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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva ovéfenim praktické vyuzitelnosti metody FDTD pro simulaci
zobrazovani v koherenci fizeném holografickém mikroskopu. Byly podrobné prozkouméany
rizné moznosti ur¢eni matice rozptylu a vybran optimalni postup zalozeny na rigoréznim
vypoctu dalekého pole. Matice rozptylu, nesouci informaci o pozorovaném predmétu, je
pak pouzita k analytickému vypoctu signalu mikroskopu; pii tom také byly vyhodnoceny
dvé urovneé aproximaci aperturnich funkci. Vysledky byly porovnany s tradi¢nim postupem
zalozenym na Rytovové aproximaci a vymezena oblast platnosti této aproximace. Na
zakladé simulaci holografického mikroskopu byly dale prozkoumany zavislosti podélné
rozliSovaci schopnosti na aperturach objektivu a osvétleni a citlivost holografického signdlu
ke zméné indexu lomu vzorku.

Summary

This thesis deals with the problem of practical application of FDTD technique for simu-
lation of image formation in coherence controlled holographic microscope. Various ways
for obtaining scattering matrices are explored in detail and the optimal technique based
on a rigorous calculation of the far field is proposed. The scattering matrix, containing
information about the observed sample, is subsequently used in analytic calculation of
holographic signal; two levels of approximation of pupil function are also evaluated. The
results are compared with a traditional approach based on Rytov approximation resulting
in specification of the parameter domain where the approximation is applicable. Based on
the simulations of the microscope, the dependence of axial resolution on apertures of the
objective and the condenser and sensitivity of the signal to changes of refractive index of
the sample is also studied.
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UVOD

L d
Uvod

Svételnd mikroskopie hraje nezastupitelnou roli v mediciné a biologii [1]. Mezi nej-
a neinvazivni optické metody jako jsou optickd koherenéni tomografie [4] ¢ holograficka
mikroskopie [5]. Tyto optické metody vyzaduji porozuméni jeviim pri rozptylu svétla na
elementarni irovni. Lepsi porozuméni spojitosti mezi biochemickymi procesy a morfologii
bunék a rozptylem svétla vede k rozvoji mnozstvi aplikaci v 1ékarské diagnostice.

V mnoha ptipadech diagnostiky a vyzkumu biologického zobrazovani je numerické
modelovani rozptylu svétla na vzorcich mocnym nastrojem jak lépe, ¢i viibec, pochopit
zakladni fyzikalni a biochemické procesy v zivé hmoté. Metody numerického modelovani
mohou poskytnout cenné informace o rozptylu svétla na bunkach ¢i tkanich, které lze
nasledné vyuzit pro praktickou interpretaci zmén v méreném rozptylu napriklad v oboru
patologie, do které v poslednich letech pronikd i zobrazovani v . CCHM (z anglického
coherence-controlled holographic microscope) [0, 7, 8] vyvinutého na VUT ve spolupréci
s firmou Tescan. Pro simulaci zobrazovani v . CCHM je dilezitd znalost tzv. rozptylové
funkce, kterou je mozné ziskat z blizkého pole vypocitaného vhodnou numerickou metodou
adekvatné popisujici rozptyl svétla na vzorku. Mezi tradiéni metody popisujici rozptylové
jevy patii Bornova a Rytovova aproximace a v poslednim dvacetileti se stale vice prosazuje
i rigorézni numerickd metoda konecnych diferenci v casové oblasti FDTD (z angického
finite-difference time-domain) Tesici piimo Maxwellovy rovnice elektromagnetického pole.

Préce navazuje na simulace zobrazovani v CCHM v [9], které se omezovaly na zobra-
zovani priblizné rovinné struktury s hodnotami numerickych apertur do 0,8. Konkrétné
se prace zaméri na srovnani aproximativnich metod vypocétu rozptylu svétla s metodou
FDTD a ovéteni praktické vyuzitelnosti metody FDTD pro vyzkum a optimalizaci metod
holografické mikroskopie. Pro tucely zkouméani podélné rozlisovaci schopnosti CCHM je na-
vrzena vhodnd prostorova struktura bunécénych organel a je prozkouman i vliv vysokych
numerickych apertur az do 1,3.

V prvni kapitole jsou shrnuty metody vypoctu rozptylu svétla a jejich vyuziti v bi-
ofotonice a biologické mikroskopii se zvlastnim zretelem na Rytovovu aproximaci a me-
todu FDTD. Druhéa kapitola je vénovana technickym aspektiim simulaci rozptylu svétla
metodou FDTD v programu Lumerical a je navrzen pristup pro vypocet blizkého pole,
respektive tthlového spektra z pole dalekého. Treti kapitola predstavuje posledni model
CCHM a obsahuje také teoreticky popis pro zobrazovani v tomto mikroskopu. Posledni
kapitola je vénovana prezentaci vysledkiim simulaci zobrazovani v CCHM.






1. METODY VYPOCTU ROZPTYLU SVETLA
1. Metody vypoctu rozptylu svétla
1.1. Rozptyl svétla a biofotonika

Rozptyl zahrnuje sirokou skalu jevi s interakei viny nebo ¢éstic s latkovym prostiedim.
Pojmu rozptyl lze pouzit vzdy, kdyz vina (svétlo) interaguje s dvojrozmérnymi nebo troj-
rozmérnymi objekty, které obecné nemaji periodickou strukturu, a pritom meéni sviij smeér
siteni [10, odst. 2.1]. Rozptylené svétlo se obecné sklada z elastické a neelastické slozky.
Elasticka slozka je rozptylenou vinou, kterd ma stejnou frekvenci jako vina dopadajici, a
pokud se uplatnuje pri rozptylu predevsim tato slozka, hovoii se o tzv. elastickém nebo
také Rayleigho rozptylu [11, odst. 4.2]. V pfipadé neelastického nebo také Ramanovského
rozptylu [12, kap. 5] ma rozptylend vlna frekvenci posunutou vzhledem k vIné dopadajici.
Dva parametry, které maji zasadni vliv v ptripadé rozptylu svétla na mikrobiologickém
vzorku, jsou morfologie (tvar) a vnitini biochemickd stavba urcujici index lomu. Elas-
ticky rozptyl mize poskytnout informaci o velikosti, morfologii a indexu lomu vzorku [13]
a neelastickym rozptylem lze ziskat informaci primo o jeho molekuldrni kompozici [11].
Rigoréznim popisem rozptylu svétla se zabyva naptiklad [15].

Existuji analytickd feSeni rozptylu svétla pro homogenni struktury ur¢itého tvaru,
jako je napriklad Mieova-Lorenzova teorie [16] pro ¢astice kulovitého tvaru. Je ziejmé, Ze
zejména v pripadé biofotoniky a biologické mikroskopie, kde zkoumané struktury vyka-
zuji nepravidelné tvary a nehomogenni rozlozeni indexu lomu, ¢ini analytické modelovaci
pristupy velice obtiznymi ne-li nemoznymi. To vedlo k pouziti nékterych klasickych pri-
bliznych metod, jako jsou Bornova a Rytovova aproximace a pozdéji i vice rigor6znéjsich
a presnéjsich metod jako jsou napiiklad diskrétni dip6lova aproximace DDA (z anglického
discrete dipole approximation) ¢i metoda FDTD.

Bornova aproximace vychazi z ptiblizeni, v némz se mikrobiologicka struktura pova-
zuje za slabé rozptylujici prostiedi. Na Bornové aproximaci je naptiklad zaloZzena tispésné
a relativné nova experimentalni metoda FTLS (z anglického Fourier transform light scat-
tering) kombinujici optickou mikroskopii, holografii a teorii rozptylu svétla pro vyzkum
nehomogennich a dynamickych mikrobiologickych vzorku [17, 18].

Rytovova aproximace je zaloZena na odliSném pristupu k feSeni integralni rovnice pro
rozptyl, viz odst 1.2.3. Aproximace je hojné vyuzivana pii modelovani rozptylu svétla v

nehomogennim prostiedi, v difrak¢ni tomografii [19] a pfi inverznich problémech v teorii
rozptylu [20]. V pripadech, kdy je vlnova délka vyrazné kratsi nez nejjemnéjsi detail

zkoumané struktury, je Rytovova aproximace presnéjsi nez Bornova [21].

Teoreticky popis Bornovy a Rytovovy aproximace se nachézi v odst. 1.3 a 1.4 této
prace.

Diskrétni dipdlova aproximace DDA je univerzalni metoda pro vypocet rozptylu ¢i
absorpce elektromagnetické viny na strukturach libovolného tvaru a stavby a patii mezi
tzv. rigorézni metody. Metoda spociva v rozdéleni struktury na malé elektrické dipdly
[22]. Vysledné elektrické pole je poté superpozici poli ze zdroju vné a uvnitt zkoumané
struktury. Aproximace DDA byla napriklad pouzita pri analyze rozptylu svétla na bunkach
¢ervené krvinky [23, 21].

FDTD metoda je pravdépodobné nejjednodussi technikou, v ramci teoretického popisu
i implementace, feseni problémi v elektromagnetismu [25, 26]. Stejné jako DDA patii i
FDTD do tridy rigoréznich metod. Metoda FDTD a moznosti jejiho aplika¢niho vyuziti
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prosly v druhé poloviné 20. stol. obecné rychlym rozvojem [26, odst. 1.1]. V roce 1966
K. Yee [27] navrhl diskrétni techniku feseni Maxwellovych rovnic pro vypocet vektori
elektrické E a magnetické H intenzity. Technika je zaloZena na aproximaci prostorovych
i casovych derivaci pritomnych v Maxwellovych rovnicich pomoci konecnych diferenci a
vesla ve znamost jako Yeetiv algoritmus, viz odst. 1.5.1. Aplikacni vyuziti FDTD metody
rostlo zaroven s pokrokem vypocetniho vykonu pocitact [28] a dnes se jedna o nejrychlejsi
metodu piimo Tesici Maxwellovy rovnice elektromagnetického pole [29].

Konkrétni vyuziti metody FDTD zahrnuje napriklad vypocet t¢innych prurezi roz-
ptylu na libovolnych strukturdch [30], rozptylu na frekvencéné zavislych materidlech [31]
¢i v mikroskopii diagnostiku lidské tkané [32, 33] a simulace rozptylu svétla na burnikach
[34, 23]. Rozmanitost aplika¢nich vyuziti metody FDTD dobte shrnuje ¢lanek [35].

Existuji i dalsi metody vypoctu rozptylu, jako jsou metoda T-matice, metoda ko-
necnych prvki FEM (z anglického finite element method), metoda momenti MOM (z
anglického method of moments) a dalsi [30]. Tyto metody zde nejsou podrobnéji popsany,
jelikoz jejich pouziti v biofotonice neni obvyklé.

Srovnani aproximativnich a rigoréznich metod

Vyhodou aproximativnich metod jako jsou Bornova a Rytovova aproximace je teo-
reticky popis zobrazeni umoznujici porozuméni zkoumanému jevu. Numerické vysledky
téchto metod vsak nemusi byt dostatecné presné. Dalsi vyznamnou vyhodou je moznost
reseni inverzni tlohy. Naproti tomu rigorézni numerické metody DDA a FDTD obvykle
poskytuji vysokou pfesnost a univerzalnost pro Sirokou skalu aplikaci. Jejich nevyhodou
je obt{znéjsi fyzikalni interpretace vysledki a praktickd nemoznost feseni inverzni tlohy'.
Hlavnim prekazkou pro plné vyuziti potencidlu rigoréznich metod byval vypocetni vykon
a ponékud slozitéjsi implementace. S dnesnim vypocetnim vykonem a komercénimi pro-
gramy pro vypocty FDTD metodou jiz vSsak tato nevyhoda v soucasnosti ztraci témér
vyznam.

1.2. Skalarni vlna

Jelikoz v odst. 3.2 je pfi teoretickém popisu zobrazovani v CCHM pouzito skalarni
formulace elektromagnetické viny, je v tomto odstavci zavedeno pojmu komplexni am-
plitudy a definice jejiho thlového spektra. Je i predstavena tzv. integralni rovnice pro
rozptyl, ze které budou déle vychézet Bornova a Rytovova aproximace.

1.2.1. Komplexni amplituda

Siti-li se monochromaticks elektromagnetickd vina v prostiedi, které je linedrni, izot-
ropni a homogenni, vektor elektrické intenzity E = (E,, E,, E,) vyhovuje tzv. vektorové
vlnové rovnici [38, odst. 3.2]

2 92
9 n“0°E
VE - o5 =0, (1.1)

'K tomuto problému napiiklad probihd v poslednich letech vyzkum pro optimalizaci fazového kon-
trastu v mikroskopii vyuzitim umélé inteligence [37].
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kde ¢ je rychlost svétla ve vakuu a n je index lomu prostredi definovany vztahem

n = <£>1/2, (1.2)

v némz e je absolutni permitivita materidlu a ¢y permitivita vakua. Jelikoz vsechny slozky
vektoru elektrické intenzity E vyhovuji stejné vlnové rovnici (1.1), 1ze chovani E shrnout
do tzv. skalarni vlnové rovnice

n? 0%u(r,t)
2 Ot?
kde skalarni velic¢ina u(r,t) zastupuje kteroukoliv ze slozek E,, E,, E, a ve které je jiz

explicitné vyznacena zavislost na polohovém vektoru r = (14, 2) = (z,y, z) a Case t.
Skalarni vlnu lze zapsat exponencidlni notaci, kterda bude pouzivana i v celé praci,

Vu(r,t) — =0, (1.3)

u(r,t) = U(r) exp(—i2nvt), (1.4)

kde v je optickd frekvence a U(r) komplexni funkce polohy nazyvand komplexni ampli-
tudou. Dosazenim (1.4) do (1.3) se ziskd tzv. Helmholtzova rovnice

(V2 + E*n®U(r) = 0, (1.5)

v niz k zastupuje tzv. vlnové ¢islo definované jako

v 21
k=2r— = — 1.6
7TC )\v7 ( )

kde A, je vlnova délka svétla ve vakuu.

1.2.2. Uhlové spektrum

Reseni Helmholtzovy rovnice (1.5) je mozné zapsat jako soucet rovinnych vin exp(i2r Ky - 74)
s komplexni amplitudou A(Ky; z) [39]

+oo
U(rg, z) = // A(Ky; z) exp(i2n Ky - 7)) A2 K, (1.7)

kde
K = (K K,) = (K,,K,, K,) (1.8)

je tzv. redukovany vlnovy vektor, pro jehoz velikost | K| a slozku K, plati

K| =K = K, =+(K* - K2 - K2)'*. (1.9)

n
N
Komplexni amplituda A(Ky; z) v (1.7) se v optice bézné nazyva uhlovym spektrem nebo
jen spektrem. Prava strana rov. (1.7) je ve formé zpétné dvourozmérné Fourierovy trans-
formace F{A(Ky;2)} [10, kap. 11], zde ve tvaru

—+00

FHA(K 2)} = // A(Ky; z) exp(i2n Ky - 7)) A2 K. (1.10)
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Uhlové spektrum A(Ky; z) se ziska Fourierovou transformaci komplexni amplitudy F{U (1, 2)}

oo
A(Ky; z) = F{U(rs,2)} = // U(re, z) exp(—i2n Ky « 7)d?r. (1.11)

Dosazenim komplexni amplitudy ve formé (1.7) do Helmholtzovy rovnice (1.5) a jejim
vyfesenim lze ziskat vyraz pro vyvoj tthlového spektra A(Ky; z) [38, odst. 3.10.1]

A(Ky; z) = A(Ky;0) exp(i2m K, 2), (1.12)

kde A(Kj¢;0) je thlové spektrum komplexni amplitudy U (7, 0).

1.2.3. Integralni rovnice pro rozptyl

Odvozeni integralni rovnice pro rozptyl a nasledujici teoreticky popis Bornovy a Ryto-
VOVy aproximace se omezuje na popis rozptylu svétla v 1atkach s linearni casové invariantni
odezvou (tzv. staticky rozptyl).

Uvazuje-li se monochromatické elektromagnetické pole dopadajici na linearni, izot-
ropni, nemagnetické latkové prostiedi zabirajici v prostoru objem V a za predpokladu
neexistence zdroji v tomto objemu, prostorové zavisla ¢ast elektrického pole E(r) bude
vyhovovat rovnici [11, odst. 13.1.1]

V2E(r) + k*n*(r)E(r) + V[E(r) - VInn?(r)] = 0. (1.13)

Rovnice (1.13) muze byt dale zjednodusena, pokud je index lomu n(r) prakticky kon-
stantni na vzdéalenostech jednotek vinové délky \,. Potom lze psat

V2E(r) + E*n*(r)E(r) =0 (1.14)

Pro zjednoduseni zapisu a dalsich ivah budou slozky vektoru elektrické intenzity E(r) v
rov. (1.14) stejné jako v odst. 1.2.1 nahrazeny komplexni amplitudou U ()

V2U(r) + E*n*(r)U(r) = 0. (1.15)
Ve skalarni teorii rozptylu byva zvykem rov. (1.15) prepsat do tvaru
V2U(r) + k*n}, U(r) = =4 F(r)U(r), (1.16)
kde npeer je index lomu pozadi obklopujici zkoumané latkové o objemu V' a

F(r) = R [n*(r) — ni,] (117
47
je tzv. rozptylovy potencial.
Pole U(r) lze vyjadrit jako soucet pole dopadajici viny Us,.(7) a pole viny rozptylené
Uscat(/r')
U(r) = Uine(r) + Usear(7), (1.18)

ve némz Uj,.(7) je obvykle rovinnd vina

Uinc(,r) - exp(inbackkinc . ’l”) (119)



1. METODY VYPOCTU ROZPTYLU SVETLA

s vlnovym vektorem Kk;,. o velikosti (1.6) a kterda vyhovuje Helmholtzové rovnici (1.5). Po
dosazeni (1.18) do (1.16) a pouzitim (1.5) pro Us,.(r) bude pole rozptylené viny Useq.(r)
vyhovovat rovnici
(V2 4+ E*ni, ) Uscar(?) = =47 F(r)U (7). (1.20)
Vyuzitim skaldrni Greenovy funkce Helmholtzovy rovnice [15, odst. 1.6.1] a nasledo-
vanim postupu v [11, odst. 13.1.1] ma integralni reseni rov. (1.20) tvar

/
Uscat( / / / ) SRk kT = 77)) g (1.21)
7 — 7’|

kde integra¢ni doménou je objem V' latkového prostiedi rozptylujiciho svétlo, viz obr. 1.1.
Z rov. (1.18), (1.19) a (1.21) vyplyv4, ze

U(r) = exp(inpackKine - T / / / ) Ptk = 7)) s g g9

[r =]

Rov. (1.22) se nazyvé integralni rovnice pro rozptyl (z anglického integral eqution of po-
tential scattering). Jakmile je zndmo pole uvnitt rozptylujictho latkového prostiedi, pole
vné se ur¢i dosazenim pole uvnit¥ prostredi do integralu (1.22).

Nback kinc
-

Obr. 1.1: Tlustrace zapisu rov. (1.21) a (1.22). Rovinnd vlna s vlnovym vektorem np,eKine
dopada na latkové prostiedi o objemu V' a rozptylené svétlo je zkoumano v bodé P s
polohovym vektorem 7.

1.3. Bornova aproximace prvniho radu

Obvykle neni mozné ziskat feSeni integralni rovnice (1.22) v uzavieném tvaru. Jedna
metoda FeSeni této rovnice je zaloZena na rozvoji do tzv.Neumannovy fady [12, odst. 21.3],
v teorii rozptylu zndm4 jako Bornova rada.

Bornova aproximace prvniho radu, dale jen Bornova aproximace, predpoklada, ze pole
U(r’) v integralu v rov. (1.22) v ptipadé slabé rozptylujiciho prostiedi (tedy n(r) ~ npgcx

9
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v rov. (1.17)) lze nahradit polem dopadajici viny Us,.(r’). Na zakladé (1.19) bude mit
aproximace tvar

i ac k —7r’
U(r) = exp(ikine - /// " exp(inpackKine * T,)exp(mb ehlr =7 |)d3r’ (1.23)

v

Dosazeni Upp.(r’) za U(r’) v (1.22) odpovida prvnimu ¢lenu iteraéni Bornovy fady. Tento
prvni ¢len poskytuje hruby pohled do vlastnosti zkoumaného rozptylu. Pro zvysSeni pres-
nosti lze do aproximace zatadit vice ¢lentt Bornovy rady [11, odst. 13.1.4].

1.4. Rytovova aproximace prvniho radu

Dalsi aproximativni metodou v pripadé malych fluktuaci indexu lomu prostiedi je

Rytovova aproximace [15, odts. 3.10.2], [11, odst. 13.5]. Podstatou Rytovovy aproximace
je vyjadrit U(r) v exponencidlni formé
U(r) = exp[y(r)], (1.24)

kde ¥(7) je obecné komplexni funkce, a rozvinout ¢ (r) misto U(r) v pfipadé Bornovy
fady. Laplacian rov. (1.24) jef
VAU(r) = V- Vexp[y(r)] =
=V - A{exply(r)IVe(r)} =

= explu(r) V20 (r) + expli ()] [VE ()] = 2
= U(r){V?¢(r) + [Vy(r)]*}.
Dosazeni za V2U(r) v rov. (1.16) z vysledku (1.25) vede k rovnici
VE(r) + [VO(r)]* + k*njge, = —4nF (r) (1.26)
Podobné pole dopadajfci viny lze zapsat ve formé
Uine(r) = exp[thinc(7)], (1.27)
ve které i (r) bude vyhovovat rovnici
V2 ine(T) + [Vthine(1)] + k*nippe = 0. (1.28)
Odedtenfm (1.28) od (1.26) se obdr#f rovnice
VA (1) + 2Vie(r) - VY (r) = —[VY/(r)]* — 4nF(r), (1.29)
v niz se zavedlo oznaceni
(1) = Yine(r) + /(7). (1.30)

Pouzije-li se identita

V Uine(r)¢! ()]

Uine(T)V2' (1) + 2V Uine () VY (7) + ' (1) V2Uipe (1) =

Uine(P)V2' (1) + 2Uine(P)Vhine(r) - V' (1) + ' () V2 Uipe(7)
(1.31)

fShrnuti vlastnosti a identit vektorové analyzy lze nalézt napiiklad v [43, kap. 9].

10



1. METODY VYPOCTU ROZPTYLU SVETLA
a vezme-li se do uvahy, ze
(V2 + B Nipger) Uine (1) = 0, (1.32)
1ze rov. (1.29) prepsat do tvaru
(V2 + k2150 [Uine (1) ()] = —{ [V (r)]* + 47 F (1) }Uje (). (1.33)

Rovnice (1.33) je ve stejné formé jako (1.20) a tedy jeji integralni feseni lze ziskat technikou
Greenovy funkce stejné jako v odst. 1.3 integralni feseni (1.21)

“mmmmw_rwﬁw.ﬂsg

| — |

V) = g AT R 4 )

Rovnice (1.34) muze byt fesena iteratné podobné jako rov. (1.21) v pripadé Bornovy
aproximace. Prvni iterace ¢} (r) = 0 se ziska stanovenim ¢'(r) = 0 v integralu (1.34)

k
wo mc exp(l |T |)d37'/ (135)
=7
a pouzitim rov. (1.29) se Rytovova aproximace zapiSe ve tvaru
URytov<r) = eXp[l/}inC('I") + ¢6(T)] (136)
nebo
Uryton(T) = Upne(7) expliy(r)], (1.37)

kde ¢{(r) je dano rov. (1.35). Na integral v rov. (1.35) lze nahliZet jako na rozptylené
pole v Bornové aproximaci (1.23) pti obecné dopadajici viné Uy,.(r). Oznaci-li se toto
rozptylené pole jako Upym(7), na zakladé rov. (1.35) a (1.37) lze dojit k explicitnimu
vztahu mezi Rytovovou aproximaci prvniho radu a Bornovou aproximaci prvniho radu

U]

Urytoo(1) = Uine(7) exp { Uine(T)

(1.38)

Bornova aproximace celkového pole je podle (1.23) superpozici dopadajiciho a aproximo-
vaného rozptyleného pole, kdezto Rytovova aproximace celkového pole (1.38) je korekci
faze dopadajiciho pole, kterd je sama funkci dopadajiciho pole.

Pokud se exponencidlni funkce v (1.38) rozvine do mocninné fady' a je-li pomér
|UBorn(T)/Uinc(r)| dostatecné maly pro zanedbani druhého a vyssich ¢lent, bude Ugyion (1) =~
Uine(r) [14, odst. 1.17], coz odpovidd Bornové aproximaci pro celkové pole uvniti rozpty-
lujiciho prostredi. Pokud se vezmou do uvahy dva prvni ¢leny rozvoje, (1.38) bude mit
tvar Upyiop(T) = Uine(T) + Uporn (1) & Rytovova aproximace se redukuje na Bornovu apro-
ximaci celkového pole vné rozptylujiciho prostiedi. To je pripad meéreni dalekého pole
slabé rozptylujici struktury, ve kterém Bornova a Rytovova aproximace davaji prakticky
stejné vysledky.

oo n

fexp(z) = %

n=0
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1.5. METODA FDTD
1.5. Metoda FDTD

1.5.1. Yeetuiv algoritmus

Yeetv algoritmus vychazi z Maxwellovych rovnic obsahujici rotaci elektrické a mag-
netické intenzity [25, odst. 3.2]

V x E(r,t) = —M(r)%
OB(r.t (1.39)
V x H(r,t)=0o(r)E(r,t) + E(T)T,

kde pu, € a o jsou po fadé magnetickd permeabilita, elektrickd permitivita a elektricka
vodivost prostredi, a provadi jejich vzorkovani v ¢ase a prostoru. Vysledkem je soustava
Sesti rovnic konec¢nych diferenci slozek vektortt E a H. Priklad rovnic koneénych diferenci
pro z-ovou slozku elektrické intenzity E, a y-ovou slozku magnetické intenzity H, je [17]

o(i+1/2,j,k)At , : At
EMi+1/2,jk
i gn | BTV + A
X [HIFV2(i 4+ 1/2,5 + 1/2,k) — HIP2(i 4+ 1/2,5 = 1/2,k)+

n+1/2/ - . n+1/2/ - .
+ HIM2 (04 1/2,5,k —1/2) — HY <z+1/2,y,k+1/2>],( |
1.40

B i+ 1/2,5,k) = |1 -

/2 . /2 , At
HyPV2(i+1/2, 4,k + 1/2) =H]) 1/2(Z+1/2,j,]€+1/2)+m><

X [EM(i+ 1,5,k +1/2) — EMi,j, k +1/2)+
FEMi+1/2,5,k) — EM(i+1/2, 4,k + 1)].

(1.41)

Cela cisla 7, j, k udavaji pozici ve vzorkovaném prostoru a At a Ad jsou casovy a prosto-
rovy vzorkovaci interval*. Podobné rovnice jako (1.40) a (1.41) plati i pro zbyvajici slozky
vektort E,, E, a H,, H.. Pozice slozek vektor F a H v trojrozmérném prostoru, tzv.
Yeeoveé mrizce, jsou ukazany na obr. 1.2.

Uceleny popis Yeeova algoritmu lze nalézt napf. v [25, odst. 3.6] nebo [15].

1.5.2. Formulace celkového a rozptyleného pole

Formulace, resp. technika celkového a rozptyleného pole je zalozena nahrazeni dopa-
dajici vlny zdrojem na fiktivni uzaviené plose zcela obklopujici zkoumanou strukturu.
Tato plocha se v této praci bude nazyvat TFSF zdrojem (z anglického total field/scattered
field). Celkové pole Eioiq; je simulovano pouze uvniti objemu ohrani¢eného TEFSF plochou
a vné objemu je pocitdno pouze pole rozptylené FEg.qs, viz obr. 1.3. Technika vychazi z
linearity Maxwellovych rovnic a pro rozptylené pole tedy plati

Escat - Etotal - Einm (142>

1V piipadé ekvidistantniho prostorového vzorkovani se bude pro jednoduchost psit Az = Ay = Az =
Ad, kde Az, Ay, Az jsou vzorkovaci intervaly ve smérech os z, ¥y, z, v tomto poradi.

12
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(i—1,4,k+1) HaA Ly (i =1,j+1k+1)
(i —1/2,j,k + 1)L :
E:,E: | Ez* JoR E:r‘ EZA
z (i,7,k+1) ; o
| |
| ool Li L E+1/2)
{j Ez 17 |H4 5 IEz IL
“ g A LA >’
// | | |
i g k+1/2 — =
G ok A E, o
VoS- =R e S )i — 1,5+ 1,k)
oL
1o / £/ (i —1/2.5+1,k)
’ E
Ve s ;f
(4,5, k) (4,5 +1,k)

Obr. 1.2: Pozice slozek vektorii elektrické E a magnetické H intenzity v Yeeové miizce.
Pfevzato a upraveno z [10, odst. 4.3].

kde FE;,. oznacuje pole dopadajici viny, zde dopadajici vilny rovinné. Identicky vztah
(1.42) plati i pro vektor magnetické intenzity H.

Pouziti TFSF zdroje pfindsi nové moznosti a fadu vyhod [25, odst. 6.5.1]. Napriklad
dopadajici pole E;,. libovolného tvaru, ihlu dopadu a polarizace je omezeno na oblast
celkového pole, viz obr. 1.3. To umoznuje existenci oblasti rozptyleného pole pro dalsi
analyzu. Zavedeni oblasti rozptyleného pole také prinasi vétsi vyuziti potencialu absorpc-
nich okrajovych podminek (viz 1.5.3), které simuluji prostorovy dosah FDTD vypocetniho
okna do nekonec¢na a zaroven dostateéné potlacuji nezddouci odrazy na jeho hranicich. V
neposledni fadé TFSF zdroj také dovoluje provést zaznam rozptyleného pole na virtualni
plose obklopujici zkoumanou strukturu a tento zaznam poté pouzit pro vypocet dalekého
pole, moznosti které bylo vyuzita i v této praci, viz odst. 2.3.

Typické aplikacni pouziti techniky celkového a rozptyleného pole zahrnuje napriklad
Mietv rozptyl [17, kap. 4] nebo rozptyl na povrchu a uvniti vicevrstvych substrata [15].

1.5.3. Absorpcni okrajové podminky

Vétsina simulaci rozptylu svétla predpoklada siteni elektromagnetického pole do ne-
konec¢na. Nemoznost Tesit tyto oteviené problémy pri simulacich metodou FDTD vedla k
nim pripadé je vSechna energie na hranicich absorbovana a zadna odrazena zpét dovnitt
vypocetniho okna.

Podminka splnujici tento pozadavek se nazyva absorpéni okrajovou podminkou ABC
(z anglického absorbing boundary condition). Existuje mnozstvi riznych typu ABC, jejichz
shrnuti a popis lze nalézt napiiklad v [26, kap. 5]. ABC lze rozdélit do tii zdkladnich
kategorii: globalni ABC, lokdlni ABC a absorpé¢ni prostredi. Globalni ABC vyzaduje pro
vypocet pole v jednom bodé hranice znalost tplné historie pole na celé plose hranice
[19, 50]. Na druhou stranu lokélni ABC obvykle vyzaduji pouze znalost pole v nejblizsim
okoli bodu hranice, vykazuji vSak vétsi artefakty v odrazu nez globalni ABC a absorpéni
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prostiedi. Mezi neispésnéjsi metody lokdlnich ABC patii tiida Engquista-Majdaova [51],
zalozena na vlnové rovnici pro vinu sifici se pouze v urcéitych smérech a kterou pro metodu
FDTD vyuzil G. Mur [16, odst. 8.1]. Obecné ruzné metody ABC jsou vhodné pro rizné
aplikace a spravna volba urcité ABC zvysi G¢innost a stabilitu simulace.

Pivodni ABC ovsem v jistych pripadech vykazovaly pomérné velké artefakty v odrazu
a také nedostacovaly pro komplexnéjsi materialy. To se zménilo s piichodem techniky do-
konale prizptusobené vrstvy PML (z anglického perfectly macthed layer), kterd byla poprvé
zavedena a popsana v [52]. PML patii do tiidy absorpc¢nich prostedi, které nahrazuji ex-
plicitni okrajové podminky v pripadé lokalnich a globalnich ABC simulovanou vrstvou
prostedi s minimaln{ odrazivosti [20, odst. 5.1] a nachézejici se na hranicich vypocetniho
okna. Na PML lze nahliZzet jako na absorp¢ni materidl s anizotropni permitivitou e [53].
PML lze prizpusobit i pro ztratové, nehomogenni ¢i nelinearni materidly [20, odst. 6.1].
Lze konstatovat, ze az zavedenim PML okrajové podminky se FDTD simula¢ni metoda
stala skutecné efektivnim nastrojem pro Siroké spektrum aplikaci, viz odst. 1.1. PML
podminky byly vyuzity i v této praci, jako je ukazano na obr. 1.3 nebo 2.1.

1.5.4. Numericka presnost a stabilita

Motivaci pro spravnou volbu prostorového Ad a ¢asového At vzorkovaciho intervalu
je numerickd presnost a stabilita, v tomto poradi [15]. Pro zajisténi pfesnosti Ad musi
byt dostatecné malé, aby se pole neménilo prilis vyrazné s pirirustkem Ad (jinak feceno
Ad < \) a zaroven aby prostorové vzorkovani dostatecné aproximovalo detaily zkoumané
struktury. Pro zajisténi numerické stability ¢asové a prostorové vzorkovaného vypoctu
resici parcialni diferencidlni rovnice, jakym je i metoda FDTD, horni mez At musi byt
stanovena podle [20, odst. 3.5]

1/ 1 1 1\ V2
At < - (sz + N + Az2) : (1.43)

kde ¢ je rychlost svétla. Vztah (1.43) definuje tzv. Courantovu-Freedrichsovu-Lewyho pod-
minku stability Yeeova algoritmu pro feseni Maxwellovych rovnic v prostoru. V pripadé
stejného prostorového vzorkovani ve vSech osach Az = Ay = Az = Ad a fazové rychlosti
v v prostfedi o indexu lomu n bude mit podminka tvar

Ad 1

At <
v /3

(1.44)

Nerovnici (1.44) lze prespat do tvaru
Ad 1
VAt /3

kde C je tzv. Courantovo ¢islo. Pro stabilni vypocet tedy podle (1.45) musi platit C' < 1.

C<1 (1.45)
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PML

TFSF zdroj oblast celkového

pole

oblast rozptyleného
pole

Obr. 1.3: Schéma vypocetniho okna pro metodu FDTD.
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2. VYPOCET ROZPTYLU SVETLA POMOCI METODY FDTD

2. Vypocet rozptylu svétla pomoci
metody FDTD

Simulace FDTD metodou byly provadény v programu Lumerical [54]. Kapitola obsa-
huje podrobny navod jak ziskat blizka pole v tomto programu pro tucely simulace zobra-
zovani v holografickém mikroskopu v kap. 3 a 4. Je definovano vypocetni okno a popsan
postup, jakym zpusobem zaddvat parametry dopadajici (excitacni) viny. Je navrhnut
pristup pro vypocet uhlového spektra z pole dalekého a nakonec jsou uvedeny vybrané
vysledky vypoctt blizkého a dalekého pole.

2.1. Vypocetni okno

Na obr. 2.1 se nachazi nakres fezu v roviné y = 0 vypocetniho okna se zkoumanou
strukturou, zde organelami 1 az 5. Jako zdroj je pouzit TFSF zdroj (odst. 1.5.2). Blizké
celkové ¢i rozptylené pole je zaznamenidvano na monitory. Symbolem M bude oznaco-
van monitor, jehoz normala miii ve sméru jednotkového vektoru 2. Je zvykem umistovat
monitory do vzdalenosti vétsi nez je vinové délka pouzitého svétla od nejblizsi hranice
struktury, aby se zajistilo, Ze na monitory nebudou zaznamenavany nezadouci evane-
scentni vlny. Vypocetni okno je ohrani¢ceno PML absorpéni vrstvou, jehoz vlastnosti jsou
popsany v odst. 1.5.3.

}D,T\-'TL
Zsource z=10
monitory
J{é,

=

[R5

e,
\I\ TZ,inc ﬁ

.5 O | =0
M-_g @' | M,

90,

Mg

- -

TFSF zdroj

d‘e ource

Obr. 2.1: Néakres fezu v roviné y = 0 vypocetniho okna se zkoumanymi organelami 1 az
d.

V tab. 2.1 je vycet vSech vyznamnych parametri zkoumané struktury a vypocetniho
okna. Mezni doba simulace t,,,, byla volena tak, aby byla vétsi nez cas, ktery potiebuje
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dopadajici vlna k urazeni vzdalenosti mezi rovinou zdroje Zsurce @ rovinou monitoru
M3 pro nejvétsi zkoumany thel dopadu (viz odst. 2.2). Parametr vypnuti simulace €,
udava pomeér celkové energie nachazejici se uvnit vypocetniho okna ku energii dopadajici
vlny', pfi kterém dojde k automatickému zastaveni simulace. V&t$i pocet PML vrstev
zpravidla vede k mensim odraztim na hranicich vypocetniho okna, ovsem za cenu vétsiho
vypocetniho ¢asu [50]. Pro ucely préace se ukazalo jako dostatecny pocet PML vrstev 20.

Tab. 2.1: Tabulka parametri zkoumané struktury a vypocetniho okna na obr. 2.1. Ves-
keré prostorové rozmeéry jsou udavany v pm a casové ve fs.

parametr hodnota
vlnova délka A 0,65
index lomu pozadi npeer 1,336 (voda)
index lomu organel ny04, 1,37
polomér organel R 0,49
poloha organely 1 rq (0;0;0)
poloha organely 2 7, (-1,95;0;0)
poloha organely 3 73 (1,95;0;0)
poloha organely 4 74 (-1,95;0;-1,43)
poloha organely 5 75 (0,98;0;-1,43)
rovina TFSF zdroje zsource -2.57
prostorovy vzorkovaci interval Ax = Ay = Az 0,05
rozliseni dalekého pole N x N 65 X 65
¢asovy vzorkovaci interval At 9,50 - 102
mezni doba simulace %, 120
parametr vypnuti simulace €, s 1-1073
pocet PML vrstev #pr, 20
Courantovo ¢islo C' 0,25

2.2. Geometrie dopadajicich vin

Graficka reprezentace konvence pro geometrii dopadajici viny pouzivané v programu
Lumerical je vyobrazena na obr. 2.2. Smér redukovaného vinového vektoru dopadajici
viny Kine je jednoznacné déan neorientovanou tthlovou souradnici (zenitovym tihlem) 6
(angle theta na obr. 2.3), vyznafenou na obr. 2.2a), a orientovanou tthlovou souradnici

Ve skute¢nosti je v Lumericalu dopadajici vina ve formé pulzu, ke kterému se poté normuji veskeré
zdznamy poli na monitorech [55].
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2. VYPOCET ROZPTYLU SVETLA POMOCI METODY FDTD

b)

Obr. 2.2: Grafickd reprezentace konvence pouzivané v programu Lumerical. a) Troj-
rozmérny pohled s vyznacenou thlovou soutadnici 6 (rov. (2.1)) a thlem Q (rov. (2.4)).
b) Trojrozmérny pohled s vyznacenou tihlovou soutadnici ¢ (rov. (2.2)) a polarizacnim
thlem « (rov. (2.3)).

(azimutem) ¢ (angle phi na obr. 2.3), vyznacenou na obr. 2.2b). Na zakladé obr. 2.2 lze
uhlové souradnice 6 a ¢ ziskat prevodnimi vztahy

\/Ka%,inc + K;,inc
0 = arcsin , 0 €(0,90°), (2.1)
K
( K. . \
arctan KylenC pOkUd Kaz,inc’ Ky,inc 207
Ky inc o
p = { arctan % — + 180°  pokud K jn. < 0, ¢ € (0,360°). (2.2)
Ky inc o
arctan —— + 360° pokud K, in. > 0, K ine <0,

\ x,inc /

Polarizacni thel « (polarization angle na obr. 2.3) vyznaceny na obr. 2.2b), je orientovany
tihel otécejici kmitovou rovinou EKj,.'. Pro o = 0 kmitova rovina EK;,. splyva s rovinou
Kinc Ky ine- Hodnota a byla volena tak, aby kmitova rovina splyvala s rovinou x K., tedy

a=—p. (2.3)

Neorientovany thel €2, vyznaceny na obr. 2.2a), je tithel mezi vektorem E a rovinou yz a
pti nastaveni (2.3) i ihel mezi vektory E a &. Uhel Q bude pozdéji vyuzit pro geometricky
faktor x(€2) pfi vypoctu dalekého pole (2.6). Pro x(£2) s pomoci obr. 2.2 plati

k(Q) = k(K¢ ine) = cosQ = \/1 —sin? @ cos? @, 0 € (0,90°). (2.4)

tPodobné jako , rovina xy“ oznacuje rovinu vytycenou vektory & a 4 a prochéazejici po¢atkem sou-
fadnicové soustavy 2.2, ,rovina FK;,.“ zde oznacuje rovinu vytycenou vektory E a K, a prochazejici
pocatkem souradnic 2.2.
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2.3. ZISKANI BLIZKEHO POLE A UHLOVEHO SPEKTRA

Pocéatecni faze [y (phase na obr. 2.3) dopadajici vlny v roviné zdroje zsource byla
nastavovana jako

60 = arg{exp[_iQW(Kz,incdsource + 6)]}; (25)

kde ¢ zde oznacuje tzv. ,korekéni fazi“. Potfeba uvazovat korekéni fazi je dusledkem
numerické diskretizace a pozadavkem mérit ocekavanou komplexni amplitudu dopadajici
viny Ujpe(T¢, 2) na monitoru v roviné z. Bez £ v (2.5) byly na monitorech méfeny komplexni
amplitudy Uj,.(r, 2), které neodpovidaly ocekavani pii zaddvani pocatecni faze pouze
Bo = arg{exp(—i2n K, jncdsource) }- Bylo zjisténo, ze & zavisi na prostorovém vzorkovacim
intervalu Ad, nikoliv vSak na slozce K i, tedy £ = {(Ad). Hodnota korekéni faze bude
tim mensi, ¢im vyssi bude rozliseni vypocetniho okna.

Postup pro zméreni £ pri daném vzorkovani Ad je nasledujici. Z vypocetniho okna se
vyjme zkoumana struktura, celkové pole tedy tedy Uiprai(T¢, 2) = Uine(7t, 2) (Useat (74, 2) =
0), a zaroven geometrie a ostatni parametry vypocetniho okna zustavaji ptuvodni. Do
roviny z = 0 se vlozi monitor a parametry zdroje se nastavi na § = 0° (kolmy dopad),
a = —p (¢ je pro tento piipad libovolné) a Sy = arg{exp(—i27 Kincdsource)} (pro kolmy
dopad je K, in. = Kine). Po provedeni simulace se korekéni faze ¢ ziskd z komplexni
amplitudy nahrané na monitor z = 0 jako £ = arg{Uj,. 1 (7¢,0)} = konst..

4

injection axis @ z-axis
direction Backward ~
amplitude | 1
phase (degrees) 0
angle theta (degrees) 0
angle phi (degrees) 0

polarization angle (degrees) 0

Obr. 2.3: Parametry geometrie dopadajici viny zadavané v programu Lumerical.

2.3. Ziskani blizkého pole a iihlového spektra

Jak jiz bylo zminéno diive, tcelem Teseni rozptylové ulohy je ziskat matici rozptylu
S pro rekonstrukei holografického signalu v odst. 3.2. Prvky této matice odpovidaji am-
plitudam thlového spektra A(K;) blizkého pole, které je ziskdno simulaci rozptylu mo-
nochromatické rovinné vlny na zkoumané strukture metodou FDTD. Alternativné lze
uhlové spektrum ziskat i z dalekého pole.

Program Lumerical nabizi vice ptistupi pro ziskani blizkého celkového ¢i rozptyleného
pole v zavislosti na uzivatelovych pozadavcich. Nasleduje vycet prozkoumanych pristupt
s jejich vyhodami i nevyhodami. Je vybran nejvhodnéjsi pristup pro tucely prace.
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2. VYPOCET ROZPTYLU SVETLA POMOCI METODY FDTD

Zaznam blizkého celkového pole na monitor

Nejptriméjsi pristup ziskani blizkého celkového pole je zaznam pole pfimo na monitor,
viz obr. 2.5a). Pristup je vhodny pro pfiblizné rovinné struktury a pro relativné malé thly
dopadu 6. Pro trojrozmérné struktury, jako je napriklad soustava organel na obr. 2.1, a
vétsim ihlu dopadu @ je potteba volit i vétsi rozméry monitoru, coz vede k potiebé zvétseni
vypocetniho okna a tim ke zvyseni vypocetniho ¢asu. Ze zaznamu blizkého celkového pole
na monitoru lze programu v Lumerical vypocitat pole daleké. Vysledek vsak popisuje
Fraunhoferovu difrakci na obdélnikovém otvoru [l 1, odst. 10.2.4], jak ukazuje obr. 2.4,
proto tento pristup neni vhodny pro zkouméani rozptylovych ucinkt struktury.

Obr. 2.4: Ukazka vypoctu dalekého pole ze zaznamu blizkého celkového pole na monitoru
M3 ze simulace rozptylu svétla na organelech 2.1 pro 6 = 0°. Vypocet dalekého pole je v
tomto pripadé Fraunhoferovou difrakei na obdélnikovém otvoru.

Zaznam blizkého rozptyleného pole na monitor

Vyuzitim TFSF zdroje 1ze v Lumericalu zaznamenat na monitor pouze rozptylené pole,
viz obr. 2.5b). Stejné jako u celkového blizkého pole lze tuto moznost bez nutnosti pouziti
monitort velkych! rozméri vyuzit pro rovinné struktury a malé . Z blizkého rozptyleného
pole zaznamenaného na monitor jiz 1ze pripadné urcit daleké rozptylené pole.

tMonitor, ktery je dvakrat vétsi nez nejvétsi pFiény rozmér struktury, je zde jiz povazovan za ,, velky“.
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2.3. ZISKANI BLIZKEHO POLE A UHLOVEHO SPEKTRA

TFSF zdroj . zaznam rozptyleného E(z,0,2)|
vinoplochy ~ R ] pole _:
\\ , 0o 03 07 105 14

/
/3

rd # 4 4
zaznam celkového” -~ 7
pole ’ 2 [nm]

a) b)

Obr. 2.5: a) Schéma formulace TFSF zdroje se zdznamem celkového a rozptyleného pole.
b) Zaznam pole na monitor v roviné y = 0 ze simulace rozptylu na organeldch 2.1 pro
0 =0°.
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2. VYPOCET ROZPTYLU SVETLA POMOCI METODY FDTD

2.3.1. Pristup dalekého pole

Motivaci pro vypocet dalekého pole jako mezikrok pro ziskani thlového spektra byla
skutecnost, ze monitorem M3 na obr. 2.1 lze zaznamenavat pouze prostorové omezenou
cast pole. Pri velkych thlech dopadu 6 se tak ztraci podstatna informace o vIné rozptylené
na zkoumané struktute.

Monitory Miz, Myg, My tvorici stény boxu na obr. 2.6a) jiz zaznamendavaji roz-
ptylené pole ve vSech smérech bez ohledu na thlu dopadu 6. Spojenim téchto monitora
vznikne virtualni plocha zcela obklopujici zkoumanou strukturu. Vypocet dalekého pole
vyuziva tzv. teorému o ekvivalenci uzaviené plochy, ktery tika, ze pole mimo virtudlni
uzavienou plochu lze ziskat ze znalosti te¢nych slozek pole na této ploset [25, kap. 8].
Daleké rozptylené pole bylo poc¢itdno na sféfe o poloméru 1 m se stifedem v pocatku sou-
radnic vypocetniho okna (vychozi nastaveni pro vypocet dalekého pole v Lumericalu, viz
2.6Db)).

Jelikoz daleké pole ziskané ze zdznamu na monitorech tvoricich box obsahuje tplnou
informaci o poli ve vSech smérech, hledal se zpusob, jak daleké pole vyuzit pro zpétny
vypocet blizkého pole U(ry, 2), resp. thlového spektra A(Ky; z) v roviné z.

box
Mg daleké
pole
7
struktura M_yg
M_; > M
My ¥
M_;
a) b)

Obr. 2.6: a) Monitory boxu tvori uzavienou plochu obklopujici strukturu. b) Daleké
pole je poc¢itano na sfére o poloméru 1m se stfedem v pocatku soutradnic vypocetniho
okna.

Daleké pole je obecné vektorovym polem a program Lumerical nabizi vypocet kom-
pletniho vektoru daleké elektrické intenzity Eo

Eoo(1) = (Eroo(r), Eyoo(T), Bz 00(T))- (2.6)

Jelikoz vztahy v kap. 3 jsou odvozeny v ramci skalarni formulace, do dalsich tvah bude
zahrnovana pouze z-ova slozka obecné vektorového pole. Na zdkladé obr. 2.2 a rov. (2.4)
bude daleké pole U (s) definovano pomoci z-ové slozce elektrické intenzity E, o (r) Ska-
lované geometrickym faktorem x(Ky inc)

By oo(T)
U (s) = —2xT) (2.7)
"Q(Kt,inc>
tPfesnéji feceno daleké pole se podita z plosnych elektrickych a magnetickych proudi splitujici urcité
okrajové podminky na uzaviené plose, viz [25, kap. 8.4].
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2.3. ZISKANI BLIZKEHO POLE A UHLOVEHO SPEKTRA

Vztah mezi ithlovym spektrem a dalekym polem

Odvozenim vztahu mezi ihlovym spektrem A(Kjy; z) a obecnym (celkovym ¢i rozpty-
lenym) dalekym polem se zabyva napt. [57, odst. 3.4]. Pro vypocet dalekého pole ve velké
vzdalenosti r = (22 4 32 + 2%2)1/2 od pocatku soustavy soufadnic se v rov. (1.7) pozaduje,
aby 1 =71y — 0

Uso(s) = Klrlgoo // A(Ky,0) exp(i2n KK - s)d* K, (2.8)
K<K
e 5= (5,5 s)—(fgf) (2.9)
I A PR '
je jednotkovy smérovy vektor smérujici do polohy ro a K = i Evanescentni viny

nepftispivaji do dalekého pole, proto je integraéni oblast v (2.8) omezena na K; < K.
Asymptotické chovani dvojitého integralu v (2.8) pro Kr — oo lze popsat metodou tzv.

stacionarni faze [58, odst. 3.3], kterd vede k vysledku
2 K
Us(s) = —iKs. A(Ky; 0) P2 ET) (2.10)
r
kde K a s jsou spolu svazany podminkou
K = Ks, (2.11)

tedy slovné feceno pouze rovinna vina s vilnovym vektorem K prispiva k dalekému poli ve
sméru s. Po preusporadani (2.10) lze ziskat vztah pro vypocet tthlového spektra A(Kjy,0)
v roviné z = 0 z dalekého pole Uy (s)

ir exp(—i2n K1)
K,

A(K,;0) = Usl(s). (2.12)

Vypocet rozptyleného a celkového pole

V praci bylo poc¢itano daleké pole ze zaznamu rozptyleného pole, a proto rovnice
(2.12) zde udava vztah mezi hlovym spektrem blizkého rozptyleného pole Ageu(Ky;0) a
dalekym rozptylenym polem Usqr oo(8). Blizké rozptylené pole Useqt(1re, 0) se podle (1.7)
poté vypocita jako zpétnd Fourierova transformace spektra Agqq(Ky;0)

Uscat(1¢,0) = F Y Ageas (K3 0)}. (2.13)

Blizké celkové pole Uypar(74,0) lze ziskat podle (1.7) zpétnou Fourierovou transformaci
thlového spektra A;oq(K¢;0) po pricteni Diracovy delta funkce vyjadiujici prispévek
dopadajici viny ve spektru k Agqq, (Ky;0)

Utotal(rta 0) - fﬁl{Atotal(Kt; 0)} = J—:il{Ascat<Kt; O) + 62(Kt - Kt,inc)}u (214>

nebo zpétnou Fourierovou transformaci spektra A.q.(Ky;0) a pfictenim pole dopadajici
viny Ujpne(7g, 0) k poli rozptylenému Useq (74, 0)

Utota,l(rt’ 0) - Uscat(rh 0) + Uinc(rta 0) - F_l{Ascat(Kt; 0)} + Uinc(rta O) (215)
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2. VYPOCET ROZPTYLU SVETLA POMOCI METODY FDTD

Rozptylené Useqr (14, 2) a celkové Uiprai (T4, 2) pole v roviné z lze ziskat podle (1.11)

Uscat (71, 2) = fﬁl{Ascat(Kt; 2)} = fﬁl{Ascat(Kt; 0) exp(i2n K,2)}, (2.16)

Utotar (T4, 2) = ]:_I{Atoml(Kt; 2)} = ]:_I{Atoml(Kt; 0)exp(i2nK,z)}. (2.17)

Numerické aspekty vypoctu Usper (74, 2) v diskrétnim piipadé jsou probrany v odst. 2.4.

Zavér

Po zvazeni a vyzkouseni pristupt uvedenych vyse byla pro tcely prace vybrana moz-
nost ziskani uhlového spektra z dalekého rozptyleného pole vypocitaného z boxu zcela
obklopujici zkoumanou strukturu organel. Tato moznost nejlépe spliovala pozadavek zis-
kat spektra i pro pomérné velké thly dopadu @ (v préaci byl nejvétsi uvazovany thel dopadu

7).

2.4. Dusledky diskretizace

Nasleduje kratky pohled do zptusobu a dusledkt diskretizace pole a thlového spektra
pouzité v praci.

Vzorkovani thlového spektra a pole

V piipadé vypoétu thlového spektra A(Ky, 0) podle rov. (2.12) je rozliSeni frekvenéni
domény shodné s uzivatelem Lumericalu zvolenym rozlisenim N x N dalekého pole Uy (s),
viz tab. 2.1. Vzorkovaci interval prostorové frekvence AK; thlového spektra se poté vy-
pocita jako

2Kt mazx 2n
AK; = ’ = 2.18
"TN—1  AN-1) (2.18)
kde K mae je mezni prenesena prostorova frekvence pti zcela oteviend apertufe
nsin90° n
Kt,max = Kx,maa: = Ky,max = T = X (219)
Na zékladé vzorkovaciho teorému [59, odst. 2.1] je prostorovy podélny rozmér L a podélny
vzorkovaci interval AL urcen ze vztahu
1 1
L=—— AL = . 2.20
AKt ’ 2Kt,max ( )

Spojité pole U(r,0) a thlové spektrum A(Ky;0) jsou nahrazeny svymi diskrétnimi for-
mami

U(rs,0) — U(ri(m,n),0), A(Ky;0) — A(Ke(p, q);0), (2.21)

kde m,n, p,q jsou celd kladnd ¢isla. Slozky polohového vektoru r¢(m,n) = (x(m),y(n))
byly v praci vzorkovany podle vztahi

(m) = (@'— gD AL, y(n) = <j— gD AL mn=0,1,2.. N, (222

kde |x| oznacuje dolni celou ¢ést cisla .
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Vzorkovani vinového vektoru dopadajici viny

Spojity vinovy vektor dopadajici viny K ;ne je nahrazen svou diskrétni formou

Kt,inc — Kt,int:(ia j)a (223>
kde i, 7 jsou celd kladna ¢isla a jehoz vzorkovaci interval byl s vyhodou zvolen (2.18)
AKyine = AKy ine = AK;. (2.24)

Slozky vlnového vektoru Ky ine(i,j) = (Kyzinc(?), Ky inc(j)) byly tedy vzorkovany podle
vztahl

N N
K,.(i) = (z — {5J> AKy, Ky(j) = <j — {?J) AKy, i,7=0,1,2,...,N. (2.25)
Diskrétni delta funkce
Twvar diskrétni delta funkece lze odvodit z rovnosti
expli2n Ky ine(i, ) e (m,n)] = > Y~ A(Ky(p, q); 0) expli2n K4 (p, q) -r¢ (m,n)|(AK,)?,
p q

(2.26)
na jejiz pravé strané se nachazi dvourozmérna diskrétni inverzni Fourierova transformace
[10, odst. 11.2.]. Rovnost (2.26) bude platit pouze pokud’

0ip0;
A(Ky(p, q);0) = —232_ 2.2
( t(pu Q),O) (AKt)Qa ( 7)
kde d; je Kroneckerovo delta, pro které je definovano
1 k=1
Gu=14  POrTY (2.28)
0 prok #I.

Prava strana (2.27) vyjadfuje piispévek dopadajici viny s vlnovym vektorem K jne(i, j)
v diskrétnim thlovém spektru. Diskrétni podoba spektra celkového pole Ay (Kt(p, q);0)
bude na zakladé (2.15) a (2.27) ve tvaru

0ip0s
Asorar(Ke(p, q); 0) = Ageas (Kt (p, q); 0) + (A?’Tj:;g (2.29)

2.5. Verifikace metody FDTD pro vypocet rozptylu

Jelikoz v simulacich rozptylu svétla metodou FDTD bylo pouzito pristupu ziskani th-
lového spektra z pole dalekého, vysledky se v tomto odstavci omezuji na verifikaci tohoto
nekonvencéniho pristupu. Srovnani blizkych poli ziskanych FDTD metodou a Bornovy a
Rytovovou aproximaci lze nalézt v [9].

Nejprve je otestovan vypocet dalekého pole na simulaci rozptylu svétla na bunce cer-
vené krvinky. Dale jsou uvedeny vybrané vysledky dalekych poli a vypoctu blizkych cel-
kovych poli v simulaci rozptylu svétla na organelach 2.1. Vybrana blizka pole vypocétend
pristupem dalekého pole jsou srovnéna z poli zaznamenanymi na monitor.

"Vyhézi se z ortogonality exponencidlnich funkci (viz napi. [60, odst. 4.1]) v (2.26).
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2. VYPOCET ROZPTYLU SVETLA POMOCI METODY FDTD

2.5.1. Daleké pole bunky cervené krvinky

Pro test spravnosti a presnosti vypoctu dalekého pole, ktery Lumerical nabizi, byly
srovnany vlastni vypocty s vysledky simulace rozptylu svétla na buice cervené krvinky
a nésledného vypoctu dalekého pole v ¢élanku [23]. Jednd se o jednu z prvnich praci
zkoumajici vyuziti FDTD v biofotonice. Jednoduché schéma simulace je na obr. 2.7, kde
bunka cervené krvinky byla v Lumericalu vymodelovana presné podle explicitniho vztahu
uvedeného v [23].

<>
=
‘;_.'?-
e
X

t

I

=
}‘-‘H ;I

dcelﬁ
j—)
FE
a) b)

Obr. 2.7: a) Trojrozmérny model ¢ervené krvinky. b) Nakres fezu FDTD simulace roz-
ptylu svétla na ¢ervené krvince v roviné y = 0 s rozméry bunky krvinky dee; = 7,76 pm a
heen = 2,55 pm. Prevzato a upraveno z [23].

Daleké pole bylo poc¢itano z ¢tvercového monitoru M; i z boxu monitort obklopujici
cervenou krvinku. Vysledek ukazuje graf na obr. 2.8. Z grafu lze sledovat presnost vypoctu
dalekého pole v zavislosti na velikosti monitoru Mj;, ktera je udavana v poméru rozméru
monitoru ku pruméru bunky L/d., a srovnat ji s vypoctem dalekého pole z boxu. S
vétsim rozmérem monitoru M; 1ze ziskat vice informaci o blizkém poli, vypocet dalekého
pole se stava presnéjsim a konverguje k vypoctu z boxu. Rozdily v 2.8 by byly mnohem
vyraznéjsi v pripadé nenulového tihlu dopadu rovinné viny na obr. 2.7b).

V hojné citovaném ¢lanku [23] je daleké pole pocitdno z monitoru Mz na obr. 2.7b),
ovsem nejsou zde uvedeny rozméry tohoto monitoru. Jelikoz podle grafu 2.8 je presnost
vypoctu dalekého pole zavisla od velikosti monitoru, neni mozné vysledky prace [23] pfimo
reprodukovat a verifikovat. Proto obr. 2.9 srovnava pouze vlastni vypocet dalekého pole
cervené krvinky z boxu s vysledkem z ¢lanku. Daleka pole se v tomto pripadé shoduji
zhruba do 30° rozptylového tihlu 6.

P1i vypoctu dalekého pole je tedy nutné byt obezietnym a mit na paméti, ze velikost a
umisténi monitoru miize vyznamné ovlivnit presnost vysledk. Obecné nepresnost vzrista
se zveétsujicim thlem rozptylu 6. i ihlem dopadu 6. Spravnym postupem je tedy pocitat
daleké pole z boxu monitort zcela obklopujici zkoumanou strukturu.
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VERIFIKACE METODY FDTD PRO VYPOCET ROZPTYLU

O I I I
—monitor L/d; ~ 1
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Obr. 2.8: Vlastni vypocet dalekého pole cervené krvinky na obr. 2.7 pro rizné rozmeéry
monitoru L a box.
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— vlastni vypocet
— vysledek z [23]
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Obr. 2.9: Srovnani vlastniho vypoctu dalekého pole bunky éervené krvinky s vysledkem
z ¢lanku [23].
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2. VYPOCET ROZPTYLU SVETLA POMOCI METODY FDTD

2.5.2. Simulace rozptylu svétla na organelach

Na obr. 2.10 se v levém sloupci nachézi ukdzka tif dalekych rozptylenych poli Usear oo (S)
pro ruzné smeéry vlnového vektoru dopadajici viny Stine = Ktine/K. Na osich jsou
vyneseny slozky s,, s, jednotkového smérového vektoru s (2.9). Maximélni vykon je podle
ocekavani vyzafovan ve sméru Sgin.. V prostfedim a pravém sloupci na obr. 2.10 je
ukazka po radé absolutnich hodnot rozptylenych Us.q (7, 0) a celkovych poli Uygpa (74, 0)
vypocitanych z dalekych poli v levém sloupci podle postupu uvedeného v odst. 2.3.1.

Na obr. 2.11 se nachazi srovnani vybranych blizkych celkovych poli ziskanych vypo-
¢tem z dalekého pole (levy sloupec) se zéznamem blizkych celkovych poli na monitoru
(prostiedni sloupec) v roviné z = 1,04 pm. V pravém sloupci jsou vyneseny profily vypoctu
a zaznamu pole v ose y = 0. Je zfejmé, ze profily se nepatrné lisi. Bohuzel, z ¢asovych di-
vodu a ptvodné jinych cili prace nemohl byt pristup dalekého pole dostatecné verifikovan.
Hlubsi verifikace pristupu pro riuzné vlnové délky, thly dopadu ¢i rozliseni vypocetniho
okna se proto prenechava na dalsi projekt.
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2.5. VERIFIKACE METODY FDTD PRO VYPOCET ROZPTYLU

|n0rm{USCGt7OO(St)}| |Uscat<rt7 O)’ ‘Utotal (Tt, 0)|
0 02 04 06 08 1 0 01 02 03 04 0509 1 11 12

b R b A M )
T T T T

oo

St,inc = (070) : |
L o - |
L
e &0
Q\ ~

St,inc = (07570)

| Lreme = (0,5;0,5) St,ime = (0,5;0,5) St,ine = (0,5;0,5)\ | &
-1 —-05 0 0,5 1 -4 -2 0 2 4 —4 -2 0 2 4
Sa z [pm] T [pm]

Obr. 2.10: Vysledky simulace rozptylu svétla na organeldch 2.1. Levy sloupec: abso-
lutni hodnoty dalekého rozptylené pole pro t¥i dopadajici viny S¢ine = Kt,ine/K. Pro-
stfedni a pravy sloupec: absolutni hodnoty blizkych rozptylenych Us.q (74, 0) a celkovych
Utotar (T4, 0) poli v roviné z = 0 vypocitanych z dalekych poli v levém sloupci podle postupu
uvedeného v odst. 2.3.1.
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2. VYPOCET ROZPTYLU SVETLA POMOCI METODY FDTD

‘Utotal (rt7 Z)l

0,8 0,9 1 1,1 1,2 1,3 1,4

5 1,6 : :
| — vypocet
‘ - — zdznam
‘ O & =
I L i
St,inc = (0;0) |
— vypocet
- — z4znam 1
st inc = (0,16;0) 8¢,inc = (0,16;0)
— vypocet
- — z4znam
Oﬁamﬁmmm| |
-5 =3 0 3 5-5 -3 0 3 5 -5 =3 0 3 5
z [pm] z [pm] z [pm]

Obr. 2.11: Levy sloupec: vybrané vypocty blizkych celkovych poli pristupem dalekého
pole v roviné z = 1,04 pm pro tfi dopadajici viny Stine = Kt ine/K. Prostfedni slou-
pec: celkova pole zaznamenana na monitor v téze roviné. Pravy sloupec: srovnani profili
predchozich poli v ose y = 0.
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3. KOHERENCI RIZENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP

3. Koherenci rizeny holograficky
mikroskop

3.1. Princip CCHM

Prvni holograficky mikroskop vyvinuty na VUT [61] umoznoval diky pouziti prosto-
rove nekoherentniho zdroje osvétleni provadét optické fezy v konfokalnim zobrazovani bez
nutnosti skenovani. Koncepce koherenci fizeného holografického mikroskopu (CCHM) po-
psana v [62] pak vyznamné potlacuje koherencéni sSum a parazitni interference a zvysuje
prisné rozliseni. Predesly model nasledné vylepsuje koherenci fizeny holograficky mikro-
skop nové generace [(3]. Jeden z poslednich vyzkumu se vénoval vyuziti nizké prostorové
koherence CCHM k zobrazovani pres rozptylujici prostiedi za vzorkem [64].

Posledni uvedeny model CCHM na obr. 3.1 vychéazi z uspordadani mimoosového digi-
talntho holografického mikroskopu (DHM) a pouziva ¢asové i prostorové nekoherentniho
zdroje osvétleni. Svétlo ze zdroje je rozdéleno hranolovym délicem do referencni a objek-
tové vétve a zobrazeno do ohniskovych kondenzori C; a C,. Tim je dosazeno principu
Kohlerova osvétleni objektového prostoru - kazdému bodu zdroje odpovida rovinna vina
za kondenzorem.

Na vystupni roviné mikroskopu dochazi k interferenci vin z obou vétvi. Interferencéni
jev je pri pouziti koherentniho zdroje charakterizovan intenzitou ¢

i = Uobj + Ureg|” = Uots | + |Upes|? + Uoh; Ui + Uz Uses (3.1)

kde U, Uyey jsou komplexni amplitudy objektové a referencni viny, v tomto poradi. V
ptipadé DHM je intenzita (3.1) vystupnim objektivem zvétsena na ¢ip CCD kamery a
zpétnd rekonstrukce objektové viny U,y v (3.1) poté probihd numericky [65].

referenéni vétev
M

BS &

=
(S5

<«—> (L

R )/

A

objektova vétev C, Sp O TL

Obr. 3.1: Schéma CCHM. S - zdroj svétla, A - apertura, L - ¢ocka, BS - hranolovy délic,
M - zrcadlo, C - kondenzor, Sp - objektova rovina, R - referen¢ni rovina, O - objektiv,
TL - tubusova cocka, OL - vystupni ¢ocka, DG - difrakéni mrizka, OP - vystupni rovina.
Prevzato a upraveno z [(0].
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3.2. TEORETICKY POPIS ZOBRAZOVANI V CCHM
3.2. Teoreticky popis zobrazovani v CCHM

Matematicky popis zobrazovani CCHM zde vychazi pfevazne z [06]. Ve veskerych
uvahéch a vztazich se omezuje na monochromatické (resp. kvazimonochromatické) svétlo.

Intenzita pri prostorové nekoherentnim zdroji

Oznadi-li se i(ry; Ky ine) rozlozeni intenzity ve vystupni roviné mikroskopu dané vy-
zafovanim jednoho bodu zdroje a splnuje-li osvétleni Abbeovu sinovou podminku, je in-
tenzita I(ry) ve vystupni roviné spocitana podle Hopkinsovy formule [11, odst. 10.4.2]
integraci pres plochu zdroje

400
I('rt) - //Z(Tt, Kt,inc>K_2d2Kt,inc, (32)

kde faktor K=2 vyplyva z transformace mezi prostorovymi soufadnicemi a prostoro-
vymi frekvencemi zdroje v pripadé monochromatického plosného zdroje. Po dosazeni
i(r; Kt ine) z rov. (3.1) do (3.2) a zdméné integrace se s¢itanim, lze ¢len na pravé strané
(3.1) obsahujici objektovou vlnu U,,; zapsat ve tvaru integralu

+oo
wry) = / / Unty (7t B ime) U (1: Ko ime) K20 E e (3.3)

v némz je explicitné vyjddiend zavislost rozloZeni komplexni amplitudy objektové U,
a referencéni U,.s vlny ve vystupni roviné na pifi¢né soutadnici r; a vlnovém vektoru
dopadajici viny Kt jne.

Rozptyl ve frekvenéni doméné

Za predpokladu elastického a linedrniho rozptylu je thlové spektrum A(K;) rozptylené
vlny dano superpozici spekter, které odpovidaji rozptylu jednotlivych rovinnych vin

+oo
A(-Kt) = //S(Kt;Kt,inc)Ainc<Kt,inc)dZKt,inca (34)

kde Ajpe(Kyine) je tthlové spektrum dopadajicich vin a S(Ky; Ky ine) je tzv. rozptylova
funkce, nazyvana také matici rozptylu. Matice rozptylu se v pripadé slabé rozptylujiciho
objektu v rdmci prvni Bornovy aproximace [11, odst. 13.1.2] ziskd Fourierovou transfor-
maci obecné trojrozmérného rozptylového potencidlu F(r) (1.17)

S(Ky: Kyine) — ]7/ Fr) exp(—i2rQ - 7)d*r, (3.5)

kde Q = K — K, je tzv. rozptylovy vektor. Je-li objekt v rdmci skenovani posunut o z;
ve sméru osy z, je matice rozptylu S(Ky; Ky ine) ve (3.4) nahrazenal

S(Kt; Kt ine; zs) = S(Kt; Kt ine) exXp(127 K, inezs) exp(—i2n K, z5). (3.6)
"Na zakladé véty o posunuti, napt. [0, odst. 3.4] nebo [60, odst. 7.3].
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3. KOHERENCI RIZENY HOLOGRAFICKY MIKROSKOP

Prenos spektra optickou soustavou

Ptenos spektra pupilou lze popsat tzv. aperturni funkei P(Ky). Zobrazuje-li soustava
aplanaticky a je-li poloha bodu v obrazové roviné vyjadrovana souradnicovym vektorem
r¢ opticky sdruzeného bodu v roviné predmétové, budou spektra v predmétové roviné
A(Ky) a ve vystupni roviné A, (K;) spolu souviset vztahem

Aout(Ky) = Pr(K) A(Ky; 2), (3.7)
kde Pr(K}) oznacuje aperturni funkei objektivu a 7" odkazuje na transmisni usporadani
mikroskopu na obr. 3.1.

V aproximaci malych apertur v pripadé difrakéné limitovanych systémi ma Pr(Ky)
tvar [38, odst. 6.2]

K cosa Ay
Pr(K;) = ci = circ | K, 3.8
r(Ky) = circ ( K ) circ ( tNA> : (3.8)
kde a oznacuje semi-tthlovou aperturu pupily a NA = nsin« je numericka apertura. V
ptipadé rigor6znéjsiho popisu [07, 68] 1ze dospét ke tvaru aperturni funkce platného pro

jakoukoliv aperturu [66]

K . K cosa K2 _ Ay
Pr(K) = ”ZCHC ( K ) = o= KE)IMCH"C (Ktm) : (3.9)

Stejny vztah (3.8), resp. (3.9) plati pro aperturni funkci kondenzoru Po (K¢ ine) s nume-
rickou aperturou osvétleni NAg.

V kap. budou porovnany zobrazeni CCHM pro oba tvary aperturnich funkei (3.8) a
(3.9).

2 ‘
— aperturni funkce (3.8)
15 — aperturni funkce (3.9) ||
0 /
a
0,5 .
0
0 NA/A,

Ky

Obr. 3.2: Tvary aperturnich funkei Pr(K;) (3.8) a (3.9) pro o = 45°.

Rekonstrukce obrazu

V piipadé vypoctu metodou FDTD matice rozptylu rozptyleného pole Sqeut(Kt; Kt ine)
odpovidd spektru Ageqr(Kt; Kt ine; 0) vypocitanym podle (2.12) v roviné z = 0 pii dopadu
viny s vinovym vektorem Kj jpc

Sscat(Kt; Kt,inc) - Ascat(Kt; Kt,inc; 0) (310)
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3.2. TEORETICKY POPIS ZOBRAZOVANI V CCHM

Matice rozptylu totalniho pole Siprai(Kt; Kt ine) pro dopadajici rovinnou vinu s vinovym
vektorem Ky ;e se ziskd pricteni Diracovy delta funkce

Stotal(Kt; Kt,inc) = Sscat(Kt; Kt,inc) + 52(Kt - Kt,inc)' (311)

Pri diskrétnich vypoctech se pricteni delta funkce provede podle (2.27). V ptipadé Bornovy

¢i Rytovovy aproximace se rovnou poklada Siorar(Kt; Kt ine; 0) = Avotar (Kt; Kt ine; 0).
Rozptyl rovinné viny s vilnovym vektorem Ky ;n. na vzorku a prenos objektové viny

optickou soustavou ve frekvenéni doméné se na zakladé predchozich tvah zapise jako

A/(Kt; Kt,inc) = \/ i(Kt,inc)PC(Kt,inc)Stotal(Kt; Kt,'inc) (312)

Komplexni amplituda objektové viny na vystupni roviné mikroskopu je poté zpétnou
Fourierovou transformaci spektra (3.12)

“+oo
Uobj (rt; Kt,inc) - // \/ i(Kt,'inc)PC(-Kt,inc)PT(Kt)Stotal(Kt; Kt,i'n,c) eXP(i27TKt ° 'rt)d2Kt

(3.13)
Na zakladé podobnych tvah lze ziskat komplexni amplitudu referen¢ni viny na vystupni
roviné mikroskopu

Uref (rt; Kt,inc) = i(Kt,inc>PC(Kt,inc)PT(Kt,inc> eXP(iQﬂ'Kt,inc * qt) (314>

Vyrazy (3.13) a (3.14) se dosadi do vztahu pro intenzitu w(r;) (3.3). Amplitudu zdroje,
aperturni funkci kondenzoru a aperturni funkci objektivu referen¢ni vétve je mozné pro
snadné&jsi zapis sdruzit do jedné funkce Ps(Ky¢ ine)

PS(-Kt,inc) = K_Zi(Kt,inc)‘PC(Kt,inc>|2P1>’:<Kt,inc> (315)

Koneény teoreticky vztah pro rekonstrukei obrazu pomoci CCHM na obr. 3.1 tedy je

400 +4oo

wr) = [ [ [[ o) Pr(00) S B Kine)

X eXp(iZTFKt . rt) eXp<—i27TKt’inc . ’rt)d2th2Kt’mc.
(3.16)

Skenovanim podle (3.6) a rekonstrukei (3.16) lze takto ziskat trojrozmérny obraz objektu
w(rg, 2), kde poloha skenované roviny z je rovna

z=—z. (3.17)

Obrazy rekonstruované ze ziskanych matic rozptylu pomoci Rytovovy aproximace a me-
tody FDTD pro razné apertury zdroje a objektivu jsou uvedeny v kap. 4.
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4. SIMULACE ZOBRAZOVANI V CCHM

4. Simulace zobrazovani v CCHM

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, prace navazuje na simulace zobrazovani v CCHM z
[9] a rozsifuje je pro zobrazovani v podélném sméru. Pro tcely simulace byla navrzena
struktura péti bunéénych organel 2.1. Jelikoz podélna rozlisovaci schopnost CCHM je
vzdy horsi nez rozlisovaci schopnost pri¢na, bylo v praci pro obdrzeni reprezentativnich
vysledki simulovano zobrazovani s numerickymi aperturami osvétleni a objektivu az do
1,3, vyrazné zvysujici hodnotu 0,8 v [9]. Protoze v [9] bylo ukazéno, ze Bornova aproximace
vypoctu blizkych poli je jiz nevhodnd i pro mensi apertury v simulaci zobrazovani v
CCHM v pricném sméru, zde se vysledky omezuji na srovnani metod vypoctu Rytovovou
aproximaci a FDTD metodou.

Holografickym signalem nebo jen signilem ¢(r) se dale v textu bude nazyvat faze
rekonstrukce w(r) (3.16) normovand k 7

o(r) = arg{w(r)} (4.1)

™

Simulace metodou FDTD v programu Lumerical byly provadény na serveru se za-
kladni paméti (ne vsak plné vyuzitou) 755 GB RAM a procesorem CPU 16 Intel Xeon
2.4GHz cores. Bylo vyuzito prostorové symetrie struktury organel na obr. 2.1 a pocet
simulovanych dopadajicich vin se tak mohl zredukovat zhruba na polovinu. Celkova doba
simulace metodou FDTD véetné vypoctu dalekych poli ¢inila ptiblizné jeden a piil dne.

Vypocty blizkych poli, resp. matic rozptylu S Rytovovou aproximaci byly provadény
ve vlastnim skriptu napsaném v programu MATLAB. Celkova doba vypoctu Rytovovou
aproximaci byla kratsi nez 16 hodin.

Simulace zobrazovani v CCHM neboli rekonstrukce intenzity (3.16) z matic S zis-
kanych metodou FDTD nebo Rytovovou aproximaci byla rovnéz provadéna v programu

MATLAB.

4.1. FDTD metoda

Na obr. 4.2 se nachazeji vysledky simulace zobrazovani soustavy organel v.CCHM
metodou FDTD (viz obr. 2.1) pro ruzné apertury objektivu NA a apertury osvétleni
NAg v pricném sméru. S rostoucim NA a NAg Ize organely podle ocekavani lépe rozlisit
v pricném sméru. Pri nizkych NAg lze zretelné pozorovat interferencni artefakty kolem
organel zpusobené vysokou prostorovou koherenci osvétleni. V pripadé NA = konst. a
rostoucitho NAg se signal organel vyrovnava a jeho rozdil oproti signdlu pozadi zmensuje.
Pouziti malych apertur NA a NAg muize vést ke Spatnym zavérim pri vyhodnocovani
pozorovani, kdy se organely jevi s odlisSnym indexem lomu n, jako je zfejmé ze signala v
levém a prostrednim sloupci na obr. 4.2.

Na obr. 4.3 se nachazi vysledky simulaci zobrazovani organel v podélném sméru. Po-
dobné jako pro pricny smeér, signdly pro nizké NAg vykazuji interferencni artefakty. Zda
se, ze organely nachazejici se nad sebou silné ovliviiuji vysledny signal (coz muze vést
ke Spatnym zévérim zminénym vyse) a pokud se aplikuje Rayleigho kritérium pro jejich
rozliseni [11, odst. 7.6.3], lze je rozlisit az pii NA = 1,2, NAg = 1,2 nebo NA = 1,3,
NAg = 0,9, viz vynesené podélné profily na obr. 4.1.

Simulace na obr. 4.2 a 4.3 byly provadény s tvarem aperturni funkce (3.9).

37



4.1.

NA =12 NA =13
0,2 0,2
—NAg =0,7—NAg =0,8 —NAg =0,8—NAg=0,9
—NAg=0,9—NAg=1,0 —NAg=10—NAg=1,1
0’15 | —NAS = 1,1—NAS = 1,2 0’15 —NAS = 1,2—NAS = 1,3
w w
=% =3
s 01 = 0,1
£ £
ASS ASS
0,05 0,05
0—5 —4 0—5 —4
2 [pm] 2 [pm]
Obr. 4.1: Profily signalt v axidlnim sméru v ose organel 2 a 4 xo4 = —1,95 pm (viz obr.

FDTD METODA

2.1) pro NA=1,2a NA =1_3.
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4. SIMULACE ZOBRAZOVANI V CCHM

¢(rt7 O)

|
—0,02 0 0,04 0,08 0,12 0,16

NA = 0,5, NAg = 0,1 NA = 0,5, NAg = 0,3 NA = 0,5, NAg = 0,5

NA = 0,9, NAg = 0,5 NA = 0,9, NAg = 0,9

NA = 1,3, NAg = 0,7 NA =13, NAg=1,3
4 —2 0 2 4-4 -2 0 2 4-4 -2 0 2 4
x [pm] x [pm] z [pm]

Obr. 4.2: Vybrané vysledky simulace zobrazovani organel v CCHM v roviné z = 0 (viz
obr. 2.1) metodou FDTD pro ruzné hodnoty apertury objektivu NA a apertury osvétleni
NAs.
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4.1. FDTD METODA

¢(x,0,2)

—0,020 0,04 0,08 0,12

NA = 0,5, NAg = 0,1 NA = 0,5, NAg = 0,3 NA = 0,5, NAg = 0,5

NA = 0,9, NAg = 0,1 NA = 0,9, NAg = 0,5 NA = 0,9, NAg = 0,9

NA = 1,3, NAg = 0,1 NA =1,3, NAg = 0,7 NA =13, NAg = 1,3
4 —2 0 2 4-4 -2 0 2 4-4 -2 0 2 4
x [pm] x [pm] z [pm]

Obr. 4.3: Vybrané vysledky simulace zobrazovani organel v CCHM v roviné y = 0 (viz
obr. 2.1) metodou FDTD pro ruzné hodnoty apertury objektivu NA a apertury osvétleni
NAg.
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4. SIMULACE ZOBRAZOVANI V CCHM
4.2. Rytovova aproximace

Na obr. 4.4 a 4.5 jsou uvedeny vysledky simulace zobrazovani soustavy organel v
CCHM Rytovovou aproximaci pro rizné apertury objektivu NA a apertury osvétleni
NAg v pricném a podélném sméru. Pro vysledky plati stejné zavéry jako pro vysledky
metodou FDTD 4.1. Simulace na obr. 4.4 a 4.5 byly provadény s tvarem aperturni funkce
(3.9).

Pro srovnani vysledkt simulaci zobrazovani v CCHM metodou FDTD a Rytovovou
aproximaci byly vyneseny profily signalii v ose y = 0 z obr. 4.2 a 4.4. Vynesené profily 1ze
pozorovat na obr. 4.6. Za tcelem kvantifikace miry odlisnosti profilii byla pouzita veli¢ina
soucet druhych mocnin rozdila SSE (z anglického sum of squared errors) pocitana jako

SSE = Z(Zh (Z) - p2(i))27 (4-2)

kde p; a ps jsou profily signali ziskané metodou FDTD a Rytovovou aproximaci. Ziejmé
vyssi hodnota SSE udava vétsi odlisnost mezi profily. Hodnoty SSE jsou uvedeny i u
profili na obr. 4.6. SSE profili v zavislosti na NAg pro ruzné NA se nachazi na grafu
4.8. S rostoucim NA je ziejmy néarust hodnot SSE. To lze zdiavodnit klesajici presnosti
Rytovovy aporoximace pro vétsi apertury. Pro NA = konst. a rostouci NAg lze pozorovat
mirny pokles hodnot SSE, poté hodnoty rostou. Pri¢ina tohoto trendu se prisuzuje redukei
interferencnich artefakti s klesajici prostorovou koherenci osvétleni. Napriklad pripad
NA = 1,3, NAg = 0,1 na obr. 4.6 ukazuje na veétsi nachylnost Rytovovy aproximace
na interferencni artefakty oproti metodé FDTD. V pripadé NA = 1,3, NAg = 0,7 nizsi
prostorova koherence profily ,, vyhladi“ - SSE poklesne. Pro NA = 1,3, NAg = 1,3 se poté
opét projevuje nepresnost Rytovovy aproximace pro vétsi NA a NAg - SSE vzroste.
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4.2. RYTOVOVA APROXIMACE

qb('rt’ 0)

|
—0,02 0 0,04 0,08 0,12 0,16

NA = 0,5, NAg = 0,1 NA = 0,5, NAg = 0,3 NA = 0,5, NAg = 0,5

NA = 0,9, NAg = 0,5 NA = 0,9, NAg = 0,9

NA =1,3, NAg = 0,7 NA =13, NAg = 1,3
4 —2 0 2 4-4 -2 0 2 4-4 -2 0 2 4
x [pm] x [pm] z [pm]

Obr. 4.4: Vybrané vysledky simulace zobrazovani organel v CCHM v roviné z = 0 (viz
obr. 2.1) Rytovovou aproximaci pro ruzné hodnoty apertury objektivu NA a apertury
osvétleni NAg.
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¢(x70?z>
. I

—0,020 0,04 0,08 0,12 0,16 0,2

NA = 0,5, NAg = 0,1 NA = 0,5, NAg = 0,3 NA = 0,5, NAg = 0,5

NA = 0,9, NAg = 0,5 NA = 0,9, NAg = 0,9

NA =1,3, NAg =0,7 NA =1,3, NAS =13
4 —2 0 2 4-4 -2 0 2 4-4 —2 0 2 4
x [pm] x [pm] x [pm]

Obr. 4.5: Vybrané vysledky simulace zobrazovani organel v CCHM v roviné y = 0 (viz
obr. 2.1) Rytovovou aproximaci pro ruzné hodnoty apertury objektivu NA a apertury
osvétleni NAg.
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4.2. RYTOVOVA APROXIMACE

—  FDTD metoda
—— Rytovova aproximace
— rozdil

16 : I I I
NA = 0,5, NAg = 0,1, NA = 0,5, NAg = 0,3, NA = 0,5, NAg = 0,5,

SSE = 0,005 SSE = 0,002 SSE = 0,001

¢(x,0,0)

NA =0,9, NAg = 0,1, NA =0,9, NAg = 0,5, NA =0,9, NAg = 0,9,
SSE = 0,011 SSE = 0,009 SSE = 0,007

NA = 1,3, NAg = 0,1, NA = 1,3, NAg = 0,7, NA = 1,3, NAg = 1,3,
SSE = 0,019 SSE = 0,015 SSE = 0,043

¢(x,0,0)

-A/\A //\I\L\/\’/\I\L
0 2 4-4 -2 0 2 4-4 -2 0 2
z [pm] @ [pm] z [pm)]

Obr. 4.6: Vybrané profily vysledkt simulace zobrazovani organel v CCHM v ose y =
0 (viz obr. 2.1) metodou FDTD a Rytovovou aproximaci pro riuzné hodnoty apertury
objektivu NA a apertury osvétleni NAg.
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4. SIMULACE ZOBRAZOVANI V CCHM
4.3. Vliv tvaru aperturni funkce

Byl rovnéz prozkouman vliv tvart aperturnich funkei (3.8) a (3.9) na simulaci zobrazo-
vani v CCHM. Srovnani bylo opét provedeno na profilech v ose y = 0 na obr. 4.7 ziskanych
metodou FDTD. Ptipadné rozdily byly opét kvantifikovany pomoci veli¢iny SSE (4.2) na
grafu 4.9 pro rizné NA a NAg. I kdyz podle vysledkt na grafu s rostoucim NA i NAg
roste i SSE, kromé limitniho pripadu NA = 1,3, NAg = 1,3 na obr. 4.7 jsou profily signali
vizualné shodné a samotné SSE hodnoty jsou v tomto pripadé zhruba radové nizsi nez
pri srovnavani vysledki FDTD metodou a Rytovovou aproximaci. Az na specidlni pripad
NA = 1,3, NAg = 1,3 Ize tedy rozdily pfi pouziti ,,méné rigor6zni“ aperturni funkce (3.8)
v simulacich zobrazovani v CCHM povazovat za zanedbatelné.
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¢(z,0,0)

¢(x,0,0)

&(x,0,0)

—aperturni funkce (3.9)
——aperturni funkce (3.8)

rozdil

16

NA = 0,5, NAg = 0,1,
SSE = 0,0001

NA = 0,5, NAg = 0,3,
SSE = 0,0000

NA = 0,5, NAg = 0,5,
SSE = 0,0000

NA = 0,9, NAg = 0,1,
SSE = 0,0003

NA = 0,9, NAg = 0,5,
SSE = 0,0002

NA = 0,9, NAg = 0,9,
SSE = 0,0007

NA = 1,3, NAg = 0,1,
SSE = 0,0004

NA = 1,3, NAg = 0,7,
SSE = 0,0002

NA = 1,3, NAg = 1,3,
SSE = 0,0115

 [pm]

z [pm]

z [pm]

Obr. 4.7: Vybrané profily vysledkti simulace zobrazovani organel v CCHM v ose y = 0
(viz obr. 2.1) pro dva tvary apertunich funkei (3.8) a (3.9) pro ruzné hodnoty apertury

objektivu NA a apertury osvétleni NAg.
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—NA =05
0,020 1 |NA=0,6
—--NA =0,7
- NA =0,8
% —o-NA =0,9
0,010 1 |—=NA =10
—-—NA=1,1
NA = 1,2
—-NA =13

0,000 | | |

oL 03 05 07 09 11 13

NAg

Obr. 4.8: SSE mira (4.2) pro srovnani vysledki simulace zobrazovani v CCHM metodou
FDTD a Rytovovou aproximaci.

0,004
—-—NA =05
—-—NA =10,6
0,003 |- 1o Na =07
—-NA =10,8
5 0,002} 1]-e-NA =09
—-—NA=1,0
0,001 |- {|NA=11
NA = 1,2
—-NA =13

0,000

0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1 1,3

Obr. 4.9: SSE mira (4.2) pro srovnéni vysledku simulace zobrazovani v CCHM pfi pouziti
tvaru aperturni funkce (3.8), nebo (3.9).
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4.4. PODELNE ROZLISENI CCHM A ZAVISLOST SIGNALU NA INDEXU LOMU

4.4. Podélné rozliseni CCHM a zavislost signalu na
indexu lomu

Profily signalii na obr. 4.1 ukazaly, Ze organely bylo mozné podélné rozlisit az pti
pomérné vysokych numerickych aperturach objektivu 1,2 a 1,3. Jelikoz v praci [9] byly
provedeny simulace zobrazovani v CCHM pouze v pri¢ném sméru a mohla byt tak vyhod-
nocovana pouze pricna rozliSovaci schopnost, tkolem v tomto odstavci bude prozkoumat,
jakym zptisobem na parametrech zobrazovani zavisi podélna rozliSovaci schopnost CCHM.

Podle schématu CCHM na obr. 3.1 na vystupni roviné mikroskopu spolu interferuji
vlny z referen¢ni a objektové vétve. Ziejmé vyssi hodnoty indexu lomu vzorku zptsobi
vétsi fazovy rozdil mezi obéma vinami a tim i silnéjsi holograficky signdl. Dalsim tkolem v
tomto odstavci bude otestovat hypotézu o existenci primé linearni zavislosti mezi signdlem
a indexem lomu zkoumaného vzorku.

Pro tkoly stanovené vyse bylo metodou FDTD a s tvarem aperturni funkce (3.9)
simulovano zobrazovani tii organel o stejném primeéru jako organely na obr. 2.1, lezicich
v jedné roviné a o ruzném indexu lomu. Organely 1, 2 a 3 na obr. 4.10a) maji po radé
indexy lomu n; = 1,37, ny = 1,39 a ng = 1,41. Divodem volby takovéto struktury bylo
zajistit, aby signdl organel 1, 2 a 3 nebyl ovliviiovan signalem objektii nachazejicich se v
jinych rovinach z, viz napriklad obr. 4.1 a 4.3, a zjistit, zda podélna rozlisovaci schopnost
CCHM zavisi i na indexu lomu vzorku, zde organely. K vyjadfeni vlivu indexu lomu
organely bude pouzivan rozdil

An; = n; — Npack, (4.3)

kde n; je index lomu organely i a npqer je index lomu pozadi, zde np,er = 1,336 (voda).
Zkoumani rozliSovaci schopnosti mikroskopu lze prevést na ekvivalentni tlohu meéreni
siiky wy /. definované jako sitka v 1/e hodnoté maxima signdlu v podélném sméru organely,
viz obr. 4.10d). Zfejmé mensi hodnoty wy /. odpovidaji vyssi rozlisovaci schopnosti CCHM.
Nejprve byla zkoumana moznost, zda ma w /. Sifka spojitost s podélnym rozlisenim r,

konvenc¢niho optického mikroskopu [69, odst. 28.3]
/\vnback
Tz,0pt = 2W (44)

Zéavislost wy e na r, o pro rizné NAg a An ukazuje levy sloupec grafii na obr. 4.11. Podle
ocekavani, w, /e nezavisi na An (resp. indexu lomu organely). Pro NAg = konst. sitka w; .
S T 0pt Klesd zhruba linedrné az je dosazeno difrakéniho limitu, kdy se méfend sitka w /e
pro mensi NAg od urcité NA jiz dale nezmensuje. V hrubém ptiblizeni lze tedy rozlisovaci
schopnost CCHM popsat pomoci (4.4), resp. wy /e ~ 1/NA?.

Rov. (4.4) popisuje podélné rozliseni intenzitniho zobrazovani konvenéniho optického
mikroskopu a proto byla snaha nalézt vztah, ktery by lépe popisoval podélné rozliSeni
CCHM zobrazujiciho fazi. Na zakladé numerické optimalizace byl odhadnut vztah, resp.
zévislost pro podélné rozliseni CCHM [70]

2
e~ (s ) (1750 ®
’ NAZ { NAZ >

Zavislosti wy /e na 7, yum pro razné NAg a An ukazuje pravy sloupec na obr. 4.11. Pro tyto
vysledky plati stejné zavéry jako v pripadé zkoumané zavislosti w;/. na 7 o, zavislost
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4. SIMULACE ZOBRAZOVANI V CCHM

W1/e DA T pum S€ VSak jevi vice linedrni. Optimalizace (4.5) tedy lépe popisuje rozlisovaci
schopnost CCHM nez ptivodni pfiblizeni (4.4).

Pro otestovani hypotézy o primé obecné linearni zavislosti mezi signalem a indexem
lomu objektu se vychazelo z jednoduchého predpokladu, ze v hrubém priblizeni plati [71]

¢~ KAn, (4.6)

kde K je predpoklddana konstanta imérnosti. Ukolem bylo ovéfit platnost vztahu (4.6)
a dale zjistit zda K ma stejnou hodnotou pro vsechny dvojice NA, NAg. Pro ovéreni byly
vybrany hodnoty signdlu ve stfedech organel ¢q, ¢, ¢3 na obr. 4.10b) a 4.10d) a pro
kazdou zkoumanou dvojici NA, NAg byla provedena linedrni regrese [13, odst. 25.9] body
(Any, ¢1), (Ans, ¢2), (Ans, ¢3). Hodnoty sklonu linedrni regrese jsou poté rovny hledané
konstanté umérnosti K v (4.6). Priklad regrese pro NA = 0,9 a rizné NAg je na grafu
4.12. Typické hodnoty korelacnich koeficientti regrese byly 0,999 a svislého posunu radove
1073,

Hodnoty K, resp. sklonu linedarnich regresi pro vSechny zkoumané dvojice NA, NAg
jsou vyneseny na grafu 4.13. Je ziejmé, ze K se méni jak s aperturou objektivu NA tak i
s aperturou osvétleni NAg.

Zavér

Bylo ukéazano, ze podélnou rozlisovaci schopnost CCHM lze v hrubém pribliZzeni po-
psat vztahem pro rozliseni konvencéniho optického mikroskopu. I kdyz optimalizace (4.5)
odpovida podélné rozlisovaci schopnosti 1épe, neposkytuje hlubsi teoreticky pohled do
zobrazovani v . CCHM. Lokalni maxima na obr. 4.10a) velmi pfesné vyhovuji linedrnimu
vztahu (4.6), avSak K zavisi komplikovanym zptisobem na NA a NAg. Studium této za-
vislosti jiz vSak presahuje ramec prace.
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¢(rt> 0)

L
S
o
N}
W
L
S
o
N}
W

Obr. 4.10: Vybrany vysledek simulace zobrazovani v CCHM pro NA = 0,7, NAg = 0,5
pro zkoumani podélné rozlisovaci schopnosti a zavislosti signélu na indexu lomu. a) Signal
v roviné z = 0. b) Profil signdlu v ose y = 0 s vyznacenymi signdly ¢y, ¢2, ¢3 ve stfedech
organel 1, 2 a 3 v a). ¢) Signal v roviné y = 0. d) Profily signalu v osdch x; = —1,95 pm,
ro = 0pm, z3 = 1,95 um s vyznaCenymi signdly ¢1, ¢2, ¢3 a podélnou sitkou wy .
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——NAg =0, NAg=0,6 o NAg=0,7
—-NAg =0,8—-NAg=0,9—NAg=1,0
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1 An = 0,074

An = 0,074

W1 /e [pm]
W
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0 | |
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T 2,0pt [p-m] T'znum
Obr. 4.11: Levy sloupec: zavislost podélné §ifky w; /e na rozliSeni r, o, (4.4) konvencéniho

optického mikroskopu. Pravy sloupec: zavislost podélné siiky w; . na numerické optima-
lizaci 7, jum (4.5).
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—-NAg=0,1+NAs =02+ NAg=10,3
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Obr. 4.12: Zavislost holografického signalu ve stfedech organel ¢; (viz obr. 4.10b), 4.10d))
na An pro NA = 0,9 a ruzné NAg.

—-NA=0,5NA=0,6-NA=0,7
—+-NA=08+NA=09-NA=10
—-—NA=1,1 NA=12-+NA=13

| | | | |
01 03 05 07 09 11 13
NAsg

Obr. 4.13: Hodnoty konstanty tmérnosti K v rov. (4.6) pro rizné NA a NAg.
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L4 A4
Zaver

Cilem prace bylo ovérit praktickou vyuzitelnost Rytovovy aproximace a metody FDTD
pro simulaci zobrazovani v holografickém mikroskopu. Prace z velké ¢asti navazovala na
simulace v [9], které se omezili na zobrazovani ptiblizné rovinné struktury pouze v pficném
sméru, a rozsitila je i pro zobrazovani v podélném sméru. Pro tcely simulace byla navrzena
prostorova struktura bunécnych organel. Aby bylo mozné dosdhnout reprezentativnich
vysledklt v podélném sméru, byla hodnota zkoumanych numerickych apertur objektivu a
osvétleni navysena az na 1,3, vyrazné presahujici hodnotu 0,8 v [9].

Simulace vychazely ze skalarni teorie zobrazovani v CCHM zaloZené na znalosti matice
rozptylu §. Proto byly v praci nejprve podrobné vyhodnocovany rizné zptsoby vypoctu
S pomoci metody FDTD. Pro srovnani byly také provedeny vypocty pomoci analytické
metody zalozené na Rytovové aproximaci. Piimy zptisob vypoctu S, ktery je zalozen na
rozkladu blizkého pole do tihlového spektra, se ukazal byt vyhodnym pri vyuziti Ryto-
vovy aproximace (samoziejmé v pripadé, kdy jsou splnény podminky této aproximace). V
pripadé vypoctu metodou FDTD vzhledem k velkym pozadovanym aperturam a tedy vy-
sokym prostorovym harmonickym slozkam neni mozné ziskavat blizka pole zaznamem na
jeden monitor, aniz by nebylo nutné vyrazné zvétsovat rozmeéry vypocetniho okna anebo
ztracet podstatnou oblast blizkého pole. Proto bylo pouzito pristupu vypocétu matice S
dalekého pole. Daleké pole bylo pocitano z boxu monitora zcela obklopujici zkoumanou
strukturu a tedy vzdy obsahovalo tplnou informaci o rozptylové udalosti bez ohledu na
thlu dopadajici viny. Navrzeny pristup byl podrobné popsan v kap. 2 véetné navodu
jakym zptisobem lze ziskat blizka pole ptfi pouziti tohoto pristupu. Vzhledem k casové
narocnosti simulaci v programu Lumerical a ptuvodnimu cili prace ovsem nebyl tento ne-
konvencni pristup dostatecné kvantitativné provéren. Hlubsi verifikace pristupu vypoctu
matice rozptylu S, resp. blizkého pole z pole dalekého pro rtizné parametry vypocetniho
okna muze byt naptiklad naplni dalsiho projektu.

Kap. 3 predstavila holograficky mikroskop vyvinuty na VUT s stru¢né shrnula vy-
sledky skalarni teorie zobrazovani v CCHM

Kap. 4 se vénovala vlastnim simulacim zobrazovani v CCHM. Byla demonstrovana
snadné prakticka aplikovatelnost metody FDTD. V porovnani s vypoctem zalozenym na
Rytovové aproximaci, ktery byl provadén v programu MATLAB, vypocet metodou FDTD
v programu Lumerical nevyzaduje vyraznéjsi vypocetni casy, ovSsem pouze za predpokladu
moznosti provadét vypocty na vykonnych serverech. Podle o¢ekavani, rozdily mezi Ryto-
vovou aproximaci a metodou FDTD vyrazné rostly s aperturou objektivu NA. Lze vSak
konstatovat, ze Rytovovu aproximaci je mozné opravnéné pouzit priblizné do hodnot NA
0,9 az 1,0. Simulace ukézaly i vyznamny vliv apertur na rozliSovaci schopnost CCHM. Po-
tvrdily tak pozorovani v [9] tykajici se pricného rozliSeni, kterd v této praci byla doplnéna
o pozorovani podélného rozliseni.

Déale byly prozkoumany dvé formulace aperturnich funkci a jejich vliv na simulace
zobrazovani v CCHM. Ukazalo se, ze pro bézné hodnoty numerickych apertur osvétleni a
objektivu je mozné pouzit aperturni funkci bez korekce pro velké apertury s nevyznacnym
vlivem na vysledny holograficky signal.

Pomoci numerické optimalizace byla nalezena ptiblizna zavislost podélné rozliSovaci
schopnosti na numerické aperture osvétleni a objektivu. Méfenim podélné sitky organel se
oveérilo, se rozliseni popsané touto zavislosti odpovida 1épe CCHM nez vztah pro podélné
rozliSeni konvenc¢niho optického mikroskopu.
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Nakonec byl v praci zkouman vztah mezi signdlem a indexem lomu struktury. Bylo
prokézano, ze maxima signalu velmi presné vyhovuji lineArnimu vztahu, avsak konstanta
umeérnosti zavisi komplikovanym zptusobem na pouzitych numerickych aperturach objek-
tivu i osvétleni.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Seznam pouzitych zkratek

FDTD finite-difference time-domain
CCHM coherence-controlled holographic microscope
DDA discrete dipole approximation
FTLS Fourier transform light scattering
FEM finite element method

MOM method of moments

ABC absorbing boundary condition
PML perfectly matched layer

TFSF total field/scattered fields

TFSF digital holographic microscope
SSE sum of squared errors
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