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Úvod

Úkolem segmentace obrazu je rozd¥lit snímek na disjunktní oblasti, jejichº body mají

n¥jakou spole£nou vlastnost (barvu, jas, strukturu). Metod je mnoho a pracují na r·z-

ných principech. Jsou to metody zaloºené na detekci hran (Cannyho hranový detek-

tor [1]), regionov¥ zam¥°ené metody, metody vyuºívající histogramu (prahování [2])

nebo metody zaloºené na parciálních diferenciálních rovnicích (metoda aktivních kon-

tur [3], [4]). V práci jsem se zam¥°ila na metodu prahování (threshold) a volbu vhodného

prahu. Tato metoda je jedna z nejjednodu²²ích, ale také nejpouºívan¥j²ích jelikoº p°e-

vádí snímky na binární. Binární snímky získané prahováním se £asto pouºívají jako

vstupní snímky pro jiné metody. Hlavní metodou, kterou jsem se zabývala ve své práci,

je metoda aktivních kontur (active contour). Variant této metody je mnoho. První

metoda aktivních kontur byla uvedena v [3].

Metody segmentace obrazu se vyuºívají v mnoha odv¥tví, jako je optická kontrola

kvality, detekce objekt· a mnoho vyuºití nachází p°edev²ím v léka°ství.

Kaºdá bu¬ka v lidském t¥le obsahuje jádro. Jádro obsahuje chromozomy, které jsou

tvo°eny dlouhými °et¥zci DNA. Integrita DNA je stále ohroºována jak vnit°ními vlivy

(metabolismem) tak vn¥j²ími vlivy. Vn¥j²í vlivy mohou být nap°íklad UV zá°ení, rentge-

nové zá°ení, gama zá°ení, chemikálie v prost°edí nebo viry. Po²kozením DNA m·ºe být

mutace nebo rozpad °et¥zce. Po²kození m·ºe zp·sobit mnoho závaºných nemocí jako

je nemoc z ozá°ení, rakovina nebo p°ed£asné stárnutí. Bu¬ka má ur£ité mechanismy na

opravu po²kození a v¥t²inu po²kození umí opravit (viz [5]). Pokud je po²kození p°íli²

velké, m·ºe dojít k sebezni£ení bu¬ky (apoptóza) nebo imunitní systém vyhodnotí tyto

bu¬ky jako abnormální a zni£í je. V n¥kterých p°ípadech ale k oprav¥ nedojde a dojde

k nekontrolovatelnému mnoºení a d¥lení bun¥k s po²kozenou DNA, které je p°í£inou

rakoviny (viz [6]). Bu¬ky obsahují n¥kolik protein·, které zaji²´ují opravení rozpadu

DNA. Tyto mechanizmy oprav chyb DNA mohou být klí£em k lék·m na rakovinu a

proto jsou intenzivn¥ zkoumány.

P°i zkoumání integrity genomu se vzorek ozá°í laserem, rentgenovým zá°ením nebo

se aplikují n¥jaké genotoxické látky. Tím dojde k po²kození DNA a následn¥ se po-

zorují reakce bun¥k. Na po²kození DNA se váºe skupina protein·, které mají funkci

opravovat po²kození. Vzorek se obarví DAPI, coº je chemická �uorescen£ní látka, která

se dob°e váºe na DNA. Po navázání s DNA zvy²uje svoji intenzitu �uorescence. Dále se

na vzorek aplikuje jiná látka, která se naváºe na proteiny a po navázání se obarví jinou

barvou neº DNA obarvena DAPI. K analýze máme vºdy dva snímky daného vzorku
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získané laserovým rastrovacím mikroskopem [7]. První obsahuje pouze obarvená jádra

bun¥k, jako na Obrázku 0.1 (a). Druhý snímek je snímek stejného místa ve stejném

£ase po°ízen v jiné vlnové délce. Na tomto snímku jiº nejsou vid¥t jádra, ale tzv. fo-

kusy, jako na Obrázku 0.1 (b). To jsou místa, kde do²lo ke zlomu DNA a na t¥chto

místech jsou nahromad¥ny proteiny, které �uoreskují. Cílem analýzy je kvanti�kovat

po£et fokus· na jedno jádro. K tomu je pot°eba um¥t rozd¥lit shluky jader na jed-

notlivá jádra. Shluky navíc nejsou ve vzorcích ojedin¥lé jelikoº bu¬ky mají tendenci se

shlukovat. Pokud by nedo²lo ke správnému rozd¥lení, byla by hodnota po²kození DNA

um¥le nadhodnocena. Tímto problémem se zabývá rozsáhlý výzkum integrity genomu,

který probíhá na Ústavu molekulární a transla£ní medicíny Léka°ské fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci [8].

(a) (b)

Obrázek 0.1: (a) snímek s obarvenými jádra, (b) snímek s fokusy

Hlavním cílem této práce je implementovat programový kód v Matlabu, který de-

tekuje jednotlivá obarvená jádra a rozd¥lí jejich shluky. Dal²ími cíli práce je pochopit

a popsat metody prahování a metodu aktivních kontur. Dále prozkoumat matematické

pozadí metody aktivních kontur. Dal²ím cílem je ukázat výsledky programu na testovací

sad¥ snímk· získaných z Laborato°e integrity genomu.

V první kapitole práce se zam¥°ím na teoretické poznatky spojeny se segmentací

obrazu. Ve druhé kapitole popí²i metodu prahování a n¥kolik zp·sob· volby vhodného

prahu. Ve t°etí kapitole se budu zabývat metodou aktivních kontur a p°edev²ím metodou

Chan-Vese [4], jelikoº tuto metodu vyuºívám ve svém programu.

Ve £tvrté kapitole se zam¥°ím na praktickou £ást. Popí²i algoritmus programu, který

jsem napsala v programu Matlab. V páté kapitole ukáºi výsledky obou metod, prahování

a metody aktivních kontur, p°i r·zné volb¥ parametr· a nastavení.
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V poslední £ásti stru£n¥ popí²i program vytvo°ený ve spolupráci s Tomá²em Fürs-

tem, který je zaloºený na prohlíºení hranice objekt·. Ukáºi nedostatky tohoto i prvního

programu zaloºeného na metod¥ aktivních kontur. Nakonec srovnám výsledky obou me-

tod na testovací sad¥ snímk·.
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1 Základní pojmy

1.1 Reprezentace obraz· v Matlabu

P°i práci s obrazy v po£íta£i musíme pracovat s diskrétními daty. Obrazy jsou proto

vyjád°eny maticemi a m·ºeme s nimi i takto pracovat. Vyjád°ení m·ºe být n¥kolika

zp·soby.

RGB obraz je barevný obraz reprezentovaný polem m×n×3, které de�nuje £ervenou

(R), zelenou (G) a modrou (B) barvu pro kaºdý pixel (Obrázek 1.1 (a))

Obraz ve stupních ²edé je reprezentován maticí velikosti m×n intenzit jasu jednot-

livých pixel· (Obrázek 1.1 (b))

Binární obraz je £ernobílý obraz vyjád°en maticím×n, jejichº prvky mohou nabývat

pouze dvou hodnot, a to bu¤ 0 (£erná) nebo 1 (bílá).

(a) (b)

Obrázek 1.1: (a) reprezentace RGB obrazu, (b) reprezentace obrazu ve stupních ²edé.
(zdroj [18])

Hodnoty u RGB obraz· a obraz· ve stupních ²edé mohou být z r·zných rozmezí, tedy

r·zného typu

double hodnoty v rozmezí [0; 1]

uint8 8-bitový formát, tj. celo£íselné hodnoty v rozmezí [0; 255]
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uint16 16-bitový formát, tj. celo£íselné hodnoty v rozmezí [0; 65535]

Histogram obrazu

Histogram obrazu ve stupních ²edé znázor¬uje zastoupení pixel· s r·zným jasem. Na

ose x jsou jednotlivé sloºky jasu a osa y p°edstavuje po£et pixel·. Je to tedy sloupcový

graf, kde vý²ka k-tého sloupce udává po£et pixel· v obraze s k-tým stupn¥m ²edé.

Bi-modální histogram je takový, který má výrazné dva vrcholy (Obrázek 1.2)

. Tento histogram znázor¬uje, ºe na obraze jsou dva druhy pixel·, nap°íklad tmavé

pozadí se sv¥tlými objekty.

Obrázek 1.2: Bi-modální histogram

1.2 Dal²í pojmy

De�nice 1.1. Heavisideova funkce (nebo také jednotkový skok) H je nespojitá funkce

de�novaná p°edpisem

H (x) =

0 pro x < 0

1 pro x ≥ 0

De�nice 1.2. Diracova míra (nazývaná také δ-funkce) δ je formáln¥ de�novaná p°ed-

pisem

δ (x) =

+∞ pro x = 0

0 pro x 6= 0
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Tvrzení 1.3. Pro Heavisideovu funkci a Diracovu δ-funkci platí následující vzájemné

vztahy:

1. Heavisideova funkce je integrál Diracovy δ-funkce

H (x) =

ˆ x

−∞
δ (s) ds

2. Derivace Heavisideovy funkce je δ-funkce

dH (x)

dx
= δ (x)

3. Integrál δ-funkce p°es celou reálnou osu je 1

ˆ +∞

−∞
δ (x) dx = 1

Poznámka 1.4. Jelikoº δ-funkce není funkce ale distribuce neboli zobecn¥ná funkce,

proto p°edchozí vztahy nebereme v klasickém vztahu, ale ve smyslu distribucí. Více

o distribucích a operacích s nimi nalezneme nap°íklad na [9].
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2 Prahování

Jednou z nejjednodu²²ích metod segmentace obrazu je prahování (angl. threshold).

Pouºívá se p°edev²ím v situacích, kdy víme, ºe pozadí a objekty mají rozdílnou barvu

nebo jas. Metoda p°evádí obrázek ve stupních ²edi na binární obrázek. Pro tuto metodu

musíme zadat hodnotu prahu, kterou si zvolíme, nebo ji m·ºeme získat pomocí n¥jaké

automatické metody. Metoda p°evádí pixely s hodnotou jasu men²í neº je práh na nulu,

tedy £ernou, pixely s hodnotou v¥²tí neº práh na jedni£ku, tedy bílou.

T (x, y) =

1 pro f (x, y) ≥ t

0 pro f (x, y) < t

(a) (b)

(c) (d) (e)

Obrázek 2.1: Prahování s r·znými prahy: (a) originální obraz ve stupních ²edé ve for-
mátu uint8, (b) histogram originálního obrazu se zvýrazn¥nými hodnotami prah·, (c)
obraz po prahování s prahem t1 = 15, (d) obraz po prahování s prahem t2 = 40, (e)
obraz po prahování s prahem t3 = 65
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Správná volba prahu je velice d·leºitá, jak m·ºeme vid¥t na Obrázku 2.1. Pokud

zvolíme hodnotu prahu nízkou, tak se £asto stává, ºe se n¥kolik objekt· �slije� do jed-

noho, jako na Obrázku 2.1 (c). Pokud zvolíme hodnotu prahu vysokou, tak získáme

lépe rozd¥lené objekty, ale problém je, ºe tmav²í objekty nebývají po prahování celé,

jako na Obrázku 2.1 (e). Proto musíme nalézt optimální hodnotu, tak abychom t¥mto

dv¥ma negativním vliv·m p°ede²li.

Automatických metod pro nalezení prahu je n¥kolik. Dv¥ nejjednodu²²í jsou metody,

kdy hodnotu prahu vezmeme jako st°ední hodnotu nebo medián hodnot histogramu.

P°ehled metod prahování m·ºeme naleznout nap°íklad v [10]. N¥kolik metod si popí-

²eme.

2.1 Základní itera£ní metoda

Tuto metodu nalezneme v [11]. Jedná se o jednoduchou itera£ní metodu, která vyuºívá

hodnot histogramu. Postup je následující :

1. Zvolíme po£áte£ní hodnotu t0, která m·ºe být libovolná, nap°. polovina z rozsahu

snímku.

2. Pixely obrazu rozd¥líme na dv¥ skupiny

G1 = {f (x, y) : f (x, y) > t} (pixely objektu)

G2 = {f (x, y) : f (x, y) ≤ t} (pixely pozadí)

3. Vypo£teme pr·m¥rnou hodnotu pro kaºdou skupinu

m1 =pr·m¥r hodnot G1

m2 =pr·m¥r hodnot G2

4. Vypo£teme novou hodnotu prahu

t′ =
m1 +m2

2

5. Vrátíme se zp¥t ke kroku 2. a postup opakujeme pro novou hodnotu prahu dokud

nebude platit | t− t′ |< ε, kde ε > 0 dostate£n¥ malé.
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2.2 Metoda prohlubní

Metoda má vyuºití p°edev²ím na snímcích s bi- nebo multi-modálním histogramem.

Vezmeme-li p°ípad s bi-modálním histogramem, ten má prohlube¬ mezi dv¥ma výraz-

nými vrcholy. Hledáme tedy lokální maxima a mezi nimi hledáme lokální minimum.

Hodnotu optimálního prahu zvolíme jako bod tohoto minima. Problém u této metody

nastává, pokud histogram není hladký, ale je tzv. chlupatý (Obrázek 2.2 (a) ) nebo

s n¥kolika lokálními extrémy (Obrázek 2.2 (b)). První p°ípad je zp·soben nap°íklad ne-

p°esným p°evodem na jiný datový typ snímku. Pro takové histogramy nebývá snadné

nalézt extrémy nebo jich je n¥kolik. P°ed hledáním extrému m·ºeme provést vyhlazení

histogramu nebo jej aproximovat k°ivkou. Pokud budeme histogram prokládat k°ivkou

je nutné si rozmyslet jakým typem k°ivky. Pokud máme soubor snímk· s podobnými

histogramy, m·ºeme v²echny histogramy prokládat stejným tipem k°ivky, který nám

poskytne dobrou aproximaci. Pokud máme ov²em soubor se snímky s r·znými rozd¥le-

ními histogramu, tak proloºení n¥kterých histogram· bude s p°íli² velkou chybou. Po-

kud budeme hledat správný typ k°ivky pro kaºdý snímek zvlá²´, bude to p°íli² £asov¥

náro£né. Bi-modální histogramy se nej£ast¥ji prokládají kombinací dvou Gaussových

k°ivek.

(a) (b)

Obrázek 2.2: Histogramy: (a) chlupatý histogram, (b) histogram s více lokálními ex-
trémy

2.3 Otsuova metoda

Otsuova metoda je jedna z nejznám¥j²ích a nejpouºívan¥j²ích metod prahování. Metoda

nejlépe funguje na obrazy s bimodálním histogramem.

Máme obraz s L stupni ²edi (0, 1, 2, ..., L− 1). Po£et pixel· s hodnotou jasu i
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ozna£me ni a celkový po£et pixel· je N = n0 + n1 + · · · + nL−1. Relativní £etnosti

i-tého jasu ozna£me:

pi =
ni
N

P°edpokládáme, ºe chceme pixely rozd¥lit do dvou skupin C1 = {0, 1, . . . , t} (pozadí) a
C2 = {t+ 1, t+ 2, . . . L− 1} (objekty), kde t je práh. Pokud si ozna£íme po£et pixel·

v jednotlivých skupinách

N1 =
t∑
i=0

ni

N2 =
L−1∑
i=t+1

ni

Pom¥ry zastoupení jednotlivých skupin v celém obrazu jsou dány

ω1 (t) =
N1

N

ω2 (t) =
N2

N

Pokud si navíc ozna£íme relativní £etnosti i-tého jasu v jednotlivých skupinách

p1
i =

ni
N1

p2
i =

ni
N2

vypo£teme st°ední hodnoty stup¬· ²edi obsaºených v jednotlivých skupinách

µ1 (t) =
t∑
i=0

i pC1
i

µ2 (t) =
L−1∑
i=t+1

i pC2
i
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Rozptyly hodnot stup¬· ²edi obsaºených v jednotlivých skupinách vypo£teme ze vztah·

σ2
1 (t) =

t∑
i=0

(i− µ1)2 pC1
i

σ2
2 (t) =

L−1∑
i=t+1

(i− µ2)2 pC2
i

Optimální hodnotu prahu t∗ vypo£teme jako bod minima variability uvnit° shluk·

(intra-class variance)

σ2
W (t) =ω1 (t)σ2

1 (t) + ω2 (t)σ2
2 (t)

Je ukázáno v [12], ºe minimalizace variability uvnit° shluk· je ekvivalentní s maxima-

lizací variability mezi shluky (inter-class variance)

σ2
B (t) = ω1 (t) (µ1 (t)− µ)2 + ω2 (t) (µ2 (t)− µ)2 = ω1 (t)ω2 (t) (µ1 (t)− µ2 (t))2

kde µ =
∑L−1

i=0 ipi.

2.3.1 Víceprahová Otsuova metoda

P°edchozí vztahy pro klasickou Otsuovu metodu lze roz²í°it na víceprahové prahování

(viz [13]). Hledáme tedy M − 1 prah·, {t1, t2, . . . , tM−1}, které rozd¥lí histogram na M

skupin C1 = {0, 1, . . . , t1} , . . . , Ci = {ti−1 + 1, . . . , ti} , . . . , CM = {tM−1 + 1, . . . , L− 1}.
Ozna£me po£et pixel· v jednotlivých skupinách

Nk =
∑
i∈Ck

ni k = 1, 2, . . .M

Pom¥ry zastoupení jednotlivých skupin v obrazu vyjád°íme jako

ωk =
Nk

N
k = 1, 2, . . .M

St°ední hodnotu v jednotlivých skupinách vypo£teme ze vztahu

µk =
∑
i∈Ck

i
ni
Nk

k = 1, 2, . . .M
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a st°ední hodnotu celého obrazu vypo£teme

µ =
L−1∑
i=0

i
ni
N

Optimální prahy získáme ze vztahu

{
t∗1, t

∗
2, . . . , t

∗
M−1

}
= max

{
σ2
B (t1, t2, . . . , tM−1)

}
kde σ2

B =
∑M

k=1 ωk (µk − µ)2

2.4 Lokální metody

Pro n¥které obrazy nelze pouºít jednu prahovací hodnotu na celý obraz. Pokud je na-

p°íklad scéna nasvícena z jednoho sm¥ru, dostaneme po prahování jen jednu stranu ob-

jektu. Pokud jsou n¥které objekty p°esvícené nep°ízniv¥ ovliv¬ují výpo£et optimálního

prahu, který m·ºe být posunut. V t¥chto p°ípadech je vhodné pouºít lokální metody

prahování, kdy se ur£ité metody pouºijí na men²í oblasti v obraze. Jednotlivé £ásti

obrazu mohou mít jinou hodnotu prahu. V p°ípad¥ p°esvícených objekt· se lokální pra-

hování na men²ích oblastech provede nap°íklad ve dvou krocích, kdy v prvním kroku

se vy°adí p°esvícené objekty a v druhém kroku získáme ostatní objekty.
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3 Metoda aktivních kontur

Metoda aktivních kontur je také známá jako �snake�. Metoda je zaloºena na minima-

lizaci funkcionálu a první model byl uveden v [3]. Její p°ístup je zaloºen na deformaci

po£áte£ní k°ivky C1 sm¥rem k hranici objektu, který má být nalezen. Výsledná k°ivka

je taková, ºe minimalizuje daný funkcionál.

Nejd°íve si krátce popí²eme klasický model, který vychází z [3]. Nech´ Ω je ohra-

ni£ená otev°ená podmnoºina v R2 s hranicí ∂Ω. Nech´ u : Ω → R je daný obrázek a

C (s) : [0, 1] → R2 je parametrizovaná k°ivka. Po£áte£ní k°ivka C se postupn¥ defor-

muje. Výsledná k°ivka minimalizuje (lokáln¥) funkcionál J (C) daný p°edpisem

J (C) = α

ˆ 1

0

| C ′ (s) |2 ds+ β

ˆ 1

0

| C ′′ (s) | ds− λ
ˆ 1

0

| 5u (C (s)) |2 ds

.

Kde α, β a λ jsou kladné parametry. Funkcionál energie se skládá ze dvou £ástí,

vnit°ní a vn¥j²í energie. První dva výrazy p°edstavují vnit°ní energii a kontrolují délku

a hladkost k°ivky. T°etí výraz p°edstavuje vn¥j²í energii, která zaji²´uje, ºe se k°ivka

p°itahuje k hranici objektu.

Existuje mnoho dal²ích variant této metody, odli²ují se pouze ve tvaru funkcionálu.

Klasický model se °adí mezi tzv. metody aktivních kontur s hranami, jelikoº zde vystu-

puje £len s ∇u. Pokud chceme minimalizovat funkcionál J snaºíme se maximalizovat

t°etí £len
´ 1

0
| 5u (C (s)) |2 ds. Jelikoº vysoké hodnoty gradientu u p°edstavují hrany

v obraze, výsledná k°ivka se bude p°itahovat k hranám. Druhý typ jsou metody aktiv-

ních kontur bez hran, kdy ve funkcionálu jiº nevystupuje £len s gradientem funkce u,

ale funkcionál v t¥chto metodách je speciálním p°ípadem Mumford-Shah funkcionálu

[14] pro segmentaci obraz·.

3.1 Metoda aktivních kontur Chan - Vese

Metoda byla uvedena v [4], °adí se mezi metody aktivních kontur bez hran a pod tímto

názvem ji m·ºeme také nalézt.

3.1.1 Odvození metody

Vezmeme si binární obrázek u s jedním objektem, který má odli²nou barvu od pozadí.

Tedy u je po £ástech konstantní s hodnotami ui a uo. Objekt, který chceme nalézt,
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je reprezentován oblastí s hodnotou ui, jeho hranice ozna£me CO. Tedy máme u = ui

uvnit° objektu a u = uo vn¥ objektu. Dále ozna£me oblast ohrani£enou k°ivkou C jako

ω, oblast vn¥ k°ivky C ozna£me Ω \ ω. Vezmeme si potenciál

F1 (C) + F2 (C) =

ˆ
ω

|u (x, y)− c1|2dx dy +

ˆ
Ω\ω
|u (x, y)− c2|2dx dy

kde c1, c2 jsou závislé na k°ivce C. c1 je pr·m¥r hodnot u v oblasti ω a c2 je pr·m¥r

hodnot u v Ω \ ω.

F1 (C) > 0 F1 (C) = 0 F1 (C) > 0 F1 (C) = 0
F2 (C) = 0 F2 (C) > 0 F2 (C) > 0 F2 (C) = 0

Obrázek 3.1: Moºné p°ípady hodnot výraz· F1 a F2 v závislosti na poloze k°ivky C
vzhledem k objektu

Pokud je k°ivka C vn¥ objektu, poté F1 (C) > 0 a F2 (C) = 0. Pokud je k°ivka

C uvnit° objektu, potom F1 (C) = 0 ale F2 (C) > 0. Pokud k°ivka zasahuje £ástí do

objektu a £ástí do pozadí poté F1 (C) > 0 a F2 (C) > 0. Je tedy jasné, ºe potenciál

má minimum na hranici objektu tj. pokud C = CO. Hranice objektu CO minimalizuje

potenciál F1 + F2.

inf
C
{F1 (C) + F2 (C)} ≈ 0 ≈ F1 (CO) + F2 (CO)

Tento funkcionál nám p°edstavuje vn¥j²í energii. Stejn¥ jako v klasickém modelu p°i-

dáme výrazy p°edstavující vnit°ní energie. P°idáním výraz· pro omezení délky k°ivky

C a velikosti oblasti ω, dostáváme funkcionál F (c1, c2, C) de�novaný

F (c1, c2, C) = µ · Length (C) + ν · Area (ω) +

+ λ1

ˆ
ω

|u (x, y)− c1|2dx dy + λ2

ˆ
Ω\ω
|u (x, y)− c2|2dx dy (3.1)

kde µ ≥ 0, ν ≥ 0, λ1, λ2 > 0 jsou dané parametry. (V numerických výpo£tech v [4]

pouºívají nastavení parametr· λ1 = λ2 = 1 a ν = 0. )
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3.1.2 Formulace pomocí vodorovných °ez·

K °e²ení vyvíjejících se k°ivek se nej£ast¥ji pouºívá metoda vodorovných °ez· (level

set formulation). V této metod¥ k°ivku C a oblasti uvnit° ω a vn¥ Ω \ ω k°ivky C

reprezentujeme pomocí lipschitzovské funkce φ : Ω → R :

{(x, y) ∈ Ω : φ (x, y) = 0} =C = ∂ω

{(x, y) ∈ Ω : φ (x, y) > 0} =ω (3.2)

{(x, y) ∈ Ω : φ (x, y) < 0} =Ω \ ω

Obrázek 3.2: Znázorn¥ní hodnot funkce φ v závislosti na k°ivce C

Pomocí této funkce a znalosti Heavisidovy funkce a Diracovy míry vyjád°íme £ásti

funkcionálu F následovn¥:

Length (φ = 0) =

ˆ
Ω

δ (φ (x, y)) | ∇φ (x, y) | dx dy (3.3)

Area (φ ≥ 0) =

ˆ
Ω

H (φ (x, y)) dx dy (3.4)
ˆ
φ>0

| u (x, y)− c1 |2 dx dy =

ˆ
Ω

| u (x, y)− c1 |2 H (φ (x, y)) dx dy (3.5)
ˆ
φ<0

| u (x, y)− c2 |2 dx dy =

ˆ
Ω

| u (x, y)− c2 |2 (1−H (φ (x, y))) dx dy (3.6)

Poznámka 3.1. Správnost formule (3.3) pro délku k°ivky nemusí být na první pohled

jasná. Ukáºeme si tedy její moºné ov¥°ení, které najdeme v [15].
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M¥jme φ de�nované vztahem (3.2). Nahradíme δ-funkci funkcí

δN (t) =

N | t |≤ 1
2N

0 | t |> 1
2N

kde N � 1. Poté
ˆ
Ω

δ (φ (x, y)) | ∇φ (x, y) | dx dy .
= N

ˆ
BN

| ∇φ (x, y) | dx dy (3.7)

kde BN je úzký pás de�novaný

BN :=

{
(x, y) ; | φ (x, y) |≤ 1

2N

}
St°ed tohoto pásu tvo°í k°ivka ∂ω : φ (x, y) = 0, nebo pokud ji parametrizujeme délkou

s

∂ω : s 7→ z (s) (0 ≤ s ≤ L := Length (∂ω))

Vezmeme bod p := z (s) ∈ ∂ω. Sm¥r pásu je ż (s) a normálový sm¥r je ν := ∇φ (z (s)).

Za£neme v bod¥ p a p·jdeme ve sm¥ru normály ν aº dosáhneme hranice pásu BN .

Urazili jsem vzdálenost h > 0 takovou, ºe | ν | h = 1
2N

. Z toho vyplývá, ºe ²í°ka pásu

ρ (s) blízko z (s) je p°ibliºn¥ dána

ρ (s) = 2h =
1

N | ν |
=

1

N | ∇φ (z (s)) |

Proto máme

N

ˆ
BN

| ∇φ (x, y) | dx dy .
= N

ˆ L

0

ρ (s) | ∇φ (z (s)) | ds =

ˆ L

0

ds = Length (∂ω)

Po dosazení do vztahu (3.7) dostáváme poºadovaný vztah.

Po dosazení vztah· (3.3) - (3.6) do funkcionálu F (c1, c2, C) de�novaného vztahem
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(3.1) získáme formulaci vodorovných °ez· funkcionálu F (c1, c2, φ) ve tvaru

F (c1, c2, φ) =µ

ˆ
Ω

δ (φ (x, y)) | ∇φ (x, y) | dx dy + ν

ˆ
Ω

H (φ (x, y)) dx dy (3.8)

+ λ1

ˆ
Ω

| u (x, y)− c1 |2 H (φ (x, y)) dx dy

+ λ2

ˆ
Ω

| u (x, y)− c2 |2 (1−H (φ (x, y))) dx dy (3.9)

Zvolíme pevné φ a budeme hledat minimum funkcionálu F (c1, c2, φ) vzhledem k c1

a c2. Hodnotu c1 dostaneme derivováním funkcionálu podle c1, kdy v²echny ostatní

prom¥nné ve funkcionálu bereme jako parametry díky pevnému φ. Z výrazu

∂F

∂c1

= λ1

ˆ
Ω

−2uH + 2c1H = 0

vyjád°íme c1. Stejným zp·sobem získáme vyjád°ení c2 . Nyní je lze vyjád°it jako kon-

stantní funkce prom¥nné φ ve tvaru

c1 (φ) =

´
Ω
u (x, y)H (φ (x, y)) dx dy´
Ω
H (φ (x, y)) dx dy

(3.10)

pokud je
´
Ω
H (φ (x, y)) dx dy > 0 (tj. pokud k°ivka bud mít neprázdný vnit°ek v Ω) a

c2 (φ) =

´
Ω
u (x, y) (1−H (φ (x, y))) dx dy´
Ω

(1−H (φ (x, y))) dx dy
(3.11)

pokud je
´
Ω

(1−H (φ (x, y))) dx dy > 0 (tj. pokud k°ivka má neprázdný vn¥j²ek v Ω).

Jak je vid¥t, c1 a c2 jsou skute£n¥ pr·m¥ry hodnot v daných oblastech tj.:

c1 (φ) = pr·m¥r (u) v {φ ≥ 0}

c2 (φ) = pr·m¥r (u) v {φ < 0}

K °e²ení vyvíjejících se k°ivek v £ase t tak, aby minimalizovali funkcionál J vyuºijeme

gradientního toku. Zavedeme nyní funkci φ (t, x, y) = φt (x, y), kde t ≥ 0. φ (0, x, y) je

po£áte£ní k°ivka. Následující vývojová rovnice (evolution equation)

∂φ

∂t
=− ∂J

∂φ
(3.12)

je gradientní tok (viz[16]). Tedy k°ivka φ se bude vyvíjet v £ase podle (3.12) tak, aby
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se minimalizoval funkcionál (3.8). Vyjád°íme

∂J

∂φ
=δ (φ)

[
−µdiv

(
∇φ
| ∇φ |

)
+ ν + λ1 (u− c1)2 − λ2 (u− c2)2

]
Proces nejv¥t²ího poklesu pro minimalizaci funkcionálu J je následující gradientní tok:

∂φ

∂t
= δ (φ)

[
µdiv

(
∇φ
| ∇φ |

)
− ν − λ1 (u− c1)2 + λ2 (u− c2)2

]
Pro vývoj k°ivky C v normálovém sm¥ru platí

∂φ
∂t

= δ (φ)
[
µdiv

(
∇φ
|∇φ|

)
− ν − λ1 (u− c1)2 + λ2 (u− c2)2

]
t ∈ (0,∞) , (x, y) ∈ Ω

φ (0, x, y) = φ0 (x, y) (x, y) ∈ Ω

(3.13)

Funkce φ, která minimalizuje funkcionál J , musí být i jeho stacionárním bodem, tedy

musí platit

∂J

∂φ
= δ (φ)

[
−µdiv

(
∇φ
| ∇φ |

)
+ ν + λ1 (u− c1)2 − λ2 (u− c2)2

]
= 0 (3.14)

.

3.1.3 Numerická aproximace modelu

Pro numerický výpo£et musíme zavést funkce Hε a δε. Hε je alespo¬ C2
(
Ω
)
regularizace

Heavisidovy funkce H a δε je regularizací Diracovy míry δ, pro kterou platí δε = H ′ε.

Vezmeme si konkrétní C∞
(
Ω̄
)
regularizaci H ve tvaru

Hε (z) =
1

2

(
1 +

2

π
arctan

(z
ε

))
a regularizaci δ vezmeme δε jako derivaci Hε, tedy

δε (z) =
1

π

ε

ε2 + z2

Jiné regularizace nemají tak dobré vlastnosti a £asto hledají pouze lokální minima (viz

[4])

K diskretizaci diferenciálních rovnic pouºijeme kone£né implicitní diferen£ní formule

a diskretizaci operátoru divergence uvedenou v [17]. Nech´ h je prostorový krok, 4t je
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krok v £asové prom¥nné. Uzly ozna£me (xi, yj) = (ih, jh), pro 1 ≤ i, j ≤ M . Nech´

φni,j = φ (n4t, xi, yj) je aproximace φ (t, x, y) pro n ≥ 0, kde φ0 = φ0. Kone£né diference

m¥jme ve tvaru

4x
−φi,j = φi,j − φi−1,j, 4x

+φi,j = φi+1,j − φi,j
4y
−φi,j = φi,j − φi,j−1, 4y

+φi,j = φi,j+1 − φi,j

Diskretizace rovnice (3.13) vývoje k°ivky vyjád°íme ve tvaru:

φn+1
i,j − φni,j
4t

= δh
(
φni,j
) µ

h2
4x
−

 4x
+φ

n+1
i,j√(

4x
+φ

n
i,j

)2
/ (h2) +

(
φni,j+1 − φni,j−1

)2
/ (2h)2


+
µ

h2
4y
−

 4y
+φ

n+1
i,j√(

4y
+φ

n
i,j

)2
/ (h2) +

(
φni+1,j − φni−1,j

)2
/ (2h)2


−ν − λ1 (ui,j − c1 (φn))2 + λ2 (ui,j − c2 (φn))2

]
(3.15)

Algoritmus:

1. Zavedeme po£áte£ní φ0 = φ0, n = 0

2. Vypo£teme c1 (φn) a c2 (φn) podle (3.10) a (3.11)

3. Vypo£teme φn+1 z rovnice 3.15

4. Zkontrolujeme, zda je °e²ení stacionární (spl¬uje rovnici (3.14)), neboli pokud

pravá strana rovnice 3.15 je men²í neº dostate£n¥ malé ε > 0.

Pokud °e²ení není stacionární vrátíme se ke kroku 2. a postup opakujeme.
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4 Program vyuºívající metodu aktivních kontur

4.1 Popis postupu

Nyní popí²eme postup programu pro detekci jader vyuºívající metodu aktivních kontur.

Postup je následující. Na£teme snímek ve stupních ²edé. V dal²ím kroku se provede

prahování tohoto snímku. P°ed prahováním se takzvan¥ vyplní díry pomocí funkce

imfill s parametrem holes. Eliminují se tak body uvnit° jader, které jsou tmavé a po

prahování by vytvo°ily malé oblasti uvnit° objekt·, které by byly £erné. Tyto oblasti

by byly p°i°azovány k pozadí a p°i dal²ím postupu by zp·sobovaly problémy. Pokud

bychom vypln¥ní provedli po prahování do²lo by i k neºádoucímu vypln¥ní £ástí uvnit°

uzav°ených shluk·. Poté jiº provedeme prahování a následn¥ provedeme morfologickou

operaci open. Tato operace kombinuje erozi a roz²í°ení oblastí a tím dochází k ur£itému

vyhlazení hranic objekt·.

(a) (b) (c)

Obrázek 4.1: Kroky algoritmu. (a) originální snímek ve formátu uint8, (b) snímek po
prahování, (c) snímek po odstran¥ní malých objekt·

Obrázek 4.2: Hodnoty o°ezu objektu

Poté následuje hlavní proces programu.

Nadále budeme pracovat s binárním snímkem

získaným z prahování. Odstraníme z n¥j p°íli²

malé objekty. Zavedeme si obraz, do kterého

budeme zapisovat nalezená jednotlivá jádra.

P°evedeme zde osamocená jádra na snímku a

následn¥ budeme rozd¥lovat shluky. Abychom

nemuseli v kaºdém kroku pracovat s celým

snímkem, provedeme o°ez pouze na jednotlivé
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objekty. Pro kaºdý objekt dostaneme polohu ohrani£ujícího obdélníku v celém snímku,

tj. x1, x2, y1, y2.

Jelikoº budeme pouºívat metodu aktivních kontur, pot°ebujeme pro tuto metodu po-

£áte£ní oblast. Neboli binární snímek, na kterém je bílá oblast uvnit° po£áte£ní k°ivky,

která je pot°eba pro metodu aktivních kontur (viz kapitola 3). Pro po£áte£ní oblasti

blízko hranice objektu získáme lep²í výsledky. Tuto oblast získáme postupnou erozí

objektu a tu provádíme tak dlouho, dokud se oblast nerozd¥lí alespo¬ na dv¥ £ásti

(Obrázek 4.3. (b)) V dal²ím kroku se bude provád¥t metoda aktivních kontur postupn¥

pro jednotlivé £ásti, které jsme dostali v p°edchozím kroku erozí. Dostaneme tak t°íroz-

m¥rné pole, které má tolik vrstev kolik je oblastí po provedení eroze (minimáln¥ dv¥)

a kaºdá vrstva obsahuje výsledek po metod¥ aktivních kontur pro jednotlivé po£áte£ní

oblasti.

(a) (b) (c)

Obrázek 4.3: (a) snímek ob°ezaný na daný objekt, (b) posloupnost oblastí z imerod, (c)
výsledné po£áte£ní oblasti

P°edchozím postupem dostaneme poºadované oblasti, které se z £ásti p°ekrývají

(Obrázek 4.4 (a)), pokud jsou sousedící. Nyní vezmeme v²echny moºné dvojice oblastí

a ud¥láme jejich pr·nik. Pokud je neprázdný provedeme jeho pr·nik s hranicí objektu,

a tak získáme dv¥ mnoºiny bod·. Z t¥chto mnoºin vybereme dva body, které mají mezi

sebou minimální vzdálenost (Obrázek 4.4 (c)). Tyto body vezmeme jako body °ezu a

provedeme v nich lineární °ez. Pokud do²lo k °ezu, vrátíme roz°ezaná jádra zp¥t do

binárního snímku a postup opakujeme pro dal²í objekt.
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(a) (b) (c)

Obrázek 4.4: (a) Metoda aktivních kontur. Zelené jsou po£áte£ní oblasti, £erven¥ a
�alov¥ jsou ohrani£eny výstupní oblasti z metody aktivních kontur. (b) Pr·nik oblastí.
Bílá oblast je pr·nik dvou oblastí po metod¥ aktivních kontur. (c) Body °ezu. Bílá je
hranice pr·niku, která je spole£ná s hranicí p·vodního objektu, £erven¥ jsou vyzna£eny
body, kde se provede °ez

4.2 Parametry

Na za£átku algoritmu se zadává n¥kolik parametr· a n¥které parametry se objevují dále

v algoritmu.

minarea Tento parametr ozna£uje minimální po£et pixel·, který by m¥ly mít jednot-

livá jádra nebo objekty ur£ené k d¥lení. V²echny objekty, které mají po£et pixel·

men²í se z £ernobílého obrázku bw smaºou, jde p°eváºn¥ o ne£istoty a necelá

jádra. Tento parametr závisí na daných snímcích.

solidita Soliditu vypo£ítáme ze vzorce

solidita =
po£et pixel· objektu

po£et pixel· konvexního obalu objektu

Její hodnota je v rozmezí [0, 1], konvexní objekty mají soliditu rovnu 1. Jádra

mají podobný tvar s velkou soliditou, objekty s men²í soliditou se pokusíme roz-

d¥lit. Soliditu jsem nastavila na 0.95 jelikoº jádra mají pom¥rn¥ kulatý tvar.

S takto vysokou soliditou m·ºeme ztratit n¥která jednotlivá jádra, která nemají

poºadovanou soliditu. Pokud ji ale sníºíme nap°íklad na 0.9, získáme tak více

jednotlivých jader, ale n¥které dvojice budou povaºovány za jednotlivá jádra a

nebudou rozd¥leny.

maxarea Tento parametr ur£uje minimální po£et pixel· pro objekty na d¥lení. Pokud
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je objekt málo solidní, ale má po£et pixel· men²í neº daný parametr, £asto se

nejedná o objekt ur£ený k d¥lení, a proto jej smaºeme. Tento parametr stejn¥ jako

minarea záleºí na daných snímcích, m·ºeme ho zvolit nap°íklad jako dvojnásobek

minarea.

hladkost Parametr hladkosti se vztahuje k metod¥ aktivních kontur. Více o tomto

parametru je uvedeno u popisu funkce activecontour v 4.6 na stran¥ 33 a její

p°ípadné volby v £ásti 5.2 na stran¥ 39.

struktura pro imerode a imdilate V pr·b¥hu algoritmu se pouºívají n¥kolikrát funkce

imerode a imdilate. Funkce imerode, která je v Matlabu, vrací obraz s objektem

získaným z objektu z p·vodního snímku, pro který v kaºdém pixelu na hranici od-

maºeme okolí. Okolí, které se má odmazávat, je dáno n¥jakou strukturou. Podobn¥

funguje metoda imdilate, kde naopak pro kaºdý pixel na hranici p°idáváme okolí,

které zadáváme n¥jakou strukturou. Pro zadávání této struktury slouºí v Matlabu

funkce strel, která se volá

se = strel(�tvar�, parametr)

V programu jsem nej£ast¥ji pouºívala strukturu okolí s tvarem disk a octagon.

Pro tvar disk je parametr polom¥r R disku. Pro octagon je parametr R, který

ur£uje vzdálenost od originálního bodu ke st¥nám osmist¥nu. Parametr R u tvaru

octagon musí být d¥litelný t°emi. Více o této funkci pro vytvo°ení okolí naleznete

v [18].

(a) (b)

Obrázek 4.5: Struktury pro zadání okolí: (a) okolí disk a polom¥rem R=3, (b) okolí
octagon s parametrem R=3. (zdroj [18])

Konkrétní volby t¥chto struktur lze zvolit r·zné dle pot°eby a charakteru ana-

lyzovaných obraz·. Svoje volby jsem volila bu¤ odhadem nebo odzkou²ením na

konkrétních datech. V algoritmu jsem je napsala do závorek.
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4.3 Algoritmus

Následující algoritmus popisuje program, který je p°iloºený na CD ve sloºce - program

s active contour. Spou²t¥ní se provádí skriptem spousteni.m, kde se zadává název

snímku a parametry. Jako vstup zadáme název snímku a získáme výstup binární snímek

jádro s jednotlivými rozd¥lenými jádry.

1. P°íprava, inicializace

(a) zadáme parametry

minarea = minimální po£et pixel· jednotlivých jader

solidita = minimální solidita jednotlivých jader

maxarea = minimální po£et pixel· u kandidát· na d¥lení

hladkost = parametr hladkosti pro metodu aktivních kontur

(b) na£teme obrázek ve stupních ²edé a ozna£me ho image

(c) prahování

vyplníme díry v image pomocí imfill

provedeme prahování image a výsledný binárním snímek ozna£me bw

vyhladíme bw pomocí bwmorph(open)

(d) Zavedeme £ernobílý obrázek jádro pro ukládání jednotlivých nalezených jader

2. while (po£et objekt· v bw > 0)

odstraníme objekty z bw s men²ím po£tem pixel· neº je minarea

zjistíme po£et objekt· num v bw a jejich rozmíst¥ní pomocí bwlabel

zjistíme velikost velikost(i) a soliditu sol(i) pro i− tý objekt

for i = 1 to num

smaºeme i-tý objekt z bw

if ( sol(i) > solidita)

if (pr·nik objektu s hranicí obrazu je nulový)

zapí²e se i-tý objekt do matice jádro

elseif (velikost(i) > maxarea)

30



provedeme proces rozd¥lení. Pokud dojde k rozd¥lení, rozd¥lený

objekt se vrátí do bw.

end if

end if

end for

end while

4.4 Proces rozd¥lení

1. Provedeme o°ez pouze na daný objekt

zjistíme pozici ohrani£ujícího obdélníku objektu x1, x2, y1, y2 v bw

zavedeme obraz bwi = bw(x1:x2,y1:y2)

2. Po£áte£ní oblast

zavedeme struktura se pro imerode (octagon,3)

po£áte£ní:=bwi

while (po£et objekt· v po£áte£ní ≤ po£et objekt· v bwi) & ...

& (po£et objekt· v bwi 6= 0)

provádíme imerode pro po£áte£ní se strukturou se

end while

3. if (po£et krok· v p°edchozím while-cyklu ==1)

d¥lení provedeme pomocí roz²í°ení oblastí (více v £ásti 4.5 na stran¥ 33)

else

4. Metoda aktivních kontur

for i=1 : po£et objekt· v po£áte£ní

provedeme metodu aktivních kontur Chan-Vese na obrazu bwi pro i-tý objekt

z po£áte£ní a s parametrem hladkost. Výsledek zapí²eme do i-té vrstvy pole

snake.

end for
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5. Samotné roz°ezání objekt·

for (v²echny dvojice vrstev ve snake )

pr·nikem dvojce oblastí ze snake získáme výslednou oblast pr·nik

if (pr·nik je neprázdný)

nalezneme hranici pr·niku

roz²í°íme hranici pr·niku pomocí imdilate (disk,5)

provedeme pr·nik roz²í°ené hranice pr·niku s hranicí p·vodního objektu

v bwi a ozna£me ho hrani£ní

if (hrani£ní je neprázdný)

if (po£et objekt· v hrani£ní (8-okolí) > 2)

while (po£et objekt· v hrani£ní (8-okolí) > 2)

smaºeme objekt s nejmen²í velikostí

end while

elseif (po£et objekt· v hrani£ní (8-okolí) < 2)

nejsou body pro d¥lení a vektor body nastavíme na prázdný

end if

nalezneme dva body v hrani£ní z jednotlivých objekt· s minimální

vzdáleností a vektor body obsahuje jejich polohu

if (vzdálenost bod· je p°íli² malá nap°. 3)

nejsou vhodné body pro d¥lení a vektor body nastavíme na

prázdný

end if

if (vzdálenost bod· je p°íli² velký (nap°. 2/3 délky vedlej²í poloosy

elipsy, která má stejný normalizovaný druhý centrální

moment jako oblast))

nejsou vhodné body pro d¥lení, vektor body nastavíme na prázdný

end if
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if (body je neprázdný)

provedeme lineární °ez v bwi mezi body z vektoru body

d¥lení = 1

end if

end if

end if

end for

if (d¥lní = 1)

bwi s rozd¥lenými objekty zapí²eme zp¥t do bw

end if

4.5 Rozd¥lení pomocí roz²í°ení oblasti

Tento postup se pouºívá v algoritmu, pokud se po£áte£ní oblast získá hned po prvním

kroku imerode. To znamená, ºe jádra jsou spojeny pouze n¥kolika málo pixely a pouºi-

tím tohoto postupu se vyhneme pouºití metody aktivních kontur, která je více £asov¥

náro£ná.

Ozna£me si oblast, se kterou budeme pracovat jako po£áte£ní. Vºdy to bude ta

oblast, která má v¥t²í soliditu. Pomocí funkce imdilate vytvo°íme dv¥ dal²í oblasti.

minus = imdilate po£áte£ní se strukturou seminus (disk,5)

plus = ( imdilate po£áte£ní se strukturou seplus (disk,4)) pr·nik s (bwi )

Poté od bwi ode£teme minus a k tomuto p°i£teme plus. Dostaneme tedy °ez o ²í°i

rozdílu velikosti struktur jak m·ºeme vid¥t na Obrázku 4.6.

4.6 Analýza obrazu v Matlabu

Nyní si popí²eme n¥kolik funkcí implementovaných v Matlabu, které jsou d·leºité pro

analýzu obrazu a které pouºívám v programu.

Metoda aktivních kontur

Syntaxe

bw = activecontour (A, mask, method, SmoothFactor)
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(a) (b)

Obrázek 4.6: (a) Objekty rozd¥lené po jednom kroku imerode. Modré jsou hranice
oblastí po jednom kroku imerode, £ervená je hranice oblasti minus, zelená je hranice
oblasti plus, (b) stejná situace v detailu.

Vstup:

A - originální obrázek ve stupních ²edé ur£en k segmentaci

mask - binární obrázek s po£áte£ní oblastí stejné velikosti jako originální obrázek

A. Objekt je bílý a pozadí £erné. Pokud mask obsahuje oblasti s dírami

výsledky mohou být nep°edvídatelné, a tak je lep²í pouºít p°íkaz im�ll. Pro

lep²í výsledky by po£áte£ní oblasti m¥ly být u metody edge vn¥ objektu a

u metody Chan-Vese uvnit° objektu.

method - typ metody aktivních kontur pouºité k segmentaci. Zadává se jako

°et¥zec 'Chan-Vese' nebo 'edge'. Výchozí je nastavena metoda 'Chan-Vese'.

Metoda Chan-Vese nemusí vºdy nalézt v²echny objekty. Pokud jsou na ob-

rázku dva objekty, jeden sv¥tlej²í a druhý tmav²í neº pozadí, metoda m·ºe

nalézt pouze jeden objekt.

SmoothFactor - Stupe¬ hladkosti hranic segmentovaných oblastí. Je to kladná

konstanta. Vy²²í hodnoty zaru£ují v¥t²í hladkost hranice segmentovaného

objektu, ale m·ºe vyhladit jemné detaily. Niº²í hodnoty vytvá°í mén¥ hladké

oblasti ale mohou zachytit jemn¥j²í detaily. Defoltní hodnota závisí na typu

metody, tj. 0 pro metodu Chan-Vese a 1 pro metodu edge.

Výstup:

bw - binární obrázek stejné velikosti jako vstupní obrázek A. Segmentovaný ob-

jekt je bílý (true) a pozadí je £erné (false)
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Jednoduché prahování - volba prahu

Globální prahování pouºívající Otsuovu metodu

Syntaxe

level = graythresh (I)

Vstup:

I - snímek ve stupních ²edé, na kterém chceme provést prahování

Výstup:

level - normovaná hodnota prahu typu double v rozmezí [0; 1], kterou m·ºeme

pouºít k p°evodu na binární snímek pomocí im2bw.

Prahování - p°evod na binární snímek

Syntaxe

BW = im2bw (I, level)

Vstup:

I - vstupní obraz ve stupních ²edé nebo RGB obraz. Pokud je vstupní snímek

ve formátu RGB, snímek se nejprve p°evede na snímek ve stupních ²edé a

následn¥ se provede prahování.

level -hodnota prahu v rozmezí [0; 1], kterou m·ºeme získat funkcí graythresh.

Pokud hodnotu nezadáme je nastavena defoltní 0.5.

Výstup:

BW - výstupní binární snímek po prahování stejné velikosti jako vstupní snímek.

Víceprahové prahování - volba prahu

Víceprahové prahování pouºívající Otsuovu metodu

Syntaxe

thresh =multithresh (A)

thresh =multithresh (A, N)
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Vstup:

A - Vstupní snímek ve stupních ²edé nebo RGB snímek. Pro RGB snímky je

hodnota po£ítána z kombinací t°í vrstev.

N - po£et hodnot prah·. Doporu£ují se men²í hodnoty N < 10. Maximální po-

volená hodnota je 20. Defoltní je 1.

Výstup:

thresh - výstupní 1×N vektor obsahující hodnoty prah· ve stejném typu jako

vstupní snímek A
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5 Výsledky

Program jsem testovala na konkrétních snímcích získaných z Laborato°e integrity ge-

nomu Ústavu molekulární a transla£ní medicíny Léka°ské fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci získaných v rámci výzkumu integrity genomu. Jsou snímány bu¬ky kostního

osteosarkomu z holenní kosti 15leté dívky s mírn¥ diferencovaným sarkomem. Vzorek je

obarven DAPI, coº je �uorescen£ní barvivo, které se váºe na DNA. Vzorek je snímám

se 400 násobným zv¥t²ením. Na snímcích jsou vid¥t pouze obarvená jádra bun¥k. Ze

snímk· lze vy£íst morfologie jader, jako je solidita, velikost, struktura a dal²í. M·ºeme

je pouºít pro lokalizování jader p°i zkoumání integrity genomu jak je popsáno v úvodu.

Lokalizování jednotlivých jader a rozd¥lení shluk· je d·leºité, jelikoº by byly výsledky

nadhodnocené a zkreslené. Nap°íklad by se mohlo zdát, ºe na snímku je mén¥ jader a

mají v¥t²í velikost a men²í soliditu.

Tyto snímky jsou uloºeny na p°iloºeném CD ve sloºce Testovací snímky.

5.1 Prahování

Jak jsem jiº uvedla v sekci 2, dosti d·leºité je správné nalezení objekt·, tedy správné

prahování. Zkou²ela jsem n¥kolik metod pro automatické nalezení optimálního prahu.

V²echny získané snímky mají podobný histogram. Kaºdá z metod byla jinak ú£inná na

daný typ histogramu.

(a) (b)

Obrázek 5.1: (a) originální snímek ve formátu uint8 (b) histogram originálního snímku

Pokud za hodnotu prahu zvolíme medián hodnot histogramu, získáme p°íli² nízkou

hodnotu, jelikoº histogramy jsou nerovnom¥rné a na po£átku má histogram p°íli² vysoké
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hodnoty. Dobré výsledky získáme pokud za hodnotu prahu vezmeme st°ední hodnotu

hodnot histogramu.

Pouºitím základní iterativní metody uvedené v £ásti 2.1 dostáváme obecn¥ vy²²í

hodnoty.

(a) (b) (c)

Obrázek 5.2: binární snímky po prahování s hodnotou prahu (a) rovnou mediánu (tmed =
17), (b) rovnou st°ední hodnot¥ (tµ = 62), (c) získanou itera£ní metodou (tad = 78)

Metoda prohlubní dává také pom¥rn¥ dobré výsledky. Nejv¥t²í problém je v nalezení

druhého maxima a tedy rozhraní, kde se má minimální hodnota hledat. Proto m·ºe být

výhodn¥j²í proloºit histogram k°ivkou. Daným histogram·m nejlépe vyhovuje k°ivka,

která je kombinací dvou Gaussových k°ivek a na této k°ivce budeme hledat minimum

mezi dv¥ma vrcholy. Takto ale dostaneme p°íli² nízkou hodnotu prahu, je to zp·sobeno

vysokými hodnotami na za£átku histogramu, které se prokládají Gaussovým rozd¥lením

s malým rozptylem a to má za p°í£inu p°íli² prudký pokles (Obrázek 5.3 (b)).

Klasická Otsuova metoda, která se v matlabu zadává level = graythresh(I), dává

vysoké hodnoty. Odzkou²ením jsem v programu pouºila víceprahovou Otsuovu metodu

pro dva prahy a hodnotu prahu zvolíme tu niº²í.Tato metoda v Matlabu se volá p°íkazem

thresh = multithresh(A,N), kde A je originální obrázek, N zna£í po£et prah·, tedy

v na²em p°ípad¥ 2. Výstup je dvouprvkový vektor, ze kterého bereme první prvek.

Víceprahová Otsuova metoda a metoda, kde za hodnotu prahu bereme st°ední hod-

notu, dávají ze v²ech metod nejlep²í výsledky. Pro n¥které snímky jsem dostávala lep²í

výsledky pro práh roven st°ední hodnot¥, ale obecn¥ lep²í výsledky jsem získala po

pouºití víceprahové Otsuové metod¥.
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(a) (b) (c)

Obrázek 5.3: (a) binární snímek po prahování s prahem získaným jako minimum his-
togramu mezi vrcholy (tmin = 55) (b) proloºení histogramu k°ivkou (kombinace dvou
Gaussových k°ivek) (c) binární obraz po prahování s prahem získaným jako minimum
mezi dv¥ma vrcholy k°ivky proloºené histogramem (tmin_Gauss = 22)

(a) (b)

Obrázek 5.4: binární snímky po prahování s prahy získanými (a) klasickou Otsuovou
metodu (tOstu1 = 77), (b) víceprahovou Otsuovou metodou (tOtsu2 = 60)

5.2 Metoda aktivních kontur

Dal²í d·leºitou £ástí algoritmu je získání oblastí metodou aktivních kontur. Pro tento

krok jsem vyuºila funkci acivecontour, která je implementovaná v Matlabu, s druhem

metody Chan-Vese. Nejd°íve jsem tuto metodu aplikovala na originální snímek ve stup-

ních ²edé ve formátu uint8. Výstupní oblasti pro tyto vstupní snímky byly vzdálené od

skute£ných hranic objekt· kv·li struktu°e objekt· na snímcích. Pokud jsem zvolila hod-

notu parametru hladkosti vysokou, tak se výsledné oblasti £asto ani nep°ekrývaly, ale

nem¥ly ani dostate£n¥ hladký tvar. Pro nízké hodnoty parametru hladkosti, nap°íklad

hodnoty okolo 0.2 , jsem dostala p°ekrývající se oblasti, ale nebyly £asto dostate£né.

Abych vy°e²ila problém se strukturou objekt·, tak jsem místo originálních snímk·
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(a) (b) (c) (d)

Obrázek 5.5: Metoda aktivních kontur, kde jako vstupní obrazy jsou originální snímky
ve stupni ²edé: (a) a (b) s parametrem hladkosti 0.3, (c) a (d) s parametrem hladkosti
0.7

zkusila vzít jako vstupní obrazy snímky, které byly konvexní kombinací originálního

snímku a binárního snímku po prahování.

image = α · bw + (1− α) · original

Metoda s tímto vstupním obrazem dává nejlep²í výsledky p°i niº²ím parametru hlad-

kosti okolo 0.3. Bohuºel i zde se ob£as vyskytovaly problémy. Nap°íklad pokud jeden

objekt ze shluku byl výrazn¥ sv¥tlej²í nebo tmav²í, tak po kombinaci tento rozdíl sv¥tel-

nosti p°etrvává. M·ºe se stát, ºe v takovém p°ípad¥ nebudeme mít poºadovaný pr·nik

oblastí pro nalezení bod· °ezu, jak m·ºeme vid¥t na Obrázku 5.6 (c) a (d). Pokud bude

alespo¬ jedna oblast dostate£n¥ hladká a blízko hranice m·ºe se tato situace zachránit

rozd¥lením roz²í°ením oblastí jak je uvedeno v £ásti 4.5. �ast¥j²í problém p°i nízkém

parametru hladkosti bývá, ºe u n¥kterých objekt· jsou výsledné oblasti po metod¥

aktivních kontur p°íli² velké a výsledný pr·nik m·ºe být i celý shluk jak je vid¥t na

Obrázku 5.6 (a) a (b). V takovém p°ípad¥ nelze nalézt body pro d¥lení. Kdybychom

zvý²ili parametr hladkosti na 0.6, problém s p°íli² velkými výslednými oblastmi zmizí,

ale naroste problém, kde výsledné oblasti nebudou mít spole£ný pr·nik.

Nakonec jako nejspolehliv¥j²í se ukázalo pouºít binární vstupní obrazy , které získám

po prahování. Nyní musíme oproti p°edchozím p°ípad·m nastavit parametr hladkosti

na vy²²í hodnotu, a to okolo 0.6, jelikoº u binárních obraz· má metoda v¥t²í tendenci

stahovat se k hranicím objektu. P°i nízkých hodnotách bychom £asto dostávali jako

výsledné oblasti op¥t znovu celé shluky.
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(a) (b) (c) (d)

Obrázek 5.6: Snímky po metod¥ aktivních kontur na snímcích kombinací binárních a
originálních snímk· s parametrem α = 0.5, zelené jsou po£áte£ní oblasti a �alov¥ a
£erven¥ jsou ohrani£ené výsledné oblasti. (a) a (b) metoda s parametrem hladkosti 0.3,
kde výsledné oblasti jsou p°íli² velké. (c) a (d) metoda s parametrem 0.6, kde výsledné
oblasti nemají spole£ný pr·nik.
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6 Srovnání

V této £ásti se zam¥°ím na porovnání programu, který pouºívá metodu aktivních kontur

a programu, který prohledává hranice objekt·. Druhý program jsme vytvo°ili spole£n¥

s Tomá²em Fürstem. V p°edchozích £ástech jsem popsala jak funguje program zaloºený

na metod¥ aktivních kontur. Nyní popí²i princip druhého programu a následn¥ ukáºi

jejich nedostatky a srovnání výsledk· na sad¥ testovacích snímk·.

6.1 Popis programu zaloºeného na prohledávání hranic objekt·

D¥lení shluk· jader se provádí následujícím postupem. Hranice objektu se diskreti-

zuje s ur£itým krokem, to znamená, ºe se bere jen kaºdý nap°íklad desátý bod hra-

nice, jako na Obrázku 6.1. V kaºdém i-tém bod¥ se vypo£ítá vektorový sou£in vektor·
−→u = bod (i− 1)−bod (i) a −→v = bod (i+ 1)−bod (i) a bude nás zajímat jeho t°etí sloºka.

Vektorový sou£in bude kolmý k ob¥ma vektor·m a bude mít první a duhou sloºku nu-

lovou. Pokud bude úhel mezi vektory (m¥°ený vn¥ objektu) v¥t²í neº 180◦, vektor bude

sm¥°ovat vzh·ru a jeho t°etí sloºka bude kladná. Pokud úhel mezi −→u a −→v bude men²í

neº 180◦, vektor bude sm¥°ovat dol· a jeho t°etí sloºka bude záporná. Prohlubn¥ jsou

tedy zpravidla body, které mají t°etí sloºku vektorového sou£inu co nejvíce zápornou.

Dále v kaºdém bod¥ vypo£teme normovaný sm¥r −→u + −→v /‖−→u + −→v ‖, to je sm¥r osy

úhlu. Hodnota t°etí sloºky vektorového sou£inu slouºí k ur£ení vhodných bod· k °ezu

a sm¥r osy úhlu nám poslouºí ke správnému spárování bod· pro °ez.

(a) (b)

Obrázek 6.1: Diskretizovaná hranice. (a) £ervené body jsou body diskretizované hranice.
(b) detail obrázku (a), kde jsou vyzna£eny vektory pro dané body. V bod¥ bod(i) bude
hodnota t°etí sloºky vektorového sou£inu záporná. V bod¥ bod(j) bude hodnota t°etí
sloºky vektorového sou£inu kladná.
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Zavede se nový vektor jehoº velikost je rovna po£tu bod· diskretizované hranice.Tento

vektor bude slouºit jako indikátor pro body k d¥lení, kde 1 bude znamenat, ºe bod je

vhodný bod d¥lení, v opa£ném p°ípad¥ bude hodnota 0. Nyní se bude kaºdý bod srov-

návat s jeho okolními body. Pokud hodnota t°etí sloºky vektorového sou£inu v i-tém

bod¥ je men²í nebo rovna hodnot¥ t°etí sloºce vektorového sou£inu v bodech bod (i− 1)

i bod (i+ 1), tak jej ozna£íme 1. Dále se odstraní body, které mají hodnotu t°etí sloºky

vektorového sou£inu v¥t²í neº daný limit. V dal²ím kroku se souvislé úseky bod· k d¥-

lení nahradí pouze jediným bodem. Pokud je v °ad¥ vedle sebe n¥kolik jedni£ek bere se

pouze prost°ední a zbylé se smaºou (nastaví se na 0). Poté, aby nebyly d¥lící body p°íli²

blízko sebe, se procházejí zbylé body v po°adí od nejmen²í (nejvíce záporné) hodnoty

t°etí sloºky vektorového sou£inu a v jejich okolí se ostatní body odstraní.

Tímto postupem jsme ur£ily body, ve kterých se provede °ez a nyní se budou správn¥

párovat. Pro v²echny kombinace t¥chto bod· se vypo£ítá jejich vzájemná vzdálenost a

také to jak jsou vzájemn¥ protilehlé, a to ze sm¥r· os úhl· podle vztahu ‖směr (i) +

směr (j) /2‖. Hodnota této protilehlosti, m·ºe být z [0; 1] a £ím men²í je hodnota, tím

jsou body více protilehlé. Dále ov¥°íme zda mají dvojice bod· mezi sebou minimální

vzdálenost vzhledem k bod·m v jejich okolí. To znamená, ºe jejich vzdálenost musí být

men²í neº vzdálenosti dvojic bod· bod (i) a bod (j − 1), bod (i) a bod (j + 1), bod (i− 1)

a bod (j), bod (i+ 1) a bod (j). Pokud tedy dvojice spl¬uje poslední podmínku a má

dostate£n¥ malou vzájemnou vzdálenost a jsou dostate£n¥ protilehlé, provede se mezi

t¥mito body lineární °ez.

6.2 Nevýhody jednotlivých postup·

Program s metodou aktivních kontur

Hlavní nevýhodou tohoto programu je velká £asová náro£nost, která je zp·sobena £a-

sovou náro£ností funkce activecontour. Pr·b¥h jednoho volání funkce activecontour na

mém po£íta£i trval okolo 3 sekund. Tato funkce se navíc spou²tí jednotliv¥ pro kaºdé

jednotlivé jádro, které se odd¥lí ze shluku.

Dal²í nevýhody vyplývají ze získávání po£áte£ní oblasti pro metodu aktivních kon-

tur. Jedna z nich je u úzkých dlouhých jader, které jsou spojeny s dal²ími jádry del²í

stranou a p°i získávání po£áte£ních oblastí funkcí imerode se odstraní jádro je²t¥ p°ed

tím, neº se rozd¥lí na dv¥ £ásti jako na Obrázku 6.2. Nedojde tedy k °ezu.Hor²í p°ípad

nastává také u úzkých podélných jader, kdy se erozí získají dv¥ oblasti tak, ºe výsledný

°ez prochází jádrem jako na Obrázku 6.3. Dochází tak k necht¥nému °ezu.
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(a) (b) (c)

Obrázek 6.2: Nevýhoda odstran¥ní jádra p°ed rozd¥lením. (a) posloupnost výsledných
oblastí po imerode, (b) metoda aktivních kontur pro získané po£áte£ní oblasti ozna£ené
zelen¥, (c) posloupnost po imerode p°i druhém d¥lení, pouze jedna výstupní oblast,
metoda aktivních kontur se neprovede, jelikoº nemá po£áte£ní oblasti.

(a) (b) (c)

Obrázek 6.3: P°ípad ²patného °ezu: (a) posloupnost výsledných oblastí po imerode, (b)
metoda aktivních kontur pro získané po£áte£ní oblasti ozna£ené zelen¥, (c) výsledek po
°ezu

Jak jsem uvedla jiº v p°edchozí £ásti, m·ºe se stát, hlavn¥ u nízké hodnoty parametru

hladkosti pro metodu aktivních kontur, ºe výsledné oblasti po této metod¥ jsou p°íli²

velké jako na Obrázku 6.4. Tato situace se m·ºe ob£as objevit i pokud máme parametr

hladkosti vysoký, jelikoº výsledné oblasti dosti závisí na po£áte£ních oblastech. P°ípad·,

ve kterých se vyskytují p°edchozí chyby, na²t¥stí není mnoho.

Obrázek 6.4: P°íli² velké výsledné oblasti metody aktivních kontur

Tento program odd¥luje jádra postupn¥ ze shluk· oproti programu s prohledáváním

hranic objekt·, který d¥lení provádí pro celý shluk. To je nevýhoda v podob¥ zvý²ení
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£asové náro£nosti, ale díky tomu získáme £asto více rozd¥lených jader.

Program s prohledáváním hranice

Jedna nevýhoda je, ºe se prochází pouze vnit°ní hranice objektu. Pokud jádra tvo°í

uzav°ený shluk nedojde k ºádnému d¥lení, protoºe budou chyb¥t body k d¥lení uvnit°

tohoto shluku. P°íklad m·ºeme vid¥t na Obrázku 6.5 (a) a (b).

(a) (b) (c) (d)

Obrázek 6.5: Chyba p°i uzav°ených shlucích: (a) modré jsou body ve kterých prob¥hne
°ez, £ervené jsou body, které byly dal²ími kandidáty na body °ezu. (b) objekt po °ezu.
P°ípad více °ez· z jednoho bodu: (c) modré jsou body ve kterých prob¥hne °ez, £ervené
jsou body, které byly dal²ími kandidáty na body °ezu, (d) objekt po °ezu

Dal²í nevýhody jsou zp·sobeny tím, ºe z jednoho bodu m·ºe vést více °ez· a body

pro °ez jsou relativn¥ blízko sebe. Jednou nevýhodou je, ºe mezi bu¬kami vznikne malý

klínek nebo pruh, jak je vid¥t na Obrázku 6.5 (c) a (d). Tyto £ásti se podmínkami na

jednotlivá jádra eliminují a dostaneme °ez mezi jádry, který je ²iroký. V hor²ím p°ípad¥

vede °ez p°es v¥t²í £ást jádra a dochází tak k necht¥ným °ez·m jako na Obrázku 6.6.

(a) (b) (c) (d)

Obrázek 6.6: Necht¥né °ezy: (a) a (c) modré jsou body °ezu, £ervené jsou kandidáti na
°ez, které nevyhov¥ly podmínkám, (b) a (d) výsledný °ez.
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6.3 Srovnání výsledk·

Nyní porovnám výsledky obou program·. Programy jsem testovala na vybraných sním-

cích z Laborato°e integrity genomu, které jsou uloºeny na p°iloºeném CD ve sloºce

Testovací snímky. Výsledné snímky jsou uloºeny na CD ve sloºkách výsledky active

contour a výsledky prohledávání hranic. Výsledky jsem zapsala do následující Tabulky

1. �asy trvání jsou jen orienta£ní a pro srovnání program·. Po£et chyb ozna£uje pouze

po£et ²patných neºádoucích °ez·. Neberou se v úvahu chyby zp·sobeny nastavením

hodnoty parametru solidity. To znamená, ºe shluk se nerozd¥lí, jelikoº má vysokou so-

liditu. V závorce uvedu po£et chyb, které jsou patrné aº v porovnání s originálními

snímky ve stupních ²edé. Jedná se o ²patné rozd¥lení zp·sobeno nedokonalostí praho-

vání, jako v p°ípad¥ na Obrázku 6.7 (a), (b), (c), nebo ²patné °ezy zp·sobeny tvarem

objektu. Jsou to p°edev²ím jádra protáhlá a jejich tvar na binárním snímku je podobný

dvojici jader, jako na Obrázku 6.7 (d), (e), (f).

Originál Po prahování �ez

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Obrázek 6.7: P°íklady ²patných °ez· z testovacích snímk· zp·sobených nedokonalostí
prahování a tvarem jádra.

Dané výsledky jsem získala programy s uvedenými parametry

Pro snímky 1 - 20

Program s prohledáváním hranic :

pars.minarea = 2500

pars.solidity = 0.95

Program s metodou aktivních kontur

minarea = 2500
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solidita = 0.95

maxarea = 6000

hladkost = 0.6

Pro snímky 21 a 22, které jsou jiné velikosti neº p°edchozí snímky

Program s prohledáváním hranic:

pars.minarea = 1200

pars.solidity = 0.95

Program s metodou aktivních metod:

minarea = 1200

solidita = 0.95

maxarea = 3000

hladkost = 0.6

Srovnávala jsem dva programy na testovací sad¥ snímk·. První program vyuºívá

k nalezení bod· k °ezu metodu aktivních kontur a druhý prochází hranice objekt·

a hledá na nich prohlubn¥. Výsledky jsou zapsány v Tabulce 1. Oba programy jsou

spu²t¥ny se stejnými parametry ur£ující soliditu a velikost jednotlivých jader. Po£et

osamocených jader na snímku, které jsou vybrány p°ed d¥lením bude stejný u obou

program·. Rozdíly nalezených po£t· jader se li²í tedy v jádrech rozd¥lených ze shluk·.

Z výsledk· zapsaných v tabulce m·ºeme usoudit, ºe po£et chyb je u obou program·

p°ibliºn¥ stejný. Program s metodou aktivních kontur dává více jednotlivých rozd¥le-

ných jader, nalezl jich celkov¥ na 22 snímcích 991. Program s prohledáváním hranic

nalezl pouze 753 jader. Je zde zjevná nevýhoda programu s metodou aktivních kontur

v £asové náro£nosti, pracuje 10 aº 20 krát pomaleji. Výsledné £asy u programu s meto-

dou aktivních kontur jsou ale stále únosné. Navíc poskytuje ve výsledku mnohem více

jader neº druhý program s p°ibliºn¥ stejným po£tem chyb, je tedy efektivn¥j²í.
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Program s metodou aktivních kontur Program s prohledáváním hranic
snímek po£et jader po£et chyb £as [s] po£et jader po£et chyb £as [s]

1 44 0 227 30 0 14
2 48 1 (2) 237 25 0 13
3 27 (1) 173 19 (1) 12
4 32 0 109 23 0 10
5 21 0 36 20 0 6
6 25 0 78 19 0 8
7 32 (1) 53 23 0 7
8 26 0 95 20 0 8
9 34 0 104 25 0 11
10 37 0 110 32 0 11
11 42 (1) 162 33 (1) 11
12 50 2 244 26 0 15
13 46 0 234 34 0 15
14 40 0 189 35 0 16
15 42 1 154 31 0 12
16 31 0 75 28 (1) 8
17 39 (1) 121 26 0 10
18 40 0 134 25 0 12
19 28 0 111 20 0 11
20 31 (1) 125 21 0 10
21 143 0 426 123 2 (3) 25
22 133 (1) 355 115 2 (4) 19

celkem 991 4(8) 753 4(10)

Tabulka 1: Výsledky program· p°i nastavení parametru solidity na 0.95. Po£et jader
udává po£et nalezených a odd¥lených jednotlivých jader, které jsou uloºeny ve vý-
sledném snímku. Sloupec po£et chyb ukazuje po£et ²patných °ez·. �ísla bez závorek
udávají po£et ²patných °ez· zp·sobených programem, £ísla v závorkách udávají chyby
°ezu, které jsou zp·sobeny tvarem jader. Sloupec £as udává trvání daných program· na
jednotlivých snímcích p°i testování v sekundách.
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6.4 Postup vyuºívající metodu watershed

Dal²í nápad pro tento problém vyuºívá stejného principu jako postup s prohledáváním

hranic, ale navíc se kombinuje s metodou watershed. Tento postup je ve fázi my²lenky

a není je²t¥ zcela realizován.

Watershed

Watershed je metoda pro automatickou separaci objekt·. Nejd°íve je nutné vypo£ítat

vzdálenostní mapa binárního snímku. Pro kaºdý pixel objektu se vypo£te vzdálenost

od nejbliº²ího bodu pozadí. Nej£ast¥ji se pouºívá klasická Euklidovská vzdálenost dvou

bod·
√

(x1 − x2)2 + (y1 − y2)2. Tímto dostaneme snímek ve stupních ²edé, který si

m·ºeme p°edstavit jako reliéf. Kdyº si p°edstavíme, ºe budeme reliéf zaplavovat padající

vodou, m·ºeme rozli²ovat t°i typy bod·. Jsou to lokální minima. Dále jsou to body,

na které pokud spadne voda ste£e do jednoho z minim, nazývané také povodí. T°etí

typ bod· jsou body, ve kterých je stejn¥ pravd¥podobné, ºe voda ste£e do jednoho £i

druhého minima. Tyto body tvo°í h°eben d¥lící r·zná povodí a znázor¬uje d¥lící linii

(viz [19]). Více o této metod¥ m·ºeme nalézt nap°íklad v [20].

Obrázek 6.8: Watershred na jednorozm¥rném p°íklad¥

Program

Nejd°íve je postup stejný jako v p°edchozím algoritmu. Rozd¥lí se hranice objektu a

pro kaºdý bod se vypo£ítá t°etí sloºka vektorového sou£inu. Z t¥chto hodnot se nejd°íve

vyberou záporné hodnoty a mezi nimi se hledají lokální minima. To ur£uje body, ve kte-

rých je úhel vektor· −→u a −→v správn¥ orientovaný a nejvíce ostrý v porovnání s okolními

body.
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Jelikoº je t¥chto bod· zpravidla více neº míst, kde by se objekty m¥ly správn¥ d¥lit,

tento postup je zkombinován s metodou watershed. Tato metoda je implementovaná

v Matlabu, ale samotná nedává p°íli² dobré výsledky. Výsledkem watershedu je snímek

rozd¥len na oblasti, podle °ez· ur£ených touto metodou. Procházejí se postupn¥ body

z první £ásti, ve kterých jsou prohlubn¥ a zapí²ou se oblasti z watershedu v jejich okolí.

Pokud n¥jaké dva body mají stejné oblasti ve svém okolí a tyto oblasti jsou práv¥ £ty°i,

tj. dv¥ jádra, pozadí a k°ivka (hranice), provede se mezi t¥mito dv¥ma body lineární

°ez.

(a) (b) (c)

(d)

Obrázek 6.9: Postup watershredu. (a) binární snímek po prahování, (b) vzdálenostní
mapa s p°enastavenou hodnotou pozadí, (c) výsledek wateshredu, (d) vzdálenostní
mapa vykreslená ve 3D

Nevýhody postupu s metodou watershed

U druhé metody se body párují k °ezu, tak aby m¥ly ve svém okolí stejné oblasti

z metody watershed. Nastávají ale situace, jako na Obrázku 6.10. Body nemají stejné
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okolí, i kdyº by o£ividn¥ v t¥chto dvou bodech m¥l být veden °ez. Je to zp·sobeno

²patnými výsledky z watershedu nebo tím, ºe jeden z bod· leºí v rohu dal²í oblasti.

(a) (b) (c) (d)

Obrázek 6.10: Nevýhoda druhého programu, st°et dal²í oblasti v bod¥, který je kandidát
na °ez. (a) odstíny ²edé jsou rozd¥leny oblasti po watershredu, zelen¥ jsou ozna£eny
body, které jsou kandidáty na body °ezu z hledání prohlubní na hranici. (b) objekt
s výsledným °ezem

Dále se mohou £asto objevovat �nesprávné� °ezy. �asto se to m·ºe stát u podélných

jader nebo u objekt· které mají n¥jakou nerovnost. P°íklady m·ºeme vid¥t na Obrázku

6.11. N¥které p°ípady by se daly vy°e²it podmínkou na délku °ezu. Dal²í nevýhoda spo-

£ívá v tom, ºe kandidáti na body °ezu nejsou dost blízko °ezu z metody watershed. Tato

nevýhoda programu by se z velké £ásti dala vy°e²it správným nastavením parametr·,

jako je výb¥r bod· pro nalezení prohlubní a velikost okolí kandidát· na body °ezu.

Parametry je testováním nutno nastavit tak, aby se v takovýchto p°ípadech provád¥ly

správn¥ °ezy, ale i tak, aby nep°ibývaly nesprávné °ezy.
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(a) (b) (c) (d)

(e) (f)

Obrázek 6.11: Nesprávné °ezy. (a) , (c), (e) výsledky z programu, plochy s r·znými od-
stíny ²edé jsou oblasti po watershredu, zelené body jsou kandidáti na d¥lení z prohlubní,
(b), (d), (f) výsledné °ezy
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Záv¥r

Práce je zam¥°ená na metody segmentace obrazu a na jejich praktické vyuºití na kon-

krétním p°íkladu. V práci jsem nejprve uvedla jednu z nejjednodu²²ích metod segmen-

tace obrazu zvanou prahování. Zmínila jsem n¥kolik postup· pro nalezení prahu pro

tuto metodu, v£etn¥ nejznám¥j²í Otsuovy metody. V dal²í £ástí jsem se zabývala me-

todou aktivních kontur a to p°edev²ím metodou Chan-Vese. Ukázala jsem odvození

metody a jeho modelu pomoci level set formulace a následný p°echod k jeho numerické

formulaci.

Hlavní cíl práce, vytvo°it program, který by detekoval jednotlivá obarvená jádra

pomoci DAPI a rozd¥lil shluky na jednotlivá jádra, se poda°ilo splnit. Napsala jsem

program, který vyuºívá metodu aktivních kontur pro nalezení bod· k °ezu, který by

odd¥lil jednotlivá jádra ze shluk·. V práci jsem popsala podrobn¥ jeho algoritmus a

jeho parametry. Uvedla jsem také funkce Matlabu, které se vyuºívají pro segmentaci

obrazu a které vyuºívám i ve svém programu. Dále jsem ukázala jaké jsou výsledky

r·zných metod prahování a metody aktivních kontur p°i r·zných vstupních paramet-

rech u daného typu snímk·. Ve spolupráci s Tomá²em Fürstem jsme vytvo°ily druhý

program, který postupn¥ prohledává hranici objektu a hledá zde prohlubn¥. V t¥chto

prohlubních se poté vedou °ezy. Následn¥ jsem ukázala nevýhody obou metod a chyby,

které se mohou objevit na konkrétních snímcích. Poté jsem aplikovala oba programy na

sad¥ testovacích snímk· a výsledky jsem porovnala. Oba programy vrací velice dobré

výsledky s mnoha nalezenými a rozd¥lenými jednotlivými jádry a s málo chybnými °ezy.

Program s metodou aktivních kontur pracuje sice pomaleji, ale poskytuje o poznání více

jednotlivých odd¥lených jader neº program s prohledáváním hranice objektu.

Na záv¥r jsem uvedla my²lenku na dal²í program na d¥lení shluk·, který vychází

z prohledávání hranice objekt· jako p°edchozí program, ale navíc jej kombinuje s meto-

dou watershed. Nazna£ila jsem moºný postup a p°ípadné chyby, které by mohly nastat.

P°i psaní práce a vývoji programu jsem se seznámila se základními postupy pro

analýzu a segmentaci obrazu. Zdokonalila jsem se v této oblasti a to i v programovacím

prost°edí Matlab.
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P°ílohy

Sou£ástí práce je p°iloºené CD s kódy obou program·, s testovacími snímky a výsled-

nými snímky z obou metod.

Ve sloºce program s active contour je program s metodou aktivních kontur. Program

se spou²tí skriptem spousteni.m, ve kterém se jako vstup zadává název snímku, který se

má analyzovat. V tomto skriptu m·ºeme nastavit i parametry pro program. Výstupem

je binární snímek jádro pouze s jednotlivými jádry

Ve sloºce program s prohledáváním hranic jsou uloºeny skripty a funkce programu

s prohledáváním hranic a sloºka data. Do sloºky data vloºíme snímky, které chceme

analyzovat. Program se spou²tí skriptem ZenNucleusFocus.m, kde se zadávají para-

metry. Skript si volá jednotlivé snímky ze sloºky data. Výstupem je binární snímek

segment.mask s jednotlivými jádry.

Ve sloºce Testovací snímky jsou uloºeny testovací snímky na kterých byly metody

testovány.

Sloºky výsledky active contour a výsledky prohledávání hranic obsahují t°i pod-

sloºky s výslednými snímky. Jedna sloºka obsahuje originální testovací snímky ve stup-

ních ²edé s barevn¥ ohrani£enými rozd¥lenými jednotlivými jádry. Druhá sloºka ob-

sahuje snímky po prahování. T°etí sloºka obsahuje výsledné binární snímky, kde jsou

pouze rozd¥lená jednotlivá jádra.
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