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A kurzus célja:

A fénymikroszkopos képalkotas, kiilonleges és uj mikroszkopos technikdk elméleti alapjainak megbeszélése és
gyakorlati bemutatasa. A digitalis képrogzités, feldolgozas és megjelenités elméleti alapjainak megbeszélése és
gyakorlati aspektusainak bemutatdsa. A kurzus sordn a hallgatdk 6nall6é szamitogépes munka soran gyakorolhatjak
a digitalis képanalizis 1épéseit.

A kurzus tematikaja:

1. Bevezetés, eligazitas, elvarasok. Miért hasznaljunk mikroszképot? Egyszerli és Osszetett mikroszkop.
Geometriai optika.

2. A mikroszképos képalkotés elméleti alapjai I: refrakcio, diszperzid, nagyitas, feloldoképesség, kontraszt.
3. A mikroszkopos képalkotas elméleti alapjai II: diffrakcid, numerikus apertura.

4. A fénymikroszkopia gyakorlati alapjai: Kohler megvilagitas, objektiv lencsék, lencseaberracidok, mikroszkopos
targy- és fed6lemezek.

5. Kontrasztndvelés a fénymikroszkopban I: sotétlatotér, fazis kontraszt, interferencia kontraszt.

6. Kontrasztnovelés a fénymikroszkopban II: polarizacio, fluoreszcencia.

7. A klasszikus optikai felbontasi hatar lekiizdése: konfokalis mikroszkopia, "near field" optikai pasztazo
mikroszkopia.

8. Kiilonleges mikroszkopidk: teljes belsd visszaverddés fluoreszcencia mikroszkdpia, két-foton fluoreszcencia.
9. Erdkifejtés a fénymikroszkopban: a lézercsipesz.

10. A latas élettana: a szem szerkezete, refrakci6, akkomodacio, érzékenység, felbontas, kontraszt, modulécid
transzfer fliggvény, szinlatas.

11. A kép elektronikus detektalasa, atvitele és megjelenitése. A video jel.

12. Kép digitalizalas. Digitalis kamerak. A képalkotas hibainak analdg és digitalis korrekcioja.

13. "Image enhancement I": a kontraszt transzfer fiiggvény modositésa.

14. "Image enhancement II": konvolucié.

15. Szegmentaco és kiiszobolés. Binaris képek feldolgozasa.

16. Geometriai transzformaciok.

17. Kvantitativ adatok extrahdlasa a digitalis képbdol.

18. Képsorozatok analizise. Tomografia. Haromdimenzids képanalizis.

Bemutatott mikroszkopiak:

Vilagos latotér mikroszkop, Fazikontraszt mikroszkop, Epifluoreszcencia mikroszkop, Polarizacios mikroszkop,
DIC mikroszkép, Nagy érzékenységli videomikroszkopia, Konfokalis mikroszkop, Teljes belsé visszaverddés
fluoreszcencia (TIRF) mikroszkop, Atomerdmikroszkop, Lézercsipesz
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BEVEZETES

A fénymikroszkop az egyik legelterjedtebb laboratoriumi és kutatdeszkoz. Széles korben hasznaljak, de
gyakran a mikodési elvek ismerete nélkiil. A mikroszkoép mitkddési elvének ismerete fontos a miszer helyes
hasznélata, az alkotott kép helyes interpretacidja, és féleg az eredmények miiterméktdl valo elkiilonitése miatt. Az
alabbi Osszefoglalas egyfajta vdzlatot, vezérfonalat kivan adni a fénymikroszkopia és a digitalis képanalizis
tanulasdhoz.

Miért hasznaljunk mikroszképot?
Klasszikusan a mikroszkdpia célja a szemmel észre nem vehetd részletek felfedése. Az alabbiak fontos
mikroszkopos paraméterek.

Nagyitas vagy felbontas?
"Hasznos" nagyitas: elkiiloniilnek a részletek (felbontas).
"Ures" nagyitas: tovabbi részletek nem kiiloniilnek el.

Feloldoképesség: a mikroszkop mint képalkotd eszkoz egyik legfontosabb paramétere; az a legkisebb részlet,
melyet egy mikroszkop felold (felbont) egy idealis mintaban.

Feloldas (felbontas): egy adott (nem idealis) mintaban feloldott aktualis részlet.

Feloldhato minimalis tavolsdag (dmin): a feloldoképesség és a feloldas kvantitativ jellemzésére szolgald paraméter
(nagy feloldas, kis dmin). A konvencid spektroszkopiai eredetd.
A fénymikroszkop feloldoképessége ~0.2 pm (hulldamhossz-limitalt, 1asd késdbb).

A fénymikroszkopia fejlesztésének céljai:
Feloldéas novelése

Nativ szerkezet meg0Orzése

Mikroszkopos kép interpretacidja, analizise



A MIKROSZKOPIA ROVID TORTENETE

Okori Réma: nagyitlencsék hasznalata

1600-as evek eleje: Zacharias Jansen (holland optikus) nevéhez fliz6dik az elsé mikroszkop.
1667: Robert Hooke (Royal Society titkara) celluldkat ir le parafdban 6sszetett mikroszkép segitségével.

1674: Antony van Leeuwenhoek (holland iizletember, Delft) €16 mikrébdkat figyel meg sajat maga éltal
csiszolt egyszer(i mikroszkop (1. abra) segitségével.

1600-as évek vége: Newton; a fény korposzkularis elmélete

1801: Thomas Young; a fény hulldimtermészetének bizonyitasa interferenciasavok kimutatasdval.
1818: Augustin Fresnel; szdmos optikai effektus leirasa hullamelmélet segitségével.

1864: J. Clerk Maxwell; az elektromagneses tér matematikai elmélete

1873: Ernst Abbé; a felbontoképesség korldtozottsagdnak elméleti felismerése

Ernst Abbe (1840 - 1905)

1873: Ernst Leitz 5 objektiv lencsét magaban foglal6 forgd tart6t (turret) épitett.

1886: Ernst Abbe apokromat lencsét tervez, mely a voros, sarga €s kék szineket egy pontba fokuszélja.
Az objektiv 10 lencse-elemet tartalmazott.

1893: August Kohler; kidolgozza a réla elnevezett mikroszképos megvilagitasa technikat.



August Kohler (1866 - 1948)

1900: A felbontoképesség hataranak gyakorlati elérése

1904: A Zeiss gyarban megépitik az elsé kommercidlis UV mikroszkopot, melynek felolddsa a lathat6
fény(i mikroszképéndl kétszer olyan j6.

1930-as évek: Frits Zernike megépiti a faziskontraszt-mikroszkép

Frits Zernike, Nobel-dj 1953. A fazis-kontraszt mikroszkép
prototipusa (L-4llvany, 1936). Az els6 felvétel €16 sejt magjarol
(1941).

1931: Max Knott és Ernst Ruska megépitik az els6 elektronmikroszképot (Ernst Ruska 1986-ban Rohrer-

rel és Binnig-gel, lasd alabb, kozdsen Nobel-dijat kapott).

1933: Ruska megépiti az els6 elektronmikroszkdépot, melynek felolddsa meghaladja a fénymikroszképét.

1937: Megépiil az els6 pasztazé elektronnmikroszkop.

1939: A Siemens cég piacra dobja az elsé kommercidlis elektronmikroszképot.
T

1970-es évek: Arthur Ashkin kidolgozza a 1€zercsipesz alkalmazasat.

1982: Binnig és Rohrer (Nobel dij 1986) kidolgozza a pdsztazé probamikroszkdpiat. Az els6 SPM
alagutaramot mért (pasztazo alaguteffektus mikroszkép).

1983: A lézer pasztdz6 konfokdlis mikroszkép kommercidlisan elérhetévé valik.

1986: Az atomerémikroszkdp feltaldldsa, melyben dram helyett mechanikai eré mérése torténik.

1990-es évek: Near Field Scanning Optical mikroszkép; Szamitdgépes képanalizis a mikroszkdpidban

Ma: Kiilonb6z6 mikroszképos technikdk egyidejii, szinkronizélt alkalmazdsa. Mikroszképia kombindldsa

spektroszkdpias technikdkkal (fluoreszcencia) AFM és 1ézercsipesz mint molekuldris mechanikai

manipuldcids eszkoz.



MILYEN MIKROSZKOPOT HASZNALJUNK?

Megfontoland6 tényezok:
Mintaméret
Minta rogzitése
Minta vastagsaga
A mintdban fellelhetd kontraszt

A megfeleld mikroszképids technika kivalasztasanak 1€péseit a 2. abra mutatja.

a lencsét kozrefogd két gyiirQ

__+ aprecizios fiiles csavar menetei

2 2 , . ;.
1. abra. A. Leeuwenhoek kézben tarthaté mikroszképja.
START P
L] s> acell Use a hand lens or a dissecting
How small 1s 1t? — microscope (up to 64x). Gives
l < acell \\ stereo depm perceptlon
e
Use a compound ‘1
microscope Transmitted light - Bright field, Dark field
' ’ Epi-illumination

What is it mounted on?

l slide

Petri dish alr

/——'——ﬂ

e W |J5e an inverted mrcmsrope
Use an upright microscope )
= No -
Is it thin (< 50 um)? I (Use epi-illumination )
N

Yes
Yes
Is it fluorescently labeled? | — @SRIVGEH R

Y No

5 2
E—U% vansllumination \ Is it reflective? | Yes
e.g. gold, silver
Ni
Is it colored or densely Bright field l £
contrasted or stained? Phase contrast Is it fluorescently | Y€S

labeled?
1 No
. Yes Phase contrast l
Is it lraﬂsparenﬂ] Nomarski
- Autofiuorescence g =
Section
No (‘—

Is it reflective? Yes Dark field (coro @
e.g. gold, silver Reflected light
1 No
Polarized light Epi-fluorescence
+ confocal imaging
Retlected light
(Conclusion box +confocal Amgging -—

Specific technique

“It" = specimen to be visualized

2. abra. A megfelel6 mikroszkopos médszer kivalasztasanak lépései.

Is it nrremngem"




A ma madr szinte mindenki szamara j6l ismert, kiilonb6zé mikroszkép tipusok sémadit a 3-5. abrak

mutatjak.

Camera ®

il

Eyepiece —

———{] — Beamsplitter

Focus control

Objective

S Lamp for epi-illumination

Stand

Lamp for transmitted light

3. abra. Sztereo vagy operacids mikroszkdp.

L

Camera

Eyepieces ——— . .

Objectives ———

Stage
Focus control

Condensef ——————— —

-,

Stand —

4. abra. "Upright" mikroszkép.

Lamp

Condenser

Specimen in Petrn dish ~__

] ——— Condenser focus

Microinjection equipment

/

Stage

Objectives

Stand

Focus control

5. abra. Inverz mikroszkop



A MIKROSZKOP FELEPITESE, ALAPTIPUSAI

A mikroszop részei vazlatosan
Fényforras
Kondenzor
Objektiv lencse
Okular
Detektor

A mikroszkodp sugarmenetét, részeit, és a sugdrmenetbe kiilonb6z6 helyeken illeszthetd optikai

komponenseket a 6. abra mutatja.

Source ¥

Condenser
lens

Specimen
plane

Objective
lens

Intermediate
image plane

QOcular or projection
lens system

Receiver
(photographic plate)

6. abra. Sugdarmenet a mikroszképban, feltiintetve a mikroszkop f6 elemeit (bal oldal). Az optikai titba

(_ ILLUMINATOR )

[ CONDITIONER |

CONDENSER

[ SPECIMEN |

(_OBJECTIVE LENS )

[ IMAGE FILTER |

OCULAR

RECEIVER

LIGHT SOURCE
COLLECTOR
FIELD DIAPHRAGM

CONDENSER I[RIS PHASE ANNULUS
POLARIZER DARK-FIELD ANNULUS
NOMARSKI PRISM APERTURE MASK
FLUORESCENCE EXCITATION FILTER

Focal length
Numerical aperture
Aberration
Transmission

Slide thickness/immersion

Coverslip thickness/immersion
Absorb, diffract, fluoresce, retard, etc.
Azimuth

Magnification/focus
Numerical aperture
Aberration
Transmission

OTF

NOMARSK! PRISM OBJECTIVE IRIS
COMPENSATOR PHASE PLATE
ANALYZER SSEE FILTER
FLUORESCENT BARRIER FILTER

Magnification
Aberration
Field size
Eye point

Eve

PHOTOGRAPHIC EMULSION
PHOTOMULTIPLIER
PHOTODIODE ARRAY
VIDEO CAMERA

kiilonb6z6 helyeken kiilonb6z6 komponensek illeszthet6k (jobb oldal).

A fénymikroszkop alaptipusai és a mikroszkopos képalkotas alapelvei

A. Egyszerii mikroszkop
-egyetlen lencsét tartalmaz

-nagyitott, virtudlis képet 4llit el6 (7. abra).

-PI: kézinagyitd, Leeuwenhoek mikroszkopja (1. abra).



% ~————RETINA Q-—REUNA

¥ /\é_/(— LENS OF EYE
<——LENS OF EYE

~——— EEPIECE

/ \
< IMAGE FORMED
/ % | BY OBJECTIVE
\

SIMPLE
MAGNIFIER
/ \

/ \
/ \ 254 / \\
BJEC (40 whes) / ~——— OBJECTIVE
/ Q‘\\—SU T
\

/ 4—\— SPECIMEN

/ -——\-\—CONDENSER

7. abra. Az egyszerl mikroszkop felépitése és 8. abra. Az osszetett mikroszkop részei és
képalkotésa. képalkotésa.

B Osszetett mikroszkop:
-Nagyitas két 1épésben (8. abra):

1 Objektiv lencse eldallit egy nagyitott, valds, primer (intermedier) képet.
2. Az okuldr tovabbnagyitja a primer képet, és eldallit egy nagyitott, virtualis képet.

A mikroszkop fontos paraméterei:

-"Nagyitéerd": az objektiv lencse paramétere

-"Vizualis nagyitas": (objektiv nagyitds) x (okuldr nagyitas)

-Optikai tubushossz: az objektiv hats6 fokuszsikja és a primer kép kozotti tdvolsag

-Mechanikai cs6hossz: az objektiv foglalat és az okular ko6zotti tdvolsag (4lt. 160, 170 mm). A végtelenre
korrigélt mikroszkdpok esetében ennek nincs jelentdsége.

-Csofaktor: az optikai tengelybe helyezett parallelizalo lencsék altal okozott jarulékos nagyitds; a teljes
nagyitas szamitasakor figyelembe kell venni.

-Ramsden korong: az okuldrbdl kilép6 sugarak ide térnek Ossze. Jelentdség: a szemet ide helyezve a teljes
latomez6 lathat6. A Ramsden korong és a virtudlis kép kozotti tavolsag kb. 250 mm. A mikroszkop teljes
nagyitdsa ezen tavolsidgra van megadva.



GEOMETRIAI OPTIKA

A mikroszkép nagyitasa és dltalanos képalkotdsi tulajdonsagai megérthetok a geometriai optika
segitségével. A geometriai optika a fény kozvetleniil megfigyelhetd viselkedésével foglalkozik anélkiil,
hogy a jelenségek természetét (a hattérben rejlé mechanizmusokat) részletesen megvizsgalna.

Sugdrdiagram: a sugarak az energiatranszfer irdnyat jelképezik.

Reverzibilitds elve: egy adott optikai rendszerben a sugarak mindkét irdnyban ugyanazon az utvonalon
haladnak. (Ez nem jelenti azt, hogy az atvitt energia mennyisége mindkét iranyban ugyanakkora.)

1. Képalkotas egyszerii konvex lencsével

a. targy a fokusztavolsagon kiviil (de a kétszeres fokusztavolsagon beliil): kép nagyitott, forditott allasu,
valds (9. abra).

b. targy a fokusztavolsdgon beliil: kép nagyitott, egyenes alldsud, virtudlis. A virtudlis kép kozvetleniil
meg nem jelenithetd; relaxalt, nem akkomodalt—végtelenbe tekint6 —szemmel vizsgalhat6 (10. abra).

Virtual image Object Eye lens Retina

Wi
sl
N

' oS e

Image ¥

Final image

Focal point . Focal point
{ | J L 1 ]
f f ;

, !
9. abra. 10. abra

2. Képalkotas lencsekombinacioval
a. targy a fokusztavolsagon kiviil: két lencse kombindcidja nagyitott, valds képet ad, de a kép egyenes
allasu (11. abra).
b. a fénymikroszkép sémds sugardiagramja (12. abra):
elso6 lencse: nagyitott, forditott allasd, valds kép
masodik lencse: nagyitott, egyenes allasu, virtualis kép

Eyepiece

Objective

. Eye lens
Object i | .
- | , Final
' 1st Image ! . Image

- l -

e,
.
o] Retina

Final image

11. abra ,"/ Virtual image
12. dbra
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3. Geometriai optika részletesebb terminolégiaja (13. abra)
Fokuszpont: az a pont, amelybe egy (konvex) lencse a paraxialis (optikai tengellyel padrhuzamos, annak
kozelében haladd) fénysugarakat 6sszegyfijti.
Fokusztdavolsdg
a. Effektiv fokusztavolsag (Effective Focal Length, EFL, "f"): a fokuszpont és a lencse principalis
ponta(i) kozotti tavolsag.
b. Lencsefeliileti pontokra vonatkoztatott fokusztdvolsag:
-Eliils6 fokusztavolsdg (Front Focal Length, FFL, "ff")
-Hatso fokusztavolsdg (Back Focal Length, BFL, "fb")
Principdlis felszinek (vastag lencsék esetén):
a. Elsodleges
b. Masodlagos
Principdlis pontok:
a. Els6dleges (H): az elsédleges principdlis felszin és az optikai tengely metszéspontja
b. Mésodlagos (H"): a masodlagos principalis felszin és az optikai tengely metszéspontja
Vertex:
a. Elsodleges (A)): a primer lencsefeliilet es az optikai tengely metszéspontja
b. Mésodlagos (A,): a masodlagos lencsefeliilet és az optikai tengely metszéspontja

primary principal point | t secondary principal surface
\ } % /
primary principal surface \ [+t — // ,secondary principal point
. //
ray trom object at infinity —
ray from obyect at nfinity 3 A - / ¢ S
\ % — | S s
front [primary) focal point, primary vertex A, [\ \ "‘Q rear (secondary) focal point
A ~ ’ = - - \ AN - S — —_Fg_ - —  Cu—
optical axis P~ ’ wH XA, secondary vertex T
- a |
T\ - ] : ray locates ———
;\' | / | front focal pont or

pamary pancipal
] | | surface

front focal piane ' Irear focal plane

Effective focal length (EFL), may be positive (as shown) or negative

]

Edge thickness

f, = Front focal length (FFL) A = Front focus to front edge distance t,

f, = Back focal length (BFL) B = Rear edge to rear focus distance t, Center thickness

13. abra. A konvex lencse fontos paraméterei.

4. Principalis pont el6fordulasi helyei:
Fiigg a lencse torésmutatéjatol €s a gorbiileti sugartdl. A lencsén kiviil is lehet (14. abra)!

\

—

/
of
==

\

| |
| ! I
|
g /
\
o
| |
\
\

\

|
|
. 1 i

! !
M|
|

\

|
==
/
=l
|
NS 2

14. abra. A principdlis pont kiilonb6z6 lencsék esetében.
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5. Paraxialis képletek levegében levo lencsékre:

Paraxidlis sugarakra vonatkoznak: sugarak, melyek parhuzamosak az optikai tengellyel és ahhoz kozel
helyezkednek el. Kovetkezmény: a torésszogek (és ezek szinuszai) kicsik; a szferikus aberracio (lasd
kés6bb) nem jatszik szerepet (15-16. abra).

front focal point rear focal point

principal points

Note location of object and image relative to front and rear focal points.

¢ = Lensdiameter s = Objectdistance, positive for object (whether real
or virtual) to the left of principal point H
m = s"/s =h"/h = magnification or conjugate
ratio, said to be infinite if either s” or s s” = Image distance (s and s” are collectively called
conjugate distances, with object and image in
conjugate planes), positive for image (whether real
or virtual) to the right of the principal point H”

is infinite

f# = Arcsin (¢/2s)

f = Effective focal length (EFL), may be positive
(as shown) or negative. f represents both FH and
H”F”, assuming lens to be surrounded by medium
of index 1.0

h = object height

h” = image height
15. abra. Képalkotas egyszeri konvex lencsével.

SIGN CONVENTIONS

The validity of the paraxial lens formulas is dependent on adherence to the sign conventions shown here:

For lenses: (refer to Figure A1.1) For mirrors:

s is + for object to left of H f is + for convex (diverging) mirrors

A, e f is — for concave (converging) mirrors

LG el s is + for object to left of H

is + for image to right of H”

(the second principal point) s is — for object toright of H

is — for image to left of H” is — for image to right of H”

m is + for an inverted image is + forimage to left of H”

m is — for an upright image m is + for an inverted image

m is — for an upright image

When using the thin lens approximation, we can just refer to the left and right of the lens.
16. abra. A hasznalt paraméterek eldjel-konvencioi.

Optikai torderd:

Meéterben kifejezett fokusztavolsag esetében dioptriaban fejezziik ki (D).

Nagyitds:

12



A fenti képleteket dtalakitva az alabbi Osszefiiggéseket kapjuk:
X (s +s”)
F=m——--
(m+ 1)
sm
m + |

s + §”
1
m+ 2+ —
m

”

s(m+1)=s+s

Az "f-szam" (f-number) és a numerikus apertura (NA) kozotti osszefiiggés

b
2

a
principal surface

17. abra. Az f-szam kifejezéséhez hasznalt paraméterek.

Az f-szam:
¢
f-number = —
0]
Numerikus apertira (NA):
1)
N.A. = sinfl = —
2
A fenti két egyenletbdl:
]
N.A. =

2(f-number)

6. Reflexio (fényvisszaver6dés).
A reflexi6 torvénye: i =1

Beeso sugér Visszavert sugdr

7277777777

18. abra. Fényvisszaverddés (reflexio).

7. Refrakcio (fénytorés)
A legrovidebb id6 Fermat-féle elve: két pont k6zott az 6sszes lehetséges ut koziil a fény azt az utat
vélasztja, amelynek megtételéhez a legrovidebb id6 sziikséges.



A refrakci6 alapja az elektromagneses sugarzds sebességének megvaltozasa, amint az egy dj kozegbe 1€p.
A kozeg tulajdonsaga: torésmutaté ("index of refraction," n) (19. abra).

i " Néhdny nevezetesebb kozeg torésmutatoja:
vakuum 1
] levegb 1,0003 (gyakorlatilag 1)
viz 1,33
n liveg 1,515
2 TiO, 2.4
-

19. abra. Fénytorés, refrakcid. A fénynyalab
nagyobb torésmutat6ju kozegbe 1€p.

A refrakci6 torvénye (Snellius-térveny): sin i/sin r = n,/n,

Teljes belsd visszaverddés (20. abra): a nagyobb torésmutatdji kozegben eredd, és a kritikus szognél (a,)
nagyobb szogben haladé sugarak teljes mértékben visszaver6dnek (nem lépnek at a kisebb torésmutatdju
kozegbe, kivéve egy a hullimhossza 0sszemérhetd, ~150 nm vastagsagu, tin. evaneszcens vagy tovatlind
mezot).

()
n, = 1
(1) —
(3,)4/ 3
n2= n (Xc (1)

)
20. abra. A Snellius-torvény.

8. Diszperzio:

Egy adott kozeg torésmutatdja a hullamhossz fliggvényében valtozik. Példa: rovidebb hullimhosszu (kék)
fény lassabban halad adott kozegben — "nagyobb szogben torik". Az eredmény: a prizma hullamhossz
fiiggvényében elemeire bontja a fehér fénynyalabot (21. abra).

vOros

kék

m=s"/s
21. abra. Diszperzid.
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HULLAMOPTIKA (FIZIKAI OPTIKA)

A képalkotds mechanizmusa és a kép alapvetd tulajdonsdgai a geometriai optika segitségével teljességgel
nem érthet6k meg. Alapvet6 fontosségu elmélet: hullamelmélet

A. A fény mint hullam

A fény tranzverzdlis hullam: a periddikus kitérés a terjedési irdnyra merSleges. Harmonikus
rezgdmozgdssal leirhat6: adott korpalyan dlland6 sebességgel mozgd pont adott atmérdre esd projekcidja
id6 fiiggvényében. Matematikailag szinusz vagy koszinusz fiiggvény (22. abra).

< 3 >

1 N4 DN
AN AN

22. abra. A fény mint hullam.

Hulldmegyenletek: a tovaterjedd hulldimmozgds tulajdonsigait irjdk le. A Maxwell egyenletekbol
(parcialis differencidlegyenletek) vezethetdk le.

B. A hullimmozgas tulajdonsagai

1. Amplitudo és intenzitds

Amplitud6 (A,): a maximalis elektromos (vagy mégneses) erovektor
Intenzitas (I): egységnyi teriiletre esd energiadramlasi sebesség.

I = (sebesség) x (energia siirliség)

I[~A?

2. Hullamhossz, frekvencia

Frekvencia (n): egységnyi idOre esd periddusok szdma (szogfrekvencia, ® = 271tv)
Hulldmhossz (A): a hullam két periédusa kozotti tavolsag

Frekvencia-hullimhosz 6sszefiiggés: v = v/A

A frekvencia Osszefiigg az energiaval: E = hv (h = Planck allando)

A frekvencia/hullamhossz kiilonbségeket a latérendszer szinekként értelmezi (23. abra).

Ultraibolya \ Lathaté
Gamma Rontgen Infravoros Radar és Rédiohulldmok
1| | 1| L 1 | N Y I
A(A) 0.001 001 0.1 1 10 100 1000
(nm) 100 1000
(cm) 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

(m1 10 100 1000
23. abra. Az elektromdgneses spektrum

3. Fazis

A grafikus hullaimgorbe P pontja és egy onkényesen definidlt O kezddpont kozotti tavolsdg. (Annak a
mértéke, hogy a hullim mennyit haladt elére egy kiinduléponthoz képest.) Mérték: fazisszog.
Meértékegység ° vagy rad. 90° = w/2 rad; egy hulldimhossznyi faziseltolédds = 2x rad.

Detektorok (fotonszdmléld, szem, film) a fazist nem tudjak kozvetleniil érzékelni. Az ismeretlen fazisu
fénysugarat ezért egy referenciasugarral kell interferaltatni, mely amplitud6- vagy szinkontraszt
novekedést eredményez (lasd faziskontraszt mikroszkopia).
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4. Monokromaticitas

A fénysugar frekvenciadsszetételére utal.

Fehér fény: a hullamhosszok széles kontinuumdt tartalmazza (nemcsak lathatd).
Polikromatikus fény: tobb individudlis hullimhosszt tartalmaz.

Monokromatikus fény: egy adott hullimhosszt tartalmaz. Némileg absztrahalt;
hullamhosszeloszléasrdl van sz6.

5. Koherencia

tkp. keskeny

Fénysugarak fazisa kozotti kapcsolat mutatdja. Koherens sugarak kozott hatarozott fazisosszefiiggés

mutathato6 ki: interferencia. Koordindlt emisszi6 esetében kiilondsen kifejezett: 1ézer.

6. Polarizaltsag

Ha az elektromos erdvektor egy (a haladdsi irdnyra mer6leges) kitiintetett sikban helyezkedik el, a fény

polarizalt (24. abra).
y
&

2 Q:) > x

v
24. abra. Linedrisan (bal oldal) és elliptikusan (jobb oldal) polarizalt fény

elektromos erdvektorainak vetiilete a terjedési irdnyra mer6leges sikban.

|

A fény terjedési irdnydra merdleges sik (keresztmetszet) fliggvényében lehet:
a. Linedris (pl. fliggbleges, vizszintes),
b. Cirkularis (jobb, bal),
c. Elliptikus. Az elliptikus a leggyakoribb.

Paraméterei:
a. azimutalis (az ellipszis fétengelye és a vizszintes sik altal bezart szog
b. ellipticitds (az ellipszis tengelyardnya)
c. forgdsirdny: 6ra jardsdval megegyez6 v. azzal ellentétes

C. A hullamok kozotti kolcsonhatasok

7.z

Szuperpozicio elve: ha egy adott pontra kettdnél tobb hullam hat, az 6sszhatas az egyes

hullamok hatasdnak Osszege; vagyis, a hullimok egymastol fiiggetleniil fejtik ki hatdsukat (egymas

tulajdonsagait nem valtoztatjdk meg).
Huygens elv: egy hullamfront minden pontja masodlagos hullamok forrasa (25. abra).

some light diffracted
into this region.

—_ s

«— wavefront

wavefront—a

25. abra. Huygens elv: masodlagos hullamok keletkezése a hullimfronton.
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Fourier elv: barmely periddikus mozgds leirhato szinusz fiiggvénysorozat 6sszegeként (26. abra):

= ORI NANNANNNN
- — LN _/'\_ A |VVUVUVUVTVVUVUV
A~ S NN NN\
N G I/\\ PO\ AT A A S
~ N\ MM N
\ / V Vv' vv-v vv-r
(a) (b) (el
NANAANAN AARAAAAAAALAR AR AAAADAAAAAAAAA
VVUVUVUVUVUVJ A A A A A A A A AYA AR A A AV CAAAAAAARAAAA'AAY
NN\ N\ N\
J < < \//\ AAAARAPARRARRAAARS
NN N o A, ARSI AA
vV UV VW WA
@ te) T

26. abra. Kiilonb6z6 frekvencidji harmonikus rezgémozgasok Osszegei.

A nem-periddikus objektumok egy végtelen hulldimhosszu fliggvény egyetlen periddusaként foghatok fel.
Ilyen fiiggvények Fourier transzformja frekvencia-eloszlasokat tartalmaz.

A Fourier transzform néhany tulajdonsaga:

a. a Fourier transzform Fourier transzformja az eredeti fliggvényt eredményezi.

b. a Fourier transzform tulajdonsagai a kiinduld fiiggvény inverz tulajdonsdgait mutatjak (pl. kisebb
racsallandé - nagyobb tavolsag a Fourier transzform maximumai k6zott).

c. Konvoluciés teoréma: két fliggvény szorzatdnak Fourier transzformja egyenld a fiiggvények Fourier
transzformjai szorzatdval.

Interferencia és diffrakcio

Diffrakcio: keskeny sugarnyaldbok elhajldsa. Az elhajlott nyalabok interferdlhatnak, mely egy adott
mintdzatot eredményez.

Interferencia: hulldmfrontok széles teriileten torténd atfedése esetén jelentkezik (konstruktiv, destruktiv)
Fraunhofer-féle diffrakcios elmélet: a diffrakcids interferencia mintdzat parallel és koherens sugarakbol
keletkezik (a targy és a kép végtelen tdvolsdgban van az optikai rendszertdl).

Fresnel-féle diffrakcids elmélet: a diffrakcids interferencia mintazat divergens sugarakbdl keletkezik.
Kisméretti, korkoros apertura diffrakcidés mintdzata: "Airy disk" (27. abra). Az Airy disk keletkezése a
28. abran lathato.

| L
AIRY DISC DIAMETER = 2.44 ) f/# ) o : 5 o }
28. abra. Az Airy disk keletkezése. A kép sikjaban fazisban levo
27. 4bra. Az Airy disk képe. hulldmok (bal oldal) diffrakciés maximumot, mig 180°-kal eltolodott

hullamok minimumot hoznak 1étre (jobb oldal).
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Hologrdfia (Géabor Dénes): interferencia effektusok segitségével haromdimenzids informacié két
dimenzidban rogzithetd. Nagy fokban koherens, mintamegvilagité és referencia fény nyaldbok
taldlkozdsa interferencia gy(riiket eredményez a filmen (amplitud6 és fazis informdacid). A film referencia
nyaldbbal torténé megyvilagitasa utan el6tlinik a minta haromdimenzids képe (29. abra).

A Eye

Hologram

Object

Reference
beam Reconstruction beam

IHlumination
beam

(a) (b)
29. abra. A holografia elve. Hologram létrehozasa (a) és a

haromdimenzids kép rekonstrukcidja (b).

D. A diffrakcié és a mikroszkopos képalkotas dsszefiiggése (Fourier optika)

targy (diffrakcios racs) = fliggvény (object transmission function)
optikai rendszer = lencse transzfer fiiggvény (tobb tényez6t
magaban foglal; apertura, kontraszt, stb.)
U
diffrakciés mintdzat (az objektiv hatsé = Fourier transzform (konvoluci6 utin) (a
fokuszsikjaban; Fourier sik) transzform manipulédlhat6; zajsziirés,
dekonvolucid)
U U
kép kialakulasa (a diffrakcids mintdzatot = inverz Fourier transzform

elhagyo sugarak interferalnak a kép sikjdban;
Gauss sik) (30. abra)

(Diffiraction
graung)

30. abra. Diffrakcios interferenciamintdzat létrejotte, és képalkotds a mikroszképban.
A mikroszkop objektiv lencse funkcioja a Fourier optika szerint:

a. adott pontokba fokuszélja a diffrakciés maximumokat (a hats6 fékuszsikban)
b. az 9sszes diffrakciés maximumot képpé kombinalja
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E. Kontraszt
A kontraszt a fény és a minta kozotti kolesonhatés térbeli valtozdsdnak az eredménye. Ez teszi lehetévé,
hogy a kép lathatd, azaz latészerviink szdmara kozvetleniil érzékelhetd!

1. Amplitudoé kontraszt: Mechanizmusai:
a. Abszorpcio (festés): Lambert-Beer torveny: 1g(I,/I) = Kcx
[,=beesd fény intenzitdsa, I=mintdn &thaladt fény intenzitdsa, K= konstans, c=koncentricid,
X=mintavastagsag
b. Reradidcio: az abszorbealt kvantum kisebb energidval emittdlédik. Fluoreszcencia, foszforeszcencia

//////

2. Fazis kontraszt: faziskésés kimutatdsa. A mintan athaladé fény nyaldb interferdl egy referencia
nyalabbal.

3. Polarizacié: optikai anizotrépia kimutatdsa.

F. Feloldoképesség

Egy fénypont idedlis optikai lencsével leképezett képe az Airy disk (elhajlasi korong). Két Airy disk
éppen elkiilonithetd egymdstdl, ha a koztik levé tdvolsdg (d) egyenldé az Airy disk sugardval (r).
Masképp, ha az egyik Airy disk centrdlis maximuma egybeesik a masik els6 minimumaval (31. abra).

Feloldhaté minimadlis tavolsag: d,,;,, = 0.61A/nsino. = 0.611/NA

min

Intensity

32. abra. Hulldmhossz hatasa a d,,-re. Az Airy
diskek képe rovid (a) és hosszu hulldmhossz
esetén (b). Zold fény és 1.4 NA objektiv
hasznalata esetén d ,, = 0.22 pm.

(b) (e)
31. abra. A feloldoképesség bemutatdsa Airy
diskeken.

min
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AZ OPTIMALIS MIKROSZKOPOS KEP

A. Az optimalis megyvilagitas feltételei
1. Maximalis fényesség:
-val6s ideji ("real time") vizsgalat
-kontraszt
-a lehetd legtobb foton Gsszegyfijtése a lehetd legrovidebb id6 alatt
2. Egyenletes megyvildgitas
3. Lehetd legkevesebb csillogds (“glare”) a mintdn kiviili tényez6k miatt (pl. tubus)

/////

B. Kritikus megvilagitas (Nelson)
Lényege: A fényforrds képe fokuszalodik a targyra
Torténeti jelent6ség: akkor volt fontos, amikor gyertyaldngot, illetve alacsony intenzitdsd fényforrdst
hasznaltak.
El6ny: maximadlis fényer6
néha ma is hasznos:
-a primer megyvildgitds nem jarul a végs6 képhez (pl. sotét latétér)
-a minta erds exciticigjara van sziikség (sotét 1latotér, fluoreszcencia)
Hatrany: nem egyenletes megvilagitas
nem optimalis feloldas

C. Kohler megyvilagitas
August Kohler, XX. sz. eleje.
Ma szinte minden fénymikroszkdpos alkalmazdsnadl ezt hasznaljak.

Konny( megértés végett vizsgaljunk "megvilagitd" és "képalkotd" sugarakat a mikroszkopban (33. abra).

lluminating rays Image-forming rays
image Image
Retina ——
O — Eyelens —
Al
Eyepiece
\
— Primary imagé — ———
plane

(;] — Back focal plane —

\ ( \ / —— Objective —
Q I ; Specimen — @
(_;I] /— —\ — Condenser —
aperture

Q | | —Field aperture - ——
Bulb

33. abra. A Kohler megvilagitas
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Megvildgito sugarak (illuminating rays):
A (pontszer(i) fényforrasrdl a sugarak a kondenzor aperturdra fokuszalddnak
a mez0 apertura sikjaban széles, egyenletes megvilagitas
kovetkezd fokusz: objektiv hatsé fokuszsikja (Bertrand lencsével vizsgélhatjuk)
a targy sikjaban széles, egyenletes megvilagitas
kovetkezd fokusz: szemlencse. Eredmény, széles megvildgitas
Képalkoto sugarak (image-forming rays):
a széles teriileten megyvildgitott targyrol az objektiv a primer kép sikjaba gyijti a sugarakat (nagyitott,
forditott allasu kép)
az okuldr megforditja és tovdbbnagyitja a képet; éles kép a Ramsden korong sikjaban.
Fontos: a mez6 apertura a targy sikjdban van fékuszban!

D. Kondenzor miikodése, beallitasa:
A kondenzor mindig Kohler megvildgitasra legyen beadllitva:
a. mez0 apertura a minta sikjara fékuszalva
b. kondenzor apertura az objektiv hats6 fokuszsikjara fokuszalva
A kondenzor magassdg valtozatlan a kiilonboz6 objektiveknél; az aperturdkat mindig dllitani kell.

Mez6 diafragma (mezé apertura, field diaphragm, FD): 6 feladata a mikroszkdpban jelentkezé csillogds
csokkentése (beallitasa: az apertura széle lathat6 legyen a mez6 szélén. DE: video mikroszkopidban NEM
szabad latszania a mez$ aperturdnak a "fekete" szint automatikus bedllitdsa miatt)

Kondenzor diafragma (kondenzor apertura): sugara a kondenzor aperturdjaval (bemeneti nyilas
szélességével) fiigg Ossze (34. dbra).

Kondenzor apertura sziikitése

>

PLANE OF SPECIMEN —=]

IRIS DIAPHRAGM
WITH IMAGE OF
THE SOURCE
BENEATH

Mez0 apertura sziikitése

34. abra. A mez&apertura, illetve a kondenzor apertura sztikitésének hatdsa. A
mezdaperturaval a megvildgitott teriilet nagysagat, a kondenzor aperturaval a
numerikus aperturat véaltoztatjuk.

E. A feloldas gyakorlati korlatai:
-a mikroszkop elemei altal okozott konvolucidk
-aberraciok
-rossz jel-zaj viszony:
fényszoras a targy sikjaban
fényszorés a targy sikja felett, illetve alatt
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F. Lencseaberraciok

A lencse egyenletek, pl. 1/s + 1/s'= 1/f nagyvonalu feltevéseken alapulnak:
-a lencse anyagdnak (liveg, fluorit) torésmutatdja egyenletes eloszlasu
-nincs diszperzié
-a lencsefeliiletek szferikusak
-csak a paraxidlis sugarak vesznek részt a képalkotdsban

A valésag azonban eltér az idealistol, €s optikai aberracidkkal kell szdmolni.

L.Monokromatikus aberrdciok
a. Szferikus aberrdcio:targypont képe diffuz folt.
Oka: a periférids sugarak tilfokusziltak (35. abra).

b. Koma: az optikai tengelyen kiviil fekvé targypont képe "iistokosre" emlékeztet (“comet”) (36. abra).
Oka: a nagyitds kiilonboz6 mértéki a lencse kiilonboz6 feliiletein; a principdlis sik gorbiilt.

aberration-free lens

paraxial focal plane ——»{

TSA
LSA—

longitudinal spherical aberration

transverse spherical aberration
35. abra. Szferikus aberracié egy plankonvex
lencse esetére.

36. abra. Koma.

c. Astigmatizmus: az optikai tengelytdl tdvol esd targypont két, a lencsétdl kiilonbozd tavolsigra levd
képbe képezddik le:

-tangencialis kép (tangencialis sikban; ez a sik tartalmazza mind az optikai tengelyt, mind pedig a
targypontot)

-szagittélis kép (a szagittalis sikban; ez a sik mer6leges a tangencidlis sikra) (37. abra)

tangential image o
(focal line) / sagittal image
i Al (focal line) __~
tangential plane i cinal ray ,_--- g
s -
P
o
S

< ca\ ARNS=7 ' '
ot ‘
" AN
object point —ws optical system paraxial
focal plane

37. abra. Astigmatizmus.
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d. Mezd gorbiilet (Field curvature): sikban fekvo targy képe gorbiilt sikba képzddik le—a képsik nem
merdleges az optikai tengelyre (38. abra).

e. Torzitds (Distorsion): a kép gorbiilt az optikai tengelyre merGleges sikban (39. abra).
-tiparna torzitds (“pincushion”)
-hord¢ torzitds (“barrel”)

N
Ay

spherical focal surface —

e
Suns

38. dbra. Mez§ gorbiilet 39. abra. Torzitds.

2. Kromatikus aberrdcio.
A monokromatikus aberracid foka mas €s mas kiilonboz6 hullamhossz esetén.
Oka: diszperzi6 (40-41. abra)

red focal point

white light ray

blue focal point lateral color
red light ray
blue light ray —
|-
s
M
h—
blue light ray longitudinal aperture
chromatic focal plane —w|
aberration

. o md.“ght e . 41. abra. Lateralis szin.
40. abra. Longitudinalis kromatikus aberracio.
3. Lencseaberraciok korrigalasa:
Lehetetlen az dsszeset korrigalni. Csak a legzavarébbakat korrigédljak.
-lencse szferikus alakjanak megvaltoztatasa
-lencsesorozat haszndlata: az egyes aberraciok kiegyenlitédnek (sokszorosan korrigalt
objektivek akdr 10-20 lencseelemet is tartalmazhatnak).
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A FENYMIKROSZKOPIA GYAKORLATI ASPEKTUSAI

A. Objektiv lencse

Az objektiv lencséket az alabbi gyakorlati szempontok szerint kiilonboztetjiik meg:

-Nagyitéerd

-Numerikus apertura (NA)

-Optikai korrekcié6 foka

-Optimadlis mechanikai tubushossz
-Optimédlis fed6lemez-vastagsig
-Kép siksaga (Flatness of Field)

-Fokusztavolsag
-Immerzids kdzeg

-Végtelenre korrigélt optika (“infinity corrected”)

A fontos adatok az objektiv oldalan vannak feltiintetve, pl.:

Planapo 63/1 .4 Oil, 160/-

Jelentése:

Planapochromat lencse, 63x nagyitds / 1.4 NA, olajimmerzid, 160 mm optimalis tubushossz /
fed6lemezvastagsag figyelmen kiviil hagyhat6

1. Objektivkorrekcio:

Objektiv lencse Szferikus Kromatikus Sik mez6 Hasznos
tipusneve korrekcio korrekcio hullamhossz
tartomany

Achromat Z0old (72) 7., Kék (K) nincs 500-630 nm

Planachromat Z Z,K igen 500-630 nm

Semi-apochromat Voros (V), K V,K részleges 450-650 nm

(fluorite)

Apochromat V,K V,Z,K részleges 420-720 nm

Plan-apochromat V,K V,7Z,K jo 420-720 nm

2. A korrekcio foka, a numerikus apertura és a feloldoképesség osszefiiggése (1. tablazat):

Typical Objective Numerical Aperture (NA)

By Degree of Correction
10X 40X-50X 100X
Achromat 0.25 0.65 1.2
Semiapochromat (Fluorite) 0.30 0.70-0.85 1.2-1.3
Apochromat 0.32 0.95(dry) 1.3-14
Resolving Power for Achromats (green light)
100X
Magnifying Power 4X 10X 20X 45X oil
Numerical Aperture 0.10 0.25 0.50 0.85 1.25
Resolution (micrometres) 275 1.10 0.55 0.32 0.22
Resolving Power for Apochromats (green light)
100X
Magnifying Power 4X 10X 25X 40X (oil)
Numerical Aperture 0.16 0.32 0.65 0.95 1.40
Resolution (micrometres) 1.72 0.86 0.42 0.29 0.20
Change in Resolution with Wavelength
Green Blue Ultraviolet
Wavelength (micrometres) 0.546 0.436 0.365
Resolution (micrometres) 0.195 0.156 0.130
Ve e
1. tablazat.
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3. Az objektiv lencse munkatdvolsdga (working distance):
az objektiv lencse eliilsé feliilete €s a targy felszine kozotti tavolsag (2. tablazat)

Objective Focal Working

Type Magnification NA Length (mm) Distance
Achromat 10X 0.25 16 7.70
Apochromat 10X 0.30 16 4.85
Achromat 20X 0.50 8 1.60
Apochromar 20X 0.65 8.3 0.50
Achromat 45X 0.85 B 0.30
Apochromat 475X 0.95 4 0.18
Achromat 97X oil 1.25 1.8 0.13
Apochromat 90X oil 1.30 2.0 0.12

2. tablazat

4. Optimdlis fedolemezvastagsdg
A szferikus aberrdcié (és korrekcidja) miatt a fedSlemezvastagsdg jelentGsen befolydsolja a képi
mindséget (42. abra). Az objektiv lencsék ezért bizonyos fed6lemezvastagsagra korrigaltak:

0.17 mm (Eurépa, Azsia)

0.18 mm (USA, UK)

Immerziés Széraz
Objektiv Objektiv
n=1.515 n=1.515

Teljes
Névleges belsd
‘ vastagsdg=0.17 mm n=1.515 visszaverddés

42. abra. Fed6lemezvastagsag hatdsa a sugarmenetre.

B. Okulér lencse

A primer képet tovabbnagyitja virtudlis képpé vizudlis inspekcio céljabol (lehet projektor lencse is, amely
valés képet vetit ki fényképezés vagy video szdmara). Altaldban elmondhatd, hogy adott objektiv adott
okularral hasznalatos (korrekcié miatt). Egyszer(i okuldrok két lencsébdl dllnak (43. abra):

< 2> /A -,

, . ’ ¢
T o
- A

HUYGEN
43. abra. Az okularok alaptipusai.

C. Fényforras
1. Wolfram. Wolfram-szal egy részlegesen evakudlt ilivegburdban.Tapfesziiltség alacsony. Intenzitas
alacsony. "Meleg" (voros, infravords) spektrum. Ma mar ritkdn hasznalt. Olcso.

2. Wolfram-halogén/Kvarc-halogén. Wolfram szal egy halogén gézzal toltott kvarc burdban. Nyomds 40
atm! Nagy intenzitds. "HlvOsebb" (kékebb) spektrum. Kozelebb all a napfényhez, mint a wolfram lampa.
Intenzitas elektronikusan szabalyozhat6. Teljesitmeny: 20-100 W. Standard megvilagitéeszkoz

manapsag.
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3. Higanygdz tvlampa. Szén vagy fém elektrédok egy higanyg6zzel toltott kvarc birdban. Nyomds 40
atm, miikodés kozben novekszik! Nagy intenzitds, de egyenl6tlen spektrélis eloszlds. Spektralis csicsok
365, 405, 546, 575 nm-nél. Egyendramu tdpegység. Az intenzitds nem csokenthetd, csak neutrdl (ND)
szlir6vel. A 1dmpa robbanhat!

4. Xenon ivlidmpa. Fém elektrédok egy xenon gazzal t6ltott kvarc burdban. Nyomas kb. 40 atm. Laposabb
és egyenletesebb ldathaté spektrum. Nagyfokd infravords emisszid. Hosziird haszndlata ajanlott.
Egyendramu tdpegység. Az intenzitds elektronikusan nem csokkenthetd, csak neutrdl szlirdvel.
Robbanhat!

T=3400°K
6
Relative
I
4
5}
2+
1 | 1 1 1 1 1
200 400 600 800 1000
Anm
200 -
Rela{tive b

100 |-

300
Relative
I

200 c

100

1 1 1 ' o k
200 400 600 800 1000
A nm

44. Abra. Kiilonboz6 fényforrdsok emisszids spektrumai.

5. Lézerek. Monokromatikus, nagy intenzitasu koherens fényforrasok. A nagyfoku interferenciakészség
miatt hagyomdnyos (Kohler) megvilagitasra nem alkalmasak, legfeljebb optikai szalonkeresztiil (lasd
optical scambler lejjebb). Kiilonleges mikroszkdpidkban (konfokdlis, TIRFM, lasd kés6bb) gyakran
hasznalt fényforrasok.

D. Kondenzor lencse

Tipusai:
Aberrations Corrected
Type Spherical Chromatic
\bbe — —
Aplanatc X =
\chromatic - X
\planauc-achromatic X X

3. tablazat.

Léteznek nagy munkatdvolsdgui kondenzorok; invertalt mikroszk6pokban haszndljak ezeket.

26



E. Optical scrambler:
A fényforrasbdl eredd nyaldb tranverzdlis médusait (tranzverz sikban fellelhetd intenzitdsmaximumait)

randomizélja. Eredmény: rendkiviil egyenletes megvilagitdis. A moddszerrel 1ézerfényt is lehet
mikroszképos megvilagitasra haszndlni.

FIBEROPTIC LIGHT SCRAMBLER

SHOWN ON INVERTED SCOPE
FOR TRANS- ILLUAINATION
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45. abra. "Optical scrambler" egy invertalt mikroszképon (ZEISS Axiovert).

46. abra. "Optical scrambler" hasznalatanak hatdsa a ikroszképos ép;. |

F. Egyéb szempontok:

Optikai kamrak; Kornyezeti kontroll:
-planparallel tivegbdl késziilt kamrdk
-hémérséklet-szabdlyzas
-nyomasszabalyzds
-perfuzio



KONTRASZT NOVELESE A MIKROSZKOPBAN

A. Sotétlatotér mikroszkopia

Haszndlata: kisméretd, reflektiv objektumok esetén (itt a vildgos hattér miatt nem tudndnk elkiiloniteni a
targyat).

Megoldas: hattérintenzitas eliminaldsa, képalkotés csak a szort sugarakkal.

Fourier-optikai mechanizmus: a nem szért, nulladrenddi sugarat eltdvolitjuk a diffrakcids képbdl, és a
képalkotdsban csak a szort maximumok jitszanak szerepet. (A Fourier-optikai magyarazatra 1dsd a 49.
abrat).

Megvaldsitds: minta-megvilagité sugarak utjaba egy centrélis korongot helyeziink, mely kizdrja a
centralis sugarakat. Csak a nagy szogben érkez0 sugarak jutnak a targyig (47. abra).

Objective ——
bttt pmeqseicn
Oblique rays
—— Speciman
[/X\ 1 Sp
— Dark field condenser
a. b.
Prich s1op 48. abra. Specidlis sotétlatdteres kondenzorok.
47. abra. A sotétlatotér mikroszkdpia P
alapelve.

g " i

49. abra: A képsikban regisztralt mikroszk6pos kép (balra fent). A nagy szogben szort sugarak kitakarasaval nyert
kép: a részletek elmosddtak (k6zépen fent). A nulladik rend kitakardsaval nyert kép = sotétlatdteres kép; a finom
részletek megjelennek (jobbra fent). A mikroszkdpos kép 2D Fourier transzformdlt alakja (diffrakciés képe, balra

lent). A diffraktélt sugarak eltakartak (kdzépen lent). A nulladik diffrakcids rend eltakart (jobbra lent).
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B. Faziskontraszt mikroszkopia

Olyan mintdk esetén hasznos, amelyek megvéltoztatjdk a megvilagité sugarzas fazisat, de egyébként
kontrasztszegények (pl. tipusos bioldgiai minta).

Alapja: interferencia (50. abra). A minta altal diffraktdlt fénysugarak faziskésésbe (vagy elGnybe)
keriilnek a nem diffraktalt sugarakhoz képest; ez konstruktiv vagy destruktiv interferenciét hoz 1étre, mely
kontrasztndvekedésben jelentkezik.

JIAWAWA
TRVEY.

T NN a .M N N

Mm N -
vl i1 1 ] ﬂ R AR,

e K o T, W
T e g e

50. abra. Konstruktiv (bal oldal) és destruktiv (jobb oldal) interferencia.

Megvalositas:

//////

-az objektiv hétsé fokuszsikjaban fazislemez; rajta a kondenzor fazisgyfirtijével komplementer gytri (51.
abra).

-a minta altal diffraktalt és a fazislemezen athaladt sugarak A/2 faziskésésben vannak a nem diffraktalt,
objektiv-fazisgylirlin dthaladt sugarakhoz képest = kontrasztnovekedés (52. Abra).

DuxeXlde N4
D =x D=x+ N4 P=x+ N2

Phase plate

@®=0 D= N4 D= A4

Specimen

D=0 D=0

51. dbra. A faziskontraszt mikroszk6pos 52. 4bra. A fazislemez és fazisgy(rli mikodése. A
megvildgitds optikai elemei. mintdban fellépd faziskésés felerdsodik, ha a diffraktalt
nyaldbok 4thaladnak a fazislemez vastagitott peremén. A
faziskiilonbségek interferencia miatt amplitudé
kiilonbségekké alakulnak.
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C. Polarizaciés mikroszkopia

Optikailag aktiv, kettésen tor6 (birefringent) anyagok mikroszkdpos vizsgalatdra alkalmas.

Kettds toré anyagok: olyan anyagok, amelyeknek két kiilonboz6 torésmutatdjuk van, egymdsra merdleges
irdnyban. Példaul, celluléz rost longitudindlis irdnyba es$ torésmutatdja kiilonbozik a tranzverzdlis
irdnyba esdvel.

Ha linedrisan polarizalt (sikpolarizalt) fénnyel megvildgitunk egy kett6sen toré anyagot, akkor abban két
sugar keletkezik. Az egyes sugarak rezgési sikja parhuzamos a megfeleld torésmutatd irdnydval. A
kiilonb6z6 torésmutatok miatt az egyes sugarak mds-mds faziskésést szenvednek (nagyobb torésmutatd,

nagyobb késés) (53. abra).
Plane polarized

light
Waves out of phase
Biretringent rod ;
Direction of lower

refractive index T/’ Direction of bighes

refractive index

a. b.
53. abra. A kett6s torés.

A két sugdr djraegyesiilésekor nem alakul ki interferencia, mert a rezgési sikok egymdsra merélegesek.
Ehelyett kialakul egy helikalis (dugéhiiz6) menetl sugar (54. abra).

IMAGINARY PLANE—""

A - —PARENT WAVE 1
PARENT WAVE 2

54. abra. Két, egymassal 90°-ot bezar6 rezgéssiku nyaldb rekombinécidja.

A helix alakja (keresztmetszeti sikban) a két sugar kozotti faziskiilonbségtdl fiigg. Példaul, A/4 kiilonbség
(retardacid) esetén a helix keresztmetszete kor (cirkularis polarizacio) (55. abra).

55. abra. Cirkuldris polarizacid.

Ahhoz, hogy ldthatéva tegyiik a kettGsen tor6 anyag hatdsat a polarizalt fényre, még egy poldr sz(ir6t be
kell iktatni a fény ttjdba = analizdtor. A polarizator és az analizdtor fedésbe hozdsa (90°) extinkcidt,

30



kioltast eredmenyez (sotétség). A faziskésés, hélix-alak, és a fényintenzitds kozotti Osszefiiggést az 56.

abra mutatja (polarizator és analizator fedésben):

Retardation Helix shape Helix profile Brightness

None I ° Dark

178 A\ O -

174 N\ O —-— Polarizer

8 A\ O P

12 A o -— Bright -—
Analyzer

5/8 A\ O -~

KIZ3DN O -~

7/8 A\ O ——

T A I . Dark

56. abra. A retardéacio hatdsa az intenzitdsra.

Ismert optikai aktivitdsi anyag ("kompenzdtor") optikai ttba vald helyezésével az ismeretlen kettds tord
anyag tulajdonsagait mérni tudjuk. A kompenzdtort gy forgatjuk, hogy maximalis (vagy minimalis)

kioltast kapjunk. Ekozben az elfordulds szogét mérjuk (57. abra).

A

1
Analyzer —-— E

:

L}

L}
Objective

Biratningent
specimen on e %
:

rotaung stage

L}

Condenser —/ ! \
L}
'

Polarizer

Qrientation ot polar

57. abra. A polarizaciés mikroszkdp részei.
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D. Fluoreszcencia mikroszkopia
A fluoreszcencia egy relaxdcios folyamat, mely a fény abszorpciojaival kezd6dik, €s emisszigjaval
végzbdik; az emittdlt fény energidja (frekvencidja) kisebb, mint az abszorbedlté (58. Abra).

A =494 nm
(blue)
A= 520 nm
(green)
i)

FITC molecule

58. abra. Fluoreszcencia. Kék fénnyel gerjesztjiik a FITC molekulat, amely zold fényt emittal.

Ha egy atomi vagy molekularis rendszer egy fotont abszorbedl, akkor abban egy vegyérték-elektron
magasabb energidju palyara kertil (gerjesztett allapot, 59. abra), majd de-excitalodik (60. abra).

Electronic L+ S,
. anergy | '
Potential | |avels N
anergy of
slactron | o+ Transition

Vibrational ~ 7/6

Internuclear distance
59. abra. Elektronok energidja az alap-, illetve az els6 gerjesztett, szinglet dllapotban.

Excited - ~

States —
‘> Z N
? Ny _[\0_2/\ p 9
AE
a b c d e
Ground
States

60. abra. A de-excitéci6 lehetséges ttjai. (a) abszorpcid, (b) fluoreszcencia, (c) sugarzasmentes energiaveszteség,
(d) késleltetett fluoreszcencia, (e) foszforeszcencia, (f) photobleaching, és (g) kémiai reakcid.

Fluoreszcencia mikroszkdpban adott abszorpcids és emisszidos maximumokkal rendelkezd festékeket
haszndlunk. A festékek biomolekuldkhoz specifikusan kothetdk, ezdltal a biomolekuldk vizsgdlatdra
nyilik lehet6seg. Néhany fluorofdr gerjesztési és emisszios spektruma (61. abra):

DAPI FITC TRITC

Intensity

Wavelength (nm)
61. abra. Néhany fluorofér spektruma.
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Mikroszkopos feléllds: ma leginkdbb epifluoreszcencia mikroszkoép.

A fény utja: forrds (Hg v. Xe) - gerjesztési szlir6 - dichroikus tiikor (rovidebb hullimhossznal reflektal,
hosszabbndl dtenged) - objektiv - minta - objektiv - emisszids sz{ird - fluoreszcencia mikroszképos kép
(62. abra)

{

Red

e cacroaversesne

] Emission fiter

Excitation filter

Dichroic mirror

-

Light source

cccacsdeccccccPuecncccannnes

P
:

Specimen
62. abra. Az epifluoreszcencia mikroszkép vazlatos diagrammyja.

Az epifluoreszcencia mikroszképban interferencia szlir6készleteket hasznalunk, melyek specifikusak egy
adott fluorofdrra. Példaul (63. abra):

o
\

04 FiTC I

% Transmission
g

L

o — -
300 350 400 450 500 550 600 850 700
Wavelengm (nrm)
7 o2

63. abra. Néhany fluorofor esetében hasznalt sziir6készlet transzmisszios kartakterisztikdja. Folytonos

7 7

vonal, gerjesztési sz(ird; szaggatott vonal, dichroikus tiikor; pontozott vonal, emisszids sz{ird.
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E. Differencial Interferencia Kontraszt (DIC vagy Nomarski) mikroszkoépia

A DIC mikroszképia felszini topografidra emlékeztetd, un. “relief” képet ad a vizsgat targyrdél. Nagy az
axidlis felbontdsa. A DIC mikroszopot ugy lehet felfogni, mint a polarizaciés €s faziskontraszt
mikroszkép kombindcidjat. A DIC mikroszképban a mintit két, egymdssal parhuzamosan, egymas
kozelében kis tavolsagra (az Airy disk 4tmérdjénél kisebb tdvolsagra) haladd, sikpolarizalt fénynyaldbbal
vilagitjuk meg, ahol a nyalabok polarizacids sikja egymdsra merSleges. A DIC mikroszkép optikai
elemeit a 64. abra mutatja.

é INTENSITY Gray Bright Gray Dark
1
1
' —— Analyzer

Analyzer r . ’ I [ Y
L
' Net phase difference Nad R N4 0

2nd beam splitter | H |

L
] e e
)
" — 4+ 4+
' et

Objective 8 | _’__,__.-'—“”’ gl —2nd beam splitter
:
L
: —_—— 2 1 —
' —— -

Specimen ——— ~——————— Specimen
v | ——
. Relative phase of
' e oy ol xS o - 1T

Condenser : two beamiets | ‘
$ r® ,,,,4/——4——'" - l—1sl beam splitter
L —
:

1st beam splitter m
i Plane polarized light
[ i ] Direction of refractive index
2 -
PN . ® Perpendicular to the plane of the paper

- Parallel to the plane of the paper
-=—»  QOrientation of polar

64. abra. A DIC mikroszkop elemei. 65, abra. Kontrasztképzdés a DIC mikroszképban.

A megvildgit6 fény nyaldb el6szor egy polarizatoron halad at, amely sikpolarizélt fénynyaldbot allit eld.
A nyaléb ezutan athalad az elso kiilonleges nyaldaboszton, az in. Wollaston prizmén ("1st beam splitter" a
64. abran), amely a nyaldbot két, egymastdl térben elvélasztott, parhuzamos, polarizacids sikjaik altal
90°-ot bezdr6 nyaldbra osztja. Miutdn a nyaldbok dthaladnak a kondenzoron, a mintdn és az objektiven,
egy ujabb, de ellentétes allasu Wollaston prizman majd pedig egy keresztallasu (extinkciot eredményezd)
analizdtoron haladnak at. A masodik prizma egyrészt ujabb fazisretardaciét eredményez, masrészt
rekombindlja a két nyaldabot. A kontrasztképz6dés 1épéseit a 65. abra mutatja, feltiintetve a kiilonb6z6
optikai sikokban tapasztalhatd polarizéltsagot, faziskésést, illetve intenzitast.

F. Hoffman moduléci6 kontraszt.

A Hoffman moduldcié kontraszt mikroszkdpia a "szegény ember DIC mikroszképja". Itt is felszini
topografiara emlékeztetd relief képet kapunk, szintén polarizalt fény segitségével, de a draga
nyalabosztok helyett az objektiv hatsé aperturdjaba helyezett valtoztathat6 optikai réseket alkalmaz.
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KULONLEGES MIKROSZKOPIAK

A kiilonleges mikroszkdpos technikdk legfontosabb k6zos tulajdonsdga az a torekvés, hogy az optikai
felbontds hatdrait kitoljuk, vagy valahogyan "meger6szakoljuk".

A. Konfokalis mikroszképia

A fénymikroszkdp felbontdsanak hatart szab az Abbé-féle elv, mert a fénynyaldbot nem lehet minden
hatdron tul fokuszdlni, és egy elemi targypont képe elmosddott lesz (Airy disk, elhajlasi korong).
Konnyen beldthatd, hogy az elemi képpont képsikban torténd diffrakcié miatti elmosddottsaga,
"elkentsége" nem csupan az X-Y sikban jon létre, hanem a Z-tengely (optikai tengely) mentén is. Ez arra
vezethet$ vissza, hogy nem csupédn a mintdval egy sikban levd, hanem a vele szomszédos sikokbdl eredd
fénnyaldbok is résztvesznek a kép kialakitdsdban. Osszességében tehdt a képminSség és felbontds javitdsa
érdekében ki kellene kiiszobdlniink 1) az optikai tengely mentén szomszédos sikokbdl, illetve 2) a
képsikban a sz€1s6 teriiletekrdl érkezd fénnyalabokat. (Lasd még Fiiggelék)
1. A nem képsikbol eredd nyaldbok kikiiszobolése: konfokdlis elv. A konfokalis mikroszképban egy
apertura (konfokdlis apertura) segitségével takarjuk ki a nem fokuszsikbdl ered6 fénynyaldbokat, igy a
fénydetektorba csupan a fokuszsikbol eredd nyaldbok jutnak (66. abra).

targy

| detektor

’:\::iﬁl‘,§

konfokalis
fokuszon fokuszban apertura
kiviili levo
targypont targypont

66. abra. A konfokalis elv.

2. A tdargysik szélsd teriileteirdl érkezd nyaldbok kikiiszobolése: pdsztdzds. Az egész minta helyett a minta
egy pontjat vilagitjuk meg.
A pésztazas gyakorlati megoldasi lehetdségei:

a. Mintaasztal mozgatdsa. Lassu, pontatlan, nem hasznélatos (DE: visszacsatolt PZT targyasztalok
esetében j6 az eredmény).

b. Nipkow korong (67. és 68. abra)

67. abra. Nipkow korong.

c. Pasztazas 1ézernyaldbbal. Manapsag ez a legelterjedtebb (69. abra).
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A konfokalis mikroszkoép tipusai:
1. Tandem pdsztdzo mikroszkop (Tandem scanning microscope, TSM) (68. abra)
2. Konfokdlis lézer pdsztdzo mikroszkop (Confocal laser scanning microscope, CLSM) (69. abra)

Photomultiplier —
detector
Light source

—— | —— —Confocal aperture
'

Excitation filter

'
!

CJ—/1 Emission filter Laser light [T ] — Emission filter
source ‘

Dichroic mirror

Nipkow disc

I
?

. Excitation filter I =y X Scanning mirm
5 o | .lg . Bowasw T —— NG Scanning mirrors
pec '

68. abra. A Tandem pdsztdz6 mikroszkop §
elemei. :

I

Specimen —
69. abra. A konfokdlis lézer pasztaz6 mikroszkop
elemei.

Objective

3. Dekonvolucios konfokdlis mikroszkoép (Deconvolution Confocal Microscope). A mikroszképos kép
nem kivanatos részeit dekonvolucids algoritmusok segitségével tavolitjuk el (lasd Fourier optika).

B. Near-Field Scanning Optical Microscope (NSOM)
Az NSOM-et tulajdonképpen mar a pdsztazd probamikroszkopokhoz lehet sorolni (1dsd aldbb.
Alapjelenség: a megvilagité aperturatdl egy hulldmhossznyi tavolsagon beliil ("near field" vagy kozeli
mez0 tartomany) a diffrakcié miatti problémdk nem jelentkeznek. Ebben a tartoményban a feloldast az
apertura atmér@je hatarozza meg (20-300 nm). Az eddigi lebjobb elért feloldas: 12 nm.
Az NSOM kiilonb6z6 miikodtetési modjai:
a. Megvildgito mod (70. abra)

Radiation

TREREEER

i Aperture

4 Sample —p

I Objective

Detector

70. abra.

b. Kollekcios mod (71. abra)
c. Reflexios mod (72. abra)
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t ¢4 2
INuminetion
71. abra 72. abra

Az NSOM mlfiszeres egységei:
a. "Probe": mikrokapillaris (liveg) vagy livegszal
b. Feedback kontrol (z-siku pozicidbeallitds)
c. Mikropozicié-beallitds (x-y sik)

C. Pasztazé Proba Mikroszképok

1. Pdsztdzo alagot effektus mikroszkop (Scanning Tunneling microscope, STM)

Alapjelenség: alaguteffektus ("tunneling  effect").  Szubnanométeres  tdvolsagra  levd,
potencidkiilonbséggel rendelkez6 pontok kozott az elektronok csak egy nagy valdszinfiséggel jellemzett
"csatornan" keresztiil kozlekedhetnek. Elektrondram = alagutairam. Az STM-ben az alagutiram éallando
szinten tartdsahoz sziikséges probaelmozditast mérik a minta felszinének tapogatasa kozben.

2. Atomi erdmikroszkop (Atomic Force microscope, AFM)

A minta felszine és a proba atomjai kozotti vonzd- és taszitéer6k miatt a proba elmozdul. A
probaelmozdulast a probéra vetitett és arrdl visszavert 1ézernyalab pozicigjanak detekalasaval mérjiik (73.
abra). A gyakorlatban azt a préba elmozdulast mérjiik, amely az atomi erd dllandé szinten tartdsahoz
sziikséges (74. abra).

PHOTODETECTOR LASER

LASER
SENSOR OUTPUT
) PHOTODETECTOR
MIRROR

Vs

PROBE

SAMPLE

Pz
Integrator

74. abra. Visszacsatolds az AFM-ben.

73. abra. Probaelmozdulds mérése az AFM-ben.
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MECHANIKAI MANIPULALAS ]ijs EROMERES
FENYMIKROSZKOPPAL: A LEZERCSIPESZ

Egy fénynyaldb és egy dielektromos (elektromosan polarizalhatd) részecske kolcsonhatdsa soran
mechanikai erd 1€p fel, ami a fényfoton impulzusvaltozasaval kapcsolatos (75.a abra). A 1ézercsipeszben
egy nagy energidgju (wattos nagysagrend) lézernyalabot fokuszdlunk nagy numerikus aperturdju
mikroszkép objektivvel egy diffrakcié 4ltal limitdlt pontba, ahol jellemzd a rendkiviil nagy
fényintenzitas-gradiens. A intenzitds-gradiens mind a lateralis (X-Y tengely) tengelyek, mind az optikai
(Z-) tengely iranyaban fenn 4ll. A gradiens-erd az, ami a mikroszképos részecskét mintegy fogva tartja.
Az optikai csipesz erejét végsé soron a gradiens erd (gradient force) és a szord erd (scattering force)
egyenstlya hatarozza meg (75.b abra).

a Incoming b Microscope objective
light beam

P4

Refractile
microsphere Gradient

force

Scattering
force

optical
axis

75. abra. A lézercsipesz miikodésének alapjai.

Molekuldris er6k mérése is elvégezhet6 a 1ézercsipesz segitségével, ugyanis a 1ézercsipesz felfoghaté
egy mikroszkopikus erémérd berendezésként (“force transducer”) (76. abra). Nyugalmi allapotban, azaz
olyan koriilmények kozott, amikor a gdbmbdcskére nem hat kiilsd erd, a gombdcske az optikai csipesz
altal definidlt potencidlvolgy legalacsonyabb pontjdn (a fokusz kozéppontjdban) helyezkedik el. Kiilsd
erd hatdsdra a gombocske elmozdul a fokuszpont kozepétdl. Az elmozdulds mértéke egyenesen ardnyos a
gdmbocskére haté er6vel. Vagyis, a gombocske pozicigjanak megmérésével meg tudjuk mérni a
gombocskére hatd erdt.

Force

focussed T
laser beam -3

Titin End-to-end
length

" l l Veonst

76. abra. Egyetlen molekula manipulédldsa és a molekuldris
er6k megmérése 1ézercsipesz segitségével.
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VIDEOMIKROSZKOPIA

A videomikroszkdpia 1ényege: fénymikroszképban keletkezd képet elektronikus jellé alakitunk 4t tarolds,
illetve tovabbi analizis céljabal.

A. A videomikroszkopia alapelemei

A videomikroszkdpidhoz sziikséges minimélis berendezésben egy videodetektort kapcsolunk megfeleld
tubus segitségével a mikroszk6phoz (77. abra). A regisztrélt videojelet egy koaxidlis kdbelen tovabbitjuk
egy videomonitorhoz (78. abra).

MONITOR

VIDEO
CAMERA | 5g DED
COAX
CABLE

/

COUPLER AND
LIGHT SHIELD \
¥ WOLD CONTRASY
o o o o =
" mOL WG TNESS on aFr
s BEAM SWITCHER
—
e on i
R RS
MICROSCOPE FILTERS LAMP

77. abra. A videomikroszképidhoz sziikséges minimadlis eszkdzpark.

MICROSCOPE VIDEO CAMERA TUBE VIDEO CAMERA
\ LIGHT SHIELD \

X \ SYNC
—_— e — - GENERATOR
+ F—F— R . - —— - —1- + | PROCESSING

AMPLIFIER

C-MOUNT 3 [7wosoour
COUPLER SHIELDED COAX CABLE ~ |1
l" "1

W VIDEOIN

N

MONITOR

78. abra. A mikroszkopos kép videojellé alakitasanak és megjelenitésének diagrammja.

B. A videojel detektalasa

A videojelet megfelel6 videodetekorral detektéljuk.

1. Vikuumcsoves kamerdk (Vidicon): régebbi tipus (79. abra). A kiilonboz6 elnevezések éltaldban a
kiilonboz6 elektronikai cégek altal haszndlt regisztralt nevek. A beérkezd fény megvdltoztatja a kamera
frontfeliiletén levé bevonat vezetSképességét. A bevonatot elektronsugér tapogatja le, mikdzben az
ellendllds valtozdsbol szdrmazo jelbdl rekonstrudlhaté a kép. Hatrdny: rossz id6felbontds, lassu relaxacio,
Hlag".
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Photosensitive
Conductive Target Coating

79. abra. Egy vidicon csé funkcionalis diagramja.

2. Solid State szilicium alapu kamerdk
CCD=Charge Coupled Device; CID=Charge Injection Device. Ma a leggyakrabban hasznéltak. A CCD

chipen levé elemi detektorban toltésfelhalmozodas zajlik (80. abra). A toltés idokozonként, elektronikus
tuton, nondestruktiv médon "lehivhat6" (81. abra). A lehivott jelbdl elektronikus tton rekonstrudlhaté a

kép.

6— One Element —3
Clock A >
ock o -
Contacts S0
1
" islands : ;
N-type Si

80. abra. Egy CCD chip keresztmetszete vazlatosan. Minden egyes érzékeld elem a rdesd
fényintenzitast detektdlja, benne az intenzitdssal ardnyos toltésfelhalmozddas 1€p fel.

Charge transfer
> Ak dk s - pebp

Array of individual
transistor sensors

Output Shift Register ‘F]

| <= Venicaltiming clock <]
Horizontal timing clock

Video Signal Qutput Amplifier

81. abra. A CCD chip miikodése. A vertikdlis érajel kivalasztja a megfelel6 horizontalis
elemi detektorsort. A vizszintes drajel minden egyes elemi detektor tartalmat eltolja a
szomszédja irdnydba, ezdltal 1épésenként kiiiriil a detektorsor egy regiszterbe, majd egy
ersitébe. Az erdsitd elddllitja az id6 fliggvényében valtozo analdg fesziiltségjelet (videojel).

3. Csatornalemezes fotoelektronsokszorozo (Microchannel Plate, MCP):
A video detektor elé helyezve haszndlatos. A beérkez6 fény intenzitasat kb. egymilliészorosara erdsiti fel,
a térbeli (2-dimenzidés) informdcié megtartdsa mellett. Az MCP-t felépité kapilldrisok mint megannyi

fotoelektronsokszorozé miikodnek (82 abra).

PRIMARY CHANNEL WALL
ELECTRON
ouUTPUT

ELECTRONS

82 abra. A csatornalemezes fotoelektronsokszorozé szerkezete és miikodése.
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4. A videodetektorok jellemzdi:

a. Erzékenység: az egyes detektorok mds és mds fényintenzitds-tartoméanyban érzékenyek (83. dbra).

Photons / mm? / s
6 8 10
10° 10° 10t 10 0
‘ watt / mm?2
- -16 -14 - -10
107 10 10 10 10 1078
v L A A ' A A = A
-10 -8 | -2
10 10 107 w* ™ 10 10 10
# ) = 550nm

Photon Counting Imaging (TV rate)

T C-CCD Camera (1)
C-CCD (1005) -~

Polaroid Film (ASA 10,000)

83. abra. Kiilonb6z6 videodetektorok érzékenysége az optikai teljesitmény fiiggvényében.

b. Kivdltott elektronikus vdlasz: "kontraszt transzfer fiiggvény. Minél meredekebb, annal nagyobb a

kontraszt (84. abra):

Gamma <1.0

Vl)llll“ﬂ

Light Intensity

84. abra.A detektorra esé fényintenzitds és a kimens

fesziiltségjel kozotti Osszefiiggés.

c. Torzitds (Distorsion) A videodetektorokra, kiilondsen a korai véltozataira, jellemz6 a geometriai

torzitas, amely lehet:
-tiparna (pincushion)
-hord¢6 (barrel)

d. Spektrdlis vdlasz: a CCD kamerak érzékenyebbek a voros és infravoros tartoméanyban (85. abra).

= Fromt lllam.
et Thinned & Rear Glum.

3

AN

5

N\

Quantum Effickency - %

L~

LT

TN

02 04 06
Wavelength (um)

85. abra. CCD kamera spektralis érzékenysége a megvilagitasi mod fiiggvényében.

0
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e. Videodetektorok néhdny jellemzd adata (4. tablazat)

$b,8, 0 Cdse Siticon SIT SEC Tmage
vidicon uh 0 W lube ube orthicon Tsocun
bnage diagosal (mm) 16 1 " 16 ra) 25 45 35
Typsal faoplate ibuninance (Ix)* 20 3 | 03 2x 1072 003 02 om
Rospoasivity (WA mr 250 150 7% 4350 29 <10 135 x 100 4% 10 92 x 1
Typscal signal kevel (nA) 300 300 200 300 300 150 P ) 00
Lunnting ceoter tesolution, TV lnes PRI 1100 0 700 700 150 600 150 1o
Laspect reo 4.3)
Lag, thind ficld (%) 1] b) 12 L] ] ] ) 3
Output Juek current (6A) 20 0s | %S 10 0001 . -~
lntrascene dynamic rangos 3501 S0l 01 500 50.1 S0 100 10001+
Photoconductor material, o spectral 56,8 o CdSe S 5-20 5:20 510 520
response
Tube type SIT Isocon SEC 1SIT I lsocon 1.SEC
General Data
Photocuthode dianwicr (mm) 40 s 4 3% 4«0
Responsivity (A/lm) v4 09 oms 12 n Vas
Intrascone dynamic range 500 10001 10001 — - -
Usable light nage of illuminance/ 10.000 1 2000:1 2001 10%:1 20,000 1 20001
Fxposuee damage bt (Ix-sec) 10* 10 104 - - -
Typwcal performance at normal highlight
Outpul current (nA) 500 3000 130 500 00 150
Faceplate ununance to obtain (ypical 2% 10" 1S x10-2 3% 10-2 7% 1073 Sx 10 ¢ L x 10
output current (ix)
Lag afier 30 macc (%) 10 4 2 10 4 2
Lunitiog resolution, 1100 1 600 1000 1000 500
100% contrast (TV loes)
A00-lnw amplitide response (%) ie L] 0 4“4 36 (&}
Tube type SIT Isocon SEC sIT I Isocon 1-SEC
Performance a1 10~ jux faceplate illununance
Output (nA) 38 0 Not wsable; sgnal 1s 00 00 25
wery low, picture
would be very laggy
and noisy
Linunng resolution (TV liocs)
100% Contrav 700 250 K00 WO 0
0% contrast 600 175 550 o0 2%
Lay after 30 moex (%) o Nt usable 10 13 8
because of
Tag
SIN (O MHZ bandwidihy i ] 2 3 3 3
Performance wt 10~ * lux faceplate illuminance
Output corrent (nA) 10 o0
Limiting resolution (TV lincs)
100% contrast Low signal Very laggy 80O 450 Not usable
(low signal)
MR contram 350 2%
Lag after 50 moex (%) Very laggy 2s Not usable Very laggy
(very laggy)
*Caunesy of RCA. (rom RCA Elosro Opuy Hantoook V974 pp |89 207
=00k
“Hllusinancn from o wngucn Lunp. 2856°K culor temperatre
Messmed w the wdicated typral gl bhevel
“larges aa ibe dignal cwrent snd iocresscs with cacem beam owrest
Tk Carrent s equivabeat W 10% of the uigoal curment Dark currest i w o and independent of emperasure
*luminunce sange on the laceplate for & 501 (34 dB) signal mage Ustads may bo obsecved in the total mange
There s a wielul sompression of the signal above the knee tor wide vanadons of wene hminance
‘litrancene dynamic range i here delined as the range of illumuance i & magle scene such that the owtput signal level has a runge of 50|
Unable light cunge w e 1otd mnge of it that cun be tased by ion of gain within te wbe s well s by the 1y dy nge
pd Pl
4. tablazat
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C. A videojel
Jellemzdi:

1. Analog fesziiltségjel. A fesziiltség 0.7 voltos tartomdnyban mozog a minimum és maximum
intenzitas kozott (86. abra).

2. Pdsztdzds: 525 vonal/frame. Interlacing: egy kocka (frame) két mez6bol (paratlan, paros) tevodik

Ossze. Az egyes mezGkre 1/60 s (NTSC), illetve 1/50 s (PAL/SECAM) jut (87. abra).

Horizontal scan interval = 63.5 psec
Picture width = 52 usec T

<
-

<a-

-

White
0.7 v signal
]
o
>
Black
0.3 v sync pulse Even Frame Odd Frame
Time (nonlinear scale) 87. abra. Interlacing.
86. abra. Az 6sszetett (kompozit) videojel (USA
idéviszonyok).

D. A videojel képi megjelenitése: video monitoron=katédsugércso (88. abra)

PHOSPHOR
COATING

HIGH-VOLTAGE
ANODE

HEATED
CATHODE

FOCUS
BEAM CURRENT REGION
CONTROL GRID /

:b—yl ¥ DRIFT
REGION

ACCELERATION
REGION

FACEPLATE

EE— |

DEFLECTION
REGION

88. abra. Videomonitor, mint katédsugarcsd, oldalnézetben.

E. A videoj el rogzitése:

1. Magneses kozeg: magndszalag

A videojelet egy forgé dobon levé mégneses fej vagy fejek mozgd magneses szalagra irja (vagy irjak)
savok (track) formdjaban, a szalagra merGleges (szegmentalis rogzités, 89. abra) vagy helikélis (nem-

szegmentalis rogzités, 90. abra) irainyban.
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ROTATING DRUM

( turns with video heads) VIDEO
N HEAD B

MEAD WHEEL (scamer) oo oo GUI0E '

ROLLER 3 3 <-:

VIDEO TRACKS i % :

! 7N + ’

| ENTRANCE
, / ) > GUIDE
j 2 . ROLLER
& \/ GUIDE
VACUUM SHOE TRACK
TRACK

89. abra. Négyfejes szegmentalis videorogzités.

(30 RPS)
90. abra. Helikdlis rogzités.

2. Optikai kozeg (Optical Memory Disk Recorder, OMDR). Fénnyel aktivalhat6 lemezen analég videojel
rogzitése. Tobbnyire csupan egyszeri felvétel lehetséges.

3. Digitalis video. Manapdg leginkdbb terjedé videomegjelenitési és rogzitési mod. A mddszer lehetdvé
teszi, hogy a TV standardok 4ltal behatarolt térbeli és id6beli felbontdst meghaladjuk. Videodetektalds

7z 7

digitédlis kamerdval, amely eleve digitalis jelet bocsat ki (14sd késdbb). Rogzités: DVD
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KEP DIGITALIZALAS

A. Vizualis informacidatvitel
Emberi ldtérendszer: 6ridsi sdvszélesség (informécidatviteli képesség)
Kép: Gestalt vs. részletek
ldzidk (91. abra):

91. abra. I1lizidk, optikai ‘ -— ;
érzékcsalédédsok.  a | bl

Arra utalnak, hogy latérendszeriink

bonyolult képanalizist végez.

|
|
A digitalis képfeldolgozas fejlesztésének igénye az emberi ldtérendszer 6ridsi informécidatviteli
képességének kiakndzasa miatt jelentkezik.
Képtipusok:
Felszini projekcio: ilyen a szemiinkbe érkez6 mindennapos képi informécio

Diffrakcid éltal limitalt kép
Felszini pasztazas (scanning)

B. Digitalizalas: képi informacié digitalissa konvertdlasa (92. abra)

A. Analog video -> frame grabber kértya

B. Pdsztdzds: scanning
1. Sikpésztazas
2. Pasztaz6é mikroszkopok (AFM, konfokadlis)

C. Digitdlis video
Kommersz digitalis kamerak, professzionalis kamerak
Digital Video, transfer protokoll: IEEE 1394 protocol: "Firewire"

™~

voltage
)
/

)

ume Or posiuon

92. abra. A videojel (bal oldal) digitalis jellé konvertaldsa. Végeredményként diszkrét elemi képpontok
formdjaban jelenik meg a 2D kép (jobb oldal).
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A DIGITALIS KEP

A. A digitalis kép jellemz6i: Elemi képpontok 2D halézata
1. Elemi képpont: pixel (pix=kép; element)
2. Pixelhez rendelt informdcio:
a. XY lokaliz4cid: térbeli felbontdssal 0sszefiiggd koordinata értékek
b. "Szinmélység": szinfelbontdssal Osszefiiggd intenzitas érték
3. Térbeli felbontds (spatial resolution):
Az X és Y irdnyban elkiilonithetd pixelek szdma
4. Szinfelbontds (grascale/color depth):
Az elkiilonithetd szin (vagy sziirkeintenzitds) értékek szama
(De: a szin nem feltétleniil valodi szinnek felel meg; lasd AFM)

B. Szininformacié

1. LookUp Table: LUT.
Fiiggvény, mely leirja, hogy adott intenzitas értékhez milyen szin tartozik.
Korrekcid: histogram equalization

2. Hardware-orientdlt szinkddolds (93. abra)
a. Composite video: RGB (red-green-blue) vagy komplementer CMY (cyan-magenta-yellow)
b. Component video (S-video): Y/C (Y = luminancia, fényesség,
C= chrominancia, szinesség) innen YIQ szinkdédolds

3. CIE kromaticitdsi diagram (Commission Internationale de L'Eclairage) (94. abra)
Kétdimenzids diagram, mely segitségével barmely szin definidlhat6
(a harmadik tengely a luminancia, fényesség)
A CIE diagram sem a hardware-hez, sem az emberi szinlatdshoz nem viszonyul szorosan.

Blue Magenwm 08
/ / y
Z 06
C)‘m 4 ' Whize
4
g
Greys
J/ * 04
7
/ Blaci /"Rea 700
/ 62
//
Green V o Yellow
93. Abra. RGB Szin-tér vagy szin mezs. %0 0z 5 56 % 08

94. Abra. CIE szin mez6.

4. Szinldtds-orientdlt szinkodolds:(95. abra)
HSV (hue, saturation, value), HSI (hue, saturation, intensity), HLS (hue, lightness, saturation)
A festdk szin-drnyalat-tonus koncepcidjahoz hasonlit
Hue: hulldmhosszal kifejezhet6 szin (pl. vorods vagy sarga)
Szaturacid: a szin mennyisége (pl. vOords vagy rézsaszin)
Vildgossag: fénymennyiség (pl. vilagos vagy sotétvoros)
Reprezentacio: két, alapjaval egymasnak forditott kup

5. L.a.b. szin tér (96. abra)
HSV-hez hasonl6 szinkddolas, gomb alaku szin-tér
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Black

95. 4bra. HSV szin mezé 96. abra. L.a.b. szin mez6

C. A digitalis kép megjelenitése
1. CRT: katédsugércs6. Valt: SONY Trinitron (foszfor fliggbleges csikokban)
2. LCD: passziv- aktiv matrix
3. Digitalis fénymodulécids technoldgia (TI):
elemi képpontok: apré tiikkrok ON-OFF poziciéban
4. Elektrolumeszcencia, plazmakisiilés
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A DIGITALIZACIOS HIBAK KORREKCIOJA

z. 7

A kép digitalizaldsa kozben fellépd defektusok (pl. imperfekt detektor, egyenlStlen vagy elégtelen
megyvildgitds, nem megfelel nézépont)

A. Jel-zaj viszony javitasa
Tobb kép atlagoldsa, integralasa. Feltétel: id6ben allo kép.

B. "Neighborhood averaging"

Szomszédos pixelek atlagolasa

"Kernel" miiveletek (kernel=mag, bél). Konvoliciés miiveletek, melynek megvannak a frekvencia
(Fourier) doménben az analégjai.

Simitds (smoothing):

P=eredeti pixel intenzitas érték

x,y=azon pixel koordinétdi, amelyen a miiveletet végezziik
P*=moddosult pixel intenzitds érték

+m=a kernel mérete (x,y koordinatatdl mért tavolsig)

W=a kernel "suly értéke" egy adott, 1,j ponton

1,j=a kernelen beliili koordinatdk (egész szamok -m €s +m kozott)

Példa a simit6 kernelre:

1 1 1
1 1 1
1 1 1

A kernel "alakja" (melyet a suly értékek hataroznak meg) valtozd, gyakran kiilonleges lehet (97.
abra):

a b
97. abra. Kis (a) és nagyméretii (b) konvolicids kernel.
C. "Neighborhood ranking"
Szomszédos pixelek rangsorolasa.

Medidn sziirés: a pixel értékét kicseréljiik a kernel altal definidlt pixelkdrnyezet medidnjara
Medidn=rangsorolt mintdban taldlhat6 kozépsé érték
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D. Kontraszt expanzid, hisztogram equalizacié

Céunk a rendelkezésre 4116 szinfelbontds lehetd legjobb kihaszndldsa, ami nem mindig sikeriil.
Utodlagos korrekci6 lehetdségét jelenti a kontraszt expanzid €s hisztogram equalizacié. Példdul, a 98.
abran lathat6 MRI felvétel sziirkeintenzitas hisztogramja arra utal, hogy a képben bizonyos
intenzitdstartomdnyok el6forduldsa domindl. Hisztogram equalizacié utdn a sziirkeintenzitas értékek
szélesebb skaldja reprezentalt, egyenletesebb eloszlasban (99. abra). A hisztogram equalizacidt 1asd még

késbbb.

98. abra. Eredeti MRI felvétel és sziirkeintenzitads
hisztogramja (a 0-t6l 255-ig terjed6 értékek
gyakorisdga a képben).

99. abra. Az MRI kép €s hisztogramja a
hisztogram equalizdci6 utan
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E. Geometriai korrekciok

Vegyiik figyelembe, hogy a hagyoményos digitélis kép kétdimenzids, még akkor is, ha
haromdimenziés objekumrol késziilt (100. abra). Ilyenkor az objektum vetiiletét latjuk csupan, ami

nehézségeket jelenthet a kép kiértékelésénel. Tiputos eset a Fold felszinérdl készitett miiholdfelvétel.

Val6jéban az 1970-es években az lirprogram kezdetével, a kaliforniai Jet Propulsion Laboratory-ban
indult Utjara a digitélis képanalizis, az ilyen jellegli problémdk megolddsa céljabol.

/

/L
/4

Sphere
(Earth)

Image
Plane

Satellite
Position

100. abra. Egy gomb alakd testr6l (pl. Fold) tavoli pontbdl (pl.
miiholdrdl) készitett kétdimenziés kép csupdn egy vetiilet.
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"IMAGE ENHANCEMENT": KEPI INFORMACIO
KIEMELESE

Az "image enhancement" célja a felhasznalod szdmara érdekes képi informéacio kiemelése, extrahalasa.
Ilyenek lehetnek a kis kontraszkiilonbségii képteriiletek elkiilonitése, élek, hatdrok kimutatésa,
felerGsitése, mintdzat vagy textdra kimutatdsa, jellemzése, fedésbe hozhat6 képek kozotti hasonlosag
vagy kiilonbség kimutatasa. A gyakorlati, szoftveres, megvaldsitasra valo utalds érdekében az egyes
metodikdk utdn az NIH Image program kézikonyvébdl vett részletek olvashatok. Az "image enhancement
metodikdi kozé tartoznak: A. kontraszt manipulacio, B. El (hatdr) detektdlds (kernel miiveletek), C. Rang
operécidk, D. Textura analizis, E. Képi matematika.

A. kontraszt manipulacié
1. Display transzfer fiiggvény

Az Osszefiiggés leirja a tarolt pixel intenzitas értékek és a prezentalt intenzitds értékek kozotti
fiiggvényszer(i kapcsolatot (101. 4bra). Lehet egyszer(i fiiggvényszerd kapcsolat (pl. log, -log, x2), de
lehet bonyolult dsszefiiggés is. Képanalizis programokban gyakran szabad kézzel mddosithat6 a
matematikai gorbe. Cél: lokdlis kontraszt felerdsitése.

sisplay Heightness

Stored Pixel Value

101. abra. A display transfer fiiggvény.

2. Hisztogram equalizacio.
Olyan kontraszt manipulacié, melyben a display transzfer fiiggvény a kép kumulativ hisztogramja.
Szamitasa:

k=Y N7
i=0

k=a pixelhez rendelt 0j intenzitds érték

j=az aktudlis imtenzitds érték (0 és 255 kozott mozog 8 bites kép esetében)
i=egész szam 0 és j kozott

N=az i intenzitdsu pixelek szdma a képben

T=0ssz pixel szdm a képben

Cél: a rendelkezésre all6 pixel intenzitastartomany lehetS legteljesebb kihaszndlasa (102. abra).
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102. abra. Sziirkeintenzitas hisztogram és kumulativ hisztogram.
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Megvalésitas az NIH Image-ben:

MMap
Click here and dra 4 Click here and drag Teft{or
rightCor down) to 4 up) to increase contrast
increase contrast
Bt W . . .
| F———__Click here and drag right to increase
[y, brightrnesz and left to decrease it
Contrals brightness ——— (B 1
CC— W ]| s—— Controls contrast

. -
Click to reset ‘_——@"‘“—— Click to do threshalding

Use the Map window to optimize the brightness and contrast of images by modifying the video look-up table. To vary
brightness, click and drag inside the frame. This moves the plot (a piece-wise linear transformation function) horizontally,
changing the Y-intercept while maintaining a fixed slope. Brightness can also be altered using the ‘B’ slide control. To change
contrast, click and drag in the margin to move the two end-points that define the function, or use the ‘C’ slide control. A good
strategy for optimizing the contrast of an image is to click (outside the frame) in the lower left hand corner, than drag
horizontally to the right until the image starts to saturate. Similarly, click in the upper right hand corner, and drag horizontally
to the left.

B. El (hatér) detektslas (kernel miiveletek)

A miveletekkel a képben taldlhato éleket, hatdrokat (vonal mentén jelentkezd helyi kontraszt) erdsitiink
fel. Ezek kernel miiveletek. Emlékeztetd:

1 2 1
2 4 2
1 2 1

A fenti 3x3 (simitd) kernel esetében a kovetkez6 szadmitas torténik:

1. Az éppen kivélasztott pixel (mely a kernel centrélis pixelére esik) értékét megszorozzuk 4-gyel.
2. A szomszédos pixel értékeket megszorozzuk a kernel rdjuk esd pixel értékeivel.

3. A szamitott intenzitds értékeket 0sszeadjuk, és elosztjuk a kernel Osszértékével (16).

4. A kivalasztott pixelhez (kdzponti pixel) hozzarendeljiik a szamitott értéket.

Megvalésitas az NIH Image-ben:
Convolve

Does spatial convolutions using kernels read from a text file or text window. Kernels can be up to 63 x 63 in size. Output pixel
values are clipped to 8-bits unless Scale Convolutions is checked in the Preferences dialog box. Use Image's built-in text editor
to create or examine these kernels.

As an example, use the New command to open a blank text window, enter (or paste) the following kernel, then use the
Convolve command to try it out.

o o0 o0 -1 -1 -1 0 0 O
o -1 -1 -3 -3 -3 -1 -1 0
o -1 -3 -3 -1 -3 -3 -1 0
-1 -3 3 613 6 -3 -3 -1
-1 -3 -1 13 24 13 -1 -3 -1
-1 -3 3 613 6 -3 -3 -1
o -1 -3 -3 -1 -3 -3 -1 0
o -1 -1 -3 -3 -3 -1 -1 0
o o0 0 -1 -1 -1 0 0 O
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This is a 9 x 9 “Mexican hat” filter which will do both smoothing and edge detection in one operation. Each line should be
terminated with a carriage return, and the coefficients should be separated by one or more spaces, or a tab. Note that kernels,
such as this one, can be opened and displayed as an image using the Import (Text) command, scaled to a reasonable size using
Scale and Rotate, and plotted using the Surface Plot command.

Kiilonb6z6 kernel miiveletek
1. Sharpen: Elesités

Tipusos kernel:

-1 -1 -1
-1 9 -1
-1 -1 -1

NIH Image:

Sharpen - Increases contrast and accentuates detail in the selection, but may also accentuate noise. To minimize
this problem, you can Smooth and/or Reduce Noise before using Sharpen. Hold the option key down for
increased sharpening.

-1 -1 -1 -1 -1 -1 (If option key down)
-1 12 -1 -19 -1
1 -1 -1 -1 -1 -1
2. Laplace
Kernel:
-1 -1 -1
-1 8 -1
-1 -1 -1

A Laplace operdtor esetében homogén intenzitasu teriilet értékei 0-ra médosulnak. A negativ pixel
értékek elkeriilése érdekében gyakran egy kozepes intenzitas értéket (+128) adunk a pixel értékhez.

3. Derivativ kernel
Az intenzitas térbeli (X-Y) valtozasat erdsiti fel.

Példa egy X irdnyu intenzitds valtozast felersitd kernelre:

1 0 -1
2 0 -2
1 0 -1

4. Sobel & Kirsch operator

A detivativ eljarashoz hasonlit.

NIH Image:

Find Edges - Performs a Sobel edge detection operation. Two convolutions are done using the kernels shown
below, generating vertical and horizontal derivatives. The results are then combined by using the square root of
the sum of the squares of the two derivatives.

1 21 1 0-1
00 2 0-2
-1 -2 -1 1 0-1

C. Rang operaciok

Elv: a pixel értéket kicseréljiik a kernel altal definialt kornyezetben taldlhat6 valamely pixel értékre (min,
max, medidn)
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NIH Image:
Rank Filters

These filters rank (sort) the nine pixels in each 3 x 3 neighborhood and replace the center pixel with the median, minimum
(lightest), or maximum (darkest) value. Use the Median filter to reduces noise. The Minimum filter erodes (shrinks) objects in
grayscale images similar to the way binary erosion shrinks objects in binary images. The Maximum filter dilates (expands)
objects in grayscale images similar to the way binary dilation expands objects in binary images.

3143 Rank Operations

i® Median (Reduce Noise)
1 Minimum (Erode)
) Maximum (Dilate)

) Opening
) Closing

Iterations: El
[ ok ]

Select Median and each pixel will be replaced with the median value in its 3 x 3 neighborhood. This is a time consuming
operation because, for each pixel in the selection, the nine pixels in the 3x3 neighborhood must be sorted and the center pixel
replaced with the median value (the fifth). To demonstrate the effectiveness of median filtering, try removing random spot
noise generated using the spray can tool with the diameter set to 50 or greater.

Select Minimum and each pixel is replaced with the minimum value in the 3 x 3 neighborhood. With binary images, this
produces the same result as the Binary/Erode filter with count set to one.

Select Maximum and each pixel is replaced with the maximum value in the 3 x 3 neighborhood. With binary images, this
produces the same result as the Binary/Dilate filter with count set to one.

Select Opening and Iterations erosion operations are performed, followed by Iterations dilations. Select Closing and Iterations
dilation operations are performed, followed by Iterations erosions.

D. Textura analizis

Elv: a képi mintdzatot jellemezziik. Kernel miivelet. Az intenzitas értékekben mérhet6 helyi véltozast
fejezziik ki.

1. Range: A pixel értéket kicseréljiik a kernel altal definialt pixelkdrnyezetben szamitott statisztikai
tartomany (range) értékére.

2. RMS ("root mean square")

A pixel értéket kicseréljiik a kernel altal definidlt pixelkornyezetben szdmitott variancia értékére.
Variancia: a centrdlis pixel és a szomszédos pixelek kozotti kiilonbség négyzeteinek Osszege.

3. Fraktal analizis

Fraktal: komplex geometriai alakzat, melyre jellemz6 az 6nhasonldsag (self similarity).

"fractus": tort, fragmentalt.

Jellemz6 a skdldzdsi szimmetria. Az alakzat szimmetrikus a felnagyitott vagy kicsinyitett alakzatra.
A kép esetében kiszamithatunk egy fraktal dimenziot (a mintazat fraktal viselkedését jellemz6
matematikai szam): Hurst egyiitthato.

E. Képi matematika
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Elv: kiilonb6z6 (azonos méretli) képek azonos helyein taldlhaté pixelek intenzitds értékei kozott elvégzett
matematikai alapmiveletek (+, -, *, /) illetve logikai (Boolean) miiveletek. Emellett tetszéleges
matematikai miiveletek is elvégezhetSk a pixeleken.

1. Kivonas

Mozgasdetektélds

2. Osszeadas

Ugyanarrdl a mintardl kiilonb6zé moédszerel készitett mikroszképos képek szummédcids megjelenitése (pl.
konfokalis mikroszkdpia)

3. Szorzas/osztas

4. Logikai (Boolean) operaciok (OR, NOR, XOR)

NIH Image:
Arithmetic

The commands in this sub-menu add (subtract, multiply, etc.) a constant to each pixel in the current rectangular selection, or if
there is no selection, the entire image.

If Real Result is checked, calibrated pixel values are used and the result is stored, in a new window, as both 32-bit real and
scaled 8-bit images. The 8-bit image is calibrated using a linear calibration function so that commands in /mage that only “see”
the 8-bit image (currently everything accept Arithmetic, Image Math and FFT) will use approximations of the real pixel
values.

Add - Adds a constant to each pixel in the selection. Results greater than 255 are set to 255.

Subtract - Subtracts a constant from each pixel in the selection. Results less than O are set to 0.

Multiply - Multiplies each pixel in the selection by a constant. Results greater than 255 are set to 255.

Divide - Divides each pixel in the selection by a constant.

Log - Replaces each pixel (V) in the selection with In(V) * 255.0 / In(255.0), where In(V) is the natural
logarithm(loge) of V. The result is set to 0 if V is equal to 0.

AND, OR, XOR - Performs the selected Boolean operation on each pixel in the selection.
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Image Math

Performs arithmetic and logical operations between two images selected from pop-up menus. The operation to be performed is

also selected from a pop-up menu.

Image Calculator

[ Image #2

hd

- || Image #1

hd

X lo.5000 |
+128 |

- |F|esu|t

[] Real Result

For each pixel, the arithmetic operation is performed, the result is multiplied by the scale factor, the offset value is added, and

the final result is clipped to 8-bits (0-255). The operations are carried out in the upper left corner of each image using the

largest common rectangle.

If Real Result is checked, the calibrated pixel values for the two input images are used and the result is stored, in the same
window, as both 32-bit real and scaled 8-bit images. The 8-bit image is calibrated using a linear calibration function so that
commands in Image that only “see” the 8-bit image (currently everything accept Arithmetic, Image Math and FFT) will use
approximations of the real pixel values. Notice that the name in the result window's title bar is enclosed in angle brackets to
indicate that the it contains a real image. Also note the white diamond, indicating that the scaled 8-bit result is density

calibrated.
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KEPANALIZIS FREKVENCIA (FOURIER) TERBEN

Fourier elv
Bérmely fliggvény eldéllithat6 egy szinuszfiiggvény €s felharmonikusai 0sszegeként.
Fourier transzformacio

£6) > Flw)
Fu)= Jf(x)e_zmmdx

F(u)=az adott frekvenciakomponens mértékét adja meg (komplex fliggvény)
x=valos valtozé (tér vagy ido)

i =<1

Vegyiik figyelembe (Euler formula):
—2miux

e = cos(2mux) — i sin( 2mux)

F(u) komplex fiiggvény valds és imagindrius fliggvény Osszege:
F(u)= R(u)+il(u)

Poléris koordindtarendszerben dbrazolva F(u)-nak magnitidé (F) és fazis (f) komponense van:

F(u) = |F(u)le™”

A magnitid6 négyzete: "power spectrum" (spektralis siirliség):

P(u) = |F(u)f

A gyakorlatban a spektralis denzitdst abrazoljuk (103. abra).

Amplitude

- =\
/ ﬁ

Space or Time |

Inverse
Founer
Transtorm

Amplitude

L 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Frequency

103. abra.

2D Fourier transzform

Pontszimmetrikus kvadransokbdl dll. X és Y tengelyen: frekvencia. Az adott frekvencidnal feltiintetett

érték a frekvencia jarulékat fejezi ki.

Alkalmazasok
1. Periodikus zaj sziirése

A periodikus zaj mint kitiintetett frekvencia jelentkezik az FFT-ben. Maszkok és inverz FFT segitségével

a zajmentes kép rekonstrudlhato.
2. Konvolucié és Korrelacio
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A kernel miiveletek a Fourier térben gyorsabban elvégezhet6k. Konvolicié a Fourier térben: (Kép FFT)
X (Kernel FFT).
Korrelacio: két kép FFT-je kozotti szorzat. (Autokorreléacid, keresztkorrelacio)

NIH Image:
FFT - Computes the Fourier transform and displays the power spectrum. Requires a square, power of two size image
or selection. The transformed frequency domain image is stored in a 32-bit real buffer attached to the window
displaying the power spectrum. The only commands in /mage that currently recognize this real image are “Inverse
FFT”, “Redisplay Power Spectrum” and “Image Math”. All other commands “see” only the 8-bit power spectrum.

A helpful trick to remember when attempting to make power of two sized selections is to hold down the shift key,
which forces the selection to be square. Or, even easier, use the macros for creating power of two sized selections in
the “FFT Macros” file distributed with Image. The “FFT Macros” file also contains macros for high and low pass
filtering.

Inverse FFT - Computes the inverse Fourier transform. You can filter or mask spots on the transformed (frequency
domain) image and do an inverse transform to produce an image which only contains the frequencies selected or
which suppresses the frequencies selected. Use Image's editing and selections tools to draw black or white areas that
mask portions of the transformed image. Black areas (pixel value=255) will pass the corresponding frequencies and
white areas (pixel value=0) will filter out the corresponding frequencies. It is not, however, possible to both pass and
filter during the same inverse transform. The “fft_example.bin” test image in the images directory on
zippy.nimh.nih.gov provides an example of FFT editing and filtering.

Redisplay Power Spectrum - Recomputes the power spectrum from the real frequency domain image. This
command allows you to start over if you mess up while editing the power spectrum display.

Swap Quadrants - Swaps quadrants 1 and 3 and quadrants 2 and 4 of the active image. Requires an 8-bit image
whose height and width are equal and a power of two. Quadrant swapping is performed automatically every time a
power spectrum is computed. In the normal, un-swapped, state, the power spectrum’s central peak is distributed
among the four corners of the image. While this is the format used in all computations, it doesn’t correspond to
nature’s FFT analog, the diffraction pattern. This command is useful because cross and auto-correlation operations
(the “cMul” operator in Image Math) result in inherently un-swapped space domain images, yet like power spectra,
correlation functions are often displayed in quadrant swapped format. The Swap Quadrants command lets you choose
the format you desire.

The transformed frequency domain images created by the FFT command are stored as 32-bit real images. The name in the
window's title bar is enclosed in angle brackets (e.g., “<<FFT 2>>%) to indicate that the window includes a real image. Note
that frequency domain images require 5 times as much memory as normal 8-bit images - 4 bytes/pixel for the real image and 1
byte/pixel for the power spectrum image. The only commands in Image that currently recognize real images are “FFT”,
“Inverse FFT”, “Redisplay Power Spectrum” and “Image Math”. All other commands “see” only the 8-bit power spectrum.

The Image Math command supports arithmetic operations on the real images created by the FFT command. You can use it for
multiplication (convolution), division (deconvolution) and conjugate multiplication (crosscorrelation and autocorrelation) of
frequency domain images. There are macros in the “FFT Macros” file for doing autocorrelation. See the ImageFFT
documentation and “The Image Processing Handbook” by John Russ for examples of how these operations can be used to
analyze images.
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THRESHOLDING ES SZEGMENTACIO

A leggyakrabban alkalmazott image processing eljardsok kozé tartoznak a thresholding (kiiszobolés)
és a szegmentacio. A 1ényegiik: bizonyos szempontok alapjan teriiletekre osztjuk a képet.

"Foreground/Background" szétvalasztisi miiveleteknek is nevezik 6ket, ami arra utal, hogy az eljaras a
kép egy adott tulajdonsagara koncentrdl, €s a tobbit eldobja.

A "foreground/background eljaras kiilonosen érvényes a szemre: lasd optikai csalédasok (91. abra).
Az ember vizudlis rendszere nem képes egyszerre koncentralni a kép kiilonboz6 informécidtartalmara.

A. A thresholding miivelet Iényege és megvaldsitasa
1. Kivalasztjuk a kép egy bizonyos sziirkeintenzitas tartomanyat
2. az ebbe a tartomdnyba esd pixelek alkotjdk a "foreground-ot" (el6tér)
3. a tobbi pixel alkotja a "background-ot" (hattér)

Az eredmény: bindris kép
Az el6tér vagy fehér vagy fekete (altalaban)

A thresholding-ra a hisztogram szolgdl utmutatdsul. Kiilonb6z6 sziirkeintenzitas értékek
kivélasztasaval megvaltozik a képi informacio.

A thresholding modszerét felhaszndlhatjuk:
1. textira analizis
2. hatarvonalak kiemelése
3. képi alapjellegzetességek (feature) kiemelése
4. kép eldkészitése tovabbi mérésekre

B. Binaris képek analizise
Binaris kép: csak két kiilonbozd pixel-értéket tartalmazo kép. A thresholding médszerével éllithato eld.
1. Boole-féle logikai miiveletek (104. abra)

a. A OR B: az A és B kép (mint halmaz) unidja (c abra)

b. A AND B: az A és B kép metszete (d dbra)

c. ANOR B: az A és B kép unidja - metszet (e dbra)

d.NEM A: az A kép ellentettje (f aibra)

104. abra. Boole-féle miiveletek két binaris (a és b) képen.
2. Erozio és dilatdcio
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"Neighborhood" miiveletek. Az egyes pixeleken torténd miiveletek figyelembe veszik a szomszédos
pixelek tulajdonsagait (105. abra).

Erozio: eltavolit olyan pixeleket, amelyek az el6térben vannak, és athelyezi 6 ket a hattérbe. A
"klasszikus" er6zi6 eltdvolitja azokat a pixeleket, melyek a hattér részét képezd pixelekkel érintkeznek.
Hatasa: a képi objektum periféridjarol egy réteg pixelt eltavolit.

Dilatdcio: az erdzi6 ellentéte. Olyan hattér-pixelt, mely a képi objektum pixeljeivel érintkezik, az
elotérbe hoz. Hatasa: egy réteg pixel rakddik rd a képi objektum periféridjara.

3. Nyitds és zdrds (opening és closing)

Az erdzid és a dilatacié kombinacioi.
Nyitds: er6zi6 + dilaticio (a sorrend fontos!)

Hatdsa: éppen érintkezd képi objektumok kozott megnyitja a teret.
Zdrds: dilataci6 + er6zid

Hatasa: izolalt lyukakat, réseket bezar.

105. abra.. Egyméssal érintkezd képi teriiletek szétvalasztasa erdzid/dilaticid segitségével. a. Eredeti
kép. b. Két ciklus er6zi6. ¢. Négy ciklus. d. Hét ciklus. e. Négy ciklus dilatici6 a d képen. f. Hét ciklus
dilatéacid. g. Kilenc ciklus dilatacié. h. Boole-féle AND operaci6 a g és a képek kozott.

D. Szkeletonizdcio
Az erdzi6 specidlis formdja. Ismételt er6ziot hajtunk végre bizonyos szabalyok betartasaval. A szabaly
az egymdssal érintkez6 szomszédos pixelek viszonydra vonatkozik. Nevezetesen, ha a szomszédos
(érintkezd) pixelek nem alkotnak egy kontinuus csoportot, akkor a centrdlis pixel nem eltavolithat6 (106.
abra).
Hatasa: a képi objektum vaza (skeleton) rajzolddik ki.

Patterns for which the central pixel canno .b removed.
106. abra. Reprezentativ pixelmintazatok, amelyek esetében megendedett (felsd
sor) vagy tiltott (als6 sor) a kozépso pixel eltavolitasa.

E. Korvonalazds (Outline)
Bindris képi objektum korvonalat rajzolja ki (107. abra).
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107. abra. Eredeti kép Thresholding Szkeletonizacid Korvonalazas

Megvalésitas az NIH image programban:
Binary

The commands in this sub-menu are used to convert grayscale images to binary (i.e. black and white only), and to process
these binary images. Note that Erode and Dilate do not perform erosion and dilation with structuring elements as described in
the literature of classical mathematical morphological. However, several of the Mac image processing programs listed in
Appendix D, such as “Alice”, do support mathematical morphology.

Make Binary - Converts the current grayscale image to binary by setting pixels that have been highlighted by either density
slicing or by thresholding to black (255), and all other pixels to white (0).

Erode - Removes pixels from the edges of objects in a binary images, where contiguous black areas in the image are
considered objects, and background is assumed to be white. A pixel is removed (set to white) if four or more of its eight
neighbors are white. Erosion separates objects that are touching and removes isolated pixels.

Dilate - Adds pixels to the edges of objects in a binary images. A pixel is added (set to black) if four or more of its eight
neighbors are black. Dilation connects discontinuous objects and fills in holes.

Open - Performs an erosion operation, followed by dilation, which smoothes objects and remove isolated pixels.
Close - Performs a dilation operation, followed by erosion, which smoothes objects and fill in small holes.

Set Count... - Allows you to specify the number of adjacent background or foreground pixels necessary before a pixel is
removed from or added to the edge of objects during erosion or dilation operations. The default is four.

Set Iterations... - Allows you to specify the number of times erosion, dilation, opening, and closing are performed. The
default is one.

Outline - Generates a one pixel wide outline of objects in a binary image.

Skeletonize - Repeatable removes pixels from the edges of objects in a binary image until they are reduced to single pixel
wide skeletons. Type command-period to abort.

Distance Map - Generates a Euclidian distance map (EDM). Each foreground (black) pixel in the binary image is replaced
with a gray value equal to that pixel's distance from the nearest background (white) pixel. To reduce rounding errors,
intermediate EDM values are stored as 16-bit values.

Ultimate Points - Generates the ultimate eroded points (UEPs) of the EDM. Requires a binary image as input. The UEPs
represent the centers of particles that would be separated by segmentation. The UEP's gray value is equal to the radius of the
inscribed circle of the corresponding particle. Note that the EDM is automatically smoothed when doing watershed
segmentation but not when generating UEPSs. You can force EDM smoothing, however, by holding down the option key
while selecting the "Ultimate Points" command. Smoothing the EDM results in fewer noise induced errors but causes the
gray values of the UEPs to be slightly lower, i.e. it slightly reduces the estimated particle sizes. Requires free ram equal to 2-
5 times the image size.

Watershed - Separates touching convex particles. Requires free ram equal to 2-5 times the image size. Hold down the option
key to disable EDM smoothing.
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MERESEK DIGITALIS KEPEKEN

A digitélis képen szamos mérést végezhetiink el térbeli, illetve denzitas kalibracio utan. Itt utalunk az
NIH Image programra.

Megvaldsitas az NIH Image programban:

Area - Area of selection in pixels. Area is in calibrated units, such as square millimeters, if Set Scale has been used to
spatially calibrate the image.

Mean - Average gray value within the selection. This is the sum of the gray values of all the pixels in the selection
divided by the number of pixels. Reported in calibrated units (e.g., optical density) if the Calibrate command has been
used to calibrate the image.

Standard Deviation - Standard deviation of the gray values used to generate the mean gray value.

X-Y Center - Center of the best fitting ellipse, measured from either the upper left or lower right corner of the image,
depending on the status of the Invert Y Coordinates check box in the Preferences dialog box. This is the geometric
center of the selection, not the density weighted center. This option is automatically enabled when the cross hair tool
is used.

Modal Value - Most frequently occurring gray value within the selection. Corresponds to the highest peak in the
histogram.

Perimeter/Length - Length around the outside of the selection, or line length for line selections. The perimeter is not
computed for composite selections created using the control and option keys. This option is automatically enabled
when Measuring a line selection.

Major/Minor Axis - Lengths of the major and minor axes of the best fitting ellipse.

Angle - Angle between the major axis and a line parallel to the x-axis of the image, or an angle measured using the
angle tool. This option is automatically enabled when the angle tool is used.

Integrated Density - Sum of the gray values in the selection, with background subtracted. Use to measure the size
(volume) of spots or bands in electrophoresis gels. It is computed using the following formula:

IntegratedDensity = N * (Mean - Background)
where N is number of pixels in the selection, and Background is the modal gray value (most common pixel value)
after smoothing the histogram. Note that this formula assumes that the background is lighter (has lower pixel values)
than the object being measured. The background level may be computed incorrectly if there isn't a well defined peak
in the histogram. This can happen if not enough background is included within the selection or the background is not

very uniform.

Min/Max - Minimum and maximum gray values within the current selection.
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HAROMDIMENZIOS KEPANALIZIS

Haromdimenzios digitalis kép elemi képpontja: "voxel" (vox=volumen, el=element)

Haromdimenzids képi informacio felvétele:
Tomografia (CT, MRI)
Sorozatmetszet (mikroszkopia)
Optikai metszet (konfokalis mikroszkdpia)
N.B.: harmadik dimenzi6 lehet akdr az id6 (mozgokép) vagy a denzitds (felszini topografiai kép) is

Haromdimenziés kép megjelenitése, analizise
Képi metszetek (slice) "zsakban" (stack) (108-110. abra)

108 . abra. Eredeti MRI képszelet 109. abra. A 3D képanyag tjraszeletelésével nyert kép

110. abra. 3D képrekonstrukcio: a 3D informacobdl projekcidval nyert kép.
Egyetlen kép tartalmaz az egész térfogatra vonatkoz6 informaciot.
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Megvaldsitas az NIH Image programban:
Project...

Generates an animation sequence by projecting through a rotating 3D data set onto a plane. Each frame in the animation
sequence is the result of projecting from a different viewing angle. To visualize this, imagine a field of parallel rays passing
through a volume containing one or more solid objects and striking a screen oriented normal to the directions of the rays. Each
ray projects a value onto the screen, or projection plane, based on the values of points along its path. Three methods are
available for calculating the projections onto this plane: nearest-point, brightest-point, and mean-value. The choice of
projection method and the settings of various visualization parameters determine how both surface and interior structures will
appear.

This routine was written by Michael Castle (e-mail: mike.castle@umich.edu) and Janice Keller of the University of Michigan
Mental Health Research Institute (MHRI).

Distance Between Slices: 1.0 |
Initial Angle(D-359°): 0
Total Rotation(D-360°): 360
Rotation Angle Increment: 10

Lower Transparency Bound: 0

Upper Transparency Bound: 294
Surface Opacity (0-100): 0
Surface Depth-Cueing (0-100):| 100
Interior Depth-Cueing (0-100):|0

[]Save Projections to Disk
<] Minimize Window Size

A#is of rotation: Projection Method:
) H-Axis @ Nearest Point
i Y-Axis {_y Brightest Point
1 2-ARis {_» Mean Value

Distance Between Slices is the interval, in pixels, between the slices that make up the volume. Image projects the volume onto
the viewing plane at each Rotation Angle Increment, beginning with the volume rotated by Initial Angle and ending once the
volume has been rotated by Total Rotation.

The Lower and Upper Transparency Bound parameters determine the transparency of structures in the volume. Projection
calculations disregard points having values less than the lower threshold or greater than the upper threshold. Setting these
thresholds permits making background points (those not belonging to any structure) invisible. By setting appropriate
thresholds, you can strip away layers having reasonably uniform and unique intensity values and highlight (or make invisible)
inner structures. Note that you can use density slicing to set the transparency bounds.

Sometimes, the location of structures with respect to other structures in a volume is not clear. The Surface Opacity parameter

permits the display of weighted combinations of nearest-point projection with either of the other two methods, often giving the
observer the ability to view inner structures through translucent outer surfaces. To enable this feature, set Surface Opacity to a
value greater than zero and select either Mean Value or Brightest Point projection.

Depth cues can contribute to the three-dimensional quality of projection images by giving perspective to projected structures.
The depth-cueing parameters determine whether projected points originating near the viewer appear brighter, while points
further away are dimmed linearly with distance. The trade-off for this increased realism is that data points shown in a depth-
cued image no longer possess accurate densitometric values. Two kinds of depth-cueing are available: Surface Depth-Cueing
and Interior Depth-Cueing. Surface Depth-Cueing works only on nearest-point projections and the nearest-point component of
other projections with opacity turned on. Interior Depth-Cueing works only on brightest-point projections. For both kinds,
depth-cueing is turned off when set to zero (i.e. 100% of intensity in back to 100% of intensity in front) and is on when set at
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0<n=100 (i.e. (100-n)% of intensity in back to 100% intensity in front). Having independent depth-cueing for surface (nearest-
point) and interior (brightest-point) allows for more visualization possibilities.

The Minimize Window Size option allows you to save memory by making projection windows as small as possible given the
size of the volume and the axis of rotation. If this box is not checked, projection windows for a given set of slices will be the
same size regardless of the axis of rotation (convenient for animation sequences using multiple axes of rotation).

Select Nearest Point projection to produce an image of the surfaces visible from the current viewing angle. At each point in the
projection plane, a ray passes normal to the plane through the volume. The value of the nearest non transparent point which the
ray encounters is stored in the projection image. Brightest Point projection examines points along the rays, projecting the
brightest point encountered along each ray. This will display the brightest objects, such as bone in a CT (computed
tomographic) study. Mean Value projection, a modification of brightest-point projection, sums the values of all transparent
points along each ray and projects their mean value. It produces images with softer edges and lower contrast, but can be useful
when attempting to visualize objects contained within a structure of greater brightness (e.g. a skull).

Several macros (in the file “Stacks”) are available for performing various operations on the slices making up a volume prior to
using the Project command. Use “Smooth” to reduce noise in a volume. Since the projection routine assumes volumes contain
one or more objects within a black background, use “Invert” to invert volumes with a white background. For low contrast
volumes, increase the contrast using the controls in the Map window and then apply the look-up table to the volume using the
“Apply LUT” macro. The “Remove 0 and 255” macro changes pixel values of 0 and 255 to 1 and 254 respectively. This is
sometimes useful when pseudocoloring projections. Use “Replicate Slices” to eliminate the gaps seen in projections of

volumes with a slice interval greater than one by increasing the number of slices. The “Make Cone” macro creates a 643
volume containing a cone with two rods inside that is very useful for understanding the effect of various projection parameters.

Reslice

Reconstructs a 2D image from the image volume contained in the current stack. Use the straight line selection tool to select
were the reconstruction will be done. You will be prompted for the slice spacing (displacement between slices in the stack) in
pixels if this information has not been previously entered. For experimenting with the Reslice command, a sample MRI
volume consisting of 27 5mm slices is available from the NIH Image Web site (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Macros are
available (in the file “Stacks”) for repetitive reslicing of image volumes, for example, to generate a set of coronal slices from
an MRI volume consisting of sagital slices.
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