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Abstract

X-ray experimental microbeam line for single liv@ls irradiation has been constructed at the
Institute of Nuclear Physics PAN. The facility isd®ed on an open type X-ray tube with
microfocusing (the X-ray emission spot size is dlddumicrometers in diameter) and anode
exchange ability. In the microdosimetry experimentlitanium anode with the 4.5 keV
energy of K characteristic radiation line is used. The X-ragtiation, emitted from the spot
into a cone of 120 degrees angle, is focused osahmle using the X-ray focusing multilayer
mirrors in the Montel geometry. The focusing disgams 32 mm, and the focal spot is about
20 micrometers in diameter. The beam image carbbereed using the X-ray sensitive CCD
camera, as well as with the use of an optical smrpe and the P43 scintillator screen. Cells
are seeded on a thin mylar foil, which is mountedaadrilled opening in the bottom of the
Petri dish. After visual selection of cells dedemitto irradiate, and setting of experimental
parameters, the irradiation process is carriecaatamatically, and cells are irradiated with a
controlled X-ray dose.

Streszczenie

W Instytucie Fizyki ddrowej PAN przy stanowisku mikrowzki rentgenowskiej
skonstruowana zostata linia eksperymentalna do omaigniania pojedynczychzywych
komoérek promieniowaniem X. Uktad dziata w oparcilamp: rentgenowsk typu otwartego

z mikroogniskowaniem oraz mlbwvoscia wymiany anod. W tym eksperymencie
wykorzystywana jest anoda tytanowa, emitaj promieniowanie charakterystyczne linig K
0 energii 4.5 keV. Wizka polichromatycznego promieniowania X emitowamst jz
powierzchni osrednicy ok. 2 mikrometrow w stek o kcie rozwarcia 120 Ogniskowanie
rozbieznej wiazki odbywa st przy wyciu zwierciadet wielowarstwowych w geometrii
Montela, zatem uktad ogniskigly jest rownocz&ie monochromatorem dostosowanym do
energii linii Ky tytanu. Odlegté¢ ogniskowania wynosi 32 mm, a zogniskowanazka w
przekroju masredniez ok. 20 mikrometréw. Obraz wiki moze by obserwowany przy
uzyciu kamery CCD rejestragej promieniowanie X, jak roéwnieprzy wyciu ukfadu
mikroskopu optycznego i scyntylatora P43. Komorkysigwane s na cienkiej folii
mylarowej, zakrywajcej kilkumilimetrowy otwor wywiercony w szalce Piejo, a naspnie
napromienianiescisle okrelona dawky promieniowania. Po zaznaczeniu widocznych na
zdjeciu probki komérek przeznaczonych do napromienigm@es napromieniania odbywa
si¢ automatycznie.



1. Wstep

Badania wptywu promieniowania na organizayyve prowadzonegsnaswiecie od wielu lat.

O ile skutki somatyczne wygiujace przy znacznym napromienieniu organizmu zostaty |
doktadnie zbadane i opisane na podstawie obserwéeji zdarzé radiacyjnych [1,2], to
wptyw niewielkich dawek promieniowania na organitmlzki nie zostat jeszcze do koa
poznany i nadal pozostaje przedmiotem dyskusji,$3,42oniewa wptyw niewielkich dawek
nie mae zosté zarejestrowany na poziomie catego organizmu, zdgm badanie midiwe
jest tylko na poziomie komdérkowym. W badaniach tyeykorzystywane s sztuczne linie
komdrek hodowanych w warunkach laboratoryjnych @gtoda ta ma wiele zalet - hodowla
komorkowa zapewnia kontrplsrodowiska oraz powtarzalé® wynikow. Wychodzi ona
rowniez na przeciwzadaniom organizacji spotecznych, domaggch sé ograniczenia
eksperymentow prowadzonych na zwigazh, co zostato poparte przez Parlament Europejski
stosownym rozpoggdzeniem z 2010 roku [7].

W wielu laboratoriach do swietlan kolonii komorkowych wykorzystywanea sklasyczne,
szerokowazkowezrddta promieniowania. Badania te apmine g jednak dua niepewndcia

statystycza przy oszacowaniu dawki promieniowania zadeponoyangoszczegolnych
komérkach. Dlatego w badaniach mikrodozymetrycznyeliepiej sprawdzaj sie uktady

mikrowiazkowe, w ktorychsrednica aytej wiazki jest poréwnywalna z&ednia pojedynczej
komorki.

a) b)

Rys. 1 Napromienianie komorek przy uzyciu a) klasyanegozrddia , b) uktadu mikrowi gzki

W badaniach stosowane mikrowiazki jonowe, wykorzystujce protony, czstki alfa, oraz
ci¢zkie jony, jak réwnie mikrowiazki elektronowe oraz rentgenowskie [8] . Od 200Ku w
Instytucie Fizyki ddrowej PAN funkcjonuje mikrowdzka jonowa, wykorzystgga protony o
energii 2.5 MeV [9]. Jednak w trakcie baddiagnostycznych, jak rowniew srodowisku
naturalnym, cztowiek natany jest przede wszystkim na promieniowanie fotoaow
natomiast znacznie rzadziej na promieniowanigstek natadowanych. Ponieivakutki
biologiczne uszkodzeradiacyjnych w komérce znacznieznia sie w przypadku czstek i
promieniowania fotonowego [10,11] dlatego celempgtnienia bada prowadzonych przy
mikrowiazce jonowej, w 2006 roku w Zakitadzie Spektroskogiosowanej IFJ PAN
zdecydowano sina rozpocgcie budowy stanowiska mikrow#ki rentgenowskiej dla bada
radiacyjnych [15,17].



2. Schemat budowy uktadu

Linia eksperymentalna przeznaczona déwnetlan pojedynczych komérek promieniowaniem
X sktada st z lampy rentgenowskiej firmy Hamamatsu z mikroggoiwaniem i anog
transmisyja, ukiadu zwierciadet wielowarstowych firmy Rigaku greskupcych
promieniowanie X, uktadu pozycjonowania probki, Draikroskopu optycznego z kamer
wraz z ukladem pozycjonowania [16] (Rys. 2). Langs unieruchomiona, natomiast uktad
ogniskupcy, prébka oraz mikroskop posiaglamozliwosé regulacji potaenia w trzech
kierunkach przestrzeni.

zwierciadta
ogniskujgce

mikroskop optyczny

Lampa RTG probka

Rys. 2 Schemat oraz fotografia uktadu mikrowazki rentgenowskiej do bada radiobiologicznych

Lampa rentgenowska Hamamatsu L9191 jest typu adgaytco umaliwia wymiarg anod i
tym samym dostosowanie energii promieniowania ddrzpb eksperymentu. \Adka
promieniowania emitowanego z lampy jest rozbegei ma ksztalt stdka o kycie rozwarcia
120°. W eksperymencie radiobiologicznym stosowaest janoda tytanowa, zatem w
emitowanym przez lamgpromieniowaniu na tle ggtego widma promieniowania hamowania
dominuje bardzo silna linia charakterystyczneganpemioweania X dla Ti-& o energii 4.5
keV. Stosunek natenia tej linii do naizenia promieniowania hamowania gz najwysz
wartas¢ przy napgciu lampy okoto 40 kV.



Rys. 3 Lampa Hamamatsu L9191 od frontu po
zdemontowaniu anody, z widocznym w centralnej
czesci mimosrodowym otworem, przez ktéry padap
@ig na anodk emitowane przez lamg elektrony,
| powodujac emisje promieniowania X Rotacja anody
powoduje zmiare miejsca padania elektronow, kiedy
jej powierzchnia napromieniana w danym potaeniu
jest juz "wypalona”

W chwili obecnej, oprocz uktadu opisanego w niragi raporcie, n&wiecie pracuje 11
mikrowiazek promieniowania rentgenowskiego dedykowanych rndéwietlania in-vitro
pojedynczych komorek. Wod nich, w szé&ciu mikrowiazkachzrodiem promieniowania jest
lampa rentgenowska 2z mikro-ogniskowaniem [11,8920]. Do eksperymentow
prowadzonych na tych mikrowikach  wykorzystywane jest promieniowanie
charakterystyczne linii & materialtbw anodowych o energiach 0.28 keV (&;KL.49 keV
(Al-Ka) lub 4.5 keV (Ti-k). Promieniowanie linii K& wegla jest praktycznie w caloi
pochtaniane przez pojedyrickomoérke, podobnie jak pochfaniane w znacznym stopniu
promieniowanie linii K linii aluminium (ok. 70%, w zalanosci od grubéci komorki). W IFJ
PAN planowane stakze badania wptywu promieniowania na zbhe do tkanki struktury
trojwymiarowe, dlatego zdecydowanogsha uwycie anody tytanowej i tym samym
dostosowanie ukladu ogniskuoggo do promieniowania linii Ti4€ o energii 4.5 keV. W
grubaici pojedynczej komorki promieniowanie o tej eneppchtaniane jest jedynie w 3-5 %,
a potowe swojego nafzenia whzka traci dopiero po przgiu przez ponad 20 warstw
komorek.

3. Ogniskowanie i optymalizacja wi azki

W przypadku stanowiska do dwveietlan mikroobiektow kluczowe znaczenie ma ponowne
zogniskowanie rozbime]j wiazki. Najbardziej odpowiedaimetod, ogniskowania mikkiego
promieniowania rentgenowskiego, rownagre monochromatyzuaga to promieniowanie,
jest wycie soczewek Fresnela. Metoda ta zostata zastosowa wikszaci ukladow
mikrowiazkowych przeznaczonych do napromieniania pojedyttgomoérek. Jednak przy
zachowaniu statej diugoi ogniskowej lgt brytowy, z ktdrego soczewka Fresnela ogniskuje
wiazke, maleje wraz ze wzrostem energii promieniowaniezyRenergii powyej 3 keV
korzystniejszy Kkt brytowy mana uzyska stosugpc meto@d ogniskowania przy zyciu
zwierciadetl wielowarstwowych, i dlatego ta wiée metoda zostata zastosowana w uktadzie
mikrowiazki rentgenowskiej w IFJ PAN.

Zastosowany uktad ogniskigy firmy Rigaku skltada si z dwoch zwierciadet ptasko-
eliptycznych ustawionych wzajemnie prostopadle (getwia Montela Rys. 4a). Kde ze
zwierciadet ogniskuje wike w jednej ptaszczanie, a promienie odbite kolejno od obydwu
luster g zogniskowane przestrzennie. Promieniowanie padaja powierzchrizwierciadet
moze prze§é przez uktad bez odbicia (napitszy obiekt na obrazie wzki na Rys. 4b), mae
odbi¢ si¢ tylko od jednej z powierzchni (dwie ukme linie na Rys. 4b), jak rOowrienaze
odbi¢ sig kaskadowo od obu powierzchni (Rys. 4a) tworgiasciwe ognisko (najmniejsza
plamka na Rys. 4b). Odleglozrédto-ognisko podana przez producenta wynosi 30 mm.



ognisko

zrodto )

Rys. 4 a) Zasada dziatania zwierciadetl ogniskagych firmy Rigaku b) obraz wiazki po przejsciu przez
uktad [14]. Duzy romb z lewej strony pochodzi od bezpgedniej wiazki promieniowania X. Dwie ukone
linie pochodz od promieniowania odbitego od jednego ze zwierciadl Najmniejsza plamka z prawej
strony obrazu przedstawia zogniskowaa wiazke promieniowania po odbiciu od obydwu zwierciadet
ogniskujacych, co schematycznie ilustruje rysunek a).

Efekt ogniskowania polega na wykorzystaniu konsywkej interferencji promieniowania
rozproszonego na wielowarstwach zgodnie z redBtagga. Powierzchnia zwierciadet
pokryta jest powtok ok. 80 dwuwarstw Cr/C o grubd tak dobranej, by dla promieni
wychodzacych zezrédta kat padania/odbicia byt rownocage katem Bragga dla energii 4.5
keV (Rys. 5). Zatem uktad ogniskgy jest rownoczaie monochromatyzatorem agki. Dla
centralnej czsci zwierciadet grub& pojedynczej dwuwarstwy Cr/C wynosi 3.1 nm.

Rys. 5 Zasada ogniskowania przy
- uzyciu wielowarstwy [12] opiera s¢
d2 na wykorzystaniu konstruktywnej
0,/ interferenciji promieniowania
01 02 2 zgodnie z reguy Bragga.

e
di D1

Jielowersiie

odlegtos¢ ogniskowania

zrodto detektor lub prébka

Promieniowanie rentgenowskie rozktada ¢pawodm i pary organiczne powodig
powstawanie wolnych rodnikow, magych uszkodzi powloke na zwierciadtach. Dlatego
zwierciadta umieszczone sv hermetycznej komorze zamktej okienkami berylowymi o
grubaci 0.05 mm i powinny pracowaw prani lub w atmosferze helu. Uwazglniajac
geometrg komory i zwierciadet wewatrz niej, jej przednigcianka powinna by ustawiona
ok. 2.5 mm od czotfa lampy rentgenowskiej, a ognis&y spodziewa sig ok. 5 mm za
tylna $cianka. W eksperymentach ognisko znaleziono ok. 7 mm yha tScianka, czyli
prawdziwa odlegtet pomigdzy ogniskami elipsy wynosi nie 30, lecz okoto 3&im



Oryginalny uktad zakupiony od producenta zostaltalczony wraz ze stabdnpodstavi,
umazliwiajaca regulacg jego potaenia w przestrzeni. Regulatory uktadu ognigkapo
(czerwone moduty 1-5 na Rys. 6a) pozwalap zautomatyzowanoptymalizacg katow
Bragga (moduty 2, 4), wzajemnej prostopadialwoch powierzchni odbijagych (mlodut 1),
pozycji wewretrznej przestony (modut 3) oraz w niewielkim zakeegsotazenia uktadu w osi
wiazki (modut 5). Podstawa luster jest stabilna, migstumaliwia ona tylko manualm
zmiarg potozenia uktadu poprzez reguladrzech pokgtet (Rys. 6a). Automatyzacja ruchu
ma istotne znaczenie. Kda manualna operacja na ukfadzie w czasie pomiddzevee z
konieczndcia wylaczenia lampy, odsuggia szyby oflowianej oraz orientacyjnego
przekecenia regulatora przed kolejnym pogligm whazki po zasuriciu szyby i ponownym
uruchomieniu lampy. Koniecz&d wykonywania manualnych operacji w czasie
eksperymentu znacznie go wygh) a praca lampy w takim przerywanym trybie nie ymat
korzystnie na jejzywotnasé. Wskazane zatem byto zautomatyzowanie ruchu ukiadu
ogniskupcego w ptaszcznie prostopadtej do osi wzki. Ruch w kierunku poziomym zostat
zautomatyzowany poprzez umieszczenie pday uktadem ogniskagym a jego podstay
precyzyjnego pozycjonera krokowego firmy Physik tlasiente, poruszagego st z
minimalnym krokiem 0.Jum. Z kolei do automatyzacji ruchu w osi pionowejkagzystano
jeden z regulatorow w oryginalnej podstawie, kt@afyracany jest przy ayciu silnika
krokowego. Dodatkowo caly ukiad zwierciadet wrazpadstava znajduje si na ptycie
posiadajcej maliwos¢ obrotu kitowego w pionie i poziomie. Wszystkie elementy
przegciowe zostaty zaprojektowane i wykonane w IFJ.

a)

Rys. 6 a) Zwierciadta ogniskujce w oryginalnej postaci b) uktad po modyfikacjachwidoczne miedziane
przystony sterujace strumieniem promieniowania X.



Wiasciwa wiazke na Rys. 4b stanowi plamka otrzymana w wyniku kedekago odbicia
promieni od obu wielowarstw. Pozostate elementyanbr musz zostd& przestonite.
Oryginalna wewastrzna przestona luster okazata siewystarczajca do tego celu, poniewa
wiazka bezpérednia przenika przezgw znacznym stopniu.

Rys. 7 Obraz caéciowo przestongtej wiazki z widoczmp “"kometka"
pochodzca od wigzki bezpdsredniej. Réwnolegte do granicy zdg¢cia ostre
odcigcie kometki w dolnej czsci "ogona" jest wynikiem zachodzenia
przestony zewrtrznej.

Dla precyzyjnych bada z mikrodozymetrii wane jest okrélenie deponowanej dawki
promieniowania, a przy tak znacznym udziale w wilpriomieniowania polichromatycznego
wiazki bezpdredniej byto by to d& skomplikowane. Aby zminimalizowaefekt wazki
bezpdredniej skonstruowano dodatkewprzestor zewretrzna przestaniajca wiazke
wyjsciowa na zasadzie a. Do miedzianego wygnika poruszanego silnikiem krokowym
doklejona zostata cienka ptytka wolframu skuteczpaehtaniajca wizke bezpdredna.
Rys. 6 przedstawia uktad oryginalny oraz uktad pmyfikacjach.

Obraz wazki obserwowany jest na ekranie kamery CCD Photoricience (Rys. 8)
rejestrupcej promieniowanie X [16]. Ekran stanowi matryca080x 2670 detektorow,
srednica kadego z nich wynosi 14.[dim. Obraz w 12 bitowe]j skali sz&m rejestrowany jest
z czstotliwoscia 10 MHz. Kamera musi ldyzamocowana w pozycji podwieszonej, ponigwa
tylko wtedy mae zblizy¢ sig do miejsca, gdzie w odlegid kilku milimetrow od
powierzchni wrki zwierciadet znajduje si ognisko. Kamera jest chtodzona wod
prowadzorn przewodem wchodzym z jednej i wychodicym z drugiej strony obudowy.
Praca kamery bez aktywnego chtodzeniazenspowodowa jej trwate uszkodzenie. Brak
doptywu wody sygnalizowany jest zmihkoloru niewielkiej diody w obudowie kontrolera z
zielonego na czerwony. Ze wedl na ograniczan diugas¢ specjalistycznego przewodu,
kontroler kamery znajdujecspowyzej uktadu mikrowazki, w miejscu, w ktorym niepozorna,
aczkolwiek bardzo wana sygnalizacja mogta by pozostaiedostrzeona. Dlatego do
metalowych cgsci przewodu wodnego zamocowane zostaly czujnikipenatury, ktérych
sygnat przekazywany jest na eo do komputera.

Rys. 8 Kamera CCD Photonic Science a) w czasie podglu ogniska b) widok od przodu



Wyznacznikiem dla optymalizacji ogniska jest stagumtensywnéci zogniskowanej plamki
do intensywnéci pozostatych elementéw na Rys. 4b. Poemséj optymalizacji wizualnej
dalsza analiza odbywagsiv oparciu o odczyt sumarycznej intensywaeigoikseli na obrazie
plamki, zarbwno w fazie dostosowywania orientacggstrzennej elementu ogniskcggo
jak i przestaniania pozostatych elementow.
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Rys. 9 Optymalizacja wizki odbywa si na podstawie aglej analizy wykresu intensywndci obrazu
ogniska. Obie przestony nie $ w stanie catkowicie zastori polichromatycznej wiazki przechodzcej
bezpdrednio z lampy. Proces optymalizacji zmierza do uzkania jak nejwigkszej intensywndci piku
pochodzcego od plamki przy mdaliwie jak najmniejszym udziale tta pochodacego od wazki
bezpdredniej oraz jej rozproszen.

Prébka oraz dodatkowe akcesoria wykorzystywaneakcite przygotowywania uktadu do
eksperymentu, tj. scyntylator i wzorzec rozdzieftzo mocowane $ na wysiegniku w

uktadzie pozycjonowania prébki. Paknie wysggnika w ptaszczsnie prostopadiej do osi
wiazki jest regulowane z rozdzielgamig 0.1 um przy wyciu pozycjonerow firmy Physik

Instrumente, natomiast ruch uktadu prébki w osi gséanie manualny do czasu
implementacji kolejnego, zakupionega: jpozycjonera.



4. Parametry zogniskowanej wi  gzki

Po optymalizacji ogniska wykonywanes pomiary parametréw uzyskanej amki, tj.
szerokdci potowkowej piku, widma energetycznego oraz zb@ci wiazki. Szerokéc¢
potdwkowa piku wyznaczana jest tzw. mefodaza [13]. Krawedz precyzyjne wyaitego
otworu w cienkiej miedzianej folii przemieszczajsk krokowo w kierunku poziomym
(zazwyczaj z krokiem 0.01 mm zggczanym w okolicactérodka wazki) stopniowo
przestania wizkg (Rys. 10a). Po kalym kroku pozycjonera ostrza rejestrowana jest
intensywna¢ plamki. Funkcy aproksymujca intensywne¢ plamki w kierunku prostopadtym
do osi wazki jest krzywa rozktadu normalnego. Zates¢ intensywndci plamki w funkgciji
potozenia przestaniagego § ostrza tworzy funke bedaca dystrybuand rozkiadu
normalnego, lub konwolugikrzywej Gaussa i funkcji skoku jednostkowego (Ryab,c).

Rys. 10 Skanowanie waizki metoda noza.

a) fotografia elementu ostrza,

b) krzywa przestaniania jako wynik
konwolucji krzywej Gaussa i funkcji
skoku jednostkowego,

c) krzywa eksperymentalna uzyskana w
odlegtdsci 1mm od ogniska. Krzywa ta
aproksymowana jest funkcp postaci
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Skanowanie to odbywa c¢sidla kolejnych poteen wzdtlwz osi wiazki w okolicach
oczekiwanego ogniska. Standardowy krok w osiziii wynosi 1 mm, w okolicy ogniska jest
zag:szczany. W ten sposob uzyskuje profil wiazki oraz jej rozmiary w ognisku. Wyniki
pierwszych pomiarow zostaly przedstawione w praty].[ Obecnie, prawdopodobnie w
wyniku zuzycia powierzchni zwierciadet szerakopotowkowa wizki jest rzdu kilkunastu
mikrometrow.

Pomiar widma jest wykonywany przyzyciu chtodzonego termoelektrycznie detektora
Amptek [21] (Rys. 11). Detektor zamocowany jestpualstawie posiadge] maliwosé w
peini zautomatyzowanej regulacji péémia w trzech kierunkach przestrzeni. W tym
przypadku automatyzacja ruchu réwniea istotne znaczenie - element czynny detektora ma
powierzchn¢ zaledwie kilku milimetrow kwadratowych, arednica wizki jest rzdu
kilkunastu mikrometrow. Ustawienie powierzchni camgp detektora tak, aby byla ona
przecinana przez $owiazki wymaga cigtej obserwacji catkowitej exstosci zliczen
rejestrowanego widma (jest ona w przybhiu rowna intensywrigi piku 4.5 keV).
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c) d)

Rys. 11 a,b) Pomiar widma przy uzyciu detektora Amptek c) widmo wiazki bezpcsredniej d)
monochromatyczne widmo wazki zogniskowanej - pik o energii 4.5 keV
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o
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5. Uktad mikroskopu i kalibracja obrazu

Kolejnym etapem w przygotowaniu ukladu do pomiargest widciwe ustawienie
mikroskopu do podgtu probki. Podobnie jak kamera CCD, mikroskop zam@ny jest w
osi wiazki. Mikroskop i detektor Amptek wykorzystujen sam ukfad pozycjoragy, zatem



mikroskop take posiada mdiwos¢ automatycznej regulacji patenia we wszystkich trzech
kierunkach. Mikroskop posiada wiasne poprzecméelto swiatta, zmotoryzowasm regulacg
ostraci i odlegtagci roboczej oraz zdoldd rozdzielca 1.5 pum. Obraz z mikroskopu
rejestrowany jest za pompkamery QICAM (firma QImaging).

Rys. 12 Mikroskop z poprzecznym wewgtrznym
oswietleniem. Swiatlo doprowadzane jest zezrodta (firma
SCHOTT) swiattowodem. Widoczny joystick do
automatycznej regulacji ostrgci oraz powiekszenia.
Zdolnos¢ mikroskopu oszacowana na postawie specjalnego
wzorca (opisanego w daszej egci tekstu) wynosi ok. 1.5um.
Na zdjeciu widoczna jest niewielka analogowa kamera
przemystowa Watec, zakupiona wraz z mikroskoperr
Jednak ze wzgidu na wymagany dlugi czas ekspozycji
obrazu zostala ona zagpiona profesjonalp kamera
cyfrowg przeznaczon do badan naukowych.

QICAM to kamera cyfrowa o rozmiarze matrycy 1392040 pikseliscisle wspotpracujca z
programem Image Pro (firma Media Cybernetics). RAdke pozycjonowanie probki,
umazliwiajace trafianie w pojedyncze komorki, wymaga wykalisemia obrazu z kamery,
tzn. przeliczenia odlegéoi w pikselach na obrazie na rzeczywistllegiad¢ w mikrometrach
na szalce z komodrkami. Kalibracja wykonywana jestypmaksymalnym powkszeniu
mikroskopu. Do kalibracji wykorzystywany jest wzetzJIMA RT RC-02. Ptytka, w ktorej
znajduje st wzorzec, mocowana na wygghiku probki (Rys. 13a). Na krzemowym okienku
w znajduapcym sk w srodku plytki znajduje si uktad figur wykonanych z otowianych
precikbw o grubgci 1 um. Caly uklad figur ma wymiary 1.5 x 1.5 mm. Giovmmy
przeznaczeniem wzorca jest pomiar zdébnaozdzielczej lampy rentgenowskiej, jednak
pozwala on rowniena okrélenie zdolndci rozdzielczej uktadu optycznego, azakpomiaru
precyzji i powtarzalnéci ruchu pozycjoneréw porusaaych wysegnikiem probki w
ptaszczynie prostopadiej do osi wzki.

CRUVW™  J  "mOlgy

3 N i B

s
JMA RT RC—302
11 #
S/N No -

b)

a)

Rys. 13a) plytka zewzorcem do pomiaru zdolndci rozdzielczej b) obraz elementdéw wzorca okéajacy
zdolnosé rozdzielcz uktadu optycznego.
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Rys. 14. a) Odlegtéci pomiedzy maksimami (w
pikselach) na wykresie intensywnéci obrazu oraz
rzeczywiste odlegtéci pomiedzy ssiadujacymi
precikami pozwalaja wyznaczy wspoiczynnik
kalibracji obrazu pm/px.

b) Przesuwapc pozycjonery o odlegté¢ réwna
odlegtdéci pomiedzy precikami mozna
zweryfikowaé, czy potaenia danych maksiméw na
wykresie pokrywaja si¢ z poprzednimi. W ten
sposéb mana zweryfikowa¢ doktadnosé ruchu
pozycjoneréw.

Kolejna procedus optymalizacyjm jest stabilizacja mikroskopu w pddeniu, w ktérym przy
maksymalnym powegkszeniu wazka znajduje siw okolicachsrodka obrazu kamery, a
ognisko wazki lezy w ptaszczynie ogniskowania mikroskopu.



Podghd wiazki w mikroskopie optycznym nitiwy jest przy zastosowaniu scyntylatora P43
(firma Proxitronic), przetwarzagego promieniowanie rentgenowskie svaiatto widzialne.
Ptytka scyntylatora P43 umieszczona jest na ggysku w uktadzie pozycjonowania probki.
Jednak zanim niiwa bedzie obserwowacja wzki w mikroskopie, jej potgenie musi zosta
zlokalizowane makroskopowo. Wynika to z fakia,nawet przy najmniejszym paskiszeniu
mikroskopu obraz w kamerze obejmuje bardzo niewfedigment scyntylatora. W catkowitej
ciemngci, gdyz tylko wtedy mana zaobserwowawiazke w scyntylatorze, czas akwizycji
obrazu w mikroskopie jest diugi (okoto minuty) zezgkedu na mat jasné¢ uktadu
optycznego. Skanowanie powierzchni scyntylatoraemadci przy wyciu mikroskopu byto
by w zasadzie "htlzeniem po omacku".

Do makroskopowej lokalizacji wkki mozna wykorzysta kamee QICAM, mocupic do niej
gwintowany obiektyw od starego aparatu analogowegaz z piegcieniami pdrednimi.
Jednak najprostszym i najskuteczniejszym sposolesin zastosowanie cyfrowego aparatu
fotograficznego, umieszczonego na statywie wego®n pomiarowe]. Wizke mazna
zarejestrow& wykorzystupc program samowyzwalacza. Aparat ten musi jeginak dobrej
jakaosci, gdyz czas néwietlania przy czutéci matrycy 100 (ISO) wynosi 30 sekund.

b)
-
e)

Rys. 15. a) Obserwacja waizki przy uzyciu kamery z obiektywem b) obraz wazki z kamery c) zdjgcie
scyntylatora (aparat cyfrowy na statywie) d) obrazwigzki w mikroskopie €) ziarna scyntylatora

c)



W oparciu o zdjcie z aparatu, przyzyciu pozycjoneréw probki mma wypozycjonowa
scyntylator tak, aby wika znajdowata siw poblizu jakiegd charakterystycznego punktu
jego powierzchni, np. rysy. Wtedy, przy ustalonymtopeniu scyntylatora i vaczonym
swietle, w te okolice naley skierow& mikroskop, a nagpnie w ciemnéci znale¢ wiazke
przy minimalnym powikszeniu mikroskopu. W kolejnych krokach nalezwicksza
powigkszenie mikroskopu "centig plamlc” tak, aby nie straéijej z pola widzeniaado
uzyskania maksymalnego pakszenia mikroskopu. W tym ustawieniu czas akwizycji
obrazu wizki z Rys. 15d wynosi ok. 1 minuty. Dlugi czas akydji obrazu jest jednym z
koniecznych wymaga jakie powinna speinéa kamera, dlatego analogowa kamera
przemystowa Watec widoczna na Rys. 12 musiata ¢aststpiona przez kamerQICAM.

Ostatnim etapem pozycjonowania mikroskopu jestroptizacja jego poteenia w osi wazki
tak, aby ognisko wizki znalazto st w ptaszczynie ogniskowania mikroskopu. Kiedy
mikroskop pracuje przy maksymalnym pelszeniu, scyntylator ustawiany jest w takiej
pozycji, aby jego ziarna byly wytaie widoczne w mikroskopie (Rys. 15e). W tej
konfiguracji mikroskop i scyntylator, zachowujstak odlegtag¢ A od siebie, poruszajsic w
osi wiazki zmieniajc odlegtdé B w zakresie kilku milimetréwzado uzyskania najmniejszej
i ngjintensywniejszej plamki. Patenie wiazki na obrazie kamery jest zapaigivane.

B

Rys. 16Poszukiwanie ogniska

Po optymalizacji mikroskopu jego pakenie jest ustalone i nie zmieniag Siv czasie
eksperymentow. Odlegié B zazwyczaj wynosi ok. 95 mm, a odlegtoscyntylatora od
powierzchni luster B-A jest w granicach 4-7 mm.uPoieszczeniu szalki z komorkami naje
ustawt ja tak, aby w mikroskopie komérki byty wyraie widoczne. Wtedy znajdupie one
w ptaszczynie ogniska wizki. W czasie nawvietlania komorki g kolejno pozycjonowane w
miejscu, w ktorym na zapisanym obrazie scyntylamradowata si wiazka.

Rys. 17 Po optymalizacji potazenia
) @ mikroskopu ptaszczyzna ogniskowania
mikroskopu i ptaszczyzna na ktérej ley
ognisko pokrywaja sig. Obiekt do
naswietlan widoczny w mikroskopie

wyraznie znajduje si w plaszczynie
wiazki.




6. Napromienianie komérek

Proces napromienienia komarek realizowany jest agod nasipujaca procedus. Potazenie
poszczegolnych komdrek na szalce obrazowane jegore@ kamery wspotpracagej z
programem Image Pro. Komorki przeznaczone do naproamia oznaczane snanualnie
(poprzez klikngcie myszld). Nastpnie, pozycje komorek (w jednostkach piksel s
eksportowane do pliku tekstowego. W oparciu o pehde wiazki na zapisanym obrazie (w
jednostkach pikseli), pozycje komorek, wyznaczomsp@czynnik kalibracji obrazu (piksele /
um) oraz bieace wspétredne pozycjoneréw porusaaych problk (w milimetrach, z
doktadndcia do 0.1 um) obliczane $ kolejne potaenia pozycjonerow odpowiadap
ustawieniu kolejnych komérek w osi azki.
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Rys. 18 Oznaczenie komérek do napromienienia

Sam proces Raietlania sterowany jest przy pomocy programu repego wsrodowisku
LabVIEW, ktory kontroluje ruch pozycjonerow orazzestony dozujcej. Istnieje rownig
mozliwo$¢ napromieniania probki wedlug oklenej trajektorii. Kolejne potzenia
pozycjoneréw g w takim wypadku wczytywane z pliku tekstowego, Emajacego kolejne
wspoétrzdne. Rys. 19 przedstawia fragment kliszy stomatologj ndwietlonej w ten
sposob.

Rys. 19 Fragment kliszy stomatologicznej riavietlonej wediug
okreslonej trajektorii tworz acej ciag liter | F J. Zaczernienie kliszy
w miejscach innych n& naswietlane bylo prawdopodobnie
wynikiem zbyt dtugiego jej przechowywania w nieodpwiednich
warunkach.




Proces nawietlania przedstawiony zostat w formie krétkiegionfi, dostpnego w internecie
[14]. Procedury biologiczne oraz wyniki prowadzohyabecnie badazostan przedstawione
w rozprawie doktorskiej mgr SebastianazBa pt. "Konstrukcja i wykorzystanie mikrogwaki
promieniowania X do badaorganizmow zywych na poziomie komoérkowym" oraz w
publikacji naukowe;.
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