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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva registraci obrazii snimkd pofizenych multimodalnim
holografickym mikroskopem (MHM). ReserSe je vénovana fluorescencni a holografické
mikroskopii a multimodalnimu holografickému mikroskopu, ktery oba tyto typy mikroskopie
kombinuje. Aby bylo mozné ziskat novou informaci kombinaci obou typt snimkd, je nutné
kazdou dvojici snimka sesadit. Je popsan algoritmus pro registraci obrazii metodou fazové
korelace a procedura vytvotena v prostiedi MATLAB na zakladé tohoto algoritmu. Je popsan
vliv nejdulezitéjSich parametrii procedury na UspéSnost registrace a jsou komentovany

vysledky.

Abstract

The diploma thesis deals with the registration of images taken with the multimodal
holographic microscope (MHM). The summary covers the fluorescent and holographic
microscopy, and the multimodal holographic microscope combining both these microscopy
types. Every pair of the images needs to be aligned in order to gain new information by
combining both image types. The thesis contains an algorithm that registers images by phase
correlation as well as a process created in MATLAB in accordance with the algorithm. The
most important procedure parameters’ influence on the registration success is described and

the results are annotated.
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Uvod

Pti zobrazovani dochdzi k mapovani urcitych fyzikdlnich vlastnosti a jejich prevedeni do
vizualni formy [1]. Fluorescen¢ni mikroskopie mapuje koncentraci fluorescenéniho barviva.
Barvivo je navrzeno tak, aby se navazalo na konkrétni zkoumany objekt (napt. DNA buriky) a
bylo tak mozné jej pozorovat. Nejcastéji se tento druh mikroskopie vyuziva v biologii a
medicin€. V soucasnosti existuje velké mnozstvi nejruznéjSich fluorescenénich barviv
umoziujicich pozorovat a zkoumat rozmanité biologické objekty, jejich Casti a procesy v nich
probihajici [2].

Holograficka mikroskopie umoziuje zobrazit fazové rozdily predmétové viny vici referencni
vin¢ vzniklé prichodem pifedmétové viny fazovym objektem, napt. bunkou. Takovéto
zobrazeni se nazyva zobrazeni v kvantitativnim fazovém kontrastu. Kvantitativni fazove
zobrazovani umoziiuje tyto odchylky ptepocCist s ohledem k pozorovanému vzorku na
fyzikalni veli¢iny, jako je index lomu vzorku, tloustka vzorku ¢i jeho hustota [1].
Multimodalni holograficky mikroskop (MHM) postaveny na VUT ve spolupraci s TESCAN
S.r.0. umoziuje kombinovat kvantitativni fdzové zobrazovani (holograficky mod) s konvenéni
epi-fluorescen¢ni technikou (fluorescen¢ni mod). Fluorescenéni mod umoziuje identifikovat
Casti bunék, zatimco holograficky mod tyto ¢asti dokaze kvantifikovat [3]. Kombinace obou
modi by mohla pfinést nové poznatky o ¢astech bunécného téla.

Snimek zachyceny CCD kamerou pro holograficky mod se nekryje dobie se snimkem
Z kamery pro fluorescencni moéd. Obecné¢ mohou byt snimky viici sobé pootocené, mohou se
nachazet v rozdilnych vzajemnych pomérech velikosti a mohou byt viici sobé lateralné
posunuté. Pro kombinaci snimkli z obou modu je nutné je sesadit. Sesazovani obrazli na sebe
se nazyva registraci obrazi. Tento proces komplikuje fakt, Ze oba médy mapuji jiné fyzikalni
vlastnosti a obrazy tak mohou byt velmi nepodobné. V této praci se zabyvam vytvoienim
automatické procedury v prostiedi MATLAB pro registraci obrazii pomoci metody fazové
korelace, optimalizace jejich parametri pro sklddani obrazii z obou modi a zhodnoceni
uspésnosti tohoto piistupu. Pro optimalizaci parametrii byl pozorovan fixovany biologicky

vzorek obsahujici buiiky potkanich fibroblasti.



1 Fluorescence

Luminiscence je spontanni emise svétla zplisobend relaxaci z excitovaného do zédkladniho
elektronového stavu fyzikalniho systému. Excitace mize byt zplsobena rliznymi procesy,
napiiklad u fotoluminiscence jde o excitaci absorpci fotonu [4].

Fluorescence spolu s fosforescenci jsou jevy spadajici pod proces fotoluminiscence. Fluorofor
je latka, u které se objevuje jev fluorescence. Muze jit o nejruznéj$i objekty, od
anorganickych kvantovych tecek a nanocastic pies organické molekuly az po geneticky
upravené proteiny [2]. Pti fluorescenci jde o spontanni emisi fotonu, zpisobenou prechodem
elektronu z excitované energetické hladiny do zakladni, s delsi vinovou délkou nez mél foton
excitacni [5]. Fosforescence je proces podobny fluorescenci, jen je slozitéjsi; je zptisoben
zakazanymi prechody elektroni mezi energetickymi pasy. NejdulezitéjsSim rozdilem mezi
témito fenomény je doba, po kterou fluorofory zatfi po odstranéni vlivu excitacniho zafeni.
Zatimco fluorescence je rychly proces, kdy fluorofory prestavaji zafit fadové do né€kolika

nanosekund, fosforescence je pomaly proces, ktery muze trvat i nékolik sekund [6].

1.1  Mechanismy fluorescence

Fluorescence je dasledek procesu o tiech krocich: vybuzeni excitovaného stavu pohlcenim
fotonu o dostateCné energii, vnitini zmény fluoroforu béhem doby existence excitované¢ho
stavu a navrat do zakladniho stavu, napf. vyzarenim fotonu, tj. fluorescenci [7].

Cely proces je ilustrovan Perrinovym-Jablonského diagramem, viz obrazek 1.
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Obrazek 1: Perrindv-Jablonského diagram ilustrujici procesy probihajici ve fyzikalnich systémech pii
fluorescenci a fosforescenci. Vyznam zkratek: IC — vnitini pfeména, ISC — mezisystémové kiizeni, So — zakladni
stav, S; — prvni excitovana singletova hladina, S; — druha excitovana singletova hladina, T; — prvni excitovana
tripletova hladina, T, — druha excitovana tripletova hladina. P¥evzato a upraveno z [6].

Vybuzeni excitovaného stavu

Foton dodany externim zdrojem o energii hvgx je pohlcen fluoroforem, ten je vybuzen do
excitované¢ho singletového stavu, napi. S;. Absorpce je nesmirné rychly proces trvajici

~ 1071°s — je mnohem rychlejsi neZ procesy relaxace [6].

Procesy v excitovaném stavu

Excitovany stav existuje urcitou dobu, typicky 1071% — 10~7s, bshem této doby prochazi
fluorofor vnitinimi zménami, mize dokonce interagovat se svym okolim. Rychlejsi procesy
maji obvykle vyssi pravdépodobnost. Mezi nejbeznéjsi procesy vnitinich zmén patii vnitini

pfeména a mezisystémové kiizeni [6].

Vnitini preména (internal conversion)

Vnitini pfeména je nezatfivy prechod mezi dvéma elektronovymi stavy stejné multiplicity
vibra¢ni hladin¢ daného elektronového stavu. Prebytek vibra¢ni energie mize byt také predan
okolnim molekulam. Je Cast€jsi u pfechodu mezi hladinami, mezi kterymi je tésnéjsi rozdil
energii. Tedy je Castéj$i u pfechodu mezi prvni a druhou excita¢ni hladinou nez mezi prvni

excita¢ni hladinou a zékladnim stavem. Obvykle trva kolem 1071 — 107%s [6].



Mezisystémové kiiZeni (intersystem crossing)

Mezisystémové kiizeni oznacCuje nezafivy prechod mezi isoenergetickymi vibra¢nimi
hladinami stejnych excitacnich stavi riznych multiplicit, napt. S; — T;. Jde o zakdzany
pfechod umoznény pouze spin-orbitdlnim spfazenim. Tento druh piechodu je
pravdépodobné&jsi u t&zkych atomd. Jde o pomaly proces trvajici 1071% — 10~8s. Obvykle je
nasledovan vnitini pfeménou s vibracni relaxaci; zpozdénou fluorescenci nebo fosforescenci.
Pti vysSich teplotach je pravdépodobnéjsi vnitini pfeména nasledovand vibracni relaxaci, coz
souvisi s vyraznéjSim tepelnym pohybem a tedy castéjSimi interakcemi s okolnimi

molekulami. Pti niz8ich teplotach je naopak pravdépodobnéjsi fosforescence [6].

Fosforescence

Pfechod mezi hladinami T; = S, emisi fotonu s energii rovnou rozdilu téchto hladin se
nazyva fosforescence. Jde o zakazany prechod umoznény pouze spin-orbitalnim spifazenim.

Obvykle nasleduje po mezisystémovém kiizeni a pfi vyssich teplotach vymizi [6].

Fluorescence

Fluorescence znamena prechod mezi hladinami S; = S, emisi fotonu s energii rovnou rozdilu
téchto hladin. Pokud uz k fluorescenci dojde, pak energie a tedy i vinova délka emitovaného
fotonu nezavisi na energii excita¢niho fotonu. Vyssi teplota snizuje pravdépodobnost relaxace

fluorescenci a zvySuje pravdépodobnost relaxace vibraénim pfechodem [6].

Zpozdéna fluorescence

MiiZe nastat situace, kdy dojde k dvojitému mezisystémovém kiizeni, tzn. S; = T; — S,
nasledovaném fluorescenci, pak se tato fluorescence nazyva zpozdénou. Proces
mezisystémového kiiZeni trvé jistou dobu, poté systém néjaky ¢as setrva Vv tripletovém stavu a
spolu s dal§im mezisyst¢émovym kiizenim zna¢né prodlouzi ¢as, po ktery u fluoroforu
muizeme pozorovat fluorescenci (stejna spektralni slozeni emitovaného svétla u klasické
fluorescence). Fluorescence piisobena timto jevem ma tedy dlouhou extinkéni dobu. Aby jev
nastal, je nutny maly rozdil energii mezi singletovym a tripletovym stavem (aby byl proces

mezisystémového kiizeni pravdépodobny). Vyssi teplota tento d&j podporuje [6].



1.2 Emisni zareni

Fluorofor je pfi pozorovani ozafovan intenzivnim svazkem excitacniho zafeni, protoze jen
malé procento deexcitacnich déji skonci fluorescenci [2]. Pti fluorescenci je vyzafen foton
s energii rovnou rozdilu hladin pocatecniho a kone¢ného stavu. Pokud by mezi excitaci
fluoroforu a jeho fluorescenci nedoslo k zddnému jinému prechodu, pak by emitované fotony
a excitacni fotony mély stejnou vinovou délku, k tomu ale téméi nedochazi. Béhem procesu
excitace-emise témét vzdy probéhne néjaka vibracni relaxace, takze naprostd vétSina
emitovanych fotoni ma delsi vinovou délku nez excita¢ni fotony. Emisni spektrum je tedy
posunuté vici absorpénimu k delsim vinovym délkdm a nékdy se Castecné piekryva. Posun
maxim téchto spekter se nazyva Stokesiv posuv a udava se jeho vinocet. Pokud uvazujeme
fluorescenci pii pokojové teploté, nachazi se nékteré elektrony ve vysSich vibraénich stavech.
MtzZe tak dojit k tomu, Ze néktery emitovany foton mize mit kratSi vinovou délku nez ten,

ktery fluorescenci vybudil. K tomuto jevu ovSem dochazi velmi ziidka [5].

1.3  Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie je efektivni formou mikroskopie zejména pro pozorovani
biologickych vzorkii. Vyuziva fluorofory navrzené k tomu, aby infiltrovaly biologicky vzorek
a navazaly se na jeho konkrétni Casti, které chceme pozorovat. Vzorek je osvicen svétlem o
takovych vinovych délkach, aby se spektralni slozeni excitaéniho svazku co nejvice krylo s
absorpcnim spektrem fluoroforu [7]. Fluorofor navdzany na konkrétni ¢ast vzorku emituje
fotony tvofici emisni spektrum. Emisni spektrum je posunuté oproti absorpénimu smérem k
del$im vinovym délkam (viz obrazek 2). Dulezitou soucasti jsou filtry, které umozni oddéleni
relativné slabého emisniho svétla od silného excitacniho. Dostatecny Stokesiiv posuv je nutny
pro moznost efektivniho oddéleni obou druhli zafeni. Pomoci emisniho svétla lze vytvoftit
velmi kontrastni snimek zobrazujici konkrétni ¢ast vzorku (napt. bunééné jadro), na kterou je

navazan fluorofor, na tmavém pozadi [2].
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Obrazek 2: Ilustra¢ni obrazek emisniho a excita¢niho spektra. Filtry musi byt tak nastavené, aby k detektoru
propustily, co nejvétsi ¢ast emisniho zateni a nepropustily excitaéni zateni, které se projevuje jako jeden ze
zdrojii Sumu v obraze. Pfevzato a upraveno z [2].

1.4  Principy fluoroscen¢niho mikroskopu

Zdrojem excita¢niho svétla fluorescenéniho mikroskopu byva obvykle rtutova lampa (viz
schéma fluorescenniho mikroskopu — obrazek 3), protoze je schopnd poskytnout dostatecné
intenzivni svételny svazek a jeji emisni spektrum se pohybuje v rozsahu od ultrafialového
svétla az po infraCervené. V trase svazku vystupujicitho z lampy je umistén excitacni filtr.
Jeho funkci je propustit takovou cast spektra svazku (excitaéni spektrum), aby dochazelo k
maximalni absorpci excitaCniho svétla pouzitym fluoroforem a zaroven spolu s funkci
dichroického zrcatka bylo mozné oddélit excitacni svétlo od emisniho. Na dichroickém
zrcatku se odrazi excitacni svazek a je smefovan ke vzorku. Vzorek pohlcuje excitacni svétlo
a vyzatuje emisni spektrum. Nevyzaiuje pouze fluorofor, ale i zbytek vzorku. Zafeni ze
zbytku vzorku, tzv. parazitni svétlo, tvoii pozadi a snizuje kvalitu zobrazeni. Jen mala Cast
absorbovaného svétla vyvola fluorescenci, navic svétlo je vyzafovano do viech sméri. Cast
vyzafend do kuzelu dané¢ho konstrukci mikroskopu se spolu s odrazenym excitacnim svétlem
vraci k dichroickému zrcatku, které funguje tak, Ze propusti jen svétlo v uzkém rozmezi
vlnovych délek a zbytek odrazi. Volba pouzitého fluoroforu stanovuje pozadavky na
vzajemné naladéni excita¢niho filtru a dichroického zrcatka. Excita¢ni a emisni spektrum se
obvykle prekryvaji, proto je nutné, aby dichroické zrcatko propustilo maximum emisniho
svétla a minimum excitacniho svétla a zaroven blokovalo co nejvétsi ¢ast parazitniho svétla.
Uzsi spektralni propust excitaniho filtru snizuje intenzitu excitacniho svétla. UZ8i spektralni
propust dichroického zrcéatka sniZzuje intenzitu proslého parazitniho a excitacniho svétla, coz
snizuje Sum v obraze, nicméné snizuje i intenzitu proslého emisniho svazku, takZe je nutné

pouzit bud’ delsi expoziéni doby, nebo zvySit intenzitu emisniho svétla intenzivnéjSim



osvitem vzorku excitaénim svétlem pro vznik snimku. Neptijemnymi disledky delsi expozice
¢i intenzivnéjsiho osvitu je urychleni fenoménu vybéleni. Emisni svétlo je vedeno déle az

k oku pozorovatele ¢i k CCD ¢ipu [2].
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Obrazek 3: Schéma fluorescenéniho mikroskopu. Prevzato a upraveno z [8].

1.5 Vybéleni (photobleaching)

Vybéleni je proces, pii kterém fluorofor ztrati schopnost fluorescence — vétSinou nezvratné
[2]. Pii excitaci muze fluorofor piedat ptebytek energie sousednim molekulam, pfipadné s
nimi chemicky interagovat. Vybéleni obycejné¢ znamend reakci s radikdlem kysliku. Jde o
statisticky jev s urCitou pravdépodobnosti vyskytu. Tomuto neZzadoucimu vlivu se predchazi
pouzitim jen tak intenzivniho osvitu fluoroforu a jen po tak dlouhou dobu, jak je nezbytné
nutné. Alternativou mohou byt substance vazajici se ve vzorku na radikaly kysliku, ¢imz tento
jev potlacuji, tyto substance jsou ale obycejné toxické a Casto je nelze pouzit napt. u Zivych

vzorku [7].

1.6  Fluorofory

Jak jiz bylo feceno vySe, fluorofor je latka, u které se objevuje jev fluorescence. Od doby
objevu fluorescencniho barveni se hledaji vhodné substance umoziiujici infiltrovat vzorek,
navazat se na definovanou ¢ast vzorku a slouZzit jako fluorofor. Povaha pozorované €asti

vzorku urcuje vybér fluoroforu a ten zase urcuje pouzity excitacni filtr a dichroické zrcatko.



1.7 Vyhody fluorescen¢ni mikroskopie

Metoda fluorescencni mikroskopie umoziuje pozorovat konkrétni ¢asti vzorku (napt. bunééné
jadro, membrany atd.) s vysokym kontrastem. Nejvétsimi vyhodami fluorescen¢nich metod
jsou vysoka citlivost (nékterymi metodami lze odhalit pfitomnost i jednotlivych molekul),
selektivita (barviva se navazou pouze na konkrétni objekty) a ztoho plynouci vysoky
kontrast. Nevyhodou je diskutabilni pouziti pro kvantitativni méfeni. Ne vSechno barvivo se
navaze tam, kam ma4, tzn. vétsi mnozstvi barviva, a tedy vyssi jas, nemusi znamenat vyssi
ptitomnost sledovanych objektd (napf. proteind) [2]. Autofluorescenci generovany parazitni

jas déle snizuje presnost pripadného mefeni.



2  Holografie

Holografie je metoda umoziujici zaznam a rekonstrukci pfedmétovych svételnych vin
nesoucich informaci o zkoumanych objektech, a to jak v jejich amplitud¢, tak fazi. Jde o
proces o dvou krocich: nejdiive je pofizen hologram, tj. zdznam intenzity interference dvou
dopadajicich svételnych vin (referenéni a predmétové), obsahujici informaci o jejich
amplitudé a fazi. Zaznam je mozné provadét analogové (na fotografickou desku) nebo
digitalné (napf. na CCD Ccip). Po analogovém zdznamu nasleduje rekonstrukce predmétoveé
viny, ktera probiha opticky tak, ze se hologram osviti referen¢ni vinou. Poté pozorujeme
vznik dvou obrazii objektu — realného a virtualniho. Pokud hologram zaznamenavame

digitalng, rekonstrukce predmétové viny probiha numericky.

2.1 Historie holografie

2.1.1 Analogova holografie

Princip holografie pochazi od Gabora, ktery v roce 1948 navrhl optickou metodu pro ¢teni
elektronovych mikrografi trpicich tehdy znacnymi sférickymi aberacemi a pojmenoval ji
holografii [9]. V podstaté jde o zaznam Fresnelova difrak¢éniho obrazce objektu a nasledné
pouziti tohoto obrazce pro rekonstrukei obrazu objektu [10].

Schéma pro zaznam hologramu je na obrazku 4. Svétlo z bodového zdroje bylo kolimovano
Gockami na polopropustny objekt. Cést svételného svazku byla na vzorku rozptylena a &ast
prosla nerozptylena. Ve vzdalenosti z za objektem byla na fotograficky film zaznamenana
intenzita interference téchto Casti svazku. Na fotografickém filmu vznikl hologram. Béhem
zaznamu hologramu je ovSem ztracena informace o fazi a dusledkem je nedokonald

rekonstrukce [10].
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Obrazek 4: Gaborovo optické usporadani pro zaznam hologramu ve Fresnelové roviné. Pfevzato a upraveno z
[1].

Osvicenim hologramu stejnym zpusobem, jako by se jednalo o novy objekt, dojde k jeho
rekonstrukci (pfecteni), viz obrazek 5. Pozorovatel hledici ve sméru chodu paprskt uvidi ve
vzdalenosti z za hologramem obraz objektu, tzv. redlny obraz. Druhy (virtudlni) obraz
vznikne ve vzdalenosti z pied hologramem. Pti zaostfeni na jeden z obrazii a jeho pozorovani

dochazi k ptekryvu druhym (mimo rovinu ostfeni) a ke znacnému zhorseni kvality zobrazeni
[9,10].

Hologram L
Virtualni Redlny
Cotka obraz obraz

Bodovy zdroj
svetla

z z
Obrazek 5: Gaborovo optické usporadani pro ¢teni hologramu zaznamenaného ve Fresnelové roving. Prevzato a
upraveno z [1].
K vyznamnému rozvoji holografie pfispéli Leith a Upatnieks svymi pracemi z let 1962 a 1963
[10, 11]. Navrhli n¢kolik mimoosovych metod, které fesily problém piekryvajicich se obrazi
a nekolika dalSich ruSivych jevl. Mimoosovd metoda pfidava k pifedchozimu Gaborovu

usporadani prostorovou modulaci, tzv. nosnou frekvenci [1].
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Z principu zaznamu hologramu na obrazku 6 je patrné pfidani monochromatické rovinné
referen¢ni viny dopadajici na film pod thlem 6 (s ohledem na ptedmétovou vinu). Interferenci
téchto dvou vIn (referencni a pfedmétové) vznikd hologram tvofeny strukturou
interferencnich prouzkii spolu s Fresnelovym difrakénim obrazcem objektu. Difrakéni
obrazec v podstaté narusuje uniformni strukturu interferen¢nich prouzki. Zména amplitudy a
faze predmétové viny vznikla v dusledku prichodu objektem dava vzniknout prave
difrakénimu obrazci a ma tedy vliv na strukturu prouzki. Diky tomu je hologram kompletni,

obsahuje informaci o amplitud¢ i fazi predmétové viny [10].
Film

Objekt

Uy

Predmétova Y
vina

Referenéni vina

Obrazek 6: Leithovo-Upatnieksovo uspofadani pro zaznam hologramu ve Fresnelové roviné. Prevzato a
upraveno z [1].

Obrazek 7 znazoriujici osvit hologramu referencni vinou pod tthlem 6 ukazuje prostorovou
oddélenost virtualniho a realného obrazu. Obrazy se jiz nepiekryvaji, coz vede k podstatnému
zlepsSeni kvality obrazu. Také dochéazi k oddéleni DC komponenti, tj. komponent nesoucich

konstantni informaci o jasu [12].
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Obrazek 7: Leithovo-Upatnieksovo usporadani pro ¢teni hologramu ve Fresnelové roviné. Pievzato a upraveno
z [1].

2.1.2 Digitalni holografie

Pokrok ve vypocetni technice a vyfeseni problému piekryvu dvou obrazi umoznily v 80. a
90. letech experimentovani s digitalnim zaznamem a ¢tenim hologramt [12]. Prvnimi uzitimi
numerickych metod v holografii bylo vytvofeni umélych hologramu a jejich nasledna opticka
rekonstrukce, naptiklad pro registraci obrazi [1]. Stejné tak dochazelo k opaénému trendu, tj.
optickému zaznamu hologramu a jeho numerické rekonstrukci. Velkym posunem byl pfimy
zdznam interferencniho obrazce na CCD C¢ip, coz umoznilo okamzity digitalni zdznam a
zpracovani hologramu [12].

Obrazek 8 popisuje princip zdznamu a ¢teni digitalniho hologramu. Referen¢ni a pfedmeétova
vlna dopadaji pod vzajemnym uthlem na CCD ¢ip, na jehoz povrchu vytvari interferencni
obrazec. Intenzitni rozlozeni tohoto obrazce je zaznamendno a ulozeno do pocitace.
Komplexni amplituda predmétové viny je rekonstruovana z hologramu bez pouziti osvitu
referencni vinou. Ta je aproximovéna teoreticky (musi odpovidat referencni viné pouzité pti
tvorbé hologramu) a spolu s digitalnim hologramem poskytuje dostatek informaci k tomu, aby
mohl byt numericky vypocitan difrakéni integrdl a mohla byt rekonstruovana predmétova
vlna, a to jak jeji amplituda, tak faze. Komplexni amplituda pfedmétové viny je pocitana ve

vzdalenosti d za CCD kamerou, tj. v roving realného obrazu [12].
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Obrazek 8: Princip zaznamu a ¢teni digitalniho hologramu. Pfevzato a upraveno z [13].

2.2  Holograficka mikroskopie

Pokroky v holografii a digitalni technice umoznily vznik digitalniho holografického
mikroskopu (DHM), ktery zobrazuje fazové rozdily pfedmétové viny vici referenéni viné
vzniklé prichodem pfedmétové viny fazovym objektem (napt. buitkou). Takovéto zobrazeni
se nazyva zobrazeni ve fazovém kontrastu. Na rozdil od napt. Zernikeho fadzového kontrastu
zobrazuje DHM odchylky ve fazi kvantitativné, to znamena, ze lze tyto odchylky piepocist
s ohledem k pozorovanému vzorku na fyzikalni veli¢iny, jako je index lomu vzorku, tloustka
vzorku ¢i jeho hustota [1]. Vzhledem k tomu, Ze jde o mikroskop, zobrazuje DHM vzorky se
zvétSenim. Mikroskop 1ze uspotadat tak, aby vyuzival odrazeného svétla, pak jde o reflexni
mod. V tomto uspofadani se DHM vyuzivd naptiklad pro profilometrii povrchi. Pti
profilometrii lze v axialnim sméru dosahnout pfesnosti zlomku vlnové délky [13]. Pii
uspofadani vyuzivajicim prosSlé¢ svétlo, tzn. v transmisnim modu vhodném pro biologické
aplikace, 1ze urcit se zna¢nou piesnosti odchylky optické drahy zptisoben¢ tloustkou vzorku a
jeho indexem lomu odli$nym od prostiedi, ve kterém se nachazi [1].

Prvni digitalni holografické mikroskopy sestrojil Cuche et al. na bazi Michelsonova
interferometru pro reflexni méd a Machova-Zehnderova interferometru pro transmisni mod
[14, 15]. Pro ilustraci pouziti Michelsonova interferometru a Machova-Zehnderova

interferometru pii konstrukci holografického mikroskopu viz obrazek 9.
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Obrazek 9: llustrace usporadani holografického mikroskopu. Vlevo: Usporadani pro transmisni mod vyuziva
Machav-Zehndertiv interferometr. Vpravo: Uspofadani pro reflexni méd vyuziva Michelsontv interferometr.
BS1, BS2; délice svazku. M1, M2; zrcadla. MO, objektiv mikroskopu. S, vzorek. R, referenéni vétev. O,
piedmétova vétev. Prevzato z [16].

Digitalni holograficky mikroskop sestava ze zdroje osvétleni, interferometru, digitalni kamery
a pocitaCe s nezbytnymi programy. Pro osvétleni je nejcastéji pouzit laser generujici svétlo o
dostate¢né koheren¢ni délce a Sifce pro vznik interferen¢nich prouzka, viz napt. [Kem, 2007].
V interferometrech se svételné svazky §iii ve dvou vétvich, referencni a predmétové. Optické
drahy v obou vétvich jsou idealné¢ totozné az na umistény vzorek v pfedmétoveé vétvi. Vzorek
zpusobi zmény (amplitudové 1 fazové) v predmétovém svazku, které chceme pozorovat.
Svazky poté interferuji na CCD Cipu. V mimoosovém uspoiadani dopadaji na CCD ¢ip pod
vzajemnym nenulovym uhlem, na rozdil od osového uspotadani, kde je uhel nulovy nebo
témet nulovy. V holografickych mikroskopech také Casto nalezneme polariza¢ni prvky
slouzici k vyvazovani intenzit obou vétvi. Limitujicim faktorem zobrazeni je na spodni
hranici difrakéni Airyho disk, nicméné pfi pouziti méné kvalitniho CCD ¢ipu nemusime
tohoto rozliSeni dosdhnout. Zejména v minulosti byl pocet a velikost pixelii rozhodujicim
faktorem limitujicim rozliSeni [12]. Jednotlivé konstrukce se také 1isi umisténim CCD cipu.
Hologram lze nahravat v podstaté ve tfech pozicich [1]. CCD ¢ip lze umistit do Fourierovy
roviny, tj. do zadni ohniskové roviny cocky, pak nahravdme piimo Fourierovu transformaci
hologramu [18]. V jiném ptipad¢ lze vlozit CCD ¢ip mezi Fourierovu rovinu a obrazovou
rovinu, pak nahrdvame Fresneliiv difrakéni obrazec podobné jako u analogové holografie.
Tteti moZnosti je umistit CCD ¢ip do roviny vznikajiciho obrazu. Tato moZnost zjednodusuje
extrakci fazové informace a redukuje né€které druhy Sumu, proto je v soucasnosti
nejpouzivanéjsi [1].

Na CCD ¢ip je zaznamenan jeden €i vice hologramli. CCD kamera samoziejmé zaznamenava

pouze intenzitu, proto je nutné vhodnym optickym uspofddanim a numerickou metodou
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extrahovat fdzovou informaci z hologramil. V soucasnosti lze hovofit o dvou smérech,
kterymi se ubird holografickd mikroskopie [1]. Tyto sméry lze charakterizovat uhlem, pod
kterym interferuji svételné svazky, a s tim se pojici metodou extrakce fdze ze zaznamenanych

hologramil. Jde o mimoosové metody a osové metody posouvani faze.

2.2.1 Osové metody posouvani faze (phase-shifting methods)

Metody vyuzivajici definované posouvani fize jsou casto uzivané a jejich ziejmé
nejcharakteristi¢téjSim znakem je nutnost sejmuti tfi a vice hologrami pro vytvoieni jednoho
amplitudového a jednoho fazového snimku vzorku. Konstrukce mikroskopti zalozenych na
téchto metodach vyuziva prvky Machova-Zehnderova interferometru a nejCastéji je zalozena

na modifikovaném Hornovu interferenénim mikroskopu (viz obrazek 10) [19].
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Obrazek 10: Uspotadani holografického mikroskopu vyuZzivajiciho posouvani faze. Pievzato a upraveno z [1].

Svétlo ze zdroje je rozdéleno do dvou vétvi — referencni a predmétové. Pfedmétovy svazek
prochazi ptislusnou vétvi a vzorkem, ktery zpiisobi fazové a amplitudové odchylky ve svazku.
Referencni svazek prochazi optickym klinem, ktery je mozné krokovym motorem posouvat a
tak referen¢ni svazek definované fadzoveé opozdit oproti pfedmétovému. Oba svazky se
rekombinuji pod nulovym ¢i témét nulovym Uhlem, proto se tento druh mikroskopie nazyva
osova [1].

Aby bylo mozné vytvofit snimek ve fazovém kontrastu, je nutné nahrat tfi a vice hologramii

s definovanymi posuvy faze mezi svazky. NejCastéji se pouziva metoda ¢ty snimkd, pii které
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jsou nahrany hologramy s posuvy faze 0, n/2, m, 3m/2. Fazi je pak mozné vypocitat

nasledovné [20]:

I -1
o(x,y) = arctg [W]
0 T

1
Vyhodou této metody je snadnost vypoctu obrazu amplitudy i fize a naprosté vyieSeni
problému dvou obrazti [21]. Obecné poskytuje SirSi zorné pole neZ mimoosové metody [22].
Je také vhodnéjsi pro vyuziti v tomografii [1]. Nevyhodou je nutnost sejmuti n€kolika
hologramt pro kazdy obraz. Cely proces pofizeni n€kolika hologramli je brzdén zejména
krokovym motorem a znemoznuje pozorovani velmi rychlych dynamickych déji. Navic

vibrace a otiesy béhem procesu mohou zptisobit zhorSeni kvality obrazu.

2.2.2 Mimoosové metody (off-axis methods)

Prvni digitalni holografické mikroskopy navrhnuté Cuchem et al. [14, 15] byly postaveny na
mimoosovém konceptu Leitha a Upatniekse. Byly vybavené pokrocilou zdznamovou
technikou spolu s algoritmy pro extrakci fdze a umoziovaly ziskat zobrazeni ve fadzovém
kontrastu z jediného hologramu. Cas potiebny pro pofizeni snimku neni omezen
mechanickymi souc¢astmi mikroskopu jako u metod posouvani faze, ale jen rychlosti snimani
kamery a vypocetni schopnosti pocitace. Vypocetni slozitost extrakce fazové informace je
fadoveé vyssi nez u metod posouvani faze, piesto s vykonnym pocitaCem lze pozorovat i
rychle se vyvijejici déje [1].

Schéma holografického mimoosového mikroskopu je podobné mikroskoptim pro posouvani
faze, avsSak lisi se nenulovym thlem mezi interferujicimi svazky a absenci optického klinu
v referen¢ni vétvi [1]. Pro ilustraci viz obrazek 11. CCD ¢ipem je ziskan obrazec vznikly
interferenci svazkll. Obrazec je zpracovan pocitacem, realny obraz je oddélen od DC ¢lent a
virtudlnitho obrazu a pomoci numerického difrakéniho modelu je ziskdna jeho komplexni

amplituda.
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Obrazek 11: Usporadani mimoosového holografického mikroskopu. R, referenc¢ni vétev. O, pfedmeétova vétev.
Pievzato a upraveno z [23].

Bylo vypracovano vice druhti numerického zpracovani, jejichz pouziti zavisi na misté
zaznamu hologramu (poloze CCD ¢ipu vzhledem k obrazu) a vypocetnim vykonu, a tedy
rychlosti procesu a poZadované piesnosti odchylek faze ve snimku fazového kontrastu. Napf.
Cuche ve své praci [15] zaznamenal hologram ve Fresnelové roviné (mezi ohniskem a
rovinou obrazu) a pouzil digitalni model referen¢ni viny a Fresnelv integral pro rekonstrukci
predmétové viny ve vzdalenosti CCD — obrazova rovina. Ziskal 2D matici komplexnich ¢isel,
komplexni amplitudu C(x,y). Tu lze obecné rozdélit na realnou amplitudu A(x,y) a fazi

¢ (x,y) takto [15]:

A(x,y) = [Re(C)? + Im(C)?],

p(x,y) = [arctg <%>l

)
Pokud nahravame hologram piimo v obrazové roviné, lze se vyhnout vypoctu Fresnelova
integralu. Diky prostorové modulaci jsou oba obrazy a DC c¢leny v oblasti prostorovych
frekvenci oddéleny. Proto vétSina metod numerického zpracovani piimo ¢i neptimo uziva

Fourierovych transformaci [12].

2.2.3 Mimoosové metody s pouzitim achromatického interferometru

Pti klasické mimoosové digitalni holografii se obvykle pouZiva koherentniho osvétleni vzorku
laserem, a to proto, Ze se tim snizuji pozadavky na identi¢nost obou vétvi interferometru [17].

Osvétleni koherentnim zdrojem svétla usnadiiuje interferenci svazkll prochdzejicich 1
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neekvivalentnimi optickymi drahami a poskytuje kontrastni interferencni prouzky.
Nevyhodou je koheren¢ni Sum (spekle) a nezadouci interference na optickych plochach
zpusobujici snizeni kvality zobrazeni.

V roce 1967 navrhli Leith a Upatnieks pouzit pro holografii achromaticky interferometr, ktery
spolu s niz§i koherenci pouzitého svétla umozni snizit koherencni Sum a nezadouci
interference [24]. Pii jejich experimentech byla jako svételny zdroj pouzita rtutova vybojka
poskytujici svétlo se zna¢nou spektralni Sitkou. Misto déli¢e svazki pouzili difrakéni miizku.
Interferometr s mfizkou nastavili tak, aby do jeho vétvi proSlo jen svétlo nékterych
difrak¢énich tadt. Optické prvky usporadali tak, aby se difrak¢éni mrizka zobrazila do roviny
hologramu. Tento systém umoznil vyrovnani rozdilnych optickych drah pro rozdilné vinové
délky. Formovani prouzkil v roviné hologramu se tedy stalo nezavislé na vinové délce.

Pouziti nekoherentniho svétla spolu s achromatickym interferometrem (prostorove
invariantnim) umoziiuje vyhnout se koheren¢nimu Sumu a neZadoucim interferencim za stéle
dobrého kontrastu interferencnich prouzki. Nekoherentni svétlo navic umoziuje dosahnout
dvakrat lepsiho rozliSeni nez u koherentniho svétla a proptijcuje hologratickému mikroskopu
nékteré konfokalni vlastnosti [13]. Nizsi koherence svétla nicméné snizuje vzdalenost, do

které je mozné numericky pieostiovat [25].

2.2.4 Paralelné zobrazujici konfokalni mikroskop (PMCM)

V roce 1999 publikovali Chmelik a Harna prace o nové postaveném mimoosovém
holografickém mikroskopu vyuzivajicim nekoherentni svétlo a achromaticky interferometr
[26, 27]. Motivaci ke stavbé bylo docilit optickych fezi znamych z konfokalni mikroskopie
nerastrovaci metodou. M¢l byt vyuzivan pro vysoce piesné méieni povrchu, byla tedy zvolena

varianta vyuzivajici odrazené svétlo. Schéma je na obrazku 12.
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Obrazek 12: Schéma holografického mikroskopu sestrojeného Chmelikem a Harnou vyuzivajiciho odrazené
svétlo. Z, zdroj. OS, osvétlovaci optika. DM, difrakéni miizka. Z1, Z2; zrcadla. DS1, DS2; délic¢e svazki. Ol,
02, 03; objektivy. RZ, referen¢ni zrcadlo, Vz, vzorek, VR, vystupni rovina. Ptevzato z [28].

Svétlo z plosného zdroje Z je vedeno osvétlovaci optikou OS K difrakéni miizce DM, ktera
slouzi jako d€li¢ svazku. Pro zobrazeni je pouzit 1. a —1. difrak¢éni fad. Zdroj je zobrazen do
ohniskovych rovin objektivi O1 a 02, je tedy dosazeno Kohlerova osvétleni vzorku i
referen¢niho zrcatka. Ve vystupni roviné VR dochazi k tvorbé interferen¢niho obrazce. Ten je
objektivem 03 zobrazen na CCD ¢ip, ktery nahrava hologram. Vystupni rovina je také
opticky konjugovana s rovinou difrak¢ni miizky a s rovinou vzorku.

Digitalné zaznamenany hologram je rekonstruovan v realném cCase v piipojeném pocitaci
Fourierovskym zpracovanim spektra prostorovych frekvenci. Vysledkem je komplexni
amplituda o = |o|lexp(ip). PMCM vytvaii dvé vystupni obrazovad pole: hloubkové
diskriminovanou intenzitu |o|? a kvantitativni fazi ¢.

Pti pouziti prostorové nekoherentniho zdroje svétla vznikaji vlivem koherenéni brany optické
fezy vzorkem [13]. Znamena to, Ze intenzita zobrazeni |o|? povrchu vzorku se rychle snizuje
se vzdalenosti povrchu od pfedmétové roviny objektivu, coz odpovidd optickym feziim
v konfokdlnim mikroskopu. Kvantitativni f4zi 1ze piimo ptevadét na distribuci vySky povrchu
h(x,y) s nanometrovou piesnosti. Oba typy zobrazeni 1ze pouzit pro proméfeni topografie
povrchu vzorku, jak bylo pfedvedeno Chmelikem a Harnou [23, 27] a dale rozvinuto

Lovicarem, Kvasnicou a Chmelikem [29].
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2.2.5 Koherenci Fizeny holograficky mikroskop (CCHM): Prvni generace

Dalsim krokem ve vyvoji bylo uspofadani vyvinuté Kolmanem a Chmelikem [30]. Bylo
vyuzito zkuSenosti z pfedchoziho modelu, tentokrat ovsem §lo o uspofadani v proslém svétle
vhodném pro biologické vzorky. Mikroskop funguje pii libovolném stupni koherence
pouzitého svétla, koherence se tedy stava parametrem definujicim vlastnosti mikroskopu [13].
Pti pouziti zdroje poskytujictho vysoky stupent koherence svétla odpovidaji vlastnosti
komer¢nim digitalnim holografickym mikroskopiim. Objevuje se znacny koherencni Sum a
nezadouci interference, ale na druhou stranu je moZzné numericky preostfovat ve zna¢ném
rozsahu a z jediného hologramu vytvofit 3D zobrazeni. SniZovanim prostorové a Casové
koherence svétla (pfipadné obou) lze plynule piejit do druhého extrému, tj. zobrazovani
V nekoherentnim svétle. Zacinaji se projevovat konfokalni vlastnosti ptisobené koheren¢ni
branou, vymizi koherenéni Sum a nezadouci interference a dojde i ke zlepSeni rozliseni [30].

Schéma je na obrazku 13.

S
cPo
| M
|
MM OP o
~
A b
M M
I
i M
Cgpo

Obrazek 13: Schéma CCHM: S, zdroj. L, ¢ocka. G, difrakéni miizka. M, zrcadlo. C, kolektor. O, objektiv. Sp,
vzorek. R, referenéni vétev. OP, vystupni rovina. OL, ¢oc¢ka. Ptevzato z [30].

Efekt koheren¢ni brany byl experimentalné ovéfen hned nékolika pracemi [30, 31, 32, 33].
Spole¢nym prvkem bylo vlozeni difuzéru za vzorek, coZ mélo simulovat vzorek obklopeny
rozptylujicim prostiedim, naptiklad buniky v kolagenovém prostiedi. Pouze u malého procenta
fotonil vystupujicich ze vzorku nedojde k jejich dalSimu rozptylu na difuzéru. Pti pouziti
vysoce koherentniho svétla se interference ve vystupni rovin€ v dusledku dostatecné
koherence ucastni vSechny fotony, coz vede ke vzniku nekvalitniho obrazu (nelze rozeznat ani
zakladni obrysy). Pfi pouZiti nekoherentniho svétla se interference ve vystupni roving€ ucastni
pouze difuzérem nerozptylené fotony. Obraz je sice o néco méné kontrastni vici situaci, kdy
neni pouzit difuzér (mén¢ fotonl se UcCastni interference), nicméné oproti situaci, kdy je

pouzito koherenc¢ni svétlo, jde o vyrazné zlepSeni.
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Hlavnim cilem pti navrhu mikroskopu bylo pozorovani zivych bungk in vitro. Pozorovani v
kvantitativnim fazovém kontrastu umoziuje zobrazit bunky s dostatenym kontrastem a bez
pouziti fluorescenc¢nich barviv, které mohou byt pro buiku toxické. Cely mikroskop byl
navrzen tak, aby kromé& samotné funk¢nosti kvantitativniho fazového zobrazovani zaroven
poskytoval i optimalni podminky pro pfeziti bun€k in vitro po dobu desitek hodin a bylo tak
umoznéno dlouhodobé pozorovani. Konstrukce mikroskopu byla uzpiisobena tak, aby byla
robustni s antivibraénimi prvky, coz dale minimalizuje Sum ve fazovém zobrazeni [34]. Dale
byl mikroskop vybaven systémem pro vyhiivani a stabilizaci jeho teploty, coZz kromé
poskytnuti optimalnich podminek pro preziti bunék jesté vice omezi Sum zplisobeny zménami
hustoty vzduchu, kterymi svételné svazky prochédzi. Dilezitym prvkem je prutokova komiirka,
ve které¢ je umistén vzorek s buiikami. Komirka je naplnéna kultivaénim roztokem a je
vyhtivana na optimalni teplotu. Do kultiva¢niho roztoku lze ptidat nejriznéjsi chemické latky
a farmaceutika a sledovat jejich vliv na chovani bunék. Pfi pozorovani bunék ma naméiena
faze vyznam hustoty hmoty buiiky za sucha. Casova zména v jejim rozlozeni indikuje zménu
vrozlozeni bunééné hmoty, kterd ma charakteristicky prubéh pro rizné bunécéné déje,
napiiklad bunéénou smrt nebo reakci bunky na stresové podminky. Sledovani téchto pohybt
bunééné hmoty rychle signalizuje zménu zivotnich podminek buiiky a Ize je vyuzit napiiklad
Kk testim cytopatogenicity ¢i cytotoxicity latek [13]. Témto méfenim bun€k se vénoval ve

svych pracich napiiklad Antos et al. [34] a Janeckova et al. [33, 35].

2.2.6 Koherenci Fizeny holograficky mikroskop (CCHM): Druha generace

Prvni generace CCHM znamenala velky krok vpied a umoznila pozorovani bunéénych
procesti kvantitativnim fazovym kontrastem v redlném cCase. Presto vykazovala jisté
nedostatky, které si vynutily vyvoj druhé generace CCHM. NejvyraznéjSim limitujicim
faktorem byla spektralni propustnost mikroskopu pro vlnové délky liSici se od centralni
vlnové délky, coz je disledek rozptylové schopnosti difrakéni miizky, kterd vytvari pticné
posunuté obrazy zdroje ve vstupni pupile kondenzori [36]. Pro vlnové délky lisici se od
centralni vinové délky dojde k ofiznuti obrazi zdroje pupilou kondenzoru. Tim utrpi kvalita
signalu a dojde 1 k mirné anizotropii pfenosu prostorovych frekvenci. Zna¢né nepohodIné se
ukdzalo pouziti Ctyf stejnych objektivli, z nichz dva slouZi jako objektivy a dva jako
kondenzory. Omezovalo to pracovni prostor mezi objektivy a kondenzory, znesnadiiovalo

ménit zvétSeni a zvySovalo cenu konstrukce [37].
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Novy koncept CCHM tzv. druhd generace pieckonava vétSinu nevyhod prvni generace a
zachovava veskera pozitiva vyplyvajici z mimoosového uspofadani, achromatického
interferometru a pouziti nekoherentniho svétla. Schéma je na obrazku 14.
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Obrazek 14: Optické schéma druhé generace CCHM. S, zdroj. BS;, BS,, BS3; délice svazkl. Mj, M,, M3, My,
Ms, Mg; zrcadla. C;, C,; kondenzory. Oy, Oy; objektivy. TL;, TLy; tubusové &ocky. DG, reflexni difrakéni
miizka. OL;, OL,; objektivové cocCky. Sp, vzorek. R, referencni rovina. OP, vystupni rovina. D, detektor. L,
kolektorova ¢ocka. Prevzato z [36].

Plosny zdroj S generuje nekoherentni svétlo, které je rozdéleno déliCem svazkd do
predmétové a referencni vétve. Jeste pied vstupem do délie svazku svétlo prochazi
kolektorem L tak, aby bylo dosazeno Kohlerova osvétleni. Ob& vétve jsou tvoieny
identickymi kondenzory, objektivy korigovanymi na nekonecno a tubusovymi cocCkami.
V referenéni vétvi se nachazi odrazna difrakéni mrizka DG, kterd svazek rozlozi do
difrak¢nich fa4da, nicméné filtry umozni dale projit jen 1. difrakénimu fadu. Ve vystupni
rovin¢ oba svazky interferuji, tvofi interferencni obrazec nahravany CCD kamerou a ten je
dale softwarové zpracovan. Vystupem je obraz intenzity a obraz kompenzované navéazané
faze. Roviny difrakéni miizky, vzorku a referencniho vzorku jsou konjugované s vystupni
rovinou.

Pro achromati¢nost interferometru je klicové spravné nastaveni thlu £ pro vSechny pouzité
vlnové délky. V opacném piipad¢ je siln¢ ovlivnén kontrast interferen¢nich prouzki. To klade
vysoké pozadavky na precizni sesazeni optickych prvki soustavy [36].

Druhé generace umoziuje pracovat mikroskopu v transmisnim i reflexnim médu a navic lze

zkombinovat jeho holografickou c¢ast s fluorescenénim mikroskopem, piipadné s

22



mikromanipula¢nimi zafizenimi (napf. optickou pinzetou). Experimentdlné¢ byla druha
generace odzkouSena V reflexnim i transmisnim modu [36]. Byl proveden teoreticky popis

zobrazeni v difuznich médiich [38] a jeho experimentalni ovéfeni [39].

2.2.7 Multimodalni holograficky mikroskop (MHM)

V roce 2006 Popescu et al. predvedli moznost kombinace epi-fluorescen¢ni mikroskopie a
digitalni holografické transmisni mikroskopie pozorovanim ledvinovych bun¢k [3]. Pavillon
et al. vroce 2010 pozorovali kombinaci epi-fluorescenéni mikroskopie a digitalni
holografické transmisni mikroskopie vnitrobunééné procesy béhem umirani neuront [40].
Multimodalni holograficky mikroskop kombinuje epi-fluorescenéni mikroskop a digitalni
holograficky mikroskop pro ziskani ucelenéjsi informace o pozorovaném objektu. Ukazuje se,
ze by tento druh mikroskopu mohl byt uzite¢ny v bunééné biologii [1]. V soucasné dobé
existuje velmi Sirokd nabidka fluorescen¢nich barviv, diky nimz 1ze fluorescenéni mikroskopii
pozorovat bunéné komponenty nebo chemické latky ptitomné v bunikach (i uméle dodané).
Fluorescencni mikroskopie ndm muze dodat kontrastni snimek lokalizujici presné vybrané
bunééné Casti. Pfi pozorovani zivych bun¢k mizeme naptiklad pozorovat vliv nabarvené
chemické latky na bunku a jeji prostup bunkou. Digitalni holografickd mikroskopie nam
umoziuje pridat k informaci z fluorescenéni mikroskopie kvantitativni informaci o tvaru a
objemu burky, o zméné hustoty hmoty buriky ¢i o zméné v indexu lomu [40]. Pokud se buika
pohybuje, 1ze pomoci holografického mikroskopu sledovat pohyb jejiho tézisté a tak zkoumat
jeji motilitu [41].

Multimodalni holograficky mikroskop navrzeny na VUT UFI v Brné zkonstruovany ve
spolupraci s firmou TESCAN Brno sr.o. vychazi z druhé generace koherenci fizen¢ho
holografického mikroskopu. Oproti druhé generaci byly provedeny zmény pro zvySeni
uzivatelského komfortu. Nov€é kombinuje holografické mody transmisni a reflexni a

epi-fluorescen¢ni mod.
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Obrazek 15: Optické schéma multimodalniho holografického mikroskopu. S, zdroj. CL, kolektor. BS, délice
svazki. M, zrcadla. C, kondenzory. O, objektivy. TL, tubusové ¢ocky. DG, difrakéni miizka. OL; objektivové
Cocky. Vz, vzorek. D, detektor.

Optické schéma na obrazku 15 je schématem pro holograficky transmisni moéd. Reflexni méd
a epi-fluorescence jsou mozné diky pouziti objektivii korigovanych na nekone¢no. Mezi

objektiv a tubusovou cocku v pfedmétové vétvi je vlozena odbocCka pro fluorescenci, viz

obrazek 16.

Osvétleni pro holografii

Zareni pro holografii -~ Rovina vzorku

Excitaéni zareni

Emisni zafeni Objektiv

K holografické ¢asti

smér tubusova ¢ocka /
ﬁ Déli¢ svazku
Osvétleni pro fluorescenci A

/
Cotka G Dichroicky délié

=7 Emisni filtr

Eﬂ Tubusova ¢ocka -

fluorescencni

O«
&
& o
0

Svétlovod

Zdroj svétla D CCD kamera

Obrazek 16: Epi-fluorescenéni méd multimodalniho holografického mikroskopu.
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2.2.8 Zpracovani hologramu

Hologram zachyceny CCD kamerou je zpracovan softwarem pocitate. Metoda v soucasnosti
pouzivana na VUT je odvozena od prace Kreise [42], ktery zpracovaval hologramy pofizené
mimoosovymi digitdlnimi holografickymi mikroskopy pomoci Fourierovych transformaci a
eliminace nosné frekvence. V soucasnosti pouzivana metoda funguje takto (viz obrazek 17),
na zachyceny digitalni hologram je aplikovana 2D rychla Fourierova transformace (FFT). Ze
spektra prostorovych frekvenci je vybrana oblast odpovidajici realnému obrazu a na tuto
oblast je aplikovana okénkova (window function) funkce (odstranéni okrajii). Oblast je
pouzita jako nové spektrum prostorovych frekvenci, kde je nulova frekvence posunuta do
sttedu. Komplexni amplituda objektové viny je ziskana rychlou inverzni Fourierovou
transformaci (IFFT). Z komplexni amplitudy je vypocitdna mapa faze a intenzitni obraz.
Intenzitni obraz odpovidd obrazu konvencniho konfokéalniho mikroskopu, mapa faze
odpovida zméné optické drahy pifedmétové viny oproti referencni, zptisobené prichodem
vzorkem [37].

V dutsledku toho, Ze faze je pocitana pomoci vzorce

lm[O(x,y)])

@(x,y) = arctan (Re[o o]

®)
kde o(x,y) je komplexni amplituda, nalézame v mistech, kde faze dosahuje hodnot —m,m,

prudké skoky (z -mnam) . Aby se tomu piedeslo, musi se faze navazat (unwrapping) [13].
Po navéazani dostavame obraz prosty téchto skokti. Dals$i numerickou operaci nutnou k ziskéani
dobrého obrazu je kompenzace deformaci faze. Obraz faze je degradovan ¢asové proménnym
nenulovym pozadim, piipominajicim zvinénou hladinu. Tato deformace je zpusobena
nepiesnostmi optického systému, jeho aberacemi, nedokonalou rekonstrukci predmétové viny
¢i neidealni pozici vzorku. Na VUT byly vyvinuty Zikmundem et al. dvé metody fesici tento
problém [43]. Ob¢ jsou postaveny na vytvoieni polynomidlni plochy prochédzejici vybranymi
oblastmi a co nejvice se blizici svym tvarem pozadi. Tato plocha je odectena od obrazu faze.

Staticka metoda vyZaduje manualni zdsah, dynamickd metoda je automaticka.
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Obrazek 17:Schéma numerického zpracovani hologramu. Hologram (a) je pomoci 2D FFT pieveden do
prostoru prostorovych frekvenci (b). Siroké maximum ve stfedu odpovida DC a pro dal§i zpracovani je
neuzitené. Je tedy vyfiznuta oblast odpovidajici pouze spektru realného obrazu. Na vyfiznutou oblast je
aplikovana okénkova funkce a 2D IFFT. Tim je ziskan komplexni obraz tvoteny komplexni amplitudou. Pomoci
prepoctu je z komplexni amplitudy ziskan obraz ampitudy (d) a faze (c). Faze je navazana a kompenzovana (e).
() je profil vzorku ziskany pfepoétem hodnot faze na vysku vzorku. Pfevzato a upraveno z [37].
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3  Zpracovani obrazu

V této kapitole jsou uvedeny definice a popsany pojmy z oblasti zpracovani obrazu dulezitych

pro dalsi kapitoly.

3.1 Digitalni obraz

Zateni prochazejici optickym systémem tvofi v obrazové roviné spojité Casové zavislé 2D
rozlozeni svételné energie [44]. Pro pofizeni digitalniho snimku je nutné spojité rozlozeni
svételné energie zaznamenat zatizenim citlivym na svétlo (napt. CCD kamerou), to pfevést na
elektricky signal a provést vzorkovani (sampling), tj. zredukovat analogovy signal na
diskrétni [45].

Prostorové vzorkovani analogového signalu nastane kviili nenulové velikosti senzort a jejich
geometrickému rozlozeni na CCD <cipu [44]. V nejjednodussim piipad€é jsou senzory
uspofadany v &tvercové miizce. Casové vzorkovani probéhne, protoze zdznam obrazu se
provadi jen po danou expozi¢ni dobu, béhem této doby dopadaji fotony na senzory Cipu a
shromazd'uje se generovany elektricky ndboj. Po uplynuti expozi¢ni doby se nashromazdény
elektricky ndboj pievede pomoci AD pifevodniku na celoCiselné hodnoty reprezentujici
intenzitu (jas) svétla dopadlého na element obrazu (pixel). Rozpéti hodnot jasu zavisi na
vlastnostech kamery a softwaru, naptiklad pro 8 bitovy obraz je mozny rozsah hodnot pixelu
od 0 do 255.

Vysledny digitalni obraz je 2D matici o rozmérech M X N, danych velikosti osvétleného CCD
Cipu a rozméry jeho elementd, nabyvajici celo¢iselnych hodnot v daném rozmezi [46].

Digitalni obraz je mozné ulozit do pocitace a dale s nim pracovat.

3.2 Cernobily a barevny digitalni obraz

Cernobily digitalni obraz je matici &isel reprezentujicich intenzitu (jas) obrazu. Je tvofen
stupni Sedi, ¢ernd a tmave Seda odpovidd nizkym hodnotam, bilad a svétle Sedd vysokym
hodnotam.

Barevny digitadlni obraz je v RGB barevném modelu tvofen tfemi nezavislymi
monochromatickymi obrazy (Cervenym, zelenym a modrym) tzv. kanaly. Jejich sectenim
dostdvame barevny obraz. Mnoho metod zpracovani obrazu navrZzenych pro
monochromatické obrazy lze rozsifit i na barevné obrazy aplikaci metody zvlast na kazdy

barevny kanal [46].
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3.3 Zpracovani obrazu

Digitadln¢ zaznamenany obraz ma tu vyhodu, Ze pro ziskdni n¢které z informaci, které obraz
nese nebo k jeho modifikaci lze pouzit v podstaté jakykoliv myslitelny algoritmus c¢i
numerickou metodu. Ty berou jako vstupni informaci obraz, reprezentovany bud’ funkci
f(x,y), jejiz hodnoty jsou hodnotami jasu obrazu a kartézské soutadnice x,y udavaji pozice
téchto hodnot v obraze. Druhym pfistupem je reprezentace obrazu matici o rozmérech M X N,
jejiz hodnoty jsou opét hodnotami jasu obrazu. Misto kartézskych soufadnic je pozice pixelt
udavana jako pozice v matici, tedy ¢islem fadku a sloupce. Oba pfistupy jsou ekvivalentni
S drobnymi odchylkami (viz kap. 4). Vétsina metod zpracovani obrazu ptistupuje k obrazu
jako k 2D signalu a pouziva postupy typické pravé pro zpracovani signalu. Vystupem metod

zpracovani obrazu byva upraveny obraz, sada charakteristik ¢i parametrii pivodniho obrazu.

3.4 Registrace obrazu

Registrace obrazl je proces piekryti dvou nebo vice snimku stejné scény pofizenych v rizném
¢ase, v ruznych pozicich ¢i riznymi senzory [47]. Rozdily mezi snimky jsou zplsobeny
rozdilnosti podminek pii pofizeni snimkii. Smyslem registrace obrazu rtznych snimki je
ziskat kombinovany snimek s UpIn¢j$i informaci o scén¢, nez mély samostatné snimky.
Metody registrace obrazu se obvykle déli na dvé velké skupiny [48]: korela¢ni metody
vyuzivajici nejCastéji prostor Fourierovych prostorovych frekvenci a rychlou Fourierovu
transformaci (FFT) a metody vyzna¢nych prvku hledajici ve snimcich vyrazné prvky, jako

jsou napi. okraje, rohy ¢i vyrazné linie.

3.5 Fazova korelace

Fazova korelace je casto pouzivana korelatni metoda registrace obrazu. Mezi jeji
nejvyraznéjsi klady patfi, Ze nevyZaduje hledani referencnich bodi, vyraznych prvki a casto
ani preprocesing pied samotnou aplikaci metody [49]. Vykazuje znacnou odolnost vici
nahodnému Sumu i frekvencné zavislému Sumu, vic¢i nepodobnosti snimkl a Vv neposledni
fad€¢ u vétSich snimkli znacné Setfi vypocetni cas [47]. Hodi se také pro registraci obrazu
snimki s kolisavou intenzitou osvétleni (¢asove 1 prostorove) [50]. Princip metody je zalozen
na teorému Fourierova posuvu a praci s Fourierovou reprezentaci snimkli v prostoru

prostorovych frekvenci, metoda hledd shodu snimkt dle frekvencnich spekter [48]. Plvodné

28



byla navrZzena pro rozpoznani posuvu snimkd v roviné xy, pozdé¢ji byla rozsifena i pro

rozpoznani vzajemného pootoceni a poméru velikosti mezi snimky [51].

3.6 Diilezité pojmy a teorémy

V dalsich kapitolach bude ¢asto pouzivana Fourierova transformace, proto je nize uvedena
jedna z jejich definic. Protoze digitalni obraz neni spojité prostfedi, je nutné pracovat
s diskrétni Fourierovou transformaci, i jeji definice je uvedena. Matematicka teorie metody
fazové korelace je vystavéna s pouzitim Fourierovy transformace spojitych funkci a takto je i
niZe uvedena. Nicmén¢ v literatute lze nalézt odvozeni 1 pro diskrétni Fourierovu transformaci
(viz napt. [53]). Cilem mé prace nebylo provést matematicky rozbor metody, je tedy uvedeno
jen tolik matematické teorie, aby doslo k zakladnimu pochopeni metody, nutné pro jeji
uspesné pouzivani.

Pozn. Pokud je nize uvedena Fourierova transformace aplikovana na obraz, je tim myslena
diskrétni 2D Fourierova transformace pocitana algoritmem rychlé Fourierovy transformace

(2D FFT).

3.6.1 Fourierova transformace

Necht' f(x) je funkce definovand na intervalu (—oo,0), kterd je mimo jiné absolutné

integrabilni t;.

f |f(x)] dx < oo.
(4)
Pak definujme funkci f(w)
f(w) = f f(x)e™i2mox gy,

©®)
kde —oo < w < oo, Funkce f se nazyva Fourierova transformace funkce f. Funkce f se

nachazi ve frekvenéni doméné, zatimco vstupni funkce f se nachazi v prostorové doméné

(pokud je x prostorova soufadnice). Diilezity je také inverzni vztah mezi f a f

fG) = f Flw)ei?moxdo,
(6)

Tento vztah se nazyva inverzni Fourierovou transformaci [52].
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3.6.2 Diskrétni Fourierova transformace

Necht’ N je sudé kladné celé Cislo a necht’ f,, je fadou N komplexnich ¢isel, kde n = — g +

N . s . - ’ v
1: > Potom diskrétni Fourierova transformace je fadou N komplexnich cCisel

prok =—>+1:N/2.

Necht’' N je liché kladné celé ¢islo a necht’ f,, je fadou N komplexnich ¢isel, kde n = ——:

N-1 . vy . oy ’ v
%. Potom diskrétni Fourierova transformace je fadou N komplexnich ¢isel

®)

prok = -1 D
2 2

Necht’ N je sudé kladné celé ¢islo a necht’ Fj, je fadou N komplexnich cisel, kde k = —% +

N . L1 . . 1 s
1: > Potom inverzni diskrétni Fourierova transformace je fadou N komplexnich ¢isel

)
pron = —%+ 1:N/2.

Necht’ N je liché kladné celé ¢islo a necht’ Fj, je fadou N komplexnich Cisel, kde k = — % :

N-1 : LAt . .. 1 s
%. Potom inverzni diskrétni Fourierova transformace je fadou N komplexnich cisel

(10)
prok = —% : (Nz;l) [52].
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3.6.3 Fourieriv teorém o posuvu

Necht’ f; (x,y) ma Fourierovo spektrum F; (¢, n). Pfedpokladejme funkei:

f(x,y) = filx — %0,y — ¥o),
(11)

kde x4, v, € R jsou dané konstanty. Necht' F,(&,n) je Fourierovo spektrum funkce f,(x,y).
Necht’ A;(&,1), A,(&,1) jsou amplitudova spektra a ®,(&,1), ®,(&,7n) jsou fazova spektra
funkci f; (x, ¥), f>(x, y). Pak plati [53]:

F,(&,1) = e 'GXo*m0)F, (¢,7),
AZ(SJ 77) = Al(f) 7)),

D, (&, m) = D, MD(—Exo — nYo).

(12)
3.6.4 Teorém o podobnosti
Necht’ f; (x, ¥) ma Fourierovo spektrum F; (¢, n). Piedpokladejme funkci:
fo(x,y) = fi(ax cos 8 — ay sin 0 — x,, ax sing + ay cos d —y,),
(13)

kde 6 € (0,2m), a € R*, x4,y € R jsou dané konstanty. Necht F,(&,n) je Fourierovo
spektrum funkce f,(x,y). Necht A;(&,7n), A,(&,1) jsou amplitudova spektra a ®,(&,n),
@, (&,n) jsou fazova spektra funkei f; (x, v), f>(x, ¥). Pak plati [53]:

1 .
F,(&,m) = — e {CXotmoF, (icos 6 — Lsin H,ESin 6 + -~ cos 9),
a ) ; a a ; a a
_ (s T ing S n
Ay (&) = azAl (acose asm@,asme + acos@),
D,¢n) =D (icose—ﬁsine isin9+2c059)®(—5x —NYo)
261 = 1y o ' o 0~ NYo)-
(14)
3.6.5 Definice cross-power spektra

Necht’ funkce f;(x,v), f>(x,y) € L(R?) maji Fourierova spektra F;(&,71), F,(&,n). Cross-
power spektrum funkci f;, f; je funkceCy, £, (§,1): R* — C definovana nasledovné:

Cfl,fz (fi 77) = Fl(fi 77) ’ FZ*('S' 77)
(15)
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Normalizované cross-power spektrum je funkce Zy, ¢, (§,1): R* - C definovana nasledovng
[53].:

|F1(f,T]) ) FZ(EJ 77)|,

Zf1:f2 (f' T]) =

(16)
a pokud p,q € R* jsou dané konstanty, je polo-normalizované cross-power spektrum funkce
zP% (§,m):R* > C definovana nasledovné [53].:

7P _ F1(§m)-F;(§m) _
fl'fz(f’”) (R EMI+p)-(F(E|+q)

(17)

3.6.6 Definice fazové korelace

Necht’ funkce f; (x,¥), f>(x, y) maji Fourierova spektra F; (£, ), F,(§,1). Funkce Py, ¢ (x,y):

R? — C definovana nasledovné:

Prop, (o y) = FHZp, p, (E, ) = F72 {|F1(€, - (&)

(18)
se nazyva funkce fazové korelace funkei fi, f, [53]. Funkce 13;1"‘?2 (x,y): R? - C definovana

nasledovné:

F.(&,n)-F;(&,
1_);19’:;12 (x,y) = T_l{ZZ’f}Z (8(177)} _ T"l{ 1(Em) - F(En) }

(FEmI+p) - (Rl +q)
(19)
se nazyva funkce modifikované fazové korelace funkei f;, f5 [53].
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4 Registrace obrazii metodou fazové korelace

V této kapitole lze nalézt teorii registrace obrazti metodou fazové korelace a jeji demonstraci

na jednoduchych obrazcich.

4.1 Teorie fazové korelace identickych vzajemné posunutych obrazi

Necht’ obraz A je reprezentovan funkci f; (x,y) a jeho Fourierovym spektrem F, (¢,n). Obraz
B je identicky s obrazem A jen je vi¢i nému posunut o vektor (xg,Yy,), kde x4, y, € Z.
Funkce reprezentujici obraz B je dana jako f,(x,y) = fi(x —x,,y —y,) a Fourierovo
spektrum obrazu B je F,(¢,n). Z Fourierova teorému o posuvu (viz kap. 3.6.3) plyne, ze

amplitudova spektra téchto funkci f;, £, jsou identicka, lisi se pouze fazi

Fy(&,n) = e %ot (&,7).

(20)

Pfi vypoctu cross-power spektra

Cr.r,(&,m) = F1(&,m) - F; (&,m)eExo+ny0)

(21)

se zajimame pouze o fazi. Normalizovanim cross-power spektra obdrzime fazi

- F; . Fx ~i(§x0+n¥0))"
Zf ; (f}n) _ Fl(fln) FZ(fln) :Fl(f;‘r’) Fl(f,n)(e . 0 0 ) _ ei(fx0+ny0).
v IFL(En) - (6|~ |FL(E,1) - FL (8, n)e—iGxotnyo)|

(22)

Aplikovanim inverzni Fourierovy transformace dostavame v piipadé identickych obrazi a
idealnich podminek Diracovo rozdéleni posunuté o (—xo,—Y,) [563]. VySe uvedené
prezentuje metodu, kterou lze nalézt vzajemny posuv mezi dvéma funkcemi. Funkce fazové
korelace dvou vzajemné posunutych funkci je funkci, kde je nenulova pouze hodnota v bodé
(—x0,—0o)- Cisla x,, y, udavaji vektor, o ktery je druh4 funkce posunuta vzhledem k prvni, a

pokud posuneme druhou funkci f, 0 (—x,, —y,), dostaneme funkci identickou s funkci f;.
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4.2 Demonstrace fazova korelace identickych, vzajemné posunutych
obrazi

Pro demonstraci nalezeni vzdjemného posunu obrazti metodou fdzové korelace byly vybrany
dva identické obrazy A a B, které byly vii¢i sob& posunuty v roviné xy 0 vektor (x,, vy), Viz
obrazek 19.

Obrazek 19: Obraz A (vlevo) a identicky obraz B (vpravo) posunuty viiéi obrazu A o vektor (x,,V,). Pozadi
obrazi neni zcela identické.

Na obrazy byly aplikovany okénkové (window) funkce (o nich vice v kap. 5), viz obrazek 20.

Obrazek 20: Obrazy A a B po aplikaci okénkovych funkci.

Jsou vypoéitana Fourierova spektra F;(§,7), F,(&,n) obrazi A a B reprezentovanych

funkcemi f; (x,y), f>(x,y), viz obrazek 21.
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Obrazek 21: Fourierova spektra F;(&,7), F,(&,1) jsou komplexni funkce, proto se obvykle zobrazuji jejich
amplitudy. Hodnoty amplitudy se navic zobrazuji v logaritmické stupnici, aby se daly pozorovat i slabsi vysoké
frekvence jinak zastinéné dominantnimi nizkymi frekvencemi. Obrazky ilustruji FourierGv teorém o posuvu
hovoftici o tom, ze Fourierova spektra posunutych identickych obrazki se nelisi v amplitudé (horni fada), ale
pouze ve fazi (spodni fada). Drobné odchylky jsou zplisobeny nestejnym pozadim obrazti A a B.

N

sleduje vypocet normalizovaného cross-power spektra

REDFED _ REDFED (e Gty
7 , _ 5 2 — i — pi(§xo+nYy0) )
7l G = e [FEmy FaEme o rmyo)[ — ©

(23)

Fazova korelace je inverzni Fourierovou transformaci normalizovaného cross-power spektra

|F1(€'77) Fz(f,nﬂ '

Pf1:f2 (x'y) = T_l{Zfoz (f'n)} =F!

(24)
vytvoii obraz s vyraznym globalnim maximem na pozici (xg,Y,), V idedlnim piipadé jde o

Diracovu funkci, viz obrazek 22.
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Obrazek 22: Obrazek vlevo znazoriiuje fazovou korelaci identickych vzajemné posunutych obrazi. Pozice
maxima udava vektor posunuti. Obrazek vpravo je kombinaci obrazu A a obrazu B posunutého o zaporné vzaty
nalezeny vektor posunuti. Obrazu A byl ptifazen Cerveny kanal RGB, obrazu B modry kanal RGB. Fialova barva
dokazuje shodu obou obrazti.

4.3 Teorie fazové korelace podobnych obrazi

Podobnymi obrazy v tomto piipadé rozumime obrazy vzajemné posunuté, pootocené nebo S
riznymi méfitky, ptipadné vSe dohromady. Registrace tohoto typu obrazi vychdzi z teorému
0 podobnosti (viz kap. 3.6.4). Nejdiive se vypotfadejme s pootoCenim. Necht obraz A je
reprezentovan funkcei f; (x,y), obraz B je identicky s obrazem A, jen je viuci nému pootocen o

uhel ¢ € (0,21) a je popsan funkci

fo(x,y) = fi(xcosp — ysing,xsing + y cos @).
(25)
Pootoceni je komplikovano diskrétni povahou obou funkci, proto musi byt hodnoty funkce f,
interpolovany z hodnot funkce f;. Pouziti okénkovych funkci fesi problém oblasti nulovych
hodnot funkce f, v nékterych jejich oblastech. Hledani vzajemného pootoc¢eni obou obrazii by
mohlo byt feSeno ptfevodem obou obrazli do polarnich soutadnic, pak bychom méli na osach
polomér a tihel. Pootoceni se tak zméni na posuv. Obrazy ov§em mohou byt pootoceny kolem
ruznych pocatkli, proto se do polarnich soutfadnic pievadi amplitudy jejich Fourierovych
spekter majicich tuto vlastnost:
A&, m) = Ay(§ cos @ —nsing, & sin g + 1 cos ).
(26)
To znamena, Ze vzajemné pootoceni obrazli odpovida vzajemnému pootoceni amplitud jejich
Fourierovych spekter, navic amplitudy jsou vzdy pootocené kolem spolecného pocatku [53].

Pro amplitudy spekter ptevedenych do polarnich soutadnic plati
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A5(p,0) = AT(p, 6 + @),

@7)
kde p je polomér a 6 uhel udavajici pozici pixelu v polarni soustavé soutadnic. Aplikaci
metody fizové korelace na amplitudy Fourierovych spekter A7, A} jako by §lo o nové obrazy
a hledanim posuvu, lze nalézt vzajemné posunuti ptivodnich obrazi A a B [54].

Nyni pfedpokladejme, Ze obraz B je nejen pootoceny vzhledem k obrazu A, ale ma i rozdilné
méfitko, je zvétseny o faktor @ € R*. Pfi zanedbani diskrétni povahy obou obrazii a funkci je

reprezentujicich 1ze psat

fo(x,y) = fi(axcos@ — aysin @, ax sin ¢ + ay cos @).
(28)
Pro hledani vzajemného pootoceni a méfitka je vhodné pouzit pievod do logaritmicko-polarni
soustavy souradnic.
Necht' f(x,7) je funkci R? - C. Funkce f(x,y) prevedena do logaritmicko-polarni soustavy

soufadnic je funkci £ (p, @): R X (0, 2m) —>C kde

e = X7,
x = ePcosH,
y = ePsin 6.
(29)
Podle teorému o podobnosti (kap. 3.6.4) je amplituda Fourierova spektra funkce f, (az na
nasobeni konstantou) pootoc¢end o thel ¢ a zvétSena o faktor i ve vztahu k amplitudé

Fourierova spektra funkce f,

3

A,(&,n) = %Al (écos<p -1 sin<p,;sin<p +gcos<p).

a
(30)
Amplitudy Fourierovych spekter Allp(p, 9),Alzp(p, 0) pievedené do logaritmicko-polarni

soustavy soutadnic jsou ve vztahu
l l
Azp(p, 6) = Alp(p —Ilna,d + @),

(31)
proto se hledani vzajemného poméru velikosti a pootoceni opé€t méni na hledani posuvu
pomoci fazové korelace mezi amplitudami Fourierovych spekter Allp (p, 9),Alzp (p,6). Na ose
p vektor posuvu reprezentuje logaritmus poméru velikosti Ina a na ose ¢ vektor posuvu

reprezentuje pootoceni 8 [53].
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Nakonec uved'me piiklad, kdy obraz B mé nejen rozdilné meétitko a je pootoceny oproti

obrazu A, ale je navic i posunuty v roviné xy

fo(x,y) = fi(axcosp — aysin @ — x,, ax sin@ + ay cosp — y,),
(32)
kde xo,¥0 € Z, |xol,|vol < N. Z teorému podobnosti vyplyva, ze posun v roviné xy nema

vliv na amplitudy Fourierovych spekter

1 & : §
Ay(&,n) = —4 (Zcosqo - gsmqo,zsm(p + gcos (p).

(33)
Z vySe uvedeného vyplyva pro fdzovou korelaci podobnych obrazi: nejdiive je nalezen thel

0 a pomér velikosti & pomoci metody uzivajici pfevod do logaritmicko-poldrni soustavy
soufadnic. Poté je obraz B pootocen o uhel (— 9) a zvetSen/zmenSen o faktor (i), tim

vznikne obraz C, ktery se 1isi viéi obrazu A jen posunutim v roviné xy. Poté je metodou
fazové korelace identickych vzajemné posunutych obrazi (kap. 4.1) nalezen vzajemny posuv

obrazi A a C [53, 54].

4.4 Demonstrace fazové korelace identickych vzajemné pootocCenych
obrazki s riznymi méritky

Pro demonstraci metody fadzové korelace pro nalezeni poméru velikosti mezi obrazy, jejich

vzajemného natocCeni a posunu byly vybrany dva identické vzajemné posunuté obrazy A a B

(stejné jako pii demonstraci vzajemného posunu). Obraz B byl pooto¢en a zmenSen, Viz

obrazek 23.

2
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Obrazek 23: Obraz A (vlevo) a identicky obraz B (vpravo) posunuty viéi obrazu A o vektor (xq,y,). Obraz B
byl nésledné otocen a zmensen.

Na obrazy byly aplikovany okénkové (window) funkce (o nich vice v kap. 6), viz obrazek 24.

2

Obrazek 24: Obraz A a obraz B vynasobeny okénkovymi funkcemi.

Jsou vypoéitana Fourierova spektra F;(§,7), F,(é,n) obrazi A a B reprezentovanych
funkcemi f;(x,y), f>(x,y). Ve spektrech se odrazi pootoCeni i rizna méfitka obrazl, viz
obrazek 25.

Obrazek 25: Amplitudy Fourierovych spekter A;(&,n), A,(&,n) obrazi maji tu vlastnost, Ze jsou viici sob&
pootoceny o stejny thel jako obrazy, jen vzdy kolem stejného bodu (pocéatku). Drobné odchylky jsou zplisobeny
nestejnym pozadim obrazti A a B.

Amplitudy spekter A,(¢,n), A,(&,n) jsou pievedeny do logaritmicko-polarnich soufadnic.

.......

nesouci informaci pouze o jasu ¢i difuznim svétle jsou velmi silné ve srovnani s vyS$Simi
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frekvencemi, které nesou informaci o struktufe obrazu. Proto je vhodné pied dal§Sim

zpracovanim prevést do logaritmické miry i hodnoty pixeld tzn. In(1 + A(p, )).

Obrazek 26: Amplitudy Fourierovych spekter Allp, Alzp v logaritmicko-polarnich soutadnicich. Hodnoty pixelt
jsou rovnéz v logaritmické mife. Na horizontalni ose je nyni pomér velikosti mezi obrazy, na vertikalni ose je
uhel pootoceni.

Amplitudy Fourierovych spekter AP, Alzp v logaritmicko-polarnich soufadnicich jsou pouzity
jako nové obrazy, viz obrazek 26. Nalezenim vzajemného posuvu mezi Allp, Alzp vlastné
ziskdme pomér velikosti a pootoc¢eni mezi obrazy A a B. Pro nalezeni vzajemného posuvu
jsou vypocitina Fourierova spektra F, (&,n),Fy,(€,m) obrazd Allp, Alzp. Vypoétem
normalizovaného cross-power spektra

Fay (E)Fs (€1)
|Fay (1) FayEm)]

ZAllp‘Alzp (f' 77) =
(34)

nasledovanym inverzni Fourierovou transformaci — fAzovou korelaci

PAllp'Alzp (x, }’) =F1 {ZAllp’A;p (S(: 77)}1
(35)
nalezneme vzajemny posun mezi AP, Alzp, tedy 1 pomer velikosti a pootoceni mezi obrazy A
a B. V obraze se vyskytuji i nenulové Cleny, proto hleddme globalni maximum udavajici

pom¢ér velikosti a pootoceni mezi obrazy, viz obrazek 27.
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Obrazek 27: Vlevo: Maximum v zobrazené fazové korelaci udava pomér velikosti a pootofeni mezi obrazy.
Drobna vedlejsi maxima jsou vzdy vyraznéjsi nez u hledani pouhého posunuti. Vpravo: Oba obrazy jsou nyni ve
stejném pomeéru a stejné pootocené, nyni je tieba aplikovat nalezeni posunuti v roving xy.

Se znalosti poméru velikosti a pootoeni mizeme obraz B definované zvétSit/zmensit a
pootoc¢it. Nalezeni ptipadného posunuti v roviné xy mezi novym obrazem a obrazem A je

provedeno dle kap 4.2.
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5 Registrace obrazii metodou fazové korelace v prostredi
MATLAB

V této kapitole je popsana procedura vytvoiena pro registraci obrazii metodou fdzové korelace

naprogramovana V prosttedi MATLAB a pomocné funkce, které vyuziva.

5.1 Vypocetni prostiedi MATLAB

Metody zpracovani obrazu, mezi které patii i registrace obrazli, vyzaduji Casto spousty
experimentovani, testl a optimalizaci, nez dojde k nalezeni spravného feSeni daného
problému. Dtkladna reserSe muize ulehcit a urychlit nalezeni tohoto feSeni, ptesto pti hledani
feSeni unikatniho problému je vhodné pouzit vypocetni systém obsahujici mnoho uzite¢nych
integrovanych funkci. Takovym systémem je MATLAB.

MATLAB je efektivni programovaci jazyk pro technické vypocty. UmoZnuje provadét
vypocCty, programovat a vykreslit zpracovand data. Diky mnoha tematicky fazenym
rozsitenim (vCetné rozSifeni pro zpracovani obrazu) lze tento systém pouZit pro nejriizné;si
aplikace [55].

Pro registraci obrazii nasnimanych multimodalnim holografickym mikroskopem jsem zvolil
syst¢tm MATLAB pro jeho jednoduchost a mnoho integrovanych funkci zpracovani obrazu.
Pfi registraci obrazli bylo experimentovano s nejrizngjSimi formami preprocesingu (o tom
vice v kap. 6) a bylo by nepohodIné a ¢asové naro¢né tvofit takové funkce nebo je hledat na
webu. Vyhodou systému MATLAB, jak jiz bylo zminéno, je Sirokd databaze cCasoveé
optimalizovanych funkci, které jsou navic dobie popsané v napovedeé systému. Samoziejme
MATLAB neobsahuje vSechny funkce, které jsem pii své praci potfeboval, proto jsou uzivany
jak integrované, tak vlastni funkce.

V prosttedi MATLAB jsou obrazy reprezentovany matici hodnot jasu. Misto kartézskych
soufadnic, pouzivanych ve vétSiné knih a ¢lanki, kterymi jsou udavany pozice hodnot jasu a
ve kterych mé prvni hodnota soutadnici (0,0), pouzivda MATLAB pfistup bliz$i maticovému
pojeti. Hodnoty jasu jsou lokalizovany dle svého potadi ve sloupcich a tadcich, takze prvni
hodnota je na pozici (1,1). S touto odli$nosti je tfeba pocitat pii tvorbé vlastnich funkci [46].

Popis funkci je v této praci uvadén v klasickém tvaru (x, y).
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Obrazek 28: Vlevo je konvencni popis soufadnic hodnot jasu obrazu pomoci kartézskych souradnic (x,y).
Vpravo je popis soufadnic hodnot jasu obrazu v prosttedi MATLAB, soufadnice (1, ¢) maji vyznam fadku a
sloupce.

5.2 Algoritmus pro registraci obrazi

V této Casti je uveden bod po bodu shrnujici popis vytvofeného algoritmu pro registraci
obrazti. Detailni popis nasleduje v casti 5.3. V piiloze A je ptiloZzeno grafické znazornéni

algoritmu.

1. Nacteni obrazii A a B reprezentovanych funkcemi f; (x,y) a £, (x, y).
2. Preprocesing obrazii do vhodnéj§iho tvaru fi,(x,y) a f2, (x,y).

3. Pfevedeni obrazti pomoci funkce centering na stejné rozmeéry - ffpl (x,y) a fchl (%, ).

4. Vynésobeni obrazii okénkovymi (window) funkcemi - £, (x, ¥) a fo, ™" (x, ¥).

5. Vypodet Fourierovych spekter F;(§,1) a Fo(§,1) funkei £ (x,¥) a fop,"" ' (x,y) a
amplitud Fourierovych spekter A;(&,71) a A,(¢&,1).

6. Prevod amplitud Fourierovych spekter do logaritmického méfitka a pfevod téchto
modifikovanych amplitud do logaritmicko-polarnich soufadnic - Arll’lp (é,m)a A;l’lp &n).

7. Vypocet Fourierovych spekter FA(E,n) a F(&,n) amplitud v logaritmicko-polarnich

soufadnicich a polo-normalizovaného cross-power spektra Z /Ej‘z &n).

, , . , , ; 71701,0
8. Vynésobeni polo-normalizovaného cross-power spektra vahovou funkei H,. %, 2.

9. Vypocet modifikované fazové korelace PE:}'ZZ (x,y).

10. Nalezeni maxima, vypocet stfedu hmotnosti a pfepoCet na pomér velikosti a vzajemné
pootocenti.

11. PootoCenim a zménou velikosti jednoho z obrazli dostavame fchljz (x,y), déle pouzivame

fip (. y) afs (6, 9).
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12. Pfevedeni obrazii pomoci funkce centering na stejné rozméry fi5 (x,y) a frp . (%, y).

13. Vynasobeni obrazii okénkovymi (window) funkcemi - fl(;z'wz (x,y) a sz;ZW (x,9).

14. Vypocet Fourierovych spekter F{!(&,1) a Fi(&,1) a polo-normalizovaného cross-power
,q,11

spektra Z£' %" (&, m).

15. Vypocet modifikované fazové korelace Pff,‘?z'”(x’ y) polo-normalizovaného cross-power

spektra Z }31 ,},211 (¢,m) vynasobeného vahovou funkei Hfs 3,’;;4.

16. Nalezeni maxima, vypocet stfedu hmotnosti a ziskani vektoru posunuti v roviné xy.
17. Posunuti obrazu fchz’z’p (x,¥) o vektor posunuti.

v e o r . o M 3 3
18. Prevedeni obrazii pomoci funkce centering na stejné rozméry f15, (X, y) @ fap 2 (X, ¥).

19. Ofiznuti obou obrazti dle rozmérti mensiho z obrazli vynasobeného o pomér velikosti.

20. Export a vizualizace obou obrazli a kombinované¢ho obrazu.

5.3  Detailni popis procedury pro registraci obrazu

Nacdteni snimkua

Snimky jsou nacteny piikazem imread. Tato integrovana funkce dokaZe nacist obrazy v
nejraznéjsich formatech, jak ¢ernobilych tak barevnych [55].

Nactené snimky se nachazi nejcastéji v datovych formatech int8, int16, uint8 nebo uintl6. int
znamena, ze hodnoty v obrazové matici jsou celoc¢iselné, uint, ze jsou navic pouze kladné,
¢islo za zkratkou udéavé rozsah hodnot (28 = 256,21 = 65536). Datovy format nactenych
obrazli je zménén na double (format pro komplexni ¢isla) ptikazem im2double tak, aby bylo

mozné ménit hodnoty v obrazové matici v rozsahu komplexnich cisel.

Preprocesing

Nékteré hodnoty jasu v nactenych obrazech nemusi byt kladné. Proto je vzdy distribuce

v

Mozny rozsah hodnot také nemusi byt vyuzit v plném rozsahu, nebo je histogram obrazu
nevyvazeny (vétSina hodnot se nachazi v tzkém rozsahu). MATLAB navic vyZaduje, aby

obrazy typu double byly v intervalu (0,1). Proto vyuZzivam nasledujici dvé metody:

Linearni Skalovani

Necht’ obraz A je reprezentovan funkci f; (x, y). Pak funkce f;, (x, y) reprezentujici upraveny

obraz je dana takto:
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flp(x'y) = (fl(ny) - Cl)/(b - Cl),
(36)

kde a = min (f;(x,y)), b = max (f;(x,y)).

Takto upraven je kazdy obraz. Hodnoty nového obrazu se nachazeji v intervalu (0,1). V tomto
intervalu se musi nachazet vSechny hodnoty obrazl typu double, které chceme v prostredi
MATLAB zobrazovat. U obrazi vyuzivajici pouze uzky interval moznych hodnot navic

zlepsi kontrast [44].

1,0 5
0,9—.
0,8—.
07
0,6—.
0,5—-

0,4 1

Nové hodnoty

0,34
0,2 4

0,11

0,0 L L B L DL B B B LN B B B B
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Staré hodnoty

Obrazek 29: Ilustrace metody linearniho $kalovani. Hodnoty jasu ptivodniho 8 bitového obrazu s rozsahem
hodnot jasu 0-255 se nachazeji v uzkém intervalu 100-150. Metodou linearniho $kalovani jsou hodnoty jasu
roztazeny do intervalu 0-1, které MATLAB umi zobrazit jako obraz. Navic je zlepSen kontrast obrazu.

Adaptivni ekvalizace histogramu

Integrovana funkce adapthisteq zlepSuje kontrast Cernobilého obrazu transformaci jeho
hodnot jasu pomoci kontrastem omezené adaptivni ekvalizace histogramu (CLAHE).

CLAHE pracuje s malymi oblastmi obrazu, tzv. dlazdicemi. Kontrast kazdé dlazdice je
zlepsSen tak, ze histogram kazdé dlazdice odpovida histogramu pozadovaného tvaru. Sousedni
dlazdice jsou zkombinovany pouzitim biline4drni interpolace kvili odstranéni artefaktii na

hranicich [55].
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Obrazek 30: Fluorescencni obrazek bunék nabarvenych barvivem Alexa Fluor. Prvni obrazek je modifikovan
pouze linearnim §kalovanim, u druhého je ekvalizovan kontrast funkci adapthisteq s plivodnim nastavenim. U
tietiho obrazku je pouZito funkce adapthisteq s upravenymi parametry.

Centering

Oba snimky nemuseji mit stejné rozméry, to mize ztizit nebo znemoznit nékteré z dale
zminénych operaci. Proto byla vytvotfena funkce centering, ktera funguje nasledovné:
Obraz A je reprezentovan funkci f;(x,y) o rozmérech m X n. Zvolme nové rozméry N X N

tak, aby m < N an < N. Novy obraz reprezentovany funkci f°*(x, y) vypada nasledovné:

filx —mg,y —ny) Pokudmo<x<my+m-1n<y<ny+n-1

) =

)

0 jinak
@37

kde m, = [N_Tml,no = [% :

Upraveny obraz je vlastné pivodnim obrazem obklopenym nulami. Centering se provede na

obou sklddanych obrazech (se stejnym N). Nyni maji oba sklddané obrazy stejné rozmeéry
[53].

Obrazek 31: Funkce centering aplikovana na fluorescenéni obrazek bunék nabarvenych barvivem Alexa Fluor.
Piivodni rozméry 1038 x1376. N = 2048.

Okénkové funkce (window functions)

Déale se budou pocitat Fourierova spektra upravenych obrazii. Pokud bychom ponechali
obrazy tak, jak jsou, budou nejvyrazngjSimi prvky spektra linie vedouci horizontalné a
vertikaln€. Linie jsou zpusobeny skokovou zménou hodnot jasu na okrajich obrazli. To by

mohlo vést k nespravné registraci obrazu.
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Obrazek 32: Amplitudy Fourierovych spekter s hodnotami jasu v logaritmické mife. Jasny k¥iz na obrazku
vlevo je zpisoben skokovou zménou v hodnotach jasu na okrajich. Amplituda Fourierova spektra na obrazku
vpravo pochazi z totozného obrazku vynasobeného okénkovou funkei.

Okénkova funkce, kterou je mozné vyiesit tento problém, je definovana nasledovné [53]:

Necht je ddna mnozina boda

W ={(xy);x>+y?<r?}, reR}.
(38)
Necht’ 0 € R* je dana konstanta. Necht' p(X, W) je vzdalenost bodu X = (x,y) od mnoziny
boda W tzn.
p(X,W) =inf{d e R, d =p(X,Y),Y € W},
(39)
kde p(X,Y) je Eukleidovska metrika.
Funkce

_pPPXW)
glx,y)=e

(40)
se nazyva kruhova Gaussovska okénkova funkce.
Okénkova funkce, tak, jak byla definovana, je symetrickd se stfedem v (0,0). Pfed jejim

pouzitim na obrazy ji posuneme o (%,%) Obrazy jsou tedy vynasobeny okénkovou funkei

g (x — %, y— %) Okénkova funkce ponecha stied obrazu a diky pozvolnému klesani k nule

Vv blizkosti okraji odstrani nezadouci efekty ve Fourierové spektru. Velikost oblasti
zachované okénkovou funkci je jednim z diileZitych parametrii ovliviujicich registraci obrazu

[53].
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Obrazek 33: Obrazek vlevo je fezem okénkovou funkci. Jeji stifed (modra ¢ara) odpovida stiedu obrazu, na
ktery bude aplikovana. Oblast vymezena ¢ervenymi ¢arami uréuje oblast neovlivnénou okénkovou funkci. Od
¢ervené ¢ary smérem k okrajim obrazu dochazi k pozvolnému tlumeni jasu obrazu az k nulovym hodnotam. Na
obrazek vpravo byla aplikovana okénkova funkce.

Vypocet amplitud Fourierovych spekter upravenych obrazii

Vypocet Fourierovych spekter obrazi se v prosttedi MATLAB provadi pomoci funkce fft2.
fft2 provede 2D diskrétni Fourierovu transformaci pomoci algoritmu rychlé Fourierovy
transformace (2D FFT). Vypoc¢itané Fourierovo spektrum ma stejné rozméry jako obraz, ze
kterého je pocitano [55].

Vypocitané Fourierovo spektrum je v takovém tvaru, kde nizké frekvence se nachdzeji
V levém hornim rohu a zvysSuji se smérem od n¢j. Se spektrem se lépe pracuje, pokud je
nulova frekvence ve stfedu a zvySuji se smérem od n¢&j. Toho Ize dosahnout piikazem fftshift.

Amplitudu dostaneme z Fourierova spektra ptikazem abs.

Obrazek 34: Obrazek vlevo je amplitudou Fourierova spektra v logaritmické mite. Obrazek vpravo zobrazuje
amplitudu Fourierova spektra posunutého ptikazem fftshift.
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Pfevod amplitud Fourierovych spekter do logaritmicko-poliarnich souradnic

Pted samotnou transformaci je nutné, jak jiz bylo naznaceno v kap. 4, pfepocitat amplitudy
tak, aby doSlo k vyrovndni intenzity mezi nizkymi (vyraznymi) a vysokymi (slabymi)

frekvencemi. To se provede nasledovné:

At =1In(1+A4)),

(41)
kde AT je nova amplituda Fourierova spektra a A; je ptivodni amplituda Fourierova spektra.
Pfevod amplitud Fourierovych spekter do logaritmicko-polarnich soutfadnic je proveden
procedurou od profesora Druckmiillera (ktera byla pouzita v jeho praci, viz [49]). Procedura
byla napsana v prostfedi Delphi, proto musela byt upravena, aby byla kompatibilni
s prosttedim MATLAB. Dalsi zmény musely byt provedeny kvili rozdilnému znaceni pozic
pixelit obou vypocetnich prostiedi. Teorie transformace do logaritmicko-polarnich soutradnic
byla jiz komentovana v kap. 5. Pro transformaci je pouzivana bilinearni transformace pro

svou univerzalnost a dobry pomér mezi vypocetni dobou a piesnosti [47].

Vypocet polo-normalizovaného cross-power spektra

Amplitudy Fourierovych spekter v logaritmicko-polarnich soutadnicich jsou pouzity jako
nové obrazy, nalezeni vzajemného posunu téchto obrazi znamena nalézt pomér velikosti a
natoCeni mezi puvodnimi obrazy [54]. Z amplitud Fourierovych spekter v logaritmicko-
polarnich soufadnicich jsou vypocitana Fourierova spektra. Nasleduje vypocet polo-

normalizovaného cross-power spektra

A *
779 (&) = F{*(€m)F5 (§m) ’
7t &M = Grr G mlen) (FAE DI

(42)

kde Zg’jcz je polo-normalizované cross-power spektrum, F{(&,n),Fi(&,n) jsou Fourierova

spektra obou amplitudovych obrazii a p, g jsou dané konstanty.

Oproti klasickému cross-power spektru se ve jmenovateli nachazi konstanty p,q. Volbou
téchto konstant lze pfechazet mezi fazovou korelaci (kdyz p,q — 0,0) a kiizovou korelaci
(kdyz p, q je relativn€ vysoké). Pii pouZiti ¢isté fazové korelace jsou hodnoty cross-power
spektra normalizovany jeho amplitudou, coZ znamend, ze vSechny prostorové frekvence maji
stejnou vahu. Mira normalizace odpovidd mnoZstvi informace na dané frekvenci. KiiZova
korelace oproti tomu pracuje s cross-power spektrem tak, jak je, coz muze byt vyhodou,
pokud se ve spektru vyskytuji frekvence, které nenesou zadné informace (dé€lilo by se nulou).

Avsak maxima z kiiZové korelace byvaji podstatné SirSi nez ty z fadzové korelace. Proto je
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vyhodné pracovat s polo-normalizovanym cross-power spektrem s konstantami p,q

nastavenymi optimalizaci [53, 54].

Vahova funkce

Pii skladani obrazti obsahujicich odlisné struktury a Sum, jsou-li dokonce snimany rtiznymi
kamerami, je pro hledani vzajemného posuvu, méfitka a pootoceni nutné pouzit jen urcity
rozsah prostorovych frekvenci [56]. Nulové a nejnizsi prostorové frekvence nesou informaci
pouze o celkovém jasu, difuznim svétle a vinétaci, proto nejsou vhodné pro registraci obrazu
[49]. Vysoké prostorové frekvence obsahuji nejvice Sumu a obvykle nesou nejvice informaci
o neodpovidajicich strukturach obrazi [53]. Tyto frekvence je vhodné odfiltrovat, k tomu
poslouzi vahova funkce typu pasmova propust.

Viéhova funkce pasmové propusti je velmi podobna okénkové funkci. Je kruhové symetricka
vzhledem ke stfedu v (g,%) Lze ji nastavit pomoci Ctyf parametru 1y, 1, 01, 05, kde r; < 15.

V mezikruzi s poloméry r; a r, ma vahova funkce hodnotu 1. Podobné jako u okénkové
funkce, v oblastech s polomérem v&t$im nez je 15, klesaji jeji hodnoty ve sméru od kruznice
s polomérem 1, k okrajim Gaussovsky k nule. Rozdilem oproti okénkové funkci je oblast o
poloméru r < r;. Hodnoty zde Gaussovsky klesaji ve sméru od kruznice s polomérem r; ke

stiedu [53].

0,8
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04 -

Hodnota vahové funkce H

0,2 H

0,0 1

T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
X

Obrizek 35: Rez vahovou funkci H. Vahova funkce ma hodnotu 1 v mezikruzi mezi polomérem r; (modré
dary) a r, (Cervené cary). V oblastech s vétsim polomérem nez 1, nebo mensim polomérem nez 1 vahova
funkce klesa k nule.

Modifikovana fazova korelace

Polo-normalizované cross-power spektrum vynasobime vahovou funkei a provedeme inverzni

Fourierovu transformaci, tim ziskame modifikovanou fazovou korelaci
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B (e y) = FHHZEEm). 285, (6 m),
(43)
kde Hff,’r? je vahova funkce, Zg’gcz je polo-normalizované cross-power spektrum a szl"';lz je
modifikovana fazova korelace.

Inverzni Fourierova transformace je provedena funkci ifft2 a je nasledovana funkei fftshift.

Hledani maxima

Zobrazenim modifikované fazové korelace dostavame obraz, ve kterém je idealné jedno
vyrazné globalni maximum dané vektorem (x,,y,). Pozice maxima udava pomér velikosti
mezi obrazy a jejich vzdjemné natoceni. Maximum se muize nachazet na vrcholku struktury
presahujici oblast nékolika pixell, zvlasté pokud pouzivame vyrazné filtrovani prostorovych

frekvenci vahovou funkci, viz obrazek 36.

Obrazek 36: Obrazek vlevo je modifikovana fazova korelace obrazu vyrazné filtrovaného vahovou funkci.
Obrazek vpravo je priblizena struktura obsahujici maximum dané vektorem (x,, y,). Pouzit jako maximum pixel

Vv

struktury obsahujici maximum.

Proto pouzit jako maximum bod s nejvy$§i hodnotou nemusi byt tou nejlepsi volbou.
Piesnéjsiho ureni maxima muze byt dosazeno vypoltem t€zisté struktury obsahujiciho
maximum [57].

Vypocet maxima spada pod tzv. metody registrace se sub-pixelovou piesnosti. To proto, ze
vypocitand pozice maxima zpravidla nebyva celo¢iselnd. Pozice maxima je vypocitana

nasledovné:

(44)
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kde My, jsou geometrické momenty vypocitané z kruhu se stfedem v (x¢, yy) a S polomérem

€ € R*. Momenty M ; jsou dany

Mkl= z zxkylp(x0+x;)’0+)’); le=0r1p

’

(45)
kde P(x,y) je modifikovana fazova korelace. Bod (Xj,¥,) miZe byt povazovan za stied
hmotnosti maxima a jeho okoli o poloméru &. Vektor (X, 7,) je pfepocitin na pomér

velikosti mezi obrazy a jejich vzajemné natoceni [53].

Zména velikosti a pootoceni jednoho z obrazii

Pro dalsi praci budou pouzity obrazy f5' (x,¥) a f5, (x,¥) z bodu 3. £ (x,¥) je pootogen o
uhel nalezeny modifikovanou fazovou korelaci. Pootoceni je provedeno funkci imrotate.
Funkce je nastavena tak, aby pouzivala bilinedrni interpolaci a zachovavala pavodni velikost
obrazu. Otoceny obraz je zvétSen/zmensen pomérem velikosti, nalezenym modifikovanou
fazovou korelaci, funkci imresize. Funkce je opét nastavena tak, aby pouzivala bilinearni

interpolaci [55].

Dalsi postup registrace obrazu

Oba obrazy jsou nyni ve stejném métitku a nejsou viici sob€ pootocené. Budeme hledat jejich
vzajemny posun v roviné xy. Protoze byl jeden z obrazli v predeslém kroku zvétSen funkci
imresize je nutné znovu provést centering a mit znovu ob€ matice obrazii o stejnych
rozmérech. Nové rozméry jsou nastaveny podle nejvét§iho z rozméru tak, aby vznikly dveé
stejné velké ¢tvercové matice a nedoSlo k ztraté informace na okrajich obrazi.

Na oba obrazy je aplikovana okénkova funkce podobné jako v kroku 4.

Jsou vypocitana Fourierova spektra obou obrazii a polo-normalizované cross-power spektrum.
Polo-normalizované cross-power spektrum je vyndsobeno vahovou funkci a poté je
vypocitana inverzni Fourierova transformace.

V obrazu modifikované fazové korelace je nalezeno globdlni maximum a je vypocitan stted
hmotnosti. Soutadnice sttedu hmotnosti udavaji vektor posunuti.

Obraz je posunut o nalezeny vektor funkci posunuti_obrazku. Funkce vypada podobné jako
centering, kolem obrazu je vytvofen $iroky okraj tvofeny nulami, poté je obraz posunut ve
sméru nalezené¢ho vektoru posunuti.

Obrazové matice nemaji stejnou velikosti, proto je proveden tfeti centering.
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Ofiznuti
Oba obrazy maji stejné rozméry, ale jsou husté obklopeny nulovymi hodnotami. Integrovanou

funkci imcrop jsou oba obrazy ofiznuty na rozméry mensiho z obrazii vynasobené pomérem

velikosti. Oba obrazy dobie sedi na sob¢ a obsahuji stejné zorné pole.

Export, sloZeni a vizualizace

Oba ofiznuté obrazy jsou integrovanou funkci imwrite zapsany na disk pocitace. Pro
nazornost a vizualni kontrolu spravnosti slozeni je vytvofeny kombinovany snimek.
Kombinovany snimek obsahuje v jednom RGB kanalu jeden obraz a v druhém RGB kanalu

druhy obraz.

Obrazek 37: Exportované slozené snimky. Vrchni fada: Fluorescencni snimek Alexa Fluor, holograficky
snimek, kombinovany snimek. Spodni fada: Fluorescen¢ni snimek DAPI, holograficky snimek, kombinovany
snimek. U vSech snimki byl zvySen kontrast.
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6  Pozorovani vzorku pomoci MHM

V této kapitole je popsano pozorovani vzorku obsahujiciho buriky potkanich fibroblastt

pomoci multimodalniho holografického mikroskopu.

6.1 Definice pojmii

Holografickym snimkem ¢1 obrazem necht’ je nazyvan obraz ve fazovém kontrastu potizeny
holografickym médem MHM.

Fluorescencnim snimkem ¢i obrazem necht' je nazyvdn obraz vznikly emisnim zafenim
fluorofort potizeny fluorescen¢nim médem MHM.

Fluorescencnim snimkem DAPI necht’ je nazyvan obraz vznikly emisnim zafenim fluoroforu
DAPI.

Fluorescenénim snimkem Alexa Fluor necht' je nazyvan obraz vznikly emisnim zafenim

fluoroforu Alexa Fluor.

6.2 Pouzity vzorek

Pozorovany byly buiiky bunééné linie RsK4 - spontanné transformované embryonalni
fibroblasty odvozené z potkana imbredniho kmene Lewis. Burniky byly fixovany a nabarveny

fluorescencnimi barvivy DAPI a Alexa Fluor 488 phalloidin.

6.3 Parametry vybranych sou¢asti MHM a pouzitych fluoroforu

6.3.1. Kamera pro holograficky mod

Pro holografii byla pouzita CCD kamera XIMEA MR4021MC-VELETA. Tento typ kamery
je chlazen a umoziuje pouze Cernobily zaznam. Snima obraz s rozliSenim 2048 x 2048
pixeli, ¢ip mad rozméry 15,2 X 15,2 mm s velikosti senzoru 7,4 X 7,4 um a kvantovou
ucinnosti 55 %. Vyrobce uvadi kapacitu elektronovych pasti na 40.000 elektront a temny
proud na 40 elektronid na pixel za sekundu (pfi pracovni teplot€). Orientacni hodnota Sumu
vzniklého AD ptevodnikem je 7,5 elektronu.

Vzhledem k metodé zpracovani hologramu maji obrazy rozliseni 604 X 604 pixeld.
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6.3.2 Kamera pro fluorescen¢ni mod

Pro epi-fluorescenci byla pouzita CCD kamera XIMEA MR285MC-BH. Tento typ kamery je
chlazen a umoziuje pouze Cernobily zdznam. Snima obraz s rozliSenim 1392 x 1040 pixeld,
¢ip ma rozméry 10,0 X 8,3 mm s velikosti senzoru 6,45 X 6,45 pum. Vyrobce uvadi kapacitu
elektronovych pasti na 24.000 elektront a temny proud na 9 elektronti na pixel za sekundu
(pti pokojové teplot€). Orientacni hodnota Sumu vzniklého AD ptfevodnikem je 7,5 elektronu.

Kamera pracuje v modu poskytujici obrazy v rozliseni 1376 X 1038 pixeld.

6.3.3 Fluorofor DAPI

DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) je fluorescencni barvivo, které se vaze na DNA a vykazuje
modrou fluorescenci [7]. Pouziva se pro fluorescen¢ni barveni DNA v jadrech fixovanych
bunék. Nabarvena DNA béhem pozorovani jasné zafi na tmavém pozadi cytoplazmy [58]. Je

pomérné fotostabilni a rozpustné ve vode.
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Obrazek 38: Nahoie — Struktura DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol). Dole — Absorpéni (modré) a emisni
(ervené) spektrum. Maximum absorpéniho spektra je 350 nm, maximum emisniho spektra 450 nm, tj. v modré
oblasti viditelného spektra. Pfevzato a upraveno z [59].

6.3.4 Fluorofor Alexa Fluor 488 phalloidin

Phalloidin je peptid patfici mezi toxiny izolované z houby amanita phalloides [60]. B&Zné se
pouziva ve fluorescenci, protoze se vaze na F-aktin. F-aktin je druh aktinu, ktery se naléza ve

vsech eukariotickych bunkach, tvofi mikrofilamenty, které jsou soucdsti cytoskeletu buiiky.
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Na phalloidin se navaze Alexa Fluor 488, ktera vykazuje intenzivni zelenou fluorescenci se
zna¢nou fotostabilitou [7]. Phalloidin s navazanou Alexa Fluor 488 se pfi barveni navaze na

cytoskelet buiiky, ktery nasledné¢ mizeme pti fluorescencni mikroskopii pozorovat.
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Obrazek 39: Absorpéni (Carkované) a emisni (zelené) spektrum. Maximum absorpéniho spektra je 495 nm,
maximum emisniho spektra 519 nm, tj. v zelené oblasti viditelného spektra. Pfevzato a upraveno z [60].

6.3.5 Osvétleni vzorku

Pro holografii je pouzita halogenova lampa se spektralnim filtrem, je vybran svételny svazek
s centralni vinovou délkou 650 nm a spektralni Sitkou 10 nm.

Pro fluorescenci je pouzita rtutova lampa S excitacnim filtrem odpovidajici pozorovanému

fluoroforu.

6.3.6 Objektiv

Vzorek je pozorovan objektivem se zvétSenim 10x a numerickou aperturou 0,3. Celkové
zvétSeni pole pii holografii je 40x a velikost zorného pole pii holografii je 330,24 X
330,24 pm.

6.4 Pozorovani

6.4.1 Priprava mikroskopu

Mikroskop je zapnut, stejné tak fluorescencéni lampa. Na pocitaci je spustén fidici program a
je zvolen transmisni mod. Nasleduje inicializace motorti objektivli a osvétlovaciho systému
holografické ¢asti. Jsou spustény kondenzory do pracovni polohy, vzorek je vloZen do
predmétové vétve a kompenzace skla do referencni vétve. Pomoci absolutniho ostieni (pohyb
obéma vétvemi) je zaostfeno na rovinu vzorku. VloZenim polni clony a pozorovanim pouze

Vv referencni vétvi je zaostfeno na polni clonu na kamefe manualnim ostfenim kondenzort. Je
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pfepnuto pouze na pifedmétovou vétev a relativnim ostfenim (pohyb pouze pfedmétovou
vétvi) je zaostfeno na polni clonu na kamete. Na konec je vysunuta polni clona. Nasleduji
automatické procedury, které sesadi obrazy z obou vétvi a naladi mikroskop na nejlepsi

signal. Dalsi ostieni na roviny vzorku je provadéno pohybem stolecku se vzorkem.

6.4.2 Pozorovani

Je nalezeno vhodné zorné pole vzorku obsahujici bunky, je pofizen holograficky snimek. Poté
je prepnuto na fluorescencni mod a je vybran spravny filtr dle pouzitého barviva. Mirné se
pieostii pro ziskdni ostrého snimku. Vzdy je pofizen jeden holograficky snimek a dva
fluorescencni snimky, DAPI a Alexa Fluor, stejné oblasti vzorku. Pfi kazdém pozorovani je
vzdy nékolik snimkli mimo sprdvnou rovinu ostfeni, pfisudme to nezkuSenosti

experimentatora.

6.4.3 Podminky pozorovani

Byly provedeny celkem 3 pozorovani stejného vzorku za rtzného technického stavu
mikroskopu. Vzdy bylo pofizeno 24 trojic snimka. Trojice: holograficky snimek,
fluorescencni snimek fluoroforu DAPI a fluorescencni snimek fluoroforu Alexa Fluor. Pti
kazdém pozorovani byly parametry, jako je expozi¢ni doba ¢i intenzita osvitu konstantni.
Intenzita osvitu byla vzdy pouzita maximalni. Expozi¢ni doby u fluorescen¢nich snimkii bylo
nutné prodlouzit, protoze se zacal projevovat jev vybéleni. Nasleduje tabulka podminek

pozorovani.

Tabulka €. 1: Podminky pozorovani.

Cislo pozorovani 1. 2. 3.
Expozi¢ni doba DAPI [ms] 114,51 118,15 125,68
Expozi¢ni doba AlexaFluor [ms] 49 87 159,42 168,32
Expozi¢ni doba holografie [ms] 68,19 68,72 200,00
Primérovani snimka 3 3 3

6.4.4 Prvni pozorovani

Prvnich 24 trojic snimk? bylo pofizeno v dobé, kdy byl v holografické ¢asti multimodalniho
holografického mikroskopu poSkozen delic svazku. Snimky navazané faze jsou silné
ovlivnény pfitomnosti Sumu ve formé past. Snimky nebyly vyfazeny, misto toho byly pouZity

pro zjisténi vlivu tohoto druhu Sumu na chod skladaci procedury. Viz obrazek 40.
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Obrazek 40: Obraz navazané faze z prvniho pozorovani. Cary a $mouhy jsou zptisobeny trhlinami na
blankovém déli¢i svazkt. Snimek je upraven expanzi kontrastu.

6.4.5 Druhé pozorovani

Druhé pozorovani 24 trojic prob&hlo kratce po vyméné vadného déliCe svazki. Bohuzel
tentokrat se projevil vliv néjaké opticky konjugované roviny s rovinou vzorku, obsahujici
neCistoty. Obraz navazané faze obsahuje nckolik artefaktii opakujicich se u kazdého
holografického snimku. Sada snimku byla pouzita pro ovéfeni vlivu nekorespondujicich

objektti ve snimcich na chod skladaci procedury. Viz obrazek 41.
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Obrazek 41: Obraz navazané faze z druhého pozorovani. Artefakty v obraze jsou zpusobeny vlivem opticky
konjugované roviny s rovinou vzorku obsahujici necistoty. Snimek je upraven expanzi kontrastu.

6.4.6 Treti pozorovani

Tteti pozorovani 24 trojic prob&hlo po upravach na MHM. Vliv opticky konjugované roviny s
rovinou vzorku obsahuji necistoty je mnohem slabsi nez béhem druhého pozorovani.

Holografické snimky vzniklé béhem tohoto pozorovani jsou nejkvalitnéj$i. Viz Obrazek 42.
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Obrazek 42: Obraz navazané faze z tietiho pozorovani. Artefakty v obraze jsou mnohem slabsi nez pii druhém
pozorovani. Snimek je upraven expanzi kontrastu.

6.5 Zpracovani obrazii

6.5.2 Vlastnosti obrazia

Program ovladajici multimodalni holograficky mikroskop umoznuje export obrazli navazané
faze ptimo ze snimanych hologrami. Snimky jsou 16 bitové a maji rozmér 604 X 604 pixeld.
Fluorescencni snimky jsou rovnéz 16 bitové a maji rozmér 1376 X 1038 pixeld.

Fluorescen¢ni snimky obsahuji vétsi oblast vzorku nez holografické snimky.

Holograficky snimek

Obraz navazané faze je tvofen amplitudovymi a fdzovymi zménami pfedmétové viny oproti
referenéni viné. Tyto zmény nastivaji v disledku prichodu predmétové viny vzorkem.
Vzorek tyto zmény vyvolava, protoze jeho ¢asti maji odlisny index lomu nez jeho okoli [13].
Naptiklad bunky maji odliSny index lomu oproti prostedi, ve kterém se nachazi. Hmota
s odlisnym indexem lomu se nachazi v objemu buiiky. Proto mnoZstvi jasu holografického
snimku je imérné mnoZstvi hmoty buiiky v daném misté. Béhem mych pozorovéani bylo

charakteristickym znakem bunék jejich rozloZeni hmoty znadzornéné na obrazku 43.

60



Obrazek 43: Bunka piisedla na sklicku, jadro se nachazi v nejtlustsi oblasti Prevzato z [1].

Buiiky byly nejcastéji ptisedlé ke sklicku, jejich tloustka pozvolna klesala od jadra smérem
ke krajim. Kraje bunky se ztracely v Sumu a Casto byly casti téchto kraji kompenzaéni
metodou (béhem numerického zpracovani hologramu) oznaceny za Sum a odstranény
z obrazu. Profil buiiky ve fazovém kontrastu je tedy takovy, Ze je velmi jasny stied a jeho

okoli a smérem od néj jas klesa, az se ztrati v Sumu, viz Obrazek 44.

Obrazek 44: Jeden ze snimkd porizeny v holografickém modu. Bunky v horni ¢asti snimku se velmi malo lisi
od pozadi a jejich okraje jsou nejasné.

Fluorescenéni snimek s fluoroforem DAPI

Fluorescen¢ni snimek je v tomto piipadé tvofen emisnim svétlem fluoroforu DAPI. DAPI se
vaze na DNA, které se nachdzi v jadru buiiky. Dostavame snimek s jasné€ zaricimi jadry bunck

na slabém pozadi, viz obrazek 45.
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Obrazek 45: Fluorescen¢éni snimek DAPI. Jadra zaii velmi intenzivné se skokovym pifechodem v jasu na
okrajich jadra.

Fluorescenéni snimek s fluoroforem Alexa Fluor

Fluorescen¢ni snimek je v tomto piipadé tvofen emisnim svétlem fluoroforu Alexa Fluor.
Alexa Fluor s phalloidinem se vaze na cytoskelet bunék, ten se nachazi pii obvodu bunky.

Dostavame obraz s jasnymi strukturami dobie ohranicujicimi bunky, slabé zatficimi vnitiky

bunék a tmavym pozadim. Viz obrazek 46.

Obrazek 46: Fluorescenc¢ni snimek Alexa Fluor. Pozorujeme jasné struktury cytoskeletu, bunka je ostie

voenr

Vlastnosti snimku

Povaha holografickych snimk je do jisté miry opacna oproti fluorescenénim snimkim Alexa
Fluor. Zatimco holografické snimky maji jasny stfed a jas klesd smérem ke krajim bunky,
buniky ve fluorescencnich snimcich Alexa Fluor maji velmi jasné hranice a tmavsi stied. Ostré

pfechody v intenzit¢ na hranicich buiky jaké lze vidét u fluorescenéniho snimku, u
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holografického zkratka nenajdeme. Na druhou stranu pokud situaci zjednoduSime lze tici, ze
profil buiky je u fluorescencniho snimku plochy az prohnuty smérem K niz$im hodnotam.
Fluorescen¢ni snimek DAPI je podobny vii¢i holografickému snimku tim, ze oba snimky
dosahuji vysokych hodnot jasu v oblasti jadra buiky, ale zatimco u fluorescenéniho snimku
DAPI dochazi k rychlému propadu intenzity pii vzdalovani se od jadra, u holografického
snimku je klesani intenzity velmi pozvolné.

Vse dobre ilustruje profily jasu podél totozné linie slozenych obrazil. Profil protina fixovanou

bunku.

Alexa Fluor|
210 - —— DAPI
—— Holo
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Obrazek 47: Profil dvou bunék v kombinovaném snimku obsahujici ve svych barevnych kanalech:
Holograficky, fluorescenéni DAPI a fluorescenc¢ni Alexa Fluor snimek. U Alexi Fluor je vidét, ze nejjasnéjsi
jsou okraje a dojde k mirnému propadu jasu v oblasti jadra. U DAPI je vidét intenzivni jadro a tmavé okoli.
Holografie znazornuje tloust’ku, proto jsou vrcholy Siroké a nestrmé.

Vzhledem k rozdilné povaze fluorescen¢nich obrazii pti pouziti rozdilnych barviv bylo
piikro¢eno k vytvoreni procedur s odliSnym nastavenim parametrii pro registraci obrazii:
jedna sada parametri pro holograficky snimek a fluorescencni snimek DAPI, a druhd sada

parametru pro holograficky snimek a fluorescen¢ni snimek Alexa Fluor.
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7 Vysledky a diskuze

V této kapitole jsou uvedeny vysledky registrace holografickych a fluorescen¢nich obrazii

potkanich fibroblastii procedurou popsanou v kapitole 6.

7.1 Parametry metody fazové korelace

Aby bylo mozné pfizplisobit proceduru k efektivni registraci obrazii snimanych

multimoddlnim holografickym mikroskopem, bylo nutné prozkoumat vliv jejich

vvvvvv

7.1.1 Preprocesing

Nejvétsi mérou se na spravném fungovani registrace obrazu podili preprocesing. Pro
registraci obrazli neexistuje univerzalni navod, jak obrazy zpracovat pted aplikaci metody
fazové korelace. Byl testovan globalni thresholding obou obrazi s automaticky hledanou
hranici, detekce hran Prewittovou, Sobelovou, Robertsovou a Cannyho metodou ¢i hledanim
piechodu ptfes nulu. Tyto metody se ukéazaly jako nepouzitelné¢ kvuali charakteru
holografického snimku. Fixované buiiky v holografickém snimku nejsou ostie ohranicené,
V podstaté se plynule vynoiuji z pozadi. Proto je nelze odprahovat ¢i najit automatickou
metodou jejich hranice. Bylo experimentovano s metodami expanze kontrastu integrovanymi
v prosttedi MATLAB, konkrétné imadjust a histeq upravujici kontrast obrazu globalné a
s adapthisteq upravujici kontrast lokalné. Pro skladani fluorescenéniho snimku DAPI a
holografického snimku se ukazalo jako nejlep$i pouzit pouze linearni Skalovani (viz kap.
5.3.2). Pro skladani fluorescen¢niho snimku Alexa Fluo a holografického snimku se osvéd¢ilo
linearni skalovani nasledované adaptivni expanzi kontrastu integrovanou funkci adapthisteq

S defaultnim nastavenim.

7.1.2 Velikost poloméru okénkové funkce

Okénkova funkce kromé toho, Ze odstranuje negativni vliv okraje na Fourierovo spektrum
obrazu, reguluje také mnoZstvi informace obrazii pouZitych pro registraci obrazii. Mira
podobnosti obou obrazli urCuje intenzitu spravného maxima, zatimco mira nepodobnosti

uruje intenzitu faleSnych maxim [61].
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Pro hledani poméru velikosti a vzajemného pootoCeni fluorescencniho snimku DAPI a
holografického snimku se ukdzalo jako nejlepsi pouzit okénkovou funkci ponechdvajici asi
65 % obrazu a mizejici asi 15 % od okraje. Pro hledani vzajemného posuvu v roviné xy této
dvojice poskytovala nejlepsi vysledky okénkova funkce ponechavajici asi 85 % obrazu a
dosahujici nuly az témét na okraji.

Pro hledani poméru velikosti a vzajemného pootoceni fluorescencniho snimku Alexa Fluor a
holografického snimku se ukdzalo jako nejlepsi pouzit okénkovou funkci ponechavajici asi
85 % obrazu a dosahujici nuly az téméf na okraji. Pro hledani vzajemného posuvu v roviné xy
této dvojice poskytovala nejlepsi vysledky okénkova funkce ponechéavajici asi 85 % obrazu a

dosahujici nuly az témét na okraji.

7.1.3 Konstanty p, q v polo-normalizovaném cross-power spektru

Konstanty p,q ve jmenovateli polo-normalizovaného cross-power spektra (viz vzorec 17)
zprostiedkovavaji prechod mezi kiizovou a fazovou korelaci (vice v kap. 6) [53]. Jde o to
nastavit tyto konstanty tak, aby doSlo k potlaceni faleSnych maxim a nebyla ptili§ ovlivnéna
piesnost rozsifenim spravného maxima. Jako prvni byly testovany konstanty v rozmezi
(0,01 — 0,1) krat maximalni hodnota amplitudy Fourierova spektra obraz.

Optimalizace ukazala jako nejvhodnéjsi pouZit ob& konstanty na 3.1075 krat maximalni
hodnoty amplitudy Fourierova spektra obrazii pro hledani poméru velikosti a vzadjemného
pootoceni u holografického snimku a fluorescencniho snimku DAPI i u holografického
snimku a fluorescencniho snimku Alexa Fluor. Pfi hledani vzdjemného posunuti
holografického snimku a fluorescen¢niho snimku Alexa Fluor bylo dosazeno nejlepsiho
vysledku pfi velmi nizké hodnoté p,q — 0,0, zatimco u holografického snimku a
fluorescenéniho snimku DAPI se jako nejvyhodnéjsi ukazalo pouzit hodnoty p,q 6.107° krat

maximalni hodnoty amplitudy Fourierova spektra obrazil.

7.1.4 Vahova funkce

Pro skladani neidentickych objektii je naprosto zdsadni pouzit vdhovou funkci a hledat shodu
obrazli pouze v uréitém rozmezi prostorovych frekvenci (vice o vahové funkci v kapitole 6).
tomu vysoké frekvence nesouci Sum a zejména odliSnosti struktur obou obrazii je nutné velmi
razantné potlacit. Je zajimavé, Ze pro oba typy fluorescencnich snimkii kombinovanych

S holografickymi, a to jak pro hledani poméru velikosti a pootoceni, i hledani vzajemného
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lateralniho posuvu, se ukdzala byt nejvhodnéjsi vahova funkce velmi podobnych parametrt.
Konkrétné s polomérem asi 6 % poloméru obrazu polo-normalizovaného cross-power spektra,

dosahujici nuly ve 12 %.

7.1.5 Vypocet stiedu hmotnosti

Vypocet stfedu hmotnosti vrcholu obsahujici maximum nalezené modifikovanou fdzovou
korelaci ma vliv na piesnost metody. Ukdzalo se, ze vhodnym polomérem kruhu

obklopujicitho maximum, ze kterého je pocitan stted hmotnosti, je 10 pixeld.

7.2 Nastaveni parametru

Béhem tvorby procedury v prosttedi MATLAB byly jeji parametry odhadnuty pomoci
odbornych c¢lankt, praci predchidct ¢i rad zkuSenéjSich. V dobé€, kdy procedura jiz
fungovala, byla optimalizace parametrii provadéna na souboru obrazli pozvolnymi zménami
téchto parametrii a sledovdnim vlivu na spravnost registrace a jeji pfesnosti. Primarnim
ukazatelem kvality nastaveni procedury necht’ je procentudlni GspéSnost registrace, tj. kolik
procent dvojic obrazii je sloZzeno spravné. Spravna registrace je takova, kdy procedura spravné
identifikuje vrchol obsahujici maximum. Sekundarnim ukazatelem kvality je pfesnost, tzn.,
jak moc se 1i$i hodnoty poméru velikosti, vzajemného pootoceni a vektoru posunuti v roviné

xy vypocitané procedurou od téch spravnych.

7.3  Vysledky optimalizované procedury

Pomoci optimaln¢ nastavené procedury byly skladany dvojice obrazt.

7.3.1 Kbvalitativni analyza

Nejjednodussim ovéfenim sprdvného slozeni je kvalitativni vizualni kontrola sloZeného
snimku. Vysledky slozeni rozdélme do 4 kategorii (znazornéni na obrazku 48):

1. Slozeni prob&hlo spravné, byl nalezen spravny pomér velikosti, vzajemné pootoceni i
vzajemné posunuti v roviné xy. Obrazy na sob¢é dobfe sedi.

2. Nebyl nalezen spravny pomér velikosti a vzajemného pootoceni, ale hodnota se blizi té
spravné. V tomto piipadé ¢asto dojde k tomu, Ze bude nalezena spravna hodnota vzdjemného
posunuti v rovin€ xy. Obrazy na sobé dobie sedi v centralni oblasti, struktury se nepiekryvaji

na okrajich.
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3. Byl nalezen spravny pomér velikosti a vzajemné pootoceni, ale nebyla nalezena spravna
hodnota vzajemného posunuti v roving xy. Obrazy viibec nesedi.

4. Nebyl nalezen spravny pomér velikosti nebo vzajemné pootoceni, néktera z hodnot se lisi
od té spravné vyrazné. Pak nemiize dojit k nalezeni spravné hodnoty vzajemného posunuti v

roving xy. Obrazy viibec nesedi.

Obrazek 48: Kategorie vysledku registrace: Obrazek vlevo nahote spada do 1. kategorie — spravné slozen. U
obrazku vpravo nahote byl pomér velikosti chybné urcen, lisi se o 3 %, ale vzdjemny posun byl nalezen spravné
— 2. kategorie. Uvnitf oblasti ohraniené zelenou kruznici se neprojevuje chybnost slozeni o vic nez 2 pixely. U
obrazku vlevo dole byla zjisténa spravna hodnota vzajemného pootoceni a rotace, ale byl nalezen chybny vektor
posunuti — 3. kategorie. Obrazek vpravo dole je zcela chybné registrovan.

7.3.2 Kvantitativni analyza

Hlubsi analyzu vysledkti délim na 2 logické casti.
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Pomér velikosti a vzajemné pootoceni

Pro urceni pfesnosti nalezeného poméru velikosti a vzdjemného pootoceni je tfeba znat
hodnotu spravného poméru velikosti a vzdjemného pootocCeni. Ta principidlné neni zndma.
Proto byla nahrazena primérem z hodnot poméru velikosti a vzajemného pootoceni usp&sné
slozenych snimkd, viz tabulka 2. Bylo ptedpokladano, ze spravna hodnota poméru velikosti a
vzajemného pootoCeni dvojic obrazii pofizenych béhem stejné sady pozorovani je viceméné
stejnd. Béhem pozorovani sice dochazi k mirnému pteostiovani, ale ne k takovému, aby to

mélo vyrazngjsi vliv na pomér velikosti a vzajemné pootoceni.

Tabulka 2: Spravné hodnoty poméru velikosti a vzajemného pootoceni snimkd.

DAPI 1.Sada | 2. Sada | 3. Sada| Alexa Fluor 1. Sada | 2. Sada | 3. Sada

Pomér velikosti | 1,041 1,039 1,071 | Pomér velikosti] 1,039 | 1,040 1,068
Pootoceni 0,715 | 0,559 | 0,542 Pootoceni 0,441 | 0,334 | 0,346

Studium zpracovanych snimkl ukazalo, Zze odchylka poméru velikosti 0,015, tj. 1,5 %, neni
pozorovatelnd. U snimku s velikosti 604 X 604 pixeld to odpovidd u samého okraje snimku 5
pixelim. Stejné tak rozdil pootoceni o 1 stupen neni pozorovatelny. Tyto hodnoty necht’ jsou
maximalnimi odchylkami.

Hodnoty poméru velikosti a rotace spadajici do intervalu daného primérnou hodnotou a
maximalnimi odchylkami jsou povazovany za spravné a vysledek procedury za ispésny.
Pokud se hodnoty poméru velikosti a rotace tésné¢ nevejdou do tohoto intervalu, nedojde
k vytvotfeni dokonale se piekryvajicich snimki, nicméné nepiesnosti mohou byt pozorovany
n¢kdy az na uplnych krajich snimkt. Zalezi pak, k jakému ucelu budou snimky pouzity.
Nékdy mize stacit ofiznout Spatné sesazené okraje.

U vysledku, kdy se hodnota poméru velikosti nebo pootoceni nevejde do intervalu spravnych
hodnot jen tésn¢ a dojde k nalezeni spravného vzajemného posunu, bude psano, ze byla
procedura ¢aste¢n¢ uspésna.

Vzijemny posun v roviné xy

Studium zpracovanych snimkii ukézalo, ze kvalita registrace obrazi se velmi odviji od
nalezeni spravného vektoru posunuti. Vzhledem k povaze snimki je pozorovatelna odchylka

Jiz 3 pixely a to zejména proto, Ze se projevi v celém obraze v plné mife.
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Byly pozorovany V podstaté jen dvé situace. Bud’ je nalezeno spravné maximum a s nim i
spravna hodnota vzajemného posunu s piesnosti +1 pixel, nebo je identifikovano falesné

maximum, a pak je vektor posunuti zcela zavadéjici.

7.3.3 Vysledky automatické registrace obrazii

Vysledky automatické registrace obrazt shrnuje Tabulka 3. Pro jednotlivé vysledky registrace
s nalezenymi hodnotami poméru velikosti a vzajemného pootoceni a informaci o uspéSném

nalezeni vektoru posunuti viz Ptilohu B.

Tabulka 3: Usp&snost registrace.

Barvivo Pozii:iéni Uspé&sné slozeni | Castetné Gsp&iné slozeni | Netsp&iné slozeni
DAPI 1. 23 1 958% 0 0% 1 4,2%
DAPI 2. 24 100 % 0 0% 0 0 %
DAPI 3. 22 1 97,8% 0 0% 2 8,4 %

Pramér 23 | 95,8 % 0 0% 1 4,2%
Alexa Fluor 1. 11 | 458 % 1 4,2 % 12 50 %
Alexa Fluor 2. 12 50 % 3 12 % 9 38 %
Alexa Fluor 3. 12 50 % 1 4% 11 46 %

Pramér 113 | 47% 1,6 7,6 % 10,6 | 444 %

7.3.4 Diskuze vysledku automatické registrace obrazi

Holograficky snimek a fluorescen¢ni snimek DAPI

Procedura funguje velmi dobfe pii registraci holografickych snimkt a fluorescen¢nich snimka
DAPI. Pii hleddni poméru velikosti a vzajemného pootoceni modifikovand fazova korelace
poskytuje obraz s vyraznym vrcholem obsahujici maximum. Pti hledani vzajemného posunuti
pozorujeme i dalsi vrcholy, ale jsou slabé ve srovnani s tim, ktery obsahuje maximum.

Pfi registraci obrazi metodou fidzové korelace je zfejm& nalezena dobrd shoda
na prostorovych frekvencich reprezentujicich jadra bunék. U fluorescenniho snimku DAPI
V podstaté nepozorujeme nic jiného nez jadra a u holografického snimku jsou jadra
nejjasnéjSimi  strukturami nedeformovanymi Sumem ani kompenzacni metodou pfi

numerickém zpracovani hologrami.
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Holograficky snimek a fluorescen¢ni snimek Alexa Fluor

Pti registraci holografickych snimkti a fluorescen¢nich snimkd Alexa Fluor je uspéSnost
zhruba 50:50. Pti hledani poméru velikosti a vzajemného pootofeni modifikovana fazova
korelace poskytuje obraz se strukturou skladajici se z nékolika prolnutych kruhovych vrchola,
ty zpravidla obsahuji pixel se spravnou hodnotou poméru velikosti a vzadjemného pootoceni,
ten ale obvykle neni maximem. Vrcholy s vysokou intenzitou jasu se obvykle nachazeji také
Vv oblasti odpovidajici poméru velikosti 1:1 a nulové rotaci. Mimo to lze také najit vrcholy
s vysokou intenzitou ve vylozen¢ nesmyslnych oblastech.

Pti hledani vzajemného posunuti je situace jind, pozorujeme maly jasny vrchol obsahujici
maximum.

U kombinace holografického snimku a fluorescen¢niho snimku Alexa Fluor je tedy nejvétSim
problém nalezeni poméru velikosti. Strukturu s vice spojenymi maximy lze vysvétlit na
zaklad¢ toho, Ze zatimco u DAPI lze pozorovat jen malé jasné struktury jader, které lze
snadno spojit s jasnymi strukturami jader v holografickém snimku a i relativné malé odchylky
Vv poméru velikosti 1ze dobfe pozorovat v pomérné znac¢né ¢asti snimku. U holografického
snimku a fluorescen¢niho snimku Alexa Fluor dochazi k hledani shody dle jasné a ploché
struktury cytoskeletu nejjasnéjsi na okrajich buiiky a mnohdy nejasné struktury fixovanych
bunék s okraji ztracejicimi se v Sumu. Nejjasnéjsi struktury bunék pozorovanych v emisnim
svétle Alexa Fluor se tedy nachdzeji tam, kde se struktury buné¢k v holografickém snimku
ztraceji.

Procedura vcelku nema problém sesadit struktury na sebe, to dokazuje vysoce uspesné hledani
vektoru vzajemného posunuti, ma naopak problém se sesazenim sprdvnych casti struktur na
sebe. U slozenych snimkt téchto dvou typt obrazti mnohdy Ize poznat chybné urceni poméru
velikosti az na okrajich téchto snimkt. Proto se ziejmé tvofti Siroka propojend jasna struktura
V oblasti spravné hodnoty zvétSeni a automatickd procedura ma problém nalézt tu spravnou

hodnotu.

7.3.5 Procedura s moznosti zasahu uzivatele

Hlavnim nedostatkem procedury pro registraci obrazii je jeji neschopnost (u kombinace
holograficky snimek — fluorescencni snimek Alexa Fluor) rozli§it spravny vrchol od
faleSnych. To se projevuje nalezenim chybnych hodnot poméru velikosti a vzajemného
pootoceni pii registraci. Optimalizaci se tento jev podafilo potlacit jen z urcité ¢asti. Dal§iho

zlepseni bylo dosazeno zabudovéanim interaktivnich prvkl do procedury.
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Po probéhnuti procedury je uzivateli nabidnut k nahlédnuti kombinovany snimek. Pokud
dobfe nesedi, je moznost eliminovat falesny vrchol a jeho okoli a hledat druhé maximum.
Diive nebo pozd¢ji by timto ptistupem bylo nalezeno spravné maximum, nicméné v ramci
vynalozeného ¢asu bylo brano v ivahu maximaln¢ 5 opravnych prib&ht. Zatimco prvni

prabéh trva cca 2 minuty, opravny trva asi 20-30 vtefin.

7.3.6 Vysledky registrace obrazii s moZnosti zasahu uZivatele

Vysledky registrace obrazi s moznosti zdsahu uzivatele shrnuje Tabulka 4. Pro jednotlivé
vysledky registrace s nalezenymi hodnotami poméru velikosti a vzajemného pootoceni a

informaci o usp€sném nalezeni vektoru posunuti, viz Ptiloha B.

Tabulka 4: Usp&snost registrace obrazii

Barvivo Pozii:iéni Uspé&sné slozeni | Castedné Gsp&iné slozeni | Netsp&iné slozeni
DAPI 1. 23 1 958% 0 0% 1 4,2%
DAPI 2. 24 100 % 0 0% 0 0 %
DAPI 3. 22 | 97,8% 0 0% 2 8,4 %

Pramér 23 | 95,8 % 0 0% 1 4,2%
Alexa Fluor 1. 18 75 % 3 12,5 % 3 12,5%
Alexa Fluor 2. 15 | 625% 3 12,5 % 6 25%
Alexa Fluor 3. 17 | 70,8 % 4 16,7 % 3 12,5%

Pramér 16,7 | 69,4 % p 14 % 10,6 16,6 %

7.3.7 Diskuze vysledku registrace obrazii s moznosti zasahu uZivatele

Holograficky snimek a fluorescen¢ni snimek DAPI

Vysledky registrace obrazii holografickych snimka a fluorescenénich snimkiit DAPI nebyly
ovlivnény moZnosti eliminace faleSnych maxim. Pokud nedojde k uspésnému sloZeni, pak je
maximum skryté v husté siti faleSnych maxim ¢i uplné€ chybi.

Holograficky snimek a fluorescen¢ni snimek Alexa Fluor

Uspé&snost nalezeni spravného poméru velikosti a vzajemného pootodeni se zvysila primérné
0 20 %. Také se zvysila primérnd Sance na nalezeni CasteCné uspéSného feSeni o 7 %.
Eliminace faleSného maxima zejména pomaha pfi existenci dvou silnych maxim ¢i jednoho

protahlého. Témér 17 % Spatnych slozeni je vysledkem zobrazeni modifikované fazové
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korelace obsahujici hustou sit’ faleSnych maxim, at’ uz pfi hledani poméru velikosti a
vzajemného pootoceni ¢i vektoru vzajemného posunuti.

Pokud je modifikovana fazova korelace plnd vrchold s faleSnymi maximy (vice nez 10) je
uspésna registrace obrazli nemoznd. Tento jev nastava, pokud mnozstvi nepodobnosti zna¢né
prevladne nad podobnosti obrazli na frekvencich, na kterych hledame shodu. V tomto ptipadé

nékdy pomize zména velikosti okénkové funkce nebo tvar vahové funkce.

7.4 Mozné uplné FeSeni nespravné registrace
Hromadné zpracovani

Pii potizeni vice jak 20 dvojic snimkl riznych zornych poli vzorku lze pouzit nékteré
statistické prvky k registraci obrazii. Nejdiive je nalezen pomér velikosti a vzdjemné
pootoceni kazdé dvojice snimki procedurou. Odstrani se hodnoty nejvice vzdalené pramérné
hodnot€. Spocitd se histogram a jsou vybrany vrcholy s nejvétsi Cetnosti hodnot. Hodnoty
odpovidajici stfediim intervalti vrchola jsou pouzity jako hranice. Z péti hodnot vysSich nez je
hranice (nejbliz§ich hodnot) a z péti nizsich je spocitan pramér. Hodnoty téchto priméri jsou
nabidnuty uzivateli (obvykle jich neni vice nez 3), kontrolné se slozi jeden nahodny snimek a
pokud kombinovany snimek sedi, sesadi se vSechny. Tato metoda zcela fesi problém Spatného

poméru velikosti a vzajemné rotace, ale Ize ji pouzit jen za vySe uvedenych podminek.

Nabarveni vzorku vice barvivy

Pfi pozorovani biologickych vzorki se Casto barvi nékolika fluorescenénimi barvivy. Barvivo
DAPI se pouziva vV kombinacich s dalSimi barvivy velmi Casto. Pouzit data registrace obrazi
holografického snimku s fluorescenénim snimkem DAPI i1 pro registraci holografického

snimku a fluorescencniho snimku Alexa Fluor se piimo nabizi.

7.5 Poutziti procedury pro registraci obrazi Zivych bunék

Procedura byla vyuzita také pro studium zivych rakovinnych bunék. Fluorescen¢ni barvivo se
aplikovalo na buiiky v pribéhu experimentu a mélo detekovat apoptickou reakci bunck na
studovanou latku (programovana bunééna smrt). Procedura zatim neni optimalizovana pro
pozorovani zZivych bun€k, nicméné s pouzitim eliminace faleSnych maxim bylo dosazeno

uspésnych registraci (viz obrazek 49).
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Obrazek 49: Horni fada: Fluorescen¢ni snimky zivych bunék. U prvniho snimku je jen slabé zvySeny kontrast, u

druhého jiz masivné. Dolni fada: Holograficky snimek zivé bunky a kombinovany snimek.
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Zavér

Predkladana diplomova prace se zabyva fluorescenéni a holografickou mikroskopii
v multimodalnim holografickém mikroskopu a registraci obrazii snimkiti z obou téchto
technik. V uvodu této prace jsem provedl dukladnou reSerSi holografické mikroskopie
vedouci az k sestaveni multimodalniho holografického mikroskopu. S timto mikroskopem
jsem se seznamil a pomoci néj jsem pozoroval fixovany vzorek obsahujici buiiky potkanich
fibroblastti nabarveny fluorescenénimi barvivy DAPI a Alexa Fluor. Pozorovani probihalo
V transmisnim holografickém modu a v epi-fluorescenénim modu. Kazdy mod je sniman
vlastni kamerou. Pfi pozorovani stejného mista vzorku obéma mody dostadvame snimky, které
jsou vici sobé v uréitém poméru velikosti a jsou viic¢i sobé pootocené a lateralné posunuté. To
znemoziuje ziskat kombinovanou informaci o pozorovaném objektu. Bylo tedy nutné tyto
snimky sesadit, provést registraci obrazii.

Z tohoto duivodu byl sestaven algoritmus pro registraci obrazli metodou modifikované fazové
korelace, ktery byl implementovan do programovaciho prostiedi MATLAB. Od zacatku byl

v

kladen daraz na automatizaci veSkerych procest, a to z davodu pozd¢jsi integrace do softwaru
na uspéS$nost a piesnost registrace. Byla provedena optimalizace téchto parametri pro
registraci snimkul ziskanych z pozorovani fixované¢ho vzorku obsahujiciho bunky potkanich
fibroblastii nabarveny fluorescen¢nimi barvivy DAPI a Alexa Fluor.

Snimani obrazi rozdilnymi technikami zaznamendvajici rtzné fyzikdlni veliCiny kol
registrace dale komplikuji. Literatura obycejné uvadi registraci obrazi potfizenych stejnou
technikou, obrazi velmi podobnych, liSicich se pouze Sumem ¢i vzdjemnou polohou.
Slicovani obrazli bylo feSeno pouZzitim jen uzkého intervalu prostorovych frekvenci obrazi.
Toto feSeni fungovalo pouze ¢astecné.

Procedura dosahuje velmi dobrych vysledki, konkrétné 96 % uspéSnosti pii registraci obrazl
holografickych snimka a fluorescenénich snimkt DAPI. K dobré shod¢ a snadné registraci
dochazi z divodu vazeb barviva DAPI na jadra bunék, které poté jasné zafi na tmavém
pozadi, ty jsou srovnavany s holografickymi snimky, které také maji nejjasnéjSi mista
Vv oblastech jader. Pti registraci holografickych snimkt a fluorescenénich snimki Alexa Fluor
je dosahovano uspésnosti necelych 50 %. Ve fluorescenénich snimcich Alexa Fluor jsou
nejjasnéjSimi oblastmi okraje bunék, oproti tomu u holografickych snimk jsou okraje bunck

ztracené v Sumu. To je pravdépodobné jednim z diivodi, pro¢ ma procedura pii skladani obou
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snimkl velké problémy nalézt vzdjemny pomeér velikosti. Pro zvySeni spéSnosti procedury
bylo rozsahle experimentovéano s preprocesingem snimkd, ale ten mél spiSe negativni vliv.

Pfi upusténi konceptu uplné automatizace byla do procedury vloZzena moznost jednoduché
zpétné vazby od uzivatele k procedute. Usp&snost slozeni holografickych snimkd se snimky
Alexa Fluor vzrostla na 70 %. Dalsi skupinu snimkt, zhruba 14 % ptipadl, 1ze oznacit za
castecné sesazené, kdyz je dobte sesazeno zhruba 50 % plochy snimkt kolem jejich stiedi.
Naprogramovana byla také moznost statistického zpracovani, ta zcela fesi Spatné¢ ureny
pomér velikosti, ale 1ze ji pouzit pouze v ptipad¢ série 20 a vice snimkl. Procedura byla také
pouzita pii studiu rakovinnych buné€k, a prestoze na tento typ bunck nebyla optimalizovéna,
dosahovala uspokojivych vysledkd.

Ptfi dalSim vyvoji by méla byt procedura pievedena do ptivetivejstho, pokud mozno
grafického prostfedi. Také by mélo byt upusténo od konceptu automatizace, protoze pri
vhodné volbé parametrii kvalifikovanym operatorem a praci se zobrazenim fdzové korelace
obsahujici maxima s vyznamem poméru velikosti, vzajemného pootoceni a vziajemného

lateralniho posuvu, lze registrovat témeét kazdou dvojici snimkd.
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Priloha A

Grafické znazornéni prvni ¢asti algoritmu pro registraci obrazi (detailnéji v kapitole 5).

V této ¢asti algoritmu dojde k nalezeni poméru velikosti a vzajemného pootoceni mezi
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Grafické znazornéni druhé ¢asti algoritmu pro registraci obrazu (detailnéji v kapitole 5). Jeden
Z obrazil je pootoCen a zvétSen/zmensen a je dale pouzit spole¢n¢ s druhym nezménénym

k nalezeni vektoru vzajemného posunuti.
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Grafické znazornéni tfeti Casti algoritmu pro registraci obrazli (detailngji v kapitole 5).
Pootoceny a zvétSeny/zmenSeny obraz je posunuty o nalezeny vektor posunuti, dojde jesté
k n€kolika dal§im Upravam a nasleduje export obou obrazii, které na sobé presné sedi.
Kombinovany snimek je tvofeny 2 barevnymi RGB kandly, jeden kandl je zaplnén

holografickym snimkem, druhy fluorescenénim.
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Priloha B

Tabulka 5: Vysledky automatické registrace holografickych snimkti a fluorescencnich

snimkd DAPI navrzenou procedurou. Cervené je znacena neuspesna registrace, bile uspésna.

1. Sada 2. Sada 3. Sada
DAPI
ZvétSeni | OtoCeni | Posun | ZvétSeni | Otoceni | Posun | ZvétSeni | Otoceni | Posun
1 | 10270 [631257| N | 10452 | 05238 | A | 1,0704 | 0,7865 | A
2 | 10411 | 05136 | A | 1,0383 | 05136 | A | 1,0742 | 0,7033 | A
3 | 10419 | 07260 | A 1,042 | 05284 | A | 10781 | 06181 | A
4 | 10315 | 04381 | A | 1,0422 | 05308 | A | 1,0694 | 06067 | A
5 | 1,0409 | 09741 | A | 1,0414 | 06899 | A | 1,0664 | 0,6097 | A
6 | 1,0417 | 08842 | A | 1041 | 05255 | A | 10671 | 05344 | A
7 | 1,0413 | 07840 | A | 1,0488 | 05230 | A | 1,0742 | 05193 | A
8 | 1,049 | 06936 | A | 10447 | 05172 | A | 1,0696 | 0,3344 | A
9 | 1,0381 | 06112 | A | 1,0378 | 05296 | A | 1,0704 | 0,2606 | A
10 | 1,0237 | 0,1704 | A | 10411 | 06205 | A | 1,0701 | 05226 | A
11 | 10461 | 0,8023 | A | 10345 | 04253 | A | 1,0738 | 05175 | A
12 | 1,0426 | 06073 | A | 1,0378 | 06228 | A | 09218 | 0,039 | N
13 | 1,0380 | 0,8017 | A | 1,0376 | 06078 | A | 1,0737 | 0,7956 | A
14 | 1,0451 | 06233 | A | 10450 | 06125 | A | 1,0744 | 06272 | A
15 | 1,0416 | 0,7888 | A | 1,0347 | 04208 | A | 1,0699 | 0,8011 | A
16 | 1,0412 | 04302 | A | 10342 | 0536 | A | 1,0709 | 0,3444 | A
17 | 1,0455 | 0,7835 | A | 1,0386 | 0,7880 | A | 1,0741 | 02640 | A
18 | 1,0374 | 1,3342 | A | 1,0388 | 06194 | A | 10704 | 05373 | A
19 | 1,0489 | 0,7068 | A | 1,0417 | 06016 | A | 1,0662 | 05147 | A
20 | 10411 | 07014 | A | 1,0384 | 04438 | A | 1,0778 | 0,7039 | A
21 | 10451 | 0,8076 | A | 1,0348 | 0,7055 | A | 1,0735 | 04435 | A
22 | 1,0414 | 0698 | A | 10412 | 05135 | A | 08815 |0,2500 | N
23 | 10384 | 0,8007 | A | 10376 | 05227 | A | 1,0626 | 0,4333 | A
24 | 1,0415 | 09756 | A | 1,0416 | 05183 | A | 1,0701 | 0,4384 | A
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Tabulka 6: Vysledky automatické registrace holografickych snimkti a fluorescencnich

snimkti Alexa Fluor navrZzenou procedurou. Cervené je znaCena neuspé$na registrace, bile

uspesna, zelené caste¢né uspesna.

Alexa 1. Sada 2. Sada 3. Sada
Fluor | Zvétseni | Otoceni | Posun | Zvétseni | Otodeni | Posun | Zvétseni | Otoceni | Posun
1 1,041 | 0910 | A 1,041 | 0261 | A 1,071 | 0270 | A
2 099 | 0230 | A 1,038 | 0442 | A 1,040 | 0,090 | A
3 1,042 | 0280 | A | 1049 | 0278 | A | 0980 | -0010 | A
4 1,002 | 0155 | A 1,023 | 0269 | A 1,073 | 0530 | A
5 1,003 | 3320 | A 1,355 |-73375| A 1,053 | 0330 | A
6 0997 | 1,850 | A | 1007 | 0081 | A | 1006 | -0240 | A
7 1,046 | 0710 | A 1,023 | 2303 | A 1,020 | 0170 | A
8 1,062 | 0610 | A 1,053 | 0441 | A 1,041 | 0170 | A
9 1,009 | 0350 | A | 099 | 0255 | A | 099 | 0166 | A
10 | 1,003 | 0,168 | A 1,006 | 0457 | A | 1067 | 0530 | A
11 | 1045 | 0420 | A ] 1032 | 009 | A | 1,064 | 0250 | A
12 | 1,440 | 0,082 | A 1,042 | 0621 | A 1,056 | 0340 | N
13 | 1,049 | o610 | A 1,038 | 0536 | A 1,075 | 0600 | A
14 | 1005 | 0,107 | A | 0990 | -0247 | A | 1057 | -0370 | A
15 | 1,013 | 0,085 | A 1,045 | 0325 | A 1,071 | 0350 | A
16 | 1,024 | 0092 | A | 1025 | 0095 | A | 1,074 | 0610 | A
17 | 1,027 | 009 | A | 0999 | 20201 | A | 09% | -0070 | A
18 | 1,035 | 0,700 | A 1,028 | -1,961 | A 1,084 | 0430 | A
19 | 1010 |-0001| A | 0998 | 0178 | N 1,093 | -0,010 | A
20 | 1,035 | 0620 | A 1,020 | 0427 | A | 099 | 0020 | A
21 | 1042 | 0010 | A | 1031 | 0356 | A | 0997 | -0,007 | A
22 | 0993 | 0070 | N 1,048 | 0367 | A | 0999 | 0350 | A
23 | 2003 | 0181 | A | 0993 | 0354 | A | 1063 | -0160 | A
24 | 1,028 | 0165 | A 1,016 | 0173 | A 1,052 | 0240 | A
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Tabulka 7: Vysledky registrace S moznosti zasahu uzivatele holografickych snimkt a
fluorescenénich snimkii DAPI navrzenou procedurou. Cervend je znalena ne(spd$na

registrace, bile Gspésna.

1. Sada 2. Sada 3. Sada
DAPI
ZvétSeni | OtoCeni | Posun | ZvétSeni | Otoceni | Posun | ZvétSeni | Otoceni | Posun
1 | 12,0270 (63,1257 N | 1,0452 | 05238 | A | 1,0704 | 0,7865 | A
2 | 1,0411 | 05136 | A | 1,0383 | 05136 | A | 1,0742 | 0,7033 | A
3 | 10419 | 07260 | A 1,042 | 05284 | A | 10781 | 06181 | A
4 | 10315 | 04381 | A | 1,0422 | 05308 | A | 1,0694 | 0,6067 | A
5 | 1,0409 | 09741 | A | 1,0414 | 06899 | A | 1,0664 | 0,6097 | A
6 | 1,0417 | 08842 | A | 1041 |05255 | A | 10671 | 05344 | A
7 | 1,0413 | 07840 | A | 1,0488 | 05230 | A | 1,0742 | 05193 | A
8 | 1,049 | 06936 | A | 10447 | 05172 | A | 1,0696 | 0,3344 | A
9 | 1031 | 06112 | A | 10378 | 0529 | A | 1,0704 | 0,2606 | A
10 | 1,0237 | 0,1704 | A | 10411 | 06205 | A | 1,0701 | 05226 | A
11 | 10461 | 0,8023 | A | 10345 | 04253 | A | 1,0738 | 05175 | A
12 | 1,0426 | 06073 | A | 1,0378 | 06228 | A | 09218 | 0,039 | N
13 | 1,0380 | 0,8017 | A | 1,0376 | 06078 | A | 1,0737 | 0,7956 | A
14 | 1,0451 | 06233 | A | 10450 | 06125 | A | 1,0744 | 06272 | A
15 | 1,0416 | 0,7888 | A | 1,0347 | 04208 | A | 1,0699 | 0,8011 | A
16 | 1,0412 | 04302 | A | 1,0342 | 0536 | A | 10709 | 03444 | A
17 | 10455 | 0,7835 | A | 1,0386 | 0,7889 | A | 1,0741 | 0,2640 | A
18 | 1,0374 | 1,3342 | A | 1,0388 | 06194 | A | 10704 | 05373 | A
19 | 1,0489 | 0,7068 | A | 1,0417 | 06016 | A | 1,0662 | 05147 | A
20 | 10411 | 07014 | A | 1,0384 | 04438 | A | 1,0778 | 0,7039 | A
21 | 10451 | 0,8076 | A | 1,0348 | 0,7055 | A | 1,0735 | 04435 | A
22 | 1,0414 | 0698 | A | 10412 | 05135 | A | 08815 | 0,2500 | N
23 | 10384 | 0,8007 | A | 10376 | 05227 | A | 1,0626 | 0,4333 | A
24 | 1,0415 | 09756 | A | 1,0416 | 05183 | A | 1,0701 | 0,4384 | A
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Tabulka 8: Vysledky registrace S moznosti zasahu uzivatele holografickych snimku a

fluorescencnich snimkd Alexa Fluor navrzenou procedurou. Cervené je znaCena neuspeésna

registrace, bile ispésna, zelené casteCné uspeésna, modie Uspésnd po zasahu uzivatele.

Alexa 1. Sada 2. Sada 3. Sada
Fluor | Zvétseni | Otoceni | Posun | Zvétseni | Otodeni | Posun | Zvétseni | Otoceni | Posun
1 1,041 | 0910 | A | 1,041 | 0261 | A | 10712 | 0270 | A
2 1,036 | 0262 | A 1,038 | 0442 | A 1,079 | 0562 | A
3 1,042 | 0280 | A | 1049 | 0278 | A | 1,074 | 0173 | A
4 1,042 | 0161 | A 1,023 | 0269 | A 1,073 | 0530 | A
5 1,055 | 0627 | A 1,355 | -73,375| A 1,053 | 0330 | A
6 0997 | 1,850 | A | 1007 | 0081 | A | 1073 | 1511 | A
7 1,046 | 0710 | A 1,023 | 2303 | A 1,064 | 0358 | A
8 1062 | 0610 | A | 1053 | 0441 | A | 1,08 | 0074 | A
9 1052 | 0512 | A [ 0990 | 0255 | A | 1062 | 0249 | A
10 | 1,045 | 0256 | A 1,045 | 0157 | A 1,067 | 0530 | A
11 | 1045 | 0420 | A ] 1032 | 009 | A | 1,064 | 0250 | A
12 | 1,440 | 0,082 | A 1,042 | 0621 | A 1,056 | 0340 | N
13 | 1,049 | o610 | A 1,038 | 0536 | A 1,075 | 0600 | A
14 | 1047 | 0039 | A | 2061 | 0426 | A | 1057 | -0370 | A
15 | 1,059 | 0,007 | A 1,045 | 0325 | A 1,071 | 0350 | A
16 | 1,024 | 0092 | A | 1025 | 0095 | A | 1,074 | 0610 | A
17 | 1,027 | 0,090 | A 1,031 | 0831 | A 1,078 | 1,91 | A
18 | 1,035 | 0,700 | A 1,028 | -1,961 | A 1,084 | 0430 | A
19 | 1041 | 0752 | A | 0998 | 0178 | N 1,093 | -0,010 | A
20 | 1,035 | 0620 | A 1,020 | 0427 | A 1,072 | 0169 | A
21 | 1042 | 0010 | A | 1031 | 0356 | A | 0997 | -0,007 | A
22 | 1072 | o186 | N 1,048 | 0367 | A | 0999 | 0350 | A
23 | 1048 | 0258 | A | 1035 | 0155 | A | 1063 | -0,160 | A
24 | 1,028 | 0165 | A 1,016 | 0273 | A | 1052 | 0240 | A
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