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Abstrakt

Cilem této prace je seznameni se s optickym mikroskopem a s moznosti pofizovani
mikroskopickych fotografii. Déale se prace zabyva problematikou ostfeni a dosazeni
snimku s extrémni hloubkou ostrosti za predpokladu vyuziti sady snimkt s riznymi
rovinami ostrosti. Pomoci vytvoreni vhodného algoritmu pro zvySeni hloubky ostrosti
pak provést obrazové zpracovani této sady snimku a ziskat jeden vysledny obraz
s vysokou hloubkou ostrosti.

Abstract

The aim of the paper is to introduce an optic microscope as well as microscopic
photography producing. It further engages in sharpening issues and attaining a sharp
image with extremely robust depth acuteness assuming using a series of images with
different acuteness levels. The goal is to create a suitable algorithm to increase depth
acuteness, to perform a visual processing of the series of images and to get one final
image with high depth acuteness.
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1 Uvod

Jednim z hojné rozsitenéjSich optickych pfistroji je mikroskop, ktery nachazi Siroké
uplatnéni v fadé odvétvi védy a techniky. Pomoci mikroskopu muzeme studovat
rozli¢né vlastnosti predméti, v zavislosti na charakteru vySetfovaného predmétu pak
volime rizné mikroskopické metody.

Jak je patrné z nasledujicich obrazkt, mikroskop nam odhaluje odlisny svét, ktery
je fascinujici svou jedineCnosti a rozmanitosti, ukazuje detaily, jez naSe oko nedokaze
v realném Zzivoté zachytit. Diky této technice muzeme pozorovat ruzné latky
a predmeéty, na kterych se uCime poznavat, z ¢eho a jak jsou véci slozené, jaky maji
vyznam.

Obr. ¢. 1: Mikroskopicka fotografie pfi¢cné pruhovaného svalu, podélny fez [18],
makroskopicka fotografie deltového svalu

Svételna mikroskopie prodélala béhem minulého stoleti ohromny rozmach. Zobrazeni,
jaké nam dne$ni mikroskopy umoziuji, je velmi dokonalé. Byly vynalezeny rtizné
mikroskopické techniky, které nam umoziuji odhalit a pozorovat struktury, jez jsou za
normalnich podminek velmi té€zce pozorovatelné. Dnesni svételny mikroskop dovoluje
pozorovat objekty az pfi vice nez tisicinasobném zvétSeni. SouCasna mikroskopicka
technika je nerozlu¢né spjata s pocitaci, digitalnimi kamerami a fotografickymi
zafizenimi. VéEtSi zvétSeni nez opticky mikroskop nam poskytuje elektronovy
mikroskop. Jeho zvétSeni muaze byt stotisickrat az milionkrat a s jeho pomoci byly
objeveny naptiklad viry. Na rozdil od svételného mikroskopu vsak jim vétSinou nelze
pozorovat zivé objekty.

Dnesni doba je typicka piekonavanim hranic, at uz se jednd o vyvoj menSich
a vykonné&jsich pocitaCovych ¢ipa, sportovni vykony ¢i nové technické objevy. Podobné
je tomu 1 ve fotografovani. Zde je vSak Castou limitaci hloubka ostrosti. Technika
skladani obrazd s riznymi rovinami ostrosti umoziiuje novy pohled na fotografované
objekty a piinasi téméf neomezenou hloubku ostrosti. Pfi fotografovani drobnych tvort
(napriklad mensich nez 1 cm) je hloubka ostrosti velmi mala a pii narGstu zvétSeni se
nam stale zmenSuje. Tento problém lze feSit opakovanym fotografovanim daného

11



objektu a postupné proostiovat jeho jednotlivé ¢asti, tj. pomoci vytvoreného programu
(dnes je na trhu moznost zakoupeni nekolika takovych programi, napi. Modul Deep
Focus od Promicry) porovnat jednotlivé fotografie mezi sebou a z kazdé pouzit ke
slozeni vysledného obrazu jen jeho ostrou ¢ast. Vysledny obraz pak vykazuje vysokou
hloubku ostrosti.

Obr. ¢. 2: Snimky stfedousni kustky, vlevo bézny snimek, vpravo proostfeny snimek,

slozen z 16 fezi programem Modul Deep Focus [16]

Obr. ¢. 3: Snimky klistéte, vlevo bézny snimek, vpravo proostieny snimek, slozen

z 6 fezil programem Modul Deep Focus [16]
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2 Mikroskopie

2.1 Historie mikroskopie

Mikroskop je pfistroj, ktery lidstvu odhalil krasy mikrosvéta, a zname jej jiz vice nez
400 let. Tento vynalez neni pfipisovan jedné osobé. Patrné jako prvni sestrojil
mikroskop nékdy kolem roku 1590 Zacharias Jansen, holandsky brusi¢ ¢ocek a vyrobce
bryli. Dale tento vynalez vylepsil italsky astronom a matematik Galileo Galilei.
Mikroskop pouzival také holandsky obchodnik Antonius van Leeuwenhoek, jenz
prispél vyznamnou mérou ke zdokonaleni dosud primitivniho pfistroje. Vymyslel, jak
presné vybrousit Cocky a jak je sestavit a upevnit, aby vytvoftily silny zvétSovaci efekt.
Také jako prvni na svété vidél a popsal krevni buiky. Velkou nevyhodou bylo, ze
mikroskop byl vtéto dobé jednocockovy. Tim byly jeho moznosti omezeny.
O mikroskop slozeny z vice CoCek se v roce 1665 zaslouzil anglicky fyzik a chemik
Robert Hooke. Ten vuvedeném roce vydal dilo Micrographia, v némz popsal
konstrukci mikroskopu s oddélenym objektivem, okularem a osvétlovacim zafizenim.
Dramaticky vyvoj pak zaziva mikroskopie v 19. stoleti. K tomuto piispél Carl
Zeiss, ktery v roce 1847 zahgjil vyrobu mikroskopu, dale Ernst Abbe, jenz se zabyval
studii optickych principti, a Otto Schott, ktery se zajimal o vyzkum optického skla.
Opticky mikroskop vSak ma své teoretické hranice, jez jsou dany rozliSovaci mezi
(viz nize) a vinovou délkou viditelného svétla. Bylo tedy nutné pfemyslet jinym smérem
a zkonstruovat mikroskop na odli§ném principu, a hlavné vyuzit jiny druh , osvétleni
o kratsi vlnové délce. Byl vyvinut elektronovy mikroskop, ktery misto svételného
paprsku vyuziva elektronovy svazek a misto sklenéné Cocky je CoCka magneticka.
Mikroskopie na tomto principu se poprvé objevila v Némecku v roce 1931.
V 80. letech minulého stoleti vznikla tzv. rastrovaci sondova mikroskopie. Roku
1981 byl vytvoten prvni fadkovaci tunelovy mikroskop (STM) Gerdem Binningem
a Heinrichem Rohrerem. O pét let pozdéji, v roce 1986, spatfil svétlo svéta mikroskop
atomarnich sil (AFM).
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Obr. ¢. 4: Typy mikroskopt [3]

2.2 Svétlo

Viditelné svétlo je elektromagnetické zareni o vinové délce 400 — 750 nm. VInové
délky svétla lezi mezi vinovymi délkami ultrafialového zareni a infraCerveného zateni.
Svétlo ma dualistickou povahu, coz znamena, ze ho mizeme chapat jako pficné vinéni
spojitého elektromagnetického pole a soucasné jako proud Castic (fotont).

Mezi zakladni charakteristiky svétla patfi:

Rychlost svétla (c) — ve vakuu je 3-10° m.s”, v latkovém prostredi je vzdy
nizsi.

Frekvence (f) — pocet kmitt za jednotku Casu, nezavisi na prostiedi a udava
barvu svétla, s rostouci frekvenci roste energie svétla.

Vinova délka (A) — mezi frekvenci, vinovou délkou a rychlosti plati vztah
A =c/f.

Amplituda (A) — udava nejvétsi odchylku sinusoidy od nulové hodnoty,
na amplitudé zavisi intenzita svétla.

Féaze (9p) — udava, vjaké casti viny (sinusoidy) se vinéni nachédzi v daném
casovém okamziku.

Svétlo tvofené vinénim o jedné vinové délce se nazyva monochromatické, o vice
vlnovych délkach polychromatické. Svétlo tvorené vSemi viditelnymi vinovymi délkami

se jevi jako

bilé.

Svétlo se prostorem §ifi podle tzv. Huygensova principu. Ten fika, ze kazdy bod

vlnoplochy

v prostoru se stava zdrojem elementarniho zareni. V opticky homogennim

prostfedi se svételné paprsky Sifi pfimocafe a nezavisle na sobé. V nehomogennim
prostifedi muze dojit k odrazu, lomu nebo ohybu svétla, pfipadné k jeho absorpci.
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2.3 Svételna mikroskopie

2.3.1 Svételny mikroskop

Mikroskop je nastroj, ktery nam umoziiuje pozorovat predméty, jez jsou pro sledovani
pouhym okem pfili§ malé. Snazime-li se dobfe vidét né&jaky drobny predmét,
pfiblizujeme si jej k oku. Tim si zvétSujeme zorny thel. Pokud ov§em u zdravého oka
umistime pfedmét do mensi vzdalenosti, nez je konvencni zrakova vzdalenost (25 cm),
vidime ho nezfetelné a rozmazané. Mikroskop umoziiuje zvétSeni zorného uhlu diky
soustaveé cocek, a tim dovoluje prohlédnuti malych predmétu.
Mikroskop se sklada ze tii zakladnich casti:

» optické soustavy

» osvétlovaci soustavy

* mechanického zafizeni

Opticka soustava se sklada ze tii Casti: objektivu, okularu a pohyblivého tubusu.
Objektiv 1 okular maji kladnou optickou mohutnost, tzn., ze se chovaji jako spojky.
Objektiv vytvari zvétSeny, skuteCny a prevraceny obraz. Obraz vytvoreny objektivem
se stava predmétem pro okular. Obraz okularu je zvétSeny, zdanlivy a prevraceny.
V praxi se nejCast€ji setkame se dvéma druhy mikroskopt. Jedna se o mikroskop
monokularni a binokularni.

F'.g
- o, AT
,h I,
- =S —
4
¥
ofF, —
objektny
- —
Fog
)

Obr. ¢. 5: Schéma optické soustavy mikroskopu [7]

Osvétlovaci soustava se sklada ze svételného zdroje, kondenzoru, zrcatka a irisové
clony. U starSich mikroskopt je pouzito zrcatka, aby odrazelo umélé nebo piirozené
svétlo do optické soustavy mikroskopu. Moderni pfistroje maji osvétlovaci zafizeni
zabudovano pfimo v téle mikroskopu. Kondenzor je tvofen soustavou Cocek o kratké
ohniskové vzdalenosti. Jeho hlavnim ukolem je soustied'ovat svétlo, které prochézi
pozorovanym preparatem. Kondenzor je ulozen pod stolkem mikroskopu. Irisova clona
je soucasti kondenzoru a umoziuje regulovat kontrast obrazu analyzovaného preparatu.

Mechanicka ¢ast zahrnuje stativ, nosi¢ tubusu, stolek arevolverovou hlavici.
Stativ vytvafi velmi pevnou oporu mikroskopu, je spojen svym ramenem s nosi¢em
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tubusu a se stolkem. V horni casti tubusu se nachazi okular, ve spodni casti je
revolverova otaceci hlavice, v niz jsou umistény jednotlivé objektivy. Revolverova
hlavice umoznuje snadné stiidani objektivii. Na téle mikroskopu se nalézaji dva Srouby
— makrometricky a mikrometricky. Makrometricky Sroub slouzi k hrubSimu posunu
a zaostfeni pozorovaného predmétu. Mikrometricky Sroub umoziiuje jemny posuv
a presné zaostteni preparatu.

Celkové zvétSeni Z mikroskopu se vypocita jako soucin zvétSeni objektivu Z,,
a okularu Z:

Zzzoh-zokzﬁ, (D

fok'foh

kde
d ... konvencni zrakova vzdalenost,
4 ... opticky interval mikroskopu (vzdalenost mezi obrazovym ohniskem
objektivu a predmétovym ohniskem okularu),
fob @ for ... ohniskové vzdalenosti objektivu a okularu.

V tuto chvili by nas mohlo napadnout, Ze vhodnou volbou ¢ocek v mikroskopu
dosdhneme neomezeného zvétSeni preparatu. Takové zvétSeni by nam vSak
neumoznovalo rozliSeni detail vzorku. ZvétSeni je tedy omezeno rozliSovaci mezi
mikroskopu:

5‘:4, (2)

n-sina
kde

o ... miizkova konstanta (vzdalenost dvou vrypu mfizky),

A ... vlnova délka pouzitého svétla,

n index lomu prostfedi mezi celem objektivu a krycim sklickem preparatu,

o ... thel svirany optickou osou mikroskopu a plastém kuzelu, v némz se
nachazejl paprsky, které z daného mista prepardtu mohou vstoupit do objektivu
a podilet se na zobrazeni.

Vyraz ve jmenovateli se nazyva numericka apertura objektivu.

2.3.1.1 Podstata vzniku obrazu ve svételném mikroskopu

Vysvétleni vzniku obrazu v mikroskopu podal roku 1873 Ernst Abbe. Zakladni
myslenka se opira o Huygenstv princip — kazdy bod osvétleného objektu se stava
zdrojem sekundarnich sférickych vin.

Podle optickych vlastnosti jednotlivych bodi objektu se dopadajici svétlo
v kazdém z bodu transformuje (ohyba se, lame, méni se jeho amplituda, faze) a vznikaji
sekundami viny. Ty spolu interferuji jako po prichodu svétla st€rbinou nebo optickou
miizkou. Vysledné vinéni, které obsahuje informaci o vzhledu objektu, vstupuje do
objektivu. V jednotlivych bodech zadni ohniskové roviny objektivu se setkéavaji
sekundarni viny, které opustily rovinu predmétu rovnobézn€. Dochazi k jejich
interferenci a v souladu s Huygensovym principem se stavaji zdrojem novych vin, které
v obrazové roviné mikroskopu skladaji zvétSeny a prevraceny obraz. [5]
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2.3.2 Stereomikroskop

Stereomikroskop se od svételného odliSuje svoji konstrukci. Stereomikroskopie pouziva
dveé oddélené optické drahy, aby bylo dosazeno odlisnych uhli pro pravé a levé oko.
Timto zpisobem se dosahne trojrozmémé vizualizace vzorku. Tato mikroskopie je
vhodna i1 pro vétsi objekty, mize byt pouzita napf. pro studium povrchu pevnych
vzorku, pti praci v blizkosti vzorku, jako je neurochirurgie, vyroba hodinek apod.

Rozdil oproti bézné mikroskopii je také v tom, ze stereomikroskop pouziva vrchni
osvétleni. Odrazejici se svétlo od povrchu objektu umoziuje vySetfit ¢asti, které by byly
pro béznou mikroskopii pfilis silné nebo nepriihledné. Pracovni vzdalenost a hloubka
ostrosti jsou dvé vlastnosti, které jsou dulezité pro praci se stereomikroskopem. Pro obé
vlastnosti plati, ze ¢im je vysSi rozliSeni, tim je mensi hloubka ostrosti a pracovni
vzdalenost.

\/
ANNNN -‘m - ! mm
A amafler

Obr. €. 6: Slozeni stereomikroskopu [19]
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2.3.3 Hranice moznosti optickych soustav

Hranice moznosti optickych soustav jsou dany vinovou podstatou svétla, omezenou
Sitkou svazku paprski, nekomplanarnosti pozorovaného objektu a rozliSovaci
schopnosti snimaciho zafizeni.

Svétlo se Sifi pfimocate, pokud je splnéna podminka homogenity a izotropniho
prostfedi a pokud se Sifi kolem prekazek, které jsou mnohonasobné vétsi, nez je délka
pouzitého svétla. Pfi pozorovani mikroskopického preparatu je svétlo vzdy ohybano na
preparatu samotném. K presnéjSimu popisu funkce optickych soustav tedy musime vzit
v uvahu vlnovou podstatu svétla. U optickych soustav se zavadi tzv. rozliSovaci
schopnost, jez je dana vzdalenosti dvou bodu ¢i Car, které 1ze jeste od sebe rozlisit.

RozliSovaci schopnost mikroskopu dle Abbeho: Pozorujeme-li mikroskopem
drobnou prekazku, dochazi k ohybu svétla a zmeéné svételného paprsku o uhel a.
Ozna¢me 2u maximalni thel paprska, které projdou mikroskopem. Kdyby bylo a; < u,
pozorovali bychom jen maximum 0. fadu, vytvorené jen paprsky prochézejicimi
pfedmétovym nevlastnim bodem. Protoze chod téchto paprskii mfizka nezmeéni,
pozorovali bychom stejnomérné osvétlené pole. Pritomnost mfizky tedy pozorujeme
diky paprskim, pro které je a; > u. ZkusSenost ukazuje, ze jesté rozlisitelné jsou body,
jejichz nulté maximum se kryje s prvnim minimem dal§iho bodu. [11]

RozliSovaci schopnost lze urCit i experimentadlné. Vezmeme linearni miizky
s postupné se zvétSujicim pocCtem Car na jednotku, pozorujeme danym mikroskopem
a mefime kontrast. Za rozliSovaci schopnost pak prohlasime rozliSeni miizky, u které
kontrast poklesl na pfedem stanovenou hodnotu o, pfi¢emz za jednotkovy kontrast
povazujeme kontrast obrazu mfizky, jejiz vrypy lze mikroskopem bezpecné rozeznat.
Za prahovou hodnotu je nejcastéji povazovano a = 0,5 ¢i a=0,2. [11]

Optickou soustavu nikdy nelze zaostfit tak, aby obrazem bodu byl bod. Pokud se
ma obraz zobrazit ostfe, musi se nachazet v tzv. rovin€ ostrosti, tedy v roving, na niz je
soustava zaostfena. Pozorované predméty vSak cCasto nelze za rovinné povazovat
a rovina ostrosti pak protne pozorovany objekt ve vrstevnici. Body v této vrstevnici se
zobrazi s maximalni moznou ostrosti, body pozorovaného predmétu nachazejici se
mimo tuto rovinu se nebudou zobrazovat jako body a budou rozmazané.
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Obr. ¢. 7: Nekomplanarnost pozorovaného predmétu [11]

Dalsi limitaci je rozliSovaci schopnost snimaciho zafizeni. Snimaci zafizeni neni
schopné zobrazit euklidovsky bod na euklidovsky bod. Snimaci zafizeni ma konec¢nou
rozliSovaci schopnost a zobrazuje bod na pixel s nenulovymi rozméry. Pfi zobrazovani
se kazdy bod vlivem vySe uvedenych jevi zobrazi jako rozmazana ploska, ktera se
nazyva stopa bodu a ma nenulové rozméry. Kvili tomu, ze pfi snimani neni mozné
zobrazit bod jako bezrozmérny objekt, 1ze za ostfe zobrazeny povazovat nejen bod,
ktery se zobrazi na bod, ale i bod, jenz se zobrazi na stopu s rozméry mensimi, nez je
pixel snimaciho zafizeni. Takovy snimany bod se pak nemusi nachazet pfesn¢€ v roviné
ostrosti, ale jen v tzv. pasmu ostrosti.

2.4 Porizovani mikroskopickych fotografii

Mikroskopické fotografie se daji pofizovat digitdlnim fotoaparaitem, CCD kamerou
nebo digitalnim mikroskopem. Pozorovany a zaznamenany mikroskopicky obraz je déle
zpracovan pomoci specialniho softwaru na pocitaci.

Prvni moznosti je pofizovani mikroskopickych fotografii digitalnim fotoaparatem,
ktery lze pfipojit na mikroskop. Digitalni fotoaparaty jsou urcené k pfipojeni piimo do
okularového tubusu mikroskopu a umoziuji sledovani obrazu z mikroskopu v realném
Case nebo potizovani digitalnich fotografii. Velkou vyhodou digitalni fotografie je
moznost okamzité kontroly zhotoveného snimku. Pokud kvalita snimku neni
odpovidajici, je snadné ihned zhotovit novy. Na dnesnim trhu jsou dostupné kamery
s Sirokym dynamickym rozsahem, velkou citlivosti a vysokym rozliSenim. Na vybér
jsou jak barevné, tak i Cernobilé systémy. Snimek se zaznamenava na pamétoveé
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médium — kartu. Rozhodujicim faktorem ovlivilyjicim kvalitu  pofizenych
mikroskopickych fotografii je kvalita snimaciho systému. Tu mizeme zvysit pouZzitim
jak kvalitni optiky mikroskopu, tak i digitalniho fotoaparatu s rozliSenim kolem 3
miliont pixeld a vice.

Déle se nabizi moznost potizeni mikroskopickych fotografii pomoci CCD
kamery. Toto je spiSe zalezitost specializovaného mikroskopického pracovisté. Cely
systém je pomérné nakladny, nebot vyzaduje kvalitni mikroskop, kameru a vykonny
pocitaC. Kamery se pfipojuji k mikroskopu pomoci specialniho zavitu.

Je mozné se setkat stzv. digitalnim mikroskopem, ktery umoziiuje prenos
sledovanych preparatd do pocitate. VétSina té€chto mikroskopt vznikla rozsifenim
stavajicich o integrovanou kameru.

Pfi nakupu mikroskopu, ktery umoziuje potfizovani mikroskopickych fotografii,
byva soucasti baleni 1 program na zpracovani pofizenych fotografii. Pfikladem takového
programu muze byt napf. QuickPHOTO MICRO od Promicry, viz obr. 8.

Obecné programy slouzi k vlastnimu snimani, archivovani a zpracovavani
ziskanych dat. Zivy obraz na monitoru PC zmikroskopu dale usnadiiuje ostieni
a spravné exponovani snimku, jako je uprava intenzity pozadi, jas, kontrast, sytost
barev. Programy dale byvaji vybaveny fadou funkci, jako je méfeni délek, obvodu,
ploch, uhll, pocitani objektl, analyza fazi, méfeni intenzity fluorescence a barev,
pfidavani textové dokumentace k obraziim. Software disponuji i funkci pro ¢asosbérné
fotografovani, coz umoziuje pofizovat snimky v pfedem definovaném casovém
intervalu. Programy rovnéz umoziluji pracovat s vice snimky soucasn€, pro snadné
porovnavani se muze zobrazovat vicero snimku vedle sebe.
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Obr. €. 8: Ukazka software pro zpracovani mikroskopickych fotografii QuickPHOTO
od Promicry [17]
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3 Zpracovani obrazu

Vlastni zpracovani obrazu obvykle délime do nékolika krokt. Deéleni neni zcela
jednoznacné a literatura se v tomto ohledu rizni. Mezi zakladni kroky patii snimani
a digitalizace obrazu, predzpracovani, segmentace obrazu, popis objektl, klasifikace.

(4]

3.1 Snimani a digitalizace obrazu

Sniméni obrazu je prevod optické veli¢iny na elektricky signal. Pfi snimani obrazu je
trojrozmérny objekt preveden na dvojrozmérny, coz se provadi pomoci optické soustavy
objektivu. Objekt je optickou soustavou promitan na obrazovy snimac, ktery méni jas
objektu v daném bodé na hodnotu elektrického napéti. V dnesni dobé se pro tento ucel
pouzivaji kamery s polovodiCovymi snimaci, nejcastéji CCD prvky (charge coupled
devices).

CCD prvky jsou tvoreny tzv. mozaikovou strukturou. V kazdém bod€ mozaikové
struktury je umistén svétloCivny prvek, ktery dle poctu dopadajicich fotonti vygeneruje
mnozstvi elektrického naboje. Vygenerované mnozstvi elektrického naboje je umeérné
vystupnimu elektrickému napéti. Mozaikova struktura je vyhodna v tom, ze obraz je
touto strukturou rozdélen na pomyslnou matici obrazovych bodi. Vystupni elektricky
signal je tedy dan velikosti osvétleni daného obrazového bodu. Napéti na daném bodu
se poté musi prevést na cislicovou hodnotu, k ¢emuz slouzi analogové-Cislicovy
prevodnik.

CCD vyuziva fyzikalniho jevu znamého jako fotoefekt. Fotoefekt spociva v tom,
ze foton pfi narazu do atomu dokaze prevést néktery z jeho elektronti ze zakladniho do
excitovaného stavu. V polovodici se pak uvolnény elektron mize podilet na elektrické
vodivosti, tzn., ze je ho mozno z polovodi¢e odvést pomoci piilozenych elektrod.
U CCD je elektroda od polovodice izolovana tenkou vrstvou oxidu kiemicitého SiO»,
ktery se chova jako dokonaly elektricky izolant, takze uvolnéné elektrony nemohou byt
odvedeny pryc€.

Cinnost CCD Ize rozdglit do 3 &asti. Prvni &ast je pipravna. Béhem této faze jsou
z CCD bez pristupu svétla odebrany vSechny volné elektrony, tzn., ze je z Cipu smazan
jakykoliv zbytek pfedchoziho nasnimaného obrazu. Dalsi faze je fazi expozic¢ni. Na
CCD prvek se necha pusobit svétlo. Dopadajici fotony excituji v polovodici elektrony
a jsou pritahovany ke kladné nabitym elektrodam (na obr. 9 a 10 oznaceny cCislem 1).
Po elektronech ztstanou v polovodici tzv. diry, které vykazuji viici svému okoli kladny
naboj a jsou piitahovany elektrodou naspodu CCD. [10]
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Posledni fazi je snimani obrazu. Po uzavieni zavérky (napiiklad u fotoaparatu) se
na elektrody zaCne piivadét trojfazovy hodinovy signal (existuji vSak i CCD prvky se
Ctyffazovym nebo naopak dvoufazovym c¢tenim). To znamend, Ze se na elektrodach
2 zacne pozvolna zvySovat napéti, zatimco na elektrodach 1 se snizuje. Tento cely d¢j
poté opakované probiha mezi elektrodami 2 a 3, dale mezi 3 a 1. Shluky elektront
z jednotlivych pixeld se posouvaji pres sousedni pixely smérem k vystupnimu
zesilovaci. Tento zesilovac pak uz jen zesili maly proud odpovidajici poctu nachytanych
elektrond v jednotlivych pixelech na napétové trovné vhodné pro dalsi zpracovani
obrazu.

Obr. ¢. 9: Expozice obrazu [10]
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Obr. ¢. 10: Snimani obrazu [10]

Dalsim nezbytnym krokem ve zpracovani obrazu je digitalizace, tedy uz zminény
pfevod analogového signalu na digitalni pomoci analogové digitalniho pifevodniku.
Digitalni obraz je pak ekvivalentem spojité obrazové funkce f(i,j), kde i, j jsou
soufadnice v prostoru. Digitalni obraz je ziskan pomoci vzorkovani do matice boda.
Vzorkovéani se fidi Shanonovou vétou, ktera fika, ze nejmensi detail v digitadlnim obraze
musi byt minimalné dvojnasobkem vzorkovaci frekvence. Volba vhodného vzorkovani
(rozliSeni) v obraze je pfitom zasadnim krokem digitalizace. Pfi nizkém rozliseni by se
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ztracely informace o detailech v obraze, na druhé stran¢ pii velmi vysokém rozliSeni by
stoupala vypocetni slozitost a narocnost dal§iho zpracovani obrazu. Velikost obrazu se
udéava v obrazovych bodech — pixelech.
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Obr. ¢. 11: Prevod optické informace na Cislicovy obraz [6]
3.2 Predzpracovani obrazu

Predzpracovani je nezbytnou operaci. Snimany obraz muze byt kvuli vybranému
zpusobu snimani ¢i nevhodnym podminkam pfi prabéhu snimani zkreslen. Pokud mame
informaci o charakteru zkresleni, daji se tyto chyby opravit korekci, mezi né€z muze
patfit Uprava jasu, potlaceni Sumu, geometrické transformace, ostieni. Predzpracovani
obrazu jsou zakladni postupy, které se musi provést, abychom mohli vyhodnocovat
informaci, jez je obsazena v obraze.
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3.2.1 Uprava jasu, kontrastu

K upravé jasu, kontrastu ¢i barevné stupnice se daji pouzit bodové operatory typu
gix = Mfix), kde A je zvolend spojitd ¢i diskrétni funkce. Bodové operatory jsou
nejjednodussi prostiedky na zpracovani obrazu, 1 pfesto se vSak jedna o ucinny
prostfedek ke zvyraziiovani obrazu.

Mezi zakladni typ operatoru patii globalni transformace kontrastu, kde funkce A
nezavisi na poloze v obrazu. Existuje fada typickych zavislosti vyjadfujicich tuto
funkci, jejichz ucelem zpravidla je zvySeni kontrastu v nékteré casti stupnice Sedi.
Vzhledem k omezenému dynamickému rozsahu hodnot obrazovych element takova
uprava soucasné vede ke snizeni kontrastu v jiné Casti stupnice, a proto byva
u obrazovych procesori moznost interaktivniho upravovani zavislosti, které umoziuje
prohlizet rizné Casti obrazu postupné s rizné nastavenym kontrastem. [8]

Zvyseni kontrastu Sedotonového obrazu lze dosdhnout na zakladé nésledujiciho
principu. VSechny dostupné odstiny Sedi ve vystupnim obraze musi byt zastoupeny se
stejnymi Cetnostmi. Jedna se o tzv. ekvalizaci histogramu, kdy je zadouci, aby intenzity
jasu byly zastoupeny v co nejSir§im rozmezi a se stejnou Cetnosti. Pii této upraveé
nedochazi ke zvySovani informa¢niho obsahu obrazu. Histogram takového obrazu pak
ma vyjadfovat co nejrovnomérnéjsi zastoupeni.

3.2.2 Potlacovani Sumu

K omezovani Sumu lze vyuzit napt. lokalnich operatorti. Tyto operatory se uplatiuji
tam, kde Sum postihuje vSechny elementy obrazu stejnou mérou. Pro omezeni Sumu
muzeme pouzit model Sumu, ktery ma nulovou stfedni hodnotu a pro jehoz hodnoty
v sousednich obrazovych prvcich musi platit, Ze jsou nezavislé. LepS§i pomér signalu
k Sumu pak ziskame vahovanym prumérovanim hodnot sousedicich prvkia. Prameérujici
operatory maji obvykle charakter dolnopropustnych filtra.

Jiny typ ruSeni spociva v tom, ze postihuje jen jednotlivé body v obraze, Casto se
oznacuje jako Sum typu pepf a sul. Pro odstranéni tohoto typu Sumu je tfeba detekovat
chybny prvek. Na odstranéni tohoto Sumu se Casto pouziva medianovy filtr, ktery setidi
dle velikosti prvky vstupniho obrazu pokryté maskou zvolené velikosti a za vystupni
prvek pak dosadi prostiedni hodnotu setfidéné posloupnosti.

3.2.3 Ostreni obrazu

Ostfeni obrazu je do jisté miry protikladnou operaci ve srovnani s predchozi Casti
o potlaeni Sumu. Pifi potlaCovani Sumu bylo zadouci potlacit slozky s vySSimi
frekvencemi, protoze ¢asto ty jsou pravé Sumové. Pii ostfeni obrazu je naopak zadouci
zvysit podil slozek s vySsimi frekvencemi, protoze se zde predpoklada, ze pravé ony
nesou informaci o hranach a detailech obrazu. Pfi zpracovani obrazu je tedy tfeba hledat
kompromis: zaostfovani je mozné jen do té miry, aby nedoslo k neunosnému zhorseni
signalu k sumu. [8]

Hrany jsou déany vlastnostmi obrazového elementu a jeho okoli, jsou ureny
nahlou zménou obrazové funkce f(x,y). Zménu funkce popisuje jeji gradient. Prvni
slozkou gradientu je jeho velikost, druha slozka pak udava uhel, pod kterym hrana bézi.

Pti zaostfeni je mozno vyuzit diferencnich operatord, jez kompenzuji pramérujici
funkce zobrazovaciho ¢i komunikacniho systému.
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3.3 Segmentace

Segmentace je dalSim dulezitym krokem ve zpracovavani obrazu. Tato analyza vede
k nalezeni objektd v obraze. Cilem segmentace je rozdéleni obrazu do jednotlivych
oblasti, které¢ mohou byt povazovany za homogenni. Typickou segmentaci je prahovani,
dale pak mizeme segmentovat na zakladé hran v obraze, hranic objektd apod.

Prahovani je bodova operace, ktera segmentuje obraz na zakladé jasu. Pti prostém
prahovani se zobrazuje vSe Cerné pod jistou mezi vstupni zadaného jasu a vSe bile nad
hodnotou meze jasu. Tedy pixely, které maji jas vétsi nebo roven prahu, jsou oznaceny
algoritmem jako 1 a pixely, jejichz jas je mensi nez zvoleny prah, jsou oznaceny jako 0.
Casto se pro zvoleni prahu vyuziva histogram.

3.4 Popis objektu a klasifikace

Pfi popisu obrazu muzeme postupovat dvéma zakladnimi zpasoby. Prvni je zalozen
na kvantitativnim pfistupu, jenz zahrnuje popis objekti v obraze pomoci Ciselnych
charakteristik jako napft. velikost objektu. Jinou moznosti je kvalitativni pfistup, kdy se
popis soustfed’'uje na jednotlivé objekty, tvarové vlastnosti apod.

Klasifikace vysledku je zavérecna operace ve zpracovani obrazu. Pfi klasifikaci
tfidime do skupin podle spolecnych ptiznakt. Pro takovéto tfidéni lze pouzit nastroju,
jako jsou umélé neuronové site, statistické metody, ale tieba 1 metody fuzzy logiky.
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4 Cile prace

Tato prace ma pii pojeti tématu mikroskopické snimky s vysokou hloubkou ostrosti
snahu nejenom popsat teoretické moznosti, ale také zabyvat se hledanim moznych
zpusobu dosahnuti vytvoreni snimku s vysokou hloubkou ostrosti.

Prvnim cilem prace je seznamit se s optickym mikroskopem a s postupem pfi
pofizovani mikroskopickych fotografii. Tento cil rovnéz zahrnuje prostudovani
problematiky ostfeni pii pofizovani konkrétnich snimkl s riznymi rovinami ostrosti
a problematiky nasledného obrazového zpracovani této sady snimku za Gi¢elem dosazeni
vysledného snimku s extrémni hloubkou ostrosti.

Dale je cilem této prace prostudovani moznych algoritmii pro obrazové
zpracovani sady snimku, poté zpracovani navrhu metody pro zvyseni hloubky ostrosti
a kone¢né€ provedeni programového feSeni algoritmu s vyuzitim prostiedi Matlab
k tomuto tcelu.

V neposledni fadé je cilem této prace ovéfeni funkCnosti systému na realnich
datech. Funk¢nost vytvofeného algoritmu bude ovéfena pofizenim sady
mikroskopickych snimkd konkrétniho objektu s riznymi rovinami ostrosti a aplikaci
vytvoreného algoritmu, ktery provede propojeni jednotlivych snimki a nasledné
vygeneruje vysledny snimek s extrémni hloubkou ostrosti. Poslednim cilem prace je
zkoumat a zabyvat se moznostmi aplikace systému pro dalsi praktické vyuziti.
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5 Ostrost

5.1 Ostrost obrazu

Castym problémem v riznych odvétvich pocitadového vidéni, mikroskopie aj. je vybér
ostré Casti obrazu z celkového snimku. Cilem je vybrat ,,dobrou, ostrou” ¢ast snimku,
ktera bude vhodna pro dalsi zpracovani.

Mikroskop nam dava dvourozmeérny obraz, kdezto vzorek, ktery snimame, je vzdy
trojrozmémy. Obraz, ktery pozorujeme v mikroskopu, tedy obsahuje 1 rozmazané Casti
vzorku, tvorené svétlem pfichdzejicim k detektoru z oblasti, jez se nachdzi mimo
zaostfenou rovinu. Tyto ¢asti navic prekryvaji ostry obraz. Celkové je ziskany obraz
tvofen rozmazanymi castmi az z 90 %. Tato skuteCnost je dana hloubkou ostrosti
mikroskopu. Hloubka ostrosti je pfimo umeérna vinové délce a nepfimo umeérna
numerické apertufe, pfi¢emz numerickou aperturu (NA) miuzeme definovat jako

NA = n - sin, 3)

kde
... je thlova apertura,
n... index lomu imerzniho média.

Pro ziskani trojrozmérného obrazu je tieba snimat vzorek po jednotlivych rovinach, na
které se postupné zaostiuje. Celkovy obraz je tedy tvofen posloupnosti 2D snimkd.

Dopadajici svétlo na detektor vzniklé v jednom bod€ snimaného obrazu 1ze popsat
funkci, ktera se oznacuje jako rozptylova funkce PSF (Point Spread Function). Tato
funkce urcuje, jak bude vypadat kazdy zobrazovany bod vzorku. Jednotlivé body
vzorku jsou tedy charakterizovany funkci PSF, pfiemz plati, ze ¢im vét§i je PSF
funkce, tim je horsi rozliSeni obrazu.

Pokud budeme povazovat PSF za prostorové nezavislou, muzeme vztah mezi
snimanym vzorkem, funkci PSF a ziskanym obrazem popsat konvoluci. Vztah mezi

ptivodnim snimkem f(x,y) a ziskanym snimkem g;(x,y), ..., gn(X,y) mizeme vyjadrit
jako

gi(x,y) = (f *h)(xy),i=1,..,n, (4)
kde

hi(x,y) ... PSF rozptylova funkce.

V idealizovaném piipadé hij(x,y) = d(x,y) bychom dostali g;(x,y) = f(x,y). Ve skutecnosti
vSak hi(x,y) ma charakter neznamého dolnopropustného filtru.
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5.2 Hloubka ostrosti

Hloubku ostrosti mizeme definovat jako hloubku prostoru v roviné predmétu, v niz lze
obraz predmétu vidét jako ostry. Je to vzdalenost mezi meznimi rovinami, ve kterych je
pozorovany povrch ostie viditelny. Hloubka ostrosti zavisi na rozlisitelné vzdalenosti
dpyin a na vstupnim thlu 2« pouzitého objektivu a je dana vztahem:

d_.
H: min , (5)

kde
H ... hloubka ostrosti.

Skute&né ostré objekty jsou pouze ty, které se nachazeji v roviné ostrosti. Cim je objekt

blize nebo dale od této roviny, tim jeho rozostfeni stoupa. Hloubka ostrosti je
subjektivni rozsah, kde se nam zdaji pozorované objekty ostré.

/—— celni cocka objektivu

. |

b 2a homi rovina

7] ostrosti

L)

2% ideaini rovina

2 ostrosti

Y —

] e < A

spodni rovina
ostrosti

Obr. ¢. 12: Hloubka ostrosti [21]

Hloubka ostrosti klesd snumerickou aperturou a se zvé€tSenim objektivu. Méné
zvetsSujici objektivy (4x, 10x) maji veét§i hloubku ostrosti oproti vice zvétSujicim
objektivim (40x, 60x, 100x). Hloubku ostrosti lze zvysit clonénim nebo snizenim
postaveni kondenzoru. Mala hloubka ostrosti tedy zpusobuje, Ze v pozorovaném
prostorovém utvaru (jakym je napf. burika) nelze zaostfit na vSechny struktury
najednou.

Hloubku ostrosti mtizeme dale ovlivnit clonénim, pficemz pfi clonéni nedochazi
k ovliviiovani kompozice obrazu. Snizenim clonového c¢isla (otevienim clony) se
hloubka ostrosti snizuje, zatimco zvySenim clonového cisla (uzavienim clony) se
hloubka ostrosti zvySuje. Uzavienim clony se sice zvySuje hloubka ostrosti, ale naopak
se snizuje rozliSovaci schopnost. Pokud je oteviena clona (viz obr. 13), dopadaji
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paprsky svétla na detektor hodné rozeviené, ¢imz dochazi k tomu, ze i mald odchylka
v zaostfeni vytvori velké rozostfeni. Naopak pii vys§im clonovém Cisle (viz obr. 14)
prochéazeji paprsky objektivem vice sbihavé, proto stejnd odchylka v zaostfeni
nezpusobi v roviné detektoru tak velké rozostieni.

Zakladni rovnice objektivu: Chonn Rovina
lis+1/d= 1/ d | filmu
.i:
I ’)g
I ST e ; e
]
: i i
] g
: x:\ | W
) 3 13
! ) 0bje’div : ¢ = velkost
: f = ohniskova vzdalenost . rozostreni
1 %
| Clona -
1 s d
[ » < >

Obr. ¢. 13: Ovlivnéni hloubky ostrosti otevienou clonou [14]

wak bi b Clona

I/s+1/d=1/4

Rovina

f = ohniskova vzdalenost

Obr. €. 14: Ovlivnéni hloubky ostrosti uzavienou clonou [14]

5.3 Metoda skladani obrazu

Mezi cile této prace patii vysvétleni a uvedeni metody, jak muZze vypadat realizace
skladani dvou a vice obrazi do sebe. Obrazy se od sebe lisi rovinou ostrosti, tedy tim,
ze na kazdém obrazu je ostra jina Cast téhoz pozorovaného objektu. Kvili limitaci
optickych soustav neni mozné ziskat obraz, na kterém by byly vSechny casti objektu
ostré. Proto vznika technika skladani objektl, jejimz cilem je ziskat ze sady obrazd
jeden vysledny obraz s vysokou hloubkou ostrosti. Tato technika se stava stale vice
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oblibenou v mnoha odvétvich. Na trhu jsou k dispozici razné produkty zabyvajici se
touto technikou, napt. Modul Deep Focus od Promicry.

Zakladni myslenkou techniky skladani objektd je vybér ostrych Casti (pixelt) ze
zdrojového obrazu a nasledné pak ziskani vysledného slozeného obrazu. Tuto myslenku
lze realizovat vicero moznymi principy. Centrem naseho zajmu miZze byt napf.
prostorova frekvence, obrazovy gradient ¢i fazova koherence.

Zakladnim bodem této techniky je skladani obrazi a v tom tkvici problém — jak
vyhodnotit rozmazani obrazu a vybrat z n¢j tu cast, ktera nese informaci o ostrosti.

Jednotlivé 2D obrazy ozname jako Ii(x,y), L(x,y), Ix(x,y), ... In(X,y) a tyto
jednotlivé obrazy chceme spojit do jednoho vysledného f(x,y). Jednoduchou metodou
by mohl byt aritmeticky soucet vyjadien jako:

N
1
G0 =3 D ().
i ©)

Nevyhodou tohoto propojeni je vSak to, ze vSechny informace obsazené v obraze jsou
povazovany za stejné (stejné dualezité). Timto zpisobem by doslo k znehodnoceni
nékterych informaci. K dulezitym Castem obrazu, které nesou ,,vétsi“ informaci, se musi
pristupovat jinou cestou, napi. vahovanym prumérem:

Y1 Wn (%, ) - L(x,y)
Zg=1 wy (x,y)

foy) =
(7

kde
wy(x,y) ... vaha obsahu informace na pozici (X,y) pro n-ty snimek.

A prave spravna volba ¢i spravné vytvoreni wy(x,y) bude dilezité pro fuzi jednotlivych
obrazi. Bézné se pro hodnoceni ostré a rozostiené Casti obrazu pouziva prostoroveé
frekven¢ni spektrum. Jak uz bylo vySe uvedeno, u slozek s vys$§imi frekvencemi se
predpoklada, ze nesou informaci o hranach a detailech v obrazu.
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5.3.1 Schéma metody

Nacdteni snimku
1-N

Fazové Metoda frekvenéné
Metoda Metoda . o
dilova dientni koheren¢ni selektivni
rozdiiova gradientnt metoda vahovana medianem
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5.3.2 Mozné metody pri hledani miry ostrosti

Problém vybéru lokaln€ nejlépe zaostieného mista v obrazu ze série rizné rozostienych
(rozmazanych) obrazi jedné scény nachazi Cetna uplatnéni. Pozice ostrého mista
v obrazu je pro kazdy pixel obrazu urCena vyhledanim maximalni miry ostrosti na
okolich tohoto bodu. Pod pojmem mira ostrosti rozumime funkcional definovany na
prostoru obrazovych funkci, ktery kvantifikuje miru zaostieni. Méla by byt nezavisla na
textufe objektu, jehoz rozostfené obrazy popisuje, a monotonni vzhledem
k rozostfovani. Dale by méla byt co nejvice odolna vuéi pritomnosti Sumu. VétSina mér
ostrosti odpovida filtrim zdaraziujicim vysoké frekvence, protoze rozostieni ma
opacny efekt. [15]

Nize uvadim mozné metody pii hledani miry ostrosti (v nasledujici Casti
predstavuje I(x,y) obrazovou funkci):

* Rozdilova metoda — rozptyl jasovych hodnot

Sroz = M—>1<NZ Z(I(x,y) — w2
x y

(8)
kde

4 ... stfedni hodnota intenzity jasu pixelu je definovana jako
1
b= 2x Ly I(x y). )
Pro praktické pouziti je méné vhodna, protoze pfi vypoCtu miry ostrosti
na prekryvajicich se obrazovych oknech nelze vyuzit jiz napoctené casti, jelikoz

v kazdém okné je jina stfedni hodnota.

» Gradientni metoda — energie obrazového gradientu

Sgrad = z Z(I)% + 13%)'
x Yy

(10)
kde
I, a I, ... pfedstavuji obrazovy gradient ve vodorovné a svislé poloze a jsou
definovany jako I, = I(x + Ly) —I(x,y) al, = I(xy + 1) = I(x y). (11)
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»  Fazoveé koherencni metoda — v urcité pozici x, y muze byt stanoveno jako

1
Srim(6,9) =5 ) 1(h(x,7,0) sin(0))? + (h(x,,0) cos(0))?|
6

2
4 <z(h(x, y,6) sin(0)h(x, y, 6) cos(9))>
+% ? n :

\ (2[01(96, ¥, 0) cos(6))* — (h(x,y,0) Sin(9))2]>

6

(12)

2aW(x,y,0)|A,(x,y,0)Ap,(x,y,0)|

h(x,y,6) = YnAn(x,y,0) +¢& '

(13)

Ay (x,y,60) = cos(pn (x,,0) = P (%,y,0)) — [sin(¢n (x,y,0) — @n(x,y,0))|,
(14)
kde
W ... ptedstavuje frekvenci,
A, a @, ... predstavuji amplitudu a fazi,

¢ ... Jje mala konstanta, ktera se pouziva, aby nedoslo k déleni nulou.

* Metoda frekvencné selektivni vahovand medianem — kdy mira ostrosti bude

vyjadrena jako
stvm = z 2(19% + 132/)'
x y

(15)
kde
L, =med{I(x —1,y),1(x,y),I(x+1,y)}
— %med{](x -3, 9),1(x—=2,9),I(x—1,y)}
— %med{](x +1,y),I(x+2,y),I(x+3,y)}
(16)
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I, =med{I(x,y — 1),1(x,y),1(x,y + 1)}
- %med{](x,y —3),1(x,y — 2),1(x,y — 1)}
- %med{](x,y + 1D, I(x,y +2),1(x,y +3)}
(17)

* Metoda energie Laplaceova operatoru obrazu — velmi Casto pouzivanou mirou
ostrosti, kterou mazeme vyjadrit

Seu= ) Y (Pl y)
Xy

(18)
kde

V2 I(x,y) ... predstavuje obrazovy gradient ziskany Laplaceovym operatorem
nasledovné

-1 -4 -1
-4 20 —4).
-1 -4 -1
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6 Realizace algoritmu pro zvySeni hloubky
ostrosti

6.1 Popis pouzitého uzivatelského rozhrani

Tvorba aplikace na skladani obrazi probihala v grafickém uzivatelském rozhrani GUI
(Graphical User Interface) v Matlabu, coz je rozhrani sestavené z grafickych
komponent, jako jsou tlacitka, textova pole, posuvné seznamy, nabidky apod. GUI
poskytuje rozhrani mezi uzivatelem a aplikaci podiizenym kodem. Soustavu nastroju
pro tvorbu GUI poskytuje GUIDE (Graphical User Interface Development
Environment). Tyto nastroje proces navrhu a programovani GUI velmi zjednodusuji.
GUIDE poskytuje nejen sadu navrhovych nastroju, ale také generuje m-file odpovidajici
pouzitym grafickym prvkam, ktery obsahuje kod pro ovladani, inicializaci a spousténi
GUI Tento m-file poskytuje kostru pro implementaci callback funkci (funkce, které se
vykonaji, pokud je uzivatelé aktivuji objekty v GUI). Pti tvorbé v GUI je tfeba vykonat
tyto dvé zakladni ulohy:

» vyybrat komponenty a usporadat je v Navrhovém editoru GUIDE

* naprogramovat callback funkce pouzitych komponent

Pouzijeme-li ptikaz guide v piikazovém radku Matlabu, otevie se nam dialog GUIDE
Quick start. Pokud pouzijeme vytvoreni nového GUI a ponechame pirednastavenou
volbu, otevie se navrhovy editor. Tento editor umoziiuje snadné a rychlé vytvoreni GUI
pouzitim jeho soucasti, jako jsou tlacitka (buttons), vysouvaci nabidka (popdown menu)
nebo osy (axes).

Pti ulozeni ¢i spusténi GUI, GUIDE dochazi k automatickému vytvofeni dvou
soubort se stejnym jménem liSicich se pouze ptiponou:

»  Figure-file — soubor s priponou *.fig. Tento soubor obsahuje grafickou Cast,
popis grafické Casti, upravy tohoto souboru lze provadét v jiz zmifiovaném
Névrhovém editoru GUIDE.

" M-file — soubor s pfiponou *.m. Soubor obsahuje zdrojovy kod, pfi prvnim
spusténi/ulozeni GUI z Néavrhového editoru GUIDE vygeneruje m-file
s moznosti doplnéni vlastniho kodu pro kazdou callback funkci. Jednotlivé
callback funkce je nutno naprogramovat v m-file editoru.
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6.2 Popis zdrojového kodu

P11 spusténi nového GUI, GUIDE dochazi k vytvoteni figure-file a m-file (viz vyse). M-
file obsahuje zdrojovy kod (viz piiloha). Ve figure-file tvofime jednotlivé komponenty,
které potiebuyjeme. Jedna se napf. o push button (symbolizuje spoustéci tlacitko,
pouzivame jej k zahajeni urCeného vypoctu, pozadovaného kroku), pop-down menu (po
rozbaleni nam nabidne moznosti, které jsme si nastavili), check box (zaskrtnutim pole
volime danou moznost). Pomoci property inspektor, ktery se nam zobrazi po dvojitém
klepnuti na komponentu, muzeme nastavovat 1 dal$i parametry komponenty, napi.
minimalni zobrazovanou hodnotu, maximalni zobrazovanou hodnotu, barvy, velikost
pisma, nazev komponenty atd.

V okamziku, kdy jsme hotovi s rozmisténim grafickych prvkid, mizeme piistoupit
k vytvoreni zdrojového kodu jednotlivych komponent. Pfi kliknuti na tlacitko dané
komponenty se zobrazi m-file editor s predvytvorenym zdrojovym kodem. Zdrojovy
kod se sklada z jednotlivych funkci. V zésadé l1ze tyto funkce délit na dva druhy —
Callback a CreateFcn. Callback je funkce, ktera obsluhuje akci jednotlivych
komponent, a CreateFcn dany objekt vytvafi.

Do zdrojového kodu pak pfidavame jednotlivé piikazy, které nam zajisti
pozadovanou funkci a predavani dat mezi jednotlivymi funkcemi.

Uvodni &ast zdrojového kodu se tvoii automaticky, do niZ se s vyjimkou nastaveni
Inicialization handles nesmi zasahovat. Pti vytvareni GUI se vSechna data shromazduji
v proménné handles a nahravani do této proménné se déje pomoci funkce guidata. Tag
oznacuje objekt, jedna se o vlastnost, ktera definuje uzivatelské jméno objektu.

Pro nazornost a uvedeni vztahi mezi figure-file a m-file uvadim nasledujici
tabulku:

Typ String Description Tag

Panel Vstupni fotky iconpanel

Panel VSTUP

Panel Zobraz vstupni foto v grayscale

Panel VYSTUP

Panel STATUS status

Push Button | Prochazej. .. Browse

Push Button | VSTUP Read_Input_Images
Push Button | SPOJENI Execute_Fusion
Push Button | DEMO Multifocusdemo
Listbox Browse_window
Pop-up menu | Zobraz foto Show_Input_Image
Pop-up menu | Algoritmus Algorithms

Axes picture

Tabulka €. 1: Vztahy mezi figure-file a m-file.
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6.2.1 Algoritmus gradientni metody

Algoritmus pro skladani nactenych snimkd pomoci gradientni metody. Na zacatku je
zde mozné upravit velikost masky m,n, ktera se posouva, a u nactenych snimku se tak
provadi vypocet pro vSechny jejich pixely. Daéle je zji§tovana velikost snimku (size), je
nutné, aby vSechny snimky, s nimiz je pracovano, mély stejnou velikost.
Prostrednictvim piikazu tic, foc je méten Cas, jak dlouho bude trvat cyklus zpracovani
nactenych snimkd.

Data jsou upravena do tvaru s plovouci tfadovou carkou a s dvojnasobnou
presnosti (double precision) pomoci piikazu im2double. Je to z divodu rychlejsiho
vypo¢tu v Matlabu. Pfikazem padarray a nésledujiciho cyklu jsou oSetfeny kraje
obrazu.

Déle je v uvedeném algoritmu pocitana obrazova funkce dle gradientni metody
v ramci masky (viz rovnice 10, 11) a tim také urCena vaha pro kazdy pixel. Tyto vahy
jsou ulozeny do matice stejného rozmeéru jako vstupni snimek, normovany pomoci
nalezeni nejvétsi hodnoty v matici vah (pfikazu imdivide). Suma jednotlivych vah je
provedena pomoci prikazu imadd, ktera bude potiebna pro vypocet vysledného obrazu.
Vysledny obraz je tvofen z Casti jednotlivych dil¢ich obraza podle pfifazenych vah (dle
rovnice 7). Vysledny obraz se ukaze v hlavnim okné a také se uklada do stejného
adresare, z n¢hoz byly zpracovavané obrazy nacteny.

'{t~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k***********************

'{t~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k***********************

okl ALGORITHM EMERGY OF IMAGE GRADIENT E
'{t~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k***********************
'{t~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k***********************
if handles.algorithm index == $Index = 2 --> Energy of Image Gradient

$Mask iteractively applied for the gradient calculation

m = 3; $3ize of neighborhood is 2m+l x 2n+1

n = 3;

$3ize of the input picture

[rows cols] = size(handles.IM(1l).IM);

$Displays window with the waitbar

w = waitbar (0, 'Please wait....... Y

tic;

for 1 = 1:1:handles.inputpictures

%A1l calculation in double
AA = im2double (handles.IM(i) .IM) ;
$Pad array with [m n], default is 'replicate' and 'both'
A = padarray(AA, [m n]);
for j = 1:1:rows
for k = 1:1:cols
tempweight = 0;
$Watch the edges to make sure index stays within the array

if j == rows

j3 =3 +m- 1
else

jj =3 + m;
end
if k == cols

kk =k + n - 1;
else

kk = k + n;
end
$Applying the mask - Algorithm Energy of Image Gradient
for r = -m:1:m

for s = -n:1:n

ix = A((jj + r + 1), (kk + s)) - A((3] + r), (kk +
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iy = A((jj + r), (kk + s + 1)) - A((jj + r), (kk +

tempweight = tempweight + ix"2 + iy"2;
end
end
$3et the weight for every pixel
weight (i) .grad(j, k) = tempweight;
end
$Update waitbar for each picture
waitbar(j / rows, w, ['Please wait...Processing Picture ',
int2str(i)]);
end
$Convert matrix of weights to the nomalized form
norm = max(max (weight (i) .grad));
weight(i).grad_n = imdivide (weight (i) .grad, norm);
end
$Close the window with the waitbar
close (w) ;

tElapsed = toc

$Double array preparation with rows x cols size
suma_weight(rows, cols) = 0;
suma weight d = double (suma weight);
%Sum of weight needed for the pciture fusion
for 1 = 1:1:handles.inputpictures

suma_weight_d = imadd(suma_weight_d, weight(i).grad_n);
end
$Double array preparation with rows x cols size
output picture temp (rows, cols) = 0;
output:picture_: double (output picture temp) ;
$Calculation of the output picture

for 1 = 1:1:handles.inputpictures
image (i) .IM = double(handles.IM(i) .IM);
output picture = output picture + imdivide (immultiply (image (i) .IM,
weight(i).grad_n), suma_weight_d);
end
$Convert to integer
output picture8 = uint8(output picture);
$Create the output file and save into the working directory
file = [handles.pathname, 'output', handles.extension];

imwrite(output_pictureS, file);

$Display result picture

imshow(output_pictureS, 'Parent', handles.picture);

3Selected algorithm used for the Fusion

selected algorithm = handles.algorithm name{handles.algorithm index};

$Send message to Status field

set (handles.status, 'String', ['The picture shows result of the
selected_algorithm]);

6.2.2 Algoritmus metody frekvencné selektivni vihované medidnem

Algoritmus pro skladani nactenych snimki pomoci metody frekvenéné selektivni
vahované medianem. Na zacatku je zde mozné upravit velikost masky m,n, ktera se
posouva, a u nactenych snimki se tak provadi vypocet pro vSechny jejich pixely. Dale
je zjistovana velikost snimku (size), je nutné, aby vSechny snimky, s nimiz je
pracovano, meély stejnou velikost. Prostfednictvim pfikazu tic, toc je méfen Cas, jak
dlouho bude trvat cyklus zpracovani nactenych snimku.

Data jsou upravena do tvaru s plovouci tfadovou carkou a s dvojnasobnou
presnosti (double precision) pomoci piikazu im2double. Je to z divodu rychlejsiho
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vypoctu v Matlabu. Prikazem padarray a nasledujiciho cyklu jsou oSetfeny kraje
obrazu.

Na rozdil od gradientni metody je zde pocitana obrazova funkce pomoci okoli
daného pixelu (viz rovnice 15, 16, 17), z nichz tvofim median. Tedy z daného okoli
pixelu je vybran median a ten nese informaci o ostrosti pixelu v obraze. Dale je opét
takto vytvorena vaha ulozena do matice stejného rozméru jako vstupni snimek,
normovana pomoci nalezeni nejvétsi hodnoty v matici vah (pfikazu imdivide). Suma
jednotlivych vah je provedena pomoci piikazu imadd, ktera bude potfebna pro vypocet
vysledného obrazu. Vysledny obraz je tvoren z Casti jednotlivych dil¢ich obrazi podle
pfitazenych vah (dle rovnice 7). Vysledny obraz se ukaze v hlavnim okné a také se
uklada do stejného adresare, z néhoz byly zpracovavané obrazy nacteny.

Qs ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Qe k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Rl ALGORITHM FREQUENCY SELECTIVE WEIGHTED MEDIAN FILTER E
Qe k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

%**************************************************************************

elseif handles.algorithm index == %Index = 3 --> Frequency selective
weighted median filter
%%Mask iteractively applied for the gradient calculation
m= 1; %size of neighborhood is 2mt+l x 2n+l
n=1; 3
%Size of the input picture
[rows cols] = size(handles.IM(1l).IM);
%Displays window with the waitbar
w = waitbar (0, 'Please wait....');
tic;
for i = 1l:1:handles.inputpictures
%A1l calculation in double
AA = im2double (handles.IM(i) .IM) ;
%Pad array with [m n], default is 'replicate' and 'both'
A = padarray(AA, [mt+3 n+3]);
for j = 1l:1:rows
for k = 1:1:cols
%Watch the edges to make sure index stays within the array
93 = 3 + m + 3;
kk = k + n + 3;
tempweight = 0;
%Applying the mask - Algorithm Frequency selective weighted
median filter

for r = -m:1:m
for s = -n:1:n
%Select the right pixels and sort them
rl = [A((jj+r-1), (kk+s)) A((JJ+r), (kk+s))

A((Jj+r+l), (kk+s))];

rl s = sort(rl);

r2 = [A((jj+r=-3), (kk+s)) A((jj+r-2), (kk+s)) A((jJ+r-
1), (kk+s))1;

r2 s = sort(r2);

r3 = [A((jJ+r+1), (kk+s)) A((Jj+r+2), (kk+s))
A((jj+r+3), (kk+s))];

r3 s = sort(r3);

%Median is simpy the middle value of sorted array with
3 elements

ix = rl s(m+ 1) - r2 s(m + 1)/2 - r3 s(m + 1)/2;

cl = [A((§3+r+l), (kk+s)) A((jj+r+2), (kk+s))
A((jj+r+3), (kk+s))];

cl s = sort(cl);

c2 = [A((Jj+r), (kk+s=-3)) A((jj+r), (kk+ts-2))

A((jj+r), (kk+s=1))1;
c2 s = sort(c2);
c3 = [A((jj+r), (kk+s+1)) A((Jj+xr), (kk+s+2))

A((jj+r), (kk+s+3))1;
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c3 s = sort(c3);

%Median is simpy the middle value of sorted array with

3 elements

iy =cl s(n+ 1) - c2 s(n+ 1)/2 - c3 s(n + 1)/2;
tempweight = tempweight + ix"2 + iy"2;
end
end
%Set the weight for every pixel
weight (i) .grad(j, k) = tempweight;
end
%Update waitbar for each picture
waitbar(j / rows, w, ['Please wait...Processing Picture ',
int2str(i)]);

end
%Convert matrix of weights to the nomalized form
norm = max(max (weight (i) .grad));
weight(i).grad_n = imdivide (weight (i) .grad, norm);
end
%Close window with the waitbar
close (w);

tElapsed = toc

%Double array preparation with rows x cols size
suma_weight(rows, cols) = 0;
suma weight d = double (suma weight);
%Sum of weight needed for the pciture fusion
for i = 1l:1:handles.inputpictures

suma weight d = imadd(suma weight d, weight(i).grad n);
end
%Double array preparation with rows x cols size
output picture temp (rows, cols) = 0;
output:picture_: double (output picture temp) ;
%Calculation of the output picture

for i = 1l:1:handles.inputpictures
image (i) .IM = double (handles.IM(i) .IM);
output picture = output picture + imdivide (immultiply (image (i) .IM,
weight(i).grad_n), suma_weight_d);
end
%Convert to integer
output picture8 = uint8(output picture);
%create the output file and savs into the selected directory
file = [handles.pathname, 'output', handles.extension];

imwrite(output_picture8, file);

%Display result picture

imshow (output picture8, 'Parent', handles.picture);

%Selected algorithm used for the Fusion

selected algorithm = handles.algorithm name{handles.algorithm index};

%Send message to Status field

set (handles.status, 'String', ['The picture shows result of the
selected_algorithm]);

40



6.3 Popis grafického prostredi

Spusténi figure-file s nazvem Multifocus se da provést nasledujicimi zptsoby. Do
piikazového fadku v Matlabu lze napsat uvedeny nazev souboru nebo se muize do
ptikazového fadku napsat piikaz guide, kde je tieba vybrat zalozku Open existing GUI
a zde vybrat uvedeny soubor.

Po otevieni se nam ukaze nasledujici okno (viz obr. 15). Vpravo se nachazeji
jednotlivé komponenty, s jejichz pomoci se da program ovladat.

Multifocus

Vyscka hloubka ostrosti

— Vstupni fotky — VSTUP

Prochézej. .

VSTUP

Zobraz vstupni foto v grayscale

zobraz foto -

VYSTUP

algoritmus -

SPOJENI

DEMO

STATUS
( Initialization OK_...Ready ‘

Obr. €. 15: Ukazka spusténého figure-file Multifocus

Kliknutim na tlacitko Prochazej... 1ze vybrat slozku se snimky, které chceme dale
zpracovavat. Snimky mohou mit libovolny nazev, ale nazvy musi byt indexovany.
Syntaxe nazvu je <jméno><x>, kde x je pfirozené Cislo od 1 do n. Dale snimky musi
byt v nékterém z nasledujicich formata: jpg, bmp, tif. Po stisku tlacitka VSTUP dochazi
k nacteni snimku a jejich zobrazeni v levém panelu Vstupni fotky ve formé malych ikon
(viz obr. 16). Pocet ikon je omezen na 5 z divodu piehlednosti. Poklepnutim na seznam
snimkt v listboxu se zobrazi vybrany vstupni snimek v hlavnim okné v originalnim
barevném provedeni. Dole v poli STATUS se zobrazi informace o poctu nacetnych
snimkt a o jejich velikosti. V tomto poli se vzdy objevuje informace o aktualni akci
programu.
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B Multifocus =)
Vysoka hloubka ostrosti
r— Vstupni fotky— VSTUP
pokus1.JPG
pokus2.JPG
pokus3.JPG
pokus4.JPG

STATUS -
( 5 Input Pictures stored, size 576 x 768

|

pokusS.JPG

VSTUP

Zobraz vstupni foto v grayscale

1 -

VYSTUP

algoritmus -

SPOJENI
DEMO

Obr. ¢. 16: Ukazka vlozenych snimkil ve vytvoreném programu

Dale lze také zobrazit vybrany snimek ve stupnich Sedi. Rozkliknutim rozbalovaciho
menu Zobraz vstupni foto v grayscale se objevi Cisla dle po¢tu naCtenych snimku.
Pokud vybereme ¢islo nami pozadovaného snimku, v hlavnim okné se objevi vybrany

snimek pievedeny na Sedotonovy (viz obr. 17).

B Multifocus =)
Vysoka hloubka ostrosti
r— Vstupni fotky— VSTUP
M S
e, okt 7

STATUS
( Showing picture #. 5

|

pokusS.JPG

VSTUP

Zobraz vstupni foto v grayscale

VYSTUP

algoritmus -

SPOJENI
DEMO

Obr. ¢. 17: Ukazka prevedenych snimkl na Sedotonové ve vytvoreném programu
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Po rozkliknuti algoritmu k sekci VYSTUP se objevi vybér dvou moznosti zpracovani
nactenych snimkua. Zde je nutné vybrat algoritmus, kterym chceme zpracovat snimky.
Na vybér je metoda gradientni a metoda frekvencné selektivni vahovana medianem. Po
vybéru metody dochazi k postupnému zpracovani snimka. Metoda prvni je rychlejsi nez
druha. O dobé, ktera bude nutna pro zpracovani jednotlivych snimkl, nas informuje
waitbar. Z n¢j lze vycist, ktery obrazek se pravé zpracovava a kolik zné je jiz
zpracovano (viz obr. 18). V piikazovém okné se ukaze celkovy Cas, ktery byl potfeba
pro zpracovani sady snimkd.

B Muttifocus l=lE] R |

Vysoka hloubka ostrosti
— Vstupni fotky— VSTUP

pokus2.JPG
pokus3.JPG

Foto 1

pokus4.JPG
pokusS5.JPG

» ] VSTUP
L E ) Please wait...Processing Picture 2 Zobraz vstupni foto v grayscale

L v
5

-

VYSTUP

Energy of Image Gradient v

SPOJENI
STATUS
( Selected Algorithm:  Energy of Image Gradient ’ DEMO

Obr. ¢. 18: Ukazka waitbaru ve vytvoreném programu

Vysledek se po ukonceni zpracovani ukaze v hlavnim okné (viz obr. 19). Déle se také
vysledek pod nazvem output uklada do stejného adresare, z néhoz byly zpracovavané
snimky nacteny.
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. Multifocus

Vysoka hloubka ostrosti

r— Vstupni fotky— VSTUP

pokus2.JPG
pokus3.JPG
pokus4.JPG
pokusS.JPG

Foto 1

STATUS
( The picture shows result of the Energy of Image Gradient ‘ DEMO

Obr. €. 19: Ukéazka vysledného obrazu ve vytvofeném programu

Posledni tlacitko DEMO po spusténi otevira podobné, ale jednodussi okno, do né¢hoz
nelze snimky nacitat (viz obr. 20). Jsou zde jiz pfeddefinovany dva snimky, které po
jejich nacteni tlaCitkem VSTUP a slozeni vybranym algoritmem, demonstruji ve
zjednodusené podobé funkci vytvoreného programu.
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B Multifocusdemo [E=FIEn 5

Vvsoka hloubka ostrosti - DEMO

— Vstupni fotky —

VSTUP

VSTUP

Zobraz vstupni foto v grayscale

Foto 1

Foto 2

1 -

VYSTUP

SPOJENI

STATUS
( The picture shows result of the Energy of Image Gradient ‘

Obr. €. 20: Ukazka demoverze ve vytvoreném programu
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7 Ovéreni systému

7.1 Snimky

Cilem této prace bylo mimo jiné ziskat sady biologickych snimku. Slozenim ostrych
Casti z jednotlivych snimka pak vytvorit jeden ostry snimek s vysokou hloubkou
ostrosti. Nejdiive jsou nasnimany jednotlivé snimky se standardni hloubkou ostrosti
s riznou rovinou zaostieni. Na kazdém snimku je tedy ostra jina Cast objektu.

Nasledujici snimky byly pofizeny opera¢nim mikroskopem, vhodnym pro
neurochirurgické vykony, Opmi Neuro NC4 se zdznamovym piisluSenstvim Medilive
Mindstream a Medilive Trio. Stereomikroskopem Nikon SMZ 1500, ktery je ve Skolni
laboratofi, byly vyfotografovany vzorky ¢isténé kostni tkané a hmyzu.

Po vyfotografovani jednotlivych snimki je tfeba snimky upravit tak, aby snimany
objekt byl na kazdém snimku presné na stejné pozici. Pfi proostfovani objektu (zména
zoomu) dochézi z fyzikalniho hlediska ke zméné ohniskové vzdalenosti objektivu.
Soucasn€ se zménou ohniskové vzdalenosti se méni tfi dulezité a okamzité viditelné
veli¢iny - thel zabé&ru, zvétSeni a hloubka ostrosti. Pfi sniméani objektu tedy dochézi ke
zmeén€ uhlu zabéru (a nasi pozadované zméné hloubce ostrosti). V dasledku toho se
bude snimany objekt na jednotlivych snimcich liSicich se rovinou ostrosti nachazet
na jiném misté. Nejednd se sice o dramatické zmény, pfesto vSak je tieba objekt
zachyceny na snimcich centrovat, aby mél na kazdém snimku stejné umisténi.

Nutnosti pro dalsi zpracovani tedy je, aby objekt zaymu byl na kazdém snimku
na stejné pozici a aby vSechny snimky mély stejné rozmery.

Nasledujici snimky byly centrovany a ofezany ve volné dostupném programu
GIMP 2.
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Obr. €. 21a, b, c: Snimky kloubni hlavice femuru, na snimcich lze pozorovat jednotlivé

roviny ostrosti

Obr. €. 22a, b: Vysledny snimek kloubni hlavice femuru, slozen ze 3 fezl, vlevo slozen

metodou gradientni, vpravo slozen metodou frekvencné selektivni vahovanou

medianem
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Obr. €. 23a, b, ¢, d, e: Snimky distalniho konce femuru v fezu, na snimcich lze

pozorovat jednotlivé roviny ostrosti
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Obr. ¢. 24a, b: Vysledny snimek distalniho konce femuru, slozen z 5 fezd, vlevo slozen
metodou gradientni, vpravo slozen metodou frekvencné selektivni vahovanou

medianem
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Obr. ¢. 25a, b, ¢, d, e: Snimky pofizené pii mikroextirpaci hernie disci, na snimcich 1ze

pozorovat jednotlivé roviny ostrosti

Obr. €. 26a, b: Vysledny snimek mikroextirpace hernie disci, slozen z 5 fezli, vlevo

slozen metodou gradientni, vpravo slozen metodou frekvencné selektivni vahovanou

medianem
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Obr. €. 27a, b, c, d, e, f, g, h: Snimky Cisténé kostni tkdn€, na snimcich lze pozorovat
jednotlivé roviny ostrosti

Obr. ¢. 28a, b: Vysledny snimek Cisténé kostni tkan€, slozen z 8 fezd, vlevo slozen
metodou gradientni, vpravo slozen metodou frekvencné selektivni vahovanou

medianem
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Obr. ¢. 29a, b, ¢, d, e, f, g, h, 1, j, k: Snimky hlavy tesatika, na snimcich 1ze pozorovat

jednotlivé roviny ostrosti

Obr. ¢. 30a, b: Vysledny snimek hlavy tesafika, slozen z 11 fezt, vlevo slozen

metodou gradientni, vpravo slozen metodou frekvencné selektivni vahovanou
medidnem

Na ptikladu hlavy tesafika je vidét vliv oblasti se stejnou barvou ve vSech vstupnich
obrazech (v nasem piipadé bila barva pozadi). Ve vysledném slozeném obrazu se tato
oblast zobrazi jako Cerna. Duvodem je skuteCnost, ze gradient takovéto oblasti se
stejnou barvou je blizky nebo roven nule, a tedy jas ve vysledném obraze se rovnéz
rovna nule. Ve vysledku se zobrazi jako Cerna barva.

7.2 Aplikace vytvoreného systému

Mezi cile této prace patiilo vytvoreni systému na zvySeni hloubky ostrosti a dosazeni
tak snimku s extrémni hloubkou ostrosti. Tato technika umoziiuje novy pohled na
fotografované objekty a pfinasi téméf neomezenou hloubku ostrosti. Pti fotografovani
mikroskopickych predmétl je hloubka ostrosti velmi mala a pfi nartistu zvétSeni se jeste
zmenSuje. Proto je problematické zaostfit na ¢ast objektu, kterou si pfejeme pozorovat,
fotografovat apod.
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Z tohoto divodu je velmi zajimava moznost skladanych fotografii, kdy je mozné
tento problém s hloubkou ostrosti feSit. Vysledny obraz skladané fotografie je tedy
slozen z dil¢iho poctu fotografii s riznou hloubkou ostrosti.

Pro tuto praci jsem vytvorila rizné sady mikroskopickych biologickych fotografii.
Fotografie jsou uvedeny v piedchozi kapitole. Problémem pfi pofizovani snimka je, Ze
se pri preostfovani méni ohniskova vzdalenost, a je tudiz nutné snimky ptedupravit.
Upravovani snimkii je naroéné zvlas§t€ na Cas a na presnost. Objekt, ktery
fotografujeme, musi byt na vSech snimcich ve stejné pozici, coz stanovuji jako velkou
nevyhodu tohoto feseni malé hloubky ostrosti. Nejedna se vSak o nevyhodu jen
vytvoreného algoritmu, jde o spoleny problém vSech komercné dostupnych programt
na zvySeni hloubky ostrosti.

Mame-li vSak fotografie upravené, pouziti vytvoreného algoritmu je jednoduché
a univerzalni, da se pouzit pro sady snimkl riznych formati, velikosti. Dale muze byt
systém vyuzit jak pro fotografie mikroskopické, tak 1 makroskopické. Dil¢i snimky pro
dalsi zpracovani v uvedeném programu mohou byt v nésledujicich béznych formatech
jpg, bmp, tif. Velikost snimkd muze byt libovolna, podminkou vsak je, ze vSechny
snimky v sad€ musi mit velikost stejnou. Nezalezi ani na tom, zda se jedna o fotografii
barevnou ¢i Cernobilou. V pfipadé fotografii barevnych program provede upravu
snimkt na Sedotoénové a pak s takto upravenym snimkem pracuje.

Zajimava aplikace systému je zvlast pro mikrokopiské fotografie ¢i makro
fotografie nejraznéjSich biologickych objekti pro védecké ¢i publikacni ucely. Na
upravenych fotografiich 1ze pozorovat velmi jemné detaily fotografovaného objektu (viz
fotografie hlavy tesafika). Vytvoreny systém vSak dokaze stejné dobfe zpracovat
i fotografie pofizené béznym fotoaparatem. Nemusi se tedy jednat jen o fotografie
mikroskopické. Stale vSak zistava pozadavek na nutnost upravy fotografii a posunuti
fotogratfovaného objektu na fotografiich na stejné misto.
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8 Zavér

Cile, které byly stanoveny pro tuto praci, byly uspésné dosazeny. V tvodu prace se
zabyvam optickym mikroskopem, moznosti pofizovani mikroskopickych fotografii,
Ctenafe seznamuji s moznostmi zpracovani obrazu. Dale také rozebiram problematiku
ostfeni, definici hloubky ostrosti a moznosti dosazeni snimku s extrémni hloubkou
ostrosti pomoci obrazového zpracovani sady snimku s riznymi rovinami ostrosti.

V dal8i Casti se zabyvam moznymi algoritmy pro obrazové zpracovani sady
snimkt s riznymi rovinami ostrosti. Zde je rovnéz uvedeneno schéma navrhu metody
na zvySeni hloubky ostrosti. K programovému feSeni algoritmu na zvySeni hloubky
ostrosti jsem vyuzila prostfedi Matlab.

V kapitole 6 je popsana realizace vySe uvedeného algoritmu. Pro feSeni bylo
vyuzito grafické uzivatelské prostiedi GUIL Ukazky zdrojového kodu jsou uvedeny
v popisované kapitole 6. Pro realizaci jsem si vybrala nasledujici metody na hledani
miry ostrosti — gradientni metoda a metoda frekvencné selektivni vahovana medidnem.

Poslednim cilem této prace bylo ovéfeni systému na realnych datech. K tomuto
ucelu jsem poridila sadu mikroskopickych snimkt raznych objektd s riznymi rovinami
ostrosti. Tyto snimky je mozné si prohlédnout v kapitole 7. Zde jsou uvedeny jak
jednotlivé sady snimkd sriznymi rovinami ostrosti, tak vysledny snimek slozeny
z potizené sady snimkt. U kazdé jednotlivé série snimka uvadim ziskany vysledek
medotou gradientni i metodou frekvencné selektivni vahovanou medianem. Obé tyto
metody dosahuji téméf shodného vysledku, rozdil mezi metodami je hlavné v Case,
nebot’ metoda gradientni zpracovava jeden snimek pfiblizné 2 — 3 s (s ohledem na
velikost snimku), kdezto metoda frekvencné selektivni vahovana medianem 30 — 40 s.

Rychlost u obou metod zavisi jednak na velikosti jednotlivych snimki, jednak
samoziejme na poctu zpracovavanych snimkd. U snimkl kloubni hlavice femuru, kdy je
vysledek slozen ze 3 fezd, jsem dosahla celkového Casu potiebného na slozZeni snimkt
torad = 8,00 s, trym = 89,89 s. Uvedené Casy piedstavuji primeér ze 3 namétenych hodnot.
Pro distalni femur (vysledek slozen z 5 snimkil) se jednd o €asy teraq = 15,85 s, tiowm =
178,28 s. Pro snimky pofizené pii mikroextirpaci hernie disci (vysledek slozen z 5
snimkil) jsem dosahla ¢ast teaq = 16,32 s, tiem = 212,71 s. Sminky cisténé kostni tkané
byly programen slozeny za ¢as tgaq = 18,8 s, trym = 210,41 s, pficemZ vysledek byl
slozen z 8 snimkd. Konecné u hlavy tesarika, kdy se jednalo o 11 snimk, bylo slozeni
dosazeno za ¢asovy usek teraqg = 20,91 s, trgym = 218,15 s.

Rychlost algoritmu je dale ovlivnéna velikosti masky m,n, kterd je postupné
aplikovana na vSechny pixely, posouva se, a tak se provadi zpracovani nactenych
snimkt. Pro algoritmus metodou gradientni je maska prednastavena na hodnotu m = 3,
n = 3, kdy je okoli dano jako (2m + 1) x (2n + 1). Metoda frekvencné selektivni
vahovana medidnem pak ma velikost masky m = 1, n = 1, okoli je dano stejné jako
v predchozi metodé. Zvétseni masky prodluzuje dobu vypoctu, pfi¢emz vysledny obraz
prom=1,3,5;n=1, 3,5 je shodny.

Zavérem lze tedy konstantovat, ze vytvoreny systém je univerzalni, da se
aplikovat na razné snimky, jak mikroskopické, tak makroskopické, neni nutné
upravovat zadné parametry. Podminkou uzivani vytvofeného algoritmu je disponovat
programem Matlab, v némz Ize vytvorenou aplikaci otevfit a dale vyuzivat.
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Seznam pouzitych ztratek a symbolu

2D — Dvourozmeérny

AFM — Mikroskopie atomarnich sil (Atomic force microscopy)

CCD - Charge-Coupled Device

GUI - Graphical User Interface

GUIDE - Graphical User Interface Development Environment

PSF — Rozptylova funkce (Point Spread Function)

STM — Radkovaci tunelovy mikroskop (Scanning Tunneling Microscope)
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Seznam priloh

Zdrojovy kod Multifocus
Zdrojovy kod Multifocusdemo

CD se zdrojovym kodem vytvofeného programu, vSechny pofizené snimky
i s vyslednymi obrazy
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PFilohy

Zdrojovy kod Multifocus

function varargout = Multifocus(varargin)

% MULTIFOCUS M—-file for Multifocus.fig

% MULTIFOCUS, by itself, creates a new MULTIFOCUS or raises the existing
% singleton*.

%

3 H = MULTIFOCUS returns the handle to a new MULTIFOCUS or the handle to
% the existing singleton*.

©

S MULTIFOCUS ('CALLBACK',hObject,eventData,handles,...) calls the local

% function named CALLBACK in MULTIFOCUS.M with the given input arguments.
©

3 MULTIFOCUS ('Property','Value',...) creates a new MULTIFOCUS or raises
the

% existing singleton*. Starting from the left, property value pairs are
% applied to the GUI before Multifocus OpeningFcn gets called. An

% unrecognized property name or invalid value makes property application
% stop. All inputs are passed to Multifocus OpeningFcn via varargin.

©

% *See GUI Options on GUIDE's Tools menu. Choose "GUI allows only one

3 instance to run (singleton)".

% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES
% Edit the above text to modify the response to help Multifocus
% Last Modified by GUIDE v2.5 15-Apr-2012 14:37:01

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

gui Singleton = 1;

gui State = struct('gui Name', mfilename,
'gui Singleton', gui Singleton,
'gui OpeningFcn', @Multifocus OpeningFcn,
'gui OutputFecn', @Multifocus OutputFcn,
'gui LayoutFecn', [1,
‘gui_Callback‘, [1):

if nargin && ischar(varargin{l})

gui State.gui Callback = str2func(varargin{l});
end

if nargout
[varargout{l:nargout}] = gui mainfcn(gui State, varargin{:});
else
gui mainfcn(gui State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

% ——— Executes just before Multifocus is made visible.
function Multifocus OpeningFcn (hObject, eventdata, handles, varargin)
% This function has no output args, see OutputFcn.
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oo

hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)
% varargin command line arguments to Multifocus (see VARARGIN)

clc; %Clear Command window
global dname %Define global variable
dname='C:\'; %Path set up

%$Initialization of handles.* variables
handles.inputpictures = 1;
handles.algorithm_index =1;
showpicture = 1;
handles.validname = 0;
handles.picturefound = 0;

handles.show_picture_init = 0;

3Send message to the Status field

set (handles.status, 'String', 'Initialization OK....Ready');

Q

% Choose default command line output for Multifocus
handles.output = hObject;

% Update handles structure
guidata (hObject, handles);

oo

UIWAIT makes Multifocus wait for user response (see UIRESUME)
uiwait (handles.figurel);

oo

% ——— Outputs from this function are returned to the command line.
function varargout = Multifocus OutputFcn(hObject, eventdata, handles)
% varargout cell array for returning output args (see VARARGOUT) ;

% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB

% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

Q

% Get default command line output from handles structure
varargout{1l} = handles.output;

%**************************************************************************

F* LIST OF handles.* VARIABLES xx

%**************************************************************************

%handles.inputpictures - number of input pictures found and read
thandles.algorithm index - index of selected algorithm from the list
%handles.algorithm name - list of algorithms

%handles.validname - indicates valid name found in the List box
%handles.picturefound - at least one picture found while browsing
%handles.show picture init - show pictures only when READ has been executed
%handles.IM(xT.IM N - structure in which all input pictures are stored
%handles.nameforreading — full path without index

%handles.extension - file extension

%handles.dir struct - content of selected directory
%handles.patﬁname - path

%handles.dname - used in browse and list box

%**************************************************************************

© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko Kk
SHr* POP-DOWN MENU ALGORITMUS IN THE PANEL VYSTUP E
© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Sk ok ok ok Sk ok ok ok Sk ok k ok Sk ok ok k kK ok

Q

% ——— Executes on selection change in Algorithms.

function Algorithms Callback (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to Algorithms (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do oo

oo
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Q

% Hints: contents = get (hObject, 'String') returns Algorithms contents as cell
array

Q

3 contents{get (hObject, 'Value')} returns selected item from Algorithms

%3Get index of selected algorithm

handles.algorithm index = get (hObject, 'Value');

%3Get list of algorithms as cell array

handles.algorithm name = get (hObject, 'String');

%3Get name of the selected algorithm

selected algorithm = handles.algorithm name{handles.algorithm index};

%3Algorithm selection is wvalid only if index > 1
if handles.algorithm index > 1
3Send message to Status field
set (handles.status, 'String', ['Selected Algorithm: ',
selected algorithm]);
end
%Update handles structure
guidata (hObject, handles);

Q

% ——— Executes during object creation, after setting all properties.
function Algorithms CreateFcn(hObject, eventdata, handles)

hObject handle to Algorithms (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

do oo

oo

% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows.
2 See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko Kk
SHr* POP-DOWN MENU ZOBRAZ FOTO IN THE PANEL ZOBRAZ VSTUPNI FOTO E
© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Sk ok ok ok Sk ok ok ok Sk ok k ok Sk ok ok k kK ok

Q

% ——— Executes on selection change in Show Input Image.

function Show Input Image Callback (hObject, eventdata, handles)
hObject handle to Show Input Image (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do do

oo

Q

% Hints: contents = get (hObject, 'String') returns Show Input Image contents as
cell array

3% contents{get (hObject, 'Value')} returns selected item from
Show Input Image

%3Get index for displying a picture

showpicture = get (hObject, 'Value');

%Executes only when READ was executed

if handles.show picture init
3Set axes "picture" as the current
imshow (handles.IM(showpicture).IM, 'Parent', handles.picture);
3Send message to Status field

set (handles.status, 'String', ['Showing picture #: 'y
int2str (showpicture)]);
end
% ——— Executes during object creation, after setting all properties.
function Show Input Image CreateFcn(hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to Shgw_Input_Image (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows.
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2 See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko Kk
SHr* PUSH BUTTON VSTUP IN THE PANEL VSTUP E
© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko Kk

Q

% ——— Executes on button press in Read Input Images.

function Read_Input_Images_Callback(hOEject,_eventdata, handles)
hObject handle to Read Input Images (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do do

oo

%Set the variable for Showe Input Image
handles.show_picture_init =1;
%At least one picture found in the current directory
if handles.validname
%Prepare column based on # of pictures found
colvector = [l:handles.inputpictures]';
%3Set the right menu for the pop-down menu
set (handles.Show Input Image, 'String', colvector);
%3Set Icon panel as the Current axes for displaying the pictures and clears
"iconpanel"
icon = subplot(l, 1, 1, 'Parent', handles.iconpanel);
%Reads and stores input pictures into the handles.IM(i).IM structure
for i = 1l:1:handles.inputpictures
%3Get the full path and file name
file = [handles.nameforreading, int2str(i), handles.extension];
%Read into handles.IMx.IM
tempim = imread(file);
%3Get info about the picture
info = imfinfo(file);
%'truecolor' picture convert to gray scale
if strcmpi(info.ColorType, 'truecolor')
handles.IM(i) .IM = rgb2gray(tempim) ;
else
handles.IM(i) .IM = tempim;
end
%**************************************************************************

%**************************************************************************

SHr* Reduce size of input pictures if computation takes too long E
%** * *
G*x* %handles.IM(1i).IM = imresize(tempim, 0.5); **

%**************************************************************************

%**************************************************************************

%Display max 5 icons in the "Vstupni fotky" panel

if 1 <=5
%3Set Icon panel as the Current axes for displaying the pictures
icon = subplot(5, 1, i, 'Parent', handles.iconpanel);

set (handles.figurel, 'CurrentAxes',6 icon);
imshow(handles.IM (i) .IM) ;
title(['Foto ',int2str(i)]):;

end
end
3Find out the size of the first picture
[rows cols] = size(handles.IM(1l).IM);

3Send message to Status field

set (handles.status, 'String', [int2str(handles.inputpictures),' Input
Pictures stored, size ',int2str(rows),' x ',int2str(cols)]):;

%Update hadles structure

guidata (hObject, handles);
else

3Send message to Status field

set (handles.status, 'String', 'File name is not in the format "namexx",
where x are numbers 1-9');
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end

%**************************************************************************

SHr* PUSH BUTTON SPOJENI IN THE PANEL VYSTUP K
© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko Kk

Q

% ——-— Executes on button press in Execute Fusion.

function Execute Fusion Callback (hObject, eventdata, handles)
hObject handle to Execute Fusion (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do do

oo

%**************************************************************************
%**************************************************************************
gxx ALGORITHM EMERGY OF IMAGE GRADIENT *k
%**************************************************************************

%**************************************************************************

if handles.algorithm index == %3Index = 2 —--> Energy of Image Gradient
%Mask iteractively applied for the gradient calculation
m = 3; %3Size of neighborhood is 2m+l x 2n+1
n = 3;
3Size of the input picture
[rows cols] = size(handles.IM(1).IM);
%Displays window with the waitbar
w = waitbar (0, 'Please wait....... )
tic;
for i = 1l:1:handles.inputpictures
%A1l calculation in double
AA = im2double (handles.IM(i) .IM) ;
%Pad array with [m n], default is 'replicate' and 'both'
A = padarray(AA, [m n]);
for j = 1l:1:rows
for k = 1:1:cols
tempweight = 0;
3Watch the edges to make sure index stays within the array

if j == rows
j3 =3 +m- 1
else
33 =3+
end
if k == cols
kk =k + n - 1;
else
kk = k + n;
end
%3Applying the mask - Algorithm Energy of Image Gradient
for r = -m:1:m
for s = -n:1:n
ix = A((jj + r + 1), (kk + s)) - A((3J] + r), (kk +
s));
iy = A((JJ + ), (kk + s + 1)) - A((J] + ), (kk +
s));
tempweight = tempweight + ix"2 + iy"2;
end
end
3Set the weight for every pixel
weight (i) .grad(j, k) = tempweight;
end
%Update waitbar for each picture
waitbar(j / rows, w, ['Please wait...Processing Picture ',
int2str(i)]);

end
%Convert matrix of weights to the nomalized form
norm = max(max (weight (i) .grad));
weight (i) .grad n = imdivide (weight (i) .grad, norm);
end
%Close the window with the waitbar
close (w);
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tElapsed = toc

%Double array preparation with rows x cols size

suma_weight(rows, cols) = 0;
suma_weight_d = double(suma_weight);
%2Sum of weight needed for the pciture fusion
for i = 1l:1:handles.inputpictures
suma weight d = imadd(suma weight d, weight(i).grad n);

end
%Double array preparation with rows x cols size
output picture temp (rows, cols) = 0;
output picture = double(output picture temp) ;
%Calculation of the output picture
for i = 1l:1:handles.inputpictures

image (i) .IM = double (handles.IM(i) .IM);

output picture = output picture + imdivide (immultiply (image (i) .IM,

weight(i).grad_n), suma_weight_d);

end
%Convert to integer
output picture8 = uint8(output picture);
%Create the output file and save into the working directory
file = [handles.pathname, 'output', handles.extension];

imwrite(output_picture8, file);

%Display result picture

imshow (output picture8, 'Parent', handles.picture);

%Selected algorithm used for the Fusion

selected algorithm = handles.algorithm name{handles.algorithm index};

%Send message to Status field

set (handles.status, 'String', ['The picture shows result of the
selected_algorithm]);

%**************************************************************************
%**************************************************************************

Fr* ALGORITHM FREQUENCY SELECTIVE WEIGHTED MEDIAN FILTER xx

dhhkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhk bk kh bk kb hkhbhkhkh kbbb hk kb bk hhkhk bbbk khhkhkkhk bk hkhhkhhkhhkkhhkkkhkkhkk

%**************************************************************************
elseif handles.algorithm index == %Index = 3 --> Frequency selective
weighted median filter
%%Mask iteractively applied for the gradient calculation
m= 1; %size of neighborhood is 2mt+l x 2n+l
n=1; S
%Size of the input picture
[rows cols] = size(handles.IM(1l).IM);
%Displays window with the waitbar
w = waitbar (0, 'Please wait....');
tic;
for i = 1l:1:handles.inputpictures
%A1l calculation in double
AA = im2double (handles.IM(i) .IM) ;
%Pad array with [m n], default is 'replicate' and 'both'
A = padarray(AA, [mt+3 n+3]);
for j = 1l:1:rows
for k = 1:1:cols
%Watch the edges to make sure index stays within the array
93 = 3 + m + 3;
kk = k + n + 3;
tempweight = 0;
%Applying the mask - Algorithm Frequency selective weighted
median filter
for r = -m:1:m
for s = -n:1:n
%Select the right pixels and sort them
rl = [A((JJ+r-1), (kk+s)) A((jj+r), (kk+s))
A((jj+r+l), (kk+s))];

rl s = sort(rl);
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r2 = [A((Jj+r-3), (kk+s)) A((Jj+r-2), (kkt+s)) A((JI+r-
1), (kkts) )1

r2_s = sort(r2);

r3 = [A((jj+r+l), (kk+s)) A((jj+r+2), (kk+s))
A((jj+r+3), (kk+s))];

r3_s = sort(r3);

%Median is simpy the middle value of sorted array with
3 elements

ix = rl s(m+ 1) - r2 s(m + 1)/2 - r3 s(m + 1)/2;

cl = [A((jj+r+l), (kk+s)) A((Jj+r+2), (kk+s))
A((Jj+r+3), (kk+s))];

cl s = sort(cl);

c2 = [A((ji+r), (kk+s-3)) A((jj+r), (kk+s-2))
A((jj+r), (kk+ts-1))1;

c2_s = sort(c2);

c3 = [A((jj+r), (kk+s+1)) A((Jj+xr), (kk+s+2))
A((jj+r), (kk+s+3))1;

c3_s = sort (c3);

%Median is simpy the middle value of sorted array with
3 elements

iy =cl s(n+ 1) - c2 s(n+ 1)/2 - c3 s(n + 1)/2;
tempweight = tempweight + ix"2 + iy"2;
end
end
%Set the weight for every pixel
weight (i) .grad(j, k) = tempweight;
end
%Update waitbar for each picture
waitbar(j / rows, w, ['Please wait...Processing Picture ',
int2str(i)]);

end
%Convert matrix of weights to the nomalized form
norm = max(max (weight (i) .grad));
weight(i).grad_n = imdivide (weight (i) .grad, norm);
end
%Close window with the waitbar
close (w);

tElapsed = toc

%Double array preparation with rows x cols size

suma_weight(rows, cols) = 0;
suma_weight_d = double(suma_weight);
%2Sum of weight needed for the pciture fusion
for i = 1l:1:handles.inputpictures
suma weight d = imadd(suma weight d, weight(i).grad n);

end
%Double array preparation with rows x cols size
output picture temp (rows, cols) = 0;
output picture = double(output picture temp) ;
%Calculation of the output picture
for i = 1l:1:handles.inputpictures

image (i) .IM = double (handles.IM(i) .IM);

output picture = output picture + imdivide (immultiply (image (i) .IM,

weight(i).grad_n), suma_weight_d);

end
%Convert to integer
output picture8 = uint8(output picture);
%create the output file and savs into the selected directory
file = [handles.pathname, 'output', handles.extension];

imwrite(output_picture8, file);

%Display result picture

imshow (output picture8, 'Parent', handles.picture);

%Selected algorithm used for the Fusion

selected algorithm = handles.algorithm name{handles.algorithm index};
%Send message to Status field
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set (handles.status, 'String', ['The picture shows result of the '
selected algorithm]);

%**************************************************************************

%**************************************************************************

SHr* Here put "elseif handles.algorithm index == 4" and an additional **
SHr* algorithm. You need also to modify "algorithms" pop-down menu in **
SHr* the VYSTUP panel by adding new algorithm name onto the list. E

%**************************************************************************

%**************************************************************************

else

%Non algorithm chosen

set (handles.status, 'String', 'Please choose an algorithm');
end

© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko Kk
SHr* PUSH BUTTON DEMO E
© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko Kk

Q

% ——— Executes on button press in Multifocusdemo.

function Multifocusdemo Callback (hObject, eventdata, handles)
hObject handle to Multifocusdemo (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do do

oo

%3Invoke multifocusdemo.fig file to run the demo
multifocusdemo

© sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko Kk
SHr* PUSH BUTTON PROCHAZEJ... IN THE PANEL VSTUP E
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Q

% ——— Executes on button press in Browse.

function Browse Callback(hObject, eventdata, handles)

hObject handle to Browse (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do do

oo

%0pens Dialog box, gets content of selected directory into dname
handles.dname = uigetdir('C:\");
%3List box filled only if at least one picture found
handles.picturefound = 0;
%3Avoid Cancel problem with '0O' in dname
if handles.dname ~= 0
%handles.dir struct contains info about all directories and files in the
selected directory
handles.dir struct = dir(handles.dname);
%$Size of handles.dir struct
[ ,y, z] = size(hanales.dir_struct);
%Index for the list of files
moveindex = 1; o
%3Look for pictures in the current directory
for 1 = 1:1:x
%Get info about the file
[path, name, ext] = fileparts(handles.dir struct (i) .name);
%3Look for JPG, BMP or TIF pictures and fill in list which is shown in
th List box
switch ext
%3jpg or JPG picture will be added

case '.Jpg'
%Add valid file name onto the list
list of files{moveindex} = [name, ext];
moveindex = moveindex + 1;
handles.picturefound = 1;

case '.JPG'
%Add valid file name onto the list
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list of files{moveindex} = [name, ext];

moveindex = moveindex + 1;
handles.picturefound = 1;

%bmp or BMP picture will be added

case '.bmp'
%SAdd valid file name onto the list
list of files{moveindex} = [name, ext];
moveindex = moveindex + 1;
handles.picturefound = 1;

case '.BMP'
%SAdd valid file name onto the list
list of files{moveindex} = [name, ext];
moveindex = moveindex + 1;
handles.picturefound = 1;
%tif or TIF picture will be added
case '.tif'
%SAdd valid file name onto the list
list of files{moveindex} = [name, ext];
moveindex = moveindex + 1;
handles.picturefound = 1;
case '.TIF'
%SAdd valid file name onto the list
list of files{moveindex} = [name, ext];
moveindex = moveindex + 1;
handles.picturefound = 1;
end
end
end
%List of files found is displayed in the List box
if handles.picturefound
set(handles.Browse_window, 'String', list_of_files);
end
%Update handles structure
guidata (hObject, handles) ;

%**************************************************************************

gHr* LIST BOX IN THE PANEL VSTUP el
%**************************************************************************
% ——— Executes on selection change in Browse window.

function Browse window Callback (hObject, evthdata, handles)

% hObject handle to Browse window (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB

% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% Hints: contents = cellstr(get (hObject, 'String')) returns Browse_window
contents as cell array

3 contents{get (hObject, 'Value')} returns selected item from
Browse window

%Get index of the picture selected in the List box

index_selected = get(handles.Browse_window, 'Value') ;
%Get list of all pictures from the List box

file_list = get(handles.Browse_window, 'String');

%2Get name of the picture selected in the List box
filename = file list{index selected};

%Get extension of the selected file

[temp, templ, handles.extension] = fileparts (filename) ;
%Path to the selected picture

handles.pathname = strcat (handles.dname, '\');

%Get the full path including the file name for imread and imshow
name?2 = strcat (handles.pathname, filename);

%Show picture in the current axes picture
imshow(name2, 'Parent', handles.picture);
%Indicates valid name for Read Input Images
handles.validname = 0;

%Get filename and path without extension
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filename_reduced = strtok(filename, '.');

name2_reduced = strtok(name2, '.');

$Transform file list to one row

file_list_row :_(file_list)';

%Get number of characters in the file name, temp = 1 means one row
[temp lenght of filename] = size(filename reduced);

%Get number of files with name in "filename" and in the form
<filename><X>.<ext>, where X is 1 to n
%Check that last character is number
if (filename_reduced(lenght_of_filename) >= '1") &&
(filename reduced(lenght of filename) <= '9")

%Get row vector where "1" indicate positive comparison of file names
without index

samenames = strncmpi(file list row, filename reduced, (lenght of filename
- 1))

$Sum of "1"

samenamesnumber = find(samenames) ;

%handles.inputpictures contains number of pictures found and ready for
reading

[temp handles.inputpictures] = size(samenamesnumber) ;

handles.validname = 1;

end
%Get lenght (# of chracters) of the full path including the file name without
extension
[temp lenght of fullname] = size(nameZ reduced);
%Clear variable
handles.nameforreading = '';
$Cut the last digit/index
for 1 = 1:1:(lenght_of_fullname - 1)
%Get the full path without index
handles.nameforreading (i) = name2_reduced(i);
end
%Update handles structure
guidata (hObject, handles);

% ——— Executes during object creation, after setting all properties.
function Browse window CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to Browse_window (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB

% handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

% Hint: listbox controls usually have a white background on Windows.
% See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end

Zdrojovy kod Multifocusdemo

function varargout = Multifocusdemo (varargin)

% MULTIFOCUSDEMO M-file for Multifocusdemo.fig

S MULTIFOCUSDEMO, by itself, creates a new MULTIFOCUSDEMO or raises the
existing

3 singleton*.

% H = MULTIFOCUSDEMO returns the handle to a new MULTIFOCUSDEMO or the
handle to

% the existing singleton*.
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oo

oo

MULTIFOCUSDEMO ('CALLBACK',hObject,eventData,handles,...) calls the

local

3 function named CALLBACK in MULTIFOCUSDEMO.M with the given input
arguments.

3% MULTIFOCUSDEMO ('Property', 'Value',...) creates a new MULTIFOCUSDEMO or
raises the

3 existing singleton*. Starting from the left, property value pairs are

oo

applied to the GUI before Multifocusdemo OpeningFcn gets called. An
unrecognized property name or invalid value makes property application
stop. All inputs are passed to Multifocusdemo OpeningFcn via varargin.

do do oo

oo

*See GUI Options on GUIDE's Tools menu. Choose "GUI allows only one
instance to run (singleton)".

do oo

oo

See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES

o

3 Edit the above text to modify the response to help Multifocusdemo
% Last Modified by GUIDE v2.5 18-Apr-2012 00:18:02

% Begin initialization code - DO NOT EDIT

guil Singleton = 1;

gui:State = struct('gui Name', mfilename,
'gui Singleton', gui Singleton,
'gui:Openinchn', @MuItifocusdemo_Openinchn,
'gui OutputFcn', @Multifocusdemo OutputFcn,
'gui:Layouthn', [1, B
'gui Callback', [1):

if nargin && ischar(vargrgin{l})

gui State.gui Callback = str2func(varargin{l});
end

if nargout
[varargout{l:nargout}] = gui mainfcn(gui State, varargin{:});
else
gui mainfcn(gui State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

% ——— Executes just before Multifocusdemo is made visible.
function Multifocusdemo OpeningFcn (hObject, eventdata, handles, varargin)
This function has no output args, see OutputFcn.

oo

% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
% handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

% varargin command line arguments to Multifocusdemo (see VARARGIN)

clc; %% vymazZeme konzoli
global dname %% definovani globalni proménné
dname="'C:\'; %% nastaveni cesty

%$Initialization of handles.* variables
handles.inputpictures = 2;
handles.algorithm_index =1;
showpicture = 1;
handles.validname = 1;
handles.picturefound = 0;
handles.show_picture_init = 0;
%3Demo specific set up
handles.nameforreading = 'clock_';
handles.extension = '.bmp';

handles.pathname = '';
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end
%Update handles structure
guidata (hObject, handles);

Q

% ——— Executes during object creation, after setting all properties.
function Algorithms CreateFcn (hObject, eventdata, handles)

hObject handle to Algorithms (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

do do

oo

% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows.
2 See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end
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SHr* POP-DOWN MENU ZOBRAZ FOTO IN THE PANEL ZOBRAZ VSTUPNI FOTO E
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Q

% ——— Executes on selection change in Show Input Image.

function Show Input Image Callback (hObject, eventdata, handles)
hObject handle to Show Input Image (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do oo

oo

Q

% Hints: contents = get (hObject, 'String') returns Show Input Image contents as
cell array

3% contents{get (hObject, 'Value')} returns selected item from
Show Input Image

%3Get index for displying a picture
showpicture = get (hObject, 'Value');
%Executes only when READ was executed
if handles.show picture init
3Set axes "picture" as the current
imshow (handles.IM(showpicture).IM, 'Parent', handles.picture);
3Send message to Status field
set (handles.status, 'String', ['Showing picture #: 'y
int2str (showpicture)]);
end

Q

% ——— Executes during object creation, after setting all properties.
function Show Input Image CreateFcn(hObject, eventdata, handles)

hObject handle to Show Input Image (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles empty - handles not created until after all CreateFcns called

do do

oo

% Hint: popupmenu controls usually have a white background on Windows.
2 See ISPC and COMPUTER.
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');

end
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% ——— Executes on button press in Read Input Images.

function Read Input Images Callback (hObject, eventdata, handles)
hObject handle to Reaa_Input_Images (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do oo

oo

%Set the variable for Showe Input Image
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handles.show_picture_init =1;
%At least one picture found in the current directory
if handles.validname
%Prepare column based on # of pictures found
colvector = [l:handles.inputpictures]';
%3Set the right menu for the pop-down menu
set (handles.Show Input Image, 'String', colvector);
%3Set Icon panel as the Current axes for displaying the pictures and clears
"iconpanel"
icon = subplot(l, 1, 1, 'Parent', handles.iconpanel);
%Reads and stores input pictures into the handles.IM(i).IM structure
for i = 1l:1:handles.inputpictures
%3Get the full path and file name
file = [handles.nameforreading, int2str(i), handles.extension];
%Read into handles.IMx.IM
tempim = imread(file);
%3Get info about the picture
info = imfinfo(file);
%'truecolor' picture convert to gray scale
if strcmpi(info.ColorType, 'truecolor')
handles.IM(i) .IM = rgb2gray(tempim) ;
else
handles.IM(i) .IM = tempim;
end
%**************************************************************************

%**************************************************************************

SHr* Reduce size of input pictures if computation takes too long E
%** * %
G*x* %handles.IM(1).IM = imresize(tempim, 0.5); * *

%**************************************************************************

%**************************************************************************

%Display max 5 icons in the "Vstupni fotky" panel

if 1 <=5
%3Set Icon panel as the Current axes for displaying the pictures
icon = subplot(5, 1, i, 'Parent', handles.iconpanel);

set (handles.figurel, 'CurrentAxes',6 icon);
imshow(handles.IM (i) .IM) ;
title(['Foto ',int2str(i)]):;

end
end
3Find out the size of the first picture
[rows cols] = size(handles.IM(1l).IM);

3Send message to Status field

set (handles.status, 'String', [int2str(handles.inputpictures),' Input
Pictures stored, size ',int2str(rows),' x ',int2str(cols)]):;

%Update hadles structure

guidata (hObject, handles);
else

3Send message to Status field

set (handles.status, 'String', 'File name is not in the format "namexx",
where x are numbers 1-9');
end
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% ——— Executes on button press in Execute Fusion.

function Execute_Fusion_Callback(hObject,_eventdata, handles)
hObject handle to Execute Fusion (see GCBO)

eventdata reserved - to be defined in a future version of MATLAB
handles structure with handles and user data (see GUIDATA)

do do

oo

%**************************************************************************
%**************************************************************************
gxx ALGORITHM EMERGY OF IMAGE GRADIENT *
%**************************************************************************

%**************************************************************************
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if handles.algorithm index == %2Index = 2 —--> Energy of Image Gradient
%Mask iteractively applied for the gradient calculation
m = 3; %Size of neighborhood is 2mt+l x 2n+l
n = 3;
%Size of the input picture
[rows cols] = size(handles.IM(1l).IM);
%Displays window with the waitbar
w = waitbar (0, 'Please wait....... Y
for i = 1l:1:handles.inputpictures
%A1l calculation in double
AA = im2double (handles.IM(i) .IM) ;
%Pad array with [m n], default is 'replicate' and 'both'
A = padarray(AA, [m n]);
for j = 1l:1:rows
for k = 1:1:cols
tempweight = 0;
%Watch the edges to make sure index stays within the array

if j == rows
33 =3 +m- 1
else
jj =3 +m;
end
if k == cols
kk =k + n - 1;
else
kk = k + n;
end
%Applying the mask - Algorithm Energy of Image Gradient
for r = -m:1:m
for s = -n:1:n
ix = A((jj + r + 1), (kk + s)) - A((3J] + r), (kk +
s));
iy = A((3JJ + r), (kk + s + 1)) - A((j] + r), (kk +
s));
tempweight = tempweight + ix"2 + iy"2;
end
end
%Set the weight for every pixel
weight (i) .grad(j, k) = tempweight;
end
%Update waitbar for each picture
waitbar(j / rows, w, ['Please wait...Processing Picture ',
int2str(i)]);
end
%Convert matrix of weights to the nomalized form
norm = max(max (weight (i) .grad));
weight(i).grad_n = imdivide (weight (i) .grad, norm);
end

%Close the window with the waitbar
close (w);
%Double array preparation with rows x cols size

suma_weight(rows, cols) = 0;
suma weight d = double (suma weight);
%Sum of weight needed for the pciture fusion
for i = 1l:1:handles.inputpictures
suma weight d = imadd(suma weight d, weight(i).grad n);
end
%Double array preparation with rows x cols size
output picture temp (rows, cols) = 0;
output:picture_: double (output picture temp) ;
%Calculation of the output picture
for i = 1l:1:handles.inputpictures
image (i) .IM = double (handles.IM(i) .IM);
output picture = output picture + imdivide (immultiply (image (i) .IM,
weight (i) .grad n), suma weight d);
end - - -
%Convert to integer
output picture8 = uint8(output picture);
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%Create the output file and save into the working directory

file = [handles.pathname, 'output', handles.extension];

imwrite(output_picture8, file);

%Display result picture

imshow (output picture8, 'Parent', handles.picture);

%Selected algorithm used for the Fusion

selected algorithm = handles.algorithm name{handles.algorithm index};

%Send message to Status field

set (handles.status, 'String', ['The picture shows result of the
selected_algorithm]);
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%**************************************************************************

elseif handles.algorithm index == %Index = 3 --> Frequency selective
weighted median filter
%%Mask iteractively applied for the gradient calculation
m= 1; %size of neighborhood is 2mt+l x 2n+l
n=1; S
%Size of the input picture
[rows cols] = size(handles.IM(1l).IM);
%Displays window with the waitbar
w = waitbar (0, 'Please wait....');
for i = 1l:1:handles.inputpictures
%A1l calculation in double
AA = im2double (handles.IM(i) .IM) ;
%Pad array with [m n], default is 'replicate' and 'both'
A = padarray(AA, [mt+3 n+3]);
for j = 1l:1:rows
for k = 1:1:cols
%Watch the edges to make sure index stays within the array
93 = 3 + m + 3;
kk = k + n + 3;
tempweight = 0;
%Applying the mask - Algorithm Frequency selective weighted
median filter
for r = -m:1:m
for s = -n:1:n
%Select the right pixels and sort them
rl = [A((JJ+r-1), (kk+s)) A((jj+r), (kk+s))
A((jj+r+l), (kk+s))];

rl s = sort(rl);

r2 = [A((Jj+r-3), (kk+s)) A((jj+r-2), (kk+s)) A((jj+r-
1), (kk+s))1;

r2 s = sort(r2);

r3 = [A((jj+r+l), (kk+s)) A((jj+r+2), (kk+s))
A((jj+r+3), (kk+s))];

r3 s = sort(r3);

%Median is simpy the middle value of sorted array with

3 elements
ix = rl s(m+ 1) - r2 s(m + 1)/2 - r3 s(m + 1)/2;
cl = [A((jj+tr+l), (kk+s)) A((Jjt+tr+2), (kk+s))
A((Jjj+r+3), (kk+s))1;

cl_s = sort(cl);

c2 = [A((jJ+r), (kk+s=-3)) A((jJj+r), (kk+s-2))
A((jj+r), (kk+ts-1))1;

c2_s = sort(c2);

c3 = [A((jj+r), (kk+s+1)) A((Jj+xr), (kk+s+2))
A((jj+r), (kk+s+3))1;

c3_s = sort (c3);

%Median is simpy the middle value of sorted array with

3 elements
iy =cl s(n + 1) - c2 s(n+ 1)/2 - c3 s(n + 1)/2;
tempweight = tempweigHt + ix”2 + iyA27
end
end
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%Set the weight for every pixel

weight (i) .grad(j, k) = tempweight;
end
%Update waitbar for each picture
waitbar(j / rows, w, ['Please wait...Processing Picture ',
int2str(i)]);

end

%Convert matrix of weights to the nomalized form

norm = max(max (weight (i) .grad));

weight(i).grad_n = imdivide (weight (i) .grad, norm);
end
%Close window with the waitbar
close (w);
%Double array preparation with rows x cols size
suma_weight(rows, cols) = 0;
suma_weight_d = double(suma_weight);
%2Sum of weight needed for the pciture fusion
for i = 1l:1:handles.inputpictures

suma weight d = imadd(suma weight d, weight(i).grad n);

end
%Double array preparation with rows x cols size
output picture temp (rows, cols) = 0;
output picture = double(output picture temp) ;
%Calculation of the output picture

for i = 1l:1:handles.inputpictures
image (i) .IM = double (handles.IM(i) .IM);
output picture = output picture + imdivide (immultiply(image (i) .IM,
weight(i).grad_n), suma_weight_d);
end
%Convert to integer
output picture8 = uint8(output picture);
%create the output file and savs into the selected directory
file = [handles.pathname, 'output', handles.extension];

imwrite(output_picture8, file);

%Display result picture

imshow (output picture8, 'Parent', handles.picture);

%Selected algorithm used for the Fusion

selected algorithm = handles.algorithm name{handles.algorithm index};

%Send message to Status field

set (handles.status, 'String', ['The picture shows result of the
selected_algorithm]);

%**************************************************************************

%**************************************************************************

Rl Here put "elseif handles.algorithm index == 4" and an additional **
Rl algorithm. You need also to modify "algorithms" pop-down menu in **
Rl the VYSTUP panel by adding new algorithm name onto the list. K

%**************************************************************************
%**************************************************************************
else

%Non algorithm chosen

set (handles.status, 'String', 'Please choose an algorithm');
end
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