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JAK ZACHYTIT NE VIDITELNE?
Dokaze to holografic ky mikroskop!

Jak lze zobrazit objekt, ktery je
natolik prihledny a nekontrastni, ze
je pro lidské oko témér neviditelny?
A co kdyz je takovy piedmét navic
ponoieny v zakaleném prostiedi?
Nebo jak zmé¥it objekt vysoky jen
nékolik nanometru? V biologickém

rincip holografie objevil v roce 1947
madarsko-britsky fyzik Dennis Ga-
bor (1900-1979). Tento objev byl ne-
¢ekanym vysledkem Gaborovy snahy
o zlepSeni rozliSeni elektronového mikro-
skopu. V té dobé jesté neexistovaly vhodné
zdroje svétla, a proto velky rozvoj holografie
zpusobil az objev laseru v roce 1960.

Jiz v 60. letech se ovSem ameriCti védci
Emmett Leith (1927-2005) a Juris Upatnieks
(*1936) zabyvali moznostmi realizace holo-
grafického zdznamu pomoci b&Zného bilého
svétla. Prave tato prace inspirovala profeso-
ra Radima Chmelika a jeho spolupracovniky
z Fakulty strojniho inZenyrstvi VUT v Brné
k preneseni principu holografie v bilém
svétle do optické mikroskopie. Po vice nez
deseti letech vyzkumu, pokraCujictho nyni
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M Obr. 1 - Transmisni holograficky
mikroskop se vyuZiva pro pozorovani
biologickych vzork

i pod hlavickou Stiedoevropského technolo-
gického institutu (CEITEC), mnoha dil¢ich
projektech a navdzanych spolupracich md
Vysoké uceni technické patentovan unikatni
holograficky mikroskop.

Dva kroky k tietimu rozméru

Pod pojmem hologram se pravdépodob-
né vétsiné lidi vybavi néjaky trojrozmérny
objekt ¢i postava vzndsejici se ve vzduchu
z nékterého ze zndmych sci-fi filmi. Odbor-
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nici v§ak pod pojmem hologram rozuméji
holograficky zdznam, z néhoZ teprve optic-
kou ¢i digitdlni rekonstrukci ziskdme troj-
rozmérny pohled na pozorovany predmét.
Holografické zobrazeni je tedy dvoufdzovy
proces, pii némzZ nejprve zaznamename ho-
logram a ten ndsledné rekonstruujeme.

Dokonale lapené svétlo
Holograficky zdznam je specificky tim, Ze
umoziuje uplny zdznam svételné viny ne-
souci informaci o zkoumaném objektu, tj.
umoziuje zdznam dvou dileZitych vlast-
nosti svételné viny — intenzity a faze. Bézné
detektory, jako je napiiklad lidské oko nebo
kamera, jsou citlivé pouze na intenzitu a fazi
zaznamenat nedokdZou. Pravé proto také
nejsou schopny zaznamenat zcela prithledné
objekty — ty totiz méni pouze fazi svételné
vlny. Fdze md pfitom velky vyznam, proto-
Ze vypovida o tvaru Ci struktufe zkoumané-
ho objektu.

Okulary tu nehledejte

Jak tedy holograficky mikroskop funguje?
Nejprve se pomoci specidlntho délice roz-
déli svétlo ze zdroje na dva shodné svazky.
Jeden svazek projde pozorovanym vzorkem
(u pruhlednych vzorkd - biologickych),
popf. se od néj odrazi (u neprihlednych
vzorkli — technickych). Svételnd vlna je pri
prichodu pozorovanym vzorkem modifiko-
véna jeho tvarem a také rozloZenim indexu
lomu uvnitf vzorku. Druhy svazek projde
mimo pozorovany vzorek a svételnd vlna
v tomto svazku tedy nijak modifikovdna
neni. Oba svazky navic projdou mikrosko-
povou optikou, kterd vytvoii zvétSeny obraz
vzorku. Nésledné se svazky opét pomoci
délice spoji dohromady a slozenim svét-
la z obou svazkd (tzv. interferenci) dojde
ke vzniku hologramu. Na konci soustavy je
umisténa kamera, kterd vznikajici hologram
zaznamenava.

i technickém vyzkumu existuje

cela Fada vzorku, které maji pravé
takovy charakter. Jejich pozorovani
pak vyzaduje

- napfiklad holograficky mikroskop,
vyvinuty na Vysokém uceni
technickém v Brné.
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M Obr. 2 - A) detail prazdného holo-
gramu, B) holograficky zaznam objektu
zvonovitého tvaru, C) rekonstruovana
faze svétla z hologramu B

Holograficky zdznam je tedy pofizen
v digitdlni podobé a ndslednd rekonstruk-
ce a zobrazeni pozorovaného vzorku jsou
jiz provadény pomoci pocitace (takovému
postupu fikdme digitdlni holografie). U ho-
lografického mikroskopu byste proto marné
hledali okuldry jako u b&€Znych mikroskopd.
Divat se na holograficky zdznam o¢ima by
totiZ nemélo Zddny vyznam.

Svét pod prouzkovanym
ubrusem

A jak takovy hologram vypadd? Pokud se
detailné¢ podivdte na hologram pofizeny
holografickym mikroskopem, zjistite, Ze je
tvofen velkym mnoZstvim jemnych rovno-
béZznych prouzkt (obr. 2A) — jednd se o tzv.
interferencni prouzky. Pokud do mikrosko-
pu vlozime vzorek, tyto prouzky se zjedno-
dusené feceno ,,zprohybaji* podle tvaru ¢i

struktury daného vzorku (obr. 2B). To je
zpsobeno pravé interferenci nemodifiko-
vané ,,pradzdné* viny s vlnou modifikovanou
vzorkem.

Vypadd to tedy podobné, jako kdyby-
chom pozorovali piedmét umistény na sto-
le a prekryty prouzkovanym ubrusem.
Z prubéhu prouzkii 1ze numericky dekdédo-
vat intenzitu i fdzi pozorovaného vzorku
pomoci podobného principu, jaky je po-
uzivan naptiklad u zndmého
AM a FM rddiového vysild-
ni. Detekovanou fazi je pak .
mozno pouzit k vytvoreni
3D zobrazeni vzorku, kte-
ré vypovidé o jeho tvaru ¢i
struktute (obr. 2C).
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Svétlo z obycejné
Zarovky je
vyhodnéjsi!

M Obr. 5 - Déleni krysi
nadorové buiiky mikroskop

diodu nebo vybojku. Diky témto zdrojim
Ize ziskat holograficky zdznam bez nezd-
doucich artefaktti a s rozlienim az dvakrat
jemnéjsich detaild vzorku.

Verze pro biology i techniky
Pro pozorovani priihlednych vzorki se
pouziva tzv. transmisni holograficky mik-
roskop. Své hlavni uplatnéni nachdzi v bu-
nécné a molekuldrn{ biologii — napiiklad pri
pozorovani rakovinnych
bunék, cervenych krvi-
. nek, neuront, srde¢nich
bunék ¢i spermii. Umoz-
- fiuje neinvazivnim zptiso-
’ bem sledovat pohyb, rtst
¢i déleni bunék, zmény
v rozloZeni jejich hmoty
iopm a reakce na nejriznéjsi

latky ¢i podnéty.

V pfipadé odraznych
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Kli¢ovou roli v holografic-  zachytil v réiznych okamiicich (neprihlednych) vzorki

ké mikroskopii hraje zdroj

svétla. V dosavadnich typech komer¢né do-
stupnych holografickych mikroskopti, jimiz
I1ze sledovat zivé buriky a povrchy technic-
kych materidld, se pro osvétleni pouzivd
laser nebo laserova dioda. Pouziti laseru je
nutné pro spravnou funkei téchto pfistrojd,

ky — vysledny obraz je v horSim rozliseni
a v zdznamu se objevuji nejriznéjsi artefak-
ty, vinky nebo prouZzky, které snizuji kvali-
tu zdznamu a znehodnocuji naméfena data.
Tymu profesora Chmelika se vSak podatilo
navrhnout a zkonstruovat holograficky mik-
roskop, ktery umi vyuzit zdroje bilého svét-
la, tedy napiiklad obycejnou Zdrovku, LED

M Obr. 3 - Buiiky lidského nadoru prsu

pfichdzi na fadu reflex-
ni holograficky mikroskop. VyuZiti najde
predevsim pii zkoumdni povrchi a struktur
nejriznéjich materidlt. Z téchto dat lze
vyhodnocovat drsnost povrchi, kontrolovat
rozméry struktur nebo detekovat povrcho-
vé defekty. Velkou prednosti mikroskopu
je vysoka citlivost, kterd umoziiuje rozlisit
vysku struktury s presnosti pod jeden nano-
metr. A také rychlost — uzivatel ma okamzité
k dispozici 3D zobrazen{ sledovaného povr-
chu. H
Ing. Tomas Slaby
Vyzkumna skupina prof. Radima Chmelika
Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC)
pfi VUT v Brné

M Obr. 4 - Krysi nadorova buiika

I 4 VYHODY PRO ZIVE BUNKY

Holograficky mikroskop ma
oproti jinym mikroskopickym
metodam fadu vyhod.

Vybrali jsme ctyfi, které jsou

k nezaplaceni pfedevsim pfi
pozorovani biologickych vzorki.

-I SETRNOST

Na rozdil od béznych metod, jako

je tieba fluorescen¢ni mikroskopie,
nevyzaduje holograficka mikroskopie
barveni vzorku kontrastnimi latkami.

To védclim umoziiuje provadét
dlouhodobéjsi pozorovani Zivych bunék,
trvajici az nékolik dni. Kontrastni latky
totiZz mohou Zivé buriky ohrozit i zahubit.
Navic mohou ovliviiovat chovani bunék,
takze pak neni jasné, zda buiika reaguje
na testovanou latku nebo pouzité
barvivo.

JEDNODUCHE ZPRACOVANI DAT

Podstatnou vyhodou holografického
zobrazeni je také fakt, Ze naméfend data
jsou kvantitativni — signal mikroskopu
umoziiuje méfit hmotu bunék. Takovy
signal Ize velmi jednoduse zpracovavat
a vyhodnocovat pomoci potitate a pohyb
¢i rast bunék je mozné diky tomu
vyhodnocovat automaticky. U ¢ervenych
krvinek Ize dokonce automaticky
detekovat napfiklad malarii, onemocnéni
jater ¢i neurologické poruchy.

RYCHLOST

Pro vytvofeni 3D zobrazeni vzorku
je zapotiebi jediny hologram, a snimani
je tedy omezeno pouze rychlosti
kamery. Diky tomu je moZné sledovat
a vyhodnocovat velmi rychlé déje, jako
jsou napfiklad kontrakce srde¢nich
bunék.

PRONIKAVY ,ZRAK"

Unikétni vlastnosti nového
mikroskopu je schopnost zobrazovani
objekti ponofenych v kalnych,
neprahlednych prostifedich. To umoziiuje
sledovat reakce bunék na latky,
které nejsou zcela prihledné. Takova
pozorovani nelze s pomoci béznych
mikroskop realizovat. B

"~ Tato miikova
struktura vyleptana do skla ma
hloubku pouhych 350 nanometri
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