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Uvod

Metody segmentace digitalnitho obrazu se pouzivaji k rozdéleni obrazu na
segmenty, jejichz pixely reprezentuji objekty zajmu. Diky tomu jsme schopni najit
a analyzovat prvky, které nas opravdu zajimaji. Prikladem muze byt snimani oci
pti zkoumani reakce clovéka na reklamu. Uplatnéni téchto metod je opravdu
rozsahlé [7].

V nasledujicich kapitolach se budu zabyvat aproximaci bodu v roviné elipsou
a jejim pouzitim pii sestrojeni metody segmentace obrazu, ktera bude rozdélovat
dotykajici se dvojice bunécénych jader na snimcich z laserového mikroskopu. Tyto
snimky, jez poskytla laborator genomové integrity Ustavu molekuldrn{ a translacni
mediciny Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci [§], jsou soucasti
vyzkumu integrity genomu.

Pii vyzkumu integrity genomu se buiky obarvi pomoci DAPI [9], coz je flu-
orescencni barvivo, které dobfe pronikd bunéénou membranou a nasledné obarvi
bunécéné jadro. Diky tomu muzeme snadno rozlisit bunééna jadra od pozadi. Mik-
roskop snimé jeden vzorek dvakrat a pokazdé se zamétruje na jinou vinovou délku.
Prvni snimek ukazuje obarvend bunécéna jadra. Druhy snimek obsahuje oblasti
v jadrech, kde byla narusena DNA. Prilehld bunécnd jadra tedy potrebujeme
rozdélit, protoze chceme analyzovat pocet mist s porusenou DNA a kvalifikovat
pocet téchto zlomu vzhledem k jednomu jadru.

Bunécéna jadra maji priblizné tvar elipsy. Proto se jejich déleni pomoci vhodné
vlozenych elips jevi jako logické.

V prvni kapitole se vénuji zdkladnim vlastnostem elips a teorii feseni mini-

maliza¢ni tlohy pomoci zobecnénych vlastnich ¢isel. Déle popisi Fitzgibbonovu



metodu proklddani dat elipsou [1].

Druha kapitola obsahuje popis implementace segmentacni metody pouzivajici
Fitzgibbonovu metodu pro rozdélovani dvojic bunécnych jader. Tato implemen-
tace je provedend v prostiedi MATLAB a je prilozena k této bakalarské praci.

V posledni kapitole analyzuji pouziti nové segmentaéni metody na snimcich

z vyzkumu integrity genomu.



Kapitola 1

Prokladani dat elipsou

1.1. Zakladni vlastnosti elips

Elipsy jsou plosné kiivky patiici mezi kuzelosecky. Elipsu muzeme definovat
jako uzavrenou ktivku, uvnitt které jsou dva body f; a fy takové, ze pro libovolny
bod x lezici na elipse je soucet vzdalenosti ||x — f; || + ||x — f2]| konstantni. Jestlize

tyto dva body splyvaji v jeden, hovorime o kruznici.

Obrazek 1.1: Elipsa

e Body f; a f3 se nazyvaji ohniska.

e Bod, lezici v poloviné tsecky spojujici ohniska, se nazyva stied elipsy.



Nejdelsi tisecku spojujici stied elipsy a bod na elipse nazyvame hlavni po-

loosa. Jeji délku znacime a.

Nejkratsi tsecku spojujici stied elipsy a bod na elipse nazyvame vedlejsi

poloosa. Jeji délku znacime b.

Vzdalenost ohniska a stfedu e = va? — b? se nazyva excentricita.

Plochu elipsy muzeme vypocitat pomoci vztahu S = mab.

Tyto informace jsem cerpal z [5].

V nasledujicim textu budeme pouzivat vyse uvedené znaceni hlavnich poloos.

1.1.1. Analytické vyjadreni elipsy

Definice 1.1 Necht A,B,C,D,E a F jsou realné konstanty a x = (z,y) je bod v

roviné. Potom rovnice
Ax? + Bry + Cy* + Dz + By + F = 0, (1.1)

se nazyvd obecnd rovnice kuzelosecek.

Jeji diskriminant znacime A = B? — 4AC.

Jestlize diskriminant A je zdporny, rovnice reprezentuje elipsu. Dukaz [10]
spociva v tom, ze A je invariantni vuéi rotaci. Jestlize ma elipsa osy rovnobézné
s osami soufadnicové soustavy, pak B je rovno nule. Pro tuto elipsu je tedy
A = —4AC. 7 obecné rovnice dale plyne, ze pro kazdou elipsu s B = 0 plati
AC > 0, a proto pro kazdou elipsu je A zaporny.

Definice 1.2 Necht t je parametr od 0 do 2w, z. a y. jsou souradnice stredu
elipsy a © je uhel, ktery svird hlavni poloosa s osou x. Pak parametrickd rovnice

elipsy je ve tvaru
x(t) =x.+ acostcos® — bsintsin ©

(1.2)
y(t) = y.+ acostsin® + bsint cos O,
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[X(1),Y ()]

Obrazek 1.2: Znazornéni parametrické rovnice

Parametricka rovnice se pouziva pii vykreslovani elipsy. Muzeme ji také pouzit
pii hledani ptiblizné vzdalenosti bodu od elipsy, kdy si do paméti ulozime body
lezici na elipse pomoci parametrické rovnice a nasledné hledame bod s minimalni
vzdalenosti od pevné zvoleného bodu.

Koeficienty obecné rovnice muzeme snadno ziskat dosazenim délek poloos,

stfedu elipsy (z.,y.) a uhlu rotace © do nasledujiciho vztahu:

A=a’sin’>0 + b?cos’ O

Sy

=2 (b2 - a2) sin © cos ©

Q

=a%cos?’ © + b*sin’ O

(1.3)
D = —-2Ax. — By.
E = —Bx.—2CYy.

F = Ax? — Baoy. + Cy? — a®V?

Jestlize hlavni poloosy jsou rovnobézné s osami kartézské souradnicové soustavy,
hovotime o takzvané elipse v kanonickém tvaru. Pro elipsy v kanonickém tvaru

lze odvodit zjednodusené verze vztahu v této sekci (viz napi. [5]). My je vsak
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v dalsim textu nebudeme potiebovat.

1.1.2. Vzdalenost bodu od elipsy

Definice 1.3 Necht x = (x,y) je libovolny bod v roviné a vektor
a=(AB,C,D,E,F), kde A,B,C,D,E,F jsou konstanty pouZité v obecné rov-
nici (1.1)), reprezentuje elipsu. Potom redlnou funkci

F(x,a) = Az* + By + Cy* + Dx + Ey + F (1.4)
nazyvdme algebraickd vzdalenost bodu x od elipsy a.

Definice 1.4 Necht x = (z,y) je libovolny bod v roviné a C je mnoZina bodi
lezicich na elipse a. Potom geometrickou vzddlenost bodu x od elipsy a definujeme
jako

Dist (x,a) = min |lx — cl, (1.5)
kde ||.|| je euklidovskd norma.

Obecné pro elipsy neexistuje explicitni vzorec pro vypocet geometrické vzdalenosti
bodu od elipsy. V praxi se pro odhad této vzdalenosti pouzivaji iteracni metody.
Zajimavou metodu vypoctu aproximace vzdalenosti bodu od elipsy lze najit v [4].
Tato metoda funguje na principu transformace elipsy na kruznici, kdy najdeme
nejkratsi vektor spojujici kruznici a transformovany bod. Tento vektor pak trans-
formujeme do puvodni soustavy a vypocteme zde jeho délku.

Geometricka vzdélenost je vypocetné narocnda, proto jeji pouziti v algoritmech
pro fitovani elips neni moc vhodné. Misto toho je vyhodné v téchto algoritmech
pouzivat algebraickou vzdélenost, kterd je vypocetné nenarocna.

Naproti tomu neni vyhodné pouzivat algebraickou vzdalenost pro analyzu
vhodnosti fitu elipsy, jelikoz hodnoty této vzdalenosti nemaji vlastnosti geo-
metrické vzdalenosti. Proto je mnohem lepsi analyzovat vhodnost fitu pomoci
priblizné uréenych geometrickych vzdalenosti.

Obé vzdélenosti jsou invariantni vuéci rotaci a posunuti.
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Priklad 1.1 Vezmeéme dvé elipsy Cy a Cy takové, Ze jejich hlavni a vedlejsi po-
loosy lezi na osach © a y. Délky hlavni a vedlejsi poloosy elipsy Cy jsou 2 a 1.

Délky hlavni a vedlejsi poloosy elipsy Cy jsou 2,5 a 1,5. Vypocitaime souradnice

bodu x;, 1=1, ..., 360, leZicich na elipse Cy pomoct jeji parametrické rovnice
X (t) = acost
Y (t) = bsint,
2
<,
1 ¢
Yo
_1 L
_2 1 1 1 1 1
-3 -2 -1 0 1 2 3
X

Obrazek 1.3: Elipsy

Ndsledné spocitame algebraické vzdalenosti F' (x;, C1) a geometrické vzddlenosti
Dist (x,C1) téchto bodu od elipsy Cy. Tyto vzddlenosti zobrazime v grafu, kde
na horizontdlni ose jsou indery i a na vertikdlni ose jsou hodnoty F(x;, CY)

a Dist (x,Ch).
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Obrazek 1.4: Vysledny graf

1.2. ReSeni minimaliza¢ni tdlohy s kvadratickou
podminkou pomoci zobecnénych vlastnich ¢isel

V této kapitole se budeme vénovat zakladnim pojmum a tvrzenim, kterd bu-
deme potiebovat k pochopeni principu Fitzgibbonovy metody fitovani elips[I].
Necht A je matice typu n x m, n > m > 2, C je symetrickd matice typu

m x m ad € R je kladné ¢islo. Oznacme F (x) = ||Ax||%. Hleddme x takové, Ze

X minimalizuje F (x), za podminky x'Cx = d, (1.6)

Déle budeme piedpokladat, ze matice S = AT A je reguldrni.

Nésledujici definice a véty v této kapitole jsem cerpal z [2], kde jsou uvedené

i vSechny dukazy.
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Véta 1.1 Jestlize S € R™*™ je requldrni, pak existuje globalni resent ulohy ((1.6)).

Definice 1.5 Necht S,C € R™™ x € C™ a A € C. Potom dvojici (\,x)
nazyvdme zobecnené vlastni cislo a jemu prislusejici zobecnény vlastni vektor x,
jestlize plati

Sx = ACx (1.7)

a tuto rovnici nazyvame problém zobecnénych vlastnich cisel.

Zobecnénd vlastni ¢isla se pocitaji analogicky jako vlastni ¢isla pomoci rovnice
det (S—AC) =0

V Matlabu se pro vypocet zobecnénych vlastnich ¢isel pouziva funkce eig s pa-

rametry S a C.

Véta 1.2 Jestlize xo je extrémem F (x) vzhedem k podmince x'Cx = d, pak
existuje kladné zobecnéné vlastni cislo A, které spolu se zobecnénym vlastnim vek-

torem xq 7€$i problém zobecnéngch vlastnich cisel (1.7). Dale plati, Ze
F (x0) = \d (1.8)

Veéta 1.3 Jestlize matice S je requldrni a matice C je symetrickd, pak vsechny

zobecnéné vlastni hodnoty resici (1.7) jsou redlné a ruzné od nuly.

Definice 1.6 Mnozina vsech vlastnich c¢isel matice C se nazjvd spektrum a znacime

ji 0 (C). Mnozinu vsech zobecnénych vlastnich cisel Tesici problém zobecnéngch

vlastnich ¢isel (1.7)) nazveme spektrum problému zobecnéngch vlastnich ¢isel a znacime

Jio (S, C). Mnozinu viech kladnych zobecnényjch vlastnich ¢isel z o (S, C) znacime

ot (S,C).

Véta 1.4 Znaménka zobecnénych vlastnich ¢isel z o (S,C) jsou stejnd aZ na

poradi jako znaménka vlastnich c¢isel matice C.

Véta 1.5 Necht S — A\C je pozitivné semidefinitni matice pro X € ot (S, C).

Potom zobecnény vlastni vektor prislusici X je lokdlnim minimem ((1.6]).
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Véta 1.6 Matice S — AC, kde X je nejmensi prvek z o+ (S, C), je pozitivné se-

madefinitni.

Véta 1.7 Pro nejmenst zobecnéné vlastni éislo X € ot (S, C) existuje zobecnényj

vlastni vektor x, ktery resi ulohu (|1.6]).

Poznamka 1.1 Jestlize mdme nejmensi X € o* (S,C) a jemu prislusny zo-
becnény vlastni vektor xo. Pak také A a axg, kde a € R, Tesi problém (1.7)).

Dosazenim axqg do podminky x' Cx = d dostaneme

a?x{Cxo = d

Jelikoz plati, Ze S = AC, potom « muzeme ziskat ve tvaru

Y
== .
“ X3 Sxo

Tim padem ziskavdme vysledny vektor ve tvaru

A
=+ . 1.9
X \/ x5'Sxg %o (1.9)

Priklad 1.2 Minimalizujte F (x) = 42 + 4xy + 2y za podminky x* + 4y* = 1.

Tedy hledame minimum funkce F (x) za podminky, Ze body x lezi na elipse se

stredem v pocdtku, délkou hlavni poloosy 1 a délkou vedlejsi poloosy %

Ulohu muzeme ekvivalentné zapsat ve tvaru

min F (x) = ||Ax||? za podminky x"Cx = 1,

16



kde A = (g i) aC= <(1) 2) Ihned vidime, ze o (C) = {1,4}.

Nejprve vypocteme matici S = ATA

42
= (23)
Nyni budeme hledat zobecnénd vlastni éisla, kterd resi (S — AC)x = 0 tak, Ze

vypocteme rovnici det (S — AC) = 0.

‘4—>\ 2

9 2_4/\‘:()]77"0)\1%’0,23 a Ny = 4,27

Podle véty maygi byt znaménka zobecnénych vlastnich ¢isel \y a Ao stejnd (az na
poradi) jako znaménka vlastnich ¢isel matice C, coZ je v naSem pripadé splnéno.
Nejmensi kladné zobecnéné vlastni ¢islo je Ay. Minimem funkce F' (x) za podminky
x'Cx =1 je tedy podle vét a hodnota A\, protoze d = 1.
Pro urceni polohy minima na elipse musime nejprve urcit zobecneny vlastni
vektor prislusejici zobecnénému vlastnimu ¢islu Ny dosazenim Ay do problému

zobecnéngjch vlastnich c¢isel (L.7). Resime tedy rovnici

((22) =2 (o3)) =0

Resenim je napiiklad vektor x = (0.26, —0.48)T. Dosazenim vektoru x do vzorce

(1.9). Dostdvime visledné vektory x; = (0.26, —0.48)" a x5 = (—0.26,0.48)".

17
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Obréazek 1.5: Grafické zndzornéni feseni

1.3. Fitzgibbonova metoda fitovani elips

Donedavna si matematici mysleli, ze prokladat data elipsou lze pouze pouzitim
iteracnich metod. Potom vsak prisel Andrew Fitzgibbon se svou metodou fitovani
elips [1], kterd je pomérné jednoduché a vypocetné nenaro¢na.

Necht x; = (z4,¥;),7 = 1,...,n, je n bodu v roviné. Tyto body chceme prolozit
elipsoua = (A, B,C, D, E, F) tak, aby soucet ¢tvercu rezidui Y ;| F (x;, a)2, kde

F' je algebraicka vzdalenost bodu od elipsy, byl co nejmensi.
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Piiklad 1.3 V roviné jsou dany body (0,0), (1,1), (2,4), (-1,1), (-2,4) a (3,9).
Pokusime se do nich vepsat elipsu pomoci obecné rovnice (|1.1)).
Jednotlivé body dosadime do této rovnice a dostaneme Sest rovnic o Sesti

neznamych A, B, C, D, E a F, které po tddcich zapiseme do matice

00 0 001
11 1 111
4 8 16 2 41
92781 3 91
1-11-111
4-816-241

Pruni sloupec ma steyné proky jako paty sloupec. Jednim z resenti je tedy vektor
(1,0,0, 07—1,0)T, co? odpovidd obecné rovnici x®> —y = 0, kterd reprezentuje
parabolu. Vidime, Ze chceme-li proloZit data elipsou, nemuzeme se spoléhat pouze

na obecnou rovnict kuzelosecek.

Resen{ této minimalizaéni tlohy pouze pomoci metody nejmensich ¢tvercit nam
v8ak nezaruéi, ze vysledny ttvar bude elipsou (viz predchozi piiklad). Proto je
potieba néjakym zpusobem zohlednit podminku B? — 4AC < 0.

Napifklad F. Bookstein [6] pouzivd podminku A? + %2 + C? = 1 a minima-
liza¢ni ulohu fesi iteracné.

A. Fitzgibbon vSak minimalizaén{ tilohu fesi pomoci podminky 4AC — B? = 1.
Snadno se pfesvédéime, Ze tato podminka vyhovuje podmince B? — 4AC < 0.
Fitzgibbonovu podminku muzeme zapsat i maticové
002000
0-10000
200000
000000

000000
000000

a’Ca=1kde C =

Minimalizaéni tilohu prevedeme na tvar tlohy ((1.6)). Hleddme tedy elipsu
a= (A, B,C, D,E,F)T takovou, ze

a minimalizuje Z F (x;,a)” = ||Aal|? za podminky a’Ca = 1, (1.10)

=1
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x3 miy yP v 1
kde A = | : je datova matice.

Ty TnYn Yo Tn Yn 1
Matice A je sestavena tak, aby vysledkem skalarniho soucinu vektoru jejiho i-tého
fadku a vektoru elipsy a byla hodnota algebraické vzdédlenosti F' (x;, a).
Snadno muzeme ovéfit, ze o (C) = {—2,—1,2,0,0,0}. Diky tomu vime, ze
minimaliza¢ni tloha bude mit pravé jedno feSeni, protoze matice C ma
pouze jedno kladné vlastni ¢islo. Uloha je tedy dobfre definovana.

Pokracujeme s feSenim problému zobecnénych vlastnich ¢isel
(S—AC)a =0, kde S = AT A musf byt reguldrni. (1.11)

Budeme hledat jediné kladné zobecnéné vlastni ¢islo A\g a jemu piislusny zo-
becnény vlastni vektor ag.
Problém (1.11]) fesi A\g s avag, kde o muze byt libovolné redlné ¢islo. Dosazenim

aag do podminky a’Ca = 1 dostaneme

[ A
o ==+ agSag’

Vzhledem k povaze tlohy staci, kdyz budeme uvazovat pouze kladné «, protoze

obecnd rovnice elipsy vynasobena ¢islem —1 je ekvivalentni puvodni rovnici.

Resenim minimalizacni tlohy je vektor

A
ag Sa()

ag. (1.12)

Implementaci funkce pro fitovani elips v Matlabu, ktera mé jako vstupni para-
metr souradnice bodt v roving, do kterych chceme fitovat elipsu, a jejim vystupem

je vektor a = (A, B,C, D, E, F'), muzeme shrnout do nésledujicich kroku:
1. Sestaveni matice S pomoci soufadnic vstupnich bodu

2. Sestaveni matice C
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3. Vypocet zobecnénych vlastnich ¢isel a jim prislusejicich zobecnénych vlastnich

vektoru pomoci voldni funkce eig (S, C)

4. Vyhledani nejvétsiho zobecnéného vlastniho ¢isla (jen jedno je kladné)

a jemu prislusejiciho vlastniho vektoru
5. Vypocet vysledného vektoru a dosazenim do rovnice (|1.11])

Fitzgibbonuv algoritmus je implementovan v prilozeném souboru fitellipse.m.
Metodu snadno muzeme transformovat na metodu pro fitovani hyperbol zménou

podminky napifklad na 4AC — B? = —1.

Priiklad 1.4 PouZitim Fitzgibbonovy metody zkusime prolozit elipsou body z prikladu
(L3
Sestavime matici A pomoci bodu (0,0), (1,1), (2,4), (-1,1), (-2,4) a (3,9).

00 0 001
11 1 111
A 4 8 16 2 41
92781 3 91
1-11-111
4-816-241

Dale budeme potrebovat matici

115 243 839 27 115 19
243 859 2187 115 243 27
859 2187 7075 243 859 115
27 115 243 19 27 3
115 243 839 27 115 19
19 27 115 3 19 6

S=ATA =

Vidime, Ze matice S md pruni tddek stejny jako pdty, a tudiz neni requldrnd.
V tomto pripadé neni existence a jednoznacnost reseni zarucena, a proto pouZiti

Fitzgibbonovy metody neni vhodné.

Piiklad 1.5 V roviné mdme body (-2,0), (2,0), (0,1), (0,-1), (1,1) a (-1,1).

Prolozime tyto body elipsou pomoci Fitzgibbonovy metody.
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Nejprve sestavime matice A a S.

400-201 34020 210
4002 01 020200
o010 -11 1. | 204024
A=loo10 1152 A= 0201000
1111 11 202042
1-11-111 1004026

Matice S je reguldrni a muZeme tedy pouzit Fitzgibbonovu metodu.
Pouzitim funkce eig(S,C) v Matlabu najdeme nejmensi kladné zobecnéné vlastni
cislo \g takové, Ze spolu s jemu prislusejicim zobecnénym vlastnim vektorem ag

rest problém zobecnénych vlastnich cisel
Sa = A\Ca

Ao = 0,045; ap = (0,247,050, 925; 0; —0, 086; —l)T

Dosazenim vektoru ag do vztahu (1.12)) dostaneme vektor a = aq, ktery reprezen-

tuje vyslednou elipsu.

Vysledna elipsa
*  Body v roviné
1r *

o
[&)]
T

-0.5

Obrazek 1.6: Vyslednd elipsa
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Kapitola 2

Implementace programu pro
rozdélovani dvojic bunécnych
jader

Nyni se zamétime na popis programu pro rozdélovani dvojic bunécnych jader
pomoci fitovani elips metodou uvedenou v predchozi kapitole. Program je im-
plementovan v prostiedi Matlab a pouziva nékteré standardni funkce z Matlab
Image Processing Toolbox [11].

Na pocatku mame cCernobily snimek ve formatu TIFF s hloubkou 16 bitu

a rozliSenfm 1360x1024, ktery typicky vypadd jako obrézek [2.1]

Obrazek 2.1: Snimek z mikroskopu
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Tento snimek prevedeme Otsuovou metodou prahovéni [12] na bindrni snimek,
jez je v Matlabu reprezentovan matici s prvky nabyvajici hodnot 1 a 0. Jakmile
mame snimek v binarni podobé, odstranime z néj objekty, které jsou ptilis malé

nebo se dotykaji jeho hran.

Obrazek 2.2: Binarni snimek

Aplikaci tohoto postupu ndm z obrazku 2.1 vznikl obrazek 2.2l Ted' je potieba

rozttidit objekty na snimku do tiech skupin:
e objekty reprezentujici jedno jadro
e dotykajici se dvojice jader
e shluky obsahujici nejméné tii jadra

My se dale zamérime pouze na skupinu dotykajicich se dvojic bunéénych jader.

2.1. Popis algoritmu pro déleni dvojic jader

Vstupnim parametrem pro algoritmus je matice reprezentujici binarni snimek

s dvojic dotykajicich se jader (viz naptiklad obrézek [2.3).
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Obrazek 2.3: Piiklad vstupnich dat

V této matici najdeme pomoci standardni funkce bwboundaries usporadany
seznam soutradnic pixelu lezicich na hranici jader. Z hranice vybereme tzv. repre-
zentanty. To jsou pixely tvorici vrcholy polygonélni aproximace hranice.

Predpokladejme, Ze mame n reprezentantu. Vytvorime z nich n(n—10)

5 ) dvojic
tak, ze kazda dvojice déli hranici na dvé ¢asti, které obsahuji nejméné sest repre-
zentantu (délici dvojice nélezi obéma castem). Jestlize se tohle déleni nezdaii pro

nedostatecny pocet reprezentantu, nemé smysl dal pokracovat.

Obréazek 2.4: Rozdéléni hranice na dvé ¢dsti

Hranice je tedy kazdou touto dvojici rozdélena na dvé ¢asti. Do kazdé casti

nafitujeme pomoci jejich reprezentantu elipsu.
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Obrazek 2.5: Prolozeni ¢asti hranice elipsami

Vypocitame geometrickou vzdélenost kazdého reprezentanta od elipsy apro-
ximujici tu ¢ast hranice, do které reprezentant patii. Pro kazdou elipsu najdeme
k ni ptislusiciho reprezentanta, jehoz vzdalenost je od dané elipsy nejvétsi. Soucet
téchto dvou maximalnich vzdélenosti ulozime do paméti spolu s referenci na délici
dvojici.

Jakmile dokoncime fitovani elips pro kazdou délici dvojici, najdeme tu z nich,

cvN s

maximélni odchylkou fitovanych elips od dat.

Obrazek 2.6: Prolozeni casti hranice elipsami

Porovndme-li snimky a [2.6] tak jsme okamzité schopni fict, ze elipsy na
snimku [2.6) lépe aproximuji tvar jader.
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Poslednim krokem algoritmu je rozdéleni dvojice bunék iseckou, ktera spojuje

TN/

dat.

Obrazek 2.7: Vysledny snimek

2.2. Implementace algoritmu
V nésledujicich sekcich uvedeme popis funkei, které jsou prilozeny k této praci.
2.2.1. Funkce SPLIT

Vstup:

e i bwimage: matice binarniho snimku, ktery obsahuje dotykajici se dvojice

jader
Vystup:

e r_bwimage: matice binarniho snimku, kde je dvojice jader rozdélena

Funkce SPLIT je hlavni funkci a vola ostatni funkce uvedené v této sekci. Algor-

timus je detailné popsan v sekci [2.1]
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2.2.2. Funkce DRAW LINE
Vstup:
e i_bwimage: matice binarniho snimku
e i_pointl: souradnice prvniho délictho bodu
e i point2: souradnice druhého délicitho bodu
Vystup:

e r_bwimage: matice binarniho snimku, kde mezi body i_pointl a i_point2 je

vykreslena cernd tsecka

Funkce DRAW _LINE slouzi k vykresleni ¢erné tisecky mezi body i_point1 a i_point2.
Nejprve je matice i_bwimage ulozena do matice r_bwimage. Pomoci paramet-
rické rovnice tisecky zménime hodnoty pixelu, které lezi na tisec¢ce spojujici body

i_pointl a i_point2, na hodnotu 0 (na bindrnim snimku vznikne ¢ernd ¢ara).

2.2.3. Funkce GET_BOUNDARY _POINTS
Vstup:

e i_boundary: soufadnice pixeli lezicich na hranici jader
Vystup:

e r_points: soufadnice reprezentantu hranice

Funkce GET_BOUNDARY _POINTS vybere z hranice tzv. reprezentanty. To jsou
pixely tvorici vrcholy polygonalni aproximace hranice.

Oznacme pocet pixelt v i_boundary pismenem n a body z i_boundary ozna¢me
X;, ¢ = 1,...,n. Dale budeme predpokladat, ze body v i_boundary jsou usporadany
tak, jak lezi na hranici.

Nejprve vezmeme xX; a ulozime ho do r_points. Potom postupné prochazime

body x;, ¢ > 2, az narazime na bod x; takovy, Ze pro néktery bod x;, 2 <1 < j,
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je jeho vzdalenost od usecky urcené body x; a x; vétsi nez 1. Bod x; uloZzime do
r_points.
Analogicky uréime dalsi body patiici do r_points. Algoritmus se zastavi, jakmile

pri prochdzeni bodu x; narazime na bod x; .

2.2.4. Funkce GET_MAX _DIST
Vstup:
e i_points: souradnice reprezentantu hranice

e i ellipse: vektor obsahujici soutadnice stfedu elipsy, délky jeji hlavni a ved-

lejsi poloosy a thel rotace elipsy
Vystup:

e r_max_dist: maximum z geometrickych vzdéalenosti bodu z i_points od elipsy

i_ellipse

Pomoci parametri ve vektoru i_ellipse sestavime parametrickou rovnici elipsy
a ulozime si souradnice 360 bodu, které jsou na této elipse rovnomérné roz-
prostieny. Pro kazdy bod z i_points uréime jeho nejnizsi vzdalenost od bodu
lezicich na elipse, a poté z téchto vzdalenosti ulozime maximélni hodnotu do

proménné r_max_dist.
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Kapitola 3

Vlastnosti algoritmu pro
rozdélovani dvojic bunécnych
jader

Implementace algoritmu byla otestovana na snimcich, jez poskytla laborator
genomové integrity Ustavu molekuldrn{ a translacn mediciny Lékaiské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci [§],

Na ndhodném vybéru 100 dvojic algoritmus selhal 7x. Tyto snimky jsou do-
stupné jako ptiloha.

Algoritmus selhaval pouze v pripadé, kdy byl tvar bunéénych jader zdefor-
movan a nepodobal se elipse. Avsak vzhledem ke konstrukei algoritmu jsou tyto
chyby ocekavatelné. Navic tato jadra by méla byt iplné vyrazena z dalSich analyz

vyzkumu integrity genomu.

Obrézek 3.1: Spatné rozdélend bunéend jadra
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Naproti tomu vysledky déleni dvojic jader, které se svym tvarem dobte apro-

ximuji elipsu, jsou vyborné.

-y

Obréazek 3.2: Spravné rozdélend bunécna jadra

Nevyhodou algoritmu je ¢asova naroc¢nost zejména v piipadé, kdy hranice
jader neni hladka. To vede k urceni nékolikanasobné vice reprezentantu hranice,
nez v piipadé kdy je hranice hladka. Hranici lze vSak snadno vyhladit pomoci
standardnich funkci z Matlab Image Processing Toolbox.

Za nevyhodu také muzeme povazovat to, ze déleni probéhne vzdy. Je tedy
nutné spravné urcit, zda vstupni data, ktera predavame algoritmu, opravdu re-

prezentuji dvojice dotykajicich se jader.
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3.1. Srovnani s Watershed segmentaci

Pouzijeme-li na stejny vybér 100 snimku segmentacéni algoritmus Watershed
[13], ktery implementujeme podle [14], dostaneme nekonzistentni vysledky. Casto
dojde ke spravnému oddéleni pouze jednoho jadra. Druhé jadro je rozdéleno na

nékolik segmentii. Spravné byly dvojice rozdéleny v 9 piipadech.

1%
oS
e

Obrazek 3.3: Srovnani vysledku

Vyhodou Watershed algoritmu je jeho nizka vypocetni narocnost. Rozdéleni
100 dvojic metodou fitovani elips trvalo priblizné 186 sekund. Watershed algorit-

mus zvladl zpracovat 100 stejnych dvojic ptiblizné za 2 sekundy.
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Kapitola 4
Zaver

Cilem této prace bylo predevsim navrhnout a implementovat algoritmus, ktery
pomoci fitovani elips bude schopen rozdélit dvojice dotykajicich se bunéénych ja-
der na snimcich, které jsou soucasti vyzkumu integrity genomu laboratotfe geno-
mové integrity Ustavu molekuldrn{ a translacni mediciny Lékatrské fakulty Uni-
verzity Palackého v Olomouci.

Nejprve bylo nutné najit vhodnou metodu prokladani bodu v roviné elipsou,
ktera by byla dostatecné stabilni a rychld. Obé tyto vlastnosti ma Fitzgibbonova
metoda fitovani elips. Proto jsem se v prvni kapitole zaméftil na popis zakladnich
vlastnosti elips, a také jsem zde uvedl pomérné elegantni zpusob feSeni mini-
malizacni ulohy s kvadratickou podminkou pomoci zobecnénych vlastnich ¢isel,
ktery byl nezbytny k pochopeni Fitzgibbonovy metody. Na zavér prvni kapitoly
jsem popsal Fitzgibbonovu metodu.

Druha kapitola je vénovana samotnému navrhu algoritmu pro déleni dvojic
prilehlych bunécnych jader pomoci fitovani elips do jejich hranice.

Ve treti kapitole jsem zkoumal vlastnosti tohoto nového algoritmu a provedl
jeho srovnani se segmentacnim algoritmem Watershed. Novy algoritmus prokazal
vysokou stabilitu a dokézal rozdélit mnohem vice dvojic nez algoritmus Water-
shed. Proto povazuji cil této prace za splnény.

Vyvyjeni nového segmentacniho algoritmu mi napomohlo k zlepSeni se v pro-
gramovani v prostiedi Matlab, a také prohloubilo mé znalosti v oblasti zpracovani

digitalniho obrazu.
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Prilohy

Soucasti této prace je CD se slozkou DATA a soubory:
e draw_line.m

o fitellipse.m

e get_boundary_points.m

e get_max_dist.m

e process_images.m

e split.m

e watershed split.m

Slozka DATA obsahuje pripravené binarni snimky dvojic ptilehlych bunéénych
jader ve formatu TIFF, na kterych jsme ve tieti kapitole testovali segmentaéni
metodu Watershed (funkce watershed_split.m) a novou metodu pro déleni dvojic
jader pomoci fitovani elips (funkce split.m).

Funkce watershed split.m a split.m se spousti pomoci funkce process_images.m.
Vstupni parametr této funkce je adresa slozky s binarnimi snimky dvojic pfilehlych
bunécénych jader ve formatu TIFF (napf.: D:\DATA\). Po spusténi funkce pro-
cess_images.m se ve vstupnim adresari vytvoii slozky ELLIPSE a WATERSHED,
které budou obsahovat vysledné snimky s rozdélenymi dvojicemi bunéénych ja-

der.
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