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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva korekci pozadi v obrazu faze bunek z transmisniho
digitalniho holografického mikroskopu (TDHM). Vlivem optickych vad a nedokonalosti
v optickych soustavach predmétové i referencéni vétve dochazi k ,,deformaci“ obrazu faze.
Bunka neni zobrazena na pozadi s konstantni hodnotou faze, ale na pozadi s hodnotami
faze spojité se ménicimi mezi riznymi misty obrazu. V této praci je popsana metoda, jak
nasledek této vady optického systému z obrazu odstranit. Princip spociva v provedeni
castecné konvoluce obrazu faze s konvolu¢nim jadrem urc¢enym dvourozmérnou Gausso-
vou funkeci se stejnym rozptylem v obou osach. Pfi vypoctu konvoluce neni zpracovavan
obraz cely, ale pouze mista, kde se nenachazi buriky. Tim je eliminovana ztrata infor-
maci o bunikach. Vysledek konvoluce je povazovan za aproximaci pozadi, ktera je poté od
puvodniho obrazu odecétena. Ziskame tak obraz faze s konstantnim pozadim zatizenym
pouze Sumem. V tvodni ¢asti je shrnut potfebny matematicky aparat. Dale je popsan za-
kladni princip rekonstrukce zobrazeni v TDHM. Jako soucast prace byl vytvoren program
Odecet pozadi, ktery uzitim popsané metody zpracovava obrazy faze z TDHM.

Summary

This bachelor thesis concentrates on a correction of background in the phase image of cells
from a transmitted-light digital holographic microscope (TDHM). Optical aberrations in
the optical systems of the object and reference arms cause ”deformation” of the phase
image. The cell is not displayed on a background with a constant value of phase, it is
displayed on a background with phase values continuously changing between different
places in the image. A method for removing the consequence of this imperfection from
the image is described in this thesis. The principle lies in partial convolution of the phase
image with a convolution kernel determined by a two-dimensional Gaussian function with
the same variance in the both axes. To eliminate loss of information about the cells, the
convolution is computed only from those parts of the phase image which contain no cells.
The result of the convolution is considered to be an approximation of the background.
This approximation is then subtracted from the phase image. The resulting phase image
has a constant background, containing only noise. The necessary mathematical concepts
are resumed in the introductory part of the thesis. The basic principle of the TDHM
image reconstruction is also described. As a part of the thesis, a computer programme
Odecet pozadi (Background subtraction) was created, which processes the phase images
from the TDHM using this method.
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1 Uvod

V biologickych aplikacich se k zobrazovani bunék standardné pouziva opticky mikroskop.
Pfi pozorovani transparentnich preparati je ale obraz malo kontrastni a Spatné citelny.
Klasicky opticky mikroskop je tedy vhodny na preparaty, ve kterych se jednotlivé bunky
¢i jiné struktury lisi prithlednosti nebo barvou. K zobrazovani transparentnich preparatt
je proto vhodnéjsi pouzit interferenéni mikroskopii.

1.1 Digitalni holograficky mikroskop

Holograficka mikroskopie je vyznamnou aplikaci interferen¢ni mikroskopie. Nékteré ob-
jekty jsou okem ¢i mikroskopem dobfe rozeznatelné, jiné jen velice obtizné. Na zakladé
této vlastnosti mizeme objekty rozdélit na amplitudové a fazové. Amplitudové objekty
méni amplitudu prochéazejiciho svétla, fazové meéni jeho fazi. Oko, klasicky opticky mi-
kroskop i napf. ¢ip fotoaparatu jsou citlivé na zmény intenzity (tedy kvadratu modulu
amplitudy), proto tyto zarizeni dobfe zobrazuji amplitudové objekty. Transmisni digitalni
holograficky mikroskop (TDHM) umoziuje rekonstrukci jak intenzity, tak i faze svétla
proslého vzorkem.

Transmisni digitalni holograficky mikroskop byl zkonstruovan také v Laboratofi op-
tické mikroskopie na Ustavu fyzikalniho inzenyrstvi VUT v Brné. Jeho vyuziti spo¢iva pre-
devsim ve vyzkumu reakci zivych bunék na vnéjsi podnéty. Navic diky tomu, Ze umoznuje
pouzivat svétlo mnohem nizsi koherence nez v pripadé ostatnich mikroskopt, je idealni
pro zobrazovani preparatl v silné rozptylujicich prostiedich. Pfi pouziti nizkokoherent-
niho svétla mize byt jeho intenzita dostatecné nizka na to, aby nedochazelo k vyraznému
poskozeni buriek.

Hologramy ziskané timto mikroskopem jsou dale zpracovavany pomoci Fourierovy
transformace tak, ze dochézi k rekonstrukci zobrazeni intenzity a fazového rozdilu mezi
svételnou vinou prochéazejici pres vzorek a referencéni svételnou vlnou. Pozorovana faze
v TDHM je timérna plosné hustoté suché hmoty bunky [8]. Zmény suché hmoty odhaluji
dynamiku zivotnich procesii v bunce, déji na povrchu i uvniti burky. Pozorovanim zmén
v obrazech faze miZzeme tyto procesy sledovat.

Na obr. 1 je schéma TDHM. Zdrojem svétla je halogenova lampa. Osvétlovaci sou-
stava je zkonstruovana tak, ze osvétlovaci ¢ocka O zobrazi zdroj do zadni ohniskové roviny
objektivi K; a Ky, ¢imZ je zajisténo rovnomeérné osvétleni predmétu. Délicem svazku je
difrakéni miizka, na niz svazek difraktuje a zrcatky se vybirda 1. a —1. difrakéni fad. Ty
potom tvorii svazek referenc¢ni vétve a svazek predmeétové vétve. Svazek predmétové vétve
je zrcatky smérovan do objektivu K,. Pak prochéazi pres predmét, na ktery je zaostien
objektiv Os. Tento objektiv zobrazi pfedmét do vystupni roviny mikroskopu. Zde se pro-
tinaji svazky z predmétové a referen¢ni vétve a interferuji spolu. Referencéni vétev mé
stejnou konstrukci s tim rozdilem, Ze mezi objektivy K; a O; neni predmét, ale pouze
referen¢ni objekt. V nasem pripadé je pfedmétem komiirka s burikami naplnénd médiem,
referen¢nim objektem je pouze komiirka s médiem. Médium je oznaceni pro okolni pro-
stfedi bunky. V idealnim pripadé spolu tedy interferuji svazky, jejichz rozdil optickych
drah je zptisoben pouze prichodem burnikami. Za vystupni rovinou je umistén vystupni
objektiv, ktery zobrazuje hologram na ¢ip CCD kamery. Podrobnéjsi popis TDHM viz
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Obrazek 1: Schéma transmisniho digitalniho holografického mikroskopu. [8]

1.2 Cil bakalarské prace

Obraz faze zobrazuje fazovy rozdil mezi svételnou vinou prochéazejici optickou soustavou,
jejiz soucasti je vzorek, a referen¢ni svételnou vinou, ktera prosla optickou soustavou stej-
nych vlastnosti s pokud mozno stejnym vzorkem, avsak bez buiiky (popf. jiné pozorované
struktury). Proto by mél obraz faze obsahovat pouze fazovy rozdil svételnych vin vznikly
prichodem bunkou. Mimo buriku by mél byt v obrazu pouze Sum. V praxi tomu tak neni.
Vlivem optickych vad a nedokonalosti v optickych soustaviach predmétové i referencni
vétve dochazi k ,deformaci“ obrazu. To znamena, Ze buiika neni zobrazena na pozadi
s konstantni hodnotou faze, ale na pozadi s hodnotami faze spojité se ménicimi mezi
riznymi misty obrazu. Tento jev je v obrazu nezadouci, proto je na pracovistich pouziva-
jicich DHM riznymi metodami odstratiovan (napf. pomoci Fresnelovy transformace [2],
nebo pomoci konjugovaného hologramu [3]). Ukolem této prace bylo vytvofit pocitacovy
program, ktery by pomoci konvoluce obrazu faze s vhodnym jadrem konvoluce vytvoril
obraz faze s konstantnim pozadim zatizenym pouze Sumem.



2 Digitalni obraz

2.1 Zakladni pojmy

Definice 2.1. Digitdlnim obrazem rozumime funkci o : {1,...,n} x {1,...,m} — R,
m,n € N, ktera je definovana pomoci tzv. obrazové matice A = [a; ;], pfi¢emz plati, ze
Oé(Z,]) = Q-
16bitovym digitalnim obrazem budeme nazyvat funkci o : {1,...,n} x {1,...,m} —
{0,...,2% — 1}. Uspofddané dvojice [i,j] budeme nazyvat pixely. Prvky a;; matice A
budeme nazyvat hodnoty pixelii. Cisla n, resp. m, budeme nazjvat siikou, resp. vyskou,
obrazu.

Umluva
Program Odecet pozadi pracuje pouze se 16bitovym digitdlnim obrazem. V dalsim textu
bude slovem obraz myslen 16bitovy digitalni obraz. PTi Gpravach, které jsou s obrazem
provadény, vznikaji pixely s redlnymi hodnotami. S témito hodnotami jsou provadény
veskeré vypocCty a pri posledni ipravé vystupniho obrazu jsou transformovany do mnoziny
{0,...,216 — 1},
Definice 2.2. Necht A je digitalni obraz. Objektem nazjvame neprazdnou souvislou mno-
zinu [4] pixelt z obrazu A. Segmentaci obrazu A budeme nazyvat definovani libovolného
poctu objekti, které jsou vzajemné disjunktni. Mnozinu vSech pixelti, které nendlezi do
zadného objektu, budeme oznacovat W.

3 Pouzity matematicky aparat

Definice 3.3. Fourierova transformace [1] funkce f(z,y): R?* — C je funkce
F{f(z,y)} = F(vs,v,) definovana za predpokladu konvergence integralu takto:

1 7 —i(vgax+v
Flm) = o [ [ fope s oy,

—0o0 —0O0

Definice 3.4. Inverzni Fourierova transformace [1] funkce G(v,,v,) : R* — C je funkce
FYHGC (s, vy)} = g(x,y) definovand za predpokladu konvergence integralu takto:

LT |
flz,y) = Dy / / F(v,, Vy)el(uzm—l—uyy) dv,dv,.
™

—0o0 —0O0

Definice 3.5. Konvoluce [1] funkci f1, fo : R? — C nazgvame funkci h = f; * fo defino-
vanou za predpokladu konvergence integralu pro kazdé [x,y] € R? takto:

h(z,y) = / / J1(61, &) fa(z — &1,y — &) d&dée.

—00 —0OQ

Véta 3.6. Fourierova transformace konvoluce. Necht F{ fi(z,y)} = Fi(vs, v) a
F{fo(z,y)} = Fo(vs, ). Pak plati [1]

F{h(e,y) * fole,y)} = Fiva, vy) - Fo(ve, vy)-
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Vyse uvedené definice byly zavedeny pro funkce definované v R%. Funkce «, se kterou
program Odecet pozadi pocita, je vSak definovana na diskrétni obrazové matici. Proto
musime uvést definice také pro diskrétni funkci. Véta 3.6 zlistava v platnosti beze zmény.

Definice 3.7. Funkci f budeme nazyvat diskrétni, jestlize f(k,l) : {0,1,...N — 1} x
{0,1,...M —1} - C,N,M € N.

Definice 3.8. Fourierova transformace [1] diskrétni funkce f(k,[) je diskrétni funkce
F{f(k,1)} = F(v, ) definovana takto:

2

—-1M-1
f —271'1 k+ﬁ>.

0 [=0

1

F(l/k,l/l = NM

e
Il

Definice 3.9. Inverzni Fourierova transformace [1] diskrétni funkce F'(1, ;) je diskrétni
funkce F~H{F(vg, 1)} = f(x,y) definovana takto:

N-1M-1 S vpk | vyl
flay =3 > F(Vk,Vl)GQWI(TJrﬁ)-
=0 ;=0

Definice 3.10. Méjme ¢isla a, b € Z. Pak spliwji-li k € Z, ¢ € Ny, ¢ < |b| rovnici a = kb+c,
definujeme
a modb=c.

Definice 3.11. Konvoluce [1] diskrétnich funkci f;, fo nazyvame funkci g = fi * fo,
g:{0,1,...N -1} x{0,1,... M — 1} — C takto

N—
_NLZZﬁ k—¢&) mod N, (I—&) mod M)fa(&r, &)

§1=0&2=0

Definice 3.12. Jadro konvoluce je funkce fo : {—M,... .M} x {—=M,.... M} — R,
M e N.

Definice 3.13. Konvoluce obrazu f; s jadrem konvoluce f, je funkce g = f;* fo definovana
takto

gk, 1) = Z Z fil(k=&) mod N,(I—&) mod M) fo(é1, &)-

2M 1 51— M go=—M

Poznamka 3.1. Konvoluce je zakladni nastroj pro filtraci obrazu. Pii filtraci pouzivame
jadro konvoluce uréitych vlastnosti (napi. filtruje vysoké nebo nizké frekvence), zatimco
obraz je dan. Z matematického hlediska sice neni tfeba urcit, ktera z funkci fi, fo je
jadrem konvoluce. Z praktického hlediska je vSak rozlisovani téchto funkci nezbytné.

Definice 3.14. Necht a(i, j) je obraz. Pak funkce 3(i,j) : Z* — {0,1} je definovana

takto:
5= 1 pro [i,jleW
| 0 pro [i,j]¢ W



Definice 3.15. Cédstecnou konvoluci obrazu f, s jadrem konvoluce f, nazyvame obraz
g = f1 * f2 definovany takto:

M

% fl((k - 51) mod N, (l - 52) mod M) fz(fbfz)ﬁ(k =&, 0= fz)
_ Sa=—M&=—M

g(k'J) -

M
S R @Bk — &l - &),

M

Poznamka 3.2. V piipadé konvoluce diskrétnich funkci dochazi k ,zacykleni“, tj. pokud
& — k < 0 nebo & — I < 0, hodnoty funkce fi(& — k,& — ) nejsou definovany a pii
prochazeni sumy se ,¢tou hodnoty f1(& —k+ N, & — 1+ M). Toto pii zpracovani obrazi
nema prakticky vyznam. Funkce § ovSem zptsobi, Ze tyto ¢leny sumy jsou nulové. Proto
se hodnotami f;(& —k, £y —1) pro zaporné & —k, £ — I nemusime zabyvat. K analogickému
jevu dochazi proé — k>N —-1a& —1> M — 1.

4 Formulace problému

4.1 Rekonstrukce zobrazeni

Pfedmétovou resp. referencni vinu po prichodu mikroskopem bez vzorku mutzeme ve
vystupni roviné zjednodusené povazovat za rovinnou [6], vyjadfenou vztahem:

= -\ —iwt
u(r, t) = u(r) e,
kde u(r) je tzv. komplexni amplituda, vyjadiujici prostorovou zavislost viny a ¢len e~
predstavuje jeji zavislost c¢asovou. Protoze tihlova frekvence w se s ¢asem neméni, nebu-
deme ¢len e ! dale uvazovat. Potom bude vyslednd vlna popsdna vztahem

u(r) = a(r) eik'F,

kde a je amplituda vlny, k je vlnovy vektor a ¥ = (x,y) je polohovy vektor.
Pri interferenci referenéniho a predmétového svazku vznika vlna, jejiz komplexni am-
plitudu muZzeme popsat jako soucet komplexnich amplitud predmétové a referenc¢ni viny:

up(x>y) = ap(x>y) ei27wm> (1)

ur(x,y) = a, e—i27rz/m’ (2

U(:E,y) = up(x,y) + ur(x,y) — ap(at,y) ei27rl/m +a, e—i27rz/:n

kde a,(z,y) je amplituda pfedmétové vlny, 2v je prostorova frekvence interferen¢nich
prouzkil a a, je amplituda referenéni vlny, kterou povazujeme za konstantni. Clen 27v je
priamét vlnového vektoru k do osy z. Osa z je prusecnici vystupni roviny a roviny, ktera je
tvofena vlnovymi vektory predmétové a referencni vlny [6] a zjednodusené predpokladame,
ze je kolma na interferenc¢ni prouzky.

Y

Intenzita I (z, y) interferenéniho obrazce je rovna kvadratu modulu sou¢tu komplexnich
amplitud predmétové a referenc¢ni viny:

I(z,y) = |up(z,y) +ur(2)]" =
Jup (2, y)1* + Jur (2)1* + wp (2, y) s (2, y) + w (@, y)u, (), (3)
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kde symbol * zna¢i komplexné sdruzenou funkci. Dosazenim vztaht (1) a (2) do vztahu
(3) dostaneme vysledny vztah pro intenzitu interferenéniho obrazce (tzv. hologram):

I(z,y) = lap(@,y)I” + la[* + ap(z, y)ay ™ + ap(z,y)a, e, (4)

kde prvni ¢len je intenzita pfedmétového svazku, druhy clen je intenzita referenc¢niho
svazku a ¢leny tieti a ¢tvrty nesou informace o amplitudé a fazi predmétové viny pti zndmé
amplitudé a fazi referenc¢ni viny. Pro rekonstrukci komplexni amplitudy predmétového
svazku potiebujeme odseparovat ¢len tfeti nebo ¢tvrty od ostatnich. To provedeme pomoci
Fourierovy transformace.

Provedeme Fourierovu transformaci tfetiho ¢lenu rovnice (4). Oznacme a,(z,y)a; =

Gy, y) a Ay(ve, v,) = Flay(z,y)}, t.

a 1 [ ~ —i(vgz+v e
Flay(z,y)} = o / / ap(z,y)e (ertny) dg dy = Ap(Va, 1vy).

Podle [1] plati N
f{aNp(;[;’y) ei4m/m} = Ap(l/m - 477'1/, l/y).

Protoze ;1:,(1/3“ vy) = F{a,(x,y)}, pak Z;,(ym — 47w, v,) je fourierovsky obraz funkce
ay(x,y) posunuty ve fourierovském spektru o 47v v ose v,.

(a) Amplitudové spektrum (absolutni hod- (b) Vybeér ¢lenu a,(x,y)a
nota Fourierovy transformace) I(x,y)

Obrazek 2: Separace tietiho ¢lenu rovnice (4).

Pfi vypoctu ovsem nemutizeme provést Fourierovu transformaci jen tfetiho ¢lenu rovnice
(4), protoze mame k dispozici pouze hologram uréeny vSemi ¢tyfmi ¢leny této rovnice.
Provedeme proto F{I(x,y)} (viz obr. 2(a)). Posuneme stfed soufadného systému spektra
do bodu [47v;0] (coz reprezentuje stfed jasného bodu uprostied obdélniku na obr. 2(b)).
Vynasobime F{I(x,y)} funkci w(v,, v,) zvanou Hanningovo okno [5] s polomérem r = 90
pixeli (tato hodnota se experimentalné ukazala jako nejvhodnéjsi). Tim z fourierovského
spektra hologramu vybereme kruhovou oblast se stfedem v bodé [47v; 0] a polomérem 90
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pixeld. Na této oblasti dojde k ¢aste¢nému potlaceni hodnot spektra danému predpisem
Hanningova okna w(v,,v,) (viz obr. 3). Funkce w(v,,1,) s polomérem r € R je funkce
w(vg, vy) : R? — R definovana vztahem

1 1 W\/V%—Fl/z
w(um,vf{ T e )

0, jinak.

1A w(ve,vy)

—-T 0 r Vg
vy =0

Obrazek 3: Graf funkce Hanningovo okno.

Vné této oblasti jsou vSechny hodnoty spektra vynulovany. Tim piiblizné ziskdme
hledané A,(v,,v,). Provedeme F{A,(v,,v,)} = a,(z,y).

Timto algoritmem jsme odseparovali' funkei a,(z,y) = a,(z,y)ar. Amplitudu refe-
ren¢ni vétve a, zjistime méfenim bez vzorku. Potom hledanou funkei a,(z,y) dostaneme
jako
ap(2,y)

*
aT

ap(‘% y) =

Odseparovana funkce a,(z,y) je komplexni amplituda pfedmétového svazku. Kvadrat
absolutni hodnoty komplexni amplitudy je obraz intenzity, ihel komplexni amplitudy je
obraz fazového rozdilu pfedmétové a referen¢ni viny (zkracené obraz faze). Obraz intenzity
i obraz faze jsou uloZeny jako digitalni obraz pomoci obrazové matice.

4.2 Navazovani fazového rozdilu

Pro zjednoduseni budeme v tomto odstavci pod pojmem digitalni obraz rozumét obrazo-
vou matici slozenou z pixeld, které nabyvaji realnych hodnot. Digitalni obraz faze ®(i, j)
se sklada z pixeld, jejichz hodnoty lezi v intervalu (0,27) (tyto hodnoty jsou v obrazu
reprezentovany stupni Sedi z intervalu (0,2 — 1)). V mistech, ve kterych m4 referencni
vzorek stejné optické vlastnosti jako predmétovy vzorek, je fazovy rozdil roven 0. Bunky
i dalsi objekty predmétového vzorku zpusobi zménu fazového rozdilu, a to tim vétsi, ¢im
delsi dobu jim paprsek prochéazi. Takto miize vzniknout fazovy rozdil i vétsi nez 27. Jestlize
je fazovy rozdil vétsi nez 27, feknéme 2km + a, pak hodnota pixelu obrazu faze je a. Tato
hodnota ovSsem odpovida také fazovému rozdilu a.

Abychom vyfesili tento problém, vytvorime z obrazu faze tzv. obraz navazané faze.
Z digitalniho obrazu faze ®(i,7) vytvofime digitalni obraz navazané faze ®" (i, j) takto.
Je-li ®(i,7) = a a fazovy rozdil je roven a + 2km, k € Ny, pak

L Aby bylo mozné odseparovat komplexni amplitudu pfedmétového svazku, musi platit holograficka
podminka [8].



®"(i,7) = B(i, ) + 2k.

Hodnota £ je pri navazovani faze neznaméa a je nutné ji néjakym zpisobem zjistit. Po-
uzivaji se rizné algoritmy, zaloZené vétsinou na porovnavani sousednich hodnot pixelt
v Tadku a sousednich hodnot pixelt ve sloupci. Jestlize rozdil téchto hodnot je vétsi nez
nastavena hranice, predpoklada se, ze se k zvétsilo na k + 1.

Bylo vytvofeno nékolik rtiznych algoritmii. Program na navazovani faze, ktery jsem
vytvorila a ktery neni obsahem této prace, pouziva ponékud komplikovanéjsi metodu,
ktera umoznuje navazat fazi i v nékterych obrazech, na kterych by vyse popsané metody
selhaly. Pomoci tohoto programu byl vytvofen napt. obr. 4(b) navazanim faze v obrazu
4(a).

e g
. . s

-

(a) obraz nenavazané faze (b) obraz navazané faze

Obrazek 4: Navazovani fazového rozdilu v obrazu faze.

Program Odecet pozadi pracuje s Sestnactibitovym obrazem s hodnotami pixeld z mno-
ziny {0, ...,2' —1}. Hodnoty funkce ®" (i, j) lezi v R*. Proto funkci ®"(i, j) transformu-
jeme na ®"(i, j) tak, aby minimélni hodnota byla 0 a maximéalni{ hodnota méla hodnotu
216 _ 1.

216 _ 1

Funkce round( ) znamend zaokrouhleni na celé ¢islo.

®"(i, j) = round ( (®"(4,7) — min{@"(i,j)})) :

4.3 Pozadi

Obraz navazané faze je slozen z fazového rozdilu vzniklého prichodem svétla buiikou
(zkracené fazi buiiky) a z fazového rozdilu vzniklého prichodem svétla prostiedim (zkra-
cené faze prostiedi), ve kterém se buiika nachazi. Toto prostiedi by mélo byt v obra-
zové a referencni vétvi stejné, a tedy by se ve vysledném obrazu faze nemélo projevit.
V praxi nejsou obé prostiedi dokonale stejné a také vlivem optickych vad zobrazeni do-
chazi k tomu, ze faze prostiedi neni zcela odfiltrovana a zkresli tedy i obraz bunky. Vznika



tedy obraz faze slozeny z faze bunky a z faze pozadi. Faze pozadi jsou hodnoty faze spojité
se ménici mezi riznymi misty obrazu, které jsou pric¢tené k fazi bunky i k ostatnim castem
obrazu faze. Program Odecet pozadi odecita fazi pozadi od obrazu faze tak, aby v ném
zuistala pouze faze bunky.

5 Algoritmus vypoctu

5.1 Maska

Vstupem programu Odecet pozadi je digitalni obraz bunky z digitalniho holografického
mikroskopu. V tomto obrazu je tfeba provést segmentaci tak, aby zadny z definovanych
objektt nebyl pouzit pro aproximaci pozadi. Tuto segmentaci provede uzivatel za béhu
programu. Program si vytvofi ¢iselnou matici M = [m; ;] typu N x M, kde M, N jsou
vyska, resp. Sitka, obrazu. Jestlize a;; € W (pixel nendlezi do zadného definovaného
objektu), pak polozime m,; ; = 255. Jestlize a; ; ¢ W, pak m; ; = 0.

5.2 Konvoluc¢ni jadro

Pozadi obrazu program aproximuje uzitim casteéné konvoluce. Jako konvolu¢éni jadro
k(k,l) je pouzita funkce s definiénim oborem {—s,...,s} x {—s,..., s} reprezentovana
¢iselnou matici K = [k; ;| typu (2s + 1) x (25 + 1), jejiz hodnoty jsou uréeny Gaussovou
funkci? s parametrem o, tj.:

2,42
k(k,l) = e 5t
Parametr o € {1,...,25} je zadan uZivatelem programu.® Parametr s defini¢niho oboru

funkce k je spocten jako s = 40.

Vlastnosti jadra

Pri analyze pozadi je tfeba pouzit na obraz filtr typu dolni propust. To znamenéa silné
potlacit vysoké prostorové frekvence. Fourierova transformace gaussovského konvolu¢niho
jadra r(k, () je opét Gaussova funkce. Maximalni hodnotu ma pro nulové prostorové frek-
vence a s rostouci frekvenci se jejich amplituda snizuje. Je tedy ziejmé, Ze konvoluc¢ni
jadro r(k,1) je filtr typu dolni propust.

Plati, ze Fourierova transformace Gaussovy funkce s parametrem o je Gaussova funkce
s parametrem % [7]. Tedy ¢im vyssi o bude nastaven jako parametr konvoluéniho jadra,
tim vice budou vysoké frekvence potlaceny.

5.3 Castedna konvoluce

Pro analyzu pozadi je provedena cCasteéna konvoluce obrazu o a funkce konvolu¢niho
jadra k. Polozime-li v definici (3.15) f1 = a a fy = K, pak dostaneme ¢aste¢nou konvoluci
Y = a* Kk ve tvaru:

2Zminéné definice je méné obecnou verzi definice Gaussovy funkce dvou proménnych. Predpoklada
stejny parametr ¢ v obou osach x a y a neni normovana. Normovani je v nasi aplikaci zbytecné, protoze
prfi pouziti jadra v ¢aste¢né konvoluci dochazi k normovéani.

3Uzivatel tedy miize ovlivnit velikost konvoluéniho jadra a tedy i vlastnosti vysledného obrazu s ode-
¢tenym pozadim.
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> Y ali—&) mod N,(j-&) mod Ms(&, &) &) — &)

’Y(i7j) = S S
g; g; K(&1,62)8(0 — &1,7 — &2)
Jestlize pii vypoctu nastane
2s  2s
Z Z K(&1,6)B(i — &,7 — &) =0
§1=1&2=1

(to tedy znamend, Ze objekt obrazu méa v nékterém misté alesponl stejnou nebo vétsi
velikost nez matice [k,p] konvoluéniho jadra), pak se vypocet zastavi a uzivatel musi
nastavit vétsi parametr o. Poté probéhne vypocet znovu s vétsi matici [k, p).

Hodnoty funkce (7, 7) pro kazdé [i,j] € {1,...,N} x {1,..., M} jsou uloZeny do
matice P = [p; ;] typu N x M tak, ze p; ; = (4, j). Matice P tvoii hledanou aproximaci
pozadi.

5.4 Tvorba obrazu s ode¢tenym pozadim

Vysledny obraz V' = [v; ;] je tvofen rozdilem ptvodni obrazové matice A a matice pozadi
P. Jelikoz matice P vznikla z obrazu A odfiltrovanim vysokych frekvenci, je tvorena
nizkymi frekvencemi obrazu A. Po provedeni operace A — P bude kromé nizkych frekvenci
ve vysledném obrazu chybét i frekvence nulova, tedy primérna hodnota vsSech pixelt
obrazu, kontinuum. Hodnoty pixelu v obrazu by byly kladné i zaporné. ProtoZze hodnoty
v 16bitovém obrazu lezi v mnoziné {0, ..., 2'® — 1}, zdporné hodnoty by nebyly zobrazeny.
Doslo by tedy k zasadnimu znehodnoceni obrazu. Proto je vysledny obraz [v; ;| tvofeny

puvodni obrazovou matici [a; ;] a matici pozadi [p; ;] spocten takto:

216
Vig = Qi — Pig T
Jestlize je vypoc¢tena hodnota v; ; < 0, pak v;; = 0, jestlize naopak v;; > 2% — 1, pak
Ui,j = 216 — 1
Program Odecet pozadi umoziiuje, aby vysledny obraz mél maximalni mozny kontrast.
To znamend, ze v obrazu existuji pixely jak s minimalni hodnotou 0, tak maximalni
hodnotou 2% — 1. Pokud uZivatel tuto funkci zvoli, pak je obrazova matice V = [v; ]
upravena na matici V¥ = [vf;] podle vztahu

. 216 -1 )
v;; = round ( (vij — mln{v@j})) .

max{v; ; } — min{v; ; }
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6 Ovladani programu Odecet pozadi

6.1 Vstupni data

Program pracuje s 16bitovymi digitalnimi obrazy formatu PNG.

6.2 Postup pri zpracovani obrazu

6.2.1 Nacdteni obrazu

Obraz na zpracovani je mozno mit kdekoliv na disku. Toto misto je tfeba najit v adresa-
fové strukture v levé ¢asti okna. Jakmile vybereme adresar, ve kterém se nachéazi obrazy
pozadovaného formatu, objevi se jejich seznam v levé dolni ¢asti okna. Kazdy z téchto
obrazii si mizeme prohlédnout vybranim ptislusné polozky v seznamu. Dany obraz je
zobrazen do levého horniho panelu (viz. obr. 5).

/¥ Ddetet pozadi X001_090529_151622_46740_1_2_16bit.png (286x216)

Hc -l
(= o
[ 2denca
[~ Bakalarka
i Obrazky
£ Faze
£ Intenzita
£ Sub

s E3
Wiyhvof masku Prafil mivadn Odecist pozad) |
U=zt |

Ziusitmaski Prafil miawy [~ Auto kontrast

FazeMawvazana.png
FazehMenawazana.png
schemalHM. png
=001_080105_210300_484p.png

t.ong

Obrazek 5: Program Odecet pozadi s nactenym obrazem.

6.2.2 Vytvoreni masky

Prti aproximaci pozadi je dilezité, aby pii vypoctu nebyly pouzity ty ¢asti obrazu, kde se
nachazi bunka. Pokud by byl pro vypocet pouzit cely obraz, pak by pii odec¢teni pozadi
doslo i k castecnému odecteni zobrazené bunky, ¢imz by byla ¢ast informaci z obrazu
ztracena. Proto je dulezité pfed zahajenim vypoctu pozadi oznacit v obrazu mista, kde
se burika nachézi a nasledné vytvorit tzv. masku.
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1. Tazenim mysi oznac¢ime okraj bunky modrou barvou. Jakmile takto vytvorime

/' 0detet pozadi X001_090529_151622_46740_1_2_16bit.png (286x216)

Hc vI

uzavrenou kiivku, kliknutim pravym tlacitkem mysi ji vyplnime modrou barvou.
(Kfivka musi byt uzaviend, jinak bude modrou barvou vyplnén cely obraz. To by
znamenalo, Ze se cely obraz nesmi zpracovavat, a tedy by zadny vypocet nepro-
béhl.) V tomto okamziku by zadna ¢ast buiiky neméla byt vidét. Stejnym postupem
oznacime ostatni buiikky v obrazu.

Pomoci tlacitka Vytvor masku vytvorime masku. Do pravého horniho panelu je
zobrazen zpracovavany obraz s ¢astecné pruhlednou maskou, takze muzeme zkontro-
lovat, zda byla maska vytvorena spravné (viz obr. 6). V ptipadé, Ze s maskou nejsme
spokojeni, tlac¢itkem Zrusit masku ji mizeme odstranit. Maska je vymazana a do
ptvodniho obrazu v levém hornim panelu miiZeme znovu kreslit masku.

= oy
= Zdenca
[ Bakalarka

] Faze
£ Intenzita
£ Sub

ytwol masku || Profil pivadnl Odecdist pozadi |
Ulmzit |

Zrudit masku Prafil may ™ Auto kontrast

%0

FazeMawvazana.png
FazeMNenawazana.png
schemalHM. png
%007_080105_210300_484p.pn
_0490529_151622_46740,

01

Obrézek 6: Zobrazeny obraz s ¢astecné prithlednou maskou.

6.2.3 Nastaveni parametru Sigma

Aproximace pozadi je v tomto programu zalozena na ¢astené konvoluci obrazu s tzv.
jadrem konvoluce. Je to matice o velikosti (2s+1) x (2s+1), kde s = 40. Jadro konvoluce
mé prvky uréené Gaussovou funkei, kde o je jeji parametr. Cim vyssi Sigma= o zvolime,*
tim vyssi prostorové frekvence budou z odecitaného pozadi odstranény.

Pro blizsi informace o volbé parametru Sigma viz kap. 6.4.

4Sigma je hodnota nastavovani v uZivatelském rozhrani programu Odeéet pozadi. ¢ je parametr
konvolu¢niho jadra, ktery je pouzit pfi vypocCtu aproximace pozadi.
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6.2.4 Volba Auto kontrast

Pokud je tato volba zatrzena, pak je obraz s odectenym pozadim transformovan tak, aby

mél maximalni mozny kontrast, tedy aby se v obrazu vyskytovaly hodnoty jak 0, tak i
216 1.

6.2.5 Odecteni pozadi

Po provedeni vsech vysSe popsanych tikoni jiz mizeme provést vypocet aproximace pozadi
a jeji odecet od puvodniho obrazu pomoci tlacitka Odecist pozadi. Po ukonceni vypoctu
jsou zobrazeny obrazy aproximace pozadi a obraz s ode¢tenym pozadim (viz obr. 7).

¥ Odetet pozadi X001_090529_151622_46740_1_2_16bit.png (286x216)

=S| vI

=

= Zdenca
[ Bakalarka

Wytvatmasku | Profil pdvodni

= Ulogit | -
Zruit masku Profil navy

¥ Auto kontrast

FazeMawazana.png

FazeMenawazana.png

schemalHM. png
%007_080105_210300_484p
x001_090529_151622_4674

*001_09 15 I 1F 1

Obrazek 7: Na obrazovce jsou zobrazeny ¢tyfi dilezité obrazy: ptvodni obraz (vlevo na-
hote), maska vykreslena do pivodniho obrazu (vpravo nahofe), spoctend aproximace po-
zadi (vlevo dole) a vysledny obraz s ode¢tenym pozadim (vpravo dole).

6.3 Dalsi funkce programu

6.3.1 UlozZeni obrazu

Program umoznuje ulozit néasledujici obrazy:
e piivodni obraz s ¢astecné pruhlednou maskou
e aproximaci pozadi

e vysledny obraz s odectenym pozadim
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Volbu, ktery obraz chceme ulozit, provedeme po stisknuti tlacitka Ulozit, pomoci kterého
miuizeme ulozit jakykoliv z vyjmenovanych obrazt. V zobrazeném okné vybereme, ktery
obraz chceme ukladat a po stisknuti tlac¢itka OK jej mtizeme ulozit kamkoliv na disk.
Obrazy jsou ukladany ve formatu PNG.

6.3.2 Profil obrazu

Program Odecet pozadi obsahuje proceduru Profile. Umozniuje vykreslit do grafu zavis-
lost hodnoty pixelu v obrazu (popf. hodnoty pixelu v procentech, kde 100% odpovida
216 — 1) na vzdélenosti od poc¢atecniho bodu. Tak si miiZeme porovnat ptivodni obraz
s obrazem s odectenym pozadim, resp. zjistovat, které nastaveni parametru Sigma dava
lepsi vysledky. Vzdy je vykreslen profil tisecky, definované tazenim mysi za soucasného
stisknuti levého tlacitka mysi.

100.000% +
. B1.546% +
0.000% I I
o 100 159
Obrazek 8: Nakreslena tsecka. Obrazek 9: Profil tisecky z obr. 8 v procentech.

Volba Auto scale zméni méritko grafu tak, ze nejmensi hodnota v grafu odpovida
minimalni hodnoté pixelu v obrazu a nejvétsi hodnota v grafu odpovidda maximalni hod-
noté pixelu v obrazu. Pokud neni tato volba zatrzena, pak je minimalni hodnota v grafu
0 a maximalni 2'6 — 1, resp. 0% a 100%.

Pomoci prepinace Units miizeme volit jednotku, ve které bude graf vyobrazen. Volba
Percent znamena, Ze na y-ové ose grafu budou hodnoty pixelu v procentech. Volba Value
znamena, ze na y-ové ose budou pfimo hodnoty pixelu.

Tlacitkem Clear line smazeme diive nakreslenou tsecku a jeji profil a miizeme oznacit
usecku novou.

Tlacitkem Text to clipboard ulozime do schranky text, ktery je rozdélen do tii
sloupcii. Prvni sloupec nadepsany X obsahuje x-ové souradnice jednotlivych pixelt tsecky,
druhy nadepsany Y obsahuje y-ové soufadnice pixelii tsecky. Hodnota tietiho sloupce
oznacCena Value Br. [%] udava hodnotu pixelu v procentech, nebo pouze hodnotu pixelu,
podle toho, co bylo pozadovano pfi zobrazovani grafu.

Tlacitko Save to text file umozni ulozit do textového souboru s pfiponou .txt infor-
mace o grafu popsané v predeslém odstavci. Nad témito idaji jsou zaznamenany souiad-
nice pocatecniho (Starting point) a koncového bodu (End point) tsecky.

Pomoci tlacitka Get current graph ulozime postupné nejdiive graf a poté obraz
s nakreslenou tseckou, kterd odpovida ulozenému grafu (oboji ve formatu BMP).

Tato procedura, jejimz autorem je Ing. Pavel Starha, Ph.D., je sou¢asti programu na
zpracovani obrazti ACC. Do programu je zafazena s jeho laskavym souhlasem.
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6.4 Parametr Sigma

Na obr. 10 je obraz bunky, od kterého chceme odecist pozadi. Oznacili jsme oblast, kde
se nachéazi buiiky (tedy oblast, kterd nema byt pouzita pro vypocet aproximace pozadi)
a vytvorili masku (obr. 11).

Obrazek 10: Zpracovavany obraz. Obréazek 11: Pouzita maska.

Nejdiive byla zvolena hodnota Sigma = 15. To je jedna z nejmensich hodnot, pro
kterou muze byt obraz s touto maskou zpracovan. (Pokud zvolime piili§ nizkou hodnotu,
program nas upozorni, ze Sigma je pfili§ malé a vypocet je zastaven.) Probéhl vypocet a
obraz i pozadi byly uloZeny. Poté byla zvolena hodnota Sigma = 25 (nejvyssi mozna hod-
nota), bylo ode¢teno pozadi a opét byly obraz i pozadi ulozeny.® Nyni mtzeme vysledky
porovnat.

Obréazek 12: Odecitané pozadi, Obrazek 13: Odecitané pozadi,
Sigma = 15. Sigma = 25.

Jak jiz bylo feceno v odst. 6.2.3, ¢im vyssi Sigma zvolime, tim vyssi prostorové frek-
vence budou v odec¢itaném pozadi potlaceny. To je dobie patrné pfi porovnani spoctené
aproximace pozadi pro Sigma = 15 (obr. 12) a Sigma = 25 (obr. 13). Pokud porovname
vysledné obrazy s odectenym pozadim (obr. 14 a 15), pak zjistime, ze pfi vypoctu s para-
metrem Sigma = 15 doslo k vétsimu odstranéni vyssich prostorovych frekvenci v burce.
Nékteré struktury v bunce byly pravdépodobné odstranény. Ve vétsiné piipadi se tedy

5Nevyhodou volby velké hodnoty Sigma. je, Ze vypocet probiha vyrazné delsi dobu. Diivodem je, Ze
pro vypocet Casteéné konvoluce obrazu s vétsim jadrem konvoluce je potfeba mnohem vice pocetnich
operaci, nez pro vypocet s mensim jadrem konvoluce.
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zda, Ze je lepsi volit Sigma vétsi. V pozadi vyssi prostorové frekvence nebyvaji zastoupeny.
Na druhou stranu je tfeba pocitat s vétsim vypocetnim ¢asem pii volbé vétsiho parametru
Sigma. Optiméalni hodnotu Sigma je proto nutné odzkouset.

Obrazek 14: Vysledny obraz, Obrazek 15: Vysledny obraz,
Sigma = 15. Sigma = 25.
7 Zavér

Ukolem této prace bylo vytvorit pocita¢ovy program zpracovéavajici obraz faze z transmis-
niho digitalniho holografického mikroskopu, ktery by pomoci konvoluce obrazu faze s vhod-
nym jadrem konvoluce vytvoril obraz faze bunky s odectenou fazi pozadi. Vytvorila jsem
pocitacovy program Odecet pozadi, ktery

e zpracovava 16bitové obrazy ve formatu PNG,

e konvoluci obrazu s gaussovskym jadrem konvoluce vytvoii obraz pozadi, ktery je od
vstupniho obrazu odeéten,

e umoznuje nastavit parametr konvolucniho jadra pro kazdy obraz zvlast, ¢imz je
dosazeno lepsi aproximace faze pozadi,

e umoznuje nastavit maximalni mozny kontrast vystupniho obrazu s odectenym po-
zadim,

e umoznuje ulozit vystupni obraz s odectenym pozadim i obraz spoctené aproximace
pozadi; oboji ve formatu PNG,

e umorznuje kontrolu odecteni pozadi profilem.

Tento program byl testovan na fadé obrazil faze porizenych v Laboratori optické mikro-
skopie na UFI FSI VUT v Brné, na kterych se ukazal jako velmi vhodny pro odecitani
pozadi v obrazech faze. Na tomto pracovisti také je v soucasnosti pouzivan.
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Pouzité symboly

Vg prostorova frekvence spojité proménné x
Uy prostorova frekvence spojité proménné y
Vg prostorova frekvence diskrétni proménné k

prostorova frekvence diskrétni proménné [
konvoluce
castecna konvoluce
definice, pfifazeni proménné urcitou hodnotu
mnozina pfirozenych cisel
0 mnozina prirozenych ¢isel a nuly
mnozina celych c¢isel
mnozina realnych ¢isel
+ mnozina kladnych redlnych éisel
mnozina komplexnich ¢isel

QFRENZZI X * 3
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