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1 Uvod

V uplynulych letech byly intenzivné teoreticky i experimentalné studovany techniky
hloubkové diskriminovaného mikroskopického zobrazeni zaloZzené na vyuziti nekohe-
rentni holografie, které dosahuji hloubkového rozliseni prostifednictvim korelacnich
vlastnosti svétla. Souhrnné je lze oznacit terminy korelacni ¢i holograficka mikrosko-
pie. Jednotlivé aplikace jsou zndmy pod ndzvy heterodynni mikroskopie,'® hologra-
fickd konfokalni mikroskopie,” a mikroskopie s ¢asoprostorovou holografii.}? Zatimco
nejdiive zminéna technika poskytuje pouze zobrazeni bodu a vyzaduje tedy pouziti
rastrovaci soustavy stejné, jako konvenc¢ni konfokalni mikroskop, dalsi dvé techniky
snimaji opticky fez vzorkem v jediném okamziku a priblizuji se tak zobrazeni v ne-
rastrovacich optickych mikroskopech. Zobrazovaci proces pak lze interpretovat také
jako paralelni zobrazeni velkym poc¢tem jednoduchych konfokalnich mikroskopt, pii-
¢emz jednotlivé konfokalni kanaly jsou koherencné separovany. Vystupni zobrazeni je
pocitacove rekonstruovano ze snimaného hologramu pomoci fourierovskych metod, coz
v soucasnosti nepfredstavuje vyrazné zpomaleni zobrazovaciho procesu.

Zatimco teorie trojrozmérného zobrazeni konvenc¢nim konfokalnim mikroskopem
byla vypracovana i pro realné mikroskopické zobrazeni zprostifedkované objektivy
vysokych numerickych apertur, ekvivalentni popis zobrazeni pro holografické tech-
niky hloubkové diskriminovaného zobrazeni dosud neexistuje. Pfedlozena prace proto
vznikla s timyslem odvodit teorii trojrozmérného zobrazeni holografickym mikrosko-
pem, kterad by nebyla omezena paraxialni aproximaci, umoznila by popsat zobrazeni
objektivy vysokych numerickych apertur s vysokym rozliSenim a porovnat nalezené
charakteristiky zobrazeni, pfedevs§im trojrozmérnou funkci pfenosu a impulsovou ode-
zvu, s charakteristikami zobrazeni konven¢énim konfokalnim mikroskopem.

Vychodiskem teoretické ¢asti prace je teorie linearnich invariantnich systému uzi-
vana zejména ve fourierovské optice, kterda k popisu zobrazeni uziva formalismu im-
pulsové odezvy optické soustavy, jeji pupilové funkce a funkce prenosu ve frekvencéni
oblasti. Pro popis zobrazeni trojrozmérnych objektt je vhodnéjsi pouzit obdobného,
avsak trojrozmérného formalismu, jehoz aplikace je bézna pii popisu zobrazeni v kon-
venénim optickém mikroskopu'®?® i v konfokadlnim mikroskopu.?!™23 Trojrozmérné
funkce pfenosu pro nekoherentni zobrazeni a pro koherentni konfokalni zobrazeni byly
vypocteny z pupilovych funkci aplanatickych soustav a soustav spliujicich Herschelovu
podminku.?* Rovnéz byl publikovdn vipocet optické pienosové funkce pro kruhové
a anuldrni ¢ocky s otvorovou vadou a rozostfenim!® a trojrozmérné funkce prenosu
pro konfokalni zobrazeni ve vlaknovém konfokalnim mikroskopu.* Analogicky skaldrni
teorii lze vybudovat i teorii vektorovou, kterd bere v ttvahu polarizaci svétla.25 26

Prace ma nasledujici strukturu. V kapitole 2 je pomoci Debyeovy aproximace odvo-
zena trojrozmérnd pupilova funkce objektivu a jeji pomoci je popsano zobrazeni troj-
rozmérného objektu jednoduchou optickou soustavou slozenou z osvétlovaci soustavy
a objektivu. Jsou odvozeny rovnéz aproximace rozptylové funkce pro slabé rozptylujici
objekt a rovinny i nerovinny odrazny objekt. V kapitole 3 jsou odvozeny koherentni
funkce pfenosu pro holograficky a konfokalni mikroskop. Vlastnosti obou funkei jsou
dale zkoumany a vzajemné porovnany v kapitole 4, kterda detailné popisuje postup



pri jejich vypoctu pro rotacné soumérné, pripadné také aplanatické soustavy. Rovnéz
jsou uvedeny nékteré vyznamné vysledky vypocti funkei prenosu, impulsové odezvy
a osové odezvy pro rovinny objekt. Podstatna odlisnost zobrazovaciho procesu obou
typt mikroskopu byla popsana v pripadé spektralné sirokopasmového osvétleni, kdy se
v pripadé holografického mikroskopu mohou séitat prispévky rtznych vinovych délek
koherentné a na rozdil od konfokalniho mikroskopu mize tedy existovat prislusna po-
lychromaticka koherentni funkce pfenosu. V kapitole 5 jsou uvedeny vysledky méfeni
osové odezvy a povrchového profilu vzorku pomoci holografického konfokalniho mik-
roskopu, jenz byl zkonstruovan v ramci této prace.b !

2 Zobrazeni objektivem

2.1 Souradnicova soustava

Na obrazku 1 je zndzornéno osvétleni a zobrazeni trojrozmérného predmétu odrazenym
¢i zpétné rozptylenym svétlem. Osvétlujici svazek generovany zatim nespecifikovanym
zdrojem prochéazi optickou soustavou (objektivem) a dopadé na trojrozmérny objekt,
ktery lezi v predmétovém prostoru v okoli predmétové roviny. Zobrazeni je formovano
timtéz objektivem v konjugované obrazové roviné. Pro jednoduchost je z nacrtku vy-
pustén délic svazku, takze v pripadé kritického osvétleni se rovina zdroje jevi totozna
s obrazovou rovinou. PTi zobrazeni v prochéazejicim svétle lezi zobrazujici optické sou-
stava a obrazova rovina vpravo od predmétové roviny.

x' x
vstupni
pupila
z
Se—
vystupni
pupila
obrazova rovina L predmétova
a rovina zdroje objektiv rovina

Obrazek 1: Schéma osvétleni a zobrazeni predmétu v usporadani na odraz.

Zavedme soutadnicovou soustavu O(z,y, 2), jejiz osy x,y lezi v pfedmétové roviné
a osa z lezi na optické ose objektivu orientovana ve sméru Sifeni osvétlujiciho svazku.
Polohu bodu v predmétovém prostoru budeme popisovat vektorem soufadnic x =
(x,y, z) a polohu bodu v obrazové roviné soufadnicemi konjugovaného bodu (ve smyslu
gaussovské optiky) v roviné predmétové.
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2.2 Trojrozmérna pupilova funkce

Zobrazeni trojrozmérného predmeétu popiseme prostiednictvim trojrozmérné pupilové
funkce, kterou zde odvodime. Vypocet omezime na isoplanatickou oblast obrazové
roviny.

Predpokladejme nejdiive, ze v bodé S (viz obréazek 1) je umistén bodovy zdroj mo-
nochromatického svétla s vinoctem k, ktery je optickou soustavou zobrazen do pred-
métové roviny. V Gaussové obrazovém bodé G necht lezi pocatek soustavy souradnic
'y, 2, které jsou slozkami polohového vektoru x’ bodu pozorovéani.

Za predpokladu, ze hodnota Fresnelova ¢isla je podstatné vétsi nez jedna, coz je
v pripadé mikroskopického zobrazeni obvykle splnéno, lze svételné pole v okoli obra-
zového bodu (impulsovou odezvu) popsat v Debyeové aproximaci (viz naptiklad [27,
kap. 16.1, 30]), kterd neni omezena na paraxialni oblast. V piipadé velkych thlovych
apertur nelze zanedbat vliv polarizace svétla, teorii je nutno odvodit vektorové a sveé-
telné pole popsat komponentami elektrického a magnetického pole. Timto postupem
1ze odvodit vektorové funkce prenosu.?” Fokusaci polarizovaného svétla pomoci op-
tické a zvlasté pomoci aplanatické optické soustavy se zabyvali Wolf a Richards.!® 30
V nasem pripadé budeme predpokladat, ze osvétleni se déje nepolarizovanym svétlem,
a polarizacni efekty lze zanedbat. Svételné pole v okoli Gaussova bodu G pak popiseme
skalarni komplexni amplitudou h(x’, k). Vstupnimi hodnotami Debyeovy aproximace
budou vysledky trasovani paprskt optickou soustavou odec¢tené na referenc¢ni sfére vy-
pliujici vystupni pupilu objektivu. Oznac¢ime-li k' vektor popisujici smér paprsku ve
vystupni pupile (|k'| = k), p(k’) silovy faktor paprsku®® a W (k') pfislusnou vinovou
aberaci, plati

kde ki = (k7 k;) je pfitnd slozka vektoru k’. Oblast nenulovych hodnot funkce p(k’)
je ptiblizné vymezena tthlovou aperturou « optické soustavy. Pfedpokladejme, Ze p(k’)
je nulova také v piipadé, kdy k? < kéz a k. je ryze imaginarni, takze integrovat lze

formalné v nekone¢nych mezich. Oznacime-li

exp 2mi[kW (K') + k' - xX'|d*k], K. = /K% — k2, (1)

z

P(K) = pi(:,') exp[2mik WV (K')], (2)

z

plati vztah

h(x' k) = //P(k’) exp(27ik’ - x')d’k], (3)

ktery muzeme chépat jako vyjadfeni impulsové odezvy h(x’, k) superpozici rovinnych
vin s thlovym spektrem P(k’), které nazyvejme trojrozmérnou pupilovou funkei ob-
jektivu.

Pro aplanaticky objektiv plati sinova podminka, z niz lze odvodit, Ze silovy faktor
p(k’) paprsku je tmérny funkei cosz ¥, kde ¥ je thel sevieny svételnym paprskem a op-
tickou osou,'® a nezavisly na vinoé¢tu k. Vyjadtime-li kosinus podilem &’ /k a polozime-li
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konstantu imérnosti rovnu jedné, plati pro pupilovou funkci
P(K') = (kk.)"7 exp[2mikW (K') A(K) = P(K').A(K'), (4)

kde A(k) ozna¢uje aperturni funkei, ktera je jednotkova pro 9 < a a nabyva nulovych
hodnot pro ¥ > «, nebo pro ryze imaginarni hodnoty k.. Neni-li objektiv aplanatem,
je-li opatfen apodizac¢nim filtrem, nebo neni-li rozlozeni amplitudy ve vstupni pupile
objektivu rovnomérné, mé funkce P(k’) odlisny tvar.

Nakonec definujme trojrozmérnou monochromatickou pupilovou funkci P®) (k’, k)
vztahem

PO(K k) = P(K) 0(K, — \/k2 — k?), (5)

v ném# & ozna¢uje Diracovu funkei delta. Monochromaticka pupilova funkce P (k', k)
tvori s impulsovou odezvou h(x’, k) fourierovsky par, coz se stane ziejmym, nahradime-
li ve vztahu (3) funkci P(k’) funkei P©)(k’, k) a doplnime-li integraci podle k’.

Impulsovou odezvu h(x’, k) a néasledné pupilovou funkci P(k’) objektivu lze urcit
experimentalng.!®

2.3 Osvétleni

Osvétlovaci vlna je objektivem pfenasena z roviny zdroje do roviny predmeétu. Spekt-
ralni amplituda osvétlovaci viny v uréitém bodé roviny zdroje pro vlnocet k necht je
dana funkci a(n, k), kde i je podle pfedpokladu vektor souradnic konjugovaného bodu
v pfedmétové roviné. Funkce a(n, k) mé tedy vyznam geometrického zobrazeni ampli-
tudy do predmétové roviny. Skutecné rozlozeni amplitudy v pfedmétovém prostoru je
pak déno jeho konvoluci s impulsovou odezvou (3) objektivu

utx ) = [ [ atm. whx — n. 0y, (6)

Dosadime-li (3) za h(x', k), lze zdménou potadi integrace a integraci podle 1 odvodit
vztah

u(x, k) = //P(k')A(k;) exp(27ik’ - x)d’k], (7)

AK)) = / / a(m, ¥) exp(—2mik, - m)d*n ®)

je thlové spektrum amplitudy osvétleni. Soucin
U(ky) = P(k) A(ky) (9)

je uhlovym spektrem osvétleni v pfedmétovém prostoru a pupilova funkce predsta-
vuje soucasné koherentni funkci pfenosu optické soustavy. Jeji hodnota P(k’) popisuje
prenos rovinné viny s vinovym vektorem k’ optickou soustavou.
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2.3.1 Kritické osvétleni

Plosny zdroj nebo jeho zobrazeni se v tomto pripadé nachézi v obrazové roviné ob-
jektivu (viz obrazek 1). Koherentné jsou zobrazeny pouze jednotlivé body zdroje.
Oznacime-li soufadnici uréitého bodu zdroje 15 a jeho spektralni intenzitu I(n®, k),

plati
a(n.n’) = VI(n® k)é(n —n°), (10)

a podle vztaht (8) a (9) je thlové spektrum vyjadieno vztahem
Uk, n®) = P(K)A(ky, n°) = /I(n°, k) P(K') exp(—2mik] - n°). (11)

2.3.2 Kohlerovo osvétleni

Plo$ny zdroj je zobrazen do ptfedni (obrazové) ohniskové roviny objektivu, takze kaz-
dému bodu zdroje prislusi rovnobézny svazek v predmétovém prostoru. Tedy také
v obrazové roviné musi mit komplexni amplituda pfiblizné tvar rovinné vlny a plati

a(n, k) = X (k) exp(2nik - n), (12)

kde k je prislusny vinovy vektor v predmétovém prostoru. Ve skutecnosti jde o kulovou
vlnu konvergujici do prislusného bodu S zobrazeni plosného zdroje v ohniskové rovine€.
Amplituda X (k) je tedy amérna amplitudé /I(S, k) v tomto bodé zdroje. Polohu

bodu S i vlnocet k lze urcit rovnéz prislusSnym vlnovym vektorem k a psat
a(n,k) = /1(k) exp(27ik - n). (13)
Odpovidajici tahlové spektrum ma tvar

UK, k) = /I(k) P(K)3(K, — k). (14)

2.4 Zobrazeni

Osvétlovaci vlna v pfedmétovém prostoru interaguje se vzorkem a tim vznika rozpty-
lend vlna s thlovym spektrem G(k;). Uvazujme, jak je tato rozptylend vlna pfenesena
do obrazové roviny.

V predchozich tvahach jsme ukézali, Ze hodnota P(k’) pupilové funkce popisuje
prenos rovinné vlny s vlnovym vektorem k' objektivem. Pfedpoklddejme, Ze prenos
rovinné vlny, ktera se sifi opacnym smérem, bude popsan toutéz hodnotou pupilové
funkce. Z tohoto predpokladu vyplyvaji nasledujici tvrzeni.

1. P1i zobrazeni v prochazejicim svétle predpokladejme, Ze zobrazujici opticka sou-
stava je stfedové soumérna s osvétlujici soustavou, pricemz stiedem soumérnosti je
bod O. Pfenos rovinné vlny s vilnovym vektorem k' obéma soustavami je pak popsan
toutéz hodnotou P(k’) pupilové funkce. Uhlové spektrum zobrazeni je ddno soucinem
Pk )G (k).

2. P1i zobrazeni v odrazeném svétle je prenos zpétné rozptylené viny s vlnovym
vektorem —k” popséan toutéz hodnotou P(k”) pupilové funkce, jako pfenos osvétlovaci

9



viny s vinovym vektorem k”. Rozptylené rovinné viné s vinovym vektorem k’ tedy od-
povida hodnota P(—k’) pupilové funkce. Uhlové spektrum zobrazeni je dano sou¢inem
P(-k)G(k}).

Pf1i zobrazeni v prochéazejicim, resp. odrazeném svétle tedy v obrazové roviné po-
zorujeme amplitudu

o€, k) = / / P(£k)G(K,) exp(27ik, - £)d2k.. (15)

2.5 Interakce svétla s objektem

Predpokladejme, ze rozptyl svétla je pruzny a linearni, tedy ze thlova spektra osvétlo-
vaci viny U(k{) a rozptylené viny G(k}) spolu souviseji prostiednictvim superpozi¢niho
integralu

GK) = / / T(K, KU (K )2k, (16)

ktery obsahuje rozptylovou funkci 7 (k’, k") objektu. Integraci je mozno ponechat v ne-
kone¢nych mezich, protoze oblast nenulovych hodnot funkce U (k{) je vhodné omezena
pupilovou funkei ve vyrazu (9). V mnoha pfipadech je mozno rozptylovou funkci roz-
lozit na soucin dvou funkci

T(K,X") = To(K)T(K — k"), (17)

pficemz funkci 7y(k') lze v nékterych pfipadech nahradit konstantou a
T(K) = / / / () exp(—2rik’ - x)d’x. (18)

je Fourierova transformace tzv. rozptylového potencialu ¢(x) pfedmétu. Dale odvodime
tvar zminénych funkci pro rtzné typy rozptylujicich objektii.

2.5.1 Volny prostor
Pti prichodu svétla volnym prostorem se jeho thlové spektrum nezmeéni a tedy plati
G(ky) = U(ky). (19)
Ze vztahu (16), (17) a (18) pak lze odvodit
To(k') =1, T() =4d(k;) atedy  t(x)=4(2). (20)

2.5.2 Slabé rozptylujici objekt

Slaby rozptyl rovinné vlny, tj. rozptyl, ktery dobfe spliuje predpoklad kinematické
(1. Bornovy) aproximace, Ze primérni vlna neni ovlivnéna rozptylujicim objektem,
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popsal Wolf.3! Dopadé-li na polopropustny, slabé rozptylujici objekt rovinna vlna s vl-
novym vektorem k a tedy s tthlovym spektrem

Uk, k) = 6(ki — k), (21)

plati pro thlové spektrum rozptylené viny vztah

Gl k) = : | / / / () exp|—2mi(K — k) - x)d*x, (22)

kde
t(x) = irk[n®(x) — 1] = irkx.(x'). (23)

Pouzili jsme oznaceni n pro (komplexni) index lomu rozptylujiciho objektu a y. pro
jeho elektrickou susceptibilitu. Do vztahu (22) a také do vztahu pro vypocet amplitudy
rozptylené viny z tihlového spektra (vztah obdobny (7)) dosazujeme

K =y /k2 — k2, (24)

pro primo, resp. zpétné rozptylenou vinu.
Ze vztahu (16) po dosazeni spektra rovinné osvétlovaci viny (21) vyplyva

G(ki, k) = T (K k). (25)

Porovnanim tohoto vztahu s (22) a vzhledem k (16), (17) vidime, Ze rozptylova funkce
slabé rozptylujictho pfedmétu je déna soucinem Fourierovy transformace 7T'(k’) roz-
ptylového potencidlu (23) a funkce

k
Tok) = —. 26
V konfiguraci na priichod je kromé rozptyleného svétla zobrazena také nerozptylena
osvétlovaci vlna. V tomto piipadé lze pouzit rozptylovy potenciél ve tvaru (srov. [20,
str. 156])
t(x) = irk[n?(x) — 1] + 6(2). (27)

Pro druhy ¢len odpovidajici nerozptylenému svétlu (srov. (20)) bychom méli volit
7o = 1. Pro jednoduchost lze 7 volit podle (26). Tim obdrzime jiny pomér ampli-
tud rozptylené a nerozptylené viny, avsak tento pomeér neni v kinematické aproximaci
spravné vypocten i bez této upravy.

2.5.3 Odrazna plocha

Odrazné plocha je tvofena rozhranim dvou optickych prostfedi s rozdilnymi (obecné
komplexnimi) indexy lomu. Necht je popsana rovnici

z = o(xy), (28)

11



pficemz x; je vektor soutadnic x,y. Ze vztaht (7), (9) odvozujeme, Ze komplexni
amplituda osvétlovaci viny je na této plose popsana vztahem

U (X¢) = // U(k}) exp{2mi[k] - x; + k.o (x,)]}d°k}, k. =/k? — k2. (29)

Pro komplexni amplitudu g,(x;) odrazené vlny s thlovym spektrem G(k;) plati ob-
dobny vztah, pouze znaménko komponenty k! je opacné

00 (1) = / / GK!) exp{2mi[k, - % — K.o(x)] } 42K, (30)

Bereme v tivahu rovnéz evanescentni slozku thlového spektra, a proto také ve druhém
pripadé integrujeme v nekonec¢nych mezich.

UvaZzujme nejprve rozhrani lezici v roviné z = o(x;) = 0. Pfi odrazu se zachovava
rovinnost vlny a proto zfejmé plati

G(ky) = To(K)U(ky), (31)

pfi¢emz hodnota funkce 7y(k’) je dana prislusnymi Fresnelovymi koeficienty. Podobné,
jako pfi prichodu vlny volnym prostorem, lze pak ze vztaht (16), (17) a (18) odvodit
i druhou slozku rozptylové funkce

T(k') =d(k;) atedy  t(x)=0(z2). (32)

Rozptylovy potencial vyjadieny funkci delta popisuje skutecnost, ze k rozptylu dochazi
pouze v roviné rozhrani.

Povazujeme-li rozhrani za idedlni odraze¢ (ve smyslu [29, str. 164]), nezavisi odra-
zivost na uhlu dopadu a plati 7o(k’) = 1. Ze vztaht (29), (30) a (31) odvozujeme, Ze
amplitudy osvétlovaci a odrazené vlny jsou si pak v roviné rozhrani rovny

9o(X1) = Uo(xy). (33)

Ziejmé je mozno predpokladat, ze rovnost amplitud nastane i v pripadé malych
odchylek plochy od roviny. Rozsiime tedy tvahu i na nerovinnou plochu, ktera je ale
natolik malo zvlnéna, Ze je mozno jeji odrazivost opét globalné aproximovat funkci
7To(K'). Protoze k rozptylu dochézi pouze na ploSe rozhrani, predpokladejme, Ze ana-
logicky k (32) existuje rozptylovy potencial popsany vztahem

t(x) = 0[z — o(xy)]- (34)

Rozptylovou funkci pak lze vyjadfit vztahem (17) pomoci jeho Fourierovy transformace
(18).

Je-li plocha idedlnim odrazecem, plati opét 7o(k’) = 1. Ovéfme, zda je na odrazné
plose amplituda odrazené vlny rovna amplitudé vlny osvétlovaci. Rozptylovou funkci
dosadime do vyrazu (16) a pomoci (29), (30) odvodime vztah

o (Xt) / D(x, X, )uq (x])d*x], (35)
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kde
Dix,x) = // exp(2ri{(x, — x,) - K, + [0(x)) — o(x )KL DK,. (36)

Funkce D(xq,x{) ma ostré maximum pro x; = X{ a pro amplitudy tedy plati

9o (%1) = g (x1). (37)

Rovnost nastava pro rovinnou plochu, kdy D(xy,x}) = 0(x; — x{).

2.5.4 Posunuti objektu

Pfi posunuti objektu o vektor x, (napfiklad pfi rastrovéni) je tfeba ptivodni rozptylovy
potencial objektu ¢'(x) nahradit potencidlem ¢(x) = t/(x — x,). Ze vztahu pro Fourie-
rovu transformaci (18) vyplyva, Ze ptuvodni funkci 7"(k’) je tfeba nahradit funkci

T(k') = T'(k") exp(—27ik’ - x). (38)

3 Holograficka a konfokalni mikroskopie

V této kapitole odvodime z predchozich vysledkd vyrazy popisujici koherentni funkci
prenosu pro rizné typy mikroskopi s konfokalnim zobrazenim, tedy konvené¢ni konfo-
kalni mikroskop, a holografické mikroskopy.

3.1 Holografické mikroskopy

Mikroskopy, které pro dosazeni hloubkové diskriminace vyuzivaji nekoherentni holo-
grafie jako napi. holograficky konfokalni mikroskop,® ¢i mikroskop s ¢asoprostorovou
holografii,'? jsou tvoieny dvéma opticky ekvivalentnimi vétvemi. V pfedmétové vétvi
se vytvari zobrazeni o pfedmeétu, v referencni vétvi zobrazeni r referencni roviny a v de-
tekéni roviné obé zobrazeni interferuji. V prvém citovaném pripadé sviraji svazky ne-
nulovy thel, takze vzniké prostorova nosna frekvence, v piipadé druhém ma referenc¢ni
svazek Casové proménny fazovy posuv, takze vznika ¢asova nosna frekvence. Popiseme-
li takto vneseny fazovy posuv pomoci fazoru exp(i¢), kde ¢ je linearni funkei ¢asu ¢i
prostorové soutadnice, jejimz koeficientem je pravé nosna frekvence, plati pro intenzitu
v bodé P detekéni roviny vztah

I(P) = |o(P) + r(P) exp(ig)|* =
= |o(P)* + [r(P)|* + 0" (P)r(P) exp(i¢) + o(P)r*(P) exp(—io),

kde hvézdicka oznacuje komplexni sdruzeni. Rekonstruovany signal ziskame oddélenim
posledniho ¢lenu a soucasnou eliminaci nosné exp(—ig). Obé operace se provadéji
numericky ve fourierovské oblasti (viz napf. [8]).

Hloubkova diskriminace nastava pfi osvétleni prostorové nebo ¢asoveé nekoherent-
nim svétlem. V prvém piipadé je podminkou nezavislost nosné frekvence na poloze
bodu v plose zdroje, ve druhém piipadé jeji nezavislost na vinové délce v rozsahu

(39)
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spektralniho pasma osvétleni. Obé podminky jsou soucasné splnény napriklad holo-
grafickym konfokalnim mikroskopem.®

Predpokladejme, ze plosny nekoherentni zdroj emituje svétlo se spektralni intenzi-
tou I(S, k), kde S je bod zdroje a k vlnocet. Detekovanou intenzitu lze vypocist pomoci
zobecnéného Hopkinsova vztahu [2, str. 534]. Omezime-li vipocet pouze na posledni
¢len souctu (39) s eliminovanym fazorem exp(—i¢g), odvodime pro rekonstruovany sig-

nal vyraz
- / / / o(P, S, k)r* (P, 8, k)dodk, (40)
0 o

kde o(P, S, k) oznacuje amplitudu v bodé P vybuzenou prostfednictvim predmétové
vétve myslenym monochromatickym bodovym zdrojem o vinoc¢tu k, nulové fazi a am-
plitudé tmérné /1(S, k), ktery je umistén v bodé S plosného zdroje (podobné pro ).
Symbolem o jsme oznacili plochu zdroje.

Predpokladame, ze v obou vétvich je pouzito Kohlerova osvétleni, takze polohu
mysleného bodového zdroje S v ohniskové roviné i vlnocet k jednozna¢né udava vlnovy
vektor k rovinné vlny v pfedmétovém prostoru. Amplitudu mysleného bodového zdroje
popisuje funkce y/I(k) a pro thlové spektrum osvétleni plati vztah (14).

Uhlové spektrum rozptyleného svétla v predmétové vétvi vypoéteme pomoci (16).
Rozptylovou funkci dosazujeme ve tvaru (17) s Fourierovou transformaci rozptylového
potencidlu ve tvaru (38), ktery respektuje piipadny posuv xs objektu. V referencni
vétvi predpokladame, ze svazek prochézi volnym prostorem nebo je odrazen rovin-
nym idealnim odrazecem, a pro tthlové spektrum rozptylené viny pouzijeme v obou
ptipadech vztahu (19).

Amplitudy zobrazeni v obou vétvich jsou ddny vztahem (15). Pfi tipravé provedeme
substituci m = k’ — k. Pro amplitudu zobrazeni v pfedmétové vétvi vychazi

= /I(k) P (k) exp(2rik - £)x
/// +(k + m), k]7o(k + m)7T'(m) exp[27im - (£ — x,)]d*m. (41)

Pro amplitudu zobrazeni v referenc¢ni vétvi odvodime za predpokladu rota¢né soumér-
nych pupilovych funkei, kdy P(—k) = P(k), vztah

= /I(k) P*(k) exp(27ik - £). (42)

Protoze polohu bodového zdroje charakterizujeme smérem vinového vektoru k, bu-
deme pfi vypoctu amplitudy (40) rekonstruovaného zobrazeni integrovat podle jeho
slozek k., k, namisto integrace na ploSe zdroje. Formalné je pfechod mezi soufad-
nicemi v ohniskové roviné a slozkami vlnového vektoru popsan sinovou podminkou
a jakobian transformace je tedy implicitné obsazen ve ¢tverci pupilové funkce pro-
stfednictvim efektivni apodizace. Integra¢ni proménnou k£ nahradime proménnou k.,
jakobidn transformace je roven k,/k. Integrovat lze formélné v nekone¢nych mezich,
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nebot integracni obor je omezen nosiéi pupilovych funkci. Pro rekonstruovanou ampli-
tudu tim odvodime vztah (xg = & — x)

w(xg) / / / m) exp(27im - x¢)d*m, (43)

ktery popisuje koherentni zobrazovaci proces s koherentni funkci pfenosu vyjadienou
vztahem

/// ?P(k)To(k + m) P[#(k + m)]x
(44)

x 6 [i(kz +5) = (K2 = (e +m)2 — (ky + )2 %d?’k,

pricemz m je vektor prostorovych frekvenci m,n, s.

3.2 Konvenc¢ni konfokalni mikroskop

Popisme idealni konfokalni mikroskop s bodovymi aperturami zdroje a detektoru
(viz napf. [29, str. 8]). Pfedmét je pak kriticky osvétlen jedinym bodovym zdro-
jem umisténym na optické ose a thlové spektrum osvétleni je popséno vztahem (11).
Ptredpokladame-li navic, ze zdroj je monochromaticky s jednotkovou intenzitou, plati

Uk, 0) = P(k). (45)

Spektrum rozptyleného svétla vypoéteme pomoci vztahu (16) po dosazeni rozptylové
funkce pozorovaného predmétu ve tvaru (17). Protoze pfedpokladame pouziti rastro-
vaci soustavy, dosadime Fourierovu transformaci rozptylového potenciélu (38) respek-
tujici posuv vzorku x,. Zobrazeni je detekovano bodovym detektorem umisténym na
optické ose. Podle vztahu (15) plati pro amplitudu

— / / P(£k')G(k,)dK,. (46)

Dosadime (16), (17) a (45) do (46), prevedeme integrace podle ki na integrace
podle k' (pfitom vyuzijeme monochromatickych pupilovych funkci), zavedeme substi-
tuci m = k’ — k a vztah upravime Amplituda je popsana vyrazem pro koherentni
zobrazovaci proces (Xg = —Xj)

o(x¢) /// m) exp(27im - x¢)d*m (47)

s koherentni funkci pfenosu vyjadienou vztahem

// d(k — ko) P(k)Zo(k + m) P[£(k + m)]x
(48)

k
—~d’k.

xé[ (ks + 5) = k2 = (K, +m)2 — (k, +n)? k
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Do integrandu jsme doplnili funkei §(k — kg), kde kg oznacuje vlnocet osvétleni, a sou-
casné jsme doplnili integraci podle vlnoc¢tu k, kterou jsme prevedli na integraci podle
k. s jakobidnem transformace k. /k.

Zobrazeni v holografickém a konfokalnim mikroskopu jsou po této tipravé popsana
identickymi vztahy (43) a (47). Funkce pfenosu pro holograficky mikroskop (44) je
vyjadiena obdobnym integrélem, jako funkce pfenosu pro konfokélni mikroskop (48).
Integrand vSak navic obsahuje ¢len [P*(k)|* popisujici zobrazeni referenéni vétvi a na
misté funkce §(k— ko) stoji spektralni intenzita I (k), kterd mize popisovat i spektralné
sirokopasmové osvétleni. Zobrazovaci proces v holografickém mikroskopu tedy ztistava
¢isté koherentnim nejen pri osvétleni plosnym nekoherentnim zdrojem, ale dokonce
i pfi pouziti polychromatického osvétleni! Naproti tomu, v konvenénim konfokalnim
mikroskopu se prispévky jednotlivych vinovych délek scitaji nekoherentné, v inten-
zité, a nelze proto ocekdvat podstatny rozdil mezi vlastnostmi monochromatického
a polychromatického zobrazeni.

4 Vypocet koherentni funkce prenosu

4.1 Vlastni soustava souradnic

Funkce delta ve vztazich (44), (48) vyjadfuje pfedpoklad pruzného rozptylu svétla
ve vzorku, nebof pfi zadaném m omezuje integraci na rovinu v k-prostoru, na niz
je splnéna podminka |k + m| = k. Pro dané m odvodime jemu vlastni kartézskou
soustavu soufadnic, jejiz dvé osy budou lezet v roviné integrace.

V trividlnim piipadé m = (0,0, s) a pro odrazené svétlo, kdy je s < 0, jde zfejmé
o rovinu k, = —s/2.

Obrazek 2: Vlastni soustava souradnic.

V obecnéjsim ptipadé jde o rovinu p kolmou k vektoru m a obsahujici bod —m/2
(viz obr. 2). Predpokladejme m > 0,n = 0. Pokud jsou pupilové funkce objektivi
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rotacné soumérné, bude také funkce prenosu rotacné soumeérna a tento predpoklad
1ze splnit vhodnou volbou soufadnicové soustavy O(ky, ky, k.). V opacném piipadé je
nutno pri transformaci souradnicové soustavy otocit také pupilové funkce.
Vlastni soustavu soutfadnic x,, Ky, k. definujeme pro vektor m vztahy
s m m m s s

kx:_l‘ix‘i‘_/fz__ kyzﬁy’ kZ:__K/x‘i__/fz_—

, , 49
Iz Iz 2 Ju Ju 2 (49)

kde 11 = |m|. ProtoZe je transformace sloZena z otoceni a posunuti, je jeji jakobidn
roven 1.
Pti prevodu funkce delta vyuzijeme vztahu

B 6(kz)
o1 = g5 — (50)
a plati
) [:I:(k:z +s) — \/k:2 — (ky +m)? — (ky, +n)?| = |k:2: S|§(/<;Z). (51)

Po transformaci soufadnic popsané vztahy (49), integraci pfes soufadnici k.
a upravé maji integraly (44), (48) tvar

¢(m) = ! / / Po(k)To(k + m) Pl (k 4+ m)Jk. ke + sl dradriy,  (52)

kde

(k) = {I(k) [P*(k)]?P(k) pro holografické mikroskopy, (53)

d(k — ko) P(k) pro konfokalni mikroskop,

predstavuje efektivni ,pupilovou funkci osvétlovaci soustavy“, nebot zavisi na vlno-
vém vektoru k osvétlovaci viny. Slozky vektoru k zaviseji na integrac¢nich proménnych
vztahy (49) pro k, = 0.

4.2 Integracni obor

Protoze je vyhodné integrovat podle vlnoétu k, prevedeme (52) k integra¢nim promén-
nym k, ¢ (viz obr. 2), které souviseji se soufadnicemi k., vztahy

ke = \/ K2 — (1/2) cos o, Ky = /K2 — (11/2)” sin g; (54)

jakobian transformace je roven k.

Ze vztahu (4) vyplyva, Ze pupilové funkce jsou nenulové, pravé kdyz odchylky o
vektoru k osvétlovaci vlny, resp. vektoru +(k 4+ m) rozptylené viny od osy k, nepte-
vysuji thlovou aperturu objektivu «, tedy plati-li

k. > kcosa, resp. =+ (k,+s) > kcosa. (55)
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Obrézek 3: Rez k-prostorem pro konfiguraci na priichod (vlevo) a na odraz (vpravo).
Aperturni funkce A a tedy i pupilové funkce P jsou nenulové, lezi-li vektory k, +(k+m)
uvniti polokuzele zvyraznéného Sedé.

Obé podminky vyjadiime v soustavé soutadnic k, ¢ prostfednictvim vztahi (49), (54),
a tim odvodime zuzeny integrac¢ni obor K, resp. F' integralu vzhledem k proménné k,
resp. . Pak lze z integrandu vypustit aperturni funkce A, coz formélné znamena
nahradit funkce P funkcemi P (viz definici (4)). Provedeme-li tutéz zdménu ve vztahu
(53), dostaneme funkci Pes a plati

c(m) = pu~* / / Pet(k)7Zo(k + m) P[£(k + m)]k. |k, + s|dpdk. (56)

4.2.1 Konfigurace na priuchod

Vlnové vektory i vektor rozptylu jsou znazornény na obrazku 3 vlevo, kde je zakreslen
také polokuzel, uvnitt kterého plati ¥ < «. Koncovy bod vektoru k lezi v roviné p,
koncovy bod vektoru k + m v roviné p,, posunuté o m vici p. Pokud obé roviny
protinaji polokuzel, tedy v ptripad€, kdy odchylka m od osy £, neni vyssi nez a a plati

|s| < mtga, (57)

lze obé podminky (55) splnit pro dostateéné vysoké k (viz obrazek 3). Aby byly
opravdu splnény, musi platit

2k
s+ cosa_

cosp < yp = T (58)
Této nerovnosti lze dosdhnout pro libovolné k € K = (kyn, 0), kde
2
1 1
kmin = = N ) 59
2 msina — |s| cosa (59)
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volbou ¢ € F' = (o, 21 — ¢o) C (7/2,37/2), kde o = arccosyr. Pro k < k., nelze
nerovnosti dosdhnout zédnou volbou ¢, nebot 7 < —1, a integral (56) mé nulovou
hodnotu.

2k - 2k> b)
ko k2
m 0 m 0
-k, -k 5
a="/3
2k, 2k :
2k 2k,  -ky ke O ky ok, 2k,
S N

Obrazek 4: Pfenosova pasma s osou s rotacni soumeérnosti pro usporadani na prichod.
Hranice pasem jsou pro vyznacené uhlové apertury a odliSeny typem ¢éary. a) Pasma
pro monochromatické osvétleni s vlno¢tem ky jsou (v Fezu) ohrani¢ena ¢tyimi kruho-
vymi oblouky, pro spektralné neohranicené osvétleni dvémi pfimkami s odchylkou «
od osy m teénymi k obloukiim. b) Padsmo pro osvétleni spektralné omezené na interval
vino¢tt (ky, k2), k1 = k2/2, o = w/3. Tmavsim odstinem Sedé je vyznaceno pasmo pro
vinocet k.

Pro zadany vlnocet ko osvétleni lze ze vztahu (59) odvodit, Ze nerovnost kg > Kpin
plati pro prostorové frekvence, které vyhovuji relaci

(m — kosina)® + (|s| + ko cosa)? < kg (60)
Tato relace definuje pfenosové pasmo pro vinocet kg (viz obréazek 4). Pfi zméné vlnoétu

se ziejmé nemeéni tvar prenosového pasma, ale pouze jeho velikost, pricemz pasmo lezi
vzdy uvnitt oblasti (57).

4.2.2 Konfigurace na odraz

Vlnové vektory i vektor rozptylu jsou znazornény na obrazku 3 vpravo. Koncové body
vektort k a —(k+m) lezi v roviné p, vektor —m p1li thel jimi sevieny. Pokud odchylka
vektoru —m od osy k. neni vyssi nez «, tedy pokud plati

s < —mcotg a, (61)

lze ziejmé pro urcité hodnoty k splnit obé podminky (55). Aby byly splnény, musi

19



2k,
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Obrazek 5: Pfenosova pasma s osou s rotacni soumeérnosti pro usporadani na odraz.
Hranice pasem jsou pro vyznacené uhlové apertury a odliSeny typem ¢ary. a) Padsmo
pro monochromatické osvétleni s vlnoétem kg je (v fezu) tvofeno kruhovou tsedi.
Péasmo pro spektralné neohranicené osvétleni je ohrani¢eno poloptimkami s pocatecnim
bodem (0, 0) prochazejicimi vrcholy tsece. b) Pasmo pro osvétleni spektralné omezené
na interval vlno¢tu (ky, ks), k1 = k2/2, o = /3. Tmavsim odstinem $edé je vyznaceno
pasmo pro vlnocet k;.

platit
_p|s| —2kcosa

—YRr < €08 P < YR, kde ~g = - \/m .

Pti pravé jsme vzali v iivahu, Ze s miize nabyvat pouze zapornych hodnot. Nerovnost
(62) muze nastat pro libovolné k € K = (1/2, knax), kde

(62)

E
kmax - = -
2cosa (63)
Pokud k < kq, kde
2
1
k=L (64)

2 msina + |s| cosa’

je Yr > 1 a podminka je splnéna pro libovolnou hodnotu ¢ € F = (0,27). Pokud
k > ki, je podminka splnéna pouze pro p € F' = F1UFy, kde F} = (g, m—0) C (0, ),
Fy = (m 4 ¢o,2m — ¢o) C (m,27) a kde @y = arccos vg. Pro k > kpax nelze podminku
splnit Zadnou volbou ¢, nebot vz < 0, a integral (56) méa nulovou hodnotu.

Pfenosové pasmo pro vlnocet kg, které je zobrazené na obrazku 5, je ddno nerov-
nostmi

p < 2k, |s| > 2kq cos a, (65)

pri¢emz pasmo prenosu lezi vzdy uvnitf oblasti (61).
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4.3 Aplanatické soustavy

Za predpokladu, ze optické soustavy jsou aplanatické a difrakéné limitované, lze definici
(53) a integral (56) dale upravit dosazenim vztahu P (k) = (kk.)™'/2, ktery vyplyva
ze vztahu (4) pro nulovou vlnovou aberaci W = 0.

4.3.1 Slabé rozptylujici vzorek

Po popsané upravé a dosazeni funkce 7yo(k + m) = k/|k, + s| podle vztahu (26) do
integrélu (56), a za predpokladu plosné rovnomérného osvétleni, kdy I(k) = I(k), pro
holografické mikroskopy plati

c(m) =yt / / Tk (k.| k. + s|)~Y2dpdk. (66)

Pro konfokalni mikroskop s monochromatickym osvétlenim o vlnoc¢tu kg lze (56) inte-
grovat podle k a plati

c(m) = ,u_1/k;/2|kz +s|7Y%dy pro ky € K, jinak ¢(m) = 0. (67)
F

Je ziejmé, ze pro monochromatické osvétleni, kdy I(k) = 6(k — ko) lze dokoncit také

a) b)

0.08 0.08

0.06 0.06

0.04 (e 0.04
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2
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-4 4

2 2
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Obrazek 6: Rez rotaéné soumérnou funkci pienosu vypoétenou pro slabé rozptylu-
jici objekt, vlnovou délku monochromatického osvétleni 547 nm a reflexni konfiguraci
a) konfokéalnitho mikroskopu, b) holografického mikroskopu s aplanatickymi objektivy
o numerické apertuie 0,99 (a ~ 82°).

integraci (66) podle k. Obé funkce pfenosu pak maji shodny integracni obor F' a tedy

i shodné oblasti nenulovych hodnot zndzornéné na obrézcich 4 a) a 5 a), lisi se pouze
tvarem integrandu. Tato odlisnost se projevi odchylkou priubéhu funkci prenosu, jejichz
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priklad pro uspofadani na odraz je znazornén na obrazku 6. Pii nizkych hodnotach
thlové apertury (NA < 0,5) navic plati k, ~ k ~ |k, + s|, takze oba integrandy lze
aproximovat konstantami a normalizované funkce prenosu pro oba typy mikroskopt
povazovat za shodné. Rovnéz normalizované impulsové odezvy obou typt mikroskopu,
které jsou vyjadfeny ¢tverci modultt amplitud (43), (47) pro t(x) = 0(x) a tedy pro
T(m) = 1, jsou za uvedenych podminek shodné. Normalizacni konstanty, které nejsou
ve vztazich uvedeny, odvozujeme na zakladé pozadavku jednotkové hodnoty impulsové
odezvy v pocatku.

0 2
Z (Wm) 20

Obréazek 7: Rez rota¢né soumérnou impulsovou odezvou pro slabé rozptylujici ob-
jekt, stfedni vlnovou délku 547 nm a reflexni konfiguraci holografického mikroskopu
s aplanatickymi objektivy o numerické apertufe 0,25 (o &~ 15°). Vypocet byl proveden
pro Gaussovskou spektralni hustotu osvétleni (68) s disperzi a) Ak = 0,002 ym™*
(AX ~ 10 nm, L ~ 30 pum), b) Ak = 0,04um™" (AX ~ 30 nm, L ~ 10 pm). Znazor-

néna je intenzita svétla.

Podstatné odlisné jsou prenosové vlastnosti holografického mikroskopu uspotrada-
ného na odraz se Sirokopasmovym osvétlenim. Polychromaticka funkce pienosu ma
rozsifenu oblast nenulovych hodnot ve sméru osy s (viz obr. 5 b)), takze jeji sitka
odpovida vyssi thlové aperture objektivu a impulsova odezva je tedy v osovém sméru
uzsi. Osové rozliseni mikroskopu mtize byt timto zptsobem podstatné zlepseno oproti
uzkopasmovému osvétleni, coz je zfejmé z obrazku 7, kde jsou znazornény impulsové
odezvy holografického mikroskopu vypoc¢tené pomoci vztahii (43), (66). Spektralni
hustotu osvétleni jsme aproximovali Gaussovou kfivkou ve tvaru

I(k) = exp [—% (k ;:")1 , (68)

kde kg oznacuje stfedni vlnocet osvétleni a Ak jeho disperzi. V popisu obrazku jsou
rovnéz uvedeny hodnoty polositky A\ pasma vlnovych délek a ji odpovidajici hod-
noty koheren¢ni délky osvétleni L = A3/AN. Z obrazku je rovnéz patrno, Ze pouZiti
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sirokopasmového osvétleni vede k potlaceni vedlejSich maxim. Vystupni signél tedy ob-
sahuje méné svétla rozptyleného mimo predmétovou rovinu a hloubkova diskriminace
je vyraznéjsi.

Pfti pozorovani objemového vzorku Sirokopasmovym osvétlenim mize byt vysledny
interferen¢ni jev porusen vlivem disperze vnitiniho prostiedi vzorku. Pak je tieba
pouzit osvétleni s uzsim spektralnim pasmem, nebo disperzi kompenzovat v referencéni
vetvi.

4.3.2 Odrazna rovinna plocha

V piipadé odrazné rovinné plochy plati podle vztahu (32) T'(m) = d(m)d(n) a ve
vyrazech (43), (47), které popisuji amplitudu zobrazeni, figuruje pouze funkce ¢(0, 0, s).
Jsou-li m = n = 0, pak pro velikost p vektoru m plati y = |s|, pfi¢emz s < 0, a ze
vztahu (49) pro x, = 0 odvozujeme rovnost

k= |k, +s| = —g, (69)

kterou vyuzijeme pfi tipravé integrandu (56) pro aplanatické soustavy. Z vysledki od-
vozenych v oddilu 4.2.2 a z uvedenych predpokladt dale odvozujeme, Ze integracni
obor K = (—s/2,—s/2cos ), a protoze podle vztaht (63), (64) plati k1 = kmax, inte-
gra¢ni obor F' = (0,27). Integrand ve vztahu (56) na ¢ nezavisi a integraci podle ¢
lze tedy dokoncit pro libovolné k. Funkce 7, je podle oddilu 2.5.3 rovna tthlové odra-
zivosti rovinné plochy vyjadrené kuptikladu Fresnelovymi koeficienty, takze v pripadé
izotropniho odrazece staci predpokladat jeji zavislost na k a s, v pfipadé idealniho
odrazec¢e 7y = 1. V takovém piipadé dojdeme po dosazeni a integraci (56) podle ¢
k vysledku

—s/(2cos )
¢(0,0, 5) = 2n|s| ! / (k) k2dk (70)
—s/2
pro holograficky mikroskop. Pro konfokalni mikroskop uvazujeme pouze monochroma-
tické osvétleni s vinoctem kg a integraci podle k£ odvodime

c(0,0,s) = wky ' pro s € (—2kg, —2kocosa), jinak ¢(0,0,s) = 0. (71)

Je-1i osvétleni monochromatické, 1isi se normované funkce prenosu obou typt mik-
roskoptl pouze zavislosti na s. Pro nizké numerické apertury (NA < 0,5), kdy se hod-
nota s~! uvniti pfenosového pasma nezméni o vice nez 15 %, lze pienosovou funkci
holografického mikroskopu aproximovat konstantou, takze v normovaném tvaru od-
povida funkci prenosu pro konfokalni mikroskop. Normovana osova komplexni ampli-
tudova odezva pro rovinu definovanéd vztahy (43), (47) pro T'(m) = §(m)d(n) pak
muze byt v obou piipadech vypoctena analyticky dosazenim (71), integraci podle s
a normalizaci vysledného vztahu. Plati

w(za) = o(zg) = exp[—2miko(1 + cos a)z¢] sinc[2mkg (1 — cos ) z¢]. (72)

Pouzili jsme oznaceni sincx = sinz/z. Pfesny vztah pro osovou odezvu holografic-
kého mikroskopu, ktery odvodime integraci (70) podle k, dosazenim vysledku do (43)
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a upravou, ma tvar

1

— | F4 (4 — F(47i
In{cos a)[ 1(4mikoza) 1(4mikg cos azg)], (73)

w(zg) =

v némz symbol E; oznacuje exponencidlni integral definovany napiiklad v [1, str. 228].

Vratime-li se k nizkym numerickym aperturam, lze odvodit aproximativni vztah
pro osovou odezvu holografického mikroskopu se Sirokopasmovym osvétlenim. Pred-
pokladame, ze spektralni hustota I(k) je nenulova pouze na intervalu (ki, k). Funkci
prenosu ¢(0, 0, s) aproximujeme nenulovou konstantou uvnit¥ prenosového pasma, tedy
na intervalu (—2ks, —2k; cos o) (viz obrazek 5). Vné pfenosového pasma je nulova. In-
tegraci (43) s takto aproximovanou funkei pfenosu odvodime vztah

w(zg) ~ exp|—2mi(kq + ki cos o) zg] sinc[27 (kg — Ky cos &) zg]. (74)

Pologifky hlavnich maxim modult osové odezvy (74) holografického mikroskopu s po-
lychromatickym osvétlenim a osové odezvy (72) konfokéalniho ¢i holografického mikro-
skopu s monochromatickym osvétlenim jsou v poméru

ko(1 — cos )
ky —kicosa

(75)

V témze pomeéru jsou také osova rozliSeni obou mikroskopt, ktera jsou imérna polo-
Sifce osové intenzitni odezvy.'

Vysledky vypoc¢tu osové odezvy jsou uvedeny v nasledujici kapitole 5 spolu s vy-
sledky jejiho méfeni.

5 Experiment

5.1 Holograficky konfokalni mikroskop

Teoretické vysledky byly konfrontovany s experimentem na holografickém konfokalnim
mikroskopu, kterj byl navrzen a zkonstruovan v laboratofi mikroskopie UFI FSI VUT
v Brng.5!! V principu je mikroskop (viz obrazek 8) achromatickym interferometrem
s fazovou binarni miizkou G jako délicem svazku. Toto uspoifdadani umoznuje neko-
herentni holografii v bilém svétle.® 1" Konfokalni zobrazeni optického fezu vzorkem je
numericky rekonstruovano z obrazového hologramu s prostorovou nosnou frekvenci,
ktery se vytvari ve vystupni roviné P mikroskopu. Hloubkova diskriminace zobrazeni
je dusledkem prostorové a pripadné i ¢asové nekoherence pouzitého osvétleni.

P1i experimentech jsme jako spektralné sirokopasmového zdroje vyuzivali haloge-
nové zarovky. Spektralni pasmo bylo v pripadé potieby z(zeno interferenc¢nim filtrem
s maximem propustnosti pro vlnovou délku 547 nm a polositkou maxima 15 nm. Jako
spektralné tizkopasmovy zdroj rovnéz slouzila kontinualné pracujici laserova dioda I-
Flex 600 se svazkem vevazanym do jednomodového vldkna. Vystupni vykon z vlakna
¢ini 10 mW na vlnové délce 659 nm. Svazek v tomto piipadé prochézi soustavou pevné
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Obrazek 8: Schéma experimentalniho uspotadani holografického konfokélniho mikro-
skopu a numerické rekonstrukce zobrazeni.

a rotujici matnice; vznikajici stopa na matnici predstavuje plosny prostorové nekohe-
rentni zdroj svétla S. Osvétleni Kohlerova typu vznikd prostiednictvim osvétlovaci
soustavy IS a justaznich zrcadel M1 a M2 zobrazenim zdroje S do ohniskovych rovin
objektivii O1 a O2. Jde o planachromatické objektivy Nikon 10x/NA =0, 25. Vzorek Sp
a referenc¢ni zrcadlo RM jsou objektivy O1 a O2 a prostfednictvim délict svazkt BS1
a BS2 zobrazeny do vystupni roviny P. V této roviné interferuje predmétovy svazek se
svazkem referencnim a tim vznikd interferencni struktura obrazového hologramu s nos-
nou prostorovou frekvenci 300 ¢ar/mm pro kazdou vlnovou délku osvétleni. Po zvétSeni
objektivem O3 je registrovana televizni kamerou a soucasné digitalni chlazenou kame-
rou SBIG ST-7. Holograficky obrazec je v pocitaci transformovan algoritmem rychlé
Fourierovy transformace (FFT). Obrazové spektrum v postrannim pasmu je separo-
vano v obdélnikovém vytezu, jehoz stied lezi v bodé, ktery odpovida nosné frekvenci.
Separované obrazové spektrum je nasobeno Hanningovou vahovou funkei a transformo-
vano na komplexni obrazovou amplitudu pomoci inverzni FFT (IFFT). Z komplexni
amplitudy je nakonec oddélena realnd amplituda (modul) a faze (argument).

5.2 Osova odezva pro rovinny objekt
5.2.1 Osova intenzitni odezva

Osova intenzitni odezva holografického mikroskopu pro rovinny objekt charakterizuje
jeho schopnost hloubkové diskriminace. Definujeme ji jako zévislost druhé mocniny
modulu rekonstruované komplexni amplitudy zobrazeni |w|? na rozostieni 2 rovinného
objektu. Zajimalo nas predevsim, jak tato charakteristika zavisi na $ifce spektralniho
pasma osvétleni.
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Obrazek 9: Teoretickd (plna ¢ara) a experimentalni (kifizky) osové intenzitni odezva
holografického konfokalniho mikroskopu pro objektivy s numerickou aperturou 0,25,
osvétleni se stiedni vinovou délkou 547 nm a gaussovskou spektralni hustotou s dispersi
a) Ak = 0,02um™" (AN =~ 15 nm, L ~ 20 ym), b) Ak = 0,06pm~" (AX =~ 42 nm,
L ~ 7 um). Kfivka s nejvyssi polositkou hlavniho maxima je teoretickou odezvou pro
monochromatické osvétleni o vinové délce 547 nm.

Pfi méfeni osové intenzitni odezvy (viz obrazek 9) byl holograficky konfokalni mi-
kroskop usporadan tak, jak je popsano vyse. Zdrojem Sirokopasmového osvétleni byla
halogenova zarovka, zizeni pasma bylo dosazeno aplikaci interferen¢niho filtru. Jako
vzorku jsme pouzili rovinného zrcadla.

Pro vypocet osové odezvy pomoci vztahu (43) s T'(m) = 6(m)d(n) jsme vyu-
zili hodnot pfenosové funkce ¢(0,0, s) pfedem vypoctenych pomoci vztahu (70). Pro
jednoduchost jsme predpokladali gaussovskou zavislost spektralni hustoty osvétleni
popsanou vztahem (68). V pfipadé tizkopasmového osvétleni jsme volili rozptyl Ak =
0,02 pm™!, ktery piiblizné odpovida polosiice AX = 15 nm maxima propustnosti in-
terferen¢niho filtru. V pfipadé sirokopasmového osvétleni byla sitka maxima funkce
spektralni hustoty omezena spektralni kiivkou mikroskopu, pricemz nejlepsi shoda
teoretické zavislosti s experimentalnimi daty nastala pro hodnotu Ak = 0,06 pum™!.
Teoretické krivky jsou porovnany s naméfrenymi hodnotami na obrazku 9; v popisu ob-
razku jsou uvedeny rovnéz hodnoty polositky A\ pasma vinovych délek osvétleni a ji
odpovidajici hodnoty koherenc¢ni délky L. Z obrazku je ziejmé, ze polositka hlavniho
maxima je pii Sirokopasmovém osvéetleni poloviéni oproti osvétleni tizkopasmovému
a hloubkova diskriminace je podstatné vyraznéjsi. Vedlejsi maxima jsou potlacena jiz
pri tzkopasmovém osvétleni.

Pomeér polositek maxim odezev vypoctenych pro polychromatické a monochroma-
tické osvétleni ¢ini v piipadé tizkopasmového osvétleni asi 0,7 a v pfipadé Sirokopasmo-
vého osvétleni asi 0,4. Odhad (75) tohoto poméru vypocteny pro ki o = ko F Ak ma
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v prvém pripadé hodnotu ptiblizné 0,6 a ve druhém pripadé 0,3. Srovnani je pouze
ilustracni, protoze osvétleni s gaussovskou spektralni hustotou nema ohranic¢ené spek-
tralni pasmo.

5.2.2 Osova fazova odezva

Zmalost osové fazové odezvy, tedy zavislosti faze ® na rozostieni zq, je diilezita v profi-
lometrii povrchi, kdy je fazové zobrazeni povrchu vzorku pfevadéno na jeho vyskovou
mapu. Protoze v tomto pfipadé neni zndma poloha bodu zg = 0, je nutno zavislost
faze na rozostfeni aproximovat linedrnim vztahem. Ten lze odvodit z aproximace (72)
pro oblast hlavniho maxima funkce sinc ve tvaru

D(zg) = Pa(zg) = —2mko(1 + cos a) zg. (76)

Pokud vyskovy profil povrchu vypocteme z namétenych hodnot faze pomoci vyse uve-
deného aproximativniho vztahu, vznikne odchylka Azg(z¢), jejiz velikost lze odhad-
nout pomoci vztahu

@A(Zg) — @(Zg) _ —(I)(Zg)
21ko(1 +cosa)  2mko(1 + cosa)

Azg(ze) ~ - 2a, (77)
kde ®(zg) oznacuje presné vypoctené hodnoty faze. Zavislost tohoto odhadu na
rozostfeni je znézornéna na obrazku 10. Pfesné hodnoty fazové funkce ®(zg) jsme
vypocetli pomoci vztahu (43) vyuzitim hodnot prenosové funkce pfedem vypoctenych
pro idealni odraze¢ a pro monochromatické osvétleni pomoci vztahu (70). Z obrazku
je zirejmé, ze pro nizké numerické apertury objektivii je aproximace pouzitelnd témer
na celé oblasti hlavniho maxima intenzity. Pro objektivy s vysokou numerickou aper-
turou je navrzena aproximace nepiesna, avsak zavislost faze ziistava v oblasti maxima
intenzity pfiblizné linearni a konstantu timeérnosti 1ze stanovit naptiklad pomoci ka-
libra¢niho méfeni.

5.3 Profilometrie povrchi
5.3.1 Princip méreni

Vysoce presné meéfeni povrchil pomoci interferenéni mikroskopie mize selhat v mis-
tech se skokovou zménou vysky povrchu, ktera zptisobuje nejednoznac¢nost naméiené
fazové zmény. Nejednoznac¢nost mize byt eliminovana souc¢asnym méfenim povrcho-
vého profilu jinou metodou. Lze vyuzit napiiklad konfokalni mikroskopie, ktera umoz-
nuje profilometrii povrchii se stiedni presnosti a dava jednoznac¢né vysledky i v pri-
padé skokovych zmén visky.!? Soucasné méfeni obéma metodami umoziiuje napiiklad
rastrovaci konfokalni interferencni mikroskop.® VyuZivame-li interferen¢niho jevu pii
detekci faze, je vyhodné vyuzit jej také pro dosazeni konfokalniho zobrazeni bez rastro-
vaci soustavy klasického konfokalniho mikroskopu. Tuto vlastnost maji pravé hologra-
fické mikroskopy. Byla navrzena dvé zakladni schémata, kterda nevyuzivaji rastrovaci
soustavy: holograficka konfokalni mikroskopie’ a mikroskopie s ¢asoprostorovou holo-
grafii.!? V nasi laboratoii jsme k profilometrii povrchii vyuzili diive zminéné techniky,
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Obrazek 10: Odhad zavislosti odchylky Azg vypoctu vyskové souradnice zg pomoci
aproximativniho vztahu pro fazi (76). Vypocteno pomoci (77) pro monochromatické
osvétleni s vlnovou délkou 547 nm a numerickou aperturu objektivi a) 0,25, b) 0,95.
Zvyraznéna je oblast hlavniho maxima intenzity.

které k rekonstrukci jednoho optického fezu postacuje pouze jeden snimek kamery,
a tak je mozné pozorovat opticky fez casové kvazispojité.

Protoze jde o holografickou techniku, obsahuje rekonstruované zobrazeni ptirozené
amplitudovou i fazovou slozku. Pomoci vztahu (76) je fazova slozka zobrazeni pfe-
vedena na vyskovou mapu pozorované oblasti. Nejpresnéjsi mapu lze vypocist z fazo-
vého zobrazeni, které odpovida nejvyssi hodnoté modulu |w(zg)| komplexni amplitudy,
tedy stfedni ¢asti optického fezu, a to ze dvou divodi: (1) Na této oblasti poskytuje
aproximativni vztah (76) nejpresnéjsi vysledky a fazova zéavislost je pfiblizné linedrni
dokonce pro objektivy s vysokou numerickou aperturou (viz obrazek 10). (2) Stiedni
kvadratickd odchylka méfeni faze zptisobend Sumem je nepiimo tmeérna viditelnosti
interferen¢nich prouzk® a tedy také nepfimo tmérné |w(zg)|.

Povrch s velkym vyskovym rozsahem je proto vhodné mérit v nékolika optickych
rezech a vyslednou vyskovou mapu sestavit z nékolika fazovych map. Vzdalenosti sou-
sednich Tezu lze vypocist z fazového posuvu bodd povrchu, které lezi v oblasti vza-
jemného prekryvu obou tezt.

Pokud takovy povrch obsahuje oblast uzavienou ¢arou skokové zmény vysky, mize
se ve vyskové mapé objevit nejednoznacnost mAzg = mA/(1+cos «), kterd ma ptivod
v nejednoznacnosti faze m2m. Neznamé celé ¢islo m lze uréit nezavislym méfenim
vyskového skoku, které je zalozeno na schopnosti hloubkové diskriminace mikroskopu.
Nezbytného osového rozlieni, které musi byt lepsi nez Azg, dosahujeme i bez pouziti
objektivll s vysokou numerickou aperturou, a to pomoci spektralné sirokopasmového
osvétleni ve shodé se vztahem (75).
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5.3.2 Kalibraéni méreni

Pfi stélych experimentalnich podminkéach a z¢asti riznych hodnotach |w(zg)| byla za-
registrovana série zobrazeni povrchu vysoce kvalitniho zrcadla s rovinnosti A/20. Na
této sérii zobrazeni bylo ovéfeno, ze naméfené hodnoty faze maji normalni rozdéleni,
a ze plati tvrzeni o imérnosti smérodatné odchylky tohoto méfeni prevracené hodnoté
modulu |w(zg)|. Rovnéz jsme odhadli konstantu této tmérnosti a tim jsme ziskali
moznost odhadovat smérodatnou odchylku méfeni vysky ze znamé hodnoty ampli-
tudy zobrazeni |w(z¢)|. Ulozili jsme mapu nezaddoucich fazovych posuvi zptisobenych
optickou soustavou, abychom je pii pozdéjsim méfeni profilu vzorki mohli numericky
eliminovat.

5.3.3 Meéreni s jednim optickym Fezem

Po elektronové litografické expozici byl do rovinného kiemikového substratu vyleptan
vyskovy skok o stfedni velikosti asi 60 nm, kterd byla zméfena pomoci raménkového
profilometru Talystep. Pak byl povrch tohoto vzorku zméfen pomoci holografického
konfokalniho mikroskopu ve vysSe popsané konfiguraci. Zdrojem osvétleni byla v tomto
pripadé laserova dioda I-Flex 600. Hologram byl zaznamenén digitalni kamerou SBIG
ST-7.

Vyskova mapa na obrazku 11 byla konvertovana prostfednictvim vztahu (76) z fa-
zového zobrazeni povrchu vzorku, které odpovidd maximu |w(zg)|. V dolni oblasti
povrchu je ziejma miizkova struktura, kterd vznikla nerovnomérnou expozici fotore-
zistu pri pripravé vzorku. Odhad smérodatné odchylky méreni zptsobené Sumem je
nizsi nez 1 nm témér na celé pozorované oblasti.

5.3.4 Meéreni s nékolika optickymi rezy

V povrchu rovinného kiemikového substratu byla vyleptana ¢tyiéetna hvézda (viz ob-
razek 12) do hloubky asi 6 pm. Tim vznikl testovaci povrch s velkymi vyskovymi skoky,
ktery jsme mérili holografickym konfokalnim mikroskopem. Mikroskop mél konfiguraci
popsanou v predchozi sekci 5.3.3 s vyjimkou osvétleni, které bylo v tomto pripadé za-
jisténo halogenovou zarovkou s odnimatelnym interferen¢nim filtrem.

Meéreni profilu probéhlo ve dvou krocich. Nejdiive byly oddélené zméfeny dvé vys-
kové mapy povrchu, jedna v poloze optického fezu odpovidajici dolni (na obrazku 12
vnitini) oblasti, druha odpovidala hornim (vnéjsim) oblastem pozorovaného pole. Pfi-
tom bylo pouzito postupu popsaného v predchazejici sekci 5.3.3. Odhad smérodatné
odchylky méfeni stanoveny podle naméfenych hodnot modulu |w(zg)| byl nizsi nez
1 nm pro dolni oblast a nizs$i nez 2 nm pro horni oblasti. Oblasti s vyssimi hodnotami
smérodatné odchylky byly vyfiznuty z vysledné vyskové mapy a na obrazku 12 jsou
znazornény cerné. Ve druhém kroku byly obé vyskové mapy propojeny. Z fazové mapy
odpovidajici dolni oblasti byla urcena stfedni vzdalenost (143 + m277,85) nm mezi
hladinami nulové vysky obou fazovych map. Hodnota m pak byla urcena nezavislym
méfenim osového posunuti vzorku mezi body, v nichz byla detekovana maximalni in-
tenzita zobrazeni v dolni a v horni oblasti. Potifebného osového rozliseni jsme dosahli
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Obrazek 11: Profil povrchu vzorku s vyskovym skokem vypocteny z fazové slozky
jediného optického fezu.

0 10 20 30 40 50 60
X (um)

z (nm) 100 (5800) 200 (5900) I 300 (.6000}

Obrazek 12: Vyskovy profil povrchu vzorku s vyleptanou ¢tyf¢etnou hvézdou znazor-
nény v odstinech Sedé. Profil byl preveden z fazovych slozek dvou optickych fezi.
Vyskové métitko pro horni (vnéjsi) oblasti je uvedeno v zévorkéch.
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vyjmutim interferenc¢niho filtru, které vedlo k rozsifeni spektralniho pasma osvétleni.
Osové posunuti bylo urcovano ze stfedniho fazového posuvu vsech bodt zobrazeni pro
stfedni vlnovou délku sirokopasmového osvétleni 508 nm. Timto méfenim byla urcena
hodnota m = 20 a ji odpovidajici vyskovy rozdil 5700 nm mezi nulovymi hladinami
obou vyskovych map. Pti odhadu chyby méfeni, ktery lezi pod 25 nm, bylo nutno vzit
v tvahu také moznou nepfesnost hodnot vinové délky a efektivni numerické apertury,
které byly pouzity pii vypoc¢tu Azg. Na obrazku 12 je znazornéna vysledna vyskova
mapa.

Presnost méfeni vzorkd s velkymi vyskovymi skoky miize byt zvySena pfesnym
stanovenim konstanty tmeérnosti faze a vysky, které lze provést mérenim kalibra¢niho
vzorku s pfesné definovanym vyskovym rozdilem.

Dvojrozmérna fazova mapa povrchu vzorku miize byt rekonstruovana témeér v re-
alném case. To nam poskytuje moznost métit rychlé povrchové procesy nebo presné
urcovat polohu a sklon vzorku béhem méfeni, aniz by bylo nutno pouzivat dodate¢nych
detektori polohy.

Shrnuti

Habilita¢ni prace shrnuje autortav ptinos v oblasti hloubkové diskriminovaného mikro-
skopického zobrazeni pomoci nekoherentni holografie v redlném case. Ptivodnim zpii-
sobem je vypracovana teorie zobrazeni holografickym mikroskopem s objektivy vysoké
numerické apertury. Jeji zaklad tvori teoreticky popis osvétleni vzorku a jeho kohe-
rentniho zobrazeni objektivem. Pritom je uzito formalismu trojrozmérnych pupilovych
funkei zavedenych v Debyeové a skalarni aproximaci. Uhlové spektrum svétla rozpty-
leného polopropustnym vzorkem je vyjadieno zobecnénim Wolfovy teorie na obecny
tvar vlnoplochy primarni vlny. Zaklad odvozeni ptivodniho vztahu pro amplitudu zob-
razeni holografickym mikroskopem tvori zobecnéna Hopkinsova formule. Koherentni
funkce ptfenosu holografického a konfokalniho mikroskopu jsou odvozeny ve forméalné
shodném tvaru. K jejich vypoctu je pouzito nového postupu, ktery vyuziva vhodné
transformace soutadnic. Vysledky ukazuji, Ze pro monochromatické osvétleni se zob-
razeni obéma typy mikroskopu témér nelisi. Pii spektralné Sirokopasmovém osvétleni
vSak ma zobrazovaci proces v holografickém mikroskopu podstatné odlisné vlastnosti,
nebot zlstava i v tomto pripadé ¢isté koherentnim. Dusledkem je podstatné osové
zuzeni impulsové odezvy i osové odezvy pro rovinu, které svédci o zesileni hloubkové
diskriminace mikroskopu, a které se podarilo prokazat také experimentalné. Prostied-
nictvim holografického konfokalniho mikroskopu, ktery byl vyvinut a zkonstruovan
v rdmci této prace, byla experimentalné demonstrovana jedna z aplikaci holografické
mikroskopie — profilometrie povrchtt. Konverzi fazové slozky zobrazeni byla nalezena
vyskova mapa povrchu testovaciho vzorku s chybou méfeni radu jednotek nanome-
tri. Nejednoznacnosti vyskové mapy vznikajici v misté skokové zmény vysky byly od-
stranény nezavislym méfenim profilu povrchu, které vyuziva hloubkové diskriminace
zobrazeni v mikroskopu.
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Summary

The work summarizes the author contribution to the field of depth-discriminated
microscopic imaging by means of an incoherent real-time holography. The theory of
imaging by a holographic microscope with high-numerical-aperture objectives is deve-
loped on the basis of the theoretical description of illumination and coherent imaging
by an objective. The formalism of three-dimensional pupil functions introduced in the
Debye and scalar approximation is used. The angular spectrum of the light scattered
by a semitransparent specimen is expressed by the Wolf theory generalized for arbit-
rary form of the incident waveform. The original expression for an image amplitude in
a holographic microscope is derived on this basis from the generalized Hopkins formula.
The coherent transfer functions of both the holographic and confocal microscope are
derived in the formally identical form. The new approach to their caculation is used,
based on the suitable transform of coordinates. The results of the calculation show that
the imaging process of the two types of microscopes is almost equivalent for the mo-
nochromatic illumination. However, the imaging process of a holographic microscope
remains coherent even for the spectrally broadband illumination, and then it has pro-
perties substantially different from those of the conventional confocal microscope. As
a consequence, its impulse response and the axial response for a plane are axially
contracted, which shows the enhancement of the depth-discrimination property of the
microscope, and which was proved also experimentally. By means of the holographic
confocal microscope which had been developed and constructed in the frame of this
work, the application of a holographic microscopy — a high-resolution surface profilo-
metry — was demonstrated. The height map of the test surface with the measurement
error of several nanometers was found by the conversion of its phase image component.
The ambiguity of the height map was removed by the independent profile measure-
ment which was performed taking advantage of the depth-discrimination property of
the microscope.
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