
                                                                                             Μονάδα Οπτικής Μικροσκοπίας ΕΙΠ 

 
1 

IMAGE-PRO 

 

Ποζοηικοποίηζη ένηαζης θθοριζμού 
(Quantification of fluorescence intensity) 

 

 Δηπιό θιηθ ζην image-pro plus ζην desktop 

 File → open → αλνίγνπκε ηελ εηθόλα. Προζοχή: πξέπεη πάληα ε εηθόλα λα έρεη 

scale bar: 

 Εάλ έρνπκε πάξεη ηελ εηθόλα από ην confocal, πξέπεη λα είλαη snapshot (raw) 

ώζηε λα έρεη scale bar. Γηα κία εηθόλα από ην confocal κε format 1024x1024, ην 

αληίζηνηρν snapshot ηεο (αλ δελ είλαη raw) είλαη 528x464 pixels. Οπόηε, πξέπεη ζην 

photoshop, λα θάλνπκε αξρηθά crop ην snapshot, ώζηε λα αθαηξέζνπκε ηηο 2 καύξεο 

πεξηνρέο δεμηά θαη αξηζηεξά θαη ζηε ζπλέρεηα λα κεηαηξέςνπκε ηελ εηθόλα ηνπ snapshot 

ζε  1024x1024 pixels.  

 Εάλ έρνπκε πάξεη ηελ εηθόλα από ην Olympus time-lapse, πξέπεη λα έρνπκε 

θξνληίζεη λα βάινπκε ην scale bar (από ηελ  επηινγή: image → scale bar →  show in 

viewport). 

Σηε ζπλέρεηα, πξέπεη λα θάλoπκε calibration ζηελ εηθόλα γηα λα δνύκε εάλ ην scale bar 

είλαη ζσζηά βαζκνλνκεκέλν. Π.ρ. αλνίγνπκε κία εηθόλα κε scale bar 16 κm. Γηα ην 

calibration,θάλνπκε σο εμήο: confocal → manual calibration 3 → continue → yes → 

select a start point of calibration line (εθεί, νξίδνπκε ην αξρηθό θαη ηειηθό ζεκείν ηνπ 

scale bar) → enter  number of units (ζηελ πεξίπησζε καο, πιεθηξνινγνύκε 16) → ok. 

Σηε ζπλέρεηα, πεγαίλνπκε ζηελ θαλνληθή ξνπηίλα.  

 Pasteur→ fluro single channel RGB  →  activate → load/next  → αλνίγνπκε 

ηελ εηθόλα → activate spatial calibration → επιλέγω manual cal 3 → ok → continue  

 Κάλνπκε zoom ζηελ εηθόλα γηα λα βιέπνπκε θαιύηεξα ην scale bar. 

 Σηε ζπλέρεηα, γηα λα επηβεβαηώζνπκε όηη έρνπκε ηε ζσζηή βαζκνλόκεζε ηνπ 

scale bar, κπνξνύκε λα επηιέμνπκε ην εηθνλίδην κε ηνλ ράξαθα  θαη λα αλνίμνπκε ην 

παξάζπξν ‘measurements’. Εθεί, δηαιέγνπκε ην εηθνλίδην  θαη νξίδνπκε ηελ αξρή 

θαη ην ηέινο ηνπ scale bar. Εκθαλίδεηαη κία ηηκή, ε νπνία εάλ είλαη ζσζηή ε 
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βαζκνλόκεζε, ζα πξέπεη λα είλαη πνιύ θνληά ζηελ ηηκή πνπ είρακε αξρηθά νξίζεη ην 

scale bar κε ην calibration. Κιείλνπκε ην παξάζπξν ‘measurements’. 

 Πεγαίλνπκε ζην fluro single channel RGB → image 1 →  set color → 

κεηαθηλνύκε ηηο κπάξεο ηνπ histogram, κε απνηέιεζκα λα γίλεηαη θίηξηλε ή επηζπκεηή 

πεξηνρή → continue → ην πξόγξακκα δεκηνπξγεί θάπνηεο πξνεπηιεγκέλεο πεξηνρέο → 

delete (ζβήλνπκε ηηο πξνεπηιεγκέλεο πεξηνρέο) → draw/merge → ζρεδηάδνπκε ηηο 

πεξηνρέο πνπ ζέινπκε  (ζπγθεθξηκέλα, ζε θάζε θύηηαξν ζρεδηάδνπκε κία πεξηνρή πνπ κε 

ελδηαθέξεη θαη κία πεξηνρή control) → ok → αξηζκνύληαη νη πεξηνρέο → accept → save 

data → ok. Αλνίγνπκε  ην excel. Σην excel, νη ηηκέο πνπ καο ελδηαθέξνπλ είλαη ζηηο 

ζηήιεο J (area), W (density red), X (density green).  

 Σηε ζπλέρεηα, ππνινγίδνπκε ην ιόγν : density green/ area γηα ηα control θαη γηα 

ηηο επηζπκεηέο πεξηνρέο. Ο ιόγνο απηόο εθθξάδεηαη ζε κνλάδεο: πνζόηεηα θζνξηζκνύ/ 

κm
2
.  

 Επίζεο, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί θαη ε ξνπηίλα: Pasteur→ fluro single channel 

→  activate → load/next  → αλνίγσ ηελ εηθόλα → set region → ζχεδιάζω ηελ πεξηνρή 

πνπ κε ελδηαθέξεη  → continue → set color  → detect → accept → save data. 

 


