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Abstrakt

Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop (CCHM) a Fluorescenčńı holografický mikroskop

(FHM) byly vyvinuty zejména pro kvantitativńı fázové zobrazováńı a měřeńı dynamiky

živých buněk, které obvykle bývá předmětem digitálńı holografické mikroskopie (DHM).

CCHM a FHM v režimu ńızké koherence rozšǐruj́ı možnosti digitálńı holografické mikro-

skopie pro studium živých buněk. Nicméně, výhoda plynoućı z využit́ı ńızké koherence je

doprovázena zvýšenou citlivost́ı systému na přesnou justáž. Z tohoto d̊uvodu je zavedeńı

automatické justáže systému nevyhnutelné. V disertačńı práci je odvozena teorie ř́ızeńı,

je navržen a experimentálně ověřen automatizovaný systém justáže pro oba mikroskopy.

Bylo zjǐstěno, že holografický signál je významnou veličinou pro prováděńı justážńıch

postup̊u. Na tomto základě byly odvozeny p̊uvodńı procedury nastaveńı, které obsahuj́ı

procesy pro počátečńı a pokročilou justáž, jakož i pro dlouhodobé udržeńı mikroskopu

v naladěném stavu. Automatizované procesy byly v obou mikroskopech implementovány

pomoćı p̊uvodńı sady robotických mechanismů. Všechny v práci popsané postupy byly

experimentálně ověřeny na mikroskopech v laboratoři experimentálńı biofotoniky. Pro

FHM byl nav́ıc vyvinut ovládaćı software, který obsahuje potřebné automatizované pro-

cedury.

Summary

Coherence-Controlled Holographic Microscope (CCHM) and a Fluorescence Holograp-

hic Microscope (FHM) were developed particularly for quantitative phase imaging and

measurement of live cell dynamics, which used to be a subject of digital holographic mic-

roscopy (DHM). CCHM and FHM in low-coherence mode extend capabilities of DHM in

the study of living cells. However, this advantage following from the use of low coherence

is accompanied by increased sensitivity of the system to its correct alignment. Therefore,

the introduction of an automatic self-correcting system is inevitable. Accordingly, in the

thesis, the theory of a suitable control system is derived and the design of an automated

alignment system for both microscopes is proposed and experimentally proved. The holog-

raphic signal was identified as a significant variable for guiding the alignment procedures.

On this basis the original basic realignment algorithms were proposed, which encompasses

the processes for initial and advanced alignment as well as for long-term maintenance of

the microscope aligned state. Automated procedures were implemented in both micros-

copes unique set of robotic mechanisms designed and built within the frame of the thesis

work. All of the procedures described in the thesis were experimentally proved at real mic-

roscopes in the experimental biophotonics laboratory. In addition, the control software,

which contains necessary automated procedures, was developed for FHM.
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1 Úvod a ćıle disertačńı práce

Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop a Fluorescenčńı holografický mikroskop, které

byly naš́ı výzkumnou skupinou vyv́ıjeny, kladly v minulosti nepřiměřeně vysoké nároky

na uživatele, nebot’ vyžadovaly před každým měřeńım manuálńı nastaveńı mikroskopu

s ćılem dosáhnout nejvyšš́ıho kontrastu interferenčńıch proužk̊u. Tato nevýhoda bránila

širš́ımu uplatněńı těchto mikroskop̊u na biologických pracovǐst́ıch. Jedinou cestou, jak tuto

nevýhodu odstranit, byla automatizace nejd̊uležitěǰśıch proces̊u, které prob́ıhaj́ı při

spuštěńı a provozu holografických mikroskop̊u vyv́ıjených naš́ı výzkumnou skupinou. Této

problematice a tomuto ćıli je věnována tato disertačńı práce. Jej́ımi d́ılč́ımi ćıli bylo:

• sestavit přehled metod použ́ıvaných pro justáž mikroskop̊u,

• uvážit použitelnost současných justážńıch metod pro námi vyv́ıjené mikroskopy,

• navrhnout a ověřit veličinu vhodnou k charakterizaci naladěńı mikroskop̊u,

• navrhnout a otestovat vhodné justážńı procedury,

• navrhnout a vyrobit poč́ıtačem ř́ızené robotické mechanismy pro vyv́ıjené mikro-

skopy,

• vytvořit ř́ıdićı program pro právě vznikaj́ıćı Fluorescenčńı holografický mikroskop,

• do programu integrovat metody automatické justáže.

Vyjmenované úkoly byly postupně řešeny a jejich řešeńı se stalo podkladem jednotlivých

kapitol této práce. Zkrácená verze disertačńı práce obsahuje jen d̊uležité informace a

výsledky.

V rešeršńı části práce v kapitole 2 jsou shrnuty nejpouž́ıvaněǰśı metody mikroskopie

živé buňky včetně interferenčńıch metod. Pro tyto metody jsou v kapitole 3 uvedeny

možnosti justáže mikroskop̊u. V literatuře publikované metody justáže pro interferenčńı

(tedy i holografické) mikroskopy byly shledány nevyhovuj́ıćımi pro mikroskopy, které

naše výzkumná skupina vyv́ıj́ı (viz popis mikroskop̊u v kapitole 5). Tyto metody bud’

vyžadovaly př́ıdavný osvit vzorku či doplněńı optické sestavy mikroskopy o dodatečnou

optiku. Proto byla v kapitole 6 odvozena a na mikroskopech otestována vhodná veličina

využitelná pro hodnoceńı stavu naladěńı mikroskop̊u. Na základě jej́ıho měřeńı byly v ka-

pitole 7 navrženy a otestovány vhodné justážńı procedury. Z jejich požadavk̊u vyplynulo

v kapitole 8 konstrukčńı řešeńı robotizovaných mechanismů, které umožňuj́ı praktické za-

vedeńı justážńıch procedur. Posledńı 9. kapitola je zaměřena na popis funkćı obslužného

softwaru pro Fluorescenčńı holografický mikroskop, který byl speciálně vytvořen pro tento

mikroskop. Tento software také obsahuje navržené justážńı procedury.
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2 Mikroskopie živé buňky

2.1 Optické vlastnosti živé buňky

Zobrazováńı buněčných preparát̊u pro biologické aplikace má oproti technickým apli-

kaćım mikroskopie mnohá specifika a s nimi souvisej́ıćı požadavky na zobrazovaćı soustavu

mikroskopu. Snad nejvýznačněǰśım z nich je vlastńı optická povaha živé buňky, která je

z největš́ı části tvořena vodou, tedy látkou o přibližně stejném indexu lomu, jako má jej́ı

přirozené prostřed́ı. Buňka je z chemického hlediska membránami ohraničený vodný roz-

tok předevš́ım protein̊u, lipid̊u, cukr̊u, jejichž hmotnost je označována jako suchá hmota

buňky [1]. Tyto látky se od svého rozpouštědla lǐśı indexem lomu, jsou amplitudově nekon-

trastńı a zároveň pro biology nejv́ıce zaj́ımavé. Proto lze buňky řadit z optického hlediska

mezi fázové objekty, tedy objekty, které měńı zejména fázi procházej́ıćı světelné vlny,

nikoliv jej́ı amplitudu. Tud́ıž je problematické zobrazit živou buňku běžným světelným

mikroskopem.

2.2 Moderńı metody zobrazováńı buněk

Problém ńızkého amplitudového kontrastu řeš́ı moderńı metody mikroskopie značeńım

buněk fluorescenčńımi barvivy. Prvńı popisy fluorescenčńıch metod se selektivńım bar-

veńım struktur buňky byly uveřejněny na začátku 19. stolet́ı [2, 3]. Vlastńı barveńı lze

provést dvěma zp̊usoby. Při klasickém barveńı je buňka fixována a je znemožněno studium

životńıch proces̊u buňky. Při pozorováńı živé buňky fluorescenčńımi metodami je chováńı

buňky ovlivňováno fototoxicitou fluorescenčńıch barviv [4]. Také lze buňku geneticky mo-

difikovat transfekćı plasmidu, který zp̊usobuje produkci barviva, které je specificky vázáno

v buňce [5]. T́ımto zásahem je však buňka nenávratně pozměněna.

Základńı metodou pro fluorescenčńı pozorováńı buněk je epi-fluorescenčńı mikroskopie

[6, 7]. Metoda je kvantitativńı v tom smyslu, že podle jasu zaznamenaného obrazu lze určit

množstv́ı sv́ıt́ıćıho barviva a t́ım i množstv́ı hmoty buňky, na kterou je vázáno [8]. Princip

epi-fluorescenčńıho pozorováńı je v dnešńı době rozv́ıjen pro metody 3D zobrazováńı.

Základńı metodou je jeho kombinace s konfokálńı mikroskopíı [9, 10] za vzniku laserové

rastrovaćı konfokálńı mikroskopie [11], atd. Společnou nevýhodou všech metod založených

na fluorescenci světla je jejich invazivita.

2.3 Klasické neinvazivńı metody zobrazováńı živých buněk

Vizualizovat změny fáze vlny bez umělého značeńı buňky lze mimo jiné pomoćı Zernikova

fázového kontrastu [12, 13], Nomarského diferenciálńıho interferenčńıho kontrastu [14] a

Hoffmanova modulačńıho kontrastu [15].

Společným rysem všech těchto metod je, že výsledný fázový obraz neńı kvantitativńı

a pouze vizualizuje buňku. Tud́ıž tyto metody neumožňuj́ı měřeńı suché hmoty v buňce,

jej́ıž plošná hustota je přibližně úměrná fázovému posuvu světelného svazku v př́ıslušném

bodě vzorku [1].
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2.4 Interferenčńı metody pro kvantitativńı zobrazováńı buněk

Výše zmı́něné metody neumožňuj́ı zobrazovat kvantitativně živou buňku neinvazivně bez

zásahu do jej́ıho přirozeného stavu. Je známo, že plošná hustota suché hmoty buňky je

přibližně úměrná fázovému posuvu světla v daném bodě vzorku [1]. Tento typ pozorováńı

živých buněk a jejich dynamiky [16] umožňuj́ı metody kvantitativńıho fázového zobra-

zováńı (Quantitative Phase Imaging - QPI), z nichž nejv́ıce je zastoupena metoda digitálńı

holografické mikroskopie (DHM). Holografické metody mikroskopie tedy v jistém smyslu

představuj́ı neinvazivńı protěǰsek fluorescenčńıch metod. Metoda DHM byla rozv́ıjena pro

použit́ı v biologických aplikaćıch s použit́ım laserového světla [17]. In-line uspořádáńı

využ́ıvaj́ı prakticky všechny interferenčńı mikroskopy. Pro źıskáńı kompletńı fázové infor-

mace je nutno využ́ıt Phase Shifting Algoritm [18]. Př́ıkladem zař́ızeńı upraveného pro

kvantitativńı fázová pozorováńı je interferenčńı Horn̊uv mikroskop [19, 20] nebo adaptace

Zernikovy metody fázového kontrastu SLIM [21].

Off-axis holografie [22] umožňuje provést kompletńı záznam vlny jedńım iterferogra-

mem - hologramem. Prvý off-axis holografický mikroskop dovoloval pouze rekonstrukci

vlny [23]. K rekonstrukci fáze vlny je třeba využ́ıt poč́ıtač, proto až s vývojem výkonného

hardwaru vznikl prvý použitelný mikroskop [24]. Off-axis holografický záznam lze také

źıskat připojeńım modulu τττ interferometru [25] nebo wDPM modulu [26] k běžnému mik-

roskopu. Nevýhodou všech popsaných off-axis uspořádáńı je použitý laserový zdroj. Za-

znamenaný hologram je ovlivněn koherenčńım šumem a záznamy difrakćı vznikaj́ıćıch na

aperturách čoček. Tyto vady hologram poškozuj́ı a zhoršuj́ı kvalitu výsledného fázového

kontrastu.

Řešeńım problému je použit́ı světla ńızké časové a prostorové koherence. Tyto mik-

roskopy (Koherenćı ř́ızené holografické mikroskopy - CCHM) využ́ıvaj́ı principu nekohe-

rentńı off-axis holografie. Interferenčńı struktura je současně zobrazeńım struktury dif-

rakčńı mř́ıžky a proto ji lze vytvořit i nekoherentńım světlem [27, 28, 29]. Nevýhodou

těchto mikroskop̊u je nutnost opticky identických větv́ı interferometru. T́ım je dána vy-

soká náročnost na nastaveńı mikroskopu, nebot’ č́ım méně koherentńı světlo je použito,

t́ım obt́ıžněǰśı je kv̊uli vysoké citlivosti nastaveńı optické délky obou větv́ı a jejich přesné

koincidence v př́ıčném směru.

Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop [29] je vhodný k multimodálńımu zobra-

zováńı, např́ıklad v kombinaci s epi-fluorescenćı. Nicméně nedovoluje v tomto módu hloub-

kově diskriminované zobrazeńı fluorescenčńıho barviva. Toho lze dosáhnout využit́ım ne-

koherentńı in-line holografie [30, 31]. V současné době je vyv́ıjen a patentován Fluores-

cenčńı holografický mikroskop (FHM) [32], využ́ıvaj́ıćı off-axis holografického uspořádáńı

interferometru. Přednost́ı tohoto mikroskopu je možnost tvorby optických řez̊u (obraz am-

plitudy). Z fáze je teoreticky možné vypoč́ıtat rozložeńı indexu lomu preparátu v jeho 3D

struktuře. CCHM a FHM mikroskopy vyžaduj́ı pro svou činnost a jednoduchou obsluhu

robotické ř́ızeńı vybraných prvk̊u mikroskopu. Jedná se o komponenty určené k justáži

př́ıstroje, manipulaci se vzorkem, výměně fluorescenčńıch kanál̊u a ř́ızeńı výsledného

zvětšeńı mikroskopu. Bližš́ımu popisu těchto př́ıstroj̊u, zpracováńı obrazu, ř́ızeńı kom-

ponent a automatickým procedurám pro tyto př́ıstroje se bude věnovat zbytek této práce.
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3 Justáž optických mikroskop̊u

Optické mikroskopy jsou účinnými nástroji nejen v buněčné biologii, ale téměř ve všech

oborech živých i neživých věd. At’ se jedná o ten nejjednodušš́ı systém, nebo vysoce

komplikovaný superrozlǐsovaćı systém, oba spojuje jedna d̊uležitá věc. Tou je správné

vyladěńı vzájemných poloh optických prvk̊u, neboli justáž. Pokud neńı př́ıstroj správně

seř́ızen, tak źıskaná obrazová data nejsou kvalitńı. Proto každý výrobce mikroskop̊u dbá

na jejich justovatelnost a postupy justáže bývaj́ı uvedeny v manuálech př́ıstroj̊u.

3.1 Justáž mikroskop̊u klasických zobrazovaćıch technik

Tyto metody jsou přehledně shrnuty v [33]. Základem kvalitńıho zobrazeńı vzorku je jeho

rovnoměrný osvit pomoćı
”
kritického osvětleńı“ nebo Köhlerova osvětleńı [34]. Těsně

za zdrojem světla je v optické cestě polńı clona a u Köhlerova osvětleńı i kolektorová

čočka. V zadńı ohniskové rovině kondenzoru je vložena aperturńı clona. Je d̊uležité, aby

tyto prvky byly středitelné a osově nastavitelné. U fluorescenčńıch mikroskop̊u zpravidla

přibývá možnost justovat polohu výboje lampy. Je možno centrovat vlastńı výboj, jeho

osovou polohu a pozici odrazné paraboly. Také je možno defokusovat obraz výboje v rovině

vzorku.

Máme-li vzorek rovnoměrně osv́ıcen, je dán předpoklad kvalitńıho zobrazeńı. V mo-

derńıch mikroskopech je zobrazovaćı část mikroskopu složena z objektivu a tubusové

čočky. Ty muśı společně vykreslit obraz vzorku, který okulár zvětšuje a zobrazuje jej tak,

aby lidské oko bylo schopno zobrazit všechny pozorované detaily vzorku. Každá metoda

klasické mikroskopie přináš́ı nový požadavek na optickou soustavu. Např́ıklad u Zerni-

keho fázového kontrastu se jedná o nutnost vystředit mezikruž́ı kondenzorové masky v̊uči

fázové destičce objektivu. Pro Nomarského fázový kontrast jsou to vzájemné pozice po-

larizačńıch hranol̊u. Pro Hoffman̊uv modulačńı kontrast je to poloha masky v ohniskové

rovině kondenzoru. A tak dále. U těchto metod lze pouhým okem při pohledu na výsledný

obraz posoudit kvalitu obrazových dat.

3.2 Justáž mikroskop̊u moderńıch zobrazovaćıch technik

K posouzeńı výsledného obrazu většiny těchto technik je již zapotřeb́ı poč́ıtačová analýza

zachyceného obrazu. Často jsou v mikroskopech kombinovány metody základńı a metody

moderńıch zobrazovaćıch technik, které bývaj́ı k mikroskopu připojeny jako př́ıdavný mo-

dul. Proto jsou justážńı postupy obdobné jako u klasických metod. Justážńı postupy

těchto modul̊u jsou r̊uzné. Každý modul zpravidla obsahuje sv̊uj vlastńı zdroj světla

(koherentńı či nekoherentńı), vlastńı osvětlovaćı optiku na principech již popsaných a

speciálńı optický prvek umı́stěný bud’ v rovině konjungované s rovinou vzorku (Nipkowův

disk, systém galvozrcadel, amplitudové mř́ıžky či jiné masky) nebo v rovině konjungované

se zadńı ohniskovou rovinou objektivu tak, aby ovlivňovaly fázi osvětluj́ıćı vlny (fázové

masky pro tvorbu speciálńıch svazk̊u). Justáž těchto prvk̊u je kĺıčová pro správnou funkci

zobrazovaćıch technik.
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4 Justáž interferenčńıch mikroskop̊u

Interferenčńı mikroskopové systémy nejsou v dnešńı době př́ılǐs komerčně rozš́ı̌renými

př́ıstroji a téměř každý typ př́ıstroje je unikátńı. Nicméně u všech typ̊u př́ıstroj̊u plat́ı, že

jejich správná funkce a kvalitńı záznam jsou závislé na kvalitě źıskané interference, tedy

kontrastu interferenčńı struktury.

Jedna z možnost́ı, jak naladit interferometr využ́ıvaj́ıćı zdroj b́ılého světla, je popsána

v [35]. Detektor je složen z vlastńıho fotodetektoru př́ıstroje, který neńı citlivý na lase-

rové světlo, a ze čtyř do čtverce rozmı́stěných fototranzistor̊u, které jsou citlivé jen na

světlo laseru. Daľśı metoda je schematicky podobná a je popsána v [36], kde se pomoćı

př́ıdavného zdroje světla udržuje sjustovaný Michelson̊uv a Fabry-Perot̊uv interferometr.

Princip je založen na poměřováńı světelného výkonu mezi referenčńım detektorem, který

je osvětlen laserem př́ımo, a mezi světelnými výkony tř́ı pomocných svazk̊u, které jsou

vedeny celým interferometrem kolem signálńıho svazku. V [37] popsaná metoda je apli-

kována na Michelsonově interferometru a vycháźı z použit́ı diferenciálńı fázové modulace

tak, aby na výstupu interferometru umožnila detekci fázového rozd́ılu mezi dvěma Gaus-

sovskými svazky. Daľśı systém využ́ıvaj́ıćı sekundárńı laserový zdroj ke stabilizaci interfe-

rometru je popsán v [38]. Metody [35, 38, 37, 39] jsou nevhodné pro biologické zobrazováńı

živých buněk, protože př́ıdavný zdroj světla může na buňky p̊usobit destruktivně, nebo

přinejmenš́ım ovlivňovat jejich chováńı. Nevýhoda metody [36] spoč́ıvá v tom, že přidává

dodatečně optické elementy do sestavy interferometru, což neńı praktické.

Metody popsané v předchoźım textu tedy nejsou v tomto př́ıpadě dobře použitelné.

Maj́ı-li se mikroskopy vznikaj́ıćı na našem pracovǐsti použ́ıvat širokou základnou uživatel̊u,

je proto nutné vyvinout vlastńı automatickou metodu pro justáž. Budeme požadovat,

aby tato metoda byla založena na optickém schématu př́ıstroje. Veličina, která popisuje

kvalitu zobrazeńı mikroskopu, necht’ je odvozena př́ımo z holografického signálu, takže

jej́ı hodnotu lze źıskávat téměř v reálném čase. Vhodnou veličinou, jak bude v práci dále

ukázáno, je měřený holografický signál wD.
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5 Optické sestavy mikroskop̊u a zpracováńı obrazu

5.1 Koherenćı ř́ızený holografický mikroskop

Optická sestava koherenćı ř́ızeného holografického mikroskopu (CCHM) [29, 40], na jehož

návrhu a stavbě jsem se aktivně pod́ılel, je zobrazena na obrázku 1(a). Jako zdroj světla

je použita halogenová lampa, jej́ıž světlo je vedeno světlovodem do roviny zdroje Zd. Tato

rovina je zobrazena kolektorovou čočkou Kol do zadńıch ohniskových rovin kondenzor̊u

K1,2 tak, aby vzorek VZ a referenčńı objekt RO byly osvětleny köhlerovsky. Světelný

svazek je pomoćı děliče D1 a zrcadel Z1,4,5 rozdělen do dvou optických cest objektové a re-

ferenčńı větve. Plynule měnitelná aperturńı clona AC je umı́stěna v bĺızkosti zdroje světla

Zd a dovoluje ř́ıdit prostorovou koherenci světla. Koherenci časovou ovlivňuje pásmový

interferenčńı filtr IF. Polńı rovina PR obsahuj́ıćı záměrný obrazec SC je kolektorem Kol a

kondenzory K zobrazena do roviny vzorku VZ a referenčńıho objektu RO. Roviny vzorku i

referenčńıho objektu jsou zobrazeny do roviny meziobraz̊u MO1,2 pomoćı mikroskopových

objektiv̊u O1,2 a tubusových čoček TČ1,2. Tyto roviny jsou zobrazeny do výstupńı roviny

interferometru VR pomoćı výstupńıch objektiv̊u VO1,2. Hologram je zaznamenáván po-

moćı CCD kamery K, která je umı́stěna v těsné bĺızkosti výstupńı roviny interferometru

VR. Difrakčńı mř́ıžka DM a zrcátko Z2 jsou umı́stěny v rovinách vzniklých meziobraz̊u

MO1,2 za tubusovými čočkami TČ1,2. T́ım je ve výstupńı rovině VR zaručen vznik inter-

ferenčńıho obrazce se shodnou prostorovou frekvenćı proužk̊u pro všechny vlnové délky

použitého světla a pro všechny body plošného zdroje Zd [29]. Principiálně optický systém

tvoř́ı off-axis holografické uspořádáńı, které je založeno na interferenci nultého a prvého

difrakčńıho řádu. Achromatičnost a prostorová invariance interferenčńıho obrazce je dána

faktem, že se prakticky jedná o Leith̊uv princip zobrazeńı [41] difrakčńı mř́ıžky do výstupńı

roviny interferometru VR pomoćı výstupńıch objektiv̊u VO.

Vývoj mikroskopu pokračoval myšlenkou na zjednodušeńı optické sestavy náhradou

kondenzoru a objektivu v referenčńı větvi variabilńı optickou soustavou. Př́ıslušné optické

schéma již bylo námi patentováno [42], z časových d̊uvod̊u však zat́ım nebylo realizováno.

Př́ıklad provedeńı interferometrického systému s variabilńı optikou pro nekoherentńı zdroj

zářeńı je schematicky znázorněn na obrázku 1(b) - (e). Předmětová a referenčńı větev

obsahuj́ı obdobné optické prvky jako předchoźı uspořádáńı CCHM s t́ım, že některé prvky

jsou vypuštěny a prvky referenčńı větve mohou mı́t proměnlivé ohniskové vzdálenosti.

Předmětová větev, tak jako v p̊uvodńım návrhu, obsahuje vstupńı zobrazovaćı soustavu

(kondenzor K pro Köhlerovo osvětleńı vzorku, objektiv O a tubusová čočka TČ) a výstupńı

zobrazovaćı soustavu VO. Interferometr pak muśı splňovat jednu z těchto možnost́ı:

• Optická sestava na obrázku 1(b): Mikroskopový objektiv O1 referenčńı zobrazovaćı

soustavy a mikroskopový objektiv O2 předmětové vstupńı zobrazovaćı soustavy se

od sebe lǐśı, a to alespoň jedńım z parametr̊u zahrnuj́ıćıch jmenovitou ohniskovou

vzdálenost a jmenovitou numerickou aperturu. Z uvedeného vyplývá požadavek,

aby zvětšeńı výstupńıch objektiv̊u VO1,2,(3) kompenzovalo rozd́ılnost zvětšeńı mik-

roskopových objektiv̊u O1,2 tak, aby bylo zvětšeńı mezi polńı rovinou PR a výstupńı

rovinou interferometru VR obou větv́ı shodné. Soustava výstupńıch objektiv̊u VO
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může být tvořena jednou soustavou pro každou větev nebo dělenou na dvě části

s t́ım, že jedna část je společná pro obě větve a mezi tyto části výstupńıch soustav

jsou vloženy soustavy zrcadel.

• Optická sestava na obrázku 1(c): Soustava interferometru je analogíı předešlého

bodu s t́ım rozd́ılem, že referenčńı zobrazovaćı soustava (K1, O1, TČ1) je vypuštěna,

ale zvětšeńı mezi polńı rovinou PR a výstupńı obrazovou rovinou VR interferometru

z̊ustává stejné pro obě větvě.

• Optická sestava na obrázku 1(d): Soustava interferometru je analogíı prvého bodu

s t́ım rozd́ılem, že referenčńı výstupńı objektiv VO1 je vypuštěn, ale zvětšeńı mezi

polńı rovinou PR a výstupńı rovinou VR interferometru z̊ustává stejné pro obě

větvě.

• Optická sestava na obrázku 1(e): Soustava interferometru je analogíı libovolného

předešlého bodu s t́ım rozd́ılem, že v obou větv́ıch, tedy v referenčńı i předmětové,

je zařazena difrakčńı mř́ıžka DM v bĺızkosti meziobraz̊u MO předmětové a referenčńı

větve. Difraktované svazky pak procháźı výstupńımi objektivy VO a jsou zrcadly

Z6,7 směrovány do výstupńı roviny interferometru VR.

• Soustava interferometru je analogíı libovolného předešlého bodu s t́ım rozd́ılem,

že alespoň jedna transmisńı difrakčńı mř́ıžka DM je nahrazena difrakčńı mř́ıžkou

reflexńı.

Vzhledem k použit́ı plošného polychromatického zdroje světla je u všech těchto př́ıpad̊u

nutno (kromě dodržeńı stejného zvětšeńı mezi polńı rovinou PR a výstupńı rovinou VR)

interferometru zaručit i stejnou optickou délku větv́ı. Proto je nutno do každé sestavy

z předešlého výčtu vložit soustavu zrcadel, dovoluj́ıćıch opticky natahovat délku větve.

Kromě toho muśı optické sestavy obsahovat i prvek dovoluj́ıćı př́ıčný pohyb obrazu refe-

renčńıho vzorku ve výstupńı rovině interferometru.

5.2 Fluorescenčńı holografický mikroskop

Tento mikroskop je daľśım z vývojových krok̊u CCHM. Tento mikroskop slouž́ı k tvorbě

optických řez̊u vzorkem a k výpočtu rozložeńı indexu lomu ve vzorku. Princip mikroskopu

byl patentován [32]. Pod́ılel jsem se na jeho mechanickém návrhu, stavbě a tvorbě ř́ıdićıho

softwaru. Optická sestava FHM je zobrazena na obrázku 2. Zdrojem osvětleńı Zd tohoto

mikroskopu je defokusovaný výboj xenonové lampy. Rovina polńı clony PC je zobrazována

kolektorovými čočkami Kol1,2,3, tubusovými čočkami TL1,2 a mikroskopovými objektivy

O1,2 do roviny vzorku VZ. Světelný svazek je pomoćı děliče D1 a zrcadly Z1,2,3,4 rozdělen do

dvou opticky ekvivalentńıch cest osvětlovaćıch větv́ı. Plynule měnitelná aperturńı clona

AC a aperturńı clony objektiv̊u OAC jsou umı́stěny v optickém svazku pro nastaveńı

prostorové koherence jimi procházej́ıćıho světla. Nav́ıc OAC clony slouž́ı ke sńıžeńı nume-

rické apertury mikroskopových objektiv̊u O1,2. Intenzitu osvětleńı lze regulovat vkládáńım

šedých filtr̊u F. Volba excitačńıho spektra vlnových délek a emisńıho spektra vlnových
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délek je pro fluorescenčńı aplikaci mikroskopu je zajǐstěna výměnou fluorescenčńıch sestav

filtr̊u FSF. Vzorek VZ je z objektové roviny zobrazen do výstupńı roviny interferometru

VR pomoćı mikroskopových objektiv̊u O1,2, tubusových čoček TČ1,2, zoomovaćıch sou-

stav Zoom1,2,3,4 a výstupńıch objektiv̊u VO1,2,3. Při zobrazeńı vznikaj́ı meziobrazy MO1,3

za tubusovými čočkami TČ3,4 a meziobrazy MO2,4 za zoomovaćımi soustavami Zoom3,4.

Transmisńı difrakčńı mř́ıžka DM a referenčńı okénko Ro jsou umı́stěny v rovině meziob-

razu MO2,4 za zoomovaćımi soustavami Zoom3,4. Ve výstupńı rovině VR pak vzniká in-

terferenčńı obrazec se shodnou nosnou prostorovou frekvenćı proužk̊u pro všechny vlnové

délky emisńıho světla vzorku a pro všechny emituj́ıćı body body vzorku VZ. V bĺızkosti

výstupńı roviny VR je umı́stěna CMOS kamera K. Principiálně optický systém tvoř́ı off-

axis holografické uspořádáńı, které je jako u CCHM založeno na interferenci nultého a

prvého difrakčńıho řádu [29].

5.3 Zpracováńı obrazu

Detektorem K poř́ızený hologram je numericky zpracován. Nejdř́ıve je provedena Fourie-

rova transformace poř́ızeného hologramu. T́ım je źıskáno spektrum prostorových frekvenćı

obrazu. Ze spektra je vybráno postranńı pásmo prostorových frekvenćı kolem nosné pros-

torové frekvence. Poloměr vybrané oblasti je závislý na rozlǐsovaćı schopnosti a zvětšeńı

mikroskopu; jsou vyb́ırány jen takové frekvence, které je optika mikroskopu schopna

přenést do své výstupńı roviny VR. Nulová prostorová frekvence je posunuta do středu

výběru spektra a to je vynásobeno Hanningovou váhovou funkćı [43]. Komplexńı ampli-

tuda rekonstruované vlny (matice měřeného holografického signálu) wD(i, j) je vypočtena

inverzńı Fourierovou transformaćı źıskaného výběru spektra. Z ńı je dále vypočten fázový

obraz Arg [wD(i, j)] a amplitudový obraz |wD(i, j)|. Kvantitativńı fázový obraz je źıskán

navazovaćı procedurou a procedurou kompenzuj́ıćı deformaci jeho pozad́ı [44, 45].
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Obrázek 1: (a) Optická sestava CCHM, (b) - (e) varianty optických sestav se zjednodušenou

referenčńı větv́ı: Zd - zdroj světla, AC - aperturńı clona, IF - interferenčńı filtr, Kol - kolektor, Z

- zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek, RO - referenčńı objekt, MO - roviny meziobraz̊u, O - ob-

jektivy, TČ - tubusové čočky, DM - difrakčńı mř́ıžky, D - dělič svazk̊u, VO - výstupńı objektivy,

VR - výstupńı rovina, K - CCD kamera (detektor). Motorizované části CCHM (červeně): me-

chanismus pro vkládáńı seřizovaćı clony SC, poč́ıtačem ř́ızené závěrky Záv, 2D př́ıčný lineárńı

stolek objektiv̊u O2, lineárńı stolek pro osový pohyb zrcadla Z2 (př́ıpadně pro osový pohyb

zrcadel Z8,9).
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Obrázek 2: Optická sestava FHM: Zd - zdroj světla, PC - polńı clona, AC - aperturńı clona, F -

šedé filtry, Kol - kolektory, Z - zrcadla, VZ - vzorek, FSF - fluorescenčńı sestavy filtr̊u (excitačńı

filtry, dichroická zrcadla, emisńı filtry), OAC - aperturńı clony objektiv̊u, O - objektivy, MO -

roviny meziobraz̊u, Zoom - zoomovaćı objektivy, DM - difrakčńı mř́ıžky, Ro - referenčńı okénko,

D - děliče svazk̊u, VO - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina, K - CMOS kamera (detektor).

Motorizované části FHM (červeně): mechanismus pro vkládáńı seřizovaćı clony SC, mechanis-

mus pro změnu pr̊uměru polńı clony PC, mechanismy pro změny pr̊uměr̊u aperturńı clony AC a

aperturńıch clon objektiv̊u OAC, poč́ıtačem ř́ızené závěrky Záv, mechanismy pro změnu fluores-

cenčńıho kanálu (lineárńı výměńık dělič̊u svazk̊u D1, lineárńı výměńıky fluorescenčńıch sestav

filtr̊u FSF1,2, lineárńı výměńıky difrakčńıch mř́ıžek DM a referenčńıch okének Ro), osové lineárńı

stolky pro oba dublety tubusové čočky TČ2, vázané pohyby zrcátek Z2,4 a Z5,7, osové lineárńı

stolky objektiv̊u O, 3D lineárńı stolek vzorku VZ, 2D rotačńı stolek pro zrcátko Z9, změna

ohniskových vzdálenost́ı zoomovaćıch objektiv̊u Zoom, změna ohniskové vzdálenosti a ostřeńı

VO3.

13



14



6 Teorie zobrazeńı pro CCHM a FHM

Oba mikroskopy se po optické stránce mı́rně odlǐsuj́ı. CCHM mikroskop využ́ıvá Köhler̊uv

princip osvětleńı vzorku VZ a referenčńıho objektu RO (viz obrázek 1). Prvá vlna je mo-

dulována pr̊uchodem přes vzorek VZ, zat́ımco druhá vlna procháźı referenčńım objektem

RO a z̊ustává téměř nezměněna. Druhý mikroskop, FHM, je sice založen na holografickém

principu (viz obrázek 2), avšak zdrojem světla je emituj́ıćı fluorescenčńı barvivo obsažené

v pozorovaném vzorku. To znamená, že obě interferuj́ıćı vlny nesou informace o vzorku,

v němž jsou generovány. Nicméně oba mikroskopy spojuje jedna kĺıčová vlastnost. Interfe-

ruj́ıćı vlny jsou prostorově i časově nekoherentńı, a jsou tedy schopny tvořit interferenčńı

strukturu jen při perfektńım vyladěńı mikroskopu. Nejprve se budeme zabývat př́ıpadem

CCHM mikroskopu.

6.1 Teorie zobrazeńı pro CCHM

Aby bylo možné prokázat, že pr̊uměrná hodnota holografického signálu je vhodnou ve-

ličinou pro seř́ızeńı mikroskopu, je nutno popsat jej́ı závislost na kĺıčových parametrech

podstatných pro naladěńı mikroskopu, tedy na rozd́ılu optických délek ∆L obou zobra-

zovaćıch větv́ı, na vzájemném posuvu obraz̊u ve výstupńı rovině VR, který je popsán od-

pov́ıdaj́ıćım vektorem posuvu qf = (xf , yf ) v předmětové rovině, na velikosti poměrného

zvětšeńı M mezi oběma zobrazovaćımi větvemi a na odchylce ∆z osové pozice objektivu.

Jelikož je rovina vzorku VZ osvětlena köhlerovsky, lze určit teoretickou hodnotu hologra-

fického signálu pomoćı vztahu (2.20) [46]. Dále předpokládejme, že numerické apertury

objektiv̊u O1,2 nejsou př́ılǐs vysoké (s hodnotou pod 0,5), že rozložeńı intenzity v rovině

zdroje je rotačně souměrné (viz [46], části 2.2.4, 6.1 a 6.4.1) a že v mikroskopu neńı vložen

vzorek.. Následně lze źıskat výsledný vztah pro holografický signál:

w(qt; qf ,M,∆L,∆z) = 2π

∞∫
0

iK(K)exp (−2πiK∆L)

×
NAs/n∫
0

iT (κ)J0{2πKκκκ · [qf − qt(M − 1)]}

× exp
[
2πiK

(√
1− κ2 − 1

)
∆z
]
κdκdK, (1)

kde qt = (x, y) je vektor kartézských souřadnic ve výstupńı rovině VR, který je podělen

zvětšeńım mezi předmětovou rovinou v př́ıslušné větvi a výstupńı rovinou VR, K je re-

dukovaný vlnový vektor rovinné vlny v prostoru za kondenzorem, K = |K| = 1/λ, λ je

vlnová délka světla, iK(K) je spektrálńı funkce zdroje, Kt je př́ıčná část redukovaného

vlnového vektoru K, κκκ = Kt/K, κ = |κκκ|, iT (κ) popisuje radiálńı rozložeńı intenzity v ro-

vině zdroje, NAs je nejmenš́ı numerická apertura optických prvk̊u mikroskopu měřená v

předmětovém prostoru, n je index lomu předmětového prostoru mikroskopových objektiv̊u

O1,2.
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Rovnice (1) popisuje holografický signál CCHM pro prostorově i časově nekoherentńı

zdroj v závislosti na justážńıch parametrech.

6.2 Teorie zobrazeńı pro FHM

Ke stanoveńı výrazu pro teoretický holografický signál w pro FHM mikroskop předpo-

kládejme, že fluorescenčńı vzorek je nahrazen tenkým děličem svazk̊u. Ten je osvětlován

köhlerovsky objektivem O2, tedy vlnou u2. Světlo je j́ım částečně odráženo zpět do objek-

tivu O2 a částečně propuštěno do objektivu O1. Nav́ıc objektiv O2 je přesně zaostřen na

odraznou plochu děliče, což lze experimentálně zajistit. Pak jsou splněny stejné podmı́nky

pro platnost vztahu (1) jako u CCHM mikroskopu. Protože osvětlovaćı část optické sou-

stavy je pro obě větve totožná, je zřejmé, že závěry odvozené za předchoźıch předpoklad̊u

plat́ı i pro fluorescenčně emitovaný signál v předmětové rovině mikroskopu. Ten by sice

lépe odpov́ıdal situaci s kritickým, nikoli köhlerovským osvětleńım, ale je známo, že oba

tyto typy osvětleńı jsou koherenčně ekvivalentńı (viz [47], kapitola 10.6).

6.3 Experimenty

Výše popsaný teoretický holografický signál w dle rovnice (1), respektive hodnota jeho

modulu w, byla pro ověřeńı porovnána s experimentálńımi daty z CCHM při M = 1. Do

předmětové roviny nebyl vložen vzorek. Měřeńı bylo provedeno s plošným a spektrálně

úzkopásmovým zdrojem světla. Spektrálńı funkce zdroje iK(K) byla dána spektrálńı

propustnost́ı interferenčńıho filtru FB650-10 (λ = 650 nm, FWHM = 10 nm) od firmy

Thorlabs [48]. K eliminaci šumu byla matice měřeného holografického signálu wD(i, j)

pr̊uměrována přes celé obrazové pole dle vztahu

wD =

NI−1∑
i=0

NJ−1∑
j=0

|wD(i, j)|
NINJ

, (2)

kde wD je hodnota měřeného holografického signálu a NI a NJ jsou rozměry matice

měřeného holografického signálu (matice amplitudového obrazu) wD(i, j).

Na obrázku 3(a) je ukázáno porovnáńı závislost́ı hodnot teoretického a měřeného ho-

lografického signálu w a wD na |qf − qt(M − 1)| pro M = 1. Naměřené křivky se od

teoretických mı́rně odlǐsuj́ı. To je zp̊usobeno zejména optickými aberacemi výstupńıho

objektivu VO2, který je umı́stěn za difrakčńı mř́ıžkou DM v referenčńı větvi. Naproti

tomu naměřené hodnoty holografického signálu na obrázku 3(b) perfektně koṕıruj́ı teore-

ticky vypočtenou křivku. Měřeńı na obrázku 3(b) bylo provedeno při M = 1 pro týž zdroj

světla jako na obrázku (a) a pro |qf − qt(M − 1)| = 0µm při změně ∆L.

Hodnota teoreticky vypočteného signálu w je závislá na |qf − qt(M − 1)| a ∆L. Tato

závislost je pro M = 1 ukázána na obrázku 3(c). Lokálńı maximum wl, i podél osy ∆L je

d̊usledkem tvaru spektrálńı funkce zdroje světla iK(K). Pr̊uběh ve směru osy |qf−qt(M−
1)| je hladký bez bočńıch maxim. To je výsledkem Gaussovského tvaru intensity iT (κ).

Hodnota teoretického holografického signálu w nar̊ustá podél osy ∆L pro konstantńı |qf−
qt(M−1)| a také nar̊ustá podél osy |qf−qt(M−1)| pro konstantńı ∆L. Také lze prokázat,
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že měřený holografický signál wD má své globálńı maximum pro |qf − qt(M − 1)| = 0µm

a ∆L = 0µm pro M = 1 s polychromatickým světelným zdrojem.

Doplňme studii výše o experiment provedený na experimentálńı sestavě FHM, při

němž byl sledován vliv zvětšeńı M na velikost wD. Fluorescenčńı vzorek byl nahra-

zen blánovým děličem osvětleným výbojkou opět přes interferenčńı filtr FB650-10 (λ =

650 nm, FWHM = 10 nm). Zvětšuje-li se velikost poměrného zvětšeńı M , docháźı k po-

stupnému omezeńı oblasti zorného pole na kterém lze lokalizovat interferenčńı proužky

podle obrázku 4. Z tohoto měřeńı jasně vyplývá, že je-li poměrné zvětšeńı větv́ı M = 1,

nedocháźı k omezeńı oblasti zorného pole, na kterém lze lokalizovat interferenčńı proužky

a následně měřený holografický signál wD nabývá svého maxima.

Posledńım experimentem bylo ověřeńı závislosti velikosti signálu wD na odchylce

polohy objektivu ∆z. Opět jako v předešlém př́ıpadě byl fluorescenčńı vzorek nahra-

zen blánovým děličem, který byl osvětlen výbojkou přes interferenčńı filtr FB650-10

(λ = 650 nm, FWHM = 10 nm). Na obrázku 5 je uvedena závislost velikosti měřeného

holografického signálu wD na velikosti posunut́ı ∆z objektivu O. Jak je patrné z teoretické

křivky a z křivky naměřené, docháźı při rostoućım posunut́ı k úbytku velikosti signálu.

Tohoto jevu je tedy možno využ́ıt k nalezeńı identické roviny ostrosti pro oba objektivy

O FHM mikroskopu. Autofokusačńı metoda pro CCHM je založena na metodě hodnoceńı

ostrosti fázového obrazu a je konstrukćı př́ıstroje umožněna až pro plně robotizovanou

komerčńı verzi mikroskopu Q-PHASE z produkce firmy TESCAN ORSAY HOLDING

[49].
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Obrázek 3: Porovnáńı teoretického holografického signálu w (plná čára) a naměřeného hologra-

fického signálu wD (čáry se symboly). (a) Závislost signálu na |qf − qt(M − 1)| pro identické

délky větv́ı interferometru, tj. ∆L = 0µm a pro jednotkové poměrné zvětšeńı M = 1. Čáry

se symboly reprezentuj́ı profily hodnot signálu měřené z bodu z qf − qt(M − 1) = (0, 0)µm

do čtyř směr̊u (viz vložený obrázek). (b) Závislost změny hodnot signálu na velikosti ∆L pro

|qf − qt(M − 1)| = 0µm a M = 1. (c) Vrstevnicový graf závislosti teoretického holografického

signálu w na |qf − qt(M − 1)| a na ∆L pro M = 1. Hodnoty w a wD jsou normovány.
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Obrázek 4: (a) - (e) Výřezy z obrazové matice hodnot měřeného holografického signálu wD v

okoĺı optické osy qt = (xt, yt) = (0, 0)µm mikroskopu pro r̊uzné hodnoty poměrného zvětšeńı

M , pro |qf | = 0µm a ∆L = 0µm. (f) Porovnáńı závislost́ı teoretických hodnot holografického

signálu w (plná čárna) a měřených hodnot holografického signálu wD (symboly) v závislosti na

velikosti vektoru polohy |qt| pro r̊uzné hodnoty M . Pr̊uběhy křivek wD jsou źıskány radiálńım

pr̊uměrováńım hodnot výřez̊u. Hodnoty w a wD jsou normovány.

Obrázek 5: Závislost hodnot měřeného holografického signálu wD (symboly) a hodnot teore-

tického holografického signálu w (plná čára) v závislosti na posunut́ı ∆z objektivu O1 při

M = 1, |qf | = 0µm a ∆L = 0µm. Měřeńı bylo opakováno pro dvě nastaveńı objektivu O2

kolem uživatelem určené roviny ostrosti (výsledky vyznačeny červenými čtverečky a černými

kroužky). Hodnoty w a wD jsou normovány.
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7 Justážńı procedury a jejich testováńı

Pro oba mikroskopy byly na základě výše popsaných experiment̊u vytvořeny justážńı me-

tody které zaručuj́ı jejich plné automatizované seř́ızeńı mikroskop̊u. Tyto procedury jsou

prováděné před začátkem vlastńıho experimentu a vedou k plnému naladěńı mikroskopu.

U CCHM mikroskopu je možno testovat inicializačńı procedury jako celek. Tento

př́ıstroj již komerčně dostupný, je přesně dáno jeho využit́ı, jeho procedury justáže jsou

prakticky ve finálńım stavu, v současnosti se nemodifikuj́ı a byly z mé práce převzaty

výrobcem mikroskopu (firmou TESCAN ORSAY HOLDING). S touto firmou na základě

mé práce vznikl patent [40], jenž tyto procedury popisuje. Také tyto procedury byly pub-

likovány [42].

7.1 Popis pohyblivých část́ı mikroskop̊u

Pro potřeby justáže byly potřebné optické prvky obou mikroskop̊u motorizovány (viz

obrázek 1 a obrázek 2). Prvńı skupina mechanismů je určena k dosažeńı r̊uzných hod-

not qf . Druhou skupinou mechanismů lze źıskat rozd́ılné délky větv́ı interferometru ∆L.

Třet́ı skupinou mechanismů jsou zoomovaćı soustavy FHM mikroskopu Zoom. Pro výchoźı

provoz př́ıstroje jsou v současnosti zoomovaćı soustavy Zoom1,2,3,4 nastaveny na zvětšeńı

M = 1. Posledńı skupinou jsou pomocné mechanismy justáže (záměrné obrazce obou

mikroskop̊u, závěrky Záv, řiditelné apertury polńıch a aperturńıch clon) a mechanismy

k výměně fluorescenčńıch kanál̊u FHM mikroskopu.

7.2 Procedury úvodńıho nastaveńı mikroskop̊u

Tyto procedury jsou použ́ıvány pro korekci velkého rozladěńı typického při startu mikro-

skopu. Inicializačńı procedury jsou prováděny ve dvou fáźıch. Prvou je předběžné naladěńı

mikroskopu ze stavu, kdy interference nemůže vzniknout. Po úspěšném skončeńı prvé fáze

následuje fáze druhá. Ve výstupńı rovině jsou znatelné interferenčńı proužky a měřený ho-

lografický signál wD je dostačuj́ıćı k úspěšnému pr̊uběhu procedur druhé fáze, které jsou

založeny na principu měřeńı hodnot holografického signálu wD. Jeho hodnota je ześılena

jeho maximálńı hodnotu na wD,max.

7.2.1 Prvá fáze úvodńıho nastaveńı

Tyto procedury jsou založeny na principu měřeńı charakteristického rozměru seřizovaćı

slony SC. Prvá procedura zajist́ı, aby se poměrné zvětšeńı M obou zobrazovaćıch větv́ı

interferometru co nejv́ıce přibĺıžilo 1. Procedura se týká pouze FHM, protože CCHM zat́ım

neńı vybaveno variabilńı optikou. Princip metody je znázorněn na obrázku 6. Výsledná

hodnota M muśı být v intervalu 0,95 až 1,05, protože v tomto rozmeźı již matice měřených

hodnot komplexńı amplitudy wD(i, j) obsahuje dostatek vysokých hodnot holografického

signálu (dle obrázku 4) pro úspěšný běh daľśıch justážńıch procedur.

Následuje druhá procedura, která je založena na odeč́ıtáńı poloh obraz̊u seřizovaćı

clony SC. Tato procedura je schopna obrazy zarovnat i při velkém rozladěńı mikroskopu
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Obrázek 6: Vývojový diagram procedury prvé fáze úvodńıho nastaveńı FHM pro korekci

poměrného zvětšeńı obou zobrazovaćıch větv́ı interferometru M .

a t́ım umožnit následné naladěńı interferenčńı struktury. Procedura je vhodná pro oba

mikroskopy. Jej́ı princip je zachycen na obrázku 7. Ćılem je pomoćı mechanismu posuvu

pole (objektiv O2 CCHM mikroskopu a zrcadlo Z9 FHM mikroskopu) nastavit mikroskop

tak, aby vzájemný posuv poĺı |qf | ≈ 0µm a t́ım byl dán dobrý předpoklad pro nalezeńı

globálńıho maxima wD dle obrázku 3.

Nakonec je nutno zkontrolovat, zda-li je hodnota měřeného holografického signálu wD

větš́ı než uživatelem stanovená minimálńı hodnota w′D (přibližně 80 % z wD,max). Pokud

tomu tak neńı, je nutno spustit proceduru, která po stanovených kroćıch měńı ∆L. Tato

procedura je shodná s procedurou druhé fáze úvodńıho nastaveńı. Pro tento účel stač́ı

použ́ıt krok 10µm, d́ıky kterému lze nalézt dle obrázku 3(c) až 90 % wD,max.

7.2.2 Druhá fáze úvodńıho nastaveńı

Tato procedura zajist́ı, aby poměrné zvětšeńı obou zobrazovaćıch větv́ı interferometru

bylo co nejbĺıže M = 1. Metoda je založena na principu hledáńı maxima. Jak je patrné

z obrázku 4, pokud se M → 1, přibývá v matici wD(i, j) vysokých hodnot holografického

signálu a t́ım roste měřený holografický signál wD. Proto je M po kroćıch měněno (změnou
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Obrázek 7: Vývojový diagram procedury prvé fáze úvodńıho nastaveńı CCHM a FHM pro

korekci posuvu pole qf . Veličina A je ześıleńı procedury, pro CCHM mikroskop je A = 1
m .

ohniskové délky zoomu Zoom1) v definovaném rozmeźı okolo své výchoźı hodnoty.

Daľśı procedura slouž́ı pro hledáńı nejvyšš́ı hodnoty signálu wD změnou prvku, který

posouvá obrazové pole (objektiv O2 u CCHM mikroskopu a zrcátko Z9 u FHM mikro-

skopu) s ćılovým stavem |qf | = 0µm. Jednou z možnost́ı, jak toho dosáhnout, je dvou-

rozměrné rastrováńı obrazovým posouvačem po drobných kroćıch kolem výchoźı polohy

(viz sńımky na obrázku 8(b)). Druhou možnost́ı je uplatnit postup navržený Ing. Lukášem

Kvasnicou, Ph.D., který využ́ıvá heuristický algoritmus (viz obrázek 8(a)) s ukončovaćı

podmı́nkou.

Daľśı procedura vede k nastaveńı nulového rozd́ılu délky větv́ı, což odpov́ıdá hodnotě

∆L = 0µm. Proto je pohybováno s prvky optické soustavy, které měńı délku zobrazovaćı

větve (zrcátko Z2 u CCHM mikroskopu nebo osové výsuvy objektiv̊u O a vzorku VZ

u FHM mikroskopu).

Posledńı procedurou je nalezeńı správných osových poloh obou objektiv̊u FHM mikro-

skopu, které odpov́ıdaj́ı ∆z = 0µm. Nastavitelný interval pohybu je po kroćıch procházen

a je hledána maximálńı hodnota signálu wD dle obrázku 5.
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Obrázek 8: Podstata druhé fáze úvodńıho nastaveńı. Hodnoty úrovně šedi pixel̊u (malé čtverce)

každého podobrazu reprezentuj́ı hodnotu měřeného holografického signálu pr̊uměrovanou přes

celé zorné pole wD pro rozd́ılné hodnoty qf − qt(M − 1), a pro podobraz konstantńı ∆L a

M = 1. Pr̊uměrné hodnoty wD jsou normovány v̊uči svému maximu v rámci celého měřeńı.

(a) Prvým v pořad́ı je heuristický algoritmus hledaj́ıćı lokálńı maximum hodnoty wD změnou

qf při udržováńı konstantńıch hodnot ∆L a M . To je dáno př́ıčnými pohyby mikroskopového

objektivu O2 mikroskopu CCHM a nebo zrcadlem Z9 mikroskopu FHM. (b) Druhým v pořad́ı

je hledáńı globálńıho maxima hodnoty wD,max změnou ∆L pomoćı osového pohybu zrcadla Z2

mikroskopu CCHM nebo pomoćı osových výsuv̊u objektiv̊u O a vzorku SC mikroskopu FHM ve

směru vzr̊ustaj́ıćıch hodnot wD. Hodnoty měřeného holografického signálu wD jsou normovány.

Postupné provedeńı všech čtyřech procedur zaruč́ı, že všechny podmı́nky pro nalezeńı

maximálńı hodnoty signálu wD,max M = 1, ∆L = 0µm, |qf | = 0µm a ∆z = 0µm jsou

splněny. Pořad́ı těchto procedur je možno zaměňovat dle potřeby, př́ıpadně i opakovat

s použit́ım odlǐsných parametr̊u.

7.2.3 Testováńı procedur na CCHM mikroskopu

Testováńı metod pro CCHM bylo provedeno pro všechny použitelné metody společně,

přičemž jednotlivé procedury na sebe plynule navazovaly. K testováńı byl použit originálńı

SW firmy TESCAN ORSAY HOLDING pro CCHM, do kterého byly implementovány

popsané metody. CCHM mikroskop byl opakovaně náhodně rozlad’ován posuvem objek-

tivu O2 a pohybem zrcátka Z2 o vzdálenost 100 µm. Na obrázku 9 jsou ukázány výsledky

automatizovaného seřizováńı v procentuálńım porovnáńı k hodnotě źıskané při manuálńım

precizńım naladěńı wD,max,m. Je patrné, že testované procedury metody laděńı skončily

bezchybně s vysokou úspěšnost́ı.

7.2.4 Testováńı procedur na FHM mikroskopu

Testováńı procedur pro laděńı FHM mikroskopu bylo prováděno po částech. Každá proce-

dura byla opakována dvacetkrát s t́ım, že byla dodržována návaznost. Výsledek předcháze-

j́ıćı procedury byl vždy použit jako počátečńı podmı́nka navazuj́ıćı procedury. Mikroskop

24



Obrázek 9: Histogram demonstruj́ıćı celkovou úspěšnost při testováńı procedur na CCHM mik-

roskopu. Relativńı hodnota signálu wD, s = (wD,max/wD,max,m) · 100 %.

byl před testováńım rozladěn. Poměrné zvětšeńı M bylo nahodile měněno v intervalu

15 % až 60 % rozsahu změny ohniska zoomovaćıho objektivu Zoom1, posuv poĺı |qf |
byl náhodně měněn o cca max. 1/3 zorného pole, výchoźı změna délky větve ∆L a ve-

likost rozostřeńı ∆z byly voleny nahodile. Popsané procedury byly provedeny s vysokou

úspěšnost́ı, protože výsledné poměrné zvětšeńı bylo stanoveno s velikost́ı 95% intervalu

spolehlivosti ±0,01 a výsledná změna délky větve byla stanovena s velikost́ı 95% inter-

valu spolehlivosti ±0,76µm. Procedura hledaj́ıćı ńızkou hodnotu |qf | ve všech př́ıpadech

správně identifikovala oblast maxima holografického signálu. Také autofokusačńı proce-

dura nalezla správnou rovinu ostrosti s velikost́ı intervalu 95% spolehlivosti ±1,8µm. Ve-

likosti všech interval̊u spolehlivosti zaručuj́ı źıskáńı vysoké hodnoty holografického signálu

wD, protože středy těchto interval̊u odpov́ıdaj́ı maximálńım hodnotám a byly potvrzeny

manuálně.

7.3 Procedura pro dlouhodobé pozorováńı na CCHM mikro-

skopu

Při běhu dlouhotrvaj́ıćıch experiment̊u na CCHM mikroskopu je nutno stabilizovat hod-

notu signálu wD koĺısaj́ıćı vlivem teplotńıch změn nebo vibraćı. Navržená procedura př́ıčně

vychyluje mikroskopový objektiv O2 a osově zrcátko Z2 kolem jejich výchoźıch pozic a t́ım

hledá maximum signálu wD. Na obrázku 10(a) je graf časové závislosti hodnot signálu

wD při běhu procedury. Na obrázku 10(b) je vynesena časová závislost hodnot signálu

wD bez spuštěné procedury. Definujeme-li hodnotu rozlǐseńı kvantitativńı fáze pro QPI

jako r = 2σϕ, kde σϕ je směrodatná odchylka šumu pozad́ı měřeného ve výřezu dle

obrázku 10(c), pak pokles hodnot signálu na 90 % nemá měřitelný efekt na rozlǐseńı (viz

obrázek 10(b)). S klesaj́ıćımi hodnotami signálu wD šum pozad́ı QPI σϕ roste a t́ım se

zhoršuje rozlǐseńı QPI r (viz obrázek 10(d) a (e)).
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Obrázek 10: (a) Př́ıklad dlouhodobé stabilizace vysokých hodnot měřeného holografického

signálu wD (hodnoty jsou normovány) a současný pr̊uběh změn hodnot qf = (xf , yf ) a ∆L,

které odpov́ıdaj́ı posuv̊um objektivu O2 a zrcadla Z2, a které vedly ke stabilizaci hodnot signálu.

(b) Časová závislost hodnot signálu wD bez dlouhodobé udržovaćı procedury. Měřené fázové

rozlǐseńı r odpov́ıdaj́ıćı daným hodnotám signálu je vyznačeno ve vybraných bodech grafu. (c)

Kvantitativńı fázový obraz kryśıch rakovinných buněk poř́ızený při 90 % maximálńı hodnoty

měřeného holografického signálu (r = 0,038 rad, viz graf (b)). Měřeńı hodnoty σϕ je prove-

deno ve vyznačeném okně (22000 pixel̊u). (d) a (e) Řezy kryśı rakovinnou buňkou poř́ızené při

100 % a 70 % maximálńı hodnoty měřeného holografického signálu. Řezy byly vedeny úsečkou

vyznačenou v obrázku (c).
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8 Konstrukce robotizovaných prvk̊u

V této kapitole je popsáno mechanické řešeńı d̊uležitých robotizovaných prvk̊u obou mik-

roskop̊u. Na obrázćıch 11 a 12 jsou zobrazeny 3D modely obou mikroskop̊u a v nich jsou

vyznačeny robotizované podsestavy. Mechanická sestava CCHM byla společně navržena

mnou, Ing. Tomášem Slabým, Ph.D., a Ing. Martinem Antošem, Ph.D. Konstrukce FHM

vznikla v mé spolupráci s Ing. Pavlem Kolmanem, Ph.D. V obou př́ıpadech jsem navrhoval

robotické mechanismy včetně jejich ř́ızeńı.

Obrázek 11: Optická sestava CCHM: Zd - zdroj světla, IF - interferenčńı filtr, SC - seřizovaćı

clona, Záv - poč́ıtačem ř́ızené závěrky, Kol - kolektor, Z - zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek,

RO - referenčńı objekt, MO - roviny meziobraz̊u, O - objektivy, TČ - tubusové čočky, DM -

difrakčńı mř́ıžky, D - dělič svazk̊u, VO - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina, K - CCD

kamera (detektor).
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Obrázek 12: Optická sestava FHM. (a) Osvětlovaćı část, (b) zobrazovaćı část. Zd - zdroj světla,

PC - polńı clona, SC - seřizovaćı clona, AC - aperturńı clona, F - šedé filtry, Kol - kolektory, Záv

- poč́ıtačem ř́ızené závěrky, Z - zrcadla, VZ - vzorek, FSF - fluorescenčńı sestavy filtr̊u (excitačńı

filtry, dichroická zrcadla, emisńı filtry), OAC - aperturńı clony objektiv̊u, O - objektivy, TČ -

tubusové čočky, MO - roviny meziobraz̊u, Zoom - zoomovaćı objektivy, DM - difrakčńı mř́ıžky,

Ro - referenčńı okénko, D - děliče svazk̊u, VO - výstupńı objektivy, VR - výstupńı rovina, K -

CMOS kamera (detektor).
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8.1 Robotizované prvky se servopohony

Všechny robotizované prvky jsou ř́ızeny ze softwaru obslužného PC pomoćı specializo-

vaných ř́ıdićıch karet. Byly voleny karty postačuj́ıćı požadavk̊um každého z mikroskop̊u.

Pro mikroskopy byly zkonstruovány mechanismy k zakládáńı seřizovaćıch clon SC

a polńı clony PC, mechanismy dovoluj́ıćı měnit pr̊uměr polńı clony PC a aperturńıch

clon AC a OAC FHM mikroskopu, mechanismy závěrek Záv, mechanismy k přeṕınáńı

fluorescenčńıch kanál̊u a mechanismy pro nastavováńı zvětšeńı FHM mikroskopu. Zoom

soustavy Zoom1,3 a Zoom2,4 (viz obrázek 13(a)) jsou navrženy pro změnu zvětšeńı v roz-

meźı M ∈ 〈1, 2〉. Tvoř́ı je vždy pár objektiv̊u Sony 16 − 50 mm f/3,5 − 5,6. Objektivy

byly usazeny do centrovatelných nosič̊u. Jako akčńı prvek byl zvolen programovatelný

digitálńı servopohon HS-5245MG firmy Hitec RCD USA. Servopohony byly shodně ka-

librovány tak, aby pro zvolený převodový poměr měnily velikost ohniska objektivu dle

zvoleného rozmeźı. T́ım je zaručen stejný chod všech čtyř objektiv̊u. Stejné servopohony

byly použity pro ř́ızeńı výstupńıho objektivu VO3. Ten je tvořen fotografickým objekti-

vem Canon EF 70-200 mm f 2,8 L USM. Tomu odpov́ıdá d́ıky převodovému poměru hnaćı

soustavy plný rozsah pohybu servopohonu. Stejným převodovým poměrem je řešeno i do-

ostřeńı objektivu. Dı́ky této robotizaci lze měnit zvětšeńı soustavy výstupńıch objektiv̊u

VO1 a VO3 (a také VO2 a VO3) v rozmeźı M ∈ 〈1, 1,46〉.

8.2 Robotizované prvky s lineárńımi stolky

Všechny tyto mechanismy jsou založeny na lineárńıch stolćıch firmy SmarAct [50] a jsou

ř́ızeny specializovanými drivery téhož výrobce. Prvou aplikaćı těchto lineárńıch stolk̊u jsou

akčńı prvky měńıćı velikost qf . Změny této veličiny je možno dosáhnout dvěma zp̊usoby.

Lze bud’ př́ıčně pohybovat vybraným optickým prvkem (objektiv O2 u CCHM) nebo

naklápět zrcadlo v zobrazovaćı části interferometru (zrcadlo Z9 u FHM). Mechanismy jsou

zobrazeny na obrázku 14. Při návrhu je třeba zkontrolovat dosažitelné přesnosti nasta-

veńı obou typ̊u mechanismů. Budeme-li uvažovat extrémńı př́ıpad a vyjdeme-li z použit́ı

modrého světla o vlnové délce λ = 400 nm a imerzńıho olejového objektivu s NA = 1,3,

je mez rozlǐseńı R dle Rayleighova kritéria [47] rovna 187 nm. Minimálńı krok qf mecha-

nismu nesoućıho mikroskopový objektiv O2 CCHM je dán př́ımo minimálńı velikost́ı kroku

lineárńıch stolk̊u (50 nm), který je výrazně menš́ı než nejmenš́ı možná rozlǐsovaćı mez ob-

jektivu R. Minimálńı krok |qf | mechanismu nesoućıho zrcátko Z9 FHM je při použit́ı

mikroskopového objektivu s nejmenš́ım zvětšeńım 4x (s největš́ım zvětšeńım 100x) je

|qf | = 16,75 nm (|qf | = 0,67 nm). Oba mechanismy jsou schopny zajistit přesné seř́ızeńı

mikroskop̊u.

Daľśı aplikaćı těchto lineárńıch stolk̊u jsou akčńı prvky měńıćı ∆L. U CCHM mikro-

skopu je tohoto efektu dosaženo mechanismem určeným k pohybu zrcátka Z2, který je

znázorněn na obrázku 15(c). U FHM mikroskopu jsou tři možnosti, jak měnit optickou

délku zobrazovaćıch větv́ı. Prvou je mechanismus výsuvu a rotace zrcátka Z5 a s ńım

vázaná rotace zrcátka Z7 viz obrázek 15(a). Princip kinematiky mechanismu je znázorněn

na obrázku 15(b). Mechanismus je vykreslen v poloze středové a v poloze vychýlené
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Obrázek 13: (a) Dva mechanismy ke změně zvětšeńı Zoom1,2 FHM, (b) mechanismus ostřeńı a

změny zvětšeńı VO3 FHM: Zoom - zoomovaćı objektivy, VO3 - výstupńı objektiv, HS-5245MG

- servopohon.

(čárkované). Druhou možnost́ı změny délky větve je totožný mechanismus v osvětlovaćı

části mikroskopu, který pohybuje zrcadly Z2 a Z4. Posledńı možnost́ı je společný osový po-

hyb mikroskopových objektiv̊u O1,2 a osový pohyb mikroskopového stolku se vzorkem VZ

(viz obrázek 15(d)). Všechny tyto stolky umožňuj́ı změnu délky větve s nejmenš́ım kro-

kem ∆L = 100 nm. Přesnosti i rozsahy pohyb̊u mechanismů plně dostačuj́ı k seř́ızeńı obou

mikroskop̊u, protože jsou menš́ı než je koherenčńı délka b́ılého světla, která je např́ıklad

pro halogenovou lampu dána asi 1µm [51].
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Obrázek 14: (a) Mechanismus měńıćı posunut́ı qf př́ıčným pohybem objektivu O2 CCHM, (b)

mechanismus měńıćı velikost qf náklonem zrcadla Z9 u FHM: O2 - mikroskopový objektiv, RO

- referenčńı objekt, Z9 - zrcadlo, SLC-2460, SLC-2430 - lineárńı stolky.

Obrázek 15: (a) Mechanismus FHM měńıćı délku větve ∆L výsuvem s rotaćı zrcátka Z5 a

vázanou rotaćı zrcátka Z7, (b) kinematické schéma mechanismu (a) (čárkovaná čára znač́ı

vychýlenou polohu), (c) mechanismus určený k pohybu zrcátka Z2 u CCHM, (d) - mechanismy

FHM pro společný osový pohyb mikroskopových objektiv̊u O1,2 a osový pohyb mikroskopového

stolku se vzorkem VZ: O - mikroskopové objektivy, Z - zrcadla, OAC - aperturńı clony objektiv̊u,

VZ - vzorek, SLC-2445, SLC-2430, SLC-1770 - lineárńı stolky.
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9 Software pro ř́ızeńı Fluorescenčńıho holografického

mikroskopu

Z požadavk̊u na ř́ızeńı a funkci FHM mikroskopu, konstrukce optické soustavy, druhu

použitých akčńıch prvk̊u, jejich kontrolér̊u a kumunikace př́ımo vyplývaj́ı požadavky na

software mikroskopu. Konkrétně je nutné programově ovládat servopohony, lineárńı stolky

SmarAct, źıskávat obrazová data (hologramy) z kamery a ty následně zpracovat, analy-

zovat a ukládat. Kĺıčovým úkolem bylo řešeńı architektury softwaru, která muśı být co

nejv́ıce modulárńı. Jednotlivé jeho části muśı být funkčně nezávislé. Paralelita proces̊u

všech část́ı je d̊uležitá pro jejich nezávislost. Programovaćı prostřed́ı LabView bylo zvoleno

z d̊uvodu možnosti rychlé tvorby programu. Zjednodušené schéma softwaru je uvedeno na

obrázku 16. Software se skládá z programů základńı vrstvy, které komunikuj́ı s hardwa-

rem (regulátor servopohon̊u, regulátor lineárńıch stolk̊u SmarAct a program pro obsluhu

kamery Basler), a programu, který zpracovává hologramy. Pro uživatele pracuj́ıćıho s mik-

roskopem je určen frontálńı program (program uživatelského rozhrańı) a program Pylon 4

dodávaný společně s kamerou. Z požadavk̊u nezávislosti a modularity programů vyplývá

požadavek na komunikaci mezi programy. Nav́ıc lze každou část softwaru lze nastavit tak,

aby běžela na svém vlastńım vlákně procesoru. Proto byla vytvořena datová vrstva, která

dovoluje vyměňovat si data mezi programy základńı a frontálńı vrstvy. Data jsou do ńı

zapisována a z ńı vyč́ıtána ve formě textových řetězc̊u, logických proměnných, č́ıselných

hodnot a poĺı. To dovoluje svobodnou výměnu dat mezi jednotlivými částmi softwaru.

Tato nezávislost také dovoluje provést jednoduše všechna nastaveńı programů, testováńı

a laděńı.

9.1 Program uživatelského rozhrańı

Program uživatelského rozhrańı slouž́ı k ovládáńı celého mikroskopu uživatelem a také

se stará o ř́ızeńı běhu celého softwaru. Architektura programu je založena na principu

konečného stavového automatu, který disponuje třemi stavy. Prvým z nich je inicializace.

Oba regulátory se spust́ı a docháźı k jejich vlastńı inicializaci. Jsou-li připraveny, odeśılaj́ı

informaci o svém statusu přes datovou vrstvu uživatelskému rozhrańı. Posledńım krokem

inicializace je přenastaveńı pozic lineárńıch stolk̊u do výchoźıch hodnot. Druhý stav tvoř́ı

v programu uživatelského prostřed́ı smyčku, při jej́ımž běhu se postupně kontroluj́ı hod-

noty požadovaných veličin a porovnávaj́ı se s těmi, které jsou v registru smyčky uloženy

jako stávaj́ıćı. Je-li zjǐstěna změna, odeśılá se př́ıkaz př́ıslušnému regulátoru a po jeho

splněńı dojde k přepsáńı registru smyčky. K vlastńımu zaśıláńı př́ıkaz̊u regulátor̊um se

využ́ıvaj́ı podprogramy, které pozastav́ı smyčku programu uživatelského prostřed́ı, zašlou

př́ıkaz do datové mezivrstvy a čekaj́ı do té doby, dokud regulátor nezašle do datové me-

zivrstvy žádanou odpověd’. T́ım je zaručeno, že každý př́ıkaz uživatele či automatické

procedury je vykonán a nemůže být přeskočen. Pro ukončeńı běhu softwaru využ́ıvá po-

sledńı stav programu. Při něm se všem programům a regulátor̊um zašle př́ıkaz, aby se

ukončily, a t́ım se deaktivuje komunikace s hardwarem.
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Obrázek 16: Zjednodušené blokové schéma ř́ıdićıho softwaru FHM mikroskopu.

9.2 Regulátor servopohon̊u a regulátor lineárńıch stolk̊u

Regulátor servopohon̊u po svém spuštěńı sám inicializuje ř́ıd́ıćı kartu a očekává př́ıkaz

z datové mezivrstvy. Pro každý řiditelný kanál obsahuje regulátor servopohon̊u možnosti

nastaveńı. Jedná se o koncové polohy mechanismů - tedy servopohon̊u, nastaveńı rychlosti

pohybu, polohy servopohon̊u pro jednotlivé stavy, možnost nastaveńı offsetu pohybu nebo

možnost kanál úplně vypnout.

Druhý z regulátor̊u obsluhuje lineárńı stolky SmarAct. Tento regulátor po svém spuštěńı

sám inicializuje jejich ř́ıd́ıćı elektroniku, postupně u všech lineárńıch stolk̊u nalezne re-

ference, a t́ım zjist́ı jejich fyzické pozice. Poté očekává př́ıkaz z datové mezivrstvy. Pro

každý řiditelný kanál obsahuje regulátor možnosti nastaveńı. Jedná se o koncové polohy

stolk̊u, nastaveńı rychlosti a akceleraci pohybu, polohy stolk̊u, možnost nastaveńı offsetu

nebo reverzovat smysl pohybu stolku.

Z datové mezivrstvy regulátory vyč́ıtaj́ı př́ıkazy ve formě textového řetězce. Kód obsa-

huje informaci o ř́ızené funkci a požadovanou č́ıselnou hodnotu polohy. Regulátor řetězec

dekóduje a převede č́ıselnou informaci na pokyny ř́ızeného prvku.

Kromě toho je pro laděńı jednotlivých pohyb̊u naprogramována možnost ř́ıdit re-

gulátory ručně. T́ımto lze źıskat všechny hodnoty nastaveńı pro jednotlivé ř́ızené prvky.
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9.3 Program kamery Basler a program ke zpracováńı obrazu

Tento program vyč́ıtá obrazová data z kamery Basler. Skládá se ze dvou část́ı. Prvou

je program, který generuje firmware pro programovatelné hradlové pole (FPGA - Field

Programmable Gate Array) graberu kamery. Druhou je spustitelný kód, který s firmwarem

komunikuje a který z něj pomoćı nástroj̊u programováńı hradlového pole pro LabView

vyč́ıtá poř́ızené sńımky. Po spuštěńı programu dojde k inicializaci kamery a spust́ı se i

server grabberu, který využ́ıvá program Pylon 4 pro nastaveńı kamery.

Program ke zpracováńı obrazu vyč́ıtá z datové mezivrstvy informace ve formě 2D

pole obrazových hodnot. Podle metodiky popsané v části 5.3 je źıskáván amplitudový a

fázový obraz. Program lze také spustit s hologramy poř́ızenými dř́ıve. Program umožňuje

nastavit všechny parametry rekonstrukce.
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10 Závěr

Tato práce velkou měrou přispěla k uživatelské př́ıvětivosti holografických mikroskop̊u

vyv́ıjených naš́ı výzkumnou skupinou a umožnila jejich využit́ı na biologických pracovǐst́ıch

t́ım, že zavedla automatickou justáž a ř́ızeńı komplikované optické soustavy těchto mikro-

skop̊u. Byly aplikovány justážńı metody, založené na kombinaci jednoduchých a účelných

justážńıch procedur vycházej́ıćıch z praktických zkušenost́ı s holografickými mikroskopy.

Pro tyto metody byla nalezena spolehlivá veličina vhodně kvantifikuj́ıćı stav mikroskopu

v podobě pr̊uměrné hodnoty měřeného holografického signálu wD, který je online zjǐst’ován

při numerickém zpracováńı hologramů během pozorováńı. Jednotlivé procedury byly úspěšně

otestovány a poté byly převzaty do komerčńıch verźı Q-PHASE koherenćı ř́ızeného ho-

lografického mikroskopu. Pro chod těchto procedur byly navrženy robotické mechanismy

ř́ızené z obslužného PC. Kromě toho byl vytvořen také ř́ıdićı software pro Fluorescenčńı

holografický mikroskop, v němž byly tyto procedury integrovány. Výsledky této disertačńı

práce jsou shrnuty v článku [42] a chráněny patentem [40].

V rámci daľśıho vývoje justážńıch procedur bude prob́ıhat jejich úprava pro budoućı

biologické aplikace FHM. S t́ım bude souviset i budoućı vývoj obslužného softwaru.

Také budou testovány sestavy CCHM mikroskopu se zjednodušenou zobrazovaćı větv́ı.

To umožńı vytvořit jednoúčelový robotizovaný mikroskop.
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Reviews in, ročńık 6 2013: s. 29–46 ISSN 1937-3333 doi:10.1109/RBME.2012.2215847.

[18] Török, P. Optical imaging and microscopy: techniques and advanced systems.

ročńık 87 kapitola Low-Coherence Interference Microscopy Springer Science & Busi-

ness Media 2003 s. 256–257.

[19] Cherry, R. J. New Techniques of Optical Microscopy and Microspectroscopy. Topics

in Molecular and Structural Biology CRC-Press, 1991 ISBN 9780849371172 URL

https://books.google.cz/books?id=r-cOmnw-hC8C.

[20] Leitz GmbH & Co KG Transmitted-Light Interference Microscope.

[21] Wang, Z.; Millet, L.; Mir, M.; a kol. Spatial light interference microscopy (SLIM).

Opt. Express, ročńık 19, č. 2 Leden 2011: s. 1016–1026 doi:10.1364/OE.19.001016.

[22] Leiht, E. N.; Upatnieks, J. Reconstructed Wavefronts and Communication Theory. J.
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[49] TESCAN ORSAY HOLDING, a.s., http://www.tescan.com/en/products/

q-phase/q-phase, [Online; 12. Května 2016].
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