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1. Bevezetés

Egy optikai mikroszkép feladata, hogy lathatdé fény segitségével képet
szolgaltasson egy olyan objektumrol, amelynek részleteit az emberi szem, mint
leképezd rendszer nem képes feloldani. Mara az optikai mikroszkoépok igen sok
valtozata fejlodott ki. A kiilonbozd megoldasok eltérd paraméterek javitasat célozzak.
A legfontosabb paraméterck kozott szerepel a lateralis felbontoképesség, amely egy
adott nagyitds mellett meghatdrozza a rogzitett kép ¢Elességét. A legegyszeriibb,
hagyomanyos mikroszkop egy objektivbol és egy okularbol all, kiegészitve egy
megfeleld kivilagitassal (Kohler, Epi), és egy detektorral (szem, CCD). Ezen leképezd
rendszer lateralis feloldasa az a tavolsag, amely tavolsagra helyezve két targypontot
azok a rogzitett képen megkiilonboztethetdek. Tehat a feloldas attol fiigg, hogy egy
pontszerli objektumrol mennyire kiterjedt foltot hoz Iétre a rendszer a képsikban
(pontatviteli fiiggvény, PSF).

A feloldas hasonldan értelmezhetd pasztazo mikroszkopok esetén, amelyek egy
meghatarozott strukturat (pont, vonal) fokuszalnak a mintdba, és mozgatva a struktirat
pasztazzak azt. A lateralis feloldas ekkor elsGsorban a pasztazo pont (PSF) vagy vonal
(LSF, line spread function) kiterjedésétdl fiigg. Ponttal torténd pasztazas esetén a
fokuszfolt alakja kedvezden alakithaté (keskenyebbé tehetd lateralis és/vagy axialis
iranyban) interferencia (4Pi, theta mikroszkép), apertira manipulacié (annuldris
apertira, bevonatos objektivek), vagy a polarizaciés viszonyok befolyasoldsa
(radidlisan poldros kivilagitds, VAE mikroszkép) révén. Alkalmazhatdo emellett
tobbfotonos gerjesztés, vagy STED technika. Széles latdbmezds, leképezésen alapuld
mikroszképok esetén is szamos technika terjedt el, amelyek célja a lateralis feloldas
novelése. Ilyen példaul a strukturalt kivilagitast alkalmazo mikroszkép (SIM) vagy a
lokalizaciés mikroszkopia (STORM, PALM).

Biologiai mintdk esetén gyakran fluoreszcens festést alkalmaznak (akér
tobbszoros festést is), amely altaldban kontrasztosabb képeket eredményez. Ha a minta
vastagabb a mikroszkép mélységélességénél, akkor a fokuszsikon kiviilrdl szarmazo
fény jelentdsen rontja a kép kontrasztjat. Pasztaz6 mikroszkdpok egy fontos eldnye,
hogy konfokalis detektalds alkalmazéasaval a fokuszsikon kiviilrél szarmazo fény

kiszlirheté és ezaltal a kép élesebbé tehetd. Ez egyben azt is jelenti, hogy a minta



sikonként vizsgalhat6. Ez, az Ugynevezett optikai szeletelési tulajdonsag
megvaldsithatd egyéb modszerekkel széles latdomezds technikaknal (SPIM, SIM,
STORM).

A tomografiai modszereket foként az orvosi diagnosztikaban és preklinikai
vizsgalatokban hasznaljak arra, hogy nem invaziv modon jussanak informacidhoz a
vizsgalt emberi vagy allati szervezet belsé struktirajardl. A rontgenes szamitogépes
tomografia soran a testet tobb iranybol vilagitjak at rontgensugarakkal, mérik azok
elnyelédését és szamitogépes algoritmusok segitségével rekonstrualjuk ezen
informaciobodl a szervezet belsd felépitéset. A tomografias megkozelités kozvetleniil
atiiltethetd optikai tartomadnyba (OPT, optikai projekcidos tomografia) ¢és
alkalmazasaval 3 dimenzios felvételek készithetdek néhany centiméter
mérettartomanyba esd, viszonylag attetsz0 mintak esetén.

A vonalpasztazdo tomografias optikai mikroszkop (LSTOM) egy olyan
mikroszkdpids moddszer, amely a vonalpdsztazas pontatviteli fiiggvényét izotréppa
teszi, és a lateralis feloldast noveli 18%-kal egy hagyomanyos ponttal pasztazo
konfokalis mikroszkophoz képest. LSTOM mikroszkopban a tomografias adatgytijtés
ugy valosul meg, hogy a mintat tobb iranyban végigpasztazzuk egy fokuszalt vonallal.
Az ily médon rogzitett adatokbol (szinogram) keriil kiszamolasra (rekonstrukcio) a
minta képe. A vonalat és a pasztazasi iranyt egy képforgatd prizmaval forgatva
azonban a rontgenes tomografiaban tapasztalt rekonstrukcios hibakhoz hasonld hibak

Iépnek fel, amelyek jelentdsen degradalhatjak a felvett képet.



2. Célkituzések

A célom a vonalpasztdzd tomografias optikai mikroszkop lateralis feloldasanak
javitasa €s a képmindséget degradalo hibak vizsgalata €s azok minimalizalasa.

1. A képmindséget és a lateralis feloldast jelentésen ronthatja a tomografids
adatgylijtés hibdja, ami LSTOM esetén a képforgatd prizma bedllitasi
pontatlansdgara és a prizmat forgatd egység tokéletlen mivoltara vezethetd vissza.
Célom egy, az optikai rendszer paramétereitdl és a vizsgalt mintatol fiiggetlen
kritérium megfogalmazasa, amely garantalja, hogy a rekonstrukcios hibak hatasa
kisérleti szempontbdl elhanyagolhat6 legyen. Célom tovabba megvizsgalni elméleti
¢s kisérleti uton, hogy a meghatarozott kritérium egy adott kisérleti elrendezés
esetén milyen feltételekkel, milyen beallitasi pontossag mellett teljesithetd.

2. A rekonstrukciés hibak forrasa a képforgatdé prizma, ezért célom egy azt
helyettesitd kivilagitasi modszer kisérleti alkalmazhatosaganak vizsgalata. Egy
kettostoré lemez segitségével vezetek be asztigmiat vezetek be a rendszerbe, és
vizsgalom, hogy segitségével megvaldsithato-e a kell6 pontossaggal a 1étrejovo
vonal forgatasa, tehat alkalmazhat6-e LSTOM mikroszkdpban.

3. Célom az LSTOM mikroszkdpot alkalmassa tenni fluoreszcens bioldgiai mintak
vizsgalatara. Ehhez sziikséges a konfokalis detektdldas megvalositdsa és a
fényveszteségek csokkentése. Megvizsgalom, hogy a valtoztatdsok befolyasoljak-e
a rendszer mikodését, és azt, hogy milyen optimalizalasok lehetségesek LSTOM
rendszerben.

4. Célom egy vonalpasztazo rendszer laterdlis feloldasat novelni. Ennek érdekében
fazismanipulacidt hajtok végre a kivilagitason és ezzel egyidejiileg konfokalis
detektalast alkalmazok. Elméletileg vizsgalom a rendszer eredé vonalatviteli
fiiggvényét(LSF) befolyasold rendszerparamétereket, tovabba vizsgalom a
megoldas kisérleti alkalmazhatdsagat. Célom a laterdlis feloldas kisérleti

meghatarozasa és a modszer LSTOM-ban torténd alkalmazhatdsaganak vizsgalata.



3. Alkalmazott modszerek és eszkozok

A képmindséget vizsgald szamolasaimat Matlab kornyezetben végeztem.
Pontszerli objektum ¢és a Richardson csillag (Richardson test slide, US
2004/0227937A1) digitalis képmasa alapjan szamolt szinogramokat alkalmaztam a
rekonstrukcios hiba okozta feloldascsokkenés vizsgalatara. A kapcsolodd optikai
szamolasokhoz az OSLO program segitségével végeztem nyaldbkovetést.

Tobb LSTOM elrendezést és egy vonalpasztdzo rendszert épitettem, amely
rendszerek lateralis felbontoképességeét pontszerli objektumokkal (200nm festett
polisztirol gombdk, eziist nanorészecskék) és a Richardson csillaggal mértem. A
feloldast kiilonallo pontszerli objektumok esetén a rogzitett vonalatviteli (LSF) és
pontatviteli fiiggvények (PSF) illesztése alapjan hatdroztam meg, tovabba a
Richardson csillag ¢és nanorészecskéket tartalmazé minta esetén a modulacios
transzferfliiggvény alapjan meghatarozott levagasi frekvenciabol szamoltam ki.

Az optikai tengely képforgatd prizma altali eltériilését vizsgaltam tobb LSTOM
elrendezés esetén. Ehhez a minta konjugalt sikjaba helyeztem el egy ttilyukat és mogé
egy szilicium alapu detektort. A tiilyukrdl rogzitett szinogram alapjan hatdroztam meg
az optikai tengely eltériilésének és az azt eldidéz6 hibak mértékét. Emellett a fokuszalo
objektiv belépd aperturajanak sikjaban rogzitettem a kivilagitd nyalab elmozdulasat
CCD segitségével.

Az asztigmias kivilagitas megvalositasdhoz egy Zeiss (Neofluar M20x/0.4NA)
objektivvel fokuszaltam 4t a kivilagitdé nyaldbot egy p-tipust, 0.5mm vastag kalcit
lemezen. A létrejoveé asztigmias vonalat egy Olympus (M20x/0.4NA) objektiv, egy
teleszkop, és egy Nikon (M50x/0.55NA) objektiv segitségével fokuszaltam tjra a
Richardson tesztmintara. Asztigmias vonal forgatasat a kalcit lemez és egy polarizator
egyiittes forgatdsaval, a pdsztdzast egy X-y-z piezo tomb segitségével valositottam
meg. A Richardson csillag segitségével vizsgaltam a képmindséget €s a lateralis
feloldast.

Pechan prizmat és galvo tiikorrel torténd pasztazast alkalmazo LSTOM
rendszert alakitottam at fluoreszcens és konfokalis vizsgalatokhoz. Ehhez dikroikus

nyaldbosztoval csatoltam ki a minta altal emittalt fényt. A nyalabot egy emisszids



szlirén atvezetve a nyalabot atfokuszaltam egy résen €s az atjutd fényt fotoelektron-
sokszorozoval detektaltam. A feloldast és a pontatviteli fiiggvény izotrop mivoltat
festett polisztirol gombon, a képmindséget és az optikai szeletelési tulajdonsagot pedig
Convallaria majalis tesztmintan vizsgaltam Zeiss (M20x/0.4NA) objektiv hasznalata
mellett.

Vonalpasztazo mikroszkopot épitettem, amelyben a pasztazdé vonalat egy
hengerlencse segitségével hoztam létre, a pasztazast pedig piezo tombbel valdsitottam
meg. A kivilagito nyaldb fazisviszonyait egy SLM (Spatial light modulator)
segitségeével modositottam ugy, hogy a nyalab kozépso részében nt fazistolast vezettem
be. Ekkor, megfeleld kitdltési tényezd esetén finomabb struktura vilagitja ki a mintat,
amely 3 cstccsal rendelkezik a vonalra merdleges iranyban. A kozépsd csucs altal
megvilagitott térrészbdl érkezd fotonokat detektaltam konfokalisan. Ehhez egy CCD
pixelsorat alkalmaztam vonaldetektorként. A rendszer feloldadsat eziist nanorészecskék
alkotta mintaval vizsgaltam Nikon (M100x,1.49NA) olaj immerzios objektiv
hasznalata mellett.

A fényforras minden elrendezés esetén egy  diddapumpalt
frekvenciakétszerezett Nd:YAG 1ézer (Roithner DPSSL-532) volt, amelyet 10 kHz
5V TTL jellel modulalva Lock-in detektalast alkalmaztam. Az adatok beolvasasat egy
NI PXle-6356 tipust adatgyijté kartya végezte. A mérések vezérlését Labview, a

mérések kiértékelését Matlab kdrnyezetben valdsitottam meg.



4. Uj tudomanyos eredmények

1. Vonallal pdsztizo tomografidas optikai mikroszképban (LSTOM) alkalmazott

képforgato prizma hibas bedllitasanak és forgatasanak a képalkotdasra gyakorolt
hatdsat  vizsgaltam  optikai  nyaldabkévetés és numerikus  szimuldaciok
alkalmazdsdval. Kritériumot hatdaroztam meg, mely szerint, ha a pdsztazo vonal
elmozdulasa nem haladja meg a laterdlis felolddas 1/10-ét, akkor a rekonstrualt
kép lateralis feloldasanak romlasa nem haladja meg a 2%-0t.
LSTOM mikroszképban kritikus pont a pasztazé6 vonal €s a pasztazasi irany
forgatasa ugyanis, ha a tomografias adatgytijtés soran a projekcidkat nem egy pont
koriil rogzitjiik, akkor a rekonstrudlt kép mindségromldst szenved. Ilyen hibat
eredményez, ha az LSTOM rendszerben haszndlt képforgatdé prizma a beallitas
pontatlansaga vagy a forgatd hibaja miatt eltériti az optikai tengelyt. Az ezzel
kapcsolatos hibakat vizsgaltam optikai nyalabkovetéssel, és szimuldciokkal. Azt
taldltam, hogy ha a pdsztazd vonal elmozduldsa nem haladja meg a lateralis
feloldas (R) 1/10-ét, akkor a rekonstrualt kép lateralis feloldasanak romlasa nem
haladja meg a 2%-ot. Ezen kritérium megvalosithatosagat vizsgaltam elméletileg és
kisérletileg tobb LSTOM elrendezés esetén. [T1]

2. Kettistord lemez segitségével létrehozott asztigmidas vonalat alkalmaztam LSTOM
mikroszkopban, ezaltal stabilabb forgatast valositva meg, mint képforgato
prizmaval. Asztigmia vezethetd be egy p-tipusu kalcit lemezen atfokuszalva egy
linearisan polarizalt nyalabot. A fokuszban 1étrejové vonal forgathatd a lemez és a
polarizécids irany egyiittes forgatasaval. A modszer elénye, hogy a pasztazd vonal
lateralis pozicidja fiiggetlen a kettdstord lemez eltoldsatol, és a lemez doélésszogét
is elegendd nagysagrendileg 0.01° pontosan bedllitani, ezaltal kevésbé érzékeny a
beallitasra és a forgatdsra, mint a képforgatd prizma. Kisérletileg megvalositottam
az asztigmias kivilagitast LSTOM mikroszkopban. A rogzitett kép izotrép és
rekonstrukcios hibaktél mentes, ami az jelenti, hogy a vonal hibamentesen
forgathatd. Emellett 10% feloldasjavulast tapasztaltunk a hagyomanyos
mikroszkop elvi feloldasahoz képest. [T2]



3. Fluoreszcens biologiai mintik vigsgdlatara alkalmas konfokdlis LSTOM
mikroszkopot épitettem. A rogzitett képek rekonstrukcios hibaktol mentesek és a
laterdlis feloldas 11%-kal haladja meg a hagyomdnyos mikroszkop feloldasat.
Fluoreszcens mérésekre alkalmas LSTOM rendszert épitettem ¢&s tesztmintak
segitsegével vizsgaltam a mikroszkop képalkotasat. Convallaria Majalis mintarol
rogzitett képek rekonstrukcids hibaktol és aberracioktol mentesek, tovabba
demonstraljak a mikroszkop optikai szeletelési tulajdonsagat. Festett 200nm
polisztirol gémbrdél késziilt felvétel alapjan elmondhatd, hogy a rendszer
pontatviteli fliggvénye izotrop, €és az ez alapjan szamolt, Rayleigh értemben vett
lateralis feloldas (0.67pum [Age;=532nm, NA=0.4]) jo egyezésben van az elméleti
értékkel (0.665um). Ez alapjan a lateralis feloldas 17%-kal haladja meg a
hagyomanyos mikroszkop feloldasat. [T1]

4. Vonallal pasztazo mikroszkopban 37%-os lateralis felolddsjavuldst valositottam
meg a kivilagitas fazismanipuldacidja és konfokdlis detektalas alkalmazdsa réven.
A kivilagité nyalab féazisviszonyainak megvaltoztatasaval finomabb vonalszerii
struktarat hoztam 1étre egy vonallal pasztazé mikroszkop fokuszaban. Ehhez a
nyalab kozepén m fazistolast vezettem be. A specidlis kivilagitdst konfokalis
detektalassal kombinaltam, ezzel eliminalva a kivilagitds mellékesticsaibol
szarmazo fényt. Elméletileg vizsgaltam a fazistolas kitoltési tényezdjének, €s a
konfokalis rés szélességének hatasat a rendszer eredd vonalatviteli fiiggvényére. A
kitoltési tényezd optimalis értéke ~0.15, €s a rés szélessége nem haladhatja meg a
0.5 Airy egységet. Méréseket végeztem eziist nanorészecskékbdl allo mintan, és azt
talaltam, hogy 532nm hulldmhosszasagu kivilagitas €s 1.49 numerikus apertiraja
objektiv alkalmazasa mellett a lateralis feloldas (a Rayleigh kritérium alapjan)
115nm. Ugyanezen rendszerben a manipulacidé és konfokalis detektdlas nélkiil
183nm mérhetd, amelyhez viszonyitva a feloldasjavulas 37%. A javulas mértéke
36% a hagyomanyos vonalpdsztdz6 mikroszkop (179nm) és 47% hagyomanyos
mikroszkdp (218nm) esetén, az azonos hullamhossz és numerikus apertira mellett
szamolt, elvi értékekhez viszonyitva. A modszer elméletileg alkalmazhato LSTOM

rendszer feloldasanak noveléséhez. [T3]
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