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1. Bevezetés

A holografikus képalkotas adott hullamhosszti és koherens hullamok interferenciajan alapuld
eljaras, igy a tobbszint, illetve fluoreszcens képek létrehozasahoz nem egyértelmi az
alkalmazhat6saga. Disszertaciomban 0j megoldast adok szines, illetve fluoreszcens

holografikus képalkotasokra egyarant.

Sziikebb témateriiletem a lathato hullamhosszon mikodo digitdlis holografikus mikroszkopia
(DHM), melyet szabadon uszé indikator szervezetek (algdk és férgek) felismerése céljabol
kutattam. Ezen 1ények felismerését nagyban segitik a képalkotas szines, illetve fluoreszcens

valtozatai. Igy lett kutatasomnak két f6 teriilete.

A szines digitalis holografikus mikroszkopia alapja egy Osszetett holografikus rendszer,
melyben kettd vagy tobb kiilonbozé szinii hologram-rekonstrukciokbol illesztik Gssze a vizsgalt
objektum szines képét. A mozgod objektum magéban foglalja azt az igényt, hogy a kiilonb6z6
szinli hologramok egy id6ében keletkezzenek, és azonos perspektivabol abrazoljak az adott
objektumot azonos nagyitassal, torzitasokkal és pozicidval. A meglévd rendszerek - bar jo
megoldasokat adtak - kiterjedt szerkezetiik miatt nem eléggé biztositottak a stabilitast. Munkam
soran egyforma stllyal kerestem a hardveres és a szoftveres megujulas lehetségeit. Hardveres
ujitasom volt a szines DHM-hez illesztett (1j megvilagitds mely nagyobb stabilitast és kisebb
expozicios id6t biztositott az atfolyds mintat néz6 rendszernek. Szoftver oldalon, a holografikus

képalkotas soran gyakran jelentkez6 képszéli diffrakciot kezeltem le.

Az onreferencias digitalis holografia -nevéhez hiven- az interferencia jelenségen alapul, amit a
fény koherens természete tesz lehet6vé. Amikor a fényforras nem tipikusan koherens, példaul
mikor a fluoreszcens targy maga a fényforras, akkor nagysagrendekkel kisebb koherenciaji fény
all rendelkezésre az interferencia megvalositasahoz, ami a szokvanyostol eltéré geometriai
elrendezést kivan. Kutatdsomban eljutottam arra a felismerésre, hogy gytriis bifokalis lencse
(GyBL) segitségével is lehet az oOnreferencias holografiat a fluoreszcens mikroszkopia
szolgalataba allitani, nem csak kiterjedt interferométerekkel, és draga fénymodulatorokkal.
Kidolgoztam a gytriis bifokalis lencse holografikus képalkotasanak elvi hatterét, mely a
leképzés mellett az Oninterferencidhoz sziikséges optikai uthossz kiilonbségekkel is szamol.
Megterveztem és legyartattam a gylris bifokalis lencsét, mely hatékonysagat hagyomanyos

mikroszkopba szerelve mérésekkel is bizonyitottam.



2. A szines DHM

Az elsO ¢és masodik tézisem a szines digitalis holografikus mikroszkophoz kothetd, mely
berendezés bioldgiai ritkas folyadék mintak -jelen esetben ivoviz vagy természetes vizek-

monitorozasara lett megépitve. A berendezést az alabbi 1. dbra mutatja be.

ElsG objektiv fokuszsikja Masodik objektiv fékuszsikja
Kozos fokuszsik '

targytér képtér L

—

masodik objektiv
i . f=45[mm]

megvilagitas atfolyos elsé objektiv detektor
cella f=9[mm]

1. abra A szines digitalis holografikus mikroszkop optikai elrendezése.

A bioldgiai minta az atfolyos (0,8 mm vastag Ibidi®) cellan halad keresztiil, mikdzben a szines
DHM képet alkot a folyadékban isz6 objektumokrol. Lathato, hogy a mintat nem kell két tiveg
kozé egy sikba preparalni, mint hagyomanyos mikroszkopiaban. Itt, a latott térfogat vastagsaga
kétszazszor is nagyobb, mint preparalt esetben. A mélységnévekedést a holografia teszi
torténd rogzitése, a masodik pedig a hologrambol torténd képrekonsterukcio. A hologram
irasdhoz sziikségiink van egy targy és egy referencianyaldbra. Az itt bemutatott in-line
rendszernél a megvilagitds azon fénye, mely a ritkds mintan szabadon athalad a
referencianyaldb, és azon fénye, mely a minta objektumain szorodik pedig a targynyalab. A
kettd interferenciaja adja a hologramot, melyet a szines DHM optikaja a detektorra illeszt. [gy
az optika altal a Nyquist-Shannon tétel szerinti mintavétellel biztosizhatdé. Az optika két
(Olympus LUCPLFLN 20x és Olympus PLN 4x) objektiv Osszeforgatasdval lett ugy
megalkotva, hogy azok hatsé fokuszaik egybe essenek. A lateralis nagyitasa 5x. A masodik
objektiv fokuszaban kap helyet az (EPIX SV9C10) kamera.

A kamera Bayer-pattern szinsziiréi és a szines megvilagitas segitségével harom kiilonb6z6
hullamhosszon lehet ugyan arrdl az objektumrol egy idoben azonos nézetb6l hologramot

felvenni, melyekbdl az objektum szines képe rekonstrualhato.
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3. A DHM megvilagitasa

A megvildgitas mindsége meghatarozza a képmindséget is. A megvilagitdssal megegyezd
referencianyaldb hullamfrontja és a hologramot rekonstrualé nyaldb hullamfrontja kozti
kiilonbség képalkotasi hibat eredményezhet, jobb esetben csak nagyitaskiilonbséget. A szines
DHM numerikus rekonstrukcio soran sik rekonstrualényalabot alkalmaz, igy a sik hullamfronta
referencianyaldb elérése a cél. Lézer alkalmazéasanal ez single modusti Gauss-nyalabot jelent,
mely gorbiileti sugara nagysagrendekkel nagyobb a megvilagitott teriilet atlojanal. A sik
hullamfrontot az optika is segiti elérni, mely longitudinalis nagyitasabol fakaddan 25x tavolabb
helyezi a megvilagitast, novelve ezzel a megvilagitas hullamfrontjanak gorbiileti sugarat a

detektoron.

A single modust Gauss-nyaldbot pinhole vagy single modusu széloptika altal végrehajtott

térfrekvencia sziiréssel lehet egy altalanos 1ézerfénybdl elérni.

A szines megvilagitasnal feladat a kiilonbdz6 hullamhossza fények Osszevezetése, hogy egy
iranybo6l vilagithassak meg a targyat. Ezt dikroikus tiikrokkel, vagy szaloptikai
nyalabegyesitokkel szoktadk megoldani. Minél tobb fényforras van jelen, annal kiterjedteb a

crer

okozhatjak.

Munkam soran arra jottem ra, hogy érdemes a single-modust szaloptika eldnyeit kihasznalni,
¢€s az ismert nyalabegyesitoket elkeriilni. Ha minden fényforrés a ra specifikus single modusa
optikai szalba van csatolva, és az optikai szalak kimeneti végeik csak szorosan egymas mellé
vannak illesztve egy szalcsatlakoz6 adapteren beliil, akkor a térben 1étrejon a vonalas spektrumu
fehér megvilagitas a kivant hulldmfrontmindséggel. Kiilonb6zé szamu és hullamhosszu
fényforrasokra konnyen illeszthetd ez az 11j koncepcioju megvilagitas, melynek képét az alabbi

2. abra mutatja be.



kék fényre single médusi optikai kabel

o z81d fényre single médusa optikai kabel

FC/PC csatlakozé

vords fényre single médusu optikai kabel

2. dbra Uj szines megvilagitds holografikus képalkoté berendezések szamdra. A kiilonbozd szinre tervezett
single-maodusii optikai szalak egy szdlcsatlakozéban vannak szorosan egymds mellé kitegelve. Kis

fényveszteségii és jo mindségii stabil hullamfrontu Gauss-nyaldabokat biztosit.

1. Tezis

Uj megvilagitist dolgoztam ki szines digitilis holografikus képalkotds szdmdra.
Bebizonyitottam, hogy kiilonbozo hullamhosszokra tervezett single-modusu optikai szdlak
kimeneti végeiknek egy optikai szdlcsatlakozoba valo egymdssal pdarhuzamos és szoros
illesztésével szines hologrdfia szamdra robusztus, konnyen kezelhetd és poziciondlhato,
tisgtantarthato és kiilonbozé hullaimhosszu single-modusu  Gauss-nyalabokat biztosito
megvilagitdas épitheto egynézetii képalkotashoz. Az optikai szalak ondlloé szabad végeikre
kivant fényforrasok illeszthetéek. A megvilagitis szabadalmaztatdsra keriilt, és alkalmazdst

nyert egy forgalomba dllitott szines digitdlis holografikus mikroszkopban.

Kapcsolodo szabadalom, folydirat publikdcio és konferenciaeldaddsok: [S1, F1, K1, K2]



4. A szineskép-rekonstrukcio

A detektor altal egyszerre rogzitett szines hologram rekonstrukcidja szincsatornanként torténik
az Angular Spectrum Methoddal. Egy szines hologram szincsatornait tekintve, egymassal
parhuzamos, sik rekonstrualonyalabok hasznalata esetén a szincsatornak rekonstrukcioi
nincsennek fedésben, mint ahogy a kovetkezd 3. dbra a), ¢) képe mutatja. Ez a szinhiba az 1)
megvilagitas hasznalataval, de dikroikus tiikrokon alapuld nyaldbegyesitések soran is
keletkezhet. Korrigalasa numerikusan egyszer(i: a kiilonb6zo szini rekonstrualonyalabok altal
bezart sz6gek legyenek egyenldk a megvilagitonyalabok altal bezart szogekkel, de a referencia-
¢s a hozza tartozo rekonstrudlonyalaboknak nem kell parhuzamosaknak lennitik. A korrekciot

alkalmazva a szinhiba eltlinik, mint ahogy az alabbi 3. abra b), d) képein lathato.

(b) (d)

3. abra Tilt-kompenzacio nélkiili (a, c) és a kompenzdacios (b, d) hologram-rekonstrukciok. Ahol (a, b)

Pediastrum algatelep, és (c, d) pedig fonalas Melosira. (A méretvonal hossza 20 um.)



A rekonstrudlonyalabok (a megvilagitonyalab szogei alapjan torténd) egymassal vald relativ
szogeinek Dbeallitdsa azt eredményezi, hogy a rekonstrualonyalab hullamfrontjanak
faziseloszlasa a hologram sikjaban immaron nem homogén, hanem csikos szerkezetii. A
numerikus rekonstrukcio soran alkalmazott Discrete (Fast) Fourier Transzformacié a
referencianyalab hullamfront-eloszlasaval (is) Kicsempézi a végtelenitett teret. Ez a csempézés
a kép széleinek illeszkedéseinél fazisugrast eredményez ( 4. b) abra), melyen a diffrakcios zaj

1étrejon (4. d) abra).

Irodalmakbol lathato, hogy ezen diffrakcios zaj eltiintetheté a képmezd apertirazasaval, a zaj
6nallo kiszamolasaval és annak a rekonstrukciobol torténd kivonasaval, vagy példaul a képméret
oly modu csokkentésével, hogy a tapétazott képtérben az illeszkedéseknél folytonossag
keletkezzen, amihez hasonlot a 4. €) abra is mutat. Ezen megoldasoknal kisebb miiveletigényii
¢s eredeti méretet megtartd megoldast adtam azzal, hogy a képek illeszkedéseinél talalhato

folytonossagot a hullamfront ferdeségének kerekitésével értem el.

(d) (e)

4. abra Rekonstrualo nyaldb dltaldanos ferdeségének (tilt) a hatdsa a széleken megjelend diffrakcios csik,
mely a tilt pontos bedllitisdaval korrigalhato. a) Egy hagyomdnyos in-line hologram. b) A rekonstrudlo
nyaldb fazisa, mely dltaldnos tilt-et tartalmaz. c) Oldalhossz alapjdan médositott tilt, hogy a rekonstrudlo
nyalab a gyors Fourier-transzformdcio soran ne szenvedjen fazisugradst a széleken. d) és e) pedig rendre

a, b’ illetve a ,,c” fazisu rekonstrualé nyalabbal tortént rekonstrukciok.



Minél nagyobb egy rekonstrualonyalab ferdesége, ezen kerekités annal kisebb szogmodositassal
jar. Mivel a kiilonb6z6 hulldmhosszu rekonstrudlonyalabok kozt relativ szogkiilonbséget kell
tartani, egylittesen annyira meg lehet donteni 6ket, hogy a ferdeség kerekitése gyakorlatilag ne

valtoztassa meg relativ szogiiket.

2. Tézis

Uj, a jelenlegicknél hatékonyabb algoritmikus megoldist dolgoztam ki, amely a ferde
sikhullammal torténd numerikus rekonstrukciok sordn, a képtér szélén az FFT numerikus
artefaktjaként keletkezd diffrakciokat kiiszoboli ki azzal, hogy a ferde sikhullam ferdeségét
ugy korrigdlja, hogy a kép oldalainak hosszai megegyezzenek a velitk pdrhuzamos
hullamszamvektor-komponensekbdol szarmaztathato hullamhosszak egész szamu szorzataival.
Az uj eljaras megtartja a hologramok és a rekonstrukciok eredeti méreteit, és kellé
paraméterezés mellett nincs hatassal a képalkotdsra, ugyanakkor szamitds és miiveletigénye

is elenyészd a rekonstrukcioéhoz képest.
Kapcsolodo szabadalom és folydiratpublikacio: [S1,F1]

A szines DHM-hez kot6d6 részek lezarasaként alljon itt még néhany altala készitett szineskép.

(o)

5. dbra A DHM-el készitett szines képek. USAF teszt targy holografikus képe (a) és szines rekonstrukciok
algakrol. Scenedesmus (b, ¢, h, j), Asterionella (d, e), Melosira (f, i), Pediastrum (g, k), Ankistrodesmus
(1), Thalassiosirales (m, n), és Bacillariophyceae (0). (4 méretvonal hossza 20 pm.)



5. Onreferencias holografia

Biologiai mintak fluoreszcens vizsgalata elonyt jelent példaul az ¢él6- és élettelen
megkiilonboztetésében. A szines DHM fluoreszcens mérésre nem alkalmas. A holografiabol
fakado preparalas nélkiili atfolyd minta vizsgalatanak lehetésége viszont olyan elény, melyrol
nem szivesen mondtam volna le. Igy keriilt figyelmem kozéppontjaba az onreferencias

holografia.

Az interferencia jelensége —melyen a holografia is alapul- egy fényforras fényeivel tud csak
megvalodsulni. Egy kozos fényforrds esetén biztosithatd a targy- és a referencianyaldb kozti
koherencia. Onreferencias holografianal a fényforras nem 6nallo ,,optikai elem”, hanem maga a
targy. A targyrol jovo (pl fluoreszcens) fényt kell kettévalasztani referencia- és targynyalabba,
kiilon modulalni 6ket, majd interferaltatni 6ket egymassal. Az interferencia akkor lehetséges, ha
a fény koherenciahossza nagyobb mint a két fényt optikai uthosszkiilonbsége (OPD).

Fluoreszcens fény esetén ez a hossz 10 pum-es nagysagrendbe is eshet.

Gondolati, vagy megvalositasi szinten megvalosult dnreferencias holografikus rendszerek két
csoportra oszthatéak: az interferométer, illetve a bi-multifokalis optikai elem alapu
elrendezésekre. Az els6hoz tartozik a példaul Hariharan-Sen, Mach-Zehnder vagy Linnik
interferométer alapu elrendezés, a masodikhoz a Briefringent lencse, diffrakcios lencse, vagy
térbeli fénymodulator (SLM) alapu elrendezések. Az elsok hatranya a nagy kiterjedés, mely
méretbeli, és rezgésérzékenységi problémakat okoznak, illetve az Aaltaluk hasznalt
nyalabegyesitok sziikségszeriien fényintenzitas veszteséget okoznak, mely a kis intenzitasu
fluoreszcens fénynél kiilon hatrany. A masodik csoportba soroltak hatranya példaul a nagy
koltség, vagy a polarizator hasznalata, mely szintén fényveszteséget okoz, de eldnyiik a

kompaktsag.

gy fogalmazodott meg bennem a kérdés, miszerint lehet-e gyiiris bifokdlis lencsével

onreferencidas holografiat miivelni?

A Gy(rds bifokalis lencse

A gytiriis bifokdlis lencse (GYBL) egy kor és egy azt korbe 6lelé gylirti keresztmetszetli mezébol
all, igy a lencsét elhagyo nyaladbok keresztmetszetei is kor és gytirii alaktiak. Ebbol kovetkezik,
hogy a két nyaldb kozos metszete altal rajzolt hologram is gytiri alaka. A kérdés, biztosithato-

e, hogy a gytiriis metszetben helyezkedjen el a targy- és referencianyalabok nulla OPD-je?



A GyBL-t hagyomanyos mikroszkdpba is terveztem beépiteni, melynek optikai paraméterei
nem beszerezhetéek. A GyBL-¢ ugy kellett terveznem, hogy a koherenciahosszndl kisebb, de
inkabb nulla OPD-t biztositson a targytol a hologram gytiriijéig. E célbdl a GyBL tervezésénél
a képsikok és a detektor egymashoz viszonyitott tdvolsagainak (6. abra) ismeretébdl indultam

ki, és sugaroptikai modszerekkel dolgoztam.

Pontforras Els6 Masodik
képsik
\ A
t-—_—-—'"‘—
1 |
f W

Objektiv. RBL I Tubuslencse Detektor

6. dbra A megépitett onreferenciasholografikus mikroszkop elvi vazlata. A pontforras képét egy objektiv
bontja fel. A fénynyaldabot a bifokdlis lencse (RBL) vadlasztja ketté térben. A szinsziiré (CF) a gerjesztd
fényt sziiri ki, és a fluoreszcens fény savszélességet tipustol fiiggden csokkenti. A Tubuslencse a nyalabok
divergenciajat allitia be, és a detektor a hologramot régziti. A két nyalab metszete az interferencia

csikrendszer (IP) megjelenési helye.

Az altalam megtervezett GyBL-t egy Olympus 1X71-es mikroszkopba épitettem be. Vele, a
hasznalt USAF fluoreszcens teszttargy ® védjegyérél a kiillonbozo sikokban az alabbi

intenzitaseloszlast kaptam:

a) b)
ER NG’ '

7. abra a) A tengely menti nyalab képe és a gyiiriis nyalab defokuszalt képe, mig b)-nél forditva. c)

intenzitdseloszlds a piros csik mentén d) Hologram.
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Méresi eredmeények

Méréseim soran arra voltam kivancsi, hogy a GyBL rajzol-e hologramot, melyekbdl a targy
adott mindségli képei rekonstrualhatoak-e (8. abra)? Méréseim soran féleg az USAF

fluoreszcens teszttargy kiilonbozd részleteit hasznaltam fel targyként, melyek kiilonb6zo

méretiiek voltak (9. abra), és melyeket kiilonbozé mélységekbe is elhelyeztem (10. abra).

8. dbra Gyiiriis bifokadlis lencse segitségével folvett gyiiriis hologram rekonstrukcioja. A) Teljes
rekonstrukcio. B) Rekonstrukcio kiemelt részlete, ahol jol lathato, hogy az eredeti hologram helyérdl (a
fényes gyiiriibol) kidiffraktalodtak az interferencia csikok, igy az ikerkép a piros koron kiviilre keriilt, a
kép a ,,4-es minta pedig a gyiirii kozepére, azaz a kép és ikerkép térben szétvilik. C) Az eredeti
fluoreszcens teszttargy fényképe. Megfigyelheto, hogy az intenzitiseloszldas a rekonstrukcion és a
fényképen korreldl, azaz a ,,4”-esnek nem csak az alakja, hanem a szerkezete is visszakaphato.
Ugyanakkor a képek alapveto ,, stilus” kiilonbségei is megfigyelhetoek, mint példaul a hattér és a
diffrakcios csikok jelenléte.

9. dbra a), b), ¢) és d) Azonos mélységben kiilonbozé méretii fluoreszcens ,,2"-eS teszttargyak

holografikusan rekonstrudlt képei, ahol az egyforma hosszii narancssdarga szakaszok 200 um-t jelélnek.
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10. abra Mélységvizsgalat. Ugyan az a ,, 3" -as az objektiv (nem a mikroszkop) fokuszaba (z2), azon
beliilre 0,5mm-rel (z1) és kiviilre 1 mm-rel (z3) (és kiilonbozd laterdlis poziciokban is) lett elhelyezve
hologramok régzitéséhez. Az igy kapott harom hologramot osszeadva egy hologramma, hattérsimitasa

utan rekonstrudltam. A hologram kiilonbozé z tavolsagokba torténd rekonstrukcioi lathatoak.

Osszefoglalé

Kigondoltam, megterveztem és legyartattam a gyfiriis bifokalis lencsét, melyet hagyomanyos
mikroszkopba szereltem. Gylirlis bifokalis lencsével kiegészitett mikroszkoppal elséként
alkottam Onreferencias holografikus képet fluoreszcens objektumokrol. Ezzel bebizonyitottam

a gylr(s bifokalis lencse onreferencias holografikus hasznalatanak lehetdségét.
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3. Tézis

Onreferencids holografikus képalkotdsra elséként javasoltam gyiiriis bifokdlis lencse (GyBL)
haszndlatiat. A GyBL-t megterveitem, és a gydrtmdnyt beépitettem egy hagyomdnyos
mikroszkopba. A GyBL dltal rajzolt hologram gyiirii alaki. Mérésekkel igazoltam, hogy a
GyBL alkalmas kis koherenciahosszii fénnyel, mint példaul fluoreszcens fénnyel is az
onreferencids holografikus képalkotasra, illetve, hogy a GyBL-vel megépitett optikai rendszer
a vele hasonlo hagyomadnyos leképezésii optikandal nagysdgrenddel nagyobb mélységet is
képes egy expozicioval atlatni. A gyiiriis hologrambdél valo rekonstrukcio sikjaban a kép és az
ikerkép térben szétvilik, igy azok nem fedik dt egymdst. Bebizonyitottam, hogy a GyBL
alkalmazdsdval lehetdoség nyilik egy egyszeri, kompakt, robusztus és olcsé onreferencids

holografikus mikroszkop megépitésére.

Kapcsolodo folydirat és konferencia publikdciok: [F3, K3, K4]
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