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Digitalni bezcockova holograficka mikroskopie

Anna Dé&dova'

1 Uvod

S vyvojem CMOS technologie dochdzi ke stalému zmenSovani velikosti pixelu CMOS
obrazovych senzord a ke snizovani ceny senzoru, coZ umoZznuje fadu novych vyuZiti v ob-
lasti biomedicinského zobrazovani. Diky témto pokrokiim dosahuji metody bez¢ockového zob-
razovani dostate¢ného rozliSeni pro jejich aplikace namisto klasickych optickych systému, s
vyhodami niZ§i ceny, zobrazovéni s rozliSenim hloubky, vétSiho zorného pole a vysoké adap-
tability. Jednou z hlavnich metod bez¢ockového zobrazovéni je digitidlni holografie. (Dédova
(2022))

2 Princip digitalni holografie

Digitalni holografie spocivd ve vyuZiti bodového koherentniho nebo semi-koherentniho
zdroje zareni (obvykle ve viditelném spektru), ktery za splnéni urcitych podminek po prichodu
zkoumanym vzorkem vytvoii v roviné senzoru interferencni vzorec - hologram. V nejjed-
nodussi konfiguraci jsou zdroj zéfeni, vzorek a senzor umistény na optické ose (in-line ho-
lografie). Z tohoto obrazového zdznamu, znalosti parametrd pivodniho zéfeni a geometrického
rozlozZeni prvki je poté digitdlné zrekonstruovano optické vinéni v riznych fezech zobrazo-
vaného vzorku. Touto rekonstrukci je mozné urcit amplitudu elektromagnetického vinéni (bézny
zpusob zobrazovani), ale také iterativné odhadnout jeho fazovy obraz v libovolné vzdélenosti
od senzoru. Hlavni vyhodou holografie je moznost digitalniho zaostfeni v rtiznych hloubkach
vzorku, které umoziuje zobrazovani vzorkt vétsich objemi nebo Castic pohybujicich se volné
nebo v kanélech, které umoziuji vertikalni pohyb. Déle je také hardwarova komplexita zatizeni
(presna optika) z velké miry pfesunuta do komplexity vypocetni, ¢imzZ se stava zafizeni do-
stupnéj$im a snadno prizptisobitelnym pro konkrétni aplikace.

3 Navrh a implementace zarizeni

Cilem navrhu bylo vytvoreni robustniho a dostupného zobrazovaciho zafizeni bez vyuZziti
cocek, které bude dosahovat rozliSeni dostateCného pro pozorovani bunék kvasinek (3 — 4 um).
Za timto ucelem byla z fady riznych zpisobt implementace vybrana varianta s LED diodou,
barevnym filtrem a metalickou pinhole (bodovou $térbinou), které dohromady tvoii zdroj svétla
pozadovanych vlastnosti. Vzorek je umistén v on-chip konfiguraci (v blizkosti senzoru), ktera
umoznuje pouziti zdroje svétla s mensimi naroky na koherenci a maximdalni Sitku zorného pole.
Pro zaznam obrazu byl pouzit kamerovy modul Raspberry-Pi Camera V2 s odmontovanou zob-
razovaci ¢ockou a senzorem s velikosti pixelu 1.12 ym a Bayerovym filtrem. Implementace
rekonstrukéniho algoritmu byla provedena v jazyce Python a vizualizovédna na Raspberry Pi.
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V prvni fazi byl fesen navrh geometrickych parametri zafizeni pro 3D tisk s ohledem
na vlastnosti dostupnych optickych prvki (velikost pinhole, spektrdlni Sifka filtru, stfedni vl-
nova délka diody). Optické vlastnosti zdroje a geometrické rozmisténi prvki urcuji dosazitelné
rozliSeni, které je omezeno asovou a prostorovou prostorovou koherenci a také velikosti pixelu
(vzorkovanim). Teoreticky bylo toto rozliSeni omezeno na 3.34 um, predev§im vlivem kon-
strukce senzoru a pomérné velké vzdalenosti vzorku od senzoru (4 mm). Toto rozliSeni bylo
pfiblizné ovéfeno i experimentéalné na vzorku kvasinek.

V druhé fazi bylo feSeno zpracovani obrazu a rekonstruk¢ni algoritmus. Data ze senzoru
byla rozdélena na informace z jednotlivych pixeltit Bayerovy miizky pro odstranéni demosai-
cing artefaktl a data z kazdého ¢tvrtého pixelu (zeleného) byla vyuzita jako vstupni informace
pro rekonstrukci. Pro rekonstrukci byla zvolena metoda uhlového spektra, kdy je zaznam 2D-
Fourierovou transformaci pfenesen do Fourierovy oblasti, kde je zpétné propagovan konvoluci
s Fourierovym obrazem impulzni funkce popisujici propagaci referen¢niho vinéni. Nakonec je
inverzni Fourierovou transformaci ziskdn komplexni popis vinéni ve zvolené vzdalenosti od
senzoru a posléze zobrazena jeho amplituda.
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Obrazek 1: Zobrazeni kvasinek - hologram a rekonstrukce

4 Aplikace v biologii

Jak zminuji Ozcan A. a McLeod E. (2016), digitdlni holografie diky svym vlastnostem
(hloubkové rozliseni, $itka zorného pole, ...) nabizi mnoho aplikaci, zejména pro sledovéani a
detekci pohybujicich se Castic, zobrazovani vzorkl velkého objemu nebo cytometrické aplikace.
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