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Napjainkban az ¢l6 mintan végzett 3D mikroszkopids vizsgalatok egyik leggyorsabban
fejlodd, fluoreszecens jeloléstdl mentes modszere a CARS (Coherent anti-Stokes Raman
Scattering) technikan alapul. Ez a médszer két, kiilonb6z6 hullamhosszu 1ézernyalab egy pontba
fokuszalasaval allit el6 az adott molekulara, szévetre jellemzd optikai jelet [1, 2]. A modszer
elterjedését hatraltatja az optikai elven miikddé mikroszképok egyik jelentds korlatozo
tényezo6je, hogy a fény - annak hullamhosszatol fiiggéen - csak mintegy 300-1300 pm-es
mélységig képes a roncsoldsmantesen behatolni a szovetekbe a fényszorés illetve az abszorpcids
veszteségek kovetkeztében. Ennél mélyebben 1évé képletek mikroszkopias vizsgalata csak ugy
lehetséges, hogy magat az objektivet juttatjuk megfeleld kozelségbe. Erre legalkalmasabb egy
kis atmérdji, tlszerd optikai eszkoz, az igynevezett endomikroszkop.

A hagyomanyos lencsékbdl kialakitott mikroszkdpobjektiv esetében a méretek
csokkentésével a gyartasi és szerelési nehézségek hatvanyozottan novekednek, ezért kis méreti,
foleg nagy gorbiiletli, kis atmérdjli rendszereket nehéz késziteni beldliikk [3, 4]. Hagyomanyos
optikai elemek kivaltasara hasznalhat6 a GRIN (gradient index) lencse [5], ami tulajdonképpen
egy sugariranyban csokkend torésmutatdju liveghenger, mely lencseként viselkedik, azaz a
véglapjan keresztiil belépd parhuzamos sugarakat egy pontba fokuszalja. Mechanikai kialakitasa,
gyartasa joval egyszerlibb, mint a tobb hagyomanyos lencsébdl all6 mikroszkopobjektivé.
Hatranya, hogy jelent6s longitudinalis és transzverzalis szinhibaval rendelkezik, azaz a CARS
modszerhez sziikséges két nyaldbot nem fokuszélja egy pontba. (Tovabbi, a leképezd rendszer
szinhibdjaval jar6 probléma az ultrarovid fényimpulzusok jelentés kiszélesedése a
fokuszpontban.) Ezen szinhibak korrekcidjat végeztiik el a fejlesztés sordn, ezt pedig a pasztazo
MEMS egység (Microvision, Inc.) [6] és az objektivként funkcionald6 GRIN lencse (GRINTECH
GmbH; Jena; Germany) kozott 1évo afokalis leképezd rendszer céliranyos megtervezésével értiik
el. Az optikai tervezést és kiértékelét Zemax programmal végeztik (Zemax release 13 SP 2
Standard (64bit); Zemax, LLC, Redmond, WA, USA).

Az optikai rendszer felépitése az 1. abran lathat6. A rendszer teljes hossza a szkennertdl a
képsikig 10,38 mm, legnagyobb atmérdje 1,98 mm. Péarhuzamos belépd nyaldb esetén a
munkatavolsag 283 um, a képtér 306 um atmér6éji 4 fokos szkenner oldali pasztazasi szognél.
Alabb lathato a rendszer felépitése. Az szkennerbdl (1) érkezd eltéritett nyalab az elsdé (2-3
feliilet), masodik (3-4 feliilet), majd a harmadik lencsén (5-6 feliilet) keresztiil a GRIN lencsébe
(7-8 feliilet) jut. A GRIN lencse aztan a munkakozegben (8-9 feliilet) a képsikra ( 9 feliilet)
fokuszalja a sugarakat.
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RELATIV KEPTER

A rendszer két legfontosabb paramétere a foltméretre vonatkoztatott axidlis és lateralis szinhiba,
azaz az axialis és lateralis relativ szinhiba. A relativ szinhiba 0 értéke azt jelenti, hogy a két folt
geometriai kozepe egybeesik, igy maximalis az atfedés. A relativ szinhiba 1 értéke azt jelenti,
hogy a két folt geometriai kozepe kozott a tavolsag akkora, mint a nagyobbik folt
diffrakcidkorlatos foltmérete, tehat nincs atfedés a két folt kozott. A 2. abran a GRIN lencse
axialis (a) és transzverzalis (b) szinhibdja, valamint a teljes optikai rendszer axialis (c) és
transzverzalis (d) szinhib4aja lathato a relativ képtér fiiggvényében.

Meérérendszeriinket elsdsorban neurodegenerativ betegségek, azon beliil is kisérletes
autoimmun encephalomyelitis allatkisérleti modellek (pl. cuprizone modell) in vivo vizsgélatara
optimalizaltuk, ahol az idegsejtek axonjait boritd myelin hiivelyrdl festékjelolés mentesen, a
CARS modszerrel készitiink 3D mikroszkopias képeket. A korabban altalunk mar behatéan
vizsgalt zsirszovethez [2] hasonléan a myelin hiively - magas zsirtartalma miatt - erés rezgési
rezonanciat mutat ® = 2845 cm™'-en, ami a benne 1év§ telitett zsirsavak CH, kotéseinek rezgési
allapotdhoz tartozik. A mérésekhez specidlisan megtervezett, optikai szalon keresztiil érkezd
“pumpa” 1ézer hulldmhossza 796 nm, a “Stokes” 1ézeré 1028 nm, mig a keltett anti-Stokes jelet
649 nm-en mérjik.A teljes optikai rendszer a gerjesztéshez hasznalt két hullamhosszon 69-65%-
os ateresztd képességgel rendelkezik, mig detektalt jel hulldimhosszan ez az érték 68-65 %.

A most bemutatott munkat a NFU TECH-09-A2-2009-0134 szdmu szerzédése és a
Nemzeti Agykutatdsi Program KTIA NAP 13 azonositdji projektje tamogatta.
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