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IMAGE-PRO 

Ποζοηική ανάλςζη ζςνενηοπιζμού θθοπιοσπυμάηυν 

Quantitative colocalization analysis 

 
 
Η αλάιπζε ζπλεληνπηζκνύ ζε πνιπρξσκαηηθέο εηθόλεο κηθξνζθνπίαο θζνξηζκνύ 

βαζίδεηαη ζηελ κειέηε παξνπζίαο ζήκαηνο δηαθνξεηηθνύ θζνξηζκνύ ζην ίδην pixel ηεο 

ςεθηαθήο εηθόλαο. Θα πξέπεη λα ιακβάλεηαη ππ’νςηλ όηη ε επηβεβαίσζε ζπλεληόπηζεο 

ησλ αληηγόλσλ πνπ καο ελδηαθέξνπλ δελ απνηειεί απόδεημε ηεο ιεηηνπξγηθήο ηνπο 

ζρέζεο. 

 

Γηα παξάδεηγκα ε ζπλεληόπηζε πξάζηλνπ θαη θόθθηλνπ θζνξηζκνύ πνπ πξνέξρεηαη από 

ζήκαλζε δηαθνξεηηθώλ αληηγόλσλ αληρλεύεηαη κε 3 εηθόλεο. 1) κηα κε θζνξηζκό ζην 

θόθθηλν, 2) κηα κε θζνξηζκό ζην πξάζηλν θαη 3) κηα ζπλδπαζκέλε, όπνπ ηα 

επηθαιππηόκελα pixels θαίλνληαη θίηξηλα. 

Τν ινγηζκηθό πνπ ρξεζηκνπνηνύκε ππνινγίδεη πνζνηηθά ην βαζκό ζπλεληόπηζεο, 

εθαξκόδνληαο αιγόξηζκνπο ζηελ πεξηνρή ελδηαθέξνληνο (ROI=region of interest) θαη 

παξάγεη έλαλ αξηζκό ζπληειεζηώλ.  

Η θαηαλνκή ησλ pixels  κπνξεί λα νπηηθνπνηεζεί ζε 2D ζθεδαζηηθό δηάγξακκα (εηθόλα 

1). 

 

 

 
 
Εικόνα 1. Παξαδείγκαηα ησλ ζθεδαζηηθώλ δηαγξακκάησλ πνπ πξνέξρνληαη από ην 

ινγηζκηθό αλάιπζεο ζπλεληόπηζεο θαη δείρλνπλ ηηο δηαθνξέο ζηελ θαηαλνκή ησλ pixels 

ζηηο εηθόλεο πνπ κειεηήζεθαλ (A–C). Τν επηιεγκέλν δεπγάξη ήηαλ θόθθηλν-πξάζηλν. Τα 

επηθαιππηόκελα θίηξηλα pixels βξίζθνληαη ζηε δηαγώλην. Σην δηάγξακκα C παξαηεξείηαη 

ν κηθξόηεξνο βαζκόο ζπλεληόπηζεο. 
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Ππακηικέρ οδηγίερ για μελέηερ ζςνενηόπιζηρ  
 

1. Συζηή εηοιμαζία ηος δείγμαηορ ζηο οποίο επιθςμούμε να μελεηήζοςμε πιθανή 

ζςνενηόπιζη δύο ανηιγόνυν: 

 

- Πξνζνρή ώζηε ηα επηιεγκέλα θζνξηνρξώκαηα πνπ ρξεζηκνπνηνύκε λα έρνπλ θαιά 

δηαρσξηζκέλα θάζκαηα εθπνκπήο θαη απνξξόθεζεο.  

- Χξήζε αληηζσκάησλ κε πςειή εηδηθόηεηα γηα ηα ζπγθεθξηκέλα αληηγόλα θαη  απνπζία 

cross reactivity.  

- Σηαζεξή ρξήζε πιηθνύ ζηαζεξνπνίεζεο (mounting) (π.ρ. Μowiol, cityfluor etc) ζηα 

δείγκαηά καο, θαζώο κπνξεί αιιαγή ηνπ πιηθνύ λα επεξεάζεη ην επίπεδν ηνπ  

background θζνξηζκνύ. 

- Καζνξηζκόο ηνπ πνζνζηνύ ηνπ απηνθζνξηζκνύ, κε ρξήζε κε ζεκαζκέλσλ δεηγκάησλ 

σο κάξηπξεο.  

 

2. Συζηή λήτη και επεξεπγαζία εικόνυν: 

-Θα πξέπεη λα απνθεύγεηαη ε ιήςε εηθόλσλ κε έληνλν θζνξηζκό  ή πςειό contrast, 

θαζώο απηό κπνξεί λα νδεγήζεη ζε θνξεζκό ηνπ ζήκαηνο.  

- Να απνθεύγεηαη ε ηαπηόρξνλε ιήςε εηθόλσλ, αιιά ε ρξήζε ηνπ sequential scanning. 

Απηό βνεζά λα ειαρηζηνπνηεζεί ην bleed-through effect. 

- Καηά ηελ απνζήθεπζε ηεο εηθόλαο, λα επηιέγνπκε ην TIFF format (απνζήθεπζε ζαλ 

JPEG, PICT, BMP, νδεγεί ζε απώιεηα δεδνκέλσλ ηεο ςεθηαθήο εηθόλαο) 

 - Να απνθεύγεηαη πξηλ ηε κειέηε ηεο ζπλεληόπηζεο, ε επεμεξγαζία ηεο εηθόλαο κε 

πξνγξάκκαηα  όπσο ην Adobe Photoshop. 

 

3. Πεπιοπιζμοί ζηιρ εικόνερ πος ζςλλέγοςμε με ηο μικποζκόπιο και η ζημαζία ηηρ 

διόπθυζηρ ηος Background: 

 

Τν πξόβιεκα θαηά ηε ιήςε ηεο εηθόλαο είλαη όηη ζπρλά κπνξεί λα ππάξρεη πςειόο 

ζόξπβνο (background), πνπ λα  θηάλεη έσο θαη ην 30% ηεο κέγηζηεο έληαζεο θζνξηζκνύ.  

Γηα ην ιόγν απηό, πξηλ γίλνπλ νη κεηξήζεηο γηα ηε ζπλεληόπηζε πξέπεη  λα δηνξζσζεί ν 

ζόξπβνο ησλ εηθόλσλ. Αλ νη εηθόλεο έρνπλ ιεθζεί κε ην Olympus Cell R ζύζηεκα, ην 

ινγηζκηθό Cell R παξέρεη ηε δπλαηόηεηα αθαίξεζεο/δηόξζσζεο ηνπ background. 

Τν βήκα απηό είλαη πνιύ ζεκαληηθό θαη επεξεάδεη ζε κεγάιν βαζκό ην απνηέιεζκα ηνπ 

ππνινγηζκνύ ησλ ζπληειεζηώλ ζπλεληόπηζεο.  

 

 

4. Σημαζία  ηηρ μείυζηρ ηηρ επικάλςτηρ (Cross-talk) ηυν θαζμάηυν ηυν 

θθοπιοσπυμάηυν: 

 

Έλα εκπόδην ζηνλ αμηόπηζην ππνινγηζκό ζπληειεζηώλ ζπλεληόπηζεο είλαη ε επηθάιπςε 

ησλ θαζκάησλ ησλ θζνξηνρξσκάησλ. Απηό κπνξεί λα κεησζεί κε εθαξκνγή sequential 

laser scanning ζην ζπλεζηηαθό κηθξνζθόπην. Τν Sequential scanning βνεζά ζηε κείσζε 

ηεο επηθάιπςεο κε δηέγεξζε θάζε ρξσζηηθήο ρσξηζηά.  
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Σηελ πεξίπησζε πνπ έρνπκε ζπιιέμεη εηθόλεο κε κηθξνζθνπία θζνξηζκνύ επξέσο πεδίνπ, 

κπνξνύκε λα εθαξκόζνπκε ην ινγηζκηθό γηα Φαζκαηνζθνπηθό δηαρσξηζκό θζνξηδνπζώλ 

νπζηώλ (Spectral unmixing). 

 

5. Σςνηελεζηέρ πος σπηζιμοποιούνηαι για ηην εκηίμηζη ηηρ ζςνενηόπιζηρ:  

 

Η ζπλεληόπηζε δύν θζνξηνρξσκάησλ κπνξεί λα αμηνινγεζεί πνζνηηθά ρξεζηκνπνηώληαο 

αιγόξηζκνπο, πνπ ππνινγίδνπλ ηνπο εμήο ζπληειεζηέο: 

 Pearson’s correlation, 

 Manders’ overlap,  

 ζπλεληόπηζεο m1 θαη  m2,  

 ζπλεληόπηζεο M1 θαη M2, 

 overlap k1 θαη k2  

 

Οη ζπληειεζηέο απηνί  ρξεζηκνπνηνύλ δηαθνξεηηθέο πξνζεγγίζεηο γηα λα ππνινγίζνπλ ηε 

ζπλεληόπηζε θαη έρνπλ δηαθνξεηηθή επαηζζεζία θαη εθαξκνγή.  

 

Ο ζςνηελεζηήρ ζςζσέηιζηρ Pearson (Pearson’s correlation) είλαη έλαο από ηνπο πην 

ζπρλά ρξεζηκνπνηνύκελνπο αιγόξηζκνπο γηα λα πεξηγξάςεη ηε ζπζρέηηζε θαηαλνκήο ηεο 

έληαζεο θζνξηζκνύ ζε δηαθνξεηηθά θαλάιηα (channels). Οη ηηκέο πνπ παίξλνπκε γηα ηνλ 

ζπληειεζηή απηό θπκαίλνληαη κεηαμύ  −1.0 θαη 1.0, όπνπ ην 0 δελ δείρλεη ζεκαληηθή 

ζπζρέηηζε, θαη ην −1.0 δείρλεη πιήξσο αξλεηηθή ζπζρέηηζε. Εληνύηνηο, νη αξλεηηθέο 

ηηκέο ζην Pearson’s correlation coefficient, ζα πξέπεη λα εξκελεύνληαη πνιύ πξνζεθηηθά. 

Εάλ ε ηηκή ζην Pearson’s correlation coefficient  είλαη >0, θαιό ζα ήηαλ λα 

ρξεζηκνπνηήζνπκε ην Manders’ overlap coefficient γηα ηελ αμηνιόγεζε ησλ 

απνηειεζκάησλ καο. 

 

Ο ζςνηελεζηήρ Manders’ overlap δείρλεη ηελ επηθάιπςε ησλ ζεκάησλ θαη επνκέλσο 

αληηπξνζσπεύεη ηνλ αιεζηλό βαζκό ηεο ζπλεληόπηζεο. Οη ηηκέο θπκαίλνληαη από 0 εσο 

1.0. Εάλ κηα εηθόλα έρεη ζπληειεζηή Manders’ overlap 0.5, απηό δείρλεη όηη ην 50% ησλ 

pixels επηθαιύπηνληαη. Μία ηηκή 0 ζεκαίλεη όηη δελ ππάξρνπλ επηθαιππηόκελα pixels. 

 

Οι ζςνηελεζηέρ ζςνενηόπιζηρ m1 και  m2 πεξηγξάθνπλ ηε ζπλεηζθνξά θαζελόο από ηα 

δύν επηιεγκέλα θζνξηνρξώκαηα (channels) ζηα pixels πνπ καο ελδηαθέξνπλ. Γηα 

παξάδεηγκα, εάλ ην θόθθηλν-πξάζηλν δεύγνο θαλαιηώλ είλαη επηιεγκέλν θαη ηα m1 θαη 

m2 είλαη 1.0 θαη 0.2, αληίζηνηρα, απηό ζεκαίλεη όηη όια ηα θόθθηλα pixels 

ζπλεληνπίδνληαη κε ηα πξάζηλα pixels, αιιά κόλν ην 20% ησλ πξάζηλσλ pixels 

ζπλεληνπίδνληαη κε ηα θόθθηλα. Η ηηκή 1.0 θαη γηα ηα δύν θαλάιηα ππνδεηθλύεη ηέιεηα 

ζπλεληόπηζε. 

 

Οι ζςνηελεζηέρ ζςνενηόπιζηρ Μ1 και  Μ2 είλαη παλνκνηόηππνη κε ηα m1 θαη m2, αιιά  

εθαξκόδνληαη γηα ηελ αλάιπζε ζθεδαζηηθώλ δηαγξακκάησλ (scatter gram ROI): 

 

Οι ζςνηελεζηέρ overlap k1 και k2 δηαρσξίδνπλ ηελ ηηκή ηεο ζπλεληόπηζεο ζε έλα 

δεύγνο μερσξηζηώλ παξακέηξσλ. Εμαξηώληαη από ηε ζπλνιηθή έληαζε ηνπ θζνξηζκνύ 

ζηα δύν θαλάιηα θαη είλαη επαίζζεηνη ζε δηαθνξέο ζηελ έληαζε ησλ ζεκάησλ.  
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ΣΥΝΟΠΤΙΚΑ ΣΦΕΤΙΚΑ ΜΕ ΤΟΥΣ ΣΥΝΤΕΛΕΣΤΕΣ ΣΥΝΕΝΤΟΠΙΣΗΣ 

 

Σηνλ πίλαθα θαίλεηαη ε ζύγθξηζε ησλ ζπληειεζηώλ. Σηηο πεξηζζόηεξεο πεξηπηώζεηο, ν 

ζπληειεζηήο Pearson’s correlation δίλεη θαιά απνηειέζκαηα. Εληνύηνηο, εάλ ην έλα 

αληηγόλν έρεη ζεκάλεη θαιύηεξα από ην άιιν, ηόηε ζα πξέπεη λα ρξεζηκνπνηεζεί ν 

ζπληειεζηήο Manders’ overlap. 

Π.ρ. κπνξεί ν ζπληειεζηήο Pearson λα είλαη 0.88, ν ζπληειεζηήο Manders λα είλαη 0.92, 

νη  ζπληειεζηέο ζπλεληόπηζεο m1 θαη  m2 λα είλαη 0.97 θαη 0.99, αληίζηνηρα, θαη νη 

ζπληειεζηέο overlap k1 θαη k2 λα είλαη 1.24 θαη 0.68, αληίζηνηρα. Απηά ηα πνζνζηά 

δείρλνπλ όηη ππάξρεη ζπλεληόπηζε.  

 
(Zinchuk V. et al, 2007) 
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    ΙMAGE-PRO: 

 

1. Υπολογιζμόρ ηυν ζςνηελεζηών ζςνενηόπιζηρ 

(Colocalization co-efficients)  
 

 

 Δηπιό θιηθ ζην image-pro plus ζην desktop 

 File → open → αλνίγνπκε ηελ εηθόλα  

 Window → hide/show tool bar  

 Επηιέγνπκε είηε νιόθιεξε ηελ εηθόλα είηε θάπνην από ηα AOI (area of interest) 

π.ρ. Irregular AOI 

 Measure → co-localisation → αλνίγεη ην παξάζπξν co-localisation analysis. Τν 

παξάζπξν πεξηέρεη ηηο εμήο επηινγέο: 

1. CREATE GRAY CO-LOCALISATION WITH FREQUENCIES 

2. CREATE COLOR CO LOCALISATION  

3. CREATE 3-D VIEW OF COLOR CO-LOCALISATION 

4. CALCULATE CORRELATION BETWEEN IMAGES  

 

Μπνξνύκε λα επηιέμνπκε ην CREATE COLOR CO LOCALISATION, νπόηε 

εκθαλίδνληαη ζθεδαζηηθά δηαγξάκκαηα  

 

Όποια επιλογή και αν διαλέξοςμε, ςπολογίζονηαι οι ηιμέρ  ηυν ζςνηελεζηών:  

 

Pearson's correlation   Rr 

Overlap coefficient/ Manders’ overlap     R  

Overlap coefficient     k1 

Overlap coefficient     k2 

Co-localization (ch2>0) m1 

Co-localization (ch1>0) m2 

Co-localization (ch2 within AOI) M1 

Co-localization (ch1 within AOI) M2 
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2. Εθαπμογή για ςπολογιζμό ζςνενηόπιζηρ ζε σπώζη διπλού θθοπιζμού  

(co-localisation in double fluorescence staining) 

 
 Δηπιό θιηθ ζην image-pro plus ζην desktop 

 pasteur→ fluro colocalisation → image per sheet (δίλεη όια ηα colocalisation 

ratios ζε έλα θύιιν ζην excel). Επίζεο, ππάξρεη θαη ε επηινγή image in a sheet, 

ζηελ νπνία κπαίλνπλ ηα απνηειέζκαηα ηεο θάζε εηθόλαο ζε έλα αξρείν Εxcel. 

 fluoro colocalise → activate  

 load → δηαιέγνπκε ην αξρείν κε ηελ θσηνγξαθία θαη ην αλνίγνπκε 

 active spatial calibration  → πρ. 63x θαθόο,  1024 pixel → ok→continue 

 δηαιέγνπκε π.σ. ην red signal → assign → θηηάρλνπκε ηα όξηα κέρξη λα 

θπθιώζεη όιεο ηηο πεξηνρέο πνπ καο ελδηαθέξνπλ →continue 

 δηαιέγνπκε π.σ. ην blue signal → assign → θηηάρλνπκε ηα όξηα κέρξη λα 

θπθιώζεη όιεο ηηο πεξηνρέο πνπ καο ελδηαθέξνπλ →continue 

 από ηελ εληνιή draw/merge, επηιέγνπκε ζε πνην θαλάιη ζα γίλεη ην draw/merge. 

Με αξηζηεξό θιηθ θηηάρλνπκε ην ζρήκα (ηελ πεξηνρή πνπ καο ελδηαθέξεη) θαη κε 

δεμί θιηθ θιείλνπκε ην ζρήκα → ok 

 Co-Localise → save data 

 Σηε ζπλέρεηα, αλνίγεη απηόκαηα έλα excel. Σην excel αλνίγνπκε ην θύιιν Ipp 

Co-localise.  

 Εθεί θαίλνληαη ηα εμήο απνηειέζκαηα κε πνζνζηά % co-localisation:  

- Green in red 

- Blue in red 

- Red in green 

- Blue in green 

- Red in blue 

- Green in blue  

 

 


