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Scopul lucrarii

Analiza tehnicii de microscopie holografica digitala ca
Instrument in studiul probelor biologice

Imbunititirea imaginilor preluate prin utilizarea unor
filtre spatiale

Analiza focalizarii Tn imaginile celulelor studiate

Reconstruirea unei imagini 3D a celulelor printr-o tehnica
de decuplare

Universitatea Politehnica Bucuresti - Facultatea de Stiinte Aplicate
Teleanu Elena Luiza, Licenta - lulie 2014



Cuprinsul lucrarii

» Capitolul 1 — Introducere

* Capitolul 2 — Principii optice utilizate in studiul

holografiel
» Capitolul 3 — Reconstructia numerica
» Capitolul 4 — Descrierea experimentului
» Capitolul 5 — Prelucrarea digitala a hologramelor

* Capitolul 6 — Concluzii
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Principiile holografiei

Are la baza fenomenele de :

-interferenta — inregistrarea hologramei

-difractie — inregistrarea si reconstructia

Inregistrarea:

Iy(x,y) = |R|*> +|0|*> + OR* + RO*

Ogev = lplexpli(o(x,y) + Ap(x, y)]

Fig.1 Configuratia prin reflexie

Holograma contine atat informatia de amplitudine cat si de faza

Fig.2 Configuratia prin transmisie
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Reconstructia

* Holografia optica — prin iluminarea hologramel
— se pot inregistra mai multe holograme
pe acelasi suport

* Holografia digitala — simularea numerica a difractiei
* Figura de difractie calculata in aproximatia Fresnel

128
A

* Erec(§m) = #Ifz 1y Co YIR(x, y)exp {i [ — £)%+(y — n)?]} dxdy

- Este ulterior eliminat termenul DC din imaginea
reconstruita
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Montajul experimental
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Probele biologice

* Fac parte din linia celulara BI6F10

» Electroporarea - aplicarea unor diferente de potential de
scurtd durata si cu amplitudini mari asupra probelor

* Doua medii de cultura;
1 Solutie de manitol 300mM

2. Mediu de cultura fara fenol rosu — DMEM
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Reconstructia digitala

* Holograma inregistrata (Fig.3)
* Imaginea cu nivele de gri obtinuta din holograma (Fig.4)

o . = .

« FFT aimaginii cu tonuri de gri (Fig,5)
Ordinul +1 din FFT (Fig.6)
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Reconstructia digitala

* Imaginea de faza wrap

Faza dupa aplicarea
functiei unwrap
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Reconstructia digitala

Imagini reconstruite la diferite distante pentru aceeasi celula

-b- c-
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Filtrari in spatiul Fourier ale imaginilor reconstruite

Filtru trece jos pr=0.15 Filtru trece sus pr=0.001
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Filtru trece banda pr1=0.001, pr2=0.1
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Efecte ale filtraril in spatiul Fourier asupra imaginilor reconstruite

Imagine onginala Imagine filtrata

50 100 150 200 250 300 350 400 450 a0 100 150 200 250 300 350 400 450 b2)
b1)

Imagine filtrata Irmagine filtrata
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Clu.a)

Criteriul de focalizare

* Coeficientul Tamura:;

o(l)

m(I)

dfoc = d(Crminim)

* Aplicarea criteriului dupa folosirea

unui filtru trece jos

dd

0_9 I I I I L L
-3 -2 -1 a 1 2 3 4
distanta focala(microni)

Clu.a)
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Criteriul de focalizare

* Aplicarea criteriului dupa eliminarea fundalului

dd
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1 ' 1 1 1 1
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Determinarea inaltimii si a indicelui de refractie al
probei din informatia de faza

2T
Apy = 7 (ncel = nd)hc

2T
APy, = 7 (ncel o nm)hc

celula in mediu celula in manital
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y (microni)

h {rmicroni}

Determinarea inaltimii si a indicelui de refractie al
probei din informatia de faza

Wariatia indicelui de refractie nlu.a) al celule
Vanatia inaltimii celulei
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CONCLUZII

- Metoda are numeroase avantaje

-vizualizare in timp real

-observarea unor probe biologice care sufera anumite modificari in timpul
experimentului

-ofera informatii cantitative pe a treia axa

-tehnica nedistructiva si nu necesita markeri

* Reconstructia numerica ne-a permis corectarea unor aberatii din montajul
experimental eliminand necesitatea unor elemente optice suplimentare

* Algoritmul de focalizare elimina necesitatea de a aduce modificari ale
montajului Tn timpul experimentului

 Cu ajutorul software-ului MATLAB am realizat un program in care am
obtinut informatii cantitative asupra probelor studiate
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