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Abstrakt

Tato prace se zabyva metodami akvizice, zpracovani a analyzy obrazu z optického mikroskopu a
jejich moznym vyuzitim. Kromé teoretického rozboru problému je zde navrzen algoritmus, ktery
realizuje segmentaci obrazu, detekci a pocitani objekt a rozméfovani objekta a struktur. Podle

algoritmu je v prostfedi LabVIEW vytvoren funk¢ni software.

Klicova slova

Analyza mikroskopického obrazu, LabVIEW, Struktury v mikroskopickém obraze, Operace

s obrazem

Abstract

This work deals with the methods of acquisition, image processing and analysis of optical
microscope and their potential use. Besides theoretical analysis of the problem is also designed an
algorithm that implements image segmentation, detection and counting of objects and dimensioning

of objects and structures. According to the algorithm is developed in LabVIEW functional software.
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1. Uvod

Nastupem techniky a novych metod se do poptedi zajmu biologi, chemikli a dalSich
védeckych pracovnikli dostala mikroskopie a metody jejiho vyuziti v praxi. Jedna se totiz o
zpusob, jak 1ze zkoumané problémy lépe, poznat, analyzovat a vymyslet jejich feSeni. Moznosti
vyuziti se jeSt¢ nadale prohloubily objevem elektronového mikroskopu, nebo pfipojenim
kamery na optickou soustavu a tudiz moznosti pfenést obraz zkoumaného objektu na televizni
obrazovku, dataprojektor, ¢i monitor pocitace.

Cilem této prace je navrh hardwarového a softwarového feSeni akvizice, zpracovani a
analyzy mikroskopického obrazu sbunéénymi strukturami a jeho nasledna tprava a prace
s objekty a strukturami v tomto obraze, napfiklad zména jasu obrazu, korekce $patné expozice,
nebo rozméfovani jednotlivych struktur ve zkoumaném obraze. Tyto metody by mély
napomoci ke snadnéjSimu zkoumani obrazu a piesnéjsi analyze struktur v tomto obraze
obsazenych.

Tato prace se skladd z 8 hlavnich kapitol, z nichz nékteré jsou rozdéleny do podrobnéjsich

podkapitol.



2. Opticky mikroskop

Mikroskop je opticky pfistroj pro zobrazeni malého sledovaného objektu ve vétSim
zobrazeni. NejtypictéjSim typem mikroskopu je mikroskop opticky, ktery k zobrazeni vyuziva
svételnych paprskti viditelného spektra. Jinym typem mikroskopu je napi. mikroskop

elektronovy [1].
2.1. Historie optickych mikroskopi

Prvni pfistroje, jez lze povazovat za pouzitelné mikroskopy, vyrobili Hans a Zaccharias
Janssenové z Middleburgu v Holandsku v letech 1590-1610. Na ptelomu 17. a 18. stoleti
brousil Antoni van Leeuwehoek coCky vynikajici kvality, diky nimz bylo mozné sestrojit
mikroskop, ktery zvétSoval az 270 krat. Roku 1874 zahajuje v Jené firma Calr Zeiss vyrobu
mikroskopt. C. Richter pfichdzi roku 1911 s fluorescenénim mikroskopem s UV excitaci. Roku
1932 dochézi F.Zernickem k objevu fazového rozhrani, za tento objev byl F.Zernick v roce
1953 ocenén Nobelovou cenou. Objevem, ktery dale velkou mérou pomohl k rozvoji
mikroskopt, byl objev diferencialniho interferen¢niho kontrastu, jez ucinil roku 1955 polsky
fyzik George Nomarski. Dal§im meznikem ve vyvoji optického mikroskopu byl rok 1968, ve
kterém byl predstaven rastrovaci tandemovy konfokéalni mikroskop, tento byl roku 1978

vylepsen v laserovy konfokalni rastrovaci mikroskop [1].
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Obrazek 1- Schéma prichodu paprskii optickym mikroskopem



2.2. Stavba optického mikroskopu

Zakladem mikroskopu jsou Cocky, které tvoii objektiv a okular. Objektivy 1 okulary jsou
povétsinou vymeénné. Jednoduchy mikroskop je sloZzen ze dvou spojitych soustav cocek, které
maji spolecnou optickou osu. Objektiv md velmi malou ohniskovou vzdélenost (fadoveé v
milimetrech). Pozorovany objekt umistujeme blizko k pfedmétovému ohnisku, ¢imz vznika
skute¢ny, zvétSeny a pievraceny obraz. Tento obraz vznikd mezi okularem a jeho predmétovym
ohniskem. Vznikly obraz pozorujeme okularem, podobné jako lupou, ¢imz ziskdme dalsi
zvétseni. Ohniskova vzdalenost okularu se pohybuje v fadech centimetri. Obrazové ohnisko
objektivu a pfedmétové ohnisko okularu nesplyvaji, ale jsou od sebe vzdaleny o hodnotu

optického intervalu, jehoZ hodnota se pohybuje mezi 15 a 20 cm(viz. Obrazek 1) [1.]
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Obrazek 2. — Stavba optického mikroskopu

2.3. Vznik obrazu v mikroskopu
Mikroskop se skladd z mechanické casti (podstavec, stojan a stolek s kiizovym

posunem), osvétlovaci ¢asti (zdroj svétla, kondenzor, clona) a optické ¢asti (objektivy a okulary).
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Objektiv je soustava Cocek s velmi kratkou ohniskovou vzdalenosti, kterd vytvaii skuteny
pievraceny obraz objektu, jez se promitd mezi ohnisko okularu a okular. Okularem tento obraz

pozorujeme jako pod lupou a vidime zdanlivy zvétSeny obraz.[1].



3. Predzpracovani obrazu

Ptedzpracovani obrazu je zcela nezbytnou operaci, kterou je nutno provést u vsech
zpracovavanych obrazii. Je to dano tim, ze téméi nikdy se ndm nepodaii potidit kvalitni obraz
bez Sumu, bez jakéhokoliv ruSeni, za optimdlnich svételnych podminek a dalSich moznych
vlivi. V ramci tohoto predzpracovani se realizuji takové operace, jako ej uprava jasu a
kontrastu., uprava histogramu, primeérovani nékolika za sebou jdoucich snimka za ucelem
potla¢eni Sumu, ruzné druhy filtraci pro zaostfeni obrazu, pro odstranéni rusSeni, operace
zmenseni, zvétSeni, otoCeni a posunu. Souhrnné Ize fict, ze predzpracovani obrazu je tvofeno
souborem zékladnich postupt, které je nezbytné provést, abychom mohli vyhodnocovat
informaci, obsazenou v obraze, ktera ma pro dany ucel vyznam. Na digitalni obraz lze
aplikovat 3 druhy operaci. Jsou to bodové operace, lokalni operace a globalni operace (viz.
Obrazek 2). Vstupni obraz je oznacen a[m,n]. Vystupni obraz pak b[m,n].

e Bodové operace — vystupni hodnota pixelu s definovanymi soufadnicemi je zavisla pouze na
hodnoté vystupniho pixelu v téZe poloze, ale ve vstupnim obraze

e [okéalni operace — na rozdil od bodové operace je zde vystupni hodnota pixelu
s definovanymi soufadnicemi zavisla ne pouze na hodnoté vstupniho pixelu v téze poloze, ale
na hodnotéch pixelt z definovaného okoli vstupniho pixelu ve vstupnim obraze

e Globalni operace — na rozdil od lokalni operace je zde vystupni hodnota pixelu

s definovanymi soufadnicemi zavisla na vSech hodnotach pixeld ve vstupnim obraze [2].

a b a b
| T ® | |
bodové operace lokalni operace
a b
B ® = [m=my, n=n,]

globalni operace

Obrazek 3.- Operace pouZivané u predzpracovani obrazu

3.1. Obraz

Mame-li pracovat s obrazem, je tieba si nejprve definovat, co rozumime pod pojmem

obraz. Podle fyzikalni definice obrazu je obrazem kazda vizualni scéna.

Vizuélni obraz je psychosenzoricky vjem. Samotny obraz je tvofen na sitnici zobrazenim,

tvofenym zrakovym organem (oko), senzory a signalem, ktery nese informaci o zobrazované
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scéné. Signal, nesouci obraz je ve formé elektromagnetického zateni ve viditelné ¢asti spektra,
na které jsou citlivé zrakové detektory. Signal je t€émito detektory transformovan na evokované
potencialy, které se Sifi po zrakovém nervu do mozku. Elektricky signal je mozkem

vyhodnocovan a ukladan do paméti.

Digitalni obraz pfi praci v pocitaci je reprezentovan obrazovou funkci f(x,y). Ta je nasledné
predstavovana matici hodnot. Obrazové elementy (pixely) jsou potom prvky této matice,
jejichz hodnota je tmérnd mnozstvi svételné energie. Pro jednodussi predstavu se v praxi uziva

pojem bod, ackoliv se jedna o pixel kone¢nych rozméri [4.].

3.2. Lokalni operace

Velmi dillezitou a nej€astéji pouzivanou operaci v ¢islicovém zpracovani obrazu je operace
lokalni. Z tohoto divodu je tieba si piesné vysvétlit, jak je obraz vzorkovan, tj. z hlediska
pouzitého rastru, ktery maze byt napi. hexagonalni nebo pravouhly (viz.Obrazek 3.), z hlediska
vazeb, které mohou byt v zavislosti na pouzitych rastrech v okoli, ¢i sousedstvi, pouzity.
Uvedené ptiklady lze pouzit napt. pii konvecni, medianové filtraci, nebo ptfi morfologickych
operacich. Idedlni rastr se jevi hexagondlni, jak hlediska vyuziti prostoru, tak z hlediska stejné
vzdalenosti bodu od kazdého sousediciho. Metody zpracovani téchto struktur jsou vSak obtizné

a pfinasi mnoho uskali [2].

Obrazek 4.- Rastry pouzivané pii bodovych operacich

3.3. Aritmetrické operace

Jednou z nejvétsich vyhod, oproti konvenéni fotografii, je moznost uziti aritmetickych
operaci pro pocitatoveé zpracovani obrazu. Aritmetrické operace jsou navic vychozim bodem
pro aplikaci dalSich uziteénych a pokrocilych metod pocitacového zpracovani obrazu. Mezi
zékladni aritmetické operace patfi s¢itani obrazl, od¢itani obrazli, ndsobeni obrazi a déleni
obrazd.

e scitani obrazt (4.1) — nejpouzivanéjsi z vyctu aritmetickych operaci. Uvazujeme-li obraz

jako matici dat, je s¢itani dvou obrazl definovano tak, ze prvek jednoho obrazu (matice) se

s¢ita s polohové odpovidajicim prvkem druhého obrazu (matice). Vysledkem této operace je
6



pak tfeti obraz (matice), ktery je souctem piedchozich dvou. Tuto metodu realizujeme za
piedpokladu, Ze jsou oba obrazy polohové souhlaseny, tzv. registrovany. Pokud k ptivodnimu
obrazu pfi¢itame pouze konstantu, situace je obdobnd a vysledny obraz (matice) je pak
vytvofen pfi¢tenim konstanty ke kazdému bodu matice. Ve vysledku pak pficteni konstanta
odpovidé zvySeni hodnoty jasu.

e odcitani obrazi (4.2) - chceme-li naopak jas nizit, pouzijeme od¢itani obrazu, piesnéji pak
odecteni konstanty od piivodniho obrazu (matice). Tato operace je v praxi velice dilezita pro
pouziti u DSA (Digitalni substrak¢ni angiografie), u niz od¢itdme obrazy s pouzitou kontrastni
latkou od tzv. pozadi, které bylo potfizeno bez kontrastni latky. Obdobn¢ jako u scitani tedy
odc¢itdme prvek jednoho obrazu (matice) od prvku druhého obrazu (matice). Vysledny obraz je
tedy rozdilem ptedchozich dvou.

e nasobeni obrazli (4.3) — Nasobime-li ptivodni obraz (matici) konstantou, ménime kontrast
obrazu. Specialnim pfipadem je ndsobeni obrazu sebou samym, tedy nasobeni prvku jedné
matice a polohové odpovidajiciho prvku druhé matice. Tento postup nadm pomiize ke
zvyraznéni pozadovaného rozsahu Urovni intenzit.

e déleni obrazi (4.4) — déleni obrazii mezi sebou je pomérné neobvykla operace, ne uz vsak
déleni obrazu konstantou, coz je podstatou jednak ovliviiovani kontrastu obrazu, ale 1 pfi tzv.

normovani dynamického rozsahu.

Uvazujeme-li vystupni obrazovou funkci g(x,y) a vstupni obrazové funkce fi(X,y) a fo(x,y), pak

muzeme predeslé aritmetické operace vyjadrit pomoci nasledujicich vztaht [2].:

g(x.y) = fi(xy) + fa(x,y) (4.1)
g(xy) = fi(xy) - f2(xy) (4.2)
g(xy) = fu(xy) * f2(x.y) (4.3)
g(x.y) = fi(xy) / fa(x.y) (4.4)

3.4. Pfevodni charakteristika obrazu

Timto terminem oznacujeme zavislost obrazového bodu vystupniho obrazu na hodnoté
obrazového bodu vstupniho obrazu. Jedna se tedy o zavislost, které je pfimo ovlivnéna operaci,
aplikovanou na vstupni obraz. Pokud bychom napf. méli vystupni obraz tvofeny vstupnim
obrazem, tedy pfi nasobeni vstupniho obrazu konstantou ,,1“, pak ptevodni charakteristikou je
ptimka, prochazejici pocatkem a se smérnici 1 (y = X) (viz. Obrazek 5(1)). Vyjadiime-li si

zakladni rovnici ptimky ve tvaru y = kx + @, je na prvni pohled zfejmé, ze k =1 a q = 0.
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Realizujeme vSak sc¢itani obrazli, uskuteénénou zménou konstanty a tedy zmeénou jasu, budeme
ménit hodnotu q (viz. Obrazek 5(2)). Druhou, velmi dulezitou operaci, je zména kontrastu
obrazu. Pfi zpracovani obrazu je kontrast vyjadifenim vztahi mezi dvéma urovnémi obrazovych
bodd, ¢i jejich piirtstky. Zadkladnim vztahem pro definici tzv. relativniho kontrastu, je vyjadien
jako K = (Lymax = Lmin ! Lmax + Lmin)*100 [%]. Jmenovatel v tomto vztahu zavadi tzv.
normovani, coz zajistuje obdrZzeni stejnych hodnot relativniho kontrastu pro rtizné dvojice
hodnot L,,qx @ Lyin. V pievodni charakteristice se zména Kkontrastu projevi jako zména K.
Puvodni, sedotonovy, obraz ma k = 1. Zvyseni kontrastu obrazu bude tedy odpovidat nartstu k
(k > 1), snizeni kontrastu naopak jeho pokles (k < 1)(viz. Obrazek 5(3)). Vhodnou kombinaci
aritmetickych operaci mizeme dosdahnout zmény jasu i kontrastu. Rlznou kombinaci vyse
zminénych zdkladnich typl vznikaji dalsi typy pfevodnich charakteristik. Vysledkem téchto
kombinaci je pak ptfevodni charakteristika slozena z kone¢ného poctu linearnich usekt. Existuji

vSak i nelinearni pfevodni charakteristiky [2].

3.5. Negativ

Dalsi velice Castou ptfevodni charakteristikou je prevodni charakteristika negativniho
obrazu, tzv. reverzni funkce. V praxi tato charakteristika znamena, ze hodnota nejnizsi
vstupniho obrazu (0) odpovida nejvys$si hodnoté vystupniho obrazu (255) a naopak.
Matematické vyjadreni této reverzni funkce je tedy y = -x+255(viz obrazek 5(4)). Dalsi Castou
ptevodni charakteristikou je pfevodni charakteristika dvouuroviiového obrazu, kde k = oo.
Jistou moznosti této charakteristiky je tzv. troviiovy fez (viz. Obrazek 5(9 A 10)). Prvni
Z charakteristik tohoto fezu je v podstaté¢ charakteristikou dvouuroviiového obrazu, s tim
rozdilem, ze zde neni pouze jedna prahova hodnota, ale interval. Druhy typ Groviiového fezu
pak zvyraziuje urcitou oblast Grovni a zachovava podlozeny piivodni obraz.

Dalsi velkou skupinu tvoii pfevodni charakteristiky nelinearni (mocninné, exponencialni,

uzivatelem definované)(viz. Obrazek 5(12)) [2].



Vybrané pfevodni charakteristiky obrazu - bodové operace (LUT)
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Obrazek 5.- Prevodni charakteristiky obrazu

3.6. Histogramy

Histogramem rozumime graf, ktery dava ptehled o zastoupeni jednotlivych pixel ve Skale
od nejmensiho, po nejvétsi jas. Jedna se tedy o graf, na jehoZ ose X je vyneseno 256 bodd,
zastupujicich 256 odstinli. Vzhledem k tomu, Ze digitalni obraz mé4 3 barevné kanaly (Cerveny,
zeleny a modry), z nichZ kazdy ma 256 odstind (256 = 28, tedy 8 biti). V souctu to tedy déla
16 miliont barev true color barevného podani.

Na svislé ose Y je znazornén pocet pixelli v dané urovni jasu.

Kazdy obraz mlize mit pouze jeden histogram, avSak jeden histogram muze odpovidat vice
obrazii. Optimaln¢ by m¢l histogram obsahovat skoro vSechny stupné Sedi. Pokud tomu tak
neni, miZe mit obraz vysoky, nebo nizky kontrast. Chceme-li optimalné zvysit kontrast,
pouzivame ekvalizaci, neboli vyrovnani kontrastu. Pfi tomto procesu dochazi ke stejné ¢etnému

zastoupeni jednotlivych jasovych trovni. Vysledkem je zvySeni kontrastu v oblastech blizko



maximalnich hodnot histogramu a naopak pokles kontrastu v oblastech minimalnich hodnot.

Modelovy histogram je zobrazen na Obrazku 6. [2].

no. of PJX&.I'S;

Intansity

Obrazek 6.- Priklad histogramu

3.7. Barevné zvyraznéni

Lidské oko rozezna asi 10 krat vice barevnych odstinti nez stupiiti Sedi, z tohoto diivodu
prevadime Cernobily obraz na obraz barevny. Pii prohlizeni ¢ernobilého obrazu totiz oko reaguje
pouze na zmény jasu, takZe funkce oka je omezena pouze na vertikdlni osu barevného vnimani.
Pfi umélém obarveni ¢ernobilého obrazu pouzivame tzv. pseudobarvy. Kazdé¢ urovni Sedi je zde

piifazena urcita barva, coz ve vysledném obraze je provedeno spojitou, nebo skokovou
funkei[ 2].

3.8. Jas, kontrast a gamma korekce

Jas je dan intenzitou svétla, odebiraného lidskym okem a vyzafovana zdrojem nebo
odrazejiciho se od okolnich povrcht. Proto také mutze byvéa popsan jako intenzita jiskiivosti
piipisovana na dané plose. Jeho jednotkou je kandela na metr &tveredni (cd/m?) [4].

Kontrast vyjadifuje rozdil mezi nejtmavsimi a nejsvétlejSimi misty oblastmi na fotografii.
Cim je vétsi rozdil mezi témito oblastmi, tim vétsi je kontrast[5].

Gamma korekce slouZi ke zesvétleni, ¢i ztmaveni obrazu, Na rozdil od zmény jasu vSak
neméni nejtmavsi a nejsvétlejsi bod. Pii zesvétlovani obrazu ptipocitava k pixelim bilou bravu,

pfi ztmaveni naopak bilou barvu odecita.
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4. Analyza obrazu

Obrazova analyza je nastrojem, jeho pomoci pfevadime informace, obsazené v obraze do
numerické formy, se kterou lze dale pracovat. Pro zjednoduSeni si lze obrazovou analyzu
predstavit jako soubor po sob¢ nasledujicich kroki, na jejich konci dojde k pfeméné obrazovych
dat do formy c¢iselnych dat. Prvnim krokem obrazové analyzy je samotné ziskani digitalniho
obrazu. Tento ziskany digitalni obraz je poté vhodné pievést do formy, ktera nejlépe vyhovuje
nasim potfebam. Dal§im moznym krokem je diskriminace, jejim ucelem je pievést obraz do tzv.
binarniho obrazu, tedy obrazu, sklddajiciho se pouze z bilé¢ a Cerné barvy. Takovyto binarni
obraz, po Upravach metodami matematické morfologie, je nejvhodnéjSim pro méieni, na jejich
zaklad¢ 1ze provadét zakladni vypocéty. Pii téchto krocich se digitalni obraz méni a zjednodusuje

[6.]

4.1. Prahova hodnota

Prahovou hodnotu ziskdvdme operaci prahovanim. Prahovani spoc¢iva na hodnoceni jasu
kazdého pixelu. Jejim principem je nalezeni takové hodnoty (prahu) v histogramu, pro kterou
bude platit, Ze vSechny hodnoty niz$i nez prah budou v obraze odpovidat pozadi, kdezto
vSechny hodnoty vyssi nez prah, budou odpovidat poptedi, Nehomogenni obraz, obvykle obraz
obsahujici rizné Useky, neumoziuje urcit piimo globalni prah, je vSak mozné vyuZzit metod
adaptivniho prahovani. V pfipadé, ze se rozlozeni jasu pixelll v pozadi a poptedi vyrazné
prekryva, napt. z divodu vysoké hodnoty Sumu v obraze, mize byt pfimé prahovani prakticky
nemozné. VIiv prahovani na vysledny pocet bilych objekti ve zpracovavaném obraze je

znazornén na obrazku 7 [7].

Obrazek 7.- Vliv prahovani na obraz

4.2. Detekce hran

K detekci hran pouZivame gradientni operatory, napt. Cannyho hranovy detektor, nebo
Sobelitv filtr. Protoze vystupem gradientniho operatoru je obraz, kde hrany sice jsou

zvyraznény, ale mze obsahovat dalsi artefakty, odpovidajici lokalnim nehomogenitam v obraze,
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je tfeba obraz dale upravit. K odstranéni artefaktti, vzniklych lokalnimi malymi rozdily obvykle
postaCuje prahovani. Vzhledem ke svym vlastnostem mohou detektory hran vytvaret

prerusované i fale$né hranice. Obraz hranic je tedy nutné dale zpracovat [7].

4.3. Matematicka morfologie

Zakladnim pfedpokladem matematick¢é morfologie je moznost modelace obrazl
Vv bodovych mnozin. V pocitatovém zpracovani se pouziva protéjsek euklidovského prostoru,
tedy prostoru spliiujiciho Euklidovy axiomy. V bindrni matematické morfologii se pouziva

mnozina dvojic celych ¢isel a pii Sedotonové morfologii pak trojice celych ¢isel [8].

Binarni obrazy jsou podmnozinou 2D obrazu a jejich pixely jsou reprezentovany dvojici
celych cisel, vzhledem ke dvéma osam diskrétni miizky. Body obrazu, které reprezentuji
mnozinu X, odpovidaji pixelim s hodnotou 1. Body doplitku mnoziny jsou pixely rovny nule,
Pocatek mé soutadnice (0,0), soufadnice ostatnich bodl jsou (x,y). Morfologické transformace
je dana relaci mezi obrazem a jinou mensi bodovou mnozinou, strukturnim elementem.

Zakladni transformace jsou dilatace, eroze, otevieni a uzavieni [8].

Dilatace sklada body dvou mnozin pomoci vektorového soucinu (5.1)

X®B= {pE€2:p:x+b,xEX._bE B} (5.1)

kde X a B, jsou mnoziny, X a b jsou pixely z mnozin X a B, p je soucet pixelti a €2 je

euklidovsky prostor.(viz.Obrazek 7.)
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Obrazek 8- Matematicka morfologie-dilatace
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Eroze je dualni operaci k dilatci a je dana vztahem (5.2)

XL—UB={pE£2:p+bEX,bE B’} 52)

kde X a B, jsou mnoziny, b je pixel zmnoziny B, p je pixel obrazu a £? je

euklidovsky prostor.(viz.Obrazek 8.)
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Obrazek 9 - Matematickd operace eroze

Kombinace eroze a dilatace jsou operace otevieni a uzavieni. Vysledkem je zjednoduSeny
obraz s velmi malym mnozstvim detailti. Eroze, nasledovana dilataci zptisobi otevieni, opacny

postup pak uzavieni [8].
4.4. Akvizice obrazu

Ptevedeni snimku do digitalni je zdkladnim ptedpokladu pro aplikaci obrazové analyzy.
Tento krok oznacujeme jako akvizici obrazu. Zakladnim cilem tohoto kroku je zachytit
analogovy obraz, jehoz jas je spojitou funkci pozice a jeho nasledny ptevod do digitalni formy
[2].

Na pocatku celého procesu stoji objektiv. Je to soustava né€kolika druhii ¢ocek, jez maji za

ukol pfenést snimanou scénu na snima¢ a eliminovat piipadné optické vady na co nejmensi
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charakterizovan ohniskovou vzdalenosti, svételnosti a schopnosti transfokace.

Pro zachyceni svételné informace je dnes nejpouzivanéjSim systémem CCD detektor.
Charged Coupled Device v sob¢ ukryva ¢ip, ktery je diky fyzikalné- chemické reakci schopen
preménit svételnou informaci na elektricky signal.

Pro pfenos obrazu do pocitace pouzivame digitalni nebo analogové rozhrani. Piikladem
digitalniho rozhrani je FireWire, nebo HDMI, piikladem analogového rozhrani je kompozitni

video nebo komponentni video[3].
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5. Navrh feSeni s vyuZitim optického mikroskopu, kamery a NI Vision

Pfi navrhu a nasledné tvorbé programu se budeme drzet zakladnich ¢asti, a to akvizici
obrazu, v naSem pfipad¢ z kamery. Déle bude obraz piedzpracovan, zpracovan, analyzovan a
VvV podobé takto zpracovaného obrazu odeslan na vystup. Mame tedy 5 zakladnich ¢asti, které
bude algoritmus obsahovat. Podoperace, ze kterych budou tyto ¢asti slozené, byly rozebrany

Vv predeslych kapitolach.
Pro néavrh algoritmu v prostiedi LabVIEW vyuzijeme jeho nésledujici funkce:

e IMAQ Create — tato funkce vytvofi plochu pro uloZeni obrazu

e IMAQdx Open Camera VI — touto funkci spustime kamer

e IMAQdx Configure Acquisition — nastavi parametry pro snimani

e IMAQUdx Start Acquisition - funkce na spusténi kamery

e IMAQUdx Get Image VI — funkce pro zisk obrazu

¢ IMAQUdx Stop Acquisition VI — funkce pro zastaveni snimani obrazu

e IMAQdx Unconfigure Acquisition VI — funkce pro zruSeni parametrd. Nastavenych

funkci IMAQdx Configure Acquisition

e IMAQUdx Close Camera VI — funkce pro vypnuti kamery
Navrh blokového schématu programu Ize vidét na Obrazku 9. Z kamery, pfipojené a optickou
soustavu mikroskopu, dostaneme zkoumany obraz. Tento pak metodami, uvedenymi v této
praci, bude predzpracovan, zpracovan, analyzovan a néasledné odeslan na vystup. Tento proces
by mél usnadnit uzivateli zkoumani tohoto obrazu a napomoci tak k feSeni problémi, které jsou

S obrazovou analyzou neodmysliteln€ spojeny.

Akvizice obrazu Predzpracovaniobrazu Zpracovani obrazu Analyza obrazu
-zkamery -Ekvalizace histogramu -Prahovani -Profil Usecky
-ze souboru o -Negativ -Detekce hran / -Histogram
-Barevny obraz . -Sedotonova morfologie -ROI profil
-Rotace obrazu -Gradientniobraz \Anal?za barevného obrazu
-Zménavelikostiobrazu -Barewny histogram
-BCG Look

Obrazek 10.-Blokové schéma uvazovaného programu
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Obrazek 11. — Blokové schéma akvizice obrazu z kamery mikroskopu

Image Out
Mazev kamery
IMAG, """""""'"‘""";
A0
io Continuous 'I stop
| 5o
m T L o —

Obrazek 12. — Blokovy diagram akvizice obrazu z kamery
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6. Realizace programového vybaveni LabVIEW 2011 Service pack 1

LabVIEW 2011 Service pack 1 je vyvojové grafické programatorské prostredi, slouzici
k vytvofeni a ovladani systému urcenych k méfeni. Programy, vytvofené v tomto prostiedi, se
nazyvaji virtualni instrumenty (VI) . Kazdy program se sklada ze 2 casti, a to blokového
diagramu a &elniho panelu. Celni panel obsahuje ovladaci a zobrazovaci prvky pro uZivatele, v
blokovém diagramu jsou umistény funkcni bloky, nutné ke spravnému chodu vytvoieného

programu [9].
6.1. Akvizice obrazu ze souboru

Pred spuSténim programu, slouziciho k analyze obrazu, vybereme na cCelnim panelu
pomoci oddilu Nacteni obrazu obraz, ktery chceme analyzovat. V blokovém diagramu je tato
moznost zastoupena funkci IMAQ ReadFile, umisténi souboru na disku a tedy cesta k nému, se
na ¢elnim panelu téz zobrazi, a to diky prvku Image Display na ¢elnim panelu a proménné
Nacteni obrazu, ptipojené na funkéni blok IMAQ ReadFile. Funkéni blok IMAQ Create jsme
nastavili na zobrazeni obrazu cCernobilého, obraz na celnim panelu tedy neni barevny.

K zobrazeni barevného obrazu jsou tfeba dalsi operace.

Macfteni obrazu

=

Obrézek 13.-0Oddil Nacteni obrazu z ¢elniho panelu

Macteni obrazu

Analyzovany obraz|

=

Obrazek 14.-Realizace nacteni obrazu v blokovém diagramu

Analyzovany obraz IMAQ
JAnalyzovany I—-‘ E

iGraxscale (L&) "l—l —‘E 1

6.2. Pfedzpracovani obrazu

Na ¢elnim panelu médme operace rozdéleny do 3 skupin. Jednd se o Predzpracovani obrazu,
Zpracovani obrazu a Analyzu obrazu. Kazda z téchto skupin pod sebe zastituje dil¢i operace
s obrazem. Jednotlivé operace spoustime kliknutim na pfislusné tlacitko s ndzvem operace. Pod

skupinu operact, reprezentovanou ndzvem Ptedzpracovani obrazu, se v programu fadi:
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Negativ (viz.3.5., Obrazek 15.), Rotace obrazu (viz. Obrazek 16.), Zména velikosti obrazu (viz

Obrazek 17.) a Ekvalizace histogramu (viz. Obrazek 18.)

e Negativ — inversni funkci je vytvofen negativ. Vystupem funkce je negativ a inversni

obraz. Negativ je zobrazen pomoci kontrolniho panelu Waveform Graph

2500-

2000-

1500-

1000-

500-

0- I

| |
0 50 100 150 200 255

Obrazek 15.- Negativ analyzovaného obrazu

e Rotace obrazu — po nastaveni thlu rotace ve stupnich obraz otoci.

Obrazek 16. - Obraz po rotaci o 35°

e Zména velikosti obrazu — pfevede obraz na jinou velikost dle nastavitelnych parametri

XayY
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Obrazek 17. - Obraz, jehoz velikost byla zménéna podle parametra X=230, Y=178

—

e Ekvalizace histogramu — provede ekvalizaci analyzovaného obrazu. Jako vystup zobrazi

egalizovany histogram a obraz, ktery mu odpovida

Obrazek 18. — Ekvalizovany histogram a jemu odpovidajici obraz
6.3. Zpracovani obrazu

Ke zpracovani obrazu jsou v programu pouzity metody prahovani, detekce hran a

Sedotonové morfologie

e Prahovani — po nastaveni horniho a spodniho prahu provede prahovani analyzované¢ho

obrazu a na vystupu zobrazi vysledny obraz.
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Obrazek 19. — Analyzovany obraz po prahovani
Detekce hran — pomoci specialni metody detekce hran odhadne jejich umisténi a zobrazi

analyzovany obraz s detekovanymi hranami

Obrazek 20. — Analyzovany obraz s detekovanymi hranami

Segmentace obrazu — pocita zony vlivu mezi ¢asticemi v analyzovaném obraze. Kazda
Castice v tomto obraze roste, dokud nedosahne sousedni Castice. V takovém okamziku
svij rist zastavi Zdrojovy obraz musi mit hranici vétsi, nebo rovnu 1.

Sedoténova morfologie — provede transformaci analyzovaného obrazu na $edoténovy

obraz
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Dilace s po¢tem opakovani 1 Dilatace s po¢tem opakovani 3

Obrazek 22. — Operace eroze a dilatace
Gradientni obraz — pfevede analyzovany obraz na gradientni obraz, obsahujici spektrum
od Gervené barvy na za¢atku, po modrou na konci spektra. Cervena barva odpovida

zastoupeni ¢erné v analyzovaném obraze, modra reprezentuje zastoupeni bilé
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Obrazek 23. — Pseudobarevny gradientni obraz
6.4. Analyza obrazu

e Histogram — vytvofii a zobrazi histogram analyzovaného obrazu. Histogram je zobrazen

pomoci Waveform graph.
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Obrazek 24. — Histogram analyzovaného obrazu
e Profil tsecky — zobrazi profil usecky a vytvoii graf, reprezentujici pixely na tsecce. Po
kliknuti na tlacitko Profil usecky se v pracovnim okné zobrazi analyzovany obraz. Poté
uzivatel pomoci mysi definuje isecku v obraze a opétovnym stisknutim tlacitka spusti

vypocet a zobrazeni grafu.
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Obrazek 25. — Usecka v analyzovaném obraze a jeji graf
e ROI profil — pocitani profil pixelt podél hranice vybraného tvaru profilu. Lze si vybrat
mezi zakladnimi tvary, jako jsou obdélnik, ¢tverec, mnohothelnik, kruh, elipsa,

kruhova vysec, nebo Ize zdjmovou oblast definovat uzivatelem.

Obrazek 26. — Analyzovany obraz s definovanym ROI profilem a jeho graf
6.5. Zpracovani barevného obrazu

e Barevny obraz — zobrazeni piivodniho, barevného, obrazu.

Obrazek 27. — Analyzovany barevny obraz
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Barevné histogramy — zobrazeni zastoupeni pixelt tfi zakladnich barev v analyzovaném

obraze. Zakladni barvy jsou Cervend, zelend a modrd. Barva histogramu odpovida

analyzované barveé v obraze.
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Obrazek 28. — Histogramy barevného obrazu
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7. Zavér

V této bakalaiské praci jsem se zabyval analyzou mikroskopického obrazu s bunécnymi

strukturami v prostiedi LabVIEW.

Teoreticka Cast bakalafské prace zahrnuje odborné informace, které by mély poslouzit
kavodu do problematiky analyzy mikroskopického obrazu. Dale obsahuje seznameni se
zakladnimi postupy, uzivanymi pii piedzpracovani, zpracovani a analyze obrazu. Poslednim
oddilem teoretické ¢asti je navrzeni hardwarového a softwarového feSeni zkoumaného problému.
Ukolem navrzeného programu je provadét upravy snimaného objektu a prace s objekty a
strukturami v obraze, a to zejména provadét segmentaci obrazu, detekci a pocitani objektt a

struktur.

Soucasti této bakalarské prace je mimo teoretické €asti 1 ¢ast praktickd. V praktické ¢asti je
realizovano hardwarové a softwarové feSeni z teoretické Casti. Softwarové feSeni je navrZeno
V programovacim prostfedi LabView SP 2011. Realizovany program umoziuje pfedzpracovani,
zpracovani a analyzu mikroskopického obrazu s bunécnymi strukturami. Vystupem tohoto

programu je obraz po analyze a matematicka data, charakterizujici tento obraz.

Vysledkem této bakalatské prace je tedy program, a jeho jednotlivé vystupy po aplikaci
riznych operaci, slouzicich k analyze obrazu. Vystupy programu jsou obrazovd data a

matematické hodnoty, charakterizujici obraz.

Funk¢nost softwaru, slouziciho pro akvizici obrazu z kamery, byla v laboratornich

podminkach uspésné ozkousena.

Program ma praktické vyuziti pro analyzu obrazu v laboratornich podminkach, nebo jako

pomoc pfi laboratorni vyuce.
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Tabulka pouzitych funkcnich blokii

Nazev funkéniho bloku

Popis funkéniho bloku

IMAQ Vytvaii docasné pamét'ové misto pro obraz.
- IMAQ Create
Cte soubor s obrazkem. Format souboru mize byt
standardni format (BMP, TIFF, JPEG, JPEG2000, PNG a
Eva . o oy
_ IMAQ ReadFile AIPD) nebo nestandardni format, zndmy pro uzivatele. Ve
vSech ptipadech se prectené pixely automaticky pievadi na
typ obrazu, ktery lze zobrazit funk¢nim blokem Image.
'alb_i VypiSe umisténi analyzovaného obrazu na pevném disku
=L - File Path pocitace.
Zobrazi analyzovany obraz, jehoz pixely byly pfevedeny
[ |
- Image Out funkénim blokem IMAQ ReadFile.

- Waveform Graph

Vykresli graf pro pozadovanou operaci.

Pomoci tohoto funkéniho bloku se prepiname mezi
jednotlivymi funkcemi, potiebnymi k provedeni operace s

obrazem.

Slouzi ke spusténi dané funkce, potfebné k provedeni

operace S obrazem.

- IMAQ Histograph

Vypocita histogram obrazu.

®
- Simple Error Handler

Indikuje vzniklou chybu. Zobrazi popis chyby a dialogové

okno.

- IMAQ Inverse

Invertuje pixely v obraze pro vypocet negativniho obrazu.

‘m ] ‘mf‘f

- IMAQ WindDraw

Zobrazi obraz v okné obrazu. Okno otevie automaticky pfi

spusténi ptipojené funkce.

- Slide

Slouzi k nastaveni dvou hodnot, nutnych pro spravny chod

nekterych funkei.
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| @ | IMAQ Threshold

Aplikuje na analyzovany obraz prah.

e

- IMAQ Cast Image

Ptevede aktualni typ obrazu na typ obrazu, uréeny pomoci

Image type.

2 | IMAQ GetPalette

Vybere paletu barev, ve které bude analyzovany obraz
zobrazen. K dispozici je 5 barevnych palet, pticemz kazda

ma svuj ¢iselny kod.

| IMAQ Rotate

Otoci analyzovany obraz.

Udava ciselnou hodnotu, nutnou ke sprdvnému chodu

nazs ]
- Numeric nekterych funkci.
— Provadi transformaci analyzovaného obrazu na
@ |- IMAQ GrayMorpholo T
Q yviorp 9y Sedotonovy.

Nabizi na vybér typy operaci, uzitych pii pribéhu

ol - Enum nékterych funkeci.
S Udava ciselnou hodnotu, potiebnou pro spravny prubéh
edl. 13

- Numeric nékterych funkei.

%
2 |- IMAQ CannyEdgeDetection

Za pouziti specialni metody detekce hran presné odhaduje
umisténi hran 1 za podminek vysokého poméru signal —

Sum.

-------

| @ |- IMAQ Equalize

Vytvafi ekvalizovany histogram analyzovaného obrazu.

| ® |- IMAQ LineProfile

Vypocita profil fady pixell. PiisluSné obrazové informace

jsou ziskany ze specifikovaného vektoru.

- Cluster

Zobrazi informace, analyzované fukn¢nimi bloky.

| 2 |- IMAQ Resample

Zméni velikost analyzovaného obrazu na zakladé

uzivatelem definovanych parametri. Timto funk¢nim
blokem lze analyzovany obraz zvétsit, nebo naopak

zmensit.
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- IMAQ ColorHistograph

Vypocitd histogramy tfi barevnych rovin obrazu.

-----

- IMAQ ColorBCGLookup

Aplikuje nastavené hodnoty jasu, kontrastu a gama korekce

pro kazdou ze tii barevnych rovin oddélené.

- IMAQ ROIProfile

Pocita profil pixeli podél hranice ROI profilu. Dale
vypocitd obrazové informace, jako statistiku pixell, nebo

soufadnice bodti podél ROI hranice.

2%8
2 |- IMAQ Label

Oznaci ¢astice v binarnim obraze, coz je dalezité pro dalsi

praci s nimi.

K
ﬂ - IMAQ Segmentation

Vypocitd zony vlivu mezi ¢asticemi.

:
- Stop Button

Ukon¢i strukturu While loop, ¢imz zastavi program.

- Case Structure

Slouzi k oddéleni jednotlivych funkei. Kazda funkce ma
vlastni Event case, vnémz se nachéazeji pouze funkcni

bloky k této funkci nezbytné.

=]
®

- While Loop

Zajistuje samotny chod programu. Dokud neni jeji chod
prerusen tlacitkem Stop button, nebo uzivatelem, probiha

program.
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Seznam symboli

ALMN] vstupni obraz

DEMNT vystupni obraz

FOGY) crrieere e vstupni obrazova funkce
GOGY) e s vystupni obrazova funkce

K s konstanta pievodni charakteristiky obrazu
YiX ettt soufadnice pixelu

o SO SR hodnota jasu

K relativni kontrast
I, minimalni kontrast v obraze
I, maximalni kontrast v obraze
K B mnoziny

XD e pixely z mnozin X,B

O PP soucet pixelu

£ e Euklidovské vzdalenost
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