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Uvod

Ukolem segmentace obrazu je rozdélit snimek na disjunktni oblasti, jejichz body maji
néjakou spoleénou vlastnost (barvu, jas, strukturu). Metod je mnoho a pracuji na riz-
nych principech. Jsou to metody zalozené na detekci hran (Cannyho hranovy detek-
tor [1]), regionové zaméfené metody, metody vyuzivajici histogramu (prahovani [2])
nebo metody zaloZené na parcialnich diferencialnich rovnicich (metoda aktivnich kon-
tur [3], [4]). V praci jsem se zaméfila na metodu prahovani (threshold) a volbu vhodného
prahu. Tato metoda je jedna z nejjednodussich, ale také nejpouzivanéjsich jelikoz pte-
vadi snimky na binarni. Bindrni snimky ziskané prahovanim se ¢asto pouzivaji jako
vstupni snimky pro jiné metody. Hlavni metodou, kterou jsem se zabyvala ve své praci,
je metoda aktivnich kontur (active contour). Variant této metody je mnoho. Prvni
metoda aktivnich kontur byla uvedena v |3].

Metody segmentace obrazu se vyuzivaji v mnoha odvétvi, jako je optickd kontrola
kvality, detekce objekti a mnoho vyuziti nachazi predevs§im v lékaistvi.

Kazda bunka v lidském téle obsahuje jadro. Jadro obsahuje chromozomy, které jsou
tvoreny dlouhymi fetézci DNA. Integrita DNA je stéle ohrozovana jak vnitinimi vlivy
(metabolismem) tak vnéjsimi vlivy. Vnéjsi vlivy mohou byt napiiklad UV zéafeni, rentge-
nové zafeni, gama zaieni, chemikalie v prostiedi nebo viry. Poskozenim DNA miize byt
mutace nebo rozpad Fetézce. PoSkozeni muze zpisobit mnoho zavaznych nemoci jako
je nemoc z ozéareni, rakovina nebo predcasné starnuti. Bunka mé urcité mechanismy na
opravu poskozeni a vétsinu poskozeni umi opravit (viz [5]). Pokud je poskozeni pfilis
velké, muze dojit k sebeznic¢eni buitkky (apoptdza) nebo imunitni systém vyhodnoti tyto
buiiky jako abnormélni a znici je. V nékterych piipadech ale k opravé nedojde a dojde
k nekontrolovatelnému mnozeni a déleni bunék s poskozenou DNA, které je pii¢inou
rakoviny (viz [6]). Buiiky obsahuji nékolik proteinti, které zajistuji opraveni rozpadu
DNA. Tyto mechanizmy oprav chyb DNA mohou byt klicem k lékim na rakovinu a
proto jsou intenzivné zkoumény.

Pfi zkoumani integrity genomu se vzorek ozafi laserem, rentgenovym zafenim nebo
se aplikuji né&jaké genotoxické latky. Tim dojde k poskozeni DNA a nasledné se po-
zoruji reakce bunék. Na poskozeni DNA se vaze skupina proteini, které maji funkci
opravovat poSkozeni. Vzorek se obarvi DAPI, coz je chemicka fluorescenc¢ni latka, ktera
se dobfe vaze na DNA. Po navazani s DNA zvySuje svoji intenzitu fluorescence. Dale se
na vzorek aplikuje jina latka, kterd se navaze na proteiny a po navazani se obarvi jinou

barvou nez DNA obarvena DAPI. K analyze mame vzdy dva snimky daného vzorku



ziskané laserovym rastrovacim mikroskopem |7]. Prvni obsahuje pouze obarvené jadra
bunék, jako na Obrazku 0.1 (a). Druhy snimek je snimek stejného mista ve stejném
¢ase pofizen v jiné vinové délce. Na tomto snimku jiz nejsou vidét jadra, ale tzv. fo-
kusy, jako na Obrazku 0.1 (b). To jsou mista, kde doslo ke zlomu DNA a na téchto
mistech jsou nahromadény proteiny, které fluoreskuji. Cilem analyzy je kvantifikovat
pocet fokust na jedno jadro. K tomu je potieba umét rozdélit shluky jader na jed-
notliva jadra. Shluky navic nejsou ve vzorcich ojedinélé jelikoz buniky maji tendenci se
shlukovat. Pokud by nedoslo ke spravnému rozdéleni, byla by hodnota poskozeni DNA
uméle nadhodnocena. Timto problémem se zabyva rozsahly vyzkum integrity genomu,
ktery probih& na Ustavu molekularni a transla¢ni mediciny Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci [§].

(a) (b)

Obrazek 0.1: (a) snimek s obarvenymi jadra, (b) snimek s fokusy

Hlavnim cilem této prace je implementovat programovy kod v Matlabu, ktery de-
tekuje jednotlivd obarvena jadra a rozdéli jejich shluky. Dal$imi cili prace je pochopit
a popsat metody prahovani a metodu aktivnich kontur. Déale prozkoumat matematické
pozadi metody aktivnich kontur. Dalsim cilem je ukdzat vysledky programu na testovaci
sadé snimki ziskanych z Laboratoie integrity genomu.

V prvni kapitole prace se zaméfim na teoretické poznatky spojeny se segmentaci
obrazu. Ve druhé kapitole popiSi metodu prahovani a nékolik zptisobii volby vhodného
prahu. Ve tieti kapitole se budu zabyvat metodou aktivnich kontur a predevsim metodou
Chan-Vese [4], jelikoz tuto metodu vyuZivam ve svém programu.

Ve ¢tvrté kapitole se zaméiim na praktickou ¢ast. Popisi algoritmus programu, ktery
jsem napsala v programu Matlab. V paté kapitole ukazi vysledky obou metod, prahovani

a metody aktivnich kontur, pii rizné volbé parametri a nastaveni.



V posledni ¢asti stru¢né popisi program vytvoreny ve spolupraci s Tomasem Fiirs-
tem, ktery je zaloZeny na prohlizeni hranice objekti. Uk4Zi nedostatky tohoto i prvniho
programu zalozeného na metodé aktivnich kontur. Nakonec srovnam vysledky obou me-

tod na testovaci sadé snimki.



1 Zakladni pojmy

1.1 Reprezentace obrazt v Matlabu

P1i praci s obrazy v pocita¢i musime pracovat s diskrétnimi daty. Obrazy jsou proto
vyjadieny maticemi a mizeme s nimi i takto pracovat. Vyjadfeni muze byt nékolika

zpusoby.

RGB obraz je barevny obraz reprezentovany polem m x n x 3, které definuje ¢ervenou
(R), zelenou (G) a modrou (B) barvu pro kazdy pixel (Obrazek 1.1 (a))

Obraz ve stupnich Sedé je reprezentovan matici velikosti m x n intenzit jasu jednot-
livych pixela (Obrazek 1.1 (b))

Binarni obraz je ¢ernobily obraz vyjadien matici m x n, jejichz prvky mohou nabyvat

pouze dvou hodnot, a to bud 0 (¢erna) nebo 1 (bila).

U.2235 0.1284 Blue 0.4196 n
#2804 0.2902 0.0627 0.2902 0.2902 0.4824
10,5804 0. Q627 Q. 0627 0, 0627 0. 2235 0.2588 0. N

7.5176 0.1922 0.0627 Green 0.1922 0.2588 (0.2588 |06
0.5176 0.1294 0.1608 0.1284 0.1294 0.2588 0.2588|084

0.5176 0.1608 0.0627 0.1608 0.1922 0.2588 (0.2588

0.2235 0.5430 Red 0.7412 0.7765 0.7765[p02 "0 0. 0. e

0.3882 0.5176 0.5804 0.5804 0.7765 0.7765[196 5342 0.2251 0.2563 0.2826 0.2826 0.4391 0.4

0.2588 0.2902 0.2588 0.2235 0.4824 0.5342 0.1789 0.1307 0.1788 0.2051 0.3256 0.2483

2235 0.1608 0.2588 0.2588 0.1608 Q4308 0.2483 0.2624 0.8344 0.3344 0.2624 0.2549
0.1608 0.2588 0.2588 0.2588 6egass [ 0. 0. 0 22 Lo

Obrazek 1.1: (a) reprezentace RGB obrazu, (b) reprezentace obrazu ve stupnich Sedé.
(zdroj [18])

Hodnoty u RGB obrazi a obrazu ve stupnich §edé mohou byt z riznych rozmezi, tedy

rizného typu
double hodnoty v rozmezi [0; 1]

uint8 8-bitovy format, tj. celo¢iselné hodnoty v rozmezi [0; 255]
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uint16 16-bitovy formét, tj. celo¢iselné hodnoty v rozmezi [0; 65535]

Histogram obrazu

Histogram obrazu ve stupnich Sedé znazornuje zastoupeni pixeli s riznym jasem. Na
ose x jsou jednotlivé slozky jasu a osa y predstavuje pocet pixeli. Je to tedy sloupcovy
graf, kde vyska k-tého sloupce udava pocet pixelu v obraze s k-tym stupném Sedé.
Bi-modalni histogram je takovy, ktery ma vyrazné dva vrcholy (Obrazek 1.2)
. Tento histogram znazornuje, Ze na obraze jsou dva druhy pixelt, napfiklad tmavé

pozadi se svétlymi objekty.

8000 — -
7000 — -
6000 — -
5000 — -
4000 — —
3000 — -
2000 — -
1000 — -
T
50

| |

T T

| |
100 150 200 250

Obrazek 1.2: Bi-modalni histogram

1.2 Dalsi pojmy

Definice 1.1. Heavisideova funkce (nebo také jednotkovy skok) H je nespojita funkce
definovana pfedpisem
0 prox <0
H () =
1 prox>0

Definice 1.2. Diracova mira (nazyvana také d-funkce) § je formalné definované pred-
pisem
400 prox =0

0 pro x # 0

d(z) =

11



Tvrzeni 1.3. Pro Heavisideovu funkci a Diracovu d-funkci plati ndsledujici vzdjemné
vztahy:

1. Heavisideova funkce je integrdl Diracovy o-funkce

2. Deriwace Heavisideovy funkce je d-funkce

dH (x)
dx

=0 (x)

3. Integrdl 6-funkce pres celou redlnou osu je 1
+o0o
/ d(z)de =1

Pozndmka 1.4. Jelikoz d-funkce neni funkce ale distribuce neboli zobecnéna funkce,
proto predchozi vztahy nebereme v klasickém vztahu, ale ve smyslu distribuci. Vice

o distribucich a operacich s nimi nalezneme napiiklad na |9].
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2 Prahovani

Jednou z nejjednodussich metod segmentace obrazu je prahovani (angl. threshold).
Pouziva se predevsim v situacich, kdy vime, Ze pozadi a objekty maji rozdilnou barvu
nebo jas. Metoda prevadi obrazek ve stupnich Sedi na binarni obrazek. Pro tuto metodu
musime zadat hodnotu prahu, kterou si zvolime, nebo ji mizeme ziskat pomoci né&jaké
automatické metody. Metoda prevadi pixely s hodnotou jasu mensi nez je prah na nulu,

tedy c¢ernou, pixely s hodnotou vésti nez prah na jednicku, tedy bilou.

t

v

L pro f(z,y)
0 pro f(z,y) <t

Obréazek 2.1: Prahovani s rtiznymi prahy: (a) originalni obraz ve stupnich Sedé ve for-
matu uint8, (b) histogram originalniho obrazu se zvyraznénymi hodnotami prahu, (c)
obraz po prahovani s prahem ¢; = 15, (d) obraz po prahovani s prahem ¢, = 40, (e)
obraz po prahovani s prahem t3 = 65
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Spravna volba prahu je velice dilezita, jak muZzeme vidét na Obrazku 2.1. Pokud
zvolime hodnotu prahu nizkou, tak se ¢asto stava, Ze se nékolik objekti ,slije* do jed-
noho, jako na Obréazku 2.1 (¢). Pokud zvolime hodnotu prahu vysokou, tak ziskime
lépe rozdélené objekty, ale problém je, ze tmavsi objekty nebyvaji po prahovani celé,
jako na Obrazku 2.1 (e). Proto musime nalézt optimélni hodnotu, tak abychom témto
dvéma negativnim vliviim predesli.

Automatickych metod pro nalezeni prahu je nékolik. Dvé nejjednodussi jsou metody,
kdy hodnotu prahu vezmeme jako stfedni hodnotu nebo medidn hodnot histogramu.
Pfehled metod prahovani miizeme naleznout napiiklad v [10]. Nékolik metod si popi-

Seme.

2.1 ZAakladni itera¢ni metoda

Tuto metodu nalezneme v [11]. Jedna se o jednoduchou itera¢ni metodu, ktera vyuziva

hodnot histogramu. Postup je nasledujici :

1. Zvolime pocatec¢ni hodnotu ¢y, kterd mize byt libovolna, napf. polovina z rozsahu

snimku.

2. Pixely obrazu rozdélime na dvé skupiny

Gi={f(z,y): f(x,y) >t} (pixely objektu)
Go ={f(x,y): f(z,y) <t} (pixely pozadi)

3. Vypocteme primeérnou hodnotu pro kazdou skupinu

my =priumér hodnot G,

mo =prumér hodnot G,

4. Vypocteme novou hodnotu prahu

_m1 + Mo
2

t/

5. Vratime se zpét ke kroku 2. a postup opakujeme pro novou hodnotu prahu dokud

nebude platit | t —t' |< ¢, kde € > 0 dostatecné malé.

14



2.2 Metoda prohlubni

Metoda ma vyuziti predev§im na snimcich s bi- nebo multi-modalnim histogramem.
Vezmeme-li pfipad s bi-modalnim histogramem, ten mé prohlubein mezi dvéma vyraz-
nymi vrcholy. Hledame tedy lokalni maxima a mezi nimi hleddme lokalni minimum.
Hodnotu optimélniho prahu zvolime jako bod tohoto minima. Problém u této metody
nastavéd, pokud histogram neni hladky, ale je tzv. chlupaty (Obrazek 2.2 (a) ) nebo
s nékolika lokalnimi extrémy (Obrazek 2.2 (b)). Prvni piipad je zptisoben napiiklad ne-
presnym pievodem na jiny datovy typ snimku. Pro takové histogramy nebyvéa snadné
nalézt extrémy nebo jich je nékolik. Pred hledanim extrému muzeme provést vyhlazeni
histogramu nebo jej aproximovat kiivkou. Pokud budeme histogram prokladat kiivkou
je nutné si rozmyslet jakym typem kfivky. Pokud mame soubor snimka s podobnymi
histogramy, muzeme vSechny histogramy proklddat stejnym tipem kiivky, ktery nam
poskytne dobrou aproximaci. Pokud mame ovSem soubor se snimky s riznymi rozdéle-
nimi histogramu, tak prolozeni nékterych histogrami bude s pfiili§ velkou chybou. Po-
kud budeme hledat spravny typ kiivky pro kazdy snimek zvlast, bude to p¥ili§ casové
naro¢né. Bi-modalni histogramy se nejcastéji prokladaji kombinaci dvou Gaussovych
kiivek.

w10
2]

2

wn

&)

L
150

(a) (b)

Obrazek 2.2: Histogramy: (a) chlupaty histogram, (b) histogram s vice lokdlnimi ex-
trémy
2.3 Otsuova metoda

Otsuova metoda je jedna z nejzndméjsich a nejpouzivanéjsich metod prahovani. Metoda
nejlépe funguje na obrazy s bimodélnim histogramem.

Mame obraz s L stupni Sedi (0,1,2,...,L —1). Pocet pixeli s hodnotou jasu i

15



ozna¢me n; a celkovy pocet pixeli je N = ng+ ny + --- + nr_1. Relativni ¢etnosti

1-tého jasu oznac¢me:

Pi:N

Predpokladame, Ze chceme pixely rozdélit do dvou skupin C; = {0,1,...,t} (pozadi) a
Co={t+1,t+2,...L — 1} (objekty), kde ¢ je prah. Pokud si ozna¢ime pocet pixeli
v jednotlivych skupinach

Poméry zastoupeni jednotlivych skupin v celém obrazu jsou dany

N
@)=y
N.
@) =

Pokud si navic oznacime relativni ¢etnosti i-tého jasu v jednotlivych skupinach

1Ty
pz_Nl
2 _ Ty
pi_NQ

vypocteme stiedni hodnoty stupiti Sedi obsazenych v jednotlivych skupinich

t

() =Y ip"

=0
L-1

pa (8) = ) i

i=t+1

16



Rozptyly hodnot stupnt Sedi obsazenych v jednotlivych skupinach vypocteme ze vztaht
t
, 2
ot (8) =D (i —m)*pf"
i=0
L—
o5 ()= (i—p)’ p*

Optimalni hodnotu prahu t* vypocteme jako bod minima variability uvnit¥ shluku

(intra-class variance)
oy (1) =wi (t) o7 () + w2 (1) 03 (1)

Je ukdzano v [12], Ze minimalizace variability uvnit¥ shluku je ekvivalentni s maxima-

lizaci variability mezi shluky (inter-class variance)
o (1) = wi (1) (j (8) = )" +wz (1) (a2 (1) = )" = wi (8 wa (¢) (pa (1) — piz (1))°
kde =1 ips.

2.3.1 Viceprahova Otsuova metoda

Ptedchozi vztahy pro klasickou Otsuovu metodu lze rozsitit na viceprahové prahovani
(viz [13]). Hledame tedy M — 1 praha, {¢1,ts,...,ty—1}, které rozdéli histogram na M
skupinC'l :{O,l,...,tl},...,ci:{ti_l—Fl,...,ti},...,OM:{tM_1+1,...,L—1}.

Ozna¢me pocet pixelu v jednotlivych skupinach

Ne=> mi k=1,2,...M

1€Cy
Poméry zastoupeni jednotlivych skupin v obrazu vyjadiime jako

AL

k=1,2,...M
N )=

Wk

Stiredni hodnotu v jednotlivych skupinich vypocteme ze vztahu

=S i k=1,2,...M

1€Cy, k

17



a sttedni hodnotu celého obrazu vypocteme

Optimalni prahy ziskdme ze vztahu
{ti, t;, c. 7t7\4—1} = max {O’% (tl,tg, ce 7tM71)}

kde 0% = 0L, wie (e — )’

2.4 Lokalni metody

Pro nékteré obrazy nelze pouzit jednu prahovaci hodnotu na cely obraz. Pokud je na-
priklad scéna nasvicena z jednoho sméru, dostaneme po prahovani jen jednu stranu ob-
jektu. Pokud jsou nékteré objekty piesvicené nepiiznivé ovliviiuji vypocet optimalniho
prahu, ktery muze byt posunut. V téchto pripadech je vhodné pouzit lokalni metody
prahovani, kdy se urcité metody pouziji na mensi oblasti v obraze. Jednotlivé ¢asti
obrazu mohou mit jinou hodnotu prahu. V piipadé ptfesvicenych objekti se lokdlni pra-
hovani na menSich oblastech provede napiiklad ve dvou krocich, kdy v prvnim kroku

se vyfadi presvicené objekty a v druhém kroku ziskdme ostatni objekty.
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3 Metoda aktivnich kontur

Metoda aktivnich kontur je také znama jako “snake”. Metoda je zalozena na minima-
lizaci funkcionalu a prvni model byl uveden v [3]. Jeji pFistup je zaloZzen na deformaci
pocatecni kiivky C) smérem k hranici objektu, ktery mé byt nalezen. Vysledna kiivka
je takova, Zze minimalizuje dany funkcional.

Nejdfive si kratce popiSeme klasicky model, ktery vychézi z [3]. Necht 2 je ohra-
ni¢ena oteviend podmnozina v R? s hranici 0€2. Necht u : Q — R je dany obrazek a
C (s) : [0,1] — R? je parametrizované kiivka. Pocatecni kiivka C' se postupné defor-

muje. Vysledna kiivka minimalizuje (lokdlné) funkcional J (C') dany piedpisem

1@ =a [ 1C @ Fass [ 1076 lds=a [ | gu(c(s) s

0

Kde «, g a X jsou kladné parametry. Funkcional energie se sklada ze dvou c¢asti,
vnitini a vnéjsi energie. Prvni dva vyrazy predstavuji vnitini energii a kontroluji délku
a hladkost kiivky. Tteti vyraz predstavuje vnéjsi energii, kterd zajistuje, ze se kiivka
pritahuje k hranici objektu.

Existuje mnoho dalsich variant této metody, odlisuji se pouze ve tvaru funkcionalu.
Klasicky model se fadi mezi tzv. metody aktivnich kontur s hranami, jelikoz zde vystu-
puje ¢len s Vu. Pokud chceme minimalizovat funkcional J snazime se maximalizovat
tieti ¢len fol | u (C(s)) |? ds. Jelikoz vysoké hodnoty gradientu u piedstavuji hrany
v obraze, vysledna kiivka se bude pritahovat k hranam. Druhy typ jsou metody aktiv-
nich kontur bez hran, kdy ve funkcionalu jiz nevystupuje ¢len s gradientem funkce w,
ale funkcional v téchto metodéch je specidlnim piipadem Mumford-Shah funkcionilu

[14] pro segmentaci obraz.

3.1 Metoda aktivnich kontur Chan - Vese

Metoda byla uvedena v [4], fadi se mezi metody aktivnich kontur bez hran a pod timto

nazvem ji muzeme také nalézt.

3.1.1 Odvozeni metody

Vezmeme si binarni obrazek u s jednim objektem, ktery méa odlisnou barvu od pozadi.

Tedy u je po Castech konstantni s hodnotami u’ a u°. Objekt, ktery chceme nalézt,
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je reprezentovan oblasti s hodnotou u, jeho hranice ozna¢me Cp. Tedy mame u = u’
uvniti objektu a u = u® vné objektu. Dale ozna¢me oblast ohranic¢enou k¥ivkou C jako

w, oblast vné kiivky C' ozna¢me  \ w. Vezmeme si potencial

F\(C) + Fy (C) = / (2, y) — e1[Pde dy + / (2, y) — s de dy
w QAN\w

kde c1, ¢ jsou zavislé na kiivce C. ¢; je primér hodnot u v oblasti w a ¢y je pramér
hodnot u v Q \ w.

Fi(C)>0 F(C)=0 Fi (C) >0 F(C)=0

Py (C) =0 F(C) >0 F>(C) >0 B (C)=0

Obréazek 3.1: Mozné piipady hodnot vyrazi F} a F, v zavislosti na poloze kiivky C'
vzhledem k objektu

Pokud je kiivka C' vné objektu, poté F; (C) > 0 a Fy (C) = 0. Pokud je kiivka
C' uvnitf objektu, potom F; (C') = 0 ale F5(C) > 0. Pokud k¥ivka zasahuje ¢asti do
objektu a ¢asti do pozadi poté Fy (C) > 0 a Fy (C) > 0. Je tedy jasné, ze potencial
mé minimum na hranici objektu tj. pokud C' = Cy. Hranice objektu Cp minimalizuje
potencial F} + F5.

inf {F} (C) + F> (C)} ~ 0~ Fy (Co) + F> (Co)

Tento funkciondl nam predstavuje vnéjsi energii. Stejné jako v klasickém modelu pii-
dame vyrazy predstavujici vnitini energie. Pridanim vyrazi pro omezeni délky kiivky
C' a velikosti oblasti w, dostavame funkcional F (cq, ¢z, C') definovany

F(c1,¢0,C) = - Length (C) + v - Area (w) +

i [ fuoy) =~ aPdedy+ [ uley) - afdedy ()
w Q\w

kde pp > 0, v > 0, A\;, A2 > 0 jsou dané parametry. (V numerickych vypoctech v [4]

pouzivaji nastaveni parametri \y = Ao =1l av =0.)
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3.1.2 Formulace pomoci vodorovnych ezt

K feSeni vyvijejicich se kiivek se nejcastéji pouziva metoda vodorovnych fezi (level
set formulation). V této metodé kiivku C' a oblasti uvniti w a vné 2\ @ kiivky C

reprezentujeme pomoci lipschitzovské funkce ¢ : 2 — R :

{(z,y) € 2: ¢ (z,y) =0} =C = 0w
{(z,y) € 2: ¢ (z,y) >0} =w (32)
{(z,y) € 2:¢(x,y) <0} =2\

vné C

Obrazek 3.2: Znazornéni hodnot funkce ¢ v zavislosti na kiivce C

Pomoci této funkce a znalosti Heavisidovy funkce a Diracovy miry vyjadiime ¢asti

funkcionalu F' néasledovné:

Length (6 =0) = [ 50(.9)) | Voo | dady (3.3

Area (¢ > 0) = /QH (¢ (z,y))dxdy (3.4)

|ty e Pasdy= [ () o H G () dedy (35)
»>0 P

| G —aPad= [ uep ol (-Ho))ddy (0
¢<0 97

Pozndmka 3.1. Spravnost formule (3.3) pro délku kiivky nemusi byt na prvni pohled

jasna. UkaZeme si tedy jeji mozné ovéteni, které najdeme v [15].
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Méjme ¢ definované vztahem (3.2). Nahradime d-funkei funkei

N < L
On (t) = [t1< 2y
0 |t > ﬁ
kde N > 1. Poté
/Q 5(6(0,9) | Vo (ey) |dedy =N [ | Vé(ey) | dedy (3.7)
By

kde By je uzky pas definovany

By = { ()i [0 1< 57}

Stied tohoto pasu tvoii kiivka 0w : ¢ (x,y) = 0, nebo pokud ji parametrizujeme délkou
s
Ow: s—z(s) (0<s<L:=Length(dw))

Vezmeme bod p =z (s) € Ow. Smér pasu je z (s) a normélovy smér je v := V¢ (z(s)).
ZaCneme v bodé p a pijdeme ve sméru normdaly v az dosdhneme hranice pasu By.
Urazili jsem vzdélenost h > 0 takovou, ze | v | h = % Z toho vyplyv4, ze Siika pasu

p (s) blizko z (s) je priblizné dana

1 1
Nlv] N|Ve(z(s) |

p(s)=2h=
Proto mame

N ]V(b(;ﬂ,y)]dmdyi]\f/o p(s)]V¢(z(s))|ds:/0 ds = Length (0w)

By
Po dosazeni do vztahu (3.7) dostavame pozadovany vztah.

Po dosazeni vztahi (3.3) - (3.6) do funkcionalu F (cq, ¢z, C') definovaného vztahem
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(3.1) ziskdme formulaci vodorovnych fezt funkcionalu F (cq, ¢z, @) ve tvaru

F(c1, 00, 0) = / 5(6(2,9)) | V6 (z,y) | dedy+ v /Q H(b () dedy — (38)
[ utey) = e P H(0(0) dedy
(]

Y /Q Lu(2,y) — e 2 (1= H (6 (2, 9))) d dy (3.9)

Zvolime pevné ¢ a budeme hledat minimum funkcionalu F (¢, ¢o, ¢) vzhledem k ¢;
a cy. Hodnotu ¢; dostaneme derivovanim funkcionalu podle c¢;, kdy vSechny ostatni

proménné ve funkcionalu bereme jako parametry diky pevnému ¢. Z vyrazu

OF

- —Al/—QuH+201H:O
861 Q

vyjadiime c;. Stejnym zpusobem ziskdme vyjadieni c; . Nyni je lze vyjadrit jako kon-

stantni funkce proménné ¢ ve tvaru

_ Joulx,y) H (¢(x,y)) dzdy
Jo H (¢ (x,y)) du dy

c1(9) (3.10)

pokud je [, H (¢ (x,y))dxdy > 0 (tj. pokud kiivka bud mit neprazdny vnitiek v £2) a

o (6) = J2 8 @) (L= H (9 (2,y))) dedy
2 Jo(1—H (¢ (z,y)))dzdy

(3.11)

pokud je [, (1 — H (¢ (x,y))) dzdy > 0 (tj. pokud kiivka méa neprazdny vnéjsek v £2).

Jak je vidét, ¢y a ¢y jsou skutecné primeéry hodnot v danych oblastech tj.:

c1 (¢) = pramér (u)v {¢ > 0}
co (¢) = pramér (u) v {¢ < 0}
K feseni vyvijejicich se kfivek v ¢ase t tak, aby minimalizovali funkcional J vyuzijeme

gradientniho toku. Zavedeme nyni funkeci ¢ (t,z,y) = ¢, (z,y), kde t > 0. ¢ (0, z,y) je

pocatecni kiivka. Nasledujici vyvojova rovnice (evolution equation)

o9 0J

5 =" 74 (3.12)

je gradientni tok (viz[16]). Tedy kiivka ¢ se bude vyvijet v ¢ase podle (3.12) tak, aby

23



se minimalizoval funkcional (3.8). Vyjadiime

) [ (-2 ) v - - ]

Proces nejvétsitho poklesu pro minimalizaci funkcionalu J je néasledujici gradientni tok:

= =5(9) [udiv (%) = M (u— ) 4+ h (1 — (;2)2}

Pro vyvoj kfivky C' v normélovém sméru plati

% =5(¢) [udiv (%) —v=A(u—c)’+ X (u— 02)2} t € (0,00), (z,y) € 0

d)(Oaxvy):(bO (.’L’,y) (l’,y) €Q
(3.13)
Funkce ¢, kterd minimalizuje funkcional J, musi byt i jeho staciondrnim bodem, tedy

musi platit

oJ

7 =0(9) {—udiv (ﬂ) +r4+M(u—c)? =N (u— 02)1 =0 (3.14)

| Vo |

3.1.3 Numericka aproximace modelu

Pro numericky vypocet musime zavést funkce H, a d.. H, je alesponn C? (ﬁ) regularizace
Heavisidovy funkce H a d. je regularizaci Diracovy miry ¢, pro kterou plati §. = H_.

Vezmeme si konkrétni C'° (Q) regularizaci H ve tvaru

H.(2) = % (1 + % arctan (g))

a regularizaci 0 vezmeme 0, jako derivaci H., tedy

58(2)_1 €

mTe2 4 22

Jiné regularizace nemaji tak dobré vlastnosti a ¢asto hledaji pouze lokalni minima (viz

[4])
K diskretizaci diferenciélnich rovnic pouzijeme kone¢né implicitni diferen¢ni formule

a diskretizaci operatoru divergence uvedenou v [17]. Necht h je prostorovy krok, At je
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krok v ¢asové proménné. Uzly oznaéme (z;, y;) = (ih, jh), pro 1 <, j < M. Necht
i = ¢ (nt, x;,y;) je aproximace ¢ (¢, z,y) pro n > 0, kde ¢° = ¢y. Konecné diference

méjme ve tvaru

AN @i = Gij— di-1, AL gij = Qiv1j — @i
AL pij = ¢ij— bij1, ANLbij = iji1 — Gij

Diskretizace rovnice (3.13) vyvoje kiivky vyjadiime ve tvaru:

At 17] h2 B T n 2 n n 2
_ V(D561 1 (12) + (6000 — 615)" / (20)°
V(%61 ) (12) + (65— 611,)" [ (20)°
—v =M (uiy — 1 (™) + Ao (uiy — o (¢™)) (3.15)
Algoritmus:

1. Zavedeme pocéatecni ¢° = ¢g, n =0
2. Vypocteme ¢ (¢") a ¢z (¢") podle (3.10) a (3.11)
3. Vypocteme ¢" ! z rovnice 3.15

4. Zkontrolujeme, zda je TeSeni stacionarni (spliuje rovnici (3.14)), neboli pokud
pravé strana rovnice 3.15 je mensi nez dostateéné malé € > 0.

Pokud feseni neni stacionarni vratime se ke kroku 2. a postup opakujeme.
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4 Program vyuzivajici metodu aktivnich kontur

4.1 Popis postupu

Nyni popiSeme postup programu pro detekci jader vyuzivajici metodu aktivnich kontur.

Postup je nasledujici. Nac¢teme snimek ve stupnich Sedé. V dalsim kroku se provede
prahovani tohoto snimku. Pied prahovanim se takzvané vyplni diry pomoci funkce
imfill s parametrem holes. Eliminuji se tak body uvniti jader, které jsou tmavé a po
prahovani by vytvorily malé oblasti uvnitt objekti, které by byly ¢erné. Tyto oblasti
by byly pfifazovany k pozadi a pfi dalsim postupu by zptsobovaly problémy. Pokud
bychom vyplnéni provedli po prahovani doslo by i k nezadoucimu vyplnéni ¢asti uvnitf
uzavienych shlukii. Poté jiz provedeme prahovani a nasledné provedeme morfologickou
operaci open. Tato operace kombinuje erozi a rozsiteni oblasti a tim dochézi k ur¢itému

vyhlazeni hranic objektu.

() (b) (c)

Obrazek 4.1: Kroky algoritmu. (a) originalni snimek ve formatu uint8, (b) snimek po
prahovéni, (c¢) snimek po odstranéni malych objektu

Poté nasleduje hlavni proces programu.

Nadale budeme pracovat s binarnim snimkem
ziskanym z prahovani. Odstranime z néj pilis xl1}
malé objekty. Zavedeme si obraz, do kterého
budeme zapisovat nalezenéd jednotliva jadra.

Prevedeme zde osamocena jadra na snimku a

x2

nasledné budeme rozdélovat shluky. Abychom

nemuseli v kazdém kroku pracovat s celym vl y2

snimkem, provedeme ofez pouze na jednotlivé
Obrézek 4.2: Hodnoty ofezu objektu
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objekty. Pro kazdy objekt dostaneme polohu ohranicujiciho obdélniku v celém snimku,
tj. x1, x2, y1, y2.

Jelikoz budeme pouzivat metodu aktivnich kontur, potiebujeme pro tuto metodu po-
¢atecni oblast. Neboli binarni snimek, na kterém je bila oblast uvnitf pocatecni kiivky,
ktera je potieba pro metodu aktivnich kontur (viz kapitola 3). Pro pocatecni oblasti
blizko hranice objektu ziskdme lepsi vysledky. Tuto oblast ziskaime postupnou erozi
objektu a tu provadime tak dlouho, dokud se oblast nerozdéli alespon na dvé Casti
(Obréazek 4.3. (b)) V dalsim kroku se bude provadét metoda aktivnich kontur postupné
pro jednotlivé ¢asti, které jsme dostali v pfedchozim kroku erozi. Dostaneme tak tiiroz-
mérné pole, které mé tolik vrstev kolik je oblasti po provedeni eroze (minimalné dve)
a kazda vrstva obsahuje vysledek po metodé aktivnich kontur pro jednotlivé pocatecni
oblasti.

y J

(a) (b) (c)

Obrazek 4.3: (a) snimek obfezany na dany objekt, (b) posloupnost oblasti z imerod, (c)
vysledné pocatecni oblasti

Predchozim postupem dostaneme pozadované oblasti, které se z casti prekryvaji
(Obréazek 4.4 (a)), pokud jsou sousedici. Nyni vezmeme vSechny mozné dvojice oblasti
a udélame jejich prunik. Pokud je nepréazdny provedeme jeho prunik s hranici objektu,
a tak ziskdme dvé mnoziny bodu. Z téchto mnozin vybereme dva body, které maji mezi
sebou minimalni vzdalenost (Obrazek 4.4 (c)). Tyto body vezmeme jako body fezu a
provedeme v nich linedrni fez. Pokud doslo k fezu, vratime rozrezana jadra zpét do

bindrniho snimku a postup opakujeme pro dalsi objekt.
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y

(a) (b) (c)

Obrazek 4.4: (a) Metoda aktivnich kontur. Zelené jsou pocétecni oblasti, Gervené a
fialové jsou ohraniceny vystupni oblasti z metody aktivnich kontur. (b) Prinik oblasti.
Bila oblast je prunik dvou oblasti po metodé aktivnich kontur. (¢) Body fezu. Bila je
hranice priuniku, které je spole¢na s hranici ptivodniho objektu, ¢ervené jsou vyznaceny
body, kde se provede fez

4.2 Parametry

Na zacatku algoritmu se zadava nékolik parametru a nékteré parametry se objevuji dale

v algoritmu.

minarea Tento parametr oznacuje minimalni pocet pixeli, ktery by mély mit jednot-
liva jadra nebo objekty urcené k déleni. VSechny objekty, které maji pocet pixeli
mensi se z Cernobilého obrazku bw smazou, jde prevazné o necistoty a neceld

jadra. Tento parametr zavisi na danych snimcich.

solidita Soliditu vypocitame ze vzorce

pocet pixeli objektu

solidita = pocet pixeli konvexniho obalu objektu
Jeji hodnota je v rozmezi [0, 1], konvexni objekty maji soliditu rovnu 1. Jadra
maji podobny tvar s velkou soliditou, objekty s mensi soliditou se pokusime roz-
délit. Soliditu jsem nastavila na 0.95 jelikoz jadra maji pomérné kulaty tvar.
S takto vysokou soliditou mizeme ztratit néktera jednotliva jadra, kterd nemaji
pozadovanou soliditu. Pokud ji ale snizime napfiklad na 0.9, ziskdme tak vice
jednotlivych jader, ale nékteré dvojice budou povazovany za jednotliva jadra a

nebudou rozdéleny.

maxarea Tento parametr urc¢uje minimalni pocet pixelid pro objekty na déleni. Pokud
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je objekt malo solidni, ale m& pocet pixeli mensi nez dany parametr, Casto se
nejednd o objekt urcéeny k déleni, a proto jej smazeme. Tento parametr stejné jako
minarea zalezi na danych snimcich, miizeme ho zvolit napriklad jako dvojnasobek

minarea.

hladkost Parametr hladkosti se vztahuje k metodé aktivnich kontur. Vice o tomto
parametru je uvedeno u popisu funkce activecontour v 4.6 na strané 33 a jeji

pripadné volby v ¢asti 5.2 na strané 39.

struktura pro imerode a imdilate V priibéhu algoritmu se pouzivaji nékolikrat funkce
imerode a imdilate. Funkce imerode, kterd je v Matlabu, vraci obraz s objektem
ziskanym z objektu z ptivodniho snimku, pro ktery v kazdém pixelu na hranici od-
mazeme okoli. Okoli, které se ma odmazavat, je dano néjakou strukturou. Podobné
funguje metoda imdilate, kde naopak pro kazdy pixel na hranici pridavame okoli,
které zadavame néjakou strukturou. Pro zadavani této struktury slouzi v Matlabu

funkce strel, ktera se vola
se = strel( tvar’, parametr)

V programu jsem nejcast€ji pouzivala strukturu okoli s tvarem disk a octagon.
Pro tvar disk je parametr polomér R disku. Pro octagon je parametr R, ktery
urcuje vzdalenost od origindlniho bodu ke sténdm osmisténu. Parametr R u tvaru
octagon musi byt délitelny tfemi. Vice o této funkci pro vytvoreni okoli naleznete
v [18].

3E= Vs Origin ZE= . Drigin
¢}

o o o =< o o 4O
[ =

[

- &

[ = [ T

O - & & -
o o g =+ o g g
- kg -
[ T S O Y
o o =+ = o og

(a) (b)

Obrazek 4.5: Struktury pro zadani okoli: (a) okoli disk a polomérem R=3, (b) okoli
octagon s parametrem R=3. (zdroj |18])

Konkrétni volby téchto struktur lze zvolit rizné dle potfeby a charakteru ana-
lyzovanych obrazi. Svoje volby jsem volila bud odhadem nebo odzkouSenim na

konkrétnich datech. V algoritmu jsem je napsala do zavorek.
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4.3 Algoritmus

Nasledujici algoritmus popisuje program, ktery je pfilozeny na CD ve sloZce - program
s active contour. Spousténi se provadi skriptem spousteni.m, kde se zadava néazev
snimku a parametry. Jako vstup zadame nazev snimku a ziskdme vystup binarni snimek

jadro s jednotlivymi rozdélenymi jadry.
1. Ptiprava, inicializace
(a) zaddme parametry
minarea = minimalni pocet pixeld jednotlivych jader
solidita = minimalni solidita jednotlivych jader
maxarea — minimalni pocet pixelt u kandidata na déleni
hladkost = parametr hladkosti pro metodu aktivnich kontur
(b) nacteme obréazek ve stupnich $edé a ozna¢me ho image
(c) prahovani
vyplnime diry v image pomoci imfill
provedeme prahovani image a vysledny binarnim snimek ozna¢me bw
vyhladime bw pomoci bwmorph (open)
(d) Zavedeme ¢ernobily obrazek jadro pro ukladani jednotlivych nalezenych jader
2. while (pocet objekti v bw > 0)
odstranime objekty z bw s mensim poc¢tem pixeli nez je minarea
zjistime pocet objekti num v bw a jejich rozmisténi pomoci bwlabel
zjistime velikost velikost() a soliditu sol(i) pro i— ty objekt
for i =1 to num
smazeme -ty objekt z bw
if ( sol(i) > solidita)
if (prinik objektu s hranici obrazu je nulovy)
zapiSe se i-ty objekt do matice jadro

elseif (velikost(i) > maxarea)
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provedeme proces rozdéleni. Pokud dojde k rozdéleni, rozdéleny
objekt se vrati do bw.
end if
end if
end for

end while

4.4 Proces rozdéleni

1. Provedeme ofez pouze na dany objekt
zjistime pozici ohranicujicitho obdélniku objektu x1, %2, y1, y2 v bw
zavedeme obraz bwi = bw(xl:x2,yl:y2)
2. Pocatecni oblast
zavedeme struktura se pro imerode (octagon,3)
pocatelni:=bwi
while (pocet objekti v polate&ni < pocet objektt v bwi) & ...
& (pocet objekti v bwi # 0)
provadime imerode pro pocatecéni se strukturou se
end while
3. if (pocet kroku v pfedchozim while-cyklu ==1)
déleni provedeme pomoci rozsifeni oblasti (vice v ¢asti 4.5 na strané 33)
else
4. Metoda aktivnich kontur
for i=1 : pocet objekti v pocatelni
provedeme metodu aktivnich kontur Chan-Vese na obrazu bwi pro i-ty objekt
z pocatelni as parametrem hladkost. Vysledek zapiSeme do i-té vrstvy pole
snake.

end for
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5. Samotné roziezani objekti
for (vSechny dvojice vrstev ve snake )
prinikem dvojce oblasti ze snake ziskdme vyslednou oblast prinik
if (prinik je neprazdny)
nalezneme hranici priniku
rozgifime hranici priniku pomoci imdilate (disk,5)
provedeme prinik rozsifené hranice priniku s hranici pivodniho objektu
v bwi a ozna¢me ho hraniéni
if (hraniéni je neprazdny)
if (pocet objekti v hrani&ni (8-okoli) > 2)
while (pocet objekti v hraniZni (8-okoli) > 2)
smazeme objekt s nejmensi velikosti
end while
elseif (pocet objektt v hraniéni (8-okoli) < 2)
nejsou body pro déleni a vektor body nastavime na prazdny
end if
nalezneme dva body v hraniéni z jednotlivych objektt s minimalni
vzdalenosti a vektor body obsahuje jejich polohu
if (vzdalenost bodi je pfilis mala napi. 3)
nejsou vhodné body pro déleni a vektor body nastavime na
prazdny
end if
if (vzdalenost bodu je prilis velky (napf. 2/3 délky vedlejsi poloosy
elipsy, ktera ma stejny normalizovany druhy centralni
moment jako oblast))

nejsou vhodné body pro déleni, vektor body nastavime na prazdny

end if
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if (body je neprazdny)
provedeme linearn{ fez v bwi mezi body z vektoru body
déleni =1
end if
end if
end if
end for
if (d&lni = 1)
bwi s rozdélenymi objekty zapiSeme zpét do bw

end if

4.5 Rozdéleni pomoci rozsireni oblasti

Tento postup se pouziva v algoritmu, pokud se poc¢atecni oblast ziskd hned po prvnim
kroku imerode. To znamenad, Ze jaddra jsou spojeny pouze nékolika mélo pixely a pouzi-
tim tohoto postupu se vyhneme pouziti metody aktivnich kontur, ktera je vice ¢asové
narocna.

Oznacme si oblast, se kterou budeme pracovat jako poéateéni. Vzdy to bude ta
oblast, kterd mé vétsi soliditu. Pomoci funkce imdilate vytvofime dvé dalsi oblasti.

minus = imdilate po¢ateéni se strukturou seminus (disk,5)

plus = ( imdilate po&ateéni se strukturou seplus (disk,4)) prunik s (bwi )
Poté od bwi odecteme minus a k tomuto pficteme plus. Dostaneme tedy fez o Siti

rozdilu velikosti struktur jak muzeme vidét na Obrazku 4.6.

4.6 Analyza obrazu v Matlabu

Nyni si popiSeme nékolik funkei implementovanych v Matlabu, které jsou dilezité pro

analyzu obrazu a které pouzivim v programu.

Metoda aktivnich kontur

Syntaxe

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

Obrazek 4.6: (a) Objekty rozdélené po jednom kroku imerode. Modré jsou hranice
oblasti po jednom kroku imerode, ¢ervend je hranice oblasti minus, zelena je hranice
oblasti plus, (b) stejna situace v detailu.

Vstup:

A - originalni obrazek ve stupnich Sedé urcen k segmentaci

mask - binarni obrazek s poc¢atecni oblasti stejné velikosti jako originalni obrazek
A. Objekt je bily a pozadi ¢erné. Pokud mask obsahuje oblasti s dirami
vysledky mohou byt nepredvidatelné, a tak je lepsi pouzit piikaz imfill. Pro
lepsi vysledky by pocatecni oblasti mély byt u metody edge vné objektu a

u metody Chan-Vese uvnitf objektu.

method - typ metody aktivnich kontur pouzité k segmentaci. Zadava se jako
fetézec ‘Chan-Vese’ nebo ’edge’. Vychozi je nastavena metoda ’Chan-Vese’.
Metoda Chan-Vese nemusi vzdy nalézt vSechny objekty. Pokud jsou na ob-
razku dva objekty, jeden svétlejsi a druhy tmavsi nez pozadi, metoda miize

nalézt pouze jeden objekt.

SmoothFactor - Stupen hladkosti hranic segmentovanych oblasti. Je to kladné
konstanta. Vy$si hodnoty zarucuji vétsi hladkost hranice segmentovaného
objektu, ale mize vyhladit jemné detaily. Nizsi hodnoty vytvaii méné hladké
oblasti ale mohou zachytit jemnéjsi detaily. Defoltni hodnota zavisi na typu

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

bw - binarni obrazek stejné velikosti jako vstupni obrazek A. Segmentovany ob-

jekt je bily (true) a pozadi je ¢erné (false)
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Jednoduché prahovani - volba prahu

Globéalni prahovani pouzivajici Otsuovu metodu
Syntaxe
level = graythresh (I)

Vstup:
I - snimek ve stupnich Sedé, na kterém chceme provést prahovani
Vystup:

level - normovana hodnota prahu typu double v rozmezi [0; 1], kterou mizeme
pouzit k prevodu na binirni snimek pomoci im2bw.
Prahovani - pfevod na binarni snimek
Syntaxe
BW = im2bw (I, level)

Vstup:

I - vstupni obraz ve stupnich Sedé nebo RGB obraz. Pokud je vstupni snimek
ve formatu RGB, snimek se nejprve prevede na snimek ve stupnich Sedé a

nasledné se provede prahovani.

level -hodnota prahu v rozmezi [0; 1], kterou muZeme ziskat funkei graythresh.

Pokud hodnotu nezadame je nastavena defoltni 0.5.
Vystup:
BW - vystupni bindrni snimek po prahovani stejné velikosti jako vstupni snimek.

Viceprahové prahovani - volba prahu

Viceprahové prahovani pouzivajici Otsuovu metodu

Syntaxe

thresh =multithresh (A)
thresh =multithresh (A, N)
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Vstup:

A - Vstupni snimek ve stupnich Sedé nebo RGB snimek. Pro RGB snimky je

hodnota pocitdna z kombinaci tif vrstev.

N - pocet hodnot prahti. Doporuc¢uji se mensi hodnoty N < 10. Maximalni po-
volena hodnota je 20. Defoltni je 1.

Vystup:

thresh - vystupni 1 x N vektor obsahujici hodnoty prahti ve stejném typu jako

vstupni snimek A
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5 Vysledky

Program jsem testovala na konkrétnich snimcich ziskanych z Laboratore integrity ge-
nomu Ustavu molekularni a transla¢ni mediciny Lékaiské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci ziskanych v ramei vyzkumu integrity genomu. Jsou snimany bunky kostniho
osteosarkomu z holenni kosti 15leté divky s mirné diferencovanym sarkomem. Vzorek je
obarven DAPI, coz je fluorescen¢éni barvivo, které se vaze na DNA. Vzorek je snimam
se 400 nasobnym zvétSenim. Na snimcich jsou vidét pouze obarvend jadra bunék. Ze
snimki Ize vycist morfologie jader, jako je solidita, velikost, struktura a dalsi. Muzeme
je pouzit pro lokalizovani jader pfi zkouméni integrity genomu jak je popsdno v ivodu.
Lokalizovani jednotlivych jader a rozdéleni shluki je dilezité, jelikoz by byly vysledky
nadhodnocené a zkreslené. Napiiklad by se mohlo zdat, 7Ze na snimku je méné jader a
maji vétsi velikost a mensi soliditu.

Tyto snimky jsou ulozeny na pfilozeném CD ve slozce Testovaci snimky.

5.1 Prahovani

Jak jsem jiz uvedla v sekci 2, dosti dilezité je spravné nalezeni objekti, tedy spravné
prahovani. Zkousela jsem nékolik metod pro automatické nalezeni optimalniho prahu.
V&echny ziskané snimky maji podobny histogram. Kazda z metod byla jinak i¢inna na

dany typ histogramu.

w10t

L L L
a0 100 150 200 250

(b)

Obrazek 5.1: (a) originalni snimek ve formatu uint8 (b) histogram originalniho snimku

Pokud za hodnotu prahu zvolime median hodnot histogramu, ziskdme pftili§ nizkou

hodnotu, jelikoz histogramy jsou nerovnomérné a na poc¢atku ma histogram pfilis vysoké
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hodnoty. Dobré vysledky ziskdme pokud za hodnotu prahu vezmeme stfedni hodnotu
hodnot histogramu.
Pouzitim zakladni iterativni metody uvedené v ¢asti 2.1 dostavame obecné vyssi

hodnoty.

(c)

Obrazek 5.2: binarni snimky po prahovani s hodnotou prahu (a) rovnou medianu (¢,,eq =
17), (b) rovnou stiedni hodnoté (t, = 62), (c) ziskanou itera¢ni metodou (t,q = 78)

Metoda prohlubni dava také pomérné dobré vysledky. Nejvétsi problém je v nalezeni
druhého maxima a tedy rozhrani, kde se ma miniméalni hodnota hledat. Proto muze byt
vyhodnéjsi prolozit histogram kiivkou. Danym histogramim nejlépe vyhovuje kiivka,
ktera je kombinaci dvou Gaussovych k¥ivek a na této kiivce budeme hledat minimum
mezi dvéma vrcholy. Takto ale dostaneme piili§ nizkou hodnotu prahu, je to zpisobeno
vysokymi hodnotami na zacatku histogramu, které se prokladaji Gaussovym rozdélenim
s malym rozptylem a to ma za p¥i¢inu piili§ prudky pokles (Obréazek 5.3 (b)).

Klasicka Otsuova metoda, ktera se v matlabu zadava level = graythresh(I), dava
vysoké hodnoty. Odzkousenim jsem v programu pouzila viceprahovou Otsuovu metodu
pro dva prahy a hodnotu prahu zvolime tu nizsi. Tato metoda v Matlabu se vola piikazem
thresh = multithresh(A,N), kde A je origindlni obrazek, N znaci pocet praht, tedy
v nasem piipadé 2. Vystup je dvouprvkovy vektor, ze kterého bereme prvni prvek.

Viceprahova Otsuova metoda a metoda, kde za hodnotu prahu bereme stiredni hod-
notu, davaji ze vSech metod nejlepsi vysledky. Pro nékteré snimky jsem dostavala lepsi
vysledky pro prah roven stfedni hodnoté, ale obecné lepsi vysledky jsem ziskala po

pouziti viceprahové Otsuové metodé.
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Obréazek 5.3: (a) binarni snimek po prahovani s prahem ziskanym jako minimum his-
togramu mezi vrcholy (£,,;, = 55) (b) prolozeni histogramu kiivkou (kombinace dvou
Gaussovych kiivek) (¢) binarni obraz po prahovéani s prahem ziskanym jako minimum
mezi dvéma vrcholy kiivky prolozené histogramem (fin Gauss = 22)

|

(a) (b)

Obrazek 5.4: binarni snimky po prahovani s prahy ziskanymi (a) klasickou Otsuovou
metodu (tosw1 = 77), (b) viceprahovou Otsuovou metodou (togsu2 = 60)

5.2 Metoda aktivnich kontur

Dalsi dulezitou ¢asti algoritmu je ziskani oblasti metodou aktivnich kontur. Pro tento
krok jsem vyuzila funkci acivecontour, ktera je implementovani v Matlabu, s druhem
metody Chan-Vese. Nejdfive jsem tuto metodu aplikovala na originélni snimek ve stup-
nich Sedé ve forméatu uint8. Vystupni oblasti pro tyto vstupni snimky byly vzdalené od
skutecénych hranic objektu kvuli struktute objektu na snimcich. Pokud jsem zvolila hod-
notu parametru hladkosti vysokou, tak se vysledné oblasti ¢asto ani neptekryvaly, ale
nemély ani dostatecné hladky tvar. Pro nizké hodnoty parametru hladkosti, napiiklad
hodnoty okolo 0.2 , jsem dostala prekryvajici se oblasti, ale nebyly ¢asto dostatecné.

Abych vytesila problém se strukturou objektii, tak jsem misto originalnich snimku
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Obrézek 5.5: Metoda aktivnich kontur, kde jako vstupni obrazy jsou originalni snimky
ve stupni Sedé: (a) a (b) s parametrem hladkosti 0.3, (c) a (d) s parametrem hladkosti
0.7

zkusila vzit jako vstupni obrazy snimky, které byly konvexni kombinaci originalniho

snimku a bindrnfho snimku po prahovani.
image =a - bw + (1 — «) - original

Metoda s timto vstupnim obrazem déava nejlepsi vysledky pfi niz§im parametru hlad-
kosti okolo 0.3. Bohuzel i zde se obcas vyskytovaly problémy. Napiiklad pokud jeden
objekt ze shluku byl vyrazné svétlejsi nebo tmavsi, tak po kombinaci tento rozdil svétel-
nosti pretrvava. Muze se stat, Zze v takovém piipadé nebudeme mit pozadovany prunik
oblasti pro nalezeni bodi fezu, jak mazeme vidét na Obrazku 5.6 (¢) a (d). Pokud bude
alespon jedna oblast dostatecné hladka a blizko hranice mize se tato situace zachranit
rozdélenim rozsifenim oblasti jak je uvedeno v ¢asti 4.5. éastéjéi problém pfi nizkém
parametru hladkosti byva, 7e u nékterych objekti jsou vysledné oblasti po metodé
aktivnich kontur pfili§ velké a vysledny prinik mize byt i cely shluk jak je vidét na
Obrazku 5.6 (a) a (b). V takovém piipadé nelze nalézt body pro déleni. Kdybychom
zvysili parametr hladkosti na 0.6, problém s piili§ velkymi vyslednymi oblastmi zmizi,
ale naroste problém, kde vysledné oblasti nebudou mit spole¢ny priinik.

Nakonec jako nejspolehlivéjsi se ukézalo pouzit binarni vstupni obrazy , které ziskam
po prahovani. Nyni musime oproti pfedchozim pripadim nastavit parametr hladkosti
na vys$si hodnotu, a to okolo 0.6, jelikoz u binédrnich obrazi ma metoda vétsi tendenci
stahovat se k hranicim objektu. Pti nizkych hodnotach bychom casto dostavali jako

vysledné oblasti opét znovu celé shluky.
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(a) (b) (c)

Obréazek 5.6: Snimky po metodé aktivnich kontur na snimcich kombinaci binarnich a
origindlnich snimkt s parametrem « = 0.5, zelené jsou pocatecni oblasti a fialové a
Cervené jsou ohrani¢ené vysledné oblasti. (a) a (b) metoda s parametrem hladkosti 0.3,
kde vysledné oblasti jsou piilis velké. (¢) a (d) metoda s parametrem 0.6, kde vysledné
oblasti nemaji spole¢ny prinik.
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6 Srovnani

V této Casti se zaméfim na porovnani programu, ktery pouziva metodu aktivnich kontur
a programu, ktery prohledava hranice objekti. Druhy program jsme vytvorili spole¢né
s TomaSem Fiirstem. V predchozich ¢astech jsem popsala jak funguje program zalozeny
na metodé aktivnich kontur. Nyni popisi princip druhého programu a nasledné ukazi

jejich nedostatky a srovnani vysledku na sadé testovacich snimkii.

6.1 Popis programu zaloZeného na prohledavani hranic objektt

Déleni shluka jader se provadi nasledujicim postupem. Hranice objektu se diskreti-
zuje s uréitym krokem, to znamend, Ze se bere jen kazdy napiiklad desaty bod hra-
nice, jako na Obrazku 6.1. V kazdém i-tém bodé se vypocita vektorovy soucin vektori
U = bod (i — 1)—bod (i) a U = bod (i + 1) —bod (i) a bude nas zajimat jeho tieti slozka.
Vektorovy soucin bude kolmy k obéma vektorim a bude mit prvni a duhou slozku nu-
lovou. Pokud bude thel mezi vektory (méfeny vné objektu) vétsi nez 180°, vektor bude
smérovat vzhiiru a jeho tieti slozka bude kladna. Pokud thel mezi U a U bude mengi
nez 180°, vektor bude smérovat doli a jeho tieti slozka bude zdporna. Prohlubné jsou
tedy zpravidla body, které maji t¥eti slozku vektorového soucinu co nejvice zapornou.
Dale v kazdém bodé vypocteme normovany smér o + o /||@ + V||, to je smér osy
uhlu. Hodnota treti slozky vektorového soucinu slouzi k ur¢eni vhodnych bodi k fezu

a smeér osy thlu ndm poslouzi ke spravnému sparovani bodu pro fez.

bod(i-1)
- 2 _ bod(j+1)

bod(i+1)

(a) (b)

Obrazek 6.1: Diskretizovana hranice. (a) ¢ervené body jsou body diskretizované hranice.
(b) detail obrazku (a), kde jsou vyznaceny vektory pro dané body. V bodé bod(i) bude
hodnota tfeti slozky vektorového sou¢inu zaporna. V bodé bod(j) bude hodnota tieti
slozky vektorového soucinu kladna.
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Zavede se novy vektor jehoz velikost je rovna poctu bodiu diskretizované hranice.Tento
vektor bude slouzit jako indikator pro body k déleni, kde 1 bude znamenat, Ze bod je
vhodny bod déleni, v opa¢ném piipadé bude hodnota 0. Nyni se bude kazdy bod srov-
navat s jeho okolnimi body. Pokud hodnota tieti slozky vektorového soucinu v i-tém
bodé je mensi nebo rovna hodnoté tieti slozce vektorového souc¢inu v bodech bod (i — 1)
i bod (i + 1), tak jej oznac¢ime 1. Dale se odstrani body, které maji hodnotu t¥eti slozky
vektorového soucinu vétsi nez dany limit. V dalsim kroku se souvislé tseky bodu k dé-
leni nahradi pouze jedinym bodem. Pokud je v fadé vedle sebe nékolik jednicek bere se
pouze prostiedni a zbylé se smazou (nastavi se na 0). Poté, aby nebyly délici body pfilis
blizko sebe, se prochézeji zbylé body v pofadi od nejmensi (nejvice zaporné) hodnoty
tieti slozky vektorového soucinu a v jejich okoli se ostatni body odstrani.

Timto postupem jsme urcily body, ve kterych se provede fez a nyni se budou spréavné
parovat. Pro vSechny kombinace téchto bodu se vypocita jejich vzijemné vzdalenost a
také to jak jsou vzajemné protilehlé, a to ze sméri os thla podle vztahu [[smér (i) +
smer () /2||. Hodnota této protilehlosti, mize byt z [0; 1] a ¢im mensi je hodnota, tim
jsou body vice protilehlé. Dale ovéifime zda maji dvojice bodu mezi sebou minimalni
vzdalenost vzhledem k bodtim v jejich okoli. To znamené, zZe jejich vzdalenost musi byt
mensi nez vzdélenosti dvojic bodi 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 spliuje posledni podminku a méa
dostatecné malou vzajemnou vzdalenost a jsou dostate¢né protilehlé, provede se mezi

témito body linearni tez.

6.2 Nevyhody jednotlivych postupti
Program s metodou aktivnich kontur

Hlavni nevyhodou tohoto programu je velkd ¢asova naroc¢nost, kterad je zptisobena ca-
sovou naroc¢nosti funkce activecontour. Prubéh jednoho voléni funkce activecontour na
mém pocitaci trval okolo 3 sekund. Tato funkce se navic spousti jednotlivé pro kazdé
jednotlivé jadro, které se oddeéli ze shluku.

Dalsi nevyhody vyplyvaji ze ziskdvani pocatecéni oblasti pro metodu aktivnich kon-
tur. Jedna z nich je u tzkych dlouhych jader, které jsou spojeny s dalsimi jadry delsi
stranou a pii ziskdvani pocate¢nich oblasti funkci imerode se odstrani jadro jesté pied
tim, nez se rozdéli na dvé Casti jako na Obrazku 6.2. Nedojde tedy k fezu.Horsi piipad
nastava také u uzkych podélnych jader, kdy se erozi ziskaji dvé oblasti tak, Ze vysledny

fez prochazi jddrem jako na Obrazku 6.3. Dochazi tak k nechténému fezu.
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Obrazek 6.2: Nevyhoda odstranéni jadra pred rozdélenim. (a) posloupnost vyslednych
oblasti po imerode, (b) metoda aktivnich kontur pro ziskané pocate¢ni oblasti oznacené
zelené, (¢) posloupnost po imerode pii druhém déleni, pouze jedna vystupni oblast,
metoda aktivnich kontur se neprovede, jelikoz neméa pocatecni oblasti.

(a) (b)

Obrazek 6.3: Piipad $patného fezu: (a) posloupnost vyslednych oblasti po imerode, (b)
metoda aktivnich kontur pro ziskané pocatecni oblasti oznac¢ené zelené, (¢) vysledek po
fezu

Jak jsem uvedla jiz v pfedchozi ¢asti, miize se stat, hlavné u nizké hodnoty parametru
hladkosti pro metodu aktivnich kontur, Ze vysledné oblasti po této metodé jsou piilis
velké jako na Obrazku 6.4. Tato situace se muze obcas objevit i pokud mame parametr
hladkosti vysoky, jelikoz vysledné oblasti dosti zavisi na pocatecnich oblastech. Pripadi,

ve kterych se vyskytuji pfedchozi chyby, nastésti neni mnoho.

-l 2

Obrézek 6.4: Prilis velké vysledné oblasti metody aktivnich kontur

Tento program oddéluje jadra postupné ze shluki oproti programu s prohledavianim

hranic objektu, ktery déleni provadi pro cely shluk. To je nevyhoda v podobé zvySeni
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casové narocnosti, ale diky tomu ziskame casto vice rozdélenych jader.

Program s prohledavanim hranice

Jedna nevyhoda je, 7e se prochazi pouze vnitini hranice objektu. Pokud jadra tvori
uzavieny shluk nedojde k zadnému déleni, protoze budou chybét body k déleni uvniti
tohoto shluku. Pfiklad miizeme vidét na Obrazku 6.5 (

¥ e

Obrazek 6.5: Chyba pfi uzavienych shlucich: (a) modré jsou body ve kterych probéhne
fez, Cervené jsou body, které byly dalsimi kandidaty na body tezu. (b) objekt po fezu.
Piipad vice fezi 7 jednoho bodu: (¢) modré jsou body ve kterych probéhne ez, Gervené
jsou body, které byly dalsimi kandidaty na body fezu, (d) objekt po fezu

Dalsi nevyhody jsou zpisobeny tim, Ze z jednoho bodu miize vést vice fezii a body
pro fez jsou relativné blizko sebe. Jednou nevyhodou je, Zze mezi bunikami vznikne maly
klinek nebo pruh, jak je vidét na Obrazku 6.5 (¢) a (d). Tyto ¢asti se podminkami na
jednotliva jadra eliminuji a dostaneme fez mezi jadry, ktery je Siroky. V hor$im piipadé

vede Tez pres vétsi Cast jadra a dochazi tak k nechténym Fezim jako na Obrézku 6.6.

. ‘ BE]
* y
(a) (c) (d)

(b)

Obrazek 6.6: Nechténé fezy: (a) a (c) modré jsou body fezu, ¢ervené jsou kandidati na
fez, které nevyhovély podminkam, (b) a (d) vysledny fez.
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6.3 Srovnani vysledki

Nyni porovnam vysledky obou programi. Programy jsem testovala na vybranych snim-
cich z Laboratofe integrity genomu, které jsou uloZeny na pfilozeném CD ve slozce
Testovaci snimky. Vysledné snimky jsou ulozeny na CD ve slozkach vysledky active
contour a vysledky prohledavani hranic. Vysledky jsem zapsala do nasledujici Tabulky
1. éasy trvani jsou jen orientac¢ni a pro srovnani programiu. Pocet chyb oznacuje pouze
pocet Spatnych nezédoucich tezi. Neberou se v tvahu chyby zptusobeny nastavenim
hodnoty parametru solidity. To znamena, Ze shluk se nerozdéli, jelikoz ma vysokou so-
liditu. V zavorce uvedu pocet chyb, které jsou patrné az v porovnani s originalnimi
snimky ve stupnich Sedé. Jedna se o Spatné rozdéleni zpusobeno nedokonalosti praho-
vani, jako v pripadé na Obrazku 6.7 (a), (b), (c), nebo §patné Fezy zpuisobeny tvarem
objektu. Jsou to predevsim jadra protahla a jejich tvar na binarnim snimku je podobny
dvojici jader, jako na Obrazku 6.7 (d), (e), (f).

Original Po prahovani Rez
(b) (c)
(e) (f)

Obrézek 6.7: Priklady $patnych fezi z testovacich snimku zptisobenych nedokonalosti
prahovani a tvarem jadra.

(d)

Dané vysledky jsem ziskala programy s uvedenymi parametry
Pro snimky 1 - 20
Program s prohledavanim hranic :
pars.minarea = 2500
pars.solidity = 0.956
Program s metodou aktivnich kontur

minarea = 2500
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solidita = 0.95

maxarea = 6000

hladkost = 0.6
Pro snimky 21 a 22, které jsou jiné velikosti nez pfedchozi snimky

Program s prohledavanim hranic:
pars.minarea = 1200
pars.solidity = 0.95
Program s metodou aktivnich metod:

minarea = 1200

solidita = 0.95

maxarea = 3000

hladkost = 0.6

Srovnévala jsem dva programy na testovaci sadé snimku. Prvni program vyuzivi
k nalezeni bodi k fezu metodu aktivnich kontur a druhy prochéazi hranice objekti
a hleda na nich prohlubné. Vysledky jsou zapsany v Tabulce 1. Oba programy jsou
spustény se stejnymi parametry urcujici soliditu a velikost jednotlivych jader. Pocet
osamocenych jader na snimku, které jsou vybrany pfed délenim bude stejny u obou
programii. Rozdily nalezenych poc¢tu jader se lisi tedy v jadrech rozdélenych ze shlukaii.
7 vysledku zapsanych v tabulce mizeme usoudit, Ze pocet chyb je u obou programi
priblizné stejny. Program s metodou aktivnich kontur dava vice jednotlivych rozdéle-
nych jader, nalezl jich celkové na 22 snimcich 991. Program s prohledavanim hranic
nalezl pouze 753 jader. Je zde zjevna nevyhoda programu s metodou aktivnich kontur
v C¢asové néroc¢nosti, pracuje 10 az 20 krat pomaleji. Vysledné ¢asy u programu s meto-
dou aktivnich kontur jsou ale stile inosné. Navic poskytuje ve vysledku mnohem vice

jader nez druhy program s piiblizné stejnym poctem chyb, je tedy efektivnéjsi.
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‘ H Program s metodou aktivnich kontur H Program s prohledavanim hranic ‘

snimek | pocet jader | pocet chyb |  ¢as [s] pocet jader | pocet chyb | ¢as g
1 44 0 227 30 0 14
2 18 1) 237 25 0 13
3 27 1) 173 19 ) 12
4 32 0 109 23 0 10
3 21 0 36 20 0 6
6 25 0 78 19 0 8
7 32 @) 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 12 ) 162 33 ) 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 0 126 123 2 (3) 25
22 133 (1) 355 115 2 (4) 19

[celkem [ 991 |  4(8) | | ™3 [ 4100 | |

Tabulka 1: Vysledky programii pii nastaveni parametru solidity na 0.95. Pocet jader
udava pocet nalezenych a oddélenych jednotlivych jader, které jsou ulozeny ve vy-
sledném snimku. Sloupec pocet chyb ukazuje pocet Spatnych fezu. Cisla bez zavorek
udéavaji pocet Spatnych fezl zptisobenych programem, ¢isla v zavorkach udéavaji chyby
fezu, které jsou zptisobeny tvarem jader. Sloupec ¢as udéva trvani danych programi na

jednotlivych snimcich pii testovani v sekundach.
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6.4 Postup vyuzivajici metodu watershed

Dalsi napad pro tento problém vyuziva stejného principu jako postup s prohledavanim
hranic, ale navic se kombinuje s metodou watershed. Tento postup je ve fazi myslenky

a neni jesté zcela realizovan.

Watershed

Watershed je metoda pro automatickou separaci objektii. Nejdiive je nutné vypocitat
vzdalenostni mapa binarniho snimku. Pro kazdy pixel objektu se vypocte vzdalenost

od nejblizsitho bodu pozadi. Nejcastéji se pouziva klasicka Euklidovska vzdalenost dvou

bodu \/(xl — 23)° + (11 — 12)°. Timto dostaneme snimek ve stupnich Sedé, ktery si
muzeme piedstavit jako reliéf. Kdyz si predstavime, Zze budeme reliéf zaplavovat padajici
vodou, miuzeme rozliSovat t¥i typy bodu. Jsou to lokalni minima. Dale jsou to body,
na které pokud spadne voda stece do jednoho z minim, nazyvané také povodi. Tteti
typ bodi jsou body, ve kterych je stejné pravdépodobné, 7ze voda stece do jednoho ¢i
druhého minima. Tyto body tvoii hieben délici ruzna povodi a znazoriuje délici linii

(viz [19]). Vice o této metodé miuzeme nalézt napiiklad v [20].

délici linie

povodi

lokalni minima

Obrazek 6.8: Watershred na jednorozmérném piikladé

Program

Nejdiive je postup stejny jako v pfedchozim algoritmu. Rozdéli se hranice objektu a
pro kazdy bod se vypocita tieti slozka vektorového sou¢inu. Z téchto hodnot se nejdiive
vyberou zaporné hodnoty a mezi nimi se hledaji lokalni minima. To urcuje body, ve kte-
rych je thel vektori Tat spravneé orientovany a nejvice ostry v porovnani s okolnimi
body.
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Jelikoz je téchto bodi zpravidla vice nez mist, kde by se objekty mély spravné délit,
tento postup je zkombinovan s metodou watershed. Tato metoda je implementovana
v Matlabu, ale samotna nedava piili§ dobré vysledky. Vysledkem watershedu je snimek
rozdélen na oblasti, podle fezi uréenych touto metodou. Prochézeji se postupné body
z prvni ¢asti, ve kterych jsou prohlubné a zapiSou se oblasti z watershedu v jejich okoli.
Pokud néjaké dva body maji stejné oblasti ve svém okoli a tyto oblasti jsou pravé ¢tyfi,

tj. dvé jadra, pozadi a kiivka (hranice), provede se mezi témito dvéma body linearni

() (b)

(d)

Obrazek 6.9: Postup watershredu. (a) binarni snimek po prahovani, (b) vzdéalenostni
mapa s prenastavenou hodnotou pozadi, (c¢) vysledek wateshredu, (d) vzdéalenostni
mapa vykreslena ve 3D

Nevyhody postupu s metodou watershed

U druhé metody se body paruji k fezu, tak aby mély ve svém okoli stejné oblasti

z metody watershed. Nastavaji ale situace, jako na Obrazku 6.10. Body nemaji stejné
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okoli, i kdyz by ocividné v téchto dvou bodech mél byt veden tez. Je to zplisobeno

Spatnymi vysledky z watershedu nebo tim, Ze jeden z bodu leZi v rohu dalsi oblasti.

(b) (c) (d)

Obrézek 6.10: Nevyhoda druhého programu, stiet dalsi oblasti v bodé, ktery je kandidat
na fez. (a) odstiny Sedé jsou rozdéleny oblasti po watershredu, zelené jsou oznaeny
body, které jsou kandidaty na body fezu z hledani prohlubni na hranici. (b) objekt
s vyslednym fezem

Dale se mohou ¢asto objevovat ,,nespravné” rezy. Casto se to miZe stat u podélnych
jader nebo u objekti které maji néjakou nerovnost. Piiklady muzeme vidét na Obrazku
6.11. Nékteré piipady by se daly vyfesit podminkou na délku fezu. Dalsi nevyhoda spo-
¢iva v tom, 7e kandidati na body fezu nejsou dost blizko fezu z metody watershed. Tato
nevyhoda programu by se z velké ¢asti dala vyreSit spravnym nastavenim parametri,
jako je vybér bodu pro nalezeni prohlubni a velikost okoli kandidatu na body fezu.
Parametry je testovanim nutno nastavit tak, aby se v takovychto piipadech provadély

spravné tezy, ale i tak, aby nepfibyvaly nespravné rezy.
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(e) (f)

Obrazek 6.11: Nespravné fezy. (a) , (¢), (e) vysledky z programu, plochy s riznymi od-
stiny Sedé jsou oblasti po watershredu, zelené body jsou kandidati na déleni z prohlubni,
(b), (d), (f) vysledné fezy
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Z.aveér

Prace je zaméfend na metody segmentace obrazu a na jejich praktické vyuziti na kon-
krétnim piikladu. V préci jsem nejprve uvedla jednu z nejjednodussich metod segmen-
tace obrazu zvanou prahovani. Zminila jsem nékolik postupii pro nalezeni prahu pro
tuto metodu, véetné nejznaméjsi Otsuovy metody. V dalsi ¢ésti jsem se zabyvala me-
todou aktivnich kontur a to pfedevsim metodou Chan-Vese. Ukazala jsem odvozeni
metody a jeho modelu pomoci level set formulace a nésledny piechod k jeho numerické
formulaci.

Hlavni cil prace, vytvorit program, ktery by detekoval jednotlivd obarvena jadra
pomoci DAPI a rozdélil shluky na jednotliva jadra, se podafilo splnit. Napsala jsem
program, ktery vyuzivd metodu aktivnich kontur pro nalezeni bodu k fezu, ktery by
oddélil jednotliva jadra ze shluki. V praci jsem popsala podrobné jeho algoritmus a
jeho parametry. Uvedla jsem také funkce Matlabu, které se vyuzivaji pro segmentaci
obrazu a které vyuzivam i ve svém programu. Déle jsem ukazala jaké jsou vysledky
riaznych metod prahovani a metody aktivnich kontur pii riznych vstupnich paramet-
rech u daného typu snimkt. Ve spoluprici s Tomasem Fiirstem jsme vytvorily druhy
program, ktery postupné prohledava hranici objektu a hleda zde prohlubné. V téchto
prohlubnich se poté vedou tfezy. Nasledné jsem ukazala nevyhody obou metod a chyby,
které se mohou objevit na konkrétnich snimcich. Poté jsem aplikovala oba programy na
sadé testovacich snimki a vysledky jsem porovnala. Oba programy vraci velice dobré
vysledky s mnoha nalezenymi a rozdélenymi jednotlivymi jadry a s malo chybnymi fezy.
Program s metodou aktivnich kontur pracuje sice pomaleji, ale poskytuje o poznani vice
jednotlivych oddélenych jader nez program s prohledavanim hranice objektu.

Na zavér jsem uvedla myslenku na dalsi program na déleni shluki, ktery vychazi
z prohled&vani hranice objekti jako predchozi program, ale navic jej kombinuje s meto-
dou watershed. Naznacila jsem mozny postup a piipadné chyby, které by mohly nastat.

Pri psani prace a vyvoji programu jsem se seznamila se zakladnimi postupy pro
analyzu a segmentaci obrazu. Zdokonalila jsem se v této oblasti a to i v programovacim
prostiedi Matlab.
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Prilohy

Soucasti prace je prilozené CD s kédy obou programi, s testovacimi snimky a vysled-
nymi snimky z obou metod.

Ve slozce program s active contour je program s metodou aktivnich kontur. Program
se spousti skriptem spousteni.m, ve kterém se jako vstup zadava nazev snimku, ktery se
mé analyzovat. V tomto skriptu muzeme nastavit i parametry pro program. Vystupem
je binarni snimek jadro pouze s jednotlivymi jadry

Ve slozce program s prohledavinim hranic jsou ulozeny skripty a funkce programu
s prohleddvanim hranic a slozka data. Do slozky data vlozime snimky, které chceme
analyzovat. Program se spousti skriptem ZenNucleusFocus.m, kde se zadavaji para-
metry. Skript si vola jednotlivé snimky ze slozky data. Vystupem je binarni snimek
segment.mask s jednotlivymi jadry.

Ve slozce Testovaci snimky jsou uloZeny testovaci snimky na kterych byly metody
testovany.

Slozky vysledky active contour a vysledky prohledavani hranic obsahuji t¥i pod-
slozky s vyslednymi snimky. Jedna slozka obsahuje origindlni testovaci snimky ve stup-
nich Sedé s barevné ohranic¢enymi rozdélenymi jednotlivymi jadry. Druhé slozka ob-
sahuje snimky po prahovéani. Tteti slozka obsahuje vysledné binarni snimky, kde jsou

pouze rozdélend jednotliva jadra.
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