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1. Bevezetés

Az optikai mikroszkoépok kiemelkedd szerepet toltenek be az ¢€l6 tudomanyok
analitikai eszkoztaraban. Segitséglikkel megfigyelhetok olyan par mikron és parszaz
nanomeéter nagysagrendjébe eso biologiai mintak, melyek sértetlen vizsgalatara mas képalkoto
eszkozokkel - pl. elektronmikroszkép - nincs lehetdség. Ezen eldnynek koszonhetden az
optikai mikroszkopok képalkotd teljesitményének ndvelése, valamint uj optikai leképezo
eljarasok kidolgozasa kitiintetett iranya a tudomanyos kutatasoknak.

Egy optikai leképezd rendszer legfébb jellemzdje, a rendszer feloldoképessége,
melynek értékét a fény hullamtermészetébdl eredd diffrakcid és a rendszerre jellemzd
aberracio korlatozza. Az aberraci6 hatdsa az optikai rendszer mindségének novelésével
jelentosen csokkenthetd. A diffrakciobol eredd feloldas hatara a Rayleigh, vagy a Sparrow
kritériummal adhatdo meg. Optimalis (Kohler) kivilagitas esetén a legkisebb, a rendszer altal
még feloldhatd méret jol kozelithetd az alkalmazott hulldmhossz felével, mely lateralis
iranyban ~200nm, tengelyiranyban ~400nm kornyékére esik, lathatod tartomanyu fényforrast
feltételezve. Ezen érték csokkentésére az utobbi harom évtizedben intenziv kutatdmunka
iranyult, melynek eredményeképpen olyan képalkoté megoldasok sziilettek, mint a konfokalis
mikroszkop, 4Pi mikroszkop, kép interferencia mikroszkdp, tobbfotonos mikroszkop, STED
mikroszkop, pasztazd kozeltér mikroszkép [1], valamint a PALM [2] és a STORM [3]. A
felsorolt modszerek egy részének feloldasa par szazalékkal, mig egyes eljarasoké akar
tizszeresével is meghaladhatja az emlitett kritikus méretet. A legtobb megoldas azonban nem
alkalmazhato tetszdleges kiterjedésii és anyag mintak vizsgalatara, az esetek nagy részében
jelzémolekulak hasznalata sziikséges melyek fluoreszencidjat mérik és értékelik ki a
modszerek. A nemlinearis jelenségeken alapuld eszkdzok intenziv kivilagitast igényelnek,
melyek roncsolhatjak a bioldgiai mintakat (photobleaching).

A hagyomanyos mikroszkdpokkal ellentétben, egyes képalkotod rendszerek a vizsgalt
targy egy bels6 metszetérdl szolgaltatnak részletes informaciot. Ilyen, az optikai tartomanyban
mikodd, pasztazd konfokalis mikroszkép, a TIRF, illetve az optikai projekcids tomograf
(Optical Projection Tomograph, OPT)[4]. A konfokalis mikroszképia a legkorabbi olyan
képalkoto eljaras, mely a feloldas hataranak novelését célozza, az optikai tengely irdnyaban. A

modszer hatékonyan sziiri a targy vizsgalni kivant szeletén kiviilr6l érkezo fényinformaciot,

igy a még axidlis iranyban feloldhato tavolsag megkozelitSleg ~/2 -ed része a hagyomanyos

optikai mikroszkopénak. Hatranya azonban, hogy a minta képét ponttal torténd pasztazas



segitségével allitja eld, ami iddigényes folyamat. Az optikai projekcids tomograf az orvosi
diagnosztikdban hasznalt computer tomograf (CT) optikai tartomanyban miikodo
megvalositasa. A CT eredeti elve esetén a vizsgalt objektumot egy kollimalt rontgennyalab
vilagitja at. Az objektumon atjutd rontgenintenzitas mérhetd, mikozben a sugarforras és a vele
szemben elhelyezkedd detektor egymassal parhuzamosan mozog. A mérést tobb iranybol
megismételve, numerikus algoritmus segitségével az objektum bels6é szerkezetének egy sikja
megjelenithetd. Az OPT a lathat6 tartomanyba esé fényt fokuszal a4t a mintan és hasonldan a
CT-hez, az atjutd fényintenzitast méri. Lényeges kiilonbség azonban, hogy mig a CT esetén az
alkalmazott rontgen tartomanyban a sugarak keresztmetszete a targy teljes hosszaban joval
kisebb, mint a rekonstrukcional hasznalt képelem mérete, addig a lathatod
hullamhossztartomanyban nem elhanyagolhatoé a diffrakci6 hatdsa. A diffrakcido miatt a
mintanak, az optikai tengelyt6l tavolabb es6 részei is modositjak az atjutdé fény intenzitasat,
ami a keletkez0 képen hibat okoz. Az elébbiek miatt az OPT nem képes a Rayleigh-féle
feloldasi kritérium kornyéki, vagy az alatti részletek megjelenitésére. Tovabbi hatranya, hogy
a hasznalt minta nem lehet tetszdleges vastagsagu €s nem hengerszimmetrikus minta esetén az
optikai uthossz valtozik a pasztazas szogével.

Jelen értekezés témaja egy olyan optikai képalkotd eljaras elméleti és kisérleti
vizsgalata, mely 6tvozi a tomografidban hasznalt képrekonstrukcio elvét, a vonallal pasztazo
(line-scanning) konfokalis mikroszkopok felépitésével. A leirds soran szamitasokkal
vizsgalom az alkalmazott rekonstrukci6 paramétereinek képmindségre gyakorolt hatasat.
Bemutatom ¢és jellemzem a leirt eljarast megvalositd eszkdz, a Tomografids Optikai
Mikroszkép (Tomographic Optical Microscope, TOM), két valtozatat. Az els6 valtozat
transzmisszioban méri a rekonstrukciohoz sziikséges fényinformaciot mikdzben a minta
sikjara képezett, nem ateresztd éllel pasztizza a minta vizsgalt tartomanyat. A masodik
valtozatban, a pasztizas a minta felszinére fokuszalt fénycsikkal torténik és a reflektalt
fényintenzitast mérjik. Mindkét valtozatnal kritikus feltétel, hogy a pasztazas iranyat
valtoztatd mechanika forgastengelye egybeessen a rendszer kijeldlt optikai tengelyével. Ez a
feltétel csak bizonyos pontossaggal teljesithetd, igy megoldasként bemutatok egy olyan
eljarast, mely mérés kozben korrigélja a tengelyhibat.

A tengelyhiba korrekcidja jelentésen megndveli a mérési idot és Osszetett
jelfeldolgozo elektronika hasznalatat igényli. A korrekcid elhagyhato a rendszerbdl olyan
optikai elem hasznélataval, mely képes elddllitani és elforgatni a pasztazashoz sziikséges
fénycsikot és ezzel egylitt érzéketlen a forgastengely lateralis iranyt elmozdulasara. Ilyen

optikai elem készithetd kettOstord sikparhuzamos lemez segitségével, melyen az athalado



extraordinarius sugadrmenet erds asztigmiat vezet be. A kettOstor6 lemezen torténd
atfokuszalas alkalmas a pasztazod nyalab intenzitasprofiljanak manipulalasara is, mely idealis
esetben az optikai rendszer feloldoképességének novekedéséhez vezethet. Az értekezésben
megvizsgalom, hogyan fiigg a keletkezd fokusz intenzitaseloszlasa a hasznalt kristaly

tulajdonsagaitol, illetve a kivilagité nyalab polarizaciojatol.



2. Tudomanyos hattér

A kovetkezd fejezetekben attekintem azokat a fogalmakat és eljarasokat, melyek

ismerete sziikséges a dolgozatban megfogalmazott allitasok helyes értelmezéséhez.

2.1 Képalkoto rendszerek feloldoképessége

Az optikai képalkotd rendszerek térbeli feloldo képessége adja meg, azt a minimalis
tavolsagot két, pontszerli objektum kozott, mely tavolsagnal az objektumok egymastol
megkiilonboztethetok a keletkezé képen. A diffrakcid miatt, a térbeli feloldasnak a kivilagito
fény hullamhossza szab hatart. Sokaig élt az elképzelés, miszerint a diffrakcié korlatja nem
enged a hullamhossz felénél jobb térbeli feloldast egy leképezd rendszernek. Az elmult évek
kutatasi eredményei ramutatnak arra, hogy ez az abszolitnak hitt hatar megkeriilhetd [1].

Tetszoleges képalkoto rendszer feloldoképessége leirhatd az un. pontatviteli fiiggvény
(Point Spread Function, PSF) segitségével, mely megadja egy pontszeri fényforras optikai
diffrakcié miatt kiszélesedett képét. Ez a kiszélesedés az optikai rendszer térbeli frekvencia
szlirésével magyarazhat6. Egy tokéletesen pontszeri targy leirhato a Dirac-féle delta
fliggvénnyel, melynek Fourier spektruma konstans. Az optikai rendszer egy meghatarozott
térbeli frekvencia felett nem engedi at a spektralis komponenseket, igy a delta fiiggvény a
képsikban kiszélesedik [5]. A kiszélesedés mértéke és a PSF alakja a leképezd rendszer
mindségétol fligg. Egységnyi atmérdju, kor alakt apertira esetén, pontszerli fényforras PSF-je
az optikai tengelyre merdleges iranyban hengerszimmetrikus. A fényforras képének

intenzitaseloszlasa radialis irdnyban:

@.1)

J1<27Z,0)2 _Ndr
Czp) | ¥

]=Io|:2

alakq, ahol J,az els6 rendli Bessel fliggvényt jeloli, NA a rendszer numerikus aperturaja, M
a nagyitasa, A a kivilagit6 fény hullimhossza és I, a rendszerre jellemz06 konstans [6]. A 2.1

altal leirt gorbét Airy fiiggvénynek is nevezik. A rendszer feloldoképességét az a sugariranya
tavolsag adja meg, ahol az Airy fiiggvény zérus értéket vesz fel. Ez a tavolsag jo kozelitéssel
megegyezik a fliggvény félértékszélességével. Egységnyi nagyitas esetén ez az érték:

Av =061 (2.2)
NA

Két, pontszerii objektum képe akkor kiillonboztethetd meg, ha az egyik pontatviteli
fliggvényének maximuma a masik pontatviteli fliggvényének minimumara esik. Ez a

Rayleigh-féle feloldasi kritérium. Rés apertira esetén a rendszer feloldasa a vonalatviteli



fliggvény segitségével adhatdo meg (Line Spread Function, LSF). Egységnyi szélességli rést
feltételezve, az LSF keresztmetszete - a résre merdleges iranyban, - valamint a gérbéhez
tartozo félértékszélesség [7]:
I:IO{Sin(Z”xN)T, szO,Si. (2.3)
(27%) NA

Lathato, hogy a rendszer apertira fiiggvényének valtoztatdsaval csokkenthetd két objektum
feloldasahoz sziikséges minimalis tavolsag, egy adott irany mentén. A képalkotd rendszer
feloldasanak hatasos noveléséhez azonban az igy elért tavolsag csokkenés kiterjesztése
sziikséges az objektiv sikjanak minden irdnyaban.

Azoknal az alkalmazasoknal, ahol a minta egy jol meghatarozott rétegébdl kivanunk
informaciot nyerni, a rendszer tengely iranyu feloldoképessége is mérvado. Ez az érték
aranyos a rendszer axialis iranyu atviteli fliggvényével, mely

I :[O{Sin(ziE)T, 5 NA?z ’ (2.4)
(7%) 2n'M?2

ahol n'a képoldali kozeg torésmutatdja, z az axialis tengelykoordinata. A fliggvény

félértékszélessége definicid szerint megegyezik az optikai rendszer tengely iranyl
feloldoképességével, mely mas néven a mélységélesség. Ennek nagysaga:

M2

4%

Az =2n'

2.5)

A legkisebb sugarz6, elektromagneses egység a dipolus. Ha a dipdlust tekintjiik
pontszerli fényforrasnak, az el6z6 dsszefiiggések akkor érvényesek, ha a dipdlus momentum
iranya mer6leges az optikai tengelyre. Amennyiben ez az irdny parhuzamos az optikai
tengellyel, a rendszer PSF-jét masodrendii Bessel fiiggvény irja le [6]. A Rayleigh-féle
feloldasi kritérium akkor igaz valtozatlan forméaban, ha mindkét megkiilonboztetni kivant
dipolus momentumanak iranya egymassal parhuzamos és merdleges a rendszer optikai
tengelyére, valamint nagysaguk megegyezik. Altalinos esetben a feloldas definicidja fiigg
attol, milyen el6zetes ismereteink vannak a pontszerli fényforrdsok térbeli, idébeli és
koherencia tulajdonsagairol.

A 2.2 és 2.5 osszefiiggések szerint az optikai rendszer feloldasa novelhetd a detektalt
hullamhossz csdkkentésével valamint a rendszer numerikus aperturdjanak ndvelésével.
Mindkét megoldasnak vannak technikai korlatai melyek megakadalyozzak, hogy a
feloldoképesség minden hatdron tal ndvelhetd legyen. Ha pontosan ismert a rendszer

pontatviteli fiiggvénye, egymastol tetszolegesen kis tavolsagra 1évé pont feloldhatod



dekonvoluci6 segitségével [8]. Ez csak akkor teljesithetd, ha a rendszer informacio atvitele
tokéletesen zajmentes. Azt feltételezve, hogy a rendszerben hasznalt optikai elemek és
detektorok zaja teljesen kikiiszobolhetd, a fény kvantumos természetébol eredd un. kvantum-
zaj ekkor is limitdlja a feloldast. Ha Ak az optikai rendszer altal atvitt térfrekvencia
savszélessége és Ar a kritikus méret, akkor ezt a limitet a kovetkezd dsszefiiggés irja le:

AkAF > 1. (2.6)

2.2 Pasztazo konfokalis mikroszkop
A lateralis feloldas novelésén tul a modern képalkoto eljarasoknak kitiintetett feladata

az objektum egy sikszeletér6l ugy informaciot nyerni, hogy a vizsgalt siktdl kiilonb6zo
rétegekbdl szarmazo szoért fény a képen ne jelenjen meg. Erre alkalmas, széles korben

alkalmazott eszkoz a pasztazé konfokalis mikroszkop [9].

Nyalaboszto

Detektor

X Konfokalis
apertira

«—Fokusz sik

Objektiv

Forras

1. abra: Konfokalis leképezés elve.

Az eszkOz vazlatos felépitése az 1. abran lathat6. A pontszerti, monokromatikus
fényforras altal kibocsatott fényt — nyalabosztd elemen torténd reflexidé utan — mikroszkop
objektiv segitségével a mintaba, vagy annak felszinére fokuszaljuk. A mintat egy diffrakcio
limitalt kis térfogatban vilagitjuk ki. Az innen visszaverédd fényt ugyanez az objektiv gytjti
Ossze ¢és fokuszalja keresztiil egy kor alaku aperturan (konfokalis apertira). Az apertiran
atjutott fényt, erdsségétdl fiiggden egyszert fotodiddaval vagy fotoelektron sokszorozdval
detektaljuk. A kép a kivilagitott térfogat mintan torténd pasztazasaval és a mért jel
digitalizalasaval hozhato létre. Ha a visszavert fény a fokuszsiktol eltérd rétegbdl szarmazik,
azt az objektiv nem az aperturdba fokuszalja, igy annak elenyészoen kis hanyada jut a

detektorba (1. abra, vords, szaggatott és folytonos sugarmenetek). Ennek eredményeként csak



a fokuszsikbol szarmazo informaciot detektaljuk. A modszer hasznalhatd transzmisszios
iizemmodban is [10],[11]. Ekkor a mintat kivilagitdé és az azon keresztiilhalado fényt
Osszegyljté objektivek célszerien azonos numerikus apertarajuak [12]. Ha a minta
transzparens a kivilagito fény hullamhosszara nézve, akkor a minta haromdimenziés képe
eloallithato, a fokuszsik Iéptetésével és az adott sik pasztazasaval [13].

Mivel a képalkotasban mindkét objektiv azonos szereppel vesz részt, a rendszer eredd
pontatviteli fiiggvénye az egyes objektivek pontatviteli fiiggvényének szorzata [14]. Reflexios
tizemmodban ez megegyezik a hasznalt objektiv pontatviteli fiiggvényének négyzetével. A 2.
abran szamolt, normalt pontatviteli filiggvények kétdimenzidos eloszlasai lathatéak
hagyomanyos ¢és konfokalis elrendezés esetén. A konfokalis eloszlas szamolasanal
infinitezimalisan kicsi tlilyuk atmérét feltételeztem. Jol lathatd, hogy hagyomanyos leképezo

rendszernél tobb energia jut a fokuszon kiviili tartomanyba.

a. Hagyomanyos b. Konfokalis

Axialis irany ZLm]
Axiglis irany Zfum]

3 E 3 i 1 2 3
Lateralis irany »[pum] Lateralis irany [um]

2. abra: Szamolt és normalt PSF eloszlas (a.) hagyomanyos és (b.) konfokalis rendszer esetén.

Mivel a négyzetes PSF-hez kisebb félértékszélesség tartozik, igy az elmélet mind

lateralis, mind axialis irdAnyban 2 -szbr nagyobb feloldast josol a konfokalis rendszernek a
hagyomanyos mikroszkophoz képest. Ennek kovetkeztében a pasztazod térfogatelem
harmadara csokken, ami jelent6s elény a nem konfokalis elrendezésekkel szemben. Ez a
feloldas novekedés azonban csak akkor érvényes, ha a konfokalis apertura atmérdje
infinitezimalisan kicsi, azaz a rendszerben egy tokéletes pontdetektor talalhato [15]. Ebben az
esetben meredeken lecsokken a detektalhatd jel erdssége, ami technikai korlatot szab az

apertura tetszoleges sziikitésének.
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A péasztazdo konfokalis mikroszképot elterjedten alkalmazzak fluoreszcens
iizemmodban [16]. Ilyenkor a minta olyan fluoreszcens festéket tartalmaz, mely egyfotonos
gerjesztés esetén a gerjesztd fény hullamhossznal nagyobb, mig kétfotonos gerjesztésnél
kisebb hullamhosszisag fényt bocsat ki. Az elrendezésben nyaldbosztd elem helyett
dikroikus tiikrot alkalmaznak, mely csak az emittalt fluoreszcens fényt engedi a detektorba. A
modszer segitségével jelentdsen novelhetd a minta megfestett részeinek kontrasztja a rogzitett
képen. A gyakorlat azt mutatja, hogy a konfokalis mikroszkép fluoreszcens alkalmazasanal
érvényesiilnek leginkabb a fent emlitett, a rendszer feloldasdnak javulasat eredményezo
hatasok [17].

Tobb olyan képalkotd eljaras és eszkdz 1étezik, melyek a konfokalis mikroszkopia
elvére épiilnek és a Rayleigh-féle feloldasi hatar alatti részletek megjelenitésére képesek.
Ilyen eljaras a kozeltér pasztazéo mikroszkdpia, ahol a targyrol visszaverddd un. evaneszcens
hullamok 6sszegytijtésével jelenithetok meg tovabbi részletek a képen [18]. Az evaneszcens
informacio méréséhez a detektort a kivilagitdo hullamhossznal kisebb tavolsagban kell a minta
felett mozgatni. Masik ilyen megoldas a 4Pi [19], vagy Theta [20] mikroszkopia, ahol tobb
objektiv segitségével kozel izotroppa teszik a térbeli intenzitaseloszlast a fokuszban. Ezzel a
modszerrel jelentdsen csokkenthetd a rendszer axialis feloldasa. Megnovelt felbontoképesség
érhetd el specialis fluoreszcens festékek nemlinedris fénykibocsatd hatasat felhasznalva.
festék. Ilyen eszk6zok a tobbfotonos, vagy nemlinearis fluoreszcens mikroszkopok [21]. A
mintat kivilagito intenzitas térbeli manipulalasara épild eljarasok koziil a két legigéretesebb
az SLI (Structured Light Illumination) és a STED (Stimulated Emission Depletion)
technikak. Az SLI eljarasnal olyan periodikus interferencia képet hoznak létre a mintan,
melynek periodusa megegyezik az alkalmazott objektivvel és hullamhosszal elérhetd kritikus
mérettel. A visszavert fényt 0sszegylijtik, melyre rarakodik egy moiré-minta a strukturalt
kivilagitas kovetkeztében. Ez a moiré-minta tobblet informéciot hordoz a targy kritikus
hataron tuli frekvencia komponenseirdl, igy rekonstrukcid segitségével a hagyomanyos
mikroszkopénal kétszer nagyobb feloldoképesség érheté el [22]. A STED esetén a
fluoreszcens festéket gerjesztik, majd gerjesztett allapotabdl egy gytri alaka fokuszalt
nyalabbal visszakényszeritik alapallapotba. A gytiri kdzepén talalhato rész azonban tovabbra
is gerjesztett allapotban marad. Az igy lecsdkkentett teriiletrdl szarmazo fluoreszcens fényt
detektaljak pontrdl pontra [23]. A STED technika segitségével a rendszer lateralis feloldasa
akar 20-30nm is lehet.
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2.3 Optical Projection Tomography képalkoto eljaras

Egy targy haromdimenzios képe megadhatd a targy sikszeleteinek direkt modon
torténd leképezésével és egymashoz illesztésével. Erre alkalmas eszkdz az el6z6 fejezetben
bemutatott pasztazoé konfokalis mikroszkép. Vannak olyan esetek, amikor a direkt leképezés
nem lehetséges a minta roncsoldsa nélkiil, annak geometriai, vagy anyagszerkezeti
tulajdonsagai miatt. [lyenkor hasznalhatéak az un. projekciés tomografiai eljarasok, mint az
orvosi diagnosztikaban elterjedt CT [24], MRI (Magnetic Resonance Imaging), vagy az
el6zonek az optikai tartomanyra kiterjesztett megvalositdsa, az OPT (Optical Projection
Tomograph) [25].

A projekcios tomografia indirekt képalkoté moddszer. A minta belsejérdl ugy jutunk
informaciohoz, hogy azt atvilagitjuk valamilyen sugarforras segitségével és mérjiik a minta
arnyékat, mas néven projekcidjat. Ahol a minta nagyobb részt nyel el az atvilagitd nyalab
energiajabol, ott az arnyék sotétebb lesz, ahol kevesebbet ott értelemszerlien vilagosabb. Ezt
mutatja a 3.a. abra. Ha a minta arnyékat tobb iranybol rogzitjiik, akkor a kapott adathalmazbol

a bels6 szerkezet képe numerikus algoritmus segitségével kiszamolhato6 (3.b. abra).

L

a., Projekciok felvétele b., Kép rekonstrukcidgja
a projekciok alapjan

3. abra: Projekcios tomografia elvének vazlatos ismertetése.

Az OPT képalkotési folyamata nagyon hasonldo a CT miikddési elvéhez. Fontos kiilonbség
azonban, hogy a mintat atvilagité nyalab hullimhossza a lathato, vagy a lathatohoz kozeli
infravords tartomanyba esik. A nyalabot atfokuszaljak a vizsgalt targyon és mérik az atjuto
fényintenzitast. Az eszkoz segitségével olyan sériilékeny biologiai mintak belsd szerkezetének
haromdimenzios képe allithatdo eld, melyek vastagsaga elérheti a 15 millimétert [26].

Haromdimenziés képalkotasra a pasztazod konfokalis mikroszkdpok is alkalmasak, de ebben
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az esetben a minta nem lehet vastagabb néhany szaz mikronnal. Nagyobb méret esetén a
mintat megfeleld vastagsagura szeletelik, majd egyenként készitenek felvételt a szeletekrol.
Az igy rogzitett adatok az eljaras végén Osszeilleszthetok. A keletkezd 3D kép azonban
gyakran hibas részleteket tartalmaz, mivel a szeletelés sordn a minta torzulhat és az
Osszeillesztés sokszor nem elég pontos. Az OPT-vel késziilt felvétel mentes ezektdl a
hibaktol.

A CT a képalkotds soran rontgensugarakkal vilagitja at a vizsgalt targyat. Kis
kiterjedésti targy esetén (~2-5cm) a sugarak a transzmisszid sordn nem tornek és nem
szorodnak jelentésen, igy a felvett arnyék minden pontjara igaz, hogy az a minta elnyeld
képességének egy vonal menti integralosszege. Ez a lathatd tartomanyban miikddé OPT-re
csak az alkalmazott optika mélységélességének megfeleld tartomanyaban igaz. Ahhoz, hogy
kiterjedt mintan torténd atfokuszalas utan a képet ne terhelje a torésbol és szorasbol eredd
hiba, nagy mélységélességii rendszer hasznalata sziikséges. Ekkor azonban az eszkoz lateralis
iranyu feloldasa jelentdsen csokken. Szemben a konfokalis mikroszkopok atlagosan 200nm-es

felbontasaval, az OPT-vel minddssze 5-10um nagysagu részletek megkiilonboztethetok.

2.4 Képrekonstrualo algoritmusok
Ha mintat folytonosnak tekintjiik a vizsgalt targy kétdimenzids, optikai képe

megfeleltethetd egy kétvaltozos, valos skalarfiiggvénynek. A képalkotds soran, a
skalarfiiggvény altal felvett értékek meghatarozasa a cél egy alkalmasan vélasztott koordinata
rendszerben. Digitalis képalkotasnal a filiggvényértékek meghatarozasara csak diszkrét
koordinata pontokban van lehetdség. Descartes rendszert feltételezve, az ilyen pontokhoz
tartoz6 fliggvényérték f (x, y) adja a felvett kép egy pixelét. Ekkor a koordinatapontok
egymashoz viszonyitott tavolsaga megegyezik a képet alkotd pixelek méretével. A kép

felbontasa novelhetd a pixelméret csdkkentésével.
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4. abra: Projekciok rogzitése.

A képet alkotd fiiggvényértékek meghatarozasa torténhet direkt modon. Ekkor az
alkalmazott optikai rendszer feloldasa és a fényérzékeny eszkoz fizikai kiterjedése egyiittesen
befolyasoljak a kép felbontasat. Indirekt képalkotds esetén az optikai rendszer altal
Osszegyljtott fényinformaciobol csak megfelelé numerikus eljaras, un. képrekonstrualo
algoritmus segitségével nyerhetd vissza a targy képe. A valasztott indirekt moddszerhez
kiilonboz6 rekonstrukcids algoritmus tartozhat, melynek pontossdga, az optikai rendszer
feloldasaval egyiitt korlatozza a Iétrehozott kép mindségét.

A leggyakoribb indirekt képalkotod eljards a projekcids tomografia, melynek egy
lehetséges megvalositasa szerint a pasztazo sugarforras és a vele szemben elhelyezett detektor
egymassal parhuzamosan mozog a 4. abran lathatdo r tengely mentén. Az eljaras soran a
pasztazott targy valamely fizikai tulajdonsagat mérjiik egy adott nyalab mentén. Minden ilyen

nyalab jellemezhetd egy (r,¢) koordinata parral, ahol » az origotél mért tavolsag, ¢ az y
tengellyel bezart szog. Azt az r szerint valtozo fliggvényt, melynek értéke az f(x,y) s

szerinti integralja az (r,¢) nyalab mentén, a rekonstrualni kivant kép egy projekciéjanak

nevezziik:
P, = [f(xy)ds, (2.7a)
(r,@¢)nyalab
F=Xxcos¢+ ysing. (2.7b)
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A CT esetén az f(x,y) érték a minta intenzitds elnyeld képességének feleltethetd meg a
rontgen tartomdnyban, de altalanos esetben ez az érték a vizsgalt minta tetszéleges fizikai

tulajdonsaga lehet. A pasztazasi iranyt A¢ szoggel valtoztatva és az 0j iranyhoz tartozo
projekciokat rogzitve a targyat egyértelmiien leird, (r,¢) szerint valtozo fliggvényt kapunk.

Ez a karakterisztikus fliggvény a targy szinogramja.

iy

| ¢
5. abra: Targy szinogramja.
2.4.1 Visszavetités

A szinogram egyértelmiien jellemzi a vizsgalt targy adott fizikai tulajdonsaganak
térbeli eloszlasat, igy az eloszlas rekonstruald algoritmus segitségével visszanyerhetd. A
szamitogép vezérelt tomografia fejlddésének torténete soran tobb, kiillonbozd algoritmus is
alkalmasnak bizonyult képrekonstrukciora. Ilyen a visszavetitéses modszer, az iterativ
metddus, Fourier-, valamint az analitikus-rekonstrukcid, vagy az ugynevezett DIRECTT
eljaras [27],[28], de a képmindség és gyorsasag kedvezd aranyanak koszonhetOen a sziirt-
visszavetitéses modszer, roviden az FBP (Filtered Back-Projection) a leginkabb elterjedt.

A legegyszeriibb képrekonstrualdé modszer, a visszavetités soran egy adott képpont
intenzitasat ugy kapjuk meg, hogy a projekciok adott ponton athalado értékeit dsszegezziik.
Diszkrét esetben, a projekciok szamara normalt intenzitds értéket a kovetkezd Osszefliggés
adja meg:

. m

f(x,y)=gp((x008¢j +ysing;),¢;)A¢, (2.8)
ahol ¢, a j-ik projekcio y tengellyel bezart szoge, Ag két szomszédos projekeid altal bezart
szOg, valamint m a projekciok szdma és Ag=xm/m. A modszer hatranya, hogy a

visszavetitett projekcio értékek nem csak az adott képpont intenzitasat novelik, hanem minden
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képpontét a projekcid iranya mentén, igy a keletkezé kép konturjai elmosddnak és azon egy

fényes hattér, ugynevezett gloria jelenik meg (lasd: 6.a. abra).

2.4.2 Fourier rekonstrukcio
Egy kétdimenzios skalarfiiggvény egyértelmiien leirhatdé annak  Fourier

transzformaltjaval. Ezt kihasznalva egy targy diszkrét pontokbol allo képe is jellemezhetd
annak diszkrét Fourier transzformaltjaval, a kovetkezo feltételekkel:

a.: A képpontok tavolsaga (w) allando.

b.: A projekciok fiiggvényértékeinek tavolsaga (Ar) alland6 és megegyezik w-vel.

A vizsgalt targy képének Fourier transzformaltja a kovetkez6é formuléval adhaté meg:

Fk, k)= T T £ Cx,y)expl=27ik x -+ k,y)|dx dv . 2.9)

—00—00

Az Osszefiiggésben az f(x,y) szinusz és koszinusz hullamok sszegeként all eld, ahol k_és

k, az xés y iranyok menti térfrekvenciak. A legnagyobb eléforduld térfrekvenciat a

képpontok tavolsaga limitalja (k,,, :21). Az f(x,y) fuggvény inverz Fourier
w

transzformaciéval szamolhato:

0 ©

fGy) = [ [Fk, k) explamith x+ k,y)]dk, dk, . (2.10)

A (2.9) Osszefiiggés atirhatd a 4. abran lathatdo (r,s) koordinita rendszerre a kovetkezd
feltételekkel:
k
¢ =arctg| |, (2.11a)

X

kzﬂ/ikf+ky2i. (2.11b)

A (2.9) osszefiiggés a megvaltoztatott koordinatakkal felirva a kdvetkez6 alaku:
F(k, k)= j j f(x,y)exp(— 27z ikr)dr ds . (2.12)
Az integralas sorrendjét felcserélve lathato, hogy a ds szerinti integral nem mas, mint a (2.7a)

Osszefliggésben definialt, ¢ sz6ghdz tartozo p,(r) projekeid, igy:

F(k, k)= T p(r,p)exp(= 2z ikr)dr = P(k, $), (2.13)

16



ahol P(k,p) a ¢ szoghodz tartozd projekcido Fourier transzformaltja. A fenti Osszefliggés
segitségével a targy képe rekonstrualhatd gy, hogy el6szor vessziik a projekciok Fourier
transzformaltjat, majd megfeleld interpolacidval meghatarozzuk az egyes képpontokban a
Fourier egyiitthatokat, végill az igy kapott kétdimenziés tombot inverz Fourier

transzformaljuk.

2.4.3 Sziirt-visszavetités
A sziirt-visszavetitéses modszer (FBP) az el6zéekben ismertetett két eljards otvozete.

Egy targy képének a kétdimenzids Fourier transzformaltjat a (2.9) Osszefiiggés irja le. Ha
valtozocserével Descartes koordinatarendszerbdl polarkoordinatakra tériink at, az 6sszefiiggés
a kovetkez6 alakot 6lti:

F(x,y) = j TF(k cos @, k sin @)exp|2ki(x cos ¢ + ysin )| k|dk dg, (2.14)

0

ahol
k,=kcos¢ k, =ksing. (2.15)
A kapott formulaba, F(kcosd,ksing) helyére behelyettesithetd egy ¢ szerinti projekcio

Fourier transzformaltja a (2.13) alapjan, igy a rekonstrualt kép a kdvetkezdé Osszefiiggéssel

nyerhetd:

f(x,y)= j{ T{ T p(r,¢)exp(- i27zkr)dr}k exp(i27zkr)dk}d¢ . (2.16)

—00|

A |k

-kel valé szorzas a projekcid Fourier térben torténd sziiréseként értelmezhetd, amely

felerdsiti a nagyfrekvencias komponensek hatasat. A fenti formulat kifejtve a zardjelek szerint

beliilrdl kifelé haladva, a sziirt-visszavetités algoritmus egyes lépéseit kapjuk.

Sorrend Eljaras Miiveletigény
1. Felvett projekcié Fourier transzformalasa. 2n logyn
2 Fourier egyiitthatok szorzasa |k|-val (sziirés). n
3. A szlirt projekcid inverz transzformalasa. 2n logyn
4 Visszavetités. n
5 A fentiek alkalmazasa minden projekciora. m
Teljes miiveletigény: ~mn’
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A fenti tablazatban m a felvett projekciok, mig n a projekciokat alkotd fiiggvényértékek
szama. Az eljarassal rekonstrualt képek mentesek a fent emlitett gloria hatastol, igy a rajtuk

szereplé mintak konturja is joval élesebb, ahogyan az a 6. abran lathato.

6. abra: Rekonstrualt kép (a.) visszavetitéses és (b.) szlirt-visszavetitéses modszerrel.

2.4.4 DIRECTT eljards
A szlirt-visszavetitéstol eltérden a Direct Iterative Reconstruction of Computed

Tomography Trajectories (DIRECTT) [28],[29] algoritmus nem alkalmaz Fourier
transzformaciot, igy a rekonstrualt kép felbontasat nem korlatozza a projekciok finomsagara

(Ar) érvényes Nyquist-féle mintavételi torvény. Az algoritmus vazlatos menete a 7. abran

lathato.
S 1. Mérés, 4. Keppont : .
5 9 o o .- szinogram ahrazolasa <
S /r<' felvétele. kivalasztott ' f
. @ o ® ¢
& trajektoria S
o'y alapjan. L
Pontokat tartalmaza minta Rekanstrukeids matrix
2. Lehetséges 5. Proba-
trajektériak szinogram
kiértékelése. felvétele és
kivonasa a
mért
szinogrambal.
3. Dominans
trajektéria
kivalasztasa.

6. Eljaras ismétlése
a maradek
szinogramra
2-tél, vagy allj.

Felvett szinogram Maradék szinogram

7. abra: DIRECTT képrekonstrukcios eljaras szamolasi menetének vazlata.
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A vizsgalt minta minden képpontja megfeleltethetd a felvett szinogramon egy adott
amplitadoju és fazisu szinusz trajektorianak. Az Osszes lehetséges trajektoriat intenzitas,
kontraszt vagy tetszdleges feltétel alapjan rendezve, kivalaszthato egy vagy tobb domindns
trajektoria, melyekbdl felépithetd egy ideiglenes kép, az tigynevezett rekonstrukcidos matrix.
Ha a rekonstrukcios matrix alapjan felvett proba-szinogramot kivonjuk az eredetileg mértbol
¢és az igy kapott maradék szinogramra megismételjiik az eljarast, akkor az egyes 1épésekben
szamolt ideiglenes kép informacid tartama fokozatosan kozelit az eredeti minta eloszlasahoz.
Az iteracid egy értelmesen valasztott kilépési feltétel teljesiiléséig tart. Az eljards soran a
maradék szinogramon lathatd trajektoriak kontrasztja és a szinogram Osszintenzitasa
folyamatosan csokken igy ezekkel jellemezhet az adott iteracios 1épés josaga.

Az ismertetett algoritmus kevésbé érzékeny a mérési zajra, mint a sziirt-visszavetités
¢és hianyos, valamint 0- szdgtartomanynal kisebb intervallumon rogzitett szinogram esetén is
jobb képmindséget nyujt. Hatranya azonban, hogy szamitasi koltsége akar tobb tizszerese is
lehet a korabban bemutatott eljarasokénak, ami nem tesz lehetévé nagy idofelbontasu

leképezést.

2.5 Anizotrop kristalyok, kettostorés
Az optikai leképez6 rendszerek egy adott térfrekvencia hataron feliil nem tovabbitanak

informéaciot, ami korlatozza feloldoképességiiket. Ez a frekvenciahatar az adott rendszerre
jellemzé és altalanos esetben a kivilagitdé hullamhossz, valamint az alkalmazott optika
numerikus apertirdja hatdrozza meg. Egyes rendszerparaméterek nem trivialis
megvaltoztatasaval azonban tovabb novelheté az atvitt informacié, amit az irodalom
szuperfeloldasnak (superresolution) nevez. Szuperfeloldas érheté el az optikai rendszert
kivilagitd fény polarizacidjanak elonyds modositasaval, amely megvaldsithatd anizotrop
kristaly hasznalataval. Anizotrop kristaly makroszkopikus optikai tulajdonsagai fiiggenek a
rajta keresztiil halado fény terjedési iranyatol.

Klasszikus mechanikai modellt feltételezve az anyagot alkotd atomok egy harmonikus
oszcillatornak tekinthetdk, ahol a térben kotott atommaghoz rugokkal kapcsolodnak az
elektronok, melyek egyensulyi helyzetiik koriil rezegnek a tomegiikkel és a ragoét jellemzo
elasztikus konstanssal aranyos sajatfrekvenciaval [30]. Iddben valtozo, kiilsé elektromos tér
hatasara az elektronok kitérése aranyos lesz a sajatfrekvencia négyzetének és a kiilsé tér
frekvencia négyzetének kiilonbségével. Az elektronok kitérése hatarozza meg tovabba az
anyagra jellemz6 torésmutatot. Izotrop anyag esetén az elektronok azonos rugokkal

kapcsolodnak az atommaghoz, igy sajatfrekvenciajuk is azonos, térbeni eloszlasuktol
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fliggetleniil. Ennek kovetkeztében az anyagon athaladod fény a terjedés iranyatol fliggetlentil
egységes torésmutatot észlel. Ilyen anyagoknak tekinthetok a gazok, folyadékok és az amorf
kristalyok. Anizotrop anyagok esetén az atomok egy, az anyagra jellemz6 szerkezet szerint
rendez6dnek, ahol az egyes elektronok sajatfrekvenciaja fiigg a szerkezetben megengedett
elmozdulasuk iranyatol. Ennek hatdsara az anyagon athalado fény terjedési sebessége fligg a
terjedés iranyatol. Anizotropia, kristalyos ¢és folyadékkristalyos anyagszerkezet esetén

figyelhetd meg, ahol jellemz6 a tovabbiakban ismertetett kettdstorés.

2.5.1 Optikai anizotropia

Anizotrop, linearis anyagokban az elektromos eltolas vektora (D) ¢és az elektromos

térerdsség vektor kdzott az alabbi relacio all fent:

D, =) &,E;, (2.17)
J

ahol {gl.j} az elektromos permittivitas tenzor. Ennek megfelelden, altalanos esetben az anyag

dielektromos tulajdonsagat kilenc fiiggetlen paraméter irja le. A legtobb dielektrikum
permittivitds tenzora azonban szimmetrikus (&; =&,), ami jelent8sen leegyszeriisiti az
optikai tulajdonsagukat leiré formalizmust [5]. Ebben az esetben valaszthato olyan koordinata
rendszer, ahol a tenzor diagonalisan kiviili elemek eltlinnek, igy az alabbi 0sszefliggéshez
jutunk:

D =¢E, D,=¢E, D,=¢FE,, (2.18)
ahol ¢ =g, ¢, =&, ¢ & =¢&,,. Az igy valasztott koordinata rendszer jeloli ki a kristaly

ugynevezett fOsikjait, vagy fOtengelyeit, melyek mentén E és D parhuzamos. A

fotengelyekhez tartozo torésmutatok:
no=.1&1&, N,=.1&, Ny=-&1&, (2.19)
ahol &, a vakuum elektromos permittivitdsa. Anizotrop kozegben, tetszleges u iranyban

terjedd sikhullam felbonthatd két, egymasra merdleges, linearisan polaros modusra, melyek a
terjedés soran kiillonbozé torésmutatot érzékelnek (m,, n,). Ezek értéke egyszerlien
meghatarozhaté a 8. abran lathatd, az anizotrop anyagra jellemz6 toérésmutatd ellipszoid

segitségével, melyet az alabbi Osszefiiggés ir le:
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8. abra: Torésmutat6 ellipszoid.

2 2 2
X X X
L +2+=2 =1, (2.20)

ngoon, n,

A torésmutatd ellipszoidot a terjedés iranyara merdleges sikkal elmetszve egy ellipszist
kapunk, melynek fOtengelyi jeldlik ki a modusokhoz tartozd torésmutatd értékeket és
elektromos eltolas vektorokat (D,, Dp).

Anizotrop kdzegben terjedd optikai hullam a kovetkezé mennyiségekkel jellemezhetd,

k hullamvektor, E, D, H, B clektromos ¢s magneses tereket leiré vektormezok, valamint az
energia terjedés iranyat meghatarozé komplex Poynting vektor, § :EE xH". A Maxwell

egyenletekbdl levezethetd, hogy D merdleges a hullamvektorra és a H magneses térerdsségre,
ugyanakkor H is merdleges a hullamvektorra, valamint E elektromos térerésségre. Mivel §
Poynting vektor mind H-ra, mind E-re merdleges, igy D, E, k és S azonos sikban fekszenek és
erre a sikra merdleges iranyba mutat H és B magneses indukcio. A fentiekbdl kovetkezik,
hogy D nem sziikségszerlien parhuzamos az E elektromos térer0séggel, valamint § szintén

nem minden esetben parhuzamos k hullamvektorral. A fenti meggondolasok alapjan, valamint
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a Maxwell egyenletek €s (2.17) felhasznalasaval az elektromos térerdségre felirhatd az alabbi
Osszefliggés:
kx(kxE)+ o usE =0, (2.21)

melyet kielégit egy haromtagu, linearis, homogén egyenletrendszer [31]. Az
egyenletrendszernek létezik nem trivialis megoldasa, ha az azt leir6 matrix determinansa z€ro.
Ez a feltétel vezet az w és k kozotti diszperzios relacidhoz w(k,,kz,ks), mely egy feliiletet ir le
a (kyp,ka,ks3) térben ez az un. normalfeliilet. [zotrop esetben a k-t meghatarozd normalfeliilet
gdmb, mig anizotrop kdzegben ellipszoid. Tetszoleges u terjedési irany esetén, ezen feliilet és
az u metszéspontja adja meg az egyes modusokhoz tartozod hullamvektort, melynek nagysaga

k=nw/c,. Mivel az§ Poynting vektor minden esetben merdleges a normalfeliiletre, izotrop

kozegben torténd hullamterjedésnél & és § parhuzamos, mig az anizotrop eset egyes

modusaira szoget zarnak be egymassal, ahogy azt a 9. abra mutatja.

nyalab nyalab )
I
i
hullamfrontok iéhullémfrontok
normélfflulet jS'

normalfeliilet
\ /s

0 ) 0

9. abra: Energiaterjedés izotrop kdzegben (a.) és anizotrop kdzegben altalanos modus esetén (b.).

2.5.2 Egytengelyii kristalyok, kettds torés
Azokat a kristalyokat, melyeknél — szimmetria tulajdonsagaiknak koszonhetéen — a

(2.20)-ban szerepld mindharom torésmutatod értékek kiilonbozik, kéttengelyli kristalyoknak
nevezziik. Ha a kristaly tengelyeinek szimmetriaja olyan, hogy a harom f6 térésmutaté koziil
ketté megegyezik, akkor egytengelytli kristalyrol beszéliink. Egytengelyii kristaly esetén a két
kiilonb6zo torésmutatot ordinarius (n;= ny,= n,) és extraordinarius (n3= n.) torésmutatoknak
hivjak. Abban az esetben ha n, > n,, a kristaly pozitiv egytengelyii, mig n,> n, esetén negativ
egytengelyli. Az a Kkitlintetett terjedési irany, mely mentén az ordinarius és extraordinarius
torésmutatok megegyeznek, a kristaly optikai tengelye. (Magasabb szimmetriaval rendelkezd
kristalyok esetén mindharom torésmutatdé nagysaga megegyezik, igy az anyag izotropnak

tekinthetd.)
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Az egytengelyi kristalyokhoz tartozo torésmutaté ellipszoid egy forgasi ellipszoid, igy
tetszéleges u iranyban terjedé hullam, mely 6 szdget zar be a kristaly optikai tengelyével
olyan ellipszist metsz ki torésmutato ellipszoidbol, melynek féltengelyei n, és n(6), ahol

1 cos’ 6 sin’ @
n2(49) - n; ’ n’

e

(2.22)

A két egymasra merdleges polarizacioval rendelkezd modushoz tehat egy terjedési iranytol
fliggetlen n, (ordinarius) és egy iranyfiiggé n(f) (extraordinarius) térésmutatd tartozik.
Ordindrius hullam esetén D mer6leges a hullamvektor és az optikai tengely altal
meghatarozott sikra, valamint E parhuzamos D-vel. Extraordinarius esetben a D szintén egy
sikban fekszik E-vel, de nem parhuzamos vele.

Izotrop kozeg ¢és egytengelyli anizotrop kristaly hatarfeliiletén athalado fény
kettostorést szenved. Mivel a kristaly két kiillonbozoé polarizacioval és fazissebességgel
rendelkezd moddust tdmogat, igy a beesd fény ordinarius és extraordinarius nyaldbokra
szétvalva halad tovabb. A hatarfeliileten a fazis illesztés feltételét a Snellius-Descartes illetve
modositott Snellius-Descartes torvény irja le, mely a két kiilonb6z6 modusra:

Ordinarius nyalab esetén: n,;sin@ =n, sin@,, (2.23)

Extraordinarius nyalab esetén: n,sin @, =n(6, + 6,)sin b, . (2.24)

normalfelllet
(kristaly)
Y ke
optikai tengely ™.
6, It
/9a )
kristaly X
levegb k, 8,
ny
normélfe!plet o
(levegb) _siné,

10. abra: kettOstorés izotrop kozeg és egytengelyii kristaly feliiletén.

A bees6 fény polarizacidja szabja meg az egyes modusokba jutd energiat. Abban az

esetben, ha a kristaly optikai tengelye és a beesés sikja parhuzamos (10. abra), az ordinarius
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nyalab polarizacidja merdleges lesz a beesési sikra, mig az extraordinarius nyalabé a sikkal
parhuzamos.

A kristaly fontos jellemzdje az optikai tengelyének iranya. Alkalmazott optikai
elemként a kristalyt két jelentds, egymastol eltérd orientaltsag tengellyel csiszoljak. Ha a
kivagott felillet merdleges az optikai tengelyre s-tipusu, parhuzamos esetben p-tipusu

kristalyrol beszéliink.

2.6 Nyalab polarizacio és feloldas
Egy sugarzo dipolt, mint elemi fényforrast feltételezve a kisugarzott elektromagneses

mez6 energidjanak egy része nem terjed tovabb, hanem a forrastdl tavolodva meredeken
lecseng. Hagyomanyos képalkotd eszk6zok nem képesek ezt az tigynevezett evaneszcens
mezOt Osszegyljteni, igy a létrehozott képrdl hianyzik a mezd altal hordozott informacio.
Léteznek azonban olyan rendszerek melyek tovabbitjadk ezt az informaciét ami
szuperfeloldashoz vezet [32]. Ez a moddszer koriilményesen alkalmazhatéo pl. bioldgiai
mintakra, de szuperfeloldast eredményez hagyomanyos képalkotdé eszkozok esetén a

kivilagité nyaldb polarizaciojanak elonyds megvalasztasa is.

2.6.1 Polarizdacio hatdsa optikai mikroszkop feloldasdra
Egy fényhullamot kibocsaté dipol mérete kisebb, mint a kisugarzott fény

hullamhossza. Mivel a Maxwell egyenletek id6ben reverzibilisek, jogos a feltevés, hogy egy a
forrastol tavolodd hullamfrontot megforditva, az origdban 1€vd dipol felé terjedd és Gsszetartd
hullam kiterjedése az origoban dsszevethetd a dipol kiterjedésével, ami latszolag ellent mond
a Rayleigh-féle feloldasi korlatnak. Valdjaban nincs ellentmondas, mert ahhoz hogy a hullam
mérete az atomi tartomanyba essen, az sziikséges hogy, a dipol és az altala létrehozott
evaneszcens mez0 valoban jelen legyen az origdoban. Ennek megfeleléen egy nagy numerikus
aperturaju optikaval lefokuszalt sikhullam minimalis kiterjedését a fokuszban akkor éri el, ha
ott az elektromagneses mez0 formdja megegyezik a feltételezett dipol altal kisugarzott mezo
eloszlasaval (11. abra). Nagy numerikus apertira esetén ez érvényes az elektromagneses mez0
polarizaciéjanak szogeloszlasara is [33]. Altalanos esetben, a leképezd rendszerek fokuszanak

polarizacios geometridja azonban kiilonbozik ettdl az idedlis szogeloszlastol.
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11. abra: Sugarz6 dipdl intenzitaseloszlasa [33]. A dipdl sajat tengelyére merdleges iranyban emittal a
legintenzivebben ahol a polarizacio vektor parhuzamos a tengellyel.

Linearisan polarizalt kivilagité nyalab esetén azon nyalabok elektromos térerdsség vektorai,
melyek az optikai tengelyt tartalmazo, &m a polarizacié iranyara merdleges sikban terjednek, a
fokuszban tokéletesen dsszeaddodnak. Ugyanez nem igaz a polarizaci6 iranyaval parhuzamos
sikra, ahol az egyes térerdsség komponensek részlegesen kioltjak egymast. Ez a fokuszban
egy elnyult geometriaju intenzitaseloszlashoz vezet. Ezzel ellentétben radialisan polarizalt
nyalab esetén az elektromos térer6sség vektor transzverzalis Osszetevéi a fokuszban
tokéletesen kioltjak egymast, igy ott csak a longitudinalis tag marad, melynek lateralis
kiterjedése kisebb, mint a linearisan polarizalt kivilagito nyalab esetén.

A fentiektdl eltérd, kiillonbozo iranyban polarizalt kivilagité nyalabot alkalmazva a
fokuszbeli intenzitas-eloszlas szabadon varialhatdo [34],[35]. A legjobb lateralis feloldast
biztositd geometria az un. radialis torusz eloszlas [36],[37]. Az igy létrehozott fokuszfolt
axialis és laterdlis metszetei lathatoak a 12. abran, linedrisan polarizalt kivilagitassal

Osszehasonlitva.
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) 3 Radial |Ef* Theo
508 - 3\ =+ - Radial [E] Exp
3 3 | Radial [E " Theo
= 11
@ 0.6 1
9
k=
0.4 4
N
g
502
=
0.0 4
T ! !

-08 -06 04 -02 00 02 04 06 038
Distance (um)

12. abra: Fokuszfolt intenzitaseloszlasa linearis és radialisan polarizalt nyalab esetén [36]. Mért (a.) és szamolt
(b.) intenzitaseloszlas linearisan polarizalt kivilagitd nyalab esetén. Mért (c.) és szamolt (d.) intenzitaseloszlas
radialisan polarizalt kivilagité nyalab esetén. Lateralis és axidlis metszetek (e.) Exp: mért, Theo: szamolt.
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2.6.2. Radidlisan polarizalt nyaldab elddllitasa
Az el6zoekben ismertetett elonyei miatt a radidlisan és vele egyiitt az azimutalisan

polaros nyalabok eléallitasa ¢s felhasznalasa kiemelkedden fontos mind a mikroszképia mind
a mikrolitografia szamara. Osszefoglald néven hengeres szimmetriaju vektornyalabok
létrehozasara szamos modszer talalhato a szakirodalomban.

Ilyen eljaras két egymasra merdleges polarizacids irdnyl nyaldb koherens 0sszegzése,
ahol a nyalabok egy Mach-Zender interferométerben ellentétes iranyu spiralis faziskésést
szenvednek, majd egy masik ilyen interferométerben a két nyalab 6sszeadodik [38]. Hasonlo
eljaras ismételheté meg 1ézer rezonatoron beliil, ahol egymasra merdleges polarizacidju
TEMj; modusok interferenciaja hozza 1étre a radialis szimmetriat [39]. A fentitdl eltérd
megoldas olyan rendszer hasznalata, mely a bees6 fény adott irdnyu polarizacidjabdl valasztja
ki a megfeleld radidlis, vagy azimutalis tagokat. Az ilyen rendszerek specialis polarizatorként
milkddnek (Radial Axial Polarizer, RAP). A legegyszeriibb esetben egy kor alaku foglalatba
illesztett, transzparens A/2 lemez cikkek transzformaljak a beesd fény linearis polarizacidjat
radidlissa [40]. Az igy létrehozott nyalab mindségét azonban limitdlja a hasznalt lemezek
szama. Elfogadhato felbontast radidlisan vagy azimutalisan polarizalt nyalab azonban
eléallithato folyadék kristalyos fazismodulatorokkal [41], vagy tigynevezett SLM-mel (Spatial
Light Modulator). Konikus feliiletii optikai elemek ugy, mint konikus tiikorparok [42],
polarizacios-racs axiconok [43] vagy Brewster szogben csiszolt axiconok [44] szintén
alkalmasak axialis szimmetriaju polarizacio kivalasztasara. Utobbi esetén azonban a széles
csucsszog (kvarc: 112°) eléallitasa jelentds nehézség.

Axialis szimmetria eléallithatd ugy is, hogy linearisan polaros fényt megfeleld iranyu
optikai tengellyel rendelkezd, kettéstoré lemezen atfokuszalunk. Ez a modszer a fenti
megoldasok tobbségéhez képest egyszerlien megvaldsithatd és a sziikséges optikai elemek

kereskedelmi forgalomban kaphatok.
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3. Célkituzések

Az optikai tartomanyban, a tomogrdfiaban alkalmazott képrekonstrukcio elvén miikoddo

mikroszkop (TOM) elméleti vizsgalata és kisérleti megvalositasa:

1. Az optikai tartomanyban, a tomografiaban alkalmazott képrekonstrukcio elvén
miikodé mikroszkép (TOM) altal rogzitett, rekonstrualt képek mindéségének
vizsgalata a rekonstrukcio paramétereinek fiiggvényében. Numerikus modell
segitségével megallapitom, hogyan befolyasolja a kapott kép részletességét a

projekciok finomsaga és azok szama.

2. A TOM tervezése és megépitése transzmissziés iizemmédban. A mikroszkop

optikai tulajdonsagainak, pl. a térbeli feloldoképességének meghatarozasa.

3. A TOM képalkotasa soran hasznalt nyalabforgaté mechanika tengelyhib4ja jelentésen
csOkkentheti a rekonstrualt kép mindségét. Javaslatot teszek a tengelyhibabol

szarmazo képmindség romlasanak javitasara.

4. TOM feloldoképességének megallapitasa reflexios iizemmod esetén. A
feloldoképesség osszehasonlitasa konfokalis pasztazo mikroszkép felbontasaval.

Intenzitasprofil manipuldldsa kettostoro lemezzel:

5. Kettésentoré lemezen torténé atfokuszalasnil az ordinarius és extraordinarius
fokuszok szeparalt gerjesztésének vizsgalata, sugiarkoveté modell segitségével.
Megallapitom, hogyan fligg a fokuszszeparaci6 a kivilagitd nyalab polarizaciojatol és a

hasznalt optika tipusatol.
6. Radialisan és azimutalisan polarizalt nyalab eldallitisa kettosentordé lemez

segitségével. A nyaldbmindség elméleti és kisérleti vizsgalata a kivilagitas

polarizaciojanak fliiggvényében.
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4. Tudomanyos eredmények

A kovetkezd fejezetben részletesen ismertetem a kitlizott célok megvaldsitasara
fejlesztett mikroszkopot, valamint polarizatort. Numerikus szimulaciokkal és kisérleti

mérésekkel vizsgalom ezen eszkdzok paramétereinek miikodésiikre gyakorolt hatasat.

4.1 Tomografias optikai mikroszkop (TOM)
A 2.1 fejezetben szerepeld (2.2) és (2.3) Osszefiiggések megadjak, hogy egy optikai

rendszer milyen paraméterek mellett tud két, egymastdl Ax tavolsdgra 1évo, pontszeri
fényforrast megkiilonbdztetni. Ez a tdvolsag elsdsorban a kivilagitd fény hullamhosszatol és a
rendszer numerikus apertarajatol fiigg. Ezek az 0sszefliggések azonban akkor érvényesek, ha
a két pontszeri fényforras egyidejlileg sugaroz. Mivel a dipolok altalanos esetben valamilyen
gerjesztd fény hatasara sugaroznak, tegylik fel, hogy adott idépontban csak az egyik dipolt
gerjesztjiikk, majd a képsikban detektaljuk a hozza tartozo intenzitast. A kovetkezo idépontban
ezt megismételhetjiik a masik dipolra, igy a két dipolmomentum tokéletesen
megkiilonboztethetd az egymashoz viszonyitott tavolsaguktol fiiggetleniil [6]. A képalkotod
rendszerek feloldasara korabban megadott kritérium esetén feltételeztilk, hogy a minta
feliiletén 1év0 Gsszes pont egy idében sugaroz. A valdsadgban azonban a kivilagitd fénynek,
azaz a gerjesztd forrasnak a kiterjedése véges, ami azt szabja meg, hogy mekkora tavolsagon
beliil gerjeszthetd két dipol egyidejiileg. Ennek értelmében a feloldasi kritérium fliggvénye a
gerjeszté mez6 téreloszlasanak is. Altalanos fény-anyag kolcsonhatast feltételezve a targy egy

adott dipolmomentuma:
u=rf {anyagi tulajdonsagok, E ,,,; (r - r;)} 4.1)

ahol E_, a gerjesztd mezo elektromos térerdssége, r, a dipolhoz tartozé helyvektor és r, a

gerj.
gerjesztd mezd kozéppontjahoz tartozd helyvektor. Ez utdbbi valtozik, ahogy a gerjesztd
mez0 letapogatja a targysikot, szelektiven gerjesztve az egyes dipolokat. A fentiek alapjan a
rendszer PSF-jét a gerjesztdo mez6 alakjan tal az adott targyra jellemzd fény-anyag
kolcsonhatas is megszabja. Altalanos, nem linearis kolcsonhatést feltételezve a képsik adott r

pontjaban kialakuld elektromos mez6t a kdvetkezd 0sszefliggés irja le:
i -
E(r,r,riio)="—5 G, (r.rsio) plior.r), (4.2)
£,C

ahol G, az i-dik dip6l diadikus pontatviteli fiiggvénye, mig w a kivilagito fény frekvencija.

Toébb dipélmomentum esetén a (4.2) jobb oldalat 6sszegezni kell a momentumok szamara. A
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fenti meggondolasokat egy optikai mikroszkopra alkalmazva egy adott targyon, tetsz6legesen
kis Ax tavolsagban 1évé pontok megkiilonboztethetéek, ha Ax-nél kisebb kiterjedési
gerjesztd vagy lokalisan elnyelé mez6t tudunk létrehozni. Ez megvalosithatd ugy, hogy a
vizsgalt mintat kivilagitd fényt részlegesen kitakarjuk és mérjiikk a minta gerjesztett dipoljai
altal kisugarzott mez6 intenzitasat, azaz a mintarol visszaver6dd, vagy transzparens minta
esetén az azon athaladd Osszintenzitast. A kitakaras mértékét novelve a minta egyes dipoljai
mar nem gerjesztodnek, igy a detektalt fényintenzitas is kisebb lesz. Ha a gerjesztetlen és a
szomszédos gerjesztett dipolok térbeni eloszlasnak periddusa nagyobb, mint a kitakaras
méretében bekdvetkezett valtozas, akkor a dipolok helyzete pontosan megmondhat6 az eltérd
nagysagu kitakarashoz tartozo, detektalt intenzitas kiilonbségebol.

Ezt a modszert alkalmazza a 4.1.2 fejezetben részletes leirasra keriild TOM, mely
transzmisszios lizemmodban egy tokéletesen at nem ereszto élet képez a vizsgalt, transzparens
minta feliiletére. Az él pozicidja a minta felszinével parhuzamos sikban finoman valtoztathato,
igy az adott pillanatban gerjesztett, majd arnyékolt pontok a mintan egy egyenes mentén
fotodetektorral mérjiik. Ahhoz, hogy a mintat alkoté pontok téreloszlasat ne csak az élre
merdleges iranyban kapjuk meg, a kitakaras iranyat és az arnyékolo €l szogét valtoztatni kell,
valamint mérni az igy atjuté fény intenzitasat. A nyert informécié nem mas, mint a vizsgalt
minta szinogramja, melyb6l a minta pontjainak teljes térbeni eloszlasa a 2.4 fejezetben
bemutatott sziirt-visszavetités segitségével rekonstrualhato.

A TOM hasznalhatdo oly moddon, hogy a vizsgalt minta vagy targy felszinét egy
diffrakcio limitalt fénycsikkal vilagitjuk ki. A reflektald mintat a kivilagitds hossziranyara
merdlegesen pasztazva €s a visszavert fényintenzitast detektalva kozvetleniil felvehetd a minta
szinogramja, melyb6l az elézéekben emlitett rekonstrukcids eljarassal nyerhet6é kép. Ez az
ugynevezett reflexios tizemmod, ahol a kivilagito struktarat a targy feliiletén kialakito optikai
elem és visszavert fényintenzitast 6sszegylijto optikai elem identikus. A rendszer felépitése és
mukodése hasonlit a vonallal pasztazé konfokalis mikroszkdphoz, de 1ényeges kiilonbség,
hogy ez utdbbi lateralis feloldasat limitalja a pasztazott feliiletr6l érkezd fényt detektalod
eszkoz pixelmérete. A reflexios TOM lateralis feloldasa ezért leginkabb a ponttal pasztazo
konfokalis mikroszkdpéval hasonlithatd Gssze, melyre a késobbiekben keriil sor (lasd 4.1.3
fejezet).

Mivel a TOM képalkotasanak mindsége erdsen fligg az alkalmazott képrekonstruald
algoritmustol, a tovabbiakban szamolasokkal vizsgalom a szlrt-visszavetitéses modszer

paramétereinek a keletkezd kép részletgazdagsagara, kontrasztjara és jel/zaj viszonyara tett
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hatasat. Ezt kovetden részletesen bemutatom a TOM transzmisszios és reflexios iizemmaodjait.
Meérésekkel igazolom, hogy transzmisszios elrendezés esetén a targy fényjelének kell6en
objektiv numerikus apertirajabol eredd korlatot. Reflexios esetben szintén mérésekkel
igazolom, hogy a rendszer laterdlis felolddsa meghaladja egy hagyomanyos konfokalis

mikroszkopét, amennyiben a hasznalt objektiv mindkét elrendezésben azonos.

4.1.1 Rekonstrukcio paraméterinek hatdasa a rekonstrualt kép mindoségére
Mivel mind transzmisszios, mind reflexios TOM esetén elsddleges célom a

hagyomanyosan elérhetd lateralis feloldashatar kiterjesztése volt, felmeriilt a kérdés, hogy a
moddszerben alkalmazott rekonstrudlo algoritmus mekkora maximalisan elérhetd feloldast és
milyen varhaté képmindséget tesz lehetévé. Ennek vizsgalatdra szamitdsokat végeztem,
melyek soran eldallitottam egy kijelolt irdny mentén periodikus minta modelljének
szinogramjat, majd rekonstrualt képét. A kapott képek mindségét hasonlitottam Ossze,
mikdzben valtoztattam a rekonstrukcios eljaras paramétereit és a minta periodusat is.

Szamolasaimhoz kezdetben a transzmisszios elrendezés méréseinél hasznalt,
periodikusan transzparens racs mintat valasztottam, melynek periddusa 4 és 44 mikrométer
kozott valtozott. Mint az a 2.4.2 fejezetbdl kdvetkezik, a kép informaciotartalma felbonthat6 a
a teljes 360°-0s szogtartomanyhoz tartozé iranyok menti modulaciot sziikséges figyelembe
venni a felbontaskor. Racs minta hasznalata ilyen szempontbol egyszeriisités, mivel
geometriajabol adodoan csak egy kis szdgtartomanyba esé iranyok menti modulacio hordoz a
racsra jellemz0 informacidt. Ezt kihasznalva egyszeriibb a kiilonb6z6 paraméterekkel inditott
rekonstrukcids eljaras hatasat vizsgalni. A valasztott minta, avagy targy a 13. dbran lathato.

A szamolasok és a mérések sordn a mar korabban ismertetett, sziirt-visszavetitéses
(FBP) képrekonstruald algoritmust hasznaltam. Amint az eljaras leirasanal megmutattam, a
modszer hatékonysagat a képalkotas soran, a targyrol készitett szinogram részletessége szabja
meg. Ezt két paraméter befolyasolja. Egyrészt a projekciot alkotd fiiggvényértékek szama
(n), masrészt a projekciok szama (m ). Utobbi az egyes projekciok iranya altal bezart szog

(A¢) csokkentésével novelheto.
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Periédus: 44 - 4 mikron

13. abra: A szamolasokhoz hasznalt periodikus racs.

Képmindség az egyes projekciokat alkoto pontok szamanak fiiggvényében

A rekonstrualt kép egy pixelének értékét, a projekcioknak az adott képpont helyén felvett
értekeinek Osszege adja, ahogy azt a (2.8) Osszefiiggés leirja. Ha a rekonstrualni kivant targy
képének felbontasat javitjuk, azaz a kép tartalmanak aranyait megérizve megnoveljiik a kép
pixeleinek szamat, majd végrehajtjuk a szilirt-visszavetitéses algoritmust, akkor ez ekvivalens
azzal, hogy az egyes projekciok finomsagat noveljiik és igy rekonstrualunk. Mivel a targy
térbeli aranyait megtartjuk, igy tulajdonképpen a projekciot alkotd pixelek méretét (An)
csokkentjiik. A 14 abran lathato, hogyan javul a 44um periédusu minta rekonstrualt képe, ha a
projekciokat alkotd pontok szamat egyre noveljiikk. A szamolas soran a targy méretének és a
teljes latomezoének (384um X 384pum) az aranyat rogzitettem, mig a képet alkotd pixelek
szamat noveltem, igy csokkentve a projekciokat alkotd pontok egymashoz viszonyitott
tavolsagat. Mindegyik kép A¢ = 1°-onként felvett projekciok visszavetitésével késziilt. A
legkisebb An érték a teljes latomezd ezred része, ebben az esetben a rekonstrudlt kép
felbontasa 1000 x 1000 pixel. A sorozatban ezt kdveti a 600 x 600, 300 x 300, 150 x 150, 100
x 100, valamint a legdurvabb felosztas, 50 x 50 pixel. A minta periddusanak és a periddusba
esO képpontok szamanak az aranya a legjobb esetben 114 : 1, mig a legrosszabb esetben 5,7 :
1.

A képeket tekintve szamottevé mindség romlas a 14.(e) és a 14.(f) dbran lathato,
ilyenkor a projekciot alkotd szomszédos pontok tavolsaga, azaz egy pixel mérete, olyan nagy,
hogy csak periédus hibaval lehet a targyon lathato modulaciot rekonstrudlni. A képeken
lathato racs szélei, azonban még joval kisebb An esetén is elmosddottak, ez jol lathato a 15.

abran szereplé metszeteken.
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14. abra: A rekonstrualt kép mindsége a projekcio részletességének fliggvényében; An = 0,384um (a.), 0,64pum

15. abra: A rekonstrualt képek sormetszetei; An = 0,384um (a.), 0,64um (b.), 1,28um (c.), 2,56um (d.), 3,84pum
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A metszeteken 1év0 négyszogjel felfutasanak meredeksége, azaz a racsvonalak
széleinek kontrasztja romlik An novelésével, ami azzal magyarazhatd, hogy durva projekciok
esetén a magas frekvenciaju Fourier komponensek kiesnek a rekonstrukcié soran. Erre utal a
15.(d) és 15.(e) metszeteken, a minimum és maximum helyek kdzepén lathatd bemélyedés. A
15.(f) metszeten mar jelentOs periddushiba is észlelhetd. Ilyen nagy An értéknél mar csak az
alacsony frekvencias komponensek dominalnak, igy a racs metszete egy négyszogjel helyett
inkdbb szinusz jellegii. Ha An kicsi, ahogyan a 15.(a), 15.(b) metszeteken, akkor a
projekciokban a nagyfrekvencids tagok szama megnd, ezért racsvonalak szélei kell6en
kontrasztosak ugyan, de a kép zajos lesz. Ezt csak ugy lehet kikiiszobolni, hogy noveljiik a
projekciok szamaét, azaz csdkkentjiik Ag értékét is. Osszehasonlitva a 17.(a) és 17.(b) abrat,
lathatd hogy An-t valtozatlanul hagyva és a szdgelfordulas értékét csokkentve, valdoban
csokken a zaj mértéke. A kontraszt ndvelése és a zaj csokkentése a projekciok szdmanak és

részletességének egyidejli novelésével érhetd csak el.

Képmindség a felvett projekciok szamanak fiiggvényében

A keletkezo kép részletgazdagsagat nem csak a projekciokat alkotd pontok szama szabja meg,
hanem a projekcioknak a szama is. Ha a projekciok tul ritkak, azaz az altaluk bezart szog
(A¢) tul nagy, akkor eléfordulhat, hogy a targyon felelhetd, adott iranyu, moduldcid két
szomszédos projekcié kozé keriil, igy a rekonstrukcioban elhanyagolhatdéan kis sullyal
szerepel. A targyként hasznalt racsok esetében, a visszavetitett képen akkor jelenik meg
helyesen a racs periddusa, ha a projekciok kozott minél tobb olyan irdnyt van, mely a
racsvonalakra mer6leges egyenessel kis szdget zar be, azaz tobb projekcio is informaciot
hordoz a minta modulaciojardl. Idedlis esetben az egyik projekcio irdnya éppen egybeesik
ezzel a kitlintetett egyenessel. Minél kisebb a racs peridodusa, annal kisebb kell legyen Ag,
hogy a fenti feltétel teljesiiljon. A 16. dbran lathatd képeken egy projekcio irdnya mindig
merdleges a racsvonalakra, igy mind a hat esetben lathaté a helyes periodus (44pum), de a
képek kontrasztjat jelentds mértékben befolyasolja, hogy hany projekciobol allnak. Minden
esetben 180°-0s korbefordulassal szamoltam, mivel azonos egyenes mentén, de ellenkezd
iranyban felvett projekciok értékei megegyeznek, ha az egyiket a forgaskdzéppontra

tukrozzik.

33



Ag:0.22°

Pixel

100 200 300 400 500 B0
Pixel

1000 200 300 400 500 600
Pixel

a.,

Ag: 20 Ag: 5° Apr15°
R

Pixel

500 600 100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 60O
Pixel

100 200 300 400
Pixel Pixel

d., e., f.,

16. abra: A rekonstrualt kép mindsége, két szomszédos projekcio altal bezart szog fliggvényében; A = 0,22°
(a.), 0,5° (b.), 1° (c.), 2° (d.), 5° (e.) és 15°-0s esetben.

Mindegyik kép rekonstrualdsdhoz 600 pixelbdl alloé projekciokat hasznaltam. Mig a
16.(a) kép létrehozasaban 800 projekcid vett részt, addig a 16.(f) Iétrehozasdban mindossze
12. A rekonstrualt képek metszetei alapjan (17. abra) elmondhatd, hogy elfogadhato
kontrasztarany eléréséhez, a jelenlegi mintat tekintve, 1° alatti szogelfordulas sziikséges, azaz
a projekcidk szadma nagyobb kell legyen mint 180. Nagy szdgelfordulas esetén a minimumok
és maximumok kozotti kiilonbség lecsokken, ezaltal romlik a kontraszt. A 17.(c) — 17.(f)
metszeteken, a racsvonalak szélein felvett amplitudo értékek jelentésen eltérnek a
maximumok és minimumok atlagatdl, igy egy hamis modulacio jelenik meg a 16. abra képein.
A 17.(d) metszet kontrasztjat tekintve rosszabb ugyan, mint a tobb projekciobol késziilt 17.(b)
és 17.(d), de kitoltottsége mégis jobb. Ennek magyarazata feltehetéen az, hogy bizonyos
iranyok mentén felvett projekciok értékei kisebb, a pixelértékek interpolalasanal keletkezo,

hibat tartalmaznak, mint mas esetekben.
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17. abra: A rekonstrualt képek sormetszetei; A¢ = 0,22° (a.), 0,5° (b.), 1° (c.), 2° (d.), 5° (e.) és 15°-0s esetben.

Rekonstrukcio paraméterei a targyon fellelheté modulacio fiiggvényében
A szimulacio folyaman vilagossa valt, hogy a sziirt-visszavetitéses modszerrel rekonstrualt
képek mindségét a fent vizsgalt két paraméter helyes megvalasztasa jelentdsen befolyasolja.
Ha a képen lathaté modulacié periddusa kicsi, akkor mind a projekciok szamanak, mind a
projekciokat alkotdé mintavételek szamanak kelléen nagynak kell lenni, hogy az algoritmus a
helyes képet allitsa eld. Azt, hogy milyen paraméterekkel kell rogziteni egy targy
szinogramjat, azt magan a targyon lathatd modulacié finomsaga adja meg. A 18. és 19.
abrakon lathato, hogy két eltérd periddusu racs helyes rekonstrukcidjahoz milyen An és Ag
parok a megfeleloek. A vords vonal altal hatarolt esetekben a targy képe még felismerhetéen
visszavetithetd, mig e hataron kiviil es¢ paraméterek hasznalataval a rekonstrualt képnek vagy
a kontrasztja lesz gyenge, vagy a periodusa nem egyezik a targyéval.

A rekonstrualt képek kvantitativ kiértékelésére is lehetdség nyilik, ha bevezetiink tobb,
a kép mindségét jellemzd mennyiséget (pl. kontraszt, zajossag, élek felfutasa, stb.). Ebben az
esetben csak azok a rekonstrualt képek keriilhetnének bele a vords vonallal hatarolt ,,process
window”-ba, melyek eleget tesznek az elére megadott mindségi kovetelményeknek. Ezen
vizsgalat meghaladja jelen dolgozat célkitiizéseit, a folyamat jellege a vizualis kiértékelés

alapjan is jol szemléltetheto.
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18. dbra: 12pum periddusu racs rekonstrualt képe, a szinogram paramétereinek fliggvényében.

Az abrak alapjan elmondhato, hogy a periodushiba nélkiili rekonstrukcio feltétele,
hogy An értéke legfeljebb tized akkora legyen, mint a racs modulacioja. Ez a feltétel a késobb
ismertetett kisérletek alatt csak a legkisebb periodusi racsnal nem 4llt fenn, mivel nem tudtam
a projekciok részletességét 0,64um-nél nagyobbra novelni. A 18. abran, An= 3,84um esetén
elkiilonithetd egy masodlagos periddus megjelenése, melynek oka, hogy a projekciod
részletességének romlasaval a mintavételi torvény mar nem teljesiil. Nagyobb peridodusu racs
esetén a szinogram allhat kevesebb projekciobdl is, azaz A¢ értéke lehet nagyobb, mivel
ilyenkor egy racsvonalrol kdzel azonos szamu projekcidé hordoz informaciot, mint keskeny
racsvonal esetén, kis szogelfordulasnal. A nagy kontraszt eléréséhez azonban minden esetben

nagyszamu projekcio sziikséges [45][46].
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19. abra: 44pum perioddust racs rekonstrualt képe, a szinogram paramétereinek fliggvényében.

Meérési zaj hatisa a képmindségre

A szinogramok felvétele soran elkeriilhetetlen, hogy valamilyen mértékli mérési zaj ne
adodjon az eredményekhez, mely hatassal van a rekonstrualt kép mindségére. A 20. abran egy
44pum (a.—c.) és egy 4um (d.—e.) periodusu racs visszavetitett képei lathatok, zaj nélkiil,
valamint 5% ¢és 10%-o0s, egyenletes eloszlasu zajjal terhelve. Az abrakon lathato képek An=
0,64um és Ag= 0,22° paraméterek mellett rogzitett szinogrambol lettek rekonstrualva. A
képek egy adott tartomanyahoz tartozd keresztirinyu metszetek alapjan elmondhatd, hogy
10%-0s zaj mar jelentdsen lerontja a keletkez6é kép kontrasztjat, valamint a rekonstrualt racs
periddusaban is hiba keletkezik. Ez leginkdbb a kis periodusi minta hasznalatanal

érzékelhetd. A 4 um-es racs esetén ez az eltérés 5% felett mar szamottevo.
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20. abra: 44 és 4um periodust racs rekonstrualt képe 0% (a.) (d.), 5% (b.) (e.) és 10%-os (c.) (f.) egyenletes
eloszlast zaj esetén.

A vizualis értékelésen tul érdemes megvizsgalni a rekonstrualt képek horizontalis
metszetének térfrekvencia-spektrumat. A 21. abran a két kiillonb6z6 periodust racs spektrumai
lathatok zaj nélkiili (fekete) és 10%-0s mérési zajjal (piros) terhelt szinogrambo6l rekonstrualt
esetben. Az adott racs periodusdhoz tartozod karakterisztikus cstics 10%-0s zaj esetén is
mindkét racsnal jol elkiiloniil, igy lehetdség van utdlagos, mesterséges kontrasztjavitasra, ami
javit a keletkez0 kép mindségén. A karakterisztikus csticshoz tartozd felharmonikusok
nagyobb része olvad bele a zajba 4um racsperiodus esetén. Ennek kovetkezménye, hogy a
vilagos és sotét feliiletek kozti atmenet kiszélesedik és a racs éleinek felfutdsa szinuszos
jellegli lesz. Ennek korrekcidja Gsszetett eloszlast kép esetén nem lehetséges.

A kisérletek soran a mérési zaj szintjének lehetd legalacsonyabb értéken tartasara
torekedtem, igy az sosem haladta meg az 1%-ot, melynek kovetkeztében a mért, rekonstrualt

képek a fent emlitett hibaktol mentesek.
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21. abra: 44 és 4um periddust racs horizontalis metszeteinek Fourier spektruma. A zajjal terhelt és a zaj nélkdili
spektrum is a karakterisztikus cstcsra van normalva.

4.1.2 TOM transzmisszios iizemmodban
A szimulaciok eredményei ~megmutattak, hogy egy sziirt-visszavetitéses

rekonstrukcion alapuld képalkotd eszkéz mely paraméterei befolyasoljak a létrehozott kép
mindségét. Mind An, mind A¢ a targy szinogramjanak meghatarozasakor jatszik szerepet,
mivel a rekonstrukcio algoritmusa (sziirt-visszavetités) adott. A mérés soran jelentkez6 zaj is a
szinogramot terheli.

Az elozoeket figyelembe véve olyan mikroszkdpot épitettem, mely rogziti a vizsgalt,
transzparens targy szinogramjat €s ez alapjan rekonstrudlja annak képét. Hasonlo elven készit
képet a CT, ami mitkddése soran, a targy egy szeletének szinogramjat rontgensugarakbol allo
projekciokbol allitja dssze. Ebben az esetben a projekcid értékét egy adott helyen a targy
sugarateresztd tulajdonsdga adja meg. Az altalam épitett mikroszkop esetén a projekcio
felvétel a 22. abran szemléltetett moédon megy végbe. Az abran a targyat egy fénynyalab
vilagitja keresztiil, melynek utjaba egy ¢€les sz¢élii, nem-atereszt objektumot (példaul pengét)

fokozatosan, egy adott irdnyban betolunk. A transzparens targyon atjutd fényt egy
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fotodetektorra fokuszaljuk, igy a betakaras mértékének fiiggvényében egy, a targyra jellemzo

intenzitaseloszlast kapunk.
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22. abra: Projekcio felvételének modja.

Ahol a targy fényateresztd képessége kisebb, ott az intenzitasvaltozas is kisebb lesz. Az abran
lathato racs esetén, ha a penge két, nem ateresztd racsvonal kozott halad at, akkor a mért
fényintenzitas csokken, ha a racsvonalak felett mozog, akkor a mért intenzitds nem valtozik.
Ha a felvett intenzitas gorbét numerikusan derivaljuk, azaz megmondjuk, hogy a penge
mozgasa soran hol, mekkora volt az intenzitasvaltozas, akkor a targy egy adott iranyu
projekciojat kapjuk. Ha a penge mozgasanak iranyat a kivilagité nyalabra merdleges sikban
A¢ szdgenként 180°-ban elforgatjuk €és minden egyes iranyban megismételjiik az
intenzitasvaltozas gorbe felvételét, akkor a targy szinogramjat kapjuk. A mérések soran
alkalmazott A¢ érték megegyezik a szamolasoknal hasznalt legkisebb szdgelfordulas
mértékével (Ag = 0,22°). A masik, szinogram felbontasat befolyasold paraméter, An a penge
egy elmozdulasanak tavolsagat jelenti. Minél részletesebb képet szeretnénk a targyrol, a
pengét annal kisebb 1épésekben kell a nyalab utjaba tolni. Mikroszkoprol 1évén szo, az eszkoz

feladata, hogy kis térbeli kiterjedésti targyakrol alkosson jo mindségt képet. Ekkor azonban,
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amint az a szimulaciok eredményébdl is latszik, a penge elmozdulasanak nagysaga toredéke
kell legyen a targyon fellelhetd legkisebb modulacié periodusanak. Ahhoz, hogy ez
teljesiiljon, a kisérlet soran a penge képét kicsinyitve, a targy felszinére képeztem. Fontos,
hogy az elmozdulasok mértéke minden pontban megegyezzen; ha a pengét mechanika
segitségével mozgatjuk, akkor ez a feltétel megvaldsithaté mikrométeres nagysagrendben, de
ennél kisebb léptékii, pontos elmozdulast csak a leképezés segitségével tudtunk elérni. Erre
alkalmas eszk6z az SLM (Spatial Light Modulator), ami egy olyan transzparens pixelmatrix,
mely képes a rajta athaladd, adott hullimhosszusaghi fény polarizacidjanak irdnyat
képpontonként, a pixelre adott fesziiltség fliggvényében elforgatni. SLM segitségével a
kivilagitdo nyalab amplitidojanak moduldcidja mechanikai mozgatas nélkiil valosithatd meg,

ami noveli a rendszer stabilitasat.

Kisérleti elrendezés

A kisérleteknél hasznalt mikroszkop felépitése a 23. abran lathato. Fényforrasnak egy 660nm
hullamhosszusag, 10mW-os, hémérséklet stabilizalt, egymodusti optikai szalba csatolt,
diddalézert hasznaltam. A forras altal kibocsatott nyalabot egy Olympus tipusa 0,25
numerikus aperturaju objektivvel (Obj. 1) kollimaltam, majd polarizaltam. A polarizalt nyalab
keresztiilhaladt egy, az optikai tengelyre merdleges sikban forgathato, asztalra szerelt Holoeye

LC 2002 SLM képernydjén, amellyel lehetséges a nyalab részeinek fazis, illetve amplitado

modulacidja.
Betolhaté Tiikor
Polarizator Analizator l
Obj. 1 [ Obj. 2 Obj. 3
sLy Q)

Diffuzor Té-rgy

23. abra: Transzmisszios TOM kisérleti elrendezése.

Az SLM utan a fényutba egy analizatort helyeztem, igy tudtam a szamitogép vezérelt

eszkoz segitségével a nyalab amplitudojat valtoztatni. Az analizatoron athaladva a nyalab egy
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nagy sebességgel forgathaté diffuz erny6t vilagitott ki. Ezen az ernyén jelent meg a
betakarashoz sziikséges penge képe, amit az SLM segitségével hoztam létre. Az SLM
képerny6je 800 x 600 pixelbdl all, minden pixel mérete 32 x 32 um, igy a kozel 2 cm
atmérdjii nyalabot maximalisan 600 lépésben tudtam kitakarni. A diffuz ernyén megjelend
penge képét egy Nikon gyartmanyu 0,55 numerikus apertiraju objektiv (Obj. 2) segitségével
kicsinyitettem le 1/50-ed részére ¢s igy képeztem a targy sikjara. Az emy0 forgatasara azért
volt sziikség, mert a koherens nyalabbal kivilagitott feliileten zavard szemcsézettség jelent
meg, az ugynevezett ,speckle” hatas. A diffizort forgatva a szemcsék helyzete gyorsan
valtozott, de a kép intenzitaseloszlasa parszaz milliszekundumos nagysagrendben allando
maradt.

A fent leirtakat alkalmazva a penge ¢le és a targy egy sikba keriiltek. Targyként a
szamolasok alkalmaval emlitett, litografiai maszkon talalhato, 44 — 4um periodusu racsokat
hasznaltam. A racsokat a maszkra felvitt reflektald réteg egyenkozii eltavolitdsaval hoztak

létre. A targyra képezett penge egy teljes betakaras soran 384pm mozdult el, igy két pozicio

kozott An = 0,64um volt a tdvolsdg. A legnagyobb peridodust racs esetén igy 70 1épés fedett
le egy teljes periddust, mig a legkisebb racs esetén megkozelitleg hat. A betakaras iranyat az
SLM-et tarto6 forgatdasztal segitségével lehetett valtoztatni. Az eszkdzzel elérhetd elfordulas

meérteke A¢ = 0,22° és annak tOobbszorosei. Ezek az értékek megfelelnek azon

paramétereknek melyekkel a szimulacioknal feltlintetett 16.(a) és 17.(a), 44um periddusu racs
rekonstrudlt abrai késziiltek.

A targy sikjan athalado fényt egy 0,1 numerikus apertaraji Olympus objektiv (Obj. 3)
gyljtotte Ossze ¢€s fokuszalta egy fotoelektron sokszorozd (PMT) belépd ablakara. A
kisérletek soran a PMT detektalta az egyes pengepoziciokhoz tartozé fényintenzitas valtozas
mértékét. Mivel két egymast kovetd penge pozicidhoz tartozd intenzitas valtozds minimalis
értéke megkozelitbleg 10uW, ezért sziikségessé valt a fotoelektron sokszorozo jelének
felerésitése. Ehhez a fényforras amplitudojat 1 kHz kornyéki frekvenciaval moduldltam, és a
fényintenzitassal aranyos jelet Lock-In erdsitovel felerdsitettem. A harmadik objektiv utan, a
fényutba betolhatd volt egy tiikdr, melynek segitségével a targy képét egy CCD kamera
fényérzékeny rétegére lehetett képezni, ezaltal az eszkoz hagyomdnyos mikroszkopként is
hasznalhatdo volt. A CCD kamera képét egy vided6 monitoron megjelenitve a minta
pozicionalasa ¢és kép, valamint targytavolsagok bedllitdsa kényelmessé ¢€s gyorsan

elvégezhetové valt.

42



Az adatgylijtést, az eszkdzoket vezérlését valamint a képrekonstrukciot egy altalam
fejlesztett PC szoftver végezte. A mérés soran minden minta felvétele utan rogzitettem a
minta nélkiili hatteret is, azaz a kivilagitdo nyaldb intenzitds-eloszlasat. Minden esetben a

rekonstrualt képét erre a hattérre normaltam.

A mikroszkop laterdlis feloldasanak vizsgalata

Annak igazoldsara, hogy az ismertetett eszkoz felolddsa nem fiigg a diffrakciotol, CCD
felvételeket készitettem a targyrol, a 23. abran lathatdo négyszeres nagyitasu, 0,1 numerikus
aperturaju objektiv (Obj. 3) segitségével. Ezeket a képeket dsszehasonlitottam az eszkoz altal

rekonstrualtakkal. A rekonstrualt képek szinogramjat minden esetben A¢ = 0,22°-0s

1épéskozzel és An = 0,62um penge elmozduldsokkal rogzitettem. Mivel a mintdkon csak
egyiranyt modulécio volt, igy a mérések soran projekcidkat csak a racsvonalakra merdleges
iranyhoz képest +5° és -5°-ban vettem fel. Ennél nagyobb szdget bezard projekciok ugyanis

mar nem hordoznak informacidt még a legnagyobb periddust racs (44um) esetén sem.

CCD kameraval rogznett kepek

TOM felvétel

d., e., f.,
24. abra: 44pm (a.)(d.), 28um (b.)(e.) és 6um (c.)(f.) periddusu racsok CCD kameraval felvett és rekonstrualt
képei.
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A 24. abran lathaté harom kiilonb6z6 periodusu racsnak a TOM altal rekonstrualt és
kameraval rogzitett képe. Az altalam hasznalt objektiv a (2.2) formulabol adédéan maximum
4,0um periodusu, lateralis modulaciot képes feloldani, ha annak teljes numerikus apertraja ki
van hasznalva. Ez azonban a kisérlet soran nem teljesiilt, igy a legkisebb periodusti racs, amit
az objektiv a CCD felvételek alapjan felold, 6pum-nek adodott. A két kiilonb6zé mddon
rogzitett képek méretei nem egyeznek teljes mértékben, mivel a TOM latomezeje kisebb volt,
mint az objektivé. A kameraval felvett képeken lathatd, hogy a hattér kivilagitdsa nem
homogén, hanem Gauss intenzitaseloszlasu, Ez a 1ézerdidoda nyalabprofiljanak kdszonhetd. A
rekonstrualt képeken nem latszik ez a hattér, mivel a visszavetitést végzo algoritmus a hattérre
normalta az egyes projekciokat.

A rekonstrualt és objektivvel leképezett racsok képmindségeinek Osszehasonlitasara
megvizsgaltam a képeken lathaté modulacido Fourier spektrumat, nevezetesen a teljesitmény
spektrumok frekvencia komponenseinek szamat és nagysagat. Ez a modszer alkalmas annak
jellemzo Fourier komponenseket, valamint megmérhetd vele, az objektiv feloldasanak hatara,
hiszen ennél kisebb peridodusu racs képének teljesitmény spektruma nem tartalmaz a 0

frekvencia komponensen kiviil mas tagokat.

Teljesitmeny spektrum a racs periodusanak figgvenyeben 608
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25. abra: A targyként hasznalt racsok CCD képének teljesitmény spektruma a racs periodusanak fliggvényében.
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A képmindség meghatarozasara eloszor CCD felvételeket készitettem a litografiai
mintan talalhatd teljes racssorozatrol, majd a rogzitett képek sormetszeteit Fourier
transzformaltam és az igy kapott teljesitmény spektrumot abrazoltam a racsok periddusanak
fliggvényében. A 25. abran lathatok a mérés eredményei. Az dbran 1évo szinskala felel meg
spektrum teljesitmény értékeinek az egyes frekvenciakon. Lathato, hogy minél nagyobb a racs
periodusa, annal tobb frekvencia Osszetevd jelenik meg a spektrumban, ami azzal
magyarazhatd, hogy az objektiv modulacios transzfer értéke itt magas. Ahogyan csokken a
periédus nagysaga, az objektiv egyre kevesebb Fourier komponenst képes atengedni, igy
romlik a racs képének mindsége. Szembetling, hogy a 4um periodust racs spektrumabol
hianyoznak a moduléciora jellemzd frekvencia Osszetevok, az ilyen méretii racsvonalakat

ugyanis mar képtelen feloldani az objektiv.

Teljesitmény spektrum a racs periodusanak figgvényében 8
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26. abra: A targyként hasznalt racsok TOM felvételének teljesitmény spektruma a racs periodusanak
fliggvényében.

Megvizsgaltam a TOM altal készitett felvételek teljesitmény spektrumat is és azt
kaptam eredményiil, hogy az igy késziilt képek kis periodusu racsoknal is tobb Fourier
komponenst tartalmaznak, azaz a racs metszetére jellemzé négyszogjel kisebb mértékben
torzul. A 26. abra mutatja, hogyan csokken ezen komponensek szama a periodus

csokkentésével aranyban. Azon til, hogy tovabbi komponensek jelennek meg a spektrumban,
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lathato, hogy a meglévok kiszélesednek. Ennek oka a mérés soran keletkezO zaj hatdsa az
egyes projekciokra és igy kozvetve a rekonstrualt képre. Mint lathato, a legkisebb periodusu

racs esetén is megjelenik két masik Fourier komponens a 0 frekvencias tagon tul, igy

crer

szemben a hagyomanyos eszkozzel. Ezt a 27.(b) abran lathatoé racs képe €s a teljesitmény

spektrum is igazolja.

4 pm periodust racs CCD képe (10-szeres nagyitas) 4 ym periddust racs rekonstrualt képe

100

200F

Intenzitas (6.e.)
Intenzitas (6.e.)
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500
700 200 400 0 100 200 ‘ I P e s o =0 w0
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27. abra: A 4um periodusu racsrol késziilt, tovabb nagyitott CCD felvétel (a.) és a TOM altal rekonstrualt kép
(b.), valamint a képek metszetének teljesitmény spektruma.

A 27.(a.) abran lathat6 a legkisebb periodusu racsrol késziilt CCD felvétel, valamint a felvétel
metszetének teljesitmény spektruma. Mivel az alkalmazott objektiv négyszeres nagyitasa
mellett a racs periddusa 16um-nek adodik, az objektiv képét tovabb (10x) nagyitottam, hogy a
CCD pixelmérete biztosan ne korlatozza a rendszer feloldasat. Az dbran nem észlelhetd
semmilyen modulaci6, ahogyan azt a spektrum is megerdsiti, mivel a tovabbi nagyitas
ellenére a rendszer atvitelét a 0,1-es numerikus apertiraju objektiv limitalja. A fentiek alapjan
a kovetkezo allitasok fogalmazhatéak meg:

(1.) Egy hagyomanyos mikroszkop informacié atvitelének mindsége csokken a mintan
talalhaté modulacié frekvencidjanak névekedésével, majd egy adott frekvenciahataron
tul, mar semmilyen informaciot nem képes kozvetiteni a targyrol.

(2.) Az altalam ismertetett modszer segitségével lehetéség van ennek a frekvencia hatarnak
a kitolasara, gy hogy kdzben a mintan 1€vo informaciobol a lehetd legtobbet kozvetitse

a rendszer.
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Mind a CCD, mind a TOM képek felvételénél a targyrol a fényinformacio Osszegyiijtését
ugyanaz az objektiv végezte. A két leképezés folyamata altal keletkezett képek mindséget
Osszehasonlitva a rekonstrukcido elve bizonyult hatdsosnak. Az objektiv altal mar nem
feloldhaté mintat is sikeriilt ezzel a moddszerrel rekonstrualni, igy kijelenthetem, hogy a
célkitlizésnek megfelelden bizonyitottam, hogy sziirt-visszavetitéses modszert hasznalo

tomografias optikai mikroszkop feloldasa a Rayleigh-féle feloldasi kritérium értéke alatt van.

4.1.3 TOM reflexios iizemmodban
Az el6z6 fejezetben ismertetett TOM segitségével megmutattam, hogy a vizsgalt minta

egy specialis megvilagitisa mellett a képalkotd rendszer feloldasa filiggetlenitheté az
alkalmazott mikroszkdp objektiv klasszikus értelemben vett feloldoképességétol. A
bemutatott elrendezés azonban tobbnyire demonstraciés célra alkalmas, annak ipari
felhasznalasahoz a képalkotds sebességének és a rendszer stabilitdsanak novelése egyarant
sziikséges. Transzmissziés TOM esetén a minta modulalt kivilagitasahoz egy mozgathato ¢l
kicsinyitett képét vetitettem a minta sikjara, amihez egy nagy numerikus apertiraju objektivet
hasznaltam. Ennek az objektivnek joval nagyobb a feloldoképessége, mint a klasszikus
képalkotasban és a szinogram felvételében szerepet jatszo — 0,1 numerikus aperturdju —
tarsanak. Igy jogos lehet a kérdés, hogy mi értelme a modszer hasznalatinak egy gyenge
feloldasu objektivvel, ha rendelkezésiinkre all egy nagyobb teljesitményii mikroszkdp
objektiv. A transzmisszios elrendezés a modszer demonstralasara szolgal, segitségével
megvizsgaltam, hogy a gyakorlatban hogyan érvényesiilnek a szimulaciok soran, a szinogram
paraméterire tett megallapitasok. Bar a TOM képalkotd modszer hatékonysaga fiiggetlen a
mintat kivilagito struktira létrehozasanak maodjatol, egyik elonyos megvalositasa mégis az, ha
a struktirat egy optikai eszkdz képezi, vagy fokuszalja a minta felszinére. Ezt az elonyt és a
gyakorlati alkalmazhatosag szempontjat is figyelembe véve atépitettem a rendszert oly
moddon, hogy a minta kivilagitdsa és a mintarol visszaverddd fényinformacié Osszegyljtése

ugyanazzal az objektivvel torténjen.

Képalkotas folyamata, jellemzdi

Reflexios elrendezés esetén, a minta felszinén egy diffrakcio limitalt vékony csik jon létre,
melynek vastagsagat a hasznalt objektiv tulajdonsaga és az alkalmazott hullamhossz szabja
meg. Ezt a csikot, a hosszara merdleges iranyban pasztazva és a megvilagitott tartomanybol
visszaverddd fényintenzitast mérve kapjuk a vizsgalt minta egy projekciojat. A diffrakcio

limitalt csik hasznalataval nincs sziikség numerikus derivalt eldallitasara, szemben a
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transzmisszios mérésekkel. A projekciok felvételének vazlatos elvét mutatja be a 28. abra.
Diffrakcio limitalt estben a mintat kivilagitdé intenzitaseloszlas keresztmetszete a (2.3)
formulaval irhato le. A péasztdzas soran a minta jobban vagy kevésbé reflektalod részeirdl az
intenzitds egy meghatarozott hanyada visszaverddik és az optikai rendszeren keresztiil a
detektorba jut. Egy dimenzids esetben, a pasztazas egy adott helyzetéhez tartozdo mért jel a
beesd intenzitaseloszlas és a minta lokalis reflexid eloszlasa alatti teriiletek szorzata. Az
intenzitaseloszlast térben kiterjesztve €s a pasztazasi tartomanyt bejarva, a kapott projekcio
nem mas, mint az objektiv altal létrehozott kétdimenzios eloszlas fiiggvény és a minta
kétdimenzids reflexidjanak konvolucioja.

Intenzitas

NyalabosztO/ eloszlas
metszete

3

/ L1 Reflektalo
(Objektiv) felllet
L2 <> Targy
Projekcid -

|
Detektor

Int.

pozicio

28. abra: Projekcio felvételének elve reflexios TOM esetén.

A mintat vagy a fokuszban létrejovo intenzitaseloszlast az optikai tengely mentén elforgatva,
majd a pasztazast az eloszlas hossziranyara mer6legesen megismételve megkaphaté a mintat
leird szinogram.

A reflexiés TOM képalkotasanak menete az ismert megoldasok koziil a pasztazod
konfokalis mikroszkép elrendezéséhez all a legkdzelebb. Az tigynevezett vonallal pasztazo
konfokalis elrendezés esetén a kivilagitott objektiv szintén egy diffrakcio limitalt csikot hoz
létre a minta felszinén, melynek pozicidja a képalkotas soran valtozik a mintahoz képest.
Konfokalis megoldasnal a detektor karban talalhato egy rés, mely biztositja a megndvekedett

axialis feloldast. A rés reflexios TOM esetén is hasznalhato, de ez a lehet6ség a késébbiekben
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keriil targyalasra. Lényeges kiilonbség, hogy a vonallal pasztazo konfokalis mikroszképban
fotodioda sor sziikséges a pasztazott vonal menti informacié visszanyeréséhez. A detektor
pixeleinek mérete azonban korlatozza az elérhetd legnagyobb lateralis feloldast. Reflexios
TOM esetén csak egyetlen detektaldo elem sziikséges, mivel a lateralis informaciot a
rekonstrukcids algoritmus allitja el6. A reflexios TOM lateralis feloldasat a detektor
kiterjedése és strukturdja nem befolyasolja. Ez az allitas igaz a ponttal pasztazo konfokalis
mikroszkopra is, amely csik helyett diffrakcio limitalt, kor apertiraju folttal tapogatja le a
minta felszinét. Az eszkoz lateralis feloldasat — akarcsak reflexios TOM-nal — elsdsorban a
detektalt hullamhossz és az alkalmazott optika numerikus apertiraja szabja meg, melyek
egyiittesen korlatozzak a mintat kivilagito eloszlas legkisebb térbeni kiterjedését is. Azonos
kivilagito és detektald objektiv esetén, ponttal pasztazd konfokalis mikroszkopnal, ennek az
eloszlasnak az atmér6jébol szarmazik a legkisebb lateralisan feloldhaté méret . Ez az atmérd a
(2.1) és (2.2) osszefiiggés értelmében 0,61-(A/NA). A konfokalis mikroszkop lateralis
feloldasa csak abban az esetben jobb mint az Iétrehozott eloszlas atmérdje, ha a detektor
agban hasznalt tiilyuk atmérdje 1 Airy egységnél kisebb [15]. Ekkor azonban a detektalt jel
aranya jelent6sen lecsokken a zajhoz képest, ami a képmindség romlasahoz vezet. Reflexios
TOM lateralis feloldasat az egyes projekciok altal hordozott informacié limitalja. A
projekciokban megjelend legkisebb modulacionak a Fourier térben egy maximalis
frekvenciakomponens felel meg. A rekonstrukcid soran ez a frekvencia hatar valtozatlan
marad, igy a keletkez6 képen megjelend legkisebb modulacié a projekciokban felelhetd
legkisebb modulaciobol ered. Az egyes projekciokban a legkisebb moduléciot a kivilagito,
diffrakcio limitalt csik metszetének szélessége szabja meg, mely a (2.3) értelmében
0,5-(MNA). A fenti gondolatmenetnek megfeleléen, megegyezd hullamhossz és alkalmazott
optika mellett a reflexiés TOM varhat6 lateralis feloldasa meghaladhatja a ponttal pasztazo
konfokalis mikroszkopét, hiszen az abban alkalmazott tlilyuk a gyakorlatban nem lehet
infinitezimalisan kicsi. A tovabbiakban ismertetett reflexios TOM elrendezések képalkotd
mindségének kvantitativ jellemzésén til 6sszehasonlitom azt egy kereskedelmi forgalomban

kaphat6, ponttal pasztazo konfokalis mikroszkop képmindségével.

Képmindség jellemzésére hasznalt minta: Richardson csillag

A transzmisszios TOM feloldasanak vizsgalatara hasznalt racs minta hatranya, hogy csak egy
irany mentén hordoz modulaciot. A mintat hasznalva csak részleges ismeret nyerheté a TOM
képalkotasanak kvalitativ és kvantitativ jellemz6ir6l. Valés mintak esetén kétdimenzios

eloszlas vizsgalata a cél igy ennek megfeleléen a reflexios TOM elrendezés jellemzése soran
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egy Osszetett, radialis szimmetriaval rendelkez6 mintat hasznaltam. Ez a minta egy
mikroszkopok képmindségének mérésére alkalmas probalemez (Richardson Test Slide) egy

részlete, az ugynevezett Richardson csillag [47]. A teljes lemez és a csillag a 29. abran lathato.

29. abra: Richardson teszt lemez 100-szoros nagyitasu optikai mikroszkop alatt. (a.) Richardson csillag
digitalisan felnagyitott képe. (b.)

A struktura kialakitasa hasonlo, mint a racsot tartalmazo litografiai maszk esetén; transzparens
planparalel lemezre er6sen reflektald fémréteg van parologtatva, melynek egy része
periodikusan, elektronsugarral eltavolitottak. A csillag 7 gylirtib6l all, melyek egyenként 18
reflektalo €s 18 ateresztd szeletet tartalmaznak. Kiviilr6l a masodik, negyedik és hatodik
gylriikben pozicionalasra alkalmas, harom reflektald szeletbdl allo jeldlés talalhato. A gytirik

atmérdje rendre 40, 20, 13, 8, 4, 2, 1,30um.

50



a ¥

A =1532nm NA = 0.1

30. abra: Richardson csillag szimulalt rekonstrukciodja (a.) 0,15um, (b.) 2,66pum és (c.) 0,665um
félértékszélességii LSF esetén.

Ahhoz, hogy a mintarol késziilt képeken a reflektalo €s ateresztd szeletek modulacioja
meég a csillag legkisebb gylirijében is kivehetd legyen, a kivilagitoé intenzitas csik metszete
nem lehet nagyobb 150nm-nél. Ahogyan a diffrakcid limitalt csik szélesebb lesz, — azaz n a
kivilagitd hullamhossz, vagy csokken az alkalmazott numerikus apertira — ugy tinik el a
szeletek modulacidja a csillag kozepétol a széle felé. A mintardl készitett kép alapjan a
rendszer feloldoképessége meghatarozhato, ha vessziik azt a legkisebb sugaru kort, melynek
keriilete mentén még lathatdé modulacié és megmérjiikk a modulacid periddusanak felét.
Szimulaciot készitettem annak szemléltetésére, hogyan alakul a csillag TOM képe a kivilagitd
optika NA-janak valtozasaval. A 30. abra (a.) része mutatja azt a rekonstrualt esetet, ha a
kivilagito csik vastagsaga, azaz a rendszer LSF-je kozel 150nm. A (b.) és (c.) képek bal alsod

sarkaban lathatd metszetek mutatjdk az egyes projekciok felvételénél hasznalt LSF

51



keresztiranyu intenzitaseloszlasat. Ez az eloszlas az (a.) kép esetén egy pixel szélességii. A
(b.) és (c.) kép felvétele soran a hullimhosszat egységesnek (A=532nm) vettem, mig a
numerikus apertirat rendre 0,1 és 0,4-nek valasztottam. Lathato, hogy a NA csokkenésével nd
a csillag kozepén 1év6 homogén teriilet. Az (a.) képen kiilonb6z6 szinnel feltlintetett
koncentrikus korok jelolik azt a hatart, melynél kisebb sugaru korok mentén — a Rayleigh-féle
feloldasi kritérium értelmében — mar nem lathaté modulacié a két eltér6 NA-ji objektiv
esetén. A (b.) és (c.) képeken az igy kapott hatarkorokon beliil mar valoban nem lathato a
csillagra jellemz6 moduléacio, bar a fokozatos kontrasztromlas kovetkeztében a hatarkor

szemmel nehezen megallapithato.

Kivilagitas hibdinak hatasa a képmindségre

Tovabbi szdmolasokat végeztem annak vizsgalatara, hogyan befolyasolja a rekonstrualt kép
mindségét, ha a reflexios TOM elrendezés esetleges kiviteli pontatlansagabol eredden a
mintan 1étrehozott intenzitaseloszlas nem tokéletes. A szamolasokat (a fenti esettel
megegyezOen) altalam fejlesztett MATLAB kod segitségével végeztem. Kiilonbdz6 hibaval
terhelt intenzitds csikokat generaltam, majd a reflexios TOM-mal megegyez6 modon
kiszamoltam a Richardson csillag modelljének szinogramjat. A kapott szinogrambdol FBP
segitségével rekonstrualtam a képet. A szimuldciok soran a kivilagitd eloszlas keresztiranyt

félértékszeélességét 2,34um, mig a szoglépés finomsagat 0,3°-nak valasztottam.
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31. abra: Rekonstrukcié eredménye szinuszosan inhomogén kivilagitas esetén.

Elészor azt vizsgaltam milyen hatdsa van a keletkezd képre, ha a kivilagité csik

intenzitaseloszlasa a hosszirany mentén inhomogén. A 31. abran lathatd esetben a csik
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intenzitasa a szélek félé haladva egyre kisebb. A hosszirany mentén az intenzitaseloszlas egy
szinusz hullam fél periodusaval kozelithetd, ahogyan az abra jobbszélsé metszetén lathato.
Ezzel a kivilagitassal rekonstrualt kép intenzitasa nem homogén, a kép kdzepe jobban
megvilagitott, ami a széleknél kontrasztvesztést eredményezhet. A kész képen ez a hatas

azonban csak gyengén jelentkezik.
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32. abra: Rekonstrukcié eredménye ferdén inhomogén kivilagitas esetén.

Hasonl6 eredményre vezet, ha a pasztazo csik szélének intenzitdsa nagyobb, ahogy azt a 32.
abra mutatja. Ebben az esetben azonban a kép also felén figyelhetd meg enyhe kontraszt
veszteség, ami a 0-180° kozti projekcid felvétel kdvetkezménye. Teljes, azaz 360°-os
koriiljaras esetén az effektus eltinik. Az elrendezésben hasznalt optikai elem rossz
mindségeébol, vagy hibas beallitasabol eredhet olyan kivilagitds, ami homogén ugyan, de
hossziranyban nem egyenes. Ilyen hajlott, vagy hordos kivilagitas hatasa figyelheté meg a 33.
abra (a.) képén. Ebben az esetben az elhajlas maximalis mértéke a diffrakcio limitalt csik
félértékszélességének fele, ami jol lathatod torzulast eredményez a rekonstrualt képen. A hiba
jelentos korrigalasara van lehetdség a projekciok utodlagos helyreigazitasaval. A fenti példak
alapjan, a Richardson csillag rekonstrualt képén 1évo esetleges torzulasok segithetnek

megtalalni az optikai elrendezés hibait, ami gyorsabba teszi annak beallitasat.
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33. abra: Rekonstrukcié eredménye hajlott kivilagitas esetén (a.), valamint szoftveres korrekcié utan (b.).

Reflexios TOM vizsgalata kis NA esetén, targyforgatassal

Ahhoz, hogy a transzmisszios és reflexios TOM technikak Osszehasonlithatéak legyenek, a
megépitett reflexiés eszkoznél kezdetben ugyanazt az objektivet haszniltam a minta
kivilagitasara és detektalasara egyarant, mint a 4.1.2 TOM transzmisszios tizemmodban
fejezetben ismertetett elrendezés esetén. A projekciok felvételének iranyat targyforgatassal

oldottam meg. A megvalodsitott reflexios TOM szerkezetét 34. abra mutatja be.

jel
0D L6

. cCcD =
Frekvencia -
kétszerezés T HA | |
(LBO) | |
Rés 1
N RVEMY;

NAYAG Galvo- L3 Y L5 L7

scanner
"
/4 lemez L1012 R (referencia)

34. abra: Reflexios TOM kisérleti elrendezése, targyforgatassal.
Fényforrasként egy impulzus ilizemi, frekvencia kétszerezett Nd:YAG lézert hasznaltam
(A=532nm; v=16kHz; P=100mW) melynek kilép6 nyalabjat egy A/4 lemezzel cirkularisan
polarossa tettem, ezzel csokkentve a rendszer tiikr6z6 elemein fellépo esetleges veszteséget. A

csik létrehozasahoz a lézer fényét egy hengerlencse (L1) segitéségével egy allithato

54



sz€lességll résre képeztem. A résen torténd diffrakcio utan, az L2 lencsével kollimalt nyalab a
két donthetd tiikrot tartalmazo un. Galvo-sanner (GSI Inc.) berendezésbe jutott. A szerkezet
két szervo-motorja segitségével a mintdn létrehozott, diffrakcid limitalt csik pasztdzasa
megoldhato, mind a csik hosszara merblege, mind parhuzamos iranyban. Az eszkoz tiikrei
+20° és —20° kozotti szogtartomanyban 65536 1€pést képesek megtenni, igy a megvaldsithatd
minimalis szoglépés: Omin=0,00061° (10urad). Az eltéritett nyalabot a Galvo-scanner fO®
lencséje (L3) egy sikban lefokuszalta ahol egy valtoztathatd aperturaval lehetdség volt a
mintat pasztazd csik hosszanak beallitasdra (A). A nyalabot ezutan egy jabb, az eldzdvel
azonos paraméteri f® lencse (L4) ujra kollimalta, ami a diffrakcio limitalt csikot eldallito
objektiv (Obj: M=4; NA=0,1) belépd aperturajara jutott. Az apertura a rendszer azon sikjaban
helyezkedett el, ahol a pasztazas soran a kollimalt nyalab pozicidja nem, csak beesési szoge
valtozott. A mintdn a kivilagitd nyalab optikai tengelyt6l vald eltérésének szoge a
fokuszpozicido elmozdulasanak felelt meg. Az objektiv és L4 kozé bekeriilt a rendszerbe egy
szognagyitast végzO lencsepar (L5) igy a mintan elérheté legkisebb pasztazo 1€pés
Ar=0,149um-nek adodott. A targyasztalt léptetOmotorra szereltem, igy biztositottam a
pasztazasi irany valtozasat. A motor egy 1épéséhez Ap =0,15° tartozott.

A mintarol visszaver6dd fényjelet az objektiv eldtt elhelyezett nyaldbosztd hartya
segitéségével juttattam a D1 fotodidda felilletére. Mivel a pasztazas soran a visszavert fény
szoge is valtozik, igy kritikus, hogy minden 1épésnél a teljes fényintenzitas a detektor
felszinére jusson. Ehhez kelléen nagy feliiletii, Si fotodiodat (3,6mm?) és egy lencsét (L6)
hasznaltam. A mérések soran a fényforras pillanatnyi teljesitménye a termalis fluktuacio
kovetkeztében folyamatosan valtozott, igy az objektivre esé fény egy részét a D2 fotodiddara
képeztem, a jelet detektald karhoz hasonld mdédon. A mintardl visszavert jelet és a referencia
teljesitményt egy digitalis adatgyiijtd6 rendszerrel szimultin mintavételeztem és a
hanyadosukat vettem az adott projekcié egy nyaldbhelyzethez tartozé intenzitas értékének. A
motorok vezérlését, a jel digitalizalasat és a szinogram felvételét egy sajat fejlesztésiit PC
szoftver végezte. A mintardl visszavert fényt, a jelet detektald karbol egy betolhato tiikorrel
egy CCD kamerara lehetett képezni. Az objektiv-kamera rendszert ekkor koherens fénnyel
kivilagitott mikroszkopként lehetett hasznalni, ami segitett a minta pozicionalasaban és az
optikai elemek helyes beallitasaban.

Az ismertetett, reflexios TOM elrendezés altal létrehozott kép mindségét eldszor a
transzmisszios berendezésnél hasznalt, racsot tartalmazé mintdn vizsgaltam. Az itt

alkalmazott kivilagitd hulldmhossz miatt, a mintan fellelheté legsiiriibb racs periodusa is
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nagyobbnak bizonyult a rendszer szamolt feloldasi kiiszobénél, igy annak képén tokéletesen
kivehet6 mintazatot vartam. A felvételeket a minta olyan teriiletér6l készitettem, ahol a
racsvonalak egy részének hossza vizszintesen, mig mas résziik erre merdleges iranyban
fekszik. Ilyenkor a helyes rekonstrukciohoz a szinogram nagyobb tartomanya sziikséges, mint
egy iranyu racsvonalak esetén. Reflexios elrendezéssel, 4pum periodusu racsrol késziilt felvétel

lathato a 35. abran.

35. abra: Forgastengely korrekcid nélkiili (a.) és tengely korrekcioval késziilt (b.) felvétel 4um periodusu
racsrol.

Az (a.) kép kozvetleniil a felvett projekciokbol rekonstrualt racsot abrazolja. A varakozassal
ellentétben a filiggbleges racsvonalak egyaltalan nem vehetéek ki a képen, helyiiket egy
telitettebb tartomany jelzi. A vizszintes vonalak mentén is periodikus kontrasztcsokkenés
figyelhetd meg. A hibat a targyforgatd mechanika forgastengelyének kovalygasa okozza,
melynek kovetkeztében az egyes projekciok a felvétel soran elcsiisznak egymashoz képest,
igy a rekonstrukcio alatt egy adott képpont nem a megfeleld projekcio értékek Osszege. Ez a
hiba korrigalhaté melynek modjat a késobb részletesen ismertetem. A korrigalt képen (b.) mar
kivehetéek mind a vizszintes, mind a rajuk merdleges irdnyban futd racsvonalak, a kép
azonban még mindig hordoz hibat, aminek eltiintetése hatékonyabb korrekciot igényel. A racs

vizsgalatat kovetden felvételt készitettem a Richardson csillagrol.
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36. abra: Rekonstrualt képek a Richardson csillagrol tengely korrekeid nélkiil (a.) és tengelykorrekcioval (b.).
(A=532nm; NA=0,1)

A csillag szimmetridgja miatt a felvett szinogram minden projekcioja elengedhetetlen
informéaciot hordoz a kép helyes rekonstrukciojahoz. Ilyen esetben a képen nagyobb sullyal
jelenik meg a forgasbol eredd hiba hatasa. A 36. abra (a.) képén lathatd torzult csillag és a
koriilotte 1évo szellemvonalak ugyancsak a tengelyhibabol szarmazo artifaktumok. Korrekcio
utan a csillag szeletei és a rendszer feloldasanak hatara jol kivehetd, ahogy a 36. abra (b.)
képén lathato. Ez a hatar azonban kozel esik a csillag legnagyobb gytriijének belsé
pereméhez, ahol a vildgos és sotét szeletek periodust valtanak, ezért a homogén peremvonal
pontatlannd teszi a feloldds hataranak becslését. Ennek kikiiszobolésére ujabb felvételt
készitettem a csillagrol valamivel nagyobb numerikus apertiraju objektivvel. Ezt a képet
Osszehasonlitottam egy Zeiss Axiovert 135M tipust, ponttal pasztazd konfokalis mikroszkop

felvételeivel.
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37. abra: Felvételek a Richardson csillagrol Zeiss Axiovert 135M konfokalis mikroszkdoppal (a., b.) és reflexios
TOM-mal(c.). Hasznalt objektiv: M=5; NA=0,15.

Mindkét eszkdzben ugyanazt a feddlemez korrekcioval rendelkez0, 6tszoros nagyitast és 0,15
NA-ju Zeiss objektivet hasznaltam a képek felvételéhez. A 37. abra (a.) és (b.) képei a
konfokalis mikroszkoppal késziiltek, kiilonbozo tilyuk atmérd beallitasa mellett a detektor
oldalon. A (c.) kép a reflexios TOM rekonstrualt és korrigalt felvétele. Lathato, hogy a
konfokalis eszkdz képeinek kontrasztja vagy gyengébb (a.), vagy nem homogén eloszlasu (b.),
de a Richardson csillag masodik gytiriijének szeletei mindkét képen kivehetoek. A szeletek jol
elkiilonithetéek a TOM altal rekonstrualt képen is. Itt piros korrel jeloltem azt a keriiletet,
melynek mentén még lathatod a visszavero €s elnyeld szeletek mind a 18 periédusa. A vizualis
becslés alapjan a TOM altal feloldott legkisebb kritikus tavolsag 1,23um-nek adodik. Ilyen
jellegli becslést a konfokalis eszkoz felvételi alapjan nem tudtam tenni, mivel azok kontrasztja
erdsen inhomogén eloszlasu. A képek alapjan azonban megallapithatd, hogy a konfokalis

rendszer feloldasa biztosan rosszabb, mint a TOM-é.

Korrekcios eljaras forgastengely hibajanak kikiiszobélésére
A TOM képalkotasnal hasznalt szlirt-visszavetités abban az esetben ad helyesen rekonstrualt
képet, ha a felvett projekciok kozéppontjai egy egyenes mentén helyezkednek el a

szinogramban. Ennek feltétele, hogy a forgastengely — ami koriil a pasztazasi irany valtozik —
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pozicidja a szinogram felvétele soran allandé legyen és illeszkedjen az optikai tengelyre.

Olyan forgaté mechanika, ami az elobbi feltételnek maradéktalanul eleget tesz, a gyakorlatban

srer

abran, altalanos esetben.

Szinkron

Aszinkron hiba mozgas

Szinkron hiba=R__, - R

min

38. abra: Forgastengely mozgashibaja [48].

A hibat okozo6 vandorlas szétvalaszthatd un. szinkron és aszinkron mozgasra, melyek koziil a
szinkron mozgas a tengely vandorlasanak atlaga, tobb korbefordulas utan. Ebbél a mozgéasbol
eredd tengelypozicio hiba korrigalhatd, mivel az elmozdulds palydja mérhetd és utdlag az
elcsuszott projekciok helyretolhatok. A véletlenszeriien valtozd elmozdulas, mas szoval az
aszinkron hiba hatésa csak az elmozdulas valos idejii méréssel kompenzalhato a szinogramon.

Szimuléaciokkal vizsgalhatod, hogy a forgastengely vandorlasanak nagysdga milyen
mértékben torzitja a rekonstrualt képet. Az erre iranyuld vizsgalatot és szamolasokat Dudas
Laszl6 doktoranduszhallgatd végezte el. Az itt bemutatasra keriild eredmények az altala
fejlesztett szamolasi rutinok felhasznalasaval sziilettek. A rutinokkal kiszdmolhat6 a
Richardson csillag szinogramja, egy 1,77um félértékszélességii, diffrakcid limitalt pasztazo
intenzitaseloszlast feltételezve. Ez az eloszlas megegyezik a korabban bemutatott Zeiss
konfokalis berendezés, 0,15 NA-ju objektivje altal eldallitott intenzitaseloszlassal, A=532nm
kivilagité hullamhossz esetén. A szoglépést kellen finomra kell valasztani (4¢=0.1°), hogy a
rekonstrudlt képek kontrasztja kelléen nagy legyen. Az aszinkron hiba hatdsanak

vizsgalatahoz az egyes projekciokat elcsusztattuk egymashoz képest, o=1,77um és 0=3,54pum

------
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39. abra: Aszinkron hibaval terhelt szinogramok és a hozzajuk tartozé rekonstrualt kép, 6 = Oum (a.), 6 =
1,77um (b.) és o = 3,54um (c.) esetben.

A tengelyhiba nélkiili és aszinkron hibaval terhelt, rekonstrualt képek a 39. dbran lathatok. A
(b.) szinogramon a projekciok véletlenszerii elmozdulasanak maximum amplitaddja,
kétszerese a pasztazd intenzitds keresztiranyu félértékszélességének. Az aszinkron hiba a
szinogramon jol lathatd, de a hozza tartozo rekonstrualt képnek csak a belsd, nagyfrekvencias
része valik elmosddottd. Ezen til enyhén csdkken a Richardson csillag masodik gytiriijének
kontrasztja. Nagyobb aszinkron hiba hatdsara a rekonstrualt kép egyre alacsonyabb
frekvenciaji tartomanya hordoz téves informaciot, ahogy az a (c.) képen lathato. A projekciok
elmozdulasanak maximum amplitaddja itt négyszerese a pasztazd  intenzitas
félértékszélességének. A hiba kovetkeztében a csillag masodik gytirlijének szeletei is teljesen
0sszemosodnak, ami a rendszer feloldasanak jelentds csokkenését jelzi. Ebben az esetben, a
hiba hatasara mar a szinogram is teljesen felismerhetetlen. A képek alapjan megallapithato,
hogy forgatdo mechanika tengelyének a kivilagito csik szélességével dsszemérhetd lateralis és
véletlenszerli mozgasa mar jelentdsen csokkenti a rendszer effektiv feloldoképességét.

Kiilén vizsgalhatdo a tengely szinkron hibajanak hatisat. A szamolt projekciok
elmozdulasait a kozépvonalhoz képest egy g(x) =4- sin(x + (0) harmonikus hibafiiggvénnyel
adtuk meg és vizsgaltuk a rekonstrualt kép mindségét kiilonb6zé 4 amplituado, ¢ fazis
értékeknél, valamint az x=[0.27] és x=[0.7] tartomanyokon. Az optikai rendszer

beallitasanal szerzett tapasztalatok szerint a tengely egy korrel kozelithetd palya mentén
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kovalyog, ami a szinogramra vetitve harmonikus hibafiiggvénynek felel meg. A rekonstrualt

képek a 40. abran lathatok.

40. abra: Szinkron hibaval terhelt, rekonstrualt képek, kiilonb6z6 hibafiiggvény paraméterek mellett.

Az (a.) és (b.) képeken a hibafiiggvény amplitiddja rendre 0,885um és 1,77um ami
megegyezik a pasztazd intenzitds keresztiranyu félértékszélességének felével és magaval a
félértékszélességgel. Az aszinkron hiba hatasaval ellentétben itt mindkét esetben lathato a
Richardson csillag masodik gytriijének néhany szelete. A csillag karjai azonban gorbék és
helyenként 0sszeolvadnak. A csillag kiilsé gytirijének szimmetridja is sériil. A hibafiiggvény
fazisanak modositasa megdrzi a képen kialakult struktara jellegét és elforgatja a jellemzo
torzulasok iranyat (c.). Ez a tulajdonsag segithet a rendszer hibajanak gyorsabb
felismerésében, €s egy esetleges korrekcios fiiggvény pontosabb megadasaban. A torzulasok
mértéke jelentésen csokken, ha a harmonikus hibafiiggvény egy teljes periodusa helyett csak
annak felével terheljiik a szinogramot. Ez lathato a (d.) képen, ahol vizualis kiértékeléssel nem
észlelhet6 a hiba, azonban a rendszer feloldasanak kvantitativ megallapitasa tovabbra is
pontatlan lehet. A gyakorlatban kialakulhatnak bonyolultabb (t6bb harmonikus fliggvény

Osszegével kozelithetd) szinkron hibagdrbék, melyek azonositasaban és korrekcidjaban segit
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az alkalmazott modell. Altalanos esetben a szinkron és aszinkron kovalygas egyidejiileg van

jelen egy rogzitett szinogramon.

41. abra: Forgastengely altalanos hibajaval terhelt szinogram (alul) és rekonstrualt kép (felil).

A 41. abra ezt az esetet mutatja be. A projekciok elcsuszasat leird gorbe két harmonikus
fliggvény Osszege. A maximalis amplitadé 1,77um, amire rarakodik egy normal eloszlasu,

~~~~~~

meg, melynek kialakulasaért els sorban a hibafiiggvény szinkron mozgéast leir6 része felel.

Kivilagito Becsatold
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42. abra: Tengelyhiba mérésére alkalmas elrendezés targyforgatas esetén.
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A fent bemutatott eredmények alapjan a forgaté mechanika hibajanak hatasa, csak a
hiba valosidejit mérésével és azonnali, vagy utélagos korrekcidjaval csokkenthetd elfogadhato
szintlire. A targyforgatast hasznalo, reflexios TOM elrendezésben a hiba mérését egy optikai-
szalba csatold rendszer segitségével oldottam meg. A mintat tartalmazé targylemez mogé egy
masodik mikroszkop objektivet tettem, mely els¢ fokuszpontjanak sikja egybeesik a targy
sikjaval (42. dbra). A fokuszt a minta mellé, a pasztazasi tartomanyon beliilre pozicionaltam.
Az objektiv hatso fokuszaba egy egymodusu optikai szalat raktam. A projekciok felvétele
soran a diffrakcid limitalt pasztazé csik fényének egy része a minta mogotti objektiven
keresztiil az optikai szalba csatolodott. A maximalis fényteljesitmény akkor jutott a szalba,
amikor a kivilagité csik éppen a minta mellé pozicionalt fokuszpontba esett. A targyasztalt a
becsatold rendszerrel egyiitt mozgatva és szoglépésenként mérve a maximalis, becsatolt
Az igy mért poziciokkal megadhat6 egy virtualis forgaskdzpont a targy sikjaban, melyhez
minden mért projekcid utdlag hozzaigazithatd. Ezzel a modszerrel tortént a korabban
bemutatott, TOM-mal késziilt felvételek korrekcioja [35.(b.), 36.(b.), 37.(c.)].

A pasztazasi irany megvaltoztatasara nagy kiterjedési vagy mozgatasra érzékeny
minta esetén nem optimalis megoldas a targyforgatas. Ilyen esetekben a diffrakcio limitalt
csik és a pasztazasi irany egyiittes elforgatasa sziikséges, ami képforgatd prizmaval — Dove,
vagy Pechan prizma [49] — megoldhatd. A prizmat forgatd mechanika tengelyhibdja és a
rendszer valamint, a prizma optikai tengelyének nem tokéletes fedése ilyenkor is szinkron és
aszinkron hibat vezet be a szinogramon. Ennek korrekcidja tovabbra is valos ideji
hibafiiggvény meghatarozast igényel. A képforgatd prizmat haszndlva a rendszer egy adott
pasztazasi sz0ghoz tartozo tengelyhibaja ekvivalens a pasztazo nyalab eltolasaval, ahogy azt a
43. abra mutatja. Ilyenkor a képforgaté elem (Pechan prizma) optikai tengelyének szoge és
pozicidja nem illeszkedik tokéletesen a rendszer optikai tengelyére. Az igy keletkez6 eltolas

azonban korrigalhato, ha mérni tudjuk annak mértékeét.
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43. abra: Tengelyhiba mérésére és korrekciojara alkalmas elrendezés nyalabforgatas esetén.

A reflexiés TOM elrendezésben sziikséges nyalabosztd hartyaval a bejovo fény egy része 90
fokban kicsatolhatd. A kicsatolt karban a fény egy lencsével 6sszegylijthetd és egy tiilyukon
atfokuszalva annak intenzitds mérhetd. Tengelyhiba-mentes esetben az igy mért intenzitas
maximalis lesz. Amint a tengelyhiba kovetkeztében a forgato elem eltolja a nyalabot, a tiilyuk
utan nem mérhetd intenzitds. A pasztazo tiikkrot addig pozicionaljuk, mig a tilyukon ujra
maximalis fény jut at. Ekkor a rendszer virtualis forgastengelye kijelolhetd €s az igy mért
pozicid koriil a projekcid rogzithetd. Annak igazolasara, hogy a leirt médszer megvalosithato,
Dudas Laszloval megvizsgaltuk a pasztazod és nyalabforgatd rendszer modelljét OSLO [57]
sugarkovetd szoftver segitségével. Az OSLO egy tetszoleges optikai rendszer modelljének
megalkotasara és a rendszerparaméterek optimalizalasahoz sziikséges sugaroptikai szamitasok
elvégzésére alkalmas kereskedelmi szoftver. A szoftver korlatozott mértékben figyelembe
veszi a leképez6 rendszer hullamoptikai tulajdonsagait is. Alkalmas PSF szamolasara, vagy a

polarizacio figyelembe vételére a nyalabterjedés soran.

Fokusz . o nyalab
sik ) Szognagyito Pechan prizma
Obj. /L1 optika
//—/ 5 _

*
Pasztazo tukor

44. abra: Nyalabpasztazo és forgato elrendezés OSLO modellje.
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A modell szerkezete a 44. abran lathato. A nyalabforgatdé elem — a késobbi méréseknél is
hasznalt Pechan prizma — optikai tengelye enyhe (0,4°) szoget zar be a rendszer optikai
tengelyével és a koztiik 1évo kiilonbség lateralis iranyban 6-7um. Ilyen beallitasok mellett, a
pasztazas iranyanak valtoztatasa soran a prizma eltolja a kivilagitd objektiv vagy az eltolast
forgastengely aktualis helyzete és a korrekcidhoz sziikséges tiikdrpozicio OSLO kod
segitségével szamolhat6. A szamolas soran egy Osszetett lencserendszerbdl all6 mikroszkop
objektiv modelljét (NA=0,4) hasznaltuk kivilagité objektivnek, mig a tilyukon atfokuszalo
elemet egyszeri plankonvex lencsével kdzelitettiikk (NA=0,12). A szamolt fokuszok helyzete

lathat6 a 45.(a.) abran.
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45. abra: Forgastengely szamolt hibagdrbéje (a.) €s a korrekciohoz sziikséges tiikkorpoziciok (b.).

A szaggatott, kék gorbe az eltolast mérd karban hasznalt lencséhez (L1), mig a zold, folytonos
gorbe a kivilagitd objektivhez tartozo fokuszvandorlas. A gorbék mérete eltérd, a kiilonb6zo
nagyitasnak megfelelden, de jellegiik és iranyuk megegyez6. A (b.) grafikonon lathatd gorbék
a sziikséges korrekciohoz tartozo tiikkorpoziciok a prizma korbeforduldsa soran. A két gorbe
tokéletesen fedi egymast, ami igazolja, hogy a forgastengely hibdjabol szarmazo eltolas
korrigalhaté az altalam ismertetett modon, tovabba a hiba nagysagat méré karban nem
sziikséges nagy numerikus apertiraju, vagy 0sszetett optika hasznalata.

A fenti modszer segitségével a projekciok helyesen pozicionalhatok a szinogramban,
igy a tengely szinkron és aszinkron hibajanak hatdsa eltintetheté a rekonstrualt képrél. A
korrekciohoz sziikséges tiikkorpozicional, a Pechan prizman athalad6 nyalab hosszabb utat tesz
meg, mint idedlis esetben igy a nyaldbforgatds soran valtozhat a kivilagitd objektiv

fokusztavolsaga. Ez a valtozds is szamolhaté OSLO modell segitségével, az eredményt
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NA=0,4 esetben a 46. abra mutatja. A maximalis kiilonbség az idealis helyzethez tartozo
fokusztavolsagtol kevesebb, mint 1um, ami nem okoz tovabbi hibat a rekonstrualt képen,

mivel a rendszer mélységélessége ebben az esetben 6.65um (A=532nm).
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46. abra: Kivilagito objektiv fokusztavolsaganak valtozasa a tengelyhiba korrekcidjanak kovetkeztében.

Az altalam ismertetett két eljaras mind tirgyforgatas, mind nyalabforgatis esetén
alkalmas arra, hogy a forgaté mechanika tengelyhibajabol szarmazé képmindség

romlast tetszélegesen kismértékiire csokkentse.

Reflexios TOM vizsgadlata 0,4 NA esetén, nyaldbforgatassal

A tengelyhibara vonatkoz6 szamolasok eredményeit felhasznalva atépitettem a reflexios TOM
optikai elrendezését ugy, hogy a targyforgatast nyalabforgatasra cseréltem. A tovabbfejlesztett
elrendezés vazlatos rajza a 47. abran lathatd. Forgatéelemnek Pechan prizmat valasztottam,
amit egy specidlisan tervezett, Iéptetémotorral hajtott forgatd mechanikaba illesztettem. A
mechanika gy lett tervezve, hogy annak forgastengelye a lehetd legkisebb kovalygassal
birjon, valamint szoge €s helyzete pontosan a rendszer optikai tengelyére illeszthetd legyen. A
prizma befogasanak szoge és helyzete szintén allithatdé volt a mechanika forgastengelyéhez
képest. Azért, hogy a rendszer érzéketlen legyen a mechanika és a prizma stlyeloszlasabol
szarmazo apro elmozduldsokra, a forgastengelyt fiiggdlegesre allitottam. Aprolékos
beallitassal a rendszer forgastengelyének szinkron és aszinkron hibaja egyiittesen 2-5pm kozé
esett. Ennél az értéknél tovabbra is sziikséges a valds idejii tengelyhiba meghatarozas és
korrekcio, igy a korabbi, referencia intenzitast mérd kart kiegészitettem egy harmadik
fotodetektorral (D3) és egy tiilyukkal. Mivel a Pechan prizma ¢ szdgelfordulas esetén 2 ¢-t
forgat az athalad6 nyalabon, a léptetdmotor attételét novelni kellett, de a legkisebb szoglépés a
minta sikjaban tovabbra is 0,15° maradt. A kivilagitasra hasznalt objektivet egy nagyobb

feloldoképességli Zeiss LD "Plan-Neofluar" (M=20, NA=0,4) tipusra valtottam melynek
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feddlemez korrekcigja allithato. A harom detektor jelének mintavételéhez és feldolgozasahoz
egy sajat fejlesztésii, kétcsatornas, digitalis Lock-in erdsit6t hasznaltam, melynek egyik
csatornajara jutd forras digitalisan kapcsolhaté D1 és D3 detektorok kozott. A frekvencia-
szelektiv detektalasnak kdszonhetéen a kornyezetbdl szarmazo fény hatasa nagymértékben

szlirhetévé valt, igy a rendszer jel/zaj aranya 10°-10" koriil adodott.
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47. abra: Reflexios TOM kisérleti elrendezése, nyalabforgatassal.

A zaj csokkentésére hasznalt nagyszamu mintavétel, valamint a folyamatos tengelyhiba mérés
kovetkeztében egy 1200 projekciobol allo kép felvételéhez koriilbeliil 70 orara volt sziikség.
A hosszi mérési id6 miatt a kdrnyezet hdingasa folyamatosan valtoztatta az optikai elemek

helyzetét, ami megndvelte a tengelyhiba mérésének pontatlansagat.

48. abra: Reflexios TOM nyalabforgatassal. Forgaté mechanika (a.) Marvanytomb (b.) Nyalaboszto hartya (c.)
Pozicional¢ tiikor (d.) Objektiv (e.) Targyasztal (f.)
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Ennek kikiiszobolésére a kivilagitdo optikat, a targyat, valamint a jel és referencia karok
elemeit egy robosztus miimarvany tombhoz rogzitettem. A stabil elrendezésrol késziilt képek
lathatok a 48. abran.

A rendszer feloldoképességének vizsgalatara felvételeket készitettem a Richardson
csillag kozéptartomanyarol. A mért szinogramok a valds ideju tengelyhiba korrekcid ellenére
tovabbra is zajosnak bizonyultak ezért tovabbi korrekciora volt sziikség. Egy algoritmus
segitségével megtalalhatok a csillag egyes projekcidiban a gyors intenzitasvaltasokhoz tartozo
nyalab pozicid €s ezek egymashoz igazithatok. Az igy alkalmazott finomhangolds eredményét

mutatja a 49. abra.

49. abra: Csillag rekonstrualt képe valods idejii tengelyhiba korrekcidval (a.) és utdlagos finomhangolassal
kiegészitve (b.).

Az (a.) képhez tartozo6 szinogramon aszinkron hiba jellegli zaj lathat6, ami az optikai elemek
kismértékli helyzetvaltozasanak tulajdonithatd, a hosszi mérés soran. Az igy rekonstrualt
képen a csillag karjai enyhén torzulnak. Ez a torzulas a projekciok utdlagos igazitasaval
jelentésen csokkenthetd, amint az a (b.) képen lathat6. A csillag modelljét és az alkalmazott
optika paramétereit felhasznalva kiszamoltam a rendszer 4altal, idealis esetben felvett
szinogramot és az abbdl rekonstrualt képet. Ezt Osszehasonlitottam a mért, korrigalt és

rekonstrualt képpel valamint szinogrammal. A mérés és a szamolas soran a kivilagitd
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intenzitaseloszlas pasztazo 1épése a minta felszinén Ar = 0,041 um volt, mig a pasztazasi irany
lépésenkénti szogelfordulasa A¢ = 0,3°. A szinogramok és a hozzajuk tartozé rekonstrualt
képek az 50. abran lathatok. A szamolt és mért szinogram jellegre megegyezik, a mért
projekciok zaja azonban kevésbé kontrasztos képet eredményez. A rekonstrualt képeken fehér
kor jelzi azt a keriiletet, melynél kisebb gdrbe mentén a csillag szeleteinek modulacidja mar
nem tartalmazza az Osszes periodust, vagy teljesen megsziinik. Az igy meghatarozott
korokhoz tartozo szeletek vastagdga adja az optikai rendszer altal feloldhato legkisebb méretet

(kritikus méret: CD).
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20
40
60

80
100
100
120

120

140

140 160 9 4

160

L]
180 I CD=0,386pm a
50 1

Szamolt szinogram

20 40 60 80 100 120 140 160

00 150

50. abra: Mért, illetve szamolt szinogramok és azok alapjan rekonstrualt képek dsszehasonlitasa.

A szamolt képen a kritikus méret 0,386pum, mig a mért kép alapjan a reflexios TOM feloldasa
nem sokkal marad el a szamolttol: 0,443um. A kiilonbség a detektalt intenzitas zajaval, illetve
a pasztazas és forgatas reprodukalhatosaganak korlatossagaval magyarazhato.

A korabbi fejezetekben vilagossa valt, hogy a rekonstrualt kép kontrasztja és a rajta
megjelend informacid Fourier komponensei annal nagyobbak, minél kisebb a pasztazod
intenzitaseloszlas két szomszédos pozicidja kozti tavolsag (Ar) €s a pasztazas iranyanak

szogelfordulasa (4¢). A mérések soran a Ar paramétert az optikai rendszer altal limitalt,
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leheté legkisebbnek valasztottam (0,041um), a szoglépés minimalizalasaval azonban
mérési ido felerdsiti a rendszer mechanikai €s termikus instabilitdsanak hatasat, igy
megvizsgaltam, hogy csokkentett szamu projekcio felvételével hogyan valtozik a keletkezd

kép mindsége.

) o | ‘ .
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50 100 150 50 100 150 50 100 150

51. abra: Képmindség a mért projekciok szamanak fliggvényében.

Az 51. abra harom, kiilonbozé szoglépés (0,3°, 1,2° és 2,4°) mellett rekonstrualt képet
tartalmaz, melyeken megjelend fehér kor a rendszer feloldasanak hatarat jeloli. A legkisebb
szoglépés mellett rekonstrualt kép alapjan megallapithatd kritikus méret: CD=0,443um,
melynél valamivel nagyobb, a harmad annyi projekciobol rekonstrualt kép kritikus mérete:
CD=0,483um. A projekciok szamanak csokkenésével a keletkezd kép kontrasztja is csokken,
igy a szamolt kritikus méret nd. A projekciok szamanak tovabbi csokkenése azonban a

kritikus méretet nem, de a képen megjelend zaj szintjét noveli.

Konfokalis mikroszkop felvétel TOM felvétel

CD=0,443pm +0,014pm
20 40 60 80 20 40 60 80 100 120 140 160

52. abra: Zeiss Axiovert 135M és reflexios TOM altal rogzitett képek.
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Azért, hogy a reflexios TOM feloldasat Osszehasonlitsam egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 mikroszkopéval, felvételeket készitettem a Richardson csillag
ugyanazon tartomanyardl egy Zeiss Axiovert 135M konfokalis mikroszképpal. Mindkét
rendszerben ugyanazt, a mar korabban bemutatott objektivet hasznaltam. A kivilagito
hullimhosszak a két eszkoz esetén 2%-ban eltértek egymastol. A reflexios TOM-nal
alkalmazott hullimhossz 532nm, mig a konfokalis mikroszkop esetén 543nm volt. Az
Osszehasonlité felvételek, melyek a Richardson csillag (kiviilr6l) masodik €s harmadik
gylrtjérél késziiltek, az 52. abran lathatok. A TOM felvétel jobb szélén a karok kissé
elmosodottak, ami annak a kovetkezménye, hogy a kivilagité csik hossza kisebb volt, mint a
pasztazasi tartomany. A tengelyhiba korrekcid sordn a kép virtudlis kozéppontja balra
tolodott, igy egyes projekciok nem hordoztak informaciot a minta jobb szélérél. A képeken
lathatd fehér korok itt is a helyes periddusszamii modulaciéo hatarat jelolik. A képek
pixelmérete kozel megegyezd; a konfokalis mikroszkop esetén ez a méret 0,078um, mig a
reflexios TOM felvételen 0,082um. A két képalkoto rendszer feloldasanak hatara a képeken
feltiintetett, fehér korok menti intenzitds gorbék alapjan lett megallapitva. Ezek a gorbék az

53. abran lathatok.
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53. abra: Konfokalis mikroszkdp és reflexios TOM felvételek azimutalis metszete feloldas hatarkorén.
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Amennyiben a képeken jelolt fehér kor sugarat egy pixellel kisebbre veszem, a kérok menti
metszeteken a szeletek egyes peridodusai teljesen 0sszemosodnak. Ennek értelmében a fehér
korok a feloldas hatarat jelolik, melyek mentén leolvashato a szeletek fél periodusahoz tartozo
kritikus méret. A konfokalis mikroszkop felvételén és metszetén lathato, hogy a kor altal jeldlt
hatart egyes irdnyok mentén sziikebbre lehet venni, azaz az eszkdz feloldasa anizotrop. A
reflexios TOM felvételen ilyen effektus nem lathatd. A metszetek alapjan a konfokalis
mikroszkophoz tartozo kritikus méret 0,517um=0,014pum, mig a reflexios TOM-hoz tartozo
kritikus méret 0,443um=0,014pum.

Az eszkozok feloldasanak Osszehasonlitasara alkalmas az optikai rendszerek
modulacids transzferfiiggvénye (MTF). A fliggvény azt mutatja meg, hogy a rendszer a
Fourier térben, a képi informacio egyes frekvenciakomponenseit milyen mértékben képes
kozvetiteni. Az 52. abra felvételeinek kiilonb6z6 sugarti metszeteit Fourier transzformaltam €s
szamoltam a minta lokalis periddushosszahoz tartozd karakterisztikus frekvencidk
magnitudojat. Ezt az értéket a sugdr fliggvényében abrazolva megadhaté a két eszkoz

modulacids transzferfiiggvénye, ami az 54. abran lathato.
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54. abra: Reflexios TOM és konfokalis mikroszkop felvételei alapjan késziilt modulacios transzferfliggvény.

A sziirkével jelolt teriiletek alatti pontok nem hordoznak relevans informéaciot a rendszerrdl,

mivel ezeknél a sugartartomanyoknal valt periddust a Richardson csillag két szomszédos
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gylriije. A fiiggvény alapjan megallapithato, hogy a konfokalis felvétel kontrasztja nagyobb a
koszonhetd. A nagyobb frekvenciak, azaz a kisebb méretek felé haladva a reflexios TOM
modulacids értékei magasabbak, mint a konfokalis eszk6zé, ami nagyobb kontrasztot, azaz
jobb képmindséget jelent. A gorbék alapjan a konfokalis mikroszkop levagasi frekvencidja
alacsonyabb, mint a reflexios TOM-é. Annak kikiiszobolésére, hogy a Zeiss Axiovert 135M
konfokalis mikroszkop egyedi, vagy tipushibai eltorzitsak a képmindség Osszehasonlitasanal
tett megallapitasaimat, felvételt készitettem egy masik tipusu (Olymus, FluoView FV1000),
ugyancsak kereskedelmi forgalomban kaphaté konfokalis berendezéssel. A korabbi esetekben

hasznalt objektivet és kivilagitdé hullamhosszt alkalmaztam a felvétel soran.

Zeiss Olympus
Axiovert Fluoview
135M FV1000
A =543nm A =543nm
NA =04 NA = 0,4

55. abra: Felvételek a Richardson csillagrol, két kiilonb6zo tipust konfokalis mikroszkoppal.

A kész kép alapjan (55. dbra) meghataroztam a rendszer feloldasat az elézokkel megegyezo
modon. A rendszer altal feloldhat6 kritikus méret 0,84pm-nek bizonyult, ami még jobban
elmarad a reflexios TOM mért feloldasatol.

Annak igazolasara, hogy a reflexios TOM feloldasat valoban diffrakcio limitalt
pasztazo kivilagitas mellett allapitottam meg, késéles modszerrel [S0] megmértem az objektiv
altal létrehozott intenzitaseloszlas keresztiranya profiljat. Rés apertira esetén, aberraciod
mentes esetben, az elmélet szerint a keresztiranyt intenzitasprofil sinc’ fiiggvény alaku. Az
eloszlasprofil mérés¢hez egy nem atereszto élet toltam fokozatosan a fényttba, a fokuszsikban
és mértem az atjovo fényintenzitast. A mért gérbe numerikus derivaltja adja a rendszer
vonalatviteli fiiggvényét, az un. LSF-et, ami jelen esetben megegyezik a keresztiranyu
intenzitaseloszlassal. A mért gorbe az 56. abran lathatd. A mérési zaj miatt a profil maximuma
nehezen megallapithatd, igy a nyers eredményre sinc® fiiggvényt illesztettem. Diffrakci6

limitalt esetben az illesztett gorbe félértékszélessége (FWHM) meg kell egyezzen a (2.3)
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Osszefiiggésbol szamol mérettel. Ez az érték a mérés alapjan 0,664pum, mig az elmélet szerint

0,5-A/NA = 0,665um (A=532nm, NA=0,4).
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56. abra: Reflexios TOM mért, kivilagito intenzitaseloszlasa.

A szamolasok ¢és mérések eredményei alapjan megallapitottam, hogy reflexios
elrendezésben, nyalabforgatast alkalmazva a TOM feloldisa meghaladja az azonos
objektivvel rendelkezd, piacon kaphat6 konfokalis mikroszképok feloldoképességét. Ez a
feloldaskiilonbség az apertura fliggvény eldnyds megvalasztasanak €s a rekonstrukcios

algoritmus altal biztositott izotrop aperturanak egyiittes kovetkezménye.
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4.2 Intenzitasprofil manipulalasa kettostoro lemezzel
Mind a 2.1, mind az el6z0 fejezetben leirtaknak megfeleléen egy optikai képalkoto

rendszer felolddsa nagymértékben fiigg a vizsgalt targy kivilagitasanak madjatol,
struktirajatol. A feloldasi limit ndvelését célzd megoldasok jelentdés része a targyat
megyvilagitd intenzitasprofil manipulalasara iranyul, annak érdekében, hogy a rendszer
pontatviteli fiiggvénye minél nagyobb frekvencidju komponenseket tartalmazzon. A profil
modositasa torténhet példaul interferencia utjan, vagy a minta specialis gerjesztésével
(STED). Ilyen eszkoz a reflexios TOM is, mely a résnek valasztott kivilagitdo apertiraval
modositja a fokusz intenzitaseloszlasat €s izotroppa teszi a feloldast. A létrehozott
intenzitasprofil alakja azonban fiigg a beesd fény polarizacidjatol is, ami passziv optikai elem
— példaul kettostord kristalylemez — segitségével valtoztathatd. Idedlis polarizacid esetén a
fokuszalt intenzitasprofil félértékszélessége csokken, amit kihasznalva akdr a TOM
elrendezések feloldésa is tovabb novelheto.

A fenti gondolatmenet alapjan megvizsgaltam, hogyan modosithaté egy kettdstord
kristalylemezzel egy pasztazo optikai rendszer kivilagitd intenzitaseloszlasa gy, hogy az a
rendszer képalkotasi sebességének vagy feloldasanak novelését eredményezze. Szamolasokat
végeztem annak megallapitasara, hogy kettstoré siklemezen atfokuszalva lehetséges-e két
elkiiloniilé fokuszfolt 1étrehozasa az optikai tengely mentén, a beesd fény polarizacidjanak
valtoztatasaval. Ilyen lemezzel kiegészitve egy pasztazd konfokalis mikroszkopot, vagy a
reflexios TOM-ot megoldhatova valik a minta két sikszeletének kozel egyideji
képrekonstrukcidja, a minta mechanikai mozgatasa nélkiil. Modelleztem és kisérletileg
vizsgaltam, hogyan hozhato Iétre kettostord, sikparhuzamos lemezzel radidlisan és
azimutalisan polarizalt nyalab, mely kisebb atmérdjii intenzitaseloszlast eredményez a
képalkotd rendszer fokuszaban. A modell készitése soran azt talaltam, hogy a kettdstord
lemez tengelyének elényds megvalasztasaval, a rajta torténd atfokuszalas soran erds asztigmia
lép fel a fokuszban, mellyel diffrakcio limitalt csik hozhaté létre a mintan. A lemez
forgatasaval a csik irdnya is forog, de annak pozicidja nem valtozik a lemez lateralis iranyu
elmozdulasaval. Ilyen kettostor6 lemez hasznalataval a reflexios TOM elrendezésben
jelentdsen csokkenthetd, vagy teljesen kikiiszobdlhetd a forgatd mechanika szinkron és
aszinkron hibaja, igy feleslegessé valik a projekciok helyzetének korrekcidja. Eredményeimet

az alabbi harom fejezetben foglalom 6ssze.
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4.2.1 Fokuszszepardcio linedrisan poldaros nyaldabbal
Tobb modszer létezik, mely kettds fokusz eldallitasaval egy optikai rendszer

meélységélességének iranyitott novelését célozza. Ezek segitségével lehetséges egy minta
kiilonb6z6 mélységli szeleteinek pasztazd mikroszkoppal torténd leképezése, a minta
mozgatasa nélkiil, vagy gyors informaciotovabbitas adattarolo eszkdzok kiilonbozo rétegeibe
[51]. Az elért mélységélesség novekedés mellett azonban lényeges kovetelmény, hogy a
rendszer képalkotdé mindsége ne romoljon, vagy pontatviteli fiiggvénye ne torzuljon.
Optikailag anizotrop, vagy kett6stord anyagbol készitett lencsékkel 1étrehozhatdo megkettézott
fokusz [52][53], de ezeknek az elemeknek a csiszolasa koltséges és nehéz folyamat.
Egyszertibben kivitelezhetd megoldas egytengelyt kristalybol vagott, sikparhuzamos lemezen
torténd atfokuszalds, ahol a keletkez6 fokuszok az ordinarius ¢és extraordinarius
sugarmenetekhez tartoznak. Az optikai tengelyen kialakuld intenzitaseloszlds ezen
sugarmenetek inkoherens Osszege [54][55]. Ha linedrisan polaros kivilagitdo nyalabot egy
olyan kett6stord kristalyon fokuszalunk at, melynek tengelye merdleges a rendszer optikai
tengelyére (p-tipus), akkor két fokusz gerjeszthetd. Amennyiben a beesé nyalab
polarizacidjanak iranya parhuzamos a kristaly tengelyével, extraordinarius terjedés 1ép fel
melyhez az un. extraordinarius fokusz tartozik. Ha a polarizacio iranyat 90 fokkal elforgatjuk,
akkor a sugarmenet ordinarius €s az un. ordinarius fokusz jon létre. A két sugarmenetet az 57.

abra szemlélteti.

Kristaly, | . Extraordinarius sugar
tengeli

——— Ordinarius sugar

Optikailtengely

Kettdstérd
Objektiv siklemez

57. abra: KettGstord, p-tipust kristalyon torténd atfokuszalas sugarmenete.

Mivel a két kiilonb6z6 sugarmenethez kiilonbozé fokusztavolsag tartozik, igy a kivilagitd

fény polarizacios irdnyanak megvaltoztatasaval, valtoztathatd egy képalkotd rendszer
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fokuszsikjanak pozicidja. Ez a megallapitas azonban csak akkor igaz, ha a fokuszalo
rendszeren torténd athaladaskor a fény polarizacios iranya nem valtozik. Az is kérdés tovabba,
hogy maga a kettdstoré lemez milyen és mekkora aberraciot okoz az ilyen optikai rendszerrel
torténd képalkotas soran.

Egy mikroszkép objektiven keresztiilhaladd nyaldb polarizacios irdnyat az objektiv
elforgatja, méghozza az elektromagneses mezd apertirdhoz kozeli pontjaiban, nagyobb
mértékben [56]. Az objektiv numerikus aperturdjanak novelésével a forgatd hatds mértéke is
nd. Ennek szemléltetésére OSLO sugarkdvetd program segitségével kiszamoltam, hogyan néz
ki egy kozepes numerikus aperturaju objektiven (NA = 0,45; M = 20) athaladé nyalab
elforgatott polarizacidjanak eloszlasa, az objektiv kilépd aperturdjan. Az elforgatott
polarizacios iranyt, az 58. abran, vastag vords vonalak jelolik. A szamolas soran feltételeztem,
hogy az objektiv kilépd aperturaja és fokuszsikja kozott egy kettostord siklemez talalhatod a
fényutban, melynek tengelye parhuzamos az apertura sikjaval. A beesd nyalab polarizacidjat
ugy valasztottam, hogy a teljes keresztmetszet mentén parhuzamos legyen a fokusszeparaciot

létrehozo kristaly tengelyével.

---Szkiodréom
—— Polarizacié Kristdly tengelye

58. abra: Objektiv altal elforgatott, linearis polarizacio iranya (voros vonal) és a fokuszban elhelyezett,
extraordinarius esethez tartozo, pontszerl fényforras polarizacidjanak merdleges vetiilete a kilépd apertiran
(fekete szaggatott vonal).

Lathato, hogy az objektiv az apertura széle felé donti a polarizacios iranyt, annak négy

negyedéhez kozeledve egyre nagyobb mértékben. A dolés szoge enyhe, az apertira széleinél
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sem nagyobb 10°-nal, ami a modellhez valasztott lencserendszer j6 mindségét bizonyitja. Az
abran fekete szaggatott vonalak jeldlik az extraordinarius fokuszban elhelyezett, pontszerd,
linedrisan poldros fényforrds polarizacidjanak merdleges vetiiletét az objektiv kilépd
aperturajanak sikjara (szkiodrom). Ha az objektiven athalad6 fény polarizacidjanak iranya az
apertira minden pontjaban megegyezik a szaggatott vonalakhoz huzott érintével, akkor csak
az extraordinarius fokusz jon létre. Hasonloan, az ordinarius fokusz akkor gerjeszthetd, ha
rendszeren athalad6 fény polarizacidoja minden pontban merdleges az abran lathatod
szkiodromra. Ez azonban nem teljesithetd a rendszert homogénen kivilagito, horizontalis vagy
vertikalis iranyban polaros fénnyel. Egyrészt a szkiodromhoz huzott érintok kis mértékben az
optikai tengely felé¢ ddlnek, igy a fokuszald optikanak is ebbe az iranyban kellene forgatnia a
polarizacio vektort, hogy az illeszkedjen a gerjesztéshez sziikséges idealis irdnyra. Masrészt, a
hagyomanyos objektivek éppen az ellenkez6 iranyba forgatjak el a beesd linearis polarizaciot.
Legjobb esetben, a kivaldo mindségli, fesziiltségmentes ¢és antireflexios réteggel ellatott
objektivek valtozatlanul hagyjak a polarizacié iranyat, ami tovabbra sem illeszkedik a
szkiodromra. A fentiek értelmében, vertikalis vagy horizontalis irdny mentén, linearisan
polaros beesd fényt kettdstord lemezen atfokuszalva, nem lehet szeparaltan gerjeszteni az
ordinarius, vagy az extraordinarius fokuszt. Amennyiben a teljes szeparacié nem sziikséges, a
modszer hasznalhatdo mélységélesség novelésére, de a 1étrejovo intenitaseloszlas a fokuszban
torzul. Extraordinarius kivilagitast feltételezve, a kettéstoré kristaly az objektiv mogott
analizatorként mikddik, igy a rajta keresztiilhaladd fény az apertura negyedeinek szélén kis
mértékben elnyelddik, ami megbontja a nyaldb hengerszimmetriajat. Ez az inhomogén
intenzitaseloszlas, az un. izogir lathaté az 58. abra sziirkedrnyalatu hatterében. A fehér rész a
maximalisan ateresztett, mig a fekete rész a maximalisan elnyelt intenzitasokhoz tartozik. A
rendszer numerikus aperturajanak novelésével a széleken az elnyelés nagyobb mértékii lesz.
Az inhomogén kivilagitas kovetkeztében torzul a gerjesztett fokuszfolt alakja, valamint a
sériilt szimmetria miatt tovabbi optikai aberraciok jelennek meg a rendszerben, ami a
képalkoté mindség romlasat eredményezi.

Annak megallapitasara, hogy a modszert alkalmazva mekkora numerikus
apertirahoz milyen képmindség romlas tartozik, OSLO sugarkovetd szoftverrel modelleztem
négy, kiilonbozo tipust objektiv polarizacio eloszlasat és pontatviteli fliggvényiik (PSF)
torzulasat. Az OSLO alkalmas, a Fresnel egyenletek figyelembevételével, polarizacios irany
terjedésének a szamoldsara, egytengelyl kristalyok anyagan keresztiil is [S57]. A program

Kirchhoff kozelitéssel képes kiszamolni az inteniztaseloszlast a fokuszban, amivel megadhato
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a kétdimenzios PSF. Az optikai rendszer szférikus aberracidjanak és asztigmidjanak

kvantitativ jellemzésére a szoftverbdl kinyerhetdk a rendszer Zernike egyiitthatoi.

Masaki Matsubara USP.: 4037934 Nikon USP.: 5940220

Shafer USP.: 4344676 Versteeg USP.: 4487483

I
gl LA
§

59. abra: Refraktiv és katadioptrias objektivek szerkezeti rajza.

A szamolasok soran vizsgalt négy mikroszkop objektiv szerkezeti felépitését az 59. abra
mutatja. Ezek koziil kett6 hagyomanyos, refraktiv optikai elem, mig a masik két elrendezés
katadioptrikus. Az els6 objektiv egy Olympus gyartmanyu, nagy numerikus aperturdju
lencserendszer (Matsubara; NA = 0,95), melynek nyalabmenete nem korrigalhatod
fedélemezre. A masodik egy kozepes numerikus aperturaju, de valtoztathatd, 0-2mm
vastagsagu feddlemezre korrigalhaté objektiv (Nikon; NA = 0,45). A katadioptrikus
rendszerek NA-ja rendre 0,5 és 0,45. El6szor azt vizsgaltam, hogy a kiilonb6z6 objektivek
hogyan forgatjak a rajtuk keresztiilhalad6 fény polarizacidjat és az elforgatott polarizacios
irany mennyire tér el az extraordinarius (horizontdlisan polaros beesd nyalab esetén az

ordinarius) fokusz gerjesztéséhez sziikséges iranytol.
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60. abra: Polarizacios hatasfok a numerikus aperttra fliggvényében.

Ennek szamszeri megadasara a polarizacios iranyok és a gerjesztéshez tartozd szkiodrém
érint6k térbeli eloszlasanak atfedési integraljat szamoltam. Ez az érték egységnyi, ha a

polarizacio idedlis a teljes kivilagitott apertira mentén. A négy optikai rendszerre szamolt
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integralok értékeit (polarizaciés hatasfokat) mutatja a 60. abra, a rendszer részleges
kivilagitasaval valtoztatott numerikus apertira fiiggvényében. Harom objektiv polarizacios
hatasfoka (Matsubara, Versteeg és a Nikon) gyakorlatilag azonos mértékben csokken a
numerikus apertura novelésével. A teljes apertarat kivilagitva (NA = 0,5) a maximalis
fényveszteség 10% koriili. Ugyanez az érték a Schafer katadioptrias rendszer esetén csak 2%,
mivel ez az objektiv — a szkiodrémhoz hasonléan — az optikai tengely iranyaba forgatja a
polarizaciot. Az eredmények alapjan akar hagyomanyos, akar katadioptrias optikat hasznalva,
0,5NA-ig az intenzitasveszteség 2-10% kozott van, ami elfogadhaté mértékiinek tinik. Ez a
veszteség azonban nem egységes az apertra sikjaban, ami a fokuszfolt alakjanak torzulasat,
valamint asztigmia és szférikus hiba megjelenését eredményezi. Ennek kovetkeztében a
modszer gyakorlati alkalmazasat nem a fényveszteség, hanem a sériilt hengerszimmetriabol

eredo optikai aberracio limitalja, ami leirhat6 a rendszer PSF-jének alakvaltozasaval.
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61. abra: Pontatviteli fiiggvény vizsgalata 500um vastag BK7 liveglemez esetén.
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A korabban modellezett négy objektiv koziil kettonek vizsgaltam a kettéstord
siklemezen torténd atfokuszalas miatt megvaltoztatott pontatviteli fiiggvényét. A refraktiv
objektivek koziil a Nikon-t valasztottam, mivel az a siklemez altal okozott szférikus hiba
kompenzalasara alkalmas, lencsetavolsagot valtoztatd mechanikat tartalmaz. A katadioptrias
rendszerek koziil a Schafer-re esett a valasztas, mert a korabbi szdmoldsok eredménye szerint
ez az objektiv rendelkezik a legkisebb inhomogén transzmisszios veszteséggel. Ahhoz, hogy a
kettdstord lemez anizotrop kdzegének hatdsat dsszehasonlithassam egy hasonlé tulajdonsagu,
de izotrop lemezével, eldszor egy BK7 sikparhuzamos iiveglapon atfokuszalt pontatviteli
fliggvényt vizsgaltam. A szamolas soran a fokuszalast végz6 objektiv mogé egy analizatort
helyeztem, mely az extraordinarius esethez tartozo polarizacios iranyt engedte at a rendszeren.
A kiilonb6zé numerikus aperturdhoz tartoz6 és az analizator sikjaban szamolt
intenzitaseloszlasok, valamint a hozzajuk tartoz6 pontatviteli fiiggvény a 61. abra els6 két

soraban lathato.
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62. abra: Pontatviteli fliggvény vizsgalata S00um vastag kalcitlemez esetén, Nikon objektiv hasznalataval.
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Az NA novelésével, az apertira négy sarkaban egyre erdsebb az intenzitasveszteség, ennek
ellenére nem lathato jelent6s torzulas a fokuszfolt alakjaban, bar a 0° és 45°-hoz tartozo
intenzitds metszetek (masodik sor, folytonos €s szaggatott vonalak) eltérnek, ami optikai
aberraciora utal. A PSF mindségének kvantitativ jellemzésére bevezettem harom josagi
tényezot (harmadik sor) és kiszamoltam a szférikus hiba, valamint az asztigmia mértékét
(negyedik sor). A PSF csucsintenzitasa, mas néven Strehl aranya megadja a pontatviteli
fliggvény intenzitdsmaximumanak csokkenését, mig a kiilonboz6 tengelyen vett metszetek
felértekszeélességének aranya (FWHM arany) a fokuszfolt alakjanak torzulasara utal. A bezart
energia, egy adott sugaru korben 1évé Osszintenzitast jeldl, ami azt mutatja meg, milyen
mértékben teriil szét a fényenergia a fokuszban. A BK7 iiveglap esetén a csucsintenzitas és a
bezart energia egységnyinek lett valasztva, ami a késobbi elrendezéseknél referenciaként
szolgal. Az FWHM arany idealis hengerszimmetria esetén 1. A felsorolt josagi tényezok

szorzata szintén fel lett tiintetve az abran.
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63. abra: Pontatviteli fliggvény vizsgalata 500um vastag kalcitlemez esetén, Schafer objektiv hasznalataval.
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A szamolt gorbék alapjan megallapithato, hogy a fokuszald objektiv sikeresen kompenzalja az
iiveglap altal bevezetett szférikus hibat, ami a modellezett eszk6z jo mindségére utal.

A kettOstord, sikparhuzamos lemez hatasanak elemzéséhez kivalasztottam az
egytengelyl kristaly anyagat és vastagsagat. A gyakorlati felhasznalhatosag feltételének
eleget téve, massziv anyagszerkezetii kristaly sziikséges, hogy abbol megfeleléen nagyméretii
lemezt lehessen csiszolni torés nélkiill. Tovabbi feltétel, hogy az anyag a lathato
kettostord kristallyal lehet megvaldsitani, azaz az ordindrius és extraordinarius tdrésmutatd
kozotti kiillonbség nagy kell legyen. Ekkor olyan vastagsagu lemez valaszthato, amely altal
létrehozott optikai aberraciot a modellezett Nikon objektiv még képes korrigalni (fed6lemez
vastagsag: 0-2mm). Ezeket a feltételeket figyelembe véve a valasztas a kalcitra esett, ami egy

negativ kettdstord anyag melynek torésmutatdi, 660nm hulldmhosszon: n, =1,654;
n, =1,484. A lemez vastagsagat 500pm-nek vélasztottam, mivel ez beleesik a Nikon objektiv

altal korrigalhaté vastagsagtartomanyba. Az ennél vékonyabb kalcitlemez azonban torékeny.
A kalcitlemezzel, valamint a Nikon és Schafer objektivekkel kombinalt optikai rendszerek
PSF tulajdonsagai és josagi tényez6i lathatok a 62. és 63. abran. A szamolas soran a
numerikus apertirat 0,18-ig noveltem, mivel ezen érték f6lott, mindkét rendszer
felismerhetetleniil eltorzitja a fokuszt. A katadioptrikus Schafer objektiv jobb polarizacios
hatasfoka ellenére, nem mutatkozik lényeges eltérés a két rendszer PSF vizsgalatdnak
eredményében. Mindkét esetben jelent6sen torzul a PSF 0,1NA f6lott, bar az apertara kitoltés
a Schafer objektiv esetén homogénebb. A Nikon optika fedélemez korrekcidval van ellatva,
minek kovetkeztében a rendszerben kozel egy nagysagrenddel kisebb a szférikus hiba. Habar
a Schafer objektiv esetén az asztigmia mértéke kisebb, ez a kiilonbség nagyon csekély. Ez
alapjan megallapithaté, hogy az optikai rendszer pontatviteli fiiggvényének romlasat
elsésorban nem az inhomogén kivilagitds eredményezi, hanem a kett6storé lemez Aaltal
bevezetett fazistorzitas.

A szamolas eredményei ramutattak, hogy kettstoré lemezen, vertikalisan vagy
horizontilisan poliros nyalidbbal atfokuszalva nem gerjesztheté teljesen Kiilon az
ordinarius és extraordinarius fokusz [58]. A fokuszald optika altal elforgatott polarizacios
irany nem egyezik a szeparalt gerjesztéshez sziikséges irannyal. A kettd kozti kiilonbség
specialis objektiv segitségével csokkenthetd, minek kovetkeztében javul a polarizacios
hatasfok, de a numerikus apertirat ndvelve a rendszer PSF-je ilyenkor is nagymértékben

torzul. Adott lemezvastagsag mellett megadhatd az a numerikus apertira hatar, melynél a
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torzulas mértéke elhanyagolhato (jelen esetben: NA < 0,1), de a gyakorlatban ez az érték tul
alacsony ahhoz, hogy nagy felbontasu képalkotdé rendszerekben a moddszert alkalmazni

lehessen.

4.3.2 Radildasian polaros nyalab elidllitasa kettiostoro lemezzel

crer

Kettostord lemezen torténd atfokuszalas a fokuszok szeparacidjan, vagy a
mélységélesség novelésén til, a PSF félértékszélességének csdkkentésével is hozzajarulhat
egy képalkoté rendszer mindségének javitasahoz. A ponttal pasztazé konfokalis mikroszkop,
vagy a reflexios TOM feloldasa fligg a kivilagitdo optika altal létrehozott fokuszfolt, vagy
diffrakcio limitalt csik kiterjedésétdl. A mintat kivilagitdé fény polarizacidjanak
megvalasztasaval lehetséges a fokuszban létrejott intenzitaseloszlas félértékszeélességének
csokkentése, ahogy azt a 2.6.1 fejezetben leirtam. Hengerszimmetrikus intenzitaseloszlas
esetén az idealis nyaldbpolarizacié is hengerszimmetrikus, azaz jobb feloldas eléréshez
radidlisan, vagy azimutalisan polaros kivilagitoé nyalabra van sziikség. Hengerszimmetrikusan
polaros nyalab eldallitasara szdmos lehetoség kinalkozik, de ezek tobbsége Osszetett optikai
elrendezést igényel. Radialis, vagy azimutalis polarizator (RAP) azonban egyszerlien
megvalosithatd, megfeleld optikai tengellyel rendelkezd, kettdstord kristalylemezen
atfokuszalva. Bar reflexios TOM esetén a mintdn létrehozott intenzitdscsik nem
hengerszimmetrikus, a jol megvalasztott polarizacios irany ebben az esetben is csokkentheti a
diffrakcio limitalt csik keresztiranyt méretét. Ennek kihasznalasa azonban tavlati cél, el6szor
a kettdstord lemezt tartalmazo radialis €s azimutalis polarizator miikddését szerettem volna
megvizsgalni.

Egytengelyti, anizotrop kristalyon atfokuszalva ordinarius és extraordinarius fokuszok
keletkeznek. A fény polarizacidja a két fokuszban fiigg a kristaly optikai tengelyének és a
fokuszald rendszer optikai tengelyének egymashoz viszonyitott irdnyatél. Amennyiben a
kristaly tengelye mer6leges annak feliiletére, azaz épp a fokuszald rendszer optikai tengelyébe
esik, az ordindrius és extraordinarius fokuszban azimutalisan és radialisan polaros nyalab
johet létre. Térszliréssel az egyik fokusz levalaszthatd €és a kivant polarizacidoju nyalab
pontszerd fényforrasként hasznalhat6. Ahhoz, hogy a térsziirés sikeres legyen, a két fokusznak
jol elkiilonithetének kell lenni az optikai tengely mentén. A fokuszok szeparacidja (&) az
alkalmazott kettGstoré lemez vastagsagatol és kettOstorésének erdsségétol (on) fiigg. Utdbbi
az ordinarius ¢és extraordinarius torésmutatok relativ  kiilonbségével definialhato,

sn=(n, —n,)/n,[59]. Erésen kettdstord, illetve vastagabb kristdlylemez esetén nagyobb a

szeparacio, ami optikai sugarkovetd szoftverrel szamolhat6. Néhany, széles korben
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tartalmazza a Téablazat 1, 532nm-es kivilagité hullamhossz és 0,45NA-ju objektiv esetén.

n n

on &(mm) &(mm)

Anyag @ 532nm @ 532nm @ 532nm @ 0,5mm @ 1lmm
lemezvastagsdg lemezvastagsig
Kalcit [57] 1,6629 1,4885 -0,1049 0,0737 0,1474
LiNb [60] 2,323 2,234 -0,0383 0,0169 0,0338
KDP [61] 1,5129 1,4709 -0,0268 0,0190 0,0380
Kvarc [62] 1,547 1,556 +0,0058 0,0037 0,0074
MgF, [62] 1,379 1,391 +0,0087 0,0062 0,0125

Tablazat 1: Kett6storé anyagok tulajdonsagai.

A tovabbiakban kalcit és LiNb kristalyokbol késziilt lemezen torténd atfokuszalassal
foglalkozom, mivel veliik kivaléan szemléltethetd egy erésen és egy kdzepesen kettOstord
anyag viselkedése. Az eldzd fejezetben bemutatott, valtoztathaté fedélemez korrekcioval
rendelkezd Nikon objektiv (NA = 0,45; M = 20; F.k. = 0-2mm) modelljét atvilagitva,
kiszamoltam Imm vastag kalcitbol késziilt lemez mdgotti sikban a nyalab polarizaciojanak

eloszlasat. Az eredmények a 64. dbran lathatok.

Ordinarius sugar

Beast pol Beest pol] - Beesd pol

i

a. b. c.

Extraordindriug sugar

Beest pol Eeesd pol Beesd pol

' '

64. abra: Polarizacio eloszlas Imm vastag kalcitlemez mogott (A=532nm, NA = 0,45).

A beesO fény hullamhosszat 532nm-nek valasztottam és valtoztattam annak polarizacidjat

linearis és cirkularis allapotok kozott. Az (a.) és (d.) abrakon tokéletesen linearis bemend
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nyalab melletti eloszlas lathatd, mig a (c.) és (f.) eloszlasok esetén a beesd polarizacio
tokéletesen cirkularis volt. A cirkularis esethez tartozo eloszlas teljesen hengerszimmetrikus,
az ordindrius nyalabmenet azimutalis, mig az extraordinarius nyalab radidlisan polaros. A
linearis és elliptikus gerjesztéshez tartozo eloszlas szimmetridja sériil, aminek nyoma kell
legyen a fokuszok alakjan. LiNb kristalylemez esetén az eredmény szinte teljesen megegyezo.

Az atfokuszalas soran a kettdstord sikparhuzamos lemez optikai aberraciot hoz létre,
melynek mértéke jelentdsen csokkenthetd feddlemezre korrigalhatd objektivvel. Az altalam
hasznalt Nikon objektiv valtoztathatd lemezvastagsag mellett végez korrekciot. Az objektiv
modelljében két lencsecsoport kozti tavolsag valtoztathatd, ami a kiilonb6z6 vastagsagu
fed6lemezek altal bevezetett hiba korrekcidjanak felel meg. A szdmoldsok sordn ezt a
tavolsagot az OSLO segitségével optimalizaltam. Beallitottam a kiilonb6z6 anyagt kristalyok
ordinarius és extraordindrius torésmutatdoinak atlagat valamint a lemezvastagsagot és a
szoftver valtoztatta a lencsecsoportok kozti helyet, ugy hogy a fokuszsikban a sugarak optikai

uthosszkiilonbségének szérasa minimalis legyen.

0.126

65. abra: Ordinarius fokusz intenzitaseloszlasa, cirkularisan polaros beesd nyalab és 1mm vastag kalcitlemez
esetén, (a.) fed6lemez korrekcid nélkiil és (b.) fed6lemez korrekcidval.

A 65. éabran cirkuldrisan polarizalt beesd nyalab ordindrius fokusza lathato, feddlemez
korrekcioval és korrekcio nélkiil, 1mm vastag kalcitlemez mogott. Lathato, hogy korrekcio
nélkiil a fény joval nagyobb feliileten oszlik el. Mivel er6sebben kettdstoré lemez esetén a
korrekcio nélkiil és azzal szamolt foltok k6zott tovabb nd a kiilonbség, a tovabbi szamolasokat
mind az OSLO altal optimalizalt feddlemez korrekcioval végeztem. A polarizacié eloszlason
tal a RAP mindségét a fokuszfolt alakja is befolyasolja, igy kiszdmoltam a 64. abran
feltiintetett esetekhez tartozd intenzitaseloszlasokat a fokuszban. Két kiilonbozé kettdstord
anyag ¢és két eltérd lemezvastagsag mellett szamolt ordinarius és extraordinarius fokuszok
lathatok a 66. és 67. abrakon. Mindkét sugarmenetnél linearisan és cirkularisan polarizalt

beeso fénnyel szamoltam.
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Kettstors anyag: Kalcit Kalcit LiNb

Lemezvastagsig: 0,5 mm 1 mm 1 mm

Beesd

polarizicié

O

30 pm

Beesd

polarizacié

66. abra: Intenzitaseloszlas az ordinarius fokuszban kiilonb6z6 anyagu, kettdstord siklemezek mogott. A
polarizacié azimutalisan szimmetrikus.

Az abrak els6 soraban lathat6 intenzitaseloszlasok a cirkularisan poldros, mig a masodik
sorban lathaté eloszlasok a linearisan polaros kivilagitdé nyalabhoz tartoznak.
Hengerszimmetrikus bejovo polarizacio esetén az eredo eloszlas is hengerszimmetrikus, mind
az ordindrius, mind az extraordinarius fokuszban. Ha a bejovl polarizacio linearis, a
fokuszfolt alakja torzul, ami Osszhangban van a korabban szamolt, kimend polarizacid

eloszlasokkal.

Keitdstors anyag: Kalcit Kalcit LiNb

Lemezvastagsag: 0,5 mm 1 mm 1 mm

30 pm

67. abra: Intenzitaseloszlas az extraordinarius fokuszban kiilonb6z6é anyagi, kett6stord siklemezek mogott. A
polarizaci6 radialisan szimmetrikus.

Beesid

polarizacié

O

Beesid

polarizicioé
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Annak megallapitasara, hogy a kettstor0 lemezt tartalmazé RAP altal 1étrehozott fokuszok
szamolt intenzitaseloszldsai mennyire fedik a valdsagot, felépitettem egy RAP-ot tartalmazo
optikai elrendezést. Az elrendezés alkalmas a radialis és azimutalis polarizator altal

létrehozott fokuszok direkt vizsgalatara. Szerkezeti vazlata a 68. abran lathato.

Egytengelyii
kristalylemez

e ] H'H: = « IE}

Obj. 1 Ohj. 2 Obj. 3 Obj. 4

Polarizator lap  Eltavolithaté
polarizitor lap

68. abra: RAP kisérleti elrendezés szerkezeti vazlata.

A szamolasokkal 6sszhangban, egy 532nm hulldmhosszon sugarzo, frekvenciakétszerezett
Nd:YAG lézert hasznaltam fényforrasként. A nyalab polarizacigjat egy vékony polarizator lap
és egy M4 lemez segitségével allitottam cirkuldrisan poldrosra, vagy egy ujabb, de
eltavolithaté polarizator lappal linearisan polarosra. A 1ézer kollimalt nyaldbjat egy nagy
numerikus aperturdju objektivvel (Obj. 1) fokuszaltam, igy az a tovabbiakban pontszerii

fényforrasnak tekintheto.

Kettdstrs anyag: Kalcit Kalcit LiNb

Lemezvastagsig: 0,5 mm 1 mm 1 mm

Beesd

polarizicio

O

Beesd

polarizicié

69. abra: Mért intenzitaseloszlas az ordinarius fokuszban. A polarizacié azimutalisan szimmetrikus.

88



A széttartd és polarizalt nyalabot fokuszaltam keresztiil kiillonbozé anyagli és vastagsagu
kett6stord lemezeken, a korabban ismertetett Nikon objektiv segitségével (Obj. 2). A 1étrejott
fokuszokat a 3. és 4. objektivekkel felnagyitottam és egy CCD kamera feliiletére képeztem.

Kettdstors anyag: Kalcit Kalcit LiNb

Lemezvastagsag: 0,5 mm 1 mm 1mm

Beesd

polarizacié

O

Beesd

polarizacié

70. abra: Mért intenzitaseloszlas az extraordindrius fokuszban. A polarizacio radialisan szimmetrikus.

Az ordinarius és extraordinarius fokusz felvételéhez a leképez6 optika és a CDD kamera az
optikai tengely mentén mozgathatdé volt egy differencidlis eltold segitségével, melynek
legkisebb Iépéstavolsaga 0,5um. A fokuszpozicid meghatirozasa a CCD felvétel alapjan
tortént, a folt kiterjedésének minimuma és fényességének maximuma figyelembe vételével. A
felnagyitott és rogzitett ordinarius és extraordinarius fokuszok a 69. és 70. abran lathatok,
0,5mm és Imm vastag kalcit, valamint 1lmm vastag LiNb lemezt alkalmazva. A mért
eloszlasok jo egyezést mutatnak a szamolt eredményekkel. A differencialis eltolo segitségével
megmértem a tavolsagot az azimutalis és radialis fokuszok ko6zott, mely a 0,5mm és 1mm
vastag kalcitlemez esetén 0,079mm és 0,158mm-nek adodott. Ez az érték az Imm vastag
LiNb lemezt hasznalva, 0,040mm volt. A mért tavolsagok jol illeszkednek a tablazatban
feltliintetett, szamolt értékekre. A csekély eltérés oka, a fokuszpozicid vizualis
meghatarozasabol eredd beallitasi pontatlansag.

Az irodalomban felelhetd, radidlisan és azimutalisan polaros fokuszalt nyalabok
intenzitaseloszlasa kozepén egy kor alaku sotét teriilet figyelheté meg [36]. Ez a RAP esetén
nem lathaté, sem a szamolasok, sem a mérések soran. Ennek feltétele, hogy egy adott

idéillantban, a fokuszsik radialis iranyu metszetei mentén, az origdtol egyenld tavolsagra 1évo
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pontok polarizacidja épp ellentétes iranyba mutasson. Azaz érvényes legyen az alabbi

Osszefliggés:
| 27
0=— E[(p(@)d@zl, (4.1)

ahol Q a fazisviszonyt jellemz6 topologiai konstans, ¢ a polarizacio fazisa és € az azimut
sz0g. Az itt bemutatott RAP elrendezés nem alkalmas fazishelyes radialisan és azimutalisan
polarizalt nyalab eléallitasara, mert nem valtoztat a polarizacion csak iranyokat valaszt ki.
Egy kor apertiraju, a koriiljards mentén valtozo vastagsagl, ugynevezett fazislemezzel
kiegészitve a rendszert, azonban eldallithatdé  hagyomanyos értelemben  vett
hengerszimmetrikus polarizacio [63].

A fenti eredmények alapjan megallapithaté, hogy s-tipusu Kkettéstoré
kristalylemezen atfokuszalva, radialisan és azimutalisan polarizalt nyalab allithaté eld,
az ordinarius és extraordinarius fokuszok kiilonvalasztasaval és felnagyitasaval [64]. A
létrehozott, hengerszimmetrikus polarizacioval rendelkez6 nyalab intenzitaseloszlasa akar
27%-kal kisebb kiterjedésti lehet a fokuszban, igy hasznalataval novelheté egy képalkotod
eszkoz feloldasa [65].

4.3.3 Diffrakcio limitalt csik létrehozdsa és forgatdasa kettostoro lemezzel
A korabban bemutatott reflexios TOM elrendezés mechanikai pontossaganak egyik korlatozo

eleme a nyaldbforgatasnal hasznalt forgatdasztal szinkron és aszinkron hibaja. Ezek
kovetkeztében a forgastengely vertikalis és horizontalis pozicidja kissé¢ kimozdul az optikai
tengely altal kijelolt origobol, igy a felvett projekciok kodzéppontja nem azonos. Ez a
rekonstrudlt kép mindségének romlasat eredményezi. A hiba kikiiszoboléséhez olyan
megoldasra lenne sziikség, melynél az atmend nyaldb pozicidja nem valtozik a forgatast végzo
optika lateralis iranyl elmozdulasaval. Ilyen megoldas lehet, ha a mintat kivilagitod csikot egy
kett6stord kristalyon atfokuszalva hozzuk 1étre. Ha a kristaly tengelye merdleges a rendszer
optikai tengelyére, azaz a kristaly p-tipusu, valamint a kivilagitd nyalab linearisan polaros,
akkor az extraordinarius fokusz szétvalik. Az er6s asztigmia miatt, az intenzitaseloszlasok
diffrakcio limitalt csikok lesznek. A szeparacid nagysaganak ¢és a fokuszok alakjanak
vizsgalatdhoz  kiszamoltam egy 0,5mm kalcitkristalyon, 0,45NA-ju  objektivvel
keresztiilfokuszalt, 532nm-es hullamhosszsagl és linearisan polarizalt nyalab ordinarius és
extraordinarius intenzitaseloszlasat az optikai tengely mentén. Az eredmények a 71. abran

lathatok.
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Ordinarius nyalab

Optikai tengely
|

-36.0

Extraordinarius nyalab

71. abra: Ordinarius és extraordinarius nyaléb intenzitaseloszlasa a fokuszok kornyékén, linearisan polaros
beesd nyalab és p-tipust kristaly mellett.

Itt a kristaly tengelye 45°-ot zart be a beesd fény polarizacios iranyaval, igy mindkét fokusz
létrejott. Lathatd, hogy az asztigmia kovetkeztében felhasadt extraordinarius fokuszpar
koriilveszi a hengerszimmetriajat megorz6 ordinarius fokuszt. Az eloszlasok cstlicsintenzitasa
a metszetek sarkaban, fehér szammal van feltiintetve. A kettOstord kristalyt az optikai tengely
koriil forgatva az extraordindrius fokuszban 1évo csikok is forognak, mégpedig a kristaly
elfordulasaval megegyez6 mértékben. A felhasadt fokusz kristalytdl tavolabbi felének szamolt
elfordulasa lathatdo a 72. abran. Az intenzitaseloszlas a csik mentén valtozik ugyan az
elfordulas szogével, de ennek hatasa a reflexios TOM altal rekonstrualt képen utdlag teljesen

eltlintetheto.

Extraordinarius fékusz:

0° 36° 72° 108° 144° 180°
Kristaly szégelfordulasa

72. abra: Az extraordinarius fokusz kristalytdl tavolabbi intenzitaselozslasanak forgatasa.

Ha a kristalylap kiterjedése elég nagy ahhoz, hogy a forgatomechanika hibéja okozta lateralis

imbolygas soran a nyalab teljes egészében kivilagitsa, akkor az igy megvalositott
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nyalabforgatds nem csusztatja el a felvett projekciokat. A modszer gyakorlati megvalositasa

jelenleg folyamatban van.
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5. Konkluzio

1. Szimuliciokkal megvizsgiltam a TOM altal rekonstrualt kép mindéségének
fiiggését a projekciok szamatél és azok finomsagatél. Megmutattam, hogy a
projekciok finomitasaval a rekonstrualt kép részletessége egy hataron til mar nem
novelhetd. A projekciok szamanak novelésével egyiitt né a rekonstrualt kép

kontrasztja [45],[46].

2. Kisérlettel igazoltam, a TOM feloldoképessége transzmisszids iizemmodban, a
minta forgatisaval meghaladja a koherens fénnyel kivilagitott, hagyomanyos
mikroszkopok feloldoképességét, amennyiben a pasztdzasra hasznalt struktura
kisebb, mint az alkalmazott mikroszkop objektiv altal még feloldhato kritikus méret

[45].

3. A gyorsabb pasztazas érdekében a rendszert nyalabpasztazasi iizemmodra alakitottam
at. A nyalab forgatasat és a pasztazasi irany forgatasat két kiilonb6z6 modon oldottam
meg. Mindkét esetben a forgaté mechanika tengelyhibajanak kikiiszobolésére egy
olyan médszert dolgoztam ki, amely a hibabol eredé képmindség romlas mértékét

az elért feloldasi hatar ala csokkentette [46].

4. Kisérletileg megmutattam, hogy a reflexiés TOM feloldoképessége meghaladja a
piacon kaphaté konfokalis mikroszkop feloldoképességet, azonos fokuszalo

objektiv hasznalata mellett [46].

5. Kimutattam, hogy kettostoré lemezen keresztiil torténé fokuszalasnal (a kristaly
tengelye meréleges az optikai tengelyre) az ordinarius és extraordinarius
fokuszok nem gerjeszthetéek szeparaltan linearisan polarizalt beesé nyalabbal,
nagy NA esetén [58]. A fokuszalo objektiv elforgatja a polarizacié iranyat az
idealistol, az apertura negyedeinek szélén jelentdsen. Az igy létrejévé inhomogén
kivilagitas miatt torzul a fokusz intenzitasprofilja és a sériilt hengerszimmetria miatt
aberraciok lépnek fel. A fokuszfoltok szeparacidja javithato katadioptrikus optika

hasznalataval. Ebben az esetben a kettdstoro planparallel lemez vezet be aberraciot.
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6. Kettostord lemezen atfokuszalva radidlisan és azimutalisan polarizalt nyalabot
alitottam el6 [64]. Ha az alkalmazott kristaly tengelye mer6leges a kristaly felszinére,
(s-tipusu kristaly) akkor a keletkez6 ordinarius és extraordinarius fokuszban a
polarizaci6é azimutalis €s radialis szimmetriat mutat. OSLO sugarkovetd programmal
kiszamoltam, hogy linedrisan polarizalt kivilagitd nyalab esetén a keletkezd fokuszfolt
hengeres szimmetridja sériil, mig cirkularisan poldros kivilagitdo nyalabot haszndlva
nem valtozik intenzitaseloszlas szimmetridja a fokuszban. A szamolasi eredményeket
kisérlettel igazoltam. A keletkezé azimutalis és radidlis fokuszok szeparacidja a
kettostord kristaly vastagsagatol és anyagi tulajdonsagatdl fiigg. (Fazishelyes,
radidlisan polarizalt nyalab fokuszalhatosaga jobb, mint a linearisan vagy cirkularisan
polaros nyalabé, igy optikai képalkotdé rendszerben torténd hasznalataval nagyobb

lateralis feloldas érheto el.)
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6. Summary

6.1. Introduction
Optical microscopy is an important technique for a vast number of applications in the life

sciences. It allows one to investigate intact samples including living cells in the range from a
few microns to several hundred nanometres. Its invasive imaging property provides
advantages that are not found in other methods such as electron microscopy. To efficiently
exploit these advantages, optical imaging systems and techniques with resolution beyond the
wave optical limit (superresolution) are in the focus of a very intense research in modern
microscopy.

One of the main parameters of an imaging system is its resolution, which is limited by
the diffraction of light waves and the aberration of the applied optical elements. The
aberration can be reduced by increasing the quality of the applied optical elements, however
the resolution limit derived from the diffraction can be described by the Rayleigh or Sparrow
criteria. In case of optimal illumination in the visible spectral range, the minimum resolvable
distance (critical distance) of an optical system is approximately the half of the applied
wavelength, corresponds to about 200nm lateral and 400nm axial resolution. Improving this
limit has been a source of continuing research of different methods with major successes such
as confocal microscope, 4Pi microscope, multiphoton microscope, structured illumination,
stimulated emission depletion (STED) microscope, localization microscopes (PALM,
STORM), near field imaging and so on. Some of the abovementioned methods can reduce the
critical distance with several percents whilst others provide around ten times higher
resolution. However, most of these methods require fluorescent indicators or special samples
with limited geometry and material properties. In case of non-linear techniques intensive
illumination is needed, which can damage the biological samples (photobleaching).

In contrast to the conventional microscopes, several techniques aim to obtain detailed
information from the inner structure of a sample. Techniques like confocal microscopy, total
internal reflection fluorescent (TIRF) microscopy and optical projection tomography (OPT)
acquire this information working in the optical spectral range. Confocal microscopy is one of
the earliest methods developed for improved resolution along the optical axis. Filtering out the

irrelevant intensity information coming outside from the investigated region of the sample, it

provides 2 times larger axial resolution than conventional optical microscope. Confocal

imaging is achieved by point illumination and raster scanning of the entire image, which is a
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rather time consuming procedure. OPT practically applies the computer tomography (CT)
technology in the optical wavelength range, where laser sources are used instead of x-rays.
Both OPT and CT performs indirect imaging, where the absorption property of the sample is
measured. In the simplest case the sample is illuminated through by collimated beams and the
transmitted intensity is measured, meanwhile the light source and the detector are moved
together along a line. The recorded transmission data as function of the detector’s position is
called projection. Depending on the actual technical design of the system, the sample or the
beam can be rotated. Projections — captured at different angular positions — compose the
sinogram and the cross section image is reconstructed with a computer algorithm such as
filtered back projection (FBP). In OPT the detected intensity by a CCD pixel is proportional
to the integrated absorption of all the voxels passed by the actual laser beam. There is a
significant difference between CT and OPT. In the optical regime diffraction cannot be
neglected and the laser beam cannot be considered as a straight ray, when longitudinal
projections are acquired. OPT is limited by the depth of focus (DOF) of the optical system,
which scales inversely with the square of the numerical aperture (NA). To achieve a
sufficiently high DOF, the numerical aperture has to be kept at a relatively low value, which
also decreases the spatial resolution. This fact indicates that the OPT is not suited to perform
superresolution imaging. Moreover, the thickness of the applied sample is limited and the
optical path difference depends on the angle of scanning in case of non-cylindrically
symmetric sample.

In present dissertation a novel, indirect imaging technique that combines the principle
of tomographic reconstruction with the arrangement of a line-scanning confocal microscope is

studied comprehensively.
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6.2. Objectives

My main aim was to build and study a novel, non-interferometric, microscopic device
referred to Tomographic Optical Microscope (TOM), which successfully combine the
scanning arrangement of a line-scanning confocal microscope and the indirect imaging
principle of tomographic reconstruction, providing enhanced lateral resolution. As a first step,
I performed numerical simulations to investigate the accuracy of the applied reconstruction
algorithm and determine the optimal value of the reconstruction parameters such as the
number of projections and the step size of scanning. To demonstrate the resolution
enhancement of TOM method, I designed and built two optical systems. The first arrangement
measured the projections of the given sample in transmission mode, while the second acquired
the reflected intensity data applying slit scanning confocal technique. The variation of the
scanning direction was achieved by sample and beam rotation. Based on the recorded images
of the arrangements, the resolution limit and imaging properties of TOM method were
experimentally investigated.

A numerical code was developed to simulate the applied projection recording and
reconstruction processes and make the adjustment of the second device easier. Both the
preliminary measurements and the results of simulations showed that the quality of the
reconstructed image strongly depends on the axial runout of the beam or sample rotating
mechanism. To reduce the effect of this runout, an in-situ axial error correction technique was
developed and tested.

Elimination of the introduced rotational error is possible by using an optical element,
which can generate and rotate the illumination structure on the sample’s surface and
insensitive for the lateral misalignment of the rotation axis. The necessary optical element can
be created applying a birefringent plane plate. Such a birefringent plate is able to change the
polarization distribution of the illumination beam. In ideal case the properly polarized beam
can be focused into a tighter spot or line, which can further improve the resolution of the
imaging system. The feasibility of an optical element with the mentioned advantages was also

investigated theoretically and experimentally.
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6.3. Materials and methods
First the imaging capabilities of the proposed TOM arrangements had been studied

numerically. I implemented the FBP reconstruction algorithm using MATLAB software
environment, to optimize the parameters of the recorded sinograms. The sinogram recording
process of TOM — both in transmission and reflection modes — were also modeled by an
individually developed code. Distortions in the focused intensity distribution, the image
degrading effect of the rotation error and the proposed correction procedure were also
considered by the code.

Two TOM arrangements were built to determine the available resolution enhancement.
In transmission mode, a non-transparent edge was imaged on the surface of the sample. The
position of the edge was shifted and the transmitted total intensity was measured behind the
sample. The sinogram could be obtained by rotating the sample and repeating the
measurement. The non-transparent edge was generated by a spatial light modulator (SLM). A
reflective grid with different periods on a silica substrate was used as a sample. To collect the
transmitted intensity, a microscope objective (M = 4, NA = 0.1) was applied. With this
objective the arrangement could be used as a coherently illuminated conventional microscope
as well. The resolution limit of TOM and this conventional microscope was compared based
on the recorded images.

In reflection mode, the illumination and scanning scheme of a line-scanning confocal
microscope was applied. An adjustable slit was illuminated by a diode-pumped, frequency-
doubled Nd:YAG laser. The produced cylindrical wave was focused on the sample by a
cover-slide-corrected Zeiss LD ‘Plan-Neofluar’ microscope objective (M = 20, NA = 0.4).
Since the back aperture of the objective was illuminated only by the zero order of the
produced diffraction pattern of the slit, the intensity distribution in the focal plane was
diffraction-limited. A galvo scanner was used for beam scanning and the scanning direction
was changed by the rotation of a Pechan prism. An in situ correction method was developed
to realign the deviated rotational axis — due to the rotational error — with the galvo scanner.
The direct imaging performance of TOM arrangement was measured using a standard test
pattern (Richardson Test Slide, Bio-Microtech, US 2004/0227937 AI). The recorded images
were compared with the images of two commercially available point-scanning confocal
devices (Zeiss Axiovert 135M, Olympus Fluoview FVI1000) using the same microscope

objective and sample.
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To design a birefringent optical system, which is able to create the diffraction limited
illumination and eliminate the effect of the rotational error in TOM, the commercially
available ray tracing software, OSLO was used. Using OSLO, I was able to calculate the
polarization maintaining efficiency of microscope objectives. The generated intensity and
polarization conditions by focusing through a birefringent plane plate were also studied with
the software. To verify these calculations, an optical arrangement was built and the intensity
distribution in the focus was measured.

To design a birefringent optical system, which is able to create the diffraction limited
illumination and eliminate the effect of the rotational error in TOM, the commercially
available ray tracing software, OSLO was used. Using OSLO, I was able to calculate the
polarization maintaining efficiency of microscope objectives. The generated intensity and
polarization conditions by focusing through a birefringent plane plate were also studied with
the software. To verify these calculations, an optical arrangement was built and the intensity

distribution in the focus was measured.
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6.4. New scientific results

1.

I investigated the influence of the reconstruction parameters of FBP on the quality of the
TOM image. The results of my calculations showed that decreasing the step size of
scanning (4n) the finer details of the object can be resolved: however, a smaller step size
increases the computational time proportionally to the square of the number of steps.
Decreasing An beyond a certain limit, the resolution of the reconstructed image can not be
increased further. With increasing the angular resolution of the sinogram (4¢) the contrast
of the image improves. The values of An and A¢ determine the frequency resolution of the
image in the Fourier or reciprocal space. Assuming that the object does not contain
information above a certain frequency limit in the reciprocal space, An has to be at least as
small so as to satisfy the Shannon sampling criteria. To obtain a reconstructed image
completely free from artefacts, an infinite number of projections is necessary, which

means that A¢ must tend to zero. [45][46]

I designed and built a TOM arrangement in transmission mode with sample rotation. I
experimentally showed that its resolution exceeds the resolution of a conventional optical
microscope with coherent illumination, using the same objective. Images of a reflecting
equidistant grid with 4um period were recorded by TOM and the optical microscope. The
critical distance (CD), which is half of the minimum observable period, proved to be
larger than 2um in case of the optical microscope. In contrast, the resolution of TOM was
better than this value. The NA of the applied objective was 0.1 and the wavelength of
illumination was 660nm. The intensity modulation of the grid could not be observed in the
CCD image of the optical microscope, but it was resolved in the reconstructed image of
TOM. The Fourier spectrum of the recorded images was also compared and the
characteristic frequency component belonging to the 2um CD was resolved only by the

TOM. [45]

To reduce the scanning time when a high number of projections are recorded, the
arrangement was redesigned and rebuilt using line-scanning and reflection method. I
applied two different solutions to change the scanning direction, namely sample and beam
rotation. In case of both solutions, the axial runout of the rotating mechanism seriously

degraded the reconstructed image quality. The motion error is always present in a
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mechanical rotation system and can be divided into to parts. The synchronous error, which
is repeated round to round, can be measured separately from the image recording and
corrected subsequently. To correct the randomly changing asynchronous error, an in-situ
runout measurement and correction process is necessary. [ developed such a method for
sample rotation as well as beam rotation. In case of sample rotation a lens was placed
behind the sample and its focal point was aligned in the plane of the sample’s front surface
and next to the sample. As the scanning beam passed over the focal point the transmitted
light was collected by the lens and an intensity peak was measured. This peak indicated a
virtual axis of rotation in each scanning position. During the reconstruction, the recorded
projections were realigned relative to this axis. The solution was similar when beam
rotation was applied. A part of the illumination beam was detached and focused through a
pinhole, which was declared the virtual axis. As the beam was rotated, the detached part of
the beam missed to run through the pinhole due to the motion error. The deflected beam
and the deflected axis of rotation were realigned with the line-scanning mechanism.
Applying the abovementioned methods, I could reduce the effect of the synchronous and

asynchronous motion error beyond the resolution limit of TOM. [46]

I demonstrated that resolution of the line-scanning TOM arrangement in reflection mode
exceeds the resolution of a commercially available point-scanning confocal microscope,
using the same microscope objective. First the intensity distribution of the illumination
pupil was measured. Its full width at half maximum (FWHM) proved to be 0.664 +
0.014pum. This value is very close to the theoretical data (0.5A/NA = 0.665um where NA =
0.4, A = 532nm). In the case of a point-scanning confocal microscope, the FWHM of the
illumination pupil’s PSF is 0.61A/NA, according to the theory. The PSF of a confocal
system is the product of the PSF of the illumination and the PSF of the detection pupils. If
we assume the same NA in the illumination and detection paths, the measured FWHM
result indicates that the lateral resolution of TOM exceeds the resolution limit of a point-
scanning confocal microscope. The resolution difference was demonstrated by recording
images of the Richardson star sample with TOM and a point-scanning confocal device
(Zeiss Axiovert 135M). According to the images, the CD of TOM was 0.443um (A =
532nm) while the CD of the confocal microscope was 0.517um (A = 543nm). Thus the
resolution of TOM, even corrected for the wavelength, is 15% better than that of a

confocal microscope. [46]
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My aim was to design an optical element, containing a birefringent plane plate, which is
able to create the diffraction limited illumination line and eliminate the effect of the
rotational error. As a first step I investigated the possibility of independent generation of
ordinary and extraordinary foci by linearly polarized incoming beams using uniaxial
crystals whose optical axis is parallel to their surface. The results of my calculation of the
polarization conditions and the overlap integral of a refractive and a catadioptric system
showed an intensity loss of almost 10% when a high quality refractive imaging system
was used. I showed that this intensity loss can be reduced to 2% by means of an
appropriate catadioptric objective. The difference between the two systems is not only the
sum of the intensity degradation, but also the level of degradation, which is greater at the
edge of the four quarters of the beam behind the objective. At high numerical apertures the
inhomogeneous illumination distorts the focus shape and the impaired cylindrical
symmetry introduces optical aberrations. I have established that the shape of the generated
focus suffers serious distortion at high numerical apertures even if a catadioptric imaging

system is used. [58]

Since cylindrically symmetric polarization conditions of the illumination beam can
increase the resolution of an imaging system. [ proposed and studied a special polarizer,
which contains a birefringent plane parallel plate and transform the polarization of the
incoming beam into radially and azimuthally polarized beams. This radial and azimuthal
polarizer (RAP) was built and experimentally studied. The simulation results showed that
by focusing through a birefringent plane parallel plate — the optical axis of which is
perpendicular to its surface — two foci are generated. The ordinary and extraordinary foci
are azimuthally and radially symmetric, respectively. I showed that the generated focus
shape has an impaired cylindrical symmetry if a linearly polarized incident beam is
applied. The introduced focus separation was demonstrated and studied experimentally.

[64]

102



Koszonetnyilvanitas

Ko6szonom témavezetdimnek, Dr. Erdélyi Miklosnak és Prof. Dr. Szabo Gdbornak,
hogy minden szakmai és kevésbé szakmai kérdésemre megfontolt és pontos valaszt adtak.
Ko6szonom, hogy kdzos munkank soran rendithetetlen tiirelemmel probaltak meg atadni azt a
tudomanyos szemléletmodot és szellemi eszkdztarat melyre egy kutatonak feltétlen sziiksége
van.

Koszondom Duddas Laszlo kollégamnak 0sztonzd tamogatasat, és kivald érzékét
gondolatfoszlanyaink eredménnyé kovacsolasahoz. Kiilon szeretném megkdszoni a
dolgozatban ismertetett tengelyhiba tipusdnak, hatasanak €s megsziintetésének vizsgalatara
iranyuld, kitarté munkajat.

Koszonom a Miiszaki és Anyagtudomanyi Intézet munkatarsainak, mindenekeldtt Dr.
Kokavecz Janosnak és Untener Kornélnak, hogy az altaluk adott feladatokkal szélesitették
szakmai latokorom.

Ko6szonom a Szegedi Tudomdnyegyetem Optikai és Kvantumelektronikai Tanszékének
a kutatdsaimhoz sziikséges erdforrasok megteremtését, valamint a Furukawa Electric
Technologiai Intézet kft.-nek, hogy a Szegedi Tudomanyegyetemmel kotott egyiittmiikddésiik
keretében biztositattak Osztondijamat és a munkamhoz sziikséges eszkozok jelentds részét.
Kosz6ndm tovabba a Carl Zeiss Microlmaging GmbH ¢€s a Trigon Electronica kft. dnzetlen
tamogatasat, mely nélkiil a kisérleti munkam biztosan meghitsult volna.

Ko6szonom csaladom tagjainak az elengedhetetlen biztatast, némelyikiiknek pedig azt a
tobblettiirelmet, mellyel a vallukra nehezedd, nem klasszikus mechanikai értelemben vett

nyomast viselték, mig én a dolgozaton munkalkodtam.

PhD-tanulmanyaim alatt csoportunk munkajat a kovetkezo palyazati forrasok tamogattak:
OTKA-NKTH CNK78549

OTKA T5049872

OTKA TS049872

103



Irodalomjegyzék

Garini Y., Vermolen B. J. and Young I. T., From micro to nano: recent advances in
high-resolution microscopy, Current Opinion in Biotechnology 16 3-12, (2005).

Betzig E., Patterson G. H., Sougrat R., Lindwasser O. W., Olenych S., Bonifacino J.
S., Davidson M. W., Lippincott-Schwartz J., Hess H. F., Imaging Intracellular
Fluorescent Proteins at Nanometer Resolution, Science 15 pp.:5793 (2006).

Rust J. M., Bates M and Zhuang X, Sub-diffraction-limit imaging by stochastic optical
reconstruction microscopy (STORM), Nature Methods 3 pp.: 793 - 796 (2006).

MRC Human Genetics Unit, OPT homepage:
http://genex.hgu.mrc.ac.uk/OPT_Microscopy/optwebsite/frontpage/index.htm
Guenther R. D., Modern Optics, Chapter 10, John Wiley & Sons 1990.

Novotny L. and Hect B., Principles of Nano-optics, Chapter 4, Cambridge University
Press 2006.

Born M. and Wolf E., Principles of Optics 7% Chapter 8, Cambridge University Press
2006.

Cheng P. C., Handbook of Biological Confocal Microscopy 3, Pawley JB, pp.: 189—
90 2006.

Minsky M., Microscopy apparatus, US Patent 3013467, 1961.

Rector D. M., Ranken D. M., George J. S., High-performance confocal system for
microscopic or endoscopic applications, Methods 30(1) pp.: 16-27 (2003).

Dixon A. E., Damaskinos S., Atkinson M. R., A scanning confocal microscope for
transmission and reflection imaging, Nature 351(6327) pp.: 551-553 (1991).

Sheppard C. J. R., Shotton D. M., Confocal Laser Scanning Microscopy, Springer-
Verlag, 1997.

Heintzmann R., Kreth G., Cremer C., Reconstruction of axial tomographic high
resolution data from confocal fluorescence microscopy: a method for improving 3D
FISH images, Analytical Cellular Pathology 20(1) pp.: 7-15 (2000).

de Monvel J. B., Le Calvez S., Ulfendhal M., Image Restoration for Confocal
Microscopy: Improving the Limits of Deconvolution, with Application to the
Visualization of the Mammalian Hearing Organ, Biophysical Journal 80(5) pp.: 2455-
2470 (2001).

Cox G., Sheppard C. J. R., Practical limits of resolution in confocal and non-linear
microscopy, Microscopy Research and Technigque 63 pp.: 18-22 (2004).

Moemer W. E., Fromm D. P.: Methods of single-molecule fluorescence spectroscopy
and microscopy, Review of Scientific Instruments 74(8), pp.: 3597-3619 (2003).

Cox I. J., Sheppard C. J. R, Wilson T., Super-resolution by confocal fluorescent
microscopy, Optik 60(4) pp.: 391-396 (1982).

Betzig E., Trautman J. K., Near-Field Optics: Microscopy, Spectroscopy, and Surface
Modification Beyond the Diffraction Limit, Science 257(5067) pp.:189-195 (1992).
Hell S., Stelzer E. H. K., Properties of a 4pi confocal fluorescence microscope,
Journal of the Optical Society of America A. 9(12) pp.: 2159-2166 (1992).

Lindek S., Stelzer E. H. K., Resolution improvement by nonconfocal theta
microscopy, Optics Letters 24(21) pp.: 1505-1507 (1999).

Oheim M., Michael D. J., Geisbauer M., et al.: Principles of two-photon excitation
fluorescence microscopy and other nonlinear imaging approaches, Advanced Drug
Delivery Reviews 58(7) pp.: 788-808 (2006).

104



Schermelleh L., Carlton P. M., Haase S., et al.: Subdiffraction multicolor imaging of
the nuclear periphery with 3D structured illumination microscopy, Science 320(5881)
pp.: 1332-1336 (2008).

Hell, S.W., et al., Breaking the diffraction resolution limit by stimulated emission:
stimulated-emission-depletion fluorescence microscopy, Opt. Lett. 19 pp.: 780-782
(1994).

Brooks R. A., Di Chiro G., Principles of Computer Assisted Tomography (CAT) in
Radiographic and Radioisotopic Imaging, Phys. Med. Biol., 21(5) pp.: 689-732 (1976).
Sharpe J. A., Optical Projection Tomography, European Patent EP1520173 (2006).
Sharpe J. A., Optical Projection Tomography as a tool for 3D microscopy and gene
expression studies, Science 296 pp.: 541-545 (2002).

lizuka K. Engineering Optics, Second Edition, Springer-Verlag, 1987.

Kupsch A., Lange A., Hentschel M. P., Enhanced Spatial Resolution in 2D CT-
Reconstruction without Filtered Back Projection: DIRECTT, 17th World Conference
on Nondestructive Testing, Shanghai, China (2008).

Lange A., Imaging method and device for the computer-assisted evaluation of
computer-tomographic measurements by means of direct iterative reconstruction, USA
Patent US 2006233459 (2006).

Hecht E., Optics 4™ Chapter 3 (pp.: 69), Addison Wesley, 2002.

Saleh B. E. A., Teich M. C., Fundamentals of Photonics 2", Wiley 2007.

Betzig E., Isaacson M. and Lewis A., Collection mode near-field scanning optical
microscopy, Appl. Phys. Lett. 51 pp.: 2088 (1987).

S. Quabis, R. Dorn, M. Eberler, O. Glockl and G. Leuchs, Focusing light to a tighter
spot, Optics Communications 179(1-6) pp.: 1-7 (2000).

Iglesias I. and VohnsenSad B., Polarization structuring for focal volume shaping in
high-resolution microscopy, Optics Communications 271 pp.: 40-47 (2007).

Zhan Q. and Leger J. R., Focus shaping using cylindrical vector beams, Opt. Express
10 pp.: 324-331 (2002).

Jia B, Gan X., and Gu M., Direct measurement of a radially polarized focused
evanescent field facilitated by a single LCD, Opt. Express 13 pp.: 6821-6827 (2005).
Dorn R., Quabis S. and Leuchs G., SharperFocusfora RadiallyPolarized LightBeam,
Phys. Rev. Lett. 91 (2003).

Tidwell S. C., Kim G. H., Kimura W. D., Efficient radially polarized laser-beam
generation with a double interferometer, Applied Optics 32 pp.: 5222-5229 (1993).
Oron R., Blit S., Davidson N., Friesem A. A., Bomzon Z., Hasman E., The formation
of laser beams with pure azimuthal or radial polarization, Applied Physics Letters 77
pp-: 3322-3324 (2000).

Cooper 1. J., Roy M., Sheppard C. J. R., Focusing of pseudoradial polarized beams,
Optics Express 13 pp.: 1066-1071 (2005).

Stadler M., Schadt M., Linearly polarized light with axial symmetry generated by
liquid-crystal polarization converters Optics Letters 21 (1996).

Shoham A., Vander R. and Lipson S. G., Production of radially and azimuthally
polarized polychromatic beams, Opt. Lett. 31 (2006).

Tervo J., Turunen J., Generation of vectorial propagation-invariant fields by
polarization-grating axicons, Optics Communications 192 pp.: 13-18 (2001).

Schafer F. P., Method and device for polarizing light radiation, USA Patent US
4,755,027 (1988).

Szabo G., Erdélyi M., Gajdatsy G., Dudas L., Optical microscope system and method
carried out therewith for reconstructing an image of an object, Patent Application
W0/2009/030966 (2009).

105



Gajdatsy G., Dudés L., Erdélyi M., Szab6 G., Line-scanning tomographic optical
microscope with isotropic transfer function, Journal of Optics 12(11) 115505 (2010).
Richardson Test Slide, Bio-Microtech, US 2004/0227937 A1 (2004).

Aerotech Engineering reference:
http://www.aerotech.com/products/engref/runout.html

D. L. Sullivan, Alignment of rotational prisms, Applied Optics 11 pp.: 2028-2032
(1972).

A. Macgregor, Beam profiling: know your beam:
http://www.laserfocusworld.com/articles/255504

Hain M., Glockner R., Bhattacharya S., Dias D., Stankovic S., Tschudi T., Fast
switching liquid crystal lenses for a dual focus digital versatile disc pickup, Optics
Communications 188 pp.: 291-299 (2001).

Kikuda H.,Iwata K., First-order aberration of a double-focus lens made of a uniaxial
crystal, J. Opt. Soc. Am. A9 pp.: 814-819 (1992).

Liu X., Cai X., Chang S., and Grover C. P., Cemented doublet lens with an extended
focal length, Opt. Express 13, pp.: 552-557 (2005).

Park J. H., Jung S., Choi H., and Lee B., Integral imaging with multiple image planes
using a uniaxial crystal plate, Opt. Express 11 pp.: 1862-1875 (2003).

Erdélyi M., Bereznai M., Gajdatsy G., Bor Zs., Three-dimensonal focus manipulation
by means of a birefringent plate, Optics Communications 281 pp.: 4807-4811 (2008).
Wahlstrom E. E., Optical crystallography 5" Edition, John Wiley and Sons 1979.
OSLO Optics Software, Program Reference, Release 6.3, Lambda Research Corp.
Gajdatsy G., Erdélyi M., Analysis of focus distortion based on birefringence, Journal
of Optics A9 pp.: 982-987 (2007).

Optical Society of America, Handbook of Optics, pp.: 10, McGraw-Hill 2001.

Inrad Inc.:

http://www.inrad.com

U-Oplaz Technologies Inc.:

http://www.u-oplaz.com/crystals/crystals07.htm

CVI Melles Girot Inc.:

http://www.cvilaser.com

Jozsef Sinkd, Fokuszpont intenzitas-eloszlasanak manipuldcidja kett6storé lemezzel,
szakdolgozat, SZTE TTiK, 2009.

Erdélyi M., Gajdatsy G., Radial and azimuthal polarizer by meansof a birefringent
plate, Journal of Optics A 10 (2008).

Sheppard C. J. R. and A. Choudhury, Annular pupils, radial polarization, and
superresolution, Applied Optics 43 pp.: 4322-4327 (2004).

106



