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Előadás vázlat

1. Bevezetés a festékjelölésektől mentes 3D mikroszkópiába (2PEF, SHG, CARS)

2. Pásztázó kétfoton (2PEF) mikroszkóp átalakítása SHG és CARS mérésekre (a prototípus)

3. Az ipari kivetelű CARS mikroszkópiás mérőrendszer

4. Alkalmazások a bőrgyógyászatban

5. Alkalmazások az idegtudományban (ld. Ozsvár Attila (SZTE))

6. Összefoglalás, kitekintés (FiberScope/CARS, GRIN lencsék, SRS mérések)



3D képalkotás elve: optikai „szeletelés”



Optikai „szeletelés” megvalósítása konfokális fluoreszcencia 
mikroszkópokban és a nemlineáris mikroszkópiában (2PEF, SHG, CARS)



● Széles sávban hangolható fs-os Ti-zafír lézer

● Lézeres pásztázó mikroszkóp (pl. Carl Zeiss LSM 7MP) 

Egy pásztázó 3D 2PEF („kétfoton”) mikroszkóp fontosabb  egységei



A nemlineáris mikroszkópiában használt folyamatok

CARS: Coherent anti-Stokes Raman Scattering
SHG: Second-Harmonic Generation
TPEF: Two-photon excitation fluorescence



Raman spektroszkópia, infravörös spektroszkópia

Molekuláris rezgési állapotok sajátenergiái Raman spektrum (pl. vírus)



CARS mikroszkópia, fontosabb összefüggések

Ωvib = ωp - ωS

ωas = 2ωp−ωS

Megjegyzés: két hullámhosszon, azonos ismétlési frekvencián 

működő impulzusüzemű (fs-os vagy ps-os) lézerrendszer kell!
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CARS lézerrendszer, a koncepció



Kolonics A, Csáti D, Antal P, Szipőcs R; A simple, cost efficient fiber amplifier wavelength extension unit for broadly tunable,
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CARS lézerrendszer, a koncepció

Magimpuzusok keltése Yb-erősítőhöz fotonikus kristály szálban



Az Yb-szálerősítő felépítése

Kolonics A, Csáti D, Antal P, Szipőcs R; A simple, cost efficient fiber amplifier wavelength extension unit for broadly tunable, 
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Three Dimensional Imaging (Miami, Florida, United States, April 28-May 2 2012); OSA Technical Digest Series; BSu3A.28 /1-3 

(2012)
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A Wigner FK-ban elkészített prototípus CARS rendszer



Csáti D, Antal P, Szipőcs R: „An inherently synchronized Yb fiber laser extension unit for broadly tunable, femtosecond pulse Ti-
sapphire lasers for CARS microscopy,” In: Proc. FILAS Fiber Lasers and Applications, (San Diego, California, February 1-3, 2012); 
OSA Technical Digest Series; Paper JTh2A.29/1-3 (2012)

Tesztmérések szén nanocsöveken

Raman csúcs: Ω = 2577 cm-1

Yb lézer hullámhossza:1030 nm (9708 cm-1)

TiS lézer hullámhossza: 814 nm (12285 cm-1 )

anti-Stokes jel: 673 nm-en



Tesztmérések olajjal kezelt egérfülön

Raman csúcs: Ω = 2845 cm-1

Yb lézer hullámhossza:1030 nm (9708 cm-1)

TiS lézer hullámhossza: 796 nm (12563 cm-1 )

anti-Stokes jel: 651 nm-en

Kolonics A, Csáti D, Antal P, Szipőcs R; A simple, cost efficient fiber amplifier wavelength extension unit for broadly tunable,

femtosecond pulse Ti-sapphire lasers for CARS microscopy; In: Proc. BIOMED Biomedical Optics and Digital Holography and Three 

Dimensional Imaging (Miami, Florida, United States, April 28-May 2 2012); OSA Technical Digest Series; BSu3A.28 /1-3 (2012)

Olajjal kezelt és nem kezelt egérfülről készített CARS mikroszkópiás képek



Tesztmérések in vitro zsírszöveten

Raman csúcs: Ω = 2845 cm-1

Yb lézer hullámhossza:1030 nm (9708 cm-1)

TiS lézer hullámhossza: 796 nm (12563 cm-1 )

anti-Stokes jel: 651 nm-en

Kolonics A, Csáti D, Antal P, Szipőcs R; A simple, cost efficient fiber amplifier wavelength extension unit for broadly tunable,

femtosecond pulse Ti-sapphire lasers for CARS microscopy; In: Proc. BIOMED Biomedical Optics and Digital Holography and Three 

Dimensional Imaging (Miami, Florida, United States, April 28-May 2 2012); OSA Technical Digest Series; BSu3A.28 /1-3 (2012)

Egér zsírszövetről készített 3D CARS mikroszkópiás képek



Gépészeti tervezés, elektronikus, léptetőmotoros vezérlés, LabView kontrol program

Ipari kivitelű CARS mikroszkópiás mérőrendszer



FemtoCARS
the

Label-free, 3D Microscopic Imaging System for Real-time in vivo Diagnostics



Nemlineáris mikroszkópia a bőrgyógyászatban

epidermis rétegei

dermis szerkezete
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A bőr szerkezeti képe – multifoton mikroszkópiával 

str. corneum: keratin (TPEF) str. spinosum: NADH (TPEF) str. basale: NADH (TPEF)

dermis: kollagén (SHG) subcutis: zsírsejtek (CARS)
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felszín z = 50-100 µm

dermis: elasztin (TPEF)



APPLICATIONS OF 3D CARS MIROSCOPY IN DERMATOLOGY

Haluszka, D., Lőrincz, K., Molnár, G., Tamás, G., Kolonics, A., Szipőcs, R., Kárpáti, S. and Wikonkál, N. M: „In vivo second-harmonic

generation and ex vivo coherent anti-stokes Raman scattering microscopy to study the effect of obesity to fibroblast cell

function using an Yb-fiber laser-based CARS extension unit,” Microsc. Res. Tech. 78, 823–830 (2015)

In Vivo Second-Harmonic Generation and Ex Vivo Coherent Anti-Stokes Raman Scattering 

Microscopy to Study the Effect of Obesity to Fibroblast Cell Function



A 2. típusú diabétesz és a bőr kollagén szerkezetének

vizsgálata  ob/ob knockout egereken, in vivo

Ob/Ob egerek

• a 2-es típusú diabétesz (csökkent inzulin

érzékenység) modellállatai

• ob gén – leptin – étvágy szabályozása

• leptint kódoló gén mindkét allélja hibás – falánk,

elhízott

• 2-es típusú diabétesz – bőr kollagén

szerkezetének változásai

• 3 egércsoport

• AGEs – (advanced glycation endproducts)

glükóz eredetű glikált végtermékek

• bőr autofluoreszcencia és SHG intenzitás értékei

változnak

• megnövekedett zsírsejtek-szabad zsírsavak –

csökken a fibroblast sejtek proliferációja +

növelik a MMP13 szintjét – további szabad-gyök

termelés – metabolikus betegségek + a bőr korai

öregedése

SHG (kollagén) + CARS (zsírsejtek) 
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Ezure T. and  Amano S., Negative regulation of dermal fibroblasts by enlarged 

adipocytes through release of free fatty acids. J Invest Dermatol, 2011. 131(10): 

p. 2004-9.

D. Haluszka, R. Szipőcs, N. Wikonkál, A. Kolonics: Characterization of Obesity in 

Murine Skin in vivo by CARS and SHG Microscopy Using a Cost Efficient, Fiber 

Laser Based Wavelength Extension Unit, paper WeP-T1-P-13 (2014)



Eredmények – kollagén szerkezet (SHG)

kontroll VG ob/ob VG
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rutin szövettani festés



Eredmények – zsírsejtek (CARS)

B6 kontroll CARS

Ob/Ob CARS

B6 kontroll HE

Ob/Ob HE
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Atópiás bőrmodell – AF + CARS mérések

Bognar P, Nemeth I, Mayer B, Haluszka D, Wikonkal N, Ostorhazi E, John S, Paulsson M, Smyth N, Pasztoi M, Buzas EI, Szipocs R, Kolonics A, Temesvari E, 

Karpati S., Reduced inflammatory threshold indicates skin barrier defect in transglutaminase 3 knockout mice. J Invest Dermatol, 134(1) 105-111 (2014)
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keratinociták – „tégla” 

lipid – „habarcs”

in vivo CARS





CARS mikroszkópia alkalmazása az idegtudományokban
(ld. Ozsvár Attila (SZTE) előadását)


