VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRN E
FAKULTA CHEMICKA

POJEDNANI K DISERTACNI PRACI

STUDIUM VLASTNOSTI BIOLOGICKEHO
MATERIALU POMOCI METOD OBRAZOVE
ANALYZY

BRNO 2006 Ing. Petra Jéabkova



L L 4 15 3
2. TEORETICKACAST ..ottt ettt 4
0 T QY 7N | N 22N 4

2.1.1 Riust a rozmnNoZoVANT KVASINEK...............ut e eeviieeeeeeeeiee e e e eeearn e e e e e sennnnns 5
2.1.2 MéEFeNT TOZNBT1E DUIMBK ....oeeiiiieeeee e eeeeeee e e 11
2.1.3 Stanoveni priU DUMK...........ooviiiii e 12
2.2 S/ETELNA MIKROSKOPIE. .. .cuuiittneetteetieettieetteeetneeetneesuaeantaeetnseeteesneesnaessnaersnaeesneeenns 4.1
2.2.1 Fazow kontrastni MIKroSKOPIE. .........oiuiiiiiiiiireeee e 14.
2.2.2 Fluorescedni MIKrOSKOPIE ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiieec ettt e e e e e 15
2.3  HUORESCEN NI BARVIVA ..otiiiitiiiiieitie ettt eettie et e et ee st e eennaae st estneastnseatnsesnaeesnaaesnrarsnaaes 17
2.3.1 Fluoresceidni barviva pro testovani vitality beR..............ccccccceiiiiiine, 18
2.4 (BRAZOVA ANALYZA ..oiiiiiti et et e et e et e et e e e e e et e e et e e et e et e e et e e aaeeaneesneeannernnnn 23
2.4.1 Obraz a jeho repreZEeNtace .......cccoveeeeeeeeeeeeeeiiie s e e e e e e e e e 24
2.5 (BRAZOVA ANALYZA S VYUZITIM INTEGRALNICH TRANSFORMACI ....uviiviiiiiieiiiieeieeeiee e, 25
2.5.1 Periodické tranSfOrMAaCE ..........cuuuiiiiiiieiceee e 26
2.5.2 VINKOVE tranSfOrMaCE.........cuuuiiiiiiiiieceec ettt ee e e e eeaeens 27
2.5.3 Sp0jité VINKOVE tranSfOIMMACE ...........co s eeeeeeeeeiiiieee e e e siiiee e e e enieeeeens 29
2.5.4 Diskrétni vINKoVEé transformace .........coooiieeeeeeeiiieeeeeeee e 30
2.5.5 Realizace vlkovych transformaci bankamidiltr..................cccceiiiiiiiiiiiiinnnnns 32
2.5.6 Haarova tranSfOrMaCe .........oouvuiiiiiii e ee e 34
2.5.7 Vicerozndrné SIgNAIY ...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiitereer e e e e e e e e e e e s eees 37
2.6 FRAKTALNI ANALYZA .. itiiiiiiieii ettt et et e e et eeeema e e et e e et e e st e eaa e et e et essnaannnaaes 39
2.6.1 Fraktalni analyza s vyuzZitim vinkové transformace.............cccocovveeeeeiininnnnnnn. 43
3. CIL PRACE A DILCTVYSLEDKY ..oeeeeeee et eea e 48
L I I = AN 110 1 51
5. PREHLED PUBLIKACT A AKTIVIT oot eeee e, 55



1. UVOD

Pctitatova analyza obrazu je moderni analytickd metodaakmachazi v poslednich letech
Siroké uplatgni v mnoha oblastech lidskénnosti. Mezi hlavni fednosti peéitatové analyzy
obrazu pat rychlost, kvalita, objektivita, spolehlivost goredukovatelnost vysledka je téndt
jisté, Ze analyza obrazude ziskavat stale SirSi uplkatih v praxi. Jiz dnes je nepostradatelnou
metodou v mnoha odwich od vesmirného vyzkumurgs aplikace v medicén chemickém
pramyslu, kriminalistice az po uplaini v potravinéskych wdach. Jako iklady pouziti Ize
uvést nap kvalitativni a kvantitativni analyzu DNA, piani mikrobiologickych kolonii,
analyzu chromatinu v rakovinnych itkach, analyzu otisku prstu, kontrolu bankovek, kiste
sledovani a rozpoznavani pohybujicich se objegitedpovd’ patasi atd. Obrazova analyza
umoziuje ziskat vysledky jinym Zsobem nedostupné.

Swtelna a fluorescemi mikroskopie jsou nepostradatelné metody zkoumani Zivych
mikroskopickych struktur. Fluoresagri mikroskopie nabizi navic vynikajici kontrast rsteni
a s tim souvisi také vysoka citlivost, ktera jeyym metodami optické mikroskopie
nep'ekonatelna. S rozvojem mikroskopie rostla ipb& pozorované obrazy zaznamenat
nagiklad pomoci z&ézeni utenych k digitalizace (CCD kamery, digitalni fotoeqs), grevést
do paitace, archivovat, zpracovat a analyzovat pomoci specieanych prograrin Spojeni
mikroskopie s obrazovou analyzou umojge ziskat informace o zkoumaném obraze fikégul
identifikaci a pgitani objekt v zorném poli (buék, bakterii), ndteni jejich velikosti i
zarazovani do vybranychiitl podle pedem definovanych podminek, hodnoceni intenzity
barevné reakce nebo fluoreseéeino signalu f kvantitativnim hodnoceni pbéhu
metabolickych reakci nebo pozorovani kontinualniphocesi jako je rozmnoZovani
mikroorganisni.

Z hlediska paeb obrazové analyzy jéeba co nejgrnéji zaznamenat obraz v co nejvyssi
kvalité, protoZze chyb& zaznamenany obraz Ize jiz velmi obtiZanalyzovat. Velkou pozornost
je tteba ¥novat nastaveni paramétoptické soustavy (optickeé filtry, jas, kontragigrametim
zadznamového prvku (plosné rozliSovaci schopnogthlosti zaznamu a formatu uklddanych
dat). Pro obrazovou analyzu je nejvhg8n ukladat data v komprimované podob
s bezztrdtovou kompresi (TIFF, AVI) a pro menSiealy dat v nekomprimované podob
(BMP).

Mezi metody obrazové analyzy piataké fraktalni analyza, kterou lze ngjhgji realizovat
metodou box counting (metodou di@ni ctverai). Vypocty fraktalnich paramelr Ize
optimalizovat vyuZzitim periodickych a vinkovych misformaci. Studium fraktalnich objékje
ponerné mladou disciplinou, jejiz rozvoj s mnozstvim apbk nastal teprveipd dvaceti lety.
Bohaté aplikace v nejer¢jSich oblastech je gdectvim pateby popisovat vlastnosti okolniho
swta wrnéji a prirozereji, nez pomoci euklidovské geometrie.

Postupy obrazové analyzy v dnesni @atabizitada prograrn, od nejjednodussich, které
umoziuji upravu obrazku a jejich barveni (Adobe Photpdhaz po velmi slozité (Lucia Net),
které umo#uji fadu nEfeni nebo jsou speci@nupravené pro ziskani ditych informaci
z obrazku.



2. TEORETICKA CAST
2.1 KVASINKY

Kvasinky jsouheterotrofni eukaryotni mikroorganizinyalezici mezi houbyF(ngi). Cesky
nazev dostaly pro schopnositiny druhi zkvaSovat monosacharidy &které disacharidy,
piipadre i trisacharidy na ethanol a oxid ufity [1]. Velice lehce a ekonomicky segiuiji,
poskytuji tak bohatou biomasu a tim jsou vhodnégadouiadu vyzkumnych obdr Velikost
vétSiny burgk kvasinek se pohybuje v rozmezi 3+ith [2]. Soustavu kvasinek (disperzni
podil) v Zivném roztoku (disperzni préedi) I1ze z&adit mezi heterogennpolydisperzni hrubé
disperze a podle tvartiastic mezi globulamh disperzni systémy. Tato soustava je vhodna
pro zkoumani pomoci metod obrazové analyzy ve spsjeptickou mikroskopii.

Vegetativni kvasinkova lika se sklada ze silné a pevné &umé sény, jemné
cytoplazmatické membréany, jeZz obsahdgdu membranovych struktur a jadra, které je
od cytoplazmy odéleno dvojitou jadernou membranou (obr. 1). Vicerlaézt nap v [3—-6].

= Obr.1 Schéma piiezu bukou kvasinek [1]
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Za zakladni tvar butk se povazuje rotai elipsoid (obr. 2). Bkteré kvasinky tvii buiky
kulové fod Rhodotoruly, vélcové fod Schizosaccharomydesiebo trojuhelnikoveé réd
Trigonopsi$. Preména tvaf burgk nastava pod vlivem wsich podminek (sloZzeni Zivného
media) a Uzce souvisi s vlastni funkciikyt Odchylky ve tvarech jsou dvojiho druhu: &m
na kulaté tvary a zéma na polodlouhé az vlaknité tvgd]. Pokud ma kultura dostatey styk
se vzduchem, ale nedostateu vyzZivu, zanou se jeji biikky prodluzovat a omezi se jejich
rozmnozovani. AvSak iip stejnych podminkach kultivace existujecitdt variabilita tvaru
a velikosti bugk v ramci druli a jeS¢ vétsSi v ramci rod. Tvar buiky také do znéné miry
souvisi se zfsobem jejiho vegetativniho rozmnozovani.

conadd

Obr. 2 Rozlené tvary budk kvasinek: a — kulaté, b — ovalné, elipsoidni,ditronovité, d — ogivalni,
e — lahvovité, f — podlouhlé, g — vlaknité [7]



Obr. 3 Tvar a tvarova rozmanitost vzarkdebranych ziznych mist nétu [7]

Bunka prenesena do nového Zivného média si musi nejprvienowy na nové podminky
a musi néerpat latky, aby si udala zasobu energie pro své budouci rozmnozovatéhfavaji
se v ni slozité biochemické pochody, které se nijakenek zjevé neprojevuji. Fitom buika
zvétSuje svoje rozmry, a to nejprve délku. Na konci tohoto stadia \gvobyva
nejprodlouzedSi. Kdyz nastane bujné peni, buiky nest&i doristat ani do fivodni velikosti
a odcluji se od matiské butky jeS€ diiv nez dozraly. Btom se ¥tSinou zmenSuji
a zakulacuji. RozmnoZzovani kvasinek v kapalnéméiiviprostedi se nejprve projeviakalem
Pfi bourlivém rozmnoZovani je vifl zakal nejlépe, protoZze bky byvaji mensi a leh. Kdyz
boulivé rozmnozovani zZme ustavat, hiky dozravaji a vyrovnavaji se tvarem a velikosti
pavodnim buikam a stavaji s&simi.

Starnutim se hiky zainaji shlukovat a spote¢ tak zvySuji wkolikanasobg svou
hmotnostCim je shluk budk t&Z3i, tim rychleji klesa ke dnu nadoby a &astré strhava sebou
koloidni ¢astice zivné tekutiny (kaly). Tekutina seciyje a na d& nadoby vznika usazenina
(sediment). Biiky, které klesaji ke dnu prvni, strhavaji sebouvitej kah. Kaly usazené
na povrchu buk jim znemoauji prijimat latky z prostedi, tedy vyZivu, a protoétSina chto
burgk odumira a ziskava kdé az tmavohtdé zbarveni. Na této vrst\wse usadi dalSi vrstva
Zivych a zdravych buik, které se mohou dale rozmnoZzovat. Nakonec saljisazbé disperze
ze Zivnych fid. Tekutina, ve které kvasinky Zily, intenzévse rozmnoZovaly a nakonec se
usadily na dno, ma stlejSi barvu nezjvodni tekutina [8].

2.1.1 Rust a rozmnozovani kvasinek

Riastem bugk kvasinek se rozumi #t8ovani obsahu iky (objemu, velikosti); itstem
kultury se rozumi ztSovani poétu burek, tedy celkové zstSovani zivé hmoty kvasinek
(biomasy).

RozmnoZovani kvasinek se da lehce ovlivnit. Po#gikteré usmdriuji kvaSeni a tst
k nejwtSi vygznosti se nazyvaji optimalni podminky, hamptimalni teplota, optimalni
mnoZstvi inokula, optimalni koncentrace sacharidptimalni sloZzeni Zzivného prastli,
optimalni pH apod. Jsou v3ak i takové podminkyrétmohou mimtadre zvySit vygzek
nebo urychlit st a rozmnoZovani a nazyvaji se drazdivé, stismilg].



Pro WtSinu kvasinek je charakteristické vegetativni rop@ovani. Vegetativhse mohou
kvasinky rozmnoZzovaprichym @lenimnebopucenim U wtSiny rodh kvasinek vSak fgviada
puceni.

Pred p&atkem pdeni dochazi ke splyvani membran endoplazmatickétikuta ER a k jeho
naslednému deni. Dale se opakovandéli vakuoly a mitochondrie se protahuji (obr. 4).
Pfi puceni je vznikajici mala dé¢ma buika (pupen) spojena Uzkym kanalkem s rfskeu
buiikou. V misE tvoreni pupenu se Zmaji hromadit sekimi méchyiky, které jsou zodpadné
za transport latek pro syntézu Btiné sény. Po pdatku tvorby pupenu dogho vstupuji drobné
vakuoly a mitochondrie. S¢asré zaine mitotické dleni jadra a jeho migrace k pupef].

S jadrem pechézeji do pupenu také dalSi slozky cytoplazmy , (EfRobné vakuoly
a mitochondrie) a spolu snimi i samotna cytoplazn@ytoplazmatickou membranou
(plazmalemou) se poté uzakanélek a v pupenu se intenzigyntetizuje ER. Drobné vakuoly
se spoji vjednu &Si vakuolu. Po vytv@ni bugéné stny a vzfistu pupenu je peni
ukorgeno. \&tSinou se no¥ vytvorend buika od mateské oddli. Cely cyklus dleni trva kolem
dvou hodin, a to za optimalnictistovych podminek, v zavislosti na druhu kvasinky.

Obr. 4 Schématické znazammi struktury
puici buiky: J — jadro, JP —

jaderny pér, JIJM - jaderna
membrana, DV —7eténko, CP —
plaky, ER - Endoplazmatické

retikulum, V - vakuola, VP -
pinocytéza, T — tonoplast, GO -
Golgiho aparat, M — mitochondrie,
BS — bu#écna stna, GL — globuly,

CM — plazmalema, | — invaginace

[4]

Podle mista, kde pupen na povrchulyuvznika, se rozliSuje geni monopolarnjbipolarni
a multipolarni. Fii monopolarnim péeni pupen vznika na jednom, vzdy stejném polu piéta
buiky. Bipolarre puwici kvasinky vytvéeji pupen gfidaw na obou péblech hiky.
U multipolarré pwicich kvasinek (rodSaccharomycgsmize pupen vznikat na kterémkoliv
mis€ buiky, nevytv&i se vSak nikdy na tomtéz misitNekteré buiky mohou vytvéet jenom
jeden pupen (rodacccharomycgsjiné i rekolik puperi najednou (p&eni multilateralni).
Pokud nedojdeippuceni po vytvéeni gepazky mezi matskou butkou a pupenem k uplnému
odckleni dceéiné buiky, zistavaji ols bunky spojeny, dale pii, ¢imz vznikaji fizré rozwtvené
svazky buek (obr. ). Nekteré rody nebo kmeny kvasinek vytef protahlé biiky, které pdi
pouze na polech a agtavaji na poélech spojeny v dlouhd zaSkrcovandknala —
tzv. pseudomycelium(obr. 3). Pseudomyceluimse @li na chumaédovité, peslenovité
a nepravidel& vétvené pseudomycelium. Na koncigétizki pseudomycelia vznikaji svazky
kratSich elipsoidnich b@h — blastospor které se mohou odlbvat a dale se mnozit penim.
Koncova buika pseudomycelia je mensi nez ostatnikyu(jde o rostouci pupen), kdezto taz
buika v myceliu je nej#tSi (jde o rostouci biku pred dtlenim). Mezi koncovymi bikami
mycelia byvaji dosud neuz#ené gepazky s pory, kdezto blkly pseudomycelia maji baéné
piepazky kompletni. Pseudomyceliumize byt tvdeno pouze &kolika spojenymi biikami,
nebo dobe vyvinuté vytvéejici wWtvenou strukturu. Tvorba pseudomycelia byva obvykle
indukovana za podminek nedostatku Zivin. Kvasink#i tboohatSi pseudomycelium tam, kde se



stykd se vzduchem, tedy na povrchu agaru, nebolikgp&@seudomycelium, které se Vo
v aerobnich podminkach ma uplijiny vzhled, nez to které trpi nedostatkem kyslékuim
nedostaténou oxid&ni preménou latek. V kapalném prdasdi pui pseudomycelium na obou
dvou koncich a nejmladSi tka byva kulatd. Na Sikmém agaru se pseudomyceliinjes
jednim sndrem, aby se dostalo co nejdal odespaného prostdi. Nejmladsi bitka je na konci
a casto ma dlouhy protdhnuty tvar. Bylo by nespravoénivat se, Ze vliv pragdi je jediny
faktor regulujici tvorbu pseudomycelia. Schopnestit pseudomycelium a jeho ¢ité formy
jsou geneticky kontrolované vlastnosti. Je znaneé pdlyploidni kultury $. carlsbergensjs
netvai pseudomycelia v Zadnych podminkach. Kultura, & stala pdase diploidni, ra
schopnost vytvdet pseudomycelium.

U nékterych rodi nebo kmen kvasinek se vyt tzv. pravé myceliunfobr. &), tj. vlakno
vznikajici @icnym clenim protdhlych buk. F¥i déleni se zde tvd z cytoplazmatické
membrany prstencovita vychlipenina, ktera fstd smirem do stedu butky, aZz dojde
k rozdleni cytoplazmy a oddeni dvou jader. Na pravém myceliu vznikaji podolavazky
blastospor jako na pseudomyceliu [1, 4-6, 8].

%
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b
Obr. 5 Rust kvasinek: a — ve svazcich bknb — v pseudomyceliu, ¢ — v pravém myceliu [1]

Prechodnym typem vegetativniho rozmnozovani mezepim a picnym dlenim jepuceni
na Siroké zakladh V tomto gipad je pupen s matekou buikou spojen Sirokym Kkem, ktery
je pred skokenim pwéeni uzaven gepazkou [6].

Ztidka se u kvasinek pozorujgigné dtleni. Matéska buika se nejprve prodlouziistem
na nejoblejSiclkastech dla (pbélech) a po dosazeni dvojnasobné délky seokiyprepazka a da
tak vznik d¥ma identickym biikam. Rist je uskuténovan obvykle na polu proti zaroste
jizvé. Bunka se déma jizvami na poélech nasta tak, Ze kijpvodnimu stnovému prstenci
prirasta na jednom nebo na obou pdlech ,novéhat Now vytvorena stnha se vzdy syntetizuje
z jizevniho klinu. Jizvy, které vznikaji p&ldni kvasinek jsou trvalymi strukturami na gané
stné [1, 4. Vzhledem k tomu, Ze se jizvyigkryvaji, neni mozné na zakkagotu jizev
stanovit pget cEleni.

Vedle vegetativniho rozmnozovani bylo u kvasinekamlil od bakterii pozorovano i pravé
pohlavni rozmnoZovani, tj. splynuti dvou Blirea vzniku zygoty, z niZz vznikaji noveé iy .
Toho se vyuZziva ip kiizeni kvasinek, s cilem ziskat nové kmeny &myslow vhodnymi
vlastnostmi [9].

Bunéény cyklus kvasinek je charakteristicky vSemi fazelmint¢ného cyklu eukaryotni
bunky. V prabéhu puweni si matiska butka zachovavaiyodni velikost, zatimco dé@a buika
(pupen) se v mibéhu cyklu z¥tSuje. Jednotlivé faze b&meho cyklu jsou doprovazeny
vyznamnymi morfologickymi zgnmami, které je mozno sledovat i ve¢miném mikroskopu
(cytokinéza). Cyklus u druh@accharomyces cerevisiaaiina tvorbousatelitnino polarniho



teliska (jaderny plak) veténka (stadium b, obr. 6A), pak nasleduje vznikKéha pupenu
(stddium c, obr. 6A), separace obou polarniéhsdk, takze tvii protilehlé pély jadra
a s mikrotubuly wvytvéi vreténko (stadium d, obr. 6A). Sa@asré probiha syntéza DNA
chromozdnd, z nichz kazdy se zdvojuje ve &ehromatidy spojené centromerou. Po slemi
syntézy DNA zdina migrace jadra a jeho mitotickélehi (stadium e a f, obr. 6A)feténko se
protdhne, chromozémy se r@tidpodél centromery a mikrotubulyfeténka tahnou sesterské
chromatidy k opénym pohm vieténka. Pak set@ténko petrhne a polarnictiska daji vznik
dvéma samostatnym jaiim, z nichz kazdé ma jedno polariligko s mikrotubuly a stejny
pocet chromozém jako nElo pavodni jadro. BPechod protahlého jadra s protahlyieténkem
ve dw¢ kuloviti jadra je vysledkem elasticity obalovégatt membrany. Mezi tim jiZ pupen
doroste téerf do velikosti matiské buiky (stadium g, obr. 6A) a nasleduje ¢bmhi obou
burgk. Béhem cytokinéze se KWy odcEluji plazmatickou membranou a primarnim
a sekundarnim septem. Tim se cely cyklus tezaVasow¥ cytokinézy pechazi az do G1-faze
nasledujiciho bustného @leni. Z hlediska obsahu genetického materialu iejadizeme cely
cyklus burgéného dleni kvasinek rozglit do ¢ty ¥ period:

1.G1-faze kdy je v haploidni bice kazdy gen jenom jednou, chromozém jeidwmo
jednotkovou chromatidou.

2.S-faze tj. faze syntézy chromozomalni DNA a vyieai dvou chromatid z jednoho
chromozému. Princip replikacegidvojeni DNA chromozéiin je v tom, Ze se dvojSroubovice
DNA rozpoji a v mistech, kde se uvolnily vazby mieazemi, pipojuji se komplementarni baze
tak, Ze vznika oft kompletni dvousSroubovice (d\sesterské chromatidy). Sesterské chromatidy
jsou spojeny centromerou obsahujici DNA, kteraepikuje aZz pozéi. S-faze spada do doby,
kdy se vytvéi pupen.

3. G2-faze kdy je jiz replikace chromozomalni DNA ukamna.

4. M-faze, kdy probiha mitéza.#Pmitdéze se neporusuje integrita jaderné membr@agova
hranice mezi fazemi G2 a M jedavana prvnimi morfologickymi znakyétbni jadra (jadro se
protahuje), strukturnimi zémami chromozon (jejich kondenzaci) a chovanindlitiho aparatu
[1, 10, 11].

V podminkach vyvazenéhaistu jsou G1-, S-, G2- a M-faze hiwného cyklu piblizn¢
stejre velké. Mezi dokotenim jaderného &keni a rozdlenim buiky (tj. tvorbou septa
mezi matéskou a dciEnou buikou) je interval dlouhy asi 1/4 cyklu. Z&r@@ posuny S-faze
v pribéhu cyklu Saccharomyces cerevisiaastava i zmenach trvani G1-faze.iPzménéach
rastové rychlosti éstava sice trvani S-faze konstantni (20 minutkal€1-faze se vSakime
menit v rozmezi od 40 min do 6,5 h a délka G2-faz@anin do 45 min [11].

Cely cyklus bunéného dleni je uS. cerevisiagpod kontrolou zhruba sedmdeséati gen
z nichz rkteré maji regukni funkci. Tyto geny jsou ozgavany CDC (z anglcell division
cycle) a jejich produkty tepednsenzitivni mutanty umoznily studium kontroly tobatyklu
a jeho regulace. Z hlediska regulace d&mého cyklu je dlezity tzv.start, ktery se nachazi
v druhé polovig Gl-faze. Vtomto bad se rozhoduje, zda bka nastoupi buitné dleni.
K zahgjeni dalSiho geni a replikace DNA je nutné, aby ika nela uritou velikost
po praichodu tzvstartem VétSinou je dcina buika mensi nez hitka matéska, dleni je proto
ozna&ovano jako nerovnocenné. Totgpbuje, Ze dalSi bédny cyklus dcé&né buiky je delsi
nez burcny cyklus mateské buiky, neba dcdina buika musi nejprve dést do velikosti
mateské buiky a ma proto obvykle delSi G1-fazi. Dojde-li k tagoeni buaéného dleni, pak
pii vhodné teplat dokéhne cely cyklus az do konceii edostatku dusikatych a uhlikatych
Zivin zaina u diploidnich butk v tomto bod funkce gefi ovladajicich mei6zu a sporulaci



(proces vedouci ke tvatbspory). Tento bod je také vychozim bodem pro kgagii dvou
haploidnich buék opaného pérovaciho typu [10].
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Obr. 6 A) Schéma cyklu bdeného @leni u Saccharomyces cerevisiae: S — syntéza DNAm6za,
G1 - v buce je zakladni geneticky material, tj. jeden gerieoubor geri ha chromozémech
burécného jadra), G2 — bika obsahuje zdvojeny genom, a — klidovaikia, b — zdvojeni
polarniho tliska, ¢ —syntéza DNA, vznik malého pupenu, gharaee polarnich disek a
vznik veténka, e, f— migrace jadra do pupenu éedi jadra (mit6za), g —vznik dvou
samostatnych jader, odéni obou buek (vznik dvou bufk schopné samostatné existence,
i kdyZ spolu istanou spojeny) [1], B) Klasické schéma &timého cyklu eukaryotni bly.

Morfologické projevy cyklu uSaccharomycedyly efektivre vyuzity jako diagnostické
znaky, které leze sledovat i optickym mikroskogdno, 11, 12

Mikroorganismy se za optimalnich podminek rozmnbbiljrovskou rychlosti. Maximalni
dosaZitelna koncentrace Zivych Bknv 1 ml mstového prosedi je u bakteriifadu 16,

u kvasinek 18[1].

Rast a rozmnoZovani mikroorganiémse n&fi bézné v laboratornich podminkach
ve statickych kulturach tj. v uzéaném systému, kde koncentrace jednotlivych slokekeni
sc¢asem. Postupnym vgrpavanim Zzivin a hromadim zplodin metabolismu, které inhibuji
rozmnozovani, se postupmist zpomaluje, az se Uglrzastavi. Rychlost @eni se posuzuje
podle mnozstvi butk nebo podle hmotnosti biomasy ve vzorcich se staimdm objemem
kultivacniho prostedi odebranych v pravidelnyafasovych intervalech. V§tek kvasinek se
muze ukovat i podle mnoZstvi &eaké latky, nap podle celkového obsahu dusiku, fosforu,
podle mnozstvi bilkoviny apod. \g#tek lze zjifovat i nepimo, nap. podle viskozity,
zvysSenim absorpce &elného zéeni apod. [6, 8].

Grafickym vyjadenim pibehu ristu kultury mikroorganisiin zatinajic od za®kovani je
rustova Kivka (obr. 7). Ziskava se vynesenim logaritmu celkovpb&tu burek (nebo pétu
Zivych burgk) v jednotce objemu (tedy koncentrace #Qma oswy a na osw ¢as v hodinach.
Vyhoda semilogaritmického vynosu s v tom, Ze faze exponencialninstu je vyjadena



piimkou, jejiz smrnice odpovida rychlosti ébni burgk. ProtoZze vSechny liley neputi
najednou ani stegnintenzivrg, neni kultura synchronizovana, ale je asynchronni.
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Obr. 7 Rustové Kivka [4]
| a — lag—faze; | b — faze Zimajiciho mistu; Il — logaritmicka faze; Il a — faze zpomalené
ho ristu; lll b — stacionarni faze; IV a — faze zryefdbo odumirani; IV b — odumirani

Rastova Kivka je charakteristicka gitymi Useky, fistovymi fazemi [1, 4, 6, 8, 13].
Lag-faze (faze zdrzeniistu)

Zaatkované biky se vtéto fazi nerozmnoZzuji, algizpiasobuji se novému Zivnému
prostedi. Zw¥tSuje se jejich objem a aktivuje se jejich enzymaygtém. Nejkratsi je tehdy,
bere-li se inokulum ze stejné&gy a pochazi-li toto inokulumlng-faze
Faze z&inajiciho ristu (zrychlenéhodistu; akcelerani)

Bunky na&erpavaji energii aijpravuji se na rozmnozZovani, &3uji postupd svij objem
a zpravidla se prodluzuji. Na konci této fazeilhudosahnou maximalni velikost a mnozstvi
burgk s malymi pupeny je nejtsi.

Logaritmicka faze (exponencialni faze, log-faze)

Charakteristicka je nejbujjsim ristem, tedy boky se rozmnozuji maximalni rychlosti.
Prirastky jsou pimo unErné ¢asu. Procento pupén které dosahlo maximum ve fazi
zrychleného tistu a v prvni polovi# logaritmické faze, v druhé poloviriogaritmické faze se
sniZzuje a na konci se uz blizi nule. Po dobu expciaii faze jsou téuit vSechny biiky Zivé.
Faze zpomalenéhaistu

Dochézi k snizovani intenzity metabolismu a mnoZemick v disledku vyerpani Zivin
a hromadnim toxickych koneénych produki, nag. ethanolu fi ethanolovém kvaSeni. V této
fazi nafista p@et odumirajicich busk. Buiky zwétSuji svoji velikost, aby se ve stacionarni fazi
vyrovnaly s @ivodnimi buikami. Stacionarni faze v pateinim stadiu je vhodna na posouzeni
rozmeéra burgk a odchylek zfisobenymi nefiznivymi podminkami.

Stacionarni faze

Dochézi k vyrovnani gou odumirajicich butk a jejich girastku. V této fazi je $tSina Zivin
jiz vyéerpana a maximalni délka této faze je dana citlivimsrek k hladoni. Ve stacionarni
fazi jsou také vytvieny endospory.

Faze zrychleného odumirani a logaritmicka faze odiémi

Vzrast burgk se zpomaluje a zastavuje. b odumirajicich butk prevySuje poet now
vzniklych burgk, az nastava smrt a zanik kultury. V logaritmicii odumirani biky
odumiraji piblizné konstantni rychlosti.
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Fyziologické vlastnosti butk raiznych fazi éstové Kivky jsou zn&n¢ odliSné. Buky pozdni
vysokému osmotickému tlaku a antimikrobialnim l&atha ez buiky stacionarni faze
a na poatkulag-faze

Pt pozorovani kontinualnich prodegako je rozmnozovani mikroorganifinze vyuZzit take
fraktalni analyzu obrazu (obr. 8). Je mozné sletlem@nu fraktalni dimenze nebo mirycase
pro zvolenou biiku (viz kap. 3).
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Obr. 8 Ruistové Kivka buiky Kloeckera apiculata ziskand pomoci fraktalnilgmaobraz této buiky

2.1.2 Méfeni rozméra bunék

Velikost burgk se zjifuje gimym mefenim délky a $ky okuldrovym mikrometrem
(desttka, kterd ma ve &du vyrytou stupnici). ProtoZe se povaZuji zadamitalipsoidy, teti
rozmer (vyska) se nesiti. Fxi produlkénich, pivovarnickych, nebo vinnych kvasinkachtsteD0
meéteni. U ostatnich kvasinek se provadi az 10@8eni. Ri vySSim pétu meteni kvasinek se
zmensuje $edni chyba pmméru [4]. Buiky se promdtuji a zaznamenaji se dilky okularového
mikrometru, ktery jeitba pro dané ztSeni ocejchovat objektivovym mikrometrem. Kdyz je
zaznamenan dost&tey paiet meieni, dilky se pepcitaji na délkové rozery a vypaita se
aritmeticky pfimér a jeho gstedni chyba. Jednotlivé stovkyéreni se mohou mezi sebou
vyhodnocovat metodou t-testu, nebo se zd&anych hodnot sestavi diagram. V diagramu se
na osux vynasSi mnoZzstvi gfenych bumk a na osuy stedni chyba. A7 setkka zane
schylovat k os& a je s ni fiblizné paralelni, je péet meteni dostaujici, a rozrdry burgk se jiz
nebudou odchylovat od mezi pouzité prgpatlobnosti.

Méieni burk se niize provadt i negimo tak, Ze sedkolik preparat burgk vyfotografuje
i se stupnici objektivového mikrometru. Fotogrddienk a stupnice, které jsou stéjavétSené
se zkopiruji. Stupnice se potom pouZije i n&eni ostatnich butk na fotografii, kde 1 dilek
odpovida 1Gum [14].

Dale se velikost mikroobjektda zjistit pomoci digitalni techniky. Ziskana fotafie se
zpracuje v gkterém z prograiin pro obrazovou analyzu a zjisti se kolik mm mé fegéeel.
Ze zW&tSeni ndfici aparatury lze poté jednoduSe wytpat jakou velikost maji jednotlivé
zkoumané biky. Ke zjiseni roznera burgk na digitalni fotografii Ize vyuzit také fraktalni
analyzu (viz kap. 2.6.1).
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2.1.3 Stanoveni p&tu bunék

V mikrobiologickém vyzkumu secasto setkavdme s nezbytnosti stanovitéepo
mikroorganisni ve vzorku. V zakladnim vyzkumu slouzi stanovenitpdurek k posouzeni
kinetiky ristu a ke stanoveni specifické rychlosistu a mnoZeni vienych fazich jejich
vyvoje. V kontrolnich laboratich se vyuziva ke kontrole mikrobialniho Zi#&ni surovin
a vyrobki ¢i nas pgeswdéuje o &innosti sterilizace [7]. Dlezitym faktorem p posuzovani
stavu mikrobiélnich populaci je také zastoupenydiva mrtvych jedink, které Ize rozlisit
pomoci fluorescamiho barveni¢i pomoci specialnich barvicich postugmethylenové
modte aj.).

K prfimému stanoveni p&tu burtk se BZn¢ pouziva pimé mikroskopické pgtani
v patitacich kondrkach (Thomow, Blrkero¥, Neubaerova). Stanovuje se celkovygtdourek
v jednotce objemu. Birkerova kdnmka ma tvar masivniho podloZzniho skik, které je
roz&klené d¥ma ryhami nait ¢asti (obr. 9). Ve sednicasti, ktera je nizSi o 1/10 mm neZéob
postrannic¢ésti jsou vyryté d¥ miizky, po gekryti krycim skiékem tvai komiarku o pesné
hloubce. Kryci sktiko se pichytava pomoci dvou pruzin. Celaritka je rozdlena na 25
mensSichétvereski, které jsou dale dleny na 16¢tveretkt. Roznéry jednotlivych étvereski
jsou 1/25 mrfy 1/100 mm a 1/400 mr. F¥i hloubce konirky 0,1 mm je objem nad kaZdym
stveretkem 1/250 mmy 1/1 000 mm a 1/4 000 mrh Po obou stranach vybrousenych peki
jsou kanalky, kam odtékargbyte&na kapalina. Rtici buiky se pditaji jako jedna bika,
nese-li dcéna buika dalSi pupen, ale j€S¢e neodéila od buiky matdské, pditaji se je jako
dvé bunky. Bunky se pgitaji vzdy ve vice potkach, obygejné v 80.
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Obr. 9 Birkerova konirka a paitaci st komirky; Sipky naznéuji smer pocitani [7]

V sowastné dob jsou k dispozici i specialni programy instalovangg. na osobnich
pasitagich, které jsou vhodné zvl&sk paitani wtSich bugk (prvoci, fasy, kvasinky); méh
vhodné jsou k pgtani bakterii [13]. Ke zji®vani p@tu burek I1ze také vyuzit fraktalni analyzu
obrazu (viz kap. 2.6.1).

Nepimo Ize paet burgk mikroorganisnmi stanovit nejasgji pomoci kultivace, kdy
piedpokladame, Ze z jedné Zivotaschopnékbpuvyroste jedna kolonie. Jednotlivé kolonie
vyrostlé na agarovych plotnach gpggdme, nasobimé&edinim suspenze (desitkou@dini)
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a pepcitame na jeho na&ované mnozstvi¢imz dostaneme get Zivych bugk obsazenych
Vv urcitém zndmém objemu zkoumané suspenze.

Zacactkovani inokula do agarového média je mozné prévadema zmsoby. Inokulum
oc¢kujeme na pedsuSené agarové plotny a réeate sterilni hokejkou nebaglijeme znamy
objem vhodg ztedného inokula (n€astji 1 ml) vytemperovanym agarem na teplotu 45 °C.

Metodt roztrem se dava ifpdnost, protoZze umadje lepSi rozptyleni bwk a lepsi
reprodukovatelnost vysledknez pelivem a nehrozi nebezfie usmrceni butk horkym
agarem. Je vhodna pro kvasinky. Nevyhodéchto metod je delSéas potebny k ziskani
vysledika (minimalre 24 hodin) a v fipact smesi riznych mikroorganisiin skut&nost, ze
dostavame &tSinou nizSi pdty. Jednou zii¢in je, Ze nemdizeme zartit vhodné kultiv&ni
podminky vSem fitomnym mikroorganisiim. DalSim dvodem je, Ze vyrostlé kolonie nemusi
byt z jedné biikky. Rovrez priprava materialu pro tuto metodu je Zné& ¢aso¥ nara@na
(nap. priprava fd, sterilizace) [7].

Kultivaéni stanoveni pdu kvasinek pomoci membranovych filtr se pouzZiva
pii mikrobiologické analyze tekutin nizkého mikrolidio znegisténi (pitna voda). R pouziti
této metody jeieba zpracovat&Si mnozstvi vzorku, aby se dosahloésmdatnych vysledk
Princip metody spfiva ve filtraci vzorku sterilnim membranovym filing ktery zachyti
mikroorganismy, a jehorpneseni na desku Zivnédy.

Kultiva¢ni stanoveni ptu kvasinek mikrobitestem (stripem). Bactostripypusprouzky
filtracniho papiru napojené obecnou nebo selektivni Ziyddou s pidavkem indikétoru, ktery
zmenou barvy upozorni na ngstajici kolonie. Velikost prouzku je volena tak,yabasal
definovany objem zkoumané kapaliny. Bactostripykapuji hotové, zabalené v igelitovych
obalech, ve kterych se &ppo zagkovani inkubuji. Jejich vyhodou je Uspdtasu, kultiv&nich
pud, nadobi i prostoru. Nevyhodou je mengegmost stanoveni, vysoka cena a omezena
skladovatelnost. Metoda je vhodna pro oriéni&ontrolu v zavodech [14].

Mezi neffimé metody mizeme z#adit i metodynefelometrické Nefelometrické stanoveni
poctu burek je zaloZzeno na #iieni intenzity setla rozptyleného od jednotlivych béin které
jsou suspendované v kapalirRozptyl s¥tla zavisi na vinové délce, optickych vlastnostech
kapaliny, vlastnostech rozptylenyctastic (jejich velikosti, tvaru). Metoda je velmiahla
a citliva. Umo#uje zjis&ni pastu burtk poiinaje koncentraci fObakterii/ml do koncentrace
10" bakterii/ml. Nejvhod#si je pro kratké t§inky nebo koky, ji deldich tyinkach
nebo tetizcich niZze dojit k nepravidelnostem. Metodu lze pouZit gouz kombinaci
s mikroskopickou nebo kulti¢ai metodou stanoveni @i burgk v urcitém koncentrénim
rozmezi suspendovanyatasti. Ri piiliS vysokych koncentracich bék v suspenzi je s¥lo
absorbovano okolni kapalinou, takZze hodnoty neoidfagv skuténosti. Touto metodou se
zjistuje celkovy poet burek na zéklad kalibratni kiivky zhotovené nap pomoci pimého
mikroskopického pé&tani burgk [15].

Kvantifikace pd@tu burtk je mozna také pomoci metogyitokova cytometriektera je
rychla a pesna. Ritokova cytometrie umdaitije simultanni réfeni a analyzu fyzikatn
chemickych vlastnosti velkého mnozstvi Bkimebo jinych biologickychtastic hem jejich
praichodu laserovym paprskem. Ve chvili, kdynka tento paprsekiki dochazi klomu
a rozptylu s¥tla, ktery podle sgru a Uhlu lomu byva oziavan jako pimy rozptyl — forward
scatter (FSC; 2°-13°) a &i rozptyl — side scatter (SSC; 90°). FSC jeztmy velikosti buiky
SSC podava informaci o b&mé morfologii (struktura membranového povrchu aopidzmy
burgk). Krom¢ parametit lomu a rozptylu sitla je detekovana rovéd fluorescence
prochazejicich butk nebocastic. Oilezitou vlastnosti cytometrické analyzy je skuiest, Ze je
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provadno neieni kazd&astice nebo hiky a nejde jen o imérné hodnoty ré‘ené suspenze.
Specialni aplikaci fitokové cytometrie je buiné ¥idéni (cell sorting). Jedna se o kombinaci
analytickych postujp pritokové cytometrie se schopnostidit buiky na zaklad predem
znamych paramatr Béhem procesurtdéni jsou butky emitujici Zadany fluoresceéni signal
elektricky nabity ve vysokong&povém elektrickém poli mezi specialnimi tzv. vychydaimi
destEkami a potéiidény do skrnych zkumavek.

DalSi moznosti stanoveni hiknje elektronicky Toto stanovenje zaloZzeno na nasavani
piesrt definovaného objemu elektrolytu, ¥mzZ jsou buiky suspendovany, do elektricky
nevodivé trubice velmi malym otvorem.iPpraichodu bugk otvorem dochazi ke zme
vodivosti, kterou fistroj registruje jako impuls. et impuldi Ize odeist na displeji. Metoda je
omezena na @itani burk, které netvéi shluky neboietizky, protoZze i mnohobgdny
organizmus je fistrojem registrovan jako jedngstice. U #kterych istroju Ize zapojenim
diskriminatoru zjistittetnost jednotlivych velikostnich skupin.

2.2 SVETELNA MIKROSKOPIE

Razné mikroskopické metody dosahly obrovskych moZngsi pozorovani nejen
biologickych objekili. Pokud je pdtba pozorovat Zivé biologické objekty v jejidtstu, zaniku,
nebo @i dlouhodobém pozorovani je nejvhai swtelna mikroskopie a jeji ifpadné
modifikace. S¥telné mikroskopii je fiblizn¢ vyhrazena oblast od 1m do 0,2um. VyuZziva
hlavreé swtlo o vinové délce od 400 do 700 nm.

2.2.1 Fazow kontrastni mikroskopie

Je nenahraditelnou metodou pro studium kvasinkawi&yh neb@ umozuje studium jader,
vakuol, mitochondrii a bunych inkluzi bez obarveni a navic posuzovani ceikovstavu
burgk v pribéhu ristu a mnozeni.

JelikoZz nelze pozorovattino fazovy kontrast, je nutngqvést fazovy kontrast na rozdil
v intenzig¢ swtla nebo na rozdil v bakv Fazovy kontrast odtlje ohybajici se paprsky
prochazejici objektem, které&iporichodu vzorkem ®ni nejen svou fazi, ale i sm Siteni
od p/fimychpaprski prochazejici okolnim pragtdim. Mezi obma skupinami paprskvznika
fazovy posun. ® tvorbé obrazu v objektivu oba typy papisknterferuji, coz podstatnzvysi
kontrast pozorovaného objektu.fi Pfazovém kontrastu je do i@dni ohniskové roviny
kondenzoru vloZena apertura ve tvaru Uzkého mezikita je naslednou optickou soustavou
kondenzoru a objektivu zobrazena do jeho zadnihgow objektivu je vloZena dalSi apertura
tj. sklertna podlozka s nanesenou fazovou maskoudowe tvaru mezikruzi. Qbapertury
(tj. v rovin¢ kondenzoru a objektivu) sergmiji do zakrytu.

Pti fazovém kontrastu s&asto pouziva kvazimonochromatického&kani Zlutozelené barvy
(na takové sitlo je lidské oko nejcitligjSi, cca 540 nm) a fazova deégam nenici fazi
priméhozéeni octvrtinu vinové délky [16]. Intenzitafpmého s¥tla z pozadi je redukovana
pomoci neutrdiniho materialu ve fazovém krouZzkwektdyu. Tim se zvySuje kontrastni efekt
a lze pozorovat i ty nejmérodliSné detaily prepanat Fazové objekty pak vidime jako tmavé
na s¥tlém pozadi, tim tmavséim je objekt silgjSi (pozitivni fdzovy kontrast). To umiidje
rozliSovani buacnych struktur s malym indexem lomu. Fazovou maskuSpk mozno zhotovit
i tak, Ze pozorované fazové objekty se jevi jakétlévna tmavsim pozadi (negativni fazovy
kontrast pozadi; ma podobnyitdek jako pozorovani v temném poli.). Pokud &@Bme vzorek
bilym swtlem, bude jeho obraz zbarveny, nébdazové pomry mezi interferujicim
difraktovanym a nedifraktovanym ignim zavisi zeiejmych divodi na vinové délce. &n¢
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konstruovany fazovy mikroskop umaie rozeznat fazové rozdily mensi neZ1RozliSovaci
schopnost se blizi hodrdd,1 um.

Zavaznym nedostatkem fazového kontrastu je existéalo efekty coz je jasé z&ici
rozhrani mezi objektem a okolnim pri@stim, které vznika vigledku lomu sétla na s¢nach
mikroskopickych objekt, zejména kdyz jsou z materialu o vysokém indexmuonaps.
kvasinky ve vodném prastdi (obr. 10). Ztraci se tak hranice objek¥ klasickém fazovém
kontrastu vznika halace tam, kde je fazovy rozakl veliky, Ze dojde k pozitivni interferenci
mezi s¥tlem z pozadi a s$tlem ze vzorku. V takovémifpac vznika nezadouci jasné&lo,
protoZe odchylené stlo ma tSi amplitudu, nez s¥lo piimé. Index lomurf) Zivych burek, je
obvykle 1,36 az 1,37. Budeme-ligupokladat kulové objekty, bude s rostouci tikos
pozorovanych objektrast fazovy rozdil a uhel difrakce bude mefisd, 17, 18.

Pokud se chceme vyhnout tomuto figgmnému efektu, musime pouzit Hoffnian
modula&ni kontrast nebo Nomarského techniku. Pro dalSkadaleni obrazu vyvinula take
spole&nost Nikon jedinénou fadu objektivi vyuZivajici metody nazyvané "apodizovany"
fazovy kontrast. Tyto objektivy minimalizuji &elny kruh, ktery nastava ve fazovych objektech
a obraz se tak stava dokonale kontrastni a ma mméh&i tonovy rozsah [18].

preparat primé svétlo

kondenzor objektiv
obraz

odchylené svétlo

fazova vrstva

+
amplitudovy filtr

prstenec kondenzoru fazovaldesticka

Obr. 10 Optické schéma fazového kontrastu [16], halo efekt

2.2.2 Fluorescertni mikroskopie

Fluorescence je vlastnostkterych atondi a molekul absorbovat &lo urcité vinové délky
(obvykle vrozsahu od UV do VIS oblasti elektromatického spektra; 250-700 nm)
a nasleda emitovat swtlo delSi vinové délky (viditelné stlo) po kratkém intervalu,
nazyvaném fluorescéni doba Zivota. DelSi vinova délka odpovida mem&rgi swtla, coz
znamena, Ze energie fluorescence je mensi neZiersvgorbovaného #ni. Fluoresceimi
swtlo je emitovano viemi séry nezavisle na sénu excita&niho seétla a postupé mizi. Ztrata
piebyte&né energie elektrondvexcitovanych stay molekul se mzZe uskuténit za&ivymi
nebo nezévymi piechody (vibrani relaxace, vnihi konverze, mezisystémovyigehod).
Nez&ivé prechody, které mohou byt intramolekularni nebo mtekularni, dramaticky snizuji
emisi, Fipadré ji naprosto odstiauji. V praxi biologické mikroskopie se rozezngwamarni
fluorescence (autofluorescence), kdy je fluoreskujici latkditgmna v objektu jako jeho
piirozena slozka, aekundarni fluorescencé&dy aplikujeme fluoreskujici latku (fluoreskujici
barvivo, fluorochrom), ktera se specificky absoebujebo vaZze na ¢&ité struktury buky.
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Fluorochromy maji charakteristicka spektra pro ghsica emisi [19]. Exciténi a emisni spektra
mohou byt povazovany za prasgbdobnostni roztlovaci funkce, které dané kvantum energie
fotonu bude absorbovano a nakonec umozni molekmigoeat sekundarni foton ve foem
fluoresceniho z&eni. \etSina fluorofofi miZze opakovat cyklus excitace a emise stokrat
az tisickrat ped tim nez je vysoce reaktivni excitovana molekidtovybélena (zanik
fluorescence) diky kovalentni modifikaci.

Fluorescetini mikroskopie se &i na dw metody: pozorovani v odrazeném &t
(epifluorescence a pozorovani v prochazejicim éte (diafluorescence Fluorescetni
pozorovani v prochazejicimdle se v sotasné dob téntt nepouziva.

Fluorescetini mikroskopy jsou vybaveny intenzivnimésinym zdrojem, obvykle se pouZivaji
vysokotlaké rtdové (50-200W) nebo xenonové (75-150W) vybojky. Qkéwvé lampy se
zazehavaji vysokonapovymi pulsy a jsou umishy ve skince, kterd je spojena s nastavcem
pro os¥tleni dopadajicim slem. Obvykle ped excit&nim filtrem je umisina zarka

za (telem kompletniho zastaveni ex¢iého s¥tla pokud neni vzorek pozorovan nebo sniméan
detektorem. Jsou zde také urégt ND filtry, které umo#uji snizit intenzitu excitniho
oswtleni. Dilezitou sodasti fluorescetni vybavy je systém filfr, ktery je u episkopické
metody tvden exciténim filtrem, dichroickym zrcadlem a bariérovym rfidin [20, 21]. Filtry
lze umistit do specializované kostky (filtrblok). oéllerni fluorescemi mikroskopy jsou
schopny pojmout 4 az 6 fluoresc¢aich kostek na otmém revolveru nebo v posuvnych
Soupatkach, coz ummidje jejich jednoduchou vyému pro potebnou aplikaci (obr. 11).
Vyrobci nabizeji mnozstviignych filtra, nékteré z nich jsou i vicepasmové (Omega Optical,
Inc., Chroma Technology Corp).

fluorescenéni emise

fluorescenéni

regulace filtry

polni te SR L L

.tepelny éGocky hariérovy zéwitovy
a apelrturm filtr  kolektoru {emisni} upeviiovaci

!}o!lll clohy filur krouzek

otoény revolver €ocka

kryt dichroicke —
A zrcadlo wstupujici

{délié paprski) svételné viny

opticka kostka /
{filtrblok) excitacni filtr

. vyrovnavac %
} & : j
= 2= NDfiltry “excitace
lampova skrin
rtut'ové nebo xenonové
opticka kostka vybojky

UV stinitko (Tiltrblok}

Obr. 11 Epifluorescenni iluminator; schéma optické kostky [21]

Epifluorescence sgdva ve vertikalnim ositleni excit&nim swtlem o poZzadované vinové
délce a objekt je pozorovarigs objektiv. Sstlo emitované rttiovou vybojkou prochéazi
excitatnim filtrem, ¢imZ se ze spektra &elného zdroje oddi pozadované excitai swtlo
a ostatni sitlo je pohlceno. Pak je &ttlo odrazeno na dichroickém zrcadle veéam90°
do objektivu (v takovém fijppadt slouzi objektiv jako kondenzor). Dichroické zraadke
umiséno do optické drahy sWla v Uhlu 45°. Odréazi excitai swtlo o ucité vinové délce
smérem do vzorku a propousti ostatni vinové délky. dfedc toto exciténi swtlo dopada
na vzorek. Dichroické zrcadlo také odrazi osamogmapésky exciténiho swétla zpt ve snéru

zdroje. Cast fluoresceimiho swtla, které je emitovano do v3ech & prochazi také
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objektivem. Bariérovy filtr pak zachyti zbytky ei@iniho swtla, které nebylo pouzito
k excitaci a propousti pouze fluoreséen swtlo, ¢imZz poskytuje ¢erné pozadi
k fluorescetinimu obrazu. Zdalo by se, Ze e¢tihi excit&niho a fluorescemiho swétla je
dokonalé i bez bariérového filtru. V realnych syst€h je bariérovy filtr nutny, protoigst
excitatniho s¥tla se odrazi odocek a povrchu vzorku. Velkéast excitaniho sétla je sice
odraZzena sitem ke zdroji, ale dichroickym zrcadlem projéiést s¥tla, které ma vinovou
délku, pro kterou je dichroické zrcadlo propustriatacast je absorbovana bariérovym filtrem.
U episkopickych fluoresceénich mikroskof se pouzivd Kdhlerovo ostdeni (obr. 12).
Oswtlené zorné pole Ize regulovat pomoci aperturniyclkondenzoru a clony zorného pole.
Clona zorného pole zmenSujeap®r svazku paprak swtla, ktery vstupuje do objektivu
a pouziva se tedy k omezeni &fsné oblasti (viditelné oblasti§jmz zvySuje kontrast obrazu.
Tato clona brani fichodu nezadouciho &la, které vznikne rozptylem na vzorku nebo
na povrchuwocek, obraz nenieswtlen a je kontrastni. Vhodné nastaveni této clengljzvias
dulezité @ mikrofotografovani. Aby nedochéazelofipepifluorescetnim mikroskopovani
a pi mikrofotografovani k nezadoucimu vyhasnédsti obrazu vzorku, nechame odaioau
pouze nezbytnodast clony zorného pole. Aperturni clona j@pvrena k ¢occe kondenzoru
a pouziva se kizeni rozliSeni, kontrastu a hloubky ostrosti. Aperi clona pomaha nastavit jas
a zlepsit kontrast pozorovaného objektu. Tyto pataynvSak nelze nastavit nezavisle. Oliecn
Ize fici, Ze optimalni nastaveni aperturni clony kondemnze 70-80 % numerické apertury
objektivu. Pokud je tato clona zaclord vice nez na 70 %, pak dochdzi ke sniZeni jasu.
Souwasre se vSak z&tSuje kontrast a hloubka ostrosti s€tgv dvakrat.
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clona obrazu
zomeho pole
legulujici
toika primer pole polni
kolektonl {:OCRH .
v'_-.fl}oma - prETE
K {Darierovy)
q L filtr
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objektiv
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Obr. 12 Fluorescedni mikroskopie v odrazenénete (epiluminiscence) s Kéhlerovym étdenim
[21]

2.3 FLUORESCENCNIi BARVIVA

Samotné biky a jejich vnitni struktury jsou prhledné a az na vyjimky (pigmentoveériby,
erytrocyty, chloroplasty, spory plisni) bezbarvé.l#Zném pozorovani v prochazejicimetde
je nevidime s dostateym kontrastem, nelfotenmet neabsorbuji prochazejici &lo. Tradicne
se tento problénteSi nejiznéjSim specifickym barvenim. Mnohé z barvicich postygou
zaloZzeny na chemickych reakcich barviv s latkavnitii bunéénych struktur.
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Kategorie molekul, které jsou schopné podstoupktebnovy gechod vedouci nakonec
k fluorescenci jsou znamy jako fluoreséehbarviva (fluorochromy). Mnoho fluoresaerich
barviv jsou aromatické organické stmminy navrzené tak, aby se vazali k biologickym
makromolekulam. Fluorochromy, které jsou konjugavas tSimi makromolekulami
(nukleové kyseliny, lipid, enzym, protein) diky adsci nebo kovalentnim vazbam, se nazyvaji
fluorofory. Fluorofory se &i do dvou obecnychrid a to navnit/ni (vlastni;intrinsic), které se
vyskytuji ve vzorku frozert a na vnejSi (nevlastni; extrinsiq, které jsou fidavany
ke vzorkim, které nemaji vhodné fluorescein vliastnosti. Kromd poZzadavku na specifickou
vazbu nevlastniho fluoroforu k bé&tnym slozkam a citlivosti emise fluoroforu na &my
v okoli, je dilezité, aby zavedenim fluoroforu do bilkovin, nuigch kyselin, membran apod.
nedoslo k naruseni funkogchto biologickych systétn

Vnégjsi, neboli nevlastni fluorofory se pouZivaji mnohesice nez vnihi. Hidavaji se
ke studovanému vzorku a pokud se gpvwazi kovalentt, nazyvaji seluoresceini znaky,
pokud se vazi nekovalertiedna sdluorescedni sondy.

Fluorescetni znaky se nejastji pouzivaji k fluorescetnimu znaeni protei, kdy se
kovalentt vaZzou na jejich aminové, sulfhydrylové nebo histidé b@&ni fetézce, thiolove,
aldehydové skupiny atd. lontové fluorofory, jejickZantovy vytzek fluorescence ackdy
i spektralni vlastnosti sedni po navazani na bilkoviny, membrany nebo nukldgseliny se
pouZzivaji pro studium zém konformace bilkovin, tlowky membran, membranového
potencialu, viskozity prostdi apod. Vliv okolniho pro&di na emisni vlastnosti takovych
fluorofori je dan velkym zvySenim jejich dip6lového momentexcitovaném stavu;é¢hem
doby Zivota excitovaného stavu potom dochazi kieetaci obklopujicich molekul a tim
k posuvu fluorescemiho spektra. Velikost molekuly fluoroforu adab kladnych nabdj které
si nese je velmi podstatny z hlediska stability iki&n molekuly (nap. nukleova kyselina-
fluorofor). Velikost molekuly fluoroforu a takérjpomnost¢i negitomnost naboje je take
dulezita z hlediska moznosti prostupnosti barviva dkuréénou membranu a je vlastnosti, ktera
se také udava uislusného fluoroforu (anghermeantimpermeant

Fluorescedtni indikatory (chemické sondy) jsou ozoaany fluorofory jejichz spektralni
vlastnosti jsou citlivé na gitou latku. V sodasné dob jsou dostupné fluorescami indikatory
pro fadu latek, vetrg vapniku, heiku, sodiku, chloru, kysliku, fosfatu, amira pro pH.
Obvykle tyto indikatory vykazuji spektralni posuvzavislosti na fitomnosti dané latky, jejiz
koncentrace se potom duje z pondru intenzit @i raznych vinovych délkach excitace
nebo emise nebo se jednad o indikatory, které wykazuySeni intenzity fluorescence
v piitomnosti dané latky, aniz by dochazelo ke spekimdl posuvu.

Pro studium ZzZivych buk jsou uZzit€éné acetoxymetylové (AM)a acetatove estery
fluoresceknich indikatofi, protoze zatimco twvodni indikator neprochazi bétnou
membranou, jeho AM nebo acetatovy ester tak snabdgnenabitd molekula). Uvritounky
vznika pisobenim nespecifickych esteraivpdni indikator. Fikladem je fluorescein diacetat,
Fura-2 AM a dalsi.

2.3.1 Fluorescertni barviva pro testovani vitality bunék

Testovani vitality (Zivotaschopnosig zaloZzeno na #iieni podilu Zivych a mrtvych bgk
v populaci. Jako sondy zivotnosti ikrslouzi [22]:

1. Fluorogenni substraty esteraz, které mohou pagivonikat do buek a neii jednak
zachovani enzymatické aktivity btimych esterdz, které jerqvadi na fluoreskujici produkt,
jednak membranovou integritu, ktera z&ji@ nitroburénou retenci jejich fluoreskujicich
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produkii. Jednou z prvnich sond pro toto pouziti byl flgoein diacetat (FDA). Mezi nejlepSi
indikatory vitality burtk pati calcein AM (diky vysokému zachytu v Zivych bkach a silné
fluorescenci). DalSimi vhodnymi indikatory vitalifgou nap. 2',7'-bis-(2-karboxyetyl)-5-(a 6)-
karboxyfluorescein, acetoxymetyl ester (BCECF, AMkarboxyfluorescein diacetat,
karboxyeosin diacetat, a dalsi.

2. Barviva pro nukleové kyseliny, ktera neprostimagmbrany Zivych buik a Ize je proto
pouzit pro detekci mrtvych bek. Mezi takoveé indikatory pé&tnag. ethidium bromid, ethidium
homodimer-1, propidium jodid, SYTOX Green, cyanidobarviva, jako TOTO, a dalsi.
PouZivaji setasto v kombinaci s nitrob&dnymi substraty esteraz, membradgyropustnymi
barvivy nukleovych kyselin, sondami citlivymi na mbranovy potencial, sondami pro organely
nebo indikatory propustnosti membran.

3. Sondy, které jsou aktivnimi Bkiami oxidovany nebo redukovany a umoj tak nefit
redox potencial buik jako znak jejich vitality; naip resazurin, tetrazoliove soli.

4. Sondy citlivé na transmembranovy potencial, pba C&" (Rhodamine 123, Fura-1,
Indo-1, Fluo-3)

Obr. 13 Buiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae FV1. Vlewljsiky obarvené akridinovou oranzi
(180uM AO; pH 6) a vpravo fluorescein diacetatem (6 mBDWE pH 7,2). Kultivace buék: 24
hod. v glukoso-peptonovém kvasdim extraktu za aerobnich podminek. Pouzita fittra
kostka B-2A a objektiv 40x.

Pro rozliSeni Zivych a mrtvych bék se ¢asto pouziva fluorescéni barvivo akridinova
oranz (AO). Zivé biiky poskytuji zelenou fluorescenci, poskozenéKyuzZlutou fluorescenci
a mrtvé buky c¢ervenou (obr.13). AO se vaze na DNA (zelend flsoeace), RNA,
denaturovanou DNA, kyselé polysacharidieryena fluorescence). AO snadno difunduje
pies bugéné membrany ip neutralnim pH, ale stane se membranoepifichodna pi kyselém
pH a shromaZuje se vlyzozomech. AO vytiiadimer nebo polymer pokud jsou sousedni
molekuly barviva velmi blizko sebe. Excitd a emisni spektra dimeru a polymeru AO jsou
nepatri raizna vzhledem k monomeru a z tohotdvadu barva fluorescence AO vazané
na RNA je obvyklecervend nebo oranzova, v kontrastu k zelené fluerescmonomeru
vazaného na DNA. Mezi pozitigmabitou molekulou AO (dimethylamino skupiny) a atgn¢
nabitymi fosfatovymi skupinami se upiaii elektrostatické interakce a poté co je molekula
dostateén¢ blizko fetzci uplatiuji se také van der Waalsovské sily a vodikové yazb
s purinovym a pyrimidinovym kruhem. Kationy AO jsaumistné giblizné na kazdé reti
parové bazi dvousSroubovicového helixu DNA. Z&hto okolnosti je vzdalenost mezi
molekulami barviva dostate¢ velka, aby nedoSlo k interakci mezigdva molekulami barviva.
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Fluorescetni charakteristiky jsou dany monomerem AO tj. zélemise. Pokud je AO vazana
na jedneettzcové nadhodné klubko (denaturované DNA, RNA), je&va na tégt kazdou
nukleotidovou jednotku fosfatové skupirBetszec nahodného klubka pak dovoluje sousedicim
molekuldm barviva se fplizit dostatén¢ blizko pro interakci mezi molekulami barviva
za vzniku polymeru, coz vedeckrvené fluorescenci. Podobny mechanismus se vyjekiyhii
barveni cytomplazmatické RNA. Fluorescence je tatlysla na sekundarni strukéumolekuly
nukleové kyseliny (dostupnost fosfatovych skupmgba’ ma silny vliv na vazani AO [19, 23].
Molekuly AO jsou umisiny na molekulach nukleové kyseliny tak, Ze nemowgtvorit dimer
(obr. 14).

Pii pH 5,7-8 Zivé biiky fluoreskuji zeled a mrtvécerverg. Nad pH 4,7 AO produkuje
cervenou fluorescenci cytoplazmy. Jadr@gevené pi nizSim pH a posunuje se na Zlutozelené
pii pH 6,8. Atkoliv je AO porerné netoxicka, je mutagenni. Bylo také zisp, Zze AO
zpomaluje nadorovyist.
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Obr. 14 Vazba fluoroforu k nukleové kyseljrstrukturni vzorec akridinové oranzi (AO); strukdu
komplex DNA-AO [23]

Existuji také sady pro testovani cytotoxicity aalityy. Jednou z nich je n&apLIVE/DEAD
Yeast Viability Kit, kterd poskytuje neobgjn¢ jednoduchy a sensitivni kvantitativni rozbor
pro rozliSeni Zivotaschopnych kvasinek a hub ¥smich nebocistych kulturdch [24-26].
Tato souprava obsahuje dvoubarevluorescetni barvivo FUN-1, které ma nizkou vlastni
fluorescenci, pimérnou afinitu k nukleovym kyselinam a mid@@nou membranovou
propustnost [27]. Sada také zahrnuje UV excitowngétebarvivo Calcofluor White M2R
pro buré¢nou stnu kvasinek a hub, které fluoreskuje r®dbez ohledu na batny
metabolicky stav.
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Obr. 15 Strukturni vzorce FUN-1, Calcofluor White M2R (flescent brightener 28; Tinopal LPW)
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Obr. 16 Spektralni charakteristiky barviv [24]

FUN-1 je nesymetricka cyaninova stamina s jednim kladnym nabojem (obr. 15). Volné
barvivo FUN-1 ve vodném roztoku nefluoreskuje, &vpakud se spoji s DNA nebo RNA
fluoreskuje po excitaciip 530 nm (obr. 16). FUN-1 barvivo vykazuje neobwldpektralni
vlastnosti, kdyz je pouzito na barveni metaboliedtivnich kvasinek a bik hub. FUN-1
barvivo pasive difunduje do #iznych bugcnych drutii a nejprve barvi cytoplazmu difi&n
distribuovanou zelenou nebo Zluotozelenou fluonesiceAvsSak, u wBkolika béZznych druli
kvasinek a hub, dalSi zpracovani barviva zivymikami vede k vytvéeni jasnych ovalnych
intravakularnich  struktur, které vykazuji napadnaervenou nebo ¢evenooranzovou
fluorescenci, doprovazenou redukci zelené fluomseeytoplazmy (obr. 17 a 19). Vyteni
cervert fluoreskujicich inrtravakularnich struktur vyZaelujak neporuSenou plazmatickou
membranu tak metabolickou schopnost [28-30]. Mibwvéky fluoreskuji jas Zlutozelew
s nerozpoznatelnymiervenymi strukturami (obr. 20). LIVE/DEAD Yeast Vidity Kit byl
prozatim testovan natkolika druzich hub, &etre¢ Candida albicansCandida pseudotropicalis
a bylo provedeno dkolik barveni Saccharomyces cerevisiag fiznych experimentalnich
podminek. Vytvéeni ¢ervere fluoreskujicich struktur bylo pozorovano nejerog fazi fistu,
ale také u nekultivovanych béin se zbytkovou metabolickou aktivitou. LIVE/DEAD st
Viability Kit by me¢l byt vhodny pro detekci velmi nizkého mnoZstviyhdk nebo mrtvych
burék hub, i ve smisich.
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Obr. 17 Fluorescedni emisni spektra suspenze kvasinky Saccharomyeevisiae, ktera byla
obarvena barvivem FUN-1 z LIVE/DEAD Yeast Viabikiyu. Po pidani FUN-1 do média,
fluorescerdni emisni spektrum (excitacei @80 nm) bylo zaznaménano spektrofluorometrem
pri riaznych casech Bhem 30 minutové inkubai periody. Posun zelené (G) fluorescence
k cervené (R) je zjsoben zpracovanim FUN-1 barviva metabolicky aktivnbuikami
kvasinek [28]

Calcofluor White M2R je fluorescéni aniontové barvivo schopné vyte# vodikové vazby
sp-(1—4) a p-(1—3) polysacharidy. Tento fluorofor vykazuje vysokadinitu Kk chitinu,
celuléze, a sukcinoglykanu, vytt&ici vodikové vazby s volnymi hydroxylovymi skupmi
[31, 32].

Vnitini vrstva buscéné sény kvasinek se sklada hlavrz -1,3-glukanové st a chitinu,
a reprezentujeifblizn¢ 50-60 % suché hmotnostésy (obr. 18). Chitin se vyskytuje ve foém
linearnichietzci okolo kiku pupetd, v okoli zarodené jizvy i v primarnim septu.i®lizné
10 % z celkového mnoZzstvi je rovndme rozptylené po celém obvedsny buiky. VnéjSi
vrstva bugéné stny kvasinek obsahuje mannoproteiny s malym mnazstipida, které
vy¢nivaji z povrchu biiky. VnéjSi proteinova vrstva zabira okolo 1/3 ze suché thosii
bunééné stény. Proteiny bu&né stny mohou byt navzajem vazané disulfidovymiigtky
nebo rkteré jsou zadrZzovany v bé&né seén¢ iontovymi a neiontovymi interakcemi [33].
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Obr. 18 Struktura buécné stny kvasinek, strukturni vzorec chitinu
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Obr. 19 Buiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené pmadyg LIVE/DEAD Yeast Viability
Kit (4,52uM FUN 1 a 25,25M Calcofluor White M2R; pH 7,2). Nalevo Ize édtidrytvaeni
jasnych ovalnych intravakularnich struktur, kterékazuji napadnoucervenou nebo
cervenooranzovou fluorescenci, doprovazenou redutelené fluorescence cytoplazmy.
Uprosted Ize vidt obarvenou bu#tnou sénu Calcofluorem White M2R 7igemz intenzita
fluorescence je vysSi v oblasti vyskytu chitinerkie lokalizovan zejména v oblasti jizev.
Na obrazku vpravo Ize vt sowasnou fluorescenci obou komponent sady. Kultivaselkh
2 mesice v glukoso-peptonovém kva@seim extraktu za aerobnich podminek. Pouzita fiftra
kostka UV-2EC(DAPI) (upro&d) a B-2A (vlevo) a objektiv 40x. Dobaigobeni barviv:

4 hodiny.

Obr. 20 Buiky kvasinky Saccharomyces cerevisiae obarvené pamadyg LIVE/DEAD Yeast Viability
Kit (2,26 M FUN 1 a 25,25M Calcofluor White M2R; pH 7,2). Nalevo Ize édtidrytvaeeni
jasnych ovalnych intravakularnich strukturéervenou neba’ervenooranzovou fluorescenci
bez zbytkové zelené fluorescence cytoplazmy. Didmdoeni barviv: 12 hodin.

2.4 OBRAZOVA ANALYZA

Nas zrakovy organ — oko — pozoruje pfedf kolem nas afjjom rozliSuje detaily podle
kontrastu, velikosti, barvy (chromatiosti a jasu), tvaru, vzdalenosti atd. Z tohotogoozani
potom vznikne celkovy zrakovy vjem — obraz. Velkali ptitom hraje part’ a zkuSenost
pozorovatele, zrakem vSak neumime hodnotit dekaintitativre. Hodnoceni je jen subjektivni
a mize byt icaso¥ promenné (psychofyziologicky proces)idatozeclovék dokre rozliSuje
barvy, pro rozliSenitiznych odstifi Sedi neni dostate¢ vybaven. Ucernobilych obraz je
pro pozorovatel€éasto nemozné detekovat v pozorovaném vzorku jerdsiny nebd lidské
oko nerozliSi vice nez cca 80 urovni jasu. Modeligitalni fotoaparaty, kamery ve srovnani
s lidskym okem vytvieji kontrast®jSi obrazy a zaznamenavaji mnohem mensi intenzétyas
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Obraz snimany digitalnim fotoaparatéimkamerou ma elektronickou podobu, coz umge
Gpravu jeho kvality a automatizované vyhodnocovaeiodami obrazové analyzy.

Obrazova analyzainiage analysisbyla vyvinuta pro kvantitativni (objektivni) hodeeni
vlastnosti obrazu. Jeji podstatou je digitalizabeapu a zpracovani vzniklého souboru dat
v patitaci. Do obrazové analyzy Ize zahrnout vSechny postlpgré umo#uji kvantitativré
vyhodnotit obrazovou informaci z hlediska geomédrah roznéri, morfologickych znaik,
optické hustoty, barvy a ptu zkoumanych objelta pogipad ji porovnavat s jinymi soubory
dat a uéovat miru shody. Relevantni objektiitpm Ize popsat hil prostednictvim parameir
jejich hranice (pokud nas zajimaji tvarové chanadtiy) nebo prosednictvim obrazovych
bodi objekty tvdicich (pokud nas zajima jejich barva, opticka hiastiotextura).

Pcatitacova analyza obrazuétsinou z@&ina definovanim standardnich podminek pro dané
meéfeni. Tyto podminky musiastat zachovany po celou dobwieni, aby bylo dosaZzeno
opakovatelnych vysledk Mezi zakladni podminky reprodukovatelneéh@iemi paki vyber
oswtleni (Uhel os¥tleni, monochromatické &tlo, bilé s¢tlo o definované teplét
chromaténosti, absence okolniho &la, atd.). Dalsi nezbytnou operacteg samotnym
snimanim je vyér vhodné optické soustavy (objektiv, mezikrouzky) kameryci fotoaparatu,
mikroskopu a kalibrace systému. Ke kalibraci systgmati definovani standardu pro bilou
barvu, vhodné nastaveni kamery, fotoaparatu, mikloms (clona, zaostni) a poté délkova
kalibrace. Kalibrace systému je nutnou podminkojeldlvizace a reprodukovatelnostiéieni.
Poté zaina samotné snimani. Obraz j8 gnimani transformovan na matici o definovaném
poctu fadku a sloupt Kazdy bod této matice obsahuje informace o suézpgoa o hodnet
svych barevnych slozek.

Pred vlastni obrazovou analyzou se data zpravidlawyir do podoby vhodné k dalSimu
zpracovani. Zpracovani obrazimége processingzahrnuje tedy kvalitativni Upravu obrazu
pro vyniknuti utité informace. Pat sem fizné techniky minimalizace zkresleni a Sumu,
zvyrazréni gradieni intenzity, hran, Uprava strmosti aup&hu kontrastnich charakteristik,
tzv. prahovanitbresholding podle stup# Sedi i ve tech RGB komponentach, barevné separace
do riznych barevnych prostir atd. Z matematického hlediska se jednd o geockétri
transformace, transformace jasu, diskrétni lineframsformace, filtrové operacg operace
matematické morfologie.

K metodam obrazové analyzy dat ipatakladni analyza obrazku, ktera &p@ v neieni
délek a ploch studovanych objékia obrazku a dovani histograri v jednotlivych barevnych
prostorech. Vybr detaili je mozné prova# rucné nag. ozn&enim nebo ohradénim pomoci
mysi.

DalSi metodou obrazoveé analyzy dat je komplexaiyaa dat. Vyhoda této analyzy sjpa
piedevsim v tom, Ze nepracuje s jednotlivymi pixdlydaku, ale s celym obrazkem najednou.
Hodnoti obrazek jako celek z pohledu opakujicich metivi, jejich zmensSenych,
piip. poot@enych kopii [34].

2.4.1 Obraz a jeho reprezentace

Interpretace obrazovych dat je jadrem porogimobrazu. Porozuémi reprezentace
obrazovych dat je sloZité.tbodem je zobrazenigpodre trojroznmérné scény do dvojrozémé
obrazové roviny, komplikovany a nejednozma vztah mezi jasem, kterydii kameraci jiny
obrazovy senzor, a tvarem povrchu 3D ohjekd scén, Sum, atd.

Staticky obraz lze popsat spojitou obrazovou furdwdu prostorovych sdadnic v rovirk
f(x,y). Obrazova funkcefit proménnych se pouZije, kdyz se obrazy¥mhv caset, tj. f(x,y,)
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nebo v pipadt objemovych obrak f(x,y,2, nag. tomografu. Hodnoty obrazové funkce jsou
uréeny gislusnou aplikaci, nd&klad odpovidaji skteré mgrené fyzikalni veking (jasu
u obrazu zernobilé TV kamery, tepldttermovizni kamery nebo schopnosti pohlcovatra
v daném mistobjemu u rentgenového tomografu). Abychom mohtaabvou funkci zpracovat
v patitaci, musime ji digitalizovat. Digitalizace spiwa ve vzorkovani obrazu v matim x N
bodi a v kvantovani spojité jasové Ur@évhkazdého vzorku d& intervali. Diky kvantovani
nabyva jasova funkce v digitalizovanych obrazeclodeelnych hodnot. ¥Sina systérin
pro digitalni zpracovani obrazu pouZivd kvantovéioi k stejnych intervdl. Jestlize je
pro reprezentaci informace o obrazovém elementiifmhb bitd, je paset trovni jask = 2.
spojity signal. Vysledkem je dvojrozmma maticef celychdcisel s rozmry M x N popisujici
obraz [35]:

f(00) f(o) .. f(oN-2)

f = (1)

f(M:—lO) f(M:—ll) .. (™ —:],N—l)

Prvky matice jsou obrazové elementy (pixely), jdjiddnota je Umrna mnoZzstvi sstelné
energie.

V trojrozmérném prostoru se pro objemovy prvek pouziva pojemela ve trojrozérném
zpracovani dvojrozernych obra@ se pracuje se spicelysgace intensity céll Z hlediska
zpracovani digitalizovaného obrazu je obrazovy eleindale nedlitelna nejmensi jednotka.
Binarni obrazy reprezentuji informaci o obrazovéddjedinym bitem.

2.5 OBRAZOVA ANALYZA S VYUZITIM INTEGRALNICH TRANSFORMACI

Vyznatnou roli hraji v komplexni analyze obrazu diskrétriegralni transformace, které se
déli naperiodické(nag. Fourierova transformace, sinova, kosinova nebtskiVaHadamardova
transformace) &lnkové(nag. Haarova transformace vyuzivané fpaktalni analyze metodou
box counting). VyuZiti obrazovych transformaci fgeor zaloZzeno na tom, Ze obraZibe byt
vhodnou transformacitepveden na tvar, ktery je pro dané zpracovani ptastayhodrejsi.
Pti linearnich (integralnich) transformacich seadatobrazu pirazuji pomoci definované baze
jina data (tzv. spektrum). \é¢hto spektrech jednotlivé pixely zvyragi urcité vlastnosti
(definované béazi) celéhoipodniho obrazu. Bitovymi operacemi takto ziskanépektra Ize
pak nap. odfiltrovat Sum (vysoké frekvence) nebo naopaklani motiv obrazu (nizké
frekvence),¢imz lze snizit mnoZstvi dat popisujicich dany obrda tomto principu jsou
zaloZeny ztratové komprese dat. Pokud je transfoeneatogonalrli Ize pomoci inverzni baze
dat ziskat linearni (integralni) transformagvpdni data. Ortogonalni transformace je zvlaStnim
piipadem unitéarni transformace, kdy prvky transfammnanatice jsou realnésla.

O pouziti a volb jistého druhu transformace mohou rozhodovat naglEdiivody [36]:

» obraz Ize ve spektralni (frekuvim) oblasti jednodusSeji vyhodnotit,

= ve spektralni oblasti Ize provésikteré operace (napfiltraci) snadji nez v originalni
oblasti,

= ze spektralni oblasti Ize snaginvyloucit redundantni slozky,

» spektralni reprezentace obilazniZze byt odol&jSi pri prenosu, neZz reprezentace
originalni.

! Ortogonalni baze — baze, jejiz kazdé dva veksmy ha sebe kolmé.
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2.5.1 Periodické transformace

Pfi obrazové analyze se deptji pouziva diskrétni Fourierova transformace, kosin
transformace a Walsh-Hadamardova transformace.riddsekych transformaci dze byt baze
tvofena harmonickymi (sin, cos), nebo obdélnikovyngr{sifunkcemi.

Diskrétni Fourierova transformad@®FT) je linearni ortogonalni transformace, pomoci éter
se transformuje obrdgm, n, kdem=1,2, ..M -1,n=1,2, ...N — 1 jsou sotadnice obrazu
o velikostiM x N, na diskrétni spektrumr@dstavované komplexni funkg(k, I), kdek = 1, 2,
.M=11=1,2,..N-1.

M-1IN-1

Fk,I) = ZZ f (m, n)g 2 imMnlin) (2)
m=0 n=0
kde | =J-1 je imaginarni jednotka. K vygtu spekter obraz se ¢asto pouzivaji algoritmy
rychlé Fourierovy transformacéFT) vyZzadujici pdet dat N =M =2', kdei je celégislo.
Je-li transformace aplikovana na realna obrazova, ga realna slozka obrazu funkci sudou,
imaginarni funkci lichou. K hodnoceni se pak uzixd modulani p‘enosova funkc€TF),
ktera je oso¥ symetrickg 36]:

MTF = RdF(k, )] + Im[F(k, I)] (3)

Fourierova transformace zachovava symetrii, tedgdiormace liché (resp. sudé) funkce je
opet lichou (resp. sudou funkci). Tato skértest vyplyva pimo z vlastnosti baze, které Ize
rozlozit do sudé realné (kosinova funkce) a lighéginarni (sinové funkcepsti[37].

Fourierova transformace sasto pouziva ip reSeni diferencialnich rovnic na oboustr&ann
neohraniené pimce, kde nezavisle pra@mna ma vyznam sdadnice na imce, Bzr¢ se
pouziva ve zpracovani signalujefdstavuje ve své dvojrozmé verzi dlezity pomocny
prostedek i @i digitalnim zpracovani obrazové informace. PonfeleT Ize posuzovat kvalitu
ze srovnani tzv. moduiaich genosovych funkci.

Vyznamna nesinusova ortogonalni transformac&Vgsh — Hadamardova transformace
(WHT), jeji bazi tvai funkce signum (obdélnikova funkce). Walshovy hé&zdunkce jsou
uspdadany podle pgu prichodi nulovou Urovni, podolinjako jsou harmonické funkce
u Fourierovy transformace iszeny podle frekvence [35]. Je zaloZena na systému
Hadamardovych matic s prvky nabyvajicich pouze bbeii nebo —1 a jejichzifslusnéradky
a sloupce jsou navzajem ortogonalni. Transformeg@ny obrazZ(m, n) na diskrétni spektrum
predstavované realnou funketk, I)

M-1N-1

F(k,1)=>">" f(m,n)h, h,,, (4)

m=0 n=0

kde hmkahn, jsou koeficienty tzv. Hadamardovy matid@w)

11 Hn(m) Hn(m)
lel, H2: 1 _1,... Hn(m+1): H —Hn(m) . (5)

Pro Hadamardovu maticktéhofadu platiH” - H,=n-I, kdeH" je transponovana matice
k H,, | je diagonalni jednotkova matice [36].
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2.5.2 VInkové transformace

Vinkova transformace (wodre francouzsky ondulatte transformation preloZzeno
do anglétiny jako wavelet transform- WT) neni vlasté jedinou transformaci; jde o jisty typ
transformaci se spaleymi rysy, vzajeméa se liSicich podle tvaru zvolené bazové funkce —
vinky. Tyto transformace se objevily az roku 198@raci A. Grossmanna a J. Morleta jako
alternativa ke klasickym typn transformaci [38]. Princip vyj&eni slozi¢jSiho signalu jako
linearni kombinace jednodusSich bazovych funkceréttvdi ortogonalni bazi, istava
nezneénén, ale tato baze je obecmzvolena tak, aby umédvala ¢asovou lokalizaci udalosti
i v ziskaném spektru. Vinkové transformace tak umgfiztzv. dasow-frekvertni analyzd 1D
signah [39]. U 2D signal umoziuje lokalizovat frekvence a jejich vyskyt v rowinvinkovou
analyzu lIze chapat jakanatematicky mikrosképktery umozuje zkoumat pozorovana data
lokalné (misto od mista)iprazném z¥tSeni optikou matské vinky, kterou si Ize zvolit [40].

Vinkové transformace jsou od vSech klasickych ti@msaci odliSeny tim, Ze kazda bazova
funkce je lokalizovana. To znamena, Ze je podpoaravétj. ma nenulové hodnoty) pouze
na koneéném ,relativie malém“ casovém intervalu a jeji hodnoty mimo tento interjsau
zanedbatekhmalé. Vinka je tedg¢aso¥ omezeny signal, ktery se objevi, zakmita a zaseizm
Tato zakladni vlastnost vinkové transformace jedamentalnim rozdilem od ostatnich
transformaci, kde se pouzivaji nek&m& harmonické signaly (sinusovky apod.)
nag. Fouriero¥ transformaci s jejimi harmonickymi bazovymi funkde jez jsou nenulové
na celécasové ose, takZze kazda spektralni hodnota je @wa/niplnym pitbéhem signalu
teoreticky oboustrarnneomezeného trvani. Jestlize seépakém mist signalu f(t) objevi
lokalni oscilace fedstavujici zvlastni znak signélufigpéje tato oscilace k vyptené
Fourierow transformaci, ale jeji pozice gasové ose bude ztracena. Fourierova transformace je
tedy vhodna pro popis stacionarnich sign&linkové bazové funkce pokryvaji gastech cely
casovy rozsah analyzovaného signalu, takZe Uploanzce je zachovana.
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Obr. 21 Porovnani Fourierovy a vlkové analyzy zaloZzenétaadardni vince Daubechiesové; pokryti
casoV frekverni plochy [38]

Pokud jde o schopnostasové lokalizace udélosti ve spektru, vinkové fansace
piedstavuji alternativu ke kratkodobé verzi Fourigravansformace short time Fourier
transform— STFT) s posouvanygasovym oknem — Gabor-Fouriegotransformaci, v diskrétni
podol# znamé pod ozranim spektrogram [39].iPtéto transformaci je pouzito okno, které
v ¢ase ohrari kratky Usek signalu a umozni &nurcovat spektrum v danéntasovém
intervalu. Z obdoby Heisenbergova principu réosti vyplyva, Ze nelze s¢asre presré urcit

% Nezavisle pronnou samazjms nemusi bytas, ale i viiznych aplikacich jde na&po polohu, drahu atd.
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frekvenci a polohu jejiho vyskytudase. Proto ma uvedenéSeni pra&asow konstants Siroké
okno pro vSechny kmitiy velkou rozliSitelnost ve frekvenci a malou dase a naopak
pro ¢aso¥ uUzké okno velkou rozliSitelnost vase a malou ve frekvenci. ldeou vinkové
transformace je vhodnou zmou Sfky okna v case a jeho tvarem dosahnout optiméalniho
poneru rozliSitelnosti vcase a frekvenci. Pro nizké frekvence je okno $p®d, vysoké uzsi
a proto nizSi frekvence jsou lépe rozliSeny frekvgra vysSicaso (obr. 21). Toto "okno" se
nazyva matiska vinkay (mother wavelgt Pomoci parametra, ktery se jmenuje #titko, je
mozné n&nit jeji Siku (dilatace), parametrerh zvanym poloha, se i umiséni vinky
nacasove ose (translace). Translaci a dilataci isledevinky, kterd odpovida konkrétni bazi Ize
vytvorit skupinu zakladnich funkci. Vinkova transformacavic odstrauje dalSi nevyhodu
vSech metodtasov frekvertni analyzy zaloZzenych na Fourieéovansformaci, které pouzivaji
harmonickych ¢aso¥ neomezenych bazovych funkci. Tou je ipba velkého ptiu
harmonickych slozek pro vyjéehi strmych pechodi v case. Signalytasto obsahuji ostré
hrany, impulsy nebo nespoijitosti a kjejich vyj@wli ve Fouriero¥ spektru (nebo jinych
klasickych spektrech) jefdba mnoha spektralnich koefici@ntNaproti tomu, vinky jsou
generovan&asovou dilataci z jediného vzorku, takZe &sm® s prodluzovanim jejich délky
klesa frekvence vriihich oscilaci. Vyjateni kratkodobych slozek signataso¥ omezenymi
bazovymi funkcemi je snazsi a vede k menSimtiypaktivnich sloZek ve spektru nez tigac
harmonickych bazovych funkci.

Vinkovy popis signélu je pro mnohé praktickyilelité typy signalu vhodgi, nebd
poskytuje dostate¢ presny popis signalu s malym ggtem spektralnickleni. Energie signalu
je tedy efektivé komprimovana do pouze malého¢pospektralnich koeficiefita to znamena
vynikajici schopnost kompaktni spektralni reprezeat ktera je pétbna nafiklad ke kompresi
dat. V této oblasti nyni nachazeji vinkové transface velmi dlezité uplatini.

Vinkova transformace pouziva korelaci vstupnihon&lg s tizn¢ roztazenymi verzemi
mateské vinky a detekuje podobnost vstupniho signéliziss roztazenymi verzemi mateke
vinky. Zakladem vinkové transformace je tedy usitiszinky nacast nebo cely fibéh signalu.

K tomu je poteba zménit méritko ve vodorovné ose (frekvence), ve svislé osep(duda)

a posunout vinku ve vodorovné ose (poloha). Takioiknou koeficienty, které signal duji.
Tyto parametry se oztiaji jako nefitkova funkceg(t) (scaling functiof Vinkova transformace
tedy zpracovava signal pomoci translaci a dilajesté zakladni funkce. Podle pouzitych
koeficienti Ize tyto translace a dilatace hierarchicky wdpat do stromové struktury, kde
vynikne schopnost vinkové transformace analyzoigatas na fiznych darovnich rozliSeni. Tato
struktura umotuje velmi rychle provéagt piimé i inverzni vinkové transformaceav®dns se
pouzivala jedna vinka pro cely proces analyzy, desle provadi testovani videmych vinek,
takze pibyla jeSt informace o druhu vinky. Tvar vinky je popsan tminkovou funkci¢(t).
Lze takérici, Ze vinkova transformace je pouhou filtracingily, gicemz frekvetni vlastnosti
filtru jsou dany tvarem vinky.

Bazové funkce nejsou u vinkové transformacdesg predepsany. Zimou pfibéhu
bazovych funkci miZzeme ndnit vlastnosti transformace podle poZadavkteré jsou weSeni
aplikace kladeny. Vyr tvaru vinek sice skyta velky stupeolnosti, festo vSak musi vinky
tvorici transformani bazi sphovat jisté pomirné prisné pozadavky. Na vinku jsou kladerty t
zakladni pozadavky: hladkost, rychly pokles v nekon a co mozna nejvysSi ¢ nulovych
moment.. Vinkou miZze byt kazda funkce s nulovouresini hodnotou diky které mauh,
ktery vyjaduje pomalejSi nebo rychlejSi 2Zmu. Teorie navrhu vinek je zaloZena na dosti
naraéné matematické teorii, existuje vSakada standardnich typu vinek (Haarovy,

28



Daubechiesové, biortogonalni, tzv. coiflety nebamkgty apod.), jejichZz vlastnosti jsou
podrobré popsany a které pokryjiétsinu Eznych poteb analyzy a zpracovani sigtidB9].
Nekteré vinkové baze maji fraktalni strukturu (hapaubechies skupina) a poskytuji velmi
piirozeny zmsob analyzovani fraktdl [41]. VInky Daubechies maji také kafmg paet
nenulovych prvi, coz odpovida filitm typu FIR {inite impulse respon$elmpulsni odezvy
téchto filtrd udavaji frekvedni charakteristiky horni a dolni propusti, kter@uspouzity
pii transformaci pomoci banky filir VSeobec# je davana fednost biortogonalnim vinkam, tj.
bankdm rozkladovych a rekonstimch filtri se symetrickymi impulsnimi charakteristikami.
Impulsni odezvou je mySlena vystupni posloupnostnbg ktera vznikla jako reakce filtru
na vstup jediné jednotkové hodnoty ve vstupni pgstosti. Biortogonalni baze jsou takove
Z nichz jedna je linearnim zobrazenim druhé a kizégemnym vynasobenim tigednotkovou
matici. Skupina d&hto vinek umo#iuje odvodit dleZité vlastnosti, které pi@bujeme
pro rekonstrukci signaldi obrazu. Misto jednoduché vinky se pouzivaji dinky, jedna
pro rozklad a druh& pro rekonstrukci.

Vinkova transformace nasla za posledni desetilietké& uplaténi viads oblasti, nap
filtraci signali (potlatovani Sumu) a obrazjejich analyze (popis obrgobjekii) ¢i kompresi.
Podle aplikace se pouzivajizné modifikace vinkové transformaceii Rltraci se negastji
vyuzivA dyadickd vinkova transformace (DWT) srgain vinkami (ortogonalni
¢i biortogonalni) a to jak s podvzorkovanim, takezlpodvzorkovani. Varianta DWT do jedné
arovre bez podvzorkovani je vhodsi pro filtraci, ovSem za cenwtéi vypaetni nargnosti,
protoZze se jednad o redundantni transformaci. Vlakéransformace se da vyuzit nejen
ke kompresi, ale i na zrychlenygmos kvalitnich obrdzv pomalejSich sitich, jako je v dnesni
doke Internet. Princip takovéhotorgnosu spé&iva v prvni fazi v penosu jen velice malého
poctu vinkovych koeficient obrazu, ze kterych se rekonstruuje jeho rozmaz#itdizna verze.

S postupentasu postuph pribyvaji koeficienty, pomoci kterych se dap]i detaily v tomto
rozmazaném obraze.

2.5.3 Spojité vinkove transformace

Spojita vinkova transformacedntinuous wavelet transformCWT) je definovana jako

Sur(ab) = Ts(t)%z//(la—bjdt, a>0,b0R. (6)

—00

Proy musi platit
[w(t)dt=0.

Hodnoty spektra (koeficienty) dvojrozmmé funkceSwi(a, b) dvou realnych prosmnych
a ab, jez gedstavuji polohy a Stky a vinkovych impul#, jsou dany koreknim integralem
mezi analyzovanym signélestt) jedné realné proénné a bazovou funkc(i/ \/E)w(t/a—b), jiz
je konkrétni vinka. Aplikaci CWT tedy ziskantadu koeficieni vyjadrujicich podobnost
signalu a vinky. Charakteristickou vlastnosti vSedhovych transformaci je, Ze zakladni
predpis vinky tzv. matska vinkay, je stejny pro vSechny vektorya,(b). Parametra,
ozna&ovany jako ndtitko vinky, ovlada casovou dilataci funkce; pekkni ginitelemvya
zaji¥’uje zachovani energie vinky. Volbowttitka a Ize, takéridit rozsah frekvenci, pokryvany
ve spektru konkrétni vinkou. Mald hodnota&iftka a odpovida rychle se &nicim detaiim
a tedy vysSim frekvencim, a naopak velkd hodnatiym frekvencim. Paramelbr ovliviiuje
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¢asovy posun funkce podéasové osy. Zgma tohoto parametru umiaije postups pokryt
vinkami uritého kong€ného trvani celgasovy rozsah signalu. Identifika¢asového umishi
spektralnich hodnot je ovSem moznéiasposti, odpovidajici délce konkrétniho signalusiDa
detaily o CWT lIze nalézt v [42-45].

Algoritmus CWTje nasleduijici:

1. Zvolend vinka se umisti nadaéek signalu a vypibe se koeficient CWT.

2. Vinka se posune agdem uteny krok doprava a spita se koeficient.

3. Tento postup se opakuje az do dosazeni konoélsig

4. Zmenime netitko vinky (roztahneme nebo smrstime) a opakujerokykl az 3.

5. Krok 4 opakujeme pro vSechna zvolengitha.

Pokud ma byt transformace invertibilni, bazové fitmkmusi byt vzajentn ortogonalni
a musi mit nulovou &dni hodnotu.

Grafické vyjadeni vinkovych koeficierit v roving (b, a) se nazyva scalogram nebo vinkova
mapa (avelet map,obr. 22). Frekvetni osa u WT je obvykle ozteana jako mritko.
Souvislost mezi @titkem a frekvenci detekovanych slozek se musi starad pro kazdou
vinku zvla¥. Doporwenym postupem je nalezeni¢iitka, @i kterém nastdva maximum
vinkovych koeficient pii transformaci sinusovky referémi frekvence. U &kterych vinek je
souvislost piméa (Mexican hat, Morlet), u jinych (Daubechiesypah diskutabilni [46].

scalogram
5 i T I I I 1 1 | D.?
T I 05
o
: ) - I :
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1§ 1 1 | 1 J I 1 1 -05
20 40 60 80 100 120 '

Obr. 22 Zobrazeni vinkovych koeficignpo dekompozici do paté uravrnDlouha okeénka v 5. drovni
poskytuji nejlepsi frekveni rozliSeni. Uzka okénka v 1. Urovni maji nizle&Jfer@ni rozliseni,
ale dobré rozlisenfasové [47]

2.5.4 Diskrétni vinkové transformace

Pro ziskani diskrétni spektralni reprezentatiec(ete wavelet transform DWT) je nutné
dvojdimenzionalni spojitou transformaci vzorkovaf.tomuto &elu se pozZiva dyadické
(oktavove) vzorkovani,ipnémz uzlové hodnoty paramétjsou dany jako

a=2b=2'k=ak proj, k celéislo, j>1
pak

0 =%w(2i -2 kj , ™)
kdej urcuje mefitko, k polohu. Mefitko a je tedy vzorkovano v dyadické posloupnosti, zatimc
casova os® je dlena rovnonarné. Vzorky spektra nesou v takto stanovenych bodebh @3)
aplnou informaci o originalnim signalu, ktery texiyize byt dokonale rekonstruovan na zaklad
téchto diskrétnich koeficiefit spektra. Hustota vzorkovani spektralnich hodnéase se
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zmen$uje se vistajicim niftkem a. Diky ortonormalig® pak takto zvolena vinka umidje
neredundantni dekompozici signélu, tzv. analyzunelma rozliSenimi neboli vicelrdovou
analyzu (nultiresolution analysiss MRA; decomposition Tato analyza je vhodna pokud signal
obsahuje kratkoda@bvysoké frekvence a dlouhodolmizké frekvence. Vinkova funkcg ma
charakter pasmové propusti &wje detaily signalu. Vinka/ je odvozena od #iitkové funkce
¢ (scaling function)ktera se chova jako dolni propust, a pomoci niiskaza aproximace
signalu.

Podob jako u vinky musi r&itkova funkcegspliovat podminku fipustnosti

of(ﬂ(‘[)dt =1 (8)

DalSi krok g vyvoji dyadické diskrétni vinkové transformace WD) je vzorkovani
analyzovaného signalu kafreého trvani se vzorkovaci perioddukteré lze interpretovat jako
dusledek pouziti vzorkovanych vinek namisto spojitydérefinicni integral je tak ovSem
nahrazen sattlem. Obvykle se pak pracuje spramymi indexy j, k, nalezejicimi
k dyadickému schématu [39]

N

SDWT(j1k):

1

1 t i
sh(t)—.w[—. -2l kj , 9)
2"\
kdes, = s(nT) jsou vzorky signélu(l/ﬁ)w(t [20 =21 k) je bazova funkce diskrétni vinky, jez je
v m&fitku 2, N je paset vzorki signalu. Diskrétni spektrum méa celkérhodnot, ¢etre stedni
hodnoty signalu a get spektralnich koeficiefitna utité Grovni jeN/2*.
DuleZitou roli g'edstavuji tzv. nulové momenty. Vinkgt) mak nulovych momerit jestlize

Tw(t)t‘dt =0 (10)

proi =0, 1, ...,k— 1. Kazda fipustna vinka ma alespgeden nulovy moment. Ma-li vinka(t)
k nulovych momerit, pak vSechny polynomy az di@du k—1 Ize vyjadit jako linearni
kombinace posunuti &ftkovych funkci ¢t — k), kde k je celécislo. Znamena to, Zze pokud
podrobime analyze s mnoha rozliSenimi polynpft) fddu nejvySek — 1, vSechny vinkové

koeficienty c; , :<p,l//j,k> budou nulové pr¢ > 0. Pokud by se v signélu hladkého charakteru

n=0

vyskytla ,singularita“, odrazila by se tato sktrtest v analyze s vicenasobnym rozliSenim tim,
Ze pouze v mistprislusné této singuladitoy koeficienty g« proj > 0 byly nenulové.

S patem nulovych momeitje Uzce spjata tzv. hladkost vinky. Hladkost uddigio,
kolikrat muze byt funkce diferencovateln@im vetsi je poet nulovych momerit tim vetsi
hladkosti vinka disponuje.

% Ortonormalni baze — baze, jejiz kazdé dva vekigmy na sebe kolmé a kazdy vektor je jednotkovy.
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Obr. 23 Dyadické vzorkovani v prostorwiftko —cas [39]

2.5.5 Realizace vlkovych transformaci bankami filtni

Dyadické DWT a IDWT jsou casgji formulovany v podob rychlych algoritni,
realizovanych jistym typem bank filir Tato realizace umdéBje prakticky uziténou
interpretaci spektralnich hodnot jako hierarchickekompozice signalu a stasré umoziuje
také zavedendast&nych (neuplnych) transformaci. Z hledigkalicového zpracovani signélu je
mozné poateeni vinkovou funkci ¢ povaZzovat za dolnopropustny filtr s mezni frekvenc
v poloviré normalizovaného frekvéniho rozsahu, ktera je zavisla natitku mocninou dvou
[48]. S rostoucim wtitkem roste $ka pasma tohoto filtru. Dekompozici signélu lze pak
provadt dvojici zrcadlo¢ kvadraturnich filth (QMF), z nichZ jeden je typu dolni propust
(scalingfilter; otcovsky wavelgt druhy horni propusy (wavelet filte). Par kvadraturnich filir,
které maji komplementarni propustna pasma lze thaka ortonormalni jadro transformace.
Podle vychozi formulace vinky jsou aeny filtry h a g. Negastji je z metitkové funkce
godvozen nifitkovy filtr w, ktery mé charakter dolni propusti. Po normalizpottlenim
normou poskytne koeficienty dolnopropustniho filltuK nému se vypeita horni propusy
jako komplement (kvadraturni zrcadlovy filtr). Impni charakteristiku odpovidajici dolni
propusti Ize vytvét jako

9(n) =(~1)"hy(M, ~1-n) (11)
kde index nula znamen& nulova urbve M, je skuténa délka filtru na drovni nula. Filtry

s koné&nou impulsni charakteristikou (tfypu finite impulse response FIR) jsou pesr¢
definovanyN hodnotami této charakteristiky, které tiveowtasré vektor systémovych konstant

h = [hy], kde nTI(O,N - 2.

V praxi v8ak nikdy nelze dosahnout toho, abychoskali kvadraturni zrcadloveé filtry
idealniho piibéhu. Riznym vinkam odpovidaji rozdilné délky impulsnicherevh(n) a g(n).
Nekteré maji dokonce nekotr@ mnoho koeficient, jiné, nap. vinky Daubechies maji
koneny paiet prvki, coZz odpovida filim typu FIR. Impulsni odezvyehto filtra udavaji
frekvertni charakteristiky horni a dolni propusti. U vinegSSihofadu (vetSi délky impulsni
charakteristiky neboli&tSiho pd@tu koeficient filtru) dochazi k menSimu vzajemnémiekryti
spekter a tim i k menSimu aliasingu. Lze tedy pomreat, Ze s rostoucitadem vinky dochazi
ke zvySeni strmosti modulovych kmitovych charakteristik a tim i k lepSimu @tlehi pasem
dolni a horni propusti. Filtr doIni propustepese nizké frekvence a pétlaysoké frekvence
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(detaily, Sum), ale nezni paiet vzorki v signalu. Horni propust je filtr odstrajici z obrazu
sloZky nizkych prostorovych kmitti a pivodni stejnosmrnou slozku.

Dolni propust poskytuje vzorky ozfmvané jako aproxintmi koeficienty ¢A) a horni
propust detailni koeficientycD) na arovni nula. Ziskdme tak vSak dvojnasobn§epdat. To je
dvakrat vice nez ptgbujeme pro reprezentaci signalu. Vystupy obortiifjfou podvzorkovany
na polovinu vstupnich vzoik To Ize &init proto, Ze filtrovany signal obsahuje vZzdy patw
frekvertniho spektra originalu. P operaci podvzorkovani (decimace; ozeai ,|2) se
zachovaji pouze sudé vzorky a vypusti se lichéyDigcimaci je celkovy peet koeficientt po
jednom kroku filtrace rovengyodnimu pétu vzorki signaluN. Koeficienty aproximace lze
dale analyzovat shodnym rozkladem filtry a obditzét dalSi soubor koeficietaproximace
a detaiti vySSitadi. Na kazdé dalSi drovni je et vystupnich vzork polovicni ve srovnani
s predchozi Urovni. # kazdém dalSintadu této operace se zdvojnasobujgitko (pi prvnim
fadu mame ritko 2' pii n-témiadu 2). Tak Ize pokréovat az do vierpani vstupni sekvence.
V zadné filtr&ni Urovni se neztraci informace, je moZné zastagwilices dekompozice
v kterékoli vhodné urovni. V aplikacich ¢asté, Ze aproximaci nadité arovni neniiteba dale
analyzovat, nebo dokonce, Ze tato aproximace je¢ffén, co potebujeme jako vhodny popis
signalu. Vyhodou realizace DWT pomoci popsané bafilkya je, Ze umoiiuje neupinou
diskrétni vlkovou transformaci. Reprezentace sign&tery je popsan svym aproxitmam
vektorem a vektory detailu je ozilmvana jako hierarchicka dekompozice signalu. Nackon
pyramidového algoritmu ziskdme vinkovy rozkladowyos (wavelet decomposition tree
Postup filtrace pomoci tzv. pyramidové strukturgigzorgn na obr. 24.

Jednotlivé konvoluce s decimaci Ize formulovat @dsjicimi vzorci [48]:

cA,. (k)= i h(m- 2k)cA, (m)
(12)
cDyua(k) = 3 g(m=2k)o, ()

kde cAy, cD, jsou koeficienty aproximace resp. dataifetitka pI(0,P) aN je délka vstupni
sekvenceA,, cAy= f(n).

Pi vinkové svazkové transformacivévelet packet transformWPT), ktera je zobeénim
vinkové transformace, je do vysSiiddi rozkladana aproximace i detail.

Pokud analyzujeme signal sgem vzorki N, dostavame podle algoritmu popsaném WSe
koeficienti. ProtoZze nedochazi ke ztrdnformace, je popis neredundantni. ProtoZe je gopi
aplny lze stanovit i inverzni transformaci. Operapedvzorkovani se nahradi operaci
pievzorkovani (za kazdy vzorek se da ngilanterpolani hodnota mezi dima nasledujicimi
vzorky a umisti se meziagodni vzorky tak, aby se nachéazeli na lichych pichl a misto
puvodnich filtni se pouziji rekonstrui filtry.
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Obr. 24 Dyadicka DWT-dekompozice signalu [39]

2.5.6 Haarova transformace

Haarova transformace je nejjednodussi dyadickardtisk vnkova transformace zéidy
vinkovych transformaci. V roce 1909 nalezl A. Hamtonormalni systém a poprvé pouzil
zakladni myslenku vinkové teorie: popisovat prosthmkci pomoci celéiselnych translaci
a dyadickych dilataci jedné jediné funkce. Dyadickdilataci funkce se rozumi nasobeni
argumentu této funkce ¢jmkou mocninou ¢isla 2. Haarova transformace je podobnéa
Hadamardo¥ transformaci vtom, Ze ma pravouhlé (p@stech konstantni) bazové funkce.
Haarova vinka fedstavuje velmi jednoduchou vinku, ktera ale neum@ hladkou
rekonstrukci signalu. Byvéasto nazyvana Daubechigslu 1. Haarova vinka je nespoijita a jeji
prabéh piipomina skokovou funkci, dale je symetrickd, ma paktni nosi a je ortogonalni.

34



Bazové funkce vinky jsou [49]:

wj,k(t):%w(i—zj kj, (13)

2]
kde
1 0<t<1/2
w(t)=4-1 pro 1/2<t<1. (14)
0 jinak

Haarova transformace vyuziva nesymetrické Haaroatjom, jejiZz prvky jsou 1, —1 ndsobené
mocninami~/2 nebo 0. Jadro této transformace jedro 1, 2, 4, 8 [50]:

1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 -1 -1 -1 -1
J2 J2 -J2 -y2 0 0 o0 o
L0 0 0 o0 J2 V2 -2 -2
12 -2 0 0O 0 0 O 0 |
o 0 2 -2 0 0 O 0
0O 0 O 0 2 -2 0 0
|0 0 O o 0 0 2 -2]

Jednotlivéradky reprezentuji tzv. bazové funkce, rd se rozklada transformovany signal.
Prvni fddek matice definuje i®dni hodnotu signalu a ostatni bazové funkce ud&édjové
a caso¥ ruzr¢é rozsahlé atzné posunuté rozdily @meéra vzorki. Jsou to: ve druhérradku
rozdil mezi levou a pravou polovinou signalu, ketitm respétvrtém fadku rozdil mezi prvou
a druhouctvrtinou, resp. meziféti a ¢tvrtou ¢étvrtinou signalu atd. Poslednidi/2 radki
poskytuje rozdily mezi dima po sob jdoucimi vzorky ve v3eclN/2 mozZnych posunutych
pozicich. Vysledné hodnoty transformace (tzv. koefity transformace) tak mohou byt
interpretovany jakotaso¥ posunuté diference 8anym ¢asovym ngfitkem [39]. Haarovy
badzové funkce mohou byt také interpretovany jakabso ortonormalnich vinek siznym
casovym mndritkem (funkci, jejichz wizné formy ziskame roztazenim nebo &&tdm podle
casové osy)Vinkové koeficienty v matici jsou uspédany tak, Ze liché sloupce obsahuji
uspdadani vinkovych koeficienttak, Zze se chovaji jako vyhlazujici filtr, fadky obsahuji
uspdadani vinkovych koeficiefit s tiznym znaménkem, které slouzi k odkryti datovych
detaili.
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Obr. 25 Bazové funkce spojité Haarovy transformace [50]

Na obrazku 25 Ize vid skupinu Haarovych vinek, umidjici analyzu konéného Useku
signalu. Poslednich osiiadki reprezentuje vinky pra = 1 s¢asovym posunemn, ktery se
zvétSuje od 0 do 7 v krocich po 1, vy$&yii fadky jsou vinky praa = 2 ab = 0, 2, 4, 6, atd.
Prvni tadek sloZi k vyp&tu stedni hodnoty signélu jako prvniho spektralniho laentu, je
v jistém smyslu dojtkem maximalg dilatované vinky & = 8,b = 0 na druhéniadku [39].

Jednodimenzionalni Haarova transformace
Mgjme danou posloupnodis,}', ={s,s,....,s,}. Pak pi kaZzdé arovni rozkladu zadané

posloupnosti pomoci Haarovy funkce Ize zidkét koeficienti v obou ¥tvich dekompoziniho
rozkladu. Prvni $tev slouzi k detekci rychle pramnych sloZzek signélu atiglusné vinkové
koeficienty se ufuji ze vztahu:

m:%;ﬁﬂ,n:szuN. (15)
Rovnice - vinkova funkce odpovida vysokofrekseimu filtru (HP-filter) a Ize z ni vypéitat
vinkové koeficientyd, (rozdily). Detailni data jsouwtSinou mal&isla.

Druha \tev slouzi k detekci pomalu prémmych sloZzek signalu ariglusné koeficienty
(,scaling coefficient§ se ukuji pomoci vztahu:

%zi%?i,n:LZ_wN (16)

Rovnice - mngfitkova funkce odpovida nizkofrekuwarimu filtru (LP-filter) a Ize z ni vypéitat
koeficienty a, (praméry). Priméry davaji reprezentaci signalu s hrubSim rozliSenimozdily
informaci potebnou k vraceni hrubé reprezentacét am originalni signal. Pokud originalni
signal ma gjakou mistni souvislost n#&glad pokud prvky maji hodnoty hladce seniti
funkce, pak hrubé reprezentace budest§modobna originalnimu signalu a detail je velmiynal
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a tak mize byt vhod#a reprezentovan. Nejhrubsi hladina signalu obsajenjgeden prvek, ktery
je pamérem vSech prvik originalniho signalu, n&fklad nulova frekvence signalu.

Ziskané koeficienty, se stavaji vstupem do dalSiho kroku vinkové tramséce. V pipact,
ZzeN = 2 je tedy mozny rozklad db urovni [47]. Rvodni posloupnosil prvki je nahrazena
vypcocitanouradou koeficient v tomto pdadi: posledni vektos , nasledovatadou koeficient
jejichZ velikost vektoi je vzriistajici mocninou dvou 224, 22, ..., N/2).

Pro néaslednou rekonstrukci po dekompozici do prmdvre lze z tchto rovnic ziskat
puvodni signal pomoci vztdh

s, =&, +d,
S =8, —d,
rozliSeni  signal dekompozice  rozdily — detailni rekonstrukce

koeficien dn1 dn-2 di do

4 B 413 g:;‘))/’;:: B 413 /_ / / /
8-4)/2=2

(1-3)/2=-1 o Sl Sy e T S T

S 6+2=8  dy d; d, doty
6+2)/2=4 6-2=4 \ \ \ \
2 6 2 ( 2 -1
b 2] (6-2)r2=2 - 2+(-1)=1
2—(—1)=3 Sp — Sy — 5, .- —e Spp g, =t Sp
1 ] f22-] 442=6
4-2=2

po normalizaci {4 2 i __1}
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Obr. 26 Priklad dekompozice 1D signalu

2.5.7 Vicerozmérné signaly

Bézne se pouzivaji transformace sighgdnorozndrnych. Ri transformaci obrazku, ktery je
signalem dvourozernym, je nutné transformaciippisobit. Lze postupovat dma zmisoby.
Bud’ nadefinujeme dvourozfmou transformaci, nebo aplikujeme jednorémmou transformaci
nejprve naradky, resp. sloupce matice dvour@zného signalu a nasleéima sloupce, resp.
radky matice dvouroz#énného signalu.

Maticové vyjadeni gimé separabilni dvojroz¢mé diskrétni linearni transformace obrazu,
ktery je reprezentovan matici cely&iself a ma rozrry M x N je sowin matic [35]

F=PfQ, (17)
kdeP aQ rozmeru M x M, resp.N x N jsouradkove resp. sloupcové transfomamatice.
Pomoci sotti Ize vztah vyjadt jako

M-IN-1

F(uv)=>> Plu,m)f(mn)Q(nv), (18)

m=0n=0

kdeu=0,1,..M-1;v=0,1,..., N-1 jsou diskretizované prostorové frekvence.
Pro regularni (tj. maji nenulové determinanty) el aQ Ize zapsat inverzni transformaci

f=P'F Q™ (19)

Vynikajicim prostedkem pro zpracovani obfazse ukazuje byt skupina 2D vinkovych
transformaci. Zakladnimi vyhodami je jednak lokaliany charakter bazovych funkci, ktery
umoziuje Usporné vyjavani lokalnich vlastnosti obrazu, zejména hrarazbra déle s tim
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souvisejici schopnost simultanniho zpracovani teblraz. Kontury a hrany objektu v obraze
jsou velmi dilezité pro ¢lovéka z hlediska porozugni obsahu obrazu. Na zakéadontur
rozeznavame tvary a jednotlivé prvky obrazu, jejierva nebo textura je obvykle dritbda.
Tyto kontury a hrany jsou reprezentované v obrazecginamnou zrinou barvy nebo jasu
a tyto znény jsou dobe detekovatelné prawWT. WT dava vysoké hodnoty signalu v mistech
vyraznych hran a nulové hodnoty v plochach s kanstantenzitou nebo barvou. Zachovani jen
téchto vysokych hodnot odpovidajicich hranam v obeapelstrasni vSech ostatnich umidje
vyraznou redukci objemu dat ditom zachova zakladni strukturu obrazu, kterd kedidezita

Z hlediska porozusmi jeho obsahu.

Pokud méme vstupni obraz velikosti 8 x 8, kteryuygdit matici 8 x 8, kde kazdy prvek
matice pedstavuje hodnotu jednoho obrazového bodu (pixeli@to matice pedstavuje
zpracovavany obraz a na ni se aplikuje 1D DWT iiinegd v rdmci fadki a pak sloupi.
To znamend, Ze obraz je rozloZzen na posloupnossat® jdoucich fadki a pak sloupi
(standardni dekompozic§49]. Vysledkem jsou hodnoty vSech detailnich fimenti a jediny
koeficient celkového giméru. Pokud mame obraz o velikostivercové matice 2x 2 pixel
lze pouzit nestandardni dekompozicibrazu, coz je alternativa mezi operacemi iaeky
a sloupce. To znamena, Ze se vstupni signal neadj& padou filtri typu horni propust
k analyze vysSich frekvenci i@dou filtti typu dolni propust k analyze nizSich frekvenci.
Pt prvnim kroku jsou ziskany pmery a rozdily dvojic v kazdémadku obrazu. Pokud mame
2n hodnot ziskamen praiméri a n detaifi. Vysledkem DWT aplikované n&gdky je matice
8 x 8, avSak jeji leva polovinargrlstavuje aproximaci jwodniho“ obrazu a prava polovina
detailni informace (detail), coZ jsou odsttaé vyssi frekvence z jwodniho* obrazu. Potom
nasleduje podvzorkovani (downsampling). Podvzorkéwase odstranéast vzork v signalu.
Na tuto matici se dale aplikuje DWT po sloupcicfs@u ziskany vertikalni gméry a rozdily
pro kazdy sloupec. Lze tedy ziskatdetaili a m praiméra pro 2n hodnot v kazdém sloupci.
Separabilnim rozkladem obrazu pomoci DWT do jedriyné dostaneme vyslednou matici,
ktera v sob ukryva ctyti menSi stejd velké vyznamné oblasti, které se nazyvaji obrazy
horizontalnich (LH), vertikalnich (HL) a diagon&thi (HH) detailnich koeficiet které slouzi
k rekonstrukci obrazu a dale obraz obsahujiciapvoxima&ni koeficienty (LL), ktery je mozné
dale interaktivi rozkladat [51, 52]. Zkratka LH (LowHigh)estavuje DWT koeficienty detailu
ziskané g sloupcové DWT aplikované na DWT koeficienty agrace ziskanéipradkové
DWT. Prvni pismeno tedyiedstavuje DWT koeficienty iadkové aplikace DWT a druhé
piedstavuje DWT koeficienty u sloupcové aplikace DbB]. LL ozna&uje niZsi rozliSeni
.puvodniho* obrazu a HL, LH, HH detailni informacegké vypadaji jako vystupujici hrany
ze Sedého listu. Timto vykladem byl popsan jedapatdekompozice obrazu [44]. Pro Gplnou
dekompozici je tento proces postémnovu aplikovan na kazdativrtinu obsahujici pmmery
v obou smirech. Dyadickou dekompozici signélu Ize tedy vyitvo3n+ 1 podpasem
z originélniho obrazu, kdeje stup@& dekompozice (obr. 27).
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Obr. 27 Dyadicka dekompozice 2D signélu. Hi resp. Fedstavuje impulsni odezvu filtru typu horni
propust resp. dolni propust a blok s ozexaim 2 provadi podvzorkovarislem 2 [51, 52]

2.6 FRAKTALNI ANALYZA

Fraktalni analyzou se rozumi stanoveni fraktal@iustlorffovy) dimenze a fraktalni miry.

Za objevitele fraktalni geometrie a pojmu fraktél povazovan Benoit B. Mandelbrot.
Po objeveni fraktalni geometrie, bylo zi%b, Ze eukleidovskd geometrie je limitnifigadem
fraktalni geometrie a dimenze nemusi byt jendstina. Nazev fraktal je odvozen z latinského
piidavného jméndractus odvozeného od slovedesangere coz znamenazlomit'. Fraktal
je nekonené clenity utvar ktery je jistym zjgsobem pravym opakemeometricky hladkého
Gtvaru Geometricky hladkym uatvam (nag. use€ka, kruznice, krychle, ...) je moZndifadit
jisté celécislo, které se nazyva topologicka dimenze, naroadilfraktalnich atvar, které
mohou mit necelou dimenzi. Pod pojmem topologidkdedze si Ize fedstavit péet informaci
(nap. sodadnic) potebnych k jednozrimému uéeni stavu (nap polohy) rEjakého objektu.
Kiivky maji dimenzi rovnou jedna, nebetai popisovat vzdalenost odjakého pevného bodu.
To, Ze ma kivka dimenzi rovnou jedna, neznamena, Ze je zobeaze jednorozrrném
prostoru. Pro weni polohy bodu na ploSe jéeba dvou saiadnic, proto je dimenze plochy
rovna d¥ma. Krychle, koule, jehlan nebo celyZny prostor okolo nas ma dimenzi rovnéuy t
protoZe poloha bodu v nich je jednoZn& urcena temi parametry. Trochu specifickym
piipadem je bod, jenZ ma dimenzi rovnou nula, protod®hu v @m samém neni pieba
uréovat pomoci 8jakého parametru. Pro geometricky hladké utvaryi,pfe jejich parametry
mohou byt zadany v libovolné jednotce, aniz by s€raly jejich vlastnosti (délka, povrch,
objem). To znamena4, Ze nezalezi niitku, se kterym se na Gtvar divame.

Hodnota fraktalni dimenze udava, s jakou rychldétka ¢i odpovidajici vellina @i vétSim
poctu roznera) téchto Gtvah roste do nekorma. LiSi-li se fraktalni dimenze od dimenze
topologické malo, pak je dany objekt mdlenity. Bude-li fraktalni dimenze o hoélwétsi nez
dimenze topologickd, potom bude dany objekt vettenity. Fraktalni dimenze kvantifikuje
stupei zaplreni eukleidovského prostoru fraktalnim objektem.
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Mandelbrotova definice fraktalu znfraktal je mnozinaX, jejiz Hausdorffova dimenze
dim(X) je oste «tSi nez jeji topologicka dimenze tof)(

dim(X) > top(X). (20)

Tato definice ovSem neni zcela obecna, deiErahrnuje vSechny typy fraktalnich objekt
Obecna definice neni dosud kdispozici. Mandellwatodefinice vyhovuje zejména
tzv. ,sokEpodobnym* fraktalnim Utvéim. SolEpodobnost (matematicky se tato vlastnost
nazyvainvariance vici znene meritka) je hlavnim znakem fraktalnich GtwarSokkpodobny
objekt vypada stejf & se na B divame v jakémkoli z&tSeni (kterykoliv vysek je iigsnou
kopii pavodniho utvaru). Saipodobna mnoZzina vznika opakovanim sebe sama (t@otizu)
pii urcité transformaci (zena nefitka, rotace, posunuti, zkoseni). Matematicky jgpodobna
mnozina definovana takto: S&imdobna mnozinaX n-dimenzionalniho eukleidovského
prostoruk, je takova mnoZzina, pro niz existuje kén& mnoho kontrahujicich zobrazegqi, @,

... ¢gntakovych, ZzeX vznikne jako [54]:

X:OQR) (21)

Uméle konstruované deterministické fraktaly vykazujgdy presnou sofpodobnost.
V piirod¢ takova situace nenastava.éBujeme-li girodni objekt, nikdy nedostaneméepré
sokEpodobny Usek, tedy Zt8eny pohled celku jedristi nebude reprezentovat cely objekt, ale
bude mit stejny kvalitativni vzhled (napnraky, lesy, vodni hladin&lenitost dychacich cest,
povrch planety)Casti objektu nejsou identické, ale miiwd|isné (sobpiibuzné).

V prirock obecr plati princip Uuspornosti. Obrovska je maplocha plicci lidského mozku
pii relativné malém objemu.

Pouze mala skupina fraktéma pouze jednu ditou fraktalni dimenzi, ktera je neémna se
stuprem zmenSeni nebo &&eni. Tyto fraktaly jsoumonofraktalni V pfirodé se casto
setkavame s takovymi objekty, jejichz tvarovou elkeeristiku neni moznéi@sré popsat
pomoci jedné hodnoty fraktalni dimenze. Jsou slpZemnoha fraktdl s iznou fraktalni
dimenzi. Takové objekty se nazyvajultifraktalni. Multifraktalni charakter Ize zjistit sienim
fraktalni dimenze # rizném z¥tSeni struktury. Pokud je n&bena fizna hodnota dimenze
pii razné velikosti ndfitka je mozné fedpokladat, ze dany objekt je multifraktalem.
K charakteristice mnoziny multifrakialnagiklad mnozinaiznych pobeznichcar) nezjistime
vSechny jejich fraktalni dimenze, ale je dosiate vyhodnoceni jejich fraktalni dimenze
pii stejném mndfitku. Multifraktalni chovani firodnich struktur je moznéfigist vlivu dvou
a vice procesvedoucich k formovani dané struktury. Kazdy z cpsd mize ovlivnit tvarovou
charakteristiku struktury svym vilastnimigobem.

Fraktalni objekty |ze také rozit na povrchové a objemové. Povrchovy fraktal §eego
uvnité kompaktni, ale na povrchu fraktéltlenéné. Je vytveen jako reliéf z rovinného utvaru.
Objemovy fraktal je fikladem ¢lesa s porovitou strukturou. Charakteristickym rgse
objemového fraktalu, na rozdil od povrchového, geomliSitelny vnitni a vrgjSi povrch. Jde
vlastre o plochu fraktals ,deformovanou“ v prostoru. Je jasné, Ze oba tymkthh se
nevyskytuji v pirod¢ v deterministickych, pravidelnych podobach, ale podobach
neuspoadanych, chaotickychifPodnim povrchovym fraktalemiiie byt nap. fraktalre clenité
pohdi. Pfirodnim fraktadlem objemovym jsou objemy mnohychguitych latek nap agregaty
formované z koloidnickii hrubych disperzi [56].

Fraktalni dimenze umdiije popsat stugeslozitosti objektu podle toho, jak roste jeho @elk
obsakci objem v zavislosti na velikosti &fitka.
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Existuje rekolik forem této dimenze:
» solEpodobnostni dimenzeélf-similarity dimension
» Hausdorffova dimenzeHausdorff dimension
= miizkova dimenzeklox counting dimensign
Soképodobnostni dimenze Ize aplikovat na strukturyréisou pesré sokEpodobné. Lze ji
uréit analyticky pomoci vztahu:
D= logN 1
1
log=
S

kdeN je patet zmenSenych Gtvals je netritko zmenseni.

(22)

Hausdorffova mira iize byt definovana nasledayvfb5]:
Neclr M je metricky prostor. Prd>0,e>0aX [0 M polozime

Hg(x):inf{ipi\d:xmoui, |Ui‘S£}. (23)

Se sniZujicim se se mnozina moznych pokryti zuzuje, a proto semaf zvySuje. Ma tedy
smysl definovat
Hd(X)=Iin?)Hﬁ(X) (24)

kdeH¢ je Hausdorffoval-dimenzionalni mira.

Lze vidt, Ze Hausdorffova mirti® je definovana fes vSechna spafed pokrytiU, jejichz
pramér |U| je roven nejvySe. Ukazuje se, Ze prostsinu hodnod je Hausdorffova mira kii0
nebow . Je-li nap. d < D, kdeD je jista kriticka hodnota, pa® = . Je-lid >D, pakH® = 0.

Hausdorffova dimenze dird] je rovna kritické hodneétD, piesrEji feceno je infimem vSech
d > 0, pro kterdH® (X) = 0, resp. supremem v3edkr 0, pro kterdH® (X) = . Hausdorffova
dimenze je doie definovatelnym realnyngislem O0<dim(X) < « jakéhokoliv metrického
prostoruM.

Hausdorffova dimenze mnozing 1 M mazZe byt tedy definovana takto [58, 59]:

dim(X)=inf{d 20:H*(X)=0}=suf d 20: H(X) = o} (25)

Obr. 28 Riizné pokryti mnoziny pro zmensSujick $88]
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Definice Hausdorffovy dimenze je natolik obecna,séepodle ni daji gétat dimenze jen
u t&ch nejjednodussich fraktal NejrozstergjSi metoda vyp&tu fraktalni dimenze je metoda
box counting (metoda gdani ¢tveral). Na rozdil od dimenze s&bodobnostni, ktera je
definovana pouze pro ryze smodobné Uutvary, lze box counting dimenzi aplikovat
na libovolny utvar.

Vramci této metody se fraktalni objekt pokryje p@inou pravidelnou i, jejiz
elementarni bitky maji velikost hranys a zji¥uje se poet N(¢) buntk nutnych k pokryti
objektu. Pdet burgk N(¢) samozxejme zavisi nae. Postupse opakuje proizné velikostictverce
pokladané séta paita seN(e). Z praktického hlediska je vhodné volititku dvakrat hustsSi nez
v predchazejicim kroku. Tomuto @gobu pokryti odpovida mirl ¢ a dimenzed

N(e) o d<D
MI=D e =N “ ’ :
1=y =Nl {0 a<0

Z této symbolické definice Ize Wt Ze prac — 0 plati
N(g)=eP,
a dimenziD lIze proto nalézt jako sfmici logaritmické funkce zavislosti mnoZstvi kin
N k pokryti fraktalu y-osa) na velikosti patka e (x-0sa) tj.
InN(e)

D =-lim——=. (27)
e-0 Ing

Usek na osg je pak roven fraktalni rié. Box counting dimenze sekuly nazyva rizkova
dimenze, protoZze pro matematické zjednoduSenigs@uce obvykle satasti n¥izky.

V této disertani préci Ize k vyhodnocovani obfazbjekii pouZit pe@itacovy program
HarFA —Harmonic andFractal Image Analyserktery byl vyvinuty na Fakuwtchemické VUT
v Brn¢ [59]. Tento program je gen primarg ke studiu fraktalniho charakteriznych struktur
pomoci metody box counting s vyuZitim harmonickéviakové transformace. Program
umoziuje provadt také modifikace obrazovych datrepl jejich vlastnim zpracovanim.
Modifikace dat niZze spd@ivat nagiklad v provadni korekci obrazu (odstrani teplotniho
Sumu, nehomogenity o&teni), aplikovani derivénich, integranich, integrané derivanich
a hranovych filth na obrazové struktury a vyfteni barevnych separaci obrazu (RGB, HSB,
HLS). V této praci byla pouzita k vyhodnocovani &k fraktalni analyza zastoupena metodou
box counting a jeji modifikaci vyuZivajici vinkovawansformaci (wavelet metoda). Pomoci
metody box counting lze zkoumat fraktalni strukiukteré vznikly procesem nazvanym
prahovani thresholding. Thresholding transformuje barevné objekty obramucernobilé.

V takto upraveném obrazu Ize jizZ mnohem sggagmovadit méieni velikosti, plochy, orientace,
obvodu nebo pfiu danych objekt, protoZe jsou fesré definovany jejich hranice. Pomoci
maskovacich kriterii, které mohou bytminy, je mozné ziskat mnoho fraktalnich struktur
z pavodniho obrazku (n&pzménénim minimalni hodnoty odstinu, kterd ma byt pramavgko
¢erna a vSechny ostatni pixely se stanou bilé). j€den obrazek lze ziskatizné fraktalni
dimenze a fraktalni miry [60].

Pokud je hodnocen fraktél, u kterého neni znameraktast barevného spektra ma byt
hodnocena, je mozné pouzit v programu HarFA nédbBtagjtal Analysis- Range[61]. Fraktalni
dimenze je automaticky stanovena pro vSechny moe¥téiené fraktaly vybraného kanalu
barevné informace (Red, Green, Blue, Hue, Saturafsightness, Intensity). Vysledkem je
fraktalni spektrum, kde je fraktalni dimenze funkoéskovaci hodnoty barevné informace
(napiklad fraktalni dimenze je funkci maskovaci hodnottenzity — odstifh Sedé). Ziskame
fraktalni dimenze obrazu v celé oblasti maskovapimiminek.

(26)
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Box counting metodou v programu HarFA mohou bykany fraktalni dimenzég, Dy,
Dew, Desws Dwew Dg a Dw charakterizuji fraktalni vlastnostierné a bilé plochy a jsou
smysluplné pouze pro eukleidovské objekigré, kruh,ctverec). Pro vypeet dimenziDggw
a Dwew Ize pouZit socet éernych Neew= Ng + Ngw (resp. b|,|)7Ch Nwew = Nw +NBW)
a cernobilych ¢tveral. NejwtSi vyznam ma fraktalni dimenzBgy, ktera charakterizuje
vlastnosti rozhrani a jeji ziny

NBW (E) = KBW'g_DBW
odkud
InNg, (1/€)=InKyg, +Dg, In(l/ &), (28)

kde Kgw je fraktalni mira rozhrani Bgw je fraktalni dimenze. Takto ziskana fraktalni dixe
se v programu HarFA tuwje pomoci linearni regresni analyzy [61].
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Obr. 29 Urceni fraktalni dimenze — metoda box counting. Vigtzd také viek porovnani stanoveni
fraktalni dimenze s wavelet metodou

Na obrazku 29 Ize vid zietelnou chybu pro malé velikosttverai sit, ktera vyplyva
z interpolace hodnot a také chybu pro velké hodmwetikosti ¢tverai vyplyvajici ze saturace
poctu pixek.

Z analyzy vyplyva, Ze hodnoty fraktélni dimenzeadmvych struktur mohou nabyvat hodnot
D 0(0,2), hodnota D— 0 bude zji&na tehdy, kdyZ analyzovana strukturaifjen malowast

obrazu, hodnota B~ 2 nastane, kdyZ analyzovand struktura fyj@ obraz térx cely.
Obdobr i fraktalni mira nize nabyvat hodnoK 0(0,K, ), kde Kma je paset pixeli

obrazu. Z této veliny lze ukit procentudlni kryti obrazu fraktalni strukturoteinou, bilou
barvou nebo rozhranim). Pro rozhrani s fraktalnmiediziDgw = 2 (nag. Peanova #vka), bude
fraktalni mira rovna celkovému ol pixeli obrazu respektiv&gw/Kmax = 1 tj. 100% pokryti.
Fraktalni mira tedy duje jak mnoho je obraz pokryt fraktalni strukturou.

2.6.1 Fraktélni analyza s vyuZzitim vinkové transformace

Z popisu box counting metody vyplyva, Ze je variadiegralni metody. S vyuzitim této
znalosti Ize nalézt vhodnou integralni transformaterou lze pouzit k ziskani fraktalnich
parametit (fraktalni dimenze a miry) obrazovych struktdr metod box counting. Pomoci
integralni transformace Ize zjednodusit algoritrpus ziskani fraktalnich parameéta rozsiit
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oblast mozné interpretace vyslédkMetoda niZze byt pouZzita pro stanoveni fraktalnich
parametit barevnych obrazk(nag. SedoSkalovych nebo plnobarevnych), pouratobjeni 3D
struktur. Pouzitim velmi jednoduché vinkové tramsface — Haarovy transformace lze ziskat
identické vysledky hodnot fraktalnich paraniepro naprahovany obrazek jako u klasické
metody box counting.f@dnosti vypétu fraktalnich parameirpomoci Haarovy transformace je
vzajemna nezavislost dat, ze kterych jsou frakigdmametry ufeny.

Haarova transformace transformuje realny olbfieizn) na diskrétni spektrumi@dstavovane
realnou funkciF(k, ) podle vztahu (4), kdby k ahy jsou koeficienty Haarovy matiddy které
jsou uvedeny v kap. 2.5.6. Haarova matice "j@ithenzionalni matice. Metoda tedy vyzaduije
¢tvercovou matici dat danou mocningigla 2 [62]. Hlavni nevyhoda této metodyize spdivat
v menSi skupi@é dat pouzitych pro regresni analyzu nez u box é¢ognnhetody. B stanoveni
fraktalni dimenze a miry pro obrazek o velikost240x 1024 pixel Ize ziskat pouze 10
nezavislych hodnot. AvSak tato nevyhod#@zm byt znénéna na vyhodu, nelsose odstrani
nadbyténé pouziti chyb& stanovenych hodnot pixel coz minimalizuje chybu stanoveni.
Haarova transformace tedy zefekiiye paitani¢tverai pokladané sétrazné velikosti pi box
counting metod za fedpokladu, Ze je analyzova#i@ercova oblast.

Na obrazku 30 lze vid apiny rozklad obrazu o velikosti 1024 x 1024 painblaarovy
matice o stejné velikosti. Vpravo lze wdvyrezy levého horniho rohu z matic (2 x 2, 4 x 4,
8 x 8, atd.), kterépdstavuji nizsi rozliSenigwodniho obrazu. Informaci o mnozsternych
pixeli v kazdéctvrting obrazu niZze byt ziskana m(- 1) inverznich matic (maji vzdy polawii
velikost pedeslé) obdrzené pomoci inverzni Haarovy transfoeméeteré byly pedtim
filtrovany pomoci filtru typu dolni propust o vetikti (h—1) x fi—1), h—2) x h—2), ...
pixeli. Odstiny Sedé pak reprezentuji mnozs&gvhobilych pixel v danéctvrting.

Tento algoritmus vSak #ie byt nahrazen jednoduchyritdnim étveric sousednich pixé)
které maji hodnotu 0c¢érné pixely) a 1 (bilé pixely) v originalnim napoaaném obrazku.
Po prvni kroku obdrzime obrazek o velikosfi'& 2" pixeli s hodnotami od 0 do 4,
po druhém kroku bude mit obrazek veliko5t2 2*?pixeli s hodnotami od 0 do 16, atd.deo
¢ernych¢tverai v obrazku je pak dan hodnotou 0g¢pbbilychétveral hodnotou maximalni 1,
4, 16, ... a ptet cernobilych¢tveral je dan zbyvajicimi hodnotami, kterym lz&fpdit stejna
hodnota pomoci prahovani.

64 = 64 32x32 16 %16

64 % 64 3232 16 < 16

Obr. 30 Stanoveni fraktéalni dimenze a fraktalni miry pdoziinkoveé transformace
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Plocha vyplgna vySetovanymi pixely niize byt vyjadena jako
S(n) = &2”) =K [h° (29)
n
a délkacar v obrazku jako

L(n) =¥ =K h°*, (30)

kden je mefitko (n = 1k) ac je velikostétverce.
Ziskané hodnoty fraktalnich miissw Kwew Ksw mohou byt pouzity pro stanovetérné —
S resp. bilé plochy Sy naprahovaného obrazku

SB:

KBBW - KBW

.Sy = Kuwew ~ Kew (31)

Kesw + Kwew ~ Kaw Kesw + Kwew ~ Kaw
a pro stanoveni délky hramii ¢ary objektul v naprahovaném obrazku
KBW

L= . (32)
KBBW + KWBW - KBW

Vysledky jsou ziskany v relativnich jednotkach (s&gobenim 100 pak v procentech).
Vynasobenim velikosti obrazki .y Ize ziskat vysledky v pixelech.

V piipact analyzy Sedoskalového obrazku lzegpokladat, Ze odstin reprezentigz 3D
objektu (obr. 31). V tomtoifpadt maji konkrétni pixely hodnotu od @grné pixely) do 255
(bilé pixely). Sitanim hodnotctveric pixeli v obrazku pak dostaneme obrazek o velikosti
2"1x 21 pixeld s hodnotami pixél od 0 do 1020. Po druhé iteraci pak dostaneme ekraz
o velikosti 272 x 2™2 pixeli s hodnotami pixél od 0 do 4080 atd. Ret Gernych &tverai
v obrazku je pak dan hodnotou 0,¢pb bilych ¢tverai hodnotou maximalni 1020, 4080, ...
2552°"a paset cernobilychitveral je dan zbyvajicimi hodnotami [62].

Obr. 31 Stanoveni fraktalnich paramétBD objektu pouZzitim wavelet metody

Objem vyplrgny zkoumanymi pixely rize byt vyjaden jako

v(n) :% - K 0, (33)

Nasledujicimi vztahy Ize stanovit oblast p&fd)(a nad Yw) povrchem 3D objektu:

V, = Keew ~ Kew V,, = Kwew ~ Kew (34)
Keaw t Kwew ~ Kaw Kesw t Kwew ~ Kaw

45



a velikost plochys

KBW (35)
KBBW + KBBW - KBW

v relativnich jednotkachi v procentech. Objemy ve voxelech Ize ziskat vgbasim vysledk
maximalnim objemem. Ten zavisi na velikosti obraakoa jeho barevné hloubce (hapro 8
bitovou hloubku to znamené vynasobegisiem Z— 1 = 255).

Podobné hodnoty fraktélnich dimenzi Ize také zig@moci dalSich typ integralnich
transformaci. V fipact nag. Fourierovy transformace, na rozdil od Haarovyhgfarmace,
nelze pouzit zjednoduSeny postugiténi ¢tveral, ale je feba provést imou i zgtnou
transformaci, protozZe iptéto transformaci ma na vysledné hodnoty vlivzdalené okoli

odpovidajiciho bodu (obr. 32). Vaha vzd&jéich bodi se Umdrné snizuje az knule se
vzrastajici vzdalenosti [64].

Haarova
transformace

| Fourierova
transformace

A

Obr. 32 &itani pixeli u Haarovy transformace a vliv okolnich ligai Fourierowe transformaci
, = Vliv vlastnich bod.

Fraktalni parametry lze vyuzit k hodnoceni ugpanosti obrazku, ale také map
ke zji¥ovani pdtu ¢i polomeru definovanych objektbez toho aniz by je bylo nutno fitat.
Mnozstvi definovanych objekt (nag. burek) x a jejich polongr r lze stanovit

za fredpokladu, Ze obrazy objékisou kruhového tvaru podobné velikosti a jsou iBitelné
na pozadi podle vztéh

X = Ngw ’ r:\/(NB-I-NBW)gZ
TK

: (36)

kde Ng je paet ¢ernych aNgw patet cernobilychctveral o velikostie x ¢ pixeli. Vysledny
pocet definovanych objeltx je dan maximalni hodnotoxiz hodnot vypgitanych pro i#izné

velikosti sit (obr. 33). Maximalni hodnota je zvolena, proto@kfalni struktura je nejvhodji
ohrantena i dané velikosti s&[64].
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Obr. 33 Stanoveni polognu burek r a jejich mnoZstvi x

Pomoci fraktalni analyzy lze také charakterizovdthylky tvaru objektu od idealniho
kruhového tvaru. Vyuziva seifpm sledovani pogru r /ro kder je poloner objektu zjistny

z obvodu a poloner objektu zjisény z plochy.
Pro obvod a obsah sledovaného obrazu objektu plati

Ng, L&

L=Ny, E=r = o (37)

S=Nggy EF* =1 = NB%DEZ (38)
Shrunutim rovnic (37) a (38) Ize ziskat pam /r

fo Mo (39)

rs 2,7mNg + Ny,

Tento pondr je zavisly na velikosti gfitka pouZzité s& Je Zejmé, Ze u idealniho kruhu bude
pom¥r r /ro roven jedné, nelopolontry budou stejne. Veskeré odchylky od této hodnoty
vykazuji informaci o strukfte analyzovanych obrazbjekti. U realnych objekt nag. burtk
kvasinek bude tento pamveétsi nez 1, neltbpoloner zjisteny z obvodu budedtSi (obvod bude
vzdy WtSi nez idedlni). Obvod seéni (roste) vice nez obsah, coz vypovida o chanakter
fraktalni struktury, kterd je zkoumana. Bylo takékazano, Ze metodou fraktalni analyzy Ize
charakterizovat zemy excentricity (ovality) v pibéhu ristu a dleni burgk [65].
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3. CiL PRACE A DiL Ci VYSLEDKY

V ramci disertani prace Studium vlastnosti biologického materialu pomociosh@brazové
analyzy je pozornost zakiena na sledovani upl&m metod obrazové analyzyjgvazr
fraktalni analyzy, p studiu iznych druli kvasinek. Sotasti prace je stanoveni o burek
kvasinek a sledovaniistu i ctleni kvasinek pomoci fraktalnich parantetr fraktalni miryD
a fraktalni dimenz&. Pozornost je také zatiena nejen na vyuziti stavajicich metod obrazové
analyzy, ale také na jejich renovaci (viz kap.2.6

Pro rychlé stanoveni ptu buréek kvasinek se ukazala byt vhodna metoda spojeni
fluorescerni mikroskopie s obrazovou analyzou. Pro rozliSanivych a Zivych bugk bylo
prozatim pouzito fluorescéni barvivo akridinova oranz, fluorescein diacetatyE/DEAD
Yeast Viability Kit. Ri poc¢itani Zivych a mrtvych buk raznych druli kvasinek pomoci
fraktalni analyzy pi daném experimentalnim us@aani (viz obr. 34) bylo zji&o, Ze
primérné chyba stanoveni ol bureék je do 10 %. Tato chyba je &gobena nestejnou velikosti
burgk a tvaru, rozdily v barevnosti jednotlivych klkna kvalitou zaznamenaného obrazku.
Stejre jako @i primém stanoveni @tu burek byly pwici buiky patitany jako jedna hika,
nesla-li dcéinna buka dalSi pupen, ale j&€Sse neoddila od buiky matéske, byly pdéitany
jako dw. Zjistené polongry obrazi burgk kvasinek za fedpokladu, Ze maji kulaty rozmove
spadaji do hodnot uvédych v literatiie, gipadré jsou o Rco WtSi. Ri obrazové analyze je
prevazre vyuzivan program HarFA, ktery byl vyvinut na Fakuwthemické VUT v Bra [59].

Obr. 34 Fotografie nerici aparatury

Pfi sledovani distu a rozmnoZovani bylo zj&to, Ze po objeveni pupenu dochazi
ke kontinualnimwi skokovému vaistu fraktalni dimenze,fi@emz mezi jednotlivymi skoky se
nachazi faze relaxace, kdy se fraktalni dimeridl& meneni (obr. 35). Bhem faze relaxace si
buika dophuje latkovou a energetickou rezervu pro da¢mni a miZze z\&tSovat své roziry.
Tato faze vSak neni pozorovana vzdy nebeni nezbytna. Strmost ¥atu fraktalni dimenze je
také dana piem sodasré se vyvijejicich pupaen na matéské buice. Fraktalni dimenze
dceainné buiky prudce poklesneip odckleni od mateské buiky. Trend vzéistu fraktalni
dimenze p dalSim dleni dcéinné buiky je ot obdobny jako u mateké buiky (obr. 37).
Pri objeveni pupenu dochazi také kedstu fraktalni miry (p&et poliek o stejné intenzij.
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Obr. 37 Zavislost fraktalni dimenzegly kvasinky Kloeckera apiculata @ase. Z¢tSeni 2400x.
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Obr. 38 Zavislost fraktalni miry Ky kvasinky Kloeckera apiculata rase. ZvtSeni 2400x.

Dale bude pozornost sffovana ke zjini dalSich parametra jejich zngn béhem #stu
a ctleni buiky. K ttmto parametrm pati nag. zjistovani objemu a povrchu objékk cemuz
bude vyuZzita 3D fraktélni analyza s vinkovou transfaci v programu HarFA.
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