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v anglickém jazyce:

Verification of method of reconstruction of spatial distribution of refractive index
by a holographic microscope

Stru¢na charakteristika problematiky ukolu:

Parametry svételného zdroje ovliviiyji vysledné zobrazeni v mikroskopu. V ramci
diplomové prace [1] bylo navrzeno a vyrobeno pfidavné zatizeni ke koherenci fizenému
holografickému mikroskopu [2], které umoziiuje rotovat vyménnou clonu kolem optické
osy osvétlovaci soustavy mikroskopu. Pouzijeme-li dirkovou clonu vhodného priméru a
vystrednosti, kterou zobrazime do pfedni ohniskové roviny kondenzoru, bude predmét
osvétlen svazkem téméf rovnobéznych paprski sklonénych vzhledem k optické ose.
Féazové zobrazeni vytvarené holografickym mikroskopem je umémé integralu indexu
lomu po draze paprska proslych pozorovanym predmétem. Ziskanim praméta predmétu
ve smeéru paprsku pro rizna natoCeni clony a vyuzitim metod pouzivanych v tomografii
je teoreticky mozné rekonstruovat prostorové rozlozeni indexu lomu pozorovaného
predmétu.

Cile bakalarské prace:

1. Navrhnout dirkovou clonu vhodného priméru a vystiednosti a vyfesit zptisob uchyceni
clony v zafizeni.

2. Navrhnout zptsob osvétleni otvoru clony, zvolit vhodny zdroj svétla a vyfesit zptisob
jeho uchyceni v zafizeni.

3. Nasnimat vhodny fazovy objekt a pokusit se rekonstruovat prostorové rozlozeni indexu
lomu tohoto objektu.
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Abstrakt

Predmétem bakalarské prace je vyuziti transmisniho digitalniho holografického
mikroskopu pro rekonstrukci prostorového rozlozeni indexu lomu pozorovaného
objektu. Pfi vyuziti excentrické rotacni dirkové clony jako zdroje svétla dochéazi
k osvétlovani predmétu rovinnou vlnou sklonénou vici optické ose. Pro rtuzna
natoceni clony ziskame priméty tohoto predmétu. Vyuzitim metod pouzivanych
v tomografii jsme se pokusili zpétné rekonstruovat index lomu pozorovaného pred-
métu.

Préce je vénovana navrhu rotacni dirkové clony. Konstrukéné bylo dofeseno
osvétleni a uchycenf dirkové clony a zafizeni bylo sestrojeno a ovéfena jeho funké-
nost. Experimentalni ¢ast prace se zabyva rekonstrukei prostorového rozlozeni in-
dexu lomu vybraného testovactho objektu.

Abstract
The subject of the bachelor thesis is an application of transmission digital holo-
graphic microscope for verification of reconstruction of spatial distribution of the
refractive index. Using eccentric pinhole as a light source is the object illuminated
by a plane wave inclined to the optical axis. Different rotations of a pinhole gives
us projections of the object. We have tried to reconstruct the refractive index
using tomographic methods.

This thesis contains design of a rotating pinhole aperture. The illumination
and mounting was solved and a functionality was also proved. Experimental part
deals with the reconstruction of refractive index of a tested object.

Klicova slova
Holograficka mikroskopie, fazova tomografie, koherenci fizeny holograficky mikro-
skop, rotacni dirkova clona

Keywords
Holographic microscopy, phase tomography, coherence controlled holographic mi-
croscope, rotating pinhole aperture
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UvoD DO SVETELNE MIKROSKOPIE

1 Uvod do svételné mikroskopie

1.1 Historicky Gvod

Lidska zvédavost nas nuti se divat na véci a déni kolem sebe z ¢im dal vétsi ¢
mensi vzdalenosti. I kdyZz je naSe oko velmi univerzalni detektor, neni navrzeno na
pozorovani velmi malych predméti, jako jsou mikroorganismy, bunky, ¢i dokonce
atomy. 5

Uz Rimané zjistili, ze sklo o uréitém tvaru, neboli ¢ocka, dokéze zvétsit pozoro-
vany predmét. Skladanim vice Cocek lze vytvorit zafizeni, které muzeme vyuzit pro
nahled do svéta téchto méritek. Tato zafizeni nazyvame mikroskopy a jejich vyvoj zacal
na konci 15. stoleti.

Historicky prvni nejvyznamnéjsi mikroskop byl sestaven Robertem Hookem
v prubéhu 17. stolet{ v Anglii. Jeho kniha Micrographia méla velky dopad na rozvoj
mikroskopie. Popularizace v8ak pfisla, az v fijnu roku 1676, kdy Antonie van
Leeuwenhoek jako prvni prokazal a popsal existenci struktur, které jsou okem nevidi-
telné — mikroorganismy [1, 2|]. Od té doby zaznamenala mikroskopie znacny rozvoj.
Byly vyvinuty rtzné druhy mikroskopt, které lze rozdélit na dva zakladni druhy — své-
telné a nesvételné. Svételné mikroskopy mohou k zobrazovani vyuzivat jak svétlo, které
proslo objektem, tak i svétlo zpétné rozptylené (odrazené). Lze vyuzit i rizné techniky
zobrazovani jako napifklad metody fazového kontrastu, zobrazovani vyuzivajici odligné
polarizacni vlastnosti objektt, nebo konfokalni metody. Mezi nesvételné mikroskopy
patii naptiklad elektronovy mikroskop, AFM (z anglického Atomic Force Microscope),
STM (z anglického Scanning Tunneling Microscope) nebo MFEM (z anglického Magnetic
Force Microscope).

V této praci se budeme zabyvat predevsim svételnymi transmisnimi interferenc-
nimi mikroskopy. O jejich vyvoji se zminfme v odstavci 1.2.2.

Prvni kapitola je z po¢atku zaméfena na rizné metody pozorovani biologickych
objekti, jako jsou buniky a mikroorganismy. V dalsi ¢ésti je poté struény popis histo-
rického vyvoje interferencénich mikroskopti. V druhé kapitole je popsan koherenci fizeny
holograficky mikroskop, ktery byl k této bakalarské praci vyuzit. Jsou zde uvedeny
zékladni informace o konstrukci a vlastnostech zobrazeni. Nedilnou soucésti je také
popis achromatického interferometru, ktery jako déli¢ svazku vyuziva difrakéni miizku.
Nasledujici kapitola je vénovana stru¢nému tvodu do oboru tomografie. Poslednf,
¢tvrta kapitola, se jiz vénuje praktickému navrhu a vypracovani tématu prace.
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1.2 Metody pozorovani bunék

Jeden 7z hlavnich predméti zajmu transmisnich mikroskopi byly a jsou mikroorga-
nismy. Tyto zivé mikro objekty byvaji tvoreny prihlednymi sktrukturami, které jen
velmi malo pohlcuji svétlo. Navic je zapotfebi pozorovat tyto zivé objekty v pfirozeném
prostiedi, kterd maji velmi podobny index lomu jako studované struktury. Objekty
tedy jen velmi méalo ovliviiuji proglé svétlo, a pokud nejsou vyuzity vhodné zvyrazno-
vaci metody, je ve vysledném zobrazeni obtizné rozlisit pozorované bunky od okolniho
prostiedi (pozadi). Pro lepsi rozliseni se vyuZivaji rizné kontrastni metody, které jsou
popsany v nasledujicich odstavcich. Rozdéluji se na invazivni a neinvazivni.

1.2.1 Invazivni metody

Zvyseni kontrastu pomoci invazivnich metod znamena, Ze pozorované buika je uré¢itym
zpusobem obarvena. Pfed samotnym procesem je vSak vzdy nutné bunku zafixovat, ¢ili
chemicky usmrtit, aniz by byla znicena jeji vnitini struktura. Po nasledném obarveni
je svétlo absorbovano nékterymi bunéénymi strukturami vice nez jinymi a struktury se
tak stavaji kontrastnéjsimi.

Je mozné pouzit i fluorescencni barviva. Jsou to latky, které absorbuji svétlo
ur¢ité vinové délky a nasledné emituji svétlo s delsi vinovou délkou (nejcastéji viditelné
svétlo). Obecné se tato barviva rozdéluji na primarni (vnitini) a sekundéarni (vnéjsi)
[21].

Vnitini fluorescenci, nazyvanou také autofluorescenci, se da oznacit jako pti-
rodni. Je to schopnost nékterych latek (proteiny, hemoglobin, chlorofyl, atp.) emitovat
po excitaci viditelné svétlo. Tato schopnost je dana pritomnosti fluoroforu jiz ve vnitini
struktute. Diky tomu, Ze jsou fluorofory obsazeny v téchto latkach a neni potfeba
bunku nijak vnitiné ovliviiovat, nejedna se pfesné o invazivni metodu.

Naopak ke vzniku vnéjsi fluorescence je teba sekundarni latka, ktera se navaze
na specifické bunécné struktury. Pro tyto ucely jsou aplikovany jiné fluorofory, které
se akumuluji u pozorovanych latek nebo se na né piimo navéizou.

Nevyhoda tkvi v nutnosti usmrceni studované buiiky, diky ¢emuz je nemozné
studovat naptiklad jeji rist a vyvoj.

1.2.2 Neinvazivni metody

P1i sledovani bunék a zivych mikro objekti je moZné pouzit i metody zobrazeni, pii
kterych neni nutné objekty zafixovat. Takovéto metody vyuzivaji toho, Ze se pozoro-
vané objekty odlisuji od pozadi indexem lomu, polariza¢nimi vlastnostmi nebo jinymi
vlastnostmi jako je autofluorescence (viz predchozi odstavec).
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Rozligeni objektu na principu rizného indexu lomu vii¢i prostiedi je zalozeno na
nasledujici rozvaze. Opticka soustava je navrzena tak, Ze obé vétve maji shodnou op-
tickou délku (viz obrazek 1). Uvazujeme monochromaticky zdroj svétla, pfed nimz je
umistén déli¢ svazku rozdélujici svazek na dva. Pokud do jedné vétve umistime predmét
s rozdilnym indexem lomu nez je index lomu okolniho prostiedi, zméni se délka opticka
drahy paprsku této vétve, oproti paprsku, ktery putuje vétvi bez vzorku. Pii nasledném
setkani dojde k vzajemnému slozeni (interferenci) obou vln. O vysledku interference
rozhoduje fazovy rozdil Ag, definovany vztahem (1.1)

27
Ap=""4 (1.1)
) 714

kde A4 predstavuje vlnovou délku svétla a d je rozdil optickych drah. JestliZe dojde
k tomu, Ze bude rozdil optickych drah roven celistvému nasobku vlnové délky, tedy
d=nA, kde neN, pak nastane konstruktivni interference (maximum) a na tomto

misté dojde k vytvofeni svétlého mista.

P, A | 7,
Zﬁ'—\"T_'—' ............ .
|

. ——O
Z, P, =

Obrazek 1: Princip interferometru. Ze zdroje svétla (7) vychdzi svételny svazek. Na
polopropustném zrcdtku (P;) se rozdéli na dva paprsky. Jeden prochdzi analyzovangm
vzorkem (A), odrdZi se od zrcadla (Z;) a dopadd na polopropustné zrcdtko (P;). Tuto
vétev nazyvdme predmétovou. Druhy paprsek se odrdzi od zrcdtka (7,) a bez zmény
dopadd na polopropustné zrcdtko (P). Tuto vétev nazgvame referencni. Po odra-
Zeni/prichodu zrcdtkem (P,) dochdzi k interferenci obou paprskii a na detektoru (D)
tedy pozorujeme interferencni obrazec.

A . .

Naopak pokud d = (2n+l)§, kde ne N, pak se vlny setkavaji s opa¢nou fazi a dojde
k destruktivni interferenci (minimum). Na tomto misté bude tmavé misto.
Jednou z nejdiilezitéjsich technik neinvazivnfho zpisobu zobrazovani je metoda fézo-
vého kontrastu. Tuto techniku popsal nizozemsky fyzik Frits Zernike roku 1934 [1], za
coz roku 1953 ziskal Nobelovu cenu [5]. Metodu lze teoreticky pouzit na jakémkoli
transmisnim mikroskopu.

Princip je zalozen na pfedpokladu, ze pfi prichodu svazku pozorovanym objek-
tem dochézi k fazovému posuvu piiblizné o n/2 oproti pozadi. Slozenim paprski pro-
Slych objektem s paprsky pozadi nedochézi k vyraznym kontrastnim zménam.
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Popis lze vidét v obrizku 2. Pokud do ptedni ohniskové roviny kondenzoru vlozime
clonu, vytvarejici svételné mezikruzi, bude tato clona zobrazena do zadni ohniskové
roviny objektivu. VyuZzijeme-li fazovou desticku ve tvaru prstence, umisténou do zadni
ohniskové roviny objektivu, ktera méni fazi pfiblizné o +n/2 docilime fazového posuvu
svétla pozadi, ¢imz ovlivnime fazovy rozdil mezi pozadim a svétlem rozptylenym na
pozorované strukture. Pokud je svétlo pozadi zpoZdéno oproti rozptylenému svétlu, pak
je objekt svétlejsi nez pozadi a pozorujeme ve tmavém poli. Naopak jestlize je svétlo
pozadi posunuto v kladném sméru, pak je objekt tmavsi nez pozadi a pozorujeme ve
svétlém poli [1].

Zdroj svétla Kondenzor Objektiv Detektor

Fazova
desticka

Objekt

Svételné
mezikruzi

Obrazek 2: Zernikeho fazovy kontrast (upraveno a prevzato z [22])

Jiny piiklad je metoda Nomarského diferencidlniho interferenénfho kontrastu.
Ten pro rozdéleni paprskt vyuziva Wollastoniiv hranol, ktery je popsan na obrazku 3.
Wollastoniiv hranol rozdéluje nepolarizovany svazek na dva svazky ortogonélné pola-
rizované [19].

P <
o

T
@

Obrazek 3: Wollastoniv hranol. Nepolarizované svétlo je rozdéleno na dva
polarizované svazky.

Nomarského interferometr je vyobrazen na obrazku 4. Vyuziva dva Wollastonovy hra-
noly pro rozdélen{ a nasledné slozenf svazku.
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| o| Wollastonuv hranol

| Objektiv

. \ ,  Objekt

< Kondenzor

@ L — | Wollastonuv hranol

Obrazek 4: Nomarského interferometr. Paprsek zespodu dopadd na proni Wollasto-
nuv hranol, kterym je rozptylen na dva svazky. Prichodem kondenzorem zménime
rozbthavé paprsky v rovnobézZné pricné posunuté paprsky. Po prichodu objektem na-
stavaji rizné fdzové zmény, které se po sloZeni druhigm hranolem projevi zvysenim
kontrastu a leps§i mozZnosti rozlisent struktur (prevzato a upraveno z [19]).

Po rozdéleni svazku Wollastonovym hranolem vzniknou dva rozbihavé paprsky. Pokud
je Wollastoniiv hranol umistén v predni ohniskové roviné kondenzoru, pak po priuchodu
nastanou z rozbihavych paprskti dva rovnobézné pii¢né posunuté paprsky. Pri pri-
chodu obou paprski riznymi ¢astmi objektu budou mit paprsky riznou délku optické
drahy. Po slozeni dochazi k interferenci, kterd vyrazné zvySuje moznost rozliSeni struk-
tur a kontrast.

Srovnani pozorovani bunék na klasickém mikroskopu ve svétlém poli a pii vyu-
7iti fazového kontrastu muzeme vidét na obrazku 5.
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Obrazek 5: TotoZné buniky nasnimané na transmisnim svéetelném mikroskopu ve
svétlém poli (vlevo) a pFi vyuZiti metody fazového kontrastu (vpravo). (Prevzato z [8])

Roku 1893 popsal holandsky fyzik Marius J. A. Sirks prvni interferenéni mikroskop s
oddélenou predmétovou a referenéni vétvi [3, 4]. Tomu nasledoval vznik dalsich mikro-
skop, které se liSily hlavné v principu rozdéleni optického svazku a nésledného slozeni.
Interferen¢ni mikroskopy se v8ak béhem prvnich nékolika desetileti nepouzivaly pti
pozorovani mikroorganismi a tkanovych kultur. Hlavni davod byl, Ze pozorovani bylo
jednodussi a patrnéjsi pii zafixovani pozorovaného objektu.

Obnoveni zajmu pfislo az roku 1935, kdy Frederickse vyuzil interferen¢ni mikro-
skopii ke studiu zivych bunék [6].

V 50. letech 20. stoleti uvedli Krug a Lau a pozdéji i Horn koncept, ktery se
skladal ze dvou totoznych mikroskopii umisténych vedle sebe s rovnobéznymi optic-
kymi osami. Jednoduché schéma Hornova mikroskopu mtzeme vidét na obrazku 6.
Mikroskopy zalozené na tomto konceptu svou kvalitou zobrazeni piekonédvaly ostatni
zminéné metody. Jejich velkd vyhoda spoc¢iva v tom, Ze rozdil optickych drah zpiiso-
beny priichodem svételného paprsku buiikou je piimo zavisly na mnozstvi suché bu-
néné hmoty. Diky tomu je mozné bunku opticky vazit [4], coz bylo objeveno roku 1952
britskymi védci H. G. Daviesem a M. H. F. Wilkinsem.
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Obrazek 6: Schéma Hornova interferenéniho mikroskopu. Z — zdroj osvétlent,
K, a K, — kompenzdtor, C — kondenzor, A — analyzovany objekt, O — objektiv. (pre-
vzato z [7])

Méreni vsak bylo zdlouhavé a velice narocné. Navic pofizovaci naklady byly velmi
vysoké. To v8e vedlo k dal§imu pfesmérovani zajmu v neprospéch interferen¢nich mi-
kroskopti. Zména piisla aZ s rozvojem vypocetni techniky a digitalnich zaznamovych
zafizeni koncem 20. stoleti. P¥ichod levnych a rychlych poc¢itaci, CCD kamer a soft-
waru umoznujicich okamzité vyhodnoceni nasnimanych obrazii znamenal skokovy roz-
voj této technologie.

Soucasné interferencni mikroskopy s oddélenou referenéni a predmétovou vétvi
lze rozdélit do dvou skupin ligicich se tthlem, pod kterym se oba paprsky sbihaji pti
dopadu na detektor. Tento thel je bud nulovy, paprsky se sbihaji v ose a dochézi
k inline interferenci, pak se jedna o interferometrické mikroskopy, nebo je thel nenulovy
a dochézi k off axis interferenci. Pokud thel, pod kterym se paprsky sbihaji na detektor,
splituje tzv. holografickou podminku popsanou v nasledujicim odstavci 1.3 a 2.1.1, pak
mluvime o holografickych mikroskopech.

Hlavnim pfedmétem zajmu této prace jsou holografické mikroskopy, proto se
nadéle budeme vénovat vyhradné témto zafizenim.
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1.3 Soucasné holografické mikroskopy

Pokud svazky vychézejici z interferometru sviraji nenulovy thel ¢, ktery odpovida
nasledujici podmince, pak vznikajici interferogram je hologram, ¢ili v jednom snimku
je ulozena kompletni informace o pfedmétové viné [9].

Je nutné, aby minimalni prostorova frekvence ve vystupni roviné odpovidala
hodnoté dané vztahem (1.2)

ANA 1.2
fir e (1.2)

kde NA predstavuje numerickou aperturu objektivu, m zvétSeni a 4, stfedni vlnovou

délku (detailngji popsana v odstavci 2.1.1) [9]. Prostorova frekvence ve vystupni roviné
je tzce spjata s délicem svazku, ktery svymi charakteristikami udava thel rozptylu.
Téma prostorovych frekvenci je dukladnéji rozebrano v kapitole 2.1.1.

Soucasné holografické mikroskopy maji obvykle velmi podobné schéma zaklada-
jici se na interferometru Machova-Zehnderova typu. Lisi se pfedev8im v rozdilnych
principech a zpisobi rozdéleni a zpétného slozeni paprskii obou vétvi interferometru.
V disledku riznych metod rozdéleni svazki se interferometry rozdéluji na chromatické
a achromatické. Na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi jsou pouZivany mikroskopy s achro-
matickym interferometrem vyuzivajicim difrakéni mi#izku jako déli¢ svazku.

Dale je mozné pouzit i zdroje s riznym stupném koherence. Pristroje vyuzivajici
zdroje s vysokym stupném koherence trpi nékolika nedostatky. Vysledny obraz je casto
znehodnocen koheren¢nim Sumem, ktery vznika predevsim pii nezadouci interferenci v
systému [10]. Dale dochézi k tomu, Ze na vzniku obrazu se podili i vicenasobné rozpty-
lené svétlo. Navic je prakticky nemoZzné pozorovat objekt vnofeny do rozptylujiciho
prostiedi. Naopak vyhodou je velkd oblast numerického preostfovani, ktera je dana
koherenéni délkou [10]. Diky tomu je mozné vypocitat podobu viny v jiné roviné, nez
v jaké byla nasniméana.

Osvétleni s nizkym stupném koherence vSechny tyto nedostatky odstranuje, na-
vic je potlacena detekce svétla z oblasti mimo predmétovou rovinu, coz znamena, ze
jsme schopni vytvaret optické fezy studovanym objektem. Negativni vlastnost ale spo-
¢ivad v mensi oblasti numerického preostifovani v dusledku niz$iho stupné koherence
[11].
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2 Koherenci rizeny holograficky
mikroskop CCHM

V optickych laboratofich na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi Fakulty strojnfho inzenyr-
stvi VUT v Brné byly vyvinuty a zkonstruovany interferen¢ni mikroskopy pracujici na
principu mimoosové holografie. Tyto mikroskopy maji vyhody obou skupin mikroskopt
uvedenych v prechozi kapitole 1.3.

Prvni interferenéni mikroskop vyuzivajici achromaticky déli¢ svazku a mimoo-
sové holografické zobrazeni na VUT v Brné sestavili Chmelik a Harna v roce 1998.
Toto zafizeni vyuZivalo reflexni mod zobrazovani [20]. Predpoklad achromati¢nosti
bude dale rozebran v kapitole 2.1.1.

Vyvoj mikroskopu, ktery by pracoval v transmisnim modu, zacal v nasledujicim
roce 1999, kdy byl postupné v rameci diplomovych a diserta¢nich praci [16], [17] a [1§]
vyvijen prvni prototyp transmisniho holografického mikroskopu (THM) prvni generace.
7, tohoto modelu pak vychéazela konstrukce THM druhé generace, ktera pripojuje k vy-
hodam vySe uvedenym také moznost volby riizné koherence svétla. Proto se zavedl
nazev ,koherenci Fizeny transmisni holograficky mikroskop* (pouziva se zkratka CCHM
z anglického nazvu coherence-controlled holographic microscope).

Diky moznosti pouziti ¢asové i prostorové nekoherentniho zdroje osvétleni,
umoznuje mikroskop kvantitativni fazové zobrazeni rychlych d&ji, potla¢eni koherenc-
niho Sumu a parazitnich interferenci.

Mikroskop se diky témto vlastnostem vyuziva prevazné ke studiu zZivych bunék
a jejich reakei na vnéjsi podnéty. Pro tento tcel byly vyvinuty rizné typy pritokovych
komitirek pro pozorovani v co mozné nejprirozenéjsim prostiedi.

Dalsim stupném vyvoje holografickych mikroskopt na Ustavu fyzikalntho inzenyrstvi
je multimodalni holograficky mikroskop (MHM), jehoz vyvoj zapocal v roce 2009. Za-
Fizeni je navrzeno predevsim pro zobrazovéani v prochézejicim svétle, avSak je moZné
pozorovat i v reflexnim modu. Dilezitou zménou v konstrukei byla tprava, kterd umoz-
nuje pouziti objektivii s nekonecnou tubusovou délkou. Do prostoru rovnobé&znych pa-
prskii je tedy mozné vlozit dalsi moduly pro jiné zobrazovaci techniky. Toto zaFizeni
kombinuje vice modu pozorovéani jako je napriklad fluorescence, opticka pinzeta, atp.

19]-
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2.1 Konstrukce CCHM

Mikroskop CCHM, v kolektivu optickych laboratoii nazyvan ,,Pecka”, je navrzen tak,
aby byl po vzhledové strance velmi podobny klasickym mikroskoptim. Schéma se sklada
ze tii zédkladnich ¢asti — osvétlovaci soustava, zobrazovaci soustava a detektor. Rozdil
oproti obvyklym mikroskoptim spociva v tom, ze je zarizen{ slozeno ze dvou identickych
mikroskopi, jak miizeme také vidét na obrazku 7.

Kazdy tvoii jednu interferencni vétev Machova-Zehnderova typu, navic dopl-
nény o chromaticky déli¢ svazku. Ve vystupni roviné tedy vzniké interferenéni struk-
tura nezavisla na vinové délce. Obé vétve jsou opticky shodné a zrcadlové symetrické
podél osy interferometru.

Optické schéma mikroskopu muZzeme vidét na obrazku 7. Paprsek vychézi ze zdroje
osvétleni (O), ktery mize byt jak prostorové tak ¢asové nekoherentni a je zobrazen
kolektorovou ¢oc¢kou (L) do pfedni ohniskové roviny kondenzoru, ¢imz navodime rov-
nomérné Kohlerovo osvétleni pozorovaného objektu. Délicem (M) je svazek rozdélen na
dvé vétve — referencni a predmétovou. Nasledné je kazda vétev tvorena dvéma objek-
tivy (K) a (O). Pfedmét je osvétlen kondenzorem (K) a nasledné zobrazen objektivem
(O) vystupni roviny (VR), kde dochazi k interferenci [9].

Délicem je linearni transmisni difrakéni miizka. Pro osvétleni obou vétvi se vy-
uziva -1. a 1. difrakéni ¥ad. Rovina difrakéni miizky (M), pfedmétova rovina objektivu
a kondenzoru a vystupni rovina (VR) jsou v obou vétvich sdruzené. Z toho plyne, ze
difrakéni m¥izka (M) je zobrazena do vystupni roviny (VR) [9]. V pfedmétovych rovi-
nach objektivi tedy vzniké obraz povrchu difrakéni miizky. Nedochazi vsak k zobrazeni
jednotlivych vrypu, protoze je struktura vrypu pod mezi rozliSeni objektivu. Interfe-
ren¢ni struktura pak vznika pri sloZzeni obou vétvi ve vystupni roviné. Za vystupni
rovinou (VR) je umistén vystupni objektiv (VO), ktery zvétsuje hologram na detektor
(D).

10
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e

Obrazek 7: Optické schéma CCHM. (Upraveno a prevzato z [9])

2.1.1 Achromaticky déli¢ svazku

Jak jiZz bylo zminéno, délicem svazku je transmisni difrakéni miizka (M). Predpoklad
achromatic¢nosti plyne z nasledujici avahy. Uvazujeme-li achromatickou optickou sou-
stavu tvorenou difrakéni miizkou, kondenzorem a objektivem, bude zobrazeni ve vy-
stupni roviné nezavislé na vlnové délce.

11
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Uvazujeme-li paprsek vychézejici z osového bodu svételného zdroje (O), putujici po
optické ose kolektoru (L)), pak po prichodu difrakéni miizkou bude tento paprsek vy-
chylen od osy o thel ¢ definovany vztahem (2.1)

sing =nAf,, (2.1)

kde 4 je vlnova délka, n difrakéni fad a f, je hustota Car (prostorova frekvence)
difrakéni miizky. V dal$im textu bude uvazovan pouze difrakéni fad n=1.

Pro stiedni vlnovou délku A, pro kterou je interferometr navrzen, bude paprsek
vychylen o thel ¢,. V pfedmétovych ohniskovych rovinach kondenzoru dojde diky
chromatické disperzi mtizky k rozloZeni bilého svétla na jeho jednotlivé slozky. Barva
s vlnovou délkou 4, pro kterou plati 4= 4,, bude umisténa v ose kondenzoru zatimco,
ostatni barvy, pro které plati A # 4, budou vzhledem k ose pfi¢né posunuty.

Je nutné, aby thel, pod kterym svazky vystupuji z délice svazku (M), byl stejny,
jako thel, pod kterym pozdé&ji interferuji ve vystupni roving (VR) [9]. To je zajisténo
soustavou zrcadel (Z2 — Z9).

Pokud je prostorova frekvence difrakéni miizky (M) f,, pak je prostorova frek-
vence interferogramu ve vystupni roviné (VR) f,, dvojnéasobna. To je z davodu vzniku

interferen¢ni struktury prvntho a minus prvniho difrakéntho fadu miizky (M) [9]. Kvan-
titativni vyjadreni lze vidét v rovnici (2.2) pfi vyuziti vztahu (2.1)

_ 2sin(p)

_ _ (2:2)
fn =" =2,

Prostorova frekvence interferogramu (také nosna prostorova frekvence) f,,. je tedy
stejnad pro v8echny vinové délky A. Zavérem je, Ze interferometr je achromaticky.

Jestlize vyuzijeme vztah (1.2) pro holografickou podminku, maZzeme urcit pro-
storovou frekvenci difrakénf mrizky f .

fo 2 e (2.3)

2.2 Rekonstrukce hologramu

Rekonstrukce hologramu probiha metodou navrzenou Kreisem. Ziakladni princip vy-
chazi z odstranéni nosné frekvence f,, (2.2) ve Fourierové prostoru. Zaznamenany

hologram se algoritmem rychlé dvojrozmérné Fourierovi transformace (zkratka FFT
z anglického Fast Fourier Transformation) pievede na spektrum prostorovych frek-

12
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venci. Toto obrazové spektrum je oddéleno maskou ve tvaru kruhového okna s polo-
mérem, ktery je urcen danou maximalni obrazovou frekvenci. Vzniklé oddélené obra-
zové spektrum presuneme tak, aby byla ptvodni nosna prostorova frekvence v nulové
prostorové frekvenci.

Pred inverzni dvojrozmérnou FFT (IFFT) je vyhodné nasobit separované obra-

zové spektrum Hanningovou vdhovou funkei tvaru 0,5(1-cosmp), kde p je normovany

polomér vahové funkce. Pro okraj kruhového okna plati, ze p=1 [12].

Poté jiz mtuzeme provést IFFT a transformovat separované spektrum na kom-
plexni obrazovou amplitudu, z ¢ehoz jsme schopni urcit jak redlnou amplitudu, tak
obrazovou fazi, neboli také argument. Kvadrat realné amplitudy nam potom udava
obrazovou intenzitu.

Nutna podminka takovéto rekonstrukce je, ze musi existovat pouze jedna nosna
prostorova frekvence. Tato podminka je splnéna, tedy kazdy bod plosného zdroje vy-
tvari soustavu interferenc¢nich prouzku se stejnou prostorovou frekvenci, stejnym fazo-
vym posuvem a tedy jednotlivé body vytvaii soustavy prouzki, které se na sebe v in-
tenzité skladaji s dostatetnou presnosti. Mizeme tedy prohlasit, Ze interferometr je
prostorové invariantni [9].

2.3 Vyuziti

V poslednim odstavci kapitoly 2 bych chtél uvést nejcastéjsi piiklady vyuziti transmis-
nich holografickych mikroskopti. Diky tomu, Ze umoznuji kvantitativni fazové zobra-
zeni, dokézi zviditelnit i prihledné vzorky. VyuZivaji se tedy k pozorovéni biologickych
materiali, jako jsou zivé buniky. Jak jiz bylo feceno v predchozich kapitolach, je to
neinvazivni metoda, z ¢ehoz plyne, ze mtuzeme studovat reakce bunék na vnéjsi podnéty
v redlném Case, bez negativniho ovlivnéni.

V ramci shrnuti je také dobré zduraznit hlavni vyhody achromatického interfe-
rometru. Z divodu achromati¢nosti mizeme ménit koherenci osvétleni podle studova-
ného predmétu. Pokud potfebujeme po nasnimani numericky pieostfovat vysledny ho-
logram, zvolime vyssi stupen koherence. Naopak pro pozorovani optickych fezti objek-
tem je vyhodnéjsi zvolit nizsi stupen koherence.

13
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3 Struény tvod do tomografie

Uvazujeme-li bodovy zdroj svétla a Kéhlerovo, tedy rovnomeérné, osvétleni, je predmét
osvétlen rovinnou vlnou kolmou k optické ose. Vychylenim zdroje excentricky od op-
tické osy mikroskopu dosdhneme osvétlenim predmétu paprskem sklonénym viici této
ose pod urditym thlem ¢ . Pfi zaostfeni bodového zdroje do zadni ohniskové roviny

kondenzoru bude pfedmét rovnomérné osvétlen rovinnymi vinami. Norméla dopadajici
rovinné viny bude sklonéna pod stejnym thlem ¢, ktery je zavisly na excentricité

zdroje. Pouzitim objektivi s velkou numerickou aperturou je mozné dosdhnout dhlu
sklonu az 60°. Pro riizné natoceni bodového zdroje dostaneme jednotlivé primeéty stu-
dovaného predmétu. Diky témto ivahdm by mélo byt mozné vyuzit tomografické me-
tody pro rekonstrukci prostorového rozlozeni indexu lomu studovaného objektu.

Nézev tomografie pochazi z fectiny a volnym piekladem znamena kresleni v fe-
zech. Je to technika umoznujici zobrazeni vnitini struktury bez fyzického naruseni stu-
dovaného objektu.

K rekonstrukei, nebo také zobrazeni, vnitini struktury je vyuZzito nasniméni ob-
jektu z ruznych thli. Otacime-li soucasné zdrojem osvétleni i detektorem kolem osy
objektu dostavame pro rizné polohy jednotlivé projekce. Sestavenim celé sady projekci
jsme schopni zrekonstruovat studovanou strukturu objektu.

7, predchozich odstavci lze vidét zasadni rozdil mezi béznou tomografif, vyuzi-
vajici rekonstrukei z prumétii, které jsou snimény kolmo vici ose otaceni a nasi meto-
dou, kde jsou primeéty snimany pod urc¢itym thlem va¢i ose otaceni zavisejicim na
numerické apertufe objektivii a excentricité zdroje osvétleni.

Proces ziskani jednotlivych projekci je popsan primou Radonovou transformaci.
Rekonstrukéni proces je popsan inverzni Radonovou transformaci [13], ktera vyuziva
soufadnicovy systém popsany na obrazku 7. Kvantitativni popis obou zminénych trans-
formaci nasleduje v této kapitole.

3.1 Radonovy transformace

Radon vychézel z toho, Ze projekce predstavuje ki¥ivkovy integral dané dvojrozmérné
funkce. [13]

Projekéni funkci F(p, @) funkce f(z,y), tedy pfimou Radonovu transformaci,
dostaneme vypoc¢tem vztahu (3.1). Funkce f(z, y) zde popisuje vnitini stavbu studova-
ného objektu v kartézské soustavé soutadnic [13].

(o}

F(p.0)= I f(x,y)ds, (3.1)

—0
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kde © je tuhel projekce, p je vzdalenost projekéni piimky od pocatku a s je soufadnice
ve sméru projekéni piimky, viz obrizek 8.

A ¥

P o

9

Obyekt Rovina zaznamu

X
v

Obrazek 8: Souradnicovy systém inverzni Radonovy transformace.
(pTevzato z [13] a upraveno)

Vyuzijeme-li parametrického vyjadreni rovnice paprsku

x=scosf— psinf, (3.2)
y=pcos@+ssinf,

dostaneme Radonovu transformaci (3.3).

F(p,€)=F(—p,(9+7[) _[ f(x,y)ds =
o (3.3)

= I f(—=psin@+scosh, pcosf+ssind)ds

—00

Inverzni Radonova transformace, jakozto rekonstrukéni proces, ktery nam poskytne ze
v8ech kfivkovych integrali kvantitativni popis dané dvojrozmérné funkce, je dan vzta-
hem (3.4) [14]

1 % % 1 0
— —F(p,0)dp dé (3.4)
2772([ _J;rcos(é? (o) p Op (p ) pas,

f(r.p)=
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kde r a @ jsou polarni soufadnice v prostoru predmétu a p a © zastévaji soufadnice
v Radonové prostoru.

3.2 Druhy tomografie

Zakladni déleni tomografie je podle usporadani zdroje a detektoru pii snimani pied-
métu. Dale se tomografie také déli podle zptasobu detekce vnitini struktury [13]. V dal-
sich odstavcich tedy bude kratce vénovana pozornost déleni tomografie, poté se znovu
presuneme do teritoria holografickych mikroskopi.

7 historického hlediska se tomografie vyvijela predev§im riiznym usporadanim
zdroje a snimace a jejich vzajemnym pohybem. O riznych generacich je mozné se docist
v diserta¢ni praci [13].

Jiny druh rozdéleni vychazi ze zptsobu zviditelnéni vnitini struktury studova-
ného predmétu. Prvni a nejznamé&jsi je absorpéni tomografie. Dalsi druhy jako fazova
a emisni jiz nejsou tak bézné. Podrobnéji se o tomto rozdéleni lze dovédét v dalsich
kapitolach.

3.2.1 Absorpéni tomografie

Jak jiZ bylo uvedeno, absorpéni tomografie je nerozsitenéjsi druh pozorovéani vnitini
stavby pfedmétu neinvazivni metodou. Zdroj generuje elektromagnetické zareni, objekt
pohlti n&jakou ¢ast tohoto zareni v zavislosti na struktuie a prosla intenzita zafeni je
pak sniména detektorem.

Nejznaméjsim zastupcem absorpéni tomografie je lékarské zafizeni, nazyvané
zkratkou CT (z anglického Computed Tomography), vyuZivajici rentgenové zafeni.
Dale se vyuziva k diagnostice vnitiniho napéti konstrukei, kontrole svart ¢i napiiklad
k hledani defektii v odlitcich.

Princip zobrazen{ je zalozen na mife pohlceni urc¢itého mnozstvi intenzity svétla
studovanym objektem. Pomér ubytku intenzity zafeni Al k celkové intenzité I na jed-
notku délky As je popsan linedrnim absorpénim koeficientem g (z, y) danym vztahem
(3.5) [13].

IAs
Vyuzijeme-li aproximaci kdy As — 0 dostaneme diferencialni rovnici
1
Tl = ~puds. (3.6)
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Pokud tuto rovnici integrujeme, dostaneme vztah (3.7). Pokud vyuZijeme substituci

1
g=In (_Oj, dostaneme rovnici (3.8), ve které muzeme vidét, ze funkce g a u jsou

1

navzajem provazany Radonovou transformaci [13].
=1, exp[—f,u(x, y)dsJ (3.7)
L

g = [ u(x, y)ds (3.8)

Jsme tedy schopni z projekénich funkci ¢ rekonstruovat vnitini strukturu popsanou
funkei pu.

3.2.2 Emisni tomografie

Zakladni rozdil mezi emisni a absorpéni tomografif plyne jiz z nadzvu. U emisni tomo-
grafie neni analyzované zareni generovano zadnym externim zdrojem, ale piimo objek-
tem samotnym.

Nejznaméjsim zastupcem tohoto druhu je pozitronova emisni tomografie vyuzi-
vana v oboru diagnostické mediciny. Pacientovi je podana radioaktivni latka (radiofar-
makum), které p¥i svém rozpadu emituje pozitrony. Ty se velmi rychle anihiluji s elek-
trony. V misté zaniku pozitronu a elektronu dochéazi ke vzniku dvou fotonu vy, které
jsou detekovany [15].

Namé&fené intenzita je podobn& jako v absorpéni tomografii (odstavec 3.2.1)
popsana vztahem (3.9), kde je opét mozné vidét Radonovu transformaci.

I = Ie(x, y)ds . (3.9)

3.2.3 Optické fazova tomografie

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2.2, projde-li svazek svétla prihlednym objektem
s jinym indexem lomu, neZ je index lomu okolniho prostiedi, dojde ke zméné faze viny
oproti svazku prochézejicim pouze okolnim prostfedim. Fazovy posuv zavisi na inte-
gralu indexu lomu podél trajektorie L svazku. Zménu optické drahy lze tedy vyjadiit
vztahem

Aé'zj‘[n(x,y)—n],]ds’ (3.10)
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pokud
An=n(x,y)-n,, (3.11)

kde n (z, y) je index lomu v bods [z, y| a np je index lomu okoli. Opét zde muzeme vidét
Radonovu transformaci.

Nastava zde vSak problém v tom, Ze je obtiZné mérit zménu optické drahy,
pokud je radové srovnatelna s vilnovou délkou pouzitého zafeni. Regent je mozné zvidi-
telnénim zmeén ve fazi vin, tedy vyuzitim interference proslych paprskt s paprsky, které
prosly pouze okolim. Interferenci zjistime fazovy rozdil A®, ktery pouzijeme na vypo-
¢et zmeény optické délky A . Propojeni téchto veli¢in je dano vztahem [13]

A®:2_”A5 (3.12)
2/ b

kde A je vinova délka zafeni. Pti znalosti zmény optické drahy Ad vyuzijeme vztah
(3.10) pro vypocet indexu lomu n podél trajektorie jedné projekce. Ze v8ech projekei
jsme poté schopni rekonstruovat prostorové rozlozeni indexu lomu studovaného ob-
jektu.

3.3 Motivace prace

V ramci diplomové prace [12] bylo vyrobeno piidavné zatizeni k CCHM mikroskopu,
které je popsano v nésledujicim odstavci 4.1.

Cilem této préace bylo navrhnout dirkovou clonu o vhodné excentricité a pru-
méru. Clona bude zobrazena do piedni ohniskové roviny kondenzoru, diky ¢emuz bude
pozorovany objekt osvétlen rovnobéznymi paprsky sklonénymi k optické ose mikro-
skopu. Ukolem préce je ovérit zavislost thlu sklonu na excentricité, a zdali je moné
po nasniméni série primétia pro ruzné natoceni clony zrekonstruovat prostorové rozlo-
zeni indexu lomu objektu vyuzitim tomografickych metod.
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4 Navrh nové sestavy rotacni
dirkové clony

V diplomové préaci [12| probéhl experiment s manualné ovladanou rota¢ni excentrickou
dirkovou clonou. Pro §irsi vyuziti této techniky bylo vyrobeno prfidavné zafizeni umoz-
nujici automatizované ovladani rotace. Nebyl ovSem vyfeSen zpusob osvétleni a jeho
uchyceni v zafizeni.

4.1 Sestava rotacni clony

Jak jiz je zminéno v tvodu, bylo v diplomové praci [12] vytvofeno zafizeni umoziujici
rotaci dirkové clony okolo optické osy mikroskopu, ¢imz dochézi k ovlivnéni parametrii
svételného zdroje a tak i vysledného zobrazeni. Toto zafizeni je mozné vidét na ob-
razku 9. Dirkova clona lezi v prfedmétové roviné kolektoru.

Dirkova clona

Hridel

Pastorek Ozubeny femen

Remenice

Kryci deska

Krokovy motor Kamen posuvu LoZiska Xy posuv

Obrazek 9: Pridavné zarizeni k CCHM mikroskopu umozZiiujict rotaci dirkové clony.
Jednotlivé ¢asti jsou vijrazné zbarveny pro lep§i prehled (Upraveno a prevzato z [12]).

V modelu mtzeme vidét nasledujici komponenty:

e  Vymeénitelna dirkova clona, tvofena bubinkem s vnéjsim primérem 16 mm. Sou-
¢ast se pozdéji nebude vyskytovat v ndvrhu, ktery je pfedmétem této bakalarské
prace, proto neni nutné tuto soucast podrobné popisovat.

e Hiidel s celkovou délkou 27 mm, vnéjsim priamérem 20 mm, ktery slouzi k upev-
néni loZisek. Na druhé strané mé hiidel vné&j$i prumér 23 mm, kde na tomto
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rozméru je uchycena femenice. Vnitini{ struktura této soucasti je, jak bude
popsano v dalsim v odstavci 4.2.2, upravena z divodu jinych parametrii clony.

e Dvojice lozisek je uloZena v soucasti (kamen posuvu) slouzici také jako posuv
v osach kolmych k optické ose. Rozsah korekce je =1 mm a je zajistén tfemi
pritlaénymi Srouby M3 umisténymi okolo osy po 120 °. Korekce slouzi pro sjed-
noceni osy htidele s optickou osou mikroskopu

o Kuryci deska, ke které je pripevnén jak kamen posuvu, tak i krokovy motor.

e Krokovy motor s pastorkem. Otacivy pohyb je pfenadSen ozubenym Temenem.
Vysledny minimalni krok na h#ideli je 0,85 °.

Predchozi sestava poslouzila jako zaklad pro tuto praci. V prubéhu navrhu bylo ovSem
zapotiebi pozménit nékteré komponenty. 7Z diavodu nelehké vyroby rotacni dirkové
clony ve tvaru bubinku s otvorem ve sténé bylo zapotiebi navrhnout zcela novou se-
stavu, kterd by spliiovala nésledujici podminky — snadnou zménu praméru osvétlova-
ciho otvoru a pifimé uchyceni zdroje svétla co nejblize otvoru ve cloné.

4.2 Postup navrhu
4.2.1 Vypocet a ovéfeni maximélni excentricity

V prvni fadé bylo zapotfebi stanovit a poté experimentéalné ovérit maximalni moZznou
excentricitu osvétlovactho otvoru.

Osvétlovaci otvor se musi zobrazit do pfedmétové ohniskové roviny kondenzoru.
Pouzité kondenzory maji tubusovou délku 160 mm. Od dosedu kondenzori k ohnisku
kolektorové ¢ocky (achromaticky dublet) je vzdalenost 149 mm. Zobrazeni je uskutec-
néno pouze kolektorovou ¢ocko s ohniskovou vzdalenosti f'=77 mm. Priichod je ome-
zen maximalnim predmétovym aperturnim thlem kondenzoru. Pro lepsi nazornost je
tato tivaha popsana na obrazku 10.

Obrazova vzdalenost musi splhiovat predchozi podminku, tudiz je dana
a'=77+149 =226 mm. Dosazenim do zobrazovaci rovnice s aproximaci tenké Cocky,
tedy do vztahu (4.1)

n I’l_ n (4'1)

Pl
kde je n' index lomu prostiedi za c¢ockou, n index lomu prostfedi pied ¢ockou, f'

ohniskova vzdalenost ¢ocky, a' obrazova vzdalenost a a predmétova vzdilenost do-
staneme idealni pfedmétovou vzdélenost a. V nasem piipadé je n'=n=1.
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Kondenzor
f A —
y! F F |
a Y 226 y'

Obrazek 10: Viypocet maximdlni velikosti predmétu — excentricity. Jednotky jsou
v mm.

V dalgim kroku je mozné vyuZit rovnici pro pFicéné zvétSeni tenké ¢ocky (4.2) a vypo-
¢itat velikost predmétu, tedy maximélni excentricitu.

a_Y_z (4.2)

V tomto vztahu zastupuje y' velikost obrazu a y pozadovanou velikost predmétu.
Velikost obrazu y' vypoditame ze specifikace kondenzorovych ¢ocek 10/0,25. Prvni

¢islo 10 znadi zvétSeni a druhé &islo je numericka apertura objektivu. Miuzeme tedy
vypocitat, Zze maximalni pfedmétovy aperturni thel je 1,44 °. Vysledné velikost pred-
métu, tedy maximalni excentricita y=2,9 mm.

Pro experimentalni ovéfeni vypoctu bylo sestaveno uchyceni dirkové clony s moZznosti
posuvu ve vSech 3 osach, ktery mizeme vidét na obrazku 11.

Pouzita dirkova clona neodpovida ani vySe uvedené sestavé, ani vyslednému
navrhu této prace. Byl pouzit hlinikovy plisek propaleny laserem. Priumér otvoru nebyl
znédm, avSak pro naméfeni excentricity byl tento exemplar postacujici.

Ovéreni probihalo v zatemnéné laboratofi. K osvétleni dirkové clony poslouzila
halogenova lampa, bézné vyuzivané jako zdroj osvétleni mikroskopu. Svétlo bylo pii-
vedeno optickym kabelem se zmatnénym koncem piimo k dirkové cloné.

Meéteni bylo uskute¢néno tak, ze do mista vstupni pupily kondenzorové ¢ocky
byla pfipevnéna webkamera, kterd snimala obraz osvétlené dirkové clony a diky 3D
posuvu byly ovéreny krajni hodnoty, kdy byl jesté obraz otvoru patrny. Experimentalni
ovéfeni se shodovalo s vypoctem.
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5w

Obrazek 11: Uchyceni dirkové clony v zatizeni s posuvem ve vSech trech osdch

4.2.2 Navrh a podrobny popis sestavy

P1i znalosti excentricity je dalsim krokem névrh celé osvétlovaci soustavy na zékladé
podminek uvedenych na konci odstavce 4.1. Zobrazeni sestavy v fezu je mozné videét

na obrazku 12.

e
o A
)g//‘x X ‘\i X N N 1]
7L gk

"'_XY___/" _I:i_Jl ~SNJ AT

A

43

Obrazek 12: Zdroj svétla zobrazeny v Tezu: 1 — hiidel, 2 — kloboucek, 3 — excentr, J
— drzdk, 5 — dirkovd clona, 6 — baterie, 7 — LED dioda, 8 — vicko, 9 — kolik, 10 — pru-
Zina, 11 — zdtka.
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Sestava je slozené z nésledujicich komponent:

Hridel (1) je sou¢ast navrzena v praci [12], avSak upravena pro potieby upevnéni
celé navrzené osvétlovaci soustavy. Vnitin{ pramér byl upraven pro osazeni ex-
centru s pramérem 16,8 mm a také byl vyfezan vnitini zavit s jemnym stoupé-
nim M18x0,5 slouzici pro zasroubovani kloboucku, ktery upeviuje excentr v osa-
zeni. Upravenou a puvodni hiidel mtzeme vidét na obrazku 13.

®23

7 2 Do

»17

| M18x0,5
| 14)

T
d14
17.2
+0.027
16,8 H8 (-o,ooo)

8 8 1x11

21

18,5

21
Obrazek 13: Srovndni predchozi (vlevo) a nové verze (vpravo) hiidele.

Zatka (11) ma funkci uchyceni dirkové clony v drzédku. V obrazku 14 si lze
povsimnout zavitu M7x0,75, ktery slouZi k uchyceni v excentru a pojisténi dir-
kové clony v osazeni. Pro jednoduché utazeni je vétsi vnéj§i primeér opatien
vroubkovanim.

VROUBKOVANi
£
\?j /
I-LQ \—_O~
- OO
g| 3| +-—-——7 - S
>

Obrazek 14: Zditka
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Excentr (3) je valcova soucéast délky 7 mm a priméru 16,8 mm. Je to vyménna
soucast s otvorem o rizné excentricité od 0 aZz do 2,9 mm. Maximéalni hodnota
excentricity 2,9 mm je odvozena v odstavci 4.2.1. V otvoru je vyfezan vnitini
zavit M7x0,75, ktery slouzi pro upevnéni zatky a drzaku. Soucast lze vidét na
obrazku 15.

M7x0,75

®16,8

0,5x45

Obrazek 15: Excentr

Jako zdroj osvétleni je pouzita LED dioda (7) o praméru 5 mm s vélcovym
pouzdrem opatfenym plochym koncem vyzarujici bilé svétlo. T€lo drzdku je vo-
dive spojeno se zapornym poélem diody. Kladné elektroda vede pfimo k bateriim.
Svitivost diody je vyrobcem stanovena na 900 med. Potfebné napéti je 3,5 V. Po
prvnich experimentech byla zjisténa mala svitivost diody. Proto byla ptavodni
dioda zameénéna za novou se svitivosti 9 000 mecd, vyzafujici Cervené svétlo.
Osvétlovaci soustavu lze vidét na obrazku 16.

Drzak (4) slouzi jako upeviiovaci soustava pro vétsinu ostatnich soucasti. Do
mengiho vnéjstho primeéru je vyfezan zavit M7x0,75 pro zasroubovani do excen-
tru. V zadni ¢asti lze vidét bajonetové uchyceni pro vicko.

3 1 5 A 1 6 10 8 9
| /[
%% e </
“w_jéy%rﬁé
—— B -

Zavit M1x0,75 Bajonefové uchyceni

Obrazek 16: Osvétlovact sestava: 3 — excentr, 4 — dridk, 5 — dirkovd clona, 6 — bate-

rie, 7 — LED dioda, 8 — vicko, 9 — kolik, 10 — pruZina, 11 — zdtka.
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Uchyceni celé osvétlovaci sestavy (obrézek 15) v hiideli (1) je zajisténo kloboud-
kem (2) s vngjsim zavitem M18x0,5.

Vicko (8) s pruzinou (10) upeviiuje baterie (6) spolu s LED diodou (7) uvnitf
drzéku (4), a zajistuje také vodivé spojeni zaporné ¢asti baterii se zapornou
elektrodou diody.

Pouzity kolik (9) v bajonetovém uchyceni je normované souc¢ast o priméru 1,5
mm a délky 8 mm.

Napajeni LED diody je uskutecnéno pomoci ¢tyr knoflikovych baterii Energizer
364/SR60. Kazda poskytuje napéti 1,55 V a maji kapacitu 20 mAh. Rozméry
jsou 6,8x2,15 mm. VySsi pocet baterii je pouzit z duvodu lepsi stability osvétleni.

Dirkova clona (5), kterou miuZeme vidét na obrazku 17, je valecek o primeéru 5
mm a délky 3 mm. V ose soucasti je otvor o velikosti ptriblizné 200 pm. Vyroba
takového rozméru dirky jsme uskutecnili nasledujicim zpiisobem. Obrousili jsme
si dilkovaé do tvaru jehly (velmi ostry thel $picky). V ose jsme ¢asteéné narazili
dtlek, avsak nesmélo dojit k dplnému prorazeni skrz. Poté jsme clonu z druhé
strany, nez jsme vrazeli dillkovac, obrusovali na jemném smirkovém papite. Vy-
sledny otvor lze vidét na obrazku 18. Snimek byl vytvoren na reflexnim mikro-
skopu Nikon Eclipse L150 s objektivem 10/0,30.

- y

-
s

—i ;

Obrazek 17: Dirkovd clona

®0,2

|

|

|
®L4,2

®5
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Obrazek 18: Otvor v dirkové cloné. Obraz vytvoreny na reflexnim mikroskopu Nikon
Eclipse L150 s objektivem 10/0,50.

Kompletni vyrobenou sestavu muzeme vidét vyfocenou na obrazcich 19 a 20.

Obrazek 19: Osvétlovact sestava s klobouckem

Obrazek 20: Osvétlovaci sestava s klobouckem
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4.3 Ovéreni funkcénosti navrzeného zarizeni

Sestava byla ovéfovana pii zobrazovani podlozniho sklicka, do kterého byly vyryty
dilky rozmisténé v uzlovych bodech ¢tvercové sité a kryciho sklicka Cellocate od firmy
Eppendorf. Strukturu sklicka Cellocate lze vidét na obrazku 21.

3 :-v T + 4 -
3 Ei< - ~ <
] 21T T
v vers Wes |
Ceen .24- Ll s Al I
- ;-;4- - "",+-— — e s ey
e . -t &
1asssajesnsnifihossas s
¢ Y181%: 1519

Obrazek 21: Sklicko Cellocate (prevzato z [12])

Prostor mezi podloznim a krycim sklickem byl vyplnén vodou. Bylo to z divodu jem-
néjstho prechodu mezi indexy lomu jednotlivych prostiedi a tedy i mensim fazovym
zménam, které zlepsuji vysledné zobrazeni. Voda z prostoru mezi sklicky podléhala
rychlému odpatrovani, coz mélo za nasledek nezadouci zménu podminek méreni. Proto
byl okraj sklicka Cellocate pokryt vazelinou, kterd odparfovani vyrazné redukovala.

Pro experiment byly pouzity objektivy se zvétSenim 20 a numerickou apertu-
rou 0,40. Uhlovy krok otaceni clony byl zvolen 1°, rekonstrukce se tedy uskuteénila z
360 pramétt. Na obrazku 22 lze vidét amplitudové snimky pro rizna natoceni dirkové
clony (0°,90°, 180 ° a 270°) a tedy vliv zmény zptsobu osvétleni. Lze si pov§imnout,
7e pro ruznda natoceni se po kruznici otaci i nékteré objekty. Naopak vyryty dilek
(atvar ve snimku v levém hornim rohu) a struktura sklicka Cellocate zistava ve snim-
cich na stejném misté.

V dalsim experimentu bylo v planu pouZit objektivy s vétsi numerickou apertu-
rou, konkrétné se zvétsenim 60 a numerickou aperturou 0,85. 7Z divodu sefizeni mikro-
skopu je ovSem nutné objektivy nezavisle ménit. Vymeéna vsak byla znemoznéna kon-
strukef stolku mikroskopu a pro dalsi experimenty je nutné stolek upravit.
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Obrazek 22: Amplitudové snimky pro riznd natocend clony: 0° - vlevo nahote,
90° - vpravo nahote, 180° - vlevo dole a 270° - vpravo dole. Lze si povsimnout pohyb
nékterych objektid pro riznd natocent clony. Naopak vyryty dilek a struktura sklicka

Cellocate zustdvaji na stejném misté.
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4.4 Rekonstrukce prostorového rozlozeni indexu
lomu

Zpracovani prauméti probéhlo s pomoci Ing. Maté&je Tyce, ktery vytvoril program v pro-
stiedi Python. Z dat, které byly naméfeny do data odevzdani bakalaiské prace, se ale
nepodafilo rekonstruovat prostorové rozlozeni indexu lomu pozorovaného objektu. Jed-
nim z divodi mohla byt $patné volba vzorku, ktera presahovala moznosti osvétlovact
soustavy, nebo nevhodna metoda zpétné rekonstrukece.

Tento problém vSak zustava predmétem dalsitho zkoumani a v nasledujicim Case
je v planu prozkoumat negativni vlivy, které zabranuji v moznosti rekonstruovat pro-
storové rozlozeni indexu lomu.
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JAVER
5 Zavér

Cilem bakalafské prace bylo navrhnout a zkonstruovat excentrickou rota¢ni dirkovou
clonu s vhodnym zdrojem osvétleni a nasledné ovérit funkénost v holografickém mikro-
skopu. Postup navrhu a popis jednotlivych komponent mutzeme vidét v kapitole 4.
Kompletni vykresova dokumentace je soucasti prilohy.

Osvétlovaci sestava je uzpusobena k uchyceni v pfidavném zafizeni zkonstruova-
ném v ramci diplomové préace [12], které umoznuje rotaci dirkové clony okolo optické
osy mikroskopu. Funkénost zafizeni byla ovéfena, jak lze vidét v odstavci 4.3, ¢imz byl
splnén hlavn{ tkol této prace.

Do data odevzdani této prace se ovSem nepodafilo uskutecnit vhodny experiment
a vyzkouSet vhodnou metodu pro rekonstrukci prostorového rozlozeni indexu lomu.
Jedna z moznych pric¢in, ktera zabranuje v rekonstrukci, mize byt v nevhodné volbé
vzorku, ktery presahuje moznosti zdroje.

V nasledujicim ¢ase bude predmétem usilovného zkoumani, jaké vlivy zptiisobily
negativni vysledek rekonstrukce a snaha tyto problémy odstranit.
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