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Resumé

Bakald&ska diplomova prace s nazvem ,Digitalni hologradickikroskopie* pojednava
o mikroskopické metag kterd vyuziva digitalni holografie. Niépasi do dané
problematiky Zadnou inovac&i néaky prevratny objev, jen se snazi iéit zakladni
poznatky o principech DHM a porovnat tuto metodungmi mikroskopickymi metodami.
Zachycuje zakladni principy s&telné mikroskopie, holografie, digitalniho zaznamu,
coz jsou zakladni principy DHM. Dale pojednava &kmskopickych metodach jakéeba
COM, AFM, SEM, TEM a SNOM a tyto metody srovnavBIlsM podle kritérii rozliSeni,

vlivu na vzorek, moznosti redlného zadznamu a mdzB8&szobrazeni.
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UvoD

Od dob pravkych lidé zobrazuji, co vidi, co je obklopuje. Nazfme obrazy
prawkych lovai na sénach jeskyni. V té dabto ctlali ziejm¢ z naboZzenskychagtodi.
Ve staro¢ku malovali Egygané na zdi fib¢hy a historii. Zobrazovani az do renesance
bylo dosti symbolické a proto v mnoha ohledech idos@esné, nebo, aby setkuo
nepohorsil, prost jiné, nez jak vnimame realitu pouze€ima. Jak se vyvijelo lidské
mysSleni, z&ala byt touha po tom zobrazovat co rdefsji a nejwrnéji s ohledem

na skuténost.

Tato touha po &nosti a pesnosti se neprojevila jen v zobrazovani, ale zk@umani
skute&nosti. V tomto ohledu bylo provedeno mnoho objew nichz bych se zafil
(s ohledem na téma bak&dlké prace) na vynalez mikroskopu, nana se podilelo mnoho
ucenal 17. stoleti, jako napZ. Jansen, A. Van Leeuwenhoek a R. Hooke. Tebjevgist
vypomohl ve zkoumani malych objéka ve zkoumani mikrosta. Druhym vynalezem, ktery
bych rad zminil, je vynalez holografie [1,Zledna se o zobrazovaci techniku, ktera umozni
na rozdil od BZzné fotografiegi filmu, trojrozmérny obraz. Teoreticky ji popsal Denis Gabor
vroce 1949[3], za coz dostal vroce 1971 Nobelovu cenu. Rpzvolografie iSel

ale aZz s objevem laseru (1958).

Propojenim d&chto dvou objetr a jejich digitalnim zaznamem se nam otviraji nové
moznosti. Vznika digitalni holografickd mikroskopig ktera s sebouimasi mnoho vyhod
v pozorovani malych objelkt

Tato metoda je velmi déé pouZitelna pro pozorovani a zkoumani zivych lgjigloych
preparai [5]. Proto je svyhodou vyuZzitelna i v medi€inJak v reflexnim rezimu, tak
i pro rezim pro pikchod paprsku je totiz mozné zachovat Zivot zkouroharigurek a dokonce
pozorovat i jejich vyvojgi jiné procesy jako ndfklad sedimentacéervenych krvinek [6],
¢ivyvoj a zneny burék zasazené nadoremiipadré vyvoj nadoru Bhem a po &g, [7]

a to v realnéntase diky FFT ( rychlé fourierévransformaci). [8]

Pro svou dobrou rozliSovaci schopnost ve vertikdlsitéru je digitédlni holografie
zarover dolre vyuzitelna v pimyslu. S pomoci této metody je mozné nachazet pgruc

povrchu, ngfit deformace¢i nag. vibrace v ukitém snéru. [9]

V této praci se budu zabyvat funkci jednotlivy¢hsti digitalniho holografického
mikroskopu, dale jen DHM. To znamena samotnynitedmym mikroskopem, principem
holografie a digitalnim zadznamem. Dalé&kalika moznymi usptadanimi DHM, ktera jsou
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pokazdé s vyhodou pouZitelné na pozorovédmzzinych druli vzorku. Pokusim se zarave
porovnat tuto mikroskopickou metodu s metodami,ré&tenaji alespio n¢jaké spoléné

vlastnosti. Pedevsim co se & typu vzork, rozliSeni¢i moznosti 3D zobrazeni. Nekladu si
za cil, Ze m& prace bude &akém ohledu objevna, neboufpmova, ale pokusim se
0 uspdadani a popsani metody a pouziti DHM. Doufam, Zemmdzni vhled do problematiky

mikroskopie a Ze umozni lepSi pochopeni zakladpiicttipi, které jsou v DHM vyuzivany.



.  MIKROSKOPIE

1. Princip svételného mikroskopu

Mikroskop je optické zidzeni slouzici ke aSeni zorného Uhlufppozorovani velmi
malych gedneta. V nejjednodussSim ffpact jde o centrovanou soustavu dvou spojnych
¢ocek. Redni ¢cocka privracend k pedmitu se nazyva objektiv a ma malou ohniskovou
vzdalenost;, fadu rekolika mm. Okular, spojnéocka blize k oku, mé ohniskovou vzdélenost
f, veétsi, fadu cm. OB ¢ocky byvaji ve skuténosti slozigjSi optické soustavy. Pozorovany
piedntt y se umisti do malé vzdalenosteg objektiv, aby ohniskova vzdalenost objektivu
byla wtSi nez vzdalenostiedmétu. Objektiv tedy vytvéi skut&ny prevraceny a zuSeny
obrazy’;. Okular je nastaven tak aby tento obraz vznikkehe gedmetové ohniskové rovia
@>. To znamena, Ze okular budgeg@net zobrazovat do nekotiea, a my ho tedy fizeme

pozorovat neakomodovanym okem.

2. Vypocet zwtSeni s¥telného mikroskopu

TentyZ gednet se nam mize jevit jako ¥¢tSi nebo mensi podle toho v jaké vzdalenosti
je, nebo obed}ji pod jakym zornym uhlem jej vidime. Lidské oka&ferozliSi dva body, je-li
zorny uhel, pod nimz je oko vidi, alesp@dna Uuhlova minuta. Je-ligdnet tak maly, Ze by
pouhé oko ho jiz pro maly zorny Uhel nedlim je ffeba pouZzit &aky opticky istro;.

Nejjednodussi je lupa, ale zde se budeme baviételseém mikroskopu.

To co je u mikroskoputdezité, je jeho z#tSeni. U velmi malych igdneta je zorny
thel tak maly, Ze naSe oko jiZ neni schopno je ahilfAroto si porizeme z¥tSenim zorného

Uhlu. ZwtSeni mikroskopu pak &ime pongrem

g tga” oy,

T tgo E ' ;

Kde ¢ je zorny uhel, pod nimz je it piredmét v mikroskopu ac je zorny Uhel,
pod nimz by byl gednet vidét v konverini zrakové vzdalenosti Dale paky,” je realny
pievraceny a zstSeny obraz fednetu y, fi resp.f, jsou ohniskové vzdalenosti objektivu,

resp. okularu. Po par dalSich Gpravach této rovthistaneme vztah
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Kde A je opticky interval (coz je vzdaleno§t a f,. Scéarkou zn&im obrazovou
ohniskovou vzdalenost.) a; ZvétSeni objektivu a Zje zwtSeni okularu. Celkové Ztseni
mikroskopu je tedy nasobek &geni okularu a objektivu. Chceme-li tedy &m zvétSeni
mikroskopu, nizeme to udlat hned temi zpisoby. Vyn€nou okulafi, vyménou objektiv,
cozZ je nejastjsi, nebo zminou optického intervalu, coZ se vSak zpravidla oegdi. [10]

3. Difrakce svétla
Vedle vad spojnych soustav bude vysledek pozorowduezovat rovée difrakce s¥tla.
To je divod, pr& nemizeme dosahnout neomezeneho rozliSeni. Difrakcelingtd swtla,
je dasledkem relace netitosti mezi pravépodobnosti detekce fotonu v dané pozici a jeho
hybnosti. Omezime-li rovinou vinu &binou o Sfce a, pak se s#tlo za Sérbinou z&ne
ohybat do Uhlu. Tento vztah plati pro malé thly
A
a=-—.
Difrakci mizeme popsat pomoci Huygensova — Fresnelova prindipery iika,
Ze kazdy bod vinoplochy &telného pole izeme povazovat za bodovy zdroj sekundarnich
swtelnych vin o stejné frekvenci, jakou ma primanislednou vinu v libovolném bed
prostoru pak dostaneme superpozigsgvka vSech sekundarnich vin. &m Ze je difrakce
pii pozorovani mikroskopem tak n@&emna? V dsledku difrakce je bod zobrazen
do rozptylené ploSky, ktera odpovida

A
s=0,61—,
u

kde u” je aperturni Uhel. Z toho plyne, Ze bodgré&tbudou az moc blizko u sebe, nebude
mozno nikdy rozliSit. Abychom dva blizké body motdzliSit, musi byt spkno Rayleighovo
kriterium: dva body jsou rozliSené, pokud centraméximum krouzku 1 prav splyva

s prvnim minimem krouzku 2.

4. RozliSovaci mez a numericka apertura
| pfi zobrazovani nejmenSichquiméta jde vzdy o ohybovy jev, ktery vznik& difrakci
na drobné fekdzce. | sama zobrazovaci soustava daflusprostor pro ohybové jevy,

a to na kruhové clonce, vstupni pupile. Difrakcepsgjevi i v samotném oku. RozliSovaci
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schopnost je tedy omezena ohybenitlava je tim ¥tSi, ¢im kratSi je vinova délka stla,
které pouzivame pro zobrazovani. Pro ¥jeni pouzijme Abbeovu teorii rozliSovaci
schopnosti mikroskopu. Tu posuzujeme podle nejmegrdélenosti dvou bdd preparatu,
kterou jest rozliSime. Pedpokladejme, Ze pozorujeme mikroskopem lineéarrtizka
oswtlenou rovnobznym svazkem paprék kolmych k nfizce. Je-lia odklon krajnich
paprski, které jest vstoupi do objektivu od optické osyireme niizku vidét pouze, je-li

splréna podminka

sina =

QU >

)

kdeX je vinova délka sstla ad je vzdalenost dvou otvemiizky. Odtud dale plyne

2 Ao

)

~sina  nsina A
kde A = n sina a nazyva se numericka aperturad Ae nazyva rozliSovaci mez. Tento vztah
bude platit pouze pro kolmé adleni preparatu. Bude-li preparat ¢den Sikmym svazkem
paprski, nebo jinak obec#Sim, bude rozliSovaci mez poldwi. NejmenSi pozorovatelna

délka je tedy u sitelného mikroskopu rovna maximélpoloviéni vinové délce sitla délena

numerickou aperturou, jejiz hodnoty vSak nejsouspatce vétSi nez jedna. [10]

Porovnejme nyni tznéd rozliSovaci kritéria. Zatim bylo zmdmo Abbeovo
a Rayleighovo kriterium. Déle iieme je&t zminit Sparrowovo kritérium. Nejvice obecné je

Rayleighovo kritérium, kde po Upradostaneme pro rozliSovaci mez vztah

A
d=0,61 = 0,61

A
nsina A’

Tento vztah plati obeérpro libovolny tvar apertury a pro libovolny drutca.

Pro pozorovani &tbin ¢i nesteji velkych bod Ize vyuzit Sparrowova kritéria, které
iika, Ze rozlisitelné jsou i&biny, které jsou bliz, nez jak povoluje Rayleighdsriterium. Je
to zpisobeno tim, Ze centralni minimum nemizi okatmjdk se zé&nou Sérbiny priblizovat,

ale mizi postupti Dostaneme se aZz k tomu, Ze rozliSovaci vzdalgeost
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odstavci, proto se jiz kému nebudeme vracet.

Ukazeme jest na grafech rozdil mezi Rayleighovym kriteriem aa®pwovym

kritériem.

Irtensity
Intersity

=10

Obr 1. Ukazka Rayleighova rozliSovaciho kriterial@vo) a vedle ip posunuti Strbin
k sol& mizeni centralniho minima, které podle Sparrowdviééria (napravo) umaillje

rozliSeni i dale nez povoluje Rayleighovo kriteriu@rafy gevzaty z [11].

5. Vady spojné optické soustavy

V idealnim s¥t¢ by se ndm zobrazoval spojnou optickou soustavalziase jako bod.
| v redlném s#té by to tak mohlo fungovat, ale musely by se sgoidminky, Ze se zobrazeni
déje nulovymi paprsky a $lo musi byt pisné monochromatické, aby se lamal jgdiném
indexu lomu. Jelikoz vSak jsou tyto podminkiyilip piisné, az nerealné jsou zobrazeni
zatizenatznymi vadami, aberacemi. Tyto vady nam budotisppovat chyby a néesnosti
pii zobrazovani pomoci optickych soustav, jako jefnapkroskop. V naSemifpad se feba
barevna vada neprojevi, protoZze budeme pracovain®chromatickym laserem, ale vadam
otvorové, astigmatizmu, kaina zkresleni se Upinnevyhneme, @se daji do zr@é miry

kompenzovat.
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.  HOLOGRAFIE

Opticka zobrazeni, jako napfotografie, film, dalekohled, vyuzivaji toho, &&telné
paprsky jsou vzajennnezavislé, $i se pgimocare, lamou se a odrazi. Pak préipad
nekoherentniho $tla miZzeme zaznamenavat pomoci optickych soustawktgohustot
z&ivych toki dopadajicich z jednotlivych bédorednetu na detektor (fotograficky film...)
ato ungrny druhé mocni& amplitud, takze fotograficky zaznam poskytuje poyeden

primét predmetu
@ = KE” + kKE)® + 2KE|E-cOS(%-71).

Kde Eja E; jsou amplitudy sitelnych vin ak je konstanta. Rovnicadava vypoet
pro hustotu zévého toku dvou sitelnych vin, picemZz pokud se budeme bavit
o nekoherentnich stelnych paprscich,réti ¢len v rovnici vypadne, a proto bylo mozno

konstatovat, Ze séty z&ivych toki jsou unérné sodtu druhych mocnin amplitud.

Pokud bychom ale c#it zapcaitat i treti ¢len, coz Ize zaptanim fazovych posun
které gislusSi vzdalenostnim posunuti d@déh vin, musime pouzZit prostorovi ¢asow
koherentni monochromatickeé &k umoziujici interferenci a tim ziskame informaci nejen
o rozlozeni amplitud vin, 8tich se z jednotlivych bddpredmeétu, ale i rozlozeni fazi vin
charakterizujici vzdalenostni relace mezi bodgdpttu ve sndru Skeni sétla. Chceme-li
rozdleni fazi jednotlivych vin vysilanych bodyfquin®tu je zapatebi referetni svazek,
ktery nam umozni posuzovat r@kehi fazi jednotlivych vin fedmétového svazku vzhledem
k rozloZeni fazi jednotlivych vin referémiho svazku. Najklad v gredes|é rovnici vezeime
Y2 jako fazi referetniho paprsku g, fazi prednmetového paprsku, pak jg. pro vSechny
predmeétove paprsky stejné a z fazového rozgiu— y1 potom vychazi fazetrpdmétového

svazku. Na této uvaze funguje holografie. [10]

Holografie byla objevena a teoreticky popsana rbR49 britskym fyzikem Denisem
Gaborem (1900 - 1979, Nobelova cena v roce 197lbpyoSholografie pochazi i&ctiny
a vznikne sloZzenim dvou sldwlos (Uplny) agrafie (zaznam) znamend tedy Uplny obraz.
Je to metoda, kterd umafe zdznam obrazu véeth rozmdrech. K rozvinuti této metody
bylo ale jest treba par let pikat, nez byl vynalezen laser (1960), ktery je desig
bodovym zdrojem sila, které je dostate¢ koherentni, aby bylo moZno holografii
uskuté&nit. Zaznam pednetu v citlivé vrst¥ fotografického filmu se jmenuje hologram
anese informaci, nejen o interziftak jako klasickd fotografie, kterd jerimocarym

zdznamem gitla odrazeného a rozptyleného danym objektem), take® o fazi sstla
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odrazeného od zaznamenavanérerpttu. Hologram tedy zachycuje navic &b, jakym
se s¥tlo na povrchu objektu rozptyluje. Na zaktatbho lze ukit prostorové rozlozeni

jednotlivych bod pozorovaného objektu.

1. Princip holografie

zobrazovaci
svazek

hologram

referencni
svazek

pozorovatel

relonstrukee hologramu

zaznam hologramu

Obr 2. Princip holografie. Obrazekgvzat z [12].

Doposud jsme se zabyvali Uvahou, jak se hologrifie od kiZného optického
zobrazeni. Na obr 1. je ukazano, jak lze holograstawit, a jak jej rekonstruovat. Gelné
viny vyzaiované laserem L se opticky (fapockovym objektivemC) rozaili na dva svazky.
Jeden se necha dopadat na zobrazovany objekt P atgk,odrazené viny dopadaly
na fotografickou desku F, a s@sré na ni dopada také druhy, tzv. refefen(srovnavaci)
svazek laserovych stelnych vin. Referetni svazek vin mize byt odrazen i od zrcadla.
Zrcadlo ovSem neni bezpodméng nutne, ale rize se pouzit jako jesnerova” chodu
swtelnych vin. Toto usp@dani ukaZzeme po¥d Citlivost materiah pro zachyceni
hologramu musi byt vysoka: vice jak 208& na milimetr délky. Takova jemna struktura
ale vyZzaduje naprosty Klidiipzadznamu, pohyb zaznamenavaného obrazce vzhledsitivé

vrstwe nesmi pekrctit zlomky tisicin milimetru.

Jeden svazek byl rozptylerteglmétem a druhy dopadétimo, proto nejsou viny obou
svazki jiz ve fazi. Rozdilnd faze stelnych paprsk se projevi fi interferenci.
Na fotografické desce vznika po vyvolani interférdrobrazec, ktery je t¥en nepravidel&
rozloZzenymi interferetnimi maximy a minimy. To co Ize na hologramu $pabemusi jevit
Zadnou spojitost se zaznamenanym vzorkem. Obrakwize ziskat teprve jeho rekonstrukci
a to tak, Ze hologram o&lime laserovym sstlem pod stejnym uhlem, pod nimZ dopadal

na fotografickou desku refer&m svazek sitla pii zhotovovani hologramu. Tim se vyio
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obraz mivodniho objektu ve sénu, v nimz se tento ffednet nachazel. Pokud by seénil
poner vinovych délek sitla, pomoci nichZz hologram fimujeme, vzhledem k vinovym
délkam, jimiz ho rekonstruujeme, dosahnemétsani nebo zmensSeni obrazu ve srovnani
se zaznamenavanyniegimétem. [13] Informace o kazdém bodu zaznamenavanidnmptu

je pitom diky interferenci sstla ,rozptylena“ v celé ploSe hologramu. Proto jezmé

i z pouhého Ulomku holografické desky rekonstruovesly obraz. Kvalita takto
rekonstruovaného obrazu bude tim hotém mensSi tlomek hologramu pro rekonstrukci
pouzijeme. Fakt, Ze informace o kazdém bodu zaznawamého fedmitu je zachycena

v celé ploSe hologramu, vyplyva z toho, Zétlevse Sfi z daného bodu (zaznamenavaného
prednetu) vSemi smiry. Nékteri se dokonce domnivaji, Zze vesmir je vlagtolografickou
projekci a my vnimame jen ogldné ¢asti tohoto hologramu. To by znamenalo, Ze kazda

¢astice nese informaci o celém vesmiru. [14]

Uved'me jeSt par zajimavosti. Raime-li hologram¢ocky (spojky nebo rozptylky),
pievezme hologram jeji vlastnosti. To znamena, Zebsaz bude ) prichodu hologramem
zmensSovat nebo #t8ovat. Takto Ize pomoci hologréansestavit mikroskop i dalekohled,

ktery bude mit stejné vlastnosti jako dalekohlechikroskop se sklelmymi ¢ockami.

Pro ziskani hologramu ikeme pouzit dvou moznych uspdani. Podle toho, které
uspdadani vyuzijeme, nazyvame ,off-axis* holografii an-line* holografii. Off-axis
holografie je mozno pouzit jak pro vzorky reflextdk pro transmisni. V tomto us@alani
je nutné pouzit paprskovyelik, aby se od sebe odlilly objektovy a referetni paprsek,

které se nasledrsbihaji na detektor, pod nenulovym Ghlem, aby otyiy hologram.

Pfi in-line holografii se paprsek né&d ale vzorek je prosvicen jednim svazkem
paprski, u kterého diky prostupu latkou dochazi k fazovgmsaunu a kolem okraje vzorku
prochazi zbytek svazku, ktery se diky tétiekdizce ohyba a dopada na detektor jako
referegni svazek, bez fazového posunuiddme tedy i tady mluvit o dvou paprscich, co je
vSak dilezité je to, Ze na detektor dopadaji pod stejnyriema. Mezi sebou tedy paprsky

sviraji uhel nulovy.
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Obr 3. Mozné usp@dani zaznamu off-axis holografie na odraz. Jethéoymboly:
Z - laser, BS - dic¢ paprski, P - zaznamovy materiél, S - vzorek, BE-paprskexgander,
NF-filtr, RL resp. OCéocka v referetini resp. v objektové &vi, DS- zpod’ovaci systém,

R - referekni paprsek, O- objektovy paprsek.
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Obr. 4. Mozné usgadani pro zaznam hologramu pro transmisni vzorkagnazni

zachovano, jako u obr. 2.
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2. Dva typy hologrami:

1. transmisni - referéni i obrazovy svazek paprskdopadaji na stejnou stranu
fotografického filmu. Takovy hologram lze pozoroyabsvicenim filmu laserovym &iem
stejné vinové délky, které bylo pouZitoti pzaznamu. Laserové &lo se lame
na interferetinim obrazci, napodobuje tak rozptylové vlastnostiografovaného objektu
a promita jeho trojrozsmny obraz. Tento systém se pouzivaiznych muzeich, vystavnich
sinich, ..., v nichZ jsou nawdmikam timto zmisobem ukazovany trojrozimeé snimky

vzacnych pedmeta, které z nejizrejSich divoda nemohou byt mo vystaveny.

2. reflexni (odrazové) - referémi i obrazovy paprsek dopadaji na épé strany filmu.
Tyto hologramy lze pozorovat viippzeném swtle. Odfiltruji vSechno sitlo kromé toho,

které je vhodné pro pozorovani hologramu.

Na tomto principu jsou zaloZengkieré odznaky, ochrana kreditnich karet a daklad
cennych kupoih (nag. MHD)... [13]
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.  CCD A PRINCIP DIGITALNIHO ZAZNAMU
V digitalni holografické mikroskopii jetdezité zaznamenat obraz v digitalni farm
pro dalSi numerické zpracovani a tedy se nyni mpali@ na to, jak obraz, ktery ziskame
pomoci mikroskopu a holografiiitheme zaznamenat. Numerické metody budou popsany
pozcji. Nyni popiSme, jak dostat informaci do dace, jak ji digitalizovat, aby se s ni

mohlo pracovat.

Zakladem bude CCD kamera, ktet@yede obrazovou informaci a elektricky signal.
Zkratka CCD pochazi z anglického Charge-Coupledid@gvcoz v pekladu znamena
zaizeni s vazanymi néboji. CCD prvek je znam od r&R69, kdy prvni snintatohoto
druhu sestavili v Bellovych laboraich panové Williard Boyle a George E. Smith.
Tento prvek funguje na principu fotoefektu, za jehoswtleni dostal Albert Einstein

v roce 1921 Nobelovu cenu za fyziku.

Dopadne-li na povrch latky foton o spravné hodnenergie, vyrazi tento foton
z atomu latky elektron z jedné hladiny do hladingssi, tedy do excitovaného stavu,
piipadré Uplneé mimo dosah atomu.iPtomto jevu eda foton elektronu energii o hodéot
E = hv, kdev je frekvence fotonu h je Planckova konstanta. Této energiti&d ioniz&ni
energie. B delSich vinovych délkach (nizkych frekvencich ealyt i energiich) se jev
neprojevi, protoZe energie fotonu neégtaa uvolni elektronu z obalu atomu. Dostane-li
se elektron mimo dosah atomu, pak se jev nazyw§Sivriotoefekt. V polovodiich,
tedy i v CCD detektorech se vyuziva ¥niho fotoefektu, kdy nasledkem absorpce faton
dochazi k elektronovymipchodim na hladinu vySSi energie a k vyteai pohyblivych
nosca naboje. Dostane-li se tedy elektron alesdo excitovaného stavu, je v polovéidi
schopen podilet se na elektrické vodivosti. Toho weiZziva nap. u fotodiod,
kde se fotoefektem ziskany naboj ve fotodioadvadi pomoci elektrod, a tedy jsou

zdrojem elektrické energie.

Zaznam obrazu lze roZlit na dw etapy a to expozici a snimariteni) obrazu.
Pti expozici je CCD detektor vystaverigpbeni s¥tla a na jeho jednotlivé pixely dopadaji
fotony. Dopadajici fotony excituji v polovadlielektrony, které jsou pakfipahovany
ke kladré nabitym elektrodam. Tyto elektrody jsou vSak iz@loy od polovodie a tedy
naboj Zistane v blizkosti elektrody, ale neopusti polo¥od?o elektronech tstanou
v polovodti tzv. diry, které wuci svému okoli vykazuji kladny naboj a jsodtphovany
na spodni zapornou elektrodu CCD detektoru. Nazédorge znazoréno, Ze na levy pixel

dopadlo vice fotoin nez na pixel vpravo, proto ujeho elektrody jeosm@z@&no vice
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elektroni nez u pixelu vpravo. Na obrazku jsou pixely znagoy a vzajema oddleny

zelenou tékovanoudarou.

q 9
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Obr 5. Schéma expozice CCD detektoru. Obrazekzat z [15].

Po ukorteni expozice zZme se snimanim obrazu. Na mnozZiny elektrod 1, 2 a 3
piivadime trojfazovy hodinovy signal (existuji i CC@etektory sectyifazovym nebo
naopak dvoufazovynttenim). Na elektrodach 2 sec¢ma pozvolna zvySovat néip,
zatimco na elektrodach 1 se s&ifg snizuje. Diky tomu jsou shluky elektrion
piitahovany pod elektrody 2. Postupise cely ¢j opakuje mezi elektrodami 2 a3,
dale mezi 3 a 1 a tak stéle dokola. Shluky elektoednotlivych pixel se tak posouvaji
pies sousedni pixely simem k vystupnimu zesilova Tento zesilova pak zesili maly
proud odpovidajici pitu elektrori v jednotlivych pixelech na né&fové drovié vhodneé

pro dalSi zpracovani obrazu. [15]

3 1 2 3 1 .2
Si0; _ vystup
8P - +—o
Si (+] 099 [+) [+]
3 1 2 3 1 2 .3
Si0: i . o vystup
Si m@ -+
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Obr 6. Schéma snimani obrazu z CCD detektotavzato z [15].

Takto by fungoval CCD senzor v jedné dimenzi, al® gobrazovani obrazu
je dilezité zaznamenavat ve dvou dimenzich. Proto papi@st princip ploSného CCD
senzoru. Zaznam je stejny jako u 1D senzoru, alan&@m obrazu je trochu
komplikovargjsi. Zakladni konstrukce dvojrozmého CCD je pouhym spojenim mnoha
linearnich CCD na jedinéniipu. Namisto toho, aby naboje na koncield vstupovaly
do obrazovych zesilo¥d, vstupuji ovSem do dalSiho linearniho CCD, kterék fadam
kolmé a timto CCD teprve postupuji k jedinému zesiti na jeho konci. Obraz se snima
tak, Ze se nejprve trojfazovym posuvenvysune prvni pixel ze vSech svislych CCD
do spodniho vodorovného. Z toho se pak opakovamngjfdazovym posuvenx cely fadek
naposouva k obrazovému zesilovdoté se dalSim trojfazovym posuvegrposune druhy
pixel ze vSech slouficdo vodorovného CCD. Cely tento cyklus se opakdpiud nejsou
ze sloupé@ vyprazdrny vSechny pixely. Tedy by se daitici, Ze se CCD senzor chova
podobr jako pamdtovy registr.
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. ZPRACOVANi OBRAZU A JEHO VYHODNOCOVANI (FOURIEROVA
TRANSFORMACE)
V piedchozi kapitole jsme popsali, jak Ize digitalzaznamenat obraz tak,
aby se mohl dale zpracovavat «fiati. CCD senzor zaznamenava obraz po pixelech,
a tedy neni mozné zachytit obraz sgojdle pouze digitakh Nasled® v paiitagi tento

obraz mizeme déale zpracovavat a vyhodnocovigpomoci monitoru zobrazovat.

Ke zpracovani a vyhodnocovani se vyuZitwzngch transformaci napFresnelova-
Kirchhoffova, Fourierovadi jiné. Uvael’me zéakladni vztahy Fourierovy transformace,
protoZe pro digitélni holografii je velmi cenn&i Pachovani podminky, aby na detektor
dopadaly rovinné viny, resp. viny o stejnigvksti, mluvime o Fourierayvholografii, resp.
kvazi-Fouriero¢ holografii a rekonstrukce tie probihat prayv pomoci Fourierovi

transformace.

Fourierova transformace se vyuziva pro zpracovaspektralni analyzu spojitého
periodického i neperiodického signalu. Jedna seobrazeni, které kazdému signalu
piifazuje jinou funkci, z jejichz vlastnosti lze &ist informace o fwvodnim signalu.
Vysledkem Fourierovy transformace je spektrum jakikce spojité frekvence. [16]

Fourierova transformace je definovand integrélem

S(w) = joos(t) exp(—jwt) dt .

Kde s (t) je dany signal realné pramnét, j je komplexni jednotka. Zkracénze
také psatS @) = F[s(t)], kde F zn&i Fourierovu transformaci. Fourier obrazS ()
se také #kdy nazyva Fourierovym spektrem sign&u(t). Fourierova transformace je
inversibilni, a tedy mam-li Fourigv obrazS(w) mohu zgtné dopaitat pivodni signal

s(t) a to takzvanou zpnou Fourierovou transformaci

s(t) = %ij(a}) exp(jot) dw .

Pomoci této transformace lze zpracovavat signétyitépperiodické i neperiodické.
Jestlize zpracovavame signal¢fiecem, pak mame signal digitalni, nebo ho musime
digitalizovat a s tim je spojencikolik obtizi. Zaprvé musime uzit diskrétni Fouriaro

transformaci, ktera se od spoijité lisi.
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Diskrétni Fourierova transformace se vyuziva k ¥fpmbrazu (spektejasovych
posloupnosti. Lze ji odvodit ze spojité Fourierdvgnsformace a to diskretizaciasove
i frekvercni oblasti. Formak mazemetici, Ze diskrétni Fourierova transformace vytvo
z kon&né posloupnosti s{(n)| n =0, 1, ..., N-} obrazovou posloupnost shodné délky
{S(k)| k =0, 1, ..., N-X Je-li vychozi posloupnost t¥ena navzajem stejrvzdalenymi
vzorky signalus (nT), tvori obrazova posloupnosiovréZz navzajem stefn vzdalené

spektralnicary S(k2).

Fourierova transformace diskrétniho signalu se yéswaru

[oe)

S(w) = Z s(nT)eJenT
n=-—oo
kde s(nT) je diskrétni signal, T 4/f je perioda vzorkovani. Tento vztah dostaneme,
nahradime-li ve spojité Fourierdvtransformaci integral sumou. Vezmeme-li v potaz

piedeSlou Gvahu o posloupnosti koné délky, |ze tuto transformaci upravit do tvaru

. . 21T
S(kQ) = YN s(nT)e kT = YN-1onT)e/*¥ k=0, 1, ..., N-1.

| diskrétni Fourierova transformace ma svojétapu transformaci, ktera se dagop
odvodit od spojité a to @p diskretizaci Wasové a spektralni oblasti a tedy nahradou

integralu za sumu. &na Fourierova transformace bude vypadat takto
. . 21
S(T) = ~TNZ3 S(k2) FMT = ~ 3N S(k) "N, n=0,1, ..., N-1.

Tato metoda je sicecinna, ale vzhledem k tomu Ze pro v¢poN hodnot S(k?)
diskrétni Fourierovy transformace jelbaN komplexnich ndsobeniM (N-1)komplexnich
itani a vzhledem k tomu, Ze, aby vysledky byly awma nejpesrg|Si, potebujemeN co
mozna nej¥tsi, je Fourierova transformace pémme dost zdlouhava metoda. Proto byl
vymySlen algoritmus, zvany Fast Fourier Transfornebali rychld Fourierova
transformace. Tato metoda umozni sniZzenétipooperaci a tedy zrychleni vyfia
Fourierovy transformace. S timto algoritmerisSp v roce 1965 J. W. Cooley a J. W.
Tukey a jejich algoritmusimesl revoluci do digitalniho zpracovani signalud @ doby
bylo vymysleno jiz vice algoritih pro aproximaci vyp&u Fourierovy transformace
(nag. Winogradoviv, Radetv a jiné.) kazdy méa své vyhody a nevyhody, ale 8ganaji

za cil zkratit dobu vyp#iu transformace. [17]
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Uvedme giklad, jak je mozno Fourierovu transformaci vyuZzit praxi
pro zpracovani obrazu, tak jak je uvedenclanku [18] pro in-line holografii. Bereme
uspdadani kde bodovym zdrojem, a tedy sférickou vina prosvicen prvek
ze vzdalenosti ¢kolika mm Hologram je sniman na CCD kameru ve vzdalen&gilika

cm od objektu. Hologram, ktery zachyti CCD senzor,naime jako I(k,I?),

kdek je vinové cislo ak je polohovy vektor bodu (X, Y, Z) na hologramu, ko
pocatek je bran bodovy zdroj. K rekonstrukci tohotdogoamu Ize pouzit Helmholtzova —

Kirchhoffova integralniho teorému, ktery je danarsm

UG = jfll? 'kF'Ed
() = gz )| 100ewp (k- o
S

Kde 7 = (x,y,z) polohovy vektor rekonstruovaného objektuda je elementarni
povrch oblasti. Pokud zachytime hologram na royirsenzor ve vzdalenost

od bodového zdroje, iiieme vztah fepsat

Ulx,y,z) = ! ij(X,Y)exp(ik zd )

2md? VX2 + Y2 + d2
. xX +yY
X exp [lk( )] dxdy .
VX2 +Y2+d?

Déle mizeme zavést substituci

X ?: Y

X= :
VX2+y2+q?’ VX2+y2+d2

A tedy v podstat se zamifime na jiny bod, jiz ne X, Y, al&, Y. Predchazejici

rovnice bude vypadat takto

Uyz) = Lff 1(X)Y) exp (ikz\/ 1-X2— 172) exp [ik(xX + yY)]|dXdY .
o 2md?

Ted’ uz zbyva pouze symbolickégpsani
Uyz = FT{I(X,7)p(X,7,2)}.

Kde ¢(X,Y,z) =exp (ikzy1—-X2—-Y2 a FT znd fourierovu transformaci.

Kontrastni hologram je pozorovan v intrepolovanéddsb(X, ¥). Takto interpolovany
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hologram je ndsoben fazovym faktorepﬁ)?, Y, z) a pro Fourierovu transformaci se uziva
FFT algoritmus. [18]

Takto jsem popsal pouze jednu z moznosti, jak [gkanad data zpracovavat. Lze
vyuzit nap. konvoluce [18],¢i fresnelova algoritmu, ktery je z uvedenych moZnos

rekonstrukce nejobeési.
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IV.  DIGITALNI HOLOGRAFIE
Digitalni holografie je principiekd Uplne stejna, jako &na holografie,
jen s rozdilem, Zze zaznam neprobih&a na fotografiithy ¢i jiné fotosenzitivni materialy,
ale hologram je zaznamendvan a CCD kameru a zpraéovpditatovym softwarem.
Tim se ndm poda zkratit ¢as rekonstrukce, protoze probiha vipei a neni tedy nutno
ji provadit jako druhy krok, jako u &Zné holografie. AvSak se zapisem na CCD kameru

je spojeno tkolik malych probléni, které se pokusim nyni nazita

Pro zaznam hologramu se vyuziva fotosenzitivnichern@di, prevazié krystal
halogenidu gtbra a to pro jejich vysoké rozliSeni, které je dml 200@adki/mm.
Pro srovnani, &ny fotograficky film ma 50fAdki/mm. Toto rozliSeni, které je tento
material schopen zaznamenat je velmi vyhodné pemaréd hologramu, protoZze jsme
na rtm schopni rozeznat velmiigsreé jednotlivé interfereéni prouzky. Toto rozhodn
mluvi v prosgch bZné holografie, ale ma i své velké nevyhody. Zapevéeba udlat
dva kroky k ziskani obrazu, zaznam hologramu aedaslrekonstrukci. Zadruhé jéeba
zaznamovy material chemicky upravovat, coZ ¢@so¥ nara@né a niize to vést
i k drobnym chybam zaznamu aisdt, vysledny obraz se neda hned numericky zpracova

Tedy tato metoda je velice zdlouhava.

Na rozdil od toho, digitalni holografie pracujeeainémcase, tedy bez chemickych
Uprav a bez p#tby druhého kroku pro rekonstrukci. Wdrae vSak zasadni problém této
metody. RozliSeni CCD kamery se pohybuje kolemid@i/mm, takto malé rozliSeni
bude jen &Zko schopné interferénimi prouzky rozliSit. Redstavime-li si CCD kameru
jako difrakéni miizku s tim rozdilem, Ze otvory neohybaji¢w, ale zaznamenavaji
paprsky, které naeéndopadnou, mohli bychom zapsat pro Uhel dopadajip@prski
refererénich a objektovych toto, asi jako pro diftak miizku

sina = E'

kde o je hledany uhell je vinova délka pouzitého &elného paprsku, b je méizkova
konstanta (v naSentipadt Sirka jednoho pixelu). To v praxi znamend, Ze kdyZjeme
laser o vinové délce 632,8nenvezmeme-li v potaz, Ze velikost pixelu CCD kamjery
8x8um? a zohlednime-li, Ze pro registraci interfemeino prouzku je zapiebi minimalt
dvou pixeli, vyjde nam jako nutna podminka pro Uhel mezi etarim a objektovym

632,8nm
2X8um

svazkemuoa = arcsin( ) ~ 2°.[19]
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Z toho vyplyva, Ze bdi mizeme zobrazovat digitalni holografii jen velmi malé
prednity, nebo velmi vzdalenérednety. A to vzdy tak, aby byla zaji&ta podminka,
Ze objektovy a referéni svazek fi dopadu na CCD kameru sviraji maxintalahel

a~2°.

V piipac, Ze tato podminka totiz nebude dodrZzena, pak tikodojde
k pirevzorkovani (Oversampling), a to povede k neZadoucjevu, ktery se nazyva
aliasing. To \estirt znamenda falSovani¢i opticky klam. Aliasing se projevi tim,
Ze na obrazci se objevi nepravidelné pruhy s vyrammensi hodnotou frekvence,
nez by nély mit ve skuténosti. Aby nedoSlo k aliasingu, musi byt vzorkoviiekvence
rovna minimalg dvojnasobku nejvyssi frekvence obsazené ve vzarkém signélu -

tzv. Shannotiv-Nyquistiv teorém jez se da formé&mapsat

1
VT oax
Pokud tuto podminku nesplie, dochazi k iekryti frekvegnich spekter
vzorkovaného signélu a tedy ke zératformace.

Z piedeslého vzorce vyplyva, ?e CCD kamera, kterd nikost pixelu 8x§m?
bude mit prostorovou frekvenci kterou je e&chopen zachytit 62,5 prou#knm,
coz je pro holografii velmi malo a jéeba tedy velmi fesré zachovat podminku o Ghlu,

kterd nam zabrani, aby doSlo ke ztiaformace kvli aliasingu.
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V. EXPERIMENT NA DOKAZANI ZAKLADNICH PRINCIP U DIGITALNI
HOLOGRAFIE
Tento experiment ma za cil ukazat zakladni prin@pgnamu hologramu a jeho

nasledné zpracovani a rekonstrukci pomoci Fouri¢ransformace.

Jako experimentélni usfimlani prvni ¢asti experimentu jsme zvolili kvazi-
fourierovskou, bemckovou off-axis holografii pro transmisni materidghy bylo mozno
pii zpracovani vyuZzit Fourierovy transformace proorektrukci hologramu. Jako objekt
byla zvolena LED dioda a to vzhledem ke své velikmslobré s#telné propustnosti. Tato

dioda je zobrazena na (Obr 7).

Druha cast experimentu je ukazka in-line holografie fredmetu na pfichod. Jako
predmet byl zvolen zamsrny kiiz. Jako s®telny zdroj byl zvolen modry laser pracujici
na vinové délcé = 473 m.

Obr.7: Fotografie LED diody pouzité v experimentu.

1. Pouzita technika

Pro zaznam hologramu jsme pouzivali kameru HanvisiBVDUO-10M
s detektorem Foveon X3 Pro (F7X3-B91), ktera jeopda zaznamenavat vSechriy t
zakladni barvy v plném rozliSeni (Obr.8). V naSexpezimentu jsme pouZili jednotkiv
pouze swtla cervenél = 660nm a modré = 473im, piestozZe tato kamera byeha i SirSi

VyuZiti.
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Jako zdroj s#tla byl pouzitcerveny laser, ktery pracuje na vinové déle&60nm.
Pomoci mikroskopového objektivu (x10) byl paprsekvdazan do optického coupleru
(Obr.8) seityimi vstupy actyimi vystupy, ktery dli vstupni intenzitu v rovném pairu na
vystupech. Pro na$ experiment se vyuZily dva vystigoien pro svazek objektovy, druhy

pro svazek refereimi.

Obr 8.: Kamera Hanvision HYDUO-10M.

Obr 9.: Coupler 4x4, a navazani laseru na optitiiéno.

V experimentu jsme pouzili off-axis us@aani pro prchod. Uhel mezi objektovym
a referednim svazkem byl nastaven podle Nyquistova kritéri@ 2° 4’. ProtoZe vystup
z optického vlakna je jeSsmeiovan gescocky, vychazi z sho gausovsky svazek. Toho
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jsme déle vyuZili pro ziskéni kvazi-forierovské ¢grafie. Objekt byl umigh do mista,
kde referetini svazek ma pas a tim jsme docilili, Ze od objeéldd pasu se dale paprsek

Sifil se stejnou Kvosti a po zaznamu na kaieejsme mohli pro zpracovani vyuzit
Fourierovy transformace.

2. Prabéh experimentu

Po nastaveni vSechiléZitych paramefr jsme zaznamenali hologram a uloZili jsme
jej do paitace, pro dalSi zpracovani. (Obr10.)

Obr10.: Hologram LED diody zaznamenatgyfvenym sgtlem.

Takto ziskany hologram jsme zrekonstruovali ponmmogramu v MATLABU, coz
je programovaci jazyk proédecko-technické a inZzenyrské vy Pracuje obecn

s obdélnikovymi komplexnimi maticemi, coZ umaje pracovat i s vektory &sly a je
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navrzen pro snadné (ve smyslu snadného ovladapixtyy zobrazovani (ndp grafi)

a jednoduché programovani.
Jednotlivé kroky byly nasledujici:

| = imread(‘*hologram1.tiff’)natte intenzitni obraz ve formatu TIFF a ulozi ho pod
pro provedeni Fourierovy transformace ovsem Matlattebuje vstupni data v jiném

formatu (nap. double-precision).

I2 = im2double(l)ptevede obraz na double-precision hodnoty.

R = (;,:,1) vybere z obrazu informaci jencervené bary.

G = (;,:,2) vybere z obrazu informaci jen o zelené karv

B = (;,:,3) vybere z obrazu informaci jen o0 modré karv

Nasledujici kroky by byly stejné pro kazdou banakze nagiklad proc¢ervenou:
F = fft2(R) provede dvojdimenziondlni Fourierovu transformacidgrvenou

barvu. Kdybychom @ cheli zobrazit Fourierovo spektrum, zjistili bychome z
nizké frekvence jsou umésty v rozich. Aby byl obraz ddb citelny, je nutné umistit

nulové frekvence doisdu.

FS = fftshift(F)ptevede necentrované spektrum na centrované (posiine n
frekvence do $edu spektra).

X = log(abs(FS)Vytvori Fourierovo spektrum.

imtool(X) zobrazi Fourierovo spektrum a umoZzni dale nastaviewatrast a sytost

obrazu.

Tento program jsem nevytteél osob#, ale se svolenim jsem hoepzal z bakal&ke
prace Jan&uberky o digitalni holografii. Pro rekonstrukci bgramu, ktery jsme ziskali

je tento program dostatey, a vede k uspokojivym vysledik.
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Po rekonstrukci jsme ziskali tento obraz, kde jenyajak realny tak imaginarni
obraz a ve g&du je mozné vigt nulty fad fourierovského spektra, ve kterém se projevuje
in-line holografie. V tomto fipact je mozné povazovat in-line holografii za parazjaw,

nicmeére pro zobrazovani je mozné vyuzit i ji, jak ukazendalSicasti experimentu.

Obr 11.: Rekonstruovany obraz hologramu diody. @phalevo virtualni obraz,

aplr¢ napravo realny obraz a véeslu je nultyrad fourierovského spektra.
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Presuime se nyni k druhéasti experimentu. S modrym &lem o vinové délce
A=473m a vin-line usptddani jsme zaznamenali hologram 2&mho Kize
a rekonstrukce pr@hla steji jako v gredchozim fipack. Z obrazu je jashpatrné, Ze

obrazy se fekryvaji s nultymiadem fourierovského spektra.

Obrl12.: Hologram za#smného Kize v in-line usptadani.
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Obr 13.: Rekonstruovany obraz hologramu &dmého Kize. V nultémiddu spektra

je patrna stupnice vyztana na zagrném KiZzi.

Pro rekonstrukci byl pouzit stejny program jakoregchozim gipad.
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VI.  DIGITALNIi HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIE (DHM)

Pokud bychom propojili poznatky jiZide popsané, dostali bychom mikroskopickou
metodu zvanou digitalni holografickd mikroskopi@atd metoda vyuziva vyhod spojenych
srozliSenim fazovych postin v holografii a vyhod spojenych s mikroskopii.
To vSe v kombinaci s g@tatem umozni ziskat ffrozmerny obraz s velmi malym
Zpozdnim (Cas potebny pro penos a vypeéet probihajici v pétaci) a tedy vice méh
v realnémc¢ase a to vSe s vertikalnim rozliSenim kolem 5 nmoase Sky tyce, bude

rozliSeni jako u &ného s¥telného mikroskopu rovno asi polovinvinové délky
pouzitého swtla.

Tuto metodu je moZzno velmi disb pouzit pro vzorky transparentni tak i reflexni,
pro kazdé pak musi byt pouZzito pouze jiné wagani. Pro povahu fyzikalnich jev této

metod vyuzivanych je vhodna i pro pozorovani zivych 8un

1. Opto-digitalni holograficka mikroskopie

V ¢lanku Real time opto-digital holografic microscogRTODHM) je popsan
zpisob moZného uspadani, ktery zaznamenava hologram digitdlde jeho rekonstrukce
jiz digitaln¢ zpracovavana neni, rekonstrukce probiha jak&Zadholografie prosvicenim

hologramu svazkem o stejnych vlastnostech, jakadigkergni.
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Obr 14.: Schéma uspadani pi opto-digitalni holografii. Revzato z [19].
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Uspadadani na obradzku ukazuje moznost opto-digitalniodraifie. V tomto
uspdadani jak se uvadi na obrazku, se vyuzZiv&lasvzeleného laseru, které dopada
na prvni paprskovy di¢ (BS1), ktery rozdli paprsek v poreru 70%/30%, tak aby se
vétSina odrazila jako paprsek rekonsttmk Tento paprsek pokfaje dale na kolimator,
kde je roz&en a kolimovan. Polarizdtor a analyzator umozZniualizace obrazu
na displeji. Druhy paprskovyéti¢ (BS2) rozdli paprsek na objektovy a refetam.
Objektovy paprsek je dale rozsm pomocicocek. Referetini paprsek je kolimovan
a intenzita referamiho paprsku je dale podle peby tlumena clonou (atte), aby nedoslo
k saturaci kamery. Hologram je sniman CCD kameropomoci pditate zobrazovan
na LCD obrazovce. Hologram na LCD funguje podoljako analogovy hologram
a rekonstruéni parsek prosly obrazovkou ohyba tak, Ze vzniké@aolve vzdalenosti dané

vztahem

_AxLCD
~ " AxCCD’

kde d” je vzdalenost kde se rekonstruovany obraz obpkye, vzdalenost, ze kterého je
objekt sniman kamerouL.CD aAxCCD znai Sitku pixelu obrazovky a kamery x)(
souadnici. JelikoZ vzdalenost, ve které se bude obe&mnstruovat, je poénné znana

a diky tomu bude dochézet ke ztratdm informacenujmé zapoijit jind opticka raeni
pro zkraceni této vzdalenosti. Pomoci drobnéémmv uspdadani se daji dkteré
nedostatky odstranit. fidanim dvou cocek ziskame opto-digitalni holografickou
mikroskopii. Prvni¢o¢ka s malou ohniskovou vzdalenosti bude separovetkdini rady
swtla jdouciho z displeje a clona adidpraw jeden. Druh&ocka zwtSi obraz, aby byl
dolie pozorovatelny. Kombinac&chto cocek se voli podle kvality obrazéi potieby
zvétSeni. Pouzitim softwaru pro automatizackiteni, zpracovani a zobrazeni vznika
RTODHM, ktera umozni interferometricka éreni a studium evoluce v dynamickych
objektech. [19]

2. Princip a usparddani DHM
Co se princip tyce, jde v podstéto digitalni holografii obohacenou o mikroskopové

objektivy, které umozni 2¢Seni zorného Uhlu a zlepsi rozliSeni ve vertikalaferu.
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Uspaadani jsou mozna dvpro off-axis holografickou mikroskopii, podle toho
pro jaké vzorky ji chceme aplikovat. Prvni mozngstuspdadani pro vzorky, jez stlo
odrazi a tedy reflexni vzorky a druhé pro vzorkwiz swtlo projde, tedy transmisni. Jako

prvni popiSi usp@dani pro reflexni vzorky.

Paprsek laseru, je roddn do dvou srri, zpravidla setelnym dilicem 50%/50%.
Na svazek fedmetovy a referetini. Objektovy paprsek je nejprve &fovan k objektu.
Tam prochazi f&s mikroskopovy objektiv a dopada na vzorek, odékie se odrazi
adopada na CCD kameru. Paprsek refarerje nastaven tak, aby s odrazenym
predmétovym svazkem dopadal na CCD kameru tak, aby byddnmo vyuzit holografie.
Je-li to nutné, pouziva se pro refarensvazek delSi drdha, aby se paprsky nedostaly
z koherentni oblasti. Z CCD kamery je potom infocmao intenzié a zneén¢ faze
pienadSena do gdace, kde se dale zpracovava a vyhodnocuje. Rekomwstnyoobjekt 1ze

zobrazit na monitoru.

ceD
BE =
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Obr 15.: Mozné uspgadani zaznamu off-axis DHM na odraz. Jednotlivé sy
Z - laser, BS - di¢ paprski, CCD - kamera, S - vzorek, BE-paprskovy expansEerfiltr,
RL resp. OCéocka v referetini resp. v objektové &vi, DS- zpod’ovaci systém,
R- referegni paprsek, O- objektovy paprsek, MO- mikroskopasyjektiv. Revzato
z [20].
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Druhé usptéddéni je pro pozorovani transmisnich viorlPaprsek vychazejici
z laseru je pdeba opt jako v gredchozim usp@dani rozdlit paprskovym dlicem.
Predmetovy paprsek nejprve dopada na vzorek, kterym pragd fles mikroskopovy
objektiv dopada na CCD kameru, kam je zatop#iveden i refereéni svazek a dochazi
k interferenci. Odtud pak odchazi informace dai@de. Ve vyhodnocovani se bude
postupovat podolinjako u gredchoziho usgadani. Poitac data numericky zpracuje,
vyhodnoti a nize numericky zrekonstruovat ziskany hologram a azibma monitoru

treba i pseudo 3D.

Obr 16.. Mozné usgadani pro zaznam DHM pro transmisni vzorky. @ena

zachovano, jako uipdchoziho obrazku.ievzato z [20].

Vysledny obraz nese informaci o vSe¢bch rozndrech povrchu vzorku. Znamena
to ale, Ze nejsme schopni vytitolibovolny fez vzorkem. To co je pod povrchem,

o tom nemame jedinou informaci.

Casto se udava, ze digitalni holograficka mikroskamznamenava v realnémse.
Co si pod tim pedstavit? Jde o to, Ze doba pro zpracovéijatpch dat je mensi

nebo steja dlouha jako doba pigbna k zaznamu dat. To znamena, Z&endochazet
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i ke zpoza@ni oproti zkoumanémuégl, ale d& nam popiSe tak, jak probihal. Tohoto Ize

dosahnout diky FFT (fast fourier transformation).

3. Vyhody a vyuziti DHM
V ¢cem tedy spdéivAd vyhoda této mikroskopické metody? Vyhod a pcaigch

vyuZziti mizeme vidt hned rkolik.

3.1.RozliSeni
ProtoZe se jednd o opticky mikroskop, je jeho Bezli ve vertikalnim sénu
omezeno rozliSovaci mezi a numerickou aperturoigdg se mZeme dostat k rozliSeni
rovnajici se maximathpolovirg vinové délky pouzitého sWla. Diky citlivosti fazovych
zmen se v horizontalnim séru mizeme dostat na rozliSeni ¢kolika nm. Je tedy mozné
zaznamenavat drobné nerovnostznych materidl, ¢i zmeény probihajici na povrchu
bungk

3.2.3D informace
Diky vyuziti holografie, a tedy diky zaznamenanio@ho posuvu, dostavame
ze vzorku informaci nejen o délce awc®i vzorku, ale riweme pracovat i seetim
rozmerem. Mame tedy informaci o povrchu vzorku. Toho Vgezit pro vytvdeni pseudo
3D obrazu,¢i pro meteni ve vSechiéch rozmdrech. JelikoZz se ip zaznamu vyuZziva
fazovych posufn, neni nutné zdlouh&vvzorek skenovat. Tato vlastnost je vyuZitelna

jak u biologickych vzork, tak u zkoumani materigldeformacig¢i vibraci. [21,9]

3.3. Markerfree, non-invasively
Protoze DHM pracuje sfazovym posuvem a ne pouaeitudou je mozné
pozorovat i buky, které by se muselytippozorovani Bznym mikroskopem baregn
ozn&it, protoZe pi praichodu s¥tla neovlivni vyraznym zjsobem amplitudu s$telného
paprsku. AvSak diky fazovému posuvu, kterysagbi vzorek, neni v DHM nutné naitky

pusobit jakymkoli invazivnim zfisobem. [22]
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3.4.Zachovani Zivota vzorku
Praw z divodu, Ze se jedna o metodu neinvazivni vzhledemzoeku, je mozné
zachovavat zivot butk v roztocich a sledovat jejich vyvoj, pohybjiné zmény. Obarveni
vzorku mizZe totiz zavaznym Zisobem ovlivnit zdravi, ffpadreé i usmrtit buiky vzorku.
[23]

3.5. Numerickd kompenzace aberaci
S digitalre zachycenym hologramemureme déle pracovat numericky véiacich
a upravovat aberace a deformace obrazu vzniklgtekgch systémech mikroskopuéla
se tak pomoci numerickyatocek, které jsou definované&qvazré v polynomickém tvaru
a mohou byt v programu na zpracovani zégoy automaticky i zkoumani posuvu faze
¢i amplitudy. Umozni to zlepSeni vysledného obradery uz nebude ovlivim vadami

optického zobrazeni.

Lze taky kompenzovat vliv vibraci, coz vzhledem oki, Ze se jedna
o interferometrické r¥eni, je velmi vyznamné. Vibrace totiz vyznafmovlivni optickou
drahu s¥tla. Toto nizemeteSit tim, Ze si nejive prontfime samotné vibrace bez vzorku
a vysledek zapgtdme do zpracovani zaznamu vzorku. Také je moiwmgt de na to
z hlediska toho, jako kdyzéthme zaznam Zivého organizmu, ktery se pohybuje, Ti
Ze snimame vice snirnlza sebou, mame informaci o pohybediespnech a¢ba i vyvoji

Zivého organizmu. [24,20]

4. Zavér k DHM

Na zavr této kapitoly ukazme, jak @de vypadat snimek ziskany pomoci DHM.
Na obrazku jsou dvcervené krvinky. Barvy na obrdzku nezndugr skut&nou barvu,
jakou je mozné pozorovat Kklasickou ésminou mikroskopii, ale jsou vyjéehim
vertikalniho rozniru (podolg jako na mapach vrstevnice). Na obrazku je zarowudét
pseudo 3D zobrazeni, je tedy jasné, Ze se jedn@raz giz zpracovany fsluSnym
pocitatovym programem a vyhodnocen. Na obrazku &vmiZzeme ukazat jednotlivé
vlastnosti, o kterych byla vedchozich odstavcicies. Rozdil rozliSeni v horizontalnim
a vertikalnim snmru, moznost 3D zobrazeni a zaroviekt, Ze sledujeme povrch vzorku,
to je to, co mizeme vidt. Ostatni vlastnosti se z tohoto obrazkwisy nedaji a mohli

bychom o nich jen znovu mluvit a je pouze zopakovat
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Obr 17.: D¢ cervené krvinky zobrazené pomoci digitalni hologiadu
mikroskopii. Bareva rozliSen vertikalni rozer. Prevzato z [25].
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VIl.  JINE MIKROSKOPICKE METODY

V této kapitole bych se rad zafit na mizné mikroskopické metody, které se, alespo
v n¢kterych aspektech, budou podobat digitalni holagkafmikroskopii a pokusim se tyto
metody prag s digitédlni holografickou mikroskopii porovnat. rBenani provedu
na gikladu zaznamucervené krvinky i#iznymi metodami. Porovnavat budu obrazy
Z internetovych zdrdj a zandfim se na tyto metody: konfokalni opticka mikroskopi
(COM), mikroskopie rastrovaci sondou (AFM), transnii elektronova mikroskopie
(TEM), skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) dicka mikroskopie v blizkém poli
(SNOM). VSechny tyto metody, az na TEM, umi vyitaBD obraz a vSechny maji

vyborneé rozliSeni, takzedem se tedy lisi, a #em je kazda lepsSi?

1. Cervené krvinky

Jenom velmi ve zkratce¢oo o lidskych ¢ervenych krvinkach. Mikroskopické
metody budou porovnany podle toho, jak zachyctgrvené krvinky. Tedy jen
pro fredstavu o tom co zobrazujemeéervené krvinky jsou bezjaderné ity
bikonk&vniho, diskového tvaru. Obsahégirvené krevni barvivo hemoglobin, které vaze
kyslik. Lidské ¢ervené krvinky jsou mensSi ne£tsina ostatnich lidskych bk Bézné
maji piamér 6—8 um. Typickacervena krvinka obsahuje zhruba 270 mitiomolekul

hemoglobinu, z nichZ kazda obsah&fgi hemy.

2. Elektronova mikroskopie

RozliSovaci mez, jak uz jsme uvedli j&impo Uungrna vinové délce. To znamena,
Ze¢im mensi bude vinova délka tim mengegméty a vzdalenosti jsme schopni rozlisit.
V praxi to znamena, Ze rozliSime maximélwezdalenost rovnu polovénvinové délky.
Pti svételné mikroskopii, kde maximalni vinova délka jeOB&, to znamena, Ze jsme
schopni rozliSit 198m. U elektronového mikroskopu se vyuzZiva vinovych triasti
pohybujiciho se elektronu, jehoZ vinova délka geoite podle vzorce

h 1,226

1= =
v/ 2mgelU VU

Kde h je planckova konstantary je klidova hmotnost elektrone je elementarni

[nm] .

naboj aU je urychlovaci nafti. Vyuzijeme-li elektrod, dostdvame teoreticky rozliSeni

42



o 5radi lepSi nez u stelného mikroskopu. Diky vaddm zobrazeni si vSaghraxi

pomiZzeme jen o 2-3ady.

Porovnejme nyni vysledky obrazikcervenych krvinek. Prvni obradzek zachycuje

éervenou krvinku metodou SEM.

Obr 18.:Cervena krvinka zobrazena pomoci SEM. Vettevené krvinky je tam

dale krevni destka a bila krvinka. Revzato z [26].

V prvnim gipact miZzeme vidt i drobné nerovnosti na povrchu, coz znamena,
Ze mame vyborné rozliSenit&du nm. Pozorovanou plasticitu obrazuageme picitat
skenovani v rovinachuenych hloubek vzorku, a tedy mame informaci o vS#elch

rozmerech.

2.1. Srovnani SEM a DHM

Diky kratSi vinové délce ma SEM daleko lepSi hamtatni rozliSeni, a to asi
o i fady. Ol tyto metody mohou nést informaci i@tim rozn¢ru, SEM skenuje a DHM
vyuziva fazového posunu. Vyhodou pro DHMsiava zachovani Zivota a moZznost
zaznani vzorku v realnéntase, coz SEM poskytnout néae. Pro to, aby bylo mozno
SEM pouzit, je nutné zajistit vodivost povrchu, ce& pra¥ vylucuje se zachovanim

Zivota vzorki a tedy i sledovani jejich vyvoje a poliylpako je to mozné u DHM.
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Druhy obrazek zachycujgrvenou krvinku metodou TEM.

Obr 19.:Cervena krvinka zobrazena pomoci TENewato z [27]

Obrazek je naslednbarevié upraven, neltbelektronova mikroskopie narhe nést
7&dnou informaci o badv Cervené krvinky jsou zde v kapi# na které je 1épe Wit
moznosti rozliSeni. Obraz je plochy, néhaorek neskenujeme, ani nevyuzivame Zadného
fazového posunu a tedy nemame informaci fetirh roznéru, co se tohoto tg,
je to podobné jako uctiné s¥telné mikroskopie. Na rozdil od ni mame vsak dalefpsi

rozliSeni diky malé vinoveé délce.

2.2.Srovnani TEM s DHM

Obraz ziskany pomoci TEM bude vzdy plochy, jednetay a s dobrym
horizontalnim rozliSenim. JelikozZ je pro zdznanmméwtakuum, neni mozné zachovat Zivot
vzorku. Takto to vypada, Zze pomineme-li Sirokoul§ké&orki, které nizeme pozorovat,

mame vSechny vlastnosti jiné nez u DHM.

3. DalSi metody

Treti obrazek zachycugervenou krvinky metodou AFM

AFM je metoda, P které se sonda neustale jemdotyka, ¢i je jen nepatré
vzdalena od povrchu vzorku. VyuzZiva se Van der daich sil fisobicich mezi atomy
ato (i dotyku, tedy vzdalenosti hrotu a vzorku mémez 10°m pisobi sily odpudivé
a v pipad vetsi vzdalenosti, je silarpazliva. Nasleda se pomoci laseru &uje, jak moc

vzorek sondu vychyli, a kterym gnem. JelikoZ tato metoda skenuje vzorek a ma velmi
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dobré jak vertikélni tak horizontalni rozliSeni, tfeba zajistit velmi maly posun vzorku
vaci skenujici soné dale je teba velmi preciz& pripravit vzorek a odstranit vSechny
necistoty, které by mohly ovlivnit vysledek pozorovatdi mekkych vzorki, jako teba
biologické vzorky, jefieba také davat pozor, aby hrot vzorek nefibmebd’ je s nim

stale ve velmi blizkém kontaktu.

Obr 20.:Cervené krvinky zobrazené pomoci AFMeRzato z [28].

Tato metoda umadaitije velmi dobré rozliSeni ve vSech &ech, ale informace
je pouze o povrchu a to pouze nehybnych vizorkobrazku je patrny tvar ifesny roznar
¢ervenych krvinek. Barva je vSak dodan&&lenAFM neni samo o seélschopno pracovat

s barvou.

3.1.Srovnani DHM s AFM

AFM ma obecn lepSi rozliSovaci schopnosti a proto je schopnpsab povrch
vzorku daleko fesrgji nez DHM. Pochopitelé zalezi na kvalit hrotu sondy. AvSak ma
i své nedostatky. Pouze ve specialni¢fpadech je mozné sledovat biologické vzorky,
které nejsou dostate¢ pevné a fipadre jim zachovat Zivotni progdi, coZz DHM zvladne

a je pro tyto Gely vyhodrjSi a hoji vyuzivana. Co se vzaiktyce je pro AFM piprava

viN s

DHM vytvaii pomoci pditace 3D obraz a to v realnédase, kdezto AFMavytvari
taktéZ 3D obraz, neni schopnaikwskenovani pracovat v realnérase, rychlost skenovani
se pohybuje okolo foum/s. a aZ poté, co se naskenuje cely povrch Iz& wgtvéret
3D obraz.
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3.1. Jina metoda se skenujici sondou SNOM

SNOM - scanning near-field optical microscope jdiakd metoda vyuzivajici
piednosti jak mikroskopie se skenujici sondou, takiposti optické mikroskopie. Vzorek
je osvtlovan ze vzdalenosti ¢kolika nm, coZz je jen zlomek vinové délky &la.
V blizkém poli se tedy je8tnestihnou projevit difrakni jevy swtelnych paprsk,
atedy lze dosahnout vyborného rozliSeni. V hofialomm snéru se niizeme dostat
k rozliSeni i 50nm, coZz odpovida velikosti apertuciony. Ve vertikalnim sgru,

pouzijeme-li rozliSeni pomoci fazovych posutak se dostaneme na rozliSeni i 1nm.

Porovnejme SNOM a DHM. V mnoha ohledech si jsoo tyetody velmi podobné,
ob¢ jsou optické, u obou se dostane vyborné rozlisehé tyto metody jsou vyhodné
pro pozorovani fiblizn¢ stejnych vzorl, tedy vyrazné vyuziti je v medicinbiologii,
¢i ve vyzkumu materidél Zasadni rozdil je tedy ve skenovani, jehoz jeNOBI zapotebi.
Neziskame tedy touto metodou nikdy zaznam v realtése, i kdyZz v horizontalnim
rozliSeni bude SNOM, diky absenci diftalkch jeva, daleko lepsi.

4. COM - konfokalni optick& mikroskopie
ProtozZe tato metoda je velmi vyznamna a v mnohadauh se podoba DHM popisi

ji trochu vice podroba

Idea konfokalniho mikroskopu pochazi od M. Minskiktery ji patentoval jiz v roce
1957. Prvni funéni pristroj vSak byl realizovan az o deset let pgizd éra konfokalni
mikroskopie z#éina v podstataZz koncem sedmdesatych let, kdy byl realizovamestioy
konfokalni mikroskop s rozmitanym laserovym papnskekdy se stalydiné dostupnymi
vykonné personalni pdace. Ri bézné optické mikroskopii je rozliSovaci schopnost
omezena na asi 0,2m. D¢je se tak diky interferémim jevam a diky parazitnimu
oswtleni (z nezaogenych rovin pichazi mnohem vice stla neZ z roviny zaostné).
Jinymi slovy, zaoseny obraz seipkryva s rozmazanymi obrazy struktur nachazejicich
se mimo zaogenou rovinu. Pro potégni tohoto nefiznivého jevu se vyuziva konfokalni

optika.

Pfi této metod se s¥tlo z bodového zdroje zadstna vybrany bod preparatu
a paprsky jdouci z tohoto bodu se dale zpracovakajprsky jdouci z bddnezaoseny,
jak z jinych rovin, tak i ze stran se odfiltruji tady na utvéeni vysledného obrazu
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se nepodileji. To ma za nasledek obrovsky Ubytdkniity setla tvadiciho obraz,

ale ziskame tim vyrazrepSi rozliSovaci schopnost mikroskopu.

i

Obr 21.: Schéma konfokalniho zobrazovaciho systgmmu odrazené stlo.
Na obrazku je SZ — stelny zdroj, CC — konfokalni clona, PZ - poloprojmés zrcadlo,
O — objektiv, Z — vzorek, ZV — zadsha rovina a C — kamera

Obr 22.. Schéma konfokélniho zobrazovaciho systémw prochazejici s#lo.
Oznaeni stejné jako uipdeslého obrazku, jen navic K — kondenzor.
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Na nésledujicim grafu budu demonstrovat vyhodu dkdhiho mikroskopu
ve srovnani sdnym mikroskopem. Jde o intenzitu z&estho bodu, ktera je u&elnée

mikroskopie zatizena Sumem z nezsasjch bod.

— INTENSITY
--------- RESOLUTION

FOCUS  DISTANCE FROM FOCUS

POSITION OBJECTIVE LENS POSITION g gy S

Obr 23.: Zavislost rozliSeni a intenzityésha na vzdalenosti od roviny zagei

pro konfokdlni (vlevo) a konveéni optiku (vpravo).

Konfokalni obrazy jsou tedy vzdy zatesté a pedstavuji optick&ezy vzorkem.
Uvedu giklad vyhody konfokalniho mikroskopu, ktery je ra&én uveden v [29].
»S imerznim objektivem o numerické apgduNA = 1,3 a fi pouziti modrozelenéary
argonového laseru (488 nng)ni jejich tlougka asi 0,4um. Mezni hodnota axiélni

rozliSovaci schopnosti za vySe uvedenych podméirglasi 0,35um."

Za elem vytvdeni obrazu #Si plochy je nutné pouZzitadkovaci (rastrovaci)
metodu, picemZz podle zpsobu vytvdeni rastru se rozliSuji dva zékladni typy
konfokalniho rastrovaciho optického mikroskopu (GHOPrvni z nich (historicky starsi)
vytvaii pouhym okem pozorovatelny obraz v realn&mse, zatimco ve druhéntijpact
se obraz vytv elektronicky na obrazovce §itece. V sodasné dob je na trhu asi deset

verzi konfokalniho mikroskopu.

Prednosti, které ma konfokdlni mikroskopie oproti kemni Ize shrnout

nasledova:
a) vysoké axialni rozliSentipvysoké ostrosti obrazu,
b) moznost optickychez a pozorovani gihlednych vzork i pod povrchem.
Ve spojeni s piitatem se pak nabizeji dalSi moznosti zpracovani sardzrobrazu:
a) rekonstrukce trojrozénnych obras,

b) bezkontaktni povrchova profilometrie (i malo azivych materidl) s vertikalnim
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rozliSenim 0,0um,
c) obrazova analyza,
d) videozaznam a zdznam obrazu na optické disky.

Srovname — li tedy COM s DHM vidime, Zeéoimetody jsou optické, a tedy maji
ob¢ vyrazré omezenou rozliSovaci schopnost v horizontalningrena to difrakci sstla.
Ok¢ tyto metody umi podat informaci o vSediedh roznérech, ale DHM ji diky tomu,
jak funguje holografie, poda s lepSim vertikalniozliSenim a jest v realném ¢ase,
¢ehoz u COM docilit nefizeme. Na druhou stranu DHM nam zachyti pouze povrch
vzorku, takZze nejsme schopnidat jakykoli fez vzorkem, kdezto COM, diky tomu Ze
skenuje vzdy witou rovinu, je schopna nejen zachytit tvar, algtvotit libovolné optické

fezy vzorkem.

s s

Prove’me jeS¢ malou diskuzi a pokusme se zhodnotit porovnannqdorych
mikroskopickych metod uvedenych fedeslych kapitolach. Nejlépe to asijge pomoci
tabulky. Tato tabulka ukazuje nazérrale pouze velmi zkratkoitvyhody a nevyhody

jednotlivych mikroskopickych metod.
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mikrokopicka |, ., rozliseni | rozliseni zachovani | vliv na | opticky | ..
ziskani oo . 4 .|3D |.. N time
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informace zaznam
rahledné
kontrast okolo P neni .
oM . . y - ne |ano vzorky se . . | moiny
intenzity svétla 0,5um , .| mozny
musi barvit
) neni nutné
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DHM , , ano |ano zadné . . | mozny
fazovy posun 5nm 0,5um . v, ,|Mmozny
ovliviiovani
zaostreni svétel.
paprsku na neni nutné neni
cCoM urcity bod|az 10nm |az0,35um |ano|ano zadné mozny mo3n
vzorku a zbytek ovliviiovani ¥
odfiltrovan
skenujici
odrazeny nutné
okolo okolo . .| neni neni
SEM paprsek ano | Ne pokovovani N N
. 5nm 0,5nm mozny | mozny
elektront od vzorku
povrchu vzorku
intenzita okolo fixace, neni neni
TEM proslych - ne |Ne odvodnéni, N .
. 0,5nm . mozny | mozny
elektront tenky rez
vychyleni sondy
plUsobenim Van neni nutné
. -10 v , neni neni
AFM der Waalsovymi|10" m |okololnm |ano|Ne zadné . .
o . .+, .| moZny | mozny
silami mezi ovliviovani
atomy
rastrovani , ,
1 neni nutné
vzorku v blizkém | okolo . vz 4 neni neni
SNOM . asi 50nm ano | ano zadné . .
poli - bez | 5nm . v, _,|Mmozny | mozny
. ovlivihovani
difrakce
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VIIl.  ZAVER

Bakal&ska prace byla zattena na uvedeni z&kladnich princigp uspsadani DHM.
Byl popsan princip sitelného mikroskopu, jakozto zékladni mikroskopigkyek, jeho
omezeni v rozliSeni a byly nazeay nevyhody spojené s aberacemi. D&dsit \venovana
holografii a nasledhdigitalni holografii je shrnutim daného optick§eou a zarovie byly
popsany zakladni principy a mozna usmani. Moji snahou bylo pouze uspapdat
a srozumitelty popsat poznatky o holografii a digitalni holografirovna tak je fteba
nahlizet na kapitoly nasledujici o CGiijpu a digitalnim zpracovanim signalu pomoci
Fourierovy transformace. Tyto poznatky byly demomsiny v experimentu, ktery ukazuje
prakticky rekteré moznosti vyuZiti digitalni holografie a ukgzukonkrétni moznost

rekonstrukce hologramu.

Samotny popis DHM se potom odvolava nadeslé kapitoly, kde jsou uvedeny
nekteré principy, které nasledmebylo nutno opakovat, coz poskytlo moznastovat se

tomu, jak se DHM od digitalni holografie liSi a @jsou jeji vyhody.

Nasledné srovnani s dalSimi mikroskopickymi metadain bylo nasnafl Snazil
jsem se kazdou mikroskopickou metodu popsat codkkgdrEji, piicemz si u¢domuii,
Ze moje popisy nejsou Upln&,vyrazre detailni, ale pro nasledné srovnani se domnivam,
Ze jsou dostatmé. Doufam, Ze tato pracdigpela k lepSimu pochopeni a k nazornému

porovnani mikroskopickych metod, které jsou zdedevsy.
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