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Abstrakt

Stavajici holograficky Q-Phase mikroskop, ktery je umistén na FSI VUT v Brné, je pla-
novano rozsirit o konfokalni fluorescencni modul zalozeny na technologii, kterda vyuziva
digitalni mikrozrcatkové zarizeni. Ten bude implementovan misto stavajiciho epifluorescenc-
niho modulu. Pro stavajici feseni modulu je nutné navrhnout vymeénik fluorescenénich filtri,
ktery v ném chybél. Tato prace vysvétluje zakladni techniky konfokalni fluorescenéni mikro-
skopie a detailnéji se vénuje principum vicekanalové fluorescencni konfokalni mikroskopie.
Pro realizaci vlastniho navrhu vymeéniku je vytvorena optickd simulace jeho osvétlovaci
¢asti. Diky ni jsou stanoveny rozmérové pozadavky na optické komponenty vyméniku. Jsou
také zhodnocena komercéné dostupna reseni. Jelikoz jejich parametry nevyhovuji potfebnym
pozadavkiim, je navrzeno vlastni feSeni. To zahrnuje konstrukéni ndvrh podlozeny nékolika
koncepty a také jeho robotizaci. Vymeénik je navrzen pro sest fluorescen¢énich kanalu a je pro
néj sestavena vykresova dokumentace. Podle ni je viménik vyroben, sestaven a v posledni
Casti prace uspésné otestovan.

Abstract

The existing holographic Q-Phase microscope, located at the FME of Brno BUT, is planned
to be expanded with a confocal fluorescence module based on digital micromirror device
technology. This will be implemented instead of the existing epi-fluorescence module. For
the existing solution of the module, it is necessary to design a fluorescent filter turret,
which was missing in it. This work explains the basic techniques of confocal fluorescence
microscopy and deals in more detail with multi-channel fluorescence confocal microscopy
principles. An optical simulation of its illumination part is created to realise the exchanger’s
design. Thanks to it, the dimensional requirements for the optical components of the turret
are determined. Commercially available solutions are also evaluated. A custom solution is
proposed since their parameters do not meet the requirements. This includes the mechanical
design based on several concepts as well as its robotization. The turret is designed for six
fluorescent channels, and drawing documentation has been compiled. According to her, the
turret was manufactured, assembled, and successfully tested in the last part of the work.
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Uvod

Zobrazovani bunék v biologii pomoci svételného mikroskopu je nezbytné pro detailni
studium a pochopeni procesi, které se v bunce odehravaji. Svételnd mikroskopie umoznuje
identifikovat bunééné zmény souvisejici s riznymi onemocnénimi, a tato onemocnéni ana-
lyzovat. Pozorovani chovani zivych bunék v redlném case dnes hraje vyznamnou roli pfi
hledani vhodné 1é¢by pro pacienty s nadorovym onemocnénim [1]. Svételnd mikroskopie je
klicova pfi jejich véasné a cilené 1é¢bé. Pozorovani chovani zivych bunék v redlném case je
nezbytné pri vyvoji novych l1é¢iv a jejich testovani. Svételnd mikroskopie ma také zasadni
vyznam pri rozvoji personalizované mediciny. Pomoci analyzy jednotlivych bunék pacienta
1ze prizpusobit 1écbu tak, aby byla co nejucinnéjsi s minimélnimi vedlejsimi i¢inky. To zvy-
Suje Sance na uspésnou terapii. S touto aplikaci se mimo jiné poji zvoleni vhodné techniky
pozorovani pomoci mikroskopu pro dany typ bunék.

Bézné se v mikroskopii vyuziva viditelného svétla. Pojmem viditelné svétlo oznacujeme
malou Cast spektra elektromagnetického zafeni v rozmezi priblizné 380 — 760 nm, které je
schopno lidské oko zachytit pomoci tycinek a ¢ipka na sitnici. VIinové délky se pohybuji
od infracervené oblasti, kterd ma vétsi vinové délky (fotony maji mensi energie), a je okem
neviditelnd, prechazeji pres ¢ervenou, oranzovou, zlutou, zelenou, modrou k fialové, az se
opét stavaji neviditelnymi v UV oblasti (fotony maji vétsi energie). Obecné mizeme Fici,
zZe biologické tkané 1épe absorbuji svétlo s kratsimi vlnovymi délkami (vétsi energii). Toto
zareni je pro biologicky materidl nebezpecné a pii velkych davkach nebo dlouhé expozici
muze tkan nevratné poskodit [2]. Méné je potom absorbovino zéfeni s vétsimi vlnovymi
délkami (mensi energii). Toto zafeni penetruje hloubéji do tkani, a je pak mozné zobrazovat
tieba i in-vivo tkéné zivych organismu [3].






1 Zakladni zobrazovaci techniky sve-
telné mikroskopie

Pro to, abychom byli schopni zvolit vhodnou techniku pozorovani pomoci mikroskopu,
je dobré si uvédomit zakladni problematiku spojenou s prichodem svétla bunkami. Bunky
jsou transparentni a svétlo témér nepohlcuji. Jsou slozeny predevsim z vody, déle ze sacha-
rida, lipida, proteint, nukleovych kyselin a dalSich latek. Tyto zakladni komponenty maji
index lomu odlisny od okolniho prostredi a zpusobuji nepatrnou absorpci svétla. Tento ne-
patrny pokles amplitudy prochazejici svételné viny vsak neni dostateény pro to, abychom
ho v podobé poklesu intenzity byli schopni zaznamenat lidskym okem. Z divodu odlisného
indexu lomu ale bunky dokazou ménit fazi viny. Pomoci vhodnych mikroskopovych technik
dokazeme zménu faze prevést na zménu intenzity svétla a zvyraznit kontrast v pozorovaném
obraze. Tim se objekty zviditelni pro lidské oko.

Mezi bézné pouzivané metody pozorovani pomoci svételné mikroskopie patii mikro-
skopie svétlého pole, mikroskopie temného pole, Rheinbergovo osvétleni, Zerniketv fazovy
kontrast a Nomarského diferencialni interferencni kontrast. V nasledujicich odstavcich si
jednotlivé metody predstavime a shrneme vyhody a nevyhody kazdé z nich.

1.1 Mikroskopie svétlého pole

Nejstarsi a nejbéznéjsi technikou pozorovani je mikroskopie ve svétlém poli (obrazek 1.1).
Je to zdkladni technika, ze které jsou odvozeny dalsi pokrocilejsi techniky. Bézny mikroskop
se sklada ze dvou Casti — osvétlovaci a zobrazovaci. Osvétlovaci Cast se sklada z kolektoru,
jehoz tkolem je sbér svétla ze zdroje, a z kondenzoru. Kondenzor vytvari rovnobézné svazky
paprski, které zajistuji rovnomérné osvétleni vSech mist vzorku (Kohlerovo osvétleni) [4].
Zobrazovaci ¢ast je tvorena objektivem, tubusovou ¢ockou a okularem. Objektiv slouzi k za-
ostfeni zkoumaného vzorku. Ten je umistén v ohniskové roviné objektivu. Obraz vzorku
vznika v ohniskové roviné tubusové ¢ocky, kde je zaroven i polni rovina. Pii pouziti tubu-
sové ¢ocCky jsou svételné paprsky jdouci od jednoho bodu vzorku po prichodu objektivem
rovnobézné, coz umoznuje vkladani pridavnych prvka pro jiné mikroskopové techniky. Po-
uzivaji se napriklad polopropustna, ¢i dichroicka zrcatka, kterd umoznuji odklonéni svazku.
Ohniskova rovina okularu je sjednocena s ohniskovou rovinou tubusové cocky. Okularem
pozorujeme kontrastni linie objekti na svétlém pozadi.

Obrovskou vyhodou techniky svétlého pole je jeji jednoduchost. Tato metoda neni ovSem
vhodna pro vSechny typy bunék. Ve svétlém poli lze dobfe pozorovat bunky obsahujici
prirozené pigment (napf. rostlinnd burika obsahujici chlorofyl). Pro transparentni bunky je
metoda svétlého pole nevhodna z divodu nizkého kontrastu. Proto je nutno bunky obarvit,
abychom zvysili jejich kontrast. Nabarveni ale mize byt pro bunky toxické a muze vést ke
zméné fyziologickych procesti, coz je pri pozorovani zivych bunék nezadouci. Nevyhodou je
také nutnost fixace preparatu. V mediciné nachazi tato metoda vyuziti v histologii [2].

Pro pozorovani zivych bunék je ¢asto vyuzivano invertovaného usporadani transmisniho
mikroskopu [5]. Vzorek je osvétlovan shora, objektiv se nachazi pod vzorkem. Invertované
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Obrézek 1.1: Schéma mikroskopu s nekoneénou tubusovou délkou. Cervené jsou znézornény
paprsky jdouci ze zdroje. Zelené jsou znazornény paprsky jdouci z bodu na vzorku.

uspotradani mikroskopu nabizi hned nékolik vyhod. Buriky maji pfirozené tendenci klesat na
dno komurky a prilnout k podloznimu sklicku. Pokud se objektiv s imerznim médiem nachazi
pod vzorkem, nad vzorkem vznika potiebny manipula¢ni prostor, napiiklad k vyméné média
v komtirce pomoci mikropipety.

1.2 Mikroskopie temného pole

Pri zkoumani bunék technikou temného pole je cilem zvySeni kontrastu transparentnich
bunék bez nutnosti jejich nabarveni [2]. Zvyseni kontrastu docilime pomoci vlozeni clony
ve tvaru propustného mezikruzi do zadni ohniskové roviny kondenzoru. Na zkoumany vzo-
rek dopadaji paprsky pouze pod velmi Sikmymi thly. Na jednotlivych strukturdch vzorku
dochézi k rozptylu paprsku. Osvétlovaci paprsky proslé vzorkem jsou dale blokovany a roz-
ptylené paprsky jsou pomoci objektivu sbirany a zaostfovany na ¢ip kamery. Muzeme tak
pozorovat svétlé detaily objektt na tmavém pozadi. Podminkou funkénosti mikroskopu je,
ze numerickd apertura kondenzoru a tudiz i osvétleni musi byt vétsi nez numerické apertura
objektivu.

Nevyhodou této metody je velmi nizka intenzita svétla dopadajici na detektor, tudiz
potfebujeme zdroj s vysokym vykonem, abychom docilili dostatecného osvétleni vzorku.
Nezbytnosti je i dostateéné citlivy detektor. Metoda temného pole neni pouzitelnd pro



pozorovani bunék ve vice vrstviach z divodu vicenasobného rozptylu paprskti na mnoha
vrstvach. Je ale vhodné pro zkouméni tekutych vzorku (napi. bakterie ve vodé, krev). Lze
ji také pouzit pro sledovani trajektorie pohybu bunék.

1.3 Rheinbergovo osvéteni

Specidlni technikou podobnou temnému poli je Rheinbergovo osvétleni [6]. Pfi Rheinber-
gové osvétleni do zadni ohniskové roviny kondenzoru vkladame barevnou masku ve tvaru
mezikruzi. Paprsky prochéazejici vnitinim krouzkem prochazeji skrz vzorek a udavaji barvu
pozadi obrazu. Paprsky majici barvu vnéjstho mezikruzi prochéazeji vzorkem pod Sikmyjmi
uhly a objektivem nejsou zachyceny. Na vzorku se ale rozptyluji do apertury objektivu.
Barva mezikruzi udava barvu pozorovaného vzorku. Vyuzivime komplementarnich (dopli-
kovych) barev (napf. ¢ervend a zelend). Doplnkovymi barvami dosdhneme kontrastniho ob-
razu. Co se tycCe velikosti a konstrukce barevné masky, je zvolena vhodnym zpusobem tak,
aby objektiv sbiral a zaostioval pouze paprsky rozptylené a prochazejici vnitinim krouzkem.

1.4 Zerniktv fazovy kontrast

Pri zkoumani toho, jak zviditelnit transparentni vzorky s odliSnym indexem lomu svétla,
prisel Frits Zernike ve 30. letech 20. stoleti s jedine¢nou myslenkou, za niz mu byla udélena
v roce 1953 Nobelova cena. Dokazal fazovou modulaci svétla prevést na zménu amplitudy,
a tim vizualizovat fazi [7].

Opticka konstrukce u Zernikeho fazového kontrastu vychazi z metody svétlého pole.
Pred kondenzor je vlozena clonka ve tvaru propustného mezikruzi, kterd propousti pouze
okrajovy kuzel paprsku a centralni ¢ast svazku odstini. Okrajové paprsky poté dopadaji na
vzorek, z vétsi ¢asti jim prochazeji beze zmény a ¢ast se rozptyli na strukturach vzorku. Do
zadni ohniskové roviny objektivu je vlozena fazova desticka opét ve tvaru mezikruzi, ktera
méni fazi nerozptylenych okrajovych paprski. V obrazové roviné dochazi k interferenci
paprsku, které prosly nezménény vzorkem a paprski, jejichz faze byla posunuta fazovou
destickou. Pouzitim riznych fazovych desticek lze dosahnout rtizného fizového zpozdéni a
pozitivniho nebo negativniho fazového kontrastu.

Velkou vyhodou je pozorovani transparentnich zivych bunék v redlném case bez nutnosti
jejich obarveni. Odpada ¢asové naro¢na priprava tkané. Nevyhodou je naroc¢néjsi centrace
fazové desticky s prstencovou clonkou a vznik halo efektu ve vysledném obraze. Touto
metodou je mozno pozorovat tkanové kultury i izolované buriky.

1.5 Nomarského diferencialni interferen¢ni kontrast

V 50. letech 20. stoleti objevil Nomarski zptisob, jak vizualizovat zménu fize pomoci polari-
zace svétla [2]. Optickd konstrukce vychazi z metody svétlého pole. Svétlo ze zdroje prochazi
pres polarizacni filtr, ktery ho linedrné polarizuje. Pomoci kondenzorového Wollastonova
hranolu je rozdéleno na dvé kolmo polarizované slozky — paprsek fadny a mimoradny. Pa-
prsky prochazi kondenzorem, vzorkem a objektivem v tésné blizkosti vedle sebe. Pokud je-
den z paprski projde mistem ve vzorku s odlisSnym indexem lomu ¢i jeho tloustkou, vznikne
mezi paprsky drobny fazovy posun. Poté jsou paprsky opét slozeny dohromady v jeden po-
moci objektivového Wollastonova hranolu. Vysledny kontrast bodu obrazu vzorku je dan
interferenci rfadného a mimoradného paprsku. Aby k ni mohlo dojit, musi mit oba paprsky



shodnou polarizaci. Proto je do zobrazovaci ¢asti vlozen analyzator. Analyzator je natocen
oproti polarizatoru pod thlem 45 stupni. Mista, kde fadny i mimoradny paprsek prochazi
strukturou se stejnym fazovym zpozdénim, se jevi ve vysledném obraze bile. Mista, kde
paprsky ziskaly jiné fazové zpozdéni, jsou tmavsi barvy. Zachycené struktury se mohou
zdanlivé jevit jako trojrozmérné a osvétlené zboku, prestoze jsou osvétlené kolmo. Tato me-
toda nachazi vyuziti pii pozorovani zivych transparentnich bunék. Lze pozorovat tkanové
kultury i izolované bunky.



2 Fluorescencni mikroskopie

Jedna z nejpouzivanéjsich metod zvyseni kontrastu zivych bunék je vyuziti fluorescence.
Jedna se opét o techniku snadno integrovatelnou do mikroskopie svétlého pole.

Existuji barviva, pomoci kterych si dokédzeme barevné zvyraznit nebo odlisit riizné struk-
tury v butikdch. Tato barviva (fluorofory) jsou biologicky upravena tak, aby se byla schopna
vazat na dané bunécéné struktury. Téchto barviv existuje celd skala. Pokud na tato barviva
posvitime svétlem o urcité vlnové délce, dochazi k jevu zvanému fluorescence, a tim ke
zviditelnéni struktury bunky.

2.1 Princip fluorescence

Fluorescenéni mikroskopie vyuziva k vytvoreni fluorescence jednofotonovou excitaci. Kazda
molekula fluoroforu obsahuje atomova jadra skladajici se z protond a neutront a obaly ob-
sahujici elektrony. Elektrony nejsou kolem jader usporadany nahodné, ale vyskytuji se na
urcitych energetickych hladinidch. Pokud na molekuly s elektrony, které se nachazi v za-
kladnim stavu Eg, dopadne foton s dostateé¢nou energii, molekula tuto energii absorbuje a
elektron se dostava na vyssi energetickou hladinu E;. Tomuto jevu rikame excitace. Ener-
getické hladiny elektronu jsou kvantovany. Proto elektron od fotonu pii excitaci prijme
jen presné dané kvantum energie. V molekule fluoroforu v ramci jedné energetické hla-
diny muze existovat vice vibra¢nich hladin. Ty jsou dany tvarem molekuly a tuhosti jejich
vazeb. Elektron méa snahu se po excitaci dostdvat na nejnizsi vibra¢ni troven a nejnizsi
energetickou hladinu. Kdyz poklesne na nizsi energetickou troven, tak zbylou energii vy-
zari ve formé fotonu. Tim dochézi k fluorescenci. Princip fluorescence je znazornén pomoci
Jablonského diagramu na obrdzku 2.1. Pfechod elektronu mezi vibra¢nimi hladinami v ex-
citovaném stavu je doprovazen ztratou energie, kterd je uvolnéna ve formé tepla. To vzdy
vede k tomu, ze emitované svétlo bude mit nizsi energii (vétsi vinovou délku) ve srovnéni
se svétlem pouzitym pro excitaci. Posun maxim spekter vilnovych délek emise ve srovnani
s excitaci se nazyvd Stokestv posun. Proces excitace elektronu a ndsledné emise fotonu
je extrémné rychly (polocas emise obvykle byvd méné nez 10® s). Ne vechny elektrony,
které po excitaci klesnou zpét do zdkladniho stavu, emituji svételné zareni. Nékdy mize
v dusledku této zmény energie dojit k uvolnéni energie ve formé tepla nebo ke zménam
v chemické strukture latek.

Efektivita, se kterou fluorofor pfeménuje absorbované svétlo na emitované fluorescenc¢ni
zareni, se nazyva kvantovy vytézek. Kvantovy vytézek zavisi na molekularnich charakte-
ristikach barviva a prostredi, ve kterém se barvivo nachazi. Kvantovy vytézek muze byt
ovlivnén i molekulou, na kterou je barvivo navazano.

Fluorescenéni molekuly maji charakteristicka excita¢ni spektra. Excitaéni spektra nam
tikaji, jak snadno lze danou fluorescencni latku excitovat riznymi vinovymi délkami svétla.
U jednofotonové excitace jsou stejna jako absorpcni spektra. Fluorescenéni emisni spektrum
udava jaké vinové délky fluorescencni molekula vyzafuje. Proti excita¢nimu spektru ma
vrcholy posunuté smérem k niz$im energiim (vyssim vinovym délkam). Idealizovany piiklad,
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Obrazek 2.1: Jablonského diagram: Ey — zdkladni energeticky stav, E; — excitovany stav.

Prevzato a upraveno z [8].

jak tato spektra mohou vypadat, je znazornén na obrazku 2.2, ktery zobrazuje fluorescenci

bézné pouzivané latky — fluoresceinu.
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Obrézek 2.2: Stokesuv posun. Pfevzato a upraveno z [8]



Nejvyssi kvantové vytéznosti fluorescencéniho zafeni dosdhneme pii pouziti optimalni
vilnové délky excitaéniho zareni, kterd se nachdzi pod vrcholem grafu excita¢niho spek-
tra. Pouzitim excita¢niho zareni o vlnové délce mirné odlisné od optimalni, je vybuzeni
fluoroforu mozné, avsak intenzita emitovaného fluorescencniho zareni bude mensi. Pokud
k excitaci fluoroforu, ktery ma maximalni absorpci v modré oblasti, pouzijeme napt. kratsi
vinovou délku (fialové svétlo), bude mit emitované fluorescenéni zatreni stejné vinové délky

(stejné zelené spektrum), ale jeho intenzita poklesne (viz obrazek 2.3).

A Zelena fluorescence
Modré svétlo

Fialové svétlo Zelena fluorescence

Intenzita

Excita¢ni
spektrum

uv Modra Zelena

Vlnova délka

Cervena

Obrazek 2.3: Redukovana kvantova vytéznost pri pouziti vinové délky v okoli vinové délky
s maximdlni fluoresconéni vytéznosti. Pfevzato a upraveno z [8].

Fluorescenc¢ni mikroskopie oproti klasické mikroskopii vyuziva specialniho epifluorescenc-
niho osvétleni. Pri tomto druhu osvétleni je svétlo jdouci ze zdroje zaostfeno pomoci ob-
jektivu na vzorek. Ten stejny objektiv zaroven slouzi ke sbéru fluorescencniho zareni ze
zkoumaného vzorku. Optické ¢leny objektivu mikroskopu funguji tedy jako objektiv i kon-
denzor. Pouzitim epifluorescenéniho osvétleni odpada problém peclivého nastaveni obou
systému ¢ocek. Dalsi vyhodou je bezpecnost pozorovani. V pripadé pouziti laseru nebo
vysokoenergetického zdroje o vinovych délkach blizkych UV spektru tato konstrukce nedo-
voluje excita¢nimu zareni vstupovat do okuldru k lidskému oku, které by mohlo poskodit.
Pri pouziti vysoce citlivych detektort svétla je taktéz excitaéni zareni odklonéno, a je tak
dosazeno mnohem lepsi citlivosti detekce.

Dalsi odlisnosti oproti klasické mikroskopii je nutnost pouziti tzv. fluorescencni kostky
v sestavé. Fluorescen¢ni kostka slouzi k zalomeni osvétlovaciho svazku svétla a k vyfil-
trovani potfebnych vlnovych délek, které jsou nezbytné pro spravné vyvolani fluorescence
a zaznamenani intenzity fluorescen¢niho zareni na detektor. Fluorescenc¢ni kostka obsahuje
excitacni filtr, dichroické zrcatko a emisni filtr. Excitac¢ni filtr upravuje vyzarované spektrum
zdroje a vybira svétlo o pozadovanych vinovych délkach. Svétlo se odrazi od dichroického

zrcatka, které je umisténo v kostce pod tihlem 45° vzhledem k ose optické soustavy mikro-
skopu. Dichroické zrcatko je povrstveno tak, aby bylo schopno excita¢ni vinové délky svétla



odrazet a emisni propoustét. Zafeni dopada na zkoumany vzorek, kde dochazi k excitaci flu-
oroforu a nasledné emisi fluorescen¢niho zareni. Toto zareni s pozménénou vinovou délkou
putuje zpét skrz objektiv k fluorescencni kostce a prochazi dichroickym zrcatkem. Nasledné
prochéazi emisnim filtrem k detektoru. Je tak zaruceno, Ze excita¢ni zafeni nedopada na
detektor.

detektor

tubusova
¢ocka

excitacni filtr

L] 1
emisnd filtr —p- 7]

dichroické L

zrcéatko H zdroj svétla

fluorescenéni

objektiv kostka

excitacni
zareni

vzorek

Obrazek 2.4: Schéma fluorescencéniho mikroskopu vyuzivajiciho epifluorescenéni osvétleni se
zakomponovanou fluorescenéni kostkou. Pfevzato a upraveno z [9].

Jak vyplyva z vyse uvedeného, k pozorovani riznych struktur bunék potfebujeme v mi-
kroskopu pouzivat rizna fluorescencéni barviva specificky vazana na jednotlivé ¢asti bunky,
a tudiz i rtizna dichroicka zrcatka s kompatibilnimi excita¢nimi a emisnimi filtry. V mik-
roskopu obvykle byva vice fluorescen¢nich kostek se zrcatky a filtry, a tyto kostky je mezi
sebou potreba vymeénovat. K tomu je zapotfebi mechanického systému, ktery bude zajis-
tovat vymeénu jednotlivych kostek mezi sebou, a pohonného systému, ktery bude uvadeét
kostky do pohybu. Vice o mechanickém vyménném systému je popsano v ¢astech 7 a 8, kde
se zameéruji na jednotlivé principy vymeéniku a na realizaci mého feSeni. Dalsi a ¢asto vyuzi-
vanou moznost{ je pouziti fluorescen¢nich kostek s vicepasmovymi filtry pro dané kombinace
fluorofori (napt. DAPI + FITC + TRITC). Pouzitim téchto sad je ale sniZena variabilita
epifluorescené¢niho mikroskopu.
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3 Fluorescen¢ni konfokalni mikro-
skopie

Fluorescenc¢ni mikroskopie se pouziva bud samostatné, anebo se da s vyhodami vyu-
zit v kombinaci s principem konfokalni mikroskopie. Obé metody se poté daji kombino-
vat s holografickou mikroskopii [10], coz je dlouhodoby vyvojovy plan vyzkumné skupiny
Prof. RNDr. Radima Chmelika, Ph.D. na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi FSI VUT v Brng.

3.1 Princip konfokalni mikroskopie

Za vynalez konfokalniho mikroskopu vdéc¢ime Marvinu Minskému, kterému byla tato mys-
lenka v roce 1957 patentovana [11]. V nasledujicich letech vsak nedoslo k zddnému vyraz-
néjsimu rozvoji této mikroskopové techniky. Pokrok nastal az koncem 80. let 20. stoleti
s rozvojem laseri a pocitaci mensich rozmért. Konfokalni mikroskopie v té dobé nabi-
zela usnadnéni prfi studiu molekul a dynamiky toku bunéénych iontu (zejména vapniku)
[8]. Na pocatku 90. let 20. stoleti byly vyrabény pristroje s vysokym rozliSenim, dobrou
citlivosti, a jiz byly schopny provadét optické fezy. Tyto pristroje vsak zoufale pomalu
zpracovavaly nasnimand data. Vytvoreni 3D obrazu z nékolika optickych fezu jim pro pred-
stavu zabralo i vice nez hodinu. Vyznamné zlepseni prislo az s prichodem vykonnéjsich
pocitacu.

Minsky ve svém patentu popsal dva nové systémy. Prvnim je princip optického systému
s dvojitym zaostfovanim (,double focusing optical system®), ktery zajistuje bodové osvét-
leni vzorku pomoci dirkovych clon. Druhym je elektro-mechanicky systém pro posouvani
vzorku ohniskovym bodem objektivu a soucasné vytvoreni synchronizovaného, identického
skenovaciho obrazce na zobrazovacim zarizeni. Tento druhy systém byva nazyvan ,stage
scanning system® (systém pro skenovani vzorku).

3.1.1 Opticky systém s dvojitym zaostrfovanim

Na obrazku 3.1 jsou zobrazena dvé rtizna opticka usporadani konfokalnitho mikroskopu.
Schéma klasického uspordadani konfokalniho mikroskopu je na obrazku 3.1a). Schéma alter-
nativniho usporadéani konfokélniho mikroskopu je na obrazku 3.1b). Obé usporadani maji
stejnou funkci a s jejich pomoci dojdeme ke stejnym vysledktim.

Na obréazku 3.1a) je zobrazen zdroj svétla 10, napiiklad zarovka nebo jiny vhodny své-
telny zdroj pro mikroskopii. Zarovka mé obvykle reflektor 12, ktery slouzi ke zvyseni in-
tenzity svétla. Za zdrojem svétla je umisténo stinici zarizeni 14, kterym miize byt deska
obsahujici maly dirkovy otvor 16 v zdkrytu se svételnym zdrojem. Je zadouci ziskat co
nejpresnéjsi aproximaci bodového zdroje svétla. RozliSovaci schopnost mikroskopu zavisi na
tom, jak dobfe se ndm geometricky bod podari aproximovat. Systém dvojiho zaostreni je
systém, ktery obsahuje dvé cocky 18 a 20. Kondenzorova ¢ocka 18 zaostruje svétlo z dirkové
clony 16 na vzorek 22, aby se osvétlil jeden bod na vzorku. Objektivova ¢ocka 20 zaostiuje
osvétleny bod na vzorku na druhou dirkovou clonu 26. Kondenzorova cocka 18 je zobra-
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optickou soustavou vlozenou mezi dirkovou clonu 14 a vzorek 22. Objektivova ¢ocka 20 je
umisténa na druhé strané vzorku 22 mezi vzorkem a druhou dirkovou clonou 24 a v praxi
je nahrazena objektivovou a tubusouvou ¢ockou. Clona 24 obsahuje maly dirkovy otvor 26,
ktery je opticky sdruzen s dirkou 16 ve cloné 14. Za clonou 24 je v zakrytu s dirkovym
otvorem 26 umisténé fotocitlivé zarizeni 28, napt. fotoelektricky ¢lanek. Fotocitlivé zarizeni
preménuje svétlo na elektricky proud, a tim je schopné mérit intenzitu svétla, které pro-
slo dirkou 26. Intenzita bodu D na vzorku 22 je reprezentovana jako teCka stejné relativni
intenzity na obrazovce osciloskopu 68.

Stredy direk 16 a 26 (bodovy zdroj svétla A) 26 (bod G) a geometrické stiedy ¢océek 18
a 20 musi byt umistény na jedné optické ose systému, kterd je v ndkresu na obrazku 3.1a)
oznacend Cerchovanou Carou a pismeny OA. Osviceny bod D na vzorku lezi také na této ose.
Vsechny paprsky svétla prijaté fotocitlivym zafizenim 28 musi projit vzorkem 22 v bodé D.
Svétlo rozptylené z jinych bodu vzorku 22, nez je osvétleny bod D, putuje také zobrazovaci
Casti optického systému, ale paprsky nejsou zaostfeny do dirky 26. Dopadnou na desku 24,
tudiz je fotocitlivé zafizeni nezachyti a neovliviiuji intenzitu zobrazeného bodu.

Na obrazku 3.1b) je znazornéno upravené optické usporadani konfokélniho mikroskopu.
Na rozdil od usporaddni na obrazku 3.1a) obsahuje tato varianta jedinou ¢ocku 11 namisto
dvou 18 a 20. Vzorek 22 se umistuje na odrazivou plochu zrcadla 15. Mezi deskou 14
s dirkovym otvorem 16 a ¢oc¢kou 11 se nachazi polopropustné zrcadlo 17. Odraziva plocha
polopropustného zrcadla 17 je otoCena smérem k Cocce 11, zatimco propustna plocha je
otocena k dirkovému otvoru 16.

Svétlo odrazené reflektorem 12 z zarovky 10 je kolimovano dirkovym otvorem 16 v desce
14, aby bylo dosazeno bodového zdroje svétla A. Rozbihavé paprsky (ohrani¢ené okrajovymi
paprsky B) prochézi skrze polopropustné zrcadlo 17, nésledné skrze ¢ocku 11, a stavaji se
paprsky sbihavymi (ohrani¢enymi okrajovymi paprsky C). Ohnisko D sbihavych paprsku
C je zaostfeno na vzorek 22. Po odrazeni od zrcadla 15 pod vzorkem se svazek stava roz-
bihavym (ohranicen okrajovymi paprsky E) a prochéazi znovu cockou 11. Cocka 11 vytvaii
sbihavy svazek svétla (ohrani¢en okrajovymi paprsky F), ktery je odrazen polopropustnym
zrcadlem 17. Polopropustné zrcadlo je umisténo pod thlem 45° vzhledem k optické ose, a od-
razi kuzel paprsku (ohrani¢eny okrajovymi paprsky F) do sbihavého svazku (ohrani¢eného
okrajovymi paprsky F’) smérem k detektoru 28. Pfed detektorem 28 je paprsek zaostien na
vertikalni optické ose do bodu G, ktery se nachézi v dirkovém otvoru 26 v desce 24. Deska
24 odstini rozptylené paprsky. Detektor 28 méfi intenzitu svétla, ktera projde skrze dirkovy
otvor 26.

Systém s dvojitym zaostfovanim poskytuje vyhodu v moznosti pouziti jednodussich c¢o-
cek a celkové jednodussiho usporadani v porovnani s klasickymi mikroskopy. U klasického
mikroskopu by mél byt idedlné zaostien kazdy bod nachézejici se v zorném poli, avsak toho
neni mozno v praxi dosdhnout. Zorné pole pokryva urcitou oblast a v disedku toho se pro-
jevuji ruzné vady optické soustavy (napf. ¢ocka vytvari obraz jiné kvality v blizkosti optické
osy v porovnani s obrazem na okraji, nerovnomérnost osvétleni plochy vzorku). Tyto vady
je do uréité miry mozné korigovat za cenu zvyseni slozitosti systému (napf. vyrobné slozi-
t&jsi asférické ¢ocky, irisova clona). Je nutné kalibrovat optické vlastnosti mikroskopu pro
mnoho bodt zorného pole. Pti konfokalni mikroskopii snimame intenzitu zafeni z jediného
bodu, coz zjednodusuje kalibraci. Protoze zobrazujeme bod na optické ose do jiného bodu
na optické ose, sta¢i ndm jednodussi objektiv, ktery bude mit korigovanou pouze sférickou
vadu a barevnou vadu polohy. Objektiv nemusi mit korigovanou komu, astigmatismus, kii-
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Obrazek 3.1: Schéma konfokalniho mikroskopu — opticky systém s dvojitym zaostfovanim
a) v klasickém usporadani, b) v alternativnim usporadani: OA — optickd osa, A — bodovy
zdroj svétla, B — paprsky reprezentujici divergentni vlnu, C — paprsky reprezentujici kon-
vergentni vinu, D — bod obrazu dirkové clony v roviné vzorku, E — paprsky reprezentujici
divergentni vinu, F' — paprsky reprezentujici konvergentni vinu, F’ — paprsky reprezentujici
konvergentni vlnu odrazenou od polopropustného zrcadla, G — bod obrazu dirkové clony,
10 — zdroj svétla, 11 — ¢ocka, 12 — reflektor, 14 — deska, 15 — odrazivé zrcadlo, 16 — maly
dirkovy otvor, 17 — polopropustné zrcadlo, 18 — kondenzorova ¢ocka, 20 — objektivova ¢ocka,
22 — vzorek, 24 — deska, 26 — maly dirkovy otvor, 28 — fotocitlivé zafizeni, 84 a 86 — vodice.
Prevzato a upraveno z [11].

vost pole, zkresleni ani barevnou vadu velikosti. Vzhledem k jednodussimu designu c¢ocek
lze objektivy konstruovat tak, aby cocky mély vétsi rozmeéry a delsi pracovni vzdalenost.

Bézné mikroskopy casto vyzaduji umisténi clon na konkrétni mista optické soustavy,
kterd mohou byt $patné ptistupna. Vzhledem k tomu, ze celé zorné pole konfokalniho op-
tického systému tvori jeden bod, ma systém vyhodu v tom, Ze poskytuje moznost umisténi
clony do kazdé roviny kolmé na optickou osu. Pohybem desky s dirkovym otvorem pevné
dané velikosti podél optické osy lze vytvorit clonu proménlivé velikosti. Nahradime tim po-
uziti irisové clony pouzivané v konvencnich systémech, ktera je v pevné dané pozici a jeji
velikost 1ze nastavovat.

Pokud je potfeba zavést clony uréené pro specifické ticely, napriklad pro fazovy kontrast
nebo mikroskopii v temném poli, je u bézného mikroskopu nutné umistit tyto clony na kon-
krétné danych mistech, které jsou velice omezeny. To vyzaduje vysokou presnost pii vyrobé
clon. V nékterych pripadech nelze clony pozadovanych parametri vyrobit. U konfokalniho
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mikroskopu je mozné pridat do sestavy libovolny pocet clon a jednoduse danou clonu po-
sunout dle potieby pro ziskani pozadovaného vysledku. Napriklad v systému znazornéném
na 3.la) lze temného pole dosdhnout umisténim vhodné tvarované clony kdekoli mezi dir-
kovym otvorem 16 a Cockou 18 a dopliikové clony na odpovidajicim misté mezi ¢ockou 20
a dirkovym otvorem 26. Diky Sirokym moznostem umisténi clon je konfokalni mikroskop
mimoradné flexibilnim pristrojem.

3.1.2 Systém pro skenovani vzorku

Na obrazku 3.2 je zobrazen systém pro skenovani vzorku. Tento systém zajistuje pohyb
vzorku 22 vzhledem k optickému systému. Systém umoznuje vyuziti riznych skenovacich
vzoru. Nejcastéji se vyuziva bézna forma osciloskopického rastru slozend z paralelnich ho-
rizontalnich linii. Schéma zafizeni na obrazku 3.2 zobrazuje usporadani schopné provést
tento skenovaci vzor. Systém zajistuje rychly pohyb vzorku v podélném i pfi¢ném sméru,
coz umoznuje pruchod vzorku ohniskovym bodem objektivu synchronizované s oscilosko-
pickym rastrem.

Vzorek 22 je upevnén na ladici vidlici 30 nebo jiném plechovém dile schopném vibrovat
pri urcité frekvenci buzeni. Ladici vidlice 30 je zavéSena ve svych uzlovych bodech na
podptrnych ramenech 36 a 38 ramu 40. Ram 40 je tvaru pismene L s koncovymi nohami
42 a 44. Elektromagnet 46 je pevné namontovan na ram 40, je umistén vedle a nad stredem
ladici vidlice 30 a je pfipojen vodic¢i 48 a 50 k oscilatoru 52. Za pomoci oscilatoru 52
je ovladan elektromagnet 46 tak, aby buzenim ladici vidlice 30 pri jeji vlastni frekvenci
zpusobil vibraci vzorku 22 ve svislém sméru. V nékterych pripadech muze byt zadouci
upravit frekvenci buzeni ladici vidlice 30 mimo jeji vlastni frekvenci.

Druhy elektromagnet 54 je pripevnén k ramu 40, napriklad k noze ramu 44, tak jako na
obrazku 3.2. Je umistén pobliz jednoho konce vidlice 30. Napajeci obvod 56 tohoto elektro-
magnetu 54 je generatorem pilovitého signalu, a je pripojen pomoci vodi¢u 58 a 60. Slouzi
k podélnému pohybu celé vidlice 30. Tento podélny pohyb se kombinuje s pfi¢nym pohybem
vidlice 30, a vytvaii se tak skenovaci vzor nad vybranou oblasti vzorku 22. Skenovand ob-
last je pro nazornost zvétsena pod ¢islem 22a na obrazku 3.2. O tlumeni podélného pohybu
vidlice se stard viskézni tlumici hmota 32, kterd je na konci podpturnych ramen 36 a 38.

K elektromagnetu 46 a ke generatoru 52 jsou paralelné pripojeny pricné vstupy 62 a
64 osciloskopu 66 pomoci vodiciu 70 a 72. Podobné je na svorky 74 a 76 osciloskopu 66
pripojen i elektromagnet 54 vodic¢i 78 a 80. Na stinitku osciloskopu 68 je tak vytvoren
rastr 82, jehoz podélné a pri¢né slozky pohybu jsou synchronizovany s podélnym a pii¢nym
pohybem vzorku 22. Podélné a pti¢né skenovaci amplitudy rastru na obrazovce osciloskopu
mohou byt mnohem vétsi nez odpovidajici skenovaci amplitudy osviceného bodového pole,
jak lze vidét pii porovnani rozmért rastru 82 s oblasti vzorku 22a. To vede k velkému
zvétseni oblasti vzorku. Signal z fotodetektoru 28 je veden skrz vodice 84 a 86, je zesilen
zesilovacem 88 a je pripojen ke svorkam 90 a 92 mrizkového obvodu obrazovky osciloskopu.
Intenzita svétla v libovolné ¢asti skenované oblasti vzorku odpovida intenzité bodu v rastru
na obrazovce osciloskopu 82. Na obrazovce je tak reprodukovan zvétSeny obraz oblasti
vzorku 22a.

V popsaném systému skenovani vzorku neni nutné, aby rovina zkoumaného vzorku
byla kolmé k optické ose pristroje. Pohyb skenovani lze nastavit tak, aby zahrnoval slozku
rovnobéznou s optickou osou. Omezeni jsme pouze pracovni vzdalenosti objektivi. Tim lze
nasnimat Sikmy fez. Toto je funkce, kterou u konvenc¢nich mikroskopt nelze nalézt.
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Obrazek 3.2: Schéma konfokalniho mikroskopu — systém pro skenovani vzorku: 22 — vzorek,
22a — skenovand oblast vzorku, 30 — ladici vidlice, 32 — viskézni tlumici hmota, 36 a 38 —
podptirnd ramena ramu, 40 — rdm, 42 a 44 — koncové nohy ramu, 46 — prvni elektromagnet,
48 a 50 — vodide, 52 — prvni oscilator, 54 — druhy elektromagnet, 56 — druhy oscilator, 58
a 60 — vodice, 62 a 64 — svorky osciloskopu, 66 — osciloskop, 68 — obrazovka osciloskopu,
70 a 72 — vodice, 74 a 76 — svorky osciloskopu, 78 a 80 — vodice, 82 — rastr na obrazovce
osciloskopu, 84 a 86 — vodice, 88 — zesilovaé¢, 90 a 92 — svorky osciloskopu, 94 — prvek pro
pri¢ny pohyb vzorku, 96 — prvek pro podélny pohyb vzorku, 98 — plocha zakladna, 100 —
prvek, 102 — hrot zavésu, 104 — stavéci Sroub, 106 — hrot stavéciho Sroubu, 108 — kulicka,
110 — drazka, 112 — spojovaci dil, 114 — prodlouzeni ploché zakladny, 116 a 118 — otocné
Cepy, 120 — stfedova kolma ramenni ¢ést spojovaciho dilu, 122 — konec Sroubu s hrotem.
Pfevzato a upraveno z [11].

Skenovaci apardt umoznuje posun skenované oblasti vzorku. Toho docilime pohybem
celého rdmu 40 v ruznych osach, é¢ehoz lze dosdhnout libovolnymi vhodnymi prostiredky.
Na obrazku 3.2 je znézornén prvek pro priény 94 a podélny 96 pohyb. Oba prvky jsou
namontovany na plochém zakladu 98. Pfi¢ny nastavovaci prvek 94 ma jeden konec ve tvaru
hrotu zdvésu 102 opirajiciho se o zékladnu 98 a na druhém konci je stavéci sroub 104. Sroub
104 mé konec s hrotem 106, ktery se dotyka zakladny 98. Spodni konec nohy ramu 44 je
pies kulicku 108 posuvné uloZzen v drézce 110 na horni plose prvku 100. Otacenim Sroubu
104 lze zvedat nebo snizovat rdm 40, a tim posouvat vzorek ve pficném sméru.

Prvek pro podélné nastaveni 96 zahrnuje spoj 112, ktery je na svém dolnim konci ukotven
pomoci otoéného ¢epu 116 k pevnému prodlouzeni zakladny 114. Horni konec spoje 112 je
spojen s dolni ¢asti nohy rdmu 42 pomoci otocného cepu 118. Spoj 112 mé stfedovou
kolmou ramenni ¢ast 120, ve které je umistén stavéci Sroub 122. Hrot sroubu 122 spociva
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na zékladné 98. Otocenim Sroubu 122 dojde k tthlovému otoceni spoje 112. Tento otoény
pohyb zpusobuje posuv ramu 40 v podélném sméru, ktery je umoznén valivym pohybem
kulicky 108 v drazce 110.

Vynalezem se podarilo vytvorit systém mikroskopu, ve kterém mohou byt pouzity jed-
noduché objektivy, a zlepSit rozliSovaci schopnosti na troven, které pri pouziti bézného
zarizeni s konvencnimi mikroskopovymi technikami nelze dosdhnout. Opticky systém kon-
fokalniho mikroskopu je schopen potlac¢it veskeré rozptylené svétlo, a zachytit pouze svétlo,
které vychézi z osvétleného bodu vzorku. Vysokou selektivitou se snizuje rozmazani obrazu,
zvy$uje rozliseni [12] a zvySuje pomér signalu k Sumu ziskanych dat. Konfokalni mikrosko-
pie umoznuje neobvykle jasné zkoumani tlustych vzorkt a vzorkil rozptylujicich svétlo.
Také umoznuje provadét optické rezy vzorku, které lze nasledné pocitacovym zpracovanim
rekonstruovat do trojrozmérného modelu. Konfokalni mikroskopovy systém s vhodnou op-
tikou je mozné pouzit i pro vinové délky zafeni mimo viditelné spektrum a lze jej snadno
modifikovat pro fluorescen¢ni mikroskopii, kde je velice oblibeny.

3.2 Laserova skenovaci konfokalni mikroskopie

Laserova konfokalni mikroskopie vyuziva pro excitaci fluoroforu ve vzorku jako zdroj svétla
laser. Casto se pouziva vice lasert, z nichz kazdy je schopen excitovat jiné fluorofory. Prepi-
nani laserovych svazkt je zajisténo pomoci dichroickych odrazect a filtri. Schéma laserové
konfokalni mikroskopie je znazornéno na obrazku 3.3. Protoze laser vytvaii vysoce koli-
movany svazek svétla, mizeme v mikroskopu zjednodusit osvétlovaci optiku. Casto jsou
pouzivany expandéry svazku, které slouzi ke zvétSeni prufezu kolimovaného svazku jdou-
ctho z laseru. V sestavé neni nutné pouzivat excitacni clonu. Sta¢i pouzit pouze emisni
clonu, kterd je umisténa v zobrazovaci ¢asti. Odpada tak problém se zakomponovanim dalsi
mechanické soucastky do systému. Déle mikroskop obsahuje skenovaci ¢ast. Na rozdil od
usporadani popsaného v ¢asti 3.1.2, kde zdroj byl ve stabilni poloze a dochézelo ke ske-
novani v podélném a pricném sméru pomoci posuvu stolecku se vzorkem, se u laserové
skenovaci konfokalni mikroskopie vyuziva skenovani laserovym paprskem. Pro nasniméani
jednoho optického fezu se nemusi se vzorkem pohybovat. Skenovani probihd obvykle po-
moci dvou galvanometrickych zrcatek, z nichz jedno pohybuje se stopou svazku v podélném
sméru a druhé v priéném sméru roviny snimaného vzorku. Koordinovanym pohybem obou
zrcatek lze docilit proskenovani celé roviny vzorku [8].

3.3 Vicesvazkova konfokalni mikroskopie

V predchozi ¢asti byl popsan princip jednosvazkové konfokalni mikroskopie. Zakladni prin-
cip spo¢iva bud v pouziti polychromatického zdroje svétla, ktery vyzaduje pouziti excitac¢ni
clony v sestavé, kterd vytvari bodovy zdroj zareni, nebo v pouziti laseru. Zkoumany bod
vzorku je osvicen a pozorovan piimo, nebo fluorescenéné. Paprsky vychézejici z rovin blizko
roviny ostrosti vzorku jsou pomoci emisni clony odstinény a intenzita z bodu na vzorku je
snimana detektorem. Tim je zajisténa hloubkova diskriminace a zvyseno rozliSeni. Z optic-
kych fezu je poté mozno pomoci pocitacové rekonstrukce vytvorit 3D model pozorovaného
objektu.

Protoze u jednosvazkové konfokélni mikroskopie lidské oko nezachyti obraz celého zor-
ného pole najednou, prisli panové Mojmir Petran a Milan Hadravsky v roce 1965 s vy-
lepSenim [14]. Zmensili a upravili jiz existujici Nipkowtuv disk pro potfeby mikroskopie.

16



<«——— vzorek

<«——— objektiv

laser — 5.
«— tubusova cocka

polni rovina
expandér svazku = = = o= - = (primdrni zobrazeni)

<«— skenovaci ¢ocka
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vystupni emisni fokusaéni emisni dichroické
Cocka clona Cocka filtr zrcatko

detektor

Obrazek 3.3: Schéma laserového konfokalniho fluorescenéniho mikroskopu. Prevzato a upra-
veno z [13].

Pridanim desetitisicti az statisict malych kruhovych otvortt umoznili osvétleni preparatu
v mnoha mistech zaroven. To zrychlilo skenovani a umoznilo pozorovat obraz skrze oku-
lary. Rychlost skenovani a nizka fototoxicita prinasi vyhody pii pozorovani zivych bunék
a umoznila také sledovat procesy v bunkéch, které se velmi rychle odehravaji (napt. toky
iont). Nevyhodou je naopak nizsi osové rozlieni v porovnani s jednosvazkovou konfokalni
mikroskopii. To je zptisobeno nechténym pruchodem rozptyleného svétla vedlejsimi dirkami
v Nipkowové disku.

1 -~
rogce disku Nipkowiv disk

T
.-

dirkovy otvor Archimédova spirala

Obrazek 3.4: Nipkowuv disk. Pfevzato a upraveno z [15].

17



Na obrazku 3.4 je zobrazen Nipkowuv disk. Nipkowtv disk obsahuje malé dirkové otvory
na kiivkach — Archimédovych spirdlach. Archimédovy spiraly jsou usporadany ve dvojicich,
které jsou soumérné podle stredu otaceni Nipkowova disku. Kazdy z otvori na jedné krivce
je vuci otvoru lezicimu na sousedni kiivce na stejném poloméru posunuty o stejny thel.

Pr1i pouziti konfokalniho modulu s Nipkowovym diskem jsou optické komponenty umis-
tény takovym zpusobem, aby se Nipkowiv disk nachazel v polni roviné osvétlovaci ¢asti,
a zaroven v polni roviné zobrazovaci ¢dsti mikroskopu (viz obrazek 3.5). Polni rovina osvét-
lovaci ¢asti mikroskopu je soumérna podle stfedu s polni rovinou zobrazovaci ¢asti. Svétlo
jdouci ze zdroje vstupuje do modulu, a dirkovymi otvory v rotujicicm Nipkowové disku jsou
vytvoreny jednotlivé dil¢i svételné paprsky, které putuji pres zrcatka a prochézeji délicem
svazkt k vystupnimu portu, a dale ke vzorku. Po odrazu svétla od vzorku, coz na obrazku
3.5 neni znazornéno, se svétlo vraci skrz vystupni port, odrazi se od zrcatka a putuje k dé-
liéi svazku. Od délice svazku se dil¢i svételné paprsky odrazi smérem k oku pozorovatele.
V polni roviné zobrazovaci ¢asti opét prochazi dirkovymi otvory v Nipkowové disku. Zde
dochézi k ofezani rozptyleného svétla z rovin blizkych roviné zaostfeni ve vzorku. Dil¢i in-
formace prochézejici jednotlivymi dirkovymi otvory se vlivem rota¢niho pohybu Nipkowova
disku kolem stfedu spoji v obrazové roviné. Setrvacnosti oka je vytvoren dokonaly obraz,
ktery lze pozorovat skrz okular.

Svétlo
svétlo ze zdroje
jdouct ,
k pozorovateli Vstupni port

Okular

Svétlo
odraZené
od
vzorku

Déli¢ svazkid
Vystupni port
Svétlo dopadajici

na vzorek a jdouci
ze vzorku zpét

Obrazek 3.5: Konfokalni modul k mikroskopu s Nipkowovym diskem. Prevzato a upraveno

z [15].

Dirkové otvory v Nipkowové disku umoznuji odstranéni rozptyleného svétla, ale oproti
tomu je velkou nevyhodou snizeni intenzity svétla dopadajiciho na vzorek. Drtiva vétSina
zareni zdroje je totiz stinéna Nipkowovym diskem a jen mala ¢ast projde skrz dirky.
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Tento problém tesi pouziti kombinace Nipkowova dirkového kotouce spole¢né s Yoko-
gawa diskem (obrazek 3.6). Tyto dva disky se otdceji v tandemu. Yokogawa disk se umistuje
blize zdroji a obsahuje pole mikrococek. Kazda mikrococka sbird a zaostiuje svétlo na od-
povidajici dirku Nipkowova disku. Vyhodou pouziti téchto dvou diskii dohromady je to,
ze vetsi intenzita svétla dopadajictho na vzorek vyvolava intenzivnéjsi fluorescenci vzorku,
ktera je lépe zachytitelnd detektorem.

Rotujici disk s mikro¢otkami JaS€TOVY paprsek

(Yokogawa disk) g e Cip kamery
) misni filtr

Objektiv

Rotujici disk s dirkami 77>, Dichroickeé zreatko
(Nipkowtv disk)
% Vzorek

Obréazek 3.6: Schéma konfokéalniho fluorescenéniho mikroskopu s Yokogawa diskem. Pre-
vzato a upraveno z [16].

Nevyhodou pouziti rotujicich diskl je vnaseni mechanickych vibraci do systému mikro-
skopu. To mize mit za nasledek zhorseni rozliseni pozorovaného obrazu. Proto je vyhodnéjsi
pouzit moderni opticko-digitalni prvky, jako je napiiklad digital micromirror device (DMD)
¢ip, které navic umoznuji rychlejsi skenovani.

3.4 Vicesvazkova konfokalni mikroskopie s DMD cipem

DMD ¢ip (digital micromirror device) je optické mikro-elektro-mechanické zafizeni (MEMS),
které je tvoreno statisici az miliony vysoce odrazivych hlinikovych mikrozrcatek [17]. Kazdé
zrcatko je zespodu pomoci vodivého sloupku pripojeno k torznimu zavésu a vahadlim. Na-
klapéni zrcatka je zajisténo privadénim napéti na elektrody a pohyb je limitovian mecha-
nickymi zarazkami. Zakladem DMD ¢ipu je CMOS substrat, ktery obsahuje CMOS SRAM
pamétové bunky, které ¥idi naklapéni zrcatka. Kazdé zrcatko, pripadné mald skupina zr-
catek, predstavuje dirkovy otvor Nipkowova disku a tedy jeden pixel ve vysledném obraze.
Kazdé zrcatko je mozno digitdlné ovladat. Lze je naklapét o +12° do dvou poloh podél
osy, kterd je ddna thloptickou zrcdtka (obrdzek 3.7). Naklopeni o +12° predstavuje po-
zici ON. Svétlo je vychylovano pozadovanym smérem. Naklopeni o —12° predstavuje pozici
OFF. Svétlo je odklonéno pry¢. Diky schopnosti mikrozrcatek velmi rychle ménit pozice
ON a OFF je mozné také vytvafet obraz v drovnich odstini Sedi, a tim mizeme prostoroveé
modulovat amplitudu a smér odrazeného svétla.

DMD ¢ip lze s vyhodami pouzit v konfokalni mikroskopii. Je mozné ho umistit misto
Nipkowova disku. Pro sejmuti intenzit jednotlivych pixeli v jedné roviné neni nutné pohybo-
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vat vzorkem. Funkce skenovani je nahrazena prepinanim zrcatek na DMD ¢ipu. Pohybovat
vzorkem je nutno az p¥i preostfeni do jiné roviny (pro vytvoreni 3D modelu vzorku). DMD
Cip nahrazuje funkci excita¢ni a emisni clony, protoze obéma sméry propusti jen svétlo do-
padajici na zrcatka v pozici ON. DMD ¢ipu pro konfokalni mikroskopii bylo vyuzito uz
dfive, napt. v [18].

Zrcatko -12°

Zrcatko +12°

Vahadlo
Elektroda

Vodivy substrat

sloupek

Obrazek 3.7: Struktura dvou vedlejsich pixelt DMD ¢&ipu. Vlevo zrcatko naklopené do pozice
OFF, vpravo do pozice ON. Prevzato a upraveno z [19].

Navazuji na diplomovou praci Ing. Evy Kubatové [20]. Té se podafilo spojit dvé techniky
pozorovani zivych bunék, a to digitalni holografickou mikroskopii a konfokalni fluorescenéni
mikroksopii. Cely opticky systém konfokalniho modulu pro koherenci rizeny holograficky
mikroskop navrhla v optickém CADu. Puvodni ndvrh (obzézek 3.8) je zajimavy hlavné diky
zakomponovani DMD ¢ipu. Konec¢na sestava byla vylepsena umisténim hranolu s dplnym
vnitinim odrazem (TIR hranol) pfed DMD ¢ip.

TIR (total internal reflection) hranol muzeme vidét na obrazku 3.9. Skldda se ze dvou
hranold, mezi kterymi je tenka vzduchova mezera. Dopadajici paprsky se lomi na plose P1
a vchazi do hranolu 1. Poté putuji smérem k plose P2 a diky velice tenké vzduchové vrstve
mezi hranolem 1 a hranolem 2 se od plochy P2 odrazeji. Skrz plochu P3 hranol opoustéji
a dopadaji na DMD ¢ip pod thlem 24°. Paprsky odrazené od mikrozrciatek v pozici ON
putuji kolmo smérem k plose P3 a vstupuji zpét do hranolu 1. Dopadaji na plochu P2, skrz
kterou prochazi do hranolu 2. Z hranolu 2 poté vystupuji a putuji smérem ke zkoumanému
vzorku.

Hlavni vyhodou kone¢ného navrhu Ing. Evy Kubatové je lepsi prostorové usporadani
komponent modulu. Diky ptfidani TIR hranolu pted DMD ¢ip je mozno umistit osvétlo-
vaci ¢ast do pozice kolmé k zobrazovaci ¢asti. Vyhodou je jednodussi nalezeni odrazenych
paprsku, které vychazi z TIR hranolu ve sméru kolmém k DMD ¢ipu.

Opticka sestava Ing. Evy Kubatové méla vsak i své nevyhody. Svétlo prichazejici od
vzorku jiz neprochdazi zpét pres DMD ¢ip, ale je odklonéno dichroickym zrcitkem na detek-
tor umistény v ramenu zobrazovaci ¢asti. DMD ¢ip v tomto navrhu zastava funkei excita¢ni
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Obrazek 3.8: Celkovy opticky navrh konfokalniho modulu Ing. Evy Kubatové, prevzato
z [20]: Zd — zroj svétla, DMD — DMD ¢ip, K3 — kolektor, FK — fluorescen¢ni kostka, O —
objektiv, Vz — vzorek, T — tubusova ¢ocka, D — detektor.

proslé
paprsky

dopadajict
paprsky

~— .
rovina DMD ¢ipu

Obrazek 3.9: Prichod paprskt TIR hranolem. P1 — P4 — jednotlivé lamavé plochy hranolu.

clony, ale nikoli clony emisni. To vede k nutnosti vypocetné naro¢ného softwarového zpra-
covani velkého mnozstvi snimkii, ze kterych je nutno vybirat spravny obrazovy pixel, ktery
by odpovidal stfedu emisni clony.

Ing. Martin Antos, Ph.D. pak nékteré z nevyhod odstranil dpravou navrhu Ing. Evy
Kubétové do nynéjsi podoby (obrézek 3.10). Z dostupnych dokumentt [21] je patrné, Ze
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upravil umisténi detektoru, vymeéniku pro fluorescencéni kostky a zdroje svétla. Detektor i
vymeénik fluorescencnich kostek umistil do osvétlovaci ¢asti mikroskopu a jako zdroje vyuzil
epifluorescenéni osvétleni typické pro klasickou fluorescenéni mikroskopii. Diky prichodu
paprsku pires DMD ¢ip pfi osviceni vzorku i vyzareni fluorescenéniho zareni plni DMD ¢ip
funkci excitacni i emisni clony zaroven. Podstatné se tim zjednodusSuje nasledna softwa-
rova analyza obrazu snimaného detektorem. Pojdme si nyni predstavit upravenou sestavu
konfokalniho modulu Ing. Martina Antose, Ph.D.

DMD

Obrazek 3.10: Model konfokalniho modulu sestaveného z dili v programu SolidWorks dle
navrhu Ing. Martina Antose, Ph.D. ZD — zdroj svétla, C1 — ¢oc¢ka, CL1 — clona, EX —
excita¢ni filtr, DZ — dichroické zrcatko, C2 — ¢oc¢ka, DMD — DMD ¢ip, TIR — hranol s tiplnym
vnitinim odrazem, CL2 — clona, C3 — tubusova ¢ocka, OB — objektiv, VZ — vzorek, EM
— emisni filtr, C4 — ¢oc¢ka, DET — detektor. Excita¢ni zafeni jdouci ze zdroje ke vzorku
je znazornéno zelenou barvou, emisni zafeni jdouci ze vzorku k detektoru je zndzornéno
éervenou barvou.

Jednotlivé komponenty modulu jsou popsany na obrazku 3.10. Cocky pouzité v sestaveé
a jejich parametry jsou shrnuty v tabulce 3.1. Zdrojem zareni ZD je halogenova lampa od
firmy Osram navizand do optického vlnovodu s primérem jadra 6,5 mm. Paprsky putuji
z tohoto polychromatického zdroje, prochizeji ¢o¢kou C1 a déle clonou CL1. Pomoci clony
CL1 miuzeme redukovat intenzitu svétla dopadajici na DMD ¢ip. Konfokalni modul byl
v ramci pilotniho experimentu testovan s jednoduchou kostkou pro fluorescenéni mikrosko-
pii. Jak jsem jiz zminovala vyse, tuto kostku budeme pro potifeby zkoumaéani biologickych
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vzorkl nahrazovat vymeénikem na fluorescencni filtry. Pfi vlozeni fluorescenc¢ni kostky pa-
prsky prochazi skrz excitacni filtr EX, ktery vyfiltruje z polychromatického zdroje jen tizké
spektrum vlnovych délek. Svétlo se odrazi od dichroického zrcatka DZ, které je umisténo
v kostce pod thlem 45° vzhledem k osam optické soustavy. Dale putuji TIR hranolem,
odrazi se smérem k DMD ¢ipu a po odrazu od DMD ¢ipu, znovu projdou TIR hranolem,
tentokrat ve sméru kolmém k roviné DMD ¢ipu. V konfokalnim modulu je pouzivain DMD
¢ip DLP9000 od spoleénosti Texas Instruments [22]. Tento DMD ¢ip je vhodny pro vinové
délky svétla 400 — 700 nm. Paprsky dale prochézi tubusovou ¢ockou C3 a objektivem OB
Plan Fluor (typ MRH00201) od firmy Nikon se zvétSenim 20x a numerickou aperturou 0,50
a jsou zaostrovany na zkoumany vzorek VZ, kde dochazi k excitaci molekul fluoroforu. Pro-
toze paprsky dopadaji na DMD ¢ip kolmo a jsou odrazeny pod tuhlem 24°, je nutno, aby
rovina, do které bude umisténa kamera, byla sklonéna pod thlem 13,75° vzhledem k optické
ose konfokalniho modulu. Tato hodnota vychézi z principu Scheimpflugova zobrazeni [23].
Scheimpflugovo zobrazeni se pouziva v pripadech, kdy predmétova rovina neni kolmé na osu
soustavy (viz obrazek 3.11). Pfi protazeni predmétové roviny a hlavni roviny zobrazovaci
¢ocky vznika bod. Pokud tento bod spojime s bodem na optické ose, do kterého se ma dany
predmét zobrazit, vznika rovina sikmé k optické ose, do které je zobrazena rovina predmétu,
a do které umistujeme detektor. Pouzitim Scheimpflugova principu zobrazeni lze dosdhnout
nejlepsiho mozného zobrazeni a omezit predevsim zkresleni obrazu. Vysledny tthel mezi ro-
vinou DMD ¢ipu a kamery je 103,75°. Svétlo emitované ze vzorku putuje zpét optickou
soustavou a bude prochazet dichroickym zrcitkem DZ, emisnim filtrem EM a ¢ockou C4,
kterou je zaostieno na CMOS ¢ip kamery C1+12000 od spole¢nosti Moravian Instruments
[24] v roviné DET. Obraz je analyzovian pomoci pocitace.

Tenka cocka Opticka osa

4

% Hlavni roviny
tenké cocky

»

\ Obraz
Predmét
Obrazova rovina

Predmétova
rovina

Obrézek 3.11: Princip Scheimpflugova zobrazeni. Pfevzato a upraveno z [25].

Testovani v ramci pilotniho experimentu pro ovéireni spravné justdze modulu provedl
Ing. Zbynék Dostédl, Ph.D. v lednu roku 2023 [21]. Pro potfeby testu byla do sestavy za-
komponovana druhda clona CL2. Jako vzorek byla pouzita fluorescencéni testovaci desticka
od spole¢nosti CHROMA [26]. Ta byla nasvicena obrazcem pruhtt nahranym do DMD ¢ipu.
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Tabulka 3.1: Pouzité ¢ocky v navrhu konfokalntho modulu od Ing. Martina Antose, Ph.D.

Komponenta Vyrobce Oznaceni vyrobce | Ohnisko (mm) | Pramér (mm)
C1 Thorlabs AC300-080-A 80 30
C2 Edmund Optics 32-923 160 40
C3 Edmund Optics 32-927 400 40
C4 Edmund Optics 32-923 160 40

Zachyceny obraz testovacich pruhti byl kontrastni, ale pfi zaclonéni cesty k mikroskopovému
objektivu pomoci clony CL2 se objevil ,,duch*, ktery byl pravdépodobné zpiisoben odra-
zem svétla od TIR hranolu ve spojeni s mirnym prekryvem spekter dichroického zrcatka,
excitacniho a emisniho filtru.

Model konfokalniho modulu jsem dle navrhu Ing. Martina Antose, Ph.D. seskladala
dohromady z jednotlivych dili v programu Solid Works, protoze byl skladan experimentalné,
a tato ¢ast dokumentace chybéla. K nékterym dilim byly dostupné pouze vykresy a bylo
tfeba podle nich vytvorit modely. Vétsina dilt sestavy konfokalniho modulu vsak byla
navrzena a sestavena z komponent dostupnych od firmy Thorlabs [27]. Tato firma umoziiuje
jednotlivé komponenty pospojovat pomoci ¢tverice ocelovych tyéek o prumeéru 6 mm do
klecového systému. Délky jednotlivych tycek jsou voleny podle rozestupt mezi jednotlivymi
komponentami. V sestavé je pouzity klecovy systém pro jednopalcovou i dvoupalcovou
optiku. Mezi riznymi rozméry lze prechizet pomoci prechodovych dili. Opticky vinovod
je umistén ve valcovém adaptéru a zajiStén pomoci stavécich Sroubti. Valcovy adaptér je
s klecovym systémem spojen pomoci tubusu. VSechny ¢ocky jsou uloZeny v objimkéch
prislusné velikosti od firmy Edmund Optics [28], ve kterych jsou zajistény pomoci areta¢nich
krouzkd. Objimky jsou nasroubovany do translac¢nich kiizovych posuvi, které umoznuji
presné nastaveni optického stfedu Cocky do optické osy mikroskopu pomoci dvou Sroubt.
Objektiv je také z duvodu centrace upevnén na jemném krizovém posuvu. Clona CL1
je prichycena k objimce s ¢ockou C1. Tim je zajistovana spravné centrace této clony. TIR
hranol je umistén na hlinikovém podstavci, ktery vymezuje jeho presnou polohu, a je zajistén
plastovou tchytkou shora. DMD ¢ip je umistén v hlinikovych drzacich, které navrhl a nechal
zhotovit Ing. Martin Antos, Ph.D. Vzorek je umistén na stolecku. Jednotlivé komponenty
konfokéalniho modulu jsou umistény na vyskové nastavitelnych sloupcich, které jsou pomoci
drzaki ve tvaru vidlice prichyceny k optickému stolu.
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4 Motivace a cile prace

Do pravé vyvijeného konfokalniho modulu pro holograficky Q-Phase mikroskop, ktery
je zalozeny na DMD ¢ipu, je nutno doplnit robotizovany vymeénik pro fluorescencni filtry.
Tento vyménik musi dovolovat vymeénu filtri alespon pro ¢tyri fluorescenéni kanaly. Musi
byt také ovladan z pocitace z duvodu automatizovaného pozorovani bunék pti dlouhodo-
bych experimentech. Prepinani jednotlivych kandlt mezi sebou musi byt dostatecné rychlé
z dtvodu pozorovani zivych bunék. Vyménik musi byt snadno integrovatelny do klecového
systému firmy Thorlabs. Provedeni vyméniku je také omezeno prostorovym usporadanim
modulu, které je patrné z obrazku 3.10.

Na zakladé provedeni optické simulace v programu Zemax musi byt vyménik navrzen na
vhodnou velikost apertury optiky. Dichroické zrcatko musi byt ulozeno v kostce pod thlem
45° vzhledem k optické ose konfokalniho modulu. Pro pohodlné nastaveni osvitu DMD ¢ipu
musi mit uzivatel moznost kazdé dichroické zrcatko v kazdé fluorescen¢ni kostce thloveé
najustovat.

Vyménik fluorescencénich kostek zahrnula jako ideu ve své diplomové praci jiz Ing. Eva
Kubatova, redlné vsak vyroben nebyl. PTi testovani pouzila pouze jedinou fluorescenc¢ni
kostku. Otoény vymeénik byl v jejim modelu umistén na jiném misté a umoznoval pou-
ziti pouze tii fluorescencnich kostek, coz je pro potieby pozorovani skrz vice fluorescenc-
nich kanald nedostacujici. Stavajici konfokalni modul navrhnul, napocital a zkonstruoval
Ing. Martin Antos, Ph.D., avSsak vymeénik na fluorescenéni kostky navrzen nebyl.

Pro sestaveni robotizovaného vyméniku fluorescenc¢nich filtri pro konfokalni modul je
zapotiebi:

e provést optickou simulaci konfokalniho modulu a stanovit optické pozadavky na filtry,

e provést resersi komercné dostupnych vyménikt fluorescencnich filtrii pro mikroskopii,

e sestavit ndvrh feseni nejvhodnéjsiho typu robotizovaného vymeéniku,

e vytvorit vykresovou dokumentaci,

o pripadné vyménik sestavit a otestovat.
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5 Opticka simulace v programu Ze-
max a stanoveni optickych pozadavkiu
na filtry

Pro navrh optické sestavy konfokdlniho modulu bylo vyuzito programu Zemax. Ing.
Martin AntoS Ph.D. navrhl mnoho variant optickych simulaci zobrazovaci Casti sestavy
konfokalniho modulu. Nejdiive bylo nutno zkontrolovat, zda jeho posledni varianta (viz ob-
razek 5.1) zobrazovaci ¢asti odpovida redlné konstrukei modulu. Tato varianta byla zvolena,
protoze méa dle dostupné dokumentace nejmensi velikost Airyho stopy a nejmensi RMS ra-
dius spot diagramu. Jednotlivé komponenty, jejich parametry a umisténi v modulu shrnuje
tabulka 5.1.

Po ovéreni a kontrole jednotlivych optickych komponent jsem v programu Zemax vy-
tvorila osvétlovaci ¢ast (viz obrézek 5.2) konfokélniho modulu, jejiz opticky navrh chybél.
Vzdalenosti mezi jednotlivymi prvky byly ziskdny z modelu navrzeného Ing. Martinem An-
tosem, Ph.D., a jsou shrnuty v tabulce 5.2. Ze zobrazovaci ¢asti jsem prevzala velikost
nasviceného pole na DMD ¢ipu, ta ¢ini 10,80 mm v pruméru. DMD ¢ip DLP9000 [22] ma
vzdalenost mezi stfedy zrcitek 7,56 pm a rozliSeni 2560 x 1600 mikrozrcatek (necelych
4 100 000 mikrozrcatek). Velikost aktivni plochy je 19,3536 x 12,096 mm. Osvétlena plocha
zahrnuje priblizné 1 600 000 mikrozrcatek, coz odpovidéd necelym 40 % plochy DMD ¢ipu.
Pro osvétleni vzorku pouzivame plosny zdroj — zarovku navedenou do optického vinovodu
o priméru 6,5 mm. Tyto parametry jsem pouzila pro simulaci osového a mimoosového
svazku.

Ze simulace osvétlovaci Casti je patrné, ze na DMD ¢ip nedopadaji rovnobézné paprsky
a pred dopadnutim paprskii na DMD ¢ip nevznikd primarni obraz zdroje. Pro osvétleni
DMD ¢ipu tedy nebylo pouzito Kohlerova osvétleni, ale kritického osvétleni s defokusaci.

7 provedené simulace jsem zjistila, ze by bylo nejvhodnéjsi zvolit excitac¢ni filtr o prua-
méru 26,1 mm. Proto jsem se rozhodla zvolit filtry o priméru 25 mm ulozené v objimkach
o tloustce 3,5 mm. Tyto filtry maji aperturu o priuméru 22 mm. Tento parametr jsem dopl-
nila do simulace. K excita¢nimu filtru je tfeba zvolit vhodnou velikost dichroického zrcatka.
Dle apertury pouzitych ¢ocek a emisniho filtru bylo ze simulace zjisténo, ze svazek dopada-
jici na rovinu dichroického zrcatka vytvaii eliptickou stopu s velikosti hlavni osy 58,19 mm.
Bylo by tedy vhodné zvolit kruhové, piipadné eliptické zrcatko odpovidajici velikosti. Kdy-
bychom vSak zvolili takto veliké zrcatko, bylo by nutné toto zrcatko umistit i do prislusné
veliké mechaniky. Vysledny vyménik by tak byl mohutny a tézky, s ¢imz jsou spojeny i pro-
blémy s ovladanim. Proto jsem nakonec zvolila a do simulace doplnila rozméry dichroického
zrcatka standardniho rozméru 26 x 38 mm a tloustky 1 mm, které jsou pro pozadované vl-
nové délky bézné dostupné v katalozich vyrobeu (napi. dodavatel Chroma [26]). Po optické
strance dochéazi k ¢asteCnému orezavani svazku. Presto je celd aktivni plocha DMD c¢ipu
plné nasvicena. Ze simulace Ing. Martina Antose, Ph.D. je patrné, Ze minimalni potfebna
apertura dichroického zrcatka je 16,54 mm a emisniho filtru je 7,72 mm. Vybrané optické
komponenty tak umozni na DMD ¢ipu osvétlit plochu o prameéru 10,8 mm.
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Tabulka 5.1: Pouzité komponenty a jejich parametry v zobrazovaci ¢asti optické simulace
konfokalniho modulu navrzené Ing. Martinem AntoSem, Ph.D. [21].

Vzdélenost k
bl | peron
(mm)
VZOREK 5,00 0,13
OBJEKTIV Nikon Plan Fluor 20x, NA 0,5 (MRH00201) 205,00 20,00
TUBUSOVA COCKA (3 32-927, Edmund Optics 383,65 39,00
TIR HRANOL 32,60 40,00
KRYCI SKLO DMD CIPU 1,30 20,00
ROVINA DMD CIPU DLP9000, Texas Instruments 170,75 10,80
COCKA C2 32-923, Edmund Optics 136,00 40,00
DICHROICKE ZRCATKO 176,50 40,00
COCKA C4 32-923, Edmund Optics 166,70 25,00
KAMERA CMOS C1+12000, Moravian Instruments - 5,77

Tabulka 5.2: Pouzité komponenty a jejich parametry v osvétlovaci ¢asti optické simulace
konfokalniho modulu. Pfevzato z [21].

Vzdalenost k
bl e
(mm)
ZDROJ SVETLA 80,79 6,50
COCKA C1 AC300-080-A, Thorlabs 69,14 30,00
EXCITACNI FILTR 25,09 22,00
DICHROICKE ZRCATKO 123,50 38,00 x 26,00
COCKA C2 32-923, Edmund Optics 183,25 39,00
ROVINA DMD CIPU DLP9000, Texas Instruments - 19,37
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Obrazek 5.1: Opticka simulace zobrazovaci ¢asti konfokdlniho modulu navrzena Ing. Marti-
nem Antosem, Ph.D. v programu Zemax: VZ — bod vzorku, OB — objektiv, C3 — tubusové
¢ocka, TIR — hranol s plnym vnitinim odrazem, DMD - rovina DMD ¢&ipu, C2 — ¢ocka,
DZ - rovina dichroického zrcatka, EM — rovina emisniho filtru, C4 — ¢ocka, DET — rovina
detektoru. Prevzato a upraveno z [21].
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Obrazek 5.2: Opticka simulace osvétlovaci ¢asti konfokalniho modulu vytvorena v programu
Zemax: ZD — rovina zdroje, C1 — ¢ocka, EX — excita¢ni filtr, DZ — dichroické zrcétko, C2 —
¢ocka, DMD — rovina DMD ¢ipu. Zelené jsou znazornény paprsky jdouci z osového bodu,
modre paprsky jdouci z mimoosového bodu zdroje.

C1 ZD
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6 Reserse dostupnych vymeénika flu-
orescencnich filtra

P1i rozhodovéani, zda bude tfeba navrhnout vlastni design vyméniku od zacatku, nebo
zda lze pouzit ¢i adaptovat néktery z dostupnych konvenéné vyrabénych vyméniki, bylo
nutné nejprve provést resersi dostupnych vymeénikia na trhu.

6.1 Dodavatelé a jejich nabidky

Firma Thorlabs [27] nabizi hotovy otoény vyménik kostek CSE2000W (obrazek 6.1)
pro automatickou vymeénu filtri a dichroickych zrcatek. Otoény vymeénik kostek je urcen
pro pouziti s osvétlovacimi moduly CSE2000, CSE2100, CSE2200. Cena sestavy osvétlova-
ctho modulu s otoénym vyménikem kostek se v zavislosti na pouzité optice pohybuje mezi
3230 az 5750 €. Jedna se o hotové feseni, které umoznuje automatické ovladani. Nahrazo-
valo by celou osvétlovaci ¢ast stavajici sestavy. Lze zakoupit i otoény vymeénik kostek jako
samostatnou komponentu ze cenu 2168 €. V cendch nejsou zahrnuta dichroickad zrcatka
a filtry. K samostatnému oto¢nému vyméniku kostek by bylo nutné navrhnout ulozeni a
automaticky pohon. Otoény vymeénik kostek vsak neumoznuje justaz dichroickych zrcatek.

Stitky pro popisy ~ Otvor pro emisni filtr Dichroické zrcatko
nainstalovanych (6 pozic) (6 pozic)
filtrd a zrcatek

(18 pozic)

THORLAES

\csezoﬁoy
=D

@
\__!/ M

Otvor
pro uchopeni
(6 pozic)
Horni ¢ast Srouby M3 Otvor Zavitové diry
pro excitaéni filtr pro Srouby M3
(6 pozic) pro pripevnéni horni ¢asti

(3 pozice)

Obrazek 6.1: Otoc¢ny vyménik kostek CSE2000W od firmy Thorlabs. Prevzato a upraveno
z [27].
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Déle je mozno z jednotlivych komponent od firmy Thorlabs vymeénik sestavit. Thorlabs
nabizi nékolik variant fluorescecnich kostek. Jsou uréeny pro dichroické zrcatko o rozmérech
az 25,2 mm x 36,0 mm x 1,0 mm. Slouzi pro uchyceni excita¢niho filtru o praméru 25 mm
a tloustce do 5 mm, a emisniho filtru o priuméru 25 mm a tloustce do 3,5 mm. Filtry jsou
uchyceny pomoci areta¢nich krouzku, které dostaneme spolecné s fluorescenéni kostkou.

Thorlabs nabizi originalni fluorescencni kostky vyrabéné firmami Olympus a
Nikon pro vybrané modely jejich mikroskopt. Fluorescenéni kostky v sobé nemaji namon-
tovand dichroickd zrcatka ani filtry. Ty je tfeba dokoupit zvlast a namontovat do kostek.
Instalace je vSak jednoduchd, Thorlabs mé na strankéach dostupné i videonavody. Dichroické
zrcatko uvnitt je uchyceno pomoci plisku. Tyto kostky maji plastovou konstrukci. Cena se
pohybuje kolem 520 € v zavislosti na typu kostky. Cena nezahrnuje dichroické zrcatko ani
filtry. Tyto kostky jsou zaménitelné s alternativou vyrabénou firmou Thorlabs.

Thorlabs také vyrabi vlastni ndhrady fluorescencnich kostek pro mikroskopy
Olympus a Nikon z hlinfku. Uvnitf kostek je pruzinovy mechanismus pro snizeni me-
chanického napéti dichroického zrcatka. Lze tak dosdhnout lepsi kvality zobrazeni. Maji
jendoduchou montiz a dobrou schopnost drzet filtry na misté. Thorlabs nabizi moznost
si zakoupit kostku prazdnou, nebo s jiz predinstalovanou sadou filtri (napf¥. fluorescenéni
kostka TLV-U-MF2-TRITC na obrazku 6.2). Na boku jsou tfi Stitky, na které si uzivatel
muze umistit popisy instalovanych filtri a dichroického zrcatka. Cena se pohybuje v roz-
mezi 439 - 486 € za kostku bez filtri opét v zavislosti na typu kostky. Cena za kostku
s predinstalovanymi filtry se pohybuje v rozmezi 1000 - 1300 € dle pouzité sady filtru.

Rybinova drazka

Emisni filtr

Stitky pro popisy
filtrd a zrcatka

Dichroické zrcatko
v kostce
Excitaéni filtr

Obrazek 6.2: Fluorescenc¢ni kostka TLV-U-MF2-TRITC s pfedinstalovanymi filtry a dichro-
ickym zrcétkem pro fluorofor TRITC od firmy Thorlabs. Pfevzato a upraveno z [27].

Originalni plastové kostky od firem Olympus a Nikon jsou lehé¢i, avSsak jsou drazsi.
Vzhledem k rozdilné hmotnosti riznych provedeni kostky je v piipadé osazeni rtiznych
provedeni do oto¢ného vymeéniku nezbytné otoény vyménik vyvazit. Dichroicka zrcatka jsou
uchycena ve fluorescenénich kostkach napevno. Zadna z nabizenych variant tak nespliiuje
pozadavek na justaz dichroického zrcatka.

Firma Thorlabs nabizi také vice provedeni vymeénika pro samostatné filtry a
dichroicka zrcatka. Lze zakoupit linearni piezo vyménik ELL9 na ¢tyti jednopalcové
filtry. Pro montaz filtri je nutné vlozit filtr do tubusu s vnéjsim zavitem a uchytit ho
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pomoci aretacniho krouzku. Cely tubus je pak mozno namontovat do linedrniho posuvniku.
Udavany ¢as vymeény mezi dvéma filtry se pohybuje do 500 ms. Zalezi na mnozstvi osazenych
filtri. Cena linedrniho piezo vyméniku je 365 € bez tubusii a aretacnich krouzkt pro montaz
filtri. Hlavni nevyhoda je v prostorovych nérocich, protoze potifebujeme ménit dva filtry
umisténé kolmo k sobé. Komponenta neni pfipravena na montaz do klecového systému.

Otoény vyménik filtrt je nabizeny ve dvou provedenich. Standardni provedeni otoc-
ného vyméniku FW102C (obrézek 6.3) nabizi vyménu Sesti jednopalcovych filtrii. Umoz-
nuje primou montaz filtri do tloustky 6,35 mm. Filtry jsou v otvorech prichyceny pomoci
aretaCnich krouzku, které dostaneme spole¢né s vyménikem. Soucasti vymeéniku jsou i dvé
zavitové zaslepky, pro pripadné uzavieni otvoru vyméniku. Cena je 1210 € bez filtra. Druhé
provedeni FW103H umoziiuje rychlejsi vyménu filtru (kolem 55 ms). Cena je 1944 €. Obé
varianty jsou vhodné pro montaz do klecového systému.

V sestavé by musely byt tyto vymeéniky filtri dva — jeden pro ovlddani vymeény excitac-
nich filtrd, a druhy pro ovladani vymény emisnich filtra.

Predni ¢ast

Otvory pro filtry
(6 pozic)
Ozubené kolo

Sroub pro spojeni
jednotlivych ¢éasti

N

Zavitové diry
Zadn{ ¢ast pro napojeni
ke klecovému systému
(z druhé strany, zde nejsou viditelné)

Obrézek 6.3: Otocny vymeénik filtra FW102C od firmy Thorlabs. Prevzato a upraveno z [27].

Potiebujeme také vymeénik pro dichroicka zrcatka. Firma Thorlabs nabizi manualni
vyménik CDFW5 na ¢tyti zrcatka za cenu 661 € vhodny pro montaz do klecové konstrukce.
Motorizovany vymeénik bohuzel neni dostupny.

7 komponent by slo sestavit vymeénik pro emisni a excita¢ni filtry. K vyméniku pro
zrcatka by bylo nutné navrhnout motorizovany pohon. Vysledné feseni by ale bylo velmi
naro¢né na prostor, ovladani a také velmi drahé. Navic je toto feseni velmi nepraktické a
uzivatelsky neptivétivé.

Dodavatel Edmund Optics [28] nabizi mnoho variant fluorescenc¢nich kostek, podobné
jako firma Thorlabs. Kostky jiz obsahuji dichroickéd zrcatka a fluorescené¢ni filtry. Tento

33



dodavatel ma vétsi moznost vybéru kombinaci filtrti pro rizné fluorofory. Cena kostek je
$1160, ruzné sety filtru ani typy kostek cenu neovliviiuji. Ke kostkam by bylo nutné, stejné
jako v pripadé kostek od firmy Thorlabs, zkonstruovat vyménik s pohonem, protoze ho
Edmund Optics nenabizi. Z motorizovanych vyménikt je v nabidce pouze vyménik filtri.
Je to kompletni jednotka s motorem a enkodérem. Cena je $2834. Umoziiuje pouziti az 10
filtra, coz je pro nase potreby uz zbytecné mnoho. Vymeénik neni pripraven pro zabudovani
do klecového systému Thorlabs. Opét by byly potfeba dva vyméniky na excita¢ni a emisni
filtry.

Applied Scientific Instrumentation (ASI) [29] nabizi kostky s vyfrézovanou rybi-
novou drazkou. Tyto kostky je mozno pripevnit ke stoleCku pomoci rybinového posuvu.
Stolecky by se tedy musely sesklddat na oto¢ny mechanismus, nebo vyuzit pouze kostky,
ke kterym by bylo nutné navrhnout oto¢ny mechanismus s rybinovymi drazkami, podobné
jako u firem Thorlabs, nebo Edmund Optics.

Dodavatel ASI nabizi také automatizovany linearni vymeénik kostek C60-CUBE-SLDR
pro 4 pozice fluorescen¢énich kostek. Cas mezi viménou dvou sousednich fluorescen¢nich
kanalu je do 250 ms. Dalsi informace o tomto produktu bohuzel nejsou verejné dostupné.
Cenu dodavatel neuvadi.

Dodavatel Tofra Inc. [30] nabizi linedrni posuvny vyménik s oznac¢enim 108-01 (obra-
zek 6.4) pro vymeénu 6 fluorescenénich kostek. Kostky 1ze vkladat a vyjimat ruéné. Vymeénik
je motorizovany, je obsluhovan krokovym motorem s krokem 1,8°. Je mozno nastavit mi-
krokrokovani. Cas piepnuti mezi dvéma sousednimi fluorescenénimi kanaly je do 200 ms
(190 ms s napédjenim 12 V, 160 ms s napajenim 24 V, 130 ms s napéjenim 36 V). Tento vy-
ménik je primarné urcen pro mikroskop Nikon TE2000. Posuvny mechanismus se montuje
do stévajicich montéznich otvoru v tomto mikroskopu. Cena je $1900. Dodani je 6 tydnu
po obdrzeni objedndvky a zaplaceni.

Emisni filtr  Dichroické zrcatko Excitacni filtr

Obrazek 6.4: Linedrni vyménik kostek 108-1 od dodavatele Tofra Inc. Pirevzato a upraveno
z [30].

Jiny linedrni vyménik (obrazek 6.5) pro 5 pozic filtri a dichroickych zrcétek zkonstruoval
i Jozef Sofka [31]. Jeho vyménik neobsahuje sadu excita¢nich filtrt a je urcen pro aplikace
s pouzitim laseru jako zdroje zareni. Pro nasSe ucely by tedy bylo nutno do vymeéniku
integrovat listu se sadou excitac¢nich filtri. Na linearnim vyméniku Jozefa Sofky je zajimavé,
ze dichroickd zrcatka jsou ovladana nezavisle na sadé emisnich filtri. Do vyméniku lze
umistit dichroicka zrcatka o velikosti 25 x 36 mm, nebo 25 x 38 mm tlusté 1, nebo 2 mm
a filtry o priméru 25 mm tloustky 3,5 nebo 5 mm. Dle dostupnych informaci méa nizké
vibrace. Posuv dosahuje rychlejsiho prepindni mezi sousednimi kostkami, a to 30 ms. Tento
vymeénik vsak neni na prodej.
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Posuvna lista Posuvny mechanismus Otvor pro prichod paprskl
s emisnimi filtry s dichroickymi zrcatky ve spodni ¢asti

Obréazek 6.5: Linedarni vymeénik od Jozefa Sofky. Prevzato a upraveno z [31].

Vysokorychlostni linedrni vyménik na fluorescen¢ni kostky od firmy Finger Lakes In-
strumentation [32] neni vefejné nabizen k prodeji, dokument je z roku 2018. Vyrobce
vSak uvadi kontaktni adresu. Slouzi k vyméné 3 nebo 5 fluorescencnich kostek. K ovla-
dani je pouzivan vysoce vykonny servomotor s enkodérem. Cas pfepindni mezi jednotli-
vymi kostkami je pod 30 ms. Obsahuje regulator, ktery dokaze prizpusobit rychlost po-
hybu zménam zatizeni a snizit nezddouci vibrace. Cilem je dosazeni Spickového vykonu.
Dle dostupné dokumentace mohou byt do kostek vkladana dichroicka zrciatka o rozmeéréch
25,6 +£ 0,6 mm x 37,5 + 1,5 mm a tloustce 1,2 nebo 3 mm. Je mozno vlozit filtry o praméru
25 + 0,4 mm a tloustce 3,5 nebo 5 mm. Ulozeni zrcatka je pevné, justaz neni mozna.

Dodavatel Nikon Instruments [33] nabizi vice typti motorizovanych vyménika fluo-
rescencnich kostek urcenych pro epifluorescencéni mikroskopii. Z dostupné vykresové doku-
mentace jsou patrné pouze celkové rozméry zafizeni. Bohuzel blizsi informace nejsou verejné
dostupné.

Dodavatel Prior [34] nabizi pouze kontroler ProScan III Controller k vyméniku od
Nikon Instruments. S timto kontrolerem lze dosdhnout ¢asu prepnuti mezi dvéma vedlejsimi
pozicemi do 300 ms. Oto¢né vyméniky kostek v nabidce nemaji.

Dodavatel AccuScope [35] nabizi vyménik s ozna¢enim 600-3232 pro 6 fluorescenc¢nich
kostek. Cena je na vyzadani. Soucasti nejsou kostky. Pohyb je provadén pomoci ozubeného
kola a remene, nikoli pomoci hridele. Vice informaci, napriklad zda-li je soucasti dodavky
i pohon, bohuzel dodavatel neuvadi.

Dodavatel pouzitych dilii z mikroskopi SpachOptics [36] nabizi pouzité dily z mikro-
skopt znacek Olympus, Nikon, Leica a Zeiss. Nabizi oto¢ny vyménik Olympus U-URBC
pro 4 fluorescencni kostky. Cena je nizkd $695, kvalita a pozadované parametry nemusi byt
zarucCeny. Vice informaci bohuzel dodavatel neuvadi.

6.2 Zhodnoceni vyméniki dostupnych na trhu

Casto dodavatelé nabizeji pouze fluorescenéni kostky s rybinovym uchycenim. Tyto kostky
maji vhodné velikosti dichroickych zrcatek i filtra, avSak pro pouziti téchto kostek by bylo
nutné navrhnout vymeénik na tyto kostky a jeho motorizaci. Nékteri dodavatelé nabizeji
oto¢né mechanismy, nebo linedrni vyméniky. Obecné problém s linearnimi vymeéniky je ten,
ze jsou v jednom sméru rozmérnéjsi, nez v ostatnich smérech. Je tedy tézsi je zakompono-
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vat do stavajictho systému mikroskopu. Oto¢né mechanismy maji ¢asto moznost pouzivat
jen 4 fluorescenc¢ni kanaly, coz je pro nase potfeby malo. Kdyz uz jsem nalezla oto¢ny me-
chanismus, ktery umoznoval vyménu pro 6 fluorescencnich kanalt, ¢asto chybi potfebna
dokumentace, rozmeéry, ¢i informace o pohonu. U dodavatelti nabizejicich vyménné mecha-
nismy by bylo tifeba také navrhnout nezbytné tpravy pro pripojeni vymeéniku ke klecovému
systému firmy Thorlabs, na ktery nejsou pripravené.

Zadny z dodavatelii viak nenabizi fluorescencni kostky, ¢ vyméniky, u kterych by bylo
mozno provadét justdz zrcatka. To byl hlavni divod vedouci k tomu, Ze jsem nakonec
usoudila, ze nejlepsim fesenim bude vytvorit vlastni ndvrh vymeéniku pro filtry a dichroicka
zrcatka.
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7 Koncepce vyméniku filtri

V ramci ndvrhu vymeéniku filtrti jsem vytvorila nékolik koncepci, jak by vyménik mohl
byt realizovan. Jedna se o tyto Ctyri varianty:

e kazetovy vyménny mechanismus,

e otoény vymeénik excitacnich filtrii a linedarni posuvny vymeénik emisnich filtra,

e dva otocné vymeéniky filtri,

e oto¢ny vymeénik kostek.

Prvni tii varianty pocitaji s tim, ze bude pouzito jedno vicepasmové dichroické zrcatko,
které je vhodné pro pouziti s vice fluorofory. Zrcatko by se nemuselo v kostce slozité ménit
a pokazdé znovu justovat. Pro sniméni jednoho fluorescenéniho obrazu jednoho barviva je
nutno pouzit odpovidajici excita¢ni a emisni filtr. Fluorescenéni kostka bude upevnovana
do jiz existujiciho hlinikového drzdku, ktery navrhl Ing. Martin Antos, Ph.D.

Ctvrté varianta pocitd s tim, ze bude pouzito vice jednopasmovych dichroickych zrca-
tek. Ke kazdému zrcatku je pritazen odpovidajici excitacni a emisni filtr. Tato sada bude
umisténa ve fluorescenéni kostce. Otocenim vyméniku je mozno zvolit jinou fluorescenc¢ni
kostku, coz umoznuje snimat ruzné fluorofory. Vyhodou je provedeni justaze vsech kostek
jednou po prvnim sestaveni. Dalsi justovani uz pak neni nutné.

7.1 Koncepty vyméniki filtra

Prvni koncept umoziiuje vyménu pomoci kazet s filtry (obrdzek 7.1). V kazdé kazeté je
umistén jeden filtr. Jednotlivé kazety jsou zasunovany do drazek vyfrézovanych v kostce a
drzi v ni pomoci mechanické zarazky. Tato metoda je velmi jednoduché a byla by vhodna
pro manualni obsluhovani. Neni vSak vhodna pro automatizované ovladani. Vysledné reseni
by obsahovalo vice jednotlivych kazet, které se mohou na pracovisti lehce ztratit. Z téchto
dtvodu jsem v dalSich navrzich umistila vice filtrt do jednoho mechanismu.

Druhé varianta zahrnuje dva vyménné systémy (obrazek 7.2). Prvnim je oto¢ny vy-
ménik excitaénich filtri a druhym je linearni posuvny vymeénik emisnich filtra.
Vyhodou je moznost vsazeni vice emisnich filtri do posuvné listy. Nevyhodou je vyroba
vice ruznych dili. Automatizace ovladani by opét byla slozitéjsi kvili nutnosti pouzit dva
pohony.

Treti varianta vyuzivd dvou otoénych vymeéniku filtra (obrézek 7.3). Prvni slouzi
k vyméné excitac¢nich filtri a druhy k vyméné emisnich filtri. Tato varianta ma vyhodu
v tom, Ze dily jsou stejné, coz je snazsi pro vyrobu. Pfi pouziti dvou oto¢nych vymeéniku
filtra umisténych kolmo k sobé je z prostorovych divodi omezen pocet filtri na jednom
disku. Pri automatizovaném ovladani oto¢nych vyméniku filtri pocitacem je nutno brat
v ivahu umisténi pohonu a napojeni vyménika k pohonu. Pohony by opét musely byt dva
a tim se Fizeni zbytecné komplikuje.

Ctvrty koncept otoéného vyméniku kostek (obrazek 7.4) umoziiuje vyménu étyt
fluorescencnich kostek. Tyto ¢tyri kostky jsou spojeny s otoénym mechanismem pomoci
rybinovych drazek. Otocny mechanismus je spojeny pomoci Sroubu s ozubenym kolem,
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kostka
s vicepdsmovym
dichroickym zrcatkem

kazeta kazeta
s emisnim filtrem s excitaénim filtrem

Obrazek 7.1: Model kazetového vyménného mechanismu pro vyménu excita¢nich a emisnich
filtra vytvoreny v programu Solid Works.

oto¢ny vymeénik
excitac¢nich filtra

kostka s vicepasmovym
dichroickym zrcatkem

linearni posuvna lista
pro vyménu emisnich filtra

Obrazek 7.2: Model oto¢ného vyméniku excitacnich filtrti a linedrntho posuvného vymeéniku
emisnich filtra vytvoreny v programu Solid Works.

které je pohanéno ozubenym femenem pomoci hiidele napojené na krokovy motor. Velkou
vyhodou je moznost automatického ovladani pomoci jediné pohonné jednotky.
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kostka oto¢ny vyménik
s vicepasmovym excitacnich filtrt
dichroickym zrcatkem

otofny vyménik
emisnich filtrt

Obrazek 7.3: Model dvou oto¢nych vyménikti pro vymeénu excita¢nich a emisnich filtra
vytvoreny v programu Solid Works.

7.2 Hodnoceni koncepti

Vsechny ¢tyti koncepty by umoznovaly justdz dichroického zrcatka. Protoze pouzitim vice-
pasmovych dichroickych zrcatek v prvnich trfech konceptech je snizena variabilita pouziti
fluoroforti, upustila jsem nakonec od téchto variant a vytvorila jsem ¢tvrty koncept vymeé-
niku, ktery zahrnuje vyménu celych kostek obsahujicich jednopdsmova dichroicka zrcatka a
kompatibilni excita¢ni a emisni filtry. Cilem je také co nejvice zjednodusit ovladani pro uzi-
vatele. Z toho duvodu, ze by byly kladeny vysoké naroky na presnost vyrobeni ozubeného
kola, rozhodla jsem se ozubené kolo ze sestavy tplné vypustit. Pohyb oto¢ného vyméniku
kostek bude zajistén pomoci hiidele pfimo napojené na krokovy motor. Hridel bude spo-
jena s oto¢nym mechanismem, na kterém budou upevnény fluorescenéni kostky. Moznou
nevyhodou bude velka hmota, se kterou bude motor pohybovat. Bude tfeba vhodné vybrat
pohon a jeho silové charakteristiky.

Protoze je nalezeni vzorku skrze filtry obtizné z divodu velmi slabé intenzity emitova-
ného fluorescenéniho zareni, rozhodla jsem se rozsitit ptivodni oto¢ny vyménik se ¢tyrmi
fluorescenénimi kostkami o dalsi dvé kostky. Jedna kostka bude obsahovat pouze polopro-
pustné zrcatko a bude bez filtrti. Bude slouzit k nastaveni vzorku do pozorovatelné oblasti.
V dalsich péti kostkach, které jiz budou urcéeny pro samotné pozorovani, budou umisténa
dichroicka zrcatka s kompatibilnimi excitacnimi a emisnimi filtry.
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otoény mechanismus rybinovy posuv

fluorescencni kostka
s jednopasmovym

dichroickym

zrcatkem

ozubené kolo

excita¢ni filtr

emisni filtr

Obrazek 7.4: Model otoéného vyméniku fluorescenénich kostek vytvoreny v programu
SolidWorks.
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8 Konstrukcéni reseni vymeéniku fil-
tru

8.1 Vlastni konstrukce

Konstrukeéni feseni jsem vytvorila v programu Solid Works. Konstrukce vymeéniku filtrti pro
konfokalni modul je feSena pomoci otoéného vyméniku kostek (viz obrazky 8.1, 8.2). Pro
pripojeni oto¢ného vymeéniku kostek ke stavajicimu konfokalnimu modulu je pouzito tii
hlinikovych desek (U1, U2, U3) o tloustce 9 mm, které jsou seSroubované k sobé pomoci
CtyT Sroubtt M4 do tvaru pismene U. Tyto desky v sobé maji vyvrtané diry, diky kterym
mohou byt spojeny s tyckami klecového systému od firmy Thorlabs. Otoény vymeénik kos-
tek OV je umistén do prostoru mezi témito sesSroubovanymi deskami. Z oto¢ného vymeéniku
OV bylo pro odlehéeni odebrano maximum materialu. Tim jsem docilila snizeni momentu
setrvacnosti. Leh¢i vymeénik tak 1ze snaze ovladat motorem. Po obvodu oto¢ného vyméniku
OV je vyfrézovano Sest rybinovych drazek. Do rybinovych drazek se nasouvaji jednotlivé
kostky. Kostky jsou v rybinové drazce zafixovany proti nechténému pohybu pomoci plunzri
PZ1 o priméru 8 mm (dodavatel HALDER [37], typ 22080.0208) zapadajicich do drézek
ve spodu kostek. Kazda z kostek je slozena ze dvou ¢asti K1 a K2. Obé ¢asti kostky jsou
k sobé spojeny pomoci ¢tyr sroubt M3. Do obou ¢asti kostek je vyfrézovana kapsa, ve které
je ulozen drzak dichroického zrcatka DRZ i s dichroickym zrcatkem DZ, které je prichyceno
tenkym pliskem PL pomoci sroubtit M2,5 s kuzelovou hlavou. Tvar plisku je navrzen tak,
aby nebylo branéno v cesté prochazejicimu paprsku svétla. Kapsa umoznuje pohyb drzaku
se zrcatkem pii justazi. Drzdk dichroického zrcatka se z jedné strany opirda o tii plunzry
PZ2 o priméru 5 mm (dodavatel HALDER [37], typ 22080.2005). Proti plunzriim pitisobi
z druhé strany tii justdzni srouby JS (Thorlabs, F3ES15) zasroubované v zévitovych vloz-
kédch VL (Thorlabs, F3BESN1P), které tvori tfibodovy kinematicky mechanismus odebirajici
vSech Sest stupnu volnosti. Pomoci justaznich sroubt je mozno zvlast dojustovat naklopeni
kazdého z dichroickych zrcatek v kazdé kostce.

Kostka byla navrzena na velikost dichroického zrcatka 26 x 38 mm a tloustku 1 mm,
a na filtry o priméru 25 mm. Filtry jsou dodavany v objimkéch o tloustce 3,5 mm a jsou
vsazeny do vyhloubenych dér v kostce. Excitac¢ni filtr EX se nachézi v ¢asti kostky K2.
Emisni filtr EM se nachéazi v ¢asti kostky K1. Filtry jsou uchyceny pomoci vicek V dvéma
Srouby M4.

Na obréazku 8.3 je zobrazen pohled ze strany pohonu oto¢ného vymeéniku kostek. Otoény
viménik s kostkami OV je pevné napojen na hiidel H. Hiidel H je uloZena v pifrubé PR.
Piiruba PR vymezuje polohu vyméniku a umoziiuje plynulé otdceni hifdele. P¥iruba PR
je pevné spojena s hlinikovou deskou U2 pomoci Sroubti M4. Proti nechténému vypadeni
vymeéniku z priruby je na hiideli umistén pojistny krouzek PK. Otoény vymeénik je pohanén
krokovym motorem M Fizenym pocitacem. Hridel H je spojena s osou krokového motoru
M pomoci stavéctho sroubu M4. Pro presné snimani polohy krokového motoru M je na
ose motoru umistén enkodér E. Pro uchyceni enkodéru byla navrzena deska D vyrobena
z plastu, kterd je umisténa u motoru. Deska D je prichycena k motoru M pomoci Sroubu
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M4 a matek s podlozkami. Cely motor M je pripevnén k desce U2 pomoci dlouhych sroubu
M4 a sloupku S, které zvétsuji styéné plochy. Délka sloupkii S byla navrzena tak, aby mezi
enkodérem E a hiideli H byla ponechiana mezera o velikosti 1 mm. Tato mezera zajistuje
volny pohyb oto¢ného vyméniku kostek.

Pro vyrobu jednotlivych dili sestavy bylo pouzito nékolik materiala. Pro vyrobu otoc-
ného vymeéniku OV, obou dili kostky K1 a K2, drzaku zrcatka DRZ a pliskia PL je pouzit
material EN AW 6060, nebo podobny. Tento material jsem zvolila z divodu vysoké pevnosti,
je tedy vhodny pro pouziti v namahanych aplikacich. Dalsimi vyhodami tohoto materialu
jsou korozivzdornost, nizkd hmotnost a dostacujici obrobitelnost. Jako povrchova tprava
bylo zvoleno eloxovani, pro které se tento materidl hodi. Cernd povrchova tiprava ome-
zuje nezadouci vnitini odlesky v kostkdch. Dily byly vyrobeny firmou PJ Kovo [38] (Petr
Janovsky) z Jihlavy. Tato firma se specializuje na obrabéni presnych strojnich dilu.

Vyrobné jednodussi soucasti, jako desky U1, U2, U3, hiidel H a pifruba PR, byly zho-
toveny v dilndch FSI VUT v Brné. Vétsina dil je zhotovena ze slitiny hlintku EN AW 6060
(pfip. EN AW 6082). Pro vyrobu hiidele byla zvolena konstrukéni ocel S355N. Tyto dily
byly zatim ponechany bez povrchové tpravy.

Deska D, sloupky S a vicka V byly z divodu jednoduchosti a rychlosti vyroby, nizké
hmotnosti a nizké ceny zhotoveny z plastu na 3D tiskarné v laboratori na VUT. Deska D a
sloupky S byly zhotoveny z polyethylen glykolu od spolecnosti Devil Design [39]. Vicka V
byla zhotovena z resinu Prod76 HDT60 od spolecnosti Loctite [40]. Pro vylepSeni vzhledu
byl povrch vicek lehce zabrousen a byl proveden nastfik ¢ernym lakem ve spreji.

Pro zhotoveni jednotlivych dili jsem vytvorila vykresovou dokumentaci, ktera je souc¢asti
této diplomové prace. Vykresy byly nasledné predany do vyroby ke zhotoveni. Pro vytisténi
dili na 3D tiskdrné vykresy nebyly potreba, postacily pouze modely dilt, které jsou také
soucasti prilohy této diplomové prace. Z duvodu lepsi prehlednosti jsem do vykresu sestavy
zakomponovala podsestavu fluorescenc¢ni kostky.

Po cenové kalkulaci jednotlivych vyrobnich polozek jsem zjistila, Ze jedna kostka bez
vsazené optiky vysla priblizné na 357 €. P1i srovnani ¢astky za zhotoveny vyménik napiiklad
s oto¢nym vyménikem kostek CSE2000W of firmy Thorlabs, ktery umoznuje také vyménu
Sesti fluorescenc¢nich kostek, dojdeme k zavéru, ze vymeéniky jsou cenové obdobné. Vyhodou
vyméniku vytvoreného na miru je vSsak umoznéni justaze dichroickych zrcatek, a v sumé je
navic zahrnuta i cena za pohonnou jednotku.
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Obréazek 8.1: Model oto¢ného vymeéniku kostek vytvoreny v programu SolidWorks: C1, C2
a C4 — ¢ocky, CL1 — clona, Ul, U2 a U3 — hlinikové desky, K1 a K2 — ¢asti fluorescenéni

kostky, OV — oto¢ny vyménik, H — hiidel, PR — p¥iruba, S — sloupek, E — enkodér, D —
deska, M — motor.

43



ov
P72
P71
VL

PL

DRZ
DZ

K1

EM

EX Vv

Obrézek 8.2: Model fluorescenéni kostky v detailu vytvoreny v programu Solid Works: K1 a
K2 - casti fluorescenéni kostky, OV — oto¢ny vyménik, PZ1 a PZ2 — plunzry, VL — zdvitova
vlozka, JS — justdzni roub, DZ — dichroické zrcatko, DRZ — drzék dichroického zrcatka,
PL - plisek, EX — excita¢ni filtr, EM — emisni filtr, V - vi¢ko k uchyceni filtr.
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M D E H PK S PR OV U2

Obrazek 8.3: Detail pohonu oto¢ného vymeéniku kostek vytvoreny v programu Solid Works:
M — motor, D — deska k uchyceni enkodéru, E — enkodér, H — hridel, PK — pojistny krouzek,
S — sloupek, PR — piiruba, OV — otoény vyménik, U2 — hlinfkové deska.
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8.2 Ovladani vymeéniku

Otoény vymeénik kostek je ovladan pomoci dvoufazového krokového motoru. Byl vybran
typ 57CM13 od vyrobce Leadshine Technology Co., Ltd. [41]. Tento motor m& rozméry
57 x 57 x 55 mm, hmotnost 0,7 kg, pfirubu NEMA23 a osu o priuméru 6,35 mm a délce
20 mm. Uhel otoceni jednoho kroku je 1,8°, zadrzny moment je 1,3 Nm. Jde o relativné
silny motor.

Pro ovéreni, zda motor bude schopen vyslednou sestavu ovladat, bylo v bieznu 2024
provedeno testovani motoru. Pro toto testovani bylo nutné stanovit hodnotu momentu setr-
vacnosti oto¢ného vyméniku s kostkami. Moment setrvac¢nosti byl uréen v analyze programu
SolidWorks. V modelu bylo nejprve nutné navolit odpovidajici materialy jednotlivym dilim
sestavy. Z analyzy vysel moment setrva¢nosti vymeéniku kostek o velikosti 0,019 kg.m?. Pro
testovani byl vymeénik s kostkami simulovan valcovym hlinikovym dilem o odpovidajicim
momentu setrvacnosti. Moment setrvac¢nosti homogenniho vilcového télesa se stanovi dle
vztahu: 1

J = §mr2,
kde J je moment setrvacnosti, m je hmotnost valcového télesa a r je jeho polomér. Pro
simulaci byl pouzit material hlinik o hustoté p = 2700 kg/m? a poloméru r» = 60 mm.
Vypoctem bylo zjisténo, ze valec musi mit hmotnost m = 10,56 kg. Znadme-li hmotnost
valce m, je mozné snadno stanovit jeho délku v dle vztahu:

(8.1)

m
v= s (8.2)

Po dosazeni veli¢in vychazi délka vilce v = 346 mm.

Hlinikovy valec o pozadovanych parametrech a deska pro pripevnéni motoru byly zho-
toveny v dilné na FSI VUT v Brné. Testovaci sestava byla smontovana a upnuta do svéraku
v laboratofi, a lze ji vidét na obrazku 8.4. Schéma zapojeni ovladani motoru shrnuje obrazek
8.5. Zapojeni a ovladani bylo navrzeno spole¢né s Ing. Zbynkem Dostalem, Ph.D. Z motoru
M1 jsou vyvedeny ¢tyii vodic¢e, pomoci kterych je spojen s driverem D1 typu EM870S od
vyrobce Leadshine Technology Co., Ltd. Driver slouzi pro ovladani krokového motoru a
lze na ném pomoci pfepinac¢ti nastavit mikrokrokovani. Podpora mikrokrokovani je vyza-
dovana z toho duvodu, zZe kostky jsou na vymeéniku rozmistény piresné po 60 stupnich, coz
neni nasobkem kroku motoru 1,8°. Driver je napajen ze sitového zdroje PS1 typu S-350-48
od vyrobce WEHO [42] (vystupni napéti 48 V, vystupni proud 7,3 A) a je fizen pomoci
modulu A1l Arduino UNO R3 [43]. Arduino je napéjeno ze zdroje USB (5 V). V dobé testo-
vani jesté sestava neobsahovala enkodér EN1. Enkodér typu AMT223D-V od vyrobce CUI
Devices [44] byl objednavdn dodateéné a je ve findlnim zapojeni pripojen k Arduinu pfes
sbérnici SPI. Slouzi ke zjisténi polohy natocené hiidele. Enkodér je 14-bitovy, tudiz dokaze
teoreticky rozlisit 16384 pozic natoceni na jednu otacku. Jeden krok enkodéru tedy dokaze
rozliSit natoceni hridele 1’ 19”.

Pri testovani bylo nastaveno mikrokrokovani motoru primo pomoci piepinaci na dri-
veru. Motor je konstruovan na proud 4 A. Nastavila jsem mikrokrokovani 6400 krokt na
otacku a efektivni proud 3,8 A (Spickovy proud 5,4 A). Hodnota 6400 mikrokroki byla
zjisténa experimentalné pii testovani. P¥i tomto nastaveni byl pohyb hlinfkového valce do-
state¢né plynuly a nedochéazelo ke ztratam mikrokrokt. Jeden krok je 3’ 23”. Na poloméru
vymeéniku (87,16 mm) se jedna ptiblizné o krok 0,033 mm. Tuto chybu pfi nastaveni polohy
kostky je mozné kompenzovat justazi dichroického zrcatka. Enkodér miizeme povazovat za
vhodné zvoleny, protoze jeho rozliSeni je jemnéjsi, nez mikrokrok nastaveny na motoru.
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Testovani probéhlo Gspésné, pri nastavenych parametrech mél motor dostateény zadrzny
moment a pohyb byl dostate¢né plynuly bez vibraci. Nedochazelo k prehrivani motoru.

Hlinikovy vélec

Obrazek 8.4: Sestava pri testovani motoru s hlinikovym valcem.
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Obrazek 8.5: Schéma zapojeni ovladani oto¢ného vymeéniku kostek vytvorené spolecéné
s Ing. Zbynkem Dostéalem, Ph.D.
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8.3 Montazni postup a serizeni

Pri manipulaci s optickymi komponentami je tfeba postupovat opatrné, protoze jsou kiehké
a snadno by se mohly znehodotit. Optické komponenty uchopujeme vzdy za okraj, aby
zbyte¢né nedochézelo k jejich znecisténi.

Pro testovani jsem osadila celkem ¢tyri fluorescencni kostky. Ve trech jsem pouzila sety
dichroickych zrcatek s kompatibilnimi filtry pro fluorofory DAPI (oznaceni 39000), FITC
(oznaceni 39002) a TRITC (oznaceni 39004). Filtry a zrcatka byly zakoupeny od dodavatele
optickych komponent CHROMA [26]. Do ¢tvrté kostky jsem umistila pouze déli¢ svazku
CHROMA 21014. Tato kostka s délicem svazkt bude slouzit pro snadnéjsi nalezeni snimané
oblasti. Zbylé dveé kostky ztstavaji bez zrcatek a filtra. Pro vyvazeni vyméniku je nezbytné
mit i tyto prazdné kostky nasazené.

Pri samotné montazi nejprve vlozime dichroické zrcatko DZ do drzaku zrcatka DRZ.
P1i tom je tfeba spravné urcit stranu dichroického zrcatka, kterd na sobé ma nanesenou
odrazivou vrstvu. Dichroické zrcatko musi byt orientovano odrazivou vrstvou smérem ke
zdroji svétla ZD. Opacnd strana ma na sobé nanesenou antireflexni apravu, aby bylo doci-
leno vétsi intenzity zafeni po pruchodu skrz dichroické zrcatko. Odrazivou stranu obvykle
vyrobce oznacCuje pomoci Sipky na hrané zrcatka smérujici smérem k odrazivé vrstvé. Lze
ji vSak také poznat pti pohledu skrz plochu dichroického zrcatka na jeho vnitini hranu. Pii
natoceni dichroického zrcatka plochou s antireflexni vrstvou k sobé, muzeme vidét, Ze na
vnitini hrané vznika odlesk od zadni plochy opatiené odrazivou vrstvou. Pokud dichroické
zrcatko natoéime odrazivou plochou k sobé, neni odlesk vnitfni hrany vidét. Po vlozeni
dichroického zrcatka do drzaku zrcatko prichytime pomoci plisku PL a ¢ty sroubu s kuze-
lovou zapustnou hlavou. Pri utahovani téchto Sroubu je velmi dulezité postupovat opatrneé,
nebot pri prilis silném dotazeni hrozi nebezpedi prasknuti zrcatka. Do pfichystanych dér v
¢asti kostky K1 vsadime t¥i plunzry PZ2 a do &asti kostky K2 vsadime vlozky VL. Pokud
se plunzry nebo vlozky protaci, zajistime je pomoci specialniho lepidla pro valcové plochy.
Do vlozek VL nasroubujeme justdzni srouby JS. Poté vlozime drzak s dichroickym zrcat-
kem do kapsy v &asti kostky K1 tak, aby byl ve stfedu kapsy a doléhal na plunzry PZ2.
Priklopime ho ¢asti kostky K2 a spojime obé ¢asti kostky pomoci ¢tyt sroubu M3. Justazni
srouby zasroubujeme tak, aby prvni dolehl do dulku, druhy do drazky a tiet{ dosedl na
plochu drzdku zrcatka. Spravné zasroubovani ovérime naklopenim kostky a naslednym vra-
cenim kostky zpét do nominalni polohy. Pfi naklopeni sestavené kostky se nesmi ozyvat
hrkavy zvuk, drzak zrcatka musi bez vile doléhat na plunzry a justazni Srouby.

Do dér v kostce ulozime filtry. Pfi vsazovani filtrt musime dbat na jejich spravné ulozeni.
Kazdy filtr je oznaCen pomoci Sipky na objimce. Dle pokynt vyrobce maji byt oba filtry
orientovany tak, aby Sipka smérovala smérem ke zkoumanému vzorku. Poté filtry upevnime
pomoci vicek V a dvou Sroubtt M4. Spravnost ulozeni filtri lze opét otestovat naklopenim
kostky a jejim vracenim do nominalni pozice. Filtry by nemély vydavat hrkavy zvuk.

Déle do dér v otoéném vyméniku OV natlaéime plunzry PZ1. Na kazdou rybinovou
drazku na kostce naneseme malé mnozstvi vazeliny. Diky tomu jdou kostky snadnéji nasu-
nout do oto¢ného vyméniku. Pokud by kostky sly nasunout tézko, muze to byt zpusobeno
nepresnym sestavenim c¢asti kostky K1 a K2. Je treba povolit ¢tyfi srouby M3 spojujici
casti kostky K1 a K2. Tim umoznime vzajemny pohyb ¢asti kostky K1 a K2 vici sobé. Pri
zasunuti do rybinové drazky se tak srovnaji. Nasledné srouby opét utahneme.

Sestaveny oto¢ny vyménik s kostkami seSroubujeme pomoci zavitu M14 s hrideli H.
Pro sesroubovani bylo nutné upnout hiidel do svéraku, protoze v zavitu je minimalni vile.
Proto nebylo nutné hridel lepit k otoénému vymeéniku. Pokud by byl sroubovany spoj vol-
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néjsi, bylo by nutné ho zajistit lepidlem na zavity. Na sty¢nou plochu hiidele a oto¢ného
vyméniku naneseme malé mnozstvi vazeliny, aby sla hridel v pfipadé potfeby demontaze
snadno vytahnout z otoéného vyméniku.

Dale spojime dohromady dvé hlinikové desky Ul a U2 pomoci Sroubtd M4. Z divodu nizsi
presnosti vyroby dilii smontovani provedeme na litinové desce pomoci tthelniku, abychom
zajistili, Zze jsou desky ve stejné vysce, a Ze jsou na sebe kolmé. Poté do otvoru v desce
U2 vsadime piirubu PR a pfisroubujeme ji ¢tyfmi Srouby M4. Do pifruby PR zasuneme
sestaveny oto¢ny vyménik kostek s hrideli a provedeme jeji zajisténi pomoci pojistného
krouzku. Styéné plochy je opét nutné namazat vazelinou. Vysuneme kostky a na litinové
desce pripevnime desku U3 pomoci sroubu M4.

Sestaveny vyménik upevnime ke klecovému systému firmy Thorlabs pomoci tycek. Pro
podepreni a zamezeni nechténého prihybu mikroskopu ke spodni ¢asti desek Ul, U2 a U3
prisroubujeme vyskové nastavitelné sloupky s drzaky ve tvaru vidlice, pomoci kterych je
celd sestava pripevnéna k optickému stolu. Dale vyskové srovname celou sestavu mikroskopu
do roviny pomoci vodni vahy. Tycky klecového systému zajistime pomoci stavécich sroubu
nasroubovanych do zavitovych dér v deskach Ul, U2 a U3.

K prirubé motoru M nasroubujeme desku D pomoci dvou sroubu M4 s matkami a pod-
lozkami v protilehlych rozich. Poté namontujeme enkodér E dle pokynt vyrobce. Dilezité
je predevsim spravné vystfedéni enkodéru. Osu motoru nasadime do otvoru v hrideli H.
Motor prichytime pomoci sloupku S a dlouhych sroubt M4 k desce U2. Sloupky S vyme-
zuji mezeru mezi enkodérem E a hiideli H, kterd umoznuje volné otaceni celého vyméniku
kostek. Nakonec dotahneme stavéci sroub v hrideli, ¢imz napojime hfidel H na osu motoru
M.

Pro sesroubovani jednotlivych dila byly ve vétsiné pripada pouzity Srouby s valcovou
hlavou s vnitfnim Sestihranem v rtznych délkach. Pro pfisroubovani plisku PL k drzaku
zrcatka DRZ byly pouzity srouby s kuzelovou zapustnou hlavou, aby hlavy sroubt neome-
zovaly naklon dichroického zrcatka pri justdzi v kapse kostky. Délky jednotlivych Sroubu
je mozno nalézt ve vykrese sestavy. Kvuli povrchové tpravé eloxovanim byly pro snazsi
zasroubovani zavity Sroubli namazany malym mnozstvim vazeliny.

Sestaveny oto¢ny vymeénik kostek je na obrazku 8.6. Cely konfokalni modul s nainsta-
lovanym otoé¢nym vyménikem kostek je mozno vidét na obrazku 8.7.
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Obrézek 8.6: Sestaveny otoény viménik kostek: Ul a U2 — hlinikové desky, C2 a C4 — ¢ocky
v objimkach, M — motor, E — enkodér, OVK — oto¢ny vymeénik kostek, K — kamera.
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Obrazek 8.7: Konfokalni modul s nainstalovanym otoénym vyménikem kostek: OVK —
oto¢ny viménik kostek; Ul, U2, U3 — hlinikové desky; M — motor; C1, C2, C4 — ¢ockys;
C3 — tubusova ¢ocka; CL1, CL2 — clony; ZD — zdroj svétla; OB — objektiv; TIR — hranol
s Uplnym vnitfnim odrazem; DMD — DMD ¢ip; K — kamera.
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9 Testovani vymeéniku

Po sestaveni a serizeni bylo v kvétnu 2024 provedeno testovani oto¢ného vyméniku
kostek. Naprogramovani modulu Arduino pro ovlddani motoru bylo provedeno Ing. Zbyn-
kem Dostalem, Ph.D. Pri vytvareni testovaciho softwaru byly pouzity dva zdroje. Prvni se
zabyval Tizenim krokového motoru s vyuzitim knihovny , AccelStepper* [45]. Druhy byl po-
skytnut pfimo vyrobcem enkodéru [46]. Jadro kédu pro ovladdni vyméniku je mozno vidét
nize. Kod, jak je momentalné uveden, slouzi pouze k prvotnimu testovani a bude dal rozvi-
jen pri implementaci fluorescencéniho modulu s vyménikem do celkového systému Q-Phase
mikroskopu.

V ramci sestavovani programu bylo nutno nejprve definovat instanci t¥idy knihovny
»AccelStepper” se jménem ,stepperl® V ramci toho jsou definovany i vystupy PUL a DIR
na vyvojové desky arduino. Pres tyto vystupy probihd ovladani driveru. Déle jsou definovany
prikazy pro sbérnici SPI [47], pomoci které komunikuje vyvojova deska arduino s enkodérem.
Také jsou nadefinovéna ¢isla vstupu/vystupi arduina, na kterych komunikace po sbérnici
SPI probiha. Pro aktualni pozici natoCeni vyméniku, pozice jednotlivych kostek a pocet
mikrokroki, na které je nastaven driver krojového motoru, jsou vytvoreny proménné. Viz
kod:

#include <AccelStepper.h>
#include <SPL.h>

// Define the stepper motor and the pins that is connected to
AccelStepper stepperl(1, 9, 8); // (Typeof driver: with 2 pins, PUL, DIR)

// Serial rates for UART
#define BAUDRATE 115200

// SPI commands

#define AMT22_NOP 0x00

#define AMT22_RESET  0x60
#define AMT22_ZERO 0x70

// Define special ascii characters
#define NEWLINE 0x0A
#define TAB 0x09

// We will use these define macros so we can write code once compatible with 12 or 14 bit encoders
#define RES12 12
#define RES14 14

// SPI pins

#define ENC_0 2
#define SPI_MOSI 11
#define SPI_MISO 12
#define SPI_SCLK 13

// define variables

uint16_ t position;
uint16_t cubePosition;
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uint16_t steps = 6400; // microsteps per revolution

V programu je pomoci funkce ,setup‘ nastavena rychlost a zrychleni krokového motoru.
Je také treba definovat, které piny SPI sbérnice jsou vstupy, a které vystupy. Je nadefino-
vana komunikace arduina s pocitacem pomoci sériové linky USB a je zahdjena komunikace
s enkodérem po SPI sbérnici. Nakonec je vycCtena poloha natoceni vyméniku a na ni je
nastavena aktualni poloha krokového motoru. Viz kéd:

void setup() {
// Set maximum speed value for the stepper
stepperl.setMaxSpeed (10000);

// Set acceleration value for the stepper
stepperl.setAcceleration(10000);

//Set the modes for the SPI 10
pinMode(SPI_SCLK, OUTPUT);
pinMode(SPI_MOSI, OUTPUT);
pinMode(SPI_MISO, INPUT);
pinMode(ENC_0, OUTPUT);

//Initialize the UART serial connection for debugging
Serial.begin(BAUDRATE);

//Get the CS line high which is the default inactive state
digitalWrite(ENC_0, HIGH);

//set the clockrate. Uno clock rate is 16Mhz, divider of 32 gives 500 kHz.
SPI.setClockDivider(SPI_CLOCK DIV32); // 500 kHz

//start SPI bus
SPILbegin();

// Set the real position from encoder for stepperl
stepperl.setCurrentPosition(readEncoder());

}

Vlastni program Cte sériovou linku z pocitace a ¢ekd na zadani pozice nato¢eni vyméniku
kostek. Pokud dojde k nacteni jedné ze Sesti pozic, je vyménikem otaceno na pozadovanou
hodnotu pozice kostky ,,cubePosition“. K tomu je vyuzito prikazu ,,moveTo* knihovny ,Ac-
celStepper®. To zaruc¢i natoCeni na absolutni pozici, kterd je zadana. Nasledné je pozice
natoceni vyméniku kostek vycitana z enkodéru a pro kontrolu zasilana zpét do pocitace.
Viz kéd:
void loop() {

if(Serial.available() > 0) {
int incomingData= Serial.read(); // can be —1 if read error
switch(incomingData) {

case 1’

cubePosition = 1;

stepperl.moveTo(cubePosition); // Set desired move: 800 steps (in quater—step resolution that’s one

rotation)

stepperl.runToPosition(); // Moves the motor to target position w/ acceleration/ deceleration and it

blocks until is in position

delay(500);

position = readEncoder();

Serial.print("Encoder 0: ");

Serial.print(position, DEC);

Serial. write(NEWLINE);
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break;

case '2%:

cubePosition = 1066;

stepperl.moveTo(cubePosition); // Set desired move: 800 steps (in quater—step resolution that’s one
rotation)

stepperl.runToPosition(); // Moves the motor to target position w/ acceleration/ deceleration and it
blocks until is in position

delay (500);

position = readEncoder();

Serial.print("Encoder 0: ");

Serial.print(position, DEC);

Serial.write(NEWLINE);

break;

o~~~

case '3’

cubePosition = 2133;

stepperl.moveTo(cubePosition); // Set desired move: 800 steps (in quater—step resolution that’s one
rotation)

stepperl.runToPosition(); // Moves the motor to target position w/ acceleration/ deceleration and it
blocks until is in position

delay (500);

position = readEncoder();

Serial.print("Encoder 0: ");

Serial.print(position, DEC);

Serial. write(NEWLINE);

break;

case '4’:

cubePosition = 3199;

stepperl.moveTo(cubePosition); // Set desired move: 800 steps (in quater—step resolution that’s one
rotation)

stepperl.runToPosition(); // Moves the motor to target position w/ acceleration/ deceleration and it
blocks until is in position

delay (500);

position = readEncoder();

Serial.print("Encoder 0: ");

Serial.print(position, DEC);

Serial.write(NEWLINE);

break;

case '5’:

cubePosition = 4265;

stepperl.moveTo(cubePosition); // Set desired move: 800 steps (in quater—step resolution that’s one
rotation)

stepperl.runToPosition(); // Moves the motor to target position w/ acceleration/ deceleration and it
blocks until is in position

delay (500);

position = readEncoder();

Serial.print("Encoder 0: ");

Serial.print(position, DEC);

Serial.write(NEWLINE);

break;

case ‘6

cubePosition = 5331;

stepperl.moveTo(cubePosition); // Set desired move: 800 steps (in quater—step resolution that’s one
rotation)

95



stepperl.runToPosition(); // Moves the motor to target position w/ acceleration/ deceleration and it
blocks until is in position

delay(500);

position = readEncoder();

Serial.print("Encoder 0: ");

Serial.print(position, DEC);

Serial.write(NEWLINE);

break;

default:
// handle unwanted input here
break;

K vlastnimu chodu programu jsou také definovany funkce, které zprostredkovavaji ko-
munikaci po SPI sbérnici a byla vytvorena i funkce ,readEncoder”, ktera vycita polohu
enkodéru a prepocitava ji na rozpéti kroku, které odpovidaji nastaveni mikrokrokovani mo-
toru. Tyto funkce byly prevzaty prakticky beze zmény z dostupnych ukazek kodia.

Sestaveny vymeénik jsem zakomponovala do konfokalniho modulu a otestovala jsem jeho
optické a mechanické vlastnosti. Po najustovani dichroickych zrcadel se podafilo dosah-
nout osvétleni celé aktivni plochy DMD ¢&ipu pro vsechny osazené fluorescencni kostky.
Po mechanické strance funguje vymeénik plynule a tise, prepinani fluorescenc¢nich kostek
probihd bez vibraci. Pozadavkem bylo také dosazeni rychlého piepinani sousednich kostek
z duvodu provadéni experimentd s zivymi bunkami. PTi testovani jsem dosahla rychlosti
prepnuti mezi sousednimi kostkami 0,6 sekundy, coz je pro bézné experimenty dostatec¢né.
Pro zvyseni rychlosti prepinani kostek by bylo vhodné upravit kéd ovladani motoru, aby
vybiral vzdy nejkratsi cestu k dané fluorescencni kostce a také vyladit rychlost a zrych-
leni otaceni motoru na maximéalni, pii které jesté nebude dochéazet ke ztraté mikrokroku
a prehfivani motoru. Videozaznam z testovani je mozno shlédnout na adrese: https://

raw.githubusercontent.com/ZbynekDostal/rizeni_motoru_vymenik/main/test_video.mp4

nebo po naskenovani QR kodu.
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Z.aver

Pro pravé vyvijeny konfokalni modul Q-Phase mikroskopu, ktery je zalozen na DMD
¢ipu, jsem navrhla robotizovany vyménik fluorescenénich filtrt a dichroickych zrcatek, pro-
toze komercéné dostupné vyméniky nevyhovovaly zadanym pozadavkim. Vyménik jsem na-
vrhla pro jednopalcové optické komponenty. Tuto velikost jsem stanovila z provedené simu-
lace osvétlovaci Casti sestavy konfokalntho modulu v programu Zemax. Jednim z hlavnich
pozadavki bylo umoznit uzivateli snadné najustovani kazdého dichroického zrcitka, aby
svazek svétla odrazeny od tohoto zrcatka osvétloval celou aktivni plochu DMD ¢ipu. Umoz-
néni justaze je dosazeno diky umisténi tii uzivateli snadno dostupnych justédznich sroubt,
které jsou zakomponovany v tfibodové kinematické sestavé. Pro vytvoreni robotizovaného
vymeéniku jsem nejprve vypracovala ¢tyii koncepty moznych feseni vyméniku. Protoze bylo
provedeni vyméniku omezeno prostorovym usporadanim mikroskopu, vybrala jsem z téchto
koncepti otoény vymeénik fluorescenc¢nich kostek. Pivodni koncept pro ¢tyii fluorescencéni
kostky jsem rozsitila na vymeénik umoznujici vymeénu Sesti fluorescencénich kostek. Soucasti
navrhu vymeéniku byla automatizace z divodu provadéni dlouhodobych pozorovani. Na
zékladé experimentu s valcovym télesem, které simulovalo oto¢ny vyménik o podobném
momentu setrvacnosti, bylo ovéfeno, Ze vybrany motor s driverem jsou pro ovladani na-
vrzeného otocného vymeéniku kostek vhodné. Oto¢ny vymeénik lze integrovat do klecového
systému konfokalniho modulu pomoci ti hlinikovych desek spojenych do tvaru pismene U,
které tvoii oporu celému otoé¢nému vymeéniku kostek i motoru.

Dle navrhu jsem vytvorila vykresovou dokumentaci, kterd je soucasti prilohy této di-
plomové prace. Podle ni byly zhotoveny jednotlivé dily. Pro vyrobu plastovych komponent
metodou 3D tisku postacily pouze modely ptislusnych dild.

7 vyrobenych dili jsem vymeénik sestavila. TTi kostky jsou osazeny sety dichroickych
zrcatek a filtri pro pozorovani skrz fluorescencni kanaly DAPI, FITC a TRITC. Jedna
kostka je osazend pouze délicem svazku bez filtri. Ta bude slouzit ke snadnéjsimu nalezeni
snimané oblasti vzorku. Zbylé dvé kostky zustavaji zatim neosazené. Jsou pripravené pro
budouci volbu dalsich dvou fluorescencnich kanalu.

Pro ovladani vyméniku byl vytvoren prototyp kédu. Sestaveny vymeénik byl po integraci
do konfokalniho modulu tspésné otestovan. Bylo dosazeno plynulé a dostatecné rychlé ro-
tace vyméniku bez vibraci. To umozni fluorescenéni modul s mnou navrzenym vymeénikem
implementovat do holografického Q-Phase mikroskopu, ktery se nachazi v laboratoti FSI
VUT v Brné. Cely modul pak bude testovan pii realnych biologickych experimentech.
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