Od przybytku glowa nie boli? Przechowywanie i dystrybucja obrazu cyfrowego

STRESZCZENIE

zisiejsze nauki przyrodnicze staly sie calkowicie ilosciowe. Mikroskopia nie tworzy juz

wiec obrazéw do ogladania, a zbiory danych, na ktérych mozna dokonywa¢ pomiarow.
Obrazy te musza by¢ przechowywane jako integralna czes¢ danych eksperymentalnych, a
ich zapis i przechowywanie nie moze prowadzié¢ do zmiany wynikéw doswiadczen, ktérych
sa elementem. W biezacym artykule opisujemy z jakimi danymi tak na prawde mamy przy
tym do czynienia, jak mozna je zapisywag, a jak sie tego robi¢ nie powinno.

WPROWADZENIE

W swojej dlugiej, siegajacej XVII wieku i prac van Leeuwenhoeka, historii, mikro-
skopia byla jakosciowym narzedziem do tworzenia obrazéw drobnych obiektéw.
Dopiero w drugiej polowie XX wieku, zwlaszcza po pojawieniu sie technik wideo,
a nastepnie cyfrowej rejestracji obrazu, stala si¢ ona elementem analizy ilosciowej,
jednym z pelnoprawnych Zrédel pomiaru na jakich opiera si¢ nowoczesna nauka
doswiadczalna. Warto zastanowic sie w tym kontekscie co rozumiemy przez obraz.
Przez fakt, ze zdecydowana wiekszo$¢ z nas obcuje z obrazami na co dzien, jesteSmy
sktonni traktowac obraz intuicyjnie, jako odpowiednik tego co po prostu widzimy.
Zapominamy przy tym, Ze to co postrzegamy jest poddawane daleko idacej obrobce
sygnatu najpierw w siatkéwce, a nastepnie w mézgu, nie méwiac juz o fakcie, ze
oko jest urzadzeniem zdecydowanie réznym od prostokatnej macierzy elementéw
$wiatloczutych z jaka mamy do czynienia w przypadku rejestracji obrazu.

CZYM JEST OBRAZ CYFROWY?

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, nalezy najpierw zastanowi¢ sie czym jest
obraz obserwowany przez mikroskop (czy tez nasze oko). Abstrahujac na razie
od kwestii barw, mozemy przyjaé, ze obraz to dwuwymiarowa, ciagla funkcja
jasnosci. Dowolne urzadzenie pomiarowe (zaréwno kamera jak i skaner mikro-
skopu konfokalnego) zapisuje te funkcje w pamieci komputera w postaci macie-
rzy pomiaréw, zazwyczaj rownomiernie rozmieszczonych na calym obszarze
obrazu w postaci wierszy i kolumn. Powstaje on na skutek dwéch proceséw:
probkowania (wybér punktéw do pomiaru jasnosci) i kwantyfikacji sygnatu.
Wynikiem takiego dzialania jest macierz obiektéw, zwanych pikselami. Nalezy
tu podkresli¢, ze piksel jest bezwymiarowym punktem pomiarowym, ktéremu
przypisano wartos¢ wynikla z tego pomiaru. Rozumienie piksela jako ,kafel-
ka” z jakich sklada sie obraz prezentowany na ekranie komputera jest z gruntu
bledne. Piksel nie ma wielkosci ani powierzchni, ma jedynie potozenie i wartosé.
Obraz cyfrowy moze by¢ zatem zapisany jako tablica wartosci funkcji jasnosci
dla pikseli. Jako, ze tablica ma zawsze wymiary (liczbe wierszy i liczbe kolumn),
zapisujac obraz w pliku, trzeba oczywiscie zapisa¢ réwniez te wartosci.

Tabela 1 pokazuje jakie konsekwencje dla ilosci danych, ktére trzeba zapisac,
maja opisane dalej parametry obrazu.

ROZDZIELCZOSC OBRAZU

Obraz charakteryzuje sie nie tylko liczba pikseli, ale tez odleglosciami miedzy
nimi. Nazywamy je rozdzielczoscig obrazu. W przypadku obrazu rejestrowanego
spod mikroskopu, rozdzielczos¢ jest prosta do okreslenia. Obraz mikroskopowy ma
bardzo dobrze zdefiniowang plaszczyzne ostroéci i uzywajac odpowiedniej skali
wytrawionej na szkietku, mozna ja fatwo okresli¢. Aby obraz cyfrowy byl wierna
reprezentacjg obserwowanego obrazu ciaglego, odleglos¢ miedzy pikselami, czyli
gestos¢ probkowania musi by¢ na tyle duza, by widoczne byly najmniejsze obiekty
jakie moga znajdowac si¢ w tym obrazie. Rozmiar takich najmniejszych obiektéw
jest determinowany przez rozdzielczos¢ uktadu optycznego, wykorzystanego w ob-
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Tabela 1. Przykladowe rozmiary danych obrazu.

Rozmiar Rozmiar

Typ danych danych pliku

Pojedyncze obrazy
Obraz w skali szarosci 1024 x 1024 piksele

Obraz kolorowy 1024 x 1024 piksele

Obraz w skali szarosci 1024 x 1024 piksele, dynamika 10 bitow

Trzykanalowy obraz w skali szarosci 1024 x 1024 piksele,
dynamika 10 bitéw

Stosunek dwoch obrazéw w technikach
ratiometryczntych 1024 x1024 piksele

1 Liczba catkowita z zakresu 0-255 8 bitow 1 MB

1 3 liczby catkowite z zakresu 0-255 24 bity 3 MB

1 Liczba catkowita z zakresu 0-4095 16 bitow 2 MB

1 3 liczby catkowite z zakresu 0-4095 48 bitéw 6 MB

Liczba zmiennoprzecinkowa

1 o podwdjnej doktadnosci

64 bity 8 MB

Obrazy zlozone

Obrazy w skali szarosci 1024 x1024 piksele, dynamika
10 bitéw, komplet skrawkow optycznych dla komérki o
grubosci 15 pm obrazowanej konfokalnie ze zdolnoscia
rozdzielcza ~500 nm w 3 kanatach fluorescencyjnych

Obrazy w skali szarosci 1024 x1024 piksele, dynamika 10 bitow,
obrazowanie ruchu 48 godzin co 15 minut
Powyzsze doswiadczenie prowadzone réownolegle dla szesciu
ukladéw doswiadczalnych na plytce wielodotkowej

n - liczba obrazow

1152  Liczba catkowita z zakresu 0-4095

90 Liczba catkowita z zakresu 0-4095 16 bitow 180 MB

192  Liczba catkowita z zakresu 0-4095 16 bitow 384 MB

16 bitow 2,3GB

razowaniu i w przypadku mikroskopu jest znany i okreslony
przez zdolnos¢ rozdzielcza uzywanego obiektywu. Zgodnie z
twierdzeniem Kotielnikowa-Shannona [1], aby mie¢ pewnosc,
ze w zapisie cyfrowym znajdzie sie wszystko co znajduje sie
na obrazie tworzonym przez mikroskop, przestrzenna gestosc
probkowania obrazu powinna by¢ dwukrotnie wieksza niz
zdolno$¢ rozdzielcza uzytego uktadu optycznego. Rozdziel-
cz0$¢ zatem jest waznym parametrem obrazu mikroskopowe-
go i powinna zosta¢ zapisana w pliku wraz z obrazem. Roz-
dzielczos¢ obrazu nie jest jednak niezbedna do tego by obraz
obejrze¢, do tego wystarczy zna¢ wartosci pikseli oraz liczbe
wierszy i kolumn. Takie dane, ktére sa wazne ale nie niezbed-
ne dla wyswietlenia obrazu, okreslamy jako metadane.

DYNAMIKA OBRAZU

Przy rejestracji obrazu mikroskopowego nie nalezy row-
niez lekcewazy¢ jego kwantyfikacji. Zaden punkt pomiaro-
wy nie powinien by¢ ani za jasny ani za ciemny dla ukiadu
pomiarowego. To zalozZenie nie jest trudne do spelnienia, ale
musimy pamietaé, ze chcemy réwniez rozrézniac jasnosci in-
dywidualnych pikseli zaréwno w jasnych jak i ciemnych ob-
szarach obrazu. Prowadzi to do pytania jak wiele pozioméw
jasnosdci musimy zapisa¢ w obrazie cyfrowym i jak wiele bi-
téw bedziemy musieli zuzy¢ na kazdy piksel. Dla wspotcze-
snych kamer jest to zazwyczaj 10 lub 12 bitéw, cho¢ istnieja
urzadzenia o 16 bitowej dynamice. To odpowiada mozliwo-
§ci rozréznienia od 1024-4096 poziomoéw jasnosci nawet do
65536 pozioméw dla obrazu 16 bitowego. Konstrukcja kom-
puteréw sklania do uzywania bajtéw, a nie bitow, w zwigzku
z czym wiekszo$¢é obrazéw z jakimi mamy do czynienia w
mikroskopii uzywa dwoéch bajtéw do opisu piksela. Dyna-
mika obrazu jest wazna dla samej mozliwosci wy$wietlania
obrazu. Co wiecej, kryje sie w niej pulapka. Jak wspomniano
wyzej, obrazy monochromatyczne (komplikacje zwigzane z
kolorem omoéwimy péZniej) zapisywane sa w plikach o 8 lub
16 bitach na piksel, podczas gdy dynamika kamery moze by¢
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nizsza (na przyklad 10 bitow, zazwyczaj ta wartos¢ jest zapi-
sywana jako metadana w pliku z obrazem). Jesli otworzymy
taki obraz w programie, ktéry nie potrafi robi¢ uzytku z me-
tadanych i nie kontrastuje automatycznie obrazu po otwar-
ciu pliku (na przyktad w Photoshopie firmy Adobe) to obraz
zdaje sie by¢ czarny. Wszystkie wartosci pikseli zawarte sg
bowiem miedzy 1 a 1024 na 65 536 mozliwych pozioméw,
niecale dwa procent. Mozna to oczywiscie rozwiaza¢, kon-
trastujac obraz recznie, ale jednoczesnie zmienia sie wartosci
jego pikseli. Jest to jedna z przyczyn, dla ktérych powinno sie
unika¢ uzywania do obrazéw mikroskopowych oprogramo-
wania stworzonego z mysla o fotografii. Takie oprogramo-
wanie wlaéciwie mozna zastosowac jedynie na etapie przy-
gotowywania publikacji lub plakatu konferencyjnego.

BARWA W OBRAZIE

Nowoczesna kamera o rozdzielczosci 2048 x2048 pik-
seli moze (zgodnie z powyzszymi zalozeniami) zobrazo-
wac obszar 250x250 pm tworzac obraz wielkosci 8 MB.
Ten opis dotyczy obrazu monochromatycznego, czyli
mapy jasnoéci. Czlowiek jest jednak przyzwyczajony do
postrzegania Swiata wielobarwnego, nie monochroma-
tycznego. Obraz barwny powstaje przez uwzglednienie
nie tylko jasnosci $wiatla, ale réwniez jego czestotliwo-
Sci. To w jaki spos6b moézg czlowieka postrzega barwy
stanowi jednak problem. Postrzeganie barw jest bowiem
bardzo subiektywnym doswiadczeniem. Wrazenie barwy
powstaje przez jednoczesne pobudzanie trzech rodzajow
fotoreceptoréw w siatkéwce: czopkéw zawierajacych trzy
biatka $wiattoczute o r6znym optimum wzbudzania. Sg to
opsyny: OPN1LW o maksymalnej czutosci 560 nm (czer-
wierl), OPNIMW o maksymalnej czutosci 530 nm (zielen) i
OPNI1SW o maksymalnej czulosci 430 nm (niebieski). Kaz-
da barwa jest wynikiem jednoczesnego pobudzenia tych
trzech biatek i wytwarza swoiste wrazenie w mézgu. Przez
fakt, ze widzimy zawsze mieszaniny réznych dlugosci
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Swiatta, postrzegamy znacznie wiecej barw niz znajduje
sie ich w teczy, czyli wiecej iz mozemy rozrézni¢ barw o
zdefiniowanej dtugosci fali $wietlne;j.

W obrazie mikroskopowym stosunkowo rzadko postu-
gujemy sie klasycznym obrazem barwnym. Aby taki ob-
raz byl kompatybilny z naszym sposobem postrzegania
koloréw jest on kodowany przez trzy monochromatyczne
obrazy skladowe systemu RGB: czerwony (R), zielony (G)
i niebieski (B). Taki obraz jest przechowywany w formie
trzech tablic wartoséci. Obrazy RGB sa standardem w fo-
tografii cyfrowej i nie ma oczywiscie problemu z zapisem

ich w standardowych plikach graficznych.

To, ze obrazy RGB sa rzadko uzywane w mikroskopii
nie znaczy, ze dlugosé swiatla nie ma znaczenia dla ob-
razowania mikroskopowego. We wszystkich technikach
fluorescencyjnych to diugos¢ fali wzbudzajacej i emito-
wanej identyfikuja barwnik. Obraz pozostaje monochro-
matyczny, ale jeden obiekt moze by¢ barwiony wieloma
fluorochromami i obrazowany przy uzyciu wielu réznych
filtréw. Powstaje w ten sposéb obraz wielokanatowy, a
liczba kanatéw moze by¢ wieksza od trzech. Zakres uzy-
wanych dlugosci §wiatta moze wykracza¢ poza $wiatlo
widzialne. Szczegoélnie czesto wykorzystuje sie w tym celu
bliska podczerwienri, co wynika z duzej czulosdci kamer w
tym zakresie. W odréznieniu od obrazu RGB, taki obraz
wielokanatowy musi zosta¢ odpowiednio opisany w for-
mie metadanych, jesli chcemy wiedzie¢ co zawiera kazdy
z kanatéw.

WIECE] NIZ BARWA

Proste funkcje jasnosci, nawet rozbite na kanaty barwne
nie wyczerpuja réznorodnosci danych powstajacych pod-
czas obrazowania. Istnieje szereg metod mikroskopowych,
prowadzacych do otrzymania wyniku w postaci liczb rze-
czywistych z okredlonego zakresu. Moze to by¢ ratiome-
tryczne obrazowanie stezenia jonéw czy wyniki pomiaréw
transferu energii FRET. Wtedy obraz zawiera liczby utam-
kowe, zwane zmiennoprzecinkowymi. Aby je wyswietli¢
nalezy zakresom wartosci liczbowych obrazu przypisac ja-
snoéc z jaka bedzie wyswietlana. Czyni sie to przy pomocy
tablicy LUT (ang. look up table). Tablica LUT ma wiele za-
let. Po pierwsze pozwala zmienia¢ to co jest wyswietlane
bez zmiany danych zrédlowych. W ten sam sposéb mozna
wyséwietla¢ zwykle obrazy i na przyklad kontrastowac je
wizualnie bez wptywania na wyniki pomiaréw densytome-
trycznych. Po drugie, tablica LUT pozwala réwniez przy-
pisa¢ barwy wartosciom obrazu, podobnie jak sie to czyni
przy tworzeniu map. W ten sposéb powstaja obrazy pseu-
dokolorowe. Oczywiscie, pliki stuzace do przechowywania
obrazéw mikroskopowych musza mie¢ mozliwosé zaréwno
zapisu obrazu ztozonego z liczb zmiennoprzecinkowych jak
i skojarzonych z obrazem tablic LUT.

WIELE OBRAZOW?

Do tej pory zaktadaliémy, Ze jedno obrazowanie two-
rzy jeden obraz, moze on mie¢ wiele kanatéw, ale przy-
najmniej w teorii, zostaje wykonany w jednym obszarze
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przestrzeni i w jednym czasie. Tak sie jednak sktada, ze
czesto jedno obrazowanie zawiera wiecej niz jeden obraz.

Z-stacks

W mikroskopii konfokalnej obrazy, traktowane jako
skrawki optyczne sa ukladane w tréjwymiarowe stosy.
Dopiero taki stos jest kompletnym wynikiem obrazowania
obiektu i musi by¢ zapisany w spéjny sposob. I znéw, za-
pisane musza by¢ nie tylko dane obrazowania z kazdego
skrawka, ale réwniez metadane, okreélajace ich potozenie
W przestrzeni.

Tiling

Czesto obiekty obrazowane pod mikroskopem sg wiek-
sze niz pole widzenia i wtedy wykonuje sie tiling, obrazujac
sasiednie pola widzenia i sklejajac obrazy tak by obejmowa-
ty caly obserwowany obiekt. To moze drastycznie zwigk-
szy¢ objetos¢ danych, zwlaszcza jesli dla kazdego pola wi-
dzenia bedziemy tworzy¢ Z-stacki.

Time-lapse

Wreszcie mozemy obserwowac jakie$ zjawisko, ktére
ulega zmianom w czasie, tworzac serie zdje¢ poklatko-
wych. Dla kazdego punktu czasowego tworzymy obraz
(obraz, ktéry oczywisécie moze by¢ wielokanalowym Z-
-stackiem i mie¢ znaczna objetos¢). To, kiedy zostal utwo-
rzony zapisujemy jako metadane.
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Ryc. 1. Przyklad obrazu 5D. Wczesny embrion C. elegans. A: optyka nomarskiego,
czas 0, skrawek optyczny ze $rodka komorki, B: czas 43 skrawek optyczny ze
srodka komorki, C: czas 0, skrawek optyczny ze szczytu komorki, D: czas 0, skra-
wek optyczny ze srodka komorki kanal fluorescencji GFP. Z zasobéw konsorcjum
OME, Josh Bembenek, na licencji Creative commons 4.0 z uznaniem autorstwa.



Koncepcja obrazu pieciowymiarowego

Aby opisac te wszystkie mozliwosci, zostata stworzo-
na koncepcja obrazu pieciowymiarowego, w ktorej kolej-
no wymiarami sg: standardowe wymiary na plaszczyznie
obrazu (xiy), polozenie w stosie obrazéw (z w Z-stacku),
czas w serii (t w serii Time-lapse) i kanat barwny obrazu
wielokanalowego [2]. Wiele programéw do wspomaga-
nia operacji na obrazie mikroskopowym, w tym darmo-
wy Image], posiada wyspecjalizowane okna dialogowe
do przegladania zawartosci obrazéw 5D, pozwalajace
swobodnie wybieraé¢ pozycje w czasie i przestrzeni oraz
odpowiedni kanat kolorowy (Ryec. 1).

Prawidfowo uzywana aplikacja pozwala na wykorzysta-
nie zapisanych wraz z obrazem danych dotyczacych poto-
Zenia poszczegoélnych pikseli czy obrazéw sktadowych w
czasie. Takie dane znaczaco poszerzaja mozliwosci obrébki
obrazu, a czym bardziej zaawansowane dzialania na obra-
zie, tym zazwyczaj wiecej danych potrzeba.

CZY OBRAZ MOZNA ZMNIEJSZYC,
CZYLI KOMPRESJA OBRAZU

Nasuwa si¢ pytanie czy istnieja metody pozwalajace na
zmniejszenie wielkosci obrazu przed zapisaniem do pliku
i czy daje to co$ précz zmniejszenia wielkosci pliku. Kazdy
fotograf amator ma doswiadczenie z plikami JPG i wie, ze
s one znacznie mniejsze niz wielkoé¢ surowych danych,
czytanych z matrycy aparatu. Czy analogiczng metode da
sie¢ wykorzysta¢ przy przechowywaniu danych mikrosko-
powych?

Do zmniejszenia wielkosci pliku z obrazem wykorzy-
stuje sie algorytmy kompresji danych. Szeroko rozpo-
wszechnione s trzy tego typu algorytmy: CCITT-4, LZW
oraz JPEG. Pierwsze dwa, to algorytmy bezstratne, nie
zmieniajace kompresowanych danych i nadajace sie do-
skonale do kompresji obrazu mikroskopowego.

CCITT-4 nazwa pochodzi od regulatora telekomunika-
cyjnego (fr. Comité Consultatif International Téléphonique et
Télégraphique), jest kompresja dostosowana do bezstrat-
nego kodowania obrazéw dwustanowych, mozna go sto-
sowac z powodzeniem do kompresji wszelkiego rodzaju
masek, nalozonych warstw graficznych itd. Kompresja ta
pochodzi bezposrednio ze standardu przesylania faksow
i opiera sie¢ o tworzenie slownikéw powtarzajacych sie
elementéw obrazu o charakterze grafu [3]. Algorytm po-
pularny nie dlatego, zeby miat jakie$ szczegélne zalety,
ale dla tego, ze wcigz w wielu programach jest domysl-
nym algorytmem kompresji obrazéw dwustanowych.

LZW, podstawowy algorytm bezstratnej kompresji ob-
razu nazwe swa zawdziecza inicjalom twoércow i jest zna-
ny jako algorytm Lempel-Ziv-Welch [4,5]. LZW to najpo-
pularniejszy algorytm kompresji bezstratnej, stosowany
przy zapisie obrazéw. W uproszczeniu, algorytm odnaj-
duje w obrazie okreslong liczbe (oryginalnie byto to 4096)
wzorcéw nastepujacych po sobie pikseli i tworzy w ten
sposob rodzaj stownika. Nastepnie w catej sekwencji pik-
seli tworzacej obraz zastepuje wystepujace w niej wzory
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pikseli ich pozycjami w stowniku, wyszukujac wzory od
najdtuzszych do najkrétszych. Algorytm LZW, stosowa-
ny procz plikéw TIFF réwniez w plikach GIF byt przez 20
lat chroniony patentem, co doprowadzilo do dlugotrwa-
tych batalii prawnych wokét jego stosowania. Ostatnie
patenty, chroniace algorytm wygasty w roku 2004 i od
tego czasu moze by¢ swobodnie implementowany.

Kompresja obrazu nie tylko zmniejsza wielkos$¢ prze-
chowywanych plikéw. Dzisiejsze procesory sa na tyle
wydajne, ze kompresja/dekompresja danych nastepuje
szybciej niz ich zapis na dysku lub czytanie z niego, obra-
zy skompresowane taduja si¢ zatem szybciej do pamieci
komputera.

Trzeci z wymienionych algorytmoéw, czyli JPEG to tzw.
kompresja stratna [6], nie nadaje si¢ do zapisu obrazu,
na ktérym dokonuje sie jakichkolwiek pomiaréw, gdyz
zmienia wartosci pikseli. Kompresja JPEG nazwana od
konsorcjum, ktére opracowato algorytm (ang. Joint Photo-
graphic Experts Group) wykorzystuje wlasciwosci wzroku
czlowieka by tworzy¢ obrazy mniejsze, ale wygladajace
identycznie jak oryginalne. Jest skuteczna przede wszyst-
kim dla obrazéw barwnych. Dzieje si¢ tak, gdyz w algo-
rytmie wykorzystano ceche wzroku, dzieki ktérej ostro
widzimy obraz w skali jasnosci na co nakiadana jest mniej
ostra mapa koloréw. Tak samo, algorytm JPEG dzieli ob-
raz na trzy kanaty: kanal jasnosci i dwa kanaty barwne,
po czym zmniejsza rozdzielczo$¢ obrazu barwnego. W
dalszym ciagu przebiegu procesu obrazy sa poddawane
dyskretnej transformacji kosinusowej, przetwarzajac ob-
raz z funkcji jasnoéci wzgledem potozenia na funkcje am-
plitudy wzgledem czestotliwoéci. Ta ostatnia zazwyczaj
mniej sie¢ zmienia w obrazie i lepiej nastepnie kompresuje
algorytmem bezstratnym. Problem stanowia ostre grani-
ce w obrazie, ktore interpretowane sq przez transforma-
te jako bardzo wysokie czestotliwosci i czesto obcinane,
co owocuje tzw. artefaktami JPEG, czyli plamami poja-
wiajacymi sie wzdluz ostrych granic jasnosci. Co wiecej,
algorytm dyskretnej transformacji kosinusowej i uzywa-
ny przy dekodowaniu algorytm dyskretnej odwrotnej
transformacji kosinusowej nie sa precyzyjne i moga nieco
zmienia¢ wartosci pikseli. Wszystko to sprawia, ze moze-
my skompresowaé tym algorytmem obraz mikroskopo-
wy aby umiesci¢ go w prezentacji konferencyjnej, ale nie
by przechowywacé obrazy przeznaczone do analizy.

JAK PRZECHOWYWAC OBRAZY?

Nasuwa sie pytanie, jak gromadzi¢ dane obrazowe i jak
dba¢ by byty one wygodnie dostepne dla wykonujacych
obrazowanie jak i ich wspétpracownikéw. Stosunkowo
proste jest to, gdy uzywamy jednego urzadzenia. Zazwy-
czaj zainstalowane na nim oprogramowanie pozwala na
automatyczne zapisywanie wszystkich istotnych infor-
macji wraz z obrazem, jak tez na podstawowe dzialania
z dziedziny obrébki wynikéw. Wiekszoé¢ producentow
oferuje darmowe oprogramowanie off-line, pozwalajace
otwiera¢ dokumenty obrazowe na komputerach innych
niz ten, sterujacy mikroskopem. Gorzej, gdy sprzetu jest
wiecej, mikroskopy pochodza od réznych producentéw
lub sa kontrolowane przez bardzo rézne wersje opro-
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gramowania tego samego producenta. Pliki generowa-
ne przez oprogramowanie sterujagce mikroskopami sa
wlasnosciag intelektualng producentéw i zazwyczaj ich
struktura nie jest jawna. Programy réznych producentéw
sprzetu zazwyczaj nie potrafig czyta¢ plikow innych niz
swoje. Uzytkownik pozostaje wiec ze znaczna liczbg wza-
jemnie niekompatybilnych danych.

PLIK TIFF JAKO ROZWIAZANIE UNIWERSALNE

Czy istnieje zatem sposéb rozwiazania takiego bata-
ganu? Odpowiedz brzmi: tak, ale nie jest to proste. Od
lat trzydziestu na rynku oprogramowania istnieje format
pliku nazywany TIFF (ang. Tagged Image File Format),
znacznikowy format plikéw obrazowych. Dokladniejszy
opis formatu czytelnik znajdzie w ramce, tu warto zazna-

TIFF

Format TIFF jest najbardziej uniwersalnym i elastycznym for-
matem rastrowych plikow graficznych jaki istnieje. Standard zostat
opracowany przez firme Aldus Corporation, przejeta nastepnie
Adobe Systems Incorporated. Przez lata firma Adobe udostepniata
dokumenty standardu TIFF, polityka ta jednak zmienila sie jaki$
czas temu i aktualnie definicje mozna znalez¢ pod adresem: http:/ /

Identyfikator kolejnosci bajtow (2 bajty)
Identyfikator TIFF (2 bajty)
— Adres pierwszego IFD obrazu (4 bajty)

— Liczba znacznikéw opisu (2 bajty)

Pole 1

. Polez www.npes.org/pdf/ TIFF-v6.pdf, repozytorium prowadzonym
o€ przez NPES, The Association for Suppliers of Printing, Publishing and
Pole n Converting Technologies (dawniej ang. National Printing Equipment

Association). Zasoby zwiazane z formatem mozna tez znalez¢ na
stronach prowadzonych przez Biblioteke Kongresu USA (http://
www.digitalpreservation.gov/formats/fdd/fdd000022.shtml#lo-
cal) w ramach wsparcia szeroko wykorzystywanych technologii,
ktore tracag wsparcie wiascicieli praw intelektualnych.

Adres kolejnego IFD obrazu

= Dane dla pola dtuzszego niz 12 bitéw
— Dane obrazu (wartosci w pasmach)

— Liczba znacznikéw opisu

T Plik TIFF rozpoczyna si¢ krétkim nagléwkiem pliku, zawieraja-
— Pole

cym trzy informacje: pierwsze dwa bajty to powtérzony znak ,1”

Pole 2 (od Intel) lub ,M” (od Motorola) i pozwalaja okresli¢ kolejnos¢ baj-
. tow w stowie niezaleznie od tego na jakiej architekturze procesora
pracowat program czytajacy plik. Ten trick pozwalat fatwo czytacé
pliki TIFF, stracil jednak na znaczeniu gdy komputery Apple prze-
staly uzywac procesoréw PowerPC Motoroli, a zaczely wykorzy-
stywac procesory Intela, pozwala jednak bez problemu odczytaé
wiele starych plikéw. Po tych dwdéch bajtach nastepuje bajt zawie-
rajacy liczbe 42. Miat to by¢ bajt opisujacy wersje formatu TIFF. Po
tym pojawia sie 32-bitowy adres pierwszego obrazu, a dokladniej
jego nagléwka. Nagléwek ten, nazwany Katalogiem Obrazu (ang.
IFD, Image File Directory) otwiera liczba znacznikéw opisujacych
obraz, po niej tablice tych znacznikéw, a nastepnie 32 bitowy adres nastepnego IFD. Dzieki temu plik moze zawierac
dowolna liczbe obrazéw, pod warunkiem, ze ich adresy zmieszcza sie w 32-bitowej liczbie, co ogranicza wielkos¢ pliku
do 4 gigabajtéw (aby obejs¢ to ograniczenie powstat format BigTiff, wykorzystujacy 64-bitowe adresy, format nigdy nie
zdoby! duzej popularnosci). W katalogu obrazu znajduja si¢ wszystkie dane na jego temat. Kazdy znacznik sktada sie z
4 elementow: 16 bitowego identyfikatora znacznika (determinuje co znacznik opisuje), 16 bitowy typ danych znacznika
(ile bitéw zawiera czy ma znak, czy jest znakiem, czy liczba itd., ten typ nie okresla czy znacznik zawiera jeden, czy wie-
cej elementéw danego typu), liczba elementéw typu okreslonego przez poprzedni pole znacznika zapisana jako 32 bito-
wa liczba i wreszcie 32 bitowe pole zwierajace dane znacznika (jesli sie mieszcza) lub adres miejsca w pliku gdzie sa za-
pisane, jesli ich wielkos¢ przekracza 32 bity. Znaczniki opisuja wszystkie podstawowe dane obrazu (takie jak szerokos¢,
wysokosé, glebia bitowa, kompresja), zawieraja réwniez pole DocumentName (269) zawierajace metadane w formacie
xml dla OME-TIFF. Co ciekawe, znaczniki zawieraja tez same dane obrazu. Sg one zorganizowane w pasma (Strips),
kazde sktadajace sie z jednego lub wiecej wierszy. Liczba wierszy w pasmie zapisana jest w znaczniku RowsPerStrip,
adresy danych dla poszczegolnych pasm w tabeli znacznika StripOffsets. Te tabele uzupelnia tabela StripByteCounts,
zawiera dlugosci pasm w bajtach. Mimo, ze wydawalo by sie, Ze zawartos¢ tej tabeli wynika z prostego przemnozenia
dtugosci wiersza przez liczbe wierszy w pasmie, liczba bajtéw danych moze si¢ zmienia¢ w dwéch przypadkach: gdy
obraz jest kompresowany to kompresja nastepuje na poziomie pasma i kazde moze mie¢ inng wielkos¢, drugi wyjatek
to ostatnie pasmo pliku, ktére moze zawiera¢ mniej wierszy.

Pole n
Adres kolejnego IFD obrazu

L Dane dla pola dtuzszego niz 12 bitéw
. L Dane obrazu (wartosci w pasmach)

Znacznik opisu:
Id (2 bajty) Typ (2 bajty) Liczba (4 bajty) Tres¢ (4 bajty)

Opisana powyzej konstrukcja pliku ma ogromne zalety. Pozwala na dopisywanie nowych obrazéw bez zmiany poto-
zenia juz zapisanych danych w pliku, pozwala tez na prosta zmiane kolejnosci obrazéw, znéw bez masywnego czytania
i zapisu danych. Jedyna wada jest brak , spisu tresci” i konieczno$¢ wezytania n-1 p6l IFD, aby dotrzeé¢ do n-tego obrazu.
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czyé, ze format odznacza sie wielka elastycznosciag. W
pliku TIFF mozna zapisywaé wiecej niz jeden obraz oraz
znaczne iloéci towarzyszacych mu informacji. Co wiecej,
format jest formatem otwartym i pozwala na swobodne
rozszerzanie poprzez tworzenie formatéw pochodnych.
Nie znaczy to, ze dowolny format pliku oparty na tym
schemacie moze by¢ nazwany plikiem TIFF. Prawa autor-
skie do formatu posiada firma Adobe Systems (przejela je
od firmy Aldus) i ona opublikowala ostatnig definicje pli-
ku. Zgodnie z definicjg rozszerzenie ,.tif” zarezerwowane
jest dla plikow, ktére nie wykraczaja poza te definicje i sa
czytane przez utworzone zgodnie z nig programy. Stan-
dardowy plik TIFF prawidlowo bedzie przechowywat
obraz mikroskopowy, ale nie bedzie zawieral wielu me-
tadanych potrzebnych do dalszego ich wykorzystywania,
na przyklad bedzie zawieral wszystkie skrawki utworzo-
ne przez mikroskop konfokalny, ale nie bedzie mozna z
niego odczytac ich polozenia w osi z. Wielu producentéw
oprogramowania wykorzystuje w rzeczywistodci pliki
pochodzace z definicji TIFF, ale zawierajace dodatkowe
pola opisowe. Jako, ze pola te pozostaja nieudokumen-
towane, wiele programéw nie jest w stanie prawidlowo
ich przeczyta¢. Rozwigzaniem tego problemu jest for-
mat OME-TIFF, zaproponowany przez konsorcjum OME
(ang. Open Microscopy Environment) [7]. Format jest opar-
ty o zapis danych w formie dokumentu XML i rozwijany
od 2003 roku do dzi$, stanowi prébe ujednolicenia zapisu
obrazéw mikroskopowych w sposéb niezalezny od sprze-
tu wykorzystywanego do ich akwizycji czy obréobki. Co-
raz wieksza liczba instytucji uzywa standardéw OME do
przechowywania i udostepniania obrazéw, w tym ,, ASCB
CELL Image Library”, prowadzone przez Amerykariskie
Towarzystwo Biologii Komorki (ang. American Society for
Cell Biology) czy ,Harvard Medical School LINCS Project”
(czes¢ “Library of Network-Based Cellular Signatures”,
systemu baz danych, zbierajacego wiedze o reakcjach ko-
morek na czynniki zewnetrzne), ktory wykorzystuje for-
mat OME w swej obrazowej czesci.

OME-TIFF I OME-XML

W pierwszej czesci artykulu zarysowano szeroki za-
kres danych jakie mozemy gromadzi¢ przy uzyciu syste-
moéw mikroskopowych. Zasygnalizowano tez, ze samym
obrazom musi towarzyszy¢ znaczna iloé¢ metadanych je-
§li chcemy w pelni zebrane dane wykorzystaé. Co wiecej,
dzi$ nie wiemy w jakim kierunku beda sie¢ metody mikro-
skopowe rozwijac i jakich dodatkowych pél opisu bedzie-
my potrzebowaé w przyszlosci. Istnieje jezyk formalnego
zapisu takich danych. To XML (ang. Extensible Markup
Language, Rozszerzalny Jezyk Znacznikéw). Po trwaja-
cych ponad 10 lat pracach [8], konsorcjum OME stworzy-
to i nadal rozwija schemat XML ,OME” [9]. Schemat jest
zestawem znacznikéw, pozwalajacym przechowywaé
wszystkie mozliwe metadane z ponad 140 wystepujacych
na rynku zamknietych formatéw plikéw oraz wiele da-
nych dodatkowych, jak na przyklad pelna identyfikacje
twoércow danych. Dane, zapisane w formacie XML moga
znajdowac sie w osobnym pliku lub zosta¢ zapisane w
polu komentarza pliku TIFF. Taki plik jest w pelni zgod-
ny z definicja formatu, jednak oprogramowanie potra-
figce czyta¢ dane OME-XML beda w stanie wykorzystaé

6

wszystkie zawarte w nich metadane. Pliki OME-TIFF sa
czytane przez takie oprogramowanie do obrébki obrazu
mikroskopowego jak Image], jego przyjazna dystrybucja
Fiji (nazwa jest skrétowcem rekurencyjnym: ang. Fiji is
just an Image]) czy tez komercyjne systemy takie jak Huy-
gens Software, oprogramowanie do dekonwolucji obrazu
czy Bitplane Imaris.

BAZY DANYCH

Podczas gdy plik z serig obrazéw jest doskonatym spo-
sobem na przenoszenie danych miedzy mikroskopem a
stacja robocza czy archiwizacje obrazéw rejestrowanych
przez jednego uzytkownika, problemy zaczynaja sie gdy
dane powinny by¢ dostepne dla wigekszej grupy wspoélpra-
cujacych ze soba zespotéw. W takiej sytuacji pojawiaja sie
problemy z dystrybucja danych i ich synchronizacja, pod-
czas gdy liczni cztonkowie wspoétpracujacej spotecznosci
zbieraja i obrabiaja obrazy w réznych miejscach. Rozwia-
zaniem tego problemu jest zastosowanie do przechowy-
wania obrazéw scentralizowanej bazy danych. Taka baza
danych moze by¢ rozwijana przez OME baza OMERO
[10], darmowe rozwigzanie pozwalajace na przechowy-
wanie na serwerze obrazéw i metadanych pochodzacych
z licznych Zrédel. Baza nie wymaga od uzytkownika zad-
nej rozleglej wiedzy. Po stronie akwizycji danych opiera
sie o pojecie ,dropbox’u”, wyznaczonego dla kazdego
uzytkownika katalogu, z ktérego dane sa automatycznie
zaciagane na serwer. Po stronie obrébki i przegladania
danych baza OMERO oferuje dostep do danych za po-
$rednictwem praktycznie dowolnej przegladarki interne-
towej, niezaleznie pod jakim systemem operacyjnym czy
tez na jakim komputerze uzytkownik pracuje.

JAK ZATEM PRZECHOWYWAC
DANE? PODSUMOWANIE

W tym miejscu warto sie zastanowi¢ w jakim celu dane
obrazowe sg przechowywane. Jeéli z danych korzysta po-
jedynczy uzytkownik i wykorzystuje jeden mikroskop, a
dane obrabia wlasciwie tylko przy pomocy oprogramo-
wania dostarczanego przez producenta sprzetu, to nie ma
uzasadnienia do uzycia innych formatéw pliku niz ten, w
ktéorym pliki domyélnie zapisuje oprogramowanie. Jesli
jednak pliki pochodza z ré6znych urzadzen, to warto sie
zastanowi¢ nad zastosowaniem formatu uniwersalnego.
Nie znaczy to jednak, ze nie warto posiadac kopii zapaso-
wych wszystkich danych w formatach oryginalnie zapi-
sywanych przez oprogramowanie do akwizycji danych.
Dane w formacie uniwersalnym beda jeszcze bardziej
potrzebne, jesli z plikow korzysta wiecej niz jeden uzyt-
kownik. Jesli uzytkownicy pochodza z r6znych jednostek
organizacyjnych, a fizyczne wymienianie si¢ nosnikami
danych jest niepraktyczne, warto rozwazy¢ uzycie bazy
danych jako platformy do przechowywania i wymiany
danych.
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ABSTRACT

Modern life sciences become quantitative. Images created by microscopy are therefore the objects of measurement rather than a simple pictu-
res. Saving and further storage of such images cannot change future measurements on them. Such images are the integral part of experiments.
Present article try to describe what kind of data we are talking about, how should we store them and how we should not.
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