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1. Bevezetés

Az optikai mikroszkopok kiemelkedd szerepet toltenek be az €16 tudomanyok analitikai
eszkoztaraban. Segitségiikkel megfigyelhetk olyan par mikron és parszaz nanométer
nagysagrendjébe esO bioldgiai mintdk, melyek sértetlen vizsgalatira mas képalkoto
eszkozokkel - pl. elektronmikroszkop - nincs lehetdség. Ezen elénynek koszonhetden az
optikai mikroszkopok képalkotd teljesitményének ndvelése, valamint 0j optikai leképezd
eljarasok kidolgozasa kitiintetett irdnya a tudomanyos kutatasoknak.

Egy optikai leképezd rendszer legfobb jellemzdje, a rendszer feloldoképessége,
melynek értékét a fény hullamtermészetébdl eredd diffrakcid és a rendszerre jellemzo
aberraciéo korlatozza. Az aberracid hatdsa az optikai rendszer mindségének novelésével
jelentdsen csokkenthetd. A diffrakciobol eredd feloldas hatara a Rayleigh, vagy a Sparrow
kritériummal adhaté meg. Optimalis (Kohler) kivilagitds esetén a legkisebb, a rendszer altal
még feloldhatd méret jol kozelithetd az alkalmazott hullimhossz felével, mely lateralis
iranyban ~200nm, tengelyirdnyban ~400nm kornyékére esik, lathatd tartomanyu fényforrast
feltételezve. Ezen érték csokkentésére az utdbbi harom évtizedben intenziv kutatomunka
iranyult, melynek eredményeképpen olyan képalkoté megoldasok sziilettek, mint a konfokalis
mikroszkop, 4Pi mikroszkop, kép interferencia mikroszkop, tobbfotonos mikroszkép, STED
mikroszkdp, pasztazd kozeltér mikroszkoép, valamint a PALM és a STORM. 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
tetszOleges kiterjedésii és anyagl mintak vizsgalatara, az esetek nagy részében jelzémolekulak
hasznélata sziikséges melyek fluoreszenciajat mérik és értékelik ki a modszerek. A
nemlinedris jelenségeken alapuld eszkozok intenziv kivilagitast igényelnek, melyek
roncsolhatjak a bioldgiai mintékat (photobleaching).

A hagyomanyos mikroszkopokkal ellentétben, egyes képalkotd rendszerek a vizsgalt
targy egy belsé metszetérdl szolgaltatnak részletes informacidt. Ilyen, az optikai
tartomanyban miik6dd, pasztazd konfokalis mikroszkop, a TIRF, illetve az optikai projekcios
tomograf (OPT). A konfokalis mikroszkdpia a legkorabbi olyan képalkotd eljaras, mely a
feloldas hataranak novelését célozza, az optikai tengely irdnyaban. A modszer hatékonyan
szliri a targy vizsgalni kivant szeletén kiviilrél érkezé fényinformaciot, igy a még axialis
iranyban feloldhat6 tavolsdg megkozelitdleg J2-ed része a hagyomanyos optikai
mikroszkopénak. Hatranya azonban, hogy a minta képét ponttal torténd pasztazas segitségével

allitja eld, ami iddigényes folyamat. Az optikai projekcios tomograf az orvosi diagnosztikaban



hasznalt computer tomograf (CT) optikai tartomanyban miikodé megvaldsitasa. A CT eredeti
elve esetén a vizsgalt objektumot egy kollimalt rontgennyalab vilagitja at. Az objektumon
atjutdé rontgenintenzitds mérhetd, mikozben a sugarforras és a vele szemben elhelyezkedd
detektor egymassal parhuzamosan mozog. A mérést tobb iranybol megismételve, numerikus
algoritmus segitségével (pl. szlirt-visszavetités, FBP) az objektum belsd szerkezetének egy
sikja megjelenithetd. Az OPT a lathatd tartomanyba esé fényt fokuszal at a mintan és
hasonl6an 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 rekonstrukciondl hasznalt képelem mérete, addig a lathatod
hulldmhossztartomanyban nem elhanyagolhatd a diffrakcié hatasa. A diffrakcio miatt a
mintanak, az optikai tengelytdl tdvolabb esé részei is modositjak az atjutd fény intenzitasat,
ami a keletkezd képen hibat okoz. Az elébbiek miatt az OPT nem képes a Rayleigh-féle
feloldasi kritérium kornyé€ki, vagy az alatti részletek megjelenitésére. Tovabbi hatranya, hogy
a hasznalt minta nem lehet tetszéleges vastagsagl és 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 képrekonstrukcid elvét, a vonallal pasztazod

(line-scanning) konfokalis mikroszkopok felépitésével.



2. Célkituzések

Elsddleges célom egy 0 leképezd eljaras és mikroszkdp €pitése €s annak kiterjedt kisérleti
vizsgélata volt. Ez az eszkdz a Tomografias Optikai Mikroszkop (TOM), mely sikeresen
Otvozi a tomografiaban alkalmazott képrekonstrukcid ¢és a vonalpasztazé konfokalis
mikroszkép eldnyeit. A TOM lateralis felolddsa meghaladhatja a hasonld felépitésii, ponttal
pasztazo konfokalis mikroszkopét, azonos kivilagitd és detektald optika hasznélata mellett.
Ennek igazoldshoz eldszor szamitasokkal vizsgdltam az alkalmazott rekonstrukcio
paramétereinek képmindségre gyakorolt hatasat. Ilyen paraméter a pasztazasi 1épés nagysaga,
valamint a mért projekciok szdma. Ezt kovetden megépitettem az eszkdz két valtozatat. Az
elsd valtozat transzmisszidban méri a rekonstrukcidhoz sziikséges fényinformaciot mikézben
a minta sikjara képezett, nem ateresztd ¢llel pasztdzza a minta vizsgalt tartomdnyat. A
masodik valtozatban, a pasztdzas a minta felszinére fokuszalt fénycsikkal tortént és a
reflektalt fényintenzitast mértem. A pasztazasi irdny valtoztatasat minta- és nyaldbforgatassal
is megvalositottam. A két valtozat altal rogzitett képek alapjan szdndékoztam megéllapitani a
TOM feloldasat és jellemezni képalkotasi tulajdonsagait.

Az elézetes mérések és szamoldsok megmutattak, hogy mindkét TOM véltozatnal
kritikus feltétel, hogy a pésztazas iranyat valtoztatdé mechanika forgastengelye egybeessen a
rendszer kijelolt optikai tengelyével. Ez a feltétel csak bizonyos pontossaggal teljesithetd, igy
megoldasként egy olyan eljarast terveztem, mely mérés kozben (in situ) korrigdlja a
tengelyhibat.

A tengelyhiba korrekcidja jelentésen megnoveli a mérési idot és Osszetett
jelfeldolgozo elektronika haszndlatat igényli. A korrekcio elhagyhatd a rendszerbdl olyan
optikai elem hasznélatdval, mely képes eldallitani és elforgatni a pasztdzashoz sziikséges
fénycsikot és ezzel egyiitt érzéketlen a forgastengely laterdlis iranyu elmozdulasara. Ilyen
optikai elem készithetd kett6stord sikparhuzamos lemez segitségével, melyen az athalado
extraordinarius sugarmenet erds asztigmidt vezet be. A kettstord lemezen torténd
atfokuszalas alkalmas a pasztdzo nyaldb intenzitasprofiljanak manipulalasara is, mely ideélis
esetben az optikai rendszer feloldoképességének ndvekedéséhez vezethet. Az értekezésben
megvizsgalom, hogyan fiigg a keletkezd fokusz intenzitaseloszlasa a hasznalt kristaly

tulajdonsagaitol, illetve a kivilagitoé nyalab polarizacidjatol.



3. Alkalmazott modszerek és eszkozok

A TOM optikai elrendezéseinek megépitése el6tt numerikus szimulaciokkal vizsgaltam a
képalkotds menetét. MATLAB kornyezetben fejlesztett, sajat kodokat hasznaltam a
képrekonstrukcids eljaras (szirt-visszavetités) és a felvett szinogram paramétereinek
optimalizaldsdhoz. A szamolas soran figyelembe vettem a projekciok felvételének menetét —
mind reflexids, mind transzmissziés modban —, a kivilagité intenzitdseloszlas esetleges
torzuldsat és a forgatd mechanika tengelyhibajabol szarmazo hibéakat is.

A lateralis feloldasnovekedés kimutatdsahoz két TOM valtozatot épitettem. A
Iéptetve, a minta mogott mértem az athaladd fény intenzitdsat. A mérést a Iéptetési irdny
valtoztatasa mellett megismételve rogzithetd a minta szinogramja. Az ¢l képét egy SLM
(Spatial Light Modulator) segitségével allitottam eld. Mintanak egy kiilonbozé periddusu,
reflektalod racsvonalakat tartalmazo iiveglapot hasznaltam. A mintan 4thaladd fényintenzitast
egy mikroszkép objektivvel (M = 4, NA = 0,1) gyljjtéttem Ossze és tovabbitottam a
detektorba. Az objektiv és egy elmozdithato tiikkor segitségével az elrendezés koherens
fénnyel kivilagitott, hagyomanyos optikai mikroszképként is hasznalhaté volt. A
transzmisszios modban mikodé TOM és a hagyomanyos mikroszkép feloldasat az altaluk
rogzitett képek alapjan hasonlitottam dssze.

Reflexios mod esetén, egy vonallal pasztdzd konfokalis mikroszképhoz hasonldéan
valositottam meg a kivilagitast és nyaldbpasztazast. Egy valtoztathatd szélességli rést
vilagitottam ki frekvencia kétszerezett Nd:YAG 1ézer fényével. Az igy keletkez6
hengernyaldbot egy valtoztathat6 vastagsagii fedélemez korrekciojara képes Zeiss LD 'Plan-
Neofluar’ objektivvel (M = 20, NA = 0,4) fokuszaltam a minta felszinére. Mivel az objektiv
hatso aperturdjat a rés altal 1étrehozott elhajlasi kép nulladrendje vilagitotta ki, a mintan
1étrejovo intenzitaseloszlas egy diffrakcid limitalt fénycsik volt. Ezt a fénycsikot egy
galvanométerrel hajtott pasztaz¢d tiikor 1éptette a minta felszinén, mig a pasztdzasi irdny
valtoztatdsa egy Pechan prizma segitségével volt megoldva. A forgatd mechanika
tengelyhibajanak kikiiszobolésére egy in situ korrekcios eljarast fejlesztettem és hasznaltam.
A képalkotas mindségének vizsgalatdhoz egy erre alkalmas teszt mintar6l (Richardson Test
Slide, Bio-Microtech, US 2004/0227937 Al) készitettem felvételeket. Ezeket két,

kereskedelmi forgalomban kaphato, ponttal pasztdzd konfokalis mikroszkop (Zeiss Axiovert



135M, Olympus Fluoview FVI1000) altal, ugyanarr6l a mintardl és ugyanazzal az objektivvel
készitett képekkel hasonlitottam dssze.

A tengelyhibara érzéketlen, kettOstord elemet tartalmazo €s a diffrakcid limitalt csik
eldallitasara is alkalmas optikai rendszert OSLO sugéarkdvetd szoftverrel terveztem és
vizsgaltam. A program segitségével kiilonb6zd tipusu objektivek polarizaciotartd képességét
is modelleztem. A kettéstoré lemezen torténd atfokuszalas kovetkeztében 1étrejovo
polarizacio és intenzitds viszonyok szamolasa szintén OSLO-val tortént. Az igy modellezett
optikai elrendezést megépitettem ¢és a szdmolasi eredményeket mért intenzitaseloszlas

adatokkal vetettem Ossze.



4. Uj tudomanyos eredmények

1.

Szimuléaciokkal megvizsgaltam a TOM altal rekonstrudlt kép mindségének fliggését a
projekciok szamatol és a pasztazasi 1épés nagysagatol. Megmutattam, hogy a pasztazasi
1épés csokkentésével (An) a rekonstrudlt kép részletessége egy hatdron til mar nem
novelhetd, mig rekonstrukcidohoz sziikséges szamoldsi id6 a 1épések szdmanak
négyzetével emelkedik. A projekciok szaméanak novelésével, azaz a szogelfordulds (Ag)
mértékének csokkentésével egyiitt nd a rekonstrualt kép kontrasztja. A két paraméter (An,
Ag@) egylittesen a rekonstrualt kép frekvencia felbontasat hatarozza meg a Fourier térben.
Ha a targy Fourier spektruma egy adott frekvenciahataron feliil nem hordoz informéciot a
targyrol, akkor az 0sszes részlet feloldasdhoz olyan kicsi An valasztasa sziikséges, hogy a
Shannon-féle mintavételi kritérium teljesiiljion. Ahhoz hogy a képen ne jelenjen meg a
rekonstrukcidbol szarmazo hamis modulécio, végtelen projekceid rogzitése sziikséges, azaz

A¢gnullahoz kell tartson. [T1, T2]

Kisérlettel igazoltam, a TOM feloldoképessége transzmisszids lizemmodban, a minta
forgatasaval meghaladja a koherens fénnyel kivilagitott, hagyomédnyos mikroszkopok
feloldoképességét, amennyiben a pasztdzasra hasznélt struktira kisebb, mint az
alkalmazott mikroszkop objektiv altal még feloldhatd kritikus méret. Hagyoményos
mikroszkdppal és TOM-mal is felvételeket készitettem egy 4um periddusu ekvidisztans
racsrol. Mindkét eszkdzben ugyanazt az objektivet hasznaltam a képalkotas sordn (NA =
0.1) és a kivilagito fény hulldmhossza (660nm) is azonos volt a két esetben. A
hagyoményos mikroszkop felvételei alapjan az eszkoz altal feloldott kritikus méret (CD)
nagyobbnak bizonyult, mint 2um. Ez a méret a képen még megfigyelheté legkisebb
modulacié periddusanak fele. A TOM felvételeken ez az érték 2um-nél kisebbnek
adodott. A racs modulacidja a hagyoméanyos mikroszkéop CCD felvételein nem volt
lathatdo, de a TOM felvételeken igen. A felvett képek Fourier analizise soran a
spektrumban csak a TOM esetén volt lathato a 4um-nek megfeleld karakterisztikus

frekvenciacsucs. [T1]

A gyorsabb pasztazas érdekében a rendszert nyalabpasztazasi lizemmodra alakitottam at.
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nyalédbforgatéassal és targyforgatassal oldottam meg. Mindkét esetben a forgaté6 mechanika



tengelyhibdjabol adodoan jelentésen romlott a rekonstrudlt képek mindsége. A
tengelyhiba szétvalaszthato Gn. szinkron és aszinkron mozgasra, melyek koziil a szinkron
mozgas a tengely laterdlis vandorldsanak atlaga, tobb korbefordulas utdn. Ebbdl a
mozgasbol eredd tengelypozicid hiba korrigdlhatd, mivel az elmozdulés palyaja mérhetd
¢s utdlag az elcstszott projekciok helyretolhatok. A véletlenszeriien valtozé elmozdulas,
mas szoval az aszinkron hiba hatdsa csak az elmozdulas valos idejii méréssel
kompenzalhaté a szinogramon. Az aszinkron hiba kikiiszobolésére mérési és korrekcids
eljarast dolgoztam ki mind targyforgatds mind nyalabforgatas esetén. A targyforgatdst
hasznal6 TOM elrendezésben a hiba mérése egy optikai-szalba csatold rendszer
segitségével tortént. A mintat tartalmazéd targylemez mogé egy masodik mikroszkop
objektivet tettem, mely elsé fokuszpontjanak sikja egybeesett a targy sikjaval. A fokuszt a
minta mellé, a pasztazasi tartomanyon beliilre poziciondltam. Az objektiv hats6 fokuszéba
egy egymoOdust optikai szalat raktam. A projekcidk felvétele sordn a diffrakcid limitélt
pasztazo csik fényének egy része a minta mogotti objektiven keresztiil az optikai szalba
csatolodott. A maximalis fényteljesitmény akkor jutott a szalba, amikor a kivilagitd csik
éppen a minta mellé pozicionalt fokuszpontba esett. Az igy mért poziciokkal megadhatd
egy virtudlis forgaskézpont a targy sikjdban, melyhez minden mért projekcido utdlag
hozzaigazithato. Nyalabforgatds esetén a korrekcié menete hasonld. A mintat kivilagito
nyaldb egy részét nyalaboszt6 hartya segitségével kicsatoltam. A kicsatolt karban a fényt
egy tllyukon atfokuszaltam és mértem az atjutd intenzitast. Tengelyhiba-mentes esetben
az igy mért intenzitds maximalis volt. Amint a tengelyhiba kdvetkeztében a forgatd elem
eltolta a nyaldbot, a tilyuk utdn nem volt mérhetd intenzitds. A pasztazo tikrot addig
pozicionaltam, mig a tiilyukon Ujra maximalis fény jutott 4t. Ekkor a rendszer virtualis
forgastengelye kijeldlhetd és az igy mért pozicio koriil a projekcid rogzithetd. A fenti két
eljaras segitségével a szinkron és aszinkron tengelyhibdkbol eredd képmindség romlas

mértékét a TOM feloldasi hatara ald tudtam szoritani. [T2]

Kisérletileg megmutattam, hogy a vonallal pasztazo, reflexios TOM feloldoképessége
meghaladja a kereskedelmi forgalomban kaphatod, ponttal pasztaz6 konfokalis mikroszkdp
feloldoképességet, azonos fokuszaldo objektiv hasznalata mellett. Ehhez eldszor
megmértem a kivilagitd objektiv altal 1étrehozott intenzitas eloszlas félértékszélességét
(FWHM) a fokuszban, mely 0,664 + 0,014um-nek adodott. A mért FWHM jol egyezik az
elméleti értékkel, mely 0,50/NA = 0,665um, ahol NA = 0,4, A = 532nm. Ponttal pasztdzo

konfokalis mikroszkép esetén a kivilagitd apertira altal 1étrehozott fokuszbeli



intenzitaseloszlas atmérdje az elmélet szerint 0,61A/NA. Ez az eloszlds megegyezik a
kivilagito apertira pontatviteli fiiggvényével (PSF). Konfokalis rendszer esetén az eredd
PSF a kivilagito és detektald aperturak pontatviteli fliggvényeinek szorzata. Ugyanazt a
numerikus apertarat feltételezve a kivilagitd és detektald nyalabmenetekben, a mért
FWHM érték alapjan a TOM lateralis felolddsa meghaladja egy ponttal pasztazo
konfokalis mikroszkop lateralis feloldasat. A josolt feloldasndvekedés kimutatasahoz
felvételeket készitettem a TOM-mal és egy ponttal pasztazd konfokalis eszkozzel (Zeiss
Axiovert 135M). A felvételek alapjan, a TOM altal feloldott kritikus méret 0,443pum (A =
532nm), mig a konfokélis eszkéz esetén 0,517um (A = 543nm) volt. Megéllapitottam,
hogy a TOM 15%-al nagyobb feloldast tesz lehetévé a konfokalis eszk6zhoz képest, a

kissé eltér6 hullamhosszak figyelembe vétele mellett is. [T2]

Célom volt egy, a tengelyhibara érzéketlen, kettdstord elemet tartalmazo és a diffrakcio
limitalt csik eléallitasara is alkalmas optikai rendszer tervezése €s megépitése. Ehhez
vizsgaltam. Kimutattam, hogy kettdstord lemezen keresztiil torténd fokuszalasnal (a
kristaly tengelye merdleges az optikai tengelyre) az ordindrius és extraordinarius fokuszok
nem gerjeszthetdek szeparaltan linedrisan polarizalt beesé nyalabbal, nagy NA esetén. A
fokuszald objektiv elforgatja a polarizacio iranyat az idealistdl, az apertura negyedeinek
sz¢lén jelentésen. Ennek kovetkeztében a rendszeren athalado fény intenzitasa 10%-kal
csokken, valamint a 1étrejové inhomogén kivildgitds miatt torzul a fokusz
intenzitasprofilja és a sériilt hengerszimmetria miatt aberraciok 1épnek fel. A fokuszfoltok
szeparacidja javithatd katadioptrikus optika hasznalatdval (intenzitds csokkenés 2%).

Ebben az esetben a kettdstord planparallel lemez vezet be aberraciot. [T3]

Kettdstoré lemezen atfokuszalva radidlisan €s azimutalisan polarizalt nyaldbot alitottam
el6. Ha az alkalmazott kristaly tengelye merdleges a kristaly felszinére, (s-tipusu kristaly)
akkor a keletkezd ordinarius és extraordinarius fokuszban a polarizacié azimutalis €s
radidlis szimmetriat mutat. OSLO sugéarkdvetd programmal kiszamoltam, hogy lineérisan
polarizalt kivilagito nyaldb esetén a keletkezd fokuszfolt hengeres szimmetridja sériil, mig
cirkularisan polaros kivilagitdé nyaldbot hasznalva nem valtozik intenzitds eloszlas
szimmetridja a fokuszban. A szamolasi eredményeket kisérlettel igazoltam. A keletkez6
azimutalis és radidlis fokuszok szeparacioja a kettOstord kristaly vastagsagatol és anyagi

tulajdonsagatol fiigg. (Fazishelyes, radidlisan polarizalt nyalab fokuszalhatosaga jobb,



mint a linedrisan vagy cirkularisan poldros nyalabé, igy optikai képalkotd rendszerben

torténd hasznalataval nagyobb lateralis feloldas érhetd el.) [T4]
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