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Abstrakt

Vyzkumna skupina Experimentalni biofototoniky na VUT v Brné se dlouhodobé zabyva
rozvojem koherenci Fizeného holografického mikroskopu (CCHM). Pro potieby dalsiho
rozvoje v této oblasti je tfeba postavit otevienou laboratorni verzi tohoto mikroskopu,
ktery zde byl doposud zastoupen pouze v komercénim provedeni. Tato prace se vénuje
navrhu a sestaveni jeho zobrazovaci ¢asti.

Prvni ¢ast prace je vénovana obecnému prehledu mikroskopickych metod s diirazem na
interferencni mikroskopii a na princip fungovani CCHM mikroskopu. V druhé ¢asti jsou
mezi sebou nejprve srovnavany mnou navrzené koncepty optického usporadani. Nasledné
jsou vybrany optické komponenty a experimentalné zméreny jejich nezndmé parametry.
S vyuzitim nameérenych hodnot je provedeno trasovani vybraného konceptu a predstaveno
konstrukéni feseni. Zobrazovaci ¢ast mikroskopu byla na zakladé konstrukéniho feSeni
sestavena a experimentalné ovérena.

Summary

The Experimental Biophotonics Research group at Brno University of Technology has

been involved in the development of Coherence controlled holographic microscope (CCHM).
For the purposes of further development in this field, it is necessary to build an open la-

boratory set-up of the microscope, which has only been available in a commercial design.

The objective of this thesis is to design and assemble its imaging unit.

The first part of the thesis is dedicated to a general overview of microscopic methods,
with an emphasis on interference microscopy and principle of CCHM microscope. In the
second part, different optical set-up concepts are discussed and compared. Then, the
optical components are selected and the unknown parameters of these components are
experimentally measured. With the use of measured parameters, the optical tracing and
mechanical design are introduced. The imaging unit has been assembled based on the
suggested design and experimentally verified.
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Uvod

Mnoho vyznamnych procesti se odehrava na mikroskopické tirovni, tedy pod limitem
rozliSeni lidského oka. Pro jejich studium bylo nutné vyvinout technologie, které umozni
tyto procesy pozorovat.

Svételny mikroskop je zafizeni urcené pro pozorovani struktur, které nejsou rozlisitelné
pouhym okem. Jako médium pro prenos informaci pouziva viditelné svétlo. Mikroskop
se sklada ze dvou optickych ¢asti. Prvni ¢ast se jmenuje osvétlovaci a jejim tikolem je
rovnomérné osvetlit vzorek. Rozlisujeme dva zakladni druhy osvétleni - kritické (také
Nelsonovo) a Koéhlerovo.

Kriticka neboli Nelsonova osvétlovaci soustava se sklada ze zdroje svétla, kondenzoru,
aperturni clony a clony polni. Jeji schéma je zobrazeno na obrazku 1. Zdroj svétla je zde
kondenzorem zobrazen piimo do roviny vzorku. Aperturni clonou lze ovliviiovat aperturu
osvétlujictho svazku a clonou lze regulovat intenzitu svétla. Aby byl vzorek osvétlen rov-
nomérné, je vyzadovano pouziti homogenniho zdroje svétla. Nékdy je také obtizné presné
zaosttit na rovinu vzorku, diky ¢emuz mize vznikat nerovnomérné ¢i zrnité pozadi [1].

Zdroj svétla A

Polni clona Aperturni clona  Kondenzor Vzorek
Obrazek 1: Schéma kritického osvétleni

Kohlerovo osvétleni je dnes zdaleka nejpouzivanéjsi. Sestava se ze zdroje svétla, kolek-
toru, kondenzoru, dale z aperturni a polni ¢ocky v usporadani jako na obrazku 2. Zdroj
svétla je kolektorem zobrazen do roviny aperturni clony, kde vzniké jeho zvétSeny obraz.
Aperturni clona urcuje numerickou aperturu osvétlujiciho svazku, ¢imz ovliviiuje i rozliseni
vysledného obrazu. Pomoci kondenzoru pak vznika rovinnd vina, kterd dopadé na vzorek.

Vzorek je rovnomérné nasvicen i v pripadé pouziti nehomogenniho zdroje svétla. [1].
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Obrazek 2: Schéma Kohlerova osvétleni



Druhé ¢ast svételného mikroskopu se nazyva zobrazovaci, sklada se z objektivu a oku-

laru, pripadné z objektivu a kamery (obr. 3). Pfedmét je osvétlen osvétlovacem, objektiv

pak tento pfedmét zobrazi do ohniskové roviny okuldru a vytvori tak meziobraz, ktery

je realny, zvétseny a prevraceny. Okular zde funguje jako lupa a dany meziobraz znovu

zvetsi. Celkovy obraz je pak zdanlivy, zvétseny a prevraceny [2, 3].
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Obrazek 3: Schéma svételného mikroskopu

Moderni svételné mikroskopy maji mirné odlisny design, zobrazeny na obrazku 4. Vy-

uziva se zde objektivi korigovanych na nekoneénou vzdélenost. Predmét, ktery je umistén

do predmétové ohniskové roviny objektivu, je zobrazen do nekonecna. Readlny obraz pro

okular se pak vytvori pomoci tubusové ¢ocky, ktera jej zfokusuje do své obrazové ohniskové

roviny. Toto usporadani ndm umoznuje vlozit do oblasti mezi objektivem a tubusovou ¢oc-

kou, kde jsou svételné paprsky kolimované, dalsi optické komponenty (napt. délice svazku,

filtry apod.) [1].

Objektiv
AN

n -

- P
-
_,V - -

-
- =

-
-
—_—

fobjektiv

Tubusova ¢ocka

'
f tubusovd cocka

Okular

foku!ér

Obrazek 4: Schéma moderni sestavy svételného mikroskopu

Podle umisténi osvétlovace 1ze obecné mikroskopy rozlisovat na reflexni a transmisni [5].

U reflexnich mikroskopii se kondenzor nachazi na stejné strané vzorku jako objektiv, svétlo

se tak od vzorku odréazi zpét do objektivu (episkopické osvétleni). Reflexni mikroskopie

se pouziva zejména ve védnich oborech, které zkoumaji neprithledné vzorky, naptiklad
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v metalurgii, ale také u epifluorescencéni mikroskopie. V transmisnich mikroskopech je
osvetlovaci soustava umisténa na druhé strané predmétu nez objektiv a svétlo vzorkem
prochéazi. Transmisni mikroskopy se pouzivaji pro pozorovani prithlednych struktur, jako
jsou bunky ¢i tkané [0].

Podle umisténi objektivu vii¢i vzorku lze déle rozliSovat transmisni mikroskopy vzpri-
mené a invertované (obrazek 5). U vzprimenych mikroskopiu je zdroj svétla umistén pod
sledovanym vzorkem, svétlo tedy prochazi vzorkem smérem nahoru. Objektivy jsou pak
umistény nad vzorkem. Naopak u invertovanych mikroskopti se zdroj svétla nachazi nad
vzorkem, prosvécujic vzorek seshora.

Invertované transmisni mikroskopy se pouzivaji zejména pro pozorovani bunék, které
se prirozené drzi na dné pozorovacich komiirek. U invertovanych mikroskoptt mtizeme po-
uzit objektivy s mensi pracovni vzdalenosti, coz vede k lepsimu rozliseni. Vzorek také
nemusi byt prikryty krycim sklickem, je tedy umoznén ptistup shora. Pii invertovaném

usporadani se také zamezi kontaminaci vzorku objektivovou ¢ockou. Zdalo by se, Ze inver-

tované mikroskopy maji daleko vice vyhod oproti mikroskoptim vzpiimenym. Jsou ovSem

Obrazek 5: Schéma a) invertovaného a b) vzprimeného mikroskopu. Prevzato a upraveno

z [7].

V laboratotich Experimentalni biofotoniky na VUT v Brné je dlouhodobé vyvijen
Koherenci fizeny holograficky mikroskop (CCHM). Jedna se o invertovany mikroskop
v transmisnim uspotradani. V soucasné dobé je zde zastoupen pouze ve dvou komercénich
verzich, znamych pod obchodnim oznacenim Telight Q-phase [3], které maji uzavieny
design, je proto obtizné zasahovat do jejich optického uspotradani. Pro dalsi rozvoj tohoto
mikroskopu je proto tfeba navrhnout jeho otevienou laboratorni verzi.

CCHM je interferenéni mikroskop, u kterého se pti zobrazovani uplatnuje kvantitativni
fazovy kontrast. Diky tomu jsou na jeho konstrukci kladeny specidlni naroky. Proto je
treba se nejprve seznamit s jednotlivymi druhy metod vytvarejicich kontrast, s principem

interferencni mikroskopie a s konstrukénim usporadanim CCHM.






1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVETELNE MIKROSKOPII

1. Techniky kontrastu ve svételné

mikroskopii

Svétlo je charakterizovano svou amplitudou (a tedy intenzitou), polarizaci, frekvenci
a fazi. Lidské oko je ovsem schopno pozorovat jen zmény v intenzité a rozeznavat jednotlivé
frekvence svétla [J]. Diky riznym metodam lze napiiklad kontrast pozorovaného vzorku
zvysit, zviditelnit nékteré c¢asti, nebo dokonce zviditelnit struktury, které se pro lidské
oko jevi nekontrastné. Tato ¢ast bude vénovana nejvyznamnéjsim z téchto metod. Rizné
metody kontrastu mohou zvyraznovat rizné charakteristiky. Kazda z nich ma své vyhody

a nevyhody, proto je dobré je kombinovat.

1.1. Pozorovani ve svétlém poli

Mikroskopie ve svétlém poli (Brightfield microscopy) je nejstarsi a nejéastéjsi metoda po-
zorovani. Pouziva se zejména v transmisni mikroskopii, lze ji ale pouzit i v mikroskopii
reflexni. Kontrast je zde dosazen rozdilnou absorpci ¢i odrazivosti po plose vzorku. Pri
prichodu svétla vzorkem mitize nastat absorpce ¢i zména sméru siteni. Svétlo je pohlceno
¢i rozptyleno takovym zpusobem, ze vyznamné odklonéné paprsky neprochazi pupilou ob-
jektivu. Césti, kde k témto jeviim vyrazné dochazi, se na obraze projevi mensi intenzitou,
a tedy tmavéji.

Touto metodou je vhodné pozorovat takzvané amplitudové objekty, tedy objekty, které
vyrazné méni amplitudu dopadajictho svétla a vytvari tak vyrazny kontrast mezi sledo-
vanym vzorkem a pozadim. Prithledné objekty, jako naptiklad bunky, amplitudu vyrazné
nemeéni, proto se pro zvyseni kontrastu obarvuji. Barviva ale mohou mit na pozorované ob-
jekty toxické ucinky. Tato metoda tedy neni pro pozorovani zivych bunék vhodna, naopak

se ¢asto vyuziva pri zkoumaéni neprihlednych struktur [10, 11].

P

a)
Obrazek 1.1: Zobrazeni pomoci metody svétlého pole. Obrazek a) pofizen transmisnim
mikroskopem. Zobrazeny platky grafitu (tmavé Sedd) a grafénu (svétle Sedd). Obrazek
b) pofizen reflexnim mikroskopem. Zobrazeny platky grafénu a grafitu na povrchu oxidu
kfemicitého. Prevzato a upraveno z [11].



1.2. POZOROVANI V TMAVEM POLI

1.2. Pozorovani v tmavém poli

PYi pozorovani v tmavém poli (Darkfield microscopy) je objekt zobrazen pomoci svétla,
které se na vzorku rozptyluje. Konstrukéni feseni mikroskopu pro tuto metodu pozorovani
(obr. 1.2) se od mikroskopu pro svétlé pole lisi vlozenim tzv. kondenzorové masky ve tvaru
mezikruzi do ohniskové roviny kondenzoru v Kohlerové osvétlovaci soustavé. Svétlo, které
pri pruchodu vyrazné nezméni sviij smér, je soustavou blokovano. Pii pozorovani pak lze

vidét bilé dtvary na ¢erném poli [12, 10].

Objektiv

Rozptylené svétlo
ze vzorku

Kondenzor pro
temné pole

Mezikruzi pro
temné pole

—-®

Osvétleni ze zdroje
Obréazek 1.2: Schéma ¢asti mikroskopu pro metodu pozorovani v tmavém poli. Pfevzato
a upraveno z [10]

Touto metodou lze dosdhnout vétsiho kontrastu. Jeji nevyhodou ale je, Ze k zobrazo-
vani je vyuzita mald ¢ast intenzity svétla ze zdroje, je proto nutné pouzivat vykonnéjsi
zdroje svétla. Nejcastéji se tato metoda pouziva k detekci hran a obrysi, napriklad pri

pozorovani povrchii objektu ¢i biologickych struktur [12].
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Obrazek 1.3: Polymerni mikrostruktura zobrazena ve svétlém (a) a v tmavém (b) poli.
Prevzato a upraveno z [11].

1.3. Zerinkeho fazovy kontrast

Mnoho vzorkt, které nepohlcuji svétlo, se jevi jako prihledné. Pri prichodu svétla ta-
kovym vzorkem se neméni jeho intenzita, vlivem rozdilného indexu lomu vzorku oproti
okolnimu prostredi se vSsak posouva jeho faze. Takovy vzorek se nazyva fazovy objekt.
Zménu faze ovsem lidské oko nedokaze zaznamenat. Metoda fazového kontrastu dokéze
prevést fazové zmény na zmény amplitudové, a tudiz dokaze fazovy posun zviditelnit.

Mikroskop pro pozorovani pomoci fazového kontrastu obsahuje oproti mikroskopu pro
pozorovani ve svétlém poli dvé komponenty, které muzete vidét na obrazku 1.4. Prvni
z nich je maska ve tvaru mezikruzi, ktera je umisténa do ohniskové roviny kondenzoru,
stejné jako pri pozorovani v tmavém poli. Pomoci ni se v zadni ohniskové roviné objektivu
vytvori ostry obraz ve tvaru prstence. Dalsi komponentou je fazova desticka, ktera je
umisténa pravé do zadni ohniskové roviny objektivu.

Svétlo putuje od zdroje pres osvétlovaci soustavu obsahujici masku az ke vzorku. Pri
prichodu vzorkem se svétlo rozdéli na dvé viny. Prvni vlna neni vzorkem nijak ovlivnéna
a pokracuje v ptivodnim sméru. Druhd vlna se naopak vlivem vzorku rozptyli do vsech
smeért a dochazi u ni také k posunu jeji faze oproti nezménéné viné. U biologickych vzorkt
se tento rozdil faze pohybuje kolem A/4, kde A je vlnova délka pouzitého svétla [10].
Ukolem fézové desticky je pak posunout fazi nepozménéného svétla. Podle sméru posuvu
faze pak muzeme rozliSovat pozitivni a negativni fazovy kontrast.

Pozitivni fazovy kontrast nastava v situaci, kdy fazova desticka posouva fazi nezme-
néného svétla +A/4. To 1ze docilit tim, ze mezikruzi, kudy tato vlna prochazi, bude mit
oproti zbytku desticky mensi tloustku. Vysledny fazovy rodil obou vin se pak pohybuje

kolem A/2. Na obrazové roviné tak nastava destruktivni interference, diky niz se objekty



1.3. ZERINKEHO FAZOVY KONTRAST

Kondenzor Objektiv  Rozptylené svétlo (Cervene)

Kondenzorova  yzorek fazova Nerozptylené Obrazova
maska desticka svétlo (Zluté)  rovina

o)

Obréazek 1.4: Schéma mikroskopu pro fazovy kontrast. Pfevzato a upraveno z [10].

s vetsim indexem lomu, nez je index lomu okoli, zobrazi tmavéji. Pii negativnim fazo-
vém kontrastu ma mezikruzi pro nezménénou vlnu vétsi tloustku. Fazova desticka tak
zpusobuje posun faze o velikosti —A/4 a na obrazové roviné tak nastava konstruktivni in-

terference. Objekty s vyssim indexem lomu se pak zobrazi oproti svému okoli svétleji [10].

Pozitivni fazovy kontrast Negativni fazovy kontrast

@ . @

Obrézek 1.5: Fazové desticky pro metodu pozitivniho a negativniho fazového kontrastu.
Pfevzato a upraveno z [10)].

Fazovy kontrast obecné zobrazuje zmény v optické draze svétla proslého vzorkem,
pricemz opticka drdha je zavisla na tloustce a na indexu lomu vzorku. Obraz tak lze
interpretovat jako mapu optické hustoty vzorku. Mohou se zde ale také vyskytnout neza-
douci efekty, které nesouvisi se zménami v optické draze. Tyto jevy se nazyvaji artefakty
a Tadi se sem halo efekt a shade-off efekt.

Halo efekt vznika tim, ze ¢ast rozptyleného svétla prochazi mezikruzim uréenym pro
nerozptylenou vinu. Sffka mezikruzi je totiz vétsi nez skuteénd velikost prstence, které
nezménénd vlna vytvori. Na obrazovou rovinu tak dopadne i rozptylené svétlo, které
ma oproti nerozptylenému svétlu fazovy posuv 7/2 a neni tedy ovlivnéno destruktivni

interferenci. Toto vede k lokalnimu obraceni kontrastu. Na obraze se pak kolem velkych
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVETELNE MIKROSKOPII

objektl tvori svétlé okraje pro pozitivni fazovy kontrast nebo tmavé okraje pro negativni
fazovy kontrast [13].

Dalsim artefaktem, ktery muzeme pozorovat, je tzv. shade-off efekt neboli stinovy
efekt, ktery nastava u velkych a planarnich objektti. Rozptylend vlna, kterd prochazi
sttedem takového vzorku, se vyrazné neodchyli od pivodniho sméru, a vstupuje tak do
mezikruzi fazové desticky. Rozdil faze mezi timto svétlem a nerozptylenym svétlem je
7/2, nedochézi tak k interferenci. Diky tomuto efektu pak lze pozorovat postupnou zménu
profilu intenzity smérem od kraje ke stfedu objektu [10]. Na Obrazku 1.6 lze vidét zpusob,

jak tato metoda zobrazuje fazovy objekt ve tvaru krychle.

Pozitivni fazovy Negativni fazovy
kontrast Kontrast

Fazovy vzorek

a) )
Profily intenzity
b) d) f)

Obrazek 1.6: Halo a Shade-off efekt na fazovém objektu. a) fazovy vzorek b) pribéh
intenzity bez artefakt c) zobrazeni objektu pomoci pozitivniho fazového kontrastu d)
pribéh intenzity pro pozitivni fazovy kontrast e) zobrazeni objektu pomoci negativniho
fazového kontrastu f) prubéh intenzity pro negativni fazovy kontrast. Prevzato a upraveno
z [10].

I pfes obtiznéjsi interpretaci obrazu je metoda fazového kontrastu vybornou metodou
pro zobrazovani fazovych objektii. Navic diky ni lze pozorovat i zivé bunky, které se nemusi
nijak upravovat.

1.4. Normanského diferencialni interferenc¢ni kontrast

Dalsi metoda, kterd se pouziva k zobrazovani fazovych objektl, se nazyva Diferencialni

interferencni kontrast. Tuto metodu lze najit pod zkratkou DIC , ktera vznikla z jejiho
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1.4. NORMANSKEHO DIFERENCIALNI INTERFERENCNI KONTRAST

anglického nazvu - Differencial interference contrast. Také se 1ze setkat s oznacenim Nor-
manského metoda, podle jejtho vynalezce jménem Georges Normanski [11].

Pro pozorovani touto metodou je nutné do systému vlozit dva Wollastonovy hranoly
a dva polarizatory. Wollastontiv hranol je druh délice svazki, vytvoreny z dvou klinovych
desek z dvojlomného kfemene. Optické osy obou desek jsou kolmé jak na sebe, tak i na
smér Sireni svétla. Jestlize na tento hranol dopada linedrné polarizované svétlo, jak vidime
na obrazku 1.7, hranol jej rozdéli na dvé viny - tzv. fadnou (ordinary, O) a mimoradnou

(extraordinary, E), které maji vzajemné kolmé polarizace.

JL\‘\ i

\

Obréazek 1.7: Wollastontv hranol. Pievzato z [15].

Schéma konstrukéniho reseni mikroskopu pro metodu DIC je znazornéna na obrazku
1.8. Svétlo nejprve prochazi pres polarizator, ktery vytvori linedrni polarizaci. Déale pro-
chazi pres Wollatsontiv hranol, ktery, jak bylo popsano diive, vytvori fadnou a mimo-
rfadnou vilnu. Tyto viny dale pokracuji v mirné odlisnych smérech az na kondenzor. Ten
svazky zafokusuje na nekonecnou vzdalenost, smér téchto vin je pak paralelni. Vzdalenost
svazkl se nazyva "shear’neboli smyk a jeji velikost se pohybuje pod rozlisovaci schopnosti
objektivu [10].

P1i prichodu vzorkem dojde ke zméné optickych vzdalenosti svazkl vlivem rozdilnych
indexti lomu a tloustce vzorku. Svazky déle putuji pres objektiv, ktery je zfokusuje na
druhy Wollastoniiv hranol, kde spolu rekombinuji. Pokud je rozdil jejich fazi nulovy, vy-
tvori se spojenim obou vln svétlo s linearni polarizaci, které je dale blokovano druhym
polarizatorem, tzv. analyzatorem. Jestlize je ale vlivem vzorku rozdil fazi nenulovy, vzniklé
svétlo ma eliptickou polarizaci, a tak jeho ¢ast projde analyzatorem az na detektor.

Je dulezité si vsimmnout, Ze se zde nevyskytuje zadna referencni vétev, metoda zde
porovnava dva blizké svazky, které spolu interferuji. Nezobrazuje proto optickou drahu,
ale jeji zménu, proto nazev Diferencialni interferencni kontrast.

Tato metoda se vyznacuje vysokym rozliSenim. Obraz se jevi, jako by byl objekt
nasvicen z boku, a je také odstranén halo efekt. Interpretace obrazu ale muze byt trochu
byt zptisobena jen zménou tloustky vzorku. Efekt se také vytvari jinak pro objekty s nizs$im

a s vyssim indexem lomu, nez jeho okoli. Naptiklad husté jadro bunky, které ma vyssi
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVETELNE MIKROSKOPII

] Analyzator

\ Wollatson(iv hranol
!
Objektiv

| = / | Vzorek
I i
;’ /
@ Kondenzor
T
\ Wi

Polarizator

v
\ Wollatsontiv hranol

Obrazek 1.8: Schéma DIC mikroskopu. Prevzato a upraveno z [10]

index lomu nez okoli, se zobrazi jako vyvysSené, na rozdil pro lipidové kapicky s nizsim
indexem lomu, pro které se efekt stinu zobrazi opa¢né a vznikne tak dojem propadliny.
Dalsi faktor, ktery ovliviiuje tvoreni stinového efektu, je smér osy smyku, ktery je dany
polohou Wollastonovych hranoli. Kontrast je pak nejvyssi pravé ve sméru osy smyku,
jak muzeme vidét na obrazku 1.9. Kvuli témto divodim neni tato metoda vhodna na

kvantitativni urcovani tloustky vzorku [10, 11].
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1.5. KVANTITATIVNI FAZOVY KONTRAST

Obrazek 1.9: Zobrazeni schranky rozsivky. Sipka v levém hornim rohu na obrazku (a)
udava smeér smyku, ktery je stejny i pro obrazek (b). Na obrazku (a) lze vidét mnohem
vice detaili, a to kvuli vhodnému natoceni vzorku. Prevzato z [10].

1.5. Kvantitativni fazovy kontrast

Mikroskopy, které umoznuji pozorovat kvantitativni fazovy kontrast se nazyvaji interfe-
ren¢ni mikroskopy. Zékladnim princem kvantitativniho fazového kontrastu je interference
dvou vin - vlny, ktera prosla vzorkem, s vinou referencni. Obé tyto viny musi byt vzajemné
koherentni, jediné tak dojde ke konstruktivni interferenci. Schéma jedné z mnoha variaci
mikroskopu pro metodu kvantitativniho fazového kontrastu je zobrazeno na obrazku 1.10.
Svétlo putujici ze zdroje se pomoci délice rozdéli na dva svazky. Vétev, ktera obsahuje
pozorovany vzorek, se nazyva predmétova, a vétev, kde vzorek neni, se nazyva referencni.
Vlnoplocha svétla, ktera prochazi predmétovou vétvi, je pak vzorkem pozménéna vlivem
rozdilného indexu lomu a tloustky vzorku. Oba svazky pak putuji pres délic¢ svazku, kde
se spoji a na detektoru spolu interferuji. Na detektoru pak vznikne interferencni obrazec,
ktery obsahuje informaci jak o amplitudé vysledné viny, tak i o jeji fazi. Diky tomu, ze
jsou vétve kompletné oddélené, zde nedochézi ke vzniku halo efektu [17, &].

Podle tihlu, ktery spolu pii rekombinaci sviraji predmétovy a referencni svazek, 1ze roz-
lisovat dvé zakladni skupiny mikroskopti pro metodu kvantitativniho fazového kontrastu.
Je-li thel mezi svazky nulovy, mluvime o in-line interferen¢ni mikroskopii. Vyhodou to-
hoto usporadani je moznost pouzit nizkokoherentni svétlo. Diky tomu neni obraz zatizen
koherenénim Sumem a parazitnimi interferencemi. Pro tplnou rekonstrukei fazového ob-
razu je ale nutno pouzit vice snimkt, coz déla toto usporadani nevhodné pro pozorovani
dynamickych jevi.

Pokud svazky sviraji nenulovy thel, jedna se o mimoosové neboli off-axis usporadani.

Mikroskopy s timto usporadanim se také oznacuji jako digitalni holografické mikroskopy.
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1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVETELNE MIKROSKOPII

Déli¢ svazku

Zdroj
= k‘Zrcadlo
Objektiv
Zrcadlo L H :I
Vzorek Objektiv Déli¢ svazkli  Okular Kamera

Obrazek 1.10: Konfigurace interferenéniho mikroskopu Mach-Zehnderova typu. Prevzato
a upraveno z [13].

Kompletni rekonstrukci obrazu lze provést z jednoho snimku, off-axis mikroskopy jsou
proto vhodnéjsi pro pozorovani dynamickych jevi. Jejich nevyhodou je, Ze nejsou achro-
matické, proto vyzaduji koherentni zdroj osvétleni. Disledkem toho ma toto usporadani
oproti usporadani osovému nizsi pricné rozliseni a na obraze se také vyskytuje koherencéni
Sum [19].

Drive popsané metody pro pozorovani fazovych objekti jsou efektivni v jejich zob-
razovani, nedokazi ale tyto objekty presné kvantitativné meérit. U Zernikeho metody se
objevuji artefakty - halo a shade-off efekt, diky kterym vzorek prakticky nejde kvanti-
tativné popsat. DIC metoda tento popis umoznuje, musi se ale pouzit slozité techniky
pro zpracovani obrazu. [12] Kvantitativni fazovy kontrast dokaze kvantitativné popsat
zménu faze svétla proslého vzorkem, ktery se pritom nemusi obarvovat. Metoda je proto
obzvlasté vhodna pro pozorovani zivych bunék bez vlivu toxickych efekti barviv. Fazovy
posuv je navic primo imérny mnozstvi suché hmoty, lze tedy vzorky opticky vazit nebo

sledovat zmény hustoty vnitrobunééné hmoty, jak je vidét na obrazku 1.11 [12, 20].

[rad] [pg/um]

Obrazek 1.11: Kvantitativni fizovy obraz embryondlnich kmenovych bunék (vlevo) a graf
rozlozeni jeji suché bunécné hmoty (vpravo). Prevzato a upraveno z [20].
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1.5. KVANTITATIVNI FAZOVY KONTRAST

CCHM mikroskop kombinuje vyhody in-line a off-axis uspotadani, aniz by byl zatizen
jejich nevyhodami. Jednd se o princip nekoherentni off-axis holografie s vyuzitim difrakéni
miizky pro zajisténi achromati¢nosti interferometru. Umoznuje tak pozorovat dynamické
déje zivych bunék pri zachovani vysokého rozliseni. Vhodnym nastavenim miry koherence
osvétleni 1ze upravit vlastnosti zobrazeni podle typu pozorovaného vzorku - odtud plyne
jeho oznaceni Koherenci fizeny holograficky mikroskop (CCHM z anglického Coherence-
-Controlled Holographic Microscope). Nevyhodou tohoto mikroskopu s nizkokoherentnim
zdrojem svétla je jeho vysoka citlivost na rozdil optickych drah predmétové a referencni
vétve [19].

Schéma posledni generace CCHM mikroskopu je zobrazena na obrazku 1.12. Je zde
vyuzito Kohlerova osvétleni, kdy zdroj svétla, ktery muze byt prostorové i casové nekohe-
rentni, je kolektorem L zobrazen do predni ohniskové roviny kondenzori Cy, resp. Cs. Za
kolektorem L se nachazi déli¢ svazku BS1, kterym je fokusovany svazek rozdélen do dvou
vétvi - predmétové a referencni. Kondenzory C1 a C2 v téchto vétvich pak obrazy zdroje
zobrazi do nekonefna a rovnomérné osvétli predmétovou rovinu vzorku SP respektive
referencni rovinu R.

Rovina vzorku SP1 je objektivem O; zobrazena do nekonecna a nasledné je tubusovou
c¢ockou TL1 zobrazena do roviny zrcadla Ms. Po odrazu je nésledné ptes déli¢ svazku
BSs a vystupni objektiv OL; zobrazena do roviny detektoru OP. Nevyhodou pouziti
kazdého délice svazku BS je ztrata 50% intenzity svétla. Referencni rovina je pomoci
mikroskopového objektivu Oq a tubusové ¢ocky TLy zobrazena kolmo do roviny difrakéni

miizky DG. Odtud je odklonén do sméru +1. radu pod thlem «, pro ktery plati vztah:
sina = fpg - A, (1.1)

kde fpg je prostorova frekvence vrypu na difrakéni mrizce a A je vinova délka svétla.
Pouziti +1. radu pro zajisténi achromaticnosti mikroskopu vyplyva z vypocti podle Leitha
[21]. Ze vztahu 1.1 vyplyva, Ze dojde k disperzi svétla. Casto se zde pouziva blazovana
difrakéni mrizka, tedy mrizka specidlné navrzend tak, Ze maximum intenzity odrazeného
svétla se nachazi v jiném nez nultém fadu [22]. Svétlo pak pokracuje ptes vystupni objektiv

OL, a dopadéa na rovinu detektoru OP pod thlem f, jehoz velikost je dava vztahem:

B = (1.2)

kde moy je zvétseni vystupniho objektivu [23].

16



1. TECHNIKY KONTRASTU VE SVETELNE MIKROSKOPII

Na detektoru pak interferenci nultého radu z predmétového svazku a prvniho radu
z referenc¢niho svazku vznika interferencéni obrazec. Vysledna struktura je tvofena rovno-

béznymi prouzky s tzv. nosnou frekvenci f., pro kterou plati:

= e (1.3)

mor

Frekvence f. je stejna pro vSechny vinové délky, proto mizeme tento mikroskop povazovat
za achromaticky. Po vlozeni vzorku do roviny vzorku Sp pak vznika na detektoru interfe-
ren¢ni obrazec s nosnou prostorovou frekvenci f., z kterého se naslednym matematickym
zpracovanim ziska vysledny obraz [23]. Z principu fungovani CCHM mikroskopu vyplyvaji

pozadavky na jeho konstrukéni reseni.

BS -
e

BS, : B OP

«—> -
=
=)

<«—1—>0L,

o <l i
" I RS |

Cl Sp O[ TL[
Obrazek 1.12: Schéma CCHM mikroskopu. S - plosny polychromaticky zdroj svétla, L -
kolektor, BS - déli¢ svazku, M - zrcadlo, C - kondenzor, Sp - rovina pozorovaného vzorku,
R - rovina referen¢niho vzorku, O - mikroskopové objektivy, TL - tubusové ¢ocky, DG -
difrakéni mrizka, OL - vystupni objektivy, OP - vystupni rovina, D - detektor. Prevzato
z [19].
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2. MOTIVACE A CILE PRACE

2. Motivace a cile prace

Pro testovani novych zobrazovacich metod je tieba sestavit otevienou laboratorni verzi
CCHM mikroskopu. Tato prace se bude zabyvat navrhem a sestavenim jeho zobrazovaci
¢asti. Pro snadné testovani novych technik je nutné, aby sestava mikroskopu byla snadno
pristupna a dostatecné modularni tak, aby bylo mozné do ni vkladat nové optické kom-
ponenty, pripadné celou sestavu rizné modifikovat. Jak plyne z predchozi ¢asti, je nutné
dbat zejména na to, aby byla dodrzena podminka stejné optické drahy v obou vétvich pro
zajisténi vzajemné koherence obou svazki. Pro moznost snadného nastaveni mikroskopu
je proto nutné pocitat s mechanismem umoznujicim vyrovnani rozdilu optickych drah
obou vétvi. Dale je vhodné ulozit jednotlivé optické komponenty do centraznich mecha-
nismu pro snadné sesazeni obrazu. K tspésnému splnéni tohoto tikolu je tieba dosahnout

téchto dil¢ich cilu:

Navrhnout teoreticky model optické cesty.

Zvolit vhodné optické komponenty.

Zobrazovaci ¢ast mikroskopu sestavit.

Otestovat funkcénost zobrazovaci ¢asti mikroskopu.

19






3. NAVRH OPTICKEHO USPORADANI
3. Navrh optického usporadani

V ramci navrhu optického usporadani jsem nejprve navrhl tii koncepéni feseni, ktera
jsou v této Casti prace predstavena a porovnana. Pro koncepty byly nésledné zvoleny
vhodné optické komponenty a na zakladé provedeného optického trasovani byl zvolen

nejvhodnéjsi koncept, ktery byl v dalsi ¢asti rozpracovan do konstrukéniho reseni.

3.1. Koncepcni reseni

V navrhovanych konceptech byl oproti stavajicim verzim CCHM mikroskopu déli¢ svazku
pro rekombinaci nahrazen zrcatkem ve tvaru D (ddle oznacovano jako D zrcétko). D zr-
catko je rovinné zrcadlo ve tvaru kruhové vysece se stredovym thlem 180° (obrazek 3.1).
Jeho pouziti by mélo umoznit snadnou separaci 1. difrakéniho rfadu v referencéni vétvi,
také by nedoslo ke ztraté 50% z intenzity svétla, coz je nevyhoda pii pouziti délice svazku
v soucasnych Tresenich.

Vyuziti D zrcatka dosud nebylo testovano, a neni proto jisté, zda bude po konstrukéni
strance proveditelné. Bude tedy tieba rekombinaci svazku experimentélné provérit. V pri-
padé nefunkcnosti tohoto reseni Ize nahradit v konceptech D zrcatko délicem svazku a pro-

storovym filtrem.

Obrazek 3.1: Obrazek D zrcatka. Prevzato a upraveno z [2]
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3.1. KONCEPCNI RESENT
3.1.1. Rovnobézné usporadani

Prvni koncepéni usporadani, nazvané jako rovnobézné, je zobrazeno na obr. 3.2. V kazdé
vétvi je uzito sudého poctu zrcadel. Umisténi zrcadel Z4 a Zs v referencni vétvi je navrzeno
tak, aby jimi bylo mozné pohybovat. Tim padem je mozné ménit délku referenéni vétve,
a dosahnout tak nulového rozdilu optické drahy mezi touto a predmétovou vétvi.

Oproti schématu zobrazeném na obrazku 1.12 je predpokladano vyuziti transmisni
difrakéni mtizky DM, ktera vyhne svétlo do sméru +1. maxima. Umozni tak vlozeni
D zrcatka do oblasti rekombinace svazki takovym zptisobem, aby D zrcatko odrazelo
svétlo z +1. difrakéniho tadu referenéni vétve, ale aby zaroven bylo umoznéno svétlu

z predmétové vétve projit.

Z,

W]
T

Obrazek 3.2: Schéma rovnobézného uporadani. Ref - referencni vétev, Obj - predmétova
vétev, O - objektiv, TC - tubusova cocka, Z - zrcadla, VO - vystupni objektivy, DZ -
D zrcatko, DM - difrakéni mtizka, D - Detektor

3.1.2. Kolmé usporadani

V druhém névrhu, zobrazeném na obrazku 3.3, je osa svazku dopadajicitho na detektor
kolmé na osy svazkt, vychazejicich z roviny vzorku, resp. referenéni roviny. Kvili této
zméné bylo nutné zaménit predmétovou a referencni vétev. V predmétové vétvi je ulozeno
jedno zrcadlo Z;, referencni vétev pak obsahuje ¢tyfi zrcadla a D zrcadlo. Zrcadla Zg
a Zy4, kterd umoznuji zménu délky optické drahy, byla opét umisténa do referencéni vétve
a tubusova cocka TCy byla umisténa mezi né.

Nevyhoda tohoto designu spoc¢iva v tom, ze budou-li zrcadla Z3 a Z4 uloZena na posuvu,
ktery se bude pohybovat vici zbytku sestavy, s kazdou zménou jejich polohy se zméni

také vzdalenost mezi tubusovou ¢ockou TCy a difrakéni mrizkou DM. Tim padem dojde
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3. NAVRH OPTICKEHO USPORADANI

k defokusaci tubusové ¢ocky a bude nutné opét nastavit jeji spravnou pozici, proto tato
varianta dédle nebyla uvazovana.
TC,

o : zl
H ]

<—f—> vo,

2 SR P S
TC, / :

A
T DM VO,

A Z,
v

Ref H

<> &

< —> V0,

D

Obrazek 3.3: Schéma kolmého uporadani. Ref - referencni vétev, Obj - predmétova vétev,
O - objektiv, TC - tubusova cocka, Z - zrcadla, VO - vystupni objektivy, DZ - D zrcatko,
DM - difrakéni mtizka, D - Detektor

23



3.2. VYBER OPTICKYCH KOMPONENT
3.1.3. Kolmé usporadani II

Toto usporadani vychazi z predchoziho navrhu, pricemz resi jeho nevyhodu - preostiovani
tubusové ¢ocky. Skupina zrcadel Zs az Zs byla umisténa do prostoru mezi objektivem O,
a tubusovou c¢ocku TC,. Toto usporadani vyzaduje delsi optickou vzdalenost mezi objek-
tivem O; a tubusovou ¢ockou TCy, resp. mezi Oy a TC,, jelikoz je zde vSak chod paprski
rovnobézny, neni tato zména nijak omezujici. Jeji schéma je zobrazeno na obrazku 3.4.
TC,

T .
l

=)
A=
| —
<> 0

0, TC, <« —> VO,

Z YA T
Ref 2 y

<——> Vo,

D

Obrazek 3.4: Schéma kolmého uporadani II. Ref - referencéni vétev, Obj - predmétova
vétev, O - objektiv, TC - tubusova cocka, Z - zrcadla, VO - vystupni objektivy, DZ -
D zrcatko, DM - difrakéni mtizka, D - Detektor

3.2. Vybér optickych komponent

Pro predstavena koncepéni reseni byly zvoleny optické komponenty. Vybér optickych kom-
ponent byl proveden na zékladé konzultaci s firmou Telight [3], s kterou probiha spoluprace
na vyvoji nové generace CCHM mikroskopu. Jako objektivy Oy, a Oy byly zvoleny mikro-
skopové objektivy z fady Nikon CFI Plan Fluor, se zvétsenim 10x, 20x a 40x, nebof se
jednd o nejcastéji pouzivané objektivy pro biologicka pozorovani. K témto objektiviim byla
zvoleny kompatibilni tubusové ¢ocky TC; a TCy s ohniskovou vzdalenosti fro = 200 mm.
Difrakéni mriizka byla zapijc¢ena firmou Telight. Jedna se o blazovanou difrakéni mrizku
s frekvenci fpe = 150mm™!. Tato miizka byla vyrobené tak, aby odraZela maximum
intenzity ve sméru +1. difrakéniho maxima. Jako vystupni objektivy VO; a VO, byly
vybrany fotografické objektivy od firmy Basler s oznacenim C10-5014-2M-S a ohniskovou
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3. NAVRH OPTICKEHO USPORADANI

vzdalenosti fyo,, = 50mm. Za vystupni objektiv VO3 byl zvolen fotograficky objektiv
Samyang SMV-85M43 s ohniskovou vzdalenosti fy o, = 85 mm..

Jako detektor musi byt vybrana kamera s ¢ipem, ktery musi byt schopen rozlisit
interferencni prouzky s nosnou frekvenci f., kterd je dana vztahem 1.3, kde zvétseni

vystupni ¢asti moy, se vypocita pomoci vztahu:

moy, = 200 (3.1
fVOl,Q

coz pro nami zvolené objektivy dava zvétseni mor = 1, 7. Nosna frekvence interferencnich

prouzki je tedy rovna f. = 88,24 mm~!. Tomu podle vztahu:
a=— (3.2)

odpovida perioda prouzki a = 11, 33 pm.

Jako detektor byla vybrana kamera Moravian Instruments C2 - 12000. Tato kamera
ma rozliseni 4112 x 3008 pixelu s velikosti detektoru 14,91 x 10,38 mm a velikosti jednoho
pixelu 3,45 x 3,45 nm. Jedna perioda prouzkt interferenéniho obrazce je tedy zobrazena
pomoci t¥i pixeli a vzorkovaci frekvence je podle Nyquistova kritéria vzorkovani dosta-

tecna, bude se ale pohybovat pomérné blizko nad hranici rozlisitelnosti.

Celkové zvétseni tohoto mikroskopu se pak vypocita pomoci vztahu:
Meelk = Mob * MOL, (3.3)

kde mgp je zvétseni mikroskopového objektivu [2].
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3.3. TRASOVANI

3.3. Trasovani

Pred samotnym trasovanim konceptii bylo nutné experimentalné nameérit vzdalenost mezi
obrazovou ohniskovou rovinou a dosedaci plochou zavitu tubusovych c¢ocek TC; a TCs.
Dale také bylo potteba zjistit rozbihavost difrakénich tadi za vystupnim objektivem VO,

a rozbihavost svazku za objektivem VO, za ticelem co nejvhodnéjsiho umisténi D zrcatka.

3.3.1. Méreni ohniskové vzdalenosti tubusovych cocek

Vzdalenost mezi obrazovou ohniskovou rovinou ¢ocky a dosedaci plochy zavitu f; se ozna-
¢uje anglickym vyrazem Flange focal length (ddle FFL). Tato hodnota nebyla vyrobcem
uvedena. Pro jeji nalezeni byla pouzita sestava zobrazena na obrazku 3.5. K méreni byl
pouzit He-Ne laser, ktery ma vlnovou délku A = 632nm. Svazek svétla putuje z laseru
pres ¢ocku Ly, ktera jej zaostii do roviny stérbiny S o prameéru 20 pm. Svazek se dale siri
az k ¢occe Lo. Tato ¢ocka pak svétlo zaostii do nekonecné vzdalenosti a vytvori se tak
siroky kolimovany svazek. Ten poté prochazi mérenou tubusovou ¢ockou TC, ktera svétlo
zaosti{ na rovinu ve vzdalenosti f; od dosedaci plochy jejiho zdvitu. Tato rovina se urci
pomoci detektoru D, kterym lze pohybovat ve sméru osy sestavy. Detektor zaznamenava

velikost stopy svazku. Tam, kde je stopa nejmensi, se nachazi hledana ohniskova rovina.

|
=t

Obrézek 3.5: Schéma méreni Flange focal length tubusovych ¢ocek TCy a TCs. L - ¢ocky,
S - stérbina D detektor.

Meéreni jsem provedl pro obé tubusové cocky. Vysledné zaznamenana hodnota FFL

pro obé ¢ocky byla f} = 154,40 mm.

3.3.2. Separace difrak¢nich rada

Déle byla zkouména rozbihavost svazku za vystupnim objektivem VOs. Pro ticely tohoto
pozorovani byla sestavena jedna vétev mikroskopu v rovnobézném usporadani, které je
zobrazeno na obrazku 3.6. Svétlo z polychromatického zdroje svétla osvétluje clonu S
o velikosti zorného pole pouzitého objektivu O, umisténou do jeho predni ohniskové roviny.
Svazek z roviny clony S je kolimovan objektivem O a nasledné je zaostfen tubusovou

c¢ockou TC do jeji zadni ohniskové roviny, kde je umisténa difrakéni mrizka DM. Vytvori

26



3. NAVRH OPTICKEHO USPORADANI

se tak difrakéni rady, které jsou dale vystupnim objektivem VO zaostfeny do nekonecné
vzdalenosti. Detektorem D jsou zaznamenany velikosti svételnych stop danych difrakénich

radua.

m—

Obrazek 3.6: Méreni oddéleni difrakénich maxim. Z - zdroj svétla, S - clona, O - objektiv,
TC - tubusova c¢ocka, DM - difrakéni mrizka, VO - vystupni objektiv, D - detektor.

Schéma mérené situace je na obrazku 3.7. Nejprve jsem provedl méreni bez difrakéni
miizky, byl tedy pozorovan svazek odpovidajici svazku z predmétové vétve. Pro rizné
hodnoty vzdélenosti z detektoru D od vystupniho objektivu VO byly zaznamenény pri-
slusné priameéry svétlenych stop svazki. Z namérenych dat pak byla urcena velikost thlu 6,
pod kterym se svételny svazek rozbiha, a vzdalenost a vystupniho objektivu VO a roviny,
ze které svazek vychazi. Poté byla do experimentalni sestavy vlozena difrakéni mrizka.
Opét byly porizeny obrazy, ze kterych byla urcena vzdalenost d mezi stredy svazkt nul-
tého a prvniho difrakéniho fadu. Z namérenych a vypocitanych hodnot pak byla urcena
vzdalenost od vystupniho objektivu b, kde se difrakéni rady kiizi. Vysledné hodnoty pro
objektiv 20x jsou: 8 =4,3°, a =3,8mm, b =37,9mm, d = 5,1 mm.

Vystupni objektiv VO

Nulty difrakéni rad

Prvni difrak¢ni rad

Obrézek 3.7: Schéma métenych velic¢in

Z téchto vysledki pak lze uréit polohu D zrcatka, jak je zobrazeno na obrazku 3.8.
D zrcatko je tfeba umistit tak, aby odrazelo prvni difrakéni fad z referencéni vétve, ale aby

zaroven neodréazelo nulty tad referencni vétve a neclonilo svazek z predmétové vétve.
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|

Obrazek 3.8: Schéma separace nultého a prvniho fadu pomoci D zrcatka. VO - vystupni
objektivy, DZ - D zrcatko, modry paprsek - 1. fad z referencni vétve, zluty paprsek - 0. rad
z referencni vétve, Cerveny paprsek - svazek svétla z predmétové vétve.

3.3.3. Trasovani koncepc¢nich navrhu

Vzhledem k tomu, Ze presné parametry jednotlivych optickych komponent nebyly vyrobci
uvedeny, bylo provedeno zjednodusené trasovani v prostredi Solidworks pro obé uvazovana
koncepéni usporadani. Trasovany byly dva body - osovy bod a krajni bod predmétu, tedy
takovy bod, ktery se zobrazi na okraj detektoru, tj. 8, 8 mm od stfedu obrazové roviny. To
nam dalo informace o parametrech komponent, naptiklad o velikosti zrcadel ¢i vzdalenosti
mezi osou predmétové a referencni vétve. Trasovani bylo nejprve provedeno v paraxialni
aproximaci. Paraxialni ¢ocky byly nasledné doplnény o hlavni roviny, jak je zobrazeno na
obrazcich 3.9 a 3.10.

Trasovani bylo nutné konzultovat tak, aby bylo kompatibilni s osvétlovaci ¢asti mik-
roskopu, kterou se zabyva prace [25]. Jednalo se zejména o pozadavek na vzdalenost mezi
mikroskopovymi objektivy 135mm. Z trasovani vyplyva, ze u konceptu rovnobézného
usporadani by kvuli tomuto pozadavku dochazelo k mechanickym kolizim mezi ulozenim
zrcatek v referencni vétvi. Z téchto duvodu bylo jako vysledny koncept zvoleno kolmé

usporadani II.
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Obrazek 3.9: Trasovani rovnobézného usporadani pro stiedovy bod modie a pro krajni
bod pole cervené. O - mikroskopové objektivy, TC - tubusové cocky, Z - zrcadla, VO -
vystupni objektivy, DM - difrakéni mrizka, DZ - D zrcatko, D - detektor.
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Obrazek 3.10: Trasovani kolmého usporadani II pro stifedovy bod modfe a pro krajni bod
pole cervené. O - mikroskopové objektivy, TC - tubusové ¢ocky, Z - zrcadla, VO - vystupni

objektivy, DM - difrakéni mtizka, DZ - D zrcatko, D - detektor.
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4. KONSTRUKCNI RESENI HOLOGRAFICKEHO MIKROSKOPU

4. Konstrukcéni reseni holografického

mikroskopu

Konstrukéni feseni bylo vytvoreno v prostredi Solidworks. Pro konstrukéni reseni byly
pouzity dily od firmy Thorlabs, zejména dily z fady Cage systém, coz je modularni systém
umoznujici snadnou konstrukei optickych sestav. Optické komponenty jsou pripevnény do
polohovatelnych ulozeni, kterymi lze velmi presné nastavit polohu daného prvku, a které
jsou spojeny s dalsimi prvky pomoci vodicich tyc¢i. Celkové je tak mozné pomoci téchto
dili vytvorit jeden velky systém, ktery lze lehce modifikovat a doplnovat, ¢imz je splnén
zékladni pozadavek konstrukéniho feseni.

Thorlabs nabizi siroky vybér komponent, ne vzdy vsak tyto komponenty umoznuji po-
krocilou justaz nékterych prvki pouzitych v navrzené sestavé. Proto bylo nutné navrhnout

nasledujici podsestavy:
1. Podsestava upevnéni D zrcatka
2. Podsestava pro zménu délky referencni vétve
3. Podsestava upevnéni difrakéni mrizky

Dily a podsestavy byly navrzeny tak, aby byly kompatibilni s Cage systémem.

4.1. Podsestava upevnéni D zrcatka

Pro spravné umisténi D zrcatka byla navrzena podsestava, kterd umoznuje pohyb ve
vsech Sesti stupnich volnosti, ¢imz bude zaruceno spravné nastaveni polohy D zrcatka vuci
referenc¢nimu a predmeétovému svazku. Podsestava je zobrazena na obrazku 4.1. D zrcatko
DZ je ulozeno v drzaku DR a pripevnéno pomoci planzety P. Do drzaku D je vlisovan ¢ep
O, ktery je prichycen v zédkladné Z pomoci dvou upeviiovacich C-krouzk CR tak, aby se
mohl volné otdacet. Pomoci justazniho sroubu AS je mozné nastavit natoceni D zrcatka
DZ kolem osy ¢epu O, ktera lezi na povrchu zrcatka. Zakladna Z je dale spojena s vikem
V, které je prisroubovano ke dvéma linedrnim posuvnym stolkiim S; a S,. Ty jsou k sobé
upevnény tak, ze posouvaji D zrcatko ve dvou smeérech kolmych na osu ¢epu O. Posuvné
stolky Sy a Sy jsou dale pripevnény pres redukéni desticku R na tiibodové ulozeni 3M,
pomoci néhoz lze D zrcatko natacet kolem dvou os kolmych na osu ¢epu O. Tribodové
ulozeni 3M také umoznuje drobny pohyb ve sméru osy cepu O. Cela tato sestava je pomoci

zékladni desky X pripevnéna k sestavé mikroskopu.
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Vv

Obrazek 4.1: Podsestava upevnéni D zrcatka. X - zakladni deska, S - posuvné stolky, 3M
- tiibodové ulozeni, R - redukéni desticka, Z - zdkladna, DR - drzédk D zrcatka, DZ -
D zrcatko, P - planzeta, CR - C krouzek, V - viko, O - ¢ep, AS - justazni sroub, PR -
pruzina.

4.2. Podsestava pro zménu délky referencni vétve

Podsestava pro zménu délky referenéni vétve je zobrazena na obrazku 4.2. Ucelem této
podsestavy je umoznit nastaveni spravné délky optické drahy v referencni vétvi mik-
roskopu. Drzaky MM; a MM, eliptickych zrcadel Zs a Z, jsou zespodu prisroubovany
k zakladné ZP. Ta je Srouby spojena k linearné posuvnému stolku LS. Stolek je upev-
nén k podstavci P. Drzaky MM3 a MM, na zrcadla Zs a Zs jsou pevné prichyceny pres
zakladnu US k podstavci P, jejich poloha je tedy zafixovana. Posuvnym stolkem LS pak
lze ménit vzdalenost mezi zdkladnami ZP a ZS, a tim tedy i mezi zrcadly, ¢imz se méni
délka optické drahy v referencni vétvi. Drzaky MM; az MM, v sobé obsahuji tfibodové
kinematické systémy, které umoznuji spravny smér odrazu svételného svazku. Cela tato

sestava je potom pripevnéna ke ¢tyrem sloupktiim S, které jsou ulozeny ve sloupkovych
drzacich DS.

4.3. Podsestava upevnéni difrakéni mrizky

Na obrazku 4.3 je zobrazena podsestava na upevnéni difrakéni mrizky. Spravné nastaveni
mikroskopu zalezi také na natoceni difrakéni mrizky kolem osy svazku. Drzak D slouzi
k upevnéni difrakéni mtizky DM pomoci dvou planzet Py a Po. Nasledné je tento drzak
umistén v ulozeni U, které je pripevnéno na tycich Cage systému. Pomoci sSroubti Sy a Sy
je zajisténa poloha této podsestavy v Cage systému. Pokud je sroub S3 povoleny, difrakéni
miizka DM se spolecné s drzakem D muze v ulozeni U otacet. Naopak jeho utahovanim

tlaci tento Sroub na drzak D a tim pak otoénému pohybu zamezuje.
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Obréazek 4.2: Podsestava pro zménu délky referencni vétve. Z - zrcadla, MM - drzaky
eliptickych zrcadel, ZS - stala zakladna, ZP - posouvaci zédkladna, LS - posuvny stolek, P
- podstavec, S - sloupek, DS - sloupkovy drzak.
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Obrazek 4.3: Podsestava upevnéni difrakéni mrizky. DM - difrakéni miizka, P - planzety,
D - drzak, U - ulozZeni, S - srouby.
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4.4. Sestava zobrazovaci casti CCHM mikroskopu

Celkova sestava zobrazovaci ¢asti mikroskopu je zobrazena na obrazku 4.4. Mikroskopové
objektivy O a O, jsou uloZeny v justaznich mechanismech, které umoznuji jak presné
nastaveni polohy v roviné kolmé na osu svazku, tak i jemné ostieni. Tubusové cocky
TC; a TCy jsou umisténé v centraznich mechanismech, které umoznuji pohyb v roviné
kolmé k ose svazku, jejich ostfeni je umoznéno pomoci posuvu v ramci Cage systému.
V referenc¢ni vétvi je mezi objektivem Oy a tubusovou ¢ockou TC, vlozena podsestava pro
zménu délky referencni vétve SZ, déle je za tubusovou ¢ockou TC,y umisténa podsestava
upevneéni difrakéni mrizky SDM. V predmétové vétvi se za tubusovou ¢ockou TCy nachazi
zrcadlo ulozené v tiibodovém kinematickém mechanismu MM, které umoznuje spravné
nastaveni sméru odrazu paprsku. Kvili omezenému prostoru nejsou vystupni objektivy
VO1, VO, a VO3 v krizovych posuvech, bude tedy nutné ladit ostatni komponenty podle
téchto objektivi. Jejich ostfeni je umoznéno pomoci posuvu v ramci Cage systému. Mezi
tyto vystupni objektivy je uloZena podsestava upevnéni D zrcatka SDZ. Komponenty jsou
vzajemné uchyceny pomoci vodicich ty¢i a upevnény o stejné vysky pomoci sloupki S
a sloupkovych drzakt DS a celd sestava je pak upevnéna pomoci tichyti UDS na zakladni
desku MB. Pro dily a podstavy, které jsem sam navrhl, byla vypracovana vykresova

dokumentace.

0, TCy,

Obrazek 4.4: Model celé sestavy. O - mikroskopové objektivy, TC - tubusové cocky, VO -
vystupni objektivy, SDM - sestava upevnéni difrakéni mrizky, SZ - Podsestava pro zménu
délky referencéni vétve, D - kamera, SDZ - podsestava upevnéni D zrcatka, S - sloupek,
DS - drzak na sloupek, UDS - tichyt sloupkového drzaku, MB - hlavni zakladna.
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5. Testovani zobrazovaci sestavy

mikroskopu

Diléi podsestavy a celkova sestava byly smontovany a serizeny. Za tucelem testovani
byl namisto osvétlovace pouzit zkolimovany svazek He-Ne laseru, ktery byl délicem svazku
rozdélen do dvou vétvi se stejnou optickou vzdalenosti. Koherentni zdroj byl pouzit k ove-

feni zakladni funkénosti mikroskopu z divodu snazsi justaze. Celd sestava je zobrazena

na obrazku 5.1.

N\
Obrazek 5.1: Fotografie sestavy. O - mikroskopové objektivy, TC - tubusové ¢ocky, VO -
vystupni objektivy, D - kamera, SDZ - podsestava upevnéni D zrcatka, SDM - podsestava
upevnéni difrakéni miizky, SZ - podsestava pro zménu délky referencni vétve, L - He-Ne
laser.

Nejprve byla sestavena pouze sestava bez cocek za tcelem sefizeni zrcadel Z, az Zs.
Kazdé zrcadlo bylo postupné ve sméru siteni svétla nastaveno tak, aby se svazek svétla
odrazel do sméru optické osy. Nasledné byly do justaznich mechanismui postupné upevnény
c¢ocky. Ty pak byly nastaveny justaznimi mechanismy tak, aby byly spravné zaostfeny
a aby byl jejich stied v optické ose. Nakonec bylo pomoci zobrazeni jednotlivych svazku
na kamete nastaveno D zrcatko tak, aby odrazelo pravé prvni difrakéni tad z referencéni

vétve a zaroven nestinilo svazku z predmétové vétve.
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Pozorovanim bylo zjisténo, ze D zrcatko orezava priblizné 25 % svazku z predmétové
vétve a odrazi priblizné 90 % prvniho difrakéniho fadu z vétve referenéni. To je zptisobené
tim, Ze zrcadlo ma pomérné tlustou fazetu, kterou stini svétlu z predmétové vétve. Tento
nedostatek se d& prinejmensim z ¢asti odstranit zbrousenim zrcatka. Dal$i moznosti je
navrhnout a nechat vyrobit zrcatko s mensi fazetou. Déale také na D zrcatku dochazi k 20%
prekryvu prvniho difrakéniho fadu s druhym difrakénim fadem. S nultym difrakénim
rfadem prekryv nenastava.

Podle teorie mély byt na kamere viditelné interferencéni prouzky. Pfi nasem pozoro-
vani ale tyto prouzky nebyly patrné. Tento vysledek se priklada zejména faktu, ze velikost
prouzkii se nachazela tésné nad hranici rozliSovaci schopnosti kamery, vlivem vibraci a pa-
razitnich interferenci tak interferencni prouzky mohly zaniknout v Sumu. Jako vystupni
objektiv VO3 byl proto pouzit jiny fotograficky objektiv SIGMA 70-200 /2.8 DG OS HSM
s ménitelnou ohniskovou vzdéalenosti od 70 mm do 200 mm. Zvétseni vystupni ¢asti pak
pri nastaveni 200 mm dosahovalo podle vztahu 3.1 hodnoty 4x. Pti pouziti této ohniskové

vzdalenosti jiz byly interferenc¢ni prouzky viditelné, jak je vidét na obrazku 5.2.

100 pum

Obrézek 5.2: Zobrazeni interferen¢nich prouzki.

Obraz byl kviili pouziti vysoce koherentniho zdroje zatizen parazitnimi interferencemi,
proto byla za ucelem zlepseni obrazu déle vlozena do optické drahy svétla rotujici mat-
nice, kterd snizila prostorovou koherenci osvétleni a tim zamezila parazitni interferenci.
7 diuvodu snizeni prostorové koherence zdroje bylo nutné 1épe sesadit stopy svazkl na ¢ipu
kamery. Toho bylo dosazeno vlozenim clony do kolimovaného osvétlovaciho svazku pred

jeho rozdélenim. Omezena stopa svazku pak byla pouzita jako reference k sesazeni. Pou-
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zitim matnice bylo snizeno mnozstvi artefakti v obraze, zaroven byl ale snizen kontrast
pozorovanych interferenc¢nich prouzki, jak je vidét na obrazku 5.3, coz lze pri¢ist nedoko-
nale sesazenému obrazu a pritommnosti matnice, kterd snizuje celkovou intenzitu obrazu.
Diky tomu bylo potfeba pouzit delsi expozice, kdy se vyraznéji projevi vliv vibraci.

Pro obraz 5.3 byla pak sestrojena Fourierova transformace obrazu, zobrazena na ob-
razku 5.4, v niz je nosna frekvence prouzkii jasné patrna. Z obrazu byla urcéena frekvence

prouzkll fey, = 76,92mm™"

, coz odpovida priblizné dvojnasobku frekvence vypocitané
podle vztahu 1.3, kterou udava teorie, tedy fieor = 37,5mm~'. Vzhledem k tomu, Ze
se od D zrcatka odrazi 20% druhého difrakéniho Tadu, lze tento vysledek interpretovat
jako interferenci mezi druhym difrakénim radem referencni vétve a svazkem z predme-
tové vétve. Druhy difrakéni tad vychéazi z difrakéni mrizky pod dvojnasobnym thlem nez
prvni difrakéni fad. Podle vztahu 1.2 je pak tthel dopadu na rovinu detektoru také dvojna-
sobny oproti ithlu odpovidajicimu prvnimu difrakénimu radu a pri interferenci se svazkem
z predmétové vétve tak vytvori interferencni prouzky o dvojnasobné frekvenci.

Posunuti D zrcatka do takové pozice, aby k prekryvu prvniho a druhého difrakéniho
rfadu nedoslo, neni z divodu malého mainpulacniho prostoru proveditelné. Odstranéni

druhého difrakéniho fadu muze byt do budoucna snadno realizovano pomoci prostorového

filtru, ktery se umisti mezi vystupni objektiv VOgy a D zrcatko.

Obrazek 5.3: Zobrazeni interferencnich prouzkt za pouziti matnice
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Obrazek 5.4: Fourierova transformace obrazu 5.2.



I v
Zaver

Prvni ¢ast této bakalaiské prace je vénovana popisu metod vytvareni kontrastu ve
svétlené mikroskopii, s diirazem na interferenéni mikroskopii a popis koherenci fizeného
holografického mikroskopu. Na zakladé teoretické ¢asti byly dale predstaveny tii koncepty
mozného usporadani zobrazovaci ¢asti mikroskopu, ve kterych je uvazovano pouziti zr-
catka ve tvaru D namisto délice svazku pro rekombinaci svazkti z predmétové a referencéni
vétve. Déle byly vybrany vhodné optické komponenty, pro které byly experimentalné na-
meéreny jejich neznamé parametry. Pro tispésnou separaci difrakénich fada byla provedena
meéreni, diky nimz byla uréena nejvhodnéjsi pozice D zrcatka. Dale bylo provedeno optické
trasovani v prostiedi Solidworks, diky némuz bylo zvoleno vysledné usporadani. Pro toto
usporadani pak bylo vypracovano jeho konstrukéni feSeni, opét v prostiedi Solidworks,
s vyuzitim Cage systému od firmy Thorlabs. Diky tomu je zarucena snadnd modifikace
sestavy pri experimentech. Sestava zobrazovaci ¢asti, zaloZzena na Cage systému, byla do-
plnéna o tii vlastni podsestavy, které umoznuji pokrocilou justaz nékterych vybranych
prvki v sestave.

Zobrazovaci ¢ast mikroskopu byla nasledné sestavena a otestovana. Pri testovani ne-
byly nejprve interferencéni pouzky na kamere patrné, proto byl pouzit jiny vystupni ob-
jektiv, ktery vytvoril obraz s vétsim zvétsenim, a diky tomu byly interferenéni prouzky
jiz viditelné. Nasledné byla pro odstranéni parazitni interference pouzita rotujici matnice,
kterda snizila prostorovou koherenci pouzitého osvétleni. Pti analyze obrazu byla zjisténa
nosna frekvence rovna dvojnasobku jeji teoreticky urcené hodnoty. Tato skutecnost je
prisuzovana nechténé interferenci druhého difrakéniho radu referen¢ni vétve se svazkem
z predmétové vétve diky nedokonalé separaci radi pomoci D zrcatka. Pro odstranéni to-
hoto nedostatku bylo navrzeno feseni za pouziti prostorového filtru, ktery by zachoval
pouze prvni difrakéni rad.

Vysledkem této prace je tedy funkéni zobrazovaci ¢ast koherenci fizeného holografic-
kého mikroskopu, kterou ptijde po drobnych tpravach pouzit pro dalsi rozvoj holografické
mikroskopie. Diky moduldarnimu designu sestava umoznuje testovat nové pristupy a me-

tody pozorovani, aniz by bylo treba vyraznéji zasahovat do jeji konstrukce.
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