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Abstrakt

Bakalaiskd préace se zabyva automatizaci autofokusacéni jednotky pro transmisni hologra-
ficky mikroskop. V praci je popsdna konstrukce stavajici autofukusacni jednotky, kterd je
doplnéna o robotizaci kolimatoru pomoci femenového mechanismu. V praci je uveden al-
goritmus pro automatizaci kolimatoru. Dale je popsan algoritmus pro vyhodnoceni miry
rozladéni mikroskopu. Pro tyto funkce je vytvoreno grafické rozhrani. Algoritmy byly ex-
perimentalné otestované na laboratorni sestavé pro dalsi integraci do fidiciho programu
holografického mikroskopu.

Abstract

The bachelor’s thesis deals with the automation of the autofocus unit for a transmission
holographic microscope. The work describes the construction of the existing autofocusing
unit, which is supplemented by the robotization of the collimator using a belt mechanism.
The work presents an algorithm for automating the collimator. An algorithm for evaluating
the microscope detuning is also described. A graphical interface is created for these functi-
ons. The algorithms were experimentally tested on a laboratory setup for further integration
into the control program of the holographic microscope.
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Uvod

Jednou z hlavnich aplikaci svételnych mikroskopt je pozorovani zivych organismii. Zvét-
seni mikroskopu umoznuje védciim zkoumat stavbu nepopsanych mikroorganismi, popri-
padé v lékarstvi mohou byt vyuzity k diagnostice. Viditelné svétlo neni pii bézné intenzité
osvitu fototoxické a tudiz pokud je vzorek pripraven v nalezitém preparatu mohou mik-
roskopy pozorovat nékolika minutové az denni procesy zivych organismi. Diky tomu mo-
hou védci zkoumat interakci mezi bunkami nebo procesy jako je napriklad bunéc¢né déleni.
P1i téchto dlouhodobych pozorovanich, ale ve svételném mikroskopu dochézi vlivem zmén
okolnich podminek (predevsim malé zmény teploty) nebo vlivem procest zivych bunék k
postupnému rozostrovani obrazu. Proto je potreba udrzovat dlouhodobé zaostfeni obrazu,
a to prakticky pro vSechny techniky svételnych mikroskopi.

Mikroskopie zivych bunék se zabyva zobrazovanim objekt, které nejsou viditelné
pouhym okem, jako jsou napriklad zivé bunky, tkiné a mikroorganismy. Na tato pozorovani
se nejlépe hodi svételné mikroskopy, jejichz cilem v této oblasti je pozorovat vzorky a zaroven
ziskat detailni informace o jejich morfologii na mikroskopické irovni. Na bunku jako takovou
se z chemického hlediska nahlizi jako na membranami ohrani¢eny vodny roztok, ve kterém se
nachazi predevsim proteiny, lipidy a cukry, jejichz hmotnost je oznacovana jako suchd hmota
buniky [1]. Praveé tyto latky jsou pro biology nejvice zajimavé pro sledovani. Jedna se, ale o
latky amplitudové nekontrastni, diky ¢emuz nijak neovlivni intenzitu proslého svétla. V ¢em
se naopak lisi od zbytku sledovaného preparatu je index lomu. To zapricini, ze se svételnému
paprsku po jeho priuchodu méni fize, nikoliv amplituda. Skrze to je problematické zobrazit
zivou bunku béznym svételnym mikroskopem, ale je potfeba vyuzit mikroskop, ktery umi
mérit i fazi.

Tyto metody konstrukéné vychazi z metody svétlého pole. Ta je nejjednodussi mi-
kroskopova metoda. Je zaloZena na tom, Ze sledovany vzorek absorbuje svétlo a vysledny
obraz je vytvoren pouze rozdilem amplitudového kontrastu sledovaného preparatu. Sestava
je slozena ze zdroje svétla, kondenzoru, stolku se vzorkem, objektivu a okularu viz obrazek
1. Plosny homogenni zdroj svétla vytvori svazek, ktery prochazi kondenzorem a v roviné
vzorku tak vytvari jeho obraz. Ve vzorku dojde k ¢astecné absorpci svétla podle toho, o jaky
vzorek se jednd, tento upraveny svazek poté prochazi objektivem a okularem. Tyto optické
komponenty vytvari zvétseny obraz vzorku, ktery je okem promitan na sitnici lidského oka.
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Obrazek 1: Schéma metody svételného pole prevzato a upraveno z [2].

7 této metody jsou odvozeny metody pro pozorovani fazového kontrastu. To jsou
metody, které se zabyvaji vizualizaci faze pozorovaného vzorku, coz je zadany problém,
nebot jak bylo jiz zminéno vyse transparentni vzorky nijak neovliviiuji amplitudu svétla a
méni pouze jeho fazi. Touto problematikou se zabyval nizozemsky fyzik Frits Zernike, ktery
jako prvni vypracoval metody fazového kontrastu a zkonstruoval prvni fazovy mikroskop
[3, 4]. Za tento poc¢in v roce 1953 obdrzel Nobelovu cenu za fyziku. Metoda je zaloZena
na interferenci svétla rozptyleného vzorkem a svétla prochézejiciho vzorkem bez rozptylu.
Sestava pro tento mikroskop je obdobna jako u metody svétlého pole, ale pred kondenzor
je pridana prstencova clona a za objektiv je priddna fazova deska ve tvaru mezikruzi viz
obrazek 2. Svétlo se po pruchodu vzorkem rozdéli na svétlo nerozptylené (na obrazku zluté)
a rozptylené (na obréazku oranzové), které je zaroven vzorkem fazové posunuto. Pouze ne-
rozptylené svétlo po prichodu objektivem prochéazi mezikruzim fazové desky, ktera umeéle
posune fazi kladné nebo negativné podle toho, zda se jednd o pozitivni nebo negativni fazovy
kontrast. Interferenci tohoto dodatecné fazové posunutého svétla a vzorkem rozptyleného,
fazové posunutého svétla, vznikne v obrazové roviné kontrast fazovych objekti ve vzorku.
Bohuzel, ale tato metoda neni schopna stanovit fizové posuny ve vzorku kvantitativneé.
Dalsi nevyhodou této metody je halo-efekt, coz je jev, ktery vznika pri velkych fazovych



rozdilech vzorku a v téchto mistech zplisobuje ztratu informace. Dalsi metodou, ktera se
zabyva fazovym kontrastem je napiiklad Nomarského diferencialni interferen¢ni kontrast

[5] nebo Hoffmantv modula¢ni kontrast [6].
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Obréazek 2: Schéma Zernikova fazového mikroskopu prevzato a upraveno z [7].

Aby bylo mozné fazi viny prochéazejici vzorkem mérit, jsou vyvijeny metody kvanti-
tativniho fazového zobrazovani. To jsou metody, které jsou schopny neinvazivné zob-
razit zivou bunku v jejim prirozeném prostiedi a jsou schopny ur¢it mnozstvi suché hmoty
v bunice a jeji rozlozeni. Pro tyto pozadavky je nejcastéji pouzita metoda digitdlni holo-
grafické mikroskopie [8]. Nami vyvijeny koherenci fizeny holograficky mikroskop (coherence
controlled holographic microscope - CCHM) [9] se skladé se ze dvou optickych cest. Cesta,
ve které prochazi svazek vzorkem, se na nazyva objektova vétev a druhd se nazyva refe-
ren¢ni vétev, viz obrazek 3. Jediné rozdily mezi témito vétvemi je, ze v objektové vétvi je
dén zkoumany vzorek, v referen¢ni vétvi je vzorek nahrazen prazdnym sklickem, také je v
referencni vétvi pred vystupni c¢ockou difrakéni miizka, jinak se jedna o identické optické
cesty. Interference svételnych svazku téchto dvou vétvi vytvori hologram, ktery je zazna-
menan na CMOS senzor. Holografické snimky zaznamenévaji vinu jako celek, tim padem
jsme po rekonstrukci hologramu schopni urc¢it jak amplitudu viny, tak i jeji fazi, a to za
vyuziti FFT metod [10]. Rekonstrukei hologramu jsme schopni uréit suchou hmotu buriky
a to s piesnosti na 4,6 femtogram/pm? [11]. Diky této metodé a vykonnému hardwaru jsme
schopni pozorovat zivé bunky a ziskat veskeré informace, které potiebuje véetné dynamiky
a vzajemné interakce bunék [12]. Pro dlouhodobé pozorovéni takto citlivych mikroskopi
je potreba vyresit dalsi problémy. Prvni je, Ze musime vytvorit prostredi, ve kterém bu-
dou bunky schopné dlouhodobé prezit a prirozené fungovat, proto je potfeba kontrolovat
teplotu, vlhkost a koncentraci CO3. Tento problém se d& v dnesni dobé pomérné lehce kon-
strukéné vyresit. I pres snahu udrzet konstantni teplotu, ale muze v mikroskopu dochazet
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hologramu a rozostiovani obrazu. To zapric¢ini klesani holografického signalu. Na vyreseni
tohoto problému byl mikroskop robotizovan a byly pridiny metody metody automatické
justaze. Diky pridani téchto prvka je mozné udrzovat ostrost obrazu a vysoky holograficky
signal pomoci autofokusacnich systému.
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Obrazek 3: Schéma trasmisniho holografického mikroskopu [13].

Autofokusacni systémy jsou nedilnou soucasti dnesnich mikroskopii, které jsou schopny
dlouhych pozorovani. Diky motorizovanému stolku jsou mikroskopy schopny automaticky
udrzovat vzorky v idealni pozici pro optimalni zaostreni. Pro zjisténi idealni pozice jsou dva
pristupy. Prvni vyhodnocuje zaostifeni na zakladé zpracovani obrazu a nazyva se softwa-
rovy autofokus. Druhy pristup pracuje s fyzickou polohou vzorku a nazyva se hardwarovy
autofokus.

Softwarovy autofokus pouziva funkce urcujici miru zaostieni (focus measure function
- FMF), pro urceni zaostfeni. Obecné zjistovani informaci z obrazu na softwarové trovni
spociva v porovnani jednotlivych pixelt s pixely v jejich okoli, pro coz se pouziva konvoluce
a konvolu¢niho jadra. Konvoluéni jadro je ¢tvercovd matice, kterd urcuje, s jakou vahou
bude dany pixel v okoli bran viz obrizek 4. Konvoluéni jadro se aplikuje na kazdy pixel
v obrazu ¢emuz se rika konvoluce, jejichz vysledkem bude novy obraz, ktery uleh¢i ziskat
pozadované informace z obrazu. Vétsina dnesnich algoritmi pouziva ve svych feseni téchto
konvoluci nékolik, s nékolika riznymi konvolué¢nimi jadry viz obrazek 4 a to pro ruzné tcely.
Konvoluéni jadra mohou byt pouzity pro predzpracovani obrazu jako je naptiklad rozmazani
obrazu, ¢ehoz by bylo docileno pomoci aritmetického konvolu¢niho jadra (obrazek 4a)), kde
se jednd o klasicky aritmeticky pramér, ktery by bral pixely z okoli se stejnou vahou jako
dany pixel, na ktery je konvoluéni jadro aplikovdno nebo primér pomoci Gausova rozlozeni
(obrazek 4b)), kde pixely vice vzdélené od sledované pixelu maji vyrazné nizsi vahu. Mezi



dalsi zédkladni aplikace konvoluénich jader patfi detekce hran v obrazu k tomu by mohl
byt pouzit naptiklad Sobelovo konvoluéni jadro (obrazek 4c)), kde se porovnavaji pixely
vlevo od sledovaného pixelu vuci pixelt vpravo od sledovaného pixelu, coz uréi miru zmény
intenzity v horizontdlnim sméru. Stejny postup se aplikuje pro vertikalni smér, kde se berou
hodnoty nad a pod pixelem a néasledné odmocnénim souc¢tu druhych mocnin téchto zmeén
pro oba sméry ziskdme gradient v daném bodé. Cim vyssi gradient je v daném misté, tim
ostiejsi hrana se zde vyskytuje.

1 1 1 4 |16 |26 |16 | 4 -1 0 1
1 1 1 7 |26 (41|26 7 21| 0 2
1 1 1 4 (16|26 |16 | 4 -1 0 1
1 4 7 4 1
a) 3x3 Aritmetické ¢) 3x3 Sobelovo
konvolucni jadro b) 5x5 Gausovské konvolu¢ni jadro konvolucni jadro

Obrazek 4: a) konvoluéni jadro pro klasicky prumér b) konvoluéni jadro pro gausianské
rozlozeni c) konvolu¢ni jadro pro Sobeliav operétor.

Algoritmus pro nalezeni idedlni roviny ostrosti pak spoc¢iva v tom, Ze je vytvoreno nékolik
snimku pro okoli aktudlni polohy stolku a nasledné se snimky vyhodnoti. Po vyneseni
vysledkt do grafu lze ziskat krivku s jednim vyraznym maximem, ve kterém se nachazi
aktudlni poloha pro optimdlni zaostieni viz obrazek 5 [14]. Pro vyhodnoceni ostrosti se
pouziva nékolik ruznych metod, nékolik téchto metod se zacalo jiz objevovat mezi roky 1970-
80 [15, 16]. Pro co nejrychlejsi nalezeni optiméalni polohy je potfeba pouzit co nejméné kroki,
to se da Fesit ¢isté pomoci matematické optimalizace [17, 18] nebo pomoci strojového uéeni
[19]. Mezi dosavadni nejpouzivanéjsi druhy softwarovych metod pro vyhodnoceni ostrosti
patii nasledujici.
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Obrazek 5: Vysledek softwarového autofokusacniho algoritmu. Na svislé ose je vynesena
vysledek FMF a na vodorovné ose je poloha stolku. Pfevzato a upraveno z [14].



FMF zaloZzené na Gradientu jsou metody které pracuji s gradientem nebo prvni
derivaci obrazu. Vysledkem je presna informace o ostrosti obrazu. Vychazi z jiz diive zmi-
néného principu, ¢im vyraznéjsi zména v gradientu obrazu, tim ostiejsi je detekovana hrana
a tim ostiejsi by mél byt cely snimek [20].

FMF zalozené na Laplaceové operatoru [14] jsou metody fungujici na stejném
principu jako prechozi metody, akorat pracuji s druhou derivaci a ne prvni. Tudiz nedetekuji
maxima, ale detekuji priichod funkce nulou viz obrazek 6. To nese vyhody v tom, zZe se jedna
o linearni operaci, ale na druhou stranu poskytuje pouze informaci o tom, kde se hrana
nachdazi a neposkytne informaci a velikosti nebo sméru hrany. Zaroven druhé derivace jesté
vice zesili zaznamenany obrazovy Sum.

a) funkce

b) prvni derivace /\

¢) druha derivace priichod nulou

Obrazek 6: a) funknce intenzitu signdlu b) prvni derivace signalu c¢) druhd derivace signélu.

FMF zalozené na statistice [14] jsou metody vyuzivajici smérodatné odchylky, roz-
ptyl a autokorelaci k vypoctu stupné zaostreni obrazu. Diky tomu nejsou tak nachylné na
Sum oproti metoddm pouzivajici derivace.

FMF zalozené na strojovém uceni pracuji s metodou hloubkového uceni (deep
learning). Tato metoda funguje na principu uceni s ucitelem (supervised learning), ten
spoc¢iva v navrhnuti architektury sité, pripravy tréninkovych dat, trénovani sité a pripadné
ladéni. Pro architekturu se ve zpracovani obrazu pouzivaji prevazné konvolucni neuronové
sité, které pracuji s konvoluénimi jadry. Tréninkova data se skladaji z jiz nasnimanych
snimk, které se musi ru¢né naanotovat a na téchto naanotovanych snimcich se natrénuje
model. Poté co je model natrénovany a vyladény je schopny z jediného snimku urc¢it miru
zaostteni a vzdédlenost od optimdlni polohy [21]. Nevyhodou je ndro¢nost sesbirani vhodnych
tréninkovych dat, poté jejich nasledna anotace. Navic mikroskopy pouziva nékolik ruznych
védct, ktefi maji rozlisné vzorky.

Obecné ale vsechny softwarové metody selhavaji v tom, ze urcuji ostrost podle obrazu.
Bunky se, ale v priubéhu méreni mohou pohybovat, a to jak horizontalné, tak vertikalné,
z ¢ehoz vyplyva, ze kazdd bunka muze mit jinou rovinu zaostreni. Tento jev lze pozorovat
napiiklad pri bunééném déleni, kdy se bunka zakulati a vzdali se od roviny zaostieni. Je-li
softwarovy autofokus zaméren pravé na takovou bunku, dojde k rozostreni zbytku obrazu,
coz muze poskodit data celého pozorovani.

Tuto problematiku resi hardwarovy autofokus. Ten pracuje s fyzikalni polohou sklicka,
na kterém jsou umistény bunky. Jeho metody se tedy zabyvaji mérenim této polohy. Pro



tato méreni se pouziva svétlo v blizkosti infra Cerveného spektra, nebot viditelné svétlo je
v cesté mikroskopu pouzito pro zobrazeni vzorku. Toto svétlo je do mikroskopu privedeno
pomoci dichroického zrcatka. Pro feSeni této problematiky bylo vyvinuto nékolik metod. A
to napiiklad pomoci dirkové komory [22, 23] nebo sestava pracujici s ptulkruhovymi mas-
kami vyvinutymi panem Reinhamerem [24], ze které vychézi systém od firmy Nikon Perfect
Focus System [22, 25].

Nami vyvijeny systém vychazi z metody virovych svazki [26, 27]. Vir v optickém slova
smyslu je typem fazové nespojitosti, ve kterém méa vlnoplocha tvar Sroubovice postupujici
okolo nespojitého centra na optické ose [28]. Pro vznik optickych viru je potifeba posunout
fazi svazku, toho je v nasem feSeni dosazeno pomoci fazové desticky viz obrazek 7, ktera se
skldda z dvou mezikruzi, kde kazdé mé 8 zén ve kterych, dojde k mirné rozlisSnému posunuti
faze.
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Obrazek 7: Fazova desticka prevzato z [28].

Mezikruzi generuji virové vlny s opa¢nym topologickym nabojem (s opa¢nym smyslem
stoupani sroubovice vlnoplochy). Interferenci téchto vin za ¢oc¢kou vzniké stopa s dvoucet-
nou symetii. Celkové znazornéni optické sestavy, intenzity a faze vlny ve vybranych polohach
jsou graficky znazornény na obrazeku 8. Bodovy zdroj svétla vytvori kulovou vinu, kterd
je po prichodu objektivem kolimovand, nasledné po pruchodu destickou vzniknou 2 virové
vlny se stejnou fazi. Vlny jsou cockou fokusovany na kameru. Pokud dojde k mirnému po-
suvu zdroje svétla Az (v nasem systému se bude jednat o posun sklicka) vina po prichodu
objektivem bude mirné divergentni nebo konvergentni, coz zapri¢ini rodil faze virovych
svazkli a to se projevi jako rotace vzniklé stopy. V této praci budu pracovat z obrazem
intenzity stop, kterd bude snimana na CCD kameru, jak muzeme vidét na obrdzku 8b).
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[28].
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1 Cile prace

Jak bylo v ivodu zminéno, je systém autofokusu pro CCHM nezbytny. Neni-li pouzit
pii dlouhodobych pozorovani, klesa holograficky signal a CCHM ztraci kontrast fazového
obrazu. V ramci vyvoje byl navrzen a ozkousen novy systém autofokusu s vyuzitim vyrovych
svazkd. K nému je nezbytné vytvorit sadu algoritmi pro zpracovani obrazu rotujici stopy
a tak urcovat rozostieni obrazu a miru vysledné korekce. Aby bylo mozné toho dosahnout
musim provést tyto jednotlivé kroky:

1. automatizace kolimatoru,

2. vyvinuti algoritmu pro udrzeni ostrosti,

3. realizace jednoduchého grafického rozhrani pro ovladani jednotky,

4. experimentédlni ovéfeni vyvinutych funkci.
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2 Optomechanicka sestava

V této ¢asti budou popsany dveé sestavy, postup pri pouzivani jednotky a pouzity soft-
ware. Prvni sestava je funkéni prototyp autofokusacni jednotky. Ten, ale Ize testovat pouze
ve spolupraci s mikroskopem, coz skrze probihajici vyvoj nového mikroskopu neni zatim
mozné. Skrze tento problém byla sestavena laboratorni sestava, ktera simuluje funkéni pro-
totyp autofokusacni jednotky a je na ni tedy mozné plné testovat algoritmy.

2.1 Sestava protipu autofokusacni jednotky

Sestava viz obrazek 2.2 je zalozena na metodé interference virovych svazki, jak jiz bylo
popsano v uvodu. Princip sestavy spociva v tom, ze laserové svétlo v blizkosti infra Cer-
veného spektra je z optického vldkna kolimovano a poté je délicem paprski a dichroickym
zrcatkem odrazeno do objektivu. Objektiv vytvori obraz vlakna na spodni casti sklicka se
vzorkem, ktery se nachdzi na motorizovaném stolku. Cast svétla je od sklicka odrazena a
stejnou optickou cestou se vrati zpét. Po prichodu délicem v tomto sméru pokracuje pa-
prsek do fazové desticky a po jejim pruchodu je ¢ockou fokusovan na kameru. Tato sestava
vychdzi z puvodni prace [28] a schéma ze kterého jsme vychazely lze vidét nize viz obrazek
2.1. Do této sestavy byl jesté pred kameru priddn objektiv, nebot rotujici stopa generovana
bez objektivu byly moc malé pro presné pocitacové zpracovani. Dale byl do sestavy pri-
dédn mechanismus, ktery umozni ovladani kolimatoru pomoci pocitace, to je popsédno ve 3
casti. Co se tyce neoptickych prvki bylo potfeba vybrat vhodny servo motor na pohanéni
mechanismu kolimatoru a kameru. Vybér servo motoru je popsan ve treti ¢asti. Pfi vybéru
kamery byli dilezité hlavné dvé véci. Zaprvé kamera musi byt citlivda na svétlo v blizkosti
infra ¢erveného zatreni. Druhy dulezity faktor je velikost pixelu, pro nase algoritmy chceme
co nejmensi velikost pixelu. Skrze tyto faktory byla vybrana monochromaticka kamera od
firmy Basler daA3840-45um, kterd ma velikost pixelt 2 pm a ma dostate¢nou citlivost na
svétlo v blizkosti infra ¢erveného zareni. Kamera maé rozliseni 3840x2160, ale vznikld infor-
mace se nachizi pouze na cca 100x100 pixelech uprostied obrazu. Proto budeme pouzivat
vyTez obrazu (region of interest - ROI) a to pouze 500x500 pixelu ze stiedu obrazu. toto
nastaveni probihd hned pfi inicializaci kamery. Diky pouziti ROI je kamera schopna sni-
mat rychlosti pres 100 FPS a dojde i k urychleni algoritmi, nebot budou pracovat s mensi
matici. Na tomto zakladé by nase jednotka neméla mit problém s rychlosti. Kamere dale
nastavime bitvou hloubku na 8 biti, coz znamend, Ze budeme pracovat s irovnémi Sedi v
rozmezi mezi 0-255. Celkové nastaveni a prace s kamerou je k nahlédnuti v piiloze prace v
souboru Camera__control.cpp/.h.

2.2 Postup pri uzivani autofokusacni jednotky

Pred pouzitim autofokusacni jednotky bude potreba naladit mikroskop. To udéla uzivatel
pomoci grafického rozhrani mikroskopu, kde pomoci kombinace automatickych procedur
a manualniho ladéni najde nejlepsi rovinu ostrosti. Nasledné uzivatel pusti experiment.
Nez zacne snimat, musi se jednotka samostatné naladit na aktualni polohu pozorovaného
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Obrazek 2.1: Schéme puvodni sestavy autofokusu pfevzato a upraveno z [28]

sklicka. Proto bude v jednotce kolimator automatizovan. Jeho ladénim lze najit pocatecni
referen¢ni polohu, to znamend co nejvyraznéjsi a nejsoumérnéjsi rotujici stopa. 7 tohoto
obrazu vychazi algoritmus pro udrzeni ostrosti. Ladéni koliméatoru je podrobnéji popséno
ve treti casti. Nasledné udrzovani ostrosti pak bude spocivat v urcovani natoc¢eni béhem
experimentu a porovnani tohoto zjisténého natoceni s pivodnim referenénim natocCenim.
Pomoci urceni rozdilu téchto dvou natoceni a komunikaci s mikroskopem bude jemnym
posouvanim motorizovaného stolku dosazeno udrzovani idealni ostrosti. Urcovani natoceni
pulmésicku je popsano ve ¢tvrté casti.

2.3 Laboratorni sestava

Pro vyvoj a testovani algoritmii je potfeba sestava ve které lze simulovat, jak budou vypa-
dat snimky pro automatizaci kolimatoru a vytvorit dataset z okoli jiz naladéné stopy pro
algoritmus k urcovani natoceni. Na zdkladé toho byla sestavena experimentalni sestava viz
obrazek 2.3. Jednd se o zjednodusenou sestavu, kde je mozné jednim manualnim posuven
simulovat jak kolimator, tak rozostfeni obrazu. Zdroj svétla je zde helium-neonovy (He-Ne)
laser. Ten je z optického vldkna fokusovan do dirkové clony mikroskopového objektivu. S
tim mtzeme manipulovat manudlnim posuvem a tim budeme simulovat rotaci stopy a la-
déni koliméatoru. A za timto objektivem je jiz sestava stejnd jako u prototypu za délicem
paprskil.

2.4 Pouzity software
Veskery kéd, ktery bude v této praci pouzit, jsem psal v jazyce C+4 pomoci Visual Studia
IDE. Pro praci s obrazem jsem pouzil framework OpenCV a pro vytvoreni grafického roz-

hrani jsem pouzil framework Qt. Pro komunikaci s kamerou jsem pouzil drivery od firmy
Basler a pro nastaveni kamery jsem pouzil funkce z jejich API. Servo motor je fizen pomoci
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Obrézek 2.2: Prototyp autofokusu.

PWM signalu, ktery bude generovan z fidici desky mikroskopu, tudiz jeho fizeni neni zahr-
nuto v zdrojovém kédu, nebot zdrojovy kod pro ovladani CCHM neni volné pfistupny. Pro
experimentalni ovéfeni funkénosti femenového mechanismu bylo pouzito pouze Arduino a

vzorovy kéd z technické dokumentace motoru [29].
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Obréazek 2.3: Experimentélni sestava pro vyvoj a testovani.
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3 Automatizace kolimatoru

Pro nasi jednotku byl vybran nastavitelny kolimator C80APC-A od firmy Thorlabs viz
obrazek 3.1. Jeho Cervenou c¢asti, lze otacet, ¢imz je dosazeno zmény vzdalenosti zaostieni.
V této casti je popsan navrh mechanismu pro otéceni kolimétoru pomoci pocitace a jak
funguje algoritmus pro naladéni autofokusa¢ni jednotky na mikroskop.

Obrazek 3.1: Nastavitelny kolimator od firmy Thorlabs.

3.1 Navrh remenového mechanismu

Po konzultaci s vedoucim préace jsme se na zdkladé jeho zkusenosti s touto problemati-
kou rozhodl pro femenovy mechanismus. Model femenového mechanismu lze vidét nize
viz obrazek 3.2 a realné pripojeni do sestavy jiz bylo vidét vyse viz obrizek 2.2. Nejdiive
jsem pomoci momentového klice zjistil, ze na otaceni pohyblivé ¢asti kolimatoru je potieba
vyvinout moment o velikosti 0,45 Nm. Tuto hodnotu jsem jesté pro zajisténi funkénosti
vynasobil bezpecnosti 2. Pracoval jsem tedy s tim, Ze pro otdceni je potfeba 0,9 Nm. Na
tomto zakladé jsem vybral servo motor DSS-M15S, tento motor by podle specifikaci mél
vyvinout moment 1,5 Nm, tim paddem by mél byt schopen za pomoci femenového mecha-
nismu nastavovat kolimétor. To jsem experimentalné ovéril pomoci Arduina [29]. Servo je
fizeno pomoci pulzné sitkové modulace (PWM). Servo mé i analogovou zpétnou vazbu, ze
jejichz pomoci jsme schopni ovérit, ze doslo k pozadované rotaci. Servo je schopné otaceni
v rozmezi 270°. Pro jednotku je potieba nastavovat kolimator v rozmezi 180°, skrze to byl
zvolen prevod do pomala s prevodovym pomérem 1,5. Ozubené kolo ma 42 zubu a pas-
torek mé 28 zubl. Pro prenos momentu jsem zvolil ozubeny femen 10 T5 330 CONTI®
SYNCHROFLEX od firmy Continental [30], o délce 330 mm a $iFce 10 mm.
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Obrazek 3.2: Model femenového mechanismu.

3.2 Algoritmus pro nalezeni idealni stopy

Algoritmus bude jako prvni krok aplikovat na ziskany snimek treshhold. Treshold je funkce,
kterd podle zadaného vstupniho parametru vytvori binarni snimek. Toho docili tim, ze
hodnotu kazdého pixelu porovnd se vstupnim parametrem, pokud je hodnota pixelu mensi
pixel bude ¢erny, pokud je hodnota pixelu vétsi pixel bude bily. Aplikace tresholdu lze
vidét na obrazku 3.3, kde druhy snimek ukazuje, jak vypadd vystup tresholdové funkce.
Touto funkci se ze snimku odstrani nepotiebnd informace. Z principu tresholdu vychazi,
ze jeho vysledek se bude znatelné ménit s dobou expozice kamery. Jak hranice tresholdu,
tak doba expozice jsou hodnoty, které musime urcit. Pro automatizaci nastaveni téchto
hodnot je potfeba jednu hodnotu urcit konstantné. V nasem pripadé to bude treshold. A to
protoze pro robustni funkci naseho systému, je potieba dostavat snimky, které budou mit
vyrazné rozdily mezi dilezitou informaci v nasem pripadé vzniklé pulmésicky a nedulezitou
informaci, ktera se skldda prevazné ze vzniklého sumu. Cil je tedy mit ptlmésicky, jejichz
intenzita pixela je tésné pred saturaci a sSum, ktery ma hodnotu co nejnize pod hranici
tresholdu. Tohoto cile bude dosazeno nalezenim idealni doby expozice pro dané nastaveni
mikroskopu. Pomoci testovani bylo zjisténo, Ze idedlni konstantni hodnota tresholdu pro
nasi aplikaci je droven sedi o hodnoté 220.
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Algoritmus pro nalezeni idealni stopy ma tedy za cil najit idealni expozici pro dané na-
staveni mikroskopu a polohu kolimatoru, pfi které vznika nejlepsi poc¢atecni poloha. Nyni
bude rozebrano, jak presné algoritmus funguje, béhem popisu se budu odkazovat na zdro-
jovy kéd, ktery je prilozen nize viz vypis 3.1. Jako prvni véc nastavime globdlni proménou
ref found na false. Diky tomu pri pfistim zavolani funkce pro urceni natoceni, bude vy-
sledny thel nastaven jako referen¢ni. To znamend, Ze tento thel bude bréan jako tdhel ve,
kterém je vzorek zaostien, a tudiz pfi rozostfovani béhem pozorovani, coz zapfic¢ini mir-
nou rotaci, budeme hybat stolkem tak, aby se natoceni pulmésicku vratilo zpét na tento
referencni thel. Dalsi nastaveni se tyka globalnich proménnych curr_size a curr_ diff tyto
proménné budou pouzity nize, ale nejdiive je potieba je nastavit na tyto hodnoty, kdyby
byli zménény z predchoziho pouziti tohoto algoritmu a divod nastaveni bude vysvétlen také
nize pro lepsi pochopeni. Nésledné si vytvorime tii lokdlni proménné, které blize popisu, az
budou pouzité. Poté jiz mizeme zacit hledat idedlni expozici a polohu. Toho bude dosazeno
pomoci dvou for cykli, jeden zafizuje nastaveni polohy a druhy prepina expozice kamery.
Cyklus pro nastaveni expozice je vnofeny do cyklu pro nastaveni polohy, z ¢ehoz vyplyva,
ze na kazdé poloze se vytvori snimky pro vSechny testované expozice a az poté se otoci koli-
mator na dalsi pozici. Expozice jsou ulozené v globalni proménné objektu kamery exposure,
coz je vektor o 4 mistech, kde na prvnim misté bude ulozena vysledna idealni expozice a
zbylé t¥i mista jsou expozice, které se testuji v tomto algoritmu. Expozice bude nastavovat
program mikroskopu, ktery bude mit ulozené v paméti pro jaké objektivy mé testovat jaké
rozmezi expozic a ty jesté pred zavoldnim toho algoritmu nastavi do této proménné. Nyni
k tomu, co se bude dit v cyklech. Prvni vnéjsi cyklus bude pouze otacet motorem reme-
nového mechanismu, pro to bude pouzita funkce programu mikroskopu, kterd jak jiz bylo
vyse zminéno neni verejné, je zde tedy pouze komentar. Vnitini cyklus pak zacne tim, ze
nastavi expozici odpovidajici dané iteraci a pro tu vytvori snimek. Funkce pro vytvoreni
snimku vraci hodnotu 1 pokud vse probéhlo v porddku a hodnotu 0 pokud by doslo k chybé.
Proto zkontrolujeme, Ze vse probéhlo v poradku podminkou. Snimek je ulozen do globalni
proménné objektu kamery pbuffer. Celkové nastaveni a prace s kamerou je k dohledani v
priloze bakalérské prace v souboru Camera_ control.cpp/.h. Vytvoreny snimek nac¢teme do
lokéalni proménné src, ktera je typu Mat, ktery pouziva OpenCV pro praci s obrazem. Na
vytvoreny snimek néasledné aplikujeme treshold, coz je funkce jiz popsana vyse. Na binarni
obrazek vytvoreny tresholdem aplikujeme funkci findContours od OpenCV. Tato funkce ma
Sest vstupt. Prvni obsahuje snimek, na ktery chceme funkci aplikovat. Do druhého a tretiho
budou ulozeny vysledky této funkce. A Ctvrty, paty a Sesty nastavuji v jakém modu bude
funkce pracovat. Funkce v bindrnim obraze najde vSechny obrysy. Obrysy lze jednoduse vy-
svétlit jako k¥ivku spojujici vSechny spojité body (podél hranice), které maji stejnou barvu
nebo intenzitu [31]. Nalezené obrysy jsou ulozené do proménné contours jako vektory bodi.
Skrze to, ze pouzivime méd RETR,__LIST funkce nepracuje s hierarchii obrysi, a tudiz treti
proménné hierarchy pro nas neni dulezita. A nastaveni médu CHAIN_APPROX__SIMPLE
zapricini, Ze vzniklé obrysy maji diky aproximaci plynulejsi ohraniceni. Sesty vstup nasta-
vuje offset, ktery nepotrebujeme tudiz je nastaven na nulu. Prechod vytvoreného snimku na
treshold a nésledné nalezeni obryst, je pro rizné expozice graficky zobrazeno na obrazku
3.3. V dalsim kroku podminkou zkontrolujeme pocet vzniklych obrysu. Pro nasi aplikaci
vyzadujeme, aby vznikaly pouze dva obrysy (obrazek 3.3b)), pokud vznikne vice je snimek
preexponovan (obrazek 3.3c)), pokud vznikne méné je kolimator ve Spatné poloze nebo je
snimek podexponovan (obrazek 3.3a)). Zaroven vyzadujeme pro robustni funkci jednotky,
aby oba vzniklé obrysy mély velikost vétsi nez 15 pixelt. Tyto dva pozadavky jsou ohli-
dédny podminkou na 19 fadku, pokud neni splnéna pokracuje se na dalsi iteraci. Pokud
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je podminka splnéna je vypoctena absolutni hodnotu rozdilu velikosti nalezenych obrysu.
Nyni vysvétlim nastaveni proménnych na zacatku této funkce. Curr diff bylo nastaveno
na vysokou hodnotu, aby prvni rozdil velikosti, byl urcité mensi, curr_size bylo nastaveno
na nulu, aby prvni velikost obrysa byla urcité vétsi. Po vypocteni rozdilu velikosti je totiz
tato hodnota porovnéana, zda je mensi nebo rovna aktualnimu diferenci nejlepsi polohy a
expozici (pro prvni iteraci, kterd splni predeslé podminky je ,nejlepsi“ pozice simulovina
pravé hodnotami nastavenymi na zacatku). Pokud je rovna zjistime, zda je vétsi obrys této
dvojice vétsi nez velikost akutalniho nejlepsiho obrysu, kdyz je podminka splnéna, zjistime,
ktery z obrysu je vétsi a ulozime jeho velikost do curr_size jejich rozdil do curr_ diff a tuto
expozici a polohu ulozime jako aktualni nejlepsi kombinaci do proménnych best_ position
a best__exposure. Pokud vysla diference neni stejnd, zjistime, zda neni mensi. Pokud ano,
jen zjistime, ktery obrys je vétsi a prepiSeme proménné stejné jako pfi rovnosti. Poté co
probéhnou vsechny iterace obou cykli nastavime expozici kamery na zjiSténou nejlepsi
expozici a otocime kolimator na nejlepsi zjisténou pozici. Nakonec zavolame funkci Evalua-
telmage, kterd zjistuje natoceni mezi obrysy a skrze nastaveni proménné ref found bude
toto natoceni ulozeno jako referencni.
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Obrazek 3.3: Porovnani ruznych expozici pii hledani idedlni stopy. V prvnim sloupci jsou
obrazky snimku z kamery, ve druhém jsou snimky po tresholdu a ve tretim jsou snimky
po nalezeni samostatnych objekti a) podexponovaného snimeku b) idedlné exponovaného
snimku c¢) prexponovaného snimku.

int Algorithm::PreFocus() {
ref_found = false;
curr_diff = 100;
curr_size = 0;
std: :vector<std::vector<cv::Point> > contours;
std::vector<cv::Vec4i> hierarchy;
cv::Mat tresh;
for (int i = 0; i < prefocus_cnt; i++) {
//zde bude funkce mikroskopu, ktere se stara o generovani PWM
for (int ii = 1; ii < 4; ii++) {
cam.SetExposure (cam. exposure[ii]) ;
if (cam.TakeShot() !'= 1) {
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return -1;

}

cv::Mat src(cam.width, cam.height, CV_8UC1, cam.pbuffer, 0);
cv: :threshold(src, tresh, 220, 255, cv::THRESH_BINARY);

// find contours

cv::findContours(tresh, contours, hierarchy, cv::RETR_LIST, cv::CHAIN_APPROX_SIMPLE,

cv::Point (0, 0));

if (contours.size() == 2 && contours[0].size() > countour_size

> countour_size) {

&& contours([1].size()

diff = contours[0].size() - contours[i].size();

diff =

abs(diff);

if (diff == curr_diff) {

if (contours[0].size() > curr_size || contours[1].size() >

curr_size) {

if (contours[0].size() > contours[1].size()) {

curr_diff
curr_size

= diff;
= contours[0].size();

best_position = i;

best_exposure = ii;

}

else {
curr_diff = diff;
curr_size = contours[1].size();
best_position = i;
best_exposure = ii;

}

}
}
else if (diff <

curr_diff) {

if (contours[0].size() > contours[1].size()) {

curr_diff =
curr_size =

best_position
best_exposure =

}

else {
curr_diff =
curr_size =

diff;
contours[0] .size();

ij;
ii;

diff;
contours[1] .size();

best_position = i;

best_exposure =

cam.exposure[0] =

ii;

cam.exposure [best_exposure] ;

//zde bude opet funkce mikroskopu na generovani PWM, ktera vrati motor na best_position

EvaluateImage() ;
return 1;

Vypis 3.1: Zdrojovy kéd pro nalezeni nejlepsi stopy.

Tento algoritmus byl vyvinut na zédkladé toho, Ze pro nejpresnéjsi urceni natoceni al-
goritmem popsanym v ¢asti 4 je dilezité, aby byly obrysy co nejvice podobné skrze to, ze
pracuje s tézistém. A na to byl tedy tento algoritmus optimalizovin. Pro co nejpresnéjsi
urceni idedlni polohy a expozice je mozné tento algoritmus pouzit vicekrat, s tim Ze na
zakladé ziskanych vysledki se vyrazné zmensi rozptyl testovanych expozici a budou se tes-
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tovat pouze na okoli ziskané rotace kolimatoru a ziskané expozice. Jak vypadaji snimky pro
rizné natoceni kolimatoru lze vidét na obrazku 3.4

Obrazek 3.4: Ukazka stop pro rizné otoceni kolimétoru.
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4 Algoritmus pro udrzeni ostrosti

Pro udrzovani ostrosti bylo potfeba vymyslet metriku pro uréeni natoceni vzniklych

obrysii. V nasem ptipadé jsme se rozhodly tuto problematiku fesit pomoci tézist vzniklych

Vvev

vy

toho bodu je graficky znazornén jako bod P na obrazku 4.2. Tim ndm vznikne pravouhly
trojuhelnik, ve kterém zname vsechny strany, takze neni problém dopocitat jakykoliv thel.
Pro toto feseni jsem vytvoril funkci Evaluatelmage, jejichz kéd je nize viz vypis 4.1. Zacatek
je stejny jako u predeslého algoritmu. Dame piikaz kamefre, aby vytvorila snimek, ten si
nacteme do proménné typu Mat a aplikujeme na néj treshold. V bindrnim snimku opét
pomoci funkce findContours nalezneme obrysy. I pfes to, ze by méli byt nalezeny pouze dva,
skrze predchozi pouziti funkce PreFocus, je potreba zkontrolovat podminkou, zda tomu tak
je, jinak by mohlo dojit k padu celé aplikace. Po této kontrole si vytvorime vektor o velikosti
nalezenych obryst, kde jednotlivé ¢leny budou typu Moments od openCV [32]. Obrazovy
moment M je vazeny pramér intenzit pixelu I(x,y), kde z a y jsou soufadnice pixelu. Jeho
vypocet je pospan vztahem

Mij =33 alyiI(.y), (4.1)

kde 7 a j jsou fddy momentu. OpenCV vypocte momenty nultého az tfetiho radu [32],
ty mohou byt pouzity pro vypocty raznych vlastnosti zadanych pixeld, v nasem piipadé
momenty pouzijeme pro zjisténi tézisté. Pomoci for cycklu vypocteme momenty vsech nale-
¢leny maji typ Point2f od OpenCV. Tento typ je bod o dvou soufadnicich, kde soutadnice
jsou typu float. Nasledné for cycklem pomoci momenta vypocteme souradnice tézisté T a y
nalezenych obryst pomoci vztahu 4.2 a 4.3. Ty vychazi z toho, Zze mame binarni obrazek,
tudiz intenzita je v nasem pripadé vzdy 1, a tak nulty rad je pocet pixelti a prvni rad je

Vvev

T=-20 4.2
Mo (4.2)

_ Moy
= —2=, 4.3
T (4.3)

Z téchto vzniklych tézist obryst mc0 a mcl jsme si principem pospanym na zac¢atku této
Casti schopni vytvorit pravouhly trojihelnik o vrcholech mc0(z1, y1), mel(x2, y2) a P(x1,
y2) viz obrazek 4.2 a v ném si vypocteme délku protilehlé a prilehlé strany pro thel u
pomoci funkce arkus tangens vypocteme thel u bodu mcl. Arkus tangens vypocte thel v
radidnech, takze tento hel prevedeme na stupné. Tyto vypocty jsou ve funkci na radcich
28-30.
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Obrazek 4.1: Postup pii hledani natoceni.

Pro urceni, zda se horni obrys nachézi v prvnim nebo druhém kvadrantu, porovname
se horni obrys nachazi bude thel kladny nebo zaporny. V nasem feseni je druhy kvadrant
bran jako zaporny a prvni jako kladny. Na konci funkce je podminka pro zjisténi, zda se
jedna o urceni referen¢niho thlu nebo pouze o urceni aktualni polohy a podle toho je thel
po pretypovani na char zapsan na patii¢cné misto v GUI.

mcO(x1,y1)

mcl(x2,y2)

B

@
P(x1,y2)

vy

| double Algorithm::EvaluateImage() {
2 cntr++;
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cv::Mat tresh;
if (cam.TakeShot() !'= 1) {
return -1;
}
cv::Mat src(cam.width, cam.height, CV_8UC1, cam.pbuffer, 0);
cv::threshold(src, tresh, 220, 255, cv::THRESH_BINARY);
std: :vector<std::vector<cv::Point> > contours;
std::vector<cv::Vec4i> hierarchy;
cv::findContours(tresh, contours, hierarchy, cv::RETR_LIST, cv::CHAIN_APPROX_SIMPLE, cv::
Point (0, 0));
if (contours.size() > 3 || contours.size() < 2) {
return -1;
}
// get the image moments
std: :vector<cv: :Moments> mu(contours.size());
for (int i = 0; i < contours.size(); i++)
{
mul[i] = moments(contours[i], false);
}
// get the centroid of figures.
std: :vector<cv: :Point2f> mc(contours.size());
for (int i = 0; i < contours.size(); i++)
{
mc[i] = cv::Point2f (mul[i] .m10 / mu[i] .m00, mul[i] .mO1 / mul[i].m00);
}

double protilehla = abs(mc[0].y - mc[1].y);
double prilehla = abs(mc[0].x - mc[1].x);
angle = atan2(protilehla, prilehla) * 180 / 3.14159265;
// check if top bulb is in first or seconde quadrant, idf its in second make angle
negative
if (mc[0].y > mc[1].y) {
if (mc[0].x > mc[1].x) {
angle *= -1;
}
}
else {
if (mc[0].x < mc[1].x) {
angle *= -1;
}
}
// condition to find if its refernce image
if (ref_found == false) {
std::string t = std::to_string(angle);
char const* n_char = t.c_str();
ui.Beast_angle->setText (n_char) ;
ref_found = true;
}
else {
std::string t = std::to_string(angle);
char const* n_char = t.c_str();
ui.curr_angle_value->setText(n_char) ;
return angle;

Vypis 4.1: Zdrojovy koéd pro nalezeni nejlepsi stopy.
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5 Grafické rozhrani pro ovladani
jednotky

Pro ovladéani a testovani jednotky jsem vytvoril jednoduché grafické rozhrani jako pro-
totyp pro implementaci do Fidictho softwaru CCHM, které je ukdzano na obrazku 5.1. K
jeho vytvoreni jsem pouzil framework Qt, pomoci néhoz jsem i propojil rozhrani s ko-
dem funkci. Na prvni fadku jsou dvé tlacitka Evaluate spusti funkci Evaluatelmage a tim
padem vypocita aktualni natoceni. Tlacitko find focus spusti funkci PreFocus, ¢imz se za-
pocne algoritmus pro nalezeni idedlni polohy. O Ffadek nize jsou tri tlacitka pro ovladani
serva kolimatoru. Ty budou podle jejich nazvu propojeny s funkcemi softwarového reseni
mikroskopu, které budou generovat PMW pro dosazeni daného cile. Nasleduji 4 informacni
radky. Na prvnim je popsan status kamery, pokud je 1 program nalezl kameru a je pripraven
s ni komunikovat, pokud by bylo 0 program nenalezl kameru a nebude schopen fungovat.
Stejny princip je na druhém informa¢nim radku, kde se akorat vypisuje informace o motoru.
Posledni dva radky ukazuji informaci o natoceni. Prvni vypisuje, jakou hodnotu ma refe-
ren¢ni thel, tedy thel nalezen pomoci funkce PreFocus. Na druhé je pak vypsan posledni
thel ktery byl zjistén pomoci Evaluatelmage. Kod, ze kterého je rozhrani generovano, lze
dohledat v priloze po nazvem Main_Window.h.

Evaluate Find focus

Move left Move right Ref motor
Cam connected: 1
Motor connected: 0
Angle of best focus: 77.615106
Current angle: 76.068910

Obrazek 5.1: Grafické rozhrani jednotky.
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6 Experimenty

Mnou vyvinuté algoritmy jsem experimentalné ovéril. Nejdiive jsem ovéren algoritmus
pro nalezeni idealni polohy a poté jsem testoval s jakou presnosti funguje algoritmus pro
urc¢eni natoceni v okoli nalezené idealni polohy. Testovani probihalo na experimentalni se-
stavé, kde se posuvy fesi manudlnim posuvem. Skrze to mohlo v méreni dochazet k mensi
chybovosti, ale pro ovéreni funkénosti téchto algoritmu to postacilo.

6.1 Ovéreni funk¢nosti nalezeni idealni stopy

Kvili manualnimu posuvu experimentalni sestavy, byla pro testovani do kédu algortimu
v hlavnim for cycklu misto komentare pridana funkce od OpenCV Waitkey(0), diky ni se
algoritmus zde zastavi a ¢ekd na zmacknuti jakékoliv klavesy. Takze jesté pred spusténim
algoritmu jsem otocil posuv na pocatecni polohu, poté jsem spustil algoritmus pomoci GUI.
Algorimus udélal na této poloze tfi snimky pro testované expozice a vyhodnotil je. Pak se
zastavil a ¢ekal na zmacknuti klavesy, v tento moment jsem ruc¢né posunul posuv na dalsi
pozici a toto jsem opakoval az do posledni pozice. Pocatecni polohu jsem nasel tak, ze
jsem rucéné nasel okoli kde se mi jevi idedlni stopa a od ni jsem posunul manudlni posuv
0 2 mm. 7Z této pozice jsem poté udélal 9 posuvi s krokem 400pm. Testované expozice
byli 1, 3 a 5 ms. Takto bylo vytvoreno a vyhodnoceno 30 snimku. Nejlépe hodnocenou
stopu, lze vidét nize viz 6.1. Snimek byl vytvoren s expozici 3ms. Jak bylo zminéno jiz pri
popisu algoritmu, tento proces by mohl byt opakovan vicekrat s tim, Ze pri druhé iteraci,
by byl zvolen jemnéjsi krok posuvu a mensi rozdily expozic. S tim, ze by se testovalo jiz
jen okoli nalezené stopy. Tato testovani budou provedena az ve spolupraci s mikroskopem
a motorizovanym kolimatorem. Ale jiz podle nalezené stopy lze hodnotit, ze algoritmus by
mél byt funkéni. Navic pro nase reseni neni potfeba najit tu nejlepsi stopu, staci se dostat
alesponi do jejiho okoli, nebot cilem je dostat se do mista v jehoz okoli budeme schopni
presné urcovat natoceni stopy, ale jestli bude nase referenc¢ni stopa ta nejlepsi neni az tak
dilezité.

6.2 Test prenosti algortimu pro udrzeni ostrosti

Testovani algoritmu pro zjisténi natoceni, probihalo tak, Ze po nalezeni idedlni stopy pre-
deslym algoritmem jsem zacal pomoci posuvu stopu vychylovat. Pro tento test byl zvolen
krok 0,003 cm a pocet kroktt 10. Po zméfeni téchto 11 poloh, jsem se vratil na pocatecni
polohu a méreni provedl jesté dvakrat. Vysledky téchto tfech méfeni jsou vynesené do grafu
viz obrazek 6.2 Z grafu lze vidét, ze méreni neméli aplné stejné vysledky, ale na druhou
stranu se rozliSnost zvétsuje az s mirou odchyleni od referen¢ni stopy. Pro nas to nejdiile-
Zitéjsi je, ze referenc¢ni stopa byla pfi vSech méreni vyhodnocena stejné. Navic rozladovani
mikroskopu neni rychly jev a diky tomu je moznost thel vyhodnotit nékolikrat a pracovat
s prumérem, coz by mélo vést k, zlepseni presnosti.
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Obrazek 6.1: Nalezené stopa.

Zavislost natoceni na posunu

100 200 300 4
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Obrazek 6.2: Graf zavislosti natoceni na posunu.
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Zaver

Nejdriive jsem zautomatizoval kolimator. Toho jsem dosahl pomoci femenového mechanismu
pohanéného servo motorem. Pro tento mechanismus jsem napsal algoritmus, ktery vyhodno-
cenim snimkt nejde idedlni pocatecni nastaveni kolimatoru a kamefe nastavi délku expozice
pro dané nastaveni mikroskopu.

Dile jsem napsal algoritmus ktery vyhodnocuje tihel nato¢eni vzniklé stopy. Uhel uréi
pomoci tézist vzniklych obrazct, které jsou vypocteny pomoci obrazového momentu. Zjis-
téni thlu natoc¢eni bude pouzito pro zjisténi natoceni referenéni pozice a nasledné udrzovani
naladéni mikroskopu pomoci porovnavani aktualniho natoceni s natocenim referenc¢nim.

Pro autofokusa¢ni jednotku jsem vytvoril jednoduché grafické rozhrani, které muze
spoustét vyse zminéné algoritmy, vypisuje vysledky algoritmu pro uréeni polohy a infor-
muje o statusu kamery a motoru. Toto rozhrani bude integrované do softwarovym resenim
CCHM.

Oba algoritmy jsem experimentalné ovéril pomoci laboratorni sestavy. Algoritmus pro
nalezeni idedlni polohy a expozice dokazal najit polohu, kterou bych vybral i j& a expozici
kterd vedla k vyraznym rozdilim mezi dulezitou informaci a Sumem, coz bylo cilem. Do
budoucna by mohl byt algoritmus spustén ve vice iteracich, kde se pri dalsich iteracich snizi
rozmezi testovanych poloh a expozic na zakladé vysledki predeslé iterace. Tim by mohlo
byt dosazeno nalezeni optimalnich vysledki. Algoritmus pro urceni polohy byl testovan v
okoli idealni polohy. Lze vidét, ze pti oddalovani od ideadlni polohy se algoritmus pro rtzné
meérenti lisil, a to az v rozmezi 1,5°. To mohlo byt zptisobeno statistickou chybou pfi ovladani
manualniho posuvu, kdy mohlo byt natoc¢eni vyhodnocovano pro mirné rozlisné posuny.
Pro funkcénost jednotky je dostacujici, aby algoritmus poznal presné referencéni polohu a pri
rozladéni uréil na jakou stranu se stopa odchyluje, a to algoritmus spliuje.
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