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Abstrakt

Zobrazovani skrze rozptylujici média je vyzvou v biomedicinském vyzkumu pti pozorovani
biologickych vzorkt. Témito vzorky jsou casto nestaciondrni systémy fazovych objekt,
jako jsou bunky. Cilem této prace bylo analyticky popsat sifeni svétla v rozptylujicich mé-
diich a na zakladé téchto poznatkd navrhnout algoritmus, ktery vyuziva vyhod plynoucich
z moznosti fazového zobrazovani holografickym mikroskopem a je schopen rekonstruovat
vzorek umistény do rozptylujiciho prostiedi. Do navrzeného iterativniho algoritmu vstu-
puji méreni provedené v nékolika rovinach, z nichz je s vyuzitim dekonvoluce rekonstruo-
van vzorek pod rozptylujici vrstvou v ramci nékolika desitek iteraci.

Summary

Imaging through scattering media presents a challenge in biomedical research when obser-
ving biological samples. These are often non-stationary phase objects like cells. The aim
of this work was to analytically describe light propagation in scattering media and, based
on this knowledge, propose an algorithm that leverages the advantages of phase imaging
with a holographic microscope to reconstruct a sample placed within a scattering environ-
ment. The proposed iterative algorithm utilizes measurements taken in multiple planes,
from which the sample beneath the scattering layer is reconstructed using deconvolution
within several tens of iterations.

Klicova slova
Silné rozptylujici prostiedi, holograficka mikroskopie, propagace svétla, Fourierova trans-
formace, konvoluce, simulace, rekonstrukéni algoritmus

Keywords
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2. UVOD

2. Uvod

Optické zobrazovaci metody hraji klicovou roli v mnoha védeckych a technickych obo-
rech, od biologie a mediciny az po materidlové védy. Tradi¢ni mikroskopické techniky s
koherentnim osvétlenim poskytuji vysoké rozliSeni a kontrast, nicméné jejich schopnost
zobrazovat objekty skrze nepriithlednd nebo silné rozptylujici prostiedi je omezena. Roz-
ptyl svétla, ktery je zptusobeny interakeci fotont s ¢dsticemi média, vede ke snizeni kvality
obrazu, ztraté intenzity a v nékterych pripadech pak neni zobrazeni mozné.

Vyvijeji se proto pokrocilé zobrazovaci techniky, které jsou schopny prekonat limity
spojené s rozptylem svétla. Jednim z perspektivnich sméri je vyuziti holografické mikro-
skopie s ¢astecné koherentnim osvétlenim, oznacované jako koherenci fizend holografickd
mikroskopie (CCHM). Tato metoda nabizi schopnost filtrace diftiznich ¢i balistickych fo-
tont, a tim docili kvalitni rekonstrukce zkoumaného objektu.

Princip CCHM je zalozen na interferenci svételnych vin s omezenou koherenci. Diky
specifickym vlastnostem koherence lze v interferometrickém usporadani vytvorit tzv. ko-
heren¢ni branu. Tato brana selektivné propousti pouze balistické fotony, a filtruje tak ty
rozptylené, které prosly delsi a nahodnou drdhou v rozptylujicim médiu. Zaroven je mozné
tento mechanismus uplatnit i naopak, tedy selektivné propoustét jen rozptylené fotony.
Vyuzitim této vlastnosti lze ziskat kvalitni obraz objekti i v situacich, kdy by konvenéni
metody selhaly.

Tato bakaladrska prace se zaméfuje na moznosti zobrazovani objektl vnofenych do
silné rozptylujictho prostiedi pomoci koherenci tizeného holografického mikroskopu. V
teoretické ¢asti prace budou shrnuty zakladni principy sitfeni svétla v optickych systé-
mech, dale bude pozornost zamérena na rozptylujici média a popis klicovych koncepti
nekoherentni holografické mikroskopie, véetné mechanismu koherencéni brany. Na zavér
pak s vyuzitim znalosti zminénych vyse bude nasledovat odvozeni algoritmu pro rekon-
strukci obrazu objektu umisténého v rozptylujicim prostiedi. Primarné se prace zaméri
na rekonstrukeci 2D vzorkt, s potencidlnim rozsitenim pro 3D zobrazeni. Cilem prace je
teoreticky navrhnout metodu, ktera by umoznila ziskat kvalitni obraz objektu i pres silny
vliv rozptylu okolniho média, a tim prispét k rozsiteni aplikaci holografické mikroskopie
v naro¢nych zobrazovacich podminkach.






3. SIRENI SVETLA
3. Sireni svétla
3.1. Helmholtzova rovnice

P1i popisu siteni svétla optickym systémem vychéazime z faktu, ze svétlo je elektromag-
netickd vlna postupujici prostorem. Vzajemné se ovliviiujici ¢asové proménné elektrické a
magnetické pole tvorici neoddélitelné komponenty této viny se ridi Maxwellovymi rovni-
cemi.

V-D=p
V-B=0
, 0B
E—=_—"" 1
V x o (3.1)
ﬁ oD
H=7+22
V X j—f—at

Za predpokladu linearniho izotropniho homogenniho nemagnetlckeho prostiedi bez
zdroju (tj. p=0aj = O) podléhaji vektory elektrické intenzity E i magnetické indukce B
homogenni vlnové rovnici, kterou lze odvodit z Maxwellovych rovnic (3.1). Pokud pred-
pokladdame harmonickou ¢asovou zavislost

B(F 1) = By(e™ (32)
B 1) = Bu(re ™,

redukuje se vlnova rovnice na ¢asoveé nezavislou Helmholtzovu rovnici

(V2 4+ k2) Ey(7) = 0 (3.3)
(V2 + k) Bo(7) = 0,

kde k je velikost vlnového vektoru k splitujici disperzni relaci w? = v2k2. Veli¢ina v ozna-
cuje rychlost svétla v daném prostiedi. Rychlost svételné viny je spojena s jeji frekvenci

a vlnovou délkou vztahem w

v=fA= A

Odtud pak velikost vlnového vektoru souvisi s vlnovou délkou svételné viny v daném

prosttedi takto
2

k= v (3.4)

Jak lze vidét z rovnice (3.3), chovéani viech slozek vektortt E(7,t) a B(7,t) v prostoru

a Case je totozné a lze jej popsat skalarni funkci polohy 7" a ¢asu t, ktera vyhovuje stejné

vlnové rovnici, resp. Helmholtzové rovnici. V dalsich ¢astech této prace bude tedy svételna

vlna popisovana skaldrni funkci ve tvaru ¢ (7, t), resp. 1(7), pricemz predpokladand casova
zéavislost vyjadiena v rovnici (3.2) uz nebude specificky zminovéna. [7]



3.1. HELMHOLTZOVA ROVNICE

3.1.1. Reseni Helmholtzovy rovnice

Skalarni vlnu sitici se prostorem lze tedy fesit pomoci Helmholtzovy rovnice s danymi
okrajovymi podminkami. Nejjednodussim fesenim, které vyhovuje této rovnici, je rovinné
vlna. Ta je charakteristickd konstantni amplitudou vy po celé rovinné vinoplose. Rovinné
proto se jejich podobou a odvozenim bude tato kapitola zabyvat do vétsi hloubky.

Tvar rovinné vlny sifici se v obecném smeéru ve 3D uréime pomoci Helmholtzovy
rovnice, pricemz predpokladame, ze viny sitici se v jednotlivych smérech se neovliviuji a
tedy plati

Uz, y, 2) = X(2)Y(y) Z(2). (3.5)

Dosazenim do Helmholtzovy rovnice a po vydéleni sou¢inem XY Z ziskavame

1&X+1¥Y+1¥Z
X dz?2 Y dy? Zdz?

+k=0. (3.6)

Osamostatnime nyni vyraz zavisly na proménné x.

14y  1d°Z kl_.in )

YaE  Z a4z X aez e (3.7)

Protoze je na levé strané rovnice vyraz zavisly na y a z, zatimco na pravé vyraz zavisly
na z, které se musi rovnat pro vSechny hodnoty z, y, 2, jedind funkce, kterd toto miize
spliiovat, je konstanta. Jeji volba neni ni¢im omezena, oznac¢ime ji k2. Pravou rovnici
upravime

d’X
a3+@X:Q (3.8)

odtud lze vidét, ze vyhovuje feseni ve tvaru
X (2) = ay ™ 4 by e, (3.9)

Podobny postup by se uplatnil i po osamostatnéni vyrazu zavislého na proménné y, kon-
stanta opét miuze byt libovolné zvolena jako ki a Teseni je tvaru

Y (y) = ag ™Y + by e v, (3.10)

Pro dalsi postup budeme uvazovat pouze viny sitici se v kladnych smérech z, y, tedy
polozime konstanty b; a by v (3.9) a (3.10) rovny nule. Slozenim téchto feseni ziskame
vyraz

Y(x, y) = X(2) Y (y) = ayag o' Ferhuy), (3.11)

ve kterém lze rozpoznat rovinnou vlnu sitici se v roviné (z, y). Siteni v obecném sméru
ziskdme z funkce Z(z), jejiz podobu ziskdme TeSenim rovnice
4’z
2 2 2 _
@—I—(k —k,—k;) Z=0, (3.12)
—_—
k2
kterd vznikla dpravou (3.7) po dosazeni konstant za vyrazy zavislé na x a y. Jejim fesenim
je funkce analogického tvaru k funkcim X, Y pro vlnu sitici se pouze v kladném sméru
08y 2
7(2) = age™*. (3.13)



3. SIRENI SVETLA
Kombinaci vysledki ziskame podobu rovinné viny sitici se v obecném sméru
¢($’ v, Z) = a; ay az ei(kzx+kyy+kzz) _ wo ei(kzx—i-kyy—i-kzz)' (314)

Smeér Sifeni je dan konstantami k,, k, a k.. Volba konstanty k. nenf libovolna. V dalsim
budeme uvazovat pouze realné kladné hodnoty této konstanty, a tedy pouze viny sitici
se v kladném sméru osy z, a ne vlny opacného sméru ¢i evanescentni. Konstantu k, tedy

urcuje vztah
k.= \/k*>— ki — k2, (3.15)

ktery lze cist jako urceni velikosti slozky k., vinového vektoru z jeho zndamé velikosti &k a
slozek k, a k,. Pokud také polozime polohovy vektor i = (z, y, ), mizeme rovinnou vlnu
sitici se z pocatku v kladném poloprostoru vyjadrit takto

Y(F) = Yo e, (3.16)

3.2. Fourierova transformace

V optickém systému se obecné nesetkavame pouze s rovinnymi vinami, ale i s vlnami slozi-
téjsich tvari. I tyto vsak lze vyjadrit jako soucet rovinnych vin s konkrétnimi amplitudami
a slozkami vlnového vektoru (k,, k). Tuto dvojici charakterizujici danou vlnu nazyvame
také prostorové frekvence, udavaji smér siteni rovinné vlny v roviné (z, y) neboli projekci
vlnového vektoru k do této roviny, viz Obrazek 3.1. Rozklad viny v konkrétni roviné je
dilezity, protoze podoba vlny nas zajima vzdy v néjaké roviné optického systému, napf.
v roviné apertury nebo v ohniskové roviné ¢ocky. Pokud konkrétni vinu popiseme v zavis-
losti na proménnych x, y, jde o vyjadfeni v primém prostoru. Pokud naopak pouzijeme
tvar zavisly na jednotlivych slozkach &, k,, jde o vyjadieni v reciprokém prostoru. Divod
tohoto oznaceni je tento. Vlnovy vektor ma jednotku prevraceny metr, a tedy rozmeéry,
které jsou v primém prostoru velké, jsou v reciprokém prostoru transformovany na malé,
a naopak.

Néastroj pro toto rozkladani komplexnich vin do baze rovinnych vin a nasledné siteni
v optické soustavé poskytuje Fourierova transformace (F'T). Jeji princip je analogicky s
rozkladem funkci do Fourierovy tady, coz lze pouzit v pripadé diskrétniho spektra pro-
storovych frekvenci, zatimco Fourierova transformace dokaze pracovat se spojitym frek-
venénim spektrem. Souc¢tem vln o tfech riznych frekvencich na Obrazku 3.1 (a) ziskdme
komplexné&jsi obrazek — Obrazek 3.1 (b) — a jednotlivé viny, ze kterych se sklada, uz nelze
jednoduse rozeznat. Fourierova transformace tohoto obrézku, viz Obrazek 3.1 (c), vSak
dava prostiednictvim svétlych bodi informaci o tom, jaké konkrétni kombinace k,, k,
jsou soucasti slozené funkce. Plati, Ze jedné rovinné viné odpovida dvojice svétlych bodi,
které jsou vzdy soumérné podle stiedu. Cim déle jsou body od stiedu, tim mensi je vlnova
délka a zaroven ¢im vétsi thel, o ktery je vilna odchylena od vodorovného sméru, tim vice
jsou od vodorovného sméru odchyleny i body ve vysledné FT [7].

Mé¢jme vinu v roviné apertury, ktera je obecného tvaru a muze byt popsana skalarni
funkei 10(7g), kde 79 = (0, Yo, 0). Tuto vlnu obdrzime sklddanim bazovych funkei pro
dané dvojice k,, k,, proto to jsou proménné, pies néz se integruje. Bazové funkce maji
fyzikalni vyznam rovinnych vin, vlnu tedy vyjadiime ve tvaru skaldrniho soucinu

1 ~ .
Vo(To, 9o, 0) = o / U(ky, ky, 0) elketo ko) qp k. (3.17)
RQ



3.2. FOURIEROVA TRANSFORMACE

TN
()

(b) ©
Obrézek 3.1: Rovinné vlny charakterizované riznymi dvojicemi k,, k,,, které udavaji rtizné

sméry siteni v dané roviné, maji vsak stejné amplitudy. Zobrazena je pouze redlna cast
viny R{e!k==+ksv)} " prevzato z [7] (a). Soucet t¥{ rovinnych vln s kombinacemi k,, k,
danymi vysSe(b). Fourierova transformace, kterd podava informaci o konkrétnich prosto-
rovych frekvencich k,, k, (c).

Vyraz &(kx, k,, 0) oznacuje amplitudu jednotlivych rovinnych vin v zavislosti na kon-
krétni dvojici k, a k,. Rovinné vlny tvoii ortogonalni bazi, diky tomu i koeficienty stojici
u jednotlivych bazovych funkei udévajici jejich vahu — a tedy amplitudu ¥ (k,, ky, 0)) — je
mozné vyjadrit pomoci skalarniho souc¢inu s komplexné sdruzenymi bazovymi funkcemi

1 )
w(k:m kya O) = %/ 77Z}0(x07 Yo, 0) e_l(kxmo—i_kyy()) dxo d?JO (318)
RQ

Vyraz (3.18) nazyvame Fourierovou transformaci funkce ¢ (g, yo, 0), tedy

F{o(zo, yo. 0)} = ¥(ky, ky, 0), (3.19)

podobné pak opacnou operaci (3.17) inverzni Fourierovou transformaci (IFT)

F b (ks kyy 0)} = o(z0, Y0, 0). (3.20)

FT je z matematického hlediska integralni transformaci, jeji existence je podminéna ab-
solutni integrovatelnosti funkce ¥ (zo, 4o, 0) - tedy hodnota integralu absolutni hodnoty
funkce (Lebesgueova integralu) je konecné. Fourierovou transformaci byva oznacovana jak
samotnd operace, tak i funkce 1&(/{;%, ky, 0), kterd je vysledkem putisobeni transformace.

10



3. SIRENI SVETLA

Nyni provedeme dukaz, ze vyraz (3.17) je skuteéné inverzni operaci k FT vyjadiené v
(3.18) tim, ze provedeme IFT obou stran tohoto vyrazu

1 g s / /
o / 5 (ks Ky, 0)elF=m0t R0 g qk, = (3.21)

1 —i|ky(zo—2x! —yl
= /R2 Yo(Z0, Yo, 0) dxo dyo x W//]R2 o1 ke (w0 —26) +ky (vo—v)] g dk, =

§(zo—x() x3(yo—y()

= @bo(l‘é, y67 0)

3.2.1. Fourierovska propagace

Fourierova transformace poskytuje i prosttedek k popisu propagace vin optickou sousta-
vou. Diky této operaci je mozné vinu v libovolné roviné vyjadrit jako superpozici rovinnych
vin. V sekci 3.1.1 bylo odvozeno, jakym zptisobem se §iii jedind rovinna vlna. Diky prin-
cipu superpozice muzeme siteni kazdé viny popsat stejnym zptisobem. Propagace viny
optickym systémem je zvolena ve sméru osy z. VInu v roviné vstupni apertury vyjadiime
na zakladé predchoziho ve tvaru

1 ~ .
Yo(wo, 9o, 0) = o / U(ky, ky, 0) elketotkuvo) qp k. (3.22)
RQ

Pokud chceme vyjadrit rovinnou vlnu propagovanou ve sméru osy z o vzdalenost Az,
nasobime ji faktorem e*:2% v piipadé superpozice pak nasobime kazdou vlnu zvlast s
konkrétnim k., danym vztahem (3.15), kde velikost vlnového vektoru & je dana vlnovou
délkou osvétleni a k,, k, jsou prostorové frekvence piislusné dané rovinné vilné. Za pied-
pokladu, ze v prostredi, ve kterém se vlna siti, nejsou zadné dalsi zdroje vlnéni, ziskame
vyslednou vInu ve vzdélenosti Az takto

1 ~ .
0l 89) = 5o [ [ Dk, 0)etber ke, a, (3.23)
R2

Tento vyraz nedava primo do souvislosti vinu ve vstupni roviné s vlnou v roviné
vystupni. Lze vSak vyuzit faktu, ze ¢(k,, k,, 0) je vztazena k 1y(zo, yo, 0) Fourierovou

transformaci. Pokud tedy dosadime za (k,, k,, 0) z (3.18) ziskame

1 . )
¢($a Y, AZ) = / ¢0<I’0, Yo, O) W // elkZAz el[kx($—$0)+ky(y—yo)]dkx dky dl’o dyO
RQ

RQ

propagétor P(a‘:,—xo, y—y0, Az)
(3.24)
Cést, kterd zajistuje pfenos mezi rovinami se nazjva propagator, zn. P(z, vy, z), jeho
vyjadieni je vidét v (3.24). Plati, Ze v pfipadé linearniho systému lze vinu za optickym
systémem ziskat konvoluci s propagatorem. O konvoluci bude hloubé&ji pojednano pozdéji.
Propagator miizeme odvodit i v zavislosti na soutadnicich primého prostoru, pro coz
je vyhodné pouzit Weylovu reprezentaci kulové viny

i eikz|Az| )
Uk weyt (K, ky) = 5= / / —— ok thy) g dk,. (3.25)
’ 2T R2 k?z
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3.2. FOURIEROVA TRANSFORMACE

Odtud je mozné si vSimnout, Ze propagator je az na konstantu roven parcidlni derivaci
kulové viny podle Az. Stejnou derivaci provedenou na kulové viné v ptimém prostoru

A eik\/x2+y2+(Az)2 elkr )
¢k($7 Y, ’Z) - \/CL’Q +y2 T (AZ)Q - r (3 6)

za predpokladu k = 2{, ziskdme analyticky presny tvar propagéatoru P(x, y, Az) v pfimém

prostoru
1 0y 1 et Az [ 1
" _ = i —— ) = 2

2m 0Az 2r r r ik r (3:27)

1 ik'rA :
- ¢ —Z<1+L):P(x,y,Az).

iAo kr

3.2.2. Aproximace propagatoru

Z vypocetnich divodi je vyhodné popis Siteni popsany v sekci 3.2.1 déle zjednodusit.
Vyrchozi bude vztah mezi vlnami v roviné apertury a v roviné detektoru (3.24), k. zde
vyjadirené rozvineme do Taylorovy rady, pricemz z této fady pouzijeme prvni dva nenulové

Cleny
[ k24 k2 k2 + k2
_ 22 12— B P e .
k.= /k*—kZ—-k2=k\/1 12 k o (3.28)

Tteti nenulovy a dalsi ¢leny zanedbame pri dodrzeni podminek

E* + 2K2k2 + K4
v 823@’ YAz < 2m. (3.29)

Aproximovany propagator potom prejde do tvaru

2
Lkz

1 . AL
Pz, y, Az) = @2 / /R 2 eihAZ o=t Az gilkathoy) e 1 (3.30)

2 2

Nyni provedeme inverzni fourierovu transformaci faktoru e 7'~z 2% abychom ziskali

vyjadreni aproximace propagatoru v zavislosti na souradnicich primého prostoru.

2 2 2 2
]_——1 e_ikz;;ky Az | _ i // e_ikz;;ky Az ei(k$x+kyy)dk$ dk (331)
2w R2 Y
Plati tedy
L ka ) PRELALAN
P(z,y, Az) = 2—e1 MV R (3.32)
s

Pro provedeni IFT vyuzijeme znamy Gaussuv integral v 1D

[7 &
/ e—0'2kg+ﬁ:ckzdkx — %6(2")2 ’ (3.33)
R g

pticemz dosadime za koeficienty 0% = iQA—kZ a By = iz, resp B, = 1y. Pii této substituci
obdrzime z IFT funkci
1 . k2+k2 21k . k(224y?) 1 . k(22 4y?)
. elkAz ]:'—1 e i LAz — . elkAz el% = - elkAz el%’ (334)
27 (2m)?iAz iNAz

kterd je Fresnelovou aproximaci propagatoru P(z, y, Az), vyse popsany zpusob je jednim
z vicero moznosti odvozeni, aproximace provedena v primém prostoru je analogicka a
bude diskutovana pozdéji.
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3. SIRENI SVETLA
3.3. Konvoluce

Vystupni vlna v linedrnim optickém systému je dana konvoluci vstupni viny s propaga-
torem. Konvoluce méa dilezitou souvislost s Fourierovou transformaci. Tato souvislost je
vyuzivana v simulacich optickych systémi, protoze poskytuje zpusob, jak efektivné ziskat
ze vstupni vlny vystupni. Protoze v celé praci je zachazeno prevazné s funkcemi dvou
proménnych, je konvoluc¢ni i Fouriertv integral vyjadfen pro dva rozméry, jednoduse by
se vSak dala tato teorie rozsitit na N rozmeéru.

Konvoluce funkce f s konvoluénim jadrem g mé obecné tvar integralu

flaw) < atwen) = [[ o w)gle =0 y=m)doodin. (339

Konvoluci 1ze vizualizovat pomoci Diracovy d-distribuce ve tvaru

d(x — o) = L / etitle=ao) g (3.36)
2m Jg

Tato distribuce ma tzv. filtrac¢ni vlastnost, protoze je nenulova pravé v jednom bodé urce-

ném konstantou xy. Pokud provedeme konvoluci ndmi zvolené funkce, viz Obréazek 3.2 (a),

s Diracovym § reprezentovanym jednim svétlym pixelem (Obréazek 3.2 (b)), ziskdme vy-

sledek, ktery kopiruje ptvodni obrazek (Obrézek 3.2 (c)), pravé diky filtraéni vlastnosti

0 distribuce.

IMAGE IMAGE

@ (b) (c)
Obréazek 3.2: Obrazek vstupujici do konvoluce (a). Konvoluéni jadro — d-funkce — re-
prezentovand jedinym svétlym pixelem (b). Funkce, kterd je vysledkem konvoluce dvou
predchozich obrazki, je témér shodnd s puivodnim obrazkem diky tomu, ze konvoluénim
jaddrem je pravé J-funkce (c).

Pokud je konvoluénim jadrem funkce jiného tvaru nez Diracovo 4, vysledek konvoluce
se méni a jiz neodpovida puvodnimu obrézku. Jak je vidno na Obrazku 3.3 (a) a (d),
v pripadé dvou svétlych bodi, které odpovidaji dvéma d-funkcim posunutym ze stredu
o rtzné hodnoty xq, 19, vytvori pii konvoluci obraz ptuvodni funkce kazda z nich. Tento
princip se uplatnuje i pfi vétsim poctu svétlych bodu, z nichz kazdy produkuje jeden
obraz, vysledné funkce se poté jevi jako rozostfena puvodni (Obrézek 3.3 (b) a (e), resp.

(c) a ().
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3.3. KONVOLUCE

(d)
Obréazek 3.3: Konvoluéni jadro - dvé d-funkce posunuté ze stiedu o riazné hodnoty g,
Yo, reprezentované dvéma svétlymi pixely (a). Vysledkem konvoluce je dvakrat vytvoreny
obraz ptvodni funkce (d). Pti vice svétlych bodech v konvoluénim jadte (b), (c), produkuje
kazdy jeden obraz. Vysledek konvoluce je tedy rozostfeny (e) a muze opét byt i posunut
v prostoru (f).

3.3.1. Konvoluc¢ni teorém

Konvolu¢ni teorém tika, ze Fourierova transformace konvoluce funkci je imérna soucinu
Fourierovych transformaci téchto funkei [12], tedy

F{f(z,y) = g(z, 9)} =20F{f(z, y)} F{g(z, y)}. (3.37)

Aby bylo mozné podat dikaz rovnosti (3.37), rozepiSme levou stranu. Zménime poradi
integrace a po vyuziti substituce 2’ = x — xg a ¥’ = y — yo ziskdme integrandy zavislé na
proménnych xg, yo a ', ¢, které lze separovat. Diky faktu, ze frekvenéni spektrum funkce
nezavisi na translaci (tedy pri¢teni konstanty k argumentu funkce ¢i jeji odectent), ziskame
soucin dvou integrali, které jsou az na faktor 27 rovny Fourierovym transformacim funkei

fag.

f{f (z,y) * g(z,y)} (3.38)

// {/ [ (o, yo) g(x — 20, ¥y — o) dxg dyo} i(kaztkyy) g dy =

R2 R2

// f(zo, yo)e —itkemotkyyo) oo dyg x — // 2, y') ikoa'+hkyy') o dy =
RZ

=21 F{f(z0, yo)} Fg(', ¥/)} = 27Tf{f z, )} Flolz, y)}
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3. SIRENI SVETLA
3.3.2. Retézeni propagaci

Pomoci FT a za vyuziti konvolucniho teorému mtzeme podat ditkaz o tom, Ze pii propa-
gaci vlny ve volném prostoru ve sméru z o z; a poté o zp ma vysledna vlna stejny tvar,
jako v pripadé propagace o z; + z3. Zamérime se ted pouze na tvar propagatort, protoze
vinu v aperturni roviné predpokladame stejného tvaru. V prvnim popsaném pripadé je
vlna propagovana dvakrat po sobé a vysledny propagator aplikovany na vinu tedy vznikne
konvoluci propagétort. V nasledujicim dokazeme, ze plati

P(z1) * P(z3) = P(21 + 22), (3.39)
pricemz
1 (k@ +y?)

P(z + 29) = me 2(zrta) (3.40)

1 pec®)
P(z) = SR (3.41)

1 e
P(z) = %e LI (3.42)

Budeme uvazovat Fresnelovu aproximaci propagatoru, pro prehlednost bez prefaktoru
elf=1+22) regp. eF%1 | resp. €22, 7 konvoluéniho teorému vyplyvé, ze konvoluce je tmérna
IFT soucinu Fourierovych transformaci propagatori. Pokud pouzijeme diive zminény pie-
chod na Fresneluv propagator pomoci IFT (3.34), pro soucin 2D Fourierovych transfor-
maci propagatoru plati

27T k%+k§

zwf{P(zl)}'f{P(zz)}:We—l 2 (F1+22), (3.43)

Nyni provedeme opét IFT se substituci v Gaussové integralu (3.33)

2 i(Zl + 22).

o= By =1z, By = 1y. (3.44)
Po provedeni konvoluce
P(21) # P(z) = F o F{P(21)} F{P(2)} | = (3.45)
2
1 2 2mk g G2+ (i)
E— e 2(z1+22) —
27 (2m)? i(z1 + 22)
1 i ot
= 2(z1+22) = P
Ao tz) (a1t 2)

se ukazuje, ze Tetézeni propagaci je ekvivalentni pfimé propagaci ptes soucet vzdalenosti.
Diky tomu, ze v IFT vystupuje soucet vzdalenosti jen jako parametr, je ziejmé, ze stejny
postup je uplatnitelny i pro retézeni N propagaci.

Tohoto poznatku budeme vyuzivat pti popisu zaostfeni mikroskopu pomoci objektivu
do konkrétni roviny ve vzdalenosti zg, pricemz predmét se nachazi v jiné vzdalenosti z od
cocky. K rekonstrukci obrazu predmétu, ktery je vytvoren pomoci objektivu, propagujeme
predmét do roviny 2y a odtud k ¢océce. Diky Tetézeni propagaci se ukazuje, ze tento postup
opravdu poskytuje spravny obraz predmétu.

P(z) = P(zg — 20 + 2) = P(20) * P(z — 2) (3.46)
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3.4. DIFRAKCNI INTEGRAL A HUYGENSUV-FRESNELUV PRINCIP
3.4. Difrakéni integral a Huygensuv-Fresneltiv princip

Jiny pristup k popisu sifeni svétla optickym systémem predstavuje Huygensiv-Fresneliv
princip a feSeni difrak¢éniho integralu, ktery je sestaven takto. Svételnd vina 1 (7g) je na
vstupu do optického systému omezena aperturou. Kazdy bod v roviné apertury je zdrojem
kulové vlny, jejiz amplituda zavisi na amplitudé viny ¢ (79) v daném bodé. Tento princip
zjednodusené popisuje také prvni Rayleigh-Sommerfeldovo teseni difrakéniho integrélu,
ktery vyplyva z Greenovy véty aplikované na Helmholtzovu rovnici, a to pro rovinnou
integracni plochu. Odtud se ve vyrazu objevuje faktor sklonu K (6), definovan je jako

cosf pro 0 € (%, 37”)
K(0 :{ , (3.47)

0 pro 6 € (—g, %)

funkce cos @ vznika pii derivaci kulové viny podle vnéjsi normély [5] a nule je to rovno
pro dané 6, protoze je uvazovano pouze dopredné siteni.
Predpokladejme, ze 1) = (zo, Yo, 0), 7= (x, y, Az) a tedy

7= ol = V(& — 20)® + (y — 10)? + (A2)2,

apertura lezi v roviné (zo,yo) a vlnéni se Sifi ve sméru osy z. Pak lze §ifeni viny do
roviny (x, y) pomoci Huygensova-Fresnelova principu vyjadrit takto

1 elkl™=7ol Az
Az) = — 0 dxq dyp. 3.48
oo 89 = 5 [ v O == dand (3.45)
0
Odtud plyne, zZe vyraz
1 ik|7F—70| A
P(x — 20, y — yo, Az) = —— ° (3.49)

N7 = 7| |7 = 73]

je propagatorem.

Je mozné dale jej zjednodusit. Tim oslabime predpoklad, ze vlnoplocha v roviné aper-
tury budi kulové viny. Kulové viny pro Fresnelovu aproximaci propagatoru nahradi viny
parabolické. Pro Fresnelovu aproximaci propagatoru pouzijeme prvni dva ¢leny Taylorova
rozvoje vzdalenosti od zdroje |77 — g

|7 — 1ol = \/(95 —20)" 4 (y — o)’ + (A2)? & Az <1 +

(v — $0)2 + (y — y0)2
2Az ’

=Az+

coz dostatecné dobte plati za podminky

kAz ((SU — 20)° + (y — w0)”
8 (Az)?

)2 < 2. (3.51)
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3. SIRENI SVETLA

Treti ¢len Taylorova rozvoje pridava do propagace tak malou fazi, Ze je mozné jej a vSechny
dalsi ¢leny rozvoje zanedbat, tedy

(= 20)2 + (y — 10)?)” < 8A(A2)?, (3.52)

prakticky pak pouzivame pro pouziti Fresnelova propagatoru podminku paraxidlniho si-
reni

(z —20)* + (y — 10)* € Az. (3.53)

Odtud tedy, pricemz ve jmenovateli pouzijeme aproximaci r ~ Az, ziskdme tvar Fresne-
lova propagatoru

2 2
e SUETY )
1 e ( 248 Az

P(x =, y = yo, Az) = L = (3.54)

ik (m—x0)2+iy—y0)2

T iIAAZ ’

eikAz

ktery byl drive odvozen za pomoci inverzni Fourierovy transformace (3.34). Jak lze vidét,
vysledek je shodny. Podoba uvedena v rovnici (3.54) reflektuje tvar, ktery vystupuje v
konvoluci ziskané pti siteni skalarni vlny volnym prostorem.

Fraunhoferova aproximace znamena dalsi zjednoduseni tvaru vin buzenych v roviné
apertury na vlny rovinné. Upravuje vyjadieni vzdalenosti od zdroje na tvar

—0

(x —20)? + (y — v0)? 2%+ y? — 2230 — 2YY0 + TG + Yo
2Az 2Az
x? + 1y — 2wx0 — 2yy0

2Az

r~ Az+

~ Az +

Za pouziti tohoto vyjadreni je Fraunhoferova aproximace propagatoru

ikAz
(& ik 24y ik ZE0+yY0

P(x — xo, y — o, Az) = oA © 7. Az, (3.56)

Lze si vS§imnout, ze pii preusporddani faktort v (3.56) a dosazeni Fraunhoferovy apro-
ximace propagatoru do viny vyjadiené pomoci Huygensova-Fresnelova principu v (3.48)
ziskame Fourierovu transformaci viny v roviné apertury s prostorovymi frekvencemi f, a

fy:

kx ky
Jo = Az’ Jy = Az
eikAz .
w(% Y, AZ) = 1>\AZ 1 QAZ / w Zo, yo, ~i(fazo+fyyo) dl‘o dyo, (357)

coz odpovida aproximaci buzenych vin na viny rovinné.

Abychom dokéazali odhadnout hranici pouziti Fresnelovy a Fraunhoferovy aproximace,
pouzijeme konstrukci tzv. Fresnelovych zon. Fresnelovy zony jsou ¢ésti vlnoplochy S' sitici
se z bodu P; leziciho na optické ose. Tato vlnoplocha je omezena aperturou v roviné kolmé
na optickou osu ve vzdalenosti dané bodem M. Dale budeme uvazovat, ze dopadajici
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3.4. DIFRAKCNI INTEGRAL A HUYGENSUV-FRESNELUV PRINCIP

S

Obrazek 3.4: Schéma predstavujici konstrukei Fresnelovych zon.

vlnoplocha, a tedy i jednotlivé zény, jsou tu rovinné. Kazda ze zén ma na vlnoplose
presné vymezenou hranici, kterou tvori kulova plocha se sttedem v bodé pozorovani P,
ktery je od apertury vzdalen o Az. Kulova plocha, kterda oddéluje zénu radu n a n + 1
ma polomér dany vyrazem
A
Az+n 5 (3.58)
Jak je vidét na Obrazku 3.4, polomér n-té Fresnelovy zony je z Pythagorovy véty

Tp = \/<Az + n%f — (Az)? = \/Azn)\ + (n 3)2, (3.59)

piicemz druhy ¢len je diky druhé mocniné mozné zanedbat. Céasti vin, které projdou sudou
Fresnelovou zénou, maji diky podmince (3.58) opac¢nou fazi nez ty, které projdou lichou
zénou. Pokud tedy aperturou propustime vlny prochazejici pravé sudym poctem zom,
intenzita pozorovana v bodé P je minimalni, protoze dochazi k destruktivni interferenci.
Pocet zom, které projdou konkrétni aperturou s charakteristickym rozmérem D, se nazyva
Fresnelovo ¢islo F, a lze jej z rovnice (3.59) vyjadrit ve tvaru

D2
Az)\

Pomoci tohoto ¢isla je pravé mozné priblizné urcit, kdy lze pouzit Fraunhoferovu aproxi-

Vv

F=n=

(3.60)

2

Az

je pocet zén propusténych aperturou mnohem mensi nez 1 a lze tedy uvazovat Fraunho-
ferovu aproximaci. Jinak feceno, muzeme ji uvazovat, pokud je vzdalenost pozorovani
mnohem vétsi nez rozmér apertury. Fraunhoferova aproximace propagatoru je tedy apli-
kovatelna pti zobrazovani v dalekém poli nebo z predmétové do obrazové ohniskové roviny
spojné cocky. [1] [13]

<1 (3.61)
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4. HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIE
4. Holograficka mikroskopie
4.1. Vznik hologramu

V predchozi kapitole bylo diskutovano sifeni svétla optickym systémem a matematické
nastroje, jakymi je toto mozné popsat. Nyni bude predmétem zajmu holografickd mikro-
skopie, jejimz prostrednictvim je svételna vina zaznamenana a muze byt ddle analyzovana.

Historie holografie se zacala psat v roce 1948, kdy se Dennis Gabor zabyval zptiso-
bem, jak zvysit rozliseni elektronového mikroskopu. Prisel se zobrazovaci technikou, ktera
umoznuje ve dvou krocich ziskat tplnou informaci o objektu v optickém systému, tedy
nejen amplitudu viny, ktera jej osvétluje, ale i jeji fazi. Tento postup nazval rekonstrukei
vlnoplochy a samotny interferenéni obrazec hologramem.[3] [1]

Obrazek 4.1: Obrazek (a), jehoz rekonstrukei (d) pomoci zobrazovani pres interferencni
obrazec (c), provedl Dennis Gabor v roce 1948, prevzato z [3].

Holografie jako zobrazovaci technika nebyla v padesatych letech z praktickych divoda
Siroce vyuzivana. Jeji rozvoj a propojeni s mikroskopii, které Gabor zamyslel [1], umoznil
predevsim v Sedesatych letech vyvoj laseru. E. N. Leith a J. Upatnieks z University of
Michigan vyuzili vysoce koherentni osvétleni laserového paprsku k porizeni optickych
hologramt zobrazujicich 3D objekty [I4]. Za objev a rozvoj holografie ziskal nasledné
Dennis Gabor v roce 1971 Nobelovu cenu.

Dva kroky Gaborovy metody spocivaji v zdznamu interferenéniho obrazce a nasledné
rekonstrukce ptuvodniho pole, kterd umozni zobrazit puvodni objekt. V prvni fazi je tedy
tfeba na néjaké médium zapsat interferencni obrazec. Aby bylo mozné obrazec vytvorit,
pouziva se koherentni svétlo rozdélené na dvé vétve - objektovou a referencni, které se v
misté zdznamového média opét setkaji a diky splnéni podminek koherence interferuji (pro
¢astecné koherentni ¢i nekoherentni svétlo bude situace diskutovana pozdéji).

Na stinitku je mozné zachytit pouze intenzitu, ne samotné viny, které se tu setkavaji.
Predpokladejme vinu v referencéni vétvi ve tvaru

wR<x7 y) = WR(% y)|ei¢R(m,y), (41)
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4.2. DIGITALNI HOLOGRAFICKA MIKROSKOPIE
z pruchodu touto vétvi si nese fazi ¢gr(x, y). Vina v objektové vétvi je analogicky tvaru

¢o<$> y) - |1/Jo(l’, y>|ei¢0($’y) (42)

s fazi ¢o(x, y). Intenzitni obrazec pak lze popsat vyrazem

= [Ur|? + [Yo]? + |¥r| 1o |e@r0) 4 |y |[ole i (#r%0)

Analyzou tohoto vyrazu zjistime, ze se do podoby interferenéniho obrazce propisuje fazovy
rozdil viny v referenéni a objektové vétvi. Pokud by se v objektové vétvi zadny objekt
nevyskytoval, svazky v obou vétvich by pti prichodu vétvemi prekonaly stejnou optickou
drahu. V pripadé vlozeného pozorovaného objektu tedy podava fazovy rozdil vin v obou
vétvich o tomto objektu informaci.

Rekonstrukce objektu je provedena tak, ze interferencni obrazec je osvicen pouze vlnou
prochézejici referencni vétvi interferometru. Pro popis rekonstrukce uplatnujeme predpo-
klad, ze funkce propustnosti stinitka, ktera modifikuje rekonstrukéni vinu, je timérna
intenzitnimu profilu popsanému vyse (predpokldddme linedrni zéernani zdznamového mé-
dia, viz [5]). Plati

tz, y) xal(z,y), (4.4)

kde a je konstanta imérnosti. Proslou vinu je na tomto zédkladé mozné popsat vyrazem

Ur(, y)t(z, y) o< a ([Yn(z, »)I* + [Wo(z, y)I!) vrlz, y) + (4.5)
v
—&-EL@/}%(QZ, y) ¢6($, y)l_’_g |¢R(l‘7 y)|277/Jo(ZL', y)j
2 3

Jak je naznaceno, prosla vina se sklada ze t¥i dil¢ich vin, které nesou rtizné informace.
Vsechny viny maji modulovanou amplitudu. Vlna v; postupuje ve sméru referenc¢ni viny a
nenese zadnou informaci o objektu. VIna 15 odpovida komplexné sdruzené objektové viné
a vytvari realny obraz z imaginarniho predmétu. Naproti tomu vlna 15 se Sifi ve sméru
puvodni objektové viny a az na pozménénou amplitudu ji odpovida, vytvari tedy zdan-
livy obraz predmétu na misté, na kterém se pivodné nachéazel. Tato c¢ast tedy umoznuje
rekonstruovat puvodni pole. [11]

4.2. Digitalni holograficka mikroskopie

V soucasné dobé je v porovnani s ptivodnim Gaborovym nidvrhem mnohem uzivanéjsi
digitalni holografie, jejiz éru odstartovali J. Goodman a R. Lawrence roku 1967, kdy z
hologramu elektronicky zachyceného na vidicon kameru pomoci Fourierovy transformace
numericky rekonstruovali puvodni obraz [6]. Zisk digitdlni podoby hologramu je aktualné
realizovan predevsim za pomoci CCD kamer, které umoznuji zachyceni pole o velikosti az
10.000 px x 10.000 px [9]. Nésledna rekonstrukce obrazu se provadi numericky s vyuzi-
tim rekonstrukénich algoritmii, coz ma oproti optické holografii mnoho vyhod (moZnost
numerické korekce aberaci, defokusu apod.).

Digitalni holografie je rozvinuta a Siroce uplatnitelna disciplina. Pro potteby této prace
je vsak dilezité zminit predevsim jeji aplikaci v mikroskopii, tedy digitalni holografickou
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Obrazek 4.2: Schéma Michelsonova interferometru jako soucésti digitalniho holografického

mikroskopu pro odrazné vzorky (a) a Mach-Zehnderova interferometru pro transmisni
vzorky (b), prevzato z [10].

mikroskopii (DHM). DHM vyuzivd mimoosy pristup (tzv. off-axis), coz znamen4, Ze ihel
mezi svazkem objektovym a referenénim je nenulovy. Zakladem digitalniho holografického
mikroskopu je kromé zdroje osvétleni a kamery také interferometr, ktery vytvari interfe-
renén{ pole. Casto pouzivany je Michelsoniv interferometr v p¥ipadé odraznych vzorki
nebo Mach-Zehnderiv interferometr v pripadé transmisnich vzorka. V referencni vétvi
interferometru svételny svazek prochazi nerusené, zatimco v objektové vétvi vzorek zméni
optickou drahu svazku. Tato zména se promitne do fazového rozdilu svazki a informace
o ném je zapsana v hologramu, z fazového rozdilu je pak mozné vycist index lomu vzorku
nebo jeho tloustku. Digitalni holografické mikroskopy v sobé kombinuji rekonstrukci ob-
razu s pouzitim jediného hologramu diky off-axis konstrukci, vysokou vypocetni rychlost
a tedy schopnost zobrazovat optické systémy v realném case, a moznost rekonstruovat in-
formace ze zachyceného fazového rozdilu — kvantitativni fazové zobrazovani. Tyto faktory
oteviraji prilezitosti zejména k pozorovani zivych bunék bez nutnosti pouziti markert, coz
je v klasické mikroskopii nedosazitelné kvili jejich prihlednosti. [10]

4.2.1. Koherenci rizeny holograficky mikroskop

Off-axis DHM ma mnoho vyhod v porovnéni s optickou holografii, které byly diskutovany
v predchozi sekci, kvili nenulovému thlu mezi svazky z referen¢ni a objektové vétve vsak
je potieba pouziti vysoce koherentniho osvétleni — laseru, coz s sebou nese ale i jisté ne-
vyhody, jako je zrnitost obrazu, ktera vznika kvili ndhodné interferenci. Eliminaci tohoto
vlivu prinasi koherenci fizeny holograficky mikroskop (CCHM), ktery je konstruovan pro
transmisni vzorky, tedy na zakladé Mach-Zehnderova interferometru a umoznuje pouziti i
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Obrazek 4.3: Schéma koherenci fizeného holografického mikroskopu, prevzato z [17].

velmi nizce koherentniho osvétleni, casové i prostoroveé. Koheren¢ni délka [. a koherencni
sitka w,, které miru koherence charakterizuji, maji ptriblizné teoretické hodnoty

l.=2,2um (4.6)
w, = 63 pm,

pricemz realné namérené hodnoty, za kterych CCHM operuje, jsou jesté vyssi. Patricné
osvetleni obou vétvi mikroskopu zajistuji kondenzory C; a Cs. Diky schopnosti zobrazovat
nizce koherentnim zdrojem dovoluje CCHM vyuziti mechanismu koherencéni brany, ktery
bude podrobnéji rozebran pozdéji.

Komponentou, kterd pripousti pouziti nekoherentniho zdroje, je difrakéni miizka (DG
na Obrézku 4.3), zejména pak jeji vlastnost, Ze je opticky sdruzena s rovinou detektoru
(OP), stejné jako predmétové roviny Sp a R objektivi O a Os. Diky jejimu pouziti
je prostorové oddélen prvni difrakéni tad, ktery dale prochazi c¢ockou OLs, narozdil od
ostatnich difrakénich radu, které jsou odfiltrovany. Svétlo rtiznych vinovych délek dopada
na detektor pod riznymi thly 3, ktery souvisi s difrakénim tthlem o dané vinové délky.
V tomto usporadani tvori vSechny vinové délky pri interferenci se svazkem z objektového
ramena interferencni prouzky se stejnou prostorovou frekvenci, mikroskop je achromaticky.

[17]
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5. ROZPTYLUJICI PROSTREDI

5. Rozptylujici prostredi

Popis siteni rozptylujicim prostfedim realizujeme pomoci principt popsanych v kapi-
tole 3, pricemz 3D rozptylujici vzorek popsany indexem lomu n(zx, y, z) budeme uvazovat
jako soustavu N rozptylujicich 2D vrstev (viz Obrazek 5.1), z nichz kazda je popsana
vlastni funkei propustnosti t,(z,, y,), n € {1, 2, ... N}. Predpokladdme silné rozpty-
lujici vrstvy, faze viny po mnohanasobném rozptylu je nahodna, tedy i fazovy rozdil po
prichodu je ndhodny a nalezi intervalu (0, 27). Tento model bude pouzit pro rekonstrukci
vzorku, ktery je umistén pod rozptylujici médium.

Z K \Y% R @) D

1 2 .o N

Obréazek 5.1: Zjednodusené schéma objektové vétve mikroskopu se vzorkem umisténym
pod rozptylujicim médiem. Svétlo se Siti ze zdroje Z, prochéazi pres kondenzor K, osvétluje
vzorek V a déle je rozptyleno rozptylujicim médiem R, které je aproximovano N rozpty-
lujicimi vrstvami s funkcemi propustnosti ¢, (z,, y,). Prosly svazek je dale pres objektiv
O prenesen na detektor D.

5.1. Sifeni pfes jednu rozptylujici vrstvu

Pro nazornost bude tato sekce vénovana analytické charakteristice siteni viny pres jednu
rozptylujici vrstvu, aby na tomto zakladé mohl byt vysvétlen navrzeny postup rekon-
strukce v pripadé mnoha vrstev, kdy analyticky popis neni ilustrativni. Uvazujeme své-
telnou vinu vy Sitici se v ose z, kterd projde silné rozptylujici vrstvou ve vzdalenosti 2y,
kterd je popsana funkei t(xq, y1). V roviné rozptylujici vrstvy bude vina vypadat takto

Vr(z1, Y1, 21) = (Yo x P(21)) (21, y1) - H(w1, 1), (5.1)
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tedy konkrétné za pouziti Fresnelovy aproximace propagatoru

elk=1 ik #1720 + (w1 ~v0)?
77/)1(ZE17 Y1, Zl) iz 77ZJ0(=7:0’ yO) =1 dl’o dyO : t(xlv yl)‘ (52)
1

Navrh experimentu je nasledujici. Holograficky mikroskop zaostiime do roviny roz-
ptylné vstvy (vstva 1 na Obrazku 5.1), z ¢ehoz je mozné pomoci méfeni obdrzet pole
komplexnich hodnot, které nese informaci o amplitudé i fazi zaznamenané viny. Ziskané
pole odpovida vyrazu (5.2). V dal$im kroku zaostiime mikroskop do objektové roviny
(rovina V na Obrazku 5.1). Je vsak tfeba brat v tvahu, Ze v dréze paprsku je umis-
téna rozptylna vrstva, kterda vinu modifikuje. Aby bylo mozné ziskat pole v objektové
roviné, aplikujeme zde uvahy ze sekce 3.3.2. VInu nejprve propagujeme do roviny roz-
ptylné vrstvy, vynasobime funkci propustnosti a nasledné propagujeme zpét do objektové
roviny, na kterou je zaostreny mikroskop, protoze plati

P(z1) x P(—z) = P(z1 — z1). (5.3)

Pokud tento postup rozepiseme, ziskame vlnu v podobé

1kz1 k(11*$0)2+(y1*y0)2
Vo(x, y, 21— 21) // / Yo(wo, Z/o) 2 dzodyo | - (5.4)
R2 R2

R N e T e U y1>2

e 271 dl’l dyl =

’ t(‘rlv yl)

£ (a3 —2z1 @0+ +yE —2y190+03)
T, 6221 dxgd :
1)\21 //R2 </R2¢o 0, Yo) 0 @Yo

—1k

: t(l'b yl) GZZI

2xx1+m1+y2_2yy1+y1)dx dyl _

z +U
—ik s acg+1/(2)

e 2= e motvd
= —)\ / Yo(xo, yo) S dxo dyo X
Zl R2

1kw
t(z1, y1) =1 dxy dys,
R2

kterda odpovida komplexnimu poli namérenému v této roviné. Aby bylo zfejmé, jakym
zpusobem bude provadéna rekonstrukce vzorku, dale tyto vztahy upravime. Provedeme
substituci proménnych

kxy ki
— =K, == 9.5
ok =K, (5:5)
)\Zl )\21
= 22Nk = 22YiK
dxl o d T dyl ot d Y

a tim ziskdme vysledek v nazornéjsim tvaru

_ikZ +y

z+y

e 221 ik
Yoz, y, 21 — 21) = 27r / Yo(x0, yo) e 1 dxg dyy X (5.6)

X// t(zli(z7leI) i[Ka(z—z0)+Ky(y—yo) dK dK
RQ
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Preznacime stézejni ¢asti vyrazu a ziskame

x2+y%
e (7,9, 21 — 21) 221 / % To, Yo) e 1 dxgdyg X (5.7)
7!12 x, y,z1 z1) (9ﬂ07y0)
// ZlKr ﬂ) ei[KZ(J»’_CUO)"‘Ky(y_yO)]de dK
27T R2 v

J/

-~

T (x—z0,y—y0)

tedy konvoluci funkei ¢ a T'. Tento vztah ndm nabizi moznost ziskat ptivodni pole 1 (¢, o)
pomoci dekonvoluce s vyuzitim konvolu¢niho teorému. Konvoluci mtzeme rozepsat po-
moci soucinu Fourierovych transformaci

F{(y = T)} = 2m F{)} F{T}, (5.8)

tento vyraz je jinym vyjadfenim vlny v objektové roviné. Pokud odtud chceme ziskat
ptvodni vlnu, osamostatnime vyraz ¢y, ktery tuto vlnu zahrnuje

_ (0
itan, ) = 7 o2 oo o) 5.9)
odtud mizeme vlnu v roviné vzorku vyjadrit nasledovné
! et
Yo(o, Yo) = 71{%}(»’50, Yo) e L (5.10)

Mezi funkcemi T'(x, y) a t (2=, 2K ) existuje vztah, ktery lze vyuzit pfi ndvrhu simu-
lace, ktera bude podrobné popsana v nasledujici kapitole. Plati, ze funkce ¢ (2£z 21Ku) je
umérnd Fourierové transformaci funkce T'(x, y), coz lze dokazat nésledujicim zpusobem

or F{T}(K,, K,) / / < / / ZIK 1y ) ol (KeotKyu) g ¢! dKé) x  (5.11)
R2 27T R2

x e Kem+Koy) g dy =

/ / ZIK K) K., dK!
R2

ol (Kaz+ Kyy) 1 [(Ko—Ka )2+ (K~ Ky)y] Joe day —
(27T)2 //Rz e

(K, —Kz) X 8(K!)—K,)

:t (Zle ley)
k 0k .

Tato informace je dilezitd, protoze Fourierova transformace funkce T'(z, y) vystupuje ve
vyrazu (5.10), ktery vystihuje zptsob, jakym rekonstruovat vzorek. Jak plyne z odvozeni
vyse, toto pole tedy neni potfeba pocitat, ale nahradit preskalovanou funkci propustnosti.

5.1.1. Simulace

Situaci popsanou v predchozi sekci mizeme simulovat numericky a demonstrovat tak,
ze dekonvoluci obdrzime podobu vzorku ukrytého pod rozptylujici vrstvou. Simulace je
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navrzena v jazyce Python s pouzitim knihovny NumPy a vysledek vykreslen s vyuzitim
Matplotlib Pyplot. Do simulace vstupuji dvé informace, které definujeme — podoba
vzorku a funkce propustnosti rozptylujici vrstvy. Vzorek vstupujici do simulace je defino-
van jako 2D pole, které je cisté fazové. Predstavuji jej hodnoty

Wo(zo, yo) = e/ v0) (5.12)

kde f je parametr udavajici fazovou modulaci, ktery mé smysl v rozsahu (0, 2), a ¢(xq, yo)
je pole normované v rozsahu hodnot (0, 1), které predstavuje vzorek, ktery si zvolime, viz
napt. Obrazek 5.2. Funkci propustnosti rozptylné vrstvy ¢(zq, y1) definujeme podobné

jako fazové pole '
t(zy, yr) = 0w, (5.13)

kde R(z1, 1) je pole ndhodnych ¢isel v rozmezi (0, 27), coz odpovida predstave silné
rozptylujictho prostiedi (viz Obrézek 5.2).

,_.
w
faze yo [rad]
w
faze t [rad]

0.0

(@) (b)
Obrézek 5.2: Fazové pole definujici vzorek, pouzity skalovaci faktor je zde f = 0,95 (a).
Fazova funkce propustnosti (b). Zobrazeno pomoci knihovny Matplotlib Pyplot.

Vlnu v roviné vzorku definovanou vy (o, yo) propagujeme o vzdéalenost z;, a vyna-
sobime funkci propustnosti t(x, y;) a nasledné propagujeme zpét. Propagaci realizu-
jeme pomoci Fresnelova propagatoru. Vzdalenost z; muze byt obecné zvolena libovolné.
Diky odvozeni v sekci 5.1 pri rekonstrukei vyuzijeme zameénitelnosti funkce propustnosti

t (ke 218 g Fourierovou transformaci funkce T'(x, y) takto

! _.kx%-&-y%

Yo (o, yo) =F! % (330, Yo) - € 1, (5-14)

Aby vsak byla zajisténa co nejmensi vypocetni naroc¢nost simulace, je vhodné zajistit,
aby FT funkce T'(z, y) byla plné zaménitelnd s funkei propustnosti ¢(z1, y;) bez nutnosti
skalovani, coz znamenda dodrzeni podminky

Zle o Zle

kU Tk

Déle si zvolime, Ze pti simulaci jsou pole ¢tvercova, tedy sitka a vyska simula¢niho pole
jsou sirovny — L, = L, = L. Podminku (5.15) tedy rozvedeme pouze pro rozmér ve sméru
osy x a pro rozmeér y je situace analogicka. Plati

=y. (5.15)

x = nAz, (5.16)
2
K, = %n,
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100 pm

@ (b) (c) (d

Obrézek 5.3: Fazové pole definujici vzorek, preskalovany na polovinu pole, zvolena hodnota
z1 = 1 mm, ddle N = 500, A = 500 nm a odtud celkovy rozmér pole L = 0,5 mm (a).
Fazové pole predstavujici méreni v roviné rozptylné vrstvy (b). Fazové pole predstavujici
méfeni v roviné vzorku (c). Vysledek ziskany z pole zméfeného v roviné vzorku za uziti
dekonvoluce (d). Vykresleno pomoci Matplotlib Pyplot.

tedy

. 21 2
nAzr = T (5.17)

. Zl)\
- LAz’

kde L je fyzicky rozmér simulacniho pole, A je vlnova délka svétla, které se siti optickym
systémem, n je index pixelu, ktery urcuje konkrétni polohu x a Ax je fyzicky rozmér
jednoho pixelu. Pokud si oznac¢ime pocet pixeli v ramci rozméru L jako N, plati, ze
Axr = % Pokud si tedy vzdalenost propagace zvolime libovolné, jak bylo vyse feceno, a
pocet pixeli N i vlnova délka A jsou také urceny (konkrétnim mikroskopem a rozlisenim
jeho detektoru), pak fyzicky rozmér pole L musi byt urcéen takto

Podminka (5.18) tedy zarucuje, ze funkce propustnosti ¢(z1, y1) je zaménitelnd s Fou-
rierovou transformaci funkce T'(x, y) a neni tfeba ji dopocitavat, abychom mohli vyuzit
vztahu (5.10), staci vyuzit nami definované pole t(x1, y; ), pficemz kvili zptsobu, jakym je
provadéna Fourierova transformace v jazyce Python, je potieba toto pole upravit pomoci
funkce fftshift.

Aby byla propagace provedena spravné, byl vzorek naskalovan do stredu simula¢niho
pole tak, aby jeho rozmér nezabiral celou simulac¢ni oblast, konkrétné Lo = % Pole,
ktera by odpovidala méfenim v roviné rozptylné vrstvy a v roviné vzorku podle sekce
5.1, jsou vidét na Obréazku 5.3 (b), (c), také je zde vidét vysledek dekonvoluce provedené
podle vztahu (5.14).

5.2. Alternativni pristupy

Existuje mnoho moznosti, kterymi lze docilit kvalitniho zobrazovani skrze rozptylujici pro-
stredi. V této sekci budou ve vétsi podrobnosti zminény dva z nich, a to méreni difiizniho
svetla pomoci koherenci fizeného holografického mikroskopu a méreni transmisnich matic
optickych systémt, ale k problému lze ptistoupit i jinak — napt. s vyuzitim konfokalni ¢i
dvoufotonové [3] mikroskopie.
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5.2.1. Méreni diftizniho svétla pomoci CCHM

Sekce 4.2.1 byla vénovana vyhodnym vlastnostem CCHM pro fazové zobrazovani, nyni
bude podrobnéji pojednadno o mechanismu koherenéni brany, ktery je klicovy pro zobrazo-
vani v silné rozptylném médiu. Pti priichodu svétla takovym médiem dochézi k rozptylu
casti zafeni do jinych smérti, nez je primarni smér siteni. Koheren¢ni brana umoznuje
filtraci balistického svétla od difizniho tak, ze k zobrazovani prispiva jedno nebo druhé
pouze omezené. Balistické svétlo pii priichodu rozptylujicim prostfedim neméni sviij smér,
zatimco difizni svétlo se rozptyluje do rtiznych sméri. V klasickém nastaveni mikroskopu
s nizce koherentnim zdrojem osvétleni diftzni svétlo s referenénim svazkem diky filtracni
schopnosti difrakéni mrizky neinterferuje, a je tedy mozné ziskat podobu vzorku umisté-
ného pod rozptylujici vrstvou, pokud je umistén mimo rovinu, kam je mikroskop zaostien
[17]. V tomto ptipadé tedy difazni svétlo ke tvorbé obrazu nepfispiva, ale balisticky obraz
rozptylem znac¢né ztraci na intenzité.

CCHM ovsem stavi zobrazovani prostfednictvim difizniho svétla na stejnou troven
jako zobrazovani balistickym svétlem. Aby toto tvrzeni obstédlo, je nutné docilit toho, ze
diftzni svétlo v roviné detektoru interferuje s referenénim svazkem. Bylo ukazano, ze po-
kud je referenc¢ni svazek lateralné posunut, v roviné detektoru neinterferuje s balistickym
svetlem, ale se svétlem, které bylo rozptyleno do tohoto mista detektoru. Rekonstrukei
vzniklého hologramu je mozné ziskat obraz podobny balistickému, experimentalné vsak
vychézi, ze jeho rozliseni zavisi na daném laterdlnim posuvu referencni vétve. [15]

Pro silné rozptylujici prostredi, které zakryva vzorek, vsak obsahuje pole zmétené po-
moci difizniho i balistického svétla informaci o vzorku porovnatelné kvality, a tedy ani
jeden z ptistupt neni nadtazeny. Pro takové prostredi je také mozné, ze jedinym métenim,
at uz s balistickymi nebo difiznimi fotony, neni mozné dosahnout vyhovujici rekonstrukce
vzorku, protoze nenese dostatecnou informaci. Dal$im prfistupem, ktery je navrzen v [2],
je provést méreni pro mnoho riznych posuvi referencéniho svazku a jejich kombinaci zis-
kat kvalitnéjsi rekonstruovany obraz. Pomoci navrzeného Chmelikova-DuriSova algoritmu,
ktery sklada vysledny obraz, vznikne velmi kvalitni fazovy obrazek vzorku i pod leptanym
sklickem ¢i 1-2 mm silnou vrstvou kufeciho masa (viz Obrazek 5.4).

Ag = (0,0 pm Ag = (3,3) um
(c 0.025(e 2.5
o
]
A
>
B
o
-2

Obrazek 5.4: Vzorek umistény pod vrstvou kurectho masa. Amplituda (a) a faze (b) rekon-
struovand pomoci zméreného interferenéniho obrazce s balistickym svétlem. Amplituda
(c) a faze (d) rekonstruovand pomoci zméreného interferencniho obrazce s difiznim svét-
lem. Slozeny kvantitativné fazovy obrazek vznikly kombinaci méfeni diftzniho svétla (e),
prevzato z [2].
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5. ROZPTYLUJICI PROSTREDI
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Obrazek 5.5: Schéma méfeni transmisni matice, prevzato z [16] a upraveno.

5.2.2. Méreni transmisnich matic

Misto charakteristiky kazdé c¢asti optického systému a jeho vlivu na prochazejici svételny
svazek zvlast, je mozné cely tento systém popsat funkci. Protoze neni mozné detekovat
spojity signal, ale dochazi k jeho diskretizaci, mtizeme si tento signal predstavit jako vek-
tor. Funkci, kterd charakterizuje dany systém, pak nahradime transmisni matici (TM).
Signal predstavujici svételnou vlnu na vystupu linedrniho optického systému je poté za-
visly na vstupnim signalu takto

Yot =)t (5.19)

kde t,,, je koeficient transmisni matice, kterd ma rozmér N x M. V c¢lanku [18] autofi
demonstruji moznost zaostrit i mnohonasobné rozptylené svétlo do jednoho ¢i vice bodi,
a navic zvysit ziskanou intenzitu az 1000x. Tento postup se zaklada na fazové modulaci
vstupni svételné viny pomoci prostorovych moduldtora svétla (SLM), kterd je v podstaté
inverzni vicéi zméné faze svételné viny vlivem rozptylujiciho média. V ¢lanku [10] je do
jisté miry navazano na toto zjisténi a prostorové modulatory jsou zde pouzity ke zméteni
transmisni matice optického systému. Tento postup je mozny aplikovat, pokud je prostredi
béhem métreni neménné, protoze jakdkoliv zména se projevi i v transmisni matici, ktera uz
nebude presné popisovat dany systém. Jakmile se ziskad transmisni matice, je mozné nejen
ze vstupniho signalu ziskat vystupni bez nutnosti dalstho meéreni, fokusovat rozptylené
svétlo do konkrétnich bodi, ale predevsim se otevird moznost provést tento experiment
obracené, tedy z naméreného vystupniho signalu ziskat nezndmy vstupni signal za pomoci
inverzni matice. Toto je zadouci, protoze vstupni signal nese informaci o objektu, ktery
muze byt umistén v draze svételného svazku.

Postup méteni je nasledujici. Zdrojem svétla je laserovy svazek, ktery se vyznacuje
vysokou koherenci. Tento svazek se po projiti systémem cocek a polarizatoru odrazi od
SLM, pricemz jen ¢ast tohoto svazku je jim modulovana, ¢ast je ponechana jako referenc¢ni
(viz Obrazek 5.5). Tato konfigurace je zvolena, aby bylo dosazeno interference, aniz by
byly potteba dvé rtzné vétve. Po odrazu svazek prochazi rozptylujicim vzorkem a je
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5.2. ALTERNATIVNI PRISTUPY

detekovan na CCD kamere. Transmisni matice v tomto usporadani popisuje jak rozptyl,
tak i siteni mezi SLM a detektorem. Detekovana je intenzita

2
]out _ |¢out|2 —
m m

, (5.20)

i in
T'mn + § € tmn ¢n
n

kde r,, je komplexni amplituda referen¢ni c¢asti svazku. Méreni je provadéno se svazkem

se zndmou vlnoplochou pro ¢tyfi fdzové posuny o = 0, 7, 7, 37” a z nich se pak ziskavaji
jednotlivé koeficienty t,,, takto

LN LAY (Y S

m 1 T4+ 1 X tn- (5.21)
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6. REKONSTRUKCNI ALGORITMUS

6. Rekonstrukcéni algoritmus

V této kapitole bude navazano na navrzené simulace v sekci 5.1.1, nicméné funkce pro-
pustnosti, ktera popisuje rozptylujici vrstvu, neni v experimentu znamé. Proto je potieba
simulaci upravit a navrhnout zptsob, jak zrekonstruovat vzorek bez znalosti této funkce
propustnosti.

6.1. Gerchbergiv-Saxtonuv algoritmus

Gerchberg-Saxtontiv (G-S) algoritmus je iterativni algoritmus, ktery dokaze ziskat fazi
vlny v ur¢ité roviné ze dvou méreni intenzity. Jeho idea je tato: jako vstup do algoritmu
mame dvé intenzitni pole

[V (1, y1)l, [e(2, yo)l, (6.1)

kterd byla ziskana mérenim konkrétni viny v rovinach, které jsou spolu propojeny Fou-
rierovou transformaci (pfipadné jinou transformaci — napft. Fresnelovou propagaci) takto

VYo(x2, y2) = F{t1(21, 11)}, (6.2)
kde
Ui (z1, 1) = |1 (1, y1) ei¢1($17y1)’ (6.3)
Va2, y2) = [Ua(a, yo)| €P2(72:82),

Prvnim krokem je odhad faze v jedné z téchto rovin, ¢asto ¢;(z1, y1). Tento odhad vstu-
puje do algoritmu jako pocatecni aproximace, tedy

(1, y1) = [ (1, yo)| 0000 (6.4)

Kazda iterace G-S algoritmu obsahuje nékolik krokt, viz Obrazek 6.1. Nejprve je prove-

odhad ¢,

. FT ~ .
11| el |11 |e!?2
- . IFT ;
|, |ei I, | el

Obrézek 6.1: Schéma G-S algoritmu

dena Fourierova transformace funkce 1, ziskané pocatecnim odhadem, nebo odhadem v
ramci predchozi iterace. Tato F'T ma pro j-tou iteraci tvar

FLi™) = |4 €%, (6.5)
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6.2. NAVRH REKONSTRUKCNIHO ALGORITMU

Protoze spolu vSak pole (21, y1) a (w2, y2) souvisi pres Fourierovu transformaci, je
mozné amplitudu [¢}'| nahradit zméfenym polem [¢o(z2, y2)|, tedy

FLi™') = || €9, (6.6)

¢imz je zaroveil ziskdn odhad faze vlny v druhé roviné ¢y(wa,ys). Pro odhad ¢ (1, y1),
ktery vstupuje do dalsi iterace, je nutné provést IFT pole |1, el?2

sl € b = (94 e (6.7)

a nahradit amplitudu _
W (1, 1) = [P (@, yo)] 910090, (6.8)

¢imz ziskdme vstupni pole pro (j + 1)-tou iteraci algoritmu. [19]

6.2. Navrh rekonstrukc¢niho algoritmu

Pti navrhu algoritmu, jehoz tilohou je rekonstruovat zkoumany objekt umistény pod roz-
ptylujicim prostredim, se inspirujeme principem G-S algoritmu. Tento postup je zvolen
z dtivodu, ze podobné jako v pripadé G-S algoritmu provadime dvé méreni ve vrstvach,
které jsou propojeny znamou transformaci, prestoze neni tak primocard jako FT. Zajmem
je taktéz rekonstruovat fazi svételného svazku v danych rovinach, protoze faze nese infor-
maci o vzorku. Mérfeni jsou ovSsem provadéna pomoci koherenci fizeného holografického
mikroskopu, proto je v nich jiz inherentné obsazena informace o amplitudé i fazi. Jak tato
dvé zmeérena pole komplexnich hodnot vstupuji do algoritmu a jak odsud rekonstruujeme
vlnu pri prichodu objektovou rovinou, je predmétem této kapitoly.

Prvni méreni provedeme v roviné rozptylujici vrstvy, ktera je popsana funkci propust-
nosti t(z1, y1). Pole naméfené v této vrstvé ma tvar

elkzl (w1 —30)2+(y1 —vg)2

ik 1—%0 Y1—Y0

¢1($17 Y1, Zl) 5 / 2Po(ﬂﬁ’o, yo) 1 dxodyo - t(xl, yl) = (6-9)
1)\21 R2

= (Yo * P(z1)) (21, 1) - Uz, ),

ktery byl odvozen v sekci 5.1. Druhé méreni je provedeno v objektové roviné a zmérené
pole je tedy tvaru

_lkz 2442 $0+y0
(2 (35 Y, 21 — 21 21 1 % Zo, yo) T(ff — Zo, Y — yo) dxg dyy = (6-10)
R2

= (g« ) (2, y)

Objektem zajmu je pole 1y (xo, o), které nese informaci o vzorku. V analogii s Gerchberg-
-Saxtonovym algoritmem provedeme na pocdtku jeho odhad 1§(zo, yo). V prvni iteraci
poté uréime i odhad funkce propustnosti t(x1, y1), jejiz tvar také neni znam. Pro tuto apro-
ximaci vyuzijeme rovnici (6.9), kde pole ¢y (x1, y1, 21) je znamé, a (Yo * P(z1))(x1, y1)
ziskdme numerickou propagaci aproximovaného pole ¥ (zg, 4). Odhad funkce propust-
nosti je tedy ve tvaru
Y1(z1, Y1, 21)

(W0 = P(z1))(x1, y1)°

t' (21, y1) = (6.11)
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6. REKONSTRUKCNI ALGORITMUS

Déle je potteba ziskat lepsi odhad vy (zo, yo), ktery vstoupi do dalsi iterace algoritmu.
Jak bylo jiz dfive odvozeno, lze ¢y (z0, yo) ziskat dekonvoluci. Do tohoto kroku vstupuje
druhé nameétené pole v objektové roviné ¥y (x, y, 21 — 21), jehoz prostiednictvim je mozné
ziskat lepsi odhad. V tomto kroku totiz de facto skrze pole t/(x1, y;) vystupuje aproximace
Yo(zo, Yo) z predchozi iterace, a je porovnavana s méfenim iy(x, y, 21 — 21), které v sobé
nese informaci o skutecné podobé pole 1y(zg, yo). Jeho odhad, ktery bude vstupovat do
(7 + 1)-té iterace je tedy tvaru

oz, y, 21 — 21) eiikzijfﬂ 2ot
j — 245 Yy 21 — <1) ¢ —ik=0"%
R e (6.1
(j 4+ 1)-té aproximace funkce propustnosti ¢(x1, y;) bude opét
; X1, Y1, 2
(21, y1) = Y121, v, 1) (6.13)

(% * P(z1)) (21, yl)‘

Tyto odhady se budou zlepsovat s kazdou iteraci, podobné jako v G-S algoritmu.

6.2.1. Navrh algoritmu pro 3D rozptylujici prostredi

V této kapitole bude predstavena idea algoritmu, ktery by mohl pracovat s objemovym
rozptylujicim prostiedim, které si predstavime jako N silné rozptylujicich vrstev s vlast-
nimi funkcemi propustnosti. Pro nazornost bude pouzito tii rozptylujicich vrstev, coz by
se jiz dalo povazovat za 3D prostiedi, avsak stejny postup by se dal rozsitit matematickou
indukci na pripad N vrstev.

Pro 3 rozptylujici vrstvy provedeme 4 méfeni. Jedno v roviné objektové a zbyvajici tii
v rovinach jednotlivych rozptylujicich vrstev. Cilem je postupné systém redukovat tak,
ze z néj odstranime jednu nejsvrchnéjsi rozptylujici vrstvu, jejiz funkce propustnosti byla
algoritmem rekonstruovana. V prvnim kroku tedy vstupuji do algoritmu méfeni v roviné
druhé a treti rozptylujici vrstvy, diky ¢emuz ziskdme podobu vlny po projiti druhou roz-
ptylujici vrstvou a funkei propustnosti nejsvrchnéjsi vrstvy. Zbyvajici dvé namérena pole
(tj. v roviné vzorku a v roviné prvni rozptylujici vrstvy) je tfeba numericky propagovat do
roviny treti rozptylujici vrstvy, vydélit rekonstruovanou funkeci propustnosti a propagovat
zpét. Tim se fakticky provede redukce systému na 2 rozptylujici vrstvy.

V dalsim kroku vstoupi do algoritmu rekonstruovand podoba vlny po projiti druhou
rozptylujici vrstvou a méfeni v roviné prvni rozptylujici vrstvy (coz po redukei systému
opét odpovidd méfenim ve dvou nejsvrchnéjsich vrstvach). Vystupem algoritmu je opét
podoba viny po projiti prvni rozptylujici vrstvou a funkce propustnosti druhé vrstvy. V
analogii se situaci vyse se nasledné provede redukce na systém s 1 rozptylujici vrstvou, coz
je situace popsanda v predchozi sekci, a odtud se ziska rekonstruovany zkoumany vzorek.

6.3. Vysledky simulace

Simulace navrzend v jazyce Python stavi na situaci popsané v ¢lanku 5.1.1, ovSem misto
jednoho dekonvolu¢niho kroku je nutné zabudovat rekonstrukéni algoritmus podle navrhu
v ¢lanku 6.2. Kvalitu rekonstrukce je mozné kvantifikovat tim, ze rekonstruované pole
bude propagovano do roviny rozptylujici vrstvy, dale vynasobeno rekonstruovanou funkci

33



6.3. VYSLEDKY SIMULACE

propustnosti, a propagovano zpét do objektové roviny. Takto ziskané pole je pak mozné
porovnat s mérenim v objektové roviné a jejich podobnost ur¢it pomoci

1 .
e > 5 [ 2 [0, w) — s (e ), (6.14)
z,y

kde ¢ je realnd hodnota, kterd muze byt libovolné zvolena. Algoritmus pak bézi, dokud
hodnota na pravé strané rovnice neni nizsi nez pozadované e.

Hodnota e byla stanovena na ¢ = 107°. Pro jednu rozptylujici vrstvu je algoritmus
schopny rekonstruovat fazové vzorky v této kvalité uz po nékolika desitkach iteraci, pri-
¢emz jiz po b iteracich je odhad pole uspokojivy, coz znamena, zZe jiz 1ze rozeznat rekon-
struované objekty, viz Obréazek 6.2 (i)-(1). Vyjimkou je rekonstrukce vstupniho pole na
Obrazku 6.2 (b), které konverguje velmi pomalu a kvalitniho vysledku bylo dosazeno az
po 1382 iteracich. Protoze vzorek ma mnoho ostrych rozhrani mezi bilymi a ¢ernymi plo-
chami, rekonstrukce trva velmi dlouho. Vystup algoritmu zachovava rozliSeni, nicméné se
snizuje kontrast. Jak je vSak viditelné v pripadé vstupniho pole na Obrazku 6.2 (c), které
ma inherentné nizky kontrast, i v tomto pripadé je po rekonstrukci pfi snizeném kontrastu
objekt rozeznatelny. Lze také usoudit, ze algoritmus konverguje k hodnoté ¢ = 0.

Pro vice vrstev nebylo zatim rekonstrukce docileno. Divodem je to, ze béhem propa-
gace vznika nezanedbatelna amplituda, ktera neumoznuje rekonstrukei. Timto smérem bu-
dou smérovany dalsi snahy v navaznosti na tuto praci. Az se v budoucnu podari adaptovat
algoritmus na amplitudové vzorky, rekonstrukce bude realizovana tak, jak byla popsana v
sekci 6.2.1. Rekonstrukéni problém popisuje nelinearni rovnice odvozena kombinaci rovnic

(6.9) a (6.10)

(Yo + P(A2)) (2 + P(A2)) = (T + P(A2)) (0 * P(A2)),  (6.15)

kterou zatim lze vyftesit pouze v pripadé, ze vSechny komponenty této rovnice jsou Cisté
fazové.
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Obréazek 6.2: Pole vstupujici do algoritmu predstavujici vzorek (a), (b), (c), (d), zvolené
hodnoty z; = 1 mm, N = 800, A = 600 nm, celkovy rozmeér pole L = 0, 7 mm, vstupni pole
byla naskalovana na polovinu tohoto rozméru podobné jako u simulaci v sekci 5.1.1, tedy
rozmér vzorku odpovidd Ly,oex = L/2. Pole o rozméru L ziskand méfenim v objektové
roviné (e), (f), (g), (h). Rekonstrukce vzorku ziskand po 5 iteracich, objekty jsou jiz
rozeznatelné (i), (j), (k), (1). Rekonstrukce vzorku odpovidajici podmince, ze € = 1075,
dosazend po 188 iteracich (m), 43 iteracich (n), 1382 iteracich (o) a 107 iteracich (p).
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7. Zaver

Tato bakalarska prace se zabyvala problematikou zobrazovani v silné rozptylujicim
prostiedi s vyuzitim koherenci fizeného holografického mikroskopu. Cilem prace bylo se-
znamit se s principy Sifeni svétla v takovychto médiich a s principy koherenci fizené
holografické mikroskopie, a nésledné navrhnout algoritmus pro rekonstrukci objektu vno-
feného do silné rozptylujictho prosttredi.

V teoretické casti prace byly nejdiive popsany zakladni mechanismy Siteni svétla v
linedrnim prostredi, byl odvozen tvar propagatoru, ktery predstavuje vztah mezi vinou na
vstupu a vystupu linearniho optického systému, pricemz byly diskutovany podminky, za
kterych je mozné pouzit Fresnelovu ¢i Fraunhoferovu aproximaci propagatoru. Nasledné
byl popsan vyznam konvoluce a Fourierovy transformace pri analytickém popisu siteni
svetla.

Dalsi ¢ast byla vénovana principtim holografické mikroskopie, s dlirazem na moznost
kvantitativniho fazového zobrazeni diky interferenci svazkt prochézejicich objektovou a
referencéni vétvi mikroskopu. Predstaven byl koherenci fizeny holograficky mikroskop, je-
hoz vyhodou je, Ze pro vznik interferenéniho obrazce dokaze vyuzit i pouze castecné
koherentni osvétleni. Popsan byl také mechanismus koherencéni brany, kterd umoznuje
selektivni potlaceni balistického nebo diftzniho zareni, a ziskat tak informaci o vzorku
neporusenou rozptylujicim prostiedim.

Stézejni ¢ast prace byla vénovana popisu siteni svétla systémem, kde je vzorek umistén
pod rozptylujicim médiem. Z analytického popisu vzesel navrh algoritmu pro rekonstrukci
obrazu objektu umisténého v silné rozptylujicim prostiedi. Tento iterativni algoritmus je
inspirovan Gerchbergovym-Saxtonovym algoritmem a na zakladé méreni holografickym
mikroskopem v roviné vzorku a roviné rozptylujici vrstvy rekonstruuje fazovy vzorek
umistény pod rozptylujici vrstvou, i jeji fazovou funkeci propustnosti. Algoritmus vyuziva
poznatkl ziskanych pfi popisu propagace svétla rozptylujicim prostredim. Zasadni ope-
raci, ktera je v algoritmu vyuzita, je dekonvoluce. Navrh algoritmu byl primarné zamétren
na rekonstrukci 2D vzorkt, a funkénost tohoto algoritmu byla ovérena pomoci simulace
navrzené v jazyce Python. V navaznosti na to byly diskutovany moznosti rozsiteni tohoto
pristupu pro rekonstrukci 3D objektt, které by zahrnovalo sniméni v riznych hloubkach
rozptylujictho média a naslednou postupnou redukei systému o rozptylujici vrstvy, jejichz
funkce propustnosti byla rekonstruovana, az na 2D vzorek.

Navrzené simulace zalozené na dekonvoluci ukazaly, ze algoritmus je schopen s vysokou
presnosti rekonstruovat 2D objekt pii zachovani rozliseni a mirném (ale nedestruktivnim)
snizeni kontrastu, a to v ramci nékolika desitek iteraci. Algoritmus v navrzené podobé
zatim dokaze pracovat pouze s Cisté fazovymi komponentami. V budoucnu bude cilem jej
dale upravit tak, aby dokéazal pracovat i s amplitudovymi vzorky, které oteviraji cestu pro
rekonstrukei 3D objektt, protoze i pri propagaci fazového objektu pres nékolik rozptylu-
jicich vrstev vznikd amplituda, kterou nelze zanedbat. Déale bude néasledovat testovani a
optimalizace algoritmu pro redlnd experimentalni data z holografického mikroskopu.

Zaverem lze tedy Tici, Zze navrzeny algoritmus a provedené analyzy potvrzuji potencial
holografické mikroskopie v zobrazovani skrze silné rozptylujici prostredi a ze holograficka
mikroskopie predstavuje slibnou cestu k prekonani limiti klasického optického zobrazovani
v pritomnosti silného rozptylu.
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