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Abstrakt

Tato habilitacni prace shrnuje teoretické
a praktické pfistupy vyvoje jednoduchého
hardwarového a relevantniho sofistikova-
ného softwarového feSeni mikroskopie zi-
vych, zejména neznacenych bunék, pfri-
padné celych lidskych i ZivociSnych tkani.
Zakladni hardwarové FeSeni je tvoreno jed-
noduchou optickou drahou, v posledni fazi
telecentrickym objektivem upevnénym na
kameru s velkym Cipem a malym pixe-
lem. Kamera shira primarni signal, ktery
je nasledné spektroskopicky kalibrovan a
vysledny obraz je korigovan na vady celé
optické drahy mikroskopu a kamerového
Cipu. Zkorigovany obraz mUze byt dale
zpracovavan, pricemz nejinformativnéjsim
zpracovanim je nami vyvinuty vypocet
svételného spektra pro kazdy obrazovy
pixel. Cilem je ziskat co nejvétsi statis-
ticky soubor. Pro kazdou predstavenou
vyvijenou aplikaci je hledan kompromis
mezi celkovym zvétSenim objektu optic-
kou soustavou, fyzickou velikosti kamero-
vého pixelu, rychlosti datového prenosu a
velikosti uchovavanych dat.

Klicova slova: mikroskopie v
prochézejicim svétle, mikroskopie v
odrazeném svétle, zobrazeni bunék a
tkani, systémovy pfistup, informacni
entropie, opticka spektroskopie

Abstract

This habilitation thesis summarises the
theoretical and practical approaches to
developing simple hardware 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 camera collects the primary signal,
which is subsequently spectroscopically
calibrated. The resulted image is cor-
rected 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 computation
of the light spectrum for each image pixel.
For each presented potential application,
a compromise is sought between the over-
all magnification of the object by the op-
tical system, the camera pixel’s physical
size, the data transfer rate, and the size
of the stored data.

Keywords: transmitted light
microscopy, reflected light microscopy,
cell and tissue imaging, system approach,
information entropy, optical spectroscopy

Title translation: Analysis of the
primary signal of a digital light
microscope sensor to retrieve the
structures and physicochemical
properties of biological materials
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Kapitola 1
Uvod

Kdyby to m¥lo n¥jakou praktickou hodnotu, my sami bychom to vynalezli u°
davno. Z nobelovské p°ednazky Fritse Zernikeho (1953) citujiciho vedouciho
vyzkumnika rmy Zeiss.

V soufasné dob¥ %ijeme v nanoé®e, kdy je vy®adovana znalost spektraln¥
rozlizenych informaci o lokalizaci nanostrukturovanych objekt-. Pro zkoumani
(sub)mikroskopickych struktur je sv¥telna mikroskopie hlavni metodou ji°
n¥kolik staleti a v p°ipad¥ °ivych bun¥k £asto nema alternativu. Mikroskopie
atomarnich sil mapuje pouze bun¥£ny povrch a elektronmikroskopické metody
vyPaduji velké Gpravy vzorku, p°ifem® zmrazeni je tou Upravou, ktera vzorek
modi kuje nejmén¥. Environmentalni elektronova mikroskopie (ESEM) stale
z-stdva z°idka se vyskytujici m¥°ici a experimentalni metodou.

Historické snimky ziskané sv¥telnou mikroskopii, ale kreslené ru£n¥ nebo
ziskané klasickou Imovou fotogra i, obsahuji p°ekvapivé mnao°stvi detail-,
které v digitalni sv¥telné mikroskopii nenajdeme, a” je obraz jakkoli zv¥t2eny.
Sv¥telna mikroskopie také skryva potenciél urfeni fyzikaln¥-chemickych vlast-
nosti slouf£enin pozorovaného objektu (nap°®. tkan¥, bu-ky £i organely) v prvku
(pixelu nebo voxelu) diskretizovaného prostoru pozorovaného digitalnim mikro-
skopem.

Cilem vyzkumu a vyvoje popsaného v této habilitaEni praci bylo ana-
lyzovat informaci poskytovanou digitalni sv¥telnou mikroskopii a® na urove-
limit- souEasné techniky a experimentalni a teoretické fyziky. Sv¥tlo jako pole
elektromagnetického za°eni je zkoumano na drovni jednotlivych voxel-, jejich®
velikost je limitovana technickym nastavenim experimentu, p°edev2im velikosti
pixelu digitalni kamery a krokem podél optickych °ez-. To je jediny zp-sob,
jak identi kovat lokalni (bio)chemické slo®eni a molekularni interakce. U°i-
vatelé sv¥telné mikroskopie se tak mohou dostat k informacim, které mo®na
nebyli zvykli hledat, ale které popisuji skuteEné vlastnosti objektu a mohou
byt praktické nebo alespo- zajimavé v p°ipad¥ v¥decké zvidavosti. Dostate£-
nou vypo£etni statistiku potom zajisti velké zorné pole kamery mikroskopu.
Odhaleni a pochopeni t¥chto technickych limit- ve sv¥telném mikroskopu



1. Uvod

potom m-%e vyustit ve zpochybn¥ni teoretickych limit- interpretace sv¥teln¥
mikroskopického obrazu.

P°i vyvoji sv¥telného mikroskopu pro biologické Ufely jsme vychéazeli
Z princip- teorie m¥°eni v %ivych dynamickych systémech (P°ilohy A.1.1 A.1.2)
a z m¥°eni a modelovani primitivnich samoorganizujicich se multifraktalnich
systém- (P°ilohy A.2.1 A.2.3). V¥decky aspekt na?i prace spo£ival v metodo-
logickém pouCiti nejmodern¥j2ich existujicich technologii (komponent nejvy22i
t°idy), nebo” jenom tak je mo°no dosahnout odborn¥ nejspravn¥j?i interpretace
informace poskytované mikroskopem. P°i vyvoji analytického softwaru jsme
vyu®ivali fyzikaln¥-chemicky p°istup.

Znalosti technickych limit- sv¥telné mikroskopie ziskané zakladnim vy-
zkumem jsme poté vyuCili p°i navrhu a stavb¥ jednotlivych mikroskop- pro
vybrané biologické a potencialni medicinské aplikace.



Kapitola 2

Teoreticka vychodiska vyvoje sv¥telného
mikroskopu

Pozorovani vzork- sv¥telnou mikroskopii je omezeno fyzikalnimi vlastnostmi
sv¥tla a konstrukEnimi limity optické soustavy. Pokusy o Uplny popis elek-
tromagnetického pole podél optické drahy mikroskopu sahaji a® do 40. let
20. stoleti [4 7]. Tyto Nijboerovy-Zernikeho integraly, které popisuji zm¥nu
elektromagnetického pole po pr-chodu optickou £0£kou, jsou vypo£itatelné
pouze pro velmi idealizovany objekt a velmi idealizovanou soustavu £o£ek.
Realné vzorky vZak maji nenulovou tlouz’ku a jsou hehomogenni, stejn¥ jako
realnou mikroskopickou optiku nelze snadno aproximovat modelem tenké £0£ky.

Dle nazich znalosti je nejkomplexn¥j2i popis elektromagnetického pole
vznikajiciho interakci sv¥telného elektromagnetického pole s realnymi vzorky,
tedy nehomogennimi vzorky nenulové tlou? ky, uveden v [8,9]. Jedna se o nej-
lep?i aproximaci °e2eni inverzniho problému (odhadu tvaru pozorovaného ob-
jektu z jeho rozptylové funkce) p°i mikroskopii realnych vzork- nenulové
tlouz’ky. V tomto p°ipad¥ se také dle na?ich znalosti jedna o posledni limity
v pochopeni tvorby interferen£niho obrazce realného (tj. nenulov¥ tlustého)
vzorku.

Konstrukce soustav realnych optickych £of£ek je zalo®ena na r-znych
implementacich princip- paprskové optiky, nap®. [10]. Timto p°istupem v2ak
Ize p°ekvapiv¥ dosdhnout dostate£n¥ detailniho popisu tvorby obrazu. Principy
paprskové optiky je t°eba také vzit v Gvahu p°i analyze mikroskopického obrazu
jako®to interferen£niho obrazce.

Mikroskopicky obraz je sv¥telny (elektromagneticky) interferen£ni obra-
zec, typicky analyzovany v rovin¥ zvané ohniskova. Ohniskova rovina odpovida
rovin¥ extrémni intenzity elektromagnetického pole v pr-b¥hu vinoplochy sv¥tla
podeél optické osyz optické soustavy [7,8]. Schopnost rozlizit zaost’ené odezvy
sv¥telného elektromagnetického pole s jednotlivymi objekty v ohniskové rovin¥
se v b¥°ném jazyce nazyva rozlizeni.

Samotny pojemrozlizeni tak, jak je b¥°n¥ uCivateli sv¥telné mikroskopie
poucivan, tedy ve smyslu Abbeho rozlizeni [11] vychazi ze zjednodu2eného
popisu interferen£niho obrazce [12] a je limitujicim faktorem p°i pokusech
0 ziskani vice informace ze sv¥teln¥ mikroskopického obrazu. Abbeho difrakeni
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limit toti® p°i b¥°né sv¥telné mikroskopii teoreticky zneumao®-uje odli?it dva
body bli®2i ne® p°ibli°n¥ 250 nm.

Nicmén¥ ji° od konce 60. let je zndma mo°nost pozorovat objekt o velikosti
25 nm ve sv¥tlém poli bez pokus- o jeho p°esnou lokalizaci metodou zvanou
videozesilena mikroskopie [13, 14]. V 80. letech 20. stoleti byly dale popsany
metody sub-rozliené lokalizace uorescenf£n¥ znafenych objekt- ve z°ed¥nych
vzorcich [15]. V tomto textu jsou tyto metody nazyvany superlokalizaEnimi.

Superrozlizovaci mikroskopie je sv¥telna mikroskopie umo°-ujici pozo-
rovat objekty s rozlizenim vy2im ne® teoreticky odvozeny Abbeho difrakEni
limit. Superrozlizeni ve uorescen£ni mikroskopii bylo ocen¥no Nobelovou cenou
za chemii v roce 2014. Moerner [16, 17] studoval opticko-absorp£ni spektrum
molekuly pentacenu v hostitelském krystalu. Supperrozlizovaci metoda PALM
(z angl. Photoactivated Localization Microscopy, [18,19]) je naopak urEena pro
sledovani dynamickych proces- v ivych bu-kach a zalo®ena na stochastické
aktivaci uorescence a p°eru2ovaném rozsv¥covani jednotlivych fotoaktivovatel-
nych molekul. Ty jsou pak zobrazeny a p-sobenim sv¥tla zhazeny. Molekuly,
které sidli ve stejném difrakEn¥ omezeném objemu a jinak by byly prosto-
rov¥ nerozliditelné, jsou takto £asov¥ odd¥leny. Mikroskopie STED (z angl.
Stimulated Emission Depletion) [20, 21] vyuiva osv¥tleni dv¥ma r-znymi tvary
laserového paprsku, kdy oby£ejny paprsek excituje uorofor, zatimco dalzi
paprsek toroidniho tvaru vypina uorofory mimo ohniskovou rovinu. Typy
a nové perspektivy superrozlizovacich mikroskopickych metod jsou detailn¥ji
popsany nap°iklad v pracich [22,23].

Soufasné superrozlizovaci/superlokalizaEni metody se v¥t2Zinou zabyvaji
pouze analyzou ka®dého optického °ezu s uorescenfnim signalem zaost’eného
objektu zvl&?". V realnych vzorcich nenulové tlouz’ky je v2ak nezbytné ana-
lyzovat vzajemné informace v celém ohniskovém rozsahu n¥kolika optickych
°ez-. Navic nae p°edb¥°na pozorovani videozesilenou mikroskopii nazna£uiji,
%e tvar rozptylové funkce se lizi podle intenzity dopadajiciho sv¥tla [24].

My jsme prokazali, °e superrozli2eni/superlokalizace Ize dosahnout i p°i
pouCiti b¥°ného mikroskopu v reimu sv¥tlého pole (P°ilohy A.3.1, A.3.2, A.3.4,
A.6.2 A.6.4). Tento p°istup pro superrozlizeni/superlokalizaci je obecn¥j2i
a p°evadi zdanliv¥ opticky problém na problém informag£ni v¥dy, zaloeny
na ltrovani primarnich digitaln¥ mikroskopickych obrazovych dat vypo£tem
vyu®ivajicim Rényiho entropii. P°istup £ist¥ informa£ni v¥dy skyta potencial
zm¥nit cely obor sv¥telné mikroskopie.

Toto na2e nové paradigma analyzy mikroskopického obrazu je v souladu
s Nijboerovou-Zernikeho teorii: podél optické drahy mikroskopu m-°eme najit
bod ( nulové velikosti), ktery odpovida intenzitnimu maximu odezvy sv¥tla na
pozorovany objekt. P°i digitalnim zobrazovani Ize tento bod nulové velikosti
promitnout na pixel kamery. Tomuto bodu °ikame elektromagneticky centroid.
Novym aspektem na2eho paradigmatu je, °e za ur£itého statistického p°ed-
pokladu hledame body/pixely stejné intenzity mezi dv¥ma po sob¥ jdoucimi
obrazy optickych °ez-, £im° provedeme analyzu jednotlivych voxel-. Jinymi
slovy, provedeme experiment ov¥°eny jinym experimentem. Tyto objekty jsme
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nazvali 3D elektromagnetické centroidy (informag£ni t¥°i2t¥; srovnej s 2D cent-
roidem ve uorescen£nim zobrazovani po prolo®eni dat metodou nejmenzich
£tverc-, nap°®. [25]), a Ize je nalézt v difrakEnim, uorescenfnim i re exnim
zobrazeni s ohledem na multifraktalitu obrazu. Za p°edpokladu, e se tyto body
nachazeji na opa£nych stranach skute£né ohniskové roviny obrazu pozorovaného
objektu, m-°eme de novat ohniskovou rovinu odezvy pozorovaného objektu.
Vyrazn¥ jsme tak zjednoduzili 3D mapu odezvy elektromagnetického pole p°i
jeho interakci s pozorovanym objektem. Zkonstruovali jsme 3D model této
odezvy, ktery Ize porovnat s pozorovanim mikroskopii atomarnich sil (AFM;
Peilohy A.3.1, A.6.2) nebo elektronovou mikroskopii (P°iloha A.1.1). Lokalizace
elektromagnetickych centroid- je dosa®ena s p°esnosti v rozsahu lokalizace
super/sub-rozlizeni. Tato metoda je také poucitelna pro neznafené vzorky odra-
O¢gjici sv¥tlo vEetn¥ plastovych nanovldkenych sca old- a °ivych bun¥k a tkani.
Stanoveni vlastnosti uvnit® prostorového prvku (voxelu) je prvnim krokem ke
stanoveni spektra absorbovaného/difrakEniho/re ektan£niho/ uorescen£niho
Sv¥tla a nasledn¥ i chemického sloeni a fyzikalniho stavu pozorovaného objektu
(P°iloha A.5.2). Takto nov¥ de novana pozice ohniskové vzdalenosti umo®-uje
U£innou segmentaci obrazu (P°ilohy A.7.1 A.7.2) a m¥°eni vnitrobun¥£né
dynamiky (P°ilohy A.6.4 A.6.5).

V kontextu tohoto fyzikaln¥-matematického p°istupu dale p°inazime
technické pofadavky na konstrukci mikroskopu pro dosa®eni superrozlizeni
(P°iloha A.6.2). Z hlediska multifraktality je v2ak na2e metoda obecna a
nevy®aduje superrozliZenou diskretizaci elektromagnetického pole. Technicky
se danda velikost voxelu promita do rozlo®eni (histogramu) intenzit obrazu
zm¥nou jeho multifraktality [26].

Komplexn¥ kombinujeme r-zné p°istupy a technicka °e2eni, ktera jed-
notliv¥ nemaiji k lep2imu °e2eni inverzniho problému odhadu tvaru objektu
z jeho rozptylové funkce velky p°inos. P°i konstrukci digitalniho sv¥telného
mikroskopu a relevantniho softwaru vychazime ze t°i zakladnich teoretickych
p°edpoklad-:

1. Na‘ed¥ni signalu pozorovanych objekt: pro Uf£ely superrozli2eni a super-
lokalizace Ize dosahnout bez jakékoliv Upravy elektromagnetického pole
mikroskopickou optikou. Posta£uje velmi jednoducha optika. Jedinou Upra-
vou je zm¥na polohy vzorku vzhledem k optice mikroskopu (proost°eni).

2. Zkoumany jev (mikroskopické zobrazeni) je vysledkem chovani souboru
foton- a Ize jej analyzovat p°istupem spoijitého elektromagnetického pole,
ktery zajiz’uje, °e m-°eme hledat maximum/minimum v £asoprostorovem
rozlo®eni elektromagnetického pole.

3. Pozorovany obraz ma multifraktalni charakter odra®ejici dané technické
nastaveni (velikost kamerového pixelu a kroku podél optické osy) a jako
takovy je t°eba ho zkoumat. Multifraktalni charakter obrazu je zp-soben
tim, % obraz obsahuje odezvy velkého mno°stvi podobnych objekt- zkres-
lenych pr-chodem optickou soustavou podobnym zp-sobem ve vztahu k
jejich poloze v-£i optice mikroskopu a tento signal je diskretizovan £ipem
kamery.



Kapitola 3

Konstrukce sv¥telného mikroskopu

Nami zkonstruované mikroskopy jsou b¥°né digitalni sv¥telné mikroskopy
s vazanym so stikovanym °idicim a analytickym softwarem. Zakladem za’izeni
je co nejjednodu??i konstrukce mikroskopu, diky £emu® dochazi k eliminaci
optickych i mechanickych vad obvyklych u sloCit¥j2zich komer£nich za®izeni
(mikroskop-). Na vyvoji spolupracujeme s externimi £eskymi a rakouskymi
strojirenskymi, hardwarovymi a softwarovymi rmami: Petr Tax-Optax, Praha;
Pavel Tichovsky, Nové Hrady; ImageCode-Petr Macha£ek, Brloh; Synchronics
Engineering, Heidenreichstein a Martin Novak, Nové Hrady.

Prvni mikroskopy byly konstruovany v transmisnim osv¥tleni, nicmén¥
v pozd¥j2Zim vyvoji jsme se zam¥°ili na konstrukci mikroskop- v odra®eném
Sv¥tle.

V prvni fazi technického vyvoje jsme se zam¥°ili na mikroskop urfeny
zejména pro detailni pozorovani a analyzu jedné sav£i bu-ky, zatimco nyni
stavime mikroskopy s velkym zornym polem, kde je mo°né sledovat v jednom
obraze a° stovky sav£ich bun¥k s rozlizenim pod Abbeho difrakEnim limitem,
£im° je pro vyhodnocovani dynamiky biologického procesu zaji2t¥n velky
statisticky soubor.

Vyb¥r konstruk£nich prvk- mikroskopu je vedy pod°izen dané aplikaci.
Nicmén¥ Ize z konstrukEniho hlediska vystopovat nami obecn¥ pou®ivané
konstrukEni principy k tomu, aby byla zaji2t¥na maximalni extrakce informace
ze sv¥teln¥ mikroskopického obrazu:

1. Vyb¥r jednoduché optiky. Obecn¥ se vyhybame optice, ktera poskytuje
kompromisni nebo hezky vypadajici (dez)informaci o objektu. Pokud
aplikace nevy®aduije jinak, up®ednost-ujeme optiku telecentrickou, u ni°
se zv¥t2eni nem¥ni s polohou podél optické osy. Hloubku ostrosti je poté
nutno de novat s ohledem na informaci v sousednich pixelech kamerového
systému. Hranici objektu Ize nalézt, pokud je gradient intenzity dostate£n¥
strmy, aby mezi dv¥ma sousednimi body na senzoru byla informace odli2na.
Tim ziskame nejlokalizovan¥j?i obrazovou (interferen£ni) odezvu sv¥telné
vinoplochy na objekt.

2. Konstrukce mikroskopu s vysokym £asovym a prostorovym rozli-
2enim , ktery dok&e zachytit tyto lokalizované informace v jednom voxelu.
To je zaji’t¥no malym (v °adu a° jednotek nm), ale rychlym krokem z-
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motoru, velikosti teoretického objektu promitaného na jeden pixel kamery
(v °adech n¥kolika malo desitek nm), sb¥rem priméarniho digitdlniho RGB
kamerového signalu s vysokou bitovou hloubkou a vysokou intenzitou
osv¥tleni vzorku.

3. Analyza informace a° na limit datové sady pomoci informa£n¥-
entropickych a spektroskopickych p°istup-.

Zatimco v¥t2Zina metod superrozlizené/superlokalizované mikroskopie je
zalo®ena na p°edpokladu detekce signalu odd¥lenych objekt-, nap®. [18, 20, 25],
my snimame obraz tkan¥, bun¥k nebo materidlu kompletn¥ a komplexn¥ a
vypo£etn¥ hleddme hranice signal- jednotlivych objekt- a® na Grove- velikosti
jednoho obrazového bodu.

Peistup k vyvoji mikroskopu je p°itom primarn¥ zalo®en na experimentu.
V kterémkoli ze zakladnich krok- vyzkumu a vyvoje, a” u® je to kalibrace
kamery, detekce zaost°enych objekt:, shlukovani na zaklad¥ entropie obrazu
nebo vypo£et spektralnich vlastnosti objektu, spoléhame vyhradn¥ na vysledky
experimentalnich m¥°eni. Ta sice mohou byt podobna teoretickym ofekavanim,
ale obecn¥ spi2e nejsou.

l 3.1 Konstrukce hardwaru

V ramci zakladniho vyzkumu jsme postupn¥ sestrojili t°i pIn¥ digitalni sv¥telné
mikroskopy (tab. 3.1):

= NanoScope 2011 (obr. 3.1, tab. 3.2, P°ilohy A.5.1 A.6.5),

= SuperScope 2019 (obr. 3.2, P°iloha A.8.1),

= FutureScope 2021 (obr. 3.3, P°ilohy A.7.1 A.7.2).

Obrazek 3.1: Mikroskop pro analyzu jedné bu-ky NanoScope 2011.
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Obréazek 3.2: Mikroskop pro analyzu jedné bu-ky SuperScope 2019.

Obrazek 3.3: Mikroskop pro analyzu stovek bun¥k FutureScope 2021.

Mikroskopy byly postaveny na zaklad¥ vyb¥ru 2pi£kovych komponent
dostupnych na tehdej2im trhu. Tyto komponenty byly vy®adovany proto,
aby byly spln¥ny p°edpoklady multifraktality a vysokého pom¥ru signalu
k 2umu v mikroskopickém obrazu. Timto jsme ziskali co nejEist?i a nejsnazeji
interpretovatelny signal pozorovaného objektu.



Tabulka 3.1: Speci kace hardwaru testovacich mikroskop- UKS FROV JU.

NanoScope 2011 SuperScope 2019 FutureScope 2021
Kamera JAI se senzorem Kodak Ximea MX500-CG-CM SVS Vistek hr120
KAI-16000 -X4G2-FL RGB
Technologie senzoru CCD CMOS CMOS
Velikost senzoru (mn¥) 36,35027,62 36,024,0 29,1820,19
Velikost pixelu (pm) 7,4 4,6 2,2
Pofet pixel- 487203248; z toho 79206004 132609176
16 pufrovacich sloupc-
Bitova hloubka (bit px 1) 12 12 8
Max. kvantova vyt¥°nost (%) 29,8; 38,4, 44,3 45,5; 54.,8; 48,9 43; 49; 35
Max. vinova délka Itr- (nm) 620; 540; 470 600; 510; 450 600; 515; 465
Rozsah expozice (ms) 0293,6 0,11 060 000
LED Luminus 360 (2 ks) Luminus CFT-90 Schott TLS-BF (proch.)
-WDS-X11-VB500 Schott VisiLED S80-25
(odra®.)
Max. sv¥telna UEinnost 3600 Im (3000K CTT) 4860 Im 200 kIx/8000 cd m?
Schéma p°eru2ovaného osv¥tleni sv¥tlo 0,2261 stma 0,0969 s sv¥telny puls odpovida %adné
spout¥ni uzav¥rky kamery
Optické ltry IR 775 nm, UV 450 nm; %adné %adné
polariza£ni; kontrastni
Projekeni £ofka 40 cadna cadna
Z-krokovani
Pohybujici se za®izeni objektivova hlavice stolek stolek
Min. krok (nm) 134 4 20

Snimani a ukladani obrazu
Velikost snimku (MB) 24 95 119

niempJey aoqNNsuoy ‘T'S
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Tabulka 3.2: Speci kace vysokorychlosti kamery Basler ACA2000-340kc.

Technologie senzoru CMOS
Velikost senzoru (mnv¥) 11,2605,98
Velikost pixelu (um) 5,5

Pofet pixel- 204601086

Max. frekvence snimani (Hz) 340

Bitova hloubka (bit px 1) 12

Max. kvantova vyt¥°nost (%) 46; 48; 44
Max. vinova délka Itru (nm) 650; 530; 470
Rozsah expozice (ms) 0293,6

B Digitalni kamera

Prvnim klifovym bodem v navrhu je pou®iti digitalni kamery s vysokym
po£tem pixel-. VWyulivame velkoforméatové kamerové £ipy s pixely submikronové
velikosti. Postupnym vyvojem p°echazime ke stéle v¥t2im kamerovym £ip-m
se zmen?2ujicim se kamerovym pixelem.

NanoScope 2011 byl vybaven CCD £ipem o formatu full-frame s pixelem
7,4 um. Tento senzor neobsahuje UV a IR Itr a ne®adouci sv¥telné inten-
zity musely byt odstran¥ny pomoci p°isluznych optickych Itr- mikroskopu.
V2echny ostatni kamery jsou ji° 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 p°i pouCiti objektivu zv¥t2ujiciho 10  dosahu-
jeme velikosti objektu promitaného na kamerovy pixel 220 nm. Trh v2ak ji°
nabizi kamerové senzory s velikosti pixel- 0,80,4 um?, co® vede u kamerového
senzoru APS-H k po£tu pixelu obrazu 2,5 Gpx. Tato kamera Canon LI8020
je v soufasné dob¥ pro vyuCiti ve sv¥telné mikroskopii v sestav¥ FutureScope
testovana. NanoScope 2011 obsahuje té° pr-myslovou vysokorychlostni 2Mpx
kameru pro £asosb¥rné snimani.

V2echny kamery byly p°eprogramovany tak, aby poskytovaly primarni,
pokud mo°no 12bitovy, signdl. Vyjimkou je 120Mpx kamera SVS Vistek mi-
kroskopu FutureScope 2021 davajici 8bitovy signal, ktera nahradila p-vodni
10-bitovou kameru Arducam AR1820HS. Nicmén¥ i kamera SVS Vistek je
na trhu dostupna jako 10bitova.

V2echny kamery jsou barevné (RGB), jejich senzor je vybaven Bayerovou
maskou. Z t¥chto primarnich obrazovych dat (raw) dale rekonstruujeme barevny
(RGB) obraz bez interpolace obrazovych bod- (kap. 3.3.7), £i je vyulivame k
vypo£tu viditelného sv¥telného spektra ka°dého jednotlivého obrazového pixelu
(kap. 3.3.3).

Rychlost snimani je limitovana velikosti obrazu (po£tem pixel-) a p°i-
padn¥ krokem podél oxz £i X, y.
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B Zdroj sv¥tla

Preferovanym zdrojem viditeIného za°eni pro dosa®eni videozesileni jsou super-
svitivé intermitentni LED. Ty byly v paru pouity u NanoScope 2011. Vzhledem

k jednoduchému °izeni mikroskopu bylo schéma blikani LED nepravidelné. In-
tenzita z&°eni byla nastavovana jako proud prochazejici elektrodou (0 5000
mA). U SuperScopu 2019 byla instalovana jedna silna LED, jeji® intenzita je
nastavovana v procentech maximalni hodnoty. P°eru2ované za°eni je v tomto
p°ipad¥ ji° naprogramovano tak, °e sv¥telny puls odpovida £asu spou2t¥ni
kamerove uzav¥rky po posunu mikroskopického stolku (obr. 3.5).

V soufasné dob¥ je FutureScope 2021 vybaven jednoduchym, komerEn¥
dostupnym typem kontinualniho LED sv¥tla, kde neni dosa’eno videozesileni.
Tento mikroskop je mo°né pou®it jak v re®imu prochazejiciho sv¥telného z&°eni,
tak v re®imu odra®eného za’eni. V p°ipad¥ prochazejiciho z&°eni je pouCit
prosv¥tlovaci stolek Schott TLS-BF. Pro snimani v odra®eném sv¥tle, co® je v
soufasné dob¥ nejEast¥j?i reim, je pouCito kruhové sv¥tlo se sadou LED Schott
VisiLED upevn¥né kolem objektivu. P°i snimani v re®imu odra®eného sv¥tla
ma obraz intenzitni histogram podobny obrazu ziskaného z uorescen£niho
mikroskopu.

Vedy byla nastavovana nejvy2i mo°na sv¥telna intenzita, a tedy nejnio?i
mo°ny expozieni £as kamery, které je2t¥ nevedly k saturaci senzoru. Vzorek
%ivych bun¥k tedy snimame co nejrychleji pro eliminaci skokovych zm¥n v ob-
raze.

B Optika

Optika mikroskopu byla postupn¥ zjednodu2ovana, z klasickych mikroskop- s
nekone£nou optikou a 4 zv¥t2ujici projekEni £o£kou Mitutoyo (NanoScope
2011) p°es nekone£nou optiku, ale xovanou v pozici hejmenzich optickych
vad (SuperScope 2019), a° po konstrukci kamera-adapta£ni nastavec-tubusovy
objektiv integrované dohromady (FutureScope 2021). Opticka draha je tak
nakonec velice jednoduchd, bez vlo®enych optickych prvk-.

P°i mikroskopickém m¥°eni NanoScopem 2011 a SuperScopem 2019 jsme
vyu®ivali v2zechny typy b¥°nych optickych objektiv-:

= achromatické (pro korekci jedné vinové délky na otvorovou vadu a dvou
vinovych délek na barevnou vadu),

= apochromatické (pro korekci t°f barevnych vad a zaost°eni t¥chto t°i barev
do jednoho bodu).

Viyrazné zjednodu2eni optické soustavy mikroskopu nastalo s vyuCitim
tubusovych objektiv-. Tato sestava kamera-objektiv se pohybuje podél optické
drahy, zatimco stolek z-stava pevny nebo je mo°né jej vynechat £i nahradit
jinymi mechanickymi za®izeni vhodnymi pro dané m¥°eni. Tubusové objek-
tivy jsou ve v¥t2in¥ p°ipad- vybaveny m¥°ici telecentrickou optikou s pevnou
vzdalenosti.
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Koncept telecentrické optiky je pro vysv¥tleni konceptu na2eho vyzkumu
nejzajimav¥j?i. Ta je pouivana u za®izeni FutureScope 2021. Telecentrickou
optikou vybereme po interakci sv¥telného za°eni se vzorkem p°eva°n¥ centralni
sv¥telné paprsky rovnob¥°né s optickou osou. Tim ziskame obraz postradajici
perspektivu. Obrazy objektu ve v2ech vzdalenostech od ohniska maji stejnou
velikost a tvar. V b¥°né netelecentrické (endocentrické) optice je obraz tvo°en
také paprsky, které nejsou rovnob¥°né s optickou osou. Vystup telecentrického
zobrazovaciho systému je zkreslen uzkou rozptylovou zobrazovaci funkci, kdy
interferen£ni prstence jsou potlafeny. Ohnisko objektu potom rozpozname jako
bod (voxel) extrémni intenzity podél optické drahy paprsk:. Telecentricka
optika také umao®-uje zarovnat rozsahy pozic ohnisek r-znych barev (vinovych
délek) a ziskat tak obraz poskytujici v podstat¥ stejnou informaci jako barevna
kamera kombinovana s apochromatickym objektivem.

Pokusnymi m¥°enimi s modernimi gigapixelovymi kamerami s malym
pixelem jsme v2ak zjistili, °e optika mikroskopu m-°e byt je2t¥ mnohem
jednodu??i ne® ta, kterou poulivame v poslednim testovacim typu mikroskopu
FutureScope 2021, nebo je mo®né pouCit makroskopickou (zmen2ovaci) optiku
a p°esto je mo°né diky malému pixelu kamery docilit mikroskopického obrazu.
Je té° nutné poulivat objektivy designované na velké senzory kamer.

B Mechanika

Mechanika mikroskop- je velice jednoducha. Postupn¥ jsme p°e2li od posunu
podél optické drahy objektivovou hlavici (NanoScope 2011) k posunu stolkem
(SuperScope 2019, FutureScope 2021). D-vodem je, °e objektivova hlavice
je na rozdil od stolku vyrobeného z uhlikového kompozitu velice t¥°ka a je
t¥°ké dosahnout p°esného jemného, n¥kolika nanometrového posunu. Nové
mikroskopy v odra®eném sv¥tle (Visible Truth UltraEasy 2024, obr. 3.4) jsou
v2ak navrPeny a vyrobeny tak, °e se podél optické osy posunuje sestava kamera-
objektiv.

Posun podél optické drahy byl v p°ipad¥ NanoScope 2011 zaji2t¥n nejd°ive
piezomotorem davajicim pr-m¥rny krok 119 nm. Pozd¥ji byl piezomotor odstra-
n¥n a krokovani zajiz’oval servomotor s pr-m¥rnym krokem 134 nm. P°esna
pozice pohybujici se objektivové hlavice byla snimana a °izena sondami Re-
nishaw. SuperScope 2019 a FutureScope 2021 jsou vybaveny piezomotorem.
SuperScope 2019 m-°e dosahnout pr-m¥rného kroku a® 4 nm, co® m-°e slou®it
pro testovani limit- dosaleni superrozlizeni, nicmén¥ pro praxi je takovyto
krok zbyte£n¥ maly a nepouCitelny. FutureScope 2021 m-°e dosahnout kroku
podél optické drahy 20 nm.

Ost°eni bylo u NanoScope 2011 pouze softwarové, zatimco dal?i dva
mikroskopy jsou ji° vybaveny i manualnim ost°enim mikrometrickym 2roubem.
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3.2. Vyvoj °idiciho softwaru

Obrazek 3.4: Mikroskop Visible Truth UltraEasy 2024.

B 32 Vyvoj °idiciho softwaru

Vyvoj °idiciho softwaru popisovanych mikroskop- odpovidal danému stavu
tehdej?i techniky. V2echny t°i °idici softwary (tab. 3.3) °idi mechanické pohyby
piezo- nebo servomotor-, jak je popséano v kapitole 3.1.

B 3.2.1 NanoScope

Prvni software NanoScope relevantniho mikroskopu byl °izen komplikovanou
elektronikou. Hlavni nevyhodou tohoto systému bylo, °e nebylo dosa®eno piné
synchronizace blikani sv¥tla, snimani a pohybu podél optické osy a ziskané
snimky byly v sérii intenzitn¥ nehomogenni. Software umo®-oval nastavit £a-
sosb¥r, x-, y-, nebo z-sken a jejich kombinaci, nicmén¥ v°dy pouze s konstantnim
£asovym nebo prostorovym krokem. Bylo mo°né nastavit hodnoty intenzit
blikajiciho sv¥tla a kamery a softwarov¥ nastavit ltry a objektivy. Parametry
nastaveni m¥°iciho protokolu bylo mo®né ulo®it do protokolu, zp¥tn¥ nafist
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

do software a vEetn¥ polohy stolku a objektivu pro dany snimek ulo®it jako

metadata do obrazku (vy£itani metadat se provadi stisknutim klavesy F3).
Dal?i nevyhodou bylo, % software neobsahoval intenzitni histogram pro nasta-
veni kamery a intenzity osv¥tleni. Kalibra£ni soubory jsou tvo°eny manualn¥,
postupnym vkladanim Itr- s m¥nicim se stupn¥m 2edosti a vyhodnocovany

softwarem VerCa (kap. 3.3.1).

B 3.2.2 SuperScope

Nevyhody softwaru NanoScope jsou ji° odstran¥ny u softwaru SuperScope
(P°iloha A.8.1, [27], d°ive NanoTruth) relevantniho mikroskopu. Senzor digi-
talni kamery mikroskopu SuperScope 2019 ma men?i pixel, co® umo®-uje p°i
men2im celkovém zv¥t2eni mikroskopu vid¥t ve stejném detailu v¥t2i zorné
pole. Horizontélni pohyb stolku tedy ji° neni nutny. Sou£asti mikroskopu (obr.
3.5) je °idici jednotka s °idici kartou s vlastnimi hodinami, ktera ovlada posun
stolku se vzorkem podél osyz, rozsviceni, zhasnuti a intenzitu sv¥tla a dava
pokyn kame°e ke snimani. Pokud je nastavena spravna pozice stolku (odeftena
sondami Renishaw), rozsviti se sv¥tlo a °idici jednotka vy2le pokyn kame®e ke
snimani. P°eru2ovanim sv¥tla se omezi expozice vzorku a minimalizuje se jeho
sv¥telné po%kozeni. Lze nastavit m¥°ici protokol tak, °e £asosb¥r, z-sken i jejich
kombinaci Ize provést s prom¥nlivymi £asovymi i prostorovymi kroky. Dale je
mo°né nastavit sv¥tlo a expozici kamery.

Obrazek 3.5: Schéma konstrukce optického mikroskopu v prochéazejicim sv¥tle
(modrd), °idici jednotky (£ervend s naslednym zpracovanim obrazu quta).

Ziskavani obrazovych dat je °izeno pofitaEem Jetson AGX Xavier, aby

bylo dosa®eno rychlého analytického zpracovani obrazu softwarovymi nastroji
uvedenymi v kapitole 3.3. Informace o m¥°eni jsou ukladany do soubor- EXIF
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3.2. Vyvoj °idiciho softwaru

a txt/xml. Software SuperScope je dale vybaven funkci automatického snimani
bilého standardu difuzni odrazivosti (99 %) Spectraloff a tvorby kalibragniho
souboru a umo°-uje naslednou kalibraci surovych dat (kap. 3.3.1).

B 323 CAMEX

eidici software CAMEX mikroskopu FutureScope 2021 je verzi softwaru Su-
perScope roz?i°enou o0 analyzu obrazu Image Explorer (kap. 3.3.7), vEetn¥
vkladani m¥°itka, s pozm¥n¥nym gra ckym uCivatelskym rozhranim. U °idiciho
softwaru CAMEX instalovaného na mikroskopu FutureScope 2021 neni nutné
°e?it synchronizaci sv¥tla s kamerou, proto®e osv¥tleni je kontinualni. Software
CAMEX ma k vizualizaci dat implementovany algoritmus LIL (kap. 3.3.7).
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Tabulka 3.3: sidici software (+SW) testovacich mikroskop- UKS FROV JU.

SW *izeni mechanickych pohyb- Synchronizace sv¥tla, snimani Nastaveni parametr- m¥°eni
a pohybu
NanoScope  x,y-posun stolku, komplikovana elektronika £asosb¥r, z,x,y-sken a jejich kombinace
z-posun objektivové hlavice (vedy pouze konstantni kroky);
piezo! servo nastaveni Itr- a objektiv:;
nastaveni sv¥tla (v mA) a kamery;
ulo®eni/nafitani m¥°iciho protokolu;
ukladani metadat
SuperScope  z-posun stolku °idici karta s vlastnimi f£asosb¥r, z-sken a jejich kombinace
piezo hodinami (mao°né prom¥nlivé kroky);
nastaveni obrazu pomoci histogramu;
nastaveni sv¥tla (v % max. hodnoty);
nastaveni expozice kamery;
ukladani metadat do EXIF a txt/xml;
vytvo°eni kalibraEniho souboru
CAMEX z-posun stolkem kontinualni osv¥tleni viz SuperScope, pouze pozm¥n¥né GUI,
piezo bez synchronizace analyza obrazu Image Explorer;

vkladani m¥°itka
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

B 33 Analyza signalu z kamerového senzoru

Hlavnim zajmem na2eho zakladniho vyzkumu bylo pomoci kompletni analyzy
tvorby sv¥teln¥ mikroskopického obrazu ziskat odpov¥a na otazku, do jaké
miry teoreticky popis tvorby mikroskopického obrazu odpovida pozorovanym
jev-m.

Kamerovy senzor vyu®ivame jako m¥°ici za®izeni. Obrazem (t€° snimkem)
Vv nazem p°ipad¥ nerozumime upraveny signal s cilem vytvo°it n¥jaky vjem,
ale datovou sadu vzniklou interakci foton- se senzorem kamery a nasledn¥
digitalizovanou, neboli neupraveny kamerovy signal. Pokud pojem obraz
spojujeme s n¥jakym adjektivem, nap®. kalibrovany , znamena to, °e na
daném obraze byla provedena n¥jak4 matematickd operace.

Av2ak v¥t?ina digitalnich kamer v mikroskopii upravuje p-vodni signal
tak, aby vznikl vizualn¥ p¥kny obrazek bez jakékoliv v¥decké relevance. P°i-
sluzné algoritmy (nap®. vyvaleni bilé nebo odstran¥ni ne°adoucich intenzit
obrazu) jsou ve v¥t2in¥ p°ipad- aplikovany na ka°dy snimek série zvla?z’, co®
znemo®-uje jakékoliv vzajemné porovnani snimk- v sérii. Takové znehodnoceni
informace v obraze postupn¥ brani spravné manualni analyze snimk:, algoritmi-
zaci analyzy obrazu a spravné extrakci znalosti jako je lokalizace elementarnich
objekt- v pozorovanych materialech. Na mikroskopickych snimcich po°izenych
digitalni kamerou mohou dokonce zcela zbyte£n¥ chyb¥t celé objekty, £im°
nemusi byt dosa®eno spravného stanoveni chemického slo®eni a fyzikalniho
stavu sledovaného materialu. Tyto nedostatky je t°eba eliminovat.

P°i zpracovani obrovskych datovych sad ziskanych mikroskopy technicky
popsanymi v kapitole 3.1 jsme nuceni °e?it problémy velkych dat (Big Data
Problems). Nevyhnutelnym technickym krokem, jak vy°ezit problémy velkych
dat, je optimalni algoritmizace v2ech operaci. Ka°dou takovou algoritmizaci
popsanou dale v textu jsme ziskali dal?i informace zakladniho charakteru
0 povaze a informa£nim obsahu obrazovych dat. Algoritmizace ma tedy pro
nas nejen technicky, ale hlavn¥ v¥decky vyznam.

Limitujicim faktorem vyvoje navreenych algoritm- je vypo£etni rychlost a
kapacita dana vypo£tem pixel po pixelu. Analyticka zpracovani obrazu uvedena
dale vy°aduji paralelizaci vypo£tu. Softwarové nastroje jsou dale postupn¥
vyvijeny. N¥které algoritmy budou postupn¥ implementovany jako soufast
°idiciho softwaru digitalni kamery s cilem zpracovani obrazu urychlit.

N¥které softwarové nastroje jsou obecn¥ pouCitelné v jakychkoliv mik-
roskopickych technikach vyulivajicich elektromagnetické z4°eni a obecn¥ji v
jakékoli oblasti, kde je nezbytna objektivni analyza primarniho signalu z digi-
talni kamery.

B 3.3.1 Kalibrace optické drahy
Analyza obrazu a jeji algoritmizace vy®aduji co nejlep2i kvalitu obrazovych

vystup- danou technickym °e2enim mikroskopu popsanym v p°edchozi kapi-
tole 3.1. (Ne)homogenity obrazu se p°i daném uspo°adani optiky mikroskopu
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

je?t¥ vice projevuji p°i mikroskopii vzork- nenulové tlou?’ky. Nejlep?im tako-
vym obrazovym vystupem je radiometricky korigovana sada snimk- s vysokym
£asovym a prostorovym rozlizenim a bitovou hloubkou >8 bit px . Metodu
Ize charakterizovat jako simultanni radiometrickou kalibraci optické drahy a
digitalni kamery s naslednou korekci nehomogenit v obraze p°epo£tem intenzity
ka°dého pixelu pomoci jeho individuélni kalibrafEni k°ivky. Touto metodou
ziskdme nejp°irozen¥j?i, nezkresleny obraz bez vad, jako jsou v2echny typy
vin¥tace (optick4, mechanicka, p°irozenda, pixelova) nebo nap°iklad p°itomnost
prachovych zrn v optickém systému. KalibraEni soubory (kalibraEni k°ivky pro
v2echny pixely obrazu) je nutné zm¥°it a spo£itat pro ka°dé technické nastaveni
mikroskopu (nap°®. objektiv, kameru nebo intenzitu sv¥tla) zvlaz'.

Pokud takovyto fyzikaln¥-chemicky (spektralni) p°istup pouCijeme pro ka-
libraci primarniho signalu kamerového pixelu, je obrazova analyza zjednodu?ena,
proto®e je umao®n¥na bez jakékoli sekundarni pofitatové korekce (kompenzace)
barevnych zkresleni obrazu. Analyzou histogram- makroskopického obrazu
bylo zji2t¥no, °e zatimco nekorigované histogramy odréCeji p°edevzim aberace
optické drahy, korigované odra®eji skute£né rozdily intenzit v realné scén¥.
Histogram kalibrovaného obrazu je strukturovan¥j2i, obsahuje vice pik-:, které
jednotliv¥ odpovidaji jednotlivym objekt-m v obraze (obr. 3.6 3.7).

Radiometricka kalibrace zvy?i vykon ka®dého b¥°ného mikroskopu. Jejim
vystupem je informace o celkovych sv¥telnych energiich dopadajicich na ka°dy
pixel senzoru kamery. To je navic vhodné pro vzajemné porovnani kamerovych
systém:-.

Prvnim °e2enim radiometrické kalibrace bylo poloautomatické °e2eni
VerCa. Vyrazného zjednodu2eni kalibraEniho procesu do2o jeho plnou automa-
tizaci pomoci modulu v softwaru SuperScope/CAMEX.

B VerCa

VerCa je softwarovy nastroj pro kalibraci soubor- nezpracovanych obrazovych
dat pracujici p°es p°ikazovy °adek Windows cmd. Samotna metoda je popsana
v P°iloze A.5.1 a rozZi°ena o kvazispektralni analyzu v P°iloze A.5.2. Metoda
VerCa je zaloena na korelaci spekter sv¥telné propustnosti sady Itr- s jejich
snimky z kamery. Algoritmus vy®aduje na vstupu znalost spekter ltr- kamery

a spektra zdroje sv¥tla.

Vstupem pro vypo£et kalibraEnich k°ivek (intenzita pixel- vs. integrél fo-
ton- dopadajicich na kameru) je p°i transmisnim zobrazovani sada kalibranich
surovych obrazovych dat spolu s korelovanymi spektry sv¥telné propustnosti
pro sadu ltr- r-znych Urovni 2edi o tlou?'ce n¥kolik nm. P°i re exnim zobra-
zovani bude opticka draha kalibrovana bilym standardem difuzni odrazivosti
(99 %) Spectralor®. P°i uorescen£nim zobrazovani p°edpokladame pouciti
koncentraEnich °ad roztok- emitujicich sv¥tlo.
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

Obréazek 3.6: Nekalibrovany digitalni obraz. a) Histogramy £erveného (R), zeleného
(G) a modrého (B) kanalu p-vodniho 12bitového primarniho signalu. b) Relevantni
komprimovany 8bitovy obraz (LIL, kap. 3.3.7). ( P°gjato z [1].)

B Automaticky kalibra£ni algoritmus

PIn¥ automatizovani metoda kalibrace, implementovana do °idiciho software
SuperScope/CAMEX, vyu®iva zm¥ny délky expozice kamery. P°i kalibraci
zobrazeni v prochazejicim sv¥tle neobsahuje opticka draha °adny kalibra£ni
prvek, p°i kalibraci zobrazeni v odra®eném sv¥tle je na mikroskopicky stolek
umist¥n bily standard difuzni odrazivosti (99 %) SpectralorP.

Text ni°e p°edpoklada monochromaticky snimek. Pro vicekanalové (nap°®.
RGGB) snimky je vypo£et analogicky, kdy ka°dy kanal je povaovan za samo-
statny monochromaticky snimek.

1. VYTVO-ENI KALIBRAfNIHO SOUBORU

a. Zji’t¥ni rozsahu expoziEnich £as-. Dolni expoziEni £asEXpTow)
je nejkrat?i expoziEni £as, ktery kamera umao®-uje nastavit. Horni
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

Obrazek 3.7: Kalibrovany makroskopicky digitalni obraz (akvarium s rybami
obklopeno £ty°mi zrcadly). a) Histogramy £erveného (R), zeleného (G) a modrého
(B) kanalu kalibrovaného 12bitového primarniho signalu. b) Relevantni komprimo-
vany 8bitovy obraz (LIL, kap. 3.3.7). (P°ejato z [1].)

expozieni £as ExpThign ) je takovy nejkrat?i £as, p°i kterém je p°eex-
ponovano 99% pixel- na snimku.

b. Podle utivatelem zadaného po£tu kalibratnich snimk- N) se ekvi-
distantn¥ stanovi expozini £asy v intervaluhEXpTiow; EXpThighi,
ozn.fExpTig, kdei 2f 1::Ng.

c. Nasnimaji se kalibra£ni snimky pro jednotlivé expoziEni £asyExpT;g.
Snimky ozna£imel; proi 2f 1:Ng.

d. Ka°dy snimek méa rozm¥ryH W, kdeH je vy?ka, W je 2i°ka. Pixel
na i-tém snimku na pozici|r;c] oznafimeP;(r;c), kder 2 f 1::Hg
ac?2f 1:Wg. Oznafeni(r;c) znamena (row, column), angl. (°adka,
sloupec).
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

e. Hodnoty pixel- na stejné pozici (r;c) p°es v2echny kalibra£ni snimky
se®azené od nejkratzi expozice po nejdel?i by m¥ly r-st. Plati tedy
Pi 1(r;c) <Pi(r;c).

f. Hodnoty se®azenych pixel- (viz bod 1e) nazyvejme kalibra£ni k°iv-
kou. KalibraEni k°ivku na pozici (r;c) oznafimeC(r;c) = fPy(r;c)::
Pn (r;€)g.

g. Whledaji se vadné pixely. Jsou to takové pixely, u nich® neni spin¥na
podminka z bodu le. Mno®inu vadnych pixel- oznaEmeQ a pofet
vadnych pixel- # Q.

h. Pro ka°dou pozici (r;c) se vypofte st°edni kalibraEni k°ivka,
AvgC(r;c) (u vicekanalovych snimku se vypo£te pro ka°dy kanal
zvlad?’). Plati:

Pi(r;c) .

(N #Q)’

kdei 2 f 1::N g a pozice(r; c) v sob¥ nezahrnuji pozice vadnych pixel-.

AvgC(r;c) = X (3.1)

i. Do vysledného kalibraEniho souboru se ulo®i:
= kalibraEni snimky a jejich metadata (zejména expozifni £as);
= polohy vadnych pixel-;
= pr-m¥rné kalibraEni k°ivky;
= spektrum Itr- kamerového senzoru;

= spektrum osv¥tleni pouCitého p°i kalibraci a expozieni £as, p°i
kterém bylo spektrum sv¥tla m¥°eno.

2. VLASTNI KALIBRACE OBRAZKU

a. Nejprve prob¥hne inicializace kalibraEniho souboru:

(i) Wpo£tou se integraly, které se na2kaluji na po®adovanou bitovou
hloubku, kterou maji mit kalibrované obrazky.

(i) Naftou se polohy vadnych pixel-.

(iii) Pro ka°dy vadny pixel se na£tou k°ivky okolnich validnich pixel-
(v daném kandlu) a z nich se vypo£te pr-m¥rna k°ivka, kterou
se nahradi dany vadny pixel.

(iv) Pokud se v bod¥ 2(a)iii nepoda®i najit °adny okolni validni pixel
(neboli sousedi jsou také vadné pixely), nahradi se dany vadny
pixel pr-m¥rnou globalni kalibra£ni k°ivkou popsanou v bod¥
1h.

(v) Naftou se kalibraEni snimky (k°ivky) s opravenymi vadnymi
pixely.

b. Samotna kalibrace pak u® probiha tak, °e pokud je hodnota pixelu
snimku na pozici(r; c) v rozmezi hodnot kalibra£ni k°ivky C(r; c),
vypo£te se odpovidajici hodnota integralu nasledovn¥:

(i) V obraze pro ka°dé sv¥telné spektrum jsou nalezeny a ignorovany
nevalidni (zaporné a nulove) pixely.
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

(i)
(iif)

Ve zbyvajicich (validnich) pixelech je na ka°dém konci histogramu
nalezen kvantil 0,05.

Pixely vy°azené v kroku 2(b)i jsou nahrazeny kvantilovymi pixely
de novanymi v kroku 2(b)ii.

(iv) Generuje se linearn¥ rozlo®eny vektor vinovych délek.

v)
(vi)

(Vi)

(viii)

Nové spektrum S; je interpolovano Akimovym algoritmem [28,
29].

Z vyhlazeného spektraS, ( ) se vypo£tou kalibraEni sv¥telna
spektra jako

ExpT;
ExpT. '

kde ExpT_ je doba expozice (integrace), p°i které bylo m¥°eno
sv¥telné spektrum viaknovym spektrofotometrem, a £asové ex-
pozice f ExpTig byly ziskany, jak je popsano v kroku 1b, a

je vinova délka sv¥tla. Timto zp-sobem ziskdmeN sv¥telnych
spekter S;, kdei 2f 1::Ng.

Ka°dé sv¥telné spektrumS;( ) je vynasobeno p°isluznym (R,
G, B) spektrem kvantové U£innosti kamerového Itru. Takto
ziskame spektra propustnosti sv¥tlaT;( ).

Pro ka®dé diskrétni sv¥telné spektrumT;( ) jsou lichob¥°nikovou
metodou vypo£teny integraly ploch pod spektrem.

Si()=S.() (3.2)

c. Pokud je hodnota pixelu men2i ne® nejmen2i hodnota na kalibraEni
k°ivce, hodnota integralu se vypo£te pro intenzitu vypo£tenou inter-
polaci mezi 0 a nejni®?i (prvni) hodnotou na kalibraEni k°ivce.

d. Jestli%e je hodnota pixelu v¥t2i ne® nejvy2i hodnota na kalibra£ni
k°ivce, poulije se hodnota integrélu odpovidajici nejvy2i (posledni)
hodnot¥ intenzity na kalibra£Eni k°ivce (neextrapoluje se).

B Datové formaty HDF5

eidici softwary SuperScope a CAMEX pracuji se standardnimi obrazovymi
formaty a formatem *.mat. Speci ckymi, na zakazku vytvo°enymi datovymi
formaty [30] jsou obrazovy format H5I (zkr. Hdf5 Image) a format kalibrag-

nich soubor-

HCLB (zkr. Hdf5 CaLiBration). Tyto formaty jsou zalo®ené

na knihovn¥ HDF5 [31], podporované softwary CAMEX a SuperScope a vhodné
pro praci s daty ze SuperScopu a FutureScopu (nap°®. vypo£ty kalibraci optic-
kych drah a korekci snimk:).

Jedné se o forméty

1. nekomprimované, ale

=

rychlé p°i zapisu i £teni,

3. umoCl-ujici nafteni pouze £4sti obrazku; velky obrazek Ize nativn¥ nafist
po £astech (bez p°edchoziho nahrani celého obrazku do pam¥ti),

4. nahrani metadat samostatn¥ a
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

5. roz?i°eni o dal?i informace p°i zachovani kompatibility.
Format H5I

1. m-°e byt roz2i°en o dal?i atributy snimku a metadata (idaje o snimku a
jeho zpracovani, nap®. o kalibraci, poloze podél optické drahy a intenzit¥
osv¥tleni), ktera je t°eba ulo®it do souboru,

2. uklada histogram a nahled obrazku, které lze nafist samostatn¥, ani®
by bylo nutné nafitat cely soubor. To je nap°iklad vhodné pro rychlé
urE£eni bitové hloubky obrazu v datovych souborech (pokud neni znama)
v softwaru IIEP (kap. 3.3.2) nebo LIL (kap. 3.3.7).

Forméat HCLB obsahuje

1. metadata s informacemi o podminkach kalibrace (nap°®. o pouCité kame®’e,
optice, osv¥tleni a rozsahu expozic),

2. obrazova data a metadata jednotlivych kalibragnich snimk:,

3. spektrum kamery a spektrum osv¥tleni, dale vypo£tené integraly pro
vlastni kalibraci a

4. informace o vadnych pixelech.

B 3.3.2 Informa£ni p°inos jednotlivych pixel-

Nejobecn¥j2i moeny p°edpoklad o obrazku, a to bez ohledu na jeho p-vod, je, °e
je multifraktalni. Ve spravn¥ kalibrovaném snimku (kap. 3.3.1) je multifraktalita
zp-sobena kombinaci t°i fyzikalnich proces- b¥hem vytva®eni obrazu:

1. interakci sv¥tla se vzorkem,
2. p°i pr-chodu sv¥tla mikroskopem a
3. diskretizaci ziskaného signalu na £ipu kamery.

Zejména diskretizace signalu na kamerovém £ipu ma zasadni vliv na novou
teoretickou interpretaci mikroskopického obrazu.

Za Ufelem nového popisu mikroskopického digitalniho obrazu jsme vy-
vinuli principialn¥ novou informa£ni analyzu, jak zkoumat informaci nesenou
obrazovym bodem (pixelem) v multifraktalnim datovém souboru. Vypo£fet
pou®iva jednoparametrovou Rényiho entropii s parametrem pro danou prav-
d¥podobnostni distribuci P

0 1

XK
n@ (p) A (33)
j=1

H (P)=

1

nebo Shannonovu entropii (analogii Gibbsovy-Boltzmannovy fyzikalni entropie)
p°i hodnot¥ parametru rovné 1

XK
S =HiP)=pIn(p); (3.4)
j=1
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

kde pj je pravd¥podobnost vyskytu j -teho jevu (intenzity) v systému (obrazu).

Velifina informa£ni p°isp¥vek boduPIG, z angl. Point Information Gain;
Peilohy A.3.1 A.3.3) je de novana jako zm¥na informace odstran¥nim pixelu
ur£ité intenzity z obrazu a charakterizuje staticky obraz:

() OrPey=H PO H (P): (3.5)

Podobn¥ je de novana velifinadivergentni p°isp¥vek bodPDG, z angl. Point
Divergence Gain; P°iloha A.3.4) charakterizujici dynamicky obraz, a to jako
Zm¥na informace p°i zam¥n¥ pixelu na stejné pozici ve dvou po sob¥ jdoucich
shimcich:

(1" m) n m)(P): H P(I! m) H (P), (36)

V rovnicich (3.5) (3.6) jsou

= H (P) Rényiho entropie pofitana z pravd¥podobnostniho histogramup
p-vodniho obrazu,

» H PO Rényiho entropie pofitana z pravd¥podobnostniho histogramu
P () stejného obrazu bez pixelu intenzityi a
« H PU0' ™ Rényiho entropie po£itana z pravd¥podobnostniho histo-

gramu P("" ™ kdy pixel intenzity | p-vodniho obrazu byl zam¥n¥n za
pixel intenzity m nasledujiciho obrazu.

Timto informa£nim p°istupem Ize zkoumat seskupeni pixel- na zaklad¥
r-znych Rényiho koe cient- odrdejicich multifraktalitu obrazu. Ob¥ velifiny
spojuji podobné intenzity obrazu do shluk:, £im°® segmentuji obraz na jednot-
livé £4sti se stejnymi p°iznaky. Nalezena pravidla seskupovani ndm umo®nila
vyvinout algoritmy, které automaticky seskupuji objekty v mikroskopickém
obrazu. Nizke hodnoty umo°®-uji extrahovat vzacné jevy z celkoveho rozd¥leni,
zatimco vysoké davaji jednu hodnotu M gj @t m pro jevy podobnych
hodnot. P°i !'1 dokonce dosdhneme odd¥leni malo informativniho pozadi
od zbytku obrazku.

Vypo£et (2” m) je zobecn¥nim jednoduchého odefteni dvou po sob¥
jdoucich kalibrovanych (kap. 3.3.1) snimk- v sérii posunutych podél optické
drahy mikroskopu (podle typu vzorku) o maly krok a umo®-uje lokalizovat
3D elektromagnetické centroidy (kap. 2). Aproximace vypo£tu (2” m) prostym
odef£itanim m-°e zpracovani obrazu dale podstatn¥ urychlit.

Z prom¥nnych Mg ("M e vyjadeit aditivni velifiny

= entropie informa£niho p°isp¥vku bodH (PIE; z angl. Point Information
Gain Entropy) jako soufet v2ech hodnot Oy obraze,

= hustota entropie informa£niho p°isp¥vku bodu (PIED; z angl. Point
Information Gain Entropy Density), kdy ka°da hodnota M vyskytujici
se v obraze je p°iEtena pouze jednou,

= entropie divergentniho p°isp¥vku boddi (PDGE; z angl. Point Divergence
Gain Entropy) jako soufet v2ech absolutnich hodnot (""My obraze a
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

= hustota entropie divergentniho p°isp¥vku bod® (PDGED; z angl. Point

Divergence Gain Entropy Density), kdy ka°da hodnota (rm vyskytujici
se v obraze je p°iEtena pouze jednou.

Spektra aditivnich velifin (tj. entropie a hustoty entropie) nAm umao®°-
—uji jednoznaf£n¥ reprezentovat obraz. Tato speci kace obrazu je uciteEnd
pro statistické shlukovani (klastrovani) samotnych snimk- (P°ilohy A.3.2 a
A.3.4). Metoda vypo£tu informa£n¥-entropickych velifin a relevantni klastro-
vani snimk- byly ov¥°ovany na datovych sadach chemickych experiment- a
matematickych simulaci modelového multifraktalniho systému samoorganizujici
se B¥lousovy-Sabotinského reakce v pracich A.2.1, A.1.1 a A.3.2 (simulace
popsany v P°ilohach A.2.2 A.2.3. Data nam¥°ena a kalibrovana (kap. 3.3.1) p°i
homogennim osv¥tleni vytvo©ila v p°ipad¥ B¥lousovy-Sabotinského chemické
reakce v prostoru prvnich t°i hlavnich komponent PCA (analyza hlavnich kom-
ponent, z angl. Principal Component Analysis) dvojk°ivku po sob¥ jdoucich
jednotlivych bod-, které odpovidaji jednotlivym obrazk-m série. Rozt¥peni na
dvojk®ivku vznikd, pokud se na snimku v sérii objevi nova vina. Obrazova série
byla klastrovana do sedmi klastr- (shlukova analyza k-means s euklidovskou
vzdalenosti; obr. 3.8) dle vizualn¥ pozorovanych stadii reakce.

Problémem mikroskopickych snimk- ziskanych digitalnim fotoaparatem
nebo kamerou je, °e v¥t?ina z nich vykazuje na objekt p°iliZ malo pixel:,
proto®e obecnou lozo i prodejc- mikroskop- je dodavat k mikroskop-m
digitalni kamery a zv¥t?eni, kde vysledna velikost objektu promitaného na jeden
pixel odpovida Abbeho rozlizeni, a tudi® velikosti v¥t2i ne® 300 300 nm?. |
kdybychom pIn¥ p¢ijali pravdivost Abbeho difrakEniho limitu, p°esto k nalezeni
maxima Airyho disku pot°ebujeme podle vzorkovaciho teorému (nap°. [32]) ke
spravné de nici teoretické odezvy pozorovaného objektu bod- vice. Velikost
kameroveho pixelu zv¥t?2eného objektivem musi byt tudi® men2i ne°100
100 nm?. Rozumnych vysledk- automatizované obrazové analyzy p°i detekci
objemové odezvy pozorovaného objektu pomoci vypo£tu ("M =0 nikoli
vZak superrozlizeni lze ov?em dosahnout i v nedostate£n¥ navzorkovanych
souborech dat (obr. 3.9 3.10). Mno°stvi informace ztracené nedostate£nou
digitalizaci signalu zavisi na povaze vzorku (na jeho multifraktalit¢ a fyzikaln¥-
chemickych vlastnostech).

Obrazova analyza digitalnich mikroskopickych snimk- metodou infor-
magniho/divergentniho p°isp¥vku bodunam umao®nila pochopit jejich strukturu
a nov¥ de novat pojmy 3D elektromagneticky centroida rede novat pojmy
ohniskovéa rovina a ohniskova hloubkg24]. To nam usnadnilo interpretaci jev-
pozorovanych mikroskopem:

1. Nalezeni elementarnich bod- objektu v ohnisku: Metoda umo°®-uje
najit zaost’°ené body (3D elektromagnetické centroidy) v z-skenu snimk-
prakticky z jakékoliv neskenovaci sv¥telné mikroskopie, a” ji° v jasném poli,
tmavém poli, odra®eném za°eni nebo uorescenci, stejn¥ jako u v¥t2iny
ostatnich typ- mikroskopie vyuCivajicich elektromagnetické z&°eni, jako je
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

Obrazek 3.8: Sedm klastr- (barevn¥ kdédované) PCA modelu makroskopické
digitalni £asosb¥rné série B¥lousovy-Sabotinského reakce snimané vysokorychlostni
kamerou JAI SP-5000-USB. PCA Model byl pofitan z3 2 2 12 hodnot H

al ({R,G,B} {Whole, Cross} {H ,1 } {pofet }). (P°gjato z[2].)

elektronova mikroskopie. Z nalezenych ohniskovych bod- Ize vyhlazovacim
interpolaEnim algoritmem [3] obraz rekonstruovat (obr. 3.11 3.12).

2. (Semi)objektivni stanoveni ohniskové hloubky: Obraz °ezu zaoste-
ného nebodového objektu (vzorku) je intenzitn¥ nejstrukturovan¥j?i. Na-
lezeni ohniskové roviny a ohniskové hloubky Ize provést charakterizaci
ka°dého jednotlivého obrazku v sérii jednou nebo vice aditivnimi infor-
mag£nimi velifinami nebo sadou hodnot (spektrem) veli£in zavislych na
parametru . Tato charakterizace snimk- je nasledovana shlukovou analy-
zou hodnot veli£in nebo vektor- spekter. Volba vhodné aditivni velifiny je
do jisté miry zavisla na typu pozorovaného objektu, rozsahu zkresleni roz-
ptylovou funkci, a tedy struktu®°e mikroskopickych snimk-. Zji2t¥ni rozsahu
obrazové série s detekovanymi 3D elektromagnetickymi centroidy je stale
do ur£ité miry zavislé na subjektivni analyze k°ivky aditivni informa£ni
velifina vs. z-polohaa na paralelnich m¥°enich pomoci AFM. Pevn¥j2i
zaklad pro objektivni zji2t¥ni v2ech nejtmav?ich/nejjasn¥j?ich odezev dete-
kovatelnych objekt- v ohnisku, které zp-sobuiji difrakci, uorescenci nebo
odraz poskytla op¥t kalibrace obrazu (kap. 3.3.1) p°edchazejici samotné
analyze obrazové informace. Vzhledem k vy2i citlivosti up®ednost-ujeme
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

Obréazek 3.9: Tka- rakoviny prostaty znafena 4',6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI)

ohniskova rovina. Obrazova data byla ziskana na konfokalnim mikroskopu
TissueFax-PLUS. Velikost voxelu v sérii je328 328 100nm3. Bitova hloubka
p-vodnich snimk- je 13 bit cdotpx. 8Bitova vizualizace LIL (kap. 3.3.7). (Spolu-
prace s TissueGnostics GmbH, Vide-, Ustavem zdravotnickych v¥d a biomediciny
Dunajské univerzity v Kremsu a Léka°skou univerzitou ve Vidni.

k detekci vysoce strukturované ohniskové roviny v kalibrovanych snimcich
klastrovani -zavislych spekterH aP p°ed al . Na%e vypofetni
experimenty ukazaly, °e u spravn¥ nam¥°enych dat je mo°né shlukovou
analyzou ziskat stabilni °e2eni po£tu jednozna£n¥ ur£enych skupin snimk-.

3. M¥°eni dynamiky:  Pro m¥°eni v dynamickych systémech lze k vyjad°eni
£asoprostorové zm¥ny vyu®it velifinudivergentni p°isp¥vek bodu m g
jeji entropii a hustotu entropie. Pokud se objekt v £ase a prostoru nezm¥ni,
potom plati, °e tm=o, Naopak pro nejpohybliv¥j2i a £asov¥ nestélé
objekty plati, %e | " m)j = max( ), kde je mnao®ina v2ech hodnot

("M y obraze.

4. Kolokalizace ohniskovych rovin: Kolokalizace dvou a° t°i barevnych
obrazovych kanal- snimk- ze sv¥teln¥ mikroskopického z-skenu, a” ji°
v jasném poli, uorescenci (obr. 3.13 3.14) nebo tmavém poli, je d-leitym
procesem pro spravnou interpretaci mikroskopického pozorovani. Op¥t je
mao°né pro tyto UEely pou®it vypofet (rm pro ka°dy barevny kanal. Po

odstran¥ni pozadi odpovidajici hodnotam m -9 pro 50 1 je
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

Obréazek 3.10: 3D Elektromagnetické centroidy vzorku tk&n¥ lidské prostaty. (pravy
sloupec) Hodnoty (2” m =0 pro auto uorescenci v £erveném kanalu kamery
(RAF) a pro jadra obarvené 4',6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI). Velikost zorného
pole je 164 164 um?2. (levy sloupec)Detail £erven¥ uoreskujici organely. (°lutd)

Voxely (1'0! ™ =0 pravd¥podobnostn¥ odpovidajici rozptylové funkci objektu,

(Eernd) voxely (2” m =0 pravd¥podobnostn¥ odpovidajici detekovany objekt.
Znazorn¥n levy roh obrazové série, jeji® ohniskova rovina je na obr. 3.9.

mao°né najit pro ka°dy kanal rozsah a ohniskovou rovinu jako minimum
hodnoty aditivni velifiny (2” ™) nebo maximum aditivni velifiny , podél
z-skenu. Pokud data vy°aduji dal?i statistickou korekci, nap®. potlateni
obrazového 2umu, je mo°né dané velifiny pofitat pro > 2. Pozice
ohniskovych rovin a rozsah- tak mohou byt nasledn¥ srovnany, £im° se

koriguje achromatickd aberace optické soustavy mikroskopu.

B Image Info Extractor Professional (IIEP)

IIEP v. 2.0.39 (P°ilohy A.3.1 a A.3.4, obr. 3.15) je softwarovy nastroj slouCici k
vypo£tu informa£n¥-entropickych velifininformag£ni/divergentni p°isp¥vekbodu
(PI/DG) a souvisejicich entropii a hustot entropii z primérnich videosignal-,

a to barevnych (RGB) i 2edoténovych. Software pracuje se v2emi vstupnimi
formaty obrazk-: png, tif, ti, jpg a jpeg. V2echny veli£iny mohou byt po£itany

1. z histogramu intenzit celého snimku (globalni metodawhole) nebo

2. z histogramu intenzit pouze £asti snimku: z k°i°e (metodaCross), obdél-
niku (metoda Rectanglg a elipsy (metoda Ellipse).
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

Obrazek 3.11: Rekonstrukce mikroskopického obrazu rozsivek@iatomeae) z bod-

v ohnisku. a) P-vodni obrazek z £ipu 47Mpx kamery sv¥telného mikroskopub)
Kalibrovany obrazek, v n¥me° byly kompenzovany rozdily v odezvach jednotlivych
prvk: kamerového senzoru. ¢) Body v ohniskové rovin¥, fakticky voxely (3D
pixely) 46 46 10 nm? zobrazené v intenzitach odpovidajicich danému bodu.
d) Pseudopovrch pokryvajici intenzity v ohniskové rovin¥. P°ibli°eni k p°ipadu,
kdy by byl objektem veden °ez tlouz’ky 10 nm a na n¥m by probihaly v2echny
pozorované jevy (nap°. rozptyl sv¥tla, absorpce sv¥tla nebo uorescence). Vypo£et
proveden dle [3].

Obrazek 3.12: Rekonstrukce mikroskopického obrazu z bod- v ohnisku detail
obr. 3.11.
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

Obrazek 3.13: 3D kolokalizace barevnych obrazovych kanal- tkan¥ rakoviny

prostaty pomoci vypo£tu tm -0 2D projekce do roviny xy. Znazorn¥n levy
roh obrazové série, jeji® ohniskova rovina je na obr. 3.9. 8Bitova vizualizace LIL
(kap. 3.3.7).

Software je vybaven dal?imi funkcemi pro potlafeni vad pozadi a obrazu
b¥hem vypo£tu:

= ignorovani £erného pozadi,
= odstran¥ni £ernych kalibraEnich sloupc- a °adk- v obraze a
= odstran¥ni vadnych pixel-.

Kaldy barevny Itr Bayerovy masky se po£ita zvld?'. Dva zelené pixely
£tve’ice Bayerovy masky lze uvalovat samostatn¥ nebo zpr-m¥rovat.
Vystupni PIG nebo PDG lze ulo®it jako

= obrazek RGB, p°ifem® pozitivni a negativni PDG jednoho obrazku jsou
ulo®eny odd¥len¥ bez znaménka jako dva 8bitové snimky.

= matici *.mat (MATLAB): primarni vystup ve formatu s pohyblivou °ado-
vou £arkou s dvojnasobnou p°esnosti.

Vysledky pro ka°dy barevny kanal obrazu Ize uloCit

= samostatn¥ (kdy ma ka°dy barevny kanal £tvrtinovy po£et pixel- ne°
p-vodni primarni obraz; zeleny kanal je pr-m¥rovany ze dvou pixel-
Bayerovy masky) nebo
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

Obrazek 3.14: Detail organely po 3D kolokalizaci barevnych obrazovych kanal-

tkan¥ rakoviny prostaty ziskany vypo£tem t'™ =0 pogni pohled. Detail obr.
3.9.

Obrazek 3.15: Gra cké uCivatelské rozhrani softwaru Image Info Extractor Pro-
fessional.
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

= ve formatu primarnich obrazovych dat (kdy jsou barevné kanaly rozlo®eny
jako vstupni Bayerova maska; pixely pro zeleny Itr se nepr-m¥ruji).

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

Pro spu2t¥ni IIEP je nezbytna NVIDIA, jeji® poadavky zavisi na velikosti
obrazu. Pokud je NVIDIA k dispozici, pou®iva se GPU pouze k vypo£tu hodnot
Cross. Hodnoty z celého obrazuWhole se po£itaji pouze na CPU.

B 3.3.3 Kvazispektralni analyza

Rekonstrukce transmisnich, re ektan£nich nebo uorescen£nich (kvazi)spekter
z digitalniho mikroskopického RGB signalu (P°iloha A.5.2) je zalo®ena na p°ed-
pokladu plynulosti zm¥ny sv¥telného spektra v prostoru, dokud neni detekovana
hrana jako nadhla zm¥na barvy. Vypo£et kvazispekter dale zahrnuje vystupy
radiometrické kalibrace (kap. 3.3.1). Tim jsou de novany oblasti identickych
spekter. V t¥chto oblastech urEujeme spektra, ktera se po£itaji ze spektra sv¥-
telného zdroje, spekter Itr- pixel- kamerovych £ip- a prostorového rozlo®eni
signal-. Jinymi slovy, urEujeme p°enosoveé kvazispektrum pozorovaného objektu
(nap°®. organely v cytoplazmy¥).

Podminkou samotného m¥°eni je, aby se provad¥lo barevnou kamerou vy-
bavenou Bayerovou maskou, kde se spektra jednotlivych Itr- £tve’ice Bayerovy
masky navzajem p°ekryvaji.

Vstupem algoritmu jsou

1. snimky bilého standardu difuzni odrazivosti (99 %) Spectralon® v od-
ra®eném za°eni p°i r-znych expozicich kamery nebo prochazejici sv¥tlo
tlumené bur sadou Itr-, nebo snimané p°i m¥nici se expozici kamery,

2. spektra kamerovych ltr- (R, G, G, B) a

3. spektrum zdroje za°eni.

Pro ka°dou £tve’ici pixel- Bayerovy masky se z kalibraEnich snimk- vytvo®i
£ty°i kalibraEni k°ivky zavislosti skute£n¥ nam¥°enych hodnot elektrické odezvy
prvku kamerového senzoru (j. intenzity obrazu) na nam¥°eném a vypo£teném
celkovém spektralnim z&°ivém tokuQc:

z
Qc = S() Fe() d; (3.7)
kde S( ) je sv¥telné spektrum zdroje z&°eni &( ) je spektrum (kvantova
U£innost) kamerového Itru.

Dobu expozicete prodlu®ujeme a p°edpokladame, e zavislost sv¥telného
toku na £ase je linearni, tj. pro | sv¥telného z&°eni je v £ase nem¥nny. Tim
ziskdme kalibra£ni zavislosti.

Nam¥°ené hodnoty intenzit v obraze jsou sni®ené spektraln¥ zavislou
absorpci sv¥telného za°eni vzorkem. To vyjad°ime pro ka°dy pixel barevné
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kamery rozzi°enim integrélu (3.7):
Z max
le = te S() Fe() T(xy; ) d; (3.8)
kde | ¢ je celkovy spektralni z&°ivy tok po interakci sv¥tla se vzorkem ar (x;y; )
je neznamé spektrum vzorku v bod¥;y.

Z p°edchozi rovnice(3.8) ziskame pro kaldy pixel barevného obrazu a
expozici £ty°i rovnice s neznamouT (x;y; ) odpovidajici transmitan£nimu,
re ektan£nimu, nebo uorescenf£nimu spektru vzorku, u n¥ho° p°edpokladdame,
% je pro v2echny £ty°i barevné kandly stejné. Existuje pouze omezené mno°stvi
spekter vzorku, ktera najednou vyhovuji °e2eni t¥chto £ty° rovnic. Optimalizaci
ziskame iterativn¥ prvni odhad spektra.

Abychom na2li spektrum pro ka°dy pixel, musime vnést do vypo£tu
dal?i p°edpoklad: p°idame informaci o okoli bodu. P°edpokladame, °e uvnit®
homogenniho objektu je spektrum stejné, na rozhrani objektu se skokov¥ m¥ni.
Detaily implementace jsou popsany rovnicemi (1) (5) v P°iloze A.5.2.

Vystupem algoritmu je transmitan£ni, re ektan£ni, nebo uorescen£ni
spektrum o 32 (kvazi)spektralnich £arach. Spravnost vystupu algoritmu pro
vypo£et (kvazi)spekter byla ov¥°ovana m¥°enim transmitan£nich spekter barviv
standardu IAM-9-C (obr. 3.16), ktera jsou deklarovana Narodnim institutem
pro standardy a technologie USA (NIST). Spravnost vystupu zavisela na kvalit¥
barviva (obr. 3.17 3.18). Mikroskopicky homogenn¥j2i barvy (nap°. C1, C2,
C3) vykazovaly rozumné vysledky, kdy tvar spektra odpovidal standardu,
intenzita v2ak nikoliv. V soufasné dob¥ pracujeme na vyb¥ru, p°ipadn¥ vyvoiji
vhodné barevné reference a vylep2ujeme algoritmus, aby jeho vystupy byly
relevantn¥ji.

Znalost kvazispekter Ize vyuCit k/ke

1. interpolaci obrazu v 32rozm¥rném prostoru, p°ifem® interpolované hod-
noty jsou v technickém smyslu spravn¥j2i ne® p-vodni hodnoty po£itané
pro £tve’ici pixel- kamerového senzoru, proto®e interpolace ve vysokoroz-
m¥rném spektralnim prostoru kompenzuje geometrickd omezeni zp-sobenéa
konstrukci snimafe kamery.

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

3. vizualizaci, ktera je obracenym postupem analyzy, kdy se p°i znalosti
spektra zp¥tn¥ °e2i rovnice(3.8). Vizualizaci je tak mo®né provad¥t pro
r-zné sv¥telné zdroje i pro jednotlivé vinové délky.

4. vizualizaci podle jednotlivych spektralnich klastr-, a tedy fyzikaln¥ che-
mickych vlastnosti v daném mist¥ objektu.

Vypo£et (kvazi)spekter je implementovan v softwaru QSP [33].

Kvazispektralni rekonstrukce primarnich obrazovych dat je v soufasné
dob¥ rozzi°ovana do 3D prostoru tak, aby se mohla aplikovat na sadu mikrosko-
pického z-skenu. Tato metoda by m¥la zajistit rozpoznani kvazi(bio)chemického
slo®eni mikroskopicky pozorovanych objekt- neinvazivn¥ a pravd¥podobn¥ |épe,
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

Obrazek 3.16: Kalibra£ni sklifko IAM-9-C NIST pro sledovani sv¥telné transmi-
tance barev. Velikost jednotlivych barevnych poli 150um. Vizualizace ve slune£nim
z&°eni. dole) Mikroskopicky homogenni barvivo C1 a mikroskopicky heterogenni
barvivo C4.

ne® m-%e poskytnout nap°iklad uorescen£ni znafeni. Rizikovou £3asti této

metody je nedostupnost srovnavaci metody p°edev2im pro rozpoznani vnitro-
bun¥£nych objekt- v p°ipad¥ °ivych bun¥k, proto®e nap®iklad uorescen£ni

(imuno)markery vyrazn¥ m¥ni spektralni, tvarové a pohybové charakteristiky

organel.

B 3.3.4 Prolometrie

Zobrazeni objekt- metrologickymi telecentrickymi objektivy (P°ilohy A.7.1
A.7.2) postrada perspektivu. V trojrozm¥rném zobrazeni zkresleném rozptylo-
vou funkci nelze tudi® ohnisko najit jako pozici nejmen2iho zobrazeni objektu.
Nap°iklad zobrazeni bodového objektu zkreslené rozptylovou funkci nemé hy-
perboloidni charakter, ale spi2e valcovity. Ohniskovou rovinu bodového objektu
je mo°né najit pouze nalezenim intenzitniho maxima/minima v trojrozm¥rném
zobrazeni objektu.
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3.3. Analyza signalu z kameroveého senzoru

Obrazek 3.17: Wpo£tena (modrd) a referenfni NIST (Eervend transmitan£ni
spektra ve viditelné oblasti pro barevné °ady NIST A, B a C.
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

Obrazek 3.18: VWpo£tena (modra) a referen£ni NIST (Eervend transmitan£ni
spektra ve viditelné oblasti pro barevnou °adu NIST D.

Algoritmus pro lometrické vizualizace objektu v re®imu sv¥telného od-
razu je prav¥ zaloen na nalezeni intenzitniho extrému pro ka®°dy pixel zobrazeni
objektu v z-skenu elektromagnetického pole. Ve vysledném pro lometrickém
snimku je toto intenzitni maximum pro ka°dy pixel zaznamenano intenzitou
odpovidajici pozici hladiny (snimku) v z-skenu. Tim se ziska vy2kovy pro |
pozorovaného mikroskopického objektu.

B 3.35 Segmentace mikroskopického obrazu bun¥k a organel

B Segmentace savEich bun¥k

Vhodna metoda segmentace m-°e urychlit a zp°esnit vystupy fyzikaln¥-chemic-
kych m¥°eni uvnit® °%ivé bu-ky. Segmentace neznafenych savf£ich bun¥k z
transmisni i re exni mikroskopie je Ukol relativn¥ obti°ny vzhledem k malo
viditelnym hranicim bun¥k v jejich obraze.

Analyzy jedné savEi bu-ky byly provad¥ny na z-skenech i £asosb¥rnych
sériich z mikroskopu NanoScope 2011. P°i trojrozm¥rné analyze jedné bu-ky
byla bu-ka v prvni praci ze série (8-bitové po konverzi LIL 3.3.7) vy°iznuta
ve skriptu MATLAB © ru£nim ozna£enim hranic bu-ky (P°iloha A.6.1). Pozd¥ji
byla segmentace zobrazeni bun¥k objektivizovdna tvorbou kumulativni masky
z ode£tenych tmavych intenzit v zelenych kanalech po sob¥ jdoucich obrazk-
(P°ilohy A.3.2 a A.6.2).

Detailni bu-ky z £asosb¥rnych sérii byly segmentovany automaticky
vytvo®enim kumulativni masky z ode£tenych po sob¥ jdoucich rozost°enych
obrazk- (P°iloha A.6.4) nebo ruEn¥ ozna£enou elastickou maskou kopirujici
obrysy bu-ky v pr-b¥hu série (P°iloha A.6.5).

Pro série z mikroskopu z velkého £ipu FutureScope 2021, v nich° je
mao°né zachytit stovky tka-ovych bun¥k v jednom snimku, byly odvozeny dva
efektivni algoritmy na bazi biologicky zam¥°ené konvoluEni neuronové sit¥
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(CNN, z angl. Convolutional Neural Network) U-Net. Algoritmy byly navreeny
pro snimky b¥°né bun¥£né linie HeLa. Pro snimky v prochazejicim sv¥tle
byla vybrana hybridni si” Residual Attention U-Net (P°iloha A.7.1), zatimco
snimky v odra®eném sv¥tle byly zpracovany hybridni metodou ResNet34-U-Net
s kategorickou segmentaci schopnou rozlizit fyziologicky stav bu-ky (P°iloha
A.7.2).

Nicmén¥ jsme ov¥°ili, °e kalibrované datové sady ziskané na mikroskopu
FutureScope 2021 v prochazejicim i odra®eném sv¥tle jsou natolik kontrastni,
% detekce hranic jednotlivych objekt- je mo®né v dostate£né kvalit¥ dosahnout
i bezmodelov¥, a to za pouCiti jednoduchych intenzitn¥ prahovacich metod
(nap°®. [34]) nasledovanych standardnimi morfologickymi operacemi na binarnim
obrazu (nap°’. [35]).

B Segmentace organel savEich bun¥k

Prvni organely byly segmentovany ze z-skenu primarnich dat po°izeném v
prochazejicim sv¥tle na videozesileném mikroskopu NanoScope 2011 a na-
sledn¥ komprimovaném na 8bitovou sérii algoritmem LIL (P°iloha A.6.1). K
segmentaci byl pou®it vypofet (r-m (kap. 3.3.2) a nalezeni stabilnich, nepo-
hyblivych objekt- odpovidajicich hodnotam 51” ™ = 0. Konverze datové série

na 8 bit px ! algoritmem LIL (kap. 3.3.7) toti® sloufila intenzitni hladiny ve
snimcich natolik, °e nedo2lo k detekci jednotlivych elementarnich objekt- (3D
elektromagnetickych centroid-), ale byly separovany pouze jednotlivé zobrazeni
organel zkreslené rozptylovou funkci optické soustavy mikroskopu.

Samotné organely v pr-b¥hu jejich 3D mikroskopického zobrazeni byly na-
sledn¥ detekovany a segmentovany bezmodelovym p°istupem [3B)]. V p°ipad¥
difrakce se jednalo o nalezeni nejtmav?i intenzitni obrazové izokontury zeleného
kanalu (obr. 3.19 3.20). U analyzy auto uorescence jsme hledali nejsv¥tlej2i
izokonturu modrého £i zeleného kanalu, které jsou spoleEné pro v2echny snimky
v z-skenu. Vysledné zobrazeni koreluje s p°edpokladanou velikosti a tvarem
savEi organely (elipsoidni tvar, vy?ka 2.8 5.6 um [40]) a m¥°enim AFM. Pou-
°itim telecentrického objektivu je dale mo®né sni®it mnao°stvi interferen£nich
prstenc- kolem pozorovaného objektu.

P°i uchovani p-vodniho primarniho signalu o bitové hloubce 12 bit px *
je ji° mo°né vypo£tem (m p°imo detekovat intenzity v obraze, které
odpovidaji pozorované organele (P°iloha A.6.1).

Detekce a naslednd segmentace organel za Ufelem m¥°eni jejich tra-
jektorii z £asosb¥rného snimani v prochazejicim sv¥tle na NanoScope 2011
(P°iloha A.6.1) byla po LIL konverzi provedena vypo£tem a nalezenim hodnot

obrazovych intenzit odpovidajicich 5{) =0.

B 3.3.6 M¥°eni vnitrobun¥£né dynamiky

Kvantitativni analyza jedné bu-ky je vychozim krokem k pochopeni komplex-
nich stochastickych proces- bun¥£né signalizace a stavu a dal?iho osudu celé
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3. Konstrukce sv¥telného mikroskopu

Obrazek 3.19: Detekce izokontour v zobrazeni organely MG63 na obr. 3.2thorni
°adek Pro modelovani tvaru organely je relevantni zelena izokontura intenzity
50.

Obrazek 3.20: Detekce organel bu-ky MG63 v jejich zobrazeni mikroskopem
Nanoscope 2011 po LIL kompresi (kap. 3.3.7). 3D Analyza objekt- v P°iloze
A.6.1 obr. 2.
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bun¥£né populace, kterd je ve své podstat¥ morfologicky i fyziologicky hetero-
genni. Klifovou otazkou je, jak bu-ky p°esn¥ p°ena2eji informaci, pokud £eli
pcirozenému £i vnesenému 2umu a zm¥nam v molekularnich procesech [41].
M¥°enim vnitrobun¥£né dynamiky Ize potencialn¥ studovat nap°iklad U£inky
toxickych latek na bu-ky a ziskané poznatky pouCit k vyb¥ru vhodné bun¥£né
populace jako biosenzoru cytotoxickych latek [42,43].

Pofadavkem pro rychly a spolehlivy vypo£et a p°esnost vysledk- m¥°eni
vhitrobun¥£né dynamiky je, stejn¥ jako v p°ipad¥ 3D zobrazeni, vhodna £aso-
prostorova diskretizace (de novana velikosti rastru obrazu a po£tem snimk- za
£asovou jednotku) a kvalita zobrazeni zpracovavanych snimk- (dana bitovou
hloubkou primarnich dat a jejich kontrastem). Pro po£et pixel- v obrazu je
nutné nalézt kompromis:

1. P°i nizkém po£tu pixel- v obrazu dochazi zejména ke ztrat¥ detail-
pozorovanych objekt-, zatimco p°i vy22im po£tu pixel- nastava posun
v obraze p°es vice pixel-, co® je nutné zohlednit p°i vypo£tu.

2. P°i nizké frekvenci snimani m-°e nastat problém s lokalizaci posunu
pozorovaného objektu. Naopak p°iliz vysoka frekvence snimani m-%e vést
k zahlceni Ulo°né £i vypo£etni kapacity za®izeni.

3. Pro bitovou hloubku obrazu plati obdobné tvrzeni. Nizka bitova hloubka
m-%e vést ke ztrat¥ detail- v obrazech, naopak p°i vysoké bitové hloubce
nastava problém s ukladanim a zpracovanim dat.

Pro vyhodnoceni vnitrobun¥£né dynamiky bu-ky z primarnich snimk-:
sv¥telné mikroskopie v jasném poli (v t¥chto p°ipadech byl pou®it mikroskop
NanoScope 2011) jsme navrhli dva fyzikaln¥ podlo®ené zp-soby: p°imé m¥°eni
trajektorii organel (P°iloha A.6.4) a m¥°eni celkového toku vnitrobun¥£né
hmoty (P°iloha A.6.5).

Zlep2eni vystup- m¥°eni je op¥t mo°né p°edchozi radiometrickou (P°iloha
A.6.5, kap. 3.3.1) a, v p°ipad¥ mikroskopie na velkém £ipu, také geometrickou
kalibraci optické drahy mikroskopu.

B M¥eeni trajektorii

Algoritmus uvedeny v P°iloze A.6.4 je zalo®eny na trasovani t¥°i2t¥ zobrazeni
velkych siln¥ sv¥tlolomnych organel. Organely byly v sérii snimk- bu-ky
detekovany jako hodnoty 51') = 0 v zeleném obrazovém kanalu. Takto byla
datova série p°evedena na binarni obraz. Trasovani organel bylo usnadn¥no
zpracovanim vysokofrekven£nich dat, kdy binarni zobrazeni ka°dé jednotlivé
organely v nasledujicim snimku p°ekryvalo jeji zobrazeni v p°edchozim snimku
série. Trajektorie pohybu ka°dé organely byla p°epo£itana na rychlost pohybu
a jeji horizontalni a vertikalni slo®ku. Tyto hodnoty vektor- byly vyjad°eny jak
v daném £asovém okamCiku, tak jako hodnoty kumulativni, a to pro jednotlivé
organely i celou bu-ku.

Tento algoritmus je v souf£asnosti omezen na tvorbu trajektorie ka°dé
jednotlivé organely do té doby, dokud se jeji zobrazeni p°ekryvaji v po sob¥
jdoucich snimcich.
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B Stanoveni lokélni kvaziviskozity a kvazidifuse

Algoritmus popsany v P°iloze A.6.5 je ve srovnani s algoritmem uvedenym
v kap. 3.3.6 obecn¥j2i a komplexn¥ji popisuje vnitrobun¥£nou dynamiku. Umao®°-
-uje odhadnout mikroreologické a mikro uidni parametry vnitrobun¥£ného
toku hmoty. Vypo£et tok- hmoty je zjednodu2en p°epo£tem primarniho signalu
Bayerovy masky kamery sv¥telného mikroskopu na jednokanalovy, 2edotonovy
snimek.

Prvnim krokem je detekce £4astic a jejich trasovani v sekvenci snimk-.
Jako nejvhodn¥j2i metoda se pro tento Ufel prokazala metoda SURF (z angl.
Speeded-Up Robust Features). Pomoci simulace ndhodné prochazky a vypo£tu
relativni chyby rychlosti jsou trajektorie £astic odd¥leny na ty vykazujici p°imy
pohyb od t¥ch majici pohyb Brown-v ndhodny. Z p°imého pohybu £astic
je rekonstruovano rychlostni pole toku hmoty a vypo£itana mapa vnitrobu-
n¥£né (kvazi)viskozity. Z nahodného pohybu je vyjad°ena mapa vnitrobun¥£né
(kvazi)difuze.

Soufasnym problémem uvedeného algoritmu je, °e poskytuje pouze
koncovy stav, nikoliv v2ak cely dynamicky £asovy vyvoj (kvazi)viskozity a
(kvazi)difuse v ramci obrazové sekvence.

B 3.3.7 Vizualizace metodou nejmen?i informagni ztraty

Datasety v¥t2iny digitalnich kamer jsou po2kozeny kompresi z 12/16/24 na
8 bit px 1, kdy ka°dy snimek série je komprimovan jednotliv¥ a nezavisle na
celé sérii. D-vodem je, °e konverzni programy jsou navroeny tak, aby vytva°ely
co nejlépe vypadajici snimky scenérii. To se dosahuje systematickym ignorova-
nim detail- a vybranych intenzitnich hladin v obraze. Takové datasety jsou
potom pro v¥deckou a technickou inspekci nepou®itelné. Spravnym p°istupem
k bitové kompresi je systematicky analyzovat celou p-vodni datovou sadu
pofitatov¥ a algoritmizovat v¥t2inu analytickych krok-, zejména pokud se
zabyvame datovymi sadami o velikosti alespo—~ 100 GB. Vizualni kontrola je
v2ak v tomto p°ipad¥ stale nejstandardn¥j2Zim a nejnevyhnuteln¥j2im p°istupem.
Z tohoto d-vodu jsme navrhli

1. 8bitovy format LIL (Least Information Loss) (P°ilohy A.4.1 a A.5.1), ktery
zachovava maximum informace diky pln¥ p°e2kalovanému primarnimu
signalu obrazovych intenzit v celé sérii snimk- za podminky vynechani
t¥ch intenzitnich hladin, které nejsou obsazeny v celé datové sad¥ a

2. software Image Explorer (P°iloha A.4.2) pro vizualni inspekci a intenzitni
prahovani >8-bitové datové sady.

B Konvertor LIL
Konvertor LIL (Least Information Loss) (P°ilohy A.4.1 a A.5.1) slou®i k vizua-

lizaci a porovnavani >8bitovych (zejména 12bitovych) primarnich digitalnich
signal- ziskanych interakci foton- s maskou Bayerovy kamery.
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Softwarovy algoritmus uklada maximum informace v jednotlivych snim-
cich £asosb¥rné °ady. Algoritmus sesbhira v2echny hodnoty intenzit nalezené
ve vicebitovych sériich snimk:, odstrani prazdné hladiny intenzit a p°epo£ita
tento spojity intenzitni histogram na bitovou hloubku 8 bit px 1. Nova 8bitova
série snimk- tedy obsahuje nejmén¥ slouf£enych intenzitnich hladin z p-vodni
vicebitové série a v celé sérii zachovava kontinuitu intenzit.

Software umo°®-uje

1. pracovat s 2edoténovymi i RGB sériemi obrazk-,

2. vybrat typ normalizace histogramu intenzity (normalizace pro ka°dy ba-
revny kanal zvla?” vs. normalizace spolefna pro v2echny barevné kanaly),

3. odstranit z obrazk- °adky a sloupce kalibraEnich pixel- £erné barvy
(problém kamery Nanoscope 2011) a

4. odstranit vadné (pod- a p°eexponované) pixely.

Novy RGB obraz je pak vytvo°en neinterpola£nim algoritmem, kde jsou £ervené
a modré pixely jednotlivych £tve’ic pixel- Bayerovy masky p°eneseny p°imo
do relevantniho barevného obrazového kanalu a dva zelené pixely Bayerovy
masky jsou zpr-m¥rovany. Vysledny rgb obraz ma tedy £tvrtinovy po£et pixel-

ve srovnani s p-vodnim primarnim signalem raw.

B Image Explorer

Image Explorer IMEX (P°iloha A.4.2) slou®il k nezkreslené a nejinformativn¥j2i
8bitové vizualizaci a intenzitnimu prahovani vicerozm¥rnych a vicebitovych
matic a podmatic r-znych datovych format-. Byl urEen zejména k detailni
analyze mikroskopickych primérnich RGB signal-, ale umo®-oval pracovat i s
jinymi typy snimk-.

Algoritmus Image Explorer byl pozd¥ji spojen se softwarem SuperScope
do nalniho softwaru CAMEX (kap. 3.2.3).
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Kapitola 4

Vyvijené aplikace metod sv¥telné
mikroskopie

V této kapitole jsou p°edstaveny vybrané potencialni aplikace jednoduché
sv¥telné mikroskopie a relevantniho softwaru v humanni a veterinarni medicin¥.
Zam¥°ujeme se p°edeviim na vyu®iti mikroskopie s velkym zornym polem. P°i
vyb¥ru vhodného objektivového zv¥t2eni je obecn¥ vedy nutné brat v Gvahu
U£el pou©iti, zejména typ snimaného vzorku. P°ipadné medicinské interpretace
snimk- byly konzultovany s Iéka°i £i jinymi odborniky v dané oblasti.

Experimenty popsané v kapitolach 4.1 4.3 jsou po°izeny v odra®eném
sv¥tle na mikroskopu FutureScope 2021 se zv¥t2enim 9,7s naslednym zpraco-
vanim kalibrovaného mikroskopického obrazu (kvazi)spektralni analyzou (kap.
3.3.3), p°ipadn¥ pro lometricky (kap. 3.3.4). P°i kvazispektralni analyze je
pofet spektralnich klastr- ve v¥t2in¥ p°ipad- 8192. PouCita byla shlukova ana-
lyza k-means s euklidovskou vzdalenosti. Optimalni stabilni po£et spektralnich
shluk- nelze najit, proto®e je to vypofetn¥ naro£né. V soufasné dob¥ pracujeme
na vyb¥ru vhodné shlukové analyzy pro zvyrazn¥ni struktur mikroskopického
obrazu.

V2echny snimky v této kapitole jsou vizualizovany konverzi LIL
(kap. 3.3.7). Velikost pixelu snimk- se spektralnimi klastry po konverzi LIL je
74 nm, velikost pixelu v barevnych snimcich simulujicich osv¥tleni LED je 25
nm. Vizualizaci obrazovych dat konverzi LIL bylo ve v¥t2in¥ p°ipad- dosa’eno
vyva®eni bilé. V n¥kterych p°ipadech (nap°®. obr. 4.7) v2ak v obraze dominuje
zelena barva a barvy transformovaného primarniho signalu neodpovidaji realit¥.

B 21 Histologické °ezy

Sv¥telna mikroskopie s velkym zornym polem a (kvazi)spektralni analyzou
m-%e nahradit skenery histologickych mikroskopickych preparéat-. Takovyto
zp-sob digitalizace histologickych preparat- je na rozdil od skener- rychlej,
spolehliv¥jzi a reprodukovateln¥j?i. Vyhodou zpracovani mikroskopického ob-
razu (kvazi)spektralni analyzou je zejména mao°nost takzvaného digitalniho
barveni primarn¥ nebarvenych histologickych preparat- (P°iloha A.5.2). To
v2ak vyladuje zapojeni lidského experta i um¥lé inteligence p°i anotaci obra-
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zovych dat. Nevyhodou je, °e barvy v mikroskopii v odra®eném sv¥tle jsou

ve srovnani s prochazejicim sv¥tlem jiné, mohou byt invertované, na co® nejsou
histologové standardn¥ zvykli. Obrazové vystupy barvenych histologickych

preparat- z mikroskopu FutureScope 2021 slou®i jako podklad pro komparaci

p°i vyvoji histologickych metod analyzy nativnich tkani.

Kvalita datovych vystup- barvenych histologickych °ez- poskytnuté
sv¥telnou mikroskopii s navazanou vizualizaci kvazispektralni analyzou byly
porovnany se snimky z histologického skeneru (obr. 4.1). Na snimcich jsou vid¥t
rozdily v barvach histologického barveni. Na £erném pozadi jsou preparaty v
odra®eném sv¥tle kontrastn¥j?i. Detail na obr. 4.1 ukazuje vady skenovaného
obrazu, vzniklé skladanim jednotlivych dilEich sken..

Obréazek 4.1: Detail histologie rybich gonad (losos obecnySalmo salar) ziskané
skenerem Roche DP600\evo) a mikroskopem FutureScope 2021 \pravo). 'ipka
znazor-uje vady skenovaného obrazu. Barveni hematoxylin-eosin.

Peiklad vyuCiti mikroskopu FutureScope 2021 s naslednou vizualizaci
obrazovych dat p°istupem (kvazi)spektralni analyzy pro r-zn¥ barvené histolo-
gické °ezy lidskych tkani je uveden na obr. 4.2 4.6.

Na obr. 4.3 je uprost°ed znazorn¥na céva mozku obklopena metastazou
melanomu barvena hematoxylinem-eosinem. Bu—-ky metastazy jsou shluklé a
nepravidelné. Na detailu vnit°ni bu-ky (obr. 4.4a) Ize vid¥t bun¥£néa rakovinna
jadra. Jejich rozdilné zbarveni (Eervené vs. zelené) je pravd¥podobn¥ zp-sobeno
nekvalitnim zpracovanim (krdjenim nebo barvenim) preparatu. Detailni obr.
4.4b znazor-uje erythrocyt v cév¥ mozku.

Na obr. 4.5 a 4.6 jsou snimky nekropsie plice s plicnimi alveoly po
tukové embolii. Tkan¥ jsou septa mezi alveolami. Kapénky tuku v septech jsou
obarveny olejovou £erveni. fervené body mimo septa jsou sra®eniny barviva.
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Obrazek 4.2: Metastaza melanomu v mozku barvena hematoxylinem-eosinem.
Vizualizace a) obr. 4.3, b) obr. 4.4a a c) obr. 4.4b klastr- spektraln¥ podobnych
objekt-. Velikost zorného pole je a) 270 270um?, b) 23 17um? ac) 12 12pum?2.
(Spoluprace s Ustavem patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a FN Moto).
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Obrazek 4.3: Metastdza melanomu v mozku barvena hematoxylinem-eosinem.
ferven¥ a °lut¥ jsou vyzna£eny detaily na obr. 4.4. Vizualizace v LED osv¥tleni.
Velikost zorného pole je270 270 um?.
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4. Vyvijené aplikace metod sv¥telné mikroskopie

Obrazek 4.4: Detaily obr. 4.3: bu-ka a) uvnit® a b) vn¥ tkan¥ barvena
hematoxylinem-eosinem. Vizualizace v LED osv¥tleni. Velikost zorného pole ja)
23 17um?ab) 12 12 pum?2.
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Obréazek 4.5: Plicni tukovd embolie barvena olejovou £erveni. ferven¥ je vyznafen detail na obr. 4.6. Vizualizace v LED osv¥tleni. Velikost
zorného pole je3;08 1;92 mm?. (Spoluprace s Ustavem patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a FN Motol.
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Obrazek 4.6: Plicni tukova embolie barvena olejovou £erveni (detail obr. 4.5)a)
Vizualizace v LED osv¥tleni.b) Vizualizace klastr- spektraln¥ podobnych objekt-.
Velikost zorného pole je250 250 um?.
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B 42 &ivé neznagené leukocyty a mesenchymalni
kmenové bu-ky

Sv¥telna mikroskopie s velkym zornym polem ve spojeni s (kvazi)spektralni
analyzou obrazu skryva také potencial vyuiti jako levn¥j?i alternativa k pr-to-
kové cytometrii. Hlavni vyhodou této metody je mo°nost analyzy nebarveného
biologického materialu, a tim urychleni p°isluzné analyzy a snieni pravd¥-
podobnosti vneseni chyby m¥°eni vlivem 2patné p°ipravy (barvenim) vzorku.
Peikladem je analyza lidskych leukocyt-. Obraz po°izeny mikroskopem Fu-
tureScope 2021 (obr. 4.7) a interpolovany metodou kvazispektralni analyzy
je natolik detailni, °e je mo°né v n¥m rozliit jednotlivé typy leukocyt- bez
nutnosti barveni (obr. 4.8). Anotaci typ- leukocyt: Ize zp°esnit pouCitim
uorescen£n¥ znafenych protilatek.

Soufasné metody pr-tokové cytometrie m¥°i a vyhodnocuiji a® 18 bun¥k.
Snimek po°izeny mikroskopem FutureScope 2021 (obr. 4.7) obsahuje p°ibli°n¥
2000 leukocyt-. Zv¥t2eni statistického souboru leukocyt: je mo®né snimanim
celého sedimentu bun¥k podél og-y.

Podobn¥ Ize studovat i interakci a imunitni odezvu izolovanych T-
lymfocyt-. P°ikladem je studium interakce T-lymfocyt- s mesenchymalnimi
kmenovymi bu-kami z lidské placenty. Mesenchymalni kmenové bu-ky maiji
imunomodula£ni vlastnosti a ovliv—uji funkce v¥t2iny imunitnich efektorovych
bun¥k prost®ednictvim p°imého kontaktu s imunitnimi bu-kami a lokalnimi
faktory mikroprost°edi, nap°®. [44].

Studovali jsme interakci a nitn¥ izolovanych T-lymfocyt- aktivovanych
S-proteinem viru SARS-CoV-2 s mesenchymalnimi kmenovymi bu-kami z pla-
cent darky-, které prod¥laly onemocn¥ni covid-19. Ve srovnani s kontrolou
neaktivovanych T-lymfocyt- jsme pozorovali jejich masivni vazbu. Snimek z mi-
kroskopu FutureScope 2021 obsahuje p°ibli°n¥ 500 mesenchymalnich kmenovych
placentarnich bun¥k v r-zném stadiu bun¥£ného cyklu (obr. 4.9). P°idanim T-
lymfocyt- k mesenchymalnim bu-kam dojde k navazani T-lymfocyt- na povrch
mesenchymalnich bun¥k a jejich aktivaci. Navazanim a aktivaci T-lymfocyt- se
zvy?ila jejich sv¥telna re ektance nebo uorescen£ni emise. Laicky Ize °ici, °e
se bu-ky rozsvitily (obr. 4.9). V simulovaném LED sv¥tle sviti aktivované
T-lymfocyty °lut¥, zatimco neaktivované jsou bilé.
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Obrazek 4.7: Lidské leukocyty. ferven¥ je vyznafen detail na obr. 4.8. Vizualizace v LED osv¥tleni. Velikost zorného pole jg 08 1;92
mm?.
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4.2. Sivé neznafené leukocyty a mesenchymalni kmenové bu-ky

Obrazek 4.8: Lidské leukocyty (detail obr. 4.7). a) Vizualizace v LED osv¥tleni
s mo°nou anotaci. b) Odstiny 2edi odpovidaji spektralnim klastr-m r-zného
(bio)chemického sloeni. Velikost zorného pole j@50 250 um?.
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Obrazek 4.9: Mesenchymalni kmenové bu-ky z lidské placentya) Vizualizace
v LED osv¥tleni. b) Odstiny 2edi odpovidaji spektralnim klastr-m r-zného
(bio)chemického slo®eni. Velikost zorného pole je&250 250 um?. (Spoluprace
s Ustavem zdravotnickych v¥d a biomegiginy Dunajské univerzity v Kremsu.



4.3. Skelety pro regenerativni medicinu

Obrazek 4.10: Interakce lidskych T-lymfocyt- s mesenchymalnimi kmenovymi
bu-kami z lidské placenty. a) Vizualizace v LED osv¥tleni. Velikost zorného
pole je 250 250 um?. b) Odstiny 2edi odpovidaji spektralnim klastr-m r-zného
(bio)chemického slo®eni.c) Pr-m¥rna re ektan£ni spektra klastr- spekter: oran®ovy
graf je spektrum vybrané oblasti uvnit® neaktivovaného T-lymfocytu (klastr 600),
modry graf je spektrum vybrané oblasti uvnit® aktivovaného T-lymfocytu (klastr
1024).

B 43 Skelety pro regenerativni medicinu

Nedostatek tkani a organ- pro transplantace je mo°né °e?it osidlenim a” ji°
p°irozeného, nebo um¥lého skeletu bu-kami. V souvislosti s tim je nutné
hodnotit i biokompatibilitu takovychto material-.

P°irozeny decelularizovany skelet je prost®’edim se zachovanou tka—ov¥
speci ckou mikroarchitekturou protein- extracelularni matrix umao®-ujici zno-
vuosidleni, migraci, r-st a diferenciaci novych bun¥k, nap®. [45]. V mnoha
aplikacich regenerativni mediciny se vy2?i desitky let pou®iva lidska amni-
ova membrana [46]. Na obr. 4.11 4.13 je pouC®ita pro lometrie (kap. 3.3.4)
ke zvyrazn¥ni struktury skeletu decelularizované placentarni membrany.

55



4. Vyvijené aplikace metod sv¥telné mikroskopie

fastym materialem pro p°ipravu um¥lych nanoskelet: je polykaprolakton
a jeho kopolymery vzhledem k jeho biokompatibilit¥ a biodegradaci, nap®. [47].
K ov¥°eni biokompatibility nanoskeletu z polykaprolaktonu byly na mikro-
skopu FutureScope 2021 sledovany lidské bu-ky MG-63 vykazujici morfologii
broblast- (obr. 4.14 4.15).
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Obrazek 4.11: Decelularizovana placentarni membrana. ferven¥ je vyznaf£en detail na obr. 4.43 Velikost zorného pole je3;08 1;92
mm?. (Spoluprace s Narodnim centrem tkani a bun¥k a.s. a PrimeCell Bioscience, a.s., Ostraya.
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