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Abstrakt
Tato bakalarska prace pojednava o fluorescenénim holografickém mikroskopu, interfero-
metrickém mikroskopu s mimoosovou interferenci.

Prace je rozdélena na cast teoretickou a praktickou. V teoretické casti je popsano
usporadani fluorescen¢niho holografického mikroskopu a zakladni teorie ohledné fluoresce-
ncéni interferometrie. Déle jsou zde uvedeny metody pouzivané ke zvyseni rozliseni fluo-
rescencnich mikroskopti.

Praktickd c¢ast se vénuje ovéfeni zobrazovacich vlastnosti fluorescen¢niho holografic-
kého mikroskopu a také moznostem, které vylepsi zobrazovaci vlastnosti a méreni jako
takové.

Sumarry
This bacherol thesis discusses the holographic fluorescence microscopy, interferometric
microscope with off-axis interference.

It is divided into a theoretical part and an experimental part. The theoretical part
describes the setting of the holographic fluorescent microscope and basic theory of fluo-
rescence interferometry. There are also described the methods used to increase the reso-
lution of fluorescence microscopy.

The practical part deals with the verification of the imaging properties of holographic
fluorescence microscope and opportunities for enhanced imaging features and measure-
ments.

Kli¢ova slova
Fluorescenéni holograficky mikroskop, fluorescen¢ni interferometrie, 4Pi, I°M, SIM, STED

Keyworlds
Fluorescent holographic microscope, fluorescence interferometry, 4Pi, I°M, SIM, STED
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Uvod

Fluorescenc¢ni holograficka mikroskopie je kontrastni kvantitativni technika sluzici ke troj-
rozmérnému zobrazovani fazovych objekti. Ve svété jiz byly popsany a sestrojeny inter-
feren¢ni fluorescen¢ni mikroskopy, avsak fluorescen¢ni mikroskop vyuzivajici mimoosovou
interferenci-holografii doposud popsan a sestrojen nebyl. V prvni kapitole je uvedena his-
torie fluorescen¢ni mikroskopie a holografie.

Druhé kapitola se zabyva konstrukei a vlastnostmi fluorescenéniho holografického mik-
roskopu, ktery vznika v optické laboratori tistavu fyzikalniho inzenyrstvi. Tento mikroskop
sestava ze dvou proti sobé umisténych objektivii. Svétlo z téchto objektivi jde do achro-
matického miizkového mimoosového interferometru. Tento interferometr je shodny s in-
terferometrem z koherenci fizeného holografického mikroskopu (CCHM) [1], jenz byl také
vyvinut v této laboratori.

Dalsi kapitola obsahuje resersi problematiky fluorescenéni interferencni mikroskopie,
dodatecnych technik ke zvyseni rozliseni interferencni fluorescencni mikroskopie a metod
ke zjistovani rozliSeni.

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda predpokladané zobrazovaci charakteristiky
FHM odpovidaji skutec¢nosti. Byly vyrobeny testovaci vzorky vhodné pro tento druh mik-
roskopu. Navrh a postup vyroby vhodnych vzorkt a dalsi praktické metody jsou popsany
ve ¢tvrté kapitole spolu s vysledky experimentalniho méfeni a diskuzi nad témito vy-
sledky. Dale jsou zde uvedeny mozné kroky, které vylepsi zobrazovaci vlastnosti tohoto
mikroskopu a méfeni jako takové.



Kapitola 1

Historie fluorescenc¢ni mikroskopie
a holografie

Fluorescenc¢ni holograficka mikroskopie, jak uz nazev napovida, vychéazi z kombinace dvou
technik - fluorescence a holografie. Nejprve se podivame na historii fluorescen¢ni mikro-
skopie. Fluorescence jako takovd, byla popséna jiz v sedmnéactém stoleti [2], avSak jako
mikroskopova technika se zacala pouzivat az na konci devatenactého stoleti. S fluorescenci
je spojena cela fada jmen. George Gabriel Stokes v roce 1852 postuloval, ze fluorescenéni
svétlo ma delsi vinovou délku nez svétlo, jez fluorescenci vyvolalo, po svém objeviteli je
tento jev nazyvan Stokestiv posuv. Dalsim vyraznym milnikem fluorescen¢ni mikroskopie
byla syntetizace prvniho umélého fluorescen¢niho barviva v roce 1871 némeckym chemi-
kem Adolfem von Bayerem.

Prvni fluorescenéni mikroskop vznikl jako nastupce UV mikroskopu. Tento mikro-
skop vyvinul Otto Heimstaedt a Heinrich Lehman. Byl pouzivan pro zkoumani autoflu-
orescence (vlastni fluorescence) bakterii, prvoki a rostlinnych a Zivocisnych tkani. Pravé
moznost pozorovat pouze autofluoreskujici vzorky omezovala pouziti luorescenéni mikro-
skopie v jejich poc¢atcich. Ptiblizné po dvaceti letech od zkonstruovani prvniho fluorescenc-
niho mikroskopu Max Haitinger vyvinul metodu sekundéarni (nevlastni) fluorescence, coz
zahrnovalo aplikaci vnéjsiho fluorescenéniho barviva na vzorek. Dalsi vyrazny krok ve fluo-
rescen¢ni mikroskopii nastal v Sedesatych letech minulého stoleti, kdy byl zkonstruovan
dichromaticky déli¢ paprski, neboli dichromatické zrcadlo. Toto zrcadlo diky specialni
tenké kovové vrstvé dokaze odrazet tzké pasmo vinovych délek, zatimco ostatni vinové
délky propousti. Toto feseni umoznuje osvétleni vzorku excitacnim svétlem s vinovou dél-
kou k tomu potiebnou. Fluorescen¢ni mikroskopy jsou dnes bézné vyrabéné. Fluorescencni
mikroskopie je také hojné vyuzivanad metoda v biologii a lékatstvi.

Holografie byla objevena a popsana Denisem Gaborem v roce 1948 pii snaze docilit
vyssiho zvétseni elektronového mikroskopu rekonstrukei hologramu pomoci vétsi vinové
délky zafeni, nez byla vlnova délka zafeni, s nimz byl hologram zaznamenan. Vyssiho
zvétseni elektronového mikroskopu nebylo vsak v téchto experimentech dosazeno. Po ob-
jevu laseru se pak holografie zacala rozvijet jako metoda opticka. Pfi zaznamu hologramu
je zaznamenavana kompletni obrazova vlna. Holografického zédznamu mikroskopického
obrazu bylo dosazeno jiz v sedmdesétych letech dvacéatého stoleti [3]. Kvili tehdy nedos-
tatecné vykonnému vypocetnimu zafizeni, k okamzité rekonstrukci obrazové viny, nebyla
holografie pouzitelnd v praxi. Nyni se holografie pouziva v bézném zivoté nejvice jako
ochranny prvek. V elektrotechnice je mozny zaznam na holografické zdznamové disky [4]
a napiiklad ve strojirenstvi se pouziva ke kvantitativnimu méfeni napéti, které ptisobi
na soucast [5].



Fluorescencni interferencni mikroskopie vznikla a byla popsana v devadesatych letech
20. stoleti. Motivaci k jejimu vzniku bylo zvysit rozliseni stavajicich fluorescenénich mik-
roskopii. Vice o této technice a jeji historii bude feceno v treti kapitole.

Na tstavu fyzikalniho inzenyrstvi VUT ma holografickd mikroskopie nékolikaletou tra-
dici. V roce 1998 vysel ¢lanek o konfokalnim holografickém mkroskopu [6] a v roce 1999
byl zapsan uzitny vzor [7]. Od té doby vznikla v optické laboratofi cela fada modifikaci
holografického mikroskopu, které maji i praktické vyuziti (napt.: [8], [9], [10], [I1]).



Kapitola 2

Fluorescenc¢ni holograficky
mikroskop

V roce 2009 byl v optické laboratori ustavu fyzikalniho inZenyrstvi sestrojen hologra-
ficky mikroskop s novym usporadanim difrakéni mrizky. Mfizka jiz neni pouzita jako déli¢
paprsku, pfesunula se do jedné z vétvi do roviny sdruzené s predmeétovou rovinou. Diky
tomuto je mozné pouzit pti konstrukei objektivy uréené pro nekone¢nou tubusovou délku.
Timto FeSenim vzniké prostor pro vlozeni nejriznéjsich moduli (proto se tomuto holo-
grafickému mikroskopu také ¥ika multimodélni). Interferometr tohoto druhu byl spoleéné
s fluorescenénim modulem pouzit ke stavbé fluorescencniho holografického mikroskopu
(FHM).

Fluorescen¢ni modul byl navrzen, zkonstruovan a sestaven Ing. Pavlem Kolmanem,
PhD.. Hlavnimi prvky tohoto modulu jsou dva proti sobé umisténé mikroskopové objek-
tivy. Oba tyto objektivy je mozné posouvat ve dvou pfi¢nych smérech. Dale je umoznén
posuv jednoho objektivu a stolku se vzorkem ve sméru optické osy. Stolek je mozno posou-
vat v osovém smeéru i jemné pomoci piezo posuvu a pomoci Sroubil v pricném sméru. Blok
fluorescenc¢nich filtri (FF) je umistén tak, jak je to zobrazeno na obrazku Posuvny
blok zrcadel (PBZ), umistény v jedné vétvi, umoziuje zménu délky optické této vétve.

2.1 Vlastnosti FHM

Oproti fluorescenénim mikroskoptim popsanym v néasledujicich kapitolach FHM vyu-
ziva mimoosové interference, diky cemuz je mozné zrekonstruovat predmétovou vinu
pouze z jednoho snimku, tim je umozineno pozorovani dynamickych jevi. FHM dale
umoznuje kompletni zdznam obrazové vlny v redlném case. Rekonstrukci této vlny se
ziskd komplexni amplituda. FHM také umoziuje provadét optické fezy a kvantitativni
fazovy kontrast. Samoziejmosti je pozorovani fluorescencnich vzorkt a moznost vymény
vhodnych excitacnich a emisnich filtrii v zavislosti na pouzitém fluoroforu.

Dosud popsané a zkonstruované fluorescenéni mikroskopy, vyuzivajici interferomet-
rické metody k zobrazeni predmétu, vyuzivaji osové interference a jsou to tedy interfe-
rometrické fluorescenéni mikroskopy. FHM vyuziva mimoosové interference, mél by tedy
byt prvnim fluorescen¢nim holografickym mikroskopem.



2.2 Schéma a soudasti FHM

Na obréazku je zobrazeno schéma FHM. Zdroj svétla (Z), ktery muzZe byt casové
a prostorové nekoherentni, je zobrazen pomoci dichroického zrcadla (DZ) a mikrosko-
pového objektivu do predmétové roviny. Zde probéhne excitace fluoroforu ve vzorku
a nasledna emise fluorescenéniho svétla. Toto svétlo je zachycovano objektivy z obou
stran. Tubusovymi ¢ockami je pfedmét zobrazen v jedné vétvi na reflexni difrakéni miizce
(DM). V druhé vétvi se nezobrazuje pfedmét pfimo na odrazné zrcadlo (ZR), ale nékolik
milimetra pred néj (kvili kvalité zobrazeni). Ve vétvi se zrcadlem se obraz pfedmétu od-
razi pomoci polopropustného zrcadla (PZ) do vystupniho objektivu (VO), pomoci néhoz
se zobrazi na detektor (D). Rovina difrakéni miizky je sdruzend s rovinou detektoru.
V zadni ohniskové roviné VO je umistén prostorovy filtr, ktery zastinuje nulty difrakéni
rad a mozné vyssi fady. S druhou vétvi tak interferuje pouze prvni difrakéni rad.

PBZ FM |

Obrazek 2.1: Schéma fluorescen¢niho holografického mikroskopu. D-Detektor, DM-
Difrakéni miizka, DZ-Dichroické zrcadlo, EMF-Emisni filtr, EXF-Excita¢ni filtr, FF-
Fluorescenc¢ni filtry, FM-Fluorescenéni modul, I-Interferometr, MO-Mikroskopovy objek-
tiv, PBZ-Posuvny blok zrcadel, TC-Tubusova ¢ocka, VO-Vystupni objektiv, ZD-Zdroj
osvétleni, Z-Zrcadlo



2.3 Soucastky pouzité pri stavbé modulu FHM

1. Osvétlova¢ Nikon Y-FL
2. Piezo posuv stolku se vzorkem, rozsah posuvu 17 pm

3. Mikroskopové objektivy konstruované na nekonecnou tubusovou délku se zavitem
M25

4. Blok fluorescencnich filtrt
5. Tubusové ¢ocky =200 mm
6. Difrakéni miizka s hustotu vrypt 150mm™?

7. Vystupni objektivy Canon 35 mm /2 (rok vyroby 1990 - 2012)

8. CCD kamera, cernobila, 16bit, velikost ¢ipu 1376 x 1038 pixelu, velikost pixelu
6,45 x 6,45 pum, rychlost zaznamu 12 fps



Kapitola 3

Fluorescenc¢ni interferencéni
mikroskopie

Drive, nez se dostaneme k popisu fluorescenéni interferometrie, je vhodné sdélit zaklady
interferen¢ni mikroskopie. Pojem ,interferenéni mikroskopie* byl poprvé pouzit J. A. Sirk-
sem na konci 19. stoleti [12]. Jeden z prvnich interferencénich mikroskopi byl navrzen
J. Dysonem [13]. Tento mikroskop vytvarel interferenéni obrazce bez pouziti polariza¢nich
prvki. Poté bylo predstaveno nékolik dal$ich feSeni af uz transmisniho nebo reflexniho
typu. Napriklad Linnikav interferometr pouzivany pfi studiu povrchiu v reflexnim mik-
roskopu, nebo Machiiv-Zendertv interferometr, jehoz modifikace je pravé pouzita pro se-
strojeni FHM.

Pro vysvétleni principu fluorescenc¢ni interferometrie si predstavme fluoreskujici ¢as-
tici umisténou tak, jak je to zobrazeno na obréazku [3.1 Emitované fluorescenéni zareni
je zachycovano cockami z obou stran a pomoci zrcadel je sméfovano na kombinacni ¢len.
Ve vysledku jsou vlny z obou vétvi spojeny opét dohromady a dopadaji na detekéni za-
fizeni. Interferencni obrazec je detekovan pouze tehdy, kdyz rozdil délky optickych vétvi
je mensi nez koherenc¢ni délka (D) emitovaného zafeni. Pficemz maximalni intenzita in-
terference nastava, pokud je fluorescenc¢ni zdroj umistén v roviné zg a opticka draha obou
vétvi je srovnana.

Tento vysledek je dtlezity vezmeme-li v potaz naptiklad tenké fluorescenc¢ni znacky
se Sirkou mensi, nez je polovina koherenc¢ni délky emitovaného fluorescen¢niho zateni.
Pokud jsou tyto znacky umistény na riznych mistech a jsou od sebe vzdaleny vice, nez
na polovinu koherenc¢ni délky podél optické osy, mohou byt od sebe rozliseny, protoze
k interferen¢énimu obrazci pfispiva pouze svétlo z oblasti zg + DTK. Toto je jedna z hlavnich
vyhod fluorescen¢ni interferometrie, ktera umoznuje zjisténi hloubkové informace v roz-
sahu nékolika mikrometri o fluorescencnich vzorcich. Zaroven udéava minimalni rozliseni
interferenc¢nich fluorescenc¢nich mikroskopi v osovém smeéru.

3.1 Rozptylova funkce

Rozptylova funkce libovolného optického pfistroje je vlastné obraz bodového pfedmétu
zobrazeny timto pristrojem. Integral z této rozptylové funkce je normovan k jednicce,
neboli plocha pod kfivkou rozptylové funkce by méla byt rovna jedné. Velikost stupné
rozptylu rozptylové funkce udava, jak kvalitné dokaze dany systém zobrazovat.
Rozptylova funkce hraje dtlezitou roli v teorii zobrazovani ve fluorescen¢ni mikrosko-



Obrazek 3.1: Zobrazeni procesu, pii kterém interferuji dva fluorescenéni paprsky pocha-
zejici z jednoho fluoroforu. C-¢ocka, ZR-zrcadlo. Ptekresleno z [14].

pii, protoze zobrazovaci proces u nekoherentnich zobrazovacich systémii je linearni a mtize
byt popsén linedrnimi rovnicemi [15].

Obraz(A+ B) = Obraz(A) + Obraz(B) (3.1)

Coz znamena, ze dva objekty A a B mohou byt zobrazovany zaroven a vysledek je roven
souctu nezavislého zobrazeni téchto objekti. Jinymi slovy, zobrazovani predmétu A neni
ovlivnéno zobrazovanim predmétu B a naopak. Nabizi se tedy moznost rozdélit predmét
na tak malé c¢asti, Ze se bude fakticky jednat o bodové objekty a vysledny obraz takto
rozdéleného predmétu se bude pocitat jako soucet zobrazeni rozptylovych funkci. Mate-
matickéa reprezentace tohoto procesu se nazyva konvoluce.

Linearita systému tedy dovoluje spocitat obraz libovolného objektu rozdélenim ob-
jektu na jednotlivé ¢asti. Naslednym zobrazenim kazdé z téchto ¢asti samostatné a souc-
tem téchto Casti lze ziskat obraz celého objektu.

gl.y) = flay)<h@y)= [ fa.b)-hiz,y)dady (3.2

RxR

Rovnice je konvolué¢ni integral pro prostorové invariantnni systémy a h(x,y) roz-
ptylova funkce bodu [x,y].

3.2 Difrakéni limit detekce

Rozliseni je ¢asto definovano jako nejmensi vzdalenost mezi obrazy dvou kvazi bodovych
objektt, pii které jsou jesté od sebe rozpoznatelné a nejsou slouceny do nerozlisitelného
shluku. RozlisSovaci kritéria, jako Rayleightiv limit, Sparrotv limit, Strehlovo kritérium



a dalsi pfimo souvisi s vlastnostmi rozptylové funkce. Tato kritéria jsou velmi uzitecna
pro riizna pozorovani, avsak maji nékolik nedostatk, jak pisi Schermelleh a kolektiv ve své
praci [I5]. Mezi tyto nedostatky patii zejména to, Ze tyto detekéni limity nemusi nutné
korespondovat s tirovni detaildi, které jsou skutecné dosazitelné. Kupiikladu Rayleightv
limit je definovan jako vzdalenost stfedu hlavniho piku a prvniho vedlejsiho minima roz-
ptylové funkce. Tato vzdalenost vSak mtize byt s pouzitim vhodnych prvki, jako naptiklad
Toraldovych filtrt E], témeér libovolné malé, na tkor velmi vyrazného zvétSeni postrannich
lalokti (vedlejsich maxim rozptylové funkce) viéi centralnimu maximu. Déle, pfi odvo-
zovani téchto kritérii nebylo uvazovano o svétle jako o viné, jez muize difraktovat a jez
v sobé nese informace o koneéném limitu Grovné rozligitelnych detailt [15].

Realny prostor FouriérQv prostor

Intenzita [a.u.]
OTF [a.u]

I » L »
T L T >

1 Pozice 1 Pros1:torové frekvence
[um] [um™]

Obrézek 3.2: Pievod z redlného do prostoru Fourierovych frekvenci, piekresleno z [15].

Vise uvedenym vytkam vici difrakénim limitim se definice rozliseni podle Abbeho
B.3] (prevzato z [18]) vyhyba. Jak uz bylo vySe uvedeno, proces zobrazovani mize byt
popsan konvolu¢ni operaci. S pomoci Fourierovy transformace (FT) mize byt kazdy ob-
jekt popsan jako suma sinusoid s rtiznymi prostorovymi frekvencemi (¢im vyssi frekvence,
tim jemné&jsi detail). Konvolu¢ni proces (pfevzato z [19]) mize byt znaéné zjednodu-
sen, pokud se na tuto problematiku podivame skrze ekvivalentni operace ve Fourierové
prostoru. Fourierovsky transformovany objekt musi byt jen vynasoben fourierovsky trans-
formovanou rozptylovou funkci (OTF — optical transfer function) k ziskani fourierovsky
transformovaného idealniho obrazu.

OTF vlastné udava, jak moc se kazda z prostorovych frekvenci fourierovsky transfor-
movaného objektu promitne do zobrazovaného obrazu. Pro definici rozliSeni je dilezité,
ze optickd prenosova funkce mé pevnou frekvenéni hranu — Abbeho limit (viz obrézek
). Abbeho limit je vlastné nejmensi pravidelnost vyskytujici se ve struktute, ktera je jesté
rozpoznatelna ve vysledném obraze. Ukazuje, jaké nejmensi arovné detailu lze dosahnout
s danou rozptylovou funkci. Proto zadny pravidelny detail, mensi nez nejmensi vinova
délka obsazena v rozptylové funkci, nemize byt prenesen do vysledného obrazu.

L _pupil-plane filterig* filtrace v roviné pupily pouzitim nékolika soustiednych fazovych filtréi v roviné
vystupni pupily. Viz.: [16], [17].
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A A
2-n-sin(a)  2NA (8:3)

Abbeho limit je celkem jednoduché zavislost na vlnové délce A a maximalnim thlu «,
pod kterym paprsky ze vzorku miri do mikroskopového objektivu.

3.3 Interferenc¢ni fluorescenc¢ni metody zvysujici roz-
liSeni

Jak bylo uvedeno vyse, rozliseni klasickych mikroskopt je dano limity fyzikalnich zakont.
Tyto limity mohou byt za urcitych predpokladi prekroceny. Existuji tii zvlasté dilezité
predpoklady pro klasickou fluorescenéni mikroskopii. Pozorovani se provadi v tradi¢nim
usporadani, ve kterém je svétlo zachycovano jednim objektivem, excitacni svétlo je rov-
nomeérné rozprostieno po celé plose vzorku, fluorescence probiha klasicky, tedy linearni
absorpci jednoho fotonu. Prevracenim téchto predpokladid dostaneme tii zakladni kon-
cepty pro zvyseni rozliSeni (nejen) fluorescencénich mikroskopt [20].

1. Zachytit svétlo z co nejvétsiho prostorového tthlu
2. Pouziti excitacniho osvétleni, jenz je zavislé na poloze
3. Pouziti nelinearnich E] fluorescenc¢nich procesi zahrnujicich dva a vice fotony

Prvnim konceptem je pouzit ne jeden, ale dva objektivy pro zachyceni emisniho svétla
ze vzorku. Tento koncept je schopen zvysit rozliSeni mikroskopu stejnym principem, ja-
kym se zvysi rozliSeni pouzitim mikroskopového objektivu s vyssi numerickou aperturou.

Druhy koncept vyuziva metod strukturovaného osvétleni. Funguje diky tomu, Ze pro-
storova struktura excita¢niho osvétleni moduluje emitované svétlo a prevadi jej na infor-
maci o vzorku s vyssim rozliSenim, nez by za pouziti normalniho osvétleni bylo toto svétlo
schopno prenést.

Tteti koncept pouziva k excitaci fluoroforu misto jednoho vice fotoni. K pochopeni
tohoto konceptu si predstavme obraz idealniho bodového zdroje zobrazeného konvenc-
nim mikroskopem. Protoze rozliSeni takovéhoto systému je konecné velké, profil zobra-
zeného zdroje (rozptylova funkce) neni nekoneéné tzky. Pravdépodobné to bude hladky
pik o urcité sifce. Odpovidajici rozptylova funkce zobrazovaciho procesu, ktery zahrnuje
dva a vice fotony, by mél byt roven druhé nebo vyssi mocniné rozptylové funkce pti uziti
jednoho fotonu. Profil vice-fotonové rozptylové funkce tedy bude uzsi, coz ve vysledku
dava vyssi rozliseni [20].

V nésledujicich odstavcich budou tyto koncepty predstaveny chronologicky podle data
vzniku.

2Vice-fotonové metody patii do odvétvi nelinearni optiky. Od line4rni absorpce se lisi tim, Ze velikost
absorpce zavisi (u dvou-fotonové absorpce) na druhé mocniné intenzity svétla [21]. P¥i linedrni absorpci
je sila absorpce nezavisld na intenzité svétla.
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3.3.1 Vice-fotonové metody

Vice-fotonova fluorescenéni mikroskopie byla prvni fluorescenc¢ni mikroskopovou techni-
kou, ktera tispésné umoziiovala provadét optické fezy v axidlnim sméru [22]. Tato metoda
(v tomto pfipadé dvou-fotonova) spociva v osviceni vzorku pomoci zaostfeného lasero-
vého paprsku s priblizné dvojnasobnou vlnovou délkou (polovi¢ni energii fotonu), nez je
obvykla vlnova délka excitace. PTi ozafeni fluroforu timto paprskem nedojde ke vzniku
excitovaného stavu a latka nefluoreskuje. Pokud ale zvysime intenzitu tohoto zafeni, mize
dojit v ohnisku k soucasné absorpci dvou fotont, ¢imz se dodéa dostatecna energie k ex-
citaci fluoroforu. Tato metoda vSak sama o sobé nevede ke zvysSeni rozliseni. Nicméné
dvou-fotonova mikroskopie vyrazné redukuje svétlo nepochéazejici ze zaostiené roviny, ¢imz
umoznuje provadét velmi dobré optické fezy. Diky nizsimu rozptylu pouzitého svétla v bio-
logickych tkanich je tato metoda vhodnym néastrojem k pozorovani hloubkovych vzorkt
nebo tkani ¢i v in vivo E] mikroskopii. Vice-fotonovou metodu je mozné pouzit i v kombi-
naci s nasledné uvedenymi metodami.

3.3.2 4Pi a I5M mikroskopie

Tyto dva koncepty efektivné zvysujici axialni rozliSeni byly predstaveny nezavisle na sobé.
Prvnim z nich je 4Pi mikroskopie [23] druh4 nese nazev I°M [24]. Oba tyto koncepty vy-
uzivaji principu interferen¢ni mikroskopie v kombinaci s dvojici proti sobé umisténych
mikroskopovych objektiviy, které zuzuji rozptylovou funkci v axidlnim smeéru diky dvoj-
nasobné vétsi numerické apertufe ve srovnani s mikroskopy s jednim mikroskopovym
objektivem.

4Pi mikroskopie je rastrovaci mikroskopova metoda, k osvétleni vzorku se pouziva la-
serovy paprsek, ktery prochazi pres dirkovou clonu a zastava tak funkci bodového zdroje.
Po obou stranach vzorku jsou umistény mikroskopové objektivy, které oba zachycuji fluo-
rescencni emisni svétlo (pii pouziti dvou mikroskopovych objektivi je svétlo zachycovéno
pod prostorovym tihlem 47, diky ¢emuZ metoda 4Pi nese sviij ndzev). Emisni svétlo pro-
chazi skrze optické vétve (viz obr. a svétlo z obou vétvi nasledné prochazi dirkovou
clonou a interferuje v roviné detektoru. Dirkové clony jsou pouzity k odstranéni svétla
pochazejiciho z nezaostiené roviny vzorku.

Béhem vyvoje této metody vznikly tii riizné variace. Typ 4Pi-A pouzival oboustranné
osvétleni vzorku, k pozorovani emisniho svétla se pouzivalo vSak jiz jen jednoho objektivu.
U typu 4Pi-B se naopak vzorek osvétloval pouze z jedné strany a emisni svétlo bylo zachy-
tavano z obou stran. Typ 4Pi-C kombinoval obé tyto metody a excitacni i emisni svétlo
prochazelo obéma objektivy. Experimentalné zmérené axidlni rozliseni metody 4Pi-A je
100 nm [23].

I°M (Incoherent illumination interference and image interference microscope) je wide-
field metoda (metoda Sirokého zorného pole) dosahujici v klasickém usporadani podobného
axidlniho rozliSeni jako metoda 4Pi. Jako osvétlovaci prvek je vsak pouzito svétlo s nizkou
koherenci, coz zjednodusuje konstrukeci (neni tfeba rastrovaci mechanismus na zobrazeni
celého zorného pole) a umoziiuje pozorovani dynamickych biologickych vzorki, na druhou
stranu vSak kviili nizké koherenci excitacniho a emisniho neni nastaveni tohoto mikroskopu
snadné. Metoda I°M je podobné jako 4Pi-C kombinaci dvou metod a to konkrétné I3M,
mikroskopii interferenéniho nekoherentniho osvétleni a I?M, mikroskopii interferenéniho
zobrazovani.

30znaédeni pozorovani zivych organismii v jejich pfirozenjch podminkéch.
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Obé tyto metody mohou byt kombinovany s dalsimi mikroskopovymi technikami, které
zvysuji lateralni rozliSeni.

Obrézek 3.3: Porovnan{ schémat 4Pi (vlevo) a I5M (vpravo). C-Cocka, DS-Déli¢ svazku,
FD-Fotodioda, KDS-Kostkovy déli¢ svazku, MO-Mikroskopovy objektiv, Z-Zrcadlo. Pte-
kresleno z [25]

3.3.3 Pridavné mikroskopové techniky zvysujici rozliseni

Mikroskopie strukturovaného osvétleni (SIM) Tato metoda, kombinujici zobrazeni
sirokého pole a osvétleni se znamou strukturou excitac¢niho svétla, byla popsana v praci
Matse Gustafssona [26]. Svétlo z osvétlovace dopada na difrakéni mfizku a poté je roz-
déleno na 3 vzajemné koherentni paprsky (viz obrazek . V roviné vzorku tyto paprsky
interferuji se strukturou vzorku za vzniku moaré obrazce. Objektivem jsou pak snimany
informace o moaré obrazci. Po nasniméni série obrazki, pii které se projizdi pres vzorek
pricné a castecné se vzorek nataci, se obraz pocitacové zpracuje. Poc¢itacovym zpracova-
nim moaré obrazce lze spocitat, jak vypadala struktura, kterd tento obrazec zptsobila.
V kombinaci s konceptem I°M vznika I°S. U I°S je za difrakéni miizkou umistén jesté
déli¢ svazku a vznikne tak 6 paprski, 3 z kazdé strany vzorku. Teoretické rozliseni této
metody ve vSech tfech dimenzich je mensi nez 100 nm [26].

Jesté lepsiho rozliseni pak 1ze dosdhnout pouzitim nelinearniho SIM, kdy je k excitaci
pouzit laserovy paprsek s vysokou intenzitou prochézejici pres difrakéni miizku [27].

Vyéerpani stimulovanou emisi (STED) Vyuziti stimulované emise k pfekonéni difraké-
niho limitu pouzili poprvé ve své praci Hell a Wichmann [28]. Tato mikroskopova metoda
vyuziva k excitaci fluoroforu dva paprsky. Prvni excituje celou oblast vzorku. Druhy pa-
prsek, jeho# tvar je upraveny specialni maskou [ do prstencového tvaru, ma vyssi vinovou
délku a ozafi pouze okraje excitované oblasti (viz obrazek . Fotony emitované z dva-
krat excitované oblasti jsou odfiltrovany a nepodileji se na vzniku obrazu. Timto procesem

4Naptiklad pomoci spirdlovité fazové masky je mozno vytvofit tzv ,opticky vir® [29].
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Obrézek 3.4: Schéma metody SIM. C - ¢ocka, DM - difrakéni miizka, MO - mikroskopovy
objektiv, PM - predmétova rovina.

se zuzi zobrazovanda oblast pozorovaného vzorku, coz zvysuje pricné rozliseni. Toto roz-
liSeni lze vypocitat pomoci vztahu (prevzato z [30]), kde Isrep je intenzita STED
paprsku a Ig je satura¢ni intenzita (experimentalné uréeny parametr pro dany fluofor
a podminky). Experimentalné dosazené pti¢né rozliseni touto metodou dosahuje az 6 nm

[31].

A

dstep =
2-n-sin(a) - /1 + LLED

Excitacni paprsek STED paprsek

Obrazek 3.5: Profil excita¢niho paprsku, STED paprsku a vysledny excitovany profil.

Fluorescenéni mikroskopie stojaté viny (SWFM) Tato metoda je podobna pted-
chozi metodé SIM. Excitac¢ni svétlo se sklada ze dvou proti sobé vysilanych nefokusovanych
laserovych paprski. Tyto dva paprsky interferuji a v roviné vzorku vznika stojata vina.
Prostorové proménnd excitacni intenzita promita informaci o vysokém axialnim rozliSeni
do pozorovaného emitovaného zareni skrze podobny vzor jako moaré efekt. Jelikoz se
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excitacni intenzita v osovém sméru rychle méni informace o rozliSeni muze byt zjisténa
pofizenim t¥1 obrazki v rtznych fazich stojaté viny [20].

Tii vyse uvedené metody patii mezi nejrozsifenéjsi, existuji vsak i dalsi, které vsak
nejsou piimo spojeny s interferometrickou flourescenc¢ni mikroskopii. Patii mezi né me-
tody STROM (stochasticka opticka rekonstrukéni mikroskopie) a FPALM (fluorescenéni
mikroskopie lokalné aktivovanych fluorofort) vyuzivajici pfesné lokalizace jednotlivych
fluoroforti.

3.4 Aplikace fluorescencni interferenc¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni interferometrickd mikroskopie by méla mit vyuziti v 1ékafstvi a biologic-
kych aplikacich. Optické rezy v mikroskopii Sirokého zorného pole s vysokym rozlisenim
a velkou hloubkou priiniku do vzorku, neboli spectral domain fluorescence coherence to-
mography (SD-FCT), méfeni s nanometrovou pfesnosti podél optické osy a zobrazovani
zivych bunék pii pouziti selektivniho barveni [32] jsou jednémi z nich. Prvnim komercéné
vyrabénym fluorescen¢nim interferenénim mikroskopem byl v roce 2004 Leica 4Pi spolec-
nosti Leica Microsystems [33].

3.5 Shrnuti pokrokua I5M

Jelikoz vyvyjeny FHM je typové I"M shriime si postupné pokroky v ramci této metody.

V jiz zminovaném patentu Matse Gustafssona [24] bylo popsano usporadani techniky,
obecné, I"M, zpisob osvétleni a teoreticky dosazitelné rozliseni. V ¢lanku [34] byly po-
rovnavany OTF technik 4Pi, SWM a praveé I°M. Bylo zjisténo, Ze jednoznaéného zlepsent
osového rozliseni dosahuje pouze 4Pi mikroskop (pii pouziti dvou-fotonové excitace). I°M
dosahuje zlepseni pouze ¢astecného. V roce 2005 byla predstavena moznost dosdhnout te-
oreticky nekone¢ného rozliseni v kombinaci s metodou S-SIM [27]. V praxi je vSak rozliseni
omezeno kvuli vybélovani fluroforii a omezenim poméru signalu k Sumu. Metoda S-SIM
byla dale vyvyjena a v roce 2008 byla popsana metoda 3D SIM [35], kterd umoziiovala
dosanout rozliseni mensiho nez 100 nm ve vSech smérech. Kombinaci S-SIM a fluoresku-
jiciho proteinu s pfepinatelnymi stavy (FPALM) bylo dosaZeno rozliSeni pfiblizné 50 nm
ve vSech smérech [36].

V jenom z poslednich ¢lankii ohlednd I°M je pfedvedena technika 3D zobrazovéani s
vysokym rozliSeni [37]. Tato technika funguje na principu sniméni deviti 2D obrazti (po-
chazejicich z rtznych rovin vzorku) pomoci sady ¢ocek. Kombinaci téchto obrazi vznika
vysledny 3D obraz vzorku. Jedné se tak o velmi rychlou 3D metodu, limitovanou teore-
ticky pouze snimaci frekvenci pouzité kamery.

15



Kapitola 4

Testovaci vzorky pro FHM

Pro testovani fluorescenc¢nich mikroskopii existuje celd fada komerc¢nich vzorkt, vétsina je
jich vsak vytvorena pro klasické fluorescencni mikroskopy uzptsobené k jednostrannému
osvétleni a pozorovani. Pro interferometricky fluorescen¢ni mikroskop je vhohné mit fluo-
rofor umistnény uprostfed vzorku mezi krycimi sklicky stejné tloustky. Takové vozrky lze
také zakoupit, jedna se vSak o zakazkovou vyrobu a cena jednoho takového vzorku velmi
vysoka. Také z tohoto divodu byly testovaci vzorky pro FHM vyrobeny.

V ¢lanku o vlastnostech 4Pi konfo-

o . o 100 7
kalnitho mikroskopu [23] byl pro ovéfeni J \\‘
skutec¢ného axialniho rozliSeni pouzit vzo- . : \
rek tvoreny vrstvou Nilské modii, ktera @ 60 / .
byla ponorena v etanolu a vloZena mezi = a0 /] \
kryci sklicka. Méfeni probihalo s vrstvami / ‘\
o tloustkach 500 nm aZ 5 pum. Vzorek byl €8 7 N~
s L~ v 2 . . -"/ I —
umistén do spolecného ohniska dvou mi- 0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

kroskopovych objektivii. Pouzity byly ob-
jektivy 63x a 100x s numerickou apertu- ) ' ) )
rou 1,4. M&tila se zévislost odezvy tohoto Obrazek 4.1: Experimentalné namérena ode-

mikroskopu na posuvu podél optické osy. 2zva 4Pi konfokalniho mikroskopu. Intenzita

Obrézek [4.1] zobrazuje naméfenou zavislost byla normovéna ke 100. Prevzato z [23]
pro 590 nm tlustou vrstvu.
V daném clanku byla popsana celkova
rozptylova funkce daného mikroskopu jako soucin rozptylové funkce osvétleni a rozptylové
funkce detekce. Jako odezva na nekonec¢né tenkou fluorescencéni vrstvu je definovan integral

z (pm)

“+o00 +0o0

Ivrstva(z) = / / hos(xayaz> 'hdet($7yaz) dl’dy (41)

—00 —00

Odezvu na nekonec¢né strmy fluorescencéni schod lze pak vypocitat integralem zetové ode-
zvy na vrstvu uréité tloustky podél optické osy

Ischod(z) - /]vrstva<zl)dzl (42)
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Intenzitu odezvy fluorescen¢ni vrstvy mizeme realné namérit a k ziskani realného roz-
liSeni je jen dale tfeba derivovat tuto zavislost. Pii teoretickém pokusu v ¢lanku byla
prvni derivace porovnana s prvni derivaci zavislosti odezvy mikroskopu na posuv u kla-
sického konfokalniho mikroskopu. Z obrazku a) je patrné, Ze kiivka 4Pi mikroskopu lezi
pod kiivkou klasického konfokalniho mikroskopu. Polosiika hlavniho piku byla zméfena

priblizné na 110 nm. Pro porovnani, polositka hlavniho piku klasicého konfokalniho mik-
roskopu je 550 nm (viz. obrazek 4.3[a) ).

Pro zopakovani tohoto pokusu byla vy-
tvofena tenka fluorescencni vrstva. Vzorek Lak
je tvofen maskou z polyetylenové (PE) fo-
lie tloustky 5 pum s otvorem o priméru | | /
1 mm. Do tohoto otvoru bylo aplikovano i i [ N ]

fluorescencéni barvivo CM™ 594 WDA

od firmy Biotium, excitac¢ni vlnova délka \ /
pro toto barvivo je 593 nm, emisni vlnova PE
délka 614 nm. PE maska spolu s fluores-

cen¢nim barvivem byla umisténa mezi dvé Obréazek 4.2: Vzorek vyrobeny pro testovani
sklenénd kryci sklicka o tloustkach 170 um. axialniho rozliseni

Sklicka byla k sobé prilepena lakem. Jelikoz

byly pro proméfeni tohoto vzorku pouzity

objektivy s nizsi numerickou aperturou, tloustka fluorescen¢ni vrstvy mohla byt vétsi nez
ve vy$e uvedeném experimentu. Tloustka PE félie je pfiblizné 5 pm.

Meéreni mélo probihat nasledovné. Po zaostieni na jednu z ploch fluorescencni vrstvy
by se postupné piezo posuvem od této plochy odjizdélo, délka kroku by byla zvolena
vhodné v rozsahu nékolika pym. Pro kazdy krok by byl zaznamenan hologram, pfedmétem
zajmu by byla intenzita interferen¢nich prouzkii v zavislosti na vzdalenosti. Bohuzel dané
barvivo ne uplné korespondovalo s nami pouzivanymi fluorescenc¢nimi filtry, dale vzorek
v FHM byl uchycen ve svislé poloze, proto fluorescen¢ni barvivo mohlo stéci k dolni hrané
otvoru. Z téch dvou divodt nebyl tento pokus tspésny.

160 100
75 Jf-\
50 80
3 25 AN I\ S 60
= o_h& A ul g 40
-25 B
-50 \/ J 20 )k
o L\ DRI
S0 s 1 1.5 2 2.5 3 1 0.5 0 0.5 1
a) Z(pm) b) z(um)

Obrazek 4.3: a) derivace zavislosti odezvy mikroskopu na fluorescenéni vrstvu, b) vyiez z
této derivace. Pfevzato z [23]

Fluorescencni vrstva byla nakonec vytvofena plastovou testovaci fluorescen¢ni destic-
kou Chroma [3§ tloustky jednoho milimetru. Pro dané fluorescené¢ni filtry byla zvolena
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desticka zluté barvy odpovidajici fluoroforu Acridine orange s excita¢ni vlnovou délkou
490 nm a emisni 530 nm. Pro kompenzaci tloustky byla k této desticce pfipevnéna sklenéna
desticka stejné tloustky. Jelikoz se jednalo o pomérné tlusty vzorek, sladit oba objektivy
tak, aby mifily nakolmo k vzorku, bylo naro¢né. Po té se jiz mohla opét méfit odezva
mikroskopu na posuv podél optické osy. Nebyly vsak naladény interferenc¢ni prouzky ani
pro tento fluorescenc¢ni vzorek. Presto, Ze jeho excitacni i emisni vlnova délka odpovidala
pouzitym fluorescenénim filtrtim a intenzita emitovanéo fluorescenéniho svétla byla na do-
stacujici trovni. Na obrazku [4.5] je zobrazen vyfez zdznamu hologramu tohoto vzorku pfi
pouziti bilého svétla. Jsou na ném jasné patrné interferencni prouzky.

Obrazek 4.4: Detail otvort v PE folii. Zobrazeno mikroskopem Nikon Eclipse F60, objek-
tivem 10x 0,30.

Dalsi podobny pokus byl navrzen a proveden
v ¢lanku o fluorescenc¢ni fazové mikroskopii a na-
noskopii [39]. Vychézi z toho, ze u FPM je axidlni
rozptylova funkce adekvatni rozlisitelnosti jednotli-
vych fluorofort v témze sméru. Polositka axialni roz-
ptylové funkce tedy muze byt ziskdna odhadem am-
plitudy interferenc¢niho signalu vznikajiciho interfe-
renci dvou fluorescen¢nich paprski vzeslych z jed-
noho fluoroforu, viz. obrazek 3.1} Misto tlusté vrstvy
byla pouzita tenka fluorescenc¢ni vrstva tvorena fluo-
rescen¢nimi kulickami o priméru 100 nm. Opét byla
méiena zavislost odezvy mikroskopu na posuv po-
dél axiilniho sméru. Obrazek 4.5: Vytez hologramu fluo-

Vzorek pro zopakovani tohoto pokusu byl vy- rescencni testovaci desticky pfi pou-
tvoren nanesenim velmi malé kapky roztoku obsahu- Ziti bilého svétla.
jiciho fluorescencni (polystyrenové) kulicky na kryci
sklicko stejné tloustky jako v prvnim pokusu. Excita¢ni vlnova délka pro toto barvivo od-
povida bloku fluorescencnich filtrii s excita¢nim filtrem 460-490 nm a emisnim filtrem
510-570 nm. Tato kapka se druhym sklickem rozprostiela po celé plose a krouzivym tie-
nim téchto sklicek mezi sebou bylo dosazeno tenké fluorescen¢ni vrstvy.

Meéreni také probihalo obdobné jako v prvnim pripadé. Nejprve se zaosttilo na libo-
volny shluk fluoreskujicich kuli¢ek a po malych krocich piezo posuvi byla zaznamenavana
odezva mikroskopu. Krok posuvu byl v tomto pfipadé 150 nm. Na obrézku[4.6]je zobrazena
naméfend zavislost odezvy mikroskopu na intenzitu fluorescen¢niho zareni pti prejizdéni
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podél optické osy pres tento vzorek. Pribéh intenzity podél optické osy vsak viibec neod-
povidéa oc¢ekdvanému vysledku (obr. 4.1]). Osové rozliSeni tak nebylo ovéfeno ani v tomto
pripadé. Dvodem muze byt Spatné nastaveni nékteré z komponent mikroskopu.
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Obrazek 4.6: Zavislost intenzity fluorescencniho zafeni na posuv pfes vzorek tvofeny ten-
kou vrstvou z fluorescencnich kulicek.

K pozorovani byl pouzit program Advanced digital holography microscope control
od Lukase Kvasnici a Tomase Zikmunda [40]. Tento program je urcen k online rekon-
strukci a zpracovani obrazového hologramu, dokaze zobrazit obrazovy hologram, vypocte-
nou amplitudu, intenzitu a fazi. Obsahuje téz moznost ukladani vystupt do obrazkovych,
¢i matlabovych souborti.

V nésledujici ¢asti jsou uvedeny moznosti, které by meély vést ke zlepseni méteni.

4.1 Navrh mozZnych Gprav

V prvni fadé je tfeba navrhnout a vyrobit drzak pro kostku s filtry. V soucasném stavu
jsou filtry pouze polozeny ptred objektivy a je jednoduché je posunout mimo vhodnou
polohu, napiiklad pfi manipulaci s osvétlovacem. Pokud je kostka s filtry, pres kterou
prochazi excitacni svétlo ve Spatné poloze, vzorek neni idealné osvétlen a kvalita zobra-
zeni mikroskopem klesa. Opétovné nastaveni do spravné polohy pak znesnadnuje fakt,
ze emitované fluorescencni svétlo ma nizkou intenzitu, proto je tfeba nastavit delsi cas
expozice kamery (Ffadové desitky az stovky milisekund). Delsi ¢as expozice pak zpisobuje
pomalejsi odezvu na zménu polohy kostky. Pti ostfeni na riizné tlusté vzorky s rtznym
indexem lomu a srovnavani obou vétvi se vyuziva moznosti podélného a piicného posuvu
obou objektivii. Neni vSak vyznacena pocatecni poloha. Po méfeni jednoho vzorku tak
mohou byt objektivy vii¢i sobé vyrazné posunuty a pii pozorovani dalstho vzorku neni
snadné znovu srovnat polohu objektivil pro tento vzorek. Resenim by mohlo byt vyzna-
¢eni pocatecni polohy vsech ¢tyf posuvi, nebo jednoduseji, umisténi terciku se stifedem
do roviny stolku. Na tento tercik se budou objektivy zamérovat. Déale by bylo vhodné
vybavit tyto posuvy pevné pripojenymi manipulatory.

Dalsi moznou tpravou je umoznéni osvétleni z obou stran s moznosti pouze jedno-
stranného osvétleni a vybérem strany, ze které se bude osvétlovat. Nejenze by se zlepsilo
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mozné osové rozliseni, ale zaroven by se zjednodusilo ostfeni na vzorky, které je tieba
ostfit v poli bilého svétla.
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Z.aver

Cilem této prace bylo provést resersni studii interferometrické fluorescenc¢ni mikroskopie
a z téchto ¢lankl vybrat vhodné metody k otestovani zobrazovacich vlastnosti sestavova-
ného FHM.

Byla provedena reserni studie zadaného tématu, interferencni fluorescenc¢ni interfero-
metrie. Byly vytipovany komer¢né dostupné testovaci vzorky pro interferometrické fluo-
rescen¢ni mikroskopy. Z ¢lanki ohledné fluorescenc¢ni interferencéni mikroskopie jsem vy-
hledal vhodné testovaci metody a z téchto metod vybral a vyrobil vhodné testovaci vzorky.
Zobrazovaci vlastnosti vSak nebyly ovéreny.

P1i pouzivani FHM jsem pfisel na nékolik moznosti jak vylepsit stavajici konstrukéni
stav a tim zlepsit jak zobrazovaci vlastnosti mikroskopu tak méreni samotné.
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