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Holograficky mikroskop

Oblast techniky

Technicke feseni se tyka mikroskopu, ktery s vyuzitim holografického principu umoziuje konfo-
kalni zobrazeni v prochdzejicim bilém svétle a realném ase. Podstatné je, 7e je vyuZito nekohe-

rentniho (bilého) svétla.

Dosavadni stav techniky

Soucasn¢ mikroskopy vyuZivajici interference svétla (interterenéni ¢i holografické mikroskopy)
3 oddélenou predmétovou a referenéni vétvi lze rozdélit do dvou zakladnich skupin, na mikro-
skopy interferometrické a mikroskopy holografické.

Interterometrické mikroskopy. Svazky interferuji pod nulovym nebo témét nulovym ihlem, takze
hustota interferenénich prouzki v interferogramu nesplituje holografickou podminku, Jelikoz
automatizované méfeni OPT} (Optical Path Ditference) vysaduje ziskani uplné informace o
predmétove ving, je nutno zaznamenat alespoii tFi snimky s ritznym fazovym posuvem. Proto tyto
interferometry obsahuji fazovy kompenzator (v riiznych podobach) a jsou oznacovany jako inter-
ferometry s fizenou fazi (phase-shifting). Casovy interval nutny k zaznamenani ti snimkd vylu-
cupe moznost zobrazovat rychlé déje. Také proudéni v okolnim prostiedi a vibrace zafizeni ne-
gativne ovliviiuji vysledné zobrazeni. protoze kazdy ze tfi snimki je zaznamenan za jinych pod-
minek. Prikladem je komercné zndmy Mirauilv objektiv, publikovany v Yamaguchi, ., Zhang, T.
1997, . Phase-shifting digital holography*, Opt. Lett. Vol. 22, No. 16.

Vyhodou téchto systémi je moznost pouZit zcela nekoherentniho osvétleni (zarovka, vybojka),
kter¢ odstrariuje koherenéni zmitost a umoziiuje docilit efektu hloubkové diskriminace zobrazeni
[9], 4. vytvofeni optickych fezil vzorkem. Nevyhodou je nutnost vicendsobného zaznamu,

Holograficke mikroskopy. Takto sc oznacuji obvykle systémy s prostorovou nosnou frekvenci.
tedy systémy vyuZivajici interfercnce svazka pod nenulovym uhlem (off-axis holografie). Vzni-
kajici interferogramy spliiuji holografickou podminku a vysledné zobrazeni lze numericky re-
konstruovat z jediného digitalniho zaznamu (hologramu). Aby interference nastala v celém obra-
zovém poli, je nutno pouZit koherentni, nebo &dstedné (prostorové) nekoherentni osvétleni.
Techmcka feseni holografickych mikroskopit, které vyuzivaji koherentniho nebo castecné ( pro-
storové) nekoherentniho osvétleni jsou znama napfiklad 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 nonin-
vasive contrast imaging technique allowing quantitative visualization of living cells with sub-
wavelength axial accuracy”, Optics Letters, Vol. 30, No. 5: Kemper B., Langehanenberg P,
Bally von G, 2007, Digital holographic microscopy. A new method for surface analysis and
marker-free dynamic lite 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 cohercnce
imaging: a generalized analysis*, J. Opt. Soc. Am. A, Vol. 20, No., WQO2008092107;
US2008137933; EPIS52890 nebo jako komeréné nabizené digitalni hologratické mikroskopy
firmy Lyncée-Tec (www.lynceetec.com).

Vyhodou téchto systémi je ziskani aplné informace o predmétové ving z jediného snimku (off-
axis holografie). Tudiz jsou vhodné pro pozorovani dynamickych procesu. Nevyhodou je nutnost
pouziti téméf koherentniho osvétleni, ktera vede k uritému stupni koherenéniho zasuméni obra-
zu. kompromisum v oblasti volby zdroje svétla a nemoznosti pozorovat vzorky vnofené v roz-
ptylujicim prostredi, pripadné vzorky objemového charakteru.

£ CZ 8547 U je znim holograticky konfokalni mikroskop pro bilé svétlo, kiery umoziuje pozo-
rovani vzorku ve vinové nekoherentnim svétle, bez toho. Ze by bvlo nutné pouzit monochroma-
ticke svétlo a uméle vytvitet jeho prostorovou nekoherenci, Rychlost snimani tak neni. oproti
konvencnimu konfokalnimu mikroskopu, omezena zadnou pohyblivou souéasti opticke soustavy,




1y

20

35

40

CZ 1915¢ U1

Zafizeni pouZiva nekoherenini opticky zdroj. Svazek paprskd je difraktovan v 1. a -1. fadu fazo-
vou difrakéni miizkou do optickych vétvi. Prostfednictvim délice svazkl je opticka osa objektivu
rtotoznéna s optickou osou osvétlovaci optické cesty a ziroved s optickou osou zobrazovaci op-
tické cesty v kazdé z optickych vétvi, Kompenzace stranového prevraceni barev ve spektralnim
rozkladu sekundamich zobrazeni zdroje je dosazeno zrcadly a d&liéi svazku. Frekvenci snima-
nych konfokalnich obrazd tak omezuje pouze rychlost ziznamového zafizeni a nikoliv opticka
soustava. Zafizeni popsané v C7 8547 U neumoZituje pozorovani objektl pfes disperzni prostie-
di v prochazejicim svétle.

Cilem piedloZeného technického feseni je roziifit moznosti dosavadniho stavu techniky.

Podstata technického fefeni

Cile predlozeného technického teseni bylo dosaZeno digitalnim holografickym mikroskopem s
prostorovou nosnou frekvenei zobrazujicim v prochazejicim bilém svétle, jehoz podstata spoiva
v lom, 7¢ je pouZito optické sestavy umoziujici pouzit zcela nckoherentni osvétleni (bile svétlo
plosného zdroje) bez nutnosti vicenasobného zaznamu obrazu (stadi jediny snimek - hologramy).
Zafizeni tak umoziiuje pozorovat v redlném ¢ase vzorky vnofené v rozptylujicim prostredi (bez
pouziti zabarveni vzorku umélymi barvivy) a objekty trojrozmérncho charakteru.

Opticka sestava je dvousvazkovym interferometrem osazenym zobrazovacimi systémy. K déleni
svazku je vyuzito difrakéni mizky, ¢im# dochazi k ihlové disperzi svétla v pupile osvétlovacich
objektivii. Ze zobrazujicich objektivii vychazi svétlo s touz uhlovou disperzi a pii dodrzeni ekvi-
valence osvétlovaci a zobrazovaci ¢asti mikroskopu je moZno docilit interterence svétla riznych
vlnovych délek pod prislusnymi uhly. Tim vznikaji interferenéni prouzky téze frekvence pro
viechny vlnové délky svétla a formuji nekoherentni obrazovy hologram digitdlné zaznamenany a
numericky dale zpracovany.

Moznosti pozorovani vzorku ve skutetné realném Case bylo dosazeno predevsim pouzitim olt-
axis uspofadani interferometru - predmétova a referenéni vétev se sbihaji pod nenulovym thlem
a vznikly interferenéni obrazec (hologram) spliuje holografickou podminku. Zlepseni moZnosti
pozorovani vzorkil v disperznim prostiedi bylo dosaZeno predevsim pouzitim Casove a prostoro-
vé nekoherentniho zdroje svétla a pouzitim referenéniho objektu, ktery je v referentni vétvi op-
tické sestavy ulozen ve stejné roviné jako je ulozen pozorovany vzorek v pfedmétove vétvi op-
tické sestavy.

Potladeni nasobné rozptyleného svétla ve zobrazeni bylo dosazeno pfedeviim pouZitim svétla s
nizkou koherenci.

Pouziti difrakéni miizky je oproti pouZili prizmatu vyhodné, protoZe pro vznik interferen¢niho
obrazce lokalizovaného ve vystupni roviné neni potieba pouzit spojovaciho ¢lenu.

Pouziti soustavy zrcadel umoziuje snadnou obstuhu mikroskepu a zajistuje kompenzaci strano-
vé inverze barev.

Vyhodna provedeni technického FeSeni jsou predmétem zavislych naroki na ochranu a jsou blize
popsina v piikladném provedeni technickcho feseni.

Prehled obrazki na vvkrese

Technické Feseni je schematicky znazornéno na vykrese jako schéma opticke sestavy sestavayici
7 osvétlovaci soustavy. difrakéni mfizky, pfedmétové a referenéni vétve oplické sestavy mikro-
skopu a z¢ zobrazovaci soustavy (vse obr. 1),
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Pfikladné provedeni technickeho Feseni

Priklad 1

Mikroskop je tvofen jednomfizkovym dvousvazkovym achromatickym interferometrem se
Ctyfmi shodnymi mikroskopovymi objektivy, z nichz dva slouzi jako kondenzory K1 a K2 a dva
jako objektivy O1 a O2 (viz obrazek 1). Vzhledem k pouziti nekoherentniho svétla jsou vétve
interferometru navrzeny jako opticky ekvivalentni,

Osvetlovaci soustava mikroskopu je tvotena plosnym zdrojem svétla NZ, ktery miize byt soucas-
n¢ prostorové i ¢asové nekoherentni (napf. halogenovou lampou nebo vybojkou), aperturni clo-
nou proménne velikosti pro regulaci prostorové koherence osvétlent, vyménnymi neutralnimi
filtry a viménnymi barevnymi filtry pro regulaci asové koherence a kolektorovou cockou Cl
rzobrazujici plodny zdroj do ohniskovych rovin kondenzort K1 a K2. Osa osvétlovaci soustavy je
sjednocena s osou interferometru.

Osvétlovaci soustava pfivadi osvétlovaci svazek kolmo na difrakéni mfizku DM, na niz svazek
difraktuje a zrcatky se vybird 1. a -1. difrakéni #4d tvofici svazky referenéni a pfedmétové vétve,
Prostorové frekvence difrakéni miiZky je zvolena tak, aby difrakéni a interferenéni uhly o svazka
byly malé. Neni tak potieba pouZit spojovaciho clenu a interferenéni obrazec je lokalizovany ve
vystupni roviné mikroskopu.

Svazek paprsku predmétové vétve je z difrakéni méizky DM zrcadly Z5 a 26 smérovan do
osvétlovactho objektivu K2, ktery plni funkci kondenzoru. Poté svazek paprski pfedmétové
vetve prochazi pres pozorovany predmét P, kterym miize byt komiirka s buikami naplnénd medi-
em. Na pozorovany pfedmét je zaostfen objektiv 02 Objcktiv 02 zobrazi pfedmet do vystupni
roviny mikroskopu pomoci soustavy zrcadel Z7 a 78.

Svazek paprski referenni vétve je z difrakéni miizky DM zrcadly Z1 a Z2 smérovan do osvétlo-
vaciho objektivu K1, ktery plni funkci kondenzoru, Poté svazek paprskd reterenéni vétve pro-
chazi pres reterenni objekt R, kterym muZe byt komiirka napinéné pouze médiem, Na referencni
objekt je zaostien objektiv O1. Objektiv Ol zobrazi pfedmét do vystupni roviny mikroskopu
pomoci soustavy zrcadel Z3 a Z4.

Soustavy zreadel 23, 74 a 27, Z8, které privadéji svazky paprski z objektivii O1 a 02 do zobra-
zovaci roviny, jsou uspofddany tak, 7e zobrazovaci svazek vychazejici 7 objektiva 02 umisténe-
ho na pravé strané od osy interferometru prichazi do vystupni roviny z levé strany a zobrazovaci
svazek vychdzejici z objektivu O1 umisténého na levé strané od osy interferometru pfichazi do
vystupni roviny z pravé strany. Timto piekfizenim pfedmétové vétve s referenéni vétvi dojde ke
kompenzaci stranové invertovancho pofadi barev ve spektralnim rozkladu.

Zobrazovaci soustava je tvofena objektivem €2 a digitdlni kamerou DK. Objcktiv C2 zobrazuje
hologram vznikly ve vystupni roviné na ¢ip digitalni kamery DK. Osa zobrazovaci soustavy je
sjednocend s osou interterometru,

Zrcadla 22, 73, 76, Z7 jsou naklapéna ve dvou osach a kondenzory K1, K2 jsou posouvany ve
smerech kolmych k optické ose, coz umoziuje nastavit osvétlujici svazek do osy pfislusnych
objektivil a sjednotit zobrazeni difrakéni miizky obéma vétvemi ve vystupni roviné. Tim je dosa-
Zeno splnéni podminky pro interferenci svazki.

Difrakéni mfizka DM, soustavy zrcadel Z1, Z2 a 23, Z6 a kondenzory K1, K2 jsou posuvné ve
sméru osy interferometru. Tim je moZné po ukonéeni justéZe rozostfit zobrazeni mfizky v pred-
metovych rovinach kondenzori K1 a K2.

Zreadlo £6 a objektiv 02 jsou nezavisle posuvné ve sméru osy interferometru pomoci mikromet-
rickych Sroubd. Timto opatfenim Ize nastavit shodnou optickou délku predmétové a referencni
vetve mikroskopu.
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Primyslova vyuZitelnost

Zékladni aplikaéni oblasti pro holograficky mikroskop zobrazujici v prochazejicim hilém svétle
je biologic a medicina. Zatizeni miize byt s vyhodou pouzito pfi pozorovani fixovanveh i Zivych
bunék a mikroorganizm a jejich reakei na vnéjii podnéty. Holograticky mikroskop zobrazujici v
prochazejicim bilém svétle umoZiuje s vyhodou pozorovat Zive buiky v suspenzi v realnem
case. Buiiky jsou zviditelnény tazovym zobrazenim a neni tedy tfcba vyuzivat barveni bunék
umélymi barvivy, kterd jsou toxicka a potlacuji pfirozené bunén¢ reakee.

NAROKY NA OCHRANU

1. Iolograficky konfokiini mikroskop tvofeny osvétlovaci soustavou, zobrazovaci soustavou
a dvousvazkovym interferometrem se ¢tyfmi shodnymi mikroskopovymi objektivy, z nich? dva
slouzi jako kondenzory (K1 a K2) a dva jako objcktivy (O1 a O2) a se Etyfmi soustavami zrca-
del. z nichz dvé soustavy zrcadel (71, Z2 a Z5, Z6) slouZi pro usmérnéni svazku paprski v
osvetlovaci ¢asti interferometru a dvé soustavy zrcadel (Z3, Z4 a Z7, Z8) slouzi pro usmérnéni
svazku paprski ve zobrazovaci ¢asti interferometru, vyznadujici se tim, Ze pfcdmé-
tova a referencni vétev interferometru jsou navrZeny jako opticky ekvivalentni.

2. Zafizeni podie ndroku |, vyznaédujici se tim, Zezdroj svétla (NZ) v osvétlovaci
soustavé je ¢asové a prostorové nekoherentni.

3. Zafizeni podle naroku 1, vyznadujici se tim, Zereferencni objekt (R) se uklada
mezi objektivy (K1 a Ol) referencni vétve interferometru do stejné roviny | ako se uklada zobra-
zovan¥ objekt {P) mezi objektivy (K2 a 02) predmetove vétve interferometru.

4. Zatizeni podle naroku 1, vyznad&ujici se tim. Zcsoustavy zrcadel (£3, Zd4 a Z7.
78) jsou usporadany tak, Zze dochazi k pfekfiZeni svazku paprski pfedmétové vétve interferomet-
ru se svazkem paprski referenéni vétve interferometru.

5.  Zatizeni podle naroku |, vyznaéujici se tim, zezrcadla(Z2, 23,76, Z7) se daji
naklapét ve dvou osach, kondenzory (K1, K2) a objektivy (01, O2) jsou posuvné ve smérech
kolmych k optické ose, a Z¢ difrakéni miizka (DM), soustavy zrcadel osvétlovaci ¢asti mikro-
skopu (Z1, Z2 a 75, Z6) a oba kondenzory (K1, K2) jsou posuvne ve smeru osy interterometru.

6.  Zafizeni podle naroku 1, vyznadujici se tim, Zc alespon jedno ze zrcadel {Z1,
72.73. 74, 75, 76, 77, Z8) je nezavisle posuvné tak, aby timto posuvem bylo mozné nastavit
shodnou délku obou vétvi interferometru.

7. Zafizeni podle niroku 1, vyznadujici se tim, Zealespon jedenz objektivin (O1,
02, K1, K2) je nezavisle posuvny ve sméru optické osy tak, aby bylo mozné zobrazit difraként
miizku (PM) do vystupni roviny nezavisle v obou vétvich interferometru.

8.  Zaiizenipodle narokul, vyznacdujici se tim, Zcdchifem svazku paprsku, ktery
vstuplje z osvétlovaci soustavy do interferometru. je lincarni tazova difrakéni mfizka (DM).

9. 7afizeni podle naroku |. vyznadujici se tim. Ze prostorova frekvence difrakéni
mfizky (DM), kter je umisténa jako déli¢ svazku paprski vstupujicich z osvétlovaci soustavy do
interferometru, je zvolena tak, aby difrakéni hel (@) byl nabyval hodnot v rozmezi 1.5 az 3.5
stupnd.

I vykres
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reterencni : predmeétova
vetev

Obr. 1
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