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Uj, fluoreszcens jelolés mentes,
3D mikroszkopias képalkoto eljaras
in vivo diagnosztikai vizsgalatokhoz

Az anyagszerkezeti és biologiai mintakon végzett vizsgalatoknal egyarant
Uj lehetdségeket kinal az a 3D mikroszkopias képalkotd rendszer, amelyet

Szipbcs Robert, a 2011 novemberében Akadémiai Szabadalmi Nivodijjal
elismert villamosmérnok, fizikus vezetésével hazai kutatok dolgoztak ki.

zipécs Rébert, az MTA Wigner
Fizikai Kutatékdzpont Szildrd-

nek (szF1) tudomdnyos fémunkatdrsa sze-

testfizikai és Optikai Intézeté-

rint a CARS (coherent anti-Stokes Raman
scattering) modszeren alapuld képalkotdsi
eljdrds azért érdekes a mdr hagyomdnyos-
nak tekinthetd kétfoton abszorpcids fluo-
reszcencidn alapulé pdsztdzé lézermikro-
szképids vizsgalatokhoz képest, mert ezzel
gy lehet hiromdimenziés képet alkotni,
hogy kozben a vizsgdlandé minta egyes
dsszetevdit nem kell specifikus festékjels-
lésekkel elldeni, illetve arra sincs sziikség,
hogy azok természetes fluoreszcencidval
rendelkezzenek. (A kétfotonos rendszernél
két, gyakorlatilag egy idében beesd foton
energidja egyesiil és hozza létre a fluoresz-
cens indikdtor gerjesztését egy kortilbeliil
egy kobmikrométer térfogatt térrészben.)

Az 4j médszerrel az egyes molekuldkra
jellemz8 sajdt rezgési spektrum segitségé-
vel alkothatunk hdromdimenziés képe-
ket. Hogyan? Ugy, hogy elészor felveszik
a vizsgdlandé molekula sajit, infravords
tartomdnyra vonatkozé abszorpcids vagy
Raman-spektrumdt. Ennek ismeretében
két szinkronizdlt kimenettel rendelkezd
ultrardvid impulzust lézerrendszer hullim-
hosszét — az egyik célszertien az 1030 na-
nométeren mikodd icterbium szdllézeres
erdsitérendszer, a mdsik egy a hangolhat6
titdn-zafir lézer — gy dllitjdk be, hogy e I¢-
zerek kiilonbségi (azaz lebegési) frekvencidja
egy adott molekuldris rezgési dllapothoz
tartoz6 energidnak feleljen meg (1. dbra).
A kétlézersugdrnak a mikroszképban 1évé
mintdra valé fékuszaldsdval — tigyelve arra,
hogy térben nagyon pontosan bedllitsik a
lézerek parhuzamos futdsdt — lemérhetjiik
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egy adott, tipikusan bonyolult szerves
molekula relativ koncentrdciéjdnak vélto-
zdsdt a 3D térben. Fontos az egyes lézer-
impulzusok relativ késleltetésének pontos
bedllitdsa is, mert ha nem egyszerre ér
oda a két fényimpulzus, akkor nem kel-
tenek jelet, nem kapunk értékelhetd képet
a mintdrél. A kutatdk e célbdl a két lézer
mikodésének szinkronizaldsdhoz egy spe-
cidlis, FemtocARS-nak elnevezett egységet
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1. 4bra. A CARS folyamat energia-
diagramja: o — Ti-zafir lézer frek-
vencidja (pumpa), o, — Yb-szalerdsitd
frekvenciaja (Stokes), w_ — a CARS
folyamatban keletkezett fény frek-
vencidja, Q , — a vizsgalt molekula
rezgési frekvencigja

fejlesztettek ki — ez a titdn-zafir lézer fényé-
nek egy részébél, egy megfeleléen megter-
vezett fotonikus kristdly szerkezet(i szdlban,
1030 nanométeren, megfelel$ erdsségii op-
tikai szinkronjelet 4llit el§ egy itterbium
szallézeres erdsitérendszer szdmara, illetve
elvégzi a lézerimpulzusok térbeli és id8beli
dcfedésének pontos bedllitdsd, illetve a
fényerd, a polarizicids dllapotok megfeleld
szabdlyozdsdt (2. dbra és 1. kép).
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1. kép. Az MTA Wigner FK SZFI és az R&D Ultrafast Lasers Kft. altal kozosen
kifejlesztett FemtoCARS egység

A kutatds elsd fizisiban e mddszerrel
eldszor szén nanocsoveket vizsgdlak, ez-
zel dllitottdk be a lézeres mérérendszert,
majd ezutdn kezd8détt el a biolégiai min-
tak, példdul zsirszovetek mérése, elemzése
(pl. a 3. dbrdn lithaté, CARS médszerrel zsir-
szdvetrdl készitett 3D kép). Szipdcs Rébert
szerint a CARS modszer segitségével egye-
bek kozott a bér ekcémds vagy pikkely-
s6mords elvdltozdsit diagnosztizdlhatjdk,
monitorozhatjék a kezelések sordn. A teli-
tett vagy telitetlen zsirsavakon kiviil mds
tipust szerves molekuldk, péld4ul kiilon-
b6z8 gybgyszerjeloltek iz vivo monitorozi-
sdra is alkalmas lehet az 4j eljdrds.

Minden szerves molekuldnak nagyon
bonyolult rezgési spektruma van, adott
frekvencidn vagy dtfednek, vagy kiilon-
béznek egymdstdl, ezért dlraldban tobb
hullimhosszon célszer(i a nagy pontossé-
got igényld méréseket elvégezni. Detek-
tdlhat6 egy adott szerves molekula teljes

CARS

CARS-
késleltetett

rezgési spektruma is, de ez meglehetésen
id8igényes feladat. Az ilyen jellegli 3D
mikroszképids vizsgdlatoknak azonban
fizikai hatdrt szab, hogy ezekkel az opti-
kai eljérdsokkal a szovetekben létrejové
fénysz6rds és abszorpcié miatt legfeljebb
egy milliméternyi mélységben tudjdk
mérni az egyes molekuldk koncentracié-
jat a szervezetben.

A Szip8cs Rébert vezette kutatécsoport
4ltal kidolgozott Gj lézer- és mikroszképids
képalkoté rendszer esetében a pdsztdzisi se-
besség, a felbontds, az érzékenység hasonlé
a hagyomdnyos kétfoton abszorpcids mik-
roszképos eljdrdshoz, ugyanakkor olyan in
vivo vizsgilatokat tudnak elvégezni, ami-
lyeneket kordbban nem.

A fejlesztéseik sordn arra is figyelnek,
hogy viszonylag kis koncentrdcidban je-
len 1év8 molekuldkat is ki tudjanak mu-
tatni — ezt a célt szolgdlja az MTA Wigner
SZFI-ben kifejlesztett, Ggynevezett SRS
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(Stimulated Raman Scattering) detektor
rendszer is. Az egyéb gépészeti, elektroni-
kai fejlesztéseket az R&D Ultrafast Lasers
Kft. végzi, mig az MTA Wigner Kutat6koz-
pont Szildrdtestfizikai és Optikai Intéze-
tének szakembereire a lézerrendszer opti-
malis kialakitdsa, valamint a mikroszkép
tovabbfejlesztése, dtalakitdsa hdrul.

A két hulldmhosszon szinkronban mi-
k6d8 femtoszekundumos lézerrendszer
els6 nemzetkozi szakmai bemutatéjdra
egy idén janudri, San Diegé-i lézerfizikus
szakkonferencidn — FILAS 2012 — keriilt
sor, mig ez év mdjusdban Miamiban egy,
a szintén az Optical Society of America
iltal szervezett, Biomedical Imaging el-
nevezésl konferencidn — Biomed 2012 —
mdr a teljes CARS mérdrendszerrel bioldgiai
mintdkon elvégzett méréseket is bemutat-
tak a szakmai kozonségnek.

Szip&cs Rébert szerint 4j CARS lézer-
rendszeriik gyakorlatilag az dsszes kétfoton
pasztdz6 lézermikroszkdpids vizsgdlatokra
specializdlédott laborban kiegészitésként
felallithaté — fiiggetleniil attdl, hogy a
kutatéhelyen milyen tipust hangolhaté
femtoszekundumos Ti-zafir lézert haszndl-
tak. Az eszkoziik ugyanis automatikusan
lekéveti a hangolhat6 Ti-zafir 1ézer ismét-
lési frekvencidjdt. ,Olyan kiegészité rend-
szert ajdnlunk partnereinknek, felhasznélé-
inknak, amellyel kénnyen 4t tudnak térni
a CARS mikroszkdpids vizsgdlatokra” — t4-
jékoztatta magazinunkat Szipdcs Réberrt,
aki szerint az els ipari kivitel(i, CARS lézer
és mikroszkép rendszeriiket egy hénapon
beliil lesz4llitjdk tizleti partneriiknek.
A berendezés a hazai kutatShelyek szdmdra
is elérhetd 4ron kaphato. °

3. dbra. Zsirszovetr§l CARS modszerrel
készitett 3D mikroszkopias kép

2012. augusztus-szeptember

innotéka B




