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Abstrakt

Koherenci fizeny holograficky mikroskop (CCHM) byl vyvinut na VUT v Brné pro kvanti-
tativni fazové zobrazovani zivych bunék. V dnesni dobé dochézi k vylepSovani jeho zobra-
zovacich moznosti pomoci pridavnych modulu. V soucasnosti je vybaven epifluorescenénim
modulem, ktery umoziuje pozorovani fluorescen¢né znacenych zivych bunék. Tato prace
navaze na vyvoj tohoto modulu a rozsiti jeho moznosti o konfokalni zobrazeni. Nevyhodou
soucasnych vicekanalovych konfokélnich mikroskopu je mechanické rotace Nipkowovych
disku, které zpusobujici nezddouci mechanické vibrace. Proto je v praci nahrazen DMD
¢ipem. Pro jeho vyuziti je navrzen opticky systém celého konfokalnitho modulu, jehoz
spravna funkce byla nasimulovana v optickém CADu. Experimentalné ovéreny prototyp
slouzi k testovani zobrazovacich vlastnosti. Na jeho zakladé je navrzena aplikacni idea
fluorescenéniho konfokalntho modulu, ktery bude mozné pripojit k CCHM mikroskopu.

Summary

The Coherence Controlled Holographic Microscope (CCHM) was developed at BUT Brno
for a quantitative phase imaging of living cells. Nowadays it ocurres that its imaging
properties are enhanced by the use of additional modules. In the present the microscope
is equipped with the epifluorescence module, which allows observation of fluorescently
marked living cells. This thesis is going to follow up on the development of this module
and is going to extend its options by confocal imaging. The disadvantage of current
multi-channel confocal microscopes is a mechanical rotation of the Nipkow discs, which
causes undesired mechanical vibrations. That is why in this thesis it is replaced by Digital
Micromirror Device. With its use was developed optical system of the whole confocal
model, whose correct funcion was simulated in optical CAD. The experimentally verified
prototype serves to test the imaging properties. On this basis is designed an application
idea of the fluorescence confocal module, which will be possible to connect to the CCHM
microscope.

Klicova slova
Holograficka mikroskopie, fluorescence, DMD ¢ip, vicekanédlova fluorescencni konfokalni
mikroskopie, opticky a mechanicky navrh.

Keywords
Holographic microscopy, flourescence, Digital Micromirror Device, multi-channel confocal
microscopy, optical and mechanical design.






KUBATOVA, Eva. Konfokaln{ modul pro koherenci fizeny holograficky mikroskop. Brno,
2020. Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/121592. Diplo-
mova prace. Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta strojniho inzenyrstvi, Ustav fy-
zikalniho inzenyrstvi. Vedouci prace Zbynék Dostal.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/121592




Prohlaseni
Prohlasuji, ze jsem disertac¢ni praci vypracovala samostatné, pouze za odborného vedeni

Ing. Zbynka Dostédla, Ph.D., a vSechny podklady jsou uvedeny v seznamu pouzité litera-
tury.

.............................. V Brné 25. ¢ervna 2020.






Dékuji Ing.Zbynka Dostédla,Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady, ochotu a ptatelskou
spolupraci.






Obsah

1 Zakladni techniky mikroskopie
1.1 Metoda svétléhopole . . . . . . . .. ... ...
1.2 Metoda temného pole . . . . . .. .. ... .. ... ..
1.3 Zernikeho metoda fazového kontrastu . . . . . . . . ..
1.4 Diferencialni interferencéni kontrastni mikroskopie (DIC)

2 Principy holografické a flourescenc¢ni mikroskopie

2.1 Digitalni holografie . . . . . ... ... ... ... ...
2.2 Digitalni holografickd mikroskopie . . . . . . . . . . ..
2.3 Koherenci fizeny holograficky mikroskop - CCHM . . .

2.3.1 CCHM I. generace . . .. .. ..........

2.3.2 CCHM II. generace . . . . . . .. ... .....
2.4 Suchd hmota . . ... ... ... ... .. .. ...
2.5 Flourescen¢éni mikroskopie . . . . . . ... .. ... ..

2.5.1 Typy fluorescencni mikroskopie . . . . . .. ..
2.6 Konfokalni fluorescencéni mikroskopie . . . . . . .. ..
2.7 Nipkowuv kotou¢ . . . . . . ... ... L.
2.8 Digital Micromirror Device neboli DMD . . . . .. ..

3 Motivace a cile prace

4 Opticky navrh
4.1 Spoleény postup navrhu . . . .. .. ... ...
4.2 Osvetleni DMD . . .. .. ... .. ... ... .....

4.2.1 Prvotni navrh osvétleni s pouzitim homogenizacni tyce . . . . . ..

4.2.2  Druhy navrh osvétleni bez optické tyce . . . . .
4.3 Simulace v optickém CADu . . . .. ... .. ... ..
4.3.1 Simulace od vzorku ke zdroji. . . . . . ... ..
4.3.2 Simulace od DMD po detektor . . . . . .. . ..
4.3.3 Simulace konfokalniho zobrazeni . . . . . . . ..
4.4 Vybéroptiky . . ... ... oo

5 Mechanicky navrh
5.1 Ulozeni fluoresce¢ni kostky v experimentu . . . . . ..
52 Kryt DMD éipu . . . . ... .o oo
5.3 Ulozenisoucasti . . . . . . . . .. ... ... ... ...

6 Testovani
6.1 Pozorovani pomoci objektivu s 10-nasobnym zvétsenim
6.2 Pozorovani pomoci objektivu s 20-nasobnym zvétsenim

7 Idea konfokalniho modulu

11
11
12
13
13
14
15
16
17
18
19
21

23

25
25
25
27
28
29
29
29
30
34

35
35
35
36

41
41
47

51



8 Zavér

A Obrazova priloha experimenti

IT

57

59



Uvod

Svételna mikroskopie je zobrazovaci metoda slouzici k zobrazeni Sirokého spektra ba-
revnych i nebarevnych materialu (rostlinné a zivo¢isné burky, horniny, vldkna, polymery,
stavebni materidly, lé¢iva atd.)[1].

Prvni mikroskop sestavil v roce 1590 v Nizozemsku Zacharias Jansenn, jehoz praci
déle rozvijel Galileo Galiei v roce 1610. Vyzkum cytologie zapocal pravé vynalezem mik-
roskopu. Prvnim znamym pripadem pozorovani bunék je sledovani korku Robertem Ho-
okem v roce 1665. Mikroskopie byla tehdy v plenkach a tak byl schopen pozorovat pouze
bunécné stény (apoplast) a prazdné prostory (symlasty) [3].

Vyrazny pokrok v mikroskopii zapiicinil amatérsky sklar a optik Antoni van Leeu-
wenhoek, ktery vytvoril mikroskop se zvétsenim az 270x, coz mu umoznilo pozorovat
velké mnozstvi mikroorganismu a napiiklad také ¢ervené krvinky [3].

Zakladnimi typy mikroskopii, které se v dnesni dobé pouzivaji, jsou metody svétlého
pole, temného pole, Zernikeho metoda fazového kontrastu a Diferencialni interferenéni
kontrastni mikroskopie. Mezi pokrocilé mikroskopy patii interferenéni mikroskopie (Ja-
min, Sirks, Pringsheim), digitalni holografickd mikroskopie a epifluorescencni konfokéalni
mikroskopie [12]. Prvni interferen¢ni mikroskop s oddélenou predmétovou a referenéni
vetvi popsal v roce 1893 Sirks. Interferometrie je neustéle se rozsitujici obor. Komercné
se vyrabély interferometry se zcela oddélenymi vétvemi (Krug a Lau, Horn)
az v 50. letech 20 stoleti. Fungovaly na principu méfeni rozdilu optickych drah predmétové
a referenc¢ni vétve zpusobeného vzorkem. Bohuzel v této dobé jesté byla tato metoda fi-
nanc¢né a ¢asoveé narocna. Pro bézné pozorovani zivych bunék se tedy pouzivaly jednodussi
metody Zernikeho metoda a Diferencialni interferencni kontrastni mikroskopie.

Objev holografie (1947), laseru (1960) a rozvoj vypocetni techniky a digitalnich zaz-
namu umoznil rozvinuti a rozsiteni interferometrie. V 90. letech 20. stoleti zaziva rozkvét
transmisni interferen¢ni mikroskopie. Pomoci kvantitativniho fazového kontrastu se lze
vyhnout toxickému barveni bunék a jejich poskozovani. Zaroven umoznuje kvantitativni
pozorovani v redlném c¢ase. Pro tuto techniku bylo dulezité popsani suché hmoty, ktera je
vice popsana v Casti 2.4.

V dnesni dobé se pouzivaji dva typy interferencnich mikroskopu. Déli se podle ihlu
mezi predmétovym a referencnim paprskem ve vystupni roviné interferometru. Pouzije-li
se thel nulovy ¢i témér nulovy (in-line) hovoiime o interferenénich mikroskopech. Je-li
thel nenulovy (mimoosové interference, off-axis) jedna se o holografické mikroskopy.

Jiz od pocatku 19. stoleti se objevuji zaznamy o dalsi oblibené mikroskopii.

Tzv. fluorescenéni mikroskopie je naopak zalozena na principu barveni bunék fluores-
cenénim barvivem s definovanym excitacnim a emisnim spektrem. Zakladnim typem flu-
orescencni metody je epi-fluorescenéni mikroskopie. Jeji princip je v dnesni dobé rozvijen
pro metody 3D zobrazovani. Pro tento tucel se fluorescenéni metody kombinuji s kon-
fokalni mikroskopii. Vznika tak laserova rastrovaci konfokalni mikroskopie umoznujici
skenovani celého zorného pole pomoci laserového paprsku s excita¢ni vinovou délkou. Ob-
dobnou kombinaci je epi-fluorescencni pozorovani vicekanalovou konfokalni mikroskopii,
kterd vyuziva soustavy rotujicich dvojic dirkovych clon na Nipkowové kotoudi.
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1 Zakladni techniky mikroskopie

Svételné mikroskopy vyuzivaji viditelné spektrum vlnovych délek 420-760 nm. Lze po-
moci nich dosdhnout zvétseni az tisickrat a maximalniho rozliSeni je az 0,2 um. Omezeni
rozliSeni je dano vlnovou povahou svétla, tudiz tprava optické soustavy ¢i pouziti jinym
¢ocek neumozni jeho prekroceni.

1.1 Metoda svétlého pole

Metoda svétlého pole (Bright field - BF) je zdkladni a jedna z nejjednodussich metod
zobrazeni. Pro zobrazeni se nevyuzivaji filtry af barevné ¢ polarizacni, ¢i Zddné piidané
clony. Opticky mikroskop se skldda z mechanickych ¢asti (podstavec, stojan a stolek
s kfizovym posuvem), osvétlovaci ¢asti (zdroj svétla, kondenzor, clona) a zobrazovaci ¢asti
(objektiv a okular - monokuldr ¢i binokular). Kondenzor sousttedi svétlo zdroje na vzorek.
Ten se pii vhodné kombinaci zobrazovacich optickych prvku promitne na sitnici oka nebo
na detektor. Klasické mikroskopy maji sadu objektivu o ruznych zvétSenich nad vzorkem.
Objektiv se sklada ze soustavy cocek s velmi kratkou ohniskovou vzdalenosti. Objektivy
vytvari skutecny, prevraceny a zvétseny obraz vzorku. Obraz se promita do polni roviny
okularu. Pres okular pozorujeme zdéanlivé zvétseny obraz. Vysledny obraz je zdanlivy,
zvétseny a prevraceny. Po odrazu nebo pruchodu vzorkem tedy nedochézi ke zménam
vlastnosti. Pti této metodé se pouzivaji barvené a prirozené pigmentové preparaty s vy-
sokym kontrastem [1].

Existuji také tzv. invertované mikroskopy s objektivem umisténym pod vzorkem,
které jsou vhodnéjsi pro pozorovani biologickych vzorku. Invertované mikroskopy jsou
vhodné pro pozorovani tenkych biologickych vzorku napriklad bunéénych kultur.

1.2 Metoda temného pole

Tato metoda zvysuje kontrast na vzorku pomoci vlozeni clony viz obrazek 2. Tato clona
je umisténa do zadni ohniskové roviny kondenzoru a ma tvar propustného mezikruzi. Nu-
merickd apertura svételného svazku vystupujictho z kondenzoru je vétsi nez numericka
apertura mikroskopového objektivu pouzitého k pozorovani daného predmétu. Do objek-
tivu se timto zpusobem dostane pouze svétlo rozptylené vzorkem. Pii pozorovani se vzorek
jevi jako svitici na tmavém pozadi a je 1épe pozorovatelny nez v metodé svétlého pole.
Tuto metodu jde zajistit jiz zminénou clonou nebo existuji specialni kondenzory (para-
boloidni nebo kardioidni) pro temné pole, které se zasunou na misto bézného kondenzoru
[4].

Pomoci metody temného pole lze pozorovat pruhledné nebarevné preparaty jako napii-
klad zivé bunky. Idedlni je pro zobrazeni obrysu, hran, hranic a gradientu indexu lomu.
Nevyhodou je malé mnozstvi informaci o vnitini struktufe vzorku [1].



Obrazek 1: Svételny mikroskop: 1- okular, 2- okularovy tubus, 3- hlavice mikroskopu, 4-
revolverova hlava, 5- objektiv, 6- rameno mikroskopu, 7- noha mikroskopu, 8- vypinac
osvétleni, 9- ovladac regulace osvétleni, 10- pracovni stul, 11- drzak preparatu, 12- kon-
denzor , 13- kolektor, 14- ovlada¢ makroposuvu — pro hrubé zaostieni, 15- ovlada¢ mik-
roposuvu — pro jemné doostieni, prevzato z [2].

1.3 Zernikeho metoda fazového kontrastu

Metoda fazového kontrastu byla objevena holandskym profesorem Fritsem Zernike

a umoznuje vylepSeni kontrastu u nezabarevnych biologickych preparatu. Vzorky neo-
vliviujici amplitudu svétla se nazyvaji fazové. Na obrazku 3 je zjednodusené schéma
mikroskopové optické soustavy nachystané pro Zernikeho metodu. Do ohniskové roviny
kondenzoru mikroskopu je vlozena clona ve tvaru propustného mezikruzi (kondenzo-
rova maska), kterou proniké svétlo na vzorek. Po pruchodu vzorkem svétlo pokracuje
pres objektiv na fazovou masku. Ta je umisténa do zadni ohniskové roviny objektivu.
Fézova maska meéni fazi pruchoziho svétla o 1/4 vlnové délky. Svételné paprsky, které
nebyly odchyleny na povrchu vzorku, dopadaji na mezikruzi (fazova desticka) a dochézi
k fazovému posunu téchto paprsku. Zbyvajici paprsky odchylené vzorkem (difrakef ¢i lo-
mem svétla), prochazeji ohniskovou rovinou objektivu beze zmény faze. Kontrast vznika
interferenci paprsku fazové posunutych s fazové neposunutymi [11].
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Obrazek 2: Zjednodusené schéma sestavy pro metodu temného pole, prevzato a prelozeno
z [6].

1.4 Diferenciilni interferen¢ni kontrastni mikroskopie (DIC)

Dalsi oblibenou metodou pozorovani je diferencialni interferenéni kontrastni mikroskopie
(DIC). Nejoblibengjsi varianta této metody je Normanského diferencidlni interferenéni
kontrast (DIC Nomarski) znazornéna na obrazku 4 [5].

Francouz Georges Normanski upravil Wollastonuv hranol, aby mohl detekovat optické
gradienty vzorku a konvertovat je do rozdilu intenzit. Svétlo ze semikoherentniho zdroje se
polarizuje polarizatorem. Déle prochazi svétlo pres Wollastonuv hranol, ktery je tvoreny
ze dvou tmelenych kiemennych klinu. Uvniti Wollastonova hranolu se rozdéluje polari-
zované svétlo do dvou mirné rozdilnych sméru, na fadny a mimotradny paprsek. Paprsky
maji vuci sobé kolmou polarizaci, prochéazeji kondenzorem a po pruchodu vzorkem ziskaji
mirné rozdilné fazové zpozdéni. Hranoly se musi volit podle zvétseni pouzitého objektivu
[8]. Paprsky prochézi vzorkem velice blizko sebe. Vzorek zpozduje jejich fazi v zavislosti
na své tlousfce a indexu lomu. Paprsky nésledné fokusuje objektiv nad objektovou oh-
niskovou rovinu. Dalsi Wollastonuv hranol slozi paprsky a ty déle pokracuji po stejné
trajektorii. Aby doslo k interferenci paprsku je tieba, aby paprsky ziskaly stejnou polari-
zaci. Toto zaruci druhy polarizator (tzv. analyzér) nad hranolem. Svétlo pokracuje déle

7



Piimé svétlo

Vzorek

Kondenzor Objektiv

Kondenzorova desticka Fazova desticka

Obrazek 3: Zjednodusené schéma sestavy pro Zernikeho metodu fazového kontrastu,
prevzato z [7].

do okularu. Jako vysledny obraz pozorujeme rozdily v intenzité a barvach. Stiny ¢i rozdily
barev dokézi vytvorit zdanlivy 3D obraz [8].

Porovnani ¢tyir zakladnich metod

Na obrazku 5 jsou pro porovnani zachyceny krvinky pomoci vySe zminénych metod
svétlého, temného pole, fazového kontrastu a DIC. Z hlediska biologického réazu vzorku
nelze zajistit, aby se pozorovala stejna situace krvinek. Pfesto lze rozpoznat odlisné za-
chyceni ¢ervenych krvinek. Nejvétsi rozdil je patrny u fazovych bilych krvinek,

které ve svételném poli nejsou témeér pozorovatelné, viditelné je pouze jadro. V temném
poli naopak 1ze lépe pozorovat povrch bilé krvinky a jadro neni kontrastni. Pfi pozorovani
fazovou Zernikeho metodou nalezneme jednoduse jak povrch bilé krvinky, tak jeji jadro.
Obdobné DIC zachycuje bunku jako celek. Pouziva se k vykreslovani kontrastu v transpa-
rentnich vzorcich obdobné jako Zernikeho metoda. Zaznamenany obraz ma pseudo-3D
efekt sikmého nasviceni.
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Obrézek 4: Schéma diferencni interferencni kontrastni mikroskopie, prevzato z [§],
prelozeno podle [5].

pozorovini pozorovani pozorovani metodou pozorovani
ve svétlém poli v temném poli fazového kontrastu metodou DIC

Obréazek 5: Krvinky pozorované ¢tyimi zéakladnimi metodami zobrazovani na mikroskopu
fady LP 3000, prevzato z [13] a z [10].
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2 Principy holografické a flourescenc¢ni mikroskopie

Fotografovani je fenomén znamy jiz od 19. stoleti, kdy prvni c¢ernobilou fotografii poridil
roku 1826 Joseph Nicéphore Niépce. Postupné se experimentovalo se zachycovanim ba-
rev. V dnesni dobé je fotografovani na fotocitlivé desky nahrazeno modernimi ¢ipy. Bar-
vené fotografie jsou nyni soucast bézného zivota. Trojrozmérné scény zachycujeme na
dvojdimenzionalni obraz s mnoha vlastnostmi jako kontrast, jas a podobné. Nelze na nich
ale zachytit hloubku a perspektivu. To umoznuje holografie (z feckého holos -tiplny, gra-
fie - zdznam), kterd umoznuje zachytit nejen amplitudu viny ale i jeji fazi. Umoznuje
tak plny zdznam vlny. Drive se na zachyceni obrazu pouzivaly fotografické desky, dnes s
rozvojem informacni techniky obzvlasté pocitacu a kamer a praci s 3D prostorem lze 3D
rekonstrukei zachycované scény ziskat digitalni cestou.

2.1 Digitalni holografie

Za zakladatele digitalni holografie se poklada Dennis Gabor. Zabyval se vylepsenim rozli-
Seni elektronovych mikroskopu. Misto aby se snazil vylepsovat elektronové ¢ocky, zabyval
se teoril zobrazovani. Uvédomil si, ze difrakéni obrazec obsahuje informace o amplitudeé
a fazi viny. Zaznam tohoto pole lze nasledné opticky syntetizovat na objektové pole.
Tyto vlastnosti je mozno aplikovat také na viditelné spektrum, coz bylo tehdy vyhodné
ve svételné mikroskopii. Toto nové zobrazovani umoznilo fazové zaznamenat celé zorné
pole. Plného rozvoje této techniky bylo dosazeno az po dvou udalostech. Po vyvoji do-
statecné silného koherentniho laserového zdroje, ktery umoznil dostatecny interferencni
kontrast. A po umoznéni mimoosového osvitu referenéni vinou a tim vyhnuti se problému
s nultym fadem difrakce a zdvojenym obrazem vznikajicim pfi Gaborové osovém osvitu.
Tohoto dosahli panové Leith a Upaniek.

V roce 1967 Goodman a Lawrence demonstrovali proveditelnost numerické rekon-
strukce obrazu z Fouriovu hologramu detekované na kamete Vidicon. Vznik digitdlni ho-
lografie byl prvni vyznamny krok v rozvoji pozorovani vzorku v redlném c¢ase pomoci
holografie. Schnars a Jueptner v roce 1994 poprvé pouzili CCD kameru pripojenou k
pocitaci. Obraz ktery prepocitaval byl vytvoreny ve Fresnelové sestavé. O té doby se,
misto
na zaznamovou desku, zachytavaji holografické interferogramy vzorku na CCD nebo CMOS
¢ipy. Ty posilaji informace do pocitace k dalsimu zpracovani. Obraz lze zrekonstruovat
jako matici komplexni ¢isla reprezentujici amplitudu a fazi pole na ¢ipu.

Digitalni holografie umoznuje upravu ziskanych dat. Obraz lze priblizit, zasifrovat,
lze v ném rozlisSovat vzory, pouzivat asociativni pamét a neurdlni sité. Rychlost zdznamu
umoznila také pozorovani a zpracovani obrazu v realném case.

Digitalni holografie je Siroka a neustale se rozvijejici se vétev mikroskopie. V di-
gitalni holografické mikroskopii lze pouzit jeden hologram k numerickému zaostieni obrazu
v jakékoli vzdalenosti [14]. Piistup k informaci o fazi pole umozinuje numerické opravy abe-
raci a kvantitativni fazovou mikroskopii s citlivosti v nanometrech pti pozorovani fazovych
objektu.
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2.2 Digitalni holograficka mikroskopie

Na obrazku 6 je znédzornéné zjednodusené schéma digitalnitho mikroskopu. Svétlo z lase-
rového zdroje je rozdéleno na délici svazku. Referencni paprsek prochazi ptres zrcadla

na druhy déli¢ svazku a CCD c¢ipu interferuje s predmétovym paprskem. V predmétové
vétvi dochéazi k nasviceni vzorku pomoci kondenzoru, po prusvitu vzorku objektiv promita
obraz vzorku pres druhy déli¢ svazku na CCD ¢ip.

Zrcadlo Déli¢
/ ¢ svazku
CCD
Objektiv
Vzorek
Kondenzor
Laser / /

* Zrcadlo

Délic
svazku

Obrézek 6: Schéma holografického mikroskopu (DHM). Obrazek je prevzat a upraven
z [17].

Na zdznamu vznika obrazec o intenzité ve tvaru:

1= |o—|—1"|2 = |0|2+ |r|2—|—or*—l—o*r, (1)

kde o je objektova vina, r predstavuje referencni vinu, o* predstavuje komplexné sdruzenou
predmétovou vinu a r* komplexné sdruzenou referenéni viny. Cleny |o[?a |r|? predstavuji
intezity obou vin. Cleny or* a o*r reprezentuji intenzitu interferenénich krouzki o nosné
frekvenci f.
Z téchto ¢lenu lze pomoci digitalni rekonstrukei ziskat fazi ¢ objektové viny o témito
kroky, viz T:

e porizeni hologramu s rozteci prouzku d,

e rychld Fourierova transformace hologramu,

e vybér spektra prouzku okolo nosné frekvence f = é,
e apodizace vytezu spektra,

e zpétna Fourierova transformace, pomoci niz ziskame komplexni amplitudu ka ob-
jektové viny o,
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intenzitni obraz objektové viny o je dan kvadratem komplexni amplitudy a hodnoty faze

jsou dény ¢ = arctan %”Z((,’:Z))

Mezi vyhody digitalni holografie patii zaznam vlny na jeden snimek s moznosti nu-

Néasledné je faze viny navazana a vyrovnana.

merického preostreni. Dalsi vyhodou je ziskani kvantové fazové zobrazovani neboli QPI.
Nevyhody vznikaji pouzitim laseru. Dochazi ke snizeni rozliseni, ke vzniku koherencniho
Sumu a nechténé interferenci.

—x [rad] x 0 [rad] 3,26

complex
amplitude

b)

Obrazek 7: Podrobné schéma zpracovani obrazu holografickym mikroskopem (DHM):
a) hologram, b) frekven¢ni spektrum hologramu, c¢) rekonstruovand faze, d) intenzitni
obraz objektové viny, e) QPI - navazana a vyrovnana faze [27].

2.3 Koherenci rizeny holograficky mikroskop - CCHM
2.3.1 CCHM 1. generace

Na VUT v roce 1999 byl zkonstruovan v ramci diplomovych praci [20, 21] prvni labora-
torni model holografického zobrazeni pozdéji v ramci doktorského [22] studia byl postaven
prototyp. Byl navrzen jako miizkovy, tzv. achromaticky interferometr pro ziskani vlast-
nosti prostorové invariace. Tento mikroskop dostal oznaceni CCHM prvni generace.
Opticky systém se sklada z osvétlovaci a zobrazovaci soustavy, na vystupu je opatien
digitdlnim detektorem. Je slozeny ze dvou totoznych mikroskopu, kazdy z nich je ulozen
do vzajemné oddélenych vétvi interferometru Machova-Zehnerova typu. Achromati¢nosti
bylo dosazeno jejich tpravou tak, ze na vystupni roviné vznika interferencni struktura.
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Prostorova frekvence struktury nezavisi na vlnové délce pouzitého osvétleni, zavisi pouze
na difrakéni mfizce, kterou pouziva jako déli¢ svazku [19].

2.3.2 CCHM II. generace

Tento typ mikroskopu vychéazi z prvni generace. Obé vétve interferometru se principialné
prilis nelisi od klasického svételného mikroskopu korigovaného na nekonecno, viz obrazek 8.
Zdroj svétla Zd je zobrazen kolektorem Kl pies délic svazku DS do dvou zadnich oh-
niskovych rovin kondenzoru Kn, které osvétli vzorek Vz a referen¢ni sklicko RS svazky
rovnobéznych paprsku. Tomuto principu se také rikd tzv. Kohlerovo osvétleni. Vzorek Vz
a referencni sklicko RS jsou objektivy O a tubusovymi ¢ockami T zobrazeny do roviny
difrakéni miizky DM a zrcadla Z4. V referencni vétvi umisténa difrakéni miizka rozlozi
dopadajici svétlo na spektrum. Rovina mifzky DM je vystupni ¢ockou VC; zobrazena
do roviny, ve které se nachdzi ¢ip detektoru D. Stejnd vystupni cocka VCs je i ve vétvi
predmétové. Jemnym posuvem zrcatka Z, v predmétové vétvi (pii sefizovani mikroskopu)
je dosazeno zcela stejnych optickych vzdalenosti v obou vétvich. Do predmétové vétve se
umist{ vzorek a do referenéni vétve pouze sklicko o takové tloustce, aby se piiblizné vy-
rovnal fazovy posuv zpusobeny indexem lomu vzorku.

Knz RS 0:

-
i

Zs

% ol
e

" -
= '
, RN B
D U B A S

Obrazek 8: Schéma CCHM druhé generace. Zd- zdroj zareni, Kl- kolektor, DS- déli¢
svazku, RS- referencni sklicko, Z- zrcadlo, Kn- kondenzor, O- objektiv, T -tubusova ¢ocka,
DM- difrakéni mifzka, Vz-vzorek, VC- vystupni ¢ocka a D- detektor. Obrazek je pievzat
a upraven [27].
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Detektorem snimany vysledny interferencéni obrazec je nasledné analyzovan softwarem.
Analyza obrazce vypovida o vlastnostech pozorovaného vzorku, pricemz je mozné,
ze se v obrazci projevi i nedokonalosti optického zarizeni. Referencéni svazek se odrazi pred
sloucenim se svazkem predmeétové vétve od difrakéni miizky pod thlem «, zavislém na vl-
nové délce A\. Tato miizka umoznuje vznik achromatické interferencni struktury. Jedna
se v principu o interferenci 0. a 1. faddu, podle Leithovy teorie [27] zobrazeni difrakéni
miizky achromatickou ¢ockou.

Multimodalni verze CCHM pro kvantitavni fazové zobrazovani (QPI) se nazyva Q-
phase mikroskop [23]. Jeho 1cel je pozorovani zivych bunék bez pouziti znaceni barvivy.
Faze ¢ (z,y) objektové viny o je pfimo timérnd indexu lomu n (z,y) a tloustky bunék
t(z,y).

¢ (z.y) = kn(z,y) —not(z,y), (2)

kde k predstavuje vlnové ¢islo, ng je index lomu média.

QPI koncept umozinuje piimou detekci bunéénych membran a zmény uvniti bunky:.
Dalsi schopnost je pozorovani vzorku v rozptylujicich mediich. Plné vybaveny mikroskop
obsahuje integrovany flourescenéni modul, simulované DIC, zobrazeni svétlym polem.
Pii pozorovani lze také tyto metody kombinovat [23].

2.4 Sucha hmota

Vyhodu QPI pii biologické expozici je, ze kvantitativni fazova data ¢ (x,y) jsou prepoci-
tavana na tzv. suchou hmotu. Pfi experimentu dochézi k monitorovani zmén suché hmoty
uvniti bunék a to s vysokou citlivosti [23].

Je tedy ziejmé, ze svételnd vina prochazi vzorkem s proménnym indexem lomu, je jeji
vlnoplocha pozménéna a s ni i faze vlny [23]. Tyto informace vedou k uréeni hmotnosti
bunék neboli tzv. suché hmoty. Piepocet lze provést podle vice vztahu.

V roce 1952 H. G. Davies a M. H. F. Wilkins v ramci bunécné interferometrie urcili
celkovou suchou hmotu m(pg) jako pfimou iméru rozdilu optickych drah OPD a vyjadrili
ji podle vztahu 3 [15]:

_— (OPD) A7 )
X
kde (OPD) prumérny rozdil optickych drah v um [18], A predstavuje bunéénou plochu
v um? a x je specificky refrakéni piirustek v pm?-pg~—! . Konstanta y je rovno 100a;
a hodnoty o lze vyjadiit ze vztahu pro index lomu n [15]:

n(z,y):no—i—alC(l’,y), (4>

kde C je koncentrace suché hmoty v burice v (g/ml), « je specificky refrakéni prirustek
v (ml/g). V roce 2008 Gabriel Popescu urcil pomoci zpozdéni faze svételného svazku
plosnou hustotu suché hmoty v (pgum=2) [15] vztahem:

A

o(r,y) = s’ (z,9), (5)
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kde A vlnovou délku zdroje v um, as je specificky refrakéni pifristek v um?pg=! a ¢
zastupuje fazovy rozdil v radidnech [15]. Hodnotu suché hmoty m nésledné uréime
z prumeérné hodnoty plosné hustoty o suché hmoty:

m=(0) A= = (o) A, (6)

2Ty

2 a () prumérny

kde (o) predstavuje prumérnou plosnou hustotu suché hmoty v pg-pm™
fazovy rozdil v radidanech [15].
Tteti moznosti je pfepocet G. Dunna a D. Zichy. Ti vyjadiuji celkovou suchou hmotu

m pomoci prumeérného fazového posunu [15]:

m = (p) AB, (7)

() piedstavuje primérny fazovy posuv v radidnech, A bunéénou plochu v m? a m udava
mnozstvi hustoty suché hmoty pg-um=2, které zpusobi fazové zpozdéni rovné jedné vlnové
délce pouzitého svétla. V élanku [16] predpoklddaji piimou iméru mezi vinovou délkou
a plosnou hustotou. Pro vlnovou délku 546 nm uvadi hodnotu 8 = 3 pgum?. Tato hodnota
je zavisla na vlnové délce, proto je nutné hodnotu hustoty prepocitavat pro pouzivanou
vlnovou délku [15].

Vlastnosti CCHM

Koherenci tizené holografické mikroskopy jsou vyznamné v nasledujicich vlastnostech.
Rozlisovaci schopnost mikroskopu ve fazi je cca 0,01 az 0,05 rad. Lateralni rozliSeni je
jako u béznych mikroskopu dédno pouzitymi objektivy, avSak umoznuje odstranéni ko-
herenéniho Sumu v obraze a ruznych interferenci svétla po odrazu na optickych ¢lenech
za pouziti laseru. Omezené zpétné numerické preostrovani ze zndmé intenzity (amplitudy)
a faze obrazové viny v nékteré roviné pozorovani. Lze vypocitat tyto veli¢iny i v jinych
rovinach v ramci koherence. Ex post numericka rekonstrukce v 3D oblasti zjednodusuje
pozorovani pohybujicich se objektu. V dusledku nizké koherence osvétleni vznika efekt
optickych rezu, ktery spoc¢iva v potlaceni vlivu svétla rozptyleného v rozostienych oblas-
tech pozorovaného vzorku. Tato vlastnost je ptiznacna pro konfokalni mikroskopii, kde je
ji dosazeno pomoci dualniho rastrovani vzorku bodovymi aperturami. V biologii se tato
vlastnost prilis nevyuziva, jelikoz se jedna vrstva bunék zpravidla vejde do jediného fezu.

2.5 Flourescen¢ni mikroskopie

V roce 1852 britsky védec George G. Stokes poprvé popsal fluorescenci po pozorovani
cerveného svétla vyzareného fluoritem po osviceni ultrafialovym zarenim.

Fluorescence je luminescené¢ni fyzikalni jev, pii kterém molekuly latek absorbuji svételné
zateni urcité vlnové délky. Pti absorpci dochazi preneseni casti svételné energie na elek-
trony latky a dochézi k jejich excitaci. Elektrony ve velmi kratké dobé (femtosekundy,
10715 s) opét vyzaii, dochdzi k emisi svétla o delsi vinové délce, neboli s nizsi energii,

a jinou barvou. Jedna se tak o cerveny posun a souvisi se ztratami energie jinymi dalsimi
procesy jako uvolnéni tepla, rezonanéni prenos na okolni molekuly [24, 25]. Tento posun

16



ve vlnové délce se nazyva Stokesuv posun. Lze jej kvantifikovat pres zménu energie fotonu
pifed absorbci a po emisi elektronu s molekulou:

Ey = hvy,
El = th
AFE = h(vy — vy) = hAv,

kde Ej je energie fotonu pred srazkou, F; je energie fotonu po emisi, vy je frekvence
fotonu pred absorbci, v je frekvence fotonu po emisi ; AE je ibytek energie zpusobeny
¢ervenym posunem.

Fluorescenci muzeme rozdélit na dva typy: primarni (autofluorescenci) a sekundarni
(nepfimou) fluorescenci. Latky schopné primédrniho typu se nazyvaji fluorochromy a patii
mezi né napiiklad mineraly, krystaly, pryskyfice, maslo, chlorofyl, vitaminy a anorganické
latky. Od 30. let 19. stoleti se zacaly pouzivat k sekundarni fluorescenci, pti ni dojde
k chemickému navéazani (barveni) nefluorescentnich makromolekul bakterii, patogenu
a biologickych vzorku [24].

2.5.1 Typy fluorescenc¢ni mikroskopie

Fluorescenéni mikroskopy jsou optické mikroskopy vyuzivajici fluorescenci k pozorovani
organickych i anorganickych vzorku. Déli se na epifluorescenéni mikroskopy ( viz obréazek
9) a transmisni fluorescenéni mikroskopy. V biologii se pouzivaji pouze epifluorescencni
mikroskopy.

Zdroje Oba typy mikroskopi pouzivaji jako zdroj svétla vysokotlakou rtutovou
vybojku nebo xenonovou vybojku. Rtutovd vybojka mé vykon v rozsahu 5 — 200 W
a vyzafuje nejvétsi mnozstvi energie o vlnovych délkach v intervalu A = 356 — 546 nm.
Xenonova vybojka mé oproti rtutové uzsi rozsah vykonu (75 — 150) Watti.

Excitaéni filtry Pro pozorovani fluorescence je nutné definovat 1izké spektrum ex-
citacniho svétla. K tomu pouzivame excitacni filtry. Mikroskopy maji za zdrojem zabu-
dované drzaky pro barevné filtry umoznujici volbu vinovych délek podle pouzitého fluo-
rochromu.

Dichroické zrcatko Excita¢ni svétlo dopada poté na dichroické zrcatko pod thlem
45°. Svétlo je jim odklonéno do sméru k objektivu a ke vzorku. Svétlo emitované vzorkem
a sebrané objektivem propousti bez odklonu do detektoru.

Objektiv Epifluorescencni mikroskop pouziva objektiv jako kondenzor smétujici
svétlo na vzorek. Po dopadu na vzorek sbird emitované svétlo. Tento typ iluminace ma
vyhodu spojeni dobte korigovaného kondenzoru a objektivu vytvarejictho obraz. Neni tak
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Obrézek 9: Komplexni schéma epifluorescenéniho mikroskopu [25]

nutné dodatecné doostiovani. Pro osvit na hodnoté numerické apertury objektivu je nutné
sefidit epi-osvétleni dle Kohlerova principu.

Emisni filtry Ze vzorku se neodrazi pouze fluorescencni emisni zareni. Zbytkové
zateni snizuje kontrast pozadovanych vinovych délek. Pro separaci emisniho zareni
pro zobrazeni vzorku opét pouzijeme filtry s izkym spektrem propustnosti.

2.6 Konfokalni fluorescenc¢ni mikroskopie

Tato metoda se vyuziva v biologickych aplikacich. Vzorky jsou obarveny fluorescencni
znackou. Pri pouziti konvenéniho svételného mikroskopu by doslo k ovlivnéni obrazu
emis{ z mist vzorku, jeZ nejsou v hloubce ostrosti. Toto se stdva u vzorku s tloustkou
vétsi nez 2um. Konfokalni mikroskopie vytvari obraz postupné z vice zaznamu, tzv. op-
tickych tezu. Kazdy zaznam souvisi s vlastni osovou pozici vzorku. Excitacni svétlo ze
zrcadlové bodové clony zdroje prochazi pres optiku a je fokusovano na vzorek, kde vyvodi
emisni zafeni.

Jak je ukéazano na obrazku 10, pouze paprsky z jedné osové vzdalenosti se prochéazi kon-
fokalni bodovou clonou na otvor a prochéazeji dale na fotodetektor. Rozptylené svétlo
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konfokalni bodova clona okolo otvoru eliminuje a nezaostiena ¢ast obrazu se tak nezazna-
mena.

Z nasbiranych dat lze vytvorit bod po bodu, rovinu po roviné 3D model. Vytvofeni prvniho
konfokalntho mikroskopu je prisuzovano Marvinu Minskému.

Fotodetektor

Konfokalni bodova clonka
\ Zrcadlova bodova clonka

' = X5 7 _/
N/
: /1N

/ % U Zdroj svétla
I 1 \
£ \
/ \
/ 4 \
4 \
4 \
Objektivova ¢ocka
7
N [ Z
N L i’
A
e
N Vzorek
Fokus] l 5 — = - Posun
/
%
N

——»—a—— Zaostfené paprsky

______ Rozptylené paprsky

Obrazek 10: Schéma skenovactho konfokalniho mikroskopu [28].

2.7 Vice kanalova skenovaci konfokalni mikroskopie

Vicekanalovy skenovaci konfokalni mikroskop rozsitil moznosti aplikaci konfokéalnich mi-
kroskopu. Opticky systém, ktery vytvaii obraz predmétu, obsahuje Nipkowovuv kotouc,
vlozeny kolmo vuéi optické ose. Disk je zndzornén na obrazku 11 [29, 30]. Nipkowuv kotoué
1 lezi v polni roviné objektivu mikroskopu. clony 21 a 31 ohranicuji velikost nasvétleného
a zobrazeného pole. Okolo bodu 13 N. disk rotuje a s nim i sada dvojic dirkovych clon
12, které jsou umistény protilehle na Archimédovych spiralach 11. Svétlo vychézejici

z osvétlujici dirkové clony je fokusovano na vzorek a dojde-li k jeho odrazu v predmétové
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roviny objektivu, tak je nasledné fokusovano i do dirkové clony v zobrazovaci ¢asti mik-
roskopu. Otacenim N. kotouc je postupné zobrazen kazdy bod vzorku. Dil¢i informace se
vlivem rotacniho pohybu desky v obrazové roviné spoji a setrvacnosti oka vytvori opticky
obraz [30]. Ukol disku je rozklad a rekonstrukce obrazu, potlatovén{ sumu v obraze

¢i vybirani jednoho z vice obrazu [30].

Obrazek 11: Nipkowuv disk podle Mojmira Petrané Mudr., CSc. a jeho tymu. 1- Nipkowuv
kotou¢, 11- Archimédovy spiraly, 12- dirkové clony, 13- bod otaceni, 21- clona nasvétleného
pole, 31- clona zobrazeného pole [30].

Nevyhodou fluorescence je omezena zivotnost fluorescenéniho barviva. Po urcitém
poctu excitaci a emisi barvivo ztraci ucinnost, vyhasind a vybéluje se. V koneéném
dusledku dochézi ke stépeni kovalentnich vazeb barviva a to nevratné mizi. Tento jev
se nazyva photobleaching. Tomuto 1ze predchazet snizenim intenzity excita¢niho svétla,
¢asové omezenym osvitem barviva, a zvySenim koncentrace barviva [27].

Dalsi problém ptedstavuje rotace disku. Dochazi pti ni k castecné ztraté konfoka-
lity. Reseni obou problému piedstavuje dvojity rotujici disk Yokogawa firmy Olympus.
Pridanim mikrococek dochéazi k soustiedéni svétla do osvétlovacich dirkovych clon Nip-
kowova diskum viz obrazek 12 [31].

Vysledkem je obraz s vyrazné mensim Sumem, rychlejsim vznikem obrazu a tim i se
snizenim photobleachingu. Nipkowuv a Yokogawa disky jsou rotujici scannery. Obdobného
principu lze dosahnout i digitalné pomoci DMD ¢ipu.
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Obrazek 12: Piiblizeny pohled na dudlni rotujici disk Yokogawa s mikrocockami [31].

2.8 Digital Micromirror Device neboli DMD

DMD patii mezi mikro elektronicko-mechanické systémy (MEMS) nejcastéji vyuzivané
v DLP projektoru [33]. Na obrézku 13 je vyfoceny ¢ip DLP LightCrafter 9000 firmy
TEXAS INSTRUMENTS. Je slozen ze dvou elektronickych tidicich desek. Na pravé desce
jsou vyvedené vstupy a vystupy k pripojeni k pocitaci a na druhé je umistén samotny ¢ip
s chladici deskou.

DMD je slozeno z vice nez 4 milionu mikrozrcatek. Ta funguji jako modulatory svétla.
Moduluji nejen amplitudu, ale i smér odrazeného svétla. Otaceji se okolo diagonalni osy
o £12° podle statické ¢i proménné obrazové predlohy. Polohy otoceni se nazyvaji on-state,
off-state a flat-state. On-state poloha sméruje dopadajici svétlo dale do optické soustavy.
Flat-state je mezipoloha, pii niz zrcadlo je rovnobézné povrchem substratu. Off-state
odklonuje nevyzadované svétlo z optické soustavy. Mikrozrcatka digitdlné urcuji obraz
osvétleni vzorku. Pixel predstavuje jedno ¢i vice mikrozrcatek podle potieby.
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Obrazek 13: DLP LightCrafter 9000 firmy TEXAS INSTRUMENTS [35].

Zrcadlo -12°

Zrcadlo +12°

Stézen
CMOS substrat

Dotykajici se hrot

Obrazek 14: Schéma mikrozrcatek v off-state a on-state prevzato a upraveno z [36].
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3 DMotivace a cile prace

Nevyhodou rotujicich disku obou typu jsou mechanické vibrace . Pokud by byl k CCHM
pripojen klasicky rotujici N. disk ¢i Yokogawa, vnasely by do mikroskopu vibrace a kazily
tak holografické pozorovani. Tomuto se pokusime zamezit vyuzitim DMD ¢ipu,
ktery bude statickym prvkem. Pohybujici se stérbiny nahradi otacejici se mikrozrcatka,
které jsou schopny otacet s frekvenci az 9523 Hz pro binarni vzory.

Cilem prace je vytvorit konfokalni modul pro koherenci fizeny holograficky mikroskop.
Jelikoz se jedna o prvotni navrh nelze predpokladat kompletni sestaveni véetné softwa-
rového vybaveni. Proto tato prace bude slozena z téchto kroku:

e navrzeni optického systému vyuzivajici DMD ¢ip misto Nipkowova disku,

e vytvofeni vykresové dokumentace k mechanickym ¢astem potiebnych pro sestaveni
experimentu,

e otestovani rozliSeni promitani DMD na detektor a vytvoreni patternu pro promitani
DMD ¢ipem,

e otestovani funkcénosti experimentu na profilovaném vzorku,

e navrzeni ulozeni do modulu k souc¢asnému CCHM mikroskopu.
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4 Opticky navrh

Cilem je vytvorit optickou soustavu, ktera je schopna osvétlovat vzorek v optickych fezech.
Ideou je promitani definovanych bodu a vzoru na vzorek pomoci DMD, ten je schopen
vytvaret binarni vzory s frekvenci az 9523 Hz. Tim lze simulovat funkci Nipkowova ko-
touce. Jednotliva zrcatka DMD ¢ipu odrazi svétlo, které je nasledné fokusovano na vzorek.
Dojde-li k jeho odrazu (v piipadé klasické konfokalni techniky), ¢ vybuzeni fluoroforu (
v piipadé fluorescencni konfokalni techniky) v roviné ostrosti objektivu, je toto zafeni
fokusovano na detektor, ze které budou vycteny jen presné dané pixely s polohou od-
povidajici poloham odréazejicich zrcatek. Jak je patrné, lze sestavu vyuzit ve dvou mo-
dech. Jak pro klasickou tak i fluorescen¢ni konfokalni mikroskopii. To umozni i pozorovani
adheze bunéénych membran metodou RIC (Reflekéni interferenéni kontrast). RIC je tech-
nika vyuzivajici polarizované svétlo k vytvoreni obrazu predmétu na sklenéném povrchu.
Vyhodou tohoto usporadani muze byt i to, ze bude mozné zaznamenavat i celkovou rozpty-
lovou funkci bodu, jednotlivych sviticich fluoroforu, a jeji analyzo ziskat obdobu metody
Airyscan [32].

Opticky navrh na obrazku 15 je inspirovan epifluorescenénim mikroskopem. Rozdilnym
prvkem je DMD ¢ip osvétlen pomoci osvétlovaci soustavy. Déle kolektor K3 a objektiv
O zobrazuje rovinu DMD na vzorek Vz. Fokusovany obraz se odrazi nazpét a promita se
pres objektiv O a tubusovou ¢ocku T na rovinu detektoru D. Tento svazek je odklonén
pomoci fluorescenéni kostky FK.

4.1 Spoleény postup navrhua

Opticky navrh sestavy zahrnuje vypocty pro ustanoveni poloh objektivu, kolektoru a dveé
moznosti osvétleni DMD ¢ipu (s a bez homogenizac¢ni tyce) upravujici navrh z diplomové
prace Ing. Jany Vaviinové [37]. Sestava pro vybér kolektoru K3 s obecnou osvétlovaci
soustavou je znazornéna na obrazku 16.

Pro vytvoreni navrhu bylo potieba dodrzet nasledujicich parametru. Budou pouzity
zdroje svétla LAMBDA XL firmy SUTTER INSTRUMENT [43] (zdroj pozadovany
v kone¢ném modulu) a Fiber-Lite DC950 DC-regulated illuminator firmy Dolan-Jenner
[44] (pfistupny k experimentu) se svétlovodem o pruméru d, = 3 mm. DMD mé aktivni
plochu o rozmérech 19,354 x 12,096 mm, tudiz jeho aperturu vyuziji o pruméru dpy;p =
9 mm.

Pro biologické aplikace se v CCHM pouzivaji objektvivy 10x-40x.

4.2 QOsvétleni DMD

Navrh soustavy byl smérovan od vzorku ke zdroji svétla. Miniméalni zorné pole CCHM
mikroskopu je 94 x 94 um pro objektiv 40x (objektiv s maximalnim zvétsenim v CCHM).
Ohnisko objektivu fo bylo urceno objektiv se zvétsenim M; = 40 a s nim vyrobcem
doporucenou tubusovou ¢ocku s ohniskem fr = 200 mm. Pro vypocet ohniska objektivu
plati:
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Vz O

Obrazek 15: Celkovy navrh optické sestavy: Zd- zdroj svétla, K3- kolektor, FK- fluo-
rescencni kostka, O- objektiv, Vz- vzorek, T- tubusova ¢ocka, D- detektor, DMD.

200
= ]‘(4—T1 = = 5mm. (8)

fo 0
Pro optickou konjungaci rovin vzorku

a DMD ¢ipu je nutné mezi objektiv

a DMD vlozit kolektor K3. Pfiblizny prumér vzorku je dyz = 0,1 mm. Ohnisko ur¢ime

pomoci vztahu pro zvétseni My mezi zminénymi rovinami.

dvz fo
M, = = —. 9
>~ doump fKs3 (9)

Z cehoz lze odvodit vztah pro fxs:

_ Jodpup

K3 — = 450 mm. (10)

dyz

Nasledujici podéésti se zabyvaji zpusoby osvétleni DMD ¢ipu zdrojem. Prvni navrh
vyuziva optické tyce a dvou kolektorovych cocek. Druhy navrh neptedpokldada vyuziti
homogenizacni tyce. Be. Vaviinova pro osvétleni DMD ¢ipu vyuzila dvou kolektorovych
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Vz O

Obrazek 16: Sestava pro urceni kolektoru s obecnou osvétlovaci soustavou: Zd- zdroj
svétla, K3- kolektor, O- objektiv, Vz- vzorek, DMD.

achromatickych dubletu. V mych navrzich jsem nahradila prvni kolektor s ohniskovou
vzdalenosti f; = 85 mm. Druhy kolektor s ohniskovou vzdalenosti fxo = 400 mm jsem
ponechala [37].

4.2.1 Prvotni navrh osvétleni s pouzitim homogenizacni tyce

Homogenizacni ty¢ ma za tkol sbér a homogenizaci svétla zdroje. Jeho dalsi vyhoda je
ve zvétseni plochy zdroje a divergence svazku. Navrh s homogenizacni tyci HT je zndzornén
na obrazku 17.

Zd HT K1 K2 DMD

Obrazek 17: Sestava s homogenizacni tycéi HT.

Pro vypocty jsem pouzila technické parametry homogenizacéni tyce firmy Edmudoptics
[38] o vstupni aperture 2,5 mm a vystupni aperture d,;, = 5 mm a délce 50 mm.

Tenci cast tycée doléhd na svétlovod piiblizné stejného optického pruméru. Pro uréeni
potfebné ohniskové vzdalenosti prvni kolektorové ¢ocky K1 pouzijeme optické zvétseni
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M3 mezi vystupni aperturou tyce a rovinou DMD ¢ipu. Zdroj svétla LAMBDA XL firmy
SUTTER INSTRUMENT ma4 prumér d, = 3 mm. Zvétseni tudiz uréime jako:

dpyp 9
My = =2=18 11
odn 5 )
Ze vztahu pro zvétSeni uréeném ohnisky obou kolektoru lze vyjadrit vztah pro fx1 takto:
M, = Jrz fx1 = s _ 222,22 mm (12)
Jx1 M3

Vzdalenost kolektoru K2 od DMD je pevné déana na hodnotu fzo = 400 mm. Muzeme tak
ovlivnit jen vzdalenost zdroje k prvnimu kolektoru K1. V tomto pripadé po pricteni délky
tyce 50 mm k ohniskové vzdélenosti fx1 dosahuje vzdalenost zdroje k prvnimu kolektoru
K1 piiblizné 270 mm. Pro vyuziti v jiz vytvoreném mikroskopu je tfeba hledat variantu,
ktera bude prostorové uspornéjsi.

4.2.2 Druhy navrh osvétleni bez optické tyce

Druhé varianta je slozena pouze ze dvou kolektoru K1 a K2. Sestava je zobrazena
na obrazku 18.

Zd K1 K2 DMD

Obrézek 18: Sestava druhého navrhu bez homogenizacni tyce.

Prvni kolektor sbird svétlo zdroje o pruméru dzg = 3 mm. Pro zvétseni M3 mezi rovinami

zdroje a DMD plati:
__dpup 9

M. = = =3 13
5= "4, 3 (13)
Velikost ohniska fx je dano:
fre fr2
M; = —= =—=133,3 . 14
3 Tl — fK1 M, ,0 INM (14)

Ohniskova vzdalenost je priblizné 2-krat mensi nez ve verzi s ty¢i. Tato varianta je tudiz
prostorové uspornéjsi. Za kolektor K1 jsem vybrala achromaticky dublet AC254-125-A

s ohniskovou vzdalenosti fxor1 = 125 mm [40]. Druhy kolektor jsem ponechala podle vybéru
Be. Vaviinové a to achromaticky dublet od firmy Thorlabs s oznacenim AC254-400-A a
ohniskovou vzdélenosti fxo = 400 mm [41].

28



4.3 Simulace v optickém CADu
4.3.1 Simulace od vzorku ke zdroji

V programu OpticsStudio by nasimulovana vétev od vzorku po osvétleni (obrézek 19).
Zpétnym trasovanim od vzorku byl v optickém CADu kontrolovan maximalni prumeér
osvétleni na DMD ¢ipu po pruchodu kolektorem K3 a prumér na zdroji svétla Zd. Po kon-
trole byl teoreticky prumér svazku na DMD ¢ipu 9 mm a na zdroji odpovida 3,36 mm.
Pro kolektor K3 jsem vybrala ¢ocku ve firmé Edmundoptics s ¢islem #49282 [42]. Tato

10 mm

O M
H

o DMD

Obrazek 19: Sestava od vzorku po zdroj svétla: Zd- zdroj, Kl- kolektor, DMD, O- objektiv,
Vz- vzorek.

¢ocka ma vétsi prumér, nez byl puvodné planovany a to d = 40 mm.

Odraz od DMD c¢ipu v programu Opticstudio DMD reprezentuje difrakéni mftizka.
Program vyzaduje ur¢eni poméru car na pm neboli N. Pro vypocet pouzijeme tyto vlast-
nosti. Pozorujeme prvotni fad m = 1. Vlnova délka pro simulaci byla pouzita A = 0,587
um. Uhel dopadu a odrazu odpovidaji hodnoté 6; = 12° a 0, = —12°. Pro vypocet jsem
pouzila vztah odvozeny ze zpravy vyrobce [39]:

A mA 1 linen
1 9 — g r) = —_ 1 i e - - e 1741 N =—-=U,
sin (0) = sin (6,.) m sin(6;)d Sin(@) — sin(6,) 3 um 7 0,707 m
(15)

4.3.2 Simulace od DMD po detektor

Vétsina navrhu ¢asti soustavy na obrazku 20 je popsan ve spolecné ¢asti navrhu a to od DMD
¢ipu po vzorek. Rozdil ¢ini vlozeni délice svazku mezi kolektor a objektiv. Od vzorku se
svétlo odrazi zpét pres objektiv na délici kostku. Ta odklani svétlo na tubusovou ¢ocku,
za kterou dopada svétlo na detektor a vytvaii obraz vzorku.
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Vz O FK K3 DMD

D

Obrazek 20: Sestava od DMD ¢ipu po detektor.

4.3.3 Simulace konfokalniho zobrazeni

Aby se oskenoval vzorek a na detektoru se pozorované body neprolinaly, je nutné vybrat
minimalni rozte¢ pouzitych zrcatek na DMD ¢ipu, které budou smérovat svétlo na vzorek.

Rozméry DMD ¢ipu Aktivni ¢ast DMD ¢ipu mé rozméry 19,354 x 12,096 mm
(2560x1600 pixelu). Velikost jednoho zrcatka 7,56 pm.
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Promitnuti DMD ¢ipu na detektor Simulace v programu Opticstudio (obréazek 24)
byla pouzita pro urcéeni nejmensi vzdélenosti pixelu na DMD. Tubusova ¢ocka a objek-
tiv byly z duvodu nedostate¢nych informaci od vyrobce nahrazeny paraxialnimi ¢ockami.
K ovéreni principu konfokalniho zobrazeni je tfeba stanovit minimalni roztece aktivnich
zrcadel, které simuluji dirky Nipkowova kotouce. Pro princip zobrazeni, pii kterém bude
vybér vycitanych pixelu CCD ¢ipu simulovat filtraci zafeni z rovin mimo rovinu ostrosti,
je nutné, aby se zaznamenané rozptylové funkce bodu (PSF - Point Spread Function)

z ruznych rovin neovliviiovaly. Na obrazku 21 jsou znazornény simulace 4 PSF pro objek-
tiv 40x. Ty byly rozmistény podle Rayleigho kritéria.

Obrazek 21: Minimalni rozte¢ PSF pro objektiv se zvétsenim 40x, rozte¢ bodu v obrazové
roviné je 44 pum .

Jejich roztec je v obrazové roviné 44 pum a 19,5 wm v roviné DMD ¢&ipu (tj. roztec zaokrouh-
lené odpovida 3 zrcatkum). Tato rozte¢ je minimélni mozna pro toto zvétseni a idedlné vy-
rovnany rovinny povrch vzorku. Redlny vzorek tomuto predpokladu neodpovida. Je tedy
nutné stanovit nejmensi rozte¢ aktivnich zrcatek porovnanim idealni podoby PSF a jeji
defokusované podoby, viz obrazky 22 a 23. Na téchto obrazcich je idealni PSF umisténa
do druhého minima defokusované FSF. Na obrazku 22 je zobrazena situace pro objektiv
10x s defokusaci 7,5 um. Tato defokusace byla simulovana na zdkladé zjisténi polositky
osové intenzitni odezvy z casti 6. Intenzita stfedu dofukusované PSF byla snizena dle
namérenych hodnot. Rozte¢ obou PSF je v obrazové roviné 39 um a 17 pum v roviné
DMD c¢ipu (tj. rozte¢ zaokrouhlené odpovida 2 zrcdtkum). Na obrazku 23 je zobrazena
situace pro objektiv 20x s defokusaci 3,7 um. Tato defokusace byla opét simulovana na
zékladé zjisténi polositky osové intenzitni odezvy z ¢asti 6 a intenzita sttedu dofukusované
PSF byla snizena dle namétrenych hodnot. Rozte¢ obou PSF je v obrazové roviné 38 um
a 16,8 um v roviné DMD ¢ipu (tj. rozte¢ zaokrouhlené odpovidd 2 zrcatkum). Z této si-
mulace vyplyva, ze jak pro idealni ptipad, tak i ptipady s defokusaci by méla stacit roztec
2 zrcatek. Navic bylo prokazano, ze stanovena roztec je nezavisla na pouzitém objektivu.
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Tudiz vhodné navrzenda sada masek s vhodnou rozteci bude moci byt vyuzita pti vSech
zobrazovacich experimentech.

Obrazek 22: Minimalni rozte¢ PSF pro objektiv se zvétsenim 10x, rozte¢ bodu v obrazové
roviné je 39 pm.

Obrazek 23: Minimalni rozte¢ PSF pro objektiv se zvétsenim 20x, rozte¢ bodu v obrazové
roviné je 38 pm.

Rozvrzeni bylo pouzito jako inspirace vzoru k prepinani zrcatek na DMD c¢ipu z off-
state na on-stane. V programu MatLab byly po testech rozliseni vytvoreny spotové Sa-
chovnicové vzory (viz obrazek 31) tak, aby vyplnily zobrazované pole. Aktivni plocha je
¢ernd (nese hodnotu 0), neaktivni pixely jsou bilé (s hodnotou 1). Redlnd roztec¢ zrcadel
bude stanovena pfi testovani.
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Obrazek 24: Layout pro teoretické urceni rozliseni. Kondenzorovou cocku predstavuje

realny achromaticky dublet, funkci objektivu a tubusové ¢ocky plni paraxidlni cocky. Vz-
vzorek, T- tubusova cocka.
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4.4 Vybér optiky

K jiz zminénym optickych prvkum byly zvoleny nasledujici prvky. Pro testovani jsem
zvolila délici kostku 70:30 BS022 firmy Thorlabs [46]. Za tubusovou ¢ocku jsem zvolila
TTL200-A s ohniskem f; = 200 mm firmy Thorlabs [47]. Pro experiment byla pouzit
detektor DFK 51AU02 [49]. Pro vysledny modul se predpoklada pouziti detektoru Zyla
4.2 sCMOS firmy ADOR [50].

V rdmci experimentalniho pokusu byly pouzity objektivy Nikon Plan 10x/0,25 co/—
WD 10.5 (déle jako objektiv10) a Nikon Plan Fluor 20x/0,05 OFN25 DIC N2 (dale ob-
jektiv20).
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5 Mechanicky navrh

V ramci mechanického navrhu bylo pro experiment nutné ulozit a upevnit optické casti.
K tomu byly vyuzity soucasti firmy Thorlabs. Nékteré soucasti bylo nutné vyrobit ¢i
upravit. Prvni soucast je drzak na zdroj svétla vytvoren na 3D tiskarné.

5.1 Ulozeni fluorescec¢ni kostky v experimentu

Pro ulozeni délici kostky velikosti 25,4 x 25,4 mm bylo nutné upravit soucast firmy
Thorlabs urcéenou puvodné pro uchyceni délicu svazku. V priloze se nachazi puvodni
vykres sestavy firmy Thorlabs pro dil CM1-BP1. K upravam patfilo vyfrézovani pro-
hlubné do spodniho dilu pro ulozeni kostky. ijravy spodniho dilu jsou na vykresu A4-
PMO-2/004. Deélici kostku bylo treba shora pritlacit ke spodnimu dilu, aby nedochéazelo
k posunu délici kostky pii manipulaci sestavou. K tomu byl navrzen vzpruhovy plat na
vykresu A4-PMO-2/001. Do vrchniho dilu (A4-PMO-2/002) bylo tieba vytvorit diry pro
vlozeni koliku (A4-PMO-2/003). Celd sestava je zobrazena na vykresu A4-PMO-2/000
a na obrazku 25.

Obrazek 25: Rez ulozeni fluorescenéni kostky: 1- vzpruhovy plat, 2- vrchnf dil, 3- kolik,
4- drzék délice, 5- fluorescencni kostka

5.2 Kryt DMD ¢ipu

Pro uchyceni DMD ¢ipu bylo tieba navrhnout dvouvrstvy kryt. Vnitini vrstva obalu je
vytvorena pomoci 3D tiskarny. Plastovy material byl zvolen pro elektrostatickou izolaci
elektronickych desek. Vnéjsi vrstvy A4-PMO-1/001,A4-PMO-1/002, A4-PMO-1/005, A4-
PMO-1/006 jsou tvotreny hlinikovou slitinou a jsou proSroubovany skrz vnitini plastové
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vrstvy STL-PMO-1/003, STL-PMO-1/004, STL-PMO-1/007, STL-PMO-1/008. Béhem
navrhu bylo potieba pocitat s otvory pro vstupy zdroje energie a komunikaci s PC, taktéz
je potteba pocitat s pripadnym pridanim aktivniho chlazeni za DMD ¢ip. Pii vyrobé
plastovych ¢asti mohou vznikat neptresnosti pri 3D tisku. U kovovych ¢asti je proto nutné
zajistit nalicovani dilu kompatibilitu a moznost uzavieni kryt. Z ¢asovych duvodu nebyl
vyroben kovovy kryt DMD na obrazku 26. Tudiz bylo tfeba si zapujéit jiz zakrytované
DMD.

Obrazek 26: Model dvouvrstvého krytu DMD ¢ipu.

5.3 Ulozeni soucasti

Veskeré kupované mechanické dily byly pofizeny ve firmé Thorlabs [45]. Prvotni navrh
experimentu byl postaven podle modelu bez vlozeného zdroje a detektoru na obrazku
27 Kolektory K1 a K2 osvétlovaci soustavy byly ulozeny do dilu CP02T/M (1). Ty byl
nasunuty na tyce ER8 (2), také byly spojeny s dalsimi ty¢emi napojené na nosic CP08/M
(3) zdroje Zd. Ty jsou podpirany dvéma drzaky CPMA2/M (4). Kolektor K3 byl ulozen
do nosice LMR40/M (5). Pro umoznéni posunu objektivu v roviné kolmé na jeho optic-
kou osu, byl ulozen do posuvného stolku ST1XY-D/M (6). Zrcatko predstavujici vzorek
Vz bylo zakoupeno se stolkem KM100-E02 (7) umoznujici jemné naklanéni zrcatka ve
dvou osach. Posun vzorku podél optické osy byl zajistén stolkem s mikrometrickym po-
suvem XR25C/M (8). Fluoresceéni kostka FK je ulozena v upraveném dilu CM1-BP1
podle sestavy A4-PMO-2/000. Tubusova cocka T byla nasroubovana na nosi¢ LCP01/M
(9). Detektor D byl pres zavitovy krouzek (redukci) nasroubovan nosic CP02T/M (1).

Veskeré soucasti véetné sestavy k DMD jsou uchyceny do podstaveu UPH30/M s tycemi
TR vysokymi podle potieby od 30 mm po 50 mm.
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Obréazek 27: Prvotni experimentalni sestava: K- kolektor, Zd- zdroj, Vz- vzorek, DMD,
FK- fluorescenéni kostka, T- tubusova ¢ocka, D- detektor, TR- nosné tyce, 1- CP02T /M,
2- ER8, 3- CP08/M, 4- CPMA2/M, 5- LMR40/M, 6- ST1XY-D/M, 7- KM100-E02, 8-
XR25C/M, 9- LCP01/M.
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Po prvotnim testovani byla sestava upravena do nasledujici podoby na obrazku 28
pozménénim vzdalenosti optickych prvku a pridanim optickych prvku. Duvody byly jed-
nodussi nalezeni odrazu od DMD ¢ipu a usazeni optiky. K tomuto tcelu byl pred DMD
¢ip umistén hranol H zajisfujici odraz kolmo vici desce DMD éipu. K dalsim dpravdm
patii ptfidani matnicové desky M tésné za zdroj svétla a barevného filtru F firmy Thorlabs
FB580-10 [48] o vlnové délce A = 580 nm s polositkou 10 nm. Hranol byl pfidén z duvodu
zlepseni moznosti osvitu DMD ¢ipu. Nevyhodou je mozné vneseni sférické vady do zobra-
zeni roviny DMD ¢ipu na rovinu vzorku. Tato vada vzhledem k velikosti ohniska kolektoru
K3 neni vyznamné, proto nebylo tieba jeji vliv kontrolovat optickou simulaci. Matnicova
deska rozptyluje svétlo zdroje. Jeji vyhodou je lepsi zaostieni na vzorku. Barevny filtr
definici vinové délky odstranuje efekt spektralniho rozkladu bilého zdroje na DMD ¢ipu.

50

Obrazek 28: Findlni experimentalni sestava: Zd- zdroj, M- matnice, F- barevny filtr, K-
kolektor, H- hranol, FK- fluorescen¢ni kostka, Vz- vzorek, DMD, T- tubusova cocka, D-
detektor.

Redlna podoba celé sestavy se zapujcenym DMD ¢ipem a s pouzitim mince jakou
vzorku je zachycena na obrazku 29.
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DMD

Obrazek 29: Realna experimentalni sestava: Zd- zdroj, M- matnice, F- barevny filtr, K-
kolektor, H- hranol, FK- fluorescenc¢ni kostka, Vz- vzorek, DMD, T- tubusova cocka, D-
detektor.
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6 Testovani

DMD ¢ip byl ovladén pomoci programu DLP LCR6500 & LCR9000 GUI4.0.1 ve vi-
deo rezimu, pticemz DMD byl ptfipojeny jako druha obrazovka. Pomoci DMD ¢&ipu bylo
promiténo celkem 6 vzoru (animaci) s rozliSenim 2650x1600 pix. Jsou tyto:

e Zakladni stredovy bod velikosti 3x3 zrcatek. Pomoci stfedového bodu byly vytvoreny
ktivky intenzitni odezvy na zrcadle.

e Nahodné vytvorené pruhy (viz obrazek 30) pro funkei priblizného nalezeni ostrého
obrazu.

e Sachovnice, jiz zminéna vyse na obrazku 31 ve ¢tytech variantach, pro ptrehled jsou
vytisténé pouze pro prvni variantu Sachovnice.

e Horizontalni pruh 3x3 zrcatek postupneé se presunujici shora dolu. A ten samy motiv
posunuty o tii pixely doprava, aby se zaplnila ve vysledném obraze celd plocha.
Vytvorené video bylo pouzito k zachyceni co nejvice obrazu a vybrani nejvhodnéjsi
pro prezenci hloubky ostrosti.

e Archimédova spirdla. Parametry Archimédovy spiraly byly navoleny tak, aby vzniklo
rameno nekiizicich se bodu. Pro urychleni méfeni bylo rotovano okolo osy tak,
aby vznikly ¢tyfi kolméa ramena. Pro méfeni bylo pouzito video. Pocateéni obraz
videa je ukazan na obrazku 33.

e Dalsi vytvorena animace je samostatny bod putujici horizontalné ptes celou mérenou
plochu. Toto video pro dany detektor, predstavovalo dobu méfeni priblizné 8 hodin.
A mohlo by byt zrychleno lepsim fizenim DMD ¢ipu z PC a zrychlenim snimani
detektoru. Jinak by nebylo mozné rychle méfit biologické vzorky. Ve video modu je
DMD schopno frekvence 60 Hz, ale je schopno dosahnout frekvence az 9523 Hz pro
binarni vzory. Z duvodu obav prehiati DMD ¢ipu tato métreni nebyla provadéna.

Vysledny obraz zachytaval detektor DFK 51AU02 pomoci programu IC Capture 2.4.
Vlastnost pouzité detektoru (12 fps) a PC znemoznily vyuziti maximalni rychlosti mik-
rozrcatek DMD c¢ipu. V ramci testovani byly pro kazdy objektiv proméreny dvé moznosti
pro méreni
s pouzitim zrcadla a mince o hodnoté 2,- K¢.

6.1 Pozorovani pomoci objektivu s 10-nasobnym zvétsenim

Zrcéatko bylo zaostteno pomoci vzoru z obrazku 30. Rovina ostrosti objektivu se zvétsenim
10x byla urc¢ena pomoci odréazejiciho stredového bodu velikosti 3x3 zrcatek DMD c¢ipu.
Tento bod byl na detektoru defokusovan o ruzna Az a pro jednotlivé PSF byly vykresleny
intenzitni profily, viz obrazek 34. Z maxim téchto profilu byla stanovena osovéa intenzitni
odezva, viz obrazek 35 s polositkou 7,5 wm ze simulace v ¢asti 4.3.2. .

Z maxim v predchozim obrazku byl vytvoren graf defokusace. Krajni body byly urceny
jako prumérnd hodnota Sumu v obrazku. Polositka osové intenzitni odezvy odpovida hod-
noté 7,5 pm.

41



Obrazek 30: Nedefinované pruhy pro prvotni nalezeni vzorku.

Na obrazku 36 je zdznam Archimédovy spiraly s detailem na ¢dst jednoho ramene.
Na obréazku lze pozorovat separaci bodu. Na obrazku mince 37 lze pozorovat, ze se za-
znamenaly pouze body Archimédovy ve fokusu a a rozptylené svétlo neni pozorovatelné.
Na obrazku lze pozorovat separaci fokusovanych bodu.

Zaznamy s vice vzoru a rovin mince naleznete v piiloze A.
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Obrazek 31: Prvny vzor pouzity jako maska se Sachovnicovym vzorem s detailem na levy

horni roh plochy s hodnotami 0 a 1.
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Obrazek 32: Priblizend fada horizontalnich zrcatek 3x3 vzdalenych o 3 zrcatka zachycené
uprostfed obrazu promitaného DMD ¢ipem

Obrazek 33: Prvni obraz rotované Archimédovy spirdly ze série vytvorené pro video,
velikost bodu 3x3 zrcatek se vzdalenosti 3 zrcatka.
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Obrazek 34: Intenzitni profily PSF pro ruzné defokusované Az. Méfeno v ose x roviny
vzorku, kde I je normovand intenzita. Méfeno s objektivem 10x.
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-0,01 -0.005 0 0,005 0,01 0.015
I 0,289702133 0,401950896 1 0,93768933 0,51679364 0,293075073

Az [mm]

Obrazek 35: Osova intenzitni odezva pro objektiv 10x, kde I je normovand intenzita a Az
je defokusace.

Obrazek 36: Zaznamenana Archimédova spirdla na zrcadle s priblizenim na detail, pouzity

objektiv byl se zvétsenim 10x. Zaznam byl normovan pro lepsi viditelnost.
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Obrazek 37: Zaznamenana Archimédova spirala na prvni roviné na minci s priblizenim na

detail, zdznam byl normovan pro lepsi viditelnost.
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6.2 Pozorovani pomoci objektivu s 20-nasobnym zvétsenim

Zrcatko bylo zaostieno pomoci vzoru z obrazku 30. Rovina ostrosti objektivu se zvétsenim
10x byla urc¢ena pomoci odréazejiciho stredového bodu velikosti 3x3 zrcatek DMD c¢ipu.
Tento bod byl na detektoru defokusovan o ruzna Az a pro jednotlivé PSF byly vykresleny
intenzitni profily, viz obrazek 38. Z maxim téchto profilu byla stanovena osovéa intenzitni
odezva, viz obrazek 39 s polositkou 3,7 um ze simulace v ¢éasti 4.3.2. .
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Obrazek 38: Intenzitni profily PSF pro ruzné defokusované Az. Méfeno v ose x roviny
vzorku, kde I je normovand intenzita. Méfeno s objektivem 20x.

7 maxim v predchozim obrazku byl vytvoren graf defokusace. Krajni body byly urceny
jako prumérna hodnota sumu v obréazku. Na obrazku 40 je zdznam Archimédovy spirély
s detailem na ¢ast jednoho ramene. Na obrazku mince 41 lze pozorovat, ze se zaznamenaly
pouze body Archimédovy ve fokusu a a rozptylené svétlo neni pozorovatelné.

Zaznamy s vice vzoru a rovin mince naleznete v priloze A. Polositka osové intenzitni
odezvy odpovida hodnoté 3,75 pum.
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Obrazek 39: Osova intenzitni odezva pro objektiv 20x, kde I je normovand intenzita a Az
je defokusace

Obrazek 40: Zaznamenana fada na zrcadle s ptiblizenim na detail.
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Obrazek 41: Zaznamenana fada na prvni roviné na minci s piiblizenim na detail.
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7 Idea konfokalniho modulu

Podle provedeného experimentu byla navrzen idea modelu konfokalniho modulu, ktery je
planovany k pridani k CCHM. Navrh komplikoval omezeny prostor vyhrazeny pro tento
modul v proskleném vyhiivaném inkubatoru CCHM. Umisténi optickych komponent jsou
ukazany na obrazcich 42 a 43. Osvétlovaci soustava od zdroje Zd po hranol H jsou si-
tuovany kvuli pasivnimu chlazeni DMD mimo tuto skiin. Pro ziskani dostateéné optické
drahy mezi hranolem H a kolektorem K3 a pro umoznéni usazeni do nosice firmy Thorlabs
bylo nutné vést optickou osu modulu pomoci zrcatek Z1-Z4, nahoru a do jeho stredu. Vy-
mezeny prostor se ptriblizné uprostied délky vyrazné snizuje. Proto byl paprsek odklonén
zrcatkem Z4 zpét kolmo k zédkladné mikroskopu. Pomoci zrcatek Z5-Z7 je paprsek veden
na navrzeny otoc¢ny meénic¢ dichroickych zrcatek DZ. Z néj vstupuje paprsek pres napo-
jovaci ptirubu P do CCHM. Po interakci na vzorku se svazek excitovaného svétla vraci
do dichroického zrcitka. Tam se odkléni na zrcitka Z8-12. Nésledné tubusové ¢ocka TC
vytvari obraz na detektoru D.

Pro modul bylo nutné navrhnout ménic¢ dichroickych zrcatek a jeho pohon viz obrazek
44 45. Otocény ménic OM byl navrzen pro vymeénu ti{ dichroickych zrcatek. Pies hiidel Hf
je z jedné strany uchycen k télu TL pomoci podpurné tyce PT. Z druhé strany je postaven
na ramenech stojanu R pfisroubovanych k sobé. Rotace ménice je pohanéna pfes femen
R typu GT2 krokovym motorem M SY35ST28-0504A firmy Pololu [51] s tihlovym krokem
1,8°. Remenice RE1 u krokového motoru je o 16ti zubech a femenice RE2 u ménice je
o 20ti zubech. Krokovy motor je uchycen k télu modulu pres drazkovy tuchyt DU. Celkovy
modul je zobrazen na obrazku 46.
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Obrazek 42: Obecny pohled na optické casti, které jsou ulozené v navrzenych soucastkach
a soucastkach firmy Thorlabs [45]: Zd- zdroj, K- kolektor, DMD, Z- zrcatko, DZ- oto¢ny
meénic dichroickych zrcatek, P- ptiruba, T- tubusova cocka, D- detektor.
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Obrazek 43: Pohled shora na optické casti, které jsou ulozené v navrzenych soucastkach
a soucastkach firmy Thorlabs [45]: Zd- zdroj, K- kolektor, DMD, Z- zrcatko, DZ- otoény
ménié¢ dichroickych zredtek, P- piiruba, TC- tubusové ¢ocka, D- detektor.
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Obrazek 44: Pohled z boku na oto¢ny meénic¢ dichroickych zrcatek DZ: OM- otocny meénic,
PT- podpurna ty¢, R- ramena stojanu, Hi- hiidel, M- krokovy motor, DU- drazkovy tchyt,
TL- télo modulu.
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Obrazek 45: Obecny pohled na otoény meénic¢ dichroickych zrcatek DZ: OM- oto¢ny meénic,
PT- podpurna ty¢, R- ramena stojanu, Hi- hiidel, M- krokovy motor, DU- drazkovy tchyt,
TL- télo modulu.
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Obrazek 46: Obecny pohled na celkovy konfokalni modul.
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8 Zaveér

Tato prace velkou mérou piispéla k vyvoji konfokalnfho modulu pro Koherenci Rizeny Ho-
lograficky Mikroskop. V ramci této prace doslo ke spojeni dvou technik pozorovani zivych
bunék: digitalni holografické mikroskopie a konfokalni fluorescencni mikroskopie. Opticka
sestava byla navrzena v optickém CADu. Ta byla inspirovana casteéné epi-fluorescesnim
mikroskopem a ¢astecné vicekanalovym konfokalnim mikroskopem s Nipkowovym diskem.
Nipkowuv disk je zdroj mechanickych vibraci, které se mohou prenaset do mikroskopu.
Tudiz neni vhodny pro aplikaci s holografickym mikroskopem. Tento problém byl vyfesen
DMD c¢ipem, ktery je zalozen na MEMS technologii. Ze simulace z optického CADu byla
stanovena minimalni rozte¢ aktivnich zrcadel, pro objektivy se zvétsenim 10x az 40x.
Pro vybér vycitanych pixelu CCD ¢ipu, simulujici filtraci zafeni z rovin mimo rovinu
ostrosti, byla stanovena nutnost minimalni roztece aktivnich zrcatek. V ramci experi-
mentu bylo provedeno pozorovani rovinného zrcatka a profilovaného vzorku, ktery slouzil
k ovétfeni schopnosti vytvaret optické fezy vzorkem. K tomuto experimentu byl pouzit
objektiv se zvétsenim 10x a se zvétsenim 20x. Obrazy demonstruji vliv profilu vzorku na
zobrazeni vzoru aktivnich zrcatek DMD cipu. Na zakladé experimentu byla navrzena idea
konfokalntho modulu, pfipojitelného ke Koherenci Rizenému Holografickému mikroskopu.
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A Obrazova priloha experimentu

Obrazek 47: Zaznamenané pruhy na zrcadle za pouziti objektivu s 10-nasobnym
zvétsenim. Obrazek nebyl pozménén.
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Obrazek 48: Zaznamenand Sachovnice na zrcadle s priblizenim na detail, zdznam byl
normovan pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 10x.

Obrazek 49: Zaznamenana fada na zrcadle s priblizenim na detail, pouzity objektiv byl

se zvétsenim 10x. Zaznam byl normovan pro lepsi viditelnost.



Obrazek 50: Zaznamenana Archimédova spirdla na zrcadle s priblizenim na detail, pouzity
objektiv byl se zvétsenim 10x. Zaznam byl normovan pro lepsi viditelnost.

Obrazek 51: Zaznamenané pruhy na prvni roviné na minci za pouziti objektivu s 10-
nasobnym zvétsenim
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Obrazek 52: Zaznamenand Sachovnice na prvni roviné na minci s ptiblizenim na detail,
zaznam byl normovan pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 10x.

Obrazek 53: Zaznamenana fada na prvni roviné na minci s piiblizenim na detail, zaznam

byl normovan pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 10x.



Obrazek 54: Zaznamenana Archimédova spirala na prvni roviné na minci s priblizenim na
detail, zdznam byl normovan pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 10.

Obrazek 55: Zaznamenané pruhy na druhé roviné na minci za pouziti objektivu s 10-
nasobnym zvétsenim. Obrazek nebyl pozménén.
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Obrazek 56: Zaznamenand Sachovnice na druhé roviné na minci s priblizenim na detail,
zaznam byl normovan pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 10x.

Obrazek 57: Zaznamenana fada na druhé roviné na minci s pfiblizenim na detail, zaznam

byl normovan pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 10x.



Obrazek 58: Zaznamenand Archimédova spirdla na druhé roviné na minci s priblizenim
na detail, zdznam byl normovan pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 10.

Obrazek 59: Zaznamenané pruhy na zrcadle za pouziti objektivu s 20-nasobnym
zvétsenim. Obrazek nebyl pozménén.
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Obrazek 60: Zaznamenand Sachovnice na zrcadle s priblizenim na detail, zdznam byl
normovan pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 20x. Obrazky nebyly
pozmeéneény.

Obrazek 61: Zaznamenanda fada na zrcadle s priblizenim na detail, zaznam byl normovan

pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 20x. Obréazky nebyly pozménény.



Obrazek 62: Zaznamenana spirala na zrcadle s ptriblizenim na detail, zdznam byl normovan
pro lepsi viditelnost. Pouzity objektiv se zvétsenim 20x. Obréazky nebyly pozménény.

Obrazek 63: Zaznamenané pruhy na prvni roviné na minci za pouziti objektivu s 10-
nasobnym zvétsenim. Pouzity objektiv se zvétsenim 20x. Obrazky nebyly pozménény.
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Obrazek 64: Zaznamenana Sachovnice na prvni roviné na minci s pfiblizenim na de-
tail. Zaostfena oblast byla priblizné vyznacena modrym ohranicenim. Pouzity objektiv
se zvétsenim 20x. Obrazky nebyly pozménény.

Obrazek 65: Zaznamenana fada na prvni roviné na minci s priblizenim na detail. Pouzity

objektiv se zvétsenim 20x. Obrazky nebyly pozménény.
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Obrazek 66: Zaznamenana Archimédova spirala na prvni roviné na minci s priblizenim na
detail. Pouzity objektiv se zvétsenim 20x. Obrazky nebyly pozmeénény.

Obrazek 67: Zaznamenand Sachovnice na druhé roviné na minci s priblizenim na detail.
Pouzity objektiv se zvétsenim 20x. Obrazky nebyly pozménény.
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Obrazek 68: Zaznamenand Sachovnice na druhé roviné na minci s priblizenim na de-
tail. ZaostTena oblast byla ptiblizné vyznacena modrym ohrani¢enim. Pouzity objektiv se
zvétsenim 20x. Obrazky nebyly pozménény.

Obrazek 69: Zaznamenana fada na druhé roviné na minci s ptiblizenim na detail.Pouzity

objektiv se zvétsenim 20x. Obrazky nebyly pozménény.
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Obrazek 70: Zaznamenand Archimédova spirdla na druhé roviné na minci s priblizenim

na detail. Pouzity objektiv se zvétsenim 20x. Obrazky nebyly pozménény.
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