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Nazev prace
Hyperdimenzionalni zobrazovéni jednopixelovou kamerou

Abstrakt

Tato diplomova prace se zaméfuje na pouziti jednopixelové kamery (SPC) ve dvou odlisnych
méficich principech — hyperspektralnim zobrazovani a mikroskopii fluorescen¢niho dohasinani
(FLIM). Pro seznameni se s druhym zminénym principem byla ve spolupraci s Univerzitou
v Bergenu (UiB) otestovana jejich FLIM sestava a ziskdna data pro porovnani s témi z nasi
jednopixelové kamery. Na nami navrzené a vytvoiené experimentalni sestavé v laboratotich
TOPTEC byly poté ovéieny schopnosti prostorového rozliSeni a urovani doby dohasinani a
sestava byla otestovana Vv obou konfiguracich na nékolika vhodné zvolenych vzorcich
poskytujicich riznoroda data v oblasti spektra i fluorescen¢niho dohasinani ze kterych poskytla
uspokojivé vysledky.
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Hyperdimensional Imaging with a Use of Single-pixel Camera

Abstract

This diploma thesis focuses on the use of a single-pixel camera (SPC) in two different
measuring principles — hyperspectral imaging and fluorescence-lifetime imaging microscopy
(FLIM). To become familiar with the second one a FLIM setup has been tested in cooperation
with University in Bergen (UiB) and data has been gathered to be compared with those from
our single-pixel camera. On our experimental setup, which was designed and constructed within
TOPTEC laboratories, both spatial resolution and lifetime estimating have been studied and the
setup has then been tested in both configurations on various selected samples providing diverse
data in both the spectrum and fluorescence lifetime yielding satisfying results.
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Uvod

Tato diplomova prace se zabyvala 2D zobrazovanim optickych vlastnosti vzorkii pomoci
transmise nebo jejich vlastni fluorescencni emise. Diky tomu se o téchto vzorcich mizeme
dozveédét velké mnozstvi informaci uzite¢nych pro jejich dalsi pouziti v fadé aplikacich, jako
je priprava scintilatori nebo studium biologickych vzorku. Pro toto zobrazovani se ve vétSing
piipadii pouziva klasické zobrazovani. Jeho problémem je ovSem nutnost znacné slozité
konstrukce, ve které je zapotiebi specializovany detektor pro kazdy bod obrazu. V této praci
bylo testovano pouziti komprimovaného snimani jako alternativy pro zobrazovani téchto
vlastnosti.

Velkou vyhodou komprimovaného snimani (a s nim i jednopixelové kamery) je potfeba pouze
jednoho detektoru pro vytvofeni obrazu dvourozmérné scény. Ve slozitych aplikacich
vyzadujicich tak mize systém zalozeny pouze na jednom takovém poskytovat vyznamnou
alternativu s vyrazné nizsi pofizovaci cenou. U jednopixelové kamery je navic mozné sbirané
svétlo analyzovat jakymkoliv zpiisobem pouze pfipojenim ptislusSného detektoru (a vyuZzitim
vhodného zdroje svétla) a velkd ¢ast snimace tak muze byt bez uprav sdilena pro nékolik
principit métent.

Tohoto faktu je cilem s vyhodou vyuzit v této praci a vytvofit sestavu pro komprimované
snimani schopnou kombinovat dva takové principy — hyperspektralni zobrazovani a méteni
fluorescen¢niho dohasinani (FLIM). Spole¢né tyto principy umozni ziskat vice informaci o
zkoumanych vzorcich a aplikace obou dvou na jeden vzorek ve stejném misté umoznuje
komplexnéjsi analyzu v porovnani s klasickymi sestavami specializovanymi vétSinou pouze na
vyuzivani jednoho zobrazovaciho principu.

Zatimco hyperspektralni zobrazeni jiz bylo Caste¢né testovano v mé bakalarské praci [1],
s métenim fluorescenc¢niho dohasinani bylo nejprve zapotiebi se seznadmit. Toho bylo dosaZzeno
ve spolupraci s Univerzitou v Bergenu (UiB) a doktorem Arnem Kristoffersenem, ktery byl
napomocen v seznameni s mistni FLIM sestavou a zaroven je autorem dvou ¢lankl pouZitych
pro porovnani namétenych dat.

Pro zkoumani vzorkl tedy bylo cilem sestavu pouZzitou v bakaldiské praci upravit tak, aby
dokézala méfit oba dva principy s minimalnim mnoZstvim uprav pro stejny vzorek. Navrzeny
hyperdimenziondlni snimac na bazi komprimovaného snimani poté byl otestovan na né€kolika
raznych vzorcich s odlisnymi vlastnostmi v oblasti spektra a fluorescen¢niho dohasinani a bylo
provedeno jeho srovnani ve FLIM méfeni s bergenskou sestavou. Podafilo se nam ukazat, ze
pomoci nasi soustavy miizeme ziskat hyperspektralni zobrazeni 1 2D mapu fluorescence a
fluorescen¢niho dohasindni, jejiz vysledky souhlasi s témi z klasického FLIMu.

V kapitole 1 se budeme vénovat detailnimu popisu obou méticich principil a ptistroji pouzitych
k jejich méfeni, v kapitole 2 poté popisSeme komprimované snimani, generovani masek, sbér
dat a rekonstrukce obrazu z nich. Tteti kapitola se vénuje méfeni provedenému na klasické
sestavé FLIM ve spolupréci s UiB a testovani vzorkl pro pozdéjsi porovnani s nasi sestavou.
Té se poté vénuje kapitola 4. V ni bude popsdno uspoiadani sestavy, zpisoby méteni a vysledky
pro oba typy méticich principt. Kapitola 5 se poté vénuje porovnani méfeni fluorescencniho
dohasinani pomoci obou sestav.
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1 MEéfrici principy

Aby bylo dosazeno vzniku hyperdimenzionalniho snimace, je potieba vyuzit nékolik
riznorodych méficich principi, které poskytuji rizné informace o méifeném vzorku. Nize
popsané principy mohou s vyhodou vyuzit komprimované snimani, diky kterému lze mezi nimi
snadno prechazet a vyuzivat je k méfeni jednoho vzorku bez nutnosti pfesunu mezi raznymi
aparaturami.

1.1 Meéreni fotoluminiscence

Fotoluminiscence je dilezity jev pro mnoho oblasti vyzkumu.[2] Diky ni je naptiklad mozné
pozorovat jinak nepfili§ kontrastni vzorky v mikroskopii, které by pfii klasickém osvétleni byly
$patné viditelné. Diky rozdilim v chovani fotoluminiscence mizeme urcit chemické sloZzeni
vzorku nebo nalézt naptiklad lokalni odliSnosti v koncentraci a zastoupeni fotoluminiscencnich
latek.

Jablonski Energy Diagram
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Obrazek 1: Jablonského diagram popisujici princip fotoluminiscence V systémech s energetickymi hladinami (FSU, 2017)

V kazdém atomovém orbitalu se nachdzi dva elektrony definované stejnym hlavnim, vedlejSim
a magnetickym kvantovym c¢islem. OdliSuji se pouze ¢islem spinovym (nesmi mit v§echna Ctyfi
Cisla stejnd — Pauliho vylucovaci princip). Tyto dva elektrony poté tvoii elektronovy par.
V latkach poté vznikaji diky velkému mnozstvi atomti a molekul energetické hladiny nebo pasy.
My se zde zaméfime predevSim na diskrétni energetické hladiny, které se vyskytuji
Vv jednodussich systémech. V zavislosti na uspotfadani a sloZzeni mohou tyto hladiny mit rzné
polohy na energetickém spektru a také riizné sitky. To je mozné vidét na obrazku 1 v takzvaném
Jablonského diagramu, ktery popisuje déje probihajici mezi jednotlivymi hladinami. Elektrony
Vv téchto hladinach ale nadale vykazuji parové vlastnosti. Na pocatku fotoluminiscence je proces
excitace — foton o dostatecné energii interaguje s jednim z elektrond z paru, svou energii mu
pfeda a tim ho posune na vyssi energetickou hladinu. Thned poté dochazi k vnitini konverzi,
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hladinu excitovaného stavu. Tim elektron pfijde o Cast energie ziskané z prvotni interakce
s excitujicim fotonem. Jelikoz si elektron s nejvyssi pravdépodobnosti udrzi stale stejny spin,
bude mit tendenci se vracet do piivodniho elektronového paru. Klesne tedy z excitovaného
stavu do zékladniho, obnovi elektronovy par a odevzda energii. Tento piechod miize byt zativy
nebo nezativy. Pfi zatfivém pfechodu je energie uvolnéna ve forme fotonu a dochézi k takzvané
fluorescenci. V piipadé nezativého prechodu se energie uvolni v jinych formach, nejcastéji
takzvanych fononi — vibraci mezi atomy, a ke vzniku fotonu nedochazi. Excitované elektrony
mohou Vv n¢kterych piipadech sviij spin zménit, coz zamezuje pfimému navratu do ptivodniho
paru. Zde dochézi k takzvanému mezisystémovému pfechodu na energeticky niz$i metastabilni
hladinu. Elektron tak opét odevzda ¢ast své energie a spin se opét srovna s parovym elektronem
na zakladni hladiné. Z metastabilni hladiny se poté mulze opét zafivym nebo nezafivym
piechodem vratit do plavodniho paru. Zafivému piechodu v tomto ptfipadé fikame
fosforescence. Oproti fluorescenci je fosforescen¢ni spektrum jesté vice posunuté k vEétSim
vlnovym délkam kviili mnoZstvi ztracené energie. Vzhledem k poctu procest, které musi ve
fosforescenci probéhnout soucasné, je pravdépodobnost tohoto piechodu nizsi, a proto K ni také
dochézi vyrazné pomaleji, ¢ehoz lze vyuzit v riznych aplikacich s pottebou dlouhodobého
vyzafovani fotonil, naptiklad znaceni inikovych vychodi, které zati nékolik minut po vypadku
proudu a osvétleni mistnosti.[3]

Vsechny déje popsané v Jablonského diagramu maji pravdépodobnostni charakter. Interakce
excitujiciho fotonu s elektronem na zakladni hladiné nemusi vzdy probéhnout. Po excitaci jsou
také rizné pravdépodobnosti pfechodu elektronu na jednotlivé energetické hladiny, diky ¢emuz
pti fluorescenci nebude vzorek vyzarovat pouze svétlo jedné vinové délky, ale spise v urcitém
intervalu. Zaroven mize dojit k nezafivému prechodu, pii kterém nebude zadné svétlo
zaznamenano nebo zmén¢ spinu a tim zpisobenému prechodu na metastabilni hladinu.
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Obrazek 2: Absorpcni a emisni spektrum fluoresceinu (Zhang, 2018)

Jelikoz prfi vnitini konverzi a relaxaci vibra¢nich stavi piichazi elektron o cast energie
zZ excitace, dojde pii fluorescenci k vyzareni fotonu o nizsi energii, a tedy nizsi frekvenci a vetsi
vlnové délce, nez mél ptivodni excitujici foton. Z tohoto ditvodu jsou absorpéni a emisni spektra

19



oproti sobé posunuta, jako je mozné vidét na obrazku 2. [4] V praxi to pii méfeni umoziuje
jednoduché oddéleni emisniho spektra, které chceme zkoumat, od pouzitého excitujiciho svétla
(nejcastéji laseru o specifické vinové délce).

1.1.1 Casova doména méreni

V souvislosti s fotoluminiscenci, a pfedev§im fluorescenci, se studuje také ¢asova slozka téchto
jevi. Fluorescence v ¢istych latkach probiha v fadu nékolika nanosekund az mikrosekund a
jedna se tedy o velice rychly jev. V nékterych pfipadech mize byt dohasinani ale i vyrazné
rychlejsi. Dochazi k tomu nejcastéji za pritomnosti necistot nebo v mistech rozhrani mezi
dvéma latkami. V takovych pfipadech se v Jabloského diagramu objevuje vice energetickych
hladin a elektron tak z vyssich hladin na zakladni mtze klesat rychleji odevzdavanim mensich

mnozstvi energie. Doba dohasinani v téchto mistech miize klesnout do fadu femtosekund.
[5, 6]

Casova doména tak poskytuje velké mnozstvi informaci o sloZeni studovaného vzorku,
jeho uspotadani, lokalni defektech a je tedy vyhodné jej méfit. Vyuzit l1ze naptiklad k urceni
Cistoty vyrobeného kiemiku.[6] Jak jiz bylo naznaceno, pokud by se v Krystalu nachazely
necistoty, objevily by se v dohasinani extrémné rychlé slozky dohasinani indikujici vady. Tento
jev Ize vytvorit také uméle a vyuzit rychlého dohasinani upraveného kifemiku. Doba dohasinani
Cistého kiemiku, ktera se pohybuje mezi 10 az 100 us, mize byt zatfazenim jinych struktur
snizena az do fadu jednotek ps.

Hlavnim parametrem v ¢asové dobé& je doba dohasinani vzorku. Intenzitu emitovaného
svétla I(t) mizeme v jednoduchém jednoslozkovém piipadé vyjadrit jako

I(t) = Iexp (— %) (L.1)

V rovnici (1.1) pfedstavuje lo intenzitu v ¢ase t=0 a r dobu dohasinéni. Tato veli¢ina vyjadiuje
primérnou dobu, kterd ubchne mezi excitaci elektronu a jeho navratem na zékladni
energetickou hladinu, a je hlavnim parametrem pouzivanym pro charakterizaci casové domény
fluorescence.[7] Ze vzorce (1.1) je patrné, ze tato veli¢ina odpovida ¢asu, kdy intenzita emise
klesne na 1/e intenzity lo. Cim del3i je doba dohasinani, tim mensi sklon mé kiivka zavislosti
logaritmu intenzity emise na Case (viz obrazek 3).
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Obrazek 3: Casova doména fluorescence, cervené znazornény pokles intenzity emise (Lakowicz, 2006)

Reélné vzorky Casto vykazuji vice sloZzek dohasinani. Toto miiZze byt zplisobeno piitomnosti

vvvvvv

Rovnice (1.1) se poté méni na sumu ptispévkil jednotlivych komponent

1(t) = Z a; exp (— %) (1.2)

l
V realnych podminkach je v kombinaci s ¢asovou slozkou slozité sledovat zaroven celkovou
intenzitu svétla. Jeji celkova hodnota je zaroven zavisld na vétS§im mnoZstvi faktord, které
nemusi mit spojitost se zkoumanym vzorkem (naptiklad koncentrace fluorescencniho barviva).
Intenzita svétla I(t) vrovnici (1.2) je tedy nejCastéji vyjadiena relativné. Jeji jednotlivé
komponenty jsou tvofeny dvéma parametry — ai, ktery pfedstavuje procentualni zastoupeni dané
komponenty, a 7, ktery odpovida dobé dohasinani dané komponenty. Vzhledem k relativnimu
charakteru tohoto vyjadifeni musi platit
z @ = 1. (1.3)

log I(t)

0o 2 4 6 8 10
TIME (ns)

Obrazek 4: Krivka dohasinani systému s dvema komponentami (Lakowicz, 2006)

21



Pfi multiexponencialnim dohasinani dochazi v logaritmické zavislosti intenzity na cCase
k zaktiveni oproti pfimce jednoexponencialniho dohasinani, jak je vidét na obrazku 4. Zde jsou
ve stejném poméru kombinovand dohasinani 71=1 ns (¢ervend teckovand) a 72=5 ns (modré
plnd) do dvouexponencialni kfivky (Cerveno-zelena carkovana).

Velikym problémem v redlném méfeni multiexponencidlnich systému je jejich statisticky
charakter, ktery muze zpusobit nejednozna¢nost analyzy. Exponencialni kiivky dohasinani pro
méné rozdilné koeficienty vykazuji vysokou vzajemnou korelaci (naptiklad ve srovnani
s harmonickymi funkcemi, které¢ se i pfi malém rozdilu frekvenci po delsim case rozchazi).
Jednu kiivka mlze reprezentovat vice kombinaci komponent a jejich vahovych faktort.
Obrazek 5 ukazuje dvé rizné kombinace vytvarejici velice podobné vysledné kiivky. V realné
situaci nelze experimentalné vybrat spravnou kombinaci komponent a je zapotiebi vyuzit
znalosti nekterych ze zastoupenych slozek a jejich vlastnich dob dohasinani. Nejednoznacnost
multiexponencidlni kiivky se snizuje, pokud jsou jeji komponenty vyrazné odliSnych hodnot
(nejlépe alespon o tad).
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Obrazek 5: Rozdilna multiexponencialni dohasinani (Lakowicz, 2006)

1.1.2 Metoda TCSPC

Existuje nékolik metod, jak meéfit dohasinani vzorku, jejichz vybér zavisi hlavné na
pozadovaném casovém rozliSeni. Jednou z nich je takzvana rozmitaci kamera.[8] V ni se
zachytavaji fotony z dohasinani (¢i jiného procesu, kde sledujeme kombinaci Casu a intenzity
svétla) na fotokatodu a vytvaii dale putujici elektrony (pocet elektronti zavisi na intenzité
dopadajiciho svétla). Tyto elektrony prolétdvaji mezi dvéma elektrodami, na kterych je linedrné
Vv pritbéhu méfeni zvySovano napéti. Elektrony, které proleti diive, jsou odchyleny méné nez
pozdéjsi. Rozmitnuté elektrony jsou poté mnohonasobné zesilené na MCP (micro-channel
plate) a nakonec dopadaji na fosforovou plochu, kde opét vyvolaji fotony. Systém tedy rozlisuje
intenzitu (pocet vzniklych elektront, jejich zesileni a pozdéji opét fotontll), ¢as na jedné ose
(mira vychyleni elektrodami) a jednu prostorovou soufadnici na druhé ose. Druhym zptisobem
méfeni je fluorescencni up-konverze.[9] Ta vyuziva skladbu dvou signali na nelinearnim
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krystalu. Excita¢ni paprsek je rozdélen do dvou vétvi, jedna z nichz je poté zpomalena na
optické zpozd'ovaci lince. Druhym je excitovan vzorek a emitovany signal je spolu se
zpomalenym paprskem nasmérovan do nelinearniho krystalu. Intenzita svétla z krystalu
vystupujici je imérna soucinu obou dopadajicich paprskii a jelikoz intenzitu zpomaleného
paprsku mizeme stabilizovat, zavisi pouze na intenzit¢ emitovaného svétla v danou chvili.
Upravou zpozdéni tak mizeme skenovat napfi¢ asovou slozkou dohasinni a sledovat
intenzitu jednotlivych tseki. Ob&é metody jsou velice citlivé, ale vyzaduji kvalitn¢ vyrobené
neelektronické prvky (MCP, fosforovy luminofor, nelinedrni krystaly), které znacné zvysuji
jejich vyslednou cenu.

Pro méfeni doby dohasinani vzorku se tak ¢asto vyuziva také metoda TCSPC (time-correlated
single photon counting, ¢asové korelované zaznamenani jednoho fotonu). Tato metoda se
k méfeni dohasinani zacala pouzivat v Sedesatych letech minulého stoleti s rozvojem pulznich
lasert a byla velice detailné popsana v dedikované knize vroce 1984. [10]
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Obrazek 6: Meéreni TCSPC — zdznam casovych rozdilit mezi pulzy (a) a jeho zobrazeni (b) v histogramu (Wei, 2017)

Na obrazku 6 je mozné vidét zjednoduseny princip fungovani TCSPC.[11] Zakladem této
metody je jiz zminény pulzni laser nebo v dnesni dob¢ Casto také pulzni laserova dioda. Ten je
zdrojem svétla o pevné zvolené vinoveé délce a zaroven poskytuje vysokou opakovaci frekvenci
kratkych pulzd, které jsou pro tuto metodu zdsadni. TCSPC zaznamenava fotony ze dvou
detektord. Prvni detekuje Cast laserového paprsku a slouzi jako Casova reference. Druhy
detektor zachytava fotony ziskané z méteného vzorku po excitaci. Systém poté porovnava
casovy rozdil mezi ptichody signalu z referen¢ni a méfici vétve. Toto méfeni je mnohokrat
opakovano a ze ziskanych Casli je vytvoren histogram, ktery ptedstavuje kiivku dohasinani
vzorku (obrazek 7).
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Obrazek 7: Tvorba dat v TCSPC (Lakowicz, 2006)

Excitace vzorku mize byt dvou typt — jednofotonovd a dvoufotonova (obrazek 8). Pii
jednofotonové excitaci je vzorek pfimo osvétlovan laserovymi pulzy o vinové délce (a tedy
frekvenci a energii), ktera umozni excitaci. U této metody je potiebné zajistit, aby se fotony,
které neinteragovaly se vzorkem, nedostaly do detektoru, coz lze vyfesit hranovym optickym
filtrem, ktery propusti emitované svétlo, ale ne excitujici, které ma krat$i vinovou délku.
Dvoufotonova excitace funguje na principu dodani stejného mnozstvi energie za pomoci dvou
fotonti o dvojnasobné vinové délce (polovicni energii). Ty se ve vzorku setkaji, oba piedaji
energii elektronu a dostanou jej do excitovaného stavu. Tento proces S sebou nese nékolik
vyhod i nevyhod. Pravdépodobnost interakce elektronu s dvojici fotonu je velice nizkéa a je tedy
potfeba vyssi intenzity excitujicitho zafeni. Pouzité zateni pii dvoufotonové excitaci navic
vétSinou vinovymi délkami jiz saha do infracervené oblasti a neni tedy lidskym okem viditelné,
coz vede ke slozitéjSimu nastavovani sestavy. Velkou vyhodou této metody je relativné maly
prostor, ve kterém se fotony setkavaji v dostate¢né intenzité a mizeme diky tomu excitovat
vybranou c¢ast vzorku nebo také vybranou hloubku. Infracervené svétlo ve dvoufotonové
excitaci zaroven mnohem Iépe pronika biologickymi vzorky, na které je nejcastéji pouzivano.
Jednofotonova excitace miiZze oproti tomu probéhnout kdekoliv pfi priichodu paprsku vzorkem.
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Obrazek 8: Jednofotonova a dvoufotonova excitace (Mostany, 2014)
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Obé métici vétve TCSPC vyuzivaji CFD (constant fraction discriminator) analyzatory signalu
z detektort (obrazek 9). Ty nepouzivaji pro ur¢eni ¢asu prahovou hodnotu intenzity, ale uréitou
procentualni hodnotu intenzity naméfeného maxima v pulzu. Pulz zachyceny v CFD projde
dvojici odlisnych uprav — jedna jeho kopie je zvolenou procentudlni hodnotou vynasobena (a
timjeji hodnoty efektivné zmenseny, druhd invertovana a posunuta o ¢as, ktery uplynul mezi
dosazenim procentudlni hodnoty a maxima. Tyto dvé kiivky jsou poté seCteny a jako cas
odeslany z CFD dale do systému je vzat okamzik, kdy kombinovana kiivka protind nulu. Pulzy
z laseru mohou mit podle nastaveni vykonu riiznou celkovou intenzitu, ale jejich tvar bude vzdy
stejny a CFD tedy zaznamend Cas vzdy ve stejném misté pulzu oproti klasické elektronice
s jednoduchou mezni hladinou, kterd by u intenzivnéj$ich impulzi poskytovala diivéjsi Casy.
Signal z CFD poté spousti TAC (time-to-amplitude converter, méni¢ ¢asu na amplitudu), ktery
spusti uvniti sebe linearni zvySovani napéti. Jakmile piijde signal z méfici vétve pies jeji CFD,
zvysSovani napéti je ukoncCeno. Napéti je poté pres programovatelny zesilovac¢ napéti (PGA,
programmable gain amplifier) pfedano do A/D pievodniku (ADC, analog-to-digital converter),
ktery z napéti vytvori numerickou hodnotu odpovidajici ur¢itému casu, ktery je poté umistén
do histogramu. Aby se omezila chybna data, mize systém pomoci diskriminatoru s okenni
funkci (WD, window discriminator) vyloucit v§echna data mimo urc€ity interval pfijatelnych
hodnot. Systémy TCSPC se vétSinou nastavuji tak, aby nula ¢asové osy byla v histogramu
krétce pred prichodem referen¢niho pulzu (viz Obrazek 7 nahote) a interval pfijatelnych hodnot
tedy vétSinou zacina kratce pfed o¢ekavanym pulzem a kon¢i pied ptichodem dalSiho.
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Obrdazek 9: Elektronické zpracovani signdlu TCSPC, blize popsano v textu (Lakowicz, 2006)

Pro vytvoteni dobfe analyzovatelné kiivky dohasinani je tedy potieba provést velké mnoZstvi
meéfeni, aby vznikl dostate¢ny odstup signélu od jakéhokoliv Sumu pfitomného v systému. Ten
muZe vznikat naptiklad v optické casti detekovanim svétla z okoli nebo v elektronické ¢asti ve
fotonasobicich a detektorech.

TCSPC vzdy detekuje pouze prvni pfichozi foton v métici vétvi pro kazdou zaznamenanou
referenci. Toto vytvaii problém hlavné u vysoce svitivych vzorkl nebo pfilis efektivniho sbéru,
kdy vznikd v systému preference pro zaznam rychleji emitovanych fotonil a kfivka dohasinani
se uméle zkracuje smérem k rychlejsi dobé dohasinani. Z tohoto divodu se v systémech
TCSPC nejcastéji efektivita nastavuje tak, aby byl detekovéan jeden emitovany foton v praiméru
na kazdych 50-100 referen¢nich pulzti. Méteni TCSPC vétSinou vyuziva pulzni lasery o vysoké
frekvenci, jelikoz fluorescence je velice rychly dé€j a pro vytvofeni histogramu je potieba velké
mnoZzstvi namétenych Casi. Je dilezité ale také vzit v uvahu vlivy, které omezuji maximalni
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pouzitelnou frekvenci métfeni. Jednim z nich je fluorescence samotna. Pokud bychom zvolili
prilis vysokou frekvenci laseru, nestihne vzorek dostatecné vyhasnout pred dalsi excitaci
(intenzita emitovaného svétla by idedln¢ méla klesnout na 1-5 % pocate¢ni hodnoty) a kiivku
dohasinani nebude mozné namétit. Vyhodnocovaci elektronika, predevsim TAC, také vyzaduje
urity Cas pro restart a moznost zaznamenani dal$iho Casu, ktery se jiz zacind omezovat
s pozadavky na frekvenci laseru. Z tohoto diivodu se ¢astéji TCSPC pouziva v tzv. ,reverznim
modu.” Jelikoz mé pulzni laser stabilni frekvenci, je znamy Cas mezi jednotlivymi pulzy.
TCSPC tedy ¢as za¢ne naopak méfit az ve chvili, kdy zaznamena emitovany foton a porovnava
ho s prvnim po ném zaznamenaném referenc¢nim fotonem. Vzhledem k vyse zminénému
poméru mezi poctem referencnich a méticich pulzh ziskava elektronika dostatek casu na restart
pted prichodem dalSiho méticiho pulzu, ktery spusti novy pritbé¢h v TAC a v laseru miize byt
zachovana vysoka frekvence.

1.1.3 Fluorescence-Lifetime Imaging Microscopy

Jiz od pocatku 20. stoleti se ke studiu biologickych vzorki, predev§im na bunécné trovni, a
pevnolatkovych mikrostruktur s uspéchem vyuziva fluorescenéni mikroskopie. Zkoumany
vzorek miize vykazovat vlastni vysokou fluorescenci (nejcastéji rostlinné vzorky) nebo miize
byt obarven rliznymi fluorescencnimi barvivy. Spravné zvolend fluorescencni barviva se
Vv bunice dokézi vazat na specifické organely nebo organické latky. Naptiklad Rhodamin 123 se
Vv bunice vaze prakticky vyhradné k mitochondriim a DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol)
preferuje specifické oblasti DNA (obrazek 10). [7, 12, 13]

Obrazek 10: Fluorescence DAPI (modie) vizaného na jadre bunek (Henty-Ridilla, 2016)

Klasicka fluorescenc¢ni mikroskopie ale dokaze rozlisit pouze intenzitu emise vzorku. Ta je ale
zpusobena kombinaci koncentrace pouzitého barviva a latek, na které se vaze. Z intenzitniho
zobrazeni ale neni moZzné urcit, jestli je zména intenzity zafeni zptsobena jednim ¢i druhym.
Jednou z moznosti je vyuziti barviv, které v zavislosti na koncentraci prvkl ve vzorku méni své
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emisni spektrum. V takovém piipad¢ nebude zalezet na koncentraci barviva, ale v zavislosti
napiiklad na koncentraci vapniku zaznamename spektrometrem jiné emisni spektrum.

Druhou moznosti je vyuziti metody FLIM (fluorescence-lifetime imaging microscopy), ktera
se poprvé ve védeckych ¢lancich zacala objevovat na konci osmdesatych let.[14] Tato metoda
dokaze vytvofit stejny intenzitni obraz jako fluorescenéni mikroskopie, ale zaroven (nejéastéji
za pouziti TCSPC) vytvaii obraz dob dohasinani. Fluorescen¢ni barviva totiz ¢asto na rozdilné
koncentrace latek nereaguji zménou intenzity emise, ale rychlosti pfechodu na zakladni hladinu,
a tedy zménou doby dohasinani (obrazek 11).
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Obrazek 11: Zatimco fluorescencni mikroskopie miize poskytnout pouze informaci o intenzité (vlevo), FLIM dokaze vytvorit i
obraz dob dohasinani (Lakowicz, 2006)

FLIM dokéze pti dostateéné intenzité osvétleni vytvofit kiivku dohasinani pro kazdy bod
obrazu (ptipadné pouze pro body s dostatkem zachycenych fotoni). Tyto kiivky mohou byt
také multiexponencialni a oproti intenzitnimu nebo spektralnimu méfeni fluorescence tak je
mozné odhalit pfitomnost vice latek nebo vice komponent dohasinani jedné latky v jednom
bodé¢.

Jeden z piikladi vyuziti FLIM méfeni je mozné vidét na obrazku 12. [12] Zde jsou ukazané
chromozomy 1 a 9 s heteromorfickymi oblastmi uprostfed, které vykazuji rychlejsi dohasinani
navazaného DAPI barviva nez zbytek chromozomu. Piili§ Siroké heteromorfické oblasti na
téchto chromozomech jsou ¢asto spojované s vlivem na stfedni délku Zivota ¢i plodnost a jsou
cilem genetického vyzkumu. FLIM tedy v této oblasti miZze pomoct odhalit potencialni
genetické vady a usnadnit jejich analyzu.

27



10 A Blue

Log Counts (arb. units)
o © © o
~N > o @

o
o

n = 2498 - 3143 [ps] = 2498 - 3143 [ps]

Obrazek 12: Dohasinani DAPI vazaného na chromozomy mérené pomoci FLIMU (Estandarte, 2016)

1.2 Hyperspektralni snimani

Druhym vyuzitym méficim principem je méfeni spekter — zdvislost intenzity svétla na vinové
délce. Spektralni analyza mtze poskytnout v zavislosti na usporadani sestavy rizné informace
o zkoumaném vzorku. Pfi excitaci vzorku a pozorovani fotoluminiscence mtizeme ziskat emisni
spektrum vzorku a pfi prosviceni vzorku Sirokopdsmovym zdrojem svétla mizeme na druhé
stran¢ zaznamenavat jeho absorpéni spektrum. V nasi sestavé jsme se zaméfili predev§im na
sledovani absorp¢niho spektra.

Obrazek 13: Schéma pouzitého spektrometru (vice popsano v textu nize) Ocean Optics Flame-S (Ocean Optics, 2019)
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Zakladnim nastrojem pro méfeni spekter v soucasnosti jsou spektrometry. [15] Vlastnosti
spektrometru jsou ur¢ené predevsim jeho typem — dominantné se pouziva tzv. Czerny-Turner
uspofadani — a poté jeho vlastnostmi — naptiklad ohniskovou vzdalenosti kolimac¢nich zrcadel
ve spektrometru, Sifkou vstupni Stérbiny nebo hustotou vrypt na difrakéni miizce.
Spektrometry s delsi ohniskovou vzdalenosti maji vyhodu v minimalizaci optickych vad, a tedy
presn&jsi reprezentaci spektra. Sitka $térbiny a parametry difrakéni mtizky poté ovliviuji $itku
a vzdalenost spektralnich ¢ar na snimaci.

Moderni kompaktni vlaknové spektrometry (obrazek 13 — spektrometr Flame-S pouzity v této
praci) umoznuji napojeni na optické vlakno a snadné méteni jakékoliv svételné informace, ktera
do optického vlakna vstupuje (a neni pohlcovéana v jadru vlakna). V misté napojeni optického
vlakna (1) ke spektrometru se nachazi vstupni $térbina (3). Jeji Sifka ovliviiuje mnozstvi ostrost
spektra a intenzitu vstupujiciho svétla. Cim uZsi je zvolena §térbina, tim piesnéjsi spektrum
ziskavame (Cara spektra monochromatického svétla je na snimaci méné rozmazand), ale tim
méné celkového svétla do detektoru vstupuje a pro stejné namétené intenzity je poté potieba
delsi méteni. Svétlo ze Stérbiny je parabolickym zrcadlem (4) kolimovadno na protilehlou
blazeovanou difrakéni miizku (5). Difrakce do prvniho fadu zpusobi rozdé€leni svétla podle
vlnovych délek, a to je poté ptes dalsi zrcadlo (6) promitano na liniovy detektor (7). V ném na
kazdé misto dopada specifickéd vinova délka svétla a pixely v daném misté méii jeji intenzitu.
Nekteré spektrometry misto difrakce na miizce vyuzivaji disperzi na hranolu. Takové
spektrometry vétSinou funguji s mensimi ztratami intenzity, ale kvili rozmérim optického
hranolu a disperzi skla jsou také vyrazné vétsi. Tyto spektrometry se pouzivaji prakticky pouze
ve velmi naroénych experimentech, které vyzaduji Sirokou spektralni oblast nebo probihaji

v podminkach s velmi nizkou intenzitou svétla a ztraty difrakci tak nejsou piipustné.
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Obrazek 14: Riizné typy hyperspektralniho snimani (Wang, 2017)
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Pokud je spektrometrick¢ méfeni pouzito v kombinaci se snimdnim obrazu, mizeme ziskat
intenzitu svétla v zavislosti na poloze bodu v obraze a vinové délce — hyperspektralni
datakrychli. V souCasnosti se nejCastéji vyuzivaji Ctyfi moznosti (obrazek 14) pro
hyperspektralni snimani. [16] Nejjednodussi moznosti je bodové skenovani (A) — méfici systém
se pohybuje nad vzorkem po specifické trajektorii a liniovy detektor mefi spektrum pro dany
bod. Sestava takto pomalu bod po bodu naskenuje cely vzorek a vytvoii hyperspektralni krychli.
Rychlejsi komplexngjs$i moznosti je liniové skenovani (B) — systém skenuje sledovany vzorek
fadek po tadku. Svétlo prochdzi ptes Stérbinu, kterda propusti pouze vybrany fadek, na
disperzni/difrakéni element, ktery svétlo rozmita podle vinovych délek na 2D matici detektoru.
Skenovani 1ze dosdhnout posouvanim celé sestavy nebo vzorku v jednom sméru nebo pomoci
oto¢ného elementu (otaceni celé kamery nebo zrcadla pied snimacem). Tento zplsob je
nejcastéji vyuzivan pro hyperspektralni snimani pomoci druzic ¢i drond, které se dokazi
pohybovat po pifimé draze. Vytvaii se tak hyperspektralni fotografie povrchu Zemé, diky
kterym je mozné odhalit naptiklad odliSnosti ve slozeni pidy. Skenovat scénu lze i v oblasti
vlnovych délek (C). Tento pfistup je nejvice podobny klasickému fotografovani, ale v optické
soustavé je né€kolik barevnych pasmovych filtrii, které vzdy propusti pouze urcity Usek
vlnovych délek. Ze zdznamil v jednotlivych usecich vlnovych délek poté systém sestavi
potfebnou informaci. Ta ovSem neni spojitd, jako v ostatnich ptipadl, ale spiSe vytvorena
z nékolika vétSich blokli vinovych délek. V tomto piipadé tedy misto hyperspektralniho
hovotime o takzvaném multispektralnim snimani. Pro detailngj$i spektrum by bylo zapotiebi
vice pasmovych filtrdi s uz§im spektrem propousténych vinovych délek. Jediny systém
umoziujici zdznam v jediném snimku je zaloZeny na upraveném liniovém skenovani. Snapshot
systém (D) obraz ze vzorku rozdé€li na nekolik fadki a kazdy z nich poté pred vlastni opticky
hranol promitne na sekci detektoru. Jednéd se o nejrychlejsi zptsob zaznamu hyperspektralni
informace, ale jeho rozliSeni v jednom sméru je vysoce limitovano vnitini konstrukei snimace,
kdy je pro kazdy tadek potiebny dalsi opticky hranol a upraveny deli¢ paprskl. S naroky na
spektralni rozliSeni navic mnohonasobné stoupa potfebné mnozstvi pixeli a vznikéd velice
slozity Cip.
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Obrazek 15: Hyperspektralni snimant jednopixelovou kamerou (Klein, 2019)

Hyperspektralni méteni bylo také testovano v pfechazejici bakalafské praci jako kombinace
spektrometru a komprimovaného snimani. [1] P vybéru systému pro sbér svétla zde
spektrometr pomohl méfit spojitost spektra, které prochézelo do optického vldkna. Poté byl
testovan pfimo v komprimovaném sniméni jako detektor. Diky zaznamu spektralni informace
umoznoval rekonstrukeci do hyperspektralni krychle pro vybrané vinové délky, jejich useky
nebo celé spektrum. Na obrazku 15 je mozné vidét hyperspektralni snimani dvou spojenych
prusvitnych LEGO kostek (¢ervena v modré). Je patrné, Ze nejvice intenzity (podle zobrazeni
celého spektra) prochazi Cisté Cervenou oblasti. Misto, kde jsou obé€ kostky spojené, propousti
minimum intenzity, ale v oblastech zelenych a modrych vinovych délek je stale mozné vidét
prusvit v rohu, ktery by normalni fotografii nebylo mozné odhalit kvili vyrazn€ vyssi intenzité
zateni pies Cisté Cervenou sekei snimku.
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2 Komprimované snimani

Hlavnim cilem této prace je zkombinovat oba méfici principy popsané v minulé kapitole
s komprimovanym snimanim. Toto snimani umozfiuje pouziti pouze jednoho méticiho bodu —
pixelu — (Casto optické vlakno vedouci svétlo k dalsi analyze) k postupnému ziskani informace
0 obrazu. S ohledem na piedchozi kapitolu tedy potiebujeme pouze jeden TCSPC méfi¢ nebo
jeden spektrometr k vytvoteni 2D obrazu. Toto poskytuje velikou vyhodu oproti klasickému
snimani obzvlast’ v cené specializovanych méticich systému.

Klasické sniméni funguje na principu pfezobrazeni obrazu sledované scény pifimo na
dvourozmérny detektor. V idedlni paprskové optice nam pro tento ucel staci jedna sféricka
cocka, ale v redlné aplikaci pro minimalizaci optickych vad je potfeba veétsi mnozstvi optickych
prvka (fotoaparaty mobilnich telefonli s pevné danym optickym zoomem mivaji 5-6 cocek,
bézné dostupné objektivy s ménitelnym optickym zoomem mohou obsahovat az 20 ¢ocek).
Obraz je fokusovan na snimaci Cip (nejcastéji CCD nebo CMOS) slozeny z velkého mnoZzstvi
snimacii — pixeld, jejichz pocet urcuje rozliSeni snimace (ne pro vSechny aplikace plati, Ze vétsi
rozliSeni znamend automaticky lepsi vysledky). Kazdy pixel ziskdva informaci o intenzité
svétla dopadajici do jeho mista a z celého Cipu tak ziskdvdme informaci o rozlozeni intenzity
ve 2D oblasti. Pfi pofizovani barevnych fotografii se nej¢astéji na barevné informaci pro jeden
bod podili ¢tyfi pixely s barevnymi filtry (dva zelené, jeden Cerveny, jeden modry). Kazdy
Z nich mé&fi intenzitu pro oblast vinovych délek své barvy a ve vysledném obrazu se pomérove
skladaji pro vytvofeni barvy co nejblizsi té, kterou by vidélo lidské oko. Z tohoto dlivodu jsou
napiiklad ve ctvefici zelené pixely dva, protoZe v této oblasti vlnovych délek je lidské oko
nejcitlivesi.

JPEG: 150KB

Obrazek 16 Minimdalni pozorovatelny rozdil ve formatech RAW a .jpeg pri velkém rozdilu ve velikosti dat (Candes, 2010)

Pti klasickém snimani poté vznikne veliké mnozstvi informaci, ze kterych je vysledny obraz
vytvofen. Systém ale neni schopen reagovat na to, kolik informaci je k popsani obrazu potieba.
V realnych situaci se vétsinou setkavame s takzvanou ,,fidkou informaci — intenzita obrazu se
pfi pohybu po jakékoliv 0se neméni drasticky s kazdym pixelem, ale miiZeme pozorovat spise
oblasti s podobnou intenzitou. Pfikladem obrazu s ,hustou informaci“ by byl napiiklad
televizni Sum, u kterého se pti pohybu po ose obrazu skokové méni intenzita svétla s kazdym
pixelem. Pti tvorbé klasické fotografie miZzeme tento rozdil pozorovat naptiklad na formatech
RAW a .jpeg (obrazek 16). [17] RAW predstavuje nekomprimovanou informaci ziskanou ze
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snimani, kde je zaznamenana intenzita obrazu v kazdém jednotlivém pixelu, .jpeg je jiz
komprimovany format, ktery zmensuje objem dat. Toho je dosazeno n¢kolika riznymi procesy.
[18]
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Obrazek 17: Reprezentace dat v obrazu (vpravo) pomoci frekvencnich koeficientii (vlevo) a priklady této reprezentace
(Technote, 2011)

Jednim z nich je zména reprezentace barev — z udaju intenzit barev jednotlivych pixeltt (RGB)
se vytvoti vysledna informace sloZzena ze dvou slozek barvy a jedné intenzity (takzvany Yuv
barevny model). Barvu a jeji intenzitu mizeme omezit vzorkovanim (kvantifikaci), coZ umozni
potebu mensiho mnozstvi riiznych hodnot pro jejich popis. Toho 1ze vyuzit hlavné u barevné
slozky dat, na jejiZ zménu je oproti intenzit¢ oko mén¢ citlivé. Dal§im procesem je DCT
(diskrétni kosinova transformace, obrazek 17). Obraz je rozdélen do 8x8 blokl a informace
v nich (intenzita v kazdém pixelu) je zménéna na frekvenéni informacsi. Misto 64 intenzit
dostavame 64 frekvenci, které popisuji prostor bloku horizontalné¢ a vertikalné. | tyto
koeficienty frekvenci poté mizeme kvantifikovat (miru kvantifikace uréuje nejcastéji uzivatel).
Cim vétsi kvantifikace je zvolena, tim méné riiznych hodnot mohou tyto koeficienty mit a tim
vice koeficientil (hlavné pro vyssi frekvence) je nulovych. Po uspotfédani dat poté miizeme tyto
nulové koeficienty reprezentovat jejich poctem a popsat obraz pomoci méné dat. Fotografie ve
formatu .jpeg zabira mnohonasobné¢ mén¢ dat a v ptipad¢€, Ze neplanujeme fotografii vyrazné
upravovat, fotografie v komprimované podobé se od prvotni pfili§ nelisi. To potvrzuje, Ze pro
ziskani uziteéné informace o scéné je potieba mnohem méné dat, nez klasickym snimanim
ziskavame.
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Tento fakt vedl k uvaze, jestli neni mozné za piedpokladu fidké informace vytvofit obraz
z mensiho mnozstvi mefeni. Tim vznikl koncept komprimovaného snimani a jednopixelové
kamery (SPC — single-pixel camera). Pokud si fidkou informaci pfedstavime jako malé
mnozstvi vrcholl intenzity mezi jinak nulovymi hodnotami, miZeme je vSechny odhalit
menSim poctem meéfeni, pokud budeme ndhodné méfit v rGznych mistech obrazu, nez
kdybychom vyuzili pravidelné vzorkovani podle Shannonova teorému. [19]

Situaci si lze piedstavit, jako kdybychom méli pied sebou zavéSenou dlouhou fadu nahodné
rozmisténych zvonk, na které nevidime (nemtzeme tedy vyzkouset jednotlivé zvonce) a védeli
bychom, Ze pouze tfi z nich maji uvniti srdce a mohou vydavat zvuk (informace v systému je
tedy tidkd). Pro jejich nalezeni by se v analogii ke sniméni nabizeli dva postupy. Klasické
snimani by bylo fizeno Shannonovym teorémem a podle néj bychom museli fadu zkousSet
cinkanim v pevné danych intervalech danych polovinou nejmensi mozné vzdalenosti dvou
zvonkl, abychom méli jistotu, Ze v§echny budou vyzkouSeny (vzorkovaci frekvence musi byt
dvakrat vétsi nez sledovand). Podle teorie komprimovaného snimani bychom funkéni zvonky
mohli najit tak, Ze cinkneme do mnoha nédhodnych mist najednou a zaznamename vysledny
zvuk. Ze znalosti mist cinknuti a zvuku (kolik zvonkt jsme slySeli pii kazdém pokusu) miizeme
poté urcit, kde tyto zvonky jsou, pii vyrazné¢ mensim poctu pokusii. Ve snimani redlného
(tfidkého) obrazu to znamena, ze jsme schopni jej zrekonstruovat s mensim poctem méieni bez
vyraznych ztrat (obrazek 18). [20]

klasicke nahodné
vzorkovani vzorkovani

podvzorkovani

Obrazek 18: Angiografie klasickym a komprimovanym snimdnim. Se zvysujicim se podvzorkovanim klesa kvalita klasické
fotografie vyrazné rychleji, zatimco ta z komprimovaného snimani ziistava prakticky stejnd. (Michael Lustig, 2007)
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Vznikla tedy tvaha, zda neni mozné poftidit rovnou fotografii bez nutnosti velkého mnozstvi
zbyte¢nych dat a snizit pocet nutnych méfeni na minimum. Toto vedlo k vytvoteni takzvaného
komprimovaného sniméni a pozdéji i SPC. Predpokladem pro vyuziti tohoto postupu je, ze
ziskavana informace je takzvané fidka (sparse) nebo téz komprimovatelna. Ridky signal
znamena, ze existuje takova reprezentace (baze), ve které je mozné signal popsat pomoci
vektoru nebo matice, kde velka vétSina prvki je rovna nule a jen maly pocet prvki je nenulovy.
U obrazu je takova vhodna reprezentace Fourierova nebo waveletova transformace. Tento
predpoklad ale spliuje valna vétSina realnych situaci (moznych fotografii). Diky tomu je totiz
mozné do jisté miry obejit Shannoviv teorém. Tento zpiisob obejiti Shannonova teorému je
zakladem komprimovaného snimani. Diky ndhodnému faktoru v ziskdvani informace je mozné
puvodni obrazek zrekonstruovat s vyrazné menSim poctem meéfeni (nejcastéji vystacime i
s mén¢ nez 30 % poctu méfeni, v idedlnich piipadech a relativné nizkych narocich ndm muze
stacit 1 pouhych 5 % poctu méfent).

scéna

detektor fotont
PD y
= AD |——

prevodnik
(dale zpracovani)

nahodné vzory na
mAticiOMD g

Obrazek 19: Schéma jednopixelové kamery (Candes, 2010)

V jednopixelové kamefe (obrazek 19) je pfes optickou soustavu obraz scény pieobrazen na
nahodné vytvofenou masku (Aj). Sestavy pro toto pfeobrazeni se mohou v mnohém podobat
tém pro klasické snimani, masku si totiz miiZzeme piedstavit jako nahradu klasického snimaciho
¢ipu umisténou na jeho misto. Z masky je poté v zavislosti na jejim typu informace svedena do
jednoho bodu a analyzovana. Z informaci o podob¢é masek a k nim pfisluSicich naméfenych
intenzitach (y) mize poté algoritmus ur¢it podobu ptivodniho obrazu. [19]

2.1 Masky pro komprimované snimani

Jak jiz bylo naznaceno, diileZitou soucasti komprimovaného snimani je ndhodna slozka. Tato
slozka se ve 2D oznacuje jako maska a definuje velkou ¢ast vlastnosti obrazu v tomto principu
(rozliSeni, kvalita rekonstrukce). Podle typu zvolené masky se také mlze zménit uspotradani
celé sestavy. Ve vétsing pripadl je maska tvorena jako diskrétni a binarni matice — da se tedy
reprezentovat jako matice jednicek (propousti svétlo nebo jej odrazi na detektor) a nul

35



(absorbuje svétlo nebo ho odrazi mimo detektor). Neni to vSak bezvyhradné nutné a celé fada
implementaci SPC pouziva komplikovanéj$i masky s kontinualné ménici se hodnotou.

Prvnim typem pouzivanych masek jsou masky transparentni. Obraz je promitan na masku, ktera
se sklada z prithlednych a nepriisvitnych sekei. Svétlo, které projde, je poté zaméfeno do
jednobodového detektoru a pozorovano. Nejjednodussim zptisobem na tvorbu transparentni
masky je maska vytisknutd na prithledny material. Tyto masky jsou poté vétSinou takzvané
»pseudonahodné®. Pied pofizenim kazdého snimku se tato maska posune o jeden sloupec.
Z hlediska méfeni tak vznika aplné nova nahodna maska, protoZze neni Zadna spojitost mezi
jednotlivymi sloupci. Vyhodou této masky je relativné jednoduché vyroba, ma ovsem pevné
dané rozliSeni a maximalni pocet méfeni (pocet vytisténych extra sloupcit) a pii jejim pouziti
je zapotiebi velice piesny posuvny pohon. Jinou transparentni masku Ize vytvofit s pouzitim
SLM (spatial light modulator, prostorovy modulator svétla). V SLM systémech je mozné
pomoci pocitace ovladat transparentnost prostiedi v moduldtoru. Diky tomu lze vytvaret
transparentni maska s nahodné rozmisténymi transparentnimi body. SLM masky mohou ménit
své rozliSeni a pocet masek neni omezen. Vzhledem k transparentni povaze je ale SLM zna¢né
limitovano vinovymi délkami, které mize propustit.

Druhym typem jsou takové aplikace, ve kterych je svételnou maskou piimo osvétleny
sledovany vzorek. I zde lze vyuzit vice moznosti, ale prakticky jedinou vice pouZzivanou je
tvorba spekli (koheren¢niho zrnéni). Jednim ze zplsobu jejich tvorby je laserovy paprsek
pouzivany k osvétleni vzorku prochazi pies opticky difusor (obrazek 20). Jedna strana tohoto
difusoru mé hrubé zbrousSeni a paprsky z laseru se na ni ndhodné ldmou. Pti dopadu na vzorek
umistény za difusorem se nékteré z téchto paprskii diky riznym urazenym draham setkavaji ve
fazi a jiné v protifazi. Diky interferenci tedy vznikaji ndhodné rozmisténé svétlé body, které
vytvaii ndhodnou masku. Tato maska oproti ostatnim neni diskrétni a mize tedy vykazovat i
hodnoty mezi 0 a 1. Zarovei nejsme schopni elektronicky predem urcit, jak maska po priichodu
difusorem bude vypadat. Z tohoto divodu se Cast svétla za difusorem pies déli¢ paprski
sméfuje na referencni detektor ve stejné vzdalenosti jako vzorek, ktery zaznamend, jakou
podobu maska ma.

—
e —

Obrazek 20: Princip optického difusoru, ktery se vyuziva k tvorbé koherencniho zrnéni (Klein, 2019)

V soucasnosti pravdépodobné nejrozsifenéjSim typem jsou reflektivni masky reprezentované
prakticky vyhradné syst¢tmy DMD (digital micromirror device). Jedna se o sestavu
mikrozrcatek (obrazek 21), které je mozné elektronicky naklapét o 10-15 stupniti (v zavislosti
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na konstrukci) na jednu nebo druhou stranu. Maska tedy v piipadé DMD funguje tak, Ze pfedem
vygenerované matice nul a jednicek je elektronikou DMD zpracovéna a zrcatka jsou bud’ pii
jedni¢ce v matici naklopena smérem k detektoru nebo pii nule odklopena od né¢;j. [21]

Zrcatko -10 stupii

Zrcatko +10 stupit

CMOS
podkiad

Dosedajici vrchol

Obrazek 21: Vnitini stavba jednotlivych zrcatek DMD (Hornbeck, 1997)

DMD vétSinou nabizi rozliSeni vyrazné vys$i, nez je pro komprimované snimani potieba.
Z tohoto dlivodu se vétSinou skupina zrcatek zahrnutd jednim prvkem matice masky chova
stejn¢ a vSechny zrcétka ve skupiné se natoci stejné. DMD ale diky tomu nabizi moznost ménit
rozliSeni podle potieby nebo vyuZivat pouze ¢ast Cipu. TaktéZ pocet méteni neni nijak omezen
a matic masek muze postupné systém zpracovat libovolné mnozstvi. Potencidlni nevyhodou
DMD systémi je difrakce, jelikoz se rozméry zrcatek blizi zkoumanym vinovym délkéam.
Problematika difrakce a sbéru svétla z DMD byla detailné zkouména v predchazejici
bakalaiské praci. [1]

2.2 Detekce v komprimovaném snimani

Pii popisovani konceptu komprimovaného snimace se vétSinou jako detektor popisuje a
vyuziva jednoduchy intenzitni snima¢ — fotodioda nebo fotonasobi¢. Informace, kterou poté
algoritmus zpracovava, sestava ze sady masek a sady celkovych naméfenych intenzit svétla.
Pokud je ovSem svétlo navedeno do optického vlakna, je mozné ho podle potieby piivést na

vvvvvv

vV

Misto souboru masek a intenzit dostdvame soubor masek a spekter nebo namétenych
dohasinani fotoluminiscence. Rekonstrukce se v téchto pripadech prilis nelisi od té provadéné
S intenzitami. Spektrum nebo naméfené dohasindni se rozdéli na jednotlivé ¢asti a rekonstrukce

37



poté probiha na jednotlivych ¢astech zvlast. Informace je tedy redukovana na stejnou jako
Vv piipad¢ fotodiody a se souborem masek se vyuzivaji intenzity ziskané pro danou vinovou
délku/¢ast spektra nebo pro dany ¢as/Casovy tsek od excitujiciho pulzu. S vyhodou se zde ale
da vyuzit moznost zavislosti mezi jednotlivymi rekonstrukcemi. Vime, Ze prostorové rozlozeni
vzorku je v pribéhu celého méfeni stejné nebo se méni spojit€ a mizeme tedy jednotlivé
rekonstrukce vyuzit jako odhad, jak dal$i rekonstrukce mé vypadat. Naptiklad v ptipadé
dohasinani mizeme rekonstrukce z ¢asti pocatku excitace s vysokou intenzitou, které budou
nejlépe odhadnuté, vyuzit pro rekonstrukce v pozdéjsich fazich jako pocate¢ni odhady, které
mize algoritmus vyuzit.

” r

2.3 Rekonstrukce v komprimovaném snimani

Vzhledem k tomu, Ze informace ziskana jednopixelovou kamerou je nekompletni, existuje pro
rekonstrukci nekone¢né mnoho feseni (obrazki, které by odpovidaly naméfenym celkovym
intenzitam). Rekonstrukéni algoritmus vysledné feSeni z vyhovujicich moznosti vybira na
zaklad¢ regularizatoru (v nasem ptipadé totalni variace detailnéji popsana nize). Algoritmy pro
komprimované snimani jsou tedy vétsSinou rizné podoby minimaliza¢nich funkci, které se snazi
minimalizovat rozdil mezi odhadem a udaji ziskanymi z méteni. Jednim z nejvice pouzivanych
algoritmu v této aplikaci je TVAL3 (Total Variation minimization by Augmented Lagrangian

and Alternating direction Algorithms). [22] Algoritmus se snazi fesit rovnici, kterou miizeme
odvodit z obrazku 18:

Apn X Xn = Y. (2.1)
A predstavuje matici masek, ve které m je index méfeni v komprimovaném sniméani a n ¢islo
pixelu v obrazu. Vektor x pfedstavuje hodnoty intenzity pro jednotlivé pixely obrazu a vektor
y predstavuje naméfené intenzity v komprimovaném snimani. JelikoZ je n vyrazné vétsi nez m,
ma tato rovnice nekone¢né mnozstvi feSeni X. Z tohoto diivodu se hleda feSeni X vyhovujici
minimaliza¢ni funkci:

fGO) = |Ym = Amn X Xn] - (2.2)

Algoritmus se snazi najit takovou kombinaci pixeld X, aby pii vyndsobeni v§emi maskami v A
byly vysledky co nejbliz vektoru naméfenych intenzit y. Tato informace ale nepostacuje
k jednozna¢nému feSeni, protoze matice A je singularni a existuje pro ni nekoneéné mnozstvi
feSeni.

V TVALS3 tak spole¢né s rezidui minimalizuje jesté druhy faktor, a to spojitost obrazu. Tato
podminka vychazi z predpokladu fidké informace, tedy jinak Ze se intenzita obrazu prudce
neméni v kazdém jeho bodé€, a snaZi se minimalizovat totalni variaci systému. Tu miZeme
definovat jako soucet rozdilii hodnot sousednich pixeld. Diive zminény televizni Sum by mél
velmi vysokou totalni variaci, protoze se intenzita prudce meéni s kazdym sousednim pixelem.
Pro 1D by totalni variace mohla byt popsana rovnici

n
D) = Yl = x4
i=2

Minimalizaci tohoto faktoru se snazime zmirnit nahle zmény intenzity mezi sousednimi pixely
Vv jedné dimenzi, analogicky by se postupovalo pro dvoudimenzionalni situaci. Oba dva faktory
poté TVAL3 spojuje do jedné minimaliza¢ni funkce:

(2.3)
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" @4
90 = 1 () + OGO = |y = Ay X 2], + Dl = 214
i=2

Do této minimaliza¢ni funkce ptfibyl vahovy faktor 4. Ten mizeme pii pouziti algoritmu
libovolné nastavit a upravit pomoci néj zastoupeni obou parametri v minimalizaci. Diky tomu
je mozné upiednostnit bud’ vyssi shodu s naméfenymi daty nebo vyssi spojitost celkového
obrazu. Niz8§i hodnoty u poskytuji rychlejsi rekonstrukci a vysledny obraz je poté vice
vyhlazeny za cenu mozné ztraty detaild. Vys$i hodnoty u vyrazné zvySuji narocnost
rekonstrukce, ale ve vysledném obrazu je poté vykresleno vice detailt. Pfi prili§ vysokych
hodnotach se velice malo projevi faktor spojitosti a muze vznikat vyrazny Sum, ktery
rekonstrukci narusi. Algoritmus se totiZ pouze snazi vyhovét rovnici (2.2) za jakoukoliv cenu a
muze tedy nékteré pixely zdsadné zménit, aby vyhovél lepsi shodé¢, 1 kdyz tim ziska neredlné
hodnoty bodové intenzity.
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3 FLIM Bergen

V zajmu zhodnoceni hyperdimenzionalniho snimace, ktery predstavime v kapitole 4, bylo
potieba sezndmit se s klasickou FLIM sestavou vyuzivajici TCSPC k urceni fluorescencniho
dohasindni. Toho bylo dosazeno ve spolupraci s Oddélenim fyziky a technologie Univerzity
v Bergenu (Institutt for fysikk og teknologi UiB). Vyzkum na tomto fluorescencnim
mikroskopu (obrazek 21) byl proveden pod vedenim Arneho Kristoffersena z UiB, jehoz
méfeni zaroven byla vyuzita pro porovnani ziskanych vysledku. [23, 24]

L\Qik‘mu

=

/[
J‘,i

Obrazek 22: Sestava expetimentu FLIM v laboratori UiB

Zdrojem svétla v pouzité sestavé byl pulzni femtosekundovy laser Coherent Chameleon Ultra.
Délka jednoho pulzu byla 140 fs, opakovaci frekvence byla pevné nastavena na 80 MHz (mezi
jednotlivymi pulzy prodleva 12,5 ns). V této sestavé byl laser vyuzivany v jiz zminéné
dvoufotonové excitaci. Pouzity laser bylo moZzné nastavit pro pouZiti vinovych délek mezi 690
a 1040 nm, vzorek je tedy prakticky excitovan vinovymi délkami mezi 345 a 520 nm. Ptes
sestavu zrcadel je paprsek z laseru pfeveden do konfokalniho invertovaného mikroskopu Leica
TCS SP5. Zde byla moznost volby ze tfi rliznych objektivii (zvétSeni 20%, 40x a 63x) s vodni
imerzi pro zvySeni numerické apertury. Vzorek byl postupné skenovan s frekvenci 400 Hz a
fluorescence byla detekovana fotonasobicem zabudovanym pod mikroskopem, ¢imz vznikal
2D obraz vzorku. Pomoci TCSPC modulu Berner-Hickl SPC-830 byla poté vygenerovana
fluorescen¢ni data.[23]
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3.1 Postup méreni
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Obrazek 23: Ul softwaru Leica LAS pro nastaveni jednotlivych casti sestavy

Pro nastaveni jednotlivych parametrti laseru, mikroskopu i fotondsobice byl pouZzit software
Leica LAS (viz Obrazek 4). U laseru bylo mozné pies software nastavit vinovou délku, zesileni
a offset. Zaroven zde bylo mozné zavirat optickou clonu pro bezpe¢ny pftistup ke vzorku. Pred
zaCatkem prace s kazdym vzorkem bylo nutné nastavit laser na nejmensi vystupni vykon, aby
bylo zamezeno poskozeni vzorku. V pribéhu samotného méfeni pak bylo mozné intenzitu
svétla zvySovat podle potteby az do maxima vykonu laseru 4 W. Druhym nastavitelnym prvkem
byl samotny mikroskop — zde se nastavovaly optické vystupy pro vyuziti TCSPC a poloha
vzorku ve vSech tfech osach. Nejdulezitéjsi bylo jemné ovladani vyskového umisténi vzorku,
aby se vzorek nachazel v mist¢ dvoufotonové excitace, piipadné u tlustSich vzorka probihala
ve vybraném misté. Posledni nastavitelny prvek bylo samotné TCSPC s fotonasobicem. Zde
bylo mozné omezit vinové délky, které detektor zaznamenaval (maximalni pouzitelné rozpéti
¢inilo 400-800 nm). Pokud nebylo za pottebi sledovat specifickou fluorescencni odezvu
Vv oblasti urCitych vinovych délek, byl omezujicim faktorem pouze pouzity excitujici paprsek,
jehoz detekce by narusila méteni. FLIM také umoznoval nastavit rozliSeni, které tzce souviselo
s opakovaci frekvenci méteni diky binningu (spojovani) pixeld do skupin. Preferovan byl vyssi
binning, ktery umoznoval diky seskupovani pixelti hladsi a intenzivnéjsi kfivku dohasinéni. Za
nejvhodnéjsi nastaveni tedy bylo zvoleni rozliSeni 128%128 pixell a s tim spojené frekvence
400 Hz, které stale poskytovalo dostatecné kvalitni zobrazeni (obrazek 23).
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Obrazek 24: Zivy nahled LAS

Po nastaveni vSech parametri bylo mozné umistit vzorek do mikroskopu. JelikoZ se jednd o
invertovany mikroskop, bylo nutné vkladat vzorky obracené oproti klasickému mikroskopu
(krycim sklickem doll). Protoze pfi vloZeni vzorku je jiZ optickéd draha nastavend smérem do
fotonasobice, je dalSi Uprava pozice mozna pouze s zivym nahledem softwaru LAS (viz
obrazek 23). Zde mimo polohy bylo nutné 1 pfesné nastavit vzdalenost od objektivu, aby se
fotony pro excitaci setkdvaly ptesné ve vrstvé vzorku. To se na zivém nahledu projevilo
rozzatenim fluorescenc¢nich struktur. Pro jednoduché pozorovani ptitomnosti fluorescence bylo
mozné piipojeni UV lampy a pozorovani vzorku piimo pres okular. Jelikoz je UV zafeni
vysokoenergetické (kratké vinové délky) a proto dokaze excitovat vétSinu zkoumanych vzork.
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Obrazek 25: Vysledky meéreni TCSPC

Programem pro TCSPC poté byla provedena série méfeni, ze kterych vznikl podrobny vystup
(viz obrazek 24). Jeho soucasti jsou dvé verze ziskaného obrazu, prvni z nich je intenzitni a
ukazuje mnozstvi ziskanych fotont z jednotlivych ¢asti snimané oblasti. Druha verze zobrazuje
dobu dohasinani jednotlivych bodli v zavislosti na poloze. Barvy vtomto zobrazeni
koresponduji s grafem v pravém hornim rohu (nastaveno pro komponentu t1). V dolni ¢asti jsou
detailni informace pro konkrétni uZivatelem vybrany bod obrazu (reprezentovany modrym
kiiZzem na obou snimcich). Mzeme zde vidét skutecnou ziskanou kiivkou histogramu (modré
body), ¢as dopadu budiciho signalu (zelena kiivka) a aproximace histogramu exponencialou
(Cervena kiivka).

Spolehlivost aproximace pro dany bod je reprezentovana hodnotou y? testu dobré shody. Ta
hodnoti korelaci mezi teoretickymi cetnostmi danymi pravdépodobnostnim rozdélenim a témi
skute¢né naméfen}'lmi Piedpokladejme, Zze méfena veli¢ina mtze dosahovat k riznych hodnot
(1,2,. ., k) a kazda z nich m4 teoretickou pravdépodobnost pi. Pokud jsme poté ucinili N
nahodnych pokusu a souboru a kazda dosazitelnd hodnota byla naméfena Xi-krat. Hodnota y?

je poté urcena jako
K
Z (X; — sz)2
=1

Tato hodnota by pro co nejlepsi apr0x1ma01 dohasmam méla byt blizka jednicce a lze ji
v ptipadé FLIMu ovlivnit nékolika parametry, nej¢astéji zmeénou poctu komponent ¢i binningu
pixell. Pokud i poté je hodnota y* piili§ vysoka, neni bud fluorescence pozorovatelna (pfilis
dlouhd doba dohasinani, nizka intenzita) nebo je potfeba méfeni opakovat. Vzhledem
K intenzité pouzivaného laserového osvétleni miize hodnota y? stoupat i z divodu ohfevu

(2.3)
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vzorku ¢i v krajnich piipadech jeho vysuSeni nebo tepelného poskozeni. Ziskana data je pak
mozné exportovat a napiiklad pomoci MATLABu porovnat s dal§imi méfenimi provedenymi
naptiklad v jiné oblasti vzorku se stejnym slozenim (napfiklad jina ¢ast listu se stejnymi
bunikami). Diky tomu miizeme hlavné u kapalnych vzorkt dosahnout statisticky spolehlivéjsich
vysledkd. Kapalné vzorky by totiz mély vykazovat ve vSech mistech stejnou koncentraci a

opakované méfeni tak miize snizit vliv lokdlnich chyb.

3.2 Testovani vzorku

Na FLIMu v Bergenu bylo testovano nékolik sad vzorkd. Metodika téchto méieni byla
inspirovana vySe zminénymi ¢lanky Arneho Kristoffersena. U kazdého vzorku byla provedena
tfi riznd meéteni. Délka téchto méfeni se odvijela o efektivity emise svétla a byla tedy
upravovana pro ziskani dobie reprezentované kfivky dohasinani (nejcastéji 60 az 120 sekund).
U jednoexponencidlnich dohasinani byla exportovana data o intenzit¢ a dob¢ dohasinani
Vv jednotlivych bodech, u viceexponencidlnich mohly byt doby dohasinani az tfi a soucasti
exportu byly poté i jejich procentualni vahy. Informace o intenzit¢ pomahala pii vybéru dat ze
vsech tiech méteni pro oddéleni méteni z nejméné osvétlenych pixelt (mista, ve kterych vlivem
rozlozeni vzorku nebyla vytvotena spolehlivé kiivka dohasindni) a pro upravu rozméri soubort
dat do podobnych velikosti. To zamezilo tomu, aby data z jednoho méfeni o vétsi intenzité méla
Vv celkové sadé vetsi vahu. Zaroven je tak eliminovan vliv doby méfeni a ten lze tedy vyuzit pro
vylepSeni intenzity svétla v zaznamu.

3.2.1 Fluorescencni barviva

Hlavnimi zkoumanymi vzorky na této sestavé byla vybrana fluorescen¢ni barviva rozpusténa
Vv riznych kapalinach pfi riznych koncentracich. Tyto vzorky byly vytvofeny pro pivodni
¢lanky Arneho Kristoffersena.[23, 24] Ty se zabyvaly uréenim Casu dohasinani samotnych
barviv, které do té doby nebylo v literatute jednotné popsano. Autor v nich sledoval pfedevs§im
vliv typu a koncentrace rozpoustédla na dohasinani. Diky nim bylo moZné porovnat namétené
dohasinani s vysledky ptivodnich ¢lankd a urcit, zda bylo méfeni provedeno spravné. Zaroven
bylo mozné sledovat, jestli doslo u vzorkid k vyraznému posunu doby dohasinani vlivem jejich
stati. Sada vzorkl z prvniho ¢lanku byla v dobé méfeni priblizné Sest let stara a sada z druhého
pfiblizné dva roky. VSechny vzorky byly ulozeny ve vzduchotésnych nadobach a vliv oxidace
po dobu uskladnéni by tedy m¢l byt minimalni. Testovana byla vétSinou barviva o nejvyssich
koncentracich, které vykazovaly nejvyssi svitivost, a bylo na nich tedy mozné nejlépe pozorovat
fungovani celého systému. JelikoZ se jednalo o jednoexponencidlni doby dohasinani, které¢ mely
byt napti¢ celym vzorkem stejné, bylo mozné naméfené doby dohasinani ze souboru dat
reprezentovat pomoci histogramu. Z povahy méteni bylo mozné pfedpokladat, ze ziskané doby
dohasindni budou odpovidat normalnimu rozdéleni.
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3.2.1.1. Rhodamin B

Obrazek 26: Roztok Rhodaminu B v ethanolu

Rhodamin B (obrazek 26) je jednim z fluorescen¢nich barviv pouzivanych k barveni
acidorezistivnich bakterii pro fluorescenéni mikroskopii. Zarovein se c¢asto pouzivan
v kombinaci k herbicidy, jejichz pouziti je jim oznaceni, nebo ve vakcinach proti vzteklin€ jako
biomarker, diky némuz lze zjistit, ktera zvitata v divo¢in€ vakcinu poziela. V Kristoffersenove
¢lanku zabyvajicim se Rhodaminem B bylo barvivo rozpusténo pfi riiznych koncentracich ve
vod¢, ethanolu a methanolu. Pfi rozpusténi ve vodé Rhodamin B casto vykazuje
dvouexponencialni dohasindni. V tomto ¢lanku ale bylo zjiSténo, ze pro urcité rozmezi
koncentraci se druhd komponenta nevyskytuje, ptipadné je jeji vliv zanedbatelny.

Dohasinani Rhodaminu B ve vode (104 M)
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Obrdazek 27: Histogram dob dohasinani Rhodaminu B ve vodé prii molarité 10 M

Jeden z testovanych vzorki tedy byl Rhodamin B rozpustény ve vodé pii molarité 102 M. Ten
m¢él podle piivodniho méteni dobu dohasinani 1,49+0,04 ns. Z testovani stejného vzorku v této
praci vyslo také jednoexponencidlni dohasinani s dobou dohasinani 1,63+0,04 ns (obrazek 27).
Tato hodnota byla v porovnani s ¢lankem mezi hodnotami pro molarity 10° M a 10* M, coz
by mohlo poukazovat na zmény koncentrace ve vzorku (naptiklad usazovani na dné nadoby, a
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tedy niz8i koncentrace v samotné kapaling¢, nebo nerovnost koncentrace uvnitf samotné
kapaliny). Také podle zdrojového ¢lanku méteni Rhodaminu B ve vodé vykazuje zna¢nou
casovou nestabilitu.
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Obrazek 28: Histogram dob dohasindni Rhodaminu B v ethanolu prii molarité 10 M
Druhym testovanym byl Rhodamin B rozpustény v ethanolu pti moralité 102 M. Zde byla
pivodni hodnota doby dohasinani 1,95+0,05 ns a hodnota ziskana znového méfeni

2,06+0,07 ns (obrazek 28). Hodnota je opé&t nepatrné vyssi nez v plivodnim méteni, ale vyrazné
bliz nez hodnot& pro molaritu 10 M (2,68+0,08 ns).

3.2.1.2. Kumarin 6

Obrazek 29: Roztok kumarinu v ethanolu

Druhym testovanym fluorescen¢nim barvivem je Kumarin 6 (obrazek 29), derivat rostlinného
toxinu pfitomného v mnoha druzich, naptiklad blinu. Kumarin 6 je jako fluorescent
nejefektivnéj§i v modrych a zelenych vinovych délkach (nejvyssi intenzity okolo 500 nm).
V Kristoffersenové ¢lanku bylo toto barvivo testovano v ethanolu a methanolu v riznych
koncentracich, ze kterych byly pro tuto praci vybrany vzorky od obou barviv s nejvyssi
koncentraci 102 M.
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Dohasinani Kumarinu 6 v ethanolu (1 02 M)
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Obrdzek 30: Histogram dob dohasindni Kumarinu 6 v ethanolu pii molarité 10> M

V ptipadé¢ Kumarinu 6 v ethanolu byla namétend doba dohasindni 2,39+0,06 ns (obrazek 30)
ve velmi dobré shod¢ s hodnotou v ¢lanku (2,42+0,06 ns). V ptipadé rozpusténi barviva
Vv methanolu byla naméfend doba dohasinani 2,34+0,1 ns (obrazek 31) opét v dobré shodé
S hodnotou ziskanou z Kristoffersenova ¢lanku (2,28+0,05 ns), 1 kdyz se prakticky dvojnasobné
zvysila odchylka dat v méfeni.

Dohasinani K inu 6 v methanolu (102 M)
450 T T T T T I

400

300

pocet pripadu
&
o

n
S
=]

150

100

1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600
t(ps)

Obrazek 31: Histogram dob dohasindni Kumarinu 6 v Methanolu piii molarité 10> M

3.2.1.3. Luciferova zlut’

Poslednim testovanym barvivem z prvniho ¢lanku byla luciferova Zlut' pouzivand pro
zobrazovani tkani ve fluorescenéni mikroskopii. Z ptivodni testované sady byl dostupny pouze
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vzorek barviva rozpusténého v methanolu pii nejvyssi koncentraci. Tomu v pavodnim ¢lanku
pfipadla hodnota doby dohasindni 9,2+0,9 ns. Namétend doba dohasinani ¢inila 8,1+1,1 ns
(obrazek 32). Ob¢ hodnoty maji jiz vzhledem k pfiblizovani se k limitim pouzité FLIM sestavy
(pulzy pfichazi po 12,5 ns, limitem pro méteni je doba dohasinani okolo 10 ns) velké odchylky
a intervaly pfipustnych hodnot se tak ¢astecné piekryvaji.
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Obrazek 32: Histogram dob dohasindni luciferové Zluti vV Methanolu pri molarité 102 M

3.2.1.4. Fluorescein

Obrazek 33: Roztok Fluoresceinu v methanolu

Z druhého ¢lanku bylo testovano pouze barvivo fluorescein ve dvou roztocich (obrazek 33).
Dutivodem pro toto omezeni bylo, Zze zbytek roztok obsahoval kyseliny a manipulace s nimi by
vyZzadovala znacné zvySend bezpecnostni opatieni pii pfipravé méteni. Problém s bezpecnosti
takového méteni byl zvySen invertovanym uspofadanim samotného mikroskopu, ve kterém je
kapalina a kryci sklicko na spodni stran¢ mikroskopického skla a hrozi odkapavani pii otaceni
a umisténi v sestave.

Fluorescein je synteticky vyrabéné fluorescenéni barvivo, které ze vsech testovanych barviv
poskytuje nejvyssi emisi pfi stejné intenzité excitace. Z téchto diivodil je toto barvivo také
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nejvice vyuzivano. Nachazi pouziti napiiklad v oftalmologii pfi zjisStovani ocnich vad,
Vv geologii pfi studiu proudéni kapalin skrz horniny nebo pro zjisténi prisaki v ropnych
sestavach.

Dotisairianifl inu v ethanolu (10° M)
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Obrazek 34: Histogram dob dohasindni Fluoresceinu v ethanolu pri molarité 10° M

Prvnim testovanym roztokem byl roztok fluoresceinu v ethanolu pfi koncentraci 103 M. Podle
méteni v Kristoffersenové druhém ¢lanku byla doba dohasinéni tohoto vzorku 3,6+0,1 ns,
z méfeni pro tuto praci byla ziskdna doba dohasinani 3,5+0,2 ns. Druhym roztokem byl
fluorescein pfi stejné koncentraci v methanolu. Doba dohasinani z ¢lanku byla 3,4+0,1 ns a
Z nového méreni 3,5+0,1 ns.
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Obrdzek 35: Histogram dob dohasindni Fluoresceinu v Methanolu pri molarité 10° M

49



3.2.1.5. Shrnuti

Barvivo Rozpoustédlo | Molarita (M) | t z ¢lanku (ns) | T z méfeni (ns)
Rhodamin B Voda 103 1,49+0,04 1,63+0,04
Ethanol 102 1,95+0,05 2,06+0,07
Kumarin 6 Ethanol 102 2,42+0,06 2,39:+0,06
Methanol 102 2,2840,05 2,340,1
Luciferova zlut | Methanol 102 9,2+0,9 8,1+1,1
Fluorescein Ethanol 103 3,6+0,1 3,5+0,2
Methanol 103 3,4+0,1 3,5+0,1

Tabulka 1: Porovndni dat z ¢lankit a mérent provedenych na FLIMu v Bergenu

Data ziskana z provedenych méteni fluorescenénich barviv jsou obecné v dobré shodé z témi
Zzobou clankd i1 pres znacné stari nékterych vzorkl. Jejich vlastnosti se tedy (obzvlaste
v alkoholech) s&asem neméni nebo pouze minimalng. Caste¢na neshoda oproti
pfedpokladanym vysledklim byla pozorovéana u roztoku Rhodaminu B ve vodé¢. Rozdilnou
hodnotu prave u tohoto vzorku ale bylo mozné ocekévat v diisledku jeho diive zminéné casové
nestalosti a vysledky méfeni jsou tedy i pfesto uspokojivé.

3.2.2 Preparat konvalinky

Obrazek 36: Mikroskopicka fotografie preparatu konvalinky

Druhym testovanym typem vzorku byl pfedem vyrobeny fluorescenc¢ni preparat oddenku
konvalinky vonné v pti¢ném fezu dodavany s FLIM sestavou vyrobcem (obrazek 36). Oddenek
byl zvyraznén fluorescenénimi barvivy, které umoziuji lepSi pozorovani jeho struktury.
Z hlediska fluorescencniho dohasinani je takovy vzorek idedlni pro ur€ovéani prostorového
rozliSeni sestavy zejména v mikroskopické skéle a sledovani multiexponencialniho dohasinani
(v tomto pfipadé¢ ze dvou komponent) vznikajiciho vlivem kombinace organickych latek
samotného oddenku a pouzitého fluorescen¢niho barviva. Na obrazku 36 je mozné si zaroven
povsimnout lokalniho poskozeni vzorku vzniklého z divodu pfili§ vysoké intenzity, které
vzniklo béhem let pouzivéani tohoto preparatu. Jelikoz se jedna pouze o lokélni spalend mista,
zbytek preparatu (modie obarvené oblasti) bylo stale mozné bez problému méfit.

Vzhledem K nespojité bunééné povaze vzorku zde jiz neni mozné urlovat statisticky dobu
dohasinani jako v pfipadé fluorescencnich barviv. Typ a koncentrace fluorescencnich latek se
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totiz napti¢ vzorkem znacné méni a jednotlivé body tedy mohou mit jiné komponenty, které
nelze spole¢né statisticky zpracovat.

20 40 60 80 100 120

Obrazek 37: Intenzitni zobrazeni okraje rezu konvalinky

Podobné jako v pedchozich piipadech i zde 1ze s vyhodou vyuzit pocet fotonl zaznamenanych
Vv kazdém pixelu (obrazek 37) pro odfiltrovani mist, ve kterych je kvalita informace (a tedy
ziskanych Casti dohasindni a jejich poméri) pfili§ nizka. V bodech spliujicich intenzitni
podminku poté miZeme analyzovat kiivku dohasinani a v pfipad¢ tohoto preparatu rozdélit na
dvé komponenty a jejich procentudlni vahy.
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Obrazek 38: Casové komponenty dohasindni konvalinky (vpravo) a jejich procentudlni vihy (vievo)
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Takovou analyzu mizeme pozorovat na obrazku 38. Na pravé strané je mozné vidét, ze prvni
komponenta se ve vétSing piipadi pohybuje mezi 0,2 az 0,8 ns, zatimco druha byva ptiblizné
petkrat vétsi. Primérny vahovy faktor prvni komponenty ¢ini ptiblizn€¢ 75 % (ob& vahova
zobrazeni na levé stran¢ jsou normalizovana na maximum 100 %). Pokud vezmeme primérné
hodnoty ze vSech Ctyt paneltl (z pixeld splijicich intenzitni podminku) a povazovali bychom
zjednodusen¢ dohasinani ve v§ech bodech za stejné, dala by se v ptipadé oddenku konvalinky
zavislost intenzity I(t) na ¢ase t (v ns) popsat podle rovnice (1.2) jako

t t
I(t)=1I,- (0,745 “exp (— m) + 0,255 - exp (— m)) (3.1)

3.2.3 Listy rostlin
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Obrazek 39: Intenzitni zobrazeni spodni strany zivého listu rododendronu

Posledni ¢asti testovani FLIMu v Bergenu byl pokus o méfeni fluorescenéniho dohasinani
beéZzné dostupnych materidlt bez specialnich Gprav (naptiklad dodateéného obarveni). Pro tuto
cast experimentu byly vybrany obyc¢ejné listy rostlin, jelikoz naptiklad na fotosyntéze se podili
velké mnoZstvi fluorescenénich latek. Z tohoto diivodu bylo sledovano maximalni systémem
méfitelné mnozstvi komponent a to tfi. Testovany byly zivé listy z rododendronu (obrazek 39)
a suché listy z pokojové palmy (obrazek 41). Zarovenn je tedy mozné sledovat, jestli ve
fluorescenci vznika rozdil mezi Zivymi a suchymi listy. Postup pifi zkoumani t€chto vzorkl byl
prakticky totozny s tim z méteni preparatu konvalinky. Na obrazku 39 je mozné si v§imnout,
ze diky fluorescen¢nimu zobrazeni jsou vyrazné Iépe vidét priduchy na spodni strané listu nez
V klasické mikroskopii.
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Obrazek 40: Casové komponenty dohasindni spodni strany Zivého listu rododendronu (vpravo) a jejich procentudlni vahy
(vlevo)

Na obrazku 40 miZeme vidét analyzu komponent dohasinani Zivého listu rododendronu pro
pixely splitujici intenzitni podminku. Z obrazu je patrné relativné nizké procentudlni zastoupeni
treti komponenty pohybujici a jeji velice proménné hodnoty (krajni hodnoty dohasinani
Z analyzy dosahovaly aZ 15 ns, rozsah grafu tfeti Casové komponenty ale byl omezen do 7 ns,
aby byly Iépe zobrazeny stfedni hodnoty). Toto muze byt zplisobeno rozdilnymi latkami
pfitomnymi v riznych bunikdch. Vyssi hodnoty tfeti komponenty jsou také ¢asto vidét v okoli
priducht listu. Buniky priducht maji znacné odlisné fungovani od zbytku listu a jejich latkové
sloZeni se tedy s nejvyssi pravdépodobnosti 1isi, coz zptsobuje odlisné Casy dohasinani.
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Obrazek 41: Intenzitni zobrazeni svrchni strany suchého listu pokojové palmy

Na obrazku 41 je mozné vidét intenzitni zobrazeni fluorescence suchého listu pokojové palmy.
Tento obrazek ukazuje, ze i u suchého listu jsou stale pfitomny fluorescencéni latky a je tedy
mozné jej fluorescencni mikroskopii bez jakychkoliv iprav pozorovat s vys$§im kontrastem nez
Vv pfipadé klasické mikroskopie.
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Obrizek 42: Casové komponenty dohasindni suchého listu pokojové palmy (vpravo) a jejich procentudlni vihy (vievo)

Z analyzy komponent ¢asového dohasinani (obrazek 42) je patrné, ze v porovnani s listem
rododendronu a slozitou strukturou jeho spodni strany jsou hodnoty komponent dohasindni
ziskané v tomto piipad¢ vyrazn€¢ rovnomeérnéji rozlozené (vétSina bodl je reprezentovana
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podobnymi barevnymi odstiny — podobnymi Casy). V priméru se ale hodnoty v obou ptipadech
pohybuji ve velice podobnych hodnotach a lze tedy ptredpokladat, ze vysuSeni bunck listd
nezpusobi ztrdtu nebo rozpad fluorescencnich latek v nich obsazenych. Vzorky lze tedy ve
fluorescen¢ni mikroskopii a FLIMu zkoumat i z odumfelych rostlin.

Obecné tato cast experimentu také ukazala, Ze je mozné ziskat zajimavé vzorky pro
fluorescencni analyzu i bez slozitych ptiprav preparatt a pouziti specialnich barviv. Spolu s tim
je ale nutné podotknout, Ze pro analyzu dohasinani se jedna o velmi slozité priklady s velkym
mnozstvim raznych konstant dohasinani. Ur¢ovani komponent nemusi byt piesné, muze se jich
lokalné vyskytovat vice ¢i méné a s nejvyssi pravdépodobnosti bez jejich predchozich znalosti
nebudeme schopni ur¢it, ¢emu ve vzorku odpovidaji.

3.2.4 Neuspésna méreni

Pti vyzkumu na FLIMu UiB bylo zjisténo také nékolik vzorka, které mistni sestavou nebylo
mozné namétit. Divodem pro to byly vlastnosti materiald v kombinaci s uspotadanim pouzité
sestavy. Nejvice omezujicim faktorem byla frekvence pouzitého laseru 80 MHz, kterou nebylo
mozné upravit. Vzorek tedy byl novym pulzem excitovan kazdych 12,5 ns a pro GispéSné méteni
musela byt doba dohasinani nejlépe mensi nez 10 ns. Diky tomu nebylo mozné testovat
napiiklad scintila¢ni krystaly pouzivané v elektronovych mikroskopech. Ty sice vykazovaly
zcela nejvyraznéjsi fluorescenci z testovanych vzorku, ale jejich doba dohasinani byla
mnohonasobné vyss$i nez méfitelné maximum. Pulzy laseru vzorek excitovaly tak Casto, ze
emisni intenzita byla prakticky konstantni a kiivky dohasindni v ni nebylo mozné nalézt.

Druhy problém omezujici tuto sestavu bylo transmisni uspofadani experimentu. Laser vzorek
osvétloval na jedné strang, zatimco detektor jej pozoroval z druhé. Z tohoto diivodu nebylo
mozné méfit neprisvitné vzorky, které vykazovaly fluorescenci ve strukturdch na svém povrchu
(naptiklad neprihledny kiemik pokryty na jedné strané¢ diamantovymi nanokrystaly). NeZ se
v takovém piipadé dosahlo intenzity laseru, ktera by nebyla pfi prichodu kifemikem na druhou
stranu zcela absorbovana a excitovala by krystaly na druhé¢ strané, byl vzorek touto intenzitou
znicen.

Obrazek 43: Spaleny vzorek polykrystalickych mikrostruktur a zabér z méreni v momenté spaleni (misto méreni cervené
vyznaceno)
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4 Hyperdimenzionalni snimacé

V této kapitole se budeme vénovat konstrukci a méfeni na experimentalnim usporadani v centru
TOPTEC, které mé¢lo za kol kombinovat jednopixelovou kameru s meéfenim spekter a
fluorescencniho dohasindni. Cilem bylo dosédhnout vzniku hyperdimenzionalniho snimace
schopného ziskat ob¢ informace ze stejného vzorku pomoci jedné sestavy.

Jiz na konci mé bakalatské prace byly provadény experimenty s vyuzitim jednopixelové
kamery v hyperspektralnim snimani. Sestava po vytvoreni efektivniho sbéru svétla do vlakna
rekonstruovala dobfe spojité spektrum pouzité zarovky a sbér z celé plochy detektoru byl
uspokojivé homogenni (obrazek 44). Vytvofené uspofadani bylo jiz Vvtomto ptipadé
vyzkouseno pro jednoduché hyperspektralni méteni, jehoz vysledky byly rozdéleny do tii
barevnych tsekl (modré, zelené, Cervené).
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Obrazek 44: Sbér svétla z DMD pomoci kolimatoru s difusorem — uspordadani pouzité pro hyperdimenziondlni snima¢ (Klein,
2019)

4.1 Experimentalni sestava

Aby bylo mozné z pfedchdzejiciho experimentu vytvofit hyperdimenziondlni snimac, bylo
zapotiebi provézt nckolik zdsadnich uprav. Cilem bylo vytvofit jednu sestavu, ktera by
S minimem uprav dokdzala na jednom vzorku provést hyperspektralni méfeni 1 analyzu
fluorescen¢niho dohasinani (obrazek 45). Pro dosazeni tohoto vysledku bylo zapotiebi, aby
usek mezi umisténym vzorkem a vstupem do optického vldkna byl pro oba experimenty
totozny. Vzorek tedy byl umistén tak, aby se jeho obraz ptezobrazil na DMD. Cel4 sestava byla
zakrytovana tak, aby byl odstranien vliv osvétleni z okolniho prostiedi, které by obzvlast
Vv pfipadé pocitani jednotlivych fotonti v TCSPC znemoznilo méteni.
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Obrazek 45: Vytvorena sestava pro hyperdimenziondlni snimani (vice popsano v textu nize)

4.1.1 Zdroje svétla

V piipad€ hyperspektralniho snimani intenzity proslého svétla byla jako zdroj pouZita bila
svétlo emitujici dioda (LED) umisténa na druhé strané vzorku (1) tak, aby vzorek byl v jejim
ohnisku (3). Ackoliv ma LED méné spojité spektrum nez napiiklad Zarovka, byla zvolena diky
vysoké intenzité vyprodukovaného svétla a vyssi ploSné homogenité. Jelikoz vime, Ze pouZité
usporadani rekonstruuje spektrum spolehlivé, Ize pii potteb¢ lepsiho spektra zdroje provést
jednoduchou vyménu, kterou snima¢ zvladne reprezentovat.

Druhym zdrojem uréenym pro TCSPC méfeni byl pulzni laser PicoQuant LDH-P-C-405M (2).
[25] Ten produkoval svétlo o pevné vinové délce 405 nm a byl pouzit pro jednofotonovou
excitaci. I kdyz vlnovou délku nelze upravit a dosahnout absorpéniho maxima, je vinova délka
dostatecné kratkd pro excitovani vétSiny fluorescencnich vzorkl. Pulzy mohou byt vysilany
V nastavitelné frekvenci od 1 Hz az do maxima 40 MHz (25 ns mezi dopadajicimi pulzy). Diky
tomu lze méteni pfizpiisobit vzorkiim s dlouhou dobou dohasinani. Laser byl umistén na stejné
stran€ vzorku jako snimac a oproti FLIMu UiB tedy svétlo nemuselo projit skrz cely vzorek.
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4.1.2 Zobrazeni vzorku

Obrazek 46: Detail soucasti umisténych za vzorkem. Zleva doprava je zde mozné vidét umistény vzorek, mikroskopovy objektiv,
clonu a opticky filtr.

Obraz transmisniho spektra vzorku nebo jeho emise je poté pies mikroskopovy objektiv
(Olympus PLN 4x, NA = 0.1) (4) ptenesen na plochu DMD (9). Umisténi vzorku miize byt
kontrolovano také umisténou mikroskopovou kamerou (6), diky které lze uréit, ktera Cast
vzorku byla systémem pozorovana. V piipadé TCSPC je mezi Cocky systému zatazen jesté
opticky filtr (5) zabranujici prichodu svétla o vinové délce mensi nez 415 nm, ktery brani
praniku odrazenych paprsku z laseru do snimace, coz by narusilo méfeni dohasinani a mohlo
poskodit fotonasobi¢. Pfed DMD bylo umisténo také sklopné rovinné zrcatko (7), které
umoziovalo svétlo putujici od vzorku odklonit na stinitko (8) umisténé ve stejné vzdalenosti
jako DMD. To umoznovalo spravné umisténi vzorku do ohniska, coz na stinitku (a tedy poté 1
na DMD) vytvofilo ostry obraz.

4.1.3 Tvorba masek

DMD DLP3000 pouzité v mé bakalaiské praci bylo nahrazeno novéjsim ¢ipem DLP7000BFLP
[26] stidici deskou DLP Discovery 4100. [27] Toto DMD ma v porovnani se svym
predchiidcem v sestavé vyrazné vétsi plochu a také lepsi rozliseni. Cip ma rozméry 14x10,5
mm pii rozliSeni 1024x768 pixeld, zatimco ¢ip DLP3000 mél pouze 6,9%3,7 mm pii rozliSeni
684x608 pixelt. Nejvetsi vyhodou nového ¢ipu DMD je ale rozmér samotnych mikrozrcatek —
délka jejich uhlopficky je 13,7 um oproti 10,8 pm predchazejiciho Cipu. Diky tomu se u nového
DMD vyrazné snizil vliv difrakce na jednotlivych zrcatkach, kterd zplisobovala vyrazné ztraty
intenzity v piedchozi sestavé. Mikrozrcatka DLP 7000 se zaroven naklani ve sméru diagonaly
¢ipu, v zavislosti na dodané binarni hodnoté tedy svétlo dopadajici zeptedu na Cip odrazi vzhiiru
doprava nebo dolti doleva. U DLP3000 se zrcatka otacela pouze podle svislé osy a odrazela
teda jen na jednu nebo druhou stranu bez elevace. Aby se tedy u ptivodni sestavy mohl sbér
aplikaci vytvarelo problém v hloubce ostrosti. DLP7000 miize byt natoceny ptimo kolmo vici
sméru ptichazejiciho svétla a odrazené svétlo presto mifi dostate¢né vzhiiru pro blizko umistény
kolimator, ktery svétlo sbira (viz obrazek 47).
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4.1.4 Sbér svétla a detektory

Obrazek 47: Shér svetla z nového DMD

Systém pro sbér svétla z DMD (10) byl prakticky totozny stim vybranym v ptedchozi
bakalaiské praci. Jednalo se o kolimator Thorlabs RCO8SMA-PO01 s parabolickym zrcadlem
napojeny na optické vlakno. Jelikoz na néj dopadajici svazek nebyl kolimovany, byl na
kolimator umistén je$té specialné navrzeny opticky difusor s Kontrolovanou smérovosti
rozptylu, ktery paprsky v tomto svazku lomil do ndhodnych smérti (v omezeném thlu) a svétlo
z DMD tak bylo rovhomérné za cenu ztraty intenzity svedeno do optického vlakna. Jedinym
rozdilem oproti uspofadani v bakalaiské praci bylo zarazeni jedné spojné ¢ocky mezi DMD a
kolimator s difuzorem. Jelikoz je totiz pouzité DMD vyrazné vétsi nez predchozi, je i odrazené
svétlo rozlozeno ve vétsi plose a bylo tedy pomoci spojky zamifeno do mensi plochy
kolimétoru. Na kolimator napojené optické vladkno poté svétlo pii hyperspektralnim snimani
vedlo do spektrometru Ocean Optics Flame-S (obrazek 13) popsaného v podkapitole 1.2. Pti
TCSPC méfeni bylo vlakno piepojeno do fotonasobi¢e (11) ze série PicoQuant PMA
Hybrid.[28] Signal z fotonasobice a laseru koordinuje a mé&i TCSPC modul PicoQuant
PicoHarp 300 [29], ktery porovnava cas piichodu referen¢niho impulzu z laseru a cas
zaznamenani fotonu z excitace.

4.2 Postup méreni

V obou konfiguracich byl vzorek osvétlen piisluSnym zdrojem svétla a prochdzejici/emitované
svétlo dopadalo na DMD. Na n¢j byly programem odesilany jednotlivé bindrni masky
nastavujici polohu mikrozrcatek. Podle zvoleného typu méfeni byl pfipojen vybrany detektor a
zaznamenano bud’ transmisni spektrum nebo kiivka dohasinani. Vystupem samotného méfeni
tak byla pouzita sada masek pro jednopixelovou kameru a k nim pfislusici naméfené informaci.

V ptipadé€ hyperspektralniho sniméni tedy byl vzorek osvétlen zezadu svétlo emitujici diodou,
prochdzejici svétlo bylo zachyceno spektrometrem a vystupni informaci byly nastavené masky
a pro kazdou z nich ziskané spektrum prosl€ého svétla. V ptipad¢ fluorescencniho dohasinani
byl vzorek excitovan pulznim laserem zeptedu a emitované svétlo bylo zachyceno
fotonasobicem napojenym na modul Picoharp. Zde byly vystupni informaci opét nastavené
masky a pro kazdou z nich namétena kiivka dohasinani.
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Tyto informace byly dale zpracovany s pomoci algoritmu TVAL3. V zavislosti na pozadované
urovni detail byl upravovan vahovy faktor u z rovnice (2.3).

Emise vzorku v okamzik excitace laserovym pulzem (t=0ns)

= : . 1

=28,7

p=27° H
Obrazek 48: VIiv upravy vahového faktoru na vyslednou rekonstrukci

Vliv volby vahového faktoru v naSem piipadé je mozné pozorovat na obrazku 48. Pokud je
zvoleno malé u, preferuje algoritmus minimalizaci totalni variace a snazi se omezit néhlé
zmény intenzity. To vyrazné redukuje Sum, ale zaroven vyhlazuje detaily, které se mohou
V obraze redlné nachazet. Pti vysoké hodnoté u naopak algoritmus urcuje hodnoty pixelti hlavné
tak, aby vyhovovaly hodnotdm z méfeni, tim je moZzné ziskat osttej$i obraz, ktery ale byva
vyrazng vice zaSumén. V zavislosti na charakteru vzorku je potfeba vahovy faktor upravovat
pro kazdé méteni. Pokud totiz vzorek ma sloZitou strukturu (napiiklad mal¢ stfepy nebo buiiky),
s malym vahovym faktorem rekonstrukce jejich hrany nevykresli. Naopak pro jednoduchy
vzorek je mozné faktorem p vyrazné vylepsit pomér signalu vici Sumu.

Vzhledem k dlouhému trvani méfeni (pro obraz 64x64 pixell v zavislosti na intenzité nejéastéji
okolo 1-2 hodin, pro velmi nizké intenzity i vice nez 10 hodin) se muze hodnota celkové
intenzity ve spektru nebo dohasindni postupné s Casem posouvat napiiklad vlivem ohievu
detektoru. Jelikoz ale vime, ze diky ndhodnému charakteru masek musi byt primér intenzit
okolo neménné stfedni hodnoty, je mozné tuto tendenci jednoduSe identifikovat a z dat
odstranit. Tato vyhoda komprimovaného snimani umoZziuje pouZziti mén¢ sofistikovaného
chlazeni, které by u jinych typd snimani bylo potieba, aby tendence posunu stfedni hodnoty
nevznikala.

Rekonstrukei bylo mozné provadét na celém tseku dat (spektru, case dohasinani), na vybranych
Castech nebo pouze ve uréité ¢asti. Vyznamnym nastrojem pouzitelnym pii rekonstrukci byly
ruzné typy prumérovani, které umoznovaly ziskat spojitéj$i informaci. Toho se vyuzivalo
hlavné v méteni TCSPC v ptipad€ nizkych intenzit emitovaného svétla. Mimo prostorovych
uprav, predev§im spojovani sousednich pixeld — binningu, se pak provadély upravy v asové
ose. Miizeme vyuzit znalosti, Ze dohasinani by mélo byt exponencidlni a zdroven znacné spojité.
Z tohoto diavodu bylo tedy mozné provadét primerovani klouzavym primérem v Case, kdy
byly zna¢né vyhlazeny hodnoty intenzity v jednom pixelu v ¢ase. V zavislosti na zvoleném
poctu m prvki, pres které budeme primérovat, mizeme ovlivnit miru vyhlazeni za cenu
zkraceni celkového souboru dat. Reknéme, e dohasinani mame popsané jako soubor
diskrétnich intenzit | sprvky li az In odpovidajici casovym kanalim snimace 1 az n
(odpovidajici as zavisi na zvolené §iice kandlu). Vyhlazeny soubor intenzit [ tedy miizeme
dostat nasledujici rovnici:
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(4.1)

I AN
I == l+71n R i=1,..,(n—m+ 1.

Jelikoz komprimované snimani rekonstruuje obraz v kazdém ¢asovém okamziku bez zévislosti
na jinych, vznikly Sum bude jiny v kazdém z nich. Klouzavy prumér v jednom bodé po ¢asové
ose tedy eliminuje tyto skoky intenzity a poskytne lepsi kiivku pro néasledné urCovani Casu
dohasindni. Z rovnice (4.1) je také patrné, ze vyhlazeny soubor dat je krat§i o m-1 prvki.
Nastavenim frekvence laseru ale mizeme vytvofit dostatecné velky prostor mezi pulzy (a tedy
dostatek Casovych kanalll), aby odebrani nckolika prvkii na konci dat nezpiisobilo zadné
komplikace.

Dohasinani jednotlivych bodl obrazu

Bez Casovych uprav S klouzavym pramérem
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Obrazek 49: Krivky dohasinani jednotlivych bodit obrazu kombinovaného vzorku Rhodaminu 6G a scintilacniho krystalu pred
a po casovych upravach

Na obrazku 49 miZzeme vidét vliv takovych Uprav. Horni dva grafy ukazuji dohasinani
jednotlivych pixelil, jak byly ur€eny nezménénou rekonstrukei. Dolni dva grafy ukazuji totéz
po pouziti klouzavého priméru ptes 10 casovych kanali. Je zde patrny vyrazny pokles
zaSumeéni, obzvlast’ poté v linedrnim méftitku, kde byly eliminovany skokové hodnoty Sumu
zvySujici lokaln€ intenzity oproti pfedchozim ¢astm.
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4.3 Pseudopriblizeni obrazu

I kdyz to v samotné teorii komprimovaného snimani neni nijak omezeno, operuje vétSina
jednopixelovych kamer s men$im rozliSenim, nez kterého by bylo mozné pouzitym
generatorem masky dosahnout. I ndmi vytvofeny systém vyuzivd DMD s rozliSenim 1024x768
pixell a vétSina méfeni na ném je provadéna v rozliSeni 64x64 pixelt. Divodu pro to existuje
n¢kolik. Prvnim je samotnd délka méfeni. JelikoZ je méteni ve své podstaté postupné (nastavi
se maska, namé&ii informace a proces se cyklicky opakuje), trvd mnohonasobné déle nez to
vyuzivajici klasické snimani (kazdy cyklus trva piiblizné stejné dlouho jako vytvoieni jednoho
klasického snimku). Pokud zvolime dvakrat vyssi rozliSeni, pfi stejném procentu poctu méteni
je potieba cyklu provést ctytikrat déle. Pro zde pouzit¢é DMD by tedy pii plném rozliSeni bylo
potieba 192krat vice méfeni nez pti zvoleném rozliseni 64x64 pixel.

Druhy problém vychazi z modulace naméfeného signalu. Ta se fidi Poissonovym rozdélenim a
se zvySujicim se poctem pixeld (N_pix) tak klesa smérodatna odchylka signalu:

1 4.2)

,/N_pix'

o =

Se zvysujicim se rozliSenim tedy odstup nameétenych hodnot od té stfedni kles4 a signal se stava
hate rozliSitelnym. To lze ukazat na ptikladu vlivu jednoho pixelu na celkovou intenzitu.
Ptedpokladejme, Ze na DMD dopada obraz tak, Ze na kazdé zrcatko dopadne relativni intenzita
1 nebo 0. Relativni intenzitou 1 bude osvicena ptesné polovina poctu pixelt. Podobné nahodna
maska bude vzdy nastavena tak, aby pfesn¢ polovina poctu zrcatek sméfovala na detektor a
polovina ne. Pokud tedy budeme mit rozliSeni masky 2x2 pixelii, budou dvé ndhodna zrcéatka
osvicend intenzitou 1 a dvé se nahodné nato¢i na detektor. Detektor tedy mulze detekovat
relativni intenzitu 0, 1 nebo 2, z nichz intenzita 1 je nejpravdépodobnéjsi (viz obrazek 50). Ta
vzniké ve Ctyfech ptipadech, zatimco intenzity 0 a 2 pouze v jednom piipadé kazda. Relativni
intenzita 1 je tedy stfedni hodnota a mtize se ménit o 1 nahoru nebo dolu, nejblizsi krok signalu
od ni tedy je o 100 % vice nebo méné.

H:;>|=1 == 1=0 == =1
E.:;>|=1 H@ I=2 == I=1

Obrdazek 50: Priklad hodnot na detektoru pro masku 2 x2. Bilé ctverce maji relativni intenzitu 1, cerné 0, cervené oznacené
Jjsou méreny detektorem.

V piipadé¢ nami pouzivaného rozliSeni 64x64 pixell je stfedni hodnotou relativni intenzity
ctvrtina poctu pixell (1024) a opét se méni o 1 nahoru nebo dolu pfi nejmensi zméne signélu.
Zde uz ovSem jde pouze 0,1 % stfedni relativni intenzity. Signél je tedy vyrazn€¢ méné
modulovan oproti piedchozimu ptikladu. Vzhledem ke statistickému charakteru ndhodného
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procesu se hodnota namétena detektorem pro kazdou masku bude pohybovat v blizkosti sttedni
hodnoty a se stoupajicim rozlisenim bude nejmensi krok zmény intenzity zmensSujici se
procento stfedni intenzity. V idedlnim teoretickém piipadé by nevznikal problém, ale v redlné
aplikaci, modulace signalu za¢ne klesat do urovné¢ Sumu a nebude mozné obraz z méfeni
spravné zrekonstruovat. Pokud by tedy DMD fungovalo na nejvyssi rozliSeni, bude stiedni
relativni intenzita 196608 a zména o 1 jiz ¢ini pouze 0,0005% zménu hodnoty intenzity, kterou
ve vétsing realnych aplikaci nebude mozné rozlisit.

Obrazek 51: Maska vytvarend pouze na casti DMD pro zobrazeni mensi oblasti dopadajiciho obrazu

DMD tedy podle této analyzy zdanlivé nemulZe dosahnout vy$siho rozliSeni, a tedy ani
detailngj$iho obrazu i pii velmi dobrém pienosu optickou soustavou. Pouzity mikroskopovy
objektiv s numerickou aperturou NA=0,1 nam totiz podle vztahu Abbeho kritéria umoziuje
rozli$it dva body v minimalni vzdalenosti

A (4.3)

Rozliseni se tedy zhorSuje se zvySujici se vinovou délkou. Zatimco V ptipadé nejkratSich
viditelnych vinovych délek (400 nm) je d = 4 um, pro nejvyssi viditelné vinové délky (800 nm)
odpovidd d = 8 um. Se Ctyfnasobnym zvétSenim tedy dva rozliSitelné body ve viditelném
spektru budou na DMD 16-32 um od sebe. Zatimco pro kratké vinové délky to odpovida pouze
o trochu vice nez jedné uhlopticce mikrozrcatka, pro 800 nm jde o skoro tfi thlopticky. Opticka
soustava tedy v nasem konkrétnim piipadu ¢aste¢né omezuje zobrazeni pro kratké vinové délky
a znacn¢ pro dlouhé vlnové délky. DMD pouzité ve svém maximalnim rozliSeni tedy mulize
dobie zobrazovat v modré oblasti vinovych délek, ale pro vétsi vlnové délky bude obraz
rozmazany. Toto je platné za piedpokladu, ze by nevznikal problém s modulaci signalu.
Césteéné ale bylo mozné tuto komplikaci obejit vytvofenim takzvaného ,,pseudopiiblizeni®
obrazu. Moznosti je pii stejném rozliSeni zmensit zobrazovanou oblast samotného DMD
(obrazek 51). Celkova intenzita se sice snizi (coz lze vynahradit del§i integraéni dobou
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snimani), ale procentudlni odstup modulovaného signalu od jeho primérné hodnoty (ktery je
dany rozliSenim masky) zlistava stejny jako pfi vyuziti celé plochy. Diky tomu mizeme zobrazit
detaily obrazu v relativné podobném case (odliSnou pouze o delsi integraci na detektoru) za
cenu mens$iho zorného pole. Se snizujici se celkovou intenzitou je samoziejmé Sum zvysujici
se komplikaci, ale jeho vliv se diky stale vysoké modulaci signalu projevuje az vyrazné pozdéji.
U naseho pseudopfiblizeni bylo mozné nastavit faktor ptiblizeni (celé ¢islo), ktery ur¢oval kolik
mikrozrcatek bude tvofit stranu jednoho pixelu obrazu. Pii faktoru ptiblizeni 2 tedy naptiklad
jeden pixel tvorila ¢tyfi zrcatka ve ¢tverci 2x2. Pti faktoru 1 by kazdé zrcatko reprezentovalo
jeden pixel. Takto zmen$enou snimaci oblast bylo poté mozné na DMD umistit kamkoliv a
zvysit tak detaily libovolné ¢asti obrazu.

A =454 nm

A =431 nm A =443 nm

50 pm
—

A =488 nm A =500 nm A =511 nm A =522 nm

A =545 nm A =567 nm A =578 nm A =589 nm

A =600 nm A =612 nm A =633 nm A =644 nm

Obrazek 52: Zobrazeni USAF skupiny 5, elementii 4 az 6 v hyperspektralnim snimani s faktorem priblizeni 2

A =622 nm

Jako nastroj pro uréeni rozliSeni byl pouzit ter¢ USAF 1951, ktery obsahuje opakujici se
struktury se zmensujici se velikosti. Ty jsou oznaceny Cisly skupiny a elementu, podle kterych
je mozné urcit Sitku prouzkl v daném misté. Na obrazku 52 je mozné vidét pouziti faktoru
pfibliZeni 2 pro zobrazeni elementii 4 az 6 ve skupiné¢ 5. Uprostfed umisténé prouzky elementu
5 jsou zietelné viditelné obzvlasté v modré oblasti vinovych délek (jak bylo pifedpovézeno
rovnici (4.3) vyse) a je mozné i Casteéné rozlisit jednotlivé prouzky Sestého elementu. V dobé
psani této prace bylo nejvyssi nalezené dolozené rozliseni na jednopixelové kamete z ¢lanku
IEEE z roku 2017 [30], ve kterém byl rozlisitelny étvrty element ¢tvrté skupiny. Ten odpovida
prouzkiim o §ifce 22,10 um, zatimco Sitka nami rozliSenych prouzkt byla 9,84 um (8,77 um,
pokud bychom za rozliSeny povazovali Sesty element). Pokud tedy zminény ¢lanek ptredstavuje
nejveétsi zdokumentované rozliSeni jednopixelové kamery, bylo pouzitim naseho systému a
pseudopftiblizeni dosazeno vice nez dvakrat lepsiho vysledku.
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A =430 nm A =443 nm A =454 nm A =467 nm A =479 nm

50 pm

A =550 nm A =562 nm A =573 nm A =585 nm

A =608 nm A =619 nm A =631 nm A =642 nm A =654 nm

Obrazek 53: Zobrazeni USAF skupiny 5, elementu 5 v hyperspektralnim snimani s faktorem priblizeni 1

Na obrazku 53 je moZné vidét blizsi pfibliZzeni elementu 5 faktorem pfibliZzeni 1. Zde je jiZ
patrné znacné piiblizeni modulace signalu Sumu a v pfipadé vysSich vlnovych délek (horsi
rozliseni optické soustavy) rekonstrukce prouzky viibec neukéazala. Rekonstrukce zde nejlépe
probéhla ve vinovych délkach okolo 443 nm, kde jsou zietelné rozlisitelné vSechny prouzky
elementu.

Tato méfeni ndm umoznila kalibraci prostorového rozliseni naseho mikroskopu a potvrdila, ze
opticka soustava je limitujici pro nami vytvoieny experiment obzvlasté v ¢ervené oblasti
vlinovych délek. Pro kratké vinové délky ale DMD lze pouzivat v maximu pseudopfiblizeni —
jednotliva mikrozrcatka jsou jednotlivé prvky generované masky.

4.4 Testovani ¢asové slozky

Experimenty s rozliSenim zaroven ukazaly, Ze hyperspektralni Cast sestavy je funkcni a
poskytuje ocekdvanad data. Pfed kombinovanym meétfenim bylo ale zapotiebi otestovat také
analyzu fluorescencniho dohasinani. K tomu byl pouzit vzorek barviva Fluoresceinu
rozpusténého v ethanolu pfi koncentraci 10 M, ktery byl ptedtim testovan na FLIMu UiB.
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relativni intenzita
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Obrazek 54.: Analyza dohasinani fluoresceinu v hyperdimenzionalnim snimaci

Z analyzy dohasinani vyplyva, Ze 1 kdyZ vzorek vykazoval vy$§i miru emise ze stiedu
zkoumané oblasti oproti okrajim, doba dohasindni byla napfi¢ vzorkem naméfena s
uspokojivou homogenitou.

i Dohasinani fluoresceinu v methanolu (10'3 M) v hyperdimenzionalnim snimaci
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Obrdzek 55: Histogram dob dohasinani Fluoresceinu v ethanolu pii molarité 10° M ziskany z hyperdimenziondlniho snimace
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Vysledna doba dohasinani naméfend na hyperdimenziondlnim snimaci Cinila 4,0+0,6 ns.
Stredni hodnota je tedy vy$s$i nez ta naméfena na FLIMu UiB (3,5+0,2 ns), intervaly
spolehlivosti obou méfeni se ale prekryvaji. Vy$si smérodatna odchylka v piipadé naseho
systému je zpiisobena vlivem zasumeéni a také netplnosti ziskané informace, coz tvoii zaklad
metody komprimovaného snimani. Sir§i interval spolehlivosti tedy v tomto ptipadé bylo mozné

o¢ekavat a méteni tedy i tak povazovat za uspesné.

4.5 Hyperdimenzionalni méreni

Vytvoteny hyperdimenzionalni komprimovany snimac bylo nutné otestovat pro oba méfici
principy. Bylo tedy zapotiebi pouziti vzorku, které jsou fluorescenéni pro TCSPC a idealné
s vyraznou barvou, aby i v hyperspektralnim snimani bylo mozné s vinovou délkou pozorovat
urcité zmény.

4.5.1 Scintilaéni krystal

Jednim ze vzorkd, které nebylo mozné na FLIMu UiB méfit, byly scintilacni krystaly. Jejich
dohasinani bylo pro tento systém pfili§ pomalé a kvtli vysoké frekvenci pulzt pouzitého laseru
nebylo mozné kiivku dohasinani zrekonstruovat. Pro prostoroveé pestiejsi obraz byl vytvoren
vzorek ze stfipkd Kkrystalu luminoforu Ce-dopovaného YAGu od spoleénosti Crytur, coz
poskytovalo lepSi obraz pro analyzu nez prosvitit Cisty vytez krystalu, ktery by v celé ploSe
obrazu vytvarel jednotny obraz.

A=431nm

- P

A=443 nm

Y

A =467 nm A=478 nm 1 mm

A=605nm A=616 nm

Obrazek 56: Hyperspektralni zobrazeni stripkii scintilacniho krystalu. Je zde mozné videét absorpci vzorku v modrych vinovych
délkach a rozptyl (nizka zaznamenana intenzita) na hrandch jednotlivych stripkii v celém spektru

A=639 nm A=650 nm

Obrazek 56 ukazuje hyperspektralni analyzu vzorku. V levém dolnim rohu je umistén vétsi
kousek krystalu a napti¢ obrazem je né€kolik dal$ich mensich stfipkti. V horni fad¢ snimki je
vidét, ze material vyrazné€ pohlcuje svétlo modrych vinovych délek a jevi se tak tmavsi oproti
svému okoli — to je patrné zejména pii porovnani S vy$§imi vinovymi délkami (600-650 nm),
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kde je absorpce vzorku minimalni. Tomu odpovida i zluta barva samotného vzorku. Napfii¢
vSemi vinovymi délkami jsou tmavé okraje sttepi (a celé mensi kousky), na kterych se svétlo
znaén€ lame mimo optickou cestu sméetujici na detektor.

Pro presné urceni samotného absorpcniho spektra by bylo nutné provést nejprve kalibracni
méteni samotné svételné diody, poté zmétit spektrum po prichodu vzorkem a obé hodnoty
porovnat v kazdém bod¢ obrazu. Aby takovéa analyza byla co nejspolehlivéjsi, byl by ale
zapotiebi Sirokopasmovy spojity zdroj svétla, ktery by v celém spektru vykazoval vysoké
intenzity vyzafovani.

1 mm

i

t=89 ns t=107 ns t=116ns t=125ns

t=152ns t=161ns t=170ns

Obrazek 57: Fluorescencni dohasinani stripkii scintilacniho krystalu. Nejvetsi intenzitu emise je mozné pozorovat na hrandch
stripkut krystalu.

V ptipadé¢ fluorescenéniho dohasinani (obrazek 57) byla situace prakticky opacna.
Nejvicevyraznym mistem obrazu byla hrana velkého kousku krystalu (leva horni ¢ast obrazu),
o néco méné poté vyzafovaly luminescenci mensi kousky Kkrystalu v pravé ¢asti obrazu.
Vyrazné méné intenzity bylo mozné poté pozorovat ze samotné plochy stiipkl, kvili méné
uc¢innému vyvazovani fotoluminiscence. Podobné jako u prostorové slozitéjsich vzorku
testovanych na FLIMu UiB, 1 zde bylo mozné provést analyzu exponencialniho dohasinani
(obrazek 58).

[*)]
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relativni intenzita

doba dohasinani (ns)

Obrazek 58: Analyza intenzity a doby dohasinani vzorku scintilacniho krystalu

Stejné jako u ptfedchozich vzorkil i zde byl zvolen préh pro urovani doby dohasinani, aby
nedoslo k ovlivnéni nizkymi intenzitami mimo stfipky, pro které by program mohl odhadnout
Spatny vysledek. Z vysledného grafu (obrazek 58 dole) je patrné, Ze vzorek ma dobu dohasinéni
okolo 60 ns, coz potvrzuje, Ze by vzorek FLIMem UiB nebylo mozné méfit.

4.5.2 Kombinovany vzorek

sklo kyvety

rana krystalu

Rhodamin 6G sklo livvetv

+ .
krystal luminoforu krystal luminoforu

Obrazek 59: Schéma kombinovaného vzorku testovaného v hyperdimenzionalnim snimaci

Prvni testovany vzorek potvrdil, Ze systém umi v TCSPC s jednopixelovou kamerou u¢inné
rekonstruovat prostorové rozlozeni emise. Druhym vzorkem tedy byla testovdna hlavné
schopnost rozlisSeni doby dohasinani. Byla vytvofen kombinovany vzorek, jehoz u¢elem bylo
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urCit, jestli systém dokaze dvé velice odlisné doby dohasinani — fluorescencni barvivo
Rhodamin 6G (odlisné od Rhodaminu B — pomalejsi dohasinani, vyrazngjsi barva vhodna pro
hyperspektralni ¢ast méfeni) a scintilacni krystal z predchozi ¢asti. Barvivo bylo umisténo ve
sklenéné kyveté tak, aby na jednu polovinu DMD dopadalo svétlo prochézejici pouze sténou
kyvety a na druhou svétlo prochazejici barvivem (nebo z néj emitované). Pies néj byl pficné
umistén scintilacni krystal, ktery by mél spektrum déle ovlivnit. Schéma rozmisténi téchto
materialii ve vzorku je zndzornéno na obrazku 59.

Obrazek 60: Hyperspektralni zobrazeni kombinovaného vzorku. Rhodamin 6G silné absorbuje ve vinovych délkach 480-560
nm, scintilator mezi 430-480 nm.

V hyperspektralnim zobrazeni (obrazek 60) je patrné, ze scintilator umistény v dolni poloviné
obrazu opét nejvice absorbuje v modrych vinovych délkach (430-480 nm) a jeho hrana
rozptyluje svétlo v celé Sifce zkoumaného spektra. Oproti tomu vlevo umistény Rhodamin 6G
pohlcuje svétlo v zelené oblasti vinovych délek (480-560 nm) a diky tomu se mafialovou barvu
(propousti modré a Cervené svétlo). Sklem v pravém hornim rohu bez porozovatelné absorpce
prochazi vSechny vinové délky zkoumaného spektra a je tedy ve vSech panelech nejjasnéjsi.
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t=107 ns

Obrazek 61: Fluorescencni dohasinani kombinovaného vzorku

Na obrazku 61 je mozné vidét fluorescencni dohasinani stejného vzorku. Oproti obrazku 57 je
zde v kazdém panelu relativni intenzita kvili nepoméru intenzity scintilaéniho krystalu
Vv pozd¢jsich panelech oproti pocatecni intenzité Rhodaminu. Ta je totiz kratce po excitaci
mnohem vyssi nez ta z krystalu. S ubihajicim ¢asem od pulzu je ale patrné, ze sviti jiz prakticky
jen hrana krystalu (podobné¢ jako u piedchozich méfent).

relativni intenzita

10 20 30 40 50 60

doba dohasinani (ns)

10 20 30 40 50 60

doba dohasinani vysokych intezit (ns)
T T ———

Obrazek 62: Analyza dohasindni kombinovaného vzorku
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Jelikoz jsou doby dohasinani velice odlisné, byla intenzitni podminka vyuzita pro jejich
oddélené zobrazeni (obrazek 62). Prostfedni panel tedy ma tento prah nastaveny velice nizko,
¢im se zobrazuji dlouhé doby dohasinani krystalu, hodnotami podobné t€ém z ptedchoziho
méteni. Pokud poté prah zvySime, graficky se zvyrazni doby dohasinani pro vyssi intenzity, a
tedy Rhodamin 6G. Doba dohasinani Rhodaminu 6G se v zavislosti na koncentraci pohybuje
nejéastéji okolo 3 ns.[31] Jeho absorpcni a emisni spektra jsou ale velice blizkda a mnoho
emitovanych fotond uvniti kapaliny je opét absorbovéano a excituje elektrony jiného atomu.
Z tohoto divodu se pii detekei jevi doba dohasindni v zavislosti na koncentraci v hodnotach az
mezi 6-10 ns, ¢emu jiz namétené hodnoty v dolnim panelu odpovidaji. Zajimavosti je, Ze spodni
levy roh obrazu by mél vykazovat dvojexponencialni dohasinani. Pokud je analyzovan jako
jednoexponencialni, mél by vykazovat del§i dobu dohasinani. Intenzitni rozdil mezi vzorky je
ovSem tak velky, ze vliv dohasinani plochy krystalu je zcela zanedbatelny (hrana krystalu sice
zafl vyraznéji, ale lame svétlo z Rhodaminu umisténého za ni). Vzorek se tedy pies své
sestaveni prakticky chova jako dvé jednoexponencialni dohasinani v jednom obraze.

4.5.3 Preparat konvalinky

Poslednim testovanym vzorkem byl preparat konvalinky, ktery byl pfedtim testovany na
FLIMu UiB. U tohoto vzorku je mozné pozorovat bunétnou strukturu, kterd meéla v naSem
piipadé za tikol otestovat pseudopfibliZzeni pii hyperdimenzionalnim snimani.

A=465nm A=476 nm

100 pm

Obrazek 63: Hyperspektralni zobrazeni prepardtu konvalinky upravené podle intenzity zdroje

Na obrazku 63 je mozné vidét hyperspektralni zobrazeni preparatu konvalinky. Jelikoz se jedna
o velmi tenky vzorek s malou absorpci, bylo zobrazeni upraveno tak, aby ukazovalo absolutni
intenzitu v daném useku spektra. Zobrazeni tak v tomto piipadé diky nizké absorpci kopiruje
spektrum zdroje. Je mozné vidét uzky vrchol intenzity v zobrazeni okolo 443 nm a $irsi vrchol
Vv oblasti mezi 530 a 570 nm. Zaroven jsou z rekonstrukce patrné propady intenzit v mistech
bunééné stény. Bunéfna sténa totiz ma vyssi index lomu nez jeji médium [32] a zaroven na ni
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muze dochazet k lomim mimo optickou cestu podobné jako na hrané krystalu luminoforu
v prechozich ptipadech.

relativni intenzita

al %) do dohasini 1 (ns)

a2 (%)
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5 .
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20 40
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Obrazek 64: Analyza dvouexponencidalniho dohasinani preparatu konvalinky

V ptipadé dohasinani preparatu (obrazek 64) byl systém pii snaze pfibliZit na Groveit bunécné
struktury jiz ptfiveden znacn€ do limith signalu odliSitelného od Sumu. Z tohoto divodu bylo
zmen$eno rozliSeni na 32x32 spojenim ¢tvetic pixellt do jednoho pro snizeni vlivu Sumu.
V intenzitnim zobrazeni je bunécnd struktura i piesto stile pouze Casteéné rozliSitelna se
svétlejSimi misty v oblastech bunééné stény a tmavsimi v mistech vlastniho téla bunky.
Zobrazeni je také komplikovano tim, Ze rostlinné vzorky emituji hlavné v delSich vinovych
délkach [33], které jsou hiife rozliSitelné (viz podkapitole 4.3) Doba dohasinani byla na zakladé
testovani stejného vzorku v Bergenu analyzovana jako dvouexponencidlni. Vysledna doba
dohasinani méla prvni komponentu o primérné hodnoté 0,6 ns s vahou 85 % a druhou
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komponentu 2,95 ns s vahou 15 %. Z hlediska vahového zastoupeni jednotlivych komponent
se vysledek ptilis nelisi od toho ziskaného na bergenské soustave, samotné hodnoty komponent
jsou ovsem piiblizné dvakrat vétsi. Divodem pro to miize byt jiz pfili§ vysoké zaSuméni
signalu, které pfi analyze prodluzuje dohasinani a systém tam odhaduje delsi doby dohasinani.
Pro lepsi vysledky méfeni u slozitych bunéénych struktur by tedy bylo zapotfebi omezit
vznikajici Sum, ktery zhorSuje intenzitni zobrazeni i odhad slozek samotného dohasinani.
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5 Srovnani hyperdim. mikroskopu s FLIMem UiB

V ramci diplomové prace byly otestovany dvé riazné sestavy pro FLIM méifeni. Ob¢ z nich mély
velice odlisné uspotadani, zdroje svétla a detekci, coz v obou ptipadech poskytovalo nékolik
vyhod a nevyhod.

Prvnim zdsadnim rozdilem byl pouzity laser a zpisob excitace. Nejveétsi limitaci FLIMu UiB
byla pevné nastavend frekvence pulzii 80 MHz urcend pro métfeni dohasindni organickych
vzorkd, diky které nebylo mozné méfit vzorky s delsi dobou dohasinani nez 10 ns. Oproti tomu
frekvence nami pouzitého laseru byla nastavitelna ve velkém rozsahu hodnot, cozZ umoznilo
meéftit vzorky s vyrazné del$i dobou dohasinani. Situace byla opacnd pro vinové délky
excitujiciho svétla. Tento parametr byl v ptipadé¢ naseho laseru pevné nastaven na 405 nm,
zatimco bergensky laser bylo mozné nastavit mezi 700 a 1020 nm, coz odpovidalo
ve dvoufotonové excitaci vinovym délkdm 350 az 510 nm. Diky tomu bylo mozné efektivnéji
excitovat vzorky, které mély rtizn€ umisténé absorpéni maximum, piipadné sledovat vliv
excitacni vinové délky na dobu dohasinani.

Druhym rozdilem bylo uspofddani samotné sestavy. Zatimco FLIM UiB excitoval vzorky
Z druh¢ strany oproti snimaci, nés systém mél laser umistén na stejné stran¢ jako snimac. To
umoznuje testovani vzorkl, které nejsou transparentni. Dvoufotonova excitace pouzita ve
FLIMu UiB je vyhodou pro méfeni organickych vzorki, které vétSinou v téchto vinovych
délkach neabsorbuji a je tedy mozné excitovat konkrétni misto uvniti vzorku. Zaroven nehrozi
vznik nechténych odrazi, které mohou pfti jednofotonové excitaci vznikat a narusit méteni.

Hlavnim rozdilem obou sestav byla samotna detekce. V ptipadé¢ FLIMu UiB byla pouzita
klasicka detekce s rychlym liniovym skenovanim vzorku pomoci TCSPC, ¢imz byl vytvaien
2D obraz. Diky tomu bylo méfeni vyrazné rychlejsi a bylo mozné v pribéhu sledovat aktualni
stav vzorku. Pokud tedy napiiklad v prib&hu méfeni kapalina s barvivem v misté¢ snimani
vlivem intenzity excitaéniho paprsku vyschla, mohlo byt méfeni pferuseno. V ptipadé
komprimovaného snimace neni Zadné zobrazeni dostupné az do provedeni rekonstrukce po
samotném méteni. Zménu ve vzorku béhem méfeni lze tedy urcit pouze podle nahlé zmény
intenzity. Délka méfeni se vlivem pouZzitych principt zna¢né liSila — zatimco jedno primérné
méfeni FLIMu UiB trvalo primérné okolo dvou minut, méfeni s jednopixelovou kamerou
nejcastéji trvalo jednu az dvé hodiny a obraz poté jeSté musel byt z dat zrekonstruovan, coz
Vv zavislosti na vypocetnim vykonu, nastavenych a poctu rekonstrukci (jak jemné mé byt
reprezentovano spektrum/¢asova osa) mohlo trvat od né¢kolika vtetin az do ptl hodiny.

Komprimovany snima¢ diky svému principu vyuzival TCSPC snimac bez nutnosti skenovaci
aparatury, kterd vyZzaduje velmi pfesnou ¢asovou synchronizaci, a ndklady na vytvofeni takové
sestavy tedy budou vyrazné nizsi nez v piipad€ klasického FLIMu. Nabizi také diky dobie
zvolenému zdroji svétla moznost méteni Sir§iho vybéru vzorkd. Zaroveil s malymi upravami
mohl byt upraven na hyperspektralni snima¢ (snimajici stejny vzorek a jeho stejné misto), cehoz
na specializované FLIM sestavé nebylo moZzné dosahnout. Ta oproti tomu poskytuje lepsi
vysledky pifimo pii zobrazovani fluorescencniho dohasinani diky vys$si rychlosti méfeni,
rozliSeni a specializovanému softwaru schopnému rychlé analyzy dohasinani s ur¢enim kvality
odhadu a snadnym nastavenim poc¢tu komponent. Dokaze také vytvofit obraz i na bunécné
urovni, cemuz u nasi sestavy brani vysoka troven Sumu.
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6 Zaver

V ramci této diplomové prace byl vytvofen hyperdimenzionalni snima¢ pro sniméni
hyperspektralniho obrazu a fluorescenéniho dohasinani vzorku za pomoci jednopixelové
kamery. Oba tyto typy snimani za normalnich okolnosti vyzaduji slozité specializované sestavy,
jejichz cena muze byt pro pofizujici instituce velkou komplikaci. Nami vytvofeny systém
poskytuje diky komprimovanému snimani vyrazné jednodussi alternativu, ve které lze
jednoduSe ménit mezi obéma typy snimani.

Ackoliv napiiklad FLIM UiB ve své specifické aplikaci poskytoval lepsi vysledky, bylo jej diky
jeho vlastnostem mozné vyuzit pouze k méfeni velice uzké skupiny vzorkl, pro které
uzpusoben. Na hyperspektralni snimani by v jeho pifipadé byla potiebna zcela jina sestava,
zatimco v nasem experimentu bylo mozné provadét obé méfeni na stejném misté vzorku, coz
by pfi pfesunu mezi riiznymi setupy vyzadovalo velice piesné umisténi do stejné polohy.

Pti tvorb¢€ sestavy byl zaroven vytvofen systém pro praktické ptiblizeni obrazu bez nutnosti
upravovat optickou cast sestavy. Pfi generovani masky pouze ve vybrané ¢asti DMD bylo
mozné udrZet dostate¢nou modulaci signélu, a tedy i z vyrazn¢ mensi plochy (a intenzity svétla)
zrekonstruovat pozadovany obraz. Diky tomu bylo dosaZeno nejvétsiho zdokumentovaného
rozliSeni jednopixelové kamery s vice nez dvakrat lepSim rozliSenim oproti nalezené nejlepsi
sestave.

Tvorba a testovani sestavy zaroven ukazaly n¢kolik Uprav, které by bylo mozné dale provést
pro vylepSeni v oblasti ziskdvani dat a obsluhy systému. V oblasti hyperspektralniho snimani
by byl pro spolehlivé urceni absorpéniho spektra zapotiebi uniformni zdroj poskytujici spojitou
intenzitu svétla napfi¢ sledovanym spektrem. K tomu se nejcastéji vyuzivaji integracni koule
s velkym mnozstvim svétlo emitujicich diod o riznych ¢arovych spektrech, ktera poté imituje
na vystupu uniformni zdroj svétla. Z emise vzorku by také bylo mozné urcit jeho emisni
spektrum a jednou sestavou tedy ziskat ob€ spektra a pfedstavu o energetickych hladinach.
Pouzity laser ale vyzaduje opticky filtr mezi vzorkem a DMD, ktery by zamezil zobrazeni
krat§ich vinovych délek v emisnim spektru. Pro tento ucel by vhodnéjsi byla prave
dvoufotonova emise bergenského laseru, pii které neni zapotiebi pouziti optickych filtrh. Pti
sledovani Cisté emisniho spektra by navic nebyl problém s pfili§ vysokou frekvenci pulzd,
jelikoz v danou chvili dohasinani neni pozorovano. Pfi pouZiti tfetiho zdroje by tedy sestava
dokazala zobrazit pro jeden vzorek hyperspektralni zobrazeni absorpce, emise a fluorescencni
dohasinéani vzorku pro 2D plochu.

Druhym dileZitym vylepSenim by byl navrh uZivatelského rozhrani a automatizace procesu pro
jednodussi meéfeni a automatické prepinani mezi typy méfeni. Pii fizeni vytvotfené
experimentalni sestavy bylo zapotiebi sloZité nastaveni mnoha parametri napfic né€kolika kody.
Program zaroven s nékterymi soucdstmi musel komunikovat pomoci externich programi a
nekteré (zdroje svétla) nemohl ovladat vitbec. V ptipadé SirSiho pouziti takové sestavy by tedy
bylo dulezit¢ vytvofit jednoduché rozhrani pro ovlddani obou systémi s moZznosti
jednoduchého prepinani mezi nimi, zaroven by zde mohla byt moznost propojeni
s jednoduchou rekonstrukci (naptiklad pouze pro nejintenzivnéjsi vinovou délku nebo pocatek
dohasinani), kterd by jiz v pribéhu méteni zkousela vytvaret prvotni odhad podoby obrazu a
umoznila tak sledovani pribehu meteni ve skoro redlném case. Mnohé z téchto prvkli by ovsem

76



vyzadovaly slozité programovani, a hlavné sjednoceni komunikace pocitace se vSemi prvky
sestavy.

Celkov¢ by vsak i ptes nekteré komplikace mohla vytvotena sestava poskytnout jednoduchou
alternativu pro vysoce specializované sestavy, diky které je mozné na jednom misté provést
komplexni analyzu ziskaného vzorku. Pokud se poté navic podafi rozsifit aplikaci do vétSich
vlnovych délek (naptiklad blizkd infracervena oblast), mize takovy systém byt pfelomovy pro
vyzkum materiald.
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