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Abstrakt 
Tato b a k a l á ř s k á p r á c e se v ú v o d u věnuje s t r u č n é m u p ř e h l e d u zák l adn ích zobrazovac ích 
metod p o u ž í v a n ý c h v klasické a k v a n t i t a t i v n í fázové mikroskopii . H l a v n í m cí lem p ráce je 
navrhnout, zkonstruovat a odzkouše t tomograf ický osvět lovač k o m p a t i b i l n í s l a b o r a t o r n í 
verzí mikroskopu Q - P H A S E . K o n s t r u k č n í řešení je rozloženo do někol ika čás t í , kdy v prv
n í m kroku jsou stanoveny opt ické p o ž a d a v k y soustavy p o m o c í zákonů geomet r i cké optiky. 
Nás l edně jsou v y b r á n y v h o d n é opt ické komponenty a v softwaru Zemax provedeny simu
lace k ověření , že jsou všechny s t anovené p o ž a d a v k y splněny. P ř i konstrukci je d b á n o na 
kompaktnost a kompat ib i l i tu sestavy. Pro to je k osvět lení a m p l i t u d o v é h o m o d u l á t o r u svět la 
použ i t hranol s t o t á l n í m v n i t ř n í m odrazem. Dá le jsou navrhnuta k o n s t r u k č n í řešení uložení 
zdroje svět la , hranolu a a m p l i t u d o v é h o m o d u l á t o r u svět la . V y p r a c o v a n á výkresová doku
mentace je p ř í lohou t é t o p r áce . Ce lá sestava je s ložena, se ř ízena a p o m o c í 16 tes tovac ích 
tomograf ických projekcí ověřena její s p r á v n á funkce. 

Abstract 
This bachelor thesis starts w i th a brief overview of the basic imaging methods used in clas
sical and quantitative phase microscopy. The ma in a i m of the thesis is to design, construct 
and test a tomographic i l luminator compatible w i th the laboratory version of the Q - P H A S E 
microscope. The design is decomposed into several parts, where i n the first step the optical 
requirements of the system are determined using the laws of geometrical optics. Suitable 
opt ical components are then selected and simulations are performed in the Zemax software 
to verify that a l l specified requirements are met. The compactness and compat ibi l i ty of the 
assembly is taken into account i n the design. Therefore, a pr i sm wi th to ta l internal reflection 
is used to i l luminate the ampli tude light modulator . Furthermore, the design solutions for 
mounting the light source, the pr ism and the ampli tude 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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Úvod 

Biologický v ý z k u m m u t a c í b u n ě k pro o d h a l e n í p r ů b ě h u n á d o r o v ý c h o n e m o c n ě n í a hle
d á n í postupu pro jejich léčení vyžadu je pozorován í ž ivo tn ího cyk lu b u n ě k v r e á l n é m čase. 
S touto apl ikac í se nesou m n o h é p o ž a d a v k y na zobrazovac í soustavu mikroskopu. 

B u ň k a je m e m b r á n a m i oh ran ičený vodn í roztok, v n ě m ž jsou r o z p u š t ě n y proteiny, cukry 
a l ipidy. T y t o l á t k y jsou pro biologický v ý z k u m nejdůleži tějš í , od vody se liší indexem lomu 
a neov l ivněn ím ampl i tudy procháze j íc ího svět la . Z t ě c h t o d ů v o d ů ř a d í m e b u ň k y do fázo
vých ob j ek tů , čili p ř e d m ě t y ovlivňující ze jména fázi procháze j íc ího nebo o d r a ž e n é h o svět la 
s m i n i m á l n í m projevem na jeho ampl i tudu [1]. P ro v ý z k u m živých b u n ě k je vyvinuto mnoho 
pozorovacích metod, z nichž k a ž d á m á své v ý h o d y a nevýhody . 

Mikroskopie světlého pole 

Nejs ta r š í metodou v mikroskopi i je pozorován í ve svě t l ém pol i [2]. Tato metoda je zalo
žena na t a k z v a n é m d iaskopickém osvět lení , kdy pozorovaný objekt se nacház í mezi zdrojem 
osvět lení a objektivem. Zdrojem svě t la je nejčastěj i L E D dioda, k t e r á vyzařu je polychroma-
tické záření . Svět lo je ná s l edně p o m o c í osvět lovací soustavy fokusováno na vzorek, kde se 
čás t jeho intenzity absorbuje v závislost i na opt ické h u s t o t ě pozo rovaného p ř e d m ě t u a t í m se 
a m p l i t u d o v ě moduluje. Z tohoto d ů v o d u m u s í bý t pozorované vzorky p r ů s v i t n é . Výs ledný 
obraz pak v o k u l á r u pozorujeme jako k o n t r a s t n í objekt na svě t l ém pozad í , z čehož vyp lývá 
název t é t o metody [3]. 

N e v ý h o d o u t é t o metody je n ízký kontrast, p ro tože mnoho biologických vzorků dosta
t e č n ě neabsorbuje svět lo . Z tohoto d ů v o d u se ča s to vzorky obarvu j í . V ý h o d o u však je její 
jednoduchost, proto se ča s to využ ívá . M e z i nejčastěj i pozorované objekty t í m t o z p ů s o b e m 
se ř ad í b a r v e n é t k á n ě z h is to logických vzorků . [4]. 

Mikroskopie t emného pole 

N a rozdí l od svě t lého pole se v t m a v é m pol i [2] pozorované p ř e d m ě t y zobrazuj í svět le na 
t m a v é m pozad í . To je zapř íč iněno t í m , že svět lo procházej íc í rovinou vzorku n e d o p a d á 
p ř í m o do objektivu. 

P r inc ip osvět lení je p o d o b n ý jako u svě t lého pole s rozdí lem, že se zde nav íc nacház í 
p ř e d kondenzorem clona, k t e r á ods t í n í cen t r á ln í čás t svě te lného kužele a p o n e c h á jen vnější 
prstenec p a p r s k ů . T y t o paprsky nás l edně d o p a d a j í na vzorek, p ř i čemž se menš í čás t z nich 
rozptý l í a p o t é v s t o u p í do pupi ly objektivu, kde tvoř í obraz. V ě t š i n a p a p r s k ů však vzorkem 
pouze projde bez rozptylu, a proto se na v ý s l e d n é m obrazu nepodí l í . Z t ěch to d ů v o d ů jsou 
m o ž n é vzorky l imi tované t í m , že mus í bý t schopny rozptylovat svět lo [5]. 

N e v ý h o d a t é t o techniky je, že jen m a l á čás t svě t la se využ ívá pro vy tvo řen í obrazu, 
t u d í ž m u s í bý t p o u ž i t o vysoce v ý k o n n é h o zdroje svět la . V ý h o d o u se však s t ává z í skaný 
vyšší kontrast než u svě t lého pole. M e z i nejčastěj i pozorované objekty t í m t o z p ů s o b e m se 
ř ad í rozsivky, živé organizmy ve vodě a j i né d o b ř e rozptyluj íc í vzorky [4]. 
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Zernikeho fázový kontrast 

Frits Zernike obdrže l za objev pr inc ipu fázového kontrastu v roce 1953 Nobelovu cenu za 
fyziku. Zernikeho fázový kontrast [6, 7] zvidi te lňuje živé, n e o b a r v e n é mikroskopické struk
tury. Z a n o r m á l n í c h okolnos t í se indexy lomu mezi pozorovanou s t rukturou a okol ím příl iš 
neliší, proto s t ruktura l á m e jen velmi m á l o svě t la a jev í se jako a m p l i t u d o v ě n e k o n s t a n t n í . 
M e t o d a je za ložena na interferenci svě t la rozp tý l eného vzorkem a svě t la p roš lého vzorkem 
bez rozptylu avšak uměle fázově p o s u n u t é h o . D o p ř e d n í ohniskové roviny kondenzoru, jenž 
osvět luje vzorek, je vloženo p r o p u s t n é mez ik ruž í j a k o ž t o clona. P o k u d vzorek nerozptyluje 
procházej íc í svět lo , tak je jeho fáze posunuta o ir/2 nebo —ir/2 na z a d n í ohniskové rovině 
objektivu, kde je u m í s t ě n a fázová des t i čka ve formě mez ikruž í . Svět lo rozp tý lené vzorkem 
n e d o p a d á na toto mez ik ruž í a t ud íž nen í fázově posunuto. In ter ferencí obou složek světe lné 
v lny je navozen kontrast fázových ob jek tů , k t e r ý však n e u m o ž ň u j e k v a n t i t a t i v n ě urč i t fá
zové posuvy svě t la ve vzorku. Podle z n a m é n k a z m ě n y fáze se j e d n á o poz i t ivn í či nega t ivn í 
fázový kontrast [8]. 

Fázový kontrast je už i t ečný pro vzorky, jej ichž index lomu se příl iš neliší od okolního 
p ros t ř ed í . Nejčastě j i jsou touto metodou pozorovány k r o m ě b u n ě č n ý c h a o rgánových kul 
tur t a k é bakterie, vodn í b e z o b r a t l í a krvinky. N e v ý h o d o u t é t o metody je, že fázový obraz 
je za t í žen chybou ve formě halo-efektu na mí s t ech velkých fázových skoků, tedy na okraji 
buňky , což znemožňu je p ře sné u rčen í hranice. Nespornou v ý h o d o u však je m o ž n o s t pozoro
ván í o b j e k t ů s p o d o b n ý m indexem lomu jako okolí, k t e r é jsou v mikroskopi i svě t lého nebo 
t m a v é h o pole nepozorova te lné [4]. 

Diferenciální interfernční kontrast 

Diferenciální in ter ferenční kontrast (DIC) [9] je jako u Zernikeho fázového kontrastu metoda, 
k t e r á slouží ke zvýšení kontrastu př i pozorován í p r ů h l e d n ý c h fázových ob j ek tů . Zák ladn í 
pr incip t é t o metody spoč ívá v tom, že svět lo v y z á ř e n é zdrojem je rozdě leno do dvou kohe
ren tn í ch p ř í čně p o s u n u t ý c h svazků, k t e r é se po p r ů c h o d u o p t i c k ý m s y s t é m e m o p ě t spojí . 
Projdou- l i paprsky p r e p a r á t e m vznikne mezi o b ě m a svazky rozdí l fáze z p ů s o b e n ý struktu
rou fázového objektu. N á s l e d k e m toho nastane ve s p o j e n é m svazku interference svě te lných 
v ln , k t e r á způsob í z m ě n y v a m p l i t u d ě vlnění . Tak vzniknou kontrasty opt ické hustoty, což 
se p ro jev í zv id i t e lněn ím fázového objektu. 

N e v ý h o d o u metody D I C je, že obraz v y p a d á jako š ikmo osvícený z čehož vyp lývá horš í 
u rčování hranic b u n ě k u softwarové ana lýzy . Spo lečným hendikepem D I C a Zernikeho fá
zového kontrastu je n e k v a n t i t a t i v n í obraz pozo rovaného vzorku. Nespornou v ý h o d o u obou 
z nich však je jednoduchost t echn ického p roveden í a p o d á n í v ý b o r n é h o p ř e h l e d u o a k t u á l 
n í m stavu z k o u m a n ý c h b u n ě k . 
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1 Kvantitativní fázová mikroskopie 

U in ter ferenční mikroskopie [10] je svět lo vycházej íc í ze zdroje rozdě leno na dva svazky 
p a p r s k ů , z nichž jeden nasvě t lu je vzorek a je označován jako ob jek tový a d r u h ý jako refe
renční . T y t o dva svazky nás l edně interferuj í . P o k u d k tomu docház í pod s t e j n ý m úh l em, 
m l u v í m e o in-line in te r fe renčn ím mikroskopu. Je m o ž n o zde použ í t n e k o h e r e n t n í h o osvět
lení (žárovka , L E D - dioda). P o u ž i t í m t ěch to zd ro jů o d s t r a n í m e koherenčn í š u m a docí l íme 
tak vyšš ího rozl išení obrazu. M e z i p r v n í v y r á b ě n é mikroskopy tohoto typu p a t ř í un iverzá ln í 
in ter ferenční mikroskop n a v r ž e n ý K r u g e m a L a u e m [11], j enž dokáže m ě n i t způsoby zobra
zení . D a l š í m t ipem in te r fe renčního mikroskopu je H o r n ů v mikroskop. Ten se sk l ádá ze dvou 
t o t o ž n ý c h mik roskopů u m í s t ě n ý c h vedle sebe, tedy se zcela o d d ě l e n ý m i vě tvemi . P o k u d 
svazky interferuj í pod n e n u l o v ý m ú h l e m tak m l u v í m e o off-axis holograf ickém mikroskopu. 

1.1 Holografická mikroskopie 

Holografie byla objevena v roce 1948 m a ď a r s k ý m fyzikem Dennisem Gaborem, k t e r ý se 
snaži l vylepš i t zvě tšení e l ek t ronového mikroskopu [12]. Za tento objev získal v roce 1971 
Nobelovu cenu za fyziku. V roce 1960 b y l a m e r i c k ý m fyzikem Theodorem Haroldem M a i -
manem v y t v o ř e n p r v n í laser, k t e r ý vyzařova l d o s t a t e č n ě b o d o v é a kohe ren tn í svět lo pro 
z á z n a m a rekonstrukci hologramu. O d t é t o doby se holografie zača la rozvíjet jako op t i cká 
metoda. P r v n í t r o j r o z m ě r n ý hologram b y l v y t v o ř e n roku 1963 vědci z mich iganské univer
zi ty (Emmet Le i th a Juris Upatniek) [13]. N a konci 60. let 20. s to le t í vynalezl d ig i tá ln í 
holografii J . W . Goodman , k t e r ý navrhl použ i t í e lek t ron ického z á z n a m u hologramu s ná
s l edným n u m e r i c k ý m z p r a c o v á n í m p o m o c í Furierovy transformace k d ig i tá ln í rekonstrukci 
objektu. 

Holografie je o b r a z n ě řečeno metoda ce los tn ího z á z n a m u a zobrazen í pozo rovaného p řed
m ě t u (z řeč t iny : holos = úplný, grafo = z á z n a m ) [14]. P r i n c i p tohoto zobrazován í je, že 
z a z n a m e n á v á m e jak a m p l i t u d o v ý (s te jné jako u svě te lné mikroskopie), tak i fázový obraz 
pozo rovaného objektu. Z t ě c h t o informací jsme nás l edně schopni z ískat t r o j r o z m ě r n ý ob
raz p ř e d m ě t u . Zachovává se tak perspektiva a hloubka p ř e d m ě t u . V ý h o d o u t é t o metody 
je, že z í skaný obraz je nelokal izovaný. Což z n a m e n á , že informace o bodu je r o z p r o s t ř e n a 
do celého hologramu. P o k u d se tedy v z á z n a m u objeví chyba, m ů ž e bý t poškozené m í s t o 
r e k o n s t r u o v á n o ze zbylé čás t i hologramu. 

P r o z ískání t r o j r o z m ě r n é h o obrazu pozo rovaného p ř e d m ě t u p o m o c í hologramu je zapo
t ř e b í provés t z á z n a m a rekonstrukci hologramu. Se z p ů s o b y p roveden í t ě c h t o dvou k r o k ů lze 
metody rozděl i t do dvou zák ladn ích skupin a to na optickou holografii a d ig i tá ln í holografii. 

Z á z n a m a rekonstrukce hologramu př i op t ické holografii [15] je vyobrazen na o b r á z k u 1.1. 
P ř i z á z n a m u k o h e r e n t n í zdroj vyzařu je zářen í , k t e r é se rozděl í na p o l o p r o p u s t n é m z r c á t k u 
do dvou větv í . Osvět lovací svazek d o p a d á na objekt, kde změn í svou ampl i tudu a fázi. 
Nás l edně interferuje s re fe renčn ím svazkem na fotografické desce, kde vy tvá ř í hologram. P ř i 
rekonstrukci je p o t ř e b a fotografickou desku s hologramem vyvolat . P o t é desku nasvě t l íme 
r ekons t rukčn í vlnou, k t e r á je s t e jná jako referenční v lna př i poř izování z á z n a m u . Tato v lna 
p o t é vy tvá ř í t r o j r o z m ě r n ý obraz z a z n a m e n a n é h o p ř e d m ě t u . 
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O b r á z e k 1.1: Z á z n a m a rekonstrukce hologramu p ř e v z a t o z [16]. 

Pokrokem vůči opt ické holografii je d ig i tá ln í holografie [14], j enž umožňu je v y n e c h á n í 
rekonstrukce obrazu k las ickým z p ů s o b e m . Tento proces je nahrazen n u m e r i c k ý m zpracová
n í m hologramu p o m o c í Furierovy transformace. Takto z í skáme spektrum p ros to rových frek
vencí , s n imiž jsme schopni provés t d ig i tá ln í rekonstrukci pozo rovaného p ř e d m ě t u . Z á z n a m 
hologramu se p rovád í s t e j n ý m z p ů s o b e m jako u opt ické holografie až na to, že z á z n a m o v é 
m é d i u m (fotografická deska) je nahrazena C C D kamerou. 

T y t o pr incipy naš ly využ i t í v mikroskopii . Z a z n a m e n á v á n í jak a m p l i t u d o v é tak fázové 
informace o p o z o r o v a n é m p ř e d m ě t u činí d ig i t á ln í holografickou mikroskopi i ( D H M ) zvlášť 
v ý k o n n o u a v š e s t r a n n o u , d íky čemuž je vyv inu ta ř a d a technik pro mikroskopové zobrazo
vání . Dig i t á ln í holografické mikroskopy ( D H M ) [17] využívaj í geometrii Mach-Zehnderova 
interferometru. Svazky dopada j í c í na detektor interferuj í pod n e n u l o v ý m ú h l e m (mimoo-
sová, off-axis holografie), č ímž vzn iká hologram. Z tohoto j e d i n é h o s n í m k u (což je v ý h o d a 
oproti tomografii) jsme schopni vy tvo ř i t projekci pozo rovaného p ř e d m ě t u do 2D. Dig i tá ln í 
holografická mikroskopie se čas to využ ívá pro pozorován í a v ý z k u m časového vývoje b u n ě k 
[18]-

M n o h é konvenčně v y r á b ě n é mikroskopy využívaj í k nenu lovému ú h l u interference pouze 
odklonu j e d n é vě tve . T y však nejsou ach ro ma t i ck é , a t ud íž m u s í k osvi tu pozo rovaného 
vzorku použ íva t vysoce kohe ren tn í zdroj zá řen í jako je laser. P ř i tomto druhu osvět lení 
v šak vzn iká koherenčn í š u m , k t e r ý m je sn ížena kval i ta výs ledného obrazu [19]. 

N a Ú s t a v u fyzikálního inženýrs tv í F S I V U T v B r n ě se d l o u h o d o b ě vývo jem (Hologra-
phic Incoherent Quanti ta t ive Phase Imaging) h i Q P I zabývá skupina Prof. R N D r . R a d i m a 
Chmel íka , P h . D . Tato technika funguje na pr inc ipu mimoosové D H M , umožňu je zobra
zení svě t l em nízké časové a p ros to rové koherence s v y u ž i t í m p lošného , p ros to rově a časově 
n e k o h e r e n t n í h o zdroje svě t la n a p ř í k l a d L E D diodové pole. 

Má-l i bý t mikroskop achromat i cký , m u s í bý t docí leno, aby svazky různých v lnových 
délek A vy tvá ře ly in ter ferenční p r o u ž k y o j e d n é nosné frekvenci / O P - T O je za j i š těno p o m o c í 
difrakční m ř í ž k y ( D G ) , k t e r á je u m í s t ě n a v referenční vě tv i mikroskopu v iz . ob rázek 1.2. 
P r o s t o r o v á frekvence / O P hologramu ve v ý s t u p n í rovině (OP) je s t e jná vzhledem k frekvenci 
v r y p ů fa d i f rakční mř í žky ( D G ) , p ro tože hologram vzn iká in terferencí p r v n í h o a n u l t é h o 
difrakčního ř á d u mřížky, jak je z n á z o r n ě n o v rovnici : 

/ „ . ^ . f a , (1.1) 

kde 9 je úhel , o k t e r ý m ř í ž k a odk lon í paprsek [20]. 
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O b r á z e k 1.2: S c h é m a d ig i t á ln ího holografického mikroskopu, p ř e v z a t o a upraveno z [19]. 

Z ní tedy vyplývá , že n o s n á frekvence / O P hologramu je s t e jná pro všechny vlnové dé lky 
A a t í m se s t ává mikroskop a c h r o m a t i c k ý m [21]. 

N e v ý h o d o u C C H M však je, že o b ě opt ické vě tve m u s í bý t t o t o ž n é , č ímž vzn iká p r o b l é m 
s n u t n o s t í velice p ř e s n é h o n a s t a v e n í s te jných délek obou op t i ckých vě tv í [22]. 

V r á m c i vývoje 3D zobrazen í bylo c í lem vy tvo ř i t n á v r h osvět lovacího modulu pro tento 
mikroskop se z a k o m p o n o v á n í m op t ického mikroe lek t r i cko-mechan ického sys t ému , pro mož
nost pozorován í b u n ě k p o m o c í holografické tomografie. Tato inovace by m ě l a v ě d c ů m zpro
s t ř edkova t nový pohled na ž ivotn í cyklus b u ň k y a t í m p ř i s p ě t k rozkl íčování p r ů b ě h u její 
mutace, což by mělo pomoci k h l edán í léku na rakovinu. 

1.2 Holografická tomografie 

Tomografie je n e d e s t r u k t i v n í zobrazovací metoda, k t e r á vy tvá ř í d ig i tá ln í ob j emový obraz 
z k o u m a n é h o objektu. M e t o d a je za ložena na prosvěcování vzorku a z ískání sekvencí řezů. 
T y jsou nás l edně poč í t ačově zp racovány a složeny do 3D vizualizace z k o u m a n é h o objektu. 

Zobrazován í je p r o v á d ě n o na n e h y b n é m vzorku u loženém na podložce , nad k t e r ý m se 
nacház í zdroj zářen í , j ehož druh je závislý na p o u ž i t é tomograf ické m e t o d ě . P o d vzorkem se 
nacház í detektor, k t e r ý z a z n a m e n á v á zá řen í proš lé vzorkem. V p r ů b ě h u m ě ř e n í se zdroj i de
t ekčn í s y s t é m pohybu j í po š roubovic i okolo osy vzorku . Ten je oza řován p o s t u p n ě z r ů z n ý c h 
s m ě r ů po celém obvodu, p ř i čemž de tekčn í s y s t é m zachy tává proš lé záření , jak je vyobra
zeno na o b r á z k u 1.3. Ze s n í m k ů z a z n a m e n a n ý c h na detektoru jsou p o t é u rčeny a b s o r p č n í 
koeficienty z j edno t l i vých mís t . T y t o hodnoty jsou nás l edně z r ekons t ruovány v d ig i tá ln í 3D 
obraz vzorku t a k z v a n ý tomogram. V závislost i na typu e m i t o v a n é h o zá řen í ze zdroje se 
tomografie dělí do mnoha skupin [23, 24]. 

Ne jznáměj š ím typem je v ý p o č e t n í tomografie (compoter tomography, C T ) , k t e r á pou
žívá r en tgenové zá řen í vyza řované rentgenkou v kuže lovém paprsku. Vlnová dé lka tohoto 
vysoce energe t ického zá řen í se typicky pohybuje v intervalu 1 n m - 10 p m a je emito
váno v pulzech o délce 1 - 4 ms. P ř i p rosvěcování p o m o c í r en tgenového zá řen í docház í 
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Source Wane Wave 

# 
O b r á z e k 1.3: P r ů b ě h m ě ř e n í tomografie p ř e v z a t o a upraveno z [24]. 

ve vzorku ke C o m t o n o v ě rozptylu a fotoelektr ické emisi. T ě m i t o procesy p o z m ě n ě n é nebo 
poh lcené fotony jsou p o t é zachyceny na detektoru. V ý p o č e t n í tomografie se čas to využ ívá 
v medic ínské apl ikaci pro zobrazován í m ě k k ý c h t k á n í (svaly, mozek, s lez ina , . . . ) a zjišťování 
pa to log ických p rocesů v tě le , k t e r é se liší svojí hustotou. 

Tento velmi z n á m ý pr incip je p ř e v z a t do opt ické tomografie, k t e r á využ ívá k osvět lení 
vzorku rovinnou v lnu o vlnové délce typicky 390 n m - 760 n m vyza řované L E D diodou. 
Jak svět lo p rocház í vzorkem, je rozp ty lováno r ů z n ý m i s m ě r y závis lými na indexu lomu da
ného m a t e r i á l u . Takto z í skané informace jsou z a z n a m e n á v a n é na C C D k a m e ř e a nás l edně 
r ekons t ruovány v d ig i tá ln í 3D obraz. O p t i c k á tomografie se čas to využ ívá k m a p o v á n í te
pe lných pol í a k ana lýze p r ů h l e d n ý c h ob j ek tů . Z d ů v o d u použ i t í v id i t e lného svět la , k t e ré 
m á nižší energii než ren tgenové záření , ale nejsme schopni zkoumat n e p r ů h l e d n é p ř edmě ty . 
N e v ý h o d o u t a k é je nižší rozlišovací schopnost t é t o metody. 

Holografická tomografie [25] spojuje dvě m o d e r n í technologie a to holografii a optickou 
tomografii, k t e r é umožňu j í n e d e s t r u k t i v n í m z p ů s o b e m vy tvo ř i t o b j e m o v ý obraz zkouma
ného objektu, v jednu n a d ě j n o u metodu, j enž o d s t r a ň u j e jejich nedostatky. P r i n c i p metody 
spočívá v z a z n a m e n á n í vícero h o l o g r a m ů a to k a ž d ý pod j i n ý m ú h l e m nasv ícen í vzorku. 
Nás l edně jsou hologramy softwarově složeny, s t e j n ý m z p ů s o b e m jako u tomografie, a vy
generován t r o j r o z m ě r n ý fázový obraz z k o u m a n é h o vzorku. Tento z p ů s o b je s l ibný v tom, 
že v d ig i t á ln ím obraze budeme moc i lépe pozorovat detaily pro kval i tnějš í a n a l ý z u vývoje 
b u n ě k [24, 26]. 

Pro z ískávání vícero h o l o g r a m ů pod r ů z n ý m i úh ly nasvě t len í , je z a p o t ř e b í do opt ické 
sestavy holografické tomografie zakomponovat vhodnou skenovací soustavu. N a p ř í k l a d se 
j e d n á o s y s t é m y D M D čipů, S L M a Galvo s y s t é m . Nejvíce se použ ívá D M D - č i p z d ů v o d u 
jeho vysoké skenovací rychlosti a r e l a t i vně nízké ceně [25]. 

D i g i t á l n í m i k r o z r c a d l o v é z a ř í z e n í 

D M D (digital micromirror device) je op t i cký mikroe lek t r i cko-mechan ický s y s t é m ( M E M S ) , 
k t e r ý obsahuje mil iony vysoce reflexních hl in íkových z rcá tek , p o s k l á d a n ý c h do obdéln íko-
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O b r á z e k 1.4: S c h é m a D M D - č i p u , p ř e v z a t o a upraveno z [27]. 

vého pole. Technologii D M D objevili L a r r y Hornbeck a W i l l i a m Nelson v roce 1987 ve 
společnos t i Texas Instruments Inc. [27]. 

Jedno D M D z rcá tko ( D M D pixel) je e l ek t romechan ický prvek, k t e r ý se m ů ž e nacháze t 
pouze ve dvou s tab i ln ích p o l o h á c h -12° a + 1 2 ° p o d é l osy, k t e r á je u r č e n a úh lopř íčkou 
z r c á t k a . Podle konvence je k l a d n ý (+) stav n a k l o n ě n s m ě r e m k osvět lení a označuje se jako 
stav „zapnu to" . P o d o b n ě je z á p o r n ý (-) stav o d k l o n ě n od osvět lení a označuje se jako stav 
„vypnuto" . Směr n á k l o n u k a ž d é h o z r c á t k a zvlášť je o v l á d á n e lek t r i ckými impulzy, k t e r é si 
m ů ž e už iva te l l ibovolně definovat. 

Mechanismus pixelu se s k l á d á z h l in íkového m i k r o z r c á t k a o velikosti p ř ib l ižně 16 um, 
p ř ipo j eného p o m o c í v i a k t o r z n í m u závěsu. S p o d n í strana m i k r o z r c á t k a se d o t ý k á h r o t ů 
p r u ž i n znázo rněných na o b r á z k u 1.4, k t e r ý ukazuje m i k r o z r c á t k o v n e n a p á j e n é m stavu. 
Dvě zob razené elektrody se používaj í k d ržen í m i k r o z r c á t k a ve dvou p racovn ích p o l o h á c h 
( + 1 2 ° a - 1 2 ° ) . 

D M D čip tvoř í mi l iony t akových to z rcá tek , j enž jsou u m í s t ě n a v t ě sné bl ízkost i a t í m 
v y t v á ř í obdé ln íkové pole. D M D čip je ze jména m o d u l á t o r p ros to rového svět la , neboť jsme 
schopni efekt ivně m ě n i t parametry odrazu [27]. 

H r a n o l s ú p l n ý m v n i t ř n í m odrazem 

T I R (total internal reflection) hranol se sk l ádá ze dvou na sobě n e t m e l e n ý c h op t i ckých 
h r a n o l ů se vzduchovou mezerou. Slouží k za l amován í a o d r á ž e n í s m ě r u chodu svě te lných 
p a p r s k ů pro nasvě t lován í D M D - č i p ů p ř í p a d n ě j iných m o d u l á t o r ů svě te lných p a p r s k ů . 

N a o b r á z k u 1.5 v id íme pr incip osvitu p o m o c í TIR-hrano lu . Dopada j í c í paprsky ze vzdu
chu, k t e r é se l á m o u na p r v n í l ámavé ploše (1L), ná s l edně d o p a d a j í na druhou l á m a v o u 
plochu (2L) . Zde docház í k ú p l n é m u odrazu, neboť hranoly 1 a 2 jsou na sobě sepa rovány 
s nepatrnou vzduchovou mezerou, k t e r á zajist í , že se paprsky na ploše 2L neza lomí , ale 
odraz í . Paprsky p o t é pokraču j í k l á m a v é ploše 3L a nasv í t í v l a s tn í D M D - č i p . O d r a ž e n é 
paprsky D M D - č i p e m p o t é p u t u j í p řes plochu 3L , hranol 1, 2 a plochu 4 L . Takto proš lé 
paprsky pak cen t r ický vůči opt ické ose mohou p r o c h á z e t da l š ími op t i ckými prvky. 

O p t i c k é u s p o ř á d á n í u h o l o g r a f i c k é tomografie 

Opt ické u s p o ř á d á n í u holografické tomografie [25] je s te jné jako u d ig i t á ln ího holografického 
mikroskopu s vý j imkou, že se zde nav íc nacház í p ro s to rový m o d u l á t o r svě t la n a p ř í k l a d 
D M D - č i p . N a o b r á z k u 1.6 je z n á z o r n ě n o z j ednodušené s c h é m a skládaj íc í se z j e d n é opt ické 
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DMD-čip 

Prošlé paprsky 

O b r á z e k 1.5: S c h é m a TIR-hrano lu . 

O b r á z e k 1.6: P r inc ip holografické tomografie s D M D , p ř e v z a t o a upraveno z [24]. 

vě tve osvět lování vzorku př i holografické tomografii. O b j e k t o v é paprsky nasvěcuj í vzorek 
pod ú h l e m dopadu typicky okolo 65°. Paprsek se ná s l edně p o m o c í D M D - č i p u o t áč í o 360° 
vzhledem k opt ické ose. Je zachyceno okolo 50 překrývaj íc ích se ho log ramů , k t e r é jsou 
nás l edně r e k o n s t r u o v á n y [26]. 

N a pr inc ipu holografické tomografie je vyvinut konvenčně d o s t u p n ý mikroskop, k t e r ý 
uvedla na t rh j ihokore jská firma Tomocube pod n á z v e m H T - 1 H . Tento model se dočka l 
ná s l edného vylepšení v p o d o b ě kombinace holotomografie a 3D fluorescenčního zobrazován í 
v j e d n é k o m p a k t n í jednotce vedené pod n á z v e m H T - 2 H [24]. N e v ý h o d o u t ěch to m o d e l ů je 
fakt, že k osvi tu vzo rků používaj í vysoce kohe ren tn í zdroj svě t la (laser), k t e r ý způsobuje 
ve v ý s l e d n é m 3D obraze kohe renčn í š u m . 

Jsou zkons t ruovány i dalš í mikroskopy využívaj íc í t é t o metody, k t e r é jsou spíše v expe
r i m e n t á l n í fázi vývoje . T y se dělí do mnoha ka tegor i í [25]. Z á k l a d n í m je postup využívající 
o t áčen í vzorku, kde je klíčové j a k ý typ řešení se využi je k manipulaci s b io logickým vzorkem 
za úče lem rotace. O b e c n ě se vzorek v k l á d á do mikropipety nebo kyvety s m o t o r i z o v a n ý m 
r o t a č n í m stolkem. P r inc ip užívající o t áčen í paprsku m á h lavn í v ý h o d u , že je zde absence 
p ř í m é interakce se vzorkem. Ten je j e d n o d u š e osvět lován sadou rov inných v ln dopada j íc ích 
pod r ů z n ý m i úhly. D o t é t o skupiny ř a d í m e metody s m e c h a n i c k ý m i rotacemi paprsku, kde 
se využívaj í ga lvanome t r i cká zrcadla. Z d ů v o d u p o m a l é skenovací rychlost i se mechanic-
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kých součás tek , se k rotaci paprsku č ím dá l častěj i využívaj í op t ické komponenty jakož je 
S L M nebo D M D - č i p . Z n a č n o u n e v ý h o d o u využ i t í S L M oproti D M D - č i p u je jeho o mezená 
sn ímková rychlost na 30 H z . Dá le se využ ívá spo lečné rotace jak vzorku tak i paprsku. P r o 
lepší f rekvenční p o k r y t í se výše z m í n ě n é metody mohou kombinovat se z m ě n a m i v lnových 
délek p a p r s k ů . P r o zkrácen í doby s b ě r u dat a současně za j i š tění nák ladově efekt ivního za
ř ízení by la rozvinuta m y š l e n k a na z ískání vícero h o l o g r a m ů z jednoho s n í m k u v mul t ip l exn í 
tomografii. To by bylo m o ž n é docíl i t n a h r a z e n í m skenovací komponenty soustavou mikročo-
ček, a t í m získat až šest projekcí v jednom sn ímku . Tato metoda snižuje čas př i m ě ř e n í 9 až 
25 k r á t v závislost i na p o č t u projekcí použ i tých př i rekonstrukci [28], což je velice už i t ečné 
v p ř í p a d ě dynamicky se pohybuj íc ích nebo měníc ích se vzo rků jako jsou t ekouc í buňky . 
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2 Motivace a cíle práce 

Pro pozorován í struktur, k t e r é jsou p o u h ý m okem ne rozezna te lné , je vyvinuto mnoho 
už i tečných metod, j enž maj í své v ý h o d y i úskal í . M e z i nej zák ladně jš í se ř a d í mikroskopie 
ve svě t l ém po l i . T a v y n i k á svojí j e d n o d u c h o s t í , avšak na úkor toho se n á m n e d o s t á v á do
s t a t e č n é h o kontrastu pozo rovaného vzorku. Tuto n e v ý h o d u dokáže odstranit mikroskopie 
t e m n é h o pole. Bohuže l na úkor toho m u s í bý t využ i to vysoce v ý k o n n é h o zdroje a složitější 
konstrukce. P r o vzorky s indexem lomu p o d o b n ý m jako okolí je v h o d n é p o u ž í t Zernikeho 
fázový kontrast nebo metodu D I C . T y t o metody pracu j í na pr inc ipu z m ě n y fáze vlny prošlé 
vzorkem a nás l edné interference na detektoru. Tomografie a holografie se nejhojněj i použ ívá 
pro pozorován í časového vývoje b u n ě k . U holografie z í skáváme p r ů m ě t z k o u m a n é h o objektu 
do 2D, č ímž však nejsme schopni p ř e s n ě identifikovat jeho rozložení . P ř i spojení obou me
tod v jednu, d o s t á v á m e holografickou tomografii, k t e r á dokáže výše z m í n ě n é nedostatky 
eliminovat a t í m z í skáme kval i tnějš í 3D obraz pro lepší a n a l ý z u vývoje b u n ě k . 

Konvenčně d o s t u p n é koherenc í ř ízené mikroskopy nevyužívaj í d ig i tá ln ích op t i ckých p r v k ů 
jako je D M D - č i p p o p s a n ý v sekci 1.2. U současných holograf icko-tomograf ických mik ro sk o p ů 
se tato komponenta vyskytuje, ale je v nich v y u ž i t o laseru j a k o ž t o zdroj svět la . Toto uspo
ř á d á n í však p ř ináš í do výs l edného obrazu kohe rnčn í š u m a t í m snižuje jeho kval i tu . Z t ě c h t o 
d ů v o d ů je z a p o t ř e b í vy tvo ř i t n á v r h h o m o g e n n í h o osvět lovače k o m p a t i b i l n í h o se s y s t é m e m 
l a b o r a t o r n í verze mikroskopu Q - P H A S E . N a tomto projektu spolupracuji s Vladis lavem 
D v o ř á k e m , j enž konstruuje zobrazovac í čás t tohoto mikroskopu, k t e r ý bude n á s l e d n ě spo
lečně složen a odzkoušen . 

Osvět lovací čás t vycház í ze č t v r t é h o n á v r h u u v e d e n é h o v d ip lomové p rác i od Jany V a 
vř ínové [29]. Zde je n a v r ž e n o u m í s t i t D M D - č i p p ř e d dělič svazku za pomoci z rcá tek . V m é m 
n á v r h u však m o d u l á t o r svě t la bude nasvě t l en p o m o c í TIR-hrano lu . K nav ržen í t é t o sestavy 
bude z a p o t ř e b í : 

• Stanovit opt ické požadavky . 

— Vytvoř i t t eore t ické s c h é m a opt ické sestavy. 

— Stanovit ohniskové vzdá lenos t i čoček. 

• Vybra t v h o d n é opt ické komponenty. 

— Komponenty protrasovat v softwaru Zemax. 

— Komponenty nakoupit. 

• Navrhnou a zkonstruovat u ložení pro T I R , D M D a zdroj. 

— Zhotovit výkresy pro uložení a zadat je vyrobi t . 

• Zkompletovat sestavu. 

— Vybra t v h o d n é díly pro optickou sestavu a nakoupit je. 

— Vytvoř i t výkres sestavy. 

— Smontovat a seř ídi t sestavu. 

• Odzkouše t osvět lovač. 
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3 Optický návrh 

3.1 Teoretické schéma optické sestavy 

Jako p r v n í krok je z a p o t ř e b í u rč i t typ op t i ckých komponent, k t e r é se v n á v r h u využi j í a j aké 
bude jejich u s p o ř á d á n í . K tomu jsem využi l č t v r t ý n á v r h osvět lovací čás t i C C H M u v e d e n ý 
v d ip lomové p rác i Jany Vavř ínové [29], k t e r ý je u k á z á n na o b r á z k u 3.1. V tomto modelu 
paprsky p o m o c í kr i t ického osvět lení d o p a d a j í na D M D - č i p , k t e r ý je u m í s t ě n p ř e d děl ičem 
svazku, č ímž je s te jný pro obě vě tve C C H M . D M D čip je zde vložen do opt ické sestavy za 
pomoci z rcá tek , k t e r é paprsky za lamuj í a nasvě t lu j í tak č ip . V ý h o d o u tohoto u s p o ř á d á n í 
je, že rozdí l délek ob jek tové a referenční vě tve je min imá ln í . 

Nové opt ické u s p o ř á d á n í osvět lovače užívá Kóhlerovo osvět lení [30] zob razeného na ob
r á z k u 3.2. Zdroj (Zd) nasvě t lu je kolektor, k t e r ý se s k l á d á ze dvou čoček ( C l , C 2 ) . Čočka C l 
je u m í s t ě n a ve své ohniskové vzdá lenos t i za zdrojem (Zd) a v y t v á ř í r o v n o b ě ž n é svazky, j enž 
d o p a d a j í na čočku C 2 . T a p o t é svazky fokusuje do svého ohniska, kde vzn iká obraz zdroje. 
D o tohoto m í s t a v lož íme po ln í čočku P C l , sloužící k za lomení kužele p a p r s k ů blíže k ose 
beze z m ě n y zvě tšení obrazu. T í m docí l íme zmenšen í odc loněn í (v inětac i ) p a p r s k ů . Dá le do 
sestavy vlož íme čočku (C3) tak, že v její z a d n í ohniskové rovině se nacház í obraz zdroje 
( shodné s P C l ) . Č o č k a (C3) n á m p o t é p ř e m ě n í obraz zdroje na r o v n o m ě r n é osvět lení . Za 
C 3 u m í s t í m TIR-h rano l ( T I R ) , č ímž docí l ím nasvě t l en í D M D - č i p u ( D M D ) . M o d u l o v a n é 
svět lo D M D - č i p e m , p o t é znova p rocház í TIR-hrano lem (TIR) a d o p a d á na dělič svazku 
(DS), kde se svět lo rozděl í do ob jek tové (V) a referenční (R) vě tve . N á s l e d n ě se svět lo 
od ráž í na s y s t é m u z r cá t ek ( Z l nebo Z2, Z3) a p rocház í do dvojice čoček (C4, C 5 nebo 
C6 , C7) , k t e r é nasvě t lu j í mik roskopové objektivy ( O b l nebo Ob2) sloužící jako kondenzory 
k r o v n o m ě r n é m u nasvě t l en í vzorku. 

3.2 Stanovení optických požadavků 

Jako m o d u l á t o r svě t la jsem využi l D M D - č i p od firmy Texas Instruments Inc. vedený pod 
o z n a č e n í m D L P 9 0 0 0 , j ehož p o d r o b n é informace jsou uvedeny v [31]. K v ý b ě r u tohoto typu 
m ě vedlo jeho vysoké rozl išení p ixelů 2560 x 1600, což o d p o v í d á a k t i v n í ploše o velikosti 
19 x 12,16 mm, z čehož vyp lývá op t i cký p r ů m ě r dr>MD = 12,16 m m . Velikost pixelu je 
d á n a r o z m ě r e m z r c á t k a což činí 7,6 um. Frekvence překres lování obrazu je 9500 H z a je 
op t ima l i zována na vlnovou dé lku svě t la 400-700 nm. 

V m é m n á v r h u nevyuži j i k nasv ícen í op t ického m o d u l á t o r u svě t la z r c á t k a v iz . [29], ale 
využij i T IR-hrano l . V ý h o d u tak bude k o m p a k t n ě j š í sestava, j enž se bude snadně j i nastavo
vat. 

P o u ž i t ý T IR-h rano l se sk l ádá ze dvou na sobě n e t m e l e n ý c h op t i ckých h r a n o l ů z koru
nového skla typu H - K 9 L s indexem lomu n = 1.5168. Vizual izace TIR-h rano lu s r o z m ě r y 
je uvedena na o b r á z k u 3.3. 

Dá le bylo z a p o t ř e b í vybrat zdroj b í lého svět la . H lavn ími p o ž a d a v k y na něj b y l m a l ý 
vyzařovac í úhe l a vysoký výkon . Z t ěch to d ů v o d ů jsem vybra l L E D diodu od firmy Cree L E D 
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O b r á z e k 3.1: S c h é m a č t v r t é h o n á v r h u od Jany Vavř ínové osvět lovací soustavy, p ř e v z a t o 
a upraveno z [29]. 

vedenou pod o z n a č e n í m C H A 0 8 2 5 , jejíž p o d r o b n á data jsou uvedena v [32]. Jej í op t i cký 
p r ů m ě r je dzd = 8,5 mm, s vyza řovac ím ú h l e m 114° a v ý k o n e m 25 W . 

Jako kondenzor k nasvě t l en í vzorku jsem využi l p l a n á r n í m ik roskopový objektiv ko
r igovaný na nekonečnou vzdá lenos t , p ro tože m á vyšší numerickou aperturu a větš í ú h l y 
k osvi tu než klasické kondenzory. P r o s p r á v n o u funkci bylo z a p o t ř e b í vybrat objektiv s vy
sokou numerickou aperturou a dlouhou p r aco v n í vzdá lenos t í pro dostatek m í s t a k vložení 
vzorku. T y t o p o d m í n k y splňuje m i k r o s k o p o v ý objektiv od firmy Mi tu toyo #56-982 [33] 
s ohniskovou vzdá lenos t í fkon = 4 mm, numerickou aperturou NA = 0,65, zvě t šen ím 50x 
a p r a c ovn í vzdá lenos t í wd = 10 m m . Z t ě c h t o hodnot jsem nás l edně urči l p r ů m ě r a p e r t u r n í 
clony dkon = 6,84 m m . 

3.2.1 Stanovení ohniskových vzdáleností čoček 
Pro u rčen í ohniskových vzdá lenos t í čoček, k t e r é využ i j eme v osvět lovači , je nejprve zapo
t ř e b í u rč i t t eore t ické zvě tšení sestavy M. To je d á n o : 

M = M i M 2 , (3.1) 

kde M i je zvě tšení př i zobrazen í roviny zdroje (Zd) na rovinu D M D - č i p u ( D M D ) a M 2 

je zvě tšení př i zob razen í roviny D M D - č i p u ( D M D ) do z a d n í ohniskové roviny kondenzoru 
( O b l nebo Ob2) . 

Zvětšení M\ se odvíj í od op t i ckého p r ů m ě r u zdroje dzd a D M D - č i p u doMD dle: 

M i = dDMD = U ( 3 2 ) 

dzd Jel 
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D M D 

O b r á z e k 3.2: Teoret ické opt ické s c h é m a osvět lovací čás t i C C H M s m o d u l á t o r e m svět la . 
Zdroj svě t la Z d , čočky C , po ln í čočka P C I , D M D - č i p D M D , TIR-h rano l T I R , zrcadla Z , 
kondenzory Ob , rovina vzorku V , referenční rovina R . 

O b r á z e k 3.3: Vizual izace TIR-h rano lu s rozměry . 
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kde f d a fC2 jsou ohniskové vzdá lenos t i p ř í s lušných čoček. Z výše uvedených hodnot z í skáme 
M i = 1,43. S t e j n ý m p ř í s t u p e m u r č í m e i zvě tšení M 2 pro p ř í s lušnou dvojici čoček dle: 

M dkon fc5,7 /0 0 \ 
2 = -, = 7 , (3.3) 

UDMD Jc4,6 

z čehož jsem získal M 2 = 0,56. 

3.3 Výběr vhodných optických komponent 

Z výše v y p o č t e n ý c h zvě tšení M i a M 2 u r č í m e p o m ě r y ohniskových vzdá lenos t í d a n ý c h 
čoček dle rovnic 3.2 a 3.3. Z k o m e r č n ě d o s t u p n ý c h komponent nejsme schopni složit p řesně 
s te jné zvě tšení jak bylo v y p o č í t á n o , neboť na t rhu nen í tak j e m n é škálování ohnisek čoček. 
Z tohoto d ů v o d u se snaž íme zvolit komponenty tak, abychom se k t e o r e t i c k ý m h o d n o t á m 
zvětšení přiblížil i co nejvíce a zá roveň bylo využ i t o celého op t ického p r ů m ě r ů D M D - č i p u 
( D M D ) a kondenzoru ( O b l , Ob2) . Což z n a m e n á , že vol íme čočky tak, aby jejich zvětšení 
bylo spíše větš í než teore t ické a komponenty byly tud íž přesvíceny. 

Pro u rčen í ohniskové vzdá lenos t i čočky C 3 , jsem si v programu Solidworks vy tvoř i l 
p o m o c í geomet r ické opt iky s c h é m a osvět lovače s procháze j íc ími paprsky. P o t é jsem zvol i l 
/ c 3 tak, aby by l D M D - č i p ( D M D ) přesv ícen . 

Všechny čočky jsou v y b r á n y od firmy E d m u n d optics [33] a z a p s á n y v tabulce 3.1. Kvůli 
el iminaci b a r e v n é vady jsem vždy vo l i l a c h r o m a t i c k é dublety s povrchem p o t a ž e n ý m vrstvou 
M g F 2 u r č e n é pro vlnové dé lky 400-700 nm. 

Tabulka 3.1: Čočky využ i t é v opt ické ses tavě 

Komponenta O z n a č e n í 
Ohnisko 

(mm) 
O p t i c k ý p r ů m ě r 

(mm) 
C l 32-724 60 25 
C 2 32-492 125 25 

P C I 32-327 100 24 
C 3 45-179 200 49 

C4,6 45-180 250 49 
C5,7 32-886 150 49 

Zvětšení př i použ i t í čoček z tabulky 3.1 je M\ = 2,08 a M 2 = 0,6. Což o d p o v í d á poža 
davku na presve t len í D M D - č i p u ( D M D ) a kondenzoru ( O b l a Ob2) . 

3.3.1 Protrasování komponent v softwaru Zemax 

N á v r h by l s imulován a ana lyzován v s y s t é m u Zemax. P ro z j ednodušen í jsem zobrazi l pouze 
jednu vě tev osvět lovače s t í m , že jsme vypus t i l z a l amován í opt ické osy na z r c á t k á c h . Simu
lace je zobrazena na o b r á z k u 3.1. Z d ů v o d u absence souboru, určuj íc ího opt ické vlastnosti 
kondenzoru ( O b l ) v softwaru Zemax od prodejce, je kondenzor v simulaci nahrazen para-
xiá lní čočkou s ohniskovou vzdá lenos t í kondenzoru ( O b l ) . 

P ř i ses tavování bylo z a p o t ř e b í z d ů v o d u vysoké v ině t ace do s y s t é m u vložit , mezi čočky 
C2 a C 3 do roviny obrazu zdroje, po ln í čočku ( P C l ) . T a slouží k za lomení kužele p a p r s k ů 
blíže k ose beze z m ě n y zvětšení . D í k y tomu nen í z a p o t ř e b í volit velké opt ické p r ů m ě r y 
čoček. Op t i cké parametry osvět lovací čás t i jsou uvedeny v tabulce 3.2. 
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D M D 

T I R 

h 200 mm 

O b r á z e k 3.4: Simulace op t i ckého s c h é m a t u osvět lovací čás t i C C H M s m o d u l á t o r e m svě t la 
v softwaru Zemax. Zdroj svět la Z d , čočky Č, po ln í čočka P Č 1 , D M D - č i p D M D , T I R -
hranol T I R , kondenzor O b l , rovina vzorku V . 
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Díky t r a sován í jsem zjis t i l p ř e sné rozmís t ěn í op t i ckých komponent, uj ist i l jsem se, že 
D M D - č i p bude přesv ícen a o sp r ávnos t i op t ického n á v r h u . 

Tabu l ta 3.2: Op t i cké parametry v y b r a n ý c h komponent. Hodnoty zaokrouhleny. 

Povrch D í l Pr inc ip M a t e r i á l 
R á d i u s 
(mm) 

T l o u š ť k a 
(mm) 

O p t i c k ý p r ů m ě r 
(mm) 

1 Z d - - - 52,2 8,5 
2 C l lom N - S F 1 0 1029,8 2,4 25 
3 C l lom N - S S K 8 29,9 9,0 25 
4 C l lom - -31,9 10,0 25 
5 C 2 lom N - B K 7 76,3 6,0 25 
6 C 2 lom N - S F 5 -54,5 2,4 25 
7 C 2 lom - -162,4 120,9 25 
8 P C I lom N - S F 5 129,9 2,5 24 
9 P C I lom N - B K 7 44,6 6,0 24 
10 P C I lom - -61,5 194,2 24 
11 C 3 lom N - S F 1 0 320,2 3,5 49 
12 C 3 lom N - B A K 4 99,4 9,0 49 
13 C 3 lom - -130,5 20,0 49 
14 T I R 1 lom H - K 9 L - 27,6 -
15 T I R 2 odraz H - K 9 L - 24,3 -
16 T I R 3 lom - - 6,5 -
17 D M D odraz - - 6,5 12,1 
18 T I R 4 lom H - K 9 L - 31,0 -
19 T I R 5 lom - - 206,5 -
20 C 4 lom N - S F 1 0 402,6 3,5 49 
21 C 4 lom N - B A K 4 123,8 9,7 49 
22 C 4 lom - -162,6 10,0 49 
23 C 5 lom N - B A K 4 96,8 9,5 49 
24 C 5 lom N - S F 1 0 -73,7 4 49 
25 C 5 lom - -241,6 85 49 

26 K O N lom 
pa rax i á ln í 

čočka s /kon 
- 4 28 
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4 Konstrukce 

4.1 Vybrání vhodných dílů pro optickou sestavu a jejich vlo
žení do modelu 

P r o p o j e n í j edno t l i vých op t i ckých dí lů, D M D - č i p u , T IR-h rano lu a zdroje bude za j i š těno 
k lečovým s y s t é m e m od firmy Thorlabs [34]. V ý h o d o u tohoto s y s t é m u je, že firma v y r á b í 
ne spoče t m o ž n ý c h komponent, k t e r é lze l ibovolně sk l áda t za sebe a propojovat je p o m o c í 
č tveř ice ocelových kula t in 06. 

Sestava osvět lovače byla v y t v o ř e n a p o m o c í softwaru Solidworks a je u k á z á n a na ob
r á z k u 4.1, p ř ičemž bylo d o d r ž e n o rozložení op t i ckých komponent dle n á v r h u ze Zemaxu. 
V m é m p ř í p a d ě budu využ íva t klečový s y s t é m pro l " a 2" opt iku, mezi n imiž se d á m ě n i t 
p o m o c í p řechodek . 

Všechny čočky jsem umís t i l do t r ans l ačn í ch úchy tek , k t e r é umožňu j í p ře sné vys t ř eděn í 
čoček vůči opt ické ose. K rozdělení paprsku do dvou vě tv í jsem využi l nepo la r i začn í dělící 
kostku, kde k rozdělení docház í na p ř e p o n ě jednoho ze dvou h rano lů , k t e r é j i tvoř í . N a 
n ě m je nanesen d ie lek t r ický povlak pro dělení p a p r s k ů a ke spo jen í obou polovin hranolu 
se použi je tmel . P r o za lomení p a p r s k ů jsem použi l e l ipsoidní d ia lek t r ické zrcadla u ložená 
v p r a v o ú h l ý c h k i n e m a t i c k ý c h ú c h y t k á c h pro p ř í p a d n é do laděn í ú h l u n ák lo n u . Objek t ivy 
sloužící jako kondenzory jsou u m í s t ě n y v t r an s l ačn í ch p ř í c h y t k á c h sloužící k j e m n é m u do-
os t řování . V ý h o d o u tohoto typu os t řen í je, že se objektiv neo t áč í kolem své osy. T í m jsou 
e l iminovány jeho v ý r o b n í vady, neboť objektiv nen í dokonale s o u m ě r n ý a jeho o t á č e n í m by 
docháze lo k jejich n e ž á d o u c í m u projevu. 

Vě t š ina komponent sestavy je u m í s t ě n a na po lohova te lných s loupcích př ichycených po
moc í vidliček k p o d s t a v n é desce. Jedinou úh lovou ustanovku jsem položil na fixní sloupek, 
od k t e r é h o se bude definovat v ý š k a opt ické osy. Neboť D M D - č i p je z a p o t ř e b í s toč i t pod 
ú h l e m 45° vůči TIR-hrano lu , podstava m u s í bý t p ř i chycena p o m o c í dvojice k loubových 
kulových hlavic k p o l o h o v a t e l n ý m s l o u p k ů m . 

Celá sestava je n á s l e d n ě propojena k o n s t r u k č n í m i t yčemi . Jejich dé lka se odvíj í od po
žadovaného rozestupu komponent, k t e r é na nich mohou bý t h r u b ě polohovány. 

4.2 Návrh a konstrukce uložení pro T I R , D M D a zdroj 

Dal š ím krokem je navrhnout, pro n e n o r m o v a n é součás t i osvět lovače, ú c h y t y s možnos t í 
os t řen í . Z á k l a d e m je vy tvo ř i t úh lovou ustanovku pro TIR-h rano l . T u je z a p o t ř e b í spojit 
s D M D - č i p e m , se k t e r ý m budeme moci o t áče t kolem své osy. N á s l e d n ě je t a k é n u t n é vy
myslet uchycen í na zdroj svět la . Všechny součás t i by nav íc měli bý t k o m p a t i b i l n í s k lečovým 
s y s t é m e m od firmy Thorlabs [34]. 

4.2.1 Návrh uchycení zdroje 

P r o výše vybranou L E D diodu, j a k o ž t o zdroj svě t la v iz . 3.2, je z a p o t ř e b í zkonstruovat d r ž á k 
s n a p o j e n í m na klečový s y s t é m . Vizual izace uchycen í zdroje je na o b r á z k u 4.2. Z d ů v o d u 
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O b r á z e k 4.1: Pohled na optickou sestavu osvět lovače a) seshora b) zleva. 
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vysokého výkonu , je n u t n é d iodu (2) u m í s t i t na chladič (1), k t e r ý o d v á d í p ř e b y t e č n é teplo. 
D i o d a (2) je uchycena na chladič (1) p o m o c í dvojice š r o u b ů M 3 . N a p o j e n í osvět lení na 
klečový s y s t é m je dosaženo p o m o c í č ty ř a d a p t é r ů (4), j enž jsou z a š r o u b o v á n y v chladiči 
(1). Celek je p o t é u m í s t ě n na p o d l o ž k u (3) a za j i š těn š r o u b e m M 4 . 

4.2.2 Návrh uložení pro TIR 

Pro per fek tn í nasvě t l en í D M D - č i p u , je n u t n é m í t m o ž n o s t korigovat úhe l nasvě t l en í T I R -
hranolu 3.2. U h e l n á k l o n u by mě l bý t po lohova te lný v rozmezí ± 5° a celé u ložení m u s í bý t 
k o m p a t i b i l n í s k l ečovým s y s t é m e m . Kvůl i t ě m t o p o ž a d a v k ů m jsem pro T I R - h r a n o l navrhl 
úh lovou ustanovku zobrazenou na o b r á z k u 4.3. T IR-h rano l (8) je p e v n ě uchycen p o m o c í 
p ř í t l a k u (3) a dvou vymezovačů (6) k t o č n ě (9) na níž je vyfrézovaný skok pro u m í s t ě n í 
T IR-h rano lu (8). T o č n a (9) je dá le nasunuta na osu (11), se kterou je spojena p o m o c í 
dvou C - p r s t e n c ů (10) a za j i š t ěna š rouby M 4 prot i v y p a d n u t í pro p ř í p a d , že by ustanovka 
byla o r i en tovaná v z h ů r u nohama. Osa (11) je p o t é spojena s pod ložkou (2) p o m o c í trojice 
š r o u b ů M 4 . P ro m o ž n o s t úh lové j u s t á ž e je do t o č n y (9) v ložena a za j i š těna p o m o c í kol íku 
p á k a (13). P r o korekci ú h l u slouží t l a čný j u s t á ž n í š r o u b (4), j enž je s p á k o u (13) spojen 
p o m o c í vl isované vložky. P ř i rotaci j u s t á ž n í š r o u b t lač í do o p ě r k y (5), spojenou s pod ložkou 
(2) š r o u b e m M 3 , a t í m je t o č n a (9) s TIR-hrano lem (8) úhlově kor igována . T a ž n á p r u ž i n a 
(14), j enž je spojena s p á k o u (13) a pod ložkou (2) p o m o c í kolíků, zajišťuje pohyb o p a č n ý m 
s m ě r e m . P r o spojení s k lečovým s y s t é m e m je na p o d l o ž k u (2) na j e d n é s t r a n ě u m í s t ě n a 
p ř e c h o d k a (7) a na d r u h é úchy t (1), k t e r ý je m o ž n o úhlově nastavovat p o m o c í š r o u b u (12). 
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O b r á z e k 4.3: Pohled a) seshora a b) řez u ložen ím pro TIR-hrano l . Úchy t na klečový s y s t é m 
1, p o d l o ž k a 2, p ř í t l a k na hranol 3, j u s t á ž n í š r o u b 4, o p ě r k a pro j u s t á ž n í š r o u b 5, vymezovače 
6, p ř e c h o d k a na klečový s y s t é m 7, T I R - h r a n o l 8, t o č n a 9, C-prstenece 10, osa 11, š r o u b 12, 
p á k a 13, p r u ž i n a 14. 
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4.2.3 Návrh uložení pro DMD 
D M D - č i p je z a p o t ř e b í u m í s t i t pod ú h l e m 45° z d ů v o d u u m í s t ě n í m i k r o z r c á t e k na č ipu a je
j ich n a k l á p ě n í . A b y mohl bý t č ip u m í s t ě n do s p r á v n é pozice, mus í bý t pro něj zkons t ruováno 
uložení zobrazeno na o b r á z k u 4.4, k t e r é bude u m o ž ň o v a t o t áčen í č ipu kolem své osy. D M D -
čip je u m í s t ě n na desce p lošných spo jů (11). T a je propojena vodiči s elektronikou v k r y t u 
(1), j enž je p o m o c í L-prof i lu (3) spojen s pod ložkou (2). D M D - č i p je c h r á n ě n d o l n í m kry tem 
(10) a h o r n í m kry tem (4) d íky n ě m u ž je s e š roubován s pod ložkou (2). Z d ů v o d u vysokého 
zahř íván í D M D - č i p u je z a p o t ř e b í jeho chlazení . To je za j i š těno skrz ch lad ič s v ě t r á k e m , 
u m í s t ě n ý m přes vymezovac í v ložku (13), p o m o c í uchycen í (5) na h o r n í kryt (4). O t á č e n í 
č ipu kolem své osy zajišťují dvě s o u s t ř e d n é t o č n y 9 a 6. Vnější t o č n a (6) je p e v n ě spojena 
s h o r n í m kry tem (4) p řes t roj ici š r o u b ů M 4 a do ní je vsunuta v n i t ř n í t o č n a (9). P ro aretaci 
t o č e n 9 a 6 vůči sobě slouží dva červíci . 

4.2.4 Spojení uložení TIR a DMD 

Spojen í u ložení T IR-h rano lu z o b r á z k u 4.3 a u ložení D M D - č i p u z o b r á z k u 4.4 je vyobrazeno 
na o b r á z k u 4.5. Spojen í je provedeno přes dvojici spojek s t í m , že jsou zachovány možnos t i 
n a t á č e n í obou komponent. 

4.2.5 Vytvoření výkresů navržených komponent 

V ě t š i n a čás t í vý robn ích dí lů bude zhotovena z dura lu E N A W 2007. V ý h o d o u m a t e r i á l u 
je jeho vysoká pevnost, korozivzdornost, n ízká hmotnost a d o b r á obrobitelnost. P ro tyto 
součás t i je z a p o t ř e b í vy tvo ř i t v ý r o b n í dokumentaci (výkresy) a n á s l e d n ě je p ř e d a t do v ý r o b y 
ke zho tovení . Výkresy jsou součás t í p ř í lohy baka l á ř ské p ráce . 

T ř i dí ly z u ložení D M D - č i p u budou vyt isknuty z plastu na 3D t i s k á r n ě u n á s na ú s t a v u , 
neboť v nich bude u ložena elektronika a m u s í tedy bý t z nevod ivého m a t e r i á l u . J e d n á se 
o kryt na elektroniku (1), s ložený ze dvou čás t í , a do ln í kryt D M D - č i p u (10). Mode ly pro 
3D tisk jsou t a k é součás t í p ř í lohy baka l á ř ské p ráce . 

Do výk re su sestavy jsem z d ů v o d u lepší p ř eh l ednos t i zakomponoval t ř i podsestavy. 
J e d n á se o úchy t zdroje, u ložení D M D - č i p u a TIR-hrano lu , pro něž jsou v y t v o ř e n y s e p a r á t n í 
výkresy . T y i celkový výkres soustavy osvět lovače je součás t í p ř í lohy t é t o p ráce . 
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1 

N 2 

O b r á z e k 4.4: Pohled a) zezadu a b) řez u ložen ím pro D M D - č i p . K r y t na elektroniku D M D -
čipu 1, p o d l o ž k a 2, L-prof i l 3, ho rn í kryt D M D - č i p u 4, uchycen í chladiče 5, t o č n a vnější 
6, spojky D M D + T I R 7,8, t o č n a v n i t ř n í 9, do ln í kryt D M D - č i p u 10, D M D - č i p s p l o š n ý m 
spojem 11, čás t chladiče 12, vymezovac í v ložka 13. 
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O b r á z e k 4.5: Pohled na spo jen í u ložení pro D M D a T I R . 
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5 Montáž, seřízení a testování se
stavy 

5.1 Montáž a seřízení sestavy 

Jako p r v n í krok jsem sestavil úchy t na L E D - d i o d u , kterou jsem zapoj i l na l a b o r a t o r n í zdroj 
a odzkoušel . D i o d a je konc ipována na n a p ě t í 36 V . P ř i m ě ř e n í jsem nepřesahova l n a p ě t í 
34 V , neboť zá řen í bylo d o s t a t e č n é k osvitu. N á s l e d n ě jsem sestavil uchycen í na D M D -
čip a TTR-hranol . Z d ů v o d u rychlejš ího p r o t o t y p o v á n í jsem dí ly vy t i sk l na 3D t i ská rně 
z plastu. Pevnost t ě ch to dí lů s a m o z ř e j m ě n e o d p o v í d a l a tuhosti kovových. P ř i ses tavování 
bylo nutno d b á t na přesnějš í ob roušen í čás t í , k t e r é se mezi sebou pohybuj í , neboť t i s k á r n a 
nen í konc ipována na takovou p ře snos t . P o t é jsem sestavil zbylé čás t i sestavy dle n á v r h u 
za p o m o c í klečového sy s t ému . Ce lá sestava je zobrazena na o b r á z k u 5.1 a detai l uchycení 
D M D - č i p u a T IR-h rano lu na o b r á z k u 5.2. 

P ř i seř izování jsem postupoval od zdroje s m ě r e m k D M D - č i p u a n á s l e d n ě ke konden
z o r ů m . N a z a č á t e k jsem si nastavil čočky C l a C2 do polohy, aby obraz L E D diody by l 
na po ln í čočce P C l . P o t é jsem nastavil čočku C 3 tak, že proš lé paprsky byly rovnoběžné . 
P ř i p o j e n í m tohoto modulu osvi tu k uchycen í D M D - č i p u a T IR-h rano lu b y l nasv ícen D M D -
čip. N á s l e d n ě p o m o c í úh lového n a s t a v e n í modulu osvitu a T IR-h rano lu jsem dostal paprsky 
vycházej íc í r o v n o b ě ž n ě s optickou osou. J e d n í m ze závěrečných k roků bylo z a k o m p o n o v á n í 
z rcá t ek a seř ízení tak, aby paprsky vys tupu j í c í z nich byly r o v n o b ě ž n é s optickou osou. 
P ř i p o j e n í m čoček C4 až C 7 byla n a s v í c e n a dvojice ob jek t ivů . 

5.2 Testování osvětlovače 

V p r o s t ř e d í Labview jsem vytvoř i l software, k t e r ý je v izual izován na o b r á z k u 5.3, u m o ž ň u 
jící p r o m í t á n í sekvencí o b r á z k ů na D M D - č i p s jejich m í r n o u korekturou. Je m o ž n o m ě n i t 
rozlišení, úhe l nak loněn í , pozici a expozici p r o m í t a n é h o o b r á z k u z d ů v o d u p ř e s n é h o zapl
něn í D M D - č i p u . P r o simulaci funkce tomograf ického osvět lení jsem vy tvoř i l 16 s n í m k ů bílé 
k ruhové masky na č e r n é m pozad í , k t e r á se pohybuje po kružnic i (viz. ob rázek 5.5). Bílé 
pixely reprezen tu j í m i k r o z r c á t k a v poloze „ z a p n u t o " a černé pixely v poloze „vypnuto" . 
Za jeden z k o n d e n z o r ů jsem postavi l kameru, kterou jsem sn íma l polohu stopy skenova-
cího svazku. S c h é m a setupu je u k á z á n o na o b r á z k u 5.6. T y t o s n í m k y jsou kvůl i opt ické 
sous tavě p ř e v r á c e n é a jsou vyobrazeny na o b r á z k u 5.4. D ů l e ž i t ý m výs l edkem je, že mnou 
zho tovený osvět lovací modu l dokáže m ě n i t úhe l osvi tu vzorku a tedy je p lně funkční čás t í 
holograf icko-tomograf ického mikroskopu. N a sn ímcích se objevuje s l abá svě t lá čá ra , u níž 
bohuže l n e z n á m d ů v o d vzniku . 
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Pozice skeneru 

|25S3x1301 32-bit RGB image 255r255.255 (Sr364) 

O b r á z e k 5.3: Software. 

D M D TTR O B C M O S 

O b r á z e k 5.4: S c h é m a setupu na t e s tován í . Če rveně je v y z n a č e n osvět lovací svazek o d r a ž e n ý 
D M D - č i p e m . Š ipky ukazuj í s m ě r pohybu masky a s m ě r pohybu stopy na č ipu C M O S ka
mery. 
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10mm 

O b r á z e k 5.5: P r o m í t a n é o b r á z k y na D M D - č i p . 



Závěr 

Tato b a k a l á ř s k á p r á c e se v ú v o d u věnovala s t r u č n é m u p ř e h l e d u zák ladn ích zobrazovac ích 
metod použ ívaných v mikroskopi i a plynule p řecháze la ke k v a n t i t a t i v n ě fázové mikroskopii . 

H l a v n í m cí lem p r á c e bylo navrhnout, zkonstruovat a odzkouše t tomograf ický osvět lovač 
k o m p a t i b i l n í s l a b o r a t o r n í verzí mikroskopu Q - P H A S E , k t e r ý eliminuje koherenčn í š u m 
konvenčně využ ívaných laserů . Osvě t lovač vycház í ze č t v r t é h o n á v r h u u v e d e n é h o v diplo
mové prác i Jany Vavř ínové [29]. D M D - č i p j a k o ž t o m o d u l á t o r svě t la b y l nasvě t l en p o m o c í 
TIR-hrano lu , což n a p o m ů ž e ke zmenšen í velikosti sestavy a celkové lepší kompa t ib i l i t ě . 

K o n s t r u k č n í řešení je rozloženo do někol ika čás t í , kdy v p r v n í m kroku bylo z a p o t ř e b í si 
stanovit opt ické p o ž a d a v k y soustavy p o m o c í geomet r i cké optiky. N á s l e d n ě vybrat v h o d n é 
opt ické komponenty a ujistit se v softwaru Zemax, že všechny na n i k l adené p o ž a d a v k y 
jsou splněny. P o t é navrhnout k o n s t r u k č n í řešení u ložení zdroje svět la , T IR-h rano lu a D M D -
čipu a zhotovit pro ně výkresovou dokumentaci, j enž je p ř í lohou t é t o p r á c e . Dá le b y l celý 
osvět lovač složen, seř ízen a p o m o c í 16 tes tovacích tomograf ických projekcí ověřena jeho 
s p r á v n á funkce. T í m t o byly všechny v y t y č e n é cíle p r á c e splněny. 

P ř í l o h a p r á c e obsahuje text p r á c e v d ig i t á ln í p o d o b ě , t e s tovac í software, masky, model 
osvět lovací soustavy C C H M v y t v o ř e n ý v programu Zemax, výkresy dí lů pro v ý r o b u uložení 
zdroje, D M D - č i p u , T IR-h rano lu a výkresy sestav. 
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