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A KEP

A valos vilag egy részének valamilyen transzformacio altali leképezese

_— e /

Targy - egzakt (matematikar) kolcsonhatas
(objektum) - nem egzakt altal
Kolcsonhatasok: Mikroszkopia:
* fény e optikail
* clektromagneses e rontgen, SNOM
* mechanikai <+—> Anyag - AFM
* clektron e elektron
 kvantummechanikai - STM

Kolcsonhatas modja:
» nem lokalis = nyalabkolcsonhatas
* lokalis = pasztaz6 iizemmod



A feny fizikai tulajdonsagai

Fény-anyag kolcsonhatas soran az informacio kodolva van a fény

valamelyik fizikai tulajdonsagaban. pl:

* iranyaban

e amplitiddjaban

* fazisaban

« frekvencigjaban

* polarizacios allapotaban

iizemmodok:
 reflex10s
* transzmisszios
 faziskontraszt
o fluoreszcens
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Mire j0 a mikroszkop?
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Latoszog, tisztalatas tavolsaga:

latdszog-hatar: o > 0°1°

tisztalatas tavolsaga: s ~ 25-30 cm



Gyujto (domboru) lencse képalkotasa:
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Egyszeru nagyito (lupe):

!

Nagyitott, egyenes allasa, virtualis kép Bolhanezo tiveg
(16.sz. vége)




A lupe nagyitasa:
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Kis szogek esetén a szognagyitas az alabbi formulaval kozelitheto:
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Mikroszkop nagyitasa:

fobj A o A: optikal tubushossz

< ><

objektiv
\ K A okulérS
ob — — N —_ .
T f, ok fok

A targyrol (T) az objektiv nagyitott, valédi és forditott allasu, un. kozbiilsé képet (K)
ad, amelyet az okular, azaz egy lupe tovabb nagyit.

Ha az okulart ugy helyezziik el, hogy objektiv altal eloallitott valodi kép az okular
fokuszsikjaban legyen, akkor a végso kép virtualis, a targyhoz viszonyitva forditott
allasu, erdsen nagyitott lesz.

A S ~5H0-
N = N ob N ok — )

O,névl ~




,wures” n
agyitas




A mikroszkop feloldasa

Rayleigh:

képsik

leképezb rendszer
kilép6 apertura



Diffrakcios Airy-folt

Egy pontszerl fényforras képe az Airy-folt.
A relativ fényintenzitas valtozast 0-ad rend( Bessel fuggvény adja meg,
melynek alakja:

. 2
sin X

X

1(X) =

1/1(0)

kasinf




B A felbontéképesség Rayleigh-féle kritériuma

" Rayleigh fele
feloldokepesseég:
AR VY . 2
i6l felbontott R= 0-61m
(d)
N\ S
éppen felbontott nem felbontott

A két elhajlasi korongot
még éppen elkulonitettnek
tekintjuk, ha az egyik
intenzitas minimuma a
masik intenzitas
maximumara esik. (c.)

Teljesen feloldva Rayleigh-kritérium szerint
még feloldva



Diffrakcios Airy-folt

H=T7" NA=0.12

)

(a)

p=20°NA=0.34

M= 60°NA=0.87

———

) G '
———— +

Airy Discs

©®®

(a)

(c)

Intensity Distributions

Numerical Aperture and Airy Disc Size

—

do b 4

(@) (b) lc)

—— ——————

Abbe: d-*
NA

A

Rayleigh: d =061



A mikroszkop feloldasanak hatart szab a fényelhajlas jelensége:

Abbe elmélete szerint egy d racsallando6ja racsnal két karcolas akkor bonthato fel (1athatd
kiilon), ha legalabb az els6 rendben elhajlo sugarak atmennek az objektiven.

Elhajlasi trv. az elsO rendre:

. A
sina =—

A d tavolsag tehat felbonthato, ha:

i : . A
sinU = sin & —3 SInu=>—

Ha a targy ¢s a lencse k0zott n torésmutatoju kozeg van, a d =
hullamhossz A/n-re valtozik, igy a feloldasi hatar:

Az objektiv feloldasi hatarat dontéen meghatarozo6 NA =n-sinu
mennyiséget az objektiv numerikus apertarajanak nevezik.

Ezzel tehét a feloldasi hatar: g2
NA




Egy alga mikroszképpal készitett képe

1000-szeres nagyitisban
viiros fénnyel készitve kék fénnyel készitve
(A =680 nm) (A =458 nm)
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Melysegelesseéeg

Axial Intensity Distribution Depth of Field Ranges
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|— MNA
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NA %?IEGL‘
Plane

Depth
FﬁEd ‘
3D diffraction pattern SoF - 2
(Point Spread Function) NA?




Eletlen kép

Melységélesség:




Eddig idealis lekepezest
tételeztunk fel,

de a valdésag mas...



Lencsehibak
(aberraciok)

 on-axis lencse hibak
— kromatikus és szférikus aberracio,

o off-axis lencse hibak

— kéma, asztigmatizmus és képmezo
gorbulet.

« geometriai torzitasok
— hordo és parna torzitas.



Axial Chromatic Aberration
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Coma Blur

Off-Axis Coma Aberration

Zone 1
Zone 2 Forias



Astigmatism Aberration
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Field Curvature Aberration

herical
- i

Geometric Distortion

Pincushion



Nagy teljesitméenyu objektivek

10x Achromat

Common Objective Optical Correction Factors
10x Fluorite

10x Apochromat

Objective Spherical Chromatic Field
Type Aberration Aberration Curvature
Achromat 1 Color 2 Colors No
Plan Achromat 1 Color 2 Colors Yes
Fluorite 2-3 Colors 2-3 Colors No
Plan Fluorite 3-4 Colors 2-4 Colors Yes
Plan Apochromat 3-4 Colors 4-5 Colors Yes




¢ -
Nikon gyartmanyn,
korszerti, optikai
mikroszkop

Nikon gyartmanyt
objektivek

Common Objective Optical Correction Factors

10x Achromat 10x Fluorite 10x Apochromat




A mikroszkopia torténetebol...

XVI-XVII. szazad.

Az els6 ismert mikroszkopot Zacharias és
Hans Janssen az 1590-es években
készitette.

Ebben az id6szakban az egyszer( nagyitok
utan megjelennek az elsé mikroszkopok.

The First
Compound
Microscope

Kulonosen a holland, angol, olasz mesterek
(circa 1595) , angol,

voltak aktiv mikroszkop keészitok ebben az
id6szakban.



Régi reflexi0s mikroszkop
Eyepiece —

Specimen

older Hooke Microscope

(circa 1670)



Bonanni's
Horizontal
Microscope
(circa 1690s)



Jones' Most
Improved Compound

Mikroszkopok a XVIIL. Microscope
szazadban (circa late 1700s)

- A szazad kezdetén a brit készulék
késziték egyre kifinomultabb
mikroszkopvaltozatokat keészitenek el.

- Az egymast koveté mechanikai
fejlesztések egyre stabilabb, er6sebb
allvanyzatu készulékeket
eredményeztek, de a mikroszkopok
képe optikai leképezési hibak miatt az
egész szazadban homalyos maradt...




Mikroszkopok a XIX. azazadbol:

A szazad elsé felében az optika dramai
fejlédésen ment keresztul: Iétrehoztak
az akromatikus objektiveket van Deijl,
Amici, és Lister. Zeiss, Schott és Abbe
Uj tipusu Uvegei utat tortek az els6
apokromat objektivek megalkotasahoz.
A fényképezés megjelenésével a
fotomikrografia is debutalt a szazad
kozepén. A megfeleld kivilagitast August
Kohler modszere tette lehetbve, ami
Abbe jo felbontasu objektivjeinek
alkalmazasaval a kepminGseg
robbanasszerl javulasahoz vezetett.

Nachet
Polarizing
Microscope
(circa 1833)




A XX. szazad
mikroszkoépjai — A XX.
szazadban a mikroszkdpia a
reneszanszat élte, mivel a
szazad elején szamos
kontrasztnovell eljarast
dolgoztak ki. llyen pl. a
faziskontraszt eljaras
(Zernike 1934, 1953 Nobel
dij), a Hoffman féle
modulacios kontraszt, a
differencialis interferencia
kontraszt és a fluoreszcencia
mikroszkopia. A film és
fényképezesi technikak
kimagasloan jo
kepmindséget értek el, de a
szamitastecnika
megjelenésével a digitalis
keépfeldolgozas kerult
elGtérbe...

The Olympus
Provis AX-70
This state-of-the- (circa 1998)

art microscope
contains accessories 1
for DIC, fluorescence, l/ —
polarized light, phase .
contrast, and
photomicrography S5
using several film

formats and digital
image capture.




Transzmisszios mikroszkop

geometriai sugarmenete

Okular

Objektiv
Targy

Kondenzor

Apertura -
rekesz

Mezorekesz ===/
Kollektor

Transzmisszios felvételek
hagymalevélrol és hartyarol

Fényforras



Reflexios mikroszkop (vilagos-, és sotét-latotér lizemmod)

Kondenzor

Vilagos latoteri felsdmegvilagitds szigoria K 6uLER-¢lve

3.25. dbra. Stiét Jatoterii felsdmegvilagitas

Reflected Light
Darkfield Mirror Block

Elliptical
Front
Surface
Mirror

Light
From
IHuminator

Objective l .
Figure 2



Hagymalevél
hartya

Mo,N
vékonyréteg

Reflexios mikroszkop felvételek

Vilagos latotér (BF)

Sotét latétér (DF)




Optikai mikroszkopia

Fény-anyag kolcsonhatas soran az informacio kodolva van a fény:
e iranyaban
« amplitiddjaban
* fazisdban
» frekvencidjaban
* polarizacios allapotaban

Ennek megfeleloen a kiilonb6zo iizemmodok:
* fluoreszcens

mikroszkopia
* polarizacios



Fluoreszcencia mikroszkop mukodési elve:

Fluorescence
Light to Ghservation Tube

‘ Barrier
. Filter

Exciter
Filter

Fluorescence
Cube

White
Light

- Ohject



Transzmisszios felvételek Polarizacios mikroszkop felvétel
hagymalevélrol keresztpolarizacioban:

VALODI SZINEK! HAMIS SZINEK!




A feny polarizacioja

Brewster's Angle
i

Mormal
Polarization of Light Waves

¢

b

- :
Polarizer 1 Polarizer 2 < I Reflected
(Vertical) (Horizontal) [ o '
\ aen,
Incident Beam ] "
Incident ~:y
(Unpolarized) Ray L : A

Polarized

: . y - _’_4
Figure 1 Light Wave Refracted '



< Két polarizatorlemez

Keresztpolarizatorok
kozott elhelyezett
mikroszkop targylemez -




kettOs torés

Kalcit kristaly



Polarizacios mikroszkop mukodési elve:

I, |

A. Fresnel (1821):

- 2 - 2
|(IO,/1,a,ny,na,d)= |, -sin (2a)-s1n
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az uveglapra
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Anizotrop anyag
keresztpolarizator lemezek
kozott -







Polarizacios mikroszkop felvételek keresztpolarizacioban:

Reflexioban

Transzmisszidban

Voros kompenzatorral

Voros kompenzatorral

HAMIS SZINEK!



Konfokalis mikroszkopia

x— ey Optical Sections
— il ———
|1'I‘Iﬂ§I]E .
Plane
Focal
i Change
Microsco e—m Az} &8 2
Objective . Napraforgo
T @ % _— pollenszemcséje
z axis —
Figure 1




Konfokalis mikroszkopia, transzmisszios izemmod

FOCUSING X FOCUSING
PINHOLE LENS

» LENS PINHOLE
.l

DETECTOR

LIGHT 5
: PLANE OF
SOURCE T OCUS
* Pontszeri fényforras A detektoroldali tilyuk hatékonyan
» FOkuszalo lencse blokkolja azokat a fénysugarakat,

* Lokalis kh. /pasztazas/ amelyek nem a fokuszsikbol érkeznek.
» Detektorlencse U

* Tllyuk mogotti detektalas Eles kép a fokuszsikrol!




Konfokalis mikroszkopia, reflekszios tizemmaod, lat. feloldas

LATERALIS FELOLDAS

DETECTOR
PD/PMT PINHOLE . il e
Nagyszogu mintakivilagitas
PINHOLE \ (konvencionalis optikai mikroszkop)
' A
LASER SPLITTER
3 1
OBJECTIVE e
LENS V2
FOCAL-
PLANE
IZ Pontszerli mintakivilagitas

(konfokalis mikroszkop)

—— IN-FOCUS RAYS R_043. 2
= QUT-OF-FOCUS RAYS ~ U NA




A digitalis képfeldolgozas

Az eléfeldolgozas eszkozei
e Hisztogram
e Szliirés

e Vagas

A képosztalyozas eszkozei
o Statisztikus alakfelismerés

eSzintaktikus alakfelismerés

A képfelismerés



digitalis kepfeldolgozas

A digitalis képfeldolgozas meglévo kepekbdl valo informaciok
Kinyerését szolgalja, vagyis a képben foglalt informaciéo megértésére
iranyul.

eElb6feldolgozas a digitalis kép létrehozasat, leképezési hibainak

Kijavitasat, és a tovabbi feldolgozashoz kedvezé atalakitasat (jellemzé
tulajdonsagok kiemelése, zaj csOkkentése) jelenti.

eKéposztalyozas a kép jellemzd sajatsagainak meghatarozasat, az
el6forduld alakzatoknak a megkeresését, valamint az ezek alapjan val6
leképezést (osztalyozast) jelenti.

eKéepfelismeres a képen rogzitett valésag ertelmezését jelenti, megpedig
a megtalalt alakzatoknak és egyéb informacioknak egy tudasbazisbdl vett
adatokkal tortend 0sszevetesevel.

Az el6feldolgozas, képosztalyozas, képfelismerés szakaszai az emberi
|atas folyaman is értelmezhetdek. A kulonbség annyi, hogy - szemben a
digitalis képfeldolgozassal - ez esetben analog médon mennek végbe a
kulonbozd folyamatok.



A digitalis kép képpontokbdl all (pixelek) , melyek a

digitalis kvantalas soran kapnak értéket.

hely szerinti kvantalas

Creation of a Digital Image

Analog Image Digital Sampling

Pixel Quantization
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Sampling Frequency Effects on Image Fidelity

Analeg Signal

0 8 16 24 32

Position

16 Samples

(c)

0 8 16 24 32

Pixel number
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1] 8 16 24 az
Pixel number

& Samples

(d)

0 8 16 24 @ 32
Pixel number

Térbeli feloldas

Spatial Resolution Effect on Pixelation in Digital Images
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A keppontok intenzitasanak kvantalasa

Bit Depth and Gray Levels in Binary Images
2 Bit 4 Bit 6 Bit T Bit B Bit 10 Bit

Bit Depth s ipecibels)
L 2 6 dB
| | 2 4 12 dB
2 8 18 dB
- 16 24 dB
2 32 30 dB
16 64 128 266 1,024 6 64 36 dB
Dinanls Range) = 7 128 42 dB
Grayst:ale Resolution and Digital Image Appearance 8 256 48 dB
9 512 54 dB
10 1,024 60 dB
11 2,048 66 dB
12 4,096 72 dB
13 8,192 78 dB
14 16,384 84 dB
16 65,536 96 dB
18 262,144 108 dB
20 1,048,576 120 dB




Digitalis file formatumok meméria igénye

Grayscale Bitmap JPEG TIFF
(8-Bit) (24-Bit) (24-Bit) (24-Bit)

Pixel
Dimensions

16 x 16

64 x 64 6k
128 x 128
256 x 256 66k
320 x 240

13k 13k

193k 193k

512 x 512 258k 769Kk 52k 770k
640 x 480
800 x 600 470Kk 1,407k 75k 1,408k
1024 x 768
12805010240 -7 3,841k 147k 3,842k
1600 x 1200 ‘
o 3,960k 11,869k 276k 11,867k
3200 x 2560
S e 11,522k 34,561k 611k 34,562k



Hisztogram

A képeken hisztogramjanak atalakitasaval kulonboz06 valtoztatasokat
ugynevezett skalazast végezhetunk:
*a szakaszonként linearis transzformacio,
*a savzsugoritas (kontrasztkiemelés),
*az invertalas, és
kvadratikus illetve logaritmikus transzformaciok.
Grayscale Histograms and Contrast Levels in Digital Images

(d)
- Low
Contrast

Contrast

-

Pixel Count
Pixel Count
Pixel Count

-

0 GraylLevel 255 0 GraylLevel 255 0 GrayLevel 255



Mikroszkopos kép jellemzoi ‘
Vilagossag

Tulexponalt

Alulexponalt




Kontrasztossag:

Tl kontrasztos il H“N‘

Nem elég kontrasztos



Color Digital Images and RGEB Histograms

Pixel Count

0

Red
Channel

Red Level

Pixel Count

RGE)
Channels

i Green
Channel

Pixel Count

255 0 Green Level

2556

Combined

RGE Levels 255
L Blue

E Channel
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0

Blue Level

2556



http://micro.magnet.fsu.edu/primer/index.ntml

Laser Scanning Confocal Microscopy

Laser scanning confocal microscopes employ a pair of pinhole apertures to limit the
specimen focal plane to a confined volume approxmately a micron in size. Relatively thick
specimens can be imaged in successive volumes by acquiring a series of sections along
the optical (z) axis of the microscope

Widetiald limage Confocal image

Interpupillar
Adgusiment Binocular
g Tiibes

¥ Focus Lock Choose A Specimen praguification: (100X
|Mouse Kidney -
25%
| | 1 |
Focus Brighinass Z-Axis Position  PMT Red Gain
) IMedinmm 254
Pinhole Aperture Size:

[ ] ]
Scan Line Speed PMT Green Gain
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El6adasanyag letolthetd: http://www.staff.u-szeged.hu/~bereznai



