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1. Wstep i motywacja

Jedng z istotniejszych standardowych procedur w biologii jest obserwacja komorek
pod mikroskopem, ktérych linie hodowli wykorzystywane sa powszechnie w diagnostyce
medycznej 1 weterynaryjnej, we wczesnym etapie testowania lekow, jak rowniez w badaniu
cytotoksycznosci zwigzkdw chemicznych, czy nanoczastek [1].

Ze wzgledu na niska absorpcje w zakresie promieniowania widzialnego komorek
zanurzonych w pozywce, powszechnie stosowane sg techniki pozwalajace wybarwia¢ struktury
wewnatrz komoérek np. hematoksyling i eozyna w Swietle bialym, badZ z wykorzystaniem
fluorofor6w o zadanych parametrach, co stanowi podstawg¢ mikroskopii fluorescencyjne;j.
Istnieje szereg technik zwigkszajacych mozliwoSci obserwacji znakowanych komérek, takich
jak mikroskopia konfokalna, czy dwufotonowa. Podstawowym problemem przyzyciowego
badania komoérek za pomoca tych technik jest jednak konieczno$S¢ modyfikacji obiektu
badanego (dotaczenie znacznikéw), czy zjawisko fototoksycznoSci, ktére przy zbyt duzym
natgzeniu promieniowania o$wietlajacego prowadzi do uszkodzenia obiektow. W zwiazku
z tym powszechnie wykorzystywane sa metody, w ktorych obserwacja bez wykorzystania
znacznikdw mozliwa jest dzigki zastosowaniu kontrastu fazowego - techniki, pozwalajacej w
sposob jakoSciowy uzyskaé informacje o lokalnych zmianach drogi optycznej, wprowadzanych
przez komérke. Zmiany drogi optycznej wynikaja z obecnosci réznych struktur wewnetrznych,
ktére charakteryzuja si¢ réznymi wartoSciami wspotczynnika zatamania w obiekcie.

W wyniku rozwoju technik cyfrowych i1 postgpujacej digitalizacji danych pomiarowych,
techniki jakoSciowe faczone sa z cyfrowa akwizycja danych, co mimo znacznego zwigkszenia
kosztow systemu w przypadku klasycznych metod kontrastu fazowego, nie dostarcza
dodatkowej informacji o obiekcie. Z tego powodu w ostatnich latach obserwuje si¢ nagly wzrost
zainteresowania iloSciowymi technikami obrazowania biologicznych obiektéw fazowych.
Swiadczyé o tym moze powstanie konferencji tematycznej dotyczacej ilosciowego obrazowania
fazy ("Quantitative Phase Imaging") na jednym z najwigkszych sympozjow naukowych
dotyczacych zastosowania optyki w biomedycynie, Photonics West BiOS w roku 2015. Jedna
z najpopularniejszych technik obrazowania fazowego jest holografia cyfrowa, ktéra pozwala
zmierzy¢ zintegrowang fazg obiektu transmisyjnego. MozliwosSci przetwarzania i reprezentacji
danych, a takze chg¢¢ doktadnego zlokalizowania struktur wewnatrz obiektéw biologicznych
tworza potrzebe rozwijania technik obrazowania tr6jwymiarowego, czyli m.in. tomografii [2].
Dzigki wykorzystaniu holografii w procesie pozyskania widokéw obiektu z wielu kierunkéw i
rekonstrukcji tomograficznej mozliwy jest pomiar tréjwymiarowego rozktadu wspétczynnika
zalamania wewnatrz zywych komorek, pozwalajacy na uniknigcie procedur zwiazanych z
wykorzystaniem markeréw. W celu wizualizacji pomiaru barwienie wykonywane jest cyfrowo,
na wyniku, poprzez przypisanie odpowiednim warto§ciom wspoétczynnika zatamania barw.
Natomiast informacja iloSciowa o wspodiczynniku zatamania moze by¢ wykorzystana do
diagnostyki chor6b takich jak rak piersi i prostaty, z wykorzystaniem probek histologicznych
[3]. Tréjwymiarowy rozktad wspdtczynnika zatamania pozwala przeanalizowac objetos¢ i
powierzchni¢ komorek, a na tej podstawie mozna wnioskowa¢ na temat metabolizowania
sktadnikéw odzywczych przez komorki [4], jak réwniez wyznaczy¢ sucha mas¢ komorkowa
np. w celu identyfikacji linii komérkowych w prébcee [5].

W tomografii holograficznej wyr6zni¢ mozna dwa podejScia ze wzgledu na zakres
pozyskanych danych - w pelnym kacie projekcji z obrotem prébki, badZ w niepelnym
kacie projekcji ze zmiang kierunku oSwietlenia. Ze wzgledu na metrologiczny charakter



techniki tomografii holograficznej, istotne jest z jednej strony wykorzystanie algorytméw oraz
procedur korekcji numerycznej, pozwalajacych na minimalizacj¢ bledow przy rekonstrukcji
rozktadu wspétczynnika zatamania. Z drugiej strony, zaréwno procedura akwizycji danych
tomograficznych, jak i uktad pomiarowy jest Zrédtem dodatkowych bledéw, ktére w istotny
sposdb wptywaja na jako$¢ wyniku. Nalezy zauwazy¢, iz najwigcej uwagi w literaturze
poSwigcane jest procedurom numerycznej korekcji danych.  Kwestie wplywu uktadu
pomiarowego na wynik rekonstrukcji, jak réwniez doboru i1 projektu uktadéw optycznych,
stosowanych w tomografii holograficznej sa opisywane rzadko. Najczgsciej stosowane jest
podejscie wynikajace z rozwigzan spotykanych w klasycznej mikroskopii bez doktadnej analizy
potencjalnych Zrédet btedu.

2. Cel pracy

Celem pracy jest zaprojektowanie i zbudowanie tomografu holograficznego, ktory
dzigki systematycznemu podejsciu do zagadnien zwiazanych z ukladem pomiarowym
dostarczy mozliwie najwigkszy zakres danych, ograniczy bledy rekonstrukcji, a
takze rozszerzy uzyteczno$¢ techniki dzieki zastosowaniu przyjaznej uzytkownikowi
konfiguracji urzadzenia. Ze wzglgdu na ztozony charakter metody pomiarowej oraz
silng zalezno$¢ od rozwoju algorytméw rekonstrukcji tomograficznej, urzadzenie zostanie
przygotowane w dwoéch etapach. W pierwszym z nich przygotowana zostanie konfiguracja
uktadu tomograficznego z obrotem probki, ktéra postuzy do akwizycji danych referencyjnych.

W zakresie tomografii z obrotem probki szczegélowym celem pracy jest:

— uproszczenie budowy ukladu pomiarowego do integracji z mikroskopem biologicznym;

— potwierdzenie stosowalnosci techniki do zywych obiektéw biologicznych;

— pozyskanie referencyjnych danych pomiarowych dla rekonstrukcji w ograniczonym kacie
projekc;ji.

W nastgpnym kroku zbudowany zostanie uktad dostosowany do pomiaru preparatow
biologicznych (komdrek na szalce Petri’ego) oraz histologicznych, z wykorzystaniem zmiany
kierunku o$wietlenia w ograniczonym kacie projekcji. Na tym etapie zrealizowane zostana
nastepujace cele szczegotowe:

— analiza konstrukcji uktadu optycznego tomograféw holograficznych;

— systematyczna analiza bledéw zwiazanych z uktadem pomiarowym:;

— opracowanie metody i przeprowadzenie peinej korekcji btedéw uktadu optycznego z
wykorzystaniem aktywnych elementéw optoelektronicznych;

— weryfikacja najkorzystniejszego rozkladu katéw o$wietlenia prébki;

— zwigkszenie glebi ostrosci w objetosci przedmiotu poprzez modyfikacje uktadu optycznego.

Opracowana w ramach pracy metodyka pomiaru i kolejne udoskonalone uktady
tomograféw holograficznych maja stworzy¢ podstawe do zaprojektowania w przysztosci
zoptymalizowanego pod katem funkcji pomiarowych systemu tomograficznego do zastosowan
medycznych 1 biologicznych.



3. Udoskonalona technika tomografii holograficznej z obrotem proébki

Podstawowa technika pozyskiwania projekcji obiektu, zarejestrowanych z wielu kierunkéw
oSwietlenia, jest obr6t obiektu zamocowanego w uchwycie obrotowym. Podejscie to wywodzi
si¢ z tomografii komputerowej w zakresie promieniowania rentgenowskiego, gdzie bada
si¢ obiekty techniczne [6], ktére tatwo jest obréci¢ ze wzgledu na charakter zblizony do
bryly sztywnej. Z drugiej strony tomografia komputerowa stosowana jest w medycynie,
gdzie obracane sa Zrodto oraz detektor, a nieruchomy pozostaje pacjent [7]. W przypadku
badan obiektéw biologicznych, mamy do czynienia z obiektami o wymiarach do 50um,
a zatem konieczna jest obserwacja za pomoca ukladu mikroskopu. W zwiazku z tym
zastosowanie rozwigzania z obrotem Zrddla i detektora jest trudne do wykonania - spotykane
w literaturze przyktady obejmowaly jedynie nieliczne przypadki rekonstrukcji w uktadach
tomografii projekcyjnej, a nie holograficznej, z obrotem prébki [8], a zatem nie byto mozliwe
uzyskanie informacji o tréjwymiarowym rozktadzie wspétczynnika zatamania n(z,y, z).
Uzyskanie rozktadu n(x,y, z) wymaga umieszczenia modutu z kapilara obrotowa i probka
w ukladzie mikroskopu holograficznego, na przykiad zbudowanego na bazie interferometru
Macha-Zehndera (MZ), w ktérym zapewnione jest odpowiednie powigkszenie, a informacjg¢ o
rozktadzie pola optycznego uzyskuje si¢ poprzez numeryczng propagacj¢ zespolonej amplitudy
do Srodka obiektu. Jedno z zaproponowanych w literaturze rozwiazan polegato na umieszczeniu
probki na obrotowej mikropipecie [9]. Oznacza to jednak ingerencj¢ w obiekt mierzony, a
zatem jest sprzeczne z idea nieniszczacych badan obiektéw biologicznych. Alternatywnym
rozwigzaniem jest umieszczenie probki wewnatrz kapilary, ktore po raz pierwszy przedstawione
zostalo w pracy [10], gdzie zademonstrowane zostaly wyniki badania ziaren pytkéw. Oznacza
to, ze istniejq praktyczne trudnosci, zwiazane z realizacja tomografii na komérkach zwierzgcych
z wykorzystaniem tego podejScia. W zwiagzku z tym w swojej pracy zaproponowatem
wykorzystanie zmodyfikowanego uktadu mikroskopu holograficznego, przygotowanego do
pracy z kapilara oraz metodyke przygotowania prébek, pozwalajaca wykonywac rekonstrukcje
troyjwymiarowego rozktadu wspoétczynnika zalamania wewnatrz komoérek zwierzgcych [Al],
[A2]. Badania zrealizowane zostaly przy wspotpracy z CeBOP (Center for Biomedical
Optics and Photonics, Muenster, Niemcy), gdzie zaprojektowany modut obrotu prébki zostat
zintegrowany z opracowanym w tym osrodku mikroskopem holograficznym. W pracy [Al]
rozwiazane zostaty nastgpujace zagadnienia:

— opracowanie uproszczonej konfiguracji mikroskopu holograficznego w zastosowaniu do
tomografii;
— adhezja komorek do Scianek kapilary;
— minimalizacja btedéw zwiagzanych z obrotem kapilary poprzez zastosowanie odpowiedniej
kuwety na probke.
Istotng bariera rozwoju mikroskopii i tomografii holograficznej jest zwykle konieczno$¢
przeprowadzenia znaczacych modyfikacji w torze optycznym istniejacego juz mikroskopu, badz
konieczno$¢ zakupu nowego urzadzenia. Najczesciej stosowana konstrukcja interferometru
Macha-Zehndera ([9], [10], [A3]) wymaga (oprdcz zastosowania Zrédta Swiatta o odpowiednie;j
koherencji czasowej i1 przestrzennej) zbudowania drugiego toru optycznego dla wiazki
referencyjnej. Jednym ze sposobdw uproszczenia konstrukcji mikroskopu holograficznego,
ktory jest niezbedny w opisywanej technice, jest zbudowanie interferometru wspélnej drogi
przez wykorzystanie wiazki przedmiotowej, siatki dyfrakcyjnej i filtra otworkowego [11].
Znacznie prostszym rozwiazaniem jest wykorzystanie duzego poprzecznego rozdwojenia
czola fali przedmiotowej [A1] poprzez modul wzorowany na interferometrze Michelsona (rys.
la). W tym przypadku objetos¢ zajmowana przez obiekt badany jest $cisle zdefiniowana przez



PD

-— FC H IL n=14636 |_| n71,4607
CL MO TL 2

SMF

Rysunek 1. Uktad mikroskopu holograficznego [A1], a) schemat konfiguracji z duzym poprzecznym
rozdwojeniem czota fali, b) schemat uchwytu na prébke. SMF: §wiattowdd jednomodowy, CL: soczewka
kondensora, SPL: ptaszczyzna prébki, MO: obiektyw mikroskopowy, TL: soczewka tubusowa, M1, M2:
zwierciadta, CCD: detektor macierzowy, PD: szalka Petri’ego, CS: szkietko nakrywkowe, FC: kapilara.

Srednice kapilary obrotowej, w ktérej umieszczony jest przedmiot (rys. 1b). W wyniku duzego
poprzecznego rozdwojenia czota fali, czgS¢ wiazki przedmiotowej, zajmowana przez obiekt
badany, interferuje z fragmentem wiazki wolnym od obiektu. Rozwigzanie to jest korzystne
ze wzgledu na mozliwo$¢ dotaczenia do istniejacych mikroskopéw w postaci dodatkowego
modutu, jesli obiekt badany oswietlony jest skolimowana wiazka lasera. Mimo uproszczenia
konstrukcji uktadu rejestrujacego projekcje, tomografia holograficzna wymaga dodatkowego
podzespotu realizujacego obrét obiektu badanego (uchwyt obrotowy dostgpny handlowo),
kapilary, w ktdrej umieszczona zostaje hodowla komérek oraz naczynia na olejek immersyjny
(rys. 1b), ktérego wspdiczynnik zatamania dopasowany jest do materiatu kapilary.

Problemy zwiazane z kapilara, a w szczegdlnosci adhezja komoérek do Sciany wewngtrznej,
sg istotnym ograniczeniem techniki. Ze wzgledu na warto$¢ apertury numerycznej obiektywu
odwzorowujacego obiekt badany, mozliwe jest jedynie poprawne zarejestrowanie zespolonej
amplitudy obiektu znajdujacego si¢ w odlegtosci 0,75 promienia od Srodka kapilary. Wigkszos¢
badanych w publikacji [A1] komoérek rakowych jest adherentna, typowo hodowana na ptaskim
podtozu, na ktérym wzrasta i po ktérym si¢ przemieszcza. W praktyce, gdyby komoérka zostata
wyhodowana na $ciance kapilary, oznaczatoby to realizacj¢ tomografii jedynie w ograniczonym
kacie projekcji 1 zwiazane z tym faktem charakterystyczne znieksztalcenia w rekonstrukcjach
[A2], [12]. Aby tego uniknac¢, zaproponowalem modyfikacj¢ wewnetrznej powierzchni kapilary
0,5% roztworem poli(alkoholu winylowego), co skutecznie zapobiega adhezji komorek i
pozwala zarejestrowac projekcje z petnego zakresu katowego. Zarejestrowane zespolone
amplitudy badanych obiektéw rekonstruowane byty z wykorzystaniem algorytmu projekc;ji
wstecznej z filtracja 1 transformaty Radona, ktéra jest odpowiednia dla projekcji zebranych
w zakresie 180°. Przyktadowe wyniki rekonstrukcji wzglednego tréjwymiarowego rozktadu
wspotczynnika zatamania (An) zaprezentowane sa na rys. 2.

W publikacji [A1] wspétpracowatem z Michalem Dudkiem, ktéry wyznaczyt niepewnos¢
pomiaru wspélczynnika zalamania w przypadku obrotu prébki. Jednym z ograniczen
zastosowanego w pracy podejscia jest brak uwzglednienia w rachunku niepewnosci btgdéw
zwiazanych z aberracjami wprowadzanymi przez kapilarg oraz warstwe cieczy migdzy kapilara,
a szkietkiem nakrywkowym kuwety z olejkiem immersyjnym, a takze btedow zwiazanych
z niedoktadnoscia obrotu probki. Co wigcej, wykorzystany w pracy algorytm rekonstrukcji
nie uwzglednial zjawisk zwiazanych z dyfrakcja (podejScie projekcyjne). W trakcie dalszych
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Rysunek 2. Przyktadowe rekonstrukcje tréjwymiarowego rozktadu wzglednego wspotczynnika
zatamania [A1], a) grupa komérek HT-1080, An = 0,030 + 0.004, b) pojedyncza komérka HT-1080,
An = 0,032 £ 0.004.

prac nad technika tomografii zbudowatem drugi uktad pomiarowy, zaprojektowany do prac nad
algorytmami korekcji numerycznej wspomnianych btedéw [A3], zrealizowanych przez Julianng
Kostencka. System pomiarowy oparty zostal na konfiguracji interferometru Macha-Zehndera
ze wzgledu na catkowita niezalezno$¢ frontu falowego wiazki referencyjnej od wiazki
przedmiotowej, konieczng na tym etapie rozwoju algorytméw. Oprécz rozwoju uktadu
niezbedne bylo réwniez przygotowanie fantomu - obiektu kalibracyjnego, ktéry pozwolitby
zweryfikowac jakoSC¢ rekonstrukcji w réznej odleglosci od osi kapilary. W pracy [A3]
zaprezentowane zostaly wyniki pomiar6w zaproponowanego i wykonanego przeze mnie
fantomu fazowego w postaci mikrokulek z PMMA w kleju polimeryzowanym wewnatrz
kapilary.

Pomimo znacznej poprawy jakoSci uzyskanej dzigki numerycznej korekcji [A3], poprawy
architektury uktadu pomiarowego zaproponowanej w pracy [Al] i uniknigcia adhezji komoérek
do $cian kapilary, najwazniejszym ograniczeniem stosowania tego typu uktadéw na szeroka
skalg jest dlugi czas pomiaru oraz konieczno$¢ specjalnego przygotowania probki. Akwizycje
projekcji przeprowadzitem z czgstoscia 1 Hz, co oznacza, ze czas konieczny na zarejestrowanie
pelnej serii tomograficznej uniemozliwia prace z zywymi komorkami w temperaturze 37°C ze
wzgledu na tempo wzrostu i przemieszczania si¢ obiektow badanych (konieczne jest obnizenie
temperatury otoczenia o co najmniej 12°C). Co wigcej, mimo modyfikacji powierzchni
zapobiegajacej adhezji komoérek do kapilary, nadal istniato duze prawdopodobienistwo, ze czgsci
z wprowadzonych do kapilary komérek nie bedzie mozna zbada¢. Konieczny byt zatem rozwdj
techniki pozwalajacej skréci¢ czas akwizycji, a jednocze$nie znaczaco poprawié wygode
1 niezawodnoS$¢ przygotowania probek biologicznych. Przedstawione uktady pomiarowe
pozwolily jednak zarejestrowac dane referencyjne z izotropowa rozdzielczoScia rekonstrukcji,
dzigki czemu mozliwy byt rozwdj algorytméw dedykowanych do tomografii w ograniczonym
zakresie katowym [A2], [12].



4. Tomografia holograficzna z ograniczonym zakresem katowym
projekcji

Odpowiedzia na koniecznos¢ skrdcenia czasu pomiaru i ograniczenia ingerencji w obiekt
badany jest tomografia wykonywana w ograniczonym zakresie katowym projekcji przy
wykorzystaniu uktadu zmieniajacego kierunek wiazki oSwietlajacej, jednak z zachowaniem
stacjonarnego detektora. Rozwiazanie to pozwala mierzy¢ probki komérek wyhodowanych
na szalkach Petri’ego badZ bezposrednio na szkietkach nakrywkowych, co znaczaco
utatwia przygotowanie materialu do badan. Pierwszym etapem budowy tomografu byta
modyfikacja uktadu mikroskopu holograficznego w konfiguracji Macha-Zehndera [A3]
poprzez wprowadzenie zwierciadta umieszczonego na silniku krokowym [A4], co zostalo
zaprezentowane na rysunku 3. Podstawowym zatozeniem bylo zapewnienie odpowiedniej
czgstosci nosnej w hologramach, pozwalajacej wykorzysta¢ metodg¢ transformacji Fouriera do
odzyskania zespolonej amplitudy projekcji zamiast dotychczas stosowanej metody czasowej
dyskretnej zmiany fazy [13], [14]. Prowadzi to do uproszczenia i obnizenia kosztu
uktadu pomiarowego. Istotne w zbudowanym przeze mnie interferometrze jest zastosowanie
obiektywOw znaczaco ograniczajacych zakres katowy projekcji (do £ 41°). Sa to obiektywy
pracujace bez immersji, o aperturze numerycznej 0,85. Brak koniecznoSci stosowania
immersji znaczaco przyczyni si¢ do uproszczenia pomiaru z wykorzystaniem mikroskopu
tomograficznego, jednak wymagana jest w tym przypadku korekcja artefaktéw zwiazanych z
silnie ograniczonym zakresem katowym projekcji za pomoca algorytmu rekonstrukcji. W tym
zakresie wspolpracowatem z Wojciechem Krauze, ktéry zaproponowat algorytm w znacznym
stopniu rozwigzujacy wspomniany problem dla probek, w ktérych rozktad wspétczynnika
zalamania jest obszarami staty (piecewise-constant) [A4], np. krwinki czerwone.

BS1

CCD

Rysunek 3. Mikroskop tomograficzny pracujacy z ograniczonym zakresem katowym projekcji [A4],

a) schemat uktadu, b) zdjecie uktadu pomiarowego. SMF: §wiattowdd jednomodowy, CL: kolimator,

BS: kostka §wiattodzielaca (50:50), L1, L2, L3: dublety achromatyczne SPL: ptaszczyzna prébki, MO:
obiektyw mikroskopowy, M1, M2: zwierciadta, CCD: detektor macierzowy.

W zbudowanym przeze mnie pierwszym uktadzie ze skanowaniem wiazka, zwierciadto
(RM) pozwalalo na zmiang¢ kierunku oSwietlenia jedynie w jednej ptaszczyZnie zgodnie z
liniowym scenariuszem os$wietlenia przedstawionym na rys. 4a, co dodatkowo ograniczyto



zakres dostgpnych danych i utrudnilo uzyskanie poprawnej rekonstrukcji tomograficznej.
Wykorzystanie silnika krokowego oznacza dostgp do skoriczonej liczby dyskretnych wartosci
katow oSwietlenia. W przypadku zastosowanego powigkszenia ukladu optycznego mozliwe
bylo zarejestrowanie 216 projekcji w zakresie 82°.

Rysunek 4. Podstawowe scenariusze oSwietlenia w uktadach mikroskopéw tomograficznych [AS5], a)
scenariusz liniowy, b) scenariusz kotowy (stozkowy).

Zwigkszenie liczby projekcji nie spowodowaloby poprawy jakosci rekonstrukcji.
Decydujacy wptyw bgdzie miato natomiast zwigkszenie zakresu katowego i zmiana scenariusza
oSwietlenia z liniowego (rys. 4a) na kolowy(rys. 4b).

Zatem w celu zwigkszenia ilo$ci dostgpnych danych oraz skrécenia czasu akwizycji zestawu
projekcji tomograficznych zwierciadto, mocowane na silniku krokowym, zostalo zastapione
dwuosiowym zwierciadiem galwanometrycznym (GM na rysunku 5). [A6].
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Rysunek 5. Mikroskop tomograficzny pracujacy z ograniczonym zakresem katowym projekcji i
zwierciadlem galwanometrycznym [A6]. L1: kolimator, L2, TL: dublety achromatyczne, O1, O2:
obiektywy mikroskopowe, S: ptaszczyzna probki, CCD: detektor matrycowy.

Zmieniona zostata rowniez budowa wiazki referencyjnej. W tej konfiguracji uktad pracuje z
wiazka referencyjna padajaca normalnie do ptaszczyzny detektora. Czgstos¢ prazkéw jest stata
przy zatozeniu, ze skanowanie odbywa si¢ po tworzacej stozka (scenariusz kotowy) (rysunek
4b). Wtedy zmienia si¢ jedynie orientacja prazkow, w przeciwienstwie do uktadu z rys. 3, co
ma swoje konsekwencje w uproszczeniu analizy holograméw metoda transformacji Fouriera.

W trakcie pracy w projekcie 3DPHASE Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, zbudowang
przeze mnie druga wersje ukladu pomiarowego (rys. 5), przetransportowalem do laboratorium
partnera projektu. Na miejscu, w Biomedical Technology Center na Uniwersytecie Muenster
w Niemczech wykorzystalem uklad do zarejestrowania serii pomiarowych komérek PaTu
8988 raka trzustki. Przyktadowy wynik pomiaru, ktory zostal wykorzystany przez Julianng
Kostencka do prac nad algorytmem rekonstrukcji tomograficznej [A6], zaprezentowany zostat
na rysunku 6. Zmierzona przeze mnie probka wyhodowana zostata bezposrednio na szalce
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Rysunek 6. Dwa przekroje w ptaszczyZnie XY tréjwymiarowego rozktadu wzglednego wspéiczynnika
zatamania w komoérce PaTu 8988, wyznaczonego na podstawie danych zebranych w uktadzie z kolowym

scenariuszem oS$wietlenia i zwierciadlem galwanometrycznym [A6], a) przekrdj -1um od ptaszczyzny
ostrosci, b) przekr6j 3um od ptaszczyzny ostroSci.

Petri’ego, a nastgpnie przykryta polimerowym separatorem [15] i szkietkiem nakrywkowym,
tworzac szczelng komorg pomiarowa. Takie podejScie podyktowane bylo zastosowaniem
dwéch obiektywdéw, pracujacych z olejkiem immersyjnym. Istnieje jednak mozliwos$¢
zrezygnowania z zamknigtej komory na probke kosztem zmniejszenia apertury numerycznej
w wyniku uzycia pozywki jako immersji dla obiektywu o$wietlajacego, badZ zastosowania
komory z przeptywem laminarnym [16].

4.1. Rozszerzenie dostepnego scenariusza pomiarowego

Jednym ze zidentyfikowanych przeze mnie ograniczen opracowanych i zbudowanych
uktadéw tomograficznych byla mozliwo$¢ skanowania jedynie z wykorzystaniem dwdch
scenariuszy (kolowy/stozkowy i liniowy). Jednoczesnie jeden z nich - scenariusz kolowy
- charakteryzuje si¢ znacznie wigksza iloScia mozliwych do zarejestrowania danych.
W literaturze zaproponowane zostalo rozwigzanie tego problemu i realizacja dowolnego
scenariusza o$wietlenia poprzez umieszczenie dodatkowego, ruchomego zwierciadla w
wiazce referencyjnej [5], badZ alternatywnie umieszczenie drugiej pary zwierciadet
galwanometrycznych za uktadem mikroskopu [17]. Modyfikacje przytoczonych rozwiazan
wprowadzone zostaly réwniez po to, aby uniknaé zmiany czgstoSci nos$nej prazkéw w
rejestrowanych hologramach. Wtasnie taka sytuacja ma miejsce, jeSli w ukladzie [A6]
oSwietlimy obiekt badany wzdluz osi optycznej - wynikiem bedzie pole jednorodne, a
wykorzystanie metod jednoramkowych rekonstrukcji pola optycznego - niemozliwe.

W zwiazku z tym zaproponowatem uktad pomiarowy [A7], w ktérym wiazka przedmiotowa
1 referencyjna odchylane sa w plaszczyznie detektora o taki sam kat z wykorzystaniem tylko
1 wylacznie jednego zestawu zwierciadet galwanometrycznych (rysunek 7). Czesto$¢ nosna
prazkéw w hologramach moze zosta¢ dowolnie dopasowana do warunkéw rejestracji projekcji
(do rozmiaru piksela matrycy detektora). Rozwiazanie to wymaga zapewnienia takich samych
powigkszen dla wiazki przedmiotowej, jak i referencyjnej przy tej samej dtugosci uktadu
migdzy zwierciadtem GM, a kamera CCD. W zwiazku z tym zaprojektowalem dwie soczewki
T1 1 T2 (dublety achromatyczne), ktore zostaly wykonane w Instytucie Mikromechaniki i
Fotoniki. Aby uzgodni¢ znak powigkszenia wiazki referencyjnej z wiazka przedmiotowa,
konieczne jest dodatkowo zastosowanie pryzmatycznego uktadu odwracajacego IS (pryzmat
Schmidt’a-Pechan’a, badZ typu Porro). W rezultacie implementacji tego rozwiazania uzyskano
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Rysunek 7. Uktad mikroskopu tomograficznego w konfiguracji wspélnego skanowania [A7], a) schemat
uktadu, b) zdjecie zbudowanego uktadu. L1, L2, T1, T2: dublety achromatyczne, S: ptaszczyzna prébki,
01, O2: obiektywy mikroskopowe, IS: pryzmatyczny uktad odwracajacy, CCD: detektor matrycowy.

wysoka stabilno$¢ okresu prazkéw nosnych (ok. +0,5%) w hologramach, co zostato
zaprezentowane na rysunku 8. Co wigcej, wszelkie przypadkowe drgania zwierciadia
galwanometrycznego, ktére w zwyklym ukladzie tomograficznym MZ [A6] powodowalyby
utrate kontrastu prazkéw w hologramach, w tym ukladzie wystgpuja w obu galeziach
interferometru, a zatem nie powoduja tego efektu.
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Rysunek 8. Jakos$¢ skanowania w ukladzie zmodyfikowanego mikroskopu tomograficznego [A7], a)
procentowa zmiana okresu prazkéw dla poszczegdlnych projekcji, b) przyktadowe interferogramy dla
projekcji zarejestrowanych w spiralnym scenariuszu skanowania.

Dzigki tak zaprojektowanemu i zbudowanemu uktadowi pomiarowemu mozliwe jest
eksperymentalne sprawdzenie wptywu rodzaju scenariusza skanowania na jakos¢ rekonstrukcji
tomograficznej. W wyniku symulacji numerycznych, przeprowadzonych na danych
syntetycznych przez Piotra Makowskiego i Wojciecha Krauze, mozna zauwazy¢, ze

10



strategia skanowania nie ma istotnego wptywu na jakosS¢ rekonstrukcji tomograficznej [A7],
[18]. Analizy te nie uwzglednialy jednak wplywu aberracji uktadu i bledéw zwigzanych
ze skanowaniem, ktére zwykle wystgpuja w eksperymencie i moga mie¢ wplyw na
wynik rekonstrukcji. Do poréwnania rekonstrukcji z wykorzystaniem réznych scenariuszy
wykorzystano uniwersalny wskaznik jakoSci Q [19], ktéry osiaga wartoSci () €< —1,1 >, przy
czym 0 oznacza brak podobienstwa miedzy dwoma obrazami. Badania przeprowadzone zostaly
z wykorzystaniem obiektu wykonanego w technologii dwufotonowej polimeryzacji, ktéry
przygotowany zostat w Pracowni Nanostruktur Fotonicznych Wydzialu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego przez Michata Nawrota. Przyktadowe rekonstrukcje zaproponowanego przeze
mnie obiektu kalibracyjnego przedstawione zostaty na rysunku 9.
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Rysunek 9. Rekonstrukcja wspétczynnika zatamania wewnatrz fantomu wykonanego w technice
dwufotonowej polimeryzacji [A7], a) przekrdj X-Y, b) przekrdj Y-Z.

Przetestowane zostaly trzy rodzaje scenariuszy oswietlenia: kotowy (circle), siatkowy
(grid) 1 spiralny (spiral) [A7]. Rekonstrukcje dla kazdego ze scenariuszy poréwnane zostaty
z rekonstrukcja na podstawie potaczonych wszystkich trzech serii projekcji (uznanych za
referencje ze wzgledu na najwigksza iloS¢ danych). W rezultacie najlepszym scenariuszem
pomiarowym okazat si¢ scenariusz spiralny (),—, = 0.99, a najgorszym - scenariusz siatkowy

Qy—. = 0.97.
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Rysunek 10. Wptyw scenariusza os$wietlenia na jako$¢ rekonstrukcji tomograficznej [A7], a)
poréwnanie przekrojéow XY, b) poréwnanie przekrojéow YZ.

Uzyskana poprawa jakoSci rekonstrukcji mimo, iz jest znaczaca ze wzgledu na
charakterystyke wskaznika Q (spadek wartoSci juz o 0,05 oznacza istotne rdznice
w rekonstrukcjach), nie wyklucza jednoznacznie mozliwosci zastosowania jednego z
przetestowanych scenariuszy pomiarowych (@7 > 0,95), szczegélnie dla przekrojéw
XY. Wskazane jest jednak stosowanie scenariusza oSwietlenia prébki, ktéry umozliwia
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zarejestrowanie oSwietlenia normalnego (scenariusz spiralny), dzigki czemu mozliwe jest
poréwnanie uzyskanej rekonstrukcji z rozktadem fazy 2D. Jedynym istotnym ograniczeniem,
wynikajacym z zaproponowanej modyfikacji uktadu, jest brak dostgpu do informacji o kacie
oSwietlenia, ktéry w uktadzie zaprezentowanym na rys. 5 mozna obliczy¢ na podstawie
prazkéw noSnych w hologramie. W zwiazku z tym przy rekonstrukcji wykorzystywany
jest kat oSwietlenia wyznaczony na podstawie wartoSci napigcia podanej do sterownika
zwierciadta galwanometrycznego. Wplyw ewentualnego btedu wyznaczenia kata oSwietlenia
na rekonstrukcj¢ zostat opisany w rozdziale 5 [AS].

4.2. Poprawa jakosci rekonstrukcji poprzez optyczne przeogniskowanie

Kolejnym sposobem na poprawe jakoSci rekonstrukcji tréjwymiarowego rozktadu
wspotczynnika zatamania jest rozszerzenie glgbi ostrosci. Stosowane zazwyczaj obiektywy
mikroskopowe o wysokiej aperturze numerycznej znacznie ograniczaja glebig ostrosci
odwzorowanego obiektu. Przyblizenie Rytova, ktore stosowane jest do obiektdw biologicznych,
obowiazuje jedynie w poblizu plaszczyzny ostrosci dla projekcji. W przypadku obiektow
transmisyjnych o wigkszej gruboSci przy rekonstrukcji pojawia si¢ problem zmiennej
rozdzielczosci wzdtuz osi optycznej. W literaturze istnieja prace, ktére demonstrowatly
rozwiazanie tego problemu za pomoca propagacji pola optycznego [20] wykonanej dla
kazdej projekcji, jednak jest to kosztowne obliczeniowo. W zwiazku z tym we wspotpracy
z Wojciechem Krauze zaproponowalem, a nastgpnie zbudowalem modul rozszerzajacy
funkcjonalno$¢ podstawowego tomografu o przeogniskowanie sprzgtowe z wykorzystaniem
cieklej soczewki zmiennoogniskowej sterowanej wartoScia pradu [A9].
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Rysunek 11. Uktad tomografu ze wspdlnym skanowaniem z soczewka sterowang pradem [A9]. ASM:
modul skanowania osiowego.

Przedstawiony na rysunku 11 modut ASM sktada si¢ z dwoch dostgpnych handlowo
dubletéw achromatycznych oraz soczewki sterowanej elektrycznie zestawionej z ujemnym
singletem. Dublety tworza uktad 4f z zespolem soczewki umieszczonym w plaszczyZnie
Fouriera. Podobne rozwiazanie dla przypadku pracy osiowej, stosowane jest w iloSciowym
obrazowaniu fazy z wykorzystaniem réwnania transportu intensywnosci (TIE) [21].
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W publikacji [A9] przeanalizowatem wptyw modulu przeogniskowania na jakos¢ frontu
falowego ukladu w ptaszczyZznie kamery. Obiecujace wyniki symulacji uktadu dostarczyty
mi informacji na temat optymalnego wyjustowania uktadu i pozwolity rozpocza¢ prace nad
czgsciag eksperymentalna, zwigzanag z weryfikacja poprawy jakosSci rekonstrukcji tomograficzne;j
ztozonej z co najmniej trzech rekonstrukcji przy réznych warto$ciach przeogniskowania.
Maksymalny dostepny zakres przeogniskowania z. w uktadzie opisany jest wzorem 1:

7o = ez~ Dmin g n
gdzie D,,q. — Dpin 0znacza zakres dioptrii zespotu soczewki cieklej z soczewka ujemna, M
oznacza powigkszenie uktadu tomografu (obiektywu mikroskopowego i1 soczewki tubusowej),
a fr, - ogniskowa ostatniej soczewki modutu skanowania przed detektorem.

Ze wzgledu na fakt, iz dane sg laczone i dopasowane w dziedzinie rekonstrukcji, nie
ma konieczno$ci ustawienia doktadnej wartosci pradu na soczewce i zmiany plaszczyzny
ostrodci z wysoka doktadnosScia, co stanowi zalet¢ metody. Poprawa jakosci rekonstrukcji
zademonstrowana zostala poprzez pomiar mikrokulki o §rednicy 23,5um, wykonanej z
PMMA (rys. 12). Jest to obiekt o stalym rozkladzie wspoétczynnika zalamania, ktéry w
wyniku wspomnianych probleméw rekonstruowany jest w przypadku pojedynczego pomiaru
tomograficznego z btedami, widocznymi na rysunkach 12a i 12c w postaci obnizenia wartosci
wspoélczynnika zatamania w poblizu krawedzi obiektu w obszarze poza ptaszczyzna ostrosci
(oznaczong etykieta ”17).
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Rysunek 12. Poprawa jakosci rekonstrukcji tomograficznej na przyktadzie kulki wykonanej z PMMA
[A9], przekroje rekonstrukcji wspdtczynnika zatamania, a) i ¢): dla pojedynczej ptaszczyzny ostrosci; b)
i d): dla rozszerzonej optycznie glebi ostrosci.

13



Dla poréwnania przedstawilem wynik rekonstrukcji obliczony dla danych zarejestrowanych
dla £4um przeogniskowania w ptaszczyZnie probki, co stanowi 30% Srednicy obiektu,
jednak pozwala zaobserwowal zasad¢ pracy zaprojektowanego modutu i efektywnos¢ jego
dziatania. Zwigkszenie dostgpnego zakresu przeogniskowania wymaga zmiany parametrow
uktadu optycznego, przy czym zgodnie z rOwnaniem 1 najskuteczniejszym rozwiazaniem jest
zmiana ogniskowej obiektywu mikroskopowego na dtuzsza (zmiana powigkszenia M).
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Rysunek 13. Przekroje X-Z przez rekonstrukcje trdjwymiarowego rozktadu wspdtczynnika zatamania
wewnatrz komérki [A9], a) rekonstrukcja z pojedynczej ptaszczyzny ostrosci, b) rekonstrukcja na
podstawie 6 ptaszczyzn.

Nastepnie wykonatem pomiar obiektu biologicznego - zywej komorki fibroblastu mysiego z
linit WEHI 164 przy temperaturze otoczenia 28°C (rysunek 13) [A9]. Pomiar przeprowadzitem
z wykorzystaniem scenariusza spiralnego [A7]. Na rysunku 13a zauwazy¢ mozna oznaczone
etykieta ’1” zaglebienie w komorce, ktére nie jest artefaktem pomiarowym, natomiast jest
trudne do interpretacji z biologicznego punktu widzenia. W przypadku metody z optycznym
przeogniskowaniem (rys. 13b) ta sama cecha obiektu moze zosta¢ zidentyfikowana jako
struktura o wspoiczynniku zalamania otaczajacej obiekt pozywki, jednak znajdujaca sig
wewnatrz komorki. Przyspieszenie czasu pomiaru mozliwe jest poprzez zmniejszenie liczby
projekcji dla kazdego przeogniskowania, jednak konieczne jest przeprowadzenie dalszych
analiz i rozwdj algorytmu rekonstrukcji w tym kierunku.

5. Analiza bledow zwiazanych z ukladem optycznym

Na jakos$¢ rekonstrukcji tomograficznej wplywa szereg czynnikéw, ktére podzielié
mozna na dwie giéwne grupy - zwiazane z ukladem eksperymentalnym oraz zwigzane z
przetwarzaniem danych, algorytmem rekonstrukcji i bledami numerycznymi. Biedy uktadu
pomiarowego mozna korygowaé w znacznym stopniu numerycznie [A3], [A6]. Z analizy
literatury wynika, ze wigkszo$¢ prac prowadzonych jest w kierunku zwigkszenia rozdzielczosci
ograniczone] przez uktad odwzorowujacy poprzez wykonanie operacji dekonwolucji [15],
[22]. Podejscie to moze jednak prowadzi¢ do pojawienia si¢ w rekonstrukcji artefaktéw
utrudniajacych interpretacje wyniku [22].

Istotnym sposobem poprawy jakoSci rekonstrukcji jest wyeliminowanie btedéw,
zwigzanych z systemem pomiarowym poprzez odpowiednig konstrukcje uktadu optycznego.
Kluczowe z punktu widzenia rekonstrukcji pomiaru tomograficznego jest aby rozproszenie
na obiekcie mierzonym pochodzito od fali ptaskiej - zgodnie z zalozeniem teorii tomografii
dyfrakcyjnej (rozdziat ??), a oprécz tego rozmieszczenie projekcji w dziedzinie czgstoSci
przestrzennych w procesie rekonstrukcji powinno odpowiadaé $ciSle kierunkom os$wietlenia
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w eksperymencie (poprawny kierunek wektora k dla kazdej projekcji). W zwiazku z
tym waznym aspektem prowadzonych przeze mnie prac jest analiza uktadu optycznego i
skanujacego tomografu holograficznego w celu ograniczenia bledow zwiazanych z generacja
projekcji i wprowadzanych przez uktad oswietlajacy. Uktad odwzorowujacy probke réwniez
ma istotny wptyw na wynik pomiaru, jednak podstawowym zalozeniem prac zar6wno w
przypadku obrotu prébki, jak i1 skanowania oSwietlenia, byto dokonanie w pierwszym etapie
numerycznej korekcji aberracji zwiazanych z uktadem odwzorowujacym. Oznacza to jedynie
konieczno$¢ zarejestrowania hologramu referencyjnego, ktéry nie zawiera obiektu badanego, a
nastepnie odjecia fazy referencyjnej od fazy obiektu mierzonego. Front falowy, ktéry oSwietla
prébke, bedzie jednak w tym przypadku obarczony aberracjami, ktérych nie ma mozliwosci
w prosty sposéb usungé. W zwiazku z tym prébka nie zostanie o§wietlona falg plaska, lecz
fala zaberowana - niezgodnie z teoria tomografii. W wyniku tego dochodzi do zlozonego
rozproszenia na obiekcie, ktére powoduje btedy rekonstrukcji.

W pracy [A8] przeanalizowatem dwie grupy ukladéw optycznych, ktére moga zostaé
wykorzystane do o§wietlenia préobki w tomografii z ograniczonym katem projekcji. Typowo
wykorzystywane sa obiektywy mikroskopowe (rys. 14a), badZ kondensory o wysokiej
aperturze numerycznej (rys. 14b). Réznice w budowie obu typéw uktadéw sprowadzaja si¢ do
mniejszego powigkszenia katowego uktadéw kondensoréw przy wigkszej Srednicy elementow
optycznych, ale mniejszej liczbie soczewek. Maksymalna odchytka ptaskosci frontu falowego

0.5

= = Zeiss NA1.45

0.4+~ Olympus NA1.65
Olympus NA1.4

—-= Nikon NA1.4

--= Nikon NA1.25
Condenser NA1.4
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P-V wavefront error [\]

20 3
Illumination angle [°]

Rysunek 14. Uklady oswietlajace w tomografii holograficznej [A8], a) z wykorzystaniem obiektywu
mikroskopowego, b) z wykorzystaniem kondensora, c¢) jakos$¢ frontu falowego w ptaszczyZnie probki
dla obu klas uktadéw optycznych.

wynosi, dla wigkszoSci przeanalizowanych uktadéw optycznych, mniej niz A\\2 przy dtugosci
fali A = 632,8nm. W rzeczywistym ukladzie nalezy uwzgledni¢ dodatkowo odchytke
ptaskosci zwierciadet galwanometrycznych o wartosci ok. 1.

Symulacje wptywu aberracji na jakos$¢ rekonstrukcji przeprowadzitem dla dwdéch klas
obiektow pomiarowych: obiektéw przedzialami statych i z gradientowym rozkladem
wspélczynnika zatamania. Stwierdzitem, ze maksymalny btad wartoSci wspdtczynnika
zalamania sigga |on| = 0.009 dla drugiej grupy, a nawet |[on| = 0.025 dla
pierwszego typu obiektéw. Btedy rekonstrukcji zlokalizowane sa na krawedziach obiektow
mierzonych.  Najlepsza metoda poprawy jakoSci rekonstrukcji w tym przypadku jest
zastosowanie ciektokrystalicznego przestrzennego modulatora Swiatta (SLM) i aktywna
modyfikacja (z pomoca SLM) frontu falowego wiazki oSwietlajacej na podstawie rozktadu
fazy zarejestrowanego w plaszczyznie sprze¢zonej z plaszczyzna probki [AS]. Aberracje uktadu
oSwietlajacego zwiazane ze zwierciadlem galwanometrycznym moga zosta¢ ograniczone do
wartoSci 0.5\ przez zastosowanie kondensora zamiast obiektywu mikroskopowego, dzigki
wykorzystaniu znacznie mniejszej Srednicy zwierciadta. Zastosowanie modulatora do aktywne;j
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korekcji frontu falowego zapewnia jednak zmniejszenie aberracji wiazki oSwietlajacej do
wartoSci ograniczonej jedynie przez jako$¢ uktadu odwzorowujacego.

3
0 0 0.0417
— 0.008 i~
% 100 g & 100 7\ 0.02
2 < > 2 0.00
5 200 ~— 0004 = 500l N 0.02
10.04
000 100 200 300 ° 309 100 200 300
a) X axis [px] b) Y axis [px]

Rysunek 15. Wptyw uktadu oswietlajacego na biedy rekonstrukcji trojwymiarowego rozktadu

wspélczynnika zalamania obiektu obszarami stalego [AS8], a) przekrdj X-Y przez macierz btgdu

rekonstrukcji - wptyw przypadkowych niedoktadnosci skanowania mniejszych niz 0.5°, b) przekréj Z-Y
przez macierz bledu rekonstrukcji, pochylenie scenariusza o§wietlenia o 2.5°.

Nastgpnym etapem przeprowadzonej analizy bylo wyznaczenie wplywu bledow
skanowania na jako$¢ rekonstrukcji tomograficznej, ktére sa rezultatem réznic miedzy
zadanym, a faktycznym katem oSwietlenia probki. Bledy wynikaja z trzech giéwnych
przyczyn: powtarzalnosci potozenia katowego zwierciadet galwanometrycznych, wyjustowania
elementéw uktadu optycznego i niewlasciwego powigkszenia. Juz dla bledu polozenia
0,5°, zaréwno dla obiektéw przedziatami statych, jak i gradientowych, w wyniku symulacji
stwierdzitem obecnos$¢ bledu rozktadu wspéiczynnika zatamania [on| = 0.01 (rys. 15a).
Btad rekonstrukcji zlokalizowany jest gtéwnie na brzegach obiektu badanego, przy czym
wspotczynnik Q [19], [A8], zastosowany do oceny jakoSci rekonstrukcji, pozostaje dla tej
wartoSci btedu réwny 1 w catej objetosci obiektu badanego.

6. Aktywne oSwietlenie w ukladzie tomografu holograficznego

Korekcja wszystkich Zrédet bledow uktadu eksperymentalnego, przedstawionych w
rozdziale 5, mozliwa jest dzigki wyeliminowaniu ruchomych elementéw oraz wprowadzeniu
aktywnej korekcji aberracji przed obiektem mierzonym. Zbudowany przeze mnie uktad
pomiarowy przedstawiony zostat na rys. 16. Tomograf jest modyfikacja uktadu MZ [A4], [A6],
w ktérym oprocz korekcji frontu falowego, funkcje zwierciadta petni cieklokrystaliczny (liquid
crystal on silicon) fazowy przestrzenny modulator Swiatta (LCoS SLM), pracujacy w odbiciu.
Zaproponowane przeze mnie rozwigzanie zostalo zaprezentowane na konferencji Photonics
West 2015 [23] 1 bylo pierwszym, w ktéorym zmiana kierunku oSwietlenia w tomografii
odbywata si¢ bez udziatu elementéw mechanicznych. Taki sposéb skanowania rozwiazuje
problem pojawiajacych si¢ bledéw polozenia zwierciadet galwanometrycznych, opisanych w
publikacji [A8]. W uktadzie mozliwe jest zastosowanie zarOwno scenariusza o$wietlenia
w plaszczyznie (liniowego, rys. 4a), jak i na stozku (kotowego, rys. 4b). Zastosowanie
dodatkowych scenariuszy bez wykorzystania ruchomych elementéw mozliwe jest tylko poprzez
implementacje SLM w ukladzie wspdlnego skanowania [A7], zaprezentowanym w rozdziale
4.1. Zmiana komponentu skanujacego na SLM [AS] (rys. 16) utatwia dodatkowo wyjustowanie
oSwietlenia w ukladzie tomografu, poniewaz skanowanie realizowane jest symetrycznie
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BS2

Rysunek 16. Schemat uktadu tomografu holograficznego z aktywnym o$wietleniem [A5]. SMF:

Swiattowdd jednomodowy, CO: kolimator, BS: kostka §wiatlodzielaca (50:50), T1, T2, L1, L2, L3,

L4: dublety achromatyczne, M: zwierciadlo ptaskie, F: filtr czgstoSci przestrzennych, MO: obiektyw
mikroskopowy, CCD: detektor matrycowy.

wzgledem normalnej do plaszczyzny modulatora. Oznacza to mozliwo$¢ wykorzystania
odbicia od SLM w celu ustawienia oSwietlenia osiowego prébki badanej, w rezultacie czego
usunatem btedy zwigzane z pochyleniem scenariusza o§wietlenia (rys. 15b) [AS8].

Korekcja frontu falowego wiazki oSwietlajacej odbywa si¢ na podstawie pomiaru frontu
falowego w ptaszczyZnie detektora, przez co wiazka w plaszczyznie prébki nie jest Scile
ptaska, ale jest obarczona takimi aberracjami, jakie wynikaja z jakosSci uktadu L.2-MO2 na
rysunku 16. Oznacza to, ze przy zastosowaniu wysokiej jakosci uktadu odwzorowujacego
probke (pracujacego w sposdéb dyfrakcyjnie ograniczony), niskiej jakoSci uktad oswietlajacy
moze zosta¢ w peini skorygowany. Oprocz korzysci, zwiazanych z poprawa jakosci
rekonstrukcji, dodatkowym atutem zastosowania aktywnego skanowania jest mozliwo$¢
akwizycji wigcej niz jednej projekcji dla pojedynczego hologramu poprzez zastosowanie
oSwietlenia strukturalnego. Rozwiazania te zostaly zaimplementowane przez inne zespoty
naukowe zaréwno dla matrycy mikrozwierciadet (DMD) [24], jak 1 modulatora fazowego [25].

Dane pomiarowe zarejestrowane w zbudowanym ukladzie pomiarowym zostaty
wykorzystane do rozwoju algorytmdéw przeznaczonych do pracy z ograniczonym katem
projekcji [A10] i badania obiektéw biologicznych (rysunek 17).

Wada zbudowanego ukladu jest konieczno$¢ odwzorowania modulatora w ptaszczyZnie
obiektu, usunigcia dodatkowych rzedow dyfrakcyjnych wynikajacych z okresowej struktury
modulatora, a takze konieczno$¢ usuwania rzedu zerowego poprzez zastosowanie filtra F w
ptaszczyznie Fouriera uktadu 4f (T1-T2 na rysunku 16). Mozliwe jest jednak zastosowanie
metody doktadnej charakteryzacji modulatora i usunigcie rzgdu zerowego numerycznie [26],
co pozwoli uprosci¢ uktad pomiarowy.
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Rysunek 17. Przekrdj przez rekonstrukcje tréjwymiarowego rozkladu wspoétczynnika zatamania

komoérki C2C12 (mysiego mioblastu) [A10]); a)-d) oraz g), h): widmo czgstoSci przestrzennych

rekonstrukcji, e), f) oraz i), j): rozktad wzglednego wspétczynnika zatamania dla obiektu badanego
odpowiednio bez oraz z maskowaniem obiektu w trakcie rekonstrukcji.

7. Podsumowanie

Rozprawa sktada si¢ z oSmiu publikacji w czasopismach z listy JCR i dwéch publikacji
w materiatlach konferencyjnych.  Prace prowadzone przeze mnie w trakcie realizacji
doktoratu ukierunkowane byly na poprawe jakosci rekonstrukcji tomograficznej poprzez
modyfikacje uktadéw pomiarowych w zakresie architektury systemu oraz sposobu rejestracji
projekcji. Cel pracy w zakresie tomografii z obrotem prébki osiagnalem poprzez rozwiazania
zaprezentowane w publikacjach [A1]1[A2], gdzie z wykorzystaniem uproszczonej konfiguracji
mikroskopu holograficznego potwierdzilem mozliwos¢ wykorzystania obrotu probki do
przyzyciowych badan obiektow biologicznych. Dodatkowo, dzigki zarejestrowanym danym
[A1] i przygotowaniu fantomu [A3], mozliwe bylo przeprowadzenie prac nad algorytmami
korekcji danych w projekcie 3D Phase.

W zakresie tomografii w ograniczonym kacie projekcji, cel pracy osiagnatem poprzez
przeprowadzenie systematycznej analizy btedéw zwiazanych z ukladem optycznym i ich
wystepowania w typowych systemach pomiarowych [A8]. Zaproponowatem uktad pomiarowy,
ktéry umozliwit korekcje wszystkich bledow zwiazanych z oswietleniem [AS]. Dzigki
zaprojektowaniu nowego typu architektury interferometru Macha-Zehndera ze wspdélnym
skanowaniem [A7], mozliwa byla weryfikacja najkorzystniejszego rozktadu katéw oSwietlenia
probki badanej. Analiza wykonana zostala na nowym typie obiektu testowego - fantomie
wykonanym w technologii dwufotonowej polimeryzacji, ktéry ma szans¢ w przysztosci stac
si¢ standardowym obiektem kalibracyjnym. Ostatnia funkcjonalnoscia poprawiajaca jakos¢
rekonstrukcji tomograficznej byt zbudowany przeze mnie modut skanowania osiowego [A9],
dzigki ktéremu znacznie zwigkszona zostata glebia ostrosci.

Najwazniejsze rezultaty moich badan to:

— Opracowanie metodyki i przeprowadzenie systematycznej analizy wptywu konstrukcji
uktadu optycznego na jakoS¢ rekonstrukcji tomograficznej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem btgdéw uktadu oswietlajacego [A8];

— Analiza wptywu btedéw skanowania (niewtasciwego kierunku wektora k projekcji) na
jakos$¢ rekonstrukcji tomograficznej [AS8];
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Zaproponowanie i budowa aktywnego ukladu skanowania, ktéry zmienia kierunek
oSwietlenia bez uzycia elementdow mechanicznych oraz pozwala korygowaé
zidentyfikowane Zrédta bledow systematycznych [AS];

Opracowanie koncepcji uktadu realizujacego dowolny scenariusz oSwietlenia z
wykorzystaniem tylko jednego zespotu zwierciadet galwanometrycznych 1 zapewniajacego
statoS¢ okresu 1 orientacji prazkéw nosnych [A7];

Badania zywych komoérek z wykorzystaniem udoskonalonej tomografii z obrotem prébki
[A1] oraz pozyskanie danych referencyjnych do rozwoju algorytméw [A2];

Wstepne prace nad fantomami kalibracyjnymi dedykowanymi zaréwno do tomografii z
obrotem prébki, jak i ze skanowaniem oSwietlenia [A3], [A7];

Opracowanie koncepcji pomiaru zwigkszajacego sprzgtowo glebig ostrosci rekonstrukcji
oraz budowa modutu optomechatronicznego, umozliwiajacego jej realizacje [A9];

Pomiary 3D rozktadu wspétczynnika zatamania zywych komoérek z wykorzystaniem
tomografii ze zmiang kierunku o§wietlenia [A6], [A9].

Przyszie prace

W trakcie pracy nad rozprawa zidentyfikowatem szereg dalszych kierunkéw rozwoju:

Pelna analiza metrologiczna ukladéw tomograficznych w oparciu o fantomy
kalibracyjne: dotychczasowe wstepne prace nad fantomami do tréjwymiarowych technik
fazowych nie pozwalaly na przeprowadzenie pelnej analizy metrologicznej ze wzgledu na
zbyt matg zbieznos$¢ fantomu z modelem numerycznym (statos$¢ i kontrolowana zmienno$¢
wspotczynnika zatamania) i typowymi obiektami pomiarowymi - komérkami (gradientowy
rozktad wspétczynnika zatamania). Wobec braku alternatywnych obiektéw wzorcowych
konieczny jest dalszy rozwdj tego typu probek;

Wprowadzenie modulu przeogniskowania optycznego do ukladu z aktywna korekcja
frontu falowego: zaproponowane przez mnie w pracy rozwiazanie testowane byto z
uktadem podstawowym - wyposazonym w zwierciadla galwanometryczne. W zwiazku z
tym w celu osiagnigcia ostatecznych rezultatéw konieczna jest integracja obu rozwiazan;
Opracowanie ukladu tomografu do badan zjawisk dynamicznych: z réwnoczesna lub
quasi-réwnoczesna rejestracja projekcji;

Systematyczne prace w zakresie interpretacji wynikéw pomiaréw: przy wspétpracy
ze Srodowiskiem medycznym konieczne jest znalezieni odpowiednich korelacji migdzy 3D
rozktadem wspétczynnika zalamania, a tradycyjnymi metodami mikroskopii i mikroskopii
fluorescencyjne;.
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