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Abstract: This paper deals with an image processing methods for detection of macromolecular
complexes from a quantitative STEM microscope image. It describes principles of image forma-
tion, detection and classification of the objects in the image. The paper includes the practical part,
where information about an algorithm is mentioned. It summarizes my current stage of my Ba-
chelor’s thesis and describes final steps for it’s completion.
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1. UVOD

Tato praca popisuje STEM (scanning transmission elektron microscope) mikroskop, jeho zakladné
charakteristiky a sposob, akym pomocou tohto systému vznika kvantitativny obraz. Nasledne po-
jednava o zakladnych metodach spracovania obrazu, s cielom detekovat’ objekty v obraze a urcit’
ich zakladné parametre. Jednym z hlavnych parametrov je hmotnost’ objektov, ich tvar a rozmery.
Algoritmus spracovania obrazu je navrhnuty v prostredi MATLAB. Okrem zjednodu$enej teoretic-
kej Casti, praca popisuje zakladné prvky vytvoreného algoritmu a dosiahnuté vysledky.

2. ZOBRAZENIE, DETEKCIA A POPIS OBJEKTOV

Pre zobrazenie danych preparatov bol pouzity STEM mikroskop. Tato kapitola okrem popisu
STEM systému hovori aj o vzniku obrazu a jeho spracovani, pomocou matematickej morfologie,
lokalnej filtracie a pod.

21. STEM

Nazov mikroskopického systému priamo poukazuje na spdsob snimania preparatu a vzniku obra-
zovej informacie. Zakladnym principom je skenovanie preparatu bod po bode, izkym zvdzkom
elektronov, ktoré prechadzaju vzorkou a s zachytené detekénou sustavou mikroskopu. Elektrony
vznikaju v elektronovom zdroji pomocou javu termoemisie alebo autoemisie. V obidvoch pripa-
doch je potrebné aby elektrony prekrocili potencidlovi bariéru a boli uvolnené z kovovej katody, ¢i
uz pomocou silného elektrického pol'a (autoemisia) alebo pridanim energie elektronom vo forme
tepla (termoemisia). Kombinaciou tychto dvoch metéd bola vyrobena katoda typu Schottky.
Vzniknuté elektrony st vychylované a urychlované cievkami vytvarajucimi magnetické pole, kto-
ré zvdzok elektronov fokusujii do ¢o najmensieho bodu priamo na preparat. Konecna Cast’ optickej
sustavy sluzi na vychylovanie fokusované¢ho zvizku elektronov po preparate. Elektrony putuju na
preparat, pricom reaguju s jeho stavebnymi casticami. Medzi elektrénmi a hmotou preparatu do-
chadza ku pruznym a nepruznym rozptylom. V praci su spracovavané obrazy pochadzajice z prs-
tencového dark-field (ADF) detektoru zachytavajuceho predovsetkym elasticky rozptylené elektro-
ny. Hodnota pixlu vo vzniknutom obraze udava pocet elasticky rozptylenych elektronov,
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Vv oziarenej ploche. Svetlé Casti obrazu s vy$Sou hodnotou pixlu, odpovedaju elasticky rozptylenym
Casticiam (rozptyl je priamo timerny atomovej hmotnosti Castice). Obrazy st ¢asto vel'mi kompli-
kované a mézu obsahovat’ rusivé prvky sposobené nekvalitnou pripravou preparatu, popripade ob-
sahuju plochu s roztrhnutym filmom, na ktorom je preparat naneseny. Obrazy ¢asto obsahuji prote-
iny rézneho tvaru (kruhovité, hranaté, s otvorom a pod.) a vaésinou byvaji znehodnotené Sumom.

[1]

Obr. 1 — Priklad redlnych obrazkov zo STEM mikroskopu. VI'avo sledujeme obraz s roztrhnutym filmom a
intenzivnym rusenim. Vpravo je znazorneny iny typ obrazu s velkym poctom proteinov a ich nepravidelnych
zhlukov.

2.2. SPRACOVANIE OBRAZU — TEORETICKA CAST

V praci st zahrnuté moznosti spracovania obrazu pomocou matematickej morfoldgie v binarnom
obraze. Binarny obraz vznika procesom prahovania. Prah rozdel'uje obraz na pozadie a popredie.
Nasledne je mozné pracovat’ s ¢astami popredia a pozadia pomocou operacii ako st erdzia, dilata-
cia a ich kombinacii ako otvorenie a uzatvorenie. V podstate ide 0 mnozinové operacie (zjednote-
nie a prienik mnozin) medzi obrazom (matica obrazovych dat) a Struktarnym elementom reprezen-
tujicim mnozinu bodov s istym tvarom a pociatoénym bodom. Vyuzita je aj moznost’ tvorby spo-
jenych komponentov obrazu, ktoré reprezentuju objekty v obraze. Komponent vznikd spojenim
vetkych pixlov popredia, ktoré je mozné spojit’ bez prerusenia. Chyba! Nenalezen zdroj od-
kazi.,[4]

Okrem prace so vzniknutym bindrnym obrazom je treba spomenut’ aj filtraciu originalnych Sedoto-
novych obrazov, znehodnotenych aditivnym Sumom. Doélezité su hlavne dva typy filtrov a to me-
dianovy, ktory pre dany bod obrazu, pocita jeho novii hodnotu zo zoradenej postupnosti dat okolia.
Druhym typom je lokalny vyhladzovaci filter. Tento typ filtru priemeruje hodnoty masky s hodno-
tami okolia bodu a po¢ita tak novi hodnotu pociato¢ného bodu. [3]

Pre vhodny popis vlastnosti (priznakov) objektov, vyuzivame dva pristupy a to hlavne stanovenie
fotometrickych a radiometrickych priznakov, ktoré popisuju geometrické a optické vlastnosti ob-
jektov. Na zaklade priznakov mozeme ¢astice klasifikovat’ do tried. Klasifikacia prebieha pomocou
rozhodovacieho stromu a zhlukovej analyzy.

ALGORITMUS SPRACOVANIA OBRAZU

Zakladné spracovanie obrazu V prostredi MATLAB spociva v jemnom vyhladeni, Casto silne za-
Sumenych obrazov, pomocou medianovej filtracie alebo vyhladzujtcich lokalnych maskovych fil-
trov. Nasledne je stanovena hodnota prahu pomocou skiimania zavislosti hmotnosti na iterativne sa
zvysujucej hodnote prahu. Vyhovujica hodnota prahu sa pouZije pre vytvorenie binarneho obrazu.



Nasleduju jednoduché morfologické operacie v binarnom obraze (napr. otvorenie obrazu Struktar-
nym elementom) sltiziace na dodato¢né odstranenie pozostatkov obrazového Sumu alebo odstrane-
nie Castic dotykajucich sa hrany obrazu, nevhodnych pre nasledné merania. Ziskané Castice su
ohranicené. Nasleduje popis vlastnosti detekovanych objektov a na zaklade vlastnosti (priznakov)
prebieha triedenie a klasifikacia objektov. Castice nevhodné pre meranie hmotnosti st 0znatené ze-
lenou farbou (mézu to byt zhluky proteinov, vyznacujuce sa vel’kym obvodom vzhl'adom na po-
kryta plochu, nehomogenitou rozloZenia jasovych trovni vo vnutri ¢astic a pod.). V algoritme fun-
guje moznost’ interaktivneho merania vzdialenosti v obraze pomocou vstupu uZivatel'a. Dalej, je
zobrazeny vystup s moznostou interaktivneho alebo priameho zobrazenia hmotnosti jednotlivych
proteinov v obraze. Zaroven je vytvorena funkcia pontkajuca moznost segmentacie dotykajucich
sa objektov, ktora je vSak iba okrajovou moznostou pre uzivatel'a, vzhI'adom na skreslenie hodnét
hmotnosti a vzdialenosti objektov. Zakladné prvky algoritmu (prahovanie a stanovenie hranic ob-
jektov) boli vzhl'adom na silny Sum overené aj na modelovanych obrazoch kde bola sledovana
presnost’ detekcie hranic objektov.

Weight: 20,0052
201
Y: 309
Index: 34
W Area 192

Obr. 2 VTlavo priklad zobrazenia hmotnosti jednotlivej ¢astice (hmotnost’ = weight v okne). VVpravo - zobrazenie
vzdialenosti dvoch bodov (1 a 2) v obraze (zvolené uzivatel'om). Na obidvoch obrazkoch sledujeme automaticky
ohrani¢ené proteiny (Cervenou farbou - samostatne situované, zelenou farbou — zhluky proteinov).

4. ZAVER

Dokument priblizuje teoretickl a praktickil ¢ast’ mojej bakalarskej prace. Vzhl'adom na povoleny
rozsah dokumentu je vel'a informacii vynechanych. Treba podotknut’, Ze praca este nie je dokonce-
na. Bude doplnena o niektoré dolezité pojmy v ramci teorie. Prakticka Cast’ sa nachadza v §tadiu,
kedy st vytvorené podporné M-files (subory prostredia MATLAB) a pracuje sa na vytvoreni uziva-
tel'ského prostredia, ktoré zjednoti vytvorené funkcie a povoli uZivatel'ovi vstupovat’ do programu
a manualne volit’ niektoré parametre (napriklad hodnoty prahu pre vytvorenie binarneho obrazu,
popripade rozsirenie alebo zmensenie plochy Castic, zobrazenie histogramu a pod).
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