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Abstrakt

Predkladana prace se zabyva zobrazovanim pres difuzni prostiedi v koherenci fizeném
holografickém mikroskopu (CCHM) vyvinutém na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi v Brng.
Je v ni uveden vypocet vzajemné koherence svétla v mikroskopu, vypocet signalu v zavis-
losti na vzajemném lateralnim posuvu obou vétvi a vzajemné souvislost obou vysledki.
Posledni zminény vypocet je navic podroben ovérovacim experimentiim.

Pomoci jednoduchého geometrického modelu je zde vysvétlen princip zobrazeni v CCHM
pres difuzni prostiedi balistickym i difuznim svétlem a je doplnén piislusnymi potvrzuji-
cimi experimenty. Na tento model dale navazuji teoretické vypocty rozptylové funkce bodu
(PSF) pro zobrazeni pies difuzni prostiedi. Vysledek modelu je potvrzen experimentem.

Summary

This thesis deals with imaging through diffuse media in coherence-controlled holographic
microscope (CCHM) developed in IPE FME BUT. The mutual coherence function as well
as the signal dependence on the lateral mutual shift between both arms of the CCHM are
calculated. Both functions are related to each other. The latter dependence is measured
experimentally.

A principle of imaging with CCHM through diffuse media with both ballistic and
diffuse light is explained by a simple geometrical model. This model is then verified ex-
perimentally by imaging a sample through diffuse medium. The point spread function
(PSF) of CCHM for imaging through diffuse media is then calculated. Results of PSF
calculation are proved experimentally.
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Kapitola 1

Uvod

1.1 Optické metody zobrazeni v difuznim prostredi

P1i zobrazovani v rozptylnych prostredich, jako jsou napriklad bunééné struktury, je obraz
zaostiené struktury degradovan svétlem rozptylenym mimo pfedmétovou rovinu. Ukolem
nékterych mikroskopovych technik je zamezit tomuto vicekrat rozptylenému neboli di-
fuznimu svétlu, aby se podilelo na formovéani obrazu. K tomu pouzivame bud filtraci
mechanickou (konfokalni mikroskopie) nebo filtraci pomoci odlisnych koheren¢nich vlast-
nosti difuzniho a piimo proslého (balistického) svétla. Pti biologickém zobrazovani se viak
lze setkat i s technikami, které se naopak snazi difuzni svétlo pro zobrazeni vyuzit, na-
priklad tzv. continuous-wave imaging, diffuse photon density waves aj. Uvedené techniky
[1] vsak mivaji vyrazné nizsi rozlisovaci schopnost nez optickd mikroskopie, oviem jsou
schopny zobrazovat i pfes velmi husta prostiedi a nalézaji vyuziti zejména v 1ékarské vede

2.

1.1.1 Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop (KM) byl poprvé navrzen a zkonstruovan Marvinem Minskym
v roce 1961 [3]. Diky dvojitému rastrovani, soubézné v osvétlovaci a detekéni ¢asti, se
nasobi dva efekty. Prvni filtrace je zajisténa malou aperturou, ktera je zobrazena do pred-
métové roviny, ¢imz je osvétleno pouze malé okoli pravé pozorovaného bodu. Diky druhé
filtraci, aperturou v detekéni ¢asti, pak je detekovano vyhradné svétlo balistické, tedy
svétlo, které projde vzorkem piimo nebo se rozptyli jen v pfedmétové roviné. Ve vysledku
umoznuje tento princip vytvareni optickych fezi. Princip KM je velmi presné popsan
v knize [4].

1.1.2 Interferenc¢ni techniky

Kromé KM se pro zobrazovani pies difuzni prostredi vyuZzivaji interferen¢ni (nebo téz ho-
lografické) techniky. S vyjimkou metody fazové konjugace 3] [6] jsou vSechny interferenéni
techniky zobrazujici pres difuzni prostiedi zalozeny na vyuziti nekoherentniho svétla nebo
alespon ¢astecné koherentniho svétla. Oznacime je zkratkou LCI (z angl. low-coherence in-
terferometry). Tyto techniky dokazi zobrazovat pres rozptylné prostiedi diky mechanismu
tzv. koheren¢ni brany (z angl. ,,coherence-gating®) |7, 8, ]. Techniky spadajici do LCI
tedy filtruji rozptylené svétlo tim, ze rozptylené svétlo se setkiva se svétlem z referencéni
vétve mimo koheren¢ni objem. Schopnost LCI zobrazovat pres rozptylné prostiedi je v né-
kolika publikacich srovnana se schopnosti konfokalniho mikroskopu. Naptiklad v publikaci



[10] 1ze nalézt vypocet koherentni funkce prenosu (CTF) jak pro KM, tak i LCI. Vysledek
ukazuje, Ze pii monochromatickém osvétleni a usporadani na odraz je CTF pro LCI stejna
jako pro idealni konfokalni mikroskop. V dalsi publikaci [I1] je srovnana rozptylova funkce
bodu (PSF) obou technik. Autofi zde ukazuji, ze LCI méa s KM t#i shodné zakladni vlast-
nosti, kterymi jsou superrozlieni, potlaceni difuzniho svétla i hloubkova diskriminace.
Porovnanim druhé vlastnosti se blize zabyva publikace [8], a to zejména experimentalné.
V publikaci [12] je provedeno srovnani mnozstvi signalu v zéavislosti na charakteru roz-
ptylného média a vyplyva z ni, ze signal v LCI je vlivem difuzoru tlumen méné vyrazné
nez v KM. Historicky prehled holografickych technik vyuzivajicich nekoherentnich zdroju
svétla pro zobrazeni v difuznich médiich je soucasti publikace [9].

Schopnost zobrazovani v difuznim prostiedi pomoci holografie prokazali autoii v mo-
delovych difuznich prostiedich, jako je roztok mléka ve vodé [13], latexové kulicky ve vodé
[12] ¢i difuzni sklo, které je vloZzeno mezi vzorek a objektiv [7], 14, [15]. Jde ovSsem ¢asto
i 0 zobrazeni biologickych difuznich objektu, jako jsou napiiklad kolagenovéa vldkna [16]
¢i jiné biologické objekty [9].

Funkce PSF a jeji Fourierova transformace CTF jsou velmi vyznamnou charakteristi-
kou zobrazeni svételného mikroskopu a urcuji mimo jiné jeho rozliSeni. Popisu a méfeni
téchto funkei v optické mikroskopii se vénuje cela fada publikaci, napt. [17, [18]. Pusobeni
difuzniho prostiedi umisténého mezi vzorkem a objektivem v8ak méni charakter zobrazeni
tim, Ze svétlo rozptylené na vzorku projde poté na difuzoru mnoha nadhodnymi rozptyly
a vyjadreni PSF ¢i CTF pomoci vypoctu je tim velmi znesnadnéno. Pokud je ndm znamo,
nikdo zatim nepublikoval vypocet PSF ¢i CTF v LCI pfi zobrazeni pres difuzni prostiedi.

V [9] a [1I] autofi diskutuji vliv difuzniho prostiedi na svételny impuls jdouci ob-
jektovou vétvi pres difuzni prostifedi a nacrtkem ukazuji PSF celého mikroskopu LCI
pii zobrazeni pies difuzni prostiedi. V [§] a [I3] se autofi vénuji urceni rozliseni experi-
mentilné pomoci zobrazeni testovaci amplitudové mtizky. Z obou publikaci vyplyva, ze
degradace obrazu vlivem difuzniho prostiedi v LCI je zptisobena nizkou hodnotou poméru
signalu vudi Sumu a ze rozliSeni lze zlepsit na hodnotu bez difuzoru primérovanim vice
obrazt téhoz predmétu.

Specialni skupinu interferen¢ni mikroskopie tvoii OCT (optickd koherenéni tomogra-
fie) [T9] a OCM (opticka koheren¢ni mikroskopie) [20]. Vyjime¢né jsou zejména proto, Ze
umoziuji pozorovani in vivo. OCT je nyni jiz béZné metoda vyuzivané predevsim v oftal-
mologii.

1.1.3 Techniky vyuzivajici primo difuzni svétlo

Optické techniky zobrazujici difuznim svétlem jsou ¢asto vyuzivany zejména v lékaiskych
védach [2]. Rozliseni, které pomoci téchto technik zobrazeni dostavame, je daleko horsi
nez u technik vyuzivajicich svétlo balistické. Avsak tloustka vzorku, ktery jsme schopni
zobrazit, je naopak daleko vétsi. RozliSeni i maximalni pozorovaci tloustka se pohybuji
v fadech milimetra az centimetrua v zavislosti na konkrétni technice a vlastnostech vzorku,
zatimco rozliseni pfi zobrazeni balistickym svétlem odpovida difrakénimu limitu zobrazo-
vac{ soustavy.

U metod zobrazujicich difuznim svétlem neziskdvame obraz klasicky, pomoci zdznamu
geometrického obrazu pfedmétové roviny. Detekce ¢asto probiha pomoci nékolika bodo-
vych detektori rozmisténych v definovanych pozicich. Z vyhodnoceni méreni pak usuzu-
jeme na vlastnosti ¢i strukturu vzorku. Pro takové zobrazovani je samoziejmé potieba
mit k dispozici velmi dobry teoreticky model, ktery dava naméreny signal do souvislosti
s vlastnostmi vzorku, jimz svétlo proslo, nebo od kterého se odrazilo. Obecné lze rozdélit



tyto techniky na dva typy.

V prvnim vysila zdroj velmi kratké pulzy svétla (fadové femtosekundové az piko-
sekund) na vzorek a po prichodu vzorkem je pak zaznamenana intenzita svétla v zavis-
losti na case. Jako prvni projde zfejmé svétlo balistické, jez projde piimo, bez rozptylu
uvnitt vzorku. Dalsi detekované svétlo je vice ¢i méné rozptyleno a jeho ¢asovy pribéh
lze spocitat z difuzni rovnice. Pomoci fitovani namérené zévislosti s predpovézenou pak
ziskavame koeficienty charakterizujici vzorek. Mezi né patii napiiklad koeficienty absorpce
¢i rozptylu [1, 2]. Vzhledem k tomu, Ze zaznamenévame ¢asovy pribéh intenzity, nazyvaji
se tyto metody ,,time-domain®.

Druhym typem technik jsou ty, u kterych zdroj svétla vysila spojité svételné vinéni
(CW - Continuous Waves) s definovanou modulaci amplitudy a danym fazovym posuvem.
Po prichodu vzorkem je pak takova vina popsdna pomoci modelu tzv. Photon Density
Waves - PDW. To jsou utvary, které pripominaji vlny, nebot u nich lze métit interferenci,
fazovou rychlost nebo lom. Presné vzato vSak o svételné viny nejde. V pripadé PDW
méiime jejich fazi a modulaci amplitudy relativné vaci zdroji v nékolika pozicich. Protoze
je zde zaznamenana frekven¢ni zavislost, patii tyto techniky do tzv. ,frequency-domain®

.

1.1.4 HolografickA mikroskopie v difuznich prostiedich na VUT

Zobrazeni pfes difuzni prostiedi pomoci inteferometrickych metod je mozné pouze tehdy,
vyuzivame-li zdroje svétla se snizenou koherenci. Soucasné interferometrické systémy s od-
délenou predmétovou a referencni vétvi lze rozdélit do dvou skupin, a to dle thlu, pod
kterym svazky z vétvi na vystupu interferuji. Prvni skupinu tvori systémy, u nichz se
svazky potkéavaji pod nulovym nebo témétr nulovym thlem a nazyvaji se ,in-line*, naproti
tomu druhou skupinu, jez se nazyva ,off-axis“, tvori mikroskopy, jejichz svazky interfe-
ruji pod nenulovym thlem. Jelikoz mezi pojmy ,holograficky mikroskop® a ,interferen¢ni
mikroskop® panuje v literatuie nejednotnost, budeme v ramci celé prace nazyvat mikro-
skopy s ,,in-line* uskupenim interferen¢nimi, zatimco mikroskopy s ,off-axis* konstrukei
budeme nazyvat ,holografickymi‘.

Holografické mikroskopy (tj. mikroskopy obsahujici interferometr s ,off-axis“ kon-
strukei) umoznuji rekonstrukei predmétové viny z jediného snimku, ¢imz se stévaji vhod-
nymi pro dynamické déje, jejich nevyhodou je ovSsem moznost pouziti pouze se zdroji
s vysokou koherenci, nejcastéji tedy lasery [17, [I§].

Interferen¢ni mikroskopy (tj. s ,in-line“ konstrukci) naproti tomu umoziuji snadné
pouziti se zdroji s nizkou koherenci. Pro rekonstrukci predmétové viny je vsak v tomto
piipadé zapotiebi vice snimkt s riznymi fazovymi posuvy. Nejméné tii, casto vsak i vice.
To znemoznuje pouziti téchto mikroskopi pro velmi dynamické déje. Prvni sériové vyra-
béné interferencni mikroskopy byly navrzeny Krugem a Lauem v roce 1951 [21]. Znamym
prikladem interferen¢niho mikroskopu s nekoherentnim zdrojem svétla je Horntiv mikro-
skop [22], ktery je slozen ze dvou transmisnich mikroskopi umisténych vedle sebe.

Az do konce 90. let nebyla oblast interferen¢ni ani holografické mikroskopie pred-
rekonstrukei obrazu. Zména nastala az spojenim téchto technik se zdznamem na digitalni
média, ktera umoznila mnohonasobné jednodussi a rychlejsi zpracovani interferogrami.
Priklady interferencnich mikroskopu vyuzivajicich zdroju s nizkou koherenci jsou uvedeny
v publikacich [13] 23], 24], 25] 26].

Uvedené nevyhody interferencni a holografické mikroskopie odstranuje tzv. miizkovy
achromaticky interferometr navrzeny E. Leithem [5], 27], na jehoZ principu, byly postaveny



i holografické mikroskopy na UFI VUT v Brné. Prvni prototyp achromatického holografic-
kého mikroskopu vznikl na VUT v roce 1999 a §lo o variantu pro odrazené svétlo. V prvni
publikaci, ktera o tomto prototypu pojednava [28], je zméfena CTF mikroskopu a srov-
nana s teoreticky odvozenou. Rovnéz je zde ukédzana schopnost optickych rezti mikroskopu,
tj. analogie s konfokalnimi Fezy. V roce 2002 [29] byla postavena 1. varianta trasnimis-
niho holografického mikroskopu (TDHM), ktera byla posléze prestavena pro zobrazovani
s polychromatickym zdrojem [30], BT]. Prvni zobrazovani s touto prestavénou verzi TDHM
pres difuzni prostiedi je popséno v publikaci [30], kde byly pozorovany dva vzorky, a to
nepropustné Cr mfizka nanesena na povrch skla (amplitudovy vzorek) a schodovita struk-
tura o hloubce 620 nm vyleptana v povrchu prihledného PMMA (fazovy vzorek). Jako
difuzor, vlozeny mezi vzorek a objektiv, byla pouzita 10 mikronova plastové folie.

V roce 2005 pak byla predstavena nova generace TDHM [32], jehoZ geometrie je shodna
se schématem mikroskopu na obr. vyuzivanym pro experimenty v ramci této prace.
Tato varianta byla dokoncena v roce 2006 a jeji vyuziti pro pozorovani pies rozptylné
objekty je demonstrovano v publikaci [33]. Difuzorem je 2 um tlusta folie a vzorkem je
CELLocate (fazova maska urcena pro detekci polohy bunék v mikroskopu). V uvedené
varianté TDHM je jiz umoznéno ménit stupen casové i prostorové koherence, a proto
se mikroskop zacal oznacovat jako CCHM, tj. koherenci fizeny holograficky mikroskop
(angl. coherence-controlled holographic microscope). Stejnou zkratkou budeme souhrnné
oznacovat v této préaci tuto i vSechny nésledujici generace achromatického holografického
mikroskopu vzniklého v nasi laboratofi.

V publikaci [33] je ukazano, ze s CCHM ve svétle ¢asové a prostorové koherentnim je
zobrazeni pres 2 um tlusty difuzor nemozné, zatimco v nizkokoherentim modu je obraz
pies tento difuzor zachovan. Je zde také ukazano, ze difuzor v piipadé nizkokoherentiho
mo6du nema vliv na vysledek méreni faze predmétové viny, kterou lze pomoci CCHM
rekonstruovat.

Obdobné vysledky byly prezentovany na konferenci v roce 2007 [34] a pozdéji taktéz
v [35] a [36].

V publikaci, ktera se velmi podrobné zabyva konstrukci nové generace CCHM [15], je
ukézéno zobrazeni pfes oboustranné zmatnéné kryci sklo tloustky 150 pm. Ve stejném roce
byla na stejném zafizeni s tymz difuzorem poprvé ukazana moznost zobrazeni v CCHM
taktéz difuznim svétlem [37], 38].

Redlné (biologické) difuzni objekty byly pozorovany v ramci dizertaéni prace [39].
Difuznim médiem byla tézka voda s rozptylenymi polystyrénovymi kulickami o priméru
365nm a roztok fosfolipidii ve vodé o koncentraci C=3%. Pritom, jak je zde ukazano,
metoda fazového kontrastu prestava byt schopna zobrazit jiz pro koncentraci 10x nizsi,
tj. C=0,3%. Dalsi zobrazovani biologickych objektii v difuznim prostiedi je soucasti prace
[40]. Médiem je zde opét roztok fosfolipidii ve vodé. Teoreticky popis zobrazeni pres difuzni
prostiedi je soucasti t¥1 novéjsich publikaci [41), [42] 43].

1.2 Motivace a cile dizertac¢ni prace

vV,

1. Schopnost zobrazit pres difuzni prostiedi pii pouziti zdroju s nizkou koherenci je
znamou vlastnosti interferenc¢ni mikroskopie, jak je popsédno naptiklad v publikacich
[8, 13]. V uvedenych publikacich navic autofi experimentalné ukazuji, ze rozliseni se
pii takovémto zobrazeni nezméni. Ackoli je tento jev popsan na zakladé experimentu,
neexistuje prozatim zadny jeho presny matematicky popis.



2. Pii pozorovani s CCHM jsme zjistili, ze v pfipadé zobrazeni ptes difuzor je mozné
rekonstruovat obraz i v konfiguraci s vzajemné posunutymi vétvemi o vzdalenost
vyssi, nez odpovidé koheren¢ni sitce v dané roviné. V takovéto konfiguraci jiz piitom
neni mozné zobrazit s CCHM ani v pripadé zobrazeni bez difuzoru. Toto pozorovani
nas privedlo k objevu, Ze lze zobrazovat s CCHM i s vyuzitim difuzniho svétla. Tento
experiment jsme chtéli zopakovat a mechanismus zobrazeni difuznim svétlem radné
matematicky popsat.

3. Z vypoctu, které jsme provedli a které odpovidaji i vysledkim z publikace [44],
jsme zjistili, Ze mérenim zéavislosti signélu na vzajemném posunuti vétvi ve vystupni
roviné lze zaroven mérit funkei vzajemné koherence CCHM. Tento jev jsme chtéli
provéfit a zaroven zmétit vzajemnou koherenci CCHM, nebot koherenéni vlastnosti
CCHM fzce souviseji s jeho moznostmi zobrazeni ptes difuzni prostiedi.

Z vyjmenovanych divoda byly pro praci vytyceny tii hlavni cile:

Cile dizertac¢ni prace

1. Charakterizovat zobrazeni v difuznim prostiedi vytvarené difuznim a balistickym
svétlem.

2. Na zakladé experimentu navrhnout vhodny model pro objasnéni mechanismu zob-
razeni v difuznim prostiedi.

3. Popsat koherenc¢ni vlastnosti svétla v mikroskopu v zavislosti na velikosti zdroje
a vysledek ovérit experimentem.






Kapitola 2

Koherenci rizeny holograficky
mikroskop

V nasledujici kapitole je popsan princip a optické schéma 1. a 2. generace CCHM. Tyto
dva typy mikroskopt jsou pro vysledek dulezité, nebot jich se tykaji veskeré vypocty v této
praci. Taktéz vSechny experimenty publikované v této praci byly pofizeny s uvedenymi
verzemi CCHM.

2.1 Optické schéma 1. generace CCHM

CCHM je zalozen na principu achromatického prostorové invariantniho interferometru
[27]. Schéma 1. generace CCHM je na obr. . Svétlo vychazi z polychromatického pro-
storové nekoherentniho zdroje S. Casovou koherenci zdroje ovliviiujeme vlozenim filtru F,
kterym propoustime pouze ¢ast spektra. Prostorovou koherenci ovliviiujeme zménou veli-
kosti clony AS piimo za zdrojem. Ze zdroje dopadé svétlo na kolektor L, kterym je svazek
soustiedén na difrakéni miizku DG. Jde o fazovou miizku, ktera déli svazek do dvou vétvi,
objektové a referen¢ni. Pro vytvoreni objektového, respektive referen¢niho svazku je vy-
uzito +1., respektive -1. difrakéntho maxima. V obou vétvich je svazek odklonén oproti
ptavodnimu sméru o thel ag, ktery zavisi na vinové délce svétla A rovnici sin(ap) = faA,
kde fo je prostorova frekvence vrypi fazové difrakéni mrizky DG. Zdroj svétla je zob-
razen kolektorem L do pfedmétovych ohniskovych rovin kondenzorovych objektivi Cy,
Cs, ¢imz je zajisténo Kohlerovo osvétleni predmétové roviny Sp resp. R, kam kondenzory
zobrazuji difrakéni mfizku DG. Pfedmétova rovina je pak zobrazena objektivy O, Oo
do vystupni roviny OP a odtud dale pomoci vystupniho objektivu OL na detektor D
(CCD kamera). Svazky dopadajici do vystupni roviny zde vzajemné interferuji, pricemz
sviraji s kolmici k vystupni roviné stejny thel oy jako po priuchodu mfizkou. CCHM,
jak jiz bylo Teceno, je achromaticky i prostorové invariantni. To znamené, Ze systém in-
terferencnich prouzku vznikajici ve vystupni roviné je spole¢ny pro vSechny body zdroje
a vSechny vlnové délky. Prostorova frekvence interferen¢ni struktury prouzka vzniklé ve
vystupni roviné je fop = 2fq, pripadné mor2fs v roviné ¢ipu. Miizka sama se nezobra-
zuje v kazdé z vétvi zvlast, nebot dbame na to, abychom propoustéli v kazdé vétvi pro
kazdou barvu viditelného spektra pouze jeden fad. Zobrazeni struktury miizky se vytvori
pouze pozorujeme-li obéma vétvemi.

Mikroskop je navrzen tak, ze ¢ast mezi miizkou a objektovou rovinou je shodna s ¢asti
mezi objektovou rovinou a vystupni rovinou. To znamena, ze jako kondenzory jsou zde
pouzity stejné objektivy urcené pro pozorovani, navic stejna situace je jak v referen¢ni



tak v objektové vétvi. Checeme-li tedy pozorovat jednim vybranym objektivem, je potieba
v tomto provedeni mikroskopu mit jesté tii stejné dalsi.

Referenéni vétev C, RO 0O
A , A

Objektova vétev

Obrézek 2.1: Schéma optické soustavy CCHM 1. generace. S.. zdroj svétla, AS.. aperturni clona, BF..
neutralni, interferenéni filtry piipadné pasmové filtry, L.. kolektor, M..zrcadla, DG.. difrakéni mf¥izka,
C1,C,.. kondenzorové objektivy, RO.. referen¢ni objekt, SP.. pozorovany vzorek, O, O,.. zobrazovaci
objektivy, OP.. vystupni rovina, OL.. vystupni objektiv, CCD.. CCD ¢ip digitalni kamery.

2.2 Optické schéma 2. generace CCHM

Schéma 2. generace CCHM je na obr. 2.2 Hlavnim rozdilem oproti 1. generaci je vy-
hoda pouziti klasickych kondenzorti namisto objektivii, takze neni nutné mit ¢tyfi stejné
objektivy, nybrz staci pouze dva.

Referenéni vétev

vy 1 1t
Vo

s
N
<——>0L,
RN '
" i =
Objektova vétev Clll Slp (‘%1 TllLl BS,

Obrazek 2.2: Schéma optické soustavy CCHM 2. generace. S.. zdroj svétla, L.. kolektor, BS.. délice
svazku, M.. zrcadla, DG.. difrakéni miizka, C;, Cs.. kondenzorové objektivy, R.. referen¢ni objekt, Sp..
pozorovany vzorek, O1, Os.. zobrazovaci objektivy, OP.. vystupni rovina, OL; ,OLs.. vystupni objektivy,
D.. CCD c¢ip digitalni kamery. TLq, TLs.. tubusové ¢ocky. Prevzato z [45].



Zobrazovaci objektivy o jsou korigovany na nekone¢nou vzdélenost, tudiz jsou doplnény
i tubusovymi ¢ockami TL. Dalsim rozdilem oproti 1. generaci je fakt, ze difrakéni miizka
DG je uloZzena pouze v jedné vétvi a je vyuzivan pouze jeji 1. fad. Na vystupu se tedy
nepotkavaji +1. a -1. fad, ale 1. fad a nulty rad realizovany vlnou jdouci referen¢ni vétvi.
To zpiuisobuje, ze nosna frekvence, ktera se objevi ve vystupni roving, je dvakrat nizsi
nez v pripadé 1. generace fop = morfa, kde mor je zvétSeni vystupnich objektivi.
Navic difrakéni miizka je zde volena na odraz nikoli na prichod. Délicem svétla BS; je
délici kostka, zatimco ostatni délice BSy a BS3 jsou realizovany tenkymi polopropustnymi
blankami.

2.3 Rekonstrukce obrazu z hologramu

Interferogram ve vystupni roviné CCHM je obrazovym hologramem (z angl. ,image-plane
hologram*, viz [46]), ktery déle zobrazujeme vystupnim objektivem na ¢ip CCD kamery.
Tento vysledny hologram je déale pocitacové zpracovan fourierovskymi metodami. Holo-
graficky zaznam na CCD je preveden 2D rychlou Fourierovou transformaci do spektra
prostorovych frekvenci. v tomto spektru je proveden vytez se stfedem v nosné frekvenci
fop. Velikost okna vyfezu odpovida maximélni frekvenci prenesené objektivem. Pocatek
souradnic ve 2D prostoru frekvenci je presunut do stfedu okna vytezu. Kvili apodizaci se
pak tento vyfez nasobi vahovou funkei (Hanningova funkce).

Komplexni holograficky signél se ziska z takto separovaného a vynésobeného spektra
inverzni Fourierovou transformaci, konkrétné 2D rychlou inverzni Fourierovou transfor-
maci. Ctverec jeho modulu reprezentuje intenzitu rekonstruovaného obrazu, zatimco faze
komplexniho signalu je tmérna rozdilu délek optickych drah mezi objektovou a referenéni
vétvi zptusobenému prichodem svétla pres vzorek.
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Kapitola 3

Holograficky signal a vzajemna
koherence v CCHM

V této kapitole se budeme zabyvat popisem nékterych zobrazovacich vlastnosti CCHM.
Zamé&iime se zejména na vyjadieni signalu, CTF (koherentni funkce pfenosu) a vzajemné
koherence, v této praci vyjadiené pomoci vzajemné intenzity Ji5. Tyto funkce pro CCHM
budou v ramci celé kapitoly postupné odvozeny. K tomu vyuzijeme model vytvoreny
v publikacich [10} 42], 47].

3.1 Teoreticky vypocet

3.1.1 Holograficky signal

Pro odvozeni vztahu popisujictho holograficky signal v CCHM vyjadiime nejprve kom-
plexni amplitudy svétla u, a u, v pfedmétové a referencni vétvi ve tvaru

uo(qe, K) = i(K)Po(K) x (3.1)

« _/ / P(K')C(K, K'\T(K' — K)expl2mi K' - 2K/

ur(qe, K) = i(K)Po(K)P(K)exp[2miK - qy]. (3.2)

Vektor q; zna&i pricnou slozku polohového vektoru g = (g, z) a popisuje polohu bodu ve
vystupni roviné CCHM, v némz amplitudu urcujeme. Pro jednoduchost uvazujeme zvét-
seni M mezi predmétovou a vystupni rovinou M = 1. Mistu ve vystupni roviné popsanému
polohovym vektorem q; tak bude odpovidat opét g; v roviné predmétové. Vektor K je
piimo tmérny vlnovému vektoru popisujicimu vlnu v predmétovém prostoru mikroskopu
a jeho velikost je rovna | K| = 1/A =n/\,, kde A je vinova délka osvétleni v médiu o in-
dexu lomu n a A, je vlnova délka ve vakuu. u,(qs, K), respektive u,.(qs, K) tedy lze chapat
jako vyjadieni amplitudy vytvorené myslenym bodovym zdrojem vyzafujicim s amplitu-
dou v/i(K), ktery vytvoii v pfedmétové roviné rovinnou vinu s vlnovym vektorem 27 K.
Rovinna vlna s vinovym vektorem K po interakci se vzorkem prejde v obecnou vinu,
kterou lze rozlozit opét ve spektrum rovinnych vin (podrobnéji v [10, 42 47]). Vinové
vektory téchto rovinnych komponent lze vyjadrit jako K' = K + Q, kde Q = (X,Y, Z)



je vektor prostorovych frekvenci vzorku. Jeho velikost ozna¢ime |Q| = Q. Predpokladame
elasticky rozptyl, tedy plati K/ = K. Pfi¢né slozky vektoru K, respektive K’ znac¢ime
K, respektive K a plati K = (K, K.,), respektive K' = (K], K7), tj. K; = (K, K,,)
a K, = (K, K,). Vyrazy P(K), respektive Po(K) vyjadiuji pupilovou funkci objektivu,
respektive kondenzoru a jsou definovany v piipadé CCHM s aplanatickymi objektivy (viz
[47]) takto

PK) = KDPEVEAC(K) 3]
. 1 Kt S NAﬂl/Av

Ac(K) = { 0 v ostatnich pripadech, 34

P(K) _ KZ—1/2K1/2A(K) (35)
. 1 Kt S NAob/)\v

AK) = { 0 v ostatnich pripadech, (3:6)

kde K, = (K? — Kf)l/ 2. NA;; zna¢i numerickou aperturu osvétlovactho svazku v predmé-
tovém prostoru pred interakei se vzorkem a NA,, je numerickd apertura mikroskopového
objektivu. Vyraz T(K'— K) je Fourierovou transformaci rozptylového potencialu t(q) (viz
[48]) a C(K, K') predstavuje, dle [47], tzv. geometricky faktor, jenZ nabyva konstantni
hodnoty nebo jej 1ze pro pfipady s malym sklonem paprskii konstantou aproximovat, coz
provedeme i v této préci.

Nyni bude nasim cilem vyjadfit intenzitu i(P) ve vystupni roviné v bodé P. Vyjadiime
ji pomoci Hopkinsova vztahu (viz [48], ¢ast 10.7) jako

i(P) = //7|U(S,P, v)|*dvdo, (3.7)
&0

kde u(S, P, v) je amplituda v bodé P od mysleného bodového monochromatického zdroje
o frekvenci v a fazi 0 umisténého v bodé S zdroje (. Protoze v této praci chceme vyja-
drit jednotlivé prostorové i frekvenéni (spektralni) slozky pomoci vektoru K, vyuzijeme
Jakobian z ¢lanku [I0] (plné odvozeni lze nalézt napiiklad v praci [47] na str. 51). K po-
uziti tohoto Jakobianu je nutné, aby byla pro kondenzor splnéna sinova podminka, z niz
vyplyva rovnost

dvde = K, K*d*K. (3.8)
Intenzitu ve vystupni roviné pak zapiSeme jinak, pomoci vyrazi pouzitych ve vztahu [3.1]

Namisto u(S, P, ) pouZijeme zépis amplitudy ve tvaru u(gs, K). Intenzitu ve vystupni
roviné pak mizeme psat jako:

i(q) = f]/ u(qy, K)u*(qy, K)K.K 3K, (3.9)

kde

u(qe, K) = u,(qe, K) exp(i®) + u,. (g, K ) exp(—i®). (3.10)
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Hodnota ® vyjadiuje fazovy posuv zptsobeny vlivem mimoosového usporadani. @ je
linearni funkei prostorové souradnice kolmé ke sméru interferenc¢nich prouzku. Predpokla-
dédme, Ze systém mikroskopu je achromaticky a prostorové invariantni, takze neni zavisly
na proménné K. Intenzitu i(q;) lze tedy rozepsat dosazenim do jako

ilgy) = // ]uo(qt,K)‘QKZKSd?)K—l—// |ur(qt,K)]2KzK73d3K—|—
+ exp(i2®) ///uo q:, K)u'(qy, K)K.K 3d*K +

+  exp(—i2®) ///u:;(qt,K)ur(qt,K)KZK‘3d3K. (3.11)

Za signal se v holografii vyuziva tteti ¢len rozvoje (3.11)) bez fazoru exp(i2®), ktery je
odstranén béhem rekonstrukce. Holograficky signal oznac¢ime symbolem w a vyjadiime jej

jako
/ / / Uo(qe, K)ui (g, K) K, K *d*K. (3.12)

Holograficky signal w lze vyjadrit (viz [42]) taktéz ve formé

/"’/ / H(Q)T(Q) exp(i27Q - q;)d°Q, (3.13)

kde H(Q) znaci koherentni funkci pienosu (CTF), jejiz nosi¢ (oblast prostorovych frek-
venci, kde je CTF nenulova) urcuje, jaké prostorové frekvence objektu mohou byt systé-
mem pieneseny. Hodnota CTF vyjadiuje, s jakou vahou se dana frekvence zobrazi. CTF
pro CCHM nabyva tvaru (viz [42]):

/// I|IPo(K)PPH(E)C(K, QP(K +Q) x (3.14)

X O[K.+ Z = \JK2 — (K, + X)? — (K, + VK. KK
Tento obecny zapis lze zjednodusit v pripadé s aplanatickymi objektivy (viz [47]) na
HQ = @ [ [ K K. + 21 gk, (3.15)
KJF

kde K a F' predstavuji integra¢ni obory definované v [10], [47]. Numerickym i analytickym
vypo¢tim CTF pro CCHM se podrobné vénuje publikace [42] a diplomova prace [49].

3.1.2 Signal a funkce prenosu pro kvazimonochromaticky zdroj

V této praci se budeme déle zabyvat vyhradné pripady s kvazimonochromatickym osvét-
lenim (viz [48]) s vInovym ¢islem osvétleni K a budeme navic predpokladat rovnomérné
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rozlozeni intenzity svétla na zdroji. Témito dvéma predpoklady se tak funkce spektralni
intenzita zdroje i(K) stava konstantou, a ztréaci tedy na vyznamu. V dalsich vypoctech ji
budeme vynechavat. Pfedpokladem pro kvazimonochromatické osvétleni se navic zbavime
integrace podle proménné v, a budeme tedy integrovat pouze pres plochu zdroje. Jakobian
ze vztahu piejde ve tvar

do = K 242K, (3.16)

Signal tedy dle (3.12)) vyjadiime jako
w(qt) = // UO(QtaK)U:(QtaK)K72d2Kt- (3.17)

CTF vyjadirend puvodné vztahem (3.15)) nabyva tvaru

Hu(Q) = Q! / K-'2| K, + 77 2dg. (3.18)
F

3.2 Signal pri vzajemné posunutych vétvich

Zpusobime-li v predmétové vétvi CCHM vzajemny posuv objektové viny oproti referenéni
ve vystupni roving o Agqy, zméni se amplituda u(gy, K) ze vztahu (3.10). Vyjadrent am-
plitudy pii vzajemné posunutych vétvich budeme odliSovat od amplitudy bez posuvu
a oznacime ji jako ua(Agyg, g¢, K ). Tato amplituda je rovna

un(Age, g, K) = u,(qy + Aqe, K) expli(® + AD)] + u,(q¢, K) exp(—i®),  (3.19)

kde A® je fazovy ¢len nezavisly na K. Intenzitu pii posunutych vétvich ia(q¢, Agy), ktera
je rovna
o]

in(@e Agy) — / ua(Agy, g1 K)PK P K, (3.20)

—0o0

vyjadiime dale dosazenim vztahu (3.19)) do (3.20) jako

o0

in(qe, Aqr) = / {luo(gr + AQt,K)F + |ur(qt7K)‘2}K_2d2Kt (3.21)

—00

s eli20 -+ 80)] [ [ unlan+ Ban Kuilan KKK, +

+ exp[—i(2® + AD)] // uy(qe + Aqe, K)u,(qy, K)K*2d2Kt.

Pokud do objektové vétve nevlozime difuzor ani vzorek, tzn. (viz [47]), Ze ve vztahu ((3.1))
polozime C(K,K\T(K' — K) = C(K,m)T(m) = 6(m)d(n), potom pfedmétova vlna
nabude tvaru popsaného vyrazem:

Uo(qe, K) = Po(K) / / P(K')3(m)é(n) exp[2mi K' - q]A2K (3.22)
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kde 0 predstavuje Diracovu delta funkci. Po upravé prechézi vyraz pro predmétovou vinu
ve tvar

Uo(qe, K) = Po(K)P(K) exp[2miK - q¢], (3.23)

ktery odpovida vztahu pro referencéni vinu, coz je logické. Takze muZzeme psét
Uo(qe, K) = u,(qg, K). Obdobné jako v rovnici je 3. ¢len rozvoje bez fazového
¢lenu roven signalu. Fazovy signal je odstranén pri rekonstrukci. Signal pii posunutych
vétvich zavisi pak pouze na vzajemném posunuti Ag; a je nezavisly na absolutni poloze
q;. Signal je vyjadien ve tvaru

Aqt = / ‘PC | ’P )‘ eXp(i27th . Aqt)K72d2Kt =
/ / K ?exp(i2r K - Agy)d* Ky, (3.24)
K¢<NAji /Ay

Pro nizké osvétlovaci apertury NA;y, lze aproximovat K, konstantou, nebot plati |K,| ~
|K, + Z| = K (viz [42], kap. 6). Integral je pak roven

2.J1 [v(Aqy)]

wa(Agy) J(Agy) (3.25)
27NA;
v(Ag) = T FAg

Symbol J; zde oznacuje Besselovu funkci 1. stupné a 1. fadu. Zavislost holografického
signalu na vzajemném posunuti Ag; je tedy vyjadiena Airyho funkei ([50], s. 52) proménné
v, kterd je pifimo umérna posunuti Ag, a numerické apertufe NA;; a nepiimo umérna
vinové délce osvétleni. Experimentéalni ovéreni vysledku je v kapitole

3.2.1 Vzajemna koherence

Zobrazeni difuznim svétlem v CCHM je zéavislé na koheren¢nich vlastnostech svétla v tomto
mikroskopu. Z toho divodu zde uvedeme popis vzajemné koherence ve vystupni roviné
CCHM. Omezime se nyni na pfipad uvazovany v minulé kapitole, kdy zdroj o je kva-
zimonochromaticky, takze vyzaiuje pouze na jedné vinové délce Ay a plati | K| = 1/).
V pripadé kvazimonochoromatického osvétleni lze nejlépe popsat miru vzajemné kohe-
rence pomoci vzajemné intenzity J(Py, Py), respektive pomoci stupné koherence j(P, P2)
(viz |48, str. 578]).

Jis = J(PLPy) — // (P1, S)u" (P, S)do,

J1z = j(P1, P2) (P1,S)u™ (P2, S)do. (3.26)

vovellk

Vyznam funkei u(Py,S) a u(P»,S) je stejny jako v pripadé (3.7). Vsimnéme si, ze je-li
P, = P, = P, pak funkce vzajemné intenzity je totozna s vyjadienim pro 1ntenz1tu v bodé
P a stupen koherence je roven jedné. Vztah pro vzajemnou intenzitu opét ozna-
¢ime formalismem zavedenym na zacatku této kapitoly, tedy Py, respektive P2 vyjadiime
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pomoci jejich polohového vektoru ve vystupni roviné qq, respektive q; + Aqy. Vzajemnou
intenzitu tedy mizeme vyjadrit takto:

Ji2 = J(qt, qs + Aqy) (3.27)

a amplitudy u(Pq,S), u(Ps, S) zapiseme ve tvaru:
u(P1,S) = ulge, K) = uo(qe, K) exp(i®) + u,(qe, K) exp(—i®) (3.28)
u(Pa,S) = ul(qe + Ags, K) = uo(qe + Aqe, K) expli(® + AD)] + (3.29)

+ (g + Agy, K) exp[—i(® + AD)],

kde A® je fazovy Clen nezavisly na K. Vzajemnou intenzitu pocitame tedy dle zapisu

J(qt, g + Aqy) // u(qs, K)u*(qs + Aqy, K)K ?d*K;. (3.30)

Dosazenim ((3.28)) do (3.30) pak ziskdvame rovnici pro vzajemnou intenzitu ve tvaru

J(gt,qt + Agr) = exp(—iAD) // uo(qe, K)uj(qe + Aqe, K)K K, +  (3.31)
+ exp(iAd) // u,(qe, K)ul(qe + Aqy, K)K ?d° K, +
+ expli(2® + AD) 7/ uo(qe, K)ul(qe + Aqy, K)K ?d° K, +
+ exp[—i(2® + AD)] // u,(qe, K)ui(qe + Aqy, K)K *d* K.

Prvni dva ¢leny rozvoje (3.31)) udavaji vzajemnou intenzitu (tedy i koherenci) v jednotli-
vych vétvich zvlast, druhé dva ¢leny jsou smiSené a udavaji vzajemnou koherenci svétla
v objektové a referencni vétvi.

Nyni odvodime, jak by vypadala funkce vzajemné intenzity pro CCHM v piipadé, ze
v mikroskopu Zadny vzorek neni. Stejné jako v piipadé je vyjadieni pro objektovou
vlnu shodné s vyjadienim pro referenéni vinu, takze u,(qs, K) = u,(qe, K). Integral
je az na konstantu roven

o0

J(qs, qs + Agy) = // ur (g, K)ur(q + Agqe, K)K*d° K. (3.32)
Funkci vzajemné intenzity muzeme tedy zapsat jako

J(ge qr+ Agy) — / / P (K 2| P(K) 2 exp(i2n Ky - Ag)) K 22K, ~  (3.33)

/ / K 2exp(i2n Ky - Aq) > K.

Ki<NAj /Ay
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Vysledek pro vzajemnou intenzitu v CCHM s prazdnym piedmétovym polem je tedy
stejny jako vysledek pro signal v zavislosti na vzajemném posunuti, coz odpovida
i vysledku z publikaci [42], 44]. Stejné jako v pripadé jde i nyni pro nizké apertury
NAj; o Airyho funkei, ktera je navic v pripadé NAj = NA,, shodné s funkei popisujici
amplitudovou PSF mikroskopového objektivu. Z tohoto vztahu plyne vyraz pro teoretic-
kou hodnotu koherenéni sirky W., ktera je rovna 1. koFenu Airyho funkce ze vztahu ([3.25)),
tj. W, = 0,61\/NAy;. Proto v pfipadé plné vysvicené apertury objektivu je koherenéni
sitka W, rovna bodovému rozliseni mikroskopového objektivu.

3.3 Meéreni vzajemné koherence

V nasledujicim experimentu ovérime platnost vztahu pro pribéh signalu v CCHM
v zévislosti na vzajemném posunuti obrazii Ag; pii zobrazovani s prazdnym predmétovym
polem a bez difuzoru. Jelikoz je tento vztah totozny se vztahem pro vzajemnou intenzitu,
lze toto méfeni povazovat za méreni vzajemné koherence mikroskopu CCHM. Srovname
takto teoretické a naméfené hodnoty koheren¢nich sifek pro obé generace CCHM.

3.3.1 Meéreni vziajemné koherence pro 1. generaci CCHM

Experiment byl proveden na experimentalni sestavé popsané v kapitole |2 na obr. s kon-
denzorovymi a zobrazovacimi objektivy Lambda 20 x /NA = 0,4. VInova délka osvétleni
je A = 650nm. V grafech na obr. a jsou vyneseny hodnoty méfeného a teore-
ticky vypo¢itaného signélu (ze vztahu ) v zéavislosti na posuvu Agqgg. V grafu je
uvedena primérna hodnota signalu z oblasti 3 x 3 pixely lezici ve stfedu zorného pole.
Signél je navic normovan vic¢i maximalni hodnoté, které nabyva ve stfedni poloze, tedy
pro Aq; = 0. Experiment byl proveden pro nékolik velikosti zdroje, vyjadienych pomoci
poméru NA; /NA,p, kde NAy, je numerickd apertura osvétlovaciho svazku v predméto-
vém prostoru a NA., je numerickd apertura objektivu. ProtoZze experiment byl provadén
s prazdnym predmétovym polem, jsou indexy lomu ve vztazich pro numerické apertury
roviny n = 1. NAy/NAg, udava pomér priméru obrazu zdroje v misté vystupni pupily
objektivu ke skutecnému prumeéru této pupily. Posuvy Agq; jsou provedeny kolmo i rov-
nobé&zné se smérem prouzki, a to nédklonem zrcadla Ms v objektové vétvi (viz obr. .
Posuvy jsme provedli kolmo i rovnobézné se smérem prouzkii z divodu asymetrie sestavy.

Vysledky experimentu, uvedené v obrazcich a [3.2] ukazuji velmi ptesnou shodu
s predpovézenou teoretickou zéavislosti ze vztahu . Relativni odchylka namérenych
koherencnich &ifek W, od vypodcitanych se nelisi o vice nez 15%, vétSinou se v8ak pohy-
buje pod 5%. Prubéhy vSech namérenych zavislosti velmi dobfe odpovidaji zavislostem
vypocitanym.

Diilezité je, ze namérené grafy nevyjadiuji pouze zavislosti pribéhu signalu na vza-
jemném posunuti obrazu, nybrz i vzajemnou koherenci ve vystupni roviné CCHM (viz

poznamka pod vztahem (3.33))).
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Posuv obrazii kolmo na prouzky Posuv obrazii rovnobézné s prouzky
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Namérena koh. Sirka = 3,05 +/- 0,26 um Namérena koh. §irka = 3,14 +/- 0,3 um

Vypocitana koh. Sirka = 3,20 um
NA[LL/NA()B = 0,31

Obrézek 3.1: Prubéh normovaného holografického signélu v 1. generaci CCHM v zévislosti na vzajem-
ném posuvu Agq, tj. zaroven priubéh funkce vzajemné intenzity. Pro experiment byly pouzity objektivy
s numerickou aperturou NA,, = 0,4. v hornim fadku NAy; = 0,05, tj. NA;jy/NAg, = 0,12 a v dolnim
fadku NAj; = 0,12, tj. NA;;/NA,, = 0,31. ... naméFena data, - - -... fitovana k¥ivka, —... teoreticky

vypocet ze vztahu (3.25).
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Posuv obrazii kolmo na prouzky Posuv obrazii rovnobézné s prouzky
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Obréazek 3.2: Pribéh normovaného holografického signalu v 1. generaci CCHM v zavislosti na vzajemném
posuvu Agy, tj. zaroven priubéh funkce vzajemné intenzity. Pro experiment byly pouZity objektivy s nu-
merickou aperturou NA,, = 0,4. v hornim fadku NA;y = 0,25, tj. NAjn/NAy, = 0,62 a v dolnim fadku

NAy = 0,4, tj. NAy/NAg, = 1,00. ... naméfena data, - - -... fitovana kiivka, —... teoreticky vypocet
ze vztahu ([3.25)).
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3.3.2 Meéreni vzajemné koherence pro 2.generaci CCHM

V piipadé méfeni vzajemné koherence 2. generace CCHM jiz uvadime pouze méfeni pro
plné vysvicenou aperturu objektivi, tj. kdy NA; = NAg,. Experiment byl proveden
s kondenzory Nikon s numerickou aperturou 0,52 a objektivy Nikon 10 x /0,25. VInova
délka osvétleni A = 650 nm. Vzajemny posuv byl narozdil od experimentu s 1. generaci
CCHM proveden lateralnim posuvem objektivu v referenéni vétvi. Teoretické hodnoty
koherencnich §itek se 1isi o méné nez 10% oproti naméfenym, coz je vidét z grafu na obr.
2.9

Posuv obrazi kolmo na prouzky Posuv obrazii rovnobézné s prouzky

1

0.8 0.8

E 0B =il
) i)
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g 04 g 04

02¢ 0.2

Aq(pm)
Namétena koh. §itka = 1,72 +/- 0,15 um Naméiena koh. §itka = 1,72 +/- 0,12 um
Vypocditana koh. Sirka = 1,59 um
NAL/NAop=1

Obrézek 3.3: Prubéh normovaného holografického signaluv 2. generaci CCHM v zavislosti na vzajem-
ném posuvu Ag;, tj. zaroven prubéh funkce vzajemné intenzity. Pro experiment byly pouZity objek-

tivy s numerickou aperturou NA.,, = 0,25. Numerickd apertura osvétlovaciho svazku NAj = 0,25, tj.
NAi/NAy, = 1.*... naméfena data, - - -... fitovana kiivka, —... teoreticky vypocet ze vztahu (3.25)).

3.3.3 Zavér k méreni vzijemné koherence

Z namérenych vysledkii funkce vzajemné intenzity, kterou jsme ziskali méfenim zavis-
losti holografického signalu v CCHM na vzajemném posunuti Ag;, jsme ziskali hodnotu
koherené¢ni sitky W,.. Potvrdili jsme, Ze koherenc¢ni sitka W, v CCHM pii plném vysvi-
ceni pupily objektivu, tj. NAjy = NAgy, je priblizné rovna bodovému rozliseni mikroskopu
0,61\/NA,;,. Navic u prvni generace mikroskopu jsme zjistili, Ze naméfené a predpovézené
hodnoty koheren¢ni sitky si odpovidaji, a to pro vSechny rozsahy prostorové koherence.
Od nejvice az po nejméné prostorové koherentni nastaveni mikroskopu, coz bylo v ex-
perimentu provedeno zménou pruméru aperturni clony od NA;; = 0, 12NA,;, az po plné
vysvicenou pupilu objektivu NAj = NA,.
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Kapitola 4

Difuzni zobrazovani v CCHM

V této kapitole se vénujeme nazornému popisu zobrazeni v CCHM pres difuzni prostiedi
pomoci geometrického modelu a demonstrujeme vysledky experimenti zobrazeni pres
difuzni prostiedi v CCHM.

4.1 Princip zobrazovani v CCHM pres difuzni prostredi

K vysvétleni principu zobrazeni pres difuzni prostiedi vyuzijeme model CCHM zakres-
leny na obr. 4.1j(a). Model spo¢iva v nahrazeni skute¢ného zdroje S (obr. a [2.2),
ktery zajistuje v . CCHM Kohlerovo osvétleni, virtudlnimi zdroji ISy, IS, svétla umisteé-
nymi v pfedmétové roviné kondenzortu Cy, Cs.

Opravnénost tohoto modelu je odvozena z Van-Cittert Zernikeova teorému [48|, ktery
rika, ze posuzujeme-li zobrazeni z hlediska zdroje, tedy kdyz predmétem je zdroj, pak
je-li vystupni pupila zobrazeni zdroje osvétlena efektivné nekoherentné, lze tuto pupilu
povazovat za novy zdroj svétla, ktery ma stejné rozlozeni intenzity svétla, velikost i tvar
jako osvétlena cést této pupily.

To, zda je pupila osvétlena efektivné nekoherentné (v nasem piipadé budeme brat za
pupilu rovinu konjugovanou s predmétovou rovinou Sp, resp. R), lze posoudit vice zpi-
soby. V [48] je uvedeno, zZe osvétleni pupily lze povazovat za efektivné nekoherentni, pokud
velikost obrazu zdroje je mnohonasobné vétsi, nez je difrakéni stopa vytvorend v misté
této pupily. Rozbor na tomto zakladé je pro 1. generaci CCHM proveden v bakalarské
préaci [51]. Dobrym kritériem pro posouzeni efektivni nekoherence je vSak také porovnéani
koherenc¢ni $itky osvétleni W, v pfedmétové roviné Sp, resp. R s rozliSovaci schopnosti
zobrazovaciho objektivu. Pokud totiz obé hodnoty budou srovnatelné, pak lze fici, zZe
z hlediska zobrazeni timto objektivem je v podstaté kazdy zobrazovany bod vzajemné
nekoherentni s libovolnym jingm bodem piedmétové roviny. Cim vétsi oviem bude kohe-
renc¢ni §itka W, v porovnéni s rozlisenim mikroskopového objektivu, tim vice koherentni
bude osvétleni.

Jak je odvozeno v zavéru ¢asti[3.2.1] koherencni §itka je uzce spjata s rozliSenim objek-
tivu. Pokud velikost osvétlovaciho zdroje bude natolik velké, Ze jeho geometricky obraz
vyplni celou pupilu objektivu, pak koherené¢ni sitka v pfedmétové roviné je v podstaté
rovna bodovému rozliseni mikroskopového objektivu. Pokud zvolime natolik velky (pro-
storové nekoherentni) zdroj, 1ze fici, Ze osvétleni predmétu je efektivné nekoherentni.

Ve zjednoduseném modelu CCHM na obr. je mikroskop zakreslen s obéma vétvemi
oddélené, jakoby kazda méla sviij zdroj svétla IS;, resp. IS, a vlastni vystupni rovinu OP.
Divodem, pro¢ je zakreslen mikroskop CCHM ve formé modelu na obr. [£.1[a), je fakt,



ze 7 1néj lze snadnéji pochopit mechanismus koherenéni brany v CCHM pii zobrazeni
pres difuzni prostiedi balistickym i difuznim svétlem. Princip filtrace balistického svétla
v CCHM (obr. [1.1|b)) koheren¢ni branou totiz velmi pfipomina piipad filtrace pomoci
,pinhole* v konfokalni mikroskopii s dudlnim rastrovanim. Tato analogie byla potvrzena
i vypoctem v publikacich [47], respektive [8], kde jsou srovnany koherentni funkce pie-
nosu (CTF), respektive PSF obou mikroskopu (konfokalniho i interferen¢niho). Analogii
s principem filtrace v KM lze vSak vysvétlit i princip zobrazeni v CCHM difuznim svétlem

(obr. [£.3](c)).

b
(a) OB (b) OBJ.
IS Gt Sp O OP  pprpy ISt G SpD O OP e
Ao o“¥ JAo=As
AK—————————_ AR AT
s P
Ao=Ar Ao=Ar=AB
ARr AR
A K ————— < - - ARK-——-—->f —— == -
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IS2 ¢ R 02 OP VETEV IS C: R O OP VETEV
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Obrézek 4.1: ZjednoduSené schéma CCHM pro vysvétleni principu zobrazeni v CCHM pres difuzni
prostiedi balistickym a difuznim svétlem. ISy, IS,...virtualni zdroje umisténé v predmétovych rovi-
nach kondenzori Cq, Cs. Sp, R...pfedmétové roviny mikroskopovych objektivii O1, Os. D...difuzor. Ag,
AR...obrazy bodu a ve vystupni roviné OP. Ag...balisticky obraz bodu A. Ap...difuzni obraz bodu A.
Carkovana ¢ara...rozptylené (difuzni) svétlo, plna ¢ara...nerozptylené (balistické) svétlo. a) Zobrazeni bez
difuzoru. b) Zobrazeni s difuzorem balistickym svétlem Ag; = 0. c¢) Zobrazeni s difuzorem difuznim
svétlem, referencni vétev posunuta ve vystupni roviné o Ag; .

4.1.1 Princip zobrazovani v CCHM balistickym svétlem

Na zakladé tvah z predchozi casti predpokladame, ze zdroje IS; a ISy jsou zcela
prostorové nekoherentni, to znamené, ze pro libovolny bod A zdroje ISy, resp. IS, plati, ze
svétlo vychazejici z tohoto bodu A je vzajemné zcela nekoherentni se svétlem vychazejicim
z kteréhokoli jiného bodu nez A zdroje ISy, resp. IS;. To samé plati i o zdrojich IS; a IS,
vzajemné, nebot pochazeji ze stejného spole¢ného zdroje. Znamena to tedy, ze kazdy
libovolny bod A zdroje IS; je vzajemné koherentni pouze s odpovidajicim si bodem A
zdroje ISy a vzajemné nekoherentni s jakymkoli jinym bodem.
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Uvazujeme-li, Ze v pfedmétové vétvi neni umistén difuzor (obr.[4.1f(a)) a vzorek rozpty-
luje svétlo pouze jednou, a to jen v pfedmétové roviné Sp, pak veskeré svétlo vychazejici
v predmétové vétvi z bodu A a propusténé vzorkem dopada do svého geometrického obrazu
Ap ve vystupni roviné OP. V referenc¢ni vétvi vSechno svétlo vychazejici z odpovidajiciho
bodu A zdroje IS, dopada do svého geometrického obrazu Ag ve vystupni roviné. Je-li
mikroskop v bézném nastaveni, pak Ay a Ag jsou v koincidenci. Tedy v bodé Ay = Ag
vystupni roviny vSechno svétlo vychazejici z bodu A zdroje IS; v predmétové vétvi, které
neni absorbovano vzorkem, interferuje se svétlem z referen¢ni vétve vychazejicim z odpo-
vidajiciho bodu A zdroje IS;. To plati pro kazdy dalsi bod zdroje, tudiz vSechno svétlo
proslé vzorkem vytvaii na vystupu holograficky signal.

Vlozime-li oviem do objektové vétve difuzor (obr.[L.1|(b)), pak pouze ¢ast svétla vycha-
zejiciho z bodu A v IS; se dostane do bodu Ap. Toto svétlo nazveme balistickym, a proto
ozna¢ime jeho misto dopadu ve vystupni roviné symbolem Ag. V bézném nastaveni mi-
kroskopu je Ag v koincidenci s Ar a na vystupu bude tedy interferovat pouze balistické
svétlo. Zbytek je svétlo rozptylené neboli difuzni, které se nepodili na vytvoreni signélu.
Namisto mechanické filtrace pomoci ,,pinhole* pouzivanou v KM, je v CCHM bod Ag,
ktery mé v pripadé modelu nulovou $itku, ovSsem redlné je jeho rozmér roven koheren¢ni
sitce W.. Tento mechanismus filtrace balistického svétla se nazyva koheren¢ni branou.

4.1.2 Princip zobrazovani v CCHM difuznim svétlem

Na rozdil od konfokalniho mikroskopu, kde je svétlo odchylené od ptvodniho sméru blo-
kovano, aby neproslo na detektor, je v CCHM difuzni svétlo zachyceno na CCD ¢ip. Diky
tzv. koherencni brané vSak prispiva pouze k vytvoreni pozadi a neinterferuje, tj. nevy-
tvari holograficky signal. Uvazujeme libovolny bod vystupni roviny (jiny nez Ag), ktery
je osvétlen difuznim svétlem vychéazejicim z bodu A, a nazveme jej Ap (viz obr. 4.1)),
tedy difuzni obraz bodu A. Vektor posunu z bodu Ag do bodu Ap ozna¢me Ag;. Pokud
vychylenim referen¢ni vétve posuneme obraz v referen¢ni vétvi o vzdalenost Ag;, kdy Ag
ztotoznime s Ap, pak pouze ta c¢ast objektového svazku vychazejicitho z bodu A zdroje
IS, ktera dopadé do Ap, muze interferovat se svétlem z referen¢ni vétve. Zménou sméru
a velikosti Agy mizeme rozhodnout, ktery difuzni obraz Ap pro zobrazeni vybereme. Pro-
toze tento mechanismus je platny pro vSechny body A zdroju ISy, IS,, bude pii kazdém
posuvu Agq; vytvoren difuzni obraz celého objektu.

4.2 Experiment - ovéreni schopnosti CCHM zobrazovat
pres difuzni prostiedi

V nasledujici ¢asti uvedeme experimentalni ovéfeni schopnosti mikroskopu zobrazovat
v CCHM v difuznim prostiedi jak svétlem balistickym, tak difuznim. Méfeni probihalo
na mikroskopu CCHM 1. generace. V experimentech byly pouzity nejprve objektivy i kon-
denzory Lambda 10x /NA=0, 25 v experimentu z ¢asti a. V dalsim experimentu
v Casti jsme pouzili objektivy i kondenzory Lambda 20x /NA=0, 4. Jako vzorek je
pouzito kryci sklicko CELLocate o tloustce 170 pm s vyleptanym reliéfem hloubky cca 360
nm. Sklicko CELLocate je urceno pro detekci polohy bunék v zorném poli mikroskopu.
Jako difuzor jsme aplikovali oboustranné zmatnéné kryci sklicko o tloustce (1504 20) pm.
Difuzor byl vlozen 3mm za vzorek smérem k objektivu. Zdrojem svétla byla halogenova
lampa s pouzitim interferen¢niho filtru propustéjiciho na vlnové délce 650 nm s polositkou
10 nm, velikost zdroje je clonou upravena tak, aby obraz zdroje zcela vyplnil vstupni pupilu
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kondenzoru. Zaznam byl proveden pomoci digitalni kamery Softhard Technology Astropix
1.4 (¢ernobila, velikost ¢ipu 1376 pixelt x 1038 pixeli, velikost pixelu 6,45 pm x 6,45 pm,
12 snimku za sekundu, 12 bitd, chlazena Peltierovym ¢lankem). Vzajemny posuv vétvi
byl proveden natédc¢enim zrcatka Mg, respektive My v referencni, respektive predmétové
vétvi (oznaCeno na obr. . Snimky ve svétlém poli vznikly sniménim vzorku pouze
objektovou vétvi, tedy jako v klasickém mikroskopu.

4.2.1 Zobrazovani balistickym svétlem

V této casti budeme demonstrovat schopnost CCHM v rezimu nizké prostorové koherence
zobrazovat pres difuzor svétlem balistickym. Nejprve byl experiment proveden bez a po-
sléze s difuzorem (viz obr. . Konfigurace referen¢ni a objektové vétve je stejna jako
na obr. kde Agp = Ag. Znamené to tedy, ze posun Ag; = 0. Protoze sklicko CELLo-

Svétlé pole Intenzita

™ o N
R

Obrazek 4.2: Zobrazeni balistickym svétlem. Horni fadek reprezentuje zobrazeni bez difuzoru, dolni fadek
zobrazeni s difuzorem. V prvnim sloupci jsou obrazky pofizené pouze objektovou vétvi, referenéni vétev
byla blokovana, coz tedy odpovidé zobrazeni v klasickém mikroskopu ve svétlém poli. Druhy a tieti
sloupec ukazuji zobrazeni v holografickém médu mikroskopu. V druhém sloupci je zobrazena absolutni
hodnota signalu w a v poslednim sloupci jeho faze.

cate je fazovy objekt, obraz rekonstruované faze je mnohem kontrastnéjsi nez intenzitni.
V piipadé bez difuzoru dostavame ostry obraz jak v intenzité, tak ve fazi.

Pro nazornou demonstraci toho, jak by dany difuzor znehodnotil obraz v klasickém
mikroskopu, jsou v prvnim sloupci obr. [£.2] uvedeny snimky ve svétlém poli. Zatimco
zobrazeni bez difuzoru poskytuje klasicky mikroskopicky snimek vzorku, v pfipadé s difu-
zorem je struktura vzorku pfi zobrazeni ve svétlém poli jiz zcela neviditelna, presto vsak
z rekonstruovaného hologramu dostavame obraz intenzity a faze jako v pripadé s difu-
zorem, tak bez ngj. Snimky z obr. .2] tedy potvrzuji schopnost zobrazovat vzorek pres
difuzni prostiedi balistickym svétlem v CCHM diky efektu koheren¢ni brany.
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4.2.2 Zobrazovani difuznim svétlem - posuv obrazu v referen¢ni
vétvi

Abychom prokézali schopnost CCHM v rezimu nizké prostorové koherence zobrazovat
i svétlem difuznim, provedli jsme pozorovani tak, jak to odpovida nacrtku na obr. (b)
Uskutecnili jsme nejprve sadu experimenti, kde vzorkem je sklicko CELLocate prekryté
difuzorem. Postupné jsme pfitom zvySovali velikost vektoru Agq; ve sméru podél interfe-
renc¢nich prouzku. Ackoli jsme nataceli zrcatkem ve vétvi referencni, ve vysledku se posuv

Agq; = 13 pm Aq; = 48 pm Agq; = 71 pm

Obréazek 4.3: Snimky rekonstruované faze vzniklé difuznim svétlem pii natéceni zrcadla v referenéni vétvi
1. generace CCHM. Jsou zde uvedeny snimky pro jednotlivé posuny Agq; ve sméru podél prouzka.

projevi pfi¢nym posuvem obrazu v zorném poli taktéz o Aqy, méreno souradnicemi v pied-
métové roviné. Na obrazku jsou uvedeny snimky rekonstruované nenavazané faze pro
rizné posuvy Aq; podél sméru interferencnich prouzki. Je patrné, ze fazové snimky lze
zrekonstruovat i pii vzajemném posunuti obrazi o 71 um, coz nékolikanasobné prevysuje
hodnotu koherené¢ni sitky pro dany objektiv W, = 1,6 um. V pfipadé bez difuzoru totiz
interference mizi pii vzdalenosti Ag, > W, velmi rychle. Slaby signal je mozné naméfit
i pro hodnoty vyssi nez je koherené¢ni sitka, ovSsem ne pro vzdalenost asi CtyTicetkrat vyssi.
V uvedeném pripadé se jiz podili na vytvareni signalu vyhradné svétlo difuzni. Timto ex-
perimentem je tedy potvrzena schopnost mikroskopu zobrazovat difuznim svétlem.

4.2.3 Zobrazovani difuznim svétlem - posuv obrazu v objektové
veétvi

V této ¢asti uvadime pozorovani v 1.generaci CCHM s difuzorem pii natéceni zrcatkem
v objektové vétvi. Jak si lze v8imnout na obrazku [£.4] béhem natéceni zrcatkem v ob-
jektové vétvi se poloha obrazu v zorném poli az do Ag; = 7pum nijak neméni, coz lze
vyvodit z geometrického modelu v ¢asti [4.1.2] Pi posuvu Ag nad 7 um dojde k viditel-
nému skoku, ktery nejspiSe vznika diky vedlejsim maximtum funkce vzajemné intenzity.
Zvysujici se posuv Agq; se nejvice projevuje snizujicim se pomérem signalu viuci Sumu
projevujicim se degradaci kvality snimku faze.
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Koherenéni sitka je pro objektiv 20x rovna W, = 1,1 um, vypocteno ze vztahu (3.25)),
méfeno vzhledem k soufadnicim predmétové roviny. Zietelny fazovy obraz vzorku lze vsak
rekonstruovat i pro Ag; = 14,5 um, ¢imz dokazujeme, Ze i v pripadé naklapéni zrcatkem
v objektové vétvi jsme schopni v CCHM zobrazovat difuznim svétlem.

Agq; = 10 pm Ag; = 13 pm Agq; = 14,5 pm

Obrazek 4.4: Zobrazeni difuznim svétlem ve fazi pro rizné posuvy zpusobené naklapénim zrcadla v ob-
jektové vétvi
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X
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Vzajemny posuv A qt [um]

Obrézek 4.5: Grafy poklesu normovaného holografického signélu v zévislosti na vzajemném posuvu Ag;
pro pripad bez difuzoru(x) a s difuzorem (e) p¥i zobrazovani vzorku CELLocate.

V dalsim textu je uvedeno kvantitativni srovnani poklesu mérené stfedni hodnoty sig-
nalu z celého zorného pole, jiz budeme nazyvat dale normovany signal, v zavislosti na
vzéjemném posunu Ag,. V grafu na obr. [£.5] jsou uvedena srovnani poklesu normovaného
signalu pro dva rizné piipady. V piipadé€ oznaceném , e je uveden pokles pro pozorovani
uvedené v obr. [£.4] tedy s difuzorem. V druhém piipadé, oznaceném ,,x“, je provedeno
pozorovani na stejném vzorku, ovSem bez difuzoru. Odtud je patrné, Ze pokles normova-
ného signélu je pro pripad bez difuzoru daleko rychlejsi. Konkrétné, zatimco v pripadé
bez difuzoru poklesne normovany signal pti Ag; = 5 um o vice nez 90 procent, v p¥ipadé
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s difuzorem pii stejné hodnoté Agq; poklesne signédl pouze o tficet procent. Pokles o 90
procent nastava v piipadé s difuzorem az pii posuvu Ag; = 15 um, coz je posuv cca trikrat
vyssi nez v pripadé bez difuzoru.

V publikaci [38] je moZzné nalézt srovnéani rekonstruovanych fazovych snimki vzorku
CELLocate v CCHM pro posuvy vétvi vytvorené bez difuzoru a s difuzorem.
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Kapitola 5

PSF pro zobrazeni v CCHM
pres difuzni prostredi

5.1 Zobrazeni difuznim svétlem

P1i zobrazovani ptes difuzor jsme pfi vzajemném posouvani obrazi zjistili, ze signal klesa
v zévislosti na vzajemném posuvu daleko pomaleji nez v pripadé pozorovani bez difuzoru.
Kvantitativni srovnani je v kapitole [ na obr. [1.5] Z né&j vyplyva, Ze vzajemné posunuti
obraztii potfebné pro pokles signdlu z maxima na 10 procent z maximalni hodnoty, je
s difuzorem zhruba tiikrat vyssi nez bez difuzoru. Tento poznatek nas privedl k modelu
zobrazeni difuznim svétlem, jehoz princip je nazorné vysvétlen taktéz v kapitole 4| véetné
potvrzujicich experimenti. Uvazujeme pritom, Ze o difuzni svétlo se jedna tehdy, jsou-li
vzajemna posunuti obrazi ve vystupni roviné vétsi, nez je koherencni sitka We tamtéz.
To znamena, zZe posuneme obrazy v mikroskopu bez difuzoru vzajemné natolik, Zze svétlo
dopadajici do vystupni roviny pres objektovou vétev jiz neni vzajemné koherentni se svét-
lem dopadajicim do téhoz bodu z vétve referen¢ni. Srovnani poklesu signalu v zavislosti
na vzajemném posunuti vétvi je soucasti kapitoly [3.3

5.1.1 Komplexni amplituda v objektové vétvi

K odvozeni PSF v difuznim svétle a pres difuzni prostiedi provedeme nejprve zjednodu-
Senou 2D analyzu. Jednak je tento pristup nazorny, navic jej 1ze snadnéji interpretovat
vysledky, které ziskame naslednym numerickym modelem (¢ast . V pripadé 3D mo-
delu mikroskopu je numericky vypocet pro bézné dostupnou vypocetni techniku ptilis
narocny.

Aproximujeme tedy nyni mikroskop 2D modelem. Soutradnice y timto zmizi, a zdroj,
objekt, difuzor i vystupni rovina se stanou tseckami. Oznaceni ,,rovina‘“ ovSem ponechame,
abychom nemuseli zavadét nové nézvoslovi. Vektor K bude mit tedy pouze dvé slozky
K = (K,, K,) a signal nabyde tvaru

NAj /A
QU(.’L'Z) = / uo(wzaKx)u:(qux)de (51)
—NAj /A

Z tvaru pro vypocet signalu (3.12) vyplyva, ze pro vypocet PSF celého mikroskopu
je nejprve nutné vyjadrit tvar objektové viny v pripadé, kdy v objektové vétvi bude



predmeétem bodovy otvor. Proto nejprve provedeme samostatné analyzu objektové vétve,
a to paraxialné. Jsme si pfitom védomi toho, Ze i neparaxialni model je mozny, ovsem
to by jiz presahlo ucel této prace. Paraxidlni model navic poskytuje jednoduchy, ovsem
stale postacujici a srozumitelny nédhled do této problematiky. Vypocet jsme provedli za
pomoci zjednoduSeného schématu objektové vétve zakresleného na obr. [5.1] Objektiv je
aproximovan tenkou ¢ockou L s funkei propustnosti ¢;(z;), ktera byla odvozena napiiklad
v [52].

Numericka apertura objektivu je dana polomérem Rp aperturni clony Ap. Tuto aper-
turni clonu jsme umistili do obrazové ohniskové roviny objektivu, nebot predpokladame
telecentricky chod paprski objektivem.

Sféricka vlna je emitovana bodovym zdrojem a s pomoci kondenzorové a kolektorové
¢ocky je transformovana - kolimovana - do rovinné vlny majici v objektovém prostoru vl-
novy vektor 2r K. Tato rovinné vlna prochazi pres vzorek (rovinny) s funkei propustnosti
to(zo) lezici v pfedmétové roviné Sp. Bezprostiedné za vzorkem je komplexni amplituda
této vlny popséna funkei ug(xg), viz vztah . Tato vlna je poté rozptylena na rovin-
ném difuzoru s funkei propustnosti t4(z4). Funkece ¢4(z4) je nahodna ¢isté fazova funkee,
ktera je definovana v ¢asti[5.1.6] Vliv objektivu L a jeho apertury Rp je vyjadren funkef
propustnosti ¢;(x;), resp. tp(xy).

21K (Kx, Ko) 4 : | } L 2 }

Obrazek 5.1: ZjednoduSené schéma objektové vétve pro vypocet amplitudy ve vystupni roviné pfi zobra-
zovani rovinného objektu umisténého v predmétové roviné mikroskopu Sp. v tomto obrazku je predmé-
tem bodova clonka umisténa na soufadnici xg = xgn. D...difuzor, L...tenka ¢ocka aproximujici objektiv,
Ap...aperturni clona v zadni ohniskové roviné tenké ¢ocky, OP...vystupni rovina.

up(zo) = exp(i2m K, xq)to(z0) (5.2)
ti(x;) = exp(i2n Knlg) exp (ﬂﬂTKﬁ) (5.3)

ts(xy) = rect (2‘%) (5.4)

Py(z) = —iK (5.5)

exp(i2mKd) . inKx?
——— X
d PATd

Proménna n je index lomu ¢ocky L a Ag je jeji tloustka mérend podél optické osy.
Komplexni amplituda wu,(z;, K,) objektové viny ve vystupni roviné je vyjadiena jako
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ol 62) = ({[ ({fuaan) oy oo} » Po ) tan] = Prlaprect (4 ) ) oP o,

" (5.6)
kde ,,** vyjadiuje operator konvoluce a funkce rect je definovana jako:
0 |z|>1/2,
rect(z) = ¢ 1/2 |z| =1/2, (5.7)
1 lz| < 1/2.

5.1.2 Srovnani vypoctu CTF pro 2D a 3D situaci

Pro vypocty v nynéjsi praci jsme pro zjednoduseni ubrali jeden pii¢ny rozmér, a to y.
Podobny pfistup je zvolen napiiklad v publikaci [I1]. v nésledujicim textu ukaZeme, Ze
rozdil mezi pfenosovou funkci H;(X) popisujici zobrazeni 1D objektu v nasi aproximaci
mikroskopu a pfenosovou funkei Ho(X,0) popisujici zobrazeni 1D objektu ve skutecném
mikroskopu je velmi maly. Vypocet je odvozeny z teoretického modelu publikace [10].
Abychom to mohli dokéazat, vyjadiime nejprve, jak bude CTF vypadat v pripadé zob-
razovani 2D objekti v CCHM. Nadale se budeme pfitom drzet predpokladu vyjadieného
v ¢asti[3.1.2] tedy, Ze osvétleni je kvazimonochromatické. Je-li vzorek dvourozmérny, pak
se jeho funkce propustnosti redukuje na tvar ¢t = t3(z,y)d(2) = T(X,Y, Z) = T5(X,Y)
a vztah pro 3D CTF Hy(Q) se tak zjednodusi na vztah pro 2D CTF Hoy (X, Y 2;)

ve tvaru

Hon(X, Y 21) = / Ha(Q) exp(i2nZ 2)dZ. (5.8)

kde z; je parametr, ktery znaci z-ovou soutadnici vzorku, pro kterou dvojrozmérnou
funkci pfenosu urcujeme. Pro rovinné vzorky pii monochromatickém osvétleni pak lze
vztah (5.10)) pro signal vyjadiit zjednodusené jako

wigs %) = / Hon(X, Y 2)T(X, V) exp(i27Qy - g)dXdY. (5.9)

Pro ¢arové objekty orientované ve sméru osy y dojde k dalsimu zjednoduSeni vypoctu
signéalu, nebot funkce propustnosti t = t1(xo) = T(X,Y) = T1(X)o(Y)

w(xg,yo) = / Ty (X) exp(i2n X ) Haps (X, 0)dX. (5.10)
Pienosova funkce CTF pro 1-D objekty v CCHM je tedy Haps (X, 0).

V ptipadé dvojrozmérné aproximace uvedené v modelu tohoto ¢lanku je CTF odlisné,
ato Hip(X) = FT(hccnm(2o)). Na rozdil od vztahu pro Hap (X, 0), ktery nelze vyjadrit

. 2
sin [NAin (zo —$()N)27F/Aj|
NAj(xzo—zon)27/A :

analyticky, lze Hqp(X) vypocitat snadno, nebot hccpm(zo) = <

To znamend, ze Hip(X) = rect (mX—H/Q * rect (mX—H/Q Vysledkem konvoluce dvou
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CTF
Hau(X,0) vs. Hyu(X)

-

X > - HZM(XvO)
0.8 NS - H1M(X)
2 O
Z 0.6 ~
=) N
o N
é—: 0 4 AN N
0.2 S
0 N
0 0.5 1

lateral spatial frequency X [2NA0b/)\]

Obrézek 5.2: Srovnani pfenosové funkce Hyps(X) pro zobrazeni 1D objektu v dvojrozmérné aproximaci
mikroskopu, kde je vypustén lateralni rozmér y s pienosovou funkci Haps (X, 0) pro zobrazeni 1D objektu
ve skuteéném mikroskopu .

identickych rect funkei je tzv. trojuhelnikova funkce (triangle function). Srovnani Hyys(X)
s Hap(X,0) je v grafu na obrazku (5.2,

Z grafu vidime, 7Ze rozdil mezi prenosovymi funkcemi Hiyp(X) a Hap(X,0) bez di-
fuzoru neni velky. Na zakladé tohoto vysledku predpokladame, Ze vypusténim pii¢ného
rozméru y se nedopoustime vyznamné chyby pii urcovani rozliseni CCHM. Stejnou apro-
ximaci mikroskopu tedy vyuzijeme v nasledujici ¢asti prace, kdy se budeme zabyvat od-
vozenim PSF pro pfipad s difuzorem.

5.1.3 Vypocet PSF objektové vétve

Doposud jsme mluvili o charakteristice CCHM pomoci pfenosové funkce CTF. v pripadé
zobrazeni pres difuzni prostiedi se ale ukéaze, Ze je jednodussi odvodit vztah pro PSF nikoli
CTF. PSF je funkce sdruzené s funkci CTF pres Fourierovu transformaci, takze, zname-li
CTF, zname i PSF a naopak.

V této casti popiseme vypocet PSF v objektové vétvi. Vlozime-li nepropustné stinitko
s bodovym otovorem do predmétové roviny Sp tak, aby se otvor nachézel na soufadnici
xo = xon, pak funkce propustnosti takového stinitka je popsana funkei ¢o(zg) = 0(xo—zon)
a komplexni amplituda wug(zo) je vyjadrena jako

up(zo) = expli2m K,x0]0(x0 — Ton). (5.11)

Dosazenim rovnice ((5.11)) do rovnice (5.6)) ziskdvame komplexni amplitudu zobrazeni
bodu v objektové vétvi a tuto amplitudu budeme oznacovat nop;(z;, K,;) a vypocitame ji
takto:

Nobj (i, Kz) = Cexp(i2n K, zon) exp (w) exp (m xz) X (5.12)

aq z
i itk
X /td(a:d)f(asd) exp |:a—d(—2$0N.Td + .T?l):| dxd,
kde
B B
I(xzg) = F [Ee (Rp - ﬂ) — Fe (—Rp — ﬂ)] , (5.13)

32



_ f- 1 o i . prqexpli2nK (ag+a;+f+nAo+2z)] o . B2 1
A= “Z—I—E,B—de—i—%,C’—zK S 0 ,F—exp<—mKﬂ>,/m.

2f2 agafz
Funkce Fe(x) je vyjadFena pomoci sumy Fresnelovych integrala [53]

xT

Ee(x) = C(z) +1iS(x) = /exp (igﬂ) dt. (5.14)

0

Presny vyznam funkce nop;(z;, K;) je komplexni amplituda viny v objektové vétvi ve
vystupni roviné v misté o soufadnici x;, zobrazujeme-li bodovy otvor umistény v objek-
tové roviné o soutadnici xgny. Tento bodovy otvor je osvétlen rovinnou vinou s vlnovym
vektorem 27K = 27(K,, K,). Abychom mohli nazvat funkei n.,; PSF, je zapotiebi, aby
zobrazeni popsané funkei 7,p; spliiovalo podminku prostorové invariance a linearity.

Rovnice (5.12)) ukazuje, Ze zobrazovaci proces popsany Nobj je sice linedrni, nenf ovsem
prostorové invariantni, nebot nezavisi na rozdilu xgn — ;. Cleny z;, zon se objevuji ve vy-
razu ([5.12)) nezavisle. Presto vSak, jak bude ukazéno v simulacich déle, 1ze povaZzovat 7,p;
v jistém intervalu xgy za prostorové invariantni. v zminovaném intervalu se totiz funkce
Nobj POUZe posouva podél osy xy presné o hodnotu zgy, zatimco tvar funkce zlistava ne-
ménny. Pro dcely experimentt a numerickych simulaci 1ze tedy povazovat funkci opravdu
za prostorové invariantni 7., a 1ze ji tedy nazvat PSF objektové vétve.

5.1.4 Vypocet PSF mikroskopu CCHM

PSF heenm celého mikroskopu lze vypocitat, dosadime-li v rovnici (5.1)) namisto u,(x;, K)
vyraz Nobi(zi, K) (0.12). Pak 1ze PSF hccenum celého mikroskopu vyjadiit jako

NAj; /A
hocma(zs) = / o (1, Ko ! (5, K)o, (5.15)

—NAj/A

kde u,(z;, K;) je komplexni amplituda referen¢ni vlny. Na rozdil od amplitudy viny v ob-
jektové vétvi je referencéni vina nezavisla na objektu. Provedeme-li analogii s rovnici
pro referenéni vétev, tj. bez vzorku a bez difuzoru (t; = 1 a t, = 1), pak ziskdme jedno-
duchy vyraz

up(zi, Kp) = Crepexp <—i27er%> , (5.16)
kde M je absolutni hodnota zvétSeni mezi vystupni a pfedmétovou rovinou. Cier je kom-
plexni konstanta. z diivodu jednoduchosti budeme od tohoto okamziku namisto sourad-
nice x; pouzivat konjugovanou soutradnici zg = —z;/M. Vyhodou pouzivani zy misto x;
je fakt, ze vysledky jsou v tomto piipadé vztazeny piimo k objektu nezéavisle na zvétseni
objektivu, ¢imz se vysledky stévaji snaze interpretovatelnymi.

Za ucelem zjednoduseni vztahu pro hccuwm provedeme faktorizaci vyrazu
pro PSF v objektové vétvi nop;(zo, K, ) nasledujicim zpiisobem:

Nobj(To, Kz) = hopj(xo) exp(i2n K zoN). (5.17)

Prvni ¢ast honj(xo) obsahuje vSechny ¢asti non;(xo, K,) nezéavisejici na K,. PSF mikro-
skopu lze tedy zapsat jako
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NAin/A

hCCHM<CUO) == hobj (ﬁo)cref / exp [i27TKx(ZEON - 1’0)] de . (518)
—NAj/A
hrc;(,xo)

Integréal v posledni rovnici muze byt oznacen jako h.s nebot je roven

sin [NAiu(xo — ION)Qﬂ'/)\]
NAiH(JZO — LL’ON>27T/)\ ,

huet (o) = (5.19)

coz je rovno vyrazu pro amplitudu obrazu bodového otvoru zobrazeného objektivem s nu-
merickou aperturou NA;; pii osvétleni bodovym zdrojem. Zde je dulezité zminit, Ze h.o
neni PSF v pravém slova smyslu. S podobnym oznacenim se vSak muZzeme setkat i v
tivni, zejména pro ucely teoretického rozboru obsazeného v této praci. Zanedbame-li totiz
konstantu Clef, pak mizeme psat PSF celého mikroskopu jako

hCCHM(xo) = hobj (SL’Q)h:ef(xo). (520)

Pouziti komplexni konjugace pro hl(z¢) je zbyteéné, nebot hyef(zo) je realna funkce
tudiz hyet(xo) = hi(z0). v nasledujicim textu ji budeme tedy oznacovat pouze hyef(o).

Pokud navic v objektové vétvi neni difuzor a zaroven osvétlovaci svazek méa stejnou
nebo vétsi numerickou aperturu nez objektiv, tedy pokud NAy; > NA,,, pak

hCCHM(ZUO) = |hobj(£fo)\2 = |href(x0)’2' (5-21)

Pro jednoduchost budeme oznacovat funkei hop;(zo) ,,PSE objektové vétve” a hecum (o)
,,PSF mikroskopu®.

5.1.5 Lateralni posuv vétvi

P1i zobrazovani s CCHM v difuznim svétle budeme vyuzivat rizné lateralni vzajemné
posuvy mezi objektovou a referen¢ni vétvi tak, jak je to popsano vySe, v Casti [4.1.2
Vzéjemny posuv je proveden pomoci posouvani mikroobjektivu v referenéni vétvi ve sméru
kolmo k optické ose. Pokud posuvem objektivu zptisobime vzajemny posuv obrazu Az;
ve vystupni roviné, ktery budeme vyjadfovat konjugovanou soufadnici Axy, pak PSF
mikroskopu bude vyjadieno

hceenm (o, Arg) = hob; (20) et (20 — Ag). (5.22)
5.1.6 Numericky vypocet PSF objektové vétve a PSF mikroskopu

Difuzor pouzivany v experimentech pro tuto préci bylo zmatnéné sklo, jehoz funkci pro-
pustnosti lze (dle [54, 55]) zapsat funkci propustnosti t4(z4) = exp [ik®(zq)]. P(x4) je
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rozdil optickych drah zptisobeny prichodem svétla v misté o souradnici x4 a k je zde veli-
kost vinového vektoru. Predpokladédme pritom, ze sklon svazku dopadajiciho do x4 nebude
mit vliv na fazové zpozdéni zptisobené prichodem pies difuzor. Nahodnou spojitou funkei
®(z4) jsme nahradili ve vypoctech diskrétni funkei, jejiz hodnoty v jednotlivych bodech
maji gaussovské rozdéleni se stfedni hodnotou p = 0 a varianci o. Variance o zaroven de-
finuje 1 maximélni rozpéti téchto diskrétnich hodnot. Soufadnice x4 je pro ucel numerické
simulace taktéz diskretizovana a rozdélena do malych tsekt délky 0,1 ym, coz odpovida
zhruba 1/6 vlnové délky A = 650 nm, pro niz jsme simulace pocitali. Tyto useky jsou
tedy dostateéné malé v porovnani s rozliSenim mikroskopu. Zmeéna variance o souvisi se
zménou schopnosti difuzoru rozptylovat dopadajici svétlo. Cim vySsi je o, tim vice difuzor
rozptyluje dopadajici svétlo. Hodnoty variance o se v simulacich pohybovaly v intervalu
0,00 — 0,84\. Ve vSech numerickych vypoctech a stejné tak v experimentech byl pro
osvétleni vybran vzdy mod s minimalni prostorovou kohererenci, tj. kdy NAj; je rovno
numerické apertuie objektivu NA,, = 0,25. Za ucelem vypoctu PSF mikroskopu a PSF
objektové vétve byly vyse uvedené parametry vlozeny do modelu odvozeného v ¢asti.1.3]

5.1.7 Vysledky numerické simulace

Parametry modelu byly nastaveny tak, aby odpovidaly experimentu popsanému v ¢asti
6.2l Vysledky modelu pro osovy bod xzgn = 0 jsou v obr. [5.3] kde v levém sloupci je vykres-
lena absolutni hodnota PSF objektové vétve |honi(xo)| spolu s |hyer(o)| € |Arer (20 — Axg)].
V pravém sloupci je absolutni hodnota PSF mikroskopu |hccum(zo)| = |hob;(To) fret (20 —
Al‘o) | .

Obrézky [p.3|(a), 5.3(b)p.3|(d), ap.3|(e) reprezentuji tii rizné realizace difuzoru. Kazda
realizace piislusi k ruzné funkci ®(z4), a tedy i k rizné funkei hopj(zo). Rizné realizace
se vzajemné lisi, i pokud o a p ziustévaji konstantni, nebot o a p jsou pouze statistickymi
parametry funkce ®(z4).

Obrézek [p.3|(a) ukazuje situaci bez difuzoru, tj o = 0. Numericka simulace funkce Ao
a hconw v obr p.3|(a) odpovida jejich analytickému vyjadieni. Ve viech trech obrazcich
5.3[(b)f5.3|(d) je zachycena pouze jedina realizace o = 0,42 \. Jediny rozdil mezi obr[5.3|(b)-
5.3(d) je pouze ve vzajemném posunuti Az,. Obrézek [5.3|(e) zachycuje realizaci silngjsiho
difuzoru charakterizovaného varianci dvakrat vyssi, tedy o = 0,84 \.

Obrézek [5.3(b) ukazuje PSF v balistickém svétle, tzn. pro Az = 0. PSF v balistickém
svétle maji témér shodny priubéh s PSF bez difuzoru z obr. (a), pouze hodnota signélu
se zde velmi snizila. V tomto piipadé je to zhruba desetinasobny pokles oproti pripadu
bez difuzoru.

Obréazek (c) ukazuje PSF pro difuzni svétlo pii vzajemném posunuti Axg = 16,0 pm.
V této konkrétni reprezentaci difuzoru pri daném posunuti je centralni maximum funkce
hyet v pozici lokalniho maxima funkce hqp;j, tudiz soucin téchto funkei hopihrer dava v tomto
misté ostré maximum. PSF mikroskopu v obr. |5.3(b) je tedy v tomto pfipadé velmi po-
dobné PSF v mikroskopu v balistickém svétle potazmo PSF mikroskopu zcela bez difuzoru
z obr. [5.3|(a).

Na druhou stranu sta¢i mala zména vzéajemného posunuti Az k tomu, aby se pribéh
PSF mikroskopu vyrazné zménil. To je vidét na obr. [5.3(d), kde vzéjemné posunuti se 1isi
oproti [5.3(c) pouze o 1,0 um, tj. Azg = 15,0 um. Zde tedy naopak centralni maximum
funkce hyer lezi v lokdlnim minimu funkce hgpj. Soucin hepihes dava za vysledek velmi
odlisny pritbéh PSF mikroskopu. Centralni maximum vysledné PSF mikroskopu se roz-
dvojilo, coz mé za nésledek vyrazné horsi rozliseni, a tedy i horsi kvalitu zobrazeni. To je
mozné vidét z tvaru PSF mikroskopu v pravém sloupci obr. [5.3(d).
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V obr. [5.3|e) je reprezentace difuzoru s varianci o funkce ®, o = 0.84 \. Zde je balis-
ticky pik zhruba tiikrat slabsf nez v pifpadé difuzoru s o = 0,42\ (obr. [5.3(b).

Z vysledka v obr. [5.3] miZzeme usuzovat, ze difuzor s o = 0,42\ poskytuje nejlepsi
zobrazovaci vlastnosti v balistickém svétle, zatimco pii zobrazeni se silnéjsim difuzorem
s 0 = 0,84 )\ vykazuje signal v difuznim svétle o porovnatelné kvalité se zobrazenim v ba-
listickém svétle. Pro kazdy difuzor ovsem plati, Ze tvar vysledné funkce PSF mikroskopu je
mozné vyrazné ménit i malou zménou vzajemného posunuti Azy. Hodnoty nejvhodnéjsich
posunuti vedoucich k nejlepsim PSF vsak lze tézko obecné predpovidat, nebot jsou velmi
individualni pro kazdou reprezentaci difuzoru. Z tohoto divodu v praci tedy neuvadime
zéddnou rovnici, z niz by bylo mozné idedlni posuv odvodit. Ze stejného divodu tedy ani
neuvadime charakteristiku zavislosti rozlieni na vzajemném posunuti.

Vypocitané funkce PSF, jejichz zavislost je vynesena v obr. [5.3] byly pouZity pro mo-
del zobrazovani nebodového objektu (obr. . Nejprve je vsak nutné ukézat, ze funkce
hobj 1ze opravdu povazovat za prostorové invariantni. Za timto Gcelem jsme provedli vy-
poCty zobrazeni mimoosovych bodi oy = —10 um a xony = —20 um (obr. pro tutéz
reprezentaci difuzoru, ktera byla pouzita pro obr. (b) Vypoéitané funkce hgp; pro tyto
mimoosové body jsme srovnali s hop; pro osovy bod zgn = 0 pm, samoziejmé pii stejné
realizaci difuzoru. Vsechny grafy v obr. pocitaji s jedinou realizaci difuzru, a to kon-
krénté s realizaci z obr. [5.3(b)45.3[(d) Obrazky [p.4(a) a[5.4(b) ukazuji vysledky simulace
pro vzajemny posuv 16 ym, zatimco obr. p.4f(c) a[p.4(d) posuv Azy=15 pim.

Prvni sloupec obr. odpovida osovému bodu zgn = 0 pum, druhy sloupec obr.
odpovida mimoosovému bodu zgy = —10pum a treti sloupec zogn = —20 pum. Funkce
hobj(Cerna barva) spolu s Ay jsou v obr. [p.4f(a) ap.4|c) a signél reprezentovany soucinem
funkef Ayeehirer jsou na obr. [5.4(b) ap.4|(d), pricemz vsechny grafy jsou vykresleny tak, aby
hlavni maximum bylo vykresleno ve stfedu horizontéalni osy.

Zménou hodnoty zon se funkce e, honj & hocum pouze posouvaji v ose xy podle
prislusného posunu zpy, tvar jejich priabéhu ovsem zistava neménny. Z toho lze usuzovat,
ze funkce hon; a hocum lze povazovat za prostorové invariantni minimalné na intervalu
zon = (—20,20) pm, takze pro ucely experimentu v této praci lze hon; & hoopw povazovat
za prostorové invariantni.

Protoze lze hccam povazovat za invariantni, vyuzili jsme ji k vypoctu zobrazeni 2D
objektu, a to konkrétné ti{ identickych rovnobéznych nekonecné dlouhych ekvidistantnich
stérbin. Vysledek vypoctu tohoto 2D objektu je na obr. |5.5l Funkce propustnosti objektu
t(x9) nabyva pouze hodnot 1 a 0. Propustnost ¢ = 1 uvnitf §térbiny a ¢ = 0 mimo
stérbinu. Obrazky ukazuji vypocitany holograficky signal w(xy) ziskany konvoluci
funkce propustnosti t(xg) se simulovanou PSF mikroskopu hccopw:

o0

w(zg) = / t(xy)heomm (o — xg)dag. (5.23)

Horni tadek obr. ukazuje vypocteny signal w vykresleny ve stupnich Sedi, zatimco
spodni Fadek obsahuje fezy hornimi obrazy. Pro cely obr. [5.5] se jedné o jedinou realizaci
difuzoru shodnou s realizaci na obr. [5.3|(b){5.3|(d). V prvnich dvou sloupcich obr. [5.5 jsou
simulované §térbiny rozmistény s prostorovou frekvenci fincon = 2NAop/A (limit rozlisent
pro klasicky mikroskop i CCHM s plné prostorové nekoherentnim osvétlenim, tj. pfi plné
vysvicené pupile objektivu NAy, = NAy [45]) a feon = NAg,/A (limit rozliseni pro kla-
sicky mikroskop i CCHM s koherentnim osvétlenim, tj. pfi osvétleni bodovym zdrojem
umisténym na optické ose, kdy NAy;/NA,, — 0 [45]). Vzajemné posunuti obou vétvi je
Azy = 16,0 pm, coz odpovida PSF z obr. [5.3|c). Treti sloupec zachycuje simulaci $térbin
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rozmisténych s frekvenci feon, ovSem vzajemny posuv vétvi Azy = 15,0 um, coz odpo-
vida PSF v obr. (d) 7 obr. muzeme tedy usuzovat, ze pii vzajemném posunuti
Axy = 16,0 um lze pii této realizaci difuzoru pozorovat stérbiny s frekvenci ficon, za-
timco pii vzajemném posunuti Axg = 15,0 gm neni rozliSena ani frekvence dvakrat nizsi,

tedy fcoh .
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Obrazek 5.3: V levém sloupci jsou absolutni hodnoty funkce hop; spolu s hyer vzajemné posunuté dle
relevantniho Az, v pravém sloupci je absolutni hodnota jejich sou¢inu |hccum| = |Robjhrer| normovana
k maximalni hodnoté |hccmm| bez difuzoru. Radek a) ukazuje simulaci bez difuzoru, Fadky b)-d) a e)
reprezentuji dvé ruzné realizace difuzoru. Ré,dky b)-d) reprezentuji riizna vzajemna posunuti Axg pro
tutéz realizaci difuzoru, konkrétné danou rozptylem o = 0,42 A. V polednim fadku e) je vysledek difuzoru

v 2

s realizaci s vys$8im rozptylem o = 0,84 A, coz znamena silnéji rozptylujici difuzor.
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Obrazek 5.4: Vysledky vypoctu PSF pro mimoosové body. Prvni dva Fadky a), b) reprezentuji obraz
se vzajemnym posunutim Az = 16,0 um a nésledujici dva fadky c), d) Azg = 15.0 um. Radky a), c)
ukazuji absolutni hodnoty funkeci hyer (Cervend ¢ara) a hob; (Cerna ¢ara), které jsou vicéi sobé vzajemné
posunuty o Az a fadky b) a d) ukazuji absolutni hodnoty PSF celého mikroskopu |hccum| = |hobjhret|-
Kazdy sloupec ukazuje obraz pro rtzné body xgn, postupné: osovy bod xon = 0 pm a mimoosové body
zon = —10 pm a zony = —20 pm.

5.2 Experimentalni vysledky

Experiment byl proveden na mikroskopu CCHM 2. generace, jehoz optické schéma je na
obr. . Pouzili jsme objektivy Nikon 10x /0,25 s nekonecnou tubusovou vzdalenosti.
Aperturni thel osvétlovaciho svazku byl nastaven natolik velky, aby geometricky obraz
zdroje zcela vyplnil aperturu objektivu, tj. NAjy = NA,,. Osvétlovaci svazek je pfitom
kvazimonochromaticky, coz jsme zajistili pouzitim interferen¢niho filtru propoustéjiciho
na stfedni vlnové délce \g = 650 nm a majictho polositku FWHM=10nm. Koheren¢ni
délka pouzitého svétla tedy byla 42 um. Diky pouziti kvazimonochromatického svétla je
mozné cely mechanismus zobrazovani 1épe matematicky uchopit z mnoha divodi. Jednim
z nich je, Ze nedochazi pii tomto typu osvétleni k vyznamné disperzi svétla, ktera popis
znacné komplikuje.

Vzorkem zobrazovanym v ramci tohoto experimentu je rozlisovaci USAF test, ktery byl
vytvoren leptanim do tenké Cr vrstvy nanesené na povrchu podlozniho skla. Mezi vzorek
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Obrazek 5.5: Numerické simulace zobrazeni tii nekone¢nych identickych rovnobéznych ekvidistantné roz-
lozenych §térbin. V hornim fadku je vypoéitany signal ve stupnich Sedi. Ve spodnim radku je pri¢ny
fez hornim fadkem. V levém sloupci je prostorovéa frekvence $térbin f = 2NA /A a vzadjemny posuv
Azy = 16,0 pm, v prostfednim sloupci f = NA,/\, Azg = 16,0 um a v pravém sloupci f = NAg,/A,
Axy = 15,0 um.

Sp a pozorovaci objektiv o (obr. jsme vlozili difuzor D, kterym bylo zmatnéné kryci
sklo tloustky 0, 17 mm lezici ve vzdélenosti ag = 4,0 mm od vzorku smérem k objektivu.

Nyni srovnejme vysledky simulace obrazu ¢arového objektu z obr. [5.5] s vysledky expe-
rimentu. Obréazek ukazuje naméreny holograficky signal w pii zobrazeni USAF testu
ve stupnich Sedi. Pivodni hologramy zde neuviddime zejména z dtavodu jejich nizkého
kontrastu. V prvnim sloupci obr. je obraz celého testu zatimco v dalsich sloupcich
jsou zobrazeny pouze jeho detaily. Ty jsou v obrazku viditelné vyznaceny ¢tvercovymi
oblastmi A resp. B.

Oranzové krouzky pak oznacuji v kazdém zobrazeni skupinu car, jejichz frekvence
je jiz na mezi rozliSeni pro danou konfiguraci. Obrazek (a) ukazuje zobrazeni USAF
testu bez difuzoru, naproti tomu obr. [5.6[(b){5.€|(e) zachycuji obraz pofizeny pres difuzor.
Obréazky v jednotlivych radcich [5.6[(b){5.6[e) se lisi pouze vzajemnym posunutim Ay,
které bylo provedeno lateralnim posuvem mikroskopového objektivu O,. Zatimco v obr.
[.6(b) je obraz vytvofen balistickym svétlem, zbylé fadky ukazuji zobrazeni difuznim
svétlem. Konkrétni hodnoty posuvi pro jednotlivé fadky jsou tyto: Azxg = 44,8 ym - obr.
B.6((c), Azg = 42,7 pm - obr. [5.6(d) a Azg = 47,0 pm - obr. [5.6(e).

Variance ¢ ve fazi funkce propustnosti difuzoru t4(z4) je podobna varianci difuzoru ze
simulace z obr. [5.3|(b)-(d). V kazdém z téchto obrazki je mez rozliSeni riizna a je vyznacena
v kazdém tfadku oranzovou znackou. V obr. (a) je rozliseni rovno fii, = 0,81 fincon, kde
fincoh = %; dale pak flim = 0;73fincoh pro Ax(] = 4478lum7 flim = 0748fincoh pro
Axg=42,7um a fim = 0,53 fincon pro Azxg = 47,0 pum.

Teoreticky je pro obr. m oc¢ekavana hodnota fiim = fincon. Experimentéalné toho vSak
nebylo dosazeno, coz ma vice divodi. Jednim z nich je fakt, Zze pro frekvence blizké fiycon
je hodnota CTF velmi nizka, coz znamena velmi nizky kontrast pro frekvence blizici se
mezni. Dalsim ¢initelem zhorsujicim rozliseni jsou taktéz optické vady objektivii, zejména
otovorova vada. Zde je diilezité poznamenat, Zze k podobnym vysledkiim bychom dospéli
1 pii pozorovani klasickym mikroskopem. Dosazeni teoretické meze v experimentu neni
uplné mozné. Zobrazeni pres difuzor je navic zhorSeno nizkou hodnotou podilu signalu
vici Ssumu (SNR - signal-to-noise ratio).
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Na kvalitu zobrazeni méa vliv, zejména pii zobrazovani pres difuzor, dlouha expozice
neboli primérovani vice snimki. Primérovani vice snimkt z riznych posuvi bylo pro-
vedeno taktéz, ovSsem prozatim bez vyznamnych vysledki. v soucasnosti se vSak pracuje
na metodé, ktera by umoznila skladat obrazy vzniklé v ritznych pozicich vzajemného
posunuti Az za c¢elem vzniku obrazu s vyssi kvalitou a rozlisenim.

Detail A Detail B
2 Tum (W)
8 ‘_."l“ 1
S —
‘é = 10
3 — 11
S
&
S
S
S
[75)]

e) Axo = 47,0 um

Obrazek 5.6: Vysledky experimentu - zobrazeni rozlisovaciho testu USAF. Obrazky byly pofizeny s objek-
tivy 10x/0, 25, interferen¢nim filtrem A = 650 nm, 10 nm FWHM. a) zobrazeni bez difuzoru, b) zobrazeni
s difuzorem - balistické svétlo, c)-e) zobrazeni s difuzorem - difuzni svétlo. Vzajemna posunuti jsou po-
stupné ¢)Azg = 44,8 um d) Azg = 42,7 um, e) Azg = 47,0 um. V druhém a tfetim sloupci jsou zvétsené
detaily oblasti a resp. B. OranZové krouzky oznacuji limit rozliSeni obraza v pfislusném fadku.
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5.3 Zavérecné shrnuti simulace a méreni PSF

Byl vytvotfen jedoduchy model pro zobrazovani v CCHM pfes tenké difuzni vzorky, a to
na zékladé 2D modelu CCHM ve Fresnelové paraxialni aproximaci. Ackoli CCHM je
achromaticky, omezili jsme se v modelu a stejné tak i v experimentech pouze na mo-
nochromatické svétlo. Tim se experimentalni vysledky stévaji snaze interpretovatelnymi
a lze je jednoduseji srovnat s vysledky vypoctu.

Obecné teseni pro tvar rovnice PSF bylo odvozeno analytickym vypoctem, ovSem
pro ziskani konkrétniho kvantitativniho feSeni jiz bylo nutné vyuzit numerické simulace.
Funkce propustnosti difuzoru je totiz definovana jako soubor ndhodnych fazori. Pro oveé-
feni spravnosti numerického modelu jsme srovnavali vysledky modelu s vysledkem analy-
tického vypoctu pro limitni piipad, Ze funkce propustnosti difuzoru je rovna jedné.

Vysledkem simulace PSF pro zobrazeni pfes slabé rozptylujici difuzor v balistickém
svétle byl velmi vyrazny pik. Jak dale ukazaly vysledky, vyrazny pik, ackoli ne tak silny,
jsme obdrzeli i v pripadé difuzniho svétla, coz prokazalo moznost zobrazovat v CCHM
i v difuznim svétle. PSF v pripadé difuzniho svétla ovSem silné zavisi na parametru Az
vyjadiujicimu vzajemné lateralni posunuti vétvi ve vystupni roviné CCHM.

Vliv silnéjsiho difuzoru na PSF mikroskopu byl taktéz studovan. Ve srovnani se slabsim
difuzorem zde jiz neni tak velky rozdil mezi pikem v balistickém a difuznim svétle. Az na
zménu hladiny signalu vii¢i Sumu zustavaji ovSem ostatni vlastnosti zobrazeni v difuznim
svétle stejné jako v pripadé slabsiho difuzoru.

V experimentalni ¢asti jsme prokézali, Zze vypocitané vysledky pro slabsi difuzor jsou
platné, a to na zobrazeni rozliSovaciho USAF terce pres zmatnéné kryci sklo. Taktéz
jsme experimentéilné prokézali silny vliv vzajemného posunuti Axzg na PSF. Zvolenim
vhodné hodnoty Az jsme byli schopni zobrazit prfedméty s prostorovou frekvenci blizkou
teoretickému limitu rozliSeni pro CCHM 2NA/A. Nicméné této teoretické hranice jsme
plné nedosahli, a to zejména diky nizké hodnoté SNR. P zméné parametru Az, ze
spravné hodnoty se PSF rapidné zménila, coz mélo za nésledek vysledny obraz s horsi
kvalitou i rozlisenim.
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Zaver

Shrnuti dosazenych cilt
Cile dizertacni prace byly splnény. Zde predkladame jejich zavéreéné shrnuti.

e Koherenci svétla v CCHM v zavislosti na velikosti zdroje jsme popsali pomoci funkce
vzajemné intenzity, jejiz tvar jsme v praci odvodili. Zjistili jsme, Ze tuto funkci lze
v ptipadé CCHM ztotoznit s funkci pro holograficky signél v zavislosti na vzajemném
lateralnim posunuti referen¢ni a objektové vétve. Funkci jsme nasledné namérili pro
1. i 2. generaci CCHM pro vice velikosti zdroje. Experimentalni vysledky velmi
presné odpovidaji teoretickym vypoctim.

e Pii pozorovani s CCHM jsme zjistili, Ze v pripadé, kdy objekty jsou prekryty difuz-
nim sklem, jsme schopni rekonstruovat obraz i pii vzajemnych posunutich daleko
vétsich, nez pri kterych to bylo mozné bez difuzoru. Na zakladé tohoto experi-
mentu jsme navrhli zakladni geometricky model vysvétlujici tento jev. Ukazujeme
zde mechanismus vzniku obrazu pires difuzni prostiedi balistickym i difuznim svét-
lem. Zobrazeni pres difuzni prostiedi balistickym svétlem vznika v CCHM v piipadé,
kdy vzajemné lateralni posunuti vétvi je nulové nebo velmi malé. Naproti tomu pro
zobrazeni v CCHM pres difuzni prostfedi difuznim svétlem je zapotiebi vytvorit
vzajemné posunuti vétsi, nez je koheren¢ni sitka mikroskopu v misté, kde vzajemny
posuv meérime.

e Na zikladé tvah provedenych v publikacich [I1] a [56] jsme vytvorili teoreticky
model pro rozptylovou funkci PSF charakterizujici zobrazeni v difuznim prostredi
vzniklé balistickym, respektive difuznim svétlem v CCHM. Tento model byl podro-
ben ovéfovacim experimentiim, pomoci nichz jsme zjistili skute¢né hodnoty rozliseni
pro zobrazeni v difuznim prostiedi v CCHM.

e Vypocet teoretického modelu PSF je v praci predveden na 2D modelu CCHM. Jeho
obecné Teseni je zde uvedeno analyticky. Pro ziskdni konkrétniho feSeni jsme ovsem
vyuzili numerickou simulaci pro realizaci funkce propustnosti simulovaného difuzoru.
Tato funkce je v praci modelovana jako suma fazort s nahodnym rozdélenim faze.
z vysledki modelu jsme zjistili, Ze pii zobrazeni v CCHM balistickym svétlem je roz-
liseni shodné jako pti zobrazeni zcela bez difuzoru. Limitujicim je zejména mnozstvi
balistického svétla, které difuzorem projde. Rozptyluje-li difuzor natolik, Ze hologra-
ficky signal tvoreny interferenci balistickych fotonii je jiz pfekryt Sumem, zobrazeni
je nemozné. Tento zavér byl potvrzen i néslednym experimentem a je navic v sou-
ladu s pozorovanim provedenym v publikacich [8] a [13]. Stejny teoreticky model
jako pro zobrazeni balistickym svétlem jsme vyuzili i pro model PSF pfi zobrazeni
difuznim svétlem. z tohoto modelu jsme numerickou simulaci zjistili, Ze rozliSeni pfi



zobrazeni difuznim svétlem je silné zavislé na hodnoté vzajemného posunuti refe-
rencni a pfedmétové vétve. Pri vhodném posunuti je mozné ziskat stejné rozliseni
jako v balistickém svétle, pfi nevhodném posunuti je naopak zobrazeni takika ne-
mozné. VSechny vyjmenované zavéry z modelu byly navic potvrzeny experimenty
provedenymi s CCHM, kde vzorkem byl rozlisovaci USAF ter¢ a difuzorem bylo
zmatnéné kryci sklo.
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Seznam nejduilezitéjSich zkratek a symboli

PSF - rozptylova funkce bodu (z angl. Point Spread Function)
CTF - koherentni funkce pfenosu (z angl. Coherent Transfer Function)
LCI - nizkokoherentni interferometrie (z angl. Low-coherence interferometry)

CCHM - koherenci fizeny holograficky mikroskop (z angl. Coherence-controlled ho-
lographic microscope)

TDHM - trasnimisni digitalni holograficky mikroskop
KM - konfokélni mikroskop

SNR - pomér signéalu k Sumu (z angl. Signal-to noise ratio)

q = (g4, z) - polohovy vektor

q: = (z,y) - pricna slozka polohového vektoru

K = (K, K,) - redukovany vlnovy vektor

K, = (K,, K,) - pfitna slozka redukovaného vlnového vektoru
P(K), Po(K) - pupilova funkce objektivu, resp. kondenzoru

NA;; - numerickd apertura osvétlovaciho svazku v predmétovém prostoru pred in-
terakci se vzorkem

NA,p, - numericka apertura mikroskopového objektivu

n - index lomu

Ay - vinova délka ve vakuu

U, - komplexni amplituda pfedmétové viny

u, - komplexni amplituda referen¢ni viny

u - komplexni amplituda vlny vzniklé interakci predmétové a referen¢ni viny
¢ - intenzita viny vzniklé interakci predmétové a referencni viny

ia - intenzita viny vzniklé interakci predmétové a referen¢ni viny pii vzajemném
posunuti vétvi

Q = (X,Y, Z) - vektor prostorovych frekvenci vzorku
w - holograficky signal

wa - holograficky signal pfi vzajemném posunuti vétvi
J1 - Besselova funkce 1. stupné a 1. fadu

Ji2 - vzajemna intenzita
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J12 - stupen koherence

W - koherenéni Sitka

H -3D CTF

Hy; - 3D CTF pro kvazimonochromatické svétlo

Hoyyp - 2D CTF pro kvazimonochromatické svétlo

Hyy - 1D CTF pro 2D model CCHM pro kvazimonochromatické svétlo
hccam - PSFE celého mikroskopu

honj - PSE objektové vétve

heef - PSF referencni vétve

tq - funkce propustnosti difuzoru

o - rozptyl faze funkce propustnosti difuzoru
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