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Uvod

Vynalez mikroskopu posunul hranice moznosti pozorovani objektu, které uz oko ne-
dokaze rozeznat, a oteviel tak novy svét poznavani. Kromeé zlepsovani rozlisovaci schop-
nosti je jednim z dulezitych cilu zvysovani kontrastu. Nékteré objekty jsou povazovany
za amplitudové, protoze pohlcuji ¢ast svétla, a proto je mozné je snadno pozorovat
ve standardnim svétlém poli. Viceméné existuji objekty, které ovliviuji pouze fazi
a je potrebné je uméle dobarvit, aby byly schopné absorbovat ¢ast prochazejiciho
svétla. Béhem tohohle procesu muze dojit ke znic¢eni popiipadé usmrceni vzorku. Tato
skutecnost vedla k vyvoji metod fazového kontrastu, diky kterym je mozné pozorovat
struktury, jejichz kontrast by byl jinak nizky [1] [2] [3] [4] [5] [6].

V ptipadé potieby prechodu z jedné metody na jinou, je nutny mechanicky zdasah do
optické soustavy, ktery muze byt casové a financné narocny. Zkoumanou alternativou
je vyuziti prostorového moduldtoru svétla, ktery se jevi jako flexibilni moznost vyuziti
mikroskopickych metod na zvyseni kontrastu [I] [2].

V teoretické ¢asti budou popsany zakladni mikroskopické metody jako temné pole,
Zernikuv fazovy kontrast a modernéjsi metoda spirdlniho fazového kontrastu. Déle
bude popsan princip fungovani kapalnych krystali v prostorovém modulatoru svétla
a jeho aplikace v mikroskopii a realizace vySe uvedenych metod na zvySeni kontrastu
obrazu vzorku.

V experimentalni ¢asti bude predstavend sestava, se kterou byli realizovany mikro-
skopické metody, jeji parametry a pouzité vybaveni. Kapitola se vénuje také vypoctu
spravnych parametru pro dosazeni separace difrakénich radu a urcéeni velikosti centralni
oblasti masky kvuli spravenému fungovani prostorové filtrace. Ve vysledcich jsou po-
zorovany fazové vzorky jako kalibracni USAF test, licni bunky, krysi bunky a cervené
krvinky.



Kapitola 1

Teoreticka ¢ast

1.1 Moderni metody svételné mikroskopie

Lidské oko dokaze detekovat pouze zménu intenzity nikoli faze, coz muze vést k pro-
blémum napiiklad u bunék, které mohou mit slabou absorpci svétla a méni pouze
fazi. Pokud je pozorujeme okem ¢i kamerou, nejsme schopni vnimat strukturu objektu.
Proto je potiebné fazi prevést na intenzitu, a to je mozno mnoha zpusoby, pricemz
nejcastéjsi je barveni vzorku. Béhem tohoto procesu muze dojit k usmrceni vzorku a
znemoznéni pozorovani zivych procesu. Aby k této situaci nemuselo dojit, jsou vyvijeny
neinvazivni optické metody.

1.1.1 Temné pole

Jde o mikroskopickou metodu, kdy je vyuzito svazku Ssikmych paprski pomoci clony
ve tvaru mezikruzi, které pak osvétluji vzorek. Pii dopadu svételnych svazku na struk-
turu vzorku nastava rozptyl. Svétlo, které projde nezménéné, mine mikroskopovy ob-
jektiv, kdezto svétlo rozptylené vstupuje do objektivu. Vysledkem jsou svétlé detaily

ﬁ Vzorek Objektiv

Kondenzor

®

Prstencovd clona

Rozptylené svétlo

Obrazek 1.1: Schéma mikroskopu s temnym polem

na tmavém pozadi, kde je mozné pozorovat struktury, které predtim nebyly viditelné
béznym intenzitnim detektorem. V pojeti fourierovské optiky temné pole odstrani nulty



fad z difrakéniho obrazce zformovaného v ohniskové roviné objektivu. Obraz je tvoren
pouze vyssimi difrakénimi fady. Bézné se temné pole vyuziva na zobrazeni napiiklad
motskych organismu jako plankton nebo fasy. Nevyhodou metody je pozadavek na
vysoky vykon osvétlovaciho svazku [3] [4].

S : :
(a) Svétlé pole (b) Temné pole

Obrazek 1.2: Snimky perloocek a buchanky ve svétlém a tmavém poli [5]

1.1.2 Zernikuv fazovy kontrast

Tésné pred 2. svétovou valkou vytvoril Zeiss nékolik prototypu mikroskopu s fazovym
kontrastem zalozenych na principech, které popsal Frits Zernike. Tato technika se zacala
pouzivat az v 50. letech minulého stoleti a je dodnes frekventované vyuzivanad mnohymi
bunécénymi biology.

Objektiv

Kondenzor

Rozptylené svétlo

Fazovd maska

Prstencovd clona

Obrazek 1.3: Schéma mikroskopu s Zernikovym fazovym kontrastem

Princip je zalozen na vyuziti sikmého svazku podobné jako v ptipadé temného pole,
avSak do objektivu nevstupuje jenom svétlo rozptylené od vzorku ale i pfimé. Svétlo
rozptylené na fazovém vzorku mé zpozdéni féaze priblizné /2 pii dopadu na obrazovou
rovinu [3] [4]. Aby bylo dosazeno posuvu o 7, je faze piimého svétla uméle posunutéd



pomoci fazové desticky umisténé v objektivu. V pripadé posuvu kupredu vznika de-
struktivni interference, jejiz vysledkem je ztmavnuti obrazu nazyvané pozitivni kon-
trast. Pro dosazeni negativniho kontrastu je rovnéz pottebné dosahnout posuvu o m,
avsak posouva se faze primého svétla vzad, coz zpusobi, ze se obé slozky stietnou v
obrazové roviné ve fazi a spolu interferuji konstruktivné. Vysledkem je svétly obraz

(3] 1.

(a) Svétlé pole (b) Zernikuv fazovy kontrast

Obrézek 1.4: Snimky licnich bunék ve svétlém poli a s Zernikovym fazovym
kontrastem [7]

1.1.3 Spiralni fazovy kontrast

Metoda, vyvinuta v poslednich letech, je spiralni fazovy kontrast, ktery vede k zesileni
pozorovanych hran amplitudového nebo fazového objektu. Zajistuje to spiralni fazova
maska umisténd ve 4-f systému, kterd zavadi fazovy posun azimutalné od -m do +w

i

Vzorek

f f

Spirdlni fazova maska

Obrazek 1.5: Schéma spirdlniho fazového kontrastu

Na rozdil od jinych metod zde dochézi k izotropnimu zesileni hran z duvodu rotac¢ni
symetrie masky. Tuto symetrii je mozno porusit pro dosazeni stinového efektu, jestlize
je singuldrni bod posunut mimo optickou osu systému [§].
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(a) Bez pouziti spirdlniho kontrastu (b) S pouzitim spiralniho kontrastu

Obréazek 1.6: Snimky licnich bunék ve svétlém poli a se spirdlnim fazovym kontrastem

[9].
1.2 Kapalné krystaly

Jedna se o stav mezi kapalnym a pevnym skupenstvim, kde maji molekuly tvar pro-
tahlého ovalu s orientaci podobnou krystalum, avsak je pritomna i podobnost s kapa-
linami ve formé chybéjiciho prostorového usporadani. Aplikace kapalnych krystalu za-
sahuji od ruznych chemickych senzoru a laditelnych filtru az po technologii digitalnich
displeju, které jsou v soucasnosti pritomné témér v kazdé domaécnosti. Existuji tii
moznd usporadani kapalnych krystalu [10] [11] [12].

(a) Nematické kapalné (b) Smektické kapalné (c) Cholesterické kapalné
krystaly krystaly krystaly

Obrazek 1.7: Druhy uspotradani kapalnych krystalu

1. Nematické kapalné krystaly - orientace podél dlouhé osy jsou rovnobézné, ale
poloha je nahodna

2. Smektické kapalné krystaly - orientace molekul je rovnobéznda a jsou uspotradané
v rovnobéznych rovinach, ve kterych je poloha ndhodna
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3. Cholesterické kapalné krystaly - molekuly jsou usporadané v rovinach, kde se
orientace zachovava, ale vné se osy molekul sroubovité staci kolem osy kolmé k
rovinam

Vlastnosti kapalnych krystalu je schopnost meénit orientaci molekul v zavislosti na
prilozeném elektrickém poli nebo na mechanickém ptisobeni. Dalsi dulezitou charakte-
ristikou je usporadani nematickych krystalu v pixelech, které urcuji o jaky typ modulace
jde. Je mozné je délit na tii typy: vertikalni nematické, paralelni nematické a stocené
nematické krystaly [10] [11].

1.2.1 Paralelni a vertikalni nematické krystaly

Pokud je vrstva nematického kapalného krystalu umisténa mezi dvé sklenéné desticky,
se kterymi je pohybovano, vytvori se pozadovana orientace molekul kapalného krystalu
mezi deskami a tim vznikne jednoosy krystal s optickou osou ve sméru orientace molekul

1.

l‘ ' .| 1.. l"
NHIN H /'r/ 1L
e ’//, ’/
gy M //

(a) Bez napéti ) S prllozenym napétim

Obrazek 1.8: Vertikalni kapalné krystaly.

V pritomnosti elektrického pole se molekuly staceji o uhel 6 v zavislosti na veli-
kosti privedeného napéti (Obr. [1.8]). Dusledkem tohoto jevu se bude snizovat hodnota
mimofadného indexu lomu v pomeéru k thlu podle

1 cos(6)?  sin(6)?
n2(6) n2 * n2 ' (1.1)

kde m,. je mimoradny index lomu a n, je fadny index lomu, jehoz hodnota zustava
konstantni [10].
Takovou celou z kapalnych krystalu je zavedeno fazové zpozdéni

27

A® = ST (6) = nold. (1.2)

kde d je sitka cely [10] a A je vlnové délka ve vakuu. Na tomto principu je mozné
sestrojit napétove fizeny moduldtor [L1].
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1.2.2 Stocené nematické krystaly

V pripadé stocenych nematickych krystali hovorime o nehomogennim anizotropnim
prostiedi, které se lokdlné chova jako jednoosy krystal [12]. Pokud se krystal rozdéli na
vrstvy, je mozné studovat vrstvu po vrstvé jako jednoosé krystaly, jejichz optické osy
vytvaii sroubovici podél osy kolmé k vrstvam. Predpoklddame siteni svétla ve sméru
osy z Pro tuhel staceni krystalu plati linearni zavislost

Y= az, (1.3)

kde o je rovno koeficientu stoceni. Na obrazku je uveden piiklad, kde je celkovy
uhel stoceni ¥ roven 90°. Fazova retardace na jednotku délky je rovna

B = (ne —no)k = (n — 710)277T (1.4)
Jestlize dopada svétlo, které je linedrné polarizovano ve stejném sméru jako prvni vrstva
krystalu, pusobi takova cela jako polarizacni rotator, ktery otoci polarizaci o hel ¢
1] [12].

V momenté, jakmile zac¢ne pusobit elektrické pole na celu ve sméru osy z se molekuly
zacnou stacet do sméru shodného s polem a ztraci se schopnost krystalu ménit rovinu
polarizace (Obr. [L.9D)).

Pristroje vyuzivajici stocené nematické krystaly jsou pouzivany zejména pro vi-
deoprojekci a nejsou vhodné pro modulaci amplitudy ¢i faze, protoze vysledkem je
vzdy urc¢itda kombinace obou modulaci, zatimco paralelni nematické krystaly produkuji

mnohem vyssi kvalitu modulace amplitudy nebo faze [2].

e

a) Bez napét{ b) S priloZzenym napétim
(a) p p ym nap

Obrazek 1.9: Stocené nematické krystaly

1.3 Prostorovy modulator svétla

Prostorové modulétory svétla (PMS) vyuzivaji technologii kapalnych krystali na mo-
dulaci amplitudy, faze a polarizace. Funguji obdobné jako LCD displeje, avsak misto
toho, aby promitaly obraz, moduluji svételny svazek. Kapalné krystaly jsou usporadany
v miizce pixeld, kde kazdy muze byt ovladan samostatné a nezavisle pomoci prilozené-
ho napéti (elektronicky adresované PMS), anebo optického signalu (opticky adresované

PMS) [10] [12].
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Elektronicky adresované PMS jsou bézné komercné dostupnd zatizeni, kde je index
lomu ovladan elektrickym polem. Podle smérovani svazku po modulaci existuji dva typy
PMS — transmisni, kde se vyuzivaji transparentni displeje z kapalnych krystala (LCD
— Liquid Crystal Display), anebo reflexni slozené z kapalnych krystalu na kiemikovém
¢ipu (LCoS — Liquid Crystal on Silicone).

Sklenény substrat
Transparentni elektroda

Molekuly kapalnych \ Zarovndvaci vrstva
krystalti /

Zreadlo
Pixely
Kremikovy substrdt

Obrazek 1.10: Schéma LCoS SLM

Efektivita PMS neni 100%, i kdyz je svétlo vhodné polarizované, z diuvodu konstrukce
zatizeni. Ulozeni pixelu v miizce vytvari periodickou strukturu, na které vznika difrakce.
Rovnéz mezi nimi vznikaji mezery, které redukuji i¢cinnou plochu a zaroven zpusobuji
difrakci, se kterou je nutné pocitat.

K ovladani elektronicky adresovaného PMS neni zapotiebi zadného externiho soft-
waru, nebof se chovéd jako dalsi obrazovka. Promitany cernobily obraz moduluje fazi
od 0 do 27 v zavislosti na tom, jakd barva v rozmezi 0 az 255 v 8-bitovém kdédovani
se nachézi na konkrétni poloze displeje [10]. Pokud je pottebné dosdhnout fazového
posunu vétsiho nez 27, pouziva se navzorkovani faze a PMS se pak chova jako elektro-
nicky fizeny difraktivni opticky element, ktery je schopen nahradit mnoho praktickych
optickych elementi. Je mozno vytvorit elektricky ovladané ¢ocky, masky, zavérky a
ruzné jiné aplikace. Konkrétnim moznostem je vénovand néasledujici sekce [12].

1.4 Realizace mikroskopickych metod pomoci pro-
storového modulatoru svétla

K realizaci metod uvedenych v kapitole 1.1 je mozné vyuzit PMS. Predchazi se tak
nutnosti ménit vybaveni pfi zméné téchto metod, kterd muze byt ¢asové i financné
narocna. Masky se mohou ménit libovolné podle parametru, které uzivatel vyzaduje,
v zlomcich sekund. Nabizi se taktéz moznost kombinovat ruzné metody simultanné.
Existuje moznost do masek zavadét miizku, kdy se stfida hodnota 0 a 7, a pracovat
tak v 1. difrakénim tadu [1] [2].

Pro dosazeni zvyraznéni hran temného pole je tfeba umistit clonu do Fourierovy
roviny ve 4-f systému. Na rozdil od bézného temného pole realizovaného odclonénim
sikmych paprsku je provedena filtrace prostorového spektra za pomoci PMS. Vysoké
frekvence jsou ponechany bez modulace a nizké frekvence jsou odfiltrovany do 1.
difrakéniho fadu pomoci miizkové funkce. Vysledkem je tmavé pozadi a svétle zvy-
raznéné detaily v 0. difrakénim fadu [1] [2].
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Podobny postup je realizovan se spirdlnim fazovym kontrastem, kdy se do Fourie-
rovy roviny umisti fazova maska s propustnosti exp(i¢), kde ¢ je polarni souradnice s
hodnotami od 0 do 2n v roviné transverzalni ke sméru siteni svétla. Vznikne izotropni
zvyraznéni hran obrazu predmeétu [I] [2] [13].

Posunem féze centralni oblasti o 7/2 nebo 3/27 je dosazeno Zernikova fazového
kontrastu. Tato metoda poskytuje nékolik stupnu volnosti. Prvnim je moznost upravy
velikosti centralni oblasti a tedy zvoleni vhodného poloméru na redukovani halo efektu.
Druhou alternativou je volba optimalni hodnoty posunu faze a adaptovani se na ruzné
fazové hloubky. Vysledny obraz ma tmavou strukturu (pozitivni Zernikuv kontrast),
anebo svétlou strukturu (negativni Zernikuv kontrast) [1] [2].

Nésledujici masky jsou ilustracni, jelikoz kazda opticka soustava disponuje jinymi
parametry.

(a) Temné pole (b) Spiralni fazovy kontrast (¢c) Zernikuv fazovy
kontrast

Obrazek 1.11: Masky promitané na PMS pii realizaci mikroskopickych metod

Digitalni doostirovani
Stejnym zpusobem je mozno implementovat funkci propustnosti ¢ocky, ktera ma tvar

t(z,y) = exp {z‘%(:ﬁ + y2)} : (1.5)

kde f je ohniskova vzdalenost ¢ocky [10]. Moznost numerického zvoleni ohniskové vzda-
lenosti poskytuje vysokou ptesnost pti ostfeni obrazu. Umoznuje to vykompenzovat

w %

e =

Obrazek 1.12: Cocka s ohniskovou
vzdéalenosti f = 25000 mm

15



mechanicky zdsah do soustavy a obejit omezeni pfesnosti Sroubu pii posunu vzorku a
objektivu. To je vyhodné zejména pii mikroskopovych objektivech s vyssi hodnotou
zvétSeni a malou hloubkou ostrosti.

Korekce vyrobnich nedokonalosti

Ke korekci aberaci, které vznikaji na PMS z divodu nedokonalosti vyroby, se apli-
kuje korekéni maska. Tahle maska byva soucasti dokumentu dodanych vyrobcem a je
potiebné ji zakomponovat do masek. V pripadé, ze je pouzit software dodany vyrobcem,
byva zpravidla tato maska automaticky zapoc¢itana k promitanym maskam.

—

Obrazek 1.13: Priklad korekéni masky

Zména polohy masky

Obdobné, jako bylo zminéno v sekci digitdlnitho doostfovani, zde je motivace zlepsit
justéaZ systému bez mechanického zdsahu, nebot citlivost sroubtt nemusi byt dostacujici.
V softwaru dodaném vyrobcem nebo také v MATLABu se nabizi moznost decentro-
vat masky do urcitého sméru, coz je casto klicové predevsim pii filtrovani spiralnim
fazovym kontrastem. Zde je dulezité trefit stfed masky, aby bylo dosazeno izotropni
filtrace.

(a) Decentrace spirdlni (b) Decentrace spiralni
fazové masky o 20 pixelu fazové masky o -20 pixela
vertikalné vertikalné

Obrazek 1.14: Princip pricného posunuti masky
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Kapitola 2

Experimentalni cast

2.1 Sestava

Experimentélni sestava se sklada z mikroskopové c¢ésti a 4-f systému s PMS ve fou-
rierové roviné. Jako zdroj slouzi LED o centralni vlnové délce 625 nm s vykonem
17,5 mW, ktera je navazana do optického vldkna. Svétlo vyzarené z vlakna je koli-
movano asférickou cockou s ohniskovou vzdalenosti fr,; = 11 mm. V obrazové oh-
niskové roviné kolimac¢ni cocky se nachéazi vzorek, ktery je zobrazen mikroskopovym
objektivem. V experimentu byly pouzity dva ruzné objektivy. Olympus UPlan FL N se
zvetsenim 20x s numerickou aperturou 0.5 a Olympus UPlan FL N se zvetsenim 10x s
numerickou aperturou 0.3. V obou ptipadech byla pouzita tubusova ¢ocka s ohniskovou
vzdéalenosti fi; = 180 mm, v jejiz ohniskové roviné se nachézi clona zorného pole. V
soustaveé se nachdazi také spektralni filtr o sifce 1 nm, aby nedochéazelo k disperzi a
linearni polarizator, aby bylo dosazeno maximélni ic¢innosti PMS.

Clona Prostorovy moduldtor

— etl
fkof Vzorek fie Spektrdini filtr J; svetd
Objektiv

D= —— i

Polarizdtor

Kamera

Obrazek 2.1: Schéma experimentu

Ve 4-f systému se nachéazi dvé cocky s ohniskovymi vzdalenostmi fi= 300 mm a

fo= 500 mm v jejichz spolecné ohniskové roviné je umistén PMS znacky Hamamatsu
(X10468) s rozlisenim 800 x 600 a velikosti pixelu 20 pm, ktery provadi filtraci pro-
storového spektra. Obraz snimd kamera znacky Basler (acA1920-155um) s rozlisenim
1920 x 1200 a s velikosti pixelu 5,86 pm.
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PMS CoCky 4-f systému  Clona  Tubusovd ¢ocka

-
—
J_— e
-
.
-
_— .

Kamera LED Objektiv

Obrazek 2.2: Fotografie experimentu

2.1.1 Zvétseni systému

Zvétseni systému je rovno

fté : f2
o - fr
kde firo je ohniskova vzdéalenost objektivu. Pro objektiv se zvétsenim 10x je ohniskova

vzdalenost fi;01=18 mm a pro objektiv se zvetsenim 20x f1;00=9 mm. Po dosazeni
hodnot do vztahu [2.1] 1ze psét

M=

(2.1)

180 - 500
1718300 6,6 (2:2)

& 180 - 500
2= " 300 O (2:3)

2.1.2 Separace difrakénich rada

Z duvodu periodické struktury dochazi na povrchu PMS k difrakci. Je tieba oddélit
vzniklé difrakéni fady v obrazovém prostoru tak, aby se neptekryvaly a neznehodnoco-
valy vysledny obraz. Pomoci mtizkové rovnice ziskame thel, pod kterym je odklonén
m-ty tad

A
— 2.4
.3 (2.4)

sin(ay,) = sin(a;) +m
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kde m je tad difrakéniho maxima, ktery je v nasem piipadé roven jedné. A je vinova
délka a A je miizkova konstanta. Pokud by PMS nepromitalo zadnou masku, byla by
A rovno vzdélenosti jednoho pixelu. V piipadé, ze se pracuje s 1. difrakénim radem,
je na PMS promitana binarni mfizka, kterda méni A na dvojnasobek. V pripadé PMS
pouzitého v sestavé se jedna o 40 pm. Z duvodu, ze se jednd o malé uhly je mozné
funkci sinus aproximovat jako sina = «. Pak lze psat

A 625 1
a=2" =200 _ 1 (2.5)

A~ 4-10'nm 64
Z obréazku 2.3 vyplyvaji vztahy

Clona
PMS

Cl

f £

Obrazek 2.3: Princip separace difrakénich radu

Oézi:l':()é'fg, (2.6)
2
C
C'=—fo (2.7)
1
Aby jsme dosahli separace musi platit podminka x > C’. Po dosazeni x a C’ vznikne
vyraz
C
a- fo>— - fo (2.8)
1
po uprave
C
o> —. 2.9
7 (2.9)

Pro zvolenou hodnotu f; = 300 mm pak ze vztahu vyplyva, ze C musi byt mensi
nez 3,975 mm. Volba f, vychazi z pozadavku aby C’ odpovidalo mensimu rozmeéru
kamery

C" = 1200 pixeli - 5,86 pm = 7032 pm = 7,032 mm. (2.10)
S vyuzitim vztahu [2.7] vychézi, ze f, je rovno

£, = C’ £ = 7,032mm
T T 3975 mm

V experimentu byla pouzita ¢ocka s ohniskovou vzdalenosti fo = 500 mm, tudiz
stopa na kamefe bude mit velikost C’ ~ 6,625 mm. Z uvedenych hodnot lze urcit
velikost zorného pole v predmétovém prostoru pro objektiv se zvétsenim 10x

C'" 6,625 mm

= = 50
M, 3

- 300 mm ~ 530 mm. (2.11)

dy ~ 0,4 mm (2.12)
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a pro objektiv se zvétsenim 20x

" 6,625mm

W, W

dy ~ 0,2 mm. (2.13)

2.1.3 Urceni parametria masek

Vyznamnou vyhodou vyuziti PMS v mikroskopii kromé flexibility je taktéz moznost
volby parametru, které vyhovuji uzivateli , anebo jsou potfebné pro danou optickou
soustavu. Urceni spravnych poloméru centralnich oblasti je klicové pro spravnou pro-
storovou filtraci spektra. Da se vychazet z vypoctu pro zvétseni obrazu zdroje svétla,
coz bylo v naSem ptipadé celo vldkna.

Svo - fi
Mz roje — 7 5 2.14
T fro fua (2:14)
ze vztahu lze dopocitat D} jako velikost obrazu ¢ela vldkna na PMS,
Dy .
Mzdroje = —LED - DiED = M : DLED7 (215)
Drrp Ji - fre

kde Dy gp je velikost ¢ela vlakna. Na urceni velikosti prumeéru centralni oblasti podélime
velikost stopy na PMS s velikosti pixelu PMS

n _ Digp  fmo - fi- Drep
ixelu — — .
: Denis  frol * fre - Dpms
Po dosazeni hodnot pro ohniskové vzdalenosti pii pouziti objektivu Olympus UPlan

FL N se zvetSenim 10x, ktery ma ohniskovou vzdélenost fi;01=18 mm, velikosti cela
vldkna Dprpp=0,4 mm a velikosti pixelu PMS Dpjyrs = 0,02 mm dostaneme hodnotu

(2.16)

18-300-0,4

bl = —— 2 55 pixel. 2.17
Meixelit = 977980 0,02 0 PR (2.17)

Pro objektiv UPlan FL N se zvetsenim 20x s ohniskovou vzdalenosti fy;02=9 mm je

velikost stopy rovna
9-300-0,4

Meielt = 117980- 0,02
Hodnoty a slouzi jako orientacni hodnota pro vybér velikosti centralni oblasti.
V experimentu byli pouzity centralni oblasti s velikosti 50 a 25 pixelu.

~ 27 pixelu. (2.18)
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2.2 Vysledky

2.2.1 Fazovy kalibra¢ni vzorek

Jako referen¢ni test byl pouzit fazovy test od spolecnosti Benchmark, ktery ma 3 ruzné

struktury pro 7 variaci vysek hran od 50 nm

po 350 nm [I4]. V nésledujicich snimcich

bude zobrazena struktura 6. a 7. skupiny rozlisovaciho USAF testu.

(a) Svétlé pole

®)

—

L[

I

|

SIUIENR CYR !

L

(c) Spiralni fazovy kontrast

(b) Temné pole

S 7
c= |11 E"
3=

4=111%
s =l
6 =1l

(d) Negativni Zernikav kontrast

Obréazek 2.4:

Snimky fazového kalibraéniho USAF testu

s vyskou hrany 350 nm s objektivem 10x

Pii porovnévani snimku bez masky (Obr. 2.45]) se snimky, kde je provedena filtrace

spektra pomoci PMS (Obr. 2.4b} [2.4¢| [2.4d

, je patrné, ze dojde ke zvysSeni kontrastu.

U temného pole (Obr. je znatelny pokles intenzity v pozadi, kdezto hrany jsou
ohranic¢ené vyssi intenzitou. V piipadé spirdlntho fazového kontrastu (Obr. se
energie presune do mist obrazu hran predmétu a dojde k izotropnimu zvyraznéni. Na
snimku s filtraci pomoci Zernikova kontrastu (Obr. se zvysi intenzita v mistech,
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kde predmét posouval fazi oproti pozadi. Nicméné v okoli predmétu vznika efekt

e/

Na snimku je priklad temného pole, kdy neni dodrzena separace podle sekce
a nastane prekryti 0. s 1. difrakénimi fady. Pokud by prekryti bylo vétsi, dojde k
degradaci obrazu.

Obrazek 2.5: Temné pole Siemensovy hvézdy s prekryvem

Snimek znazornuje princip temného pole, kdy jsou v 0. fadu jsou ponechany vysoké
frekvence reprezentujici detaily a nizké frekvence jsou odseparovany do 1. difrakéniho
radu.

Obréazek 2.6: Aplikovani temného pole pro 0. difrakéni rad
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Vyhodnoceni

iy
(A
(a) (b) (d) (e)

Obrazek 2.7: Rezy 6. skupiny a 1. elementu USAF testu. Na snimku (a) je referencni
svetlé pole, na snimku (b) temné pole, na snimku (c) spirdlni fazovy kontrast a v
neposledni fadé pozitivni Zernikuv kontrast (d) a negativni Zernikuv kontrast (e)

0.8} 0.8
S 8
s 5
£ 06} Z 06}
0 ~0
c c
[14] ©
304t 304
E E
[=] =]
= e
0.2+ 0.2}
|——Svétié pole —— Temné pole| \—— Svétlé pole —— Spiralni fazovy kontrast]
0 : - : : : 0 : : - : :
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Vzdalenost v pfedmétové roviné [m] Vzdalenost v pfedmétové roviné [m]
(a) Temné pole (b) Spiralni fazovy kontrast
1 1
0.8t 0.8¢
8 By
z z
206/ £ 06
0 ~0
[ = [ =
[44] 4]
B304r B 04r
£ E
2 2
0.2+ 0.2+
Svétlé pole Negativni Zernikiv kontrast| \—Svétlé pole —— Pozitivni Zernikv kontrast\
0 : : : : : 0 ‘ : : : :
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Vzdalenost v predmétoveé roviné [pm] Vzdalenost v pfedmétoveé roviné [pm]
(c) Negativni Zernikuv kontrast (d) Pozitivni Zernikuv kontrast

Obrazek 2.8: Intenzitni fezy USAF testem s vyskou hrany 350 nm

Pro analyzu snimku jsou vytvoreny intenzitni grafy, které porovnavaji jednotlivé me-
tody s referenci, kdy neni pouzita zadna maska. Osa z zaznamenava soutradnici v
predmétové roviné a osa y normovanou intenzitu.

Temné pole (Obr. posouva celou uroven intenzity nize a zvyraznuje okoli
obrazu hran predmétu. VSechny snimky byly zaznamendny se stejnou expozici pro
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porovnavani, a proto je u temného pole kontrast nizsi. Aby snimky s temnym polem
podavaly lepsi informaci o strukture objektu, je vhodné zvysit expozici.

P1i srovnani spirdlniho fazového kontrastu a reference (Obr. [2.8b) je mozné pozoro-
vat zvyseni intenzity v mistech obrazu hran pozorovaného predmétu. 7 grafu je patrny
narust kontrastu, kdy nékteré hodnoty hrani¢ily s maximalni hodnotou intenzity.

Na rozdil od predeslych vzorku, kde dochéazelo ke zvyraznéni hran, Zernikav fazovy
kontrast(Obr. pusobi na celou plochu vzorku a zvyrazni hloubkovou struk-
turu predmeétu.

1 T T T T T T T

0.9

0.8

o
~
T

o
@
T

o
'S
T

Normovana intenzita
(=]
(&)}
T

o
(98]
T

o
[ae]

T
o

vy

—— Temné pole ——Negativni Zemikuv kontrast —— Spiralni fazovy kontrast

e
—_
T
1

0 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Vzdalenost v pfedmétové roviné [pm]

Obrazek 2.9: Porovnani spiralniho fazového kontrastu, temného pole a negativniho
Zernikova kontrastu

P1i srovnani téchto metod (Obr. [2.9)) jsou zminéné rozdily pomérné zjevné. Temné pole
mé vyrazné nizsi intenzitu a spolu se spirdlnim kontrastem zvyraznuji hrany, zatimco
Zernikuv fazovy kontrast zvysuje intenzitu vSude tam, kde je pfitomna zména fize.

Porovnani negativniho a pozitivniho Zernikova kontrastu

Jak bylo uvedeno v sekci [1.1.2] rozdil mezi pozitivnim a negativnim Zernikovym kon-
trastem je zpusob, jakym je ptimé svétlo modulovano.
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(a) Pozitivni Zernikuv (b) Negativni Zernikuv
kontrast kontrast

Obréazek 2.10: Znazornéni polohy intenzitniho fezu

Jestlize je faze primého svétla posunuta kupredu o 7, v roviné obrazu dochazi k de-
struktivni interferenci a predmét ztmavne (Obr. . Pokud je faze primého svétla
posunuta vzad, nastane konstruktivni interference v roviné obrazu (Obr. , kde
je predmeét zesvéetlen.

1 T T T T T

o
o]

0.6

o
'S

Normovana intenzita

0.2

~——— Pozitvni Zernikdv kontrast ——Negativni Zernikiv kontrast

0 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

Vzdalenost v pfedmétové roviné [pm]

Obrazek 2.11: Porovnéani pozitivniho a negativniho Zernikova kontrastu

Podle kiivek je mozno vycist, kde se nachdzi pozorovany piedmét a jaky je jeho
reliéf. Pro kiivku negativniho Zernikova kontrastu jde o mista, kde intenzita prudce
stoup4, a pro pozitivni Zernikuv kontrast jsou to mista, kde prudce klesa.
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Porovnani riznych vysek hran USAF testu

(a) Svétlé pole 50 nm (b) Svétlé pole 200 nm (c) Svétlé pole 350 nm

(d) Spirdlni fazovy kontrast  (e) Spirdlni fizovy kontrast
50mm 200mm 350mm

e=I|ILI"
3 = ,“,, °

'l!l!‘

il

mnn

=
3
4
B
6

AT

(g) Zernikuv fazovy kontrast (h) Zernikuv fiazovy kontrast (i) Zernikuv fazovy kontrast
50 nm 200 nm 350 nm

Obrazek 2.12: Porovnani spirdlntho kontrastu a Zernikova kontrastu pii ruznych
vyskach hran

Ucelem pozorovani ruznych vysek hran bylo porovnani efektivity jednotlivych me-
tod vuéi referenénim snimkum. U vysky hrany 350 nm bylo mozno pozorovat objekt i
ve svétlém poli (Obr. 2.12d)). Pii spirdlnim fazovém kontrastu a Zernikovém fazovém
kontrastu (Obr. dochézi ke znatelnému zvyseni kontrastu. Se snizujici se
vysek hran efektivita obou metod klesa. Lze tvrdit, ze u Zernikova fazového kontrastu
je predmét dobfe viditelny i pfi vysce 50 nm (Obr. , kdezto u spiralniho kon-
trastu (Obr. se struktura stava slabé viditelnou a porovnatelnou s referenénim
snimkem svétlého pole (Obr. [2.12a)).
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2.2.2 Biologicky vzorek

Pro ukédzku typického fazového predmétu byly zobrazeny licni bunky (Obr. [2.13]), krysi
tkan (Obr. [2.14)) a ¢ervené krvinky (Obr. [2.15).

(a) Sveétlé pole

(c) Pozitivni Zernikuv kontrast (d) Negativni Zernikuv kontrast

Obrazek 2.13: Snimky licnich bunék vytvoiené s objektivem se zvetSenim 20x

V pripadé svétlého pole je mozné vidét pritomnost licnich bunék v predmétové roviné,
avSak struktura je témeér nerozeznatelnd. Aplikaci spirdlniho fazového kontrastu se
zvyrazni hrany jader a je mozno rozeznat, kde presné se jadra nachazi. Avsak po
promitnuti masky Zernikova kontrastu je zvyraznén cely predmeét, kde je zietelné vidét
struktura predmétu a také poloha jader.
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(a) Svetlé pole (b) Temné pole

(c) Spirlni fazovy§ kontrast (d) Negativni Zernikuv kontrast

Obrazek 2.14: Snimky krysi tkdné vytvorené s objektivem se zvetsenim 20x

Pro porovnani riuznych metod bylo pouzito také temné pole, které na rozdil od svétlého
pole zvyrazni hrany, stejné jako spirdlni fazovy kontrast. Ale prece také v tomto pripadé
se jevi Zernikuv kontrast jako u¢innéjsi nez zbylé metody. Na snimku jsou zvidi-
telnény téz struktury, které by jinak na prvni pohled nebyly postiehnutelné.
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(a) Svetlé pole

® ®
g e®oge ® 0"
< LA

(d) Negativni Zernikuv kontrast

(c) Pozitivni Zernikuv kontrast

Obrazek 2.15: Snimky ¢ervenych krvinek vytvorené s objektivem se zvetsenim 20x
Na zaveér byly zkoumany ¢ervené krvinky. Spiralni fazovy kontrast opét zvyraznil hrany,

ovSsem pokud je cilem pozorovani specificky bikonkavni tvar cervenych krvinek, je
vhodnéjsi metoda Zernikova kontrastu, ktera zvyrazni reliéf bunky.
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Z.aver

Cilem prace bylo obeznameni se s principem modernich mikroskopickych metod na
zvyseni kontrastu, které jsou bézné uzivané v praxi a zkonstruovani funkéniho mikro-
skopu vyuzivajiciho prostorovy modulator svétla na realizaci téchto metod.

V teoretické ¢asti jsou popsany moderni mikroskopické metody vyuzivané ke zvyseni
kontrastu obrazu fazovych predmétu a jejich schematické znazornéni. Nejprve je po-
psana metoda temného pole, v rdmci niz je vzorek osvétlen sikmym svazkem a objektiv
zachytdava pouze svétlo rozptylené na vzorku. Jako druhd je vysvétlena metoda Zer-
nikova fazového kontrastu vyuzivajici fazovou desticku umisténou v mikroskopovém
objektivu. Posledni metodou je spiralni fazovy kontrast vyvinuty na zacatku 21. sto-
leti, ktery zavadi fazovy posun azimutalné pomoci 4-f systému. Déle jsou popsany ka-
palné krystaly a prostorové modulatory svétla. Zavérem je zminén popis masek, které
realizuji popsané mikroskopické metody pomoci prostorového modulatoru svétla.

Experimentélni ¢ast popisuje sestavu mikroskopu se 4-f systémem, v némz je umistén
prostorovy modulator svétla, ktery provadi filtraci prostorového spektra. Pro pozo-
rovani byly zvoleny fazové predméty jako kalibracni USAF test anebo Siemensova
hvézda a jako biologické vzorky byly pouzity licni bunky, krev a krysi tkan. V ka-
pitole je také uveden zpusob vypoctu separace difrakénich fadu a vypocty slouzici pro
spravny vybér parametru masek.

VyuZiti prostorového moduldtoru svétla v mikroskopii je vysoce flexibilni, nebot je
mozno vyuzit ruznych mikroskopickych metod a to bez nutnosti mechanického zasahu
do soustavy rychlosti desitek Hz. Umoznuje to pohled na vzorek s riznymi kontrastnimi
metodami a odhalit struktury, které by pouze jedna nemusela zvyraznit.

Nevyhodou sestavy vyuzivajici prostorovy modulator svétla je vyssi narocnost a
objem sestavy z duvodu pritomnosti 4-f systému, ktery musi mit parametry vhodné
zvolené, aby byla dodrzend separace difrakénich fadu.V neposledni fadé muze byt ne-
gativem prostorového moduldtoru svétla i to, ze nedisponuje 100% tcinnosti, a dochézi
tak ke ztratam energie, coz je nutné kompenzovat vykonnéjsim svételnym zdrojem.

Moznosti rozsiteni této prace je nékolik. Z vysledku je patrné, ze metoda temného
pole si vyzaduje lepsi osvétleni vzorku, aby nemusela byt expozice prilis vysoka. Jako
dalsi doplnéni se nabizi kvantitativni rekonstrukce pouzitim spiralniho fazového kon-
trastu. A protoze jde predevsim o rychlost a flexibilitu soustavy, je mozné pomoci
programu MATLAB vytvorit uzivatelské rozhrani, které by umoznovalo vytvareni ma-
sek v uzivatelsky privétivym rozhrani a s vétsi rychlosti.
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