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ABSTRAKT

Diplomova prace se vénuje rekonstrukci obrazii z holografického mikroskopu. Tato prace
shrnuje problematiku holografie, popisuje jeji obecny princip a vyuziti piedevSim
v biologii zivych bun¢k. Poté se =zabyva popisem n¢kolika znamych metod pro
rekonstrukci off-axis hologramti. Teoretické podklady pro praci jsou uvedeny v prvni az treti
kapitole anasledné vyuzity v kapitole c¢tvrté, ktera se zabyva navrhem aimplementaci
rekonstrukéniho algoritmu, a paté, ktera shrnuje pouzité metody a popisuje modifikace metod

vedoucich k 3D rekonstrukci pozorovaného objektu.

KLIiCOVA SLOVA
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ABSTRACT

This master’s thesis focuses on the image reconstruction from holographic microscope. The
first part of the thesis summarizes problems of holography, describes its principle and
application particularly in live cell biology. In the second part the description of several
methods used for off-axis hologram reconstruction is provided. The last part describes the
implementation of the basic step in holographic reconstruction — the elimination of
autocorrelation and twin image — and then also the reconstruction of 3D information of the
sample.
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UVvOoD

Fyzik Dennis Gabor vynalezl holografiivroce 1948 jako metodu pro zaznam
a rekonstrukci amplitudy a faze vinového pole. Slovo holografie je odvozeno z feckého
slova "holos", které se da ptelozit jako "cely", a ""graphein”, coz znamena "psat".

Digitalni holografie je novou technologii v obecnych zobrazovacich aplikacich.
Nahrazenim fotochemickych postupi konvenéni holografie elektronickym zobrazovanim se
oteviraji dvete Sirokému spektru novych moznosti. A¢koli mnoho pozoruhodnych vlastnosti
holografie bylo znano po cela desetileti, jejich praktické aplikace byly doposud omezené.

V digitalni holografii je holograficky interferenéni obrazec opticky generovan
superpozici objektovych a referen¢nich paprsku, ktera je digitalné vzorkovana CCD kamerou
apienesena do pocitade jako fada &isel. Sifeni optickych poli je zcela a piesné popsano
difrakéni teorii, ktera umoziuje numerickou rekonstrukci obrazu jako pole komplexnich ¢isel

predstavujicich amplitudu a fazi optického pole.

Digitalni holografie nabizi fadu vyznamnych vyhod, jako je schopnost ziskat hologramy
rychle, dostupnost uplné amplitudové a fazové informace o optickém poli a vSestrannost
interferometrickych technik a metod zpracovani obrazu. Digitalni holografie pomoci numerické
difrakce optickych poli umoZiiuje zobrazovaci a obrazové zpracovani, které je obtizné nebo

neproveditelné v holografii v redlném prostoru.

Digitalni holografickd mikroskopie je digitalni holografickd zobrazovaci technika
s vysokym rozliSenim a schopnosti kvantifikace bunééného stavu bez barveni nebo znaceni
bun¢k. Z konkrétniho hologramu mohou byt vizualizovdny a vypocteny riizné bunécné
parametry, véetné individualni bunééné oblasti, tloustky, objemu a toku populace a poctu
bunék. Jednou z vyhod studia bun€k pomoci digitalni holografické mikroskopie je to, Ze bunky

mohou byt péstovany a analyzovany v normalnim ristovém médiu béhem celé studie. [2, 3]

Cilem této prace je pochopeni, volba aimplementace vhodného algoritmu pro
rekonstrukci  digitdlnich hologrami. K tomu je nutné se sezndmit predevSim
S obecnymi principy  digitdlni  holografie,  digitdlni  holografické  mikroskopie
a vlastnostmi jejich riznych konfiguraci, jeZ jsou popsany V prvni ¢asti prace.

V druhé kapitole této prace, ktera popisuje aplikace holografie a holografické
mikroskopie v biologii zivych bunék, byly vybrany piedev§im metody, které jsou
velmi ptinosné jak pro vyzkum, tak diagnostiku.



Ve tieti Casti prace jsou popsany nejbéznéjsi rekonstrukéni metody hologrami ziskanych
pomoci off-axis konfigurace holografického mikroskopu. Natuto kapitolu navazuje ctvrta
I pata ¢ast prace, které jsou zaméteny na implementaci zvoleného rekonstrukéniho algoritmu
Vv programovacim prostiedi Matlab, jeho strukturu a detailni popis. Nejprve je rekonstruovana
pouze fazova informace, ktera poskytuje okamzity nahled na pozorované objekty ¢i buriky.
Nasledné se prace zaméfuje na rekonstrukci 3D informace o pozorovaném objektu, ktera je
dilezita predevsim pro analyzu stavu bunék a jejich populace, dale také pohybu bun¢k v rdmci
experimentu a v neposledni fadé naptiklad odpovédi rakovinnych bunék na 1é¢bu.
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1 PRINCIP HOLOGRAFICKE MIKROSKOPIE

1.1 Obecna definice holografie

Holografie je technika, ktera se zabyva interferenci a difrakci viditelného svétla za acelem
zédznamu informaci o objektech do amplitudovych nebo fazovych hologrami na holografickém
materialu a rekonstrukci vedouci k vizualizaci pozorovaného objektu. [1]

Holografie je zalozena na zaznamu fazové informace svételné viny. Objekt je osvicen
koherentnim referencnim paprskem — laserem. Svétlo rozptylené objektem interferuje s timtéz
referen¢nim svétlem a vytvaii interferenéni vzor na fotosenzitivni desce, tzv. hologram. Kromé
informace o intenzité¢ svétlaje tedy zaznamenavanaifazova informace, coz je rozdil
oproti béznému zaznamu napi. fotografii. Intenzita kazdého bodu nazaznamenaném
interferenénim vzoru je tedy zavisla jak na amplitud¢, tak i na fazi ptivodniho objektového
paprsku. [2]

Hologram je tedy zaznam interferenéniho vzoru ve dvou- nebo téirozmérném prostiedi
vytvofeny tak, Zze bodovy zdroj svétla (referen¢ni paprsek) s pevnou vinovou délkou narazi
na svétlo stejné fixni vinové délky ptichazejici z objektu (objektovy paprsek). Zaznamenany
obraz tedy nese informaci o fazi, ktera ov§em neni pifimo zobrazena. Je tedy tfeba provést dalsi
kroky vedouci k zobrazeni a rekonstrukci téchto informaci. Potfebné metody budou popsany
v dalsich kapitolach. [3] [4]

1.1.1 Analogova holografie

Analogové (optické) nastaveni pro proceS zaznamu hologramu zahrnuje zdroj koherentniho
svétla, optické destiCky, zaznamové médium a optické mechaniky. Zaznamova média by
méla mit dostatecné rozliSeni, napf. mize byt pouzita emulzni vrstva halogenidu sttibrného
nebo vrstva fotorezistu na sklenéné desce.

1 3 6 7

- 3 =
8‘u

),

Obrazek 1: Schéma optického zaznamu a rekonstrukce hologramu [5]
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Na snimku (Obrazek 1) je znazornéno principialni optické schéma pro zaznam
a rekonstrukci hologramu. Déli¢ paprsku (3) je pouzit K rozdéleni primarniho laserového
paprsku (2) do dvou ramen: objektovy paprsek (4) areferencéni paprsek (5). Objektovy
paprsek prosviti objekt (7) pres konkavni ¢ocky (6). RozSifeny referencni paprsek je
nasmérovan zrcadlem (9) na tenkou fotosenzitivni vrstvu (11) umisténou na povrchu sklenéné
desky (10). Svétlo odrazené a rozptylené z povrchu objektu se piekryva s referen¢nim svazkem
na povrchu vrstvy. Tam je po vhodné zvolenou dobu nahravan vzorec interference referencniho
paprsku a rozptylené svétlo. Po vyvoji v kapalné vyvojce je deska vysusena na vzduchu a tim
je dokoncena tvorba hologramu. [5]

1.1.2 Digitalni holografie

Digitalni holografie nyni pfevazné nahrazuje konven¢ni holografii a existuje vyznamny pocet
publikaci tykajicich se numerické rekonstrukce digitdlnich hologramii. Diky neddvnému
vyvoji CCD kamer je nyni mozné nahravat hologramy Vv realném case. Jiz nékolik let je zndmo,
ze 3D umisténi ¢astic nebo vlaken muze byt presné uréeno numerickou rekonstrukci

hologramd, které jsou pfimo zaznamenany kamerou.

Digitalni holografie se aplikuje na rekonstrukci malych ¢astic v roving, jejiz orientace
je libovolna — specifikovana uzivatelem. Difrakéni vzorek vytvafeny cEasticemije piimo
zaznamenan konvenéni CCD kamerou. Digitdlné zaznamenany obraz umoziluje
rekonstrukci obrazu ¢astic v nékolika zkoumanych paralelnich rovinach. Poté je pfidan pevny
prazkumny fez odpovidajici tenké vrstvé okolo teoretické libovolné naklonéné roviny. Pixely,
jejichz 3D soufadnice patii tomuto fezu, jsou vybrany a umistény vedle sebe pro obnovu obraz
Castic. [6]

1.2 Digitalni holograficka mikroskopie

Digitalni holografickd mikroskopie (DHM) poskytuje kvantitativni zobrazovani fazovych
kontrastd, které je vhodné jak pro zkoumani vysokych rozliSovacich schopnosti na reflexnich

plochach, tak pro analyzu zivych bunék bez markert.

Digitalni holografie je zaloZena na klasickém holografickém principu S tim rozdilem, Ze
holografické nahravani je provadéno digitadlnim obrazovym snimacem, napi. CCD nebo
CMOS kamerou. Nasledna rekonstrukce holografického obrazu obsahujiciho informace o
objektovém svazku se provadi numericky za pomoci pocitace. [7]

Koncept nahravani digitalniho hologramu je znazornén na schématu (viz Obrazek 2).
Referen¢ni a objektovy paprsek interferuji na povrchu CCD snimace. Vysledny hologram je
elektronicky nahran aulozen. Objekt je obecné¢ 3D télo s difuzné odrazivym povrchem

nachazejici se ve vzdalenosti d od CCD.

12



Pii optické rekonstrukci se virtualni obraz objevuje na pozici pivodniho objektu
arealny obraz se vytvari ve vzdalenosti d, ale v opa¢ném sméru od CCD (viz Obrazek 3).
Difrakéni vzorec je vypocitan ve vzdalenosti d za CCD rovinou, coZ znamena, ze dochazi

k rekonstrukci komplexni amplitudy Vv rovin¢ skute¢ného obrazu. [8]

Referenéni paprsek

CCD

Obrazek 2: Schéma nahravani digitalniho hologramu [8]

ot

Virtualni obraz Skutecny obraz

d—><—-d

Obrazek 3: Rekonstrukce digitalniho hologramu [8]

1.2.1 Konfigurace DHM

Zéakladni nastaveni DHM se sklada ze zdroje svétla, interferometru, digitaliza¢ni kamery
a pocitace s potfebnymi programy. Nejcastéji se pouziva laser pro osvétlovani s potiebnou
koherenci pro vytvareni interference. Pro techniky s vicenasobnou vinovou délkou mohou byt
do interferometru pfipojeny dva nebo vice rGznych laserti nebo lze pouzit laditelny laser.
Existuji také techniky s nizkou koherenci za ucelem snizeni Sumu a rusivého interferencniho
Sumu nebo vytvaieni obrysovych nebo tomografickych obrazi. Dokonce i LED ma obvykle
délku koherence cca 30 pm, coz mize postacovat pro holografickou mikroskopii. [9]

V nasledujicich kapitolach budou pro piehled popsany jednotlivé konfigurace DHM
a nasledné jejich vyuziti.
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1.2.1.1 In-line DHM

Obecné je uvadéno, ze v in-line holografii sdili referen¢ni a objektovy paprsek stejnou optickou
osu. Obvykle je experiment provadén nasledovné: vlna prochazi objektem umisténym
Vv pozicich vroving. Cast vlny je rozptylena objektem, &imz vznikd objektova vina O,
a neskryta ¢ast viny tvofi referenéni vinu R. Obé viny interferuji za objektem a interferencni

VzOor zaznamenany V ur¢ité vzdalenosti se nazyva hologram. [15]

In-line DHM je typ mikroskopie bez objektivil, a jak je znazornéno na nize uvedeném
snimku (Obrazek 4), jediny svételny paprsek sméfujici na dirku o praiméru fadové v rozmezi
vinové délky osvétluje objekt umistény obvykle nékolik tisic vinovych délek od dirky.
Objektovy paprsek je ¢asti dopadajiciho svétla, které je objektem rozptyleno, a neporuseny
zbytek svétlaje povazovan zareferenéni paprsek. Pokud je svételny zdroj koherentni,
dirka neni nezbytna. Objektové pole je automaticky zarovnano S referenénim paprskem
a interference objektového a referenéniho paprsku vede k holografickému difrakénimu vzoru,
ktery je zaznamenan kamerou CCD a poté pienesen do pocitac¢e pro numerickou rekonstrukei.

[9]

- ! q

L
aser objektiv mikroskopu clona

vzorek CCD

Obrazek 4: Schéma in-line DHM [4, 9]

Tim, Ze nejprve odstranime efekty pozadi a pak rekonstruujeme pole objektu v riznych
rovindch, Ize z jediného dvourozmérného obrazu vytvofit trojrozmérny obraz S vyuzitim
celkového poctu pixelt hologramu, coz také vede ke krat§im minimalnim vzdalenostem pro
rekonstrukci a vyssimu rozliseni vysledného obrazu. Diky jednoduchosti zafizeni a velké
hloubce ostrosti je in-line DHM zvlasté uzite¢ny pro analyzu obrazcl c¢astic. Ve spojeni
s algoritmem pro rekonstrukci lze uréit 3D polohu castic atu potom pouzit pro metody
velocimetrie castic, jako je napi. sledovani malych ¢astic nebo plovoucich bunék v tekutém
proudu. [9]
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1.2.1.2 Off-axis DHM

Pii konfiguraci DHM ~ mimo  osy  (z anglického  off-axis) je pouzit Mach-
Zehnderuv interferometr, protoze nabizi flexibilitu pfi vyrovnavani, zejména pti pouziti
mikroskopické zobrazovaci optiky. Pro zvétSeni objektu je zapotiebi objektiv mikroskopu
a dalsi je v referenénim rameni pouzit tak, aby odpovidal zakfiveni objekti a referen¢nich vin.
Nize je ilustrovano uspoiadani holografické mikroskopie off-axis (viz Obrazek 5).

Objektové rameno této konfigurace obsahuje vzorek a objektiv mikroskopu, ktery
promita zvétSeny obraz objektu na CCD kameru. Referenéni rameno podobné obsahuje dalsi
objektiv a referenéni a objektové viny jsou posunuty o thel, aby se zabranilo pirekryvani
referenéniho a zdvojeného obrazu, takze holograficky interferenéni vzor obsahuje okraje
zpusobené interferenci mezi rozlozenym objektovym polem a off-axis referenénim polem.
Zachyceny holograficky obraz se numericky pievede do Fourierovy oblasti, aby bylo ziskano
uhlové spektrum, a poté je pouzit prostorovy filtr, ¢imz dojde k vybéru pouze té ¢asti spektra,
ktera odpovida realnému obrazu. Filtrované uhlové spektrum je propagovano do vhodné
vzdalenosti a pomoci  inverzni  Fourierovy transformace je rekonstruovano jako
fada komplexnich ¢isel obsahujici amplitudové a fazové obrazy vzorku. Profily amplitudy

i faze 1ze dale analyzovat a kvantitativné uréovat polohy objekti v 3D prostoru. [9]

/ zrcadlo ' i | Nadlo

polog;‘opustné r;%' vzorek
zrcadlo
F 1 | objektiv

@ mikroskopu

objektiv

mikroskopu
polopropustné

V- —
- @ zrcadlo CCD

zrcadlo

Obrazek 5: Schéma off-axis DHM [4, 9]
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2 APLIKACE V BIOLOGII ZIVYCH BUNEK

2.1 3D mikroskopie a tomografie

Jednim z dulezitych ukola pro biomedicinskou optiku je neinvazivni trojrozmérné zobrazovani,
pro které jiz byly navrzeny a jsou dostupné rtizné techniky. Konfokalni skenovaci mikroskopie
naptiklad poskytuje snimky S vysokym rozlisenim a snimky Se zaostfenim na vzorek. Nicméné
tato metoda je omezena snimkovou frekvenci kvili sériovému ziskani obrazovych pixelt. Dalsi
technika, opticka koherentni tomografie, je skenovaci mikroskopickd zobrazovaci
technika zalozena na interferometrii zpétné rozptyleného koherentniho signalu z riznych
hloubek objektu. Diky rozmanitosti vinovych délek nebo whlt v holografii je také mozné
aplikovat metodu tzv. holografické tomografie, kde jsou snimky pro rizné sméry osvétleni

oddélen¢ zaznamenany a nasledné mohou byt digitalné spojeny. [10]

2.1.1 Tomograficka priitokova cytometrie

Jedna se o in-line pfistup tomografické fazové mikroskopie, ktery se diky zjednodusenému
optickému nastaveni stal atraktivnim nastrojem pro analyzu jednotlivych bunék v kontinualnim
toku.

Byla sestavena optofluidni platforma, ktera poskytuje obrazy S vysokym rozlisenim
jak tekoucich, tak rotujicich vzorkd. Termin optofluidika je mozné definovat jako pouziti
svétla k fizeni toku tekutin, zejména Vv méfitku mikrometrti. Digitalni holograficky modul
tohoto pfistroje se sklada z laseru, ktery pusobi jako zdroj pro Mach-Zehnderav interferometr,
jehoz hlavni paprsek je nasmérovan na upraveny obraceny mikroskop S imerznim objektivem,
coz umoziuje zobrazovani bunék v svétlém poli. Referenéni paprsek se rekombinuje s prvnim
paprskem pomoci délice, ¢im dojde Kk vytvoreni interferen¢nich vzora (digitalnich hologrami)

pozorovanych vzorkd, které jsou zaznamenavany CCD snimacem. [22]

2.1.2 Holograficka biometrie

Ackoli ma dlouhou historii, zaznamenavani otisku prstd se v mnoha ohledech stale rozviji.
Novy vyvoj zahrnuje malé alevné pfistroje pro zachyceni otiskii prstd, rychly a levnéjsi

vypocetni hardware a vyS$§i miru autentizace, aby vyhovovaly potfebam mnoha aplikaci.

Spolehlivost mize byt zlepSena rozSifovanim aplikac¢nich oblasti a riznych provoznich
prostiedi, zvySenim informacniho obsahu ziskanych dat prostiednictvim multimodéalniho
zobrazovani, vicerozmérného zobrazovani a trojrozmérného zobrazovani. Pfedmétem studii
Vv posledni dobé je proveditelnost pouzivani digitalni holografie a interferografie (Cerpani
aditivni  grafické informace z pruniku svételnych vln) Kkziskani dvourozmérnych

a trojrozmérnych obrazi otiski prsta.
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Pouze pro nazornost je uveden Obrazek 6, kde mulzeme pozorovat latentni
snimek otiskt prsti ziskany fazovou holografickou mikroskopii. Jak amplitudovy, tak fazovy
snimek jasn¢ zobrazuji vzory tiecich hiebenli. Toto méfeni bylo publikovano Vv ¢lanku
,,Applications of Digital Holography in Biomedical Microscopy “. [10, 11]

.

Obrazek 6: Otisk prstu sejmuty pomoci fazové digitalni holografie; (vlevo) amplituda; (vpravo) faze [10]

2.2 Laserové manipulace s buiikami

Manipulace s ¢asticemi a buikami pomoci optické sily vede knové technologii, ktera
objasiiuje a modeluje pusobeni fyzickych sil nartizné bunééné funkce vcéetné metastaz,
metastatického potencidlu nebo motility. To je spojeno se schopnosti DHM digitalni holografie
kvantitativné a ¢asové modelovat, monitorovat, sledovat a charakterizovat zmény, ke kterym

dochdazi na celularni arovni.

Skloubeni holografickych optickych pinzet a DHM je zvlast€ atraktivni. DHM
poskytuje trojrozmérné umisténi a zobrazovani buné¢k, zatimco pinzety fidi polohu a pohyb. Od
fuze se o¢ekava, ze se objevi fada novych funketi, jako je inteligentni sledovani a odchyt, uméle

vzorkovany rist a pohyb a automatické fizeni bunééné mikromanipulace a mikrochirurgie.
[10, 13]

2.2.1 Laserova mikrochirurgie bunék

Laserové nuzky zaloZené na mikroskopu pouzivaji zaméfeny laserovy paprsek ke zméné
a odstranéni bunécnych a tkanovych vzorkt a také intracelularnich organel. Staly se dulezitym
nastrojem pro bunééné biology pfistudiu molekularniho mechanismu komplexnich
biologickych systému. Na snimku (Obrazek 7) je mozné pozorovat kvantitativni fazové obrazy

cervenych krvinek pied a po stéihu laserovymi ntizkami. [10, 13]
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Obrazek 7: Kvantitativni fazové obrazy ¢ervenych krvinek pred a po Fezani laserovymi niizkami [13]

Vizualizace transparentnich mikroskopickych biologickych vzorki, jako jsou zivé
buniky ajejich intracelularni slozky manipulované laserovymi niizkami, je obtiznd pomoci
konven¢ni mikroskopie ve svétlém poli. Pro nahravani kvantitativnich fazovych obrazi
Vv pribéhu laserové mikrochirurgie bylo vytvoreno spojeni laserovych ntizek a off-axis digitalni
holografické mikroskopie. Zavedeni kvantitativniho zobrazovani fazi pomoci laserovych
nizek umoziuje kvantitativné vyhodnotit poskozeni nebo opravu bunék a organel v realném

Case.

Obrazek 8 ukazuje obrazy epitelidlnich bunék ledviny tarbikomysi (PTK2),
které byly odstranény laserovym mikroskopem, kdy laser byl zaméfen na bod na chromozomu.
Horni tadek snimkt jsou kvantitativni fazové mikroskopické snimky nasnimané pomoci
digitalni holografie, zatimco druhy ftadek znazornuje rozdil fazovych obrazi vzhledem
k pocate¢nimu stavu. Je ziejmé, Ze laserova ablace je doprovazena otokem buiky, jehoz

kvantitativni analyza je mozna. [10, 13]

i 30
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Obrazek 8: (a) Kvantitativni fazové obrazy v pribéhu operace; (b) Rozdilové fazové obrazy vzhledem
k pocateénimu obrazu [13]
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2.2.2 Charakterizace optického tlaku a zachytavani

Pro studium bunéénych charakteristik je dulezité pouzivat techniky, které ovliviiuji subjekt co
nejméné. Pouziti zaostifeného laserového paprsku K pfimému zachyceni ¢asti buiiky mize vést
k problémiim S prehiatim, stejné jako neiimyslnym zménam lokalnich mechanickych vlastnosti

v dtsledku toho, Ze materialy s velkym indexem lomu jsou pfitahovany k ohnisku.

Vhodny pfistup by mél tedy spocivat v aplikaci optického tlaku pomoci S$iroké
vlnoplochy nad povrchem buiiky bez pouziti mezilehlych materiald nebo invazivniho ostfeni.
Vysledna deformace poté mize byt pozorovana a métena pomoci digitdlniho holografického
mikroskopu s pfislusnou konfiguraci, coz nam poskytuje neinvazivni nastroj K vytvaieni
kvantitativnich fazovych obrazi a filma buiky v prabéhu celého procesu. Z tohoto diivodu je
mozné métit deformaci buiiky s nanometrickou piesnosti, ktera umoznuje studovat mechanické
vlastnosti bunék za pouziti manipula¢nich a zobrazovacich technik pouze za pouziti svétla.
[10, 12]

2.3 Analyza rakovinnych bunék pomoci DHM

Kvantitativni analyzy lokomoce rakovinnych bunék a zmény tvaru v 3-D prostiedi odhaluji

biologické charakteristiky pro klinické potieby. [17]

2.3.1 3D analyza migrace rakovinnych bunék

Efektivni neinvazivni metody jsou nezbytné k padné analyze migrace rakovinnych bunék v 3D
prostiedi @ moznych zmén v disledku 1é¢by. V praci ,, Digital holographic microscopy for the
three-dimensional dynamic analysis of in vitro cancer cell migration* byl sestaven systém
skladajici se z TDHM (Transmisniho digitalniho holografického mikroskopu), kterym byly
nasnimany zaznamy, bez vyznamného zkresleni v ¢ase nebo ztraty informaci, 3D struktury

vzorku, ktera je a posteriori analyzovana pomoci vhodného softwaru.

Castecné prostorova koherentni povaha optického zdroje poskytuje vysoce kvalitni
obrazy, ato i v pfipadé snimani vzorku rozptylujiciho svétlo (napf. bunécné kultury v tlustych
gelech). TDHM je zvlasté¢ vyuzita pfi studiu zivych biologickych (pruhlednych) vzorki
bez markert. Tento pfistup totiz nevyzaduje vloZeni fluorescen¢nich sond do bunék, které je
senzibilizuji ke svételnému poskozeni, atim usnadiiuje dlouhodobé zobrazovéani Zzivych

bunék v dase.

Diky témto vyhoddm umoziiuje DHM rozsahlé bunécné kultivaéni analyzy ve 3D gelu
Vv experimentalnich podminkéch bézné se vyskytujicich Vv laboratofich bunécéné biologie.
Vzhledem Kktomu, ze zvétSeni mize byt zménéno pomoci riznych mikroskopickych
Cocek (rekonstrukéni algoritmy S nastavitelnym zvétSenim jsou popsany Vv kapitole 3.2.3), Ize
také sledovat podrobnou morfologii bunék a jeji dynamické zmény. [17]
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2.3.2 Zobrazeni ristu a odpovédi na 1é¢bu v 3D modelech nadori

V ¢lanku ,,Digital holographic microscopy for imaging growth and treatment response in 3D
tumor models“ je popsano, jak byla pomoci in vitro 3D uzli vytvofenych piekrytim
bun¢k PANC-1 na lizkach Matrigelu snizujicim ristovy faktor vyhodnocovana schopnost
DHM longitudinalné a nedestruktivné monitorovat zmény 3D morfologie Vv prubéhu casu.
V kombinaci s rozumnym odhadem optickych vlastnosti rakovinnych bunék je mozné prevést
délku optické drahy na vysku fyzického objektu a spolehlivé kvantifikovat objem nadoru
v prub¢hu ¢asu bez pouziti rozsahlé geometrické aproximace 3D profilu (elipsoid, sféroid atd.).
Pro potvrzeni spravnosti tohoto ptistupu byly hodnoceny zmény ve 3D objemu za normalnich
podminek ristu a v kulturach podléhajicich intervenci s oxaliplatinou, chemoterapeutickym
¢inidlem na bazi platiny. Pro tuto studii byla pouzita off-axis konfigurace DHM. [20]

Obrazek 9: Snimky kvantitativné rekonstruované faze [20]

Na snimku vyse (Obrazek 9) Ize pozorovat snimky rekonstruované faze hologramt 3D
modelti tumorti nasnimanych pomoci off-axis DHM. Jsou zde podéln¢ zobrazené neoSetiené
PANC-1 3D nadorové uzliny po 1 dni (1), 8 (2) a 11 dnech (3) v porovnani S reprezentativnim
uzlem, ktery byl zobrazen po tfech dnech 1é¢by (4). [20]
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3 REKONSTRUKCNI METODY

V této Casti prace budou popsany nejbéznéjsi rekonstrukéni metody hologramu ziskanych
pomoci off-axis konfigurace DHM.

3.1 Zaklady Fresnelovy holografie

Digitéalni holografie se obvykle sklada ze zdznamu optického pole vychazejiciho z osvétleného
objektu v difrakéni roviné (napf. V podminkach Sifeni volného prostoru) a numerického
vypoctu distribu¢niho pole Vv rekonstrukéni roviné z difrakénich modelt. V praxi se optické
hologramy méfi z interference rozbihajiciho se paprsku proti referen¢nimu paprsku, ktery neni
naruSovan analyzovanym piedmétem. Tento pfistup poskytuje mapu komplexnich hodnot
difrakéniho pole Vv roviné snimace. Komplexné hodnocené méfeni obsahuje relevantni

informace o lokalnim zpozdéni difrakéniho pole.

Byly navrzeny techniky fazového a frekvenéniho posunu, které zaznamenavaji
difrak¢ni pole v kvadratute. Interferenéni vzor zaznamenany plo$nym senzorem muze byt

vyjadien jako [14]:

E(x,y) = [R(x, Y)|* + |0(x,¥)|* + 0" (x,y)R(x,¥)

(3.1)
+0(x,y)R*(x,y),

kde R a O oznacuji optické pole referenci a objektll. Symboly oznac¢ené hvézdickou (*)
jsou spojeny s komplexnimi hodnotami konjugatu.

Finalni ¢ast off-axis Mach-Zehnderovy konfigurace je znazornéna na obr. 9 (a). Zde se
referencni a objektovy paprsek kombinuji pod relativnim thlem a pomoci nepolarizujici
délici/spojovaci krychle. Je ticba poznamenat, Ze thel o by mél byt zvolen tak, aby byl spinén
vzorkovaci teorém. Maximalni hodnota, ktera vede k spravnému vzorkovani interferenéniho

vzoru, je proto dana Vv paraxialnich podminkach:

A

Z 3.2
L (3.2)

~
~

amax

kde Ax oznacuje vzorkovaci frekvenci nahravaciho zatizeni, tedy velikost pixelu
senzoru. [14]
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Obriazek 10: (a) Nahravani hologramu v konfiguraci off-axis, (b) prostorova frekven¢ni reprezentace
hologramu [14]

Uhel off-axisma zanasledek oddéleni &tyF vyrazii rovnice (3.1) V prostorové
frekvencni oblasti (viz Obrazek 10 (b)). Centralni &ast spektra hologramu (JR(x, y)|? +
|O(x,Y)|>) je zndma jako tzv. autokorelaéni teorém, jehoz velikost je

spojena s nejvyssimi prostorovymi frekvencemi objektu (B).

Skute¢ny a zdvojeny obraz objektu jsou uvedeny jako OR* a RO*. Velikost téchto
obrazi ve spektru je dvakrat mensi nez hodnota autokorelacni rovnice. Pro zlepSeni kvality
rekonstrukce musi byt zruseny dopady autokorelace i zdvojeného obrazu, coz znamena zruSeni

slozek odpovidajicich R*2+0"2 a RO*. Toho Ize dosahnout bud’ prostorovym filtrovanim nebo

fazovym posunem. Timto zplisobem je mozné pouze rekonstruovat readlny obraz. Nésledujici

kapitola bude zamétena na rekonstrukci hologramu. [14]

3.2 Rekonstrukce digitalnich hologrami

Digitalni rekonstrukce hologramu spo¢iva v a posteriori presmérovani pivodniho objektu, coz
lze provést vypoctem zpétného Sifeni svétla z hologramu do rekonstrukéni roviny. Tento

proces je ekvivalentni umistovani nahraného hologramu zpét do referencniho svazku.

Referencni paprsek se tak stava rekonstrukénim svazkem.

Pii pouziti Huygens-Fresnelova principu lze vyvodit integralni formulaci intenzity

Erec V rekonstrukéni roving z nasnimaného off-axis hologramu E [14]:

Erec(ff 77) = _l_J. E( exp(lkr) dy. (3.3)
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Zde E(X,y) odpovida samotnému hologramu, z je vzdalenost objektu od rekonstrukéni roviny,
A je vlnova délkapouzitého zdroje svétla, k= 2z/4 je vlnové ¢islo avzdalenost

r vypocitana jako:

r=\aZ G-+ (-1 (3.4)

(X, y) a(¢& n) vyjadiuji prostorové soufadnice v hologramu a v rekonstrukéni roving.
Jelikoz byl  hologram nahran v off-axis konfiguraci DHM, muZeme  provést

aproximaci vzdalenosti r pomoci Fresnelovy aproximace, a to nasledovné:

r=zp+%6;ff+%€;”f} (35)

arovnice (3.3) je po tpravach a odvozenich (které nejsou relevantni pro obsah této prace)

transformovana nasledovné:

ilz
x exp {[(x — )% + (y — n)*]}dxdy.

i2m
Erec($m) = MLE@,;}) (3.6)

Tento vztah je pouzivan k rekonstrukci off-axis intenzitnich hologramti.

Dokud jsou proménné v rovnici (3.6) separabilni, veskeré diskrétni formulace budou
odvozeny v 1D ptipadé. Generalizace pro 2D je jiz poté jednoducha. Jednorozmérna diskrétni
Fresnelova transformace je tedy definovana nasledovné:

=

(@) .
Ty exp(il—ZpZAEZ) OE(n) 3.7)

Erec (p) =

3
D

A A
X exp (i EnZAxZ) exp (—i A—anAfo) ,

kde n4x a pA4¢ oznacuji prostorové souradnice Vv CCD snimaci a rekonstrukéni roviné a N je
pocet vzorkovacich bodi. [14, 17]

Piima implementace rovnice (3.7) je Casové naro¢ny proces. Pfipohledu na vyse
uvedené rovnice si Ize uvédomit, ze pro realizaci rekonstrukce digitalniho hologramu mohou

byt navrzena efektivni vypocetni schémata.
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Rekonstrukéni metody je poté mozné rozdélit do dvou hlavnich rodin: pfistupy zalozené
na Fourierovském principu (zalozené na pouziti jediné rychlé Fourierovy transformace (FFT)),
které jsou vhodné pro zobrazovani rozsitenych objekta lokalizovanych daleko od snimac¢e CCD
nebo CMQOS, a metody konvoluce vypocitané pomoci dvou nebo tii FFT. [14, 17]

3.2.1 Algoritmus jedné FFT

Efektivni implementaci rovnice (3.7) lze provést pomoci algoritmu FFT. V tomto ptipadé spolu
pixely rekonstrukéni (4¢) 1 CCD roviny (4x) souviseji dle rovnice:

Az
AE = 3.8
d NAx (38)
Diky tomu mtizeme rovnici (3.7) pfepsat jako:
(3.9)

exp (lZTnZ) mAzp? T
Eroc(é) = M—Zexp (i NZ—sz> x F {E(x)exp (iExz)},

Kde F znaci pravé implementaci algoritmu FFT. Je dulezité poznamenat, ze V této
konfiguraci je pomér mezi rekonstruovanym horizontem a rozsifenim senzorového pole tzce
spojen s rekonstrukéni vzdalenosti. Pro ucely této prace bude vnitini zvétSeni implementace

single-FFT rekonstruk¢éniho integralu ozna¢ovano jako [14]:

Az

- 3.10
NAx2~ (3.10)

Yo

3.2.2 Pristupy na bazi konvoluce

Holograficka rekonstrukce muze byt povazovana za linearni systém. Rovnice (3.6) je ve
skute¢nosti matematickym vyjadienim prostorové konvoluce mezi hologramem a Fresnelovou

impulsni charakteristikou hz, ktera je definovana jako:

h,(x) = exp (i;—zxz) : (3.11)

Principy zalozené na konvoluci vedou K unitarnimu zvétSeni, konkrétné A& = Ax. [14]
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3.2.2.1 Algoritmus tii FFT

Vypocet konvoluce mezi hologramem a holografickou impulsni odezvou miize byt efektivné
implementovan ve Fourierové doméné. Zapouziti FFT algoritmi muzeme rovnici (3.6)

vyjadrit jako:

exp (lZTT[ Z)

iAz

(3.12)

Erec(f) = F_I[F{E(x)}F{hz(x)}] ’

kde F a F! oznacuji dopfednou a zpétnou Fourierovu transformaci. [14, 17]

3.2.2.2 Propagace thlového spektra

Metoda thlového spektra nevyuziva zadné aproximace. Tato metoda je zalozena na piedstave,
ze §ifeni vIn v roviné muZe byt popsano pomoci $iteni jejich thlovych spekter. Tzv. rozptylovy
vektor je definovan nasledovné [22]:

- 27
k = T(COS(psinB,singosinH,cos 0), (3.13)

Jednotlivé komponenty tohoto vektoru se vztahuji k soutadnicim Fourierovy domény
(u,v) nasledujicim zptisobem:

cos@sinfg = Au
singpsinf = Av, (3.14)

kde (Au, Av) jsou smérové kosiny vektoru K. Vystupni vinat(xy) je

rozsifena (propagovana) do roviny detektoru pomoci nasledujici transformace:

HCxy) = P72 [F(tCoy)Jexp (T3 T— 2 = 202 (315)

kde u a v jsou prostorové frekvence ve Fourierové doméné. Rekonstrukce hologramu je poté
provedena nasledovng¢:

Erec(§,m) = F71 [F(E(x, y))exp (— 27/Tli\/l — u? — Av2>] (3.16)

Na  schématu  (Obrazek 11) je  moZzné  pozorovat  thlovy  pfistup
k rekonstrukci hologramu. Plné c¢ary odpovidaji 1-FFT rekonstrukci a preruSované cary

konvolu¢nimu pfistupu. [14]

25



Y <1 Yo > 1

SeNnZorova . obrazova
: NAz? i
rovina z = el rovina

Obriazek 11: Schéma uhlového pojeti procesu rekonstrukce [14]

3.2.3 Algoritmy s nastavitelnym zvétSenim

Single-FFT algoritmus ani konvoluéni ptistup neumoziuji zménu zvétseni rekonstruovaného
hologramu. U  metody single-FFT  je  zvétSeni  zavislé navinové  délce
a vzdalenosti pfi nahravani hologramu, zatimco u konvolu¢niho pfistupu zlstava zvétSeni
konstantni. Pokud vyuZijeme algoritmus s nastavitelnym zvétSenim, docilime toho, Ze
rekonstrukéni horizont (pole, které je rekonstruovdno numerickym procesem) bude nezavisly

na parametrech nastavenych pfi nahravani hologramu.

Jednou z moznosti, jak upravit zvétSeni, je rekonstrukce hologramu pomoci algoritmu,
ktery se sklada ze dvou krokt. Kazdy z krokt obsahuje 1-FFT rekonstrukci. Pokud méame
rekonstruk¢ni vzdalenost z, zminéné dva kroky (rekonstrukéni vzdalenosti z1 a z2) jsou zvoleny
tak, aby platilo z = z; + z».

V nésledujicich podkapitolach budou popsany rekonstrukéni metody, které umoziuji
upravu zvétSeni ajsou zalozeny bud’ nakonvoluénim principu, nebo nal-FFT
implementaci Fresnelovy transformace. [14, 17]

3.2.3.1 Metoda digitalni kvadratické ¢ocky

Tato metoda je zalozena na konvoluénim pfistupu. Pied rekonstrukei je hologram vylozen do
pozadovaného horizontu a néasledné vynéasoben digitalni sférickou vlnoplochou, kterd pusobi

jako kvadraticka ¢ocka definovana jako:

L(x) = exp (—i;; x2>, (3.17)
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kde Rc¢ zna¢i polomér zakiiveni CoCky L. Tento polomér zakiiveni lze definovat

z hlediska zvétseni systému tak, ze:

R, = (VV_Z 1). (3.18)

V rovnici (3.18) znaéi parametr y pomér mezi CCD horizontem vloZeného hologramu
a fyzickym obsahem objektu. Diky praci se sférickou rekonstrukéni vinoplochou je fyzicka
rekonstrukéni vzdalenost z modifikovana jako z° = yz. Tim padem miize byt rekonstrukce

hologramu realizovana vypoctem nasledujici rovnice S vyuzitim 3-FFT schématu:

exp (12_71 z’)
Erec(§) = ——2—2 FHFEGLEOIF (hy (O], (3:19)
nebo s vyuzitim propagace uhlového spektra:
exp () (3.20)
Erec(f) = —F_I[F{E(x)L(x)}H(u)] . '

iAz'

Alternativni metoda zalozend natomto formalismu spojeném S prostorovym
filtrovanim rekonstruovaného hologramu 1-FFT umoziiuje rekonstrukei lokalniho pole objektu
S nastavitelnym zvétSenim. Tato metoda umoziuje omezit vliv zkresleni referenniho svazku.

-----

aby se vyfesil krok filtrovani. [14, 17]

3.2.3.2 Fresnelova-Bluesteinova transformace

Tento algoritmus je zaloZen na rozsifeni metody 1-FFT popsané rovnici (3.9). V tomto piipadé
je zvétSeni rekonstrukce nezavislé na parametrech sniméani hologramu a miize byt libovolné
ménéno. V této formulaci lze rozsifeni rovnice (3.9) chapat jako prostorovou konvoluci dvou
funkci f a g a Fresneltiv-Bluesteintv rekonstrukéni algoritmus miize byt shrnut jako:

_ePi7?) _H 2,2
Erec(§) =—— ——exp|=v (1 —)Ax"p (3.21)

x FTF{f COF{g(0)}] .

Nastavitelné zvétSeni S vyuzitim metody kvadratické Cocky a algoritmu Fresnel-
Bluestein poskytuji stejné vysledky. [14, 17]
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3.2.3.3 Aliasy a repliky

Popsané algoritmy s nastavitelnym zvétSenim umoziuji bud’ zvétSeni (pfibliZzeni) detaild
Vv rekonstruovanych snimcich, nebo rekonstruovani objektl, jejichZz rozméry jsou vétsi nez
rozméry zaznamového zatizeni. Nicméng je tieba vénovat pozornost tomu, Ze pokud pracujeme
s rekonstruk¢énimi horizonty mensimi, nez je fyzicky rozsah objektu, mohou se v rekonstrukéni
rovin¢ objevit aliasy, zatimco V opacném piipadé se mohou objevit repliky. Tyto nezadouci
ucinky zhor$uji kvalitu rekonstrukce a je tfeba se jim vyhnout. [14, 19]

K omezeni aliasingového efektu bylo navrzeno schéma filtrace (viz Obrazek 12). Jesté
pted vlastni rekonstrukci je hologram vynasoben komplexni chirp funkci definovanou

nasledovné:

C(x) = exp (if—zxz) : (3.22)

Vynésobeny hologram je poté filtrovan dolni propusti a nakonec nasoben funkci C*,
ktera je komplexné sdruzend sC. Velikost filtrovaciho oknaje zvolenatak, aby
odpovidala fyzickému rozsahu rekonstruk¢éniho horizontu ve vzdalenosti z. Diky této filtraci je
mozné rekonstruovat hologram pomoci algoritmu S nastavitelnym zvétSenim. Artefakty

aliasingu jsou zcela odstranény, ¢imzZ vznika kontrastni obraz rekonstruovanych objekta.

— r— v
exp (T\ ) exp (‘L )
snimani % rekonstrulkcd
hologramu filtr typu DP “é_‘ hologramu

Obrazek 12: Schéma anti-aliasingové procedury [14]

Odstranéni replik se provadi pomoci ofiznuti rekonstruované¢ho hologramu tak, aby
zlstaly zachovany pixely odpovidajici pivodnimu snimanému objektu. Tento vybér je nasledné
doplInén nulami do velikosti pivodniho hologramu. [14, 19]

3.2.4 Fresnelet dekompozice

Tato dekompozice je podobnd viceuroviiovému vinkovému rozkladu. Jednd se
o0 rekonstrukci hologramu pomoci baze vinek transformovanych pomoci Fresnelovy
transformace. Vysledek této rekonstrukce je zavisly pravé na zvolené metodé transformace
vinkové zakladny. [14, 19]
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3.2.5 Algoritmy zaloZené na fazovém posunu

Interferometrie s fazovym posunem (phase-shifting) je dalezitym prostfedkem pro analyzu
interferogrami, piedev§im pro obnoveni fazové informace. Interferogramy byly tradi¢né
meéfeny umisténim stiedu hrany a naslednym sledovanim podél okraji. U interferometrie
s fazovym posunem neni nutné sledovat polohu hran, jelikoz tato metoda umoziuje
rekonstrukci viny bod po bodu (point-by-point). [23]

3.2.5.1 Complex wave retrieval (CWR) algoritmus

CWR je algoritmus, ktery obnovuje komplexni vinu z off-axis hologramu v registracni
(zdznamové) roving€. V tomto pfistupu je provadéna nelinearni zména proménnych tak, ze
informace o0 objektové vIng jsou ziskavany z jednoho hologramu podle koncepce prostorovych

fazovych kroki.

Na rozdil od konven¢niho algoritmu fazového posunu se zde vsak hodnoty intenzity
neberou z nékolika nezavislych interferogramti S nekone¢nymi hranami pro vypocet faze
kazdého pixelu, ale z okolnich pixelt v blizkosti hrany, které jsou uspotadany na jednom
hologramu. [23, 24]

3.2.5.2 Rozbaleni faze

Je dilezité si uvédomit, ze ziskanou fazi interferogramu (tj. rozdil ptivodnich fazi) zname pouze
vintervalu (—m, m), zatimco vySkaobjektu (pozorovaného vzorku), kterou chceme
z interferogramu  ziskat, mize nabyvat jakychkoli (redlnych) hodnot. Je proto
tieba fazi rozbalit, aby nabyvala jakychkoli realnych hodnot a odpovidala reliéfu (riznym
vybézkuim na povrchu vzorku) objektu. [23]
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4 IMPLEMENTACE

Byla provedena implementace metody pro rekonstrukci fazové informace z hologramu, ktera
vychazi zalgoritmii zaloZzenych nafiazovém posunu popsanych V kapitole 3.2.5,
Vv programovacim prostiedi MATLAB. Metoda zahrnuje nacéteni obrazu, inicializaci vstupnich
parametrti, implementaci dopfedné a zpétné Fourierovy transformace, vybér objektové
oblasti spektra a v neposledni fadé zobrazeni rekonstruované fazové a amplitudové informace
ziskané z hologramu.

4.1 MATLAB®

MATLAB (MATrix LABoratory, maticova laboratot) je vykonné interaktivni prostiedi
pro technické vypocty, které zahrnuje vypocetni, vizualizacni a programovaci prostiedi.
MATLAB je navic modernim programovacim prostfedim: ma sofistikované datové struktury,
obsahuje vestavéné nastroje pro upravy a ladéni a podporuje objektové orientované
programovani. Tyto faktory ¢ini z MATLABu vynikajici nastroj pro vyuku a vyzkum.

K jeho zakladnim vlastnostem patii vysokouroviiovy jazyk, otevieny a rozsititelny
systém, velké mnozstvi aplikac¢nich knihoven, podpora vicerozmérnych poli a datovych
struktur, interaktivni nastroje pro tvorbu GUI, import/export dat do mnoha formatd,
komunikace s externimi pfistroji v realném Case nebo rozsititelnost modult o jazyky C, C++
nebo Java.

MATLAB ma ve srovnani s béZznymi pocitacovymi jazyky (napi. C, FORTRAN)
mnoho vyhod pro feseni technickych problémii. Jedna se o interaktivni systém, jehoz zakladnim
datovym prvkem je pole, které¢ nevyzaduje kotovani (dimenzovani). Ma vykonné vestavéné
rutiny, které umoziluji velmi Sirokou Skdlu vypocti. Mé také snadno pouZitelné grafické
ptikazy, které okamzit¢ zpfistupni vizualizaci vysledki. Konkrétni aplikace jsou
shromazd’ovany v baliccich oznaCovanych jako toolbox. Existuji néstroje pro zpracovani
signalt, symbolické vypocty, teorie fizeni, simulace, optimalizace a n€kolik dalSich oblasti
aplikované védy a techniky. [21] [30]

Pro své vySe popsané vyhody bylo pravé toto programovaci prostiedi zvoleno pro
implementaci metod v ramci této diplomové prace, a to konkrétné ve verzi MATLAB R2016a.
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4.2 Struktura algoritmu

Obrazek 13 znazoriiuje schéma navrzeného algoritmu pro extrakci fazové aamplitudové

informace z hologramu. Realizace jednotlivych bloki je bliZze popsana dale v kapitole 4.3.

< Zacatek >

v

/ Nacteni hologramu /

y

FFT a posun FFT matice

v

Vybér oblasti spektra

v

Umisténi vybéru do stfedu
nové matice

y

IFFT a inverzni posun FFT
matice

v

Extrakce fazové a
amplitudové informace

v

Rozbaleni faze

.

Zobrazeni rekonstruované
faze a amplitudy

Konec

Obrazek 13: Schéma implementovaného algoritmu
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4.3 Proces rekonstrukce

V této kapitole jsou popsany jednotlivé kroky procesu rekonstrukce hologramu spolu
s ukazkami pouzitych piikazt, funkci adosazenych vysledki. Prozatimni testovaci
data byla poskytnuta spolec¢nosti Tescan Orsay Holding, a. s.

V prvni fadé¢ je tiebanacist dany hologram, tento je zobrazen na snimku
nize (Obrazek 14). Muzeme zde pozorovat velmi zfetelny interferenéni vzor. Ukolem

rekonstruk¢nich algoritmil je mimo jiné také odstranéni tohoto vzoru.

Obrazek 14: Pivodni hologram

Dalsim krokem algoritmu je provedeni FFT nacteného obrazu pomoci funkce fft2, ktera
je jiz implementovana Vv programovacim prosttedi Matlab. V tomto kroku je také

tieba posunout nulovou frekvenéni slozku do stfedu spektra, a to pomoci funkce fftshift.

Nasledné si zobrazime amplitudové spektrum hologramu Vv takovém modu, aby bylo
mozné Z néj vyfiznout pouze objektovou ¢ast tohoto spektra, ¢imzZ se vyhneme tvorbé replik ve

vystupnim obraze. Spektrum je mozné pozorovat nize (viz Obrazek 15).
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Na spektru Ize stfed soustavy soufadnic, tedy bod [0,0], pozorovat uprostied — jedna se o bod
ve stiedu autokoreladni ¢asti spektra. Cervené vyznaceny usek je pravé vybrana oblast spektra,
dojde tedy kpotlaceni dvou zbyvajicich slozek spektra— autokorela¢ni (R"2+0"2)
a zdvojeného obrazu (RO*).

Obrazek 15: Spektrum hologramu

Vybér zajmové oblasti je proveden nakreslenim obdélnikového tvaru kolem
nejjasnéj$iho bodu spektra. Byla otestovana i varianta automatického vybéru oblasti zajmu,
ktera se jevi jako moZznost Setfici vypocetni ¢as algoritmu, bohuZzel ale doslo ke snizeni kvality,
proto zatim metoda vyuziva manualniho vybéru. Vybrana oblast je vlozena do prazdné matice
a posunuta do jejiho stiedu.

Dal8im krokem je provedeni inverzniho posunu nulové frekvencni sloZzky a nasledné
inverzni FFT za pomoci ptikazu ifftshift a ifft2.

Extrakce fazové informace je provedena pomoci funkce angle afaze je posléze
rozbalena. Jak bylo jiz zminéno, rozbaleni faze je dilezitym krokem proto, aby ziskana faze
nabyvala jakychkoli realnych hodnot a odpovidala tak redlnému prostorovému usporadani
pozorovaného objektu. V Matlabu je rozbaleni faze provedeno za pomoci funkce unwrap.
Vysledny snimek rozbalené faze extrahované ze vstupniho hologramu je zobrazen
na nasledujicim snimku (Obrazek 16). Na dal§im snimku (
Obrazek 17) je poté zobrazena extrahovana amplituda (amplitudovou informaci lze v Matlabu

ziskat pomoci funkce abs) po upravé kontrastu.

V nasledujici kapitole 5 jsou popsany modifikace tohoto jednoduchého algoritmu, které

vedou k dosaZeni co nejvyssi kvality ziskaného fazového obrazu.
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Obrazek 16: Extrahovana rozbalena faze

Obrazek 17: Rekonstruovana amplituda
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5 MODIFIKACE METODY

Vybranou metodu pro rekonstrukci fazové informace z pivodniho interferogramu je tieba
upravit, aby doSlo ke zpiesnéni a zrychleni rekonstrukéni metody, cilem je rekonstrukce

kvantitativni fazové informace za i€elem vytvoieni 3D reprezentace snimaného vzorku.

V této kapitole jsou popsany modifikace navrzené metody, mezi kterymi je napi. zména
vybéru spektralni oblasti, jiné algoritmy pro rozbaleni faze, filtrace extrahovaného fazového

snimku a v neposledni fadé algoritmus pro 3D rekonstrukci snimaného objektu.

5.1 Vybér spektra

Manualni vybér oblasti spektra se z nékolika hledisek jevi jako neefektivni, jelikoz neni mozné
vybrat v kazdém béhu programu stejnou oblast, dale neni mozné odhadnout, zda se nejvyssi
hodnota objektové ¢asti spektra bude nachazet piesné ve stiedu vybrané oblasti a v neposledni
fadé manudlné vybereme oblast nepravidelného tvaru, pficemz vhodnéjsi je vybrat symetrickou
¢tvercovou nebo kruhovou oblast, aby vzdalenost nejvy$Siho vrcholu (resp. pocatku

objektového spektra) ve spektru od hrany vybéru byla ve vSech bodech stejna.

Po prevedeni digitalniho hologramu, ktery obsahuje N x N pixeld, do spektralni oblasti,
obdrzime matici komplexnich hodnot taktéZ o velikosti N x N. Nasledné je tedy vhodné vybrat
oblast objektového spektra podle polohy nejvyssi hodnoty v této oblasti, jedna se o nejjasnéjsi
bod. Kolem tohoto bodu tedy vybereme oblast o velikosti N/ 4 x N/ 4. Snizeni po¢tu pixelt
V matici zabalené faze také vyrazné urychli proces rozbaleni. Ve skutecnosti, po ofiznuti
objektové Casti spektra, neni tfeba se vracet k matici, kterd ma stejnou velikost jako ptivodni
obraz (N x N), ale je dostacujici pokrac¢ovat v praci s ofiznutou matici obsahujici pouze N/4 x
N/ 4 pixelu. [27]

Po porovnani velkého mnozstvi snimkd z dostupné datové sady namétfené v ramci
jednoho experimentu bylo zji§téno, Ze poloha maxima ve spektru zlstava po cely béh méteni
stejnd, pozici tedy neni nutné vyhledavat v kazdém obraze zvlast, jelikoz by dochdzelo ke
zbyte¢nému zvySovani ¢asové naro€nosti, ale je moZné pouZivat pro vSechny snimky stejny

vybér oblasti spektra.

Vzhledem ke zndmym vlastnostem amplitudového spektra obrazu byla také zvazena
moznost kruhového vybéru objektové oblasti spektra zobrazena na obrazku 18, ktera by
nasledné 1épe poslouZila pro dalsi kroky procesu rekonstrukce, jelikoz by vzdalenost nejvyssiho
vrcholu ve spektru od hrany vybéru byla ve vSech bodech stejna (polomér R). Tento postup
vsak nebyl pouzit pro dalsi kroky rekonstrukce vzhledem k tomu, ze je slozité uréit, jak velky
polomér R zvolit, aby byla ve vybéru spektralni oblasti obsazena cela prostorove-frekvencni
oblast vinoplochy.
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Na zakladé reSerSe dostupnych ¢lankt vénujicich se tomuto tématu bylo tedy posouzeno, Ze

neni realny diivod pro volbu kruhového vytezu spektra.

Obrazek 18: Kruhovy vyrez spektra

5.2 Algoritmy pro rozbaleni faze

V této kapitole jsou detailné popsany a nasledné porovnany algoritmy, jeZz lze vyuzit pro
rozbaleni faze a které byly otestovany na dodané datové sadé. Na zakladé podrobné analyzy je
vybran algoritmus, ktery poskytuje nejlepsi vysledny obraz rozbalené faze, tedy obraz vysokeé
kvality a s dostate¢nym kontrastem, vhodny pro dalsi upravy v procesu rekonstrukce.

Jak jiz bylo zminéno vyse, argumentem vysledné komplexni matice je zabalena faze a je
vystavena dvojznacnosti 2n v ptipadech, kdy opticka tloustka je vétSi nez vlnova délka
osvétleni. V téchto pripadech je potieba aplikovat algoritmus pro 2D rozbaleni faze, ¢imz dojde

k ziskani matice predstavujici rozbalenou fazi bez dvojznac¢nosti 2. [27]

5.2.1 Funkce ,,unwrap*

Funkce unwrap je jiz implementovana v programovacim prostiedi Matlab a fazi rozbaluje tak,
7e koriguje radianové fazové uhly ve fazovém poli piidanim nasobku +2m, jsou-li absolutni
skoky mezi po sob& nasledujicimi prvky pole vétsi nebo rovné vychozi skokové toleranci ©

radiand. Jestlize je faze ulozena jako matice, rozbali se po sloupcich.
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Priklad pouziti funkce: Q = unwrap(P), kde Q je vystupni proménna, tedy matice obsahujici

hodnoty rozbalené faze, a P je vstupni fdzova mapa obsahujici jesté ,,zabalené* hodnoty.

Tolerance skoku mensi nez n ma stejny ucinek jako tolerance n. Pro toleranci mensi nez
7, pokud je skok vétsi nez tolerance, ale mensi nez m, by ptidani + 2z vedlo k vétSimu skoku
nez existujici, takze rozbaleni vybere aktualni bod. Pokud je nasim cilem odstranit skoky, které

jsou mensi nez m, je tieba pouzit jemné;j$i miizku v doméné. [21]
5.2.2 Algoritmus pro rychlé 2D rozbaleni faze (2D-SRNCP)

V ramci této prace byl otestovan také algoritmus pro dvourozmérné rozbalovani fazi, ktery
pracuje na takovém principu, Ze k rozbaleni zabalené faze vyuziva mapovani kvality (dale
pouze 2D-SRNCP algoritmus). Algoritmy pro rozbaleni faze, u kterych je cesta rozbaleni fizena
mapou kvality, fe$i dva hlavni problémy: vybér funkce spolehlivosti (reliability function)

a navrh cesty rozvinuti.

Kvalitou tizené algoritmy pouzivaji k ur€eni spolehlivosti bodu ur¢ité kritérium. Toto
kritérium je obvykle zaloZeno na gradientech nebo diferencich mezi pixelem a jeho sousedy.
Ty body s nejnizSimi gradienty modulu 2r vzhledem k jejich sousediim jsou uréeny jako
nejlepsi body, a proto jsou zpracovavany jako prvni. Jelikoz pouZiti absolutni hodnoty gradientu
pro ur¢eni funkce spolehlivosti s sebou pfinasi rtizné komplikace, které vedou ke vzniku
zkreslenych naméfenych hodnot funkce spolehlivosti, jsou pro tyto vypocty pouzivany druhé
diference pixeli v obraze. Tyto diference poskytnou informaci o stupni konvexnosti ¢i
konkavnosti fazové funkce, ¢imz zajiSténa lepSi detekce mozZnych nesrovnalosti ve fazové

mapé. Vypocet téchto druhych diferenci je vysvétlen nize pomoci obrazku 19.

(i-Lj-1 (j=- | G+1Lj-1

{I_LJ) (31.}) ([+1?.})

(i-1,j+1) @ j+D | G+l j+1)

Obrazek 19: Vypocet druhych diferenci v obraze [25]
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Pro vypocet druhé diference pro kazdy pixel v obraze je potieba mit k dispozici hodnoty jeho
ortogonalnich a diagonalnich sousedt v matici (okné&) o velikosti 3 x 3. Pixely (i, j—1), (i, ] +
1), (i—1,))a(i +1,]) sousedici s pixely (i, j) se nazyvaji ortogonalni sousedni pixely, zatimco
pixely i—-1,j-1),(1+1,j-1),(i—-1,j+1)a(i+1,j+1)se nazyvaji diagonalni sousedni
pixely.

Druhou diferenci D pro pixel (i, j) 1ze spocitat podle rovnice:

D(i,j) = [H*(i,)) + V2(i,j) + Di(i,j) + D (i, )], (5.1)

kde:

H(@,j) = vleG—1,j) — o, ))]
—vle@,j) —e@+1,))]

V(@i j) = vleG,j—1) — @, j))]
—vle(,j) —e@,j+1)]

Di(i,j) = vle(@—1,j — 1) — 9(i,j)]
—vle(,j) —e@i+1,j+1)]

D,(i,j) = vlp(i—=1j+1) — o]

5.2
o) — @G+ 1,j— 1], 2

kde y((+)) je jednoducha operace rozbaleni pro odstranéni vSech 27 skokii mezi dvéma
po sob¢ jdoucimi pixely. Druhé diference lze vypocitat pro vsechny pixely v obrazku kromé
hranic. Hodnoty diference D u pixeld na okrajich obrazu jsou nastaveny na nekonecno, aby

byly v ramci algoritmu vyieseny jako posledni.

Spolehlivost pixelu R je definovana jako:

R = (5.3)

1
D

Z cehoz plyne, ze pixely jsou tim spolehlivéjsi, ¢im jsou jejich druhé diference nizsi.
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Hrana je prisecik dvou pixell, které jsou Spojeny vodorovné nebo svisle. Jakykoliv pixel s
levym, pravym, hornim nebo dolnim sousednim pixelem muze vytvofit hranu. Kazdé dva
ortogonalni sousedni pixely mohou vytvofit hranu. Spolehlivost hrany je definovana jako
soucet spolehlivosti dvou pixell, které¢ hrana spojuje. Cestu rozbaleni faze nelze definovat
s ohledem na spolehlivost pixeli. Misto toho je definovana pohledem na hodnotu spolehlivosti
hran. Definice drahy rozbaleni je relativné jednoducha: Nejprve se rozbali hrany s vyssi
spolehlivosti. Hrany jsou ulozeny v poli a tfidény do skupin podle hodnoty spolehlivosti.
Nejprve se vytesi hrany s vyssi spolehlivosti. Kazdé dva pixely, které spolu tvoii hranu, by

mély byt rozbaleny s ohledem na sebe navzajem.

Na pocatku predpokladame, ze zadny z pixell nenalezi do skupiny. V procesu rozbaleni mohou

nastat 3 ptipady:

e Ani jeden z pixeli nebyl pfedtim rozbalen. Pixely jsou tedy rozbaleny s ohledem na

sebe navzajem a zafazeny do jedné skupiny rozbalenych pixeld.

e Jeden z pixelt byl zpracovan diive (a jiz tedy patii do urcité skupiny rozbalenych
pixeld), ale druhy ne (nepatii zatim do z4dné skupiny). Pixel, ktery nebyl zpracovan

dfive, je rozbalen vzhledem ke druhému pixelu a ptidan do skupiny druhého pixelu.

e Oba pixely byly zpracovany diive. Pokud nepatii do stejné skupiny, musi byt ob&
skupiny rozbaleny s ohledem na sebe. Nejmensi skupina je rozbalena s ohledem na
nejveétsi skupinu. Tato operace zahrnuje rozbaleni pixelu patticiho do nejmensi skupiny
vzhledem k druhému pixelu a pficteni stejné konstanty, ktera je pifictena k pixelu, ke
zbytku nejmensi skupiny. Nakonec jsou ob¢ skupiny spojeny do jedné nové skupiny.

Shrnuti této metody je tedy nasledujici: nejprve jsou rozbaleny pixely nejvyssi kvality, a pixely
rozbaleni. Tento algoritmus je velmi robustni a rychly a poskytuje konzistentni vysledky, i kdyz
jsou ve fazovém obrazu pfitomny nespojitosti nebo zasuméné oblasti. Implementace tohoto
algoritmu byla pfevzata z MathWorks File Exchange. [25] [26]
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5.2.3 Porovnani algoritmii

Pfi porovnani dostupnych algoritmli je tfeba brat v ivahu pifedev§im kvalitu a kontrast
vysledného snimku, pfitomnost nebo absenci artefakti a v neposledni fadé moznost vyuziti
tohoto snimku pro dal$i operace souvisejici s procesem rekonstrukce digitalniho hologramu.

U funkce unwrap bylo prokazano, ze vysledek procesu rozbaleni faze je zavisly na
vybéru objektového tseku spektra. Pii rizné velikosti a umisténi (minimalni posun) jsou
vysledky vyrazné odlisné, a v mnohych ptipadech se také objevuji artefakty v rozbaleném
fazovém obraze, které se projevuji jako bilé pruhy viditelné na snimku 19 (vpravo). Artefakty

byly pfitomny v obrazech i pro fixni vybér oblasti spektra.

Vysledny snimek ma také oproti snimku ziskanému pomoci algoritmu Fast 2D phase
unwrapping vyrazné niz8i kontrast. Hodnoty kontrastu byly vypocteny a porovnany vzdy ze
stejné oblasti snimku, a to jak v misté buiiky, tak mimo ni — vV pozadi daného snimku. Tyto
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 1 nize v kapitole 5.3.3, ktera obsahuje porovnani vsSech
vyuzitych metod.

Na obrazku 20 (vlevo) lze vidét fazi rozbalenou za pouziti integrované matlabovské
funkce unwrap a na snimku vpravo je faze rozbalena pomoci implementace algoritmu Fast 2D
phase unwrapping.

Obrazek 20: (vlevo) Faze rozbalena pomoci funkce unwrap; (vpravo) Faze rozbalena pomoci algoritmu
Fast 2D phase unwrapping
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5.3 Aproximace pozadi

Pro ziskani co nejlepsiho obrazu pozorovaného vzorku je tfeba také provést aproximaci pozadi,
aby doslo k odstranéni viditelného jevu nerovnomérného rozloZeni jasu a vylepSeni kontrastu
Vv obraze. Pro tyto upravy byly otestovany dvé metody, a to proloZeni regresnim polynomialnim

modelem a také odecteni fdzového obrazu autokorelacni slozky.

Idealnim zptisobem, jak odstranit nestejnomérné osvétleni, aberace a zakiiveni fazového
profilu, by bylo ziskani holografického snimku pozadi (tedy snimku pouze podlozniho sklicka
bez zkoumaného objektu) nasnimaného se stejnymi parametry jako ostatni snimky objekta,
a jeho nasledné odecteni od obrazu rozbalené faze. Tento snimek bohuzel v dostupném datasetu
neni k dispozici, proto jsou nize popsany jiné mozné varianty odstranéni fazovych

nerovhomérnosti v obraze.

5.3.1 Polynomialni aproximace

Pro oddéleni pozadi od poptedi snimku je pouzita metoda aproximace polynomem, ke které byl
vyuzit toolbox PolyfitnTools ziskany z MathWorks File Exchange, jez obsahuje funkci polyfitn.
Tato funkce umoziuje ziskat polynomialni regresni model jedné nebo vice nezavislych
proménnych. Ze snimku rozbalené faze byly rovhomérné vybrany body odpovidajici pozadi
obrazu a pouzitim funkce polyfitn byly ziskany koeficienty polynomialni rovnice (5.4) popsané

nize.

plx,y)=a*xx*+b*y* +cxx+d*xy+ex(x*y)+ f, (5.4)

Obrazek 21: (vlevo) Snimek bez korekce; (uprosti‘ed) Snimek pozadi; (vpravo) Fazovy obraz po odecteni
pozadi
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Obrazek 22: Priblizeni konkrétni buiky

Na zékladé rovnice polynomu byla vytvoiena plocha odpovidajici pozadi obrazu, ktera
byla odetena od snimku rozbalené faze. Ziskany obraz pozadi je zobrazen na obrazku 21
(uprostied) a rozdilovy snimek na obrazku 21 (vpravo). Jak lze pozorovat nize, vysledny obraz
po odecteni pozadi ma vylepSeny kontrast, diky kterému lze piehledné rozeznat strukturu
pozorovanych bunék, coz lze porovnat predev§im oproti pivodnimu snimku bez korekce

pozadi, ktery je zobrazen na snimku 21 (vlevo).

5.3.2 Odecteni fazového obrazu autokorelacni sloZky spektra

Jako dalsi pftijatelna varianta se jevi vyuziti autokorelac¢ni oblasti spektra (R*2+0"2), také o
velikosti N/4 x N/4, stied vybirané oblasti je opét v nejvyssim vrcholu dané spektralni oblasti.
Pokud opét provedeme umisténi dané oblasti na stfed prazdné matice, aplikujeme algoritmus
pro rozbaleni faze a takto ziskany snimek odec¢teme od snimku obsahujiciho objekty, také dojde
k pomérné dobrému odstranéni nerovnomérného osvétleni. Kontrast ve vysledném snimku je

také lepsi, 1 kdyZ ne tak vyrazné jako u metody polynomialni aproximace.

-‘

Obrazek 23: (vlevo) Snimek bez korekce; (uprosti‘ed) Snimek pozadi; (vpravo) Fazovy obraz po odecteni
pozadi
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Obrazek 24: PribliZeni konkrétni buiky

5.3.3 Porovnani metod z hlediska kontrastu a kvality

Aby byly metody objektivné porovnany, byly otestovany nekteré dostupné metody pro métfent

kontrastu popsané nize.
Weberuv kontrast

Doslo k proméfeni praimérné hodnoty jasu v ruznych oblastech obrazu, z nichz byl vypocten
kontrast podle vztahu [28]:

Icell - Ibgr

: (5.5)

Ibgr

kde leen je primérna hodnota jasu v homogenni oblasti buniky (bez bunéénych
kompartment) a Ingr je primérna hodnota jasu v oblasti pozadi. Absolutni hodnota byla pfidana,

jelikoz pocitame s fazovym obrazem, ktery miize nabyvat i zapornych hodnot.

Bylo provedeno 5 méfeni v rtiznych oblastech obrazu a v tabulce 1 nize jsou uvedeny
vypoctené hodnoty kontrastu pro obrazy ziskané pomoci dvou riiznych algoritmu pro rozbaleni

faze a nasledné pro dvé rizné metody rozbaleni faze.
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Fast 2D Phase Unwrapping Matlab funkce ,,unwrap*
Méreni Polynomialni Odecteni autokor. Polynomiélni Odecteni autokor.

aproximace slozky aproximace slozky

1 20,0203 0,9985 2,3554 0,1222

2 52,5831 0,8420 9,8957 0,3832

3 27,5242 2,5809 14,4520 0,2038

4 19,5068 1,2614 16,7014 0,3906

5 21,3508 1,1827 1,4083 0,1456

Tabulka 1: Vypoétené hodnoty Weberova kontrastu pro porovnani vybranych metod

V tabulce 1 Ize pozorovat, ze hodnoty kontrastu jsou zavislé na konkrétni oblasti méteni,
pokud byla tedy vybrana velmi tmava buiika, jako je tomu napf. v bod¢ 2, hodnota kontrastu
V porovnani s vyrazn€ svétlejSim pozadim je vysokd. Hodnoty Weberova kontrastu jsou
nejvyssi pfi kombinaci algoritmu Fast 2D Phase Unwrapping s metodou polynomialni
aproximace pozadi. Pfi pouziti matlabovské funkce unwrap s toutéz metodou jsou dosazené
kontrasty také pomérné vysoké, nicméné hodnoty v riznych oblastech obrazu (pro rizné bunky
a jejich okoli) vyrazné kolisaji. Proto bylo tfeba zvolit jesté dalsi metodu pro vypocet kontrastu
v obraze, ktery obsahuje jak bunky, tak pozadi (tzv. bi-popula¢ni obraz). [28]

Michelsonuv kontrast

Jako dal$i metoda pro stanoveni kontrastu byl pouzit Michelsoniv kontrast, ktery 1ze vypocitat
podle vzorce [28]:

Ibgr - Icell

I= . (5.6)

Ibgr + Icell

V tabulce 2 niZe jsou zobrazeny namétené hodnoty kontrastu, opét bylo provedeno 5
meéfeni ze stejnych bunék, které jsou zobrazeny a ocislovany na obrazku 26, aby bylo zietelné,
Z jakych oblasti byly hodnoty naméteny. Vzdy jsou brany hodnoty uvnitt buiiky bez pfitomnosti

kompartment a nasledn¢ oblast pozadi co nejblize dané buiiky.
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Fast 2D Phase Unwrapping Matlab funkce ,,unwrap*
Méreni Polynomialni Odecteni autokor. Polynomiélni Odecteni autokor.

aproximace slozky aproximace slozky

1 0,7236 0,4025 0,5478 0,0778

2 0,9705 4,2093 0,9847 0,1663

3 1,0337 0,4322 1,0133 0,0888

4 0,9384 0,9573 0,9259 0,1562

5 0,9515 0,3955 0,6460 0,0538

Tabulka 2: Vypoétené hodnoty Michelsonova kontrastu pro porovnani vybranych metod

V tabulce 2 1ze pozorovat, ze hodnoty Michelsonova kontrastu jsou taktéz nejvyssi pii
kombinaci algoritmu Fast 2D Phase Unwrapping s metodou polynomialni aproximace pozadi,
avSak pfi pouziti matlabovské funkce unwrap s toutéz metodou jsou dosazené kontrasty témét

srovnatelné, ackoliv je také ptitomné kolisdni hodnot pro rlizné oblasti.

Na zédklad€ porovnani hodnot Weberova i Michelsonova kontrastu ve snimcich
ziskanych pomoci otestovanych metodik a jejich kombinaci 1ze konstatovat, Ze nejlepSich
hodnot kontrastu ve vysledném fazovém obraze bylo dosazeno pii kombinaci algoritmu
rozbaleni faze zaloZzeném na funkci spolehlivosti (Fast 2D Phase Unwrapping) s metodou

polynomidlni aproximace pozadi.

Na obrazku 25 nize jsou Cisly 1-5 oznaceny buiiky, z jejichz vnitinich a vnéjsich oblasti

byly méfeny primérné hodnoty jasu pro vypocet kontrastii uvedenych v tabulkach 1 a 2.

Obrazek 25:Snimek s ¢iselnym oznac¢enim bunék pro méfeni kontrastu
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Jasovy profil

Jasovy profil obrazu je mnozina hodnot jasu ptevzata z pravidelné rozmisténych bodt podél
usecky nebo vicetadkové cesty v obraze. Pro body, které nespadaji do stiedu pixelu, jsou

hodnoty intenzity interpolovany (nejcastéji pomoci metody nejblizsiho souseda). [30]

K ziskani jasového profilu jednotlivych snimkt byla pouzita funkce improfile. Profily

jsou zobrazeny nize na snimku 26.

a) 2D-SRNCP algoritmus, polynomialni aproximace  b) 2D-SRNCP algoritmus, odelteni autokor. slozky
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Obrazek 26: Porovnani jasovych profili obrazi

Lze posoudit, Ze vétSi vliv na jasovy profil obrazit ma volba metody aproximace pozadi,
zatimco pii zméné algoritmu pro rozbaleni faze nedojde k tak vyrazné zméné. U metody
polynomidlni aproximace pozadi nedochazi k tak velkému kolisani intenzit jako u metody

odecteni autokorelacni slozky spektra.
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Snimky byly také porovnany subjektivné z hlediska kvality, kdy doslo k ptiblizeni konkrétni
oblasti obrazu, nejlépe oblasti s vyskytem bunék, které obsahuji vyrazné prvky, aby bylo
viditelné, zda konkrétni metoda poskytuje lepsi ¢i horsi rozliSeni a zda pii pohledu pouhym
okem lze rozlisit, ktera metoda je v tomto ohledu robustnéjsi. Porovnani téchto ptiblizenych

snimk je zobrazeno na obrazku 27.

2D-SRNCP algoritmus 2D-SRNCP algoritmus
Polynomialni aproximace Odecteni autokorelacni slozky
spektra

Funkce unwrap Funkce unwrap
Polynomialni aproximace Odecteni autokorelalni slozky spektra

Obrazek 27: Porovnani pribliZenych oblasti z obraza

Je evidentni, Ze pro metodu polynomialni aproximace pozadi obrazu bylo pro obé metody
rozbaleni faze dosazeno lepsi kvality, coz lze vidét i pouhym pohledem, a také vyrazné lepSiho
kontrastu, to Ize usoudit jak pohledem, tak nahlédnutim do tabulek 1 a 2 vySe. Na obrazcich
vlevo ziskanych po odeéteni aproximované plochy pozadi lze pozorovat vyraznéjsi hranice
bun¢k a také jejich vnitini kompartmenty, které jsou na snimcich vpravo viditelné témet
nepatrné, a také hranice mezi bunikami a pozadim jsou pomérné rozmazané a nejasné. Snimky
zobrazené vlevo jsou také vyrazné jasnéjsi. Snimky vpravo by tedy byly nevhodné pro dalsi

operace s obrazem, jako napt. segmentace bun¢k od pozadi.

Metoda odecteni autokorelacni sloZKy spektra je oproti polynomidlni aproximaci
vyhodna tim, ze nevyZaduje manudlni zaddvani bodii pro aproximaci plochy, je tedy v tomto
ohledu automatizovéana. Je také pomérné jednoduse implementovatelnd, jelikoz vyuziva
pouze opakovanou aplikaci postupu pro vyjmuti oblasti spektra. Dvojnasobnym vyuzitim
algoritmu pro rozbaleni faze bohuzel vSak u této metody dochazi ke zvyseni Casové narocnosti,

coz by mohlo byt problematické naptiklad u velkého mnozstvi dat.
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Aby bylo mozné kombinovat metodu odecteni fadzového obrazu autokorelacni slozky spektra
s vyuzitim funkce unwrap, bylo tfeba upravit vysledné hodnoty — odstranit skokové prechody
ve fazovém obraze, ¢ehoz bylo dosazeno aplikaci jednoduchych for cykli prochézejicich
fazovy obraz, kdy v misté skokovych prechodi mezi hodnotami byla pfi¢tena hodnota 2.
Nésledné bylo provedeno dalsi rozbaleni fazovych hodnot. | v upraveném snimku jsou vSak
stale pfitomné artefakty zhorSujici kvalitu obrazu. Pro ilustraci je nize na snimku 28 zobrazeno
porovnani pied a po upravé skokovych hodnot. Hodnoty kontrastu ve vyse uvedenych

tabulkach 1 a 2 byly vypocteny z jiz upraveného obrazu.

Obrazek 28: Snimky pied a po korekei skokovych hodnot

Manualni zadavani bodl pti polynomidlni aproximaci pozadi je sice také pomérné
casoveé naro¢né (obvykle bylo zadavano ptiblizné 20 bodi), ale pfi testovani metody byla stejné
aproximovana plocha pouzita pro nékolik snimkli z dostupného datasetu (z rGznych fazi
méteni), kdy doslo k ziskani velmi dobrych vysledk. Pokud by tedy byla dostupnd data
s podobnym umisténim bunék v ramci celého experimentu (pohyb v ramci experimentu
minimdlni ¢i Zadny), dala by se pro rekonstrukci celého datasetu pouzit stejnd aproximovana
plocha ziskand z jednoho snimku. VétSinou vSak v rdmcei jednoho experimentu buiiky v médiu
migruji, pohybuji se, bylo by tedy tfeba provadét aproximaci pozadi nékolikrat béhem
rekonstrukce, a to ruéné s ujisténim, ze se v dané oblasti pozadi nenachazeji objekty, které by
za prvé zkreslovaly hodnoty pozadi, a za druhé by mohlo dojit k odecteni dilezité oblasti
obsahujiciho pozorované bunky.
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5.4 Rekonstrukce 3D informace

Proces 3D rekonstrukce hologramu probiha obecné ve tiech krocich, které jsou uvedeny na
schématu na obrazku 28. Nejprve je tieba provést rekonstrukei snimka pro riizné rekonstrukcni
vzdalenosti, ¢imz dojde k ziskéani rGzné€ ostrych snimki. Ostré oblasti se objevi tam, kde bude
v dané rekonstrukéni roving pritomna konkrétni oblast pozorovaného objektu. V dalsim kroku
tedy dojde k posouzeni a vyhodnoceni ostrosti téchto snimk, ¢im ziskdme soubor vzdalenosti,
pro které je dosazeno ostrého zobrazeni objektli. Poslednim bodem je rekonstrukce 3D profilu

snimané scény praveé na zaklade ziskanych rekonstrukénich vzdalenosti.

ﬁiﬁﬁﬁgﬁgi Hodnoceni ostrosti Rekonstrukee 3D
vzdalenosti SRkl EECiM

Obrazek 29: Schéma 3D rekonstrukce

Pro 3D rekonstrukci pozorovaného objektu byly zvoleny metody: algoritmus
jednorozmérné FFT a propagace uhlového spektra popsané v kapitolach 3.2.1. a 3.2.2.2. Aby
bylo mozné navrzené metody aplikovat na dodanou datovou sadu, je tiecba znat parametry
provedeného meéfeni, a to predevSim vinovou délku pouzitého zdroje svétla, objektovou
vzdalenost z, ktera znaci, jak daleko byl pozorovany objekt od rekonstrukéni roviny, a také
fyzické rozméry obrazu a pouzité zvétseni objektivu. Pro ovéfeni spravnosti metod byla také
vyuzita pocitacové simulovana sada 3D hologramii dostupna ze stranky: http://www.erc-
interfere.eu/downloads.html a snimek hologramu obsahujiciho tzv. USAF [31] obrazec

vytvofeny na sklicku pomoci fotolitografie ziskany z méteni na UBMI.

Informace o nastaveni méfici soustavy pouzité pro ziskani datovych sad, s nimiz bude
dale pracovano v ramci 3D rekonstrukce, jsou uvedeny v tabulce 3. Nutno uvést, Ze tyto
parametry jsou pouze odhadnuté ¢i experimentalné stanovené z dostupnych informaci o méfici
soustavé, jak l1ze vidét na rekonstruovanych snimcich, ne vzdy se pomoci téchto parametri

podafi dosdahnout ptesné rekonstrukce prostorové informace.
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Vlinova Vzdalenost z Velikost Velikost

Obraz i ) Zvétseni
délka [nm] [m] obrazu pixelu [pm]
Realny snimek
) ) 532 0,005 960x1280 1,56 10x
fotolitografie
Simulace 3D
632,8 0,5 19201080 8 -
hologramu
Realny snimek
650 0,005 2048x2048 0,0918 20x%

S bunikkami

Tabulka 3: Hodnoty parametri potfebnych pro 3D rekonstrukci

Na obrazku ¢. 30 nize je mozné vidét vSechny tfi pivodni hologramy z dostupnych dat, jejichz
rekonstrukéni parametry jsou popsany v tabulce 3. Obrazek vlevo zndzoriuje Cary a Cislice
nanesené na sklicko pomoci fotolitografie, snimek uprosted zobrazuje hologram sochy Venuse

ziskany pomoci pocitacové simulace a obraz vpravo obsahuje zivé bunky.

Obrizek 30: Puvodni hologramy
5.4.1 Implementace algoritmi

V této kapitole jsou popsany implementace dvou vybranych algoritma pro rekonstrukci 3D
informace z dostupnych hologramu a také jsou prezentovany dosazené vysledky pomoci obou
metod.

Metoda propagace uhlového spektra

Implementace byla inspirovana piilohami zdroje [15] a nékteré funkce byly pouzity. Postup
této numerické metody lze interpretovat nasledujicim zpiisobem. Nejprve je Fourierovou
transformaci vstupniho vlnového pole a rovinné viny ziskano thlové spektrum. Diky teorému
Fourierova posunu (Fourier shift theorem) je thlové spektrum tohoto produktu posunuto o

uhlové frekvence U a v ve srovnani s thlovym spektrem samotného vstupniho vilnového pole.
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Uhlové spektrum tohoto produktu se nasledné nasobi modifikovanou prenosovou funkci
posunutého thlového spektra. Upravena prenosova funkce bere v uvahu, ze thlové frekvence
jsou posunuty 0 u a v. Vysledné thlové spektrum, které je stale posunuté, je nasledné

transformovano inverzni Fourierovou transformaci. [29]
Rekonstrukéni proces se tedy sklada z nasledujicich kroku [15]:

1. Vypocet Fourierovy transformace hologramu Ho(X, Y).

2. Simulace propagac¢ni funkce: exp (— 27:2\/1 — u? — /’lvz).

3. Vynasobeni vysledkli z bodt 1 a 2.
4. Vypocet zpétné Fourierovy transformace pro vysledek z bodu 3.

Vysledné snimky jsou ziskany propagaci thlového spektra pro rizné objektové vzdalenosti z,
¢imz je ziskéna prostorovd informace pro rtizné urovné¢ snimané scény. Pokud aktudlni
objektova vzdalenost odpovida poloze konkrétniho objektu ve snimané scéné, oblast obrazu
obsahujici tento objekt se jevi jako ostra, objekty jsou na snimku jakoby v poptedi a okoli je
mén¢ ostré, nebo neni témét vitbec vidét. Na snimcich €. 31 a 32 nize jsou zobrazeny praveé

nékteré ze snimku pro rtizné vzdalenosti Z a pro dostupna testovaci data.

Obrazek 32: Rekonstruované hologramy pro (vlevo a vpravo): z = 0.0055 m; (uprosti‘ed): z=0.55m
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Rozdily pro jednotlivé snimky nejsou takto pfiliS dobfe viditelné, coz je zplsobeno
pravdépodovbné predevsim odhadem/experimentalnim urcenim rekonstrukénich parametri.
Pokud se ale podivame na diferen¢ni snimky niZe na obrazku 33, rozdily v zobrazeni urcitych
struktur v obraze jsou vice patrné.

Obrazek 33: Diferen¢ni snimky

Algoritmus jedné FFT

Jedna se o implementaci rovnice (3.9), ktera je popsana v kapitole 3.2.1. Tato rovnice je vSak
uvedena pouze pro 1D rozmér, a proto bylo nutné ji transformovat a implementovat ve 2D

podobé pro obrazy. Rovnice transformovana do 2D tvaru je uvedena nize:

i2r
()= exp (T Z) mAzp? mAzn?
recl®) = =7, |%P\Naaxz ) T 9P\ L neny (5.7)

x F{E(x)exp (l% (x? + y2)>},

Na zaklad¢ vySe uvedenych parametrti jsou vypocteny soufadnice objektu ve snimané
roviné a nasledné v roviné rekonstrukéni, které jsou dosazeny do rovnice. Rovnice byla pro

piehlednost implementace rozdélena na vice Casti, nize je ukazka implementace v prostiedi
Matlab.

part3 = exp (1li* (pi/ (lambda*z) * (x.*x+y.*y))); % implementace 3. Céasti
rovnice

part3fft = fft2 (obr.*part3); % aplikace Fourierovy transformace
[p,n] = meshgrid([-(N-1)/2:(N-1)/2], [-(N-1)/2:(N-1)/2]); % indexy

(2D souradnice v rekonstrukéni rovingé)
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part2 = exp(li* (pi*lambda*z*p."2)/ (N*N*dx*dx)

+ li*(pi*lambda*z*n.”"2)/ (N*N*dx*dx)); % implementace 2. Casti

rovnice - vystupem je matice komplexnich ¢isel
partl = (1/(li*lambda*z))*exp (li* (2*pi*z/lambda)); % implementace 1.
¢asti rovnice - vystupem je Cislo

out = fftshift (partl*part2.*part3fft); % posun ve spektralni oblasti

Opét byla provedena rekonstrukce pro nékolik riznych objektovych vzdalenosti
Z s ptredpokladem, ze bude dosazeno zobrazeni riznych rovin rekonstruované scény jako
u pfedchoziho algoritmu. U metody jedné FFT zavisi zvétSeni rekonstruovaného snimku na
objektové vzdalenosti, jak bylo uvedeno v kapitole 3.2.1 (rovnice (3.10)), proto pro rizné

vzdalenosti dochdzi ke zméndm zvétSeni a velikosti zobrazené scény.

Na obrazku 34 nize jsou zobrazeny 2 rekonstruované snimky testovaciho USAF obrazce
pro riizné vzdalenosti z. VySe popsany jev je zde jasné viditelny, pii zméné vzdalenosti z doslo
ke zméné zvétSeni a velikosti zobrazené scény. Tento vysledek neodpovida predpokladim,
jelikoz pfi zméné objektové vzdalenosti by mélo dochédzet pravé k zobrazeni rtizné ostrych
oblasti v obraze podle toho, zda se aktualni objektova rovina shoduje s pozici prostorovych
objektl v pozorované scéng¢.

L

Obrazek 34: Rekonstruované snimKky: (vlevo) z = 0.005 m, velikost pixelu = 0,0017 mm;
(vpravo) z = 0.004 m, velikost pixelu = 0.0014 mm
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ZAVER
Uvodni ¢ast prace se vénuje rozpracovani teoretickych podkladi pro uéely této prace. Je
rozdélena do vice dil¢ich ¢asti, zabyva se nejprve problematikou holografie, a to predevsim

principy digitalni holografické mikroskopie. Dale jsou zde popsany mikroskopické konfigurace
in-line a off-axis, z nichz vychazi principy rekonstrukce hologramd.

Druha kapitola obsahuje  popis vybranych aplikaci holografie, holografické
mikroskopie a interferografie predevsim v biologii zivych bun¢k. Jednotlivé podkapitoly se
vénuji aplikacim v 3D tomografii a mikroskopii zivych bunék, laserovym manipulacim
s buiikami, jako je mikrochirurgie, a v neposledni fadé také analyze rakovinnych bunék, jejich
migrace, motility a odpovédi na 1é¢bu.

Tteti cast se nasledn¢ zabyva rozborem a matematickym popisem algoritmd pro
rekonstrukci hologrami. Metody jsou rozdéleny do nékolika skupin podle principt, ze kterych
vychazeji, at’ uz jsou to metody na bazi konvoluce, algoritmy na principu fazového posunu
¢i metody s nastavitelnym zvétSenim, jejichz nejvétsi vyhodou je nezavislost rekonstrukéniho
horizontu na vstupni konfiguraci systému.

Ctvrta kapitolaje zaméfena prakticky naimplementaci zvoleného algoritmu pro
rekonstrukci fazové informace z interferogramu, obsahuje jeho popis, strukturu aukazky
funkci z programovaciho prostfedi MATLAB R2016a. Metoda byla otestovana na dodanych
snimcich poskytnutych spole¢nosti Tescan Orsay Holding, a. s. a vystupy je mozné pozorovat
ve zminéné kapitole. Metoda zaloZena na extrakci a rozbaleni faze je vyhodna, jelikoz fazovy
snimek obsahuje prvotni informace o snimané scéné, z nichz nasledn¢ dokézeme urcit nékteré
bunécné parametry, ujistit se, Ze snimané objekty jsou spravné umistény. Metoda poskytuje
nahled na snimanou scénu, ktery byva v procesu rekonstrukce hologramt vzdy prvnim krokem
I v pokrocilych rekonstruk¢nich softwarech dodavanych firmami spolu s mikroskopy.

Pata kapitola navazuje na vySe zminéné, dochdzi k modifikacim metody pro extrakci
fazového kontrastu, je diskutovan vliv algoritmi pro rozbaleni faze, nasledné jsou navrzeny
dvé metody pro odstranéni neuniformniho osvétleni rozbalené¢ho fazového snimku, jejichz
vystupy byly taktéZ porovnany a diskutovany z hlediska kontrastu a kvality snimki. Dle této
analyzy je jako optimalni metoda zvolena kombinace algoritmu pro rozbaleni faze zaloZzeném

na funkci kvality a metody polynomidlni aproximace pozadi.
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Poslednim bodem prace je rekonstrukce 3D informace z dostupnych snimkia. Byly vyuzity
snimky ze spole¢nosti Tescan Orsay Holding, a. s., po¢itacové simulované hologramy z online
zdroje a také jeden testovaci hologram naméteny na experimentalné sestaveném holografickém
mikroskopu na UBMI. V tomto bodé bylo problematické, e nebyly znamy piesné akviziéni
parametry ziskanych snimkl potfebné pro procesy rekonstrukce, ¢imz doslo ke zkresleni

vysledki.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zpracovani teoretickych podkladl, ze kterych
bude vychazet navrhova irealizaéni Cast, navrth mozné struktury feSeni a implementace
zvolenych algoritmt. Metody byly navrzeny tak, aby bylo mozné je vyuzit na ruzna data
ziskana méfenim pomoci digitdlniho holografického mikroskopu v konfiguraci off-axis. Za
predpokladu znalosti akvizi¢nich parametri dané konfigurace by bylo mozné pouzit predevsim
navrzenou metodu propagace uhlového spektra K rekonstrukci 3D informace o snimanych
objektech, jelikoz na zakladé dosazenych vysledku lze usoudit, ze se jedna o efektivni zptisob,

jak ziskat informace o jednotlivych rekonstruk¢énich rovindch pro rizné objektové vzdalenosti.
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SEZNAM ZKRATEK

Zkratka Vyznam
CCD Charge-coupled device
CMOS Complementary Metal-Oxide—Semiconductor
DHM Digital holographic microscopy
FFT Fast Fourier Transform
IFFT Inverse Fast Fourier Transform
2D Dvoudimenzionalni
3D Trojdimenziondlni

Two-dimensional phase-unwrapping algorithm based on sorting by

2D-SRNCP . ) _
reliability following a noncontinuous path
1951 USAF _ _ . ,
) Zatizeni pro testovani mikroskopického optického rozliSeni pivodné
resolution test ) )
T definované standardem US Air Force MIL-STD-150A z roku 1951. [31]
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A ZDROJOVY KOD - EXTRAKCE FAZE

%% Inicializace, nacteni dat

I1 = imread('Hologram-001-001-023.tiff"); % I1 - puvodni
hologram

I size = size(Il);

%% FFT a proces posunu FFT matice
spect = fft2(I1);
shifted spect = fftshift (spect);

o\°

% Vybér objektové Casti spektra
% MANUALNE:

o\°

figure (2);

imagesc (loglO (abs (shifted spect)));

colormap ('Gray') ;

title('Vyberte oblast - nakreslete obdelnikovy tvar kolem
vybraného useku spektra');

o° o

o\

% rect = getrect; % Vybér oblasti pro extrakci féazové
informace - nakresleni obdelnikového uGtvaru

% rect = round(rect):;

% figure(2);

o\°

o°

imagesc (loglO (abs (shifted spect)));
colormap ('Gray') ;

o°

o°

AUTOMATICKY:
ml = 1429; % vidy poloha maxima
m2 = 625;

X min = ml - I size(1l)/8;

Y min = m2 - I size(1l)/8;

rect = [X min Y min (I size(1l)/4)-1 (I _size(1l)/4)-11;
ImCropped = imcrop (abs(shifted spect),rect);

oo

% Zkopirovani vybrané oblasti do prazdné matice

object spect = zeros(I size);

object spect (rect(2):rect(2) + rect(4),rect(l) : rect(l) +
rect (3)) = shifted spect (rect(2):rect(2) + rect(4),rect(l)
rect (l) + rect(3));

spect value = max(max (abs(object spect))); [r,c,~] =
find(abs (object spect) == spect value); % Finding of peak
location.

%% Posun do stredu

Obj shift to center =

circshift (object spect, [ (round(I size(l)/2) - r)
(round (I size(2)/2) - c)1);

%% Inverzni FFET

obj shifted = ifftshift (Obj shift to center);
inv _out = 1ifft2(obj shifted);
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[SIS)
0

Extrakce fazové informace

phase out = angle(inv out); % Vypocet faze

phase out = unwrap phase(phase out); % Rozbaleni faze -
algoritmus Fast 2D Phase Unwrapping

% phase out = unwrap (phase out); % matlabovska funkce "unwrap"
amp_out = abs (inv _out); %

3 Extrakce amplitudy
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B ZDROJOVY KOD — POLYNOMIALNI
APROXIMACE POZADI

Q

imshow (phase out, []) % Vykreslenil

hold on
colorbar
title ('Rekonstruovand rozbalend féaze');
[x,y] = getpts;
hold off
%% Plocha - polynomidlni aproximace
v = zeros (l,numel (x));
for ii = 1l:numel (x)
v (ii) = phase out( round(y(ii)), round(x(ii)) );
end

p = polyfitn([x(:), y(:)1, v(:), [0 0;1 0;2 0;0 1;0 2;

coeff = p.Coefficients;

[X,Y] meshgrid(1:2048,1:2048);

plocha = coeff (3)*X."2 + coeff(5)*Y."2 + coeff(2)*X +
coeff(4)*Y + (coeff(6)*(X.*Y)) + coeff(l);

figure (4)
imshow (plocha, [1)

diff = phase out - plocha;

figure (5);

subplot (131); imshow(phase out, [] );
subplot (132); imshow (plocha, []);
subplot (133);
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C ZDROJOVY KOD — ODECTENI
AUTOKORELACNI OBLASTI SPEKTRA

%% Vybér autokorelacni oblasti spektra

maxValue = max (max (shifted spect));

[bgr rows, bgr cols] = find(shifted spect == maxValue);

X min bgr = bgr rows - I size(1l)/8;

Y min bgr = bgr cols - I size(1l)/8;

rect bgr = [X min bgr Y min bgr (I size(l)/4)-1 (I size(l)/4)-
117

ImBgrCropped = imcrop (abs (shifted spect),rect bgr);

% Umisténi vybéru do centra prazdné matice

autocorr spect = zeros(I size);

autocorr spect (rect bgr(2) :rect bgr(2) +

rect bgr(4),rect bgr(l) : rect bgr(l) + rect bgr(3)) =
shifted spect (rect bgr(2) :rect bgr(2) +

rect bgr(4),rect bgr(l) : rect bgr(l) + rect bgr(3));
autocorr spect value = max (max (abs(autocorr spect)));
[r2,c2,~] = find(abs(autocorr spect) == autocorr spect value);

% Finding peak location.
Autocorr shift to center =
circshift (autocorr spect, [ (round(I size(l)/2) - r2)

(round (I size(2)/2) - c2)1);

autocorr shifted = ifftshift (Autocorr shift to center);

autocorr out = 1fft2(autocorr shifted);
phase out bgr = angle(autocorr out); % Vypocet faze
phase out bgr = unwrap phase (phase out bgr); % Rozbaleni faze

% algoritmus Fast Phase Unwrapping

o\°

% UNWRAP MATLAB - aproximace pozadil
phase out bgr = unwrap (phase out bgr); % Rozbaleni faze -
matlabovskd funkce "unwrap"

o\

o\

o\°

for i = 2:size(phase out bgr,1)
for j = 2:size(phase out bgr, 2)
if phase out bgr(i-1,j-1) > 1.5*phase out bgr(i,]j)

o\°

o\

% phase out bgr(i-1,3j-1) = phase out bgr(i,j) +
2*pi;

% else phase out bgr(i-1,j-1) = phase out bgr(i,j);
% end

% end

% end

% phase out bgr = unwrap (phase out bgr); % Rozbaleni faze -

matlabovskd funkce "unwrap"
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%% Odecteni pozadi a zobrazeni
diff = phase out - phase out bgr; % odecteni pozadi od snimku

figure (4);

subplot (131); imshow(phase out, []);
subplot (132); imshow(phase out bgr, []);
subplot (133); imshow (diff, [])
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D ZDROJOVY KOD - VYPOCET KONTRASTU

oo

s% Vypocet kontrastu

figure (5)

imshow (diff, [])

hold on

rect cell = getrect; % vybeér oblastl pro vypocet kontrastu
hold on

rect bgr = getrect;

hold off

ImCell = imcrop(diff, rect cell);
ImBgr = imcrop (diff, rect bgr);

meanGrayLevelCell = mean2 (ImCell); % vypocCet prumeérné hodnoty
jasu v dané oblasti

meanGrayLevelBgr = mean?2 (ImBgr) ;

% Webertv kontrast

contrWb = abs ((meanGrayLevelCell -

meanGrayLevelBgr) /meanGrayLevelBgr)

% Michelsontv kontrast

contrMich = abs((meanGrayLevelBgr -
meanGrayLevelCell) / (meanGrayLevelBgr + meanGrayLevelCell))
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E ZDROJOVY KOD — PROPAGACE
UHLOVEHO SPEKTRA

%% Parametry (pro snimky z Tescanu)
lambda = 650*10"(-9); % Vlnova délka [m]

N = size(Il,1); % PocCet pixeln
pixelSize = 0.0000000918; % Velikost pixelu [m]
area = N* pixelSize; % Velikost rekonstruované oblasti [um]

z = 0.005; % Objektova vzdalenost [m]

h = 0.00000001; % VysSka pozorovanych prostorovych objektd [m]
z0 _start = 0.004; % Pocatecni objektova vzdalenost [m]
z0 end = 0.006; % Konecna objektova vzdalenost [m]

z0 step = 0.0005; % Krok rekonstrukce [m]

%% Propagace uhlového spektra
hologramO = diff; % jako vstupni obraz je pouzit fazovy snimek
po aproximaci pozadi

%% Rekonstrukce pro rtzné objektové vzdalenosti
zeros (N, N) ;

= round ((z0 end - z0 start)/z0 step); % pocet
rekonstrukénich krokt

reconstrO = zeros(N,N,S);

n T
Il

for i = 1:S
z0 = z0 start + 1i*z0 step;
area = z * h/z0;
for ii = 1:N
for jj = 1:N
alpha =
uhlovych frekvenci v
beta = lambda* (jj - N/2 - 1)/area;
if (alpha”2 + beta”2) <=1

lambda* (ii - N/2 - 1)/area; % vypoclet

p(ii,jJ) = exp(-2*pi*li*z0*sgrt(l-alpha™2 -
beta”2) /lambda) ;
end
end
end
prop = p;
recO = abs (IFT2Dc (FT2Dc (hologramO) .*prop) ) ;
reconstrO(:,:,1i) = recO(:,:);
figure (3)
imshow ( (abs (reconstrO(:, :,1))),[]);
colormap (gray)
pause (0.01) ;

end
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F ZDROJOVY KOD - METODA JEDNE FFT

% Inicializace a nastaveni parametru

br = imread ('p33.tiff'");

% obr = imread('Hologram-001-001-023.tiff");
obr double (cbr(:,:,1));

obr = double (obr);

o\

©]

obr = obr/ (max (max (obr)));
[nr, nc] = size (obr);
N = min([nr nc]) - 1; % zmenSeni snimku o 1 k ziské&ni lichého

poctu pixell na kazZdé strané od stredu [0,0]
obr = obr(l1:N, 1:N);

% Objektova vzdalenost z v metrech

z = 0.005; % USAF hologram i Tescan hologram
% Velikost pixelu zobrazované scény (Field of view) v metrech
fov = 0.0021; % USAF hologram

[

% fov = 0.000188; % hologram Tescan
% Vlnova délka v metrech
lambda = 532e-9; % USAF hologram

[e)

% lambda = 650e-9; % hologram Tescan

% dx - velikost pixelu v hologramu/v roviné senzoru
dx = fov/nc;

o°

€tSeni - muzZe byt upraveno

YAVS
agn = lambda*z/ (N*dx*dx); % aby bylo zvétseni 1 - z musime
¢i

m

vypoO
Z

o\°

itat
1/z* (N*dx*dx)

o\°

Q

% dksi - velikost pixelu v rekonstrukéni roviné
dksi = (lambda*z)/ (N*dx) ;

% Souradnice v roviné senzoru
[x,y] = meshgrid( [-(N-1)/2:(N-1)/2], [-(N-1)/2:(N-1)/2] ); %

%% Implementace rovnice pro metodu jedné FFT
part3 = exp(j* (pi/ (lambda*z)* (x.*x+y.*y))); % 3. clen
part3fft = fft2( obr.*part3 ); % 2D FFT - 3. clen
[p,n] = meshgrid( [-(N-1)/2:(N-1)/2], [-(N-1)/2:(N-1)/2] ); %
k vytvoreni 2D soufadnic
part2 = exp(j* (pi*lambda*z*p."2)/ (N*N*dx*dx) +

)

j* (pi*lambda*z*n.”"2)/ (N*N*dx*dx)); % 2D matice komplexnich
Cisel - 2. ¢len
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partl = (1/(j*lambda*z)) *exp (j* (2*pi*z/lambda)); % c¢islo - 1.
¢len

out = fftshift (partl*part2.*part3fft);

figure (1) ;
subplot (121); imshow( obr, []);
subplot (122); imshow( abs(out), []):
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G OBSAH PRILOZENEHO CD

Ptilozené CD obsahuje nasledujici polozky:

e Elektronickd verze diplomové prace

e Funkce pro rozbaleni faze unwrap_phase.m [26]

e Zdrojové kody pro extrakci fazové informace a aproximaci pozadi
= Metoda polynomialni aproximace
= Metoda odecteni autokorela¢ni slozky spektra

e Zdrojovy kod pro metodu propagace tthlového spektra

e Zdrojovy kéd pro metodu jedné FFT

e Data poskytnuta spolecnosti Tescan Orsay Holding, a. s.
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