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Abstrakt 
Koherencí řízený holografický mikroskop ( C C H M ) byl vyvinut na V U T v Brně pro kvanti
ta t ivní fázové zobrazování živých buněk. V dnešní době dochází k vylepšování jeho zobra
zovacích možnost í pomocí přídavných modulů. V současnosti je vybaven epifluorescenčním 
modulem, který umožňuje pozorování fluorescenčně značených živých buněk. Tato práce 
naváže na vývoj tohoto modulu a rozšíří jeho možnosti o konfokální zobrazení. Nevýhodou 
současných vícekanálových konfokálních mikroskopů je mechanická rotace Nipkowových 
disků, které způsobující nežádoucí mechanické vibrace. Proto je v práci nahrazen D M D 
čipem. Pro jeho využit í je navržen optický systém celého konfokálního modulu, jehož 
správná funkce byla nasimulována v optickém C A D u . Exper imentálně ověřený prototyp 
slouží k tes tování zobrazovacích vlastností . N a jeho základě je navržena aplikační idea 
fluorescenčního konfokálního modulu, který bude možné připojit k C C H M mikroskopu. 

Summary 
The Coherence Controlled Holographic Microscope ( C C H M ) was developed at B U T 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. W i t h its use was developed optical system of the whole confocal 
model, whose correct funcion was simulated in optical C A D . The experimentally verified 
prototype serves to test the imaging properties. On this basis is designed an application 
idea of the fluorescence confocal module, which wil l be possible to connect to the C C H M 
microscope. 

K l í č o v á slova 
Holografická mikroskopie, fluorescence, D M D čip, vícekanálová fluorescenční konfokální 
mikroskopie, optický a mechanický návrh. 

Keywords 
Holographic microscopy, flourescence, Digital Micromirror Device, multi-channel confocal 
microscopy, optical and mechanical design. 
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Úvod 
Světelná mikroskopie je zobrazovací metoda sloužící k zobrazení širokého spektra ba
revných i nebarevných mater iá lů (rostlinné a živočišné buňky, horniny, vlákna, polymery, 
stavební materiály, léčiva atd.)[l]. 

Prvn í mikroskop sestavil v roce 1590 v Nizozemsku Zacharias Jansenn, jehož práci 
dále rozvíjel Galileo Galiei v roce 1610. Výzkum cytologie započal právě vynálezem mik
roskopů. P rvn ím známým př ípadem pozorování buněk je sledování korku Robertem Ho-
okem v roce 1665. Mikroskopie byla tehdy v plenkách a tak byl schopen pozorovat pouze 
buněčné stěny (apoplast) a prázdné prostory (symlasty) [3]. 

Výrazný pokrok v mikroskopii zapříčinil amatérský sklář a optik Antoni van Leeu-
wenhoek, který vytvořil mikroskop se zvětšením až 270x, což mu umožnilo pozorovat 
velké množství mikroorganismů a například také červené krvinky [3]. 

Základními typy mikroskopií, které se v dnešní době používají, jsou metody světlého 
pole, temného pole, Zernikeho metoda fázového kontrastu a Diferenciální interferenční 
kontras tní mikroskopie. Mezi pokročilé mikroskopy pa t ř í interferenční mikroskopie (Ja-
min, Sirks, Pringsheim), digitální holografická mikroskopie a epifluorescenční konfokální 
mikroskopie [12]. P rvn í interferenční mikroskop s oddělenou předmětovou a referenční 
větví popsal v roce 1893 Sirks. Interferometrie je neustále se rozšiřující obor. Komerčně 
se vyráběly interferometry se zcela oddělenými větvemi (Krug a Lau, Horn) 
až v 50. letech 20 století. Fungovaly na principu měření rozdílu optických drah předmětové 
a referenční větve způsobeného vzorkem. Bohužel v té to době ještě byla tato metoda fi
nančně a časově náročná. Pro běžné pozorování živých buněk se tedy používaly jednodušší 
metody Zernikeho metoda a Diferenciální interferenční kontras tní mikroskopie. 

Objev holografie (1947), laseru (1960) a rozvoj výpočetní techniky a digitálních záz
namů umožnil rozvinutí a rozšíření interferometrie. V 90. letech 20. století zažívá rozkvět 
t ransmisní interferenční mikroskopie. Pomocí kvant i ta t ivního fázového kontrastu se lze 
vyhnout toxickému barvení buněk a jejich poškozování. Zároveň umožňuje kvant i ta t ivní 
pozorování v reálném čase. Pro tuto techniku bylo důležité popsání suché hmoty, k te rá je 
více popsána v části 2.4. 

V dnešní době se používají dva typy interferenčních mikroskopů. Dělí se podle úhlu 
mezi předmětovým a referenčním paprskem ve výs tupní rovině interferometru. Použije-li 
se úhel nulový či téměř nulový (in-line) hovoříme o interferenčních mikroskopech. Je-li 
úhel nenulový (mimoosová interference, off-axis) j edná se o holografické mikroskopy. 

Již od počá tku 19. století se objevují záznamy o další oblíbené mikroskopii. 
Tzv. fluorescenční mikroskopie je naopak založena na principu barvení buněk fluores
cenčním barvivem s definovaným excitačním a emisním spektrem. Základním typem flu
orescenční metody je epi-fluorescenční mikroskopie. Její princip je v dnešní době rozvíjen 
pro metody 3D zobrazování. Pro tento účel se fluorescenční metody kombinují s kon
fokální mikroskopií. Vzniká tak laserová rastrovací konfokální mikroskopie umožňující 
skenování celého zorného pole pomocí laserového paprsku s excitační vlnovou délkou. Ob
dobnou kombinací je epi-fluorescenční pozorování vícekanálovou konfokální mikroskopií, 
k terá využívá soustavy rotujících dvojic dírkových clon na Nipkowově kotouči. 

3 
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1 Základní techniky mikroskopie 

Světelné mikroskopy využívají viditelné spektrum vlnových délek 420-760 nm. Lze po
mocí nich dosáhnout zvětšení až tisíckrát a maximálního rozlišení je až 0,2 |j.m. Omezení 
rozlišení je dáno vlnovou povahou světla, tudíž úprava optické soustavy či použit í j iným 
čoček neumožní jeho překročení. 

1.1 Metoda s v ě t l é h o pole 

Metoda světlého pole (Bright field - B F ) je základní a jedna z nejjednodušších metod 
zobrazení. Pro zobrazení se nevyužívají filtry ať barevné či polarizační, či žádné př idané 
clony. Optický mikroskop se skládá z mechanických částí (podstavec, stojan a stolek 
s křížovým posuvem), osvětlovací části (zdroj světla, kondenzor, clona) a zobrazovací části 
(objektiv a okulár - monokulár či binokulár) . Kondenzor soustředí světlo zdroje na vzorek. 
Ten se při vhodné kombinaci zobrazovacích optických prvků promítne na sítnici oka nebo 
na detektor. Klasické mikroskopy mají sadu objektivů o různých zvětšeních nad vzorkem. 
Objektiv se skládá ze soustavy čoček s velmi krátkou ohniskovou vzdáleností . Objektivy 
vytvář í skutečný, převrácený a zvětšený obraz vzorku. Obraz se promí tá do polní roviny 
okuláru. Přes okulár pozorujeme zdánlivě zvětšený obraz. Výsledný obraz je zdánlivý, 
zvětšený a převrácený. Po odrazu nebo průchodu vzorkem tedy nedochází ke změnám 
vlastností . Př i té to metodě se používají barvené a přirozeně pigmentové prepará ty s vy
sokým kontrastem [1]. 

Existují také tzv. invertované mikroskopy s objektivem umís těným pod vzorkem, 
které jsou vhodnější pro pozorování biologických vzorků. Invertované mikroskopy jsou 
vhodné pro pozorování tenkých biologických vzorků například buněčných kultur. 

1.2 Metoda t e m n é h o pole 

Tato metoda zvyšuje kontrast na vzorku pomocí vložení clony viz obrázek 2. Tato clona 
je umís těna do zadní ohniskové roviny kondenzoru a m á tvar propustného mezikruží. Nu
merická apertura světelného svazku vystupujícího z kondenzoru je větší než numerická 
apertura mikroskopového objektivu použitého k pozorování daného předmětu . Do objek
tivu se t ímto způsobem dostane pouze světlo rozptýlené vzorkem. Př i pozorování se vzorek 
jeví jako svítící na tmavém pozadí a je lépe pozorovatelný než v metodě světlého pole. 
Tuto metodu jde zajistit již zmíněnou clonou nebo existují speciální kondenzory (para-
boloidní nebo kardioidní) pro temné pole, které se zasunou na místo běžného kondenzoru 
[4]-

Pomocí metody temného pole lze pozorovat průhledné nebarevné prepará ty jako napří
klad živé buňky. Ideální je pro zobrazení obrysů, hran, hranic a gradientu indexu lomu. 
Nevýhodou je malé množství informací o vni t řní s t ruk tuře vzorku [1]. 
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Obrázek 1: Světelný mikroskop: 1- okulár, 2- okulárový tubus, 3- hlavice mikroskopu, 4-
revolverová hlava, 5- objektiv, 6- rameno mikroskopu, 7- noha mikroskopu, 8- vypínač 
osvětlení, 9- ovladač regulace osvětlení, 10- pracovní stůl, 11- držák prepará tu , 12- kon
denzor , 13- kolektor, 14- ovladač makroposuvu - pro hrubé zaostření, 15- ovladač mik-
roposuvu - pro jemné doostření, převzato z [2]. 

1.3 Zernikeho metoda f á z o v é h o kontrastu 

Metoda fázového kontrastu byla objevena holandským profesorem Fritsem Zernike 
a umožňuje vylepšení kontrastu u nezabarevných biologických prepará tů . Vzorky neo
vlivňující amplitudu světla se nazývají fázové. N a obrázku 3 je zjednodušené schéma 
mikroskopové optické soustavy nachystané pro Zernikeho metodu. Do ohniskové roviny 
kondenzoru mikroskopu je vložena clona ve tvaru propus tného mezikruží (kondenzo
rová maska), kterou proniká světlo na vzorek. Po průchodu vzorkem světlo pokračuje 
přes objektiv na fázovou masku. Ta je umís těna do zadní ohniskové roviny objektivu. 
Fázová maska mění fázi průchozího světla o 1/4 vlnové délky. Světelné paprsky, které 
nebyly odchýleny na povrchu vzorku, dopadaj í na mezikruží (fázová destička) a dochází 
k fázovému posunu těchto paprsků. Zbývající paprsky odchýlené vzorkem (difrakcí či lo
mem světla), procházejí ohniskovou rovinou objektivu beze změny fáze. Kontrast vzniká 
interferencí paprsků fázově posunutých s fázově neposunutými [11]. 
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Obrázek 2: Zjednodušené schéma sestavy pro metodu temného pole, převzato a přeloženo 
z [6]. 

1.4 D i f e r e n c i á l n í in ter ferenčn í k o n t r a s t n í mikroskopie (DIC) 

Další oblíbenou metodou pozorování je diferenciální interferenční kontras tní mikroskopie 
(DIC). Nej oblíbenější varianta té to metody je Normanského diferenciální interferenční 
kontrast (DIC Nomarski) znázorněna na obrázku 4 [5]. 

Francouz Georges Normanski upravil Wollastonův hranol, aby mohl detekovat optické 
gradienty vzorků a konvertovat je do rozdílů intenzit. Světlo ze semikoherentního zdroje se 
polarizuje polarizátorem. Dále prochází světlo přes Wollastonův hranol, který je tvořený 
ze dvou tmelených křemenných klínů. Uvnitř Wollastonova hranolu se rozděluje polari
zované světlo do dvou mírně rozdílných směrů, na řádný a mimořádný paprsek. Paprsky 
mají vůči sobě kolmou polarizaci, procházejí kondenzorem a po průchodu vzorkem získají 
mírně rozdílné fázové zpoždění. Hranoly se musí volit podle zvětšení použitého objektivu 
[8]. Paprsky prochází vzorkem velice blízko sebe. Vzorek zpožďuje jejich fázi v závislosti 
na své tloušťce a indexu lomu. Paprsky následně fokusuje objektiv nad objektovou oh
niskovou rovinu. Další Wollastonův hranol složí paprsky a ty dále pokračují po stejné 
trajektorii. Aby došlo k interferenci paprsků je t řeba, aby paprsky získaly stejnou polari
zaci. Toto zaručí druhý polarizátor (tzv. analyzér) nad hranolem. Světlo pokračuje dále 
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Obrázek 3: Zjednodušené schéma sestavy pro Zernikeho metodu fázového kontrastu, 
převzato z [7]. 

do okuláru. Jako výsledný obraz pozorujeme rozdíly v intenzitě a barvách. Stíny či rozdíly 
barev dokáží vytvořit zdánlivý 3D obraz [8]. 

P o r o v n á n í č t y ř z á k l a d n í c h metod 
N a obrázku 5 jsou pro porovnání zachyceny krvinky pomocí výše zmíněných metod 
světlého, temného pole, fázového kontrastu a DIC. Z hlediska biologického rázu vzorku 
nelze zajistit, aby se pozorovala stejná situace krvinek. Přes to lze rozpoznat odlišné za
chycení červených krvinek. Největší rozdíl je pa t rný u fázových bílých krvinek, 
které ve světelném poli nejsou téměř pozorovatelné, viditelné je pouze jádro. V t emném 
poli naopak lze lépe pozorovat povrch bílé krvinky a jádro není kontrastní . Př i pozorování 
fázovou Zernikeho metodou nalezneme jednoduše jak povrch bílé krvinky, tak její jádro. 
Obdobně D I C zachycuje buňku jako celek. Používá se k vykreslování kontrastu v transpa
rentních vzorcích obdobně jako Zernikeho metoda. Zaznamenaný obraz m á pseudo-3D 
efekt šikmého nasvícení. 
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Analyzátor 

Objektiv 

Preparát 

Kondenzor 

Světlo mířící do okuláru 

Objektivový 
Woliastonův 
(Normans ki ho) 
hranol 

Ortogonální 
oddělené 
světelné vlny 

Kondenzorový 
_Wollastonův 
(Normanskiho) 
hranol 

Polariľátor 

Světlo ze semikoherentního 
zdroje 

Obrázek 4: Schéma diferenční interferenční kontras tní mikroskopie, převzato z [8], 
přeloženo podle [5]. 

pozorování pozorování pozorováni metodou pozorování 
ve světlém poli v temném poli fázového kontrastu metodou D1C 

Obrázek 5: Krv inky pozorované čtyřmi základními metodami zobrazování na mikroskopu 
řady L P 3000, převzato z [13] a z [10]. 
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2 Principy holograíické a flourescenční mikroskopie 
Fotografování je fenomén známý již od 19. století, kdy první černobílou fotografii pořídil 
roku 1826 Joseph Nicéphore Niépce. Pos tupně se experimentovalo se zachycováním ba
rev. V dnešní době je fotografování na fotocitlivé desky nahrazeno moderními čipy. Bar
vené fotografie jsou nyní součást běžného života. Trojrozměrné scény zachycujeme na 
dvojdimenzionální obraz s mnoha vlastnostmi jako kontrast, jas a podobně. Nelze na nich 
ale zachytit hloubku a perspektivu. To umožňuje holografie (z řeckého holos -úplný, gra-
fie - záznam), k te rá umožňuje zachytit nejen amplitudu vlny ale i její fázi. Umožňuje 
tak plný záznam vlny. Dříve se na zachycení obrazu používaly fotografické desky, dnes s 
rozvojem informační techniky obzvláště počítačů a kamer a prací s 3D prostorem lze 3D 
rekonstrukci zachycované scény získat digitální cestou. 

2.1 D i g i t á l n í holografie 

Za zakladatele digitální holografie se pokládá Dennis Gabor. Zabýval se vylepšením rozli
šení elektronových mikroskopů. Místo aby se snažil vylepšovat elektronové čočky, zabýval 
se teorií zobrazování. Uvědomil si, že difrakční obrazec obsahuje informace o ampli tudě 
a fázi vlny. Záznam tohoto pole lze následně opticky syntetizovat na objektové pole. 
Tyto vlastnosti je možno aplikovat také na viditelné spektrum, což bylo tehdy výhodné 
ve světelné mikroskopii. Toto nové zobrazování umožnilo fázově zaznamenat celé zorné 
pole. Plného rozvoje té to techniky bylo dosaženo až po dvou událostech. Po vývoji do
statečně silného koherentního laserového zdroje, který umožnil dostatečný interferenční 
kontrast. A po umožnění mimoosového osvitu referenční vlnou a t ím vyhnut í se problému 
s nu l tým řádem difrakce a zdvojeným obrazem vznikajícím při Gaborově osovém osvitu. 
Tohoto dosáhli pánové Leith a Upaniek. 

V roce 1967 Goodman a Lawrence demonstrovali proveditelnost numerické rekon
strukce obrazu z Fouriovu hologramu detekované na kameře Vidicon. Vznik digitální ho
lografie byl první významný krok v rozvoji pozorování vzorků v reálném čase pomocí 
holografie. Schnars a Jueptner v roce 1994 poprvé použili C C D kameru připojenou k 
počítači. Obraz který přepočítával byl vytvořený ve Fresnelově sestavě. O té doby se, 
místo 
na záznamovou desku, zachytávají holograíické interferogramy vzorku na C C D nebo C M O S 
čipy. Ty posílají informace do počítače k dalšímu zpracování. Obraz lze zrekonstruovat 
jako matici komplexní čísla reprezentující amplitudu a fázi pole na čipu. 

Digitální holografie umožňuje úpravu získaných dat. Obraz lze přiblížit, zašifrovat, 
lze v něm rozlišovat vzory, používat asociativní paměť a neurální sítě. Rychlost záznamu 
umožnila t aké pozorování a zpracování obrazu v reálném čase. 

Digitální holografie je široká a neustále se rozvíjející se větev mikroskopie. V di
gitální holograíické mikroskopii lze použít jeden hologram k numerickému zaostření obrazu 
v jakékoli vzdálenosti [14]. P ř í s tup k informaci o fázi pole umožňuje numerické opravy abe-
rací a kvant i ta t ivní fázovou mikroskopii s citlivostí v nanometrech při pozorování fázových 
objektů. 
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2.2 D i g i t á l n í ho lograf ická mikroskopie 

N a obrázku 6 je znázorněné zjednodušené schéma digitálního mikroskopu. Světlo z lase
rového zdroje je rozděleno na děliči svazku. Referenční paprsek prochází přes zrcadla 
na druhý dělič svazku a C C D čipu interferuje s předmětovým paprskem. V předmětové 
větvi dochází k nasvícení vzorku pomocí kondenzoru, po průsvi tu vzorku objektiv promí tá 
obraz vzorku přes druhý dělič svazku na C C D čip. 

Obrázek 6: Schéma holografického mikroskopu ( D H M ) . Obrázek je převzat a upraven 
z [17]. 

N a záznamu vzniká obrazec o intenzitě ve tvaru: 

1 1 2 , 1 1 2 , * . * 
i=\o + r\ = \o\ + \r\ + or + o r, (l) 

kde o je objektová vlna, r představuje referenční vlnu, o* představuje komplexně sdruženou 
předmětovou vlnu a r* komplexně sdruženou referenční vlny. Členy |o| 2 a | r | 2 představují 
intezity obou vln. Cleny or* a o*r reprezentují intenzitu interferenčních kroužků o nosné 
frekvenci / . 
Z těchto členů lze pomocí digitální rekonstrukci získat fázi ip objektové vlny o t ěmi to 
kroky, viz 7: 

• pořízení hologramu s roztečí proužků d, 

• rychlá Fourierova transformace hologramu, 

• výběr spektra proužků okolo nosné frekvence f = \, 

• apodizace výřezu spektra, 

• zpě tná Fourierova transformace, pomocí níž získáme komplexní amplitudu ka ob
jektové vlny o, 
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intenzitní obraz objektové vlny o je dán kvadrá tem komplexní amplitudy a hodnoty fáze 
jsou dány tp = arctan Im(ka) 

Re(ka) Následně je fáze vlny navázána a vyrovnána. 
Mezi výhody digitální holografie pa t ř í záznam vlny na jeden snímek s možnost í nu

merického přeostření. Další výhodou je získání kvantové fázové zobrazování neboli QPI . 
Nevýhody vznikají použi t ím laseru. Dochází ke snížení rozlišení, ke vzniku koherenčního 
šumu a nechtěné interferenci. 

— K [rad] 71 0 [rad] 3,26 

F F T IF F T complex 
amplitude 

Obrázek 7: Podrobné schéma zpracování obrazu holografickým mikroskopem (DHM): 
a) hologram, b) frekvenční spektrum hologramu, c) rekonstruovaná fáze, d) intenzitní 
obraz objektové vlny, e) Q P I - navázaná a vyrovnaná fáze [27]. 

2.3 K o h e r e n c í ř í z e n ý holograf ický mikroskop - C C H M 

2.3.1 C C H M I. generace 

N a V U T v roce 1999 byl zkonstruován v rámci diplomových prací [20, 21] první labora
torní model holografického zobrazení později v rámci doktorského [22] studia byl postaven 
prototyp. B y l navržen jako mřížkový, tzv. achromatický interferometr pro získání vlast
nosti prostorové invariace. Tento mikroskop dostal označení C C H M první generace. 

Optický systém se skládá z osvětlovací a zobrazovací soustavy, na výs tupu je opatřen 
digitálním detektorem. Je složený ze dvou totožných mikroskopů, každý z nich je uložen 
do vzájemně oddělených větví interferometru Machova-Zehnerova typu. Achromatičnost i 
bylo dosaženo jejich úpravou tak, že na výstupní rovině vzniká interferenční struktura. 
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Prostorová frekvence struktury nezávisí na vlnové délce použitého osvětlení, závisí pouze 
na difrakční mřížce, kterou používá jako dělič svazků [19]. 

2.3.2 C C H M II. generace 

Tento typ mikroskopu vychází z první generace. Obě větve interferometru se principiálně 
příliš neliší od klasického světelného mikroskopu korigovaného na nekonečno, viz obrázek 8. 
Zdroj světla Zd je zobrazen kolektorem K l přes dělič svazků DS do dvou zadních oh
niskových rovin kondenzorů K n , které osvětlí vzorek V z a referenční sklíčko RS svazky 
rovnoběžných paprsků. Tomuto principu se také říká tzv. Kohlerovo osvětlení. Vzorek V z 
a referenční sklíčko RS jsou objektivy O a tubusovými čočkami T zobrazeny do roviny 
difrakční mřížky D M a zrcadla Z4. V referenční větvi umís těná difrakční mřížka rozloží 
dopadající světlo na spektrum. Rovina mřížky D M je výs tupní čočkou V C i zobrazena 
do roviny, ve které se nachází čip detektoru D. Stejná výs tupní čočka V C 2 je i ve větvi 
předmětové. J e m n ý m posuvem zrcátka Z4 v předmětové větvi (při seřizování mikroskopu) 
je dosaženo zcela stejných optických vzdáleností v obou větvích. Do předmětové větve se 
umíst í vzorek a do referenční větve pouze sklíčko o takové tloušťce, aby se přibližně vy
rovnal fázový posuv způsobený indexem lomu vzorku. 

K.112 R S O 2 T 

i \ i 

\ f \ 1 

Kn. V* O, T 

v v 

Obrázek 8: Schéma C C H M druhé generace. Zd- zdroj záření, K l - kolektor, DS- dělič 
svazků, RS- referenční sklíčko, Z- zrcadlo, K n - kondenzor, O- objektiv, T - tubusová čočka, 
D M - difrakční mřížka, Vz-vzorek, V C - výs tupní čočka a D- detektor. Obrázek je převzat 
a upraven [27]. 
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Detektorem snímaný výsledný interferenční obrazec je následně analyzován softwarem. 
Analýza obrazce vypovídá o vlastnostech pozorovaného vzorku, přičemž je možné, 
že se v obrazci projeví i nedokonalosti optického zařízení. Referenční svazek se odráží před 
sloučením se svazkem předmětové větve od difrakční mřížky pod úhlem a, závislém na v l 
nové délce A. Tato mřížka umožňuje vznik achromatické interferenční struktury. Jedná 
se v principu o interferenci 0. a 1. řádu, podle Leithovy teorie [27] zobrazení difrakční 
mřížky achromatickou čočkou. 

Mult imodální verze C C H M pro kvant i tavní fázové zobrazování (QPI) se nazývá Q-
phase mikroskop [23]. Jeho účel je pozorování živých buněk bez použit í značení barvivy. 
Fáze (p (x, y) objektové vlny o je př ímo úměrná indexu lomu n (x, y) a tloušťky buněk 
t (x,y). 

ip (x, y) « k [n (x, y) - n0] t (x, y), (2) 

kde k představuje vlnové číslo, no je index lomu média. 
QPI koncept umožňuje př ímou detekci buněčných membrán a změny uvni t ř buňky. 

Další schopnost je pozorování vzorků v rozptylujících mediích. Plně vybavený mikroskop 
obsahuje integrovaný flourescenční modul, simulované D I C , zobrazení světlým polem. 
Př i pozorování lze také tyto metody kombinovat [23]. 

2.4 S u c h á hmota 

Výhodu Q P I při biologické expozici je, že kvant i ta t ivní fázová data ip (x, y) jsou přepočí
t á v á n a na tzv. suchou hmotu. Při experimentu dochází k monitorování změn suché hmoty 
uvni t ř buněk a to s vysokou citlivostí [23]. 

Je tedy zřejmé, že světelná vlna prochází vzorkem s p roměnným indexem lomu, je její 
vlnoplocha pozměněna a s ní i fáze vlny [23]. Tyto informace vedou k určení hmotnosti 
buněk neboli tzv. suché hmoty. Přepočet lze provést podle více vztahů. 

V roce 1952 H . G . Davies a M . H . F . Wilkins v rámci buněčné interferometrie určili 
celkovou suchou hmotu m(pg) jako přímou úměru rozdílu optických drah OP D a vyjádřili 
j i podle vztahu 3 [15]: 

m = < ° ™ > i , (3) 
X 

kde (OPD) p růměrný rozdíl optických drah v |J.m [18], A představuje buněčnou plochu 
v [im2 a x je specifický refrakční přírůstek v (J .m 3-pg _ 1 . Konstanta x J e rovno lOOcti 
a hodnoty a\ lze vyjádřit ze vztahu pro index lomu n [15]: 

n(x,y) =n0 + a1C(x,y), (4) 

kde C je koncentrace suché hmoty v buňce v (g/ml), a je specifický refrakční přírůstek 
v (ml/g). V roce 2008 Gabriel Popescu určil pomocí zpoždění fáze světelného svazku 
plošnou hustotu suché hmoty v (pg |J.m - 2) [15] vztahem: 

o- (x, y) = -r^— (f (x, y), (5) 
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kde A vlnovou délku zdroje v |J.m, a-i je specifický refrakční přírůstek v | j .m 3 -pg _ 1 a tp 
zastupuje fázový rozdíl v radiánech [15]. Hodnotu suché hmoty m následně určíme 
z průměrné hodnoty plošné hustoty a suché hmoty: 

m = (a)A = ^-((p)A, (6) 

kde (cr) představuje průměrnou plošnou hustotu suché hmoty v pg- |J .m _ 2 , a (tp) p růměrný 
fázový rozdíl v radiánech [15]. 

Tře t í možnost í je přepočet G . Dunna a D. Zichy. T i vyjadřují celkovou suchou hmotu 
m pomocí průměrného fázového posunu [15]: 

m = (<p) A/3, (7) 

(<p) představuje průměrný fázový posuv v radiánech, A buněčnou plochu v m 2 a m udává 
množství hustoty suché hmoty pg- |J .m - 2 , které způsobí fázové zpoždění rovné jedné vlnové 
délce použitého světla. V článku [16] předpokládaj í př ímou úměru mezi vlnovou délkou 
a plošnou hustotou. Pro vlnovou délku 546 nm uvádí hodnotu (3 = 3 pg|J.m2. Tato hodnota 
je závislá na vlnové délce, proto je nu tné hodnotu hustoty přepočí távat pro používanou 
vlnovou délku [15]. 

Vlastnosti C C H M 
Koherencí řízené holografické mikroskopy jsou významné v následujících vlastnostech. 
Rozlišovací schopnost mikroskopu ve fázi je cca 0,01 až 0,05 rad. Laterální rozlišení je 
jako u běžných mikroskopů dáno použi tými objektivy, avšak umožňuje ods t ranění ko-
herenčního šumu v obraze a různých interferencí světla po odrazu na optických členech 
za použi t í laserů. Omezené zpětné numerické přeostřování ze známé intenzity (amplitudy) 
a fáze obrazové vlny v některé rovině pozorování. Lze vypočí tat tyto veličiny i v j iných 
rovinách v rámci koherence. E x post numerická rekonstrukce v 3D oblasti zjednodušuje 
pozorování pohybujících se objektů. V důsledku nízké koherence osvětlení vzniká efekt 
optických řezů, který spočívá v potlačení vl ivu světla rozptýleného v rozostřených oblas
tech pozorovaného vzorku. Tato vlastnost je př íznačná pro konfokální mikroskopii, kde je 
jí dosaženo pomocí duálního ras t rování vzorku bodovými aperturami. V biologii se tato 
vlastnost příliš nevyužívá, jelikož se jedna vrstva buněk zpravidla vejde do jediného řezu. 

2.5 F l o u r e s c e n č n í mikroskopie 

V roce 1852 bri tský vědec George G . Stokes poprvé popsal fluorescenci po pozorování 
červeného světla vyzářeného fluoritem po osvícení ultrafialovým zářením. 

Fluorescence je luminescenční fyzikální jev, při k te rém molekuly látek absorbují světelné 
záření urči té vlnové délky. Př i absorpci dochází přenesení části světelné energie na elek
trony látky a dochází k jejich excitaci. Elektrony ve velmi krá tké době (femtosekundy, 
10~ 1 5 s) opět vyzáří, dochází k emisi světla o delší vlnové délce, neboli s nižší energií, 
a jinou barvou. J edná se tak o červený posun a souvisí se z t rá tami energie j inými dalšími 
procesy jako uvolnění tepla, rezonanční přenos na okolní molekuly [24, 25]. Tento posun 
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ve vlnové délce se nazývá Stokesův posun. Lze jej kvantifikovat přes změnu energie fotonu 
před absorbcí a po emisi elektronu s molekulou: 

kde EQ je energie fotonu před srážkou, E\ je energie fotonu po emisi, UQ je frekvence 
fotonu před absorbcí, v\ je frekvence fotonu po emisi ; AE je úbytek energie způsobený 
červeným posunem. 

Fluorescenci můžeme rozdělit na dva typy: pr imární (autofluorescenci) a sekundární 
(nepřímou) fluorescenci. Látky schopné pr imárního typu se nazývají fluorochromy a pa t ř í 
mezi ně například minerály, krystaly, pryskyřice, máslo, chlorofyl, v i tamíny a anorganické 
látky. O d 30. let 19. století se začaly používat k sekundární fluorescenci, při ní dojde 
k chemickému navázání (barvení) nefluorescentních makromolekul bakterií , patogenů 
a biologických vzorků [24]. 

2.5.1 Typy fluorescenční mikroskopie 

Fluorescenční mikroskopy jsou optické mikroskopy využívající fluorescenci k pozorování 
organických i anorganických vzorků. Dělí se na epifluorescenční mikroskopy ( viz obrázek 
9) a t ransmisní fluorescenční mikroskopy. V biologii se používají pouze epifluorescenční 
mikroskopy. 

Zdroje Oba typy mikroskopů používají jako zdroj světla vysokotlakou rtuťovou 
výbojku nebo xenónovou výbojku. Rtuťová výbojka m á výkon v rozsahu 5 — 200 W 
a vyzařuje největší množství energie o vlnových délkách v intervalu A = 356 — 546 nm. 
Xenónová výbojka m á oproti r tuťové užší rozsah výkonu (75 — 150) Wat tů . 

E x c i t a č n í filtry Pro pozorování fluorescence je nu tné definovat úzké spektrum ex
citačního světla. K tomu používáme excitační filtry. Mikroskopy mají za zdrojem zabu
dované držáky pro barevné filtry umožňující volbu vlnových délek podle použitého fluo-
r o chrómu. 

D i c h r o i c k é z r c á t k o Excitační světlo dopadá poté na dichroické zrcátko pod úhlem 
45°. Světlo je j ím odkloněno do směru k objektivu a ke vzorku. Světlo emitované vzorkem 
a sebrané objektivem propoušt í bez odklonu do detektoru. 

Objektiv Epifluorescenční mikroskop používá objektiv jako kondenzor směřující 
světlo na vzorek. Po dopadu na vzorek sbírá emitované světlo. Tento typ iluminace m á 
výhodu spojení dobře korigovaného kondenzoru a objektivu vytvářejícího obraz. Není tak 

E0 

Ei 

AE = h{yi - v0) -- h Au, 
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tepelný filtr 

dichroické zrcadlo 

Obrázek 9: Komplexní schéma epifluorescenčního mikroskopu [25] 

nutné dodatečné doostřování. Pro osvit na hodnotě numerické apertury objektivu je nutné 
seřídit epi-osvětlení dle Kohlerova principu. 

E m i s n í filtry Ze vzorku se neodráží pouze fluorescenční emisní záření. Zbytkové 
záření snižuje kontrast požadovaných vlnových délek. Pro separaci emisního záření 
pro zobrazení vzorku opět použijeme filtry s úzkým spektrem propustnosti. 

2.6 K o n f o k á l n í fluorescenční mikroskopie 

Tato metoda se využívá v biologických aplikacích. Vzorky jsou obarveny fluorescenční 
značkou. Př i použit í konvenčního světelného mikroskopu by došlo k ovlivnění obrazu 
emisí z míst vzorku, jež nejsou v hloubce ostrosti. Toto se s tává u vzorků s tloušťkou 
větší než 2[im. Konfokální mikroskopie vytvář í obraz pos tupně z více záznamů, tzv. op
tických řezů. Každý záznam souvisí s vlastní osovou pozicí vzorku. Excitační světlo ze 
zrcadlové bodové clony zdroje prochází přes optiku a je fokusováno na vzorek, kde vyvodí 
emisní záření. 
Jak je ukázáno na obrázku 10, pouze paprsky z jedné osové vzdálenosti se prochází kon
fokální bodovou clonou na otvor a procházejí dále na fotodetektor. Rozptýlené světlo 
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konfokální bodová clona okolo otvoru eliminuje a nezaostřená část obrazu se tak nezazna
mená. 
Z nasbíraných dat lze vytvoři t bod po bodu, rovinu po rovině 3D model. Vytvoření prvního 
konfokálního mikroskopu je přisuzováno Marvinu Minskému. 

Fotodetektor 

Zaostřené paprsky 

Rozptýlené paprsky 

Obrázek 10: Schéma skenovacího konfokálního mikroskopu [28]. 

2.7 V í c e k a n á l o v á skenovac í konfokáln í mikroskopie 

Vícekanálový skenovací konfokální mikroskop rozšířil možnosti aplikací konfokálních mi
kroskopů. Optický systém, který vytvář í obraz předmětu , obsahuje Nipkowovův kotouč, 
vložený kolmo vůči optické ose. Disk je znázorněn na obrázku 11 [29, 30]. Nipkowův kotouč 
1 leží v polní rovině objektivu mikroskopu, clony 21 a 31 ohraničují velikost nasvětleného 
a zobrazeného pole. Okolo bodu 13 N . disk rotuje a s ním i sada dvojic dírkových clon 
12, které jsou umístěny protilehle na Archimedových spirálách 11. Světlo vycházející 
z osvětlující dírkové clony je fokusováno na vzorek a dojde-li k jeho odrazu v předmětové 
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roviny objektivu, tak je následne fokusováno i do dírkové clony v zobrazovací části mik
roskopu. Otáčením N . kotouč je pos tupně zobrazen každý bod vzorku. Dílčí informace se 
vlivem rotačního pohybu desky v obrazové rovině spojí a setrvačností oka vytvoří optický 
obraz [30]. Úkol disku je rozklad a rekonstrukce obrazu, pot lačování šumu v obraze 
či vybírání jednoho z více obrazů [30]. 

1 

Obrázek 11: Nipkowův disk podle Mojmíra Pe t ráně Mudr. , CSc. a jeho týmu. 1- Nipkowův 
kotouč, 11- Archimédovy spirály, 12- dírkové clony, 13- bod otáčení, 21- clona nasvětleného 
pole, 31- clona zobrazeného pole [30]. 

Nevýhodou fluorescence je omezená životnost fluorescenčního barviva. Po urči tém 
počtu excitací a emisí barvivo ztrácí účinnost, vyhasíná a vyběluje se. V konečném 
důsledku dochází ke š těpení kovalentních vazeb barviva a to nevra tně mizí. Tento jev 
se nazývá photobleaching. Tomuto lze předcházet snížením intenzity excitačního světla, 
časově omezeným osvitem barviva, a zvýšením koncentrace barviva [27]. 

Další problém představuje rotace disku. Dochází při ní k částečné z t rá tě konfoka-
lity. Řešení obou problémů představuje dvojitý rotující disk Yokogawa firmy Olympus. 
Př idán ím mikročoček dochází k soustředění světla do osvětlovacích dírkových clon Nip-
kowova diskům viz obrázek 12 [31]. 

Výsledkem je obraz s výrazně menším šumem, rychlejším vznikem obrazu a t ím i se 
snížením photobleachingu. Nipkowův a Yokogawa disky jsou rotující scannery. Obdobného 
principu lze dosáhnout i digitálně pomocí D M D čipu. 
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Obrázek 12: Přiblížený pohled na duální rotující disk Yokogawa s mikročočkami [31]. 

2.8 Digital Micromirror Device neboli D M D 

D M D pa t ř í mezi mikro elektronicko-mechanické systémy ( M E M S ) nejčastěji využívané 
v D L P projektoru [33]. N a obrázku 13 je vyfocený čip D L P LightCrafter 9000 firmy 
T E X A S I N S T R U M E N T S . Je složen ze dvou elektronických řídících desek. N a pravé desce 
jsou vyvedené vstupy a výstupy k připojení k počítači a na druhé je umístěn samotný čip 
s chladící deskou. 

D M D je složeno z více než 4 milionů mikrozrcátek. Ta fungují jako modulá tory světla. 
Modulují nejen amplitudu, ale i směr odraženého světla. Otáčejí se okolo diagonální osy 
o ±12° podle statické či proměnné obrazové předlohy. Polohy otočení se nazývají on-state, 
off-state a flat-state. On-state poloha směřuje dopadající světlo dále do optické soustavy. 
Flat-state je mezipoloha, při níž zrcadlo je rovnoběžné povrchem subs t rá tu . Off-state 
odkloňuje nevyžadované světlo z optické soustavy. Mikrozrcátka digitálně určují obraz 
osvětlení vzorku. Pixel představuje jedno či více mikrozrcátek podle potřeby. 
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Obrázek 13: D L P LightCrafter 9000 firmy T E X A S I N S T R U M E N T S [35]. 

Z r c a d l o - 1 2 ° 

Obrázek 14: Schéma mikrozrcátek v off-state a on-state převzato a upraveno z [36]. 
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3 Motivace a cíle práce 
Nevýhodou rotujících disků obou typů jsou mechanické vibrace . Pokud by byl k C C H M 
připojen klasický rotující N . disk či Yokogawa, vnášely by do mikroskopu vibrace a kazily 
tak holografické pozorování. Tomuto se pokusíme zamezit využi t ím D M D čipu, 
který bude s ta t ickým prvkem. Pohybující se štěrbiny nahrad í otáčející se mikrozrcátka, 
které jsou schopny otáčet s frekvencí až 9523 Hz pro binární vzory. 

Cílem práce je vytvořit konfokální modul pro koherencí řízený holografický mikroskop. 
Jelikož se j edná o prvotní návrh nelze předpokládat kompletní sestavení včetně softwa
rového vybavení. Proto tato práce bude složena z těchto kroků: 

• navržení optického systému využívající D M D čip místo Nipkowova disku, 

• vytvoření výkresové dokumentace k mechanickým částem potřebných pro sestavení 
experimentu, 

• otestování rozlišení promí tání D M D na detektor a vytvoření pa t t e rnů pro promítání 
D M D čipem, 

• otestování funkčnosti experimentu na profilovaném vzorku, 

• navržení uložení do modulu k současnému C C H M mikroskopu. 
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4 Optický návrh 
Cílem je vytvořit optickou soustavu, k te rá je schopna osvětlovat vzorek v optických řezech. 
Ideou je promí tán í definovaných bodů a vzorů na vzorek pomocí D M D , ten je schopen 
vytvářet b inární vzory s frekvencí až 9523 Hz. T ím lze simulovat funkci Nipkowova ko
touče. Jednot l ivá zrcátka D M D čipu odráží světlo, které je následně fokusováno na vzorek. 
Dojde-li k jeho odrazu (v př ípadě klasické konfokální techniky), či vybuzení fluoroforu ( 
v př ípadě fluorescenční konfokální techniky) v rovině ostrosti objektivu, je toto záření 
fokusováno na detektor, ze které budou vyčteny jen přesně dané pixely s polohou od
povídající polohám odrážejících zrcátek. Jak je pa t rné , lze sestavu využít ve dvou mo
dech. Jak pro klasickou tak i fluorescenční konfokální mikroskopii. To umožní i pozorování 
adheze buněčných membrán metodou R I C (Reflekční interferenční kontrast). R I C je tech
nika využívající polarizované světlo k vytvoření obrazu předmětu na skleněném povrchu. 
Výhodou tohoto uspořádání může být i to, že bude možné zaznamenávat i celkovou rozpty
lovou funkci bodů , jednotlivých svítících fluoroforu, a její analýzo získat obdobu metody 
Airyscan [32]. 

Optický návrh na obrázku 15 je inspirován epifluorescenčním mikroskopem. Rozdílným 
prvkem je D M D čip osvětlen pomocí osvětlovací soustavy. Dále kolektor K 3 a objektiv 
O zobrazuje rovinu D M D na vzorek V z . Fokusovaný obraz se odráží nazpět a p romí tá se 
přes objektiv O a tubusovou čočku T na rovinu detektoru D. Tento svazek je odkloněn 
pomocí fluorescenční kostky F K . 

4.1 S p o l e č n ý postup n á v r h ů 

Optický návrh sestavy zahrnuje výpočty pro ustanovení poloh objektivu, kolektoru a dvě 
možnosti osvětlení D M D čipu (s a bez homogenizační tyče) upravující návrh z diplomové 
práce Ing. Jany Vavřínové [37]. Sestava pro výběr kolektoru K 3 s obecnou osvětlovací 
soustavou je znázorněna na obrázku 16. 

Pro vytvoření návrhů bylo po t řeba dodržet následujících paramet rů . Budou použity 
zdroje světla L A M B D A X L firmy S U T T E R I N S T R U M E N T [43] (zdroj požadovaný 
v konečném modulu) a Fiber-Lite DC950 DC-regulated illuminator firmy Dolan-Jenner 
[44] (př ís tupný k experimentu) se světlovodem o průměru dz = 3 mm. D M D m á aktivní 
plochu o rozměrech 19,354 x 12,096 mm, tudíž jeho aperturu využiji o průměru ÚDMD = 

9 mm. 
Pro biologické aplikace se v C C H M používají objektvivy 10x-40x. 

4.2 O s v ě t l e n í D M D 

Návrh soustavy byl směrován od vzorku ke zdroji světla. Minimální zorné pole C C H M 
mikroskopu je 94 x 94 |j.m pro objektiv 40x (objektiv s maximálním zvětšením v C C H M ) . 
Ohnisko objektivu f o bylo určeno objektiv se zvětšením M\ = 40 a s n ím výrobcem 
doporučenou tubusovou čočku s ohniskem fa = 200 mm. Pro výpočet ohniska objektivu 
platí: 
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to = 77" = -7— = 5 mm. (8 
J M i 40 v ' 

Pro optickou konjungaci rovin vzorku 
a D M D čipu je nu tné mezi objektiv 
a D M D vložit kolektor K 3 . Přibližný průměr vzorku je dyz = 0,1 mm. Ohnisko určíme 
pomocí vz tahů pro zvětšení M2 mezi zmíněnými rovinami. 

M 2 = - ^ = A ( 9 ) 

UDMD JK3 

Z čehož lze odvodit vztah pro JK3-

, fodDMD A t . n / 1 r . N 
f KS = — = 450 mm. (10) 

dvz 
Následující podčást i se zabývají způsoby osvětlení D M D čipu zdrojem. Prvn í návrh 

využívá optické tyče a dvou kolektorových čoček. Druhý návrh nepředpokládá využití 
homogenizační tyče. Bc. Vavřínová pro osvětlení D M D čipu využila dvou kolektorových 
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Zd 

Obrázek 16: Sestava pro určení kolektoru s obecnou osvětlovací soustavou: Zd- zdroj 
světla, K 3 - kolektor, O- objektiv, V z - vzorek, D M D . 

achromatických dubletu. V mých návrzích jsem nahradila první kolektor s ohniskovou 
vzdáleností fi = 85 mm. Druhý kolektor s ohniskovou vzdáleností fx2 = 400 mm jsem 
ponechala [37]. 

4.2.1 P r v o t n í n á v r h o s v ě t l e n í s p o u ž i t í m h o m o g e n i z a č n í t y č e 

Homogenizační tyč m á za úkol sběr a homogenizaci světla zdroje. Jeho další výhoda je 
ve zvětšení plochy zdroje a divergence svazku. Návrh s homogenizační tyčí H T je znázorněn 
na obrázku 17. 

Zd HT KÍ K2 DMD 

Obrázek 17: Sestava s homogenizační tyčí H T . 

Pro výpočty jsem použila technické parametry homogenizační tyče firmy Edmudoptics 
[38] o vs tupní aper tuře 2,5 mm a výstupní aper tuře dvs = 5 mm a délce 50 mm. 
Tenčí část tyče doléhá na světlovod přibližně stejného optického průměru. Pro určení 
pot řebné ohniskové vzdálenosti první kolektorové čočky K l použijeme optické zvětšení 
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M 3 mezi výs tupní aperturou tyče a rovinou D M D čipu. Zdroj světla L A M B D A X L firmy 
S U T T E R I N S T R U M E N T m á průměr dz = 3 mm. Zvětšení tudíž určíme jako: 

íDMD 9 
5 

11) 

Ze vztahu pro zvětšení určeném ohnisky obou kolektorů lze vyjádřit vztah pro fxi takto: 

Ma _> /K1 = 1*1 = 222,22 mm 
IKI M3 

12) 

Vzdálenost kolektoru K 2 od D M D je pevně dána na hodnotu fx2 = 400 mm. Můžeme tak 
ovlivnit jen vzdálenost zdroje k prvnímu kolektoru K l . V tomto př ípadě po přičtení délky 
tyče 50 mm k ohniskové vzdálenosti dosahuje vzdálenost zdroje k prvnímu kolektoru 
K l přibližně 270 mm. Pro využit í v již vytvořeném mikroskopu je t ř eba hledat variantu, 
k terá bude prostorově úspornější. 

4.2.2 D r u h ý n á v r h o s v ě t l e n í bez o p t i c k é t y č e 

Druhá varianta je složena pouze ze dvou kolektorů K l a K 2 . Sestava je zobrazena 
na obrázku 18. 

DMD 

Obrázek 18: Sestava druhého návrhu bez homogenizační tyče. 

P rvn í kolektor sbírá světlo zdroje o průměru dzd = 3 mm. Pro zvětšení M 3 mezi rovinami 
zdroje a D M D platí: 

(13) M 3 =

 dJ^R = 1 = 3. 
dzd 3 

Velikost ohniska fxi je dáno: 

M3 = -> fKi = ^f - = 133,3 mm. 
JKl j W 3 

(14) 

Ohnisková vzdálenost je přibližně 2-krát menší než ve verzi s tyčí. Tato varianta je tudíž 
prostorově úspornější. Za kolektor K l jsem vybrala achromatický dublet AC254-125-A 
s ohniskovou vzdáleností fxoLI = 125 mm [40]. Druhý kolektor jsem ponechala podle výběru 
Bc. Vavřínové a to achromatický dublet od firmy Thorlabs s označením AC254-400-A a 
ohniskovou vzdáleností JK2 = 400 mm [41]. 
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4.3 Simulace v o p t i c k é m C A D u 

4.3.1 Simulace od vzorku ke zdroji 

V programu OpticsStudio by nasimulována větev od vzorku po osvětlení (obrázek 19). 
Zpě tným trasováním od vzorku byl v optickém C A D u kontrolován maximální průměr 
osvětlení na D M D čipu po průchodu kolektorem K 3 a průměr na zdroji světla Zd. Po kon
trole byl teoretický průměr svazku na D M D čipu 9 mm a na zdroji odpovídá 3,36 mm. 
Pro kolektor K 3 jsem vybrala čočku ve firmě Edmundoptics s číslem #49282 [42]. Tato 

Obrázek 19: Sestava od vzorku po zdroj světla: Zd- zdroj, K l - kolektor, D M D , O- objektiv, 
V z - vzorek. 

čočka m á větší průměr , než byl původně plánovaný a to d = 40 mm. 
Odraz od D M D čipu v programu Opticstudio D M D reprezentuje difrakční mřížka. 

Program vyžaduje určení poměru čar na yim neboli N. Pro výpočet použijeme tyto vlast
nosti. Pozorujeme prvotní řád m = 1. Vlnová délka pro simulaci byla použi ta A = 0,587 
p.m. Uhel dopadu a odrazu odpovídají hodnotě 0Ž = 12° a 9r = —12°. Pro výpočet jsem 
použila vztah odvozený ze zprávy výrobce [39]: 

sin (6) = sin (0 r) = m - - sin(6i)d = ,„ ™X r--- = 1,413 ^imN =- = 0, 7 0 7 ^ ^ 
a sin(9i) — sm(6r) d \xm 

(15) 

4.3.2 Simulace od D M D po detektor 

Většina návrhu částí soustavy na obrázku 20 je popsán ve společné části návrhu a to od D M D 
čipu po vzorek. Rozdíl činí vložení děliče svazků mezi kolektor a objektiv. O d vzorku se 
světlo odráží zpět přes objektiv na dělící kostku. Ta odklání světlo na tubusovou čočku, 
za kterou dopadá světlo na detektor a vytvář í obraz vzorku. 
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V z O F K K 3 D M D 

Obrázek 20: Sestava od D M D čipu po detektor. 

4.3.3 Simulace k o n f o k á l n í h o z o b r a z e n í 

Aby se oskenoval vzorek a na detektoru se pozorované body neprolínaly, je nu tné vybrat 
minimální rozteč použitých zrcátek na D M D čipu, které budou směrovat světlo na vzorek. 

R o z m ě r y D M D č i p u Akt ivní část D M D čipu m á rozměry 19,354 x 12,096 mm 
(2560x1600 pixelů). Velikost jednoho zrcátka 7,56 |J.m. 
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P r o m í t n u t í D M D č i p u na detektor Simulace v programu Opticstudio (obrázek 24) 
byla použi ta pro určení nejmenší vzdálenosti pixelů na D M D . Tubusová čočka a objek
tiv byly z důvodu nedostatečných informací od výrobce nahrazeny paraxiálními čočkami. 
K ověření principu konfokálního zobrazení je t ř eba stanovit minimální rozteče aktivních 
zrcadel, které simulují dírky Nipkowova kotouče. Pro princip zobrazení, při k terém bude 
výběr vyčítaných pixelů C C D čipu simulovat filtraci záření z rovin mimo rovinu ostrosti, 
je nutné , aby se zaznamenané rozptylové funkce bodů (PSF - Point Spread Function) 
z různých rovin neovlivňovaly. N a obrázku 21 jsou znázorněny simulace 4 P S F pro objek
tiv 40x. T y byly rozmístěny podle Rayleigho kritéria. 

Obrázek 21: Minimální rozteč P S F pro objektiv se zvětšením 40x, rozteč bodů v obrazové 
rovině je 44 |j.m . 

Jejich rozteč je v obrazové rovině 44 |j.m a 19,5 |J.m v rovině D M D čipu (tj. rozteč zaokrouh
leně odpovídá 3 z rcá tkům) . Tato rozteč je minimální možná pro toto zvětšení a ideálně vy
rovnaný rovinný povrch vzorku. Reálný vzorek tomuto předpokladu neodpovídá. Je tedy 
nu tné stanovit nejmenší rozteč aktivních zrcátek porovnáním ideální podoby P S F a její 
defokusované podoby, viz obrázky 22 a 23. N a těchto obrázcích je ideální P S F umístěna 
do druhého minima defokusované F S F . Na obrázku 22 je zobrazena situace pro objektiv 
lOx s defokusací 7,5 |J.m. Tato defokusace byla simulována na základě zjištění pološířky 
osové intenzitní odezvy z části 6. Intenzita s t ředu dofukusováné P S F byla snížena dle 
naměřených hodnot. Rozteč obou P S F je v obrazové rovině 39 |J.m a 17 yium v rovině 
D M D čipu (tj. rozteč zaokrouhleně odpovídá 2 z rcá tkům) . N a obrázku 23 je zobrazena 
situace pro objektiv 20x s defokusací 3,7 |j.m. Tato defokusace byla opět simulována na 
základě zjištění pološířky osové intenzitní odezvy z části 6 a intenzita s t ředu dofukusováné 
P S F byla snížena dle naměřených hodnot. Rozteč obou P S F je v obrazové rovině 38 |J.m 
a 16,8 |J.m v rovině D M D čipu (tj. rozteč zaokrouhleně odpovídá 2 z rcá tkům) . Z té to si
mulace vyplývá, že jak pro ideální případ, tak i př ípady s defokusací by měla stačit rozteč 
2 zrcátek. Navíc bylo prokázáno, že s tanovená rozteč je nezávislá na použi tém objektivu. 
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Tudíž vhodně navržená sada masek s vhodnou roztečí bude moci být využi ta při všech 
zobrazovacích experimentech. 

Obrázek 22: Minimální rozteč P S F pro objektiv se zvětšením lOx, rozteč bodů v obrazové 
rovině je 39 |J.m. 

" 1 

Obrázek 23: Minimální rozteč P S F pro objektiv se zvětšením 20x, rozteč bodů v obrazové 
rovině je 38 |J.m. 

Rozvržení bylo použi to jako inspirace vzorů k přepínání zrcátek na D M D čipu z off-
state na on-stane. V programu MatLab byly po testech rozlišení vytvořeny spotové ša
chovnicové vzory (viz obrázek 31) tak, aby vyplnily zobrazované pole. Akt ivní plocha je 
černá (nese hodnotu 0), neakt ivní pixely jsou bílé (s hodnotou 1). Reálná rozteč zrcadel 
bude stanovena při testování. 
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Obrázek 24: Layout pro teoretické určení rozlišení. Kondenzorovou čočku představuje 
reálný achromatický dublet, funkci objektivu a tubusové čočky plní par axiální čočky. V z -
vzorek, T- tubusová čočka. 
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4.4 V ý b ě r optiky 

K již zmíněným optických p rvkům byly zvoleny následující prvky. Pro tes tování jsem 
zvolila dělící kostku 70:30 BS022 firmy Thorlabs [46]. Za tubusovou čočku jsem zvolila 
T T L 2 0 0 - A s ohniskem ft = 200 mm firmy Thorlabs [47]. Pro experiment byla použit 
detektor D F K 51AU02 [49]. Pro výsledný modul se předpokládá použit í detektoru Zyla 
4.2 s C M O S firmy A D O R [50]. 

V rámci experimentálního pokusu byly použity objektivy Nikon Pian 10x/0,25 co/— 
W D 10.5 (dále jako objektivlO) a Nikon Pian Fluor 20x/0,05 OFN25 DIC N2 (dále ob-
jektiv20). 
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5 Mechanický návrh 
V rámci mechanického návrhu bylo pro experiment nu tné uložit a upevnit optické části. 
K tomu byly využity součásti firmy Thorlabs. Některé součásti bylo nu tné vyrobit či 
upravit. P rvn í součást je držák na zdroj světla vytvořen na 3D tiskárně. 

5.1 U l o ž e n í fluoresceční kostky v experimentu 

Pro uložení dělící kostky velikosti 25,4 x 25,4 mm bylo nu tné upravit součást firmy 
Thorlabs určenou původně pro uchycení děličů svazku. V příloze se nachází původní 
výkres sestavy firmy Thorlabs pro díl C M 1 - B P 1 . K úpravám patři lo vyfrézovaní pro
hlubně do spodního dílu pro uložení kostky. Úpravy spodního dílu jsou na výkresu A4-
PMO-2/004 . Dělící kostku bylo t řeba shora přitlačit ke spodnímu dílu, aby nedocházelo 
k posunu dělící kostky při manipulaci sestavou. K tomu byl navržen vzpruhový plát na 
výkresu A4-PMO-2 /001 . Do vrchního dílu (A4-PMO-2/002) bylo t ř eba vytvořit díry pro 
vložení kolíků (A4-PMO-2/003). Celá sestava je zobrazena na výkresu A4-PMO-2/000 
a na obrázku 25. 

Obrázek 25: Řez uložení fluorescenční kostky: 1- vzpruhový plát , 2- vrchní díl, 3- kolík, 
4- držák děliče, 5- fluorescenční kostka 

5.2 K r y t D M D č i p u 

Pro uchycení D M D čipu bylo t ř eba navrhnout dvouvrstvý kryt. Vni t řn í vrstva obalu je 
vytvořena pomocí 3D tiskárny. Plastový mater iá l byl zvolen pro elektrostatickou izolaci 
elektronických desek. Vnější vrstvy A4-PMO-1/001 ,A4-PMO-1/002 , A4-PMO-1/005 , A4-
PMO-1/006 jsou tvořeny hliníkovou slitinou a jsou prošroubovány skrz vni t řní plastové 
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vrstvy S T L - P M O - 1 / 0 0 3 , STL-PMO-1 /004 , S T L - P M O - 1 / 0 0 7 , S T L - P M O - 1 / 0 0 8 . Během 
návrhu bylo po t řeba počí ta t s otvory pro vstupy zdroje energie a komunikací s P C , taktéž 
je po t řeba počí ta t s p ř ípadným př idáním aktivního chlazení za D M D čip. Př i výrobě 
plastových části mohou vznikat nepřesnosti při 3D tisku. U kovových části je proto nutné 
zajistit nalícování dílů kompatibilitu a možnost uzavření kryt. Z časových důvodů nebyl 
vyroben kovový kryt D M D na obrázku 26. Tudíž bylo t ř eba si zapůjčit již zakrytované 
D M D . 

Obrázek 26: Model dvouvrstvého krytu D M D čipu. 

5.3 U l o ž e n í s o u č á s t í 

Veškeré kupované mechanické díly byly pořízeny ve firmě Thorlabs [45]. P rvo tn í návrh 
experimentu byl postaven podle modelu bez vloženého zdroje a detektoru na obrázku 
27 Kolektory K l a K 2 osvětlovací soustavy byly uloženy do dílů C P 0 2 T / M (1). Ty byl 
nasunuty na tyče E R 8 (2), také byly spojeny s dalšími tyčemi napojené na nosič C P 0 8 / M 
(3) zdroje Zd. T y jsou podpírány dvěma držáky C P M A 2 / M (4). Kolektor K 3 byl uložen 
do nosiče L M R 4 0 / M (5). Pro umožnění posunu objektivu v rovině kolmé na jeho optic
kou osu, byl uložen do posuvného stolku S T 1 X Y - D / M (6). Zrcátko představující vzorek 
V z bylo zakoupeno se stolkem KM100-E02 (7) umožňující jemné naklánění zrcátka ve 
dvou osách. Posun vzorku podél optické osy byl zajištěn stolkem s mikrometr ickým po
suvem X R 2 5 C / M (8). Fluoresceční kostka F K je uložena v upraveném dílu C M 1 - B P 1 
podle sestavy A4-PMO-2/000 . Tubusová čočka T byla našroubována na nosič L C P 0 1 / M 
(9). Detektor D byl přes závitový kroužek (redukci) našroubován nosič C P 0 2 T / M (1). 

Veškeré součásti včetně sestavy k D M D jsou uchyceny do podstavců U P H 3 0 / M s tyčemi 
T R vysokými podle pot řeby od 30 mm po 50 mm. 
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Obrázek 27: Prvotní experimentální sestava: K - kolektor, Zd- zdroj, V z - vzorek, D M D , 
F K - fluorescenční kostka, T- tubusová čočka, D- detektor, T R - nosné tyče, 1- C P 0 2 T / M , 
2- E R 8 , 3- C P 0 8 / M , 4- C P M A 2 / M , 5- L M R 4 0 / M , 6- S T 1 X Y - D / M , 7- KM100-E02, 8-
X R 2 5 C / M , 9- L C P 0 1 / M . 

37 



Po prvotním testování byla sestava upravena do následující podoby na obrázku 28 
pozměněním vzdáleností optických prvků a př idáním optických prvků. Důvody byly jed
nodušší nalezení odrazu od D M D čipu a usazení optiky. K tomuto účelu byl před D M D 
čip umístěn hranol H zajišťující odraz kolmo vůči desce D M D čipu. K dalším úpravám 
pa t ř í př idání matnicové desky M těsně za zdroj světla a barevného filtru F firmy Thorlabs 
FB580-10 [48] o vlnové délce A = 580 nm s pološířkou 10 nm. Hranol byl př idán z důvodu 
zlepšení možnosti osvitu D M D čipu. Nevýhodou je možné vnesení sférické vady do zobra
zení roviny D M D čipu na rovinu vzorku. Tato vada vzhledem k velikosti ohniska kolektoru 
K 3 není významná, proto nebylo t ř eba její vliv kontrolovat optickou simulací. Matnicová 
deska rozptyluje světlo zdroje. Její výhodou je lepší zaostření na vzorku. Barevný filtr 
definicí vlnové délky odstraňuje efekt spektrálního rozkladu bílého zdroje na D M D čipu. 

Obrázek 28: Finální experimentální sestava: Zd- zdroj, M - matnice, F- barevný filtr, K -
kolektor, H - hranol, F K - fluorescenční kostka, V z - vzorek, D M D , T- tubusová čočka, D-
detektor. 

Reálná podoba celé sestavy se zapůjčeným D M D čipem a s použi t ím mince jakou 
vzorku je zachycena na obrázku 29. 
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Obrázek 29: Reálná experimentální sestava: Zd- zdroj, M - matnice, F- barevný filtr, K -
kolektor, H - hranol, F K - fluorescenční kostka, V z - vzorek, D M D , T- tubusová čočka, D-
detektor. 
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6 Testování 
D M D čip byl ovládán pomocí programu D L P LCR6500 k LCR9000 GUI4.0.1 ve v i 
deo režimu, přičemž D M D byl připojený jako druhá obrazovka. Pomocí D M D čipu bylo 
promítáno celkem 6 vzorů (animací) s rozlišením 2650x1600 pix. Jsou tyto: 

• Základní středový bod velikosti 3x3 zrcátek. Pomocí středového bodu byly vytvořeny 
křivky intenzitní odezvy na zrcadle. 

• Náhodně vytvořené pruhy (viz obrázek 30) pro funkci přibližného nalezení ostrého 
obrazu. 

• Šachovnice, již zmíněná výše na obrázku 31 ve čtyřech variantách, pro přehled jsou 
vytištěné pouze pro první variantu šachovnice. 

• Horizontální pruh 3x3 zrcátek pos tupně se přesunující shora dolů. A ten samý motiv 
posunutý o tř i pixely doprava, aby se zaplnila ve výsledném obraze celá plocha. 
Vytvořené video bylo použi to k zachycení co nejvíce obrazů a vybrání nejvhodnější 
pro prezenci hloubky ostrosti. 

• Archimedova spirála. Parametry Archimédovy spirály byly navoleny tak, aby vzniklo 
rameno nekřížících se bodů . Pro urychlení měření bylo rotováno okolo osy tak, 
aby vznikly čtyři kolmá ramena. Pro měření bylo použito video. Počáteční obraz 
videa je ukázán na obrázku 33. 

• Další vytvořená animace je samos ta tný bod putující horizontálně přes celou měřenou 
plochu. Toto video pro daný detektor, představovalo dobu měření přibližně 8 hodin. 
A mohlo by být zrychleno lepším řízením D M D čipu z P C a zrychlením snímání 
detektoru. Jinak by nebylo možné rychle měřit biologické vzorky. Ve video modu je 
D M D schopno frekvence 60 Hz, ale je schopno dosáhnout frekvence až 9523 Hz pro 
binární vzory. Z důvodů obav přehřá t í D M D čipu tato měření nebyla prováděna. 

Výsledný obraz zachytával detektor D F K 51AU02 pomocí programu IC Capture 2.4. 
Vlastnost použité detektoru (12 fps) a P C znemožnily využit í maximální rychlosti mik-
rozrcátek D M D čipu. V rámci tes tování byly pro každý objektiv proměřeny dvě možnosti 
pro měření 
s použi t ím zrcadla a mince o hodnotě 2,- Kč. 

6.1 P o z o r o v á n í p o m o c í objektivu s 1 0 - n á s o b n ý m z v ě t š e n í m 

Zrcátko bylo zaostřeno pomocí vzoru z obrázku 30. Rovina ostrosti objektivu se zvětšením 
lOx byla určena pomocí odrážejícího středového bodu velikosti 3x3 zrcátek D M D čipu. 
Tento bod byl na detektoru defokusován o různá Az a pro jednotl ivé P S F byly vykresleny 
intenzitní profily, viz obrázek 34. Z maxim těchto profilů byla stanovena osová intenzitní 
odezva, viz obrázek 35 s pološířkou 7,5 |J.m ze simulace v části 4.3.2. . 

Z maxim v předchozím obrázku byl vytvořen graf defokusace. Krajní body byly určeny 
jako p růměrná hodnota šumu v obrázku. Pološířka osové intenzitní odezvy odpovídá hod
notě 7,5 |J.m. 
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Obrázek 30: Nedefinované pruhy pro prvotní nalezení vzorku. 

N a obrázku 36 je záznam Archimédovy spirály s detailem na část jednoho ramene. 
N a obrázku lze pozorovat separaci bodů . N a obrázku mince 37 lze pozorovat, že se za
znamenaly pouze body Archimédovy ve fokusu a a rozptýlené světlo není pozorovatelné. 
N a obrázku lze pozorovat separaci fokusovaných bodů. 

Záznamy s více vzorů a rovin mince naleznete v příloze A . 
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Obrázek 31: P rvný vzor použi tý jako maska se šachovnicovým vzorem s detailem na levý 
horní roh plochy s hodnotami 0 a 1. 
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Obrázek 32: Přiblížená ř ada horizontálních zrcátek 3x3 vzdálených o 3 zrcátka zachycené 
uprostřed obrazu promítaného D M D čipem 

Obrázek 33: Prvn í obraz rotované Archimédovy spirály ze série vytvořené pro video, 
velikost bodů 3x3 zrcátek se vzdáleností 3 zrcátka. 
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Obrázek 34: Intenzi tní profily P S F pro různé defokusované Az. Měřeno v ose x roviny 
vzorku, kde / je normovaná intenzita. Měřeno s objektivem lOx. 
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Obrázek 35: Osová intenzitní odezva pro objektiv lOx, kde / je normovaná intenzita a Az 
je defokusace. 

Obrázek 36: Zaznamenaná Archimédova spirála na zrcadle s přiblížením na detail, použi tý 
objektiv byl se zvětšením lOx. Záznam byl normován pro lepší viditelnost. 
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Obrázek 37: Zaznamenaná Archimedova spirála na první rovině na minci s přiblížením na 
detail, záznam byl normován pro lepší viditelnost. 
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6.2 P o z o r o v á n í p o m o c í objektivu s 2 0 - n á s o b n ý m z v ě t š e n í m 

Zrcátko bylo zaostřeno pomocí vzoru z obrázku 30. Rovina ostrosti objektivu se zvětšením 
lOx byla určena pomocí odrážejícího středového bodu velikosti 3x3 zrcátek D M D čipu. 
Tento bod byl na detektoru defokusován o různá Az a pro jednotl ivé P S F byly vykresleny 
intenzitní profily, viz obrázek 38. Z maxim těchto profilů byla stanovena osová intenzitní 
odezva, viz obrázek 39 s pološířkou 3,7 pm ze simulace v části 4.3.2. . 

x [um] 

Obrázek 38: Intenzi tní profily P S F pro různé defokusované Az. Měřeno v ose x roviny 
vzorku, kde / je normovaná intenzita. Měřeno s objektivem 20x. 

Z maxim v předchozím obrázku byl vytvořen graf defokusace. Krajní body byly určeny 
jako p růměrná hodnota šumu v obrázku. N a obrázku 40 je záznam Archimédovy spirály 
s detailem na část jednoho ramene. N a obrázku mince 41 lze pozorovat, že se zaznamenaly 
pouze body Archimédovy ve fokusu a a rozptýlené světlo není pozorovatelné. 

Záznamy s více vzorů a rovin mince naleznete v příloze A . Pološířka osové intenzitní 
odezvy odpovídá hodnotě 3,75 pm. 
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Obrázek 39: Osová intenzitní odezva pro objektiv 20x, kde / je normovaná intenzita a Az 
je defokusace 

0.2 mm 

Obrázek 40: Zaznamenaná řada na zrcadle s přiblížením na detail. 
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7 Idea konfokálního modulu 
Podle provedeného experimentu byla navržen idea modelu konfokálního modulu, který je 
plánovaný k př idání k C C H M . Návrh komplikoval omezený prostor vyhrazený pro tento 
modul v proskleném vyhřívaném inkubátoru C C H M . Umístění optických komponent jsou 
ukázány na obrázcích 42 a 43. Osvětlovací soustava od zdroje Zd po hranol H jsou si
tuovány kvůli pasivnímu chlazení D M D mimo tuto skříň. Pro získání dostatečné optické 
dráhy mezi hranolem H a kolektorem K 3 a pro umožnění usazení do nosiče firmy Thorlabs 
bylo nu tné vést optickou osu modulu pomocí zrcátek Z1-Z4, nahoru a do jeho středu. V y 
mezený prostor se přibližně uprostřed délky výrazně snižuje. Proto byl paprsek odkloněn 
zrcátkem Z4 zpět kolmo k základně mikroskopu. Pomocí zrcátek Z5-Z7 je paprsek veden 
na navržený otočný měnič dichroických zrcátek D Z . Z něj vstupuje paprsek přes napo-
jovací př í rubu P do C C H M . Po interakci na vzorku se svazek excitovaného světla vrací 
do dichroického zrcátka. Tam se odklání na zrcátka Z8-12. Následně tubusová čočka T C 
vytvář í obraz na detektoru D. 

Pro modul bylo nu tné navrhnout měnič dichroických zrcátek a jeho pohon viz obrázek 
44 45. Otočný měnič O M byl navržen pro výměnu t ř í dichroických zrcátek. Přes hřídel Hř 
je z jedné strany uchycen k tělu T L pomocí podpůrné tyče P T . Z druhé strany je postaven 
na ramenech stojanu R přišroubovaných k sobě. Rotace měniče je poháněna přes řemen 
R typu G T 2 krokovým motorem M SY35ST28-0504A firmy Pololu [51] s úhlovým krokem 
1,8°. Remenice R E 1 u krokového motoru je o 16ti zubech a řemenice R E 2 u měniče je 
o 20ti zubech. Krokový motor je uchycen k tělu modulu přes drážkový úchyt D U . Celkový 
modul je zobrazen na obrázku 46. 
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Obrázek 42: Obecný pohled na optické části, které jsou uložené v navržených součástkách 
a součástkách firmy Thorlabs [45]: Zd- zdroj, K - kolektor, D M D , Z- zrcátko, DZ- otočný 
měnič dichroických zrcátek, P- příruba, T- tubusová čočka, D- detektor. 
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Obrázek 43: Pohled shora na optické části, které jsou uložené v navržených součástkách 
a součástkách firmy Thorlabs [45]: Zd- zdroj, K - kolektor, D M D , Z- zrcátko, D Z - otočný 
měnič dichroických zrcátek, P- př í ruba, T C - tubusová čočka, D- detektor. 
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Obrázek 45: Obecný pohled na otočný měnič dichroických zrcátek DZ: O M - otočný měnič, 
P T - p o d p ů r n á tyč, R- ramena stojanu, Hř- hřídel, M - krokový motor, D U - drážkový úchyt, 
T L - tělo modulu. 
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Obrázek 46: Obecný pohled na celkový konfokální modul. 
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8 Závěr 
Tato práce velkou měrou přispěla k vývoji konfokálního modulu pro Koherencí Řízený Ho-
lografický Mikroskop. V rámci té to práce došlo ke spojení dvou technik pozorování živých 
buněk: digitální holografické mikroskopie a konfokální fluorescenční mikroskopie. Optická 
sestava byla navržena v optickém C A D u . Ta byla inspirována částečně epi-fluorescešním 
mikroskopem a částečně vícekanálovým konfokálním mikroskopem s Nipkowovým diskem. 
Nipkowův disk je zdroj mechanických vibrací, které se mohou přenášet do mikroskopu. 
Tudíž není vhodný pro aplikaci s holografickým mikroskopem. Tento problém byl vyřešen 
D M D čipem, který je založen na M E M S technologii. Ze simulace z optického C A D u byla 
stanovena minimální rozteč aktivních zrcadel, pro objektivy se zvětšením lOx až 40x. 
Pro výběr vyčítaných pixelů C C D čipu, simulující filtraci záření z rovin mimo rovinu 
ostrosti, byla stanovena nutnost minimální rozteče aktivních zrcátek. V rámci experi
mentu bylo provedeno pozorování rovinného zrcátka a profilovaného vzorku, který sloužil 
k ověření schopnosti vytváře t optické řezy vzorkem. K tomuto experimentu byl použit 
objektiv se zvětšením lOx a se zvětšením 20x. Obrazy demonstruj í vl iv profilu vzorku na 
zobrazení vzoru aktivních zrcátek D M D čipu. N a základě experimentu byla navržena idea 
konfokálního modulu, připoji telného ke Koherencí Řízenému Holografickému mikroskopu. 
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A Obrazová příloha experimentů 

1 mm 

Obrázek 47: Zaznamenané pruhy na zrcadle za použit í objektivu s 10-násobným 
zvětšením. Obrázek nebyl pozměněn. 



1 mm 

Obrázek 48: Zaznamenaná šachovnice na zrcadle s přiblížením na detail, záznam byl 
normován pro lepší viditelnost. Použitý objektiv se zvětšením lOx. 

1 mm 

Obrázek 49: Zaznamenaná ř ada na zrcadle s přiblížením na detail, použi tý objektiv byl 
se zvětšením lOx. Záznam byl normován pro lepší viditelnost. 

60 



Obrázek 50: Zaznamenaná Archimédova spirála na zrcadle s přiblížením na detail, použi tý 
objektiv byl se zvětšením lOx. Záznam byl normován pro lepší viditelnost. 

1 mm 

Obrázek 51: Zaznamenané pruhy na první rovině na minci za použit í objektivu s 10-
násobným zvětšením 
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Obrázek 52: Zaznamenaná šachovnice na první rovině na minci s přiblížením na detail, 
záznam byl normován pro lepší viditelnost. Použi tý objektiv se zvětšením lOx. 

Obrázek 53: Zaznamenaná ř ada na první rovině na minci s přiblížením na detail, záznam 
byl normován pro lepší viditelnost. Použitý objektiv se zvětšením lOx. 
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0.2 mm 

1 mm 

Obrázek 54: Zaznamenaná Archimedova spirála na první rovině na minci s přiblížením na 
detail, záznam byl normován pro lepší viditelnost. Použi tý objektiv se zvětšením 10. 

1 mm 

Obrázek 55: Zaznamenané pruhy na druhé rovině na minci za použit í objektivu s 10-
násobným zvětšením. Obrázek nebyl pozměněn. 
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Obrázek 56: Zaznamenaná šachovnice na druhé rovině na minci s přiblížením na detail, 
záznam byl normován pro lepší viditelnost. Použi tý objektiv se zvětšením lOx. 

Obrázek 57: Zaznamenaná ř ada na druhé rovině na minci s přiblížením na detail, záznam 
byl normován pro lepší viditelnost. Použitý objektiv se zvětšením lOx. 
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Obrázek 58: Zaznamenaná Archimedova spirála na druhé rovině na minci s přiblížením 
na detail, záznam byl normován pro lepší viditelnost. Použi tý objektiv se zvětšením 10. 

1 mm 

Obrázek 59: Zaznamenané pruhy na zrcadle za použit í objektivu s 20-násobným 
zvětšením. Obrázek nebyl pozměněn. 
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Obrázek 60: Zaznamenaná šachovnice na zrcadle s přiblížením na detail, záznam byl 
normován pro lepší viditelnost. Použi tý objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly 
pozměněny. 

Obrázek 61: Zaznamenaná řada na zrcadle s přiblížením na detail, záznam byl normován 
pro lepší viditelnost. Použi tý objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 
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Obrázek 62: Zaznamenaná spirála na zrcadle s přiblížením na detail, záznam byl normován 
pro lepší viditelnost. Použitý objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 

Obrázek 63: Zaznamenané pruhy na první rovině na minci za použit í objektivu s 10-
násobným zvětšením. Použi tý objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 
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Obrázek 64: Zaznamenaná šachovnice na první rovině na minci s přiblížením na de
tail. Zaostřená oblast byla přibližně vyznačena modrým ohraničením. Použitý objektiv 
se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 

Obrázek 65: Zaznamenaná řada na první rovině na minci s přiblížením na detail. Použitý 
objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 

68 



Obrázek 66: Zaznamenaná Archimédova spirála na první rovině na minci s přiblížením na 
detail. Použi tý objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 

Obrázek 67: Zaznamenaná šachovnice na druhé rovině na minci s přiblížením na detail. 
Použi tý objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 
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Obrázek 68: Zaznamenaná šachovnice na druhé rovině na minci s přiblížením na de
tail. Zaostřená oblast byla přibližně vyznačena modrým ohraničením. Použi tý objektiv se 
zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 

Obrázek 69: Zaznamenaná ř ada na druhé rovině na minci s přiblížením na detail .Použitý 
objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 
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Obrázek 70: Zaznamenaná Archimédova spirála na druhé rovině na minci s přiblížením 
na detail. Použi tý objektiv se zvětšením 20x. Obrázky nebyly pozměněny. 
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