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UvoD

Moje disertani prace se zabyva moznostmi rekonstrukce snimkii pofizenych
optickymi mikroskopy, a to jak konfokélnimi, tak konvencnimi. Zpracovani téchto
snimkl softwarovymi ndastroji muize vystupy ztéchto zafizeni (a tim i zafizeni
samotnd) znacn¢ zhodnotit. Jak je patrné zvysledkli, které jsou v praci
prezentovany, je mozné provést pomérné uspokojivym zptisobem jak dvoj- , tak
trojrozmérné rekonstrukce pozorovanych objektu.

Prvni ¢ast prace obsahuje nékteré matematické pojmy, které jsou v praci
pouzivany. Opird se o citovanou literaturu a pro nedostatek mista neni v tezich
uvedena.

Druha ¢ast se zabyva zakladnimi konstrukcemi v roving a v prostoru. Zakladni
definované pojmy - pixel a voxel - jsou sice v literatufe pouzivany, nejsou vSak
uspokojivé matematicky definovany. Tato Cast prace stavi zdkladni konstrukce
pocitacové grafiky na matematicky zdklad, ktery nebyl dosud publikovan a ktery
umoznuje zcela originalni konstrukce.

Treti ¢ast se zabyva obecné problematikou zobrazeni trojrozmérného objektu na
vystupnim zatizeni pocitace. Nékteré konstrukce jsou opét zcela originalni, jiné jsou
sice znamy, ale ty jsou bud implementovany v profesionalnich grafickych
systétmech a jako takové jsou soucasti firemnich tajemstvi, nebo jsou zmifovany
v dostupné literatute, ale naprosto nedostateénym a nepouzitelnym zpiisobem.

Ctvrta &ast se zabyva zobrazenim objektl optickym mikroskopem. Zakladni
principy jsou samoziejmé zndmy a v uvodu této Casti se autor opird o citovanou
literaturu. Nicméné i tyto principy jsou postaveny na matematicky zaklad, ktery
literatura bézn¢ nezabyva. Jsou to jevy, které jsou obvykle chépany jako vady ¢i
meze optického zobrazeni, nebot’ piekracuji ramec geometrické optiky. Pravé tyto
jevy zavisi vSak na geometrii pozorovaného objektu a umoziuji tak jeho
prostorovou rekonstrukci.

Pata a Sesta Cast se zabyva rekonstrukcemi objekti pozorovanych konvencnimi
resp. konfokalnimi mikroskopy.

Sedma ¢ast popisuje softwarové zpracovani celé problematiky.



1. TEORETICKA VYCHODISKA

Tato Cast prace obsahuje definice a vlastnosti matematickych pojmt, které jsou
v praci pouzivany. Opira se o citovanou literaturu a pro nedostatek mista zde neni
uvedena.

2. GRAFICKY PROSTOR

2.1. Graficka rovina

V pocitacové grafice ukladame data jako soufadnice bodl. Body jsou v souladu
s tradicni  Euklidovskou geometrii modelovany jako bezrozmérné objekty.
Zobrazovaci plocha vystupniho zafizeni (at’ jiZ monitoru ¢i tiskarny, koneckoncii
1 sitnice lidského oka) je vSak fyzické zatfizeni a ,,body bez rozméri* zobrazovat
resp. vnimat neumi. Misto pojmu ,,bod* je proto pouzivan pojem ,,pixel* (novotvar
z anglického "picture element") jako ,,nejmensi zobrazitelny utvar®. Jak vSak bude
ziejmé z nasledujiciho, pii matematickém modelovani je tieba rozliSovat pixely ve
smyslu ,Jlogickém* (tj. vystupni =zafizeni chéapat jako mmnozinu izolovanych
Euklidovskych bodl) a ve smyslu ,,fyzickém* (tj. vystupni zafizeni jako ,,mnozina
elementarnich plosek*).

1. Definice: Necht jsou dany intervaly I=<l'1;l'2); J =< jiij,). Déle necht

D, =1{x, }l'.'io; m>1 je ekvidistantni d€leni intervalu 7, D, ={y. }l'.’:o;

n>1 je
ekvidistantni déleni intervalu J. Obdélnik F; ; = (X3 % )><< ST ); i=0L...m-1,
j=01,.,n—1 nazyvame fyzickym pixelem. Cisla p_=x,, —x,; resp
P, =Y, — Y, nazyvame horizontalni resp. vertikalni rozmér fyzickeho pixelu F; ;.
Obdelnik 7xJ spolu sd€lenimi D, D, nazyvame grafickym prostorem G,
(grafickou rovinou), podrobné znadime G, = (I xJ,D,,D, ) Uspotadanou dvojici

(m;n) nazyvame rozliSeni grafické roviny.

2. Véta: Horizontalni resp. vertikalni rozméry vSech fyzickych pixeli F; ; grafické

roviny G, jsou sirovny.

3. Véta: MnoZina F, = {FZJ =<xi;xi+1)><<yj;yj+l)| ie{0,..m—-1}je{0,.,n —1}}

vSech fyzickych pixelli grafické roviny G, je rozkladem grafické roviny G, .

4. Véta: Necht' G, je graficka rovina, F, mnoZina z véty 3. Relace p definovana na
G, vztahem p(4,B) & (EIE.j €F,de F; A BE F} | je ekvivalence na G, .



S. Definice: Necht' G, je grafickd rovina. Faktorovou mnoZinu F, =G, /p, kde p
je ekvivalence zpfedchazejici véty, nazyvame fyzickou rovinou roviny G,.
RozliSenim fyzické roviny F, rozumime rozliSeni pfislusné grafické roviny G, .

6. Definice: Necht' G, je graficka rovina, F, jeji fyzicka rovina, p. resp. p,
rozméry jejich fyzickych pixelii £ ;. Dale necht

pro c<p.je I =1, e RVke{0L,...m—1}r, € (x50, ) AT —x, =c)
resp. pro d < pyjesz{sk e R|Vke {01,..n—1}s, € <yk;yk+1)/\ Sy — Vi = d}, a
P =|c,d]. Pak mnozinu p Li,=.IX,J nazyvame logickou rovinou, jeji prvky »L,
pak logické pixely.
7. Véta: Necht' F, je fyzicka rovina grafické roviny G,, ,L, libovolna logicka
rovina téZze grafické roviny, a ,¢@:F,—,L, zobrazeni takové, ze pro kazdé
i=0l.,m—-1, j=0L..,n-1 je P(p(Fl.J )szi,j@PLi,j € F; ;. Pak zobrazeni ,¢ je
bijekce.

8. Definice: Zobrazeni ,¢:F,—,L, z predchozi véty nazyvdme mapovanim
fyzické roviny.

Mapovani ,¢: F,—,L, zobrazuje rovinu fyzickou na rovinu logickou. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o bijekci, existuje vzdy mapovani inverzni ,¢ ':,L,— F, ,

které zobrazuje rovinu fyzickou na rovinu logickou. Je ziejmé, ze k dané fyzické
roving existuje nekonecné mnoho rovin logickych, nebot” logickou rovinu , L, lze

sestrojit pro libovolné P =|[c,d]e <x0 X, )X < ¥o:v, ). Kazda fyzicka rovina mize byt
tedy mapovana nekonecné mnoha zpusoby. Dale budu pouzivat jen dva

9. Definice: Mapovani ,¢:F,—,L,, kde V' = [x,:v,] nazyvame vrcholovym
mapovanim. Mapovani ¢¢:F,—L,, kde §= E (x, + xl);%( Vo + yl)J nazyvame
sttedovym mapovanim.

Poznamka: Nebude-li nutné piesné specifikovat pouzit¢é mapovani, budeme
logickou rovinu znacit struéné¢ L, a mapovani ¢ .

10. Definice: Necht' F, je fyzicka rovina, F;; jeji fyzicky pixel. Usporadanou

1

dvojici [i, j] nazyvame soutadnicemi fyzického pixelu F;;



11. Definice: Necht L, je libovolnd logicka rovina fyzické roviny F,. Oznalme
e, =(p,;0);e, = (O;py); S = L,y,. Pak uspotadanou ctvefici (L,;S;ee,) nazyvame

svétovou soufadnou soustavou logické roviny L, .

12. Definice: Necht' L, je logickd rovina, (L,;S;e;;e,) jeji svétova soufadna
soustava. Dale necht’ F, je fyzicka rovina, pro kterou existuje inverzni mapovani
takové, ze ¢ ' :F, — L,. Soustavu (L,;S;e,;e,) nazyvame svétovou soufadnou
soustavou fyzické roviny F, indukovanou mapovanim ¢. Znac¢ime <F2;S;e1;e2>(p.
13. Definice: Necht' L, je logicka rovina grafické roviny G,, F, je fyzicka roviny
téze grafické roviny, ¢:L, — F, mapovani, <L2;S;e1;e2> svétova soufadna
soustava  logické roviny L,. Uspofadanou ctvefici <0 ;S;el;e2> nazyvame
svétovou soufadnou soustavou roviny G, indukovanou mapovanim ¢. Podrobné
znatime (O ;Se;5e,) .
14. Definice: Mé&me svétovou soufadnou soustavu <L2 ;S;el;e2> libovolné logickeé
roviny indukovanou jejim libovolnym mapovanim. V této soustavé méjme bod
0= [01;02] a vektory i=(i;;0);j=(0;/,). Uspotadanou trojici <O;i;j> nazyvame
uzivatelskou soufadnou soustavou. P¥imku uréenou bodem O = [0,;0, | a smérovym
vektorem i(j) nazyvame osou x(y), vektor i(j) jejednotkovy vektor na ose x(y).

15. Definice: Necht' F, je fyzickd rovina srozliSenim (w;), ¢ je libovolné
mapovanti, V:<x1;x2)><< y;¥,)—>F, zobrazeni takové, ze pro kazdé

[x;v]€ (x5, )% (¥1; ;) je v([x;y])= F, pravé tehdy, kdyz

i= (p{(x—x1 ) . Wx ); J= (pl((yz —y)- h ) Pak toto zobrazeni nazyvame
27 M 2 1

uzivatelskou transformaci. Soucin <x1;x2 )><< y;¥,) nazyvame uZivatelskou

plochou.

16. Véta: Necht' G, je graficka rovina, F, jeji fyzicka rovina, F,; jeji fyzicke
pixely. Zobrazeni
D :F,xF, - R takové, ze Pk, (F, 1 F,,)=(k—i)> + (- j)*;

l’] ?

.
>

@p_ :F,xF, - R takové, ze P, (Fi,ka,z )= k—il+|l—j
L F, - jl}

P, 1 F, xF, > R takové, ze Pc, (F 5 F )= maxﬂk —i

1,]?

.
5

jsou metriky na F,.



2.2. Graficky prostor

1. Definice: Necht jsou dany intervaly / = <i1;i2);J = <j1;j2); K= <k1;k2) Dale
necht D, ={x;}7 ;m>1 je ekvidistantni d&leni intervalu 7, D, ={y, " ;n>1; je
ekvidistantni déleni intervalu J, D_ =1z, };zo;s >1 je ekvidistantni dé€leni intervalu
K. Kvadr F;;, = <xl.;xl.+1)><<yj;yj+1)><<zk;zk+1); i=0l.,m-1, j=0l.,n-1,
k=0l.,s—1 nazyvame fyzickym voxelem. Cisla v _=x,, —x,;; resp
V, =Y,y —Y,; Tesp. v, =z, —z;, nazyvame rozméry fyzického voxelu F, .
Kvadr IxJxKspolu sdé€lenimi D, ,D, D, nazyvame grafickym prostorem,
podrobné znagime G, = (I xJ x K ,D.,D,,D, ).

2. Véta: Odpovidajici si rozméry vSech fyzickych voxelu F;;, téhoz grafického

prostoru G, jsou si rovny.

3. Véta: MnozZina F,;= {Fi’j’k = <xi;xi+1)><<yj;yj+1 )x <zk;zk+1)| ief0,..,m—1};
je{0,...n—1}ke0,..,s —1}}vsech fyzickych voxeli grafického prostoru G, je
rozkladem grafického prostoru G, .

4. Véta: Necht' G, je graficky prostor, F; mnozina z véty 3. Relace p definovana na

G, vztahem p(4,B) < (EIFUk € F,)|4de F, ABe F,

ik UkJ je ekvivalence na G;.

5. Definice: Necht' G, je graficky prostor. Faktorovou mnozinu F; = G; /p, kde p
je ekvivalence z pfedchazejici véty, nazyvame fyzickym prostorem prostoru G;.
RozliSenim fyzického prostoru F; rozumime rozliSeni piisluSného grafického
prostoru G; .

6. Definice: Necht' G; je graficka rovina, F; jeji fyzicka rovina, v, resp. v, resp.
v, rozmery jejich fyzickych voxelu F; ;. Dale necht

pro c<v_je I=1, € RVke {0L,...m—1}r € (x3x, ) Ar —x, =c}
resp. pro d <v, je o =15 € RIVEe{01,.,n—1}is, € (yisyin ) As, — v, =d}
resp. pro e<v, je ,J =1, € RVke {0,1,...s =1}, € (yisyn ) Aty — 2z, =e}
a P=|c,d,e]. Pak mnozinu pLiy=_IX,JX,J nazyvame logickym prostorem, jeji
prvky »L; ;; pak logické voxely.

7. Véta: Necht' F, je fyzicky prostor grafického prostoru G;, ,L; libovolny
logicky prostor téhoz grafického prostorua ,¢@: F;— L, zobrazeni takové, Ze pro



kazdé¢ i=0,1,..,m-1, j=0,1,...n—1, k=0,1,...s -1 je
P(p(Fl.’j’k ):PLi’j’k ©pL 4 € F, ;- Pak zobrazeni ¢ je bijekee.

8. Definice: Zobrazeni ,¢:F,—,L; zpfedchozi véty nazyvame mapovanim
fyzického prostoru.

9. Definice: Mapovani , ¢: F,—, L, kde ¥ =[x,; ,:2, | nazyvame vrcholovym
mapovanim. Mapovani (@ : F,— L, kde
S = l% (x, + xl);%( Vo + yl);%(z0 + ZI)J nazyvame sttedovym mapovanim.

10. Definice: Necht' F, je fyzicky prostor, F;

.« Jeho fyzicky voxel. Uspofadanou

trojici [i, j, k] nazgvame soutadnicemi fyzického voxelu F v

11. Definice: Necht L; je libovolny logicky prostor fyzického prostoru F;.
Ozna¢me e, = (v_;0;0);e, = ( ;vy;O);e3 =(0;0;v.);S = Ly, . Pak uspoiadanou pétici

(Ly;Sse,;e,;e,) nazyvame svétovou soufadnou soustavou logického prostoru L .

12. Definice: Necht' L, je logicky prostor, (Ly;S;e;;e,;e;) jeho svétova soufadna
soustava. Dale necht' F; je fyzicky prostor, pro ktery existuje inverzni mapovani
takové, ze @' : F; — L;. Soustavu (Ly;Sse,;e,;e,) nazyvame svétovou soufadnou
soustavou fyzického prostoru F, indukovanou mapovanim ¢. Znacime
<F3;S;e1;e2;e3>(p.
13. Véta: Necht' G, je graficky prostor , F; jeho fyzicky prostor, F; ;; jeho fyzicke
voxely. Zobrazeni

O, :F,xF, > R takové, 7e VB, (F, 3 F,,, )= =12 +(m= )2 +(n—k);
Pp_ :F, xF, — R takové, ze Vp, (Fi,j,kQFz,m,n ): =i +|m—j|+[n—k
@, : F, xF; — R takové, ze Pc, (F 3 F )= maxﬂl —i

i,j,k>= l,m,n

5

n—k|}

>

m—j

b

jsou metriky na F;.

2.3. Obraz

1. Definice: Necht F, je fyzicka rovina, C, = {ce NO<c<ryr> 1}. Zobrazeni
O:F, - C, nazyvame obrazovou matici nebo stru¢né¢ obrazem. Je-li na F,

definovdna svétova soufadna soustava, hovofime o mapovaném obrazu. Mnozinu
C, nazyvame r-barevnou mnozinou. Je-li O:F; —c, pak cislo ¢ nazyvame

10



hodnotou nebo téz barvou pixelu Fj;. RozliSenim obrazu rozumime rozliSeni

ptislusné fyzické roviny.

2. Definice: Barevnou mnozinu C,, pro kterou je r=z";z>1, nazyvame n-

chromatickou mnozinou. Specidlné pro n=3 nazyvame barevnou mnozinu
trichromatickou. Cislo z nazyvame rozliSenim barevné mnoziny.

3. Véta: Necht C. je barevna mnoZina trichromatického systému s rozliSenim z,
Co3€C15C55¢; =0,1,...,z—1. Pak existuje bijekce B:C, — CZ3, takova, ze pro kazdé
ceC, je Blc)=(cyici3c,)e c=cyz’ +c¢z' +¢,z°. Na mnozing C? existuje

uspotadani (cy;cp5c,)<(dy;d;d,) e ¢z’ +cz' +cy2” <dyz’ +dz' +d,z°
4. Definice: Mnozinu C? z pfedchozi véty nazyvame trichromatickym systémem.

5. Definice: Necht' C, je r-barevna mnozina, P < C, jeji nejméné dvouprvkova
podmnozina, <, uspofddani mnoZiny P. Pak mnozinu P nazveme paletou
vybranou z r-barevné mnoziny C,.

F

6. Definice: Necht' F; je fyzicky barevny prostor , F mn J€ho fyzické

i,jk>
voxely, Fijk, Fima jejich uzavéry. Voxel F), = nazveme sousedem voxelu F;

pravé tehdy, kdyz Fima NFijx =D .

7. Definice: Necht C,. je barevnd mnoZina trichtomatického systému, F; jeho
fyzicky barevny prostor P < C, je paleta trichromatického systému. Necht' v paleté
F

I,m,n »

existuji nejvysSe dva fyzické voxely F, ; ;, které maji prave jednoho souseda

rizného od sebe sama (pocatecni resp. koncovy voxel palety), ostatni voxely necht’
maji nejméné dva sousedy rtizné od sebe sama . Pak paletu P nazveme plynulou.

Ke konstrukci plynulych palet mizeme pouzit parametricky zadanych spojitych
kiivek oo c G, a to nasledujicim zplisobem: Necht’ F; je fyzicky barevny prostor,
(S;e,;e,;e;) jeho svétova soufadna soustava indukovana libovolnym mapovanim.
V této souradné soustavé necht’ je urCena spojitd kiivka parametrickymi rovnicemi
x=9(0); y=y(O: z=10); te(y;n). Ozmatme 4 =|o)w()te)]ea,
4 =[0(6);W(1);U(ty)] € Gy. Necht FO je fyzicky voxel, pro ktery je 4, F© ;
F® pak fyzicky voxel, pro ktery je 4, e F® . Konstrukce plynulé palety pak
spo¢iva v rekurzivnim pilenim intervalu (z;¢,). Volba vhodné palety mize velmi
piispét k vizualizaci prostorového objektu promitnutého do roviny.

11



3. VIZUALIZACE 3D OBJEKTU

3.1. Barevna mapa plochy

Barevnd mapa plochy neni popséna v literatuie, pfestoZze se jednd o relativné
jednoduchy prostfedek vizualizace trojrozmérnych objekt.

1. Definice: M&me uZivatelskou plochu (x;;x,)x(y;;¥,) a funkci z= f(x;y),
kterd je na ni spojita a jejiz obor hodnot je H =(z,;z,). Déle necht F, je fyzicka
rovina, F;, jeji fyzické pixely a wv: <x1;x2 )><< y:v,)— F, je uzivatelska
transformace. ~ Déale necht Pc C,. je nprvkova paleta, D, ={z,;z;..;z,} je
ekvidistantni déleni H a 7t:H — P zobrazeni takové, ze 1(z)=k pravé tehdy,

kdyz ze <k —1;k). Pak obraz O : F, — P nazyvame barevnou mapou plochy.

Konstrukci barevné mapy pro funkce zadané funkénim piedpisem z = f(x;y)

jsem jiz popsal v [21]. Tento algoritmus jsem testoval na ploSe sestrojené¢ metodou
presouvani sttedniho bodu ve 2D (publikovano opét v [21]).

3.2. Vrstevnice

Vrstevnicemi plochy z = f(x;y) rozumime rovinné kiivky f(x;y) = konst. Je-li
funkce f(x;y) spojitd, jsou spojité i jeji vrstevnice. Na vystupnim zafizeni pocitace
muzeme tyto kiivky sestrojit nasledujicim zpiisobem - v§imneme si nejdiive kiivky
f(x;y)=0: Vystupni zafizeni je fyzicka rovina F,, jeji rozliSeni necht’ je (w;h).
Tuto fyzickou rovinu opatfime wuzivatelskou soufadnou soustavou <0;i; j>
s uzivatelskou plochou <x1;x2 )X < y15¥, ). Rozméry fyzickych pixeli fyzické roviny

Ve /4 w s 7 . h 7 .y .
v uZivatelskych soufadnicich jsou p, = #; Py = Dale sestrojime logickou
27 27N

rovinu L, a vrcholové mapovani. V grafické roviné G, je pak uzavieny fyzicky

pixel F:; obecné obdélnik L ;L ;LiyyjuLli jy- Funkee f(x;y) je podle

ptedpokladu spojitd. Jestlize tedy f (Ll.’ ; ) f (L,. ny )< 0, pak existujebod X € L, L, ;
takovy, ze f(X)=0. Fyzickou rovinu F, musime tedy projit po jednotlivych
pixelech. Fyzicky pixel bude sestrojen tehdy a jen tehdy, existuje-li alespon jedna
dvojici jeho vrchold, ve kterych ma funkce z = f(x;y) riznd znaménka. Chceme-li
sestrojit vrstevnic vice, musime pracovat s rovnici f(x;y) = konst, tj sestrojovat
kiivky f(x;y)—C =0. Kcyklim pies fyzickou rovinu tedy ptibyva cyklus pro

Ce (c;¢,) krokem AC.
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3.3. Promitaci metody

1. Definice: Necht E3 je rozsifeny Euklidovsky prostor, mc E3 jeho vlastni
rovina, S¢ ® jeho bod. Zobrazeni p: E3 — T nazveme stiedovym promitanim
prave tehdy, kdyz pro kazdé X e E3 plati: p(X)=X'& X'e SX =p A X'e . Bod
S nazyvéame sttedem promitani, pfimku p promitaci pifimkou. Je-li stied promitani
vlastni, nazyvame promitani linearni perspektivou. Je-li nevlastni, nazyvame
promitani axomometrii. Pfitom je-li pLmt mluvime o axonometrii kolmé, v opaéném

piipad¢é o axomometrii kosouhlé.

2. Véta: Necht' E; Euklidovsky prostor, £, rovina v tomto prostoru, x',y',z'c E,
navzajem rizné piimky vtéto roviné takové, ze x'ny'nz'={0'}. Pak existuje
soufadna soustava <O,i, j,k> prostoru E; s osami Xx,y,z aaxonometrie Z takova,
726 Z:0-0', x—>x', y—>), z—>z.

V tomto zobrazeni se osy x,y,z soufadné soustavy <O,i, j,k> zobrazi na trojici
pfimek x',y',z' v roviné &, jednotkové vektory 1i,j,ke E; na vektory i',j' . k'e &,
bod O na bod O'. Primétnu 7 tedy ztotoZznime s nédkresnou (obrazovkou pocitace),

a opatiime ji soufadnou soustavou 0'=(0",i",j"), kde O"=0'. Vektory i',j.k'
necht maji v této soufadné soustavé soufadnice i'= (il';iz')o,,; i=(5 )
k'= (kl';kz')o,,. Necht z :X — X', X =[x;x,;x;|€ E;, X'=[x1";x2"]o,,e . Pak
plati: X, =ix, + jix, +kx;

Xy =iyx, + Xy +hoxs (1)

Prostorové vztahy lépe odrazi axonometrie kolma, kterd 1épe odpovida redlnému
zrakovému vjemu. Je to axonometrie, jejiz promitaci pfimky jsou kolmé na

primétnu. Je ur€ena soustavou (1) pro specidlni hodnoty i;;i,; j,;j,; ks k,.

Linearni perspektiva: je sttedové promitani na rovinu. Kolmici spusténou ze
sttedu S'¢ m promitani na primétnu © nazyvame hlavni paprsek. Opét uréime smér
pohledu do soufadné soustavy <0,i, j,k>. Zvoleny horizontalni a vertikalni thel

bude nyni ur¢ovat smér hlavniho paprsku. Toto promitani je vhodné na realistické
znazoriiovani prostorovych objektli pozorovanych ve vétSich zornych uhlech.
Odvozeni zobrazovacich rovnic kolmé axonometrie a linearni perspektivy, jakoz 1
feSeni viditelnosti, stinovani a modelovani prihlednych a prisvitnych objekt se
vymyka rozsahu téchto tezi, tuto problematiku autor publikoval v [20], [21].
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4. KONVENCNI MIKROSKOP

Konvencni mikroskop je centrovand soustava dvou spojnych cocek. Cocka
pfivracend k pfedmétu - objektiv - m4 velmi malou ohniskovou vzdélenost f,

(n€kolik mm), Ccocka piivracena k oku ¢1 snimacimu zafizeni - okular - ma
ohniskovou vzdalenost f, fadoveé desetkrat vétSi (n€kolik cm). 'V redlnych
optickych zafizenich mohou byt ovSem objektiv i okulér slozité optické soustavy.
Vzdalenost mezi obrazovou ohniskovou rovinou objektivu ¢, a pfedmétovou
ohniskovou rovinou okuldru @, nazyvdme opticky interval azna¢ime A.

Zobrazovany pfedmét miizeme pozorovat bud’ prostym okem, nebo zaznamenavat
na snimacim zafizeni. Neni-li mikroskop urCen k pozorovani prostym okem, lze
celé zafizeni principidlné zjednodusit. Snimaci zatizeni muze nahradit cely okular
a snimat objekt pfimo z pfedmétové ohniskové roviny.

Geometrickd optika pouziva terminy pfedmétovy resp. obrazovy prostor (ozn. P,
resp. P,). V prostoru P, se zavadi pravotihla soufadna soustava <0,x,y,z> , v P, pak
pravouhla soustava <O',x',y',z'>. Osy x,x' se nazyvaji hlavni osy, lezi-li v téze
pfimce, nazyva se zobrazeni centrované. V dalSim se budeme zabyvat jen
centrovanym zobrazenim. Zobrazeni se uskute¢niuje piimymi paprsky prochazejici
v pfedmétovém prostoru zobrazovanym bodem P, které opticka soustava zméni

v konjugované paprsky prochazejici obrazovym prostorem a protinajicich se
v obrazu P' bodu P.

1.Definice: Projektivni zobrazeni G:P, — P, predmétového prostoru P, do

obrazového prostoru P; nazveme geometrickou projekci pravé tehdy, kdyz:

a) Existujyi body H e x; H'e x' (pfedmétovy resp. obrazovy hlavni bod). takové,
7ze G(H)= H' apro kazdou ptimku p; He p je p||G(p). Rovinyy;y' prolozené
predmétovym resp. obrazovym hlavnim bodem kolmo k hlavni ose jsou
predmétova resp. obrazova hlavni rovina.

b) Existuje rovina ¢@: @ c P, A@lx (pfedmétovd ohniskova rovina) takova, Ze
G(p)e P, je nevlastni rovina obrazového prostoru. Bod Fe ¢ x nazyvame
predmétové ohnisko. Délka |FH | = f je pfedmétova ohniskova vzdalenost.

c) Existuje rovina ¢':@'c P,'A@'1x' (obrazova ohniskova rovina) takova, Zze
G'(¢')e P, je nevlastni rovina predmétového prostoru. Bod F'e @'nyx’
nazyvame piedmétové ohnisko. Délka |F 'H '|= f' je obrazovd ohniskova
vzdalenost.

14



2. Definice: Necht G : P, — P; je geometricka projekce, ¢, pfedmétova ohniskova

rovina snimaciho zafizeni. Rovinu ®, pro kterou je G :¢, — ® nazyvame
rovinou ostrosti.

Zobrazeni redlnym konvenénim mikroskopem nespliiuje postulaty geometrické
optiky nikdy zcela ptesn¢, a to z nékolika divodu:

a) Omezena S§irka svazku paprski. Je-li <0,x,y,z> soufadna soustava
predmétového prostoru a u = [ul U,y ;u3] smérovy vektor optického paprsku, pak
geometrické zobrazovani bodu P se uskuteCiuje svazkem paprski
S={pc P;Pe p;u,,u, <0}. OznaCime-li A mnoZinu velikosti vSech whl{,
které navzdjem sviraji paprsky tohoto svazku, pak supA =m . Redlny
mikroskop mé vzdy supA < . Nadale budeme tedy pismenem S znacit svazek
paprskd, ktery prochazi redlnym optickym mikroskopem.

b) VInova podstata svétla ma za nasledek jeho ohyb. Obrazem bodu P neni bod,
ale mnozina bodl — vlnova stopa

¢) Nekomplanarnost preparatu zplisobi, ze svazek S protne predmétovou
ohniskovou rovinu @, snimaciho zafizeni opét v mnoZin€¢ bodli — Euklidovskeé
stopé.

d) RozliSovaci schopnost snimaciho zarizeni ma za nésledek, ze se bod P zobrazi
na fyzicky pixel F;; orozmérech p, = w p, = h!

1. Definice: Necht M, c owx@, je relace takova, ze

[P;0le M, & Qe s/ ={Xe 0, |XP'|S%AP'= G(P)}

Relaci M, nazyvame vlnovym mikroskopovanim. MnoZinu S,/ nazyvame vinovou

stopou bodu P, ¢&islo d(SVP )= sup {ae R|a=|X;Y|}=h nazyvame jejim
X, yes/! 24

prumérem (zde je A, vinova délka svétla, 4 numericka apertura mikroskopu).

2. Definice: Necht' P, je pfedmétovy prostor mikroskopu, G :P, — P, geometricka
projekce. Dale necht’ P e P,;G:P — P'; S je homocentricky svazek prochazejici
bodlem P a G:S—8'. Relaci M, cCP, X(p:{[l_’;l_"“ Jpes:Pepne}
nazyvame Euklidovskym mikroskopovanim. Mnozinu 8. = {P'e (p| [P;P'le M E}
X, Yes/S }

nazyvame Euklidovskou stopou bodu P, c¢islo d(S s )=sup{X ;Y
nazyvame jejim primerem.
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5. REKONSTRUKCE SNIMKU
7Z KONVENCNIHO MIKROSKOPU

5.1. Pasmo ostrosti, multifokalni obraz
Zaved'me tyto zjednodusujici predpoklady:

a) Pro kazdou vlnovou stopu S, existuje fyzicky pixel F; ; snimaciho zafizeni,
pro ktery je 8,/ < F;;

b) Necht ;) P;, P € ® jsou dva rizne body roviny ostrosti, G:P — P' geomet-
rickd projekce, G((I)P)z(l)P'; G((z) P)z(z)P'; F, ;s F, dva fyzicke pixely
snimaciho zafizeni takové, Ze . P'€ F,;; , P'€ Fy;. Je-li ) P#,P; pak
F,, #Fy,.

¢) Eukidovska stopa S, bodu P ¢ o je Euklidovsky kruh.

Pokud by bylo mozno v roving zobrazovat Euklidovské body, znamenal by kazdy
nenulovy praimér Euklidovské stopy rozostteny obraz. Je-li vSak fyzickou rovinou

s fyzickymi pixely, pak se neostrost projevi pouze tehdy, je-li d (S g )> p, kde

p= min{px D, } Jestlize d (S g )S p, mizeme povazovat obraz za ostry.

1. Definice: Necht Pe P, je bod predmétového prostoru, M, c P, X@
Euklidovské mikroskopovani, F, je fyzicka rovina ohniskové roviny @, p ;p,

rozméry jejich fyzickych pixelt, d (S 7 ) prumér Euklidovské stopy bodu P.
Mnozinu ) P; = {Pe P3‘d (S s )< pip= min{px; p, }} nazyvame otevienym pasmem

ostrosti mikroskopu.

2. Definice: Necht P = [P15P2;P3]§ 0= [%;%;‘13] jsou body oteviené¢ho pasma
ostrosti (o P Cislo

V((O) P, ) = Sup{lpl —q;P= [pl;pz;ps];Q = [Q1QQ2QQ3];P5QE(0)P3}
nazyvame vysSkou pasma ostrosti o) ;.

Casti preparatu, které se nachdzeji v pasmu ostrosti, budou zobrazeny ostie, Casti
mimo pas ostrosti budou rozostieny. Mnozinu vSech bodd preparatu, které se
nachézeji v pasmu ostrosti mikroskopu, budeme nazyvat optickym fezem:

3. Definice: Necht P je pozorovany preparat, ) P3 pasmo ostrosti mikroskopu.

MnoZinu R =P 0(0)]_)3 nazveme optickym fezem preparatu.
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4. Definice: Necht R je opticky fez preparatu. Mnozinu S%= {S§ C@,|Pe R}
nazyvame Euklidovskou stopou optického fezu R

5. Definice: Necht’ F, je fyzicka rovina ohniskové roviny ¢,, F;; @ jeji fyzické
pixely, M ; Euklidovské mikroskopovani. Zobrazeni
M,:P,>F:M,(P)=F & (P,PleM APeF,)

nazyvame digitalizovanym mikroskopovanim.

6. Definice: Necht’ {(k)M }k =1,..,n je posloupnost digitalizovanych

mikroskopovani téhoz preparatu, {((k)P }k =1;..;n posloupnost jejich uzavienych

pasem ostrosti takovych, ze P U ((k)P Pak posloupnost {( )O}k =1,..,n jejich
k=1

vysledkl nazyvame n - fokdlnim obrazem. Posloupnost {(k)M D}k =1,..,n nazyvame
n - fokalnim digitalizovanym mikroskopovanim.

5.2. Slozeni ostrého obrazu

2D zpracovani n- fokalniho obrazu bude ziejmé spocCivat ve slozeni nového
obrazu tak, aby se tento novy obraz skladal pouze z obrazi optickych ftezl

jednotlivych digitalizovanych mikroskopovani M . Nagim tikolem je nyni stanovit
vhodna kriteria pro jednotlivé fyzické pixely obrazli {(k)O}k =1,..,n, ktera by co

nejlépe piislusnost k fezu “R co nejlépe indikovala.
1. Véta: Necht' X, = (E j;r) je kruh ve fyzické roviné F, vystupniho zafizeni

v libovolné metrice dle odst. 1.1., v16, (k)Pl.’ ; + K, ; = C, podobraz obrazu o z
n - fokalniho obrazu {(k)O} k=Ll.,n,s8, = R je mnozina vSech podmnozin kruhu

K, .. Dale necht (k)Cr’S je hodnota fyzick¢ho pixelu F, — obrazu ®o,

i.j

WC=7y “C, soutet t&chto hodnot pies kruh K, vobrazu “’O. Definujme
K

r,s

zobrazeni VP S;; — R takto:

) ¥
D CPE =5

b) 4,Be S, ; n AN B=2="P{4UBp="P{4i+“P({B})

Pak (Kl y:h j,(k)P) k=1,.,n jsou pravdépodobnostni prostory, zobrazeni
(k)

e k)(rj’s jsou diskrétni integrovatelné nahodné veli¢iny.

©x:k,, —>R:Dx({F, )=
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2. Definice: Zobrazeni ©X 'K, ; >R z predchozi vty nazyvame zaostieni

fyzického pixelu F; ; na obrazu ®o.

Stfedni hodnoty definovanych zaostfeni pixeli F,; obrazi B0 jsou ziejme

0
E ((k)X )= D Tg a variaénimi rozpé&timi jsou ¢isla

iJj

1
(k) v ) = (k) _ : (k)
V( X)_ (k)C(Frr,?Eaé,j{ Cr,s} Frljfg}(ll_,j{ Cr,s }) (1)
kde (k)Cr,S je hodnota fyzického pixelu F, ; v obrazu ®o, . (k)ersz(k)O(Fr,S)
2
0¥ ¥,

, Dy - (® ® ¥ ) - (k) — rus rs |
Také Py =(Dx-£("x)f Kk, >R:OY(F,, )= me = S| dson
diskrétni integrovatelné ndhodné veli¢iny a

2
(k) (k)
1 C C
(k) _ rs .8
D( X)_ *) Kz ") Kz ") (2)

i,

jsou rozptyly nahodnych veli¢in X definovanych na kruhu K, ve fyzické

roviné F, vystupniho zafizeni.
3. Definice: Vyraz (1) nazyvadme variacni kriterium, vyraz (2) rozptylové kriterium.

Ke konstrukci posledniho kriteria pouZzijeme dvojrozmérné diskrétni Fourierovy
transformace. Je-li D :{(k)CV’S}% {(k)X mn} diskrétni Fourierova transformace,

®) x =(k)Um’n +®y m,n=0,1,..,2e, pak vyrazy ‘(k)Xm’n =\/(k)Uf1’n+(k)Vnin

m,n m,n >
piedstavuji hodnoty amplitud prostorovych frekvenci ptitomnych v okoli K

na jednotlivych obrazech ®O. Vzhledem k vlastnostem

By mn=0,1,..¢. Vyssi

m,n° m,n
hodnoty indext m,n znamenaji vyss$i prostorové frekvence, které indikuji vySsi
kontrast drobnych detailti na zkoumaném okoli a tim 1 lep$i zaostieni. Jako kriterium

fyzického pixelu F,

o]
téchto frekvenci staci uvazovat pouze hodnoty Qs

zaostfeni obrazu tedy muze slouZzit vyraz obsahujici frekvence ‘(k )X , ktery

m,n
vy$Sim indexiim m,n piisuzuje vysSi vahu. K identifikaci padsma ostrosti jsem
pouzil vyraz

H H
Or(x,,)= X3 m+n WU, +Or,  H<e 3)

m,n °

m=0n=0
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4. Definice: Vyraz (3) nazyvame frekvencni kriterium.

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze maxima vyrazi (1), (2), (3) velmi dobie detekuji
maximalni zaostfeni pixelu a mohou byt pouzity ke sloZeni ostrého obrazu.

5.3. 3D rekonstrukce

Metoda fezi konstantni vySky: Z fyzikalni podstaty vzniku multifokalniho
obrazu je ziejmé, Ze je-li (O)O(Fl., j)=k, pak fyzicky pixel F, . nese informaci

L,J
o bodu P preparatu P , pro ktery je Pe™ P. Jsou-li oteviena pasma ® P po dvou

disjunktni, 1ze bodtim v pasmu )P piitadit stejnou vysku a obrzet tak funkci dvou
proménnych, jejiz graf ptiblizné¢ odpovida pozorovaného preparatu. Oznacime-li v

celkovou vySku preparatu, pak vyska pasma ostrosti n fokdlniho obrazu je %

afunkcti  f(i,j), ktera piiblizn€é popisuje pozorovany preparat je

1 . o .
1, ) =;(0)0(Fi’ ; ) Tato operace je podstatou metody fezli konstantni vysky

Metoda filtrovanych fezii: M¢jme multifokéalni obraz {(k)O}k =1;..;n a funkci
f(i, j) sestrojenou z tohoto obrazu metodou fezii konstantni vysky.

1. Definice: Necht’ A je realna matice typu (m,n), m,n>2¢;e€ N, a, ;€ R jeji
libovolny prvek, 08(%,,») g-ove okoli prvku a,; ;, e<i<m-ge<j<n-¢, a,;
sttedni hodnota prvkid a,, € O, (al., ; ) Matici A nazveme €-ovym primérem
matice A prave tehdy, kdyz pro kazdy jeji prvek (S)ai, ; plati:

a. . =

{ai’j Si,j<evi>m—gvj>n—¢
l’j

a; ; jinak
Funkci f mizeme vyjadfit jako matici typu (w;4) s redlnymi koeficienty. Miizeme
tedy sestrojit funkci £, ktera je €- ovym primérem funkce f. Tato funkce

podstatné 1épe aproximuje pozorovany preparat. Tato operace je podstatou metody
filtrovanych fezi.

Metoda primého wurceni vysky: Uvazujeme-li geometrickou projekci
G:P, > P, pak je Pew= G(P)=Pc¢,;0¢ w=G(0Q)=0'¢¢,. Pro
Euklidovské stopy 8,; 82 bodii Pe m; O¢ w pak je 8.7 ={P}, tedy d(s/ )=0;
d (S EQ)> 0. Je-li WX : F; > R zaostfeni obrazu 0 multifokalniho obrazu O,

v((k)X ) resp. D((k)X ) resp. T ((k)X ) hodnoty varia¢niho resp. rozptylového popt.
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frekvenéniho  kriteria na tomtéZ obrazu YO, polozme: v(ma"X )
max{v((k)Xl(k)Oe 0}; D(maXX)z max{D((k)X)(k)O € 0}; T(maXX)
max{T ((k)X )(k)Oe O}. Metoda ptimého urCeni vysky vychdzi z piedpokladu, ze

hodnoty kriterii zaostteni zavisi na priméru Euklidovské stopy d ((k s f ) bodu Q pii
digitalizovaném mikroskopovani M , resp. na tsece délky 1, kterd jej
nahrazuje pii tomtéz mikroskopovani, tj, ze existuji funkce v((k X )= £, (1) resp.
D((k)X)sz((k)l) resp. T((k)X)sz((k)l). Ukézal jsem, ze k témto funkcim
existuji funkce inverzni k= f'; k= f,'; k=f;', které dovoluji uréit pramér
stopy na zaklad¢ hodnot kriterii zaostfeni:

(k)l _ f—l . V(maXX); (k)l _ 51 _ .. D(maXX); (k)l _ T—l —c. T(maxX) (1)
’ W(®x) p(“x) (" x)
Zaroven jsem odvodil zavislost priméru d Euklidovské stopy 82 bodu Q¢ ® na
LACSTD)
A(s'+d)
s rovnicemi (1) umoziuje ptimo urcit vzdalenost daného pixelu od roviny ostrosti, a
tim 1 prostorovou rekonstrukci preparatu.

6. KONFOKALNI MIKROSKOP

jeho vzdalenosti /4 od roviny ostrosti ®: A= . Tento vyraz spolu

Konfokalni mikroskop ma pasmo ostrosti ve srovnani s mikroskopem konvenénim
velmi uzké a body preparatu, lezici v mnoZiné neostrosti prakticky nezobrazuje.
Odpadé zde detekce fezli a ke sloZeni ostrého obrazu lze pouzit nékolik opraci,
znamych z obrazové analyzy. Multiohniskovy obraz se mize skladat az z nékolika
desitek obrazl, ptfi¢emz Euklidovské stopy optickych fezli mohou mit neprazdny
prinik. Znamend to, Ze snimany preparat je prihledny, tj. na jeho jednotlivych
vrstvach je svételny paprsek Castecné odrazen a Castecné prochdzi preparatem, aby
byl odrazen jinou jeho vrstvou. Je-li tomu tak, dochazi k michdni barev v odrazeném
a proslém svétle. Operace s obrazy jsem tedy zobecnil pro libovolny pocet slozek a
piidal jejich vazeni. Aby toto vazeni mélo fyzikalni opodstatnéni, musi védha zieyme
zéaviset na potadi vrstev dle prichodu svétla, zobecnénim tedy tyto operace ztrati
komutativitu. Jako nejvyhodnéjsi se jevi operace definovat indukci, pfi¢emz vahy,
které mohou mit vyznam poméru proSlého a odraZzen¢ho svétla by mély mit
v kazdém kroku soucet jedna, nebot nepfedpokladame pohlcovani svétla
preparatem.
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6.1. SloZeni optickych fezii

V dal§im textu je O ={(k)0} k =1;...;n multifokdlni obraz v syst¢ému RGB, tj.

posloupnost obraza Y0O:F, - C Oznacme (k)O(F.. Me +256(k1)c

256> °
+2562(k2)c barvu fyzickeho pixelu F, ; na obrazu ®o (koeﬁ01enty cl.’ ; resp.

We, . resp. *)

y ;c; . znaci tedy hodnotu barevné slozky R resp. G resp. B pixelu F,

Lj
na obrazu “’O). Dale necht je dan obraz O:F, - C L5 Vsystému RGB, kde

O(F,, e, +256,¢,,+256% ¢, ;.

1. Definice: Obraz O nazveme kompresnim vazenym souctem multifokdlniho
obrazu O  pravé tehdy, kdyz pro hodnoty , ¢, ;;m=0,1,2 barevnych slozek

kazdého pixelu F; ; obrazu O =€? PO plati:

a) ¢ .=V, ;m=0,12pro n=1

m<i,j ij?

m*=i,j

b) jsou-li Z'c, . hodnoty barevnych slozek obrazu *"O(F; ) =kG_91(k)O(F,-, ;)> pak

pro hodnoty

ml]

n+1
20+ barevnych slozek obrazu Z"*VO(F, ;)= k@ “O(F, ) plati
s =1 ’

2("*3,2,,-—Tmc[p%,, ¢, +(1-p)- e ,,],peml)

n
2. Definice: Obraz O=®“ 0O nazveme vaZenym kompresnim  sou¢inem
k=1

multifokalniho obrazu 0 praveé tehdy, kdyZ pro hodnoty , c; .;;m =0,1,2 barevnych

C; ,J 2
sloZek kazdého jeho pixelu F; ; plati:

a) ¢ .=V m= 0,1,2pr0 n—l

m i, j ij?

b) jsou-li M"¢. . hodnoty barevnych slozek obrazu "O(F, )= k® DOo(F, 7)> pak
32 :

m=1i,J

n+l1
pro hodnoty V¢ barevnych slozek obrazu 1"V O(F, )= k® ®DOo(F, ;) plati
=1 >

ml]

(n+1)

I~ . —
M (n+1) mCij P10 mCij =0 . .
mCij = 1 qn, D o (n+1) ;  pe(0l)
Trunc 256 mCij = wmCij |pro mCij >

Z defini¢niho vztahu kompresniho soucinu je zifeymé, Ze kazdym nasobenim klesa

hodnota zpracovavaného pixelu. Ma-li v daném fyzickém pixelu F; ; vetsi pocCet
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obrazi “’O nenulovou hodnotu (tj. v piipadé, Ze se zde nachdzi silnd vrstva
preparatu), klesne hodnota sou¢inu v tomto pixelu pod pfedem uréenou mez. Jestlize
v tom piipad¢ obarvime pixel barvou pozadi, dostaneme jako vysledek obraz, ktery
obsahuje jen tenké vrstvy preparatu a neobsahuje vrstvy silné. Sila zobrazenych
vrstev zavisi na volbé parametru p.

n
3. Definice: Obraz O=+"0 nazveme kompresnim vaZenym inverznim

k=1
souc¢inem multifokalniho obrazu O prave tehdy, kdyZz pro hodnoty ,c; ;;m=0,1,2

barevnych slozek kazdeho jeho pixelu F; ; plati:

a) mci,jz(l)cz]’m 0,1,2 pro n=1

b) jsou-li "¢, . hodnoty barevnych slozek obrazu " O(F, )— (k)O( ;) pak

m=i,j

pro hodnoty 1"*V¢. . barevnych slozek obrazu 1"V O(F, )— (k)O( ;) plati

m lj
(n+1)
Hn _
m z] pro mci,j - O
IT(n+D) _ . .
"G = 256 (n+1) ; pe (0
Trunc pro nCi i >0
Mn.p @ y
mCij " mCij

Z defini¢niho vztahu kompresniho inverzniho soucinu je opét zifejmé, ze kazdym

délenim hodnota zpracovavaného pixelu roste. Ma-li v daném fyzickém pixelu F,

nenulovou hodnotu maly pocet obrazti 'O (4j. v ptipads, Ze se zde nachazi tenka
vrstva preparatu), nestoupne hodnota inverzniho soucinu v tomto pixelu nad predem
urcenou mez. Jestlize v tom piipadé obarvime pixel barvou pozadi, dostaneme jako
vysledek obraz, ktery obsahuje jen silné vrstvy preparatu a neobsahuje vrstvy tenké.
Sila zobrazenych vrstev opét zavisi na volbé parametru p.

4. Definice: Obraz O kvl(k)O nazveme disjunkci multifokalniho obrazu O pravé

tehdy, kdyz pro hodnoty , ¢, ;;m=0,1,2 barevnych slozek kazdeho jeho pixelu

F; ; plati:
a) mCi,jz(l)C,]’m 0,1,2 pro n=1
b) jsou-li "¢, hodnoty barevnych slozek obrazu ""O(F ;) Zk\f1(k)O(E’ ;). pak
n+l
pro hodnoty Y""*Vc, ; barevnych slozek obrazu VD O(F, ):k\f1(k)O(F"’ ;) plati
v(nt) v(n+l) (n+1) l
m z] MCI.X'{ mcl]’ m l]J
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Vzhledem ktomu, Ze pro disjunkci jako jedinou uvedenou operaci postrada
fyzikalni smysl vazeni a komprese, jedna se vpodstaté¢ o disjunkci ve smyslu
vicehodnotové Lukaszewiczové logiky. V této logice milize  pravdivostni

ohodnoceni  vyrokii vSech hodnot z intervalu <O;1>. Je-i ¢ ;m=0,12 hodnota

cervené (m=0), zelené (m=1) , resp. modré (m = 2) slozky bérvy pixelu F, ; ,

pak za pravdi-vostni ohodnoceni dané¢ho pixelu v jednotlivych barevnych slozkach

C. .

o v v w7 m=i, ) . v ,

mizZeme povazovat Ccisla L-m=0,1,2 . Disjunkci téchto ohodnoceni
mCi,j

noc ®e
m=i,j m=i,j
=V —>==Maxy——=. Pro
256 | k=1 256 256
hodnoty barevnych slozek disjunkce multifokdlniho obrazu pak ziejmé dostaneme

(k)
n C. .
O(F, ;) =k\i1(k)0(E’ )= 256.Max{%} = Max{(k)c }Fi’ ;€ F,. Tato operace

v Lukaszewiczoveé smyslu 1ze pak psat jako [

m la]

sestavuje obrazy maximalné¢ kontrastni za cenu ztraty moznosti modelovat
pruhlednost.

6.2. 3D rekonstrukce

1. Definice — obalka 3D objektu: Necht P c F; je 3D objekt, F; je fyzicky
graficky prostor prostoru G, srozliSenim (m,n,p). Déale necht F, je fyzicka
grafickd rovina roviny G, srozliSenim (m,n) akone¢né funkce f:F, » R, pro
kterou plati: Jestlize pro fyzicky pixel F; ; € F, o soufadnicich [i, ] existuje fyzicky

F. ,,€P }, jinak

1

voxel F; , € P o soufadnicich i, j. k], pak f(Fl.’j)zmax{ke N

1

f (E ; )= 0. Funkci f nazyvame obalkou objektu P nad rovinou G,.

2. Definice — voxelova rekonstrukce: M¢yme graficky prostor G;, jeho fyzicky
prostor F; s fyzickymi voxely £ ;, orozmérech p .,p ,p, a P cF; 3D objekt.
Jestlize kazdy fyzicky voxel F, , € P sestrojime jako kvadr K G sjednim
vrcholem A=[i,j,k] s hranami o velikostech Py»Py» P, TOVNODEZNYMI  sE

soufadnymi osami, fekneme, Ze jsme provedli voxelovou rekonstrukci 3D objektu
P.

Voxelova rekonstrukce dava pii dostatecném rozliSeni optickych fezii (zhruba od
200x200) a jejich dostatecném poctu (cca 10 a vysSe) pomérn¢ dobrou piedstavu o
3D objektu. Nicméné pfii stinovani plisobi pon€kud neptirozené. Objekt je totiz
podobné jako v kpt. 3.6. sestrojen pomoci stén rovnobéznych se souradnymi
rovinami, a proto existuji pouze tfi rizné normaly, které maji vliv na vlastni stin.
Situaci lze zlepSit prostorovym prumérovanim.
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3. Definice — realné zobecnéni fyzického prostoru: Necht' F; je fyzicky prostor,
F; ; jeho fyzicke voxely, Ly logicky prostor téhoz grafického prostoru, Z, ; , jeho
1

L €P },

logické pixely m= max{ie NIL ;,€P |, n= max{je N

0 =max{ke N|Ll. jkEP }, F, fyzickd rovina srozliSenim (m,n). Mnozinu

®F, = F, xR nazveme redlnym zobecnénim fyzického prostoru F,.

4. Definice — realné zobecnéni 3D objektu: Necht' F, je fyzicky prostor, “F, jeho
realné zobecnéni, P — F; 3D objekt, p: F,—"F, je zobrazeni takové, Ze pro kazdy

fyzicky voxel F = i, j. ke F, a kazdy prvek Pe"F, plati

p(Fl., j’k)z P < P=(i,k,j). Pak mnozinu "P =p(P ) nazveme redlnym zobecnénim

3D objektu P . Prvek Pe®F, nazveme bodem realného zobecnéni, usporddanou
trojici (i, k, j) nazveme jeho soutadnicemi. Zapisujeme P =(i,k, j).

5. Definice — € ovy primér 3D objektu: Necht' P je 3D objekt, "P jeho realné
zobecnéni.  Dale  necht’ OQ(FZ.’ j’k) je e-ove okoli pixelu F,,,

e<i<m-ge<j<n-ge<k<o—¢.Oznatme Ejj,k:{we N|[u,v,w]e OS(FI.,].,,() a

t, ;5 stredni  hodnotu vSech prvkii mmoZiny T Pak  mnoZinu

i,j.k-
— . . R T ’ o v .

P = {(z,],p)e F3‘p = ti’j’k} nazveme €-ovym pramérem 3D objektu P .
Pouzijeme-li misto voxelové rekonstrukce €-ového priiméru, dostdvame objekt s

pomérné hladkym povrchem a pfirozené plsobicimi stiny. Vhodné volba priméru €
umoziuje znazornit vétsi ¢i mensi detaily a navic 1ze snadno modelovat prihlednost.

7. Softwarové zpracovani

Popis softwarového zpracovani by byl ponékud rozsahlejs$i, neni proto soucasti
téchto tezi. Jak je vSak patrné z vystup, jsou vysledky piimo pouzitelné v praxi.
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Obr. 1.: Vstupni data pro konvencni mikroskop

Obr. 2.: Vystup programu Konvencni mikroskop.exe
(semeno kaktusu Astrophytum Ornatum)
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Obr. 3.: Vstupni data pro konfokalni mikroskop (ukdzka)

Obr. 4.: Vystup programu Konfokalni mikroskop.exe
(organely prvoka z rodu Paramethyum)
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ABSTRACT

My dissertation discusses the possibilities of images reconstruction, these images
are provided by optical microscopes, which are confocal and conventional too.
Processing these pictures by software tools can greatly evaluate the outputs of these
equipments (and thereby the equipments themselves). How it is evident from the
results, which are in this work presented, it is possible to carry out relatively
comfortable way such as two- as three-dimensional reconstruction of observe
objects.

The first part summarises the fundamental mathematical constructions, which
are used in dissertation (metric and linear space, projective space, measure, integral,
Fourier transformation etc ..)

The second part discuses the fundamental constructions in a plane and in a
space. Fundamental defined conceptions - pixel and voxel - are not satisfactorily
mathematically defined. This part of the work builds these fundamental
constructions of computer graphic on a mathematical basis, that has not till been
this time published and which enables quite original constructions. There is
presented a conception of a graphic plane as mathematical structure
G = (IXJ,DX,Dy), where I=(i;i,)e R, J=(j;j,)eR are intervals, and

D, =1{x;1,, D, ={»;f, their equidistant divisions. Physical pixel is defined as a
box F, ; = (X3 %0 )><< ST ), and the logical pixel as its representative. The set of

all physical (logical) pixels is called the physical (logical) plane. The analogous
constructions are implementated for the graphic space G, =/ XJ XK ,Dx,Dy,DZ)

and its elements - physical and logical voxels too. The image is defined as the
mapping of a physical plane into so-called colour set: O:F, - C,;

C. ={ce N;0 <c<r;r>1}. The pallet is defined as a subset of the colour set.

The third part generally discusses the problems of a displaying of three-
dimensional objects on computer output device. Some constructions are again quite
original, though the others are known, but they are either implemented in
professional graphic systems, or they are described in available literature, but
absolutely insufficient and unusable. In the dissertation there is described the
construction of so-called colour map of a surface and contour lines, further oblique
and vertical axonometry and median projection. There is been solving the visibility,
shading, spreading of texture and construction of transparent objects.

The fourth part describes the displaying of the objects by optical microscope.
Fundamental principles are naturally known . These principles are standing on
mathematical basis, which till this time were not published. The centre of this part of
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the work is a study of phenomenons, which are routinely not discussed in literature.
These are phenomena, which are usually understood as defects or bounds of an
optical displaying, because they pass a frame of geometrical optics. Just these
phenomena depend on geometry of an observed object and enable its three-
dimensional reconstruction. The display by real conventional microscope does not
exactly conform to postulates of the geometrical optics, namely for several reasons:

a) limited width of ray beam. Lets (O,x,y,z) is a co-ordinate system of an
objective space, u= [ul;uz;u3] is a directive vector of an optical ray. Geometrical
displaying of a point P is realised by beam of rays S ={p c P,; P€ p;u,,u, <0}.
If we mark A the set of all size angles, which mutually clutch rays of this beam,
then SUpA = T. Real microscope has always SUupA < 7 . We shall also mean by
letter S a beam of rays, which goes through a real optical microscope.

b) the wave substance of light results in its bend. Image of the point P is not a
point, but the set of points — the wave trace of a point. There is defined a relation
called a wave microscoping M, C WX@, between the plane, on that the

microscope is focused, and an objective plane scanner:

[P;0le M, & Qe s/ ={Xe 0, |XP'|S%AP'= G(P)}. The set 8,7 is called a

wave trace of the point P, number d (SVP )= sup {ae R|a =|X;Y }: K—I‘; we call its
P

X,YESV 2

average (here A, is wave length of using lights, 4 numerical aperture of a
microscope).

The noncomplanarity of the preparation causes, that the beam S crosses the
objective focal plane @, of the scanner again in the set of points - in Euclidean
trace. In the dissertation there is defined a relation which is called Euclidean
microscoping M, C B XQ= {[]3,]_)'“ dpe s8:Pe pn (p} between an
objective space of a microscope and an objective plane of a scanner. The set
S EP = {P’e (p| [P; P']e M E} we call Euclidean trace of a point P, the number

d(S;)=sup{X;Y;X,Y€ S;} we call its average.

The scaner resolution results, that the point P is displayed on a physical pixel
F; ; with nonzero dimensions p.; p,,.

The fifth part discuses the reconstruction of the outputs from a conventional
microscope. There are presumed these simplifying postulates:
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d) For any wave trace S,/ exists a physical pixel F; ; of a scanner, for that is
sf c F; ;

e) Lets ) P;, P € o are two different points of plane sharpness, G: P — P' isa
geometrical projection, G((l) P):(I)P',G((z) P):(Z)P';Fl., >y, are two physical
pixels of a scanner, that ) P'e F, ;; ) P'e F, ;. If  P#, P then F,, #F,.

f) Euclidean trace S,/ of a point P¢ @ is an Euclidean circle.

Should was a possibility in a plane to display Euclidean points, then every nonzero
average of Euclidean trace would be the defocusing image. If there is a physical
plane with physical pixels, then unsharpness shows only that time, when

d (S 7 )> p,where p= min{px; Py } If d (S 7 )S P, then we can consider the image
as sharp. The sharpness zone is defined as

ohb= {Pe Ps‘d(SEP)< p-p= min{prPy}}
and its height

W o) Py ) =sup{py —ai; P =[py: P23 3 1O = 41302305 L P O ) B |-

Parts of the preparation, which are situated in a zone of sharpness, will be displayed
sharply, parts out of zone of sharpness will be defocused. The set of all points of the
preparation, which are situated in the sharpness zone of microscope, is called an
optical cut. Then the digitize microscoping is defined as:

M,:P,—>F,:M,(P)=F o (P,PleM APeF,,)

and n- focal image is defined as a sequence {(k)O}kzl,..,n of the digitize
microscoping results of the same preparation. For an observed preparation P is

n —_—
P C U((OI"’))P3 .2-D processing n - focal image will evidently consist in the
k=1

composition of a new picture, so that this new picture consists of images of optical
cuts of the single digitized microscopings “M ,, only. In the dissertation there are

fixed term criteria for single physical pixels of the images {(k)O}k =1,..,n, which

indicate the pertinence to cut R . Formally there is defined the focusing of a
physical pixel. As the criteria of this focusing is taken variation span resp.
diffusion, resp. substitution high spatial frequency in the sense of Fourier
transformation, namely on the certain surrounding of tested pixel. Results show, that
maxims of introduced expressions, which I call variation, resp. dispersal resp.
frequency criteria, detect very well the maximum focalized pixel and they may be
used in a composition of a sharp image. From the physical principle of a multifocal

. . .. . (1) _ . .
picture rise it is evident, that if O(FI., j)— k, then physical pixel F,  bears the
information about a point P of the preparation P , for that is Pe’® P . If the
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opening zones “’P are by twos disjointed, it is possible to assign to points in the

zone P the identical hights and obtain function of two variables, whose graph
matches with an observed preparation approximately. If we mark v a total height

of the preparation, then the zone sharpness height of n-focal picture is % The

function f(i, j), which approximately describes an observe preparation, is
f@,)) =l(0)0(Fl., i ) This method I call a method of constant high cuts.Further I
n

generalise linear filters known from image processing, so that there was a possibility
to apply them to the above-cited function. In that way filtered function approaches
an observed preparation essentially better. This application is a principle of a
method, which I call method of filtered cuts.

The method of direct height diagnosis : If we think the geometrical projection
G: P %Pg, then it is Pe w= G(P)=Pe 0,;0¢ 0= G(0)=0'¢ ¢,. For
Euclidean traces S/ ;82 of the points Pe o ;Q¢ o it is S, ={P'}, then
d(SEP)zo ;d(SEQ)> 0. If (k)X:E.j — R is a focusing of the image O from
multifocal image O , v((k)X ) resp. D((k)X ) resp. T ((k)X ) value of the variation,
resp. dispersal resp.  frequency criteria on the same image “O , lets
v(maXX)z max{v((k)X)(k)O € O};D(maXX)z max{D((k)X)(k)O € 0};

T (ma"X )= max{T ((k X )(k)O € 0}. The method of direct height diagnosis presumes,
that values of focusing criteria depend on an average Euclidean trace d ((")s EQ) of
the point Q in the digitize microscoping “'M , resp. on abscissae length *'1 |
which substitutes this average at the same microscope. From that follows, that there
are the functions v((k)X)zfv((k)l) resp. D((k)X)sz((k)l) resp.
T((k)X)z 7 (1) . I show, that there exist functions k= £, k= f;', k= f;",

which are inverse to these functions. These inverse functions allow to determine a
trace average on funds of focusing criteria values:

(™ x) - 7(m x)

p(®x) R O I

At the same time I derive the dependence average d of Euclidean trace S2 of the

YA+ This

A(s'+d)
expression together with equations (1) makes it possible to directly determine the
given pixel distance from sharpness plane , and thereby 3D reconstruction of the
preparation.

max
(K)q _ -1 _ ,V( X)(k) o
l=f""=c {®x l=f, =c

point Q¢ ® on his distance /4 from plane sharpness ® :h=
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The sixth part discusses the reconstructions of outputs from confocal microscope.
This microscope has the zone sharpness very narrow and practically does not display
the preparation points, which are situated in set of unsharpness. The cut detection is
not necessary and some operations, known from image processing, can be used for
composition of a sharp picture. Multifocal image can be consist as far as of several
tens images, whereas preparation can be transparent. The operation with pictures I
generalize for arbitrary number components and add their weighing. Hereafter text is

0= {(k)O} k =1;...;n the multifocal image in system RGB. I defined:
compression weighted sum of images as a image, for whose coloured components is

¢, =Y¢, :m=0,12 for n=1,

m=i,j ¢ J2
(n+1)
1 : :
20e, =Trund pe, +1-p)- e pe @
(this operation make possible to model transparency preparation),
weighted direction compression of images as a image, for which coloured
components are

¢, =Ve, ;m=012 for n=1

m=i,j 1]’
I D)
n]: z] pro m l] =0
[+ - — . 0:1
mCij = 1 ., O, (n+1) ;  pe(OD)
Trunc Ssg i nCi Jor ¢ ;>0

(this operation displays thin layers of preparation),
weighted inverse direction compression of images as a image, for which coloured
components are

¢, =Ve, ;m=012 for n=1

m<i,j 1]’
(n+l)
m 1] fOl" m 1] =0
1 ) .
He e, =1 256 (n#) S X (3))
Trunc for ¢ . >0
n p (n+1) l—p 5J
mCij " mCi

(this operation displays robust layers of preparation),
disjunction of images as a image, for which coloured components are

(n+1) [
1 +1 +1
mcl.’jz()l],m 01,2 for n=1, V"¢ ¢ Max{v(n m)czja mCij |

(this operation builds up most contrasty image)

This part contains method of 3D reconstruction for confocal microscope, most
considerable i1s a voxel reconstruction, which models voxels preparation as
transparent boxes and cubic averaging, which apply generalised low-pass filters on
previous construction and preparation is getting smoother.

The seventh part describes a software processing of all problems.
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