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Abstrakt

Cilem této prace je simulace pozorovani zivé bunky pohybujici se po zaSuméném pozadi.
ZkuSenosti, ziskanych pii tvorb€ této simulace, bylo vyuzito pro korekci uméle vytvorenych dat a
nasledné dat z redlného méfteni.

K tomu bylo vyuzito integrovaného vyvojového prostfedi Spyder, ktery je otevienym
softwarem, urenym pro védecké programovani v Pythonu.

Simulaci se vytvofit podafilo, uspé$Sn€ probéhla i korekce uméle vytvorenych dat. Korekce
redlnych dat je G¢inna jen ¢astecné, dava tak prostor k dalSimu vylepSeni.

Klicova slova
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Abstract

The aim of this work is the simulation of a moving cell on a noisy backgroud. Experience gained
during this work was used for correction of artificially created data. Subsequently it was used for
the correction of real experiment a data.

Spyder, open source cross-platform IDE for scientific programming in the Python language,
was used for it.

The simulation was successful, as well as the correction of artificially created data. The
correction of real experiment data was only partly suscessfull . It gives us enough room for further
improvement.
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Kapitola 1
Uvod

1.1 Cil a motivace prace

Prace ,,Simulace zobrazeni holografickym mikroskopem s vadami obrazu“ se zabyva simulaci
pozorovani zivé builky zkoumané transmisnim, koherenci fizenym, holografickym mikroskopem
vyvinutym zde na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi FSI.

Pozorovani nadorovych bunék LW13K2, fibroblastli inbredniho kmene potkana Louis Lewis
[2], dale oznaCovanych jako bunky K2 a nasledné zjiStovani jejich hmotnosti je zatizené chybami.
Ty jsou z velké casti zpisobeny optickymi vadami, zpisobenymi nerovnomérnostmi na optické
cesté (napiiklad Skrabanci na optickych c¢lenech, prachem na sklicku kamery,...), které je obtizné
kompenzovat. V pofizovanych snimcich vytvaii nezddouci Sum. Podafi-li se jeho vliv potlacit,
zptesni se také méfeni.

Predbéznym krokem k realizaci kompenzace je simulace zobrazeni a snaha o kompenzaci
dat z této simulace. Podaii-li se korekci uspésné provést na téchto datech, nemélo by byt piilis
obtizné vytvotrené algoritmy piekonfigurovat na realné data.

Cilem této prace je tedy vytvortit simulaci pohybujici se buiikky na zaSuméném pozadi, které
se pozvolna méni a naprogramovat algoritmus pro jeji ,, vazZeni “. Déle na vytvofena data navrhnout
a aplikovat korek¢ni algoritmus, ktery chyby tohoto vazeni minimalizuje. V piipad€ Gspéchu se poté
pokusit o ptizplisobeni algoritmil pro data ze skute¢ného méteni.
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Kapitola 2

Transmisni digitalni holograficky mikroskop

2.1 Interferometricky mikroskop

Interferometricky mikroskop vyuziva dvou svételnych svazk, které se nechéavaji interferovat pod co
nejmensim, témet nulovym, thlem. Pro Gplnou rekonstrukei predmétové viny jsou tieba alespon 3
snimky s liSicim se fAzovym posuvem. Pocitacové algoritmy pak ze snimkli mohou zrekonstruovat
trojrozmérny obraz pozorovaného pfedmétu. Pro potiebu vice snimki jsou interferometrické mikro-
skopy vhodné zejména pro pozorovani statickych struktur, ptipadné pro zkoumani pomalych dé&jt [1].

2.2 Holograficky mikroskop

Holograficky mikroskop vyuziva dvou svételnych svazkl - referen¢niho a predmétového, které
se stietavaji pod nenulovym uhlem. Vysledny interferencni obrazec vznika jejich superpozici.
Protoze jej lze cely ziskat z jediného snimku (tedy ne skladanim nékolika snimk, jako tomu je
u interferometrického mikroskopu) je vhodny také pro pozorovani rychlych déji. Holograficky
mikroskop mize byt reflexni i transmisni. Reflexni naléza uplatnéni pfi zkoumani povrchi,
transmisni pfi studiu vnitinich struktur tenkych prasvitnych vzork.

Nevyhodou vétSiny holografickych mikroskopi je skutecnost, ze nejsou achromatické.
Zdrojem osvétleni pak musi byt lasery, ptipadné jiné zdroje koherentniho zafeni. Proto je mimo jiné
nelze vyuzit pro studium vzorkl umisténych v rozptylovém prostiedi [1], [2].

2.3 Transmisni holograficky mikroskop na VUT v Brné

Prvni prototyp transmisniho holografického mikroskopu na VUT byl sestrojen v ramci doktorského
studia M. Prokopové [3]. Na jeji praci navazal Pavel Kolman, ktery navrhl a zkonstruoval jeho
vylepSenou verzi [1]. Snimky, které v této praci upravujeme byly pofizeny A. KiiZovou pravé
na tomto pfistroji.

Transmisni holograficky mikroskop vyvinuty na Ustavu fyzikalniho inzenyrstvi FSI VUT
v Brné spojuje vyhody mikroskopt z kapitol 2.1 a 2.2 a odstranuje jejich nevyhody. Od béznych
holografickych mikroskopti se lisi typem interferometru. Vyuziva mtizkového interferometru, jehoz
vyhodou je, ze je achromaticky a prostorové invariantni. Diky tomu lze jako zdroj svétla pouzit
témet cokoli, tfeba 1 oby€ejnou halogenovou lampu. Protoze zménou koherence zdroje 1ze upravo-
vat jeho vlastnosti, pouziva se pro n¢j také oznaceni ,, koherenci rizeny holograficky mikroskop “ [1],
[2].

Pti potfizovani snimkl uzitych v této praci se ze zdroje (halogenové lampy) pfes matnici a
clonu Sifilo svétlo, které dopadalo na barevny interferencni filtr. Ten propousti vinéni o stfedni
vlnové délce A =650 nm s polositkou /= 10 nm. Jiz Gervené svétlo prochazi ¢ockou, odrazi se
od zrcatka a dopadéd na difrakéni mfizku. Zde se dé€li na dva svazky - pfedmétovy a referencni.
Predmétovy svazek prochazi kondenzorem, ktery zajiStuje rovnomérné osvétleni predmétu. Svétlo
prochazi predmétem, ktery v zavislosti na své tlousStce a indexu lomu posouva jeho fazi. Pies
objektiv a soustavu zrcadel pokracuje k vystupni roving, kde se stietdva se svazkem referencnim.
Jeho cesta byla principidlné téméf stejna. Jedinym rozdilem je, Ze neprochézel skrze zkoumany
vzorek - v nasem piipad¢ skrz buiky. Ve vystupni roviné mikroskopu oba svazky interferuji a
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vytvaii tak hologram s interferenénimi prouzky. Svétlo dale prochéazi objektivem, ktery hologram
zvétSuje pro ¢ip CCD kamery, jenz vSe zaznamenava. Rekonstruovany hologram prozradi fazovy
rozdil mezi pfedmétovym a prostorovym svazkem. Zname-li index lomu vzorku, mizeme vypocitat
jeho tloustku [2], [4]. Podrobné schéma vySe popsaného transmisniho, koherenci ftizeného,
holografického mikroskopu ukazuje obrazek 1.

Zjistovanou tloustku ovlivituji nékteré nesnadno kompenzovatelné optické vady, které
zpusobuji Sum. Z nepiesné tloustky se chyba prendsi i na vypoctenou hmotnost pozorovaného
predmétu (v naSem piipad¢ na hmotnost buiiky). Pfedbéznym krokem pro potlaceni této chyby je
simulace vzniklého Sumu a pozorované bunky.
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Kapitola 3

Simulace Sumu

3.1 Tvorba bazovych Sumit

Prvnim krokem pfi tvorbé bazového Sumu je vygenerovani pole ndhodnych ¢isel o vhodnych roz-
mérech. Ty jsou ureny rozméry zorného pole a pozadovanou frekvenci tohoto Sumu. Pti vypoctu
jejich velikosti byly vyuZity vztahy (3.1) a (3.2).

Sup =551, (3.1)
Vip =Vt f (3.2)

kde s, znaci Sitku zorného pole, V., jeho vysku a f je frekvence generované¢ho bazového
Sumu.

Frekvenci je tedy minén pomér rozméra ptivodniho vygenerovaného a vysledného pievzor-
kovaného obrazu. Pole ndhodnych ¢isel je nasledné prepocitdno pomoci funkce resample. Tato funkce
vyuzivajici Fourierovy metody provadi pievzorkovani podél zvolené osy interpolaci s vyuzitim
funkce sinc(x). Vysledkem je Sum o poZadované frekvenci s rozméry shodnymi s rozméry zorného
pole. Ptiklady Sumu s tfemi riznymi frekvencemi (f; = 0,1, f, = 0,2 a f5 = 0,6) ukazuji nasledujici
obrazky.

Vo

Obr. 2: Nizkofrekvencni Sum Obr. 3: Sum stiedni frekvence Obr. 4: Vysokofrekvencni sum

Z obrazki je vidét, ze s rostouci frekvenci se Sum stava vice a vice zrnity. Hodnoty se méni
rychleji, barevny gradient se zvySuje. Provazanost mezi sousednimi pixely klesa.
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3.2 Vysledny Sum

Vysledny Sum vznika slozenim libovolného poctu bazovych Suml o raznych frekvencich.
Po nékolika experimentech byla vybrana kombinace 4 bazovych Sumi s frekvencemi 0,1, 0,2 0,4 a
0,6. Tyto bazové Sumy prochdzeji pred spojenim dvéma tpravami. V prvnim kroku jsou prahovany,
nasledné pted vypoctem jejich vazeného priméru ohodnoceny. Zplisob prahovani ukazuje vztah
(3.3), vypocet vazeného pruméru pak vztah (3.4).

Pro kazdy prvek matice B, bazového Sumu plati:
B, —P roB, > P
B,=| \Bi=P) proBy>r (3.3)
0 proB, <P

kde B; jsou prvky matice Sumu a P je zvolena prahovaci konstanta. Experimentalné bylo zjisténo,
ze pro nizkofrekven¢ni Sumy je vhodné pouzit prahovaci konstantu vyssi nez pro Sumy nizkofrek-
vencni. Hodnoty prahovacich konstant se pohybuji mezi 10% a 20% maximalni hodnoty Sumu.
Pro vysledny Sum S plati:

Z B v,

i=1

S:-n—
zvi
i=1

, (3.4)

kde B, je matice bazového Sumu, V; jejehovahaa n je pocet pouzitych bazovych Sumu.

Prahovani zvySuje pocet bodli s nulovou hodnotou. VSechna ¢isla mensi nez zvolena praho-
vaci konstanta se nahradi 0, ostatni se zmensi o tuto konstantu (3.3). Tim je dosaZeno realisti¢téjsi
podoby Sumu.

Obr. 6: Sum po prahovani (P = 0,3)
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Diky prahovani se Sum stava vice kontrastngj$i. Vznikaji tak také malé oblasti, které nejsou
zaSuméné vibec.

Vysledny Sum je ziskan vypoctem vazeného priméru vSech bazovych Sumi (vztah 3.4) a
naslednym normovanim (vztah 3.5). VéEtsi vaha je pii vypoctu véazeného priméru prikladana
sloZzkédm s niz§imi frekvencemi:

S
Vs = max(S) (3-)

kde S je matice $umu pfed normovanim a max(S) je jeji nejvétsi hodnota. Po normovani bude
tedy maximalni hodnotu Sumu v matici rovna jedné.

Obr. 7: Vysledny sum

Sum na obrazku 7 ma s $ifkou 342 px a vyskou 258 px rozméry stejné jako budou mit
pouzité obrazky z redlného méfeni. Na obrazcich s butikou bude plsobit méné vyraznéji nez zde,
pii pouziti stejného jasu by v ném vétSina bunky zanikala, nebyla by téméf vidét.

Moznost porovnat tento umely Sum se Sumem skutecnym dava obrazek 8, ktery je vyfezem
ze skute¢ného snimku. Tmavé a svétlé oblasti jsou v ném sice veétsi, nez v Sumu umélém, strukturné
si ale podobné oba trochu jsou.

Obr. 8: Skutecny sum

-19-



3.3 Ménici se Sum

3.3.1 Tvorba Sumu pocate¢niho a koncového
Protoze béhem méfeni neni Sum zcela staticky, ale mirn€ se méni, je tfeba nasimulovat také jeho
zménu. Toho 1ze docilit vytvoifenim dvou sob¢ podobnych Sumit a nasledné pfechodu mezi nimi.
Program vytvori dva Sumy - pocateéni S,. a pomocny S,, - s podobnymi vstupnimi
parametry. Tyto Sumy maji sice odliSna vstupni pole nahodnych cisel, ale shodné slozky frekvence a
totozné Grovné prahovani. Protoze se takto vytvofené Sumy stale pfili§ 1isi, neni vhodné je v této
podob& vyuZit jako podateéni a koncovy stav. Sum na konci simulovaného pozorovani S,
vznikne vypoctem vazeného priméru obou Sumi:

S — Spoc.vpoc+Spom'v

pom
v . +v ’ (3.6)

poc pom
kde v, je vahapocate¢niho Sumua Vv,,, je vdha pomocného Sumu.

Volbou vah téchto Sumi pak lze snadno nastavit odliSnost Sumu na pocatku a na konci
méteni. Lze tedy simulovat kratkd i dlouhotrvajici méteni. Také tak lze regulovat, jak rychle se Sum
méni.

ProtoZe chceme ziskat Sum, jehoz minimalni hodnota je rovna nule a maximalni rovna
jedné, prochdzi takto vznikly Sum jesté prahovanim (3.4) a naslednym normovanim (3.5). Prahovani
nam vytvoii malé oblasti, které Sumem nejsou postizeny, normovani pak zabrani velkym vykyvim
celkového Sumu - abnormalnimu narastu jeho vlivu, piipadné ptiliSnému poklesu.

3.3.2 Sum v ¢ase
Chceme-li ziskat Sum v Case ¢, kdykoli mezi vychozim a koncovym stavem, sta¢i pak
vypocitat jejich vazeny pramér (3.7) a vysledek opét znormovat (3.5).

S e Ve TS,V
S[ — —poc poc kon kon , (37)

v poc + Vion

kde v, jevahapocatecniho Sumua V,,, je vahakonecného Sumu, pro jejichz vypocet plati:

vpoc = tkon — a (38)
vkan =1- tpoc s (39)

kde 7, je Cas nakoncia f,, Cas na poéatku simulace. Dale budeme uvazovat, ze 7,, =0 a
tedy tkon =T

Vytvotili jsme funkci na vypocet Sumu v libovolném c¢ase z. Pomoci ni jsme nechali vygene-
rovat obrazky zobrazujici plynuly pfechod mezi Sumem vychozim a Sumem koncovym a ty pak
nasledné nechali ulozit.
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Kapitola 4

Simulace bunky

4.1 Funkce pro vykresleni buiiky

Objektem pozorovani jsou naddorové builkky K2. Proto je dulezité dokazat nasimulovat také je.
Buiiky se béhem pozorovani nejen pohybuji, ale také mirné deformuji. Proto bylo tfeba vytvofit
funkci, jejimz grafem, vykresleném v odstinech Sedi, je svétld skvrna na tmavém pozadi, s jasné
definovanou polohou a nato¢enim a mirn¢ se ménicimi rozméry, ktera ptipomina skute¢nou bunku.

Dospélo se tak k funkci (4.1), kterd splituje vSechny pozadavky. Vizualizaci dostaneme
malou elipsu se sttedem v bodé [ X, Y], s vySkou a Sifkou iimérnou v, respektive s a natocenim ¢. Jeji
matematicky zépis ukazuje nasledujici vztah:

f(x,y)—exp[—[(ﬁ—)( + é—Y) ] , 4.1)
s v
kde

a=x-cos(p)+y-sin(p) (4.2)
a

b=—x-sin(p)+ y - cos(p) . (4.3)

4.2 Prahovani a normovani bunky

Aby builkka méla jasn€ definovanou hranici, musi se kazdd matice, reprezentujici rozlozeni
hmotnosti buiiky, po svém vytvofeni zprahovat. Prahovani buiiky je po matematické strance velmi
podobné jako prahovani Sumu. Hodnoty, které jsou mensi nez zvolend uroven prahovéani P
nahradime nulou. Na rozdil od prahovéani Sumu se od zbylych hodnot neodecitd celd prahovaci
konstanta, ale prahovaci konstanta vynasobena redukéni konstantou &, kde k€(0,1) . Volbou této
hodnoty lze nastavit ostrost hranice buniky. Pro & =0 je rozdil mezi hranici a jejim okolim
nejvetsi. Naopak pro £ =1 by tu nebyl rozdil zadny. Bunika by piesla plynule v barvy pozadi.
Pro jednotlivé prvky matice bunky tedy plati:

B, :[ 0 proB; <P . 4.4)

(B, —k-P) proB,>P

Protoze realna bunka béhem pozorovani svou hmotnost samovoln¢ neméni, je tieba zajistit,

aby také hmota nasimulované buiiky ziistdvala konstantni. Referenni hodnota hmotnosti byla
zvolena 1000 pg. Proto kazdy prvek matice butiky B, se musi pfepocitat podle vztahu (4.5):

B,
B, =1000-— (4.5)

m

kde m - hmotnost celé buiiky - je dana vztahem (4.6):
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m= Z m; (4.6)

kde m; jsou hmotnosti jednotlivych ¢asti buiiky - v nasSem ptipad¢ hodnoty prvki matic buriky.

Bunku vzniklou s vyuzitim vztahd (4.1) - (4.6) v zorném poli 342x258 px pro P=0,1 a k=0,5
ukazuje obrazek 7.
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Obr. 9: Simulace buriky

Hranice bunky je sice ostra, ne ale pfili§ vyrazna. Tim je napodobena skutecnost, Ze redlna
buiika je u svych okrajl ten¢i nez v ¢astech jinych.

4.3 Burika v pohybu

Hlavnim cilem prace je potlaceni vlivu Sumu na méteni hmotnosti realné bunky. K tomuto potlaceni
vyuzijeme skuteCnosti, Zze se bunka béhem méteni pohybuje. Proto bylo tieba naprogramovat také
pohyb simulované buriky.

Bylo rozhodnuto, ze drahu, po které se bude bunka pohybovat, je tfeba pevné definovat.
Hmotnost buiiky je behem pokusu konstantni, mtize ale dochazet k deformacim jejiho tvaru. Béhem
svého pohybu se tedy buitka mirn¢ deformuje, pfiCemz zmény jejich rozmért, udanymi ve vztahu
(4.1) parametry s a v, jsou ndhodné.

Jako testovaci trajektorie byla zvolena elipsa. To protoze ma jednoduché parametrické
vyjadieni (vztahy 4.7 a 4.8) a buiika po ni projde velkou ¢asti vybraného zorného pole.

X =a-cos(t) , 4.7)

Y =b-cos(t) , (4.8)

kde a je délka hlavni poloosy elipsy a b je délka jeji vedlejsi poloosy.
Timto zplisobem byla vygenerovana série matic, reprezentujicich buitku v pohybu. Ty byly
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vizualizovany a spojeny do kratkého videa, které 1ze najit v ptiloze.

4.4 Maska bunky

Maska kazdé bunky urcuje jeji polohu. Ta je dilezitd pti vypoctu bunécné hmotnosti. Pii redlném
méteni polohu buiikky zndme (maska je poskytnuta spolu s namétenymi daty), pro simulaci ji je ale
tteba zjistit. Protoze matice uméle vytvorené bunky je mimo prvky nalezici této bunce diky
prahovani (4.4) nulova, miiZzeme tu jako buniku oznacit v§echny body s nenulovou hodnotou. Maska
buiiky se pak vytvofi tak, ze vSechny body buiiky nahradime hodnotou 1. Pro jednotlivé prvky
matice masky M tedy plati:

1 pro B;>0

0 pro B,=0

(4.9)
kde B, jsou piisluiné prvky matice buniky. Masku buiiky z obrazku 7 ukazuje obrazek 8.
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Obr. 10: Maska bunky

Pro masku tedy neni dtleZité rozlozeni hmotnosti buiiky. Rikd nam pouze, kde se buiika
naléza, respektive kde neni.

4.5 Zjistovani hmotnosti bunky

Pii zjiStovani vahy buniky nés zajima jeji suchd hmota, tedy hmotnost bezvodného obsahu buriky.
Ta je pfimo umérna fazi indukované vzorkem [2], ktery pozorujeme. Féaze je dana optickou délkou
dréhy, kterou svétlo transmisniho holografického mikroskopu prochazelo. V nasem piipad¢ je tedy
hmotnost pifimo umeérna zjisténym ciselnym hodnotam matice bunky.

Pro jednoduchost budeme piedpokladat, Zze konstanta iméry mezi hodnotami prvkll matic
buiiky a hmotnostmi téchto ¢asti je rovna jedné. Pak 1ze hmotnost bunky m zjistit takto:
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kde B, je hodnota prvku matice buitky a M, je hodnota prvku matice jeji masky.

Pro testovani funkcnosti algoritmii masky a vazeni bylo vyuzito buiiky pohybujici se na neza-
Suméném pozadi. Jejich spravnost byla potvrzena - vypoc¢tena hmotnost zlstavala v prubéhu méteni
konstantni.

4.6 Bunikka na zaSuméném pozadi

Bylo tieba vytvofit sérii matic pohybujici se buitkky na ménicim se zaSuméném prostiedi. Klicovym
krokem v této fazi bylo také zjiSténi hmotnosti bunky pro kazdy okamzik a nasledné vykresleni
jejiho vyvoje v ¢ase béhem simulovaného méteni.
Matice bunky zkreslené¢ Sumem vznikne souctem matice bunky B a ji pfislusné matice Sumu
S. Pro regulaci jeho vlivu jsou vSechny prvky jeho matice nejprve vynasobeny redukéni konstantou
Ss. Pro nové vzniklou matici zaSuméné buiky B, tedy plati:

B,(t)=B(t)+S,-S(t) . 4.11)

Priklad takto vzniklé buiiky pro Ss = 0,2 ukazuje obrazek 11. Pro takovouto konstantu
tvoti Sum pfiblizné 30% zjistované hmotnosti.
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Obr. 11: Bunka na zasumeném pozadi

Na obrazku 11 je vidét, Ze Sum muze informaci o bufice znacn¢ zkreslit. Na rozdil od bunky
na Cistém Cerném pozadi (obrazek 9) neni jeji okraj tak jasné patrny. Nejvyraznéji se vliv Sumu
projevuje v Castech, kde je buiika nejtenci.

Buiiku z obrdzku 11 jsme nechali putovat po ménicim se zaSuméném prostiedi. Béhem jejiho
pohybu byla pritbézné zjistovana jeji hmotnost. Vysledek tohoto méfeni ukazuje graf na obrazku 12.

-4 -



1500

1450
ho
1400 % o le
LS OL WK %
1350} ® *°

e :
® .b

% 1300| Nk

E1300 v.

1250

1200
1150 1
1100 50 100 150
t[s]

200
Obr. 12: Graf zjistené hmotnosti buiky na zasumeném pozadi (Ss=0,2) v zavislosti na virtualnim case;
Skutecna hmotnost je 1000 pg.

Pfi pohledu na osu s hmotnosti vidime, Ze Sum zvySuje jeji zjiStovanou hodnotu. Hmotnost
generované bunky byla normovana na 1000 pg, Sum ale zpisobuje, Ze zjisStujeme hodnoty piiblizné

o tfetinu vys$$i. Navic se v pritbéhu méfeni hmotnost méni v rozmezi téméf 200 pg, cozZ je vice nez
15% velikosti métenych hodnot.
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Kapitola 5

Potlac¢eni Sumu

5.1 Zakladni princip

Jak bylo ukazano v kapitole 4.5, Sum muze vyrazn¢ ovlivnit méfené hodnoty. Proto vznika
ptirozend snaha jeho vliv n¢jak potlacit. Asi nejjednodussim zplisobem je odecist od vSech prvki
ziskané matice hodnotu primérného Sumu. Tim docilime zpfesnéni pii urCovani primérné hmot-
nosti builky v pribéhu dlouhého méteni. Namétené hodnoty budou mit sice stejné velky rozptyl,
budou ale alespoii oscilovat v okoli skutecné hmotnosti.

Vyse popsana metoda je sice vypocetné€ nenarocna a principialn€ jednoduchd, nemusi byt ale
probihat az po ukonceni celého méteni, 1ze navrhnou metody sofistikovangjsi a ucinnéjsi.

V této praci vyuzivame skuteCnosti, Zze pozorovany objekt (builka), se v pribéhu méteni
pohybuje. Odkryva tak oblasti, které byly v ptedchozich snimcich skryty pod ni. Zjistime-li hodnotu
Sumu, ktera byla ve zkoumaném bod¢ tésné pied tim, nez jej bunka zakryla a také chvili poté, co jej
odkryla, mtizeme toho efektivné vyuzit (obrazek 13). Pro jednoduchost predpokladame, ze derivace
zmény Sumu nenabyva pfili§ velkych hodnot - zména se piili§ neméni. Pak stac¢i od namétenych
hodnot odecist vazeny priimér z téchto krajnich okamzikt. Pti linedrni zméné Sumu by pak korekce
byla prakticky dokonala.
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Obr. 13: Buiika v pohybu - vysvétleni principu korekce

Aktualni poloha buiiky na obrazku 13 je zvyraznéna bilou barvou. Cervena ukazuje jeji
polohu na pfedchozim snimku a modrd na snimku ndsledujicim (posuny jsou pro nazornost
zveli¢eny). Pro odhad Sumu pod cervené vyteCkovanou ¢asti bilé buiikky bude urcujici predevsim
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Sum na snimku s ¢ervenou buiikou a pro korekci Sumu pod modfe vyteckovanou oblasti bil¢ bunky
bude kli¢ova informace ze snimki s buitkou modrou.

Korekce probiha bod po bodu. Bodem je minéno jednorozmérné pole, zachycujici chovani
tohoto bodu v Case (obrazek 14). To tedy znamenda, ze vzdy opravime jeden bod pro vSechny
zpracovavané snimky a poté se pfesuneme na bod dal§i. Disledkem toho je pro algoritmus
z hlediska vypocetniho ¢asu stejn¢ narocné zkorigovat pravé jeden zaznam jako opravit vSechny
zaznamy zaroven.

5.2 Priprava dat pro korekci

Testovaci algoritmus si vytvori série matic zobrazujicich bunku v pohybu, jeji masky pro jednotlivé
okamziky a ménici se Sum. Jak deformujici se tvar buiiky, tak ménici se Sum, jsou do urcité miry
nahodné. Diky tomu mulzeme experiment smysluplné opakovat bez rucni zmény jakychkoli
parametrl. Stejn¢ jako pfi opakovani redlného experimentu tak ziskame data, kterd nejsou kopii
téch z méteni predchoziho, ale castecné se lisi.

Nasleduje slouceni buiiky se Sumem (vice v kapitole 4.5) a uloZeni takto vytvofenych dat.
V ptipadé, Zze nechceme generovat nova data, ale opravit data jiz existujici - naptiklad pfi testu
opravného algoritmu po néjaké dil¢i uprave - predeslé kroky preskocime. Ty tedy preskoCime také
pti korekci redln€ namétenych dat.

5.3 Nahrani a usporadani dat pro korekci

Prvnim krokem k samotné korekei je vytvoreni dvou velkych trojrozmérnych poli. Pole zaSuméné,
pohybujici se buiiky a pole jeji masek. Pii pouzitém rozliSeni pozorovani (342 px x 258 px) a 200
vygenerovanych maticich pak kazdé takové pole mé necelych 18 miliont prvki. To je ptiblizné
144 MB na jedno pole. Na pocitacich s malou a zaplnénou paméti RAM uz s o mnoho vétSimi
strukturami pracovat najednou nelze. Chce-li proto uzivatel program aplikovat na snimky s vétsim
rozliSenim, pfipadné na vyrazné vétsi pocet snimki, mél by vyuzit pocitace, ktery ma tuto pamét’
dostatecné velkou.

Trojrozmérné pole vytvofime tak, aby v ¢asové dimenzi mélo o dva prvky vice, nez kolik
bylo pozorovani. Data z n€j do pole nahrajeme tak, aby prvni a posledni prvek pole zlstaly volné
pro hrani¢ni Sumy.

5.4 Tvorba matic hrani¢nich Sumii a jejich masek

Opravny algoritmus nastinény v kapitole 5.1 by se dostaval do problémt v okamzicich, kdy bunka
na pocatku ¢i na konci méfeni zkoumany bod zakryva. Tento vazny zadrhel Ize ale vyfesit velmi
elegantné - piiddnim dvou specialnich okrajovych matic umu. Sumu po&ate¢niho a koncového.

Pro mista, ktera jsou na pocatku méfeni ¢i na jeho konci zakryta builkou, spocitame
primérnou hodnotu Sumu v téchto bodech z okamzikili, kdy je bunka jinde. Pokud néktery bod
buinika za celé pozorovani neodkryje, nic o ném nevime a proto ho ponechdvame bez korekce.
Matematicky lze vypocet hodnoty okrajového Sumu S, pro dany bod zapsat takto:

N

(mt_mt ’ Mt)

9]
Il
S

: (5.1)



kde m, je "hmotnost" zkoumaného bodu v okamzik 7, M, je maska v daném bod¢ v patii¢ny
okamzik a N je celkovy polet zkoumanych okamziki. Citatel nam tedy d4 soudet vSech Sumu
ve zkoumaném bod¢ a jmenovatel pocet téchto Sumi. Vysledkem je primérny Sum v tomto bodé.
Korekce tu sice neni tak dobra jako u bodi, kde tyto krajni Sumy neni tfeba znat, stale ale
bude velmi pfinosna.
K hrani¢nim Sumtim je tfeba vytvofit také masky. To je velmi jednoduché, zadné bunky se tu
totiz nenalézaji. Hrani¢ni masky jsou proto obycejné nulové matice s rozméry zorného pole.

5.5 Vypocet opraveného bodu (opravené oblasti)

Nyni mame vSe potiebné pro vypocet opraveného bodu. Staci zjistit, jaky tu byl Sum v jednotlivych
okamzicich a pak tyto hodnoty odecist od hodnot namétenych.

V mistech, ktera nejsou zakryta zddnou ¢ésti bunky je Sum zndmy - je to hodnota, kterou
pozorujeme. Problémovéjsi jsou ale oblasti, které nam buiika skryva. Bohuzel prave ty jsou pro nas
pokladu, Ze Sum se méni pomalu a ne pfili$ nelinedrné. Zjistime proto Sum v krajnich okamzicich,
které jsou zndmé - tedy tésné pred zakrytim daného bodu a okamzik po jeho odkryti. Odhadovany
Sum mezi témito okamziky urc¢ime linedrni interpolaci mezi nimi.

Kdyz jsme zjistili, jaky Sum byl pravdépodobné ve zkoumaném bod¢ v pribéhu celého méfeni,
odecteme tyto hodnoty od téch namétenych. Ziskame tak jeden opraveny bod. Vyvoj zjistované
hmotnosti v bod€, odhad Sumu a naslednou opravu tohoto bodu ukazuje graf na obrazku 13.
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Obr. 14: Graf merené hmotnosti malé oblasti v zavislosti na case - data ze simulace. Cervené body
ukazuji nameérené hodnoty. Modreé krizky znazornuji zjisteny Sum.

Graf na obrazku 14 zobrazuje malou oblast, kterou v prib¢hu 25 vtefin dlouhého méfeni
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dvakrat zakryje bunika. Prvni ptekryti nastalo mezi patou a devéatou vtefinou, druhé mezi patnactou
a dvacatou vtefinou. Z grafu je patrné, ze v okamziku, kdy bunka oblast nezakryva, je Sum totozny
s naméfenou hodnotou. Modré kiizky lezi na Cervenych bodech. V okamzicich, béhem kterych je
oblast skryta pod buiikou je vdha Sumu odhadovana - predpoklada se, ze se méni linearné. Zelené

body ukazuji hodnoty po korekci - po odecteni Sumu (modré kiizky) od naméfenych hodnot
(Cervené body).

5.6 Oprava kompletni sady testovacich dat

Aplikujeme-li algoritmus popsany v kapitole 5.5 na vSechny body zorného pole, dostaneme jiz
pozadovana opravena data. Na tato opravena data miizeme opét aplikovat algoritmus vazeni a
hmotnosti poté vynést do grafu.

Provedli jsme okolo dvaceti takovychto fiktivnich méfeni. Simulace probihaly na dvoujadro-
vém procesoru Intel Atom s taktovaci frekvenci 1,66 GHz. Jedno méfeni, trvalo poc¢itaci pfiblizné
pul hodiny. Simulace potvrdily funkénost vSech pouzitych algoritml. Obrazek 15 ukazuje jeden
z grafii, zachycujicich vyvoj méfené hmotnosti buiiky. V ptiloze pak lze nalézt grafy dalSich méteni.
Obrazek 16 pak ukazuje porovnani piivodni a opravené umélé bunky. Kratké video pohybujici se
buiiky po korekci lze také nalézt v ptiloze.
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Obr. 15: Graf zachycujici zavislost mérené hmotnosti bunky v zavislosti na case

Graf na obrazku 15 ukazuje, Ze zjiStovand hodnota hmotnosti je po korekci jiz velmi blizka
té skute¢né - 1000 pg. Shoda je dle o¢ekavani horsi na zacatku a na konci méfeni. Tam se projevuje
skutecnost, ze piesn¢ zname pouze hodnotu Sumu az poté, co buiika bod opusti (pouze pied tim, nez
ho zakryje). Pti porovnani s daty bez korekce (obrazek 12) je ale vidét, ze i v tyto extrémni
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okamziky se ptivodni chybu podatilo snizit na ptiblizné 2-3% té pivodni. Malé hrbolky, které tvori
fadove pouze par tisicin pivodni chyby a jsou tedy ve srovnani s ostatnimi vlivy vyskytujicimi se
pfi redlném méteni zanedbatelné, vznikaji pfi normovani generovaného Sumu. Tuto domnénku jsme
ovéfili vygenerovanim nékolika méfeni, ve kterych jsme normovani neprovadéli. V zddném z nich
se tyto hrbolky neobjevily.
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Obr: 16: Bunka pred opravou (vlevo) a po oprave (vpravo)

Snimky na obrazku 16 pckné ukazuji, velkou Uc¢innost opravného algoritmu na umélych
datech. Opravend buitka na prvni pohled vypadad stejné, jako by byla vygenerovana piimo
na ¢erném pozadi. Nedokonalosti se projevi az pii bliz8i analyze, naptiklad pti vykresleni grafu (viz
obrazek 15).
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Kapitola 6

Realna data

6.1 Puvod dat

Opravné algoritmy jsme vyvijeli pro pozorovani nadorovych bunék K2 [2]. Snimky, na které byl
program pouzit, pofidila A. Kiizova za pomoci transmisniho holografického mikroskopu
(obrazek 17), jenz navrhl a zkonstruoval P. Kolman v rdmeci své disertacni prace [1]. Pfi pozorovani
téchto bunék bylo pouzito Casové i prostorové nekoherentniho svételného zdroje. Svétlo z néj
prochazi barevnym filtrem, ktery propousti vinéni o stfedni vinové délce A =650 nm s polositkou

h=10 nm. Pfed tim, nez se pofizena data dostala ke korekci, k nim byly vytvofeny masky

ve formatu ".mat".

Obr. 17: Fotografie transmisniho holografického mikroskopu.
Ptevzato z [5]
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6.2 Priprava dat

Na rozdil od prace s umélymi daty, neni tfeba v ptipad¢ realnych dat nic vytvaiet. Soubory
souborl. UzZivatel pouze zad4, ve které sloZce se namétfena data nalézaji a algoritmus si je jiZ sam
setfidi a nahraje do mezipaméti.

Béhem méteni byl vzorek snimédn jedenkrit kaZdou vtefinu. Protoze cely experiment
probihal néco malo ptes ptl hodiny, dostavame vice nez 1200 souborti. Samotné soubory zabiraji na
disku ptes 500 MB. Zpracovani vSech najednou na pouZzitém pocitaci s paméti RAM 1 GB tedy
neni mozné. V zavislosti na aktudlnim zaplnéni zvladne pojmout pfiblizné 300-400 soubord. To
ovSem nevadi. Program umozinuje zpracovat jen kazdy n-ty soubor. Pfi vétSin€ vypocti s témito
daty jsme vybirali kazdy Sesty snimek.

6.3 Data pred korekei

Zkoumané snimky zaznamenavaji pohyb dvou bunck. Béhem jejich pozorovéani jedna z nich
sledovanou oblast Castecné opusti a poté se do ni vrati. jeden ze snimka pted korekci ukazuje
obrazek 18, graf zjisténé hmotnosti v zévislosti na ¢ase je pak na obrazku 19.

11.75

11.50

11.25

41.00

0.75

0.50

0.25

Hustota hmotnosti pa/px’

0.00

-0.25

Obr: 18:: Snimek 2 bunek K2 pred korekci

Na obrazku si Ize prohlédnout dvé buriky. Jednu v jeho stiedu, druhou pobliz levého dolniho
rohu. V ideédlnim ptipad€ by pozadi bunck bylo cerné. Je vidét, ze k idedlnimu piipadu ma snimek
daleko. Sum, ktery vzhled bun&k zkresluje, je hlavni p¥i¢inou velké nejistoty pfi méfeni jejich
hmotnosti.
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Obr. 19: Graf zavislosti mérené faze (suché hmoty) bunék na case - pred opravou

Graf ukazuje, jak se se béhem pllhodinového méfeni vyvijela hodnota méfené faze
pozorovanych bun¢k - a tedy i jejich hmotnost, kterd je na fazi pfimo Umérnd. Vyrazny pokles
métfenych hodnot piiblizné mezi 150. a 400. vtefinou je zpUsobeny tim, ze jedna z bunc¢k docasné
opustila zorné pole. Méfené hodnoty jsou znaéné€ nestalé i mimo tuto oblast. To je zplsobeno
nedokonalymi maskami bunék, jejichz tvorba je velmi problematickd. Mimo jiné také proto, ze se
ob¢ bunky v nékterych okamzicich témeét dotykaji.

6.4 Korekce dat

Prvnim krokem pro korekci je vytvoteni a vypocet primérného Sumu v kazdém bodu zorného pole.
Ten probiha stejné jako v ptipadé dat umélych (viz kapitola 5.4), nebudeme ji proto dale rozepisovat.

Matice praimérnych Sumi nasledné rozsiti trojrozmérné pole vSech naméfenych hodnot.
Podobn¢ je rozsifena také matice masek. Nyni jiz mizeme ptistoupit ke kliCovému kroku - vypoctu
pravdépodobného Sumu pro vSechny body a vSechny okamziky potizeného méteni. Tato procedura
je podrobné popséna v kapitolach 5.6 a 5.7.

Maéme-li vSechen Sum zmapovany, mizeme jej jiz odecist od namétenych dat. Ziskdvame
tak opravené méieni. To se automaticky ulozi do pfipraveného adresare. Ma-li uzivatel zajem, mtize
si nechat vypsat a vykreslit vyvoj méfené hmotnosti v Case.

Tuto zavislost ukazuje graf na obrazku 20, jeden z obrazki bun¢k K2 poté, co prosel
opravnym algoritmem je pak na obrazek 21.
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Obr. 20: Graf zavislosti mérené faze (suché hmoty) bunék na case - po opravé

Graf na obrazku 20 ukazuje naméfenou fazi pozorovanych buné€k v zavislosti na ¢ase pot¢,
co tato data prosla korekci. Z popisu os je vidét, ze primérna hodnota naméfené hmotnosti
po korekei klesla. Zmensil se také rozptyl zjisSténych hodnot. Téméf zmizela 1 skokova zména v Case

okolo 50 s. Data jsou tedy celkové uhlazenéjsi.

Pro snadnéj$i porovnani zmén zplsobenych opravou slouzi graf na obrazku 21. Ukazuje
hmotnosti kazdého Sestého snimku. Zelenou barvou jsou zndzornény hmotnosti pred korekei, modrou
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Obr. 21: Grafy zavislosti mérené faze (suché hmoty) bunék na case - pred

opravou a po ni

-36 -



Na zavér uvadime tii obrazky, které ucinnost oprav ukazuji pfimo na snimcich bunky.
Na prvnim je buiika pied korekci, druhy ukazuje jeji vzhled po korekci a na tfetim je vyobrazeny
odecitany Sum.

~

Hustota hmotnosti pg/px”

Obr. 22: Bunka pred korekct

~

Hustota hmotnosti Pg/px”

1.2

0.0

Obr. 23: Buiika po korekci
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Hustota hmotnosti Pg/px”

11.2

Obr. 24: Odecitany sum (viz kapitola 5.4)

Pti porovnani obrazkt 22 a 23 je vidét znacné zlepsSeni. Pozadi je téméf Cerné a bunky jsou
mnohem lépe patrné. To, Ze korekci jesté Ize vylepsit, prozrazuje piedevsim velka tmava ¢mouha
pod levou dolni buiikou a dvé malé nenapadné skvrnky lezici napravo od bunky umisténé ve stiedu
zorného pole.

Na obrazku ukazujicim odecitany Sum (24), je docela dobfe patrny obrys bunky ve stiedu
zorného pole. Nedokonaly odhad Sumu lze tusit také v blizkosti jejiho stfedu. To je zpiisobeno
predevsim tim, Ze na vSech snimcich byla bunka pobliz stfedu zorného pole a svou polohu vici
nému piilis neménila. Nékteré oblasti proto pod ni ziistaly skryty po celou dobu méieni.
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Kapitola 7
Z.avér

V této praci se nam podafilo nasimulovat v ¢ase proménny Sum, reprezentujici vady fazového
zobrazeni mikroskopu, pohybujici se buiiku i pohyb bunky po ménicim se zaSuméném pozadi.
Vytvorili jsme také algoritmus na vazeni bunky, vyuzivajici znalosti jeji polohy (jeji masky).
K témto datim jsme navrhli algoritmus na potlateni Sumu a nésledné¢ uspésné ovéfili jeho
funkc¢nost.

Vysledny Sum vznikd spojenim 4 bazovych Sumi, jejichz tvorba je popsana v kapitole 3.1,
naslednym prahovanim a normovanim (kapitola 3.2). Proménny Sum je simulovan pfechodem mezi
dvéma ne pftili§ odliSnymi Sumy. Pfi simulaci 1ze zvolit rychlost, s jakou se Sum méni (kapitola 3.3).

Funkce popisujici buiiku (kapitola 4.1) umoziuje snadné nastaveni jeji polohy, Siiky, vysky i
jejiho natoceni. Diky masce, jejiz tvorba je popsana v kapitole 4.4, Ize zjistit jeji hmotnost (kapitola
4.5). Pti slu¢ovani buiky se Sumem (kapitola 4.6), miizeme nastavit vliv tohoto Sumu na buiku.

Pti korekci Sumu vyuzivame skutecnosti, Ze se buitka béhem méteni pohybuje (kapitola 5.1).
Odhadneme, jak v celém zorném poli Sum vypadal v pribéhu méteni a poté jej odecteme od ziskanych
experimentalnich dat.

Korekce realnych dat mize byt pro pocita¢ pamétoveé narocnd. Velkd pamét’ RAM, kterad
umoznuje pocitani s vice daty najednou je pro uzivatele programu vyhodou. Na pocitaci s touto
paméti o velikosti 1 GB by, u snimkl s rozliSenim 342x258 px, mél pocita¢ v zavislosti
na aktualnim zaplnéni RAM zvladnout pojmout ptiblizné 300-400 souborti.

Provedli jsme korekci redlného méfeni, které sledovalo nddorovou buitku K2 v ¢ase. Zjisto-
vand hmotnost je negativné ovliviitovana nepfesnymi maskami, jejichz tvorba je velmi problemati-
ckou zalezitosti. Jak ale ukazuji obrazky v kapitole 6.4, je korekce docela uspésna, ponechava vsak
dostatek prostoru pro budouci inovace.
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