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Anotace

Tato magisterska prace je zaméfena na optimalizaci obrazu nizkonapétového transmisniho
elektronového mikroskopu (LVTEM), popis konstrukce mikroskopu a srovnani odlisSnosti

nizkonapétového a klasického transmisniho mikroskopu s diirazem na zaznam a zpracovani obrazu.

Abstract

This master thesis is focused on the optimization of low voltage electron microscope LVTEM, the
description of construction and the comparison of LVTEM and conventional electron microscope,

with concentration on the image acquiring and adjusting.
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UvoD

Laboratoi elektronové mikroskopie jako soucast Parazitologického ustavu
Biologického centra Akademie véd Ceské republiky, v. v. i. dlouhodobé spolupracuje
na projektu nizkonapétového elektronového mikroskopu (LVTEM). Tento mikroskop
vyvinula firma Delong Instruments, a.s. pod vedenim prof. Armina Delonga. V ramci
spoluprace na uplatnéni mikroskopu v biologii ma laboratof jeden mikroskop LVEM 5

zapujcen.

Hlavnim ukolem této diplomové prace je, v teoretické ¢asti, seznameni se s vyse
zminénym mikroskopem, jeho principy a odliSnostmi od klasického transmisniho
elektronového mikroskopu (TEM), dale pak srovnéani odliSnosti digitdlniho zdznamu
obrazu. V praktické C€asti na zéklad¢ experimentdlni praxe navrhnout a realizovat
optimalizaci snimani a zpracovani digitalnich snimkti z nizkonapétového mikroskopu.
Vystupem této prace bude navrh postupi pro snimani a tUpravu obrazu

z nizkonapét'ového elektronového mikroskopu.




TEORETICKA CAST

Historie

Jiz od pocatku lidské civilizace se Clovek snazil spatiit co mozna nejmensi
pfedméty, stejné¢ jako vidét co nejddle, az za hranice béZzného poznaného svéta.
Na prahu téchto pozorovani stal objev ¢ocky, ktery je datovan do obdobi Sumerské fise
(3000 pt. n. 1. - 2000 pf. n. 1) [1]. V druhé poloviné sedmnactého stoleti (1676) [1]

sestavil holandsky obchodnik Anton van Leeuwenhoek prvni opticky mikroskop.

Pii snaze o dosazeni vysSiho rozliSeni bylo zjiSténo, Ze rozliSovaci schopnost
mikroskopu neni limitovana pouze kvalitou Cocek, ale pfedev§sim vlnovou délkou
svétla, které pouzivame pro osvétleni pozorovaného predmétu. Pouziti zafeni s kratsi
vlnovou délkou (modré svétlo) melo za nasledek jen malé zlepSeni rozliSeni. Dalsi
mirné zlepSeni pfineslo naneseni oleje se sklu podobnym indexem lomu mezi objektiv
a pozorovany preparat. Tato vylepSeni dostala svételny mikroskop té€sné pod rozliSeni

100 nm [2].

Vroce 1920 vyzkum ukazal, ze
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Kde F je sila, q je elektricky naboj,
vje rychlost ndboje, E je intenzita
elektrického pole, B je magneticka
indukce. V elektrickém poli je vyhodou
jednoduchost  urychlovani  elektronti.
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pole se zméni i vinova délka elektronti. P

Dr. Ruska tyto jevy spojil a vroce 1931
Obrazek 1: Nakres mikroskopu dle Rusky [19]

postavil prvni elektronovy mikroskop.

Za svij objev dostal v roce 1986 Nobelovu cenu. Mikroskop mél dvé elektromagnetické




¢ocky, nasledné¢ byla pfidana tfeti, s niz bylo dosazeno rozliseni 100 nm, coz v tehdejsi
dobé bylo dvakrat vice nez u optického mikroskopu [2]. Dnesni transmisni elektronové

mikroskopy maji rozliSeni kolem 0,1 nm.

Za témet 80 let vyvoje zaznamenala elektronova mikroskopie obrovsky rozvoj
abyla néstrojem velkého mnozstvi objevii v mnoha védnich odvétvich, naptiklad
v biologii, medicin€, materidlovém inZenyrstvi. V biologickych védach se uzivaji
kryometody, kdy cely proces pfipravy a pozorovani vzorku probihd za nizkych
teplot (v kapalném dusiku 77 K). Novinkou poslednich let se stala kryoelektronova

tomografie s elektronovou filtraci.




Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)
Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) je =zafizeni, jehoZz zobrazovacim
médiem jsou elektrony, které prochédzeji pozorovanym preparatem. V ceském jazyce se

také pouziva termin ,,prozarovaci elektronovy mikroskop*.

Vznik obrazu lze zjednodusen¢ popsat takto: Elektrony jsou urychleny ze zdroje,
prochazi jednou nebo dvéma elektromagnetickymi c¢ockami  kondenzoru
a kondenzorovou clonou. Poté dopadnou na preparat, kde dojde k jejich interakci
s atomy preparatu a Cast elektronli je rozptylena. Maximalni tloustka pozorovaného

preparatu je v zavislosti na urychlovacim napéti v fadu desitek nanometri. Nasleduje

objektiv a objektivova clona, projektiv
a fluorescen¢ni stinitko. Je nutné, aby
stiedni volna draha elektroni byla vétsi, nez
je délka tubusu. To je zajiSténo vakuovym

systtmem, ktery mikroskop kontinudlné

cerpa.

Zakladni casti elektronového
mikroskopu jsou: osvétlovaci a zobrazovaci
soustava (slozend z elektronové trysky,
elektronové optiky, zobrazovaciho

a zaznamového média), dale vakuovy

systém, fidici elektronika a v neposledni

v 1w , , , V- Obrazek 2: Transmisni elektronovy mikroskop
fad€ ovladaci rozhrani pro uzivatele. JEOL 1010

Elektronovad tryska

Je slozena ze tii Casti, a sice katody jako zdroje elektronli, Wehneltova valce
(uvniti kterého se nachdzi katoda a mechanizmus jejiho mechanického nastaveni,
tésné pred anodu — viz obrdzek 4) a anody. Zdroje elektronli jsou v principu dva —
termoemisni a autoemisni. Do termoemisnich zdroji spada zhavené wolframové vlakno,
katoda typu LaBs a Schottkyho katoda ZrO. Autoemisni tryska je pak wolframova

katoda leptana do atomarniho hrotu.




Tabulka 1: Parametry elektronovych zdrojti [3]

Vlastnosti katod | Zhavend wolframova | Zhavend LaB¢ | autoemisni tryska
pramér hrotu 200 pm 20 um 0,1 pm

provozni teplota | 2 859 K 1 850 K pokojova

proud svazku | 5x 1072 A §x10"A 10" A

pramér svazku | 9 mm 5 mm 1-2 nm

vakuum 107 Pa 10" Pa 10° Pa

Zivotnost 35h 250 h stovky hodin

Obrazek 3: Hrot wolframové, LaBg a autoemisni katody [3]

Katoda je vloZzena do tzv. Wehneltova vélce, ktery ma zéporné predpéti.
Elektrony, které se uvolni z katody, jsou pfitahovany k anod€. Pfi tom musi piekonat
zaporn¢ piedpéti Wehneltova valce. Timto zpisobem je realizovana prvni

elektrostaticka ¢ocka.




Obrazek 4: Schéma elektronové trysky [3]

Rychlost elektronti urychlenych mezi anodou a katodou je dana urychlovacim
napétim. Elektrony urychlené napétim 80 kV dosahuji rychlosti 150 000 km/s,
pro 300 kV je to 230 000 km/s, tj. pfiblizné tii Ctvrtiny rychlosti svétla.

Elektronovd optika

Fokusaci elektronti béhem jejich drdhy zajistuji Cocky. Je mozno pouzit tii
principti  zaostieni elektronového svazku. Jednd se o fokusovani pomoci
elektromagnetického pole, elektrostatick¢ého pole a magnetického pole. Necastéji se
pouzivaji CoCky elektrostatické nebo elektromagnetické. Elektromagneticka cocka je
realizovana né€kolika poélovymi néstavci s vinutimi civek uspofadanymi v axialni
symetrii. Velikosti proudu prochazejiciho civkou je mozno plynule ménit optickou
mohutnost. Elektrostaticka cocka je tvofena polem mezi dvéma elektrodami o rtizném

potencialu. Dal$i mozZnosti je pouziti permanentnich magneta.
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Obrazek 5: Elektrostaticka cocka [23]
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Obrazek 6: Elektromagneticka ¢ocka [23]
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Vyznamnou roli ve vysledném rozliSeni mikroskopu hraji  vady
elektromagnetickych cocek, predevsim sférickd vada, chromatickd vada a osovy

astigmatizmus.

Sférickd vada Cocek je dana rtznou vzdalenosti drah elektroni od paraxidlni
drahy. Elektrony pohybujici se v okrajové casti Cocky urazi vétsi vzdalenost a budou

zaostieny do bliz§iho ohniska nez ty, které prochézeji sttedem cocky.

Ohrazova rovina
vkrajovech paprski

’T

[ ———
F—————""——.—,

rorr gl ARy .
Prraxizind ;
| e——

Olwazova ovina
paraxidlnich papeski
Obrazek 7: Sféricka vada [23]
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Chromaticka vada ¢oc¢ek vznika z nékolika pficin: kolisani urychlovaciho napéti,

rozdilna rychlost elektroni opoustéjicich povrch katody, hustota elektront v kiizisti

a coulombicka interakce mezi jednotlivymi elektrony.

Obmiskod rovina
pomalejsich elekiront
L]

1
| Pabmér disku ,
\\ s nefmensim rozpiylem,
\ I j

Ohniskerd roving
r¥ehlejiich elektionii

Obrazek 8: Chromaticka vada [23]

Osovy astigmatizmus je zptisoben asymetrii pole ¢oCky. Tato asymetrie je dana

nehomogenitami materidlu a nepiesném zpracovani ¢ocky. Cocka pak ma rtizné ohnisko
pro dvé na sebe kolmé roviny. Tuto vadu jde jednoduSe korigovat pomoci pomocnych

civek, které svym polem piisobi proti vyvolanym asymetriim.

Polomér disku
s nejmensin rozpiylem

Obrazek 9: Osovy astigmatizmus [23]

Vznik obrazu
Vlastnim zdrojem pozorovaného obrazu jsou interakce elektronli s preparatem.
Tyto interakce miizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin, a to elasticky a neelasticky

rozptyl.

Elasticky neboli pruzny rozptyl: dochazi pifi ném jen k velmi malym ztratam

energie a zméné sméru elektroni. Mohou nastat dvé varianty: interakce elektronli
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s elektronovym obalem atomu, pfi které dochazi jen k malym thlovym zménam nebo
interakce elektront s jadrem atomu, pii které dochazi k velkému thlovému rozptylu.
U nizkonapétového elektronového mikroskopu jsou elektrony podstatné vice
rozptylovany jadry atomu a poté odstranény z obrazu clonou v objektivu, coz vyrazné

zvysuje kontrast ve srovnani s kontrastem obrazu vysokonapétového TEM [4].

U elastického rozptylu hovofime o dvou druzich kontrastu — amplitudovém
a fazovém. Amplitudovy kontrast vznikd rozptylem elektroni a odfiltrovanim
rozptylenych elektronti objektivovou clonou. Fazovy kontrast je zpusoben interferenci

elektronil v objektu.

Kontrast obrazu definujeme jako rozdil mezi tmavymi a svétlymi misty. Zvyseni
kontrastu Cili zvétSeni rozdilu mezi Sedymi pixely vede az ke zvétSeni Cisté bilych
a Cist¢ ¢ernych ploch (modré pruhy v horni Casti), jinymi slovy ke ztraté dynamického

rozsahu.

O o]

Obrazek 10: Zvyseni kontrastu, vpravo vyjadieno totéz pomoci kfivek [19]

Neelasticky nebo nepruzny rozptyl: dochéazi ke sraZkdm primarnich elektront
s elektrony atomutl preparatu. Tyto srazky mohou vyvolat nasledujici neelastické jevy:

rentgenové zatreni, sekundarni elektrony, Augerovy elektrony, plazmony a fonony.

Vakuovy systém

Tubus mikroskopu, ve kterém se elektrony pohybuji, musi byt evakuovany.
Snahou je zabranit ndhodnym srazkam urychlenych elektronti s jinymi Casticemi, které
by vedly ke zménam jejich energie a sméru pohybu; tzn. zajistit, aby stiedni volna drdha
elektronii byla vétsi, nez je délka tubusu. Vytvofeni vakua zajistuje soustava vyvév:
rotaéni vyvéva pro dosazeni tlaku okolo 10™' Pa, na kterou navazuje difazni vyvéva
pro snizeni tlaku na 107 Pa. V nékterych piipadech je difuzni vyvéva nahrazena
vyvévou turbomolekularni. Pro dosaZeni velmi vysokého vakua v fadu 10® Pa se

pouzivaji iontové vyvévy.
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Cely tento vakuovy systém je ovladan fidici elektronikou mikroskopu tak, aby

byla zajiSténa optimalni funkce mikroskopu nebo nedoslo k jeho poSkozeni.

Zobrazovaci a zaznamovd Cdst

Ke zviditelnéni obrazu dochazi po
www.soft-Imaging.de

dopadu elektronti na fotoluminiscenéni

stinitko. Stinitko je pokryto nejcastéji

)35 mm part

il

sulfidem zine¢natym ZnS (nekdy je
také pouzito stinitka YAG — yttrium-
hlinity granat nebo GOS — oxid-sulfid
gadolinia), ktery je schopen v zavislosti
na energii a mnozstvi dopadajicich
elektronti emitovat fotony. VInova
délka fotond je pfiblizn€ 550 nm.
RozliSeni stinitka je dano velikosti zrn

ZnS, které se pohybuje okolo 50 nm.

Pro pozorovani detaili na stinitku je

Obrazek 11: Umisténi CCD kamery [18]

mikroskop vybaven malym optickym
mikroskopem. Pfi uziti tohoto optického mikroskopu se pouzije malého vyklopného

stinitka, kde se velikost zrn pohybuje okolo 10 nm.

Pro trvaly zaznam obrazu mame nékolik moznosti s riznymi vlastnostmi. Star§im
zpusobem je klasickd fotografickd cesta, kde pod stinitkem je umisténa komora
s velkoformatovymi planfilmy 90 x 60 mm, upravenymi pro elektronovou mikroskopii.
Tyto planfilmy jsou uzplsobeny pro expozici proudem elektronli a jsou stabilni ve

vakuu mikroskopu.

vewr

e Nejdilezitéjsi vyhodou téchto planfilmi, pii spravném vyvolani, je jejich
rozliSeni. U spravné exponovanych a vyvolanych planfilmi je moZno
doséhnout rozliSeni okolo 20 000 x 20 000 bodu (bod je dan velikosti zrna
stiibra) na planfilm. Toto rozliSeni u elektronového mikroskopu nebylo
dodnes jinou cestou prekonano.

e Velkou nevyhodou je zdlouhava a naro¢na mokra cesta vyvolavani, kdy si

nemizeme byt stoprocentné jisti vysledkem. Déle je to pomérné maly
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pocet odstint Sedi. Ten je velmi zavisly na vyvolani a pouzitém materialu

a v optimalnim ptipadé se pohybuje okolo 250 odstinti.

Druhou cestou je digitdlni zdznam, snimani pomoci CCD digitalni kamery. Tato
metoda byla poprvé pouzita v elektronovém mikroskopu vroce 1986 Mochelem
a Mochelem [5]. V poslednich deseti letech zaznamenal vyvoj CCD snimaci velky
pokrok a postupné vytlacuje klasickou fotografii. Je tomu tak i v elektronové
mikroskopii. Pro pouziti CCD kamery v elektronovém mikroskopu je zapotiebi
pro detekci na CCD cipu ziskat z elektronového obrazu obraz tvofeny fotony. Konverze
se provadi pomoci scintildtoru. Tim muze byt YAG monokrystal nebo GOS fosfor.
Ze scintilatoru je obraz veden na CCD snima¢ pomoci vlaknové optiky (svétlovodu).
Pro snizeni Sumu miize byt kamera chlazena Peltierovym clankem. Kamera
v elektronovém mikroskopu miize byt umisténa do dvou pozic, a to nad nebo

pod stinitko.
Dnes vyrabéné CCD kamery pro elektronovy mikroskop se vyznacuji:

e vysokym bodovym rozliSenim (4 080 x 4 080 — Gatan)
e velmi vysokou rychlosti snimédni — az 30 snimkt za sekundu (TV mod)

e vysokym dynamickym rozsahem — az 14 bit (téz bitova hloubka)

Dalsi zvySeni rozliSeni je mozno docilit ,,seSivanim* obrazu. Nasnimame nékolik
obrazu tak, aby se prekryvaly, a pomoci softwarového vybaveni je spojime dohromady.
Timto zplsobem lze dosdhnout velmi vysokého rozliSeni. Nevyhodou je narocné

skladéani jednotlivych obrazi k sobé.

V digitalni fotografii se casto setkdvame s nckolika terminy, které se budou

v praci opakovat. Jsou to rozliSeni, DPI respektive PPI a bitova hloubka.

e RozliSeni pro zdigitalizovany obraz nam udava, z kolika bodua (pixeld) se
obraz sklada. Mizeme se setkat se dvéma zapisy, a to celkovy pocet bodu
11 Mpx a nebo v poméru stran 4 032 x 2 688 bodl, kde nam ciselné
hodnoty udavaji pocet bodii horizontalné a vertikalné.

e DPI a PPI je zkratka zdot per inch nebo pixel per inch, to znamena
rozliSeni vztazené na velikost palce (25,4 mm). Fotografie o velikosti
100 x 100 mm a rozliSenim 100 DPI ma pfiblizné 160 kpx nebo
400 x 400 bodd.
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Bitova hloubka udéva, na kolik trovni (jak jemnég) je systém schopen

digitalizovat analogovy signal, tzn. kolik stupnii jasu je mozné rozlisit. Pro

8 bitli to odpovida 256-ti trovnim jasu, pro 12 bitti 4 096-ti trovnim jasu.
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Nizkonapétovy elektronovy mikroskop (LVTEM)

V biologickych oborech se nejcastéji pouziva elektronovy mikroskop s elektrony
urychlenymi na energii 80 keV az 100 keV. Vzhledem k pfevaze lehkych atomi,
ze kterych se biologicky material sklada (vodik, uhlik, dusik, kyslik, fosfor), maji
biologické vzorky velmi nizky kontrast. Pro jeho zvySeni je nutno pouzit kontrastovaci
¢inidla, ptedevsim slouceniny tézkych kovl jako uranyl acetat, oxid osmicely, citrat
olova, kterd se selektivné ukladaji na urcitd mista pozorovanych struktur. Tento postup
vSak mtze vnaset do pozorovaného vzorku artefakty a neptesnosti. Pro fadu aplikaci
prinasi uziti kontrastovacich ¢inidel dobré vysledky, avSak pii stale vyssich narocich

na rozliSeni a pozorovani vzorku v pfirozeném nezménéném stavu jiZ nestaci.

nm
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N
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Obrazek 12: Zavislost rozliseni na urychlovacim napéti
za predpokladu konstantni sférické vady 1 mm
a zavislost kontrastu na urychlovacim napéti pro
20 nm tlustou uhlikovou membranu [12]

Zvyseni kontrastu biologickych vzorkii miize byt dosazeno snizenim energie
elektronii. Tim zvySime interakci mezi elektrony a zkoumanym vzorkem [6]. Tato
myslenka je stard téméi padesat let [7], pokusy o sestaveni mikroskopu vsak ztroskotaly
na technickych prekazkach, a to zejména nedostatecném vakuu, kdy optika byla
znehodnocena nabijenim ¢asti mikroskopu. DalSimi problémy byl zdroj elektrona
a detekce, kdy elektronové zdroje mély nizky jas a tim paddem byl obraz obtizné
detekovatelny. Po Ctyficeti letech intenzivniho vyvoje v oboru vakuové techniky, optiky
a elektroniky se profesor Delong k mysSlence LVTEM vratil a pokusil se tyto problémy

piekonat.

Realizace tohoto mikroskopu byla UspéSna, podafilo se sestavit uzivatelsky

a cenové dostupny nizkonapétovy elektronovy mikroskop ve stolnim provedeni [8].
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Hlavni roli v sestaveni tohoto mikroskopu hralo jednak pouziti suchého vakua
zajiSténého iontovymi vyvévami a turbomolekuldrni vyvévou spojenou s membranovou
vyveévou [4]. ZmenSeni optiky umoznuje pouziti cocek s permanentnimi magnety, které
nevyzaduji proudové zdroje a chlazeni [6]. DalSimi technickymi novinkami bylo
luminiscen¢ni = stinitko z vysoce ucinného monokrystalického YAG materialu
a Schottkyho katoda (zdroj elektronli tvofenym hrotem z wolframového monokrystalu
orientace (100), udrzovanym na teploté¢ kolem 1 800 K a pokrytym tenkou vrstvou

oxidu zirkoni¢itého ZrO, [9].

Konstrukce mikroskopu

Mikroskop je rozdélen na dvé zakladni casti, elektronové opticky systém
a svételny systém. Elektronova ¢ast zvétsi obraz vzorku nékolikandsobné a vysledného
zvétSeni dosahneme na optickém systému, ktery obraz zvétSi nékoliksetkrat. Timto
unikdtnim uspofdddnim byl vyfeSen nedostatek jasu na kone¢ném katodo-

luminiscen¢nim stinitku [4].

Elektronovy systém

Elektronova optika LVTEM je zalozena na vytvofeni novych elektronovych
¢ocek z permanentnich magnetd [8], [10]. Uspotfadani cocek s permanentnimi magnety
se vyrazné lisi od cocek sbuzenym vinutim. Elektronové cocky z permanentnich
magnetll nemohou byt realizovany jako jednoduché ¢ocky bez neziddouciho rozptylu
magnetického pole [11]. Resenim tohoto problému je zabudovani magnetického obvodu

s dvéma mezerami, jak je znazornéno na obrazku 13.

U=HkV Objekllv Kondenzor Kondenzor

{objektivu) (ganu)
T (mm) 141 30 163
Cs (mm) 0.8 1.65 1.18

Ce (mm 1.0 1.68 1.26
dopt (nm) 0.6 = =
(Clopt (rad)| 2.4x10°2 — - /
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Obrazek 13: Rez a parametry elektronové optiky dvojité ¢ocky
z permanentnich magnetd. €ast 1 je integrovana do prostoru
katody a protilehla ¢ast 2 do objektivové cocky [12]
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Pti pouziti modernich permanentnich magnett na bazi slitiny kobaltu a samaria se

podafilo realizovat systém dvou cocek svelmi nizkym koeficientem sférické

a chromatické vady. Diky malym rozmérim neni systém citlivy na rozptylené

magnetické pole a vibrace. Vlastni konstrukce cocek a elektronového déla

se Schottkyho katodou je umisténa v komote s ultravysokym vakuem.

Paprskovy diagram elektronové optiky na
obrazku 14 zobrazuje ve spodni ¢asti jako zdroj
elektronit  Schottkyho  katodu, kterd  Usti
do elektromagnetického pole prvni kondenzorové
¢o¢ky  zpermanentniho  magnetu. Prvni
kondenzorova  ¢oCka  fokusuje  rozbihavy
elektronovy svazek do objektové roviny druhé
kondenzorové cocky, kterd tvofi druhou cast
systtmu dvou Cocek z permanentnich magneta.
Ob¢ elektronové Cocky jsou vybaveny dvéma
elektrostatickymi  oktupoly  pouzitymi  jako

stigmator a deflekce. Elektronovy obraz je zvétSen

YAG stinitko

soustava
projekénich Cocek
intermedidlni ¢ocka

z stigmator a deflekce
( objektivova Cocka

i

objekt

stigmator a deflekce
condenzorova ¢ocka
zdroj elektronu

LA AA A

Obrazek 14: Paprskovy diagram
elektronové optiky [12]

objektivem a dale projekénim systémem skladajicim se ze tii elektrostatickych ¢ocek.

K tvorbé viditelného obrazu dochézi na fluorescencnim stinitku vyrabéného z YAG,

kde po dopadu elektronti dochazi k tvorbé fotontl. Rez elektronové &asti mikroskopu je

znazornén na obrazku 15. Elektronovy systém zvétSuje obraz na stinitku 50 az 250x.
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Obrazek 15: Pricny fez elektronovou casti mikroskopu. 1 — elektronovy zdroj,
2 - objektiv, 3 — projek¢ni systém, 4 — YAG monokrystal, 5 — manipulator
a ventil, 6 — objektivova clona [12]

Onpticky systém

Zakladem optického systému je fluorescencni stinitko a trinokularni opticky

mikroskop.

YAG fluorescen¢ni stinitko je
jedna z nejdulezitéjsich soucasti
mikroskopu.  Zakladnimi  parametry
stinitka  jsou  ucinnost  konverze,

rozliSeni, kontrast a ucinnost pfenosu

svétla do objektivové Eocky. Uinnost

YAG stinitka je okolo 5%, coz je

pétkrét horsi nez u stinitka Obrazek 16: Simulace Monte Carlo 1000 prichodi
elektronu monokrystalickym YAG stinitkem pro 5 keV

z polykrystalického  ZnS. RozliSeni, | a20kev[12]

které vyrazné zavisi na energii elektrond, je fddove 0,2 um pii energii 5 keV a desetkrat
horsi pii 20 keV (obrazek 16), coz je zplisobeno rozptylem elektronti na stinitku YAG.
Svételny paprsek emitovany zobrazového bodu se ldme na povrchu stinitka
do vzduchu. Relativné¢ velky index lomu YAG stinitka (1,85) zmenSuje svételny
tok vstupujici do objektivu na ttetinu [12]. Tloustka stinitka 0,2 mm umoziuje pouzit

objektiv s obvyklou kompenzaci vlivu kryciho skla. Primér zorného pole je stejny nebo
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mensi nez tloustka stinitka. Porovndme-li svétlo vstupujici do oka se svétlem
vstupujicim do oka prostfednictvim svételného mikroskopu, je pomér obou svételnych

paprskll dan vztahem

() g

O
kde Np je numericka apertura objektivu a N je numerickd apertura oka.
Pro Ne = 0,01 a Ng = 0,7 (zvétSeni 20%) je pomér % = 4900, to znamen4, 7e jas obrazu
e

pozorovan¢ho pouhym okem je stejny jako jas obrazu ve svételném mikroskopu
pii zvétseni 70%. Porovnanim svételného toku optického systému se systémem
elektronovym bylo zjisténo, Ze hustotu proudu pro opticky systém lze snizit 300%
pii dosazeni stejného jasu. Tato skuteCnost je velmi dulezitd pro pozorovani
biologickych preparati citlivych na tepelné poskozeni. Pouziti standardniho svételného
mikroskopu jako projekéniho systému LVTEM ma i dalsi vyhody: primér zorného pole
se Sirokothlymi okulary se zvétSenim 10x je 280 mm, coz je 3% vice nez u standardnich

TEM. Dalsi vyhodou je velmi nizké zkresleni obrazu [12].

Optické komponenty (objektivy a okulary) jsou snadno dostupné, a proto je cena
celého systétmu mnohem niz8i nez cena projekéniho systému bézného TEM. Firma
Delong Instruments a.s. pouzila opticky systém firmy Olympus, a sice trinokularni télo
(U-TR30-2) se dvéma vyménnymi objektivy na revolverovém drzaku se zvétSenim 4x

(NA 0,13) a40x (NA 0,9) s okulary se zvétsenim 10x.
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anoda
extratnl elektroda

elektronovy zdroj (Schottky FEG)

Obrazek 17: Zjednoduseny fez nizkonapétovym elektronovym
mikroskopem, YAG - yttrium-hlinity granat, BSE - detektor
odraZenych elektronii, FEG — katoda s polem fizenou emisi [4]

Obrazek 18: Fotografie LVEM 5, novy a starsi model mikroskopu [13]
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ReZimy LVTEM
Mikroskop LVTEM muze, stejné¢ jako klasicky transmisni elektronovy

mikroskop, pracovat v nékolika zobrazovacich rezimech.

Zékladnim rezimem je rezim TEM (transmisni elektronovy mikroskop), kde
proud elektronii prochazi prepardtem a obraz vznika na stinitku. TlouStka fezu vzorku
pro tento rezim se pohybuje okolo 20 nm a rozliSeni je 2,5 nm. Dal§i rezimy jsou

STEM, SEM, DIF.

V rezimu STEM (skenovaci transmisni elektronovy mikroskop) musi byt
nastavena poloha preparatu vici hlavni roviné objektivu za odpovidajiciho pracovniho
napéti mikroskopu tak, aby se elektronovy svazek zménil ze soubézného (paralelniho)
do siln¢ sbihavého (konvexniho) pravé v bod¢ dopadu na preparat. Zaroven je potfeba
alespont dvacetkrat zmenSit elektronovy zdroj. Pro konverzi elektronli na elektronicky
signal je vyuzito standardniho scintilacniho stinitka, které je pouzito pfi pozorovani
obrazu ve standardnim prozafovacim (TEM) rezimu. Detektor je umistén
pod zdznamové médium (fotoaparat, CCD kamera), coZz dovoluje zménu reZimu mezi
standardnim (TEM) a skenovacim (STEM) rezZimem bez zasahu do optické osy. Vlastni
detektor je fotonasobic, napétovy déli¢ a videopiedzesilovac. Pro pozorovani je nutno
pouzit software ktomu urCeny tak, aby jednotlivé dynamicky se ménici scény
pfi rastrovani slozil do jednoho snimku. Tloustka fezu pro tento rezim je okolo 60 nm.

Rozliseni tohoto rezimu je 2 nm.

Diky realizaci STEM rezimu, ktery je zakladnim pfedpokladem pro rezim SEM
(skenovaci elektronovy mikroskop), je mikroskop vybaven detektorem zpétné
odrazenych elektronti (BSE) na polovodi¢ové bazi. Detektor je zabudovan do prostoru
nad preparatem (Obrazek 17). Timto rezimem ziskdme topografii a materialovy kontrast
povrchu vzorku. Vznik obrazu v tomto rezimu je zaloZen na pocitatové rekonstrukci
jednotlivych bodu, které detekujeme na detektoru tak, jak paprsek tadkuje (rastruje)

po preparatu. RozliSeni tohoto rezimu je 5 nm.

Elektronova difrakce (DIF) je prozafovaci rezim, kdy na vzorku dochézi
pfi splnéni Braggova zakona (3) k difrakci (ohybu) na struktuie vzorku za vzniku

difrak¢niho obrazce pozorovaném na stinitku. Minimalni velikost vzorku je 100 nm.

n-A=2d-siné, 3)
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K dosazeni maximalniho mozného mnozstvi informaci je mozno jednotlivé
zobrazovaci rezimy kombinovat, napt. TEM + SEM, TEM + STEM, TEM + SEM +
STEM.

Tabulka 2: Ukazka demonstraénich obrazku z jednotlivych rezimu [13]
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Tabulka 3: Technické parametry mikroskopu [13]

Urychlovaci napéti (jmenovité) 5 kV

Vzorek
doba vymény vzorku

@ 3 mm TEM sitka
pfiblizné 3 min

Elektronova optika

Kondenzorova ¢ocka

permanentni magnet

ohniskova vzdalenost* 4,30 mm
nejmensi osvétlena plocha 100 nm
apertura kondenzoru @ 50, 30 um

* pro5kV

Objektivova cocka permanentni magnet

ohniskova vzdalenost* 1,26 mm

CS - konst. sferické vady 0,64 mm

CC - konst. chromatické vady 0,89 mm

6 teoreticka 1,1 nm

o teoretickd 107 rad
apertura objektivu @ 50, 30 um

* pro5kV

Projektivova ¢ocka (TEM) elektrostaticka

zvétSeni na YAG stinitku 36 az 470x

Elektronova tryska

Shottkyho katoda z2rO,/W[100]

proudova hustota 0,2 mAsr’

Zivotnost >2000h
Svételna optika

objektiv Olympus M40x NA 0,90

objektiv Olympus M4x NA 0,13

binokular M10x
Olympus U-TR30-2 tubus trinokular
TEM zaznam obrazu

kamera Retiga 4000R CCD
pixelové rozliseni 2048 x 2048 pixeld
A/D prevodnik 12 bit

velikost pixelu 7,4 x7,4 um

chlazeni volitelné Peltiertv ¢lanek
zaznam obrazu SCAN modu
monitor 512 x 512 pixell

pixelové rozliseni
A/D prevodnik

>2 048 x 2 048 pixelQ
8 bit

Zobrazovaci méd

TEM
rozliSovaci schopnost
maximalni zvétseni
ED (elektronova difrakce)
minimalni velikost vzorku
difrakéni ¢ocka
STEM
rozliSovaci schopnost
minimalni zvétseni
SEM (BSE detektor)
rozliSovaci schopnost
minimalni zvétseni

Vakuum
vakuovy systém (pro komoru vzorku)
membranova a turbomolekularni vyvéva
prostor vzorku
iontova vyvéva (10 I.s™)
elektronova tryska
iontova vyvéva (7 I.s™)

Vaha a rozméry

Elektronika a svételny opticky systém
hmotnost
rozmér bez kamery
Vakuovy systém Pfeiffer® Vacuum TSH 071E
hmotnost
rozmér
Ridici elektronika
hmotnost
rozmér

Spotieba
fidici elektronika v rezimu stand by
fidici elektronika
vakuovy systém
kamera
PC a monitor

2,5nm
1500 az 195 000x

100 nm
zvétseni 3,5x

2,0nm
(25 x 25 um) 6 000x

4 nm

(200 x 200 pm) 800x
10° Pa

10® Pa

10”° Pa

25 kg

290 x 450 x 455/510 mm

15 kg
300 x 300 x 340 mm

19 kg
470 x 270 x 290 mm

20 VA

160 VA

300 VA

20 VA

pfiblizné 450 VA
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Zdaznam obrazu

Digitdlni zdznam obrazu

Zékladem pro digitalni zdznam obrazu je CCD (Charge Coupled Device - naboj
vazajici zafizeni) snimac (detektor). Jedna se o fotocitlivy prvek, ktery umoZziuje
zachytit pozorovanou scénu. V principu jde o posuvny registr, ktery je vystaven
pusobeni svétla. CCD vynalezli v roce 1959 v Bellovych laboratofich Boyle a Smith.
Prvni kamera byla postavena v roce 1970 a prvni kamera s kvalitou obrazu televizniho

rezimu v roce 1975 [1].

CCD snimac ke své funkci vyuziva fotoefektu. Pii fotoefektu dochéazi po dopadu
fotonu na snimac¢ k excitaci elektronu na vyssi hladinu. V polovodi¢i se mtze takto
excitovany elektron podilet na vodivosti, respektive jej lze odvést pomocnymi
elektrodami. U CCD snimact je elektroda od polovodi€e izolovana tenkou vrstvou
oxidu kiemicitého SiO,. Diky této izolacni vrstvé nejsou elektrony odvadény a kumuluji

se v ,,buiice* snimade.
CCD snimac pfi zdznamu obrazu ma tfi zdkladni faze:

1. Faze bez pfistupu svétla — odvede se veskery zbytkovy néboj (volné
elektrony).

2. Pfi expozici obrazu pisobi svétlo na snima¢. Dopadem fotonti na snimac
se excituji elektrony v polovodici a ty jsou pfitazeny ke kladné elektrodé
(Obrazek 19). Pocet elektront je pfimo umérny poctu dopadlych fotond.

3. Po dokonceni expozice je na elektrody s oznacenim 1, 2, 3 pfiveden
hodinovy signal. Diky tomu se elektrony zacnou posouvat pod elektrodu 2
a nasledné 3. Cely tento cyklus se opakuje, dokud elektrony nedorazi

k vystupnimu zesilovaci.

V zasadé¢ l1ze CCD prvky rozdélit dle konstrukce do dvou kategorii, a sice linedrni
a plosné¢ snimacde. U linearnich snimaci je zapotiebi pouze jednorozmérnd matice
prvki. V bézné praxi se vSak pro zdznam obrazu nejvice pouzivaji plosné neboli 2D
snimace. Jde vlastné o mnoho linearnich snimaci sefazenych pod sebe s tim rozdilem,
ze kazdy tadek neni zakonCen vystupnim zesilova¢em. Pro cely snimac je jeden
vystupni zesilova¢. Obraz se snima tak, ze se nejprve trojfazovym posuvem v ose Y
(Obrazek 20) vysune prvni pixel ze vSech svislych CCD do spodniho vodorovného

fadku. Z toho se pak opakovanym trojfdzovym posuvem v ose X cely fadek vycte

26



obrazovym zesilovacem. Poté se dalSim trojfazovym posuvem v ose Y posune druhy
pixel ze vSech sloupci do vodorovného CCD. Cely tento cyklus se opakuje, dokud

nejsou ze sloupct vyprazdnény vSechny pixely, jak je vidét na obrazku 20.

et Y

N 2 3 2 0,3
ESIO: ‘%\%? — — !%? == — vystup
’ 6: 5 : ’
Sl 2200 L+
i A
Snimani obrazu
3 1 2 3 1 .4 .3
Si0; _ vystup
| o0¢ [+
i
3 1 2 3 1 .2 .3
o e R R ili
S 00800 o
1
3 1 2 3 1 e 3
o T ;? i I vystup
Si Qﬁﬁﬁﬁ
Obrazek 19: Schéma funkce CCD ¢ipu [1]
y:123
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Obrazek 20: Schéma vycitani plosného CCD cipu [1]
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Vlastnosti CCD snimacti

Pro vysledny obraz jsou dilezité charakteristiky dvourozmérnych CCD detektor,
které¢ urcuji vztahy mezi origindlem a zaznamenanym obrazem. Jak jiz bylo feceno
vyse, v elektronové mikroskopii je obraz pfenaSeny elektrony tfeba pfevést na obraz
vytvafeny fotony. Ztoho vyplyva, Ze kamera mulze byt vybavena scintildtorem
a optikou (tato konstrukce vychéazi z Sumového poméru S/N), kterda prenese obraz
ze scintilatoru na CCD snimac¢ (Fiberoptic-Coupled, Lens-Coupled). Toto vybaveni

kamery je tfeba také uvazovat pro hodnoceni a popis vysledného obrazu.

Stiedni hodnota zisku
Stiedni hodnota zisku g je definovéna jako podil rozdilu stfednich hodnot signalu

vystupniho I a pozadi b ku stfednimu osvitu na pixel N.

~I
Sl

9=5 @

V elektronové mikroskopii udava g efektivitu scintilatoru, prenosového optického

systému a citlivosti CCD snimace. Zisk je méfen exponovanim detektoru homogennim
osvétlenim a zprimérovanim pies vSechny pixely. Pozadi b je méfeno zaznamem

obrazu za vypnutého osvitu detektoru pfi stejném expozi¢nim Case [14].

Linearita a homogennost (uniformita) zaznamu
Vystupni signal obrazovych prvkll v zavislosti na davce osvitu je zobrazen
na Graf 1. Ze zavislosti je ziejmé, Ze uvedeny CCD prvek je linedrni pres Ctyfi fady.

Nékteré detektory jsou linedrni az ptes pét fada.

4000 —y —— ——y s .
b /
3500 F £
; /;
3000 F /
2500 F
2000 /
1500 ks
1000 f /
500 |
0 /

Graf 1: Vystupni signal jako funkce elektronové davky pro Gatan CCD
679 s antireflexnim YAGem [14]

pocet

4000 8000 1.2 10! 1.6 10* 210*
e/pixel

28



Homogennost zaznamu y (n) je vyjadiena velikosti zisku pro dany pixel g(n) ku
sttedni hodnoté¢ zisku g, tj. primérovanim zmnoha nasnimanych obrazl

zaznamenanych se stejnym homogennim osvitem.

_ I(m)-b(n)

y(m) = ——— ©)
Pro redukci vlivu Sumu detektoru je primérovani provedeno pifes maximalni

mozny pocet snimkl, a to od stfedni do maximalni déavky elektronti. Efekt

nehomogennosti snimafe na zaznamenaném obraze muze byt odstranén digitdlnim

odectenim pozadi a jeho vydélenim y.

Dynamicky rozsah
Dynamicky rozsah je rozsah amplitud signalu, ktery je schopen detektor

zaznamenat. Udavé se bud’ v dB, nebo jako bezrozmérna hodnota.

R =201logq0 (M) , Casto také jako R = Imae (6)

T
op Ob

kde Ipqy je maximum signélu, které je mozno linedrn& zaznamenat detektorem
(saturace - je zavislad na architektufe a velikosti pixelu) a 0;, hodnota Sumu detektoru
(Cteci Sum - zavisi na architektuie, 1ze snizit chlazenim detektoru). Hodnota Sumu
limituje nejmensi méfitelny signal [14].

Citlivost

Citlivost detek¢éniho systému je zavisla na pievodu obrazu nesené¢ho elektrony
na obraz neseny fotony (npn). Scintilator tvofeny fosforem ma vétsi Sum zplsobeny
granularitou, kterd vede k velkému rozptylu fotonového vytézku. Na druhou stranu ma
ovSem vyssi u€innost [15]. YAG scintilator ma diky své monokrystalické povaze nizsi
Sum. Dale se uvazuje efektivita prenosu optiky na CCD snimac (nr), kvantova tc¢innost,
sttedni pocet excitovanych elektronti na pixel k poctu primérnich elektronlim, zisk

a A/D ptevod.
Signal jednoho elektronu je 2-3 krat vyssi nez je uroven Sumu [16].

Rozliseni CCD prvku
Rozliseni CCD detektoru je dano nékolika zakladnimi parametry, piedevsSim
velikosti pixelu, Nyquistovou frekvenci, binningem, bodovou rozptylovou funkci,

modularni pfenosovou funkcei a detekéni kvantovou t€¢innosti.
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Pti Fourierové analyze obrazu je zavedena Nyquistova frekvence jako pfevracena

hodnota nejvyssi mozné detektorem zachytitelné frekvence, t].

1
flc\‘lc)‘lguist = Z(Ax) b (7)

kde Ax je velikost pixelu. Nyquistova frekvence je polovina vzorkovaci frekvence
signalu, tzn., jestlize urCita vzdalenost d v obraze ma byt rozliSena, je tfeba, aby
vzorkovaci frekvence byla rovna nebo vétsi d/2. Z rovnice (7) vyplyva, ze rozliSeni se

snizuje s rostouci velikosti pixelu.

Velikost pixelu ma dale nasledujici vliv:
e Velky pixel — mensi pretékani naboje do okolnich pixelt, velky kontrast
a dynamicky rozsah
e Maly pixel — velké pieteCeni do okolnich pixell, maly kontrast a nizky

dynamicky rozsah

Binning umoziuje sdruzovat pixely do matic 2x2, 4x4 atd., ¢imz lze ziskat vEtsi

kontrast, dynamicky rozsah a mensi pietékani naboje, jak je uvedeno vyse.

X

101 0001 =
(uonoun, peaidg yuo )
nuojoJ NqLISIP

o

fotony/pixel

nuo

Graf 2: Binning [16]

Na grafu 2 je zobrazen fialovou kiivkou originalni signél, zelend plocha je bez

pouziti ,,binningu* a hnéda plocha s aplikaci ,,binningu*.

Bodova rozptylovd funkce PSF (point spread function) popisuje odezvu

detek¢niho systému na bodovy zdroj nebo bodovy objekt. Je zavisla na urychlovacim
napéti, tlouStce scintildtoru a pienosové optice. Bodova rozptylovad funkce urcuje

nejmensi rozlisitelnou strukturu [16].
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Obrazek 21: Ukazka PSF konvoluce z konfokalniho
mikroskopu [1]

Modulérni prenosova funkce MTF (objektova deformace) popisuje zkresleni

obrazového konvertoru, které je vyjadieno jako zavislost jasu (amplitudy) na frekvenci.
MTF muze byt méfena nékolika zpiisoby, napiiklad harmonickou, Sumovou a impulzni
metodou. Vypocet MTF se vyjadiuje pro cely zobrazovaci systém, na kterém se podili
jednotlivé ¢asti mikroskopu. Jednotlivé piispévky deformace prenosu se mezi sebou

nasobi [16].

MTFsystém = (MTFmikroskop) X (MTFscintiIz—itor) X (MTFéoEky/vl;—ikna) X (MTFCCD)I (8)

Schodovou funkci lze do Fourierova prostoru ptevést jako nekonecny rozvoj
harmonickych frekvenci, avSak diky omezujici podmince Nyquistovy frekvence je tento

rozvoj konecny, a proto dochazi k ¢aste¢né deformaci piivodni funkce.

31



prostorova prostorova
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Graf 3: Moduldrni pfenosova funkce pro TemCam-F224HD [16]
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Graf 4: MTF pro CCD bombardované elektrony o energii 4keV [22]

Detekéni kvantova ucinnost DQE je charakteristika Sumového projevu detektoru.

W ©
()

kde (S/N)out je pomér vystupniho signalu k Sumu a (S/N)i, je pomér vstupniho

DQE =

signalu k Sumu. Pro idedlni detektor, ktery nevnasi do obrazu zadny Sum, je DQE

rovno jedné.
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Graf 5: DQE pro CCD bombardované elektrony o energii 2 - 4keV [22]

Specifikace kamery pouZité k zaznamu obrazu na LVTEM

Jedna se o slow scan CCD HSS 1300 kameru firmy Proscan.

CCD Detektor:

Fotocitlivy prvek: CCD s mikro¢oc¢kami firmy Sony
RozliSeni: 1 300 % 1 030 aktivni oblast

Velikost pixelu: 6,7 pm x 6,7 um

Vy¢itaci Sum: 18 € rms

Rozsah spektra: 280 - 1 000 nm

Citlivost: detekéni limit je okolo 0,00017 1x

Piipojeni ¢ocek: C - mount

Vyditani:

Vysokorychlostni slow scan: 12 bitt pii 16 MHz
A/D: 6 ¢ na vzorek

Chlazeni: jednofazovy Peltieriv ¢lanek

Vystupni rozhrani: PCI karta pfipojena datovym kabelem 3 m

Provozni podminky:
Teplota: 0 az 35 °C
Vlhkost: 75 %
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Problematika LVTEM

Piiprava preparati — vzhledem k energii elektronii je nutné, aby fezy
pozorovaného preparatu byly velmi tenké. U bézného 100 kV mikroskopu se
pouzivaji fezy tloustky okolo 90 nm. U nizkonapétového mikroskopu je nutné,
aby byly tenké piiblizn¢ 20 nm pro energii 5 keV. To s sebou piinasi znacné
potize pii ptfiprave, vyzaduje to velké zkuSenosti s krajenim ultratenkych fezl
a Spickové vybaveni (kvalitni ultramikrotom a diamantovy nlz, nejlépe
oscilacni).

Tloustka fezii — kromé potizi pfi pfipraveé s sebou relativné malé tloustka fezi
pfinasi 1 vyhody. Jelikoz obraz vznika prozatovanim ftezu, lze fici, ze
s tloustkou fezu klesd rozliSeni diky primétu trojrozmérného preparatu

do roviny — viz obrazek 22.

WL

preparat

stinitko

Obrazek 22: Zobrazeni vzorku na stinitku

Setizeni mikroskopu — mikroskop je velmi jednoduchy, nicméné nékteré prvky
v nasem typu mikroskopu jsou pevné zabudovany v téle mikroskopu a jejich
korekce je mozna pouze u vyrobce.

Uroven signalu — obraz, ktery pozorujeme na stinitku, a to okulary nebo
pres digitalni kameru, je velmi slaby. Proto je k dosazeni kvalitniho zdznamu
zapotiebi velmi citlivé kamery.

Homogenita osvétleni — u naSeho typu mikroskopu je velmi obtizné dosahnout
homogenniho osvétleni stinitka. Korekce je moznd az néaslednym zpracovanim
zaznamenaného obrazu.

Kontrast obrazu — diky nizkému urychlovacimu napéti rozptyluji elektrony
iatomy snizkym atomovym ¢islem. Je mozno pozorovat vzorky
bez kontrastovacich ¢inidel pii vysokém kontrastu obrazu.

Ostieni a zvétSeni — ostfeni je zajiSténo zmeénou vysky preparatu. Dalsi

moznosti doostfeni je nastaveni vySky stinitka. U vSech téchto procedur se
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méni zvétSeni. Vysledné zvétSeni koresponduje sudajem na displeji
mikroskopu, pokud je obraz ostry. Zaostieni neni vzdy jednoduché
a nejjednodussi je provadét jej na Fresnelovy krouzky. Jelikoz mikroskop neni
propojen se zaznamovym zafizenim, je nutno provést rucni kalibraci méfitka
na pocita¢i. DalSim problémem pii ostieni je fakt, Ze mikroskop je
pod vysokym vakuem a tubus je zakoncen tenkym fluorescencnim stinitkem.
Z tohoto diivodu dojde k prohnuti stinitka a obraz neni ostry v celé roving.
Pofizovaci a provozni ndklady — oproti klasickému transmisnimu mikroskopu
jsou potizovaci ndklady nizké, okolo 1 milionu korun. Nezanedbatelnou
usporou je castka tvorici nédklady pti provozu (chladici voda, elektricka
energie). Zvysené naklady vSak nese nutnost Spickového vybaveni laboratore
pro ptipravu vzorki (ultramikrotom, diamantové noze).

Velikost — jak je zfejmé z tabulky 3, jednd se o stolni mikroskop, velikosti
podobny optickému mikroskopu. K mikroskopu jsou pfipojena dvé dalsi

zafizeni, a to napdjeci zdroj a turbomolekulérni vyvéva.
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Zpracovani obrazu

Zpracovani (analyza) obrazu je jakdkoli Uprava obrazu, ktera zplsobi, ze vysledny
obraz ma pro nas vyss$i informaéni hodnotu nez jeho zdroj. To plati jak pro analogové
(klasicka fotografie na fotopapife nebo negativ), tak digitalni fotografie. Chceme-li
naptiklad spocitat ryby ve vodé, stojime na biehu rybnika a divame se do vody. Diky
odrazu z vodni hladiny nevidime téméf nic, pokud vSak pouzijeme slunecni bryle

s polarizacnim filtrem, v ur¢itém thlu je vidét i dno (pokud bude voda ¢istd).

Rozvijejici se vypocetni technika oteviela nové moznosti ve zpracovani
digitalniho obrazu. Néaro¢nost vypoctu se zvysuje s velikosti fotografie (poctem pixeli),
jeji bitovou hloubkou a operaci, ktera se na fotografii pocitd. Tyto zakladni tii
parametry udavaji ¢as, za jaky se na daném pocitaci zpracovani provede. Z toho plyne
i pozadavek na procesor a pamét. Rada vypoétii nad jednou fotografii mize trvat i tiicet

minut, a to i na v soucasnosti nejvykonngjsich strojich.

Softwarové vybaveni

Softwari pro Upravu a vyhodnocovéani obrazu je cela fada (ACC, AnalySis,
ImagePro+, Imagel, Lucie atd.). Pokud zvolime spravny software pro konkrétni
problém, mize ndm velice usnadnit praci a v fad¢ ptipadi ji plné¢ zautomatizovat.
U mnoha analyz je tfeba piesné znat, jakym matematickym postupem se dand uprava
provadi, coz je u zminénych softwari vétSinou znamo. Na druhou stranu jejich
obrovskou nevyhodou je cena a specializace. Cena se vétSinou pohybuje nad 100 000
korun, s vyjimkou Imagel, ktery je voln¢ Sifitelny. Bézny komeréni software (Adobe
Photoshop, Corel PHOTO-PAINT atd.)) neni pfimo wuren pro uUpravu
elektronmikroskopickych snimkii, nicméné v fadé piipadii postaci a jeho cena neni tak
vysokd. Posledni moZnosti je naprogramovani vlastnich procedur pfesné fesicich dany
problém (C#, Matlab, Octave, C++). Programovacich jazykl je dnes celd fada a cast
znich je mozno pouzit i zdarma, avSak vyzaduje se schopnost matematicky popsat
problém. U vétSiny programovacich jazyki je mozno s vyhodou vyuzit hotové

knihovny.

Pouzité procedury a filtry
Pro upravu biologickych obrazkl z elektronového mikroskopu je vhodné pouzit

ptedevsim filtry pro optimalizaci kontrastu, jasu, doostfeni a potlaceni Sumu.

36



Histogram: jednim ze =zakladnich ukazateli pro Upravu snimku muze byt
histogram. Je to XY graf, ktery ukazuje vztah mezi Cetnosti zastoupeni jednotlivych
jast (barev), tzn. na ose X jsou vyneseny hodnoty jasovych slozek a na ose Y Cetnost
dané jasové slozky. Dle rozlozeni jasu v histogramu jsme schopni urcit napiiklad

pieexpozici snimku, podexpozici, nizky ¢i vysoky kontrast.

-
. =

Obrazek 23: Ukazka sestaveni histogramu [19]

e)

Obrazek 24: Ukazka histogram@ a) spravné exponovany snimek, b) nizky kontrast,
c) podexponovany obraz, d) pfeexponovany obraz, e) vysoky kontrast [19]

Kontrast a jas: kontrast je rozdil jasu mezi pixely, jas pak je hodnota pixelu.

ZvySenim kontrastu roztahujeme histogram od stiedu ke krajim, kdy levy okraj je cerna
a pravy bilad. Méni se pomér mezi hodnotami jednotlivych pixelii. Zménou jasu ménime
hodnotu pixelii, kdy posouvdme histogram v ramci dynamického rozsahu pii zachovani

poméra hodnot mezi pixely.
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Obrazek 25: Vlevo ukazka zvyseni kontrastu a zmény hodnot pixelu, vpravo kfivkovou
transformaci [19]

Gama korekce, kiivkova transformace: gama korekce je zména rozlozeni jast

na ploSe snimku. Koncové body histogramu (Cerna a bild) zlstavaji zachovany a méni
se stfedni Sedé¢ tony. ProtoZze se neméni krajni body, nedochazi k novym prepalim bilé

¢i ztraté kresby Cerné.

Pixelovd nebo kiivkova transformace je transformace, kde je opét vynesen
histogram, osa Y je umisténa doprava, kde je hodnota bilé 255 (pro 8 bitovy obraz).
Bod 0 a 255 je propojen useckou. Tuto Usecku lze modifikovat na jakoukoli kiivku
a tim pusobit na jednotlivé pixely v misté¢ zmény. Kfivkovou transformaci lze provadét

zménu kontrastu a jasu pro cely histogram, naptiklad korekci gama.

Krivky. [ | Kriviy 3]
Prednastaveri: | Viastri ¥ = K Pfednastaven: | lastri ~ = oK
o - —
]2
& mahled [FMshled
Wystup:
E—
- (=Y
Wstup: Wstup:
& # # [Dzooradt omezeni 245 FAr
) volby zobrazen kiivky ) Voly zcbrazen kiivky
Obrazek 26: Ukazka gama korekce (vlevo) a kfivkové korekce (vpravo) v Adobe Photoshopu

Fourierova transformace (FT): tato procedura umoziiuje upravu amplitudového

spektra obrazu uzitim frekvenéniho filtru s kruhovou smérovou charakteristikou, kterou
lze piesné¢ definovat. Fourierova transformace umozni eliminovat Sum, ktery
predstavuje ve FT vysoké frekvence, a vyrovnat osvit snimku (stiny) nizké frekvence.
Dale ho lze pouzit pfti filtraci nezadoucich struktur vzorku, které vznikly pii ptiprave

(chatter — ryhy).

Ptima diskrétni dvojrozmérnd Fourierova transformace:
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1 Ni-1wNo—1 —2in<"l\1%+"15¥)
Yy, 1) =m2n1:0 2, =0 Y(1,m2)e ron2/, (10)

kde (14,1;), (n4,n3)€[0,N; — 1] X [0,N, — 1]

Adaptivni filtry ACC (Adaptive Contrast Control): umoziiuji pfesné

kontrolovatelné zvyseni kontrastu struktur v obraze v zavislosti na velikosti a denzité
studované struktury. Timto postupem lze zviditelnit v obraze velmi obtizn¢ rozeznatelné
nebo zcela okem neviditelné struktury. Obrazy, které ziskame, maji veSkeré podrobnosti
zobrazeny s optimalnim kontrastem, pfi¢emz je automaticky zajisténo, ze v Zadné Casti
obrazu nedojde k jeho degradaci. Je-li metoda pouzita na barevny obraz, neméni

barevné odstiny, ale pouze jas, coZ je zajisténo s vysokou presnosti.

Lokalni operatory: jsou vesmés linearni nebo nelinearni filtry. Tyto filtry jsou

vétSinou zavislé na sméru posuvu a v nekterych ptipadech i na poloze v obrazu.
Pti aplikaci pouzivime tzv. masku (matici) — nejcastéji 3x3, ktera ovliviiuje obraz.
Lokalni operatory maji mnohostranné pouziti, naptiklad potlaceni Sumu, zostfeni

obrazu, ptipravu pro segmentaci (detekce hran a linii), morfologické operace.

0-1 0
Pro zaostfeni je mozno s vyhodou pouzit masku 3x3 tvaru |—1 5 —1|, ktera
0-1 0

vychézi z Laplacidnu aproximujiciho diferencialni operator druhého tadu [17].
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Metody

Priprava vzorkii

Pro tuto praci byl vybran vzorek srde¢niho svalu laboratorni mysi.

Tkan byla fixovana po dobu 24 h 2,5% glutaraldehydem ve fosfatovém pufru,
odvodnéna vzestupnou acetonovou fadou, prosycena a zalita do pryskyfice Polybed
812. Kontrastujici ¢inidla nebyla v pribéhu ptipravy k materidlu pridavana. Z bloc¢ku
byly nakrajeny na ultramikrotomu Leica UCT za pouziti diamantového nebo

sklenéného noze fezy, a sice:

e polotenké tfezy, které byly pozorovany v optickém mikroskopu k ovéteni
pritomnosti tkan€ a jeji struktury;

e ultratenké fezy tloustky 70 nm pro transmisni elektronovy mikroskop
(TEM) Rezy byly umistény na 3 sitky (300 mesh). Dvé tyto sitky byly
kontrastovany 30 minut v nasyceném roztoku uranylacetitu a 20 minut
citraitem olova. V TEM byly pofizeny srovnavaci snimky kontrastovaného
a nekontrastovaného materialu.

e Pro LVTEM mikroskop byly zhotoveny fezy pomoci vibra¢niho
diamantového noze s thlem 35° tak, aby se eliminovaly komprese a sklady
fezll pti krajeni. Rezy tloustky piiblizné 20 nm byly sbirany na sitky
s hustéjsi ultra tenkou loukoti (600 mesh). Na téchto sitkach bylo

potizeno nékolik sérii snimkda.

Postup snimdni na optickém mikroskopu
Ilustracni snimek byl pofizen na mikroskopu Olympus CX41 fotoaparatem
Olympus E510 pii zvétSeni 1 000x, pomoci snimaciho softwaru QuickPhoto

Camera 2.2.

Postup snimdni na TEM
Srovnavaci snimky zTEM Jeol 1010 byly snimany kamerou MegaViewlll
snimacim softwarem AnalySIS 3.1. Snimky byly pofizeny na kontrastovanych

1 nekontrastovanych fezech pti zvétSeni 20 000x%.

Postup snimdni na LVTEM
Na mikroskopu LVEM 5 byl obraz snimdn CCD kamerou Proscan HSS 1300

a softwarem ProDIA. Mikroskop byl z¢erpan do provozniho vakua a kvalitné setizen.
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Bylo navrzeno snimani série fotografii za riznych podminek tak, aby byly nalezeny
optimalni podminky pro sniméni fotografie. Snimani probihalo pii zvétSeni 40 000%
anajednom misté. Celd série fotografii byla pofizena najednou tak, abychom
eliminovali vliv sefizeni a zmény svételnych podminek v mikroskopu. Degradace fezu
po dobu osvitu nebyla uvazovana. Snimky byly pofizeny pii expozi¢nich Casech 50,
100, 200, 500, 1 000 a 2 000 ms. Pro kazdy ¢as bylo exponovano Sest snimk: zakladni
snimek, snimek s odectenim pozadi (background), primérovany snimek (average) z 10
a 20 fotografii, kdy kazdy snimek je exponovan stejnym casem, a snimek ziskany
metodou s¢itany (suma) z 10 a 20 fotografii. Pro expozi¢ni ¢asy 500, 1 000 a 2 000 ms
byly navic pofizeny snimky pii vypnuté turbomolekularni vyvéve, a to zdkladni snimek,
dale pro soucet z 10 a 20 fotografii a average z 10 a 20 fotografii. Snimek flat field
korekci je pfilozen pro dobu expozice 200 ms. VSechny snimky byly ukladany

ve formatu TIF v 10 bitové barevné hloubce.

Postup zpracovdni

Na vSech snimcich byla provedena pomoci programu ACC korekce obrazu
na histogram. Z histogramu byl uréen efektivni pocet barev jednotlivych snimki.
Vsechny snimky byly porovnany z hlediska poctu barev, Sumu a detaila (rozliSeni). Byl

vybran nejvhodnéjsi snimek ke zpracovani a ten byl dale softwarove upravovan.

Na vybrany snimek byly aplikovany rizné filtry ve snaze optimalizovat obraz
a maximalizovat jeho informacni hodnotu. Byly vyuzity programy Adobe Photoshop,
ACC a Imagel]. Pro zvySeni kontrastu byly pouzity filtry korekce gama, kiivkova
korekce, adaptivni filtry. Déle pak filtry pro odstranéni Sumu (median, FFT) a filtry

pro doostieni. Byl vybran optimalni sled filtra.

41



Vysledky

Dle zvolené metodiky byla ziskana fada fotografii — viz tabulka 4.

Tabulka 4: Nazvy a parametry snimanych obrazkd

Cas | ReZim Pocet stupfid
Jméno souboru [ms] | snimani | TMP Sedé

40TIS_50MS.TIF 50 X 643
40TIS_50MS_AVERAGE10.TIF 50 | AVERAGE10 | «x 530
40TIS_50MS_AVERAGE20.TIF 50 | AVERAGE20 | «x 418
40TIS_50MS_BACK.TIF 50 | BACK X 582
40TIS_50MS_SUMA10.TIF 50 | SUMA10 X 4690
40TIS_50MS_SUMA20.TIF 50 | SUMA20 X 8224
40TIS_100MS 100 X 434
40TIS_100MS_AVERAGE10.TIF 100 | AVERAGE1L0 | x 325
40TIS_100MS_AVERAGE20.TIF 100 | AVERAGE20 | «x 353
40TIS_100MS_BACK.TIF 100 | BACK X 433
40TIS_100MS_SUMA10.TIF 100 | SUMA10 X 3213
40TIS_100MS_SUMA20.TIF 100 | SUMA20 X 6682
40TIS_200MS.TIF 200 X 627
40TIS_200MS_AVERAGE10.TIF 200 | AVERAGEL0 | x 579
40TIS_200MS_AVERAGE20.TIF 200 | AVERAGE20 | 546
40TIS_200MS_BACK.TIF 200 | BACK X 585
40TIS_200MS_SUMA10.TIF 200 | SUMA10 X 5911
40TIS_200MS_SUMA20.TIF 200 | SUMA20 X 11565
40TIS_500MS.TIF 500 X 1317
40TIS_500MS_AVERAGE10.TIF 500 | AVERAGE10 | x 1285
40TIS_500MS_AVERAGE10_BEZ_TBP.TIF 500 | AVERAGE10 964
40TIS_500MS_AVERAGE20.TIF 500 | AVERAGE20 | x 1173
40TIS_500MS_AVERAGE20_BEZ_TBP.TIF 500 | AVERAGE20 546
40TIS_500MS_BACK.TIF 500 | BACK X 1285
40TIS_500MS_BEZ_TBP.TIF 500 643
40TIS_500MS_SUMA10.TIF 500 | SUMA10 X 12593
40TIS_500MS_SUMA10_BEZ_TBP.TIF 500 | SUMA10 5911
40TIS_500MS_SUMA20.TIF 500 | SUMA20 X 23901
40TIS_500MS_SUMA20_BEZ_TBP.TIF 500 | SUMA20 11051
40TIS_1000MS.TIF 1000 X 2570
40TIS_1000MS_AVERAGE10.TIF 1000 | AVERAGE10 | x 2500
40TIS_1000MS_AVERAGE10_BEZ_TBP.TIF | 1000 | AVERAGE10 1221
40TIS_1000MS_AVERAGE20.TIF 1000 | AVERAGE20 | x 2056
40TIS_1000MS_BACK.TIF 1000 | BACK X 2313
40TIS_1000MS_BEZ_TBP.TIF 1000 1285
40TIS_1000MS_SUMA10.TIF 1000 | SUMA10 X 22359
40TIS_1000MS_SUMA10_BEZ_TBP.TIF 1000 | SUMA10 12850
40TIS_1000MS_SUMA20.TIF 1000 | SUMA20 X 41377
40TIS_2000MS.TIF 2000 X 2765
40TIS_2000MS_AVERAGE10.TIF 2000 | AVERAGEL0 | x 2120
40TIS_2000MS_AVERAGE10_BEZ_TBP.TIF | 2000 | AVERAGE10 2635
40TIS_2000MS_AVERAGE20.TIF 2000 | AVERAGE20 | «x 2185
40TIS_2000MS_BACK.TIF 2000 | BACK X 2552
40TIS_2000MS_BEZ_TBP.TIF 2000 2442
40TIS_2000MS_SUMA10.TIF 2000 | SUMA10 X 17990
40TIS_2000MS_SUMA10_BEZ_TBP.TIF 2000 | SUMA10 23644
40TIS_2000MS_SUMA20.TIF 2000 | SUMA20 X 35980

V prvnim sloupci zleva je nazev snimku tak, jak byl uloZzen. Nazev obsahuje
zvétSeni, Cas expozice v ms dale pak rezim snimani (SUMA nebo AVERAGE) a pocet
potizenych snimki touto metodou (10 nebo 20). Dalsi polozkou muize byt, zda bylo

odecteno pozadi kamery (BACK) a jako posledni je uvedeno, zda byla vypnuta



turobomolekularni vyvéva (TMP). Dalsi tfi sloupecky jsou pro pirehlednost rozepsany.

V poslednim sloupecku je skute¢ny pocet barev, ktery obrazek ma.

Pokud prohlizime nasnimané fotografie, je mozno je hodnotit podle expozi¢niho

casu a podle metody snimani.

Pokud budeme hodnotit fotografie podle expozicniho Casu, je ziejmy ubytek Sumu

ve fotografii. S prodluzovanim doby expozice je téZ patrny narlst poctu stupili Sedé.

Snimanim v rznych reZimech je mozZné téz hodnotit zménu zaSuméni obrazu,
zménu poctu stupnid Sedé a vliv vibraci na fotografii. Oproti pfedpokladim pro ndmi

zvolené zvétSeni nebyl vliv vibraci prokazan v zadném rezimu.

Z pohledu Sumu je zékladni rezim snimani obrazu u vSech ¢ast vyrazné zaSumeén.
Ptijatelné jsou aZ expozice 1 000 ms a 2 000 ms. U expozice 2 000 ms doslo k preteceni
dynamického rozsahu CCD <¢ipu. Pokud srovndme zakladni snimky se snimky
pramérovanymi ¢i s¢itanymi, je u vSech expozic patrny ubytek Sumu. Nejnizsi Sum lze
pozorovat u snimki 20x sc¢itanych nebo primérovanych. Po odecteni pozadi

(background) neni v Grovni Sumu patrny rozdil.

Pokud se podivime na snimky z pohledu poctu stupni Sedé, je patrny nartst

s dobou expozice a pro jednotlivé snimky s poctem sumovanych obrazu.

Neupravené snimky
Na naésledujicich dvou stranach mlzeme porovnat snimky zjednotlivych

mikroskop.

Prvni snimek 27 je z optického mikroskopu pii zvétsSeni 1 000x. Na snimku 28 je
fotografie kontrastovaného vzorku z konven¢nich TEM, na snimku 29 je potom snimek
nekontrastovany, oba pti zvétSeni 20 000%. Snimek 30 je nasniman na LVTEM

mikroskopu. Jde o neupraveny snimek, tak jak jej ziskame.

Posledni snimek 31 byl pofizen na novém LVEM mikroskopu v Brng.
Na mikroskopu byla pouZita novd CCD kamera Retiga 4000R a kromé jiného doslo

ke zméné optického pfipojeni kamery.
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27) Snimek z optického
mikroskopu.

Vzorek barven toluidinovou
modii.

Zvétseni 1 000x

28) Snimek z transmisniho
mikroskopu Jeol 1010.
Kontrastovany vzorek.
ZvétSeni 20 000x

29) Snimek z transmisniho
mikroskopu Jeol 1010.
Nekontrastovany vzorek.
Zvétseni 20 000x



30) Neupraveny snimek

31) Snimek bez Gprav z nového mikroskopu LVEM 5 poftizeny ze stejného vzorku v Delong Institutes Brno



Upravené snimky

Na naésledujicich étyfech stranach je ukazka zpracovanych obrazkt po prichodu
riznymi filtry. Pii prezentaci téchto vysledkii nastal problém pii zobrazovani
Sestnactibitovych  obrdzkd. Dojde totiz kpfevodu na osmibitovy obraz
a k prevzorkovani zménou velikosti, proto jsou tyto snimky spise ilustrativni. Pro realny
nahled je lepsi prohlédnout fotografie na pocitaci za pouziti softwaru, ktery podporuje

zobrazeni Sestnactibitovych snimkd.
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32) Snimek upraveny optimalizaci histogramu

33) Snimek po filtraci Fourierovou transformaci, kdy byly odfiltrovany vysoké frekvence




35) Snimek po filtraci Sumu medianem za pouziti matice 3x3
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48) Snimek po prichodu filtrem adaptivniho kontrastu




Diskuse

Priprava vzorku
Vzorek srdeéni svaloviny mysi byl zvolen sohledem na strukturu.
Mitochondrialni kristy a svalova vldkna tvofi vyrazné struktury, které umozni dobie

pozorovat zmény obrazu pii jeho zpracovani.

Snimdni obrazu

Existuje nckolik metod pro zisk maximalniho mnozstvi informace z obrazu.
Pro rozsiteni bitové hloubky pii nizké urovni osvétleni jsou tyto moznosti: zména doby
expozi¢niho Casu, s¢itani obrazli a zména zisku kamery (gain). Ty s sebou v nékterych
pfipadech mohou pfindSet zvySeni Sumu v obrazu nebo rozmazani obrazu diky

vibracim.

Dobu expozice je nutné volit tak, abychom dle nahledu ,,zivého* histogramu

ziskali maximalni pocet barev (stupiiti Sed¢) a zaroven aby vzhledem k obrazu m¢l
histogram Gaussovo rozloZeni. Vzhledem k nizké trovni signalu je potfeba volit spiSe
delsi dobu expozice (stovky milisekund), tato doba vSak nemtize byt libovoln¢ dlouha
(ptekroceni dynamického rozsahu, pohyb vzorku — drift, tepelné poskozeni vzorku

a vibrace).

Pro naS mikroskop a kameru pii kratkych expozicich (50 ms) je maly odstup
signalu od Sumu a snimky jsou zaSuméné, pro dlouhé expozice (2 000 ms) opét zacne
nartistat Sum kamery. V nasem pfipad€ pro expozici 2 000 ms byl piekrocen bitovy
rozsah kamery a néktera mista byla piepalena. Dal§im problémem, ktery je tfeba brat
v potaz, jsou drift, tepelné poskozeni a vibrace. U nami pozorovaného vzorku nenastaly
potize s driftem a tepelnym poskozenim. Tyto jevy jsou cCasté, velmi zavisi na typu
vzorku. Pfi delSich expozicich a vysokém zvétSeni (~100 000x) lze ocekdvat vliv
vibraci na kvalitu snimku. U ndmi vybrané testovaci fady snimkt pro zvétSeni 40 000x

neni vliv vibraci pozorovatelny.

Snizeni vibraci Ize realizovat nékolika zpusoby. Po dobu expozice vypnutim

turbomolekuldrni  vyvévy, coz vSak piinaSi problém se zhorSovanim vakua
v mikroskopu a tim zhorSeni rozliSeni. Dotaceni turbomolekuldrni vyvévy trva piiblizné
5 minut. Vypnuti turbomolekuldrni vyvévy je pro mikroskop nebezpecné, vyzaduje

maximalni opatrnost a stalé sledovani vakua mikroskopu.
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Dalsi moznosti, jak snizit vibrace, je vfadit mezi turbomolekularni vyvévu
a mikroskop stabilizator. Jde o zdvazi o hmotnosti desitek kilogramil.. Vibrace se
absorbuji a dale se nepiendsi. Tato metoda vyZzaduje pteruseni trubice propojujici
mikroskop s turbomolekularni vyvévou a viazeni dvou vakuovych spojek
na stabilizatoru. V ramci prace byl vyroben stabilizator, bohuzel se do ukonceni prace

nepodaftilo zakoupit prodluzovaci vakuovou hadici.

Omezit vibrace z prostfedi je dale moZno umisténim mikroskopu na kvalitni
antivibraéni stiil. Deska stolu je od nohou oddélena pruznymi spojkami a ma vysokou

hmotnost, aby se vibrace nepfenasely na zatizeni umisténé na stole.

Potlaceni Sumu pii kratkych expozicich a zvySeni zisku kamery nartsta Sum. Sum

kamery je moZzno ovlivnit chlazenim ¢ipu kamery a snizenim zisku, sCitdnim Cci

primérovanim obrazu, odectenim pozadi.

Nami pouzitd kamera je chlazena Peltierovym ¢lankem na stalou teplotu. I ptes
nizkou uroven signalu nelze doporucit ptili§ zvySovat zisk kamery (gain). Pfi zvySeni

zisku zna¢n€ narusta Sum.

Korekci obrazu kamery lze softwarové provadét na pozadi (background)
a pii osvétleni (flat field). Korekce pozadi odstrani temné proudy kamerou a vlastni Sum
kamery. Flat field koriguje nehomogenitu osvétleni, prach v optice, nerovhomérnou

citlivost snimace a pixeld.

Korekce pozadi se provadi expozici snimku, kdy na kameru nedopadd zadné
svétlo. Tento obrazek je vhodné potidit vzdy pfed snimanim po zméné expozi¢niho

casu.

Korekci flat field exponujeme pii osvitu kamery, kdy na kameru dopada
standardni osvétleni bez preparatu. Korekce se provadi na otvoru v preparatu nebo
na prazdném oku sitky. Flat field korekce se v idealnim ptipad¢ provadi pti kazdé
zméné osvétleni, tj. pfi kazdém ostfeni, posunu a zmeéné zvétSeni. Z téchto divodu je

flat field korekce v praxi nerealizovatelnd, coz prokazaly i nase testy.

Vzhledem k Sumu je vhodné volit dobu expozice co mozna nejdelsi. S rostouci
dobou expozice se zvySuje pomér signalu k Sumu. Doba expozice vSak nemuize byt
prilis dlouha, limituje ji bitovy rozsah kamery a ostrost obrazu pii delSich expozici

snizuji vibrace.
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Pouzity software umoziiuje primerovani a sCitani fotografii (averaging a suming).
Timto zpisobem lze efektivné potlacit Sum. Vzhledem k vibracim opét neni vhodné
provadét primérovani vice nez 20-ti fotografii pii expozici delsi nez 2 000 ms. Pti delsi

expozici muze dojit k rozostfeni obrazu.

Volba rezimu snimani snimky snimané zakladni expozici bez pouziti jakychkoli uprav

maji pro kratké expozi¢ni ¢asy malou skélu stupnii Sedé a ve vSech expozicnich ¢asech

maji vysoky Sum. Tuto zdkladni metodu nelze doporucit.

Snimky fotografované pomoci metody priamérovani jednotlivych snimkl
(averaging) maji v zavislosti na poctu primérovanych snimki vyrazny vliv na potlaceni
sumu. Skala stupiiti Sedi ziistiva konstantni. Metoda je vhodna pro potladeni Sumu,
ziskani kvalitni fotografie, kdy se neptedpokldda dalSi zpracovani, kde by byl nutny

maximalni pocet stupni Sedé.

Snimky fotografované pomoci metody s¢itani jednotlivych snimki (suming) maji
v zavislosti na poctu scitanych snimkii vyrazny vliv na potladeni Sumu, zvySuje se
obsah informace na snimku. Skala stupiit Sedi narlstd v zavislosti na podtu
primérovanych snimkid. Metoda je vhodna pro potlaceni Sumu a ziskani kvalitni
fotografie, kdy se predpoklada dalsi zpracovani s vyuzitim maximalniho poctu stupili

Sedé.

Zpracovani obrazu
Vtabulce 4 jsou wuvedeny zékladni parametry jednotlivych snimkda.
Pti rozhodovani ndm pomohou parametry v tabulce a snimaci metoda. Snimek je

potieba volit téZ s ohledem na jeho dal$i pouziti a zpracovani.

Nastaveni kontrastu - Pixel wvalue transformation, kiivky, gama. kontrast

pro upravu kontrastu snimkd se ukazal nejvhodnéjsi program ACC, a to ze dvou

diavodii: presna kontrola nad provadénou upravou a plna podpora vicebitovych snimkii.

V programu Adobe Photoshop a Image] Ize vSechny zmény sice provadét
obdobnym zplisobem, ale Adobe Photoshop je koncipovan pro spravu pievazné
8 bitovych snimkll a tomu je uzplsobené i menu a histogramy. Program neumoznuje

zobrazit ptesnou hodnotu 16-bitovych pixeld a kontrolu nad Upravou histogramu.
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Program Imagel je sice uzpiisoben vicebitové hloubce, ale neni schopen tak piesného

a kontrolovaného nastaveni jako ACC.

Nejptesnéjsi a nejjednodussi nastaveni kontrastu je mozno procedurou Pixel value
transformation v programu ACC, kde méame kontrolu nad pfeteCenim a podtecenim
pixeli, zménu méfitka histogramu, nastaveni jakéhokoli pribéhu funkce
pro transformaci pixeld. Pro vysledny snimek se ukazal jako nejlepsi prub¢h kiivkové
transformace tzv. ,,S kfivkou, kdy nastavime spodni a horni limit na nabéznou
a ibéznou hranu histogramu, a to tak, abychom nepfisli o obrazové informace. Pokud je
ziejmé, Ze obraz obsahuje zcela ¢ernd nebo zcela bild mista (loukot’ sitky nebo diru
v preparatu), je vhodné tato mista preskocit a limit nastavit az za nimi. Pfi nastavovani

limitu je vhodné kontrolovat pocet takto ovlivnénych pixeli.
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Nastaveni adaptivniho kontrastu ACC se ukéazalo na naSich snimcich nevhodné.
Snimky mély velmi vysoky kontrast, a to i pfi velmi jemnych nastavenich. Vhodné
nastaveni, pro které by tato procedura méla pifinos pro zpracovany snimek, nebylo

nalezeno.
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Obrazek 40: Ukazka kontrolniho panelu ACC filtru




Potlac¢eni Sumu FFT, Median v programu ACC je mozno definovat matici az 9x9

pixeld pro vypocet medianu. Pro testované snimky se vhodna velikost ukazala 3x3
pixely. Tato procedura vSak ma vliv na ostrost obrazu, dochézi k mirnému rozostieni.
Vhodnéjsi a ucinnéjsi se ukazuje pouziti Fourierovy transformace, kde je obraz
pieveden na amplitudové spektrum s naslednym uzitim frekvenéniho filtru s kruhové
smérovou charakteristikou. Ve spektru lze potlacit vysoké frekvence tak, aby nedoslo
ke zhorSeni detaili obrazu odpovidajicim vysokym frekvencim a zarovenn doslo
k maximalnimu potla¢eni Sumu. Je téz vhodné potlacit velmi nizké frekvence, které jsou

zodpoveédné za stiny (nehomogenni osvétleni).
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Doostieni (Sharpening) je operace, pii které dojde k zvyraznéni hran objektl. Je to
posledni operace, kterou provadime. Optimalni doostfeni v programu ACC provedeme
vybérem vhodného mista na snimku a spusténim testu. Zobrazi se nam 25 snimku, kde
se shora doli méni velikost doostfované plochy v pixelech a zleva doprava mira

doostfeni.
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Obrazek 42: Ukazka doostfeni snimku
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Zavér
V diplomové praci byly popsdny vhodné postupy snimdni a nasledného
zpracovani snimki. Tyto postupy se mohou lisit dle konkrétnich pozadavkt a vlastnosti

vzorkd.
Pro snimani jsou nejvhodné;jsi tyto rezimy:

e Doba expozice pro stabilni vzorek je vétsi nebo rovna 500 ms.

e Rezimy snimani primérovani nebo sumovani dle pozadavki na pocet
stupit Sedé.

e Pocet prumérovanych nebo sumovanych snimki by mél byt 10 az 20

v zavislosti na stabilit¢ a vlastnostech vzorku.
Je vhodné pouzit tyto filtry pro dosazeni maximalni kvality obrazu:

e Fourierova transformace pro odstranéni Sumu a nehomogenity osvétleni.
e Kfivkova transformace — optimalizace histogramu a pribéh transformace
.S kiivkou.

e Doostfeni snimku.

Bohuzel mikroskop byl v dobé potizovani vysledkd pied generdlni opravou, proto
nami nasnimané vysledky nejsou to nejlepsi, co mikroskop dokdze, coz je vidét
ze snimku z nového mikroskopu potizeného v Brné. I piesto vSak ndmi ziskané snimky

lze zpracovat a vytéZzit z nich kvalitni fotografie.
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