CZ 22284 U1

UZITNY VZOR

1) (21) Cislo prinlasky: 2011 - 23883
CESKA (22) Prihlaseno: 02.02.2011
REPUBLIKA (47) Zapsano: 26.05.2011

GRAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

{1y Cislo dokumentu:

22284

(13) Druh dokumentn:  [J1

G1) .
GO2B 21/18 (2006.01)
GO3H 1/24 (2006.01)

(73) Muyjitel:
Vysoké uéeni technické v Bmé, Brmo, CZ

(72) Puvodee:
Chmelik Radim Doc. RNDr. Ph.D., Brno, CZ
Kolman Pavel Ing., Datice, CZ
Slaby Tomas Ing., Pisek, CZ

(74) Zastupcee:
INPROCHES Patentova a znamkova kancelaf, Mgr. Alzbéta Jurtikova, Mezirka 1,
Brno, 60200

(54) Nazev uZitného vzoru:

Multifunkéni holograficky mikroskop

Urad primyslového vlastnictvi v zapisném Fizeni nezjidtuje, zda pfedmét uZitného vzoru
splituje podminky zptisobilosti k ochrané podle § | zak. & 478/1992 Sb.




30

35

40

45

CZ 22284 1

Multifunkéni holograficky mikroskop

Oblast techniky

Technické fefeni se tyka multifunk&niho holografického mikroskopu, ktery vyuZiva pro zobraze-
ni pfedméti princip holografického zdznamu a rekonstrukce a zaroveii umozZiiuje v jednom za-
fizeni implementaci dal3ich pozorovacich technik.

Dosavadni stav techniky

Zatizeni vyuZivajici interference svétla s oddélenou predmétovou a referenéni vétvi lze rozdélit
do dvou skupin, na interferometrické systémy a holografické systémy. U interferometrickych
systémil svazky interferuji pod nulovym nebo téméf nulovym uhlem, takZe hustota interferend-
nich prouzkd v interferogramu nespliiuje holografickou podminku. P#ikladem je komeréné
znamy Miraudv objektiv, publikovany v Yamaguchi, I., Zhang, T. 1997. ,.Phase-shifting digital
holography*. Opt. Lett. Vol. 22, No. 16. Vhodou téchto interferometrickych systéma je moZnost
pouZit zcela nekoherentniho osvétleni (24rovka, vybojka), které odstratiuje koherenéni zrnitost a
umoziuje docilit efektu hloubkové diskriminace zobrazeni, tj. vytvofeni optickych fezil vzorkem.
JelikoZ automatizované méfeni OPD (Optical Path Difference) vyZaduje ziskani plné informace
o pfedmétové ving, je nutno zaznamenat alespoit tfi snimky s riznym fazovym posuvem. Proto
tyto interferometry obsahuji fizovy kompenzator (v riznych podobéch) a jsou oznadovény jako
interferometry s fizenou fazi (phase-shifting). Casovy interval nutny k zaznamendni t# snimkd
vyluduje moZnost zobrazovat rychlé déje. Také proudéni v okolnim prostfedi a vibrace zafizeni
negativné ovliviiuji vysledné zobrazeni, protoZe kazdy ze tH snimki Je zaznamenén za jinych
podminek, : ‘

Holografické systémy jsou systémy s prostorovou nosnou frekvenci, které vyuZivaji interference
svazkd pod nenulovym dhlem (off-axis holografie). Vznikajici interferogramy splituji hologra-
tickou podminku a vysledné zobrazeni Ize numericky rekonstruovat z Jediného digitalniho za-
znamu (hologramu). Vyhodou téchto holografickych systémii je ziskani tplné informace o pted-
métoveé viné z jediného snimku (off-axis holografie), jsou tudiZ vhodné pro pozorovani dynamic-
kych procesi. Aby interference nastala v celém obrazovém poli, Jje nutno pouZit koherentni, nebo
CasteCné (prostorové) nekoherentni osvétleni. Technickd Fedeni holografickych mikroskop,
které vyuZivaji koherentniho nebo &asteéné (prostorové) nekoherentniho osvétleni jsou znama
napiiklad z: Cuche E., Bevilacqua F., Depeursinge Ch. 1999. Digital holography for quantitative
phase-contrast imaging. Optics Letters, Vol. 24, No. 5; Marquet P., Rappaz B., Magistretti P.J.
2005. Digital holographic microscopy: a noninvasive contrast imaging technique allowing quan-
titative visualization of living cells with subwavelength axial accuracy. Optics Letters, Vol. 30,
No. 5; Kemper B., Langehanenberg P., Bally von G. 2007. Digital hotographic microscopy. A
new method for surface analysis and marker-free dynamic life cell imaging. Optik & photonik,
No. 2; Leith E.N., Chien W.-Ch. Mills K.D., Athey B.D. Dilworth D.S. 2003, Optical sectioning
by holographic coherence imaging: a generalized analysis. J. Opt. Soc. Am. A, Vol. 20, No., WO
2008092107; US 2008137933; EP 1852890 nebo jako komer&né nabizené digitalni holografické
mikroskopy firmy Lyncée-Tec (www.lynceetec.com).

Nevyhodou t&chto holografickych systémi je nutnost pouZiti téméf koherentniho osvétleni, kterd
vede k urCitému stupni koherenéniho zaSumeéni obrazu, kompromisim v oblasti voiby zdroje
svétla a nemoZnosti pozorovat vzorky vnofené v rozptylujicim prostfedi, pfipadn¢ vzorky obje-
mového charakteru. Z CZ 19118 U je méam holograficky mikroskop, ktery popisuje optické
uspofadani, které odstrafiuje nevyhody vyse uvedenych mikroskopl a interferenénich systémi a
umoZiiuje pozorovani Zivych bundk v roztoku v reilném &ase. Technické fedeni popsané v CZ
19118 U viak neumoZfiuje kombinaci holografického mikroskopu s dalgimi pozorovacimi tech-
nikami v jednom zafizeni.
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Podstata technického feseni

Vyge uvedené nevyhody odstrafiuje interferometricky systém, vyuzivajici pro zobrazeni pfed-
méth principht holografického zaznamu a rekonstrukce.

Podstatou technického fefeni je multifunkéni holograficky mikroskop, ktery je tvofen optickou
sestavou dvousvazkového interferometru osazeného dvéma opticky shodnymi mikroskopovymi
soustavami, kde déliem svazku je dopadajici svétlo rozdéleno do dvou svazkil (referen¢niho a
predmétového) prochazejicich dvéma pozorovacimi optickymi soustavami a oba svazky mterfe-
rometru jsou sjednoceny na spolefnou osu pomoci soustavy zrcadel. KaZda z pozorovacich
optickych soustav je tvofena jednim mikroskopovym objektivem korigovanym na nekone¢nou
vzdalenost 2 jednou tubusovou &otkou, pfi¢emZ mezi vystupni rovinou a pozorovacimi optic-
kymi soustavami jsou v referenénim svazku interferometru umistény dvé difrakéni mfizky DM1
a DM2 a v pfedmétovém svazku interferometru umistény dvé difrakeni miizky DM3 a DM4.
Difrakéni miizky DM1 a DM3 jsou umistény ve vzdalenost d od vystupni roviny a difrakéni
mtizky DM2, DM4 jsou umistény ve vzdalenosti /2 od vystupni roviny. Prostorova frekvence
vrypi difrakénich mizek DM1 a DM3 je rovna f a prostorova frekvence vrypl difrakénich mii-
ek DM2 a DM4 je rovna 2f.

PH priichodu svétla miizkami dochazi k disperzi dle vztahu sin{a)-sin(5) = Afg , kde & je vinova
délka svétla, f¢ je prostorové frekvence vryph difrakini mizky, /3 je uhel dopadu svételného
paprsku na difrakéni m#izku a @ je thel paprsku odchyleného miizkou. VyuZzitim +1. difrakéniho
fadu miizek DM1 a DM?2 referenéniho svazku a -1. difrakéniho fadu mfizek DM3 a DM4 pred-
métového svazku dojde k dopadu paprskd do vystupni roviny pod takovym thlem «, Ze ve vy-
stupni roviné vznikaji interferenéni prouzky stejné frekvence pro viechny vinové délky A. Obra-
zové roviny mikroskopovych sestav jsou tak sdruZeny a v jejich spole¢né roviné vznika interfe-
renci obou svazk{l hologram pozorovaného pfedmétu. Tato rovina je sdruZena pomoci vystupni-
ho objektivu s rovinou digitalni kamery, na kterou je hologram zaznamenén. Primarnim zobraze-
nim je digitalni holograficky zdznam &ésti pozorovaného pfedmétu, z né€jZ lze numericky zrekon-
struovat intenzitu i fizi pfedmétové viny. Je moZny paralelni holograficky ziznam obrazu v
mnoha barvach v jediném okamziku. V nékterych pifpadech lze timto zpisobem piekonat de-
struktivni interferenci svétla ve vzorku na nékteré vinové délce a zachovat tim fazovou informaci
z tohoto pozorovaného mista. Konstrukce interferometru je achromaticka a systém lze tedy po-
uZit i ve zcela nekoherentnim osvétleni (v bilém svétle plo$ného zdroje), coZ umoZiiuje zobrazeni
piedmétli vnofenych v rozptylujicim prostfedi.

Skupina vyménnych aperturnich clon slouZi k nastaveni miry prostorové koherence zdroje. Sou-
stava vyménnych barevnych filtrii slouzi k nastaveni miry asové koherence zdroje. Zrcadla Z4 a
76 lze natadet ve dvou navzijem kolmych smérech. Tento pohyb slouZi k justdZi interferometru,
konkrétné k nastaveni Ghld, pod kterymi dopada své&tlo do vystupni roviny a také pro sefizeni
optické drahy obou svazki interferometru.

Holograficky mikroskop podle technického feeni miZze byt také osazeny mikroskopovymi ab-
jektivy korigovanymi na kone¢nou vzdélenost. Vyhodou pfedkladaného technického feSeni je
viak to, Ze ka¥d4 z pozorovacich optickych soustav Ol a O2 je tvotena vidy jednim mikrosko-
povym objektivem korigovanym na nekonetnou vzdilenost a jednou tubusovou ¢ockou. V pfi-
padé vyuziti objektivii korigovanych na nekonetnou vzdalenost vznikne mezi objektivem a tubu-
sovou Sockou prostor, ktery lze vyuZit pro implementaci pozorovacich technik jako je napf. epi-
fluorescence, fazovy kontrast atd. Timto zpiisobem zafizeni umoZiluje kombinovat techniky ho-
lografické mikroskopie s jinymi v mikroskopii béZnymi pozorovacimi technikami.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1: Schéma optické soustavy multifunkéniho holografického mikroskopu.
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Technické feseni je dale vysvétieno pomoci prikladu provedeni, ktery viak neni omezujici v
rozsahu narokl na ochranu.

Ptikladné uskuteénéni technického feseni

Priklad 1

Multifunkéni holograficky mikroskop je tvofen dvousvazkovym interferometrem se dvéma pozo-
rovacimi optickymi soustavami Ol a O2 a kondenzory K1 a K2. Kazda ze soustav 0Ol a02je
tvofena vidy jednim mikroskopovym objektivem korigovanym na nekoneénou vzdalenost a jed-
nou tubusovou Sodkou.

Optické soustava multifunkéniho holografického mikroskopu (obrézek 1) je tvofena plosnym
zdrojem Z svétla, ktery miiZe byt soucasné prostorové i casové nekoherentni, dale skupinou vy-
meénnych aperturnich clon A, soustavou vyménnych barevnych filtrd F, kolektorovou &odkou
KC, délitem svazku DS, soustavou zrcadel Z1, Z2, Z3 a kondenzory K1, K2. Osvétlovaci svazek
Je pfiveden na déli¢ svazku DS, ktery pfichozi svétlo rozdéluje do dvou svazkil - predmétového a
referentniho. Vzhledem k pouziti nekoherentniho svétla jsou svazky interferometru navrzeny
Jjako opticky ekvivalentni. Kolektorova &odka KC prenasi rovinu zdroje Z do zadnich ohnisko-
vych rovin kondenzort K1, K2, ¢im2 je zaji§téno tzv. Kohlerovo osvétieni referenéniho objektu
R a pozorovaného objektu P.

Roviny referenéniho a pozorovaného objektu jsou pozorovany optickymi soustavami O1 a 02,

které mohou byt s vyhodou kombinovany s dal$imi pozorovacimi technikami jako je napfiklad

epi-fluorescence a fazovy kontrast, Oba svazky interferometru Jsou pomoci soustav zrcadel 74,

45 a 76, 77 sjednoceny na spoleénou osu. Obrazové roviny objektivii se tak prekryvaji ve spo-

le¢né vystupni roviné VR interferometru. Mezi vystupni rovinou VR a objektivy jsou v kazdém

svazku interferometru umistény dvé difrakéni miizky DM1, DM2 a DM3, DM4. Ve vzdalenosti

d od vystupni roviny VR jsou umistény miizky s prostorovou frekvenci vrypil f - DM1 a DM3. .
Ve vzdalenosti d/2 od vystupni roviny VR jsou umistény miizky DM2 a DM4 s prostorovou

frekvenci vrypl 2f. Pii prichodu svétla mii¥kami dochaz{ k disperzi dle vztahu sin{a)-sin(f) =

Afc , kde A je vinova délka svétla, fg je prostorova frekvence vrypl difrakéni miizky, 3 je thel

dopadu svételného paprsku na difrakéni mitiku a « je ihel paprsku odchyleného miiZkou.

Vyuzitim +1. difrakéniho fadu mFizek DM1 a DM2 referenéntho svazku a -1. difrakéniho fadu

miiZek DM3 a DM4 predmétového svazku dochézi k dopadu paprski do vystupni roviny VR pod

takovym dhlem «, Ze ve vystupni roviné vznikaji interferendni prouZky stejné frekvence pro

viechny vinové délky L. V pfedmétovych rovinich mikroskopovych objektivii je umistény refe- -
rencni objekt R a pozorovany objekt P. Ve vystupni roviné VR vznika nekoherentni obrazovy
hologram pozorovaného objektu. Tento hologram je pomoci vystupniho objektivu VO zvétien do
roviny ¢ipu digitalni kamery DK. Snimek hologramu je tak digitdln¢ zaznamendn a dale nume-
ricky zpracovavan.

Primyslova vvuZitelnost

Interferometricky systém muitifunkéniho holografického mikroskopu je vhodny pro in vitro po-
zorovani Zivych bunék, piipadn& vaofenych v suspenzi a jejich reakci na vnéjii podnéty. Zaklad-
nimi aplikaénimi oblastmi multifunkéniho holografického mikroskopu jsou, pfi pouziti mikro-
skopovych soustav jako zobrazovacich systémi, biologie, medicina, mikro- (a nano-) technolo-
gie. Interferometricky systém potom umozfiuje pozorovéni fixovanych i Zivych bunék a mikroor-
ganizmu a jejich reakci na vn&j$i podnéty. Buiiky jsou zviditelnény fizovym zobrazenim a neni
tedy tfeba vyuZivat barveni bunék umélymi barvivy, ktera jsou toxicka a potladuji prirozené bu-
nén¢ reakce. Velkou aplikaéni oblasti je zkoumani cytokinematiky a metastatického potencialu
rakovinnych bunék. Otevird se moZnost pozorovat 7ivé buriky v suspenzi (rozptylujicim prostie-
di). Multifunkénost zafizeni umoituje kombinovat techniky holografické mikroskopie s dal$imi
v mikroskopii béZné pouzivanymi technikami.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Multifunkéni holograficky mikroskop tvofeny optickou sestavou dvousvazkového inter-
ferometru osazeného dvéma opticky shodnymi mikroskopovymi soustavami, kde délitem svazku
(DS) je dopadajici svétlo rozdéleno do referenéniho a pfedmétového svazku prochazejiciho po-
zorovacimi optickymi soustavami (O1), (O2) a oba svazky interferometru jsou sjednoceny na
spolenou osu pomoci zrcadel (Z4), (Z5), (Z6)a (Z7), vyzna ¢ujici se tim, Zeka?diz
pozorovacich optickych soustav (O1) a (O2) je tvofena vzdy jednim mikroskopovym objektivem
korigovanym na nekone&nou vzdalenost a jednou tubusovou Sockou, pfi¢emz mezi vystupni ro-
vinou (VR) a pozorovacimi optickymi soustavami (O1), (O2) jsou v referenénim svazku interfe-
rometru umistény dvé& difrakéni miizky (DM1) a (DM2) a v ptedmétovém svazku interferometru
jsou umistény dvé difrakéni miizky (DM3) a (DM4), kde difrakéni mfizky (DM1) a (DM3) lezi
ve vzdalenosti (d) od vystupni roviny (VR) a difrakéni m¥izky (DM2, DM4) lezi ve vzdalenosti
(d/2) od vystupni roviny (VR) a kde prostorova frekvence vrypl difrakénich miizek (DM1) a
(DM3) je rovna f a prostorové frekvence vrypi difrakénich mtiZzek (DM2) a (DM4) je rovna 2f.

2. Multifunkéni holograficky mikroskop podle naroku 1, vyzna€ujici se tim, Ze
kazda z pozorovacich optickych soustav (O1) a (O2) je tvofena mikroskopovym objektivem ko-
rigovanym na koneénou vzdalenost.

1 vykres

Seznam vztahovych znacek:

Z - plosny zdroj svétla

A - apertumni clony

F - barevné filtry

KC - kolektorova &otka

DS - déli¢ svétla

Z1,72,73,24, 725,76, Z7 - zrcadla

K1, K2 - kondenzory

R - referenéni objekt

P - pfedmétny objekt

01, 02 - pozorovaci optické soustavy

DML, DM2, DM3, DM4 - difrak&ni miiZky

VR - vystupni rovina

VO - vystupni objektiv

DK - digitalni kamera

d - vzdalenost mezi vystupni rovinou a DM1 a DM3
d/2 - vzdalenost mezi vystupni rovinou a DM2 a DM4.
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