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Introduzione

I ntroduzione

La microscopia ottica S pone da sempre come una tecnica di largo utilizzo nella ricerca in
ambito biofisico, data la versatilita con cui permette lo studio dei campioni nelle loro condizioni
fisiologiche.

L'analis dei sistemi biologici, la cui struttura e intrinsecamente tridimensionale, richiede
strumenti in grado di compiere un’accurata indagine della loro distribuzione spazide. Questo
risultaiil piu delle volte essenziae visto il complesso e delicato legame tra struttura e funzione;
tale esigenza non trova, di fatto, completo riscontro nelle possibilita della microscopia
convenzionale.

I notevoli miglioramenti tecnologici di cui hanno usufruito negli ultimi anni alcune tecniche di
microscopia ottica, e in particolare quelle in fluorescenza, hanno portato ala possibilita di
analis 3D di sstemi cdlulari e subcellulari mediante la tecnica del sezionamento ottico
realizzato in modo particolarmente efficace nella Microscopia Confocale a Scansione Laser
(CLSM, Confocal Laser Scanning Microscopy).

Un comune microscopio ottico non € di per sé predisposto per uno studio accurato di oggetti
tridimensiondi, in quanto fornisce generamente una immagine bidimensionae, che
consiste nella sovrapposizione di regioni del campione a fuoco e fuori fuoco.

Il principio su cui s basa la microscopia confocale consiste, viceversa, nell’illuminazione
selettiva, ‘punto per punto’ e nell’acquisizione (in riflessone o fluorescenza) della sola luce
proveniente dalla zona illuminato. Attraverso una scansione del campione lungo |’asse ottico
(sezionamento ottico) € poi possibile ricostruire a calcolatore I’intera struttura tridimensionale,
cosi come essa appare in condizioni fisiologiche.

Le problematiche affrontate nell’ambito di questo lavoro di tesi sono prevalentemente legate
allo studio degli effetti che la variazione dell’indice di rifrazione del mezzo d’immersione del
campione rispetto a quello d'immersione dell’ obbiettivo produce sui procedimenti di imaging
condotti attraverso un’ architettura confocale.

L’importanza di un’anais sperimentale di questo tipo risiede soprattutto nella difficolta di
approntare un modello teorico che renda agevolmente conto di tale fenomeno nel campo della
microscopia ottica a fluorescenza ad uno o piu fotoni.

Si vuole cercare di fornire un quadro organico del divers risvolti che questa problematica ha
sulle prestazioni del sistema come formatore di immagini tridimensionali, sia descrivendone il
progressivo deteriorars in termini di risposta al’impulso (PSF, point spread function), sa
attraverso I'indagine morfometrica di campioni fluorescenti opportunamente scelti.

Cio permetterd, da un lato di giungere ad una stima del potere risolutivo dello strumento nelle
effettive condizioni sperimentali, dall’atro di disporre dell’andamento sperimentae della PSF,
utilea fini di implementare eventuali algoritmi di deconvoluzione.

Ogni particolare assetto operativo ddl sistema verra inizialmente indagato impiegando oggetti di
forma e dimensioni note, attraverso i quali valutare gli effetti introdotti dalle diverse aberrazioni
presenti. | risultati cosi ottenuti verranno, in un secondo tempo, confrontati con quelli ottenuti,
in identiche condizioni, dall’analisi di un preparato biologico ed utilizzati per trarre da
informazioni di tipo essenzia mente morfometrico.

Si proveranno dtresi a suggerire, nei cas esaminati, alcuni pratici accorgimenti attraverso i
quali minimizzare gli effetti del mismatch o, dove cid non sia possibile per la particolare natura
del campione, attraverso i quali tenere conto del necessari fattori correttivi per un’accurata
anais quantitativa di distanze, superfici, volumi.



A margine di queste problematiche, legate prevalentemente a recupero di informazioni
morfometriche ed alla caratterizzazione ded sistema in termini di risposta al’impulso, s
considerera anche un approccio sperimentale a problema inverso, consistente nella stima

del’indice di rifrazione di un mezzo sconosciuto a partire dalla misura dell’ estensione assiale di
Oggettinoti.
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CAPITOLO1

I ntr oduzione alla microscopia confocale

confocale a fluorescenza ed alle sue problematiche. In particolare, ne vengono sottolineati
gli aspetti peculiari rispetto a quella convenzionale.
Nel corso della dissertazione s fa uso delle ipotes di linearita ed invarianza spaziale per

modellare matematicamente i sistemi ottici, ipotesi queste analizzate in dettaglio nel successivo
capitolo relativo alla formazione delle immagini.

I n questo primo capitolo sono affrontati alcuni aspetti introduttivi legati alla microscopia
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1.1 Cenni storici e problematiche della microscopia confocale e convenzionale

Allo storico che volesse indagare I’ evoluzione nel corso del secoli dei divers strumenti ottici
“associati all’occhio”, I'evoluzione del microscopio come “protes per un’indagine piu
rawicinata della natura” (S. Freud) apparirebbe sorprendentemente variegata, a tratti quas
contraddittoria

Per |’ avvento della microscopia s fa generamente riferimento all’ operadi A. van Leeuwenhoek
(1632-1723), considerato una sortadi ‘padre della microscopia'.

Di fatto, & storicamente accertato che vi fu un forte ritardo nell’impiego e nell’ ulteriore sviluppo
di dispositivi ottici esistenti gia da tempo: la tecnologia di cui s € valsa la microscopia nel
secoli XVII e XVIII e anche in gran parte del secolo XIX era gia nota da secoli, basti pensare
che acune delle prime grandi scoperte nel campo della biologia e delle scienze naturdi nel
corso di tali secoli furono compiute, in realta, osservando i preparati attraverso una semplice
lente convergente, 0 microscopio semplice, nota fin dal XII1 secolo. Le ragioni di tale ritardo
vanno ricercate principamente nelle idee filosofiche che dominarono nell’ ambiente scientifico
fino d tempo di Gdileo e che furono abbandonate soprattutto grazie ad suo intervento
innovatore.

Gli obiettivi dei primi microscopi (come quelli adoperati da Galileo stesso, da C. Drebbel, R.
Hooke ed dltri ricercatori del tempo) erano cogtituiti da lenti semplici, affette da numerose
aberrazioni e sorrette da dtativi in legno o cartone approssmativi e traballanti. Nonostante
questo approccio, il microscopio semplice fu ben presto portato verso i 200 ingrandimenti
convenziondi e oltre. Nonostante la precarieta di un tale assemblaggio delle componenti e la
scarsa praticita di utilizzo, diede, come detto, risultati eccellenti per le ricerche dell’ epoca.
Quando s cominciarono a fabbricare i primi obiettivi acromatici e S svilupparono adeguati
strumenti matematici per lo studio e I’analis quantitativa dell’ ottica, anche gli obiettivi usati nel
microscopi subirono un’evoluzione via via piu rapida, finché, verso la meta del secolo XI1X,
I’introduzione da parte di G. B. Amici della ‘lente semisferica frontale’ e, successivamente, i
perfezionamenti introdotti da E. Abbe a Jena, nonché la teoria che questi sviluppd intorno
all’immagine degli oggetti illuminati gettarono le bas di quella che é considerata la moderna
microscopia.

Nel caso piu comune e di piu antico impiego, I'idea di fondo € quella di costruire un dispositivo
in grado di sfruttare la radiazione ottica trasmessa o riflessa dall’ oggetto sotto osservazione per
fornirne un’immagine quanto meno verosimile: & questo il cosiddetto microscopio ottico che
possamo considerare come una sorta di antenato di  quelli presenti a giorni nostri ed in
continua viadi sviluppo.

Esistono infatti dispositivi concepiti per sfruttare anche dtri tipi di interazioni con la materia
investigata o radiazioni quali fasci di elettroni (microscopio eettronico, a quae s assmilano i
microscopi ad emissione di campo) oppure fasci di raggi X (microscopio a raggi X).

Il motivo di questa ricerca in costante evoluzione non risiede tanto nel tentativo di ottenere
ingrandimenti sempre maggiori, quanto nella necessita di aumentare il potere risolutivo ddlo
strumento, che limita di fatto la possibilita di mettere in evidenza le particolarita dell’ oggetto
sotto osservazione anche quando s siariusciti ad aumentare notevolmente I’ ingrandimento.

Per ottenere I'ingrandimento desiderato, ogni microscopio opera sul fascio di radiazione per il
guale é progettato in base dle caratteristiche intrinseche delle varie radiazioni che entrano in
gioco e precisamente:

x con lenti ottiche (nei vari tipi di micrascopio ottico)

% con lenti magnetiche o eettrostatiche (nel microscopio e ettronico)
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x dfruttando la dispersione del fascio di radiazione emesso dalla sorgente, in modo da
raccoglierne I'immagine ad una distanza conveniente affinché essa risulti sufficientemente
ingrandita e ‘leggibile’ (nei microscopi a emissione di campo ein quelli araggi X)

D’dtra parte, poiché il meccanismo secondo il quale si forma, nell’immagine, il contrasto fra i
particolari del campione osservato cambia a seconda della radiazione impiegata, potra
essere esdltato mediante una conveniente preparazione del campione stesso: questa fase
preliminare € di particolare importanza nel caso di materiali biologici e nella microscopia per
trasmissione, anche se il concetto havalidita del tutto generale.

Nell’ambito della microscopia ottica, la preparazione consiste prevaentemente (quando
necessita) nella colorazione selettiva di oggetti di per sé ‘trasparenti’ in modo che la radiazione
venga diversamente assorbita, in funzione della lunghezza d'onda, in zone diversamente
colorate e quindi il fascio originario giunga a rivelatore differenziato, per intensita e lunghezza
d’onda, a seconda dei punti del preparato dai quali proviene.

Nell’ultimo decennio s sono sviluppate, in seno alla microscopia ottica, tecniche avanzate di
andlis quantitativa del campioni, basate fondamentamente sull’utilizzo di  molecole
fluorescenti. Tra di esse la microscopia confocale (oggetto di questa tes) e quella con
eccitazione a due fotoni assumono particolare rilievo per la loro capacita di fornire strumenti
adatti allo studio della delicata problematica della relazione tra struttura e funzione nel sistemi
biologici. Infatti, se, da un lato, tecniche come quella della microscopia eettronica o anche del
tipo a scansione di sonda (in particolare STM, Scanning Tunnelling Microscoy e AFM, Atomic
Force Microscopy) hanno recentemente permesso di indagare dettagli risolti su scala molecolare
e atomica, dal’altro s sono rilevate inefficienti quando I'indagine s rivolga su preparati
biologici dei quali siano peculiari le informazioni legate ala struttura tridimensionale, visto che,
come nel caso di una molecola proteica, struttura e funzione sono intimamente intrecciate.

Di fatto, I'andis di un sistema biologico condotta per mezzo di  un microscopio ottico puo
essere effettuata, come gia accennato in precedenza, sia sfruttando direttamente |’ interazione
delle sue strutture con la radiazione luminosa, che marcando specificamente il campione (o parti
di esso) oggetto di studio con sostanze in grado di interagire con la radiazione luminosa ( ad
esempio sonde fluorescenti ).

Intal senso i recenti progress compiuti nell’ ambito della biologia molecolare e della biochimica
hanno reso possibile una sempre piu selettiva marcatura di varie componenti cellulari quali
molecole di actina 0 sequenze di DNA costituite da 1000 o piu coppie di basi, permettendo cosi
una sempre piu affidabile discriminazione delle singole componenti elementari sotto studio.
Nonostante ci0, un comune microscopio ottico risulta di per sé inadeguato al’ analis
tridimensionale, in quanto fornisce tipicamente un’immagine bidimensionade del campione
costituita dalla mera sovrapposizione di regioni del campione a fuoco e fuori fuoco.

E' proprio questa la problematica che, ameno in linea di principio, puo essere risolta
dal’impiego della microscopia confocale, che, illuminando selettivamente il campione ‘ punto
per punto’ e raccogliendo la sola risposta fornita dal piano a fuoco, permette, previa una
successiva rielaborazione (tipicamente offline) delle informazioni raccolte, la completa
ricostruzione tridimensionale dell’ oggetto osservato.

Attraverso I'impiego di un tale dispositivo (descritto in dettaglio nel seguito), non s sono solo
gperti nuovi orizzonti nell’imaging in vivo di preparati biologici, ottenendo informazioni
morfometriche impensabili nell’ambito della microscopia convenzionde, ma s € pure
migliorato il limite di risoluzione, arrivando, in particolare, ad un significativo aumento della
risoluzione assiale, legato proprio ala drastica riduzione dell’informazione fuori fuoco presente
in ogni singola immagine acquisita.

Nel’ambito di questo lavoro di tes s € affrontato lo studio delle problematiche (ad oggi ancora
in gran parte irrisolte) relative all’analisi quantitativa di campioni di diversa naturain presenza
di una discontinuita nell’indice di rifrazione tra il mezzo di immersione dell’ obiettivo e quello
di immersione del campione e ala caratterizzazione del sistema ottico in termini di funzione di
trasferimento (nota come PSF: point spread function), sempre in funzione di tale discontinuita.
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L’ apparato strumentale impiegato € un sistema di microscopia confocale a scansione laser
(CLSM: confocal laser scanning microscope) a singola apertura, particolarmente compatto e
con accoppiamento totale in fibra ottica, NIKON PCM 2000.

Fig. 1.1: 11 microsgopio di Amici del 1835 (Pieter Harting , Das Mikroskop (Brunswick,
1859), pag.719.) . )

) L’immagine & stata gentilmente offerta dal Dott. A. Paoletti
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1.2 Microscopia a fluor escenza

Il microscopio ottico piu diffuso €l cosiddetto microscopio a campo largo.
In figura 1.2a é riportato uno schema che riassume il principio di funzionamento di un
microscopio ottico in fluorescenza.

P TQI".-U!J-!'

dqf'ﬂgf'ur

:;nrg\m\."g ]umirxn:ja

Fig. 1.2a: schema esemplificativo del principio di funzionamento di un microscopio a
campo largo in fluorescenza. L’ emissione luminosa proveniente da un punto nel piano
focale viene rappresentata in una zona fortemente localizzata del detector che, in questo
caso, presenta una superficie estesa. La radiazione che, viceversa, proviene da un
qualsiasi atro punto a di fuori del piano focale viene visualizzata su una piu larga

regione del detector, producendo cosi un tipico fenomeno di blurring da sfuocamento.

Ogni singola acquisizione consiste cosi in un'immagine completa dell’ oggetto
osservato.

Come s vede, il campione e completamente illuminato dalla radiazione d’ eccitazione: a seguito
di cio, al’emissione fluorescente proveniente dai punti del piano focale, s sovrappone quella
originata da piani non a fuoco, fenomeno, questo, responsabile di quegli indesiderati effetti di
sfuocamento che degradano la qualita dell’immagine e riducono I’ affidabilita dello strumento in
tutti quei procedimenti di misura basati essenzialmente sul sezionamento attico.

A questo s aggiungono poi gli effetti dovuti ala diffrazione della radiazione luminosa, alo
studio del quali € demandata I’andis sperimentale e teorica della funzione caratterizzante il
microscopio, nota come PSF (point spread function) o risposta dl’impul so.
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Gli effetti pratici di quanto appena detto sono ben visibili in figura 1.2b.

Fig. 1.2b: viste della sezione centrale -y a sinistra, x-z a destra) di una sfera
fluorescente (diametro nominale: 6.42 nm) acquisita con un microscopio convenzionale.
I bordo segnato in bianco indica il profilo teorico. L’immagine é stata ottenuta con un
campionamento assiale di passo 0.225mm.

L’ acquisizione dei contributi dei punti a fuoco e di quelli fuori fuoco ha come effetto quello di
limitare notevolmente la risoluzione asside: I'immagine ottenuta risulta cosi 1a combinazione di
un profilo netto, nitido, determinato dalla regione ‘afuoco’ con una serie di profili scarsamente
definiti, rumoros, frutto dei contributi dei punti fuori fuoco.

Una modello fisicamente convincente in grado di descrivere le proprieta di un sistema ottico (e
quindi di rendere, in qualche modo, conto del suddetti limiti risolutivi) € basato sulla
conoscenza della forma analitica della PSF Hopkins, 1955; Frieden, 1967; Sheppard, 1986;
Sheppard and TOrok, 1997; van der Voort and Brakenhoff, 1990; Visser and Brakenhoff,
1991; Visser and Wiersma, 1994; Diaspro et al., 1999 e dltri ).

Si consideri un sistema bidimensionale di coordinate (X4,yq) hello spazio dell’immagine ed un
equivalente sistema tridimensionale (Xo,Yo,Z), distinto dal precedente, nello spazio de
campione. |, due sistemi sono tra loro legati dalla seguente relazione funzionale, dipendente dal
coefficiente di magnificazioneM dellalente:

Xq= MX, 121
Ya=Myo (122

ove zZ e lo spostamento assiadle del campione durante la scansione.

Assumiamo, quindi, che I'intensita dell’emissione fluorescente sia proporzionale alla densita
dell’oggetto (cioe a numero di molecole eccitabili che lo compongono) O(XoYo,Z,) €
al’irraggiamento della radiazione eccitante. Sotto queste ipotesi, s pud dimostrare che
I'immagine | del campione osservato € data da contributi, opportunamente pesati, provenienti da
tutti i punti:

Yq

L (X4 Va0 Zs) :C‘I‘ﬁj H em(%_ U’V- v,W)O(u,v,w- z_)dudvdw (1.2.3)

ove Z € lo spostamento assiale del campione durante la scansione ed He, rappresenta la PSF in
emissione dell’ obiettivo.

Tipicamente, i modelli teorici che vengono considerati nella descrizione di queste
problematiche, assumono che la PSF sia spazio-invariante, ossa che non cambi con la
posizione. Di fatto, questo non €&, in generale, del tutto vero.

In particolare, le aberrazioni introdotte da improvvise discontinuita nell’indice di rifrazione o
da sue variazioni al’interno di uno stesso mezzo, possono portare a significativi cambiamenti
nell’andamento della PSF quando s effettuino acquisizioni a profondita diverse nel campione
(Hell et d.,1993; Sheppard and TOrok,1997; Torok et a., 1995ab,c; Visser et a., 1992).
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L’ipotes spazio-invariante, pur nel limiti di applicabilita appena descritti, permette comunque
di trarre alcune importanti conclusioni circa i limiti risolutivi del sistema ottico in questione
(Bertero e Boccacci, 1998).

In figura 1.2c é rappresentato I’ andamento qualitativo della trasformata di Fourier di una PSF
teoricg,) nota come OTF: (optical transfer function) relativa proprio ad un microscopio a campo
largo.

Risposta in frequenza e it
non nulla e o

All’interno di questo
cono la risposta in

frequenza é nulla.

Fig. 1.2c: rispostain frequenza di un microscopio a campo largo; z=1/z ,r =1/r;

Come s vede, tutte le frequenze a di |a di una certa frequenza di taglio sono completamente
tagliate. In conseguenza di cio, le dte frequenze non sono trasmesse e questo €, di fatto, un
fattore limitante per la risoluzione in pratica, il vaore di taglio codtituisce il limite
fondamentale oltre il quale nessuna informazione proveniente dal campione viene registrata dal
sistema

Un’espressione matematicamente approssimata di tae frequenza di taglio e presente in
letteraturanel lavori di Sheppard (1986) e di Wilson and Tan (1993).

Il fatto che la trasformata di Fourier di un microscopio a campo largo presenti tale ‘cono
mancante nello spazio delle frequenze, fa si che la quantita di informazioni che si pud ottenere
da un oggetto caratterizzato prevalentemente da frequenze in tale regione, Sia SPesso
insufficiente per un’ accurata analis tridimensionale.

Ecco spiegato il motivo per cui questo tipo di microscopia Sia per 1o pitl inadeguata a supportare
I’acquisizione tridimensionale di immagini se non a fronte dell’ applicazione di agoritmi di
cdcolo.

@ Vedi paragrafo (2.5.1) e seguenti per una dimostrazione.
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1.3 Microscopia confocale a fluor escenza

L’ architettura confocale € stata, in quest’ambito, concepita proprio per eiminare i contributi
luminos provenienti dalle regioni fuori fuoco e responsabili, come detto, della presenza di un
indesiderato ‘ cono mancante’ nella trasformata della risposta del sistema all’impul so.

In figura 1.3a € schematicamente rappresentato il principio fondamentale su cui s basa tutta la
microscopia confocale.

Detector ;<. G

pi-r\[‘v:-l!.

:u;rsmn.pu ]1_Ir-|:\.';nm:f.a p.unhfnrr—nm

Fig. 1.3a : Diagramma esemplificativo di un microscopio confocale a fluorescenza. Il
campione viene illuminato da una sorgente puntiforme e la radiazione fluorescente
originata dal punto considerato sul piano a fuoco attraversa il pinhole ed é raccolta dal
detector. | punti che, viceversa, giacciono al di fuori di tale piano, maentro il cono della
luce incidente, emettono a loro volta per fluorescenza, matali contributi sono per lo piu
‘tagliati’ dal pinhole stesso, che contribuisce dunque ad eliminare indesiderati fenomeni
di blurring. Per come é strutturato questo dispositivo, per ottenere I'immagine 2D
completa della sezione a fuoco, occorre scansionarla attraverso il movimento,
opportunamente coordinato, del campione o del complesso detector-sorgente luminosa.

Y

Il miglioramento del potere risolutivo assade € ottenuto, in questo caso, sacrificando
I"illuminazione a campo largo in favore di una illuminazione punto per punto ottenuta
tipicamente focalizzando sulla regione di interesse un raggio laser. Attraverso questo
accorgimento, automatizzato nella cosiddetta procedura di scansione, € possibile discriminare, a
mezzo di un pinhole collocato di fronte al detector, i contributi provenienti da punti a fuoco da
quelli originati da punti fuori fuoco.

Occorreinoltre tenere presente che il risultato di tale filtraggio della radiazione fluorescente non
pud essere raffinato a piacere semplicemente riducendo progressivamente il diametro del
pinhole, come potrebbe sembrare ad una analis superficiae dell’ apparato strumentale: e leggi
fondamentali dell’ ottica limitano, di fatto, la risoluzione assiale, imponendo un limite superiore
pari a circa un terzo di quella laterale.  Anche in questo caso, come gia per la microscopia
convenzionale, é possibile ottenere ulteriori informazioni circa il comportamento intrinseco del
sistema conoscendone la PSF.
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Assumiamo, per semplicita, che la scansione avvenga muovendo il campione e che, per
ottenerne I’immagine completa, occorra una spostamento nelle tre direzioni rispettivamente pari
a (XsYsiZs)-

Supponiamo inoltre cheil pinhole sia descritto, nel piano del detector, da una funzione P(X4,yq)
che, per un microscopio confocale ideale, sara assimilabile ad una funzione delta. Sia quindi
He(Xo0,Y0,20) 12 PSF in eccitazione dell’ obiettivo (che occorre chiamare necessariamente in causa
visto che pure la sorgente eccitante € puntiforme).

Con queste notazioni e sotto identiche ipotes a quelle usate nella trattazione precedente per un
microscopio convenzionale, s puo dimostrare che il segnale raccolto dal detector € descritto da
una funzione del tipo:

( q (1.32)
M
+¥
" O(u- Xg,Vv- y,,W- zs)dudvdwdqdr:m H, (u,v,w)O(u- x,v- y,,w- z_)dudvdw

¥ r ¥ r ,
lcf (XSJyS!ZS):CD¥ P(&!V)m Hem 'U’V' Viw)Ha((ulvlw)

ove

¥ r r
H, (Xo’yo’zo):He((Xo,yo,Zo)Gl P(%,M)Hem(%- XO’M_ y.,z,)dgdr (1.3.2)

La (1.3.1) stabilisce, in pratica, che I'immagine acquisita a microscopio pud essere riguardata
come una convoluzione tra la funzione densita dell’ oggetto O(x,y,2) e la PSF complessiva del
sistema (Hy) datadala (1.3.2):

Icf = HCfA O (133)

Nel caso particolare, poi, in cui S abbia a che fare con un microscopio confocale idede,
riducendos P(Xg,yq) ad unimpulso di Direc, la (1.3.2) mostra come la funzione di trasferimento
complessivadel sistema s riduce a prodotto della funzione di trasferimento in eccitazione (He,)
per qudlain emissione (Hey).

In figura 1.3b & riportato |’ andamento qualitativo della OTF di un sistema confocale.?

p P

Fig. 1.3b : rispostain frequenza di un sistema confocale; z=1/z,r = 1/r;

@ Vedi paragrafo (2.5.1) e seguenti per una dimostrazione.
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Assumendo quindi di essere in condizioni d'idedlita, ed utilizzando per ogni singola PSF un
andamento analogo a quello visto in precedenza nel caso ‘a campo largo’, essendo la PSF
complessiva prodotto di due PSF (una in emissione ed una in eccitazione), s ha che la
corrispondente trasformata di Fourier € data (per la dualita del prodotto di convoluzione) dala
convoluzione delletrasformate di He edi Hey , OSSI&

%(Hcf) = %(Hex)A %(Hem) (134)

Questo comporta che, nel caso confocae, la OTF non presenti il ‘cono mancant€ visto
precedentemente (come s vede in figura) e sia non nulla entro un range di frequenze spaziali
pit ampio. Piu precisamente, Sl pud mostrare che essa ha una banda di larghezza doppia rispetto
aquelladi un microscopio a campo largo, siain direzione assiade che laterae.

Pertanto, oltre all’eliminazione di gran parte del disturbo prodotto dalle emissioni fuori fuoco,
I’ architettura confocale presenta una risoluzione doppia rispetto ad un sistema convenzionale, a
patto, chiaramente, di definire tale parametro in termini di frequenza di taglio della OTF.
L’assenza del ‘cono mancante’ garantisce che anche le basse frequenze del campione, in
direzione assiae, vengano rilevate, rendendo cosi possibile un pitu completo campionamento
spaziae dell’ oggetto ed una sua piu dettagliata ricostruzione 3D.

Nonostante tutto questo, occorre tenere ben presente che la traccia della trasformata di Fourier
resta finita anche nel caso confocale: cid comporta che larisoluzione, come gia accennato, resta
fondamentalmente limitata e che parte dell’ emissione fluorescente, proveniente dalle regioni piu
prossme a piano di fuoco, viene comungue rilevata dando cosi origine ad una inevitabile
componente di disturbo.

L’ato potere risolutivo raggiunto da un’architettura confocale viene pagato in termini di una
maggiore complessita strumentale dell’ apparato e di una minore intensita del segnale raccolto.
La necessita di compiere una scansione punto per punto del campione, riduce la velocita di
acquisizione del sistema e, contemporaneamente, anche il numero di fotoni rilevati per un
fissato tempo di esposizione. Da momento, poi, che molti fotoni sono ‘bloccati’ dal pinhole, il
segnale puo risultare debole, se confrontato con quello ottenibile, nelle medesime condizioni
sperimentali, nel caso a campo largo.

Per far fronte a questi inconvenienti, vengono tipicamente impiegate, per I’ eccitazione, sorgenti
in grado di fornire radiazioni luminose di maggiore intensita, spesso accoppiate a tempi di
esposizione del detector pitl lunghi . E' questo, ad esempio, uno dei motivi che sta dla base
dell’impiego di sorgenti laser fortemente focalizzate in eccitazione.

Tuttavia, a seguito di cio, anche se i fotoni provenienti da regioni non a fuoco non vengono
rilevati, tali regioni sono investite dala radiazione eccitante: questo pud essere causa di
fotodanneggiamento e di fotodecadimento (photobleaching) delle molecole fluorescenti.
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1.4 Importanza dell’uso del laser in microscopia confocale

L’uso di sorgenti laser per I'eccitazione € particolarmente frequente in microscopia confocae
poiché queste sono in grado di fornire:

% una radiazione monocromatica della lunghezza d’onda | voluta per I’ eccitazione di
molecole fluorescenti in modo specifico

x un'intensita luminosa sufficientemente elevata

Generdmente, sono impiegati laser al’argon, caratterizzati da due righe molto intense in
corrispondenzadi | =488nm e | =514nm ( blu e blu-verde, rispettivamente).

La riga blu a 488nm corrisponde al’incirca dla lunghezza d' onda ideale d’ eccitazione della
fluorescina e dei suoi derivati, ma funziona bene anche per acune forme di GFP (green
fluorescent protein) spostate verso il rosso.

Un dltro laser di largo impiego in microscopia confocale e quello elio-neon, caratterizzato da
| =543nm (verde) e | =633nm (rosso). Questi pud essere ragionevolmente considerato
aternativo a quello argon-krypton perché, pur non essendo i vaori delle righe esattamente
identici, mantiene distinte le due eccitazioni, ha un consumo in potenza inferiore ed una vita
media pit lunga.

| laser argon-krypton sono tuttora largamente impiegati, visto che la riga a 567nm é
sufficientemente lontana da quella a 488nm da prevenire la sovrapposizione del segnale
proveniente da divers fluorocromi e che quella a 647nm fornisce un’efficiente sorgente
d eccitazione per quei fluorocromi che s eccitano nel gialo o nei press del rosso.

Un ulteriore range dello spettro elettromagnetico di interesse in microscopia confocae € quello
del vicino ultravioletto: parecchie sonde fluorescenti impiegate per I'analis di preparati
biologici s eccitano infatti in prossimita di queste lunghezze d’ onda.

| laser utilizzati per questo tipo di eccitazione sono molto pit potenti (fino a cinque volte) di
quelli ad argon. Di fatto, oltre dle due righe molto intense in corrispondenza di 488nm e
514nm, un laser ad argon emette, pit debolmente, anche in corrispondenza di 367-368nm. In un
laser UV, invece, le linee a488nm e 514nm sono ‘bloccate’ e s hala solariga nel’ ultravioletto.

1.5 Dinamica dell’ eccitazione fluor escente e fotodecadimento

Nella microscopia a fluorescenza a scansione laser, i coloranti sono spesso esposti a radiazioni
eccitanti di forte intensita: a seguito di cio, I’emissione fluorescente e, con essa, la capacita di
imaging dello strumento perdono di efficienza a causa della crescente saturazione delle
molecole nello stato eccitato (S. Inoué,1995).

La configurazione dei livelli energetici caratteristica di un colorante &€ schematicamente
rappresentata in figura 1.5a
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Fig. 1.5a: schemadei livelli energetici di un generico colorante organico.

S, S, S rappresentano gli stati di singoletto, Ty, T, quelli di tripletto. | sottolivelli
vibrazionali sono indicati come distinti gli uni dagli altri, anche se, nella redta, la
situazione & piu complessa a causa della presenza, ad esempio, di interazioni col
solvente. Le linee in grassetto indicano transizioni radiative, le altre transizioni non
rediative.

Come s vede, ‘accanto’ dle configurazioni elettroniche di singoletto (S;, S, etc.), lo schema
dei livelli prevede la presenza di stati di tripletto (T, T, etc.) ciascuno dei quai ha energia
leggermente inferiore aquella del corrispondente stato di singol etto.

In assenza di una radiazione incidente, questi stati sono popolati in accordo con la statistica di
Boltzmann, per cui, a temperatura ambiente, la maggior parte delle molecole s trova nello stato
fondamentale. Per effetto ddll’ assorbimento di un fotone, la cui energia colmi esattamente il gap
tralo stato fondamentale ed uno stato eccitato di singoletto, ciascuna di queste molecole subisce
unatransizione verso tale stato eccitato.

S puo dimostrare che la frequenza con cui s verifica un tale evento € data (per ciascuna
molecola) da:

Is
a=—
hn

ove |l (W/cnr) éI’intensita della radiazione eccitante, s (cn) & la sezione trasversale d’urto (in
generde dipendente dalla lunghezza d’'ondal ) ed hn e’ energia del fotone assorhito.

L’ assorbimento di un fotone provoca il passaggio della molecola in uno degli stati vibrazionali
al’interno dellabanda del primo stato eccitato di singoletto (S;) (Situazione () in figura).

A questo punto, S ha un rilassamento verso il livello vibrazionale piu basso: cio avviene in
tempi molto brevi (» 10" secondi) e non & accompagnato dall’ emissione di alcuna radiazione.

(L5.1)
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Tde perdita di energia € pero ala base delle differenze che s riscontrano, in natura, tra lo
Spettro in eccitazione e quello in emissione dei fluorocromi organici.

S presentano, quindi, divers modi attraverso i quali la molecola pud ‘restituire’ |’energia
immagazzinata. :

x un’emissione fluorescente (caso (b) in figura) caratterizzata da tempi dell’ ordine di
t; » 1-10ns. € questa la condizione preferibile per I'analis microscopica del
campione.

% un procedimento interno di riconversione non accompagnato da acuna emissione
(caso (C) ).

x il decadimento temporaneo in uno stato di tripletto T, (caso (d)) dovuto
al’improvviso ribaltamento dello spin di un elettrone eccitato, a quale fa seguito il
rilassamento verso lo stato fondamentale, o per fosforescenza (caso (€)), 0 per
mezzo di una transizione non accompagnata da emissione (caso (f)). Questo
procedimento e, usuamente, di divers ordini di grandezza piu lento della semplice
emissione fluorescente e puo, non di rado, capitare che a cune molecole rimangano
‘alungo’ (» 100ns) intrappolate nello stato T;, riducendo cosi di fatto I’ effettiva
concentrazione di materia fluorescente.

Un ultimo (indesiderato) fenomeno che puo manifestars, € quello legato a photobleaching
(caso () in figurd): in tal caso, s ha un irreversibile cambiamento nella natura chimica della
sonda, che decade in uno stato di non fluorescenza, limitando cosi la quantita complessiva di
informazione che pud essere ricavata dall’ acquisizione del campione marcato.

La dinamica dell’ emissione fluorescente puod essere qualitativamente descritta assumendo, in
prima agpprossmazione, che la frequenza di transizioni da un certo stato ad un atro sa
proporzionale ala popolazione ddl primo stato.

Piu precisamente, S puo scrivere il seguente sistema di equazioni differenziali:

dN
Ttoz N,@t,)- Na (1.5.2)
dN (1.5.3)

d—t1=N0a- N,(/t;)
incui;

v" N ed N; sono, rispettivamente, la popolazione dello stato fondamentale e quella del primo
stato eccitato;

v' a elafrequenzad eccitazione S b S, definitadalla(1.5.1);

v' lit;elafrequenza di rilassamento dal primo stato di singoletto a quello fondamentale S b
S;

Assumendo che I'intera popolazione molecolare sia inizillmente nello stato fondamentae (
N;(0) =0) e normalizzando, per comodita, ad uno il numero di molecole di sonda fluorescente, s
ottiene:

a

N, () =— (1- ¢ @ 154
L (©) atii, ( ) (15.4)
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Ddla (1.5.4) segue immediatamente che, aregime (t >> ty), la frazione di molecole nello stato
fluorescente € data da:

a at

_ _ (15.5)
a+lit, at,+1

1

In figura 1.5b é rappresentato proprio I’andamento di N in funzione di at; (frequenza di
eccitazione/frequenza di decadimento).

e
[ta}

e
fus}

0.7

=
=

.
w

fluoracromi nel primo stato eccitato (%)
)
m

| ! | |
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Fig. 1.5b: frazione di fluorocromi nel primo stato eccitato in funzione di at;.

S nota che, finché la frequenza d eccitazione € dello stesso ordine di grandezza di quella di
emissione, lafrazione di fluorocromi nello stato eccitato cresce linearmente con a (tratto lineare
della curva). Poiché la (1.5.1) lega (a parita di condizioni sperimentali) a ad | (intensta della
radiazione incidente) secondo una relazione lineare, s puo concludere che, sotto la suddetta
ipotesi, anche N cresce in maniera proporzionale ad I.

In corrispondenza di a » 1/t; , meta delle molecole s trova nel primo stato eccitato e ci S
aspetta che emetta per fluorescenza entro un tempo t; .

Definiamo, a partire dala (1.5.1), I'intensita corrispondente ad a = 1/t; come vaore di
saturazione ( I = hn/st; ), numericamente cacolabile dai valori dei parametri relativi dla
sonda che s staimpiegando, in generale, reperibili in letteratura

All’aumentare di | e quindi, in virtt della (1.5.1), di a, aumenta chiaramente anche N;. Questo,
perd, non s riflette necessariamente in un guadagno della qualita dell’immagine: aumentando,
ad esempio, I'intensita | di un fattore 5 rispetto ad ls, S ha un incremento del segnae
proveniente dal volume in prossimita del fuoco del 33% (come s pud estrapolare
ddl’ andamento della curva), ma, contemporaneamente, il segnae di background prodotto dalle
regioni fuori fuoco pud crescere anche di 5 volte il suo valore corrente, con il risultato di una
netta diminuzione del contrasto dell’'immagine, quantificabile in una diminuzione del 75% del
rapporto segnale-background (Rss) € quindi del contrasto dell’immagine. In pratica, questo
fenomeno (noto come saturazione) s manifesta quando il flusso della radiazione incidente
cosi intenso che, in un qualungue istante, un numero consistente di molecole fluorescenti s
trova gia ndlo stato eccitato: queste, alora, non assorbono piu fotoni al’usuae lunghezza
dondal, con il risultato che s ha una diminuzione dell’ effettiva concentrazione di sonda e,
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quindi, dell’ efficienza, a parita di atre condizioni sperimentali, del procedimento di imaging in
COrso.

Questo non el solo effetto ‘ spiacevole’ della saturazione: infatti,in tali condizioni, viene anche
dterata la dimensione e la forma dello spot laser focalizzato, cosa questa che g riflette in una
diminuzione della risoluzione spaziale. Ecco alora spiegato perché la saturazione degli stati
eccitati va quindi evitata, onde pervenire ad una migliore risoluzione dello strumento ed a
migliori rapporti segnale-rumore (Rsy) € segnae-background (Rgg).

1.6 Effetti dovuti alla natura quantistica della luce

Occupandoci, nel paragrafo precedente, della dinamica dell’ eccitazione fluorescente, € emerso
un primo indesiderato fenomeno (quello della saturazione) legato intrinsdcamente dla
particolare natura fisica dei meccanismi coinvolti.

Questo non €, tuttavia, il solo fattore limitante in cui ¢i s imbatte operando nell’ambito della
microscopia confocale a fluorescenza.

Occorre infatti tenere presente che, ogni acquisizione, sebbene visuaizzata sotto forma di
immagine, consiste, in redta in un set di valori dintensita, direttamente collegati dla
concentrazione di materiale fluorescente entro il campione.

I limiti fondamentai di una smile procedura sperimentale sono quantificabili, non solo
chiamando in causa fenomeni di fotodanneggiamento (photobleaching, saturazione) come visto
precedentemente, ma soprattutto tenendo anche in qualche modo conto delle problematiche
connesse alla valutazione di ogni singolo valore d’ intensita.

Per fare cio, e bene rifars ala natura quantistica della radiazione luminosa, visto che s ha
essenziamente a che fare con la valutazione dell’incertezza nel conteggio di eventi quantistici,
spesso indicata come fonte intrinseca di rumore.

Di fatto, la produzione di fotoni da parte di una qualsias sorgente, sia essa quella che fornisce il
laser per |'eccitazione o il campione stesso che emette per fluorescenza, € assimilabile ad un
processo statisticamente regolato dalle leggi dellafisica quantistica

In particolare, & possibile mostrare che, in una sorgente che emetta fotoni ad intervalli di tempo
casuali, il numero di fotoni contati entro un fissato tempo T € una variabile che obbedisce dla
satisticadi Poisson.

Piu precisamente, la probabilita P di avere p conteggi entro T € espressa da una relazione del
tipo:

p(p.rmy={T e " (161)
P

ove r T € un vaore positivo, costante che rappresenta il valore atteso nel conteggio (alor
medio).
In figura e data rappresentazione dell’ andamento della (1.6.1) in un caso particolare (r T = 8).
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Fig. 1.6adistribuzione di Poisson nel caso di r T=8

Questo significa che, eseguendo ripetutamente il conteggio del numero p di fotoni emess in un
intervallo di tempo T da una certa porzione del campione e trovando per un vaor medio
r T, la probabilita che p cadaentro [ r T-(r T)Y2, r T+(r T)*? ] & solo del 63%. E' quindi chiaro
che gli effetti sfavorevoli di una tale limitazione sono maggiormente evidenti in esperimenti a
basso livello d'intensita, nel quali il minore numero di fotoni in gioco causa, per quanto appena
detto, una maggiore fluttuazione del valore d'intensita rilevato. Per contro, il tentativo di
rendere piu precisa una simile misura semplicemente aumentando |’intensita d’ eccitazione (e
quindi, potenzialmente, il numero di fotoni in emissione) s rivela spesso del tutto sterile, visto
che vengono contemporaneamente chiamati in causa altri non meno indesiderati fenomeni quali
il fotodanneggiamento (di cui s € detto nel paragrafo precedente), che possono fasare
completamente | acquisizione in corso.

E per questo che, per quel che riguarda I’incertezza introdotta dal  photon counting, s pala
spesso di sorgente intrinseca di rumore statistico, in contrapposizione ad altri tipi di sorgenti
(dette estrinseche) che stanno, ad esempio, ala base della dark-current introdotta dai detector o
di atri fenomeni rumoros caratteristici dell’ elettronica impiegata: in questi cas, infatti, S pud
sperare di limitare gli effetti indesiderati attraverso un ‘semplice’ miglioramento tecnologico,
che nulla ha a che vedere con il cosiddetto fatto di natura, di fronte a quale solo soluzioni di
compromesso sembrano fisicamente accettabili.

Per questo, un'’ efficiente architettura confocale a fluorescenza deve essere concepita in modo da
eliminare a meglio i contributi portati dalle varie sorgenti estrinseche, cosi da assicurare che,
al’interno del segnale acquisito, vi sail massimo contributo dei fotoni disponibili: in tal senso,
vari studi presenti in letteratura, mostrano proprio come I'impiego di moderne fotocamere e
PMT risponda di fatto a questa esigenza, essendo tali dispositivi, essenzia mente photon-limited.
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1.7 Potere risolutivo di un microscopio confocale

Primadi procedere in una piu dettagliata analisi del procedimento di formazione delle immagini
(capitolo 2), e opportuno soffermarsi su alcuni parametri fondamentali caratteristici di qualsias
sistema ottico: risoluzione laterale, risoluzione assiale e profondita di campo.

E' noto, infatti, che, a causa di fenomeni di diffrazione, il potere risolutivo di un qualsias
strumento che faccia uso di componenti ottiche non pud essere arbitrario: non esiste pero, in
guest’ambito, un unico criterio possibile per stabilire la risoluzione dello strumento che s

impiega.

Per quello che riguarda larisoluzione laterale, un metodo di largo uso € il cosiddetto criterio di
Rayleigh definito, sostanzialmente, a partire dall’immagine di un oggetto puntiforme luminoso
infinitamente piccolo, che non é di per sé infinitamente piccola, ma s presenta, a causa della
diffrazione appunto, caratterizzata da un disco centrale molto luminoso (noto col nome di disco
di Airy) attorniato da una successone di cerchi concentrici a contrasto decrescente,
alternamente luminos e bui. A partire dal valore del raggio di tale disco centrale, esprimibile,
nello spazio del campione come:

|
My = 0.61—2— (1.7.2)

Airy [@)
NA,
bb.

s stabilisce che le figure di due punti ugualmente luminos, separati da una distanza d ndlo
spazio del campione sono risolte sed > r pyy.

Alla base di questo criterio sta I'ipotes che le due sorgenti puntiformi irraggino in modo
incoerente. In caso contrario, € necessario riferirs ala distribuzione delle ampiezze piuttosto
che a quella delle intensita, cosa, questa, che comporta una generale diminuzione del potere
risolutivo.

E’ chiaro che, nd definirela (1.7.1) s é fatta la tacita assunzione che la lente dell’ obbiettivo sia
tale da permettere una formazione di immagini priva di aberrazioni ottiche significative,
requisito cui soddisfano le ottiche di ultima generazione.

Quanto s e detto vale, in generale, nel caso in cui I’oggetto sia osservato in microscopia a
campo largo: quando, viceversa, il campo di vista diviene estremamente ridotto, come € il caso
della microscopia confocale, la risoluzione di fatto aumenta.

Come verra mostrato nel paragrafo 2.4 (in cui s e graficato proprio I’andamento ddl’intensita
ddlarisposta al’impulso nel piano focae), s pud pervenire ad un miglioramento teorico di un
fattore 1.4.

Per definire la risoluzione assiale, s € soliti ricorrere dla figura di diffrazione tridimensionae
di una sorgente puntiforme, formata nei pressi del piano di fuoco.

Cosi come per la risoluzione laterdle s era fatto uso della sezione trasversale della figura di
diffrazione 3D (sezione ‘a fuoco’), analogamente s puo ripetere il ragionamento andando a
misurare la distanza dal primo minimo d'intensita, a partire dal piano di fuoco. Questo porta a
definire la:

7 = 2l n

= 1.7.2
(NA,, ) (1.7.2)

| aperturanumerica (NA, numerical aperture) dell’ obbiettivo & definita come NAqy, = nsena ove a éla
semiapertura angolare della lente dell’ obbiettivo ed n I'indice di rifrazione del mezzo di immersione tra
campione ed obbiettivo.
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Si puo alora considerare z., come lamisurade limite di risoluzione assiae dello strumento.
Come s vede, a differenza di rairy, Zmin € invrersamente proporzionale a quadrato di NAgy.
Questo comporta un rapporto tra risoluzione laterale ed assiae pari a

Zyin _ 3.28N
rAiry NAJbb.

(1.7.3)

valore, questo, essenzialmente maggiore di uno ed inversamente proporzionae all’ apertura
numerica dell’ obbiettivo.

Attraverso considerazioni del tutto analoghe a quelle per la risoluzione laterale, € possibile
mostrare che s ha, anche in questo caso, un miglioramento in ambito confocae rispetto a quello
convenzionae.

Un dltro criterio di vautazione della risoluzione laterde (assiale) dello strumento € quello
basato sulla misura dell’ampiezza a meta atezza della PSF a partire da suo profilo laterale
(assiale).

Questo procedimento s discosta da quello descritto precedentemente perché non ci s riferisce
piu direttamente al’immagine di due punti, bensi della singola risposta al’impulso del sistema.

| vantaggi di un tale approccio risedono nella possibilita di confrontare agevolmente le
prestazioni di strumenti divers ‘semplicemente’ a partire dala vautazione della loro funzione
di trasferimento. Naturalmente, da un punto di vista strettamente matematico, esiste la difficolta
di ricavare un’ espressione teorica della PSF del sistema, che, come verra discusso ampiamente
nel capitolo successivo, € onerosa non solo da un punto di vista computazionale.

Per contro, un approccio squisitamente sperimentale a problema, permette di ottenere risultati
soddisfacenti, che confermano i divers modelli (tutti traloro in qualche modo simili) presenti in
letteratura circa la stesura di un modello teorico, il piu possibile accurato, per la PSF. Per quel
che riguarda la profondita di campo di un microscopio, € definita come la profondita
dell’immagine (vautata lungo I’ asse ottico del sistema e convertita nello spazio del campione)
visibile nitidamente in una ben precisa posizione del piano a fuoco.

In microscopia ottica, tale quantita dovrebbe essere, in teoria, approssmativamente uguae ala
risoluzione assde di fatto tae condizione non € nella pratica verificata a causa di
contaminazioni rumorose di varia natura di cui non s tiene solitamente conto nel modello
teorico.

Quando il rivelatore pud essere considerato infinitamente sottile e costituito da elementi
risolutivi spaziati sufficientemente in modo da soddisfare il teorema di Shannon, S pud
considerare solamente la profondita di campo legata a limite di Rayleigh:

d - min+ _ “min- (174)

‘campo 4

ndlaquale z.nin+ € Znin rappresentano, rispettivamente, le distanze tra il primo minimo assiale d
di sopra ed a di sotto dd massmo centrde dela figura tridimensonde di Airy,
opportunamente convertite nello spazio del campione.

Nella microscopia a fluorescenza e in quella a campo scuro, la luce di eccitazione che
contribuisce ad ogni punto dell'immagine finde produce un’intensita non trascurabile
al’interno di un cono che s estende significativamente sopra e sotto la regione di fuoco. In
guesto modo, gli oggetti fuori fuoco determinano degli indesiderati contributi che vengono
rilevati dall’ obbiettivo, riducendo, cosi, il contrasto del segnale nella zona a fuoco. Per queste
ragioni, puo essere difficile misurare la profondita di campo nelle convenzionai tecniche di
microscopia a fluorescenza e in campo scuro. In altri termini, s pud affermare che, qualora gli
0ggetti osservati con queste tecniche convenzionali non siano infinitamente sottili, la profondita
di campo &€ molto pit grande della risoluzione asside. Tdi contributi luminos indesiderati sono
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proprio cio che un’architettura confocale cerca di eliminare, permettendo, cosi, esclusivamente
I’osservazione di quegli oggetti fluorescenti che s trovano nell’ambito della profondita di
campo attesa, il cui spessore € dato dalla risoluzione assiale del microscopio.



CAPITOLO 2

Analis teorica dd procedimento di formazione delle immagini

microscopio a fluorescenza basandosi sulla natura quantistica della radiazione luminosa: questo
ci permettera, in particolare, di ricavare un’espressione per la risoluzione dello strumento e di
discutere sotto quali ipotesi possa, ragionevolmente, essere considerato come lineare e
spazio invariante (LSl), ipotesi, questa, che sta, fra I’altro, alla base di tutti gli algoritmi sviluppati per
I’analisi ela ricostruzione delle immagini acquisite.
Analizzeremo, innanz tutto, alla luce della teoria della diffrazione, il caso di un generico
microscopio a fluorescenza, munito di un’apertura di dimensioni finite sia di fronte alla
sorgente di illuminazione che al detector. Il caso confocale, di piul diretto interesse, sara quindi

ottenuto come caso particolare.

V ediamo ora come sia possibile descrivere il procedimento di formazioni delle immagini in un



Capitolo 2 : Analisi teorica del procedimento di formazione delle immagini 25

2.1 Sistemaotticoesistemi LSl

Come € noto, la luce pud essere trattata come una perturbazione elettromagnetica governata
dalle leggi di Maxwell. Tuttavia, sebbene le proprieta di un sistema ottico possano essere
formulate nell’ambito di unatale teoria, non s dispone di sensori in grado di misurare ampiezza
e fase della radiazione in esame: la grandezza che, tipicamente, viene misurata attraverso un
comune detector e I'intensita della radiazione incidente, matematicamente definita come:

1(x) = (| Ux0) [ %) (211)

ove U(x,t) rappresenta la componente della perturbazione elettromagnetica considerata ed il
simbolo (-) indical’ operatore di mediarispetto a tempo t .

A questo punto, primadi addentrarci nel calcolo formale dellarispostaall’impulso di un sistema
ottico, & bene mostrare la bonta della approssimazione LSI, di cui s € gia detto in precedenza e
che tornera utile in tutta la trattazione del  procedimento di formazione delle immagini.

Un sistema ottico € detto spazio invariante se I'immagine di una sorgente puntiforme cambia
solo di posizione e non di forma a seguito di uno spostamento della sorgente nello spazio del
campione.

Definiamo impulso unitario d una funzione che abbia la seguente forma:

o d(xy,2) = d(x)d(y)d(2) (212
1N CUl:
dx)=0 "x0 (213
al(x) dx =1 (2.1.4)
evid. y,z

Sia hn2(X,y,2) la risposta del sistema ad un impulso unitario di tale tipo situato in &,h,z).
Formalmente, allora, la proprieta d invarianza traslazionale implica che la h , »(X,y,z) abbia una
dipendenza funzionae dalle distanze (x-x), (y-h), (z-z) dd tipo :

hen 2(XY,2) =h(x-X, y-h, z-2) (2.1.5)

ossia che, al variare della posizione (x,h,z) della sorgente, la risposta dd sistema non muti la
propria forma analitica, ma semplicemente subisca una trasazione.

Dalla teoria generdle per i sistemi LSl s ha che la risposta del sistema € data dalla
convoluzone dell’ ingresso con la funzione di risposta all’impulso, ossig, nel caso di un sstema
ottico lineare e spazio invariante, I'immagine g(X,y,z) di un oggetto f(x,y,z) verifica la seguente
relazione integrale:

a(x,y,2) = axdhdz h(x-x, y-h, z-2)f(x,h,z) (2.1.6)
OVVero, piu sinteticamente :

g(x.y,2=h(x,y,2) Af(x,y,2) (2.1.7)

In pratica, un sistema ottico reale e raramente spazio invariante su tutto lo spazio del campione,
ma questa ‘difficolta pud venire superata, ameno da un punto di vista teorico, suddividendo il
campione in regioni piu piccole, per le quali la suddetta ipotes sia verificata

Di fatto, come vera discusso nel dettaglio in seguito, un ulteriore ostacolo a questa
impostazione del problema viene imposto dalle proprieta di magnificazione del sistema, che
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rendono piu delicata una sua completa formalizzazione matematica. Assumiamo, comunque, di
trascurare, ameno a questo livello del discorso, tale ulteriore complicazione, che verra
successivamente introdotta in un paragrafo a parte sull’ argomento.

Per poter far uso delle (2.1.6) ed (2.1.7), occorre, pero, ancora mostrare quali siano i requisiti
fisici per essereinipotes di linearita.

Tae richiesta implica, formalmente, che una combinazione lineare di funzioni eccitazioni in
ingresso s traduca in una combinazione lineare di risposte in uscita, 0ssia, scrivendo la cosain
termini di intensita s ha, per un sistema ottico, la seguente relazione:

([aU(x:) + bUe)|?) = |a|?1(x) +|b|? 1() abeC (218)
nellaquae :
(U(x) U(x))=0 (2.1.9)

proprio in virtu della linearita, che implica I’assenza di termini di grado superiore a primo e
quindi anche di termini incrociati.

La (2.1.9) richiede, in pratica, I'incoerenza tra le emissioni provenienti da punti distinti del
campione: questa & un’ assunzione fisicamente sensata visto che, tra le radiazioni provenienti da
molecole diverse in uno stesso campione fluorescente, non esistono fisserelazioni di fase ecio €
sufficiente a garantirne I’ incoerenza.

2.2 M agnificazione

Vediamo ora come affrontare il problema, precedentemente accennato, legato alle proprieta di
magnificazione di unalente.

Nell’ambito dell’ottica geometrica (Y oung,1989; Tao& Nicholson,1995;Goodman,1968) &
possibile dimostrare che la relazione che lega un oggetto f(x,y,2) dla suaimmagine g(x,y,2) €
datada:

1 Xy z
(=L =
M* (M MM z)
Questo fatto comporta che tale proprieta della lente (legata ala magnificazione) sia descritta
dalla seguente risposta all’ impul so:

a(x.y,2)= (2.2.1)

1 X y z
dx- —h-=,z- (222
M * ( M M M 7)

hx,h,z (X,y,Z) =

Tale funzione é chiaramente non spazio invariante.

D’dtra parte, poiché I’ ottica geometrica non prevede effetti di diffrazione, una piu completa
descrizione del sistema pud essere ottenuta combinando tra loro le due funzioni di trasferimento
(quella data dala (2.2.2) e quella che verra ricavata nel paragrafo successivo e legata a
fenomeni di diffrazione).

Per fare questo, occorre esprimere la relazione tra f e g (data dale sole proprieta di
magnificazione) attraverso una convoluzione, ad esempio introducendo le seguenti coordinate
normalizzate:

X = MXx R =Mh z=M?z (223)
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Con questa notazione, I'immagine ottenuta (tenendo conto sia della diffrazione che dela
magnificazione della lente) pud essere riscritta nellaforma:

a(x,y,2) =h(X,¥,2)A f(X,¥,2) (2.2.4)

ove h e la funzione di trasferimento della lente legata ala diffrazione (che verra ricavata nel

paragrafo successivo) e le coordinate utilizzate sono quelle normalizzate in perfetta analogia con
la(2.2.3).

Nella trattazione che segue, non s fara piu riferimento ala magnificazione (intendendo, con
guesto, M=1). | risultati ottenuti potranno, al’ occorrenza, essere generalizzati a caso M 1
semplicemente attraverso un cambio di coordinate del tipo espresso in (2.2.3).

2.3 Calcolo formale della PSF

Sia W un fronte d’onda sferico, monocromatico, focalizzato, attraverso un’ opportuna apertura
circolare di diametro 2a, in un punto O dell’ asse ottico z (figura 2.3a).

A S y
Q
fq
C |« Q
f
2a
W
v
Fig.2.3a

Sano U(P) la perturbazione e ettromagnetica prodotta in un punto P nel press di O ed Rl
raggio vettore spiccato da O che individua la posizione di P. Assumiamo che, tanto la distanza
R= OPquanto il raggio a (>>1) dell’ apertura circolare siano piccoli rispetto a raggio f = CO
del fronte d’onda W .

Indicata con s la distanza tra il punto-campo P ed un punto Q su W, se Af & I'ampiezza
ddl’onda incidente in Q, allora, applicando il principio di Huygens-Fresnel, s perviene dla
seguente espressione per U(P) (Born and Wolf, 1999):

H - jkf iks
1Ae @‘)e_ ds (2.3.1)
s

U(P) =-
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nella quae, per piccoli angoli, s e trascurata la variazione del fattore d’'inclinazione sul fronte
d onda.
Essendo poi q il versore nella direzione OQ, s ha, con buona approssimazione

s—f» R (232
D’ dtra parte, detto dW I’ elemento di angolo solido associato a dS, s puo scrivere
ds= fdw (2.3.3)

Rimpiazzando, quindi, s con f a denominatore della funzione integranda, senza introdurre con
guesto un apprezzabile errore, I'equazione (2.3.1) assume |’ espressione nota con il nome di
integrale di Debye
A :
U(P) =- — g “*Rdw (2.34)
(P)=-T-ar

w

nellaquale I’ integrazione € estesa a tutto I’ angolo solido sotteso dall’ apertura.

Prima di procedere nel calcolo formale dell’integrale, vale la pena notare che, essendo la (2.3.4)
costituita dalla sovrapposizione di soluzioni elementari (onde piane) dell’ equazione delle onde,
essa ne rappresenta una soluzione rigorosa che, nel limite di f® ¥ , e valida in tutto lo spazio.
D’dtre parte, pero, la (2.3.4) non é soluzione rigorosa del problema originario, visto che, per
arrivare ad essa, non € data introdotta alcuna ipotes specifica sulla natura dello schermo,
assumendo, come condizioni agli estremi, quelle date dallateoriadi Kirchoff sulla diffrazione.
Di fatto, un deduzione formalmente piu completa richiederebbe anche di tenere conto dei
contributi delle onde piane che s propagano in tutte le possibili direzioni. Tuttavia, se f
>>a>>| ese a’/If>> 1, s pud dimostrare che I’integrale di Debye da una buona descrizione
deladistribuzione del campo nei press della regione di fuoco.

Per vautare la (2.3.4) € innanzi tutto conveniente esprimere I'integranda in una forma piu
esplicita. Sia dato un sistema di assi cartesiani come in figura 2.3a, e Siano (x,y,z) le coordinate
di P e (x,h,z) qudled Q.

Introduciamo la seguente trasformazione di coordinate:

X = ar sinq X=rsny
h =ar coq y =T cosy

Poiché Q giace su un fronte d’ onda sferico, vae la

N
I
1

—_

N
1

o))

=
I
1

D,
1
Ch C

(2.35)

Allaluce della (2.3.5) e quindi possibile scrivere:

2,2

ar u
+.. (2.3.6)
2tz H

_XX+yh+zz arrcos(q—y)_ ,

R
q f f

€
d-
e

E' utile, a questo punto, introdurre le seguenti variabili adimensionai (u,v) che, inseme a 'y,
specificano laposizione di P:
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.2
u=22;0,
| él g (2.3.7)
_2pam0 _2pa i 7
rEry T v
2

Dalla (2.3.6) e (2.3.7) segue che, se i termini di grado superiore a secondo in ar /f sono
trascurabili rispetto ad uno, s ha

_ of o ur?
kgxR =vr cog(q-y)- ¢c—+ U+ (2.3.8)
eag 2
Inaltre, I’ eemento di angolo solido e dato, a partire dalla (2.3.3) da:
_dS _a’rdrdq
Facendo uso di queste relazioni, la (2.3.4) pud essere riscritta come:
a2 12
upE)=-2 A gitrare OCe ™ 7% I rgr dg (2.3.10)

| f?

00

Ricordando |a rappresentazione integrale delle funzioni di Bessel®” s ottiene la seguente forma
pit compatta:

ia’A i(f/a)2u " - 0.5iur 2 (2.3.11)
U(P)=-2p|f—2e Ol (vr)e rdr -9
E’ conveniente, a questo punto, separare la parteoi mmaginaria e quellarede del’integrale:
X osiur 2 . (23.12)
200(vr)e ™ rdr =C(u,v)- iS(u,v)
0
! ) (2.3.129)
C(u,v) =20y ((vr ) cos(0.5ur “)rdr
0
1 (2.3.12b)

S(u,V) = 2¢)J o(vr )sin(0.5ur ?)rdr
Quedti integrali possono essere piu facilmente maneggiati se riscritti in termini delle funzioni di
Lommel definite come:

.N+2s

¥
U,uv=a &2 J ... (23.139)
s=0 evg
¥ ,N+2s
V.(uv) =g (- 1)569_/2 J (V) (2.3.13b)
s=0 eu (4]

Utilizzando la nota relazione per ricorrenza che lega fraloro le funzioni di Bessel?, si perviene,
a mezzo di alcune ulteriori rielaborazioni formali (Born and Wolf, 1999), ale seguenti
espressioni per C(u,v) ed S(u,v):

-n
@ 2P ixcosa ima
— de e

da = J.(x)
p 0 )
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u . u
COS— SnN—
C(u,v) = 2U1(u,v)+ U,(u,v)
= = (2.3.149)
2 2
. u u
SIHE COSE
S(u,v) = TUl(u,V) - U,(u,v) (2.3.14b)
2 2

Le (2.3.14a) e (2.3.14b) sono valide in tutti i punti nel press della regione di fuoco, ma sono,
nella pratica, convenienti solo nel caso T uivo <1.
Qualoraci s volesse riferire a caso Tu/v6>1, e pit gppropriata una deduzione che chiami in
causa le potenze positive di v/u, cosa, questa, che porta (a parte questioni di conto) ad altre,
analoghe espressioni per S(u,v) e C(u,v):

o 2 cos— sins
Cu,v) =<sin—- —2V,(u,v) +—2V, (u,V) (2.3.159)
u 2u u u
2 2
. u u
o\ smz cosE (2.3.15h)
u,v ——cos—-—V u,v V, (u,v
S(uY) = Joosz - SV ) - — =V (Y)
2 2
Ddladefinizione di intensita data precedentemente, s ha finalmente:
206
H(uV) = == U (uV) +UZ UVl (2:3.169)
elg
nellaquae
ol Al
I, zgpa |2AI% (2.3.17h)
1< 5
rappresenta l’intensita nel punto di fuoco u=v=0 ela(2.3.17¢):
2
e u ad
1 (u,V) = 892- F1+V2(U,V) +V2(UV) - 2V, (U, v)coseuu 2V, (u, v)sme—v%
Ug j é a

Dalla(2.3.17a) s ottiene, per i punti nel piano focale (u=0)

d
@ — ™00 = 3™

dx
® gi & qui fatto uso delle seguenti proprieta delle funzioni di Lommel:
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. UZ(u,v)+U2(u,v), 623,V
I(O,v)=4||m L ¥ 2 IO:e L .

u® 0 e Vv

(2.3.18)

l 0

ce

Con un analogo modo di procedere, ricordando che Vy(u,0)=1 e V,(u,0)=0 , s trova per i punti
lungo I'asse z(v=0) :

asin(u/4)

4 u
[ (u,0) =—(2- 2coso)I, = (23.19)
(u,0) UI2( 2) L S

0

La (2318) e (23.19) forniscono I'andamento cercato per la PSF tridimensionade
rispettivamente nel piano di fuoco e lungo I’ asse attico.

Pit in generale, possamo dire che la PSF diffrattiva nel caso di radiazione incoerente €
ricavabile a partire dalla (2.3.11) e vale, in un punto P qualsias prossimo ala regione di fuoco:

2
a2
2 fj
Il procedimento qui seguito per ricavare un’ espressione approssimata dell’ andamento della PSF

€ s0lo uno dei tanti possibili presenti in letteratura che portano a formule leggermente diverse da
quellaqui riportata, ma ugua mente funzionali allo scopo che ci s prefigge.

2

h(u,v) =|U (F>)|2 = (2.3.20)

1
O (Vr )e‘°'5iur2 rdr
0

Prima di procedere oltre vale la pena svolgere acune ulteriori considerazioni circa un
microscopio a fluorescenza. In un tale sistema, le molecole fluorescenti del campione che s sta
analizzando vengono eccitate da una radiazione incidente di lunghezza d’ onda | .« ed emettono
ad unalunghezzad' ondal o, : S pud dimostrare, in particolare, che la differenza tra questi due
vaoridil (D =l gy- | &>0) €un valore caratteristico della sonda che s sta eccitando.

Nel corso del prossmi paragrafi assumeremo, per semplicita, che tanto la radiazione
d’ eccitazione quanto quella d’ emissione siano monocromatiche, ossia che valgano le seguenti:

lex(1') = led(l -1 &)
len(l ) = lend(l -1 em)

Sebbene cid non sia rigorosamente vero, visto che la maggior parte delle sostanze usate come
sonde fluorescenti presenta un largo spettro sia in emissione che in assorbimento, una tae
ipotes di lavoro e supportata dal largo impiego di filtri a banda molto stretta, distribuiti
sull’intero cammino ottico.

Qualora s volessero, poi, adattare i risultati ottenuti a caso piu generae in cui non sSiano
impiegati particolari filtri barriera, € sufficiente modificare le formule ricavate inserendo un
operatore d'integrazione esteso a particolare spettro di emissione (eccitazione) considerato.
Vediamo, ora, come la trattazione appena svolta s inserisca direttamente nel calcolo della PSF
di un’architettura confocale: a tale scopo analizzeremo, innanzi tutto, il caso di un generico
microscopio a fluorescenza, derivando, in un secondo tempo, le formule relative a confocae
come caso limite. Sia dunque data la situazione in figura 2.3b. Descriviamo matematicamente il
tutto come in figura 2.3c, ove sono simbolicamente indicate le varie componenti, la forma
andlitica che le descrive e |’ operatore matematico corrispondente alle diverse trasformazioni
subite dalla radiazione lungo I’ intero cammino ottico.

IV éu, v U

~ A———— =0

ul(i@mOS u H v uli®m08 u
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sorgente laser
——

— 1 e ApErtura dlhimmacaone

obbicttrzo Jllummazmue

apertura detector
campione < / (D detector

pano di fuoco

spec chm dicroico

Fig.2.3b: schema generale di un microscopio ad epifluorescenza. Come si vede, la
radiazione d eccitazione e quella rilevata in emissione condividono il medesimo
obbiettivo, cosa, questa, che riduce enormemente la quantita di radiazione eccitante che
penetranel cammino ottico di quellain emissione (Ploem, 1967).

L’intensita |y, (figura 2.3c) rappresenta la quantita di luce proiettata dalla sorgente sul campione:
da vaore che assume dipende la probabilita che un fotone ‘colpisca’ una molecola
fluorescente collocata in un certo punto dell’ oggetto da osservare. Analogamente, lqe Ci informa
sulla probabilita che un certo fotone, emesso in un certo punto del campione, s propaghi da
fino a detector. In conseguenza di cio, l4 Sard, in generale, dipendente sadal;, cheda lgn.

apertura dhmaeone  aperhara detector

"I' i .'r |ll 'I:."-.-';l a;E f. f (& |r 'I.-.-I

sorgente hmnosza umforme y
Idetls!

&
-
=
&
5

=

i) loptx)

oggetto O(=)

Fig.2.3c: schema ‘ablocchi’ di un generale microscopio ad epifluorescenza.
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Assumiamo in questo modello che, sia la sorgente che il detector, siano limitati da aperture di
dimensione finita, A, ed Ay riSpettivamente.

In particolare, nel caso di un microscopio a ‘campo largo’, A sara determinata dal diaframma,
mentre, nel caso confocale, tae vaore corrispondera ale dimensioni del  pinhole
d'illuminazione. Analogamente, Ay Saraindividuato dal pinhole del detector nel caso confocae
e dale dimensioni dellafotocamera in quello ‘acampo largo’.

Nella nostra schematizzazione, la sorgente luminosa pud essere assimilata ad un inseme di
sorgenti  puntiformi distribuite su Ay ognuna di esse viene ‘proiettatal dall’ obbiettivo sul
campione. Il valoredi I, pud alora essere cacolato intermini di convoluzione tra Ay e la PSF
dell’ obbiettivo (calcolata nella prima parte di questo paragrafo), che tiene conto proprio del
fenomeni di diffrazione che intervengono in corrispondenza di una certa, fissata lunghezza
d’ onda (nellafattispecie | ):

L (X) = g, (X - X) A (X) = (hg, A AN (2:3.21)

incui he (X, &) ed h(x,| &) & espressadalla (2.3.20).%
D’dtra parte, e facile convincers che I'intensita della radiazione emessa € univocamente
determinata a partire dall’intensita d’illuminazione e dalla quantita complessiva di molecole
fluorescenti coinvolte nel processo.
In particolare, s pud dimostrare che, per una bassa concentrazione di sonda, I’intensita della
luce emessa € data dal prodotto della distribuzione di molecole fluorescenti (che individua,
quindi, il campione) O(x) per I'intensita di eccitazione:

Iem(x’l em) =0O(x, )IiII(X’I ex) (23.22)
La radiazione emessa viene quindi focalizzata da un obbiettivo su un apposito sensore
fotosensibile: di fronte a tale obbiettivo e collocata un’ opportuna apertura (vedi figura 2.3b), che
ha lo scopo primario di regolare il flusso luminoso che dal campione raggiunge il sensore a
seguito dell’ emissione.
L’intensitarilevataa di ladi detta apertura pud essere convenientemente modellata come:

em’I ex

e () = A (0 X1, (X X)1 ¢, (X) =A (X)X A 1 )(X) (2.3.23)

incui hen(X) © h(X,l &) rappresenta la PSF, espressa dalla (2.3.20), in emissione.

Ecco allora che, mettendo insemela (2.3.22) ela (2.3.23) e sostituendo O(x) con d(x) (sorgente
luminosa puntiforme) s pud agevolmente ricavare la PSF di un generico microscopio a
fluorescenza:

heem (X) = A (X) ey () (X, (- X) Ay (X) (23.24)

Veniamo, finalmente, a caso di un’architettura confocale del tipo riportato in figura.

@) | atrattazione qui riportata utilizza un’ unica, generica coordinata x. | risultati piti significativi
ottenuti verranno, in seguito, generalizzati a caso tridimensionale.
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obhuctir:o

pano focale - : :

Fig.2.3d: schemadi unatipica architettura confocale

Utilizzando la consueta rappresentazione a blocchi del sistema, s perviene adla
schematizzazione in figura 2.3e: Ci permette, insieme con le considerazioni appena svolte
nel caso piu generale di ricavare, a partire dale (2.3.21), (2.3.22), (2.3.23) opportunamente
modificate®, la seguente espressione per I'intensita raccolta dal fotosensore, tipicamente un
PMT:

e = P09 QP (X - X)O00) X, (¢ - X)el(X) = 2325
= XA(X) X, (X - X)OGO,, 69 =X, (- YOOI, )

La (2.3.25) pud essere ulteriormente generalizzata introducendo un’ opportuna traslazione che
tenga conto del procedimento di scansione che, nella pratica, viene redizzato per acquisire
un’immagine tridimensionale del campione:

o () = XX - X) X, (X-X) O() (X, (x - X)d(X - X) =
= c‘)jx(‘)dx'd(x- XH)h,, (X-X)O(X)h, (X - X) = C‘)them(X' X)O(X)h, (X - X) = (2.3.26)
= h,, (X)h, (- X) A O(x)

Nellaredta, le dimensioni del pinhole di fronte a detector non possono essere scelte piccole a
piacere, ma sono frutto di un delicato compromesso tra risoluzione e rapportoRyy del segnale da
rilevare. Per quel che riguarda, invece, il pinhole collocato di fronte alla sorgente laser, le sue
dimensioni nello spazio del campione sono determinate dalle dimensioni dello spot laser
focalizzato e dal valore di magnificazione dell’ obbiettivo: tipicamente, perd, questi parametri
sono tali da rendere buona |’ gpprossimazione ad un punto.

@ si suppone qui che entrambi i pinhole siano infinitamente piccoli cosi da descriverli con funzioni tipo
d(x).
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apertura dhiminamone apertura detector
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sorgente uniforme PMT | » Ipy7ic)
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oggetto Ofx)

Fig. 2.3e: diagramma ‘a blocchi’ di un’architettura confocale.

Supponendo, viceversa, che il pinhole di fronte a detector sia descritto, invece che da una
funzionetipo d(x), da una generica Ai(X), Sl ha dalla (2.3.26):

Lot () = GPX Ay (X - X') (XN, (X-X)O(X) N, (X - X) = (2.3.27)
= APXAPX Ay (X - XD, (X-X)O(X) Ny (X - X) = [(A (X) A b, (), (- )] A O(X)

In particolare, nel limite di pinhole infinitamente largo, la (2.3.27) assume la seguente forma
semplificata:

I PMT(X) ® hex (- X A 0O(x) (2.3.28)

visto che la convoluzione tra Age(X) ed hen(X) tende ad un valore costante.

Infine, per | @ o, (condizione, questa, realizzata tramite I'impiego di opportuni filtri barriera) e
per un pinhole di fronte a detector idealmente piccolo a piacere, la PSF del sistema confocae
appena descritto pud essere ottenuta rimpiazzando nella (2.3.26) la funzione O(x) (descrittiva
del campione) con un impulso d(x), ottenendo cosi:

heew (XY, 2) @h%(X, Y, 2) (2.3.29)
(ove con hix,y,2) s intende, al solito, Ia PSF espressa dalla (2.3.20).

In figura 2.3f sono riportate le immagini (teoriche) di una PSF confocale e dell’ OTF, calcolate a
partire da una analis teorica dd tipo appenavisto (Van der Voort & Brakenhoff, 1990):
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Fig. 2.3f: vista xy ed xz [in ato a sinistra e a destra, rispettivamente] della sezione
centrale della PSF (teorica) din un sistema confocale e della corrispondente OTF [in
basso a sinistra e a destra, rispettivamente].

La(2.3.29), scritta per esteso nel caso u=0 ad esempio, fornisce, per un microscopio confocale,
il seguente andamento dell’intensita in funzione della coordinata ottica v precedentemente
definita:

l (V) conf. = gﬁ\]i‘/(\/) g (2330)

D’ dtra parte, una trattazione del tutto analoga a quella appena svolta in dettaglio, fornisce, nel
caso di un microscopio convenzionale, la seguente relazione:

() g =) : (2331)

Come s vede dagli andamenti riportati in figura (2.3g), s ha un complessivo miglioramento
nella risoluzione, evidenziato proprio da una minore dispersione della curva nell’ intorno del suo
punto di massmo, accompagnata da una minore ampiezza a meta dtezza (FWHM) che
caratterizzail caso confocale (Veonv/ Veort, = 1.4).

Eseguendo un analogo conto nel caso di punti lungo I’ asse ottico (usando cioe la 2.3.19) s pud
infine calcolare un miglioramento in termini volumetrici di un fattore 3.
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2.4 Generalizzazione al caso tridimensionale

Nel paragrafo precedente, S sono ricavate tutte le formule facendo intervenire la sola coordinata
laterale x per descrivere il processo di formazione delle immagini in un microscopio a
fluorescenza. E' bene, a questo punto, generalizzare le relazioni di piu diretto interesse pratico
al caso tridimensionale.

Per ottenere cio, € utile introdurre la seguente notazione compatta, con la quae indicare la
convoluzione di una funzione bidimensionale con una tridimensionae;

g(x, ¥,2) = a¥xdhh(x- x,y - h) f (x,h,2) ° h(x, y) Af (x,y,2) (2.4.2)

A questo punto, per esprimere nelle tre coordinate spazidi il valore dell’intensita rilevata dal
detector, € sufficiente osservare che le funzioni che descrivono I’ apertura dei pinhole sono, ndla
realta, bidimensionali: questo comporta che, sostituendo (ove sia richiesto) alle convoluzioni
unidimensionali quelle bidimensionali definite secondo la (2.4.1), S ottengano, in un sistema
confocale, le seguenti espressioni, rispettivamente per I'intensitarilevatadal PMT e per la PSF:

I PMT(X1 Y, Z) = ((Apinhole(X' y)’zbl\D hem (X' Y, Z)) hex (_ X- Y- Z)) A O(X1 Y, Z) (242)

e (% % 2) = (A% V) A ey (%, Y, 2) D (- X - 2) (243)
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2.5 Campionamento di un’'immagine

Dalla teoria generale, s sa che, a partire da un’immagine analogica o (quale €, ad esempio,
guella che da di s& un campione fluorescente) € possibile ottenere, attraverso un opportuno
procedimento di campionamento, un’immagine digitale (che e quella che, di fatto, viene
acquisita attraverso un microscopio confocale a fluorescenza) che ne sia una rappresentazione
non affetta da aliasing, a patto di scegliere una frequenza di campionamento che sia di almeno
due volte superiore alla frequenza di taglio caratteristica di o ( Neampionamento® 21N, )-

Sotto tali ipotesi, € possibile dimostrare che I'immagine analogica di partenza pud essere
ricostruita, senza errori, attraverso una ‘semplice’ interpolazione delle informazioni acquisite:
e questo che stabilisce il noto criterio di Nyquist.

Vediamo ora come, a partire dalla frequenza di taglio della PS- diffrattiva, sia possibile
ricavare, attraverso un’elaborazione successiva, quella dell’intera architettura confocale,
dipendente, in generale, anche da altri parametri caratteristici del microscopio, oltre che dalla
diffrazione.

25.1 Larghezza di banda di una PSF nd caso di sola diffrazione

La risposta in frequenza di una PSF €, come naturale, descritta dalla sua trasformata di Fourier
(OTF). Nél caso particolare in cui il solo fattore limitante considerato sia la diffrazione, la
larghezza di banda ed il supporto™ della OTF sono stati determinati in vari lavori presenti in
letteratura (Wilson, 1990; Wilson & Tan, 1993; Goodman, 1968).

Si puo dimostrare Wilson & Tan, 1993) che il supporto della OTF € calcolabile a partire
dal’intersezione di due particolari pupil functions, dipendenti dall’ apertura numerica della lente
obbiettivo (Goodman, 1968). Con buona approssimazione, s puo, in tal senso, stabilire (Wilson
& Tan, 1993) chetale regione e individuata da:

ReL/I'I- 2 - 0-2ﬂall3 0 con|I|£1, | a|£1 (25.1.1)

ovel © fiaeae! fragiio, assale ©d @° fassiaie/ Tragiio, 1aterae  SONO frequenze spaziai normdizzate e le
frequenze di taglio indicate sono date da (Wilson & Tan, 1993) :

_2nsind _ 2NA

tagliolaterale — I I

f

(25.1.2)
_n(l- cosq) _2nsin*(3/2)

taglioassiale — I I

f

incui NA eI’ apertura numerica dell’ obbiettivo e q  ela semiapertura angolare in figura.

) Con supporto si intende, qui e nel seguito, la regione di spazio in cui una funzione & definita non nulla.
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Fig. 2.5.1a: rappresentazione schematica del supporto della OTF di un microscopio
convenzionale a fluorescenza e di uno confocale.

Per quel cheriguarda, invece, la OTF diffrattiva nél caso confocale, s pud mostrare (Wilson &
Tan, 1993) cheil suo supporto & dato, con buona approssimazione, da:

Re[\/|l|- 12 - 0.25|a|]3 0 con|1|£05, |a|£1 (25.1.3)

Ddla figura 2.5.1a, come gia discusso nel primo capitolo di questa tesi, risulta evidente la
regione in prossimita dell’asse Wyig in cui la OTF di un microscopio convenzionae € nulla,
cosa, questa, che ne limita fortemente le potenzidita nell’ ambito del sezionamento ottico di un
campione.

A questo punto, per dare una veste quantitativa ale considerazioni gia fatte atrove su queste
particolarita della OTF, risulta opportuna una deduzione formale della larghezza di banda nel
due cas fin qui affrontati (microscopio confocale e a campo largo).

L’ambito in cui risulta naturale affrontare una simile questione € quello della teoria dei sistemi
lineari.

25.2 Larghezza di banda di un sstemallineare

Sano f(x,y,2) ed h(x,y,2) due funzioni ed F(w,W,w,) ed H(w,W,W;) le rispettive trasformate di
Fourier.
Ddlateoria generde, s sa che tra queste quantita sussiste la seguente relazione:

h(x,y,2) A f(xy,2 ® HMW,W,,w,)xFWw,w,w,) (25.2.1)

Fourier3D

Sfruttando proprio la (2.5.2.1) , che ci dice, in sostanza, come la trasformata di Fourier
algebrizzi i prodotti di convoluzione, € possibile mostrare che la larghezza di banda di un
segnal e ottenuto per convoluzione di f(X,y,2) ed h(x,y,z) e data dalla piu piccola tra le larghezze
di banda del due segndi convoluti:
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h(x,y,2) A f(xy,2)® f,_ =min( ftag“o, tag“o) (2522

Anaogamente, sfruttando la duale della (2.5.2.1):

h(x,y,2) f(xy,2) ® (2p%%) " HW,,w,,w,)A FW,,w,,w,) (25.2.3)

Fourier3D

S ottiene che la larghezza di banda di un segnae ottenuto moltiplicando tra loro f(xy,2) ed
h(x,y,2) e data dalla somma delle larghezze di bandadi f edi h:

h(x ¥, (%Y, 2)® f, = fi+ fgio (25.2.4)

Infine, per qud che riguarda la convoluzione bidimensionale definita dalla (2.4.1), valgono le
seguente relazioni (con ovvio significato delle notazioni):

9(x,,2) ° h(x,y) A f(x,y,2)
G(W,,w, ,2) = F,5(9(% Y, 2)) = H(wW,, W, )F (W, , W, , 2) (25.2.5)

G(Wx'Wy 'Wz) = I:lD (G(Wx 'Wy ’ Z))

In dtreparole, H s ripete, senza alcun cambiamento, nella direzione assiae introducendo, cosi,
unalarghezza di banda‘assial€’ (cioé lungo z) teoricamente infinita.

Selalarghezza di banda dellaf & funzione ddla frequenza laterale, la larghezza di banda asside
del segnale risultante g € dlora uguale alla piu ata frequenza asside di f che cada entro la
larghezza di banda laterale di g. Formamente, valgono le seguenti relazioni:

~ . (25.2.6)
ftaglio,laterale mr( ftagllqlaterale’ ftagllqlateral
ftaglio,assiale = ma(( fassiale |F(flaterale’ a33|ale)| O) ! fIaterale £ ftau_;lio,laterale
Una sintetica rappresentazione grafica di questa situazione e fornitain figura 2.5.2a.

¥ HF

-
et

Fig. 2.5.2a schematica rappresentazione della larghezza di banda di un segnale risultante
dalla convoluzione di un segnale tridimensionale con uno bidimensionale.
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2.5.3 Larghezza di banda di un microscopio a fluorescenza

Come espresso dalla (2.4.3)®, nel caso confocale, la PSF complessiva & espressa da una
convoluzione bidimensionale tra la funzione che descrive il pinhole collocato di fronte a
detector e le due PSF diffrattive coinvolte (in emissione ed in eccitazione).

Sfruttando la (2.5.2.4), S ottiene:

f diffrazioe - f illumin azione+ fdetector (2531)

taglio taglio taglio

ft;’eltifmf, ft”;:‘imi“az“’”e sono proprio le frequenze di taglio della OTF diffrattiva espresse
ddle (25.1.2) cach;iate, rispettivamente, in corrispondenza di | emissione € | eccitazione-
Combinando questo risultato con quanto stabilito dale (2.5.2.6) s ottengono le seguenti

espressioni:

f confocale - mr( f pinhole fdiffraziore )

tagliolaterale taglialaterale?’ ' tagliglaterale. (2 53 2)
confocale  _— . n confocale
ftaglio,assiale - max( fassiale ) |HCFM (flaterale' fassiale)| > 0) fIaterale £ ftagliqlaterale

incui Hegy indicala OTF del sistema confocal e impiegato.
Con andoghi ragionamenti, s pud dimostrare che, per un microscopio a campo largo, valgono
le:

convenziorale _— : fotocamera detector
ftaglio,laterale - mr( ftaglio,laterale’ ftaglio,laterale)

(2.5.3.3)

convenziorle — . " convenziorale
ftaglio,.’:lssi.’:\le - rna(( fassiale ' | HWFM ( flaterale’ fassiale)| > 0) flaterale £ ftagliqlaterale

Da queste relazioni € poi possibile concludere anche che, assumendo | emissiond@ eccitaziones €
considerando quindi come dominante il contributo dato dalla diffrazione, la larghezza di banda
nel caso confocale e doppia rispetto a quellanel caso ‘acampo largo’.

Il ruolo giocato da pinhole nella risposta in frequenza per un sistema confocale € mostrato in
figura 2.5.3a

Dheey (%Y. 2) = (A% Y) A by (% Y, )N (- X2 Y- 2) (243)
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Fig. 2.5.3a sezione xz centrale della risposta in frequenza (simulata al calcolatore con
| eccitazione=488NM, | emissione=520nm, NA=1.3) di un sistema confocale, a variare del
diametro del pinhole (crescente dall’ alto in basso in senso orario).

Come s puo vedere, ad crescere delle dimensioni del pinhole s ha una contemporanea
diminuzione del supporto della OTF confocae, che tende, cosi, ad assumere via via una forma
sempre pit Simile aquellache s e gia teoricamente prevista per il caso convenzionale.

Nelle condizioni in cui, tipicamente, s opera in microscopia confocale (I eccitazione=488NM,
| emissione=220nmM, obbiettivo in olio con NA=1.3, ed un pinhole cui corrisponde un’immagine
retroproiettata di 280nm), utilizzando le relazioni appenaricavate, s ha una larghezza laterale di
banda pari a1/102 nm™* ed una assiale pari a1/341 nm™.

Il criterio di Nyquist stabilisce, in questi cas, una frequenza di campionamento laterale non
inferiore a 19.6 pixel/nm ed una asside non inferiore a 5.86 pixel/ nm.
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2.6 Agpetti conclusivi

Da quanto visto finora circail processo di formazione delle immagini e le problematiche ad
connesse possiamo concludere che:

v' Lanatura incoerente della radiazione fluorescente raccolta in emissione ci permette, sotto
I'ipotes di invarianza spaziale della risposta dello strumento, di modellare un microscopio a
fluorescenza secondo la teoriadei sistemi LTI. Intal caso, I'immagine acquisita € data dalla
convoluzione della funzione che descrive I’ oggetto reale con la PSF ddllo strumento, dla
quale contribuiscono, in prima approssimazione, fenomeni essenzidmente legati dla
diffrazione.

v" Una seconda distorsione dell'immagine osservata € dovuta (vedi paragrafo (1.6)) dla
rilevazione di fotoni in un intervalo di tempo finito, misura, questa, intrinseca
al’acquisizione ddl'immagine stessa da pate de  vari  sensori  impiegati e
fondamentalmente limitata da un rumore di tipo poissoniano.

v'In ultimo, & esperienza piuttosto comune nell’ambito della microscopia a fluorescenza, la
misura di un livello di radiazione di fondo non nullo, dovuto a fenomeni di auto-
fluorescenza, ad un’'inefficiente eliminazione di residui fluorescenti dal materiale
d'immersione del campione, a riflessoni di varia natura o alla cattiva regolazione degli
offset relativi a dispositivi di rilevazione o ad altra elettronica eventua mente impiegata.

Tutto questo induce ad un modello ancora piu generale di quello appena visto, che tenga in
gualche modo conto delle diverse sorgenti rumorose escluse dalla precedente trattazione. Per la
precisione, S puo scrivere la seguente:

ove mrappresental’immagine osservata, h la PSF del microscopio afluorescenza utilizzato, f la
funzione che descrive I’ oggetto redle, b il segnae di background ed N un’ opportuna dipendenza
funzionale per tenere conto delle varie distorsioni introdotte dai fattori precedentemente
elencati.

E questa, di fatto, la formula che cogtituisce il punto di partenza di tutti gli algoritmi di
deconvoluzione, intes a recuperare, da quella osservata, I'immagine reale del campione.






CAPITOLO3

Descrizione ddll’ appar ato sperimentale

hardware impiegati, nell’ambito di questa tesi, per la raccolta dei dati sperimentali

necessari alla caratterizzazione dell’ architettura confocale in esame. Questa trattazione ha
lo scopo di familiarizzare il |ettore con la reale forma dell’ apparato strumentale impiegato e,
quindi, con tutte quelle imprescindibili condizioni sottese, nella pratica, alla realizzazione delle
esperienze descritte.

I n questo capitolo, viene proposta una descrizione dettagliata dei dispositivi software ed
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3.1 Assetto operativo

In figura 3.1a e rappresentata una schematizzazione del sistema nella sua interezza, che mette in
evidenzale connessioni trai vari dispositivi di cui S compone::

12
13 //
2
1 11
/ Iﬂ
/
/ 4 11 \

7 !

Fig:3.1a

1. Monitor : e I'interfaccia sulla quale vengono visualizzate, in tempo reale, le immagini e tutti i
comandi necessari apilotare in remoto via software il procedimento di acquisizione.

2. Software: |’acquisizione , la visualizzazione e la successiva rielaborazione delle immagini avviene
tramite il pacchetto software EZ 2000, fornito in dotazione con lo strumento ed installato in ambiente
Windows NT .

3. Controller 1: e un dispositivo che permette di controllare manualmente i movimenti del motorino
passo-passo con il quale é effettuata la scansione lungo z.

4. Microscopio ottico: il dispositivo impiegato € il NIKON Eclipse TE 300, microscopio invertito
dotato di un sistema convenzionale per microscopia ottica in assorhbimento, fluorescenza, riflessione
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10.

11.

12.

13.

e contrasto di fase. Su esso sono montati quattro obbiettivi® e filtri caratteristici per i fluorocromi

piu diffusi.

Mentre I’alineamento con le sorgenti laser viene effettuato direttamente sul modulo di eccitazione
[13], secondo una ben precisa procedura descritta nelle specifiche del dispositivo, quello verso il

microscopio viene realizzato controllando I'altezza di posizionamento della testa confocale [8] e
richiede una successiva verifica di omogeneita effettuabile tramite I'acquisizione di oggetti
fluorescenti uniformemente disposti sul piano xy.

Nel corso del lavoro di tesi, tale verifica € stata occasionalmente realizzata tramite |’ acquisizione di
matrici bidimensionali di sferette fluorescenti.

Scheda per la visualizzazione di immagini digitali : questo device ha una composizione modulare
(si compone di tre parti), € aloggiato al’interno del computer e provvede, essenziamente,
all’acquisizione ed alla visualizzazione delle immagini.

Scheda di interfaccia seriale: € alloggiata anch’essa all’interno del computer e costituisce
I'interfacciatrail computer ed il controller 2 [9].

Motorino passo-passo per la scansione lungo I’ asse z

Modulo di scansione : latesta di scansione NIKON PCM 2000 & notevolmente compatta e leggera:
le sue dimensioni sono 5.6x10.4x13.6 cm ed il suo peso € inferiore ai 4 Kg. . E' realizzata su un mini
tavolo ottico collegato via fibra ottica alla sorgente di illuminazione, con innesto a tubo alla porta
laterale del microscopio ottico.

Al suo interno sono montati i componenti ottici ed elettro meccanici che attuano la scansione ed
acuni filtri per la fluorescenza, in perfetta analogia a quanto avviene per un microscopio
convenzionale. Tutti i componenti ottici di cui € munita sono direttamente controllabili a piacimento
dall’ utente, tramite sistemi a scorrimento pilotati da manopole (si veda il paragrafo successivo per
una piu dettagliata descrizione).

Controller 2 : comprende i due circuiti fotomoltiplicatori per la conversione della radiazione emessa
dal campione in segnale éettrico, ['unita di alimentazione e una scheda circuitale in grado di
controllare i due specchi galvanometrici per la scansione. L’ accoppiamento con la testa confocale
avviene via fibra ottica.

Modulo controllo del laser : permette di controllare in remoto |’ uscita del laser ad Argon.

Alimentazione del laser : questo modulo costituisce I’ alimentazione delle sorgenti laser impiegate.
La potenza richiesta per il laser ad Argon & 20 mW, quella richiesta per il laser ad Elio-Neon & di 5
mw.

Modulo di eccitazione : I'illuminazione del sistema confocale si avvale di un modulo che alloggia
due laser: uno ad Argon (raffreddato ad aria), che copre le lunghezze d’' onda in eccitazione a 488 nm
eab514 nm, ed uno ad Elio-Neon, che eccita alla lunghezza d’ onda di 543 nm.

Sul cammino ottico del laser ad Argon sono inseriti un filtro di eccitazione, che offre la possibilita di
tagliare lunghezze d’ onda maggiori di 488 nm ed un filtro neutro ( ND, Neutral Density Filter) che
permette di variare I'intensita del fascio.

Si dispone, inoltre, di un otturatore che consente, eventualmente, di escludere una delle due sorgenti.

Dispositivo di accoppiamentoin fibra : éinstallato all’interno del modulo di eccitazione ed assicura
la connessione in fibra ottica a singolo modo a modulo di scansione.

@ piy precisamente: 100X (NA=1.3 ; WD = 0.20mm) ; 60X (NA=0.85 ; WD=0.30mm) ; 20X (NA=0.75; WD=
Imm); 4X (NA=0.13; WD=17.1mm).
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3.2 Descrizione della testa confocale

Filtro neutro

Pinhole

K§
®
J‘Za

Primo dicroico

Filtro d' eccitazione

Filtro barrieradel canadle 1

Filtro barriera del canale 2

Secondo dicroico

Modulo di connessione al
microscopio

Fig. 3.2a vistadall’ato dellatesta di scansione

La struttura esterna del modulo di scansione é riportatain figura 3.2a : da essarisulta evidente la
particolare versatilita di assetto di cui s pud disporre, regolando a piacimento i parametri
d'acquisizione. Subito in ingresso alla testa confocale sono collocati due filtri:

v il primo (filtro d’'eccitazione) € ad ata precisione ed ha essenziadmente il compito di
selezionare la lunghezza d onda della radiazione da inviare in eccitazione a campione,
eliminando cosi una prima fonte di rumore nelle acquisizioni portata da effetti di
cromatismo della sorgente laser ;

v il secondo (filtro neutro, ND filter = Neutral density filter) consente di variare ulteriormente
I'intensita della radiazione giocando sul livello di estrazione dell’ apposita levetta . @

@ | valori di trasmissione del filtro ND sono i seguenti:
100% (filtro fuori) ; 10% (prima posizione) ; 3% (seconda posizione) ; 1% (filtro completamente inserito)
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Per quello che riguarda I’ apertura confocae (pinhole), & anch’ essa regolabile su tre posizioni a
scatto che ne definiscono con precisione il raggio: 10mm (leva tutta inserita), 25mm (leva tutta
disinserita), condizione di non confocaita (leva a metd). Nella pratica, tai valori sono
solitamente convertiti nello spazio del campione andando a cacolare il raggio dell’immagine
dell’ apertura retroproiettata cio pud essere agevolmente ottenuto dividendo il raggio del
pinhole per la magnificazione totale del sistema.

laser

Specchi

ﬁﬁ / Fibra di input

[/ /=)

Fibra output 1

VY| Filtro neutro
pinholes .
1 %

Specchi dicroici

PMT 2
Specchi dicroici
Fibra output 2
<> Filtro barriera 1
Y Campione
Nz
1IN

Specchio

Fig. 3.2 schema del cammino ottico della radiazione in emissione ed in eccitazione
all’interno del modulo di scansione PCM 2000.
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S ottiene alorala seguente:
r r

__ " pinhole pinhole

rretrop - = (321)
rr.lotale rnobbiettivo ><rnsi stema

nella quale my¢ema=0.85, per il PCM 2000 nella configurazione corrente.

Utilizzando la (3.2.1) s pud cacolare, ad esempio, nel caso di un obbiettivo 100X, che
I'immagine retroproiettata per il pinhole di raggio 10mMm ha rerop=118nm, mentre quella
relativaa pinhole di raggio 25mm har e =294nm. Vae qui la pena di notare che, come risulta
chiaro ddla figura (3.2b), I'architettura ddd PCM 2000 utilizza un unico pinhole :
quest’ accorgimento permette un autoalineamento tra i raggi in eccitazione e queli in
emissione. Inoltre, le dimensioni fisse dei pinhole garantiscono, rispetto a quelli a variazione
continua, un’estrema ripetibilita di effetto una volta selezionati. E' tuttavia sempre possibile
modificarne i diametri montando particolari dischi di otturazione negli appositi alloggiamenti.

Dopo aver attraversato i primi due filtri di cui S € gia detto, la radiazione in eccitazione incontra
un primo specchio dicroico che ha il compito di separarne il cammino ottico da quello
dell’ emissione fluorescente. 1l raggio viene quindi convogliato verso I’ apertura confocale e da
guesta, a mezzo di uno specchio riflettente, verso i due specchietti galvanometrici attraverso i
qudi viene attuata la scansione del campione nel piano xy.

La radiazione in emissione percorre quindi il cammino inverso fino ad incontrare un secondo
specchio dicroico, responsabile ddl’ulteriore suddivisone de cammino ottico dela
fluorescenza

Pit precisamente, le possibilita sono le seguenti:

v/ tuttain corrispondenza del primo filtro barriera (posizione Rf) : € questa la configurazione
che s sceglie, tipicamente, per le acquisizioni a singola colorazione

v | <665nm sul primo filtro barriera e | >565nm sul secondo (posizione DM 565)
v suddivisione dell’intensita della fluorescenza a 50% trai due filtri barriera (posizione HM).

In particolare, queste ultime due configurazioni vengono solitamente impiegate nell’ambito
dell’ acquisizione contemporanea di fluorescenze differenti dovute a colorazioni multiple.

Al termine di questo percorso sono infine posizionati i cosiddetti filtri barriera che permettono
di selezionare le lunghezze d’ onda che s intendono acquisire su cammini ottici separati.

Ne corso dei lavori di questatesi, S sono tipicamente impiegati come filtri I'HQ 515/30 (passa
banda, piccato in | =515nm con larghezza di banda pari a 30nm) sul primo canale ed un LP
650 (passa alto con frequenza di taglio | =650nm) sul secondo.®

La fluorescenza uscente dai due filtri barriera viene quindi convogliata, via fibra ottica
multimodo, ai fotomoltiplicatori (PMT) alloggiati, come detto, direttamente nel controller dei
sistema

Questo é reso possibile dalla scelta di particolari fotomoltiplicatori di tipo side-on, la cui entrata
sensibile s trova sulla faccia curva anziché su una delle basi, riducendone I'ingombro. In questo
modo sono ridotti i fenomeni di disturbo eettromagnetico e le problematiche di schermatura che
tipicamente affliggono questo tipo di misure e viene inoltre migliorata la compattezza della testa
di scansione.

Per finire, |’ uscita analogica € collegata ad appositi convertitori analogico-digitali per la relativa
conversione del segnale da acquisire.

@ e specifiche di questi filtri sono riportate in appendice.
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3.3 Softwar e e modalitadi acquisizione

Il pacchetto software impiegato per I'acquisizione e la visudizzazione delle immagini €
costituito dal programma EZ 2000, installato in ambiente Windows NT.

Le possibilita che offre sono molteplici, sia per |’ elaborazione in tempo reale del processo
di imaging in corso (essenzia mente attraverso procedimenti di media) sia per lasuaandis off-
line.

Innanzi tutto, prima di avviare un’acquisizione vera e propria € conveniente individuare a
microscopio ottico la migliore immagine possibile per I oggetto, tipicamente quella‘afuoco’, in
fluorescenza o in trasmissione.

Cio e funzionae, oltre che da un punto di vista strettamente pratico, anche per via di fenomeni
di fotodecadimento della fluorescenza (descritti nei capitoli precedenti) legati ala continua
eccitazione del fluorocromi: € per questo opportuno utilizzare, in questa fase, radiazioni a bassa
intensita associate a minor tempo possibile di esposizione.

Unavoltaindividuato il campione, € possibile procedere ala vera e propria acquisizione pilotata
via software.

Sono possibili, a questo punto, due modalita

I’acquisizione della singola sezione a fuoco (file in formato .tiff) oppure il sezionamento
dell’ oggetto lungo I asse ottico z (file formato .ics/.ids), onde procedere ad una sua successiva
visualizzazione tridimensionale. Quest’ ultima possibilita & di particolare rilevanza in ambito
biologico, visto che permette di risdire ala forma del campione e quindi, imprescindibilmente,
alle sue funzionalita specifiche.

In entrambi i casi, I'acquisizione consiste sostanzialmente nella visualizzazione su monitor,
attraverso |’ associazione di un falso colore ad ogni fluorescenza presente, di un’immagine la cui
intensita varia, punto per punto, in base a conteggio dei fotoni provenienti da ogni singola
regione scansionata

Attraverso un’interfaccia grafica piuttosto intuitiva (s veda figura 3.2c), occorre innanzi tutto
impostare una giusta soluzione di compromesso tra il valore dei guadagni dei fototubi ed il
tempo di scansione (quantificato dal parametro speed, associato a tempo di eccitazione della
porzione di oggetto associata a singolo pixel) : cido e ancora una volta necessario al fine di
prevenirei soliti fenomeni di fotodanneggiamento.

Per quello che riguarda il sezionamento ottico, occorre impostare anche un set di parametri che
definiscail range lungo z da scansionare (bottome top) ed il passo (step) di tale scansione.

E’ inoltre possibile usufruire di un utile funziondita di zoom che permette di selezionare,
al’interno del campo visivo, una regione di interesse entro la quale limitare il procedimento di
imaging.

Una volta terminata I’acquisizione € possibile una sua prima analis off-line. s possono
applicare filtri specifici per la riduzione dei contributi rumorosi, recuperare informazioni sulla
distribuzione dei valori d'intensita, effettuare misure morfometriche (attraverso una utility
appositamente calibrata) o procedere ad una preliminare visualizzazione tridimensionale
dell’oggetto (nel caso s Sa effettuato un sezionamento ottico) attraverso |’opzione volume
renderer : chiaramente, in questa fase, il vaore della ricostruzione tridimensionde €, in
generale, puramente indicativo della rede distribuzione spaziae dell’ oggetto, visto che questa
utility non s basa su acun agoritmo particolare di  deconvoluzione né tiene in alcun modo
conto delle aberrazioni ottiche lungo z che, come s vedra piu dettagliatamente nel seguito,

® Ciascuna immagine viene immagazzinata in due file. Uno di (.ics), scritto in codice ASCII,
contiene le informazioni circa il formato dell’immagine ed altre informazioni opzionali che vanno
eventualmente precisate di volta in volta. L’altro file (.ids), di tipo binario, contiene i dati relativi
al’ acquisizione vera e propria
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intervengono pesantemente nei procedimenti di imaging in presenza di un forte mismatch tra gli
indici di rifrazione.
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CAPITOLO4

Aberrazione ottica in presenza di mismatch degli indici di rifrazione

volti arilevare e a quantificare gli effetti del mismatch tra I'indice di rifrazione del mezzo
d'immersione del campione e quello d’immersione dell’ obbiettivo nella formazione di
immagini in microscopia confocale.
Nella prima parte, I'analis € svolta impiegando campioni noti di microsfere fluorescenti
opportunamente preparati per simulare condizioni sperimentali in cui Sia diversamente
rilevante il fenomeno sotto osservazione.
Nella seconda parte, viene mostrata |’ importanza di una conoscenza preventiva delle condizoni
di mismatch nelle quali avra luogo il procedimento di imaging, attraverso un’analis comparata
delle informazioni morfometriche (dimensioni, superficie, volume) ottenibili da un preparato
biologico (oocita di Xenopus laevis).

I n questo capitolo, sono riportati i risultati degli studi compiuti nell’ambito di questa tes,



Capitolo 4 Aberrazione ottica in presenza di mismatch egli indici di rifrazione 55

4.1 Descrizione teorica

Alla base di un qualsas procedimento di imaging, sa condotto nell’ambito della
microscopia cosiddetta convenzionale 0 meno, sono essenzialmente riconoscibili due distinte
motivazioni: quella di produrre immagini dalle quali ricavare informazioni quditative
sull’ oggetto osservato e quella di produrre immagini sulle quali compiere, in un secondo tempo,
un'analis di tipo quantitativo (conteggio di oggetti, rilevamento di proprieta metriche,
ricostruzione della struttura tridimensionale ecc.).

Sebbene questi due divers approcci siano, non di rado, tra loro imprescindibili, le
problematiche sperimentali che pongono sono talvolta contrastanti e richiedono I'impiego
di algoritmi o tecniche di misura appositamente studiate per I’ occasione.

In quello che segue, verra preso in considerazione proprio uno dei fattori limitanti della
microscopia ottica in generale e di quella confocale in particolare: I effetto del mismatch di
indici di rifrazione tra campione ed obbiettivo.

Questa condizione sperimentale, per molti aspetti inevitabile nei cas di interesse pratico, ha
diretto effetto non solo sull’analis quantitativa (come verra diffusamente illustrato in questo
capitolo), ma pure sulle potenziaita di imaging di un sstema confocale (come s vedra
successivamente), degradandone le prestazioni legate ala focalizzazione di oggetti in profondita
e quindi alla possibilita di darne un’affidabile ricostruzione tridimensionale tramite I'impiego di
appositi algoritmi di deconvoluzione.

La tipica situazione, in cui ci s trova ad operare nelle pratiche di laboratorio, pud essere
efficacemente visualizzata facendo riferimento allafigura4.1a.

.
lente “\
A
Ny
q.
|
f Vetrino
N |
¢ scansione
n;
2
v normale
coprivetrino

Fig. 4.1a geometria del sistema
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Il campione e disposto tra un vetrino (n=1,5) ed un coprivetrino (=1,5) ed & immerso in un
mezzo che puo essere una soluzione fisiologica di mantenimento nel caso di preparati biologici
(in questo caso n €, in generae, variabile da punto a punto e di difficile valutazione) oppure un
semplice mezzo di ‘supporto’ quale glicerolo (n,=1,47), olio (nel casi considerati nel seguito
n,=1,52) o acquadistillata (n,=1,33).

A ci0 s aggiunga che il campione stesso avra un indice di rifrazione h, che puo differenziars
anche di molto da quelli delle atre componenti in gioco, contribuendo cosi a complicare
ulteriormente ogni trattazione formale del fenomeno.

Ne seguito, salvo diverso aviso, non s terrain alcun modo conto di h, assumendo, con questo,
che abbia un valore prossmo a quello degli atri n in gioco o che, comunque, le dimensioni
dell’oggetto siano tali da giudtificare, dmeno in prima approssimazione, una tae ipotes
semplificativa

Come s vede, la lente dell’ obbiettivo, il cui mezzo dimmersione sia caratterizzato da n,, €
accoppiata a vetrino tramite una goccia dello stesso: questo accorgimento fa si che un raggio
luminoso uscente da essa non subisca acuna apprezzabile rifrazione fino a che non giunga in
prossmita del vetrino. Trascurando, in prima approssimazione, la rifrazione causata dal vetro
(ipotes, questa, verificata nel caso, ad esempio, dell’obbiettivo 100X in olio usato nella
maggior parte delle misure di questa tesi), la discussione puo essere ristretta agli effetti prodotti
da mismatch all’interfacciatrail vetrino ed il mezzo d'immersione del campione.

Piu precisamente, possono presentarsi le seguenti eventualita:

> |l raggio viene rifratto in prossimita dell’ interfaccia vetro-campione. A seguito di cio, la sua
traiettoria viene cambiata secondo un certo angolo g, con un conseguente spostamento del
suo punto di focalizzazione sull’asse ottico z rispetto ala condizione ideale di perfetta
assenza di mismatch. In particolare, nel caso in cui sia ny;>n, (risp. m<ny), il raggio s
focdizza piu (risp. meno) in profondita, con una conseguente deformazione delle
dimensioni reali dell’ oggetto osservato lungo la direzione z.

» Tale rifrazione, come € noto dalla teoria generale ddl’ottica, € accompagnata da una
riflessione. Poiché, d dtra parte, s ha una rifrazione solo quando I’angolo d'incidenza é
minore dell’ angolo di totale riflessione interna, cid determina una diminuzione dell’ effettiva
apertura numerica del sistema.

» Un perfetto procedimento di imaging s ha solo quando il fronte d onda rimane sferico in
tutto lo spazio: la presenza di un forte mismatch al’interfacciatrai due mezzi €, a sua volta,
accompagnata da una progressiva deviazione da questa condizione ideale, cosa, questa, che
g riflette in una conseguente perdita di risoluzione.

» L’immagine dello spot focaizzato tende, inoltre, ad essere via via meno locaizzata, con una
conseguente diminuzione della radiazione emessa che viene rilevata da pinhole ed un
peggioramento delle prestazioni del sistema, dovuto ala diminuzione delle intensita
rilevate.

Studi recenti hanno portato alla progettazione e fabbricazione di speciai obbiettivi ad
immersione in acqua, appositamente concepiti per ovviare, dmeno in lineadi principio, a questo
problema nell’ osservazione di preparati biologici in vivo, il cui indice di rifrazione & prossmo a
quello dell’ acqua.

Nella pratica, perd, questo tipo di dispositivi non ha avuto, ad oggi, larga diffusione, sia per
questioni di costo, Sia per I'attuale scarsa attitudine da mostrata nella visualizzazione di
molti dei campioni biologici comunemente oggetto di studio.

Risulta per questo di notevole importanza un’analis accurata dei fenomeni conness a
mismatch negli indici di rifrazione, onde tenere conto, ove siail caso, degli opportuni fattori di
correzione.
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La trattazione teorica dei fenomeni di aberrazione osservati lungo I'asse di sfuocamento pud
essere condotta [T.D. Visser and J.L. Oud, 1992], in buon accordo con i risultati sperimentali,
nell’ ambito dell’ ottica geometrica.

Con riferimento sempre alla figura 4.1a, definiamo le seguenti quantita ®:

n, = indice di rifrazione dd mezzo d'immersione dell’obbiettivo e del mezzo di
accoppiamento tra obbiettivo e vetrino ;

n, = indice di rifrazione del mezzo d immersione del campione ;

q, = angolo formato con la normale al’interfacciatrai due mezzi da un generico raggio
luminoso ndl primo mezzo ;

g. = angolo formato con lanormale al’interfaccia trai due mezzi da un generico raggio
luminoso nel secondo mezzo ;

z, = distanza tra I'interfaccia ed il punto in cui il raggio luminoso viene effettivamente
focalizzato ;

r, = raggio del cono di luce in prossmita ddl’interfaccia ;
d = distanzatral'interfaccia e lalente dell’ obbiettivo ;
f = fuoco dellalente;
In accordo con lalegge di Snell si puo scrivere:
n,sng, = n,snq, (411

inoltre, dallafigura4.1a, risulta evidente la seguente relazione:

r, =z tang, (41.2)
Uguagliando (4.1.1) e (4.1.2) S ottienela:
tanq, n, coq
=(f-d =(f-d)>——= 413
5= (- d) o= (- )P (419

S supponga ora che la posizione del campione venga variata spostando il portaoggetti di una
quantita Ds lungo | asse verticale.

A seqguito di cio, ladistanzatral’interfaccia e lalente vale orain modulo:

|d2 - d1| =D, 4.1.9

Piu precisamente, questo comporta che il nuovo punto z, in cui s focalizza il raggio luminoso
legato a quello vecchio secondo larelazione:

D, =z-2 =D, 2% (4.1.5)
n, Cosq,

0ssia, ad uno spostamento D, del portaoggetti corrisponde uno spostamento misurato dallo

strumento pari a D: che differisce da D, per un fattore C dato da:

) Vengono qui di seguito considerati trascurabili gli effetti dovuti all’indice di rifrazione del campione e
aquello del vetro.

57
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_ N, cosq, (4.1.6)
n, cosq,

Questo significa che, per ricavare la profondita realmente sondata durante una scansione,
occorre tenere conto del fattore correttivo C dato dalla (4.1.6).

In particolare, I’ entita dell’ errore che s commetterebbe dtrimenti nella stima della distanza tra
due punti collocati lungo I’ asse z cresce con il mismatch tra gli indici di rifrazione.

La (4.1.6) puo essere anche riscritta, per maggiore comodita d' uso, come::

.2

0

Jl' ELseng, 2
c=De) €t o (4.17)

_ n €0sq,
ove s e tenuto conto della:
\/ an ('j2

cosqg, =.|1- 1 seng, = (4.1.8

ricavata a partire dallalegge di Shell.
Anaogamente, volendo introdurre la dipendenza dall’apertura numerica NA dell’ obbiettivo
utilizzato, s perviene allaforma equivaente per la(4.1.5) :

18NAO 00
n, ﬂﬂD (4.1.9)

tangsin‘lg—;;
n, [4]7]

Limitandoci al’ approssimazione parasside (q:® 0), la (4.1.7) assume la forma semplificata:

&
tangsm
Df

n
D, =D,—% (4.1.10)

S

n

ddla quale risultaimmediatamente che, nel caso in cui Sian;>n, (risp. N;<n,) s hapure O < Ds
(risp. D> D), ossial’ estensione assiae dell’ oggetto apparira superiore (risp. inferiore) dle sue
dimensioni redli, visto che lo spostamento compiuto (Ds) apparira superiore (risp. inferiore) a
guello reamente effettuato (D) dal punto su cui ci s sta focaizzando.

Supponendo, quindi, di utilizzare come obbiettivo un 100X in olio (n; @1.52) con NA=1.30 per
focalizzare un qualsias campione in acqua (n, @1.33), si ottengono, a partire dalla (4.1.7) i
seguenti fattori di scalamento, a seconda che s consideri I approssimazione parasside (g, = 0°)
o quellareativaal raggi piu esterni in grado di attraversare la lente (g, = 60°):

C=0.32 per g, = 60°
C=0.88 per ¢, = 0°

Questo significa che le dimensioni dell’ oggetto, misurate lungo I’ asse di scansione, appariranno,
nell’ambito di questa trattazione teorica semplificata, sovrastimate di un fattore compreso tra
1.14 e 2.73 rispetto aquelle redi. In particolare, maggiore e I’ apertura numerica dell’ obbiettivo
utilizzato, maggiori saranno |le conseguenze di tale fenomeno.

Un'dtra conseguenza della presenza di mismatch al’interfaccia tra i due mezzi, che pud essere
gualitativamente illustrata dal modello sin qui sviluppato, € quella relativa a decadimento delle
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prestazioni del sistema in termini di risoluzione, a seguito dello ‘sparpagliamento’ della regione
di fuoco (aberrazione sferica).

Infatti, la focalizzazione dei raggi luminos in punti divers lungo |’ asse ottico per effetto della
rifrazione, fa si che non ci sia piu un singolo spot a fuoco fortemente localizzato, ma che,
piuttosto, ci S trovi in presenza di una regione piu estesa, diffusamente illuminata, nela
direzione dell’asse ottico. Pit precisamente, s pud parlare di una focalizzazione dei raggi
parassidi in posizioni via via distinte rispetto ai raggi margindi: cid assume particolare rilievo
(come verra illustrato dai risultati sperimentali riportati nel capitoli successivi di questa tesi)
gualora s tenti di mettere a fuoco oggetti Situati in profondita in un mezzo ad indice di
rifrazione significativamente diverso da quello del mezzo d'immersione dell’ obbiettivo. In tal
caso, infatti, la presenza di mismatch accresce gli effetti della diffrazione, portando ad un
progressivo sparpagliamento della PSF con conseguente diminuzione del potere risolutivo dello
strumento.

Vale ancora la pena notare che non € prevista alcuna aberrazione nélle direzioni perpendicolari a
quella di scansione e che, pertanto, le dimensioni misurate nel ‘piano xy' risultano indipendenti
dalla presenza o meno di mismatch.

Finora s e trascurata la presenza del vetrino e gli effetti del suo indice di rifrazione (in generde
diverso da quello degli altri mezzi presenti) sul procedimento di imaging. Complicando un poco
il modello sin qui sviluppato ed indicando con n; I'indice di rifrazione del vetro, S ottiene, con
conti del tutto analoghi a quelli appena svolti, la seguente relazione:
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generdizzazione della (4.1.7) nel caso di tre mezzi con n significativamente divers.

Va comunque tenuto presente che, come s legge in letteratura [T.D. Visser, JL. Oud and G.J.
Brakenhoff, 1992], questa semplice trattazione geometrica del problema non pud, da sola,
rendere quantitativamente conto dei fattori di scalamento riscontrati nelle varie condizioni
sperimentali in cui ci S pud trovare ad operare. In dtre parole, occorrerebbe introdurre nel
modello anche altri parametri (quali le dimensioni del campione, il suo indice di rifrazione ecc.)
che possono assumere, di volta in volta, un ruolo non piu trascurabile. Nella pratica, data le
complicazioni computazionali cui s pud andare incontro nell’ affrontare un conto formae del
fattore di scalamento pit opportuno, € preferibile, ove s renda necessaria la conoscenza di C,
cercare di darne una stima per via sperimentale, attraverso la vautazione dell’ aberrazione
assiale osservata su oggetti di dimensioni note nelle condizioni volute, come verra diffusamente
illustrato dai risultati riportati nel seguito.

D, =
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4.2 Analis sperimentale

Come primo esperimento per la verifica e I’andis dell’ aberrazione prodotta lungo I’ asse ottico
da mezzi a diverso indice di rifrazione, s € scelto di andlizzare uno standard tipicamente
impiegato nelle procedure di calibrazione di sistemi ottici a fluorescenza, costituito da campioni
(di dimensioni nominali variabili) di microsferein polistirene (Polisciences).
Innanzi tutto, S procede ad un’ opportuna diluizione in acqua distillata del campione in modo da
evitare fenomeni di aggregazione o eccessiva dispersione, che, per motivi evidentemente
divers, risultano poco desiderabili ai fini del sezionamento ottico.
S preleva quindi una goccia del preparato e la s lascia asciugare su un vetrino (n=1.5 ;
spessore 0.17mm) opportunamente collocato sotto una campana a vuoto ad una pressione di
acuni millibar: questa fase € necessaria a fine di rimuovere il solvente e, per quanto possibile,
ogni residuo di umidita, permettendo dlafine di avere una situazione idedle in cui le microsfere
s trovano a contatto con la superficie del vetrino, pitu 0 meno uniformemente distribuite.
A questo punto e possibile inglobare il campione entro mezzi a diverso indice di rifrazione,
semplicemente depositando una goccia della sostanza prescelta sul vetrino e sigillando il tutto
con un altro vetrino di uguali caratteristiche, ottenendo cosi la situazione rappresentata in figura
4.2a.

A7

Fig. 4.2a vetrino preparato con microsfere

Le acquisizioni, condotte seguendo la procedura descritta nel precedente capitolo, sono state
effettuate su tre divers campioni di microsfere, impiegando un obbiettivo Nikon 100X in olio
(NA=1.30 ; WD=0.20mm) e, occasionadmente, un Nikon 60X in aria (NA=0.85 ; WD=0.30mm)
in modo da poter confrontare i risultati ottenuti in diverse condizioni critiche.

Il settaggio del vari parametri d’ acquisizione é stato mantenuto, per quanto possibile, costante
nel corso di tuttala sessione di misure.

| risultati ottenuti sono riportati nelle tabelle allegate di seguito.
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100X in olio
l cc | Mezzo (n) A ominate (UM) AEX (um) /Ey (Uum) AExXz (um) Ayz (um)
nm
488 | Olio (1.518) 2.7620.06 2.74+0.19 2.74+0.19 2.75+£0.21 2.75+0.21
488 | Glicerolo 2.76+0.06 2.75+0.20 2.75+0.20 3.73+0.18 3.74+0.17
(1.475)
488 Aria 2.76+0.06 2.74+0.14 2.75+£0.14 8.45+0.34 8.50+0.41
1)
488 NOA 2.76+0.06 2.75+0.08 2.75+0.08 2.28+0.15 2.27+0.16
(1.527)
488 | Olio (1.518) 21.99+2.69 20.75+0.60 20.80+0.68 | 21.01+0.61 21.17+0.68
488 | Glicerolo 21.99+2.69 21.92+1.44 22.02+1.71 28.02+2.03 27.42+1.98
(1.475)
488 | Aria (1) 21.99+2.69 20.88+0.74 20.80+0.76 | 41.56£0.96 | 41.54+0.68
488 NOA 21.99+2.69 22.5+0.67 22.42+0.81 19.61+0.82 19.51+0.91
(1.527)
488 | Ovocita (?) 21.99+2.69 21.69+2.91 21.93+2.63 27.02+3.42 27.61+3.03
60X in aria
I eccn M ezzo Arominale (UM) AEX (um) Ay (um) AEXZ (um) AEyz (um)
m (n)
488 Olio 21.99+2.69 22.09+0.68 22.11+0.54 | 16.18t1.03 | 16.09+1.12
(1.518)
488 | Glicerolo 21.99+2.69 22.20+1.70 22.19+1.68 | 17.50t2.60 | 18.05+2.14
(1.475)
488 Aria 21.99+2.69 21.92+0.86 21.25+0.83 | 21.42+0.49 | 21.34+0.62
(1)
488 NOA 21.99+2.69 22.31+1.81 22.38+1.86 | 15.84+1.35 | 15.69+1.43
(1.527)
100X in olio
| ecc M ezzo Aom. (Um) AEX (um) Ay (um) AEXz (um) Ayz (um)
nm (n)
488 Olio 15.24+1.22 14.97+0.19 14.80+0.28 14.75:0.21 14.91+0.11
(1.518)
488 | Glicerolo 15.24+1.22 | 15.12+0.20 | 15.08t0.25 | 19.64+0.18 19.65+0.17
(1.518)
488 Aria 15.24+1.22 | 14.99+0.14 | 14.98t0.23 | 26.32+0.34 26.57+0.41
1)
488 NOA 15.24+1.22 | 15.21+0.08 | 15.18t0.18 | 13.12+0.15 13.24+0.22
(1.527)
543 Olio 15.24+1.22 | 14.77+0.29 | 14.56+0.13 | 14.48+0.22 14.35+0.15
(1.518)
543 | Glicerolo 15.24+1.22 | 15.08t0.15 | 15.02¢0.15 | 19.22+0.21 19.36+0.17
(1.475)
543 Aria 15.24+1.22 | 14.75t0.24 | 14.67+0.33 | 25.87+0.29 26.06£0.10
1)
543 NOA 15.24+1.22 15.12+0.11 15.09+0.14 12.98+0.11 12.88+0.23
(1.527)
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| campioni relativi ale prime due sessioni di misura sono marcati con una sonda fluorescente
cheassorbenel blu (I = 488 nm) ed emette nel verde (I = 543 nm), per cui S € utilizzata come
sorgente eccitante il laser eio-neon.

Per quello che riguarda I’ ultima acquisizione, s tratta di un campione di sfere bicromatiche del
diametro nominae di (15.24+1.22) nm.

La peculiarita di questi oggetti risiede nella diversa colorazione della superficie (verde) rispetto
all’interno (rosso), ottenuta attraverso una specifica marcatura in fluorecsenza delle due regioni:
guesto accorgimento permette di ottenere informazioni sulla loro struttura impiegando entrambe
le sorgenti laser disponibili in eccitazione (elio-neon con| = 488 nmed argon con | = 543
nm).

| valori riportati nelle tabelle g riferiscono ale misure effettuate su un set di circa 30
microsfere per ciascuna Situazione sperimentale.

Quello che s ottiene & in buon accordo, ameno da un punto di vista quaitativo, con i
comportamenti previsti dalla teoria precedentemente esposta non S 0sserva alcuna aberrazione
nel piano xy perpendicolare all’ asse ottico z, mentre le dimensioni degli oggetti valutate lungo z
risultano riscalate secondo un fattore C tanto piu grande quanto piu significativo e il mismatch
tragli indici di rifrazione in gioco.

In figura 4.2b é riportato il caso di una sfera (/£ = 2.7mm ) acquisita in olio con obbiettivo
100X in olio. Come s vede, il campione non presenta acuna aberrazione imputabile a
disaccoppiamento degli indici di rifrazione.

[ Nl [adpee [ Dok i M
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Fig.4.2b
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In figura 4.2c (caso di microsferain aria) e 4.2d (caso di microsfera in colla NOA), viceversa,
risultano evidenti gli effetti di tale mismatch e precisamente, s ha un alungamento nella
direzione z ne caso ddl’aria (indice di rifrazione minore di quelo del’olio) ed un
accorciamento nel caso della colla NOA (indice di rifrazione maggiore di quello dell’alio),
proprio come previsto dalla teoria generale.

Questo diverso comportamento s ripercuote direttamente anche su qualsias procedimento di
ricostruzione tridimensionale dell’ oggetto sotto esame. In particolare, come documentato dalle
immagini alegate qui di seguito, ottenute montando ‘semplicemente’ le sezioni acquisite
tramite la utility volume renderer di EZ2000, risulta ancora una volta evidente la deformazione
assidein presenzadi mismatch.

el B bl 0 T sl md e T et | e ]

Fig. 4.2e: ricostruzione di una microsfera fluorescente in olio.

Fig. 4.2f: ricostruzione di una microsferafluorescentein collaNOA.
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Fig. 4.2g: ricostruzione di una microsfera fluorescente in aria.

Dai grefici alegati, ne quali € riportato |I’andamento delle dimensioni assiali a variare
dell’indice di rifrazione d'immersione del campione, s deduce che il comportamento del
sstema élo stesso siandl caso di obbiettivo 100X in olio che 60X in aria.

In particolare, la focdizzazione di microsfere in aria attraverso I’utilizzo del 60X non risulta
affetta da aberrazione asside, cosa, questa, a priori non del tutto prevedibile vista la presenza,
comunque, di un’'interfaccia di mismatch in corrispondenza del vetrino, il cui indice di
rifrazione e significativamente diverso da quello dell’aria. Si pud tenere conto di questa nuova
circostanza facendo riferimento ad un parametro (lo spessore delle regioni a diverso n) non
inglobato esplicitamente dalla teoria sin qui sviluppata. Sono, in tal senso, reperibili numeros
studi in letteratura [J.G. McNdly, C. Preza and JA. Conchello, 1994] nei qudi s fa
ampiamente riferimento all’influenza dello spessore d del vetrino sulle prestazioni del sistema,
guantificate in termini di risposta al’impulso (PSF). | risultati mostrano come, al crescere di d
a di sopra del valore per il quale sono tipicamente progettati molti obbiettivi (d = 0.15-0.17
mm) s assiste ad un progressivo aumento dell’ aberrazione sferica della radiazione luminosa con
conseguente peggioramento dell’ affidabilita dello strumento nei procedimenti di imaging.
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Fig. 4.2h: andamento delle dimensioni assiali misurate con obbiettivo 100X in olio per

un campione di microsfere (£ @3nmm) in presenza di mismatch di indici di rifrazione.
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Fig. 4.2i: andamento delle dimensioni assiali misurate con un obbiettivo 100X in olio
per un campione di microsfere (£ @22nm) in presenza di mismatch degli indici di
rifrazione.
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Fig. 4.2l: andamento delle dimensioni assiali misurate con un obbiettivo 60X in aria per
un campione di microsfere gE @ 22nm) in presenza di mismatch degli indici di
rifrazione.
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E' possbile, a questo punto, procedere ad una vautazione del ruolo che assumono, nelle
condizioni sperimentali sopra descritte, le dimensioni dell’ oggetto analizzato.

Cio puo essere fatto attraverso un grafico del tipo riportato in figura 4.2m ove si confrontano, a
parita di obbiettivo (100X) e di indice di rifrazione del mezzo d'immersione, i fattori di
scalamento, ottenuti per via sperimentale, relativi a campioni di diversa grandezza
(rispettivamente /£ @22mme A @2.7mm).

1,2

0,6

0,4 T T T T T
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

fattore di scalamento relativo a sfere da 22um

fattore di scalamento relativo a sfere da 3um

Fig. 4.2m

Attraverso un fit lineare, s trova che, la miglior retta passante per i punti in questione ha
equazione y = 0.73x + 0.26 con un coefficiente di correlazione pari a 0.99.
Confrontando, viceversa, i risultati ottenuti impiegando le sfere di McNally con quelli relativi a
sferedi 22 mm di diametro, S perviene al’ andamento riportato in figura 4.2n.

1,4

1,2 4

0,6

fattore di scalamento relativo a sfere di 22um

0,4 T T T T T T T
0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 13

fattore di scalamento relativo a sfere di 15um

Fig.4.2n
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In questo caso, lamiglior retta e dellaformay = 1.05x—0.062 con un coefficiente di correlazione
pari a0.98.

Alla luce di questo risultato, s pud concludere che le dimensioni dell’ oggetto incidono sul
valoredi C nellamisurain cui detto andamento s discosta dalla bisettrice y = x che, viceversa,
indicherebbe perfetto accordo tra i fattori di correzione a parita di indice di rifrazione ed
indipendentemente dalla grandezza del campione.

Possiamo quindi ritenere che, operando in identiche condizioni sperimentali, per campioni di
uguale forma e sostanza le cui dimensioni assiai variano al piu del 50%, il valore di C s
mantiene ragionevolmente costante.

Per quanto riguarda la previsione teorica di C fornita dal modello precedentemente sviluppato
nell’ambito dell’ ottica geometrica, s pud mostrare come vi Sia una dipendenza (di cui pero, per
semplicita, non s € tenuto conto) sia dallo spessore ddl vetrino (come gia detto), sia dala
profondita cui s focalizza il campione nel mezzo in cui € immerso.

Di quedt’ultimo aspetto e delle pesanti ripercussioni che esso ha su tutto il procedimento di
imaging e, quindi, sull’andis quantitativa che gli e strettamente connessa, torneremo
ampiamente nel prossimo capitolo di questa tesi.

Sta di fatto che le acquisizioni cui s fariferimento nel presente lavoro sono state compiute, per
quanto possibile, focalizzando il campione in regioni prossme alla superficie del vetrino e
quindi in condizioni in cui minimo dovrebbe essere il fattore di aberrazione introdotto dalla
penetrazione in profondita in un mezzo a diverso indice di rifrazione.

L’accordo trai fattori di scalamento misurati e quelli previsti dalla teoria varia sensibilmente a
seconda che s prenda in considerazione |’ approssimazione parassiale per i raggi uscenti
dall’ obbiettivo o quella associata all’ angolo di massima apertura della lente, come documentato
nel grafico seguente:

(X ]

fattore di scalamento teorico

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

fattore di scalamento misurato per sfere da 3um

® approssimazione parassiale
o angolo massimo

Fig.4.20
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D4 fit lineare dei punti s trova che, nel caso parassiale la miglior retta e y = 0.4x+0.58 con
coefficiente di correlazione pari a 0.82, mentre nel caso in cui S prenda in esame I'angolo di
apertura massima dell’ obbiettivo, s ottiene y = 1.18x-0.24 con coefficiente di correlazione pari
a0.84.

Concludendo, s pud dire che il modello geometrico sin qui sviluppato permette di prevedere gli
andamenti dell’aberrazione asside prodotta dalla presenza di mismatch tra gli indici di
rifrazione. Tuttavia, I’accordo numerico tra i dati sperimentali e quelli teorici non é tale da
permettere un uso delle relazioni ricavate per una correzione fine del risultati ottenuti nel corso
di un’acquisizione. A ta fine e preferibile inglobare un oggetto fluorescente di dimensioni note
al’interno del mezzo entro cui s vuole compiere un procedimento di imaging in modo da poter
ricavare direttamente il valore di C con cui cadibrare successvamente le distanze tra i punti
lungo I'asse ottico [T.D. Visser, JL. Oud and G.J. Brakenhoff, 1992].

4.3 Analis di un preparato biologico

L’andis morfometrica delle componenti drutturali di organi, tessuti o singole cellule
costituisce uno dei prerequisiti fondamentali della ricercain ambito biofisico e biomedico. Cio
principalmente dovuto a legame tutto particolare che, in natura, s stabilisce tra le
caratteristiche geometriche di un qualsias oggetto e la sua specificitain vivo.

E' per questo che, in un approccio che non sia esclusivamente qualitativo ala problematica
biologica in esame, s ha, non di rado, a che fare col problema di valutare quantita legate ala
distribuzione del campione (o di parti di esso) nello spazio (cacolo di volumi, superfici,
conteggio di oggetti ecc.) avendo perd a disposizione solo un numero finito di sezioni o
proiezioni che lo riguardano.

S possono, a questo punto, adottare tre divers approcci ala questione a seconda della
conoscenza a priori che s hadel campione o del grado di affidabilita richiesto dal tipo di andlis
che s sta compiendo:

» S puo, in prima approssmazione, pensare di assmilare |’oggetto sotto esame a piu
semplice ente geometrico (sfera, eissoide ecc.) che ne fornisca una rappresentazione
verosimile e di riferire, quindi, la propria anais quantitativa a modello teorico cosi
costruito. Sebbene questo atteggiamento sig, per la sua semplicita e la suaimmediatezza, di
largo uso nelle pratiche sperimentdli, puo essere causa di valutazioni piu 0 meno errate
da in campo hiologico, ove s ha tipicamente a che fare con oggetti difficilmente
assimilabili a forme geometriche regolari, sia quando non s voglia ricavare dala propria
analis una semplice informazione morfometrica media, ma una stima, caso per caso, della
quantitain esame.

> Attraverso I'utilizzo di appositi agoritmi, € possibile procedere ad una preventiva
ricostruzione tridimensionale via software del campione dala quae ricavare tutte le
informazioni desiderate. Si puo, ad esempio, note le condizioni di acquisizione, dare una
stima del volume sommando i voxel contenuti al’interno dell’ oggetto, oppure procedere a
calcolo della sua superficie approssimandola, con precisione arbitraria, tramite opportuni
elementi geometrici di area nota.
Il limite maggiore di una tae trattazione del problema € costituito dall’enorme sforzo
computazionde che, in generade, € richiesto dalle procedure di ricostruzione e
regolarizzazione. Per questo, un simile approccio €, di norma, consigliabile solo quando il
principale interesse della ricerca che s sta compiendo e quello di visualizzare
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tridimensondmente la struttura del campione onde metterne in risdto particolari
configurazioni strutturali, senza acun riferimento a questioni puramente morfometriche.

» Un ultimo approccio alla questione, € quelo di tipo stereologico, che, per mezzo di tecniche

giugtificate da un’ opportuna teoria matematica, permette un’accurata stima delle proprieta
geometriche di un oggetto tridimensionale, ‘semplicemente’ a partire da misure condotte su
sezioni bidimensiondi di esso.
E' questa, in particolare, la tecnica che verra impiegata, nell’ambito di questa tesi, per
I’analis quantitativa dei preparati biologici osservati, vista la sua perfetta compatibilita con
le modalita di acquisizioni impiegate, costituite, per I’appunto, da un inseme di sezioni
piane ottenute tramite scansione lungo |’ asse ottico.

La sessione di misure cui s fariferimento nel seguito del presente capitolo & stata organizzatain
modo da mettere in risato gli effetti pratici della presenzadi mismatch degli indici di rifrazione
nell’ambito dell’ analisi di un particolare preparato biologico in vivo, costituito da popolazioni di
oociti di rane Xenopus, appartenenti a stadi differenti di maturazione ed opportunamente
preparati per I'analis in fluorescenza.

Schematicamente, un oocita di Xenopus puo essere pensato comein fig. 4.3a

Membrana vitellina

Pigmentazione uniforme

Strato follicolare

Polo animale Polo vegetale

Fig. 4.3a schema di oocitadi Xenopus a V-VI stadio di maturazione (sinistra), il cui
diametro si aggiratrai 1000nm ed i 1300mm e al |1l stadio di maturazione (destra), il
cui diametro si aggiratrai 450mm edi 600mm.

Ddl’interno verso I’ esterno, la superficie e cogtituita dalla membrana plasmatica ricoperta da
uno strato fibroso a matrice glicoproteica detto membrana vitellina che conferisce al’intera
struttura la caratteristica forma tondeggiante e ne garantisce larigidita

Immediatamente aridosso di essa s trovaun monostrato di cellule follicolari  contenente nervi,
vas sanguigni e fibroblasti chiamato teca e I’ epitelio ovarico interno che costituisce parte della
parete ovarica

Affinché I'oocita possa essere impiegato, € necessaria una sua preventiva preparazione,
consistente nella rimozione degli strati cellulari piu esterni (strato follicolare), ottenuta
atraverso I'impiego dell’enzima collagenas, e nella successva marcatura con sonda
fluorescente.

Per quest’ ultima fase s e Sfruttata la proprieta del complesso WGA-TRITC cogtituito da una
particolare molecola (WGA: wheat germagglutinin), in grado di legars alla membrana esterna,
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munita di un’opportuna componente fluorescente (TRITC: tetramethylrhodamine-5-
isothiocyanate) che, eccitata nel verde (laser dio-neon con | o = 543nm) emette nella regione
Spettrale del rosso.

Le acquisizioni sono state effettuate in condizioni di confocdlita *strettal (Ipinnoie=10mMm) e, viste
le dimensioni considerevoli del campione (da 450mm ad oltre 1300mm), S € ritenuto opportuno
I"impiego di un obbiettivo 4X in aria (NA=0,13 ; WD=17,1mm). Tutti gli atri parametri relativi
a sezionamento sono stati tenuti, per quanto possibile, costanti nel corso dell’ intera sessione di
misure.

Prima di passare dla discussione de risultati, vale la pena soffermarsi su una problematica
emersa proprio in fase di acquisizione e di cui S trova gia traccia in divers lavori presenti in
letteratura [Colin L. Smithpeter et a., 1998 ; L.V. Wang and G. Liang, 1999]: i limiti dela
penetrazione in vivo in presenza di mezzi torbidi, come nel caso del materide contenuto
al’interno di un oocita, atamente disomogeneo, ricco di organelli citoplasmatici e, per sua
intrinseca natura, tendenzia mente opaco alla radiazione luminosa

Una delle proprieta fondamentali di un sistema confocale € legata alla sua capacita di rilevare
selettivamente quei fotoni che, a seguito dell’emissione fluorescente, provengono da regioni
prossme a quella di fuoco dell’ obbiettivo. Di fatto, perd, in mezzi nei quali s manifestino non
trascurabili fenomeni di scattering, I’ efficacia del sistemanel procedimenti di imaging s misura
nella sua capacita di rigettare quel fotoni che, provenienti da regioni fuori fuoco, subiscono uno
scattering multiplo.

Divers studi sono stati condotti in proposito, nel tentativo di individuare un criterio utile a
stabilire la massma profondita di penetrazione entro un mezzo torbido, prima che il segnae
d'interesse resti seppellito nel rumore di fondo generato da fenomeni di scattering associati
all’ emissione fluorescente delle regioni fuori fuoco.

Senza entrare nel dettaglio del diversi approcci tentati, molti dei quali essenzialmente basati
sull’andis simulata a calcolatore dello sparpagliamento subito da un pacchetto d’ onde entro un
modello semplificato del mezzo torbido, s pud mostrare [Colin L. Smithpeter et al., 1998 ]
come I'intensita del segnale rilevabile decada con legge esponenziale a variare della profondita
di focalizzazione, cosa questa, che sembra proprio confortare le difficolta incontrate ad acquisire
un sezionamento completo di un oocita. In particolare, i risultati presenti in letteratura
permettono di legare questo fenomeno, non solo alle proprieta del mezzo entro cui € immerso il
campione, maanche ale dimensioni del pinhole.

Alla formazione di un segnde di fondo in grado di schermare quello realmente proveniente
dalaregione afuoco potrebbero, in linea di principio, contribuire infatti due distinti fenomeni:

i. Singolo backscattering del fotone in prossimita della regione focale

ii. Scattering multiplo del singolo fotone, proveniente in prevalenza da unaregione a di fuori
del piano di fuoco, che lo fa affiorare in superficie in una posizione e con una ‘traiettoria
proprie di un fotone originato, invece, dall’ emissione della regione a fuoco.

In entrambi i cas, a parita di tutte le atre condizioni, il segnae di background crescerebbe
linearmente (come documentato dal lavoro di L.V. Wang e G. Liang, op. cit.) con il coefficiente
di scattering de mezzo. Tuttavia, se vi fosse realmente un contributo dominante del tipo (i),
esso dovrebbe decadere, come detto, con legge esponenziale a prescindere dalle dimensioni del
pinhole impiegato. L’ osservazione sperimentale mostra, invece, come I’ attenuazione del segnale
di background avvenga secondo una legge esponenziale piu lenta di quella che regola
I attenuazione del segnale e precisamente con una costante di smorzamento dipendente sia dal
coefficiente di scattering del mezzo che dal raggio del pinhole.

| risultati ottenuti suggeriscono quindi un’origine del tipo (ii) per il background ed una crescita
della sua intensita media di pari passo con I'’aumento del coefficiente di scattering e del raggio
dd pinhole.
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Il risvolto piu immediato di una simile constatazione € legato proprio ala possibilita di limitare
I’ampiezza del background diminuendo il raggio del pinhole a fine di rendere piu rapido il suo
smorzamento esponenziae e permettendo cosi una piu efficace penetrazione in profondita

Né nostro caso, pur lavorando nella condizione di confocalita piu stretta, non € stato perd
possibile mettere afuoco |’ oocita attraverso un procedimento di sezionamento completo.

Cio harichiesto di formulare un’ipotes di lavoro semplificativa, biologicamente compatibile
col campione e che permettesse di trarre il massmo delle informazioni dai sezionamenti
‘parzidi’ acquisiti. S €, in dtri termini, deciso di considerare |’ oocita come un oggetto dotato di
smmetria e di limitare tutte le considerazioni morfometriche del caso ala meta di ches
riusciva, di voltain volta, ad acquisire, estendendo poi i risultati al’ atra meta per smmetria.
Questa assunzione non € in contrasto con quello che s puo trovare in |etteratura sugli oociti ed e
anche statisticamente accettabile, visto che tutte le informazioni che s vogliono qui ottenere
sono essenzialmente intese ad individuare il valore medio delle grandezze geometriche
considerate, a variare delle condizioni sperimentali e per una popolazione di trenta-quaranta
esemplari per ciascuno stadio di maturazione.

A seguito di cio, data una certa, inevitabile arbitrarieta nell’individuazione della sezione
centrale, per ogni campione s sono effettuate ripetute misurazioni della grandezza in questione,
corrispondenti, in generale, ad una collocazione della sezione centrale di riferimento di voltain
volta leggermente diversa.

Si é poi assunto come valor vero per ogni singolo campione, il valor medio ottenuto da tae
procedura.

| dati riportati nella tabella allegata qui di seguito, s riferiscono ala valutazione del diametro
dell’ oocita lungo I’ asse ottico a variare del mezzo d' immersione (aria, olio, acqua distillata).
Per poter quantificare |'aberrazione lungo z a variare delle condizioni sperimentai, non
disponendo di campioni tra loro nominalmente identici (come nel caso delle microsfere
precedentemente considerato) e non potendo effettuare la stessa misura su ciascun oocita
immerso via via nel divers mezzi impiegati (vista la relativa vulnerabilita del campione), s e
convenuto di confrontarne |’ estensione assiale con il valore medio ottenuto a partire dai diametri
lungo x elungo y nel piano della sezione centrale.

In pratica, S tratta di schematizzare un oocita come essenzialmente sferico, ipotesi, questa, che,
come detto, € biologicamente sensata e la cui affidabilita verra ulteriormente discussa nel

seguito.

Stadio | AEXmedio (UM) | AEY medio (UM) | AZmedio (UM) | AZqria (UM) | AZequa (UM) | AEZyi0 (UM)

V-VI |1008,3+103,7 | 1087,5+153,6 | 1047,9+136,9 | 1079,5+104,7 | 960,0+128,0 | 900,0£53,0

Il |538,4+55,2 |580,8t55,2 559,6+57,4 588,0+20,0 |500,0+£19,0 |448,0+48,0
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Fig. 4.3c: andamento del fattore di scalamento ( Z misurato/Zmedgio ) @ Vvariare dell’indice di
rifrazione del mezzo d'immersione del campione.

Come s pud osservare dal grafico qui riportato, i risultati ottenuti rispecchiano gli andamenti
gia osservati in precedenza nel caso di un campione di microsfere: il fattore di scalamento C,
che rende conto dell’aberrazione assae, tende ad assumere vaore unitario via via che il
mismatch tra I'indice di rifrazione del mezzo d’'immersione dell’ obbiettivo e quello del mezzo
d immersione del campione diminuisce.

Un dtro risultato in linea con quanto gia visto nel caso delle microsfere, € quello relativo ad una
certadipendenzadi C dalle dimensioni dell’ oggetto osservato.
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fattore di scalamento oociti al 11 stadio

e 0= QL3 O, G

Fig. 4.3d: confronto trai valori di C a variare delle dimensioni del campione ed a parita
di tutte le altre condizioni sperimentali.
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Il fit lineare indica con chiarezza come la miglior retta s discosti nettamente da un andamento
tipo y=x, che indicherebbe, viceversa, una sostanziale invarianzadi C in presenza di campioni
di dimensioni ragguardevolmente differenti. Nel nostro caso, poi, il quadro s complica
ulteriormente a causa della particolarita del preparato biologico sotto esame, caratterizzato da
una membrana di rivestimento a composizione preva entemente oleosa (indice di rifrazione non
noto) e da un contenuto citoplasmatico di densita variabile punto per punto (indice di rifrazione
non noto).

A questo punto, s sono studiati gli effetti del mismatch sulla valutazione di volumi e superfici,
ottenuti impiegando acuni agoritmi tipici dell’analis stereologica: questo ha permesso di
mettere in evidenza |'importanza del fattore correttivo C nell’analis morfometrica di strutture
biologiche in vivo ed anche di quantificare la bonta dell’ipotes semplificativa fatta in
precedenza, assimilando I’ oocita ad un oggetto a ssmmetria sferica.

Quest’ ultimo aspetto, in particolare, assume notevole rilevanza nell’ ambito di quelle procedure
d estrazione delle caratteristiche principali largamente studiate in letteratura [R. Delorme et
al., 1998] alo scopo di individuare, nell’ambito di specifiche procedure sperimentali, criteri in
grado di minimizzare la quantita d'informazione necessaria a caratterizzare completamente un
campione.

Nel caso in esame, ad esempio, un buon accordo tra laforma di un oocita e quella di un oggetto
sferico di dimensioni opportune, renderebbe sufficiente la conoscenza del solo diametro
massimo dell’ esemplare sotto esame al fine di ottenerne una valutazione redlistica di superficie
e volume, evitando cosi di ricorrere ad algoritmi di maggior peso computazionale.

4.4 Elementi di stereologia

L’introduzione ed il successivo sviluppo di tutte le tecniche oggi note nell’ambito dell’ analis
stereologica e storicamente motivato dalla crescente necessita di ricercatori, operanti pure in
settori della scienza apparentemente diversi, di fondare su solide basi teoriche la soluzione di
tutti quei problemi che s incontrano nell’analis morfometrica di un oggetto, avendo a
disposizione solo un campionamento finito relativo ala sua distribuzione nello spazio.

Il problema del conteggio dei neuroni presenti in zone diverse del cervello umano $107), a
partire dalle informazioni ricavabili da un numero finito di sezioni ottiche, pud servire come
esempio della complessita di molte delle questioni con cui abitualmente si pud avere a che fare.

| fondamenti matematici cui fanno riferimento gli algoritmi implementati per la risoluzione di
problemi di questo tipo, vanno generalmente ricercati nella teoria della probabilitd, nella
satistica e ndll’analis matematica. Per effettuare I’andis di superficie e volume dell’ oocita, in
particolare, s e fatto uso del cosiddetto principio di Cavalieri.
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Come s puo facilmente dedurre dalla figura 4.4a, il volume di un oggetto puo essere espresso
attraverso la seguente espressione integrale:

h
V = (\)A( X) dx (4.4.2)

ove A(X) &1’ area della sezione dell’ oggetto perpendicolare all’ asse ottico nel punto xI [0,h].

Di fatto, € impossibile ottenere, per via sperimentale, un campionamento continuo dell’ oggetto
in esame: quella che s pud dare e dlora una stima, pit 0 meno accurata, di V utilizzando
opportuni metodi numerici (metodo di Monte Carlo).

Ne corso di questa sessione di misure s e scelto di campionare uniformemente I’ oocita lungo z
con passo costante T. Avendo quindi raccolto n sezioni ottiche del campione, detto A il valore
dell’ area corrispondente ala j-esimatra esse, S ottiene la seguente stima per V:

n
[¢}
estvV =T xal A (4.4.2)

j=
Il problema & quindi spostato allavalutazione di A;.
Tae valore puo essere recuperato a partire dal conteggio del numero di pixel associati dla
regione in questione, noto che sia il fattore di conversione del pixel nello spazio del campione.
Per risdlire a detto numero di pixel S € seguita una particolare procedura di segmentazione
ddl’immagine: dopo aver salvato ogni singola sezione come file in formato tiff, attraverso un
programmadi fotoritocco la s € convertita nella specifica ‘a due colori’ in modo da avere un
criterio di immediata lettura per poter discriminare tra punti interni e punti esterni ala regione
d'interesse.
Individuato quindi il contorno appartenente al’ oocita, S € sovrapposta ad una regione
‘circolare’ uniformemente colorata (figura 4.4b) e, sfruttando un’apposita utility del software
impiegato, € stato a questo punto possibile risalire al numero di pixel associati a tale zona di
ricoprimento e, con esso, ad una stima dell’ area considerata.

o .

Fig. 4.4b immagine di una sezione di oocita nella specifica a due colori (a destra) e
dopo la sovrapposizione dellaregione di ricoprimento.

Questa procedura di segmentazione dell’immagine introduce perd una fonte di errore, a priori
non quantificabile, legata ala difficolta di individuare come sicuramente appartenenti ala
sezione A i pixel che s trovano sul suo contorno.

Per ridurre il piu possibile il contributo dato dall’ errore sistematico, S € anche in questo caso,
ripetuto diverse volte il calcolo di ciascuna superficie, assumendo poi come valor vero il valore
medio risultante da un set di una decina di rilevazioni.

Ci 9 puo, a questo punto, chiedere quale sia il grado di affidabilita di una simile tecnica di
calcolo delle aree, basata * semplicemente’ sul conteggio dei pixel.
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E’ possbile, in proposito, convincers che tale stima e la migliore, intendendo, con questo, che
la sua varianza tende idealmente a zero a crescere della densita di campionamento [lan T.
Young, 1998].

Si consideri, ad esempio, la situazione schematizzata in figura (4.4c).

Fig. 4.4c

In essa viene esasperato il caso relativo all’ acquisizione di una sezione di un oggetto circolare
ed al suo successivo ricoprimento con un cerchio di diametro D.

Indicatacon s la dimensione lineare del singolo pixel e con Q la densita di campionamento, s
ha evidentemente larelazione : Q=D/s.

A seguito di piccole variazioni nella collocazione della regione di ricoprimento, i pixel indicati
in rosso continueranno ad essere inclus in essa (e quindi ad essere contati), quelli indicati in
bianco afar parte del background, mentre, per quelli indicati in blu, la sSituazione variera da caso
acaso.

Andando a calcolare, nelle condizioni precisamente rappresentate in figura, |’ area coperta dai
‘pixel ross’ s trova che essa € data, con buona approssimazione, da:

_b (D - 25)? (443
4
Ne segue che il numero di pixel e calcolabile come:
A ..2
N, =2 =P 58 _Pg_ o) (4.4.4)
S 4es g 4
Analoghe considerazioni svolte relativamente a ‘pixel blu’ portano dle:
A :%(D +25)7 - %(D _ 29)? (445)
N, =5Q+2°-D@-297=2p0 (449

A seguito ‘ddll’ arbitrarieta’ con cui certi ‘pixel blu’ possono entrare a far parte (0 meno) della
regionedi ricoprimento, il numero totale di pixel al’interno di essa puod essere espresso, in tutta
generaitd, come: Niox = N+ n, ove n & una variabile stocastica introdotta per rendere conto di
tale fenomeno.
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Facciamo a questo punto I’ipotes semplificativa che ciascun ‘pixel blu’, a prescindere ddla sua
collocazione, venga contato in Ny, con probabilita costante p e sia, viceversa, associato a
background con probabilita 1-p.

Con questa assunzione, possiamo descrivere | appartenenza dei pixel ala regione d'indecisione
attraverso una distribuzione binomiale: pur non essendo questo del tutto redlistico, visto che é
presente un certo fattore di correlazione tra ciascun pixel ed i suoi primi vicini, il modello qui
sviluppato é sufficiente a rendere conto dell’ affidabilita del procedimento adottato per il calcolo
delle aree.

Allaluce di tutte queste ipotes, indicato con mil valor medio del pixel associati ala regione di
ricoprimento, calcolato a partire da un certo set di osservazioni ripetute, S puo dare di la
seguente stima teorica:

e E(N) = E(N, +m) =N, +EM =N, +N,p="1Q- 27 +20Q0 (@447

Analogamente, la sua deviazione standard pu0 essere calcolata come:

S(Ny) =4s*(N,) +s°(n) =s(n) =4/N,p(L- p) =+/20Qp(L- p) (4.48)

A questo punto, s trovaimmediatamente per CV\" |a seguente espressione:

__2Qn(- p) (4.4.9)
2Q- 27 +2p0p

CcVv :i
m

E’ orapossihile studiare la convergenzadi CV a crescere della densita di campionamento (s®
0):

1/2

Q@ ¥

Con conti del tutto analoghi a quelli sin qui svalti, la (4.4.9) pud essere poi generalizzata a caso
tridimensionale come:

\/E%poz + 2% p)
_\é o

cV = %1 - “ (4.4.11)
P Q-2 +po + 2%
e 3g
dacui:
[imCV(Qu % =Q? (4.4.12)
Q® ¥ Q
Dcv==s/m
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Infine, estendendo il tutto a caso N-dimensionale, la (4.4.12) assume la forma:

||mCV(Q) u Q-(N+1)/2 (4.4.13)

Q@ ¥

Concludendo, risulta evidente come, a crescere della densita di campionamento Q, cresca pure
I” affidabilita della stima della quantita geometrica sotto esame.

Sebbene, come gia detto, I'approssimazione binomiae qui impiegata non sia strettamente
redligtica, la trattazione svolta concorda con i risultati sperimentali raccolti in numerose
pubblicazioni presenti in letteratura, Sia per il tipo di convergenza, sia per la natura dela
dipendenzadi CV da Q [I.T. Young, 1988; JC. Mullikin, 1993; R.C. Gonzaes, 1992; K.R.
Castleman, 1979].

Come viene mostrato ndl lavoro di 1.T. Young (1988), andando a cacolare il volume di 16
microsfere attraverso il conteggio del voxel da esse sottes a variaredi Q S ottiene |I’andamento
mostrato in figura (4.4d).
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densita di campionamento (Q)

Fig. 4.4d

Il fit lineare con una funzione della forma (4.4.12) indica un eccellente accordo tra dati e teoria
e, precisamente, s ha un coefficiente di regressione pari 20,999 con 'y = 0,28x%

Ci s puo alora chiedere come I esposizione sin qui condotta circala dipendenzadi CV da Q s
accordi con il principio di Nyquist, che fornisce, a sua volta, un criterio di scelta di Q
apparentemente in contraddizione con quanto appena detto.

La questione, in questi termini, € mal posta.

Si puo, infatti, concludere che la scelta dell’ uno o dell’ atro approccio sia parimenti lecita, ma s
riveli diversamente conveniente a seconda del tipo di andis che s vuole condurre. Piu
precisamente, se |o scopo ultimo del proprio lavoro € quello di focalizzare particolari dettagli
dl’interno della struttura del campione, o procedere ad una sua ricostruzione a mezzo di
agoritmi di convoluzione, alora s rivela necessario operare nel rispetto della condizione di
Nyquist, viceversa, se s intende procedere a cacolo di determinate proprieta geometriche sulla
base del metodo descritto in precedenza, e preferibile scegliere un valore di Q compatibilmente
con quanto espresso dalle (4.4.10) e (4.4.12).
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4.5 Risultati sperimentali

L’ applicazione delle tecniche stereologiche, discusse nel precedente paragrafo, ha portato ai
risultati sperimentali illustrati dal grafico (4.5a) alegato qui di seguito.
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A OQvociti in acqua
——- y=0,919x-7,108 fattore di correlazione = 0.99
Ovaociti in olio
y=0,844x+4,090 fattore di correlazione = 0.97

Fig. 4.5a

Comerisultachiaro dai fit lineari riportati, il caso di miglior accordo tra i vaori sperimentali
(ricavati secondo il principio di Cavalieri) ed i valori teorici (calcolati a partire da diametro
della sezione centrale) s ha in corrispondenza di campione in aria, cosa, questa, in linea con
quanto gia discusso in precedenza, visto che, avendo qui impiegato come obbiettivo un 4X
(NA=0.13) con montaggio in aria, la suddetta condizione € quella in cui viene minimizzato il
mismatch tra gli indici di rifrazione.

Per il resto, pur riconoscendo in tutte le situazioni considerate un’ ottima correlazione lineare del
dati, i vaori assunti dai parametri della miglior retta indicano chiaramente la presenza di un
mismatch, pit pronunciato nel caso dell’ olio, come mostra |’ andamento dei punti, relativamente
lontano dalla situazione ideale y = x.

S é inoltre cosi ottenuta un’ulteriore prova indiretta della bonta dell’ approssmazione fatta
assmilando un oocita ad un corpo essenziamente sferico. Si pud dunque stabilire che, savo
cas estremi, € sufficiente la conoscenza del diametro della sezione centrae di un oocita per
ricostruirne un modello geometrico verosimile.
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Nel grafico riportato in figura (4.5¢) sono illustrati i risultati relativi al calcolo della superficie
laterale dell’ oocita, ottenuta, in prima approssmazione, a partire dalle superfici laterai degli
eementi cilindrici aventi come altezza il passo h della scansione e come base S; la sezione di
voltain volta considerata (4.5b).

Fig. 4.5b
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Fig. 4.5c

Gli andamenti ottenuti per i fit lineari confermano, anche in questo caso, quanto gia detto a
proposito degli effetti del mismatch sul calcolo dei volumi.

Un ulteriore analisi, condotta, per praticita, solo sulla sezione centrale di ciascun oocita & quella
riportata nel grafico in figura (4.5d).

In esso, s confrontano i valori dell’ area calcolata con la procedura di conteggio dei pixel con
quelli ricavati, assumendo per il campione una ssimmetria di tipo sferico, a partire da diametro
misurato attraverso un’ apposita utility del software di acquisizione.
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Fig. 4.5d

Da ci0 seguono sia I’assenza di aberrazione da mismatch nei piani ortogonali al’asse ottico,
come e evidenziato dai fit lineari che bene approssmano, in tutti i cas, la condizione idede
rappresentata da y = X, sSia un'ulteriore comprova dell’essenzide Sfericita del campione
considerato.

4.6 Stima ddl’indice di rifrazione di una sostanza ignota

Nel paragrafi precedenti, s e dffrontato il problema legato al’analis sperimentae
dell’ aberrazione assiae introdotta dalla presenza di mismatch tra I'indice di rifrazione del
mezzo di immersione del campione e quello dell’ obbiettivo.

In quello che segue, verra proposto, sulla falsariga di quanto gia discusso, un possibile metodo
sperimentale per la stima del’indice di rifrazione n di un mezzo sconosciuto a partire
dall’ aberrazione assiadle misurata su oggetti di forma e dimensioni note.

L’idea di fondo € quella di costruire, a partire da una sostanza di riferimento di cui sia noto il
vaore di n a variare della concentrazione, una curva di taratura ottenuta graficando, in
funzionedi n, i valori trovati per il fattore di scalamento C, definito come Aisurato/ Hvero-
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Tentando, quindi, un opportuno fit, S puo ottenere un’ espressione andlitica che permetta, noto
chedail valoredi C, dirisdiread n.

Naturamente, questa procedura € vaida a patto di impiegare, per il calcolo di C, oggetti
anaoghi, per dimensioni e forma, a quelli usati per costruire la curva di taratura ed a patto di
considerare mezzi le cui proprieta ottiche (assorbimento, scattering ecc.) non s discostino in
maniera significativa da quelle del mezzo di riferimento.

E data, innanzi tutto, recuperata in letteratura la curva relativa all’andamento di n con la
concentrazione nel caso di soluzioni di saccaroso in acqua didillata (fig.4.6a), in
corrispondenza di una temperatura di 20°C e per unalunghezza d’ onda | =589nm.

1,50 +

1,48

1,46

1,44 -

1,42

1,40

indice di rifrazione

1,38 1

1,36 1

1,34 1

1,32 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

contenuto in saccarosio (%)

Fig. 4.6a

Si é quindi preparato un numero conveniente di soluzioni, in modo da coprire I'intervallo del
vaori di n compresi tra 1.33 (acqua distillata) ed 1.4651 (soluzione con saccarosio d 70%).

Il campione scelto per lamisura sperimentale di C € costituito, come gia in atre circostanza, da
microsfere fluorescenti (A= (2.762+0.057) mm), dotate di una componente rossa in emissione, in
corrispondenza di un’ eccitazione al =543nm.

| vetrini sono stati preparati secondo la procedura standard descritta nei paragrafi precedenti,
con la sola variante di provvedere ala sonicazione, tramite I'immersione in un bagno ad
ultrasuoni, di ciascuna soluzione prima del suo utilizzo, in modo da agevolare lo scioglimento
del saccarosio nell’ acqua ditillata.

In tabella sono riportati i risultati ottenuti per il valore di C nelle diverse condizioni considerate.

Concentrazione nominale (%) Indicedi rifrazione C=E s a0/ PEo
10 1.3479 1.98+0.13

15 1.3557 1.89+0.18

20 1.3690 1.78+0.16

25 1.3723 1.75+0.12

1.3902 1.66+0.12

1.3997 1.60+0.17

1.4200 1.55+0.17

1.4418 1.47+0.11

70 1.4651 1.39+0.16
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S pone, a questo punto, il problema di confrontare i dati sperimentali con un quache
andamento analitico.

3,0

2,5 4

2,0

1,5 1

scaling factor

1,0 4

0,5 A

0)0 T T T T T T T T T T
132 134 136 138 140 142 144 146 148 150 152 1,54

refractive index of the sample immersion medium

Fig. 4.6b: andamenti del fattore di scala /3 a variare dell’indice di rifrazione per soluzioni a
diversa concentrazione di saccarosio.

Ogni punto in figura 4.6b s riferisce d valor medio del fattore di scala (calcolato su un set di
circa20 microsfere) corrispondente alla particolare condizione di mismatch considerata.

| fit sono stati condotti sul modello della 4.6.1 (linea tratteggiata) e della 4.6.2 ( linea continua),
entrambe mutuate direttamente dalla4.1.7:

D, _ 1.52xa
D, Too 46.1
xﬁl- " - a%)
D, _ 152a i6o
D 2
: N
X

| parametri cosi ottenuti sono riportati in tabella:

eguazione a b Corrdazione
(4.6.1) 0.527+0.007 - 85%
(4.6.2) 0.678+0.033 0.668+0.015 97%

A partire dalla 4.6.1 e dalla 4.6.2 s possono quindi ricavare le seguenti espressioni, attraverso
le quai e possibile dare una stima di un indice di rifrazione ignoto a partire dalla vautazione
sperimentale del fattore di scalamento DYD:
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2
D 0 4.6.3
X =152 x a2 + E2s T (1-a%)
Ds Df ﬂ

4.6.4

Al fine di testare I’ affidabilita di questo metodo, s é fatto uso della 4.6.3 e 4.6.4 per dare una
stimateorica di acuni indici di rifrazione noti.

| risultati riportati in tabella s riferiscono a caso del glicerolo e di una soluzione a 30% di
saccarosio in acqua distillata.

M ezzo Ny, Ney. (4.6.3) Ne. (4.6.4)
Glicerolo 1.475 1.422+0.057 1.458+0.041
Saccarosio (30%) 1.381 1.376+0.042 1.384+0.038

Ne segue che, a dispetto della buona correlazione tra valori sperimentali e valori teorici, questo
metodo non puod essere impiegato che per ottenere una stimaindicativa ddl’indice di rifrazione
di una sostanza ignota.



CAPITOLOS

Effetti del mismatch di indici di rifrazione sulla risposta di un sistema confocale

proprieta di imaging di un’architettura confocale.

Nella prima parte, il problema e introdotto attraverso |’analis sperimentale della risposta
del sistema all’impulso in condizioni di diverso mismatch, per campioni in prossimita
dell’interfaccia vetrino — mezzo d’ immersione.

La seconda sessione di misure €, invece, orientata allo studio del progressivo deterioramento
delle prestazioni a seguito della focalizzazione di un campione al variare della sua profondita
nel mezzo d’ immersione, in presenza (0 meno) di mismatch.

Viene infine proposta un’indagine del problema in ambito biologico, attraverso lo studio della
funzione di trasferimento del sistema all’interno di un mezzo molto particolare, costituito dal
contenuto citoplasmatico di un oocita di Xenopus laevis.

I n questo capitolo, vengono indagati gli effetti del mismatch tra indici di rifrazione sulle
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5.1 Introduzione

| continui sviluppi nell’ambito della microscopia a fluorescenza, dovuti sa a  progressivo
miglioramento delle singole componenti di cui ciascuna architettura s compone, sia a quello
delle procedure via software di post-elaborazione delle immagini, hanno permesso di
raggiungere risultati sempre migliori nell’imaging in vivo di preparati biologici e nella loro
analis quantitativa.

Ne corso del tempo, diversi sono stati i modelli teorici proposti per modellare i vari apparati di
misura e poterne cosi valutare le condizioni d'impiego a seconda delle esigenze, eppure, specie
nel cas d'interesse hiologico, s riscontrano, non di rado, differenze piuttosto significative trale
attese teoriche ed i risultati dell’ esperienza.

Questa discrepanza € essenzialmente dovuta all’impiego dello strumento in condizioni per le
quai non era stato progettato e nelle quali pud non essere noto il comportamento: basti pensare
ala situazione, abbastanza frequente nelle pratiche di laboratorio, legata all’ analis di campioni
immersi in ambiente acquoso attraverso obbiettivi progettati per lavorare in immersione in olio.
In dette condizioni, oltre al’aberrazione assiae illustrata nel capitolo precedente, s ha un
deterioramento delle prestazioni del sistema che, come verra mostrato nel seguito, cresce con
I’entita del mismatch e con la profondita di focalizzazione del campione nel mezzo in cui €
immerso.

Ecco dlora che lo studio del comportamento delle diverse architetture, nelle condizioni
sperimentali in cui saranno di volta in volta impiegate, va condotto ad un livello piu
fondamentale: nel caso di un microscopio a fluorescenza, potendo fare un’ipotes di linearita, la
conoscenza della PSF o della sua trasformata di  Fourier (OTF) permette, in tal senso, una
completa caratterizzazione dello strumento nelle condizioni considerate.

Tai funzioni descrivono, nell’ambito de  rispettivi formaismi, lo sparpagliamento
dell’immagine di una sorgente puntiforme (assimilabile ad un impulso di Dirac d) prodotto
dallo strumento. L’importanza di una precisa conoscenza dei loro andamenti risiede ndl ruolo
centrale che esse ricoprono nell’implementazione degli algoritmi di deconvoluzione per mezzo
dei quali é possibile ricostruire I'immagine ‘vera del campione a partire da quella acquisita.

Lo studio della forma tridimensionale dell’OTF di un microscopio a fluorescenza e stato
affrontato, come visto nel capitolo 2 di questa tes, sulla scorta di assunzione semplificative
(I"assenza di aberrazione cromatica, la presenza di soli fenomeni di tipo diffrattivo come fattori
limitanti, I’invarianza tradazionae ecc.) che, se da un lato agevolano la valutazione numerica
delle approssimazioni cosi ottenute, dall’ altro non rispecchiano dd tutto le condizioni redi della
pratica sperimentale.

Se, ad esempio, un microscopio fosse, in tutte le situazioni in cui ¢i S pud trovare ad operare
nella pratica, realmente spazio — invariante, allora la forma della PSF prodotta da una sorgente
puntiforme posta in una posizione qualsias nello spazio del campione dovrebbe essere, a meno
di una tradazione, identica a quella della PSF prodotta da un’atra sorgente puntiforme,
collocata in un qualsias atro punto nello spazio del campione e assunto come origine di un
sistemadi coordinate.

Distinguendo trainvarianza assiale (lungo I’ asse ottico) ed invarianzaradiale (relativamente ad
un piano perpendicolare all’ asse ottico), e possibile affermare che, in lenti piane ad alta qualita,
la presenza di aberrazioni quali I'astigmatismo o la curvatura de campo € confinata ad un
fenomeno di secondo piano, a punto da non incidere significativamente, nelle piu tipiche
condizioni di utilizzo, sull’invarianzaradiale del sistema.

Per quello che riguarda la risposta del sistema lungo |’ asse ottico, la dipendenza della PSF ddlla
posizione della sorgente nello spazio del campione dipende dalla proprieta generale secondo la
guale qualsias sistema di lenti, che abbia smmetria cilindrica intorno a proprio asse ottico,
possiede solo una coppia di superfici coniugate tai che ogni punto dell’una produce
un’immagine priva di aberrazioni sull’ atra
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Da cio segue immediatamente che, un qualsiasi oggetto puntiforme nello spazio del campione,
che non giaccia su tae superficie privilegiata, dara origine ad un’'immagine affetta da
aberrazione.

Nel caso di obbiettivo in olio, detta superficie s trova, di solito, immediatamente a di sotto del
coprivetrino e, per poter lavorare in condizioni ottimali, questi deve avere spessore ed indice di
rifrazione dei valori indicati nelle specifiche fornite dal costruttore. Inoltre, trail coprivetrino e
lalente dell’ obbiettivo, va opportunamente collocata una goccia dell’ olio d’ immersione in modo
da creare un ulteriore strato di separazione (di caratteristiche note) tra lente e campione: la
distanza cosi creata tra I’oggetto da osservare e I'obbiettivo e caratteristica intrinseca
dell’ obbiettivo usato ed e nota come distanza di lavoro (WD).

Qualora queste condizioni non vengano verificate, I'immagine pud essere soggetta ad
aberrazione: nel caso degli obbiettivi ad alta apertura numerica NA tipicamente impiegati in
microscopia confocale, la tolleranza di mismatch tra spazio del campione ed obbiettivo o di
variazioni ddl valore della WD e relativamente bassa, come verra illustrato in seguito dalle
misure effettuate.

In condizioni ideali, I'immagine acquisita di una sorgente puntiforme € determinata dalla figura
di diffrazione che s origina quando il fronte d’ onda sferico, convergente sul piano del detector,
viene limitato dall’ apertura del sstema: s parla dlora di immagine priva di aberrazione e
limitata dalla sola diffrazione. E' questa la situazione discussa nel capitolo 2 di questa tesi, nel
guale s sono ricavati gli andamenti teorici dei profili della PSF (asside e laterale) senza tenere
pero conto della presenza di mismatch o di dtri fattori di disturbo.

E' chiaro che, ndle pratiche di laboratorio, non € sempre possibile impiegare lo strumento in
condizioni nelle quali € progettato per lavorare col massimo ddl’ affidabilita e che pure una
gualche residua aberrazione € sempre presente nelle lenti con cui s ha a che fare.

Cdlule e tessuti, ad esempio, hanno uno spessore (da qualche micron a qualche decina di
micron) piuttosto elevato se confrontato con la profondita di fuoco di una lente ad alta apertura
numerica (dell’ ordine della frazione di micron) e I'indice di rifrazione del loro contenuto € piu
prossmo a quello dell’ acqua (@L.33) che aquello déll’ olio d'immersione (@L.52).

Questo comporta che, se nelle condizioni idedi il piano immediatamente a di sotto del
coprivetrino nello spazio del campione s trova a fuoco nel piano in cui € collocato il detector,
I’individuazione di un oggetto (una sorgente puntiforme, nel caso del calcolo della PSF), situato
ad una certa profondita al’interno della cdlula, richiede di avvicinare progressivamente
I’ obbiettivo a campione, in modo da collocare nel piano di fuoco I’ oggetto desiderato: questo
pud portare a variare considerevolmente lo spessore dello strato d'olio tra coprivetrino ed
obbiettivo (e quindi la WD), introducendo, cosi, un primo fattore di scostamento ddla
condizione di lavoro idede.

Inoltre, la radiazione emessa da regioni collocate in profondita nella cellula deve attraversare,
prima di raggiungere il detector, zone di spessore ed indice di rifrazione divers rispetto ala
situazione ideale e questo € alla base di un progressivo impoverimento delle prestazioni del
sstema, sain termini di risoluzione, che di contrasto dell’immagine acquisita. Ecco alora che
la misura della PSF in condizioni diverse da quelle idedli permette, sia di verificare di voltain
volta le effettive potenzidita del sstema, sa di ricavare le informazioni necessarie ala
ricostruzione del campione attraverso algoritmi di deconvoluzione.

87
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5.2 Misura sperimentale della PSF in condizioni di diverso mismatch

Scopo di questa prima sessione di misure € quello di studiare larisposta del sistema all’impulso
a variare ddl’entita del mismatch tra I'indice di rifrazione dd mezzo d’'immersione del
campione e quello d' immersione dell’ obbiettivo.

Le acquisizioni sono state effettuate in olio (n=1.52), glicerolo (n=1.47) ed aria (n=1),
utilizzando un obbiettivo 100X in olio (NA=1.3 ; WD=0.20mm) ed un campione di microsfere
fluorescenti (Polyscience, polistirene n=1.56, A=(0.064+0.009)nm) diluite in acqua didtillata
secondo una concentrazione risultante di @210 microsfere/ml, valore, questo, che s e rivelato
adatto ad ottenere un vetrino di microsfere sufficientemente isolate da smulare, singolarmente,
un impulso luminoso.®

La scelta di questo tipo di campione € stata dettata dalla necessita di utilizzare, per smulare una
sorgente puntiforme, un oggetto sottorisolto, le cui dimensioni non fossero, cioe, superiori a
meta del limite di diffrazione (0.61% ..,/NA). In caso contrario, I'immagine acquisita sarebbe
stata calcolabile tramite la convoluzione della PSF del sistema con la forma della sfera
effettivamente utilizzata.

Di fatto, I'impiego di oggetti ‘molto piccoli’ impone stringenti richieste sulla sensibilita del
rivelatore e sui tempi di acquisizione, che non devono essere troppo lunghi onde prevenire
fenomeni di fotodanneggiamento (photobleaching).

Ne caso della strumentazione impiegata nel corso di questa tes, la presenza di un efficiente
ssemadi fotorivelazione ha permesso |’ utilizzo delle suddette microsfere, le cui dimensioni
sono bene a di sotto del limite richiesto.

Il campione € marcato con fluoresceina isocianato (FITC), una sostanza che presenta in
emissione uno spettro con picco in corrispondenza di | =540nm ed in assorbimento in
corrispondenzadi | =458nm

Le acquisizioni sono state per questo effettuate utilizzando, come sorgente d’ eccitazione, il laser
blu ad Argon (I =488nm) e montando sulla testa confocale un filtro d’ eccitazione passa basso
con lunghezza d' onda di taglio pari a | =488nm ed un filtro di emissione di tipo passa banda
centrato in corrispondenzadi | =515nm con larghezza di banda pari a 30nm.

Per impostare i parametri di scansione, quali il fattore di zoom ed il passo lungo z, s € dovuto
tenere conto del teorema di Nyquist in base d quale, affinché I'immagine di un oggetto sia
acquisibile senza perdita di informazioni da un sistema di microscopia a fluorescenza, che €,
come Vvisto in precedenza, un sistema a banda limitata, occorre effettuare il campionamento ad
una frequenza spaziale che sia dmeno il doppio della frequenza spazide piu elevata esibita
dall’ oggetto in esame.

Sotto queste ipotesi € quindi possibile una completa ricostruzione della funzione campionata, a
patto che questa sia a banda limitata.

Nel caso in cui il segnaein ingresso saabanda illimitata, come nel caso di un’immagine reale,
il sstema determina una perdita di informazione dovuta proprio al’intrinseca limitatezza s
banda che lo caratterizza. Pertanto, il rispetto del teorema del campionamento permette di
limitare la perdita di ulteriori informazioni: nella pratica, € sufficiente scegliere vaori del
parametri di scansione che consentano di avere una dimensione del pixel che saameno lameta
di quella dell’ oggetto.

Un problema che interviene, a questo punto, nell’analis di un campione con un sistema
confocade a scansione laser, € quello legato a fattore di ingrandimento: sebbene questi vari la
dimensione dell’ area effettivamente scansionata, esso, normamente, non incide sul numero di
pixel ad essa associati. Conseguentemente, le dimensioni dei pixel variano in modo

@ La preparazione dei vetrini € stata, per il resto, effettuata secondo la procedura standard descritta nel
capitolo precedente.
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inversamente proporzionale a fattore d'ingrandimento: ne segue che, scegliendo fattori di
ingrandimento maggiori di 1, S puo incorrere in un sovracampionamento del dati, con possibile
fotodanneggiamento del campione legato a fatto che, nd medesmo tempo di scansione, il
campo di osservazione s € notevolmente ridotto.

Se, viceversa, le modalita di acquisizione sono tali che le dimensioni del singolo pixel risultano
maggiori di quelle prescritte dal teorema di Nyquist, non solo possono andare perdute acuni
dettagli di dimensioni minori, ma potrebbero pure apparire nel dati oggetti inesistenti, a causa
del cosiddetto fenomeno ddl’ aliasing.

Ne corso di tutte le misure di PSF riportate nell’ambito di questa tes, S sono acquisite
sequenze, costituite da un numero di volta in volta variabile di immagini delle dimensioni di
512x512 (pixel), con passo di 100nm lungo I’ asse ottico e con un fattore di ingrandimento (field
of view) tale da sdlezionare sull’intero campo sotto osservazione, porzioni del campione delle
dimensioni di 281m x 28mm.

Grande cura s € avuta, in questa fase, ndll’assicurars di non avere alcuna deriva del piano di
fuoco durante la scansione, che potesse invalidare I’ acquisizione in corso.

Di fatto, lavorando in condizioni limite per il motorino elettrico utilizzato, s € talvolta osservato
il manifestars di questo spiacevole fenomeno e la misura e stata scartata.

Per quello che riguarda gli atri parametri di scansione, S é cercato di utilizzare, nel corso
dell’intera sessione di misure, valori pressoché identici per i guadagni di fototubo (gain) e per il
tempo di scansione peed) della regione associata a singolo pixel: cio € stato per 1o piu
possibile agendo sui filtri neutri montati rispettivamente sulla testa di scansione e sul modulo
del laser, in maniera tale da compensare |’ eventuale debolezza del segnale dovuta, ad esempio,
al’impiego di un pinhole piu stretto.

Nelle tabelle allegate qui di seguito sono riportati, a variare delle dimensioni del pinhole e del
mezzo di immersione del campione, i valori medi calcolati per I'ampiezza a meta atezza
(FWHM) de profilo laterale e di quello assiae delle PSF sperimentali. Le statistiche sono state
condotte su un database di circa quaranta acquisizioni per ogni assetto operativo considerato.

Aria Laterale(nm) | Laterale(nm) | Assiale (nm) Assiale (nm)
Pinhole 20um Pinhole 50um Pinhole 20um Pinhole 50um
187+ 8 217+ 18 484 + 24 564 + 7
Teorica 180 210 480 560
Olio Laterale(nm) | Laterale(nm) | Assiale(nm) Assiale (hm)
Pinhole 20um Pinhole 50um Pinhole 20um Pinhole 50um
186+ 6 215+5 480+ 6 596 + 4
Teorica 180 210 480 560
Glicerolo | Laterale (nm) Laterale (nm) Assiale (nm) Assiale (nm)
Pinhole 20um Pinhole 50um Pinhole 20um Pinhole 50um
183+ 14 213+ 15 495 + 29 568 + 12
Teorica 180 210 480 560

Il valore indicato come teorico s riferisce dla previsione, in assenza di mismatch, effettuata
impiegando Huygens 2, un software commerciale appositamente concepito per questo tipo di
studi e, in particolare, per la trattazione dei cosiddetti problemi inversi, mediante I'impiego di
agoritmi di deconvoluzione.

Il calcolo ddll’ampiezza a meta altezza é particolarmente indicativo del potere risolutivo dello
strumento nelle condizioni considerate, potendo essere preso, in un certo senso, come parametro



Capitolo 5 Effetti del mismatch di indici di rifrazione sulla risposta di un sistema confocale Q0

indicativo del grado di sparpagliamento con cui una sorgente ideslmente puntiforme viene
‘vista' dal sistema.

La non perfetta coincidenza tra il valore previsto ed i vaori medi misurati € ulteriore riprova di
tutti quei fenomeni di aberrazione di cui S € detto in precedenza e che sono difficilmente
controllabili apriori al’interno di qualsivoglia modello teorico.
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Fig.5.2a

In figura5.2b e gréficato il valore della FWHM, al variare dell’indice di rifrazione del mezzo di
immersione, nelle due condizioni di confocalita considerate.

Come s vede, gli andamenti sono qualitativamente gli stessi, a prescindere dalle dimensioni del
pinhole utilizzato e risulta inoltre evidente il cambiamento, talvolta brusco, nell’ampiezza a
meta altezza causato dalla presenza di mismatch e di atra residua aberrazione.

In quello che segue sono, invece, riportati i diagrammi a dispersione, relativi ale popolazioni di
PSF acquisite nei divers assetti sperimentali, ottenuti confrontando le ampiezze a meta atezza
cacolate a partire dai profili laterai con quelle calcolate dai profili assiali.

L’ utilita di avere un quadro completo della distribuzione dei vari punti rispetto a loro valore
medio risiede nella necessita di individuare, al’interno dell’intero set di acquisizioni, quella piu

rappresentativa della popolazione in questione. S & convenuto, in proposito, di scegliere, tra
tutte le PSF, quella che presentasse valori di ampiezza a meta dtezza (laterale ed assiae) piu

prossimi a valore medio.

Per quello che riguarda I'interpolazione dei punti, essa & stata condotta sul modello lineare di

una retta passante per |’ origine degli assi.

Lo scopo di tale andlis € quello di confrontare, d variare del mismatch tra indici di rifrazione,
I’ andamento sperimentale del rapporto G = (FWHM,ss)/(FWHM,,) con quello teorico (@2.67),
cacolato in assenzadi mismatch.

® |egenda: - : valori misurati
- valotreteorico
- : valore medio misurato
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| valori calcolati per il coefficiente angolare della retta (che forniscono G,) confermano il
progressivo discostarsi delle prestazioni del sistema dal caso idede, al’aumentare del
mismatch: a variare dell’indice di rifrazione, la situazione in cui migliore € I'accordo trai dati
dell’ esperienza e quelli previsti dalla teoria, €, com’era lecito attendersi, proprio quellain cui il
campione € immerso in olio.

Qui di seguito sono dlegati i plot della PSF ‘piu rappresentativa di ciascuna delle popolazioni
analizzate, scelta secondo il criterio di massima verosimiglianza con il valore medio.®

| risultati s confermano, in prima approssimazione, in buon accordo con la teoria (andamenti
tratteggiati) e documentano, con precisione, la variazione della risoluzione (FWHM) dello
strumento corrispondente alle diverse condizione di confocalita e di mismatch considerate.
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profilo assiale della PSF in aria (pinhole da 50um)
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profilo laterale della PSF in olio (pinhole da 50um)

intensita normalizzate (a.u.)

E posshile comunque notare come la presenza di aberrazioni s riveli, oltre che in un
progressivo deterioramento delle prestazioni, nella sostanziale asimmetria degli andamenti
ricavati sperimentalmente. In ta senso, la simmetria della risposta del sistema al’impulso
costituisce uno dei fattori critici nell’accordo tra teoria e redta sperimentale, via via piu
significativo con il crescere dell’ apertura numerica delle lenti utilizzate e, come verra mostrato
nel seguito, con la profondita di focalizzazione del’impulso luminoso nel suo mezzo
d immersione.

Diventa per questo importante la stima sperimentale della funzione di trasferimento del sistema
in condizioni che rispecchino, per quanto possibile, quelle in cui s intende condurre il
procedimento di imaging. In ta modo € possibile, da un lato verificare I’accordo tra i modelli
teorici sviluppati e le effettive caratteristiche dello strumento impiegato, dall’atro di ottenere
importanti informazioni, utili a fini di un’attendibile ricostruzione del campione tramite
procedimenti di deconvoluzione.

Divers sono, in questo campo, i metodi sviluppati per tenere conto, nella successiva
elaborazione delle acquisizioni, dei vari fenomeni che concorrono a rendere meno efficiente un
procedimento di sezionamento ottico. Gran parte di e pero testata solo attraverso
simulazioni a calcolatore, cosa, questa, che s rivela per 1o piu inefficace a quantificare la reale
flessibilita del metodo in questione, in vista di una sua applicazione in ambito biofisico.
Recentemente, S € assitito ad un crescente interesse verso questo tipo di problematica,
testimoniato dai numeros articoli compars in letteratura. Tra di vae la pena citare un
lavoro [G. McNadlly et a., 1994] interamente dedicato al’analis sperimentale dell’ efficienza di
un particolare algoritmo di deconvoluzione a variare delle condizioni di acquisizione.

L’ideadi fondo ivi presentata, € quelladi impiegare un campione di forma e caratteristiche note,
costituito, nella fattispecie, da un set di microsfere fluorescenti del diametro di 10 mm, e di
valutare I’ affidabilita del procedimento di ricostruzione utilizzato attraverso il confronto tra
I"'immagine ricostruita e la conoscenza che, a priori, S ha dell’ oggetto osservato.

Gli esperimenti descritti riguardano la misura della PSF a diverse profondita nel mezzo
d'immersione ed il suo successivo utilizzo per la ricostruzione di una microsfera acquisita in
identiche condizioni. La discussone del risultati ottenuti evidenzia un buon accordo tra
I’andamento teorico e quello sperimentale, almeno limitatamente alle PSF situate in prossimita
del coprivetrino.

Per quello che riguarda il procedimento di deconvoluzione, invece, I'impiego della PSF teorica
risulta piu efficiente e cid € motivato attraverso la sostanziale assenza di rumore che la
caratterizza.
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A mano a mano che s procede nell’acquisizione di oggetti a profondita diverse nel mezzo
d'immersione, S 0sserva, pero, un progressivo peggioramento delle prestazioni dell’ algoritmo
utilizzato, soprattutto a causa dell’ipotesi di intrinseca invarianza spazide sul quae e
basato e che, al crescere della profondita, si rivela viavia meno lecita. In tali circostanze, la PSF
teorica diviene, per questo, meno affidabile ed i risultati migliori S ottengono con quella
misurata sperimental mente.

E' proprio a partire da queste considerazioni di ordine pratico reperite in letteratura che s
ritenuto opportuno, nel corso dei lavori di questa tesi, dare una vista ravvicinata di questo
problema, tuttora in gran parte irrisolto, ed essenzialmente legato al’ effetto combinato di
mismatch e profondita di focalizzazione.

5.3 Diffrazione di una perturbazione elettr omagnetica in un mezzo stratificato®”

Lo studio della propagazione della radiazione luminosa attraverso mezzi stratificati riveste un
ruolo di primo piano, specie nell’ambito della microscopia a fluorescenza, che spesso ha a che
fare con campioni efficacemente assimilabili ad oggetti multistrato.

Scopo di questo paragrafo € quello di estendere la trattazione svolta nel capitolo 2 di questa tes,
nel quale s e ricavata la PSF di un sistema confocale, in assenza di mismatch tra indici di
rifrazione, a partire dal calcolo della distribuzione del campo eettromagnetico prodotto, nel
press dellaregione di fuoco, da una sorgente puntiforme.

Il punto di partenza era stato, a quel tempo, lo studio della propagazione, in un mezzo
omogeneo, della perturbazione U(P) prodotta dalla radiazione di una sorgente puntiforme
opportunamente focalizzata da una lente.

Si era, in conclusione, trovata per la PSF heen(mn) di un sistema confocale, a relazione:

heey (MN) @h? (Mn) (5.3.1)

ove h(mn), rappresental’intensita del campo dovutaai soli effetti della diffrazione, ed € data, in
tutta generdita, da:

h(u,v)=U(P)* =

2 pl2|2 2
a op 2
ki{f . ‘0]‘ o (vr)e oo rdr‘ (532
0

L’ approccio che verra adottato qui di seguito pud essere cosi schematizzato:

> atraverso una trattazione del tutto analoga a quella seguita nel capitolo 2, s cacolera,
innanzi tutto, il campo eettromagnetico nel punti prossimi all’interfaccia tra i primi due
mezzi incontrati;

» aquesto punto, sfruttando la legge ddllarifrazione di Fresnel, verranno propagate le singole
onde piane d di la di tale interfaccia ed il campo cosi determinato sara utilizzato come
condizione a contorno per le equazioni differenziali, che descrivono la propagazione della
radiazione luminosa nel secondo mezzo;

) Latrattazione qui riportata & basata sul lavoro di P. Torok e P. Varga, 1997.
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» iterando il procedimento sara cosi possibile, a parte questioni puramente formali, giungere
ad un’espressione andlitica del campo nel generico N-esimo mezzo, che costituisce il
multistrato in esame.

Si consideri la situazione in figura 5.3, nella quale é rappresentato un sistema ottico, dotato di
simmetria cilindricaintorno al proprio asse.

Fig. 5.3a diagramma rappresentante la focalizzazione, attraverso una lente, della
radiazione luminosa entro un mezzo omogeneo di indice di rifrazione n.

Una sorgente puntiforme, locdizzatain z= -¥ nello spazio del campione, emette coerentemente
una radiazione elettromagnetica monocromatica, polarizzata linearmente, che viene focalizzata
da unalente di apertura S, priva di aberrazioni, nell’origine O di un sistema di ass cartesiani
stuati nello spazio dell’immagine.
SiaPil puntoin cui s vuole calcolare il campo cosi prodotto.
Assumiamo che sial’ aperturaS, sia la distanza di P dalla lente, sano grandi se confrontati con
lalunghezza d’ onda considerata.
Indicheremo con sy = Gux, Swy ,Snz) il versore associato al generico raggio convergente in
corrispondenza dell’ N-esimo mezzo attraversato.
Con queste notazioni, ed omettendo per brevita di notazione |’ usuale dipendenza dal tempo, la
componente spaziale del campo dettrico, in un punto P appartenente ad una regione occupata
da un mezzo omogeneo, pud essere scritta come’®

. a(s. .

E(P)=- 1LY @‘)Mexp[ ik,s, % ]ds, ds,, (533

Zp W z
ove a rappresenta il vettore eettrico del campo imperturbato al’ uscita ddll’ apertura S, k; € il
numero d onda ed We |"angolo solido formato da tutti i raggi uscenti dalla lente.
La situazione descritta in figura 5.3a pud essere agevolmente estesa al caso di un mezzo
stratificato.

® g & usatalaformula sviluppata da E. Wolf, “ Electromagnetic diffraction in optical systems: an integral
representation of the image field”, Proc.R.Soc.London Ser., 349-357 (1959).
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Fig. 5.3a diagramma che mostra la focalizzazione della radiazione luminosa
attraverso un mezzo stratificato, ottenuta utilizzando una lente.

Siano ky, k,,...ky i numeri d’ onda associati alla radiazione che attraversai vari mezzi coinvolti.
In perfetta analogia con la (5.3.3) S pud scrivere:

h \\a(slx ! S1y)
2p Wy S12

che descrive il campo dettrico in corrispondenza della prima interfaccia (z = -h;), nel primo
mezzo.

Per descrivere il campo al’interno dell’N-esmo mezzo, assumiamo che ciascuna componente
del tipo ‘onda piana da rifratta al’interfaccia secondo la legge di Fresnel e che il campo
risultante sia quindi costruito attraverso la sovrapposizione di tali onde.

Assumendo, infine, che I’ampiezza delle onde piane incidenti sia descritta dalla relazione W(s;)
= als,,, dloral’ampiezza delle onde piane trasmesse fino al’N-esmo mezzo e descritta da una
funzione lineare di W(s,), ossada L W, ove |’ operatore tensoride L e funzione degli angoli di
incidenza, dello spessore del singoli strati attraversati e dei numeri d ondaky, Ko.. Ky .

Il campo trasmesso nell’N-esmo mezzo, in prossmita dell’ultima interfaccia, € dlora
calcolabile come:

El (X’ Y- hl) = eXp[ ikl(slx X+ Sly y- Slz hl)] dslxdsly (534)

K, o _
Ev(Xy,-hy,)=- Z_F;cﬁw (s1) expliky (S X+ s, Y = Si,hy.1)]ds,ds;, (5.35)
Wy

Per quello che riguarda, invece, il campo all’interno dell’N-esmo mezzo, € nuovamente
rappresentabile come sovrapposizione di onde piane, cosa, questa, formalmente lecita visto che
s combinano linearmente tra loro soluzioni dell’ equazione delle onde stazionaria.

Si perviene cosi dla

ik .
Ev(Xy,2)=- % @) expliky (S X+ Sy, Y - Sy, 2)]ds,, dsy, (5.3.6)

Wy
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Occorre ora determinare lafunzione F.

Cio pud essere fatto sfruttando la (5.3.5), che costituisce una condizione a contorno per la
(5.3.6).

Prima di tutto, pero, € bene trovare larelazione che legas,, s,...S.

Applicando ripetutamente la legge dellarifrazione, s trova che:

kN SNx == kZSZX = kislx (537)
KySy = = K8, =K;S;,

Rielaborando, a questo punto, la (5.3.6), S perviene ala seguente espressione per il calcolo del
campo eettrico all’interno dell’ N-esimo mezzo‘®

K, o : . .
Ev(Xy,2)=- _rl)(])ﬁw (s1) eXp[lko (N hy-1Se - Nihysg, )l exp(ik g sy, 2)
Wl

2 (5.3.8)
’ eXp[ ikl(slxx + Sly y)] dslx dsly
nella quale bisogna tener conto di:
2
s, = \/1- kﬁ(sl +,) (39
J

Ai fini del calcolo numerico, la (5.3.9) non puo essere, di fatto, applicata direttamente dato che,
in presenza di un mezzo dratificato, S possono presentare interfacce in corrispondenza delle
quali non s ha ordinaria rifrazione, ma s presentano fenomeni di riflessione totale o comparsa
di onde evanescenti. In ta senso, nell’eventuale implementazione numerica della (5.3.9), e
opportuno procedere ad un calcolo progressivo delle diverse componenti, cioe: s;,® ...® Sy, .
E’ importante sottolineare che, dato che siala (5.3.5) che la (5.3.6) sono soluzioni esatte ddle
equazioni di Maxwell, anche la (5.3.8), che rappresenta il vettore campo €eettrico al’interno
ddl’N-esmo mezzo, verificale equazioni di Maxwell.

Ecco dlora ottenuta un’ estensione formalmente consistente della trattazione svolta nel capitolo
2 di questatesi.

La (5.3.8) pud, a questo punto, essere riscritta andando ad esplicitare il suo integrando.

Senza entrare nel dettaglio dei conti”, sotto I'ipotesi semplificativa di isotropia ed omogeneita
dei vari dtrati, assumendo interfacce planari e perpendicolari all’ asse ottico, s trovano, nel caso
di onda pianaincidente sulla lente, le seguenti espressioni per le componenti del vettore elettrico
al’interno dell’ N-esimo mezzo:

En =- iKY +1" cos2F )

Nx -
E,, =-iKI{Vsn2F (53.10)
E\. =-2KI{" cosF
nelle quali, introdotto un sistema di coordinate polari sferiche (r,qf ), s ha

K = k, fly , f &lalunghezzafocale dellalente, |, & un opportuno fattore d’ ampiezzae

R— N NN ; i
gliintegrdi 1" , 117, 5" sono complicate espressioni date da:

© dettagli del conto sono qui omessi per brevita, ma possono essere recuperati in :

P.Torok, P.Varga, Z.Laczik, G.R.Booker, “ Electromagnetic diffraction of light focused through a planar
interface between materials of mismatched rifractive indeces: an integral representation”, J. Opt. Soc.
Am. A 12, 325-332 (1995).

() P, Torok, P. Varga, “ Electromagnetic diffraction of light focused through a stratified medium”, J.Opt.
Soc. Am. A 36 (1997).

101



Capitolo 5 Effetti del mismatch di indici di rifrazione sulla risposta di un sistema confocale 102

a

1" = )/Jcosg,sing, * exp(ik,Y,) " (TN +T M2 cosay, )™ Jy(k,sing,r,sing, )’

0

" exp(ik r, cosq, cosq, )dg,
(5.3.11)

1™ = ¢y/cosg,sing, “ exp(ik,Y;)” TN “ sing,, ~ J,(k;sing,r,sing,)’
0

" exp(ikyr, cosq, cosq, )dg,

a

119 = 3fcosasing, ” exp(ik,Y,)” (TN - TV cosg, )" I, (k, sengyr,sing,)”

0

" exp(iky r, cosq, cosqy, )dg,

ove:
J, rappresenta lafunzione di Bessel del primo tipo di ordinen;

a e lasemiaperturaangolare della lente;

T @il coefficiente di trasmissione associato al’ attraversamento del mezzo (N-1)-esmo da
parte, rispettivamente, della componente lungo s elungo r, del campo elettrico;

yi, nota come funzione d’ aberrazioneiniziale, édatada: Y, = hy ,n,S,, - LhS,;
g; indical’angolo di incidenza in corrispondenza della j-essmainterfaccia( = 1...N)

(rp, 9p, Fp) soNno le coordinate polari di P.

Senza dubbio, questa teoria ha grande rilievo in ambito biofisico, ove i campioni con cui S haa
che fare sono tipicamente costituiti da piu strati di materiali ad indici di rifrazione differenti.

Gli obbiettivi utilizzati possono, poi, essere immers in arig, in acqua o in olio e cio, in presenza
di un coprivetrino e di un mezzo d'immersione fisiologico per il campione, accresce, in misura
diversa a seconda delle condizioni sperimentali in cui si lavora, | fenomeni di aberrazione di cui
tenere conto.

Per rendere conto, almeno da un punto di vista strettamente teorico, di cio che tutto questo
significa in termini di prestazioni del sistema, € possibile far riferimento ai risultati numerici,
riportati in letteratura [P.Torok, P.Varga, 1997], ottenuti tramite una simulazione a calcolatore
basata sulle (5.3.10), (5.3.11).

In figura 5.3b sono riportati gli andamenti dell’intensita (normalizzata) al variare della
profondita di focalizzazione®:

® Nei grafici riportati, | ascissa corrisponde alla posizione (teorica) del piano di fuoco, valutata a partire
dall’ ultima interfaccia, in assenza di qualsiasi aberrazione.
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Fig. 5.3b il grafico a sinistra rappresenta |’andamento teorico dell’intensita
(normalizzata) della radiazione a variare della profondita di focalizzazione entro un
mezzo acquoso di indice di rifrazione pari ad n3=1.33, nel caso di una lente (NA= 0.9)
in aria (m=1). Le tre curve si riferiscono a tre diversi spessori per il coprivetrino
(np=1.54) e rispettivamente: 120mm (linea continua), 170mm (linea tratteggiata),
220mm (linea punto-tratto). A destra €& rappresentato |I’andamento dell’intensita, in
uguali condizioni sperimentali, ma riferito ad una lente corretta per un coprivetrino

dello spessore di 170mm.

Come s vede, I aberrazione sferica introdotta dai divers spessori del coprivetrino, ovvero, piu
genericamente, dalle dimensioni di uno degli strati presenti, causa consistenti variazioni negli
andamenti delle intensita in particolare, I'’ampiezza a meta adtezza delle curve considerate
aumentano progressivamente con lo spessore del coprivetrino. Tradotto in termini di risposta del
sstema al’impulso, come verra meglio documentato in seguito, questo sSignifica un
peggioramento del potere risolutivo. Dalla figura (5.3c), nella quale sono, invece, rappresentati i
plot non normalizzati dell’intensita, s nota un ulteriore effetto della stratificazione del mezzi e,
precisamente, una drastica diminuzione del picco principale a crescere dello spessore del
coprivetrino.
Correggendo, viceversa, la lente per un vaore di 170mm del coprivetrino, S riscontra un
generico miglioramento della situazione, sebbene permanga una forte asmmetria in tutti gli
andamenti e le prestazioni del sistema risultino comungue drasticamente compromesse rispetto

a caso idedle.
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Fig. 5.3c: andamenti (non normalizzati) dell’intensita, a variare della profondita di
focalizzazione. Le condizioni sperimentali sono identiche a quelle descritte nella

didascalia dellafigura5.3b.
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Naturalmente, la smulazione a calcolatore cui S € accennato e ala quale s riferiscono i
risultati riportati nei due grafici precedenti, € puramente indicativa dei fenomeni che s
osservano impiegando un sistema confocale a fluorescenza: essa é infatti relativa ad un sistema
ottico elementare, cogtituito da una lente in grado di focaizzare, dl’interno di un mezzo
stratificato, la radiazione luminosa incidente.

Piu semplicemente, la simulazione s riferisce alla generdizzazione della sSituazione
precedentemente richiamata dala (5.3.2), laddove, per il caso confocale, S ha, in prima
approssimazione, un andamento del tipo (5.3.1).

5.4 Effetti del mismatch tra indici di rifrazione nella focalizzazione di campioni a
profondita diverse.

Al fine di andizzare il progressivo degradars delle prestazioni del sistema in presenza di
mismatch tra gli indici di rifrazione ed a seguito della focalizzazione di oggetti in profondita nel
mezzo dimmersione, S € organizzata una sessione di misure interamente incentrata
sull’ acquisizione di PSF sperimentali, in grado, quindi, di documentare direttamente i fenomeni
precedentemente indagati da un punto di vista puramente teorico.

L’ assetto operativo scelto e rappresentato in figura 5.4a.

Fig. 5.4a rappresentazione schematica (non in scala) dell’ assetto operativo utilizzato
per |’ acquisizione delle PSF a profondita diverse.

Su un normae coprivetrino [2] (spessore 0,17mm; n=1.515) é stata fatta asciugare una goccia di
una soluzione acquosa contenente un campione di microsfere fluorescenti (A2@B4nm) identiche
aquelle impiegate in precedenza per |’ acquisizione di PSF.

Contemporaneamente, un altro coprivetrino [3] & stato preparato con un secondo campione
codtituito, questa volta, da microsfere delle dimensioni nominai di @2.7mm e disposto secondo
la geometriain figura 5.4a, utilizzando un distanziatore [1] delle dimensioni di 0.17mm.

Lo spazio [4], che s & cosi venuto a creare, € stato riempito, di volta in volta, con il mezzo
d'immersione del campione.

S sono quindi acquisiti, con il solito 100X in olio, con un passo di 0.1 mm lungo z e in
condizioni di confocalita stretta (Ayinnoe=20mm), diversi set completi di quadri delle dimensioni
(in pixel) di 512x512, corrispondenti, nello spazio del campione, a porzioni di 28x28 (mm)®.

Per evitare a campione un’ eccessiva esposizione ala sorgente eccitante (laser ad Argon, | o =
488nm), s € utilizzato un filtro neutro che lasciasse passare il 10% dell’intensita effettiva del
laser.

Gli atri parametri di acquisizione sono stati tenuti, per quanto possibile, costanti nel corso
dell’intera sessione di misure.
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Attraverso la particolare disposizione delle varie componenti descritta in figura 5.4a, ispirata ad
atri lavori reperibili in letteratura, € stato possibile vautare la profondita, rispetto a
coprivetrino [3], del quadro acquisito, misurando, via software, lo sfuocamento necessario, a
mettere afuoco il campione su [2] unavolta messe afuoco le microsferein [3].

L’ errore cui € soggetta una tale procedura, valutato attraverso la misura ripetuta della posizione
di un singolo quadro, é di circail 5%.

Nelle tabelle allegate qui di seguito, sono riportati le ampiezze a meta altezza, calcolate con la
solita procedura descritta in passato, relativi ale PSF acquisite nel diverss mezzi ed a diverse
profondita.

In particolare, i vaori riportati per la profondita sono quelli gia opportunamente corretti,
atraverso il fattore di scdamento sperimentale, ricavato nell’ambito del capitolo 4 di questa
tesi, per tenere conto dell’ aberrazione assiale dovutaa mismatch traindici di rifrazione.

Aria Profondita (mm) | FWHM laterale (nm) FWHM assiale (nm)
0 187+8 484+ 24
30 244 + 10 623 + 9
60 269+ 11 798 + 10
0 2175 1063 + 24
Olio Profondita (mm) | FWHM laterale (nm) FWHM assiale (nm)
0 186+ 6 489+6
30 197 + 10 497+ 21
60 186 + 12 496 + 19
0 191+ 9 484 + 12
Glicerolo | Profondita(mm) | FWHM laterale (nm) FWHM assiale (nm)
0 183 + 14 495 + 29
30 221+5 545 + 12
60 252+7 628+ 9
0 268 + 8 797+ 26

| risultati S riferiscono all’indagine statistica condotta, per ogni condizione sperimentale, su un
set di unatrentinadi acquisizioni.

| grafici alegati qui di seguito documentano, invece, gli andamenti dell’ ampiezza a meta altezza
del profilo laterale e di quello asside delle PSF, a variare delle profondita di focalizzazione e
del mezzo d’'immersione.

Quello che s pud osservare & un diverso comportamento del sistema lungo | asse ottico rispetto
ale direzioni ad perpendicolari: lo sparpagliamento della risposta al’impulso, a variare
della profonditd, cresce infatti piu rapidamente lungo z, causando, cosi, una spiccata
diminuzione del potere risolutivo assiale rispetto a quello laterale.

In termici numerici, la massima variazione percentuae dell’ampiezza a meta adtezza laterae
(rispetto a valore misurato sperimentalmente in corrispondenza di z = Onm) passa da 6% (caso
di campione in olio) fino a 48% (campione in aria), mentre, nel caso assae, s arriva fino a
variazioni dell’ ordine del 130% (campione in aria).
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Questo comportamento risulta, poi, tanto pit evidente, quanto maggiore e I’ entita del mismatch
tragli indici di rifrazione.

| fit riportati qui di seguito®, relativi alo sparpagliamento delle diverse popolazioni di PSF
rispetto ai valori di FWHM, permettono, in proposito, di mettere in risalto tale fenomeno.

Profilo laterale vs profilo assiale (profondita 30um in olio)
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Definendo, come fatto in precedenza, il parametro G=(FWHM s )/(FWHM,), il cui vaore
teorico € @2.67 (calcolato in corrispondenza di z=0 ed in assenza di mismatch) € inoltre
possibile ottenere, a partire dai precedenti fit lineari, ulteriori informazioni circa le prestazioni
del sistemain presenzadi mismatch ed a variare della profondita di focalizzazione.

Quello che s riscontra e una certa regolarita di comportamento nel caso di campione immerso
in olio. Nelle atre situazioni sperimentali considerate, S ha, viceversa, una forte dipendenza
ddla profondita di focalizzazione, cosa che rende conto del risultati previsti dala teoria
sviluppata nel paragrafo precedente, secondo la quale, in presenza di mismatch ed a variare
della profondita, oltre al’accentuarsi dell’asimmetria nella risposta del sistema al’impulso, s
ha il manifestars di un progressvo sparpagliamento della PSF, principae responsabile
dell’'impoverimento delle prestazioni nei procedimenti di imaging.

A partire dai grafici a dispersione alegati nelle pagine precedenti, € a questo punto possibile
scegliere ‘avigta, dl’interno di ogni set di PSF acquisite, quella pit rappresentativa dell’ intera
popolazione, in base dla verosmiglianza dei suoi parametri significativi con il valore medio in
guestione.
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L’utilita di un tale procedimento e sia quella di visualizzare concretamente gli effetti delle
aberrazioni di cui S € detto sinora, mettendo, cosi, in evidenza come la deformazione della
riposta al’impulso comporti anche un’intrinseca asimmetria dei profili assiale e laterae, sia di
compiere il primo, indispensabile passo necessario a chi voglia impiegare le acquisizioni
raccolte, ai fini di un procedimento di deconvoluzione a partire dala ‘migliore PSF
sperimentale.

In quello che segue, sono riportati gli andamenti, normaizzati d valore massmo, delle PSF
relative ale diverse condizioni considerate.

L’ alineamento e stato compiuto a partire dal valore di picco ed & puramente funzionale alo
scopo di confrontare visivamente gli effetti prodotti dall’ aberrazione.

Profilo laterale a profondita diverse in olio
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Profilo assiale a diverse profondita in olio
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Profilo assiale a diverse profondita in aria
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Le evidenze sin qui riscontrate nell’analisi dell’architettura confocale a disposizione sono
ragionevolmente in linea con quelle riportate nei lavori reperibili in letteratura.

A margine di cio, vae la pena di osservare come |'accordo tra teoria ed esperienza S, in
generale, condotto sulla base di ben precis parametri (FWHM), caratteristici degli andamenti
delle PSF nelle diverse condizioni di acquisizione considerate.

Le interpolazioni presentate sono, tipicamente, fit polinomiali dei punti sperimentali e di quelli
teorici generati, sulla scorta delle informazioni fornite dall’utente circa i parametri del
campionamento finito che intende effettuare, da software appositamente concepiti, quali
Huygens2.

Tde fatto & principamente giustificabile dalla pesantezza computazionale cui s andrebbe
incontro volendo confrontare gli andamenti previsti da formule tipo (5.3.10) con quélli
riscontrati nella pratica di laboratorio.

Per completare I'analisi sin qui condotta, resta da indagare la riduzione del’intensita della
radiazione emessa dal campione fluorescente a crescere della profondita.

Questo fenomeno, previsto dalla teoria sviluppata nel paragrafo precedente, s basa
essenzialmente sull’ipotes che, nei mezzi considerati, Siano trascurabili fenomeni di scattering
ed assorbimento, del qudli, infatti, non si & sinora, tenuto in acun modo conto

Questi ultimi, in particolare, possono essere esclus sulla scorta dell’analis condotta alo
spettrofotometro (riportata in appendice) circa le proprieta di assorbimento dei mezzi utilizzati,
entro il range di lunghezze d’ onda coinvolte in eccitazione ed emissione.

Il grafico riportato qui di seguito rappresenta |’ andamento del valori medi di picco (normalizzati
a valore massimo, trovato in corrispondenza di z=0) delle PSF a variare delle condizioni di
mismatch e della profondita di focalizzazione.
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andamento dell'intensita in emissione al variare della profondita
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Il fit lineare, condotto, su scala semilogaritmica, sul modello di una retta passante per |’ origine,
presenta buon accordo con i dati sperimentali.

In particolare, risulta che, al’ aumentare del mismatch tra gli indici di rifrazione, il valore del
coefficiente di smorzamento esponenziale cresce in modulo.

Cio indica come, a parita delle profondita di focdizzazione e di tutte le altre condizioni
(dimensioni del pinhole ecc.), I'intensita della radiazione emessa, che viene effettivamente
rilevata dal PMT, risente anche pesantemente degli effetti del mismatch, cosa, questa, che
risulta lecita sulla scorta delle considerazioni teoriche precedentemente sviluppate.

Ecco alora che, potendo ragionevolmente trascurare, in prima approssimazione, fenomeni di
scattering e di assorbimento, 1o smorzamento subito dall’intensita massima rilevata pud essere
ascritto alo sparpagliamento della PSF, descritto dagli andamenti riportati in precedenza.

Concludendo, questa sessione di misure ha permesso di verificare la bonta del modello teorico
proposto nel paragrafo precedente, ritrovando gran parte delle previsioni fatte ala luce di esso,
non attraverso una smulazione a cacolatore, ma per mezzo di esperimenti appositamente
studiati.

Le problematiche emerse, indicano chiaramente alcuni dei limiti che s possono incontrare nel
procedimenti di imaging, specie in ambito biofisico, ove piu difficile e tenere sotto controllo
tutti i gradi di libertaimposti dal campione (indici di rifrazione delle sostanze di cui S compone,
spessore, forma ecc.).

S possono, tuttavia, suggerire acuni ‘elementari’ espedienti per minimizzare effetti
indesiderati.

Poiché I'impiego di un obbiettivo in olio, in presenza di mismatch tra indici di rifrazione, s
riflette in una progressiva diminuzione del potere risolutivo dello strumento (dell’ ordine dello
sparpagliamento della PSF) qualora s tentino di focalizzare oggetti in profondita al’interno del
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campione, risulta preferibile, nel caso di preparati biologici, I’ utilizzo di obbiettivi in acqua, in
modo da limitare sia il decadimento esponenziale dell’intensita rilevata, sia la perdita di
risoluzione.

L’impiego di un obbiettivo in olio e la successiva rielaborazione delle acquisizioni attraverso
algoritmi di deconvoluzione, oltre ad un enorme peso computazionale, pud non di rado portare,
come documentato da lavori presenti in letteratura, arisultati non del tutto soddisfacenti.
Qualora non sia disponibile un obbiettivo in acqua, una strategia pud essere quella di tentare di
correggere la soluzione fisiologica in cui € immerso il campione in modo da rendere meno
pesante I'entita del mismatch e prestando, comunque, attenzione a non compromettere la
stabilita biologica del preparato in esame.

Per quello che riguarda, invece, i coprivetrini, visto che il loro indice di rifrazione varia
solitamente tra 1.47 ed 1.52, € bene, di norma, utilizzarne del tipo piu sottile, cosi da limitare la
presenza di un’ulteriore, pericolosa strato intermedio tra obbiettivo e campione. Nel caso di
obbiettivi in acqua € poi possibile sia impiegare lenti appositamente corrette per tenere conto
dellapresenza del coprivetrino, sia utilizzare coprivetrini in plastica, il cui indice di rifrazione
(1.34) é prossmo a quello dell’ acqua.

5.5 Studio delle prestazioni di un sistema confocale in presenza di mezzi torbidi

Uno degli aspetti rilevanti nell’ambito dell’imaging tridimensionale condotto in microscopia
(convenzionae e non) &, come ampiamente discusso nel paragrafo precedente, la capacita dello
strumento di penetrare al'interno di un qualsiasi mezzo per acquisire informazioni sugli oggetti
in esso contenuti.

Piu concretamente, € questo che succede quando s vanno a studiare le strutture interne di un
preparato biologico, sfruttandone la capacita di legame con sonde fluorescenti appositamente
studiate.

La prima e piu ovvia limitazione a tale procedimento € di tipo meccanico ed € imposta ddla
distanza di lavoro dell’ obbiettivo: una volta ‘venuti a contatto’ con la superficie del campione
chiaramente impossibile, a meno di deformare lo stesso falsando, quindi, |’ intera acquisizione,
mettere a fuoco regioni che s trovino a profondita ancora maggiori. Di fatto, pero, il contenuto
opaco del mezzo entro cui S sta tentando di penetrare e le disomogeneita lungo il cammino
ottico impongono limiti ancora piu stringenti. Possono, infatti, intervenire fenomeni di
assorbimento o di scattering, che impediscono dla radiazione eccitante di penetrare fino ala
profonditd che sarebbe teoricamente raggiungibile in presenza di un mezzo perfettamente
trasparente, oppure che attenuano I’emissione fluorescente indebolendo significativamente il
segnale vero e proprio rispetto a background.

Alcuni di questi fenomeni, dovuti principalmente all’effetto del mismatch tra indici di
rifrazione, sono stati documentati nel paragrafo precedente.

Scopo di questa ulteriore sessione di misure € lo studio del comportamento dello strumento in
una condizione particolarmente critica, nella quale non possono piu essere trascurati né
I’ assorbimento né lo scattering: € il caso ddl’imaging effettuato dl’interno di un mezzo
piuttosto eterogeneo, denso ed opaco, ottenuto prelevando il contenuto citoplasmatico di un
oocitadi Xenopus laevis.

L’importanza di studiare le capacita di focalizzazione al’interno dei cosiddetti mezz torbidi, &
legata ad grande interesse che, in ambito biomedico, ha assunto recentemente la cosa,
principalmente a fini terapeutici e diagnostici.

E infati possbile trattare in modo selettivo lesioni interne senza danneggiare i tessuti
circostanti, sfruttando |’ interazione fortemente selettiva tra siti specifici e radiazione luminosa.
Tde sddttivita e riferita da dla lunghezza d'onda in corrispondenza della quale s ha
assorbimento, sia alla capacita di certi tessuti di trarre giovamento dallo stress termico cui sono
sottoposti attraverso I'impiego di sorgenti laser pulsate e fortemente localizzate.
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E inoltre possibile diagnosticare, in modo non invasivo, determinate malattie, * semplicemente’
sfruttando le proprieta ottiche (indice di rifrazione, coefficiente di assorbimento, coefficiente di
scattering ecc.) della materia biologica, naturamente soggetta ad intrinseci cambiamenti al
manifestars della patologia. Tali proprieta sono, infatti, intimamente legate alla conformazione
molecolare ddl tessuto in questione, e cid pud quindi essere utilizzato come prezioso indicatore
dd suo stato fisiologico.

In quest’ ambito, uno dei fini ultimi nello studio delle interazioni tra laser e campione € quello di
capire e prevedere, atraverso simulazioni a calcolatore, la propagazione della radiazione
luminosa all’interno di tali mezzi torbidi.

Ne corso di questates, I’andis e stata condotta in termini di risposta del sistema all’impul so:
questo, oltre a fornire informazioni imprescindibili per chi voglia compiere procedimenti di
imaging al’interno di siffatti mezzi, € comungue indicatore delle capacita di un’architettura
confocale di focalizzare uno spot laser a diverse profondita

Di fatto, modellare teoricamente I’andamento della PSF in un mezzo torbido € una questione
piuttosto delicata: in quanto funzione di trasferimento, determina la risoluzione dello
strumento ed €, quindi, naturamente indipendente dall’ oggetto osservato. Da cio, sulla base
delle considerazioni teoriche svolte nei capitoli introduttivi di questa tes, nota che sia la PSF,
I'immagine di un qualsias oggetto reale pud essere prevista, a meno di questioni puramente di
conto, attraverso unintegrale di convoluzione.

Tuttavia, se il campione € immerso in un mezzo torbido, € difficile introdurre il concetto di
risposta del sistema ad una sorgente puntiforme, senza chiamare per questo in causa le proprieta
fisiche del mezzo stesso che puo essere caratterizzato dalla presenza di particelle scatteranti di
dimensioni variabili da quache frazione di micron al micron, nel cas piu svantaggiosi.

Una PSF, quindi, che includa esclusivamente le proprieta degli elementi ottici che costituiscono
il microscopio s rivela per lo pit inadeguata: occorre un’ ulteriore generalizzazione in grado di
includere nel modello teorico anche le proprieta scatteranti della materia utilizzata come mezzo
d' immersione del campione.

In tal senso, S puod seguire |’ approccio seguito da X. Gan e M. Gu [1999].

L’idea di fondo del loro lavoro, e legata al’introduzione di un’ effective point spread function
(EPSF), definita come la distribuzione dei fotoni in prossimita della regione focae, che
riusciranno effettivamente a propagars aritroso fino araggiungere il detector.

Si consideri, in proposito, la situazione schematizzata in figura 5.5a.

1y

Fig.5.5a

Attraverso una smulazione a calcolatore, condotta, ad esempio, applicando il metodo di Monte
Carlo a processo di diffusione della radiazione luminosa all’interno del mezzo torbido T, €
possibile determinare se il singolo fotone, emesso in corrispondenza di un punto (x,y,2) dal
campione fluorescente inglobato in T , € in grado di attraversare la materia che lo separadal, e
di essere poi rilevato dal detector D aldila dell’ apertura confocale P.

In caso affermativo, il suo contributo viene registrato nella distribuzione h di fotoni nel punto
(x,y,2), dtrimenti & scartato.

Iterando questa procedura, s perviene infine ad una funzione h(x,y,z), che pud essere a diritto
considerata I’ EPSF del sistema.
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Tae funzione riflette non solo le proprieta dello strumento (apertura numerica di |, e di b,
dimensioni del pinhole P ecc.), ma contiene, per come e stata costruita, anche tutti quei fattori
correttivi (spessore h, lunghezza del libero cammino medio, eventuale fattore di anisotropia
ecc.) propri della particolare natura del mezzo considerato.

Ci s pud chiedere, a questo punto, se I'EPSF cos ottenuta goda delle stesse proprieta
convolutive della PSF.

E’ possibile mostrare attraverso evidenze sperimentdi dirette [X. Gan and M. Gu, 1999] come,
nel limite di oggetti sottili, I’applicazione degli usudi agoritmi convolutivi porti a risultati
soddisfacenti senza dover introdurre ulteriori ipotes restrittive sul mezzo impiegato. Nel caso,
invece, di oggetti di dimensioni assiali non trascurabili, I'EPSF s rivela utile a patto di poter
trascurare scattering multiplo ed effetti del secondo ordine per la diffrazione.

In termini di FWHM, il comportamento che s riscontra € anche in questo caso,
qualitativamente simile a quello trovato nel caso di mezzi dratificati non torbidi, con la
differenza che la risoluzione asside € soggetta, a parita di profondita di focalizzazione, a
variazioni piu rapide.

Una trattazione rigorosa, basata sulla teoria di Mie dello scattering (multiplo) cui & sottoposto
un fotone al’interno della regione occupata da un mezzo torbido risulta estremamente
complicata, per viadi articolate condizioni al contorno di cui S deve tenere conto, relativamente
sia dle onde scatterate che al campo dl’interno del mezzo.

La simulazione della propagazione del singolo fotone, invece, cosi come é stata condotta da
C.M. Blancae C. Saoma [1998], considera in prima approssmazione trascurabili effetti di
interferenza e diffrazione tra le varie onde scatterate e pud essere distintain due fasi successive:

> il tragitto del fotone dala sorgente, attraverso il mezzo torbido, fino a campione
fluorescente

> il tragitto del fotone emesso, attraverso il mezzo torbido, fino d pinhole ed, eventualmente,
a detector

I modo di procedere € il seguente:
s assume che il libero cammino d tra due eventi successivi di scattering Sia governato dalla
densitadi probabilita:

p,(d) = eXp(-dd /d,) (65.1)

S

nella quale ds rappresenta il libero cammino medio.
Sotto questa ipotes, il possibile valore di d per un fotone scatterato puo essere scelto secondo
la:

d=-d,InX (552)

ove X e unavariabile casuale compresatraOed 1.

Il valoredi ds & dato da (Nss)™, con N il numero di centri di scattering nel mezzo e s la cross
section.

La propagazione del fotone € poi descritta introducendo I'angolo di scattering q € quello
azimutae] .

In corrispondenza di ogni singolo evento, s assume j = 2oX, mentre q € scelto secondo la
distribuzione di probabilitadi Henvey-Greenstein:

cosq =[(1+9°)(29) '] - [(29) *(1- g*)*(1- g+2gX)?*] (553

nellaquale gl [0,2p] eg & un parametro legato al’ anisotropia del mezzo
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| valori o €] o, che definiscono lo stato del fotone in corrispondeza dell’ interfaccia tra mezzo
d'immersione ed obbiettivo, sono estratti da una distribuzione uniforme, tenendo conto delle
limitazioni:

0<jo<2p

O£ go£ g =dn™[ra/2n(f *+ r,%)"7

nellequali r; eil raggio di |, ed f lasualunghezzafocae.

Il vdoredi d, € generato in accordo con la (5.5.2).

Per ognuno degli N, fotoni che attraversano |; per andare ad eccitare il campione, il processo di
scattering viene terminato a verificars di una delle seguenti evenienze:

> il fotone viene scetterato al di fuori dell’ intero sistema ottico;

> il fotone non € in grado di raggiungere il campione dopo un certo numero M di interazioni
col mezzo torbido;

> il fotone, una volta emesso dal campione, non € in grado di raggiungere il detector dopo un
certo numero M di interazioni col mezzo torbido;

Il ‘punto di partenza’ ,y) del singolo fotone in corrispondenza di I, €, infine, assegnato
secondo una distribuzione gaussiana di probabilita:

X =Acosa y =Asna

nelle quali:

a e unavariabile casuale uniformemente distribuita sull’ intervallo [0,2p]

A @& una variabile casuae definita come A=[2e” In[1/(1-X)]]"* e distribuita secondo la funzione:
f(A)= [1-exp(-A%/2e%)] (per A% 0) ed f(A)=0 per A<O.

| dettagli software che implementa questa procedura sono qui omessi per brevita

Quello che interessa per il seguito sono acuni risultati di rilievo che permetteranno di rendere
conto delle evidenze sperimentali riportate piu oltre.

Innanzi tutto, il numero N di fotoni che effettivamente riesce a raggiungere un campione ad una
profondita h al’interno del mezzo torbido segue unalegge del tipo:

Ne =N, exIO(di) (5.5.4)

Questo s riflette, come conseguenza, sull’ intensita media rilevata dal detector a variare di h.
L’andamento che s ritrova €, anche in questo caso, qualitativamente non dissmile da quello
riscontrato, in assenza di scattering, nel corso delle acquisizioni discusse nei paragrefi
precedenti e rende conto del progressivo impoverimento delle prestazioni del sistema.

La procedura sin qui descritta realizza, di fatto, gli assunti che stanno ala base della definizione
dell’ EPSF data a suo tempo e puo, per questo, essere realizzata per dare una stima approssimata,
noti che siano i parametri caratteristici del mezzo che s sta studiando, delle prestazioni del
sistema confocale nelle condizioni sperimentali in cui verra effettivamente impiegato.
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5.6 Discussione dei risultati sperimentali

Le acquisizioni delle PSF dl’interno del contenuto citoplasmatico di un oocita di  Xenopus
laevis sono dtate effettuate, con procedura identica a quella descritta nel paragrafo 5.4 di questa
tes, impiegando il solito obbiettivo 100X in olio.

S e lavorato, per ragioni di uniformita con le altre sessioni di misura condotte, in condizioni di
confocalita stretta (A,inmqe=20mMm), eccitando col laser ad Argon ( =488nm), con un filtro di
eccitazione del 10% inserito ai fini di proteggere il campione di microsfere ed evitare repentini
effetti di fotodanneggiamento.

Nelatabella qui alegata, sono riportati i valori delle ampiezze a meta dtezza dei profili laterale
ed assiale delle PSF.

La profondita di focalizzazione indicata, valutata secondo la procedura di sfuocamento
precedentemente descritta, € stata opportunamente corretta secondo il fattore di scalamento
sperimentale ricavabile a partire dalle acquisizioni discusse nell’ ambito del capitolo 4.

Profondita (um) FWHM laterale (nm) FWHM assiale (nm)
0 210+ 4 555 + 23

15 255+ 6 627 + 23

30 262 + 8 700 + 29

45 271+ 6 1328 + 47

Come prevedibile gia a partire dalla teoria sviluppata per descrivere il comportamento del
sistema in presenza di mezzi stratificati, S osserva un progressivo sparpagliamento della PSF,
con conseguente diminuzione del potere risolutivo.

A differenza che in passato, pero, la perdita di risoluzione s presenta, ameno inizialmente,
pressoché uniforme (fig.5.6a) nelle due direzioni (lungo I'asse ottico e nel piano ad
perpendicolare).

2
---®--- andamento del profilo laterale con la profondita
---0--- andamento del profilo assiale con la profondita
l—§—I_.
IS -
2
S 1
I .
=
T8
E '{_i e |_i_| .......... +—5—
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

profondita (um)
Fig.5.6a
Questo s riflette, necessariamente, sul valore del parametro G=(FWHM s )/(FWHM ), che,
entro un range di 30mMm, non varia apprezzabilmente, come risulta dai fit lineari riportati qui di
sequito, effettuati sui grafici a dispersione delle PSF acquisite a profondita diverse™.

@9) |egenda: - : valori sperimentali
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Convenendo, a questo punto, di rappresentare ciascuna delle Situazioni considerate attraverso la
‘migliore’ PSF, scelta in base alla sua verosimiglianza con il valor medio ed applicando una
procedura di allineamento del tutto analoga a quella descritta nel paragrafi precedenti, s
perviene ai risultati allegati qui di seguito.

intensita normalizzate (a.u.)

intensita normalizzate (a.u.)

scostamento laterale (um)

—@— profilo laterale (profondita Oum)

--O- - profilo laterale (profondita 15um)
—w— profilo laterale (profondita 30um)
—v - profilo laterale (profondita 45um)

scostamento assiale (um)

—e&— profilo assiale (profondita Oum)

--O- profilo assiale (profondita 15um)
—w— profilo assiale (profondita 30um)
—#-- profilo assiale (profondita 45um)
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Benché, come detto, |’aberrazione introdotta dalla presenza del mismatch tra gli indici di

rifrazione e da fenomeni di scattering al’interno del mezzo, s manifesti, a differenza che in

altre circostanze, in modo netto anche nelle direzioni perpendicolari all’asse ottico, il profilo

asside s rivela, comungue, il pitl rumoroso e meno simmetrico.

Questo s inserisce bene dl’interno della teoria dei mezzi stratificati, ala luce della quale é

possibile mostrare come la risposta al’impulso di un sistema confocale s degradi

progressivamente con la profondita di focalizzazione, sia in termini di asmmetria che di

sparpagliamento.

Un ulteriore evidenza sperimentale che emerge da questa sessione di misure e legata ala minore

capacita di penetrazione dello strumento. Mentre in presenza di mezzi d’ immersione trasparenti,

quali I'olio Nikon o il glicerolo, s era in grado di individuare il campione di microsfere

sottorisolte fino ad una profondita dell’ ordine del centinaio di micron, I'impiego del contenuto

citoplasmatico di un oocita ha drasticamente ridotto a meno della meta tale valore.

Tenendo pure conto che, vista I’intrinseca disomogeneita del mezzo, i risultati trovati hanno

puramente valore indicativo, una prima, possibile spiegazione e da ricercars nell’ambito della

teoria dei mezzi torbidi cui i € accennato nel paragrafo precedente.

S possono alora individuare ameno due ulteriori fattori limitanti, connessi con fenomeni di

scattering all’ interno del mezzo:

» |'andamento esponenzialmente decrescente del numero effettivo di fotoni in grado di
raggiungere il campione e di eccitarlo

» |’andamento, anch’esso fortemente smorzato (e nel quale € riconoscibile una chiara
componente esponenziale), del numero di fotoni che, a seguito dell’ emissione fluorescente,
riescono a riattraversare la regione occupata da mezzo torbido, a non essere sharrati dal
pinhole ed a raggiungere, quindi, il detector.

Calcolando quindi per ciascuno degli assetti sperimentali considerati, il valore medio di picco

ddl’intensita, s ottiene I'’andamento (normalizzato a valore massmo e rappresentato su scaa

semilogaritmica) mostrato in figura (5.6b).

andamento dell'intensita media con la profondita

0
T s y:e35.6x

el 4

e2 4

intensita normalizzata (a.u.)

e3 4

-0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

profondita (mm)

Fig. 5.6b
Il fit, condotto su una funzione dellaforma y = €**, presenta un coefficiente di smorzamento a

molto elevato, il cui valore risulta di gran lunga superiore a quelli trovati in precedenza per le
PSF acquisite in altri mezzi.
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Risulterebbe pertanto difficile ascrivere un tale comportamento ala ‘semplice’ presenza di
mismatch tra indici di rifrazione in un mezzo dratificato e torna, per questo, utile fare
riferimento allo smorzamento di tipo esponenziale che s riscontra a seguito di fenomeni di
scattering.

E data, a questo punto, condotta un’ulteriore analis sperimentale per mettere in evidenza
eventuali fenomeni di assorbimento del citoplasma (di cui non tiene formalmente conto la
precedente teori@) in corrispondenza del range di lunghezze d'onda di eccitazione e di
emissione.

Lo spettro ottenuto allo spettrofotometro, e riportato in figura 5.6¢.

spettro di assorbimento del citoplasma di oocita

0,915

0,910 A

0,905 -

0,900 -

assorbanza

0,895 A

0,890 A

0,885 T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650

lunghezza d'onda (nm)
Fig. 5.6¢c

Da risulta la tendenza del mezzo ad assorbire le radiazioni che lo attraversano, a differenza
di quanto s era precedentemente trovato per glicerolo ed olio Nikon, che risultavano, invece,
fondamentalmente inattivi sotto questo aspetto.

E’ possibile alora concludere come, I’ effetto combinato di scattering ed assorbimento, risulti in
una sostanzide opacita dd mezzo, che limita fortemente la capacita dello strumento di
focalizzare oggetti fluorescenti a di la di una certa profondita.

Esperienze ana oghe, documentate in |etteratura e relative alo studio delle prestazioni di sistemi
confocali nell’ambito dell’'imaging di preparati biologici in vivo, confermano come, in molte
circostanze d'interesse pratico, il decadimento esponenzide del’intensita rilevata s riveli
efficace a rendere conto del progressivo impoverimento delle prestazioni, legato a rapporto tra
segnde di fondo e segnale effettivamente proveniente dal campione.

Uno del possibili rimedi alla cosariguardala scelta delle dimensioni del pinhole.

E’ infatti possibile mostrare [C.L. Smithpeter et ., 1998] come condizioni di confocalita troppo
spinte diventino, di fatto, fattori limitanti, specie in presenza di non trascurabili fenomeni di
scattering ed assorbimento.

Diviene dlora preferibile giocare (ove sia possibile) sull’apertura confocale in modo da
raggiungere un assetto di ragionevole compromesso, che renda comunque possibile I’ estrazione
delle caratteristiche dinteresse del  campione dad segnale di  background.
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Conclusioni

Come e dato illustrato attraverso i continui rimandi a lavori gia presenti in letteratura, le
problematiche affrontate nell’ambito di questa tes, legate principamente agli effetti del
mismatch tra gli indici di rifrazione su procedimenti di imaging attraverso un’architettura
confocale, risultano di stretta attualita sia per la difficolta di approntare un modello teorico di
sicura efficacia e di pratica applicabilita, sSia per la loro risonanza nel campo della microscopia
ottica a fluorescenza ad uno o piu fotoni.

Attraverso le diverse sessioni di misura condotte € stato possibile giungere ad un quadro
organico dei divers risvolti che la presenza di mismatch ha sulle prestazioni del sistema, sia
descrivendone il progressivo deteriorars in termini di risposta all’impulso (PSF), sia attraverso
I"indagine morfometrica di oggetti di forma e dimensioni note.

Cio permette, da un lato di giungere ad una stima del potere risolutivo dello strumento nelle
effettive condizioni sperimentali, dall’altro di disporre, eventuamente, dell’andamento
sperimentale della PSF, utile per un pit approfondito confronto tra la situazione rede ed i
modelli teorici via via considerati o per I'implementazione di opportuni algoritmi di
deconvoluzione.

Un’attenta analisi dei dati raccolti ha atresi permesso di suggerire alcuni pratici accorgimenti
attraverso i quali minimizzare gli effetti del mismatch o, dove cio non sa posshbile per la
particolare natura del campione, attraverso i quali tenere conto dei necessari fattori correttivi per
un’accurata analis quantitativa di distanze, superfici, volumi. L’ efficacia di tali procedimenti &
stata direttamente testata nel caso di un preparato biologico molto particolare (oocitadi Xenopus
laevis), giungendo a risultati in linea con la | etteratura citata.

A margine di queste problematiche, legate a recupero di informazioni morfometriche al variare
ddl’indice di rifrazione dd mezzo di immersione dell’ oggetto osservato, s € tentato anche un
approccio sperimentale a problema inverso, consistente nella stima dell’indice di rifrazione di
uN mezzo sconosciuto a partire dalla misura dell’ estensione assiae di oggetti noti.

La procedura seguita ha fornito risultati soddisfacenti e mostra un legame piuttosto diretto con
lateoria sviluppata in passato, basata essenzialmente su elementi di ottica geometrica.

Per quello che riguarda, viceversa, I'andis della risposta del sistema nelle diverse condizioni
sperimentali di impiego, la teoria di riferimento ha evidenziato come il problema dello sviluppo
di modelli in grado di fornire ragionevoli previsioni sul comportamento di un sistema rede s
presenti ancora, almeno da un punto di vidta strettamente quantitativo, di difficile risoluzione.

Il confronto tra le evidenze raccolte e le simulazioni recuperate in |etteratura, riguardanti lo
sviluppo a calcolatore di modelli teorici pit 0 meno semplificati, S € rivelato, come gia
documentato in atri articoli di rivista, qualitativamente buono, ma non abbastanza da suggerire
I"impiego di tali modelli ‘in sostituzione' della pratica sperimentale, visto anche I’ estremo peso
computazionale che li caratterizza.

In tal senso, una delle linee di sviluppo piu fertili in prospettiva futura, sara, nell’ambito della
microscopia a fluorescenza, proprio quella piu direttamente legata alla ricerca ed alo sviluppo
di sistemi in grado di operare, via software ad esempio, opportune correzioni in base ai
parametri impostati dall’ operatore, per tenere conto delle diverse condizioni di utilizzo che,
come ampiamente documentato nel corso di questo lavoro di tesi, possono falsare pesantemente
i risultati di qualsias acquisizione.

Il crescente interesse poi che, in ambito biofisico e biomedico, s sta mostrando verso questo
tipo di architetture, richiedera, al contempo, la progettazione di apparecchiature sempre piu
flessibili, adattabili alle peculiarita del campione e larealizzazione di pacchetti software di
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simulazione sempre piu completi in grado di offrire la possibilita, a partire dalle informazioni
raccolte attraverso ripetuti procedimenti di imaging, di realizzare a calcolatore esperimenti
attendibili e verosimili, permettendo, cosi, un risparmio in termini economici e di tempo.

Come ultimo aspetto, S € indagata la capacita del sistema di focalizzare oggetti immersi in
profondita al’interno di mezzi torbidi, fortemente diffondenti ed in presenza di mismatch
attraverso la misura della risposta al’ impul so.

L’importanza di tae studio risede, principalmente, nei risvolti biomedici che pud avere la
conoscenza del comportamento di un raggio laser fortemente localizzato nella sua propagazione
atraverso un sffatto mezzo, difficilmente riconducibile ad un modelo teorico. Questo
permette, ad esempio, di far uso di proprieta ottiche quali indice di rifrazione, coefficiente di
assorbimento o di scattering per la diagnos non invasiva di maattie o per la cura di particolari
tipi di lesioni interne.

Né nostro caso s € impiegato come mezzo torbido il contenuto citoplasmatico di un oocita di
Xenopus laevis, per ragioni di praticita e di coerenza con il restante corpo dellatesi.

| risultati documentano un forte decadimento delle prestazioni del sistema (sparpagliamento
della PSF), accompagnato dalla contemporanea diminuzione dell’intensita del segnae
(diminuzione del valore di picco medio della PSF), giain parte osservata nel corso dell’indagine
morfometrica precedentemente condotta sullo stesso campione.

Concludendo, risulta che I'impoverimento della qudita delle immagini che tipicamente
accompagna i procedimenti di imaging in presenza di mismatch, puo difficilmente essere
corretto in fase di rielaborazione delle acquisizioni attraverso gli usuai agoritmi di
deconvoluzione (come documentato in letteratura), speciadmente quando s cerchino di
focalizzare oggetti situati in profondita ned mezzo di immersione.

Tale comportamento risulta ancora piu evidente in presenza di un mezzo torbido, per il quae
non sono piu trascurabili fenomeni di scattering ed assorbimento.

Se, da un lato, questa non uniformita di comportamento puo portare a recupero di importanti
informazioni sulla natura del mezzo (quali la stima dell’indice di rifrazione attraverso la
valutazione della distorsione asside di oggetti di forma e dimensioni note), dall’ atro risultain
un pesante fattore limitante per tutti quel procedimenti di formazione di immagini che mirino
alo studio della struttura tridimensionale di preparati biologici onde metterne in risato la
funzionalita specifica.

In tal senso, specie nelle condizioni critiche sopra citate, legate prevalentemente ala presenza di
mismatch tra indici di rifrazione, risulta opportuna una preventiva correzione di tale
disomogeneita (attraverso I'impiego di appositi obbiettivi in acqua) onde limitare, gia a livello
strettamente sperimentale, una componente di disturbo di cui pud essere difficile tenere conto
esclusivamente via software.
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Specifiche dei filtri barriera utilizzati
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Valori del picchi di emissione (eccitazione) per i piu comuni fluor ocromi

# Mota: Values for excifationlemission maxima for each fluorophere are approximate and may vary depending on
envirenment (pH, solvent, bound to target, conjugated to antibady, ete.)
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Spettro di assorbimento dell’olio Nikon da immersione, utilizzato per studiare la
situazione di minimo mismatch tra indici di rifrazione. Andamenti analoghi (non
riportati per brevitd) si sono riscontrati, salvo diverso avviso, per gli atri mezzi
utilizzati durante le acquisizioni.
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Abbreviazioni

CLSM : Confocal Laser Scanning Microscope

EPSP : Effective Point Soread Function

FWHM : Full Width at Half Maximum

Mismatch : utilizzato spesso nel corso di questo lavoro di tes col significato di ‘variazione tra
I'indice di rifrazione del mezzo d'immersione del campione e quello dimmersione
dell’ obbiettivo’

NA : Numerical Aperture

NOA : Norland Optical Adhesive

OTF : Optical Transfer Function

PMT : PhotoMultiplier Tube

PSF : Point Spread Function

TRITC : tetramethylrhodami ne-5-isothiocyanate

WD : Working Distance

WGA : wheat germ agglutinin
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