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Abstrakt

Jednou z metod asistované reprodukce je takzvana in vitro fertilizace. Vajicka jsou oplodnéna
mimo télo Zeny a vznikla embrya jsou poté uloZena v kultivacnim prostfedi uvnitf inkubatoru.
Rast a vyvoj embryi je nasledné pftiblizné 5 dni pozorovdn a nejkvalitnéjsi embrya jsou
nasledné prenesena zpét do dutiny délozni. Prace ma za cil prozkoumat moznosti vyuziti
digitalni holografické mikroskopie ke sledovani rlistu embryi uvnitf inkubdtoru. Prace samotna
je rozdélena na cast teoretickou a praktickou. V teoretické jsou nejprve predstaveny principy
digitalni holografické mikroskopie a 2 druhy sestav mikroskop(l. Nasledné jsou predstaveny
soucasné aplikace a komercni holografické mikroskopy. Poté nasleduje popis matematického
aparatu pouzitého k numerické rekonstrukci obrazu. V praktické casti je predstaven postup
navrhu a realizace jednotlivych experimentalnich sestav digitalniho holografické mikroskopu.
Poté je predstaven program pro rekonstrukci obrazu. Nasleduje popis metodiky zaznamu
hologramu a vyhodnoceni rekonstruovaného obrazu z experimentalnich sestav. Nakonec jsou
pfedstaveny vysledky v podobé vybranych rekonstruovanych hologramd, popisu parametru

mikroskopu a ndvrhu sestavy pro praci v inkubatoru.

Abstract

One of the methods of assisted reproduction is the so-called in vitro fertilization. The eggs are
fertilised outside the woman's body and the resulting embryos are then stored in a culture
environment inside an incubator. The growth and development of the embryos is then
observed for approximately 5 days and the best quality embryos are then transferred back
into the uterine cavity. This thesis aims to investigate the possibilities of using digital
holographic microscopy to monitor embryo growth inside the incubator. The thesis itself is
divided into theoretical and practical parts. In the theoretical part, firstly the principles of
digital holographic microscopy and 2 types of microscope assemblies are introduced.
Subsequently, current applications and commercial holographic microscopes are introduced.
This is followed by a description of the mathematical tools used for numerical image
reconstruction. In the practical part, the design and implementation procedure of the
different experimental setups of the digital holographic microscope is presented. Then the
image reconstruction program is presented. This is followed by a description of the hologram
recording methodology and the evaluation of the reconstructed image from the experimental
setups. Finally, the results are presented in the form of selected reconstructed holograms, a
description of the microscope parameters and the design of the assembly for work in the

incubator.
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Uvod

Jednou z metod asistované reprodukce je takzvana in vitro fertilizace (IVF). PFi ni jsou vajicka
oplodnéna spermiemi mimo télo Zeny v laboratornich podminkach (proto in vitro). Pro vétsi
uspésnost oplodnéni je vyuzivano pfimé injekce spermie do vaji¢ka. Vznikld embrya jsou
pfenesena do Zivného roztoku v kultivaéni misce a uloZena v kultivaénim boxu s optimalnimi
podminkami pro vyvoj embrya. Zde je vyvoj embryi pozorovan po dobu pfiblizné 5 dni. Na
zakladé pozorovani jsou nasledné vybrana embrya, ktera se nejlépe vyvijela a jsou pfenesena
do dutiny déloZni. Zbyld nepouzitd kvalitni embrya je mozné zamrazit pro pfipadné dalsi
pouZziti.

Motivaci pro tvorbu této prace bylo prozkoumdani moznosti vyuziti digitdlni holografické
mikroskopie pfi sledovani rdstu embryi vinkubatoru. Embrya musi byt umisténa ve
specifickém prostiedi s konstantni teplotou a vlhkosti okoli. Embrya samotnd jsou navic
ulozena v kultivaénim roztoku, jez je prekryt vrstvou oleje, aby nedochazelo k vysychani. Na
digitdIni holograficky mikroskop jsou kladeny pozadavky na rozméry, aby se cely systém vesel
do inkubdtoru o rozmérech cca 10 X 10 X 15 cm. Dalsi poZzadavky jsou kladeny na kvalitu
zobrazeni. Mikroskop by mél byt schopny zobrazit embrya o velikosti 150 az 300 um, pfi

zachovani dostate¢ného zorného pole, aby se na jeden snimek veslo vice embryi z jedné misky.

Cilem mé prace je navrhnout digitalni holograficky mikroskop, ktery umozni zkoumani
predmétu o velikosti pfiblizné 500 um s rozliSenim cca 20 um. Po nastudovani metod digitalni
holografie navrhnu a sestavim experimentdlni holograficky mikroskop. ProtoZe fyzicky
zaznamenany obraz je nutné numericky rekonstruovat, vytvofim s pomoci dostupnych
knihoven program pro rekonstrukci obrazu ze zaznamenanych hologram(. Nasledné na
vybranych vzorcich ovéfim funkénost vyrobené sestavy a programu pro rekonstrukci. Ze
ziskanych poznatkli vyvodim mozZny navrh digitalniho holografického mikroskopu pro
sledovani embryi v inkubatoru.

Prace je rozdélena na dvé casti. V teoretické je ¢tenar nejdfive seznamen s principy digitalni
holografické mikroskopie. Nasledné jsou predstaveny jeji soucasné aplikace a komeréni
holografické mikroskopy. Poté ndsleduje popis matematického aparatu pouzitého k
numerické rekonstrukci obrazu. V praktické ¢asti jsou predstaveny jednotlivé realizované
podoby digitdlniho holografického mikroskopu a postup jejich navrhu. Poté je predstaven
program pro rekonstrukci obrazu. Nasleduje popis metodiky zaznamu hologramu a
vyhodnoceni rekonstruovaného obrazu z experimentalnich sestav. Nakonec jsou predstaveny
vysledky v podobé vybranych rekonstruovanych hologramu, popisu parametr mikroskopu a

navrhu sestavy pro praci v inkubatoru.



Teoreticka cast

Teoretickd ¢ast prace je rozdélena do tfi kapitol. V prvni kapitole je predstaven obecny princip
digitalni holografické mikroskopie spolec¢né s dvéma konfiguracemi pro zaznam hologramu.
Zaroven je popsan laser v navaznosti na jeho vyuziti jako zdroj zareni pti zdznamu hologramu.
Ve druhé kapitole nasleduje reSerSe mozinych aplikaci digitalni holografické mikroskopie
spolecné s prehledem komerénich mikroskop(. Treti kapitola rozsahle popisuje matematicky

aparat slouzici pro rekonstrukci obrazu ze zaznamenaného hologramu.

1 Princip digitalni holografické mikroskopie

Princip holografie byl objeven roku 1948 madarskym fyzikem Denisem Gaborem. K plnému
vyuziti jejiho potencidlu doslo az o dekadu pozdéji, pti objevu laseru. Za objev holografie byla
nasledné vroce 1971 udélena Nobelova cena.[1] Holografie zaznamendva informaci o
zobrazovaném objektu diky difrakci a nasledné interferenci svételnych vin. Kinterferenci
dochazi mezi vinou predmétovou, kterd bud’ prosla predmétem nebo se od néj odrazila, a
vinou referencni, kterd s predmétem nijak neinteragovala. Na zdznamovém materialu je
zachycena intenzita interferencniho obrazce predmétové a referenéni viny. Tento zaznam je
oznacen jako hologram. Nepfimo v sobé nese informaci a amplitudé a fazi zachycené
predmétové viny. Pfi dalSim zpracovani hologramu je téchto informaci vyuzito k rekonstrukci
pfedmétové viny a ziskdni vysledného obrazu. Vysledny trojrozmérny obraz snimaného
pfedmétu je rekonstruovan zrovinného zdznamu. Tim se holografie odliSuje od bézné
fotografie. Ta zaznamendva pouze intenzitu dopadajici svételné viny.

Digitalni holografie funguje principidlné stejné jako analogova. V analogové holografii je
nejdfive zaznamendan hologram na fotograficky material, napfiklad halogenostfibnou
emulzi.[2] Rekonstrukce je provedena prosvicenim vyvolaného hologramu referenéni
svételnou vinou, kterd byla pouZitd pfi zaznamu. U digitdlni holografie je hologram
zaznamenan na Cip kamery, v dnesni dobé nejéastéji typu CCD. Ve formé digitalni informace
je hologram ulozen do paméti pocitace. Ma podobu matice, kde jednotlivé ¢leny reprezentu;ji
pixely dané kamery a jejich hodnota reprezentuje intenzitu osviceni daného pixelu.
Rekonstrukce digitdlniho hologramu je provedena numerickymi vypocty. Matematicky aparat
pro rekonstrukci obrazu vychazi z metod difrakéni optiky, napfiklad Kirchhfoff — Helmholtzovy
transformace, Fresnelovy transformace, Huygensovy konvoluce nebo uhlové spektralni
metody.[3]

Digitdlni holografickd mikroskopie (dale jen DHM) nachdzi v soucasnosti stale vétsi vyuziti.
Rozvoj je pevné spjaty s vyvojem kamerovych CipQ pro kvalitnéjsi zaznam obrazu a také s

vyvojem pocitacovych Cipl pro rychlejsi numerické vypocty. DHM je vyuZivano v Sirokém

10



spektru aplikaci, které tézi z jejich vyhod. Napfiklad pro jisté konfigurace DHM neni zapotrebi
jakychkoliv optickych prvkd, coz zjednodusuje a zleviiuje celou konstrukci.[4] Dale umoziuje
numerické fokusovani obrazu do zvolené roviny. Spojenim téchto obrazl vznikne
trojrozmérny obraz vzorku. Rychly zaznam hologramu a jeho rekonstrukce umoZziuji sledovani
pohybujicich se vzorkd v redlném case a ve spojeni s pfedchozim bodem i sledovani jejich
pohybu v prostoru. Vystupni digitdlni obrazy Ize nasledné automaticky zpracovavat za pomoci
algoritmd strojového uceni. Napfriklad je mozné sledovat rlst ¢i pohyb bunék v ramci
vzorku.[5] Pro vyuziti DHM v medicinskych aplikacich jsou vyhodné i dalsi vlastnosti
holografického zaznamu. Sestavy DHM dosahuji velkych zornych poli (dale FOV) pfi zachovani
dostatecného rozliseni. To je Zzadouci napfiklad pro statistické zkoumani bunécnych vzorkd,
kdy je vhodné zachytit na jednom snimku co nejvic bunék. Standardni optické mikroskopy
nedisponuji vSemi vySe jmenovanymi vlastnostmi nardz.[6] VyuZiti DHM pro medicinské
aplikace ma navic tu vyhodu, Ze se jednd o metodu neinvazivniho zkoumadni. VétsSina
bunécénych vzorku je vysoce transparentni a v ramci absorbance a barvy se od svého okoli lisi
velmi nepatrné. To vede pouze k mirné zméné amplitudy svételné viny prochazejici vzorkem.
Takovéto priihledné vzorky mohou nést oznaceni fazové objekty, protoZe je mozné je zkoumat
na zakladé zmény faze prochazejici svételné viny. Ve standardni optické mikroskopii je pro
zvyraznéni vzork( zapotiebi optickych marker(. V digitdlni holografické mikroskopii neni
nutné diky informaci o fazi zachyceného svétla pro zkoumani bunéénych vzork( vyuzivat
optickych markeru.[7]

V nasledujicich podkapitolach bude popsan princip laseru jako zdroje zafeni pro zaznam

hologramu. Dale budou popsany dvé zakladni geometrie DHM sestavy a jejich vlastnosti.

1.1 Laser

Pro vznik hologramu jako interferen¢niho vzoru je nutné, aby predmétova a referencni vina
byly koherentni. Jen u koherentniho zareni Ize pozorovat interferencni jevy Cili zeslabovani a
zesilovani amplitudy vysledné viny v zavislosti na fazovém rozdilu interferujicich vin. Pravé
proto se v holografii vyuziva jako zdroj zareni laser. Jedna se o zdroj koherentniho zafeni.
Koherentni zareni reprezentuji svételna vinéni o stejné frekvenci a polarizaci, jejichZ vzajemny
fazovy rozdil se v uvazovaném bodé v prostoru s casem neméni. Vysledna intenzita dvou
interferujicich vin obecné neni pouze souctem intenzit jednotlivych vin I, a I,. Je dana

interferencni rovnici, ve které vystupuje i takzvany interferencni ¢len.

I = 11 + 12 + 1/]1[2(:05 ((p) 1

Hodnota interferen¢niho €lenu zavisi na rozdilu fazi jednotlivych vin ¢ = ¢, — @,. Interferenci

je mozné pozorovat pravé jen v pfipadé, Ze je dany fazovy rozdil konstantni. V pfipadé, Ze je
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interferencni ¢len kladny, jednd se o konstruktivni interferenci, kdyz je zdporny tak je

interference destruktivni. Tato podkapitola vychazi prevaziné ze zdroje [3].

Generace zareni v laseru je vysledkem prechodu atomu z vys$sich energetickych hladin E, na

nizsi E,. Pfitom musi dojit k uvolnéni energie ¢, a ta je vyzarena ve formé fotonu.
E = EZ - E1 = h * f 2

Energie fotonu jde ddna Planckovou konstantou h a frekvenci f. S frekvenci je svdzand vinova

délka A pomoci fazové rychlosti v pres vztah 3.

V idealnim ptipadé jsou pro atomy dané latky hodnoty energetickych hladin neménné. Z toho
plyne, Ze dana latka bude pfi pfechodu mezi hladinami vZdy vyzatovat foton o stejné frekvenci
potazmo vinové délce (v realu vliv okoli zplsobi rozsifeni energetickych hladin a odchylky ve
frekvenci). Takova emise mlze byt bud spontdnni nebo stimulovana. Pfi spontanni atom na
zakladni energetické hladiné E; absorbuje okolo letici foton a vystoupa na excitovanou hladinu
E,. Poté dojde nahodné k emisi, foton je opét vyzaren a atom klesne na zakladni hladinu. U
stimulované emise se atom jiZz nachazi v excitovaném stavu na hladiné E,. Po absorpci okolo
leticiho fotonu dojde k vyzareni dvou fotonU o stejné frekvenci, polarizaci a sméru Sifeni. Smér
Sifeni je shodny se smérem puavodniho fotonu. Atom poté klesne na zakladni hladinu. Na

principu stimulované emise pracuje laser.

V obecném schématu je laser sloZen z aktivniho prostfedi, optického rezonatoru slozeného ze
dvou zrcadel a systému buzeni. Jedno ze zrcadel je ¢astecné propustné, ve sméru kudy ma
z laseru vychdzet svazek fotonU. Pro spravnou funkénost je nutné, aby se aktivni médium
dostalo do stavu inverze populace hladin. To znamena, Ze hladina s vyssi energii E, bude
obsazenad vice atomy nez zakladni hladina.

opticky rezonator ¢asteéné propustné
zreadlo zrcadio

smér Eifeni svazku

aktivni medium
SEUPPOSPONUSSPSUSON SSPPONUSYIY POPPS PRSP0ttt ) ISP S ”HH

buzeni media

Obrdzek 1 - Schéma laseru

12



Proces lze vysvétlit na helium-neonovém laseru. Vyzaruje na vinové délce 632.8 nm. Smés
plynl je umisténa ve vybojové trubici. Buzeni média je vyvolano doutnavym vybojem. Helium
je excitaénim prvkem a zpUlsobi inverzi populaci hladin neonu. Neon je latkou vyzarovaci.
Béhem doutnavého vyboje dochazi ke kolizim atom0 helia a neonu. Excituji na vyssi
energetické hladiny. Helium ma jeden excitovany stav, neon dva. Prostfedi se nakonec bude
nachdazet ve stavu inverzni populace hladin pro neon, ve vztahu mezi zékladni a prvni
excitovanou hladinou. Neon za¢ne prechazet na nizsi energetickou hladinu a vyzafi foton. Ten
by mohl byt absorbovan dalSim neonem, ktery uz je na nizsi energetické hladiné. Diky inverzi
je vsak vétsi pravdépodobnost, Ze prijde do kontaktu s jiZz excitovanym atomem neonu. Po
interakci tak dojde ke stimulované emisi dvou identickych foton(. Vlivem optického
rezonatoru je zesilovano zareni, které se Sifi ve sméru optické osy. Fotony postupujici v jiném
sméru postupné opusti aktivni medium a stimulované emise se jiz nezuc¢astni. Skrze ¢aste¢né
propustné zrcadlo vychazi z laseru ven zareni. Vystupujici zafeni z laseru ma charakter rovinné

monochromatické viny.

Pro potreby holografie se pouzivaji lasery emitujici Gaussovsky svazek. Ten pracuje
v zakladnim transverzalnim elektrickém modu - TEM,,. Tento takzvany pfi¢ny méd vymezuje
vyzafovaci charakteristiku laseru a profil emitovaného svazku. Na obrazku 2 jsou tvary
svételnych stop pfislusejici rdznym pficnym médim. Gaussovsky svazek (méd TEM,,y) ma sice
idedlni kruhovou stopu, neposkytuje ovSsem rovnomérné osvétleni predmétu. Intenzita
osvétleni je kruhové symetrickd okolo optické osy a klesa se zvétsujici se vzdalenosti od osy
(obrazek 3). Zaroven se pouzivaji lasery podélné jednomodové. Ty jsou provozovany v jednom
podélném modu. Konstruktivni interferenci uvnitr optického rezonatoru je béhem postupnych
odrazl zesilena dana vinova délka. Ostatni jsou potlaceny destruktivni interferenci. Podélné

mody tak urcuji vinové spektrum laseru.

Obrazek 2 - Transverzdlni elektrické mody [8]
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Obradzek 3 - Gaussovské rozloZeni intenzity [9]
Lasery se tridi dle rliznych parametr(. Dle zplsobu provozu na pulzni a spojité. Dle aktivniho
média na plynové (helium-neonovy, C0O,), kapalinové, pevnolatkové a polovodi¢ové (hranové
vyzarujici a VCSEL diody).

1.2 In-line sestava

In-line nebo také osovd sestava vychazi z pivodniho Gaborova ndvrhu. Zleva doprava
(obrazek 4) se sklada ze zdroje zareni, prostorového filtru (sloZzeny z objektivu a dirkové clony),
osviceného vzorku a digitalni kamery pro zdznam hologramu. Pfi pouZiti pouze s dirkovou
clonou (bez objektivu) se jednda o bez-objektivovou sestavu. Dirkova clona slouZi jako
sekundarni zdroj koherentni sférické viny. Vzorek je od dirkové clony umistén ve vzdalenosti

z a zaznamovy Cip kamery ve vzdalenosti L. VSechny prvky sestavy jsou zarovndany v ose.

L

Zp

N
—_—

Prostorovy
filtr

Mikroskopovy

objektiv
. Dirkova clona <:>

Rekonstrukcni oblast v

Predmétova vina

Referenéni vina

Obrdzek 4 - Schéma In-line sestavy
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Zaznam hologramu probiha nasledovné. Referencni vina R se Sifi od dirkové clony smérem ke
vzorku. Zde dojde k difrakci svétla na vzorku a c¢ast svétla se rozptyli. Tak dojde k vzniku
pfedmétoveé viny 0. Referencni vina se okolo vzorku Siti ddle smérem ke kamere. Tyto dvé viny
spolu po zbytek cesty, diky koherenci, interferuji az dorazi do roviny kamery. Zde je vytvoren

hologram. Intenzita je v roviné hologramu rozlozena dle vzorce 4.
Iy = 10|* + |R|* + OR* + RO* 4

Prvni dva ¢leny v rovnici jsou intenzity pfedmétové a referencni viny. Patfi mezi ¢leny nultého
difrakéniho fadu. Treti a Ctvrty ¢len se nazyvaji interferencénimi. Treti clen OR™ reprezentuje
skuteény obraz — primarni. Ctvrty €len RO* je jeho komplexné sdruZenou dvojici a nazyva se
sekunddrni obraz.[10]

Problém spojeny s in-line sestavou je, Ze vSechny Ctyfi slozky se v hologramu prekryvaji a
dochazi tak k degradaci obrazu. Diky numerické rekonstrukci je mozné s timto problémem
dale pracovat. Intenzita |0| je vyrazné mensi nez R. To za podminky, Ze vzorek je dostatecné
transparentni objekt. Nebo je tvorfen spoustou méné transparentnich vzork(, které vsak
nezabiraji velkou plochu ve vysledném hologramu. Diky tomu, Ze &len |O|? v rovnici jako jediny
neobsahuje R, mlZe byt dale zanedban. S druhym ¢&lenem |R|? se lze vypofadat pomoci
algoritmu odectu pozadi. Na kameru se zachyti samotna referencni vina bez prichodu
vzorkem. Dany zdznam se tak bude sklddat pouze zintenzity referenéni viny |R|%. Pfed
rekonstrukci hologramu se vzorkem od sebe lze odecist hologram a zaznam intenzity
referencni viny. V rovnici 4 uz poté zbyvaji pouze interferencni ¢leny.[11] Sekundarni obraz
reprezentovany ¢lenem RO* se nazyva v anglické terminologii twin image. Jeho potladeni Ize
dosahnout numericky.[12] Podrobnéjsi matematicky popis dané problematiky a vzniku
interferencniho obrazce se nachazi v kapitolach Fazorova aritmetika a Zdvojeny obraz. Na
obrazku 5 je zobrazen principidlni zdznam a rekonstrukce hologramu. V pravé ¢asti je

naznaceno prekryti primarniho a sekunddarniho obrazu v ose pozorovatele pfi poufZiti in-line

sestavy.
Zaznam Rekonstrukce
Zdroj i RO
4 13 H >
Predmét

Hologram-
Referencni vina

Obrdzek 5 - Princip in-line [13]
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V sestavé bez pouZiti objektivu mezi dirkovou clonou a kamerou je numericka apertura (NA)
systému definovana rovnici 5. Kde n je index lomu prostiedi, ve kterém probiha propagace

svétla, a @ je polovi¢ni Uhel kuZele svétla mezi dirkovou clonou a kamerou.
NA = n *sin (0) 5

Pro pripad geometrie dané in-line sestavy lze NA vypocitat pomoci vztahu 8. Pfedpoklady pro

pouziti tohoto vztahu zahrnuji velmi maly uhel 8 a index lomu blizky 1.

t B—W 6
an()—ZL
NA =sin [t ‘1(W> 7
= Sin an 2L
-0.5
W[/ W2
NAE—(—) L2 8
7 5)

NA poté zavisi na vzdalenosti L mezi zdrojem sférické viny a kamerou a Sifce W zdznamového
Cipu. Ta je dana soucinem poctu pixeld na jedné ose a jejich fyzické velikosti Ax. Parametry
jsou zobrazeny v obrdzku 4. RozliSeni daného systému lze definovat jako nejmensi vzdalenost
mezi dvéma body, které Ize od sebe jesté rozlisit. Dle Abbeho difrakéniho limitu ma vétsi
hodnota NA pfiznivy vliv na teoretické hodnoty rozliseni systému v pficném a podélném
sméru. PFri¢né rozliSeni dx znaci vzdalenost, na kterou je jeSté mozné rozlisit dva body vedle
sebe v jedné roviné. Podélné rozliseni 6z znaci vzdalenost, na kterou je mozné rozlisit dva
body lezici nad sebou ve dvou rtiznych rovinach. Pro danou geometrii in-line sestavy jsou dany
vztahy 9 a 10, kde A je vinova délka pouzitého zdroje.[14][15]

Sx > ——
X =9N4

F) 10

-
Z=32(NA)?

In-line sestava pro tvorbu hologramu vynika, oproti off-axis sestavé, svou jednoduchosti,

kompaktnosti a lepSim rozlisSenim.

1.3 Off-axis sestava

Principidlné vychazi z Leith — Upatnieksova hologramu. Mimo-osou je sestava proto, Ze
referencni a predmétova vina spolu interferuji pod Ghlem a. Princip zaznamu a rekonstrukce
klasického hologramu je zobrazen na obrazku 6. Svétlo prochazejici predmétem v ose
hologramu je rozptyleno a Siti se smérem k roviné hologramu v podobé predmétové viny.

V roviné hologramu interferuje s referen¢ni vinou dopadajici na hologram pod uhlem a. P¥i
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rekonstrukci je hologram osvicen referencni vinou pod stejnym Ghlem. V tu chvili se projevi
vyhoda této sestavy. Pfi rekonstrukci dojde k prostorové separaci jednotlivych interferencnich
¢lend. Na rozdil od line sestavy se tedy nebude navzajem prekryvat primarni a sekundarni

obraz s ¢leny nultého difrakéniho radu.

. 7§///Refereném’vlna . 7§7Refereném’v,na
Hologram " w0, 012 + |R|?

Obrdzek 6 - Princip off-axis [13]

Sestava mUlZe mit vice podob. Ke slouceni predmétové a referencni viny Ize pouzit pouze jeden
hranol, tak aby spolu obé viny interferovaly na detektoru. Sofistikovanéjsi zplsob je pouziti
Mach-Zehnderovy konfigurace. Priklad takového mikroskopu je na obrazku 15. Zde se pomoci
délica svazku nejprve rozdéli svazek na referencni a predmétovou vétev. Ta projde skrze
predmét. Kinterferenci obou vétvi dojde za polopropustnym zrcadlem. Za nim se nachazi
Intenzita je na hologramu opét rozlozena dle rovnice 4. Diky interferovani dvou svételnych vin
pod Uhlem, budou ¢leny z rovnice 4 prostorové oddélené (viz obrazek 7 (b)).

i referenéni
l vétev

/

piedmétova vétev
detektor

(a) (b)

Obradzek 7 - Off-axis [16]
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Pro spravnou rekonstrukci obrazu je nutné potlacit slozky RO* a |0|? + |R|?. Toho Ize docilit

napftiklad prostorovym filtrovanim.

Uhel a uréuje rozte¢ interferenénich prouzkd vznikajicich interakci pfedmétové a referenéni

viny. S vétSim Uhlem se zmensuje vzdalenost prouzk( d dle vztahu 11.

A

—_ 11
sin (a)

Teoreticky jde béhem zaznamu zachytit i velmi tenké interferencni prouzky, pfi zaznamu na
Cip kamery s kone¢nou velikosti pixell vSak vyvstava omezeni dané Shannonovou podminkou.
Zjednodusené tikd, Ze maximalni frekvence zaznamenaného signdlu musi byt alespon dvakrat
mensi neZ frekvence, s jakou je signal zaznamenan. To znamena, Ze vzdalenost interferencnich
prouzkl musi byt alesponl dvakrat vétsi nez Sitka jednoho pixelu kamery Ax. Maximalni
hodnota Uhlu a tedy musi volena s ohledem na spravné vzorkovani interferenéniho vzoru dle
vztahu 12. Obecny popis problematiky spravného vzorkovani je popsan v kapitole Vzorkovani.

A
Amax ~ arcsin (m) 12
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2 Digitalni holografické mikroskopy

DigitdIni holograficka mikroskopie je v soucasné dobé, diky rychlému vyvoji zaznamovych a
vypocetnich technologii, schopna konkurovat a v jistych aspektech i pfekonat klasické optické
mikroskopy. Ty se na jednu stranu vyznacuji velkym rozliSenim, zvétSenim a vyslednou kvalitou
obrazu. Na strané druhé je s velkym zvétSenim spojeno mensi zorné pole, pro ostfeni do
rdznych rovin je zapotiebi mechanického pohybu soustavy a obecné jsou optické mikroskopy
komplexni a velmi presné vyrobena zafizeni. V oblastech, kde je zapotfebi zkoumat velké
mnozstvi ¢astic na vétsi ploSe, nebo dokonce v objemu, se svyhodou uplatni pouZiti
holografickych mikroskop(. Ty se vyznacuji velkym zornym polem pfi zachovani dostatecného
rozliSeni. Zaroven diky numerické rekonstrukci vysledného obrazu z hologramu je mozné ostfit
do jednotlivych rovin poskladanych nad sebou az pfi vypoctu. Z téchto obrazi Ize nasledné
slozit objemovy obrazec celé zkoumané oblasti a dale s nim pracovat. Odpada tak potreba
mechanického preostfovani.[17]

Komeréné dostupné DHM dosahuji rozliseni az v fadech desetin mikrometr( [18]. Tomu uZ
odpovidd cena. Zajimavé na DHM vsak je to, Ze kvalitnich vysledku Ize dosdahnout za zlomek
ceny. Napriklad studie [19] sestavila prototyp DHM, ktery pfi rozpoctu 250 USD dosahoval

rozliseni 17.5 um.

V nasledujicich podkapitolach budou predstaveny nékteré z moznosti vyuziti DHM pfi
vyzkumu. Nakonec budou zminény nékteré komeréni priklady dostupnych holografickych

mikroskopd.

2.1 Biologické aplikace

V ramci biologickych aplikaci ma DHM dalsi vyhodu. Bunééné vzorky jsou bézné transparentni
a pro zobrazeni je nutné pouziti markerd. V té chvili se metoda stava invazivni a dochazi
k poskozeni bunécéného vzorku. Naopak u holografickych metod neni transparentnost vzorku
prekazkou a lze je tak neinvazivné zkoumat. To znamend absenci fluorescen¢nich marker( ve
vzorku, dodrZzeni spravné teploty, umisténi ve vyZivovém roztoku a zdroven zamezeni

poskozeni prochazejicim zarenim.

Studie [3] se mimo jiné zabyva komplexnim sledovanim bunék ¢ervenych krvinek. Hologramy
byly zaznamenany v sestavé in-line. Kontinudlnim snimanim v ¢ase byl zaznamendan pohyb
v trojrozmérném prostoru i rlst bunék. Dosazené pricné a podélné rozliseni bylo 0.3
respektive 1 um. Na obrazku 8 jsou v bodech (a) aZ (d) nezaostfené fazové snimky ¢ervenych
krvinek, zachycené v danych ¢asovych okamzicich. V bodech (e) az (h) jsou stejné snimky po

aplikaci automaticky ostficiho algoritmu, ktery vyhodnocuje, v jaké vzdalenosti se objekt jevi
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nejvice zaostrfen. TeCkovany cCtverecek oznacuje oblast, kterd byla sledovana pro urceni

pohybu v horizontalni poloze.

Obrdzek 8 - Zdznam cervenych krvinek [3]

Na obrazku 9 je zobrazen vysledny trojrozmérny pohyb (k) sloZzeny ze sledovani ve vertikalni

(i) a horizontalni (j) polohy v case.
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Obrdzek 9 - Zdznam pohybu cervené krvinky [3]

Studie [20] pomoci DHM technik neinvazivné sledovala rlst a nasledné bunécné déleni vzorkd

kvasinek. Na obrazku 10 je zobrazen postupny rlst a déleni vzorku v Case.
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Obrdzek 10 - Bunécné déleni [20]

Porovnanim experimentalnich vysledk( mezi prototypem in-line DHM a komeréniho off-axis
DHM se zabyva studie [4]. Pomoci in-line sestavy byl zaznamenam hologram nadorové buriky
s ozna¢enim MDA-MB-231. Pomoci algoritmu rozbaleni faze byla extrahovana informace o fazi
daného objektu. Z ni byl nasledné rekonstruovan vyskovy profil bunék. Vyska byla v tomto
pfipadé odhadnuta na pfiblizné 1 pwm. Stejny vzorek byl poté zaznamendm pomoci
komercniho off-axis mikroskopu DHM Lynceetec. Vyskovy profil sestaveny po rekonstrukci
hologramu z komercéniho mikroskopu udaval vysku bunék pfiblizné 1.3 um. V ramci studie to
bylo vyhodnoceno jako vysledek podporujici vyuziti bez-objektivové in-line DHM pro
biomedicinské zobrazovaci systémy. Obrazek 11 zobrazuje vysSkovy profil bunky ziskany
rekonstrukci z hologramu zachyceného prototypem DHM. Obrdzek 12 ukazuje pro srovnani

ukazuje vySkovy profil ziskany pomoci komeréniho DHM.

Cell profile {,m)

120 pm

Obrdzek 11 - Vyskovy profil z experimentdiniho DHM [4]
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682.5 nm

-682.5nm

Obrdzek 12 - Vyskovy profil z komeréniho DHM [4]

2.2 Méreni Microlenses

Microlenses jsou malé cocky s primérem viadech stovek mikrometrd. V soucasnosti
nachazeji Siroké vyuZiti v oblasti optoelektroniky. Déli se na pevné a tekuté. Tekuté maji tu
vyhodu, Ze zménou tloustky dokdZzou ménit svoji ohniskovou vzdalenost. Pevné vyrdbéné
z polymerU se zase levné vyrabi. Tekuté nachdzi vyuZiti v biomediciné a displejich. Pevné slouzi
k soustfedéni svazkd do optickych vldken, jako ¢ocky v mobilnich fotoaparatech. Srovnané do
maticového pole zlepSuji Ucinnost sbéru svétla na cipy typu CCD nebo CMOS. Uplatnéni

zacinaji nachazet i ve fotovoltaice.

Pravé ke kontrole kvality téchto ¢ocek lze dle studii [21] a [22] vyuZit DHM. Experimentalni
sestava byla off-axis ve formé Mach-Zehnder interferometru. Po zachyceni hologramu byly
zkoumdny obrazy rozbalené faze. Z nich lIze pro kazdou ¢ocku urcit ohniskovou vzdalenost.
Ohniskové vzdalenosti mérenych ¢ocek se pohybovaly v fadech stovek mikrometrd. DalSimi

zkoumanymi parametry byly tvar povrchu ¢oc¢ky a pfitomné optické aberace.

Obrdzek 13 - Fdzovy obraz pole mikrococek [21]
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Jako ptiklad je na obrazku 13 uveden fazovy obraz pole mikrococek. Sipky sméfuji na ¢ocky

s nizkou kvalitou, ktera se projevi nedokonalym interferencnim obrazcem.

2.3 Dalsi aplikace
Na podobném principu jako je studovani bunécnych vzorktd funguje i méreni nezivych ¢astic.
Pomoci DHM je mozné méfit podélné i pficné rozmeéry optickych vldken.[4] Za poutZiti in-line
sestavy se podafilo lokalizovat jadra dvou optickych vldken, zachycenych na jednom
hologramu, v raznych vzdalenostech od kamery. Jejich poloha se v osové soutadnici liSila o cca

1 mm.

In-line DHM sestavu lze vyuzit i ke zkoumani neprahlednych vzorkd, jakymi jsou uhlikova
vldkna ve vodnim roztoku.[3] Po rekonstrukci obrazu se za pouziti binarniho prahu vyfiltrovaly
v kazdé roviné nezaostiené pixely. Ze zbylého objemového mracna bod( sloZzeného ze vsech
rovin se prolozenim pfimkami ziskaly aproximace polohy danych vidaken. Z rozméru pfimek
byla dopocitana jejich délka.

Posledni zajimavou aplikaci je studovani chovani microfluidics. O téch se hovofi v souvislosti
s chovanim kapalin v mikro rozmérech. Povrchové sily zde zacinaji pfevladat nad objemovymi.
Studovani proudéni v takovém prostredi je také mozné za pomoci DHM. Experiment vypada
nasledovné.[3] Kulicka o priméru 150 um je umisténa do milimetr Siroké nadrze. Ta je
naplnéna vodou, ve které volné pluji latexové kuli¢cky fadové mensich rozmérd, nez je kulicka
hlavni. Budou slouzit ke zobrazeni proudnic. Po spusténi pritoku vody skrze nadrz byla
zaznamendna série hologram(. Ty byly od sebe pixel po pixelu odecteny a tim se eliminovala
struktura pozadi a zachovala se informace o pohybujicich se objektech. Po rekonstrukci
hologramu bylo mozZné analyzovat rychlostni pole proudovych ¢ar okolo ustfedni kuli¢ky. Na
obrdzku 14 (a) je zobrazena rekonstrukce jednoho ze série hologramu, na obrazku 14 (b) je

simulovano vysledné rychlostni pole.

Zipm)

z 3% )
m
150 um An

(a) (b)
Obrdzek 14 - Analyza rychlostniho pole [3]
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2.4 Prehled komercnich mikroskopl

Holografické mikroskopy jsou na trhu nabizeny i s pfislusnym softwarem. VSechny sdili
spolecnou zakladni funkcionalitu, tou je off-axis usporddani. Umoznuji neinvazivni zkoumani
bunék, ¢asosbérné zaznamy slouzici k pozorovani rdstu a pohybu vzorkd nebo kvantitativni
fazové obrazy pro 3D zkoumani vzork(. Dostupné techniky najdou vyuziti napfiklad pfi
zkoumadni rGstu embryi, deformacnich stavi cervenych krvinek, diagndéze cukrovky nebo
zméné morfologie bunék v zavislosti na aplikaci 1éCiv. V tabulce niZe jsou srovnané tfi

dostupné mikroskopy a jejich hlavni parametry.

HoloMaonitor Holmarc Nanolive
typ M4 HO-DHM-UTO1 3D Cell Explorer
pfiéné rozlifeni [um] 1 1 0.2
podélné rozliZeni [um] - 0.05 0.4
zorné pole [um] 50*50 185*124 85%85
vinova délka [nm)] 635 650 520
cena [5] - 16.667 -

Tabulka 1 - Srovndni DHM
Ptistroj firmy HoloMonitor slouZi pfedevsim pro dlouhodobou neinvazivni analyzu bunéénych
kultur pfimo ve spojeni s inkubatorem. K osvétleni vzorku pouZivd nizko vykonny laser
s intenzitou zafeni 2 mW /cm?. Vzorek diky tomu neni negativné ovlivnén prochazejicim
zarenim. Automaticky sbird udaje o morfologii a pohybu jednotlivych bunék v realném case.
Z obrazku je patrné, Ze stavba DHM vychazi z off — axis sestavy. Laserovy svazek z diody se
pomoci polopropustnych zrcadel nejdfive rozdéli na dvé samostatné vétvé a pred zaznamem
na senzor je polopropustnym zrcadlem opét sloucen do jednoho. Sestava je navrzena tak, aby
se pro zkoumani bunéénych vzorkd daly pouzit standardizované kultivacni misky (35 mm

Petriho miska) a kultivacni nékolika jamkové desticky (6, 24 a 96 jamkové).

Rovnobéiny svazek

Ve Predmétovy svazek 2
o T— — % P =
‘x& 5 ’ [ 6—3
. ' s |
Laser dioda Vioiak e ‘
P \ Rozptyleny svazek
e
e
d Objektiv
= !
Referanéni svazek *
Senzor Hologram

Obradzek 15 - Schéma HoloMonitor M4 [23]
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Pfistroj firmy Nanolive je také navrien ve formé off-axis sestavy. Mezi digitalnimi
holografickymi mikroskopy vynikd diky dosazeni rozliSeni v fadu stovek nanometrd. Toho
dosahuje pomoci specidlniho zaznamu vice hologram(. Hologramy se zaznamenavaji z
rdznych smérd osvétleni na roviné vzorku a pozoruji se tomografické zmény vzorku. Na miru
vytvoreny algoritmus vyuzivajici realistické inverzni filtrovani zarucuje detailni rekonstrukci
komplexniho pole.[24] Na obrazku 16 je zobrazena rekonstrukce organely mitochondrie,

v misté zvyraznénych ¢ar byla zmérena tloustka kanalk( priimérné 220 nm.

Obrdzek 16 - Mitochondrie [25]
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3 Rekonstrukce obrazu

V této kapitole bude popsan matematicky aparat, vyuZivany pfi vypocetnich operacich
s hologramy. Postupné bude uvedeny vinovy model svétla, nastroje fazorové aritmetiky,
feSeni Helmholtzovy rovnice a popis zaznamenané intenzity svétla v podobé hologramu.
Nasledné bude popsdn princip vypoCtu propagace svétla, vramci kterého se vyuZije
konvolu¢niho teorému a operaci ve frekvenénim spektru diky Fourierovym transformacim.
Bude popsana metoda uhlového spektra, Rayleigh-Sommerfelddv difrakéni integral a jeho
aproximace, jmenovité Fresnelova a Fraunhoferova. Dalsi podkapitola bude vénovana vlastni
diskretizaci numerickych vypoctud. V rdmci DHM se rekonstruuje digitalni holograficky zaznam,
jehoz diskretizace probiha z principu jiz pfi samotném zaznamu na kameru. Bude obecné
popsdna problematika vzorkovani a nastinéna podoba diskrétni Fourierovy transformace. Na
zavér kapitoly budou nastinény slozZitéjsi algoritmy, které resi nékteré z probléma vznikajicich
pfi numerické rekonstrukci obrazu. Mezi danou problematiku patfi rfeSeni algoritm( pro
rozbalovani faze, algoritmy pro potlaceni zdvojeného obrazu pfi in-line sestavé nebo
algoritmus pro zvétSeni obrazu pomoci Fresnel-Bluesteinovy transformace. Pokud nebude

v textu uvedeno jinak, vychazi tato kapitola ze zdroje [26].

3.1 VInovy model svétla

Obecné existuji tfi zakladni modely chovani svétla. Nejjednodussi paprskovy, ve kterém
cestuje svétlo po pfimkach, v prostfedi, jehoz rozméry jsou nékolika fradové vétsi nez vinova
délka svétla. SlozitéjSi je model vinovy, ve kterém se svétlo Sifi konecCnou rychlosti a je
povazovano za elektromagnetické vinéni. Chovani svétla je zkoumano v prostifedi rozmérové
je svétlo uvazovano jako soubor malych kvant energie v podobé foton(l. Je zaloZzen na

poznatcich z kvantové fyziky a pro potreby holografie v této praci se jim neni potfeba zabyvat.

Zjednodusené lze fict, Ze vinovy model predpokladd pro kazdy bod v prostoru néjakou
hodnotu, napfiklad amplitudu. Jednotlivé body jsou navzajem provazany a nazyvaji se pole.
Hodnota daného bodu se méni v ¢ase t a je oznacena u(r,t). Vektor r znaci polohu bodu
v prostoru. DalSim predpokladem vinového modelu je zména hodnoty u v zavislosti na chovani
bodu oznaceného jako zdroj. Informace o zméné prichdazejici ze zdroje cestuje prostorem o
koneénou rychlosti c¢. Pokud zdroj vykazuje periodické chovani, které lze popsat funkci

cos (wt), pak se bude hodnota kazdého bodu pole ménit dle vztahu 13.

rroslo(e=2)
u(r,t) = —cos|w|t——

7| c

13
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Zde A je amplituda pole v dané vzdalenosti od zdroje a w je Uhlova frekvence oscilaci zdroje.
Clen w %je nazyvan fazi. Klasickou analogii pro popsani periodického chovani pole v zavislosti
na chovani zdroje jsou viny na hladiné, vzniklé pfi vhozeni kamene do vody. Misto, kam dopadl
kamen, reprezentuje oscilujici zdroj, od kterého se do vSech stran rovnomérné Sifi viny
v podobé kruzZnic. Periodicky se stfidaji viny s kladnou a zdpornou vychylkou. Jednotlivé
kruZnice reprezentuji body s konstantni fazi a nazyvaji se vinoplochy. Maji tvar kruznic proto,
Ze se v tomto pripadé jednd o bodovy zdroj a vinéni je v tom pfipadé nazyvano sférickym.

Tato vinova podstata svétla, naznacujici Ze svétlo se chova jako propojené body néjakého pole,
byla dlouhou dobu nezndmda. Ze projevy svétla jsou specidlnim chovanim

elektromagnetického pole bylo dokadzano az diky Maxwellovym rovnicim.

Elektromagnetické pole je v kazdém bodé v prostoru popsano dvéma vektorovymi velicinami.
Intenzitou elektrického pole E a intenzitou magnetického pole H. Tyto velidiny jsou spolu

svazany Ctvefici Maxwellovych rovnic. Ve vektorové formé vypadaji nasledovné.

OouH
VXE=—L 14

ot

JeE
VXH=—— 15

Jt
V-eE=0 16
V-uH =20 17

Vektorové operatory V X a V- zde znadi rotaci a divergenci. Symboly € a u reprezentuji
elektrickou permitivitu, respektive magnetickou permeabilitu prostfedi. Naslednou Upravou
téchto rovnic lze odvodit vinovou rovnici, kterd znaci spojitost mezi zjednodusenym vinovym

modelem svétla a elektromagnetickym vinénim. V textu se z ni bude nadale vychazet.

NejdFive je na rovnici 14 opét aplikovan operator rotace.

OouH
Vx(VxE)z—Vx(L> 18
Jat
Ta prejde po Upravé do tvaru 19.
ouH
V-(V-E)—V2E=—V><<—gt> 19

Po dosazeni z rovnice 16 a uvazovani homogenniho a nedisperzniho prostredi, spolecné

s konstantnimi € a y, je ziskan tvar 20.

0
V2E = ua(VxH) 20
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Po dosazeni z rovnice 15 je ziskan vztah 21
2
E
V2E — et— =0 21
Ko

PFi splnéni podminky Ze okoli je nemagnetické a permeabilita je rovna permeabilité vakua u,,

Ize definovat rychlost svétla ve vakuu c a index lomu n.

22

n= |[— 23

Po dosazeni je ziskan finalni vztah 24.

2 52
vp- “YE_ 24
c? ot?
V kartézském souradnicovém systému Ize vztah 24 rozepsat do tfi skaldrnich sloZek pro kazdy
smér. Priklad pro smér x je v rovnici 25. Pro zbylé dva sméry dojde v zdpisu k analogické zméné
indexda.
2 2 2 2 72
6Ex+(')Ex+6Ex_n_6Ex:0 25
dx?  dy?  0z%? c? 0t?

Kazda ze skalarnich rovnic ma tedy stejnou strukturu v podobé rovnice 26.

2
10 u(x,t)=0 26

2
Veu(x, t) —; 5¢2

Clen u(x, t) je skalarni funkci pozice x v prostoru a ¢ase t. Podil rychlosti svétla a indexu lomu
znaci rychlost vinéni v daném prostredi v. Pfi uvazovani vakua, kde platin = 1, prejde rychlost
v zpét na c. Rovnice 26 je tedy oznadena jako vinova rovnice a dava do spojitosti vinovy model
svétla s elektromagnetickym vinénim. Je dllezité mit na paméti, sjakymi predpoklady

odvozeni probéhlo.

3.2 Fazorova aritmetika

Bylo predstaveno, jak Ize pro popis harmonického vinéni v prostoru pouzit vzorec s kosinovou

funkci. Pro pfipominku jeho lehce upravena podoba 27.

u(x,t) = Acos(wt — ¢p(x)) 27
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Faze viny je popsana funkci ¢(x). Pro matematické operace v nasledujicim textu je vsak
mnohem vyhodnéjsi pouzivat namisto kosinové formy formu exponencidlni. Operace
vyuZivajici nasobeni exponencidl namisto s¢itani argumentu uvnitf kosinové funkce spadaji do
fazorové aritmetiky. K prevodu kosinu na exponencidlu bude vyuZito Eulerova vzorce 28, ktery

svazuje exponencidlni a goniometrické funkce prostfednictvim komplexni roviny.

exp (Jo) = cos(g) + jsin(p) 28

Rovnice 27 tak mUzZe byt prepsana do nasledujici podoby, kde kosinova funkce je rovna realné

sloZzce komplexni exponencialy.

u(x, t) = Re{Aexp{j(wt — ¢p(x))}} 29

Znak j symbolizuje imaginarni jednotku (j> = —1). Vyhoda takového zapisu vyjde najevo

napftiklad pfi scitani pfispévkd od nékolika svételnych zdroja.

Usuma(6.6) = ) w0 = )" Aicos(wt — ¢,(x)) 50
suma(.8) = ) Re{Aiexpli(ot — ,(x))}) 31
Usuma(%.8) = ) Re{Aexpljot)exp (~jb,(x)}) 32
Usuma (%, ) = Re {exp ot} ) Aexp {—jqbi(x)}} 33

Suma v rovnici 33 se nazyva fazor nebo komplexni amplituda.
Usuma(x) = z Ajexp {_]¢l(x)} 34
i

Tato veli¢ina v sobé nese informaci jak o amplitudé, tak fazi vinéni, v tomto pfipadé svétla.

Protoze kosinus je suda funkce, plati rovnost 35.

cos(wt — ¢;(x)) = cos(¢;(x) — wt) 35
Rovnice 33 je tak ekvivalentni rovnici 36.

usuma (xl t) = Re{exp {_jwt}Usuma (x)} 36

Kde plati 37.

Usuma (x) = Z Ajexp {]¢l(x)} 37
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Fazorova aritmetika umozniuje pomoci komplexni amplitudy U popsat jakoukoliv kombinaci
pohyb(l svétla v prostoru. Po definici veli¢in vinova délka svétla A a vinové Cislo k, je mozné

prepsat rovnici sférické viny 13, do tvaru komplexni amplitudy 40.

C
A=2m— 38

w

2T
k= —— 39

A

A

U(x) = ——exp{jklx — s| + ¢} 40

|x — s|

Kde s znaci polohu bodového zdroje sférické viny. Popis rovinné viny pomoci komplexni

amplitudy vypada nasledovné.
U(x) = Aexp{jk(x-n) + ¢} 41

Z komplexni amplitudy U lze extrahovat informace o fazi ¢ a amplitudé A svétla
prostfednictvim nasledujicich vztahU. Ziskani presné hodnoty faze vsak neni v ramci digitalni
holografie trividlni problém a bude diskutovan v pozdéjsi kapitole. Symbol U* znacdi komplexné

sdruzeny clen.

A= |U|l=~UU* 42
¢ = arg(U) = arctan (g:gg) 43

Ze znalosti amplitudy svétla lze urcit intenzitu svétla /. Ta mlZe byt vypocitana dle

zjednoduseného vztahu 44.
1= A2 =UU" 44

Diky tomuto a dalSim vySe uvedenym vztahlm je nyni mozné odvodit rovnici 4, pro

pfipomenuti znovu uvedenou.
Iy = 10]* + |R|* + OR* + RO* 4

Udav4, z jakych clenl se sklada vyslednd intenzita v roviné hologramu, potaimo kterymi
slozkami je tvorfen vysledny obraz. Detektor je osvicen referenéni a predmétovou vinou.
R respektive O znaci komplexni amplitudy téchto vin. Detektor tedy zaznamena slozenou
intenzitu dopadajiciho svétla R + O. V analogii se vztahem 44 je intenzita hologramu v bodé x

ddna nasledovné.
1(x) = [0(x) + R@][0(x) + R(®)]* 45

I(x)=0(x)0(x)*+ R(X)R(x)* + O(x)R(x)" + R(x)0(x)* 46
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Pokud se ¢leny komplexné sdruzené ¢leny O(x) a O(x)* rozepiSou v podobé komplexnich
amplitud,

0(x) = Ap(x)exp{jp(x)} 47

0(x)" = Ag(x)exp{—jp(x)} 48

je patrné, jejich z jejich vzajemného soucinu vzejde kvadrat jejich amplitud, ve vzorci 4 znaceny

jako kvadrat absolutni hodnoty komplexniho &isla |0]2.

0(x)0(x)" = Ap(x)exp{jp(x)} - Ap(x)exp{—jp(x)} 49
0(x)0(x)* = Ap(x) - Ap(x) - 1 = Ap(x)* = |0(X)|? 50
Analogicky vypocet plati pro komplexné sdruzeny ¢len referencni viny.

3.3 Helmholtzova rovnice
Pro zdznam hologramu se pouzivd monochromatické svétlo. Tim je mysleno svétlo, jehoz zdroj

kmita jednou konstantni frekvenci f = Zn/w_ Diky tomuto predpokladu staci hledat pouze
harmonicka feseni u(x, t) vinové rovnice 26. Tato feSeni lze hledat skrze feseni Helmholtzovy
rovnice. Jedna se o linearni diferencidlni rovnici druhého fadu, kterd ma v obecném tvaru

vypadd nasledovné.
VZf(x) + C*f(x) = 0 51

Kde f(x) je hledané feSeni a C je néjakd konstanta. Pti aplikovani Helmholtzovy rovnice na
vinéni je touto konstantou vinové Cislo k. Propojeni Helmholtzovy a vinové rovnice bude

nastinéno v nasledujicim odvozeni. [27][28] Hledané feSeni vinové rovnice ma tvar 52.
u(x,t) = Re{exp {—jowt}U(x)} 52

Derivovanim dvakrat podle ¢asu da vztahy 53 a 55.

du(x,t
% = —jwexp {—jwt}U(x) 23
0%u(x,t) ] ]
BT R (—jw)*exp {—jwt}U(x) >4
0%u(x, t) )
iz = —w?exp {—jwt}U(x) 55

Nyni po dosazeni vyrazd 52 a 55 do plvodniho vztahu pro vinovou rovnici 26, za predpokladu

indexu lomun =1,

VZexp {—jot}U(x) — ciz (—w?exp {—jwt}U(x)) = 0 56
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N2
VZ exp{—jwt} U(x) + (?) exp {—jwt}U(x) =0 57

ViU(x) + (k)?U(x) =0 58

bude rovnice 58 ve tvaru Helmholtzovy rovnice 51. Komplexni amplituda U(x), ktera je

feSenim Helmholtzovy rovnice, ma napfiklad tvar rovinné 41 nebo sférické 40 viny.

3.4 Propagace sveétla

Propagaci svétla je moziné nazyvat proces, pfi kterém se informace o amplitudé a fazi
svételného vinéni ve zkoumaném bodé v prostoru zjisti v zavislosti na hodnoté amplitudy a
faze daného vinéni v néjakém zndmém bodé v prostoru. Pfenesené se tedy jedna o problém
vypoctu hodnoty fazoru v roviné z = z, za predpokladu, Zze zname hodnotu fazoru v roviné
z = L. Zndmym fazorem je tim padem hologram zachyceny na zdznamové zafizeni ve
vzdalenosti L od zdroje sférické viny. Hledanym fdzorem je rekonstruovany obraz zaostreny ve
vzddlenosti z, od zdroje. Z vypocteného fazoru se prostirednictvim vztahl 42 nebo 43 ziskd
bud'amplitudovy nebo fazovy rekonstruovany obraz. Pro Uplnost je nutné dodat, Ze na kameru
neni zachycena rovnou komplexni amplituda hologramu, ale pouze intenzita v podobé
Sedoténové masky. Komplexni amplituda hologramu se ziskd az po jeho vyndsobeni
simulovanym fazorem sférické viny. Samotné vypoclty propagace svétla vedou na
matematickou operaci zvanou konvoluce. Ta je v rdmci optimalizace vypoctu pocitdna ve

frekvenéni oblasti.

Pro nazornost a definovani souradnych systému v rovinach hologramu a rekonstruovaného
obrazu je uveden obrazek 17.

Rovina rekonstrukce - Obraz Rovina zaznamu - Hologram

¥
zdroj sféricke X
vinoplochy VA [/’
@—>------ : O T EET
Zy :

A
Y

Obrdzek 17 - Definice sourfadnych systému
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3.4.1 Metoda uUhlového spektra
V uvodu kapitoly bylo pfedestfeno, Ze pfi znalosti komplexni amplitudy v jedné roviné je
mozné vypocitat hodnoty komplexni amplitudy v jiné zvolené roviné. V nasledujicim odvozeni
bude naznaceno, Ze pti definici komplexni amplitudy v jedné roviné bude teoreticky hodnota
komplexnich amplitud ve vSech dalSich rovinach uz fixné uréend. Vysledek odvozeni bude

zaroven metodou vypoctu propagace svétla pomoci Uhlového spektra.

Na zacatku bude definovan fazor svétla v prostoru jako linedrni kombinace rovinnych vin.

U(x) = L/T(n)exp (jZTEn - x) dn 59

Zde A(n) je amplituda rovinné viny se smérem Sifeni n. Integruje se pfes viechny tfi slozky
smeéru v prostoru n = (ny, n,,n,) stim, zZe velikost vektoru n je rovna jedné. Pro z = 0 plati

dvojny integral 60,

© 2
U(x,y,0) = ff A(ny,ny)exp (]771 (nex + nyy)> dn,dn, 60

kde

_ A(n ronz(n,n, /1—n2—n2)
A(nx’ny): (mp x My X y 61

0 pokud nz +nj > 1

Po definovani

fx = 7 62
n
_ Ty
y = 7 63
A(fx fy) = A(fx/lf fyl) = A(nx' le) 64
lze zapsat upraveny vztah 60 v podobé 65.
0G0 = || A fexn (2 + f))dfedsy 65

Nasledné je pro dalsi potfeby textu definovana dvourozmérna Fourierova transformace F(g)

komplexni funkce g, a inverzni Fourierova transformace F~1(G).

FloGu ) = 6Uufy) = || gtuy)exp (~j2nth + fuy)dxdy 66

FHGG )} = 9G = || 6 p) exp (j2nthx + )i 67
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Fourierova transformace je jednou z matematickych transformaci. Slouzi k pfevodu funkci
zavislych na ¢asové nebo prostorové proménné na funkce zavislé na prostorové nebo Casové
frekvenci. Transformace funkci probihd ztzv. ¢asové (prostorové) oblasti do frekvenéni
oblasti, kterézto pojmy budou v textu dale pouZzivany.

Porovnanim vtah( 65 a 66 je patrné, Ze Fourierova transformace komplexni amplitudy U je
rovna funkci A(fx, fy).

A(fufy) = F{U(x,y,0)} 68

Funkce A(fx,fy) je nazyvana uhlové spektrum a rozloZeni U(x,y, 0) do fady rovinnych vin se
nazyva rozklad uhlového spektra. Nyni uZ je moiné presnéji popsat vztah mezi fazory

vrovinach z =L az = zy. Rozdil téchto vzdalenosti je Az = zy — L.

@ 2
Um0 = || Afaf)en (15 Grox + nyy +n,02)) df.df 69

« 2
= | Gk p) xexp (1502 [1 = 2202 = 22f7 ) exp (j2m(fox + fum)dfedsy 70

UEm ) = Ak exp (1502 [1 - 2242 = 227 71

Navic po dosazeni vztahu 71

U n7) = FHFUGy, e (5 bz ) 72

je vztah 72 nazyvan propagace uhlového spektra. Potvrzuje pfedpoklad z tvodu podkapitoly.
Pfi definovaném fazoru v roviné z = L, je fazor v libovolné zvolené roviné z = z, pfimo urcen

rovnici 72.

3.4.2 Rayleigh-Sommerfeld(iv difrakcéni integral

V predeslé podkapitole byla propagace svétla odvozena v podobé propagace uhlového
spektra. Fakticky se jednd o zpétnou propagaci svétla Cili rozptyl svétla je pocitan ve sméru
kde svétlo konverguje zpatky do zdroje sférické viny. V této kapitole bude odvozeno, jak lze
vypocCet propagace provést pomoci konvoluce. Nejdfive bude definovana dvourozmérna

konvoluce funkci g(x,y) a h(x,y), kdy funkce h se nazyva konvoluéni jadro.

9(,9) ® h(x,y) = f f 9(E Mh(x — &y — n)dédy 73

Dle konvoluc¢niho teorému lze slozity algoritmus vypoctu konvoluce obejit pomoci Fourierovy

transformace. Konvoluci dvou funkci pfevedenou do frekvenéni oblasti, je mozné identicky
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zaménit za jednoduchy soucin samostatnych Fourierovych transformaci danych funkci. Plati
tedy vztah 74.

Flg(x,y) @ h(x,y)} = Flg(x,y)} - F{h(x,¥)} 74
V tom pfipadé Ize propagaci uhlového spektra 72, prepsat do nové podoby 75.
U(f; n, ZO) = U(x,% L) ® KRS(x' Y AZ) 75
Funkce Krs(x,y,Az) se nazyva Rayleigh-Sommerfeldovo konvolucni jadro. Je definovana
nasledovné
— -1 2T A2f2 — J2f2 76
KRS(x,Y;Z)—T exp ]72 1- fx - fy
1 0 exp (jkr)
K » ) e 77
rs(x,Y,2) om0z -
1 1\ exp (jkr) z
K » :__(.k__)—— 78
rs(X%,Y,2) o J - - -

kde k je jiz zminéné vinové Cislo a r je definované ndasledovné:

r= \x2+y2+2z2 79

Dosazenim vztahu 78 do 75 je definovan Rayleigh-Sommerfeldiv difrakéni integral

U(E,n,20) = —%ﬂ: U(x,y,L) (jk—%)wﬁ

01

dxdy 80

To1 To1

kde

o1 = VE =02+ (= ¥)? + (2 — L)? 81
Tento integral bude dale pouzit pfi odvozovani Fresnelovy aproximace. Tvar vyuzivajici
konvoluce ve frekvenéni oblasti, ktery je zaroven vyuZit k redlnému vypoctu v praktické casti
této prace, ma po zkombinovani 74, 75 a 78 nasledujici tvar. Aplikuje tfi Fourierovy
transformace, z toho jednu inverzni. Proto je o ném pozdéji v textu referovano jako o 3fft.
UG n20) =7 {T{U(x, v, 1) {-%(}'k -2 Mf}}

To1

82
To1 To1

Vlastnosti metod propagace svétla zaloZzenych na konvoluénim principu je takzvané unitarni
zvétseni. Jednd se o pevné svazani velikosti pixeld roviny zdznamové a roviny

rekonstruované.[10][16] Velikost pixelu v rekonstruovaném obraze A¢ je rovna velikosti pixelu
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hologramu Ax, kterd je dand pouZitou kamerou, viz vztah 83. Redlny projev této vlastnosti

bude diskutovan v praktické ¢asti prace.
Ax = AE 83

3.4.3 Fresnelova aproximace
V nékterych pripadech mlze byt vyhodnéjsi vyuzit namisto vypoctu Rayleigh-Sommerfeldova
difrakéniho integralu jeho aproximovanou podobu. Pro delsi propagacni vzdalenosti Az je
vyhodnéjsi volit vypocet pomoci Fresnelovy aproximace. Pfredpoklady pro dalsi odvozeni je
prostorové omezeni fazoru v zdznamové roviné (limitovano konstantou a — rozmér senzoru
kamery)a Az > a > A.

U(x,y,L) = 0prox?+y? > a? 84

Po dodrzZeni téchto predpokladi Ize zanedbat ¢len — 1/r01 z vyjadreni 80. ProtoZe x a y jsou
velmi malé v porovnani se Az, mize byt ve jmenovateli zaménéno ry; = Az. Tato zdména viak
nemUzZe byt pouZita uvnitf exponencidly, jelikoZz zde je ¢len ry; ndsoben velkym cCislem k.
Zameéna tedy bude provedena pomoci prvnich dvou ¢lent Taylorova rozvoje v zapisu 85.

(f—x)2+(77_3’)2 85
2Az

To1 = Az +

Po substituci aproximaci zpatky do Rayleigh-Sommerfeldova difrakéniho integralu, je ziskan

upraveny konvoluéni vztah 87.

86

E-x)2*+m- y)2>l dxdy

1 © .
U(&,n, zy) = mjf_oo U(x,y, L)exp l]k <Az + e

ikAz) ([ — )2+ () — y)?
= %Az@jf_w U(x,y,L)exp ljk <Az+ ¢=x) 2-|A-z(n 2 )l dxdy 87

Ten je nasledné moziné prepsat do podoby Fresnelova difrakéniho integralu 88.

_exp(jkAz) L&+ n?
U(fﬂl'zo)— ]/1AZ exp ]k 2Az *

” L xt+y? __x§+ym
*ﬂ_w U(x,y,L)exp <]k Ty >exp (—]2nw>dxdy

88

Definovanim frekvenénich proménnych f, = f//mz af,= n/AAz Ize odvodit tvar Fresnelovy

aproximace 89.

exp(jkAz) &+ n? o x? +y?
U(,n, zy) [ exp | jk Ay FiU(x,y,L)exp| jk S Aa
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Ze vtahu vyse plyne, Ze Fresnelovou aproximaci Ize vypocitat propagaci svétla pouze pomoci
jedné Fourierovy transformace. Dalo by se ukdazat, Ze Fresnelovu aproximaci lze zapsat i
v podobé konvoluce v prostorové oblasti algoritmem tfi Fourierovych transformaci,
vynasobenim Fresnelovou transformacni funkci ve frekvencni oblasti algoritmem dvou
Fourierovych transformaci. Matematicky jsou sice dané zapisy ekvivalentni, ale diskretizace
pritomna pfi numerickém vypoctu zpusobi, Ze dané zplisoby vypoctu budou mit jiné vlastnosti.
Vypocet s jednou Fourierovou transformaci napfiklad svazuje velikosti pixell v rekonstrukéni

a zaznamové roviné jinou vazbou nez pfi konvoluénim vypoctu 83.[16]

Ag:& 90

NAx
Kde Az je propagacni vzdalenost a N pocet vzorkd.

Aby vypocet Fresnelovou aproximaci pocital pfesné vysledky, musi byt chyba aproximace
Taylorova rozvoje velmi mald. To vnasi do vypoctu podminku na minimalni propagacni
vzddlenost Az. [16] Podminka zdroven pocitd s prostorovym omezenim proménnych x, y, £,

na malé hodnoty viz rovnice 84.

Az? >>—[(€—x)2+(n y)?]? 91

3.4.4 Fraunhoferova aproximace
Vypocetni algoritmus se da jeSté vice zjednodusit, pokud se svétlo propaguje do velkych

vzdalenosti. Pokud pro vzdalenost plati nasledujici
Az » k(x? +y?) 92

je mozné zanedbat exponencidlu, vztahujici se k roviné hologramu, ve vztahu 88.

exp(jkAz) &%+
U, z0) = Texp ]kW *
93
ff U(x,y,L)exp (—]27‘[ xS yn) dxdy
AA
exp(jkAz) &+ n?
U(&,1m,2) —Texp ]kW F{Ux,y,L)} 94

Vztah vySe se nazyva Fraunhoferova aproximace. Lze s nim pocitat pouze pfi velkych

propagacnich vzdalenostech a vrekonstrukci redlnych hologram( tak nenajde mnoho
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uplatnéni. Kvlli malé vypocetni narocnosti se ale pouzivd vramci pocitaCem generované

holografie. Naptiklad k tvorbé simulovanych holografickych stereograma.

3.5 Diskretizace pro numerické vypocty
Pro numerické vypolty propagace svétla je nutné nahradit spojité modely vypoctu za
diskrétni. Pri holografickych vypoctech je spojitda proménnd vzdalenost nahrazena diskrétni
vzdalenosti. Vstupniinformaci pro cely vypocet rekonstrukce je jiz diskrétni holograficky obraz
zachyceny v roviné xy. Jeho diskretizace vznika jiz pfi zaznamu na digitalni kameru. Zde je
obraz zachycen na senzor konecnych rozmérti M X N, danych kone¢nym poctem pixelim X n
fixni velikosti pixell Ax a Ay. Velikost pixelu se nazyva vzorkovaci vzdalenost a odvozuje se

z ni velikost vzorkovaci frekvence.

Béhem diskretizace dochazi k aproximaci neurcitych integral(i na urcité a poté jejich ndhrada
za koneéné sumace. Timto postupem je aproximovana i Fourierova transformace na diskrétni
Fourierovu transformaci, kterd je efektivné pocitana pomoci algoritmi rychlé Fourierovy
transformace. Pfechod ze spojitych proménnych na diskrétni ptinasi do vypoctu jisté prekazky,
ale pfi spravném zachazeni Ize dosahnout vysledk( ocekavanych od feseni spojitych funkci.
V ramci digitalni holografie je nutné sledovat korektni vzorkovani, optimalni zatizeni paméti a
s tim souvisejici vypocetni ¢as, na ktery jsou kladeny naroky napfiklad pfi dynamickém

sledovani vzorku.

3.5.1 Vzorkovani

Predpokladem pro spravnou numerickou rekonstrukci obrazu je, Ze spojité funkce, figurujici v
propagaci svétla, lze spravné vzorkovat. Vzorkovanim se rozumi prevod spojité funkéni
zavislosti na posloupnost diskrétnich hodnot. Problematiku vzorkovani je mozné pfiblizit na
prikladu 1D sinusového signdlu. Spojity signal pfivadény na vstup do ¢teciho zafizeni je nutné
zaznamenat pomoci posloupnosti vzork(. Signal je zaznamendvan po dobu t = 1s a ma
maximalni frekvenci f,,,, = 10 Hz. Ve ¢tecim zafizeni je tento pribéh zaznamenan kone¢nym
poctem vzork(. Pocet vzork( na jednu zdznamovou periodu bude reprezentovan vzorkovaci
frekvenci f;. Jeji pfevracend hodnota v tomto pfipadé symbolizuje ¢asovy krok, se kterym byly
vzorky zaznamendny, tzv. vzorkovaci perioda. Cim vice vzork(l bude, tim presnéji bude
zaznamenany diskrétni signal kopirovat spojity vstupni signal. Na druhou stranu, zbytecné
velky pocet vzorkd klade vétsi naroky na pamét zaznamového zafizeni a ¢asovou narocnost
naslednych vypoctd. Pfi zbytecné vysoké vzorkovaci frekvenci se hovofi o prevzorkovani.
Pokud je vsak vzork(li zaznamenano pfiliS malo, neni mozné dostatecné presné kopirovat
pGvodni spojity prlbéh. Rekonstruovany prlbéh z mala vzorkd ma jinou frekvenci nez
plvodni. Tato chyba vznikajici pfi tzv. podvzorkovani se nazyva aliasing. Frekvence této chybné

rekonstrukce je ddna vztahem 95, kde ¢ = 1,2, .. .[29]
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fo = Ifmax - Cfsl 95

Vypocetné vyhodné tedy je mit vzorkovaci frekvenci co nejblize moznému spodnimu limitu. K
uréeni spravné vzorkovaci frekvence se v obecné teorii zpracovani signalu pouziva
Shannonova podminka 96.[29][30]

f;>2*fmax 96

Spravna vzorkovaci frekvence, pfi které nedojde ke ztraté informace o zaznamenavaném
signalu, musi byt minimalné dvakrat vétsi nez maximalni frekvence obsazena v daném signalu.
Nazornd ukdzka vzorkovani sinusoidy o frekvenci 10 Hz z odstavce vyse je na ndsledujicich
obrdzcich. Modry priibéh je spojity sinusovy signal, cervené body reprezentuji zaznamenané
vzorky a ptipadny zeleny prlibéh symbolizuje chybné zaznamenany pribéh — aliasing. Na
prvnich dvou obrazcich je pouzitd vzorkovaci frekvence nizsi, néz by méla dle kritéria 96 byt.
Dava tak vzniknout aliasingu s frekvenci dle vztahu 96. Na poslednim obrdazku je jiz korektné
vzorkovand sinusoida, diky vzorkovaci frekvenci vice néZz dvojnasobné oproti frekvenci
plavodniho signdlu.

SIGNAL (time scale in seconds)
Signal frequ. (Hz) = 10.0 Alias frequ. (Hz) = 4.0 Sampling frequ. (Hz) = 6.0

.~

-~
S

Obrdzek 18 - Chybné vzorkovdni 1 [29]

SIGNAL (time scalo in seconds)
Signal frequ. (Hz) = 10.0 Alias frequ. (Hz) = Sampllng frequ. (Hz)=11.0
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Obrdzek 19 - Chybné vzorkovdni 2 [29]
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SIGNAL (time scale in seconds)
Signal frequ. (Hz) = 10.0 Alias frequ. (Hz)= - Sampling frequ. (Hz)= 22.0

M\”\ﬂ\
| M/V
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Obradzek 20 - Korektni vzorkovadni [29]
V pripadé zaznamu hologramu na Cip kamery je vzorkovaci frekvence pevné dana. Vzorkovaci
perioda je symbolizovana Sitkou pixelu kamery Ax (pfipadné i Ay, neni-li pixel ¢tvercovy).
Vzorkovaci frekvence je pak dana vztahem 97. A zdroven udava hodnotu maximalni mozné

zaznamenatelné frekvence 98.

1
- — 97

fs Ax
fmax < m 98

PFi vypocltech propagace svétla je vyhodné uvaZovat, Ze dochazi ke vzorkovani konecné
velikych signal(. Informace v roviné zdaznamu hologramu se nachazi oblasti omezené
body X;min < X < Xjmax @ Ymin <V < Ymax- Poté Ize napfiklad pro Rayleigh-Sommerfeldovo
konvolu¢ni jddro uvazovat jeho lokalni frekvence na omezeném rozsahu. Témto maximalnim
lokalnim frekvencim bude ndleZet dosazitelnéjsi vzorkovaci perioda Ax, se kterou bude obraz
korektné vzorkovan, nez by tomu bylo pfi uvaZzovani maximalni neomezené globalni frekvence
daného konvolucniho jadra. Diky této vlastnosti se pak jednotliva konvoluéni jadra vice hodi

bud pro delsi nebo kratsi rekonstrukéni vzdalenosti.

Pti rekonstrukci redlnych hologram( je vzorkovaci frekvence dana fyzickymi rozméry cipu
kamery, a navic limitovana i dalSimi faktory souvisejicimi s numerickym vypoctem.
Nepresnému vzorkovani se tak nedad zabrdnit a je nutné fesit jeho nasledky, napfiklad
v podobé aliasingu. Jednou z mozZnosti je aplikace filtru dolni propust na jadro konvoluéniho
kernelu, a vzorkovani provést az nasledné pro nizsi maximalni frekvence. Musi se vSak pocitat

s tim, Ze dojde k fyzické zméné obrazu, naptiklad poklesu ostrosti.

3.5.2 Diskrétni Fourierova transformace

Obecné je linearni diskrétni konvoluce dvou 2D signdlt a[m,n] a b[p — m, g — n] definovéna
vztahem 99 (hranaté zavorky v této kapitole symbolizuji diskrétni signaly). Kde plati rozsahy
vzorkime {0,1,..,M —-1},n€{0,1,..,N—1},p€{0,1,..,P—-1}aq € {0,1,..,Q — 1}.
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M-1N-1
(a® b)[p,q]l =clp,q a[m,n] X b[p —m,q —n|] 99

m=0 n=0
Dle analogie se vztahem 75 Ize pouzit diskrétni konvoluci k vypoctu diskrétni propagace svétla.
Namisto a se dosadi komplexni amplituda obrazu v roviné hologramu, za b pfislusné
konvoluéni jadro a vysledek bude komplexni amplitudou obrazu ve zvolené roviné

rekonstrukce.
Ull =Upll ® K] 100

Pro vypocet diskrétni konvoluce je nutné uvazovat i vzorky mimo vySe zminéné rozsahy.
V pripadé linearni diskrétni konvoluce se predpoklada, Ze signaly a a b nabyvaji mimo dané
rozsahy hodnoty 0. Pfi takzvané cyklické diskrétni konvoluci se naopak predpoklada, Ze signdly
a a b jsou periodické s periodou M a N. Volba typu konvoluce zavisi na tom, zda je pro dalsi
vypoclty vyhodnéjsi uvazovat mimo stanoveny rozsah nulové hodnoty nebo periodické
opakovani. Predstava periodicity je vyhodnéjsi pro pouZiti s Fourierovou transformaci.[31]

Signal b[p —m,q —n] operuje ve vztahu 99 na rozsazich —-(M —1)<p—-m<P-1a
—(N—-1)<q—n<Q—1. Jeho rozsah je tedy (M +P —1) X (N + Q — 1) vzorkl. Po
definovédni  poltu vzorki C,=M+P—-1 a C(C,=N+Q—-1 a rozsahl
me{01,.., C,—1}, nef01,...¢,—1}, pe{01,.., C,—1} a q€{01,..,C, — 1},
lze zapsat vztah pro diskrétni cyklickou konvoluci. Zapis (p —m).,  znamend (p —m)

modulo C,.

Cx—1Cy—1

ceklp g Z Z alm,n] X b [(p m)c,,(q — n)cy] 101

m=0 n=0
Pro diskrétni Fourierovu transformaci plati stejné jako pro jeji spojitou variantu konvoluéni
teorém. PFi uvazovani cyklické diskrétni konvoluce Ize brat nasledujici vyjadreni jako identicka

a nahradit konvoluci pfi vypoctu vztahu 100 soucinem ve frekvencni oblasti.
cl[] = al] Q b[] < c[] = IDFT{ DFT {a[]} O DFT{b[]} } 102

Znaménko (O reprezentuje tzv. Hadamardlv soucin, slouzici k ndsobeni dvou matic po
jednotlivych slozkach. Matice musi mit stejné rozméry. Dlvodem této zamény je optimalizace
celkového vypoctu. Vypocet pfimou konvoluci 101 vyZzaduje O{CxZCyZ} aritmetickych operaci
v podobé komplexniho nasobeni a séitani. Naproti tomu vypocet diskrétni Fourierovy
transformace 102 za vyuZiti algoritm( rychlé Fourierovy transformace (FFT) vyzaduje
pouze o{C,Cylog(C,C,)} aritmetickych operaci. Algoritmus FFT vyuzivé pro urychleni mimo

jiné toho, Ze nékteré z komplexnich soucini se vramci vypoctu konvoluci opakuiji.[30]
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Diskrétni Fourierova transformace 2D signalu 103 a jeji inverzni podoba 104 jsou definovany

nasledovné.
Cy—1Cy—1
m m
Zngnexp —j2n _p_l__p 103
Cy C,
m=0 n=
Cy—1Cy—
m m
glm,n] = Z qlexp l]Z (_P_I__P)l 104
Cy p=0 4= Cx Cy

3.6 Pokrocilejsi algoritmy

V uplynulém textu byly zminény nékteré z problémd, kterou mohou pfi rekonstrukci
digitalnich hologram( nastat, at uz vlivem numerického vypoctu nebo principem samotné
tvorby hologramu. Vyhodou digitalni holografické mikroskopie vsak je, Ze tyto prekazky lze
z ¢asti odstranit pomoci upravenych algoritm(. V této podkapitole budou nékteré z nich
struc¢né predstaveny. U vypoctu propagace svétla pomoci konvoluénich metod a metody jedné
Fourierovy transformace byla zminéna limitace velikosti vzorkovaci frekvence v roviné
rekonstruovaného obrazu. Od ni se pak odviji vysledné rozliSeni. Soucasné to znamena, Ze
nelze libovolné ménit zvétseni pfi rekonstruovani hologram(. Mezi algoritmy, které umoznuiji
numericky ménit zvétSeni béhem vypoctu, patfi dvou krokovy algoritmus, metoda digitalni
kvadratické ¢ocky a tzv. Fresnel — Bluesteinova transformace. Dalsi problematikou je korektni
rozbalovanifaze pro ziskani presnych fazovych obrazd zkoumanych vzorka. Numericky Ize také

resit problém sekundarniho obrazu (twin image) vzniklého pfiin —line konfiguraci mikroskopu.

3.6.1 Nastavitelné zvétseni

Jak jiz bylo zminéno, pfi vypoCtu Fresnelovou aproximaci pomoci jedné Fourierovy
transformace je realna velikost pixelu v roviné rekonstruovaného obrazu (Cili zvétSeni oproti
velikosti pixelu v roviné hologramu), sice proménna, ale pevné svazana s pouzitou vinovou
délkou, velikosti pixelu kamery a rekonstrukéni vzdalenosti (vztah 90). ZvétSeni y je poté dano
nasledujicim pomérem 105.

AE Az
Ax ~ NAx?

y = 105

Prvni metodou umoznujici nastavitelné zvétSeni pfi Fresnelové aproximaci je Fresnel —
Bluesteinova transformace. Dle [16] a [32] je odvozeni, pfi uvaZzovani jednoho soufadnicového
sméru, nasleduijici. Fresnelova aproximace pro 1D je definovana vztahem 106, kde N je celkovy
pocet vzorkl a nAx respektive pA& urcuji polohu soufadnic vroviné hologramu a
rekonstruovaného obrazu.
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Up) = exp(jkz) < 7'[/1sz> .

jiz P\ n2pax?

1 106

N
. n?Ax? . np
* Z U(n)exp <]k > )exp (—]ZTTW)
n

=0

Pro soutin 2np v posledni exponenciale plati rovnost 2np = n? + p?—(p — n)?. S pouzitim

vztahu 90 a dané rovnosti se Bluesteinovou substituci do vztahu 106, se ziska upraveny vyraz.

exp(jkz)
—ex

_ _ir _ )
U(p) = = exp (5 A2 (ax — a0)p?)

107

=

-1

* » U(n)exp (% Ax(Ax — Af)nz) exp (% AXAE(p — n)z)
0

S
Il

. Y . ) vov o A e, ,
Po dosazeni nezavislého nastavitelného zvétseni y, = SZ/ije ziskan vysledny tvar Fresnel —

Bluesteinovy transformace 108. Zvétseni je mozné libovolné ménit zménou parametru A¢, Ax

je stdle dano rozméry kamery.

exp(jkz)
—e

jm
Up) = Tz P (— —Va(1— ya)szpz) *

Az
108

=

-1 ) ,
JT JTT
* 0 U(n)exp (E (1- ya)sznz) exp (Eya(p - n)ZAxZ)

S
Il

Zvétseni je dosazeno nezavisle na vzdalenosti, vinové délce a poctu pixeld, coZz umoznuje
pouziti metody v metrologickych aplikacich a barevné digitdIni holografii. [32]

Druhy pfistup uvaZzuje Fresnelovu aproximaci jako linearni systém. Pro pouziti pfi rekonstrukci
diky tomu plati, Ze fazor ve vzdalenosti z |lze postupné zrekonstruovat po vzdalenostech z; a

Z,.Pronéplatiz; +z, = z.

U(é,z) = U(x)exp (jmAzx?) 109
U,1(&,2z1) = U(x)exp (jmAz,x?) 110
U(¢,2) = Uyy(x)exp (jrdz,x?) 111

Nastavitelné zvétSeni je potom dano pomérem vzdalenosti 112. [33] Upravuje se volbou
vzdalenosti z;. Tu lze libovolné zvolit mezi rovinou hologramu a rovinou zaostfeného

rekonstruovaného obrazu ve vzdalenosti z.

_ A8 |z 112

Yo = Ax |z4 |
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U metod s konvoluénim pfistupem je naproti tomu zvétseni (v podobé poméru velikosti pixel()
v celém rozsahu rekonstrukénich vzdalenosti konstantni, pro pfipomenuti dle vztahu 83.
Takové zvétSeni se nazyvd unitdrni. Pro velmi malé objekty to muUZe znamenat problém,
protoZe v rekonstruovaném obrazu budou rozprostifeny po malém mnozZstvi pixell (v zavislosti
na velikosti pixelu kamery). V dfivéjsich studiich byl pro zvétSeni rekonstruovaného pole vyuzit
zero—padding (rozsiteni oblasti pridanim nulovych prvk(). Pfi vypoctu vsak tato metoda
zvySovala zatéz paméti a vypocetni €as. SofistikovanéjSim pfistupem je pouziti tzv. digitdlni
kvadratické cocky. [16][34] Pfed samotnou rekonstrukci je hologram rozsiten na vhodné
zvoleny rozmér (padding) a vynasoben simulovanou kulovou vinoplochou 113.

- 7-[ 2
C(x) =exp (—jﬁx ) 113
C

Symbol R, znaci polomér zakfiveni dané kulové plochy. Ve vztahu ke zvétSeni je definovan
takto:

oz
= 114

T o—1

kde o znaci pomér mezi velikosti rozSifeného hologramu a fyzickou velikosti vzorku. Vypocet
timto algoritmem je podminén pouzitim sférické vinoplochy jako zdroje zareni, kterd v tomto
pripadé upravi rekonstrukéni vzdalenost do podoby z° = zo. Samotna rekonstrukce poté

probihd standardné dle vztahu 82.

3.6.2 Rozbaleni faze

Pro jisté aplikace je vyhodné pouzZit rekonstruovany fazovy obraz. Jednd se napfiklad o
zkoumdni vysoce transparentnich (fazovych) vzork(. Dalsi moznosti mize byt kombinace
fazového a amplitudového obrazu k uréeni spravné polohy vzorku v objemu, dle toho, v jaké
roviné je jeho obraz zaostreny.[3] Informace o fazi pfedmétové viny neni zaznamenana pfimo
v zachyceném hologramu. Ten je technicky stdle pouze zachycena intenzita interferenéniho
pole. Jak bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, komplexni amplituda hologramu (nesouci
informaci o amplitudé i fazi) se ziskd pomoci simulovaného prosviceni hologramu sférickou
vinou. S danym fazorem pak probiha rekonstrukce obrazu metodami propagace svétla. Ve
zvolené rekonstrukéni roviné pak Ize ziskat bud amplitudovy nebo fazovy obraz. Amplitudovy
obraz se da teoreticky ziskat pomoci vztahu 42 a fazovy pomoci vztahu 43, pro pfipomenuti

uvedeny nize.
A= Ul =UU* 42

Im{U})

Re{U} 3

¢ =arg(U) = arctan(
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Faze komplexniho &isla ziskana vztahem 43 je v3ak principidlné omezena do intervalu {—m, 7}.
Redlnd hodnota faze vS8ak mlze nabyvat i hodnot mimo tento interval, napfiklad v zavislosti
na tloustce daného vzorku. Takto ziskana faze bude obsahovat nespojitosti v mistech, kde by
redlnd hodnota méla byt mimo interval 2m. Ty se projevi jako fazové skoky pravé o
periodu 27. Tato faze se oznacuje jako zabalena (z anglického wrapped) a pro ziskani spravné
fazové informace je nutné provést jeji rozbaleni (z anglického unwrapping). Zakladni algoritmy
pro ziskani rozbalené faze funguji na principu detekci nespojitosti, ve kterych nasledné dojde
k pricteni nebo odecteni celociselného ndsobku 2m, viz rovnice 115.[35] Nespojitosti jsou
uréovany na zakladé toho, zda mezi sousedicimi body dojde ke zméné faze vétsi, nez jaka je
prahova hodnota. Ta byva v zakladu nastavena na hodnotu . Takto funguje napriklad funkce

unwrap v prostfedi Matlab ¢i Octave.

buw = bw + 21n 115

Pti rozbalovani faze realnych rekonstruovanych obraz(l je obraz zatizen Sumem a dalSimi
artefakty, diky cemuz tento zdkladni algoritmus nedokaze spravné urcit, v jakém misté kolik
efektivné vzhledem k pocitacovym vypoctliim a za druhé spravné, aby se fazové obrazy daly
vyuZzit k dalsi praci.

Algoritmy se déli do tfi typl na globalni, lokdlni a algoritmy sledujici trasu (path-following).
Lokalni algoritmy rozdéli obraz do mensich oblasti, na nich izolované provedou rozbaleni faze
a opét slozi obraz dohromady. Rozdéleni oblasti urcuje dle gradientu faze v obraze. Algoritmy
sledujici trasu se ridi néjakym kritériem, které urci poradi rozbalovani jednotlivych bodd, tedy
pixell v obraze. Kritérii nej¢astéji byva hodnota gradientu nebo diference mezi sousedicimi
pixely.[36]

Studie [37] predstavuje tzv. kvalitou fizeny algoritmus. Kritériem je v tomto pfipadé hodnota
druhé diference mezi pixely vdaném obraze. Pfi vypoctu druhé diference pro dany pixel se
vyuzivaji hodnoty pixell v jeho nejbliz§im okoli daném rozmérem masky 3x3. B€hem vypoctu
jsou vzajemné porovnavany hodnoty jednotlivych pixeld po zakladnim rozbaleni faze,
nejkvalitnéjsi a jsou rozbaleny jako prvni, body s nejvyssi hodnotou jsou rozbaleny jako
posledni. Algoritmus si dokdZe poradit s nespojitostmi i pfitomnosti Sumu v obraze.
Zajimavym propojenim digitalni holografické mikroskopie a strojového uéeni se zabyva
studie [36]. K ziskani rozbalené faze pouziva neuronové sité typu GAN (generative adversial
network). K tvorbé hologramu rakovinovych bunék bylo vyuzito DHM v off — axis sestavé. Jako
trénovaci data pro neuronovou sit byly na vstupu pouZity rekonstruované obrazy s dosud

zabalenou fazi, které byly na vystupu porovnany s obrazy rozbalené faze. Ty byly ziskany
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primym vypoctem metodou vychazejici ze studie [37]. Po natrénovani byl model vyuzit
k rozbaleni rekonstruovanych obrazll, jez nebyly pouZity v ramci trénovaci sady. Vysledky
rozbalené faze pak byly opét srovnany s vysledky po pfimém vypoctu. Bylo vyhodnoceno, Ze
vysledky z neuronové sité jsou dostatecné kvalitni, a navic je lIze ziskat velmi rychle. Tento

model vypoctu lze tedy vyuzit pro sledovani bunéénych vzork( v rediném case.

3.6.3 Zdvojeny obraz

V kapitole 1.2 bylo zminéno, Ze jednou z nevyhod in-line sestavy je prekryv komplexné
sdruzenych interferencnich ¢len(, z nichZ kazdy generuje obraz predmétu. Primarni obraz je
zaostfen v misté vzorku, komplexné sdruzeny sekundarni obraz se nachazi ve stejné
vzdalenosti od zdroje, ale virtudlné na opacné strané.[15] V roviné, kde je primarni obraz OR*
zaostfen, bude zaroven prekryt rozostfenym obrazem komplexné sdruzeného interferenéniho
¢lenu RO*. Obraz se timto artefaktem muze jevit degradovany. Jako feSeni tohoto
principialniho problému byla v minulosti mimo jiné navriena off-axis sestava. Diky zméné
geometrie zdznamu dojde v obrazové roviné kprostorové separaci jednotlivych
interferencnich clen(l. Off-axis sestava vSak prinasi vyssi pozadavky na presnost a robustnost
celé konstrukce mikroskopu. Byly tedy vypracovany postupy, jak feSit problematiku

zdvojeného obrazu (twin image) numericky, az po zdznamu obrazu v sestavé in-line.

Souhrn pouzivanych algoritmd a ndvrh nového pfistupu pro potlaceni zdvojeného obrazu
mikroc¢dstic v objemu je uveden ve studii [12]. Velikost amplitudy zdvojeného obrazu
v rekonstruované roviné dava studie do souvislosti s rekonstrukéni vzdalenosti a realnou
velikosti vzorku. Amplituda zdvojeného obrazu roste s rozméry rekonstruovaného objektu,
zaroven ale klesd se zvétsujici se rekonstrukéni vzddlenosti. Mezi pouzivané metody
potladovani zdvojeného obrazu studie udava inverzni filtraci ve Fourierové spektru nebo
iterativni techniky vyuZzivajici rekonstrukci fazové informace. Nové navriena metoda funguje
na principu binarni masky. V rekonstruovaném obraze se urci zaostfené body (polohy
mikrocastic) a v jejich poloze bude mit maska hodnotu nula. Maska se po vyplnéni vynasobi
s plvodnim hologramem. Takto upraveny hologram se zrekonstruuje a teoreticky by mél
obsahovat pouze rozostreny zdvojeny obraz. Odectenim pUvodni a nové rekonstrukce v dané

roviné vznikne ostry obraz bez artefaktd danych prekrytim obraza.
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2) 3)
Obrazek 21 - Potlaceni zdvojeného obrazu [12]

Na obrazku 21 zobrazen vysledek daného algoritmu. Zleva doprava je nejdfive hologram,
standardni rekonstrukce, a nakonec vysledny upraveny obraz.

Studie [4] a [15] vSak upozorfuji, Ze pfi pouziti konfiguraci in-line DHM s pracovnimi
vzdalenostmi nasobné vétsimi, nez je vinova délka svétla, bude vliv zdvojeni obrazu na
degradaci rekonstrukce zanedbatelny. V podstaté bude prebity standardné pritomnym
Sumem. Na vétsi rekonstrukéni vzdalenosti bude zdvojeny obraz dostateéné rozostreny a

zaroven rozprostreny po celé plose rekonstruovaného obrazu.
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Prakticka cast

Prakticka ¢ast prace navazuje na teoretickou dalSimi ctyfmi kapitolami. Ve Ctvrté kapitole je
popsan postup ndvrhu a realizace experimentdlni sestavy digitalniho holografického
mikroskopu. Sestava jsem postupné upravoval do kompaktnéjSich podob. Od sestavy
vyuZivajici rozmérny helium-neonovy laser s prostorovym filtrem aZ po finalni sestavu
s laserovou diodou a dirkovou clonou. V paté kapitole je pfedstaven algoritmus slouZici
k digitalni rekonstrukci obrazu spole¢né s popisem obsluhovani kompletniho programu pfi
samotném experimentovani. V Sesté kapitole je popsdn pracovni postup pro zdznam
hologramu a jeho rekonstrukci pomoci experimentalniho mikroskopu a programu pro
rekonstrukci. Nasledné je popsdna mnou navrzena metodika pro rozmérovou analyzu vzorku
v rekonstruovaném obraze. Sedma kapitola zahrnuje ukazky nékterych rekonstruovanych
hologramd, souhrn parametr( experimentalni sestavy digitalniho holografického mikroskopu

a ndvrh usporadani mikroskopu do inkubatoru.

4 Navrh sestavy digitalniho holografického mikroskopu

Jednim z cild mé diplomové prace bylo navrhnout, vyrobit a sestavit experimentdlni sestavu
digitdIniho holografického mikroskopu. Ve spojenis programem pro rekonstrukci obrazu méla
slouzit k ovéfeni principu digitalni holografické mikroskopie a jeji Uspésné reprodukci
v laboratornich podminkach. Experimentalni sestava méla byt navriena tak aby splfiovala
nékolik kritérii. Zaprvé méla umoznit libovolnou zménu pracovnich vzdalenosti mezi zdrojem
sférické viny, vzorkem a kamerou. Postupnymi pokusy s rekonstrukci obrazu v rGznych
vzdalenostech mélo dojit k vyhodnoceni optimalni vzajemné polohy zminénych tfi ¢lenl na
zakladé kvality rekonstrukce, velikosti zorného pole a také velikosti konstrukénich rozmérd
celé sestavy pfi dané pracovni vzdalenosti. Zadruhé méla byt sestava dostateéné robustni, aby
bylo moZné provadét opakovatelna méreni bez nutnosti opakovaného sefizovani jednotlivych
prvka. Tretim a dllezitym kritériem byla moZnost zkoumani vzorkd uloZenych v kapalném
médiu. Zinformaci ziskanych pti provadéni experimentl s danou sestavou se bude dale

vychdzet pfi ndvrhu mikroskopu pouzitelného ke zkoumani rdstu embryi v inkubatoru.

Nejprve bylo nutné zvolit mezi typy sestavy in-line a off-axis. Pro sv{j ndvrh jsem si vybral
sestavu in-line. Konstrukéné je méné slozita, vSechny prvky se soustrfedi do jedné optické osy,
vyuzivd méné optickych prvkl a lze dosdahnout kompaktnéjsi sestavy. Pro pfipomenuti je

pfiloZen obrdzek 4 se schématem in-line sestavy.

48
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Mikroskopovy
objektiv
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Obrdzek 4 — Schéma in-line sestavy

4.1 Sestava pro otestovani principu

Prvni usporadani mikroskopu jsem pouZil pouze k ozkouseni funkcnosti programu pro
rekonstrukci obrazu ze zachyceného hologramu. Jednotlivé funkéni prvky sestavy byly volné
umistény na stojanech na optickém stole. Jako zdroj rovnobéiného laserového svazku byl
pouzit helium-neonovy laser svinovou délkou 632.8 nm. Svazek je soustavou zrcadel
dopraven do prostorového filtru. Cestou vsak jesté prochazi polarizérem, ktery umoznuje
regulovat velikost intenzity svétla dopadajici na kameru, protoZe svétlo z pouzitého laseru je
linedrné polarizované. Prostorovy filtr sestava z mikroskopového objektivu a dirkové clony.
Pomoci ptesného vedeni je ohnisko objektivu fokusovano pfimo do dirkové clony. Dirkova
clona slouzi jako filtr prostorovych frekvenci pro vycisténi koherentniho svazku od
nezadoucich vad vzniklych po cesté (prach na zrcadlech) a zaroven je zdrojem sférické viny.
Dirkovda clona pouZitd v prostorovém filtru ma pramér 30 um. Plvodni laserovy svazek z
dirkové clony tedy vystupuje v podobé sférické divergentni viny slouZici jako referencni vina
pro zaznam hologramu. Jako vzorek k rekonstrukci jsem pouZil optickou mfizku stojici na
dalSim samostatném stojanu. Za mfizkou se na dalSim stojanu nachdzela kamera

zaznamenavajici interferencni vzor.
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Obrdzek 22 - Testovaci sestava

He-Ne laser Zrcatko

Polarizér

.

/| Zrcatko

Kamera  Vzorek - miizka Prostorovy filtr

Obrdzek 23 - Schéma testovaci sestavy
Jako zaznamové zafizeni jsem v této i v dalSich sestavach pouZil monochromatickou kameru
DMK 33UX178 od firmy Imaging Source. Pro zdznam obrazu musi byt spojena s pocitacem
pomoci USB rozhrani. Software IC Capture 2.5 pouZity pro ovladani kamery pochazi od stejné
firmy. UZivatelské prostfedi umoznuje mimo jiné volit délku expozice, zobrazit histogram jasu

nebo ménit frekvenci zdznamu snimku. V tabulce 2 jsou uvedeny zakladni parametry kamery.
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rozligeni 3,072 x 2048
max frame rate 60 fps

typ senzoru CMOS

velikast pixelu 24%x24um
rozmeéry 29x29x43 mm
expozice 20psaz6ls

Tabulka 2 - Parametry DMK 33UX178
V této jednoduché sestavé se mi podafilo zaznamenat hologram optické mftizky a Uspésné
z néj v pocitaci rekonstruovat zaostieny obraz. Hologram( bylo zaznamenano vice v nékolika
raznych vzdalenostech. Vzdalenosti byly méreny pomoci posuvného meéritka. Funkcénost
zakladniho principu byla potvrzena a mohl jsem tedy pfejit k ndvrhu experimentalniho

holografického mikroskopu.

4.2 In —line experimentalni sestava

Jak bylo zminéno v Uvodu kapitoly, navrh experimentalniho mikroskopu musel splfiovat tfi
podminky. MoZnost volitelné zmény pracovnich vzdalenosti vzorku a kamery, dostatecnou
robustnost a zdznam vzork( uloZenych v kapaliné. Ztreti podminky vyplyvd, Ze ta cast
mikroskopu, ve které bude uloZen vzorek, bude muset byt v horizontalni poloze a sféricka
svételna vina bude timto mistem prochazet vertikalné. Abych zjednodusil konstrukci a omezil
pocet zrcadel pro zménu cesty laserového svazku na minimum, rozhodl jsem se mikroskop
navrhnout cely ve vertikalni poloze. Optickd osa mikroskopu tedy bude ve vertikdlnim sméru
a jednotlivé ¢asti mikroskopu budou uloZeny jedna nad druhou horizontdlné. Pro tvorbu
sestavy, ktera by umozniovala posuv jednotlivych ¢asti, jsem se inspiroval optickym cage
systémem od firmy Thorlabs. Libovolné komponenty se skrze ¢tyfi otvory nasazuji na kovové
vodici tyce a utazenim Sroubk se fixuji do zvolené polohy. Pro sestavu jsem vyuZil ty¢e ER18

o praméru 6 mm a délce 18".

Sestavu jsem navrhl nasledovné. Na zakladni desce je na dvou axidlné posuvnych podpérach
umistén helium — neonovy laser o vinové délce 633 nm. Proti nému je na zakladni desce
pripevnén posuvny XY stolek. Na ném je pomoci dvou SroubU pfipevnéna zakladova platforma,
ve které jsou uloZeny vodici tyce. Otvory v této platformé maji dvoji roztec, pro pfisSroubovani
v posuvnému stolku i pro priSroubovani k desce optického stolu az nebude posuvny stolek
potieba (po nahradé helium-neonového laseru za laserovou diodu). Prvni posuvna platforma
slouzi k pripevnéni zrcatka. Na ném je horizontalné vedeny svazek z laseru, zalomen o 90° a
nasmérovan vertikalné do prostorového filtru. Zrcatko je k platformé pfipevnéno pomoci
kinematického drzaku KM100PM/M od firmy Thorlabs. Jeho pomoci Ize zrcatko polohovat jak
v ose z (vertikdlni diky posuvu celé platformy), tak i v osach x a y. Dalsi platforma slouzi

k pfipevnéni prostorového filtru. Nad ni se nachazi platformy pro uloZeni vzorku a k uchyceni
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kamery. Platformy jsou navrzeny tak, Ze vSechny prvky jsou teoreticky centrovany do jedné
osy. Pfi montazi je centrovani doladéno vySe zminénymi posuvnymi stolky a kinematickymi
drzaky. Na obrazku 24 je schématické zobrazeni sestavy mikroskopu s popisky jednotlivych
¢asti pripojenych v tabulce 3. Sipky zndzorfiuji moiny pohyb komponent, ktery je vyuZit pfi
kalibraci celé sestavy nebo zméné pracovnich vzdalenosti. Podrobnéjsi popis odmérovani

pracovnich vzdalenosti bude uveden v kapitole 6 Metodika méreni.

i [ ] P5
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- I | P3 yx
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T
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LA O |0 .

Obrdzek 24 - Schéma experimentdlni sestavy

51 XY polohovaci stolek P1 Zakladni platforma

L1 He-Ne Laser P2 Platforma drzici zratko

T1 Posuvna podpéra P3 Platforma drZici prostorowvy filtr
T2 Posuvna podpéra P4 Platforma pro uloZeni vzorku
Z1 Zakladni deska P5 Platforma drZici kameru

Tabulka 3 — Vysvétlivky
Platformy slouzici k uchyceni komponent jsem navrhl v prostiedi Autodesk Inventor a vytiskl
z materialu PLA na 3D tiskarné Prusa i3 MK3. K uchyceni platforem k vodicim ty¢im je vyuzito
Ctyr svérnych spoju, zajistujicich po utazeni zafixovani pozice. Zaroven se daji snadno uvolnit
a platforma se mlze posunout. Tuhost celé sestavy je zajisténa pravé utazenim vsech
nasazenych platforem a uloZzenim vodicich tyci v zakladové platformé. Na obrazku 25 je
zobrazen 3D model platformy slouzici k uloZzeni vzorku. Rozméry stfedového otvoru jsou
primarné navrzeny pro zkoumani vzork( v plastovych miskach, jez byly dostupné v laboratofi
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odboru Presné mechaniky a optiky. Rozte¢ vodicich tyci zakdtovana v obrazku je 100 mm.
Tento rozmér udavajici zaroven celkovy pldorys mikroskopu, jsem zvolil tak aby se mezi vodici
tyce vesel prostorovy filtr. Obecné jsem platformy navrhoval tak aby byly dostatecné tuhé pfri
pouziti minima tiskového materialu. VSechny navriené modely jsou soucasti prilohy této
diplomové prace. Soucasti je i obecna platforma, u které si Ize navrhnout vlastni funkci nosné
Casti. Svérné spoje a dal$i rozméry vSak zGstanou zachovdany. V laboratofich optiky mohou

platformy v budoucnu slouzit jako odzkouseny, jednoduchy navrh vertikalniho ulozeni.

Obrdzek 25 - Platforma pro uloZeni vzorku

Na obrdzku 26 je zobrazena sestava digitalniho holografického mikroskopu. Realna sestava
splnila pozadavky z Uvodu kapitoly. Kombinaci posuvi podpér laseru, XY stolku a platformy
s drzatkem zrcatka se podafilo nasmérovat laserovy svazek do objektivu prostorového filtru.
Prostorovy filtr byl nejdfive nahrubo sefizen mimo sestavu a ndasledné kalibrovan pfimo
v sestavé mikroskopu. Smérem ke vzorku a kamere tedy po prvotnim sefizeni mifila
poZadovana sférickd vinova plocha. Navriené svérné spoje po utaZeni zamezily posuvu
platforem se zrcatkem i prostorovym filtrem a mimo rozebrani a opétovného sloZeni
mikroskopu nebylo nutné sestavu v pribéhu casu znovu kalibrovat. Naproti tomu
s platformami pro vzorek a kameru se dalo libovolné posouvat bez negativniho vlivu na
sefizeni celé sestavy. Mnou navrieny a sestaveny experimentdlni digitalni holograficky
mikroskop umozZnuje opakovany zaznam hologram( vzork( uloZzenych v horizontalni poloze.
Pracovni vzdalenost Cili polohu vzorku a kamery od zdroje sférické viny Ize mezi jednotlivymi
experimenty ménit a pomoci posuvného méritka mérit. Nejmensi dosazitelna vzdalenost z
(vzorek od zdroje sférické viny) je cca 48 mm. Limitaci je konstrukéni usporadani prostorového
filtru a tloustka platforem pro uchyceni filtru a vzorku. Diky horizontalnimu uloZeni vzorku je

mozné, aby byl zkouman v kapalném médiu, coz je pfi biologickych aplikacich ¢asto nezbytné.
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Nedostatkem dané sestavy je, predevsim diky jeji vertikalni povaze, nachylnost k vibracim. Na
ty je holograficky zdznam citlivy. Pokud se po manipulaci se vzorkem nechala sestava chuvili

ustalit a notebook zaznamendvajici informace z kamery byl uloZzen na oddéleném stole, nebyl

pozorovan negativni vliv vibraci na kvalitu zaznamenaného hologramu.
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Obrdzek 26 - Experimentdlni sestava
4.3 Upravena sestava bez prostorového filtru
Findlni navrh digitdlniho holografického mikroskopu by mél mit idedlné co nejmensi
dosazitelné rozméry. ldeadlné by tedy nemél obsahovat cely rozmérny prostorovy filtr a
samostatné stojici laser vyZadujici zrcadlo pro zménu drahy svazku by mél byt nahrazeny
vestavénou laserovou diodou. Mezikrokem k této soustavé byl navrh kde v ramci zvySeni
kompaktnosti, dosazeni plné bez-objektivové sestavy a zvétSeni rozsahu pracovnich
vzdalenosti byl vyjmut prostorovy filtr. Misto néj slouzi jako zdroj sférické vinové plochy
samostatna dirkova clona, na které dochazi k ohybu svétla a naslednému Sifeni sférické viny.

V této sestaveé je pouZita dirkova clona o pruméru 15 um, zajistujici dostatecny ohyb svétla pfi
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zachovani potfebné intenzity. Ta je pomoci drzaku navrzeného a vytisténého na 3D tiskarné
pripevnéna k polohovacimu XY stolku z plvodniho prostorového filtru. Ten je pfipevnén
k pavodni platformé. Tento komplet je vSak otocen o 180° kolem osy x a dirkova clona se nyni
nachazi blize ke vzorku, nez kdyZ byla uloZena v prostorovém filtru. Nejmensi dosaZitelna
vzdalenost zje cca 10 mm. Zména kvality rekonstruovanych obrazl z této sestavy bude
diskutovana v kapitole Vysledky. Na obrazku 27 je zobrazena upravena sestava. Zdrojem je

stale samostatné stojici laser.

v

L1

Obrdzek 27 - Sestava bez prostorového filtru
4.4 Upravenad sestava s laserovou diodou
Poslednim krokem k vytvoreni finalni kompaktni experimentdlni sestavy byla nahrada
rozmérného a samostatné stojiciho helium—neonového laseru za laserovou diodu. Ze sestavy
tak mimo néj vypadne i XY polohovaci stolek, na kterém stoji zakladni platforma a platforma
se zrcatkem pro zalomeni svazku. V predchozi varianté sestavy bylo ozkouseno, Ze
rekonstrukce Uspésné probéhne i bez pouziti prostorového filtru.
Jako zdroj zareni byl pouzit jednoduchy laserovy modul sestavajici z hranové vyzarujici diody

a kolimacni ¢ocky. Vyzarujici laserovy svazek je tedy bodovy. Dle specifikaci vyzafuje na vinové
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délce A = 650 nm, svykonem 5mW a je napdjen DC napétim o velikosti 3 V. Rozméry
modulu jsou 20 mm na délku a 9 mm v praméru. Modul neni zapotiebi ddle chladit. K dratdm
vedoucim z modulu jsem pfipdjel delsi s vhodnou koncovkou, aby bylo mozné modul lehce
propojit s laboratornim zdrojem s nastavitelnym napétim. Pro pouZiti s experimentalni
sestavou bylo zapotfebi navrhnout a vytisknout novou platformu pro uchyceni laserového
modulu, tak aby svitil ve vertikalni ose mikroskopu. V ramci této soustavy je dioda fixné
uchycend v teoretické ose a centruje se dirkovad clona pomoci XY stolku s otvorem jako
v pfedchozi sestavé. Oproti soustavé s plynnym laserem je pti pouziti diody nutné provadét
zaznamy hologram(l ve tmé, jinak je obraz na kamefre pfiliS zaSumény. Rozméry sestavy jsou
cca 120 X 120 X 150 mm (za poutziti kratSich vodicich ty¢i ER6 o délce 6").

LR
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Obrdzek 28 - Sestava s laserovou diodou

56



5 Program pro rekonstrukci

Pro numerickou rekonstrukci obrazu ze zachyceného hologramu byla pouzita knihovna
program( CGDH Tools [38], jejimZ autorem je Ing. Petr Lobaz, Ph.D. Knihovna se sklada ze sady
edukacnich skriptli, pomoci kterych si mlze uZivatel vyzkouset praci s algoritmy digitalni
holografie. Jednotlivé skripty jsou dostate¢né okomentované a provedou uzivatele celym
programem. Spolecné s hotovymi skripty obsahuje knihovna také sadu jednotlivych funkci,
pomoci kterych Ize vytvaret vlastni programy. Nazvy proménnych se snaZi jasné reprezentovat
jejich fyzikalni ¢i matematicky vyznam tak, aby bylo vSe dostatecné prehledné. Skripty Ize
spustit v prostfedi MATLAB, ale primarné jsou spustitelné v opensource prostredi Octave. To
samo o sobé pfispiva k nizsi cené celého holografického mikroskopu. V rdmci prace na tvorbé
holografického mikroskopu byly vyzkousSeny i dalsi opensource programy ¢i knihovny pro
rekonstrukci hologramu. U zadné z nich ale nebylo dosazeno stejné kvalitnich vysledkl jako
s knihovnou CGDH Tools. Navic poutziti knihovny CGDH Tools umoziiovalo pfimé konzultace
s autorem kodu. Dalsi pokusy tedy byly ddle vedeny v prostiedi Octave. Pro Uplnost jsou

knihovny uvedeny v druhé podkapitole.

5.1 Popis programu

Sestaveny skript jsem navrhnul s ohledem na vyuziti s mnou navrZenou experimentdlni
sestavou DHM. Uvodni ¢ast se skldda z posloupnosti input funkci, skrze které uzivatel dle
danych prikaz(i vypliiuje parametry pro provedeni vypoctu. Po spusténi programu slouzi
v Command Window jako jednoduché uzivatelské prostredi. Vypoctova ¢ast skriptu vychazi ze
skriptu pro rekonstrukci poskytnutého Ing. Lobazem. Do skriptu jsem pridal algoritmus odectu
referenéniho hologramu. Na ném je zachycen pouze referencni svazek, bez prichodu
vzorkem. Vin-line usporadani je takovato operace moina a vylepsi vyslednou kvalitu
rekonstruovaného obrazu. Tato problematika byla popsdna v kapitole 1.2. V algoritmu
samotném jsou oba hologramy, jak hlavni, tak referencni, normalizovany. Nasledné jsou od

sebe numericky odecteny a vysledny hologram je opét normalizovan.

Program se skladd ze skriptu s nazvem Rekonstrukce _obrazu.m a slozky s knihovnou funkci
cgdhtools. Pro spravnou funkénost musi byt skript spoustén z adresare, kde se nachazi slozka
s funkcemi. Po spusténi je uzivatel v okné Command Window vyzvan, aby vyplnil hodnoty
souvisejici s mérfenim. Nejprve zada vinovou délku pouZitého zdroje zareni. Poté zvoli mezi
pouzitym typem experimentalni sestavy, bud’ s prostorovym filtrem nebo bez. Od toho se
odviji pfepocet pracovnich vzdalenosti. Ty jsou dopoditany automaticky z hodnot zadanych
uzivatelem (metodika odmérovani vzdalenosti bude pospdna v kapitole 6). Pomér vzdalenosti
jsem pouzil k automatickému urceni velikosti rekonstruovaného okna. Obrazky se poté

zbyte€né nerekonstruuji ve velikosti 3072x2048 jako se zaznamenava hologram. Nasledné se
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zadava rozmezi vzdalenosti, ve kterém ma probéhnout rekonstrukce. ProtoZze odmérovani
vzdalenosti (redlnd poloha Cipu kamery, rovina zaostfeni ve vzorku) probihd s urcitou
nejistotou, je vhodné volit interval +2 mm od ocekavané polohy zaostfeného obrazu.
Z rekonstruovanych obrdzkd se nasledné zjisti nejlepsi rekonstrukéni vzdalenost. Dale uzivatel
zadd velikost pixelu kamery a cesty pro nahravani hologram( a ukladani vyslednych
rekonstrukci. M(Ze se rozhodnout, zda probéhne vypocet s odectem referenéniho hologramu
nebo bez néj, pokud neni z néjakého dlvodu zaznamenany. Poté probéhne algoritmus
rekonstrukce ve zvoleném rozsahu vzdalenosti. Hotové rekonstruované amplitudové obrazky

jsou uloZeny ve zvolené sloZce.

Vypoctovd cast skriptu je sestavena z nékolika funkci, vyznamnéjsi z nich budou na
nasledujicich rfadcich blize popsany.

V proménné hologram je uloZena informace o intenzité svétla dopadajiciho na senzor kamery
(pfipadné s odectenou slozkou referenéni viny). Ta je vyndsobena vystupem funkce
spericalWave a vysledek je ulozen do proménné hologramlluminated. Timto krokem je ziskan
fazor hologramu nasviceného kulovou vinou. Nese v sobé informaci o amplitudé i fazi
simulovaného svétla, v kapitole 3 byla takova veli¢ina znaena pismenem U. Poté v kédu
nasleduje nékolik fadkl pocitajicich apodizaci fazoru hologramu. Ta slouzi jako filtr pro
potlaceni nezadouciho difrakéniho vzoru, vzniklého na ostré hrané hologramu. Fazor
hologramu je vynasoben vahovou funkci, kterd ma na okrajich hodnotu nula a uprostred

obrazu hodnotu jedna.

Nasleduje for cyklus, vramci kterého jsou rekonstruovany jednotlivé obrazy vrozmezi
vzdalenosti zadanych uZivatelem. Vypocet zpétné propagace svétla do dané roviny probiha
uvnitf funkce propagate. Jejimi vstupnimi parametry jsou fazor hologramu, vzorkovaci perioda
vroviné hologramu a rekonstruovaného obrazu, poloha hologramu a rekonstruovaného
obrazu, vinova délka pouzitého zdroje zareni a poté tfi parametry urcujici metodu vypoctu
zpétné propagace. Pokrocilejsi uzivatel muze volit mezi rGznymi metodami. Celkova podoba
vypoctu je uréena propagacni metodou, typem pouZitého jadra (kernel) vdané metodé a
typem filtru spojeného s oSetfenim aliasingu v ramci jadrové funkce. Metody jsou rozdélené
dle poctu FFT na 1fft, 2fft a 3fft. Ke kazdé z metod se nasledné voli prislusné jadro. U 3fft se
déd volit mezi RayleighSommerfeldExact, RayleighSommerfeldSimple, FresnelXY a
SphericalWave. U 2fft I1ze volit mezi AngularSpectrumExact, AngularSpectrumNoEvanescent a
Fresnel. U 1fft je na vybér jen mezi Fresnel a Fraunhofer. Vsechny metody pak maji spole¢né
tfi moznosti filtrl, a to localExact, localRect nebo nemusi byt zvolen Zadny. Blizsi popisy

danych moznosti jsou uvedeny v komentarich pfislusnych funkci.
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Ifft U = kernel = fft(U, * kernel)
2fft U =ifft(ffe(Uy) = kernel)
3fft U = ifft(fft(Uy) = fft(kernel))

Tabulka 4 — Symbolické rozdéleni metod
Vystupem funkce propagate je fazor rekonstruovaného obrazu ve zvolené vzdalenosti.
Proménna reconstruction je v tu chvili stale slozend z komplexnich ¢isel. Pomoci absolutni
hodnoty se ziskd matice realnych cisel reprezentujici vysledny amplitudovy obraz. Ten je

uloZzen do vybrané slozky, v popisku ma uvedeno, v jaké vzdalenosti je rekonstruovan.

Ze skriptu Ing. Lobaze jsem prevzal strukturu vypoctu a vybral potfebné funkce. Do samotného
vypoctu jsem pridal algoritmus pro odecet referencniho hologramu. Dale jsem kéd upravil a o
rozsifil o jednoduché uzivatelské prostfedi, navdzané na experimenty s sestavami mnou

navrzenymi mikroskopy.

5.2 Dalsi opensource alternativy

Jednou z alternativ je knihovna funkci HoloPy. Knihovna je souborem ndstroji pro praci
s digitalnimi hologramy a rozptylem svétla, fungujici v prostfedi python. Funkcionality
knihovny lze vyuzit k analyze hologrami dvéma vzajemné provazanymi zplsoby. Pomoci
algoritm zpétného Siteni svétla Ize z hologram( rekonstruovat trojrozmérné objemy. Ddle
diky algoritmim dopredného Sifeni svétla vypocitat rozptyl po prichodu prvkem rozptylujicim
svétlo. Vypocty jsou uréené pro sestavu mikroskopu v in-line podobé. HoloPy poskytuje
vykonné a uZivatelsky pfivétivé python rozhrani implementované v kédu Fortran a C.

Podrobnosti a pokyny k instalaci Ize najit zde [39].

Dalsi volné dostupnou variantou je plugin Digital Lensless Holographic Microscopy (DLHM).
Funguje v rdmci softwaru pro praci s obrazem Imagel. Plugin obsahuje jak simulaéni modul,
tak modul pro rekonstrukci obrazu. Prace s programem je pfi rekonstrukci velmi pfimocara.
Z grafického uzivatelského rozhrani ImageJ se spusti DLHM rekonstrukéni modul. Otevre se
nové okno, ve kterém uZivatel vybere hologram predmétu a reference a vyplni nékolik
parametrd vztahujicich se k redlnému méreni. Vypocty jsou opét vazané na in-line sestavu
mikroskopu. Podrobny popis prdce s programem a ukdzky experimentdlnich vysledk( je

mozné nahlédnout v ramci studie zde [40].

Posledni varianta je opensource jen z ¢asti. Toolbox HoloRec3D je sice volné dostupny, ale
funguje pouze v prostiedi Matlab. Opét je postaveny na miru in-line sestavé mikroskopu.
Kromé klasickych vypoctl zpétné propagace svétla pro rekonstrukci obrazu nabizi i jiny

pristup. Metoda vypoctu se nazyva Inverse Problem Approach. Na rozdil od zpétné propagace
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svétla nerekonstruuje hologram, ale provadi detekci a lokalizaci objektll porovnanim
s modelem hologramu. Uvadi, Ze tim dochazi ke zlepSeni osové presnosti a rozsifeni
rekonstruovaného pole. Tato metoda by se vSak méla aplikovat pfedevsim na mensi sférické

objekty typicky kapky, bublinky nebo mikrokulicky. [41]
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6 Metodika méreni

V této kapitole bude nejdfive popsan pracovni postup pfi experimentu. Pomoci schémat bude
ukazdno, jaké vzdalenosti je tfreba zméfit pro zadani do programu rekonstrukce. Dale bude
popsano, jakou metodiku jsem zvolil pro vyhodnoceni ziskaného obrazu. K ur¢ovani rozméra
v obraze jsem vyuZil znalosti rozmérU optické mrizky slouZici jako rastr a prostredi /IC Measure,

které umoznuje po spravné kalibraci rychlé a jednoduché odmérovani vzdalenosti.

6.1 Zaznam a rekonstrukce

Postup pro zdznam hologramu je ndsledujici. Platformy pro kamerou a vzorek se umisti do
zvolenych pracovnich vzddlenosti od zdroje zateni. Ve zvolené pozici se utdhnou Sroubky
svérnych spoji. Nasleduje odméreni vzddlenosti posuvnym méfitkem, které se budou
nasledné zadavat do programu. Zmérené hodnoty oznacené ve schématech i v dialogovém
okné programu pro rekonstrukci se nazyvaji L1 a L2. L1 se méfi od spodni hrany platformy
s kamerou k horni hrané platformy, na které je bud pfipevnény prostorovy filtr, nebo jen
polohovaci XY stolek s dirkovou clonou. L2 se méfi analogicky akorat od spodni hrany
platformy pro uloZeni vzorku. Zbylé konstantni vzdalenosti, které dohromady tvofi redlné
pracovni vzdalenosti L a z, jsou automaticky dopocitany v programu. V ném béhem zadavani

uZivatel zvoli, jakou sestavu poutZil, jelikoz dle toho se lisi dané konstrukéni vzdalenosti.
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Obrdzek 29 - Vzddlenosti pro sestavu s prostorovym filtrem
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Obrdzek 30 - Vzddlenosti pro sestavu s dirkovou clonou
Po zaznamenani vzddlenosti dojde k samotnému zdznamu hologramu. Nejdfive se spusti zdroj
zareni, bud'laser nebo laserova dioda. Kamera se pfipoji pfes USB rozhrani k pocitaci a spusti
se v prosttedi IC Capture 2.5. Do drahy laserového svazku se na pfislusnou platformu ulozi
zkoumany vzorek. Na displeji se zkontroluje podoba hologramu, pfipadné je moziné
nastavenim expozice ladit intenzitu zachyceného svétla. Obraz z kamery se zachyti a uloZi do
pocitace. Nasledné se opatrné vyndd vzorek ze sestavy a provede se zdznam hologramu
samotné referencni viny, ktery poslouzi k odecteni od pavodniho hologramu a zlepseni kvality
rekonstruovaného obrazu. Je nutné zdlraznit, Ze zaznam tohoto takzvaného pozadi je nutné

provést za stejnych podminek a identického nastaveni kamery.

Po spusténi programu rekonstrukce.m v prostredi Octave zada uZivatel poZzadované hodnoty.
Pfi pouziti laboratorniho laseru zaddva vinovou délku 632.3 nm, pfi pouZiti laserové diody
650 nm. Déle zadd namérené vzddlenosti dle odstavce vyse. Po provedeni rekonstrukce najde
obrazy rekonstruované ve zvoleném rozmezi vzdalenosti, uloZzené v dfive zadaném adresari.
Z nich Ize subjektivné zvolit nejlepsi rekonstrukci Cili spravné zaostifeny obraz a s nim dale
pracovat. Pixelovy rozmér M X N rekonstruovanych obrazli se automaticky pfi vypoctu méni
dle poméru vzddalenosti kamery a zvolené rekonstruované roviny. Velikost okna rekonstrukce
se linedrné zmensuje s rostouci vzdalenosti od kamery ke zdroji zareni. Je tedy zbytecné a
¢asové narocné rekonstruovat obrazy ve stejném rozméru v jakém je zaznamenan hologram
(3072 x 2048 pix). Zjednodusené pfi vzdalenosti L = 100 mm a z = 50 mm bude velikost

rekonstruovaného obrazu 1536 X 1024 pix.
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6.2 Zpracovani ziskaného obrazu

Pro dalSi praci srekonstruovanym obrazem jsem pouzil program IC Measure, také od
spole¢nosti Imaging Source. Program umoznuje kromé funkci pro zménu jasu, ¢i kontrastu
také jednoduché odmérovani vzddlenosti. Nejprve je vSak nutné program zkalibrovat. Toho
jsem docilil s pomoci rekonstruovaného obrazu optické mrizky. Jedna se ryty rastr na skle.
Ctvercovd mfizka méa délku strany 1mm = 1000 um. Tento udaj jsem ovéfil pomoci
optického mikroskopu s posuvnym méticim stolkem. Jednotlivé sloupce a fadky jsou navic
oznaceny Cisly a pismeny, ¢ehoz je pozdéji vyuzito pfi urceni rozliseni.

Po zobrazeni rekonstruovaného obrazu v programu IC Measure, jsem oznacil stranu mfizky
jako kalibra¢ni linii a zadal jeji redlnou délku 1000 um. Ndsledné je mozné vynaset Usecky,
obdélniky nebo kruZnice pres oblasti zajmu v obraze a program automatiky uddva naméreny
rozmér. Na obrdzku 31 je zobrazen rekonstruovany obraz mftizky (s upravenym kontrastem a
jasem) ve vzdalenosti z = 66.7 mm, ohrani¢eny méficim ¢tvercem. Hologram byl zachyceny

ve vzdalenosti L = 120 mm.

"
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Obrdzek 31 - Rekonstrukce optické mfiZky
Program si spoji zadanou kalibracni délku s poctem pixelll v obraze. Pfi otevieni nového
rekonstruovaného obrazu vzorku o neznamych rozmérech je poté v programu mozné urcit
jeho rozméry, naptiklad ohrani¢eni kruhového predmétu kruznici pro urceni priméru. Novy

rekonstruovany obraz se navic nemusi nachdazet ve stejné rekonstrukéni vzdalenosti jako
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pGvodni obraz mfizky, dle které byl program zkalibrovan. To je mozné diky vlastnosti pouzité
metody propagace svétla, zaloZzené na konvoluénim principu zminéné na konci kapitoly 3.4.2.
Pfi ni je velikost pixelu v libovolné rekonstrukéni roviné rovna velikosti pixelu v roviné
zaznamové. Tim je velikost pixelu kamery, v pfipadé pouZiti kamery DMK 33UX178 je
Ax = 2.4 um = AE. Ovéreni této skutecnosti se da provést nasledovné. Hologram optické
mrizky se zaznamend rlznych pracovnich vzdalenostech. Napfiklad postupné pro pomér
L/Z =2.3,2,a1.7. Urekonstruovanych obraz( bude s rostoucim pomérem klesat jejich rozmér
M X N. Spolecné s nim se bude zmensovat i zorné pole (FOV), Cili jak velka ¢ast roviny vzorku
se zobrazi na kamefre. Velikost zobrazeného predmétu vsak zlstane stdle stejnd. Mfizka o

délce strany [ = 1000 um bude stdle zabirat cca 416 pixel( v rekonstruovaném obraze.
l/Af = pocCet pixeli 116
1000 ~
/2_4 = 416 117

Z tohoto poznatku plyne, Ze je vyhodné umistovat vzorek blize ke kamefre, jelikoZz nedochazi
k Zddnému zvétseni pri delsi rekonstrukéni vzdalenosti. Navic ¢im blize vzorek bude, tim vétsi
bude FOV.
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7 Vysledky experiment(

V této kapitole budou ukazany a okomentovany nékteré z rekonstruovanych hologramu. Dale
porovndm experimentdlni urceni rozliSeni holografického mikroskopu s teoretickymi
vypoctenymi hodnotami a shrnu zbylé parametry experimentalni sestavy. Poté bude
nasledovat podkapitola, ve které na zakladé ziskanych poznatk( z provedenych experimentd

navrhnu usporadani mikroskopu pro sledovani rGstu embryi v inkubatoru.

7.1 Vybér z rekonstruovanych hologrami

Béhem postupné prace jsem zaznamenal pdr desitek hologram(. Rekonstrukce nékterych se
nepodafila. Pfi¢éinnou byla povétSinou chyba pfi zaznamu anebo nevhodnost samotného
vzorku pro holograficky zdznam. Soubor vybranych holograml a jejich povedenych

rekonstrukci je soucasti prilohy.

Pti volbé vzork(l pro zdznam hologramu jsem postupoval nasledovné. Pro ovéreni funkénosti
celkového principu a k naslednému testovani spravné kalibrace sestavy mikroskopu jsem jako
vzorek pouzival optickou mfizku. Jedna se dobfe kontrastni a transparentni objekt u kterého
Ize pomérné presné vizualné urcit, zda se rekonstrukce povedla ¢i nikoliv. DalSimi vzorky byla
sada rozdilnych kultivacnich misticek dodanych doktorem Hlinkou. Z nich jsem mél vybrat,
ktery typ bude pouzitelny pro zdznam slozitéjsSich vzorkd v tekutém médiu. Na vybér byly tfi
typy, plastova obdoba Petriho misky s hladkym dnem, miska s 12 velkymi jamkami a miska s 9
mikro jamkami. Rekonstrukce obrazu se povedla pouze pti pouziti misky s hladkym dnem. U

misky s 9 mikro jamkami jsem jako pfi¢inu vyhodnotil nedostatecnou transparentnost

materidlu v okoli jamek.

Obradzek 32 - Misky na uloZeni vzorkdu
Po vybéru misky byly jako dalSi vzorek zvolena pylova zrnka uloZena v odzkousené misce. Po
uspésné rekonstrukci pylovych zrnek uloZzenych v misce takzvané na sucho, byla pylova zrnka
vyuZita i jako predmét pro simulaci rekonstrukce predmétu v tekutém médiu. Embrya jsou
totiz v kultivaénich miskach uloZena v kultivaénim roztoku. Jedna se o izotonicky vodny roztok
obsahujici potrebné soli, aminokyseliny ¢i proteiny. Tento roztok je prekryt olejnatym

mediem, aby nedochdzelo k vysychani. Nejkomplexnéjsi zkoumany vzorek tedy byla pylova
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zrnka uloZend v cca 2 mm vody prekrytych cca 2 mm vrstvou oleje. To celé priklopené vickem

o identické strukture jako miska.

Vyse uvedené zaznamy hologramui byly provadény na sestavé s prostorovym filtrem. K ovéreni
funkénosti sestavy se samotnou dirkovou clonou a nasledné jesSté s laserem nahrazenym
diodou jsem poufZil opét zaznam hologramu optické mfizky.

V této podkapitole budou postupné predstaveny reprezentativni rekonstruované obrazy ze
zminénych experimentl. Rekonstrukce optické mrizky byla pfedstavena v predchozi kapitole,
prejdu tedy rovnou k hologramu a rekonstruovanému obrazu pylovych zrnek. Na obrazku 33
je pro ilustraci zobrazen zachyceny hologram. Pod nim ndsleduje pfislusny rekonstruovany
obraz. Cerveny obdélnik vyznaéuje pfibliznou velikost zorného pole, kterého bylo v obraze

dosazeno cca 3.5 X 2.5 mm. Tento Udaj pozdéji vynikne pfi srovnani s klasickym optickym

mikroskopem.

Obrdzek 33 - Hologram pylovych zrnek

66



Area: 9032393 ym?
Width: 3677,52 pm
Height: 2456,11 um

ROy

Obrdzek 34 - Rekonstrukce pylovych zrnek
Obrazek 35 je vytiznuty a priblizeny z obrazku 34. Lze na ném blize zkoumat zachycend pylova
zrnka. Jednotlivd zrnka jsou od sebe jasné rozeznatelnd a lze pozorovat zmény tvaru
jednotlivych zrnek. Pomoci metodiky popsané v pfedchozi kapitole jsem zméfil primérnou

velikost zrnek okolo 30 um.

Area: 814,64 ym? | &
Perimeter: 101,18 um Area: 738,59 um?
Diameter: 32,21 ym : Perimeter: 96,34 um
Radius: 16,1 um Diameter: 30,67 um
Radius: 15,33 um

Obrazek 35 - Priblizend pylovd zrnka
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Pro porovnani jsem pylova zrnka v kultivaéni misce zkoumal pomoci optického mikroskopu
Olympus — BX43 se zvétSenim 200x. Mikroskop umoznuje ptipojeni kamery k zaznamu obrazu.
Na obrazku 36 je tedy zachyceny obraz pfimo z mikroskopu. Zobrazeni je samoziejmé
kvalitnéjsi, s vysSim rozliSenim a pylova zrnka zobrazuje vétsi. Avsak oproti zaznamu
z holografického mikroskopu ma opticky mikroskop fadové mensi zorné pole. Vzdalenosti
v obraze jsem odméroval pomoci stejné metodiky jako u rekonstruovanych hologramu, pouze
bylo nutné ziskat i obraz optické mtizky na daném mikroskopu, aby mohl byt nové zkalibrovan
program. Velikost zrnek i vtomto pfipadé vychdzi cca 30 um, takZze pGvodni uréeni velikosti

bylo spravné.

Area: 90617,6 pm?

Width: 370,9 pm i
Area: 715,99 ym?

Perimeter: 94,85 um
Diameter: 30,19 um

Height: 244,32 um

Radius: 15,1 um

Obrazek 36 - Pylovd zrnka pod optickym mikroskopem
Na obrdzku 37 je zobrazena rekonstrukce pylovych zrnek v tekutiné. Celkovy snimany vzorek
se skladal z kultiva¢ni misky s vickem a vrstvy vody kde plavala pylova zrnka prekryta vrstvou
oleje. Svétlo tak muselo prochazet nékolika optickymi prostfedimi. Z celkového
rekonstruovaného obrazu je ukazana pouze vytiznutd ¢ast. Diky pohybu zrnek v tekutiné bylo
obtizné zaznamenat vétsi shluk zrnek najednou a vétSina obrazu tak zrnka neobsahuje.
V levém hornim rohu jsou slepend zrnka dohromady, ale stdle moZiné pozorovat tvar jejich
hranice. V pravém dolnim rohu jsou dvé zrnka u sebe, s dostateéné rozliSitelnym tvarem a

patrnou mezerou mezi nimi. Rekonstruovany obraz je méné kvalitni nez pfi zkoumani zrnek
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bez roztoku, ale i tak holograficky mikroskop obstal pfi zkoumani vzorku v nékolika

milimetrové vrstvé tekutiny.

o — “ a
Area: 715986,6 um?
Width: 1243,04 uym
Height: 576 um
| H
s} a

Obrazek 37 — Rekonstrukce pylovych zrnek v roztoku
Obrazky 38 a 39 jsou rekonstrukcemi hologramu optické mfizky zaznamenanym pomoci
sestavy s dirkovou clonou misto prostorového filtru, respektive pomoci findlni sestavy s
dirkovou clonou a laserovou diodou jako zdrojem svétla. Porovnanim s obrazkem 31 lze
konstatovat, Ze doslo k poklesu kvality obrazu. Zaroven je ale mtizka stale dobre rozliSitelna.
Povedenad rekonstrukce obrazku 39 navic potvrzuje, Ze pouzitd laserova dioda ma dostatecnou
koherentni délku pro vytvoreni interferenéniho vzoru v roviné hologramu a lze ji pouzit
k ndhradé za helium — neonovy laser. Tento krok vede k podstatné minimalizaci rozméru
celkové soustavy a dalSimu zjednoduseni konstrukce, diky absenci zrcatka pro zalomeni svazku

do vertikdlni osy.
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Obrdzek 38 - Rekonstrukce optické mriZky v sestavé bez prostorového filtru
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Obrdzek 39 - Rekonstrukce optické mriZky v sestavé s laserovou diodou
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7.2 Parametry sestaveného digitalniho holografického mikroskopu

Nejprve provedu porovnani teoreticky dosaZitelnych hodnot rozliSeni proti experimentalné
ur¢enému rozliSeni z rekonstruovaného obrazu. RozliSeni Ize definovat jako minimalni
vzdalenost dvou bodUl ¢i car, pti které je Ize od sebe v obraze jednoznacné rozeznat. Na
obrdzku 40 je zobrazeno schéma, pomoci kterého odvodim velikost nejmensiho mozného
zaznamenatelného detailu a s tim souvisejiciho rozliseni. Odvozeni je provedeno pro sestavu

s laserovou diodou a dirkovou clonou.

vzorek : hologram

>

YN
A

Obrdzek 40 - Schéma pro odvozeni teoretického rozliseni
Dle [26] a [42] je maximalni rozliSitelnd prostorova frekvence interferenéniho vzoru dana
maximalnim uhlem 6,,,, mezi referencni a pfedmétovou vinou. Ty jsou dany uhly 6,

respektive 6.

2 % sin (Hmax/z) 118
fmax = 1

Maximalni prostorova frekvence musi pro zaznam na detektoru zaroven spliiovat vzorkovaci

podminku, viz vztah 98.
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fmax < m 98
Dle analogie se [42] jsem dal tyto dva vztahy do rovnosti a vypocital hodnotu 6,,,,-
) A
Omax = 2 *x arcsin (E)
0 =g _ 650 * 107° 119
max = 2 * arcsin 17247106

Omax = 0.1355 rad

Nasledné jsem dle vztahu pro polohu ohybového minima pfi ohybu svétla na Stérbiné

vypocital uhel 8;. Myslenou Stérbinou je vtomto pfipadé pouzita dirkova clona o priaméru

15 um.
o1 = arcsin3)
1 = arcsin 7
0. — (650 %1077 120
1 = arcsin 15+ 106

0, = 0.0433 rad

Ze znalosti UhlG 8, a 0,4, lze pomoci trigonometrie a geometrie dané schématem na
obrazku 40 dopocitat uhel 6.
0, =m— (T — 601 — Onax)
6, =0.1788 rad

121

Hodnotu uhlu 8, jsem pouZil ve vztahu pro ohyb svétla na Stérbiné. Jako Stérbinu v tomto
pfipadé uvazuji minimalni velikost detailu v roviné vzorku 6§, na kterém se svétlo ohne pod

poZadovanym Uhlem.

A
6§ = ——
d sin (6,) 122
6 = 3.65um

Jak jiz bylo re¢eno v kapitole 6.2, je velikost pixelu v libovolné rekonstrukéni roviné rovna
velikosti pixelu v roviné zaznamové A = Ax = 2.4 um. Detail §¢ tedy prekryje necelé dva
pixely. Pro rozliSeni dvou téchto detaild od sebe bude zapotrebi aby mezi nimi byl alespon

jeden dalsi pixel. Dohromady pét pixelt ddva nasledujici teoretickou velikost rozliSeni.
6x =24*5=12um 123

Dale je ze schématu mozné urcit doporucené vzajemné polohy zaznamového zatizeni, vzorku

a zdroje zareni pro dosazeni pozadovaného rozliseni.
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Vzdalenosti jsou urCeny vyse vypoctenymi uhly a velikosti Cipu zdaznamového zafizeni
W=M=x*Ax =3072%2.4%1073 = 7.37 mm.

w
Lo 2
tan(6,) 124
L =85mm
yn— 2
0 tan(6,) 125

Zy = 64.6 mm

Pro urceni druhé teoretické hodnoty rozliSeni jako minimalni vzdalenosti dvou bodl jsem
vyuZzil vztah 9.

0x = ——

2NA

Vypocet priblizné velikosti numerické apertury jsem proved| dle vztahu 8, s hodnotami W a L

vypoctenymi vyse.

126
NA = 0.0433

Rozliseni dané Abbeho rozliSovacim kritériem ma pfi dané pracovni vzdalenosti L a pouZiti

laserové diody s dirkovou clonou nasledujici hodnotu.

5y o 6507107
X =54 0.0433 127
6x =7.5um

Nakonec jsem urcil rozliSeni experimentdlné na rekonstruovaném obraze. Na obrazku 41 je
priblizeny a ofiznuty obraz rekonstrukce optické mrizky zaznamenané na sestavé s laserovou
diodou a dirkovou clonou. Zaznam probéhl pfi pracovnich vzdalenostech
L = 68.9mm a z, = 50.3 mm. RozliSeni jsem stanovil jako vzdalenost mezi rozlisitelnymi
¢arami u Cislice ctyfi. Odméreni vzdalenosti probéhlo v programu IC Measure, dle metodiky

predstavené v kapitole 6.2. Dosazené rozliseni je v tomto pripadé nasleduijici.

6x = 8.4 um 128
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Length: 8,42 um

Obrdzek 41 - Experimentdlné urcené rozliseni

Pracovni vzddlenosti mikroskopu L a z, jsem béhem experimentovani volil v riznych
kombinacich. Kvalitnich vysledki bylo dosahovano pro propagacni vzdalenost
Az =L —2zy=20~50mm. Zhlediska FOV, které se Umérné zmenSuje s rostoucim
pomérem L/Zo, nema smysl volit tento pomér vétsi nez 2. Za predpokladu Ze Cip kamery je pfi
zaznamu osvicen cely, tak pro pomér L/ZO = 2 je velikost zorného pole cca polovi¢ni oproti
velikosti Cipu kamery, tj. FOV = 3.5 X 2.5 mm (viz obrazek 34). Vzhledem k poZadavku na
kompaktni rozméry celé sestavy zdroven nema smysl volit vzddlenost L zbytecné velkou.
Ztéchto poznatkl vyplyva, Ze idedlni by bylo wvolit L=70—-80mm a
vzddlenost z, = 40 — 50 mm.

Celkové rozméry sestavy se mi pfi pouZiti laserové diody a dirkové clony povedlo snizit na
cca 120 x 120 X 150 mm. Samoziejmé za predpokladu Ze zdroj napajeni laserové diody se
nachazi mimo a ze sestavy jsou k nému vedeny pouze kabely. Rozméry 120 X 120 lze dale
efektivné sniZovat. Limitem je rozmér XY polohovaciho stolku pro polohovani dirkové clony.
Pfi navrhu a stavbé jsem pracoval s komponenty dostupnymi v laboratofich. Ndhradou
pouzitého stolku by mohl byt polohovaci stolek od firmy ThorLabs CXYZ05A/M. Jeho nejvétsi
pricny rozmér je cca 70 mm. Podélny rozmér se pohybuje okolo 150 mm, v zavislosti na
zvolenych pracovnich vzdalenostech. Priblizné polovinu z néj zabird kamera, kterd je

s pfipojenym kabelem dlouha cca 70 mm.

7.3 Navrh usporadani mikroskopu pro sledovani ristu embryi
Navrh usporadani musi vyhovét nékolika pozadavkim. Mikroskop musi byt umistén
v prostifedi kde lze regulovat teplotu na konstantnich cca 37°C. Dale musi byt v prostrfedi
udrzovana vlhkost na hranici 90%, pfi smési plynd s obsahem 5% CO, a 5% O,. Prostor pro
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mikroskop je dale limitovan na rozméry 10 X 10 X 15 cm. DuleZitym poZadavkem pro
zkoumani rlistu embryi je ddle dodrzeni minimalni manipulace se vzorky béhem jejich vyvoje.
IdedIné jsou do inkubatoru pouze jedenkrat uloZeny a nasledné vyjmuty. Zaznam jejich ristu
a vyvoje probihd formou time-lapse. Se zvolenou c¢asovou periodou probéhne zdznam
hologramu, ktery bude nasledné rekonstruovan. Software bude tedy uzplsoben tak aby se
laserovd dioda a kamera spoustéli vidy jen v poZzadovany okamiik. Zdznam referencniho
hologramu pro nasledny odecet intenzity béhem rekonstrukce staci zaznamenat pouze jednou
pred vloZzenim misky s embryi a bude ndsledné pouzit pro odeéteni u dalSich zaznamenanych

hologram( se vzorky.

Kamera a laserova dioda budou vici sobé uloZzeny pevné na jednom misté, protoZe jiz nebude
nutné ménit pracovni vzdalenosti a miska s embryi se tim padem bude vkladat ze strany.
Razeni prvk( bude vertikalini stejné jako v experimentalnich sestavach. Z inkubétoru budou
ven vyvedeny napajeci dratky od diody a kabel od kamery. Kamera tak méfi cca 40 mm, miska
s vickem cca 15 mm a laserovd dioda v kombinaci s dirkovou clonou cca 30 mm. Pracovni
vzdalenosti navrhuji L = 70 mm a z, = 40 mm. Tim padem zbude mezi podlozkou s otvorem
pro uloZzeni misky a kamerou dost mista pro manipulaci s miskou. PFfi téchto pracovnich
vzdalenostech by mélo byt dosaZitelné FOV cca 4.2 X 2.8 mm. PFi uvazovani maximalni
velikosti embrya 0.3 mm bych navrhoval nasledujici podobu misky pro uloZeni 6 embryi
najednou. Pfi zvolenych pracovnich vzdalenostech by mélo zorné obsahnout vSech 6 komurek
pro embrya. Pro Uspésnou rekonstrukci bych navrhoval, aby dno i viko misky bylo hladké a co
nejvice transparentni. Zaroven komurky budou vymezeny zvySenym okrajem na obvodu a ne

jako prohnuté dno.

B6

Obrdzek 42 - Ndvrh misky
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Zaver

V diplomové préci jsem se zabyval problematikou digitalni holografické mikroskopie. Cilem
prace bylo navrhnout a otestovat digitdlni holograficky mikroskop, ktery bude schopen
zobrazovat pfiblizné 500 um predméty s rozliSenim cca 20 um. V prlibéhu prace jsem se
postupné sezndmil s principy digitalni holografie, jejiho vyuzZiti pro zkoumani mikroskopickych
vzorkl a také s matematickym aparatem potfebnym pro pochopeni algoritmd propagace
svétla slouzicich k rekonstrukci obrazll ze zaznamenanych hologram(. Pro navrh mikroskopu
jsem zvolil sestavu in-line, pfedevsim kvili konstrukéni jednoduchosti. Navrhnul jsem podobu
vertikalni sestavy mikroskopu a pomoci 3D tisku vyrobil potfebné komponenty. Sestava byla
navic dopfedu navrhnuta dostate¢né moduldrné tak, aby Slo dily vyuZit pro rizné komponenty
béhem postupného vyvoje. Mikroskop jsem sestavil v laboratofich odboru Pfesné mechaniky
helium-neonového laseru. Ten ale na druhou stranu ve spojeni s prostorovym filtrem
pfedstavoval kvalitni zdroj koherentniho zareni pro vznik sférické viny, nutné pro zdznam
hologramu. Nakonec se vSak povedlo provést i Uspé&Snou rekonstrukci obrazu s kompaktni
zjednodusenou sestavou vyuzivajici jako zdroj laserovou diodu ve spojeni s pouhou dirkovou
clonou. K fyzickému mikroskopu pro zdznam hologramu bylo nutné vyrobit program pro
numerickou rekonstrukci. Ten jsem sestavil s vyuzitim knihovny funkci a ukazkovych skriptt
CGDH Tools, jejimZz autorem je Ing. Petr Lobaz, Ph.D. Do samotného vypoctu jsem pridal
algoritmus pro odecet hologramu referencni viny, ktery vede ke zkvalitnéni rekonstrukce pfi
poufziti sestavy in-line. Dale jsem program upravil o jednoduché uzivatelské prostredi, které ve
spojeni s metodikou zaznamu hologramu, popsanou vtéto praci, umoini pouziti

experimentalni sestavy mikroskopu dalsim studentim.

Pomoci mikroskopl ve jmenovanych sestavach jsem proved| fadu zaznam@ hologramd, jez
jsem Uspé$né rekonstruoval pouZitym programem. Uspéiné se mi povedlo ziskat obraz
optické mtizky s délkou strany 1000 um, poté jsem dle vysledkd pokusd vybral pro dalsi
experimenty misku s hladkym dnem. V té se mi podafilo rekonstruovat pylova zrnka a pomoci
mnou vymyslené metodiky zméfit jejich velikost cca 30 um. Ta byla potvrzena i pfi zméfeni na
klasickém optickém mikroskopu. Pylova zrnka nasledné poslouzila jako vzorek ve 4 mm Siroké
tekuté vrstvé skladajici se z vrstvy vody a olejnatého roztoku, to celé jesté prekryto vickem.
Uspésna rekonstrukce tohoto vzorku simulujiciho embrya v kultivaénim roztoku ukazala, ze
mikroskop si poradi i stakovymto optickym prostfedim. Dosazené rozliSeni u dobre
transparentniho a kontrastniho vzorku bylo uréeno na cca 8.5 um. Experimenty byla zaroven
potvrzena vlastnost digitalni holografické mikroskopie — dosazeni dobrého rozliseni pfi velkém

zorném poli. Tim vynika oproti klasickym optickym mikroskopim. Z poznatk( ziskanych pfi
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experimentech jsem navrhl podobu misky a rozmérové rozlozeni mikroskopu pro pouziti
v inkubatoru. Splnéni rozmérovych pozadavk( neni limitovano principem zdznamu, ale spise
pouzitymi komponenty.

Dalsi prace na toto téma by se mohla vénovat predevsim vylepSeni softwarové casti. Jak je
nastinéno v teoretické casti, existuji rizné algoritmy pro zkvalitnéni rekonstrukce, zlepSeni
rozliSeni nebo korektni rozbaleni fazové informace. Rekonstruované obrazy pylovych zrnek by
dle mého nazoru mohly byt zajimavou sadou dat pro tvorbu algoritmu na segmentaci prvk(
v obraze. Dale by bylo moZné upravit algoritmus pro rekonstrukci do podoby pro automaticky

sbér snimkd, vyuzitelny pro time-lapse sledovani ristu embryi.
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Seznam zkratek a symbolu

IVF In vitro fertilizace

DHM Digitalni holograficka mikroskopie

CCcD Charge-coupled device

FOV Zorné pole — Field of view

I Intenzita svétla

@, P Faze vinéni

A VInova délka

f Frekvence

n Index lomu svétla

VCSEL Vertical-cavity surface-emitting laser

z, Z Vzddlenost vzorku od zdroje sférické viny
L Vzdalenost kamery od zdroje sférické viny
NA Numericka apertura

w Sitka zdznamového &ipu

ox Pricné rozliseni

6z Podélné rozliseni

CMOS Complementary Metal-Oxide—Semiconductor
r Vektor znacici polohu bodu v prostoru

A Amplituda

j Imaginarni jednotka

U Komplexni amplituda/fazor vinéni

k Vinové &islo

Ax Velikost pixelu kamery

A& Velikost pixelu v rekonstruovaném obraze
X,y Souradnice v roviné zaznamu

& Souradnice v roviné rekonstrukce
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P.q
FFT
CGDH

DLHM

Vzorkovaci frekvence

Pocet pixell v roviné zdznamu

Pocet pixell v roviné rekonstrukce
Rychld Fourierova transformace
Computer generated digital holography

Digital Lensless Holographic Microscopy
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Seznam priloh

Pfiloha 1 3D modely navrzenych soucasti
Ptiloha 2 Program rekonstrukce obrazu
Ptiloha 3 Hologramy + Rekonstrukce
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