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BEVEZETES

A mikroorganizmusok megismerését a jo mindségli képet add nagyitdlencsék
eldallitasa tette lehetdvé. 1590 t4jan Hans és Zacharias Jansen lencséiket egy rézcsé két
végéhez illesztve Un. bolhanézé tlivegecskéket (vitrum pulicarium) készitettek, s a csobe
helyezett bolhak felnagyitott képével rémisztgették a vasarok kozonségét. Egyesek szerint ez
volt az els@ mikroszkop — bar akkor még nem hasznaltdk ezt az elnevezést, amelyet Bamberg
1624-ben adott a miszernek. Az egyre tokéletesebb lencsék és késziilékek révén a XVIIL
szazadban felfedezték az eddig ismeretlen vilagot, a mikroorganizmusokat illetve a sejtet. Az
egymast kovetd mechanikai fejlesztések egyre stabilabb, erdsebb allvanyzati késziilékeket
eredményeztek, de a mikroszkdpok képe az optikai leképezési hibak miatt az egész szazadban
homalyos maradt.

A mikroszkopkészitésben forradalmi valtozast hozott Karl Zeiss és Ernst Abbé fizikus
miikodése. Abbé megoldja a szférikus aberracid problémajat, objektiviében a konvex
lencserendszerhez egy konkéav lencsét illesztett, ezzel szétteritette a széli sugarakat és igy
sikeriilt egy sikba esd, mindeniitt éles képet nyernie. Jéndban, a Zeiss gyarban allitottak eld
1853-ban az elsdé korszerli mikroszkopot. A XX. szdzadban a mikroszkopia robbandsszer(
fejlodésen ment keresztiil, szamos 11j kontrasztnoveld eljarast dolgoztak ki. 1931-ben Maria
a kétfoton abszorpcid valoszinlisége kis fényintenzitdsoknal gyakorlatilag elhanyagolhato,
ezért csak a lézerek megjelenése utan az 1960-as években sikeriilt kisérletileg is igazolni.
Sheppard, Kompfner 1977-ben javasoltdk a jelenség felhasznalasanak Iehetdségét
mikroszkopokban, azonban ennek kisérleti megvalositasa egészen 1991-ig varatott magara,
amikor Spence és munkatarsai femtoszekundumos impulzusokat el6allito 1ézerek segitségével
elkészitették az elsd kétfoton abszorpcids fluoreszcencia mikroszkopot.

A vizsgalando mintat pl. agysejteket, fluoreszcenciara képes festékanyaggal festik meg,
melynek gerjesztésére femtoszekundumos impulzusokat eléallitd, modusszinkronizalt 1ézert
hasznalnak. A gerjesztés hatdsfoka nagymértékben fiigg az impulzus iddébeli alakjatol,
rovidségétol. A mikroszkop legfontosabb eleme az objektiv, mely a leképezést meghatérozza.
A rovidimpulzusu 1ézereknél azonban az impulzusok kiilonb6zé hullamhosszusagu
komponensei az objektivben eltérd sebességgel terjednek, melynek eredményeképpen az
impulzus alakja megvaltozhat. Ennek hatasara a gerjesztés hatdsfoka és a mikroszkdp
képalkotasanak pontossiga jelentdsen lecsdkkenhet, ellentétben a monokromatikus fényt

hasznalé mikroszkopokkal, ahol ez nem okoz problémat. Ennek kompenzéldsara prizmas



vagy racsos impulzuskompresszorokat alkalmaznak, melynek beallitdsdit a mikroszkop
objektiv diszperziojanak a pontos ismerete nagyban megkonnyiti. Dolgozatomban az
objektivek diszperzidjanak mérésével kapcsolatos eredményeimet mutatom be.

A dolgozat elsé fejezetében egy rovid elméleti attekintést adok a fluoreszcencia
mikroszkép miikodésérél, a fényimpulzusok lineéris, diszperziv kozegbeli terjedésérdl.
Ismertetem a kétfotonos fluoreszcenciaval ¢és a spektralis interferometriaval torténd
diszperziomérési eljarasokat. A spektralis interferogramok hdrom kiértékelési modszerét
részletesebben targyalom. A dolgozatom masodik fejezetében ismertetem a MTA Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatointézetben hasznalt mikroszkép objektiv  diszperziomérésével
kapcsolatos mérési eredményeimet, és a dolgozatomat az elért eredmények Osszefoglalasaval
zarom.

A méréseket a Szegedi Tudomanyegyetem Optikai ¢és Kvantumelektronikai

Tanszékének TeWaTi laborjaban végeztem.



I. ELMELETI OSSZEFOGLALO

l. 1. Kétfoton abszorpcios fluoreszcencia mikroszkop miikodése

Egy- és kétfotonos abszorpcio

Normal koriilmények kozott, kis fényintenzitdsokndl, ha az anyagot olyan
fénysugarzas éri, amelyben a fotonok energidja megegyezik az atom két staciondrius allapota
kozotti energiakiilonbséggel, akkor az anyag abszorbedlja a fotont (1. dbra). Ekkor az anyagot
alkoté atomok vagy molekuldk vegyértékelektronjai gerjesztett allapotba keriilnek. A
gerjesztett allapot nem stabil, ezért az elektron rovid id0 mulva visszakeriil a stabilabb
alapallapotba, azaltal hogy leadja az abszorbedlt energiat, fotont bocsat ki (fluoreszcencia). A
kibocsatott €s az elnyelt foton frekvenciaja a gyakorlatban nem egyezik meg, mert az elektron
egy sugarzasmentes atmenettel (vibracids relaxacio) egy alacsonyabb energiaszintre megy at,
mieldtt az energiat kisugarozva az alapallapotba keriilne. Mivel az abszorbealt fény
energiajanak egy részét a vibracios relaxdcio sordn az elektronok elveszitik, az emittalt fény
energiaja kisebb, mint az abszorbedlté, ezért az emisszios spektrum altalaban a hosszabb

hullamhosszak felé tolddik el.
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1. abra a.) Egy- és b.) kétfotonos abszorpcio elve

Egyfotonos abszorpciondl (/.a abra) - ha a foton abszorpcidjaval az elektron elegendd

energiat kap a megfeleld gerjesztédéshez - a kibocsatott foton energidja kozel megegyezik a



két energiaszint kozotti kiilonbséggel. Egyfotonos képalkotasnal az atomok, vagy molekulak
gerjesztése 350-400 nm hulldmhosszt fénnyel torténik, mivel a hasznalt fluoreszcens
indikatorok ezen a tartomanyon abszorbedlnak nagy hatasfokkal.

Nagy fényintenzitdsoknal azonban el6fordulhat az is, hogy ha az érkezd foton
energiaja éppen a fele az elektron gerjesztéséhez sziikséges energidnak, akkor két kozel
egyidoben (= 0.1 fs) érkezd koherens foton hataséara az elektron mar elegendd energiat nyer a
gerjesztddéshez, ez a jelenség a kétfotonos abszorpcid (1.6 dbra).

Az abszorbealt fotonok szamat (n,) az (1) egyenlet irja le [1]:

o o, P n* NA*
“0.6641 h N

)

ahol .7 jeloli a kétfotonos abszorpci6d hataskeresztmetszetét, Py az atlagteljesitmény, NA az
objektiv numerikus apertiraja, r az impulzus idobeli félértékszelessége, f a 1ézer ismétlési

frekvencidja, c a fénysebesség és 4 a gerjesztd 1ézer hullimhossza.

2. abra Egyfotonos, valamint kétfotonos abszorpcional (sarga nyillal jelolve) a gerjesztett

térfogat.

A hagyomanyos fluoreszcencia mikroszkdpoknak az az egyik nagy hatranyunk, hogy
mivel az abszorbedlt fotonok szama a lézer atlagteljesitményétdl linearisan fiigg, igy a
fokuszpont eldtt €s utan is gerjesztik a mintat (2. dbra). Ezért a detektor el6tt egy kis nyilést
kell haszndlni, mely a konfokdlis elrendezésben Ilehetévé teszi a hattérbdl jovo
fluoreszcenciafény kisziirését. Ezzel szemben kétfoton abszorpcidés fluoreszcencia

mikroszkopokndl nincs sziikség erre a detektor elétt hasznalt nyildsra sem, mert az (1)



egyenlet alapjan a kétfotonabszorpcié Iétrejottének valdszinlisége a megvilagitas
intenzitdsaval négyzetesen aranyos, ezért a gerjesztés csak a fokuszpontban, kis térfogatban
jon létre (2. abra), emellett a detektorba is tobb fény jut. A madsik lényeges kiilonbség a
negyedrendli fiiggés a mikroszkdp numerikus apertrajatodl, ami egyfotonos abszorpcional

csak négyzetes.

A 3. abran jol lathaté az egyfotonos ¢s kétfotonos képalkotas kozotti kiillonbség
agysejtrol késziilt felvételeken. Az a) kép készitéséhez argon ion lézert hasznaltak, és a
detektor eldtti apertirat a lehetd legkisebbre allitottak, a fiiggdleges tengely menti felbontés
novelése érdekében. A b) kép kétfoton abszorpcids eljardssal, rovidimpulzusu Ti:Zafir
1ézerrel késziilt. A kétfotonos képalkotassal késziilt felvételen a fiiggdleges tengely menti
felbontas nagyobb. Tovabbi eldnye még a kétfotonos képalkotasnak, hogy az infravords fény
kevésbé szorodik, ezért mélyebben képes behatolni a szdvetbe, igy a felszintdl tavolabb 1évo

sejteket is képes lathatova tenni [2,3].



A mikroszkop miikodése

A Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézetben hasznalt mikroszkop elvi felépitését
mutatja a 4. abra. A mdédusszinkronizalt titdnzafir 1ézerbdl ultrardvid (80-120 fs) impulzusok
lépnek ki. A szkenneld tiikkor segitségével végigpasztazzak a mintat, amit elOtte
fluoreszcenciara képes anyaggal megfestettek. A minta festésének tobbféle modja lehet,
példaul bizonyos sejteket egy sejtcsoportban, illetve egy adott sejten belill kiilonbozd

sejtalkotokat, vagy akar kiszemelt molekulakat is megjelolhetnek fluoreszcens anyaggal.

Infravoros lézer Szkenneld tokor

modusszinkronizait)

Detektor
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Dikroikus tukor
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Tubus lencse °

QObjektiv

4. abra A mikroszkop elvi elrendezése egy sejt haromdimenzids rekonstrualt képével [4].

A lézer altal kivaltott kétfoton-gerjesztés utan az emittalt fluoreszcens fény az
objektiven athaladva rovidebb hullimhossza miatt reflektalodik a dikroikus tiikkron és igy a
detektorba jut. A fokuszsik magassaga (fliggélegesen) valtoztathato az objektiv mozgatasaval.
Tobb, egymashoz kozeli sik végigpadsztazasa utan szamitdgép segitségével az eredeti
haromdimenziods szerkezet visszadllithato

Az objektiv a mikroszkdp képalkotdsanak legkritikusabb része, a mindsége ¢és
felépitése donti el a kapott kép kontrasztjat, felbontasat, hogy mekkora részt tudunk egy képen
vizsgalni stb. Azonban a rovid fényimpulzusok fokuszalasanal nagy gondot okoz, hogy az
objektiv rendszerint vastag iivegén athaladva az impulzusok idOben kiszélesednek. Ez
csokkenti a kétfoton abszorpcid hatasfokat, mivel a kétfoton abszorpcid valdszinlisége az

impulzus idébeli hosszatol fiigg, ahogy az (1) egyenletnél lattuk. Az 5. dabrdn lathatod



felvételek egy egér veséjérol késziiltek. A bal oldali kép transzformlimitalt impulzussal, mig a
jobb oldali kompenzalatlan, idében kiszélesedett impulzussal késziilt. Amennyiben az
kiszélesedést okozd kozeg (jelen esetben a mikroszkdp objektiv) diszperzidjat jellemzd
értekeket ismerjiik, a jelenség kompenzalhat6. Ezeket az adatokat azonban a gyarté cégek
altalaban nem tiintetik fel sem az objektiv hazdn, sem a katalogusban, ezért fontos ezen

értékek pontos meghatarozasa.

5. abra a) Transzformlimitalt és b) kompenzélatlan, megnyult impulzus

hasznalataval felvett kép egy egérnek a veséjérol

l. 2. Fényimpulzusok linearis, diszperziv kozegbeli terjedése

A mikroszkopban hasznalt 1ézer impulzusai tobb hulldmhosszkomponenst
tartalmaznak. Diszperziv kdzegben ezek a komponensek eltérd sebességgel terjednek, ezért az
impulzusalak megvaltozik. Ennek részletesebb matematikai vizsgalatahoz tekintsiik az
impulzus térerdsségének idobeli alakjat (Epe(f)), amit a kiillonb6z0 o frekvencidju ape(w)

crer

allithatunk elo:

E, ()= [a,(0)e " do. 2)

A diszperziv kozegen vald terjedés utan megvaltozik a spektralis komponensek

amplituddja A(w) amplitadéatvitellel, a fazisa pedig ¢(w) fazisatvitellel tolodik el. A



megvaltozott amplitddoji és fazisu spektralis komponensek Osszegzésével megkapjuk a
kimend jel id6beli térerdsségét:

Eki (f) — '[A(O))abe (w)ei(m“r%e(w)ﬂp(ﬂ)))dm ) (3)

—0

A diszperzi6é hatdsanak és az impulzusok fazisszerkezetének jellemzéséhez fejtsiik

Taylor-sorba a @(w) fazisatvitelt az impulzus o kdzponti frekvencidja koriil:

m(m)=cp(coo)ﬂp'(coo)(co—m0)+§<p”(co0)(m—moﬁ+§<p”'(coo)(m—oao)3+..., 4)

ahol

2 3

, do y d’ ¢ d’¢
W, )=—- s W, )= s 0, )= .
¢ (w,) o 9'(w,) 1o 9'""(®,) o (5)

W=0 =0, =0,

Vizsgaljuk meg, hogy az egyes fazisderivaltaknak milyen fizikai hatdsuk van az impulzus
iddbeli alakjara.

A o¢(wp) fazistag hatdsa csak nagyon rovid impulzusokndl mutatkozik meg
jelentdsebben, amikor is az impulzus térerdsségének maximuma eltolédik a térerdsség
burkoldjanak maximumahoz képest (carrier-envelope phase, CEP).

A ¢’ (®p) 1dédimenzi6ji mennyiség, azt az id6t jelenti, ami alatt az w, kdzponti
frekvencidji impulzus athalad a kdzegen, ezért csoportkésleltetésnek is nevezik (group delay,
GD).

A ¢’(wg) masodik derivalt az impulzus megnyulasaért felelés. A kimend jel

téreréssége, amennyiben csak ezt a tagot vessziik figyelembe:

o {0 9@ o [ T 0@
T (pmwy)? | ot H(w-0p) + [ P ](w )"
E, ()= Ie §in2 e[ 2 ]dmz Ie sz edo. (0)
Ekkor az impulzus idébeli félértékszeélessége:
4in2-¢"(0,))
T1=71, 1+( ! (g Do ) : (7
Ty
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A (7) egyenletbdl lathatjuk, hogy amennyiben a ¢’’(wo) tag nullatdl kiilonb6zd, az impulzus a
GDD nagysagatol fiiggéen 1iddben kiszélesedik (6. dbra). Ezt a fazisderivaltat

csoportkésleltetés-diszperzionak (group-delay dispersion, GDD) nevezziik.

— o"(w) —- -/\

6. abra A csoportkésleltetés diszperzié hatasa az impulzusalakra.

A ¢”’(®o) harmadik derivalt az idébeli alakban bekdvetkezd asszimetridért, illetve a

mellékimpulzusokért felelds (third-order dispersion, 7OD). (7. dbra) [5].

—- @"(w) —(

7. abra A harmadrendii diszperzi6 hatésa az impulzusalakra.

A tovabbiakban hatarozzuk meg egy L hosszisagu, n torésmutatdju iiveghasab esetén

a csoportkésleltetés-diszperzio értékét. Tudjuk, hogy az tiveghasab altal okozott fazistolas:

olw)= L) (®)

c

ahol ¢ a fénysebesség, melybdl a csoportkésleltetés-diszperziora kapjuk, hogy

d’ L d. d?
(Pz—(z-—"+ ”J 9)

®
do® ¢ do  do’

A (9) egyenletben szereplé dn/dm és d’n/do’ mennyiségek az tivegekre a normalis
diszperzi6 tartomanyaban — azaz amikor a hulldimhossz csokkenésével (a korfrekvencia
novekedésével) a torésmutatd novekszik — pozitivak. Ez azt eredményezi, hogy a
csoportkésleltetés-diszperzid értéke is pozitiv. Ha szemléletes képet akarunk hozza tarsitani,
akkor a pozitiv csoportkésleltetés-diszperzid azt jelenti, hogy a csoportkésleltetés értéke a

korfrekvencidval n6. Ha a rovid impulzusunkat ugy fogjuk fel, mintha tobb kiilonbozo

11



vivofrekvencidji hullamcsomagbdl allna, akkor azt mondhatjuk, hogy az {ivegbdl elébb a
vords szinli hullamcsomagok jonnek ki, €s késobb a rdévidebb hullamhosszi kék
hulldamcsomagok. A 8. abrdn haromféle, optikai elemekben alkalmazott iivegfajtara jellemzo

csoportkésleltetés-diszperzid - hullamhossz grafikon lathato.

200 T T T T T

150 - .
Sf2

100 - N

50 Bk7 -

| | | | |
B35 0.7 075 02 025 0o 095
Hulldmhossz (nm)

Csoportkésleltetés-diszperzio (fs?)

==

8. abra A csoportkésleltetés-diszperzid hulldmhosszfiiggése
kiilonboz6 optikai elemeknél hasznalt tivegfajtaknal

Ez a pozitiv csoportkésleltetés-diszperzid Un. prizmas impulzuskompresszorokkal
kikompenzalhat6 a két prizma egymashoz képesti helyzetének valtozatasaval [6]. Azonban a
harmadrendii fazisderivalt kompenzalasa is fontos. Sajnos az iivegek esetében a
csoportkésleltetés-diszperzio6 ¢és a harmadrendii diszperzid aranya eltér a prizmas
kompresszorokétol. A kompresszor prizmainak az anyagéat, torészogét megfelelden valasztva
ez az eltérés minimalizalhatd, és igy kozel tokéletes kompenzacio érhetd el. Ehhez azonban
sziikséges a fazistorzulast okozo optikai elem, jelen esetben a mikroszkdp objektiv

diszperzidjanak minél pontosabb ismerete.

12



l. 3. Optikai elemek diszperzidjanak mérése

I. 3. 1. Diszperzio mérése kétfotonos fluoreszcenciaval

Guild és munkatarsai 1997-ben ismertettek egy, a kétfotonos fluoreszcencidn alapuld
eljarast optikai elemek diszperziojanak meghatdrozasara [7]. Az elrendezés a 9.a dbran
lathatdo, a méréshez modusszinkronizalt Ti:zafir 1ézert hasznaltak. Az eljaras soran a
kettéosztott nyalab egyik részét kozvetleniil egy autokorreldtorba iranyitottak, majd prizmas
impulzuskompresszorral a lehetd legrovidebbre allitottak az impulzus hosszat. Az igy felvett

autokorrelacids gorbét referenciaként hasznaltak késobb.

a b
AR AT
Mode-Locked .
ArgpiRampLaee = Ti:s:p:hin?ecL:ser > 6
beam dump 4 :.
delay «— \r- 2
30 R
N 2600 400 -200 0 200 400 600
ALY >: c .
liquid filter A v 4 ! v ] A ) N SO
sample >3 - 8 i Crm 15 =54fs -
beam P 4 F :
dump - ’ i
2 L
objective lens Auto-Correlator . ki
MA__ 600 -400  -200 0 200 400 600

Késleltetés (fs)

9. abra a) Diszperzi6 mérése kétfotonos fluoreszcenciaval. b.) Mért

autokorrelacios gorbék [7].

A masik nyalab a mikroszkop objektivon athaladt, majd a festékanyag gerjesztése utan a
detektorba jutott. A prizmas impulzuskompresszorral ekkor kikompenzaltak az objektiv altal
okozott diszperzidt, ugy, hogy a detektoron észlelhetd kétfotonos jel a legerdsebb legyen.
Ezutan ennél is rogzitették a masik (tGlkompenzalt) nyaldb autokorrelacids gorbéjét 9.5 dbra.
Ily médon meghataroztak tobb kiilonboz6 objektiv csoportkésleltetés diszperzidjat, melyek az

1000-4000 + 100 fs® nagysagrendbe estek.
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I. 3. 2. Diszperzié mérése spektralis interferometriaval

A spektralisan bontott interferometria nagypontossdgi mérési eljaras, ami tobbek
kozott alkalmas kiilonb6z0 optikai elemek diszperzidjanak meghatarozasara [8-12]. A
vizsgalandé mintat tartalmazé interferométert széles spektrumu fényforrassal vilagitjuk ki
(10. abra). Az interferométer kimenetén a referenciakar hosszanak megfelelé beallitdsakor
megjelend interferenciacsikokat egy spektrograffal bontjuk fel. A spektrograf képsikjaban egy

CCD chipet elhelyezve, a felvett interferogramokat szamitogép segitségével analizalhatjuk.

Spektrograf

Ly

A
v

Nyalaboszto kocka

Diszperziv
minta

]
7

10. abra Spektralisan bontott Michelson-interferométer.

A spektrograf kimenetén megjelend interferenciaképet tobb tényezd hatarozza meg.
Tételezziik fel, hogy az iires interferométert sikhullammal vilagitjuk ki, valamint a tiikrok
fiiggdlegesen allnak. Ebben az esetben a kimeneten //.a dbran lathatdo képet kapjuk (a
fliggdleges tengely a térkoordinata, a vizszintes pedig a hulldmhossz). A 7/1.b képhez hasonlo
ellipszisekbdl allo gytrtrendszert kapunk gdmbhullammal kivilagitott interferométer esetén.

A felvett képek kiértékeléséhez kiilonbozé mddszereket hasznalhatunk.
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v

A

11. abra Spektralis interferogram a) sikhullam, b) gdbmbhullam megvilagitas esetén.

A spektrograf kimenetén kapott interferogram egy tetszéleges pontjaban detektalt

intenzitas a kovetkezéképpen adhatd meg:

I(o,y)=1(0,y)+L(0y)+2[,(0,y)-1,(0,y)cos(§(®, 7)), (10)

ahol I; és I, az interferométer két karjabol érkez6 fény intenzitasa, ¢ pedig a faziskiilonbség a
két kar kozott. Ahhoz, hogy a fazist az o korfrekvencia fliggvényében megkapjuk, rendezziik
at a (10) egyenletet:

](03,)’)_11((0,)/)_12((0,)/) )
21 (0, 9) 1,(, )

cos(§(w, y)) = (11)

A (11) egyenlettel leirt Un. normalt spektralis interferogramok kiértékelésére

haromféle modszer elméleti hatterét ismertetem a kdvetkezo fejezetekben.

. 3. 2. 1. Allandé fazisu pont

Vegylik a 11.b dabran lathato interferogram elliptikus gytirtirendszerének kozepén
atmend, a frekvenciatengellyel parhuzamos metszetét. Legyen ekkor az y = 0. Az el6zd
fejezetben szerepld (11) egyenletnek szélsoértéke ott lehet, ahol a cos(d(w,0)) fiiggvény o

szerinti els6 derivaltja eltlinik, azaz ahol:

d cos(p(,0)) _ Sin(d(©.0))- dj(@0) _

_— 12
do do (12)
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A feltétel teljesiilésének egyik lehetdsége, ha dd(®,0)/dw=0. Azon ® értéknél, melyre ez

megvalosul, kialakul az Gn. alland6 fazist pont, melyet a /2. dbran nyillal jeldltem.

Allandé fazist pont

i \

intenzitas
L

korfrekvencia

12. abra Spektralis interferogram frekvenciatengely menti metszete

Az elnevezés arra utal, hogy a pont kornyékén a fazis lassan valtozik. Az

interferométer kimenetén a karok kozotti faziskiilonbséget a:

0(®,0) = o(®,0) + %2(@ -L —-L,)=0¢(00)-ot (13)

egyenlet irja le, ahol L; a targykar hossza, L, a referenciakar hossza, L,, pedig a vizsgalt minta
hossza, ¢(®,0) a vizsgalt minta fazistoladsa oda-vissza Gton. Az (L-L-Ly)/c mennyiséget t-val

jeloljik. Az allando fazisu pont kialakuldsanak feltétele, hogy d¢/dw=0, azaz:

do
—=T. 14
do E (14)

Ebbdl latszik, hogy a késleltetés valtoztatasaval az allando fazisu pont feltétele mas és
mas hulldmhosszra teljesiil, ezért a helye is valtozik az interferogramon (/3. abra).

Pozitiv diszperzional (GDD>0), a késleltetés novelésével az allando fazisu pont helye
az interferogramon a rdvidebb hullamhosszak felé tolodik el, ahogyan azt varjuk is. A
csoportkésleltetés-frekvencia fliggvényre masodfokii polinomot illesztiink, akkor az

egylitthatoibol megkapjuk a GDD és a TOD értékét.

16



A AN
ey

Hullamhossz

Relativ késleltetés

13. abra A referenciakar hosszanak valtoztatdsaval Iétrehozott késleltetéseknél kapott

spektralis interferogramok.

Ennek a moédszernek az eldnye, hogy kozvetleniil a csoportkésleltetés-o fliggvényt
kapjuk a mérésbol. Hatranya viszont, hogy a minél pontosabb méréshez sok interferogramot
kell felvenni, €s az interferogramokon egyenként kell leolvasni az allandd fazist pont helyét,
ami nagyon iddigényes. Az allando fazisii pont pontos helyének a meghatarozasa nehézkes
lehet bizonyos fazisaindl (amennyiben az allandd fazisti pont fazisa kozel megegyezik a
kozvetleniil mellette levé két intenzitdismaximummal, illetve minimummal), a mérés
pontatlansaga ezért jelentésebben mutatkozik. Ez konnyen beldthatdo a /4. abra alapjan,

melyen az allandé fazist pont geometriai kdzepe szemmel nehezen hatdrozhaté meg.

v

®
14. abra Az alland6 fazisa pont fazisa kozel megegyezik a mellette levo két

intenzitdsmaximum fazisaval, ezért pontos helye nehezen allapithaté meg.
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l. 3. 2. 2. Minimum-maximum modszer

Ennek, az elébbinél pontosabb a modszernek az alapja a (12) egyenlet teljesiilésének
masik feltétele, azaz sin(¢p(®,0))=0. A kiértékeléshez elegendd mindossze egyetlen
interferogram felvétele is, melyen azon w-knal van szélséérték, ahol a fazis ¢p(w,0) =m-w, (m
egész szam). Maximumértékek helye 2m-m-nél, mig a minimumhelyek (2m+1)-m-nél
vannak. Kiértékeléskor a (11) egyenlet szerint normalt interferogram allandé fazisti pont
kozepénél vett frekvenciatengely menti sormetszetén leolvassuk a minimum ¢és
maximumhelyeket (/5. abra), valamint az alland6 fazist pont helyét.

Az éllandd fazisti pont fazisanak meghatarozdsa a leolvasott érték korrigalasaval

torténhet a (15) egyenlet alapjan:

. N
. max—min max—min
arccos(x,,, ) = arccos{| x - (mzn+ 2 j : [ 5 ) ) (15)

max+min
2

ahol max és min a sormetszeten a maximumok és minimumok értékei.

. allando fazisa pont

% —
= i 2mn
S
) 1 m+Dn
+~ i
RS / \
& = T
i hullamhossz
< | N |7
| L
] Ty —
] - R
] HH___‘————________F,_!—'—';/
Am

15. abra A felvett interferogram sormetszete (fent), a fazispontok a frekvencia fliggvényében

¢s az illesztett harmadrendi polinom (lent).

18



intenzitas

Az igy kapott fazispontokat abrazoljuk a frekvencia fiiggvényében, figyelembe véve,
hogy minden egyes Ujabb maximum az eldbbi ponthoz képest 2m fazistolast jelent.
Harmadfokt polinomot illesztiink rd, akkor az illesztett gorbe egyiitthatdoi megadjak a
csoportkésleltetés-diszperzié €és a harmadrendii diszperzi6 értékeit. Ez lathat6 a 15. dbran, az
abra also részében lathatdak az dbrazolt fazispontok, a fiiggdleges tengely a fazis.

A mérés pontossaga novelhetd a gytriik striiségének novelésével (szélesebb
spektrumtl fényforrds hasznalataval), habar ez egyben a kiértékelés meghosszabbodasat is

eredményezi.

l. 3. 2. 3. Fazismodulalt szinuszfliggvény illesztése

Ez a leggyorsabb mddszer, ennél szintén egy normalt interferogramot hasznalunk. A
felvett ¢és normalt interferogram egyik sormetszetére fazismodulalt szinuszfiiggvényt

illesztiink, amely a kdvetkezd alaku:

l,=a,+a,-cos(a;+a, - x+a,-x’+a,-x"), (16)

ahol a;, a,... illesztési paramétereket jelolnek, x pedig Aw-nak felel meg. Az illesztett
fiiggvény paramétereibdl meghatarozhatjuk a GDD = 2-as és TOD = 6-a¢ értékeket. A 16.

abran egy sormetszet, ¢s pirossal az illesztett szinuszfliggvény lathato.

hullamhossz

16. abra Normalt spektralis interferogram intenzitas eloszlasa Sormetszet (fekete) €s illesztett

szinuszfiiggvény (piros)
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Il. EREDMENYEK

Ebben a fejezetben bemutatom a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézetben hasznalt

mikroszkdp objektiv diszperzidjanak mérésével kapcsolatos eredményeimet.

Il. 1. Kisérleti elrendezés

A O mikroszkép objektivet egy Michelson interferométer egyik karjaba (targykar)
helyeztem ugy, hogy a fokuszpontja kozelitdleg a 73 tiikron legyen (17. dbra). A maésik kar
(referenciakar) hossza valtoztathatd volt. Az interferométerbe Ti:zafir 1ézerrel vagy halogén
lampaval vilagitottam bele. Az interferogramokat spektralisan bontottam egy hazilag altalam
készitett racsos spektrograf segitségével. A CCD chipre érkezd interferenciaképet
szamitogéppel vettem fel. El0szor 60nm-es savszélességii fénnyel késziilt interferogramokat,
majd a spektrograf atépitése utan 120 nm-es savszélességli interferogramokat készitettem. A
modszer hatranya Ti:zafir 1ézer hasznalata esetén (a nagyobb koherenciahossza miatt), hogy
bar az interferencia konnyen megtaldlhatd, a tiikr6z0d6 feliiletek miatt felesleges csikok is
megjelenhetnek, ami mérési hibat okozhat. A kisérletet ezért halogén lampéval is

megismételtem az atépitett spektrograftal.

Tizafir IEzer

i
{l/— 7,
17. abra Kisérleti elrendezés Ti:zafir 1ézerrel kivilagitva.
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Il. 2. Spektralis interferogramok kiértékelése

Il. 2. 1. Kiértékelés az allandé fazisu pont meghatarozasaval

El6szor a titan-zafir 1ézerrel késziilt képek kiértékelésébdl adddd eredményeimet
ismertetem. A késébbiekben az alland6 fazisi pont meghatdrozasan alapuldé modszerre, mint
1. mddszerre hivatkozok.

A referenciakar tiikrének helyzetét valtoztatva az allandé fazisu pont helye (a gytiriik
kozepe) a késleltetés novekedésével a rovidebb hullamhosszak felé tolodott el (/8. abra), azaz
a hosszabb hullamhosszi komponensek az objektivbdl, ahogy azt varjuk is, hamarabb 1épnek
ki, mint a rovidebb hullamhossztiak. Azonos késleltetésekkel felvettem tobb, mint 20
interferogramot. A felvett interferogramokat Mathcad program segitségével beolvastam ¢és

meghataroztam az allando6 fazist pontot minden képen.

o
@
L1k}
0 . .
2
=
ko
ak]
(¥

£ € € & & S = it
0

Hullamhossz {nm)

18. abra Az alland¢6 fazisu pont helyének elmozdulésa a késleltetés valtoztatasakor

A mikrométercsavar helyzetébdl a késleltetés kiszamolhato, melyet azutan abrazoltam
az allando fazisu pontok helyének megfeleldé Aw relativ korfrekvenciak fiiggvényében. A
relativ korfrekvenciakat minden esetben a 800 nm-es hullamhosszra vonatkoztatva

szamoltam. A mérési pontokra masodfoku polinom illesztése utdn, a polinom egyiitthat6ibol
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kovetkeztethetiink a GDD ¢s TOD értékekre. A 19. abran lathatd csoportkésleltetés-relativ

korfrekvencia fliggvényt mar egy atépitett spektrograffal kaptam, ahol a vizsgalhaté

hulldamhossztartomany 120 nm volt.

o T T T T T T T T
=500 - ]
ODD = 3838 fal
2 TOD = 2805 53
5 -0oE .
=1500 —
-2000 | | ] | |
-0.2 0.1 0 0.1 nz
Aw (1/1s)

19. abra Az allando fazisu pont helye a késleltetés valtoztatasakor

Il. 2. 2. Minimum-maximum modszer

Ebben a fejezetben ismertetem a 2. moddszerrel kapott eredményeimet. A felvett
interferogram egyik sormetszetén (amely az alland6 fazisu pont kézepén athalad) leolvastam
az intenzitdsminimumokhoz és -maximumokhoz, tovabba az 4llandé fazisu ponthoz tartozd
hulldmhosszakat. Majd hozzarendeltem a fazisukat gy, hogy amennyiben az alland6 fazist
pont utani elsdé szélséérték minimum, a minimumokhoz (2m-1)x, a maximumokhoz pedig

2mm tartozzon, ahol m egész szam, a minimum vagy maximum sorszama (20. dbra).

2 T T T T T T
2mm
// \A\A
N
£ ll[ 2m-Dx
g v \j
| |
745 Hullamhossz (nm) Elatd

20. abra Spektralisan bontott interferogram hulldmhossztengely menti sormetszetén a

minimum ¢és maximumhelyekhez rendelt fazis
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Ha pedig az allando fazisu pont utani els6 sz€élséérték maximum, akkor m a maximum
vagy minimum sorszamanal eggyel kisebb szdmot jelol, és a minimumokhoz rendelt fazis
(2m+1)rm. Az alland6 fazisu pont fazisat az elméleti dsszefoglaloban leirtak szerint hataroztam
meg.

A kapott pontokat abrazolva egy parabolahoz hasonl6 gorbét kaptam. A GDD és TOD
értékét megkaphatjuk, ha a kapott gorbére harmadrendii polinomot illesztiink. A 21. abran
latszik, hogy szélesebb spektralis tartomanyon felvett interferogramok pontjaira az illesztett
gorbe pontosabb, mivel tobb a rendelkezésre all6 adat, ezért ezekbdl pontosabban

meghatarozhatéak a GDD és a TOD értékei.

30

7 ¢
/ i i
> / x I
N oy . & -
™, ./ e, = - =
\\v/-/ e o~ - M‘-ﬁi_ i
O ! - ! - -
750 A (nm) 850 730 A (nm) 880 730 A (nm) 880
a b c

21. abra Fazispontok abrazolva, harmadfoku illesztett polinommal, a) Ti:S 1ézerrel 60nm-en

b) 120nm-en c¢) fehér fénnyel késziilt kép kiértékelése
Il. 2. 3. Kiértékelés fazismodulalt szinuszfliiggvény illesztésével

Ez a kiértékelési modszer (3. mddszer) a leggyorsabb. A spektralis interferogram
egyik kivalasztott sormetszetére Mathcad programmal illesztettem szinuszfliggvényt (22.
dbra). A szinuszfiiggvény argumentumaban szerepld harmadfoku polinom egyiitthatdi adjak

meg a keresett értékeket.

2 T T T T | |

Bel infenzitds

-0.2 015 -0.1 —0.05 1] 0.05 0.1
Bel kirfrelorencia (1/15)

22. abra Spektralis interferogram sormetszetére fazismodulalt szinuszfiiggvény illesztése

(fekete)
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Il. 3. Mérési modszerek 6sszehasonlitasa

Ebben a fejezetben a kiilonbozé mddszerekkel felvett és kiértékelt interferogramokbol
adodé mérési eredményeimet hasonlitom Ossze. Az 1. tablazatban Gsszefoglaltam a kapott
értékeket. Nagysagrendileg hasonld értékeket kaptam az objektiv csoportkésleltetés-
diszperzidjara, mint Guild és munkatarsai az 1.3.1 fejezetben ismertetett modon végzett
méréseikb6l. A mérés hibaja azonban esetiinkben szdmottevéen kisebb. Mig Guild 100 fs”
pontossaggal tudta csak megmérni a diszperziot, addig az altalam kapott értékek mérési hibaja
a legpontatlanabb elsd moédszerrel is minddssze + 50 fs* volt. Vegyiik észre, hogy a
tablazatban szerepld értékek a mikroszkop objektiven kétszer athalad6 impulzusra adodtak.

Az elsd modszer pontatlansaga onnan ered, hogy a GDD és TOD értékeinek

meghatarozasara csak tobb felvett interferogram kiértékelése utan van csak modunk.

Fenyforras | Ay | Akspeia | vigdszer | GDD (fs?) | TOD (fs?)
tipusa (nm) (nm)
1. 3900 £+ 100 800 = 3000
40 60 2. 3850 + 60 2100 + 2800
] 3. 3850 = 20 1800 + 1100
Ti:zafir 1ézer
1. 3950 + 100 2900 + 1000
90 2. 3810 £ 20 1600 * 200
3. 3870 + 40 2000 + 700
120
1. 3850 + 100 2800 + 1000
Halogén lampa 120 2. 3850 + 40 1500 £ 200
3. 3870 £ 50 2100 = 400

1. tablazat Spektralis interferometrian alapulo diszperzié mérésére kapott értékek a harom

kiilonb6z6 mddszer szerint.

A masodik és harmadik modszer pontossaga jelentdsen novekedett szélesebb
tartomanyt lat6 spektrograffal felvett képek kiértékelésekor (foleg a TOD értékének
meghatarozasakor).

Végeredményként az objektiv csoportkésleltetés-diszperziojara: GDD = 1930 + 30 fs,
a harmadrendii diszperziora: TOD = 1000 + 500 fs® adodott a 800 nm-es hullamhosszra és

egyszeri athaladéasra vonatkoztatva.
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Il. 4. Mérési eredmények értékelése

Ebben a fejezetben a kapott GDD ¢és TOD értékek hatasat szemléltetem a Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatdintézetben taldlhaté mikroszképhoz hasznalt Ti:zafir 1ézer altal
kiadott 100 fs-os, 800 nm kdzponti hullamhossz impulzusokra.

A 23. abran lathat6 egy 100 fs-os impulzus idébeli alakja, amennyiben a GDD és TOD
értéke 0 fs*, majd ugyanez az impulzus, ha a GDD értéke 1900 fs®,

40
GDD = 0 fs*
L 30
< 3
ES TOD =0 fs
S 20
E
10
0
—600 —480 360 240 -120 0 120 240 360 480 600
ido [fs]
4
GDD = 1930 fs’
L 30
g TOD =0 f$°
g 20
k=
10

0
-600 -480 360 240 120 0 120 240 360 480 600
id5 [fs]

23. abra Egy 100 fs-os transzformlimitélt impulzus id6beli alakja az objektiv el6tt (fent) és
utana (lent), ha csak a csoportkésleltetés-diszperzidval szamolunk (GDD = 1930 fs?) .

Az abrabol lathatd, hogy az impulzus idébeli alakjanak véltozasa 100 fs-os impulzus esetén
nem jelentds, ezért a diszperzidos értékek kikompenzaldsa nem javithatja jelentdsen a
mikroszkop felbontoképességét.

Azonban a legutobbi kutatasok eredményei szerint rovidebb impulzusokat (10-20 fs?)
hasznalva a mikroszkép képalkotdsa javulhat [13]. Amint az (1) egyenletbdl is latszik, a
fluoreszcens festékanyag altal abszorbedlt fotonok szadma forditottan aranyos az impulzus

iddbeli szélességével, és egyenesen ardnyos a lézer intenzitdsanak négyzetével, ezért az
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hogy milyen hatassal van ugyanez a mértékii diszperzio 20 fs-os impulzusokra.

impulzus rovidségével a festékanyag gerjesztésének hatdsfoka novelhetd. Vizsgaljuk meg,

80
DD = 0 fs*
60 G 0 fs
e 3
g 400 TOD =0 fs
E
200
0
“600 —480 360 240 ~120 0 120 240 360 480 600
i [fs]
80
_ 2
60 GDD =1930 fs
P 3
g 4001 TOD =0 fs
E
200
ﬂ
0
“600 —480 360 240 ~120 0 120 240 360 480 600
idd [fs]

24, abra 20fs impulzus, GDD =0 fs?, TOD = 0 fs° (fent), GDD = 1930 fs° (lent).

Most vizsgaljuk meg, hogy a harmadrendi diszperzi6 jelenléte mennyire befolyasolja

az impulzus alakjat 100 fs-os és 20 fs-os impulzusoknal.

40
GDD = 1930 fs’
30 .
o TOD = 1000 fs
E 20
R
10
1]
—al0 =d&0 =360 =240 =120 0 120 240 3a0 420
1dd [fz]

25. abra 100 fs impulzus, GDD = 1930 fs>, TOD = 1000 fs°.
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200

GDD = 1930 fs’
a0
TOD = 1000 fs*

400

Intenzitis

200

_:—'_'_'_'_'_'_'_._._‘_‘_\_\_‘_\_‘_‘_‘——
o
-A00  -480 340 240 -120 o 120 240 3a0 420 a0

dd [15]

26. dbra 20 fs impulzus, GDD = 1930 £s%, TOD = 1000 fs.

A 24. abran lathatd, hogy a masodrendii diszperzid 20 fs-os impulzusoknal nagyon
jelentSs torzulast okoz, mig a harmadrendii diszperzio 1000 fs® nagysagu értéke nem
befolyasolja jelentésen az impulzus alakjat egyik impulzusidénél sem (25. és 26. dbra). 20 fs-
os impulzusok esetén mar célszerli impulzuskompresszort hasznalni, és ennek pontos
beallitasahoz a diszperzié megfeleld komponenseit ismerni.

A fentiekbdl latszik, hogy a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetben hasznalt
kétfoton abszorpcids fluoreszcencia mikroszkdp felbontasanak a vart értéktdl vald eltérését
alapvetden nem az objektiv anyagi diszperzidja miatti impulzuskiszélesedés okozza. A
felbontoképesség javitdsdhoz meg kell vizsgalni az impulzusok fokuszalasa soran fellépd
leképezési hibak hatasait. Az objektiv szférikus illetve kromatikus hibaja okozhatja az
impulzus jelentds id6beli kiszélesedését a fokuszban [14-16]. Ha feltételezziik, hogy e két
hibéra a vizsgalt objektiv jol korrigalt, akkor is van egy gyakorlatilag kompenzalhatatlan hiba,
ez az un. terjedési idokésés (PTD) [17,18]. Ennek lényege, hogy az impulzus a lencse
kdzepén tobb anyagon halad keresztiil, mint a szélek felé¢ haladva, azaz az optikai tengelyt6l
mért tavolsagtol fliggd csoportkésleltetés 1€p fel, ami azt eredményezi, hogy a fokuszba a
sz¢€Irdl elébb érkezik az impulzus, mint az optikai tengely mentén koézépen halado része, ami

jelentds iddbeli kiszélesedést okozhat.
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ll. Osszefoglalas

Az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézetben 100 fs koriili impulzusokat
alkalmaznak a kétfoton abszorpciés fluoreszcencia mikroszkdp kivilagitasara, a fluoreszcens
festékanyag gerjesztésére. A felbontast az impulzusok idébeli szélessége is jelentékenyen
befolyasolja, mivel a detektalt jel az impulzus intenzitasdnak négyzetével aranyos. A
mikroszkdpban az impulzusok fokuszalasahoz hasznalt objektiv anyagi diszperzidja okozhatja
az impulzusok megnyulasat, és ily modon a felbontas csokkenését.

Jelen dolgozat célja volt az emlitett mikroszkopban alkalmazott objektiv anyagi
diszperzidjanak kisérleti meghatarozdsa minél nagyobb pontossaggal. A diszperzidé mérésére a
spektralis interferometridt alkalmaztam, melynek sordn az objektivet egy Michelson-
interferométer egyik karjaba helyeztem ugy, hogy a fokuszpontja nagyjabol a tiikkron legyen.
A karok kozotti késleltetést valtoztattam, és az interferométer kimenetén megjelend
interferenciaképet  spektralisan  bontottam. A felvett spektralis interferogramok
kiértékeléséhez haromféle modszert alkalmaztam. Egyik esetben az un. allandd fazist
ponthoz tartozo hullamhosszt hatdroztam meg a referenciakar kiilonb6zd késleltetéseinél. Az
igy kapott csoportkésleltetés-hullamhossz fliggvénybdl polinomillesztéssel adddtak az
objektiv diszperzidjat jellemzd fazisderivaltak. Egy masik, ennél pontosabb moédszer volt,
amikor a referenciakar egy adott késleltetésénél az interferencia minimumokhoz ¢és
maximumokhoz tartozé hulldmhosszak alapjan hataroztam meg a fazisderivaltakat. A
harmadik modszer esetében pedig egy fazismoduldlt szinuszfiiggvényt illesztettem a
spektralis interferogram egy hulldmhossz-tengellyel parhuzamos metszetére.

A hérom kiilonb6z0 mérési modszerrel egyenként meghataroztam az objektiv
csoportkésleltetés- és harmadrendii diszperzidjat. Osszevetettem a hdrom modszerrel elért
mérési pontossagot, és azt talaltam, hogy a leggyorsabb és legpontosabb modszer amikor egy
fazismodulalt szinuszfiiggvényt illesztettem a spektralis interferogram egy sormetszetére. Az
elért pontossag a csoportkésleltetés-diszperzid illetve a harmadrendii diszperzid esetében 2 %
illetve 50 % volt. Megallapithatjuk, hogy a mérési pontossag a Guild és munkatérsai altal
ismertetett modszernél jobb, kiilonds tekintettel arra, hogy a harmadrendl diszperzid értékét
nem tudtdk mérni. Az is megallapithatd, hogy 100 fs-os impulzusokndl a mért
csoportkésleltetés- illetve a harmadrendl diszperzid szinte alig okoz impulzusalak-torzulast.
A mikroszképnal kisérletileg tapasztalt, a vartnal rosszabb felbontoképesség oka vagy az
objektiv altal bevezetett aberraciok lehetnek vagy az un. sugarfiiggd terjedési idokeésés.

Tervezem ezen lehetséges okok kisérleti vizsgalatat.
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