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ABSTRAKT

Tato prace se vénuje sledovani bunék v obrazovych sekvencich pofizenych pomoci mul-
timodalniho holografického mikroskopu (MHM). Princip holografického mikroskopu je
zde popsan spolecné s jeho aplikaci pro zaznam bunék. Hlavni ¢ast prace popisuje spo-
leCny pristup pro segmentaci a sledovani jednotlivych bunék v dlouhodobych zaznamech.
Navrzeny pristup je zaloZzen na modelu parametrickych aktivnich kontur se specifickymi
modifikacemi pro dosaZeni pfimérené presnosti a robustnosti. Implementovand metoda
je zde detailné popsana vcetné vyhodnoceni a ukazky vysledkd.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This thesis focuses on cell tracking in image sequences acquired using a multimodal
holographic microscope (MHM). The principles of holographic microscopy are described
together with the application in cells acquisition. The main part of the thesis describes a
complete approach for segmentation and tracking of single cells in acquired in long-term
sequences. The approach is designed based on parametric active contour models with
specific modifications to achieve reasonable precision and robustness. The implemented
method is described in detail, including the evaluation and demonstration of results.
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UVOD

Holografii objevil Denis Gabor v roce 1948, ktery za ni v roce 1971 obdrzel Nobelovu
cenu. Jeji Sirsi uplatnéni vsak bylo mozné az po vzniku prvnich lasert v roce 1960,
nebot v zédkladnich aplikacich je potiebny koherentni zdroj svétla. Pozdéji vsak byly
vyvinuty metody schopné zobrazovat holografické obrazy v bilém svétle - reflexni a
duhova holografie. Jednou z prvnich aplikaci holografie bylo vytvareni holografickych
optickych prvki, které mohou nahradit klasické optické cleny (napf. ¢ocky). Déle se
zacala vyuzivat v optické interferometrii, coz je jeden z nejcitlivéjsich néastroji pro
nedestruktivni testovani.

Vyvoj CCD snimact s lepsim rozlisenim a vétsi vypocetni vykon pocitact umoz-
nil vznik digitalni holografie, kdy je hologram digitalné zaznamenan a jeho rekon-
strukce je provedena v digitalni podobé. Vyvoj digitalni holografie umoznil také
ve spojeni s mikroskopickymi technikami vytvoreni digitalni holografické mikrosko-
pie. [I]

Vysoké uceni technické spolecné se spolecnosti TESCAN vyvinuly multimodalni
holograficky mikroskop, jehoz velkou vyhodou je moznost vyuziti nekoherentniho
osvétleni. Tento mikroskop je velmi vhodny pro biologické vzorky, nebof dokaze
zobrazovat zivé bunky bez nutnosti obarveni, které by mohlo ovlivnit nékteré fyzi-
ologické pochody. Jsou pomoci ného provadény dlouhodobé experimenty na zivych
bunkéch. Experiment trva typicky nékolik desitek hodin a béhem néj se nasnima né-
kolik stovek obrazi, kdy kazdy obsahuje az nékolik bunék. Dostavame velké mnozstvi
obrazovych dat, proto je vhodné jejich automatické zpracovani.

Pravé automatickym zpracovanim obrazovych sekvenci bunék se zabyvaji metody
bunécného sledovani. Tyto metody se snazi prevést puvodni obrazovou informaci
na soubor parametri, které chovani téchto bunék popisuji. Tyto parametry nam
pak nesou potirebné informace, které jsme schopni vyuzit pro dalsi vyhodnoceni.

Pro segmentaci byla zvolena metoda parametrickych aktivnich kontur, ktera je
v této praci podrobné popsana. Kromé zdkladniho deformac¢niho modelu je zde po-
psana fada uprav, aby bylo mozné metodu pouzit i pro sledovani téchto bunék. Je

zde popsana také metoda automatické inicializace kontur.
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1 HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIE

1.1 Princip holografie

U bézné fotografie zaznamenavame v kazdém bodé pouze intenzitu svétla a ztracime
informaci o sméru dopadajictho svétla. U holografického zaznamu nezaznamenavame
signalovou vInu svétla jdouci od pozorovaného objektu, ale interferencni prouzky
vzniklé interakei signdlové viny s referen¢ni vlnou. Zaznamenavame opét intenzitu,
ale v interferen¢nich prouzcich se promita i informace o fazi svételné viny. Na ob-
razku [1.1] je zobrazen prichod svételné viny planparalelni deskou. Vidime, ze fazovy
posun svételné viny se na vysledném obraze intenzity nijak neprojevi. Pokud vsak
signalova vlna interferuje s referencni, tak se pritomnost desticky projevi posunem
interferen¢nich prouzkii. Vysledny zdznam tedy obsahuje i informaci o fazi. Zaroven
vidime, ze vznikly obraz sice informaci nese, ale nezobrazuje ji primo. Zaznamenany

obraz tedy musime zpracovat. Z hlediska zpracovani vzniklého zdznamu (hologramu)
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Obr. 1.1: Tlustrace holografického zdznamu planparalelni desky

muzeme holografické techniky rozdélit na optickou holografii a digitalni holografii.

1.1.1 Opticka holografie

Pti optické holografii probiha zaznam hologramu na fotograficky material a jeho

vyvolani provadime osvicenim takto zaznamenaného hologramu referencni vlnou.



Pokud méame dvé koherentni viny - signalovou a referenc¢ni, kde signalova vina re-
aguje se zaznamendvanym objektem, jako na obrdzku [I.2] pak takto zaznamenand

intenzita bude odpovidat
I=|R+S|”=|R*+|S|*+RS*+ R*S. (1.1)

Komplexni amplituda referenc¢niho svazku pritom odpovida v kazdém bodé zazna-

mového média (z,y) hodnotdm
R(z,y) = Roe™", (1.2)

kde £ = SZ"A(O“), kde « je thel mezi referencni a signdlovou vlnou. Pro referencni vinu

tedy zavisi na pozici pouze fazova slozka. Pro signdlovou vinu je na pozici zavisla

jak amplituda, tak i faze viny

S = So(x,y)e @), (1.3)

Pro rekonstrukci nechame na hologram dopadat referen¢ni vinu, bude nam vznikat
signéh]isvhla zdznamové médium

objekt ':,//’:

E—
\‘

Il

referenéni vlna
R

Obr. 1.2: Princip holografického zobrazeni

rekonstruovana vina U. Budeme ptitom predpokladat linearni zavislost dopadajici
intenzity a vysledné odrazivosti hologramu ¢t ~ I. Rekonstruovana vlna pak bude
odpovidat

U =tR~ R|R*+ R|S|* + R*S* + |R)*S. (1.4)

Posledni ¢len odpovida signalové viné vahované intenzitou referen¢ni viny. Pokud je
tedy referenc¢ni vlna prostorové invariantni, tak tato slozka odpovida viné vychéaze-
jici z pivodniho objektu. Provedeme-li vyvolani hologramu referen¢ni vinou, jako na
obrazku [I.3] tak jednotlivé slozky rovnice [I.4]1ze pii spravném nastaveni, prostorové
oddelit. Nastaveni na obrazcich a pritom odpovida off-axis holografii. Ob-
dobnym zptisobem muzeme odvodit vyvolani pti in-line holografii, tyto dva principy

budou blize popsany v a [2]
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Obr. 1.3: Optické vyvolani obrazu

1.1.2 Digitalni holografie

U digitdlni holografie (DH) je hologram digitdlné zaznamenan pomoci optoelek-
tronického prvku. Hologram je pak mozné numericky rekonstruovat. Veskeré mik-
roskopické techniky pracuji na principu DH. Numerickou rekonstrukci lze provést
radou vypocetnich metod, jako je napriklad thlova spektralni metoda, Kirchhoft-

Helmholtzova transformace, Fresnelova transformace a Huygensova konvoluce. [3]

1.2 Digitalni holograficka mikroskopie

Digitalni holografickd mikroskopie (DHM) je nové se rozvijejici zpisob zobrazovani

¢asto vyuzivany v biomedicinskych aplikacich. [3]

1.2.1 In-line DHM

U In-line DHM je vyuzit jeden svételny paprsek, ktery se nedéli a prochazi skrz
vzorek. Schéma této konfigurace mizeme vidét na obrazku Jako referenc¢ni pa-
prsek pro vytvoreni interference je zde pouzito svétlo prochazejici v okoli vzorku,
které se vlivem této prekazky se ohyba. Paprsek je pred vstupem do vzorku zaostien
do clony s otvorem o rozmérech v radu vinové délky pouzitého svétla. Pokud je pro
zobrazeni pouzito koherentni osvétleni, tak tato clona neni nutna. Dtlezité u této
konfigurace je, ze referencéni paprsek dopada na detektor pod stejnym thlem jako
signalni paprsek. Vysledny hologram se v takovém pripadé lisi a je popsan jinou

rovnici. [3]

14



L 1
aser objektiv mikroskopu . clona

vzorek CCD

Obr. 1.4: Schéma in-axis DHM [3]

1.2.2 Off-axis DHM

U off-axis DHM je pouzita konfigurace jako na obrazku[I.5 Svételny paprsek je roz-
délen na signalni a referencni paprsek. Paprsky v obou vétvich jsou pak fokusovany
stejnym objektivem, kde signélni paprsek navic prochézi skrz vzorek. Paprsky pak

vzajemné interferuji na detektoru. [3]

zrcadlo zrcadlo

— vzorek

polopropustné
zrcadlo

objektiv
mikroskopu

objektiv
mikroskopu

polopropustné
CCD

zrcadlo

Obr. 1.5: Schéma off-axis DHM [3]
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1.3 Nekoherentni holograficka mikroskopie

Tato technika byla pouzita k zdznamu dat zkoumanych v této praci. Metoda je zalo-
zena na off-axis konfiguraci a pouziva nekoherentni osvétleni. Aby bylo mozné pouzit
nekoherentni osvétleni, musi byt splnén predpoklad achromati¢nosti, proto je pou-
zit tzv. achromaticky interferometr. Pouzity interferometr je Machova-Zehnderova
typu. Achromaticky hologram vznikne, pokud jsou interferenc¢ni prouzky pro vsechny

vinové délky stejné prostorové frekvence. [4]

1.3.1 Koherenci rizeny holograficky mikroskop

Obr. 1.6: Schéma CCHM [5]

S...zdroj svétla, F...iterferenc¢ni filtry, L...kolektor, M...zrcadla, G...difrakéni
mrizka, C...kondenzor, Sp...pozorovany vzorek, R...referencni komiurka,
O...objektiv, OP...vystupni rovina, Q. .. osovy bod vystupni roviny OL. . . vystupni
cocka, D...detektor.

Na obrazku je schéma puvodniho, koherenci fizeného holografického mikro-
skopu (CCHM — Coherence-Controlled Holographic Microscope), ze kterého vychézi
konstrukce multimodélniho holografického mikroskopu (MHM — Multimodal Holo-
graphic Microscope). Konfigurace je obdobnd jako u bézného optického mikroskopu,
ale jsou zde pouzita dvé totozna ramena, ktera jsou zrcadlové symetricka. Objektiv

O a kondenzor C jsou tvoreny totoznymi objektivy s konec¢nou tubusovou délkou.
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Zdrojem svétla S muze byt nekoherentni plosny zdroj, kde je pomoci kolektoru L
a délice svazku G vytvoreno Kohlerovo osvétleni a navic je zde soustava barevnych
filtra F. Z difrakéni mrizky G je pouzit 1. a -1. difrakéni rad, kazdy pro jednu vétev
soustavy. Kondenzory jsou nastavené pod mez rozliSeni prouzkiu difrakéni mrizky.
Interferencni struktura tedy vznika az ve vystupni roviné OP.

Diky prektizeni vétvi pak mtze byt dosazeno achromatic¢nosti. Pro difrakéni rad

n =1, —1 je svétlo vychyleno na difrakéni mrizce o ihel
sin(¥) = n\fq, (1.5)

kde fq je prostorova frekvence difrakéni mrizky a A je vinova délka svétla. Jednotlivé
vétve odklonime o thel ¥y, ktery zjistime dosazenim stredni vinové délky Ay, pro
kterou je interferometr konstruovan. Svétlo s riznymi vlnovymi délkami se rozptyli
pod thlem dle [1.6] Jelikoz dojde k pfevraceni obrazu, tak bude v ohniskovych ro-
vinach objektivu vétsi vinova délka vychylena o mensi thel, a tedy méné posunuta
od osy. Aby v hologramu vznikly interferenc¢ni prouzky jedné prostorové frekvence
(achromaticnost), je nutné nastavit dopad na vystupni rovinu tak, aby se tam zdroj
zobrazil stejné jako na difrakéni mtizce. Toho je dosazeno prevracenim barev po-
moci prekiizeni vétvi a dopadem pod thlem . Frekvence interferencnich prouzkt
vysledného obrazce pak bude

for = 2827;@ =2fa, (1.6)

protoze interferujeme vétve n =1, —1. [5]

1.3.2 Multimodalni holograficky mikroskop

MHM vychézi z pivodniho CCHM, ale achromati¢nosti interferometru je dosazeno
jinym zptsobem. Tento mikroskop byl vyvinut ve spolupraci vyzkumniki Vyso-
kého uceni technického v Brné a spole¢nosti TESCAN.[6] V puvodnim ndvrhu byly
potieba 4 stejné objektivy pro kazdé zvétseni. Dalsi velkou nevyhodou byl maly roz-
sah vinovych délek, které po difrakci kondenzor zvladl pojmout. U MHM dochézi
k difrakci pouze v referencni vétvi. Schéma mizeme vidét na obrazku Vyuzivame

1. difrakéni rad, odrazeny od difrakéni plochy, pro ktery vychézi tihel odrazu

sin(a) = AMa. (1.7)
Spektralné rozlozené svétlo jesté prochazi vystupni ¢ockou OL,, vysledny thel do-
padu pak bude snizen vlivem této c¢ocky na

sin(g) = @) (1.8)

mor
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kde moy odpovida zvétseni ¢ocky. Jelikoz v druhé vétvi k difrakei nedochézi, dopa-
daji rtizné vinové délky svétla vyzarujici z jednoho bodu zdroje pod jinym thlem.

Vznikaji tak interferencni prouzky paralelni s vrypy interferenc¢ni mtizky o prosto-

fc: fG s (19)

kterd je konstantni pro vSechny vlnové délky a interferometr je tedy achromaticky.

rové frekvenci

Pro achromati¢nost a tim i kontrast vysledného hologramu je velmi dulezité presné
nastaveni dopadového tihlu 3. To je zajisténo pomoci dvou piezoelektrickych krystalii
nastavujicich posun zrcadla My podél optické osy a vyrovnani objektivu Oy kolmo

k optické ose.

)
i

BS,

] .
wlf\l! BS; |

C Sp O, TL,

!
" |

Obr. 1.7: Schéma MHM [4]

S...zdroj svétla, L...kolektor, M...zrcadlo, BS...déli¢c svazku, C...kondenzor,
Sp. ..pozorovany vzorek, R...referenéni komtrka, O...objektiv, TL...tubusova
cocka OP...vystupni rovina, D...detektor, DG...difrak¢éni mrizka, OL. .. vystupni

cocka.

1.3.3 Rizeni koherenci
Intenzita vzniklého hologramu lze popsat rovnici

I=|R+S|”=|R*+|S)* + RS* + R*S, (1.10)
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-6ba

-6a 0 6a
Obr. 1.8: Pozice slozek ve spektru hologramu DHM a CCHM [4]

coz lze rozepsat jako
I = |RP +[S[]* + SRy 4 5* Rye’™ /et (1.11)

Fourierovské spektrum intenzity vypada jako na obrdzku [I.8] na kterém je i porov-
nani s klasickou DHM. Z vlastnost{ Fourierovi transformace vyplyva, ze |R|? a |S|?
odpovida ve spektru autokorelacim spekter S a R. Transformaci RS* a R*S vzni-
kaji ¢leny tvorené konvoluci spekter R % S* a R* % S. To vysvétluje slozeni spektra
na obrazku [I.8] nebot konvoluce zptusobi namodulovani signélu S na vlnu R, jejiz
spektrum musi lezet na pozici nosné frekvence f.. Obdobné spektrum R* musi lezet
na pozici — f..

Teoretickd maximalni frekvence signalni vlny prenesend mikroskopem f,4z.5 je
dana numerickou aperturou N A, vlnovou délkou A a zvétsenim m jako
NA

- (1.12)

fmaz,s =

Spektralni slozka |S|* pak ve spektru bude mit polomér 2a, kde a = f4z.5. Pro
dokonale koherentni zdroj klasického off-axis DHM bude spektrum R odpovidat Di-

racovu impulzu. Spektrum R *x S* pak bude tvoreno pouze slozkou S a bude mit

DHM

polomér a = f 00"

= fmazs- L toho je ziejmé, ze takovy DHM bude mit dvojné-
sobné rozliseni oproti béznému optickému mikroskopu, pro ktery je rozliseni bézné
pocitano jako foM == 284 Pro CCHM (i DHM) nepouZivime koherentni zdroj.

mazx,s
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Velikost spektra R pro dokonale nekoherentni zdroj fCCHM

max,r

bude opét odpovidat

maximélni prenesené frekvenci mikroskopem f,q5 5. Spojenim Rx* S* pak dostavidme
CCHM

max,rs*

dvojnasobny polomér spektra = 2fmaz,s = 2a, dosahujeme tedy rozliseni
bézného optického mikroskopu. Pri nastavovani koherence svétla se pak mizeme
pohybovat v rozsahu < a,2a > a nastavovat tak maximalni prenasenou frekvenci.
Prenaseni vétsi frekvence vSak nemusi zajistit lepsi obraz. Na velkych frekvencich se
snizuje kontrast. Snizenim prenasené frekvence muzeme tyto spatné kontrastni casti
odstranit. Nastavenim koherence lze tedy vybrat maximalni prenesenou frekvenci

tak, aby bylo dosaZeno nejvyssi kvality obrazu. [4]

1.3.4 Rekonstrukce obrazu

Pro zkoumana data byl hologram rekonstruovan na intenzitu a fazi pomoci odstra-
néni nosné slozky ve fourierovském prostoru. Vznikly hologram lze popsat rovnici
Jednotlivé slozky jsou ve fourierovském spektru rozdéleny jako na obrézku[1.8]

Ze spektra je pro rekonstrukci nutné vyjmout ¢ast odpovidajici SR* nebo S*R
(obé slozky lze vyuzit pro rekonstrukeci obrazu) a presunout tak, aby se frekvence
fe nachazela ve stredu spektra. Spektrum je vhodné separovat pomoci Hammingova
okna. Pokud upravené spektrum prevedeme zpét do prostorové oblasti, dostavame
komplexni signal. Z tohoto signalu vypocitame intenzitu obrazu jako kvadrat modulu
tohoto signalu a fazi vypocitame jako argument tohoto signalu. Pro obraz faze je
také nutné provést rozbaleni faze. [4]

Proces rekonstrukce téchto obrazii provadi pro zkoumand data obsluzny program
holografického mikroskopu, ale poskytuje i ptivodni hologramy. Ukéazku ptivodniho
hologramu lIze vidét na obrazku [1.9 Popsand rekonstrukce obrazu byla testovana
a vysledek jednotlivych kroki je na obrdzku [[.10] Pro zobrazeni byl pouzit loga-
ritmus amplitudovych spekter. Logaritmus je zde pouzit, aby bylo mozné zachytit
celou dynamiku spektra. Je zde zobrazeno spektrum piivodniho hologramu, pouzité
Hammingovo okno v misté provedené separace a separovana ¢ast spektra posunuta
do stredu spektra. Jsou zde také zobrazeny vysledné obrazy intenzity a faze, véetné

obrazu faze pred rozbalenim.
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Obr. 1.9: Pavodni hologram

(a) Spektrum hologramu (b) Hammingovo okno (¢c) Posunuty vytez spektra

w
. '
&
4 “
& ; ‘

(d) Obraz intenzity (e) Obraz faze (f) Rozbalend faze

Obr. 1.10: Ukézka rekonstrukce obrazu
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2 SLEDOVANI BUNEK

Vstupnimi daty pro sledovani bunék je sekvence snimkt v ¢ase. Vysledkem sledovani
bunék je sekvence koordinatt pozice a dalsich vlastnosti objektu v kazdém casovém
okamziku. Vysledek je pak mozné pouzit pro dalsi vyhodnoceni biologicky dilezi-
tych parametri. Pripadné miizeme dosahnou vyrazné redukce mnozstvi dat, pokud
uchovame pouze informace o potiebnych parametrech a jiz neuklddame obrazové
sekvence.

Problém sledovani bunék miizeme rozdélit na dva zakladni kroky:

1. rozpoznani hledaného objektu a jeho separace od pozadi v kazdém snimku -

segmentacni krok,
2. nalezeni sobé odpovidajicich objekt a jejich propojeni segmentovanych ob-

jekti z jednoho snimku do druhého - propojujici krok. [§]

2.1 Segmentace

K problému sledovani bunék existuje rada pristupi. Vzhledem k segmentaci je tim
nejjednodussim prahovani, kdy oddélime objekty od pozadi na zakladé prahové hod-
noty intenzity pixelti, kde jsou nasledné oddélené oblasti povazovany za jednotlivé
bunky. Tuto metodu lze vyuzit jen v pripadé nizké hladiny sumu a dobrého kon-
trastu, jinak je nutné pouzit sofistikovanéjsi pristupy segmentace. Velmi popularnimi
pristupy jsou metody tvarové shody - pokud jsou bunky velmi podobného tvaru, wa-

tershed transformace a deformovatelné modely. [§]

2.2 Propojeni bunék

Vzhledem k propojovani segmentovanych bunék je nejjednodussim pristupem pro-
pojeni s nejblizsi bunkou dalsitho snimku. Dalsimi pristupy pak mohou byt napriklad
porovnavani bunék na zakladé podobnosti v intenzité, objemu, tvaru a jinych vlast-
nostech. Volba vhodné metody zavisi na pouzitych datech, ale také na snimkové
frekvenci. Pokud je snimkova frekvence dostateéné vysoka, pozice bunky se nestihne

dostatecné zménit a propojeni odpovidajicich bunék je tak jednodussi. [§]

2.3 Kombinovany pristup

Nékteré pristupy umoznuji metodu kombinujici segmentacni a propojujici krok. Tyto

metody nazyvame online sledovani bunék. Jedna se o metody vyuzivajici segmentace
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tvarové shody nebo deformovatelnych modeli, kdy vysledek segmentace z predcha-
zejictho snimku pouzijeme pro iniciaci segmentace v dalsim snimku. Tim fesime
i problém propojeni bunék, kde je timto do procesu vnesena informace o pozici

i tvaru buriky. [§]

2.4 Parametry bunék

Meérené parametry muzeme rozdélit na parametry polohy bunky a morfologie bunky.
Pro parametry vychéazejici z polohy bunky mtzeme bunku povazovat za nekonecné

maly bod, ktery se pohybuje ve zkoumaném prostoru.

2.4.1 Parametry polohy

Za polohu bunky v jednotlivych snimcich vétsinou povazujeme soutadnice jejiho cen-
troidu, pro 2D sledovani bunék tedy dostavame vektor poloh v diskrétnich casech
pi = (x;,y;). Na spojitou trajektorii pak musime polohu interpolovat, coz nejcas-
téji provadime pomoci linearniho splinu. Dostavame tedy trajektorii bunky jako na
obrazku 2.1} Tabulka shrnuje vycet nejcastéji pocitanych parametri vychazeji-
cich z trajektorie bunky, kde vzdalenost d(p;, p;+1) se pro trajektorii interpolovanou

pomoci linearnich splini vypocita pomoci euklidovské vzdalenosti.

Parametr Definice

Pfim4a uraZend vzdéalenost dnet = d(pi, PN)
Celkova urazena vzdalenost dior = N7 d(ps, pig)
Maximalni dosazend vzdalenost || dy,; = max; d(p1, p;)
Celkovy cas tiot = NA—’;

Pomeér zachyceni Teon = ‘é:—;t

Aktuglni thel pohybu o = arctan ({20 )
Zména sméru pohybu Vi = — Q1
Aktualn{ rychlost v; = Leiis1)
Primérnd rychlost U= g v)
Primeérné prima rychlost Vlin, = ‘ij::

Linearita doptedného postupu || 7, = 4=

Stiedni kvadraticky posun MSD(n) = = S ¥1" d*(pi, Disn))

Tab. 2.1: Tabulka parametru vychézejicich z trajektorie bunky [§]
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Obr. 2.1: Trajektorie buiiky [§]

2.4.2 Parametry morfologie

V pripadé 2D sledovani bunék patii mezi nejcastéji mérené morfologické parametry
obvod, plocha, primérna intenzita a cirkularita. Rozméry bunky pritom vétsinou

pocitame v pixelech obrazu. Cirkularita se vypocita jako

c=—— (2.1)

kde P je obvod a A je plocha. Pro presnéjsi popis lze také vyuzit Zernikeho koefici-
enty. [8]

2.5 Vétveni trajektorii

Vétveni trajektorii jsou problematické situace pri sledovani bunék. Pro korektni sle-
dovani bunék nestaci pouze vyhledat bunky v prvnim snimku a nasledné vyhledavat
tyto bunky v dalsich snimcich, nebot se mohou objevit situace, kdy se v obrazové
sekvenci objevi nova burnika, nebo existujici buinika zmizi.

Jelikoz méame jen omezené zorné pole, miize nastat situace, kdy bunka z tohoto
zorného pole vystoupi. V takovém pripadé musime ukoncit jeji sledovanou trajekto-
rii. Bunky mohou také vstoupit do zorného pole. Takové bunky je nutné vyhledat
a zacit jejich trajektorii sledovat.

Dalsi moznosti jsou samotné fyziologické procesy sledovanych bunék. Do této
kategorie spada hlavné bunééné déleni. Z ptivodni bunky vznikaji dvé bunky, musime
tedy sledovanou trajektorii rozdélit na dvé navazujici trajektorie. Bunécéné déleni
pfitom provéazi typické zmény parametru (zvétseni, zvysené produkce latek), které
je pak mozné vyuzit pro jeho detekci.

V nékterych pripadech muze dojit také ke slouceni bunék, kdy se bunky spoji
a vznika jedna bunka vice-jaderna, nebo kdy je jedna z bunék druhou bunkou po-
hlcena a zmetabolizovana. V takovych pripadech je nutné dvé trajektorie sloucit

na jednu.
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2.6 Pouzitd metoda

Pro implementaci byla vybrana metoda aktivnich kontur, ktera spadd do metod
deformovatelnych modeli. Pro bézné prahovaci metody maji snimky prilis nizky
kontrast. Metody zalozené na tvarové shodé nelze také pouzit, nebot tvary sledova-
nych bunék jsou prilis variabilni. Metoda aktivnich kontur spada do online metod
sledovani bunék - 1ze ji tedy kombinovat jak pro segmentaci, tak i pro propojeni od-
povidajicich bunék. V kazdém snimku je kolem bunky deformaci vytvorena segmen-
tacni kontura, kterd je pouzita jako iniciacni kontura pro dalsi snimek. Vysledkem
je pak pro kazdou bunku v kazdém snimku sada bodu tvorici jeji konturu, ze které
lze pak snadno urcit potrebné parametry. Metoda aktivnich kontur je pro sledovani

bunék ¢asto vyuzivana, jako napiiklad v [9] a [10].
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3 CHARAKTERISTIKA POUZITYCH DAT

3.1 Typ bunék

Sledovani bunék je provadéno na bunécéné linii PC-3, prostatickych rakovinovych
bunkéch. Tato bunécna linie byla vybrana laboratori, od které byli poskytnuty za-
znamy, protoze s jejim zkoumanim maji dlouhodobé zkusenosti. PC-3 je jedna z bu-
nécnych linii pouzivanych pro zkoumani rakoviny prostaty. Je mozné na ni zkoumat
biochemické zmény v pokrocilém stadiu rakoviny prostaty, reakce na chemoterapeu-
tika, nebo mohou byt pouzity k vytvoreni modelovych nadorti u mysi. Tato bunécné
linie byla porizena v roce 1979 z kostni metastazy ¢tvrtého stupné prostatickych ra-
kovinovych bunék dvaasedesatiletého bélocha. Z morfologického hlediska maji tyto
bunky vlastnosti rakovinovych bunék epidermalniho ptivodu, pro které je typické
velké mnozstvi mikroklki, abnormalni jadra, jadérka a mitochondrie, junkéni kom-

plexy, krouzkové lamely a lipidova téliska. [6] [7]

3.2 Podminky zaznamu

Zaznamy bunécéné linie PC-3 byly provadény pomoci multimodélniho holografického
mikroskopu vyvinutého za spoluprace VUT v Brné a spolec¢nosti TESCAN. Pro za-
znam hologramu byl pouzit Nikon Plan 10x /0.3 objektiv s CCD kamerou XIMEA
MR4021MC-VELETA. Zaznam byl provadén s rychlosti 1 snimek/2 minuty s rozli-
senim 1392x1040px. [7]

3.3 Vlastnosti obrazovych zaznamiu

Ukézku pouzitych dat, mizeme vidét na obrazku 3.1} Pro zobrazovéni je v této praci
pouzivan druhy obraz, ktery je upraven pomoci linearni transformace jasu tak, aby
se cely rozsah stupnu Sedi soustredil na viditelnost hranice bunky. Nezobrazi se tak
struktura uvnitt jader, kterd nas z hlediska segmentace nezajima. Pro segmentaci je
tedy toto zobrazeni vhodnéjsi.

Sledovani bunék je provadéno na obrazovych sekvencich faze, vytvorenych z pti-
vodniho hologramu metodou popsanou v kapitole Pro bunky jsou typicka
vyrazna jadra obklopend méné vyraznou cytoplazmou. Nékteré builky pak mohou
vytvaret dlouhé mikroklky. Typicka je také vyrazna vzajemna bunécéna interakce.

Jelikoz zdznam ma velkou vzorkovaci frekvenci (1 snimek/2 minuty) neni nutné
pouzivat techniky spojovani bunék, nebof se bunka nepohybuje dostatecné rychle.

V nasledujicim vzorku tedy miizeme za odpovidajici buitkku povazovat bunku nejméné
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(a) Pavodni obraz (b) Obraz zvyraznujici hranice

Obr. 3.1: Ukéazka dat

vzdalenou od predchozi, pokud se nejedné o problematické situace. Kromeé jevi po-
psanych v je nejcastéjsim pozorovanym problematickym jevem, jez je zasadni
pro sledovani téchto bunék, prekryti bunék bez interakce. Bunky se v tomto pri-
padé dostanou nad sebe, coz vyrazné zhorsi moznosti jejich sledovani, nebof tyto
bunky c¢asto nelze viibec rozlisit. Dalsim problémem jsou dlouhé mikroklky, které se

u nékterych bunék vyskytuji. Ty vSak zpusobuji pouze chybu nepresné segmentace.
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4 TEORETICKY POPIS POUZITYCH METOD

4.1 Parametrické aktivni kontury

Metoda aktivnich kontur je pouzivana prevazné tam, kde hledany objekt nema fixni
tvar nebo zmény tvaru tohoto objektu nejdou jednoduse popsat pomoci zmény para-
metra popisné funkce. V takovém pripadé nelze pouzit segmentacni metody zalozené
na tvarové shodé a metoda aktivnich kontur je velmi vhodnou volbou.

Pri segmentaci se snazime nalézt hranici objektu. O hranici objektu predpokla-
dédme, ze se jedna o hladkou ktivku, kterda se v obraze nachézi v misté hran. Pri

hledéni takové krivky mizeme vychazet z minimalizace energie dané vyrazem

Eron = / Boos(v(5)) + B (v(s))ds, (4.1)
pri cemz v minimu bude
dEkon
pu— 4.2
dv(s) (4.2)

Interni energie Ej,;(v(s)) bude dana tvarem (hladkosti) kontury a externi energie
E..+(v(s)) bude ddna pozici kontury v obraze.

Jelikoz nalezeni takové kontury je slozity optimaliza¢ni problém, je vhodnym
resenim postupna deformace do obrazu umisténé kontury. Do obrazu je nejprve
umisténa iniciac¢ni kontura, kterda se v obrazu pohybuje, dokud neodpovida tvaru
hledaného objektu. Tento proces simuluje pohyb struny, na kterou ptisobi vnitini
sily - zabranujici ohybu a natahovéni/stlacovani struny a vnéjsi sily - vnasejici do
pohybu vliv obrazu. Struna se vlivem ptisobeni téchto sil zastavi ve stavu rovnovahy.
Pokud tedy mame strunu popsanou funkei v(s) = (z(s), y(s)), pak se struna zastavi

v rovnovaze, ¢ili bude pro ni platit
Fini(v(8)) + Fepe(v(s)) = 0,Vs, (4.3)

kde Fj,; znaci vnitini sily a F.,; znaci vnéjsi sily.

Samotnd kontura mize byt oteviend nebo uzaviend kiivka. Castdji se vyuziva
uzaviend kiivka (snazime se vymezit hranice objektu). Pro tuto praci budeme uva-
zovat pouze uzavienou krivku.

Pro metodu parametrickych aktivnich kontur je kontura v(s) popsana pomoci
sady svych bodu. [11][12]
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4.1.1 Zakladni implementace aktivnich kontur

Zékladni algoritmus, ze kterého vétsina vypoctt aktivnich kontur vychézi, je po-
psany v [12]. Z ptvodnich rovnic [4.1] a 4.2 dostaneme dvojici diferencidlnich rovnic

i (e - G (0T ) =, )
d dy(s) d? d?y(s) 1dE.y
—i (a0 1 G (0T =y e, )

kde slozky na levé strané odpovidaji vnitfnim vlastnostem kontury, pricemz prvni
¢len odpovida deformacni sile z protazeni a druhy ¢len odpovida tuhosti vici pohybu.
Parametry a a § nastavuji tyto vlastnosti kontur a mohou byt obecné proménné
podél kontury, ¢astéji se vsak nastavuji jako konstantni - dosadime tedy za «a(s) = «
a [(s) = . Pravé strany rovnic odpovidaji derivacim externi energie v bodé s (na
pozici (z,y)). Odvozeni téchto rovnic muzeme nalézt v [11].

Spojitou konturu pak nasledné diskretizujeme na sadu bodu s krokem h a deri-

vace nahradime pomoci kone¢nych diferenci. Z rovnice dostaneme rovnici

O (L1 — Ts Ts —Ts1
o ) .\

h h h
B <$5+2 - 2xs—i—l + Zs Tsy2 — 2J:s+1 + T Tsy2 — 2xs—i—l + ‘Is)
+os —2 + =
h? h? h? h?
1 dEext
_ ! . 4.6
e (16)

Jako F.,; pouzijeme parametricky obraz, ktery bude mit velké hodnoty v mistech,
kam ma byt kontura pfitahovdna (napf. amplituda gradientu). Clen —i%Eet|
oznacime jako f,(x,y) a odpovida (z,y) vzorku z obrazu vytvoreného jako diference

podél osy x parametrického obrazu FE..;. Pfedchozi rovnici 1ze upravit do tvaru

fo(x,y) = axs_o + brsiy + cxs + brgyy + aTsy1, Vs, (4.7)
kde
153 48 « 65 2«
a=17 b:_ﬁ_ﬁ c:ﬁjLﬁ'
Soustavu muizeme prepsat do maticové formy jako
Ax = fo(x,y) (4.8)
[ ¢c b a O 0 b ]|
b ¢ b a 0 -+ 0 a
a b ¢ b a 0 0
0O a b ¢ b a 0
A= .
0 a b
0 0 b
b a O 0 a c |
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Tuto soustavu je pak mozné fesit iterativné

(x(i +1) —x())
A

+Ax(i + 1) = fo(x(2),y(7)), (4.9)

kde x(1) je vektor x-soufadnic v i-tém kroku a A nastavuje rychlost pohybu kontury.

7 rovnice si vyjadiime x-soutadnici v dalsim kroku

x(i +1) = <A + il)l (ix(i) + fa (x(0), y(i))> (4.10)

a obdobné muzeme z rovnice [4.5 odvodit y-soutadnici v dalsim kroku

v+ 1) = (At x1) (S + L. v0) (a.)

Popsané rovnice jsou prevzaty z [11].

4.1.2 Vylepseni vypoctu aktivnich kontur
Normalova sila

Model kontury vytvoreny podle zakladni implementace je pritahovan hranou pouze
tehdy, pokud je kontura dostatecné blizko. To v praktickych tilohéch casto nenastava,
nebot by to vyzadovalo velmi presnou inicializaci, ktera je zde velkym problémem.
Kratky dosah sily castecné resi fakt, ze samotna kontura se vlivem ptisobeni vnitinich
sil smrsfuje. Pokud tedy konturu inicializujeme kolem objektu, kontura se zacne
smrstovat, pritom je pritahovana hranami a zastavi se v prvnim lokalnim minimu.
Aby kontura mirné lokalni minima pfrekonala a pohybovala se dal je mozné pridat

normalovou silu, ktera bude piisobit ve vSech mistech kolmo na konturu
Fnormal = kn(s). (412)

Kde k je nastavovana amplituda norméalové sily a n(s) je jednotkovy normélovy vek-
tor. Norméalovy vektor uréime ze smérového vektoru, pii ¢emz v diskrétnim pripadé
muzeme smérovy vektor pro kazdy bod vypocitat jako rozdil aktualniho a néasledu-
jictho bodu. Normélovou silu pak ptidame do ptivodni rovnice tak, zZe ji rozdélime
na x a y slozku a pridame do iterativnich reSeni rovnic a jako

x(i+1) = (A + 21)_1 (ix(i) + £ (x(), y(0) + knx(z’)> . (4.13)

Tuto normélovou silu lze také vyuzit jako "balénovou'silu k rozpinani kontury v pri-

padech, kdy je vhodnéjsi iniciovat konturu uvniti segmentovaného objektu. [13]
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Prostorova interpolace

Externi sila je poc¢itana z diskrétniho parametrického obrazu. To ndm umoznuje po-
c¢itat body kontury pouze v této diskrétni mrizce. Vétsi presnosti je mozné dosahnout
interpolaci hodnot v parametrickém obrazu. Pokud tedy mame body kontury s li-
bovolnou prostorovou presnosti mizeme hodnoty f.(x,y) a f,(x,y) v téchto bodech

urcit pomoci bilinedrni interpolace. [13]

Normalizace pohybu

Dalsi zlepseni popsané v [13] upravuje vektorové pole sil. Rychlost pohybu bodu
kontury je déna velikosti sily f,(z,y) a fy(x,y), vypoéitané z parametrického ob-
razu, kterd muze byt rizné velka pro jednotlivé body kontury. To miize zptisobovat
nestabilitu kontury a oscilace kolem hledanych minim. Je mozné zavést normalizaci,

kdy zachovame pouze smér pusobenti sily, ale jeji velikost upravime na

fa(,y) .
VIR y) + ()

fxnorm(x> y) = (414)

Zastaveni kontury

Jak jiz bylo uvedeno, samotna kontura se vlivem vnitinich sil smrstuje. To zptsobuje
velkou citlivost na nastaveni parametri a a . Pokud tyto parametry nastavime
prilis velké, kontura se bude smrstovat vlivem vnitinich sil tak silné, ze se nezastavi
na hranicich hledaného objektu. Pokud je nastavime prilis malé, kontura se zastavi
v prvnim lokdlnim minimu. Velikost této smrstujici sily je navic zavisla na velikosti

kontury, nebot vychazi pro jednotlivé body s; jako

(0%
Fkont<si) = —— 4+ g, (415)

TZ‘ i

kde r; je polomér zakriveni kontury v daném bodé. Tato sila pritom piisobi kolmo
na konturu. Pokud tedy vypocitame v kazdém bodé velikost této sily a pouzijeme
ji jako konstantu k£ pri vypoc¢tu normalové sily z rovnice muzeme vytvorit silu
presné opacnou a zabranit tak smrstovani. Smrstujici pohyb kontury je vsak potieba
pro priblizeni kontury k objektu. Konturu tedy opét rozpohybujeme pridanim dalsi
normalové sily, kterou mizeme nastavit na vhodnou velikost. To ndm zajisti mensi
citlivost na nastaveni vlastnosti kontury.

Pro vypocet velikosti smrstujici sily je potfeba znat polomér ktivosti v jed-
notlivych bodech. Odvozeni vypoctu tohoto poloméru vychazi z [14]. Pokud poci-
tame polomér krivosti v bodé s;, tak pro vypocet potiebujeme navic 4 okolni body

Si_9 az S;1o. Hledame kruznici, ktera bude prochazet vsemi body, tedy pro vSech 5
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bodt musi platit
(i — (1)) + (v — y(s1))* =77 (4.16)

prok = {i—2,i—1,4,i+1,i+2} odpovidajici jednotlivym bodum, kde [z;, y;] je stfed
této kruznice. Postupnym dosazovanim za k dostavame soustavu péti rovnic. Takova
kruznice nemusi existovat, proto hledame nejlepsi aproximaci metodou nejmensich
¢tverci. Od ostatnich rovnic ode¢teme rovnici pro k = i, upravime a dostavame

soustavu 4 rovnic

%@@D—w®w%+%@@0—y@w):;@@Jl—ﬂ%f+y@y—y®wa(4U)

prok = {i—2,i—1,i+1,i+2}. ReSeni metodou nejmensich ¢tverct pak lze vypocitat

jako
( ; ) — (ATA)'ATb (4.18)
kde
x(si) — w(sic1) y(si) —y(sio1)
o w(s;) —w(si-2) y(si) —y(si—2)
A= w(s;) — w(si42) y(s:) — y(Siy2) (4.19)
x(si) — w(siy1) y(s:) — y(sit1)
3(@(s:)? = 2(sim1)? + y(s:)* — y(si-1)?)
b — %($(31)2 - x(sz—2)2 + y(31)2 - y(5¢_2)2) (4'20)
3((5:)? = w(si42) +y(5:)® — y(sis2)?)
5(2(s:)? — 2(si41)” + y(s:) — y(5i41)?)

Se zndmym stredem aproximacni kruznice jiz mizeme polomér kiivosti vypocitat

jako vzdalenost ke zkoumanému bodu, tedy

ri =\ (w(s:) — 20)? + (y(s:) — y)2. (4.21)

7 poloméru kiivosti pak pomoci rovnice vypocteme velikost normalové sily,

kterd vyvazi smrstovani zptusobené vnitinimi silami. [14]

Tok gradientniho vektoru

Metoda s vyuzitim vypoctu toku gradientniho vektoru (GVF — Gradient Vector
Flow) Tesi dva zékladni problémy klasické implementace - pusobeni externich sil
na kratkou vzdalenost a neschopnost kontury vniknout do konkavit objektu. Zlep-
Seni konvergence do konkavit miizeme pozorovat na obrazku kde je porovnan
vysledek s pouzitim bézné externi sily (zde gradientu) a sily pfepocitané na GVF.
Nastaveni kontury bylo pouzito totozné a segmentovanym objektem je binarni obraz

tvaru jedné bunky ze segmentovanych dat. U zakladni implementace méame parame-
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(a) Iniciace (b) Bez GVF (¢) S GVF

Obr. 4.1: Zlepseni vlivem GVF

tricky obraz f(x,y), ktery ma maximalni hodnoty v mistech, kam ma byt kontura
pritazena. Z tohoto parametrického obrazu pak pocitdme smér gradientu <7 f, ktery
odpovida vektorim smérujicim kolmo na hledanou oblast. Tyto vektory pak maji
velké hodnoty pobliz hledanych oblasti a v homogennich oblastech jsou blizké nule.
Vypocet GVF pak zajistuje difuzi vétsich hodnot do téchto homogennich regioni.

Pole GVF je definovano v [15] jako vektorové pole v(z,y) = [u(x,y),v(z,y)],
které minimalizuje hodnotu vyrazu

2 2 2 2 2 2
B= [ [+ +02+03) +| v [Py = vfldrdy, (4.22)

kde s/ f je gradient pivodniho obrazu, u je parametr zvétsujici difuzi. u, je parcidlni
derivace slozky u podle z, u, je parcidlni derivace slozky u podle y, v, je parcidlni
derivace slozky v podle = a v, je parcidlni derivace slozky v podle y. Vstupem je tedy
gradient ptivodniho obrazu a snazime se nalézt vhodné v(z,y) = [u(x,y),v(z,y)],
pro které bude hodnota vyrazu E minimalni. Takové v(zx,y) pak budeme povazovat
za hledany GVF. Tento vyraz ma zajistit zménu pouze tam, kde jsou nizké hodnoty.
V mistech s malymi hodnotami gradientu | 7 f| dominuje ve vyrazu suma ¢tverci
parcidlnich derivaci u? + uf/ + 02 + vg a nejvetsi minimalizace tedy dosdhneme upra-
venim pole v(z,y), kde vysledkem bude difuze vysokych hodnot do téchto oblasti.
Pokud je v nékterém misté hodnota |57 f| velkd, tak dominuje druhd polovina vyrazu
a minimalizace je dosazeno vyrovnanim v = | v/ f|, proto zde bude GVF priblizné
odpovidat gradientu, ktery zde odpovida vstupnimu obrazu a tedy nedochézi ke
zméné. Velikost difuze do homogennich regiont je pak regulovana parametrem i,
jehoz velikost zvétsuje difuzi a jeho hodnota by méla riast s hladinou Sumu.

Minimalizace vyrazu 1ze dosahnout iterativnim dosazovdnim do rovnic:
u(i+1) = u(d) +4p 7% u(i) — | 7 fI*(u(i) - f2)

v(i+1) =v(i) +4p v v(d) = | 7 fIP(0(@) = f,), (4.23)
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kde u(i) je x slozka gradientniho vektorového pole v i-tém kroku, 57 je Laplasidn
ptivodniho obrazu a f, je slozka gradientu ve sméru osy x puvodniho obrazu. Zde
i nastavuje rychlost difuze a jeho mensi hodnoty zajisti konvergenci vypoctu, ale
zvetsuji nutny pocet iteraci. Inicia¢ni hodnoty u a v nastavujeme na hodnoty f, a
fy- Odvozeni iterativniho feseni lze nalézt v [15]. Porovnani pivodniho gradientniho
pole a GVF miizeme vidét na obrazku kde jsou zobrazeny vektorova pole opét

pro binarni obraz tvaru jedné z bunék v sekvenci. Externi sila prepoc¢itana na GVF

(a) Vstupni obraz (b) Bez GVF

Obr. 4.2: Dosah puisobeni sil

pusobi na vétsi vzdalenost, a proto je kontura méné citliva na inicia¢ni pozici. Zaro-
ven mnohem lépe konverguje do konkavit objektu. Nevyhodou je pak delsi vypocetni

¢as zpusobeny iterativnim zptusobem vypocétu GVF. [15]

Prevzorkovani boda kontury

P1i postupném rozpinani nebo smrstovani kontury se body vzajemné priblizuji nebo
oddaluji. To muze zpiisobit prekryti nékterych bodl, vytvoreni smycek nebo pii-
lis velky vzorkovaci krok kontury. Tento problém byvéa fesen pomoci odstranovani
blizkych boda a pridavani novych bodt mezi prilis vzdalené body, ale toto Teseni
neni dostatecné pro opakované vyuzivani kontury pri sledovani bunék. Dalsim moz-
nym feSenim je pridani nové sily, kterd zajisti stabilitu kontury jako v [24], tato
sila vsak zhorsi vysledek segmentace. Proto byla vytvorena metoda pro kompletni
prevzorkovani kontury.

Pro linedrni prevzorkovani musime vytvorit novou sadu bodu, kterd bude lezet
na useckach spojujicich sousedni body predeslé sady bodi. Nové sousedni body
pritom musi lezet stejné daleko od sebe.

Problém lze zjednodusit na situaci hledani nasledujictho bodu s(i + 1) = [xs(i +
1), ys(i+1)]. Vzorkovaci krok (vzdalenost hledanych bodii) oznacime As. Nésledujici

bod s(i + 1) musi tedy lezet na kruznici se stfedem v bodé s(i) a polomérem As.
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Zaroven musi lezet na nékteré z tsecek spojujicich sousedni body ptvodni kontury.
Vime pfitom, ze posledni nalezeny bod s(¢) lezi na tsecce mezi bodem r(j) a r(j+1)
pivodni kontury. Situaci ukazuje obréazek [£.3] kde As je vzorkovaci krok, 7 jsou staré
body kontury a s jsou nové body kontury. Priisec¢ik pfitom budeme postupné hledat
s useckami r(j+k) ar(j+k+1) prok =0,1,2,.... Pokud budeme hledat prusecik

r(i+2)

s(i+1)

Obr. 4.3: Ukédzka interpolace

pro k = 0 mizeme usecku popsat analyticky pomoci primky ve tvaru
ar — ¢

b ?

Yy = (4.24)
kde
0= +1) = 2,(j)
b=y(j+1) = y:(j)
c=a(j+1) +3:0+1) = 27() = 57().
Kruznici lze také popsat analyticky jako
(x = 25(0)* + (y — ys(0))* = As?, (4.25)

kde po dosazeni rovnice za y a vyjadieni hledané soufadnice prisecikt dostéa-

vame
1

2(a? + b?) (
—l—\/(Qabys + 2ac — 20%x4)% — 4(a? + b2) (0222 + b2y?2 — As?D? + 2bcy, + ¢2) ).
Pomoci rovnice pak mizeme dopocitat souradnici y; o prusecikii. Vysledkem

jsou dva pruseciky, kde za hledany bod mizeme povazovat vzdy bod lezici blize

T19 =+ —2aby, — 2ac + 2%z + (4.26)

k druhému r(j 4+ 1) bodu tsecky. Jelikoz jsme pocitali s rovnici primky, je nutné
zkontrolovat, zda bod lezi na tsec¢ce nebo mimo ni. Pokud bod na tsecce nelezi,
navysime k a hledame prisecik s dalsi tseckou.
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4.2 Watershed transformace

Watershed transformace (¢esky nazyvand jako rozvodi nebo povodi), je metoda vy-
chazejici z topografie.

Pro zpracovani obrazu muze sedotonovy obraz predstavovat topograficky reliév,
kde nadmortskd vyska odpovida intenzité daného pixelu. Takovy obraz lze pak roz-
délit na regiony odpovidajici jeho povodim. Povodi zde odpovida oblasti, pro kterou
simulovana kapka vody stéka do stejného lokdlniho minima.

7 hlediska vypoctu je vhodnéjsi jiny pristup, jak vysledné segmentace dosah-
nout. Ten vychazi z predstavy postupného zaplavovani — hladina vody postupné
stoupa s nadmorskou vyskou. Pokud by se mély zaplavované oblasti spojit, je zde
vytvorena hraz, ktera ma splynuti téchto dvou vodnich ploch zabranit. Na obrazku
[4.4] je modfe zobrazen profil fezu obrdzkem a Cervené jsou zde vyznaeny hréze,
které by vznikly pti postupném zaplavovani. Po dosahnuti nejvysstho bodu v obraze

odpovidaji vzniklé hraze hranicim regionti watershed transformace.

Obr. 4.4: Princip watershed transformace

Pro vypocet watershed transformace existuje rada algoritmii. Popis téchto algo-
ritmu neni soucasti této prace, jelikoz je zde tato metoda vyuzita jen okrajové. Pro
jeji vypocet byla pouzita implementace v programovacim prosttedi MATLAB.

Pro lepsi vysledek segmentace watershed transformaci lze vyuzit nejriiznéjsich
tiprav segmentovaného obrazu. Casto byva vyuzit napiiklad gradient segmentova-
ného obrazu. Velkym problémem byva presegmentovani, kterému lze zabranit vy-

hlazenim obrazu filtraci, nebo snizenim poctu stupni Sedi obrazu. [16] [17]
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4.3 Opticky tok

Opticky tok je metoda, kdy se kazdému pixelu v obraze snazime priradit vektor
rychlosti pohybu tohoto pixelu mezi snimky v sekvenci. Vysledkem je tedy vektorové
pole urcujici smér pohybu objektii v obraze. Opticky tok muze obecné vzniknout
relativnim pohybem mezi objektem ve scéné a kamerou. Opticky tok pak miize
poskytnout dtlezité informace o zméné prostorového usporadani scény. Mize také
pomoci pri segmentaci téchto objekt1, ¢ehoz je vyuzito v této praci.

Jelikoz jedina informace, ze které vychazime, je posun intenzity v obraze, lze op-
ticky tok vypocitat pouze v oblastech nesouci informaci, tedy v oblastech s vysokym
gradientem. Z toho diavodu byva opticky tok casto pocitan pouze ve vyznamnych
bodech obrazu. Pro vypocet optického toku existuje celd fada metod. Popis pouzi-

vanych metod lze nalézt v [I8] a [20].

4.3.1 Metoda Lucas-Kanade

Tato metoda byla zvolena, protoze se jedna o nejpouzivanéjsi metodu vypoctu, nebot
je rychla a poskytuje dostatecné presny odhad optického toku. Jedna se o lokalni
metodu vypoctu. Okoli bodu (pro ktery pocitame opticky tok) v 1. obraze bereme
jako vzor (napftiklad okno 5x5 px). V nasledujicim obraze se snazime najit takovy
posun, pro ktery bude lokalni okoli mit minimalni soucet ¢tvercu rozdilt se vzorem.

Pro lokdlni okoli (okno) piedpokldddme konstantni posuv v = [u v]T. Prvni
obraz oznacime J(z,y), druhy I(z,y), stfedovy pixel okna p = [p, p,] a okno bude
velikosti 2w + 1. Pro dany pixel pak problém odpovidd minimalizaci chybového

vyrazu
Prtw  Pytw

= > X ( — I(x+u,y +v))*. (4.27)

T=Px—W Y=py —w
Zde odvodime feseni metodou nejmensich ¢tverctu podle [19]. Taylorovym rozvojem

dostavame

ESA (i dl  dI

T=Py—w Yy=py—w v Yy
kde J(x,y) — I(x,y) miZeme oznacit jako ]t, Jako I, a Jako I,. Tyto derivace
muzeme aproximovat pomoci diferenci v Jednothvych bodech x a y daného okna.

V minimu bude
de(v)

dv
Derivaci a tpravou vyrazu dostavame

—[00]. (4.29)

prtw  Pytw

~-2 S Y L+ L LV I, (4.30)

T=Pg—W Y=py —w
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coz lze upravit na maticovy tvar

1d
_LdeV) Ay b,
2 dv
Pztw  Ppytw 72 T petw  pytw LI
T Sl ol i U i ol ol BT
vprwy—pyw | Dye Iy r=pa—wy=py—w | 1tly

Pro optimalni posun vept, coz odpovida vyslednému optickému toku, bude
Vopt = A™' — b. (4.32)

Tato zakladni implementace lze vyuzit k velmi rychlému vypoctu optického toku.
Pro zlepseni vysledku se vyuzivaji nejriuznéjsi zlepseni jako iterativni metoda vypo-
¢tu, kterd vysledek zpresni a pyramidova implementace, kterd je schopna vypocitat
opticky tok pro vétsi pohyb. [21] [19] [20]

4.3.2 Iterativni metoda Lucas-Kanade

Pri iterativnim feseni postupné zpresnujeme vysledek feseni metody. Odvozeni vzorcii
lze nalézt v [19]. Cislo iterace oznac¢ime dolnim indexem. Pro vypocet k-té iterace

pouzijeme vysledek predchoziho kroku, ktery definujeme jako
Iy = I(x 4+ up_1, . + vg_1), (4.33)

kde vektor posunu v dalsim kroku urc¢ime z dosavadniho posunu a aktualniho posunu,
tedy

Vi = Vi_1 + ny. (4.34)
Aktualni posun nj pritom ur¢ime minimalizaci chybového signalu obdobné jako
v rovnici

n, =A"'—by, (4.35)

kde by, je zde upraveno na vysledek predchoziho kroku jako

| Indy
be= Y. > : (4.36)
T=Pzr—W Y=py—w ]tk]y
Zde vystupuje upravena casova derivace vuci vysledku predchozi iterace
Ly, = J — I. (4.37)

Prostorové diference pro dané okno lze vypodéitat i v ptivodnim obrazu J(z,y) (okno
a posunuté okno v dalsim obraze predpokladdme totozné), coz se zde hodi, protoze
tak lze prostorové diference vypocitat pouze jednou pro vSechny iterace (matice A
zustava stejnd). V kazdé iteraci vSsak musime pocitat rezidudlni chyby Iy, a upravit
vektor by. Vhodny iniciacni odhad je v = [0 0] a vhodny maximdlni pocet iteract
je 20. [19]
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4.3.3 Pyramidova Lucas-Kanade

Pyramidova metoda vyuziva podvzorkovani obrazu pro vétsi dosah vysledného op-
tického toku. Vysledek je pak upraven na méné podvzorkovaném obrazu, az se dosta-
neme k ptuvodnimu obrazu. Pri pyramidové reprezentaci obrazu oznac¢ime puvodni
obraz I (velikosti mxn) jako nultou trovern I°. Kazda dalsi tiroveni ma oproti pred-

L _ nt? L mb
- 2

. . o . -1 L v .
chozi drovni polovi¢ni rozméry n a m” = "5—. Pro vypocet dalsi trovné

s anti-aliasingovym filtrem lze odvodit vzorec prevzaty z [19]:

1
I (w,y) = 71722, 29)+ (4.38)

1

5 (22— 1,2y) + I*(22 + 1, 2y) + T*(22, 2y — 1) + T*(22,2y + 1)) +
1
16

Zaciname od nejvyssi urovné pyramidy a vysledny vektor posuvu do nizsi drovné

(I"2r—1,2y = 1) + I" 2w+ 1,2y + 1) + I"20 = 1,2y + 1) + ["(20 + 1,2y + 1)) .

ozna¢ime ¢! a vypocéitdme ho jako
gt =2(g" +d"), (4.39)

kde d* je rezidualni vektor posuvu v této urovni a g’ je vektor posuvu z nizsich
urovni. Vypocet je obdobny s iterativni metodou a obé metody je mozné zkombino-

vat a pocitat tak vice iteraci pro kazdou troven. [19]
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5 IMPLEMENTACE METODY

Byla provedena implementace metody pro sledovani bunék vyuzivajici metodu ak-
tivnich kontur v programovacim prostredi MATLAB. Metoda zahrnuje automatické
vytvoreni inicia¢ni kontury v prvnim snimku sekvence, segmentaci bunék v daném
snimku a prechod kontury na dalsi snimek. Metoda dale osetiuje pripadné zmény

topologie kontury v pfipadech vétveni trajektorii popsanych v [2.5] Dale byla prove-

dena extrakce zakladnich parametri bunék.

5.1 Struktura algoritmu

zmény
topologie
kontur

kontury
nastaveni
parametri
vyrez okoli
buriky
pro vEechny ‘L
snimky
rozpinani
kontury
nacteni T
snimku
diskriminace
l okoali
vypocet
pomocnych \]r
obrazi
deformace
| kontury
inicializace .
kantur odstranéni
pfesmycek
I
N

Obr. 5.1: Vyvojovy diagram algoritmu
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Obréazek ukazuje strukturu algoritmu. Princip vypocétu jednotlivych ¢asti je
v této kapitole dale rozepséan.

Na zacatku jsou nastaveny vsechny potfebné parametry. Vypocet probihd po-
stupné pro vSechny snimky. Pro aktualni snimek jsou vypocitany vSechny upravené
obrazy potfebné pro vypocet pohybu kontur. V ptipadé, ze se jedna o prvni snimek
sekvence, je provedena inicializace kontur pomoci segmentace jader bunék.

Vypocet pohybu kontury je provadén pro kazdou konturu zvlast. Pro urychleni
vypoctu jsou vypocitany vyrezy vSech potfebnych obrazi, v okoli aktualni kon-
tury a vypocty probihaji pro tento vytrez. Kontura je nejprve rozpinana, z vysledku
rozpinani pak mizeme diskriminovat okoli kontury. Nasledné je vypocitana vyslednéa
deformace a jsou odstranény pripadné presmycky na konturach.

Po zdeformovani vsech kontur jsou na zakladé obrazu jader dalstho snimku upra-
veny topologie kontur — kontury jsou rozdéleny, slouceny, pridany nové, nebo jsou

odstranény.

5.2 Vypocet pomocnych obrazia

Pro vypocet pohybu jednotlivych kontur jsou pouzivany rizné upravené obrazy, ze
kterych je bran vytez pro aktualni konturu. Pro zjednoduseni algoritmu a urychleni
vypoctu je vhodné pro aktualni snimek tyto ipravy provést doptedu a pro kazdou

konturu pouzit odpovidajici vyrez obrazu.

5.2.1 Uprava zakladniho obrazu

Zpracovavana data jsou ulozena ve formatu tif o 32-bitové hloubce. Do tohoto for-
matu data uklada obsluzny program holografického mikroskopu. Pro zaznamenané
bunky zabird dynamika obrazu jen malou ¢ast z celé bitové hloubky (vyskytuje se zde
i malé mnozstvi chybovych pixeli v celém bitovém rozsahu). Pro veskerou analyzu
téchto dat je tedy nutné cely rozsah vhodné omezit. Pro jednodussi zpracovavani
byl obraz s upravenym rozsahem hodnot pfeveden do intervalu <0,1>.

Na obraz byla dale aplikovana medianova filtrace, ktera zajisti odstranéni vad-
nych pixeli, které se v obraze vyskytuji. Pro medianovy filtr bylo zvoleno okno 3x3

pixely. Pro dalsi zpracovani i zobrazovani je pouzit tento upraveny obraz.

5.2.2 Binarni obraz jader

Binarni obraz jader je vyuzit pro inicializaci kontur v prvnim snimku sekvence a pro
zabranéni konturam prechodu pres jadra, ¢imz je vyrazné zlepsena spolehlivost sle-

dovani bunék. Je také pouzit pro identifikaci nutnosti zmén topologie pri vétveni
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trajektorii.

Cilem je ziskat pro kazdou bunku jeden binarni objekt. K vytvoreni tohoto ob-
razu je pouzito prahovani. Intenzita bunéénych jader je vSak velmi rozdilna, a proto
nedosdhneme presné segmentace jader. Neni zde ale diilezita presnost této segmen-

tace, ale pouze spolehlivost vytvoreni oddélenych binarnich objektt.

6000

5000

4000

3000

2000

1000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Obr. 5.2: Histogram snimku

Metoda vytvoreni binarniho obrazu jader vychazi z vlastnosti segmentovanych
bunécnych zaznamii. Bunky maji velmi vyrazna jadra, ktera 1ze segmentovat pomoci
prahovani. Pro prahovani jader byla zvolena univerzalni hodnota prahu fungujici pro
vSechny zkoumané sekvence. Na obrazku[5.2]je zobrazen histogram snimku z obrézku
, kde je pouzita hodnota prahu 0.2 (rozsah pro ktery dostaneme spravny vysledek
je 0.1 az 0.3).

Pro dosazeni lepsiho vysledku byl obraz pouzity pro prahovani rozmazan po-
moci Gaussova filtru. Pro odstranéni malych objekt odpovidajicich necéistotam byl
vysledny binarni obraz vycistén pomoci morfologickych operaci.

Obrézek ukazuje vysledek segmentace jader prahovanim. Pomoci morfologic-
kych operaci se podarilo odstranit malé objekty, které by zptsobily falesnou detekci
jadra. Problémem jsou vyrazné bunky nachézejici se blizko u sebe. Tyto bunky
segmentace prahovanim nedokaze oddélit. Pro oddéleni téchto bunék byl pouzit vy-
sledek watershed transformace.

Watershed transformace je zde vyuzita pro oddéleni bunécnych jader, ktera se
nepodarilo oddélit pomoci prahovani. Intenzita obrazu mezi takovymi bunkami ne-

klesne pod prahovou hodnotu a bunky proto nejsou rozdéleny na jednotlivé objekty.
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(a) Pivodni obraz (b) Vysledek segmentace jader

Obr. 5.3: Ukédzka segmentace jader prahovanim

Kazdé bunécéné jadro odpovida lokalnimu minimu v obraze, a je tedy segmento-
vano pomoci watershed transformace jako jeden objekt. Aby nebylo jadro segmen-
tovdno na vice ¢asti (mize obsahovat vice lokalnich minim), je obraz rozmazan po-
moci Gaussova filtru. Vysledek takové segmentace je velmi nepresny, vétsinou neni
schopna oddélit bunku od pozadi, ale mezi sousednimi bunkami vznikne hranice,
ktera tyto bunky oddéli.

Rozdéleni jader pomoci hranic vytvorenych watershed transformaci 1ze provést
vynulovanim pixelti obrazu jader, které odpovidaji hranicim nalezenym watershed
transformaci. Toho lze dosahnou vynasobenim binarniho obrazu jader s binarnim ob-
razem hranic vzniklych watershed transformaci. Obrazek [5.4] ukazuje hranice vzniklé

watershed transformaci a vysledna jadra rozdélend za pomoci téchto hranic.

5.2.3 Binarni obraz pozadi

Binarni obraz pozadi je pouzit pro omezeni rozpinani kontury. Vysledek této seg-
mentace opét nemusi byt presny, nebotf se pouziva pouze pro zpresnéni vysledkii
segmentace. Nevadi zde pokud neni néktera ¢ast pozadi rozpoznéana, ale nesmi dojit
k falesné detekci bunky jako pozadi.

Pro segmentaci pozadi bylo vyuzito prahovani obrazu absolutni hodnoty gra-
dientu, jelikoz predpokldddame malou hodnotu gradientu v oblastech pozadi. Tato
segmentace vsak neni dostatecné presna a miuze dochazet k velkym chybam. Proto

byl pouzit soucet gradientii z predchoziho, aktualniho a nasledujiciho snimku. To
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(a) Hranice nalezené watershed transformaci (b) Vysledné segmentace

Obr. 5.4: Ukazka rozdéleni jader watershed transformaci

lze provést, nebot zde nevyzadujeme presnost.
Obraz seCtenych gradientii byl stejné jako obraz jader vyhlazen Gaussovskym

filtrem a naprahovany binarni obraz upraven pomoci morfologickych operaci.

5.3 Inicializace kontur

Byla vytvorena metoda pro automatickou inicializaci kontur v prvnim snimku sek-
vence. Metoda se sklada ze segmentace jader popsané v kapitole[5.2.1] ¢imz je vytvo-
fen binarni obraz jader. Z bunécnych jader je nasledné vytvorena iniciac¢ni kontura.

Jako inicia¢ni body kontury jsou pouzity pozice hrani¢nich pixelt jader, jak uka-
zuje obrazek [5.5] Je zapotrebi zajistit spravné poradi takto vzniklych bodu kontury
tak, aby sousednim bodim kontury odpovidaly vzdy sousedni pixely. Nemusime se
zde starat o vzdalenost vzniklych bodii, nebot ji lze upravit prevzorkovanim popsa-

nym v kapitole 4.1.2]

5.4 Vyrtez okoli bunky

Pohyb kontury je nutné pocitat pro kazdou konturu zvlast. Velikost obrazu, ve
kterém se kontura pohybuje, vyrazné ovliviiuje vypocetni ¢as. Proto je vhodné pro
vypocet pohybu kontury pouzit jen vytez z ptivodniho obrazu.

Velikost vyTezu pro vypocet aktualni bunky byla zvolena na velikost 201 pixel,

podle maximalni velikosti bunék vyskytujicich se v sekvencich. Pozice vyrezu je
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Obr. 5.5: Ukézka inicializace kontury

volena podle pozice tézisté kontury z predchézejictho snimku. Tézisté lze vypocitat
po prevedeni kontury na binarni obraz vnitinich pixeli a zprimeérovani jejich pozic.
Vytez pak odpovida +100 pixelovému okoli v ose x i y. V pripadé okraji obrazu je

zvolen stejné velky vyrez, ale jeho pozici je nutné posunout do obrazu, ¢ili pokud

vvvvvvvv

Vviev

Tento vyfez je nutné vypocitat pro vsechny pouzité obrazy, tedy kromé puvodniho
obrazu i pro obraz jader a obraz pozadi.

Pri vypoctu je nutné docasné upravit polohu kontury podle daného vytezu. Od
pozice bodi kontury je tedy nutné odecist polohu vyrezu v ptivodnim obraze. Po do-
konceni pohybu kontury je nutné prevést polohu kontury zpét do ptivodniho obrazu

zpétnym pri¢tenim této hodnoty.

5.5 Rozpinani kontur

v

Segmentace je spolehlivéjsi, pokud je deformace kontury zahdjena v okoli bunky.
K tomu je mozné vyuzit pifimo modelu aktivnich kontur s pouzitim vhodného para-
metrického obrazu. Vyjdeme-li z predpokladu, Ze pozadi ma nejvyssi intenzitu, tak
je vhodnym parametrickym obrazem pro rozpinani ptimo obraz intenzity vyhlazeny

Gaussovskym filtrem, tedy
Eea:t(xay) = GO’*](xﬂy)7 (51)

kde F..i(x,y) je vysledny parametricky obraz (energie externi sily) a G, x I(x,y)

je obraz intenzity vyhlazeny Gaussovym filtrem. Vysledek rozpinani kontury touto
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metodou muzeme vidét na obrazku [5.6| Rozpinani kontury je velmi dilezité hlavné
pri prvni segmentaci konturou po jeji inicializaci, kdy je takto kontura zvétsena
z velikosti jadra na velikost bunky. Vytvoreni kontury obklopujici bunku je také
vyuzito pro diskriminaci okoli kontury, a proto je rozpinani kontury pocitano ve
vsech snimcich.

Samotny pribéh vypoctu rozpinani je stejny jako u deformace kontury, kde je
vypocet podrobné popsén (|5.7)).

B
. ']

A W

(a) Kontura z predchoziho snimku (b) Kontura po rozpinini

Obr. 5.6: Ukéazka rozpinani kontury

5.6 Diskriminace okoli kontury

V pouzitych datech spolu buiiky velmi casto interaguji a dotykaji se. To mtze zptiso-
bit velkou chybovost pokud méa sousedni bunka vyraznéjsi okraj. Kontura pak mize
konvergovat k okraji vedlejsi buniky. Pro feseni tohoto problému byla vyvinuta nova
metoda. Pomoci rozpinani kontur vznikla kontura, ktera obklopuje segmentovanou
bunku. Takova kontura velmi dobte vymezuje oblast, ve které se buinika nachazi. Pa-
rametricky obraz mimo vymezenou oblast pak mizeme diskriminovat vynasobenim

hodnotou k, tedy vysledné externi energie bude pro kazdy pixel p

B, (p) = k(p) Eeut(p)- (5.2)

Pro prilis velkou diskriminaci by byla kontura odpuzovana vlivem difuze externi sily

vypoctem GVF. S vétsi vzdalenosti od kontury je vhodné obraz diskriminovat vice.
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Idedlni se ukazala byt skokova zména (z k = 1 na k = 0,8) nasledovana linearnim
poklesem hodnoty k se vzdalenosti od kontury.

Pro vypocet lze pouzit distanc¢ni transformaci obrazu. Pokud konturu prevedeme
na bindrni vyjadreni vnitini plochy kontury (postupem popsanym v , dostavame
binarni obraz I : Q C Z% — {0, 1}, kde vnitini plocha kontury reprezentuje objekt
O tvoreny bilymi pixely

O ={peQll(p) =1}. (5.3)

Komplementarni mnozinu tvofenou tmavymi pixely nazveme O€. Distanéni trans-

formaci pak definujeme jako

D(p) = min{d(p, q)lq € O} = min{d(p,q)|1(q) = 1}, (5.4)

kde d(p, q) odpovida euklidovské vzdélenosti

d(p,q) = /(pr — 4:)2 + (p, — a,)*. (5.5)

Vysledkem je obraz, jehoz hodnoty vyjadiuji vzdalenost od bilého pixelu. Parametr

k 1ze pak vyjadrit jako

1, peO
k(p) = , 5.6
(p) { 0,8—QD(]7), pGOC ( )

kde a nastavuje rychlost poklesu k se vzdéalenosti. Ukazku vysledku jednotlivych

kroktl muzeme vidét na obrazku Vypocet distanéni transformace je prevzat
z [22].

r

i

(a) Bindrni vyjddfeni vnitfni (b) Distanéni transformace (c) Diskrimina¢ni parametr
plochy I(p) D(p) k(p)

Obr. 5.7: Ukazka vypoctu diskrimina¢niho parametru k(p)
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5.7 Deformace kontur

Pro vyslednou segmentaci byla pouzita metoda parametrickych aktivnich kontur.
P1i vypoctu aktivnich kontur byly vyuzity vSechny moznosti zlepseni popsané v ka-
pitole [£.1.2] Vyvojovy diagram popisujici vypocet deformace kontury je vidét na
obrazku 5.8

Uprava GWF

pro pocet iteraci

zatatek v'_;rpqﬁet
vhitfnich sil
vstupni .L
obrazy a I
kontura wpnc}at
normal
- vypocet
vypoet GVF f:ompenzace
smratovani
! I

krok pohybu

+

prevzorkovani

!

omezeni
hranicemi obrazu

uloZeni
kontury

odstranéni
kantury

Obr. 5.8: Vyvojovy diagram deformace kontury
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Vypocet GVF

Vstupni parametricky obraz, podle kterého je pocitana deformace kontury, je nejdrive
prepocitan na vektorové pole sil - GVF. Nejprve je vypocitan gradient, ktery je podle
vzorce iterativné prepocitan na GVF.

Uprava GVF

GVF je vhodné normalizovat, jak je popsdno [4.1.2] Zachovavame tedy smér sily, ale
jeji velikost je ve vSech mistech stejna. To lze provést vydélenim obou slozek vsech
vektoru délkou vektorti. Vysledné vektorové pole sil je také upraveno vynulovanim
v mistech, kde je nezddouci, aby se kontura pohybovala, jak je popsdno v [5.10.1}

Vypocet vnitrnich sil

V kazdém kroku pohybu je nutné vytvorit matici parametrii pro vypocet vnitinich
sil podle vzorce [4.1.1] Velikost matice se méni s poc¢tem bodt kontury. Pokud by
nebylo provadéno prevzorkovani v kazdé iteraci, bylo by mozné pouzivat stéle stejnou

madtici.

Vypocet normal

Déle je nutné vypocitat jednotkové norméalové vektory, aby bylo mozné pouzit po-
mocné normalové sily, zabranujici prechodu pres jadra, jak je popsano v kapitole
Slouzi také pro urceni sméru sily kompenzujici smrstovani vlivem internich
sil. Popis normaélové sily lze nalézt v kapitole[d.1.2] Normélové vektory v jednotlivych
bodech lze urcit z te¢nych vektorii kontury. Pro aproximaci te¢nych vektorti mizeme

pouzit vektor vypocitany jako rozdil nasledujiciho a aktualniho bodu kontury.

Vypocet kompenzace smrstovani

Déle pottebujeme vypocitat velikost sily kompenzujici smrstovani podle rovnic uve-
denych v kapitole Sila kompenzujici smrstovani ptisobi ve sméru normélové

sily.

Pohyb kontury

Samotny pohyb lze vypocitat podle vzorce [£.13 kde normalova sila bude mit dvé
slozky — silu zabranujici prechod pres jadra a silu kompenzujici smrstovani. Pohyb
je pocitan zvlast pro x a y slozku. GVF mé hodnoty pouze na diskrétni mfizce.

Hodnoty sily proto interpolujeme,jak je popsano v |4.1.2]
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Prevzorkovani

Po kazdém kroku pohybu je provedeno prevzorkovani kontury, jak je popsano v4.1.2]

Omezeni hranicemi obrazu

Je také zapotiebi zajistit navraceni bodi do obrazu, v ptipadé, Zze se nékterému
z bodil podarilo vlivem pohybu dostat mimo obraz. To lze provést omezenim x a y
slozky na interval <1,velikost obrazu>. Pokud se néktera slozka dostane mimo tento

rozsah, je ji pridélena krajni hodnota rozsahu.

Kontrola funk¢nosti kontury

Pokud se kontura prilis zmensi, nebo dojde k jinému problému pti vypoctu, je nutné
ukoncit deformaci, jinak dojde k chybé programu. Pokud je kontura identifikovana

jako chybna, je ukonceno celé sledovani provadéné touto konturou.

5.7.1 Pouzity parametricky obraz

Pro pouzita data (ukdzka na obrdzku [3.1)) se jako nejvhodnéjsi parametricky obraz
pro vypocet externi sily ukézala kombinace absolutni hodnoty gradientu a obrazu

intenzity ve formé

Eeat(2,y) = wil (2, y) +wg| 7 1(z,y)| + wigl (z,y)| 7 I (2, )], (5.7)

kde E..(z,y) je vysledny parametricky obraz (energie externi sily ze které je poci-
tan GVF), G, x I(z,y) je obraz intenzity, \7I(z,y) je gradient obrazu, w;, wy a wj,
jsou vahy nastavujici vliv jednotlivych slozek. Gradient do vypoctu vnasi informaci
o hranéch, obraz intenzity zajisti preferenci hran ve svétlejsich oblastech obrazu. Pri-
danim obrazu intenzity zajistime preferenci svétlejsich hranic bunky pred tmavsimi
hranicemi jadra. Nové byla do vyrazu pridana slozka I(x,y)| v I(x,y)|, kterd ma
zajistit preferenci mist, kde je obraz soucasné svétly a jsou zde i hrany a ne pouze

jedna ze slozek ve vétsi mife. Ostatni slozky jsou zde pro nastavitelnost metody.

5.8 Odstranéni presmycek

Presmycky, jako na obrazku [5.9] jsou ¢astou chybou segmentace. Pouzitim pfevzor-
kovani popsaného v kapitole [4.1.2]se jejich vznik znacné omezi. Stale ale jejich vznik
muze nastat a je potreba zajistit jejich odstranéni. Proto byla vyvinuta metoda
pro jejich vyhledévani a odstraniovani. Vznikaji v pripadé, Ze dojde k prilis velkému

rozpinani kontury, nebo pokud se v nékterém misté bunka vyrazné zmensi a dojde
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tak ke vzniku kontury, ktera obklopuje velky prostor s pozadim. V nejvzdalenéj-
sim misté pak kontura neni pritahovana hranou bunky, ale blizsi ¢asti kontury jsou
postupné pritahovany hranami bunky a vytvori se presmycka. Samotna presmycka
vétsinou nesegmentuje zadnou plochu a zptisobuje tak pouze chybu v parametru
obvodu bunky. Problém nastava az v nasledujicim snimku, kdy je presmycka vlivem
rozpinani zvétsena a muze zpusobit velké chyby v segmentaci. Presmycky je tedy
vhodné po dokonceni deformace kontury nalézt a odstranit.

Obr. 5.9: Ukéazka presmycky

Vytvorena metoda hledani presmycek vychéazi z hledani bodi kontury, které jsou
blizko sebe, ale neodpovidaji sousednim bodim na kontute. Pokud pro konturu

slozenou z bodt [sy,so, ..., s,| nalezneme dvojici bodt s; a s; pro kterou plati
d(s;,sj) > aAmin{j —i,i+n—j}>b, proj>i, (5.8)

je tato dvojice identifikovana jako misto presmycky. d(s;,s;) je euklidovska vzda-
lenost bodt jako |5.5] a je parametr nastavujici minimdlni vzdéalenost bodua iden-
tifikovanych jako presmycka a b je parametr nastavujici, kolik bodi od sebe musi
body lezet, aby mohly tvorit presmycku. Pokud je takova dvojice bodii nalezena,
tak je jako presmycka identifikovana mensi ¢ast kontury, vznikla rozdélenim kon-
tury v misté blizkych bodi. Konturu tedy rozdélime na dvé ¢asti: [s;,sit1, ..., S;]
a [s1,89,...,8i1,8j11,Sj12 . . - 8,]. Cést obsahujici méné bodi odstranfme jako pie-

smycku. Princip vypoc¢tu presmycek je dobte patrny z pseudokddu:
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1: function ODSTRANENIPRESMYCEK(s,a,b)
2: n < délka(s)

3: 141

4: ji+0b

5: while i <n —0 do
6: while j <n —b do

7 d < vzdélenost(s;,s;)
8

9

if d < a then
SG 4 [Siy Sig1 - -, Sj]

10: Sb 4= [81,82, ..., 8i—1,5],Sj41s- -, Sn)
11: if j—7>n—j+1ithen
12: s = sa
13: else
14: s = sb
15: n « délka(s)
16: J<n
17: j—J+1
18: 141+ 1
19: ji+0b
20: return s

Hledani presmycek je vypocetné naroc¢né, nebot je nutné zkontrolovat vsechny dvo-
jice bodu, staci ho ale pouzit vzdy jen jednou, pro kazdou konturu v daném snimku,

po dokonceni deformace kontury.

5.9 Zmény topologie kontur

Za velkou nevyhodu parametrickych aktivnich kontur (oproti geometrickym) je po-
vazovana neschopnost samostatné zmény topologie — kontura se neni schopna sama
rozdélit na vice kontur. To je vSak pro sledovani bunék vyhodné, protoze pocet bu-
nek se v obrazu jen velmi malo méni. Jsou vsak situace, kdy dojde k prekryti bunék,
slouceni bunék, déleni bunék nebo miize do zorného pole vstoupit nova bunka. V ta-
kovém pripadé je nutné zajistit patficnou ipravu kontur. Pro zmény topologie byla
vytvorena vlastni metoda vychazejici ze segmentace jader.

Spolehlivym ukazatelem aktualniho poc¢tu bunék je obraz jader pouzity pri ini-
cializaci. Pokud obraz jader vypocitame v kazdém snimku, tak pocet kontur by meél
vzdy odpovidat poctu jader. Po pritazeni jader konturdm mohou nastat tyto situace:

1. 1 konture jsou prirazeny 2 jadra — rozdéleni kontury,

2. 1 jadro je prirazeno 2 konturdm — slouceni kontur,
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3. jadro neni pritazeno zadné konture — vytvoreni nové kontury,
4. kontura nema prifazeno zadné jadro — zanik kontury.
Pii zméné topologie je dilezité zaznamenat ptivod vzniku nové kontury, nebo

duvod zaniku kontury, protoze tato informace mize byt potfebna pro dalsi analyzu.

5.9.1 Prirazeni jader konturam

Pro identifikaci nutnosti zmén topologie a pro zabranéni prechodu pres jadra ((5.10.2)),
je nutné konturam priradit jejich jadro (pfipadné jadra). Pro zmény topologie je du-
lezité umoznit, aby kontufe mohlo byt pritazeno vice jader a jadru pritazeno vice
kontur.

Pritazeni lze provést pomoci binarniho obrazu zobrazujictho vnitini plochu ja-
dra, ktery lze ziskat vypoctem popsanym v [5.12] Jddro prifadime kontufe, pokud
se uvnitt kontury naléza alespon pétina jeho plochy. Pro binarni obraz jadra J(p)

patiiciho kontute a bindrni obraz vnitini plochy kontury K(p) musi platit
1
2 JWEP) > 2> ). (5.9)
p P

Prekryv jen % byl zvolen kvtli slucovani kontur. Kdyz se dvé jadra spoji, kazda
z kontur prekryva jen cast vzniklého jadra, ale toto jadro musi byt prirazeno obéma

konturam.

5.9.2 Rozdéleni kontury

Rozdéleni kontury je tireba zajistit v pripadech, kdy dojde k déleni bunék, nebo
kdyz se vzdali dvé bunky, které se prekryvaly. Oba pripady se projevi tim, ze uvnitt
kontury vzniknou dvé jadra. Konturu je tedy nutné rozdélit na dvé kontury.

Jako nevhodnéjsi metoda se ukazalo byt rozdéleni kontury pomoci primky, ktera
je osou usecky spojujici tézisté jader téchto dvou bunék. Bylo by mozné provést
novou inicializaci kontur, na zakladé jejich jader, ale metoda rozdéleni primkou
zachova pozici bodli a nemuze tak dojit ke skokovym zménam parametrii. Ukazku
takového rozdéleni muzeme vidét na obrazku [5.10]

Polohu tézisté jadra lze urc¢it jako primérnou hodnotu polohy pixeli jadra. Osu

Vvev

lze odvodit rovnici délici primky
1
(by — az)x + (by — ay)y — §(bi —al+b2—a))=0. (5.10)

Pokud si levou stranu rovnice oznacime jako funkci p(z,y), tak mtizeme body kon-
tury rozdélit na body, pro které je p(z,y) > 0, a pro které p(x,y) < 0. To odpovida

rozdéleni kontury podle popsané primky.
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(a) Kontura v ptivodnim obrazu (b) Ukéazka principu rozdéleni kontury

Obr. 5.10: Princip rozdéleni kontury

U obou kontur vytvorenych rozdélenim vznikne v misté rozdéleni mezera, kterou
1ze vyplnit prevzorkovanim kontury popsanym v kapitole [£.1.2]

7, divodu c¢astého vyskytu falesnych rozdéleni vlivem Spatné segmentace jader,
je vhodnéjsi kontury rozdélovat, az pokud jsou dvé jadra v bunce identifikovana
ve dvou snimcich po sobé. Pri prvnim nalezeni dvou jader je ulozena informace
o mozném rozdéleni v dalsim snimku a obé jadra jsou povazovana za jadro této
bunky. Pokud jsou i v dalsim snimku v bunce nasegmentovana dvé jadra, tak je

provedeno rozdéleni.

5.9.3 Slouceni dvou kontur

Slouceni kontur miuze nastat v pripadech, kdy dojde k prekryti bunék, nebo kdyz
jedna bunka pohlti druhou. Pokud se bunky prilis priblizi, tak segmentace jader tyto
dvé jadra identifikuje jako jedno jadro.

Pokud je jedno jadro identifikovano jako jadro u dvou rtznych kontur je zapo-
tfebi provést jejich slouceni. To lze provést pouhym odstranénim jedné kontury, kde
je vhodnéjsi odstranit mensi konturu. Nasegmentovani celého slouceného objektu
druhou z kontur nastane automaticky diky vlivu zabranéni prechodu pres jadra po-
psaného v kapitole[5.10.2] Vznikne tak normélova sila, kterd konturu roztdhne kolem
celé bunky.

Stejné jako u rozdéleni kontur, je vhodné bunky sloucit az pokud je spole¢né jadro

nasegmentovano ve dvou snimcich po sobé, aby se zabranilo falesnym sloucenim pfti
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jednom chybné segmentovaném snimku. Slouceni kontur vsak nastdva automaticky
vlivem puisobeni normalovych sil jader. Proto pokud je jedno jadro pritrazeno dvéma

konturam poprvé, tak je nutné normalové sily tohoto jadra vypnout.

5.9.4 Vytvoreni nové kontury

V obrazu se miize objevit nova bunka, kdy je nutné pro tuto bunku vytvorit novou
konturu. To miize nastat v pripadé vstupu této bunky do zorného pole, nebo pfti
chybéch segmentace, kdy se pomoci stavajici kontury bunku nepodaii segmentovat.
Nova kontura by méla vzniknout, pokud nékteré jadro neni prirazeno zadné konture.
Vznik nové kontury lze provést stejné, jak probiha inicializace kontur v prvnim

snimku.

5.9.5 Zanik kontury

K zaniku kontury muze dojit pokud se bunka dostane mimo zorné pole, nebo v pri-
padé vyraznych chyb segmentace. V takovém ptipadé neni konture pritazeno zadné

jadro a provedeme jeji odstranéni.

5.10 Upravy pohybu kontury

Pro spravnou funkci sledovani bylo vytvoreno nékolik heuristickych postuptt pro
upravu pohybu kontury. Popsané postupy vyuzivaji zmén parametrického obrazu, ze
kterého je pocitana externi sila, nebo zmén vysledné externi sily. Rozdil je zde ten, ze
uprava parametrického obrazu ovlivni okoli vlivem difuze pti vypoctu GVF. Uprava
vysledného GVF ovlivni jen skuteéné zménénou hodnotu. Parametricky obraz je
zmeéneén naptiklad pri diskriminaci okoli kontury a vysledna sila je zménéna napriklad
pri omezeni rozpinani. Dalsi moznou upravou je pridani normélové sily v urcitych

¢astech obrazu.

5.10.1 Omezeni rozpinani

Velké roztazeni kontury pii rozpinani mize zptsobovat chyby segmentace. Pokud
se kontura prilis vzdali od okraje segmentované buiky, tak tato hranice jiz na kon-
turu nepusobi dostatecné silné a kontura k ni nekonverguje. Byla proto vytvorena
metoda pro zastaveni kontury v oblastech pozadi. Zastaveni kontury je zajisténo

vynulovanim GVF v oblastech pozadi.
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5.10.2 Zabranéni prechodu pres jadra

Pro spravny vysledek sledovani nesmi kontura nikdy prekrocit jadro aktualni seg-
mentované bunky. Konturu inicializujeme v okoli jadra a v pripadé prechodu kontury
do dalstho snimku neptredpokladame tak velky pohyb bunky, ze by se jeji jadro do-
stalo mimo konturu. Je tedy zfejmé, ze prechod kontury pfes jadro by zpiisobil
zhrouceni kontury a sledovani bunky by bylo preruseno. Obdobné nesmi kontura
prejit pres jadra sousednich bunék, nebot by pak tyto dvé bunky byly segmentovany
jako jedna.

Ptechodu pres jadra lze zabranit vynulovanim externi sily v oblasti jader. Kon-
tura se vSsak miize pres jadro dostat i postupnym pusobenim internich sil. Pro zajis-
téni spolehlivosti byla tedy pridana nova externi sila, ktera ptisobi ve sméru kolmém

na konturu, pokud se bod kontury nachazi v oblasti jadra.

(a) Obraz uréujiciho velikost sily (b) Pusobeni sily

Obr. 5.11:  Ukézka normalové sily branici prechodu pres jadra

Tuto silu lze vypocitat jako normélovou silu popsanou v kapitole f.1.2] Velikost
normalové sily (hodnota k z rovnice musi byt nulova mimo oblasti jader, kladna
v oblasti jadra aktualni bunky a zaporna v oblasti ostatnich jader. Pro jeji vypocet
byl vytvoren obraz s témito hodnotami a velikost normalové sily je pak urcena pozici
daného bodu kontury v obraze. Na obrazku muzeme vidét ukazku takového

obrazu a ukéazku plisobeni vysledné sily.
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5.11 Segmentace v nasledujicich snimcich

Pro inicializaci kontury v nasledujicich snimcich je pouzita kontura z predchazejiciho
snimku. Postup segmentace je totozny jako v prvnim snimku. Mzeme zde vSak
pouzit mensi pocet iteraci pro rozpinani, nez u inicializacniho prvniho snimku.
Vyuzivame opét i rozpinani kontury, nebot je tak zajisténa konvergence kontury
do okoli bunky a lze tedy vyuzit metody preferujici pro segmentaci oblast uvnitt

kontury popsané v kapitole [5.6]

5.12 Vyplnéni kontury

Pro radu vypoctu (napf. pro vypocet parametri bunék nebo pro uréeni, zda se dané
jadro naléza uvniti kontury) je zapotiebi prevést konturu reprezentovanou sadou
bodii, na binarni obraz vnitini plochy kontury. Pro tento tikol existuje rada algo-
ritmi, zde lze vSak pouzit jednoduchou metodu vyuzivajici prevzorkovani kontury
(4.1.2)).

Pokud konturu prevzorkujeme na vzdalenost sousednich bodi jeden pixel, tyto
pozice bodu zaokrouhlime a vykreslime pixely nachazejici se na téchto bodech, zis-
kame osmi-spojitou hranici oblasti. Oblast lze pak vyplnit napriklad pomoci inverz-
niho vyplnovani bez nutnosti rasterizace tisecek. Pro implementaci vyplnéni oblasti
v MATLABU byla pouzita funkce imfill.

5.13 Vypocet parametri

Hlavnim vysledkem sledovani bunék jsou parametry jednotlivych bunék v sekvenci,
kde pro vypocet byly zvoleny zakladni parametry: obvod, plocha, cirkularita, poloha

Pro vypocet plochy je nutny prevod kontury na binarni obraz vnitini plochy
kontury pomoci metody popsané v Plocha pak odpovida poc¢tu pixelt tvoricich
bunku.

Hmotnost je poc¢itana jako soucet intenzity vSech pixeli bunky. Pro tento vypocet
lze opét pouzit bindrniho zobrazeni bunky, které se pouziva pro vypocet plochy. Pro
zaznamy z holografického mikroskopu je linearni zavislost mezi intenzitou a hmot-
nosti bunky: 1 rad/px = 0,238 pg/px. Jelikoz vsak pozadi nemd nulovou intenzitu
je potieba jeho hodnotu odecist. Hodnota pozadi byla vypocitana jako primeérna
intenzita pozadi v prvnim snimku. Jako obraz pozadi zde byl pouzit vysledek seg-

mentace popisovanou metodou v prvnim snimku sekvence.

o7



Pro vypocet obvodu je dilezita hustota vzorkovani kontury, kterd by méla byt
vzdy stejna. Pro vypocet obvodu byla pouzita kontura s body vzdéalenymi 1 pixel.
Obvod pak ptimo odpovida poc¢tu bodu kontury.

Cirkularitu lze vypocitat na zédkladé obvodu a plochy bunky podle vzorce 2.1}

5.14 Vyuziti optického toku pro deformaci kontur

Zakladni implementace aktivnich kontur je vytvorena pro segmentaci objekti v je-
diném snimku a vyuziva tedy pouze informaci obsazenou v tomto snimku. V rozdilu
(pohybu) mezi snimky se nachazi velké mnozstvi informace, kterd by se dala vyu-
zit pro zlepseni vysledkt segmentace a sledovani. Velmi vhodnym vyjadrenim této
informace zmény mezi snimky je prave opticky tok. Usp&$na implementace pouziti
optického toku jako externi sily pro deformaci kontury je popsana v [23] a [24]. Tyto
metody opticky tok kombinuji s klasickymi externimi silami ptisobicimi na konturu.

Pro vyuziti optického toku, jako dalsi slozky externi sily pro deformaci, je nutné
vypocitat opticky tok ve vsech bodech obrazu a jako externi silu ptisobici na bod
kontury brat hodnotu tohoto vektorového pole v misté bodu kontury (pfipadné tuto
silu zkombinovat s jinou externi silou ptisobici na konturu). Pti pokusu o implemen-
taci tato metoda pro testovana data poskytovala velmi Spatné vysledky, a proto byl
testovan jiny novy pristup.

Jak je uvedeno v teoretickém popisu optického toku (kapitola , nejpresnéjsi
vypocet optického toku lze provést ve vyznamnych bodech obrazu (v mistech s vel-
kou hodnotou gradientu). Velmi vhodnymi vyznamnymi body jsou body kontury
z predchoziho snimku, které by mély lezet na hranici buriky (v predchozim snimku).
Pokud pro kazdy bod kontury vypocitame opticky tok, coz je vektor pohybu da-
ného bodu do dalsiho snimku, mtizeme tento vektor pouzit pro skokovou deformaci
kontury a vyslednou konturu pak upravit pomoci bézné deformace.

Na obrazku je zobrazen vysledek optického toku v bodech pro zakladni
implementaci Lucas-Kanade i pro jeji zlepseni. Pro zakladni implementaci obsaho-
val vysledek velké mnozstvi chybnych vektorl, proto byla implementace rozsitena
o iterativni zptisob vypoctu. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pomoci kombinace
iterativni a pyramidové metody, ktera je schopna opticky tok vypocitat i v mistech,
kde dochézi k velkému pohybu bunky.

Vysledek je velmi citlivy na tvarové zmény bunék. Typicky nepresny vysle-
dek ukazuje obrazek [5.13] Dalsi nepfesnosti jsou zpisobeny vlivem dotyku bunék.
V misté, kde se bunky dotykaji, neexistuje hrana. Pokud se bunky v nasledujicim
snimku prestanou dotykat, hrana vznikne a tato metoda nerozpozna podobnost.

Dalsim velkym problémem je chybnéd segmentace v prechazejicim snimku, takova
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(a) Zakladn{ implementace (b) Iterativni metoda (c) Tterativni a pyramidovd me-
toda

Obr. 5.12:  Ukézka optického toku pro body kontury

Obr. 5.13: Ukazka chyby optického toku

chyba se prenasi do nasledujiciho snimku.

Uprava vysledku po pohybu klasickou deformaci nékteré chyby eliminuje, metoda
vsak poskytovala horsi vysledky, nez metoda bez pouziti optického toku, proto tato
metoda nebyla pouzita pro vyslednou implementaci. Divodem nevhodnosti této
metody jsou zmény tvaru bunék ve zkoumanych datech — bunky se malo pohybuji
a pouze méni sviij tvar. Vyuziti metody s optickym tokem by bylo velmi vhodné pro

sledovani bunék, které se vice pohybuji, ale zachovavaji si svij tvar jako v [24].
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6 VYSLEDKY

6.1 Presnost segmentace

Dilezita je ptresnost vysledné segmentace. Ukazku takové segmentace ukazuje ob-
razek [6.1] kde muzeme vidét kontury zobrazené v piuvodnim obrazu a také porov-
nani s ruéné segmentovanymi daty. Tabulka [6.1] vyhodnocuje pfesnost segmentace
v porovnani s ru¢né segmentovanymi daty. Hodnoty jsou vyjadfeny v poméru se
segmentovanou plochou. Metoda dosahuje vétsi nepresnosti u falesné negativnich
pixell, coz je ddno predevsim malym kontrastem bunék a nutnosti véas zastavit
narustani kontury.

Jelikoz segmentované buiky jsou zaznamenany relativné novou modalitou a za-
znamenané snimky jsou velmi specifické, je obtizné nalézt jinou metodu pro srov-
nani presnosti vysledki. Pro srovnani byla vybrana segmentace snimkt z fazove-
kontrastntho mikroskopu popsana v [25], kde autofi uvadéji presnost segmentace
81, 05%. Snimky zde maji velmi podobné vlastnosti, ale srovnani je nutné brat pouze

jako orientacni.

(a) Vysledek segmentace (b) Porovnani s ruéni segmentaci (bilé objekty

jsou ru¢ni segmentace)

Obr. 6.1:  Ukézka vysledné segmentace

6.2 Spolehlivost sledovani

7 hlediska sledovani bunék muze dochazet k chybam. Implementované slucovani
a rozdélovani kontur neni tspésné v pripadech, kdy spolu bunky dlouhodobé in-
teraguji. Takové bunky se k sobé opakované priblizuji a oddaluji. Kontura se tak

mnohokrat opakované rozdéli a opét slouci. Ukézku takovych interagujicich bunék

60



Cislo Pocet | Prumérna | Falesné Falesné Celkova
sekvence | bunek | velikost pozitivni | negativni | presnost
1 25 4629 px 5,90 % 10,77 % 83,33 %
2 10 4831 px 6,82 % 8,33 % 84,85 %

Tab. 6.1:  Presnost segmentace jako pomér segmentované plochy

lze vidét na obrazku [6.2] kde na nékterych snimcich jsou burnky identifikovany od-
délené a na nékterych jako jeden celek. Problémem zde je, zZe pri takovéto interakci
dojde casto k chybé a sledované bunky pak nejsou propojeny. To lze pozorovat na
grafu trajektorii [6.3] kde tyto buriky odpovidaji shluku krétkych trajektorii v pravé
casti grafu. Naopak ukézky tuspésné identifikovanych zmén topologie jsou uvedeny
v kapitole [6.3]

Metoda je velmi spolehliva z hlediska segmentace vSech bunék ve vsech snimcich,
nebot i pii chybach sledovani je pouze Spatné identifikovand néavaznost bunék v sek-
venci, ale bunka je dale segmentovana novou konturou. Vysledek sledovani touto
metodou by tedy bylo vhodné déle zpracovat — nalézt korespondujici bunky v mis-
tech preruseni a identifikovat jejich navaznost. Toto zpracovani vsak jiz neni soucasti

této prace.

6.3 Ukazky vysledki sledovani

Typickym vysledkem sledovani bunék je zobrazeni jejich trajektorie v pribéhu sek-
vence, jako na obrazku [6.3] Z grafu trajektorii vSech bunék v prubéhu 100 snimku
sekvence je patrné, ze bunky se v téchto datech ptilis nepohybuji. Bunky, které v sek-
venci nevykonéavaji zadny pohyb lze vétsinou také identifikovat jako mrtvé bunky.
Na obrazku jsou zobrazeny hmotnosti téchto bunék. Lze zde pozorovat sko-
kové nartsty a poklesy hmotnosti, coz odpovida slouceni a rozdéleni kontur.
Nejzajimavéjsimi situacemi pro analyzu jsou déleni a slucovani bunék. Zajima
nas predevsim vyvoj parametrii v casovém okoli téchto jevi. Zobrazené vysledky
jsou vysledkem automatického sledovani. Ruéné byly z vysledk vybrany zajimavé
bunky a vhodné casové okoli téchto jevi pro zobrazeni. Jedna se pouze o ukazky

vysledkt, které by mohly byt vhodné pro interpretaci.

6.3.1 Déleni bunék

Na obrazku jsou ukazany vyrezy z vybranych snimku vysledkt segmentace, kde

je zachycen vyvoj déleni bunék. Doslo zde k tspésnému rozdéleni kontury a vznikla
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Obr. 6.4: Graf hmotnosti bunék

dvojice bunék je déle ispésné sledovéna. Na obrazku[6.6]je vyvoj hmotnosti a cirku-
larity téchto dvou bunék. Lze zde pozorovat, ze hmotnost piivodni bunky se rozdélila

mezi dvé nové vzniklé bunky.

6.3.2 Slouceni bunék

Na obrazku je vidét ukazka slouceni dvou bunék. Bunky zde byly opét spravné
sledovany a jejich kontury byly tispésné slouceny. Vyvoj hmotnosti a obvodu téchto
bunék je vidét na obrdzku

6.3.3 Prekryti bunék

Velmi problematickou situaci je prekryti dvou bunék. Typicky vyvoj takového pre-
kryti ukazuje obrazek Doslo zde k dspésnému slouceni a opétovnému rozdé-
leni kontur. Prekryti lze od slouc¢eni bunék identifikovat podle opétovného rozdéleni
téchto bunék. Lze predpokladat, Ze nejde o slouceni a nasledné déleni bunék, nebot
tyto jevy jsou v analyzovanych sekvencich velmi vzacné.

Pro korektni sledovani téchto bunék je zapotiebi identifikovat, o kterou z ptivod-
nich bunék se jednd. Zde lze vychdzet z parametri zobrazenych na obrazku [6.10]
Ptivodni bunky si zachovaly svou hmotnost a lze je tedy snadno identifikovat. V grafu
plochy lze pozorovat velky nartst na zacatku a konci prekryti, ktery je zptsobeny

postupnym vzdalovanim téchto bunék.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo popsat sledovani bunék a navrhnout vhodnou metodu sle-
dovani v zaznamech porizenych novou modalitou - multimodalnim holografickym
mikroskopem.

Préce se nejprve zaméruje na vysvétleni zakladnich principii holografie a probira
obecné konstrukce holografickych mikroskopti. Podrobnéji je pak rozebran multi-
modalni holograficky mikroskop, pomoci kterého byly porizeny obrazové sekvence
bunék. Dale jsou zde tyto bunky presné specifikovany a jsou popsany zakladni vlast-
nosti téchto obrazovych dat.

V dalsi ¢asti se prace zaméruje na zéakladni metody sledovani bunék a popisuje
nejruzneéjsi zkoumané parametry. Byla vybrana metoda parametrickych aktivnich
kontur, kterou lze vyuzit pro kombinaci segmentace i hledani korespondujicich bu-
nek. Model parametrickych aktivnich kontur je podrobné popsan s nékolika moz-
nostmi zlepseni.

Prace popisuje implementaci metody sledovani bunek, jejiz zédkladem je model
parametrickych aktivnich kontur. Metoda obsahuje automaticky zptisob inicializace
kontur, ktery vychézi z kombinace prahovani jader bunék a watershed transformace.
Metoda obsahuje fadu postupt pro zlepseni vysledkti segmentace. Metoda osetiuje
také zpusob rozdélovani a slucovani kontur pri vétveni trajektorii, kde jsou tyto
situace vyhledavany opét pomoci obrazu jader. Byla testovina metoda deformace
kontur s vyuzitim optického toku, ktera vsak byla identifikovana jako nevhodné pro
pouzita data.

7 hlediska segmentace lze metodu povazovat za presnou a spolehlivou vzhle-
dem k obtiznosti segmentace téchto dat. Z hlediska sledovani bunék pii konfliktnich
situacich (vétveni trajektorii) si metoda neporadi s bunkami, které spolu dlouho a in-
tenzivné interaguji. Problémem metody je jeji velkd vypocetni ndro¢nost. V praci je
presnost segmentace vyhodnocena porovnanim s ruc¢ni segmentaci. Je zde uvedeno
nékolik ukazek, pri kterych byla metoda sledovani tspésnd, a pri kterych metoda

selhala.
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SEZNAM ZKRATEK

DH digitalni holografie
DHM digitalni holograficka mikroskopie

CCHM koherenci tizeny holograficky mikroskop — Coherence-Controlled
Holographic Microscope

MHM multimodalni holograficky mikroskop — Multimodal Holographic
Microscope
GVF tok gradientniho vekotoru — Gradient Vektor Flow
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A SEZNAM SKRIPTU A FUNKCI

sledovanil — zékladni skript pocitajici sledovani sekvence 1

sledovani2 — zékladni skript pocitajici sledovani sekvence 2
vypocet__parametru — skript, pro vypocet parametri z bodi kontury
zakladni__uprava — funkce provadéjici zakladni ipravu vstupniho obrazu
vypocet__pozadi — funkce pro vypocet binarniho obrazu pozadi
vypocet__jader — funkce pro vypocet binarniho obrazu jader

inictalizace — funkce pro prevod binarniho obrazu jader na kontury
zmena,__topologie — funkce pro tupravu topologie kontur
prirazeni__jader — funkce pro prirazeni jader konturdam

rozdeleni — funkce pro rozdéleni kontury

slouceni — funkce pro slouceni kontur

odstranent — funkce pro odstranéni kontur

pridani — funkce pro inicializaci novych kontur

vypocet _vyrezu — funkce pro vypocet vytrezi z obrazi v okoli kontury
pohyb__kontury — funkce pro vypocet deformace (nebo rozpinani) kontury
vypocitat__gvf — funkce pro prepocet energie na GVF
vypocitat__matici__A — funkce pro vytvoreni matice vnitinich sil
normaly — funkce pro vypocet normalovych vektort pro body kontury
kompenzace__sil — funkce pro vypocet velikosti sil kompenzujicich smrstovani
interpolace — funkce pro prevzorkovani kontury na stejné vzdalené body
odstran__presmycky — funkce pro odstranéni presmycek z kontury
vyplnovani — funkce prepocitavajici konturu na binarni obraz vnitini plochy

ulozeni — funkce pro prevod kontur na pixely a ulozeni
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B OBSAH PRILOZENEHO CD

tomas_ vicar_ DP.pdf — elektronickd verze diplomové prace

ukazka_ vysledku — slozka obsahujici ukazky vysledkt sledovani
datal — slozka se 100 segmentovanymi snimky 1. sekvence

data?2 — slozka se 100 segmentovanymi snimky 2. sekvence

skripty__a_ funkce — slozka obsahujici skripty a funkce pro vypocet sledovani
funkce — slozka s funkcemi pro vypocet sledovani
data — slozka s daty pro ukazkové spusténi
vysledky — slozka pro ukladani vysledkti spusténi
vypocet _parametru.m — skript pro vypocet a vykresleni parametri
sledovanil.m — skript pro ukazku vypoctu sledovani na 1. sekvenci

sledovani2.m — skript pro ukazku vypoctu sledovani na 2. sekvenci
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