych
komérek (rysunek . W celu zapewnienia poprawnosci danych nalezy najpierw
wskaza¢ numer kanalu z fluorescencja. Kolejnym krokiem jest wybdr komorki do
analizy. Umieszczona nizej sekcja przyciskow pozwala na wyswietlenie kilku rodza-

jow wykreséw (rysunek [3.5)):
e wykresu przedstawiajacego zmiane dtugosci komérki w czasie

e stosu profili intensywnoéci pod tamana opisujaca komérke na kanale z fluore-
scencja (dla kazdej klatki w cyklu komérkowym dla analizowanej komérki)

e Sredniego profilu intensywnosci pod tamana opisujaca komérke na kanale z flu-
orescencja (przed usrednieniem o$§ X kazdego profilu jest normalizowana do
przedziatu [0, 1])

e umiejscowienia ,skupisk” na kanale z fluorescencja w czasie.
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Rysunek 3.4: Trzeci krok pluginu stuzacy do analizy zaznaczonych komorek.

W celu analizy profili i dtugoéci komérek poza programem mozna, za pomoca
kolejnych przyciskéw, wyeksportowaé dane pojedynczej lub wszystkich komoérek do
formatu CSV (ang. comma-separated values).

3.3.4. Manualna modyfikacja komoérek

W celu manualnej modyfikacji komorki nalezy wybraé ja w oknie ROI Manager
(rysunek , ktore otwierane jest automatycznie podczas pracy z komoérkami. Ko-
morka na obrazie bedzie wyswietlona w postaci standardowego zaznaczenia wyko-
nanego narzedziem do zaznaczania linii lamanej (ang. Segmented Line Selection
Tool)[19]. Przesuwanie, usuwanie lub dodawanie wierzchotkéw takiego zaznaczenia
zapisywane jest takze dla komérki. Komérki usuniete z listy okna ROI Manager zo-
stang usuniete rowniez z kolekcji wraz z zaznaczeniami w kolejnych klatkach, jak
i komoérkami pochodnymi. Kolekcja zaznaczen dla poprzednich klatek pozostanie

bez zmian.

Ponadto okno pluginu wyposazone jest w dwa dodatkowe narzedzia majace
ulatwi¢ manualng edycje komorek. Narzedzia mozna wlaczy¢ za pomoca przyciskow
widocznych w lewym dolnym rogu okna pluginu.

Tryb rozcinania komoérek mozna aktywowaé za pomoca przycisku z ikona w ksztal-
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Rysunek 3.5: Rozne rodzaje wykreséw.

® ® ® ROI Manager
A-2-1 Add [t]

A-2-3 Update
Delete
Rename...
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Deselect
Properties...
Flatten [F]
More »
2 Show All
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Rysunek 3.6: Okno ROI Manager pozwalajace na wybor komoérki.
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cie nozyczek (). Stuzy on do recznego oznaczania punktéw podziatu komérek. Po
jego uruchomieniu uzytkownik moze ,przecia¢” komorke rysujac symboliczng linie
na obrazie. Przecieta komoérka zostanie podzielona na dwie komorki, ktére zostang
dodane do kolekgji jako kolejne pokolenia (,dzieci”) komérki sprzed podziatu (jesli
przecinana komérka wystepuje w poprzedniej klatce). Ze wzgledu na specyfike cyklu
komoérkowego, nie jest mozliwe doprowadzenie do stanu w ktérym jedna komorka
dzieli si¢ na wiecej niz dwie czedci. Nalezy pamietaé, ze rozciecie komorki, ktéra
zostala oznaczona w pézniejszych klatkach, wigze sie z utraty jej zaznaczen w tych
klatkach oraz usunieciem kolejnych pokolenr pochodzacych od tej komoérki.

Drugim dodatkowym narzedziem jest tryb skracania koncowek, uruchamiany
za pomoca przycisku z ikona w ksztalcie gumki do mazania (&). Dziala on podob-
nie do narzedzia ,,gumki” obecnego w popularnych programach graficznych. Za jego
pomocg nie mozna podzieli¢ komoérki, ale mozna ja skroécié lub catkowicie usunaé.
Jesli komérka zostanie ,wymazana” w catosci to, analogicznie jak przy usuwaniu
komorki z poziomu okna ROI Manager, usunigte zostana rowniez zaznaczenia w ko-

lejnych klatkach oraz kolejne pokolenia pochodzace od tej komorki.

3.3.5. Nazewnictwo komoérek oraz ich orientacja

Aby ulatwi¢ identyfikacje komorek, przyjatem stata konwencje ich nazewnic-
twa. Nazwa sklada sie z trzech czltonéw: identyfikatora komoérki zrédtowej, indeksu
pokolenia oraz indeksu w ramach pokolenia. Komérkom Zré6dlowym (nie majacym
rodzica) zostaje przydzielony unikalny identyfikator w postaci wielkiej litery alfa-
betu. Indeks pokolenia jak i indeks w ramach pokolenia wynikaja z natury kolekcji
komorek. Kazda komoérka dzieli sie w pewnym momencie na dwie nowe komorki
(dzieci) nowego pokolenia. ,Drzewo genealogiczne” komorek bedzie w takim przy-
padku drzewem binarnym, a indeksy pokolenia i w ramach pokolenia beda odpo-
wiednio odlegloscig od korzenia i liczba porzadkowsa w ramach tego samego indeksu
pokolenia. Przykladowe drzewo pokrewienstwa opisane nazwami komoérek przedsta-

wia rysunek [3:7]

Rysunek 3.7: Drzewo genealogiczne opisane zgodnie z konwencjg nazewnictwa.

Dzieki tak skonstruowanej konwencji nazewnictwa mozna tatwo zidentyfikowaé
pochodzenie komérki, a takze stopien pokrewienstwa z innymi komoérkami.
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Rysunek 3.8: Komoérki wraz ze znacznikami identyfikujacymi koncowki.

W celu zapewnienia sp6jnosci analizowanych na koncu danych, ustalitem réw-
niez stala orientacje komoérek. Aby méc rozréznié koncéwki komorek, wystarczy
zaznaczy¢ opcje show endpoints w dolnej czesci okna pluginu. Kolorem czerwo-
nym oznaczone zostana koncowki powstale w wyniku podziatu komoérki, a zielonym
te ktore byly wczesniej koncéwkami komérki rodzica (rysunek . W przypadku

komoérki zrédtowej koncéwki oznaczone sa losowo.

3.3.6. Importowanie i eksportowanie komérek

Manualne oznaczanie i poprawianie komérek moze by¢ czasochtonne i nie za-
wsze mozna zakonczy¢ prace w ciggu jednej sesji. Aby nie utracié¢ efektéw swo-
jej pracy, uzytkownik moze wyeksportowaé oznaczone komérki za pomoca menu
Mycobacterium > Export cells. Stworzony w ten sposéb plik XML jest wynikiem
serializacji kolekcji komérek. Podczas kolejnej sesji, po otwarciu tego samego nagra-
nia, zapisane komorki mozna wezytaé korzystajac z menu Mycobacterium > Import

cells.

3.4. Dokumentacja techniczna

3.4.1. Struktura projektu

Gléwna struktura plikéw projektu podzielona jest zgodnie z konwencja zapro-
ponowana przez zespol Apache Maven[20]. Gléwne foldery to:

e src/main/java — kod zrédtowy aplikacji
e src/main/resources — zasoby aplikacji np. obrazki

e src/test/java — kod zrédlowy testow automatycznych.

Kod zrédtowy aplikacji podzielony jest na kilka folderéw, ze wzgledu na aspekt
ktorego dotyczy:



3.4. DOKUMENTACJA TECHNICZNA 31

e cells — kod zawierajacy logike dotyczaca domeny pracy, m.in. kod pluginu,
interfejsy poszczegolnych krokdéw, gtoéwne algorytmy itp.; wewnatrz wydzielono
dodatkowo foldery:

o serialization — kod dotyczacy importu i eksportu komoérek

o skeleton — implementacja krokow detekcji i $ledzenia komorek opisana

w tej pracy (oparta na szkieletyzacji)

o measurements — implementacja etapu analizy danych
e graph — implementacja grafu
e gui — implementacje generycznych okien i komponentéw interfejsu
e imagej — klasy ulatwiajace prace i komunikacje z programem—hostem ImagelJ
e util — inne pomocnicze klasy

e vendor — publicznie dostepne wtyczki do programu ImageJ lub opakowania
ulatwiajace korzystanie z zaleznoéci zadeklarowanych w pom.xml.

Konwencja nazewnictwa

Nazwy interfejséw rozpoczynaja sie od wielkiej litery ,,I” np. ICellsPluginStep,
natomiast nazwy klas abstrakcyjnych zaczynaja sie od prefiksu ,Abstract” np.
AbstractCellCollection.

3.4.2. Glbéwne struktury danych
AbstractCellCollection

Ta abstrakcyjna klasa stuzy do opisywania drzewiastej struktury komorek. Dzie-
dzicza po niej dwie klasy: CellCollection oraz Cell. Ta pierwsza stuzy do prze-
chowywania kolekcji komoérek reprezentowanych przez klase Cell. Druga natomiast
oprbcz reprezentowania komaérki, moze zawieraé takze referencje do dwéch komorek

potomnych, tworzac w ten sposéb binarne ,drzewo genealogiczne” komorki.

Klasa deklaruje m.in. metody dodawania i usuwania komérek z kolekcji, ale
takze metody do wydobywania wszystkich komérek ,zyjacych” w danej klatce na-

grania.

Klasy dziedziczace po AbstractCellCollection musza by¢ serializowalne. Wila-
snosé ta jest wykorzystywana podczas importowania i eksportowania komérek do
pliku XML.
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Cell

Jest to klasa opisujaca komorke i caly jej cykl zycia — od pojawienia sig¢, do
momentu podziatu na dwie nowe komorki (moze zawieraé¢ takze referencje do tych
komorek potomnych). Obiekt tej klasy zawiera informacje o kazdej klatce w ktorej
wystepuje komérka w postaci referencji do instancji AbstractCellFrame. Pozwala
tez okredli¢ i odczytaé poszczegblne czesci nazwy komoérki takie jak identyfikator
komorki Zrodlowej, indeks pokolenia czy indeks w ramach pokolenia .

Poza wyzej wymienionymi oraz dziedziczonymi po klasie AbstractCellCollection
funkcjonalno$ciami, obiekt tej klasy zawiera rowniez metody potrzebne do uzyskania

reprezentacji komorki w postaci standardowego zaznaczenia w programie ImagelJ.

AbstractCellFrame

Klasa ta deklaruje metody stuzace do uzyskania zaznaczenia pojedynczej ko-
morki w konkretnej klatce nagrania, a takze do modyfikacji tego zaznaczenia.

Na potrzeby tej pracy powstala jej implementacja PolylineCellFrame, ktéra

reprezentuje zaznaczenie komérki w postaci linii tamane;j.

Graph, Edge, Vertex, Point

Klasy te sktadaja sie na implementacje grafu, ktéry zawiera dodatkowe infor-

magcje o punktach reprezentowanych przez krawedzie i wierzchoiki.

3.4.3. Architektura umozliwiajgca dalszy rozwdj

G1éwna klasa projektu jest CellsPlugin, ktora instancjonowana jest przez pro-
gram ImageJ po otwarciu wtyczki z poziomu menu Mycobacterium > Cell Detector.
Podczas uruchomienia tworzona jest kopia aktualnie otwartego stosu obrazéw, ktéra
wyswietlona zostaje w specjalnym oknie pluginu (jego opis znajduje si¢ w rozdziale
, a takze utworzona zostaje pusta kolekcja komorek.

Podczas inicjalizacji uruchomiony zostaje réwniez nastuch na réznego rodzaju
zdarzenia programu-hosta ImageJ m.in. na:
e zmiany podgladu obrazu — umozliwia to wy$wietlenie odpowiednich komorek

dla aktualnie ogladanej klatki

e zmiany zaznaczen na obrazie — dzieki temu zmiany moga by¢ zapisywane dla

komorek opisywanych przez zmodyfikowane zaznaczenia

e zmiane aktywnego narzedzia — moze mie¢ wplyw na zachowanie wybranego
narzedzia specjalnego (3.3.4.)
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e zmiany na lidcie okna Roi Manager — umozliwia to usuwanie komorek z po-

ziomu tego okna.

Kazdy z trzech etapéw pluginu (wstepna detekcja, $ledzenie komoérek i analiza
danych) jest obiektem klasy implementujacej interfejs ICellsPluginStep. Interfejs
ten deklaruje zaledwie trzy publiczne metody:

e JComponent init(ImagePlus imp, CellCollection cells)

Metoda ta wywolywana jest podczas inicjalizacji danego kroku np. przy star-
cie pluginu (dla kroku wstepnej detekcji) lub przy wecidnieciu przycisku next
(dla kolejnego kroku). Argumentami sg obraz Zrédlowy (nagranie) oraz refe-
rencje do kolekcji komorek. Metoda odpowiedzialna jest réwniez za stworzenie
i zwrocenie komponentu interfejsu danego kroku, ktéry zostanie automatycznie

umieszczony w odpowiednim miejscu okna wtyczki.

e void imageUpdated()

Ta metoda stuzy do nastuchiwania na zmiany obrazu i wy$wietlanych komorek.
Uruchamiana jest przez plugin dla aktywnego kroku po kazdej aktualizacji
podgladu obrazu i komérek na nim wys$wietlonych.

e void cleanup()

Metoda ta wywolywana jest podczas zmiany aktualnego kroku lub przy za-
mknieciu pluginu.

Instancja klasy implementujacej interfejs ICellsPluginStep tworzona jest za
pomocg metody Class.newInstance. Do jej stworzenia uzyty zostanie konstruktor

niewymagajacy podania argumentow.

Dzigki tak zaprojektowanemu systemowi kazdy z etapéw programu jest nieza-
lezny i moze zosta¢ z tatwoscia wymieniony na inng implementacje tego interfejsu.
Klasy ktore maja zostaé uzyte sa zadeklarowane jako statyczne stale
CellsPlugin.StepDetectorClass, CellsPlugin.StepLifeTrackerClass oraz

CellsPlugin.StepMeasurementsClass.

W aktualnej wersji pluginu implementacjami poszczegélnych krokow sa klasy
SkeletonCellDetector, SkeletonCellLifeTracker oraz StepMeasurements.
Przyktadowo chcac uzy¢ klasy ExampleLifeTracker jako innej implementacji kroku
Sledzenia komorek, nalezy upewnié sie ze implementuje ona interfejs opisany powy-
zej, a nastepnie zmieni¢ wartos¢ stalej CellsPlugin.StepLifeTrackerClass na
ExampleLifeTracker.class.

Kod pluginu zawiera wszystkie gtéwne struktury danych (lub ich abstrakcyjne
wersje) i dzigki temu jest zupelnie niezalezny od implementacji poszczegélnych kro-
kéw — komunikuje sie z nimi jedynie za pomoca opisanych wyzej interfejséw. Funkcjo-
nalnosci niezalezne od implementacji poszczegdlnych etapdw takie jak wyswietlanie,
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usuwanie i reczna modyfikacja komorek, a takze ich eksportowanie i importowanie,
bazuja wylacznie na metodach deklarowanych przez odpowiednie interfejsy lub klasy

abstrakcyjne.

Przyktadowa implementacja pojedynczego etapu pluginu

Ponizszy fragment kodu przedstawia przykladowsa implementacje kroku $ledze-
nia komorek. Jest to uproszczona implementacja wyswietlajaca jedynie przycisk
duplicate, ktory umozliwia skopiowanie aktualnych zaznaczen do kolejnej klatki.

public class ExamplelLifeTracker implements ICellsPluginStep {
ImagePlus imp;
CellCollection cellCollection;

@Override

public JComponent init(ImagePlus imp, CellCollection cellCollection) {
this.imp = imp;
this.cellCollection = cellCollection;

JPanel component = new JPanel();
component .setLayout (new BoxLayout (component, BoxLayout.Y_AXIS));
component .add (new RunnableButton("duplicate", this::onDuplicateClick));

return component;

@Override
public void imageUpdated () {

@Override
public void cleanup () {

void onDuplicateClick () {
int currentFrameIndex = imp.getT();

List<Cell> cells = cellCollection.getCells(currentFrameIndex);

int nextFramelIndex = currentFrameIndex + 1;

if (cells.size() < 1 || nextFrameIndex > imp.getNFrames()) {
return;

}

cells.forEach(cell -> cell.clearFuture(nextFrameIndex));
cells.forEach(cell -> {

AbstractCellFrame duplicate = cell.getFrame(currentFrameIndex).clone();

cell.setFrame (nextFrameIndex, duplicate);

b
imp.setT(nextFramelIndex);

imp.updateAndDraw () ;
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Podczas inicjalizacji zapisywane sa referencje do obrazu wejSciowego imp oraz
do kolekcji komoérek cellCollection, a nastepnie tworzony jest komponent zawie-
rajacy jeden przycisk. Wcidniecie przycisku duplicate powoduje wywolanie metody
onDuplicateClick, ktéra duplikuje zaznaczenia widoczne w aktualnej klatce do ko-
lejnej klatki. Jesli w aktualnej klatce nie ma zadnych zaznaczen lub jest to ostatnia
klatka nagrania, metoda nie powoduje zadnego efektu. Zwrécony przez metode init

komponent zostanie automatycznie umieszczony w oknie pluginu.

Zalbézmy ze chcemy jeszcze dodatkowo zmienié¢ podglad obrazu, tak aby zamiast
oryginalnego obrazu uzytkownik widzial mape indekséw ksztaltu. Mozna to zrobié
naktadajac dodatkows warstwe Overlay na podglad obrazu.

public class ExamplelLifeTracker implements ICellsPluginStep {

@0verride

public void imageUpdated () {
ImagePlus frame = HyperstackHelper.extractFrame (imp);
ImagePlus shapeIndexMap = ShapeIndexMap.getShapeIndexMap (frame, 4.0);
ImageRoi roi = new ImageRoi(0, 0, shapeIndexMap.getProcessor());
Overlay overlay = new Overlay();
overlay.add(roi);
imp.setOverlay (overlay);

}

@Override

public void cleanup () {
imp.setOverlay(null);

}

Metoda imageUpdated zostanie wywotana przy kazdej aktualizacji oryginalnego
obrazu np. gdy zmieni sie wy$wietlana klatka lub kanal. Po przejsciu do kolejnego
etapu pluginu zostanie wywotana metoda cleanup, ktéra w powyzszej wersji usunie

dodatkowa warstwe przywracajac tym samym podglad do oryginalnej wersji.

Analogicznego mechanizmu uzywaja aktualne implementacje kroku detekcji oraz
sledzenia komérek do wyswietlenia podgladu mapy indekséw ksztattu lub szkieletu

(advanced settings).

3.4.4. Wykorzystywane API ImagelJ

ImagelJ jest czedcia wiekszego ekosystemu SciJava. Projekty tworzone w ramach
tego ekosystemu sg wytwarzane jako otwarte oprogramowanie z publicznie dostep-
nym kodem. ImagelJ jest nie tylko programem, ale rozszerzalna platforma zbudowana
na architekturze opartej o mechanizm pluginéw. Stanowi to jeden z najwiekszych

atutéw tej platformy[21].
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Plugin zostal napisany przy wykorzystaniu nowszego API ImageJ2, jednak ko-
rzysta réwniez z warstwy zapewniajacej kompatybilnos¢ z ImageJ 1.x. Spowodowane
jest to gltownie brakiem dobrej dokumentacji istotnych funkcjonalnosci dla nowszej
wersji API, dostepnej w trakcie implementacji projektu.

W moim programie zdecydowalem sie uzy¢ natywnych dla ImageJ narzedzi do
tworzenia zaznaczen (ROIs, ang. regions of interest), w celu wy$wietlania i modyfi-
kacji komorek. Dzigki temu nie musiatlem tworzy¢ od nowa mechanizméw stuzacych
do wyswietlania wielu linii tamanych na obrazie, a takze do ich modyfikacji. Row-
niez narzedzia do przecinania i skracania koncowek sa tak naprawde nakladka na

standardowe narzedzia do zaznaczania linii i zaznaczania za pomoca pedzla.

3.4.5. Brakujace lub niesp6jne API ImagelJ

W tak duzym otwartym oprogramowaniu tworzonym przez duza spoltecznosé
nie sposéb uniknaé¢ niespdjnosci czy obstuzyé wszystkie warunki brzegowe. Imple-
mentujac niektére funkcjonalnosci zdecydowalem sie uzyé standardowych narzedzi
ImageJ, w celu nieco innym niz ich oryginalne przeznaczenie. Ze wzgledu na to,
potrzebowatem niskopoziomowego dostepu do réznych mechanizméw za tym stoja-
cych, aby wstrzyknaé¢ tam wtasng warstwe posredniczaca. Twoércy ImageJ, majac na
uwadze potrzebe rozszerzalnosci, wyposazyli te platforme w szereg narzedzi maja-
cych w tym pomdc. Mimo wszystko kilka elementéw systemu okazato sie dziataé nie
do konca zgodnie z intuicja i wymagalo niezbyt eleganckiego rozszerzenia.

Nastuchiwanie na zdarzenia modyfikacji ROI

Chcac rejestrowaé wydarzenia na temat modyfikacji wyswietlanych aktualnie
zaznaczen, nalezy zaimplementowaé interfejs RoiListener, a nastepnie te imple-
mentacje zarejestrowaé przekazujac ja do statycznej metody Roi.addRoilListener.
Stuchacz bedzie otrzymywaé zgloszenia na temat réznych wydarzen zwigzanych z za-
znaczeniami m.in. na temat ich utworzenia, przesuniecia, modyfikacji, rozszerzenia,
ukonczenia czy usunigcia. W moim programie nastuchiwanie na te wydarzenia od-
grywa kluczowg role. Zdiagnozowalem kilka miejsc, w ktérych moim zdaniem system
notyfikacji dziala niezgodnie z intuicja:

e Tworzenie zaznaczenia w ksztalcie linii polega na oznaczeniu kursorem my-
szy punktu poczatkowego, wcisnieciu gtownego klawisza myszy, przeciagnieciu
kursora do miejsca docelowego, a nastepnie zwolnieniu klawisza myszy. Kon-
struujac zaznaczenie w ksztalcie linii, stuchacz dostaje informacje na temat
wydarzenia zwigzanego z modyfikacja, natomiast po zwolnieniu przycisku my-
szy nie jest zglaszane zadne wydarzenie. Intuicja podpowiada mi, ze powinno
zostaé zgloszone wydarzenie zwigzane z ukonczeniem konstrukcji zaznaczenia.
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e Analogiczny problem wystepuje w przypadku zaznaczania za pomoca pedzla.
Tutaj proces zaznaczania podobny jest do ,malowania” narzedziem pedzla
w popularnych programach graficznych. Réwniez w tym przypadku po zwol-

nieniu przycisku myszy nie jest zglaszane zadne wydarzenie.

e Zaznaczenie w postaci lini tamanej moze by¢ modyfikowane na rézne sposoby.
Mozna przeciagaé calg linie tamana lub modyfikowaé jej wierzchotki poprzez
ich przeciaganie, usuwanie lub dodawanie. W przypadku przesunieé¢ calego
zaznaczenia jak i w przypadku zmiany pozycji poszczegdlnych wierzchotkéw
zglaszane sa poprawne wydarzenia (odpowiednio o przesunieciu i modyfikacji).
Jednak w przypadku usuwania i dodawania wierzchotkéw zadne wydarzenie nie
jest zglaszane.

W celu rozwiazania pierwszych dwédch probleméw postanowitem stworzy¢ wila-
sng warstwe aplikacji (RoiObserver) odpowiedzialna za obserwowanie zmian zazna-
czen. Nastuchuje ona na zmiany zaznaczen poprzez interfejs RoiListener, ale takze
nastuchuje na zdarzenia zwiazane z interakcja miedzy kursorem myszy, a otwartymi
oknami obrazéw. Podczas konstrukcji problematycznych zaznaczen zapisywane sa
ich referencje, aby nastepnie po otrzymaniu informacji o zwolnieniu przycisku my-

szy wyemitowaé brakujace wydarzenie.

Trzeci problem zostal rozwiazany poprzez utworzenie i korzystanie z nowej klasy
rozszerzajacej zaznaczenie w ksztalcie lini tamanej. Nadpisuje ona tylko jedng me-
tode PolygonRoi.mouseDownInHandle, ktéra uzywana jest do tworzenia i usuwania
dodatkowych wierzchotkéw — odbywa sie to przez kliknigcie kursorem myszy w wierz-
cholek, majac przy tym wcidniety klawisz alt lub control. Nowa wersja metody
wywoluje oryginalna, zachowujac przy tym pierwotny sposéb dziatania, a nastepnie
zglasza wydarzenie zwigzane z modyfikacja.

Usuwanie ROI z poziomu okna ROI Manager

Najbardziej naturalnym sposobem na usuniecie komérki (np. w przypadku gdy
zostala niepoprawnie podzielona), wydaje sie zaznaczenie jej na liScie okna ROI
Manager i wcidniecie przycisku Delete na klawiaturze lub z poziomu interfejsu. Bez
specjalnej obstugi takiego zachowania, zaznaczenie komorki znikneloby, mimo ze
komoérka wcigz pozostawalaby w kolekcji i po od$wiezeniu podgladu znéw pojawi-
taby sie na ekranie. Takie zachowanie byloby nieintuicyjne z perspektywy uzytkow-
nika. Postanowilem wiec stworzy¢ odpowiednia obstuge takiej sytuacji. Okazato sie
jednak, ze nie istnieje zadne narzedzie pozwalajace otrzymywaé powiadomienia na

temat usunietego z poziomu tego okna zaznaczenia.

Problem ten rozwiazalem poprzez odnalezienie referencji do jednego z kompo-
nentéw okna ROI Manager, stuzacego do wys$wietlania listy komorek. Pozwala on
na nastuchiwanie na zmiane zawartosci, w szczegdlnosci usuniecie jednego lub wielu



38 ROZDZIAL 3. OPIS IMPLEMENTACJI

elementéw. Po otrzymaniu takiego powiadomienia, stan listy porownywany jest z ko-
lekcja komorek, ktére powinny aktualnie by¢ wyswietlane — te ktérych brakuje na
liScie usuwane sg réwniez z kolekcji. Rozwiagzanie to nie jest wyjatkowo stabilne,
poniewaz dokonuje konwersji typéw bazujac na strukturze komponentéw z jakich
sklada si¢ okno ROI Manager. Wymaga rowniez kazdorazowej ingerencji w to okno

podczas jego uruchamiania.



Rozdziat 4.

Z.akonczenie

4.1. Podsumowanie

Efektem niniejszej pracy jest narzedzie, majace usprawnié¢ proces pozyskiwania
danych na temat cyklu komérkowego bakterii z gatunku Mycobacterium smegma-
tis. Narzedzie to zostalo stworzone jako plugin dla programu ImageJ, powszechnie
uzywanego przez biologéw, a szczegollnie przez mikrobiologdéw. Wtyczka pozwala na
oznaczanie komorek na kolejnych klatkach nagrania przedstawiajacego cykl komor-
kowy M. smegmatis, tworzac w ten sposob strukture danych ktora w pdzniejszych
etapach stuzy do dokladnej analizy obrazéw. Oznaczanie komérek moze odbywaé
sie w spos6b w pelni automatyczny, moze byé¢ wspierane przez uzytkownika poprzez
wprowadzanie poprawek lub moze odbywaé sie w pelni manualnie. Narzedzie zapew-
nia mozliwo$¢ zapisu i odczytu zaznaczen z pliku. Wtyczka wyposazona jest dodat-
kowo w narzedzia pomagajace w analizie cyklu komoérkowego poprzez dokonywanie
pomiaréw, a takze tworzenie profili intensywnoéci pod oznaczeniami komoérek. Dane
mozna wyswietli¢ w formie wykresow lub wyeksportowaé¢ w surowej formie w celu

analizy poza programem ImageJ (np. w RStudio).

W pelni automatyczne oznaczanie i Sledzenie komérek nie zawsze jest moz-
liwe. Efekty tego podejécia sg zadowalajace tylko w przypadku dobrych jako$ciowo
nagran. Mimo to, nawet w trybie w pelni manualnym narzedzie moze usprawnié
prace naukowcéw. Plugin pozwala na usprawnienie podstawowych analiz danych
mikroskopowych obejmujacych m.in. pomiary dlugosci komérek badanego szczepu
bakteryjnego. Tworzona w pierwszych krokach struktura zawiera informacje o roz-
woju calej populacji komérek. Moze zostaé¢ zapisana i wezytywana z pliku, dzieki
czemu uzytkownik moze podzieli¢ swoja prace w czasie, wykorzystywaé wielokrot-
nie raz utworzone zaznaczenia, a takze przesyla¢ je do innych uzytkownikéow ana-
lizujacych to samo nagranie. Sam proces manualnego tworzenia zaznaczen réwniez
zostal usprawniony poprzez mozliwos¢ skopiowania zaznaczen z poprzedniej klatki
oraz stworzenie specjalnych narzedzi do wykonywania najczeéciej powtarzajacych
sie czynnosci.
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4.2. Ograniczenia zastosowanych metod

Przyjeta metoda automatycznego oznaczania i $ledzenia komoérek nie jest wolna
od ograniczen. Zaklada ona, ze na obrazie binarnym, tworzonym na etapie szkiele-
tyzacji, komérki (lub grupy komoérek) sa oddzielone od otoczenia. Zatozenie to jest
prawie zawsze spelnione w miejscach, w ktoérych w okolicy grup komérek nie sg wi-
doczne zadne artefakty lub stale elementy plytek po ktérych poruszaja sie komorki.
Im lepsza byta jako$é¢ nagrania (mniej szumdw, mniej artefaktéw, ostrzejsze krawe-
dzie), tym lepiej radzil sobie algorytm automatycznego $ledzenia komérek. Warto

wiec w miare mozliwosci zadbaé¢ o wysoka jako$¢ nagrania.

Przecietne obrazy spod mikroskopu przedstawiajace analizowane eksperymenty,
zawieraly wiele artefaktéw. Wady obrazéw naktadajace sie z komérkami czesto po-
woduja bledne ich oznaczanie lub przedtuzanie ich koncéowek. Zdarzalo sie réwniez,
ze nagranie tracito ostro$é¢ w niektérych momentach lub pole widzenia przesuwato sie
nieznacznie w trakcie nagrania. W pierwszym przypadku powodowalo to catkowicie
bledne oznaczenie komérek. W drugim przypadku, odpowiednio duze przesuniecie
rowniez uniemozliwia poprawne odnalezienie lokalizacji komoérek na podstawie ozna-

czenia z poprzedniej klatki.

Jesli krawedzie pomiedzy komoérkami nie sa wystarczajaco ostre na nagraniu,
to w przypadku gdy pojawia sie wieksza ilos¢ komoérek na raz, przestaja one byé od-
dzielone od siebie na obrazie binarnym. W efekcie szkielet catego obrazu nie zawiera
szkieletéw poszczegdlnych komérek, co w przyjetej metodzie uniemozliwia oznacze-
nie tych komorek.

4.3. Dalszy rozwdj

Wymienione w poprzednim rozdziale problemy zastosowanej metody automa-
tycznego Sledzenia komoérek mozna sprobowaé rozwiazaé korzystajac ze znanych al-
gorytmow z dziedziny przetwarzania obrazow. Aby zniwelowaé¢ wplyw artefaktow na
efekt koncowy, mozna by spréobowaé zastosowaé metody automatycznego ich usu-
wania na etapie wstepnego przetwarzania[22]. Rozwiazaniem problemu zwiazanego
z przesuwajacym sie w trakcie nagrania polem widzenia, mogtoby by¢ wyliczenie
przesuniecia (translacji) poszczegélnych klatek wzgledem dowolnej klatki referen-
cyjnej, na podstawie stalych elementéw tta. Takie dane moglyby nastepnie zostaé
wykorzystane przy prébach okreslenia poprawnej lokalizacji komoérek na podstawie
poprzedniej klatki.

Tak jak wspomnialem w rozdziale 2.3.2] w niniejszej pracy nie zajmowalem si¢
problemem okreslenia liczby i lokalizacji poszczegdlnych komérek bez wczesniejszego
udzialu uzytkownika. Nawet w trybie automatycznym uzytkownik zobowiazany jest
do zaznaczenia wszystkich komoérek obecnych na pierwszej klatce nagrania. Nie jest
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to duzy wymog, poniewaz komoérek tych jest wtedy zazwyczaj niewiele. Zaimplemen-
towanie automatycznej detekcji komorek dla obrazéw z niewielka ich iloScia mogloby

by¢ jednak usprawnieniem aktualnego programu.

Podczas implementacji pluginu staratem sie podejmowaé decyzje, ktére pozwo-
lityby w tatwy sposéb rozwijaé dalej ten projekt. W rozdziale opisalem w jaki
sposob mozna w prosty sposéb ,wymieni¢” dowolny etap pluginu, tj. lokalizacje
i wstepna detekcje komérek, automatyczne $ledzenie komérek, dokonywanie pomia-
row i wizualizacji na podstawie zaznaczen. Dzieki zastosowanemu podejsciu, kod
pluginu moze zosta¢ wykorzystany jako baza dla kolejnych préb znalezienia zupel-

nie nowej metody automatycznego oznaczania i Sledzenia komorek.
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