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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva problematikou tvorby uzivatelského pocitacového pro-
gramu urceného ke zpracovani obrazt kvantitativniho fazového kontrastu z digitalniho
holografického mikroskopu. Teoreticka cast prace obsahuje zakladni poznatky o ziskavani
a vyhodnocovani zpracovavanych obrazii véetné popisu jejich digitalni reprezentace v po-
¢itaci. V experimentalni ¢asti jsou rozebrany pouzité techniky a algoritmy na kterych je
program vystavén. Tato ¢ast prace dale obsahuje popis grafického uzivatelského rozhrani
vysledného programu a zhodnoceni vlivu riznych uzivatelskych nastaveni na vlastnosti
vystupnich soubort.

Summary

This bachelor thesis deals with creation of an user computer program for processing of
phase contrast images from a digital holographic microscope. The theoretical section of
the thesis contains basic information about obtaining and evaluation of processed images,
including a description of their digital representation in the computer. The experimental
part deals with techniques and algorithms on which the program is built. This part also
contains a description of the graphical user interface of the program and evaluate the
impact of different user settings for output files properties.

klicova slova
zpracovani obrazu, digitalni holograficky mikroskop, zobrazeni burky, dynamické fazové
diference, sucha hmota buriky, optickd mikroskopie

key words
image processing, digital holographic microscope, cell imaging, dynamic phase differences,
dry mass of cell, optical microscopy
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1 Uvod

V Laboratofi optické mikroskopie na Ustavu fyzikalniho inZzenyrstvi Fakulty strojniho in-
zenyrstvi VUT v Brné byl vyvinut a sestrojen transmisni digitalni holograficky mikroskop
(DHM) viz obr. la, ktery slouzi predevsim k vyzkumu rakovinnych bunék a jejich reakei
na vnéjsi podnéty. V tomto aplika¢nim projektu probiha blizka spoluprace s biologic-
kym pracovistém, kde je ¢asto potfeba prezentovat a analyzovat namérena data. Pro
tento ucel je potfeba vyvinout program pro prohlizeni a zpracovani obrazkia z DHM me-
todou dynamickych fazovych diferenci s volitelnym krokem diference a moznosti ukladani
¢asosbérnych pozorovani [1].

Cilem této bakalaiské prace je tedy vytvoreni uzivatelského programu pro zpracovani
kvantitativniho fazového kontrastu, ktery je rekonstruovan z hologramu a to ve smyslu dy-
namickych fazovych diferenci s barevnym kédovanim [2]. Krok diferenci bude volitelny pro
uzivatele. Vystupem ma byt soubor typu AVI nebo jiného videoformatu. Program bude
slouzit také pro prohlizeni obrazku zpracované kvantitativni fazové informace z DHM.
Program by mél byt kompatibilni se software pro ovladani kamery a rekonstrukeci obrazu
z DHM pro pripadné zabudovani.

Prvni ¢ast prace se zabyva vysvétlenim zakladnich pojmt a principi spojenych s holo-
grafickou mikroskopii. Dalsi ¢ast predstavuje teoreticky ivod do problematiky digitalizace
obrazu, po které néasleduje ¢ast vénujici se nastrojim programového feseni pouzitych pti
tvorbé programu. Realiza¢ni ¢ast prace pojednava o vlastnim navrhu programu a algo-
ritmech na kterych je vystavén. V posledni ¢asti je popsano grafické uzivatelské rozhrani
konec¢né implementace programu a zplisob prace s nim vcetné zhodnoceni vlivii uzivatel-
skych nastaveni.



2 Formulace problému

2.1 Digitalni holograficky mikroskop (DHM)

Holografickd mikroskopie umoznuje pozorovat prihledné nebo poloprihledné objekty,
které mohou byt obtizné pozorovatelné pomoci klasickych mikroskopt, kvili jejich velmi
nizké absorpci svétla. Holograficky mikroskop vytvaii hologram, ktery je iplnym zazna-
mem viny. Kromé intenzity lze tedy zobrazit i zmény fazového kontrastu indukovaného
vzorkem. Tato metoda vizualizace v pripadé bunky vypovida o skutecném rozmisténi
jeji suché hmoty [2]. Zmény fazového kontrastu lze v tomto DHM zaznamenat s vysokou
vzorkovaci frekvenci (12 Hz), a monitorovat tak dynamické déje v buiice. Proto se tento
mikroskop hodi k ¢asosbérnym zaznamtim reakci zivych bunék na vnéjsi podnéty. Schéma
tohoto mikroskopu zkonstruovaného a pouzivaného v Laboratori optické mikroskopie na
Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi Fakulty strojniho inZenyrstvi VUT je na obr. 1b.
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lampa
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a) DHM mikroskop, UFL, FSI, VUT. b) Konstrukce DHM.

Obrazek 1: Digitalni holograficky mikroskop.

2.2 Konstrukce DHM

Zdrojem svétla je halogenova lampa, kterd vyzaruje s velmi malou koherenc¢ni délkou
a Sitkou ([2], str. 13). Dusledkem pouziti svétla s malou koherenéni délkou a sitkou
je eliminace koheren¢niho Sumu v obraze a potlaceni svétla rozptyleného mimo rovinu
zaostfeni. Jde o neinvazivni metodu pozorovani, to znamena, ze vyznamnym zptsobem
neovliviiuje biologické vzorky, které jsou predmétem pozorovani a tak mtzeme sledovat
jejich reakce na vnéjsi podnéty. Pouziva se ¢ervené svétlo protoze je biologickymi objekty



malo rozptylovano. Svazek svétla ze zdroje je rozdélen na dva svazky, které prochazeji
skrz opticky ekvivalentni kondenzery. Objektova vlna prochéazi pres pozorovany predmét,
zatimco referen¢ni vlna prochazi skrz referencni objekt. V nasem konkrétnim pripadé
je predmétem komurka s médiem v némz se nachazeji pozorované bunky a referencnim
objektem je pouze komiirka s médiem bez bunék. Rozdil optickych drah svazki je tedy
v idealnim ptipadé zpusoben pouze priuchodem svétla bunkami. Obé vétve poté prochazeji
pres opticky ekvivalentni objektivy, které zobrazi predmét do vystupni roviny mikroskopu,
kde se setkavaji svazky z obou vétvi a interferuji. Vznikly hologram ve vystupni roviné
je nasledné snimén pomoci CCD kamery. Podrobnéjsi popis DHM viz [3].

2.3 Rekonstrukce obrazu

Potizené snimky (hologramy) jsou zpracovany fourierovskymi metodami, ¢imz je zrekon-
struovana intenzita a fazovy rozdil svételné viny prochézejici pozorovanym objektem viici
referencni viné (dale uz jen faze). Hodnota faze zavisi na indexu lomu a tloustce pozoro-
vaného objektu. Pak tedy v mistech, kde se méni index lomu nebo tloustka, dochazi i ke
zmeéné faze.

faze

hologram spektrum prostorovych frekvenci

IFFT /

komplexni

amplituda

\ intenzita

navizand fize skuteéné rozméry [pm]

Obrazek 2: Schéma rekonstrukce obrazu ([3], str. 27).

2.4 Upravy fazového zobrazeni

7, predchazejiciho odstavce vyplyva, ze z holografického zobrazeni lze numericky pomoci
fourierovskych metod zrekonstruovat celou predmétovou vinu — intenzitu a fazi. Zobra-
zeni faze je nutné dale upravovat ([2], str. 43).

Mezi provadéné upravy patii v prvni rade jeji navazani. To je nezbytné z toho divodu,
ze objekty v pfedmétové ¢asti mohou zpuisobit zménu fazového rozdilu vétsi nez 2w. To
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by vedlo k problémtm pfi reprezentaci digitalniho obrazu faze, jehoz oborem hodnot je
pouze interval (0, 27). BliZsi popis postupu navazéani faze je mozno nalézt v [3], str. 25.

Vyse zminénou tipravou ziskame obraz faze predmétové viny, ktera vznikla souctem fa-
zového posuvu pii prichodu pozorovanym objektem a fazovych vad vznikljch prichodem
vlny optickou soustavou tvorici mikroskop nebo odchylky pii numerickém vypoctu rekon-
strukce zobrazeni. Tyto chyby se mohou projevit modulaci nebo naklonénim (prohnutim)
fazového zobrazeni pozorovanych objekt. Odstranéni téchto chyb se provadi ode¢tenim
zrekonstruovaného zobrazeni faze bez preparatu (pozadi) od zobrazeni faze s preparatem.

Zde vyvstava dalsi problém spojeny s tim, Ze se béhem pozorovani méni i toto pozadi.
Divodem téchto zmén mtize byt nestabilita justaznich prvké mikroskopu nebo ptipadné
tepelné zmény preparatu vlivem okoli. ReSeni spoc¢ivd v prolozeni oblasti bez prepa-
ratt polynomialni plochou, ktera aproximuje pozadi. Ta je nasledné od daného fazového
snimku odectena. V soucasné situaci to znamend, Ze tyto korekce nelze provadét pro
preparaty, které vyplnuji celé zorné pole, jinak by nebylo mozné v kazdém snimku faze
v dané sérii pozorovani nalézt oblasti bez preparatu.

Rozsah hodnot faze je v dtsledku navazovani a dalSich odchylek v kazdém snimku
jiny. Z toho plyne, ze primérna hodnota faze pozadi ma v kazdém snimku jinou hodnotu.
Pokud bychom chtéli prohlizet ¢asosbérné série po sobé nasledujicich snimkt byl by kazdy
obrazek jiny. Z tohoto divodu je nutné priradit stejnou hodnotu faze ve vsech snimcich,
aby se hladina fize pozadi vyrovnala. ReSeni této problematiky se stalo piedmétem
nekolika bakalaiskych a diplomovych praci.

2.5 Vyznam faze pri pozorovani bunék

Pti vyhodnocovani vysledkt pozorovani nas zajima predevsim obraz faze. Je to dano tim,
ze pri holografickém zobrazeni je tiroven Sedé v obrazu linedrné timérna fazi, proto toto
zobrazeni muzeme nazvat jako kvantitativni fazovy kontrast. Vztahy a zavéry uvedené
v tomto odstavci pochazeji ze ([2], str. 43).

Rozdil optické drahy ¢ vlny zptsobeny prichodem latkou vici viné prochazejici vzdu-
chem zavisi na rozdilu indexd lomu latky. Index lomu latky a vzduchu je funkci jejich
hustoty p, coz vyjadiuje Lorentztiv—Lorenzuv vztah ([2], str. 38). Buriku lze povazovat
za roztok proteint, jehoz hustota linearné zavisi na koncentraci proteinti. Proteiny jsou
pomérné dost velké molekuly, ale i v pripadé znacnych variaci v jejich slozeni nedojde
k vyrazné zméné jejich indexu lomu. Za téchto podminek plati vztah mezi indexem lomu
bunky ng, indexem lomu tekutiny ng, ve které jsou proteiny rozpustény a koncentraci
proteini v bunce C', v této podobé

ng —ng = asC. (1)

Koncentrace C' roztoku je obvykle méfena v jednotkach g/100 ml=g/100cm? a kon-
stanta oy, uvadénd vétsinou v jednotkich 100 ml=100cm?/g, je zndma jako specificky
refraktivni prirtistek. V ramci dizertacni prace Ing. Hany Uhlifové Ph.D. byl shrnut vliv
nékolika vnéjsich faktori na hodnotu ay. Z tohoto souhrnu vyplynul poznatek, ze hodnota
a; je pro vodné roztoky proteinti priblizné konstantni.

Rozdil optickych drah ¢ indukovany butikou, ktery je mozné naméfit interferencnim
mikroskopem je v pripadé idealniho zobrazeni definovan vztahem

5(x,y) = / (v, 2) — nad dz, 2)
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kde x, y oznacuji soutfadnice kolmé na optickou osu objektivu predmétové vétve, z je
soutfadnice ve sméru optické osy a ng, nys jsou prislusné indexy lomu bunky a média.
Médium je oznaceni pro okolni prosttedi bunky. Déle predpokladame, ze v predmétové
vétvi DHM je bunika v médiu a v referen¢ni vétvi je opticky totozny predmét, ale bez
bunky. Protoze médium je svym slozenim velmi piibuzné rozpoustédlu v butice, mizeme
mu prisoudit stejny index lomu, tedy ny = ng. Veli¢ina C' ve vztahu (1) je v jednotkéach
g/100 ml, zavedeme C’ tak, ze [C'] =g/ml. Potom (1) lze pfepsat do tvaru

np(z,y,z) = ng + 1000,C’' (2, y, 2). (3)

Jak bylo uvedeno vyse ¢’ udava koncentraci, tedy mnozstvi suché hmoty bunky?
v gramech na mililitr, pak celkovou suchou hmotu buiky W v gramech udéava integral

pres objem bunky V.
W= /// C'(z,y,z)dedydz. (4)
v

Fazovy rozdil pfedmétové a referenéni viny ¢(x,y) ziskany rekonstrukei hologramu
muzeme definovat jako

8(r,) = ki) = 2 i(a,y), o)

kde k je vlnové ¢islo, A je vinova délka pouzitého svétla.
Vztah mezi pozorovanou fazi a suchou hmotou buriky mtizeme pomoci vztaht (3), (4)

a (5) vyjadiit jako
A
W= oo [[ dlndoay (6)
S

Ze vztahu (6) je zfejmé, ze pozorovana faze buiiky v DHM je imérna plosné hustoté
jeji suché hmoty.
Pii prechodu na diskrétni rozlozeni faze zptusobené digitalizaci obrazu muzeme psat

2007 ayg

W(i.d) = g [ [ol0)dedy, (7)

kde ¢ a j urcuji polohu pixelu ve fazovém zobrazeni, W (i, j) oznacuje suchou hmotu
odpovidajici plose buiiky zobrazené na obrazovy pixel ¢, j a S;; oznacuje plochu daného
pixelu, pres kterou integrujeme.

Faze ¢(i,7) je povazovana za konstantni na ploSe pixelu fazového zobrazeni. Protoze
kazdému pixelu zobrazeni odpovida stejnd plocha priamétu preparatu do roviny x, y,
kterou oznac¢ime AS, faze ¢(i, j) buiiky na plose odpovidajici plose pramétu do jednoho
pixelu je pfimo tmérna suché hmoté buriky W (i, 5), tedy

_AAS
2007 o

Wi, j) (i, ). (8)

1Suchou hmotu tvoii latky jako proteiny, cukry, tuky a jejich slouceniny, nukleové kyseliny a amino-
kyseliny, které jsou nositelem zivotnich procesi v butice ([2], str. 42).
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2.6 Dynamické fazové diference (DPD)

Jedna se o metodu vyvinutou ke zpracovani kvantitativniho fazového kontrastu z DHM
v ramci dizerta¢ni prace Ing. Hany Uhlitové Ph.D. Pro vyuziti kvantitativni informace,
kterou poskytuje fazova rekonstrukce z DHM, ma vyznam jak jeji hodnota vic¢i nulové
fazi definované v mistech, kde faze predmétové a referencni vlny maji stejnou hodnotu,
tak také relativni hodnota vici fazi v rtuznych casovych okamzicich béhem pozorovani.
Protoze DHM umoznuje pozorovani zivych bunék, je mozno zkoumat vliv prostiedi na
jejich motilitu (pohyblivost). Napf. uréity typ bunék reaguje na neptiznivé prostiedi tim,
ze se stahne do sebe. Navic pohyb buiiky nepredstavuje pouze zménu tvaru jejiho okraje,
ale 1 vnitrobunééné premistovani hmoty uvnit¥. Tato metoda tedy slouzi pro zviditelnéni
pravé téchto zmén rozlozeni suché hmoty buiiky béhem pozorovani.

Metoda dynamickych fazovych diferenci je zalozena na odlisném zobrazeni kladnych
a zapornych rozdili kvantitativniho fazového kontrastu dvou snimki stejného preparatu
([2], str. 44). V piipadé, ze ®p > 0, jedna se o priristek suché hmoty bunky a je znazor-
nén v obrazku DPD cervenou barvou tak, ze jas barvy odpovida hodnoté ®p,. Hodnoty
®pH < 0 vyjadriujici abytek suché hmoty, jsou oznaceny ve stejném obrazku DPD zelenou
barvou a jas barvy odpovida hodnoté ®,. Pokud je & = 0, tak je jas barvy nulovy
(CGernd barva).

DPD mitizeme vypocitat dvéma zptisoby. Prvni z nich se nazyva postupné DPD a po-
¢ita se jako rozdil po sobé nasledujicich snimku faze, tedy

Pp14(i,7) = Py1(i,5) — D47, 9), q=12,...,w—1, 9)

kde ® je obraz faze po numerickych tpravach, w je pocet snimkii.
Druhy se nazyva DPD vzhledem k pocdtku a pocitéa se jako rozdil prislusného a poca-
tecniho snimku podle

®D2,q(i7j> = q)q+1<i7j>_(1)Q(i7j)7 q:1727"-7w_1' (]‘0)

b)

c)

a)

Obrazek 3: Kvantitativni fazovy kontrast bunky v case ¢t na obr. a, ¢ + 30 s na obr. b
a DPD mezi témito snimky na obr. ¢, z néhoz je patrné zvyraznéni zmény rozlozeni suché
hmoty bunky.

Timto zptsobem lze vizualné vyhodnotit okamzité zmény rozmisténi suché hmoty
buriky béhem reakce (postupné DPD) nebo vyvoj reakce (DPD vzhledem pocatku). Vi-
zualizace dynamickych fazovych diferenci a jejich barevné oznaceni umoznuje zvyraznit
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pohyby drobnych ¢asti bunky, které jsou pouhym pozorovanim kvantitativniho fazového
kontrastu velmi tézko postrehnutelné. Tato skutecnost je demonstrovana na obr. 3. Za-
timco rozdil rozlozeni hmoty bunky mezi obr. 3a a 3b v casech t a t+30 s je obtizné
postfehnutelny, DPD na obr. 3c dava jasnou predstavu o tom, k jakym zménam v ¢aso-
vém intervalu 30 sekund doslo.
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3 Digitalizace obrazu

Zakladnim kamenem pro zpracovani obrazu je vlastni ziskani obrazu realného svéta a jeho
prevod do digitalni formy vhodné pro ulozeni a dalsi zpracovani v pocitaci ([4], str. 12).
To, co vidime v redlném svété, lze chapat jako néjakou spojitou velicinu — obrazovou
funkci (pfedstavme si hodnoty jasu). Pocitace ndm neumoziuji zaznamenat a ulozit ve-
licinu jako spojitou, nybrz diskrétni. Proces pfechodu od spojité veli¢iny k diskrétni se
nazyva digitalizace. V této souvislosti se objevuje pojem Pixel - jenz vznikl ze zkraceni
anglického souslovi picture element. Pixel predstavuje jeden obrazovy bod nesouci infor-
maci o hodnoté jasu nebo v pripadné barevného obrazu o barvé. Jako snimace obrazu jsou
dnes nejvice rozsiteny obrazové senzory nazyvané dle technologie a zpiisobu transportu
informace jako CCD (charged coupled device) nebo CMOS (complementary metal-ozide
semiconductor).

3.1 Reprezentace obrazu

Pti dalsim zpracovani obrazu potiebujeme obraz a jasové hodnoty v ném vhodnym zpiiso-
bem reprezentovat ([4], str. 25). Definice se v riznych disciplindch od sebe lisi. Formalné
1ze obraz definovat jako spojitou funkci dvou proménnych f(x,y), kde f oznac¢uje hodnotu
jasu a (z,y) jsou soufadnice urc¢ujici pozici v obraze. Predpokladame, ze obraz, se kterym
realné budeme pracovat, ma omezené rozmeéry

<$min7$max> X <yminaymax> . (11)

Hodnotou obrazové funkce muze byt jedno c¢islo, které reprezentuje hodnotu jasu
v obraze na pozici (z,y). V piipadé barevného obrazu to ale mize byt trojice Cisel
fr(z,y), fo(z,v), fe(z,y), které reprezentuji hodnotu jasu jednotlivych barevnych slozek
v modelu RGB.

V praxi je obor hodnot omezen technickymi moznostmi. Funkéni hodnoty f jsou po
digitalizaci diskrétni, soutadnice (z,y) jsou celodiselné. Pro reprezentaci Sedoténového
obrazu pouzivame dvojrozmérnou matici G s hodnotami jasu f(x,y). Pro reprezentaci
barevného obrazu pouzivame trojrozmérné pole f(z,y,barva), kde barva je konstanta
oznacujici o kterou barvu se jedna (0 = Cervend, 1 = zelend, 2 = modra). Pro urceni
presného odstinu barvy byly vytvoreny rtizné barevné modely.

3.2 Barevny model RGB

Tento popis barev je vyuzivan v zobrazovacich zafizenich, kdy jeden viditelny bod (pixel)
tvori tfi velmi blizko umisténé body barevnych slozek Red (Cervené, R), Green (zelené,
G), Blue (modré, B) ([4], str. 19). Jednotlivym slozkdm byly pfifazeny vinové délky:
Red = 700 nm, Green = 546,1 nm, Blue = 435,8 nm. SloZenim jednotlivych barevnych
slozek RGB v patfi¢cném poméru ziskame vyslednou barvu. Proto fikdme, ze tento model
barev je aditivni - tedy pro hodnoty (R = 0, G = 0, B = 0) je vysledné barva ¢erné. Se
zvySujici se hodnotou se barvy ,pfidavaji“, az po maximalni hodnotu (R = 1, G = 1,
B = 1) kdy je vysledna barva bila (viz obr. 4). Plati, Ze pokud jsou hodnoty jednotlivych
slozek stejné, jednd se o odstin Sedi. V pocitacové grafice se vétsinou uvazuje rozsah
hodnot v celych ¢islech v rozmezi 0-255. V této souvislosti se hovori i o hloubce barev,
ktera udava ciselné rozmezi pro jednotlivé slozky. Barevna hloubka 8 bitl je tvorena
vybérem (tabulkou) 256 definovanych barev. Vybér barev je bud definovan pouzitym
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standardem nebo musi byt definovan vzhledem k danému obrazu. Pfi 3 x 8 bitech (na
kazdou barvu 8), tak lze vyjadfit asi 16,7 milionu barev. U pouziti 24bitové hloubky
hovotime jiz o , TrueColor* obrazech, coz odpovida tomu, co je mozno vidét v realném
Svéte.

B (modri)

(0,0,1)

bila

odsti.ny sedé (1,1,1)
b

C (modrozelend)

M (purpurova)

-

R G (zelend)
< 0.00) (0,1,0)

R (¢ervend)

Obrazek 4: Reprezentace barevného prostoru RGB.

3.3 Pievod barevného obrazu na odstiny Sedé

Barevny obraz miizeme prevést na obraz v odstinech Sedi, kde odstiny Sedi jsou vyjadieny
hodnotami jasu. Jednim z divodi je nasledné zpracovani, kde neni tieba zkoumat barevné
slozky separatné. Protoze je lidské oko rtizné citlivé na jednotlivé slozky barev RGB, nelze
pouzit prosté secteni jednotlivych slozek, ale pro pirevod se pouziva vahovych koeficientti

f=0,299R +0,587G +0,114B, (12)

kde f je vysledna troven jasu v Sedoténovém obraze a R, G a B maji vyznam urovni jasu
jednotlivych slozek daného bodu v barevném obraze.
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4 Nastroje programového reseni

K vyvoji programu byl zvolen jazyk C#, kvili jeho orientaci na platformu .NET Fra-
mework, kterd umoznuje snadné a rychlé vytvareni grafickych uzivatelskych prostiedi dle
soucasnych standardi.

4.1 Programovaci jazyk C#

C# je vykonny, ale pfitom jednoduchy, jazyk zaméreny predevsim na vyvojare aplikaci na
platformé .NET Framework ([5], str. 21). Zdédil velmi mnoho dobrych vlastnosti jazyka
C++ a Microsoft Visual Basic, ale jen malo z jejich nesrovnalosti a anachronismi, takze
vysledkem je cistsi a logic¢téjsi jazyk. Muzeme se na néj divat jako na zjednodusenou
a Cisté objektovou verzi programovaciho jazyka C+-+. Lze ho vyuzit k tvorbé databazo-
vych programii, webovych aplikaci a stranek, webovych sluzeb, formulafovych aplikaci ve
Windows, softwaru pro mobilni zafizeni (PDA a mobilni telefony) atd.

4.2 ..NET

Architektura .NET (,dotnet podle anglického dot NET = tecka NET, NET pochézi
z network, sit) byla navrzena firmou Microsoft k propojeni vsech prvki, které mohou byt
propojené pomoci software - lidi, poc¢itac¢i, staveb a dalsich zafizeni [4]. K tomu vyuziva
tzv. NET kompatibilni programovaci jazyky, mezi které patii Visual Basic. NET, C++,
C#, JScript. NET, ASP.NET a dalsi.

Spolecné jazykové specifikace (CLS)

‘Web Forms ” ‘Windows Forms

ADO .NET a XML

Zdkladni knihovna tFid

LAN' O1pmIg [ensip

Obrézek 5: Celkovy pohled na architekturu .NET [7].

4.3 Prostredi .NET Framework

K tomu, aby programy vyuzivajici architektury .NET mohly byt spustény na uzivatel-
ském pocitaci musi byt nainstalovan balik .NET Framework, ktery je jednim z mnoha
vyvojovych platforem urcenych pro tvorbu aplikaci v této architektufe. Tento balik se
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sklada z nékolika soucasti, mezi nimiz velkou roli hraje tzv. Zakladni knihovna t¥id (Base
Class Library) ([6], str. 28). Ta obsahuje jiz pfedprogramovand feseni nej¢astéjsich nizko-
urovniovych programéatorskych problémt napi. funkce pro ukladani a otevirani rtznych
druhii dat ve vyse uvedenych .NET jazycich. Jinak feceno, .NET aplikace miize byt na-
psana v libovolném podporovaném programovacim jazyce a bez dalsiho vynalozeného tsili
je tzv. Spoletné béhové prostiedi (Common Language Runtime, CLR). Toto prostiedi
zajistuje béh programi preloZzenych z rtznych programovacich jazyku do vlastniho me-
zijazyka. CLR umoznuje jejich vzajemnou spolupréci, takze rizné soucasti programu
mohou byt napsany v riiznych programovacich jazycich. Stara se o automatickou spravu
paméti, o fizeni doby zivota objektt a o dalsi funkce nezbytné pro béh programti v tomto
prostredi.

4.4 DirectShow

DirectShow je multimedialni vyvojova platforma, vytvorena firmou Microsoft pro vyvojare
software [9]. Je urcena k vykonavani riiznorodych operaci s multimediadlnimi soubory nebo
datovymi toky. V programu je k DirectShow pfistupovano ve formé dynamické sdilené
knihovny (Interop.QuartzTypeLib.dll), ktera je souc¢asti jeho instala¢niho archivu.
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5 Implementace programu

Tato kapitola popisuje nékteré detaily implementace a ukazuje dosazené vysledky. Dale
popisuje Teseni nacitani a tvorby bitmapovych obrazi, tvorbu videosouborii a predevsim
DPD, jejichz vypocetni algoritmus je rozebran podrobnéji.

5.1 Cteni bitmapovych soubort

Rekonstruované obrazy faze jsou barevné bitmapové? soubory. K takovému typu sou-
boru je mozno v jazyce C# pristupovat pomoci instance t¥idy System.Drawing.Bitmap,
jejimz argumentem je fetézec obsahujici cestu k souboru obrazu. K prochazeni pres jed-
notlivé pixely bitmapy je nutné jeji data nejdiive ,uzamknout“ v paméti pomoci metody
Bitmap.LockBits. V dalsim kroku pomoci cyklu prochézime jednotlivymi pixely bitmapy
a v kazdé iteraci zjistujeme hodnoty slozek RGB metodou Color.FromArgb. Protoze je
pro nase dalsi zpracovani dilezita jen hodnota jasu pixelu v obrazu faze, vypocteme si ji
ze vztahu (12) a vyslednou hodnotu ulozime na odpovidajici pozici z, y do tfirozmérného
pole ve tvaru (vyska obrazu x Sitka obrazu x celkovy pocet obrazi ke zpracovéani), jak
je znazornéno na obr. 6.

v v C\
rsn‘ka obEzu [px] efo .
vyska
obrazu "
[px]
p
jednotlivé

pixely obrazu

Obrazek 6: Zvoleny zptsob ukladani obrazovych dat v paméti pocitace.

5.2 Vypocet dynamickych fazovych diferenci

Algoritmus vypoc¢tu DPD je principialné popsan v odstavci 2.6. VSechna obrazova data
jsou ulozena v trirozmérném poli Pha ve tvaru uvedeném v odstavci 5.1. Tento tvar
zajistuje snadny piistup k pozadovanym obrazovym soubortim. Ridicim cyklem vypoctu
DPD je cyklus prochézejici pres potradi jednotlivych obrazt tak, jak jsou za sebou ulozeny
v proménné Pha. K pohybu po jednotlivych pixelech daného obrazu slouzi dva dalsi do
sebe zanotfené cykly, jejichz tidici proménné nabyvaji hodnot od nuly do maximalniho
rozmeéru prislusného obrazu. Na této nejnizsi Grovni zanofeni je realizovana podminka,
overujici uzivatelem vybrany typ DPD. Podle této podminky se fizeni programu rozhodne,
ktery z blokt kédu v téle podminky bude dal zpracovan. Zapis hodnot rozdili jasu probiha
do proménné typu pole Pole DPD o velikosti (vyska obrazu X §ifka obrazu x barevna
slozka). Programovy zapis vypoé¢tu rozdili jasu prislusnych obrazovych bodu v ptipadé
urcovani postupnych DPD vypadé zjednodusené takto:

2Bitmapa = mapa bitt, z anglického bitmap, jeden ze zplisobll reprezentace obrazu v paméti pocitace
(4].
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PoleDPD[, ,&erveva] = Phal,,&islo obrazu+krok]-Phal,,&islo obrazul;
PoleDPD[,,zelena] = Phal,,&islo obrazul]-Phal,,&islo obrazu+krok];
PoleDPD[, ,modra] = 0;

A programovy zapis vypoctu DPD vuci poc¢atku nasledovné:

PoleDPD[,,&erveva] = Phal,,&islo obrazu+krok]-Phal,,prvni obraz];
PoleDPD[, ,zelend] = Phal,,prvni obraz]-Phal,,Cislo obrazu+krok];
PoleDPD[, ,modra] = O;

Jak je patrné ze zapist uvedenych vyse, modra slozka je pouze inicializovana nulovou
hodnotou, coz je nutné pro pozdéjsi vytvoreni barevné bitmapy. Z divodu nizké citlivosti
lidského oka na tuto barvu, ji ke zvyraznéni DPD nepouzivame.

V této chvili prevezme iniciativu rozhodovaci ¢ast cyklu, ktera ptiradi vypoctenym
rozdiltim jasu barevny vyznam. Cyklus prochézi pies vSechny hodnoty rozdild jasu a pires
jednotlivé barevné slozky pole Pole DPD a aplikuje na né predem definované podminky.
Timto postupem dojde k nadefinovani jednoho bitmapového obrazu fazovych diferenci
s barevnym kédovanim. Vysledek této tipravy je zobrazen uzivateli v podobé jedné po-
lozky v panelu DPD v hlavnim okné programu. Proménna Pole D P D je vynulovana, fidici
proménna cyklu (pofadi vstupnich obrazi) je inkrementovana o jednicku a cely vypocet
zacne znova. K ukonceni celého vypoctu dochéazi v okamziku, kdy fidici proménné cyklu
nabude vétsi hodnoty, nez je celkovy pocet obrazii vybranych uzivatelem ke zpracovani.

Zavislost doby vypoctu DPD na rozliSeni obrazii

710x535 62451
639x482 50038
- |
2 568x428 40034
=
'
N 426x321 22181
& |
355x268 15574
284x214 9929
. v Z v Z 7~
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000
Cas [ms]

Obrazek 7: Zavislost doby vypoctu DPD na rozliseni obrazi. Jak je z tohoto grafu patrné,
tato zavislost je témeér linearni. Celkovy pocet zpracovavanych obrazt: 189. Barevna
hloubka obrazi: 24 bitt.

7Z hlediska vypocetni narocnosti je vypocet DPD nejnarocnéjsi ¢asti celého programu.

Doba potiebna ke zpracovani se odviji od mnoha faktori. Pfedné je to celkovy pocet
obrazii ke zpracovani a jejich rozliSeni (vice bodu v obrazu, jenz je tfeba zpracovat),
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a s tim souvisejici délka kroku DPD (¢im kratsi, tim vice obrazt ke zpracovani). Celkova
vypocetni doba DPD déale také zavisi na hardwarovém vybaveni pocitace na kterém je
vypocet realizovan. Na obr. 7, je mozno shlédnout srovnani doby vypoc¢tu DPD pro rizna
rozliSeni obrazti. Jak je z tohoto grafu patrné, zavislost doby vypoctu na rozliSeni obrazt
je témér linearni.

5.3 Vytvareni bitmapovych souboru

Tvorbou bitmapovych souborti se v nasem pfipadé zabyvame v okamziku ukladani DPD.
V prvni fadé pozadujeme, aby kazda vypoctena DPD byla na disku volné piistupna
v podobé bitmapového souboru pro pripadné dalsi zpracovani. V druhé radé tucelem
naseho programu je i prohlizeni vypoctenych DPD, a to by ve stavajicim feSeni jinak, nez
prevodem na bitmapu nebylo mozné.

Vytvorime instanci t¥idy System.Drawing.Bitmap, ktera bude reprezentovat nas novy
obraz. Tato tfida vyzaduje specifikaci parametri nové bitmapy — vysku, sitku a pocet
bitl na barvu. Metodou Bitmap.LockBits zptfistupnime jednotlivé bity pro zapis a pomoci
cyklu mtzeme pristupovat k jednotlivym pixeliim bitmapy. Metodou Color.ToArgh pti-
fazujeme hodnoty slozek RGB jednotlivych pixelti na odpovidajicich pozicich x, y, které
ziskame napt. vypoctem DPD. Takto vytvorend bitmapa je zatim pouze v paméti poci-
tace a kdybychom program vypnuli pfisli bychom o ni. Proto je vyhodné vytvoreny obraz
ulozit metodou Bitmap.Save do samostatného obrazového souboru na disk v nékterém ze
standardné podporovanych grafickych forméatu.

5.4 Vytvareni videosoubori

Tvorba videa ze série obrazll predstavuje komplexnéjsi programatorsky problém, jehoz
vlastni feseni presahuje ramec této bakalaiské prace, proto je vyhodnéjsi pouzit nékteré
z jiz predpripravenych feseni. K feseni tohoto problému byla zvolena externi knihovna
AVTIfile format library a mirné pozménény algoritmus AviWriter, jehoz autorkou je
softwarova vyvojarka Corinna John a ktery mtze byt volné sifen a pouzivan.

Algoritmus tvorby videa v nasem programu lze s vyuzitim téchto externich knihoven
popsat nasledujicim zpiusobem. Vytvorime instanci tiidy AviWriter, ktera otevie datovy
proud a pomoci cyklu vkladame metodou AddFrame jednotlivé obrazy, tak jak za sebou
maji ve videu nésledovat. Vsechny obrazy z nichz je video tvoreno musi mit stejné roz-
meéry, aby nedoslo k pfeteceni obrazového zasobniku. OSetfeni proti rozdilnym rozmértim
vstupnich obrazi je provedeno piimo ve vstupnim vybérovém dialogu, viz odstavec 6.4.
Proto se timto problémem v dalsich ¢astech programu nemusime dale zabyvat. Po na-
¢teni vSech obrazl datovy proud uzavieme a pomoci tiidy AVISaveOptions nastavime
parametry vysledného videosouboru (pocet snimk za sekundu, kompresni pomér), ktery
bude nasledné zapsan na disk ve formé videosouboru s pfiponou AVI.

3Audio Video Interleave — multimedidlni kontejner, ktery rozdéluje data souboru do bloktl, kazds
blok je identifikovan pomoci specidlni znacky [10].
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6 Orientace v prostredi DPDView

Program DPDView implementuje metodu dynamickych fazovych diferenci popsanou v od-
stavci 2.6. Je tedy urcen ke zpracovani obrazi jiz zrekonstruované a navazané faze z DHM.
Umoznuje libovolné volit krok DPD, zobrazit a prohlizet zdrojové i jiz upravené obrazy
z dané série pozorovani. Uzivatel dale miize vytvorit nadhled videa ze zpracovanych sou-
borti a nasledné tento nahled ulozit do videosouboru ve standardnim formatu. Hlavnim
rysem programu je jednoduché a intuitivni grafické uzivatelské prostiedi, jehoz ovladani
bude vysvétleno v této kapitole.

6.1 Instalace

Program DPDView sdm o sobé instalaci nevyzaduje. Rozbalenim instala¢niho balicku
vznikne adresai DPDView, ktery je mozné nakopirovat na libovolné misto v pocitaci ¢i po-
¢itacové siti. Uvnitf tohoto adresafe se nachézi doprovodné knihovny a spustitelny soubor
DPDView.exe, kterym se program spousti. Program zadnym zptsobem nemodifikuje
systémové soubory, adresafe a registry ani zadnym jinym zpiisobem neovliviiuje systé-
mové nastaveni. Instalaci vyzaduje béhové prostiedi (runtime) .NET Framework
3.5, pokud neni v pocitaci jiz nainstalovano. Aktudlni verze 3.5 (v dobé psani této
prace) je pro majitele operacniho systému Windows k dispozici zdarma jako samostatna
komponenta, ktera se do systému doinstaluje. Byva také sifena na CD ¢i DVD rtznych
pocitacovych casopisi, jako soucast rizného software a lze ji také stahnout samostatné
nebo prostiednictvim sluzby Windows Update. Prostfedi .NET Framework je navrzeno
tak, aby program napsany pro nizsi verzi fungoval i s vyssi. Zjednodusené lze tedy fici,
ze stac¢i na pocita¢ nainstalovat nejnovéjsi verzi prostiedi .NET Framework.

6.2 Systémové pozadavky

Program byl napsan ve vyvojovém prostiedi Visual Studio 2008 primarné jako aplikace
pro operacni systém Microsoft Windows. Podporovany jsou architektury

e x80,
o x64,
e ia64 (Windows Server 2008).
Mezi podporované verze operacniho systému Windows patfi
e Windows XP,
e Windows Vista,
e Windows 7,
e Windows Server 2003/2008.

Podpora pro unixové platformy (Linux, BSD, Mac OS X, Solaris, AIX) neni oficialné
umoznéna, avsak existuji komunitni nastroje (DotGNU, WINE), které umozriuji spustit
tento program i tam.
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Miniméalni pozadavky na hardwarové vybaveni pocitace se odviji od hardwarovych
pozadavkt pro instalaci prostiedi .NET Framework 3.5, tedy 400 MHz CPU, 96 MB RAM,
1024 x 768 high-color 32bit monitor a alesponn 500 MB volného mista na pevném disku
pocitace (ovSem spustitelny soubor programu dosahuje velikosti pouze 1 MB). Poslednim
pozadavkem programu je pravo pro zapis do svého adresare a podadresait.

6.3 Zakladni obrazovka programu

Po spusténi programu uzivatele uvita hlavni okno celého programu, kde predevsim z di-
vodi zrychleni a zjednodusSeni prace s timto programem probiha 90% uzivatelem vykona-
vanych tkonti. Jak je patrné z obr. 8 je toto okno rozdéleno do nékolika ¢asti. V horni

B DPDView

Nahled

Y

Pfipraven |

Obrézek 8: Zakladni obrazovka programu DPDView bez nac¢tenych dat.

casti se nachazi programova lista. Na levém okraji centralni plochy je umistén oddélovaci
pruh s tlacitky umoznujici rychly pristup k volbam nabizenych funkci programu. Cent-
ralni plocha hlavniho okna programu obsahuje dva posuvné panely slouzici k zobrazeni
zdrojovych obrazii faze a vypoctenych DPD. Déle se zde nachazi okno pro prehravani na-
hledu DPD s posuvnikem umoznujicim libovolné ¢asové posunuti prehravaného nahledu.
Tento posuvnik zaroven slouzi jako indikator pribéhu prehravani.

U spodniho okraje programu je v celé délce hlavniho okna umistén stavovy radek
(komponenta Status Bar), ktery poskytuje zakladni informace o stavu programu a datech
se kterymi se pravé pracuje viz obr. 9.
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Obrazek 9: Popis jednotlivych polozek stavového radku.

6.4 Vstupni soubory

DPDView umoznuje nacitat 24bitové barevné obrazové soubory standardnich format,
jmenovité JPG, TIFF, PNG, GIF, BMP. Vstupni soubory lze nacist tlacitkem Otevr¥it,
pripadné v horni listé pfes menu Soubor—Otevrit. Pro pohodlnou spravu vstupnich
soubort, byl navrzen jednoduchy souborovy dialog, kde se po vybéru prislusného zdrojo-
vého adresare z adresarové struktury pevného disku zobrazi jednotlivé soubory v hornim
zobrazovacim poli.

Pro ptidani jednoho nebo vice soubortt do seznamu souborii ke zpracovani slouzi ovla-
daci tlacitka umisténa v prostiedni ¢asti dialogu. K rychlé orientaci mezi soubory slouzi
okno nahledu, v némz se zobrazuje pravé uzivatelem oznaceny obrazovy soubor. Zob-
razeni nahledu je jesté doplnéno o vypis rozmért praveé uzivatelem oznaceného obrazu.
Toto se jevi jako velmi praktické z toho diivodu, ze uzivatel musi svym vybérem vybrat
pouze takovou sadu obrazii, ve které maji vSechny obrazy stejné rozmeéry. Tato podminka
vyplyva z odstavce 5.2, kde k urceni polohy odpovidajiciho pixelu ve dvou po sobé nasle-
dujicich obrazech faze pouzivame souradnice vztazené ke stejnému pocatku souradnych
0S.

Mozné situaci, kdy by musel uzivatel rucné kontrolovat rozmeéry pro celou sérii me-
feni, jsme predesli implementovanim kontrolni funkce, ktera pii kliknuti na potvrzovaci
tlacitko OK, zkontroluje dany vybér a obrazy, které se rozmérové lisi od ostatnich zvy-
razni Cervenou barvou. Uzivatel je nasledné vyzvan, aby sviij vybér zménil tak, ze ve
spodnim vybérovém okné nebude zadny soubor oznacen jako rozmérové odlisny. Timto
ve své podstaté jednoduchym opatienim jsme vyteSili veskeré dalsi problémy, které by
mohly vzniknout v disledku rtiznych rozméra jednotlivych obrazti ve vybrané sérii ob-
razi ke zpracovani, at jiz v pfipadé vypoc¢tu DPD, viz odstavec 5.2 ¢ vytvareni videa,
viz odstavec 5.4.

V této casti je jesté nezbytné nutné zminit podminku na abecedni fazeni nazvi jednot-
livych obrazl ve zpracovavaném souboru méreni. Cela tato bakalafska prace je zalozena
na zpracovani ¢asosbérnych pozorovani fazového kontrastu bunky. Proto zde hraje ¢a-
sova navaznost velkou roli a jednou z moznosti, jak tuto navaznost zajistit, je pouziti
abecedné navazujicich nazvt vstupnich obrazt. Dalsi moznosti urceni potadi obrazu ur-
¢enych ke zpracovani by bylo pomoci systémovych funkci zjistovat posledni datum zmény
daného obrazu (pfipadné ¢as vytvoreni obrazu), ovem tento zptsob ztraci vyznam v oka-
mziku, kdy si uvédomime, ze dochazi k softwarové rekonstrukci obrazu faze a naslednym
upravam popsanych v odstavci 2.4, pfi kterych je cas tpravy vsSech obrazu faze zménén
na témér stejnou hodnotu (napf. béhem 1 sekundy pocita¢ zpracuje 5 soubori naraz).
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Obrazek 10: Navrzeny souborovy dialog pro jednoduchou spravu vstupnich souborii.

6.5 Vypocet DPD

V tomto odstavci se dostavame k tsttedni funkci celého DPDView, a tou je samotny vypo-
¢et dynamickych fazovych diferenci. Ptislusna konfiguracni ¢ast hlavniho okna programu
se aktivuje kliknutim na tlacitko DPD nebo pomoci nabidky Soubor—DPD. Zde je
nutné upozornit na to, ze tyto volby se stanou aktivni pouze v pripadé provedeni ispés-
ného vybéru vstupnich souborii popsaného v odstavci 6.4. Timto postupem predchazime
situaci, kdy by bylo mozné ihned po startu programu nechat pocitat DPD, aniz by byly
vybrany obrazy ke zpracovani, coz by mohlo mit za nasledek pad programu. Jedinou
moznosti, jak upozornit uzivatele, ze neni néco v poradku, by bylo chybové hlaseni, coz
by neprospélo uzivatelskému komfortu, na ktery je pii navrhu tohoto programu kladen
velky diraz.

V bile oramovaném konfigura¢nim dialogu DPD je mozné ménit typ DPD. Zatrze-
nim boxu DPD vzhledem k pocatku vynutime jen tento typ DPD, viz odstavec 2.6.
Vysledné programem vypoctené DPD jsou zobrazeny ve sloupci DPD v hlavnim okné
programu. Jednotlivé obrazové polozky tohoto seznamu je mozno nalézt v pracovnim ad-
resaii programu ve slozce PhaDn, kde n je délka uzivatelem zvoleného kroku. Na obr. 11
je zobrazeno zakladni okno programu s nactenymi daty.

V konfigura¢nim dialogu je dale umoznéno zménit koeficient jasu. Tento koeficient
udava cislo kterym je vydélena prislusna hodnota ptislusné barevné slozky kazdého pixelu
v obrazu. Timto koeficientem se da snadno pfimo v prostfedi DPDView ménit barevny
jas vyslednych DPD a ve svém disledku i barevny jas nahledu videa vygenerovaného
z téchto zesvétlenych (ztmavenych) DPD. Na obr. 12 je srovnani vlivu zmény koeficientu
jasu na jas vypoctenych DPD.
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Obrazek 11: Zakladni obrazovka programu DPDView s na¢tenymi obrazy.

10 pm 10 pun

a) Koeficient jasu = 0,5. b) Koeficient jasu = 0,3. ¢) Koeficient jasu = 0,1.

Obrazek 12: Srovnani zmén jasu obrazl vlivem zmény koeficientu jasu.

6.6 Nahled videa

Dalsi dulezitou funkei programu je tvorba nahledu videa, ktery poskytuje pfimou infor-
maci o zménach suché hmoty bunky v case. Prehravaci okno néhledu lze aktivovat opét
v levém menu tla¢itkem Nahled nebo pres nabidku Soubor—Nahled. Po kliknuti na
néktery z téchto ovladacich prvki se zaktualizuje konfiguracni dialog v pravém dolnim
rohu hlavniho okna programu, kde je mozné zménit pocet snimki za sekundu z kterych
bude video nédhledu vytvoreno, ¢i si nechat nahled prehrat v externim okné. Prehravani
v externim okné miize byt vyhodné pokud jsou zmény v DPD malé a je tieba si nahled
zvétsit. Pro zjednoduSeni a zrychleni prace s programem je umoznéno meénit parametry
nahledu v libovolném okamziku i béhem prehravani nahledu, neni tieba cekat az se cely
nahled videa prehraje az do konce. K okamzitému vymazani prehravaciho okna nahledu
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a uvolnéni prehravaného nahledu videa z paméti slouzi tlacitko Stop.

6.7 UlozZeni videa do souboru

Protoze realizace tohoto programu vyplynula z potfeby prezentace vysledkii pozorovani
biologickych objektii na vzdaleném biologickém pracovisti, je umoznéno ukladani vysledki
DPD do videoformatu AVI a sice bezkompresnim a kompresnim*. Do uklddaciho dialogu
se je mozno dostat tlacitkem Ulozit nebo pfes nabidku Soubor—Ulozit. Pii velkém
poctu zpracovavanych souborti, by se mohly vyskytnout problémy s velikosti vysledného
videosouboru, jehoz velikost by se pri pouziti bezkompresni metody mohla pohybovat
v fadech stovek megabyti. Proto je pfi ukladani mozné vyuzit volby ulozeni do kom-
primovaného videoformatu, ktery ovsem na rozdil od bezkompresniho formatu snizuje
vizualni kvalitu takto ulozeného videosouboru, jak je patrné na obr. 13. Soucéasti této
volby je i moznost uzivatelského nastaveni kompresniho poméru, tedy nalezeni kompro-
misu mezi kvalitou a velikosti. Toto se jevi jako velmi praktické pri zasilani nahledu
emailem nebo prenaseni nahledt vysledkli pozorovani na prenosnych discich i pro pii-
pady velmi rozsahlych souborii obsahujici stovky obrazi, které by mohli v maximalni
obrazové kvalité dosahovat velikosti v fadech gigabytii.

10 pm ' 10 pm

a) Bez komprese, velikost b) Kompresni pomér = 0,7, ¢) Kompresni pomér = 0,5,
videosouboru 34 MB. velikost videosouboru 1,7 MB.  velikost videosouboru 1,4 MB.

Obrazek 13: Srovnani zmén vizualni kvality videosouboru vlivem zmeény kompresniho
poméru.

“Komprese dat je proces prekédovani vstupniho (zdrojového) toku dat na jiny datovy tok (vystupni,
komprimovany), ktery ma mensi velikost. Komprese dat se dosdhne redukci nebo odstranénim opakovani
v datech [11].
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7 Zavér

V ramci predkladané bakalaiské prace byl vytvoren pocitacovy program, ktery zpracovava
obraz faze ziskané z transmisniho digitalniho holografického mikroskopu. V pribéhu
vyvoje tohoto programu byly pridany nékteré dalsi doplnujici funkce nad ramec zadani.
Program v podobé, v jaké byl odevzdan s touto bakalaiskou praci umoznuje

e nacitat 24bitové obrazy ve formatech TIFF, JPEG, PNG, BMP a GIF,

e nacitat radové stovky obrazii zrekonstruované faze bunky,

e vypocitat a zobrazit vysledek obou typt dynamickych fazovych diferenci,
e nastavit délku kroku obou DPD,

e nastavit koeficient jasu DPD,

e ukladat obrazy DPD na disk ve formatech TIFF, JPEG, PNG, BMP, GIF,
e generovat a prehravat nahled videa z vypoctenych DPD,

e nastavit snimkovaci frekvenci vytvareného nahledu videa,

e ukladat nahled videa na disk ve formatu AVI, s moznosti nastaveni vizudlni kvality
(a tim i velikosti videosouboru) ukladaného videa.

Program byl tGspésné testovan na nékolika sadach soubort rekonstruované faze bunky
a ukazal se jako vhodny néastroj pro vypocet a zobrazeni dynamickych fazovych diferenci.

Béhem vyvoje tohoto programu se objevily dal$i moznosti na rozsifeni, ale bud z ¢a-
sovych nebo koncepénich divodt nebyly implementovany. Mezi prvni rozsiteni by patfila
zména nacitaciho algoritmu obrazt, kvili zmenSeni naroki na operacni pamét pocitace
pri praci s velkym poctem obrazli. Ze soucasného pristupu, kdy program nejprve vSechna
vstupni data nacte k ,sobé“ do paméti a po zbytek ¢asu uz k nim jen pristupuje. Misto
toho by bylo vhodnéjsi nacitat data jen dvou pravé odecitanych obrazii a ty pak nasledné
hned po provedeni pozadované operace vypoustét z paméti kviili uvolnéni mista v pameéti
pro dalsi dvojici.

Dalsi rozsiteni by se tykalo umoznéni nacitani 16bitovych cernobilych obrazii, coz by
vedlo k presnéjsimu (jemnéjsimu) rozliSeni barevného kédovani vysledki DPD.

Ke zlepseni uzivatelského pohodli by mohlo piispét ukladani daného pozorovani jako
projektu — souboru, ktery by program oteviel a ve kterém by byla uloZena veskera na-
staveni a cesty k pracovnim adresarim, které souvisi s jednim konkrétnim pozorovanim.
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Seznam pouzitych symbolua

Symbol

Vyznam

obecné vlnova délka

vlnovy vektor

cas

faze z DHM, tedy fazovy rozdil mezi vinou
z predmétové a referencni vétve
kvantitativni faze po numerickych tpravach
index lomu

rozdil optické drahy

hustota

specificky refraktivni prirtstek

koncentrace roztoku

sucha hmota

plocha pixelu

dynamické fazova diference

postupna dynamicka fazova diference
dynamické fazova diference vzhledem k po-
catku

soutfadnice pixelu v obraze

hodnota jasu pixelu
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Jednotky

radm™!

rad

rad

kg/m3
m? /kg
kg /m?

px
rad
rad

rad

pPX
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