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ABSTRAKT

Diplomova préce se zabyva zdkladnym popisem optickych metod méfeni béZné uZivanych k
hodnoceni kontrakce izolované srde¢ni buiiky a popisem zdkladnich jevi, které s ni souviseji.
Mikroskopem pofizeny kamerovy zdznam slouzil jako zdklad pro ndami zvolené optické
metody méfeni kontrakce s vyuZitim vhodnych metod zpracovani a analyzy obrazu pouZzitych
k detekci vyznamnych ¢asti bunééné struktury.

Navrzend uZivatelskd aplikace sestavend v prostfedi Matlab umozZiiuje analyzu a interpretaci
funkci kontrakce dvéma riznymi metodami.

KLICOVA SLOVA

Kontrakce, myokard, sarkomer, videozdznam, burika, detekce hran, morflogické transformace

ABSTRACT

Diploma work is focused on basic characteristics of optical measuring methods commonly
used to rate contactions of isolated heart cell and describes basic actions, that are connected
with it. A camera record made by a microscope served as basis for optical measuring methods
of contractions chosen by us, with using appropriate method elaborating and analysis of
pictures used for detection of important part of cell structure.

The suggested user application built-up in Matlab environment allows analysis and
interpretation of contractional functions in two methodical ways.
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Contraction, myocard, sarcomer, cell, edge detection, video, morfological transformation
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UVOD

S prudkym rozvojem techniky a technického vybaveni byl umoZnén rozvoj technik,
vyuZzivajicich k méteni kontrakce, rizné optické metody v kombinaci s riznymi metodami
pouZivanymi pro obrazové zpracovéni. Takto mohou byt pozorovany objekty malych velikosti
s velkou dynamikou pohybu.

Optické metody méfeni béZzné uzivané k hodnoceni kontrakce izolované srde¢ni buriky,
slouzi k ziskdvani dileZitych experimentdlnich informaci, pficemz diraz je kladen na
samotnou kontrakci , zkracovani a roztahovdani buiiky. Jedna se o cyklus nazyvany také jako
kontrakce a relaxace. V soucasné dobé , jiz bylo vyvinuto velké mnoZstvi optickych technik
pro vyhodnoceni zmén délky b&hem kontrakéniho cyklu. Rada rozliénych metod viak
vyzaduji drahé vybaveni a sofistikované techniky k dosazeni poZadované analyzy. VyuZitim
vhodnych metod zpracovani a analyzy obrazu lze vyrazné sniZit tyto hardwarové naroky
kladené na analyzu kontrak¢éniho cyklu.

Z tohoto divodu si tato prace kladla za cil pouziti metod optického vyhodnoceni s
vyuzitim vhodnych metod zpracovéni a analyzy obrazu, k detekci vyznamnych ¢asti bunééné
struktury sledovaného objektu. V pfevdazné mite se jednalo o softwarové feSend.

V teoretické ¢asti se tato prace zabyvd popisem charakteristickych vlastnosti izolované
srdecni buriky, tzv. pracovniho myokardu, a popisem jevi souvisejicich s jeji kontrakci. Dalsi
¢ast mé prace byla zamétena na popis dosud zndmych optickych metod méfeni kontrakce a
zékladnich metod pouZivanych pro obrazové zpracovani.

Praktickd cast prace vyzadovala pofizeni vhodného kamerového zdznamu kontrakce
izolované srdecni bunky pfi stimulaci, s vyuZitim poslednich trendii dvojrozmérného
obrazového snimdni pomoci mikroskopické CCD kamery. Nésledné grafické a ciselné
vyhodnoceni kontrakce ndmi sledované buriky bylo realizované s vyuZiti technik zpracovani
obrazu. Navrzend uZivatelskd aplikace byla sestavend v prostitedi Matlab. Jednd se o
integrované prostiedi pro védeckotechnické vypocty, modelovéni, ndvrhy algoritma, simulace,
analyzu a prezentaci dat, méfeni a zpracovdni signdli a obrazl, ndvrhy fidicich nebo
komunika¢nich systémi. Je to ndstroj, jak pro pohodlnou interaktivni prici, tak pro vyvoj
sirokého spektra aplikaci. Vyhoda spociva ve velkych moZznostech tohoto prostedi, nebot’ je
velmi rozS§iteno v primyslu, véde a v neposledni fad€ jeho verze existuji pro fadu operac¢nich
systémil.



1. Strué¢na charakteristika Zivo¢iSnych bunék

Zékladnimi stavebnimi casticemi kazdé Zivé burky organizmu jsou na atomové udrovni
pfevazn¢ prvky C H O N av mensi mife zastoupeny P § N, C; K C, M, atakéi

ruzné stopové prvky, jakojsou ¥, C, M, C, B J F B S, L. R S, B, A Z, .

Tyto anorganické elementy tvoii na molekuldrni drovni buriky Zivych organizmil.
Systematicky je lze delit na tuky, cukry, bilkoviny a nukleové kyseliny. Pfi¢emZ buiiky jsou
zékladnimi stavebnimi jednotkami kazdého Zivého organizmu. Struktura burky je zdvisld na
ruznych faktorech souvisejicich s jeji funkci. Riznou funkci maji jak buiky ZivociSného
plvodu, tak i buriky ptivodu rostlinného. Dalsi podrobnosti Ize nalézt v [2], [3].

Drsné endoplazmatické
retikulum

Jaderny por

Jadérko Jadro
Jaderna

membrana

Ribozom

Golgiho komplex
Centriola

Lysozom

Hladke

endoplazmatické

retikulum
Mitochondrie

Cytoplazma

Bufie€na mebrana

Obr. 1.1  Schematicka struktura Zivoc¢i§né bunky [15]

Zékladni strukturu, Zivo€iSnych bunék, tvoii bunécné jadro, endoplazmatické retikulum,
golgiho komplex, bunéénd membrana, lyzosomy, cytoplasma.

Buné¢né jadro obsahuje informace o struktufe a funkci dané buriky v ramci vétsiho celku.
Nositelem této informace jsou jiz zminéné nukleové kyseliny (NK, které Ize délit na RNA-
ribonukleovd kyselina a DNA deoxyribonukleovd kyselina).

Endoplazmatické retikulum tvofi systém plochych vackt a kandlkt, kde probihaji
syntetické déje. V zrnitém endoplazmatickém retikulu jsou pfipojeny ribozomy, které jsou
zodpovédné za syntézu bilkovin. V piipad€ zrnitého endoplazmatického retikula se tvori
lipidy.

Lyzosomy zabezpec€uji odbourdvini cizorodych latek nebo vlastnich organel a jsou
typické pro ZivociSné burky.



Cytoplasma je strukturovand vodni emulze tvofici vnitini prostfedi buiiky. Nachazi se ve
vSech burikéch.

Golgiho komplex slouzi k tvorbé polysacharidi, glykoproteini a odStépuje sekre¢ni
granula. Energie se uvoliiuje v mitochondriich.

Oxidativnim Stépenim v cyklu trikarbonovych kyselin se z glukdzy, respektive
acylkoenzymu A, uvoliiuje energie, kterd se uklada do ATP (adenosin trifosforecnd). Cast
energie se ztraci ve form¢ tepla, kone¢nymi produkty Stépeni jsou oxid uhli¢ity a voda. ATP
patii k nejvyznamnéjS$im nositellim energie v burikdch.

Bunéénd membrdna je tvotfena fosfolipidovou dvojvrstvou, ve které jsou integrovany
bilkoviny. Tyto bilkoviny tvoii strukturu kandlll a piendSecovych systému riiznych tipl ionta.
Membrina oddéluje intraceluldrni prostfedi buiiky od extracelularniho, pfi¢emZ na rozhrani
téchto dvou prostfedi 1ze méfit membranové napéti. Z elektrického hlediska md membréana
kapacitni charakter, z tohoto diivodu ji 1ze popsat elektrickym ndhradnim schématem.
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Obr. 1.2 Schematickd struktura buné¢né membrany [2]

Tato prace si neklade za cil podrobny popis struktury buné€k a jednotlivych organel, ale
ma4 slouZzit jen jako jakysi ndhled (priivodce). Z tohoto divodu zde byly zminény jen nékteré

cs w2z

jeji casti, pfevdzné pak casti bun€k ZivocisSnych.



1.1  Zpusoby pienosu vzruchu

Prenos informaci mezi jednotlivymi bunkami podobného nebo rtizného druhu probiha
obvykle pomoci chemickych latek, ¢i elektrického signdlu nazyvaného v tomto pfipadé jako
AN (akcni napéti). V dalSim textu se budeme zabyvat pouze zplisobem vzniku a Sitenim AN.
Podrobné viz.[2].

Toto napéti, nazyvané také jako AP (akcni potencidl), vznika nebo se piendsi pouze u tzv.
excitabilnich bun¢k (nervové, svalové). Pfi svalovych buiikdch rozliSujeme kosterni, srde¢ni a
hladky sval. K pfenosu ¢i generovdni AN dochdzi pouze po prekroCeni urcité nad prahové
hodnoty napéti, podrdaZzdéni, tato hodnota je individudlni u riznych excitabilnich bunék a

bunéénych struktur.
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Obr. 1.3 Piiklady pribéhti akéniho napéti AN [2]
Vyznam impulst akéniho napéti AN spocivd v prenosu informaci (modulovany impulsni
signdl) ataké slouZi jako spouStéci mechanizmus (spousténi a Fizeni kontrakce svalu,

uvolrniovdni ldtek).

Membranovy potencial (MP)

Kazd4 buitka m4 jistou hodnotu membranového napéti, kterd je dana rozdilem elektrického
potencidlu v extraceluldrnim prostiedi a v intraceluldrnim prosttedi.

U,=¢-¢, (1.1)

U vétSiny buné€k existuje na membrané rozdil potencidlu, pfi¢emZ uvnitf bunky je
potencidl negativnéjsi. Srde¢ni buiiky maji membranovy klidovy potencidl -90 mV (- 85 mV
aZ -95 mV). Podrazdéni vyvold Sifeni akéniho potencidlu (AP), ktery odpovidd zahdjeni
kontrakce. Zakladni vliv na vzniku napéti v buiice maji kladné a zdporné ionty, zejména
zmény vyvolané zménou polohy iontl z extracelularniho do intracelularniho prostiedi nebo

naopak.
V riiznych buiikich 1ze najit rlizné zastoupeni iontil, pfi¢emz nejveétsi podil maji ionty :

- v intraceluldrnim prostiedi ionty [Na+] , [Ca”] , [K +] , [C,’] , [A’]
- v extraceluldrnim prostied{ ionty [Na+] , [Ca”] , [K +] , [C,’] .



Tontové kandly

Pfenos iontli membranou probihd pomoci tzv. iontovych kandld, které maji rtiznou vodivost,
selektivitu propustnosti pro rizné typy iontil. Jsou tvofeny prevdzné molekulami bilkovin
v membranové struktufe.

Pozn.: Pritok pozitivné nabitého iontu do buiiky je popisovan jako ,,inward" proud. Pfitok
negativné nabitého iontu do buiky md na membrdnovy potencidl bunky stejny efekt jako
odtok pozitivn¢ nabitého iontu z buriky, proto byva nazyvan ,,outward" proud.

selektivni filtr

hydrofilni povrch hydrofobni povrch

napétovy vazebna mista

senzor

vratkovaci systém

Obr. 1.4  Struktura iontového kandlu [2]

Nabité castice (ionty) prochézeji lipidovou dvojvrstvou velmi pomalu, dostdvaji se proto
do buriky iontovymi kandly. Nékteré kandly jsou nepfetrZité oteviené, zatimco jiné jsou
fizené. Kandly fizené maji vratka, kterd se oteviraji a zaviraji. N&které se uzaviraji pfi zméné
membrinového potencidlu, tj. jsou fizené napétim. Jiné se oteviraji a zaviraji, navdze-li se na
n¢ ligand, tzn. jsou fizené ligandem. Nekteré kationtové kandly lze oteviit mechanickym
napétim.

Z hlediska interakce nékterych latek na kandly lze tyto latky rozdélit na pozitivné
plsobici, tzv. aktivatory, které zvySuji ¢innost daného typu kandlu, a na negativné plsobici,
tzv. blokatory, které naopak ¢innost daného typu kanélu sniZuji, ¢imz dochdzi i ke sniZeni jeji
vodivosti. Tyto latky také ovliviiuji dobu, po kterou budou kandly otevieny (stredni doba
otevieni nebo uzavreni kandlu). Pfevazné se jedna o ucinky nékterych 1€kt nebo toxickych
latek. Jako blokdtor mlize byt pouZita molekula organické latky nebo anorganicky iont, ktery
se navdze na dané misto v kandlu a tim znemozZni pfenos daného typu iontu.

Activation Inactivation
e —_— -

e ——
| Deactivation | Activation
i i

.'HU- (AN AR INRE AR R AR (ARARN
il SRR EERERRR LAY NN LELELE

Closed Activated Inactivated

Obr. 1.5 Funkéni stavy sodikového kandlu [13]



Vedle kandll zprostfedkovavaji trans-membranovy transport iontli také buriky pienaSece.
Jsou také tvofeny molekulami bilkovin zabudovanymi do membrany. Od kanald se liSi
zpusobem pfenosu iontll. Nevytvafeji v membrdné¢ vodivy poér. Ionty jsou prendSeny
prostiednictvim vazby na vazebnd mista a ndsledné zmény konformace pienasece.

Smér ptenosu iontl je zavisly na elektrochemickém potencidlu. Zakladem je pohyb iontl
zmista svyS§im elektrochemickym potencidlem do mista sniZz§im a to v rdmci
intracelularniho 1 extraceluldrniho prostfedi. Tento pohyb miiZze byt uskute¢nén také za
pomoci dodané energie ve formé ATP. V tomto pfipadé pak miiZe nastat i pohyb iontd
opacny.

Srdec¢ni iontové kandly jsou iontove specifické pro sodik, draslik, vépnik ¢i anionty. Pocet
a druh iontovych kandlli exprimovanych v srde¢nim myocytu je ovlivnén faktory fidicimi
vyvoj myocytu v zdvislosti na jeho lokalizaci v srdci.

Iontové kandly jsou soucdsti obrovskych multiproteinovych komplext skladajicich se z:

=  -podjednotek,

» [ -podjednotek (pomocnych)

* komponent cytoskeletu,

= regulacnich kindz a fosfatiz,

» pfepravnich proteinil

* proteind tvoficich extracelularni matrix.

Sodikové kandly jsou heteromultimery sloZené z jedné velké o -podjednotky tvoftici por a
jedné nebo vice menSich pomocnych S -podjednotek. Jednd se o integrdlni membranové
proteiny, patfici do Siroké skupiny iontovych kandld, fizenych zmé&nami membranového
potencidlu. Aktivace sodikovych kandlii vyvold dvodni rychlou depolarizaci a nartst AP v
komorovych a sinovych myocytech. Podrobné viz.[13],

Na-kandly se ptepinaji mezi tfemi riznymi funk¢énimi stavy v zdvislosti na MP.

+
1) Depolarizace membrany vede k otevieni (aktivaci) kandld, pronikdni Na do buriky vede

k dalsi depolarizaci membrany, coZ je charakteristické pro pocatec¢ni fazi srde¢niho AP.

2) Aktivace je pouze docasna (I-2 ms) a poté dochdzi k inaktivaci, rychld inaktivace trva
10 ms. C-termindlni ¢4st & -podjednotky m4 vliv na kinetiku inaktivace.

3) Kandly se nemohou znovu oteviit, dokud neni membréna repolarizovand a dojde ke
»zotaveni" z inaktivace. Deaktivace je uzavieni kandlu. MliZe dojit rovnéZ k tzv. pomalé

inaktivaci, pokud je membréna depolarizovand delSi dobu. To trva v fddu sekund.



2. Struktura a funkce izolované srdec¢ni buiky

V nésledujicim textu se budeme zabyvat popisem a charakteristikou vlastnosti samotné
svaloviny pracovniho myokardu a jeji zdkladni stavebni jednotkou, kterd je tvofena
izolovanou srde¢ni buiikou — myocyta.

Srde¢ni svalovina - myokard (myocardium) je zv1astni druh pticné pruhované svaloviny.
Svalovd vldkna srde¢niho svalu se vétvi a znovu spojuji, ale kazdé tvoii dplnou jednotku
obklopenou bunéénou membranou. Tam, kde konec jednoho vldkna pfiléhd ke druhému,
membrédny obou vldken probihaji paralelné v sérii zdhybt. Tyto dtvary se nazyvaji interkalarni
disky a pfedstavuji hranice jednotlivych bun¢k. Jednd se o velmi pevnd spojeni mezi vldkny
udrZujici ndvaznost bungk, takZe tah vyvinuty jednou kontraktilni jednotkou muize byt pfedin
dal$i. Buniky myokardu obsahuji uprostied ovélné jadro, kolem né&j jsou po délce buiiky
kontraktilni myofibrily, povrch bunék tvoii tenka sarkolemma.

2.1 Obecné vlastnosti svalové tkané

Svalovd tkan je specificky typ tkdn€ schopnd stahu (kontrakce), v podstaté se jednd o
zasouvani bilkovinnych vldken aktinu a myosinu. V klidovém stavu jsou ¢astecné mezi sebe
zasunuty a cely proces aktivace za¢ind podrazdénim AN (AP) plazmatické membrany.
Podrobné viz.[2], [3].

aktin .
m}-’o s5in

Obr. 2.1 Vazba aktinovych a myozinovych vldken.
Samotny kontraktilni aparat tvoii :

= kontraktilni bilkoviny (aktin, myozin),

= regulaéni bilkoviny (tropomyozin, troponin),
»  zdroj energie (ATP),

* samotny spoustéci mechanizmus ( Ca*").

Pohyb mezi dvéma vldkny je mikroskopickych rozmér, celkovy pohyb je ddn sériovym
zafazenim obrovského mnozstvi aktinovych a myozinovych vldken ve vétSich vldknech -
myofibril4ch.



Svalovou tkan délime podle funkcnich vlastnosti tfi druhy. Hladké svaly se stahuji
pomalu, bez fizeni nasi viile, jsou neunavitelné a nachdzeji se ve sténich dutych organa. Svaly
kosterni, neboli pficn¢ pruhované, se stahuji rychle, jsou fizené nasi vili a dochdzi u nich
k dnavé. Schopnost volného fizeni svalu je zdvislé na typu nervi, které do svalu vstupuji.
Specidlnim typem pii¢né pruhovaného svalu je tzv. srde¢ni sval, ktery se stahuje rychle, je
neunavitelny a nezdvisly na na$i vili. Kontrakce srdce jsou fizeny srde€nim pacemakerem,

ktery se nachdzi v SA uzlu (sinoatridlni uzel).
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Obr. 2.2  Struktura svazku vldken [17]

-

Ucinnost svalovych vldken spociva v jejich sériovém nebo paralelnim uspofddéni, pfi¢emz
svazek svalovych vldken je sloZzen z mnoZstvi myofibril, které se dale sklddaji ze sarkomer.

2.2  Vlastnosti srde¢ni tkané

v

Z funk¢niho hlediska fadime pfi€n¢ pruhovany sval, tzv. srde¢ni sval, ke specidlnimu typu
svalové tkané. Podrobné viz.[2], [3].

Ze strukturniho hlediska je burika srde¢niho svalu tvofena jednojadernymi vétvenymi
buitkami (max. délky 100 um). Jeji aktivita neni zdvisld na vuli, je tvofena pravidelné
uspofddanymi  myozinovymi a aktinovymi filamentami. M4 stfedné¢ vyvinuté
sarkoplazmatické retikulum, pravidelné uspofdddani myozinovych a aktinovych filament
(sarkomery, pricné pruhovdni) a funkéni syncytium (elektrickd spojent ,, synapse ). Kontrakce
jsou spoustény nezdvisle na nervové stimulaci (pravidelny rychly ,, pacemaker* v SA uzlu),
tetanickd kontrakce nemuze vzniknout (dlouhd refrakterni doba — dlouhé trvdni AN).

Srdce je tvoteno:
. vnitini vystelkou (endokard),
. stfedni vrstvou (myokard),
»  povrch kryje povrchovd blana (epikard),
. zevni obal srdce je osrdecnik (perikard)



Kardiomyocyty maji perinuklearni prostor, v némzZ jsou uspofdddna myofilamenta. Ta
maji tzv. interkaldrni disky, coZ jsou specializované molekulové komplexy, odd¢€lujici jednu
buriku od druhé. Téméft polovina buriky je tvofena mitochondriemi. Je to proto, Ze srde¢ni sval
musi pracovat neptetrZit¢ po celou dobu Zivota a kontrakce myokardu vyZaduje vyluéné
aerobni metabolismus (regenerace ATP 7 ADP oxidacni fosforylaci) a je navozovéna

srdecnim svalem samym (autonomni srdecni systém), nikoliv vnéjSimi nervovymi podnéty,
ackoliv nervovd soustava mize mit na tento stah vliv.
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Obr. 2.3  Srde¢ni buiiky a jejich zplisob pienosu vzruchti [2]

Podrazdéni se srde¢ni tkdni §ifi z jedné buiiky na druhou, ptficemz jednotlivé buiiky jsou
spojeny interskaldarnimi disky. Elektrické propojeni buné€k zajist'uji tzv. elektrickd synapse.

2.3  Zpusob kontrakce srde¢ni bunky

Mechanizmus kontrakce byva spoustén impulzem AN, pifiCemZ nositelem signdlu uvnitt
buiiky se stdvaji ionty ca*. Siiici se podrazdéni vyplavi vipnikové ionty ze
sarkoplazmatického retikula, které nasledné¢ umozni vazbu aktinu a myozinu a ohnuti hlavice
na konci myozinového vldkna. ZmenSeni Ghlu pfedstavuje vlastni pohyb. Po rozpojeni nastdva
opét zvétSeni thlu a hlavice se navdZe na sousedni vazné misto aktinu. Cely cyklus se opakuje

a nazyvame jej klouzavym modelem kontrakce. Cerpzino literatura [2], [3].
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Obr. 2.4 Molekularni mechanizmus kontrakce [2]
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V cytoplazmé svalového vldkna jsou podélné uloZzeny myofybrily, které jsou piicinou jeho
pfi¢cného pruhovéani. Myofibrily jsou tvofeny dvojlomnou (anisotropni) bilkovinou myozinem
a jednolomnou (isotropni) bilkovinou aktinem.

Propojeni i tah se uskuteciiuje pomoci piicnych vybézki, tzv. myozinovych hlav, na
koncich myozinovych filament. Myozinové hlavy se napojuji na aktin a vykondvaji
koordinovany kyvavy pohyb. Myosinova hlavice se ptitom odkloni o 45° od sousedni linie Z
a tak popotdhne tenkou filamentu o 10 nm vzhledem k tlusté filament¢. Protilehld aktinova
filamenta se srdZeji uprostied sarkomery. Poté jsou ionty kalcia transferovany zpét do SR,
dojde ke sniZeni jejich koncentrace v myoplazmé, ustdvd chemickd interakce mezi
myozinovymi hlavicemi a aktinovou filamentou a vldkna tropomyozinu opét prekryvaji
vazebnd mista pro hlavice myosinu a sval se relaxuje. Cely d&j je zavisly na ATP. Na kazdy
pohyb hlavy je hydrolyzovdna 1 molekula ATP na ADP + Pi. Tato reakce je velmi efektivni.
Stazeny sval mliZe byt aZ o tfetinu krat$i neZ sval relaxovany.

Myofibrila jsou tak tvofena zdkladnimi valcovitymi useky, umoznujici jeji smrS$tovani.
Tyto zdkladni dseky se nazyvaji sarkomery. Pfi svalovém stahu se myozin nasouva na aktin a
tim se zkracuje délka myofibrily. Pfitom dochazi ke Stépeni molekul ATP. K tomu je
zapotiebi piitomnost Cq** iontll. Podnét pro svalovy stah u srde¢nich bunék vznikd piimo
v SA uzlu (v srdecnim pacemaker).

Ca NaCa
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Obr. 2.5 Princip kontrakce po vybuzeni AP [2], [20]

PM - povrchovd membréna T — tubuldrni systém SR — sarkoplazmatické retikulum
(rezervodr vépniku , 1 longitudindlni t termindlni) KA — kontraktilny aparat c- cytoplazma

Jinymi slovy by dalo se fict, Ze srde¢ni buiika, jinak nazyvand jako myokard, je schopna
dvou protichlidnych d&ji (kontrakce a relaxace), pticemz tyto déje se cyklicky opakuji.
V relaxaénim stavu jsou myosinové hlavice vzhledem k aktinovému vldknu orientovdny
kolmo. Pfi kontrakci se hlavice myozinu zalomi pod dhlem 45°a zaroven sebou tdhnou
aktinové vldkno. To se posouvd smérem k centru sarkomery, Z linie se k sob& pfibliZuji,
rozsah piekryti aktinovych a myosinovych vldken vzristi. Disledkem toho dojde ke zkriceni
sarkomery.
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3. Popis optickych metod méreni

Optické metody méfeni kontrakce izolované srde¢ni builky (cardiac myocyte) nebo svazku
bunék sarkomer lze rozd¢lit na dvé kategorie zminéné nize. Mezi zdkladni zdjmy obou
zpusobil patii dosazeni co nejlepSiho casového nebo prostorového rozliSeni z divodu
optimdlnitho hodnoceni funkce buiiky. Optické metody slouzi k ziskdvani dutlezitych
experimentalnich informaci, pficemz diraz je kladen na samotnou kontrakci (zkracovdni a
roztahovdni) buniky. PouZzita literatura [1].

V pribéhu rozlicnych kardiovaskularnich vyzkumnych aktivit a jejich analyzy jiz bylo
vyvinuto nékolik rozlicnych metod, pfiCemz tyto metody vyZaduji drahé vybaveni a
sofistikované techniky k dosaZeni poZadované analyzy.

Mezi prvni pokusy meéfeni kontrakce a relaxace fadime pokusy vykonané pomoci
asistence videozdznamovych zatizeni (video based devices), které byli schopné zaznamenat
rozsah a pomér zkracovdni délky izolované srde¢ni builky. Byly to jedny z prvnich
navrZzenych metod tohoto druhu. Metody zaloZené na videozdznamu vyuZivaji dvou
sledujicich bodl, na kazdém konci myocyty a zjiStuji posunuti zplisobené samotnou
kontrakci. K tomuto dcelu byly pouZiviny hranové detektory. Tyto metody pfindSeli natolik
uspokojivé vysledky, Ze byly pouzividny skoro 20 let. S prudkym rozvojem techniky a
technického vybaveni byl umoZnén i rozvoj jinych technik, zavedeni stdle piesnéjSich
snimact, a nebo riznych metod pouZivanych pro obrazové zpracovani.

Mezi omezujici faktory niZe popsanych metod patii zejména samotny tvar sledované
srdecni buriky, ktery je zplsoben pievdazné geometrii, rotatnimi a translaénimi pohyby
myocyty a déle také  kvalitou pofizeného zdznamu, coZz souvisi s provedenim samotného
snimace a zpusobu zpracovdni snimki.

3.1 Metoda svételného ohybu (Light diffraction)

Pomoci tohoto zptisobu lze pozorovat periodicitu sarcomery, prosvécovani svazkil svalovych
vldken monochromatickym svétlem, pficemZ zaznamendme sérii svételnych ohybl (layer
lines) svazku. Rozestup je nepiimo Umeérny p#i¢né pruhovanému vzoru sledovanému skrz
opticky mikroskop. Takto 1ze ziskat tzv. index sledovaného svalu, ktery vyplyva z ohybovych
zakonitosti svétla.

Tato metoda dokdze sledovat dynamiku sarcomeru ze svalového prepardtu pouZitim
vhodné detekéni metody. Pouzitim laserového svazku lze prosvitit pouze hranice svalu, které
jsou podstatné pro meéfitelnost ve vicendsobnych oblastech vicebuiiecnich prepardtd. Pri
aplikaci na izolované srde¢ni buriky, kdy je celd burika osvétlend, odpadé fada problému a 1ze

Metoda svételného ohybu nepatii mezi bézZné pouzivané zpusoby, jakymi jsou napiiklad
piimé optické metody, ale pfesto jsou stdle u¢innym zplsobem hodnoceni kontrakénich funkci
myocytu. Celkovy vysledek je hodné zavisly na typu pouzitého detekéniho systému. Limity
této metody spocivaji v primérné hodnoté periodicity sarkomery, geometrii buiiky nebo také
na vzniklych optickych artefaktech, které mohou ziskana data zkreslit. Difrakéni techniky jsou
méné schopné popisu prostorové nestejnorodych a asynchronné se chovajicich bunék, jako
jsou myocyty.
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3.2 Primé optické metody (Directly optical imaging)

Tyto metody umoziuji pofizeni zdznaml s vysokym casovym a prostorovym rozliSenim.
Takto mohou byt pozorovdny objekty malych velikosti. Pouzitim modernich detek¢nich i
analyzacnich systému 1ze monitorovat dynamiku pohybu za hranice nelinedrni detekce naseho
zraku.

Metody uzivané ke kvantifikaci meéfeni vyZaduji drahé vybaveni oproti optickym
metoddm ndmi uZitymi, které 1ze realizovat relativné levné a jednoduse.

3.2.1 Detekce striaturi tvaru sarkomery (Sarcomere striation pattern detection)

Analyza pomoci uzaviené fdazové smycky (Phase locked loop analysis)

Nékdy se také nazyva i jako FM demodulace, pfiemz lze pomoci této metody ziskat
uniformni (stejnorodé) a dynamickd data ze sarkomery srde¢ni bunky. Jejich pouZitim lze
dosdhnout vysokého Casového rozliSeni v zdvislosti na pouZitém typu detektoru. BéZné se
pouzivaji CCD snimace (charge couple device), nékdy také nazyvané i jako senzor s ndbojove
vazanou strukturou.

Poskytuji primérnou hodnotu periodicity sarkomery z celé buiiky, nebo oblasti uvnitf
buiiky, kterou zahrnuje detekéni okno. Procedura je ovlivnitelnd chybami vyplyvajici
z geometrie a rotac¢nich zmén, které se mohou vyskytnout béhem kontrakce. Tato data mohou
byt matouci v zdvislosti na poctu pruhll (striatura) uvnitt detekéniho okna béhem
kontrakéniho cyklu jako vysledek bunééného pohybu. Nepatii vSak mezi Siroce pouZivané
techniky soucasnosti.

3.2.2 Zaznam piimého pruhovani (Direct striation imaging)

Linedrni pole zobrazovadni (Linear array imaging)

Pomoci této metody lze ziskat 1D, 2D nebo 3D data pomoci CCD kamery s faddkovym polem
detektort (single line array cameras), na které se pak aplikuje multidimensiondlni
rekonstrukce. Jedna se o ndrocnou metodu z hlediska asového a prostorového rozliSeni.

Zobrazovdni oblastni (Area imaging)

K zobrazeni pfedmétu, zkoumaného objektu, 1ze v zdsad€ pouZzit nékolik riiznorodych typi
dvojdimensiondlnich  pfistupli, které se postupné zdokonalovaly v zdvislosti na
technologickych moznostech detekénich systému. Jednalo se zejména o analogové kamerové
systémy, které byly Casem ¢dstecné nahrazeny digitdlnimi snimacimi systémy typu CCD.
V ptipadé analogovych kamerovych systémi byly snahy o riizné vylepSeni, které vSak s sebou
vétSinou pifinesly mnozstvi kompromisi a problému pii dodate¢ném zpracovani.
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3.2.3 Metoda detekce ¢asti bunécni struktury (Cell End Detection)

Tyto metody patii v soucasné dobé mezi nejvice pouzivané optické metody meéteni kontrakci
srdeCnich buné&k. V principu se jednd o jednu z prvnich piimych snimacich procedur
kontrakéni odezvy celé buriky. Jde pfitom o pomérné jednoduchou metodu, kterd slouZzi
k monitorovani zmén v dusledku intenzity svételného rozptylu, spojeny s okrajovymi ¢astmi
buriky. Informacéni vytéZnost téchto metod je limitovdna hodnocenim relativnich zmén
v kontrakénim rozsahu kvili nelinedrnim vztahim mezi pohybem bunék a prendSenym
svétlem z nepravidelného tvaru bunék. Tyto procedury byly ¢asem nahrazeny mnohem vice
pfesnéjSimi metodami navrZzenymi s ucelem, aby sledovaly pohyb jedné nebo obou konct
z kontrahujici myocyty, zaloZzené na linedrni nebo dvojdimenziondlni (bi-dimensional)
snimacf technice.

Prostd hranovd detekce s 1D zobrazovdnim (Single edge detection with 1D imaging)

Pfi této metodé se nasnimédn pohyb jednoho konce myocyty pouZzitim fotodiody. Ta mulze byt
bud’ piimo propojena s mikroskopem nebo videozafizenim. NejvétSiho casového a
prostorového rozliSeni pfitom lze dosdhnout pii piimé projekci svételného signdlu na fadkové
pole snimaci (line array detektor) namontované piimo na mikroskop. Urovné napéti jsou
pfitom snimané kazdym polem fotodiody. Hlavni nevyhodou této metody (single edge) je, Ze
konce bung¢k jsou €asto nepravidelné a vykazuji asymetricky zplisob pohybu.

Celo bunécni 2D (dvojrozmérné) zobrazovdni (Whole cell two-dimensional imaging)
Jak jiZ ndzev napovidd, zdklad téchto metod spocivd v dvojrozmérném obrazovém

zpracovani. V mnohych piipadech jde o pracné méfeni lokalizace okrajii bunky, které lze
ziskat ndro¢nou analyzou snimku po snimku.
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Alternativou je pouziti individudlni rastrové ¢ary, prostfednictvim které 1ze videosnimky
analyzovat. Z takto ziskanych snimku, pofizenych pouZitim rastrovych car, 1ze pomoci
okénkovani a analyzy sledovat levé i pravé hranice (cell-end) bunéného pohybu. Tyto
bunééné okraje mohou byt identifikovidny v zdvislosti na prahu podminénych danou sadou.
Piistupem okenkovéni je umoZnéno vyloucit jiné buriky a zbytky ze signdlového zpracovéni.
Zaroven tento postup zabraruje vzniku jasovych oblasti uvnitf buiiky, které by mohly zpisobit
fale$né pozitivni zjisténi okrajii buniky. Obzvlast’ uziteCnou vlastnosti je schopnost vizudlné
zobrazit presnost, hranové sledovini béhem datového sbéru a prehrdni. Tyto systémy jsou
komeréné dostupné a jsou rozsifené vyuzivany.

Casova rozliSovaci schopnost je pfitom u viech t&chto zdkladnich video systému
omezend poctem obrazkil za sekundu (video frame rates fsp), pticemz vzorkovaci kmitocet
16-20ms byva jiz hodné dobry.

V soucasné dobé jsou hodné popisovany systémy pro zpracovani obrdzku, které zachycuji
»captures® obrazky bunék v mirné odliSnych Casech vztazenych k elektrickému stimulu, po
sobé jdoucich kontrakcich téz buriky. Tato metoda zahrnuje piekryti (epigenézu) posloupnosti,
ziskanou zvétSenim obryst buriky, identifikaci bunikové délky a Sifkovou zménu.

Didle jsou zde i rlizné hybridni techniky, které vyZaduji slozité provedeni série sub snimkii,
které jsou pak analyzované jako snimek jeden.

Dvojhrannd detekce s 1D zobrazovdnim (Two edge detection with one dimensional imaging)

V piipad¢, Ze je mikroskopické zobrazovini celé buiiky fokusované piimo na 1D pole
snimacd (line array), pak muze byt bunéfné zkracovdni méfené s dobrym casovym
rozliSenim, které jiZ neni limitovdno ¢asovym omezenim z konstrukce 2D snimkii.

Touto metodou lze zpracovavat signdl odvozeny ze skenovani pomoci 256-elementového
pole snimaci, pouzivajici jednoduché prahovéni, které je béZné pouzivané k rozpoznéni hran
bunék. Po identifikaci hlavnich hran buiiky je hodinovy pulz spo¢teny dokud ostatni hrany
nejsou identifikované. Tento dplny soucet je prevedeny na vystupni napéti imérny délky
buriky. Z toho lze ndsledné zjistit nediferenci maximdlnitho poméru a velikost zkracovani
buriky pii Casovém poli skenovani 1,5 — Sms. Tato metoda se dspéSné pouziva k detailni studii
vlastnosti kontrakce myocity mensim neZ Sms rozliSenim.

Dalsim zptsobem je technika pouZivajici fluorescenci a elektrofyziologické méteni, které
vyuzivd 1026-elementové linedrni pole, skenujici v intervalech 3-5ms. Pro porovndni byl
bunéény pohyb sledovdn video pohybovym analyzitorem, pii kterém bylo zjiSténo, Ze
zkracovani rychlosti bylo podhodnocovédno o 20% v disledku limitujiciho ¢asového rozliseni
zékladnich video systémii.

Techniky digitdlniho zobrazovani maji odliSny charakter provedeni. Zakladem je vystup
z 512-elementovou fddkovou skenovaci kamerou (line scan camera). V téchto systémech
nastane jeden kompletni sken délky buriky vzdy v kazdé ms priibéhu a spousténi kontrak¢éniho
cyklu a kamerového vystupu. Nésledného skenovani je digitalizované. Nazyv4 se to také jako
»X-T* snimek, ktery je vytvofeny z kazdé kontrakce. Nasledné je analyzovany ,,on-line*
pro ziskani udaju o délce bunky, pfi pouZiti usporddaného digitdlniho prahovani a soucasné
identifikace okraji vytvofenym algoritmem. Tyto systémy mohou byt fizeny s niZs§i drovni
casového rozliSeni, ale jsou béZné pouzivané s vzorkovacim kmito¢tem Ims.

Pozdéjsi ,,off-line* automaticky vypocet rozsahu zkracovani a délkového parametru je
provedeny pro zdznam kazdého kontrakéniho cyklu. Velmi vysoké €asové rozliSeni téchto
systém1ll je cennym zpisobem, dovolujici extrémné podrobnou analyzu kontrakéniho cyklu,
kdezto nevyhodou je, Ze pofizend data jsou nespojitého zdkladu.
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4. Metody zpracovani obrazu

Vlastnim cilem zpracovani a pfipadného rozpoznavéani obrazu je obrazovéd informace o
redlném objektu (zaznamendvany predmét), kterd do pocitace vstupuje pfenosovou cestou,
nejcastéji z televizni ¢i jiné kamery. V nasem piipadé se jednalo o CCD kameru. Pomoci
riznych metod zpracovani obrazu lze sndze porozumeét obsahu obrazu. DalSi podrobnosti 1ze
nalézt v [6], [7], [20].

Samotny proces zpracovdni a rozpoznédni obrazu rozdélujeme do nékolika zdkladnich krokd.

Sniméni obrazu a uloZeni obrazu v pocitaci.
Digitalizace obrazu.

Ptedzpracovéni obrazu.

Segmentace a popis objekta.

Porozuméni obsahu obrazu, klasifikace objekti.

Snimédni obrazu je zdkladnim zplsobem ziskdvéani signdlu vhodného pro zpracovani
obrazu. Je to prevod optické velic¢iny na elektricky signdl, ktery je spojity v ¢ase i v drovni.
Vstupni informace lze ziskdvat z riznych zdroj, jako je naptiklad jas (z kamery, scanneru),
intenzita rentgenového zafeni, napéti z elektrody nebo i jiné.

Digitalizace obrazu je dulezitym krokem pii ziskdvani vhodného obrazu, kde se pomoci
pievodu spojitého analogového signdlu ziskd signal digitdlni — digitalizace, které je nutnym
pfedpokladem pro dalsi zpracovdni v pocitaci. V naSem piipadé¢ se jednd o sekvenci snimkd,
které 1ze také nazvat videem. VétSina metod pro zpracovani pohyblivého obrazu vychazi nebo
je shodnd se zdkladnimi a pokrocilymi technikami digitdlnitho zpracovdni obrazu. Hlavni
mySlenkou tohoto pfistupu je hleddni kompromisu mezi poctem a komplexnosti pouzitych
metod a rychlosti vypoc¢tu daného algoritmu.

Digitélni obraz je ekvivalentem spojité obrazové funkce f (x,y), kde x a y jsou soutadnice
jednotlivych bodl v prostoru. Vstupni signdl je vzorkovan a kvantovdn. Vysledkem je matice
¢isel popisujicich obraz. Jednomu prvku matice se iikd obrazovy element — pixel. Digitalni
obrézek je tedy diskrétni pole pixelil, kde intenzita kaZzdého pixelu je reprezentovédna ¢islem.
MiizZe se jednat o Sedoténovy, bindrni nebo RGB obraz v rizném typu formatovani.

Predzpracovani slouzi jako prostiedek pro potlaceni Sumu a zkresleni vzniklé pfii
digitalizaci a pfenosu obrazu. Jindy se predzpracovédni snaZi zvyraznit urCité rysy obrazu
podstatné pro dal$i zpracovéni. Pfikladem muZe byt hledani hran.

wev s

objekty. Za objekty lze povaZovat ty €dsti obrazu, které nds z hlediska dal$iho zpracovéni
zajimaji. Popis nalezenych objekti v obraze je ovlivnén tim, na co se bude uzivat. Lze je
popsat bud’ kvantitativn¢ pomoci souboru ¢iselnych charakteristik nebo kvalitativné¢ pomoci
relaci mezi objekty.

Pti klasifikaci objektti neni v né€kterych pfipadech nutné provadét vSechny uvedené kroky.
Neékdy se segmentace a popis objektil explicitné neprovddi, ale o to vétsi diraz muze byt
kladen na kvalitni pfedzpracovédni obrazu.
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4.1 Definice obrazu a jeho zakladni vlastnosti

V technické terminologii 1ze obraz oznacit za dvourozmérnou projekci trojrozmérné scény.

Jas obrazu je parametr, ktery reprezentuje mnozstvi svételné energie pfijaté z pivodni
scény. Jeho velikost v jednotlivych pixelech uréuje povrch a odrazivost téles, zdroj svétla a
jeho umisténi ve scéné.

Kontrast je parametr, kde kazdy obrazovy element md omezeny pocet hladin jasu.
Vzdalenost mezi jednotlivymi dvéma hladinami dvou vedlejSich oblasti obrazovych boda
(oblast je tvorend body o stejném jasu) je vlastnost obrazu nazyvana kontrast. Kontrast je tim
vy$§i, ¢im jsou hladiny dvou sousednich oblasti bodu vzdélené;si.

Ostrost obrazu je parametr, ktery ndm urcuje ostrost hran mezi hranou télesa a okolnim
prostiedim. Zaostieni je tim vétsi, ¢im je jas hrany zaostfeného objektu vétsi - mensi nez-li jas
okolniho prostiedi. Ostrost obrazu je zdvisld na spravné ohniskové vzdalenosti ziznamového
zatizeni (kinofilm, digitdlni senzor) a zaostieného predmétu.

Barevna hloubka je pfedpoklddany rozsah barev zafizeni, na kterém se obraz bude
prohlizet nebo zpracovédvat. Nejcastéji se pouzivd kombinace barev v systému RGB,
kombinace barev Cervena, zelend, modra.

Monochromaticky obraz je obraz, u kterého se spiSe neZ o barevnou hloubku jednd o
hloubku jasu. Jas je zde reprezentovan hladinou Sedi v rozmezi od bilé po ¢ernou. Barevna
hloubka je tedy predpoklddany rozsah hladin Sedi zafizeni, na kterém se obraz bude prohliZet,
poptipad¢ zpracovdavat.

Pfi zpracovavani obrazovych dat se dostivdme do oblasti zpracovavani signdlu, nebot
staticky obraz patii do skupiny signdlli vicerozmérnych. Obraz je tedy definovan jako jasova
funkce dvou prostorovych soufadnic f(x,y). Funkci f nazyvdme obrazovou funkci. V piipadé
obrazu méniciho se v Case nebo objemovych dat je funkce f rozSitena pro tii proménné. Jedna
se tedy o trojrozmérny signdl. Dnesni technika dovoluje zpracovdvat i ¢tyfrozmérnd objemova
casoveé promeénnd data. Toho je béZzné vyuzivdno v medicinskych zobrazovacich systémech. S
ocekdvanym ndriistem vykonu vypocetni techniky bude moZno zpracovavat a analyzovat
mnohorozmérné signdly pfiméfené komplikovanymi metodami, vyuZivajici sloZitych
vnitinich vazeb mezi prvky a sloZkami takovych signédll. Ustdleny ndzev intenzitni obraz se
pouZzivé pii popisu statického obrazu definovaného skaldrni obrazovou funkci f(x,y).

Pii snimani a zpracovani obrazu dochdzi k ¢aste¢né ztrat€ informace a tim k degradaci
obrazu. To znamend, Ze obraz muze obsahovat rizné neZadouci poruchy, kterym se fika Sum.
Pro popis Sumu se nejcastéji pouzivd pravdépodobnostnich charakteristik. Podle vzniku a
zéavislosti na vlastnim obrazovém signdlu délime Sum na bili Sum, aditivni Sum,
multiplikativni Sum, kvantizacni a impulsni Sum. Déle 1ze Sumy délit i podle zplisobu nebo
mista vzniku. Podrobné viz [4].
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4.2  Digitalni reprezentace obrazu

Abychom mohli obraz zpracovdvat na pocitaci, je nejprve nutné jej digitalizovat. Digitalizace
se skldda ze dvou kroki :

e vzorkovani obrazu do matice M x N prvki
¢ kvantovani navzorkovaného obrazu do jasovych urovni

- Vzorkovdni obrazu

V pribéhu vzorkovani plosSné spojité obrazové funkce f(x,y) je nutno vyfteSit dva zdkladni
problémy, které souviseji s urCenim ploSné vzorkovaci frekvenci, kterd reprezentuje
vzdalenost mezi nejbliz§imi vzorkovacimi body v obraze a plo$né uspofdddni boda pfii
vzorkovani (ve vzorkovaci mriZce).

Prvni problém Ize feSit pomoci Shannonovy véty o vzorkovani z teorii signéld, kterd fika,
Ze vzorkovaci frekvence musi byt alesponn dvakrdt vétsi neZ maximdlni frekvence ve
vzorkovaném signdlu, coZ je také nejmensi detail zastoupeny v obraze.

Druhym problémem je plo$né uspotfdddni bodu pii vzorkovani (ve vzorkovaci mriZce).
Existuje nékolik typt miiZek, napi. &tvercovd a hexagondlni. Ctvercovd miizka je Zast&jii
diky snadnéjsi technické realizaci a reprezentaci v pocitaci, ale na rozdil od hexagondlni
miiZky nemd mezi okolnimi obrazovymi body stejné vzdalenosti.

Obr. 4.1 Ctvercové a hexagondlni vzorkovaci mtizka [5]

Jeden obrazovy bod v uspofddané vzorkovaci miiZce se nazyvd obrazovy element (pixel),
ktery mé hodnotu f(x,y)=b, kde x, y pfedstavuji prostorové soufadnice a b jeho barvu,

poptipadé odstin.
- Kvantizace

Principem kvantovani{ je diskretizace oboru hodnot obrazové funkce, kde se k spojitému
signdlu pfiradi diskrétni hodnota. Signdl se nejprve rozdéli do nckolika (kvantizacnich)
urovni, které svou $itkou pokryvaji celou amplitudu vzorku. Vyzkumem se zjistilo, Ze pro
lidské oko je dostatecny pocet urovni 230 stupnia Sedi. Proto se ve vypocetni technice pouZziva
256 (28 biti) Grovni. Pro barevné obrazy potom pro kazdou slozku 28 bitli. Pfi kvantizaci
vznikd tzv. kvantizacni zkresleni, kdy je vstupnim spojitym vzorkiim v urcitém intervalu
pfifazena pouze jedna hodnota odpovidajici jednomu kvantizaénimu stupni. Z tohoto diivodu
je nutno na zdkladé daného poctu kvantizacnich drovni stanovit rozhodovaci a rekonstrukéni
urovné, tak aby kvantiza¢ni chyba byla minimélni. Takto digitalizovany obraz ddle pouZivdme

v pocitaovém zpracovani. PouZita literatura [5].
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4.3 Predzpracovani obrazu

Néami popsany zpusob zpracovani je zaloZen na pfedpokladu, Ze zpracovdvany obraz bude
ziskédn za pomoci digitdlni kamery a Ze pocita¢ovd interpretace bude matice s rozméry danymi
rozliSenim kamery s hodnotami urcujicimi barvu a jas v daném bod¢. Z ¢ehoz také vyplyva, Ze
samotné rozliSeni kamery bude mit vyrazny vliv na pfesnost méfeni a hlavné na dobu
zpracovani, kterd je k rozliSeni pfimo imérna.

Kazdy systém zabyvajici se zpracovdnim obrazu se da rozdélit na dvé hlavni ¢asti a témi
jsou predzpracovdni, které bude popsdno v ndsledujici kapitole a detektor. Detektor je Cast
systému, ktery se zabyva rozpozndvanim urcitych objektd v obraze.

Metody piedzpracovani obrazu slouZzi ke zlepSeni obrazu z hlediska jeho dalSiho
zpracovani, pfi¢emz jejich hlavnim cilem je potlateni Sumu v obraze vznikajici diky
digitalizaci a pfenosu obrazu, odstranit zkresleni dané vlastnostmi snimactho zatfizeni nebo
potlacit ¢i zvyraznit jiné rysy dilleZité z hlediska zpracovdni obrazu. Jednd se o poskytnuti
obrazu s co nejmenSim mnoZstvim pixeld samotnému detektoru, ale pfitom takového, kde
informace pozadi a poptedi budou od sebe v co nejvétsi mozné mitfe odliSeny. Podrobné viz

[4], [5].

4.3.1 Prahovani

Prahovéni je jednim z bodovych operdtord, ktery se pouzivd k segmentovani obrazu na
zéklade€ jasu. V nejbeéZnéjsi podobé se jednd o operaci, kterd podle pfedem zvolené hranice
jasu zobrazi vSe pod touto hranici jako 0, tedy ¢erné a vSe nad zvolenou hranici jako 1, tedy
bile. Tim vznikne matice, kterd bude mit pouze dvé hodnoty jasu.

K interpretaci téchto hodnot jasu sta¢i pouze jeden bit, a proto upravou tabulky jasu Ize
vytvorit tzv. digitdlni matici. Tato operace je vyhodnd jak pro vykon, tak i pro pamét
vypocetni techniky, protoZe neni zapotiebi pocitat s osmibitovymi Cisly, ale pouze s Cisly
jednobitovymi. Dochdzi sice k degradaci obrazu, ale Casto je tento postup zZadouci, napt. pfi
porovndvani tvaru objektu. Piikladem vyuZiti je naptiklad detektor, ktery pracuje na zakladé
rozdilu mezi dvéma snimky a umoZiuje provést findlni vypocet, kolik je mezi snimky
odliSnych pixeltd. Vysledek po aplikaci filtru rozd€li tedy pixely na bilé (rozdily mezi snimky)
a Cerné. Filtr se nepouzivd na dpravu snimku pied vstupem do detektoru, protoZe pii jeho
aplikaci je odstranéna vétSina informaci a vysledkem jsou pouhé siluety objektu.

4.3.2 Matematickd morfologie

Matematickd morfologie vyuzivd matematicky apardt, vychdzejici z algebry nelinedrnich
operaci. Do zna¢né miry pifedstihuje pfi zpracovani signall €i obrazii tradi¢ni linedrni piistup,
ktery vyuziva linedrni kombinaci (konvoluci) bodovych zdroji pfedstavovanych Diracovymi
impulsy. Operdtory matematické morfologie se obvykle pouzivaji tam, kde je pozadavek na
kratky Cas zpracovani. Vychdzi z vlastnosti bodovych mnozZin. Lze zpracovdvat jak obrazy s
vice drovnémi jasu, tak i bindrnimi obrazy.
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Metody matematické morfologie se uzivaji predevs$im pro :

1. Ptedzpracovani (odstranéni Sumu, zjednoduseni tvaru objektii)
Zduraznéni struktury objektll (kostra, ztencovdni, zesilovdni, vypocet konvexniho
obalu, oznacovdni objektii)

3. Popis objektl ¢iselnymi charakteristikami (plocha, obvod, projekce).

Tyto operace se pouzivaji ke zjednoduSeni vystupniho bindrniho obrazu, ve kterém se poté
nachdzi mens$i mnozstvi detaild. Provedenim téchto operaci odstranime samostatné stojici
body a seskupime ostatni body do kompaktnich celk.

Dilatace

Dilatace ( @ ) skldda body dvou mnoZin pomoci vektorového souctu.
X®B={de E’ :d=x+b,xe X,be B} 4.1)

Dilatace se pouzivd samostatné¢ k zaplnéni malych dér, dzkych zalivli a jako zdklad

vvvvvv

kombinuje se dilatace s erozi.

Mad nésledujici vlastnosti :  je komutativni operaci: A®B =B®A 4.2)

je také asociativni operaci: A®@(B®C) = (A®B)®C (4.3)
je invariantni vici posunu

Pouziva se k zdlraznéni téch ¢asti obrazu, které obsahuji tvary, dochdzi k zvétSovani hranic
objektu v obraze na zdkladé podobnosti s dosavadni hranici.

Eroze

Eroze sklddd dvé bodové mnoZziny s vyuZzitim rozdilli vektorti. Pro kazdy bod obrazu p se
ovéfuje, zda pro vSechna moZnd p + b lezi vysledek v X. Pokud ano, zapiSe se v
reprezentativnim bod¢ do vysledného obrdzku 1 a v opacném piipadée 0.

Eroze je dudlni operaci k dilataci. Ani dilatace ani eroze nejsou invertovatelné.

Pouziva se pro zjednoduSeni struktury objekti. SloZzené objekty spojené ¢arami tloustky 1 se
rozlozi na nékolik jednodusSich objektli. Pouzivd se k vyplnéni celistvych siluet objektu

jednou barvou a hlavné k odfiltrovani osamocené skupinky pixeli.

Kombinaci eroze a dilatace vytvoii dal§i vyznamné morfologické transformace — otevieni
a uzavieni. Vysledkem obou je zjednoduSeny obraz, ktery obsahuje méné detailda.
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Otevieni

Je to vlastné eroze nasledovéna dilataci. Tato operace odd¢li objekty spojené dzkou §iji a tak
zjednodusi strukturu objekta.

XoB=(Xe B)®B (4.4)

Uzavieni

Je vlastné dilatace nasledovand erozi. Tato operace spoji objekty, které jsou blizko u sebe,
zaplni malé diry a vyhladi obrys tim, Ze zaplni uzké zalivy.

XeB=(X®B)e B 4.5)

4.4 Segmentace obrazu

Obecnd definice segmentace fikd, Ze je to proces déleni obrazu do ¢ésti, které koresponduji
s konkrétnimi objekty v obraze. Jinymi slovy, kazdému obrazovému pixelu je pfifazen index
segmentu vyjadiujici ur€ity objekt v obraze.

zpracovanych obrazovych dat. Snahou je roz¢lenit obraz do ¢asti, které maji izkou souvislost
s pfedméty ¢i oblastmi redlného svéta zachyceného na obraze. Vysledkem ma byt soubor
vzdjemn¢ se neprekryvajicich oblasti, které bud jednozna¢né koresponduji s objekty
vstupniho obrazu (kompletni segmentace), anebo vytvofené segmenty nemusi souhlasit
s objekty obrazu (cdstecnd segmentace).

4.4.1 Detekce hran

Pro zrakové vnimani ¢lovéka jsou velmi dilezitd mista v obraze, ve kterych se méni hodnoty
jasu. Takovd mista se nazyvaji hrany. K nalezeni téchto vyznamnych oblasti v obraze patii
pravé detekce hran.

Segmentace na zdkladé detekce hran vychazeji ze skute¢nosti, Ze hranice oblasti obrazu
jsou slozZeny z hran, které jsou v obraze nalezeny aplikaci nékterého z hranovych detektord.
Po detekci hran nésleduje dalSi zpracovdni obrazu, které spojuje hrany do fetézcu lépe
odpovidajicich pribéhu hranic. Pii detekci hran nesmi byt obraz zaSumén, protoZe by tim byla
uréena spousta neexistujicich hran. Obraz proto musi byt nejprve zbaven Sumu a to lze
nékolika zpusoby.

Segmentace vychdzi ze skuteCnosti, Ze objekty v obraze jsou ohrani¢eny hranami, které
jsou nalezeny nékterym z hranovych operdtort. Hrana v obraze je vektorova velicina a je
uréena velikosti a smérem. Hrana indikuje body obraze, ve kterych dochdzi ke zméndm
obrazové funkce.
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Hranové operatory se déli do dvou skupin:
® Metody zaloZené na prvni derivaci

VSechny nésledné uvedené operdtory aproximuji prvni derivaci obrazové funkce, pricemz
vybér vhodného operatoru se ¢asto opird o experiment a také o charakter obrazu.

Tyto metody aproximuji derivace obrazové funkce pomoci diferenci realizovanych
diskrétni konvoluci. Smér gradientu V se odhaduje hleddnim masky #, kterd odpovida
nejvetsi velikosti gradientu.

- Sobeliv operdtor

Ukdazka pouze prvnich tif masek. NejCastéji se pouzivaji masky h, a h,, které slouZzi k hledani
vertikdlnich a vodorovnych hran. Ostatni masky si lze pfedstavit pootocenim.

1 2 1 0 1 2 10 1
h=l0 0 0 h=-1 0 1|,h=]-2 0 =2 (4.6)
1 =2 -1 2 -1 0 10 1

- Robertsiiv operdtor

Jedna se o nejstarsi a velmi jednoduchy operétor, ktery vyuzivd pouze okoli 2x2 obrazového
bodu. Jeho konvolu¢ni masky jsou :

[1 oj [0 1j
h = , by = 4.7
0 -1 -1 0

Velikost gradientu se poc€itd podle vztahu :

g(xy)-gx+Ly+I)+gxy+1)-g(x+1ly) (4.8)

- Operdtor Prewittové

Opét pouze prvni tfi masky, ostatni si Ize piedstavit pootocenim.

111 0 1 1 10 1
h=l0 0 0, h=[-1 0 1|, h=[-1 01 (4.9)
1 -1 -1 -1 -1 0 10 1

Gradient tohoto operdtoru je odhadovan v 3x3 pro osm smérii. VZdy se vybird jedna maska z
osmi, které odpovida nejvetsi modul gradientu. Daji se vytvaret i vétsi masky s podrobnéjsim
smérovym rozliSenim.
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® Metody zaloZené na druhé derivaci

Pii pouziti prvni derivace nabyvala obrazova funkce v misté¢ hrany svého maxima. Druha
derivace obrazové funkce protind v misté hrany nulovou hodnotu. Nalezeni hrany v misté

wev s

derivace.

- Laplaceiv operdtor

Laplacev gradientni operdtor V> aproximuje druhou derivaci, je invariantni vii¢i otoceni a
uddva pouze velikost hrany a ne jeji smér. V digitilnim obraze muze byt také Laplacidn
aproximovan pomoci diskrétni konvoluce. Pouziva konvolu¢ni jiddra 3x3 pro 4-sousedstvi a 8-
sousedstvi.

01 0 11 1
h={1 —4 1|, h=1 -8 1 (4.10)
01 0 11 1

Nékde se muzeme setkat také s Laplacidnem, ktery vyuzivd veétSi vdhu pixela blize
reprezentativnimu bodu masky. V takovém piipad€ neplati invariantnost vii¢i otoceni.

2 -1 2 -1 2 -1
h=|-1 -4 —-1|,h=|2 4 2 (4.11)
2 -1 2 -1 2 -1

Nevyhodou tohoto operétoru je velka citlivost na Sum, protoZe se snazi aproximovat druhou
derivaci primitivnimi prostfedky. DalS§i nevyhodou je dvojitd odezva na hrany, kterym
odpovidaji tenké linie v obraze.

- Cannyho metoda

Zakladnim principem této metody je hleddni priichodu druhé derivace obrazové funkce nulou.
Na principu raznych rozliSeni a hledani nejlepsiho z nich, je zaloZen pravé Cannyho hranovy
detektor. Zdkladni mySlenka je, Ze skokovou hranu lze hledat filtrem. Aby byl detektor
optimdlni pro skokové hrany musi spliiovat ndsledujici tii kritéria.

- Detek¢ni kritérium (neopomijeni vyznamnych hran)
- Lokalizacni kritérium (minimdlni rozdil mezi skutecnymi a detekovanymi hranami)
- Jednoznac¢nost hran (Zddnd hrana nesmi byt detekovdna dvakrdt)

P1i aplikaci Cannyho hranového detektoru je nutno eliminovat Sum pouZitim vhodného filtru,
vypocitat gradient V?, nalézt lokdlni extrémy a eliminovat nevyznamné hrany. Jednd se o
pokrocily hranovy detektor.
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5. Porizeni videozaznamu kontrakce

V soucasné dobé, jiz bylo vyvinuto velké mnoZstvi optickych technik pro vyhodnoceni zmén
délky béhem kontrak¢niho cyklu. Riizné systémy jsou navrZzeny pro konkrétni experimentalni
aplikace. Nami predstavené feSeni je navrZzeno tak, aby vyuZivalo poslednich trendi
dvojrozmérného obrazového snimédni pomoci mikroskopické CCD kamery v dostate¢ném
rozliSeni a ndsledného vyuziti technik zpracovani obrazu zahrnujici detekci koncl buiiky a
nasledné grafické a ¢iselné vyhodnoceni kontrakce.

BéZné zatizeni pro snimdni mikroskopického obrazu se sklddd ze samostatného, plné
nastavitelného stimula¢niho pfistroje pro generovédni stimula¢nich impulzl, mikroskopu s
kamerou, piistrojovych a programovych ¢asti pro snimani a zpracovani obrazu a vyhodnoceni
kontrakce. Cely systém je sloZen z hardwarové cCasti: PC, méfici karty, stimulacni vanicky s
elektrodami, mikroskopu a mikroskopické kamery. Pouzit4 literatura [12].

5.1 Preparace bunécni struktury (Cell Preparation)

Nutnym pfedpokladem k zahdjeni celého méfeni byla nutnost dispozice vhodného
technického vybaveni a téZ vhodného biologického materidlu ke konkrétnim tcelim méteni.
Tento materidl byl poskytnut Lékatskou fakultou Masarykovy univerzity v Brné&, za ktery bych
rdd i touto cestou podekoval. Nésledujici pfimy experiment probihal v aredlu VUT v
laboratofi biofyziky, ktery byl k charakteru tohoto méfeni nejlépe vybaveny.

Studium enzymaticky izolované srdecni bufiky zaujimd predni misto mezi
experimentalnimi modely pro vyzkum souvislosti mezi srde¢ni excitaci a kontrakci.

e/

Obr. 5.1 Tlustraéni obrazek fyziologického roztoku.

V prvnim kroku samotného méfeni bylo zapotiebi jizZ extrahovanou sav¢i buniku umistit
do vhodného fyziologického roztoku, aby byly zajiStény adekvétni Zivotni podminky a
nedoslo ke znehodnoceni vzorku. Po vhodné preparaci a umisténi biologického vzorku bylo
mozno pfistoupit k samotnému sniméni.
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5.2 Zaznam stimulované bunky (Microscopy and Data
Acquisition)

Zakladnim poZadavkem pro dal§i pribéh price bylo pofizeni vhodného videozdznamu
z experimentu kontrakce izolované srde¢ni buiiky pfi vhodné stimulaci. V nésledujicim textu
se budu podrobné zabyvat popisem zpusobu potizovéni tohoto zdznamu.

Biologicky prepardt byl umistén do stimula¢ni vaniCky s elektrodami, kde byly ke
generaci AN izolované srde¢ny buriky pouZzity pulzy z vhodné nastaveného generdtoru. Po
dosaZeni urcité nad prahové hodnoty AN, v naSem piipad¢ se jednalo o vhodné zvolené
stimula¢ni pulzy, bylo mozné pomoci sestavy mikroskopu s upevnénou CCD kamerou pofidit
digitdlni videozdznam s vysokym prostorovym a ¢asovym rozliSenim. Tim bylo umoZnéno
zahdjeni samotného méfeni, jehoZz vysledky byly ddle exportovdny vhodnym pienosovym
kandlem a ndsledné archivovdny na zdznamové zafizeni osobniho pocitace PC. Takto
pofizeny a archivovany datovy zdznam muze byt ddle upravovdn vhodnymi metodami pro
zpracovani obrazu. Rad bych také jeSt¢ dodal, Ze vhodnd volba stimula¢nich impulsi méla
vyrazny vliv na celkovou kvalitu pofizeného zdznamu.

Na nésledujicim blokovém schématu viz (obr 5.2) lze sndze schematicky pochopit zptsob
pouZzité metody pofizovani poZzadovaného videozdznamu.

CCh
kamera
A
L
PC
Wy
Yideo
Zdznam
Wy
Metody
Zpracovani
/ video zaznarmu
|
[ : |
A
Generator

Obr. 5.2 Blokové schéma principu zdznamu stimulované buriky.
Takto ziskand data byla nasnimdna pomoci kamery Olympus i-SPEED 3, vyuZivajici CMOS

snima¢ o rozliSeni 1280x1024. Takto potizend data byla pak ddle s pouZitim programového
vybaveni vyrobce kamery pfevedena na ndmi zvoleny videozdznam.
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V soucasné dobé¢ jsou jiZ k dispozici pitimé systémy sklddajici se jak z hardwarové, tak i ptimo
softwarové podpory pro metfeni kontrakénich vlastnosti izolovanych srde¢nych bunégk, viz.
obr.5.3.

Obr. 5.3 Tlustracni obrazek (IonWizard 6.0) [18]

Obr. 5.4 Tlustra¢ni obrazek stimulatoru [19]

Obr. 5.5 Tlustracni obrazek stimulac¢ni vani¢ky s elektrodami [12]
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6. Pouzité zpusoby obrazového zpracovani snimki

Trendy ptedeslych let v oblasti vyzkumu a riznych studii izolovanych srde¢nich bunék, které
jsou v dneSni dobé stdle vice v centru pozornost, aktudlné realizovanych ve svéte v
kardiovaskuldrni biologii, poukazuji na mozny potencidl uplatnéni téchto metod k hodnoceni
stavu myokardu. Tyto studie mohou byt potenciondlné piinosné v oblasti porozuméni funkci
srdce a jeho onemocnéni. Bylo by proto uzitecné vyvinout takovou neinvazivni metodu, kterd
by umoZziiovala kvantifikaci kontrakce srde¢ni buniky (cell boundary video tracking method).

Méfeni zmén délky béhem kontrakéniho cyklu u izolované srde¢ni buiiky umoZiuje
popsat dynamiku cele srdecni buriky i sarkomer a zkoumat nékteré zdkladni vlastnosti
kardiomyocyty.

6.1 Tvorba grafického rozhrani

Vytvofené uzivatelské prostiedi, nebo jinak feCeno grafické rozhrani, slouzi k prezentaci
vytvorenych programil a dosaZenych vysledki. VSechny grafické objekty dané aplikace tvori
grafické uZzivatelské prostiedi. Ndzev je prevzat z anglického Graphical User Interface (GUI).
Vyhoda price s vytvofenym grafickym rozhranim spocivd, v jednoduchosti a jeji ptehlednosti.
Préce je fizena interaktivnimi kroky. VSechny grafické objekty jsou vytvareny pifimo v editoru
zdrojového kédu. Programové prostiedi Matlab umozZiiuje vybér ze dvou moZnosti, jakym
zpusobem grafickou aplikaci naprogramovat. PouZitd literatura [8], [14].

Prvnim zplsobem je tzv. nizko droviiové programovéni, ktery vytvoii vSechny
pozadované grafické prvky pouhym pfetazenim. Sestavend aplikace automaticky vygeneruje
piisluSny zdrojovy koéd. Tento nastroj se jmenuje GUIDE (Graphical User Interface
Development Environment). PouZiti tohoto zplsobu je univerzdlni a casové nendro¢né.
Nevyhodou tohoto zplisobu je moZznd nekompatibilita se star§imi verzemi programového
prostiedi Matlab a zdrojovy kéd nemusi a ¢asto neni optimalni.

Druhym zptsobem feSeni je vyuZiti znalosti systému Handle Graphics. Néstroj s jehoZ
pomoci lze efektivné pracovat s grafickymi objekty. Velkou vyhodou tohoto zpisobu je
absolutni kontrola programatora nad aplikaci narozdil od pfedchoziho zpiisobu programovéni.
Grafickymi objekty jsou vSechny zdkladni elementy grafického vystupu. Aby systém fungoval
spravné musi byt mezi jednotlivymi objekty pifesn¢ dand hierarchie, kterd je zobrazena na

nésledujicim obréazku.
| Root

Figure
| | | |
I Axes | [ Uicontrol } [Uimenu ‘ IUicontext.menu I
S | | L
llnlag_e Light [ Line J | Patch | [ Rect J |Sur[‘cu_'f_" Il Text

Obr. 6.1 Hierarchie zdkladnich grafickych objekti v Matlabu.
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V hierarchii grafickych objektd stoji nejvySe objekt Root, kterému jsou podiizeny
vSechny ostatni jako jsou objekty Figure. Tomuto objektu jsou dile podfizené objekty
Uicontrol, Uimenu a Uicontextmenu. Pokud je provedena zména na vysS$i drovni, tak tato
zména muze byt zdédéna niz§imi podiizenymi objekty viz. hierarchie grafickych objektt. S

pojmem hierarchie objekti také souvisi pojmy jako jsou, Parent a Children.

6.2 Navrh aplikace

Pted vlastnim programovanim daného grafického prostiedi je vZdy vhodné rozhodnout se, jak
by méla dand aplikace vypadat. Z tohoto diivodu je uZite¢né nakreslit si ndvrh na papir a ten
poté realizovat v prostfedi Matlab. Jednd se o moZnd nejefektivnéjsi vyvojovy proces pied

vlastni praci v programovém prostiedi.

Ve N\
Menu Programu
Grafické Graficka /ﬁ____f____ﬁ
prezentace prezentace | /
/ Akcni tlacitka .'/
/ /
L SE——— J,'
7
Graficka VWpi
prezentace vj;/ S’: dke -
/ [ Akcni tlaCitka f,/
i ¥
\_ J

Obr. 6.2 Navrh grafického prostiedi.

Tento program byl naprogramovdn pomoci metody Switched Board Programming.
Predpokladem je znalost systému Handle Graphics. Jednd se o metodu vyuzivajici piikazy
Switch a Case. Jde o dvojici piikazl pouZivajici se v pfipad¢€, kdy chceme vétvit algoritmus
podle hodnoty obsahu né&jaké proménné. Zikladem této metody je vyuZiti jedné vlastnosti
funkce, a to moZnosti volat sama sebe s riznymi parametry. RozloZeni aplikace je navrZzeno
tak, aby bylo co nejlépe piehledné a necinilo tak uZivateli problémy s ovldddnim. Z funkcéniho
hlediska by navrhovand aplikace méla mit nckolik ¢4sti navzdjem od sebe oddé€lenych.
Oddéleni je dilezité pro odliSeni prvkil s riiznou funkcnosti. Pfedbéznd vizudlni podoba

programu je na obrazku 6.2.
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Nami vytvorena grafickd aplikace umoZziuje :

1. Nacteni libovolného nekomprimovaného video souboru formétu (.avi .mpeg, ...) a
jinych podporovanych formdtl funkce mmread, kterd je soucdsti jiZ zminéného
toolboxu.

2. Vybér (ROI) oblasti z nacteného videozdznamu, viz. obr.6.4

3. Moznost ptfehrdni takto upraveného videozdznamu a zobrazeni vysledku po dpravé,
obr.6.5.

4. Pouziti optickych metod k méfeni kontrakce ze sekvence snimku z upraveného
videozdznamu pomoci nékterych obrazovych metod zpracovéni.

a) Préci se skupinou snimkii z ROI oblasti nac¢teného videozdznamu.
* VyuZiti metod obrazového prahovani v kombinaci s morfologickymi
operacemi.
*  VyuZiti metod hranové detekce v kombinaci s morfologickymi operacemi.
b) Préci se zvolenym snimkem z ROI oblasti nac¢teného videozdznamu.
* VyuZiti metod obrazového prahovani v kombinaci s morfologickymi
operacemi.
*  VyuZiti metod hranové detekce v kombinaci s morfologickymi operacemi.
¢) Zobrazeni dosazenych vysledkl ziskanych pomoci optickych metod méfeni .

5. Archivace vysledki

a) do textového editoru Excel
b) do souborti ve formé& .jpg snimku

6. Grafické rozhrani ddle umozZnuje
a) nacteni nového videozdznamu
b) prepindni mezi grafickymi rozhranimi

¢) stru¢nou html ndpovédu nebo piimou programovou ndpovédu
d) ukonceni aplikace
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6.3 Uprava porizeného videozaznamu

Néami ziskany videozdznam kontrakce samotné izolované buiiky myokardu déle slouZzil jako
podklad pro nésledné obrazové zpracovéni. Z tohoto diivodu bylo nutné pofizeny zdznam pied
zahdjenim samotného obrazového zpracovéni (snimek po snimku) modifikovat z diivodu
snaz§tho zpracovani. Pod pojmem snazsi zpracovani 1ze v naSem piipadé chapat jako presnost
vypoctu vzhledem k optimélni dobé€ nutné k obrazovému zpracovdni zvolenou metodou.

K tomuto dcelu bylo mozno vyuzit rtizné, volné Sifitelné programy s GPL (General
Public License), jako je program VirtualDub-1.8.8, ktery krom¢ jinych funkci umozZnuje
modifikaci origindlniho videozdznamu pomoci riiznych dprav, jako je ptimy vybér informaéné
vyznamné oblasti, tvz. ROI (region of interest), a tim padem modifikaci na ndmi poZadovany
videozdznam.

Z divodu kompaktnosti ndmi vytvoreného programového rozhrani jsme tuto funkci
piimo implementovali do naSeho grafického rozhrani, vytvofeného v programovacim
prostfedi Matlabu, ¢imZ ndm odpadla nutnost vyuZiti jinych programt k vybéru ROI oblasti z
pofizeného videozdznamu.

-
Select File to Open i Select File to Dpen =
Oblast hledan: DP =] =5 BB Oblast hiedéni: [ 1] Videos -] e @merEr
B Nézev polozky Datum zmény Typ = -
o Vo e
- archiv 21.2.201018:14 Slozka sou <
Naposledy _ Naposledy = =
navitivené Diplomka_text 19.2.201013:31 Slozka sou e e = | B |
Frames 21.2.201017:05 Slozka sou H H
! Napoveda HTML 19.2.201013:31 Sloka sou ! » > H . >
Plocha Screen Images 19.2.201017:48 Slozka sot Plocha 1 g T m—
Videos 192.201013:31 Slozka sot . -
= =
Knihovny Knihowny
.. [ .' = E
bt [ ~
Potiat Potitat 3 il
o - . Kontrakee_bunk... -
k& ] i » Q& =
Sit Nézev souboru: | =] OtevFit st Nézev soubons  |Kontrakos_bunis_5-3-2009 g2 OtenFit
Soubory typu [Select an AVI file ~| Stemo Soworytypu:  [Selectan AVIfie =] Stomo

Obr. 6.3 Ukézka nacteni pofizeného videozdznamu.

Nutnost pouZiti téchto prvnich tprav vyplyvd ze samotnych rozmérii pofizeného primérniho
videozdznamu viz. tab.6.1.

[Filename "Kontrakce bunka 5-3-2009.avi"
[FileSize 1416MB

[FileModDate "5-March-2009 14:24:06"
[NumFrames 360

[FramesPerSecond |50

Width 1280

Height 1024

|lmageType "truecolor"”

VideoCompression  ['none”

Quality 0

NumColormapEntries

0

Tab. 6.1
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Z tohoto diivodu jsou tyto dpravy nezbytné pied piistoupenim k samotnému obrazovému
zpracovani. Je nutné podotknout, Ze tato Uprava videozdznamu nijak nemodifikuje blizsi
prostiedi ROI oblast stimulované buiiky myokardu, pouze podstatné zrychluje celkovou dobu
nutnou k vypoctu.

Funkce popisujici vybér ROI oblasti se nazyva:

- Crop_video.m

Jednd se o skript vytvofeny v programovacim prostiedi Matlabu, ktery slouzi k nacteni
pivodniho videozdznamu a vybéru zdjmové oblasti méfeni, tvz. ROI oblasti viz. obr.6.4 a
obr.6.5.

Ukézka ¢4sti zdrojového kédu :

obj = mmreader ([adresar, jmeno]) ;
video = read(obij,1);

mov (l) .cdata = video(:,:,:,1);
mov (1) .colormap = [];

Obr = (mov (1) .cdata);
hImag =imshow (Obr) ;

[X,Y,I2,rect] = imcrop (hImag);

Zde pouzitd funkce mmreader je dostupnd pouze v Matlab Version 7.7.0.471 a vySe. Lze také
pouZzit funkci aviread, kterd vSak dokdZe nacist pouze videozdznam o velikosti do 1Gb a
pouze videozdznam formatu .avi. Z tohoto diivodu byla pouZita funkce mmreader.

Zde déale zminénd funkce imcrop umoZiuje vybér samotné ROI (region of interest)
oblasti, coZ je patrné na ndsledujicim obrdzku, obr. 6.4 Jednd se pfitom o vektor Ctyf
proménnych, oznacené ndzvem rect .

B Crop video ver. 10 = 3]

Fn Overview {Cr...l = | = if_:hﬂ Load Quit =

File' Edit Window HE|p ~ C:MsersWristiDeskon\DPideosWontrakee burka 5-3-2008 i ToNH

O——640.008&

"B Data loading, please wait... ==
9. pl
Please wait Complett 25 6 %
[ | -
‘ Y — —

NumFrame : 17360 fsm: 50 1280 x 1024

Obr. 6.4 Aplikace umoZziiujici vybér ROI oblasti z nacteného videozdznamu.

30



Vyhodami vySe popsanych tprav je jiz zminénd vypocetni ndrocnost z divodu niz§iho
rozliSeni, souviseji s jiZ zminénou nizs§i vypocetni ndrocnosti, déle také celkova datova
velikost a tim pddem i snaz$i archivace takto upraveného zdznamu. Funkce umoZziujici
zobrazeni a ptehrdni vysledku po dpravé nacteného videozdznamu se nazyva :

- Load_video.m

Jedna se ptitom o aplikaci, kterd m4 slouzit uZivateli pouze jako néstroj k dodatecné kontrole
spravnosti zvolené ROI oblasti vzhledem k ndslednému obrazovému zpracovani.

Zde navrZzeny program Media Player ver 1.0 umoZiuje :

= Prehrani sekvence snimku zaznamu

=  Pozastaveni sekvence snimku zdznamu

» Listovani mezi snimky zdznamu

= Zobrazeni informaci o ROI videozdaznamu

‘ Media Player ver. 1.0 ‘ = i

Play Metods Load Save Metods Quit Help

CrllzersiristiDeshitop'DP\Wideozdznamlresize_ Cell_cordraction.avi Crop Yideo Info

‘tesize_Cell_contraction

Size: 676 x 390

FramePerSec 15

MumFratme : B0/360

Format : 'RGE24

Obr. 6.5 Aplikace umoZziiujici prehrdni ofezaného videozdznamu srde¢ni buriky.

Volba samotného CCD snimace kamery byla ovlivnéna samotnou vlastnosti kontrakce buriky,
jejim rychle se ménicim tvarem, ktery je ovliviiovdn jeji geometrii ménici se v dasledku
rotacnich a transla¢nich pohybli myocyty, coz zplisobuje moznost pohybového rozmazani, tzv.
(motion blure). VSechny tyto body si kladly vysoké poZadavky na casovou rozliSovaci
schopnost pouZitého snimace. Z tohoto diivodu musela byt ndmi pouZzitd kamera schopnd
pofizovani co nejvetsi sekvence snimki za sekundu a co nejoptimélnéjSiho rozliseni z diivodu
dalSiho obrazového zpracovani.

BéZné k timto dcelim uZivané snimace maji kolem 25-30 fsp. V nasem piipadé bylo
pouzito 50 fsp, ale i takové nastaveni se ukdzalo jako nedostacujici z divodu velké dynamiky
pohybu sledovaného objektu. Viz tabulka 6.1.
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6.4 Zpracovani sekvence snimKkii

Vyse popsané zpusoby pofizovani a ndsledné prvotni dpravy sekvence snimkli ndim poskytly
vhodnd data k dalsi prici s pouzitim vhodnych metod zpracovédni obrazu. Jako programovaci
prostiedi pro tyto dpravy byl zvolen program s ndzvem Matlab Version 7.7.0.471 (R2008b)
s dostupnym Image Processing toolboxem a v ném zahrnutymi funkcemi.

Jednd se o pfimé optické metody méfeni, vramcikterych jsme se pokouseli
prostiednictvim metody detekce Casti bunééni struktury (cell end detection) ziskat informacné
podstatné body zkoumaného vzorku, jako jsou rozméry zkoumaného objektu a hodnoty poctu
pixla v jednotlivych snimcich.

K tomuto dcelu jsme si vytvofili skript v programovacim jazyce Matlab, ktery ndm
umoziiuje ddle zpracovavat nasnimand data nejprve vybranymi metodami piedzpracovani
obrazu a nésledné jejich segmentaci. NavrZzeny software dovoluje méteni plochy (area) a
perimetru objektu kardiomyocyty. Jako obrazové optimaliza¢ni techniky byly vyuZity metody
segmentace, prahovani, morfologické transformacni metody (diletace, eroze) nebo také
metody hranové detekce, které se po pouZiti na sekvenci snimkil zobrazujicich kontrahujici
myocytu, ukdzaly jako postacujicim ndstrojem pro analyzu sledované kontrakce.

Jako pfimé metody méteni buitkové kontrakéni odezvy byly pouzity metody kombinujici
metod hranové detekce a morfologickych transformaci. Dale bylo vyuZito metody piimé
konverze, jejim# obrazovym prahovanim byl snimek pteveden do CB oblasti. Nasledné pak
byly aplikovany funkce morfologickych operaci, které pomohly eliminovat neZadouci astice
v obrazu a ziskat tak kvalitni obraz buiiky s vyplnénou vnitini strukturou, oddelené od pozadi.

Pouzité metody zpracovdni obrazu byly implementovidny v uZivatelské rozhrani
naprogramované metodou Switch Board v jiZ zminéném programovacim prostiedi Matlabu
viz obr.6.6. Pouzita literatura [8].

Program Diplomové prace | = | By
Player Load Sawe |Processed| Quit Help

Methaod BW |
Method Edge Di Edge Detection (Sobel)
' Edge Detection (Prawitt) — Image Panel :—
Edge Detection (Roberts)
“édgle Detection t:b.ll) )

Control Pannel

—-SELECT-- =

Mo Frame

|| BW method
[ Edge methods

Start Image
Start Plot

Data Pannel

Erm

| I save |

5] Close

Obr. 6.6 UZivatelské rozhrani vytvofeného programu.
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Hlavni, a tudiZ i nejdtlezit¢jsi casti celého navrzeného programového vybaveni, je grafické
rozhrani umoziujici prici s jiZ upravenym videozdznamem vhodnymi metodami zpracovani
snimkdu. Tato aplikace byla koncipovana s moZnosti vybéru :

* préce s celym sledem snimkt obsazenych ve zvoleném videozdznamu
* préce s jednim snimkem obsaZenym ve zvoleném videozdznamu

6.4.1 Pomoci metod hranové detekce a morfologickych transformaci

Tato metoda vychdzi z principi matematické morfologie, kterou je nutno aplikovat na
nékterou z metod detekce hran, pficemZ je vhodné podotknout, Ze vhodné nastaveni
jednotlivych parametri hranové detekce a morfologickych transformacnich metod je z cela
nezbytné z hlediska ptesnosti dosaZenych vysledkd.

Z nasledujicichch ukdzek je patrné, Ze lze volit mezi jednoduchymi maskovymi operdtory
prvni derivace jako jsou :

= Sobeluv,
=  Robertiv,
= Prewittové,

které v kombinaci s vhodn¢ zvolenymi morfologickymi transformacemi a vybérem
konkrétniho snimku nebo skupiny snimkii umozZiuji stanovit dileZité parametry z hlediska
optické analyzy bunéénych struktur ve snimcich.

“
n Program Diplomaové prace | =R -éhj
Player Load Save Processed Quit Help
Control Pahnhel
Original picture ( frame 094 ) Edge Detection Sobel ( frame 094 ) _Irnage Panel :—
Sokel -
Mo Frame

a4

EWW method

[¥] Edge methods

Edge detection + Morphological transform ( frame 084 S‘tg_r_t_"!_rﬁge

Cellarea : 61563 sqpxls T
Cell width = 483 pls | Start Plot |
Cellheigth: 184 pxis

’ | Data Pannel
Picture size : 659 x 362 pxis

Total pxls : 233558 sgpxls e

Black pxiz: 1765993 =gpxls | £nad |

I— —l White pxls : 81583 sgpxls e

| I Save |

| @] Close |

Obr. 6.7 Ukéazka aplikace zpracovani na konkrénim snimku, (Edge methods).



Néami vytvorend grafickd aplikace umoziiuje pfimou demonstraci zvolené metody. V naSem
piipadé se jednd o metodu hranové detekce pomoci maskového operdtoru, kterou si uZivatel
sdm zvolil na konkrétnim snimku z celkového poctu snimkid v daném videozdznamu.
Vysledek této metody je patrny z nédsledujicitho obrazku viz. obr.6.7

Pfimou demonstraci zvolené metody zajist'uje funkce s ndzvem:

— zpracovani.m

Jedna se pfitom o rozsdhlou funkci umoziujici zpracovani konkrétniho snimku nebo sledu
snimkil z nacteného videozdznamu, archivaci a zobrazeni naméfenych vysledkd zpracovéani
vybranym zptsobem a metodou.

Prezentovana ukdzka aplikace zpracovani snimku demonstruje :

* plvodni ROI snimek porovnany s vyslednym snimkem

* snimek po hranové detekci maskovym operatorem (Sobel)

* snimek po aplikaci morfologické transformace a jeji vhodné rotaci
* tabulku parametri zkoumaného objektu

Porovnanim pivodniho Sedoténového ROI snimku s hranicemi objektu ziskaného vyslednym
obrazovym zpracovanim lze jednoduSe prezentovat dosazené vysledky pouzité metody, viz.
obr.6.7.

Nastaveni prahu u hranové detekce a pouzity typ maskového operdtoru hraje vyznamnou
roli z hlediska pfesnosti a mozZnosti dosaZitelnych vysledkli. Sprdvnd volba a nastaveni
morfologickych transformaénich metod sehrdva také kliCovou roli v pribéhu obrazového
zpracovani zkoumaného objektu ve snimku. Z tohoto divodu lze konstatovat, Ze nelze
navrhnout skript, ktery by zpracovdval adekvatnim zplisobem libovolny videozdznam. Toho
lze docilit pouze vhodnym nastavenim parametrd nutnych k zpracovdni vzhledem k
charakteru snimku a objektu ve snimku.

Ukéazka ¢4sti zdrojového kédu hranové detekce :

[junk threshold] = edge(Gray_1l, 'sobel');
fudgeFactor = 0.75;
I = edge(Gray_1, 'sobel', threshold * fudgeFactor);

Ukézka ¢4sti zdrojového kédu morfologické transformace :

H
I

= bwmorph (I, 'close', Inf);
= imfill (I, 'holes');

H
|

se = strel('disk',20);I=imopen (I, se);
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Ukéazka ¢4sti zdrojového kédu rotace objektu :

LL = double(I);

ss = regionprops (LL, 'Centroid', 'Orientation’', ...
'MajorAxisLength', '"MinorAxisLength', ...
'Area', 'BoundingBox"', ...
'Eccentricity', 'Extrema');

image_rot=imrotate(I,-ss.Orientation, 'bilinear', "crop');
IL_rot = double(image_rot);

s_rot = regionprops(L_rot, 'Centroid', 'Orientation',...
'MajorAxisLength', "MinorAxisLength', ...
'Area', 'BoundingBox"', ...
'Eccentricity', 'Extrema');

Struény popis zde pouZitych funkci:

V casti ukdzky zdpisu zdrojového kédu hranové detekce je nezbytné zminit, Ze je zde
vyuzit maskovy operdtor typu 'sobel’ , ktery zde operuje s pevné€ nastavenym prahem.

V casti ukdzky zédpisu zdrojového kédu morfologické transformace jsou zde vyuZity
funkce morfologického uzavieni 'close', detekce dér, jejich zaplnéni a také odstranéni
objektu pod urcitou velikosti.

V ¢asti ukdzky zdpisu zdrojového kdédu rotace objektu je prve nutno zminit, Ze tato
Uprava slouZi pfevdzné k eliminaci rota¢nich a transla¢nich pohybli snimaného objektu, které
by mohly do daného optického méfeni vnaset urcité neZadouci zmény, jeZ by se pak mohli
projevit ve vysledcich méfeni.

Odstranéni rotacnich a translacnich zmén lze dosdhnout dvojim zptsobem. Jednak
pomoci postupného natdceni a porovndvéni velikosti sledovaného objektu, kdy se vybere
maximdlni hodnota. Tento zplsob je vypocetné hodn€ ndrocny, a proto nebyl ndsledné
implementovan do daného zdrojového kédu. Druhou mozZnosti bylo vyuZiti momentu nato¢eni
v ramci pixell, tato varianta se ukdzala jako rychlejsi a spolehlivéjsi.

Uzivatel m4d moznost volby mezi demonstraénim modem méfeni, ktery je pouze ukdzkou
principu funkce metod a nebo piimo méfenim na sekvenci snimki, které jsou provedeny zcela
automaticky. Takto ziskand data jsou vhodné archivovdna do Excel souboru s piiponou .xIs.
Z téchto archivovanych dat 1ze dale zobrazit pribéhy kontrakce pomoci grafického rozhrani.

K obrazovému zpracovéni sekvence snimki slouZzi funkce :

- fun_sobel.m
— fun_roberts.m
- fun_prewitt.m

Tyto funkce lze spoustét v tzv. uipanel vytvoteného grafického rozhrani. Nejednd se
pfitom jiZ o funkci umoZiiujici pfimou demonstraci konkrétniho snimku, ale o zpracovani
sekvence snimkili obsaZzenych v daném videozdznamu. Vysledky z tohoto zpracovani jsou
uloZeny jak v textové, tak i grafické formé. Pomoci téchto textovych a grafickych zdznamu lze
posoudit kontrakéni vlastnost sledované srde¢ni buiiky.
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6.4.2 Pomoci metod piimé konverze a morfologickych transformaci

Dal$i pouzitou metodou byla metoda pfevodu origindlniho Sedoténového snimku pomoci
histogramu na pifimy ¢ernobily snimek. V ramci této metody je mozné po vhodné zvolenych a
nastavenych morfologickych transformaénich metodach stanovit dilezité parametry z hlediska
optické analyzy bunéénych struktur ve snimcich, jak tomu bylo u metody prvni.

7 ~
Program Diplomové prace |£Ii§-]
Player Load Sawe Processed Quit Help
Control Pannel
Criginal picture ( frame 004 ) Criginal BW [ frame 0094 )
— Image Panel :—
SELECT--
Mo Frame
94
[¥] B method
Edge methods
i

BW =+ Morphalogical transform { frame {094 ) S‘tar‘tlmageI

Cellarea @ 61263 sgpxls ———————
Cell width : 483 pxis | Start Plot

Cell heigth: 185 pxis

Datz Pahnel

Picture size : 870 x 411 pxls
Total pxis : 275370 sgpxls Ee————
Black pxls : 214107 =gpxls | _ Load |
White pxls : 61263 =gpxls| i

| I save

] Close |

Obr. 6.8 Ukazka aplikace zpracovani na konkrétnim snimku, (BW method).

Piimou demonstraci zvolené metody zajist'uje také funkce s ndzvem:

— zpracovani.m

Jde o funkci umoziujici zpracovini konkrétniho snimku nebo sledu snimkli z nacteného
videozdznamu, archivaci a zobrazeni namé&fenych vysledkii zpracovani vybranym zptsobem a
metodou.

Prezentovand ukézka aplikace zpracovani snimku demonstruje :
* plvodni ROI snimek porovnany s vyslednym snimkem
* snimek po obrazovém prahovani je pfeveden do CB oblasti

* snimek po aplikaci morfologické transformaci a jeji vhodné rotaci
* tabulku parametri zkoumaného objektu
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Tato metoda také vychdzi z piimé dpravy nacteného snimku, kterou si uZivatel sém zvolil
z celkového poctu snimku v daném videozdznamu. Vysledek této metody je patrny z
néasledujiciho obrdzku viz. obr.6.8 nebo ze sekvence snimki, z nichZ lze pak kontrakéni
kiivku myocyty vytvofit. Snimek byl obrazovym prahovanim pieveden do CB oblasti, poté
byly aplikovany funkce morfologickych operaci, které pomohly eliminovat neZadouci astice
v obrazu a ziskat kvalitni obraz buiiky s vyplnénou vnitini strukturou a oddé€lené od pozadi.
Dile lIze tyto tpravy provadét zcela automaticky na vSech snimcich daného videozdznamu s
naslednou archivaci nebo zpracovanim hodnot parametri takto vhodné modifikovanych
objektu.

Ukéazka ¢4sti zdrojového kédu vyuZiti obrazového prahovani :

Gray_1 = rgb2gray(I2);
level = graythresh(Gray_1);
bw = im2bw (Gray_1, level);
bwinv=1-bw;

Ukézka ¢4sti zdrojového kddu morfologické transformaci :

bwinv imfill (bwinv, "holes');
bwinv = bwareaopen (bwinwv, 100);
se = strel('disk',10);

bwinv=imclose (bwinv, se) ;

bwinv = imfill (bwinv, 'holes');
bwinv = bwareaopen (bwinwv,1000);
se = strel('line',45 , 55);

bwinv=imclose (bwinv, se) ;

bwinv = imfill (bwinv, 'holes');
se = strel('disk',10);
bwinv=imopen (bwinv, se) ;

Struény popis zde pouZitych funkci :

V &asti ukdzky zédpisu zdrojového kédu vyuzivajictho obrazového prahovéni bylo nutné
nejprve prevést Sedotonovy snimek na cernobily. K tomuto dcelu byla pouZita funkce s
nizvem im2bw , Kterd umoZiuje vytvoieni bindrniho obrazu s vyuZitim prahové hodnoty.
Hodnotdm pixelii vyS§im neZ nastavend prahovéd hodnota je pfifazena jednicka, hodnotdm
niz§im je piifazena nula, coZ odpovidd Cerné barveé. Nésledné jeSté byla provedena inverze
takto ziskaného bindrniho snimku, s kterou jiZz bylo mozné ddle pracovat pomoci
morfologickych transformaci.

Uzivatel ma moznost volby mezi demonstracnim modem méteni, ktery je pouze ukdzkou
principu funkce metod a nebo pfimo méfenim na sekvenci snimki, které se provedou zcela
automaticky. Takto ziskand data jsou vhodné archivovdna do Excel souboru s piiponou .xIs.
Z téchto archivovanych dat 1ze dale zobrazit pribéhy kontrakce pomoci grafického rozhrani.

Z divodu neustdlého pohybu objektu v duasledku kontrakce a relaxace, zaznamenanych v
jednotlivych snimcich a tim souvisejici zména thlu nato€eni, bylo nutné zajistit adekvatni
upravu z hlediska zmén velikosti a to jak velikosti objemové, reprezentované poctem bilych
pixeld, tak i velikosti ploSné, reprezentované parametrem délky objektu.
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6.5 Ukazka realizace v Simulinku

Kromé vyuziti knihoven Image Processing Toolbox lze také k realizaci optického méfeni
kontrakce =z pofizeného videozdznamu pouZzit knihoven Video and Image Processing
Blockset, které jsou souc¢asti matlabovského programu Simulink.
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Obr. 6.9 Ukazka realizace méfeni kontrakce pomoci metod pfimé konverze.

Cell_contraction.syi ‘

»
V: 558x758, 15.0 fps bl g
5
e e 4l - Manual Switch
Variatles .
From Multimedis File1 o SR
rame Counterl Insert Text] —™ o * Display
Draw Shapest
video!
Frame Counte1
Menusl Switch Areal————11 g limag
. Draw
m REE'to Blob Centroid wlr To Video
| Sobel Edge » Fw o »B Rectangles ¥ Image
- inensity [P o0 L o= el Ld Analysis  BEox N e Display
o i Orientstion
Color Space Eage Detectiond Clasing1 Gpening = Drzw Shapess I"I F052=008 ‘ Sobel_and_Morfological_Transformation1
——— Blob AnalysisT N
Cell Aread
et sweet |
" )
Manusl Switch imag L=,
c Draw S
—p— RGE o Blop Centroid Cell Ares ul To Video
| Prewitt Edge » e |-p| Open e Rectangles ¥ Image
js » intensity ™ o g o Analysis  pox » o Displey
Ci 5 Orientation
Color Space Edge Detection! Clasing? Opening2 YT Draw Shapes2. [ ], |Prewitt_snd_Moriological_Transicmation
P ob Analysis
Conversion2 R
il M e Y —
snual Switché A imag —
. Draw vl =
e RGB'to Blop Centroid N Te Video
| Roberts Edge » O > o » Rectangles TaTATERS ¥ Image
[ mersy [ ] o o= Pen Analysis  gg, N & Display
Closi Orientstion
Color Space Edge Detedion2 Closing4 Opening2 . Draw Shapesd. Roberts_snd_Merfologica|_Transformation1
o Blob Analysiss =

Cell Aread

L3

Cell Area7

Obr. 6.10 Ukézka realizace méteni kontrakce pomoci metod hranové detekce.

Jednd se pouze o ukdzkové realizace, které nejsou urené k presnému meteni kontrakce

myocytu.
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7. Vyhodnoceni funkce kontrakce

Po ukonceni optickych metod méfeni, které vychdzeji z obrazovych metod zpracovivéani,
sledujici kontrakéni a relaxacni vlastnosti srdeniho myokardu, lze pfistoupit k samotné
prezentaci ndmi ziskanych hodnot jednotlivymi metodami, které I1ze vidét v obr.7.1. a 7.2.

7.1 Metoda vyhodnoceni rozméru

Tyto metody vyhodnocuji zdvislost kontrakce a relaxace na Case, pficemz kontrakéni a

relaxacni vlastnosti sledovaného objektu jsou v prvnim piipadé dany Sitkou bunécné struktury
(osa y) a Cislem snimku v Case (osa x) viz. obr.7.1 .
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Obr. 7.1 Vysledné pribéhy ziskané z detekce délky bunécni struktury.

Jak je z grafi patrné, metoda vyhodnocujici délku bunécné struktury patii k presnéjSim
metoddm hodnoceni kontrakce nezdvislé na pouZité obrazové metodé zpracovdni. Drobné
vykyvy v signdlu kontrakce nebo pravé relaxace v nékterych snimcich jsou zptsobeny
dynamikou pohybu sledovaného objektu, tj. rozmazdnim objektu, které jiz zde byli
kompenzovany.
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7.2 Metoda méieni po¢tu pixelu

Tyto metody, obr.7.2 vyhodnocuji také zdvislost kontrakce a relaxace na Case, pricemzZ
kontrak¢ni a relaxacni vlastnosti sledovaného objektu jsou v druhém ptipad€é diny plochou
bunééné struktury (osa y) a ¢islem snimku v ¢ase (osa x).

MeorfologicalTransformation+ EdgeDetection(Sobel rotate)
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Obr. 7.2 Vysledné priibéhy ziskané z detekce poctu pixelll v bunééni struktute.

Z néasledujicich grafti 1ze vidét, Ze tyto metody ddvaji témef u kazdého snimku presny
vysledek a to jak v piipadé pouZiti maskovych operdtorti, tak i pfi piimém pievodu na
¢ernobily snimek.

Z graft Ize jednoznacné vycist, Ze uplatnéni pohybového rozmazéni a ¢astecné 1 artefaktii
souvisejicich s cizimi objekty je vyraznéj$i pfi pouZziti hranové detekci neZz pii piimém
pfevodu. Odstranéni ojedinélych pohybovych artefakti lze kompenzovat vhodnym
nastavenim morfologickych transformaci, které jiz zde byly takto kompenzovény.

Grafy také poskytuji informaci o tom, ve kterych snimcich se nejvice uplatiiuji tyto
nezddouci jevy, z ¢ehoZ lze konstatovat, Ze vyrazngji jsou nezadouci jevy zfejmé pfi pouZiti
hranové detekce nez v pfipadé piimého pievodu. Metoda vyhodnoceni rozméri patii k
piesnéjSimu zpusobu optického méteni kontrakce izolovaného srde¢niho myokardu.
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7.3 Srovnani vysledki

Z vysledkil prace lze konstatovat, Ze metoda detekce rozméra (konkrétné délky objektu
aproximovaného obdélnikem) je presn¢j$i metodou, kterd je méné nichylnd na pohybové
rozmazani neZ metoda, pfi niZ se zjiStuje piimo pocet pixell uvnitif meéfeného objektu. Déle
1ze také konstatovat, Ze z metod obrazového zpracovani je v naSem piipade vhodnéjsi pouZiti
morfologické transformace aplikované piimo na ziskany cernobily snimek, neZz metod s
hranovou detekci.

MorfologicalTransformation+EdgeDetection(Sobel rotate)
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Obr. 7.3 Vysledné priibéhy kontrakce

Pricemz lze fici, Ze dosaZené vysledky v rozhodujici mife zdvisi na fsp pouZitého CCD
snimace, budicim pulzu generdtoru, s kterym nédsledné€ souvisi projevy pohybového artefaktu,
tzv. (motion blure). Podstatny vliv na dosaZeni adekvétnich vysledkii ma také pouZiti vhodné
kombinace morfologickych transformac¢nich metod vzhledem k tvaru sledovaného objektu a
ruznych jinych artefakt v pozorovaném prostoru buriky.
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ZAVER

V zévéru své prace bych rdd zhodnotil dosazené vysledky a stanovené cile, které jsem
definoval v ivodu své prace a které jak doufam, jsem zvlddnul tak, jak bylo tfeba.

Zikladnim cilem mé prace byl teoreticky popis metod optického vyhodnoceni funkci
kontrakce bun€¢k a prostudovédni vlastnosti a jevl souvisejici s kontrakci izolovanych
srdecnych bunék myokardu. Z potieby dalsi prace byly také popsany nekteré zdkladni metody
pouZzivané pro obrazové zpracovani.

V rédmci price bylo také vytvoteno uzivatelské prosttedi, umoZziujici detekci vyznamnych
¢asti bunécné struktury s vyuZzitim piimé konverze na ¢ernobily snimek, nebo hranové detekce
v kombinaci s morfologickymi transformacemi. Celd aplikace byla vytvofena pomoci metody
Switch Board pfistupny v programovacim jazyce Matlab. K obrazovému zpracovini byly
pouzity funkce jiz implementované v Image Processing toolboxu nebo by také bylo mozné
vyuzit funkce knihovny Video and Image Processing Blockset v rdmci Simulinku.

Z vysledkli méfeni lze stanovit, Ze kvalita a pfesnost optického méteni kontrakce zavisi
nejen na pouzitém typu snimace, ale také ve velké mife i na volbé a nastaveni pouZitych
metod obrazového zpracovani. Z vysledkl prace 1ze konstatovat, Ze metoda detekce rozmeéra
(konkrétné délky objektu aproximovaného obdélnikem) je presnéj$i metodou, kterd je méné
niachylnd na pohybové rozmazani nez metoda, pfi niz se zjiStuje piimo pocet pixeld uvnit#
méfeného objektu. Ddle lze také konstatovat, Ze z metod obrazového zpracovéni je v naSem
piipade vhodné&jsi pouZziti morfologické transformace aplikované pfimo na ziskany cernobily
snimek, neZ metod s hranovou detekci.

K programu byla naprogramovana ndpovéda ve formé jednoduchych HTML stranek
obsahujicich nékteré teoretické poznatky, ovladani, popis programu a nékteré dalsi dulezité
informace. Nédpovéda je pfistupnd z okna grafického prostiedi.

Prace byla také prezentovédna na studentské soutézi EEICT 2010 v kategorii Zpracovani
signali, obrazu a dat.

Dle mého ndzoru byly stanovené cile splnény v dostatecné mitfe, vyhovujici danému
zadéni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AP akéni potencial

AN akéni napéti

ROI region of interest

DNA deoxyribonukleovd kyselina
RNA ribonukleovd kyselina

NK nukleova kyselina

ATP adenosintrifosfat

ADP adenosindifosfat

SA sinoatridlni uzel

U, rozdil membranového napéti

m
¢, membranové napéti intracelularniho prostiedi
¢, membranového napéti extraceluldrniho prostiedi

GUI grafické uzivatelské prostiedi
GUIDE grafické uzivatelské prosttedi vyvojové prostiedi

HTML znackovaci jazyk pro vytvareni dokumentl s hypertextovymi odkazy
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PRILOHY

Priloha 1 — Obsah prilozeného CD

Nazev adresare Popis
Dokument Diplomové prace Elektronicka verze diplomové prace
Program Matlab Hlavni program s grafickym rozhranim
Program Simulink Ukdzka realizace v simulinku
Videozdznam Vstupni data myocyty
Vystupni data Naméfené data kontrakce
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Priloha 2 — Vytvorené m-file

o

about.m

*

napoveda.m

P

Crop_video.m

S

Load_video.m

P

zpracovani.m

P

fun_sobel.m

TF\

fun_roberts.m

1”‘

fun_prewitt.m

F

fun_BW.m

F

fun_edge.m

&

fun_bwinv.m

&

fun_original.m

©

Save_video.m

1“

konec.m

about.m

napoveda.m

Crop_video.m

Load_video.m

zpracovani.m

fun_sobel.m

fun_roberts.m

fun_prewitt.m

fun_BW.m

fun_edge.m

fun_bwinv.m

fun_original.m

Save_video.m

konec.m

informace o programu a autorovi

informace o moZnosti ovladani programu

funkce umoznujici vybér ROI oblasti

funkce umoznujici prehrdni ROI videozdznamu

uzivatelské prostredi vytvorené pro obrazové

zpracovani

funkce umoznujici obrazové zpracovani, s vyuZzitim
hranové detekce a morfologické transformace

funkce obrazového zpracovdni, s vyuZitim
hranové detekce a morfologické transformace

funkce obrazového zpracovdni, s vyuZitim
hranové detekce a morfologické transformace

funkce obrazového zpracovdni, s vyuZitim
metod prahovédni a morfologické transformace

funkce umoznujici uloZeni snimka po hranové
detekci

funkce umoznujici uloZeni snimku po pfevodu na
CB
ulozi ROI grayscale snimky

uloZi novy ROI videozdznam

ukonceni aplikace
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Priloha 3 — Vytvorené simulink model files

Py

» simulink_bw.mdl  _ Sy ) .
— model umoZziujici obrazové zpracovani,

simulink bw.md| pomoci metod prahovéani a morfologickych
transformaci

Py

ﬁ simulink_edge.mdl _ vy s s P .
— model umoZziujici obrazové zpracovani,

simulink_edge.md| pomoci metod hranové detekce a
morfologickych transformaci

Priloha 4 — Vytvoirené HTML Soubory

napoveda.html - hlavni menu ndpovédy

srde&_tkan — vSeobecné vlastnosti srde¢né tkdné

AP.html — pfenos vzruchl

light_diffraction.html - optickd metoda méfeni kontrakce
direct_optical_ imaging.html - optickd metoda méfeni kontrakce
moznosti.html — moZnosti vytvofeného programu

popis.html - graficky popis vytvofeného programu

informace.html - dOplfluijf informace
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Priloha 5 — Navod k praci s programem
1) Spusténi programu
Po spusténi programu je potieba zvolit m-file s ndzvem crop_video.m ktery umoZzni:

- naéteni videozaznamu

Select File to Open I_ s

Oblast hledani: [ | Videos ~ eEcEr
L -
ey

Naposledy

navitiveng

Plocha
Knihovry

A

Poditad

ol

Cell_contraction Kontrakce_bunk...

|

it}

n

|

Kontrakce_bunk... o

Sit Nazev souboru: |Kurﬂ|akce_bunka_5—3—2ﬂ'05 Ll Oteviit I
Soubory typu: ISeIed an AVl file _v_! Stomo !
1

- vybér ROI oblasti z nactené¢ho videozdznamu

- 5
g | Crop video ver. 1.0 e |
n Overview {Cr. IEIM (H e
Load Quit
File Edit Window Hel k|
e -E’I- ——— e --p— CillsersikristiDeskton DPivideosiontrakee bunka 5-3-2009 avi 70.3125%
iy om ?
C o a
EH—— =040.00&]
0 n
2! -l
\
e e h
-
B0 ting, ves [l ie )
Please wait... Complett 25.6 %
== ]
I
MumFrame : 1360 tsp: 50 1280 x 1024
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2) Zvolena ROI oblasti

Takto upraveny videozdznam lze dale zobrazit, m-file s ndzvem Load_video.m. Jednd se o
aplikaci, kterd m4 slouZit uZivateli pouze jako nastroj k dodatecné kontrole spravnosti zvolené

ROI oblasti.
[ Media Piayer ver. 1.0 '——%

Play Metods Load Save |Metods| Quit Help —

Aplikace metod zpracovani
G WsersHristiDeskiop'DPYideozaznamyesize_Cell_contraction avi Crop Yideo Info

‘resize_Cell_contraction

Size: 676 x 399

FramePerSec 15

Mumframe : 1/360

Format - 'RGE24"

Volba Aplikace metod zpracovani | spousti GUI aplikaci obrazového zpracovani.
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3) Zpracovani snimku

Rezim ,,Automatické zpracovani‘

'n Program Diplemové prace = | =
Player Load Save___ Processed__Quit He}p__
| Method BW |
Method Edge b; Edge Detection (Sobel) et
T Edge Detection (Prewitt) Image Panel;
{

Edge Detection (Raoberts)

. --SELECT-- =
Edge Detection (All)
= Mo Frame

[] B method
[ Edlge methods

Start Image
Start Plot

Data Panne!

[ Load

| Close

»  Metoda BW

Method BW automaticky zpracuje vSechny snimky videozdznamu.

Obrazovym prahovinim jsou nac¢tené snimky z pofizeného videozdznamu pifevedeny
do CB oblasti, a poté jsou na takto upravené snimky aplikovdny funkce
morfologickych operaci.

»  Metoda Edge

Method Edge » | automaticky zpracuje vSechny snimky videozaznamu.

Nactené snimky z pofizené¢ho videozdznamu jsou nejprve upraveny metodami hranové
detekce a poté jsou na takto upravené snimky aplikovany funkce morfologickych
operaci.

Volit Ize mezi jednoduchymi maskovymi operatory prvni derivace jako jsou :

Edge Detection (Sobel)
Edge Detection (Prewitt)
Edge Detection (Roberts)

Edge Detection (Al

Volba zobrazi kfivku kontrakce a relaxace sledovaného objektu.
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Rezim ,,Demonstraé¢niho zpracovani‘

* BW metoda
'n Program Diplomové prace = | =l I CCII'.IE"CII Paﬂne.l'
Player Load Save Processed Quit Help
Control Panhel —|magE Fanel:—
Image Panel:
- --SELECT--
—SELECT- =
Meitames Mo Frate
&0|
ik Eﬂl
B method
Edgs methods
B method
Edge methods
Start Plot
Daig Pannel
Start Image
CETN Start Plot

1. Vybér metody (BW methods/Edge methods)
2. Vybér snimku (No.Frame)
3. Spusténi aplikace (Start Image)

»  FEdge metoda

g —
n Program Diplomové prace E@ﬂ

Contral Pahhel
Player Load Save Processed Quit Help
Control Pannel — Image Panel . —
Image Panel -
A Sobel -
|Sobel - 1
Mo Frame N NCI Frame
80 .
&0

| BW method
[7] Edge methods

W method
Start Image Edge methods
| s |

[ata Pannei

@ Start Image
) Close

Start Plot

1. Vybér metody (BW methods/Edge methods)
2. Vybér snimku (No.Frame)
3. Vybér typu maskového operatoru (Sobel, Roberts, Prewitt)

4. Spusténi aplikace (Start Image)
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4) Stru¢na napovéda

Uipanel programu Player Load Sawe Processed Quit Help

Uimenu Player otevie aplikaci umoZziiujici ptehrdni videozdznamu.

Uimenu Load nebo PushButton [load | otevie nabidku nadteni nového
videozdznamu.

Uimenu Save

Save Original-grayscale (ROT) Video /.avi - ulori ROI videoziznam
Save Original-grayscale (ROD) Image /,jpg - uloZi ROI snimky
Save Original-BINV (ROD) Image /jpg - ulozi ROI snimky po prahovani

Save Original-Edge Detection (ROD Image /.jpyg - ulozi ROI snimky po hranové detekci

PushButton |H Save | uloZi ROI videozdznam.

Uimenu Quit nebo PushButton | & Clese | otevie nabidku ukonden aplikace.

B uskonit =l =50

@ Cheete opravdu ukondit program 7

Uimenu Help otevie uipanel s volbou Navod

Mapowvéda
About Ctrl +4

Volba Ndvod otevie HTML nédpovédu k vytvofené aplikaci, rdmci této prace.

u Napavéda Program =H0c] ﬂh‘
Volba Ndpovéda otevie ndpovedu. —

Napovéda
Volba About otevie okno s nazvem

z , . . — Nastaveni
této prace a yméno autora

1) Natenivideo soubor (LOAD)
2y Wyhér ROI {region of interest) (Crop video ver 1.0)
3) Pehrani nadtenéha videozdznamu
4) Pouditi optickych metod k méfeni kontrakee
a) Préci se skupinou snimki

by Praci se zvolenfn shimkermn
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