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2 UvVoD

,, Kdyby to mélo néjakou praktickou hodnotu, my sami bychom to vynalezli uz ddavno.* Z nobelovské
prednasky Fritse Zernikeho (1953) citujictho vedouctho vyzkumnika firmy Zeiss.

V soucasné dobé Zijeme v nanoére, kdy je vyZadovana znalost spektralné rozliSenych informaci o lokali-
zaci nanostrukturovanych objektti. Pro zkoumani (sub)mikroskopickych struktur je svételna mikroskopie
hlavni metodou jiz n€kolik staleti a v pfipadé Zivych bunék ¢asto nema alternativu. Mikroskopie atomar-
nich sil mapuje pouze bunécny povrch a elektronmikroskopické metody vyzaduji velké tpravy vzorku,
pfi¢emz zmrazeni je tou Upravou, kterd vzorek modifikuje nejméné. Environmentalni elektronova mik-
roskopie (ESEM) stale zdstava ziidka se vyskytujici méfici a experimentalni metodou.

Historické snimky ziskané svételnou mikroskopii, ale kreslené ru¢né nebo ziskané klasickou filmo-
vou fotografii, obsahuji piekvapivé mnozstvi detaild, které v digitalni svételné mikroskopii nenajdeme,
af je obraz jakkoli zvétSeny. Svételnd mikroskopie také skryva potencidl ur€eni fyzikalné-chemickych
vlastnosti sloucenin pozorovaného objektu (napf. tkanég, buriky ¢i organely) v prvku (pixelu nebo voxelu)
diskretizovaného prostoru pozorovaného digitdlnim mikroskopem.

Cilem vyzkumu a vyvoje popsaného v této habilitacni praci bylo analyzovat informaci poskytovanou
digitalni svételnou mikroskopii aZ na droven limiti soucasné techniky a experimentalni a teoretické
fyziky. Svétlo jako pole elektromagnetického zéafeni je zkouméno na trovni jednotlivych voxeld, jejichz
velikost je limitovana technickym nastavenim experimentu, pfedev§im velikosti pixelu digitdlni kamery
a krokem podél optickych fezd. To je jediny zpisob, jak identifikovat lokalni (bio)chemické sloZeni a
molekuldrni interakce. UZivatelé svételné mikroskopie se tak mohou dostat k informacim, které mozna
nebyli zvykli hledat, ale které popisuji skutecné vlastnosti objektu a mohou byt praktické nebo alespon
zajimavé v pripadé védecké zvidavosti. DostateCnou vypocetni statistiku potom zajisti velké zorné pole
kamery mikroskopu. Odhaleni a pochopeni téchto technickych limiti ve svételném mikroskopu potom
miZe vyustit ve zpochybnéni teoretickych limitl interpretace svételné mikroskopického obrazu.

Pfi vyvoji svételného mikroskopu pro biologické icely jsme vychazeli z principt teorie méfeni v Zi-
vych dynamickych systémech [1,2] a z méfeni a modelovani primitivnich samoorganizujicich se mul-
tifraktalnich systému [3-5]. Védecky aspekt nasi prace spocival v metodologickém pouziti nejmodernéj-

vy

Sich existujicich technologii (komponent nejvyssi tiidy), nebof jenom tak je mozno dosahnout odborné
vyuZzivali fyzikalné-chemicky pfistup.

Znalosti technickych limitd svételné mikroskopie ziskané zakladnim vyzkumem jsme poté vyuZzili pfi
navrhu a stavbé jednotlivych mikroskopt pro vybrané biologické a potencidlni medicinské aplikace.



3 TEORETICKA VYCHODISKA VYVOJE SVETELNEHO MI-
KROSKOPU

Pozorovani vzorkl svételnou mikroskopii je omezeno fyzikalnimi vlastnostmi svétla a konstrukénimi li-
mity optické soustavy. Pokusy o tplny popis elektromagnetického pole podél optické drahy mikroskopu
sahaji aZ do 40. let 20. stoleti [6-9]. Tyto Nijboerovy-Zernikeho integraly, které popisuji zménu elek-
tromagnetického pole po prichodu optickou ¢oc¢kou, jsou vypocitatelné pouze pro velmi idealizovany
objekt a velmi idealizovanou soustavu ¢oc¢ek. Realné vzorky v§ak maji nenulovou tloustku a jsou neho-
mogenni, stejné€ jako realnou mikroskopickou optiku nelze snadno aproximovat modelem tenké cocky.

Dle naSich znalosti je nejkomplexné;jsi popis elektromagnetického pole vznikajiciho interakei své-
telného elektromagnetického pole s redlnymi vzorky, tedy nehomogennimi vzorky nenulové tloustky,
uveden v [10, 11]. Jedna se o nejlepsi aproximaci feSeni inverzniho problému (odhadu tvaru pozoro-
vaného objektu z jeho rozptylové funkce) pfi mikroskopii realnych vzorkd nenulové tloustky. V tomto
pripadé se také dle naSich znalosti jedna o posledni limity v pochopeni tvorby interferen¢niho obrazce
realného (tj. nenulové tlustého) vzorku.

Konstrukce soustav realnych optickych ¢ocek je zaloZena na rdznych implementacich principti pa-
prskové optiky, napf. [12]. Timto pfistupem vSak lze pifekvapivé dosdhnout dostatecné detailniho popisu
tvorby obrazu. Principy paprskové optiky je tfeba také vzit v ivahu pfi analyze mikroskopického obrazu
jakozto interferencniho obrazce.

Mikroskopicky obraz je svételny (elektromagneticky) interferencni obrazec, typicky analyzovany v ro-
viné€ zvané ohniskova. Ohniskova rovina odpovida roviné extrémni intenzity elektromagnetického pole
v pribéhu vlnoplochy svétla podél optické osy z optické soustavy [9, 10]. Schopnost rozlisit zaostfené
odezvy svételného elektromagnetického pole s jednotlivymi objekty v ohniskové rovin€ se v bézném
jazyce nazyva rozliSeni.

Samotny pojem rozliSeni tak, jak je bézné uZivateli svételné mikroskopie pouzivan, tedy ve smyslu
Abbeho rozliseni [13] vychazi ze zjednoduseného popisu interferenéniho obrazce [14] a je limitujicim
faktorem pfi pokusech o ziskani vice informace ze svételné mikroskopického obrazu. Abbeho difrakéni
limit totiZ pfi béZné svételné mikroskopii teoreticky zneumoziuje odlisit dva body bliZsi neZ piiblizné
250 nm.

Nicméné jiz od konce 60. let je zndma mozZnost pozorovat objekt o velikosti 25 nm ve svétlém poli
bez pokusi o jeho pfesnou lokalizaci metodou zvanou videozesilena mikroskopie [15, 16]. V 80. le-
tech 20. stoleti byly déle popsany metody sub-rozliSené lokalizace fluorescenéné znacenych objektt ve
zfedénych vzorcich [17]. V tomto textu jsou tyto metody nazyvany superlokaliza¢nimi.

Superrozlisovaci mikroskopie je svételnd mikroskopie umozniujici pozorovat objekty s rozliSenim
vys$im neZ teoreticky odvozeny Abbeho difrak¢ni limit. SuperrozliSeni ve fluorescencni mikroskopii
bylo ocenéno Nobelovou cenou za chemii v roce 2014. Moerner [18, 19] studoval opticko-absorpéni
spektrum molekuly pentacenu v hostitelském krystalu. SupperrozliSovaci metoda PALM (z angl. Pho-
toactivated Localization Microscopy, [20, 21]) je naopak urena pro sledovani dynamickych procest
v zivych burikach a zaloZena na stochastické aktivaci fluorescence a prerusovaném rozsvécovani jednot-
livych fotoaktivovatelnych molekul. Ty jsou pak zobrazeny a ptisobenim svétla zhaseny. Molekuly, které
sidli ve stejném difrakéné omezeném objemu a jinak by byly prostorovée nerozlisitelné, jsou takto Casové
oddéleny. Mikroskopie STED (z angl. Stimulated Emission Depletion) [22,23] vyuZiv4 osvétleni dvéma
riznymi tvary laserového paprsku, kdy ,,obycejny* paprsek excituje fluorofor, zatimco dalsi paprsek to-
roidniho tvaru vypina fluorofory mimo ohniskovou rovinu. Typy a nové perspektivy superrozliSovacich



mikroskopickych metod jsou detailné€ji popsany napiiklad v pracich [24,25].

Soucasné superrozliSovaci/superlokalizacni metody se vétSinou zabyvaji pouze analyzou kaZdého
optického fezu s fluorescenénim signalem zaostieného objektu zvlast. V redlnych vzorcich nenulové
tloustky je vSak nezbytné analyzovat vzajemné informace v celém ohniskovém rozsahu nékolika optic-
kych fezl. Navic naSe pfedbézna pozorovani videozesilenou mikroskopii naznacuji, Ze tvar rozptylové
funkce se 1i$i podle intenzity dopadajiciho svétla [26].

My jsme prokazali, Ze superrozliSeni/superlokalizace 1ze dosahnout i pfi pouZziti béZného mikroskopu
v rezimu svétlého pole [27-32]. Tento piistup pro superrozliSeni/superlokalizaci je obecnéjsi a pfevadi
zdanliveé opticky problém na problém informacni védy, zaloZeny na filtrovani primarnich digitalné mi-
kroskopickych obrazovych dat vypoctem vyuZzivajicim Rényiho entropii. Pfistup Cist€ informacni védy
skyta potencial zménit cely obor svételné mikroskopie.

Toto naSe nové paradigma analyzy mikroskopického obrazu je v souladu s Nijboerovou-Zernikeho
teorii: podél optické drahy mikroskopu miZeme najit bod (,,nulové* velikosti), ktery odpovida intenzit-
nimu maximu odezvy svétla na pozorovany objekt. Pii digitdlnim zobrazovani Ize tento bod ,,nulové*
velikosti promitnout na pixel kamery. Tomuto bodu fikdme elektromagneticky centroid. Novym aspek-
tem naseho paradigmatu je, Ze za urcitého statistického predpokladu hledame body/pixely stejné inten-
zity mezi dvéma po sobé€ jdoucimi obrazy optickych fezl, ¢imz provedeme analyzu jednotlivych voxelt.
Jinymi slovy, provedeme experiment ovéfeny jinym experimentem. Tyto objekty jsme nazvali 3D elek-
po prolozeni dat metodou nejmensich ¢tverct, napt. [33]), a Ize je nalézt v difrakénim, fluorescenénim
i reflexnim zobrazeni s ohledem na multifraktalitu obrazu. Za predpokladu, Ze se tyto body nachazeji
na opacnych stranich skute¢né ohniskové roviny obrazu pozorovaného objektu, mtizeme definovat oh-
niskovou rovinu odezvy pozorovaného objektu. Vyrazné jsme tak zjednodusili 3D mapu odezvy elek-
tromagnetického pole pii jeho interakci s pozorovanym objektem. Zkonstruovali jsme 3D model této
odezvy, ktery lze porovnat s pozorovanim mikroskopii atomarnich sil (AFM) [27, 30]) nebo elektro-
novou mikroskopii [1]. Lokalizace elektromagnetickych centroidti je dosaZena s presnosti v rozsahu
lokalizace super/sub-rozliSeni. Tato metoda je také pouzitelnd pro neznacené vzorky odrazejici svétlo
véetné plastovych nanovlakenych scaffoldl a Zivych bunék a tkani. Stanoveni vlastnosti uvniti prostoro-
vého prvku (voxelu) je prvnim krokem ke stanoveni spektra absorbovaného, difrak¢niho, reflektanéniho,
fluorescencniho svétla a nasledné i chemického sloZeni a fyzikalniho stavu pozorovaného objektu [34].
Takto nové definovana pozice ohniskové vzdalenosti umoziuje u€innou segmentaci obrazu [35,36] a
méfeni vnitrobunééné dynamiky [32,37].

V kontextu tohoto fyzikalné-matematického pristupu déle pfindSime technické pozadavky na kon-
strukci mikroskopu pro dosazeni superrozliSeni [30]. Z hlediska multifraktality je vSak naSe metoda
obecna a nevyZaduje ,,superrozliSenou* diskretizaci elektromagnetického pole. Technicky se dana veli-
kost voxelu promita do rozlozZeni (histogramu) intenzit obrazu zménou jeho multifraktality [38].

Komplexné kombinujeme rizné piistupy a technicka feSeni, ktera jednotlivé nemaji k lepSimu fe-
Seni inverzniho problému odhadu tvaru objektu z jeho rozptylové funkce velky piinos. Pfi konstrukci
digitalniho svételného mikroskopu a relevantniho softwaru vychazime ze tfi zakladnich teoretickych
predpokladi:

1. ,Natedéni* signalu pozorovanych objektii pro ucely superrozliSeni a superlokalizace 1ze dosah-
nout bez jakékoliv upravy elektromagnetického pole mikroskopickou optikou. Postacuje velmi
jednoducha optika. Jedinou tpravou je zména polohy vzorku vzhledem k optice mikroskopu (pro-
ostient).



2. Zkoumany jev (mikroskopické zobrazeni) je vysledkem chovani souboru fotond a Ize jej ana-
lyzovat pfistupem spojitého elektromagnetického pole, ktery zajistuje, Ze miZeme hledat maxi-
mum/minimum v ¢asoprostorovém rozloZeni elektromagnetického pole.

3. Pozorovany obraz ma multifraktilni charakter odraZejici dané technické nastaveni (velikost ka-
merového pixelu a kroku podél optické osy) a jako takovy je tieba ho zkoumat. Multifraktalni
charakter obrazu je zptsoben tim, Ze obraz obsahuje odezvy velkého mnozstvi podobnych objektd
zkreslenych prtichodem optickou soustavou podobnym zptsobem ve vztahu k jejich poloze vici
optice mikroskopu a tento signdl je diskretizovan Cipem kamery.



4 KONSTRUKCE SVETELNEHO MIKROSKOPU

Nami zkonstruované mikroskopy jsou bézné digitdlni svételné mikroskopy s vazanym sofistikovanym

Xz

fidicim a analytickym softwarem. Zikladem zafizeni je co nejjednodussi konstrukce mikroskopu, diky
(mikroskopti). Na vyvoji spolupracujeme s externimi ¢eskymi a rakouskymi strojirenskymi, hardwaro-
vymi a softwarovymi firmami: Petr Tax-Optax, Praha; Pavel Tichovsky, Nové Hrady; ImageCode-Petr
Machécek, Brloh; Synchronics Engineering, Heidenreichstein a Martin Novak, Nové Hrady.

Prvni mikroskopy byly konstruovany v transmisnim osvétleni, nicméné v pozdéjSim vyvoji jsme se
zaméfili na konstrukci mikroskopd v odrazeném svétle.

V prvni fazi technického vyvoje jsme se zaméfili na mikroskop uréeny zejména pro detailni pozo-
rovani a analyzu jedné sav¢i builky, zatimco nyni stavime mikroskopy s velkym zornym polem, kde je
mozné sledovat v jednom obraze az stovky sav¢ich bunék s rozliSenim pod Abbeho difrakénim limitem,
¢imz je pro vyhodnocovani dynamiky biologického procesu zajistén velky statisticky soubor.

Vybér konstrukénich prvkt mikroskopu je vZdy podfizen dané aplikaci. Nicméné lze z konstrukéniho
hlediska vystopovat ndmi obecné pouzivané konstrukcni principy k tomu, aby byla zajiSt€éna maximalni
extrakce informace ze svételné mikroskopického obrazu:

1. Vybér jednoduché optiky. Obecné se vyhybame optice, kterd poskytuje kompromisni nebo ,,hezky
vypadajici* (dez)informaci o objektu. Pokud aplikace nevyZaduje jinak, upfednostiiujeme optiku
telecentrickou, u niZ se zvétSeni neméni s polohou podél optické osy. Hloubku ostrosti je poté
nutno definovat s ohledem na informaci v sousednich pixelech kamerového systému. Hranici ob-
jektu lze nalézt, pokud je gradient intenzity dostatecné strmy, aby mezi dvéma sousednimi body na
senzoru byla informace odli§na. Tim ziskdme nejlokalizovanéjsi obrazovou (interferen¢ni) odezvu
svételné vinoplochy na objekt.

2. Konstrukce mikroskopu s vysokym ¢asovym a prostorovym rozliSenim, ktery dokaze zachytit
tyto lokalizované informace v jednom voxelu. To je zajiSt€éno malym (v fddu aZ jednotek nm),
ale rychlym krokem z-motoru, velikosti teoretického objektu promitaného na jeden pixel kamery
(v fddech né€kolika mélo desitek nm), sbérem primarniho digitdlntho RGB kamerového signilu
s vysokou bitovou hloubkou a vysokou intenzitou osvétleni vzorku.

3. Analyza informace aZ na limit datové sady pomoci informac¢né-entropickych a spektroskopic-
kych pfistupti.

Zatimco vétSina metod superrozliSené/superlokalizované mikroskopie je zaloZena na predpokladu
detekce signalu oddélenych objektt, napt. [20,22,33], my snimame obraz tkané, bunék nebo materialu
kompletné a komplexné a vypocetné hledame hranice signald jednotlivych objektl a7 na Groven velikosti
jednoho obrazového bodu.

Pristup k vyvoji mikroskopu je pfitom primarné zaloZen na experimentu. V kterémkoli ze zakladnich
krokl vyzkumu a vyvoje, af uz je to kalibrace kamery, detekce zaostienych objektt, shlukovéani na za-
kladé entropie obrazu nebo vypocet spektralnich vlastnosti objektu, spoléhame vyhradné na vysledky
experimentdlnich méfeni. Ta sice mohou byt podobna teoretickym ocekavanim, ale obecné spise nejsou.

4.1 Konstrukce hardwaru

V ramci zékladniho vyzkumu jsme postupné sestrojili tfi pIné digitalni svételné mikroskopy:



e NanoScope 2011 [30-32,34,37,39,40],
e SuperScope 2019 [41],
e FutureScope 2021 [35,36].

Mikroskopy byly postaveny na zédkladé vybéru Spickovych komponent dostupnych na tehdejsim trhu.
Tyto komponenty byly vyZadovany proto, aby byly splnény pfedpoklady multifraktality a vysokého po-
méru signalu k Sumu v mikroskopickém obrazu. Timto jsme ziskali co nejCistSi a nejsnazeji interpreto-
vatelny signal pozorovaného objektu.

4.1.1 Digitalni kamera

Prvnim klicovym bodem v navrhu je pouziti digitalni kamery s vysokym poctem pixelt. Vyuzivime
velkoformatové kamerové Cipy s pixely submikronové velikosti. Postupnym vyvojem prechizime ke stale
vétsim kamerovym ¢ipiim se zmensujicim se kamerovym pixelem.

NanoScope 2011 byl vybaven CCD ¢ipem o formatu full-frame s pixelem 7,4 um. Tento senzor neob-
sahuje UV a IR filtr a nezadouci svételné intenzity musely byt odstranény pomoci prislusnych optickych
filtr mikroskopu. VSechny ostatni kamery jsou jiz CMOS, u SuperScope 2019 o formatu full-frame
s velikosti pixelu 4,6 um, u FutureScope 2021 o formatu kamerového senzoru APS-H s 2,2um pixelem.
Tim pfi pouZiti objektivu zvétSujictho 10X dosahujeme velikosti objektu promitaného na kamerovy pixel
220 nm. Trh v8ak jiz nabizi kamerové senzory s velikosti pixeldi 0,4x0,4 um?, coZ vede u kamerového
senzoru APS-H k poctu pixelu obrazu 2,5 Gpx. Tato kamera Canon LIS020 je v souc¢asné dobé€ pro vyuZziti
ve svételné mikroskopii v sestavé FutureScope testovana. NanoScope 2011 obsahuje téZ primyslovou
vysokorychlostni 2Mpx kameru pro ¢asosbérné snimani.

Vsechny kamery byly pfeprogramovany tak, aby poskytovaly primarni, pokud mozno 12bitovy, sig-
nal. Vyjimkou je 120Mpx kamera SVS Vistek mikroskopu FutureScope 2021 dévajici 8bitovy signal,
kterd nahradila pivodni 10-bitovou kameru Arducam AR1820HS. Nicméné i kamera SVS Vistek je
na trhu dostupna jako 10bitova.

Vsechny kamery jsou barevné (RGB), jejich senzor je vybaven Bayerovou maskou. Z téchto primér-
nich obrazovych dat (raw) dale rekonstruujeme barevny (RGB) obraz bez interpolace obrazovych bodt
(kap. 4.3.7), ¢i je vyuzivame k vypoctu viditelného svételného spektra kazdého jednotlivého obrazového
pixelu (kap. 4.3.3).

Rychlost snimani je limitovana velikosti obrazu (poétem pixeli) a pfipadné krokem podél os z €i x, y.

4.1.2 Zdroj svétla

Preferovanym zdrojem viditelného zafeni pro dosazeni videozesileni jsou supersvitivé intermitentni LED.
Ty byly v paru pouzity u NanoScope 2011. Vzhledem k jednoduchému fizeni mikroskopu bylo schéma
blikani LED nepravidelné. Intenzita zafeni byla nastavovana jako proud prochézejici elektrodou (0—
5000 mA). U SuperScopu 2019 byla instalovéna jedna silna LED, jejiZ intenzita je nastavovéna v pro-
centech maximalni hodnoty. Pferusované zareni je v tomto piipade jiZ naprogramovano tak, Ze svételny
puls odpovidé Casu spousténi kamerové uzavérky po posunu mikroskopického stolku.

V soucasné dobé je FutureScope 2021 vybaven jednoduchym, komeréné dostupnym typem konti-
nuélniho LED svétla, kde neni dosaZeno videozesileni. Tento mikroskop je mozné pouzit jak v reZimu
prochazejictho svételného zateni, tak v rezimu odraZeného zaieni. V pripadé prochazejiciho zareni je
pouzit prosvétlovaci stolek Schott TLS-BF. Pro sniméni v odraZeném svétle, coZ je v soucasné dobé

Xivs

nejcastéjSi reZzim, je pouZito kruhové svétlo se sadou LED Schott VisiLED upevnéné kolem objektivu.
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Pii sniméani v reZimu odraZeného svétla ma obraz intenzitni histogram podobny obrazu ziskaného z flu-
orescen¢niho mikroskopu.

VZdy byla nastavovana nejvyssi mozna svételna intenzita, a tedy nejniz$i mozny expozicni Cas ka-
mery, které jeSté nevedly k saturaci senzoru. Vzorek Zivych bun€k tedy snimame co nejrychleji pro
eliminaci skokovych zmén v obraze.

4.1.3 Optika

Optika mikroskopu byla postupné zjednodusovana, z klasickych mikroskopi s nekone¢nou optikou a 4x
zveétsujici projekcni cockou Mitutoyo (NanoScope 2011) pres nekonecnou optiku, ale fixovanou v pozici
nejmensich optickych vad (SuperScope 2019), aZ po konstrukci kamera-adaptacni nastavec-tubusovy
objektiv integrované dohromady (FutureScope 2021). Opticka draha je tak nakonec velice jednoducha,
bez vloZenych optickych prvki.

Pfi mikroskopickém méfeni NanoScopem 2011 a SuperScopem 2019 jsme vyuZivali vSechny typy
béznych optickych objektivi:

e achromatické (pro korekci jedné vinové délky na otvorovou vadu a dvou vinovych délek na barev-
nou vadu),
e apochromatické (pro korekci tif barevnych vad a zaostieni téchto i barev do jednoho bodu).

Vyrazné zjednoduseni optické soustavy mikroskopu nastalo s vyuZitim tubusovych objektivi. Tato
sestava kamera-objektiv se pohybuje podél optické drihy, zatimco stolek zlistava pevny nebo je mozné
jej vynechat ¢i nahradit jinymi mechanickymi zafizeni vhodnymi pro dané méteni. Tubusové objektivy
jsou ve vétSiné piipadi vybaveny méfici telecentrickou optikou s pevnou vzdalenosti.

Koncept telecentrické optiky je pro vysvétleni konceptu naseho vyzkumu nejzajimavéjsi. Ta je po-
uzivana u zafizeni FutureScope 2021. Telecentrickou optikou vybereme po interakci svételného zafeni
se vzorkem prevazné centralni svételné paprsky rovnobézné s optickou osou. Tim ziskdme obraz po-
stradajici ,,perspektivu®. Obrazy objektu ve vSech vzdalenostech od ohniska maji stejnou velikost a tvar.
V bézné ,,netelecentrické* (endocentrické) optice je obraz tvoren také paprsky, které nejsou rovnobézné
s optickou osou. Vystup telecentrického zobrazovactho systému je zkreslen tizkou rozptylovou zobra-
zovaci funkci, kdy interferencni prstence jsou potlaceny. Ohnisko objektu potom rozpozname jako bod
(voxel) extrémni intenzity podél optické drahy paprskid. Telecentrickd optika také umoZiiuje zarovnat
rozsahy pozic ohnisek rtiznych barev (vinovych délek) a ziskat tak obraz poskytujici v podstaté stejnou
informaci jako barevna kamera kombinovand s apochromatickym objektivem.

Pokusnymi méfenimi s modernimi gigapixelovymi kamerami s malym pixelem jsme vSak zjistili, Ze
optika mikroskopu muiZe byt jest€ mnohem jednodussi nez ta, kterou pouzivame v poslednim testovacim
typu mikroskopu FutureScope 2021, nebo je mozné pouzit makroskopickou (zmenSovaci) optiku a ptesto
je mozné diky malému pixelu kamery docilit mikroskopického obrazu. Je téZ nutné pouzivat objektivy
designované na velké senzory kamer.

4.1.4 Mechanika

Mechanika mikroskopt je velice jednoducha. Postupné jsme piesli od posunu podél optické drahy objek-
tivovou hlavici (NanoScope 2011) k posunu stolkem (SuperScope 2019, FutureScope 2021). Dtivodem
je, Ze objektivova hlavice je na rozdil od stolku vyrobeného z uhlikového kompozitu velice t€7ka a je
tézké dosahnout presného jemného, nékolika nanometrového posunu. Nové mikroskopy v odrazeném
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svétle (Visible Truth UltraEasy 2024) jsou vSak navrZzeny a vyrobeny tak, Ze se podél optické osy posu-
nuje sestava kamera-objektiv.

Posun podél optické drahy byl v pripadé NanoScope 2011 zajistén nejdiive piezomotorem davajicim
prumérny krok 119 nm. Pozdé&ji byl piezomotor odstranén a krokovani zajistoval servomotor s pramér-
nym krokem 134 nm. Pfesnd pozice pohybujici se objektivové hlavice byla snimana a fizena sondami
Renishaw. SuperScope 2019 a FutureScope 2021 jsou vybaveny piezomotorem. SuperScope 2019 miize
dosdhnout primérného kroku a7 4 nm, coz mtze slouZit pro testovani limitti dosazeni superrozliSent,
nicméné pro praxi je takovyto krok zbyte¢né maly a nepouzitelny. FutureScope 2021 miize dosdhnout
kroku podél optické drahy 20 nm.

Ostieni bylo u NanoScope 2011 pouze softwarové, zatimco dal$i dva mikroskopy jsou jiz vybaveny i
manualnim ostfenim mikrometrickym Sroubem.

4.2 Vyvoj ridiciho softwaru

Vyvoj fidiciho softwaru popisovanych mikroskopti odpovidal danému stavu tehdejsi techniky. VSechny
tii fidici softwary fidi mechanické pohyby piezo- nebo servomotord, jak je popsano v kapitole 4.1.4.

4.2.1 NanoScope

Prvni software NanoScope relevantniho mikroskopu byl fizen komplikovanou elektronikou. Hlavni ne-
vyhodou tohoto systému bylo, Ze nebylo dosaZeno plné synchronizace blikani svétla, snimani a pohybu
podél optické osy a ziskané snimky byly v sérii intenzitné nehomogenni. Software umoZziioval nasta-
vit Casosbér, x-, y-, nebo z-sken a jejich kombinaci, nicméné vzdy pouze s konstantnim ¢asovym nebo
prostorovym krokem. Bylo moZzné nastavit hodnoty intenzit blikajictho svétla a kamery a softwarové na-
stavit filtry a objektivy. Parametry nastaveni méficiho protokolu bylo mozné ulozit do protokolu, zpé€tné
nacist do software a v€etné polohy stolku a objektivu pro dany snimek ulozit jako metadata do obrazku
(vycitani metadat se provadi stisknutim klavesy F3). Dalsi nevyhodou bylo, Ze software neobsahoval
intenzitni histogram pro nastaveni kamery a intenzity osvétleni. Kalibrani soubory jsou tvofeny ma-
nualné, postupnym vkladanim filtri s ménicim se stupném Sedosti a vyhodnocovany softwarem VerCa
(kap. 4.3.1).

4.2.2 SuperScope

Nevyhody softwaru NanoScope jsou jiZ odstranény u softwaru SuperScope [41,42] relevantniho mikro-
skopu. Senzor digitidlni kamery mikroskopu SuperScope 2019 ma mensi pixel, coZ umoZziiuje pfi mensim
celkovém zvétSeni mikroskopu vidét ve stejném detailu vétsi zorné pole. Horizontélni pohyb stolku tedy
jiZ neni nutny. Soucasti mikroskopu je fidici jednotka s fidici kartou s vlastnimi hodinami, kterd ovlada
posun stolku se vzorkem podél osy z, rozsviceni, zhasnuti a intenzitu svétla a dava pokyn kamete ke sni-
mani. Pokud je nastavena spravna pozice stolku (odectena sondami Renishaw), rozsviti se svétlo a fidici
jednotka vysle pokyn kamete ke snimani. PferuSovanim svétla se omezi expozice vzorku a minimalizuje
se jeho svételné poskozeni. Lze nastavit méfici protokol tak, Ze casosbér, z-sken i jejich kombinaci lze
provést s proménlivymi Casovymi i prostorovymi kroky. Dale je moZné nastavit svétlo a expozici kamery.

Ziskavani obrazovych dat je fizeno pocitacem Jetson AGX Xavier, aby bylo dosaZeno rychlého ana-
lytického zpracovani obrazu softwarovymi nastroji uvedenymi v kapitole 4.3. Informace o méfeni jsou
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ukladany do souborG EXIF a txt/xml. Software SuperScope je dile vybaven funkci automatického sni-
méni bilého standardu difuznf odrazivosti (99 %) Spectralon® a tvorby kalibraéniho souboru a umoZfiuje
naslednou kalibraci surovych dat (kap. 4.3.1).

4.2.3 CAMEX

Ridici software CAMEX mikroskopu FutureScope 2021 je verzi softwaru SuperScope roziifenou o ana-
lyzu obrazu Image Explorer (kap. 4.3.7), v¢etné vkladani méfitka, s pozménénym grafickym uZivatel-
skym rozhranim. U fidiciho softwaru CAMEX instalovaného na mikroskopu FutureScope 2021 neni

nutné fesit synchronizaci svétla s kamerou, protoZe osvétleni je kontinualni. Software CAMEX ma k vi-
zualizaci dat implementovany algoritmus LIL (kap. 4.3.7).

4.3 Analyza signalu z kamerového senzoru

Hlavnim z4jmem naseho zakladniho vyzkumu bylo pomoci kompletni analyzy tvorby svételné¢ mikro-
skopického obrazu ziskat odpovéd na otdzku, do jaké miry teoreticky popis tvorby mikroskopického
obrazu odpovida pozorovanym jevim.

Kamerovy senzor vyuzivame jako méfici zafizeni. Obrazem (téZ snimkem) v naSem piipadé€ nerozu-
mime upraveny signal s cilem vytvofit néjaky vjem, ale datovou sadu vzniklou interakci fotont se sen-
zorem kamery a nasledné digitalizovanou, neboli neupraveny kamerovy signal. Pokud pojem ,,0braz*
spojujeme s né¢jakym adjektivem, napt. ,kalibrovany‘, znamena to, Ze na daném obraze byla provedena
néjaka matematickd operace.

Avsak vétSina digitdlnich kamer v mikroskopii upravuje ptivodni signél tak, aby vznikl vizualné
,,pekny*“ obrazek bez jakékoliv védecké relevance. Pfislusné algoritmy (napf. vyvazeni bilé nebo odstra-
néni ,,nezaddoucich® intenzit obrazu) jsou ve vétSing pripadi aplikovany na kazdy snimek série zvlast,
coz znemoziuje jakékoliv vzdjemné porovnani snimki v sérii. Takové znehodnoceni informace v obraze
postupné brani spravné manuélni analyze snimkdi, algoritmizaci analyzy obrazu a spravné extrakci zna-
losti jako je lokalizace elementarnich objektl v pozorovanych materialech. Na mikroskopickych snim-
cich poftizenych digitidlni kamerou mohou dokonce zcela zbytecné chybét celé objekty, ¢cimz nemusi
byt dosaZeno spravného stanoveni chemického slozeni a fyzikalniho stavu sledovaného materialu. Tyto
nedostatky je tfeba eliminovat.

Pti zpracovani obrovskych datovych sad ziskanych mikroskopy technicky popsanymi v kapitole 4.1
jsme nuceni fesit problémy velkych dat (Big Data Problems). Nevyhnutelnym technickym krokem, jak
vyfesit problémy velkych dat, je optimalni algoritmizace vSech operaci. KaZzdou takovou algoritmizaci
popsanou déle v textu jsme ziskali dal$i informace zédkladniho charakteru o povaze a informa¢nim obsahu
obrazovych dat. Algoritmizace ma tedy pro nas nejen technicky, ale hlavn€ védecky vyznam.

Limitujicim faktorem vyvoje navrZenych algoritmi je vypocetni rychlost a kapacita dana vypoctem
pixel po pixelu. Analytickd zpracovani obrazu uvedena dale vyZaduji paralelizaci vypoctu. Softwarové
néstroje jsou déle postupné vyvijeny. Nékteré algoritmy budou postupné implementovéany jako soucast
fidiciho softwaru digitalni kamery s cilem zpracovani obrazu urychlit.

Nékteré softwarové nastroje jsou obecné pouzitelné v jakychkoliv mikroskopickych technikach vy-
uzivajicich elektromagnetické zareni a obecnéji v jakékoli oblasti, kde je nezbytna objektivni analyza
primarniho signalu z digitalni kamery.
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4.3.1 Kalibrace optické drahy

Analyza obrazu a jeji algoritmizace vyZaduji co nejlepsi kvalitu obrazovych vystupti danou technickym
feSenim mikroskopu popsanym v piedchozi kapitole 4.1. (Ne)homogenity obrazu se pfi daném uspofa-
dani optiky mikroskopu jesté vice projevuji pii mikroskopii vzorkt nenulové tloustky. Nejlep$im tako-
vym obrazovym vystupem je radiometricky korigovana sada snimku s vysokym ¢asovym a prostorovym
rozliSenim a bitovou hloubkou >8 bit - px~!. Metodu Ize charakterizovat jako simultanni radiometrickou
kalibraci optické drahy a digitdlni kamery s naslednou korekci nehomogenit v obraze pfepoctem inten-
zity kazdého pixelu pomoci jeho individudlni kalibra¢ni kiivky. Touto metodou ziskdme nejptirozené;si,
nezkresleny obraz bez vad, jako jsou vSechny typy vinétace (opticka, mechanickd, pfirozend, pixelova)
nebo napfiklad pritomnost prachovych zrn v optickém systému. Kalibra¢ni soubory (kalibra¢ni kiivky
pro vSechny pixely obrazu) je nutné zméfit a spocitat pro kazdé technické nastaveni mikroskopu (napf.
objektiv, kameru nebo intenzitu svétla) zvIast.

Pokud takovyto fyzikalné-chemicky (spektralni) pristup pouZijeme pro kalibraci primarniho signalu
kamerového pixelu, je obrazova analyza zjednoduSena, protoZe je umoznéna bez jakékoli sekundarni
pocitacové korekce (kompenzace) barevnych zkresleni obrazu. Analyzou histogramt makroskopického
obrazu bylo zjiSténo, Ze zatimco nekorigované histogramy odraZeji predevsim aberace optické drahy,
korigované odrazeji skutecné rozdily intenzit v realné scéné€. Histogram kalibrovaného obrazu je struk-
turovanéjsi, obsahuje vice piki, které jednotlivé odpovidaji jednotlivym objektim v obraze.

Radiometrickd kalibrace zvysi vykon kazdého bézného mikroskopu. Jejim vystupem je informace
o celkovych svételnych energiich dopadajicich na kazdy pixel senzoru kamery. To je navic vhodné pro
vzajemné porovnani kamerovych systéma.

Prvnim feSenim radiometrické kalibrace bylo poloautomatické feSeni VerCa. Vyrazného zjednoduSeni
kalibra¢niho procesu doslo jeho plnou automatizaci pomoci modulu v softwaru SuperScope/CAMEX.

VerCa VerCa je softwarovy néstroj pro kalibraci souborti nezpracovanych obrazovych dat pracujici
pres piikazovy fddek Windows cmd. Samotnd metoda je popsana v [39] a rozSifena o kvazispektralni
analyzu v [34]. Metoda VerCa je zaloZena na korelaci spekter svételné propustnosti sady filtrti s jejich
snimky z kamery. Algoritmus vyZaduje na vstupu znalost spekter filtrd kamery a spektra zdroje svétla.

Vstupem pro vypocet kalibracnich kfivek (intenzita pixelt vs. integral fotonl dopadajicich na ka-
meru) je pii transmisnim zobrazovani sada kalibracnich surovych obrazovych dat spolu s korelovanymi
spektry svételné propustnosti pro sadu filtrii riznych drovni Sedi o tloustce nékolik nm. Pfi reflexnim
zobrazovan{ bude opticka draha kalibrovana bilym standardem difuzn{ odrazivosti (99 %) Spectralon®.

Pfi fluorescenénim zobrazovani predpokladame pouziti koncentracnich fad roztoki emitujicich svétlo.

Automaticky kalibrac¢ni algoritmus Pln¢ automatizovani metoda kalibrace, implementovana do fi-
diciho software SuperScope/CAMEX, vyuZiva zmény délky expozice kamery. Pii kalibraci zobrazeni
v prochazejicim svétle neobsahuje optickd draha Zadny kalibracni prvek, pfi kalibraci zobrazeni v odra-
Zeném svétle je na mikroskopicky stolek umistén bily standard difuzni odrazivosti (99 %) Spectralon®.

Datové formaty HDF5  Ridici softwary SuperScope a CAMEX pracuji se standardnimi obrazovymi
forméty a formatem *.mat. Specifickymi, na zakazku vytvorenymi datovymi formaty [43] jsou obrazovy
format H5T (zkr. Hdf5 Image) a format kalibraénich soubord HCLB (zkr. Hdf5 CaLiBration). Tyto
formaty jsou zaloZené na knihovné HDF5 [44], podporované softwary CAMEX a SuperScope a vhodné
pro préci s daty ze SuperScopu a FutureScopu (napt. vypocty kalibraci optickych drah a korekci snimku).
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Jedna se o formaty

1. nekomprimované, ale

2. rychlé pii zépisu i Cteni,

3. umoznujici nacteni pouze Casti obrazku; velky obrazek lze nativné nacist po ¢astech (bez predcho-
ziho nahrani celého obrazku do paméti),

4. nahrini metadat samostatné a

5. rozsifeni o dalsi informace pfi zachovani kompatibility.

Format H51

Ny

1. muzZe byt rozsifen o dalsi atributy snimku a metadata (ddaje o snimku a jeho zpracovani, napft.
o kalibraci, poloze podél optické drahy a intenzité osvétleni), ktera je tfeba uloZzit do souboru,

2. uklada histogram a nadhled obrazku, které 1ze nacist samostatné, aniz by bylo nutné nacitat cely
soubor. To je napiiklad vhodné pro rychlé urceni bitové hloubky obrazu v datovych souborech
(pokud neni znama) v softwaru IIEP (kap. 4.3.2) nebo LIL (kap. 4.3.7).

Format HCLB obsahuje

1. metadata s informacemi o podminkéach kalibrace (napf. o pouZzité kamete, optice, osvétleni a roz-
sahu expozic),

2. obrazova data a metadata jednotlivych kalibra¢nich snimkd,

3. spektrum kamery a spektrum osvétleni, dile vypoctené integraly pro vlastni kalibraci a

4. informace o vadnych pixelech.

4.3.2 Informacni p¥inos jednotlivych pixeli

vivs

Nejobecnéjsi mozny piedpoklad o obrazku, a to bez ohledu na jeho ptivod, je, Ze je multifraktalni. Ve
spravné kalibrovaném snimku (kap. 4.3.1) je multifraktalita zptisobena kombinaci tf1 fyzikalnich procest
beéhem vytvareni obrazu:

1. interakci svétla se vzorkem,
2. pfi prichodu svétla mikroskopem a
3. diskretizaci ziskaného signélu na ¢ipu kamery.

Zejména diskretizace signalu na kamerovém Cipu ma zasadni vliv na novou teoretickou interpretaci mi-
kroskopického obrazu.

Za tcelem nového popisu mikroskopického digitalniho obrazu jsme vyvinuli principialné novou infor-
macni analyzu, jak zkoumat informaci nesenou obrazovym bodem (pixelem) v multifraktalnim datovém
souboru. Vypocet pouziva jednoparametrovou Rényiho entropii s parametrem « pro danou pravdépo-

dobnostni distribuci P .
1
H (P) = 1 ) 1
(P) 1_an<j§(pj>> (1

nebo Shannonovu entropii (analogii Gibbsovy-Boltzmannovy fyzikalni entropie) pfi hodnoté parametru
rovné 1

k
S =9,(P)=) p;In(p)), ©)

J=1
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kde p; je pravd€podobnost vyskytu j-t€ho jevu (intenzity) v systému (obrazu).
Veli¢ina informacni prispévek bodu (P1G, z angl. Point Information Gain) [27,28,45] je definovina
jako zména informace odstranénim pixelu urcité intenzity z obrazu a charakterizuje staticky obraz:

rY = rOwp) =, (P") - 7,P). @

Podobné je definovana veli¢ina divergentni prispévek bodu (PDG, z angl. Point Divergence Gain) [29]
charakterizujici dynamicky obraz, a to jako zména informace pfi zaméné pixelu na stejné pozici ve dvou
po sobé jdoucich snimcich:

QU=m = QU=m(py =7, (P'"™) = I (P), 4)
V rovnicich (3)—(4) jsou

e 7 ,(P) Rényiho entropie pocitana z pravdépodobnostniho histogramu P ptvodniho obrazu,

e %, (P") Rényiho entropie po¢itand z pravdépodobnostniho histogramu P stejného obrazu bez
pixelu intenzity i a

e %, (PU=™) Rényiho entropie po¢itané z pravdépodobnostniho histogramu PU~™, kdy pixel in-
tenzity / pivodniho obrazu byl zaménén za pixel intenzity m nasledujiciho obrazu.

Timto informa¢nim pfistupem lze zkoumat seskupeni pixelt na zakladé riznych Rényiho koeficientd
a odrazejicich multifraktalitu obrazu. Obé veli¢iny spojuji podobné intenzity obrazu do shlukd, ¢imz
segmentuji obraz na jednotlivé ¢asti se stejnymi piiznaky. Nalezena pravidla seskupovani ndim umoZznila
vyvinout algoritmy, které automaticky seskupuji objekty v mikroskopickém obrazu. Nizké hodnoty a
umoziuji extrahovat vzacné jevy z celkového rozdé€leni, zatimco vysoké a davaji jednu hodnotu Fg) ¢i
Q=™ pro jevy podobnych hodnot. Pfi @ — oo dokonce dosahneme oddéleni malo informativniho pozadi
od zbytku obrazku.

Vypocet Q(ZH'") je zobecnénim jednoduchého odecteni dvou po sobé jdoucich kalibrovanych (kap.
4.3.1) snimku v sérii posunutych podél optické drahy mikroskopu (podle typu vzorku) o ,,maly* krok
a umozZiuje lokalizovat 3D elektromagnetické centroidy (kap. 3). Aproximace vypoctu Q(zl_’"’) prostym
odecitdnim miZe zpracovani obrazu déle podstatné urychlit.

Z proménnych TV a Q=™ Ize vyjadfit aditivni veli¢iny

e entropie informacniho prispévku bodu H, (PIE; z angl. Point Information Gain Entropy) jako
souet viech hodnot I'’ v obraze,

o hustota entropie informacniho prispévku bodu 2, (PIED; z angl. Point Information Gain Entropy
Density), kdy kazda hodnota I'’ vyskytujici se v obraze je pfi¢tena pouze jednou,

o entropie divergentniho prispévku bodu 1, (PDGE; z angl. Point Divergence Gain Entropy) jako
souet viech absolutnich hodnot Q=™ v obraze a

o hustota entropie divergentniho prispévku bodu P, (PDGED; z angl. Point Divergence Gain Ent-
ropy Density), kdy kazd4 hodnota Qfx"””) vyskytujici se v obraze je pfictena pouze jednou.

Spektra aditivnich veli€in (tj. entropie a hustoty entropie) ndm umoziuji jednoznacné reprezentovat
obraz. Tato specifikace obrazu je uzite¢na pro statistické shlukovani (klastrovan{) samotnych snimku [28,
29]. Metoda vypoctu informaéné-entropickych veli¢in a relevantni klastrovani snimka byly ovéfovany
na datovych sadach chemickych experimentti a matematickych simulaci modelového multifraktilniho
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systému samoorganizujici se B&lousovy-Zabotinského reakce v pracich [1,3,28] (simulace popséany v [4,
5D.

Problémem mikroskopickych snimki ziskanych digitalnim fotoaparatem nebo kamerou je, Ze vétSina
z nich vykazuje na objekt pfili§ malo pixeld, protoZze obecnou filozofii prodejct mikroskopt je doda-
vat k mikroskoptim digitalni kamery a zvétSeni, kde vysledna velikost objektu promitaného na jeden
pixel odpovida Abbeho rozliseni, a tudiZ velikosti v&ts{ neZ 300 x 300 nm?. I kdybychom pIné piijali
pravdivost Abbeho difrakéniho limitu, pfesto k nalezeni maxima Airyho disku potfebujeme podle vzor-
kovaciho teorému (napf. [46]) ke spravné definici teoretické odezvy pozorovaného objektu bodi vice.
Velikost kamerového pixelu zvétSeného objektivem musi byt tudiz mensi nez 100 x 100 nm?. Rozum-
nych vysledkti automatizované obrazové analyzy pii detekci objemové odezvy pozorovaného objektu
pomoci vypoctu Qfx’"’” = 0 — nikoli vSak superrozliSeni — 1ze ov§em dosdhnout i v nedostate¢né navzor-
kovanych souborech dat [31]. MnozZstvi informace ztracené nedostatecnou digitalizaci signalu zavisi na
povaze vzorku (na jeho multifraktalité a fyzikalné-chemickych vlastnostech).

Obrazova analyza digitalnich mikroskopickych snimkd metodou informacniho a divergentniho p¥i-
spévku bodu ndm umoznila pochopit jejich strukturu a nové definovat pojmy 3D elektromagneticky cent-
roid a redefinovat pojmy ohniskovd rovina a ohniskovd hloubka [26]. To nam usnadnilo interpretaci jeva
pozorovanych mikroskopem:

1. Nalezeni elementarnich bodi objektu v ohnisku: Metoda umoZiiuje najit zaostfené body (3D
elektromagnetické centroidy) v z-skenu snimku prakticky z jakékoliv neskenovaci svételné mi-
kroskopie, at jiz v jasném poli, tmavém poli, odrazeném zafeni nebo fluorescenci, stejné jako
u vétsiny ostatnich typt mikroskopie vyuzivajicich elektromagnetické zéfeni, jako je elektronova
mikroskopie. Z nalezenych ohniskovych bodt 1ze vyhlazovacim interpolacnim algoritmem [47]
obraz rekonstruovat.

2. (Semi)objektivni stanoveni ohniskové hloubky: Obraz fezu zaostfeného nebodového objektu
(vzorku) je intenzitn€ nejstrukturované;jsi. Nalezeni ohniskové roviny a ohniskové hloubky 1ze pro-
vést charakterizaci kaZzdého jednotlivého obrazku v sérii jednou nebo vice aditivnimi informa¢nimi
veli¢inami nebo sadou hodnot (spektrem) veli¢in zavislych na parametru a. Tato charakterizace
snimkd je nasledovana shlukovou analyzou hodnot veli¢in nebo vektort spekter. Volba vhodné adi-
tivni veli¢iny je do jisté miry zavisla na typu pozorovaného objektu, rozsahu zkresleni rozptylovou
funkci, a tedy struktufe mikroskopickych snimkd. Zjist€ni rozsahu obrazové série s detekovanymi
3D elektromagnetickymi centroidy je stale do ur¢ité miry zavislé na subjektivni analyze kiivky
aditivni informacni veli¢ina vs. z-poloha a na paralelnich méfenich pomoci AFM. Pevnéjsi za-
klad pro objektivni zjisténi v§ech nejtmavsich/nejjasnéjsich odezev detekovatelnych objekti v oh-
nisku, které zpasobuji difrakci, fluorescenci nebo odraz poskytla opét kalibrace obrazu (kap. 4.3.1)
predchazejici samotné analyze obrazové informace. Vzhledem k vyssi citlivosti upfednostiiujeme
k detekci vysoce strukturované ohniskové roviny v kalibrovanych snimcich klastrovani a-zéavislych
spekter H, a P, pied £, a I,,. NaSe vypocetni experimenty ukazaly, Ze u spravné naméfenych dat
je mozné shlukovou analyzou ziskat stabilni feseni poétu jednozna¢né ur¢enych skupin snimkd.

3. Méreni dynamiky: Pro méfeni v dynamickych systémech 1ze k vyjadieni Casoprostorové zmény
vyuzit veli¢inu divergentni prispévek bodu Qg*’") a jeji entropii a hustotu entropie. Pokud se objekt
v &ase a prostoru nezméni, potom plati, Ze Q!=™ = 0. Naopak pro nejpohyblivéjsi a Casové nestalé
objekty plati, Ze |QU~™| = max (Q,), kde Q, je mnoZina viech hodnot Q=™ v obraze.

4. Kolokalizace ohniskovych rovin: Kolokalizace dvou az tif barevnych obrazovych kanald snimkd
ze svételné mikroskopického z-skenu, af jiz v jasném poli, fluorescenci nebo tmavém poli, je di-
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leZitym procesem pro spravnou interpretaci mikroskopického pozorovani. Opét je mozné pro tyto
ucely pouzit vypocet Qg"’") pro kazdy barevny kanal. Po odstranéni pozadi odpovidajici hodnotdm
Qfx’"’”) =0 proa > 50 = o je mozné najit pro kazdy kanal rozsah a ohniskovou rovinu jako mini-
mum hodnoty aditivni veliCiny Qg_"") nebo maximum aditivni veli¢iny I", podél z-skenu. Pokud
data vyzaduji dalsi statistickou korekei, napf. potlaceni obrazového Sumu, je mozné dané veliCiny
pocitat pro @ > 2. Pozice ohniskovych rovin a rozsahti tak mohou byt nasledné srovnany, ¢imz se
koriguje achromaticka aberace optické soustavy mikroskopu.

Image Info Extractor Professional (IIEP) IIEP v. 2.0.39 [27,29] je softwarovy nastroj slouZici k vy-
poctu informacéné-entropickych veli€in informacni/divergentni prispévek bodu (PI/DG) a souvisejicich
entropii a hustot entropii z primarnich videosignali, a to barevnych (RGB) i Sedoténovych. Software
pracuje se v§emi vstupnimi formaty obrazkad: png, tif, tiff, jpg a jpeg. VSechny veli¢iny mohou byt poci-
tany

1. z histogramu intenzit celého snimku (globalni metoda Whole) nebo

oy

2. z histogramu intenzit pouze Casti snimku: z kiiZe (metoda Cross), obdélniku (metoda Rectangle)
a elipsy (metoda Ellipse).

Software je vybaven dal§imi funkcemi pro potlaceni vad pozadi a obrazu b&hem vypoctu:

e ignorovani ¢erného pozadi,
e odstranéni ¢ernych kalibracnich sloupct a fadkt v obraze a
e odstranéni vadnych pixeld.

Kazdy barevny filtr Bayerovy masky se pocita zvlas(. Dva zelené pixely Ctvefice Bayerovy masky lze
uvazovat samostatné nebo zprimérovat.
Vystupni PIG nebo PDG Ize uloZit jako

e obrazek RGB, pficemz pozitivni a negativni PDG jednoho obrazku jsou uloZeny oddélen¢ bez
znaménka jako dva 8bitové snimky.

e matici *.mat (MATLAB): primarni vystup ve formatu s pohyblivou fadovou ¢arkou s dvojnasob-
nou piesnosti.

Vysledky pro kazdy barevny kanal obrazu lze uloZit

e samostatné (kdy ma kazdy barevny kanal ¢tvrtinovy pocet pixeld neZ pGvodni primarni obraz;
zeleny kanal je primérovany ze dvou pixelti Bayerovy masky) nebo

o ve formétu primarnich obrazovych dat (kdy jsou barevné kanaly rozloZeny jako vstupni Bayerova
maska; pixely pro zeleny filtr se nepriiméruji).

Vystupni hodnoty entropii a hustot entropii se uloZi do vektoru ve formatu *mat.

Pro spusténi IIEP je nezbytna grafickd karta NVIDIA, jejiz pozadavky zavisi na velikosti obrazu.
Pokud je NVIDIA k dispozici, pouziva se GPU pouze k vypoctu hodnot Cross. Hodnoty z celého obrazu
Whole se pocitaji pouze na CPU.



4.3.3 Kvazispektralni analyza

Rekonstrukce transmisnich, reflektan¢nich nebo fluorescencnich (kvazi)spekter z digitalnitho mikrosko-
pického RGB signalu [34] je zaloZena na pfedpokladu plynulosti zmény svételného spektra v prostoru,
dokud neni detekovédna hrana jako nahl4d zména barvy. Vypocet kvazispekter dale zahrnuje vystupy ra-
diometrické kalibrace (kap. 4.3.1). Tim jsou definovany oblasti identickych spekter. V téchto oblastech
urCujeme spektra, kterd se pocitaji ze spektra svételného zdroje, spekter filtrti pixelt kamerovych ¢ipd a
prostorového rozloZeni signald. Jinymi slovy, ur€ujeme pfenosové kvazispektrum pozorovaného objektu
(napf. organely v cytoplazmé).

Podminkou samotného méfent je, aby se provadélo barevnou kamerou vybavenou Bayerovou maskou,
kde se spektra jednotlivych filtri ¢tvefice Bayerovy masky navzajem piekryvaji.

Vstupem algoritmu jsou

1. snimky bilého standardu difuzn{ odrazivosti (99 %) Spectralonu® v odrazeném zéfen{ pfi riiznych
expozicich kamery nebo prochazejici svétlo tlumené bud sadou filtrti, nebo snimané pfi ménici se
expozici kamery,

2. spektra kamerovych filtri (R, G, G, B) a

3. spektrum zdroje zafeni.

Pro kaZdou Ctvefici pixeld Bayerovy masky se z kalibracnich snimki vytvoii ¢tyfi kalibraéni kiivky za-
vislosti skute¢né namétenych hodnot elektrické odezvy prvku kamerového senzoru (tj. intenzity obrazu)
na naméfeném a vypocteném celkovém spektralnim zafivém toku Q,:

Amax
0. = / SG) - F,(3) - dA, )
i
kde S(4) je svételné spektrum zdroje zéfeni a F,(A) je spektrum (kvantova d¢innost) kamerového filtru.

Dobu expozice t, prodluZujeme a pfedpoklddame, Ze zavislost svételného toku na Case je linearn, tj.
profil svételného zafeni je v ¢ase neménny. Tim ziskdme kalibra¢ni zavislosti.

Nameéfené hodnoty intenzit v obraze jsou snizené spektralné zavislou absorpci svételného zareni vzor-
kem. To vyjadiime pro kazdy pixel barevné kamery rozsifenim integrélu (5):

Amax
1, = / t,SQA) - F,(A) -T(x,y,4)-d4, 6)
A’min
kde I, je celkovy spektralni zarivy tok po interakci svétla se vzorkem a T'(x, y, A1) je nezndmé spektrum
vzorku v bodé x, y.

Z ptedchozi rovnice (6) ziskdme pro kazdy pixel barevného obrazu a expozici Ctyfi rovnice s nezna-
mou T'(x, y, A) odpovidajici transmitancnimu, reflektancnimu, nebo fluorescenénimu spektru vzorku,
u n¢hoz predpokladame, Ze je pro vSechny Ctyii barevné kanaly stejné. Existuje pouze omezené mnoz-
stvi spekter vzorku, kterd najednou vyhovuji feseni téchto Ctyf rovnic. Optimalizaci ziskame iterativné
prvni odhad spektra.

Abychom nasli spektrum pro kazdy pixel, musime vnést do vypoctu dalsi pfedpoklad: pfidame in-
formaci o okoli bodu. Pfedpokladdme, Ze uvnitf homogenniho objektu je spektrum stejné, na rozhrani
objektu se skokové méni. Detaily implementace jsou popsany rovnicemi (1)—(5) v [34].

Vystupem algoritmu je transmitancni, reflektancni, nebo fluorescencni spektrum o 32 (kvazi)spektral-
nich Carach. Spravnost vystupu algoritmu pro vypocet (kvazi)spekter byla ovéfovana méfenim transmi-
tancnich spekter barviv standardu IAM-9-C, ktera jsou deklarovana Narodnim institutem pro standardy
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atechnologie USA (NIST). Spravnost vystupu zdvisela na kvalité barviva. Mikroskopicky homogennéjsi
barvy (napt. C1, C2, C3) vykazovaly rozumné vysledky, kdy tvar spektra odpovidal standardu, inten-
zita vSak nikoliv. V soucasné dobé pracujeme na vybéru, pfipadné vyvoji vhodné barevné reference a

vylepSujeme algoritmus, aby jeho vystupy byly relevantné;jsi.
Znalost kvazispekter lze vyuZit k/ke

1. interpolaci obrazu v 32rozmérném prostoru, pfi¢emz interpolované hodnoty jsou v technickém
smyslu spravnéj$i neZ plivodni hodnoty pocitané pro Ctvefici pixeli kamerového senzoru, protoZe
interpolace ve vysokorozmérném spektralnim prostoru kompenzuje geometrickd omezeni zptso-

bena konstrukci snimace kamery.

2. klastrovani oblasti obrazu podle spekter a nikoliv podle intenzit.

3. vizualizaci, kterd je obrdcenym postupem analyzy, kdy se pfi znalosti spektra zpétné fesi rovnice
(6). Vizualizaci je tak mozné provadét pro rizné svételné zdroje i pro jednotlivé vinové délky.

4. vizualizaci podle jednotlivych spektralnich klastrd, a tedy fyzikalné chemickych vlastnosti v da-
ném misté objektu.

Vypocet (kvazi)spekter je implementovan v softwaru QSP [48].

Kvazispektralni rekonstrukce primarnich obrazovych dat je v souc¢asné dobé€ rozsifovana do 3D pro-
storu tak, aby se mohla aplikovat na sadu mikroskopického z-skenu. Tato metoda by méla zajistit rozpo-
znani kvazi(bio)chemického sloZeni mikroskopicky pozorovanych objektd neinvazivné a pravdépodobné
1épe, nez muzZe poskytnout napiiklad fluorescenéni znaceni. Rizikovou ¢asti této metody je nedostupnost
srovnavaci metody predev§im pro rozpoznani vnitrobunéénych objekti v piipadé Zivych bunék, protoze
napfiklad fluorescen¢ni (imuno)markery vyrazné méni spektrélni, tvarové a pohybové charakteristiky
organel.

4.3.4 Profilometrie

Zobrazeni objektd metrologickymi telecentrickymi objektivy [35, 36] postrada perspektivu. V trojroz-
mérném zobrazeni zkresleném rozptylovou funkci nelze tudiz ohnisko najit jako pozici nejmensiho zob-
razeni objektu. Napiiklad zobrazeni bodového objektu zkreslené rozptylovou funkci nema hyperboloidni
charakter, ale spiSe valcovity. Ohniskovou rovinu bodového objektu je mozné najit pouze nalezenim in-
tenzitniho maxima/minima v trojrozmérném zobrazeni objektu.

Algoritmus profilometrické vizualizace objektu v reZimu svételného odrazu je pravé zaloZen na na-
lezeni intenzitniho extrému pro kazdy pixel zobrazeni objektu v z-skenu elektromagnetického pole. Ve
vysledném profilometrickém snimku je toto intenzitni maximum pro kazdy pixel zaznamenano intenzi-
tou odpovidajici pozici hladiny (snimku) v z-skenu. Tim se ziska vyskovy profil pozorovaného mikro-
skopického objektu.

4.3.5 Segmentace mikroskopického obrazu bunék a organel

Segmentace savéich bunék Vhodni metoda segmentace mtize urychlit a zpfesnit vystupy fyzikalné-
chemickych méfeni uvnitf Zivé bunky. Segmentace neznacenych savéich bunék z transmisni i reflexni
mikroskopie je ukol relativné obtizny vzhledem k malo viditelnym hranicim bunék v jejich obraze.
Analyzy jedné sav¢i butiky byly provadény na z-skenech i Casosbérnych sériich z mikroskopu Na-
noScope 2011. Pfi trojrozmérné analyze jedné buiiky byla bunika v prvni préici ze série (8-bitové po
konverzi LIL 4.3.7) vyfiznuté ve skriptu MATLAB® ru¢nim ozna¢enim hranic buiiky [40]. Pozdé&ji byla
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segmentace zobrazeni buné€k objektivizovadna tvorbou kumulativni masky z odectenych tmavych intenzit
v zelenych kanélech po sobé jdoucich obrazku [28,30].

Detailni buriky z ¢asosbérnych sérii byly segmentovany automaticky vytvofenim kumulativni masky
z odectenych po sobé jdoucich rozostfenych obrazkt [32] nebo ru¢né oznacenou elastickou maskou
kopirujici obrysy buriky v pribéhu série [37].

Pro série z mikroskopu z velkého Cipu FutureScope 2021, v nichZ je mozné zachytit stovky tka-
novych bunék v jednom snimku, byly odvozeny dva efektivni algoritmy na bazi biologicky zamérené
konvolu¢ni neuronové sit€¢ (CNN, z angl. Convolutional Neural Network) U-Net. Algoritmy byly navr-
Zeny pro snimky bézZné bunécné linie HeLa. Pro snimky v prochazejicim svétle byla vybrana hybridni sit
Residual Attention U-Net [35], zatimco snimky v odraZzeném svétle byly zpracovany hybridni metodou
ResNet34-U-Net s kategorickou segmentaci schopnou rozlisit fyziologicky stav bunky [36].

Nicméné jsme ovéfili, Ze kalibrované datové sady ziskané na mikroskopu FutureScope 2021 v pro-
chazejicim i odraZzeném svétle jsou natolik kontrastni, Ze detekce hranic jednotlivych objektli je mozné
v dostate¢né kvalité¢ dosdhnout i bezmodelové, a to za pouZiti jednoduchych intenzitn€ prahovacich me-
tod (napt. [49]) nasledovanych standardnimi morfologickymi operacemi na binarnim obrazu (napf. [50]).

Segmentace organel savéich bunék Prvni organely byly segmentovany ze z-skenu primarnich dat
pofizeném v prochazejicim svétle na videozesileném mikroskopu NanoScope 2011 a nasledné kompri-
movaném na 8bitovou sérii algoritmem LIL [40]. K segmentaci byl pouZit vypocet Qg*”‘) (kap.4.3.2)a
nalezeni stabilnich, nepohyblivych objekti odpovidajicich hodnotam QE‘H’") = 0. Konverze datové série
na 8 bit - px~! algoritmem LIL (kap. 4.3.7) totiZ slou¢ila intenzitni hladiny ve snimcich natolik, Ze nedo§lo
k detekci jednotlivych elementérnich objektd (3D elektromagnetickych centroidi), ale byly separovany
pouze jednotlivé zobrazeni organel zkreslené rozptylovou funkci optické soustavy mikroskopu.

Samotné organely v pribéhu jejich 3D mikroskopického zobrazeni byly nasledné detekovany a seg-
mentovany bezmodelovym piistupem [51-54]. V prfipadé difrakce se jednalo o nalezeni nejtmavsi inten-
zitni obrazové izokontury zeleného kanalu. U analyzy autofluorescence jsme hledali nejsvétlejsi izokon-
turu modrého ¢i zeleného kanalu, které jsou spolecné pro vSechny snimky v z-skenu. Vysledné zobrazeni
koreluje s pfedpokladanou velikosti a tvarem sav¢i organely (elipsoidni tvar, vyska 2,8-5,6 um [55]) a
méfenim AFM. PouZitim telecentrického objektivu je dale mozné snizit mnozZstvi interferencnich prs-
tenct kolem pozorovaného objektu.

P#i uchovani pivodniho primérniho signélu o bitové hloubce 12 bit-px~! je jiz moZné vypoctem
QS_W) primo detekovat intenzity v obraze, které odpovidaji pozorované organele [40].

Detekce a nasledna segmentace organel za ticelem méfeni jejich trajektorii z Casosbérného snimani
v prochézejicim svétle na NanoScope 2011 [40] byla po LIL konverzi provedena vypoctem a nalezenim
hodnot obrazovych intenzit odpovidajicich Ff:) =0.

4.3.6 Méreni vnitrobunécné dynamiky

Kvantitativni analyza jedné buriky je vychozim krokem k pochopeni komplexnich stochastickych procest
bunééné signalizace a stavu a dalsiho osudu celé bunécné populace, ktera je ve své podstaté morfolo-
gicky i fyziologicky heterogenni. Klicovou otazkou je, jak bunky pfesné prenaseji informaci, pokud Celi
pfirozenému ¢i ,,vnesenému‘* Sumu a zménam v molekuldrnich procesech [56]. Méfenim vnitrobunécné
dynamiky Ize potencidlné€ studovat naptiklad ucinky toxickych latek na buriky a ziskané poznatky pouZzit
k vybéru vhodné bunécné populace jako biosenzoru cytotoxickych latek [57, 58].
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Pozadavkem pro rychly a spolehlivy vypocet a piesnost vysledkd méfeni vnitrobunééné dynamiky
je, stejné jako v piipadé 3D zobrazeni, vhodna ¢aso-prostorova diskretizace (definovana velikosti rastru
obrazu a po¢tem snimku za asovou jednotku) a kvalita zobrazeni zpracovavanych snimkd (dana bitovou
hloubkou primérnich dat a jejich kontrastem). Pro pocet pixelt v obrazu je nutné nalézt kompromis:

1. Pfinizkém poctu pixelti v obrazu dochazi zejména ke ztraté detailti pozorovanych objektd, zatimco
pii vyS$§im poctu pixell nastava posun v obraze pies vice pixell, coZ je nutné zohlednit pii vypoctu.

2. Pii nizké frekvenci snimani muZe nastat problém s lokalizaci posunu pozorovaného objektu. Na-
opak pfili§ vysoka frekvence snimani mize vést k zahlceni GloZné ¢i vypocetni kapacity zafizeni.

3. Pro bitovou hloubku obrazu plati obdobna tvrzeni. Nizka bitova hloubka muiZe vést ke ztraté detailtl
v obrazech, naopak pfi vysoké bitové hloubce nastava problém s ukladdnim a zpracovanim dat.

Pro vyhodnoceni vnitrobunééné dynamiky buiiky z primarnich snimki svételné mikroskopie v jasném
poli (v téchto piipadech byl pouZzit mikroskop NanoScope 2011) jsme navrhli dva fyzikalné podloZzené
zpusoby: piimé méfeni trajektorii organel [32] a méfeni celkového toku vnitrobunééné hmoty [37].

Zlepseni vystupi méfeni je opét mozné piedchozi radiometrickou ( [37], kap. 4.3.1) a, v piipadé
mikroskopie na velkém ¢ipu, také geometrickou kalibraci optické drdhy mikroskopu.

Méfeni trajektorii  Algoritmus uvedeny v [32] je zaloZeny na trasovani t€Zisté zobrazeni velkych silné
svétlolomnych organel. Organely byly v sérii snimki buiiky detekovéany jako hodnoty l"f:) =0v zeleném
obrazovém kanalu. Takto byla datova série pfevedena na binarni obraz. Trasovani organel bylo usnad-
néno zpracovanim vysokofrekvenc¢nich dat, kdy binarni zobrazeni kazdé jednotlivé organely v nasledu-
jicim snimku piekryvalo jeji zobrazeni v predchozim snimku série. Trajektorie pohybu kazdé organely
byla piepocitina na rychlost pohybu a jeji horizontalni a vertikalni slozku. Tyto hodnoty vektort byly
vyjadieny jak v daném casovém okamziku, tak jako hodnoty kumulativni, a to pro jednotlivé organely i
celou buriku.

Tento algoritmus je v soucasnosti omezen na tvorbu trajektorie kazdé jednotlivé organely do té doby,
dokud se jeji zobrazeni ptekryvaji v po sobé jdoucich snimcich.

Stanoveni lokalni kvaziviskozity a kvazidifuse Algoritmus popsany v [37] je ve srovnani s algo-
ritmem uvedenym v kap. 4.3.6 obecnéj§i a komplexnéji popisuje vnitrobunéénou dynamiku. UmoZziuje
odhadnout mikroreologické a mikrofluidni parametry vnitrobunééného toku hmoty. Vypocet tokti hmoty
je zjednodusen prepoctem primérniho signalu Bayerovy masky kamery svételného mikroskopu na jed-
nokanalovy, Sedoténovy snimek.

Prvnim krokem je detekce Castic a jejich trasovani v sekvenci snimkii. Jako nejvhodnéjsi metoda se
pro tento tcel prokdzala metoda SURF (z angl. Speeded-Up Robust Features). Pomoci simulace ndhodné
prochazky a vypoctu relativni chyby rychlosti jsou trajektorie castic odd€leny na ty vykazujici pfimy
pohyb od téch majici pohyb Browntv ndhodny. Z ptimého pohybu ¢astic je rekonstruovano rychlostni
pole toku hmoty a vypocitana mapa vnitrobunécné (kvazi)viskozity. Z nahodného pohybu je vyjadiena
mapa vnitrobunécné (kvazi)difuze.

Soucasnym problémem uvedeného algoritmu je, Ze poskytuje pouze koncovy stav, nikoliv vSak cely

dynamicky casovy vyvoj (kvazi)viskozity a (kvazi)difuse v rimci obrazové sekvence.
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4.3.7 Vizualizace metodou nejmensi informacni ztraty

Datasety vétSiny digitdlnich kamer jsou poskozeny kompresi z 12/16/24 na 8 bit - px~!, kdy kazdy sni-
mek série je komprimovan jednotlivé a nezavisle na celé sérii. Diivodem je, Ze konverzni programy jsou
navrzeny tak, aby vytvafely co nejlépe vypadajici snimky scenérii. To se dosahuje systematickym ig-
norovanim detaild a vybranych intenzitnich hladin v obraze. Takové datasety jsou potom pro védeckou
a technickou inspekci nepouzitelné. Spravnym piistupem k bitové kompresi je systematicky analyzovat
celou pvodni datovou sadu pocitaové a algoritmizovat vétSinu analytickych kroku, zejména pokud se
zabyvame datovymi sadami o velikosti alespoii 100 GB. Vizualni kontrola je v§ak v tomto piipad¢ stile
nejstandardné&j$im a nejnevyhnutelnéj$im piistupem. Z tohoto divodu jsme navrhli
1. 8bitovy format LIL (Least Information Loss) [39, 59], ktery zachovavd maximum informace diky
pln¢ pieskalovanému priméarnimu signalu obrazovych intenzit v celé sérii snimkt za podminky
vynechani téch intenzitnich hladin, které nejsou obsazeny v celé datové sadé a
2. software Image Explorer [60] pro vizudlni inspekci a intenzitni prahovani >8-bitové datové sady.

Konvertor LIL. Konvertor LIL (Least Information Loss) [39, 59] slouZi k vizualizaci a porovnavani
>8bitovych (zejména 12bitovych) priméarnich digitalnich signalt ziskanych interakci foton s maskou
Bayerovy kamery.

Softwarovy algoritmus ukladd maximum informace v jednotlivych snimcich ¢asosbérné fady. Algorit-
mus sesbird v§echny hodnoty intenzit nalezené ve vicebitovych sériich snimkd, odstrani prazdné hladiny
intenzit a pfepo¢ita tento spojity intenzitn{ histogram na bitovou hloubku 8 bit - px~!. Nova 8bitova série
snimkd tedy obsahuje nejméné sloucenych intenzitnich hladin z ptivodni vicebitové série a v celé sérii
zachovéva kontinuitu intenzit.

Software umoziuje

1. pracovat s Sedoténovymi i RGB sériemi obrazki,

2. vybrat typ normalizace histogramu intenzity (normalizace pro kazdy barevny kanal zv1ast vs. nor-
malizace spolecna pro vSechny barevné kanaly),

3. odstranit z obrazka fadky a sloupce kalibra¢nich pixelt ¢erné barvy (problém kamery Nanoscope
2011) a

4. odstranit vadné (pod- a preexponované) pixely.

Novy RGB obraz je pak vytvofen neinterpola¢nim algoritmem, kde jsou ¢ervené a modré pixely jednot-
livych Ctvetic pixelt Bayerovy masky pfeneseny piimo do relevantniho barevného obrazového kanalu
a dva zelené pixely Bayerovy masky jsou zprimérovany. Vysledny rgb obraz ma tedy ¢tvrtinovy pocet
pixell ve srovnani s plivodnim primarnim signalem raw.

Image Explorer Image Explorer IMEX [60] slouzil k nezkreslené a nejinformativnéjsi 8bitové vi-
zualizaci a intenzitnimu prahovani vicerozmérnych a vicebitovych matic a podmatic riznych datovych
formatl. Byl uren zejména k detailni analyze mikroskopickych primarnich RGB signald, ale umoZnioval
pracovat i s jinymi typy snimkd.

Algoritmus Image Explorer byl pozdéji spojen se softwarem SuperScope do findlniho softwaru CA-
MEX (kap. 4.2.3).
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5 VYVIJENE APLIKACE METOD SVETELNE MIKROSKOPIE

V této kapitole jsou predstaveny vybrané potencidlni aplikace jednoduché svételné mikroskopie a rele-
vantniho softwaru v huménni a veterinarni mediciné. Zaméiujeme se pfedev§im na vyuZiti mikroskopie
s velkym zornym polem. Pfi vybéru vhodného objektivového zvétSeni je obecné vzdy nutné brat v tivahu
ucel pouziti, zejména typ snimaného vzorku. Pfipadné medicinské interpretace snimkid byly konzulto-
vany s lékafi ¢i jinymi odborniky v dané oblasti.

Experimenty popsané v kapitolach 5.1-5.3 jsou pofizeny v odraZeném svétle na mikroskopu Fu-
tureScope 2021 se zvétSenim 9,7X s naslednym zpracovanim kalibrovaného mikroskopického obrazu
(kvazi)spektralni analyzou (kap. 4.3.3), pfipadné profilometricky (kap. 4.3.4). Pri kvazispektralni ana-
Iyze je pocet spektralnich klastrii ve vétsing piipadti 8192. Pouzita byla shlukova analyza k-means s eu-
klidovskou vzdalenosti. Optimalni stabilni pocet spektralnich shlukt nelze najit, protoZe je to vypocetné
narocné. V soucasné dobé€ pracujeme na vybéru vhodné shlukové analyzy pro zvyraznéni struktur mik-
roskopického obrazu.

Vsechny snimky v této kapitole jsou vizualizovany konverzi LIL (kap. 4.3.7). Velikost pixelu snimkt
se spektralnimi klastry po konverzi LIL je 74 nm, velikost pixelu v barevnych snimcich simulujicich
osvétleni LED je 25 nm. Vizualizaci obrazovych dat konverzi LIL bylo ve vét§in€ piipadi dosaZeno
vyvéazeni bilé. V nékterych piipadech (napf. obr. 7) vSak v obraze dominuje zelend barva a barvy trans-
formovaného primarntho signilu neodpovidaji realité.

5.1 Histologické rezy

Svételna mikroskopie s velkym zornym polem a (kvazi)spektralni analyzou mtiZe nahradit skenery his-
tologickych mikroskopickych preparati. Takovyto zpisob digitalizace histologickych preparatd je na
rozdil od skenert rychlejsi, spolehlivéjsi a reprodukovatelnéjsi. Vyhodou zpracovani mikroskopického
obrazu (kvazi)spektralni analyzou je zejména moZznost takzvaného digitalniho barveni primarné nebar-
venych histologickych preparatd [34]. To vSak vyZaduje zapojeni lidského experta i umélé inteligence
pri anotaci obrazovych dat. Nevyhodou je, Ze barvy v mikroskopii v odraZeném svétle jsou ve srovnani
s prochazejicim svétlem jiné, mohou byt invertované, na coZ nejsou histologové standardné zvykli. Ob-
razové vystupy barvenych histologickych preparatti z mikroskopu FutureScope 2021 slouZi jako podklad
pro komparaci pfi vyvoji histologickych metod analyzy nativnich tkani.

Kvalita datovych vystupt barvenych histologickych fezti poskytnuté svételnou mikroskopii s nava-
zanou vizualizaci kvazispektralni analyzou byly porovnany se snimky z histologického skeneru (obr.
1). Na snimcich jsou vidét rozdily v barvach histologického barveni. Na ¢erném pozadi jsou preparaty
v odrazeném svétle kontrastnéjsi. Detail na obr. 1 ukazuje vady skenovaného obrazu, vzniklé skladanim
jednotlivych dil¢ich skend.

Priklad vyuZiti mikroskopu FutureScope 2021 s néaslednou vizualizaci obrazovych dat pfistupem
(kvazi)spektralni analyzy pro rtizné barvené histologické fezy lidskych tkani je uveden na obr. 2-6.

Na obr. 3 je uprostfed zndzornéna céva mozku obklopena metastdzou melanomu barvena hematoxyli-
nem-eosinem (zkr. HE). Bunky metastazy jsou shluklé a nepravidelné. Na detailu vnitini bunky (obr.
4a) Ize vidét bunécnd rakovinna jadra. Jejich rozdilné zbarveni (Cervené vs. zelené) je pravdépodobné
zpusobeno nekvalitnim zpracovanim (krajenim nebo barvenim) preparatu. Detailni obr. 4b znazoriuje
erythrocyt v cévé mozku. Na obr. 5 a 6 jsou snimky nekropsie plice s plicnimi alveoly po tukové embolii.
Tkang jsou septa mezi alveolami. Kapénky tuku v septech jsou obarveny olejovou &erveni. Cervené body
mimo septa jsou sraZeniny barviva.
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Obr. 1: Detail histologie rybich gondd (losos obecny, Salmo salar) ziskané skenerem Roche DP600
(vlevo) a mikroskopem FutureScope 2021 (vpravo). Sipka zndzoriiuje vady skenovaného obrazu. Barveni
HE.

Obr. 2: Metastdza melanomu v mozku barvend HE. Vizualizace a) obr. 3, b) obr. 4a a c) obr. 4b
klastrit spektrdlné podobnych objektit. Velikost zorného pole je a) 270 x 270 um?, b) 23 x 17 um® a c)
12 % 12 um?. (Spoluprdce s Ustavem patologie a molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol)
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Obr. 3: Metastdza melanomu v mozku barvend HE. Cervené a Zluté jsou vyznaceny detaily na obr. 4.
Vizualizace v LED osvétleni. Velikost zorného pole je 270 x 270 um?>.

Obr. 4: Detaily obr. 3: burtka a) uvniti a b) vné tkané barvend HE. Vizualizace v LED osvétleni. Velikost
zorného pole je a) 23 x 17 um* a b) 12 X 12 um>.
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Obr. 5: Plicni tukovd embolie barvend olejovou Cerveni. Cervené je vyznacen detail na obr. 6. Vizua-
lizace v LED osvétleni. Velikost zorného pole je 3,08 x 1,92 mm?. (Spoluprdce s Ustavem patologie a
molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol)

Obr. 6: Plicni tukovd embolie barvend olejovou Cerveni (detail obr. 5). a) Vizualizace v LED osvétleni.
b) Vizualizace klastrii spektrdalné podobnych objektii. Velikost zorného pole je 250 X 250 um?.

5.2 Zivé nezna¢ené leukocyty a mesenchymalni kmenové buiiky

Svételna mikroskopie s velkym zornym polem ve spojeni s (kvazi)spektralni analyzou obrazu skryvi

také potencial vyuziti jako levné&jsi alternativa k priitokové cytometrii. Hlavni vyhodou této metody je
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mozZnost analyjzy nebarveného biologického materidlu, a tim urychleni piislu§né analyzy a sniZeni prav-
dépodobnosti vneseni chyby méfeni vlivem Spatné pripravy (barvenim) vzorku. Pfikladem je analyza
lidskych leukocytd. Obraz potizeny mikroskopem FutureScope 2021 (obr. 7) a interpolovany metodou
kvazispektralni analyzy je natolik detailni, Ze je mozné v ném rozlisit jednotlivé typy leukocyti bez nut-
nosti barveni (obr. 8). Anotaci typu leukocytl 1ze zpresnit pouzitim fluorescenéné znacenych protilatek.

Soucasné metody priitokové cytometrie méif a vyhodnocuji aZ 10° bun&k. Snimek pofizeny mikro-
skopem FutureScope 2021 (obr. 7) obsahuje ptiblizné 2000 leukocytl. Zvétseni statistického souboru
leukocytti je mozné snimanim celého sedimentu bunék podél os x-y.

Podobné 1ze studovat i interakci a imunitni odezvu izolovanych T-lymfocytt. Pfikladem je studium
interakce T-lymfocytti s mesenchymalnimi kmenovymi butikami z lidské placenty. Mesenchymalni kme-
nové burniky maji imunomodulacni vlastnosti a ovliviiuji funkce vétSiny imunitnich efektorovych bunék
prostfednictvim pfimého kontaktu s imunitnimi butikami a lokalnimi faktory mikroprostiedi, napt. [61].

Studovali jsme interakci afinitn€ izolovanych T-lymfocytl aktivovanych S-proteinem viru SARS-
CoV-2 s mesenchyméalnimi kmenovymi buitkami z placent darkyn, které prodélaly onemocnéni covid-
19. Ve srovnani s kontrolou neaktivovanych T-lymfocytti jsme pozorovali jejich masivni vazbu. Snimek
z mikroskopu FutureScope 2021 obsahuje pfiblizné 500 mesenchymalnich kmenovych placentarnich
bunék v rizném stadiu bunécného cyklu (obr. 9). Pfidanim T-lymfocytd k mesenchymalnim buikam
dojde k navazani T-lymfocytd na povrch mesenchymalnich bunék a jejich aktivaci. Navazanim a ak-
tivaci T-lymfocytt se zvysila jejich svételna reflektance nebo fluorescenéni emise. Laicky lze Fici, Ze
se buiiky ,rozsvitily* (obr. 9). V simulovaném LED svétle sviti aktivované T-lymfocyty Zluté, zatimco
neaktivované jsou bilé.

Obr. 7: Lidské leukocyty. Cervené Jje vyznacen detail na obr. 8. Vizualizace v LED osvétleni. Velikost
zorného pole je 3,08 x 1,92 mm?.
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Obr. 8: Lidské leukocyty (detail obr. 7). a) Vizualizace v LED osvétleni s moZnou anotaci. b) Od-
stiny Sedi odpovidaji spektrdlnim klastriim riizného (bio)chemického sloZeni. Velikost zorného pole je
250 % 250 um?.

Obr. 9: Mesenchymdlni kmenové buiiky z lidské placenty. a) Vizualizace v LED osvétleni. b) Odstiny Sedi
odpovidaji spektralnim klastriom riizného (bio)chemického sloZeni. Velikost zorného pole je 250X 250
um?. (Spoluprdce s Ustavem zdravotnickych véd a biomediciny Dunajské univerzity v Kremsu)
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Obr. 10: Interakce lidskych T-lymfocytit s mesenchymdlnimi kmenovymi burikami z lidské placenty. a)
Vizualizace v LED osvétleni. Velikost zorného pole je 250 % 250 um?®. b) Odstiny Sedi odpovidaji spek-
tralnim klastriim riizného (bio)chemického sloZeni. ¢) Priimérnd reflektancni spektra klastrit spekter:
oranZovy graf je spektrum vybrané oblasti uvniti neaktivovaného T-lymfocytu (klastr 600), modry graf
Jje spektrum vybrané oblasti uvniti aktivovaného T-lymfocytu (klastr 1024).

5.3 Skelety pro regenerativni medicinu

Nedostatek tkani a organt pro transplantace je mozné fesit osidlenim af jiZ pfirozeného, nebo umélého
skeletu buitkami. V souvislosti s tim je nutné hodnotit i biokompatibilitu takovychto materiald.

Castym materidlem pro piipravu umélych nanoskeletii je polykaprolakton a jeho kopolymery vzhle-
dem k jeho biokompatibilit€ a biodegradaci, napt. [62]. K ovéfeni biokompatibility nanoskeletu z poly-
kaprolaktonu byly na mikroskopu FutureScope 2021 sledovéany lidské burtiky MG-63 vykazujici morfo-
logii fibroblasti (obr. 11-12).

Ptirozeny decelularizovany skelet je prostfedim se zachovanou tkanove specifickou mikroarchitektu-
rou proteinti extracelularni matrix umoziujici znovuosidleni, migraci, rdst a diferenciaci novych bunék,
napt. [63]. V mnoha aplikacich regenerativni mediciny se vyssi desitky let pouZziva lidska amniova mem-
bréna [64]. Na obr. 13-14 je pouZita profilometrie (kap. 4.3.4) ke zvyraznéni struktury skeletu decelu-
larizované placentarni membrany.
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Obr. 11: Polykaprolaktonovy nanoskelet s busikami MG-63. Cervené je vyznacen detailni obr. 12. Veli-
kost zorného pole je 3,08 x 1,92 mm?. (Spoluprdce s CEITEC, Brno)

Obr. 12: Nanoskelet (nanoscaffold) z polykaprolaktonu s burikami MG-63 (detail obr. 11). Velikost zor-
ného pole je 210 % 210 um?.
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Obr. 13: a) Decelularizovand placentdrni membrdna. Cervené je vyznacen detail na obr. 14a. b) Profilo-
metrie decelularizované placentdrni membrdny. Velikost zorného pole je 3,08 X 1,92 mm?. (Spoluprdce
s Ndrodnim centrem tkdni a bunék a.s. a PrimeCell Bioscience, a.s., Ostrava)
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Obr. 14: Decelularizovand placentdrni membrdna. Detail snimku na obr. 13 s relevantni profilometrii.
Velikost zorného pole je 210 x 210 um?>.

6 ZAVER

V primarnim datovém souboru senzoru digitalni kamery svételného mikroskopu je mnohem vice infor-
mace, neZ se obvykle vyuziva a je extrahovano béZnym vizualizacnim softwarem.

My jsme postupnym experimentidlnim vyvojem zkonstruovali nejjednodussi mozny svételny mikro-
skop bez tprav optické drahy skladajici se pouze z telecentrického objektivu a zdroje svétla odrazejiciho
se od vzorku. Timto zptisobem jsme sniZili pocet aberaci optické soustavy na minimum. Opticky signal
je detekovan senzorem barevné digitalni kamery s relativn€ velkym zornym polem a malym pixelem.
Velky kamerovy senzor umoziuje ziskani vynikajicich statistik o pozorovanych vlastnostech vzorku.

Kombinaci informacné-entropickych, spektrofotometrickych a jinych fyzikalné podloZenych vypo-
Cetnich metod pixel po pixelu jsme ziskali sadu informaci pro kazdy bod kamery. Misto obrazku mame
soubor fyzikalnich dat zcela nezévisly na méficim systému (mikroskopu), kterym byl obrazek ziskan. Pro
dany datovy soubor lze pouZit vice typt vizualizace a fyzikalni analyzy. Tim jsme se pfibliZili fyzikalnim
a informa¢nim limitim svételné mikroskopie. Uméla inteligence, piestoZe je pii zpracovani obrazovych
dat predstavena, neni striktné vyZzadovana a pred jejim pouZzitim je vyuzito pfedchoziho maximalniho
fyzikalniho a informacniho zpracovani primarniho souboru dat.

Experiment ¢i méfeni jednoduchou svételnou mikroskopii vyZaduji minimalni pfipravu vzorku. Vzor-
Ky totiZ nemusi byt upraveny: buriky, tkang a dal$i materidly mohou zistat ve svych nativnich stavech
a nemusi byt barveny ¢i jinak sloZit¢ upravoviny; materidly jsou béZné pouze povrchové upravovany.
Vétsina praktickych dkoli i z oblasti 1ékafstvi tak mize byt znacné zjednodusena. Vysledky jsou srov-
natelné se standardnimi vysledky ziskanymi fluorescencni nebo elektronovou mikroskopii na upravenych
vzorcich, ziskana informace je vSak piesnéjsi.

Domnivame se, Ze poznatky odhalujici zkresleni reality aplikaci existujicich nastroji mohou systema-
ticky zménit piistup mikroskopické védy po celém svéte, adekvatn€ technickym moznostem 21. stoleti.
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8 ABSTRACT

This habilitation thesis summarises the theoretical and practical approaches to developing simple hard-
ware and relevant sophisticated software solutions for the microscopy of living, especially unlabeled
cells, or whole human and animal tissues. The basic hardware solution consists of a simple optical path,
which is, in the last stage, a telecentric lens, mounted on a large-chip and small-pixel camera. The ca-
mera collects the primary signal, which is subsequently spectroscopically calibrated. The resulted image
is corrected for defects in the entire optical path of the microscope and camera chip. The corrected image
can be further processed, whereby the most informative form of the processing is the innovative compu-
tation of the light spectrum for each image pixel. For each presented potential application, a compromise
is sought between the overall magnification of the object by the optical system, the camera pixel’s phy-
sical size, the data transfer rate, and the size of the stored data.
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