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Abstrakt

Digitalna holograficka mikroskopia (DHM) je neinvazivna metéda vhodna pre ziskavanie
obrazu i u vzoriek s nizkym konstrastom. V stcasnej dobe konstrukcia DHM umoziiuje
vzorku osvetlit plosnym zdrojom svetla, halogénovou lampou. Plo$ny zdroj sa zobrazuje
do prednej ohniskovej roviny kondenzora tak, aby bolo dosiahnuté Kohlerovo osvetlenie
vzorky. Kazdému bodu zdroja odpoveda v predmetovom priestore objektivu rovinna vina
osvetlujuca celé zorné pole, avsak z iného smeru. Poloha bodu plosného zdroja urcuje smer
osvetlenia. Mikroskop umoziuje teda rekonstruovat nielen intenzitu, ale i fazu predmetovej
vlny. Novo navrhnuta a skonstruovana vymenna dierkova clona pri rotéacii okolo opticke;j
osi upravuje plosné osvetlenie. Clona je umiestnena excentricky vzhladom k optickej osi
mikroskopu. Dopad zvizku svetla na vzorku je pod definovanym uhlom. Po rekonstrukcii
snimok fazy z jednotlivych uhlov osvetlenia by malo byt mozné ziskat trojdimenziondlnu
strukturu vzorky.

Summary

Digital holographic microscopy (DHM) is noninvasive method for obtaining images even
from samples with low contrast. Nowadays DHM design makes it possible to illuminate
sample by broad light source, halogene lamp. Broad light source is displayed in the front
focal plane of condensor in such way, that Kohler illumination is achieved. Each point
of the source corresponds to a plane wave in image field of objective, which illuminates
the whole field of view, but from different direction. Position of the point determines the
direction of illumination. In this reason, the microscope enables so reconstruct not only
intensity, but also phase of object wave. New designed and constructed interchangeable
pinhole aperture modify broad light illumination by rotation around the optical axis.
Aperture is placed eccentrically considering the optical axis of microscope. Incidence of
light beam on a sample would be under defined angle. After the reconstruction of taken
phase images from individual angles of illumination should be possible to obtain three-
dimensional structure of the sample.
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1. UVOD

Kapitola 1

Uvod

1.1. Vyvoj interferencnej mikroskopie

Vo svetelnych mikroskopoch vznika zobrazenie vzorky interferenciou nerozptyleného (pri-
marneho) luca a luca difraktovaného pri prechode pozorovanym objektom. Zobrazenie
zmeny fazy svetla pri prechode mikroskopom ale nie je mozné beznymi svetelnymi mikro-
skopmi. To az interferen¢na mikroskopia umoznila zobrazovanie s oddelenou predmetovou
a referencnou vetvou.

Od roku 1893, kedy bola Sirksom prvy krat popisana interferen¢na mikroskopia s od-
delenymi vetvami, boli navrhnuté desiatky roznych variantov tychto pristrojov. V 50.
rokoch 20. storocia sa objavujui prvé komercne vyrabané interferenéné mikroskopy s tiplne
oddelenymi vetvami, ktorych autormi st Krug, Laue a Horn [1]. Na nich bolo mozné merat
rozdiel optickych drah (OPD) predmetovej a referencnej vetvy. Avsak v tej dobe praktické
meranie touto metédou bolo velmi zdlhavé a i finan¢ne naro¢né. Pre bezné pozorovanie
biologickych preparatov sa preto metoda nevyuzivala.

Fluorescencia bola popisané britskym vedcom G. G. Stokesom v roku 1852, ked pri ozia-
reni fluoritu ultrafialovym svetlom nésledne doslo k vyZiareniu svetla viditelného. Jav
fluorescencia sa zaklada na principe absorbcie svetla a naslednom vyziareni svetla vicsej
vlnovej dizky. Tomuto principu odpoveda $trukttra energiovich hladin atémov a po-
hlcovanie Casti energie pri neziarivych procesoch. Fluorescenéné farbiva pouzivané pre
farbenie buniek st detekované fluorescencnym mikroskopom. Farbenie je u biologickych
tkaniv vysoko $pecifické, a preto sa tato technika stala velmi rozsirenou a cenenou v biold-
gii a medicine. Farbiva sa vyrdbajt s roznymi excitaénymi a emisnymi vinovymi dizkami
a daju sa pouzivat cielene na $pecifické zlozky zivej bunky ako i na molekuly [2].

Fluroscen¢ny mikroskop je podobny beznému optickému mikroskopu, len svetlo vstu-
pujice do mikroskopu prechadza dvomi filtrami. Vzorka je oziarené uréitou vinovou dizkou
a nasledne mikroskop spektralne separuje emitované svetlo bunky s ovela nizSou intenzi-
tou a privadza ho na detektor. Pri prechode zvizku excita¢ny filter prepusti len zZelané
vlnové dlzky, ktoré sa nasledne odrazia dichroick§m zrkadlom a dopadaji na vzorku.
Svetlo emitované vzorkou s inou vlnovou dizkou prechadza dichroickjm zrkadlom a ba-
riérovym filtrom sa vyberaji len dizky fluorescencie. Ofarbené objekty sa javia ako jasné
ziariace objekty na temnom pozadi [3].

Pri fluorescenc¢nej mikroskopii st farbiva rozne stabilné a metdda je narocna na citlivy
detektor, kvoli nizkej intenzite signalu.



1.1. VYVOJ INTERFERENCNEJ MIKROSKOPIE

Iné pozorovacie techniky neumoznovali kvantitativne vyhodnocovanie fazy, ale jej zmenu
dokézali aspon zviditelnit. Asi najznédmejSou je metéda Zernikov fazovy kontrast (1934)
vyuzivana u transmisnych mikroskopov. Bunky je mozné pozorovat bez fixacie a farbenia
v ich prirodzenom stave.

Prva, svetelna vina je vzorkou difraktovana a druha svetelna vina prechadza bez difrak-
cie. Obe svetelné viny prechadzaju objektivom a fazovou dostickou umiestnenou v zadnej
ohniskovej rovine objektivu, pri¢om kazdé vlna prechadza inou castou fazovej dosticky,
ktord fazovo posunie svetlo rozptylené vzorkou o /2 voci svetlu nerozptylenému. Obe
vlny st nasledne sfokusované do obrazovej roviny. V tomto mieste nastava destruktivna
interferencia a vytvara sa kontrastny obraz (obr. 1.1). V miestach velkych gradientov
optickej drahy vznika halo efekt. Snimka je nasledne presvetlena, a teda znehodnotena
[4].
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Obr. 1.1: Draha luca pri fazovej kontrastnej mikroskopii, prevzaté z [4].

Inou metédou je Nomarského diferencidlny interferenény kontrast (DIC), pouzivany
najmé od 60. rokov 20. storoc¢ia. Pre potreby mikroskopie bola metéda upravena franciz-
skym fyzikom G. Nomarskim v 50. rokoch 20. storoc¢ia. Rozdiel optickych drah vznika pri
precho de dvoch priec¢ne posunutych zvizkov vzorkou. Pouziva modifikovany Wollastonov
hranol, ktory sluzi k detekcii optickych gradientov a prevadza ich na rozdiely v intenzite.
Polarizovany zvizok prechadza modifikovanym deliacim Wollastonovym hranolom, z kto-
rého vychadzaji dva vzajomne kolmo polarizované zviizky tesne vedla seba. Zvizky sa
krizia v prednej ohniskovej rovine kondenzora, ale kvoli navzajom kolmej polarizacii nein-
terferuju. Pri postupe ststavou sa ich vinoplocha modifikuje v zavislosti na hribke vzorky
alebo jej indexe lomu. Luce postupuju do objektivu a st fokusované pred jeho zadni o-
hniskovt rovinu. V tomto mieste je druhy modifikovany Wollastonov hranol, ktory zvizky
sklada dohromady za rovinou hranolu. Zvizky, ktoré presli hranolom sa ale rozdielne.
Za druhym Wollastonovym hranolom je analyzator. Aby zvizky interferovali, polarizuje
oba zviizky rovnako. Po interferencii je vzorka pozorovana s viditelnymi rozdielmi farby
a intenzity. Ani touto metédou sa neda urcit kvantitativny fazovy posuv svetla sposobeny
vzorkou. Metéda zamedzuje vzniku halo efektu pri zachovani dobrého rozliSenia [1], [5].
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1. UVOD

Zaujem o interferenéni mikroskopiu sa obnovil az po objave holografie, lasera a rozvoji
vypoctovej techniky a digitalnych zaznamovych zariadeni koncom 20. storocia. Na po-
zorovanie biologickych vzoriek sa od 90. rokov 20. storocia pouziva prevazne transmisna
interferenénad mikroskopia. Vznikajici kvantitativny fazovy kontrast (OPD) bez farbenia
vzoriek a bez toxickych zmien Zivej bunky déva moZnost pozorovat zmeny v bunke v
realnom case.

V roku 1952 vedci Davies a Wilkins zistili priamu spojitost OPD s mnoZstvom suche;
bunkovej hmoty, a teda objavili moznost bunku opticky vazit alebo zistovat zmeny hustoty
vnitrobunkovej hmoty [6], [1].

1.2. Uvod do holografickej mikroskopie

O objav holografickej mikroskopie sa zasluzil madarsky fyzik Dennis Gabor (rok 1948).
Stalo sa tak pri snahe o zvySenie zvicSenia elektrénového mikroskopu pomocou vyuzitia
viicSej vlnovej dlzky pouzitého Ziarenia pre rekonstrukciu hologramu, nez akou bol za-
znamenany. Tato snaha vSak nebola tspesné, pretoze zmena vlnovej dlzky spdsobovala
aberacie zhorsujtce vysledné rozliSenie natolko, ze potlacila efekt vicSieho zvicSenia.

Holografia sa néasledne rozvijala dalej ako optickd metdda. Hologram zaznamenava
uplnt informéciu o obrazovej vlne. V pociatkoch holografie vo svetelnej mikroskopii sa
vedci zaoberali zaznamom bez pouzitia Sosoviek a zvicSenia obrazu vyuzitim rozdielnych
geometrii zaznamového a rekonstrukéného zvizku. To ale viedlo ku chybam pri zobra-
zeni. Prvy svetelny holograficky mikroskop bol velmi podobny tym stéasnym. Pouzival
mikroskopovy objektiv a zaznamenaval obraz v obrazovej rovine ako hologram. Umoz-
nioval klasické mikroskopické techniky a zobrazenia (napr. pozorovanie v tmavom poli).
Zaznamenéavala sa faza zobrazenia a bolo mozné vytvorit i holografickii rekonstrukciu
v trojrozmernej oblasti. RozliSenie mikroskopu pouzitim objektivu pri zaznamenavani ob-
razu bolo vySSie, nez pri zdzname bez objektivu [7].

Holograficky zdznam obrazu bol uskutocnovany uz v 60. rokoch 20. storoc¢ia. V tomto
case neboli dostupné vhodné detekéné zariadenia a dostatoc¢ne vykonné pocitace na o-
kamZité zaznamenavanie pozorovani a spracovanie zaznamu, a preto sa tato metéda velmi
nerozsirila.

Holograficky mikroskop musi byt pre praktické vyuzivanie vybaveny okrem opticke;
sustavy aj digitalnym detekénym systémom a vykonnym pocitacom pre spracovavanie
merania v redlnom case.

1.3. Aktualny stav a motivacia prace

Interferenéné mikroskopy vyvinuté na Ustave fyzikalneho inZinierstva FSI VUT v Brne
umoznuju zobrazenie svetlom nizkej casovej a priestorovej koherencie. Tento spdsob zobra-
zenia je mozny vdaka principu mimoosovej holografie. Uhol medzi predmetovym a refe-
ren¢nym zvizkom urcuje, ze interferogram je hologramom. Z jednej snimky je teda mozné
zrekonstruovat predmetovi vinu (amplitidu i fizu). Achromaticky mriezkovy interferome-
ter nahradil ¢asto pouzivany typ interferometra a je navyse priestorovo invariantny. Ako
zdroj svetla st pouzitelné halogénové lampy, pretoZze pocet kontrastnych interferenénych
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prizkov v holograme nie je obmedzeny priestorovou ani ¢asovou koherenciou, vyuzit je
teda mozné plosny priestorovo a ¢asovo nekoherentny zdroj.

Podla typu pozorovanej vzorky sa vlastnosti zobrazenia upravuju volbou koherencie
osvetlenia, a preto sa zaviedol nazov ”koherenciou riadeny holograficky mikroskop”, an-
glicky Coherence-controlled holographic microscope (CCHM) [8].

Motivaciou prace je preskiimanie vplyvu tvaru plosného zdroja osvetlenia na parametre
zobrazenia zivych biologickych vzoriek v koherenciou riadenom holografickom mikrosko-
pe. Praca sa zameriava na navrh a konstrukciu kruhovej clony mensieho priemeru, ktora
tiace medzikruzie. Princip zobrazovania sa overi pri rekonstrukcii nasnimanych statickych
fazovych objektov ako i biologickych objektov.

Cielom préce je konstrukény navrh tprav mikroskopu zahfnajtci aj tvorbu vykresovej
dokumentacie a jej nasledné zadanie do vyroby, kompletacia zariadenia a overenie funk-
¢nosti navrhu pri pozorovani preparatov.



2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP CCHM

Kapitola 2

Koherenciou riadeny holograficky
mikroskop CCHM

Koherenciou riadeny holograficky mikroskop prvej generacie (CCHM), ktory bol vyvinuty
na Ustave fyzikalneho inZinierstva na FSI VUT v Brne je typ transmisného holografic-
kého mikroskopu. Toto zariadenie sa ovladanim a vyzorom podoba klasickému mikroskopu
a mé perspektivne vyhliadky, ¢o sa tyka multifunkénosti vyuzitia v pozorovani preparatov
v biolégii a medicine s vyuzitim i pre potreby priemyselnej vyroby.

Od vyroby mikroskopu v roku 2006 prebehlo nespocet testovacich merani, merani zivych
buniek, boli pouzité rozne typy komodrok pre ich kultivaciu a pozorovanie kvoli zachova-
niu ¢o najprirodzenejsieho prostredia. Takto sa stalo pozorovanie zivych buniek hlavnou
aplikaciou tohto mikroskopu.

V sucasnej dobe je prepojenie holografickej mikroskopie s inymi technikami ziadané
z dovodu trendu kombinovania viacerych metdd pri sktimani vzoriek a preparatov. Ta-
kyto typ kombinovaného mikroskopu sa oznacuje multimodalny holograficky mikroskop,
skratene MHM [8].

2.1. Konstrukcia mikroskopu

Schéma CCHM 1. generdacie sa velmi nelisi od schémy bezného mikroskopu, teda zéklad-
nymi ¢astami si:

u . d
e osvetlovacia stistava
e zobrazovacia sustava

e detektor na vystupe

Primérnym rozdielom je ale to, ze mikroskop pozostava z dvoch totoznych mikrosko-
pov, kde kazdy z nich je umiestneny v jednej vetve interferometra Mach-Zehnderovho
typu. Tento interferometer je navySe pozmeneny pre achromaticku off-axis holografiu.
Vo vystupnej rovine vznika interferen¢né struktira s nosnou priestorovou frekvenciou ne-
zévislou na vlnovej dlzke osvetlenia. Vzhladom k vyuzivaniu nekoherentného osvetlenia st
vetvy rovnaké, symetrické pozdlz osi interferometra. Predmetova, ako i referenéna, vetva
obsahuje 2 rovnaké pozorovacie mikroskopové objektivy (O) a 2 kondenzory (C), ktoré
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2.1. KONSTRUKCIA MIKROSKOPU

maji predizenti pracovnii vzdialenost. Kondenzor (C) osvetluje pozorovany predmet a ob-
jektiv (O) predmet zobrazuje do vystupnej roviny (OP), kde dochadza ku interferencii.
Osvetlovanie je spolocné pre obe vetvy, zabezpecované pomocou plosného zdroja svetla
(S) (moze byt stucasne priestorovo i ¢asovo nekoherentny). Zdroj je kolektorom (L) zobra-
zovany cez deli¢ zvizku (G) do predmetovych ohniskovych rovin oboch kondenzorov, a
takto vznikne rovnomerné Kohlerovo osvetlenie. Do osvetlovacej ststavy patria i vymenné
aperturne clony nachadzajice sa v rovine plosného zdroja svetla (S) a aj vymenné farebné
a neutralne filtre (F). Osvetlovacia stistava ma os zjednotent s osou interferometra a je
kolma na rovinu deli¢a zviizku (G) [8].

N Zdroj
S " Kolektor
‘---._._\\
Z1
zikadlo
o,
“Mriezka
25\ i Z4
72 Z3
sl
Cl e
B ~ kondenzor
T — C—
a("':_“: 2] r {L:__'\
o1 f sk
N ob_]ektiV
5 Z8
g o
77 Z6 CCD
kamera

Vystupny objektiv
Z10 . Vystupnarovina

Obr. 2.1: Chod la¢ov v CCHM 1. generacie, prevzaté a upravené z [8].

Delicom je transmisnéa difrakéna mriezka, ktora deli zvizok do 1. a -1. difrakéného
radu. Rovina difrakénej mriezky, predmetova rovina objektivu a vystupna rovina inter-
ferometra st opticky zdruzené. V predmetovych rovinach objektivov vznika zobrazenie
povrchu difrakénej mriezky, ale bez Struktury prauzkov (vrypov). Tento stav nastava, pre-
toze mriezkova Struktira je pod medzou rozlisenia kondenzora. Interferencnéa struktira
vzniké vo vystupnej rovine privedenim oboch difrakénych radov. Vystupny objektiv (OL)
zvicsuje interferencéna Struktiru, hologram, vo vystupnej rovine (OP) na detektor (D).
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2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP CCHM

Os vystupného objektivu a detektora je zjednotend s osou interferometra a kolméa k vy-
stupnej rovine [8].

V roku 2009 bol vyvinuty novy typ mikroskopu, CCHM 2. generacie. Pouziva sa odrazna
difrakénd mriezka, na rozdiel od transmisnej difrakénej mriezky pouzivanej u CCHM
1. generécie, ktord je umiestnend v ohniskovej rovine tubusovej SoSovky. Vdaka tomu
je mozné pouzivat objektiv s nekoneénou tubusovou dlzkou. Mikroskop je primérne na-
vrhnuty pre transmisny mod, pozorovanie v prechadzajicom svetle, za vyuzitia beznych
mikroskopovych kondenzorov. Pouzité st kondenzory s vic¢Sou pracovnou vzdialenostou
ako objektivy, a teda usporiadanie je invertované oproti zauzivanému, aby bol poskytnuty
objektivmi a tubusovymi Sosovkami takto vznika priestor nekone¢ného zvizku rovinnych
vin a vznika tak i moznost vloZenia modulov. Rastie tak pocet pouzitelnjch zobrazovacich
technik ako napr. fluorescencia, optickd pinzeta, ramanovska spektroskopia a iné.

2.1.1. Parametre vybranych casti mikroskopu

Skonstruovany CCHM 2. generacie je tvoreny nasledujicimi konstrukénymi prvkami,
plochou, st mosadzné.
Blizsi popis parametrov vybranych casti mikroskopu:

e interferometer - achromaticky, priestorovo invariantny so symetrickou konstruk-
ciou

e osvetlovacia suistava - svetlo z externého halogénového zdroja je privddzané sve-
tlovodnym kablom do osvetlovacieho systému pre holograficky mikroskop, kde sa
nachédza karusel s 8 clonami o roznych priemeroch (0,2; 0,4; 0,6; 1; 2; 3; 4; 5 mm).
Stcastou systému je bariérovy filter pre odtienenie IR Ziarenia, tzv. studeny filter.

e kolektor - dvojica SoSoviek s ohniskovou vzdialenostou 77,03 mm, hribky 8,6 mm
a s priemerom 25 mm. ZvécSenie je 1,6 krat, SoSovka je centrovatelnd kvoli justacii.

e difrakéna mrieZka - slizi ako deli¢ zviizku a jej priestorova frekvencia je 71 mm™1.

e zrkadla - naklapatelné v dvoch osiach, ¢o umoziiuje pri justacii zjednotenie zobraze-
nia difrakénej mriezky vo vystupnej rovine obomi vetvami. Z4 je posuvné i v smere
osi interferometra, kvoli spravnemu vycentrovaniu na os zvézku.

e kondenzory - posuvné zaroven s celou osvetlovaciou ¢astou v osovom smere, pre u-
moznenie vymeny objektivov a zaostrenie roviny deli¢a zvizku pri justacii. V smere
kolmom na os zvizku sa postvaju nezavisle, ¢o je dolezité pre vymenu objektivov

..... .

s vacsim zvicSenim, kedy sa prejavuje nestiosost kondenzora s objektivom.

e objektivy - pre spravnu funkciu mikroskopu musia byt rovnakého zvic¢senia ako
kondenzory. Objektiv O2 sa osovo postva kvoli zaostreniu roviny mriezky nezavisle
v oboch vetvach.

e mikroskopovy stolcek - vyhrievany (teplotne stabilizovany), posuvny v osi inter-
ferometra. Vzorka i referencia st umiestnené na tom istom stolc¢eku, ¢o zarucuje
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2.1. KONSTRUKCIA MIKROSKOPU

Obr. 2.2: CCHM 2. generacie [8].

/v 7 . ’ ’ . /. o . 3 . ATl .
sucasny posuv. Referencia sa da nezavisle posuvat i v osi zviizku kvoli zaostreniu
predmetov v oboch vetvach zaroven.
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2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP CCHM

e detektor - digitdlna kamera s velkostou ¢ipu 1376 pixelov x 1038 pixelov, velkost
pixelu 6,45 um x 6,45 pm. Rychlost snimania je 12 snimok za sekundu, 12 bitov,
chladena Peltierovym ¢lankom s digitalnym prenosom.

e zorné pole - velkost 2,2 mm x 1,7 mm (uhlopriecka 2,8 mm). Vo¢i konvenénym mi-
kroskopom 3-krat mensie, kvoli potrebe dostatocného navzorkovania vysokej pries-
torovej frekvencie hologramu vo vystupnej rovine.

e stativ - z duralovych dosiek, Sirky 18 mm s moznostou otoc¢enia o 180° do inverto-
vanej polohy.

e vibracie - pomocou beténovej dosky so silentblokmi pasivne tlmenie.

e stabilizacia teploty - topné telesa a regulatory teploty st v beténovej doske. Mi-
kroskop i s ohrevnymi doskami je v termoizolacnom boxe, ktory je pre pozorovanie
buniek vyhrievany na 35° C, samotny preparat je vyhrievany pomocou stol¢eka na
37° C.

Mikroskop (obr. 2.3) je nainstalovany v Laboratdriu experimentalnej fotoniky a bio-
fotoniky na Ustave fyzikalneho inZinierstva FSI VUT v Brne.

2.1.2. Fyzikalne principy zobrazovania

Pri predpoklade, ze optickd stistava obsahujiica kondenzor a objektiv je achromaticka,
mriezka bude zobrazovat priestorové frekvencie interferencénych pruzkov do vystupnej ro-
viny nezavisle na vinovej dlzke.

La¢ na optickej osi kolektora (L) tvoriaci os zviizku vychadzajiceho z osového bodu
zdroja (S) je mriezkou odkloneny pod uhlom 6 a pre jeho velkost plati:

sinf = n\fg, n=0,=%1,+2... (2.1)
kde A - vlnova dlzka, n - difrakény rad. Dalej budeme pouzivat tvar rovnice pre n = 1.

Naklonenie vetvi interferometra od osi o uhol ¢, odpoveda strednej vinovej dizke Ay = 550
nm, pre ktort bol interferometer navrhuty. Disperzia mriezky farebne rozklada zobraze-
nie zdroja (S) v predmetovych ohniskovych rovinach kondenzorov (C). Pre A = \g stred
zdroja lezi na optickej osi kondenzora, pre A # )\ je stred prie¢ne posunuty voci tejto osi.
7 rovnice vypljva, ze s dlhSou vlnovou dizkou A rastie i difrakény uhol 6 a z tohto dévodu
je zobrazenie zdroja v predmetovych ohniskovych rovinach kondenzorov posunuté pre vac-
Sie vlnové dlzky A dalej od osi i od seba navzajom. V obrazovych ohniskovich rovinach
objektivov (O) sekundarne obrazy zdroja vznikaji stranovo posunuté o rovnaki vzdiale-
nost v opa¢nych smeroch voci optickej osi ako v pripade kondenzorov. Mensia vzdialenost
7 toho je zrejmé, ze stranovo prevratené je i poradie farieb v spektralnom rozklade. Ak
by sa zvizky divergujice zo sekundarnych obrazov zdroja v oboch vetvach sirili priamo
do vystupnej roviny (OP), pruzky vznikajice v tomto mieste by nemali rovnakt priesto-
pod mensim uhlom by vznikali prazky s nizsou frekvenciou a obratene. Ak chceme, aby
vznikal achromaticky holograficky zaznam, musia zobrazujice zvizky roéznych vinovych
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2.1. KONSTRUKCIA MIKROSKOPU
Y ey

Obr. 2.3: CCHM 2. generacie.

dlzok tvorit interferen¢éné prazky jedinej priestorovej frekvencie. Kazda vinova dizka musi
mat uhlovil velkost sekundarnych zobrazeni zdroja voéi vystupnej rovine rovni uhlove;
velkosti priméarnych zobrazeni zdroja voci difrakénej mriezke.

Vetvy interferometra su prekrizené pomocou zrkadiel (Z), ktoré si umiestnené za ob-
jektivmi. PrekriZzenie moze byt v zobrazovacej Casti aj v osvetlovacej Casti, nie vSak su-
Casne. Priestorova frekvencia interferogramu vo vystupnej rovine (OP) fop je dvojndsobna
ako priestorova frekvencia fs difrakénej mriezky, pretoze pre interferogram vznikéa z 1.
a -1. difrakéného radu mriezky (G). Plati [8]:

fop = 2sin(0) /) = 2fq, (2.2)
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2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP CCHM

2.1.3. Vlastnosti zobrazovania

Mikroskop vie zobrazit objekty i v silne rozptylujicom prostredi a umoziuje teda potlacit
svetlo nasobne rozptylené v oblastiach, ktoré nelezia v predmetovej rovine.

Koherentné zdroje spdsobuji neziaduci koherentny Sum (specle) a interferencie v optic-
kych stustavach. Oba tieto javy vyrazne zhorsuji kvalitu zobrazenia. Obmedzit ho je mozné
pouzitim svetla s redukovanou priestorovou koherenciou, a tak zvysit kvalitu zobrazenia.
Matematicky ide o filtraciu vyssich priestorovych frekvencii z rozostrenych rovin, znizu-
jucu negativny vplyv na zobrazenie zaostrenej roviny. Obmedzenim ¢asovej koherencie sa
redukuje pritomnost koherenéného Sumu. Ten pochadza z rozostrenych rozptylovych cen-
tier. V achromatickych systémoch kombinaciou nizkej priestorovej aj ¢asovej koherencie
sa potlaci i rozptylovanie zvizku na rozhraniach optickych ¢lenov.

S redukciou Sumu stcasne vznika efekt optickych rezov. Tato vlastnost je typickd u kon-
fokalnych mikroskopov, kde sa dosahuje pomocou duélneho rastrovania vzorky bodovymi
aperturami. Nizka priestorova koherencia potlacuje vplyv rozptylujtacich prostredi tak, ze
obmedzuje interferenciu nebalistickych foténov. Pri obmedzeni ¢asovej koherencie dojde
ku stenceniu optického rezu, ktory je v pripade nekoherentnej holografie tensi ako u kla-
sického konfokalneho zobrazenia. Potlacenie vplyvu svetla nasobne rozptyleného mimo
predmetovi rovinu umoznuje vznik optickych rezov. Zobrazenie vznika len za pomoci ba-
listickych fotonov v pripade intenzitného i fazového zobrazenia pri prekryti vzorky silne
rozptylujicou vrstvou. Pri klasickom zobrazeni vo svetlom poli nie je mozné taktuto st-
ruktru pozorovat.

Pri osvetleni osovym bodom vznikd primarny obraz v predmetovom ohnisku konden-
zora. Vzorka v predmetovej rovine objektivu je osvetlovana zvizkom lacov rovnobeznych
s optickou osou a lace rozptylené vzorkou st zachytené objektivom tak, Ze vzorka je zobra-
zovana do obrazovej roviny objektivu, ktora je zjednotena s vystupnou rovinou interfero-
metra. Pri sledovani bodov na okraji zorného pola kazdy smer rozptylu odpoveda jednému
bodu v tejto ohniskovej rovine. V obrazovom ohnisku objektivu sa vytvara sekundarny
obraz odpovedajuci nerozptylenému zvizku a v jeho okoli vznikaji body odpovedajice
rozptylenému lacu, ktoré st vzajomne koherentné. Gulové viny vychéadzajtice z osového
bodu a okrajového bodu st vzajomne koherentné, interferuju a vytvaraju predmetova
vlnu Siriacu sa do obrazovej roviny objektivu.

V opticky zhodnej referencnej vetve bez vzorky k rozptylu nedochédza a do obrazovej
ohniskovej roviny referencného objektivu sa zobrazi len osovy bod, z ktorého vychadza
gulova vlna interferujtca vo vystupnej rovine interferometra s predmetovou vlnou, pretoze
obe vlny pochéadzaju z jediného bodu plosného zdroja a st koherentné. Vo vysledku dosta-
vame predmetovi vinu modulovant interferenénymi pruzkami s priestorovou frekvenciou
for.

S rovnakou priestorovou frekvenciou vznikd vo vystupnej rovine interferencné struk-
tara pre fubovolny bod. Z plosného zdroja prizky od vSetkych bodov zdroja maji rovnaky
fazovy posuv a zobrazia sa presne na seba. Ak je vSak plo$ny zdroj priestorovo nekohe-
rentny, s¢itaju sa prispevky v intenzite.
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2.2. REKONSTRUKCIA HOLOGRAMU
2.2. Rekonstrukcia hologramu

K rekonstrukcii obrazovej amplitudy a fazy sa pouziva metdda, ktora funguje na principe
odstranenia nosnej priestorovej frekvencie fop vo fourierovskom priestore a to takym
sposobom, Ze zaznamenany hologram sa prevedie na spektrum priestorovych frekvencii
pomocou algoritmu dvojrozmernej rychlej Fourierovej transformacie (FFT). V postran-
nom pasme je obrazové spektrum separované maskou v tvare kruhového okna s polomerom
ur¢enym maximalnou obrazovou frekvenciou. Nésledne je toto separované spektrum pre-
sunuté tak, aby povodna nosna priestorova frekvencia fop bola po presunuti v nulovej
priestorovej frekvencii. Toto separované spektrum je potom nasobené Hanningovou va-
hovou funkciou v tvare 0,5(1 — cos7p), kde p je normovany polomer véhovej funkcie.
Pre tato funkciu plati, ze p = 1 na okraji kruhového okna. Potom je spektrum pomocou
dvojrozmernej inverznej FFT (IFFT) transformované na komplexnt obrazovi amplitidu,
z ktorej sa vypocita redlna amplitida (modul). Jej druhd mocnina odpovedéd obrazovej
intenzite. Rovnako z nej je mozné vypocitat obrazovi fazu (argument).

Obr. 2.4: Grafické zndzornenie rekonstrukcie obrazovej viny, a) Hologram i s detailom
interferen¢nej Struktary. b) Spektrum priestorovych frekvencii, kde uprostred je autoko-
relacné spektrum, na okrajoch st spektra okolo nosnej frekvencie fop. ¢) Fazovy obraz.
d) Intenzitny obraz. e) Fazovy obraz s naviazanou fazou. f) 3D rekonstrukcia obrazu.
Prevzaté z [9].

Na rekonstrukciu amplitidy a fazy touto metédou (odstranenie nosnej priestorovej
frekvencie) musi existovat len jedina nosné priestorova frekvencia. Kazdy bod plosného
zdroja vytvara ststavu interferencnych pruzkov rovnakej frekvencie fop s rovnakym fa-
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2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP CCHM

zovym posuvom. Sustavy pruzkov od jednotlivych bodov sa intenzitne skladaja s do-
statoénou presnostou cez seba, a teda navrhnuty interferometer moézme povazovat za
priestorovo invariantny.

Hologram maé intenzitu v bode x = (z1,22) vystupnej roviny (OP) interferometra z
dovodu priestorovo nekoherentného plosného zdroja svetla rovni sti¢tu intenzit prispevkov
od jednotlivych bodov (s) zdroja (S). Tomu odpoveda vztah:

i(x) = is(x) = X Jos(x) +rs(z)%, (2.3)
kde o4 a rs st komplexné amplitady predmetovej a referencnej viny vo vystupnej ro-
vine (OP).

Hustota vrypov (minimélna hodnota priestorovej frekvencie) mriezky musi splitat 2 pod-
mienky:

1. Plynie z holografickej podmienky - dosadenim za fop dostaneme:

fa = 2NA/m, (2.4)

Pri predpoklade, ze u mikroskopovych objektivov (kondenzorov) je vstupné pupila rov-
naka ako mechanicky otvor v rovine dosadenia kondenzora, je tento otvor apertirnou
clonou o priemere d leziacou vo vzdialenosti [ od difrakénej mriezky. Vzdialenost [ je me-
rané pozdl# optickej osi kondenzora. Pre priemer d vstupnej pupily kondenzora (C), resp.
vystupnej pupily (O) plati:

d=~2INA/m, (2.5)

kde NA/m = sin’ je numerickd apertira v predmetovom priestore kondenzora. Pre
malé uhly o ~ 1,5° plati:

sina’ &~ tan o/, (2.6)

Vztah stanovuje priestorovi frekvenciu tak vysok, Ze primérne zobrazenie zdroja v
nultom rade difrakcie je oddelené od zobrazenia v 1. rade pre vlnovi dizku A = \g. Svetlo
z nultého raddu teda nevnikd do vstupnej pupily kondenzora. Vzdialenost ich stredov je
rovna d.

Pri dopade rovinnej viny v smere normaly na mriezku s priestorovou frekvenciou f
vznika v 1. difrakénom rade vina s rovnakou priestorovou frekvenciou a plati:

Af =sinag, (2.7)

kde a3 odpoveda uhlu medzi vlnovym vektorom difraktovanej viny a normélou k mriez-
ke.

2. Pre difraktovant vlnu pod apertirnym uhlom odpovedajicim posuvu stredu zdroja
o d/2 plati:

f=sina’ = NA/mM, (2.8)

15



2.3. SPOSOB OSVETLOVANIA A VZNIK INTERFERENCNYCH PRUZKOV

z ¢oho plynie pre posuv o vzdialenost viacsiu alebo rovni d pre priestorovi frekvenciu
mriezky druha podmienka:

fa = 2NA/m, (2.9)
totozna s prvou podmienkou.

Co sa tyka horného limitu priestorovej frekvencie difrakénej mriezky, vychadza z rov-
nice a z podmienky |sinf| < 1.

fa < 1/[nAl. (2.10)

Zo vztahu vyplyva, Ze s rastiicou hodnotou fg bude Strukttra priazkov hologramu jem-
zvic¢senim, ¢o mé za nasledok zmensenie zorného pola. Tak isto sa bude zuZovat interval
spektralnej priepustnosti mikroskopu, a teda je najlepsie, aby priestorova frekvencia di-
frak¢nej mriezky bola ¢o najmensia.

Mikroskop bol navrhnuty pre 4 totozné planachromatické objektivy s tubusovou dlzkou
160 mm, pre ktoré je I ~ 150 mm, stredna vlnova dizka odpoveda Ay = 650 nm vzhla-
dom ku preferovanej biologickej aplikacii mikroskopu, pretoze kratsie vlnové dlzky u bio-
logickych objektov pri pouziti vykonnejsich zdrojov svetla vyvolavaju autofluorescenciu
molekul.

S ohladom na maximalnu velkost zorného pola bola zvolenéd priestorovéa frekvencia
mriezky (G) fo = 71 mm™!. Vetvy interferometra zvieraji uhol 6, ~ 2,7°.

2.3. Sposob osvetlovania a vznik interferenénych pruz-
kov

2.3.1. Plosny zdroj

Pouzitim plosného zdroja svetla dochadza k negativnemu poklesu kontrastu interferen-
¢ného obrazca smerom k okrajom zorného pola. Vo vystupnej rovine je zorné pole primarne
obmedzené uc¢innou plochou difrakénej mriezky (nami pouzivand je §tvorcova s dlzkou
hrany 3 mm). Obyc¢ajne je detektor natofeny okolo optickej osi a pruzky hologramu s
kolmé k jednej z uhlopriecok detektora, lebo sa najlepsie takto navzorkuvavaja najvyssie
priestorové frekvencie. Na zistenie poklesu kontrastu interferencnej struktiry na okrajoch
pola uvazujeme monochromaticky zdroj, priestorovo nekoherentny, kde A = A\, vypliujtci
cely priestor vstupnej pupily kondenzora. Osovy bod sa zobrazi do stredov kondenzorov a
do stredu pupil oboch objektivov. Takto vznikaji dva pary vzajomne koherentnych sekun-
darnych kvazibodovych zdrojov a v oblasti, kde sa zvizky pretinaja, vznika priestorova
Struktira interferenénych maxim (dvojdielne rota¢né hyperboloidy). [8]

2.3.2. Interferenc¢né pruzky

Interferencnd struktira vo vystupnej rovine (OP) sa rovna rovinnému rezu touto Struk-
turou, maxima tvori ststava hyperbol. V zornom poli vidime asi 400 prauzkov (fop =
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2. KOHERENCIOU RIADENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP CCHM

142 mm~! so $irkou zorného pola cca 3 mm), z ktorych stredovy je linedrny, okrajové st
zakrivené, kedy toto zakrivenie nepresahuje 1 % Sirky prazku. Rozdiel $irky okrajového a
stredového pruzku je cca 0,01 %, takze ju mozme aproximovat linearnymi ekvidistantnymi
pruzkami o priestorovej frekvencii fop.

Svoje vlastné interferencné struktary vytvaraja i ostatné body zdroja, ale s ostatnymi
struktirami neinterferujui, s¢itaju sa v intenzite z dévodu nekoherencie plosného zdroja
(S). Interferen¢né Struktira vytvorend bodmi vzdialenej$imi od osi je natocend voci in-
terferenc¢nej Struktire vytvorenej paraxiadlnymi bodmi o uhol o', ktory je apertirnym
uhlom objektivu v obrazovom priestore. Kvoli tomuto natoceniu dochadza ku odchylke
v priestorovej frekvencii fop interferenénych pruzkov vznikajicich prienikom otocenej
interferenc¢nej struktury s vystupnou rovinou. Priestorova frekvencia tychto prazkov je
nizsia, priazky su teda Sirsie, ako pévodné. Rozdiel v polohe odpovedajucich si priazkov
mozeme urcit zo vzfahu:

d=x(1/cosa’ — 1), (2.11)

s maximom na okraji zorného pola (cca  ~ 1,5 mm). Najvyssi apertiurny uhol pri po-
uzivanych objektivov je o/ & 1,5° a najvyssia hodnota rozdielu 0 je preto d,,4, =~ 500 nm
(asi 7 % sirky prazku).

Vysledna interferencna struktira je rovna suctu intenzit vSetkych obrazcov vytvore-
nych bodmi leziacimi vo vnitri ti¢innej plochy zdroja. Co sa tyka kontrastu, ten je najvyssi
v okoli stredového bodu, kde sa obrazce najpresnejsie prekryvaji a smerom k okraju zor-
ného pola klesa. Kontrast v celom poli nepoklesne pod 0,75 a teda mozeme interferometer
povazovat za priestorovo invariantny. Plosny zdroj s priestorovo nekoherentnym zdro-
jom svetla bol este opatreny interferen¢nym filtrom so strednou vlnovou dlzkou 650 nm
a polosirkou 10 nm.

2.4. Prehlad vlastnosti transmisného a reflexného médu

Pre konstrukciu interferenénych mikroskopov je vhodné vyuzivat achromatické interfe-
rometry. Mimoosova holografickda mikroskopia ma oproti ostatnym technikdm vyhodu
rekonstrukcie predmetovej viny v celom poli z jediného zaznamu.

2.4.1. Reflexny méd

V pripade reflexného médu nizka ¢asova koherencia sama o sebe umoznuje vznik optickych
rezov nasledkom obmedzenej koherencnej dlzky, a tak zosilituje konfokalny efekt, spdso-
beny dualnym rastrovanim pri konfokalnom systéme a nizkou priestorovou koherenciou
v holografickom systéme.

2.4.2. Transmisny mod
Rozlisuju sa 2 pripady:

1. Bezné transmisné systémy - nekoherentné holografické systémy s beznym nemriez-
kovym interferometrom (napr. in-line).
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2.5. MOZNOSTI VYUZITIA MIKROSKOPU

Plati, Ze priestorovi nekoherencia je hlavnou pri¢inou vzniku optickych rezov, zatial
) bl
¢o prispevok nizkej casovej koherencie je druhorady.

2. Nekoherentnd obrazova holografia s mriezkovym achromatickym interferometrom
(off-axis).

Difrakéna mriezka prevadza efekt ¢asovej nekoherencie na priestorova. Pri pouziti Si-
rokopasmového bodového zdroja je vplyvom disperzie svetla na rozhrani mriezky stranovo
predizeny v smere kolmom na vrypy mriezky a javi sa teda ako plosny priestorovo nekohe-
rentny zdroj. Vyvolava sa teda rovnaky efekt optickych rezov ako u plosného priestorovo
nekoherentného monochromatického zdroja.

Pri sirokopasmovom plosného priestorovom nekoherentnom zdroji efekty rezov odpo-
vedajucich nizkej ¢asovej a priestorovej koherencie sa nielen sc¢itaju, ale i zosiliiuju a rezy
st jemnejsie. Toto plati i pre reflexné systémy.

2.5. Moznosti vyuzitia mikroskopu

Transmisné holografické mikroskopy st vyuzivané viécsinou pre biologické pozorovania,
najma zivé bunky, pretoze umoznuju kvantitativne fazové zobrazenie, ktoré je mozné pre-
pocitat na plosni hustotu suchej bunkovej hmoty. Je to neinvazivna a netoxickd metéda
vhodna na pozorovanie dynamickych dejov v redlnom case. Reflexné holografické mikro-
skopy sa pozivaju hlavne v profilometrii povrchov ale i u biologickych aplikacii.

Z predchadzajuceho textu plynie vyznam a zasadna vyhoda optickej zostavy s mriezko-
vym achromatickym interferometrom pre konstrukciu holografickych mikroskopov v mi-
moosovom usporiadani. Priestorové a spektralne rozsirenie zdroja je v zostave obmedzo-
vané len velkostou apertur optickych ¢lenov a disperziou mriezky. Koherenciu osvetlenia
vieme prisposobit charakteru vzorky a vlastnostiam zobrazenia, ktoré pozadujeme. Vys-
si stupen koherencie osvetlenia umoznuje numerické preostrovanie v osovo rozsiahlejsej
oblasti, nizsi stupen koherencie zjemnuje opticky rez, a pri nizkej casovej a priestorovej
koherencii, kedy sa efekty zosiliiuji, je mozné dosiahnut extrémne jemné optické rezy.
Prie¢na rozliSovacia schopnost odpovedd nekoherentnému zobrazovaciemu procesu a je
teda dvojnasobné oproti zobrazeniu v koherentnom osvetleni bodového zdroja, ako sa po-
uziva v sucasnych digitalnych holografickych mikroskopoch s mimoosovym nemriezkovym
interferometrom.
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3. MOZNOSTI TROJROZMERNEHO ZOBRAZOVANIA

Kapitola 3

MozZnosti trojrozmerného
zobrazovania

Medzi stc¢asné zname techniky umoznujtce trojrozmerni optickti mikroskopiu patri konfo-
kalna mikroskopia a opticka koherenc¢na tomografia. Tieto metédy generuji trojrozmerné
snimky optickym delenim vzorky na rezy. Tento sposob méa vSak urcité obmedzenia, ty-
kajice sa najméi hribky vzorky, ktort je schopné este takto zobrazit.

Schopnost analyzovat Struktiru biologickych objektov v troch rozmeroch sa ukazala
ako neocenitelna. Moznost sledovat biologické funkcie v 3D podéava bliZsie informécie o in-
terakcii réznych casti v bunke. V poslednej dobe doslo ku vyvoju a zlepSeniu mnozstva
technik zobrazujucich 3D informéciu biologickych vzoriek. Tak isto boli zautomatizo-
vané metody digitalnej rekonstrukcie tenkych rezov vzorkou. Napriek tomu rekonstrukcia
vzorky s velkostou niekolko mm stéle vyzaduje stovky individuélnych rezov touto vzorkou.

Konfokalna mikroskopia dokaze zobrazovat do hibky priblizne 1 mm to viak ale stéle
nie je dostacujica hodnota pre zobrazovanie viacerych vrstiev vzoriek. Tato metéda bo-
huzial dokaze zobrazovat len fluorescenény signél.

Inou metdédou je optickd koheren¢éna tomografia (OCT), ktord dokéaze zobrazif i vi-
&Sie hibky (2-3 mm). Tomografickd rekonstrukcia objektu je mozna pouzitim informécie
o sekcii vzorky alebo projekcii, popripade oboch.

Aktualne metédy 3D optickej mikroskopie sa nechévaju inSpirovat principom osvetlo-
vania, ktoré vyuziva opticka koherenéné tomografia [10].

3.1. Uprava tvaru zdroja osvetlenia

Princip tomografického zobrazovania vzorky by teda mohol poskytnit zlepSenie zobrazo-
vania biologickych vzoriek. Aby bolo mozné napodobnit sposob zobrazovania v tomografii,
bolo nutné upravit tvar zdroja pouzivaného v koherenciou riadenom holografickom mi-
kroskope.

Uprava tvaru zdroja bola uskuto¢nend pomocou dierkovej vymennej rotacnej clony.
Otvor v clone je umiestneny excentricky voci optickej osi mikroskopu a tym dochadza
ku osvetlovaniu vzorky pod premenlivym uhlom. Blizsi popis funkcie a tvaru clony je
v kapitole 5 a v sekcii 4.1.
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3.2. PRINCIP ZOBRAZOVANIA
3.2. Princip zobrazovania

Svetlo zo zdroja, ktorym je halogénova lampa, je privadzané pomocou zvizku optickych
vldken do mikroskopu. Za zvizkom optickych vlaken sa nachadza rotacna clona s otvorom
o priemere 1 mm.

halogénova lampa difiaké nd mriezka
filter

referendnd velva predmefoud veu

4/ referenémy

ok

[
.
iy

LS v ¢ vystupnd rovina

é:_-.jg_@sm}m objektiv

™,

=1 CCD Lomem

Y

Obr. 3.1: Ilustrativna schéma zobrazovania v CCHM 1. generacie pomocou excentricky
umiestnenej clony.

Clona sa nachédza v predmetovej rovine kolektora, ktora zobrazuje otvor v clone do
prednej ohniskovej roviny kondezorov. Osvetlenie vzorky je teda rovnomerné, pod rovna-
kym uhlom od osi rotacie. Uhol dopadu voci osi kolmej ku osi rotacie sa meni o rovnaky
uhol po celej kruznici, po ktorej otvor obieha. Od roviny vzorky, ktord je tplne osvet-
lenéd zvizkom rovnobeznych lacov, sa zviizok lacov $iri dalej do objektivu a ndasledne je
zobrazovany na CCD ¢ip kamery. V referencnej vetve dochadza k rovnakému principu
zobrazovania, avSak namiesto vzorky prechadza 14¢ cez referenéni komorku, v ktorej sa
nachadza len médium, bez buniek.
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3. MOZNOSTI TROJROZMERNEHO ZOBRAZOVANIA

Pri prechode luc¢a vzorkou dochadza v predmetovej vetve k posunu fazy oproti vetve
referen¢nej a po opatovnom spojeni vetvi za objektivmi je na CCD ¢ip kamery zazna-
menéavany hologram (ako uz bolo blizsie popisané v kapitole 2). Pre jednotlivé smery
osvetlenia (pozicie excentricky umiestnenej dierkovej clony) sa zaznamendva samostatna
holograficka snimka.

Nositelom informdcie o 3D Struktire je fazova snimka. Obrazok fazy z kazdého prie-
metu, ktory je zaznamenany, je timerny integralu indexu lomu pozdlz lac¢a idtceho skrz
vzorku.

3.3. Pozorovanie biologickych preparatov

Objekty pozorované mikroskopom delime na tie, ktoré st dobre pozorovatelné a rozlisitel-
né a na tie, ktoré vieme pozorovat velmi problematicky a ¢astokrat ich nevieme v zornom
poli mikroskopu rozlisit.

Z optického hladiska biologické objekty na zaklade toho rozdelujeme na:

e amplitudové

o fazové

Amplitiddové objekty menia amplitidu prechadzajiceho svetla, zatial ¢o fazové ob-
jekty menia fazu. Detektory signélu si citlivé na zmenu intenzity a to vytvara prirodzeny
kontrast pozorovaného objektu. U fazovych objektov tomu tak ale nie je, preto je problém
ich rozlisit od okolia (pozadia) [7].

3.4. Obrazova faza

Pri zobrazovani objektu dochadza pri prechode luca cez vzorku v predmetovej vetve mi-
kroskopu ku posunu fazy voci lacu, ktory prechadza referen¢nou vetvou cez referencni
vzorku bez zobrazovaného objektu (blank vzorka).

Ty referenéna vzorka b =
vetva =

Y

Obr. 3.2: Znazornenie optickych drah lacov v referencénej a predmetovej vetve mikroskopu,
prevzaté a upravené z [11]

Prikladom fazového objektu st bunky. Informéciu o hodnotach fazy je pri zndmom
indexe lomu mozné prepocitat na vysku bunky. Oneskorenie fazy svetelného zviizku pre-
chadzajuceho zivou bunkou je tmerné hmote obsahu bunky bez vody (suchej hmote).
Bunky majt priblizne rovnaky index lomu, preto ho aproximujeme na priemernt hustotu
suchej hmoty. Hodnoty indexu lomu typické pre aproximéciu bunky st 1,38 - 1,41 [12],
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3.5. TYPY POZOROVACICH KOMOROK

[13]. V publikacii [14] sa uvidza, Ze spozdenie rovné jednej vinovej dlzke zeleného svetla
(A = 546 nm) odpoveda plosnej hustote suchej hmoty 3 pgum=2 (= 3 gm™2).

3.5. Typy pozorovacich komérok

Priprava pred pozorovanim zivych biologickych objektov zahtna aj vyber vhodnych ko-
morok, ktoré by umoznovali kultivaciu buniek ako aj ich pozorovanie.

Pouzivaju sa rozne typy komorok. Kazdy typ je vhodny pre iné podmienky pozorovania
preparatov a poskytuje i iné podmienky viac ¢i menej vhodné pre dlhodobejsiu kultivaciu
buniek. Pre kultivaciu buniek a pri ich naslednom pozorovani st pouzivané:

e stacionarne komorky

e prietokové komorky

3.5.1. Stacionarne pozorovacie komorky

Tento typ komorok sltzi na umiestenie preparatu. Komorky imituju zivotné podmienky
buniek v Petriho miske a zaroven vyhovuja i podmienkam zobrazenia objektivmi. Pevna
Cast komorky je tvorend krycim sklickom o priemere 22 mm, ktoré je pripevnené silikénom
k nerezovému medzikruziu s vonkajSim priemerom 22 mm a vnutornym 15 mm, ktory
ohrani¢uje priestor pre zivot buniek. Silikén je netoxicky a odolny voci alkoholu a vyzi-
vovaciemu médiu buniek. Po sterilizacii sa bunky kultivuju v takto pripravenej komorke
a pre ich pozorovanie sa komorka zakryje i z vrchnej ¢asti krycim sklickom, aby sa nemenila
v priebehu experimentu optickéd dlzka predmetovej vetvy.

3.5.2. Prietokové pozorovacie komorky

Tento typ komorok mé oproti stacionarnym niekolko vyhod:

1. moznost aplikacie réznych uc¢innych latok, a teda sledovanie okamzitej reakcie buniek
na tuto latku,

2. zachovanie polohy pozorovanych preparatov pred a po aplikacii u¢innych latok, a tak
zarucenie presnosti urcenia ucinkov latky.

Tymto poziadavkam odpovedaji komercéne dostupné prietokové komorky od firmy
IBIDI (obr. 3.3), umoziujice pozorovanie buniek pri vymene média alebo aplikacii ¢in-
nych latok. Tieto komorky maju i vyvody pre silikénové hadicky a s teda napojitelné
na pumpu, vdaka ktorej vieme regulovat rychlost vymeny média. Bunky, pokial nie su
v procese delenia alebo nie st odumreté, su prichytené na spodni ¢ast komorky.

3.6. Vplyv velkosti clony na zobrazované objekty

CCHM 1. generacie umoznuje pri pozorovani vzoriek zmenit velkost clony, ktora je umiest-
nend v predmetovej rovine kolektora. Uskuto¢nené bolo pozorovanie na fibrosarkémovych
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3. MOZNOSTI TROJROZMERNEHO ZOBRAZOVANIA

metastazujtcich bunkach A337/311RP ([15]), ktoré boli kultivované v stacionarnych po-
zorovacich komérkach. Pouzité boli objektivy firmy Lambda 20x/0,4 a rovnaky expozi¢ny
cas 170 ms. Nasnimané a spracované boli hologramy pri réznych priemeroch clony, ktora
sa nachadza v mieste optickej osi mikroskopu. Clony mali priemery 0,6; 1 a 2 mm. Holo-
gramy spracované na snimky s naviazanou a vyrovnanou fazou je vidiet na obr. 3.4.

Na zaklade experimentu bol zvoleny najmensi mozny priemer clony, pri ktorom este
nedochadza ku difrakcii na okraji vzoriek. Merania pri velkosti priemeru clony 0,6 mm

.....
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3.6. VPLYV VELKOSTI CLONY NA ZOBRAZOVANE OBJEKTY

Obr. 3.3: Prietokova komorka firmy IBIDI [16].

(a) priemer clony 0,6 mm

(c) priemer clony 2 mm

Obr. 3.4: Snimky naviazanej a vyrovnanej fazy pozorovanych fibrosarkémovych metas-
tazujacich buniek na CCHM 1. generéacie pri rdoznom priemere clony. Skala zobrazuje
hodnotu fazy v radianoch.

24



4. EXPERIMENT

Kapitola 4

Experiment

Na overenie funk¢énosti navrhnutého systému a principu zobrazovania bola pouzita verzia
zostavy s manualnym posuvom clony. T4 bola pouzitda na CCHM 2. generacie, ktory je
vo faze testovania. CCHM 2. generacie je otvoreny laboratérny set-up, a z tohto dévodu
je pristupnejsi pre Gpravy a overovanie funkénosti principu zobrazovania zjednodusene;j
verzie rotacnej dierkovej clony.

4.1. Zostava s manualnou rotaciou clony

Vymennéa rotujicé dierkova clona s manudlnou rotéciou clony (obr. 4.2) pozostéva z ra-
mena, ktoré sluzi na tchyt rotacnej clony. Clona ma tvar bubienku, ktorého dno je tvorené
kruhovym plieskom o hribke 1 mm a je vymenitelné. Na kruhovom pliesku sa nachédzaju
otvory (s priemerom 0,2 mm a 1 mm) sliziace ako zdroj osvetlenia.

Obr. 4.1: Velkost otvoru v zjednodusenej dierkovej clone je
priblizne 200 um. Obréazok bol vytvoreny na reflexnom mikroskope
Nikon Eclipse L150, pouzity bol objektiv firmy Nikon 10x/0,30.

Poloha otvorov je excentrickd voci stredu osi rotacie o 1 mm. Pre znazornenie je na
obrazku 4.1 mozné vidiet clonu s otvorom s priemerom priblizne 0,2 mm. Velkost otvoru
bola zvolena ¢o najmensia, aby sme ziskali bodovy zdroj a pri tom nedochadzalo este
k difrakcii na okrajoch snimanych objektov.
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4.1. ZOSTAVA S MANUALNOU ROTACIOU CLONY

Clona je otacana manualne. Odcitanie jej polohy umoziuje milimetrova papierova stup-
nica uchytend po obvode. Otocenie clony o jeden dielik milimetrovej stupnice odpoveda
zmene uhla dopadu zviizku priblizne o 4,4° (obr. 4.3). Pre overenie spravnosti principu
zobrazovania je tato hodnota dostacujuca. Na pokrytie celého kruhu (teda 360°) bolo
potrebné nasnimat 81 hologramov. Pri poziadavkach na lepsiu kvalitu snimok by bolo
uz potrebné krok zmensit alebo pouzit pri spracovani vicsie mnozstvo snimok z réznych
smerov osvetlenia. Poloha otvoru, ktory slazil ako zdroj osvetlenia, ostala v blizkosti pred-
metovej roviny kolektora. Celé rameno, v ktorom je clona pripevnend, je posuvné v smere
os X,y iz (obr. 4.2).

Obr. 4.2: Zjednodusena vymenna rotacna dierkova clona i s ramenom na tchyt a justaciu.

Z dovodu malej uhlovej aperttry kolektora nebolo mozné osvetlit celé zorné pole.
Pravdepodobne z dévodu nepresného vycentrovania polohy clony, dochadzalo k tomu, ze
vzorka nebola rovnomerne osvetlovana vo vSetkych polohéch.

Obr. 4.3: Schéma naznacujica sposob rotacie clony.

CCHM 2. generacie lezi na optickom stole odizolovanom voci vibraciam. Kedze je ro-
vina vzorky kolma na stol, uchytava sa vzorka na dosku predstavujicu posuvny stolc¢ek
vo vertikalnej polohe. Tym, Ze je vzorka a referencia ulozena na rovnakej doske sa pri po-
suve pohybuju a zaostruju zarovern. Na CCD kameru s velkostou pixelu 7,4 ym x 7,4 yum
je zaznamenavany hologram. Pri prechode zviizku svetla cez vzorku dochadza ku fazovému
posunu voci referenénému zvizku v referencnej vetve mikroskopu. Tento posun nastava,
lebo vzorka, ktorou je v tomto pripade Specialne sklicko Cellocate, ma v réznych mies-
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4. EXPERIMENT

tach roznu hrabku a teda 1G¢ urazi roznu opticktt drahu v sklicku. Dochadza ku rozdielu
optickych dréh, ktory my zaznamename prave ako zmenu fazy uchovant v holograme.

Na osvetlovanie bola pouzitd halogénova lampa, ktora je zvycajne pouzivand ako zdro]
osvetlenia mikroskopu. Medzi zdrojom osvetlenia a kolektorom sa nachadza filter pre
vlnovii dizku A = 650 nm so spektralnou Sirkou 10 nm. Pri snimani boli pouZité plan
objektivy firmy Nikon 10x/0,25 a kondenzory. Velkost zorného pola je pri tomto zvic¢seni
priblizne 0,47 x 0,4 mm. Zvoleny expozi¢ny cas bol 800 ms ako v pripade Specidlneho
sklicka Cellocate, tak i pri snimani zivych buniek.

Pomocou vyssie popisanej zostavy s manualnym posuvom clony boli uskutocnené na-
sledujtice experimenty.

4.2. Meranie krycieho sklicka Cellocate

Zostava bola po namontovani najprv overovand pri zobrazovani Specidlneho sklicka Cel-
locate od firmy Eppendorf, ktoré sa pouziva pri identifikdcii buniek. Specidlne sklicko je
krycie sklicko o hribke 0,17 mm, na ktorom je vyryta ryhovana struktira v tvare mriezky.
Do tejto mriezky st zakomponované vyryté pismena abecedy a ¢islice, v rozlozeni, ako je
mozné vidiet na obrazku 4.4.

- |[T" 51 r s %
:_..L__ | PR B -
hs I; 1
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Obr. 4.4: Specialne sklicko Cellocate od firmy Eppendorf,
prevzaté a upravené z [17].

Sklicko bolo umiestnené do roviny vzorky v predmetovej vetve CCHM 2. generacie.
Ako referencia bolo pouzité krycie sklicko bez Struktar rovnakej hrubky ako Cellocate.

Na snimkach hologramov (obr. 4.5) je mozné vidiet podla tiefia tvoreného Struktirou
mriezky zmenu smeru osvetlenia sklicka Cellocate v zavislosti na pozicii dierkovej clony.
Pre nézornejsiu ukazku st vyobrazené (obr. 4.6) snimky amplitidy a naviazanej vyrovanej
fazy pre rovnaké polohy clony ako na obr. 4.5.

Na obr. 4.7 a 4.8 je ukdzana moznost numericky preostrovat. Numerickym spracovanim
je mozné zo snimok ziskat 3D informdciu v porovnani so samostatnymi snimkami (4.5)
z jednotlivych smerov osvetlenia.
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100 pm

(a) pootocenie clony o uhol 22,2° voéi nulovej (b) pootocenie clony o uhol 164,4° voci nulovej
polohe polohe

100 pm

(¢) pootocenie clony o uhol 266,7° vo¢i nulovej
polohe

Obr. 4.5: Snimky hologramov $pecidlneho sklicka cellocate z réznych smerov osvetlenia.

Na spracovanie obrazu bol pouzity software Ing. Matéja Tyc¢a vytvoreny v programo-
vacom prostredi Python.

Pre pripad osvetlovania pomocou rotacnej dierkovej clony umiestnenej excentricky voci
optickej osi mikroskopu ndm ku spracovaniu, ktoré je pouzivané v pripade osvetlovania
osovym bodom alebo plosnym zdrojom (blizsie popisane v sekcii 2.2), pribudnt este dalsie
kroky aby bolo moZné zrekonstruovat nasnimané hologramy. Snimky boli preloZené cez
seba na zéklade polohy nosnej frekvencie, ktora bola urcend pre kazdy hologram zvlast.
3D rekonstrukcia vzorky bola uskutocnend s vyuzitim faktu, Ze holograficky mikroskop
zobrazuje ako linedrny, priestorovo invariantny systém.

V pripade pouzitia monochromatického bodového zdroja ma prenosova funkcia tvar
gulovej §upky a prenasa sa tak maly rozsah podlznych frekvencii. Réznym poloham bodo-
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4. EXPERIMENT

(a) snimka amplitidy v polohe clony (b) snimka naviazanej vyrovnanej fazy

22,2° vo¢i jej nulovej polohe v polohe clony 22,2° vo¢i jej nulovej po-
lohe
14
6
-1
-9
-17
100 pm
(c) snimka amplitidy v polohe clony (d) snimka naviazanej vyrovnanej fazy
164,4° voci jej nulovej polohe v polohe clony 164,4° vo¢i jej nulovej po-
lohe

100 _pm

(e) snimka amplitidy v polohe clony (f) snimka naviazanej vyrovnanej fazy
266,7° voci jej nulovej polohe v polohe clony 266,7° voci jej nulovej po-
lohe

Obr. 4.6: Snimky amplitady (a),(c) a (e) (8kdla znazormuje normované hodnoty inten-
zity vo¢i maximalnej hodnote) a snimky naviazanej vyrovnanej fazy (b), (d) a (f) (skala
znézornuje hodnoty fazy v radidnoch) $pecidlneho sklicka Cellocate z roznych smerov
osvetlenia.
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Obr. 4.7: Snimka sklicka Cellocate po spracovani, farebna skéala znazornuje hodnoty am-
plitady.

vého zdroja potom odpoveda posunutie prenosovej funkcie (obr. 4.10) a jej tvar sa pritom
nemeni [18].

Posunutie bolo uré¢ované podla polohy najviac prenesenej priestorovej frekvencie vo
frekvenc¢nom spektre hologramu. Frekven¢né spektrum priestorovych frekvencii tak bolo
premietané do nezndmeho trojrozmerného frekvenéného spektra vzorky (obr.

Prva snimka (obr. 4.7) zobrazuje spracovanu snimku z miesta zaostrenia roviny vzorky.
Metdda spracovania umoziuje numerické preostrovanie ( obr. 4.8), ktoré znazornuju
snimky toho istého miesta sklicka ako v pripade obr. 4.7, nachadzajtce sa v mieste 28 pum
pred a 14 pm za rovinou zaostrenia. V lavom dolnom rohu st vidiet jemné rozdiely v za-
ostreni, na snimkach 4.8 a) a b) je toto miesto viac rozostrené. Preostrovanie je vyrazné
a umoziiuje precizne doostrovanie po malych krokoch (1 krok = 7 pm). Snimky st zobra-
zené v nepravych farbach. Farebna skédla znazornuje absolitnu hodnotu rekonstruovaného
signalu.

Pre porovnanie je na obr. 4.9 vyobrazenad absolitna hodnota rekonstruovaného sig-
nalu spracovana len Cistym spriemerovanim snimkov. Snimku nie je mozné numericky
preostrovat alebo len vo velmi malom rozsahu.

Z experimentu vyplyva, Ze je mozné numericky doostrovat a numerickym spracovanim
ziskat 3D informéciu i pri nezndmom indexe lomu vzorky. Na to by bolo potrebné nasnimat
bunky pri vys$sich numerickych apertiurach objektivov, ktoré ale nebolo mozné pouzit
na CCHM 2. generécie. Z merani vyplynulo tiez, ze manualny posuv clony je prilis pomaly
pre snimanie zivych biologickjch objektov. Meranie trvalo priblizne 20 minut a kedze
bunky st zivé objekty mohlo prist ku velkej zmene polohy znemoziujtcej trojrozmerné
spracovanie zaznamenanych snimok. Z tohto dévodu bola navrhnutd a skonstruovana
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4. EXPERIMENT
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Obr. 4.8: Snimky rovnakého sklicka Cellocate ako v obr. 4.7 numericky preostrené a)
0 28 pum pred zaostrend rovinu a b) 14 um za zaostrent rovinu, farebné skéala znazornuje
hodnoty amplitudy.

nova zostava s automatizovanou rotaciou clony pomocou krokového motoru pre funkény
CCHM 1. generacie.
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4.3. MERANIE ZIVYCH BUNIEK
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Obr. 4.9: Snimka sklicka Cellocate po spriemerovani, farebna skala znazornuje hodnoty

amplitudy.
~H | \
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Obr. 4.10: Prenosova funkcia pre koherentné osvetlenie, prevzaté z [18].
4.3. Meranie zivych buniek

Po overeni funkénosti zostavy nasledovalo meranie na zivych biologickych objektoch. Po-
zorovanie zivych buniek je problematické z viacerych dévodov. St naro¢né na kultivaciu,
pozorovanie vyzaduje teplotni stabilizaciu atd. Merania prebiehali na fibrosarkémovych
silne metastazujtucich bunkach typu A337/311RP.

Rovnako ako pri pozorovani statického fazového objektu, Specialneho sklicka Cellocate,
boli bunky v prietokovych komorkach IBIDI, ktoré umoziovali svojim tvarom pohodlné
uchytenie na kolmom stol¢eku pomocou klapiek. Na vyvody z prietokovej komorky boli
umiestnené silikonové hadicky, ktoré boli zaslepené pomocou stipcov, aby z nich neunikalo
kultivacné médium. Takto pripravené bunky boli pozorované opit rovnakym principom
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4. EXPERIMENT

Obr. 4.11: Rez 3D priestorovou funkciou vzorky pre rozne vlnoéty (k = ko, K = k/2) po
rekonstrukcii v transmisnom pripade pri pouziti monochromatického osvetlenia, prevzaté

z [19].

10,8

0,86

0,4

0,2

0

Obr. 4.12: Snimky hologramov metastazujtcich fibrosarkomovych
buniek A337/311RP, farebnd skala znézortiuje hodnoty amplitudy.

osvetlovania ako u statickej vzorky. Pouzité objektivy ostali rovnaké ako u pozorovania
sklicka, rozdielom bola velkost priemeru pouzitej clony, ktora bola v tomto pripade pri-
blizne 0,2 mm.

Bohuzial u pozorovania buniek nebolo mozné zrekonstruovat snimky ako v pripade

Specialneho sklicka. Pravdepodobne to je sposobené nizkou hodnotou numerickej aperttry
objektivov a malej uhlovej apertiry kolektora, ktora pri predchadzajiicom experimente
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4.3. MERANIE ZIVYCH BUNIEK

nemusela mat na zobrazovanie az taky vplyv ako v pripade pozorovania zivych buniek.
Bunky boli umiestnené v rovine kolmej na rovinu ich prirodzeného rastu, tak mohlo v
priebehu experimentu, ktory trval priblizne 20 mintt, dojst k ich podstatnému pohybu
buniek, znemoznujicemu spracovanie nasnimanych hologramov. Pri rotacii clony bola na
ramene vola v pohybe, ktora mohla sposobit, Ze poloha clony nebola pri manualnom oté-
¢ani presne vycentrovana.
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5. ROTACNA DIERKOVA CLONA

Kapitola 5

Rotac¢na dierkova clona

Na zéklade experimentu bola navrhnutéd a skonstruovana pocitacovo ovladatelna rota-
¢na dierkova clona. Pomocou tejto clony sa upravil Standardne pouzivany plo$ny zdroj
na CCHM 1. generacie na kruhovy excentricky umiestneny. Clona je umiestnena v prednej
predmetovej rovine kolektora, vo vzdialenosti 24 mm a rotuje voci optickej osi mikroskopu.
Rotaciou bodového zdroja, ktory vytvara otvor v clone, vznika tvar medzikruzia, ktorym
je vzorka osvetlovana.

5.1. Konstrukény navrh

o —,4_—
- - T L
[
(a) predny (b) rez clonou

Obr. 5.1: Pohlady na vymennu rotaént dierkova clonu: a) pohlad spredu, b) rez clonou.

Rotac¢na dierkova clona je vymenitelnd a je tvorené bubienkom s vonkajsim priemerom
16 mm (obr. 5.1), ktory ma na dne dva otvory. Prvy, sliziaci ako zdroj svetla o prieme-
re 1 mm, je umiestneny voci osi zvizku s excentricitou 2,5 mm. Druhy méa priemer 2
mm a slizi na zaistenie clony voci rotacii okolo svojej osi. Steny bubienku maju hrabku
1 mm. Bubienok je vloZzeny do hriadela a poisteny pomocou kolika, ktory spaja bubienok
a hriadel.

Hriadel mé celkovi dlzku 27 mm. Zvoleny priemer neobmedzuje volné Sirenie sveta
osvetlovacom. Z vonkajsej strany mé priemer 20 mm v ¢asti, na ktort st upevnené loziska.
Z druhej strany hriadele, kde je uchytend remenica ma hriadel priemer 23 mm. Hriadel
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5.2. ROTACIA CLONY

je rotacne ulozeny vo dvojici valivych lozisk a jeho spravna poloha je zaistena tvarovym
stykom. Proti axidlnym posuvom je zaisteny zlepenim s vnatornymi kruzkami lozisk.

Vonkajsie krazky lozisk st ulozené v kryte, ktory zaroven slizi ako kamen XY posuvu
s rozsahom pohybu + 1 mm. Presn poziciu je mozné nastavit pomocou troch skrutiek
M3 rozmiestnenych po 120° okolo osi rotacie hriadela. XY posuv sliZi na jemna tpravu
pozicie vymennej rotacnej dierkovej clony, aby os jej rotacie bola totozna s optickou osou
mikroskopu.

Krycou doskou je kameri oznaceny sivou farbou) dotlaceny cez vonkajsi kriazok loziska
k prirube, ktora je napojena na pévodné miesto osvetlovaca CCHM 1. generacie. Na krycej
doske je ulozeny i krokovy motor s pastorkom a na hriadeli je lepenim zaistena remenica.
Prenos otacavého pohybu je realizovany pomocou ozubeného remena s roztecou zubov
2,5 mm. Pastorok mé 20 zubov a remenica 40. Vysledny prevodovy pomer dovoluje krok
na hriadeli 0,85°.

Vyslednt zostavu je mozné vidief na obr. 5.2 a obr. 5.3.

Obr. 5.2: Pohlad na zostavu.

Na reze navrhnutou zostavou (obr. 5.3) je vidiet prehladovo jednotlivé ¢asti tvoriace
zostavu: hriadel, clona, loziskd, kryt lozisiek, xy-posuv, krycia doska, remenica, pastorok
a ozubeny remen. Pre lepsie rozlisenie jednotlivych casti je model vo farbach.

Vyrobné vykresy st dolozené ku diplomovej praci. Vysledna skonstruovana zostava je vi-
diet na obrazku 5.6. Cela zostava je vyrobena zo zliatiny hliniku s ozna¢enim EN AW-2030.

5.2. Rotacia clony

Na rotaciu clony bol pouzity bipolarny krokovy motor so sériovo zapojenym vinutim
SX16-0301D od spolo¢nosti MICROCON, s.r.o. Tento motor bol zvoleny z dévodu mini-
mélneho momentu zotrvacnosti rotoru (11 gem?) tak, aby razy pri jednotlivych krokoch
boli minimalne a tym bola ¢o najmenej ovplyviovana stabilita naladenia mikroskopu.
Prenos otacavého pohybu zaistuje prevod s ozubenym remeriom s pouzitim dielu firmy
Haberkorn Ulmer s.r.o.. Pouzité remenice mali zvolené pocty zubov 40 a 20 s menovitymi
priemermi d,; = 31,83 mm a d,o = 15,92 mm (mensia remenica slazi ako pastorok
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5. ROTACNA DIERKOVA CLONA

dierkova clona

hriadel

pastorek remenica

ozubheny remen

krycia doska

kameh posuvu
, loZiska XY posuv
krokovy motor

Obr. 5.3: Rez zostavou.

motoru). Dlzka remetia bola uréena na zaklade vypocétu medziosovej vzdialenosti a’, ktora
sa voli podla doporucenia touto relaciou:

0, 5(dw1 + dwg) + 15mm < a < Q(dwl + dwg), (51)

kde a’ je volen& medziosova vzdialenost, d,, je menovity priemer remenic. Nasledne sa urci
teoreticka dlzka remena L, tpomocou vztahu:

Lwt = 2&/ + 1, 75(dw1 + dwg) + (dw2 — dw1)2/(4a'). (52)

Z tabulky bola nésledne uréené skutoéna dlzka remetia L. Skuto¢na vzdialenost os
a je urcend pomocou rovnice:

0 =K+ /K? — (dys — d1)?/8. (5.3)

kde K je touto substitaciou:

K = Ly/4 — 0,393(dw1 + dus), (5.4)

je L,, skuto¢né dizka remetia, a je skutotna medziosovéa vzdialenost a d,, je menovity
priemer remenice.

7 doévodu medziosovej vzdialenosti st na krycej doske je namiesto otvoru drazky do-
volujice volnost v nastaveni medziosovej vzdialenosti priblizne + 1 mm [20].

5.3. Riadenie

Motor je riadeny pomocou karty TMCM-1021 od spolo¢nosti TRINAMIC Motion Control
GmbH Co. KG (obr. 5.4).

Karta je vybavena pre komunikaciu rozhranim RS485, ktoré je pomocou USB prevod-
niku pripojené k pocitacu. Kartu je mozné ovladat pomocou originalneho programova-
cieho prostredia TMCL-IDE alebo pomocou pripravenych funkcii v prostredi LabView,
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5.3. RIADENIE

Obr. 5.4: Riadiaca karta TMCM-1021.

z ktorého je tiez mozné ovladat i ukladanie hologramov nasnimanych mikroskopom. Celé
meranie je tak plne automatizovatelné. Karta umoziiuje i pripojenie koncovych spinacov
¢i optickej zavory (I/O konektor), napr. pre kalibraciu polohy osvetlovacej clony. Cely
systém je napajatelny pomocou spinaného zdroja v rozsahu napiti 9 - 28 V.

1 4
I/0 konektor

Krokovy motor
TMCM-1021 SX16-0301D

+9...+28V

1 5

RS485 o/

6 9

Obr. 5.5: Schéma zapojenia bipolarneho krokového motoru s riadiacou kartou.
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5. ROTACNA DIERKOVA CLONA

Obr. 5.6: Vysledna skonstruovana zostava rotacnej dierkovej vymennej clony.
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Kapitola 6

Z.aver

Cielom prace bolo navrhnut a skonstruovat vymennt rotujicu dierkova clonu, ktorej
funk¢énost mala byf nasledne overena experimentalne. Najprv bola skonStruované zjed-
nodusend rotacna dierkova clona, ktora bola overovand na CCHM 2. generédcie (4.1).
Clona v tvare pliesku je umiestnena na dne bubienku. Osa bubienku je totozna s optickou
osou. Pre pozorovanie dynamickych objektov bol manualny posun ¢asovo naro¢ny a preto
vznikol upraveny navrh clony, ktorej rotaciu zabezpecuje krokovy motor. Navrh a popis
jednotlivych ¢asti clony ako aj odévodnenie ich pouZitia je popisané v kapitole 5. Uplna
vykresova dokumentéacia je obsahom prilohy.

Vymennd dierkova rotacna clona je plne funkénd. Jej zobrazovacia schopnost bola
overovana na dvoch experimentoch pomocou clony najprv s manualnym otacanim, ktora
je upresnend v sekcii 4.1. Prvym experimentom je meranie Specidlneho krycieho sklicka
Cellocate firmy Eppendorf GMbH, na ktorého povrchu je vyrytad mriezkova struktira.
Vysledky a priebeh experimentu st popisané v kapitole 4 v sekcii 4.2. Po spracovani na-
snimanych hologramov z réznych smerov osvetlenia (obr. 4.5) je vysledni snimku mozno
numericky preostrovat, a teda jej dalsim numerickycm spracovanim ziskat trojrozmerni
informaciu i pri neznamom indexe lomu vzorky. Pouzité spracovanie umoznuje numerické
preostrovanie v relativne velkom rozsahu avsak s vysokou presnostou kroku. Obrazky
spracovanych snimkov preostrenych do roznych rovin od zaostrenej roviny st vidiet na
obr. 4.8. Snimku spracovani pomocou metédy priemerovania vsetkych nasnimanych ho-
logramov z roéznych smerov osvetlenia mozme vidief na obr. 4.9. Z experimentu bola
preukazana funkénost zobrazovacieho principu. Vyrazné je schopnost numerického doos-
trovania, ktori umoziiuje pouzitd metéda spracovania. Dal§im numerickym spracovanim
je mozné zo snimok ziskat 3D informéciu o rozlozeni indexu lomu pozorovanej vzorky.

Druhy z experimentov sa zaoberal zobrazenim zivych buniek. Vysledna snimku, ktora
vznikla po spracovani dat zo snimok z jednotlivych smerov osvetlenia, je vidief na ob-
razku 4.12. Bohuzial v tomto experimente sa po spracovani nepodarilo zobrazit nasnimané
bunky. V pripade buniek, ktoré boli pri merani umiestnené kolmo na ich smer prirodzeného
rastu kvoli dlhsej dobe merania ddjst ku velkej zmene polohy bunky. Uhlové apertira po-
uzitého kolektora je mala, ¢o pri zobrazovani Specidlneho sklicka nemuselo hrat vyznamni
rolu avSak mohlo sa prejavit u zobrazovania zivych buniek. Z technickych pri¢in nebolo
mozné pouzit objektivy vyssich numerickych apertir na CCHM 2. generédcie. Merania
na zivych bunkach by bolo potrebné zopakovat na objektivoch vys$ich numerickych aper-
tiar, ktoré je mozné pouzif len na CCHM 1. generacie. Rychlost snimania je teda potrebné
urychlit pre pozorovanie dynamickych objektov.
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6. ZAVER

Navrhnutéa zostava vo vysledku plni svoju pozadovant funkciu a princip zobrazovania
pomocou nej bol overeny experimentalne. Pre pripad zobrazovania zivych buniek su ale
potrebné dalsie experimenty za pouzitia vyssich numerickych apertir objektivov a s po-
mocou automatizovaného pohonu rotacie clony, ktory bol navrhnuty a skonstruovany.
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Zoznam priloh

Priloha 1:
vyrobna vykresova dokumentacia vymennej rotacnej dierkovej clony s automatizova-

nou rotaciou clony
Priloha 2:

CD: elektronicka verzia diplomovej prace, vykresova dokumentacia vymennej rotacne;
dierkovej clony s automatizovanou rotaciou
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