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Uvod

V dnesni dobé je mikroskop nedilnou soucasti védeckého vyzkumu a technologického
pokroku. Nachazi uplatnéni od biologie a pozorovani zivych procesu v organismech
pres chemii zkoumajici struktury a slozeni materidlu az po prumysl, pro ktery je ne-
odmyslitelnou soucasti optické inspekce. Aplikace je velkd a s ni i motivace mikroskop
zdokonalovat [1] [2].

Zobrazovani svételnym mikroskopem mohou komplikovat fazové predmeéty, které
svou slabou absorpci stézuji pozorovani klasickymi optickymi metodami. Takové pred-
méty je mozné obarvit, a zvysit tak uméle jejich absorpci. Tento krok vsak muze
vést k usmrceni zivych vzorku a znemoznéni pozorovani zivych procesu. To vede i v
soucasnosti k iniciativam vyvijet nové neinvazivni optické metody nebo zdokonalovat
ty, které jsou uz dlouhou dobu soucésti praxe [3] [4] [5] [6] [7].

Zcela jiny pristup poskytuje vyuziti prostorového modulatoru svétla k modifikaci
obrazu z mikroskopu. Aplikovanim masek na displej prostorového modulatoru svétla
je mozno dosdhnout ruznych metod pro zvyseni kontrastu fazovych vzorku a to zcela
neinvazné [3] [4].

Uvodnf prehled se vénuje problematice kontrastu obrazu fazovych vzorki a popisu
mikroskopickych metod pro zvysSovani kontrastu. Déle jsou popsané kapalné krystaly
a prostorovy modulator svétla.

Nasledujici kapitola se vénuje teoretickému popisu zobrazovacich metod a vysvétleni
zékladniho principu filtrace prostorového spektra predmétu pomoci 4-f systému. Déle
je rozebrana teorie temného pole a Zernikova fazového kontrastu z pohledu fourierovské
optiky. Ukazany jsou také vysledky numerickych simulaci.

V experimentalni ¢asti bude popsana sestava, kterd realizuje filtraci ve fourierovské
roviné pomoci prostorového modulatoru svétla a zavadi tak vybrané mikroskopické
metody. Dale je vysvétlen princip tvoreni masek, uzivatelské rozhrani v MATLABu,
ktery tyto masky dokdze sam vytvaret a rovnou i implementovat do sestavy.

Ve vysledcich jsou pak prezentovany snimky, které byli vytvoreny zminénou sesta-
vou. Pozorovany byli fazové predméty jako USAF test, vzorky krysi tkané, krystaly
para-Teprhenylu a rozsivky. Budou vyhodnoceny také rozdily v kontrastu pro pozitivni
a pro negativni Zernikuv fazovy kontrast, a rozdily v sestavé s kolimovanym svazkem
se sestavou s prstencovou clonou.



Kapitola 1

Uvodni prehled

1.1 Metody pro pozorovani fazovych vzorku

Jeden ze zakladnich problému mikroskopie spo¢iva v procesu detekce, nebot vétsina de-
tektoru funguje na principu intenzitni detekce, lidské oko nevyjimaje. Zdkladni zpusob
pozorovani objektu v mikroskopii je pomoci svétlého pole. Svétlo prochéazi kondenzo-
rem a nasledné osvétluje vzorek, ktery c¢ast zareni absorbuje. To je mozné pozorovat
jako zménu intenzity na detektoru. Pokud mé ale vzorek nizkou absorpci prochazejiciho
svétla a ma pouze malo rozdilny index lomu od prostiedi, chova se jako vzorek fazovy.

Amplitudovy|
pfedmét

O\

Fazovy
pfedmét

Obréazek 1.1: Porovnani amplitudového a fazového predmétu.

Vysledkem je, ze svétlo, které dopadne na detektor, ma pouze fazovy posun, avsak
nedisponuje zménou amplitudy. Detektor, ktery provede casové stiedovani, informaci
o fazi ztrati a obraz je pozorovan s nizkym kontrastem [8]. Pro fazové vzorky plati

= A?

IT(2)]? = |Ae?@]’

, (1.1)
kde T(x) je funkce propustnosti, A je amplituda a 6 reprezentuje fazi. Jak je zifejmé,
pro intenzitni detekci se fazovy clen ztrati.

Jednou z moznosti umélého navyseni kontrastu je napriklad obarveni vzorku, ¢imz
se zvysi absorpce. Tento krok ale muze vést k usmrceni vzorku a znemoznéni pozo-
rovani zivych procesu. Z tohoto duvodu se stale vyvijeji nové optické metody, které
zvysuji kontrast obrazu vzorku bez invazivnich zasahu. Existuji metody, které jsou



snadno implementovatelné, jako napiiklad temné pole. Jiné metody naopak vyzaduji
specialni vybaveni, kuprikladu fazovou desticku umisténou v mikroskopovém objektivu
pro Zernikuv fazovy kontrast nebo dva Wollastonovy hranoly pro diferencidlni inter-
feren¢éni kontrast. V nasledujicich sekcich bude vénovana pozornost metodam, které
budou demonstrovany v experimentalni ¢asti [5] [9].
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(a) Obraz amplitudového USAF testu (b) Obraz fazového USAF testu

Obrazek 1.2: Obrazy ruznych typu USAF testu ve svétlém poli.

Temné pole

Prvni ze zminovanych metod je temné pole, které patii k nejpouzivanéjsim technikam v
praxi. Princip se zakladd na umisténi prstencové clony do osvétlovaci ¢asti mikroskopu.
Vzorek je posléze osvétlen svazkem tvaru dutého kuzele, ktery je vlivem struktury
vzorku rozptylen i mimo kuzel. Objektiv je pak umistén do takové polohy, aby bylo
zachyceno pouze svétlo rozptylené a svétlo ptimé ho tplné minulo. To ma za nasledek
zvyraznéni detailu a tmavé pozadi v obrazové roviné mikroskopu.

Kondenzor Vzorek Mikroskopovy
objektiv

Rozptylené

\ ) sveétlo
Prstencova

clona

Obréazek 1.3: Nékres principu temného pole.

Tato metoda je popularni pravé pro jednoduchost provedeni, kdy sta¢i do mikroskopu
vyuzivajictho svétlé pole zasunout prstencovou clonu pred kondenzor [5][6].



(a) Svétlé pole (b) Temné pole

Obrazek 1.4: Aspergillus fumigatus se zvétsenim 400x, Oddeéleni klinické
mikrobiologie, Nemocnice Poprad a.s.

Zernikuv fazovy kontrast

Dalsi metoda, kterd jednoznacné patii k vyznamnym milnikim mikroskopie, je Zer-
nikuv fazovy kontrast, za ktery jeho vynéalezce Frits Zernike dostal Nobelovou cenu za
fyziku v roce 1953.

Kondenzor Vzorek Mikroskopovy
objektiv

Rozptylené
\ ) sveétlo
Prstencova

Fézova maska
clona
Obrazek 1.5: Nakres principu Zernikova fazového kontrastu.

Vyuziva interference mezi nerozptylenym svétlem a rozptylenym na struktuie vzorku.
Pro dosazeni interference je potfebné, aby zpozdéni bylo rovno 1/2 vlnové délky,
¢ehoz je mozné docilit fazovou destickou tvaru prstence v obrazové roviné objektivu,
ktera zpusobuje posun mezi rozptylenym a nerozptylenym svétlem o 1/4 vlnové délky
[5] [7] [10].

10



(a) Svétlé pole (b) Zernikuv fazovy kontrast

Obrazek 1.6: Snimky Actinoptychus senarius ve svétlém poli a s Zernikovym fazovym
kontrastem [11].

Spiralni fazovy kontrast

Posledni metodou je spiralni fazovy kontrast, ktery vyuziva filtraci ve fourierovské
roviné vytvorenou 4-f systémem. Do ni je umisténa spiralni fazova maska, ktera méni
fazovy posun azimutalné od -7 do 4.

[ (et

Spiralni fazova maska

Obrazek 1.7: Nékres principu spiralniho fazového kontrastu.

Vysledkem jsou izotropné zvyraznéné hrany vzorku v jeho obraze. Pokud se osa masky
nenachazi ve stejném bode jako optickd osa systému, zvyraznéni vzorku jiz neni izot-
ropni. Dochazi ke stinovému efektu a to pozorovateli poskytuje jinou informaci o vzorku
[12] [13].
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(a) Svétlé pole (b) Spiralni fazovy kontrast

Obrazek 1.8: Bunka fibroblastomu se zvétsenim 20x [9].

1.2 Prostorovy modulator svétla

Prostorovy moduldtor svétla (PMS) je dynamické elektro-optické zarizeni, které umoz-
nuje ridit charakteristiky svételného paprsku v prostoru. Je jim mozné ovliviiovat ruzné
parametry svétla, jako je intenzita, faze nebo polarizace, v zavislosti na zvoleném typu
modulatoru. Skrze optické a elektrické vlastnosti kapalnych krystalu je svétlo modu-

Skléneny substrat

Transparentni elektroda

/ Molekul
Zarovnavaci vrstva E ‘ ka:;n:;cl;r
krystald

Zrcadlo
Pixely
Kremikovy substrat

Obrazek 1.9: Schéma prostorového moduldtoru svétla [18].

lovdano pozadovanym zpusobem. Klicovou souc¢asti PMS je displej tvoreny kapalnymi
krystaly. Jedna se o latku, kterd se neda popsat explicitné jako kapalina ani jako pevné
skupenstvi. Vyznacuje se vlastnostmi obou. Molekuly kapalnych krystali maji tvar
doutniku a zachovavaji si orientaci, ¢imz jsou krystaly typické. Nicméné jsou charakte-
ristické také absenci usporadani v prostoru, coz je také vlastnost kapalin. Jedna se tak
o typicky piiklad multidisciplindrni védy — spojeni chemie a fyziky [14] [15] [16] [17].
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Kapalné krystaly délime na tii typy :

1. Nematické - zachovava se paralelni orientace molekul s ndhodné rozmisténymi
centry skrze cely objem

2. Smektické - paralelni orientace molekul je zachovana, avsak centra jsou rozmisténa
v paralelnich vrstvéach

3. Cholesterické - zkroucend verze smektickych krystalu, kde se vrstva po vrstvé
staci podél osy kolmé k jednotlivym vrstvam

m[ 1A

- _Jm [T TIN..A.
(a) Nematické kapalné ) Smektické kapalné (c) Cholesterické kapalné
krystaly krystaly krystaly

==

Obrazek 1.10: Typy kapalnych krystalu.

V praxi nejvyuzivanéjsi typ krystalu jsou nematické kapalné krystaly. Je mozné jim
vynutit orientaci pomoci mechanického pusobeni nebo prilozeného napéti. V zdvislosti
na uspotradani v pixelech je ur¢en typ modulace. Pokud se jedna o aplikaci v dis-
plejich z kapalnych krystalu uréenych na modulaci amplitudy, faze nebo polarizace,
jsou nejpouzivanéjsi vertikalni nebo paralelni kapalné krystaly [15] [16] [17]. V piipadé

d E

' ' ) 1| s ]
W l ' N ("l
N A T

/1
I
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(a) Bez napéti (b) S prilozenym napétim

Obrazek 1.11: Vertikaln{ kapalné krystaly [18].

paralelnich a vertikalnich kapalnych krystali (Obr. 1.11) je princip zaloZzen na umistén{
vrstvy kapalnych krystali mezi dvé sklenéné desky, kterym je mechanicky vnucena ori-
entace. Po privedeni napéti se molekuly zacnou stacet o thel 6, coz ma za nasledek
snizovani mimoradného indexu lomu podle vztahu

1 cos(f)’ N sin(f)?
n2()  n? ng

(1.2)
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kde n, je faddny index lomu a n. je mimoradny index lomu. Takova bunka se chova
jako fazova desticka s proménnou fazovou retardaci zavislou od thlu naklonu 0. Fazové

zpozdéni AP je rovno
2
AD = Tﬂ[ne(e) — nold, (1.3)

kde X je vlnova délka a d je tloustka.

Optické a elektrické vlastnosti jednotlivych bunék jsou kontrolovany elektrickym
polem (elektricky adresované PMS) nebo optickym svazkem (opticky adresované PMS)
[14] [16] [19].

Existuje nékolik komeréné dostupnych PMS s ruznymi parametry, které maji dopad
na vyslednou modulaci svétla. Mezi nejvyznamnéjsi patii:

1. Velikost a vzdalenost pixela

Jelikoz je displej PMS periodicka struktura, ktera se skldda z pixelu, mezi kterymi
jsou nepropustné oblasti, je nutno pohlizet na modulator jako na difrakéni miizku.
To mé za nésledek rozklad svétla do difrakénich tadu, ktery se fidi mrizkovou
rovnici

sin(a,,) = sin(q;) + m%, (1.4)

kde m je difrakéni Tad, A miizkova konstanta, A je vlnova délka svétla, a; uhel
dopadajiciho svazku a «,, uhel odklonu m-tého difrakéniho fadu. Velikost a
vzdalenost pixelu se odrazi v mfizkové konstanté, pricemz A je rovno velikosti
jednoho pixelu a vzdalenosti mezi dvéma sousednimi pixely. Obcas se udava re-
ciprokd hodnota mfizkové konstanty, kterd se nazyva hustota vrypu [20] [21] [22].

——— e e — —_— y

U

Obréazek 1.12: Znézornéni mrizkové rovnice a pixelu modulatoru.

2. Koeficient zaplnéni

Tento parametr udava pomeér propustnych a nepropustnych oblasti na aktivni
plose displeje. Ma vliv na difrakéni i¢innost amplitudové binarni miizky tvorené
strukturou displeje PMS. Hodnota se udava jako bezrozmérné ¢islo nebo v pro-
centech. Hodnoty u komeréné dostupnych produktu se pohybuji ptiblizné od 80 %
az po 98 % [20] [23] [24].
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3. Difrakéni uéinnost

Difrakéni icinnost je vazana na vySe zminovany koeficient zaplnéni. Je mozné ji
vyjadrit jako

— Im
=T
kde I,,, je intenzita v m-tém difrakénim fadu a I je intenzita viny dopadajici na
miizku. V zavislosti na typu modulace se difrakéni i¢innost muze lisit. Jestlize se
jedna o amplitudovou modulaci, aktivni plocha PMS predstavuje amplitudovou
bindrni mtizku. Jeji difrakéni Gcinnost v m-tém tadu je rovna

N (1.5)

sin(mmp) |*

D = |P ‘ = p?sinc®(mmp), (1.6)

m™mp

kde p je koeficient zaplnéni a m je difrakcni rad.

Difrakéni u€innost binarni amplitudové mrizky
100 — . ;

90

80

70

Difrakéni uéinnost [%]

t(x) p-/\
1
X
% 0 5
Ok A 7 ’ Difrakéni fad
(a) Prufez pixely amplitudového PMS se (b) Ukéazka difrakéni déinnosti pro
znazornénim koeficientu zaplnéni. amplitudovou bindrn{ miizku s

koeficientem zaplnéni p=0,78 [21].

Obrazek 1.13

Pro dosazeni kvalitni modulace se ¢asto na displej PMS promita pracovni mtizka.
Difrakéni icinnost této binarni fazové mrizky je obecné rovna

Ny = ‘sz’nc(ﬂm) + psinc(mmp) (e¥° — 1) ‘2, (1.7)

kde ¢y je fazovy zdvih, ktery muze nabyvat hodnot od 0 do 27 [21] [22]. V praxi
se bézné pouziva hodnot g = 7 a p = 0,5. Vyraz je pak zredukovan na tvar

Nm = sinc(mm) + sinc? (%) — 2sinc(mm)sinc (%) , (1.8)

aprom =1

V)

o~

3
IS

N = (1.9)
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Difrakéni uéinnost binarni fazové mfizky
100

90+

80 -

or

60

50 ¢

Difrakéni uginnost [%]

Difrakéni Fad
(a) Prufez pixely fazového PMS se (b) Ukdzka difrakéni ti¢innosti pro fdzovou
znazornénim koeficientu zaplnéni. binarni miizku s koeficientem zaplnéni

p=0,5 a fdzovym posunem ¢y = 7 [21].

Obréazek 1.14

4. Rovinnost aktivni plochy

Z duvodu nedokonalosti vyroby muze mit rovinnost aktivni plochy nedokonaly
tvar a vnaset do systému aberace. Proto vyrobce k softwaru PMS casto dodava
také masku, kterd kompenzuje vyrobni vady. Tyto masky jsou jedinec¢né pro
kazdy vyrobek. Opotiebenim a ¢asem muze aktivni plocha tvar ménit, proto je
potiebné provadét opakovand méreni a kompenzaéni masku aktualizovat [20].

Obréazek 1.15: Priklad korekéni fazové masky, kterda kompenzuje vyrobni
nedokonalosti.

5. Kalibraéni kiivka

Jedna se o zavislost fazové modulace na vstupnim signalu. Vétsina PMS vyuziva
256 trovni jasu, které konvertuje na pozadovanou uroven jasu. Vyrobci udavaji

16



kalibracni krivky, které vykazuji linearni zavislost modulace faze na vstupnim
signalu. OvSem tato zavislost je linearni pouze pro urcité rozmezi ihlu dopadu
(vétsinou 10°). Pokud neni tato podminka dodrzena, je potfeba interferometricky
a polarizacné provést méfeni a kiivku nahradit [19] [25].

= 9 =
25 (Ta=25 °C, A=1064 nm)

/

/
1.5 //
10 /]

L
v

0 64 128 192 256

Phase modulation level (r rad)

Input pixel value

Obrazek 1.16: Priklad kalibracni kiivky [19].

Mimo vySe zminéné parametry jsou dulezité pii vybéru PMS také parametry jako
napiiklad vlnova délka, pro kterou je PMS pouzitelny, obnovovaci frekvence, zpusob
propojeni s poc¢itacem a jiné.

Princip pouZiti fdzového moduldtoru svétla neni naroény, nebot se po pfipojeni k
pocitaci chova v podstaté jako druhy monitor. Vétsinou vyrobci dodaji software pro
PMS, pripadné je mozné vyuzit software jiny, avSak stale zustava nutnost naprogra-
movani vlastnich masek.
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Kapitola 2

Teoreticky model zobrazovacich
metod

2.1 Prostorova filtrace spektra

V ramci siroké skaly aplikaci 1ze PMS vyuzit také na filtraci ve frekvenéni doméneé.
Aby bylo mozné provadét takovou filtraci, je nutné umistit modulator do fourierovské
roviny, kde jsou vzajemné odseparovany jednotlivé prostorové frekvence. K tomu lze
vyuzit naptiklad opticky 4-f systém. Ten se skldda ze dvou cocek stejné ohniskové
vzdalenosti f v konfiguraci teleskopu. Prvni ¢ocka provede Fourierovu transformaci
predmétu vlozeného do predmétové ohniskové roviny. V obrazové ohniskové roving,
ktera je zaroven fourierovska rovina, se zobrazi spektrum predmétu. To poskytuje primy
pristup k jednotlivym prostorovym frekvencim a umoznuje jejich efektivni modulaci.
Druha cocka pak zastupuje ulohu zpétné Fourierovy transformace a v jeji obrazové
ohniskové roviné je pak zpétné slozen obraz predmétu [15] [17].

fourierovska
cocka roving cocka

predmét obraz

|
|
|
|
|
I
I
I

el
Ll ]

f | f T f 'l
Obréazek 2.1: Schéma 4-f systému.

Y
~t
k.

2.2 Teorie temného pole a Zernikova fazového kon-
trastu

V této sekci bude nastinéna teorie temného pole a Zernikova fazového kontrastu. Jak
bylo zminéno v predeslé ¢asti, k realizaci mikroskopickych metod se vyuziva Fourierovy
transformace a jejich dusledku ve formé odseparovani prostorovych frekvenci ve fou-
rierovské roviné. Jedné-li se o tenky fazovy vzorek, je mozno se omezit pouze na prvni
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dva ¢leny rozvoje exponencialni funkce popisujici propustnost fazového predmétu (1.1)
a tedy komplexni amplituda na vstupu bude mit tvar

U=1+1if(xy). (2.1)

Ve fourierovské roviné dojde k prostorové separaci nerozptyleného svétla, které je re-
prezentovano clenem 1. To umoznuje manipulaci s jednotlivymi slozkami. Nerozptylené
svétlo je vynasobeno propustnosti masky, kterou lze vyjadrit jako

A(zy) = ae™, (2.2)

kde « je tihel o ktery je modifikovana faze proslého zareni, a je amplitudova propustnost
masky nabyvyvajici hodnot < 1. Zpétnou Fourierovou transformaci pak vznikne vyraz
pro komplexni amplitudu na vystupu

U'(2' ) = ae™ +i6(z,y). (2.3)
Pak je rozlozeni intenzity v obrazové roviné dano jako
(' y) = |ae™ +ib(xy)], (24)

I(2' ) = a® £ 2asina + 0(z,y)>. (2.5)

Z tohoto vyrazu je mozno vyvodit dva limitni ptipady. Pokud dosadime propustnost
masky a = 0 vyraz nabude

I(2' ) = 0(z,y)* (2.6)
Tento vyraz reprezentuje temné pole.
Jestlize propustnost masky polozime a = 1 a tihel modifikace faze a = +7, vyraz
2.5 je zredukovéan na
I(z'y) =1+ 20(zy) + 0(z,y)*. (2.7)

Tento vyraz urcuje, jak se méni intenzita svétla v obrazu s rostouci fazovou hloubkou
predmétu 6. Pokud se jedna o vzorek s malou fazovou hloubkou, je mozné vyraz 2.7
aproximovat na linearni vztah

I(z' ) =1+ 20(z,y). (2.8)

To predstavuje linearni chovani Zernikova fazového kontrastu v obou piipadech — ne-
gativnim a pozitivnim. Na grafu 2.2 jsou zobrazeny pozitivni a negativni Zernikuv
fazovy kontrast vyraz s vyuzitim vyrazu 2.7. Na ose x jsou zvoleny malé hodnoty 6.
Lze pozorovat, ze se chovani kiivky blizi linearni zavislosti, a je tedy mozné vyuzit
vyraz 2.8.
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3.5 . .

Negativni ZFK
Pozitivni ZFK

Intenzita | [a.u.]

D 1 1 1 il
0 w16 mf12 /8 /4
Fazova hloubka vzorku #

Obrazek 2.2: Kiivka popisujici vztah 2.7, kde jsou na ose x pouze malé hodnoty 6.

Pokud se ale podivame na graf 2.3, kde je na ose x vétsi rozsah 6, zavislost prejde v
kvadratickou a je nutno vyuzivat vztah 2.7.

60 . .

Negativni ZFK
Pozitivni ZFK

Intenzita | [a.u.]

0 2 T 3nl2 27
Fazova hloubka vzorku #

Obrazek 2.3: Kiivka popisujici vztah 2.7, kde jsou na ose x také vyssi hodnoty 6.

Jak lze vidét z kiivek 2.3, pozitivni a negativni Zernikuv fazovy kontrast nejsou ekvi-
valentni.

Jestlize se jednd o negativni Zernikiv fazovy kontrast a tedy o = 7, dd se intenzita
v obraze vyjadrit jako

I(2' ) = 1+ 20(x,y) + 0(x,y)>. (2.9)
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Z toho vyplyva, ze zavislost intenzity v obraze bude vzdy rust se vzrustajici fazovou
hloubkou predmétu 6.

Naopak pouzijeme-li o = —F, coz piedstavuje pozitivni Zernikiv fazovy kontrast,
zavislost intenzity v obraze na fazové hloubce 6 jiz neni vzdy klesajici

I(Z ) =1—20(zy) + 0(x,y) (2.10)

Dokud je fazova hloubka predmétu relativné mala, zavislost je klesajici, ale pokud
ve vyrazu 2.10 za¢ne prevlddat kvadraticky clen 6(w,y)?, zavislost se zméni na ros-
touci a pozitivni kontrast se za¢ne chovat stejné jako negativni kontrast avsak s mensi
ucinnosti.

Z téchto poznatku vyplyva, ze ackoliv si jsou oba typy kontrastu pro urcité fazové
hloubky rovnocenné, pro vyssi hodnoty je vzdy lepsi vyuzivat negativniho Zernikova
fazového kontrastu [10] [26] [27].

2.3 Numerické simulace

Modelovani 4-f systému se muze zdat narocné, avsak pouzitim vypocetniho softwaru
schopného realizovat rychlou Fourierovu transformaci (FFT) se kol méni na jedno-
duchou zélezitost. Zakladni tvahou je, ze cocky 4-f systému provadi rychlou Fou-
rierovu transformaci. Na zacdtek je nacitan fazovy USAF test jako predmét (Obr.
2.4a,2.5a,2.6a,2.7a), ktery reprezentuje matici komplexni amplitudy U;. Pruchod svétla
prvni ¢ockou pak muzeme psat jako

kde F reprezentuje rychlou Fourierovu transformaci, pomoci které dostaneme ve vysledku
spektrum predmétu. Masky, které predstavuji jednotlivé metody
(Obr. 2.4b,2.5b,2.6b,2.7b), nasobime se spektrem

S-F{U}, (2.12)

kde S je matice masky. Tato operace predstavuje umisténi masky do fourierovské roviny
4-f systému. Dalsim krokem je realizovani zpétné rychlé Fourierovy transformace jako
siteni dalsi cockou

Uy=F 1S - F{U,}}, (2.13)
kde U, je komplexni amplituda obrazu. Pokud je zddouci simulovat intenzitu, je potfeba
vyraz uvazovat jako druhou mocninu absolutni hodnoty

=0 = |F s - F{u|. (2.14)
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(a) Fazovy predmét

(b) Maska pro temné pole

(c) Simulace obrazu
fazového USAF testu
zobrazeného v temném poli

Obrazek 2.4: Simulace zobrazovani pomoci temného pole.
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(a) Fézovy predmét (b) Maska pro pozitivni

Zernikuv fazovy kontrast

(c) Simulace obrazu
fazového USAF testu
zobrazeného pomoci
pozitivniho Zernikova

fazového kontrastu

Obréazek 2.5: Simulace zobrazovani pomoci pozitivniho Zernikova fdzového kontrastu.
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(c) Simulace obrazu

fazového USAF testu
zobrazeného pomoci
negativniho Zernikova

fazového kontrastu

Obréazek 2.6: Simulace zobrazovani pomoci negativniho Zernikova fazového kontrastu.
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(a) Fézovy predmét (b) Maska pro spiraln{

(c) Simulace obrazu
fazovy kontrast fazového USAF testu
zobrazeného pomoci
spiralniho fazového
kontrastu

Obréazek 2.7: Simulace zobrazovani pomoci spiralniho fazového kontrastu.
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Kapitola 3

Experimentalni cast

3.1 Sestava

V experimentu byl pouzit LED zdroj M530L2-C1 od spole¢nosti Thorlabs s centralni
vlnovou délkou 530 nm, sitkou spektra 31 nm a vykonem 170 mW. Zdroj je zobrazen
pomoci kolektoru s ohniskovou vzdélenosti fi,, = 100 mm do pfedmétové ohniskové
roviny kondenzoru s ohniskovou vzdalenosti fi,, = 40 mm, ve které se nachéazi clona ve
tvaru mezikruzi s clonénim centralni ¢asti o pruméru 3 mm. Svazek je poté kondenzorem
soustfedén do roviny vzorku. Zobrazovani vzorku je realizovano mikroskopovym ob-
jektivem. V experimentu byly pouzity tii ruzné mikroskopové objektivy od spole¢nosti
Olympus. Objektiv UPlan FL N se zvétsenim 10x a numerickou aperturou 0,3, objek-
tiv UPlan FL N se zvetSenim 20x a numerickou aperturou 0,5 a objektiv UPlan FL
N se zvétsenim 40x a numerickou aperturou 0,8. Mikroskopovou ¢édst nédsledné dotvari

Clona ve tvaru

LED zdroj mezikruZi Vizorek

svétla

Kamera - :I % [ .] 1-

\ Mikroskopovy

Kolektor Kondenzor objektiv

Clona zorného
pole

N ) L

¢, Polarizator a spektralni filtr

Obréazek 3.1: Schéma experimentu.

tubusova ¢ocka s ohniskovou vzdalenosti fi: = 180 mm. V obrazové roviné mikroskopu
se nachazi clona zorného pole, kterou je mozno kontrolovat velikost obrazu na kamefe.
Svazek je poté upraven polarizatorem na vhodnou linearni polarizaci pro dosazeni ma-
ximalni U¢innosti PMS. Za polarizatorem se nachéazi také spektralni filtr o Sifce pasma
1 nm, jez ma za kol zuzit spektrum zdroje natolik, aby nedochézelo k rozmazani
obrazu prvniho difrakéniho fadu v dusledku difrakce.

Jelikoz se fourierovska rovina nachéazi uvnitt mikroskopového objektivu, je nutné
ji prezobrazit pomoci 4-f systému. Za polarizdtorem se nachazi c¢ocka o ohniskové
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vzdélenosti f; = 300 mm, v jejiz obrazové ohniskové roviné je vytvoreno prostorové
spektrum predmétu. To je modifikovano odraznym PMS od spolecnosti Hamamatsu
X10468-01 o velikosti pixelu 20 pm s rozlisenim 800 x 600 pixelu a koeficientem za-
plnéni p = 98 %. Modulator svazek odrazi na druhou ¢ocku 4-f systému s ohniskovou
vzdalenosti fo = 500 mm. Velikosti ohniskovych vzdalenosti ¢ocek 4-f systému byly
zvoleny v souladu se vztahy

o > E, (31)
h=% R (5.2)

kde C je prumeér clony zorného pole a C’ je mensi rozmeér kamery. V piipadé této sestavy
se jednd o rozmér C’ = 7,032 mm. Tyto vztahy jsou odvozeny z miizkové rovnice za
podminky aproximace malého tithlu dopadu na PMS. Ucelem téchto vztaht je zamezeni
prolinani jednotlivych difrakénich fadu. Obraz je formovan na kamete znacky Basler
acA1920-155um s rozlisenim 1920 x 1200 pixelu [18].

Prostorovy

modulétor svétla Colky 4 Polarizator a spektraini filtr

e PR WD

Clona zorného pole

g e A w

-f systému

. aii0 se e IR e e
; et

R =/
kopovy objektiv

Mikros

Kamera LED Cocky osvétlovaci ¢asti Vzorek

Obréazek 3.2: Snimek experimentu.

3.2 Masky pro PMS

Svazek osvétlujici vzorek je ve tvaru prstence, coz ma za nasledek lepsi rozlisovaci schop-
nost za cenu snizeni mnozstvi proslé energie v systému. Rovnéz je potteba prizpusobit
masky promitané na modulator, jelikoz stopa, kterd dopadne na modulator ma prs-
tencovy tvar [18]. Pokud je na prostorovém moduldtoru svétla nastavena konstantni
zména faze, mikroskop funguje na principu svétlého pole. Po promitnuti masky prs-
tence s difrakéni mrizkou se systém chova jako mikroskop vyuzivajici temné pole (Obr.
3.3a). Difrakéni miizka odkloni nizké prostorové frekvence do prvniho difrakéniho fadu
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a v nultém zustanou pouze vysoké frekvence reprezentujici detaily predmétu. Jestlize
je difrakéni miizka na prstencové masce nahrazena konstantnim posuvem faze o /2,
je v obrazové roviné dosazeno pozitivniho Zernikova fazového kontrastu (Obr. 3.3c),
zatimco pouziti posuvu o 3/27 vznikne negativni Zernikuv fazovy kontrast (Obr. 3.3b).
Tato metoda poskytuje jiny druh informace jako diive pouzité temné pole jelikoz Zer-
nikuv fazovy kontrast vytvari kontrast mezi ruznymi fazovymi vyskami predmeétu.
Jako posledni je maska spirdlnfho fazového kontrastu (Obr. 3.3d), kterd je tvofena
azimutalné se ménicimi hodnotami fazového posuvu od 0 do 2.

) Temné pole (b) Negativni Zernikuv fazovy kontrast

) Pozitivni Zernikuv fézovy kontrast d) Spirdlni fazovy kontrast

Obrazek 3.3: Masky promitané na moduldtoru v piipadé, Ze ma svazek tvar prstence.

Masky 3.3a,3.3d,3.3¢,3.3b jsou pouze ilustracni, jelikoz se prizpusobuji velikostné
dle pouzitého mikroskopového objektivu a velikosti clony v osvétlovaci ¢asti.
Realné velikosti masek na displeji PMS je mozné dopocitat ze zvétSeni obrazu clony

Jymo - 1
fkon . fté
Jelikoz se jedna o prstencovou clonu, jsou dulezité dva parametry clony — prumér
centralni ¢asti clony D; = 3 mm a prumeér vétsi clony Dy = 4 mm (viz obr. 3.4). Pro

Mclona = (33)
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Obréazek 3.4: Nékres prstencové clony umisténé v predmétové ohniskové roviné
kondenzoru.

jednoduchost se zatim omezime pouze na vypocty pro parametr D;. Velikost obrazu
clony D} muzeme vyjadrit skrze zvetseni

D_/l — D/ _ fMO'fl
Dl ! fkon'fté

Pro vytvoreni masky je potfeba znat prumeér v pixelech, ktery je dan jako pomeér
prumeéru obrazu clony a velikosti pixelu PMS Dpyg = 0,02 mm

N = D _ fyo - fi- Dy (3.5)
PR Dpms fron t fie - Dews

Jelikoz mame dva rozméry clony a v experimentu byly pouzity tfi mikroskopové ob-
jektivy, dostaneme Sest ruznych hodnot:

Mclona == . D1- (34)

/
D fMO f1/\401 = 18 mm lewoz =9mm f1/\403 =4,5mm
D, =3mm 112 56 28
Dy =4 mm 150 75 37

Hodnoty v tabulce udavaji velikost masek v pixelech, zaokrouhlené na celd ¢isla.
Tyto masky je potiebné naprogramovat, exportovat, vlozit do programu PMS a
samostatné oteviit program kamery.

3.3 Grafické uzivatelské rozhrani

Jednou z motivaci této diplomové prace bylo vytvoreni grafického uzivatelského roz-
hrani (GUI — Graphical User Interface) pro mikroskop, ktery vyuziva PMS. Predchazi
se tak nutnosti vyuzivat software dodany spole¢nosti a predevsim potiebé vytvaret si
vlastni masky pomoci vypocetniho softwaru, jako je napriklad MATLAB. Tato aplikace
umoznuje pristup uzivatelum, ktefi nejsou zbéhli v programovani v jazyku vhodného
pro tyto ucely. Dalsf vihoda spoéivd v rychlosti tvorby masek. Cas, ktery uzivatel mu-
sel vynalozit na naprogramovani masky, exportovani a nasledné nahrani do softwaru
PMS je zkracen na par sekund, kdy staci navolit pozadované parametry a vysledek je
ihned dostupny formou okamzitého prenosu zaznamu kamery.
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[$] Nestavenf masky o X | [#] zemikovy koeficienty o X
Vyber fadi Parametry £aZ
defotus j=4 0.000 AST Pr-45° j=5 0.000 AST Pr-0° j=6 0.000
& @i clona c= 600
© Nulty Fad O Prvni fad =
topologicky naboj: 1 CMAy Pr j=7 0.000 CMAX Pr j=8 0.000 =9 0.000
Vyber fitrd + 0 [B o j=10 0.000 SFAj=11 0.000 AST Sc-0°j=12  0.000
[ Temné pole - . :
AST Sc-45° =13 0.000 F14 0.000 =18 0.000
Spiralni fazovy kontrast o 400 n=5
_ _ ) CMAX Sc 0.000 CMAY Sc j=17 0.000 CMASc j=18 0.000
() Zemnikiv fazovy kontrast Zemikovy koeficienty Expozice kamery imae
=19 0.000 =20 0.000 =21 0.000
[ Maska X § @] Kamera - (] X

Obrazek 3.5: Snimek GUI.

K tvorbé GUI byly pouzity objekty systému Handle Graphics, které umoznuji efektivni
praci s grafickymi objekty. Byli vyuzity objekty “figure” a "uipanel” pro vytvoreni
"oken”, ve kterych se nachazi dalsi grafické prvky pro ovladani. Jednotlivé prvky maji
pritazenou hierarchii pomoci piikazu Parent pro uleh¢eni prifazovani pozici a velikosti
oken a jinych prvku. Byly zvoleny jednotky typu “normalized” a tedy normalizované
jednotky. V piipadé, zZe je program otevien na obrazovce, ktera ma rozdilné rozliseni,
dojde ke zmenseni nebo zvétseni oken pomeérové. Zabranuje se tak deformaci oken nebo
preplnéni obrazovky. Na ovlddani jednotlivych parametru byl pouzit graficky objekt
uicontrol a pouzité byli jeho ruzné styly ”Pushbutton”,” Toggle”,” Popup” aj. [28][29].

r

[#] Nastaveni masky - O X
Vybér Fadh Parametry
clona: =
O Nulty ad O Prvni tad ¢ 600
1
Vybér filtrd
) S
(JTemné pole - L
(] Spiralni fazovy kontrast U 400
Zernikovy koeficienty Expozice kamery

() Zerniklv fazovy kontrast

Obrézek 3.6: Snimek GUI - okno s nastavenim masky.

Ovldadani rozhrani je jednoduché i pro nezkusené uzivatele. V prvnim okné s ndzvem
” Nastaveni masky” (Obr. 3.6) a panelu ”Vybér tddu” si nejprve uzivatel vybere, zdali
bude obraz pozorovat v nultém nebo prvnim difrakénim rfadu. Program podle toho do
vysledné masky zakomponuje vzor difrakéni miizky. Nasledné je v panelu ” Vybér filtru”
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mozné nastavit, kterou z mikroskopovych kontrastnich metod chce uzivatel pozorovat.
Je mozné zatrhnout vice nez jednu moznost.

4 Nastaveni masky — O X

Vybér fadu Parametry

_ clona: =
O Nulty fad O Prvni fad ¢ 45

Vybeér filtrd _
- . [_' '_] _ n - >
(JTemné pole posun faze: 9+ O pi/d
(J Spirdlni fazovy kontrast @cocka: f=
Zernikovy koeficienty Expozice kamery

Zernikiv fazovy kontrast

Obrézek 3.7: Snimek GUI - okno s nastavenim masky.

Podle zvolenych metod se v ¢asti " Parametry” zobrazi moznosti nastaveni jednotlivych
parametru masky. Parametr ”clona”je odemceny vzdy a definuje prumeér kruhové clony
masky v pixelech. Pokud je zvolena hodnota vice nez 600 pixelu (mensi rozmér dis-
pleje PMS), pak je vypsdna chybova hldska s popisem. Pokud je zatrhnuta moznost
"Spiralni fazovy kontrast”, zpiistupni se panel s topologickym nabojem. Jestlize je
zvolena moznost ” Zernikuv fazovy kontrast” je mozné zvolit pozitivni nebo negativni
posun faze centralni oblasti a také pozadovany fazovy skok (Obr. 3.7). Jako posledni z
parametru je mozno zvolit, aby byla v masce zakomponovana kvadratickd fdze cocky
a urcit pozadovanou ohniskovou vzdélenost.

4] Zernikovy koeficienty

n=2
defocus j=4 0.000 AST Pr-45° j=5 0.000 AST Pr-0° j=6 0.000
n=3 a n=4
CMAY Pr j=7 0.000 CMA X Pr j=8 0.000 =9 0.000
j=10 0.000 SFAj=11 0.000 AST Sc-0° j=12 0.000
AST Sc-45° j=13 0.000 j=14 0.000 j=15 0.000
n=5
CMA X-Sf» 0.000 CMAY Sc j=17 0.000 CMA Sc j=18 0.000
i=1é 0.000 j=20 0.000 j=21 0.000

Obréazek 3.8: Snimek GUI - okno s Zernikovymi koeficienty.

Stisknutim tlacitka ” Zernikovy koeficienty”se otevie okno (Obr. 3.8) s koeficienty Zer-
nikova polynomu, pomoci kterych je docileno korekce aberaci zanesenych systémem.
Tlacitkem ” Expozice kamery”se otevie okno (Obr. 3.9) s nastavitelnou hodnotou ex-
pozice v milisekundach.
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4\ Nastaveni

Nastaveni kamery
Expozice: 27000 < >

Obréazek 3.9: Snimek GUI - okno s expozi¢nim ¢asem kamery.

Stlacenim tlacitka ” >"se potvrdi zvolené parametry, maska se vytvori a prenese na ob-
razovku PMS. Vedle nastaveni parametru je otevieno také okno s nahledem na aktudlni
promitanou masku a zivy prenos pripojené kamery (Obr. 3.5) v systému. To poskytuje
okamzitou kontrolu vysledk.
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Kapitola 4
Vysledky

4.1 Fazovy kalibracni test

(a) Svétlé pole (b) Temné pole
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(c) Pozitivni Zernikuv fazovy kontrast (d) Negativni Zernikuv fazovy kontrast

Obrazek 4.1: Snimky fdzového USAF testu s fazovou hloubkou 350 nm a objektivem se
zvétsenim 10x.
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Pro porovnavani uc¢innosti jednotlivych metod byl pouzit fazovy USAF test od spolec-
nosti Benchmark technologies. Ten disponuje strukturou s ruznymi prostorovymi frek-
vencemi a fazovymi hloubkami od 50 az po 350 nm|30].

Na obrazku 4.1 jsou ¢tyti ruzné snimky c¢asti fazového USAF testu s fazovou hloub-
kou 350 nm. Jelikoz se jednd o pomérné velkou fazovou hloubku, je mozné pozoro-
vat jednotlivé detaily predmétu uz v modu svétlého pole. Na snimku 4.8a je vidét
predmét relativné zietelné nicméné kontrast je nizky. Po promitnuti masky na rea-
lizaci temného pole (Obr.3.3a) jsou z obrazu odfiltrovany nizké prostorové frekvence,
coz se jevi jako svétlé detaily na tmavém pozadi (Obr.4.8b). Kontrast vyrazné stoupne,
avSak rozliSovaci schopnost se snizila, jak je vidét na 10. skupiné. Promitnutim masky
pro pozitivni Zernikuv kontrast (Obr.3.3c) bylo dosazeno vysstho kontrastu u vétsich
struktur, ale naopak u mensich doslo k degradaci obrazu vice nez u svétlého pole —
duvodem je prilis velka fazova hloubka. Tento efekt byl popsan v kapitole 2.2 a dalsi
snimky ruznych fazovych hloubek jsou porovnany v sekci 4.1.1. V souladu se zminénou
kapitolou 2.2 se po promitnuti masky pro negativni Zernikuv kontrast 3.3b kontrast
vyrazné zvysil a na rozdil od pozitivniho kontrastu a vyse zminovanych metod se za-
chovéava i rozlisovaci schopnost.

4.1.1 Vyhodnoceni
Porovnani pozitivniho a negativniho Zernikova fazového kontrastu

Jak vyplyva z diskuze 2.2, pozitivni a negativni Zernikuv fazovy kontrast nema totozné
vlastnosti se zvysujici se fazovou hloubkou pfedmétu. Na snimku 4.3 je patrné, ze

50 nm 100 nm 150 nm 200nm 250nm 300nm 350 nm

(a) Pozitivni Zernikuv fézovy kontrast

R

50 nm 100 nm 150 nm 200nm 250nm 300nm 350 nm

(b) Negativni Zernikuv fazovy kontrast

Obrazek 4.2: Experimentalni snimky 9. skupiny a 1. elementu fazového USAF testu.

rozdil mezi pozitivhim a negativnim Zernikovym fazovym kontrastem je pii fazové
vysce predmétu 50 nm minimélni. V mistech, kde negativni Zernikuv kontrast nabyva
maximalni hodnoty, pozitivni zase naopak dosahuje minim. Ke kontrastu na snimku
4.4, kdy byl pozorovan fazovy pfedmét o hloubce 350 nm, tenhle rozdil neni viditelny.
Pozitivni Zernikuv kontrast nabyva maxima priblizné na stejnych mistech v dusledku
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falesného kontrastu. Lze Tici, ze pokud jsou pozorovany fazové vzorky s vétsi fazovou
hloubkou, je piinosnéjsi vyuzivat negativni Zernikuv fazovy kontrast. Pokud se jedna
o vzorky s nizsi fazovou hloubkou, je rozdil minimalni. Proto je prospésnéjsi vzdy
vyuzivat negativni Zernikuv fazovy kontrast a je zaruceno maximalni efektivity.

o e o o
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| | L |

Normovana intenzita
o
(¢, ]
.

0.4
0.3f
0.2
0.1r 1
—— Negativni Zernikuv kontrast Pozitivni Zernikdv kontrast
% 2 4 & 8 10 12

Vzdalenost v pfedmétové roviné [um]

Obrazek 4.3: Porovnani pozitivniho a negativniho Zernikova fazového kontrastu pro
predmét s fazovou hloubkou 50 nm.
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Obrazek 4.4: Porovnani pozitivniho a negativniho Zernikova fazového kontrastu pro
predmét s fazovou hloubkou 350 nm.
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Porovnani sestavy s osvétlenim kolimovanym svazkem se sestavou s osvétlenim
pres prstencovou aperturu kondenzoru

Jednim z cilu této diplomové préace bylo zavedeni prstencové clony do osvétlovaci ¢asti.
Bylo tak u¢inéno s motivaci zlepseni rozlisovaci schopnosti systému [18].

(a) Snimky vytvorené sestavou (b) Snimky vytvorené aktudlni
osvétlenou kolimovanym svazkem sestavou obsahujici prstencovou
[18] clonu v osvétlovaci ¢asti

Obrazek 4.5: Fazovy USAF test nasniman objektivem se zvétsenim 10x a pozorovan
ve svétlém poli. Snimky byli normalizovany. Vytez 8. skupiny a 2. elementu je
analyzovan v dalsim snimku.

Jiz. subjektivnim pohledem ze snimku svétlého pole (Obr. 4.5) je ziejmé, ze se
rozliSovaci schopnost zlepsila. Nejvice markantni rozdily jsou ve skupinach 8 a vyse.
Zatimco cislo 10. skupiny bylo sotva ¢itelné na snimku 4.5a, kdezto na snimku 4.5b
je viditelné nejen ¢islo 10. skupiny ale také cisla jejich elementu. Mimo jiné byly ko-
rigovany nékteré vady nachézejici se v predeslé sestavé zpusobné nevhodnou justazi z
duvodu nedostatku zkusenosti.
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Obrazek 4.6: Porovnani sestavy s kolimovanym svazkem a sestavy s prstencovou
clonou pro svétlé pole. Vybrany 8. skupina a 2. element fazového USAF testu.
Naznaceni vybrané cdsti na snimku 4.5.
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(a) Snimky vytvorené sestavou (b) Snimky vytvorené aktudlni
osvétlenou kolimovanym svazkem sestavou obsahujici prstencovou
[18] clonu v osvétlovaci ¢asti

Obrazek 4.7: Fazovy USAF test nasniman objektivem se zvétsenim 10x a pozorovan
negativnim Zernikovym fazovym kontrastem.
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Zobrazovani pomoci spiralniho fazového kontrastu s clonou ve tvaru mezi-
kruzi.

(a) Svétlé pole (b) Spiralni fazovy kontrast

Obrazek 4.8: Snimky fadzového USAF testu s fazovou hloubkou 350nm.

V pripadé spirdlniho fazového kontrastu neni prstencova tprava masky na displeji PMS
tak pfimocard jako v ptipadé temného pole a Zernikova fazového kontrastu. Presto zob-
razovani spiralnim fazovym kontrastem prineslo zajimavé ale predevsim neocekavané
vysledky. Po promitnuti klasické masky pro spirélni kontrast se fazovy vzorek zob-
razil s izotropnim zvyraznénim hran s plastickym efektem (4.9a). Néasledné byla vy-
zkousena i prstencové maska se spiralnf maskou vné (4.9b). To nevyistilo v pozadované
vysledky. Pri¢ina tohoto jevu je nad ramec této diplomové prace, prestoze muze byt
dale zkoumana.

(a)

Obrazek 4.9: Porovnéni ruzného typu masek na spirdlni fazovy kontrast.
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4.2 Pozorovani ruznych typu fazovych vzorku

4.2.1 Krysi tkan

Jako biologicky vzorek byla pouzita krysi tkan. Jedna se o klasicky fazovy vzorek,
kdy ve svétlém poli (Obr. 4.10a) je kontrast obrazu nizky a nékteré detaily nejsou
vibec rozeznatelné od pozadi. Po pouziti temného pole (Obr. 4.10b) doslo ke zlepseni
kontrastu avsak klesla rozlisSovaci schopnost. Obraz by mohl byt vylepsen zvysenim
expozicniho casu. Zavedenim pozitivniho a negativniho Zernikova fazového kontrastu
(Obr. 4.10¢,4.10d) se kontrast obrazu zvysil jesté vic a jsou viditelné také jemné struk-
tury, které se ve svétlém a temném poli nezobrazily.

(a) Svétlé pole (b) Temné pole

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

Obrazek 4.10: Snimky krysi tkdné vytvorené s objektivem se zvetsenim 20x.
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4.2.2 Anorganické vzorky

Hlavni motivace diplomové prace je zdokonalovani optickych metod, pomoci kterych
je mozno pozorovat procesy v zivych organizmech bez nutnosti jejich usmrceni. Avsak
tyto metody je mozné pouzit i na vzorky anorganické. Byli pozorovany krystaly para-
Terphenylu, ktery byl pfipraven rozpusténim v toluenu a naslednym spin-coatovanim
na kryci sklicko. Zde stoji za zminéni skutec¢nost, ze spiralni fazovy kontrast fungoval
zpusobem, jakym se prvotné uvazovalo. Duvodem muze byt i fakt, ze vzorek vykazoval
anizotropii.

(c) Spiralni fazovy kontrast (d) Negativni Zernikuv fazovy kontrast

Obrazek 4.11: Snimky para-Terphenylu vytvorené s objektivem se zvetSenim 20x.
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4.2.3 Rozsivky

Pozorovany byli také vzorky rozsivek, které maji pomérné velkou fdzovou hloubku.
Zde se da pozorovat na struktufe rozsivky, ze po pouziti temného pole a spiralniho
fazového kontrastu, klesla rozliSovaci schopnost. Je také patrné, ze fazova hloubka
je natolik velkd, ze pozitivni Zernikuv fazovy kontrast se zacal chovat obdobné jako
kontrast negativni.

(a) (b) () (d) (e)

Obrazek 4.12: Snimky rozsivky Pinnularia dactylus var. dariana (a) je referenéni
svetlé pole, na snimku (b) temné pole, na snimku (c) spirdlni fizovy kontrast a
nakonec pozitivni Zernikuv kontrast (d) a negativni Zernikuv kontrast (e). Snimky
byli zhotoveny s objektivem se zvétsenim 40x.
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Zaver

Préce se vénuje zakladni problematice zobrazovani fazovych predmétu, principium mo-
dernich mikroskopickych metod pro zvySovani kontrastu obrazu pozorovaného pied-
métu a zdokonalovani mikroskopu, ktery vyuziva prostorového moduldtoru svétla k
modulaci obrazu nim tvoreného.

V kapitole Uvodnf prehled jsou rozebrany moderni mikroskopické metody — jejich
princip, schémata a ukazky. Posléze jsou popsany kapalné krystaly, prostorovy mo-
dulator svétla a jeho parametry.

Nésledujici kapitola pak rozebird teoreticky model zobrazovacich metod. Je vy-
svetlen princip prostorové filtrace spektra pomoci 4-f systému a jeho simulace pomoci
vypocetnich softwaru. Kapitola se také podrobné vénuje teorii temného pole a Zerni-
kova fazového kontrastu, kde jsou z fyzikalniho hlediska porovnany pozitivni a nega-
tivni Zernikuv fazovy kontrast a duvod, pro¢ jsou zddnlivé rovnocenné metody odligné
efektivni.

V experimentalni ¢asti je popsana sestava, pomoci které byl realizovan mikroskop
vyuzivajici prostorovy modulator svétla. Sestava se skladd ze dvou ¢asti — mikrosko-
pové a casti provadéjici prostorovou filtraci spektra. V ramci zlepSeni od bakalarské
prace byla prestavéna osvétlovaci ¢ast, ktera obsahovala prstencovou clonu misto ko-
limovaného svazku. Nasledné je vysvétlen princip vytvareni jednotlivych masek, které
zavadi v ivodu zminované mikroskopické metody a jsou uvedeny vztahy pouzité na
priblizny vypocet rozméru masek. Zaveér kapitoly tvori grafické uzivatelské rozhrani
naprogramované v prostiedi MATLAB pro usnadnéni vyuzivani tohoto mikroskopu.

Vysledky dosazené pomoci této sestavy jsou prezentovany v nasledné kapitole. Pro
hodnoceni byl pouzit fazovy USAF test, pomoci kterého bylo mozné porovnat rozdily
v rozliSovaci schopnosti mezi jednotlivymi metodami a taktéz mezi sestavou s koli-
movanym svazkem a sestavou s prstencovou clonou. Podrobné se prace také vénuje
porovnani pozitivniho a negativniho Zernikova fazového kontrastu, kde je rovnéz za
pomoci USAF testu vyhodnocena efektivita obou metod. Ze snimku jasné vyplyva,
ze se zvysujici se fazovou hloubkou predmétu je vyhodnéjsi volbou negativni Zernikuv
fazovy kontrast, jelikoz pozitivni zacne vykazovat stejné chovani jako negativni avsak
s hor$im tcinkem.

Vyuziti prostorového modulatoru svétla v mikroskopii se ukazalo jako pomérné
flexibilni néstroj. Potencidl muze mit také vyuziti modulatoru pro adaptivni korekci
aberaci v systémech pro mikroskopii. Za prozkoumani také jisté stoji pficiny slabé
ucinnosti spirdlntho fazového kontrastu a moznosti opravy této problematiky.
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