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Abstrakt

Koherenci tizeny holograficky mikroskop (CCHM) a Fluorescenéni holograficky mikroskop
(FHM) byly vyvinuty zejména pro kvantitativni fdzové zobrazovani a méfeni dynamiky
zivych bunék, které obvykle byvéa predmétem digitélni holografické mikroskopie (DHM).
skopie pro studium zivych bunék. Nicméné, vyhoda plynouci z vyuziti nizké koherence je
doprovazena zvysenou citlivosti systému na presnou justaz. Z tohoto duvodu je zavedeni
automatické justaze systému nevyhnutelné. V disertaéni praci je odvozena teorie fizeni,
je navrzen a experimentalné ovéien automatizovany systém justaze pro oba mikroskopy.
Bylo zjisténo, ze holograficky signal je vyznamnou velicinou pro provadéni justaznich
postupt. Na tomto zakladé byly odvozeny puvodni procedury nastaveni, které obsahuji
procesy pro pocatecni a pokrocilou justaz, jakoz i pro dlouhodobé udrzeni mikroskopu
v naladéném stavu. Automatizované procesy byly v obou mikroskopech implementovany
pomoci puvodni sady robotickych mechanismu. Vsechny v praci popsané postupy byly
experimentalné ovéreny na mikroskopech v laboratori experimentalni biofotoniky. Pro
FHM byl navic vyvinut ovladaci software, ktery obsahuje potfebné 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 Uvod a cile disertac¢ni prace

Koherenci fizeny holograficky mikroskop a Fluorescenc¢ni holograficky mikroskop, které
byly nasi vyzkumnou skupinou vyvijeny, kladly v minulosti nepfimérené vysoké naroky
na uZivatele, nebot vyzadovaly pied kazdym méfenim manudlni nastaveni mikroskopu
s cilem dosahnout nejvyssiho kontrastu interferen¢nich prouzkiu. Tato nevyhoda branila
sirsimu uplatnéni téchto mikroskopt na biologickych pracovistich. Jedinou cestou, jak tuto
spusténi a provozu holografickych mikroskopu vyvijenych nasi vyzkumnou skupinou. Této
problematice a tomuto cili je vénovana tato disertacni prace. Jejimi diléimi cili bylo:

e sestavit prehled metod pouzivanych pro justaz mikroskopu,

e uvazit pouzitelnost soucasnych justaznich metod pro nami vyvijené mikroskopy,
e navrhnout a ovérit velicinu vhodnou k charakterizaci naladéni mikroskopu,

e navrhnout a otestovat vhodné justazni procedury,

e navrhnout a vyrobit pocitacem fizené robotické mechanismy pro vyvijené mikro-
skopy,

e vytvorit fidici program pro praveé vznikajici Fluorescen¢ni holograficky mikroskop,

e do programu integrovat metody automatické justaze.

Vyjmenované tkoly byly postupné feseny a jejich reSeni se stalo podkladem jednotlivych
kapitol této prace. Zkracend verze disertacni prace obsahuje jen dulezité informace a
vysledky:.

V resersni casti prace v kapitole 2 jsou shrnuty nejpouzivanéjsi metody mikroskopie
zivé bunky véetné interferenénich metod. Pro tyto metody jsou v kapitole 3 uvedeny
moznosti justaze mikroskopu. V literatufe publikované metody justédze pro interferencni
(tedy i holografické) mikroskopy byly shledany nevyhovujicimi pro mikroskopy, které
nase vyzkumna skupina vyvij{ (viz popis mikroskopu v kapitole 5). Tyto metody bud
vyzadovaly ptidavny osvit vzorku ¢i doplnéni optické sestavy mikroskopy o dodatecnou
optiku. Proto byla v kapitole 6 odvozena a na mikroskopech otestovana vhodné velic¢ina
vyuzitelna pro hodnoceni stavu naladéni mikroskopu. Na zakladé jejitho métreni byly v ka-
pitole 7 navrzeny a otestovany vhodné justazni procedury. Z jejich pozadavku vyplynulo
v kapitole 8 konstrukéni feseni robotizovanych mechanismi, které umoznuji praktické za-
vedeni justaznich procedur. Posledni 9. kapitola je zamérena na popis funkci obsluzného
softwaru pro Fluorescenéni holograficky mikroskop, ktery byl specidlné vytvoren pro tento
mikroskop. Tento software také obsahuje navrzené justazni procedury.






2 Mikroskopie zivé bunky

2.1 Optické vlastnosti zivé bunky

Zobrazovani bunéénych preparatu pro biologické aplikace ma oproti technickym apli-
kacim mikroskopie mnoha specifika a s nimi souvisejici pozadavky na zobrazovaci soustavu
mikroskopu. Snad nejvyznacnéjsim z nich je vlastni optickd povaha zivé bunky, ktera je
z nejvetsi casti tvorena vodou, tedy latkou o pfiblizné stejném indexu lomu, jako ma jeji
prirozené prostiedi. Bunka je z chemického hlediska membranami ohrani¢eny vodny roz-
tok predevsim proteinu, lipidu, cukru, jejichz hmotnost je oznacovana jako suchd hmota
buriky [1]. Tyto latky se od svého rozpoustédla lisi indexem lomu, jsou amplitudové nekon-
trastni a zaroven pro biology nejvice zajimavé. Proto 1ze bunky tadit z optického hlediska
mezi fazové objekty, tedy objekty, které méni zejména fazi prochazejici svételné viny,
nikoliv jeji amplitudu. Tudiz je problematické zobrazit zivou bunku béznym svételnym
mikroskopem.

2.2 Moderni metody zobrazovani bunék

Problém nizkého amplitudového kontrastu fesi moderni metody mikroskopie znacenim
bunék fluorescencnimi barvivy. Prvni popisy fluorescencnich metod se selektivnim bar-
venim struktur bunky byly uvefejnény na zacdtku 19. stoleti [2, 3]. Vlastni barveni lze
provést dvéma zpusoby. Pti klasickém barveni je burika fixovana a je znemoznéno studium
zivotnich procesu bunky. Pii pozorovani zivé bunky fluorescenénimi metodami je chovani
bunky ovliviovéno fototoxicitou fluorescenénich barviv [4]. Také 1ze buinku geneticky mo-
difikovat transfekci plasmidu, ktery zptusobuje produkci barviva, které je specificky vazano
v burice [5]. Timto zdsahem je vsak burnka nendvratné pozménéna.

Zékladni metodou pro fluorescenéni pozorovani bunék je epi-fluorescencni mikroskopie
6, 7]. Metoda je kvantitativni v tom smyslu, Ze podle jasu zaznamenaného obrazu lze urcit
mnozstvi svitictho barviva a tim i mnozstvi hmoty buinky, na kterou je vazano [8]. Princip
epi-fluorescenéniho pozorovani je v dnesni dobé rozvijen pro metody 3D zobrazovani.
Zakladni metodou je jeho kombinace s konfokalni mikroskopii [9, 10] za vzniku laserové
rastrovaci konfokélni mikroskopie [11], atd. Spoleénou nevyhodou vsech metod zalozenych
na fluorescenci svétla je jejich invazivita.

2.3 Klasické neinvazivni metody zobrazovani zivych bunék

Vizualizovat zmény faze viny bez umélého znaceni bunky lze mimo jiné pomoci Zernikova
fazového kontrastu [12, 13|, Nomarského diferencidlniho interferenéniho kontrastu [14] a
Hoffmanova modula¢niho kontrastu [15].

Spolecnym rysem vSech téchto metod je, ze vysledny fazovy obraz neni kvantitativni
a pouze vizualizuje bunku. Tudiz tyto metody neumoznuji méfeni suché hmoty v bunce,
jejiz plosna hustota je ptriblizné imeérna fazovému posuvu svételného svazku v piislusném
bodé vzorku [1].



2.4 Interferenc¢ni metody pro kvantitativni zobrazovani bunék

Vyse zminéné metody neumoznuji zobrazovat kvantitativné zivou bunku neinvazivné bez
zasahu do jejiho prirozeného stavu. Je znamo, ze plosna hustota suché hmoty bunky je
ptiblizné umérna fazovému posuvu svétla v daném bodé vzorku [1]. Tento typ pozorovéani
zivych bunék a jejich dynamiky [16] umoznuji metody kvantitativniho fazového zobra-
zovani (Quantitative Phase Imaging - QPI), z nichz nejvice je zastoupena metoda digitalni
holografické mikroskopie (DHM). Holografické metody mikroskopie tedy v jistém smyslu
predstavuji neinvazivni protéjsek fluorescenénich metod. Metoda DHM byla rozvijena pro
pouziti v biologickych aplikacich s pouzitim laserového svétla [17]. In-line usporadéni
vyuzivaji prakticky vSechny interferenc¢ni mikroskopy. Pro ziskani kompletni fazové infor-
mace je nutno vyuzit Phase Shifting Algoritm [18]. Pfikladem zafizeni upraveného pro
kvantitativni fizovd pozorovani je interferen¢ni Hornuv mikroskop [19, 20] nebo adaptace
Zernikovy metody fazového kontrastu SLIM [21].

Off-axis holografie [22] umoznuje provést kompletni zdznam viny jednim iterferogra-
mem - hologramem. Prvy off-axis holograficky mikroskop dovoloval pouze rekonstrukci
viny [23]. K rekonstrukei faze viny je tieba vyuzit pocitac, proto az s vyvojem vykonného
hardwaru vznikl prvy pouzitelny mikroskop [24]. Off-axis holograficky zéznam lze také
ziskat pfipojenim modulu T interferometru [25] nebo wDPM modulu [26] k béznému mik-
roskopu. Nevyhodou vSech popsanych off-axis usporadéani je pouzity laserovy zdroj. Za-
znamenany hologram je ovlivnén koherenénim sumem a zaznamy difrakei vznikajicich na
aperturach cocek. Tyto vady hologram poskozuji a zhorsuji kvalitu vysledného fazového
kontrastu.

Resenim problému je pouziti svétla nizké ¢asové a prostorové koherence. Tyto mik-
roskopy (Koherenci fizené holografické mikroskopy - CCHM) vyuzivaji principu nekohe-
rentni off-axis holografie. Interferenc¢ni struktura je soucasné zobrazenim struktury dif-
rakéni miizky a proto ji lze vytvofit i nekoherentnim svétlem [27, 28, 29]. Nevyhodou
téchto mikroskopt je nutnost opticky identickych vétvi interferometru. Tim je dédna vy-
soké ndroc¢nost na nastaveni mikroskopu, nebot ¢im méné koherentni svétlo je pouzito,
tim obtiznéjsi je kvuli vysoké citlivosti nastaveni optické délky obou vétvi a jejich presné
koincidence v pri¢ném smeéru.

Koherenci fizeny holograficky mikroskop [29] je vhodny k multimodélnimu zobra-
zovani, napiiklad v kombinaci s epi-fluorescenci. Nicméné nedovoluje v tomto médu hloub-
kové diskriminované zobrazeni fluorescenéniho barviva. Toho lze dosahnout vyuzitim ne-
koherentni in-line holografie [30, 31]. V soucasné dobé je vyvijen a patentovan Fluores-
cencni holograficky mikroskop (FHM) [32], vyuzivajici off-axis holografického usporadéni
interferometru. Prednosti tohoto mikroskopu je moznost tvorby optickych fezu (obraz am-
plitudy). Z faze je teoreticky mozné vypocitat rozlozeni indexu lomu preparatu v jeho 3D
strukture. CCHM a FHM mikroskopy vyzaduji pro svou ¢innost a jednoduchou obsluhu
robotické fizeni vybranych prvku mikroskopu. Jedna se o komponenty urcené k justézi
pristroje, manipulaci se vzorkem, vyméné fluorescencnich kandlu a fizeni vysledného
zvétseni mikroskopu. Blizsimu popisu téchto piistroju, zpracovani obrazu, fizeni kom-
ponent a automatickym proceduram pro tyto ptistroje se bude vénovat zbytek této prace.



3 Justaz optickych mikroskopu

Optické mikroskopy jsou u¢innymi nastroji nejen v bunécéné biologii, ale témeér ve vSech
oborech zivych i nezivych véd. At se jednd o ten nejjednodussi systém, nebo vysoce
komplikovany superrozliSovaci systém, oba spojuje jedna dulezita véc. Tou je spravné
vyladéni vzajemnych poloh optickych prvkiu, neboli justaz. Pokud neni pristroj spravné
sefizen, tak ziskand obrazovéa data nejsou kvalitni. Proto kazdy vyrobce mikroskopu dba
na jejich justovatelnost a postupy justdze byvaji uvedeny v manudalech pristroju.

3.1 Justaz mikroskoptu klasickych zobrazovacich technik

Tyto metody jsou prehledné shrnuty v [33]. Zakladem kvalitniho zobrazeni vzorku je jeho
rovnomérny osvit pomoci ,kritického osvétleni“ nebo Kohlerova osvétleni [34]. Tésné
za zdrojem svétla je v optické cesté polni clona a u Kohlerova osvétleni i kolektorova
¢ocka. V zadni ohniskové roviné kondenzoru je vloZena aperturni clona. Je dulezité, aby
tyto prvky byly stfeditelné a osové nastavitelné. U fluorescenc¢nich mikroskopu zpravidla
pribyva moznost justovat polohu vyboje lampy. Je mozno centrovat vlastni vyboj, jeho
osovou polohu a pozici odrazné paraboly. Také je mozno defokusovat obraz vyboje v roviné
vzorku.

Mame-li vzorek rovnomérné osvicen, je dan predpoklad kvalitnitho zobrazeni. V mo-
dernich mikroskopech je zobrazovaci ¢ast mikroskopu slozena z objektivu a tubusové
¢ocky. Ty musi spolecné vykreslit obraz vzorku, ktery okular zvétsuje a zobrazuje jej tak,
aby lidské oko bylo schopno zobrazit vSechny pozorované detaily vzorku. Kazda metoda
klasické mikroskopie prinasi novy pozadavek na optickou soustavu. Napfiiklad u Zerni-
keho fazového kontrastu se jedna o nutnost vystiedit mezikruzi kondenzorové masky vuci
fazové desticce objektivu. Pro Nomarského fazovy kontrast jsou to vzajemné pozice po-
lariza¢nich hranoliu. Pro Hoffmanuv modulaéni kontrast je to poloha masky v ohniskové
roviné kondenzoru. A tak dale. U téchto metod lze pouhym okem pii pohledu na vysledny
obraz posoudit kvalitu obrazovych dat.

3.2 Justaz mikroskopti modernich zobrazovacich technik

K posouzeni vysledného obrazu vétsiny téchto technik je jiz zapotiebi pocitacova analyza
zachyceného obrazu. Casto jsou v mikroskopech kombinovany metody zikladni a metody
modernich zobrazovacich technik, které byvaji k mikroskopu pfipojeny jako pridavny mo-
dul. Proto jsou justazni postupy obdobné jako u klasickych metod. Justazni postupy
téchto modulu jsou ruzné. Kazdy modul zpravidla obsahuje svij vlastni zdroj svétla
(koherentni ¢ nekoherentni), vlastni osvétlovaci optiku na principech jiz popsanych a
specidln{ opticky prvek umistény bud’ v roviné konjungované s rovinou vzorku (Nipkowtv
disk, systém galvozrcadel, amplitudové miizky ¢i jiné masky) nebo v roviné konjungované
se zadni ohniskovou rovinou objektivu tak, aby ovliviiovaly fazi osvétlujici viny (fazové
masky pro tvorbu specidlnich svazku). Justaz téchto prvka je klicova pro spravnou funkei
zobrazovacich technik.



4 Justaz interferencnich mikroskopi

Interferenéni mikroskopové systémy nejsou v dnesSni dobé piilis komeréné rozsirenymi
pristroji a témér kazdy typ pristroje je unikatni. Nicméné u vsech typu ptistroju plati, ze
jejich spravna funkce a kvalitni zdznam jsou zavislé na kvalité ziskané interference, tedy
kontrastu interferencni struktury.

Jedna z moznosti, jak naladit interferometr vyuzivajici zdroj bilého svétla, je popsana
v [35]. Detektor je slozen z vlastniho fotodetektoru pristroje, ktery neni citlivy na lase-
rové svétlo, a ze ¢ty do ¢tverce rozmisténych fototranzistoru, které jsou citlivé jen na
svétlo laseru. Dalsi metoda je schematicky podobnd a je popséna v [36], kde se pomoci
pridavného zdroje svétla udrzuje sjustovany Michelsonuv a Fabry-Perotuv interferometr.
Princip je zalozen na pomérovani svételného vykonu mezi referenénim detektorem, ktery
je osvétlen laserem piimo, a mezi svételnymi vykony tii pomocnych svazku, které jsou
vedeny celym interferometrem kolem signélniho svazku. V [37] popsand metoda je apli-
kovana na Michelsonové interferometru a vychéazi z pouziti diferencialni fazové modulace
tak, aby na vystupu interferometru umoznila detekci fazového rozdilu mezi dvéma Gaus-
sovskymi svazky. Dalsi systém vyuzivajici sekundarni laserovy zdroj ke stabilizaci interfe-
rometru je popsan v [38]. Metody [35, 38, 37, 39] jsou nevhodné pro biologické zobrazovéani
zivych bunék, protoze pridavny zdroj svétla muze na bunky pusobit destruktivné, nebo
prinejmensim ovliviiovat jejich chovani. Nevyhoda metody [36] spoc¢iva v tom, Ze priddva
dodatecné optické elementy do sestavy interferometru, coz neni praktické.

Metody popsané v predchozim textu tedy nejsou v tomto piipadé dobie pouzitelné.
Maji-li se mikroskopy vznikajici na nasem pracovisti pouzivat sirokou zakladnou uzivateli,
je proto nutné vyvinout vlastni automatickou metodu pro justdz. Budeme pozadovat,
aby tato metoda byla zalozena na optickém schématu pristroje. Velicina, kterd popisuje
kvalitu zobrazeni mikroskopu, necht je odvozena pifmo z holografického signalu, takze
jejl hodnotu lze ziskavat témeér v redlném case. Vhodnou veli¢inou, jak bude v praci déle
ukazano, je méreny holograficky signal wp.



5 Optické sestavy mikroskoptui a zpracovani obrazu

5.1 Koherenci rizeny holograficky mikroskop

Opticka sestava koherenci fizeného holografického mikroskopu (CCHM) [29, 40], na jehoz
navrhu a stavbé jsem se aktivné podilel, je zobrazena na obrazku 1(a). Jako zdroj svétla
je pouzita halogenova lampa, jejiz svétlo je vedeno svétlovodem do roviny zdroje Zd. Tato
rovina je zobrazena kolektorovou cockou Kol do zadnich ohniskovych rovin kondenzori
Ky tak, aby vzorek VZ a referencni objekt RO byly osvétleny kohlerovsky. Svételny
svazek je pomoci délice D, a zrcadel Z; 4 5 rozdélen do dvou optickych cest objektové a re-
feren¢ni vétve. Plynule ménitelna aperturni clona AC je umisténa v blizkosti zdroje svétla
Zd a dovoluje tidit prostorovou koherenci svétla. Koherenci ¢asovou ovliviiuje pasmovy
interferencni filtr IF. Polni rovina PR obsahujici zamérny obrazec SC je kolektorem Kol a
kondenzory K zobrazena do roviny vzorku VZ a referenc¢niho objektu RO. Roviny vzorku i
referencniho objektu jsou zobrazeny do roviny meziobrazii MO, 5 pomoci mikroskopovych
objektivi O 2 a tubusovych cocek TCLQ. Tyto roviny jsou zobrazeny do vystupni roviny
interferometru VR pomoci vystupnich objektivii VO, ». Hologram je zaznamenavan po-
moci CCD kamery K, ktera je umisténa v tésné blizkosti vystupni roviny interferometru
VR. Difrakéni miizka DM a zrcatko Z, jsou umistény v rovinach vzniklych meziobrazu
MO, 5 za tubusovymi ¢ockami TCLQ. Tim je ve vystupni roviné VR zarucen vznik inter-
ferenéniho obrazce se shodnou prostorovou frekvenci prouzku pro vsechny vinové délky
pouzitého svétla a pro viechny body plosného zdroje Zd [29]. Principidlné opticky systém
tvoii off-axis holografické usporadani, které je zalozeno na interferenci nultého a prvého
difrakéniho fadu. Achromati¢nost a prostorova invariance interferenéniho obrazce je dana
faktem, Ze se prakticky jedna o Leithuv princip zobrazeni [41] difrakéni miizky do vystupn{
roviny interferometru VR pomoci vystupnich objektiva VO.

Vyvoj mikroskopu pokracoval myslenkou na zjednoduseni optické sestavy nahradou
kondenzoru a objektivu v referen¢ni vétvi variabilni optickou soustavou. Ptislusné optické
schéma jiz bylo ndmi patentovéno [42], z ¢asovych duvodu vsak zatim nebylo realizovéno.
Ptiklad provedeni interferometrického systému s variabilni optikou pro nekoherentni zdroj
zafeni je schematicky zndzornén na obrazku 1(b) - (e). Pfedmétova a referencni vétev
obsahuji obdobné optické prvky jako predchozi usporadani CCHM s tim, ze nékteré prvky
jsou vypustény a prvky referenéni vétve mohou mit proménlivé ohniskové vzdalenosti.
Predmétova vétev, tak jako v puvodnim navrhu, obsahuje vstupni zobrazovaci soustavu
(kondenzor K pro Kshlerovo osvétlenf vzorku, objektiv O a tubusova ¢ocka TC) a vystupni
zobrazovaci soustavu VO. Interferometr pak musi spliiovat jednu z téchto moznosti:

e Opticka sestava na obrazku 1(b): Mikroskopovy objektiv O; referenéni zobrazovaci
soustavy a mikroskopovy objektiv Oy pfedmétové vstupni zobrazovaci soustavy se
od sebe lisi, a to alespon jednim z parametru zahrnujicich jmenovitou ohniskovou
vzdalenost a jmenovitou numerickou aperturu. Z uvedeného vyplyva pozadavek,
aby zvétseni vystupnich objektivii VO, 9 3y kompenzovalo rozdilnost zvétseni mik-
roskopovych objektivi O, 5 tak, aby bylo zvétseni mezi polni rovinou PR a vystupni
rovinou interferometru VR obou vétvi shodné. Soustava vystupnich objektivi VO



muze byt tvorena jednou soustavou pro kazdou vétev nebo délenou na dvé ¢asti
s tim, Ze jedna cast je spolecnd pro obé vétve a mezi tyto ¢asti vystupnich soustav
jsou vlozeny soustavy zrcadel.

e Optickd sestava na obrazku 1(c): Soustava interferometru je analogii predeslého
bodu s tfm rozdilem, ze referenéni zobrazovaci soustava (Ki, Oy, TC}) je vypusténa,
ale zvétSeni mezi polni rovinou PR a vystupni obrazovou rovinou VR interferometru
zustava stejné pro obé vétve.

e Opticka sestava na obrazku 1(d): Soustava interferometru je analogii prvého bodu
s tim rozdilem, ze referenéni vystupni objektiv VO; je vypustén, ale zvétseni mezi
polni rovinou PR a vystupni rovinou VR interferometru zustava stejné pro obé
vetve.

e Optickd sestava na obrazku 1(e): Soustava interferometru je analogii libovolného
predeslého bodu s tim rozdilem, ze v obou vétvich, tedy v referenc¢ni i predmétové,
je zatazena difrakcni miizka DM v blizkosti meziobrazi MO predmétové a referenéni
vétve. Difraktované svazky pak prochéazi vystupnimi objektivy VO a jsou zrcadly
Z¢,7 smérovany do vystupni roviny interferometru VR.

e Soustava interferometru je analogii libovolného predeslého bodu s tim rozdilem,
ze alespon jedna transmisni difrakéni miizka DM je nahrazena difrakéni miizkou
reflexni.

Vzhledem k pouziti plosného polychromatického zdroje svétla je u vsech téchto pripadu
nutno (kromé dodrzeni stejného zvétseni mezi polni rovinou PR a vystupni rovinou VR)
interferometru zarucit i stejnou optickou délku vétvi. Proto je nutno do kazdé sestavy
z predeslého vyctu vlozit soustavu zrcadel, dovolujicich opticky natahovat délku vétve.
Kromé toho musi optické sestavy obsahovat i prvek dovolujici pricny pohyb obrazu refe-
rencniho vzorku ve vystupni roviné interferometru.

5.2 Fluorescenc¢ni holograficky mikroskop

Tento mikroskop je dalsim z vyvojovych krokii CCHM. Tento mikroskop slouzi k tvorbé
optickych fezil vzorkem a k vypoctu rozlozeni indexu lomu ve vzorku. Princip mikroskopu
byl patentovan [32]. Podilel jsem se na jeho mechanickém navrhu, stavbé a tvorbé fidictho
softwaru. Opticka sestava FHM je zobrazena na obrazku 2. Zdrojem osvétleni Zd tohoto
mikroskopu je defokusovany vyboj xenonové lampy. Rovina polni clony PC je zobrazovana
kolektorovymi ¢ockami Kol; 23, tubusovymi ¢ockami TL; 2 a mikroskopovymi objektivy
012 do roviny vzorku VZ. Svételny svazek je pomoci délice Dy a zrcadly Z; 2 3.4 rozdélen do
dvou opticky ekvivalentnich cest osvétlovacich vétvi. Plynule ménitelna aperturni clona
AC a aperturni clony objektivii OAC jsou umistény v optickém svazku pro nastaveni
prostorové koherence jimi prochézejiciho svétla. Navic OAC clony slouzi ke snizeni nume-
rické apertury mikroskopovych objektivii Oy 5. Intenzitu osvétleni 1ze regulovat vkladdnim
Sedych filtru F. Volba excitacniho spektra vlnovych délek a emisniho spektra vinovych
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délek je pro fluorescencni aplikaci mikroskopu je zajisténa vyménou fluorescenénich sestav
filtru FSF. Vzorek VZ je z objektové roviny zobrazen do vystupni roviny interferometru
VR pomoci mikroskopovych objektivii O 5, tubusovych cocek TCLQ, zoomovacich sou-
stav Zoom; o34 a vystupnich objektivii VO, 3 3. Pti zobrazeni vznikaji meziobrazy MO 3
za tubusovymi ¢ockami T(v]3,4 a meziobrazy MO; 4 za zoomovacimi soustavami Zooms 4.
Transmisni difrakéni miizka DM a referen¢ni okénko Ro jsou umistény v roviné meziob-
razu MOs 4 za zoomovacimi soustavami Zoomg 4. Ve vystupni roviné VR pak vznika in-
terferencni obrazec se shodnou nosnou prostorovou frekvenci prouzku pro vSechny vlnové
délky emisniho svétla vzorku a pro vsechny emitujici body body vzorku VZ. V blizkosti
vystupni roviny VR je umisténa CMOS kamera K. Principidlné opticky systém tvori off-
axis holografické uspotradani, které je jako u CCHM zalozeno na interferenci nultého a
prvého difrakéniho fadu [29].

5.3 Zpracovani obrazu

Detektorem K porizeny hologram je numericky zpracovan. Nejdiive je provedena Fourie-
rova transformace potizeného hologramu. Tim je ziskdno spektrum prostorovych frekvenci
obrazu. Ze spektra je vybrano postranni pasmo prostorovych frekvenci kolem nosné pros-
torové frekvence. Polomér vybrané oblasti je zavisly na rozliSovaci schopnosti a zvétseni
mikroskopu; jsou vybirdny jen takové frekvence, které je optika mikroskopu schopna
prenést do své vystupni roviny VR. Nulovéa prostorova frekvence je posunuta do stredu
vybéru spektra a to je vyndsobeno Hanningovou véhovou funkei [43]. Komplexni ampli-
tuda rekonstruované viny (matice méreného holografického signalu) wp(i, j) je vypoctena
inverzni Fourierovou transformaci ziskaného vybéru spektra. Z ni je dale vypocten fazovy
obraz Arg|wp(i, )] a amplitudovy obraz |wp(i,j)|. Kvantitativni fazovy obraz je ziskan
navazovaci procedurou a procedurou kompenzujici deformaci jeho pozadi [44, 45].
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Obrazek 1: (a) Opticka sestava CCHM, (b) - (e) varianty optickych sestav se zjednodusenou
referenéni vétvi: Zd - zdroj svétla, AC - aperturni clona, IF - interferenéni filtr, Kol - kolektor, Z
- zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek, RO - referen¢ni objekt, MO - roviny meziobrazu, O - ob-
jektivy, TC - tubusové ¢ocky, DM - difrakéni mifzky, D - déli¢ svazki, VO - vystupni objektivy,
VR - vystupni rovina, K - CCD kamera (detektor). Motorizované ¢dsti CCHM (Gervené): me-
chanismus pro vkladani sefizovaci clony SC, pocitacem tizené zavérky Zav, 2D piiény linearni
stolek objektivii Og, linedrni stolek pro osovy pohyb zrcadla Z, (piipadné pro osovy pohyb
zrcadel Zgg).

12



*. Zoom;
#,
. Zoomj
x\

x

A
. Zoomy
X
¥ Zoom,

Obrazek 2: Opticka sestava FHM: Zd - zdroj svétla, PC - polni clona, AC - aperturni clona, F -
sedé filtry, Kol - kolektory, Z - zrcadla, VZ - vzorek, FSF - fluorescenéni sestavy filtra (excitaéni
filtry, dichroicka zrcadla, emisni filtry), OAC - aperturni clony objektiva, O - objektivy, MO -
roviny meziobrazl, Zoom - zoomovaci objektivy, DM - difrakéni m#izky, Ro - referenéni okénko,
D - délice svazku, VO - vystupni objektivy, VR - vystupni rovina, K - CMOS kamera (detektor).
Motorizované ¢asti FHM (Gervené): mechanismus pro vkladani sefizovaci clony SC, mechanis-
mus pro zménu prumeéru polni clony PC, mechanismy pro zmény pruméri aperturni clony AC a
aperturnich clon objektivii OAC, poéitacem Fizené zdvérky Zav, mechanismy pro zménu fluores-
cen¢éniho kandlu (linedrni vymeénik délicu svazku D1, linedrni vyméniky fluorescen¢nich sestav
filtra FSF 2, linedrni vymeéniky difrakénich mfizek DM a referencnich okének Ro), osové linedrni
stolky pro oba dublety tubusové ¢ocky TCs, vazané pohyby zrcétek Zo 4 a Zs 7, osové linedrni
stolky objektivi O, 3D linedrni stolek vzorku VZ, 2D rotacni stolek pro zrcatko Zg, zména
ohniskovych vzdélenosti zoomovacich objektivii Zoom, zména ohniskové vzdalenosti a ostieni

VOs;.
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6 Teorie zobrazeni pro CCHM a FHM

Oba mikroskopy se po optické strance mirné odlisuji. CCHM mikroskop vyuziva Kohleruv
princip osvétleni vzorku VZ a referen¢niho objektu RO (viz obrazek 1). Prvé vina je mo-
dulovéna pruchodem pres vzorek VZ, zatimco druhd vina prochézi referenénim objektem
RO a ziistava témeér nezménéna. Druhy mikroskop, FHM, je sice zalozen na holografickém
principu (viz obrazek 2), avsak zdrojem svétla je emitujici fluorescenéni barvivo obsazené
v pozorovaném vzorku. To znamena, ze obé interferujici viny nesou informace o vzorku,
v némz jsou generovany. Nicméné oba mikroskopy spojuje jedna klicova vlastnost. Interfe-
rujici viny jsou prostorové i casové nekoherentni, a jsou tedy schopny tvorit interferencni
strukturu jen pii perfektnim vyladéni mikroskopu. Nejprve se budeme zabyvat pripadem
CCHM mikroskopu.

6.1 Teorie zobrazeni pro CCHM

Aby bylo mozné prokazat, ze prumérna hodnota holografického signédlu je vhodnou ve-
licinou pro sefizeni mikroskopu, je nutno popsat jeji zavislost na klicovych parametrech
podstatnych pro naladéni mikroskopu, tedy na rozdilu optickych délek AL obou zobra-
zovacich vétvi, na vzdjemném posuvu obrazu ve vystupni roviné VR, ktery je popsan od-
povidajicim vektorem posuvu q; = (xf,yr) v predmétové roving, na velikosti pomérného
zvétSeni M mezi obéma zobrazovacimi vétvemi a na odchylce Az osové pozice objektivu.
Jelikoz je rovina vzorku VZ osvétlena kohlerovsky, 1ze urcit teoretickou hodnotu hologra-
fického signalu pomoci vztahu (2.20) [46]. Déle predpokladejme, Ze numerické apertury
objektivit Oy 2 nejsou piili§ vysoké (s hodnotou pod 0,5), Ze rozlozeni intenzity v roviné
zdroje je rotacné soumérné (viz [46], ¢asti 2.2.4, 6.1 a 6.4.1) a ze v mikroskopu neni vlozen
vzorek.. Nasledné lze ziskat vysledny vztah pro holograficky signal:

w(q; qp, M,ALAz) = QW/iK(K)eXp(—ZWiKAL)

0
NAs/n

X / ir(k)Jo{2n Kk - [q; — q,(M —1)]}

exp [Qﬂ'iK (W — 1) Az} rkdrdK, (1)

X

kde g, = (z,y) je vektor kartézskych soufadnic ve vystupni roviné VR, ktery je podélen
zvétsenim mezi predmétovou rovinou v prislusné vétvi a vystupni rovinou VR, K je re-
dukovany vlnovy vektor rovinné viny v prostoru za kondenzorem, K = |K| = 1/\, A je
vinovéa délka svétla, ix(K) je spektralni funkce zdroje, K; je piitna ¢ast redukovaného
vlnového vektoru K, k = K; /K, k = |k|, ir(k) popisuje radidlni rozlozeni intenzity v ro-
viné zdroje, NA, je nejmensi numerickd apertura optickych prvku mikroskopu méfena v
predmétovém prostoru, n je index lomu predmeétového prostoru mikroskopovych objektivii

O1.2.
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Rovnice (1) popisuje holograficky signal CCHM pro prostorové i ¢asové nekoherentni
zdroj v zavislosti na justaznich parametrech.

6.2 Teorie zobrazeni pro FHM

Ke stanoveni vyrazu pro teoreticky holograficky signal w pro FHM mikroskop ptedpo-
kladejme, ze fluorescencéni vzorek je nahrazen tenkym délicem svazku. Ten je osvétlovan
kohlerovsky objektivem Os, tedy vinou us. Svétlo je jim castecné odrazeno zpét do objek-
tivu Oy a ¢astecné propusténo do objektivu O;. Navic objektiv Oq je presné zaostien na
odraznou plochu délice, coz lze experimentéalné zajistit. Pak jsou splnény stejné podminky
pro platnost vztahu (1) jako u CCHM mikroskopu. Protoze osvétlovaci ¢ast optické sou-
stavy je pro obé vétve totozna, je ziejmé, ze zavery odvozené za predchozich predpokladu
plati i pro fluorescenéné emitovany signal v predmétové roviné mikroskopu. Ten by sice
lépe odpovidal situaci s kritickym, nikoli kbhlerovskym osvétlenim, ale je znamo, ze oba
tyto typy osvétleni jsou koherencné ekvivalentni (viz [47], kapitola 10.6).

6.3 Experimenty

Vyse popsany teoreticky holograficky signal w dle rovnice (1), respektive hodnota jeho
modulu w, byla pro ovéfeni porovnana s experimentalnimi daty z CCHM pti M = 1. Do
predmétové roviny nebyl vlozen vzorek. Méreni bylo provedeno s plosnym a spektralné
uzkopasmovym zdrojem svétla. Spektralni funkce zdroje ix(K) byla dana spektralni
propustnosti interferen¢ntho filtru FB650-10 (A = 650 nm, FWHM = 10nm) od firmy
Thorlabs [48]. K eliminaci sumu byla matice méfeného holografického signalu wp(i, j)
prumérovana pres celé obrazové pole dle vztahu

, (2)
=0 j=0 NINJ

kde wp je hodnota meéreného holografického signalu a N; a N; jsou rozméry matice
méfeného holografického signéalu (matice amplitudového obrazu) wp (7, 7).

Na obrazku 3(a) je ukdzano porovnani zavislosti hodnot teoretického a méreného ho-
lografického signdlu w a Wp na |q; — q,(M — 1)| pro M = 1. Naméiené kiivky se od
teoretickych mirné odlisuji. To je zpusobeno zejména optickymi aberacemi vystupniho
objektivu VO, ktery je umistén za difrakéni mtizkou DM v referencni vétvi. Naproti
tomu naméfené hodnoty holografického signdlu na obrazku 3(b) perfektné kopiruji teore-
ticky vypoctenou kiivku. Méfeni na obrazku 3(b) bylo provedeno pii M = 1 pro tyz zdroj
svétla jako na obrazku (a) a pro |q; — q,(M — 1)| = 0 um pii zméné AL.

Hodnota teoreticky vypocteného signdlu w je zavisla na [q; — q,(M —1)| a AL. Tato
zévislost je pro M = 1 ukdzdna na obrazku 3(c). Lokalni maximum w,; ; podél osy AL je
disledkem tvaru spektralni funkce zdroje svétla i (K). Prubéh ve sméru osy |q; — q,(M —
1)| je hladky bez boc¢nich maxim. To je vysledkem Gaussovského tvaru intensity ir (k).
Hodnota teoretického holografického signdlu w nartistd podél osy AL pro konstantni |q; —
q,(M —1)| a také nariistd podél osy |q; — q,(M —1)| pro konstantni AL. Také lze prokazat,
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ze méfeny holograficky signal Wp mé své globalni maximum pro |q; — q,(M —1)| = 0 um
a AL =0pm pro M =1 s polychromatickym svételnym zdrojem.

Doplime studii vySe o experiment provedeny na experimentalni sestavé FHM, pii
némz byl sledovan vliv zvétseni M na velikost wp. Fluorescenéni vzorek byl nahra-
zen blanovym délicem osvétlenym vybojkou opét pres interferencni filtr FB650-10 (A =
650nm, FWHM = 10nm). Zvétsuje-li se velikost pomérného zvétseni M, dochazi k po-
stupnému omezeni oblasti zorného pole na kterém lze lokalizovat interferen¢ni prouzky
podle obrazku 4. Z tohoto méfeni jasné vyplyva, ze je-li pomérné zvétseni vétvi M = 1,
nedochazi k omezeni oblasti zorného pole, na kterém lze lokalizovat interferenéni prouzky
a nasledné meéreny holograficky signal wp nabyvéa svého maxima.

Poslednim experimentem bylo ovéreni zavislosti velikosti signdlu wp na odchylce
polohy objektivu Az. Opét jako v predeslém piipadé byl fluorescencni vzorek nahra-
zen blanovym délicem, ktery byl osvétlen vybojkou ptes interferencéni filtr FB650-10
(A = 650nm, FWHM = 10nm). Na obrazku 5 je uvedena zavislost velikosti méfeného
holografického signélu wp na velikosti posunuti Az objektivu O. Jak je patrné z teoretické
kiivky a z kfivky naméfené, dochazi pii rostoucim posunuti k tibytku velikosti signalu.
Tohoto jevu je tedy mozno vyuzit k nalezeni identické roviny ostrosti pro oba objektivy
O FHM mikroskopu. Autofokusa¢ni metoda pro CCHM je zalozena na metodé hodnoceni
ostrosti fazového obrazu a je konstrukci piistroje umoznéna az pro plné robotizovanou
komercni verzi mikroskopu Q-PHASE z produkce firmy TESCAN ORSAY HOLDING
[49].
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Obrézek 3: Porovnéni teoretického holografického signdlu w (plnd ¢dra) a naméfreného hologra-
fického signdlu wp (Cary se symboly). (a) Zavislost signalu na |q; — ¢,(M — 1)| pro identické
délky vétvi interferometru, tj. AL = Oum a pro jednotkové pomérné zvétseni M = 1. Céry
se symboly reprezentuji profily hodnot signdlu métené z bodu z q; — (M — 1) = (0,0) ym
do ¢tyf sméru (viz vlozeny obrézek). (b) Zavislost zmény hodnot signdlu na velikosti AL pro
lgr — (M — 1) = 0pm a M = 1. (c) Vrstevnicovy graf zdvislosti teoretického holografického
signdlu w na |gq; — q;(M — 1)] ana AL pro M = 1. Hodnoty w a wp jsou normovéany.
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Obrazek 4: (a) - (e) Vyfezy z obrazové matice hodnot méfeného holografického signélu wp v
okoli optické osy q, = (z¢,y:) = (0,0) pm mikroskopu pro ruzné hodnoty pomérného zvétseni
M, pro |g;| = Opm a AL = 0 pm. (f) Porovnén{ zdvislost{ teoretickych hodnot holografického
signalu w (plnd ¢arna) a mérenych hodnot holografického signlu wp (symboly) v zavislosti na
velikosti vektoru polohy |g,| pro ruzné hodnoty M. Prubéhy kiivek wp jsou ziskdny radidlnim
prumérovanim hodnot vytezii. Hodnoty w a wp jsou normovany.

w[-1, w5 [-]

400

Az [um]

Obrézek 5: Zavislost hodnot méfeného holografického signdlu wp (symboly) a hodnot teore-
tického holografického signdlu w (plnd ¢ara) v zavislosti na posunuti Az objektivu O; pii
M =1, |[gf] = Opm a AL = 0pm. Méfeni bylo opakovdno pro dvé nastaveni objektivu Oq
kolem uzivatelem ur¢ené roviny ostrosti (vysledky vyznaeny Cervenymi Ctverecky a ¢ernymi
krouzky). Hodnoty W a wWp jsou normovéany.
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7 Justazni procedury a jejich testovani

Pro oba mikroskopy byly na zakladé vyse popsanych experimentu vytvoreny justazni me-
tody které zarucuji jejich plné automatizované setizeni mikroskopu. Tyto procedury jsou
provadéné pred zacatkem vlastniho experimentu a vedou k plnému naladéni mikroskopu.

U CCHM mikroskopu je mozno testovat inicializacni procedury jako celek. Tento
pristroj jiz komercéné dostupny, je presné dano jeho vyuziti, jeho procedury justaze jsou
prakticky ve finalnim stavu, v soucasnosti se nemodifikuji a byly z mé prace prevzaty
vyrobcem mikroskopu (firmou TESCAN ORSAY HOLDING). S touto firmou na zakladé
mé préace vznikl patent [40], jenz tyto procedury popisuje. Také tyto procedury byly pub-
likovény [42].

7.1 Popis pohyblivych ¢asti mikroskopu

Pro potieby justdze byly potiebné optické prvky obou mikroskopu motorizovany (viz
obrazek 1 a obrézek 2). Prvni skupina mechanismu je ur¢ena k dosazeni ruznych hod-
not g,. Druhou skupinou mechanismii lze ziskat rozdilné délky vétvi interferometru AL.
Trteti skupinou mechanismu jsou zoomovaci soustavy FHM mikroskopu Zoom. Pro vychozi
provoz pristroje jsou v soucasnosti zoomovaci soustavy Zoom, 3 3 4 nastaveny na zvetSeni
M = 1. Posledni skupinou jsou pomocné mechanismy justdze (zdmérné obrazce obou
mikroskopu, zavérky Zav, fiditelné apertury polnich a aperturnich clon) a mechanismy
k vyméné fluorescenénich kanalat FHM mikroskopu.

7.2 Procedury tivodniho nastaveni mikroskopu

Tyto procedury jsou pouzivany pro korekci velkého rozladéni typického pii startu mikro-
skopu. Inicializacni procedury jsou provadény ve dvou fazich. Prvou je predbézné naladéni
mikroskopu ze stavu, kdy interference nemuze vzniknout. Po tispésném skonceni prvé faze
nasleduje faze druha. Ve vystupni roviné jsou znatelné interferencni prouzky a méfeny ho-
lograficky signal wp je dostacujici k tspésnému prubéhu procedur druhé faze, které jsou
zalozeny na principu méfeni hodnot holografického signalu wp. Jeho hodnota je zesilena
jeho maximalni hodnotu na Wp qz-

7.2.1 Prva faze ivodniho nastaveni

Tyto procedury jsou zalozeny na principu méfeni charakteristického rozméru setizovaci
slony SC. Prva procedura zajisti, aby se pomérné zvétseni M obou zobrazovacich vétvi
interferometru co nejvice priblizilo 1. Procedura se tyka pouze FHM, protoze CCHM zatim
neni vybaveno variabilni optikou. Princip metody je zndzornén na obrazku 6. Vysledna
hodnota M musi byt v intervalu 0,95 az 1,05, protoze v tomto rozmezi jiz matice mérenych
hodnot komplexni amplitudy wp(7, j) obsahuje dostatek vysokych hodnot holografického
signélu (dle obrazku 4) pro uspésny béeh dalsich justaznich procedur.

Nasleduje druha procedura, kterd je zalozena na odecitani poloh obrazu sefizovaci
clony SC. Tato procedura je schopna obrazy zarovnat i pti velkém rozladéni mikroskopu

21



start procedury

v

vsunuti sefizovaci clony SC

T

- uzavreni zavérky uzavieni zavérky
7 prvé vétve Zavs druhé vétve Zav,
porizeni pofizeni
obrazu |t obrazu
otevieni zavérky otevieni zavérky
prvé vétve Zav; druhé vétve Zav,
vypolet [N/ \guwmrerreremerem s
velikosti M
0,95 M<1,05
korekce velikosti ohniska vysunuti sefizovaci clony SC

MRV . konec procedur
objektivu Zoom; o0 M otevieni zavérek Zavs 4 P y

Obréazek 6: Vyvojovy diagram procedury prvé fiaze tuvodniho nastaveni FHM pro korekci
pomeérného zvétseni obou zobrazovacich vétvi interferometru M.

a tim umoznit nédsledné naladéni interferencéni struktury. Procedura je vhodna pro oba
mikroskopy. Jeji princip je zachycen na obrazku 7. Cilem je pomoci mechanismu posuvu
pole (objektiv Oy CCHM mikroskopu a zrcadlo Zg FHM mikroskopu) nastavit mikroskop
tak, aby vzdjemny posuv poli |g;| ~ 0um a tim byl ddn dobry predpoklad pro nalezeni
globalniho maxima wp dle obrazku 3.

Nakonec je nutno zkontrolovat, zda-li je hodnota méteného holografického signalu wp
vetsi nez uzivatelem stanovend minimalni hodnota @}, (pfiblizné 80 % z Wp e, ). Pokud
tomu tak neni, je nutno spustit proceduru, kterd po stanovenych krocich méni AL. Tato
procedura je shodna s procedurou druhé faze tivodniho nastaveni. Pro tento tcel staci
pouzit krok 10 ym, diky kterému lze nalézt dle obrazku 3(c) az 90 % Wp maz-

7.2.2 Druha faze ivodniho nastaveni

Tato procedura zajisti, aby pomérné zvétseni obou zobrazovacich vétvi interferometru
bylo co nejblize M = 1. Metoda je zalozena na principu hleddni maxima. Jak je patrné
z obrézku 4, pokud se M — 1, ptibyva v matici wp(i, j) vysokych hodnot holografického
signélu a tim roste méreny holograficky signél wp. Proto je M po krocich ménéno (zménou
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Obrazek 7: Vyvojovy diagram procedury prvé faze tvodniho nastaveni CCHM a FHM pro
korekei posuvu pole g;. Velicina A je zesileni procedury, pro CCHM mikroskop je A = %

ohniskové délky zoomu Zoom;) v definovaném rozmezi okolo své vychozi hodnoty.

Dalsi procedura slouzi pro hledani nejvyssi hodnoty signdlu wp zménou prvku, ktery
posouvé obrazové pole (objektiv Oy u CCHM mikroskopu a zrcétko Zg u FHM mikro-
skopu) s cilovym stavem |g;| = 0pm. Jednou z moznosti, jak toho dosdhnout, je dvou-
rozmérné rastrovani obrazovym posouvacem po drobnych krocich kolem vychozi polohy
(viz snimky na obrazku 8(b)). Druhou moznosti je uplatnit postup navrzeny Ing. Lukasem
Kvasnicou, Ph.D., ktery vyuziva heuristicky algoritmus (viz obrazek 8(a)) s ukoncovaci
podminkou.

Dalsi procedura vede k nastaveni nulového rozdilu délky vétvi, coz odpovida hodnoté
AL = 0 um. Proto je pohybovano s prvky optické soustavy, které méni délku zobrazovaci
vétve (zrcatko Zs u CCHM mikroskopu nebo osové vysuvy objektivi O a vzorku VZ
u FHM mikroskopu).

Posledni procedurou je nalezeni spravnych osovych poloh obou objektivii FHM mikro-
skopu, které odpovidaji Az = 0 um. Nastavitelny interval pohybu je po krocich prochazen
a je hleddna maximélni hodnota signalu wp dle obrazku 5.
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Obrazek 8: Podstata druhé faze ivodniho nastaveni. Hodnoty tdrovné Sedi pixelu (malé ¢tverce)

(b)

WD. max

kazdého podobrazu reprezentuji hodnotu méfeného holografického signalu prumérovanou pires
celé zorné pole wp pro rozdilné hodnoty gy — (M — 1), a pro podobraz konstantni AL a
M = 1. Prumérné hodnoty wp jsou normovany vuci svému maximu v ramci celého méfeni.
(a) Prvym v pofadi je heuristicky algoritmus hledajici lokélni maximum hodnoty wWp zménou
gy pii udrzovani konstantnich hodnot AL a M. To je dédno piiénymi pohyby mikroskopového
objektivu Oy mikroskopu CCHM a nebo zrcadlem Zg mikroskopu FHM. (b) Druhym v poradi
je hledani globalniho maxima hodnoty Wp e, zménou AL pomoci osového pohybu zrcadla Zs
mikroskopu CCHM nebo pomoci osovych vysuvi objektivii O a vzorku SC mikroskopu FHM ve
smeéru vzrustajicich hodnot wp. Hodnoty méfeného holografického signdlu wp jsou normovany.

Postupné provedeni vSech ctyfech procedur zaruci, ze vSechny podminky pro nalezeni
maximdlni hodnoty signdlu Wp e M =1, AL = 0pm, |q;| = 0pm a Az = 0pm jsou
splnény. Poradi téchto procedur je mozno zameénovat dle potieby, pfipadné i opakovat
s pouzitim odlisnych parametru.

7.2.3 Testovani procedur na CCHM mikroskopu

Testovani metod pro CCHM bylo provedeno pro vSechny pouzitelné metody spolecné,
pricemz jednotlivé procedury na sebe plynule navazovaly. K testovani byl pouzit originalni
SW firmy TESCAN ORSAY HOLDING pro CCHM, do kterého byly implementovany
popsané metody. CCHM mikroskop byl opakované ndhodné rozlad ovan posuvem objek-
tivu O a pohybem zrcatka Zs o vzdalenost 100 pum. Na obrazku 9 jsou ukazany vysledky
automatizovaného sefizovani v procentualnim porovnani k hodnoteé ziskané pii manualnim
preciznim naladéni Wp, maz,m. Je patrné, Ze testované procedury metody ladéni skoncily
bezchybné s vysokou tispésnosti.

7.2.4 Testovani procedur na FHM mikroskopu

Testovani procedur pro ladéni FHM mikroskopu bylo provadéno po ¢astech. Kazda proce-
dura byla opakovana dvacetkrét s tim, ze byla dodrzovana navaznost. Vysledek predchaze-
jici procedury byl vzdy pouzit jako poc¢atecni podminka navazujici procedury. Mikroskop
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Obrazek 9: Histogram demonstrujici celkovou tspésnost pfi testovani procedur na CCHM mik-
roskopu. Relativni hodnota signlu Wp s = (WD, maz/WD, maz,m) - 100 %.

byl pred testovanim rozladén. Pomérné zvétseni M bylo nahodile ménéno v intervalu
15 % az 60 % rozsahu zmény ohniska zoomovaciho objektivu Zoom;, posuv poli |g;|
byl ndhodné ménén o cca max. 1/3 zorného pole, vychozi zména délky vétve AL a ve-
likost rozostieni Az byly voleny nahodile. Popsané procedury byly provedeny s vysokou
uspésnosti, protoze vysledné pomeérné zvétseni bylo stanoveno s velikosti 95% intervalu
spolehlivosti +0,01 a vyslednd zména délky vétve byla stanovena s velikosti 95% inter-
valu spolehlivosti 40,76 pm. Procedura hledajici nizkou hodnotu |qf| ve vSech piipadech
spravné identifikovala oblast maxima holografického signalu. Také autofokusaéni proce-
dura nalezla spravnou rovinu ostrosti s velikosti intervalu 95% spolehlivosti +1,8 um. Ve-
likosti vSech intervalu spolehlivosti zarucuji ziskani vysoké hodnoty holografického signédlu
wp, protoze stiedy téchto intervalu odpovidaji maximalnim hodnotam a byly potvrzeny
manualné.

7.3 Procedura pro dlouhodobé pozorovani na CCHM mikro-
skopu

Pi#i béhu dlouhotrvajicich experimentu na CCHM mikroskopu je nutno stabilizovat hod-
notu signalu wp kolisajici vlivem teplotnich zmén nebo vibraci. Navrzend procedura piicné
vychyluje mikroskopovy objektiv Og a osové zrcatko Zs kolem jejich vychozich pozic a tim
hledd maximum signalu wp. Na obrazku 10(a) je graf ¢asové zavislosti hodnot signélu
wp pii béhu procedury. Na obrazku 10(b) je vynesena ¢asova zavislost hodnot signdlu
wp bez spusténé procedury. Definujeme-li hodnotu rozliSeni kvantitativni faze pro QPI
jako r = 20,, kde o, je smérodatna odchylka Sumu pozadi méfené¢ho ve vytezu dle
obrézku 10(c), pak pokles hodnot signdlu na 90 % neméa méfitelny efekt na rozliseni (viz
obrazek 10(b)). S klesajicimi hodnotami signdlu wp sum pozadi QPI o, roste a tim se
zhorsuje rozliseni QPI r (viz obrazek 10(d) a (e)).
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Obréazek 10: (a) Piiklad dlouhodobé stabilizace vysokych hodnot méfeného holografického
signdlu wp (hodnoty jsou normovany) a soucasny pribéh zmén hodnot q; = (vy,yy) a AL,

které odpovidaji posuviim objektivu O9 a zrcadla Zs, a které vedly ke stabilizaci hodnot signalu.
(b) Casové zavislost hodnot signalu wp bez dlouhodobé udrzovaci procedury. Méfené fazové
rozliSeni r odpovidajici danym hodnotdam signédlu je vyznaceno ve vybranych bodech grafu. (c)
Kvantitativni fizovy obraz krysich rakovinnych bunék pofizeny pii 90 % maximdlni hodnoty
méfeného holografického signalu (r = 0,038rad, viz graf (b)). Méfeni hodnoty o, je prove-
deno ve vyznaceném okné (22000 pixeli). (d) a (e) Rezy krysf rakovinnou buiikou pofizené pii
100 % a 70 % maximéalni hodnoty méreného holografického signélu. Rezy byly vedeny tseckou
vyznacenou v obrazku (c).
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8 Konstrukce robotizovanych prvkua

V této kapitole je popsano mechanické feseni dulezitych robotizovanych prvkiu obou mik-
roskopii. Na obrazcich 11 a 12 jsou zobrazeny 3D modely obou mikroskopt a v nich jsou
vyznaceny robotizované podsestavy. Mechanicka sestava CCHM byla spoleéné navrzena
mnou, Ing. Tomasem Slabym, Ph.D., a Ing. Martinem Antosem, Ph.D. Konstrukce FHM
vznikla v mé spolupraci s Ing. Pavlem Kolmanem, Ph.D. V obou ptipadech jsem navrhoval
robotické mechanismy vcetné jejich tizeni.

Zd SC IF Kol

Obrazek 11: Opticka sestava CCHM: Zd - zdroj svétla, IF - interferencni filtr, SC - sefizovaci
clona, Zav - poc¢itactem tizené zavérky, Kol - kolektor, Z - zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek,
RO - referenéni objekt, MO - roviny meziobrazii, O - objektivy, TC - tubusové ¢ocky, DM -
difrakéni miizky, D - déli¢ svazku, VO - vystupni objektivy, VR - vystupni rovina, K - CCD
kamera (detektor).
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Obrazek 12: Opticka sestava FHM. (a) Osvétlovaci ¢ast, (b) zobrazovaci ¢ast. Zd - zdroj svétla,
PC - polni clona, SC - sefizovaci clona, AC - aperturni clona, F - edé filtry, Kol - kolektory, Zav
- po¢itacem Fizené zavérky, Z - zrcadla, VZ - vzorek, FSF - fluorescenéni sestavy filtru (excitaéni
filtry, dichroicks zrcadla, emisni filtry), OAC - aperturni clony objektivii, O - objektivy, TC -
tubusové ¢ocky, MO - roviny meziobrazi, Zoom - zoomovaci objektivy, DM - difrakéni miizky,
Ro - referenéni okénko, D - délice svazkt, VO - vystupni objektivy, VR - vystupni rovina, K -

CMOS kamera (detektor).
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8.1 Robotizované prvky se servopohony

Vsechny robotizované prvky jsou fizeny ze softwaru obsluzného PC pomoci specializo-
vanych tidicich karet. Byly voleny karty postacujici pozadavkum kazdého z mikroskopu.

Pro mikroskopy byly zkonstruovany mechanismy k zakladani setizovacich clon SC
a polni clony PC, mechanismy dovolujici ménit prumeér polni clony PC a aperturnich
clon AC a OAC FHM mikroskopu, mechanismy zavérek Zav, mechanismy k prepinani
fluorescencnich kanalu a mechanismy pro nastavovani zvétseni FHM mikroskopu. Zoom
soustavy Zoom; g a Zooms 4 (viz obrazek 13(a)) jsou navrzeny pro zménu zvétsSeni v roz-
mezi M € (1,2). Tvoii je vzdy pér objektivii Sony 16 — 50 mm /3,5 — 5,6. Objektivy
byly usazeny do centrovatelnych nosicu. Jako akéni prvek byl zvolen programovatelny
digitalni servopohon HS-5245MG firmy Hitec RCD USA. Servopohony byly shodné ka-
librovany tak, aby pro zvoleny prevodovy pomér ménily velikost ohniska objektivu dle
zvoleného rozmezi. Tim je zarucen stejny chod vsech ¢tyt objektivi. Stejné servopohony
byly pouzity pro fizeni vystupniho objektivu VOs. Ten je tvoren fotografickym objekti-
vem Canon EF 70-200 mm f 2,8 L. USM. Tomu odpovida diky pfevodovému pomeéru hnaci
soustavy plny rozsah pohybu servopohonu. Stejnym prevodovym pomérem je feSeno i do-
ostreni objektivu. Diky této robotizaci lze ménit zvétseni soustavy vystupnich objektiva

VO; a VO3 (a také VOy a VO3) v rozmezi M € (1,1,46).

8.2 Robotizované prvky s linearnimi stolky

Vsechny tyto mechanismy jsou zalozeny na linedrnich stolcich firmy SmarAct [50] a jsou
fizeny specializovanymi drivery téhoz vyrobce. Prvou aplikaci téchto linearnich stolku jsou
akeni prvky ménici velikost g;. Zmény této veliciny je mozno dosdhnout dvéma zpisoby.
Lze bud pifitné pohybovat vybranym optickym prvkem (objektiv Oy u CCHM) nebo
naklapét zrcadlo v zobrazovaci ¢asti interferometru (zrcadlo Zg u FHM). Mechanismy jsou
zobrazeny na obrazku 14. Pfi ndvrhu je tfeba zkontrolovat dosazitelné presnosti nasta-
veni obou typu mechanismu. Budeme-li uvazovat extrémni ptipad a vyjdeme-li z pouziti
modrého svétla o vlnové délce A = 400 nm a imerzniho olejového objektivu s NA = 1,3,
je mez rozliseni R dle Rayleighova kritéria [47] rovna 187 nm. Miniméln{ krok g, mecha-
nismu nesouciho mikroskopovy objektiv Oy CCHM je dan piimo minimalni velikosti kroku
linedrnich stolku (50 nm), ktery je vyrazné mensi nez nejmensi mozné rozlisovaci mez ob-
jektivu R. Minimélni krok |q;| mechanismu nesouctho zrcatko Zg FHM je pii pouziti
mikroskopového objektivu s nejmensim zvétsenim 4x (s nejvétsim zveétsenim 100x) je
|q;| = 16,75 nm (|g;| = 0,67nm). Oba mechanismy jsou schopny zajistit presné sefizen{
mikroskop.

Dalsi aplikaci téchto linearnich stolku jsou akéni prvky ménici AL. U CCHM mikro-
skopu je tohoto efektu dosazeno mechanismem uréenym k pohybu zrcatka Z,, ktery je
znazornén na obrazku 15(c). U FHM mikroskopu jsou tfi moznosti, jak ménit optickou
délku zobrazovacich vétvi. Prvou je mechanismus vysuvu a rotace zrcatka Zs a s nim
vézand rotace zrcatka Z; viz obrézek 15(a). Princip kinematiky mechanismu je znazornén
na obrazku 15(b). Mechanismus je vykreslen v poloze sttedové a v poloze vychylené
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HS-5245MG Zoom, HS-5245MG

HS-5245MG
(b)

Obrazek 13: (a) Dva mechanismy ke zméné zvétseni Zoom; o FHM, (b) mechanismus ostfeni a
zmény zvétseni VO3 FHM: Zoom - zoomovaci objektivy, VO3 - vystupni objektiv, HS-5245MG
- servopohon.

(¢drkované). Druhou moznosti zmeény délky vétve je totozny mechanismus v osvétlovaci
¢asti mikroskopu, ktery pohybuje zrcadly Zs a Z4. Posledni moznosti je spoleény osovy po-
hyb mikroskopovych objektivii O; 2 a osovy pohyb mikroskopového stolku se vzorkem VZ
(viz obrazek 15(d)). Vsechny tyto stolky umoznuji zménu délky vétve s nejmensim kro-
kem AL = 100 nm. Ptesnosti i rozsahy pohybti mechanismiu plné dostacuji k sefizeni obou
mikroskopu, protoze jsou mensi nez je koherencni délka bilého svétla, ktera je naptiklad
pro halogenovou lampu dana asi 1 pm [51].
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SLC-2460 SLC-2430

(b)

Obrézek 14: (a) Mechanismus ménicf posunuti g; pifénym pohybem objektivu Oy CCHM, (b)
mechanismus ménici velikost gy ndklonem zrcadla Zg u FHM: Og - mikroskopovy objektiv, RO
- referenc¢ni objekt, Zg - zrcadlo, SLC-2460, SL.C-2430 - linearni stolky.

SLC-2430 Zs

SLC-1770

Obréazek 15: (a) Mechanismus FHM ménici délku vétve AL vysuvem s rotaci zrcatka Zs a
vézanou rotaci zrcitka Zz, (b) kinematické schéma mechanismu (a) (Carkovand ¢dra znaci
vychylenou polohu), (¢) mechanismus uréeny k pohybu zrcitka Zo u CCHM, (d) - mechanismy
FHM pro spole¢ny osovy pohyb mikroskopovych objektivii Oq 2 a osovy pohyb mikroskopového
stolku se vzorkem VZ: O - mikroskopové objektivy, Z - zrcadla, OAC - aperturni clony objektivi,
VZ - vzorek, SLC-2445, SLC-2430, SLC-1770 - linedrni stolky.
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9 Software pro rizeni Fluorescenc¢niho holografického
mikroskopu

Z pozadavku na fizeni a funkci FHM mikroskopu, konstrukce optické soustavy, druhu
pouzitych akénich prvku, jejich kontroléru a kumunikace piimo vyplyvaji pozadavky na
software mikroskopu. Konkrétné je nutné programové ovladat servopohony, linedarni stolky
SmarAct, ziskdvat obrazova data (hologramy) z kamery a ty nasledné zpracovat, analy-
zovat a ukladat. Klicovym tkolem bylo feSeni architektury softwaru, kterd musi byt co
nejvice modularni. Jednotlivé jeho ¢asti musi byt funkcéné nezavislé. Paralelita procesu
vsech ¢ésti je dulezitd pro jejich nezavislost. Programovaci prostiedi LabView bylo zvoleno
z duvodu moznosti rychlé tvorby programu. Zjednodusené schéma softwaru je uvedeno na
obrazku 16. Software se sklada z programu zakladni vrstvy, které komunikuji s hardwa-
rem (reguldtor servopohonu, regulator linedrnich stolki SmarAct a program pro obsluhu
kamery Basler), a programu, ktery zpracovava hologramy. Pro uzivatele pracujiciho s mik-
roskopem je urcen frontalni program (program uzivatelského rozhrani) a program Pylon 4
dodavany spole¢né s kamerou. Z pozadavku nezavislosti a modularity programu vyplyva
pozadavek na komunikaci mezi programy. Navic lze kazdou cast softwaru lze nastavit tak,
aby bézela na svém vlastnim vlakné procesoru. Proto byla vytvorena datova vrstva, ktera
dovoluje vymeénovat si data mezi programy zakladni a frontalni vrstvy. Data jsou do ni
zapisovana a z ni vycitana ve formé textovych retézcu, logickych proménnych, ¢iselnych
hodnot a poli. To dovoluje svobodnou vyménu dat mezi jednotlivymi ¢astmi softwaru.
Tato nezavislost také dovoluje provést jednoduse vSechna nastaveni programu, testovani
a ladéni.

9.1 Program uzivatelského rozhrani

Program uzivatelského rozhrani slouzi k ovladani celého mikroskopu uzivatelem a také
se stara o Fizeni béhu celého softwaru. Architektura programu je zalozena na principu
konecného stavového automatu, ktery disponuje tfemi stavy. Prvym z nich je inicializace.
Oba regulatory se spusti a dochazi k jejich vlastni inicializaci. Jsou-li pripraveny, odesilaji
informaci o svém statusu pres datovou vrstvu uzivatelskému rozhrani. Poslednim krokem
inicializace je prenastaveni pozic linedarnich stolku do vychozich hodnot. Druhy stav tvoti
v programu uzivatelského prostiedi smycku, pti jejimz béhu se postupné kontroluji hod-
noty pozadovanych veli¢in a porovnavaji se s témi, které jsou v registru smycky ulozeny
jako stavajici. Je-li zjisténa zmeéna, odesild se pirikaz prislusnému regulatoru a po jeho
splnéni dojde k prepsani registru smycky. K vlastnimu zasilani piikazu regulatorum se
vyuzivaji podprogramy, které pozastavi smycku programu uzivatelského prostredi, zaslou
piikaz do datové mezivrstvy a cekaji do té doby, dokud regulator nezasle do datové me-
zivrstvy Zadanou odpovéd. Tim je zaruceno, 7e kazdy pifkaz uzivatele ¢ automatické
procedury je vykonan a nemuze byt preskoc¢en. Pro ukon¢eni béhu softwaru vyuziva po-
sledni stav programu. Pfi ném se vSem programum a regulatorum zasle piikaz, aby se
ukoncily, a tim se deaktivuje komunikace s hardwarem.
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Otevieni/zavieni regulatoru/programu

R S S Resetovani hodnot datové vrstvy S
Uzivatelské rozhrani Datova vrstva
# Stavy programu — # Data regulatori
ménény pii béhu programu zasilané a vricené prikazy
- ruéni fizeni (inout data regulatoru servopohont, o # Dat§ ng"ﬂ“ﬁﬁ
inout data regultoru lin. stolka SmarAct, 5 ° g zasilané a vracené hodnoty
f" data programu kamery BGSICT, ) Y g — 8 eg-""1 - regulétor servopohoni (inout data)
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inout data regulétoru lin. stolkti SmarAct, a ; ] °© I - program zpracovéni obrazu (inout data) [
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in data programu zpracovani obrazu): automat | & )g MR < - R : 1
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. o > @ ! 1
in error hlaseni) i e L
P¥{fm4 komunikace ' e
u¥ivatelského [€===m-mmmm - - = [
1
rozhran{ V! Program kamery Basler (Host, FPGA)
+' ™~ ==|#inout data
1
S A Yy ! - komunikace s HW
Regulator serVOpOhOnu : 1 : |_> - server pro komunikaci HW s programem Pylon 4
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# inout data <=---------------- e P¥im4 komunikace s HW
- nastaveni regulatoru . 11 1
 Hzeni urivatelem P¥im4 komunikace s HW ' PleIl 4
- pieklad prikazii uzivatelského : : # nastaveni kamery a expozice
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1 Program zpracovani obrazu
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Regulator pro lin. stolky SmarAct I & — —>-{fnoutdu
| o ymm - N - nastaveni programu
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- nastaveni regulatoru .
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Obréazek 16: Zjednodusené blokové schéma fidiciho softwaru FHM mikroskopu.

9.2 Regulator servopohonu a regulator linearnich stolka

Regulédtor servopohontt po svém spusténi sam inicializuje fidici kartu a ocekava piikaz
z datové mezivrstvy. Pro kazdy riditelny kanal obsahuje regulator servopohontu moznosti
nastaveni. Jednd se o koncové polohy mechanismu - tedy servopohonti, nastaveni rychlosti
pohybu, polohy servopohonu pro jednotlivé stavy, moznost nastaveni offsetu pohybu nebo
moznost kanal uplné vypnout.

Druhy z reguldtort obsluhuje linearni stolky SmarAct. Tento regulator po svém spusténi
sam inicializuje jejich idici elektroniku, postupné u vsech linearnich stolku nalezne re-
ference, a tim zjisti jejich fyzické pozice. Poté ocekava piikaz z datové mezivrstvy. Pro
kazdy ftiditelny kanal obsahuje regulator moznosti nastaveni. Jedna se o koncové polohy
stolku, nastaveni rychlosti a akceleraci pohybu, polohy stolku, moznost nastaveni offsetu
nebo reverzovat smysl pohybu stolku.

Z datové mezivrstvy regulatory vycitaji piikazy ve formé textového fetézce. Kod obsa-
huje informaci o fizené funkci a pozadovanou ¢iselnou hodnotu polohy. Regulator fetézec
dekdduje a prevede ¢iselnou informaci na pokyny fizeného prvku.

Kromé toho je pro ladéni jednotlivych pohybti naprogramovana moznost tidit re-
gulatory rucné. Timto lze ziskat vSechny hodnoty nastaveni pro jednotlivé fizené prvky.
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9.3 Program kamery Basler a program ke zpracovani obrazu

Tento program vycita obrazova data z kamery Basler. Sklada se ze dvou ¢asti. Prvou
je program, ktery generuje firmware pro programovatelné hradlové pole (FPGA - Field
Programmable Gate Array) graberu kamery. Druhou je spustitelny kéd, ktery s firmwarem
komunikuje a ktery z néj pomoci nastroju programovéani hradlového pole pro LabView
vycita porizené snimky. Po spusténi programu dojde k inicializaci kamery a spusti se i
server grabberu, ktery vyuziva program Pylon 4 pro nastaveni kamery.

Program ke zpracovani obrazu vyc¢itd z datové mezivrstvy informace ve formé 2D
pole obrazovych hodnot. Podle metodiky popsané v ¢asti 5.3 je ziskdvan amplitudovy a
fazovy obraz. Program lze také spustit s hologramy porizenymi diive. Program umoznuje
nastavit vSechny parametry rekonstrukce.
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10 Zaveér

Tato prace velkou mérou prispéla k uzivatelské privétivosti holografickych mikroskopu
vyvijenych nasi vyzkumnou skupinou a umoznila jejich vyuziti na biologickych pracovistich
tim, ze zavedla automatickou justaz a tizeni komplikované optické soustavy téchto mikro-
skopu. Byly aplikovany justazni metody, zalozené na kombinaci jednoduchych a ucelnych
justaznich procedur vychazejicich z praktickych zkusenosti s holografickymi mikroskopy.
Pro tyto metody byla nalezena spolehliva veli¢ina vhodné kvantifikujici stav mikroskopu
v podobé priumérné hodnoty méieného holografického signélu wp, ktery je online zjistovan
pri numerickém zpracovani hologramu béhem pozorovani. Jednotlivé procedury byly tuspésné
otestovany a poté byly prevzaty do komerénich verzi Q-PHASE koherenci fizeného ho-
lografického mikroskopu. Pro chod téchto procedur byly navrzeny robotické mechanismy
fizené z obsluzného PC. Kromé toho byl vytvoren také tidici software pro Fluorescen¢ni
holograficky mikroskop, v némz byly tyto procedury integrovany. Vysledky této disertacni
préace jsou shrnuty v ¢lanku [42] a chrdnény patentem [40].

V ramci dalsiho vyvoje justaznich procedur bude probihat jejich dprava pro budouci
biologické aplikace FHM. S tim bude souviset i budouci vyvoj obsluzného softwaru.
Také budou testovany sestavy CCHM mikroskopu se zjednodusenou zobrazovaci vétvi.
To umozni vytvorit jednoticelovy robotizovany mikroskop.
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