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Kézben tartott nemlinearis mikroszkopia

Szerz6: Szegedi Imre

Rovidesen zarul az a Nemzeti Technoldgiai Program altal tamogatott munka, amelynek
célja egyebek mellett szallézeres technolégian alapuld nemlinearis mikroendoszkop
kifejlesztése volt. A konzorciumot vezet6 Szip6cs Roébert, az MTA Wigner FK
Szilardtestfizikai és Optikai Intézetének (SZFI) fdmunkatarsa, az R&D Ultrafast Lasers
Kft. vezetdje nem pihenhet, hiszen az idén marciusban meghirdetett Nemzeti
Agykutatasi Program ujabb kihivast jelent a lézerfizikus és munkatarsai szamara. A
most zarulé (azonositészam: TECH-09-A2-2009-0134) projektet, illetve a minap indult

programot ismertették az érintettek.

ANemzeti Technoldgiai Program &ltal tamogatott fejlesztések tobb részfeladatra koncentraltak. Ennek
elemeként az MTA Wigner SZFI-ben példaul specialis tulajdonsagi optikai szalak megtervezését (lasd
Varallyay és Szipocs, IEEE-JSTQE, 2014), illetve az R&D Ultrafast Lasers Kft. és a Szegedi
Tudomanyegyetem Optikai és Kvantumelektronikai Tanszékének segitségével ezekbdl mintadarabok
gyartasat, tesztelését és mindsitését (lasd Grosz és tarsai, Appl.Opt, 2014) végezték el. Ugyancsak feladat
volt, hogy a korabban elkészitett femtoszekundumos szallézer prototipusabol (ldsd Fekete és tarsai, Laser
Phys. Lett., 2009) ipari célra is alkalmazhat6 véltozatot készitsenek, azaz olyat, ami folyamatos, zavar-
(példaul Q-kapcsolast6l) mentes modusszinkronizalt miikodésre alkalmas, ezért megfelelGen stabil és
biztonsagos fényforrasként hasznalhat6 a mikroendoszkopids rendszerekben. Ezeknek a hagyomanyos
szilardtestlézeres megoldasokkal szemben az a nagy el6nyiik, hogy kisebb helyen elférnek, 1ényegesen
olcsbébbak, illetve — mivel egy optikai szalbol jon ki a fény —, endoszkopias rendszerekbe is konnyebben
integralhatbak. Hatranyuk csupan annyi, hogy a szallézerek tipikusan egy sztik hullamhossztartomanyban
miikodnek — az itterbium lézer koriilbeliil az 1 mikrométeres hullamhosszon, mig a telekommunikécios
megoldasokban  hasznalt erbiumalapt széllézer megkozelitGleg az 1,5-1,6 mikrométeres
hullaimhossztartomanyon. Ugyanakkor az itterbiumra épiil6 rendszerek nagyon nagy hatasfokon
dolgoznak, azaz az elektromos teljesitmény jelentGs részébdl optikai teljesitmény lesz, mig az erbiumos

rendszer a nagy sebességli adatatviteli rendszerekben hasznalhat6 elénydsen.
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A FIBERSC?2 projekt soran kifejlesztett, ipari Kiviteld,
szalintegralt pikoszekundumos Yb-szallézer és erdsité rendszer

»A légmagos, méhsejt szerkezetii optikai szalak fejlesztésekor Varallyay Zoltan kollégam
kozremiikodésével olyanokat terveztiink, amelyek széles optikai spektrumon garantaliak az optikai
impulzusok alakhii atvitelét, a kompresszigjat, valamint a szdlintegraltsag biztositasahoz sziikséges
egyéb feltételeket. Munkdank masik fontos teriilete az ugynevezett livegmagos optikai szalak tervezése
volt, amelyek segitségével az el6bb emlitett itterbium lézerek egyetlen hullimhosszat atkonvertalhatjuk
egy masik, a mérések szempontjabol hasznosabb hullamhosszra” — tajékoztatta magazinunkat a

kutatasokat iranyit6 Szip&cs Robert.
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Az Yb-oszcillator stabil miikédési tartomanyait leir6 ,térképek”

Ez — vagyls az Yb-széllézer teljesitményének egy optikai szélban torténd, megfelel§ hatasfoka
dtkonvertadlasa — lehet6vé teszi az automatikusan szinkronizalt, két hullimhosszon t6rténd

impulzusiizemt mtikodést is. Ez azért rendkiviil érdekes, mert a két hullAmhossz megfelel6 beallitasaval
(ami az livegmagos szél szerkezetének fiiggvénye) elkészithetGek olyan, optikai szal alapa fényforrasok,
amelyekkel kiilonboz6, tipikusan szerves molekulakat szelektiven lehet gerjeszteni az tn. CARS mébdszer
alkalmazasaval (lasd Kolonics és tarsai, Biomedical Optics Congress, Miami, OSA, 2012), aminek
koszonhetGen pedig az eddig nem vilagité molekulak lathatova valnak. Azaz, festékek hasznélata nélkiil is

meg lehet hatdrozni a molekulak mikroszkdpias, 3D térbeli elhelyezkedését.
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A most emlitett eredményeket felhasznaltadk mar egy ipari kivetel CARS-mikroszkopids mér6rendszer
megvalositasanal is (lasd ,Uj, fluoreszcens jelolésmentes, 3D mikroszképias képalkoté eljards in vivo
diagnosztikai vizsgalatokhoz”, Innotéka, 2012. aug.—szept.). Ez esetben egy hangolhaté Ti-zafir l1ézer
fényének egy részét atkonvertaltdk 1 mikron kornyékére, ezutan a jelet egy tobbfokozati Yb-erdsitével
felergsitették, majd kompresszaltak. A legtjabb fejlesztési eredmények koziil kett6t érdemes kiemelni: az
els8, hogy Ti-zafir 1ézer alapd CARS mikroszkopias rendszeriik hangolhat6 fényforrasaként mar nemesak
sajat gyartmanyu lézeriiket, hanem mas kétfoton mikroszkopia laboratériumokban szintén széles korben
alkalmazott, az USA-beli Spectra-Physics cég altal kifejlesztett Mai Tai 1ézert is hasznalni tudjik, vagyis
egyszertien megoldhat6 a mar 1étez6 kétfoton mikroszkopia laboratoriumokban a CARS mérési modszer

adaptacioja.

3D Orthogonal Cut

Fluoreszcens jeldléssel ellatott, plazmid DNS-t tartalmazé nanorészecskék (PEIm) b6rben térténé penetracidjanak in vivo
vizsgalata Yb-szallézeres kétfoton mikroszképpal
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Misik fontos 1j fejlesztési eredményiik, ami a CARS méréseket 1ényegesen egyszertibbé és pontosabba
teszi, a Carl Zeiss LSM 7 MP mikroszkophoz kifejlesztett, pneumatikus sziir6ecserél§ egységiik, amivel
pillanatok alatt lehet valtani a kiilonb6z6 mérési beallitasok (példaul zsirok, fehérjék, NO) kozott anélkiil,
hogy tovabbi koltséges detektorokkal kellene béviteni a rendszert. Tobbek kozott szegedi tudomanyos
partnereikkel az idegsejteket boritd mielinhiively szerkezetét vizsgaltdk a patkanyagy fehér- és
sziirkedllomanyaban, de arra is alkalmasnak tiinik a rendszer, hogy a CARS és az Gan. SHG modszer
egyiittes alkalmazasaval, festékjelolés alkalmazasa nélkiill pontosan kimutassa az elhizott emberek
bérszerkezetében bekovetkezd elvaltozasokat. Itt kell megjegyezniink, hogy a konzorcium munkéjaban —
egyebek kozott a most emlitett téméaval is —, részt vesz még a Semmelweis Egyetem Bérklinikaja is (Idasd
még: ,Lézeres diagnosztika a bérgyogyadszatban”, Innotéka, 2013. junius, valamint Bognar és tarsai, J.

Inv. Dermatology, 2014).

SHG-Collagen

—
50 pm

Az elhizas hatasanak vizsgalata a b6r szerkezetére SHG+CARS mikroszkdpiaval
(SHG: kollagén, CARS: zsirsejtek)
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A Wigner kutatokdzpont munkatarsai Aaltal tokéletesitett eljaras twjabb alkalmazasi lehetGsége a
gyogyszeripari partneriik, a Genetic Immunity Kft. altal behozott teriilet lehet (lasd Téke és tarsai, Gene
Therapy, 2014). Ebben az esetben nanorészecskék felszivodasat, sejtek altali felvételét, majd lebomlasat
kovetik in vivo 24 6ran keresztiil. A CARS modszer alkalmazasa ezen a teriileten egy j kitorési pontot
jelenthet, mert ha az FDA (US Food and Drug Administration) engedélyezi ezt az 0j nemlinearis
mikroszkopids technikat, akkor a nanorészecskék miikodésének in vivo humin nyomon kovetésére,

mérésére van egy kivald, megfelelGen nagy felbontassal rendelkezé mérési technika.

A program résztvevsi a miiszerek arat és méretét is szamottevéen csokkentették, ami azért fontos, mert a
1ézerek széles korid alkalmazasanak éppen ez a két tényezd szab jelenleg gatat. Kiilonleges megoldasokkal
sikeriilt elérniiik, hogy példaul az R&D Ultrafast Lasers Kft. altal gyartott hangolhat, femtoszekundumos
Ti-zafir 1ézerek ara felére-harmadara csokkent (lasd Antal és SzipGes, Appl. Phys B, 2012).

Az MTA Wigner kutatokozpontban Csakanyi Attila gépészmérnok aktiv kozremiikodésével sziiletett meg
példaul egy hajszaritd6 méretii, kézben tarthatd, orvosi diagnosztikai célokat szolgal6 kétfoton mikroszkop.
A fejleszt( szerint ez a mddszer akkor lesz életképes, akkor terjed el, ha minden érdekelt kezébe konnyen

kezelhet§ késziiléket adnak. Am nemcsak a konnyti kezelhet§ség a fontos, hanem a kis méret is.

FiberScope, a kézben tartott nemlinearis mikroszkop

A fejlédés itt is leny(igoz6. ,,Egy-két évtizeddel ezelbtt egy kétfoton mikroszkop az Osszes részegységével
egyiitt legalabb egy kébméternyi térfogatot toltott ki, mi most ott tartunk, hogy kézbe vehetd, konnyti és
egyszeriien kezelhet6 eszkoziink van, de mar elérheté kozelségben van a mobiltelefon méretii berendezés
is” — nyilatkozta magazinunknak Csakanyi Attila, aki a fejlesztémunka egyik kihivasanak azt tartja, hogy a
felhasznal6d valéban csak azt kapja, amire sziiksége van. Korabban a kutatok megvették a nagyméretd,
koltséges, univerzalis lézereket és mikroszképokat, majd megprobaltak Osszeilleszteni azokat. A
kutatocsoport munkatarsai ugyanakkor éppen az integraciora eskiisznek — naluk a 1ézer és a mikroszkop

egy egységet jelent, vagyis ezek alkalmazisorientalt, integralt rendszerek. Az integracid, a
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koltségesokkentés azonban nem eredményezheti a képmindség észrevehet6 romlasat. Idénként sziikség

van kompromisszumokra, de ez nem veszélyeztetheti a biztonsdgos miikédést, nem jelenthet
biztonsagtechnikai kockazatot.

X-Y scanner
egység

nyalaboszto és
szinsz(irék |

optikai szonda

7 mm hosszu, 1 mm atmérdji ,optikai szondaval” ellatott,
mobil telefon méreti kétfoton mikroszkdp terve
A SzipGes Robert vezette kutatdcsoport altal kidolgozott Gj 1ézer- és mikroszkopids képalkot6d rendszer
esetében a pasztazasi sebesség, a felbontas, az érzékenység hasonlé a hagyomanyos kétfoton abszorpcios
mikroszképos eljarashoz, ugyanakkor olyan in vivo vizsgélatokat tudnak elvégezni, amilyeneket korabban
nem. A fejlesztéseik soran arra is figyeltek, hogy viszonylag kis koncentracioban jelen 1évé molekulakat is
ki tudjanak mutatni — ezt a célt szolgalja az MTA Wigner SZFI-ben jelenleg is fejlesztés alatt allo,

ugynevezett SRS (Stimulated Raman Scattering) detektor rendszer is.

A jelenlegi fejlesztési irany az extrém, ami a kivalo felbontast és a mikroszkop kis méretét is jelenti,

P

nemlinearis mikroszkopok eldallitasa. Példaul kisérleti fazisban van egy mindossze egy milliméteres

atmérdji optikai mérészondaval ellatott endoszkopos kétfoton mikroszkop, amivel az agy akar tobb

milliméteres mélységben is in vivo vizsgalhato.

A CARS modszerhez kapesolddo fejlesztéseik in vivo patoldgias vizsgalatokra is alkalmasak lehetnek: ha
egy mintdban sikeriill meghatarozni kiilonb6z6 molekulak haromdimenzids eloszlasat, akkor az
gyakorlatilag egyenértékii a patoldgias festéssel. Csakhogy a jovében mar nem kell kimetszeni a szovetet,

hanem akar helyben is vizsgalhatjak azt.
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A Wigner Fizikai Kutatokozpont a Szegedi Tudomanyegyetem alvallalkozbjaként részese a Nemzeti
Agykutatasi Programnak — festékmentes, az SRS modszeren alapul6 mikroszkopias méréseket fejlesztenek
idegtudomanyi célokra. Ennek el6zményeként SzipScs Robert és kollégai néhany évvel ezel6tt Szegeden
kiépitettek egy kétfoton mikroszkopis labort, aminek része volt egy, az R&D Ultrafast Lasers Kft. altal
gyartott rogzitett hullaimhosszii és egy hangolhat6 femtoszekumdumos lézerrendszer is. A kivalo
munkakapcsolatnak koszonhetéen kozosen gondolkoztak el azon, hogy miként lehetne a
festékjelolésmentes technikdkat az agykutatasban is felhasznilni, illetve miként lehetne kisebb
koncentracioju molekuldkat is meghatarozni, megmérni. ,Ezen a téren nagy segitséget jelenthet az idén

marciusban meghirdetett Nemzeti Agykutatasi Program” — mondta SzipGcs Robert.

uisner

MTA Wigner FK Szilardtestfizikai és Optikai Intézet * szfki.hu

http://www.innoteka.hu/cikk/kezben_tartott_nemlinearis_mikroszkopia.927.html
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