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Abstrakt

Tato bakalarska prace se v ivodu vénuje stru¢nému prehledu zakladnich zobrazovacich
metod pouzivanych v klasické a kvantitativni fazové mikroskopii. Hlavnim cilem préce je
navrhnout, zkonstruovat a odzkouset tomograficky osvétlova¢ kompatibilni s laboratorni
verzi mikroskopu Q-PHASE. Konstrukéni feseni je rozlozeno do nékolika ¢asti, kdy v prv-
nim kroku jsou stanoveny optické pozadavky soustavy pomoci zdkontu geometrické optiky.
Nasledné jsou vybrany vhodné optické komponenty a v softwaru Zemax provedeny simu-
lace k ovéfeni, ze jsou vSechny stanovené pozadavky splnény. Pri konstrukci je dbano na
kompaktnost a kompatibilitu sestavy. Proto je k osvétleni amplitudového modulatoru svétla
pouzit hranol s totdlnim vnitinim odrazem. Déle jsou navrhnuta konstrukéni feseni ulozeni
zdroje svétla, hranolu a amplitudového moduldtoru svétla. Vypracovand vykresova doku-
mentace je prilohou této prace. Celd sestava je slozena, sefizena a pomoci 16 testovacich
tomografickych projekci ovérena jeji spravna funkce.

Abstract

This bachelor thesis starts with a brief overview of the basic imaging methods used in clas-
sical and quantitative phase microscopy. The main aim of the thesis is to design, construct
and test a tomographic illuminator compatible with the laboratory version of the Q-PHASE
microscope. The design is decomposed into several parts, where in the first step the optical
requirements of the system are determined using the laws of geometrical optics. Suitable
optical components are then selected and simulations are performed in the Zemax software
to verify that all specified requirements are met. The compactness and compatibility of the
assembly is taken into account in the design. Therefore, a prism with total internal reflection
is used to illuminate the amplitude light modulator. Furthermore, the design solutions for
mounting the light source, the prism and the amplitude modulator are proposed. The de-
veloped drawings are attached to this thesis. The whole assembly is assembled, adjusted
and its correct function is verified by means of 16 test tomographic projections.
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Uvod

Biologicky vyzkum mutaci bunék pro odhaleni pribéhu nadorovych onemocnéni a hle-
dani postupu pro jejich 1é¢eni vyzaduje pozorovani zivotniho cyklu bunék v redlném case.
S touto aplikaci se nesou mnohé pozadavky na zobrazovaci soustavu mikroskopu.

Burika je membranami ohranic¢eny vodni roztok, v némz jsou rozpustény proteiny, cukry
a neovlivnénim amplitudy prochazejiciho svétla. Z téchto divodu fadime bunky do fazo-
vych objektl, ¢ili predméty ovliviiujici zejména fazi prochazejictho nebo odrazeného svétla
s minimélnim projevem na jeho amplitudu [1]. Pro vyzkum zivych bunék je vyvinuto mnoho
pozorovacich metod, z nichz kazd4 ma své vyhody a nevyhody.

Mikroskopie svétlého pole

Nejstarsi metodou v mikroskopii je pozorovani ve svétlém poli [2]. Tato metoda je zalo-
zena na takzvaném diaskopickém osvétleni, kdy pozorovany objekt se nachézi mezi zdrojem
osvétleni a objektivem. Zdrojem svétla je nejcastéji LED dioda, ktera vyzaiuje polychroma-
tické zareni. Svétlo je nasledné pomoci osvétlovaci soustavy fokusovano na vzorek, kde se
Cast jeho intenzity absorbuje v zdvislosti na optické hustoté pozorovaného predmétu a tim se
amplitudové moduluje. Z tohoto divodu musi byt pozorované vzorky prusvitné. Vysledny
obraz pak v okuldru pozorujeme jako kontrastni objekt na svétlém pozadi, z ¢ehoz vyplyva
nazev této metody [3].

Nevyhodou této metody je nizky kontrast, protoze mnoho biologickych vzorku dosta-
teCné neabsorbuje svétlo. Z tohoto duvodu se ¢asto vzorky obarvuji. Vyhodou vsak je jeji
jednoduchost, proto se Casto vyuziva. Mezi nejcastéji pozorované objekty timto zptisobem
se Fadi barvené tkdné z histologickych vzorku. [4].

Mikroskopie temného pole

Na rozdil od svétlého pole se v tmavém poli [2] pozorované predméty zobrazuji svétle na
tmavém pozadi. To je zapfi¢inéno tim, ze svétlo prochézejici rovinou vzorku nedopada
primo do objektivu.

Princip osvétleni je podobny jako u svétlého pole s rozdilem, Ze se zde navic nachazi
pred kondenzorem clona, kterd odstini centralni ¢ast svételného kuzele a ponecha jen vnéjsi
prstenec paprsku. Tyto paprsky nasledné dopadaji na vzorek, pricemz se mensi ¢dst z nich
rozptyli a poté vstoupi do pupily objektivu, kde tvori obraz. Vétsina paprsku vsak vzorkem
pouze projde bez rozptylu, a proto se na vysledném obrazu nepodili. Z téchto duvodu jsou
mozné vzorky limitované tim, ze musi byt schopny rozptylovat svétlo [5].

Nevyhoda této techniky je, Ze jen mald ¢ast svétla se vyuziva pro vytvoreni obrazu,
tudiz musi byt pouzito vysoce vykonného zdroje svétla. Vyhodou se vSak stava ziskany
vyssi kontrast nez u svétlého pole. Mezi nejc¢astéji pozorované objekty timto zpusobem se
fadi rozsivky, zivé organizmy ve vodé a jiné dobfte rozptylujici vzorky [4].



Zernikeho fazovy kontrast

Frits Zernike obdrzel za objev principu fazového kontrastu v roce 1953 Nobelovu cenu za
fyziku. Zernikeho fazovy kontrast [6, 7] zviditelnuje zivé, neobarvené mikroskopické struk-
tury. Za normélnich okolnosti se indexy lomu mezi pozorovanou strukturou a okolim ptilis
nelisi, proto struktura ldme jen velmi malo svétla a jevi se jako amplitudové nekonstantni.
Metoda je zalozena na interferenci svétla rozptyleného vzorkem a svétla proslého vzorkem
bez rozptylu avsak umeéle fizové posunutého. Do predni ohniskové roviny kondenzoru, jenz
osvétluje vzorek, je vlozeno propustné mezikruzi jakozto clona. Pokud vzorek nerozptyluje
prochézejici svétlo, tak je jeho faze posunuta o 7/2 nebo —7/2 na zadni ohniskové roviné
objektivu, kde je umisténa fazova desticka ve formé mezikruzi. Svétlo rozptylené vzorkem
nedopada na toto mezikruzi a tudiz neni fazové posunuto. Interferenci obou slozek svételné
vlny je navozen kontrast fazovych objektli, ktery vsak neumoznuje kvantitativné urcit fa-
zové posuvy svétla ve vzorku. Podle znaménka zmény faze se jedna o pozitivni ¢i negativni
fazovy kontrast [8].

Fazovy kontrast je uzitecny pro vzorky, jejichz index lomu se piilis nelisi od okolniho
prostredi. Nejcastéji jsou touto metodou pozorovany kromé bunécnych a organovych kul-
tur také bakterie, vodni bezobratli a krvinky. Nevyhodou této metody je, ze fazovy obraz
je zatizen chybou ve formé halo-efektu na mistech velkych fazovych skokt, tedy na okraji
bunky, coz znemoznuje presné urceni hranice. Nespornou vyhodou vsak je moznost pozoro-
vani objektl s podobnym indexem lomu jako okoli, které jsou v mikroskopii svétlého nebo
tmavého pole nepozorovatelné [4].

Diferencialni interfernc¢ni kontrast

Diferencidlni interferenéni kontrast (DIC) [9] je jako u Zernikeho fdzového kontrastu metoda,
kterd slouzi ke zvyseni kontrastu pii pozorovani prithlednych fazovych objektt. Zakladni
princip této metody spociva v tom, ze svétlo vyzarené zdrojem je rozdéleno do dvou kohe-
rentnich pri¢né posunutych svazki, které se po prichodu optickym systémem opét spoji.
Projdou-li paprsky preparatem vznikne mezi obéma svazky rozdil fize zpiusobeny struktu-
rou fazového objektu. Nasledkem toho nastane ve spojeném svazku interference svételnych
vin, kterd zplisobi zmény v amplitudé vinéni. Tak vzniknou kontrasty optické hustoty, coz
se projevi zviditelnénim fazového objektu.

Nevyhodou metody DIC je, Ze obraz vypada jako Sikmo osviceny z ¢ehoz vyplyva horsi
ur¢ovani hranic bunék u softwarové analyzy. Spole¢nym hendikepem DIC a Zernikeho fa-
zového kontrastu je nekvantitativni obraz pozorovaného vzorku. Nespornou vyhodou obou
z nich vsak je jednoduchost technického provedeni a podani vyborného prehledu o aktual-
nim stavu zkoumanych bunék.



1 Kvantitativni fazova mikroskopie

U interferen¢ni mikroskopie [10] je svétlo vychézejici ze zdroje rozdéleno na dva svazky
paprsku, z nichz jeden nasvétluje vzorek a je oznacovan jako objektovy a druhy jako refe-
renc¢ni. Tyto dva svazky néasledné interferuji. Pokud k tomu dochézi pod stejnym thlem,
mluvime o in-line interferenénim mikroskopu. Je mozno zde pouzit nekoherentniho osvét-
leni (zérovka, LED - dioda). Pouzitim téchto zdroju odstranime koherenéni Sum a docilime
tak vyssiho rozliseni obrazu. Mezi prvni vyrabéné mikroskopy tohoto typu patii univerzalni
interferenéni mikroskop navrzeny Krugem a Lauem [11], jenz dokdZze ménit zpusoby zobra-
zeni. Dalsim tipem interferen¢niho mikroskopu je Horntiv mikroskop. Ten se sklada ze dvou
totoznych mikroskopt umisténych vedle sebe, tedy se zcela oddélenymi vétvemi. Pokud
svazky interferuji pod nenulovym thlem tak mluvime o off-axis holografickém mikroskopu.

1.1 Holograficka mikroskopie

Holografie byla objevena v roce 1948 madarskym fyzikem Dennisem Gaborem, ktery se
snazil vylepsit zvétseni elektronového mikroskopu [12]. Za tento objev ziskal v roce 1971
Nobelovu cenu za fyziku. V roce 1960 byl americkym fyzikem Theodorem Haroldem Mai-
manem vytvoren prvni laser, ktery vyzaroval dostatecné bodové a koherentni svétlo pro
zdznam a rekonstrukci hologramu. Od této doby se holografie zacala rozvijet jako opticka
metoda. Prvni trojrozmérny hologram byl vytvoren roku 1963 védci z michiganské univer-
zity (Emmet Leith a Juris Upatniek) [13]. Na konci 60. let 20. stoleti vynalezl digitalni
holografii J. W. Goodman, ktery navrhl pouziti elektronického zdznamu hologramt s na-
slednym numerickym zpracovinim pomoci Furierovy transformace k digitdlni rekonstrukei
objektu.

Holografie je obrazné fe¢eno metoda celostniho zaznamu a zobrazeni pozorovaného pied-
métu (z Fectiny: holos = uplny, grafo = zdznam) [14]. Princip tohoto zobrazovani je, Ze
zaznamenavame jak amplitudovy (stejné jako u svételné mikroskopie), tak i fadzovy obraz
pozorovaného objektu. Z téchto informaci jsme nésledné schopni ziskat trojrozmeérny ob-
raz predmétu. Zachovava se tak perspektiva a hloubka predmétu. Vyhodou této metody
je, ze ziskany obraz je nelokalizovany. Coz znamend, ze informace o bodu je rozprostiena
do celého hologramu. Pokud se tedy v zdznamu objevi chyba, mize byt poskozené misto
rekonstruovano ze zbylé ¢asti hologramu.

Pro ziskani trojrozmérného obrazu pozorovaného predmétu pomoci hologramu je zapo-
tTebi provést zaznam a rekonstrukci hologramu. Se zpusoby provedeni téchto dvou kroku lze
metody rozdélit do dvou zdkladnich skupin a to na optickou holografii a digitalni holografii.

Zéaznam a rekonstrukee hologramu pii optické holografii [15] je vyobrazen na obrazku 1.1.
P1i zdznamu koherentni zdroj vyzatuje zareni, které se rozdéli na polopropustném zrcatku
do dvou vétvi. Osvétlovaci svazek dopadd na objekt, kde zméni svou amplitudu a fazi.
Nasledné interferuje s referenénim svazkem na fotografické desce, kde vytvaii hologram. Pti
rekonstrukei je potreba fotografickou desku s hologramem vyvolat. Poté desku nasvétlime
rekonstrukéni vlnou, ktera je stejna jako referen¢ni vina pti porizovani zdznamu. Tato vina
poté vytvari trojrozmérny obraz zaznamenaného predmétu.
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Obrézek 1.1: Zaznam a rekonstrukce hologramu prevzato z [16].

Pokrokem vuéi optické holografii je digitdlni holografie [14], jenz umozinuje vynechdni
rekonstrukce obrazu klasickym zptsobem. Tento proces je nahrazen numerickym zpracova-
nim hologramu pomoci Furierovy transformace. Takto ziskdme spektrum prostorovych frek-
venci, s nimiz jsme schopni provést digitalni rekonstrukci pozorovaného predmeétu. Zaznam
hologramu se provadi stejnym zpusobem jako u optické holografie az na to, ze zdznamové
médium (fotografickd deska) je nahrazena CCD kamerou.

Tyto principy nasly vyuziti v mikroskopii. Zaznamendvani jak amplitudové tak fazové
informace o pozorovaném predmétu ¢ini digitalni holografickou mikroskopii (DHM) zvlast
vykonnou a vSestrannou, diky ¢emuz je vyvinuta fada technik pro mikroskopové zobrazo-
vani. Digitalni holografické mikroskopy (DHM) [17] vyuzivaji geometrii Mach-Zehnderova
interferometru. Svazky dopadajici na detektor interferuji pod nenulovym thlem (mimoo-
sovd, off-axis holografie), ¢imz vznikd hologram. Z tohoto jediného snimku (coz je vyhoda
oproti tomografii) jsme schopni vytvorit projekci pozorovaného predmétu do 2D. Digitalni
holograficka mikroskopie se ¢asto vyuziva pro pozorovani a vyzkum c¢asového vyvoje bunék
[18].

Mnohé konvenc¢né vyrabéné mikroskopy vyuzivaji k nenulovému thlu interference pouze
odklonu jedné vétve. Ty vSak nejsou achromatické, a tudiz musi k osvitu pozorovaného
vzorku pouzivat vysoce koherentni zdroj zafeni jako je laser. Pfi tomto druhu osvétleni
vSak vznikd koherenéni Sum, kterym je snizena kvalita vysledného obrazu [19].

Na Ustavu fyzikdlnfho inzenyrstvi FSI VUT v Brné se dlouhodobé vivojem (Hologra-
phic Incoherent Quantitative Phase Imaging) hiQPI zabyva skupina Prof. RNDr. Radima
Chmelika, Ph.D. Tato technika funguje na principu mimoosové DHM, umoznuje zobra-
zeni svétlem nizké casové a prostorové koherence s vyuzitim plosného, prostorové a c¢asove
nekoherentniho zdroje svétla naptiklad LED diodové pole.

Ma-li byt mikroskop achromaticky, musi byt docileno, aby svazky rtznych vinovych
délek A vytvarely interferenéni prouzky o jedné nosné frekvenci fop. To je zajisténo pomoci
difrakéni mfizky (DG), kterd je umisténa v referencéni vétvi mikroskopu viz. obrézek 1.2.
Prostorové frekvence fop hologramu ve vystupni roviné (OP) je stejnd vzhledem k frekvenci
vrypu fg difrakéni miizky (DG), protoze hologram vzniké interferenci prvniho a nultého
difrakéniho fadu miizky, jak je zndzornéno v rovnici:

sin
A
kde @ je thel, o ktery mfizka odkloni paprsek [20].

for =

= fa, (1.1)
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Obrézek 1.2: Schéma digitalniho holografického mikroskopu, prevzato a upraveno z [19].

7 ni tedy vyplyva, ze nosna frekvence fop hologramu je stejna pro vsechny vlnové délky
A a tim se stava mikroskop achromatickym [21].

Nevyhodou CCHM vsak je, ze obé optické vétve musi byt totozné, ¢imz vznikéd problém
s nutnosti velice presného nastaveni stejnych délek obou optickych vétvi [22].

V ramci vyvoje 3D zobrazeni bylo cilem vytvorit navrh osvétlovaciho modulu pro tento
mikroskop se zakomponovanim optického mikroelektricko-mechanického systému, pro moz-
nost pozorovani bunék pomoci holografické tomografie. Tato inovace by méla védcim zpro-
stredkovat novy pohled na zivotni cyklus bunky a tim prispét k rozklicovani pribéhu jeji
mutace, coz by mélo pomoci k hleddni léku na rakovinu.

1.2 Holograficka tomografie

Tomografie je nedestruktivni zobrazovaci metoda, ktera vytvaii digitalni objemovy obraz
zkoumaného objektu. Metoda je zalozena na prosvécovani vzorku a ziskani sekvenci fezu.
Ty jsou nasledné pocitacové zpracovany a slozeny do 3D vizualizace zkoumaného objektu.

Zobrazovani je provadéno na nehybném vzorku ulozeném na podlozce, nad kterym se
nachézi zdroj zafeni, jehoz druh je zavisly na pouzité tomografické metodé. Pod vzorkem se
nachazi detektor, ktery zaznamenava zareni proslé vzorkem. V pribéhu méreni se zdroj i de-
tekéni systém pohybuji po Sroubovici okolo osy vzorku. Ten je ozarovan postupné z ruznych
sméru po celém obvodu, pficemz detekcni systém zachytava proslé zareni, jak je vyobra-
zeno na obrazku 1.3. Ze snimkt zaznamenanych na detektoru jsou poté urceny absorpcni
koeficienty z jednotlivych mist. Tyto hodnoty jsou nasledné zrekonstruovany v digitalni 3D
obraz vzorku takzvany tomogram. V zavislosti na typu emitovaného zafeni ze zdroje se
tomografie déli do mnoha skupin [23, 24].

Nejznaméjsim typem je vypocetni tomografie (compoter tomography, CT), kterd pou-
7iva rentgenové zareni vyzarované rentgenkou v kuzelovém paprsku. VIinova délka tohoto
vysoce energetického zareni se typicky pohybuje v intervalu 1 nm — 10 pm a je emito-
vano v pulzech o délce 1 - 4 ms. Pii prosvécovani pomoci rentgenového zaieni dochazi
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Obrazek 1.3: Prubéh méfeni tomografie prevzato a upraveno z [24].

ve vzorku ke Comtonové rozptylu a fotoelektrické emisi. Témito procesy pozménéné nebo
pohlcené fotony jsou poté zachyceny na detektoru. Vypocetni tomografie se casto vyuziva
v medicinské aplikaci pro zobrazovani mékkych tkani (svaly, mozek, slezina,. .. ) a zjistovani
patologickych procesu v téle, které se lisi svoji hustotou.

Tento velmi znamy princip je prevzat do optické tomografie, kterd vyuziva k osvétleni
vzorku rovinnou vinu o vinové délce typicky 390 nm - 760 nm vyzarované LED diodou.
Jak svétlo prochazi vzorkem, je rozptylovano riznymi sméry zavislymi na indexu lomu da-
ného materidlu. Takto ziskané informace jsou zaznamenavané na CCD kamere a nasledné
rekonstruovany v digitalni 3D obraz. Opticka tomografie se ¢asto vyuziva k mapovani te-
pelnych poli a k analyze prihlednych objektt. Z divodu pouziti viditelného svétla, které
mé nizsi energii nez rentgenové zareni, ale nejsme schopni zkoumat neprihledné predméty.
Nevyhodou také je nizsi rozlisSovaci schopnost této metody.

Holografickd tomografie [25] spojuje dvé moderni technologie a to holografii a optickou
tomografii, které umoznuji nedestruktivnim zptsobem vytvorit objemovy obraz zkouma-
ného objektu, v jednu nadéjnou metodu, jenz odstranuje jejich nedostatky. Princip metody
spoc¢iva v zaznamenani vicero hologramt a to kazdy pod jinym thlem nasviceni vzorku.
Nasledné jsou hologramy softwarové slozeny, stejnym zpusobem jako u tomografie, a vy-
generovan trojrozmérny fazovy obraz zkoumaného vzorku. Tento zpisob je slibny v tom,
ze v digitdlnim obraze budeme moci lépe pozorovat detaily pro kvalitnéjsi analyzu vyvoje
bunék [24, 26].

Pro ziskavani vicero hologramu pod ruznymi thly nasvétleni, je zapotiebi do optické
sestavy holografické tomografie zakomponovat vhodnou skenovaci soustavu. Napriklad se
jedné o systémy DMD ¢ipt, SLM a Galvo systém. Nejvice se pouzivdi DMD-¢ip z divodu
jeho vysoké skenovaci rychlosti a relativné nizké cené [25].

Digitalni mikrozrcadlové zarizeni

DMD (digital micromirror device) je opticky mikroelektricko-mechanicky systém (MEMS),
ktery obsahuje miliony vysoce reflexnich hlinikovych zrcatek, poskladanych do obdélniko-



Obrézek 1.4: Schéma DMD-¢ipu, prevzato a upraveno z [27].

vého pole. Technologii DMD objevili Larry Hornbeck a William Nelson v roce 1987 ve
spole¢nosti Texas Instruments Inc. [27].

Jedno DMD zrcéatko (DMD pixel) je elektromechanicky prvek, ktery se muze nachazet
pouze ve dvou stabilnich polohach -12° a +12° podél osy, ktera je urcena uhloptickou
zrcatka. Podle konvence je kladny (+) stav naklonén smérem k osvétleni a oznacuje se jako
stav ,,zapnuto“. Podobné je zédporny (—) stav odklonén od osvétleni a oznacuje se jako stav
L2wypnuto®. Smér naklonu kazdého zrcatka zvlast je ovladan elektrickymi impulzy, které si
miize uzivatel libovolné definovat.

Mechanismus pixelu se sklada z hlinikového mikrozrcatka o velikosti piiblizné 16 pm,
pripojeného pomoci via k torznimu zavésu. Spodni strana mikrozrcatka se dotyka hroti
pruzin znazornénych na obrazku 1.4, ktery ukazuje mikrozrcatko v nenapajeném stavu.
Dvé zobrazené elektrody se pouzivaji k drzeni mikrozrcatka ve dvou pracovnich polohéach
(+12° a —12°).

DMD ¢ip tvori miliony takovych to zrcatek, jenz jsou umisténa v tésné blizkosti a tim
vytvari obdélnikové pole. DMD ¢ip je zejména moduldtor prostorového svétla, nebot jsme
schopni efektivné ménit parametry odrazu [27].

Hranol s tplnym vnitfnim odrazem

TIR (total internal reflection) hranol se sklddd ze dvou na sobé netmelenych optickych
hranold se vzduchovou mezerou. Slouzi k zalamovani a odrazeni sméru chodu svételnych
paprsku pro nasvétlovani DMD-¢ipu pripadné jinych modulatora svételnych paprski.

Na obréazku 1.5 vidime princip osvitu pomoci TIR-hranolu. Dopadajici paprsky ze vzdu-
chu, které se ldmou na prvni ldmavé plose (1L), nasledné dopadaji na druhou lamavou
plochu (2L). Zde dochézi k tplnému odrazu, nebot hranoly 1 a 2 jsou na sobé separovany
s nepatrnou vzduchovou mezerou, ktera zajisti, ze se paprsky na plose 2L nezalomi, ale
odrazi. Paprsky poté pokracuji k lamavé plose 3L a nasviti vlastni DMD-¢ip. Odrazené
paprsky DMD-¢ipem poté putuji pres plochu 3L, hranol 1, 2 a plochu 4L. Takto proslé
paprsky pak centricky vuci optické ose mohou prochazet dalsimi optickymi prvky.

Optické usporadani u holografické tomografie

Optické usporadani u holografické tomografie [25] je stejné jako u digitdlniho holografického
mikroskopu s vyjimkou, Ze se zde navic nachézi prostorovy modulator svétla naptiklad
DMD-¢ip. Na obrazku 1.6 je znazornéno zjednodusené schéma skladajici se z jedné optické
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Obrazek 1.6: Princip holografické tomografie s DMD, pfevzato a upraveno z [24].

vétve osvétlovani vzorku pri holografické tomografii. Objektové paprsky nasvécuji vzorek
pod thlem dopadu typicky okolo 65°. Paprsek se nasledné pomoci DMD-¢ipu otaci o 360°
vzhledem k optické ose. Je zachyceno okolo 50 prekryvajicich se hologramt, které jsou
nésledné rekonstruovany [26].

Na principu holografické tomografie je vyvinut konven¢éné dostupny mikroskop, ktery
uvedla na trh jihokorejska firma Tomocube pod nazvem HT-1H. Tento model se dockal
nasledného vylepseni v podobé kombinace holotomografie a 3D fluorescen¢niho zobrazovani
v jedné kompaktni jednotce vedené pod ndzvem HT-2H [24]. Nevyhodou téchto modelu je
fakt, ze k osvitu vzorka pouzivaji vysoce koherentni zdroj svétla (laser), ktery zpusobuje
ve vysledném 3D obraze koheren¢ni Sum.

Jsou zkonstruovany i dalsi mikroskopy vyuzivajici této metody, které jsou spise v expe-
rimentélni fazi vyvoje. Ty se déli do mnoha kategorii [25]. Zakladnim je postup vyuzivajici
otaceni vzorku, kde je klicové jaky typ FeSeni se vyuzije k manipulaci s biologickym vzorkem
za Ucelem rotace. Obecné se vzorek vklada do mikropipety nebo kyvety s motorizovanym
rota¢nim stolkem. Princip uzivajici otdceni paprsku ma hlavni vyhodu, Ze je zde absence
primé interakce se vzorkem. Ten je jednoduse osvétlovan sadou rovinnych vin dopadajicich
pod riznymi dhly. Do této skupiny fadime metody s mechanickymi rotacemi paprsku, kde
se vyuzivaji galvanometricka zrcadla. Z divodu pomalé skenovaci rychlosti se mechanic-
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kych soucastek, se k rotaci paprsku ¢im dal castéji vyuzivaji optické komponenty jakoz je
SLM nebo DMD-¢ip. Znac¢nou nevyhodou vyuziti SLM oproti DMD-¢ipu je jeho omezena
snimkova rychlost na 30 Hz. Déle se vyuziva spole¢né rotace jak vzorku tak i paprsku. Pro
lepsi frekvencéni pokryti se vySe zminéné metody mohou kombinovat se zménami vinovych
délek paprsku. Pro zkraceni doby sbéru dat a soucasné zajisténi nakladové efektivniho za-
tizeni byla rozvinuta myslenka na ziskani vicero hologrami z jednoho snimku v multiplexni
tomografii. To by bylo mozné docilit nahrazenim skenovaci komponenty soustavou mikroco-
cek, a tim ziskat az Sest projekci v jednom snimku. Tato metoda snizuje ¢as pii méreni 9 az
25 krat v zavislosti na poctu projekci pouzitych pii rekonstrukei [28], coz je velice uziteéné
v pripadé dynamicky se pohybujicich nebo ménicich se vzorka jako jsou tekouci bunky.
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2 Motivace a cile prace

Pro pozorovani struktur, které jsou pouhym okem nerozeznatelné, je vyvinuto mnoho
uzite¢nych metod, jenz maji své vyhody i tskali. Mezi nejzakladnéjsi se fadi mikroskopie
ve svétlém poli. Ta vynikd svoji jednoduchosti, avSak na tkor toho se nam nedostava do-
statetného kontrastu pozorovaného vzorku. Tuto nevyhodu dokaze odstranit mikroskopie
konstrukce. Pro vzorky s indexem lomu podobnym jako okoli je vhodné pouzit Zernikeho
fazovy kontrast nebo metodu DIC. Tyto metody pracuji na principu zmény faze viny proslé
vzorkem a nasledné interference na detektoru. Tomografie a holografie se nejhojnéji pouziva
pro pozorovani ¢asového vyvoje bunék. U holografie ziskdavame primét zkoumaného objektu
do 2D, ¢imz vSak nejsme schopni presné identifikovat jeho rozlozeni. PTi spojeni obou me-
tod v jednu, dostavame holografickou tomografii, kterd dokéaze vyse zminéné nedostatky
eliminovat a tim ziskame kvalitnéjsi 3D obraz pro lepsi analyzu vyvoje bunék.

Konvenéné dostupné koherenci fizené mikroskopy nevyuzivaji digitalnich optickych prvki
jako je DMD-¢ip popsany v sekci 1.2. U soucasnych holograficko-tomografickych mikroskopt
se tato komponenta vyskytuje, ale je v nich vyuzito laseru jakozto zdroj svétla. Toto uspo-
radani vSak prinasi do vysledného obrazu kohernéni Sum a tim snizuje jeho kvalitu. Z téchto
davodu je zapotfebi vytvorit navrh homogenniho osvétlovace kompatibilniho se systémem
laboratorni verze mikroskopu Q-PHASE. Na tomto projektu spolupracuji s Vladislavem
Dvordkem, jenz konstruuje zobrazovaci ¢ast tohoto mikroskopu, ktery bude néasledné spo-
leéné slozen a odzkousSen.

Osvétlovaci ¢ast vychazi ze ¢tvrtého navrhu uvedeného v diplomové praci od Jany Va-
viinové [29]. Zde je navrzeno umistit DMD-¢ip pred déli¢ svazku za pomoci zrcatek. V mém
navrhu vsak modulator svétla bude nasvétlen pomoci TIR-hranolu. K navrzeni této sestavy
bude zapotiebi:

e Stanovit optické pozadavky.

— Vytvorit teoretické schéma optické sestavy.

— Stanovit ohniskové vzdalenosti ¢ocek.

Vybrat vhodné optické komponenty.

— Komponenty protrasovat v softwaru Zemax.
— Komponenty nakoupit.

e Navrhnou a zkonstruovat ulozeni pro TIR, DMD a zdroj.

— Zhotovit vykresy pro ulozeni a zadat je vyrobit.

o Zkompletovat sestavu.

— Vybrat vhodné dily pro optickou sestavu a nakoupit je.
— Vytvorit vykres sestavy.
— Smontovat a sefidit sestavu.

o Odzkouset osvétlovac.
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3 Opticky navrh

3.1 Teoretické schéma optické sestavy

Jako prvni krok je zapotfebi urc¢it typ optickych komponent, které se v navrhu vyuziji a jaké
bude jejich usporadani. K tomu jsem vyuzil ¢tvrty navrh osvétlovaci ¢asti CCHM uvedeny
v diplomové praci Jany Vaviinové [29], ktery je ukdzan na obrézku 3.1. V tomto modelu
paprsky pomoci kritického osvétleni dopadaji na DMD-Cip, ktery je umistén pred délicem
svazku, ¢imz je stejny pro obé vétve CCHM. DMD ¢ip je zde vlozen do optické sestavy za
pomoci zrcatek, které paprsky zalamuji a nasvétluji tak ¢ip. Vyhodou tohoto usporadani
je, ze rozdil délek objektové a referencni vétve je minimalni.

Nové optické usporaddni osvétlovace uziva Kohlerovo osvétleni [30] zobrazeného na ob-
rézku 3.2. Zdroj (Zd) nasvétluje kolektor, ktery se sklada ze dvou cocéek (C1, C2). Cocka C1
je umisténa ve své ohniskové vzdélenosti za zdrojem (Zd) a vytvari rovnobézné svazky, jenz
dopadaji na ¢oc¢ku C2. Ta poté svazky fokusuje do svého ohniska, kde vzniké obraz zdroje.
Do tohoto mista vlozime polni ¢ocku PC1, slouzici k zalomeni kuzele paprski blize k ose
beze zmény zvétSeni obrazu. Tim docilime zmenseni odclonéni (vinétaci) paprsku. Déle do
sestavy vlozime ¢ocku (C3) tak, Ze v jeji zadni ohniskové roviné se nachézi obraz zdroje
(shodné s PC1). Cocka (C3) ndm poté preméni obraz zdroje na rovnomérné osvétleni. Za
C3 umistim TIR-hranol (TIR), ¢m# docilim nasvétleni DMD-&pu (DMD). Modulované
svétlo DMD-¢ipem, poté znova prochézi TIR-hranolem (TIR) a dopadd na déli¢ svazku
(DS), kde se svétlo rozdéli do objektové (V) a referenéni (R) vétve. Nasledné se svétlo
odrazi na systému zrcatek (Z1 nebo Z2, Z3) a prochézi do dvojice cocek (C4, C5 nebo
C6, C7), které nasvétluji mikroskopové objektivy (Obl nebo Ob2) slouzici jako kondenzory
k rovnomérnému nasvétleni vzorku.

3.2 Stanoveni optickych pozadavki

Jako modulator svétla jsem vyuzil DMD-¢ip od firmy Texas Instruments Inc. vedeny pod
oznac¢enim DLP9000, jehoz podrobné informace jsou uvedeny v [31]. K vybéru tohoto typu
mé vedlo jeho vysoké rozliseni pixelt 2560 x 1600, coz odpovida aktivni plose o velikosti
19 x 12,16 mm, z ¢ehoz vyplyva opticky primér dpyp = 12,16 mm. Velikost pixelu je
dana rozmérem zrcatka coz ¢ini 7,6 pm. Frekvence prekreslovani obrazu je 9500 Hz a je
optimalizovana na vinovou délku svétla 400-700 nm.

V mém névrhu nevyuziji k nasviceni optického modulatoru svétla zrcatka viz. [29], ale
vyuziji TIR-hranol. Vyhodu tak bude kompaktnéjsi sestava, jenz se bude snadnéji nastavo-
vat.

Pouzity TIR-hranol se skldada ze dvou na sobé netmelenych optickych hranolt z koru-
nového skla typu H-K9L s indexem lomu n = 1.5168. Vizualizace TIR-hranolu s rozméry
je uvedena na obrazku 3.3.

Daéle bylo zapotfebi vybrat zdroj bilého svétla. Hlavnimi pozadavky na néj byl maly
vyzarovaci tihel a vysoky vykon. Z téchto divodi jsem vybral LED diodu od firmy Cree LED
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Obrazek 3.1: Schéma ¢tvrtého navrhu od Jany Vaviinové osvétlovaci soustavy, prevzato
a upraveno z [29].

vedenou pod oznacenim CHAO0825, jejiz podrobna data jsou uvedena v [32]. Jeji opticky
prumér je dzg = 8,5 mm, s vyzafovacim thlem 114° a vykonem 25 W.

Jako kondenzor k nasvétleni vzorku jsem vyuzil planarni mikroskopovy objektiv ko-
rigovany na nekonecnou vzdalenost, protoze mé vysSsi numerickou aperturu a vétsi thly
k osvitu nez klasické kondenzory. Pro spravnou funkci bylo zapotiebi vybrat objektiv s vy-
sokou numerickou aperturou a dlouhou pracovni vzdalenosti pro dostatek mista k vlozeni
vzorku. Tyto podminky spliiuje mikroskopovy objektiv od firmy Mitutoyo #56-982 [33]
s ohniskovou vzdalenosti fro, = 4 mm, numerickou aperturou NA = 0,65, zvétSenim 50x
a pracovni vzdalenosti wd = 10 mm. Z téchto hodnot jsem nésledné urcil primér aperturni
clony dgon, = 6,84 mm.

3.2.1 Stanoveni ohniskovych vzdalenosti ¢ocek

Pro uréeni ohniskovych vzdalenosti ¢ocek, které vyuzijeme v osvétlovaci, je nejprve zapo-
tTebi urcit teoretické zvétseni sestavy M. To je dano:

M = MM, (3.1)

kde M; je zvétSeni pfi zobrazeni roviny zdroje (Zd) na rovinu DMD-¢ipu (DMD) a Mo
je zvétSeni pri zobrazeni roviny DMD-¢ipu (DMD) do zadni ohniskové roviny kondenzoru
(Obl nebo Ob2).

Zvétseni My se odviji od optického priameéru zdroje dzg a DMD-¢ipu dpyp dle:

dpup  fe2
M, = _Je 3.2
! dzq fe (32)

14



73

« , C6 . , C4
< > (7 < » (5
-] ob2 .| obl

Obrazek 3.2: Teoretické optické schéma osvétlovaci ¢asti CCHM s modulatorem svétla.
Zdroj svétla Zd, ¢ocky C, polni ¢ocka PC1, DMD-¢ip DMD, TIR-hranol TIR, zrcadla Z,
kondenzory Ob, rovina vzorku V, referen¢ni rovina R.

Obrazek 3.3: Vizualizace TIR-hranolu s rozméry.
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kde f.1 a feo jsou ohniskové vzdalenosti prislusnych cocek. Z vyse uvedenych hodnot ziskame
My = 1,43. Stejnym pristupem urcime i zvétSeni My pro prislusnou dvojici ¢ocek dle:

Mo, — dkon _ f05,7
2 — — )
dpmp  feas

(3.3)

z ¢ehoz jsem ziskal Mo = 0,56.

3.3 Vybér vhodnych optickych komponent

7 vyse vypoctenych zvétseni M7 a M, urcéime poméry ohniskovych vzdalenosti danych
¢ocek dle rovnic 3.2 a 3.3. Z komercéné dostupnych komponent nejsme schopni slozit presné
stejné zvétseni jak bylo vypocitano, nebot na trhu neni tak jemné skalovani ohnisek ¢ocek.
7 tohoto duvodu se snazime zvolit komponenty tak, abychom se k teoretickym hodnotam
zvétseni priblizili co nejvice a zaroven bylo vyuzito celého optického pruméra DMD-cipu
(DMD) a kondenzoru (Obl, Ob2). Coz znamend, ze volime ¢ocky tak, aby jejich zvétSeni
bylo spise vétsi nez teoretické a komponenty byly tudiz presviceny.

Pro uréeni ohniskové vzdalenosti ¢ocky C3, jsem si v programu Solidworks vytvoiil
pomoci geometrické optiky schéma osvétlovace s prochazejicimi paprsky. Poté jsem zvolil
fes tak, aby byl DMD-¢ip (DMD) presvicen.

Vsechny ¢ocky jsou vybrany od firmy Edmund optics [33] a zapsany v tabulce 3.1. Kvuli
eliminaci barevné vady jsem vzdy volil achromatické dublety s povrchem potazenym vrstvou
MgF2 urcené pro vinové délky 400-700 nm.

Tabulka 3.1: Cocky vyuzité v optické sestave

Komponenta | Oznaceni Ohnisko | Opticky primér
(mm) (mm)
C1 32-724 60 25
C2 32-492 125 25
PC1 32-327 100 24
C3 45-179 200 49
C4,6 45-180 250 49
C5,7 32-886 150 49

ZvétSeni pii pouziti ¢ocek z tabulky 3.1 je My = 2,08 a My = 0,6. Coz odpovida poza-
davku na presvétleni DMD-¢ipu (DMD) a kondenzoru (Obl a Ob2).

3.3.1 Protrasovani komponent v softwaru Zemax

Navrh byl simulovan a analyzovan v systému Zemax. Pro zjednoduseni jsem zobrazil pouze
jednu vétev osvétlovace s tim, Ze jsme vypustil zalamovani optické osy na zrcatkach. Simu-
lace je zobrazena na obrazku 3.4. Z duvodu absence souboru, urcujiciho optické vlastnosti
kondenzoru (Obl) v softwaru Zemax od prodejce, je kondenzor v simulaci nahrazen para-
xialni ¢ockou s ohniskovou vzdalenosti kondenzoru (Obl).

P1i sestavovani bylo zapotiebi z davodu vysoké vinétace do systému vlozit, mezi ¢ocky
C2 a (3 do roviny obrazu zdroje, polni ¢ocku (PC1). Ta slouzi k zalomeni kuzele paprski
blize k ose beze zmény zvétseni. Diky tomu neni zapotfebi volit velké optické primeéry
cocek. Optické parametry osvétlovaci ¢asti jsou uvedeny v tabulce 3.2.
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Obrazek 3.4: Simulace optického schématu osvétlovaci ¢asti CCHM s modulatorem svétla
v softwaru Zemax. Zdroj svétla Zd, ¢ocky C, polni ¢ocka PC1, DMD-¢ip DMD, TIR-
hranol TIR, kondenzor Obl, rovina vzorku V.
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Diky trasovani jsem zjistil pfesné rozmisténi optickych komponent, ujistil jsem se, ze
DMD-¢ip bude presvicen a o spravnosti optického navrhu.

Tabulka 3.2: Optické parametry vybran

ych komponent. Hodnoty zaokrouhleny.

Povrch | Dil | Princip | Material Radius | Tloustka | Opticky pramér
(mm) | (mm) (mm)

1 Zd - - - 52,2 8,5
2 C1 lom N-SF10 1029,8 2,4 25
3 C1 lom N-SSK8 29,9 9,0 25
4 C1 lom - -31,9 10,0 25
5 C2 lom N-BK7 76,3 6,0 25
6 C2 lom N-SF5 -54,5 2.4 25
7 C2 lom - -162,4 120,9 25
8 PC1 lom N-SF5 129,9 2,5 24
9 PC1 lom N-BK7 44,6 6,0 24
10 PC1 lom - -61,5 194,2 24
11 C3 lom N-SF10 320,2 3,5 49
12 C3 lom N-BAK4 99,4 9,0 49
13 C3 lom - -130,5 20,0 49
14 TIR1 lom H-K9L - 27,6 -

15 TIR2 odraz H-K9L - 24,3 -

16 TIR3 lom - - 6,5 -

17 DMD odraz - - 6,9 12,1
18 TIR4 lom H-K9L - 31,0 -

19 TIR5 lom - - 206,5 -

20 C4 lom N-SF10 402,6 3,5 49
21 C4 lom N-BAK4 123.8 9,7 49
22 C4 lom - -162,6 10,0 49
23 C5 lom N-BAK4 96,8 9,5 49
24 C5 lom N-SF10 -73,7 4 49
25 C5 lom - -241,6 85 49
2% | KON | lom | Poraxidln . 4 28

¢ocka s fion
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4 Konstrukce

4.1 Vybrani vhodnych dilt pro optickou sestavu a jejich vlo-
zeni do modelu

Propojeni jednotlivych optickych dili, DMD-¢ipu, TIR-hranolu a zdroje bude zajisténo
klecovym systémem od firmy Thorlabs [34]. Vyhodou tohoto systému je, ze firma vyrdabi
nespocet moznych komponent, které lze libovolné sklddat za sebe a propojovat je pomoci
Ctverice ocelovych kulatin ¢6.

Sestava osvétlovace byla vytvorena pomoci softwaru Solidworks a je ukazana na ob-
razku 4.1, pricemz bylo dodrzeno rozlozeni optickych komponent dle navrhu ze Zemaxu.
V mém pripadé budu vyuzivat klecovy systém pro 1”7a 2” optiku, mezi nimiz se da ménit
pomoci prechodek.

Vsechny c¢ocky jsem umistil do translacnich tuchytek, které umoznuji presné vystredéni
¢ocek vici optické ose. K rozdéleni paprsku do dvou vétvi jsem vyuzil nepolarizacni délici
kostku, kde k rozdéleni dochéazi na preponé jednoho ze dvou hranoli, které ji tvori. Na
ném je nanesen dielektricky povlak pro déleni paprski a ke spojeni obou polovin hranolu
se pouzije tmel. Pro zalomeni paprsku jsem pouzil elipsoidni dialektrické zrcadla uloZena
v pravouhlych kinematickych tchytkach pro pripadné doladéni ihlu naklonu. Objektivy
slouzici jako kondenzory jsou umistény v transla¢nich ptichytkach slouzici k jemnému do-
ostrovani. Vyhodou tohoto typu ostieni je, Ze se objektiv neotaci kolem své osy. Tim jsou
eliminovany jeho vyrobni vady, nebot objektiv neni dokonale soumérny a jeho otacenim by
dochazelo k jejich nezddoucimu projevu.

Vétsina komponent sestavy je umisténa na polohovatelnych sloupcich prichycenych po-
moci vidlicek k podstavné desce. Jedinou tthlovou ustanovku jsem polozil na fixni sloupek,
od kterého se bude definovat vyska optické osy. Nebot DMD-¢ip je zapotiebi stocit pod
thlem 45° vuéi TIR-hranolu, podstava musi byt prichycena pomoci dvojice kloubovych
kulovych hlavic k polohovatelnym sloupktim.

Cela sestava je nasledné propojena konstrukénimi tycemi. Jejich délka se odviji od po-
zadovaného rozestupu komponent, které na nich mohou byt hrubé polohovany.

4.2 Navrh a konstrukce ulozeni pro TIR, DMD a zdroj

Dalsim krokem je navrhnout, pro nenormované soucasti osvétlovace, ichyty s moznosti
ostfeni. Zakladem je vytvorit thlovou ustanovku pro TIR-hranol. Tu je zapotiebi spojit
s DMD-¢ipem, se kterym budeme moci otdcet kolem své osy. Nésledné je také nutné vy-
myslet uchyceni na zdroj svétla. VSechny soucasti by navic méli byt kompatibilni s klecovym
systémem od firmy Thorlabs [34].

4.2.1 Navrh uchyceni zdroje

Pro vyse vybranou LED diodu, jakozto zdroj svétla viz. 3.2, je zapotiebi zkonstruovat drzak
s napojenim na klecovy systém. Vizualizace uchyceni zdroje je na obrazku 4.2. Z davodu
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--Spojeni uloZzeni pro DMD a TIR

Kohlerovo osvétleni

‘ ..

UloZeni zdroje

t-- Objektova a referencni vétev

Obrézek 4.1: Pohled na optickou sestavu osvétlovace a) seshora b) zleva.
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Obrazek 4.2: Pohled na uchyceni zdroje svétla. Chladi¢ 1, LED diod 2, podlozka 3, adaptéry
na klecovy systém 4.

vysokého vykonu, je nutné diodu (2) umistit na chladi¢ (1), ktery odvadi prebyteéné teplo.
Dioda (2) je uchycena na chladi¢ (1) pomoci dvojice Sroubu M3. Napojeni osvétleni na
klecovy systém je dosazeno pomoci Ctyf adaptéru (4), jenz jsou zasrouboviny v chladici
(1). Celek je poté umistén na podlozku (3) a zajiStén sroubem MA4.

4.2.2 NA&vrh ulozeni pro TIR

Pro perfektni nasvétleni DMD-¢ipu, je nutné mit moznost korigovat tthel nasvétleni TIR-
hranolu 3.2. Uhel néklonu by mél byt polohovatelny v rozmezi + 5° a celé uloZeni musi byt
kompatibilni s klecovym systémem. Kvili témto pozadavkim jsem pro TIR-hranol navrhl
uhlovou ustanovku zobrazenou na obrazku 4.3. TIR-hranol (8) je pevné uchycen pomoci
pritlaku (3) a dvou vymezovacu (6) k toéné (9) na niz je vyfrézovany skok pro umisténi
TIR-hranolu (8). To¢na (9) je ddle nasunuta na osu (11), se kterou je spojena pomoci
dvou C-prstencu (10) a zajisténa Srouby M4 proti vypadnuti pro ptipad, Ze by ustanovka
byla orientovana vzhiru nohama. Osa (11) je poté spojena s podlozkou (2) pomoci trojice
sroubt M4. Pro moznost tthlové justaze je do toény (9) vlozena a zajisténa pomoci koliku
paka (13). Pro korekei ihlu slouzi tlaény justdzni sroub (4), jenz je s pdakou (13) spojen
pomoci vlisované vlozky. Pri rotaci justazni sroub tla¢i do opérky (5), spojenou s podlozkou
(2) sroubem M3, a tim je to¢na (9) s TIR-hranolem (8) tihlové korigovana. Taznd pruzina
(14), jenz je spojena s pakou (13) a podlozkou (2) pomoci koliki, zajistuje pohyb opa¢nym
smérem. Pro spojeni s klecovym systémem je na podlozku (2) na jedné strané umisténa
prechodka (7) a na druhé tuchyt (1), ktery je mozno ihlové nastavovat pomoci sroubu (12).
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Obrazek 4.3: Pohled a) seshora a b) fez ulozenim pro TIR-hranol. Uchyt na klecovy systém
1, podlozka 2, pritlak na hranol 3, justazni Sroub 4, opérka pro justazni sroub 5, vymezovace
6, prechodka na klecovy systém 7, TIR-hranol 8, to¢na 9, C-prstenece 10, osa 11, Sroub 12,
paka 13, pruzina 14.
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4.2.3 NA&vrh ulozeni pro DMD

DMD-¢ip je zapottebi umistit pod thlem 45° z divodu umisténi mikrozrcatek na ¢ipu a je-
jich naklapéni. Aby mohl byt ¢ip umistén do spravné pozice, musi byt pro néj zkonstruovano
ulozeni zobrazeno na obrazku 4.4, které bude umoznovat otac¢eni ¢ipu kolem své osy. DMD-
¢ip je umistén na desce plosnych spoju (11). Ta je propojena vodi¢i s elektronikou v krytu
(1), jenz je pomoci L-profilu (3) spojen s podlozkou (2). DMD-¢ip je chrénén dolnim krytem
(10) a hornim krytem (4) diky némuz je sesroubovan s podlozkou (2). Z divodu vysokého
zahtivani DMD-¢ipu je zapotiebi jeho chlazeni. To je zajisténo skrz chladi¢ s vétrakem,
umisténym pies vymezovaci vliozku (13), pomoci uchyceni (5) na horni kryt (4). Otéceni
¢ipu kolem své osy zajistuji dvé soustfedné toény 9 a 6. Vnéjsi toéna (6) je pevné spojena
s hornim krytem (4) ptes trojici Sroubtt M4 a do ni je vsunuta vnitini toéna (9). Pro aretaci
toCen 9 a 6 vudi sobé slouzi dva Cervici.

4.2.4 Spojeni ulozeni TIR a DMD

Spojeni ulozeni TIR-hranolu z obrazku 4.3 a ulozeni DMD-¢ipu z obrazku 4.4 je vyobrazeno
na obrazku 4.5. Spojeni je provedeno pres dvojici spojek s tim, ze jsou zachovany moznosti
nataceni obou komponent.

4.2.5 Vytvoreni vykresti navrzenych komponent

Vétsina ¢asti vyrobnich dilt bude zhotovena z duralu EN AW 2007. Vyhodou materidlu
je jeho vysoké pevnost, korozivzdornost, nizka hmotnost a dobra obrobitelnost. Pro tyto
soucasti je zapotiebi vytvorit vyrobni dokumentaci (vykresy) a nésledné je predat do vyroby
ke zhotoveni. Vykresy jsou soucasti piilohy bakalarské prace.

T¥i dily z ulozeni DMD-¢ipu budou vytisknuty z plastu na 3D tiskdrné u nas na dstavu,
nebot v nich bude ulozena elektronika a musi tedy byt z nevodivého materidlu. Jedna se
o kryt na elektroniku (1), slozeny ze dvou ¢ésti, a dolni kryt DMD-¢ipu (10). Modely pro
3D tisk jsou také soucasti prilohy bakalarské prace.

Do vykresu sestavy jsem z duvodu lepsi prehlednosti zakomponoval tfi podsestavy.
Jedna se o tichyt zdroje, ulozeni DMD-¢ipu a TIR-hranolu, pro néz jsou vytvoreny separatni
vykresy. Ty i celkovy vykres soustavy osvétlovace je soucéasti piilohy této prace.
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Obrazek 4.4: Pohled a) zezadu a b) fez ulozenim pro DMD-¢ip. Kryt na elektroniku DMD-
Cipu 1, podlozka 2, L-profil 3, horni kryt DMD-¢ipu 4, uchyceni chladic¢e 5, to¢na vnéjsi
6, spojky DMD+TIR 7,8, toéna vnitini 9, dolni kryt DMD-¢ipu 10, DMD-¢ip s plosnym
spojem 11, ¢ast chladice 12, vymezovaci vlozka 13.

24



Obrazek 4.5: Pohled na spojeni ulozeni pro DMD a TIR.

25



5 Montaz, serizeni a testovani se-
stavy

5.1 Montaz a serizeni sestavy

Jako prvni krok jsem sestavil tichyt na LED-diodu, kterou jsem zapojil na laboratorni zdroj
a odzkousel. Dioda je koncipovana na napéti 36 V. Pii méfeni jsem nepresahoval napéti
34 V, nebot zareni bylo dostatecné k osvitu. Nasledné jsem sestavil uchyceni na DMD-
¢ip a TIR-hranol. Z duvodu rychlejsiho prototypovani jsem dily vytiskl na 3D tiskarné
z plastu. Pevnost téchto dili samoziejmé neodpovidala tuhosti kovovych. Pri sestavovani
bylo nutno dbat na presnéjsi obrouseni ¢asti, které se mezi sebou pohybuji, nebot tiskdrna
neni koncipovana na takovou presnost. Poté jsem sestavil zbylé Casti sestavy dle navrhu
za pomoci klecového systému. Celd sestava je zobrazena na obrazku 5.1 a detail uchyceni
DMD-¢ipu a TIR-hranolu na obrazku 5.2.

P1i sefizovani jsem postupoval od zdroje smérem k DMD-Cipu a néasledné ke konden-
zorim. Na zadatek jsem si nastavil ¢oc¢ky C1 a C2 do polohy, aby obraz LED diody byl
na polni ¢oéce PC1. Poté jsem nastavil ¢ocku C3 tak, Ze proslé paprsky byly rovnobézné.
Pripojenim tohoto modulu osvitu k uchyceni DMD-¢ipu a TIR-hranolu byl nasvicen DMD-
Cip. Néasledné pomoci thlového nastaveni modulu osvitu a TIR-hranolu jsem dostal paprsky
vychézejici rovnobézné s optickou osou. Jednim ze zavérecnych krokt bylo zakomponovani
zrcatek a serizeni tak, aby paprsky vystupujici z nich byly rovnobézné s optickou osou.
P¥ipojenim ¢o¢ek C4 az C7 byla nasvicena dvojice objektiviL.

5.2 Testovani osveétlovace

V prostiedi Labview jsem vytvoril software, ktery je vizualizovan na obrazku 5.3, umoznu-
jici promitani sekvenci obrazkd na DMD-¢ip s jejich mirnou korekturou. Je mozno ménit
rozliSeni, thel naklonéni, pozici a expozici promitaného obrazku z divodu presného zapl-
néni DMD-¢ipu. Pro simulaci funkce tomografického osvétleni jsem vytvoril 16 snimku bilé
kruhové masky na ¢erném pozadi, ktera se pohybuje po kruzmici (viz. obrazek 5.5). Bilé
pixely reprezentuji mikrozrcatka v poloze ,zapnuto“ a cerné pixely v poloze ,vypnuto“
Za jeden z kondenzoru jsem postavil kameru, kterou jsem snimal polohu stopy skenova-
ctho svazku. Schéma setupu je ukazano na obrazku 5.6. Tyto snimky jsou kvili optické
soustaveé prevracené a jsou vyobrazeny na obrazku 5.4. Dilezitym vysledkem je, Zze mnou
zhotoveny osvétlovaci modul dokaze ménit tihel osvitu vzorku a tedy je plné funkéni ¢asti
holograficko-tomografického mikroskopu. Na snimcich se objevuje slaba svétla Cara, u niz
bohuzel neznam davod vzniku.
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Obréazek 5.1: Pohled na optickou sestavu osvétlovace a) seshora b) zleva.
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Obrézek 5.2: Pohled na ulozeni a) TIR-hranolu b) DMD-¢ipu.
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Obrazek 5.3: Software.
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Obréazek 5.4: Schéma setupu na testovani. Cervené je vyznacen osvétlovaci svazek odrazeny
DMD-éipem. Sipky ukazuji smér pohybu masky a smér pohybu stopy na ¢ipu CMOS ka-
mery.
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Obrazek 5.5: Promitané obrazky na DMD-¢ip.
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Obrazek 5.6: Snimky zachycené na kamefte.
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Z.aver

Tato bakalarska prace se v uivodu vénovala strué¢nému prehledu zakladnich zobrazovacich
metod pouzivanych v mikroskopii a plynule prechéazela ke kvantitativné fazové mikroskopii.

Hlavnim cilem prace bylo navrhnout, zkonstruovat a odzkouset tomograficky osvétlovac
kompatibilni s laboratorni verzi mikroskopu Q-PHASE, ktery eliminuje koheren¢ni sum
konvenc¢né vyuzivanych lasert. Osvétlovac¢ vychazi ze ¢tvrtého navrhu uvedeného v diplo-
mové praci Jany Vaviinové [29]. DMD-¢ip jakozto moduldtor svétla byl nasvétlen pomoci
TIR~hranolu, coz napomuze ke zmenseni velikosti sestavy a celkové lepsi kompatibilité.

Konstrukéni reseni je rozlozeno do nékolika ¢asti, kdy v prvnim kroku bylo zapotrebi si
stanovit optické pozadavky soustavy pomoci geometrické optiky. Nasledné vybrat vhodné
optické komponenty a ujistit se v softwaru Zemax, ze vSechny na ni kladené pozadavky
jsou splnény. Poté navrhnout konstrukéni reseni ulozeni zdroje svétla, TIR-hranolu a DMD-
¢ipu a zhotovit pro né vykresovou dokumentaci, jenz je prilohou této prace. Déle byl cely
osvétlovacC slozen, sefizen a pomoci 16 testovacich tomografickych projekci ovérena jeho
spravna funkce. Timto byly vSechny vytycené cile prace splnény.

Priloha prace obsahuje text prace v digitalni podobé, testovaci software, masky, model
osvétlovaci soustavy CCHM vytvoreny v programu Zemax, vykresy dilii pro vyrobu ulozeni
zdroje, DMD-¢ipu, TIR-hranolu a vykresy sestav.
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