Analiza pojedynczych komoérek biologicznych podlegajacych dziataniu réznych warunkéw i substancji farmakologicznych od lat
stanowi podstawe rozwoju farmacji i medycyny. Do tej pory, podstawowa metoda wykorzystywana do obserwacji komérek byta
klasyczna mikroskopia optyczna, w ktdrej badana probka obserwowana jest wzrokowo przez obiektyw mikroskopowy. Metoda ta
daje jedynie przyblizong informacje o tym, jak poszczegdlne struktury komorki pochtaniajg $wiatto — informacje o absorpcji. Z
czasem sama informacja o absorpcji stata sie niewystarczajaca. Powstata potrzeba wizualizowania grubosci badanej struktury oraz
rozktadu wspotczynnika zatamania w jej wnetrzu. Wsp6tczynnik zatamania mowi o tym, jak szybko $wiatto porusza sie w danym
osrodku. Poniewaz rozne struktury komorki biologicznej cechuja sie roznymi wartosciami wspotczynnika zatamania (Swiatto
podrézuje w nich z rozng predkoscig), zobrazowanie tego wspdtczynnika pozwolitoby na analize geometrii i budowy
poszczegblnych struktur, takich jak cytoplazma, jadro i jaderko komorkowe, wakuole itd. Dodatkowo, odstepstwa od prawidtowej
wielko$¢ wspotczynnika zatamania dla odpowiednich struktur, moga nies¢ informacje m.in. o zmianach nowotworowych,
infekcjach, procesach posrednio odpowiedzialnych za wywotywanie zapalen, czy wptywie substancji toksycznych na strukture
komdrkowa. Jednym z pierwszych urzadzen ktére dawato takg mozliwosé byt mikroskop optyczny z kontrastem Zernike.
Uzytkownik takiego mikroskopu dostawat dwuwymiarowa, zintegrowang informacje o grubosci prébki i srednim wspétczynniku
zalamania na drodze wigzki o$wietlajacej. Nie mégt wiec dowiedzie€ sie, jaki jest wspdtczynnik zatamania danej struktury. Co
wiecej, informacja o wspdtczynniku zatamania byta jakosciowa (w przeciwienstwie do informacji ilosciowej, informacji
jakosciowej nie da sie wyrazi¢ liczbowo - jedynie wzrokowo). CzeSciowym rozwiazaniem tego problemu okazala sie
mikroskopia holograficzna — technika, w ktorej prébka oswietlana jest przez zrédto laserowe. Wigzka $wiatta po przejsciu przez
obiekt jest rejestrowana przez kamere i zapisywana w pamieci komputera, po czym nastepuje proces komputerowej
"rekonstrukcji" wspotczynnika zatamania prébki na podstawie tak zarejestrowanego obrazu. Pomimo pozornej mozliwosci
otrzymania informacji ilosciowej o wspdtczynniku zatamania badanego obiektu, otrzymywane wyniki sa bardzo trudne w
interpretacji. Dodatkowo, informacja o wspétczynniku zatamania i grubosci obiektu dalej jest wymieszana. Aby oddzieli¢ obie
informacje od siebie, opracowano technike tomografii optycznej. W technice tej obiekt dalej oSwietlany jest przez zrddto
laserowe, analogicznie jak w mikroskopii holograficznej. Teraz jednak rejestruje sie serie projekcji obiektu, przy czym obiekt jest
obracany miedzy kolejnymi projekcjami. Nastepnie stosuje sie specjalne programy komputerowe realizujgce zaawansowane
algorytmy w celu uzyskania informacji o obiekcie. Proces odbywa sie analogicznie do tomografii medycznej z tg roznica, ze w
tomografii medycznej stosuje sie promieniowanie rentgenowskie. W wyniku przeprowadzenia analizy metodg tomografii
optycznej otrzymuje sie tréjwymiarowy, ilosciowy rozkiad wspétczynnika zatamania. Aby obliczona rekonstrukcja byta
poprawna, konieczne jest obrocenie obiektu o 360° podczas rejestrowania projekcji. Poniewaz bardzo trudne bytoby obracanie
samg komorka, w praktyce umieszcza sie ja w szklanej rurce, ktérg dopiero sie obraca. Kompikuje to jednak caly proces
pomiarowy. Celem tego projektu jest:
- Opracowanie nowej metody, nazwanej DTVIC (Diffraction-based Total Variation Iterative Constraint), do pomiaru komorek
biologicznych. Nowa metoda bazowac bedzie na dotychczasowych osiagnieciach z dziedziny tomografii optycznej. Pozwoli ona
na zrekonstruowanie tréjwymiarowego rozktadu wspétczynnika zatamania komérek biologicznych umieszczonych bezposrednio
na szalce Petriego, na ktérej sg zwykle hodowane. Nie bedzie potrzeby wprowadzania komérek do szklanych rurek, co znacznie
przyspieszy caty proces pomiarowy. Dodatkowo zamiast obrotu obiektu, obracana bedzie wigzka o$wietlajaca obiekt.
- Przeanalizowanie z ktorych kierunkéw najlepiej jest oswietli¢ badany obiekt, aby zrekonstruowane rozktad wspotczynnika
zatamania byt najlepszej jakosci. Poniewaz komoérki umieszczone bedag na szalce Petriego, nie bedzie mozliwe obracanie
oSwietlenia 0 360°. Zamiast tego, konieczne bedzie obracanie wigzki oswietlajgcej w ramach stozka, jak pokazano na rysunku 1.
W ramach tego stozka mozliwych jest kilka scenariuszy oswietlenia, jak np. o$wietlanie komorki z kierunkéw lezacych na
tworzacej stozka lub réwnomiernie roztozonych w catym stozku.
- Opracowanie algorytmu obliczajacego tréjwymiarowy rozktad wspéiczynnika zatamania z projekcji, ktére zarejestrowane
zostang z ograniczonego zakresu katowego (ze stozka). Standardowe algorytmy potrzebujg projekcji zebranych z 360°, w
przeciwnym razie obliczone za ich pomoca rozktady wspoétczynnika zatamania sg mocno znieksztatlcone. Opracowanie nowego
algorytmu pozwoli na skompensowanie tego znieksztatcenia.
- Uwzglednienie rdéznicy miedzy promieniowaniem rentgenowskim a laserowym w nowo-opracowywanym algorytmie
rekonstrukcji. Standardowe metody zaktadaja, ze promienie w drodze do kamery przechodzg przez obiekt w liniach prostych.
Zatozenie to jest prawdziwe dla promieniowania rentgenowskiego. W przypadku promieniowania laserowego, prowadzi ono do
znacznych bleddéw w obliczonym rozktadzie wspétczynnika zatamania. Aby temu zapobiec, koniecznie jest zastosowanie
odpowiednich modyfikacji algorytmu.
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Rys.1. Wizualiacja kierunkéw oswietlenia komorki. Niebieskie linie reprezentuja kierunki oswietlenia: po lewej w przypadku



klasycznej tomografii, gdzie komdrka jest oswietlona z 360°, a kierunki o$wietlenia utozone sa na jednej ptaszczyznie, po prawej
w tomografii z ograniczonym katem projekcji, gdzie komorka umieszczona jest na szalce Petriego a kierunki oSwietlenia dostepne
sg jedynie w zakresie stozka.

W ramach projektu realizowane bedg badania podstawowe dotyczace dokladnego poznania i zrozumienia procesu formowania
obrazu w tomografii w sytuacji, gdy Zrédtem jest laser (co w konsekwencji oznacza odejscie od zatozenia prostoliniowego biegu
promieni przez obiekt) oraz gdy projekcje badanej struktury, w szczegdlnosci komorki biologicznej, zarejestrowane zostaty
jedynie w ograniczonym zakresie katowym.

Postanowitem podja¢ dang tematyke badawcza, poniewaz potaczenie tomografii ze Zrédtem laserowym z tomografig, w ktorej
projekcje dostepne sg w ograniczonym kacie, przy kompletnej analizie wptywu rozkiadu kierunkéw oswietlenia bedzie
kamieniem milowym w optycznej metrologii mikrostruktur biologicznych. Pozwoli to na szybsze, fatwiejsze i bardziej precyzyjne
badanie komdrek biologicznych, ktore hodowane sg na szalkach Petriego. Moje dotychczasowe badania wykazaty, ze osiggniecie
powyzej opisanych celéw jest mozliwe. Opracowatem technike TVIC, na ktdrej bede sie bazowat podczas realizacji projektu.
Technika ta nie uwzglednia jeszcze faktu, ze promienie $wiatla nie biegng w liniach prostych przez obiekt, ale czeSciowo
kompensuje juz ograniczony kat z ktdre rejestrowane sg projekcje probki. Wstepne testy tej metody na komoérkach C2C12
(komérka miesnia myszy) oraz HeLa (komorka raka szyjki macicy) pokazuja, ze mozliwe jest osiggniecie tréjwymiarowego
rozktadu wspotczynnika zatamania o wysokiej jakosci. Przyktadowa rekonstrukcja pokazana jest na rysunku 2.
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Rekonstrukcja komorki C2C12 metoda TVIC. Po lewej rekonstrukcja trojwymiarowej geometrii, po prawej rekonstrukcja
trojwymiarowego rozktadu wspotczynnika zatamania dla przyktadowego przekroju przez komorke.



