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ABSTRAKT

Cilem této prace je navrh algoritmu zpracovani obrazu, ktery zhodnoti
shodnosti / rozdilnosti dvou vybért. Zhodnoti vlastnosti myelinovych obalii a velikosti
axonli u vzorkl ovlivnénych a kontrolnich krys. Ovlivnéné krysy jsou postiZené
schizofrenii. Zhodnoceni je provedeno analyzou snimkili ztransmisni elektronové

mikroskopie a naslednym statistickym zhodnocenim extrahovanych parametri.

KLiCOVA SLOVA

Myelin, neuron, axon, demyelinizace, oligodendrocyty, Schwannovy buriky, transmisni

elektronovy mikroskop, obraz, histogram, eroze, dilatace

ABSTRACT

The aim of this study is to design image processing algorithm to assess
the similarity / divergence of two selections. Algorithm asses characteristics of myelin
encasing and axon'’s size in groups of affected and control rats. Affected rats suffer from
schizophrenia. Evaluation is done by analysing images from transmission electron

microscope and are followed by statistical evaluation of the extracted parameters.

KEYWORDS

Myelin, neuron, axon, demyelination, oligodendrocytes, Schwann cells, transmission

electron microscope, image, histogram, erosion, dilatation
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UvoD

Tato prace pojednava o zpracovani obrazovych dat charakteristickych anatomickych
struktur neuronti a o stanoveni rozdilu myelinizace pochev axonli u ovlivnénych

a kontrolnich vzorkd. Ovlivnéné vzorky jsou krysy postiZené schizofrenii.

Ke spravnému urceni zajmovych anatomickych struktur se kapitola 1 zabyva neuronem
amyelinem. Je zde podrobné popsan neuron, jeho funkce vlidském téle a jeho stavba.

Dale je vysvétleno, co je to myelin a k ¢emu slouzi.

Obrazova data jsou ziskana ztransmisniho elektronového mikroskopu,
ktery je zpracovan ve 2. kapitole. V kapitole jsou také informace o optickém
a elektronovém mikroskopu. Vyskytuji se zde informace jako jsou, jak vznika obraz

v mikroskopu, jaké je jeho sloZeni nebo rozliSovaci schopnosti mikroskopu.

Ve 3. kapitole je vysvétlena prace sobrazovymi daty. Nejprve se kapitola zabyva
samotnou pripravou preparatu, se kterym bude dale pracovano. Potom je v kapitole
zminéna metodika pripravy, a nakonec jsou vysvétleny pojmy jako jsou, histogram, zména

kontrastu, prahovani obrazu, eroze a dilatace.

Pro tuto praci je navrhnut algoritmus, ktery ma detekovat jednotlivé myelinizované
axony. Algoritmus se ma vyvarovat detekce mimobunécnych prostor. Stru¢ny i podrobny

popis takového algoritmus je uveden ve 4. kapitole.

Zvysledkli extrahovanych zalgoritmu se ma provést statisticka analyza. Je za ukol
stanovit, zdali je, ¢i neni statisticky vyznamny rozdil mezi dvéma zkoumanymi
populacemi. O statistické analyze pojednava posledni kapitola. Na konci kapitoly jsou také

prodiskutovany vysledky a co mohlo zpiisobit piipadné chyby méreni.



1. BIOLOGIE

Nervovy systém tvofi nervové buiiky - neurony - a specidlni druhy podplrnych
bunék - gliové burnky. Nervové bunlky jsou odpovédné za funkce, které jsou

charakteristické pro nervovy systém, a gliové buiiky, které neurony potiebuji k Zivotu. [1]

1.1. Neuron

Neuron je zakladni stavebni a funk¢ni jednotkou nervové tkané. Je to buiika
specializovana pro prijem, Sifeni (vedeni) a zpracovani informaci. Vyznamnou soucasti
¢innosti neuront je syntéza mediatord a neuromodulatord, které se podileji na zesilen{

nebo naopak zeslabeni prislusného vzruchu. [2]

Autorem konceptu neuronu jako samostatné strukturdlni a funk¢ni jednotky nervového
systému je Spanélsky neurohistolog Santiago Ramdn y Cajal (1854 - 1934), ktery v roce
1891 publikoval vysledky potvrzujici dynamickou polarizaci neuronti. Jeho koncept byl
definitivné potvrzen aZ elektronmikroskopickym priikazem synaptickych kontaktli mezi
neurony. Koncept se stal zakladnim kamenem neurondlni teorie, ktera nahradila

predstavy o tom, Ze nervové buiiky jsou navzajem spojeny vybézky a tvori kontinuum. [2]

Stavba neuronu

Neuron se sklada z bunécného téla a funk¢né diferencovanych vybézkli. Bunécné télo
obsahuje jadro a dal$i vnitrobunécné organely, viz Obrazek 1. Tohoto rysu si miizeme
vSimnout iubunék, které nemaji neuronovou povahu (glie). Dlouhy vybézek, ktery
vychazi zbunécfného téla a spojuje télo s cilovymi buiikkami, se nazyva axon. Jedna
se o vybéZek odstredivy, coZ znamend, Ze vede informaci od téla k periferii. Podle
pfitomnosti myelinového obalu rozliSujeme axony myelinizované (rychle vedouci)
a nemyelinizované (pomalu vedouci). Z bunécného téla také vybiha nékolik dostiedivych
vybéZzkill - dendriti. Dendrity se zpravidla vétvi a vytvareji dendriticky ,strom“ s velkym
mnoZstvim spojeni, ktery pfijima informace z jinych neuront, které vedou k podrazdéni
nebo utlumu neuronu. Na dendritech vytvareji jiné neurony synapse. [3]

Ne vSechny nervové buiiky musi nutné mit axony. Nékteré neurony maji axon, u kterého

dochazi ke vstupnimu spojeni, jiné mohou mit dendrity, které se chovaji jako axony, vedou

vzruchy a vytvareji spojeni s cilovymi butikami. [3]
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Prevzato z [Obrdzek 1]

Bunécné télo
Bunécné télo (soma neboli perikaryone) neuronu miize mit riiznou velikost a tvar.

Velikost téla je v rozmezi 6 - 100 um. Podle tvaru bunécného téla miiZeme téla rozdélit

na pyramidové, multipolarni, vietenovité a okrouhlé. [2]

Na povrchu neuronu je bunéénd membrdna, ktera prechazi do povrchové membrany
vybéZzkli neuronu (axon, dendrity). Ze specializovanych usekli buné¢né membrany
avybézkl gliovych bunék jsou tvoreny synapse, které spojuji neurony mezi sebou.
Vmembrané miZeme také najit vysoké mnoZstvi rlznych typl receptori
glykoproteinového charakteru. Obecné membranové receptory predavaji do nitra

neuronu informaci o svém kontaktu se signalni molekulou (mediator, modulator). [2]

Cytoplazma obsahuje jddro (nucleus), s difizné usporadanym chromatinem a zpravidla
jednim jadérkem (nucleolus). Granularni endoplazmatické retikulum zajiStuje intenzivni

metabolismus v neuronu. Bunécné télo klasicky obsahuje Golgiho apardt, ktery



zpracovava a transportuje glykoproteiny. Tubuly a cisterny hladkého endoplazmatického
retikula se podileji na intracelularnim transportu molekul a mitochondrie jsou zdrojem
energie pro buniku. Buiika také obsahuje lysozomy, které obsahuji hlavné hydrolytické

enzymy, které degraduji nepotrebné latky neuronu. [2]

Cytoskelet neuronu udrzuje tvar bunéc¢ného téla a také prostorové usporadani vybézki.
Cytoskelet tvori mikrotubuly, neurofilamenta a mikrofilamenta. Neurofilamenta

se vyskytuji prevazné v axonech a jsou podobné intermedialnim fibrilam jinych bunék. [2]

1.2. Gliové bunky

Vyznamnou stavebni soucasti CNS (centralniho nervového systému) jsou gliové buiiky,
viz Obrazek 2, které zaujimaji vice neZ polovinu objemu CNS a jejich pocet v mozku
je nékolikrat vétsi neZ pocet neuront. Pomérové prevladaji gliové buriky nad neurony
deset ku jedné. [3]

jiadro ghe

vyhézky glie

Obrazek 2 - Gliové buriky
Prevzato a upraveno z [Obrazek 2]

Na rozdil od neuronii postradaji gliové buriky axony i dendrity a s nervovymi burikami
nemaji Zadna prima synaptickd spojeni. Husta stisnénost neurontéi a gliovych bunék
umoZziiuje vytvoreni spojeni (angl. gap junctions) pres které mohou buriky komunikovat
mezi sebou. Toto spojeni ma nizky odpor a umoZiiuje pfimy priichod iontli a malych
molekul. Gliové buriky, které maji zapornéjsi klidovy potencial neZ neurony, nevytvareji

akeni potenciadly. [3]

Gliové buiiky miizeme rozdélit na makroglie a mikroglie. Makroglie pochazejici
zneuroektodermu jsou astrocyty a oligodendrocyty. Astrocyty slouzi predevSim
k homeostatickym funkcim. Oligodendrocyty izoluji axony a vytvareji myelinové pochvy.

Mikroglie migruji do CNS zkrevniho reciSté a jsou makrofagy nervové tkané.



Schwannovy buriky jsou specialni formou gliovych bunék a nachazeji se pouze

v perifernim nervovém systému. [1]

Oligodendrocyty

Oligodendrocyty jsou buiiky mensi neZ astrocyty a maji také méné vybézki. Prevladaji
v bilé hmoté mozkové. Jsou to buriky, které kolem axonu CNS vytvareji myelinovy obal.
Myelin je izola¢ni lipidova pochva, obal o vysokém odporu, ktera obklopuje axon, a ten
potom vede vzruchy velmi rychle. Buiiky oligodendrocytii obsahuji proteiny, které
rozpoznaji axon, ktery ma byt myelinizovan. Jeden oligodendrocyt miiZe vytvorit

myelinovy obal u vétsiho poc¢tu axont. [2]

1.3. Extracelularni prostor

PribliZzné 80 % objemu tkané centralni nervové soustavy zaujimaji neurony, gliové burky
a cévy. Zbyvajicich 15 - 20 % je extracelularni prostor. Tento prostor je velmi diileZitou
komunikac¢ni cestou mezi neurony a mezi neurony a gliovymi burikami. Extracelularni

prostor se sloZzenim podoba mozkomi$Snimu moku. [2]

1.4. Myelin

Bunééna membréana, ktera vytvari myelin, ma specificky obsah lipidli a proteint.
Myelin také obsahuje mnoho cholesterolu a riiznych glykolipid{i, které jsou rozhodujici
pro izola¢ni myelinovou vlastnost. Nékteré membranové proteiny, které jsou podobné
imunoglobulinim, zptisobuji vzajemnou adhezi vnéjsich povrchi membrany. Jiny protein,
myelinovy bazicky protein (angl. myelin-basic protein, MBP), pomaha pfti apozici
cytoplazmatickych ploch lamel myelinové pochvy tak, Ze se v uzkych prostorech mezi
nimi nachazi jen velmi malo buné¢né cytoplazmy. Bunécna cytoplazma ma Spatné izola¢ni
vlastnosti. Mysi, které maji mutaci MBP-genu tvori abnormalni myelin,

coZ je doprovazeno se zavaznymi pohybovymi poruchami. [1]

Myelinizovana vlakna

V nervovém systému obratlovcill jsou vétsi vldkna myelinizovana, viz Obrazek 3. Myelin
je v perifernim nervovém systému produkovan Schwannovymi buiikami a v CNS
oligodendrocyty. Myelinova pochva se témér vzdy skladd z mnoha vrstev bunécné
membrany. Tyto vrstvy, lamely, se vytvori ,omotanim“ gliové buiiky okolo axonu.
Béhem tohoto procesu se vytlaci cytoplazma gliové buiiky z prostorti mezi jednotlivymi

vrstvami membrany. Tyto vrstvy bunéfné membrany jsou priloZeny tésné vedle sebe.



Material vytvoreny pochvou kolem axonu se souhrnné oznacCuje jako myelin.
Kvili vysokému obsahu lipidi ma myelin bilou barvu. Myelinovy obal, pochvu, tedy
chapeme jako sérii myelinovych segmentii, které obaluji axon. Myelinovd pochva

urychluje vedeni akéniho potencialu axonem. [1]

Mista, kde obal chybi, nazyvame Ranvierovymi zdrezy. Tyto zarezy se nachazeji
v pravidelnych odstupech. Vzdalenost mezi Ranvierovymi zafezy je obvykle
100nasobkem vnéjsSiho priméru vldkna a pohybuje se v rozmezi od 200 pm do 2 mm.
Hlavnim znakem Ranvierovych zarezu v CNS je pritomnost vybéZzki astrocytli, které
se dotykaji axont. JelikoZ iontovy proud spojeny s vedenim nervového vzruchu nemize

pronikat pres myelin, pohybuji se tyto ionty do axonu i ven pouze zminénymi zarezy.

V diisledku tohoto se rychlost vedeni vzruchu zvysuje. [3]

S’y WD RPN
Obrdzek 3 - Myelinizovand vidkna
(Cerny okraj axonu je zmiriovany myelin)
Prevzato z [Obrdzek 3]
Pocet myelinovych obalil (tzv. membranovych lamel), které axon obsahuje, se pohybuje

od 10 - 20 aZ po maximalné 160 obald. JestliZze ma obal 160 lamel, znamena to, Ze mezi
plazmatickou membranou axonu a extracelularni tekutinou je navrstveno
320 myelinovych membran. Takovy pocet oballi ma za vysledek, Ze u¢inny membranovy
odpor je zvySen 320krat a elektricka kapacita membrany je délena také o tolik.

Z celkového priiméru nervového vldkna zaujima myelin 20 - 40 %. [3]



Saltatorni vedeni

Axony obaleny myelinovou pochvou zpiisobuji omezeni toku proudu pievaZzné na misto
zafezu. ProtoZe ionty nemohou v myelinizované oblasti o vysokém odporu snadno
protékat membréanou, a protoZe kapacitni proudy téchto myelinizovanych useki jsou
rovnéZ velmi malé, vzruch preskakuje od jednoho zarezu k druhému a tim se nesmirné
zvySuje rychlost jeho vedeni. Toto Sifeni oznalCujeme jako saltatorni vedeni
(lat. saltare = skakat, preskakovat). Saltatorni vedeni neznamenda, Ze ak¢ni potencial
probiha vjednom okamZiku pouze v jediném zarezu. Pri podrazdéni akcni potencial
pireskakuje z jednoho zafezu na dalsi a mnoho zarezii za touto oblasti jeSté ziistava nadale
aktivnich. Vlastnosti myelinizace jsou: myelinizované axony vedou vzruchy mnohem
rychleji neZ axony bez myelinové pochvy, myelinizované axony jsou schopné generovat
akcni potencialy ve vyssich frekvencich a po delsi ¢asové periody. Diisledkem myelinizace
je potom to, Ze do axonu béhem Sifeni vzruchu vstupuje a opousti jej jen velmi malo
sodnych a draselnych iontl, protoZe regenerativni aktivita je omezena na oblasti zarez{.

Dopad tohoto jevu na myelinizovanou buriku je, Ze vyuZziva niZ$i metabolickou energii

k udrZovani prislusnych intraceluldrnich koncentraci iontd. [3]

Prvni experiment a zarovenn dlikaz existence saltatorniho vedeni provedl vroce
1941 I Tasaki. Obdobnou oblasti se pozdéji zabyvali i neurobiologové Huxley a Stampfli,

ktefi zaznamenali tok proudu v oblasti zafezli a mezi nimi. [3]

Rychlost vedeni vzruchu

Rychlost vedeni vzruchu v myelinizovanych vlaknech se pohybuje od nékolika m/s az
po vice neZ 100 m/s. NejrychlejSi vedeni vzruchu maji myelinizované axony krevet, které

vzruch vedou extrémni rychlosti presahujici 200 m/s. [3]

I A. Boya s kolegy ukézal, Ze u savcili velkd myelinizovana vldkna (vétsi nez 11 um
v priméru) vedou rychlost Sifeni fadové v m/s, s konkrétni hodnotou rovnajici se asi
6nasobku jejich zevniho priiméru v pm. U mensSich vldken je tako konstanta imérnosti
asi 4,5. Toto popira teoretické vypocty, které naznacuji, Ze v myelinizovanych vlaknech

by méla byt rychlost vedeni imérna priiméru vlakna. [3]

Blokada vedeni

v Iy, e

Slozita geometrie neuronu poskytuje fadu moZnosti, jak blokovat Sifeni akc¢niho
potencialu. Napriklad v misté, kde se axon déli na dvé vétve, musi aktivni Usek axonu
prispivat dostatetnym proudem k aktivaci obou vétvi. V myelinizovaném perifernim
nervu koeficient jistoty“ (angl. safety factor) ma hodnotu 5. CoZ znamen3,

Ze depolarizace, kterou vdaném zarezu vytvari podrazdéni ze zarezu predeSlého,



je asi 5krat vyssi, neZ je k dosaZeni prahu v tomto zafezu nutné. Koeficient se sniZuje,

pokud se v daném misté nachazi vétveni, nebo v misté, kde myelinova pochva kondi. [3]

Iontové kanaly v myelinizovanych vlaknech

Draslikové kanaly se v myelinizovanych vlaknech nejvice nachazeji pod paranodalni
pochvou, to znamena, Ze kanaly jsou pod myelininovou pochvou mimo zarezy. V oblasti
Ranvierovych zarezl se také nachazi astrocyty, které obsahuji saxitoxin, coZ je toxin, ktery
se vaze na sodikové kandly. Saxitoxin naznacuje vysokou hustotu sodikovych kanal

v membrané gliovych bunék. [3]

Myelin a tloha gliovych bunék pri vedeni vzruchi

Myelinizace axonli zac¢ind ve 4. mésici nitrodéloZniho Zivota c¢lovéka a pokracuje
az do 2. - 3. roku Zivota ¢lovéka. Proces myelinizace uzce souvisi s funkénim dozravanim
nervovych spojii. Dokud neni myelinizace dokoncena, neda se ocekavat plnd funkcni
kapacita. U jednotlivych neuronti se myelinizuje nejprve télo neuronu a pokracuje se dale
od téla. Obecné plati pravidlo, Ze spoje se zakladni a pro Zivot nezbytnou funkci jsou
myelinizovany nejdiive (axony ridici sani, polykani, vylu¢ovani, odtaZeni - od bolestivého
podnétu). [1]

K tomu, aby myelinova pochva vedla ak¢ni potencidl rychle, se musi pfi jejim vyvoji
dodrZovat ptresnych interakci. Musi se presné shodovat odstupy zarezili, spojeni mezi
riznymi bunéfnymi typy v paranodalnich oblastech i rozmisténi sodikovych

a draslikovych kanali. [3]

E. M. Shooter a jeho spolupracovnici dokazali, Ze pokud jsou Schwannovy buriky
kultivovany v Petriho misce samostatné, syntetizuji tzv. periferni myelinovy protein
(PMP22). Pri téchto podminkach je metabolicky obrat PMP22 rychly a k jeho degradaci
dochazi v endoplazmatickém retikulu. Jestlize pridame do tkainové kultury neurony,
protein se za¢ne chovat jinak. Po styku se Schwannovymi buiitkami a axony je protein
PMP22 translokovan do membrany Schwannovy burtiky. Tento krok je pro tvorbu myelinu
zasadni. Molekularni signaly, které pochazeji mezi neurony a Schwannovymi butikami,

nejsou zatim znamé. 3]

Jestlize dochazi k nadmérné nebo naopak sniZené expresi tohoto proteinu dochazi
k porucham. Napriklad pfi zméné vjediné aminokyseliné proteinu PMP22 (vyména
leucinu za prolin) zplisobi u pokusnych mysi tzv. traslavost. Tyto mysi vykazuji

nedostate¢nou myelinizaci axonti a projevuji se u nich vdZné neurologické defekty. [3]



Demyelinizace

U onemocnénti jako je roztrousSena skler6za, coZ jsou demyelinizacni onemocnéni, dochazi
k degeneraci myelinovych segmentli a jejich oligodendrocyti. Tyto prvky jsou
nahrazovany vybézKky astrocytli. Dochazi k poskozeni nervii i mozku a michy. Vedeni

signalu (ak¢niho potencialu) je zpomaleno nebo uplné preruseno. [2]



2. TRANSMISNIi ELEKTRONOVY MIKROSKOP

2.1. Opticky mikroskop

Mikroskop je opticky pristroj, ktery pouZivame pro zvétSeni objektl, které pouhym okem
nemiiZzeme vidét. Lidské oko ma rozliSovaci schopnost jedné obloukové minuty,
coZ odpovida bodim vzdalenym od sebe sedm setin milimetru, jestliZe sledujeme

z konvenc¢ni zrakové vzdalenosti. [4]

Prvni mikroskop byl zkonstruovan koncem 16. stoleti v Holandsku. Tento mikroskop
umoznil studium bunék. V roce 1650 byl mikroskop zdokonalen A. von Leeuwenhoekem
(1632 - 1723), ktery byl prvnim ¢lovékem, co byl schopny spatfit krevni kapilary a dalsi
do té doby nevidéné biologické mikrostruktury. [4]

Sklada se zoptické soustavy, osvétlovaci soustavy a mechanického zarizeni. Opticka
soustava je sloZena z objektivu, okuldru a kondenzoru. Mechanicka ¢ast spojujici objektiv

s okularem se nazyva tubus, viz Obrazek 4. [5]
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Obrazek 4 - Schéma optického mikroskopu
Prevzato z [Obrdzek 4]
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Vznik obrazu

Pomoci objektivu se vytvari obraz predmétu, ktery musi byt umistén mezi predmétové
ohnisko objektivu a jeho dvojnasobnou vzdalenosti. Obraz vytvareny okularem
je skuteCny, zvétSeny a prevraceny. Obraz vytvoreny objektivem je pozorovan okularem
a musi se nachazet tésné za predmétovym ohniskem okularu. Pomoci okularu se pak

vytvari zvétSeny, prevraceny a neskutecny obraz pozorovaného predmétu. [5]

Dokonalé osvétleni zorného pole mikroskopu je umoZnéné kondenzorem. Kondenzor
je soustava Cocek, ktera je upevnéna mezi zdrojem svétla a preparatem, ktera soustied'uje
svétlo ze zdroje na vySetfovany objekt a zajiStuje, aby svazek svétla vstupujici

do objektivu odpovidal jeho numerické apertufie. [5]

Zakladni parametry objektivu

Ohniskova vzdalenost, pricné zvétSeni a numericka apertura jsou zakladnimi parametry
objektivu. Ze zdkladnich parametrii Ize vypocitat opticky interval, zvétSeni okularu,
celkové zvétSeni a rozliSovaci mez. Opticky interval je vzdalenost ohnisek objektivu
a okularu, byva v rozmezi 15-20 cm. Ohniskova vzdalenost je kolem 1,5 mm. Kviili témto
parametrim je maximalni dosaZitelné zvétSeni kolem 100. Celkové zvétSeni je dano
sou¢inem zvétSeni objektivu a okularu. ZvétSeni je omezeno rozliSovaci mezi

mikroskopu. [5]

RozliSovaci schopnost

NejlepSi rozliSovaci schopnosti dosahneme, jestlize je vinova délka pouZzitého svétla
co nejkratS$i a numericka apertura co nejvétsi. Aby byla pouzita co nejlepsi rozliSovaci
schopnost, je velmi dleZitA numerickd apertura, kvili tomuto se musi vyuZit

osvétlovaciho zatizeni. [5]

2.2. Elektronovy mikroskop

Elektronovy mikroskop byl poprvé sestrojen v roce 1931 Ernstem Ruskem, za ktery
pozdéji dostal Nobelovu cenu. Mikroskop vyuZivd svazku urychlenych elektront
k zobrazeni predméti. [6] Vysokym urychlenim elektronti 1ze dosahnout radové 105-krat

kratSich vinovych délek, neZ je tomu u svételné mikroskopie. [4]

Podle de Broglieovych hmotnostnich vin 1ze elektrontim prisoudit vinovou délku. Lze tedy

vypocitat, Ze elektron o energii 1,5 eV ma vinovou délku 1 nm. [4]
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Elektronové trajektorie lze ovlivnit pouze cotkami elektrostatickymi nebo
(elektro)magnetickymi. Témér vyhradné se pouZivaji CoCky elektromagnetické.
Nelze pouZit ¢ocek ze skla nebo jiné latky, kvili velmi vyrazné absorpci elektront
v latce. [4] Predmét pozorovani je umistén ve vakuu a musi byt dostatecné tenky
(v pripadé transmisni elektronové mikroskopie). PouZiva se vyclonény svazek elektroni
z elektronového déla, kterym predmét prosvétlujeme, viz Obrazek 5. Aby elektrony prosly
predmétem, musi byt priifez zkoumaného predmétu dostate¢né tenky a elektrony musi

mit dostate¢nou energii. [5]

Elektronopticky obraz je zaloZen na rozptylu elektronii na pozorovaném objektu.
Pri priichodu tenkou vrstvou latky se rychlé elektrony odchyluji od ptivodniho sméru.
Vysledkem prilichodu elektronti predmétem je tenky, rozchazejici se svazek elektrond,
ktery dopada na stinitko po priichodu aperturni clonou a systémem elektromagnetickych
¢ocek. [5]

,—« I~ elektronove délo
oko i
t 2|
okular B kondenzor
vzorek
objektiv
\ ohjektiv
vzorek projektor {(projektiv)
kondenzor \ ¢
\N |/ /_ .‘4'._ L.
zdroj svetla £ 7\ stinitko
ZI1IAN
A B

Obrdzek 5 - Smér pohybu svétla/paprskii v mikroskopech
A - Smér pohybu svételnych paprskii ve svételném mikroskopu; B — Smér pohybu elektronii v transmisnim
elektronovém mikroskopu
Prevzato z [Obrdzek 5]

RozliSovaci schopnost

V praxi maji elektronové mikroskopy rozliSovaci schopnost v rozmezi nékolika desetin

nanometru. [4] Numericka apertura, umoziujici elektronovému mikroskopu velmi

dobrou rozliSovaci schopnost, je velmi nizka, fadové 10-2. [5]
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Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Jeden ztypl elektronovych mikroskopli je transmisni -elektronovy mikroskop.
Priichodem fokusovaného elektronového svazku ziskavame informace o struktufe
pozorovaného objektu.[4] Obraz, ktery je tvoreny proSlymi elektrony, je nasledné
zvétSen azaostren elektronovou optikou. Na stinitku (scintilatoru) je preveden
na viditelné zareni, které je vétSinou dale zaznamenavano CCD (angl. charge-coupled
device) kamerou. [6] NovéjSim a progresivnim FeSenim je piima detekce elektroni
apouzitim CMOS snimace (angl.complementary metal-oxide-semiconductor).
PouZitim CCD kamery se zajiStuje moZnost digitalizace, kdy pomoci pocitate miizeme

upravovat vlastnosti obrazu jako je zvySeni kontrastu nebo zvyraznéni obrysi. [4]

V zakladni skiini mikroskopu je vakuovy systém mikroskopu a fidici elektronika.
Vysokonapétovy tank a napajeci skiiii jsou umistény oddélené. V tubusu transmisniho
elektronového mikroskopu je elektronova tryska, akcelerator, kondenzor tvoreny dvéma
az tremi CoCkami, objektiv, jedna nebo dvé mezicocky, nékolik projekénich cocek
a komora umoZiujici pozorovani a registraci obrazu ¢i difrakénich obrazt. Uvniti tubusu
je udrZovano vakuum na hodnoté 10-3 aZ 10->Pa. Vakuum je v tubusu udrZovano,
aby nedochézelo k rozptylu elektronti na molekulach plynu. V oblasti elektronové trysky

a kolem vzorku je nutné mit vyssi a ¢istSi vakuum. Vzorek se vklada doprostied tubusu,

mezi pdlové nastavce objektivu, viz Obrazek 6. [7]

Zdrojem elektronového svazku je elektronové délo. Rozbihavy svazek elektront
je kondenzorovou c¢ockou soustred'ovan na predmét, ktery ma tloustku v radu desitek
nanometrl. [4] V mikroskopu detekujeme elektrony proslé vzorkem a zobrazujeme tedy
jeho vnitini strukturu. [6] Na preparatu dochazi k absorpci, a predevsim k rozptylu casti
svazku, coZ se projevi jeho mistnim utlumem. Na luminiscentnim stinitku se vytvori
magnetickymi c¢ockami objektivu vysledny skute¢ny obraz. [4] Elektronova optika
je soustava civek, viz Obrazek 6, jimiz je vytvareno vhodné magnetické pole, které méni
drahu elektronli podle Lorentzovy pohybové rovnice. Elektronova optika ma podobny
ucel jako c¢oCky voptickém mikroskopu. [6] Obraz na stinitku miiZeme sledovat

v mikroskopu. [4]

Mikroskop klade velmi zvlastni poZadavky na pripravu vzork, vzorky musi byt umistény
do vakua a zaroven vzorky musi byt velmi tence narezany. Nelze pouZit ani bézné
pouzivanych barviv, které se pouZzivaji ve svételné mikroskopii. Pro zvySeni rozptylu
elektrontl v preparatech se pouzivaji jako ,barviva“ soli nebo oxidy téZkych kovii (osmia,
wolframu ¢i uranu). Biologické materidly musi byt pred rozrezanim zatavovany

do riznych materiald, protoZe musi byt vzorky zafixovany. [4]
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Pomoci transmisniho elektronového mikroskopu miiZeme rozeznat velikost, a i tvar
molekuly s presnosti na jednotky angstroml. RozliSovaci schopnost mikroskopu
umozinuje studium kvarternich a sekundarnich struktur bilkovin, kdy vétSina poznatkii
je pravé z TEM. [4]
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Obrdzek 6 - Schéma a ez transmisnim elektronovym mikroskopem
(obdélniky s kiizky predstavuji vychylovaci civky elektronové optiky)
Prevzato z [Obrdzek 6]
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3. PREDZPRACOVANI OBRAZU

3.1. Priprava preparati

Pri zobrazovani biologickych struktur je nutné se vyporadat se dvéma velkymi problémy.
Ten prvni je, Ze musime odstranit z pozorovaného objektu vodu, pfi odparovani vody
by doSlo k poruseni vzorku. Druhym problémem je vysoka citlivost organickych molekul
na ozafovani elektrony, miiZe vzniknout radiacni poskozeni vzorku. Navic jesté musi byt
vzorek dobre propustny pro elektrony v TEM, a musime zvolit spravnou tloustku vzorku.

Optimalni tloustka preparatu je kolem 40 nm, maximalné se pouZziva vSak 100 nm. [7]

Vzorky biologickych materidli miZeme rozdélit do tfi skupin - totdlni preparaty,
které pozorujeme v mikroskopu celé, ultratenké rezy a repliky, kdy v mikroskopu
zkoumame otisk reliéfu, daného preparatu, do tenkého filmu transparentniho pro
elektrony. [7]

Pri pripravé vzorki nejprve musime zastavit Zivotni funkce organismu. V mrtvé buiice
probiha stale nékolik chemickych reakci, které vedou kdegradaci struktury bunék.
S vyuzitim fixace zastavime tyto chemické reakce a tim docilime toho, Ze struktura
co nejvice odpovida stavu Zzivé buriky. Pod pojmem chemicka fixace rozumime ztratu
semipermeability cytoplazmatické membrany a rychlou zastavu enzymatickych reakci
v diisledku denaturace proteinti. Naopak fyzikalni fixaci rozumime zmraZeni zkoumaného
vzorku, napiiklad tkdné. MiZeme vyuZit i kombinace chemické a fyzikalni fixace,
coZ oznacujeme jako techniku mrazové substituce - freeze-substitution. Celkové by fixace
meéla byt co nejrychlejsi, aby byly metabolické procesy v burice zastaveny. Na spravné
fixaci potom zavisi konecny uspéch pripravy preparatu. Na dokonale fixovaném vzorku
by nemél byt vidét rozdil mezi celkovou strukturou Zzivé buiiky a bunky mrtvé.
Dale ma fixace bunéc¢nou strukturu dostate¢né stabilizovat pro dal$i zachazeni se

vzorkem, jako je odvodnéni a zaliti do pryskyrice. [7]

3.2. Metodika pripravy preparati

Kousky krysich mozkl po perfuzi 4 % paraformaldehydem v PBS! byly postfixovany
v 1% 0s04 1 hodinu. Po promyti PBS pufrem byly vzorky prosyceny alkoholovou fadou

1 PBS je zkratka fosfatového pufru, v tomto pripad€ se jedna o NaHzPO4. Puft je Fedén destilovanou vodou
s upravenym pHna 6,9 - 7,2.
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(30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% a 100% ethanolem) a prosyceny pryskyfici
(smés Eponu a Durkopanu). Po zpolymerizovani byly kousky tkané v bloccich narezany
na ultratenké rezy o tloustce 60 — 70 nm. Ultratenké rezy byly prohlizeny na médénych
sitkach pokrytych formvarovou blanou a snimany v transmisnim elektronovém
mikroskopu Morgagni 268D (FEI). [8]

3.3. Predzpracovani obrazu

Piedzpracovani nezvySuje obsah informaci, které miizeme ziskat z obrazu. JestliZe jsou
informace méreny pomoci entropie, potom predzpracovani sniZuje obrazové informace.
Predzpracovani pouzivame v situacich, kdy chceme potlacit neZadouci deformace,

nebo kdyZ vylepSujeme nékteré dlileZité objekty, které jsou dlileZité pro dalsi analyzu. [9]

Histogram a zména Kontrastu

V Sedotonovém obrazu je Cerné barvé prirazeno c¢islo 0 a ¢islo 255 je pro bilou, tyto ¢isla
urcuji jas, plati pro 8 bajtovy zapis. Histogram je sloupcovy graf poctu pixeli na kazdy
jasovy level obrazu 0 — 255, viz Obrazek 7.[10] Idealni obraz by mél mit zastoupeny kazdy
odstin Sedi pribliZzné stejné. Pomoci histogramu miiZeme upravovat kontrast a miizeme
ho také wvyuzit pro stanoveni prahu kprostému prahovani obrazu. [11]
JestliZe na histogramu vidime, Ze neni vyuZito vSech jasovych leveld, mlZeme Fici,

Ze kontrast daného obrazu nebude idealni. [10]

%104 Histogram puvodniho obrazu
45F T ! :

T ™

Pocet pixelt

0 50 100 150 200 250

Jasovv level

Obrdzek 7 - Histogram obrazu
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Kontrast je lokalni zména jasu a je definovan zménou v poméru mezi primérnym jasem
objektu a mezi pozadim obrazu. MiZeme ho zlepsit histogramovou ekvalizaci,
kdy vytvofime obraz srovnomérné rozprostfenym jasem pies celou jasovou Skalu,
histogramova ekvalizace zvySuje kontrast pro jasové hodnoty, které jsou blizké
k histogramovym maximiim, a sniZuje kontrast, které jsou blizko jejich minim. [9] Tim,
Ze roz8ifime kontrast na vSechny levely jasu, bude obsaZeno vSech 256 pozic. Pfi této
transformaci je nejtmavs$im pixelim, v pivodnim obrazu, prifazena cerna barva.
Naopak nejsvétlejsim je dana bild barva. Sedé barvy uprostied jsou linearné
interpolovany mezi Cernou abilou. VSechny Sedé pixely originalniho obrazu maji
prifazenou tu samou hodnotu Sedé barvy i ve vychozim obrazu, bude to ale jina hodnota

neZ v originalu. [10]

Kontrast miiZzeme také ménit pomoci LUT tabulky (angl. lookup table), kdy v Sedém
obrazu prepiSeme hodnotu jasu pixelu. LUT tabulka substituuje danou hodnotu jasu
pro kazdy pixel zvlast. Tato zména se déla tak, Ze se prifadi nejtmavSimu pixelu Cerna
barva a nejsvétlejSimu pixelu bila a ostatni barvy jsou linearné interpolovany v odstinech
Sedé. Tabulku miizeme také vyuZit pfi barevnych obrazech, kdy prifadime 3 hodnoty

barev, Cervenou, zelenou a modrou, pro kazdy pixel. [10]

Kontrast miiZeme tedy ménit roztdhnutim histogramu nebo manudalné zménou osvétleni,

¢asem expozice a dalSich. [10]

Filtrovani obrazu

Nejjednodussi formou filtrovani je prostorové priimérovani, kdy se scitaji hodnoty jast
pixeld, v jednotlivych malych oblastech obrazu, a potom se déli poctem pixelli v okoli
a pouzije sevysledna hodnota do nového obrazu. PouZivaji se masky 3 x 3 pixeld,
coZznamend, Ze se pracuje s 9 hodnotami pixell. Priimérovaci filtr se pouZiva
u nahodného Sumu, zlepSeni kvality obrazu nebo pomér signal Sum je druha odmocnina

z 9, popripadé faktor 3. Malé oblasti se jiZ nemusi rozeznat. [10]

Gaussovské filtry produkuji hrany, které jsou nejméné rozmazané, nemiiZe ale tUplné
eliminovat rozmazanost obrazu. Mezi nelinearni operatory patfi metoda, kdy se seradi
pixely vokoli podle jasu. Potom miiZeme z tohoto sezamu napiiklad vzit hodnotu
medidnu a priradit ji centrdlnimu pixelu. Timto zpilisobem vytvoifime novy obraz,
kde hodnoty jasu sousedicich pixeli se ziskavaji z ptivodniho obrazu. [10]

Medidnovy filtr je uZite¢ny pri odfiltrovani nékterych typl Sumu jako je impulsni Sum
ama vyhodu, Ze zachovava hrany neporuSené. JestliZe pixel je nahodné zménén
na extrémni hodnotu, bude nasledné eliminovan zobrazu a nahrazen hodnotou,

ktera se vice hodi, medidnovou hodnotou sousedicich pixeld. Tento typ Sumu miZeme
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najit v CMOS (angl.complementary metal oxide semiconductor) kamerach.

PouZzivaji se 3 x 3 velké masky pro filtraci. [10]

Prahovani obrazu

Sedoténové prahovani je nejjednodu$$im segmentovacim procesem. Prahovani
je vypocetné nenaroc¢né a rychlé. Jde o nejstar$i segmentovaci metodu a je stale ¢asto
pouzivana. JestliZe se objekty nedotykaji a jestliZe se Sedé barvy objektu a pozadi od sebe
dostatecné 1isi, potom je prahovani vhodnou metodou segmentace. MiiZeme pouZit

prahovani na cely obraz, globalni prahovani, nebo pouze na ¢ast, lokalni prahovani. [9]

U zakladniho prahovani, tzv. prostého, volime pouze jeden prah a vystupem je potom
bindrni obraz, viz Obrazek 8. Hodnoty pixelti pod prahem se transformuji na nulu,
Cili Cernou, a nadprahové hodnoty na jednicku, bilou barvu. Ve dvojitém prahovani

se vyuziva dvou praht. Vysledkem potom je Sedoténovy nebo binarni obraz. [11]

Obecné plati, Ze se prahy voli v sedlech histogramii, viz Obrazek 8. Je v§ak moZné také

pouzit kvantitativni metody vypoctu prahu, pomoci metody Otsu, Kapur, optimalniho

proloZeni histogramu Gaussovymi kiivkami a dal$imi. [11]

(a) (b) (c)

o4 08 o8
Saped das vapato cr@u

c4 06 0 02 o4 08
Fuped dai v Lo cbag u Stgped dai v e clr @y

(d) (e) (f)

Obrazek 8 - Prahovdni obrazu s jednim a dvéma prahy
(a) origindlni obraz, (b) prosté prahovdni, (c) dvojité prahovdni s bindrnim vystupem, (d) histogram
origindlniho obrazu, (e) histogram s vyznacenym prahem prahovdni, (f) histogram s vyznacenymi prahy
prahovdni obrazu
Prevzato z [Obrdzek 8]
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Nalezeni hran objektii

Za hranu miZe byt povaZovano nékolik véci, jako je zména barvy na povrchu objektu,
lokalni osvétleni objektl aZ po redlné hranice danych objektl. [11] Ve vétSiné pripadi
se hrany objekti nebo regionl jevi jako rychld zména jasu, alesponi lokalnég,
nebo je rozsifeno pres nékolik pixeld. [10] Existuje nékolik pristupt k detekci hran,
nejzakladnéjsi je moZnost vyuziti matematickych funkci. Lokalnimu extrému odpovida
nejvétsi zména prvni derivace, priichodu nulou odpovida druha derivace. [11] K nalezeni
hran miZeme také vyuzZit Laplaceova, Sobelova, Kirschova nebo Robertsova

operatoru. [10]

Eroze a dilatace

V binarnich obrazech se nejvice pouzivaji tzv. morfologické operatory. Tyto operatory
zahrnuji také erozi a dilataci, stejné tak jako modifikaci a kombinaci téchto operatord.

piipadi se jedna vice o pocCitani neZ o fazeni, jako je u medianového filtru. [10]

Eroze odstranuje pixely z obrazu, viz Obrazek 9. Cilem je odstranit pixely, které by nemély
byt v obrazu. Tyto pixely nejdou rozli§it pouhym prahovanim, protoZe hodnota jasu
je stejna jako cilenych regionl. Pixely je moZné odstranit pomoci booleové logiky,
pouzitim odstinu S$edé jako kritéria a gradientu jako dalStho. Kritéria jsou,
mit poZadovanou hodnotu Sedé a mit maly gradient. Nejjednodus$si erozi je odstranit
vSechny pixely, které se dotykaji pixelu, ktery je jiZ soucasti pozadi. Toto odstrani vrstvu
pixelt z periferii vSech objektii a regioni, coZ zplisobi zmenSeni oblasti a mliZe zplsobit
dalsi problémy, kdyZ se oblast rozpadne na nékolik mensich. Eroze miize uplné smazat
nadbyvajici pixely, které zpiisobuji Sum nebo urcité defekty, které jsou pouze nékolik

pixeli malé, jak velky prostor smaze, zaleZi na velikosti erozni masky. [10]
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Obrdzek 9 - Schématické znazornéni bindrni eroze
(a) vstupni bindrni obraz se zvyraznénim aktivni (zelend kontura) a neaktivni (¢ervend kontura) polohy
strukturniho elementu, (b) strukturni element, centrdlni element je oznacen modre, (c) vystupni erodovany
obraz s ukdzkou bodu erozi odstranéné, Cervend kontura, bodii a neodstranénych, zelend kontura, bodti
Prevzato z [Obrdzek 9]

Misto odstrariovani pixelli z objektli je zde operace znama jako dilatace, kterd naopak
pridava pixely, viz Obrazek 10. Pravidlem dilatace, analogickym s eroznim, je pridat pixely
z pozadi, které se dotykaji pixelu, ktery je jich ¢asti oblasti zajmu. Toto prida vrstvu pixelt
kolem periferie v§ech objektii a regionfi, coZ zpiisobi, Ze se zvétsi objekty a miliZe zptlisobit

slouceni objektii k sobé. MiiZe také vyplnit malé diry v objektech. [10]
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[ BN AR | @ ® L AR BN BN J L BN
(a) (b) (c)

Obrdzek 10 - Schématické zndzornéni bindrni dilatace
(a) vstupni bindrni obraz se zvyraznénim aktivni (zelend kontura) a neaktivni (¢ervend kontura) polohy
strukturniho elementu, (b) strukturni element, centrdlni element je oznacen modre, (c) vystupni dilatovany
obraz s ukdzkou bodu dilataci pridanych, zelend kontura, bodti a neovlivnénych, ervend kontura, bodii
Prevzato z [Obrdzek 10]
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Otevieni a uzavieni

Kombinace eroze, kterou nasleduje dilatace, se nazyva otevieni, coz odkazuje na to,
7e kombinace téchto operatorti zpiisobuje otevieni mezer mezi téméi dotykajicich
se objektl, viz Obrazek 11b. Je to jedna z nejvice pouZivanych sekvenci pro odstrafiovani

bodového Sumu z binarniho obrazu. [10]

Naopak kombinace dilatace serozi produkuje jiny vysledek, viz Obrazek 11c.

Tuto sekvenci nazyvame uzavreni, protoZe miliZe uzaviit mezery mezi objekty. [10]

Hlavni rozdil mezi otevienim a uzavienim je, Ze otevreni filtruje objekty, tzv. zevnitf,

naopak uzavteni filtruje objekty, tzv. zvenci, méni primarné pozadi objektd. [1011]

(a) (b) (c)

Obrdzek 11 - Otevreni a uzavreni bindrniho obrazu
(a) origindlni bindrni obraz, (b) vysledny ,otevieny” obraz, (c) vysledny ,uzavi‘eny“ obraz
Prevzato z [Obrdzek 11]

Uvaha - Navrhnuti testovaci metodiky robustnosti algoritmu

JelikoZ se snimky od sebe znac¢né 1isi, neni moZné predpokladat, Ze budou vzdy a vSude
detekovany vSechny axony a mezibunécné prostory. Je tedy jisté, Ze bude urcita chyba
v detekci, se kterou bude treba pocitat pri procentudlnim vyjadifeni myelinu a dal$im
statistickém zpracovani. Chyba miiZe jiZ vzniknout v piedzpracovani obrazu a nemusi byt
tedy ani vidét, miiZe byt zpilisobena Spatnym naprahovanim nebo smazanim jisté oblasti
zajmu.

Kvili odliSnému jasu snimkd mezi populacemi, bude tfeba vytvorit 2 rzné prahy,
pro kazdou populaci zvlast, pro prahovani obrazu, abychom vidély anatomické struktury,

které nas zajimaji.

Na definované poskozenych obrazovych datech je moZnost porovnani vysledkii analyzy

a posoudit, zda je vysledek analyzy zavisly na zméné jasu / kontrastu v obraze.
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4. ZPRACOVANIi OBRAZU

4.1. Strucné popsani algoritmu

Pro vétsi prehlednost byl algoritmus na oznaceni myelinovych bunék rozdélen na tri ¢asti.

V prvni ¢asti jsou bloky jako je nastaveni parametrii pro dal$i zpracovani obrazu, samotné
nacteni obrazu a uprava obrazu, aZ do podoby, kde je cernobily a kde je jiZ moZno

na obrazu detekovat buriky.

Druha ¢ast obsahuje jiZ zpracovany, upraveny, obraz, na kterém je moZnost dokreslit
hranice bunék. V této casti se pracuje s dokreslenym obrazem, ktery je zpracovan stejné
jako obraz, ktery neni dokreslen, to znamena, Ze dostaneme na vybér, zdali je tfeba pridat,
odebrat burniku. AZ jsme s obrazem spokojeni, tak se na obrazu dopocitaji hodnoty bunék,
které nas zajimaji.

Poslednim blokem je blok treti. Pokud spustime automatickou detekci, tak se druhou ¢asti
nezajimame a program dojede do samého konce sam. V této €asti jsou pravidla, podle

kterych se urci, zda je objekt axonem ¢i nikoliv. Opét je zde mozZnost pridani, odebrani

bunék. Na konci se spocitaji poméry bunék a vysledek se ulozi.

V programu je moznost zvoleni automatické detekce, ktera projede slozZku s obrazy a uloZi
vysledky, ale je zde také moZnost manualni detekce. U manualni detekce se musi kazdy

obraz zadavat zvlast, aby nedoslo k prepsani vysledk, neZ je sta¢ime upravit.

Dal$i moZnosti prace sobrazem je, Ze miiZeme pracovat pouze s ¢asti obrazu,

s tzv. vyrezem. Nemusi se tedy filtrace provadét na cely obraz, ale jen na zajmovou oblast.

Poznamka: Ovalny blok je vstupni blok, obdélnikovy blok zna¢i urcitou Cast algoritmu,
obdélnikovy blok se dvéma ¢arami znaci funkci, ktera se vola. Kosoc¢tvercovy blok znaci
moZznost zvoleni dané funkce, ktera vSak neprobéhne, pokud se na ni neklikne.

Ovalny blok na konci znaci vystupy algoritmu.
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Obrdzek 12 - Blokové schéma algoritmu
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4.2. Podrobné popsani algoritmu

1. Cast algoritmu

Pro spravnou detekci axont je nejprve tfeba nastavit hodnoty pro detekci. Jsou to hodnoty
jako je velikost buriky, jeji excentricita, velikost ,kostry“ burtiky, plocha buriky a pomér
buriky mezi jeji plochou a jejim obvodem. Dale se nastavuje méritko, s jakym jsou obrazy

nafoceny, to se pocita z jeho hodnoty a z poctu pixeldi, které zaujima na obrazu.

Zakladni hodnoty jsou prednastaveny, ale uZivatel si je mliZe zménit dle jeho potieb.
Pro kazdé pribliZeni, pti kterém jsou obrazy foceny, je tfeba nastavovat nové hodnoty.

Algoritmus obsahuje i hodnoty pro testovaci obraz, na kterém byl algoritmus sestavovan.

Jakmile jsme spokojeni s nastavenymi hodnotami, tak se nacte zvoleny obraz, se kterym

se bude dale pracovat, viz Obrazek 13.

Plvodni obraz

w

Obrdzek 13 - Piivodni obraz

Z nacteného obrazu, pivodniho obrazu, se udéld histogram, na kterém se detekuje
nejvy$Si hodnota v urc¢itém intervalu, viz Obrazek 14. Napravo od této maximalni hodnoty

se potom detekuje hodnota, podle které se prevadi obraz na cernobily.
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Obrdzek 15 - Histogram obrazu
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Jesté pred prahovanim obrazu se odecCte vytvoiené pozadi od ptivodniho obrazu a upravi

se jas obrazu. Pak se miiZe teprve prahovat, viz Obrazek 15. Z prahovaného obrazu

se vymazou objekty, které jsou mensi nez 50 pixeld.

Obrdzek 14
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Po prahovani obrazu je prednastavena detekce na cely obraz, jeSté pred spusténim
programu je ale moZnost zvolit si detekci pouze na vytrez obrazu. V pripadé zvoleni vytezu
obrazu, se po prahovani objevi dal$i okno, na kterém si kliknutim a tdhnutim zvolime
oblast. Tuto oblast potom 2x poklikame a algoritmus bude pokracovat dal. Toto je ovSem
problémem pri automatické detekci, jelikoZ ona se vzdy zastavi na tomto bodé a bude

¢ekat, co se oznadi.

V algoritmu se dostavame k prvni funkci zvané detekce bunék. Vstupni proménnou
je prahovany obraz. Tato funkce ma za tukol nalézt obrysy bunky v obraze a zakreslit
je do prahovaného obrazu, viz Obrazek 16. Aby byly buinky zakresleny musi spliiovat
2 podminky, musi mit vétsi obvod a vétSi pomér buiky, neZ jak je automaticky
prednastaveno (vice o obvodu a poméru bunky dale v textu). Dale také odstrani malé
c¢asti, které nas do budoucna nebudou zajimat. Vystupem funkce je obraz s odstranénymi

¢astmi, viz Obrazek 17.
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Obrazek 17 - Vysledek prvni detekce

Vystupni obraz se dale eroduje a dilatuje, coZznamen4, Ze probéhne tzv. opening a closing
(viz kapitola Eroze a dilatace, popft. Otevieni a uzavieni). Témito procesy se oddéli

nékteré dalsi ¢asti bunék, které se budou moci odstranit.

Opét se vola funkce detekce bunék, kdy vstupnim obrazem je obraz upraveny
tzv. uzavienim, viz Obrazek 18.
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Obrdzek 18 - Druhd detekce bunék

Vystupni obraz, se dale upravi medianovym filtrem, ktery zhladi okraje bunék, aby byl
obraz vice podobny redlnému, viz Obrazek 19. Tento obraz je vystupem 1. ¢asti algoritmu

a odpovida bloku ,zpracovany obraz" ve schématu.

Vysledny obraz

Obrazek 19 - Vysledny obraz druhé detekce bunék po filtraci medidnovym filtrem
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2. Cast algoritmu

Jak mlZeme vidét na Obrazku 20, tak se vtéto Casti algoritmu zobrazi okno
svyfiltrovanym obrazem, ktery tam ma navic tlacitka ,Dokreslit* a ,Hotovo“

JestliZe se na Zadné tlacitko neklikne, filtrace pokracuje dal automaticky.

Vysledny obraz

Dokreszlit

Hotowvo

Obrdzek 20 — MoZnost dokresleni obrazu

Pri kliknuti na ,Dokreslit“ se spusti funkce dokreslit prostor. Funkce nam dovoli
2x kliknout na obraz a mezi témito dvéma body vytvori pfimku, ktera se zobrazi v obraze.
MiZeme vytvorit kolik chceme téchto ,hranic“ bunék. S upravenym obrazem se bude
potom pocitat dal a bude se brat jako novy, naprahovany, obraz. Vysledek takto

upraveného obrazu miizeme vidét na Obrazku 21.

AZ jsme si jisti, Ze jiZ nic jiného nechceme pridat, klikneme na ,Hotovo“. Toto tlac¢itko
zavola funkci dopocitat prostor. Tato funkce je totoZna s procesem, ktery probiha
ve 3. ¢asti algoritmu, a proto bude popsana pozdéji v textu. Jedinym rozdilem je,
Ze se funkce spousti na manudalné upraveny obraz. Také pri pocitdni pomérli se pocita

s upravenym obrazem a vysledek se uloZi s koncovkou ,upraveno®.
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Pokud bychom tedy nevyuzili moZnosti dokresleni hranic bunék, tak miZeme tuto ¢ast

preskodit.

Manualni prace s axony

4 ye i A

e

- < ‘
Ak |- * Ml

Obrdzek 21 - Vysledek filtrace obrazu po dokresleni

3. Cast algoritmu

Vstupem do této Casti je obraz, ktery byl jako vystupem prvni casti, tzn. naprahovany

obraz, upraveny medianovym filtrem, viz Obrazek 19.

Nejprve se spusti funkce na hledani hranic v binarnim obraze, ktera je jizv Matlabu, nazev

funkce je bwboundaries. Je vyuzivana nékolikrat béhem celého algoritmu.
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Vysledky této funkce zhodnotime ,pravidly, které jsou vytvoreny specialné pro tuto
detekci. Na zac¢atku algoritmu jsme si volili rizné velikosti bunék, jejich ploch a dalsich,
a pravé v této ¢asti je vyuZijeme. Celkem je tedy 5 podminek, aby byla burika oznacena
jako axon, musi spliiovat minimalné 4 podminky. Jestlize bunika splni podminku,

je ji zapsana jednicka, pokud ji nesplni, dostane nulu.

Nejprve se hodnoti obvod buiky, kdy se nastaveno urc¢ité minimum a maximum,

které musi burika spliiovat. Zvolené minimum a maximum je uvedeno na zacatku skriptu.

Dale se vytvofri pole pro skeletonizaci, excentricitu a plochu. To znamen3, Ze se na Cerné
pole, o velikosti obrazu, zobrazi bila burika, ktera se zrovna hodnoti. Toto je dano,

aby se vzdy pocitala pravé 1 burika, a ne nékolik zarover.

Pod pojmem skeletonizace si mliZeme predstavit, jak se obdélnik zmensi, aZ na pfimku,
kterd bude mit primér 1 pixelu. Butiky riiznych tvart se tedy smrst'uji, aZ jsou na velikosti
1 pixelu. Tyto bilé pixely se seftou a podle hodnot, které jsme si prednastavili,
bud’ podminku butika splni nebo ne. Opét se nastavuje minimum a maximum, které tato

kostra“ musi obsahovat.

Excentricita neboli kulatost, zajiStuje, aby byla butika dostatecné kulata. Maximum je 1,
kdy pfri této hodnoté se jedna o perfektni kruh. Voli se pouze nad jakou mez musi mit

burika hodnotu.

Ctvrtou podminkou je plocha, coZ je prostor, ktery buiika zaujima. Chceme, aby méla
burika néjakou velikost, nastavuje se minimum a maximum. Prili§ malé a axon to nebude,

prilis velké a nejspiSe to bude velky mezibunécny prostor.

Posledni podminkou je pomér buriky. Ten je pocitan z plochy a obvodu buriky. Zadavame

pouze hodnotu, pod kterou se musime nachazet, aby byla burika uznana.

Po kaZdé probéhlé burice se tyto hodnoty na radku sectou a pokud je hodnota 4 nebo 5,

tak je uloZena do proménné a bude nasledné vykreslena jako axon.

Co pravé bylo popsano je uvedeno jako blok , pravidla“ ve schématu. Ukazku z algoritmu

muZeme vidét v 1. Priloze.

Blok ,zobrazeni axonl“ jiZ v ndzvu napovid4, co se bude délat. VSechny buiiky, které
pro$ly pravidly s tim, Ze budou vykresleny se vykresli. Toto je také ten obraz, ktery
se uklada jako vysledek automatické detekce, viz Obrazek 22. Tento obraz se zobrazi
hned 2x.]Jednou jako trvaly obraz, a podruhé jako obraz s tlacitky, viz Obrazek 23. BohuZel
po kliknuti na tla¢itka se Cerveny obrys axonli odstrani, a proto je potfeba mit vedle sebe
obraz s ¢ervenymi obrysy axonl a obraz s tlacitky, Obrazky 22 a 23. V algoritmu je také

mozZnost zobrazeni obou obrazii zaroveii v jednom okné, tato moznost je v§ak v Matlabu

31



zakomentovana. Pokud se pracuje na menS$i obrazovce, tak se obrazy prili§ zmensi

a Spatné se s nimi pracuje. V takovém pripadé je lepsi mit obrazy volné vedle sebe.

Zobrazeni obrysu bunék po filtraci v puvodnim obrazu

%

‘ i—-. .

Obrazek 22 - Vysledek automatické detekce

Hned po zobrazeni se vytvari dalsi obraz, ktery ukazuje pouze vnitra axont, postupné
se na ¢erny podklad ukladaji bilé axony, z tohoto obrazu se na konci také pocita pomér
axonil v obraze. Tento obraz se nezobrazuje, ale pracuje se s nim, kdyZ se pridavaji

a odebiraji axony.

Zarovei po zobrazeni axonl se obraz prevede na binarni, aby se s nim dale 1épe pracovalo.
Tedy vSechno, co ma hodnotu vétsi jak O je prevedeno na 1. Tohoto prevedeni vyuZzivaji

dalsi funkce.
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Na Obrazku 23 vidime obraz s jiZ zmiovanymi tlaCitky. Je to tedy vyfiltrovany obraz

s oznacenymi axony, ktery obsahuje 3 tlac¢itka: ,Pridat, ,Odebrat®, ,Hotovo“.

Zobrazeni obrysu bunék po filtraci v piivodnim obrazu

Pridat

Odebrat

Hotovo

Obrdzek 23 - MoZnosti manudlni tipravy

Stisknutim tlacitka , Pridat” se spusti funkce pridat prostor. Tato funkce umoZnuje jednou
kliknout do prostoru a tim oznacCit danou buiiku. Zobrazi se kriZ, kterym urcime,
kde chceme kliknout.

Kliknutim zavolame dalSi funkci, oznaCeni buriky, coZ je funkce generovana Matlabem.
Funkce provede tzv. flood fill, tedy ukaZe obrys prostoru. Obrys ukaZe tim zplisobem,
Ze se prostor zapliiuje aZ do doby, kdy narazi na Cernou barvu, viz Obrazek 24. Buriky tedy
musi byt spravné ohraniceny, aby byly spravné oznacleny. JestliZe vyuZijeme manualni
upravu Cili dokreslime hranice buniky, kdy dokreslujeme ¢ernou barvou, tak zajistime,
Ze se spravné zaplni buiika. Vstupem do funkce je tedy obraz, a souradnice, kde jsme klikli.

Vystupem je potom obrys buriky, ktera se ma pridat.

Vystup z funkce, obrys buriky, tedy zaplnime a pridame si do obrazu. Na obraze tedy

uvidime Cernou barvu tam, kde se pridala zvolena burika, viz Obrazek 24.
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Zobrazeni obrysu bunék po filtraci v pivodnim obrazu
o W T

Pridat

Odebrat

Hotovo

Obrazek 24 - Ukdzka manudlni tipravy

Pri kliknuti na tlac¢itko ,Odebrat” se zavola funkce odebrat prostor, ktera nas vybidne
k tomu, abychom jsme si zvolili prostor. Dale se opét spusti funkce oznaceni buriky.

Vystupem bude opét ¢erné oznaceny prostor v obraze.

BohuZel nevyhodou je, Ze nerozpozname, které buriky jsme pridali a které jsme odebrali,
jelikoZ se obraz neustdle prepisuje, pri kazdém kliknuti na tlacitka. Pfi manualnim
pridavani, odebirani, miiZe vzniknout zmatek v obraze a je nutné si ho pozorné prohliZet,
neZ se nékam klikne. Proto je také nutné mit obraz s ¢ervené oznaCenymi axony vedle,
Obrazek 22, abychom védéli, co je a co neni oznaceno. Také problém je, Ze pokud klikneme
ne Cernou barvu misto na bilou, kdyZ jsme k tomu vyzvani, tak je velka pravdépodobnost,
7e funkce oznaceni buiiky ,zalije“ plilku obrazu a ten oznaci jako dany prostor.
Dal$i nevyhodou je, Ze se nemliZeme vratit zpatky, pokud jsme oznacili néco, co nechceme.
A také, Ze si presné nemusime pamatovat, na co jsme klikli, a tak nevime, zdali pridavame,
¢i odebirame.

Poslednim tlac¢itkem je tlacitko ,Hotovo“. Toto tlac¢itko spousti funkci zavriit okno.

Funkce pracuje s obrazem, ktery je ¢erny a ktery ma bilé pouze oznacené prostory.
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Dale vytvari binarni obraz a hleda bunlky v tomto obrazu. Opét musi buiika splnit
podminku, tentokrat je to jiZ jen jedna, a to sice skeletonizace burikky musi mit vySsi
hodnotu nez hodnota, ktera je prednastavena automaticky. Z této funkce je vystupnim
obrazem obraz, ktery je jiZ manualné upraveny, a kde budou v ernobilém obrazu Cervené

zobrazeny obrysy vybranych bunék. Toto je obraz, ktery se uklada s piriponou ,upraveno®,

viz Obrazek 25.

Manualni prace s axony

¢erna a celkovy jejich pocet. Pocet bilych pixelli se pocitd z obrazu, ktery nevidime,

atosice ztoho zminiovaného cerného obrazu sbilymi vnitry oznacenych axoni.
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Cerna barva se potom bere z naprahovaného obrazu, z toho uplné prvniho po vytvoreni

¢ernobilého obrazu. Celkovy pocet je potom sumou téchto dvou cisel.

Dale se pocita celkova plocha barev. Tato hodnota se pocita vynasobenim druhé mocniny

méritka s poCtem pixelli dané barvy.

Procentualni zastoupeni barev se potom pocita jako plocha barvy déleno celkovou

plochou, a to celé vynasobeno 100. Celkovy pocet je souctem obou hodnot.

Na konci funkce se zadané hodnoty uloZi do souboru snazvem originalniho souboru
aknému je pridana koncovka ,_vysledek upraveno.mat“. Dale se také uloZi posledni
obraz, ktery ma spravné oznacené axony. Tento obraz se uklada ve dvou formatech,
jako: nazev souboru a »_vysledek_upraveno.fig“ nebo S koncovkou

»_vysledek_upraveno.tif“. Timto kon¢i funkce zavrit okno.

V ptivodnim skriptu se pocitaji také poméry bunék. Nejprve se pocitaji hodnoty, které jsou
zautomatické detekce, tj. jak by obraz vySel bez uprav, pouze z podminek.
Pocitaji se stejné, jako v predchozim prikladu. Dale se pocitaji hodnoty obecné bilé a Cerné
barvy v obraze. Hodnota celkem je nasobek poctu pixeld, které ziskame z rozméru obrazu.
Bila barva se bere z prahovaného obrazu a ¢erna se vypocita odectem, téchto dvou

hodnot. Zbytek hodnot je pocitano obdobné, jako v predchozich prikladech.

Na konci algoritmu dojde opét k uloZeni, jak hodnot, tak obrazu. Rozdilem je, Ze koncovka
neobsahuje ,upraveno”, tedy: nazev souboru a ,_vysledekmat“, podobné je toho
i uobrazu: nazev souboru a ,_vysledek.fig“ nebo s koncovkou ,_vysledek.tif“. Je tedy
potom moZné rozliSitupraveny a neupraveny obraz. Problém nastava, kdyZ chceme obraz
nejprve jenom upravit pomoci tlacitek ,Pridat’, ,Odebrat“ a potom se rozhodneme
do obrazu jesté néco dokreslit. V takovém pripadé doporucuji si upravit vysledny nazev
dle potreb, aby byly ve vysledku 3 rozdilné verze daného souboru. Pokud nazev

neupravime, tak se prepiSe a k datiim ptivodniho upraveného obrazu se jiZ nedostaneme.

Cely skript tedy lze mit automaticky na celou slozku obrazki, jelikoZ algoritmus bézi
v cyklu. Na konci kazdého obrazu vysledky uloZi a pozavira vSechna okna, ktera si vytvoril

a zacne zase znovu pro dalsi obraz.

PodminKky pro spravné fungovani algoritmu
Algoritmus byl vytvoren ve verzi Matlabu R2016a a vyuZiva Image processing toolbox.

Pro spravnou funkci je tfeba mit vSechny funkce a obrazy ve stejné sloZce,
pouze na zatatku velkého for cyklu se napise a% po kam ma skript poéitat. Cislo 3 zfistane

a k tomuto Cislu se pricte pocet obrazt, které mame k dispozici, minus jedna.
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Celkové algoritmus bézi zhruba dvé hodiny na jeden obraz, ale to zalezi, na jak vykonném
pocitaci se spusti. Délka filtrace zavisi od zvoleného obrazu. Dal$i manualni tprava zabere

ptl aZ hodinu.

Kvili dlouhé délce pocitani jsou na funkcich, které zaberou vice c¢asu, ,waitbary®,
které rikaji, za jak dlouho bude dana ¢ast hotova. Pro jistotu, bézi i v prikazovém radku
pocetcyklil. Toto je z divodu, Ze v nékterych funcich se mliZe zdat, Ze se nic nedéje a mohli
bychom si myslet, Ze se Matlab zasekl. Z neznamych diivodi ale ,waitbar“ nefunguje
u manualni filtrace, ve funkci dopocitat prostor a zavrit okno. Fungovani programu

Vv

to nijak neovlivni a Ze algoritmus bézi, se mliZeme presvédcit v piikazovém radku.

VylepsSeni do budoucna

Do budoucna je tfeba skript zrychlit. Je velmi pomaly a vypocetné narocny. Jsou c¢asti

skriptu, které by Sly zapsat jednoduSeji a uSetrily by tim ¢as i vypocetni naro¢nost.
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5. STATISTICKE ZHODNOCENI

Z populace ovlivnénych a kontrolnich krys je celkem vybrano a zhodnoceno 18 obrazi,

z kazdé populace po 9 obrazech.

Do vysledkli vnasi chybu jiZ samotné prahovani obrazu, které neni 100%. Dale také
obrazek méritka narusuje detekci nékterych axonii ve spodnim rohu. Pfi automatické

detekci je problém rozliSit axony a nékteré menSi mezibunécné prostory,

.....

pocitana také myelinova voda, kterd se na obrazcich neuronii nachazi.

Z extrahovanych dat je nejprve proveden test normality dat a na zakladé jeho vysledku

je zvolen patficny test.

Test normality dat

Testem normality dat se testuje, zdali maji vysledky Gaussovské rozloZeni. V tomto
pripadé byl zvolen Q-Q graf, jestliZe maji data normalnirozloZeni, tak budou hodnoty leZet

na primce.
Grafy jednotlivych testli jsou uvedeny v Ptiloze 2.

Na Q-Q grafech vidime, Ze body neleZi pfimo na primce a Ze se zde nachazi jisté odchylky.

MiZeme tedy Fici, Ze rozloZeni dat neni normalni, a bude tedy pouZit neparametricky test.

Mann-Whitneytv test

JelikoZ se jedna o 2 skupiny, které jsou na sobé nezavislé a u kterych se nepredpoklada

normalni rozloZeni, je pouZit Mann-Whitneyiiv test.

Testovaci | Kriticka

VysledKky po kritérium | hodnota
Prahovani obrazu, vSechna bila barva v obraze 39 17
Prahovani obrazu, odstranéni hodnot 24 13
Automatické detekci, neupravené 21 17
Automatické detekci, odstranéni hodnot 8 13
Automatické detekci, upravené 30 17
Automatické detekci, upravené, odstranéni hodnot 18 13
Manualni detekci, dokreslené, upravené 15 17
Manualni detekci, dokreslené, upravené, odstranéni hodnot 5 13

Tabulka 1 - Vysledky Mann-Whitneyova testu
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Vysledky hodnotime na hladiné vyznamnosti 0,05. Pro 18 vzorki je kritickd hodnota
testu 17. V pripadé odstranéni hodnot, se odstranila vZdy 1 hodnota z dané populace,

celkové je tedy 16 vzorkl a pro ty je kriticka hodnota 13.

Z vysledkli miizeme ¥ici, Ze populace testovacich a ovlivnénych krys se od sebe statisticky
vyznamné li§i vpifipadé manualni detekce, jak s obsahem vSech hodnot,
tak i s odstranénymi hodnotami. Také je vysledek statisticky vyznamny po automatické
detekci, kdyZ byly odstranény hodnoty. Statisticky vyznamny vysledek znamena,
Ze je vyrazné velky rozdil mezi myelinovymi pochvami schizofrennich a testovacich krys.
BohuZel ostatni vysledky se od sebe statisticky vyznamné nelisi. Toto miiZe byt zpiisobeno
nékolika nepresnostmi v algoritmu. Vice o moZnych chybach je uvedeno v Casti

Diskuze vysledkd.

Nejméné presné je statistické zhodnoceni po automatické detekci, které proslo ipravami.
To neni zapocitan vysledek z ptivodniho obrazu, kdy jesté nedoslo k detekci axonti, ale jen
se spocitala bila barva v obraze, ktera predstavovala vSechen prostor, jak vnitrobunécny,
tak mezibunécny. Postupné se statisticky rozdil zvySuje, aZ se dojde k plné upravenému
obrazu. Tento obraz ma manualné dokreslené hranice nékterych bunék, potom projde
automatickou detekci a nasledné je jeSté manualné upraven, Ze se pridaji ¢i odeberou

prostory.

Diskuze vysledkii

V praci se jiz od zacatku predpokladalo, Ze dojde k jistému rozdilu populaci testovacich
aovlivnénych krys. Rozdil mezi populacemi je moZno poznat jiZz z jejich

ptivodnich obrazi.

Axony schizofrennich krys maji vice tlusté myelinové pochvy a celkové maji vice kulaté
axony, kdeZto u kontrolnich krys si miiZeme vSimnout, Ze obsahuji vice myelinové vody
a jejich myelinova pochva je vice ¢lenéna.

Vysledky jsou zajisté zkreslené urcitou chybou, ktera je zplisobena hlavné algoritmem,

kterym se axony detekuji.

Prvni nepresnosti bude jiZ samotné prahovani obrazu, které se sice ridi podle histogramu,
ale na ném se vybira hodnota pouze z jistého intervalu, aby se dalo dobfe pracovat dale

s obrazem.

Dalsi chybu zanese eroze a dilatace, ktera zpiisobuje, Ze se odebiraji a pridavaji pixely,
coZ zplsobi, Ze se nékteré utvary mohou rozpojit. Tyto prostory, které jsou rozpojené

se potom nedetekuji, a to zplisobuje chybu detekce. Toto je Castecné vyieSeno, Ze se daji
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takové rozpojené axony dokreslit manualné a prii dal$i detekci by se snimi
jiZ mélo pocitat.
Posledni vétsi chybou také je, Ze se pii mazani jistych bunék, spliiujici podminky, mtiZe

vymazat axon, ktery se smazat nemél, a tudiZ neni potom dale chybi v obraze.

Myelinova voda rovnéz zplisobuje problém, protoZe pii prahovani obrazu a nasledné
dilataci se ztlustuje myelinova vrstva, coZ zplisobuje, Ze najednou ma axon tlustsi sténu,
neZ jakou mél v plivodnim obraze. Celkové do vnitrobunécnych prostor je zapocitana

i myelinova voda, ktera byla oznacena.

A nakonec samotna automaticka detekce se potyka s chybou méreni. [ presto, Ze axony
musi spliiovat nékolik podminek, aby byly oznaceny jako axony, tak se stane, Ze se oznaci
i mimobunécny prostor, ktery by oznafen nemél byt. To je zplisobeno napftiklad
podobnou velikosti prostorii ¢i jejich podobnou plochou. Tento problém je vyieSen tim,

Ze jsou pridana tlacitka pridani a odebrani nechténych prostord.

[ pres tyto vSechny chyby v méfreni se doSlo k vysledkiim, které rikaji, Ze byl mezi
populacemi statisticky vyznamny rozdil v pfipadé manudalniho dokresleni hranic bunék
av pripadé automatické detekce, kdyZ byly odstranény hodnoty. Statisticky vyznamny
rozdil je nejvétsi, kdyZ se provedla manualni uprava obrazu. Takovy vysledek je logicky,

jelikoZ by méla byt detekce nejpresnéjsi.

Navrhnuty algoritmus by se dal vyuZit i na jiné ucely, jako je naptiklad detekce rtizné
kruhovitych predmétii v obraze, napt. minci. Urcité najde uplatnéni p¥i hledani rtiznych

bunék v obraze, nejen axonil.
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ZAVER

Cilem bakalarské prace je seznameni se spraci sobrazem, navrhnuti algoritmu

pro detekci myelinovych axonii a statistické zhodnoceni vysledki.

Postupné jsou v jednotlivych kapitolach shrnuty teoretické poznatky nutné k pochopeni
problematiky a k navrhu reSeni. Dale je podrobné popsan algoritmus a vysledky s jejich

statistickou interpretaci.

Kapitola 1 pojednava o neuronu a jeho stavbé, o gliovych burnikach, myelinu a o vedeni

vzruchu v nervovych burikach, o distribuci iontovych kanald.

V dalsi kapitole se probira opticky, elektronovy a transmisni elektronovy mikroskop.

Jejich stavba a jednotliva rozliSeni mikroskopf.

Treti kapitola se zabyva predzpracovanim obrazu. Kapitola popisuje pripravu preparatd,
se kterymi se pracuje v této praci. Dale kapitola zmiiuje, jak se obraz upravoval,
neZ se s nim dale pracovalo. Mezi tyto upravy patii uprava kontrastu, filtrovani obrazu,
hranova analyza, eroze s dilataci, a nakonec kombinace téchto dvou sekvencich zvanych

jako otevreni a uzavieni.

Ve 4. kapitole je podrobné popsan, jak funguje navrhnuty algoritmus pro detekci axonii

v obraze.

Posledni kapitola je zaméfena na statistické zhodnoceni vysledki. Nejprve je vyhodnocen
test normality dat a na zakladé jeho vysledku je dale pouZit Mann-Whitneyiv test.

V bakalarskeé praci se ma zhodnotit shodnost / rozdilnost vlastnosti myelinovych pochev
ve dvou populacich. Na zakladé statistického zhodnoceni je znamo, Ze populace
ovlivnénych a testovacich krys se od sebe statisticky vyznamné 1i$i v pfipadé manualniho
dokresleni axonii a v pripadé automatické detekce, kdyZ jsou odstranéné hodnoty.
Celkové se rozdilnost populaci zvySuje od automatické detekce skazdou dalsi

manualni upravou.

Vysledek, Ze se od sebe lisi testovaci a ovlivnéné krysy, postiZené schizofrenii, se da dale

vyuZit pfi zkoumani schizofrenie u ¢lovéka.

VysledKy prace budou pouZity v dal$im vyzkumu UPT AV CR.
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SEZNAM SKRIPTU A FUNKCI

Musilova_K_Spousteci_SKkript - spoustéci skript detekce axont
detekce_bunek - funkce pro detekci bunék a odstranéni malych ¢asti bunék
dokreslit_prostor - funkce pro dokresleni hranice buriky
dopocitat_prostor - funkce pro novou detekci bunék po jejich dokresleni
odebrat_prostor - funkce pro odebrani nespravné oznaceného prostoru
oznaceni_bunKky - funkce pro oznaceni prostoru pro pridani / odebrani
pridat_prostor - funkce pro pridani nespravné neoznaceného prostoru

zavrit_okno - funkce pro novou detekci bunék po jejich manualni tpravé
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OBSAH PRILOZENEHO CD

Katerina_Musilova_BP.pdf - elektronicka verze bakalarské prace
Detekce_axonu - slozka obsahujici algoritmus
e 9 obrazi testovacich krys
e 9 obrazii ovlivnénych krys
e 1 testovaci obraz
e textovy soubor Cti_ me
e hlavni skript Musilova_K_Spousteci_Skript
e funkce: detekce bunek
dokreslit_prostor
dopocitat_prostor
odebrat_prostor
oznaceni_bunky
pridat_prostor
zavrit okno

VysledKy - sloZka s vysledky
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SEZNAM PRILOH

Priloha 1
Priloha 2



Priloha 1

%% hledani bunek a pravidla

[bunky po filt] = bwboundaries(finalni filtrace, 'holes');

wait bar = waitbar (0, 'Hledani buneék po filtraci...

[e

% inicializace waitbaru

splneni podminky= zeros(length (bunky po filt),5);
obvod bunky = zeros (length (bunky po filt),1);
pomer bunky = zeros(length (bunky po filt),1);
skeleton bila = zeros(length(bunky po filt),1);

excentricita = zeros(length (bunky po filt),1);
area = zeros (length(bunky po filt),1);

bunky = 0;

detekovane bunky = [];

for i = 1 : length(bunky po filt)
disp('Hledani bunék po filtraci')
disp (1)
% obvod bunky

obvod bun = size(bunky po filt{i,1});

obvod bunky (i, 1) = obvod bun(1l);

, '"Name', 'Waitbar');

if obvod bunky(i,1) > obvod min && obvod bunky(i,1) < obvod max

% 1. sloupec obvod bunky

splneni podminky(i,1l) = splneni podminky(i,1) + 1;
end
% vytvoreni pole pro skeletonizaci, excentricitu a areu
pole = ones(size(finalni filtrace));
for k = l:size(bunky po filt{i}, 1)

pole (bunky po filt{i} (k,1),bunky po filt{i}(k,2)) = 0;
end
pole = imfill (imcomplement (pole));

[e

% skeletonizace

skeleton = bwmorph(pole, 'skel', Inf);
skeleton bila(i,1) = sum(sum(skeleton));
if skeleton bila(i,1) > skeleton min &&

skeleton bila(i,1) < skeleton max % 2. sloupec skeletonizace

splneni podminky(i,2) = splneni podminky(i,2) + 1;

end

% excentricita

stats = regionprops (pole, 'Area',6 '"Eccentricity');

excentricita(i,l) = stats.Eccentricity;

if excentricita(i,1l) > ekcentric max % 3. sloupec excentricita
splneni podminky(i,3) = splneni podminky(i,3) + 1;

end

% area

area(i,l) = stats.Area;

if area(i,1l) > area min && area(i,1l) < area max % 4. sloupec area
splneni podminky(i,4) = splneni podminky(i,4) + 1;

end

% pomer bunky

pomer bunky(i,1l) = area(i,1) / obvod bunky (i, 1);

if pomer bunky(i,1l) < pomer min % 5. sloupec pomer bunky
splneni podminky(i,5) = splneni podminky(i,5) + 1;

end

% podminka

secteni radky = sum(splneni podminky,2);

secteni sloupce = sum(splneni podminky) ;

if secteni radky(i,1) > 3
bunky = bunky + 1;

detekovane bunky{bunky,1} = bunky po filt{i};

end



waitbar(i/length(bunky_po_filt), wait bar, sprintf('Hledani buneck
po filtraci...%.2£%%"', i/length(bunky_po_filt)*lOO))
end
delete(wait bar); % vymazani waitbaru

Priloha 2
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