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Abstrakt

Koherenci tizeny holograficky mikroskop (CCHM) a Fluorescenéni holograficky mikroskop
(FHM) byly vyvinuty zejména pro kvantitativni fadzové zobrazovani a méfeni dynamiky
zivych bunek, které obvykle byva je predmétem digitalni holografické mikroskopie (DHM).
CCHM a FHM v rezimu nizké koherence rozsituji moznosti digitalni holografické mikro-
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 veli¢inou pro provedeni 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 in real experimentally proved
at real microscopes in the experimental biophotonics laboratory. In addition, the control
software, which contains the needed automated procedures, was developed for FHM.
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botické mechanismy, software.

Keywords
Low-coherent light, interferometry, holographic microscope, automated alignment, robotic
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1 Uvod a cile disertac¢ni prace

Koherenci fizeny holograficky mikroskop a Fluorescen¢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 pouzivanych metod 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. V resersni ¢asti prace v kapitole 2 jsou shrnuty nejpouzivanéjsi metody
mikroskopie zivé bunky vcetné interferencnich metod. Pro tyto metody jsou v kapitole 3
uvedeny moznosti justaze mikroskopu. V literatuie publikované metody justéze pro inter-
ferencni (tedy i holografické) mikroskopy byly shleddny nevyhovujicimi pro mikroskopy,
které nase vyzkumna skupina vyviji (viz popis mikroskopt v kapitole 4). Tyto metody bud
vyzadovaly ptidavny osvit vzorku ¢i doplnéni optické sestavy mikroskopy o dodatecnou
optiku. Proto byla v kapitole 5 odvozena a na mikroskopech otestovana vhodné velic¢ina
vyuzitelna pro hodnoceni stavu naladéni mikroskopu. Na zakladé jejitho méteni byly v ka-
pitole 6 navrzeny a otestovany vhodné justazni procedury. Z jejich pozadavku vyplynulo
v kapitole 7 konstrukéni reseni robotizovanych mechanismu, které umoznuji praktické za-
vedeni justaznich procedur. Posledni 8. kapitola je zaméfena na popis funkei obsluzného
softwaru pro Fluorescenéni holograficky mikroskop, ktery byl specidlné vytvoren pro tento
mikroskop. Tento software také obsahuje navrzené justazni procedury. V dodatku prace je
nasledné zhodnocena moznost pouziti alternativni veli¢iny pro justaz mikroskopu a navrh
formy softwarového autofokusu pro Koherenci tizeny holograficky mikroskop.






2 Mikroskopie zivé bunky

2.1 Optické vlastnosti zivé bunky

Zobrazovani bunécnych preparatu pro biologické aplikace ma oproti technickym apli-
kacim mikroskopie mnoha specifika a s nimi souvisejici pozadavky na zobrazovaci soustavu
z nejvetsi casti tvorena vodou, tedy latkou o ptiblizné stejném indexu lomu, jako ma jeji
prirozené prostiedi. Bunka je z chemického hlediska membranami ohraniceny 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 byly uvefejnény na
zacatku 19. stoleti [2, 3]. Jejich spoleénym principem je, Ze specifickd ¢ast buriky je nabar-
vena fluorescenénim barvivem, tedy latkou s presné definovanym excitacnim a emisnim
spektrem [4]. Emisni spektrum je vuéi excitaénimu posunuto Stokesovym posuvem do
oblasti Cervené céasti spektra. Je tedy vyzafeno svétlo o nizsi energii, nez meélo svétlo
excitacni. Rozdil energii je uvolnén pii nezarivych prechodech ve fluorescenénim bar-
vivu a méni se napiiklad na tepelnou energii. Diky tomuto posuvu je mozno emitované
svetlo vyfiltrovat a oddélit jej od excitacniho svétla. Vlastni barveni lze provést dvéma
zpusoby. Podobné jako pti klasickém barveni je bunka fixovana. Tim je znemoznéno stu-
dium zivotnich procesu bunky. Druhou moznosti je bunku geneticky modifikovat transfekei
plasmidu, ktery zpusobuje produkei barviva, které je specificky vazano v bunce [5]. Timto
zasahem je vSak bunka nendvratné pozménéna.

Zékladni metodou pro fluorescenéni pozorovani bunék je epi-fluorescencni mikroskopie
[6, 7]. Konstrukce mikroskopu vychézi z principu bézného transmisniho mikroskopu. Je
doplnéna druhou osvétlovaci soustavou, ktera je vlozena mezi objektiv a okular nebo ¢ip
kamery. Tato soustava se sklada z sirokopasmového zdroje (napf. halogenova vybojka,
systém LED), kolektorové ¢ocky a vyméniku s tzv. fluorescenénimi kostkami, které jsou
soustavou tvorenou excitac¢nim filtrem, dichroickym zrcadlem a barierovym filtrem. Bar-
vivo navazané na studované bunécéné struktury je odrazem od dichroického zrcadla a
po pruchodu objektivem osvétleno vinovymi délkami excita¢niho spektra a tim dochazi
k jeho excitaci. Emitované zareni je sbirano objektivem, bez odrazu prochézi dichroickym
zrcadlem pfes bariérovy filtr. Ten propusti do okuldru (kamery) jen vinové délky spektra
emitovaného svétla. Fluorescenéni metoda je kvantitativni v tom smyslu, ze podle jasu za-
znamenaného obrazu lze urcéit mnozstvi sviticitho barviva a tim i mnozstvi hmoty bunky,



na kterou je vazano [8]. Nevyhodou fluorescence je omezend zivotnost fluorescencéniho
barviva, kdy po urcitém poctu excitaci a emisi barvivo bledne, vyhasind a vybéluje se
(photobleaching) vlivem nevratnych zmén v barvivu (Stépeni kovalentnich vazeb barviva)
a vlivem nespecifikovanych reakci mezi barvivem a ostatnimi molekulami [9]. Tomuto
efektu lze predchézet snizenim intenzity excita¢niho svétla, ¢asové omezenym osvitem
barviva, a zvysenim koncentrace barviva.

Princip epi-fluorescenéniho pozorovani je v dnesni dobé rozvijen pro metody 3D zobra-
zovani. Zakladni metodou je jeho kombinace s konfokdlni mikroskopii [10, 11] za vzniku
laserové rastrovaci konfokalni mikroskopie [12]. Celé zorné pole objektivu je skenovéno
svazkem excita¢niho zafeni laseru pomoci vychylovacich zrcadel. Emisni a rozptylené
excitacni zareni, vychazejici z predmétové roviny objektivu je po identickém pruchodu
optickou soustavou fokusovano do dirkové clony, za kterou dochazi k filtraci. Svétlo,
rozptylené mimo rovinu ostrosti, je clonéno. Obraz je opét tvofen pouze emitovanym
svétlem. Timto zpusobem je zobrazena bod po bodu pouze ta rovina vzorku, na kte-
rou je objektiv zaostfen. K nasnimani 3D struktury vzorku je tfeba mezi jednotlivymi
obrazy pteostfit do jiné hloubky vzorku a vyslednych snimku pocitacové vytvorit 3D zo-
brazeni. Obdobné lze kombinovat epi-fluorescenéni pozorovani s vicekanalovou konfokalni
mikroskopii [13, 14], kterd vyuziva soustavy dvojic dirkovych clon, které rotuji na Nip-
kowové kotouci. Vysledkem je konfokalni fluorescenéni mikroskop, ktery vyzaduje pouze
jedné rotace Nipkowova disku k tomu, aby nasnimal celé zorné pole objektivu. Podobné
lze dosahnout hloubkové diskriminace skenovanim pti poziti vicefotonové fluorescencni
mikroskopie [15], kterd se vyznacuje tim, ze excitovany stav barviva je vyvolan absorpci
vice fotonu, jejichz celkova odevzdana energie je shodna jako pfi bézné absorbci jednim
fotonem. Aby mohlo k takové absorpci dojit, musi byt fluorescenéni barvivo osvétleno
s velkou intenzitou svétla. Tento jev nastava pouze v roviné ostrosti objektivu.

Konfokélni metody pozorovani lze vyuzit k méfeni vnitini dynamiky zivé bunky. Tato
metoda se nazyvd FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) [16]. Metoda
byla puvodné vyvinuta pro pricné pozorovani difize molekul. Fluorescen¢ni barvivo je
navazano na zkoumané proteiny, membranové lipidy apod. Po ozareni vybraného mista
excitacnim svétlem je fluorescence molekul vysvicena. Lze pak pozorovat znovuobnoveni
fluorescence ve vysviceném misté, které svédci naptiklad o piicném pohybu molekul, kon-
tinuité membranovych organel, pohybu zkoumanych molekul nebo jejich transportu. Ob-
dobnou metodou je metoda FLIP (Fluorescence Loss in Photobleaching). Touto technikou
se zkouma pohyb molekul uvnitt bunék a membran. Metoda vyuziva cileného vybélovani
barviva. Je definovana métfena oblast zadjmu a kontrolni oblast. Ta slouzi k urceni ve-
likosti fluorescencniho signalu pred zapocetim vybélovani. Oblast zajmu je vybélovana
intenzivnim laserovym zableskem. Poté je nezbytné vyckat ustaleni a obnovy fluores-
cence ve vybélené oblasti bunky. Tyto kroky jsou cyklicky opakovany. Zména fluorescence
v oblasti zdjmu je pak kvantifikovdana [17]. Déle je mozno zkoumat interakce molekul
metodou FRET (Forster Resonance Energy Transfer) [18]. FRET umoznuje studovat in-
terakce mezi proteiny, interakce protein-DNA a strukturni zmény proteinu. Molekuly jsou
oznaceny odliSnymi barvivy, ktera jsou zvolena tak, aby se emisni spektrum jednoho z nich
prekryvalo s excitaé¢nim spektrem druhého. Pokud tyto molekuly vzdjemné reaguji a je-



jich barviva se dostanou velice blizko (méné nez na 4 nm), energie excitovaného svétla se
muze prenést z jednoho barviva na druhé. Ziskat kvantitativni FRET informaci z jednoho
obrazku je slozité, protoze fluorescencni intenzita nezavisi jenom na 1ic¢innosti prenosu, ale
i na neznamé koncentraci barviva. Proto se provadi az 8 méfeni s ruznymi kombinacemi
barviv a tedy s riuznymi excita¢nimi a emisnimi vlnovymi délkami.

Metody, které byly v této kapitole zatim popsany spojuje jedna vlastnost. Tou je
omezeni pricného rozliseni dané Abbeho podminkou [19]. Obecnéji fe¢eno dvourozmérnou
prenosovou funkei bodu (2D PSF), ktera je ddana pouzitou optikou. V pfipadé konfokalniho
zobrazeni se pak mluvi o t¥irozmeérné prenosové funkci bodu (3D PSF). Nicméné existuji
metody, které dokazi zmensit velikost 3D PSF a tim zvysit rozliseni piistroje. Jedna se
napiiklad o metodu STED (Stimulated Emission Depletion Microscope) [20]. Ta, jak je
zminéno v nazvu, vyuziva principu stimulované emise. Excitacni laserové svétlo excituje
barvivo vzorku shodné jako pfi konfokalnim zobrazeni a velikost 3D PSF je neménna a
dand volbou optiky mikroskopu. Aby byla snizena jeji velikost, zavadi se do optické sou-
stavy druhy osvétlujici svazek (deplecni svazek), vyvolavajici stimulovanou emisi fluores-
cencniho barviva a tim je potlacena jeho fluorescence. 3D PSF tohoto svazku je tvarovana
tak, aby kolem 3D PSF excita¢niho svazku vytvarela slupku a tim zmenSovala oblast,
ze které je emitovano fluorescencni zareni. Parametry a intenzitu 3D PSF depleéniho
svazku lze upravovat. Timto zpusobem je mozno dosahnout rozliseni 50 — 200 nm. Svétlo
excitacniho a depleéniho svazku je filtrovano a nepodili se na zobrazeni vzorku. Pro dalsi
zvySeni rozliSeni je metoda déle vyvijena a nahrazovana metodou Gated STED, ktera
vyuziva ¢asovani sbéru emitovaného zareni v prubéhu zZivotnosti excitovaného stavu flu-
orescenc¢niho barviva [21].

Dalsi moznosti, jak ziskat vysoké rozliseni na irovni molekul, je pouziti foto-spinanych
barviv a metod STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), PALM (Photo-
activated Localization Microscopy) nebo FPALM (Fluorescence Photoactivation Localiza-
tion Microscopy) [22]. Jedna se o barviva, ktera je mozné pfepinat pomoci laseru nizkého
vykonu z nefluorescenéniho do fluorescenéniho stavu a zpét. Po osvitu timto laserem mé
jakédkoliv molekula barviva malou pravdépodobnost, ze je prepnuta do fluorescencniho
stavu. Zbytek populace zustava v puvodnim nefluorescencnim stavu. Rozdil mezi témito
metodami je dan povahou fluorescencéniho barviva, které metody vyuzivaji. Zakladnim
principem STORM, PALM, FPALM a dalsich souvisejicich metod je, ze aktivovany stav
fotospinatelného barviva musi vést pti po sobé jdoucich emisich fotonu k tomu, aby byla
mozna presna lokalizace barviva pred tim, nez je barvivo pirepnuto do nefluorescenéniho
stavu nebo vybéleno. Navic fidce aktivované fluorescenéni molekuly musi byt od sebe
vzdaleny vice nez je pricné rozliseni dané Abbeho podminkou, aby bolo mozno piresné
urc¢it polohu sviticiho barviva.

Dalsi rozsifenou technikou je metoda SIM (Structure Illumination Microscopy), kterd
byva kombinovdna s metodou osvétleni TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)
[23]. Metoda SIM vyuziva vzor miize, kterd je promitdna do roviny ostrosti objektivu.
Vzor mrize je za stalého snimkovani posouvan a tento proces je opakovan pro celkem Sest
uhlu jejtho natoceni. Vysledny obraz je pomoci Fourierovskych metod skladéan v prosto-
rové frekvencni oblasti. Rozliseni vysledného obrazu odpovida pouziti objektivu s dvoj-
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nasobnou numerickou aperturou. Jednda se o metodu svétlého pole, tudiz vysledny obraz
postrada informaci o hloubce, z které je sniman. Tato metoda je casto kombinovana s me-
todou TIRF. Tato metoda je vhodnéa pro pozorovani oblasti bunky které jsou v tésné
blizkosti podlozniho skla. Vzorek je osvétlen ze strany objektivu tak, ze na optickém roz-
hrani bunka-sklo dochazi k totdlnimu odrazu. Vznikla evanescentni vlna se $ifi na stranu
bunky a excituje fluorescenc¢ni barvivo. Spole¢nou nevyhodou vsech metod zalozenych na
fluorescenci svétla je jejich invazivita. Pti pozorovani zivé buiiky fluorescenénimi meto-
dami je chovani bunky ovliviovano fototoxicitou fluorescenénich barviv [24].

2.3 Kilasické neinvazivni metody zobrazovani zivych bunék

Jde o metody, které jsou schopny vizualizovat zmény faze viny a nevyzaduji tedy zadné
umélé znaceni bunky. Historicky nejstarsi je metoda Zernikova fazového kontrastu [25, 26],
ktera je zalozena na interferenci svétla rozptyleného vzorkem, a svétla, které prochazi
vzorkem bez rozptylu a je uméle fazové posunuto. Vzorek je osvétlen pomoci kondenzoru,
v jehoz predni ohniskové roviné je vlozena clona ve formé propustného mezikruzi. Pokud
nedojde k rozptylu svétla vzorkem, prochazi toto svétlo do objektivu, v jehoz zadni ohnis-
kové roviné je vlozena fazova maska ve formé mezikruzi, které posouva fazi tohoto svétla
o /2 nebo —m /2 podle toho, zda se jedna o pozitivni ¢i negativni fazovy kontrast. Svétlo
vzorkem rozptylené prochazi mimo toto mezikruzi. Interferenci obou slozek svételné viny
je navozen kontrast fazovych objektu, ktery ovSsem neumoznuje stanovit fazové posuvy
svetla ve vzorku kvantitativné. Vysledny fazovy obraz je navic zatizen nezadoucim arte-
faktem ve formé halo-efektu v mistech velkych fazovych skoku, tedy naptiklad na okraji
bunky, ktery znemoznuje pozdéjsi presné urceni jeji hranice. Obdobnou metodou je i
Nomarského diferencidlni interferenéni kontrast [27], ktery vyuziva principu polarizace a
interference. Svazek je pred vstupem do kondenzoru polarizovan a rozdélen Nomarského
hranolem do dvou kolmo polarizovanych svazku, které jsou vuci sobé nepatrné pricné
posunuty. Po prichodu vzorkem a objektivem jsou svazky pomoci druhého Nomarského
hranolu slouceny zpét. Vznikly svazek prochazi analyzatorem a vytvaii obraz, jehoz body
charakterizuji drahovy rozdil pficné posunutych paprski. Obraz vyvolava dojem sikmého
nasviceni vzorku. Dalsi méné pouzivanou metodou je Hoffmanuv modula¢ni kontrast [28],
ktera vyuziva principu sikmého osvétleni. V predni ohniskové roviné kondenzoru je mimo-
osové umisténa obdélnikova stérbina. V misté jejtho obrazu, v zadni ohniskové roviné ob-
jektivu, je umistén modulator tvoreny amplitudovou maskou, ktera je délena na t¥i ¢asti.
Cést masky je zcela absorbujici, dalsf ¢ast je propustna. Mezi nimi je oblast, ktera pro-
pousti 15 % intenzity svétla. Svétlo ze stérbiny kondenzoru, které prochazi oblasti vzorku
s gradientem optické tloustky, se odchyli od puvodniho sméru a obraz $térbiny vytvoreny
v zadni ohniskové roviné objektivu je posunut vzhledem k zéné moduldtoru s 15 % ab-
sorbanci. Tak dopada na zcela absorbujici nebo zcela propustnou plochu. Tim dochézi ke
ztemnéni nebo zjasnéni prislusného mista v obraze vzorku. Vysledek budi dojem Sikmo
osvétleného reliéfu a je velmi podobny Nomarského kontrastu. Vzhled obrazu zavisi na
orientaci gradientu optické tloustky objektu vzhledem ke stérbiné. Rovnobézné gradienty
se neprojevi. Tato metoda je levnéjsi nez predesla metoda, protoze nevyzaduje polari-



zované svétlo a lze pozorovat i objekty na dvojlomnych podlozkach (plastikové misky).
Spolecnym rysem vSech téchto metod je, ze vysledny fazovy obraz neni kvantitativni a
pouze vizualizuje bunku. Tudiz neumoznuji méreni suché hmoty v burnce, jejiz plosna hus-
tota je priblizné imérnd fazovému posuvu svételného svazku v piislusném bodé vzorku

[1].

2.4 Interferencni metody pro kvantitativni zobrazovani bunék

V predchozi ¢asti prace jsou popsany metody, které jsou bézné pouzivany v biologickych
laboratorich a pri vyzkumu zivych bunék. Avsak zadna z popsanych metod neumoznuje
zobrazovat zivou bunku neinvazivné bez zasahu do jejiho prirozeného stavu, a soucasné
kvantitativné ve smyslu ur¢eni mnozstvi ¢i rozlozeni hmoty bunky. Jak jiz bylo feceno,
je znamo, ze plosna hustota suché hmoty bunky je ptiblizné imérna fazovému posuvu
svétla v daném bodé vzorku [1]. Neinvazivni a soucasné kvantitativni pozorovani zivych
bunék tedy umoznuji metody kvantitativniho fazového zobrazovani (Quantitative Phase
Imaging - QPI), z nichz nejvice je zastoupena metoda digitdlni holografické mikroskopie
(DHM). Holografické metody mikroskopie tedy v jistém smyslu predstavuji neinvazivni
protéjsek fluorescenénich metod.

Nézev ,holografie* (z feckého holos - iplny a grafie - zdznam) napovida, ze se jedna
o metodu urcéenou k plnému zadznamu svételné viny. Oproti klasické fotografii, kde je zachy-
cena intenzita svétla, holograficky snimek zaznamena vinu jako celek, tedy jak amplitudu
viny, tak i jeji fazi. Takto vznikd kvantitativni fazové obrazeni (QPI), které je vhodné
k pozorovani méfeni dynamiky zivych bunék [29]. VInu z interferen¢niho zdznamu jako
prvy zrekonstruoval poprvé v ¢tyficdtych letech minulého stoleti Gabor [30] pii expe-
rimentu s in-line usporfadanim interferometru, jenz byl zalozen na interferenci elektro-
nového zareni rozptyleného objektem (predmétové vlna) a zafeni nerozptyleného (refe-
rencni vlna). Tato metoda byla rozvijena pro pouziti v biologickych aplikacich s pouzitim
laserového svétla [31]. In-line usporadani vyuzivaji prakticky vsechny interferenéni mik-
roskopy. Zaznamenany interferogram vsak neni hologramem v pravém slova smyslu, ne-
bot neumoziuje jednoznacnou rekonstrukei faze. Pro ziskani kompletni fazové informace
nutno vyuzit Phase Shifting Algoritm [32]. Metod pro zdznam a rekonstrukei je nékolik,
lis1 se poctem interferogramu, které je tieba zaznamenat a diferenci rozdilu dob Siteni -
pii mensim poctu zaznamu musi byt velikost diference mezi jednotlivymi interferogramy
zndmé a presné nastavend hodnota (chyba nastaveni negativné ovliviiuje presnost ziskané
informace - zejména faze), pii vétsim poctu zdznamu neni nutné dodrzet presnou hod-
notu diference mezi jednotlivymi interferogramy. Prikladem zatizeni, které bylo upraveno
pro kvantitativni fazova pozorovani je interferenéni Hornuv mikroskop [33, 34]. Metoda
fizené faze byla aplikovana i pri adaptaci Zernikovy metody fazového kontrastu na metodu
kvantitativniho fdzového zobrazovani (SLIM [35]). Oproti Gaborovu usporadéani vyuzivaji
obé metody plosny polychromaticky zdroj osvétleni. Oba mikroskopy jsou vybaveny ac-
hromatickym posouvacem geometrické faze. U Hornova pristroje je tento prvek tvoren
trojici hranolu, pficemz prostfedni je umistén na motorizovaném posuvu tak, aby mohl
byt zasouvan mezi zbylé dva hranoly. SLIM mikroskop méa v roviné, kterd je opticky



sdruzena se zadni ohniskovou rovinou, vlozen prostorovy moduldtor svétla, ktery svoji
funkei meéni fazové zpozdéni referencni viny (svétla nerozptyleného vzorkem). Z duvodu
nizké koherence svétla plosného polychromatického zdroje je vyzadovano, aby referenc¢ni
a predmeétova vina prochazela opticky identickou cestou.

S ptichodem off-axis holografie [36] bylo mozno provést kompletni zdznam viny jednim
iterferogramem - hologramem, coz v mikroskopovych aplikacich umoznilo zvysit frek-
venci snimkovani pii sledovani dynamiky zivych bunék. Off-axis usporadani znamena,
ze optické osy vétvi vuci sobé sviraji ihel potiebny pro vytvoreni sady interferencnich
prouzku, ze kterych lze rekonstruovat jednozna¢né amplitudu a fazi zaznamenané viny.
Historicky prvy off-axis holograficky mikroskop dovoloval pouze rekonstrukei viny [37].
K rekonstrukci faze viny je tfeba vyuzit pocitac, proto az s vyvojem vykonného har-
dwaru vznikl prvy pouzitelny mikroskop [38]. Ten vyuziva laserovy zdroj svétla, ktery
jako v klasickém transmisnim mikroskopu osvétluje pres kondenzor vzorek. Obraz vzorku
je zachytavan objektivem a kamerou. K vytvoreni Mach-Zehnderova interverometru je pa-
ralelné k predmétové vétvi vedena vétev referencni, kterou diky vysoké koherenci zdroje
neni tfeba osazovat shodnou optikou jako u Hornova mikroskopu. Off-axis holograficky
zdznam lze také ziskat pripojenim modulu 7 interferometru [39] nebo wDPM modulu [40]
k béznému mikroskopu. Svételna vlna vstupujici do téchto modulu je délena do dvou vétvi,
pricemz v referencni vétvi je vlozen prostorovy filtr, propoustéjici pouze nultou prostoro-
vou frekvenci. Nevyhodou vsech popsanych off-axis usporadani je pouzity laserovy zdroj.
Zaznamenany 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 pouzit{ svétla nizké éasové a prostorové koherence (plosného po-
lychromatického zdroje osvétleni). Tyto mikroskopy (Koherenci tizené holografické mik-
roskopy - CCHM) vyuzivaji principu nekoherentni off-axis holografie, zalozené na vyuziti
difrakéni miizky jako soucasti interferometru. Interferencni struktura je tedy soucasné
zobrazenim struktury difrakéni miizky a proto ji lze vytvorit i nekoherentnim svétlem
[41, 42, 43]. Nevyhoda téchto mikroskopu je stejna jako u Hornova mikroskopu, a to
je nutnost opticky identickych vétvi interferometru. Pouziti nekoherentniho svétla navic
zvysuje naroénost nastaveni mikroskopu, nebot &m méné koherentni svétlo je pouZito,
tim obtiznéjsi je kvili vysoké citlivosti nastaveni optické délky obou vétvi a jejich presné
koincidence v pri¢ném smeéru.

Kromé odstranéni koheren¢niho Sumu je dalsi vyhodou CCHM moznost vyuzit efekt
koherenéni brany dany nizkou koherenci svétla k tvorbé optickych fezu vzorkem [44]
(v reflexnim médu) nebo k zobrazeni v turbidnim médiu [45, 46, 47] (v transmisnim
modu). Nizkd koherence také zvysuje stranové rozlisSeni a zobrazeni jako takové [48].
Koherenci tizeny holograficky mikroskop [43] je vhodny k multimodalnimu zobrazovéni,
naptiklad v kombinaci s epi-fluorescenci. Nicméné nedovoluje v tomto mdédu hloubkoveé
diskriminované zobrazeni fluorescenéniho barviva. Toho lze dosdhnout vyuzitim neko-
herentni holografie, kdy je emitované zafeni snimano objektivy z obou stran vzorku a to
nasledné interferuje ve vystupni roviné mikroskopu [49, 50]. Tyto mikroskopy se vyznacuji
in-line usporadanim interferometru, jsou achromatické a zdrojem zareni muze byt polyc-
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hromaticky zdroj. Hlavni nevyhodou téchto zafizeni je, ze pro ziskéni uplné informace
o predmétové viné (amplitudy a faze) je nutno opét zaznamenat mnozstvi interferogramu
(alespon tii) lisicich se rozdilem dob $ifeni emitovaného zéreni v prvni a v druhé vétvi.
Sestava mikroskopu dle [49] vyuziva pouze jeden detektor, takze je mozné snimat pouze
v casové posloupnosti, coz prakticky omezuje pouziti takového zatizeni na statické ob-
jekty. Systém uvedeny v patentovém dokumentu [50] vyuziva kombinaéniho ¢lenu (délice),
ktery rozdéli svazky z prvni a z druhé vétve a privede je soucasné k nékolika detektorum.
Kombinaé¢ni ¢len zajisti ¢asové neménnou diferenci rozdilu dob Sifeni emitovaného zareni
v prvni a v druhé vétvi, ruznou pro ruzné detektory. Vsechny detektory mohou snimat
synchronné, coz vede ke zvySeni presnosti méreni vuci [49]. V soucasné dobé je vyvijen
a patentovan Fluorescencni holograficky mikroskop (FHM) [51], vyuzivajici podobného
principu zobrazovani, ale v kombinaci s off-axis holografickym uspotadanim interfero-
metru. Prednosti tohoto mikroskopu je moznost tvorby optickych fezu (obraz amplitudy).
Z téze se zda byt mozné dopocitat rozlozeni indexu lomu preparatu v jeho 3D struktufte.
CCHM a FHM mikroskopy vyzaduji pro svou ¢innost a jednoduchou obsluhu robotické
fizeni vybranych prvku mikroskopu. Jedna se o komponenty urcené k justazi ptistroje,
manipulaci se vzorkem, vymeéné fluorescen¢nich kanalu a fizeni vysledného zvétseni mik-
roskopu. Bliz§imu popisu téchto piistroju, zpracovani obrazu, fizeni komponent a auto-
matickym proceduram pro tyto pristroje se bude vénovat zbytek této prace.
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3 Justaz optickych mikroskopu

Optické mikroskopy jsou tGc¢innymi nastroji nejen v bunééné biologii, ale témér ve vSech
oborech Zivych i nezivych véd. At se jedna o ten nejjednodussi systém, nebo vysoce kom-
plikovany superrozliSovaci systém, oba spojuje jedna dulezita véc. Tou je spravné vyladéni
vzajemnych poloh optickych prvku, nebo li justdz. Pokud neni pristroj spravneé sefizen, tak
ziskana obrazova data nejsou kvalitni. V lepsim pripadé je snizeno rozliseni mikroskopu,
jas obrazového pole neni rovnomeérny, obraz neni ostry v celém zorném poli, je deformo-
vany. V tom nejhorsim ptipadé nedochézi ke kyzenému zobrazeni. Proto kazdy vyrobce
mikroskopu dbéa na jejich justovatelnost a postupy justdze byvaji uvedeny v manualech
pristroju.

3.1 Justaz mikroskopt klasickych zobrazovacich technik

Tyto metody jsou piehledné shrnuty v [52]. Zakladem kvalitniho zobrazeni vzorku je
jeho rovnomérny osvit. Z historického hlediska jsou mozné dva ptistupy. Prvym z nich
je pouziti ,kritického osvétleni”, kdy je do pozorované roviny vzorku zobrazen piimo
zdroj svétla. Timto zdrojem byvalo pro prvni mikroskopy Slunce ¢i plamen svicky. Tésné
za zdrojem svétla je v optické cesté polni clona, kterd ovliviuje velikost vysviceného
zorného pole. V zadni ohniskové roviné kondenzoru je vlozena aperturni clona, ktera
meéni aperturu osvétleni zorného pole. Je dulezité, aby tyto prvky byly streditelné. Pri
justazi tohoto osvétleni je polni clona témér uzaviena tak, aby bylo zajisténo zobrazeni
jeji hrany. Obraz je pak pohybem kondenzoru zaostien do roviny vzorku. Osova poloha
aperturni clony je dédna polohou ohniskové roviny kondenzoru. Clona by do ni méla byt
co nejpresnéji umisténa a také vystredéna. Jeji stredéni lze hodnotit naptiklad vuci pu-
pile mikroskopového objektivu, se kterou by méla byt soustiednd. Pozorovani lze provést
naptiklad viazenim Bertrandovy cocky misto okularu. V soucasnosti byva tento prin-
cip osvétleni pouzivan s homogenizovanymi zdroji svétla pomoci difuzéru a vinovodu.
Namadtkou napiiklad u jednoduchych mikroskoptu svétlého pole (MIC-D mikroskop firmy
Olympus [53]) ¢i fluorescenénich mikroskopu [54]. Druhou metodou je v dnesni dobé snad
nejrozsitenéjsi Kohlerovo osvétleni [55]. Tento osvétlovac se lisi od ptredeslého pridanim
kolektorové ¢ocky. Ta zdroj svétla zobrazuje do zadni ohniskové roviny kondenzoru - do
roviny aperturni clony. Poloha polni clony je stejna. Princip justaze je obdobny. Ptibyva
jen nutnost ostfeni a stredéni kolektoru. Podle jednotlivych konstrukci ptistroju se mirné
lisi moznosti, kterymi prvky lze v osvétlovaci ¢asti mikroskopu pohybovat. Je to z duvodu
jejich planovaného pouziti, ceny a kvality piistroje. Pro oba principy osvétleni je ale nutné,
aby justazni prvky zajistily spravnou funkci osvétlovace. U fluorescencnich mikroskopt zp-
ravidla pfibyva moznost justovat polohu vyboje lampy. U klasickych vybojkovych zdroju
lze justovat ¢tyti prvky. Jde o centrovani vlastniho vyboje, osovou polohu a pozici odrazné
paraboly, a také defokusaci 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,
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aby lidské oko bylo schopno zobrazit vsechny pozorované detaily vzorku. I pies rozdily
jednotlivych konstrukeci ruznych vyrobcu mikroskopu je nutno zajistit, aby zobrazovaci
optika byla co nejlépe vycentrovana. Kazda metoda klasické mikroskopie pfindsi novy
pozadavek na optickou soustavu. Naptiklad u Zernikeho fazového kontrastu se jedna
o nutnost vystredit mezikruzi kondenzorové masky vuci fazové desticce objektivu. Pro
Nomarského fazovy kontrast jsou to vzajemné pozice polarizacnich hranolu. Pro Hoff-
manuv modula¢ni kontrast je to poloha masky v ohniskové roviné kondenzoru. A tak
déle. U téchto metod se da uz 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 zékladni a metody
modernich zobrazovacich technik. Proto jsou justazni postupy obdobné jako u klasickych
metod. Prinejmensim z toho duvodu, ze klasické metody snadno dovoluji nalezeni ob-
razu vzorku a jeho ostré zobrazeni. Ptidané optické moznosti zobrazeni modernich metod
jdou ruku v ruce s pouzitim specidlnich modulu ptipojenych do klasického mikroskopu.
Ptipojnym bodem byva prostor mezi objektivem a tubusovou ¢ockou s tim, ze vzorek je
osvétlen pres objektiv. Justazni postupy téchto modulu jsou ruzné. Kazdy modul zpra-
vidla obsahuje svuj vlastni zdroj svétla (koherentni ¢i nekoherentni), vlastni osvétlovaci
optiku na principech jiz popsanych a specidlni opticky prvek umistény bud v roviné kon-
jungované s rovinou vzorku (Nipkowuv disk, systém galvozrcadel, amplitudové miizky
¢i jiné masky) nebo v roviné konjungované se zadni ohniskovou rovinou objektivu tak,
aby ovliviovaly fazi osvétlujici viny (fazové masky pro tvorbu specidlnich svazku). Justaz
téchto prvku je klicova pro spravnou funkci zobrazovacich technik. Naptiklad u metod
konfokalni mikroskopie a technik od ni odvozenych je nutno svazek vystupujici z dirkové
clony ¢i dirky Nipkowova kotouce precizné fokusovat do roviny ostrosti objektivu a pak jej
zase vést zpét do dirkové clony ¢i sdruzené dirky kotouce. K tomu je nutno opét centrovat
optiku, precizné nastavovat zrcatka a mit moznost ostieni. U metody STED je klicové
sesadit stopy excita¢niho a deplecniho svazku laseru a to jak pficné tak i osové [56].

3.3 Justaz interferencnich mikroskopt

Interferenéni mikroskopové systémy nejsou v dnesni dobé piilis komercéné rozsitenymi
pristroji a témér kazdy typ ptistroje je unikatni. Nicméné u vSech typu pristroju plati, ze
jejich spravna funkce a kvalitni zdznam jsou zavislé na kvalité ziskané interference, tedy
kontrastu interferen¢éni struktury. Vsechny dvoucestné systémy obsahuji zobrazovaci vétev
reSenou stejné jako u klasickych mikroskopu. Ty systémy, které jsou zalozeny na interfe-
renci svétla laseru, se ladi 1épe, protoze pouzité svétlo je vysoce ¢asové i prostorové kohe-
rentni. Pouziti osvétleni nizké koherence vyzaduje velmi precizni justaz, kterd navic musi
zarucit casovou stabilitu mikroskopu béhem dlouhodobych biologickych experimenti. Obé
vétve interferometru musi byt pii tom opticky ekvivalentni. Je-li pouzita jednocestna kons-
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trukce jako u SLIM mikroskopu, jsou obé vétve pti dobrém vystiedéni vSech optickych
elementu neustdle ekvivalentni a interferen¢éni struktura vznika bez justaznich zasahu.
Oproti tomu u 7 interferometru nebo u Hornova mikroskopu [34] je nutno mikroskop pro
dosazeni kvalitni interference ladit. Napiiklad postupnou justézi obou vétvi Hornova mik-
roskopu naladit interferenci na nekone¢nou sitku prouzku. Toto ladéni provadi uzivatel
vzdy pii vlozeni vzorku. V dnesni dobé je vSsak mozno pro justaz interferencnich systému
vyuzit nékolik automatickych metod.

Jedna z moznosti, jak naladit interferometr vyuzivajici zdroj bilého svétla, je popsana
v [57]. Sestava piistroje je zalozena na principu Michelsonova interferometru, do kterého
je za zkoumany vzorek zavedeno laserové svétlo, které ve vystupni roviné spektrometru
vytvori interferencéni strukturu. Detektor je slozen z vlastniho fotodetektoru piistroje,
ktery neni citlivy na laserové svétlo, a ze ¢ty do ¢tverce rozmisténych fototranzistoru,
které jsou citlivé jen na svétlo laseru. Justazni procedura spoc¢iva za prvé v méreni signalu
fototranzistoru, ktery je zavisly na rozdilu v naklonéni zrcadel interferometru, a za druhé
v méfeni fazovych rozdilu signalu fototranzistoru. Pokud jsou zrcadla presné sladéna, tak
optické drahové rozdily pro vSechny fototranzistory se budou rovnat a jejich signaly bu-
dou ve fazi. Dalsi metoda je schematicky podobna a je popsana v [58], kde se pomoci
pridavného zdroje svétla udrzuje sjustovany Michelsontuv 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 signalniho svazku. Komparacni elektronikou jsou re-
gulovany servopohony, které ovladaji naklon jednoho ze zrcadel. V [59] popsand metoda
je aplikovana na Michelsonoveé interferometru a vychazi z pouziti diferencialni fazové mo-
dulace tak, aby na vystupu interferometru umoznila detekci fazového rozdilu mezi dvéma
gaussovskymi svazky. K méfeni je pouzita jedna fotodioda nebo nékolik segmentovych
fotodiod umoznujicich odvodit nepfesnost v prekryti vinoploch na vystupu interfero-
metru. Dalsi systém vyuzivajici sekundarni laserovy zdroj ke stabilizaci interferometru
je popsén v [60]. Interferometr je zalozen na Michelson—Linnikové principu a jako zdroj
svétla je pouzita superluminiscenéni dioda. Signdl sekundarniho zdroje je sniman foto-
diodou a je prevadén na velikost vychylky piezostolku s referencnim zrcadlem. Metody
[60, 57, 61, 59] jsou nevhodné pro biologické zobrazovani zivych bunék, protoze pridavny
zdroj svétla muze na bunky pusobit destruktivné, nebo prinejmensim ovliviiovat jejich
chovani. Nevyhoda metody [58] spo¢iva v tom, ze pridavé dodatecné optické elementy do
sestavy interferometru, coz neni praktické.

Metody popsané v piredchozim textu tedy nejsou v tomto piipadé dobfe pouzitelné.
Maji-li se mikroskopy vznikajici na nasem pracovisti pouzivat Sirokou zakladnou uzivatelu,
je proto nutné vyvinout vlastni automatickou metodu pro justdz. Budeme pozadovat,
aby tato metoda byla zalozena na optickém schématu piistroje. Velicina, kterd popisuje
kvalitu zobrazeni mikroskopu, necht je odvozena piimo z holografického signalu, takze
jeji hodnotu lze ziskavat témér v redlném case. Vhodnou veli¢inou, jak bude v praci dale
ukazano, je méreny holograficky signal wp.
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4 Optické sestavy mikroskopu a zpracovani obrazu

4.1 Koherenci rizeny holograficky mikroskop

Opticka sestava koherenci fizeného holografického mikroskopu (CCHM) [43, 62], 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
Ko 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
objektiva 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, kterd je umisténa v tésné blizkosti vystupni roviny interferometru
VR. Difrakéni miizka DM a zrcatko Zs jsou umistény v rovinach vzniklych meziobrazi
MO, 2 za tubusovymi cockami TCLQ. Tim je ve vystupni roviné VR zarucen vznik inter-
ferenéniho obrazce se shodnou prostorovou frekvenci prouzku (nebo-li nosnou frekvenci
fe) pro vechny vinové délky pouzitého svétla a pro vsechny body plosného zdroje Zd
[43]. Principidlné opticky systém tvoii off-axis holografické usporadéni, které je zalozeno
na interferenci nultého a prvého difrakéniho fadu. Achromati¢nost a prostorova inva-
riance interferenéniho obrazce je dana faktem, ze se prakticky jedna o Leithuv princip
zobrazeni [63] difrakéni mfizky do vystupni roviny interferometru VR pomoci vystupnich
objektivii VO. Mikroskop je vhodny k zobrazovani z ruznych hloubek vzorku podle miry
koherence pouzitého osvétleni. Je-1i pouzito vysoce koherentni osvétleni, je mozno provést
pIné numerické preostieni. Pouzitim ¢astecné koherentniho osvétleni je pak moznost nume-
ricky osové preostiit omezena [64, 65]. Na druhou stranu nizko-koherentni osvétleni vede
(v sirsfm slova smyslu) k tvorbé optickych fezu [64]. Jejich tloustka je z4visld na hloubce
ostrosti pouzitych mikroskopovych objektiva [47]. Pak je preostfeni mimo opticky fez
mozné jen opticky. Tento zobrazovaci mod je vhodny naptiklad pro pozorovani prisedlych
bunék na spodnim sklicku pozorovaci komurky.

Vyvoj mikroskopu pokracoval myslenkou na zjednoduseni optické sestavy ndhradou
kondenzoru a objektivu v referen¢ni vétvi variabilni optickou soustavou. Ptislusné optické
schéma jiz bylo ndmi patentovéno [66], z ¢asovych duvodu vsak zatim nebylo realizovéno.
Priklad provedeni interferometrického systému s variabilni optikou pro nekoherentni zdroj
zareni je schematicky znézornén na obrézku 1(b) - (e). Predmétova a referencni vétev
obsahuji obdobné optické prvky jako predchozi usporadani CCHM s tim, ze nékteré prvky
jsou vypustény a prvky referenéni vétve mohou mit promeénlivé ohniskové vzdalenosti.
Predmétova vétev, tak jako v puvodnim navrhu, obsahuje vstupni zobrazovaci soustavu
(kondenzor K pro Kohlerovo osvétleni vzorku, objektiv O a tubusova ¢ocka TC) a vystupni
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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 O, predmétové vstupni zobrazovaci soustavy se

od sebe ligi, a to alespon jednim z parametru zahrnujicich jmenovitou ohniskovou

vzdalenost a jmenovitou numerickou aperturu. Z uvedeného vyplyva pozadavek,

aby zvétseni vystupnich objektivii VO, 5 3y kompenzovalo rozdilnost zvétseni mik-

roskopovych objektivii Oy o tak, aby bylo zvétseni mezi polni rovinou PR a vystupni

rovinou interferometru VR obou vétvi shodné. Soustava vystupnich objektiva VO

muze byt tvofena jednou soustavou pro kazdou vétev nebo délenou na dvé casti

s tim, Ze jedna cast je spolecnd pro obé vétve a mezi tyto ¢asti vystupnich soustav

jsou vlozeny soustavy zrcadel.

e Opticka sestava na obrazku 1(c): Soustava interferometru je analogii predeslého

bodu s tim rozdilem, ze referenéni zobrazovaci soustava (K, O, TCy) 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 referencni vystupni objektiv VO; je vypustén, ale zvétseni mezi

polni rovinou PR a vystupni rovinou VR interferometru zustava stejné pro obé

vetve.

e Opticka 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 zarazena difrakéni miizka DM v blizkosti meziobrazu MO predmeétové a referenéni

vétve. Difraktované svazky pak prochazi 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 pficny pohyb obrazu refe-

rencniho vzorku ve vystupni roviné interferometru.

4.2 Fluorescencni holograficky mikroskop

Tento mikroskop je dalsim z vyvojovych kroku CCHM. Tento mikroskop slouzi k tvorbé

optickych fezii vzorkem a k vypoctu rozlozeni indexu lomu ve vzorku. Princip mikroskopu

byl patentovan [51] a j& se podilel na jeho mechanickém névrhu, stavbé a tvorbé fidictho
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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 o3, tubusovymi ¢ockami TL; o a mikroskopovymi objektivy
01,2 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 objektivi OAC jsou umistény v optickém svazku pro nastaveni
prostorové koherence jimi prochazejiciho svétla. Navic OAC clony slouzi ke snizeni nume-
rické apertury mikroskopovych objektivii Oy 5. Intenzitu osvétleni Ize regulovat vkladanim
sedych filtru F. Volba excita¢niho spektra vlnovych délek a emisniho spektra vinovych
délek je pro fluorescencni aplikaci mikroskopu je zajisténa vyménou fluorescencnich sestav
filtru FSF. Vzorek VZ je z objektové roviny zobrazen do vystupni roviny interferometru
VR pomoci mikroskopovych objektivii Oy 5, tubusovych cocek TCLQ, zoomovacich sou-
stav Zoom, o3 4 a vystupnich objektivii VO, 3 3. Pti zobrazeni vznikaji meziobrazy MO 3
za tubusovymi ¢ockami TC3,4 a meziobrazy MO; 4 za zoomovacimi soustavami Zooms 4.
Transmisni difrakéni miizka DM a referen¢ni okénko Ro jsou umistény v roviné meziob-
razu MO, 4 za zoomovacimi soustavami Zooms 4. Ve vystupni roviné VR pak vznika inter-
feren¢ni obrazec se shodnou nosnou prostorovou frekvenci f. 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 tvoii off-
axis holografické usporadani, které je jako u CCHM zaloZzeno na interferenci nultého a
prvého difrakéntho réadu [43].

4.3 Zpracovani obrazu

Detektorem K pofizeny hologram je numericky zpracovan dle schématu na obrazku 3.
Nejdiive je provedena Fourierova transformace potizeného hologramu. Tim je ziskano
spektrum prostorovych frekvenci obrazu. Ze spektra je vybrano postranni pasmo pros-
torovych frekvenci nosné frekvence f.. Polomér vybrané oblasti je zavisly na rozliSovaci
schopnosti a zvétseni mikroskopu; jsou vybirany jen takové frekvence, které je optika
mikroskopu schopna prenést do své vystupni roviny VR. Nulova prostorova frekvence
je posunuta do stfedu vybéru spektra a to je vynasobeno Hanningovou vahovou funkei
[67]. Komplexni amplituda rekonstruované viny (matice méreného holografického signalu)
wp(i,7) je vypoctena inverzni Fourierovou transformaci ziskaného vybéru spektra. Z ni je
déle vypocten fazovy obraz Arg|wp(i,7)] a amplitudovy obraz |wp(i,j)|. Kvantitativni
fazovy obraz je ziskan navazovaci procedurou a procedurou kompenzujici deformaci jeho
pozadi [68, 69].
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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 pii¢ny linearni
stolek objektivii Og, linedrni stolek pro osovy pohyb zrcadla Z, (piipadné pro osovy pohyb
zrcadel Zgg).
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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 filtru (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-
cenéniho 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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Obréazek 3: Zpracovani obrazu: (a) hologram, (b) spektrum prostorovych frekvenci s vyfrezem
spektra kolem nosné frekvence f., (c) amplitudovy obraz, (d) fazovy obraz, (e) kvantitativni
fazovy obraz.
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5 Teorie zobrazeni pro CCHM a FHM

Oba mikroskopy se po optické strance mirné odlisuji. CCHM mikroskop vyuziva Kohleruv
princip osvétleni vzorku VZ a referenéniho objektu RO (viz obrazek 1). Prvé vina je mo-
dulovana pruchodem pres vzorek VZ, zatimco druha vina prochazi referenénim objektem
RO a zustava 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 vlny jsou prostorové i ¢asové nekoherentni, a jsou tedy schopny tvoftit interferencni
strukturu jen pti perfektnim vyladéni mikroskopu. Nejprve se budeme zabyvat pripadem
CCHM mikroskopu.

5.1 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 vzajemném posuvu obrazu ve vystupni roviné VR, ktery je popsan od-
povidajicim vektorem posuvu q; = (wy,yy) v pfedmétové roving, na velikosti pomérného
zvétseni M mezi obéma zobrazovacimi vétvemi a na odchylce Az osové pozice objek-
tivu. Jelikoz je rovina vzorku VZ osvétlena kohlerovsky, lze urcit teoretickou hodnotu
holografického signalu pomoci néasledujiciho vztahu (viz rovnici (2.20) [64]):

w(g) = //7u1<qt,K)u;mt,K)KzK—SdSK, 1)

kde u(g,, K) je komplexni amplituda prvé viny, us(g,, K) je komplexni amplituda druhé
viny, g, = (x,y) je vektor kartézskych souradnic ve vystupni roviné VR, ktery je podélen
zvétSenim mezi predmétovou rovinou v piislusné vétvi a vystupni rovinou VR, K je redu-
kovany vinovy vektor rovinné viny v prostoru za kondenzorem, ktera odpovida jednomu
bodu zdroje Zd, |K| = K = 1/A, A je vlnova délka svétla, K, je soufadnice redukovaného
vlnového vektoru K ve sméru optické osy.

Ptredpokladame, ze naladénému stavu mikroskopu odpovida dosazeni urcitych hod-
not vyse uvedenych klicovych parametri (AL = Opm, q; = Opm, M = 1, Az =
0 pm). Vlozeni vzorku nema vliv na hodnoty téchto parametru - mikroskop zustava v na-
ladéném stavu bez ohledu na jeho piitomnost. Proto muzeme provést teoretickou analyzu
s predpokladem, Zze do mikroskopu neni vlozen vzorek.

Na okamzik déle predpokladejme, ze mikroskop je naladén, tedy obé vétve mikroskopu
jsou opticky ekvivalentni (AL = 0pm, q; = Opum, M = 1, Az = 0pum), pak Ize podle
rovnice (2.18) [64] uvazovat interferujici vlny ve tvaru:

u1(q;, K) = uz(q;, K) = Vi(K) Po(K) Pr(K)exp (2miK, - q,) , (2)
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kde K; je piicnd cast redukovaného vinového vektoru K, i( K) je spektralni hustota zdroje
Zd, Pg je pupilova funkce kondenzoru, Pr je pupilova funkce soustavy objektivu a tubu-
sové cocky.

Nyni do vztahu (2) zahriime parametry rozladéni mikroskopu. Pfedpokldadejme, ze
prva vlna bude ovlivnéna rozdilem optickych délek AL, vzijemnym posuvem obrazu ve
vystupni roviné VR q; = (5, ys) a zménou osové pozice objektivu Az. Pokud jsou oba
obrazy vétvi vzajemné posunuty o nenulovy vektor q; = (zy,yf), pak je ziejmé nutno
vyraz (2) vynésobit funkci exp (—27riKt . qf). Pokud je opticka délka v obrazovém pros-
toru prvé vétve vétsi o AL vuci druhé vétvi, pak je nutno rovnici (2) vyndsobit komplexn{
exponencialou s argumentem zavislym na AL podle nésledujici uvahy. Fazovy posuv rov-
nobézného svazku, ktery s optickou osou svira thel 9, je na osové vzdalenosti AL (index
lomu v obrazovém prostoru n ~ 1) roven A®, = 27K AL cosy. Za predpokladu, ze pro
mikroskopové objektivy plati sinovd podminka, odvodime vztah siny) = NA;/m < NA/m
pro svazek dopadajici pod maximalnim thlem i v obrazovém prostoru, kde NA; je
numerickd apertura osvétlovaciho svazku za kondenzorem (viz [64]). Maximdlni pomeér
NA/m byl stanoven pro objektivy NIKON CFI S Fluor 20x/0,75, kde v = 0,038rad.
Za predpokladu typické vinové délky A\ = 650nm a pro maximalni AL = 100 ym ¢in{
rozdil fazovych posuvii osového svazku a svazku pod maximdlnim thlem A®y — AP, =
2n KAL (1 — cosyp) = 0,217 rad. Hodnota fazového rozdilu je zanedbatelnd i pro pomérné
vysokou hodnotu AL, a proto lze aproximovat fazovy posuv vyrazem pro A®, pro vsechny
thly svazku. Vysledny fazor pak nabyvé tvaru exp (—27iKAL). Pro popis vlivu posunu

mikroskopového objektivu o Az vyndsobme rovnici (2) vyrazem exp [2%1 (\/K 2 - K}

—K) Az], kde K; je velikost K. Tento vyraz pro fazové zpozdéni 1ze odvodit nésledujici
uvahou. Povazujme mikroskopovy objektiv za aplanaticky, tedy je splnéna sinova podmin-
ka. Za tohoto predpokladu rovinna vlna vstupujici do objektivu z predmétového prostoru
vystupuje do obrazového prostoru opét jako rovinnd vlna s jinym vlnovym vektorem
téze délky [70]. Dojde-li k posuvu objektivu smérem do obrazového prostoru, pak vina
v predmétové casti ziska fazovy prirustek K,Az a v obrazové ¢asti se faze snizi o KAz
(pro index lomu n = 1). Pfedpokladdme-li opét, ze fazovy posuv vlny v obrazovém pros-
toru zavisi na dhlu jejiho sklonu zanedbatelnym zpusobem, pak plati K/ ~ K. Jelikoz
plati vztah K, = \/ K2 — K? je vysledny drahovy rozdil roven <\/K2 - K? — K) Az. Po
zahrnuti vSech zminénych justdznich parametru do rovnice (2) dostaneme jiz kompletni
vyraz pro prvou vinu:

ui(q;, K; qy, AL, Az) = /i(K)Po(K)Pr(K)exp (2miK; - q;) exp (27TiKt : (If)

x exp (—2mKAL)exp [2#1 <\/K2 - K? — K) Az} : (3)

Kompletni vyraz pro druhou vlnu ziskdme tak, ze v rovnici (2) vyndsobime vektor g,
pomérnym zvétsenim M. Vysledny vyraz lze psat ve tvaru:

us(q,, K; M) = \/i(K)Pc(K)Pr(K)exp (2miK,; - ¢, M) . (4)

Integraci (1) podle soufadnic vektoru K lze pfevést na integraci podle soufadnic vek-
toru K; a velikosti K vektoru K. Jakobidn této transformace je K /K. Po dosazeni vyrazu
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(3), (4) do vyrazu (1) dostdvame vztah

w(gs 4 M, AL Az) = / K // i(K) Po(K) P (K) Pr(K) P (K)

x exp 2K, - q,(1 — M)]exp (21K, - q;) exp (—2miKAL)
X exp [2m (\/K2 CK? - K) AZ] P K,dK. (5)

Pro nepiilis vysoké numerické apertury (s hodnotou pod 0,5) 1ze pupilovou funkei kon-
denzoru vyjadiit vztahem Po(K) = circ [(K;n)/(K NAy)] (viz [64], ¢asti 2.2.4 a 6.1), kde
cire(r) je rotaéné symetricka funkce [71] jednotkova na oblasti s polomérem 1, K; = | K/,
kde n je index lomu objektového prostoru mikroskopovych objektivii O, a kde NA;
je nejmensi numerickd apertura optickych prvku mikroskopu. Pupilova funkce objek-
tivu a tubusové ¢ocky muze byt za stejnych podminek vyjddiena vztahem Pr(K) =
circ [(K;yn)/(K NA)|, kde NA je numerickd apertura mikroskopového objektivu. Protoze
NA; < NA, lze soucin obou pupilovych funkeif nahradit funkei circ [(K;n)/(K NAy)].
Nésledné faktorizujme funkci i( K) na soucin spektralni funkce iy (K) a funkce i,(K;) po-
pisujici rozlozeni intenzity svétla v roviné zdroje svétla Zd pro Kohlerovo osvétleni [64].
Vztah (5) lze pak psét ve tvaru:

0 —0o0

x exp [2miK; - q,(1 — M)]exp (271K, - q;)
exp [27ri <\/K2 — K} — 1) Az} d’K,dK. (6)

Predpokladame-li, ze rozlozeni intenzity v roviné zdroje je rotacné soumérné, muze byt

X

dvojrozmérna Fourierova transformace ve vztahu (6) prevedena na Hankelovou transfor-
maci (viz [64], ¢ast 6.4.1)
w(qy; qp, M, AL, Az) = QW/iK(K)exp (—2miKAL)

0
NAs/n

« / ir(k)Jo{2n Kk - [q; — q,(M — 1)]}

exp [Qﬂ'iK (\/m — 1> Az} rkdrd K, (7)

X

kde ir (k) nyni popisuje radidlni rozlozeni intensity v roviné zdroje, pricemz kK = K; /K,
k = |k|. Rovnice (7) popisuje holograficky signdl CCHM pro prostorové i ¢asové nekohe-
rentni zdroj v zavislosti na justdznich parametrech.

5.2 Teorie zobrazeni pro FHM

Ke stanoveni vyrazu pro teoreticky holograficky signal w pro FHM mikroskop predpok-
ladejme, ze fluorescencni vzorek je nahrazen tenkym délicem svazku. Ten je osvétlovan
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kohlerovsky objektivem Os, tedy vinou wus(...). Svétlo je jim ¢astecné odrazeno zpét do
objektivu Oy a ¢astecné propusténo do objektivu O;. Navic objektiv Oy je pfesné za-
ostfen na odraznou plochu délice, coz lze experimentalné zajistit. Pak jsou splnény stejné
podminky pro platnost vztahu (1) a (2) jako u CCHM mikroskopu. Analogicky je pak
mozno vztahy popisujici obé viny rozsitit o funkce obsahujici justazni parametry mikro-
skopu. Predpokladejme, ze prvéa vina bude opét ovlivnéna rozdilem optickych délek AL,
vzajemnym posuvem obrazui ve vystupni roviné VR q; = (zy,y;) a zménou osové pozice
objektivu Az. Druha vlna bude opét ovlivnéna pouze pomérnym zvétsenim M. Jedind
odlisnost vuci predeslému pripadu je dana konstrukei FHM mikroskopu, kdy ke zméné
délky vétve AL pii justazi nedochézi v obrazovém prostoru (za tubusovou cocékou TC),
ale v prostoru mezi objektivem O a jeho tubusovou ¢ockou TC. Jelikoz je opét rozdil
faze paprsku jdouctho po optické ose a paprsku jdouctho vzhledem k optické ose pod
maximéalnim thlem zanedbatelny, plati i zbytek odvozenych vztahu véetné vysledného
vztahu pro teoreticky holograficky signal (7). Protoze osvétlovaci ¢dst optické soustavy
je pro obé vétve totozna, je zrejmé, 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 Kéhlerovym osvétlenim, ale je znamo, ze oba tyto
typy osvétleni jsou koherenéné ekvivalentni (viz [70], kapitola 10.6).

5.3 Experimenty

Je ziejmé, ze hodnota W = |w| teoretického holografického signélu nabyva svého maxima,
pro AL = Opm, ¢; = Opm a M =1 (|q; — (M — 1)] = Opm) a pro Az = 0pum.
Z toho duvodu se hodnota teoretického holografického signalu w ukazuje jako vyznamng
veli¢ina pro u obou mikroskopu. Alternativné byla pii ovérovacich experimentech tes-
tovana i veli¢ina odvozena od signalu w. Jednd se o podil SNR, ktery je vypocten z hodnot
matice méteného holografického signalu (amplitudového obrazu) wp(i, j) viz dodatek A.

Vyse popsany teoreticky holograficky signél w dle rovnice (7) byl pro ovéreni porovnén
s experimentalnimi daty z CCHM pii M = 1. Tento mikroskop byl pro testovani zvolen
proto, ze jeho opticka sestava je stabilni a plné odladéna oproti experimentalni sestave
FHM, na které byl testovan vliv zvétseni M # 1 a vliv posunuti Az # 0 pym. Do objektové
roviny nebyl vlozen vzorek. Méreni bylo provedeno s plosnym a spektralné izkopasmovym
zdrojem svétla. Spektralni funkce zdroje ix (K) byla dana spektralni propustnosti inter-
ferenéniho filtru FB650-10 (A = 650nm, FWHM = 10nm) od firmy Thorlabs [72], jeho
radidlni rozlozeni intensity ir (k) byl aproximovan gaussovskou funkef [67] s proporcionalni
reciprokou smérodatnou odchylkou o = 2,5, kterda byla nalezena fitovanim teoretické
krivky na experimentédlni data. K eliminaci Sumu byla matice méreného holografického
signalu wp (i, 7) prumérovana pies celé obrazové pole dle vztahu

, (8)
=0 j=0 NINJ

kde wp je hodnota méreného holografického signalu a N; a N; jsou rozméry matice
meéteného holografického signlu (matice amplitudového obrazu) wp(i, 7).
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Na obrazku 4(a) je ukazano porovnani zavislosti hodnot teoretického a méfeného ho-
lografického signdlu w a wp na [q; — q(M — 1)| pro M = 1. Naméfené kiivky se od
teoretickych mirné odlisuji. To je zpusobeno zejména optickymi aberacemi vystupniho
objektivu VOo, ktery je umistén za difrakéni miizkou DM v referenéni vétvi. Svétlo difrak-
tované do prvého fadu prochézi okrajem apertury objektivu VOq (v porovnéni s osovym
sifenim svazku v objektové vétvi). Navic pricny posuv objektivu Oy vede k piicnému po-
suvu difraktovaného svazku v apertute objektivu VO,. Naproti tomu namérené hodnoty
holografického signalu na obrazku 4(b) perfektné kopiruji teoreticky vypoctenou kiivku.
Méfteni na obrazku 4(b) bylo provedeno pii M = 1 pro tyz zdroj svétla jako na obrézku
(a) a pro |g; — q,(M — 1)| = 0 pum pii zméné AL.

0O 05 1 15 2 25 3
(a) |- q;(M~1)| [pm]

2.5
E 2
=15
=
= |
I
= 05

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80
(c) AL [um]

Obrézek 4: Porovnéani mezi teoretickymi hodnotami teoretického holografického signdlu w (plnéd
¢drna) a naméfenym holografickym signdlem wp (Gary se symboly). (a) Zavislost signalu na
lg; — q(M — 1)| pro identické délky vétvi interferometru, tj. AL = Opum a pro jednotkové
pomérné zvétseni M = 1. Cary se symboly reprezentuji profily hodnot signdlu métfené z bodu
z gy — (M — 1) = (0,0) pm do ¢tyt smért (viz vlozeny obrazek). (b) Zdvislost zmény hodnot
signdlu na velikosti AL pro |gy — (M — 1) = Opum a M = 1. (c) Vrstevnicovy graf zdvislosti
teoretického holografického signalu w na [q; — (M — 1)| a na AL pro M = 1. Hodnoty w a
Wp jSOU normovany.
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Hodnota teoreticky vypocteného signdlu w je zévisld na |gq; — q(M — 1)| a AL.
Tato zavislost je pro M = 1 ukézana na obrazku 4(c). Protoze je graf symetricky podle
soutadnicovych os, je zobrazen pouze jeho prvy kvadrant. Jeho globalni maximum 0,
je umisténo do pocatku grafu. Lokalni maximum w; ; podél osy AL je dusledkem tvaru
spektrdlni funkce zdroje svétla ix (/). Prubéh ve sméru osy |q; — (M — 1)| je hladky
bez boénich maxim. To je vysledkem gaussovského tvaru intensity ir(x). Hodnota teore-
tického holografického signdlu w nartsta podél osy AL pro konstantni |q; — q,(M —1)| a
také nartstd podél osy |q; — q,(M — 1)| pro konstantni AL, viz experimentdlni data na
obrazku 5.

Abychom prokazali, ze méreny holograficky signal wp ma své globdlni maximum pro
lq; — q,(M —1)] = Opm a AL = Opm pro M = 1 také s polychromatickym svételnym
zdrojem, bylo provedeno méteni obdobné jako predeslém piipadé, ptficemz byl interfe-
rencni filtr odstranén. Na obrazku 6 jsou porovnana méreni obsahujici maximalni hod-
noty Wp maer Pro piipad spektralné uzkopdsmového a spektrélné sirokopasmového zdroje
svétla. Sirokopésmové osvétleni vede k rozsiteni oblasti okolo Wp . (obrézek refhru-
baserbila(b)) v porovnani s spektralné tzkopasmového osvétleni (obrazek 6(a)). Toto
rozsiteni oblasti zvySenych hodnot je zpusobeno superpozici oblasti zvySenych hodnot
signalu odpovidajicich rozdilnym vinovym délkam. Tyto oblasti se idealné nepiekryvaji
z duvodu chromatickych aberaci optického zobrazovaciho systému. Méreny holograficky
signal wp je vyznamna velicina pro posouzeni urovné setizeni obou holografickych mikro-
skopu nejen v pripadé spektralné uzkopasmového, ale také a spektralné sirokopasmového

zdroje svétla.

[a—

Wy [-]

Obrdzek 5: Méfena zavislost holografického signdlu wp na vektoru posunuti q; = (f,yf) a
na rozdilu optickych drah AL pro M = 1. Hodnoty drovné Sedi pixelu (malé ¢tverce) kazdého
podobrazu reprezentuji hodnotu méreného holografického signdlu prumeérovanou pies celé zorné
pole wp pro rozdilné hodnoty q;— q,(M —1), a pro podobraz konstantni AL a M = 1. Pramérné
hodnoty wp jsou normovany vuéi svému maximu v rémci celého méfeni.

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 =
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Wy [-]

Obrazek 6: Mérend zavislost méreného holografického signalu wp na vektoru posunuti gy =
(xf,yr) (méfeni Wp je prezentovano stejné jako na obrazku 5, AL = Opm a M = 1) pro (a)
spektralné tizkopasmovy zdroj svétla (A = 650 nm, FWHM = 10nm), (b) Sirokopdsmovy zdroj
svétla. Hodnoty wp jsou normovény; Normovand maximalni hodnota wp < 1 pro AL # 0 um.

650 nm, FWHM = 10 nm), takze spektralni funkce zdroje ix (K') byla stejnd jako v piipadé
méreni na CCHM. Radidlni rozlozeni intensity svétla ir(k) bylo aproximovéno gauss-
ovskym rozlozenim [67] s proporciondlni reciprokou smérodatnou odchylkou o = 4,0,
ktera byla nalezena fitovanim teoretické kiivky na experimentalni data. Tato odchylka od
hodnoty nalezené pro CCHM je dana povahou simulovaného zdroje, protoze oproti CCHM
neni zdrojem vystup svétlovodu, ale defokusovany obraz vyboje. To vsak nepredstavuje
prekazku pro nize navrhované a testované metody justaze.

Zvétsuje-li se velikost pomérného zvétseni M, dochézi k postupnému omezeni oblasti
zorného pole na kterém lze lokalizovat interferencni prouzky podle obrazku 7. Toto ome-
zovani je zpusobeno tim, ze rovnice (7) pro teoreticky holograficky signdl je zdvisld na | g,
v argumentu Besselovy funkce a tato zavislost se projevuje pouze pro M # 1. Na obrazcich
7(a)-(e) je zobrazen vytez z matice hodnot méfeného holografického signdlu pro zvétsent
M je prvkem {1, 1,05, 1,1, 1,2, 1,36}, pro AL = Opm a [g;[ = 0pm. Pramérovinim
téchto hodnot v okoli g, = (0,0) byly ziskdny radidlni profily zmén hodnot méfeného
holografického signalu wp a porovnany s teoretickym holografickym signdlem w v grafu
7(f). Z tohoto méfeni jasné vyplyva, ze je-li pomérné zvétseni vétvi M = 1, nedochézi
k omezeni oblasti zorného pole, na kterém lze lokalizovat interferencni prouzky a nasledné
meéteny holograficky signdl wp nabyva svého maxima.

Poslednim experimentem bylo ovéreni zavislosti velikosti signalu wp na odchylce
polohy objektivu Az. Opét jako v predeslém piipadé byl fluorescencni vzorek nahra-
zen blanovym délicem, ktery byl osvétlen vybojkou pfes interferencni filtr FB650-10
(A = 650nm, FWHM = 10nm). Spektralni funkce zdroje ix(K) byla tudiz stejnéd jako
u méfeni na CCHM. Radidlni rozlozeni intenzity ir(x) bylo aproximovéno Gaussovym
rozlozenim [67] s proporciondlni reciprokou standardni odchylkou o = 4,0, ktera byla
stanovena v predeslém experimentu. Podle experimentalnich dat byla nalezena fitovanim
redlnd numerickd apertura objektivii O;5. Ta byla pfi tomto experimentu sniZzena na
NA = 0,2 privienim aperturnich clon objektivii OAC. Na obrazku 8 je uvedena zavislost
velikosti méreného holografického signalu wp na velikosti posunuti Az objektivu O. Jak je
patrné z teoretické kiivky a z kfivky namérené, dochazi pti rostoucim posunuti k ubytku
velikosti signalu. Tohoto jevu je tedy mozno vyuzit k nalezeni identické roviny ostrosti

29



0,8 - . (0,0)

wp [-]

]

0.6
_ = |

i 0, 0)

w -1, wp [-]

0,2 |

f O T e
0 20 40 60 80 100 120

Obréazek 7: (a) - (e) Vyfezy z matice hodnot méreného holografického signalu wp okolo optické
osy @, = (w¢,yt) = (0,0) pm mikroskopu pro rizné hodnoty pomérného zvétseni M, pro |q;| =
Opm a AL = 0 pm. (f) Porovnédni zavislosti teoretickych hodnot holografického signélu w (plnd
¢arna) a méfenych hodnot holografického signdlu wp (symboly) v zavislosti na velikosti vektoru
polohy |g,| pro ruzné hodnoty M. Prubéhy kiivek wp jsou ziskédny radidlnim prumeérovanim
hodnot vyfezu. Hodnoty w a wp jsou normovany.

pro oba objektivy O FHM mikroskopu. Autofokusacni metoda pro CCHM je zaloZena na
jiném principu a je konstrukci piistroje umoznéna az pro plné robotizovanou komeréni
verzi mikroskopu Q-PHASE z produkce firmy TESCAN ORSAY HOLDING [73]. Tato
metoda je popsana v dodatku B.
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Obrézek 8: Zdvislost hodnot méfeného holografického signdlu wp (symboly) a hodnot teore-
tického holografického signdlu w (plnd ¢ara) v zavislosti na posunuti Az objektivu O; pfi
M =1, |gf| = 0pm a AL = 0 yum. Méfen{ bylo opakovdno pro dvé nastaven{ objektivu Oz kolem
uzivatelem urcené roviny ostrosti (vysledky vyznaceny ¢ervenymi krouzky a ¢ernymi ¢tverecky).

Hodnoty w a wp jsou normovany.
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6 Justazni procedury a jejich testovani

Pro oba mikroskopy byly na zakladé vyse popsanych experimentu vytvoreny justazni me-
tody které zarucuji jejich plné automatizované sefizeni mikroskopu. Vétsina procedur je
principialné shodné a aplikovatelna pro oba mikroskopy. Nize popsané procedury jsou tes-
tovany a je mozno je rozdélit do dvou kategorii. Prvou jsou procedury inicializa¢ni. Tyto
procedury jsou provadéné pred zacatkem vlastniho experimentu a vedou k plnému na-
ladéni mikroskopu. Druhou kategorii jsou procedury udrzujici naladény stav mikroskopu.

U CCHM mikroskopu je mozno testovat inicializa¢ni procedury jako celek, protoze
mikroskop pri svém standardnim pouzivani méa zdrojem svétla neustdle vysviceno celé
zorné pole a na celém zorném poli je zaznamenavana interference. Navic je tento ptistroj
jiz. komeréné 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 préce
vznikl patent [62], jenz tyto procedury popisuje. Také tyto procedury byly publikovény
[66].

Oproti CCHM vyuziva FHM pii svém standardnim pouziti jako zdroj svétla, které
vytvari hologram, fluorescenci ve vzorku. To pfindsi omezeni pro nékteré inicializacni
procedury, které predpoklddaji na vysvicené celé zorné pole. Proto jsou tyto (inicia-
lizacni) procedury spoustény pred vlastnim experimentem s ndhradou fluorescenéniho
vzorku za blanovy déli¢ pti osvétleni excitacni vybojkou ptes interferenéni filtr FB650-10.
To umoznuje mikroskop ptfedjustovat bez potieby osviceni zkoumaného fluorescenéniho
vzorku, ktery by se mohl vysvécovat. Naptiklad pti fluorescenénim pozorovanim bunék
ve vodnim prostiedi s water dipping objektivy, kdy vzorek bude umistén v bazénku a
soucasny stolek mikroskopu bude nahrazen specializovanym nosicem. Zatim je vyvoj FHM
mikroskopu na svém pocatku, budou pro néj hledany vhodné aplikace a tudiz i vSechny
jeho justazni procedury budou prochézet v budoucnu tpravami. V této praci bude uveden
jejich stévajici stav, ktery odpovida soucasnému vyuziti pristroje (holografické pozorovani
fluorescence fixovaného vzorku s oboustrannym osvitem).

6.1 Popis pohyblivych ¢asti mikroskopu

Pro potieby justaze byly potiebné optické prvky obou mikroskopu motorizovany (viz
obrézek 1 a obrézek 2). Prvni skupina mechanismu je uréena k dosazeni ruznych hodnot
q;- Jednd se o XY linedrni stolek objektivu Oy v pripadé CCHM a 2D rotac¢ni mechanis-
mus zrcatka Zg u FHM. Pro ziskani rozdilnych délek vétvi interferometru AL CCHM byl
nosic zrcatka Zs usazen na linearni stolek s podélnym posuvem. FHM mikroskop ma vice
moznosti, jak ménit délku vétvi. Prvou moznosti je zména délky vétve v osvétleni posu-
vem zrcadla Z, a s nim vazanou vlastni rotaci a rotaci zrcadla Z,. Tato justaz je dulezita
pro rezim osvétleni s vytvorenou stojatou vlnou. Shodny princip zmény délky vétve je
aplikovan i v zobrazovaci ¢asti mikroskopu pro zrcadla Zs a Z;. Také je mozno synch-
ronné meénit osové polohy objektivii O a vzorku VZ a tim dosahnout zmény délky vétve
AL jak v zobrazovaci ¢ésti, tak i v osvétlovaci ¢asti mikroskopu. Zoomovacimi soustavami
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Zoom lze plynule nastavovat zvétseni pro kazdou ze zobrazovacich vétvi mikroskopu. Pro
vychozi provoz piistroje jsou v soucasnosti zoomovaci soustavy Zoom, o3 4 nastaveny na
zvétseni M = 1. Zoomovaci soustavy Zooms s, jsou fixné nastaveny na 50 % rozsahu
pohybu servopohonu a zoomovaci soustava Zoom; slouzi pii justazi ke korekci odchylek.
I pres specialné vyrabénou presnou mechaniku, kterda zoomy nese, dochazi k nedokonalosti
v jejich nastaveni. Ta je dana znac¢nou vuli v kulisovém mechanismu vysuvu zoomu a usa-
zenim jejich cocek v plastovych objimkach. Vysledné zvétseni mikroskopu a jeho doostieni
je pak mozno meénit i zoomovacim vystupnim objektivem VOsz. Zamérné obrazce obou
mikroskopu byly umistény do rovin opticky sjednocenych s obrazovou rovinou, poc¢itacem
ovladané zaveérky Zav byly umistény do vsech vétvi mikroskopii. Osvétlovaci a zobrazovaci
svazky FHM jsou vybaveny fiditelnymi aperturami. Polni clonou PC je mozno ovliviiovat
velikost osviceného pole vzorku, aby nedochazelo k vysvécovani fluoroforu mimo zorné
pole objektivi. Aperturni clonou AC je mozno upravovat aperturu osvétlovacich vétvi.
Objektivové aperturni clony OAC dovoluji snizit numerickou aperturu objektivu a tim
zvysovat hloubku ostrosti a prostorovou koherenci fluoreskujiciho zdroje svétla pro holo-
grafii. Vyménou fluorescencnich sestav filtru FSF lze prepinat mikroskop z diaskopického
modu do fluorescen¢nich modu. Ty jsou umistény na linearnich fiditelnych vedenich stejné
jako déli¢ svétla Dy, difrakéni mtizka DM a referen¢ni okénko Ro. Tyto komponenty jsou
vhodné navrzeny pro kazdy fluorescencni kanal.

6.2 Procedury ivodniho nastaveni mikroskopi

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. Tyto procedury jsou zalozeny
na principu méfeni charakteristického rozméru sefizovaci slony SC. Po ukoné¢eni proce-
dur je pomérné zvétseni zobrazovacich vétvi mikroskopu M # 1, obrazy vzorku jsou
ve vystupni roviné VR vici sobé posunuty o |g;| # 0pum a rozdil délek zobrazovacich
véetvi AL # 0pm. Po tspésném skonceni prvé faze nésleduje faze druha. Ve vystupni
roviné jsou znatelné interferencni prouzky a méteny holograficky signal wp je dostacujici
k dspésnému prubéhu procedur druhé faze, které jsou zalozeny na principu méfeni hodnot
holografického signalu wp. Jeho hodnota je zesilena jeho maximalni hodnotu na wWp yaq-

6.2.1 Prva faze uvodniho nastaveni

Prva procedura zajisti, aby se pomérné zvétseni M obou zobrazovacich vétvi interfero-
metru co nejvice priblizilo 1. Tato procedura se opét tyka pouze FHM, protoze CCHM
zatim neni vybaveno variabilni optikou. Princip metody je znazornén na obrazku 9.
Tato procedura je pouzita pro predbéznou korekci pomérného zvétseni M po spusténi
mikroskopu. Aby mohla probéhnout, je treba FHM prepnout do diaskopického modu,
vzorek nahradit blankovym délicem a zvysit ¢asovou koherenci svétla interferenénim fil-
trem obdobné jako v pfedchozi kapitole. Tim je eliminovana moznost vysviceni fluores-
cencniho vzorku a metoda je vhodna i pro reflexni aplikace FHM. Vyslednd hodnota M
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konec procedury

Obrazek 9: Vyvojovy diagram procedury prvé fiaze uvodniho nastaveni FHM pro korekci
pomérného zvétSeni obou zobrazovacich vétvi interferometru 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 signalu
(dle obrazku 7) pro tspésny béh dalsich justdznich procedur. Na zacatku procedury je
sefizovaci clona SC vsunuta do optické cesty mikroskopu a je zobrazena do objektové
roviny VZ a také do vystupni roviny interferometru VR. Pruméry obrazu SC d; a ds jsou
rozdilné a jsou nalezeny zavienim piislusnych zavérek Zavs, Zavy v obrazovych vétvich
interferometru. Praméry obrazu jsou odecteny z obrazu a porovnany mezi sebou

dy
M= 9)

Korekce rozdilného zvétseni je provedena zménou ohniska zoom objektivu Zoom;. Rozsah
zmény ohniska ¢ini 25 — 50 mm pro toto rozmezi je kalibrovano 100 % rozsahu pohybu
servopohonu. Reguldtoru servopohonu je pak odesldna nova procentualni hodnota dana
soucinem stavajici hodnoty vynésobené M. Takto nastaveny princip regulace je nezavisly
na nastaveni zvétSeni ostatnich zoom objektivi Zoom, protoze zména jejich ohniska je
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linedrni vzhledem k nastavované procentualni hodnoté pohybu servopohonu. Tato sek-
vence se pro zvyseni jistoty spravného nastaveni zopakovana a je ukoncena podminkou
0,95 < M < 1,05. Nasledné je sefizovaci clona SC vysunuta z optické cesty a zavérky
Zavs 4 jsou otevieny.

Nasleduje druha procedura, kterd je zalozena na odecitani poloh obrazu sefizovaci
clony SC. U FHM mikroskopu probiha procedura za stejnych podminek jako v predchozim
pripadé. CCHM mikroskop bézné vyuziva interferencni filtr ke zvysSeni ¢asové koherence
svétla. Tato procedura je schopna obrazy zarovnat i pii velkém rozladéni mikroskopu
a tim umoznit nasledné naladéni interferencéni struktury. Procedura je vhodna pro oba
mikroskopy. Jeji princip je zachycen na obrazku 10. Cilem je pomoci mechanismu posuvu
pole (objektiv Oy CCHM mikroskopu a zrcadlo Zg FHM mikroskopu) nastavit mikroskop
tak, aby vzdjemny posuv polf |g;| ~ 0 ym a tim byl dan dobry predpoklad pro nalezen{
globalniho maxima wp dle obrazku 4. Na zacdtku procesu je sefizovaci clona SC vlozena
do optické cesty mikroskopu a tim je zobrazena do roviny vzorku VZ a tim také do
vystupni roviny interferometru VR. Postupnym snimanim obéma zobrazovacimi vétvemi
jsou nalezeny stfedy obrazii SCi[rgc,,¥sc,), SCalrse,, Ysc,] a je vypocten vektor jejich
vzajemného posuvu dle vztahu

qu = (917’sc1 - x/sczyy/scl - ?Jécg)- (10)

Pozadovany posuv poli g; pak Ize stanovit jako

qf - Aqf, = A(x/SCQ - x/S017y/SCQ - ylscl)7 (11>

kde A je zesileni procedury. To je zavedeno pro zjednoduseni nastaveni parametru metody.
Jeho vhodnou volbou 1ze pro vSechny konfigurace nastaveni zoom objektivii Zooms 34 a
vystupniho objektivu VO3 FHM zarucit iteracni metodou to, ze |q;| ~ 0 ym. Pro CCHM
mikroskop s nevariabilni optikou je mozno zvolit presné parametr A = %, kde m je
velikost zvétseni mezi objektovou a vystupni rovinou interferometru VR. Poté je pomoci
mechanismu posuvu pole zavedena korekce posuvu poli —g;. Proces je opakovan do té
doby, dokud neni docileno podminky, ze vyslednd hodnota |qf| je mensi nez ekvivalent
10 pixelu snimaného obrazu. Nésledné jsou elementy SC, Zavy, Zavs vysunuty z optické
cesty mikroskopu.

Nakonec je nutno zkontrolovat, zda-li je hodnota méreného holografického signalu wp
vetsi nez uzivatelem stanovend minimalni hodnota W}, (pfiblizné 80 % z Wp ma). Pokud
tomu tak neni, je nutno spustit proceduru, kterd po stanovenych krocich méni AL. Tato
procedura je shodna s procedurou druhé faze tvodniho nastaveni. Pro tento 1cel staci
pouzit krok 10 pm, diky kterému lze nalézt dle obrazku 4(c) az 90 % Wp maz-

6.2.2 Druha faze ivodniho nastaveni

Tato procedura zajisti, aby pomérné zvétseni obou zobrazovacich vétvi interferometru
bylo co nejblize M = 1. Procedura se opét tyka zatim pouze FHM, protoze CCHM
nemd variabilni optiku. Metoda je zalozena na principu hledani maxima. Jak je patrné
z obrézku 7, pokud se M — 1, pribyva v matici wp(i, j) vysokych hodnot holografického
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Obrazek 10: Vyvojovy diagram procedury prvé faze tivodnitho nastaveni CCHM a FHM pro
korekci posuvu pole gy.

signalu a tim roste méreny holograficky signal wp. Proto je M po krocich ménéno (zménou
ohniskové délky zoomu Zoom; ) v definovaném rozmezi okolo své vychozi hodnoty. Pfi tom
je prubézné odecitan méreny holograficky signal wp. Ve vysledku je zoomovaci objektiv
Zoom; nastaven do polohy odpovidajici nejvyssi hodnoté wp.

Dalsi procedura slouzi pro hledani nejvyssi hodnoty signélu wp zménou prvku, ktery
posouvé obrazové pole (objektiv Oy u CCHM mikroskopu a zrcétko Zg u FHM mikro-
skopu) s cilovym stavem |g;| = 0 pym. To muze byt provedeno mnoha zpusoby. Jednou
z moznosti je dvourozmérné rastrovani obrazovym posouvac¢em po drobnych krocich ko-
lem vychozi polohy (viz snimky na obrazku 11(b)). Toto je velmi jednoducha a tim i
robustni metoda. Druhou moznosti je uplatnit postup navrzeny Ing. Lukasem Kvasnicou,
Ph.D., ktery vyuziva heuristicky algoritmus s ukoncovaci podminkou. Tento algoritmus je
schématicky zndzornén na obrazku 11(a). Spo¢iva v téchto tikonech: Nejprve je odectena
hodnota signalu wp 1 ve vstupni pozici posouvace obrazového pole. Tato pozice g; je
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nasledné zménéna o maly definovany krok v libovolném sméru a je ziskdana nova hodnota
signalu wp o, kterd je porovnana s piedchozi wp ;. Je-li Wp o < Wp, 1, algoritmus pro-
vede dalsi krok vpravo vuci puvodnimu sméru, jinak je proveden krok puvodnim smérem.
Kdyz neni ukoncovaci podminka splnéna, je odectena hodnota signdlu wp 3 a je znovu
porovnana s predeslou hodnotou signdlu wp o. Ukoncovaci podminka muze byt vybrana
podle situace, kterd nastane dfive. Vyhodné muze byt pouzita kombinace podminek.
Podminky mohou byt zalozeny na opakované detekci nejvyssi hodnoty signalu wp ve
stejné pozici, kdyz algoritmus opakované prochazi stejnymi souradnicemi, nebo na kalku-
laci variacniho koeficientu z nékolika poslednich hodnot signdlu wp. Variaéni koeficient
musi byt blizky jedné, aby byla podminka splnéna. Heuristicky algoritmus vynika svou
rychlosti, ale je nachylny k selhani z duvodu cyklického prochédzeni malé mnoziny po-
hlediska.

Dalsi procedura vede k nastaveni nulového rozdilu délky vétvi, coz odpovidéd hodnoté
AL = 0 pm. Proto je pohybovéano 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). Nastavitelny interval pohybu je po krocich prochézen a je hleddna
maximélni hodnota signalu Wp e, (viz obrazek 11(b)).

-Spum wy>w)

AL=-8pm -6pm -4pm -2um Opm 2pm 4pum 6pm Sum 10um

aeepopones

WD, max

Wpl-]

Obréazek 11: Obrazek principtu druhé faze dvodniho nastaveni. Méfeny holograficky signal wp
je normovan a reprezentovan stejné jako na obrazku 5. (a) Prvym v pofadi je heuristicky algo-
ritmus hledajici lokdlni maximum hodnoty wp zménou gy pii udrzovani konstantnich hodnot
AL a M. To je dano pficnymi pohyby mikroskopového objektivu Og mikroskopu CCHM a
nebo zrcadlem Zg mikroskopu FHM. (b) Druhym v pofadi je hleddni globalniho maxima hod-
noty Wp maz zménou AL pomoci osového pohybu zrcadla Zs mikroskopu CCHM nebo pomoci
osovych vysuvi objektivii O a vzorku SC mikroskopu FHM ve sméru vzrustajicich hodnot wp.
Hodnoty méfeného holografického signalu wp jsou normovany.

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 8.
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Postupné provedeni vSech ctyfech procedur zaruci, ze vSechny podminky pro nalezeni
maximalni hodnoty signdlu Wp mee M =1, AL = Opm, |g;| = Opm a Az = 0pm jsou
splnény. Poradi téchto procedur je mozno zaménovat dle potieby, piipadné i opakovat
s pouzitim odlisnych parametri.

6.2.3 Testovani procedur na CCHM mikroskopu

Pro testovani procedur byly pouzity objektivy Nikon 10x/0,30. Sirokospektralni plosny
zdroj svétla byl filtrovan interferenénim filtrem FB650-10 (A = 650 nm, FWHM = 10 nm).
Hologramy byly zaznamenavany kamerou XIMEA MR4021MC-BH. Volba minimalnich
krokui pro justdz v piicném (q;) a osovém (AL) sméru zavisela na cilené hodnoté signalu
podle grafu na obrazku 4(c). Jak je ukazano v ¢asti 6.3, postacujici hodnota signalu pro
dobrou kvalitu kvantitativniho fazového kontrastu je okolo 90 %. Odpovidajici akcepto-
vatelné rozladéni je tedy 0,5 pum pro |g;| a 10 um pro AL (viz obrézek 4(c)). Proto byl
vybran krok zrcatka Zs 10 um pro AL pti prvé fazi ivodniho nastaveni. Pro druhou fazi
uvodniho nastaveni byla vybrana robustni rastrovaci metoda, kterd pricné rastrovala pole
o velikosti 5x5 pozic s krokem 0,5 pgm pro x5 a pro y¢. Jelikoz je pohyb zrcatka Z, linedarni a
jednosmeérny, byl osovy krok AL byl zjemnén na 1 um. Tato korekce vyrazné neprodlouzila
¢as pruchodu oproti situaci, kdyby byla pouzita na pti¢nou rastrovaci metodu.

Testovani metod pro CCHM bylo provedeno pro vsechny pouzitelné metody spolecné,
pricemz jednotlivé procedury na sebe plynule navazovaly. K testovani byl pouzit ori-
ginalni SW firmy TESCAN ORSAY HOLDING pro CCHM, do kterého byly implemen-
tovany popsané metody. CCHM mikroskop byl opakované ndhodné rozladovan posu-
vem objektivu O, a pohybem zrcatka Zs o vzdédlenost 100 pm. Bylo provedeno dvacet
nezavislych opakovani kompletni justaze. Prumérna potiebna doba pro naladéni mikro-
skopu byla okolo 136 sekund. Na obrazku 12 jsou ukézany vysledky automatizovaného
sefizovani v procentudlnim porovnani k hodnoté ziskané pfi manudlnim preciznim na-
ladéni Wp maz, m- Relativni hodnoty signalu Wp, s = (Wp, maz /WD, maz,m) - 100 % jsou vyne-
seny na vodorovné ose x grafu. Na svislé ose y jsou vyneseny ¢etnosti jednotlivych piipadua
vysledného signdlu. Je patrné, ze testované procedury metody ladéni skoncily bezchybné
s vysokou tspésnosti.

6.2.4 Testovani procedur na FHM mikroskopu

Pro testovéni procedur byly pouzity objektivy Nikon 10x/0,25. Pro tivodni fizi nasta-
veni bylo misto fluorescenéniho vzorku pouzito diaskopické osvétleni Sirokospektralnim
plosnym zdrojem svétla, ktery byl filtrovén interferenénim filtrem (A = 650 nm, FWHM =
10nm) a vzorek byl tvofen bldnovym délicem svétla. Hologramy byly zaznamenény ka-
merou Basler ACA2040-180km.

Uvodni procedura prvé faze nastaveni hledajici stejné zvétseni M = 1 zobrazovacich
vétvi byla testovana tak, ze ohnisko zoom objektivu Zoom; bylo nahodile ménéno v in-
tervalu 15 % az 60 % rozsahu pohybu servopohonu a nésledné byla spusténa vlastni
justazni procedura. Intervalu pomérného zvétseni M = 1 £ 0,05 odpovida realné poloha
servopohonu 34 + 8 %. Tyto hodnoty byly nalezeny ruc¢né pii kalibraci. Testovani bylo
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Obrazek 12: Histogram demonstrujici celkovou tspésnost pii testovani procedur na CCHM mik-

roskopu.

provedeno dvacetkrat. Na histogramu v obrazku 13 jsou zaznamendny cCetnosti jednot-
livych vysledku justazni procedury spolecné s limity danymi jiz zminénym pozadavkem.
Jak vyplyva z vynesenych dat, vSechny vysledky justdzni metody lezi ve stanoveném
intervalu. Metoda pracuje spravne.

6
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pozice Zoom; [%]

Obrézek 13: Histogram demonstrujici tispésnost pii testovani ivodni metody prvé faze nastaveni
zvétseni M =~ 1. Cervené jsou vyznaceny hranice odpovidajici intervalu M = 1 + 0,05.

Druha procedura prvé faze nastaveni hledajici vzajemny posuv poli \qf\ ~ Opum
byla testovdna opét dvacetkrdt. Po ndhodné zméné posuvu poli (cca max. 1/3 zorného
pole) byla spusténa justazni procedura. Vsech dvacet opakovéani skoncilo ispéchem a byla
splnéna podminka pro ukonceni metody.

Uspéch tvodnich procedur prvé faze nastavent je zdkladnim predpokladem pro tspéch
procedur faze druhé. V této fazi je jiz pouzit fluorescenéni mod a vzorkem je jiz pozoro-
vany objekt. V tomto okamziku je nutno zménou AL nalézt co nejvyssi hodnotu méreného
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holografického signdlu wp. Metoda byla stejné jako u CCHM testovana s krokem 1 pum
pro AL. Metoda dvacetkrat prochazela stanoveny rozsah pohybu. Vzdy uréila vyslednou
polohu pro mechanismus zmény délky vétve odpovidajici maximalni hodnoté méteného
holografického signalu wp. Smérodatna odchylka vysledné polohy ¢inila 0,38 um. To od-
povidd AL = 0,76 um a vzhledem ke tvaru grafu na obrazku 4(c) je to vice nez dostacujici.

Obdobnou krokovou zménou je hleddno pomérné zvétseni obou zobrazovacich vétvi
M = 1. Procedura prochazela zvoleny rozsah pohybu zoom objektivu Zoom; s kro-
kem 1 %. Vychozi oblasti bylo 26 % az 42 % rozsahu pohybu objektivu, tedy oblast,
kde byla ukoné¢ena ¢innost tvodni procedury. Vysledny vysuv objektivu vzdy odpovidal
maximalni hodnoté méreného holografického signalu wp. Po dvaceti opakovanich byla
ziskdna prumérna poloha vysuvu rovnd 33,90 % s 95% intervalem nejistoty 42,13 %,
coz odpovidd manudalné stanovené hodnoté. Je-li tento vysledek pfeveden na pomeérné
zvétSeni M, je ziejmé, ze procedura je spolehlivd, protoze 95% interval spolehlivosti tvori
M =1,00£0,01.

Robustni metoda procedury dvourozmérného rastrovani byla pouzita i ptfi hledani
|q;| = 0 pm, kterd piiené rastrovala pole o velikosti 7x7 pozic s krokem 1,8 um pro zy a
pro yy. Velikost kroku byla volena tak, aby bylo zaruceno, ze bude nalezena oblast maxima
holografického signdlu i pro vychoz{ hodnotu |g;| = 6 ym, kterd odpovidd podmince 10 px
pro ukonceni tvodni metody. Procedura ve vSech pripadech spravneé identifikovala oblast
maxima holografického signalu, coz bylo potvrzeno i manualné.

Posledni testovanou procedurou je doostreni mikroskopovych objektiva a tim i na-
staveni fokusu Az = 0pum. Procedura prochézela zvoleny rozsah pohybu obou mikro-
skopovych objektivii O s krokem 1 pym kolem vychozi hodnoty stanovené pii manudlnim
ostfeni po vlozeni vzorku. Metoda dvacetkrat prochézela stanoveny rozsah pohybu. Vzdy
urcila vyslednou polohu pro mechanismus posuvu objektivi O odpovidajici maximalni
hodnoté métreného holografického signalu wp. Vysledné polohy objektivu byly stanoveny
s intervalem 95% spolehlivosti na —24171,9 £ 1,4 um pro objektiv O; a 26435,1 + 1,8 um
pro objektiv Oy (méfeno vuci referenénim nulovym pozicim linedrnich stolku). Polohy
byly potvrzeny manudlné. Z téchto hodnot a ze tvaru kiivek grafu na obrazku 8 lze od-
vodit, ze kraji intervalu 95% spolehlivosti pro méné piiznivy piipad (1,8 um) odpovida
zanedbatelny pokles signélu.

6.3 Procedura pro dlouhodobé popzorovani na CCHM mikro-
skopu

P#i béhu dlouhotrvajicich experimentu na CCHM mikroskopu hodnota signédlu wp kolisa
vlivem teplotnich zmén nebo vibraci. Proto je nutno nalézt proceduru, ktera by udrzovala
maximalni hodnotu wp. Parametry, které je nutno ovliviiovat jsou: rozdil optickych délek
AL a vzajemny posuvu obrazi ve vystupni roviné VR q; = (zy, ;).

Navrzena procedura aktivuje oba pticné stolky mikroskopového objektivu Os a osovy
pohyb zrcatka Z,. Témito prvky je postupné pohybovano symetricky kolem jejich vychozich
poloh o dany krok. Procedura porovnava vychozi hodnotu signalu Wp, . a hodnoty
wp v prilehlych pozicich aktivniho prvku. Aktivni element je vzdy posunut do pozice
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odpovidajici maximdlni hodnoté signalu wp. Na obrazku 14(a) je uveden graf casové
zavislosti hodnot signalu wp béhem spusténé procedury. Ta ménila pozice mikroskopového
objektivu Oy s krokem 100 nm ve sméru x5 a y; a opticky drahovy rozdil vétve AL (pozice
zrcadla Zy) s krokem 200 nm. Velikosti kroku byly voleny jako nejmensi mozné k ziskéni
priblizné konstantni hodnoty méfeného holografického signalu wp, ale stale postacujici
pro spolehlivou korekci rozladéni mikroskopu vzniklou béhem intervalu 40s mezi zasahy
navrzené procedury. Na obrazku 14(b) je vynesena casova zavislost hodnot méfreného
holografického signélu wp bez spusténé procedury. Hodnota signalu neni konstantni a
je prilis nizka po vétsinu casu. Pokles hodnot signalu se projevuje vyssim podilem Sumu
v kvantitativnim fdzovém obraze (QPI). Definujeme-li hodnotu rozliseni kvantitativni faze
pro QPI jako r = 20, kde o, je smérodatna odchylka Sumu pozadi méfeného ve vyiezu
dle obrézku 14(c), pak pokles hodnot signalu na 90 % nemé& méfitelny efekt na rozliseni
(viz obrazek 14(b)). S klesajicimi hodnotami signdlu wp sum pozadi QPI o, roste a tim
se zhorsuje rozliseni QPI r. To je nazorné ukazano na fezech jednou z méfrenych bunék
na obrézku 14(d) a (e).
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Obréazek 14: (a) Piiklad dlouhodobé stabilizace vysokych hodnot méfeného holografického
signdlu wp a soucasny prubéh zmén hodnot gy = (vy,yy) a AL, které odpovidaji posuvim
objektivu Og a zrcadla Zo, a které vedly ke stabilizaci hodnot signalu. Hodnoty signalu wp
jsou normovény. (b) Casové zévislost hodnot signalu @p bez dlouhodobé udrzovaci procedury.
Meérené fazové rozliseni r odpovidajici danym hodnotam signalu je vyznaceno ve vybranych
bodech grafu. (¢) Kvantitativni fazovy obraz krysich rakovinnych bunék pofizenych pii 90 %
maximélni hodnoty méreného holografického signédlu (r = 0,038 rad, viz graf (b)). Méreni hod-
noty o, je provedeno ve vyznaceném okné (22000 pixeli1). (d) a (e) Rezy krysi rakovinnou buiikou
potizené pii 100 % maximélni hodnoty métreného holografického signdlu a 70 % maximalni hod-
noty méfeného holografického signalu. Rezy byly vedeny tiseckou vyznacenou v obréazku (c).
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7 Konstrukce robotizovanych prvku

V minulé kapitole byly zminény vSechny prvky, které jsou v obou mikroskopech nez-
bytné pro jejich tizeni z PC. V této kapitole bude popsan mechanické feseni vSech od-
povidajicich robotizovanych prvku obou mikroskopt, jejich fidici elektronika i zpusob
komunikace s PC. Na obrazcich 15 a 16 jsou zobrazeny 3D modely obou mikroskopu a
v nich jsou vyznaceny robotizované podsestavy. Mechanickd sestava CCHM byla spolecné
navrzena mnou, Ing. Tomasem Slabym, Ph.D., a Ing. Martinem AntoSsem, Ph.D.. Kons-
trukce FHM vznikla v mé spolupraci s Ing. Pavlem Kolmanem, Ph.D. V obou piipadech
jsem navrhoval robotické mechanismy vcetné jejich fizeni. V obou sestavach se vyskytuji
robotizované prvky pohanéné servopohony firmy Hitec RCD USA [74] nebo HuiDa RC
International [75] a mechanismy zaloZzenymi na piezoposuvech firmy SmarAct [76]. Oba
typy téchto prvku budou popsany v nasledujicim textu.

7.1 Robotizované prvky se servopohony

Vsechny robotizované prvky jsou tizeny ze softwaru obsluzného PC pomoci specializo-
vanych tidicich karet. Byly voleny karty postacujici pozadavkim kazdého z mikroskopi.
Protoze ptresnost robotizovanych prvku zdlezi i na typu pouzité fidici karty, je dulezité
zminit se o jejich fidicich moznostech.

Pro CCHM byla pouzita velmi jednoducha karta SOS-AT od vyrobce Snail Instru-
ments [77] (viz obrézek 17(a)) s komunikac¢nim rozhranim RS232, umoznujici ¥idit az osm
servopohonu. Karta je napdjena pomoci dvou spinanych zdroju s vystupnim napétim
5 V. Prvni zdroj nap4ji elektroniku karty (konektor Ul) a druhy (konektor U2) je vyuzit
pro napéjeni servopohonu. Koncepce oddélenych zdroju je zvolena z duvodu odstranéni
ruseni, které vznika pii pohybu servopohonu a které by mélo vliv na spravnou funkci
karty. Pomoci zkratovacich propojek lze na karté nastavit komunikaéni rychlost karty -
propojka B (2400 bit/s nebo 9600 bit/s), rozsah pohybu servopohonu - propojka R (£45°
nebo +90°). Tomu odpovidd i krok natoceni servopohonu. Ten je ddn nastavenym roz-
sahem pohybu, ktery je rozdélen na 256 logickych trovni. Je-li nastaven rozsah pohybu
+45°, je krok natoceni servopohonu 0,36°, a je-li nastaven rozsah pohybu £90°, pak je
krok natoceni servopohonu 0,72°. Pokud bychom vyuzili méné standardni servopohon
s atypickym rozsahem pohybu, museli bychom vhodné zvolit propojkou R vybér rozsahu
pohybu servopohonu a ze softwaru zajistit, aby servopohon nedostaval prikazy na polohy;,
na které se nemuze ze svych konstrukénich duvodu natocit. Deska pak podle zadané lo-
gické trovné pro kazdy servopohon generuje signal s pulzné sitkovou modulaci (PWM).
Servopohon reaguje na zménu sitky pulzu a v ném umistény servo-zesilovac jej prevadi na
napéti na motoru. Shoduje-li se aktudlni vychylka servopohonu s pozadovanou, servopo-
hon zastavi pohyb a reguluje nastavenou vychylku do té doby, dokud se PWM modulace
nezméni. Vztah velikosti natoc¢eni servopohonu s rozsahem pohybu +90° na délce pulzu
PWM modulace je patrny z obrazku 18. Komunikace s kartou je zalozena na zasilani
¢iselného kodu o trech bytech. Prvni byte je vzdy 255 a je synchronizacni. Druhy zadava
¢islo konektoru, na kterém je servopohon zapojen (S1 az S8) a pro tento piipad nabyva
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DM+ MO,

VR + K

Obrazek 15: Optickd sestava CCHM: Zd - zdroj svétla, IF - interferenc¢ni filtr, SC - sefizovaci
clona, Zav - poc¢itacem fizené zavérky, Kol - kolektor, Z - zrcadla, K - kondenzory, VZ - vzorek,
RO - referenéni objekt, MO - roviny meziobrazii, O - objektivy, TC - tubusové cocky, DM -
difrakéni miizky, D - déli¢ svazka, VO - vystupni objektivy, VR - vystupni rovina, K - CCD
kamera (detektor).
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FSF,

Zoom;+Zoom; DM+ MO, VO,

\ N\
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(b) Zavy \ Z1o \M03 Zoom,+ Zoomy

Obrazek 16: 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, dichroickd zrcadla, emisnf filtry), OAC - aperturni clony objektivii, O - objektivy, TC -
tubusové ¢ocky, MO - roviny meziobrazi, Zoom - zoomovaci objektivy, DM - difrakéni miizky,
Ro - referenc¢ni okénko, D - délice svazku, VO - vystupni objektivy, VR - vystupni rovina, K -

CMOS kamera (detektor).
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hodnot 0 - 7. Posledni tieti byte zaddva vychylku natoceni servopohonu (0 - 255). Tato
karta, zpusob ovladani servopohonu a tim i dand presnost plné postacuje pro fizeni robo-
tizovanych prvku CCHM.

Uvedena karta vSak nedostacuje pottebam fizeni servopohontu v mechanismech FHM,
kdy je vyzadovéana vyssi presnost. Proto byla pouzita karta SSC-32 od vyrobce RobotShop
[78]. Tato karta dovoluje piimo z obsluzného SW nastavovat iti pulza PWM modulace,
které jsou zasilany servopohontum. Tudiz s touto kartou jde pracovat na zakladni trovni
komunikace servopohonti. Je mozno ovliviiovat rozsah natoceni az na +£90° s nejmensim
krokem v &fice pulzu 1 us (0,09°) a rychlost! s rozligenim 1 us/s, kde rychlost servopohonu
je dle [78] definovéna takto: ,Hodnota rychlosti 100 us/s udéva, ze servopohon potiebuje
10 s k pohybu 0 90°. Alternativné, hodnota rychlosti 2000 us/s odpovida hodnoté 500 ms
pro vykonani pohybu 90°.“ Misto pozadavku rychlosti je také mozné zadat cas, za ktery
se ma otocCeni servopohonu provést. Karta také navic umoznuje zasilani dat zpét do ob-
sluzného softwaru. Jde o informace o natoceni servopohont, status servopohonti jako celku
(servopohony stoji nebo se alespon jeden pohybuje), a také je zde moznost pripojit na
vstupy karty odporové snimace, které je mozno vycitat jak proporcionalné, tak i stavove
(True/False). Karta dokéze obsluhovat az 32 servopohonu zapojenych do vystupu (0 - 31),
které jsou na okraji desky. Deska komunikuje s PC komunika¢nim rozhranim RS232 pti
vyrobcem predepsané komunika¢ni rychlosti 1152000 bit/s. Obdobné jako u karty SOS-
AT je i u této desky napdjeci napéti déleno, a to do tii paralelnich vétvi. Prva vétev je
urcena pro logické obvody desky a napdjeni je vedeno na svorky VL. Druha a tteti vétev
jsou identické a slouzi k napajeni servopohonu (svorky VSI1 a VS2). Na nich je stabili-
zovano napéti 5 V pomoci univerzalniho regulatoru se spinanym napétim FOXY UBEC
3A, které kromé snizeni napéti zdroje také odstranuji mozna ruseni zpusobena motory
servopohonu, aby nedoslo k poskozeni logickych obvodu desky.

Mechanismy k zakladani sefizovacich clon SC a polni clony PC jsou zobrazeny na
obrazku 19. Nosice s clonami jsou vkladany pomoci Ssoupatkového mechanismu u CCHM
a pomoci rota¢nich ramen u FHM. Se vsunutymi clonami lze pohybovat ve tfech osach,
a tim ustavit a zaostiit jeji obrazy vytvarené optikou obou vétvi ve stredu cipu de-
tektoru K. Rizené pohyby Soupatkového mechanismu a rotaénich ramen jsou vybaveny
dorazy, na které jsou clony dotlaceny. Jako setfizovaci clony SC byly pouzity ocelové ple-
chy tloustky 0,4mm s otvorem o pruméru cca 0,02mm. Polni clonu tvoii irisova clona,
D12S od spolecnosti Thorlabs s maximalnim pramérem 12 mm. Soupétkovy mechanismus
CCHM je ustaven pomoci linedrniho posuvu T12X/M od spole¢nosti Thorlabs s rozsahem
pohybu 12,7 mm a clona je ostfena vychylenim paralelogramu, ktery slouzi jako zakladna
mechanismu. Jako akéni prvek tohoto mechanismu byl zvolen servopohon HS-125 MG
firmy Hitec RCD USA s maximalnim rozsahem pohybu £45°, s momentem 3,0 kg-cm a
s maximaln{ rychlosti? pohybu 0,17 s/60° pii napajeni 4,8 V. Sestava byla také doplnéna
interferenénim filtrem IF. Rota¢ni ramena FHM jsou nesena zkiiZzenymi linedrnimi po-

IRychlost servopohonu lze fidit ¢asovou zménou &fiky pulzu PWM modulace. Jedn4 se o teoretickou
hodnotu rychlosti idedlniho servopohonu.

2Maximaéln{ rychlost servopohont je vyrobci definovéna ¢asem, ktery je potfebny pro vykonani defi-
nované velikosti rota¢niho pohybu. Tato velicina bude v praci pouzivana.
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Obrézek 17: (a) Ridici karta SOS-AT. Zapojeni konektorti: K Ul a U2 je piivedeno napéjeci
napéti méfrené viuci zemi GND, £SI - datové linky rozhrani RS232, B - komunikaéni rychlost,
SERVO1 az SERVOS - konektory servopohont, R - rozsah pohybu servopohonu. Pievzato z [77].
(b) Ridici karta SSC-32. Zapojen{ konektori: VL - napéajeni desky, VS1 a VS2 - napdjeci konek-
tory pro servopohony, BAUD - komunikaéni rychlost, 0 az 31 - konektory servopohont. Prevzato
z [78].

suvy 7T67-6-9SH137ML od spolecnosti Standa s rozsahem pohybu 6 mm. Ty dovoluji
ustavit ramena do vyzadované polohy a obraz clon zaostrit. Jako akéni prvek tohoto me-
chanismu byl zvolen servopohon HS-5125 MG firmy Hitec RCD USA s maximalnim rozsa-
hem pohybu +45°, s momentem 3,0 kg-cm a s maximalni rychlosti pohybu 0,17 s/60° pii
napajeni 4,8 V. Oba typy servopohonu jsou vybrany tak, aby vzdy vyvodily dostateénou
silu proti dorazu robotizovaného pohybu. V pripadé CCHM je dorazem Sroub na konci
vedeni Soupatkového mechanismu. V piipadé FHM ramena doléhaji na dorazy umisténé
v dilu drziciho lampu. Aby servopohony nebyly pretézovany a nemusel se vzdy v softwaru
meénit koncovy bod pohybu servopohonu, je pievod sily vzdy nutno vést pres pruzny
element (pro FHM mikroskop) nebo jako v ptipadé CCHM odpruzit ulozeni servopohonu.

Mechanismy dovolujici ménit prumeér clon FHM jsou zalozeny na shodném principu
(viz obrazek 19(a) a 20). Riditelnou polni clonu PC a aperturni clonu AC tvoif irisové clony
D12S od spoleénosti Thorlabs s maximéalnim prumérem 12mm a objektivové aperturni
clony OAC tvori irisové clony D15S od spoleénosti Thorlabs s maximédlnim prumérem
15 mm. Polohovani polni clony PC bylo popsano v predeslém odstavci. Aperturni clony AC
a OAC jsou polohovany pomoci dvou sroubu s protitlakem pruziny. Aperturni clona AC je
nesena komerénim posuvem H5TLM-1TH od spolecnosti Standa s rozsahem pohybu 3 mm.
Vsechny clony jsou fizeny vysokorychlostnimi mikro-servopohony Power HD DSM44 firmy
HuiDa. Tyto servopohony maji rozsah pohybu +£60°, moment 1,2 kg-cm a maximalni
rychlost pohybu 0,09 s/60° pii napajeni 4,8 V. Kroutici moment servopohont je téhly
prendsen na péaky irisovych clon, které maji ihlovy rozsah pohybu +£45°. Pievod je navrzen
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Obrazek 18: Vliv zmény PWM modulace na velikosti natoceni servopohonu. Pievzato z manualu
vyrobce karty [77].

HS-5125 MG DSM44 PC SC HS-5125 MG IF SC  HS-125 MG

(b)

Obréazek 19: (a) Mechanismus k zakladani sefizovaci clony SC FHM, (b) mechanismus
k zaklddani sefizovaci clony SC CCHM: PC — polni clona, IF — interferenéni filtr, SC - sefizovaci
clona, HS-125 MG, HS-5125 MG, DSM44 - servopohony.

tak, aby servopohony umoznily plné otevieni i zavieni clon. Presnost téchto mechanismu
je limitovana vyrobnimi vulemi irisovych clon.

Mechanismy zavérek jsou po konstrukéni strance velmi jednoduché a ani neni vyza-
dovana na jejich funkci vysoka presnost servopohonu. Skladaji se z nosice servopohonu,
vlastniho servopohonu a zavérky. V mikroskopu CCHM jsou pro tento tcel pouzity ser-
vopohony HS-5056MG firmy Hitec RCD USA s rozsahem pohybu 4+45°, s momentem
1,2 kg-cm a s maximdlni rychlosti 0,12 s/60° pii napédjeni 4,8 V. Pro FHM mikroskop
byly pouzity mikro-servopohony Power HD DSM44 firmy HuiDa.

Oproti predchozimu piipadu je pro nastavovani zvétseni FHM vyzadovana vysoka
presnost. Zoom soustavy Zoom; 3 a Zooms 4 (viz obrazek 22(a)) jsou navrzeny pro zménu
zvétSeni v rozmezi M € (1,2). Tvoii je vzdy pér objektivu Sony 16 — 50 mm /3,5 — 5,6.
Objektivy byly usazeny do centrovatelnych nosi¢u s rozsahem pohybu +1mm a vyba-
veny osovym posuvem k ostfeni 7T125X-10 od spoleénosti Standa s rozsahem pohybu
10 mm. Servopohonem je ménéno jejich ohnisko v rozmezi f € (25,50) mm. Jako akéni
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DSM44

Obrazek 20: (a) Mechanismus k fizeni aperturni clony AC FHM, (b) mechanismus k fizen{
aperturni clony objektivu OAC FHM: AC — aperturni clona, OAC — aperturni clona objektivu,
O — mikroskopovy objektiv, DSM44 — servopohon.

prvek byl zvolen programovatelny digitalni servopohon HS-5245MG firmy Hitec RCD
USA. Tyto servopohony maji maximalni rozsah pohybu £90°, moment 4,4 kg-cm a ma-
ximalni rychlost pohybu 0,15 s/60° pfi napajeni 4,8 V. U tohoto typu servopohonu lze
nastavit parametry (Siftku pasma necitlivosti pro pulz PWM modulace, smysl a rychlost
otaceni, polohu stiedu a velikost vychylek servopohonu). 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 VOg3. Ten je tvoren fotografickym objektivem
Canon EF 70-200 mm f 2,8 L. USM nesenym tfiosym stolkem slozenym z linedarnich po-
suvu 7T125X-10. Vystupni objektiv je mozno nastavit v rozsahu ohnisek f € (80,200) mm.
Tomu odpovidé diky prevodovému poméru hnaci soustavy plny rozsah pohybu servopo-
honu. Stejnym prevodovym pomérem je feSeno i doostieni objektivu. Diky této roboti-
zaci lze ménit zvétseni soustavy vystupnich objektivi VO; a VO3 (a také VOq a VOs)
v rozmezi M € (1,1,46). Podobny ptrevodovy mechanismus také slouzi k rotaci kamery
kolem optické osy. Tento mechanismus neslouzi pro provedeni justazni procedury, nybrz
k odstranéni vadnych pixelu kamery, kdy je mozno prumérovat vice snimku v ruznych
natocenich kamery.

Poslednim typem servopohony hnanych mechanismu jsou linearni vyméniky. Ty slouzi
k prepinani fluorescencnich kanalu FHM mikroskopu. Kazdému fluorescenénimu kanalu
odpovida jeden par fluorescencnich kostek s fluorescenéni sestavou filtru FSF (obrézek
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Zé.Vl HS-5056MG ZéVz Zé.V1 2 DSM44 TC 3.4 DSM44 Zé.V3,4

Obrazek 21: (a) Mechanismy zavérek Zav, o CCHM, (b) mechanismy zavérek Zavy o osvétlovaci
¢asti FHM, (c) mechanismy zavérek Zavs 4 zobrazovaci ¢asti FHM: Z4v - zavérky, TC - tubusové
cocky, HS-5056 MG, DS44 - servopohony.

23(a)) a pro néj optimalizovany par difrakéni miizky DM s referenénim okénkem Ro
(obrazek 23(b)). Protoze pro vSechny pouzivané excitaéni vinové délky nebyl nalezen
vhodny déli¢ svazku D; se spravnou spektralni propustnosti, bylo nutno vybavit mikro-
skop dalsim vymeénikem (obrdzek 23(c)) umisténym v osvétlovaci ¢asti mikroskopu. Tyto
mechanismy se vyznacuji podobnou konstrukci. Pohyblivé listy jsou vedeny v linedrnim
lozisku se zkiizenymi valecky LWR 3200 od firmy SKF s rozsahem pohybu 200mm. Na
nich jsou umistény optické komponenty. Listami pohybuji vuci zadkladné vymeéniku servo-
pohony. Jejich rota¢ni pohyb je pfenasen ozubenym pievodem a klikovym mechanismem.
Délka klik a poloméry ozubenych kol jsou navrzeny tak, aby servopohony svym rozsa-
hem pohybu dokézaly premistit optické komponenty v celém rozsahu pohybu vymeéniku.
Pro pohon mechanismu je zvolen silny digitalni servopohon HS-5645MG firmy Hitec RCD
USA. Tyto servopohony maji rozsah pohybu +90°, moment 10,3 kg-cm a maximalni rych-
lost pohybu 0,23 s/60° pii napajeni 4,8 V. Pfesnost mechanismau je definovéna zapadkovym
mechanismem (napiiklad obrazek 23(d)). Na pohyblivé listé jsou vytvoreny drazky, pres
které prejizdi kladka (lozisko 6x12x4) pritlacovand pruznym elementem. Vule v pfevodu
servopohonu je vyuzita tak, aby nebylo zabranéno samovolnému zacvaknuti kladky do
drazky.

52



HS-5245MG Zoom, HS-5245MG

....

(@

HS-5245MG

Obrazek 22: (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.
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HS-5645MG

(a)
HS-5645MG

DM

HS-5645MG

@ ~

Obrézek 23: (a) Mechanismus vymeény délice D; FHM, (b) mechanismus vymény fluorescenénich
sestav filtru FSF; FHM, (c) mechanismus vymeény difrakéni miizky DM FHM, (d) zdpadkovy
mechanismus mechanismu (a) - (¢): Dy - déli¢ svazki, FSF; - fluorescenéni sestava filtru, DM -
vyménna difrakéni miizka, HS-5645MG - servopohon.
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7.2 Robotizované prvky s linearnimi stolky

Vsechny tyto mechanismy jsou zalozeny na linearnich stolcich firmy SmarAct [76] a jsou
fizeny specializovanymi drivery téhoz vyrobce. Pouzité stolky se lisi délkou posuvu, jinak
maji vétsinu svych parametru stejnych:

e rychlost: max. 13mm/ s,
e minimalni velikost kroku: 50 nm,
e rozliSeni: méné nez nanometr,

e maximalni zadrzna sila: 3 N.

Parametry linedarnich stolku plné postacuji pro pohon sefizovacich mechanismu obou mik-
roskopt. Stolky 1ze plné 7idit z obsluzného PC. Drivery komunikuji po sériové sbérnici
USB (ptipadné RS232). Pro komunikaci a veskera nastaveni je vyuzito DLL knihovny oba-
lené pro pouziti v LabView. Diky tomu je mozno spustit kalibraci jejich optickych senzoru,
vyhledavéni referen¢nich znacek (zjisténi fyzické polohy mechanismu), #idit jejich pozici,
akceleraci i maximalni rychlost.

Prvou aplikaci téchto linedrnich stolku jsou akéni prvky meénici velikost g;. Zmény
této veliciny je mozno dosdhnout dvéma zpusoby. Lze bud piitné pohybovat vybranym
optickym prvkem (objektiv Oy u CCHM) nebo nakldpét zrcadlo v zobrazovaci ¢asti in-
terferometru (zrcadlo Zg u FHM). Mechanismus pohybu objektivu Oy je zobrazen na
obrézku 24(a). Objektiv je nesen na odlehé¢eném rameni, které je upevnéno na XY sto-
lek slozeny z linearnich stolku SLC-2460. Takto upevnény objektiv se muze pohybovat
v obou smérech v rozsahu +17mm. Mechanismus naklapéni zrcadla Zg je zndzornén na
obrazku 24(b). Zrcadlo se svym nosi¢em je ulozeno v kloubovém lozisku s osovym stykem
GX17F od firmy SKF [79] tak, aby stied rotace loziska byl sjednocen se stfedem odrazné
plochy zrcadla. Tim je zarucena rotace prvku bez parazitniho posuvu. Nosi¢, kloubové
lozisko a zékladna nosice jsou spolecné stazeny pruzinou. Rota¢ni pohyb je realizovan
dvéma linedrnimi stolky SLC-2430, jejichz vychylka je prendSena kulickou na rotacni po-
hyby ramen nosice zrcadla. Kulicky jsou na strané linearniho stolku ulozeny v kulovych
jamkach. Na strané s nosi¢em zrcadla jedna kulicka doléha tecné k povrchu kalené rovinné
vlozky nosice a druhé je ulozena v drazce s kalenymi valcovymi elementy. Takto utvorené
klouby jsou stahovany pruzinkami. Mechanismus dovoluje natoceni zrcadla v rozsahu asi
+0,5°. Pro lepsi justaz mikroskopu je cely mechanismus ulozen na linedrni vedeni 7T125X-
10 od firmy Standa. Pfi navrhu je tfeba zkontrolovat dosazitelné presnosti nastaveni obou
typu mechanismu. Budeme-li uvazovat extrémni piipad vyjdeme-li z pouziti modrého
svétla o vlnové délce A = 400nm a imerzniho olejového objektivu s NA = 1,3, je mez
rozliseni R dle Rayleighova kritéria [70] rovno

0,61\ 0,61 400

R NA 1,3

= 187 nm. (12)

Minimdlni krok |g;| mechanismu nesouctho mikroskopovy objektiv. O, CCHM je dén
piimo minimélni velikosti kroku linedrnich stolki (50 nm), ktery je vyrazné mensi nez
nejmensi mozna rozliSovaci mez objektivu R. Pro urc¢eni minimalniho kroku mechanismu
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nesouciho zrcatko Zg FHM je nutno postupovat odlisné, vzhledem k umisténi justazniho
zrcatka. Minimalni velikosti kroku linedrnich stolku odpovida posun meziobrazu MO; za
tubusovou ¢ockou TC3 o 67 nm. Vztdhneme-li tuto hodnotu vaéi bézné dostupnym ob-
jektiviim, pak pro objektiv s nejmensim zvétsenim 4x (s nejvétsim zvétsenim 100x) je
mozno posun MO, piepocist do roviny vzorku SC a dosahnout kroku |gq;| = 16,75nm
(|g;] = 0,67nm). To je mnohondsobné méné, nez jsou piislusnd rozliseni R téchto objek-
tivi. Oba mechanismy jsou schopny zajistit presné sefizeni mikroskopu.

SLC-2460 Zy SLC-2430

(b)

Obrézek 24: (a) Mechanismus ménici posunuti g; pifénym pohybem objektivu Oy CCHM, (b)
mechanismus ménici velikost gy ndklonem zrcadla Zg u FHM: Og - mikroskopovy objektiv, RO
- referen¢ni objekt, Zg - zrcadlo, SLC-2460, SLC-2430 - linearni stolky.

Dalsi aplikaci téchto linearnich stolku jsou akéni prvky ménici AL. U CCHM mik-
roskopu je tohoto efektu dosazeno mechanismem uréenym k pohybu zrcatka Z,, ktery
je znazornén na obrazku 25(c). Sestava vyuziva linedrniho stolku SLC-2445 a dovoluje
pohyb zrcatka ve sméru optické osy. Rozsah umoznéné zmény délky vétve AL = +20 mm
s nejmensim krokem AL = 100nm. Pohyb zrcatka je na jedné strané omezen mecha-
nickym dorazem, aby nedoslo k poskozeni délice svazki Dy,. U FHM mikroskopu jsou
tTi jiz zminéné moznosti, jak ménit optickou délku zobrazovacich vétvi. Prvou je mecha-
nismus vysuvu a rotace zrcatka Zs a s nim vézand rotace zrcatka Zr viz obrazek 25(a).
Princip kinematiky mechanismu je znédzornén na obrazku 25(b). Mechanismus je vykreslen
v poloze stfedové a v poloze vychylené (¢drkované). Odsune-li linedrni stolek zrcatko Zs
do polohy Z%, dojde k prodlouzeni vzdalenosti a na a'. Pfitom ihly vyznacené na obrazku
zustavaji neménné a plati o = o a § = f'. Tim také dochézi k rotaci zrcatek Zs a Zr,
pricemz zrcatko Z; rotuje kolem pevného bodu. Tohoto principu je vyuzito pii konstrukei.
Konstrukéni prvky, umoznujici ménit vzdélenost a (a’), jsou vybaveny pruznymi klouby,
jejichz osa rotace je pomoci manudlnich stolku 7T67-6-9SH137ML od firmy Standa sjed-
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nocena s odraznou povrskou zrcadel. Tyto prvky jsou v sobé ulozeny pomoci linearniho
vedeni LWR 3050 od firmy SKF. Rozsah umoznéné zmény délky vétve AL = £2.65 mm
s nejmensim krokem AL = 70 nm. Druhou moznosti zmény délky vétve je totozny mecha-
nismus v osvétlovaci casti mikroskopu, ktery pohybuje zrcadly Zs a Z4. Posledni moznosti
je spole¢ny osovy pohyb mikroskopovych objektivii O; 2 a osovy pohyb mikroskopového
stolku se vzorkem VZ (viz obrdzek 25(d)). Tato moznost dovoluje ménit délku veétvi jak
v osvétlovaci tak i v zobrazovaci ¢asti. Oba objektivy jsou kvuli vyssi zatézi neseny zdvo-
jenym linearnim stolkem SLC-1770, ktery je predepnut pruzinami. Mikroskopovym stol-
kem pohybuje trojice linedrnich stolkii SLC-2430. Vsechny tyto stolky umoznuji zménu
délky vétve AL = £8 mm s nejmensim krokem AL = 100nm. Pfesnosti i rozsahy po-
hybu mechanismu plné dostacuji k sefizeni obou mikroskopu, protoze jsou mensi nez je
koheren¢ni délka bilého svétla, ktera je napiiklad pro halogenovou lampu déana asi 1 ym
[80].

Poslednimi aplikacemi linearnich stolku jsou osové vysuvy dvou ¢asti tubusové cocky
T(v]%gb, které jsou urceny pro ladéni stojaté vlny mezi mikroskopovymi objektivy Oj o
FHM mikroskopu (viz obrazek 16).
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SLC-2430 Zs

SLC-2445 SLC-1770

SLC-1770
©

Obrézek 25: (a) Mechanismus FHM meénici délku vétve AL vysuvem s rotaci zrcdtka Zs a
vézanou rotaci zrcdtka 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 O1 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 - linearni stolky.
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8 Software pro rizeni Fluorescenc¢niho holografického

mikroskopu

7 pozadavku na ftizeni a funkci FHM, konstrukce optické soustavy, druhu pouzitych
akcnich prvku, jejich kontroléru a kumunikace piimo vyplyvaji pozadavky na software
mikroskopu. Konkrétné je nutné programové ovladat servopohony, linedrni stolky Sma-
rAct, ziskdvat obrazova data (hologramy) z kamery a ty nésledné zpracovat, analyzovat a
ukladat. Klicovou otazkou je architektura softwaru, kterd musi zarucit, ze bude co nejvice
modularni. Jednotlivé jeho ¢dsti musi byt funkéné nezavislé. Paralelita procesu vsech ¢asti
je dulezita pro jejich nezavislost. Podrobné schéma softwaru vytvoreného v prostiedi Lab-
View vcetné vypisu komunikacnich fetézcu je soucasti ptrilohy prace. Toto programovaci
prostiedi bylo zvoleno z duvodu moznosti rychlé tvorby programu. Navic obsahuje uce-
lené nastroje pro programovani hradlového pole grabberu kameru. Zjednodusené schéma
softwaru je uvedeno na obrazku 26. Software se sklada z programu zakladni vrstvy, které
komunikuji s hardwarem (reguldtor servopohonu, reguldtor linedrnich stolku SmarAct
a program pro obsluhu kamery Basler), a programu, ktery zpracovavéa hologramy. Pro
uzivatele pracujictho s mikroskopem je urcen frontélni program (program uzivatelského
rozhrani) a program Pylon 4 doddvany spoleéné s kamerou. Z pozadavku nezavislosti a
modularity programu vyplyva pozadavek na komunikaci mezi programy. Navic l1ze kazdou
¢ast 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 vyc¢itana ve formé textovych fetézcu,
logickych proménnych, ¢iselnych hodnot a poli. To dovoluje svobodnou vymeénu dat mezi
jednotlivymi ¢astmi softwaru. Tato nezavislost také dovoluje provést jednoduse vsechna
nastaveni programu, testovani a ladéni.

8.1 Program uzivatelského rozhrani

Program uzivatelského rozhrani slouzi k ovladani celého mikroskopu uzivatelem a také se
stard o Tizeni béhu celého softwaru. Usporadani frontalniho panelu programu uzivatelského
rozhrani je zifejmé z obrazku 27. Architektura programu je zalozena na principu koneé¢ného
stavového automatu, ktery disponuje tfemi stavy. Prvym z nich je inicializace. Pii ni
dochézi k resetovani hodnot datové vrstvy a ke spusténi programu zakladni vrstvy v je-
jich automatickém médu (viz dalsi text). Oba reguldtory se spusti a dochézi k jejich
vlastni inicializaci. Jsou-li oba regulatory pfipraveny, odesilaji informaci o svém statusu
pres datovou vrstvu uzivatelskému rozhrani. Poslednim krokem inicializace je prenastaveni
pozic linedrnich stolki do vychozich hodnot. Druhy stav tvoti v programu uzivatelského
prostiedi smycku, pii jejimz béhu se postupné kontroluji hodnoty pozadovanych velicin a
porovnavaji se s témi, které jsou v registru smycky ulozeny jako stavajici. Je-li zjiSténa
zména, odesila se ptikaz prislusnému regulatoru a po jeho splnéni dojde k prepsani regis-
tru smycky. Pro zjednoduseni kédu a jeho pouzivani i pti automatickych procedurach byly
nékteré kontroly zabaleny do vrstvy podprogramu. Jedna se o vazané pohyby linearnich
stolku pro posuv pole g; PP, zména délky vétve AL pomoci vdzaného pohybu mikrosko-
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Obréazek 26: Zjednodusené blokové schéma fidiciho softwaru FHM mikroskopu.

povych objektivi O; 5 s mikroskopovym stolkem MS v ose z OZO a posuv mikroskopového
stolku MS v osach z a y. K vlastnimu zasilani piikazu regulatorum se vyuzivaji podprog-
ramy, které pozastavi smycku programu uzivatelského prostredi, zaslou piikaz do datové
mezivrstvy a ¢ekaji do té doby, dokud regulator nezasle do datové mezivrstvy zadanou od-
povéd. Tim je zaruceno, ze kazdy pifkaz uZivatele ¢i automatické procedury je vykonén a
nemuze byt preskocen. Se vSemi reguldtory a programy komunikuje program uzivatelského
rozhrani také piimo zapisem a ¢tenim z datové mezivrstvy. Pro ukonceni béhu softwaru
vyuziva posledni stav programu. Pii ném se vSem programum a regulatorum zasle piikaz,
aby se ukoncily, a tim se deaktivuje komunikace s hardwarem.

8.2 Regulator servopohoni

Prvni z reguldtoru obsluhuje servopohony. Tento reguldtor po svém spusténi sam inicia-
lizuje tidici kartu SSC-32 a ocekava prikaz z datové mezivrstvy. Rozhrani reguldatoru je
znazornéno na obrazku 28. Pro kazdy riditelny kanal obsahuje reguldtor moznosti na-
staveni. Jedna se o koncové polohy mechanismu - tedy servopohonti, nastaveni rychlosti
pohybu, polohy servopohonu pro jednotlivé stavy, moznost nastaveni offsetu pohybu nebo
moznost kandl uplné vypnout.

Mechanismy lze rozdélit do dvou kategorii. Prvé jsou mechanismy s presné defino-
vanymi polohami - stavy (napiiklad stavy zdvérek Zav, zaklddaci mechanismus polni
clony PC a sefizovaci clony SC, mechanismy zmény fluorescenéniho kanalu - vyména flu-
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Obrazek 27: Panel programu uzivatelského rozhrani softwaru FHM mikroskopu.

orescenc¢nich sestav filtru FSF, difrakénich miizek DM a pod.). Druhou kategorii jsou me-
chanismy s proporciondlni zménou (prumeéry clon, zmény ohnisek zoom objektivu Zoom,
zména ohniska a osteni vystupniho objektivu VO3). Z datové mezivrstvy proto regulator
vyéita dva druhy pifkazi, které maji vidy formu textového fetézce. Bud jde o kdd stavu
prvého tipu mechanismi, nebo kombinaci informace o tizené funkci a o ¢iselné hod-
noté pohybu obvykle v procentech, kdy 0 % a 100 % znaci polohy odpovidajici rozsahu
pohybu. Regulator fetézce dekdduje a prevadi jejich informace na pokyny pro jednot-
livé servopohony. Poté, co fidici karta obdrzi informace a vykona pozadované pohyby,
vraci reguldatoru informaci o splnéni pozadavku, a ta je formou odpovédniho navratového
fetézce zaslana datové mezivrstvé. Kromé toho je pro ladéni jednotlivych pohybu naprog-
ramovana moznost fidit servopohony rucéné. Tim lze ziskat vSechny hodnoty nastaveni
jednotlivych kanalu.
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Obrézek 28: Panel reguldtoru servopohont s moznostmi plného nastaveni kazdého tiditelného
kanélu ridici karty.
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8.3 Regulator linearnich stolkt

Druhy z reguldtoru obsluhuje linedrni stolky SmarAct. Tento regulator po svém spusténi
sam inicializuje jejich fidici elektroniku, postupné u vsech linedarnich stolku nalezne refe-
rence, a tim zjisti jejich fyzické pozice. Poté ocekava piikaz z datové mezivrstvy. Rozhrani
reguldtoru je zndzornéno na obrazku 29. Pro kazdy riditelny kanal obsahuje regulator
moznosti nastaveni. Jednd se o koncové polohy stolku, nastaveni rychlosti a akceleraci
pohybu, polohy stolkt, moznost nastaveni offsetu nebo reverzovat smysl pohybu stolku.

7, datové mezivrstvy regulator vycita piikazy ve formé textového fetézce. Kod obsa-
huje informaci o tizené funkci a pozadovanou ¢iselnou hodnotu polohy linearniho stolku
v nanometrech. Regulator fetézec dekdduje a prevede c¢iselnou informaci na pokyny pro
jednotlivé linearni stolky. Poté, co tidici elektronika obdrzi informace a vykond pozadované
pohyby, je testovano, zda odchylka drzené polohy stolku je nizsi nez povolena tolerance.
Pokud ano, vraci regulator ndvratovou informaci programové mezivrstvé. Kromé toho je
pro ladéni jednotlivych pohybu naprogramovana moznost tidit linearni stolky rucné a je
mozno po inicializaci spoustét kalibrace. Timto lze opét ziskat vSechny hodnoty nastaveni
jednotlivych kanalu.

8.4 Program kamery Basler

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 programovani hradlového pole pro LabView
vycita pofrizené snimky. Tento program je odvozen od vzorového programu k ovladani ka-
mery. Grabber s hradlovym polem byl vybran zamérné, protoze dovoluje nahradit posledni
cast softwaru a tak zpracovavat obraz piimo bez zatizeni procesoru pocitace. Zatim je tato
moznost z ¢asové naro¢nosti programovani nevyuzita a pro testovani funkci mikroskopu
je zatim nevyznamna.

Po spusténi programu dojde k inicializaci kamery a spusti se i server grabberu, ktery
vyuziva program Pylon 4 pro nastaveni kamery. Na obrazku 30 je zobrazen panel prog-
ramu. Uzivatel pred zahajenim snimani musi v Pylonu 4 nastavit bitovou hloubku CMOS
¢ipu, typ transportni vrstvy pro pfenos dat po rozhrani Cameraliink. Poté lze z prog-
ramu uzivatelského rozhrani zahajit snimkovéani. V prubéhu préce s mikroskopem uzivatel
vyuziva program Pylon 4 pro nastaveni expozice a zisku kamery. Na frontalnim panelu
programu kamery se zobrazuji vyctend data a rychlost, se kterou jsou snimky vyéitany
z kamery. 7 programu uzivatelského rozhrani lze spoustét ukladani snimku a nastavovat
adresu slozky, do které se maji snimky ulozit. Tyto informace jsou opét posilany pies
datovou mezivrstvu. Do ni program vpisuje 2D matice obrazovych dat pro zpracovani
automatickymi procesy, nebo zdrojova data programu zpracovani obrazu. Obdobné jako
u regulatoru lze program vyuzivat samostatné bez zdsahu uzivatelského rozhrani.
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Obrazek 29: Panel reguldtoru linedrnich stolkii SmarAct s moznostmi plného nastaveni kazdého

fiditelného kandlu fidici elektroniky.

8.5 Program ke zpracovani obrazu

Posledni program jako jediny nekomunikuje s hardwarem, nybrz jen s datovou mezi-
vrstvou. Vy¢ita z ni informace ve formé 2D pole obrazovych hodnot, ktera podle schématu
na obrazku 3 zpracovava a ziskava tak amplitudovy a fazovy obraz. Program lze také
spustit s hologramy potizenymi diive. Na obrazku 31 je zobrazen panel programu. Je
mozno nastavit parametry rekonstrukce, jako je numericka apertura mikroskopovych ob-
jektivi, zveétseni mikroskopu, velikost pixelt kamery a stfedni vlnova délka interferujiciho
zareni. 7 téchto parametru je pocitana velikost vytezu dat prostorovych frekvenci okolo
nosné frekvence interferencnich prouzki, na ktery je pouzito Hanningovo okno. Polohu
nosné frekvence ve spektru lze zvyraznit zaclonénim nizkych frekvenci a pomoci kurzoru
tuto polohu nastavit. Dulezitou hodnotou, kterou program pocita a zapisuje do datové
mezivrstvy, je prumérna hodnota méreného holografického signalu wp.
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Obréazek 30: Vyiez z panelu programu pro vycéitani obrazu kamery Basler.
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9 Zaveér

Tato prace velkou mérou prispéla k uzivatelské privétivosti holografickych mikroskopu a
umoznila jejich vyuziti na biologickych pracovistich tim, ze zavedla automatickou justaz
a Tizeni komplikované optické soustavy téchto mikroskopu. Byly aplikovany justazni me-
tody, zalozené na kombinaci jednoduchych a tcelnych justdznich procedur vychazejicich
z praktickych zkuSenosti s holografickymi mikroskopy. Pro tyto metody byla nalezena
spolehlivda velicina vhodné kvantifikujici stav mikroskopu v podobé prumeérné hodnoty
méfeného holografického signalu wp, ktery je online zjisfovan pii numerickém zpracovani
hologramu béhem pozorovéani. Jednotlivé procedury byly tspésné otestovany a poté byly
prevzaty do komercénich verzi Q-PHASE koherenci tizeného holografického mikroskopu.
Pro chod téchto procedur byly navrzeny robotické mechanismy fizené z obsluzného PC.
Kromé toho byl vytvoten také tidici software pro Fluorescenéni holograficky mikroskop,
v némz byly tyto procedury integrovany. Vysledky této disertac¢ni prace jsou shrnuty
v ¢lanku [66] a chranény patentem [62].

V ramci dalsiho vyvoje justdznich 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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A Alternativni velicina pro justaz mikroskopu

Pro hodnoceni stavu justaze holografickych mikroskopt byla - kromé teoretického hologra-
fického signalu w - testovana také alternativni veli¢ina vypoctend z komplexni amplitudy.
Protoze je mozno povazovat za hodnotici kritérium i to, aby byly hodnoty obrazové ampli-
tudy vysoké s minimalnim Sumem, nabizi se moznost vyuzit k justazi mikroskopu pomér
signal /sum SNR, ktery lze definovat vztahem

SNR = 22 (13)
Owp

kde 0, je smérodatna odchylka vypoétend z matice hodnot komplexni amplitudy wp (i, 5).
K prokdzdni, ze také pomér signal/Sum mé své globalni maximum pro |q; — q,(M —
)] = Opm a AL = Opm pro M = 1 s tzkopdsmovym svételnym zdrojem, byly pii
méteni holografického signalu wp vyécitany i hodnoty SNR. Tato data jsou na obrazku
32 porovnana s prubéhem méreného holografického signdlu. Porovname-li ovsem prubéh
hodnot prumérné amplitudy wp (obrazek 32(a)) s prubéhem podilu signalu a sumu SNR
(obrazek 32(b)) je zcela ziejmé, ze prumérnd amplituda Wp mé podstatné 1lépe definované
ostré maximum. Na zakladé tohoto srovnani jsme zvolili jako kritérium kvality justéze

mikroskopu holograficky signal.

[u—

Wy [-]

SNR [-]

30pm 40 pum
|
0

Obrézek 32: Porovnéni zavislosti méreného holografického signdlu wp a poméru signal /Sum SNR
na posunuti gy pro AL = Oum a M = 1 s tizkopdsmovym svételnym zdrojem. Méreni wp a
SNR je prezentovano stejnym zpusobem jako na obrazku 5.
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B Metoda hodnoceni ostrosti obrazu CCHM mikro-
skopu

V soucasnych védeckych mikroskopech je nedilnou soucasti ptistroje systém na udrzovani
fokusace mikroskopového objektivu. Tento dodatek je zaméfen pravé na tuto proble-
matiku. Autofokusacéni metody lze rozdélit dle jejich principu na metody opirajici se
o vhodnou softwarovou analyzu pozorovaného obrazu a o hardwarové vybaveni pristroje.
Hardwarové metody by znamenaly pro oba mikroskopy, popisované v této praci, doplnéni
dalsich optickych prvku. Proto bylo zvoleno softwarové feseni. Prva metoda, zalozend na
posuzovani ostrosti obrazu v zavislosti na zméné velikosti métreného holografického signalu
wp byla jiz popsédna v ¢asti 6.2.2 a také aplikovdna na noveéjsi mikroskop (FHM). Pro
mikroskop CCHM byla pouzita dfive navrzena metoda softwarového autofokusu.

B.1 Hardwarovy autofokus pro mikroskopii

Hardwarovy autofokus je ¢asto dodavan jako komercné prodavany piridavny modul k béz-
nym mikroskopum. Je zalozen na principu odrazu svétla pomocného zdroje od vzorku a
jeho nasledné detekcei. Princip autofokusu Nikon Perfect Focus System [81] je na obrazku 33.
7 diodového zdroje LD vychazi svétlo, které prochézi ofsetovou ¢ockou OC a objektivem
O na kryci sklo KS. Od néj je svétlo odrazeno a dopadéd na radkovy detektor LCCD. Po-
moci pohybu ofsetové cocky OC lze nastavit rovinu ostrosti, tedy jeji vzdalenost od kryciho
skla KS. Je-1i vzorek VZ z diuvodu tepelného driftu ¢i vibraci vychylen z pozadované roviny
ostrosti, odrazi se svétlo diody mimo stfed LCCD. V z&avislosti na vychylce je pomoci po-
hybu mikroskopového stolku ¢i vysuvem objektivu O vzorek VZ doostien. Na podobnych
principech jsou zaloZeny i metody firem Prior Scientific Instruments [82] nebo Motion X
Corporation [83].

<-4-> LCCD

Obrazek 33: Optické schéma Nikon Perfect Focus System: VZ - vzorek, KS - kryci sklo, O -
mikroskopovy objektiv, DZ - dichroické zrcadlo, TC - tubusové ¢ocka, OC - ofsetovd cocka, LD
- laserové dioda, LCCD - linedrni CCD ¢ip. Prevzato a piekresleno z [81].

Nespornou vyhodou je rychlost, se kterou je doostieno, dojde-li k vychyleni vzorku.
Bohuzel, velkd nevyhoda je pfesné definovana rovina ostrosti, kterou je tfeba nastavit
pred zacatkem experimentu. Neni tedy hlidano, zda je pozorovany objekt v preparatu
(naptiklad ziva bunika) stédle ostry. To muze vést ke snizeni kvality obrazu, napfiklad pii
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pozorovani mitézy bunék, kdy dochéazi ke vzdaleni délici se buriky od kryciho skla, nebo
pti 3D trasovani volné se pohybujicich bunék v prostoru [84].

B.2 Softwarovy autofokus

Moznosti, jak udrzet i dynamicky déj stale zaostieny, je pouziti takové metody, ktera
prubézné vyhodnocuje ostrost obrazu a podle zjisténé hodnoty pozorovany objekt doostii.
Pro urc¢ovani ostrosti obrazu mikroskopickych vzorku je mozno pouzit vétsitho poctu ma-
tematickych metod, které lze rozdélit do ¢tyt kategorii [85]. Jsou to metody intuitivn{
a metody zalozené na derivaci, statistice a analyze histogramu obrazovych dat. Pro tes-
tovani ostrosti obrazového vystupu CCHM (amplitudovy obraz a kvantitativni fazovy
obraz) byly zvoleny tyto metody:

e variance rozlozeni hodnot sedi (VAR), ktera je definovana vztahem

1

VAR = -

l9(z,y) — 3", (14)

Y

kde N, a N, jsou rozméry obrazové matice G s hodnotami pixelu g(z,y) a g je
stfedni hodnota pixelu obrazové matice,

e kumulativni detekce hran podle gradientniho poc¢tu (GRA), ktera je definovana vzta-
hem

GRA = ZZ\/ (2.y) = gle = Ly)* +[g(z,y) — g(x.y = D", (15)

z=1 y=1

e kumulativni detekce hran Laplacovou filtraci (LAP), ktera je definovana vztahem

LAP = ZZ (z+1,9)+g(z—Ly) +glz,y+1) +glx,y — 1) — 4g(z,y)]*.

r=1 y=1

(16)

Duvody, pro¢ byly tyto metody vybrany, jsou rychla konvergence a prokazana schopnost
najit rovinu ostrosti pro bunééné preparaty [86, 87]. V obou publikacich jsou metody
vyuzivany pro hodnoceni ostrosti v digitalnich holografickych off-axis mikroskopech, které
vyuzivaji koherentni zdroj svétla.

V publikaci [86] jsou metody aplikovany pfi vyhodnocovéni experimentu na diive
porizenych datech pomoci itera¢niho postupu, ktery spoc¢iva v numerickém preostieni a
nasledném hodnoceni ostrosti obrazu. Postupné jsou zpracovana veskera data a vystupem
jsou ostré snimky. Naproti tomu v ¢lanku [87] jsou metody aplikovany pii potizovani ob-
razu. Rovina ostrosti je hledana pomoci pohybu kamery podél optické osy do doby, dokud
neni obraz vyhodnocen jako ostry. Diky znalosti podélného zvétseni zobrazovaci soustavy
je vychylka kamery od jeji vychozi polohy prevedena na vychylku mikroskopového ob-
jektivu. V publikaci jsou pro kazdou metodu uvedeny vypocetni ¢asy. Pro metodu VAR
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ostfeni preparatu.

Prva metoda dle [86] se zd4 pro nase icely nepouzitelnd, protoze je CCHM pouzivano
s polychromatickym svétlym zdrojem, ktery mé nizkou koherenci. Moznost numericky
preostiovat je velmi nizkd [65]. Jedinou moznosti je zménit koherenci svétla zdroje tak,
aby se dalo numericky preosttovat, najit rovinu ostrosti, podle zjisténé vzdalenosti fyzicky
preostiit a obnovit koherenci svétla na puvodni hodnotu. Druhou metodu dle [87] lze
pouzit jen s tim, ze rovina ostrosti bude hledéna primo zménou polohy mikroskopového
objektivu a preparatu, protoze kamera mikroskopu je umisténa pevneé.

B.3 Experiment

Cilem prvotniho experimentu je porovnat vysledky vyse popsanych metod hodnoceni os-
trosti pro biologicky preparat a stanovit tak vhodnou metodu, pouzitelnou pro CCHM.
Metody byly experimentdlné vyzkouSeny na sérii snimku, které byly pofizeny v rozsahu
posunuti Az = £200 pum. Zaostieny snimek byl uprostied série. Byly snimany krysi rako-
vinné bunky fibrosarkomu (K2) pomoci objektivu Nikon 10/0,3. Polychromatické svétlo
bylo upraveno interferen¢nim filtrem FB650-10 (A = 650 nm, FWHM = 10nm) od firmy
Thorlabs. Stejné, jako bylo zjisténo v [87], dochézi i u CCHM k tomu, ze kontrast am-
plitudového obrazu je minimalni, pravé kdyz je kvantitativni fazovy obraz ostry a na-
opak. Je-li fazovy snimek neostry, pak v amplitudovém jsou bunky rozpoznatelné. Z toho
duvodu je zapotrebi hledat na amplitudovych snimcich minimum a na fazovych maxi-
mum funkei (14), (15) a (16). Na obrazku 34 jsou uvedeny ziskané hodnoty pro vybrané
bunky. Je ziejmé, ze metody GRA a LAP na amplitudovém i kvantitativnim fazovém ob-
razu selhavaji. Na jejich prubézich nelze bezpecné rozpoznat jednoznacné minimum c¢i
maximum. Metoda VAR dokézala nejlépe urcit ostry snimek u kvantitativniho fazového
obrazu. Maximum je jasné zietelné v okoli stredu série snimku. Na amplitudovém obraze

metoda VAR také selhala.

B.4 Navrh metody softwarového autofokusu

Metodu softwarového autofokusu prevzala spoleé¢nost TESCAN ORSAY HOLDING a ap-
likovala ji v kombinaci s hleddnim roviny ostrosti pomoci numerického preostieni (obdobné
jako v [86]) do programu Q-PHASE, ktery tidi komercéni verze CCHM mikroskopu.

Metoda spociva v uzivatelském vybéru bunek, které maji byt pozorovany. Pravidelné
mezi snimky experimentu a mezi ikony procedury pro dlouhodobé pozorovani probihaji
kroky autofokusu. Je ménéna prostorova koherence svétla sevienim aperturni clony AC,
zaznamenan hologram a ten je numericky preostfen. Hodnota ostrosti je klasifikovana na
kvantitativnim fazovém obrazu velicinou VAR (14). Podle zjisténé hodnoty posunuti je
upravena pozice vzorku SC a mikroskopového objektivu O;.
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Obrézek 34: Prubéhy hodnot GRA, LAP a VAR pro vybrané bunky. Hodnoty vynesené na osu y
jsou normovany vudi jejich maximu. U obrazku bunék byl zvySen kontrast.
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