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Abstrakt

Predkladana prace se zabyva zobrazovanim pres difuzni prostiedi v koherenci fizeném
holografickém mikroskopu (CCHM) vyvinutém na Ustavu fyzikalniho inZenyrstvi v Brng.
Je v ni uveden vypocet vzajemné koherence svétla v mikroskopu, vypocet signalu v zavis-
losti na vzajemném lateralnim posuvu obou vétvi a vzajemné souvislost obou vysledki.
Posledni zminény vypocet je navic podroben ovérovacim experimentiim.

Pomoci jednoduchého geometrického modelu je zde vysvétlen princip zobrazeni v CCHM
pres difuzni prostiedi balistickym i difuznim svétlem a je doplnén piislusnymi potvrzuji-
cimi experimenty. Na tento model dale navazuji teoretické vypocty rozptylové funkce bodu
(PSF) pro zobrazeni pies difuzni prostiedi. Vysledek modelu je potvrzen experimentem.

Summary

This thesis deals with imaging through diffuse media in coherence-controlled holographic
microscope (CCHM) developed in IPE FME BUT. The mutual coherence function as well
as the signal dependence on the lateral mutual shift between both arms of the CCHM are
calculated. Both functions are related to each other. The latter dependence is measured
experimentally.

A principle of imaging with CCHM through diffuse media with both ballistic and
diffuse light is explained by a simple geometrical model. This model is then verified ex-
perimentally by imaging a sample through diffuse medium. The point spread function
(PSF) of CCHM for imaging through diffuse media is then calculated. Results of PSF
calculation are proved experimentally.
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Kapitola 1

Uvod

1.1 Motivace a cile dizertac¢ni prace

1.

vvvvvv

Schopnost zobrazit pires difuzni prostiedi pfi pouziti zdroju s nizkou koherenci je
znamou vlastnosti interferencéni mikroskopie, jak je popsdno naptiklad v publikacich
[1, 2]. V uvedenych publikacich navic autofi experimentalné ukazuji, Ze rozligeni se
pri takovémto zobrazeni nezméni. Ackoli je tento jev popsan na zékladé experimentu,
neexistuje prozatim zadny jeho presny matematicky popis.

. Pfi pozorovani s koherenci fizenym holografickym mikroskopem (CCHM) jsme zjis-

tili, ze v pripadé zobrazeni pres difuzor je mozné rekonstruovat obraz i v konfiguraci
s vzajemné posunutymi vétvemi o vzdalenost vyssi nez odpovida koherencni Sitce
v dané roviné. V takovéto konfiguraci jiz pritom neni mozné zobrazit s CCHM ani
v pripadé zobrazeni bez difuzoru. Toto pozorovani nas privedlo k objevu, ze lze
zobrazovat s CCHM 1 s vyuzitim difuzniho svétla. Tento experiment jsme chtéli
zopakovat a mechanismus zobrazeni difuznim svétlem fadné matematicky popsat.

Z vypocti, které jsme provedli a které odpovidaji i vysledkum z publikace [3], jsme
zjistili, Ze mérenim zévislosti signalu na vzajemném posunuti vétvi ve vystupni
roviné lze zaroven meérit funkei vzajemné koherence CCHM. Tento jev jsme chtéli
provéfit a zaroven zmétit vzajemnou koherenci CCHM, nebot koherenéni vlastnosti
CCHM fzce souviseji s jeho moznostmi zobrazeni ptes difuzni prostiedi.

Z vyjmenovanych divodu byly pro praci vytyceny tfi hlavni cile:

Cile dizertac¢ni prace

1.

Charakterizovat zobrazeni v difuznim prostiedi vytvarené difuznim a balistickym
svétlem.

. Na zakladé experimentu navrhnout vhodny model pro objasnéni mechanismu zob-

razeni v difuznim prostiedi.

. Popsat koherenc¢ni vlastnosti svétla v mikroskopu v zavislosti na velikosti zdroje

a vysledek ovérit experimentem.






Kapitola 2

Holograficky signal a vzajemna
koherence v CCHM

V této kapitole se budeme zabyvat popisem nékterych zobrazovacich vlastnosti CCHM.
Zaméiime se zejména na vyjadieni signalu a vzajemné koherence, v této praci vyjadiené
pomoci vzajemné intenzity Jip. Tyto funkce pro CCHM budou v ramci celé kapitoly
postupné odvozeny. V dizerta¢ni praci se vénujeme i odvozeni koherentni funkce prenosu
(CTF) CCHM. K tomu vyuzijeme model vytvoreny v publikacich [4} 5l [6].

2.1 Teoreticky vypocet

2.1.1 Holograficky signal v CCHM pro kvazimonochromaticky
zdroj

V této préci se budeme zabyvat vyhradné pripady s kvazimonochromatickym osvétlenim
(viz [7]) s vlnovym ¢islem osvétleni K a budeme navic predpokladat rovnomérné rozlozeni
intenzity svétla na zdroji. Holograficky signal v CCHM je za danych predpokladi vyjadien
vztahem

w(gs) = / / ol qe, KOt (qe, K) KK, (2.1)

kde wu,(q¢, K), respektive u,(qs, K) zna¢i komplexni amplitudy predmétové a referenéni
vlny. Vektor g, znaci pfi¢nou slozku polohového vektoru g = (q¢, z) a popisuje polohu
bodu ve vystupni roviné CCHM, v némz amplitudu ur¢ujeme. Pro jednoduchost uvazu-
jeme zvétseni M mezi predmétovou a vystupni rovinou M = 1. Mistu ve vystupni roviné
popsanému polohovym vektorem gq; tak bude odpovidat opét q; v roviné predmétoveé.
Vektor K je primo tmérny vlinovému vektoru popisujicimu vinu v predmétovém prostoru
mikroskopu a jeho velikost je rovna |K| = 1/\ = n/\,, kde X je vlnova délka osvétlent
v médiu o indexu lomu n a A, je vlnova délka ve vakuu. Plati, ze K = (K4, K,), kde
K, = (K., K,) je pfi¢tnou slozkou vektoru K.

2.1.2 Signal pti vziajemné posunutych vétvich

V této ¢asti odvodime zavislost holografického signalu ve vystupni roviné CCHM na vzé-
jemném lateralnim posunuti vétvi Aq; v pripadé, Zze v predmétové vétvi neni umistén



vzorek. Pak vyjadreni amplitudy referenéni viny bude shodné s amplitudou predmétové
viny a signal, ktery v tomto pripadé nebude zaviset na absolutni poloze q;, nybrz pouze
na vzajemném posunuti Agg, ozna¢ime wa(Agq) a vyjadiime jej ve tvaru

wa(Agq:) = // K ?exp(i2r Ky - Agy)d* Ky, (2.2)
K <NAjj /M

kde NA;; zna¢i numerickou aperturu osvétlovaciho svazku v pfedmétovém prostoru pred
interakci se vzorkem. Pro nizké osvétlovaci apertury NAy Ize aproximovat K, = (K? —
K?)'/? aproximovat konstantou, nebot plati |K,| ~ | K.+ Z| ~ K (viz [6], kap. 6). Integral
2.2 je pak roven

wa(Agy) % (23)
v(Agy) = QWI;I;AHWACM.

Symbol J; zde oznacuje Besselovu funkci 1. stupné a 1. fadu. Zavislost holografického
signalu na vzajemném posunuti Ag, je tedy vyjadiena Airyho funkei ([§], s. 52) proménné
v, ktera je pfimo tmérna posunuti Ag; a numerické apertufe NAj a nepfimo tmérné
vlnové délce osvétleni. Experimentalni ovéfeni vysledku je v kapitole [2.2]

2.1.3 Vzajemna koherence

Funkce vzajemné koherence je v pripadé kvazimonochromatického svétla vyjadiena funkci
vzajemné intenzity. Nyni odvodime, jak by vypadala funkce vzajemné intenzity pro CCHM
v pripadé, ze v mikroskopu neni zadny vzorek. V takovém piipadé je vyjadieni pro objek-
tovou vinu opét shodné s vyjadienim pro referenéni vinu, takze u,(qs, K) = u,(qs, K).
Vyraz pro vzajemnou intenzitu CCHM, ktery je podrobné odvozen v dizerta¢ni praci,
ozna¢ime J(q¢, q¢ + Aqq) a vyjadiime jej ve tvaru

o0

J(qt, g + Agy) = // u, (g, K)uy(qe + Agy, K)K_deKt- (2.4)

Dalsim pocitanim ziskdme vyjadieni vzajemné intenzity ve tvaru

J(qe, e + Aqy) = // K ?exp(i2n Ky - Aqy)d* K. (2.5)

Ki<NAjn/Ay

Vysledek pro vzajemnou intenzitu v CCHM s prazdnym pfedmétovym polem je tedy
stejny jako vysledek pro signal v zavislosti na vzajemném posunuti, coz odpovida
i vysledku z publikaci [3, 6]. Stejné jako v pifpadé jde i nyni pro nizké apertury
NAj; o Airyho funkei, které je navic za predpokladu plného vysviceni apertury objektivu
NA,, ( tj. NAjy = NA,p) shodna s funkei popisujici amplitudovou PSF mikroskopového
objektivu. Z tohoto vztahu plyne vyraz pro teoretickou hodnotu koheren¢ni sitky W.,
ktera je rovna 1. kofenu Airyho funkce ze vztahu , tj. W. = 0,61A/NAy,. Proto
v pripadé plné vysvicené apertury objektivu je koherenc¢ni sitka W, rovna bodovému
rozliseni mikroskopového objektivu.



2.2 Meéreni vzajemné koherence

V nasledujicim experimentu ovéfime platnost vztahu pro prubéh signalu v CCHM
v zévislosti na vzajemném posunuti obrazii Ag; pii zobrazovani s prazdnym predmétovym
polem a bez difuzoru. Jelikoz je tento vztah totozny se vztahem pro vzajemnou intenzitu,
lze toto méfeni povazovat za méfeni vzajemné koherence mikroskopu CCHM. Srovnédme
takto teoretické a namérené hodnoty koheren¢nich sifek pro obé generace CCHM.

2.2.1 Meéreni vzajemné koherence pro 1. generaci CCHM

Experiment byl proveden na experimentalni sestavé 1. generace CCHM popsané v dizer-
ta¢ni praci. Pouzity byly kondenzorové a zobrazovaci objektivy Lambda 20x /NA = 0, 4.
ViInova délka osvétleni byla A = 650nm. V grafech na obr. jsou vyneseny hodnoty
méfeného a teoreticky vypocitaného signalu (ze vztahu ) v zéavislosti na posuvu Ag;.
V grafu je uvedena prumérna hodnota signalu z oblasti 3 x 3 pixely lezici ve stfedu zorného
pole. Signal je navic normovan vici maximalni hodnoté, které nabyva ve stfedni poloze,
tedy pro Aq; = 0. Experiment byl proveden pro nékolik velikosti zdroje, vyjadienych
pomoci poméru NAy; /NA .

Vysledky experimentu, uvedené v obr. ukazuji velmi presnou shodu s predpoveé-
zenou teoretickou zavislosti ze vztahu (2.3). Relativni odchylka naméfenych koherenénich
siftek W, od vypocitanych se nelisi o vice nez 15%, vét§inou se v8ak pohybuje pod 5%.
Pribéhy vSech namérenych zavislosti velmi dobie odpovidaji zavislostem vypocitanym.

Diilezité je, ze namérené grafy nevyjadiuji pouze zavislosti pribéhu signalu na vza-
jemném posunuti obrazi, nybrz i vzajemnou koherenci ve vystupni roviné CCHM (viz

poznamka pod vztahem ((2.5))).
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Obrézek 2.1: Prabéh normovaného holografického signéalu v 1. generaci CCHM v zavislosti na vzajemném
posuvu Agg, tj. zaroven pribéh funkce vzajemné intenzity Pro experiment byly pouZity objektivy s nu-
merickou aperturou NA,, = 0,4. v hornim fadku NA;y = 0,25, tj. NAijy/NAy, = 0,62 a v dolnim fadku

NAy = 0,4, tj. NAy/NAg, = 1,00. ... naméfend data, - - -... fitovana kiivka, —... teoreticky vypocet
ze vztahu (2.3)).



2.2.2 Meéreni vzajemné koherence pro 2. generaci CCHM

V piipadé méfeni vzajemné koherence 2. generace CCHM jiz uvadime pouze méfeni pro
plné vysvicenou aperturu objektivi, tj. kdy NA; = NA,,. Experiment byl proveden
s kondenzory Nikon s numerickou aperturou 0,52 a objektivy Nikon 10 x /0,25. VInova
délka osvétleni A = 650 nm. Vzajemny posuv byl narozdil od experimentu s 1. generaci
CCHM proveden laterdlnim posuvem objektivu v referenéni vétvi. Teoretické hodnoty
koherencnich §ifek se 1isi o méné nez 10% oproti naméfenym, coz je vidét z grafu na obr.
2.2
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Obréazek 2.2: Pruabéh normovaného holografického signaluv 2. generaci CCHM v zévislosti na vzéajem-
ném posuvu Agg, tj. zaroven prubéh funkce vzajemné intenzity. Pro experiment byly pouZity objek-

tivy s numerickou aperturou NA., = 0,25. Numerickd apertura osvétlovaciho svazku NA;j; = 0,25, tj.
NAi/NAy, = 1.x... naméfena data, - - -... fitovana k¥ivka, —... teoreticky vypocet ze vztahu (2.3)).

2.2.3 Zavér k méreni vzijemné koherence

Z namérenych vysledkii funkce vzajemné intenzity, kterou jsme ziskali méfenim zavis-
losti holografického signalu v CCHM na vzajemném posunuti Ag;, jsme ziskali hodnotu
koherené¢ni sitky W,.. Potvrdili jsme, Ze koherenc¢ni sitka W, v CCHM pii plném vysvi-
ceni pupily objektivu, tj. NAjy = NAgy, je priblizné rovna bodovému rozliseni mikroskopu
0,61A/NA,;,. Navic u prvni generace mikroskopu jsme zjistili, Ze namétené a predpovézené
hodnoty koheren¢ni sitky si odpovidaji, a to pro vSechny rozsahy prostorové koherence.
Od nejvice az po nejméné prostorové koherentni nastaveni mikroskopu, coz bylo v ex-
perimentu provedeno zménou pruméru aperturni clony od NA;; = 0, 12NA,;, az po plné
vysvicenou pupilu objektivu NAj = NA,.






Kapitola 3

Difuzni zobrazovani v CCHM

V této kapitole se vénujeme nazornému popisu zobrazeni v CCHM pres difuzni prostiedi
pomoci geometrického modelu a demonstrujeme vysledky experimenti zobrazeni pres
difuzni prostiedi v CCHM.

3.1 Experiment - ovéreni schopnosti CCHM zobrazovat
pres difuzni prostredi

V nasledujici ¢asti uvedeme experimentalni ovéfeni schopnosti mikroskopu zobrazovat
v CCHM v difuznim prostiedi jak svétlem balistickym, tak difuznim. Méfeni probihalo
na mikroskopu CCHM 1. generace. V experimentech byly pouzity nejprve objektivy i kon-
denzory Lambda 10x /NA=0, 25 v experimentu z ¢asti a. Jako vzorek je pouzito
kryci sklicko CELLocate o tloustce 170 um s vyleptanym reliéfem hloubky cca 360 nm.
Sklicko CELLocate je ur¢eno pro detekci polohy bunék v zorném poli mikroskopu. Jako
difuzor jsme aplikovali oboustranné zmatnéné kryci sklicko o tloustce (150 4= 20) pm. Di-
fuzor byl vloZzen 3mm za vzorek smérem k objektivu. Zdrojem svétla byla halogenova
lampa s pouzitim interferen¢niho filtru propustéjiciho na vlnové délce 650 nm s polositkou
10 nm.

3.1.1 Zobrazovani balistickym svétlem

V této ¢asti budeme demonstrovat schopnost CCHM v rezimu nizké prostorové kohe-
rence zobrazovat pfes difuzor svétlem balistickym. Pro vzajemné posunuti vétvi tedy
plati Ag; = 0. Nejprve byl experiment proveden bez a posléze s difuzorem (viz obr. .
Protoze sklicko CELLocate je fazovy objekt, obraz rekonstruované féze je mnohem kon-
trastnéjsi nez intenzitni. V pripadé bez difuzoru dostavame ostry obraz jak v intenzité,
tak ve fazi.

Pro nazornou demonstraci toho, jak by dany difuzor znehodnotil obraz v klasickém
mikroskopu, jsou v prvnim sloupci obr. uvedeny snimky ve svétlém poli. Zatimco
zobrazeni bez difuzoru poskytuje klasicky mikroskopicky snimek vzorku, v pripadé s difu-
zorem je struktura vzorku pii zobrazeni ve svétlém poli jiz zcela neviditelné, presto v8ak
z rekonstruovaného hologramu dostavame obraz intenzity a faze jako v pfipadé s difu-
zorem, tak bez néj. Snimky z obr. tedy potvrzuji schopnost zobrazovat vzorek pies
difuzni prostiedi balistickym svétlem v CCHM diky efektu koheren¢ni brany.



Svétlé pole Intenzita

W

Obrézek 3.1: Zobrazeni balistickym svétlem. Horni fadek reprezentuje zobrazeni bez difuzoru. Dolni
radek zobrazeni s difuzorem. v prvnim sloupci jsou obrazky pofizené pouze objektovou vétvi, referenéni
vétev byla blokovana, coz tedy odpovida zobrazeni v klasickém mikroskopu ve svétlém poli. Druhy a tieti
sloupec ukazuji zobrazeni v holografickém médu mikroskopu. v prostfednim sloupci je zobrazena absolutni
hodnota signalu w a v poslednim sloupci jeho faze.

3.1.2 Zobrazovani difuznim svétlem - posuv obrazu v referenc¢ni
veétvi

Abychom prokézali schopnost CCHM v rezimu nizké prostorové koherence zobrazovat
i svétlem difuznim, postupné jsme pritom zvySovali velikost vektoru Agqg; ve sméru podél
interferen¢nich prouzkiu.

Ackoli jsme nataceli zrcatkem ve vétvi referencni, ve vysledku se posuv projevi pricnym
posuvem obrazu v zorném poli taktéz o Aqs, méfeno souradnicemi v pfedmétové roviné.
Na obréazku jsou uvedeny snimky rekonstruované nenavazané faze pro rtzné posuvy
Agq; podél sméru interferen¢nich prouzkii. Je patrné, ze fazové snimky lze zrekonstruovat
1 pfi vzajemném posunuti obrazli o 71 ¢ m, coz nékolikandsobné prevysuje hodnotu ko-
heren¢ni §ifky pro dany objektiv W, = 1,6 um. V piipadé bez difuzoru totiz interference
miz{ pri vzdalenosti Ag, > W, velmi rychle. Slaby signal je mozné naméfit i pro hodnoty
vySSi nez je koherenéni sitka, ovSem ne pro vzdélenost asi ¢tyticetkrat vyssi. V uvedeném
piipadé se jiz podili na vytvafeni signalu vyhradné svétlo difuzni. Timto experimentem
je tedy potvrzena schopnost mikroskopu zobrazovat difuznim svétlem.
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Ag; = 13 pm Ag; = 71 pm

Obrazek 3.2: Snimky rekonstruované faze vzniklé difuznim svétlem pii nataceni zrcadla v referenéni vétvi.
Jsou zde uvedeny snimky pro jednotlivé posuny Agq; ve sméru podél prouzki.
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Kapitola 4

PSF pro zobrazeni v CCHM
pres difuzni prostiredi

K odvozeni PSF v difuznim svétle a ptes difuzni prostiedi provedeme na zjednodusenou
2D modelu CCHM. Jednak je tento pristup nézorny, navic jej lze snadnéji interpreto-
vat vysledky, které ziskime naslednym numerickym modelem (East [£.1.2). V pripadé 3D
modelu mikroskopu je numericky vypocet pro bézné dostupnou vypocetni techniku piilis
naro¢ny. Budeme tedy nyni mikroskop nahrazovat modelem, ¢imz pri¢na soutadnice y
zmizi.

4.1 Vypocet PSF mikroskopu CCHM v 2D modelu

V préci jsme odvodili, ze PSF hccaw celého mikroskopu lze vypocitat dle predpisu

hCCHM(xo) = hobj (%)h;kef(%o), (4-1)

kde hopj(zo) oznacuje PSF objektové vétve a hyef(xo) PSF referencni vétve. Zatimco funkce
honi (o) je pfedmétem slozitého vypoctu, jenz vyzaduje i numerické feSeni a je soucésti
dizertacni prace, tvar funkce hye(zg) lze vyjadiit jednoduse jako

. sin [NAill(xO — ZIZ'ON>27T/)\]

hyet(0) = 4.2
f(x(] NAill(ajO — LUON)QW/)\ ( )

Soutadnice xg oznacuje polohu ve vystupni roviné, kde hodnotu PSF zjistujéme, pricemz
predpokladame Ze zvétSeni mezi vystupni rovinou a pfedmétovou rovinou je rovno M =
1. zgn oznacuje polohu zobrazovaného bodu v predmétové roviné. Rovnice je rovna
vyrazu pro amplitudu obrazu bodového otvoru zobrazeného objektivem s numerickou
aperturou NAj; pfi osvétleni bodovym zdrojem. Zde je vSak dulezité zminit, Ze h.os neni
PSF v pravém slova smyslu. Podobnym oznac¢enim se vSak mizeme setkat i v diivéjsich
publikacich, napt. [9, [10] a i my povazujeme takové oznaceni za velmi ilustrativni, zejména
pro ucely teoretického rozboru obsazeného v této praci.

Pouziti komplexni konjugace pro hl(x¢) je zbytetné, nebot hyef(zo) je realna funkce
tudiz hyet(x0) = hi(zo). V nésledujicim textu ji budeme tedy oznacovat pouze hyet(xo).

Pokud v objektové vétvi neni difuzor a zaroven osvétlovaci svazek mé stejnou nebo
vétsi numerickou aperturu nez objektiv, tedy pokud NA;; > NA,, pak

heonm (o) = hoi(20)|* = [hret(20)]*. (4.3)



4.1.1 Lateralni posuv vétvi

P1i zobrazovani s CCHM v difuznim svétle budeme vyuzivat rizné lateralni vzajemné
posuvy mezi objektovou a referencni vétvi tak, jak je to popsano vySe, v Casti [3.1.2
Vzéjemny posuv je proveden pomoci posouvani mikroobjektivu v referen¢ni vétvi ve sméru
kolmo k optické ose. Pokud posuvem objektivu zptsobime vzajemny posuv obraziu Az
ve vystupni roviné, pak PSF mikroskopu bude vyjadieno jako

hecnm (o, Azo) = hobj(To) heet (20 — Ag). (4.4)

4.1.2 Numericky vypocet PSF objektové vétve a PSF mikroskopu

Difuzor pouzivany v experimentech pro tuto praci bylo zmatnéné sklo, jehoz funkei pro-
pustnosti 1ze (dle [11l 12]) zapsat funkci propustnosti t4(z4) = exp [ik®(z4)]. P(xq) je
rozdil optickych drah zptisobeny prichodem svétla v misté o souradnici x4 a k je zde veli-
kost vinového vektoru. Predpokladédme pritom, ze sklon svazku dopadajiciho do x4 nebude
mit vliv na fazové zpozdéni zptisobené prichodem pies difuzor. Nahodnou spojitou funkci
®(z4) jsme nahradili ve vypoctech diskrétni funkei, jejiz hodnoty v jednotlivych bodech
maji gaussovské rozdéleni se stiedni hodnotou p = 0 a varianci o. Variance o zéroven de-
finuje i maximalni rozpéti téchto diskrétnich hodnot. Souradnice 4 je pro tcel numerické
simulace taktéz diskretizovana a rozdélena do malych tsekt délky 0,1 ym, coz odpovida
zhruba 1/6 vlnové délky A = 650 nm, pro niz jsme simulace pocitali. Tyto useky jsou
tedy dostatecné malé v porovnani s rozliSenim mikroskopu. Zmeéna variance o souvisi se
zménou schopnosti difuzoru rozptylovat dopadajici svétlo. Cim vysSsi je o, tim vice difuzor
rozptyluje dopadajici svétlo. Hodnoty variance o se v simulacich pohybovaly v intervalu
0,00 — 0,84\. Ve vSech numerickych vypoctech a stejné tak v experimentech byl pro
osvétleni vybran vzdy mod s minimalni prostorovou kohererenci, tj. kdy NAj; je rovnou
numerické apertute objektivu NA,, = 0,25. Za tacelem vypoc¢tu PSF mikroskopu a PSF
objektové vétve byly vyse uvedené parametry vlozeny do modelu odvozeného v dizertac¢ni
praci.

4.1.3 Vysledky numerické simulace

Parametry modelu byly nastaveny tak, aby odpovidaly experimentu popsanému v ¢asti
[4.3] Vysledky modelu pro osovy bod zgn = 0 jsou v obr.[4.1] kde v levém sloupci je vykres-
lena absolutni hodnota PSF objektové vétve |hqoni(zo)| spolu s |hyer(20)| € |Arer (20 — Axo)].
V pravém sloupci je absolutni hodnota PSF mikroskopu |hccum(zo)| = |hob; (o) fret (2o —
AZE()) | .

Obrazky [1.1}(a), [1.1(b){4.1[(d), a[4.1](e) reprezentuji tii rizné realizace difuzoru. Kazda
realizace prislusi k razné funkci ®(x,4), a tedy i k rtzné funkei hop;(zo). Ruzné realizace
se vzajemné lisi, i pokud o a p zustéavaji konstantni, nebot o a p jsou pouze statistickymi
parametry funkce ®(z4).

Obrézek [4.1)(a) ukazuje situaci bez difuzoru, tj o = 0. Numericka simulace funkce hop;
a hocam v obr (a) odpovida jejich analytickému vyjadieni. Ve vSech tfech obrazcich
4.1](b){4.1)(d) je zachycena pouze jedina realizace o = 0,42 A. Jediny rozdil mezi obr[L.1|(b)-
[.1)(d) je pouze ve vzajemném posunuti Azg. Obréazek [4.1)(e) zachycuje realizaci silnéjstho
difuzoru charakterizovaného varianci dvakrat vyssi, tedy o = 0,84 \.

Z vysledki v obr. muzeme usuzovat, ze difuzor s ¢ = 0,42 X\ poskytuje nejlepsi
zobrazovaci vlastnosti v balistickém svétle,
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Obrazek 4.1: V levém sloupci jsou absolutni hodnoty funkce hqpj spolu s hrer vzédjemné posunuté dle
relevantniho Azg, v pravém sloupci je absolutni hodnota jejich souéinu |hccum| = |hobjhret| NOrmovana
k maximalni hodnoté |hccnm| bez difuzoru. Radek a) ukazuje simulaci bez difuzoru, fadky b)-d) a e)
reprezentuji dvé ruzné realizace difuzoru. Rédky b)-d) reprezentuji rtzna vzajemna posunuti Axzy pro
tutéz realizaci difuzoru, konkrétné danou rozptylem o = 0,42 A. v polednim Fadku e) je vysledek difuzoru
s realizaci s vyS8im rozptylem o = 0,84 A, coz znamené silnéji rozptylujici difuzor.

zatimco pfi zobrazeni se silnéjsim difuzorem s o = 0,84 A vykazuje signal v difuznim
svétle o porovnatelné kvalité se zobrazenim v balistickém svétle. Pro kazdy difuzor oviem
plati, Ze tvar vysledné funkce PSF mikroskopu je mozné vyrazné ménit i malou zménou
vzajemného posunuti Azy. Hodnoty nejvhodnéjsich posunuti vedoucich k nejlepsim PSF
vsak lze tézko obecné predpovidat, nebot jsou velmi individualni pro kazdou reprezentaci
difuzoru. z tohoto duvodu v préaci tedy neuvadime zadnou rovnici, z niz by bylo mozné
idealni posuv odvodit. Ze stejného divodu tedy ani neuvadime charakteristiku zavislosti
rozliSeni nebo RMS na vzijemném posunuti.
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Obrazek 4.2: Numericka simulace zobrazeni t¥{ nekone¢nych identickych rovnobéznych ekvidistantné roz-
lozenych $térbin. v hornim fadku je vypocitany signal ve stupnich Sedi. Ve spodnim fadku je pri¢ny
fez hornim fadkem. v levém sloupci je prostorova frekvence $térbin f = 2NA, /A a vzdjemny posuv
Az = 16,0 pum, v prostiednim sloupci f = NAg, /A, Azg = 16,0 um a v pravém sloupci f = NAq,/A,
Axy = 15,0 pm.

Vypocitané funkce PSF, jejichZ zavislost je vynesena v obr. [4.1], byly pouZity pro model
zobrazovani nebodového objektu (obr. . Protoze lze hccaw povazovat za invariantni,
vyuzili jsme ji k vypoctu zobrazeni 2D objektu, a to konkrétné tii identickych rovnobéz-
nych nekone¢né dlouhych ekvidistantnich stérbin. Vysledek vypoctu tohoto 2D objektu
je na obr. 4.2 Funkce propustnosti objektu ¢(x) nabyva pouze hodnot 1 a 0. Propustnost
t = 1 uvnitf stérbiny a ¢ = 0 mimo stérbinu. Obrazky ukazuji vypocitany holograficky
signal w(zg) ziskany konvoluci funkce propustnosti ¢(z¢) se simulovanou PSF mikroskopu
hconw:

o0

w(zg) = / t(xy)heomv (o — xg)dag. (4.5)

—00

Horni tadek obr. ukazuje vypocteny signal w vykresleny ve stupnich Sedi, zatimco
spodni radek obsahuje fezy hornimi obrazy. Pro cely obr. se jedné o jedinou realizaci
difuzoru shodnou s realizaci na obr. f.1(b){4.1(d). V prvnich dvou sloupcich obr. [£.2] jsou
simulované §térbiny rozmistény s prostorovou frekvenci fincon = 2NAop/A (limit rozlisent
pro klasicky mikroskop i CCHM s plné prostorové nekoherentnim osvétlenim, tj. pfi plné
vysvicené pupile objektivu NA,, = NAy, [13]) a feon = NAo/A (limit rozliseni pro kla-
sicky mikroskop i CCHM s koherentnim osvétlenim, tj. pfi osvétleni bodovym zdrojem
umisténym na optické ose, kdy NAy;/NA,, — 0 [I3]). Vzajemné posunuti obou vétvi je
Azy = 16,0 pm, coz odpovida PSF z obr. [1.1|(c). Treti sloupec zachycuje simulaci $térbin
rozmisténych s frekvenci feon, ovSem vzajemny posuv vétvi Azy = 15,0 um, coz odpo-
vida PSF v obr. (d) 7 obr. muzeme tedy usuzovat, Ze pri vzajemném posunuti
Axg = 16,0 um lze pii této realizaci difuzoru pozorovat stérbiny s frekvenci fincon, za-
timco pii vzajemném posunuti Axg = 15,0 gm neni rozlisena ani frekvence dvakrat nizsi,

tedy fcoh‘
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4.2 Experimentalni vysledky

Experiment byl proveden na mikroskopu CCHM 2. generace, jehoz optické schéma je v di-
zerta¢ni praci. Pouzili jsme objektivy Nikon 10x/0, 25 s nekone¢nou tubusovou vzdélenosti.
Aperturni thel osvétlovaciho svazku byl nastaven natolik velky, aby geometricky obraz
zdroje zcela vyplnil aperturu objektivu, tj. (NAjy = NA,y,). Osvétlovaci svazek je pritom
kvazimonochromaticky, coz jsme zajistili pouzitim interferen¢niho filtru propoustéjicitho
na st¥edni vlnové délce \g = 650 nm a majiciho polositku FWHM=10nm).

Vzorkem zobrazovanym v ramci tohoto experimentu je rozliSovaci USAF test, ktery
byl vytvofen leptanim do tenké Cr vrstvy nanesené na povrchu podlozniho skla. Mezi
vzorek a pozorovaci objektiv jsme vlozili difuzor, kterym bylo zmatnéné kryci sklo tloustky
0,17 mm lezici ve vzdalenosti ay = 4,0 mm od vzorku smérem k objektivu.

Nyni srovnejme vysledky simulace obrazu ¢arového objektu z obr. s vysledky expe-
rimentu. Obréazek ukazuje naméreny holograficky signal w pii zobrazeni USAF testu
ve stupnich Sedi. Puvodni hologramy zde neuvadime zejména z duvodu jejich nizkého
kontrastu. v prvnim sloupci obr. je obraz celého testu zatimco v dalsich sloupcich
jsou zobrazeny pouze jeho detaily. Ty jsou v obrazku viditelné vyznaceny ¢tvercovymi
oblastmi A resp. B.

Oranzové krouzky pak oznacuji v kazdém zobrazeni skupinu car, jejichz frekvence
je jiz na mezi rozliseni pro danou konfiguraci. Obrazek [4.3(a) ukazuje zobrazeni USAF
testu bez difuzoru, naproti tomu obr. [£.3|(b)44.3|(e) zachycuji obraz pofizeny pies difuzor.
Obrazky v jednotlivych Fadcich [4.3|(b){4.3|(e) se lisi pouze vzdjemnym posunutim Az,
které bylo provedeno lateralnim posuvem mikroskopového objektivu O,. Zatimco v obr.
[1.3(b) je obraz vytvoren balistickym svétlem, zbylé radky ukazuji zobrazeni difuznim
svétlem. Konkrétni hodnoty posuvi pro jednotlivé fadky jsou tyto: Azxg = 44,8 um - obr.

[1.3(c), Ay = 42,7 pm - obr. [£.3(d) a Az = 47,0 pm - obr. [1.3)(e).

Variance o ve fazi funkce propustnosti difuzoru ¢,(z4) je podobné varianci difuzoru ze
simulace z obr. [£.1(b)-(d). v kazdém z téchto obrazku je mez rozliSeni rizna a je vyznacena
v kazdém radku oranzovou znackou. V obr. (a) je rozliSeni rovno fii, = 0, 81 fincon kde
fincon = 22 dale pak fim = 0,73 fincon Pro Azg = 44,8 um, fim = 0,48 fireon Pro
Axg =42, 7um a fiim = 0,53 fincon pro Axg = 47,0 pm.

Teoreticky je pro obr. oc¢ekavana hodnota fiin = fincon. Experimentélné toho vsak
nebylo dosazeno, coz ma vice divodi. Jednim z nich je fakt, Ze pro frekvence blizké fiycon
je hodnota CTF velmi nizka, coz znamena velmi nizky kontrast pro frekvence blizici se
mezni. Dalsim ¢initelem zhorsujicim rozliseni jsou taktéz optické vady objektivii, zejména
otovorova vada. Zde je dilezité poznamenat, ze k podobnym vysledkim bychom dospéli
i pii pozorovani klasickym mikroskopem. Dosazeni teoretické meze v experimentu neni
uplné mozné. Zobrazeni pres difuzor je navic zhorSeno nizkou hodnotou podilu signalu
vadi sumu (SNR - signal-to-noise ratio).

Na kvalitu zobrazeni méa vliv, zejména pii zobrazovani pres difuzor, dlouh& expozice
neboli primérovani vice snimki. Primérovani vice snimkt z riznych posuviu bylo pro-
vedeno taktéz, ovsem prozatim bez vyznamnych vysledki. v soucasnosti se vSak pracuje
na metodé, kterd by umoznila sklddat obrazy vzniklé v rtznych pozicich vzajemného
posunuti Az za ucelem vzniku obrazu s vyssi kvalitou a rozlisenim.
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Obrézek 4.3: Vysledky experimentu - zobrazeni rozlisovaciho testu USAF. Obréazky byly pofizeny s objek-
tivy 10x/0, 25, interferen¢nim filtrem A = 650 nm, 10 nm FWHM. a) zobrazeni bez difuzoru, b) zobrazent
s difuzorem - balistické svétlo, ¢)-e) zobrazeni s difuzorem - difuzni svétlo. Vzajemna posunuti jsou po-
stupné ¢)Axg = 44,8 um d) Axg = 42,7 pm, €) Azg = 47,0 pm. v druhém a t¥etim sloupci jsou zvétSené
detaily oblasti a resp. B. Oranzové krouzky oznacuji limit rozlieni obrazi v p¥islusném fadku.

4.3 Zavérec¢né shrnuti simulace a méreni PSF

Byl vytvotfen jedoduchy model pro zobrazovani v . CCHM pres tenké difuzni vzorky, a to
na zékladé 2D modelu CCHM ve Fresnelové paraxialni aproximaci. Ackoli CCHM je
achromaticky, omezili jsme se v modelu a stejné tak i v experimentech pouze na mo-
nochromatické svétlo. Tim se experimentalni vysledky stévaji snaze interpretovatelnymi
a lze je jednoduseji srovnat s vysledky vypoctu.

Obecné feseni pro tvar rovnice PSF bylo odvozeno analytickym vypoctem, ovSem
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pro ziskédni konkrétniho kvantitativniho feSeni jiz vSak bylo nutné vyuzit numerické si-
mulace. Funkce propustnosti difuzoru je totiz definovana jako soubor nahodnych fazoru.
Pro ovéfeni spravnosti numerického modelu jsme srovnévali vysledky modelu s vysledkem
analytického vypoctu pro limitni piipad, ze funkce propustnosti difuzoru je rovna jedné.

Vysledkem simulace PSF pro zobrazeni pfes slabé rozptylujici difuzor v balistickém
svétle byl velmi vyrazny pik. Jak déale ukizaly vysledky, vyrazny pik, ackoli ne tak silny,
jsme obdrzeli i v pripadé difuzniho svétla, coz prokédzalo moznost zobrazovat v CCHM
i v difuznim svétle. PSF v pripadé difuzniho svétla ovSem silné zavisi na parametru Axg
vyjadiujicimu vzijemné lateralni posunuti vétvi ve vystupni roviné CCHM.

Vliv silngjsiho difuzoru na PSF mikroskopu byl taktéz studovan. Ve srovnéni se slabsim
difuzorem zde jiz neni tak velky rozdil mezi pikem v balistickém a difuznim svétle. Az na
zménu hladiny signalu vici Sumu zustavaji ovSsem ostatni vlastnosti zobrazeni v difuznim
svétle stejné jako v pfipadé slabsiho difuzoru.

V experimentalni ¢asti jsme prokézali, Ze vypocitané vysledky pro slabsi difuzor jsou
platné, a to na zobrazeni rozliSovactho USAF terce pfes zmatnéné kryci sklo. Taktéz
jsme experimentilné prokazali silny vliv vzajemného posunuti Axg na PSF. Zvolenim
vhodné hodnoty Az jsme byli schopni zobrazit predméty s prostorovou frekvenci blizkou
teoretickému limitu rozliseni pro CCHM 2NA/A. Nicméné této teoretické hranice jsme
plné nedosahli, a to zejména diky nizké hodnoté SNR. Pii zméné parametru Az, ze
spravné hodnoty se PSF rapidné zménila, coz mélo za nasledek vysledny obraz s horsi
kvalitou i rozlisenim.
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Zaver

Shrnuti dosazenych cilt
Cile dizertacni prace byly splnény. Zde predkladame jejich zavéreéné shrnuti.

e Koherenci svétla v CCHM v zavislosti na velikosti zdroje jsme popsali pomoci funkce
vzajemné intenzity, jejiz tvar jsme v praci odvodili. Zjistili jsme, Ze tuto funkci lze
v ptipadé CCHM ztotoznit s funkci pro holograficky signél v zavislosti na vzajemném
lateralnim posunuti referen¢ni a objektové vétve. Funkci jsme nasledné namérili pro
1. i 2. generaci CCHM pro vice velikosti zdroje. Experimentalni vysledky velmi
presné odpovidaji teoretickym vypoctim.

e Pii pozorovani s CCHM jsme zjistili, Ze v pripadé, kdy objekty jsou prekryty difuz-
nim sklem, jsme schopni rekonstruovat obraz i pii vzajemnych posunutich daleko
vétsich, nez pri kterych to bylo mozné bez difuzoru. Na zakladé tohoto experi-
mentu jsme navrhli zakladni geometricky model vysvétlujici tento jev. Ukazujeme
zde mechanismus vzniku obrazu pires difuzni prostiedi balistickym i difuznim svét-
lem. Zobrazeni pres difuzni prostiedi balistickym svétlem vznika v CCHM v piipadé,
kdy vzajemné lateralni posunuti vétvi je nulové nebo velmi malé. Naproti tomu pro
zobrazeni v CCHM pres difuzni prostfedi difuznim svétlem je zapotiebi vytvorit
vzajemné posunuti vétsi, nez je koheren¢ni sitka mikroskopu v misté, kde vzajemny
posuv meérime.

e Na zdkladé avah provedenych v publikacich [9] a [10] jsme vytvorili teoreticky model
pro rozptylovou funkci PSF charakterizujici zobrazeni v difuznim prostredi vzniklé
balistickym, respektive difuznim svétlem v CCHM. Tento model byl podroben ové-
Fovacim experimentim, pomoci nichZz jsme zjistili skute¢né hodnoty rozliseni pro
zobrazeni v difuznim prostiedi v CCHM.

e Vypocet teoretického modelu PSF je v praci predveden na 2D modelu CCHM. Jeho
obecné Teseni je zde uvedeno analyticky. Pro ziskdni konkrétniho feSeni jsme ovsem
vyuzili numerickou simulaci pro realizaci funkce propustnosti simulovaného difu-
zoru. Tato funkce je v praci modelovana jako suma fazori s nahodnym rozdélenim
taze. z vysledki modelu jsme zjistili, ze pii zobrazeni v CCHM balistickym svétlem
je rozliseni shodné jako pii zobrazeni zcela bez difuzoru. Limitujicim je zejména
mnozstvi balistického svétla, které difuzorem projde. Rozptyluje-li difuzor natolik,
ze holograficky signal tvoreny interferenci balistickych fotont je jiz prekryt Sumem,
zobrazeni je nemozné. Tento zavér byl potvrzen i naslednym experimentem a je navic
v souladu s pozorovanim provedenym v publikacich [1] a [2]. Stejny teoreticky model
jako pro zobrazeni balistickym svétlem jsme vyuzili i pro model PSF pfi zobrazeni
difuznim svétlem. z tohoto modelu jsme numerickou simulaci zjistili, Ze rozliSeni pfi



zobrazeni difuznim svétlem je silné zavislé na hodnoté vzajemného posunuti refe-
rencni a pfedmétové vétve. Pri vhodném posunuti je mozné ziskat stejné rozliseni
jako v balistickém svétle, pfi nevhodném posunuti je naopak zobrazeni takika ne-
mozné. VSechny vyjmenované zavéry z modelu byly navic potvrzeny experimenty
provedenymi s CCHM, kde vzorkem byl rozlisovaci USAF ter¢ a difuzorem bylo
zmatnéné kryci sklo.
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