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HN3BOJ 13 3AIIMCHUKA
HacrasHo-Hayusor seha ®akyireta TexHMukuX Hayka y Hosom Caay, nHa 31. peaoBHO]
CelHMUM OApKaHoj AaHa 26.11.2014. roause, aoHeNO je cnegehy omnyKy:
~-HEROMPEOHO U30CMABHEHO-

Tauka 12.1. Bepupuxayuja Hogux mexxHu4kux peuerna
U UmeHoeame peyeHIeHama

Tauxa 12.1.7: Y yumy eepupuxayuje H0602 MexHUUKOZ peiersa yeeajajy ce peuensenmu:
1. Jlp Hukona 3orosuh, Hay4HH capaHuk, HHctuTyT Muxajno ITynun, Beorpan
2. Jou. ap Omnueepa Illeemwo, Llentap 3a umuyunr Muctutyra 3a onkonorujy, Cpemcka
Kamenuua
Hasue rexnuukor peuiema:
YBP3ABE AKBU3HITUJE ®JIOYPECHHEHTHX JIBO®OTOHCKHX
MHKPOCKOIICKHX C/IHKA

Ayropu TexHuukor peuewa: Tamapa THepanuh, [lejan Tlaurtenuh, Bpanucnas Jenenkoul,
Anexcanpap Kpmnor, Muxauno Pabacosuh u J{parana Bajuh.

~-HenompeoHo U30CMAaBLeHo-

3anMcHUK BOAMIIA: Taunoct nonaraka oepasa:
Cexperap

Jacvuna [lamuh, Ui nparuK WBan Hewkosuh, funi. npassuK
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PENEH3UJA TEXHAYKOI PEHIEBA

1. Tlogauu 0 TEXHUYIKOM peulieiby

e Hazup Texmmukor pemema: Y0psame axkBH3HIHjE diryopecueHTHIX
ABO(OTOHCKHX MHKPOCKONCKHX C/IMKa

O3naka TexanuKor pememna: TP32040_14 01

Karteropuja Texandxor pemena: Hosa meTona (anropuram) - M85

Hasus npojexta: Pa3soj My THBApHja0HIHNX METO/1A 32 AHATUTHHKY HOPHIKY
fuoMeMIMHCKO] AMjarHACTHIH, y Capaimu ca npojexTiMa, [cuepucame u
KapaxTepu3aiija HaHO(OTOHCKMX (YHKUMOHATHUX CTPYKTYPA Y OUOMEIMLIMHA 1
pHpopMaTu u Xomorpad)cke MCTOAC TIEHEpUCARRA crieua(DMIHIX  TAmaCHHX
(porroBa 3a eukacHy KOHTPOIY KBAHTHUX KOXCPCHTHHX eexara y HHTCPAKLH]H
aroma 1 nacepa - 11145016 u OI171038

O3naka upojexrta: TP32040

Pyxosoanan npojexra: Iipod. ap iparana Bajuh

Opranusamuja: QaxkynITeT TEXHHYKHMX HIYKA — VHC! n UsctutyT 3a Qusuky 3emys’
Onrosopuo smne: Tamapa Tiepannh

Peaymsaropu: Tamapa Tlepaﬂuhl, Hejau Mawrermuh’, Bpanucnas Jenerxosuh’,
Asexcarnap Kpmmior’, Muxauno Pabacosuh’ u Jlparana Bajuli'

2. Epanyanmja TEXHAIKOT peiiemnha

1. Caxerak ommuca TEXHHYKOI PeIieHhal

YV oxsupy mnpojekara WHcTHTyTa 3a (U3HKY KOHCTpYWMCaH je HeIUHeapHH
ABO(OTOHCKH NTACEPCKHA CKEH MHMKPOCKOT. [Mokazano ce Aa je aKBW3WIMAja BeOMA
Ayradka jep CE CHMMAame¢ BMIUCCTPYKO MOHAB/BA KAKO 6m ce, JeAHOCTABHUM
ycpeamasameM, y mmo Behoj MEpH eTMMHHWCA0 MIyM. TIpeanoxeHo TEXHHYKO
PEIICH:E YBOXM U aHATM3HPA MCTOAC 33 obpany crmxe npuiarofene crerm(uIHOM
mMyMy, KOje, KOpucTchiM 3HATHO MarsH 6poj TNOHOBIBCHMX CHMMAaKa, FCHECPHINY
CIIMKE TIOPEUbMBOT KBATWTCTa. Y PCHICHY CC YBOAW anropHram 3a npegodpaxy
cnuke, a 3a QuHanmHy 00pagy NpeIoKeHa je jeama ox moryhmx CB/l meroxa.
TexHHMYKO pEHICH:E¢ MNOPEAW U JpYyre morvhe meroge, y3 mpukas H nopeheme
pe3ynTaTa. :

2. Pe/leBaHTHOCT TEXHHYKOT PClieH:a 32 NPHMeheHy 00.1acT:
Texuwqko PpEWICEC je 3HAYAJHO jep yBOAM  TOCTymaK npunaroheH
KAPAKTCPUCTHYHOM MyMy MMKDOCKONA ¥ pemasa npobaem Bpemena obpaze.
[lopea Tora, pelese MOKE Aa CE MPUMEHH | Ha ApyTe, KOMCPLIMJATHE, JTacEPCKe
MUKPOCKOTIC KOj| Takoe 3aXTeBajy NMOHOB/ECHA CHUMAA (ma mpumep y Cpemckoj
Kamernwum).

3. Ilpobaem koju ce pemasa: Pemasa ce npobaeM TMPEAYTaYkor BPEMCHA
aksusurmje. 3a aodujame 3J1 camxe HOTPEOHO je CHUMMTH HA BHIIC PasaMHMUTHX
ny6una, a Ha CBako] AyOMHM Ce CHMMaH])C rionaema 20 a0 50 myra. Xapasepcko
yOp3ame je AOBEACHO A0 TPaHuMiE, Aaiba yGp3ama cy Moryhia camo cofTBepcKoM
o6pazom Koja peAyKyje 6poj noTpebHux Cimka Ha jemso] Ay OuHM.

4. Crame pemeHocTn HeTor npob/ema y cery: OsaxBux MHKDPOCKOIIA HEMA MHOTO
a KOHKDETHO 0Baj je passujeH Ha MHeTHTyTy 32 dusuxy. Y ZOCTYIHO] TUTCPaTypH




Moe ce Halii caM0 HEKOJIMKO PajoBa KOju Cy TeK Haueiau 0Baj npodnem. Paxosu
CY M3MCTAHH Y CIMCKY JIUTCPATYPE.

5. Ksaiurer ofjammmema W ONHCA pemema: Pememe je JacHO HM3IOKEHO HA
pa3yMJbMB HAYHWH.

6. THpumewnusoct pesysarara paga: OBo TEXHWUKO PEINCHE MOME Ad CE€ KOPHUCTH
HE CaMO 3a KOHKDETAH MMKPOCKOI KOjH je KOHCTpywmcaH y MHeTHTYTY 33 (M3HKY,
peh 3a CBAKM 1ACEPCKH MEKPOCKOT KOJW 3aXTeBA MOHAB/bAME CHUMAmA JE/HC
ciMke v by eamvumanmje myma. KOHKpeTHO, Takas mpobiem ce jasBuo y
WucturyTy 3a ouxonorujy y Cpemckoj Kamenwip..

7. Hayumm ponpmHoc: IIpeiokeHa je HOBAa TCXHWKA CMUMMHALWME MIyMa W3
IBO(OTOHCKHMX TACEPCKUX MUKPOCKONA.

OIIILTA OIIEHA KBAJIUTETA PAJIA:
Peniembe je KOMIUIETHO ¥ KBAIWTETHO ypaheHo.

Jla 1u ce TexanuKo pememe npaxsara (fa nom He):

gf_&, peHiehe CC MPHXBATA.

3. KpaauTterH TeXHHYKOI pellenha

OB0 TEXHHUKO pemene je, kopumliersem NOroJHOT METOAa nmpeaodpane Ciuke KOja je
saraljcHa  KAaDAaKTCPUCTMYHMM IIYMOM  HCJMHCADHOT  JABO(JOTOHCKOT — JIacCpeKor
muxpockona, y3 msbop jemsor ox CBJl moctymaxa, omoryhmio ckpaheHy aKBUIMLIA]Y

CITMIKE, OJHOCHO 3HAYAJHO CMACHC BPCMEHA CHuMamba. CyOJeKTHBHM KBATUTCT CIMKE je
0CTA0 HCHIMEHCH.

4. IIpumende HA TEXHUYKO peulemne

Hemam CyIITHHCKMX NMPUMEAOH Ha OBO TEXHHWIKO PCHICH:E.

Beorpan, 19. 12. 2014.

aonent ap Omusepa IlIsemso,
IlenTap 3a MMHIMHT WuctuTyTa 33
onxonorujy, Cpemcka Kamenuua



PENNEH3UJA TEXHAYKOI' PEHIEHHA

1. Tlonauw 0 TeXHUHKOM pelley

Hazus Texnmukor pemema: Yop3ame aksBusnamyje  (UIyopecleHTHHX
ABO(QOTOHCKHX MHKPOCKOTICKIX CJIHKA

Osnaka rexnuuxor pemema: TP32040_14 01

Karteropsuja texnuuxor pemesa: Hosa Mmetoaa (anmropuram) - M85

Hazus npojexra: Pa3soj My rHBapHjadHIHuX METOJA 38 AHAIMTAYKY MOAPIIKY
OHOMEIMINIHCKO] JMjArHHCTHINM, Y CapajibH ¢a NpojeKTuMa, [cHepucame u
KapaxkTepusanmja HaHO(POTOHCKMX (yHKUMOHATHMX CTPYKTYpa V OHOMeauumEM W
unopmariid ¥ Xomorpa)cke METOAE TEHEpHCama CrelMMIHNX —TaTacHHX
¢poHTOBa 33 e(MKACHY KOHTPONY KBaHTHHX KOXCPCHTHMX e()eKara v MHTEpaKimju
aroma M nacepa - 1145016 u 01171038

O3naka npojexra: TP32040

Pyxosoauian npojexra: Hpod. ap [Aparana Bajuh

Opramnsanuja: ®axyrrer Texsmaxux vayka— YHC' u UncturyT 3a dvsuy 3emyH’
Oarosopuo smue: Tamapa Thepaunh

Peammzaropn: Tamapa TBepamuh', Jlejan Ilamrenuh’, Bpauucnas Jenenxosuh’,
Anexcannap Kpmmor’, Muxawio Pa6acosuh’ u Hparasa Bajuh'

2. EBanyanHja TEXHHYKOr peliernha

1. Caxerax ommca TEXHHYKOr PemIen-a; .

Texavuko pememe pasMaTpa MPoOAEM BPEMEHA CHMMAama y30paka 3a Koja ce
KODHCTH HCJIMHCAPHM IBO(OTOHCKHM IACEPCKH MHKPOCKON KOjH j€ Y TOTOYHOCTH
nomahe u3pane, KOHCTPYHMCaH M peanm3oBan Ha MucTuryty 3a dusuxy y 3emyny.
Ha 6u ce enmumuErcao myM, cHUMaRE ce noHasssa 20 g0 50 nyra a Qunansa ciuka
ce A06Mja M3padyHaBAKEM CPEAC BPCAHOCTY CHHMaKa. KsaiureT Takse cimke je
3a1080JbaBajylin, amu cHuMame npeayro Tpaje. OBO TEXHUYKO PEIICHE AUCKYTY)C
MoryliHOCT mpuMene no3HaTHX MeToAa 00paje CAMKE KOje HA OBMM CIMKaMa He
Zajy sagososbaBajylia pemema. 3atum ce yBOAM pememe Koje KoMOuHyje
anropuTaM 3a npeaobpaay crmke ca ogabpasom CBJI meTomom. Taxko ce, ca mame
CHUMAaKa, 100Hja KBaTMTET MOPEAJBHB Ca yCpeAmbaBameM selier 6poja ciuka.

2. PeneBaHTHOCT TEXHHYKOT PEllicihba 3a NpuMebeHy 00/1acT:
Pememe je 3HauajHO W3 BMILE pasnora: MpPBO, PamM CE O 3HAYAJHO CMAKECHOM
BPCMEHY CHMMama, a Apyro, 3a mortpede opabmpa anropurma moTpebHO je
AHANM3UPATH KAPAKTCPHCTHKE IyMa, INTO V HOCTYIIHO] JIMTEPAaTypM HMJE Ha
aneKsaTaH HaywH ypaljeHo.

3. TIpobaem Koju ce pemasa:

HemreapHoM ABOOTOHCKOM 1ac€PCKOM MHMKPOCKOTY MPUAPYIKEH je codreep 3a
3]l pexoHCTpyKuM]y, INTO 3Ha¥¥ Aa, 3a cBaky 3/l cimky Tpeba cHumaTH Ha
pasIHuMTHM AyOMHaMa, OXHOCHO MOTPEOHO je BMINE AECETHMHA CI0jeBa CIMKE. 3a
CBaku Cnoj je moTpeOHO momHoBHMTH CHEMame 04 20 mo 50 nyra. Xapasepcko
yOp3ame mozmpasymeBa TIOHABIbAMBA CHUMAMa jeaHe nweMje (Tpe Hero mTO ce
npehe ma crexehy) y3 HamsmeHWdHO CHuMamE Hanpea-Hatpar. Jame y6psame je
moryhe camo cMamuBamem Opoja CiiHKa Ha jeTHOj JvOuHM.
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4. Crame pemieHocTH HCTOT NIpoliiema y ceery:
JloctynHa nuTepaTypa Koja ce 0aBum cimdHMM mpobmeMmma cymupaHa je v
TEXHIYKOM pemcry. PafoBa HEMa MHOTO, HOBH Cy, a HM jeJlaH C€ HE OAHOCH Ha
6am osakas Tin Mukpockona. Moske ce pelin a ce TeK 3amoueno Ca pemaBameM
osor mpobnema. [0AATHO, HE MOCTOJA HHW MOJEN IIYMa, MOCTOJE CaMO XUNOTE3e
KOj€ CE y HaleM CHy4ajy HWCY NOTBDIMIC.

5. Ksanurer ofjammserha H OIHCA PEIICHAL _ _
Hauwun m3narama OBOT PEIICHHa j& PasyMIbHB, 00jalIberba CIEAE JEAHO U3 Apyrora
¥ Wy CTpOBana ¢y npumepuma. Crpyumax w3 o0racTv MOKE 12 ra MMIUISMCHTHPA.

6. IlpuMen/bHBOCT PE3y.ITATA pana:
Ceaku 7acepckd MMKDOCKON KOJM 33aXTEBa NMOHAB/HAKE CHMMAKa a MMa WyM
CIMMHMX KapaKTCPUCTMKA MOXKE JAa KODHCTH OBO TCXHMYKO DEemicH:e 3a yOpsame
pasa cMamemeM Opoja moTpeOHMX cnvKa.

7. Hay4sn JONpHHOC: )
[peanoxena je HOBa TEXHHMKA CAMMHHALMIC MIyMa W3 ABO(OTOHCKHMX JTaCePCKHUX
MHMKPOCKOTIA.

OIIIITA OLEHA KBAJIUTETA PAJIA:
Peniesse je KOMIUIETHO ¥ KBAIUTCTHO ypaheHo.

Ja a ce Texanuxo pemesse npuxsara (Ja um He):

g& PEHICHLE CE NMPHUXBATA.

3. Ksanurern TEXHHYKOI pelienha

OBO TEXHMYKO PEIICHES je, Kopumhemem MOroAHOT MeTOia peAobpaje CITUKE Koja je
saraljcHa  KADAKTEPHCTHYHUM MIyMOM  HCJIMHEAaPHOr  ABO()OTOHCKOr — HacepeKor
MHKpocKomna, y3 usbop jeasor ox CBJl mocrymaxa, osmoryhmio ckpaficHy axkBH3HLM]Y
CITMKE, OHOCHO 3HAYAJHO CMACHC BpEMEHa CHuMama. CyOjeKTMBHM KBATMTET CIIUKE jo
0CTA0 HEM3MEHCH.

4. Tipumende HA TEXHHYKO pellemne

Hemam cymrraHCKHX npuMe01 Ha 0BO TEXHHYKO PEILCHE.

Beorpaz, 19. 12. 2014.
Penenzen:

W M

ap Huxona 3orosull, HayuHu CapafHUK,
HucturyT Muxajno [Tyman, beorpan




UBRZANJE AKVIZICIJE FLUORESCENTNIH DVOFOTONSKIH
MIKROSKOPSKIH SLIKA

AUTORI: Tamara Cerani¢, Dejan Panteli¢, Branislav Jelenkovi¢,
Aleksandar Krmpot, Mihailo Rabasovi¢ | Dragana Baji¢

Univerzitet u Novom Sadu,

Fakultet tehnickih nauka,

Katedra za telekomunikacije i obradu signala
Institut za fiziku, Zemun

TIP TEHNICKOG RESENJA: M85
ZAVRSENO: 2014.
OBLAST: Telekomunikacije i obrada podataka

KORISNICI: Institut za fiziku u Beogradu, Centar za imidzing Sremska
Kamenica

RAZVIJENO: U okviru projekta “Razvoj multivarijabilnin metoda za analiticku
podrSku biomedicinskoj dijagnostici” (TR 32040) za podrsku projektima
“Generisanje i karakterizacija nanofotonskih funkcionalnih struktura u biomedicini i
informatici” i “Holografske metode generisanja specificnih talasnih frontova za
efikasnu kontrolu kvantnih koherentnih efekata u interakciji atoma i lasera” -
11145016 i OI171038.

Kratak opis

Fluoroscentna mikroskopija omogucava vizualizaciju najsitnijin detalja bioloSkih
procesa sa prostornom rezolucijom od nekoliko nanometara do nekoliko
centimetara. Moguénost posmatranja ¢elija uzivo (in vivo) u svom prirodnom
okruzenju dovodi do Siroke primene fluorescentnih mikroskopa u razli€itim
istrazivackim oblastima kao Sto su biomedicina, biologija i sl. Uprkos razvoju
sofisticirane mikroskopske tehnike (opti¢kih uredaja, mikroskopskih objektiva,
laserskih izvora), ograni¢enje nametnuto prirodnom interakcijom svetlosti i
snimanog uzorka (apsorpcija, rasipanje svetlosti, slu¢ajan broj emitovanih
fotona) otezava uticaj na krajnji kvalitet mikroskopske slike.

Sum nastao prilikom snimanja uzoraka fluoroscentnim mikroskopima potice iz
viSe izvora. Neretko dominira Sum fotonskog snopa, u potpunosti zavisan od
signala, ali ne treba zanemariti ni uticaj termalnog Suma, Suma pozadine, Suma



fluorofora. Dodatno, potpuno slu€ajna priroda emitovanitvdetektovanih fotona
otezava pravilan odabir strategije za obradu mikroskopske slike.

Na Institutu za fiziku u Beogradu konstruisan je nelinearni dvo—fotonski laserski
sken mikroskop. Najznacajnija prednost ovog instrumenta je velika moguénost
rasipanja svetlosti kako po povrSini tako i po dubini. Za pobudu se Koristi
infracrveni deo spektra, Sto povoljno uti¢e na smanjenje mogucnosti oStecenja
snimanog uzorka. Uprkos velikim moguc¢nostima koje nudi dvo-fotonski laserski
skeniran mikroskop, korisniku nisu dostupni svi detalji snimljenog uzorka zbog
loSeg kvaliteta slike. Kako bi se dobila slika odgovarajuceg kvaliteteta, korisnici
su prinudeni da ponove snimanje i do nekoliko desetina puta (Cak i do 50 puta)
za odgovarajucu dubinu slike. Jasno je da za formiranje 3D slike uzorka vreme
shimanja postaje preterano dugo.

Jedno reSenje za brzu akviziciju slike zadovoljavajuceg kvaliteta je uvodenje
adekvatne i vremenski nezahtevne obrade manjeg broja ponovljenih slika,
umesto usrednjavanja veceg broja slika.

Ovo Tehni¢ko reSenje opisuje algoritam za predobradu mikroskopske slike kao
I izbor odgovaraju¢e metode za obradu mikroskopske slike zasnovan na SVD
metodi.

Po naSim saznanjima, u dosadasnjoj literaturi SVD metode nije koriS¢ena za
obradu fluorescentnih dvofotonskih/multifotonskih mikroksopskih slika. SVD
metodom vrSi se filtracija u prostoru u kome su promenjive nekorelisane, Sto
predstavlja jednu od njenih prednosti.

TEHNICKE KARAKTERISTIKE RESENJA: Tehni¢ko reSenje je verifikovano
na 2D signalima snimljenim pomodéu ruéno konstruisanog dvo-fotonskog
laserski skeniranog mikroskopa na |Institutu za fiziku u Beogradu. Za
implementaciju metode obrade i predobrade koriséen je softver razvijen u
Matlabu.

PRIMENA: PredloZeni postupak moZe se primenijivati za obradu mikroskopskih
slika snimljenih pomocu bilo kog fluorescentnog mikroskopa, mada je razvijen
prevashodno za dvo-fotonski laserski sken mikroskop samostalno razvijen na
Institutu za fiziku u Beogradu.

Abstract: Na Institutu za Fiziku u Beogradu samostalno je konstruisan
nelinearni dvo-fotonski laserski sken mikroskop. LoS kvalitet mikroskopske slike
zahteva je viSestruko ponavljanje snimanja uzorka c¢ijim se usrednjavanjem
redukuje Sum iz slike. Zadatak Tehnickog reSenja je da se adekvatnom
obradom mikroskopske slike smanji vreme utroSeno na ponovljena snimanja a
pri tome oc€uvaju korisne informacije o signalu. U Tehni¢kom reSenju predlozen
je algoritam za predobradu slike kao i odabir jedne od mogucih SVD metoda za
obradu mikroskopskih slika. Tehnicko reSenje nalazi svoju primenu u obradi
dvo-fotonski laserski skeniranih mikroskopskih slika u vidu softvera koji
omogucuje brzu i efikasnu obradu slike.



Stanje u svetu

O Sirokoj primeni fluorescentne mikroskopije kao i potrebi za unapredenjem
obrade slike svedoci razvoj brojnih savremenih metoda za otklanjanje Suma iz
mikroskopske slike. U skorasnjoj literaturi predlozene su metode bazirane na
BM3D (Block Match) 3D filtru (2014-ta godina) [1], adaptivnhom ONLM
(Optimized Nonlocal Means) filtru sa procenom varijanse Suma u wavelet
domenu (Collaborative Approch for eNhanced Denoising under Low-light
Excitation — CANDLE metoda, 2012-ta godina) [2] i PURE-LET (Poisson-
Gaussian Unbiased Risk Estimate — Linear Expansion of Threshold) metoda
zasnovana na otklanjanju Suma u wavelet domenu uz upotrebu adaptivnih
pragova (2009-ta godina) [3]. Metode su validirane na dvo-fotonskim laserski
skeniranim mikroskopskim slikama, 3D multi-fotonskim laserski skeniranim
mikroskopskim slikama i fluorescentnim slikama sa malim brojem detektovanih
fotona, respektivno. Pomenute metode uglavhom se zasnivaju na
prilagodavanju tradicionalnin metoda za obradu slike (definisanjem adaptivnih
pragova i sl.) ili kombinaciji viSe poznatih metoda kako bi se postigli Zeljeni
rezultati.

O slozenosti problema svedodi i €injenica da je joS uvek otvoreno pitanje
modelovanja Suma [2]. Na pocetku Sum se modelovao Gausovom raspodelom
lokalne stacionarnosti, potom Poasonovom raspodelom dok se u skorasnjoj
literaturi pominje miks Poasonove raspodele i Gausove raspodele [2]. Bez
obzira da li se za detekciju signala koriste fotomultiplikatorske cevi ili digitalna
kamera, usvojen je isti model Suma, kombinacija Poasonove i Gausove
raspodele [1]. Stoga, pomenute metode mozemo podeliti na one koje se bore
direktno sa izvornim Sumom (PURE-LET) i na metode koje ,gausinizacijom”
pokuSavaju prilagoditi Sum obradama razvijanim prvenstveno za otklanjanje
Gausovog Suma (CANDLE metoda i BM3D filtar) .

Metoda, koju opisujemo ovim tehni¢kim reSenjem, smanjuje uticaj izvornog
Suma i time izbegavamo upotrebu standarnih transformacija za stabilizaciju
varijanse (,gausinizaciju”) koje obi¢no i nisu uvek efikasne kada su u pitanju
signali niskog intenziteta [3].

Analiza problema i opis reSenje

1. Tehni€ki opis mikroskopa

Na Institutu za fiziku u Beogradu konstruisan je nelinearni dvo-fotonski
laserski sken mikroskop. Za pobudu autofluorescencije uzoraka koris¢eni su
femtosekundarni laserski impulsi. OzraCavanje se naj¢eSce wvrSilo u
infracrvenom delu spektra ¢ime se minimizovala apsorpcija svetlosti kroz tkiva
uzoraka. Simultanim delovanjem dva fotona (5to je ekvivalent delovanju jednog
fotona dvostruko veée energije) postignuta je lokalizovanost u veoma maloj
oblasti oko fokalne taCke. Time se dobija odli¢no razlaganje, kako po povrsini,
tako i po dubini uzorka, Sto je jedna od najvaznijih prednosti ovakvog
instrumenta. Osim toga, ozraCavanje se vrSi na jednoj talasnoj duzini, sa
optiCkim efektima koji su ekvivalenti ozraCavanju uzorka svetloS¢u dvostruko



manje talasne duzine. Ovo je znacajna prednost kod bioloskih uzoraka jer se
smanjuje mogucnost ostecenja tkiva i Celija.

Ruéno konstruisani mikroskop, za pobudu Koristi titan-safirni laser, Cija se
talasna duzina moZe podeSavati u intervalu od oko 800-900 nm. Laserski snop
se preko dva skenerska ogledala uvodi u mikroskop, koji svetlost fokusira na
povrSinu uzorka. ZraCenje dobijeno dvofotonskom pobudom se dihroi¢nim
filterom odvaja od pobudnog i detektuje foto-multiplikatorom. Racunar upravlja
procesom rasterskog skaniranja i detekcijom fluorescentnog signala, uz
upotrebu akvizicione kartice [4].

2. Naéin snimanja mikroskopske slike

Uzorci se snimaju liniju po liniju. Nakon zavrSenog viSestrukog snimanja jedne
linije prelazi se na snimanje naredne linije. Laserski snop pra¢en skenerima
kreCe se prvo sa leva na desno. Potom se Salje signal za promenu smera
kretanja skenera i zapocinje snimanja linije uzorka, zdesna nalevo. Po prijemu
signala obaveStenja o promeni smera kretanja, po inerciji ogledalo nastavlja
kretanje u istom smeru i tek nakon odredenog vremena uspeva da se okrene.

U tekstualnom fajlu zapisuju se vrednosti piksela (u opsegu od 0 do 0.1), kao i
broj ponovljenih snimanja linije i dimenzije slike. Rekonstrukcija slike vrSi se na
osnovu dostupnih podataka iz tekstualnog fajla i eksperimentalnim putem
utvrdenog kasnjenja koje unosi kretanje ogledala [4].

3. Analiza Suma/problema

Na pojedina¢nim slikama uzoraka primeceno je intenzivno prisustvo Suma i
potpuna slu€ajna raspodela Suma Sto dodatno otezava obradu slike. Zbog
loSeg kvaliteta mikroskopske slike neophodno je viSestruko ponavljati snimanje
uzorka kako bi usrednjavanjem potisnuli Sum iz slike i time dobili
zadovoljavajucu referentnu sliku (SI. 1.).
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Sl. 1. a) Slika ljuspice sa krila no¢nog leptira (Diachrysia chrysitis) b) Rezultat
usrednjavanja 50 pojedinacnih slika uzorka.

Jedan od nacina za smanjenje utroSenog vremena na ponovljena snimanja
jesete i odabir adekvatne metode za otklanjanje Suma iz signala. Testirali smo
postojeCe metode za obradu fluorescentnih mikroskopskih slika na snimku
ljuspice sa krila no¢nog leptira (Diachrysia chrysitis). Referentna slika je
dobijena usrednjavanjem 50 pojedinacnih snimaka (SlI. 2d). Na Sl. 2a, 2b i 2c
prikazani su rezultati PURE-LET metode, CANDLE metode i BM3D filtra
(respektivno) na 10 ponovljenih snimaka uzorka.



a) PURE-LET metoda b} CAMDGLE metoda

&) BM3D filtar d) Referentna slika
Sl. 2. Uporedni prikaz rezultata obrade 10 ponovljenih snimanja metodama
PURE-LET (SI. 2a), CANDLE metoda (Sl. 2b) i BM3D filtra (SI. 2c). Na Sl. 2d
prikazana je referentna slika, dobijena usrednjavanjem 50 ponovljenih snimaka.

Na Sl.2 primetna je redukcija Suma ali i degradacija informacija signala
(najugrozeniji delovi signala oznageni su crvenim pravouganikom).

S obzirom na to da pomocu postoje¢ih metoda nisu postignuti Zeljeni rezultata,
uradena je detaljnu analizu Suma. Posmatrali smo nezavisno 1D signale (jedna
linije slike) u vremenskom i frekvencijskom domenu. Nacin snimanja signala
nam je omogucéio da pretpostavimo nezavisnosti izmedu linija. Poredili smo
odgovarajucu liniju pojedinacnog snimka (figuriSe ,Sum® iako postoji deo
korisnog signala) i odgovarajucu liniju referentne slike (figuriSe ,signal“ iako je
delimi¢no prisutan Sum). Rezultati nas nisu doveli do karakteristika filtra koje bi
trebalo da koristimo za obradu slike. Furijeovi spektri u frekvencijskom domenu
su se preklopili. Takode, primeceno je da su najnize vrednosti amplituda
kvantovane na odredeni nivo. Analizu smo ponovili i na 2D signalima. Medutim,
ni obradom 2D signala nismo uspeli otkriti kriterijum za filtraciju Suma iz signala.



Poasonovom raspodelom se modeluje Sum nastao usled nedovoljnog broja
detektovanih fotona (Sum je zavistan od signala), dok Sum nastao iz drugih
izvora (termalni Sum, fluktuacije elektrona akvizicione opreme i sl.) modeluje se
aditivnim Gausovim Sumom i smatra se nezavisnim od signala [5]. Sa ciliem da
otkrijemo koji od izvora Suma je najdominatniji, posmatrali smo raspodelu
Suma. Uzorci koje smo posmatrali nisu promenjivi u vremenu tako da
oduzimanjem dve slike istog uzorka dobijamo vrednosti Suma. Na Sl. 3.
primetno je povecano prisustvo Suma u predelima gde postoje signal, Sto
svedoci o zavisnosti Suma od signala. Raspodela Suma je prikazana na Sl. 4.

Sl. 3. Razlika dva pojedinacna snimka istog uzorka.

Sl. 4. Histogram Suma.



Prvi izvod sortiranih vrednosti piksela

4. Algoritam za predobrada signala

UoCili smo da bi tradicionalnim metodama dobili zna¢ajno bolji rezultat ukoliko
bi signali snimljeni na ru¢no konstruisanom dvo-fotonski laserski skaniranom
mikroskopu pretrpelu odredenu predobradu. Jasno je, predobradom sirovih
snimaka ne smemo izgubiti korisne informacije iz signala.

Posmatrali smo vrednosti piksela na istim pozicijama na 12 uzastopnih
snimanja. Odabrali smo deo slike koji predstavlja pozadinu (background)
signala. Posmatrane vrednosti piksela nisu nosile nikakve korisne informacije o
signalu. Nakon sortiranja vrednosti piksela, uradili smo prvi izvod sa hamerom
da uo¢imo maksimalnu promenu u vrednostima piksela. Vecina piksela ima
priblizno iste vrednosti, te se samo neke od njih znacajnije razlikuju.
Pretpostavka je da basS ove vrednosti negativho utiCu na otklanjanje Suma
usrednjavanjem. Naime, iako ih je malo drasticho se razlikuju od ostalih
vrednosti, te imaju vedi uticaj na krajnji rezultat dobijen usrednjavanjem (Sl. 5).
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Sl. 5. Prikaz prvog izvoda vrednosti piksela na istim pozicijama 12
uzastopnih snimaka (background)

Isti postupak smo ponovili za deo slike u kome se nalazi signal. Pored korisnih
informacija o signalu ove vrednosti piksela imaju u sebi i nekoristan deo (Sum)
(SI. 6). Primecujemo da postoje vecée razlike izmedu vrednosti prvog izvoda
piksela u poredenju sa Sumom (background). Pretpostavljamo da je to
posledica dominantnijeg Suma fotonskog snopa u prisustvu signala.
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Sl. 6. Prikaz prvog izvoda vrednosti piksela na istim pozicijama 12
uzastopnih snimaka (signal)

Prag na osnovu koga se vrSi predobrada definisan je kao najve¢a vrednost
piksela koji formiraju klaster (grupu). Svim vrednostima piksela veéim od
pomenutog praga dodeljuje se minimalna vrednosti piksela koji pripada
klasteru. Nakon izvrSene predobrade, primenili smo SVD metodu na svaki
pojedinacni snimak.




5.SVD

SVD metodom transformiSemo korelisane promenjive u skup nekorelisanih
promenjivih sa namerom da bolje predstavimo razliCite veze izmedu orginalnih
podataka [6]. SVD metodu mozZzemo tumaciti na viSe nacina. Ovom metodom
moguce je vrSiti redukciju dimenzionalnosti ili identifikovati i redati
dimenzionalnosti duz kojih podaci ispoljavaju najve¢u varijaciju [6]. Takode,
metodu mozemo Koristiti za filtraciju podataka tako Sto zadrzavamo
nekorelisane promenjiva sa ve¢om energijom, pod pretpostavkom da one nose
koristan deo informacija i eleminiSemo promenjive sa manjom energijom uz
pretpostavku da one predstavljaju Sum.

Metoda je bazirana na teoremi linearne algebre koja govori da pravougaona
matrica X (m-vrsta i n-kolona) moze biti faktorizovana na proizvod tri matrice —

ortogonalne matrice U=lLL’le,,,,,,,__,u7J’ dijagonalne matrice S (samo na glavnoj
dijagonali su vrednosti ve¢e od nule, oznaCene sa ) i transponovane
ortogonalne matrice V=[\Aa\/2,____,,___\AJ

UTXV =diag ((ZO-Z ....... O-p) )

gde su ;2 ; 220,20, G sopstvene vrednosti matrice X , a vektori

U i\, su i-ti levi sopstveni vektor i i-ti desni sopstveni vektor, respektivno [7].

U literaturi se Cesto faktorizacija matrice X prikazuje u slede¢em obliku:
T
X :U mmSmnV nn (2)
mn

- - ~ - e . - - _1 T
Sto se svodi na izraz (1), po$tujuéi osobinu ortonormalnih matrica |J ={J .

zapisati i na sledeéi nacin:

;
T
X :Z UoV ©)
i=L
[7].
Ukupna energija matrice X , E|_XJ je definisana preko Frobenius norme
matrice X , dimenzija m x n

X=X @

i= j=1

[8].



Frobenius normu matrice X , ranka r, mozemo zapisati i na sledeci nacin:

m n r

2 2
X|-3 ¥K=30 6

i=L j= k=L
gde su (g, sopstvene vrednosti matrice X Ukupna energija vektora sekvence
{Xk} pridruzenim matrici X kao to je definisano u (4) je jednaka energiji
sopstvenog spektra [8]. Najmanje nenulte sopstvene vrednosti odgovaraju
rastojanjima Frobenius norme matrice najblize matrici nizeg ranka [8].

Lema: Neka mxn matrica X ima SVD kao &to je zapisano u (2). Kolone
matrice U su sopstveni vektori od Gramian matrice y y . Vrste matrice V su

sopstveni vektori od Gramian matrice y " x . Pozitivni realni brojevi ¢y je ne-

2
nulte sopstvene vrednosti matrice X ako i samo ako su O; je ne-nulte
sopstvene vrednosti oba proizvoda y y"i x " x [8].

Filtriranje Suma smo vrSili tako $to smo posmatrali p najznacajnijih sopstvenih
T
vektora, Y =U SpV eleminisu¢i na taj nacCin Sum (nekorelisane promenjive

sa najmanjom energijom).
6. Rezultati obrada mikroskopske slike

Sa namerom da redukujemo uticaj Suma na kvalitet slike izvrSili smo
predobradu sirovih podataka. Nakon toga, svaki pojedinaéni snimak filtriran je
SVD metodom, redukcijom dimenzionalnosti. Krajnji rezultat, dobijen
sumiranjem 10 pojedinacno obradenih slika je prikazan na Sl. 7d.



b) CAMNDLE metoda

c) BM3D Tilkar d)

predobrada + svD» filracija

Sl. 7. Uporedni prikaz rezultata obrade 10 ponovljenih snimanja metodama
PURE-LET (SI. 7a), CANDLE metoda (SI. 7b), BM3D filtra (SI. 7c) i predobrada
sirovih slika+ SVD filtracija (SI. 7d).

U poredenju sa pomenuti metodama PURE-LET (SI. 7a), CANDLE metoda (SI.
7b), BM3D filtra (Sl. 7c), SVD filtracijom sa odgovarajucom predobradom
oCuvani su detalji (SI. 7d).

Metodu (algoritam za predobradu + SVD) smo testirali i na snimcima skroba.
Korisnik je zadovoljan referentnom slikom dobijenom usrednjavanjem 20
ponovljenih snimanja (SI. 8e). Rezultati dobijeni obradom 5 pojedinacnih
snimaka prikazani su na Sl. 8. Nakon obrade slike BM3D filtrom (SI. 8c) uoCena
je  degradacija  korisnih  informacija  signala  (oznaCena  crvenim
pravougaonikom). Rezultati obrade snimaka CANDLE metodom (Sl. 8b)
drasti¢no se razlikuju od referentne slike (Sl. 8e). PURE-LET metoda (Sl. 8a) u
ovom slu€aju daje prihvatljivo reSenje.



@) PURE LET (5 slika) d) predabrada+ SVD (5 slika)

€) referentna slika
{usrednjavanje 20 slika)

Sl. 8. Uporedni prikaz rezultata obrade 5 ponovljenih snimanja metodama
PURE-LET (SI. 8a), CANDLE metoda (SI. 8b), BM3D filtra (Sl. 8c) i predobrada
sirovih slika+ SVD filtracija (SI. 8d) i referentne slike (SI. 8e).

Zakljucéak i primena

PredloZeno Tehnicko reSenje prevashodno je razvijano za obradu dvo-fotonskih
laserski  skeniranih  mikroskopskih  slika prikupljenin  pomocu ru¢no
konstruisanog mikroskopa na Institutu za Fiziku u Beogradu. Savremene
metoda (CANDLE, PURE-LET i BM3D) smanjuju prisustvo Suma ali uz pojavu
degradacije informacija o signalu. Ovo Tehni¢ko reSenje nudi jednostavan
algoritam za predobradu slike uz adekvatan odabir metode za obradu
mikroskopskih slika.

Tehni€ke karakteristike

Programski paket Matlab
Matlab skripte sa implementacijom algoritma
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