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Projektazonositd: FIBERSC2 (Nemzeti Technoldgia Program)

Résztvevdk:

1. R&D Ultrafast Lasers Kft (femtoszekundumos szilardtest és optikai szallézerek fejlesztése, elektronika, gépészet)

2. Genetic Immunity Kft (nanomedicina, immunoldgia)

3. MTA Wigner Fizikai Kutatékozpont (optikai szalak, mikroszkdp optikai tervezés, mikroszkdpids modszerek fejlesztése)
4. MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont (id6felbontdsos spektroszkdpiai mérések)

5. Szegedi Tudomanyegyetem, Optikai Tanszék (optikai szalak atviteli és diszperzids tulajdonsagainak mérése)

6. Semmelweis Egyetem, Bérklinika (b6rgydgydszat)

Témak:

Impulzustizem (ps, fs) Yb-szdllézerek és erGsit6k fejlesztése nemlinedris mikroszkdpias mérésekhez

Optikai szalak tervezése nemlinearis frekvenciakonverzidhoz és alakh( atvitelhez, impulzusterjedés optikai szdlakban
Nemlinearis mikroszkdépiai modszerek (CARS, SHG) fejlesztése in vivo (festékjelolés mentes) mikroszkdpias mérésekhez
Nemlinearis mikroendoszkdp fejlesztése orvosi diagnosztikai és gydgyszeripari alkalamzasokhoz

Alkalmazasok a bérgydgyaszatban, biztonsagtechnikia vizsgalatok (basaliomak, egyéb daganatos elvaltozasok, fekélyek
vizsgalata, barrier funkcio vizsgdlata, az elhizas, a metabolikus allapot hatasa a bér szerkezetére, stb.)

Gyodgyszeripari és kozmetoldgiai alkalmazdsok (hanomedicindk, egyéb gydgyszerkészitmények penetracidja bérbe)

A CARS moddszer alkalmazasa az idegtudomanyok tertletén
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R&D ULTRAFAST LASERS LTD.

Bemutatkozas:
Az R&D Ultrafast Lasers Kutatasi és Fejlesztési Kft.

BOOTH NUMBER: 8109
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Company Description

Featured Product: Dual wavelength fs laser system for 3D CARS imaging including e
tunable Ti.sapphire and Yb fiber laser

Europhoton Conference, Neuchatel CH, August 2014

Manufacturer of single or double wavelength ultrafast laser systems including ultrashort

PRODUCTS

(ps or fs) pulse, ultrabroadband or broadly tunable Ti:sapphire lasers, Yb-doped fiber ‘p:(,f:zm

lasers, amplifiers and optical parametric oscillators. Their typical applications include CONTACT LT AR IEN
time resolved or CARS spectroscopy or nonlinear (2P, SHG or SRS/CARS) microscopy. & Ultrafast Optics Conference 2013 Daves CH
Manufacturer of ultrafast laser optical coatings including different dispersive mirrors such & SISy re ehintatlos Wil i man, Cmictars

+ RD Presentation PDF file

as chirped mirrars. Complete laser laboratory construction.

+ RD Presentation Video

Alapitva: 1997-ben
Telephely: 1121 Budapest, Konkoly Thege ut 29-33. 6. ép. I. em. (KFKI Campus)

(vo ced Abode
Acrobat Reader to view
these documents. )

Experimental
Dermatology

Infrastruktura: 3 Iézeroptikai laboratérium, 1 elektronikus és 1 gépészmiihely, irodak, targyalo, raktar

Honlap: www.szipocs.com
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Egy pasztazo 3D kétfoton abszorpcios fluoreszcencia mikroszkop sematikus felépitése
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R&D Ultrafast Lasers Ltd

FEMTOSECOND LASERS,
rS AND MORE
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CARS SYSTEM INSTALLED AT UNIVERSITY OF SZEGED

Related articles

CARS imaging system installed at the University of Szeged, Department of Neurology (Prof. Gabor Tamas lab), June 2014

Photo Gallery

Koltségek:

- Hangolhatd, impulzusiizemdi Ti-zafir lézer > 100.000 EUR
- Asztali pasztazo mikroszkép > 100.000 EUR

- Rezgésmentes asztal, klimatizalt, pormentes laboratérium
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Projekt célkitlizések

e Az alkalmazott impulzusiizemii lIézer kéltségeinek jelentds csokkentése
e Optikai szdlas fényatvitel, szalintegraltsag

e Kisméretii mikroszkop fej (kézben tarthatosag)

® In vivo 3D mikroszkopias mérések, biztonsagtechnikai mérések

e Alkalmazasok az orvosi diagnosztika (pl. b6rgyogyaszat) és a
gyogyszeripar (pl. nanomedicina) teriiletén

FemtoFiber + scanning head for confocal/2PF imaging = FiberScope
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3D (konfokalis!) mikroszko6pia mar létez6 klinikai alkalmazasai

The confocal
microscope
illuminates a portion
of skin with the
point source of light
and detects the
reflected light
through a pinhole.

Lucid's non-invasive
VivaScope confocal
microscopes provide

cellular resolution images
to help identify various
skin conditions.

OPM November 2007 |
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Miért elényos az in vivo 3D mikroszképia?

© Tumor hataranak pontos meghatarozasanak lehetdsége
© Nem kell varni a patologiai vizsgalatok eredményére!

(Top) A benign mole
viewed from (left)
the skin’s surface at
visible wavelengths,
(center) at a depth
of 10 um and (right)
at 161 um with
infrared confocal
microscopy.
(Bottom) Malignant
melanoma at (left)
surface level in
visible light, (center)
at a depth of 35 um
and (right) at 95 um
with confocal
microscopy.

Given that this
imaging form lets
physicians look
into tissue in vivo
without any of the
processing that is
done in the pathology
lab, confocal imaging
may well reveal new
skin features that
cannot be directly
correlated to the
pathology.
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In vivo 3D nemlinearis mikroszkopia orvosi diagnosztikai célokra

Dermailnspect

Non-invasive muitiphoton tomography
of human skin

In vivo optical biopsies with subcelular
spatial resolution based on near infrared
femtosecond laser technology for:

= Diagnostics of dermatological disorders
= Melanoma detection

= Tissue engineering

= Cosmetic research

= In situ drug monitonng

= Intratissue imaging of pharmaceutical
components

- Melanoma detection

- Skin cancer diagnosis

- Cosmetic research

Mirror arm for Dermalnspect

more flexibility, new options for measuring - In situ drug monitoring

Summary of the mirror arm in Adobe PDF format (click here, 0,3 MB)
Summary of the Dermalnspect in Adobe PDF format (click here, 2,2 MB)

REVIEW ARTICLE Clinical multiphoton tomography (PDF, click
here)

Hatrany: hagyomanyos Ti-zafir lézer technoldgia - koltséges !
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Szalintegralt, femtoszekundumos AND Yb-szallézer

Femtobiologia projekt (2006-2009): R&D Ultrafast Lasers Kft, Furukawa Electric (FETI) kozds laboratérium

J. Fekete, A. Cserteg, Szipdcs; All-fiber, all-normal dispersion ytterbium ring oscillator, Laser Physics Letters 6, 49-53, 2009
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Projekt célkitlizések

e Az alkalmazott impulzusiizemii lIézer kéltségeinek jelentds csokkentése

e Optikai szdlas fényatvitel, szalintegraltsag

Modusszinkronizalt Yb-szallézer!

Elényok:

® Kisebb méret

® Szdlintegraltsag
® Kisebb koltség
Hatrany:

® Sziikebb hangolasi tartomany ( 1020-1060 nm)
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All-fiber, all-normal dispersion ytterbium ring oscillator

U Operation determined by interplay between gain, self-phase modulation,
dispersion and filtering effects

U Pulse shaping is based on nonlinear polarization rotation in the fiber together
with spectral and temporal filtering by a polarizing element

PBS output

PC: polarization controller

PBS: polarizing beam splitter

ISO: isolator

Yb F: Ytterbium doped fiber

WDM: wavelength division multiplexer
SA: saturable absorber

J. Fekete, A. Cserteg, Szipocs; All-fiber, all-normal dispersion ytterbium ring oscillator,
Laser Physics Letters 6, 49-53, 2009
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Szalintegralt, femtoszekundumos AND Yb-szallézer

Mért jellemzok: spektralis savszélesség és impulzushossz
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J. Fekete, A. Cserteg, Szip&cs; All-fiber, all-normal dispersion ytterbium ring oscillator
Laser Physics Letters 6, 49-53, 2009
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Recording of ,,stability maps” using SLH circuits

Signal level as the function of polarization
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Measured signal power (left) and normalized noise power (right) as the
function of control voltage on the polarization controllers.
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> Sebészeti alkalmzasok?
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FemtoFiber: fs pulse yb-fiber oscillator/amplifier system

* Polarization is controlled by a built in PolaRITE Ill polarization controller
« Control voltages of the PolCont are set by a computer through an RS232 interface

 Pump powers of the diodes are set by a built in microcontroller unit




Frekvenciakonverzio optikai szalakban @Ener

Szipocs Group

Széles savban torténd hangolhatdsag biztositasa Yb-szallézer esetében

e Specidlis diszperzios tulajdonsdgokkal rendelkezé optikai szalak tervezése,
gydrtasa és mindsitése

e Impulzusterjedés modellezése optikai szalban

® Kisérleti megvalositas

Digpergion [penm km)]
Dligpersicn [pednm kmi]

Varallyay Z, Szip6cs R, Stored Energy, Transmission Group Delay and Mode Field Distortion in Optical Fibers,
IEEE JOURNAL OF SELECTED TOPICS IN QUANTUM ELECTRONICS 20, 0904206/1-6 (2014)
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Széles savban torténd hangolhatdsag biztositasa Yb-szallézer esetében

e Impulzusterjedés modellezése optikai szalban
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Varallyay Z, Szip6cs R, Stored Energy, Transmission Group Delay and Mode Field Distortion in Optical Fibers,
IEEE JOURNAL OF SELECTED TOPICS IN QUANTUM ELECTRONICS 20, 0904206/1-6 (2014)
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Széles savban torténd hangolhatdsag biztositasa Yb-szallézer esetében

® Kisérleti megvalositas: sziikséges a lézerimpulzusok ritkitasa!

Yb-szallézer kimenetére csatlakoztott PCF szalbdl kilépd piros lézerfény fényképe (bal oldalon) és
egy IR kameraval rogzitett kép (jobb oldalon)
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A projekt soran megvalositott mikroendoszkdp rendszerterve

Pikoszekundumos Impulzus Kivags Pikoszekundumos
szallezer szalerdsito
[ (j ] ] r“\_
s ¥ 5y N\ Optikai
Yb AT RNNINERN Yb szalas
fenyatvitel

)

FParametrikus PCF
szalerésitd (opcionalis)

sScanner
Szalendoszkop PMT

Y& Dia | S '-'-'I-.

Bérszovet Vezérlés és
képalkotas
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A FiberScope eszkoz Yb-szallézeres fényforrasardl és a burkolattal ellatott

FiberScope mérofejrol készult fénykép




FiberScope nemlinearis mikroendoszkop
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FiberScope mikroszkdp fej tervezés
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Z.22 abra Bal oldalon: a megvalositott FiberScope mikroszkop egységeének blokkvazlata. Jobb oldalon: a
FiberScope nemlinedris mikro(endo)szkop a tesztmérések soran (X-Y-Z iranyokban léptetdmotorral
pozicionalato targyasztallal, allvanyra szerelve).

Csakanyi A, Szipd6cs R: Fiberscope pasztazé nemlinearis mikroszkop optikai rendszerének tervezése,

Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P64.
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Alkalmazott nemlinearis folyamatok:

* TPEF - két foton abszorpcids
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Semmelweis Egyetem
Bor- Nemigoriani
és Boronkologiai Klinika

fluoreszcencia

(elasztin, keratin, NADH)

SHG — masodharmonikus keltés

(kollagén)

CARS - koherens anti-Stokes Raman
szoras (zsirok, lipidek)

Kromoforok a borben

Quisner

Szipocs Group
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Table 1. Endogenous skin chromophores.

Chromophore

Excitation A.. (nm)

Emission 4 (nm)

Fluorescence and SHG
Retinel (20)
NADH (17.97-100)
Vitamin D (20)
Flavins (17)
Melanin (101)
Elastun (101)
Collagen

Fluorescence

SHG (19.101)

CARS

C-H stretch
Sebaceous glands
Adipocytes

700-830

340: 690-730
<700

370, 330; 700-730
280450

300=-340; T00-740

300=340; 700=740
720-960

(tunable range

of TP laser)
Excitation

See (23,29)

450

450-470

450

430

440, 520, 575
420-460

420-460
360-480 (Jex/2)

Emission e (em™')
2845 cm™!
2845 cm™!
2956 cm™!

Hanson et al., Photochemistry and Photobiology, 2009., (85:33-44)

24
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és Boronkologiai Klinika
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str. corneum: keratin (TPEF) str. spinosum: NADH (TPEF) str. basale: NADH (TPEF)

dermis: elasztin (TPEF) dermis: kollagén (SHG) subcutis: zsirsejtek (CARS)

25
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e Karosité hatasok: h6-, mechanikai és Before | s
fotokémiai
e  Fotokémiai karosito hatasok detektalasa: Incoming

Laser/UVB
]’exposed area
(~1mm)

UV Photon

intracell. kromoforok két foton excitacioja
kovetkeztében alakul ki, sejtes
rendszerekben ez a karosodas teljesen
hasonlo az UVB besugarzas altal
okozottakkal ; UVB-1 J/em?

i
|
|
|

UVB—1 J/cm?

e  Cyclobutane pyrimidin dimerek: kovalens
keresztkotések a DNS azonos lancan lévo
szomszédos pirimidin bazisai kozott - NER
rendszer javitja — elégtelen javitas esetén -
mutacid

de Gruijl F.R. and Rebel H., Early events in UV

carcinogenesis-DNA damage, target cells and mutant
p53 foci. Photochem Photobiol, 2008. 84(2): p. 382-7.

F.Fischer, B.Volkmer., S. Puschmann, R. Greinert., W.
Breitbart, J. Kiefer, R. Wepf, Skin imaged by
femtosecond laser irradiation: a risk assessment for
in vivo applications. Biophotonics and New Therapy
Frontiers, 2006.

The 6™ Internafional Investigative Dermatology Meeting

Haluszka D, Lorincz K, Banvolgyi A, Gyongyosi N,
Kolonics A, Szipocs R, Karpati S, Wikonkal N: The : : :
effect of repair mechanisms on risk of DNA damage Imemmg) pail Il;vles"gqhve
during in vivo two-photon skin imaging, J. OF SIS HOSE

INVESTIGATIVE DERMATOLOGY 133:(1) p. S219. 8-11 May 2013
(2013) Edinburgh Scotland
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N <ooroigial i vizsgalata ob/ob knockout egereken, in vivo Szipbis Group
Ob/ob egerek:

e a 2-es tipusu diabétesz (csokkent inzulin
érzékenység) modellallatai

ob gén - leptin — étvagy szabdlyozasa
e |eptint kodoléo gén mindkét allélja hibas -
falank, elhizott

e 2-es tipusu diabétesz - bor kollagén
szerkezetének valtozasai

e 3 egércsoport

e AGEs - (advanced glycation endproducts)
gliikoz eredetii glikalt végtermékek

e boér autofluoreszcencia és SHG intenzitas

értékei valtoznak g: 7
e megnovekedett zsirsejtek-szabad zsirsavak - =
csokken a fibroblast sejtek proliferacidja + ]
novelik a MMP13 szintjét — tovabbi szabad- ]
gyok termelés — metabolikus betegségek + a S e
bér korai 6regedése weeks

SHG (kollagén) + CARS (zsirsejtek)

27
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vizsgalata ob/ob knockout egereken, in vivo

= ésBoronkologiai Klinika
Szipdes Group

SHG

Van Gieson

control

ob/ob - CRD

Z.10 abra Kontol és génmodositott ob/ob egerek bdrérdl késziilt CARS (zsirsejtek) és SHG (kollagén) felvételek,
valamint a vonatkozo bérmintakrol készitett patologias festések utan készitett mikroszkopias fényképek. Jol
lathaté a normal testsulyu (control) és elhizott (ob/ob) egerek bére kozotti kiilonbség a felvételeken.

Haluszka, D., Lérincz, K., Molnar, G., Tamas, G., Kolonics, A., Szipécs, R., Karpati, S. and Wikonkal, 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)
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in vivo CARS

Brick-like pattern of the
stratum corneum (skin barrier)

Skin celis "bricks")

keratinocitak — ,,tégla”

Liphds | "'mortar)

lipid — ,,habarcs”

a Wikd type TGM-3
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Bognar P, Nemeth |, Mayer B, Haluszka D, Wikonkal N, Ostorhazi E, John S, Paulsson M, Smyth N, Pasztoi M, Buzas El, 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) g




<% Semmelwels Egyetem

;g:“-% 2 . 7 . 7 4‘
W o Basaliomak vizsgalata Quisner

e A ham bazalis sejtrétegébdl kiindulod rosszindulatu daganat, de attétet nem
képez

e Altaldban napfénynek kitett bérfeliileten alakul ki: arc, fiil, nyak, vallak
e Tobb formaja létezik

o Kezelés: sebészi excisio, 4-5mm biztonsagi zénaval

* Ennek ellenére gyakran recidival

e Alézeres képalkotas megoldas lehet a pontos metszési sik
meghatarozasanal

e Kollagén, mint marker
e Exvivo mintak, m(tét utan
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Skin Research and Tu.l'm[l.rt?w 2013; 19; ¢297—¢304 € 2012 fohn Wiley & Sons AJS
Printed in Singapore- All rights reserved
doi: 10.1111/j.1600-0846.2012.00643.x

Skin Research and Technology

Diagnosis of BCC by multiphoton laser tomography

Stefania 5e1denar1 Federlca Argmelh Sara Bassoli!, Jennifer Cautela Anna Maria
Cesmaro Mario Guant1 Davide Guardoh Crlstma Magnom Marco Manfredlm
Giovanni Pcmtl and Karsten I(:::amg34

' Department of Dermatology, University of Modena and Reggio Emilia, Modena, Italy,
*Department of Pathology, University of Modena and Reggio Emilia, Modena, Italy,
qurﬁnmr of Biophotonics and Lasertechnology, Saarland University, Saarbriicken, Germany and *JenLab GmbH, Schillerstrasse 1, 0745, Jena,
Germany

Fig. 4. Basal cell carcinoma. (a) 100 pm depth, excitation wavelength 800 nm. Shifting the wavelength to 800 nm, basaloid cells become less
visible; employing an excitation wavelength of 820 nm basaloid cells disappear and it is possible fo observe emply spaces surrounded by collagen
fibres (phantom island); (b) 100 pm depth; (c) 120 pon depth,
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A bor tumorok kozos jellemzGje és a tumor invazio kulcsfontossagu
mozzanata az extracelluldris matrix fehérjék (I. tipusa kollagén)
degradacidja a matrix metalloprotedz (MMP) enzim csalad aktivalasan
keresztiil.

e atumor sejtek nagy sejtmaggal és kevés citoplazmaval rendelkeznek

o keritéslécszer( un. paliszad elrendez6désiek

e az epidermalis sejtek szabalytalan alakuak és random elrendezés(iek

e adermisben erds autofluoreszcenciat mutatd daganatos sejtfészkek lathatok
e akollagén szerkezet karosodott a tumor teriletén

e markans SHG intenzitas kilonbség tapasztalhato a basalioma altal érintett
terlleten

Kollagén vizsgalata SHG modszerrel!

Seidenari S, Arginelli F, Bassoli S, Cautela J, Cesinaro AM, Guanti M, Guardoli D, Magnoni C, Manfredini M, Ponti G, Konig K. Diagnosis of
BCC by multiphoton laser tomography. Skin Res Technol, 2013. 19(1): p. €297-304.
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Z.4 abra Egérbor kollagén eloszlasardl FiberScope eszkbzzel készitett in vivo SHG kép (1024x1024 képpont)

Qwisner
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4,55 &

Ismétlesi frekvencia (MHz)

Az Yb-szallézer ismétlési frekvenciajanak hatasa a mért SHG jel nagysagara
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Képmindség 5 mW atlagteljesitmények mellett

A.) Ti:S laser (5 mW) B.) Yb-fiber laser (5 mW)

Figure 1. Comparison of SHG imaging performance of different mode-locked lasers having the
same average power of 5 mW (on the sample) for nonlinear microscopy. Ex-vivo murine skin
sample, imaging depth: z = 30 um, same microscope settings. Collagen distribution measured by
A) an industry standard, 80 MHz Ti:sapphire laser, and by B) our newly developed Yb-fiber
oscillator and amplifier system (with a variable repetition rate).
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In vivo study of targeted nanomedicine delivery into Langerhans
cells by multiphoton laser scanning microscopy

Attila Kolonics', Zsolt Csiszovszki®®, Eniké R. Toke®, Orsolya Lorinez™®, Déra Haluszka'* and
Robert Szipoes'™?
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Abstract: Epidecrmal Langerhans cells (LCs) function

DV penetrated the epidermis and entered the eGFP-LCs.

The AF346-DV signal was eq ted inside the LCs,

professional antigen-pre

nting cells of the skin. We i

ally distrit

the LC-target properties of a special mannose—m After 9 h, we observed AF546-DV signal accumulation that
pathogen-like synthetic nanomedicine DermaVir (DV), which is occurred at the cell body. We demonstrated in live
capable to express @ pens to induce immune responses and kil animals LCs picked up and accumulated the nanoparticles in

HIV-infected cells. Our aim was to use multiphoton laser the cell body.

microscopy (MLM] in vivo in ord
Alexa-labelled DV (AF546-DV
: ed green fluorescent protein (eGFP) under the contral of

o visualize the uptake of Key words: ¢t

multipho

by

Lt

s. Knock-in mice expressing

rin gene (CD207) were used to visualize LCs. Afier 1 b, Accepted for pi e 2014

Figure 1. Penetration kinetics of AF546-DV through the stratum corneum in
enhanced green fluorescent protein (eGFF)-Langerin knock-in mouse ear in vivo
xz-Multitracking sections were composed from a stack of xy-optical sections w
5 um distances between the sections. The sections were recorded from the
stratum cormeum (£ = 0 um) to the epidermis (£ = 35-40 u These
representations reveal the penetration profiles of AF546-DV into eGFP-Langerin
knock-in mouse skin reaching an average of 20 ym penetration dep
the honeycomb-shaped cormeocyte layer after 1 h of topical treatment. AFS46-DV
diffused in the whole depth of the skin after 9 or 24 h despite of the fact that a
part of the AF546-DV formula dried on the stratum corneum. Control: intact skin
without AF546-DV.
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Z.5 abra Alexa-546 jelolt DermaVir nanorészecske (AF546-DV) in vivo penetracios vizsgalata egérbdoron
FiberScope nemlinearis mikroendoszkdppal, ~1030 nm-es gerjesztéssel (128x128 képpont). Zold csatorna:
kollagén SHG jele, piros csatorna: az AF546-tal jelélt DermaVir részecskék fluoreszcens jel a
DermaPrep/DermaVir kezelést kdvetd 1 ora mulva. A ,z-stack” felvétel sorozaton jol latszik, hogy a Langerhans
sejtek 1 oOra elteltével felveszik a bor felszinére felvitt, festékjeldlt AF546-DV részecskéket, ami kirajzolja a
Langerhans sejtek elhelyezkedését a borben.
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FemtoCARS

the
Label-free, 3D Microscopic Imaging System for Real-time in vivo Diagnhostics
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CARS SYSTEM INSTALLED AT UNIVERSITY OF SZEGED

Related articles

CARS imaging system installed at the University of Szeged, Department of Neurology (Prof. Gabor Tamas lab), June 2014

Photo Gallery

H-1012 Budapest, Attila str. 73, HUNGARY Phone/Fax: +36 (1) 392 2582
www.fslasers.com [.SZipocs(@szipocs.com
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FemtoCARS

the
Label-free, 3D Microscopic Imaging System for Neurology

In 2012, a novel, cost efficient CARS imaging setup was
developed at Wigner RCP of HAS (Csati, 2012), which was used
for label-free, 3D microscopic imaging of different biological
samples, such as white adipose tissue (Kolonics, 2012). A
commercial version of the prototype CARS system at Wigner RCP
has been constructed and built for the University of Szeged (USZ)
by the end of 2012 by the R&D Ultrafast Laser Ltd in
collaboration with Carl Zeiss Jena. The CARS imaging system
comprises a femtosecond pulse, tunable Ti:sapphire laser (R&D),
an inherently synchronized two-stage Yb-fiber amplifier unit
(R&D), a CARS Unit (R&D) and a CARS-upgraded version (Wigner)
of Axio Examiner LSM 7 MP microscope (Carl Zeiss). Using this
commercial setup, researchers at USZ (Molnar G) and Wigner Figure 1. CARS image of myelin fibers in
RCP (Szipdcs R) have demonstrated that this novel CARS-imaging ;F:Epa:';?;t; mlter oF Wk g
setup allows for label free imaging of the brain (Figure 1.). For )
instance, tuning their CARS setup to CH; vibration of myelin lipids, they could record high quality 3D
CARS images of the myelin. Since myelin loss and axonal degeneration are the pathological hallmarks
of several inherited and acquired neurological disorders, a method that allows simultaneous
visualization of the two inter-related processes in live tissues may have great research utility. Such
method had not been available prior to the introduction of the CARS system.

-
-] -

] = HUNGARIAN BRAIN RESEARCH PROGRAM
- NEMZETI AGYKUTATASI PROGRAM




SPIE
R&D ULTRAFAST LASERS LTD. RﬂD

FemtoCARS

the
Label-free, 3D Microscopic Imaging System for Real-time in vivo monitoring of
nanomedicine or cosmetics

Z.7 abra PEIm részecskék in vivo penetracidjanak vizsgalata egérborben CARS méodszerrel.



5 PI E Coroorate
Member

R&D ULTRAFAST LASERS LTD.

FemtoCARS

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

CARS CARS-delayed CARS-detuned
White Fig. 3 CARS-images of murine
Fat white adipose tissue.
Tissue
CARS
Z-stack

Kolonics A, Csati D, Antal P, Szipécs 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)
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FemtoCARS
the
Label-free, 3D Microscopic Imaging System for Real-time in vivo Diagnhostics

{ Cross-section of the skin }
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Photo: Kolonics/Szip6cs Photo: Kolonics/Szipbcs

red: CARS signal from lipids, green: SHG signal of collagene
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Published in final edited form as:
Lab fnvest. 2012 October : 92(10): 1492—-1502. doi: 10.1038/labinvest.2012.109.

Multicolored Stain-free Histopathology with Coherent Raman
Imaging

Christian W. Freudiger'!, Rolf PfanniZ, Daniel A. Orringer3+5 Brian G. Saar' T, Minbiao Ji’,
Qing Zeng®7, Linda Ottoboni?, Wei Ying®, Christian Waeber®?, John. R. Sims?, Philip L. De
Jager8.10.11 Oren Sagher®, Martin A. Philbert'2, Xiaoyin Xu®- 7 Santosh Kesari13.1
Sunney )l'.le1 and Geoffrey S. Young® 7"

Figure 1.

Stain-free histologic imaging with multi-color CRI. (A) Vibrational spectra of the major
constituents of tissue: lipids, protein and water. Arrows indicate Raman shifts at which
imaging is performed. (B-D) SRS images of a live C2C12 mammalian cell acquired at the
CHp-stretching vibration at 2845cm™! (B) and CH3-stretching vibration at 2940cm’! (C).
Multicolor image (D) generated from images (B) and (C) with the green channel (CH»
image) showing the cell-body and the blue channel (thresholded CH3-CH, difference image)
highlighting the nuclear morphology including a bright nucleolus. (E-H) SRS images of
fresh ex vivo brain tissue acquired at CHy-stretching vibration at 2845¢m™! (E), CHs-
stretching vibration at 2940cm! (F), and vibrationally off-resonant showing TPA of
hemoglobin at a sum frequency of 23,700 em! (G). Multicolor image (H) generated from
images (E-G) with the green channel (CH; image) highlighting cytoplasm and myelin
sheaths, blue channel (thresholded CH3-CHj difference image) showing the nuclear
morphology, and the red channel (hemoglobin image) highlighting red blood cells. (I) H&E-
stained micrograph from the same region in the brain. (J) Same multicolor image as (H)
with a different pseudo-color scheme, chosen to mimic the appearance of an H&E-stained
micrograph, illustrates the similar image content and appearance of stain-free images and
H&E stained sections. Scale bar, 25 pm.

CARS IN VIVO PATOLOGIAI
VIZSGALATOKHOZ
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cortex thalamus dentate gyrus cerebellum corpus callosum

stain-free

H&E

Figure 3.
Multicolor stain-free images of various brain regions in a wild-type mouse in comparison

with paraffin-embeded, H&E and Luxol-stained sections.(green: CH» image; blue: CHs-
CH> difference image; red: hemoglobin image) of (A) cortex, (B) thalamus, (C) dentate
gyrus, (D) cerebellum, and (E) corpus callosum. (F-J) show H&E/luxol stained section of
corresponding regions.
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Hangolhatd, femtoszekundumos, hosszurezonatoros Ti-zafir lIézer

Schematic of the oscillator Typical measured output power

vs. wavelength (at 2.6 W pump)
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L: pump focusing lens, 1C: input coupler mirror, Ti:Sa: titanium-sapphire crystal, BRF: birefringent filter for tuning,

Two different output couplers were used for short wavelengths (SW OC, crosses)
P: prisms, HCM: Herrioti-cell mirrors, OC: output coupler, S: slit for hard-aperture KLM

and for longer wavelengths (MW OC, circles).

Antal P, Szipécs R; Tunable, low-repetition-rate, cost-efficient femtosecond Ti:sapphire laser for nonlinear microscopy; Appl Phys B; 107; 17-22, 2012
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FemtoRose 300 TUN/NoTouch

The Cost Efficient
Long-Cavity, Broadly Tunable, femtosecond pulse Ti:sapphire laser

Key features

e L ow pump laser cost (~ 2.6 W pumping)

e Low, 22 MHz repetition rate

e Higher fluorescence signal

e | ower thermal damage in sample

e No extra-cavity chirp control is required

e Wavelength control by a Zeiss 2P microscope

- Applications

e Multiphoton microscopy
e Ultrafast spectroscopy
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Low Average Power, High Quality Imaging in Two-Photon Microscopy

Elonyok:

- Jobb képminéség (jel/zaj arany) ugyanannal az atlagteljesitménynél
- Kisebb a minta termikus karosodasanak esélye!
- Olcsébb pumpalo lézer (532 nm, max. 4 W) kell, ezért sokkal olcsdbb a lézer!

Tunable, low-repetition-rate, cost-efficient femtosecond Ti:sapphire laser for nonlinear microscopy

Fig. 6 Two-photon absorption
fluorescence raw images of
mouse dorsal skin using (a) the
76 MHz laser and (b) the

22 MHz laser. at nearly the
same excitation power (3.081
mW for the 76 MHz laser and
3.015 mW for the 22 MHz
laser). (¢) and (d) show the
corresponding intensity profiles
along the white horizonial line
in the middle of the images
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Antal P, Szipécs R; Tunable, low-repetition-rate, cost-efficient femtosecond Ti:sapphire laser for nonlinear microscopy; Appl Phys B; 107; 17-22, 2012
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GRIN lencsés mikroendoszkop terve

Pasztazo nemlinearis mikroszkopok optikai lekepezo rendszerének modellezése

GRIN lencsés endomikroszkop

szalesatolo

\ :
:
A

- afokalis rendszer

MEMS szkenner

dikroikus tiikr
és szinszurdk

et vkt s (eliilsd tag)

Y
: afokdlis rendszer
€7 (hitsd tag)
GRIN lencsés

~.._ optikai szonda

Nemzeti Agykutatasi Program
SZTE alvallakozoja a Wigner FK

Csakanyi A, Szipécs R: GRIN lencsés CARS endomikroszkop optikai leképez6 rendszerének szinhiba korrekcidja
Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P65

szallezer fényforras

kis méret (mobiltelefon)

IR fény behatolasi mélysége
kb. 500 um

melyebbre csak mechanikai
uton

optikai szonda : nagy L/d arany

foleg in vivo, jelolesmentes
(CARS, SRS, SHG) mérések
elvégzéséhez (agykutatas,
bérgyogyaszat)
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GRIN lencsés mikroendoszkop terve

E—
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dikroikustikar
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&
b savien il snehars ) ) )
afokalis leképes rendszer
o 1 —lcoa GRIN lencse
g0 4 I ' [optikai rendszer)
#L minta

1.abra:

Balra a CARS mddszer energetikai diagramja, jobbra a CARS elvre éplld
mikroszkop blokkvazlata. A baloldali diagrammbdl lathaté, hogy a mintat elébb
geriesztd hullamhosszisagl lézerrel gerjeszijik, majd egy masik, dgynevezett
Stokes nyalabbal egy kiztes energiadllapotba juttajuk. Innen djabb gerjesztéssel
olyan energiaszintre &r a minta, ahonnan egy foton formajaban adja le az energiat,
mikdzben visszatér alapallapotba. Ez a foton képviseli az anti-Stokes jelet, ezt
detektaljuk. A megfeleld gerjesztd és a Stokes nyalab hullamhosszkiilénbsége
anyagonként mas és mas, a két hullamhossz hangolasaval mas és mas anyagok
detektalhatok (pl. lipidek, fehérjék, viz)

Csakanyi A, Szipécs R: GRIN lencsés CARS endomikroszkop optikai leképez6 rendszerének szinhiba korrekcidja
Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P65
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GRIN lencsés mikroendoszkop terve
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afokaliz rendszer |GRIN lencse (munkakdzeg)
optikai rendszer

2. abra:

A GRIN lencsés endomikroszkap optikai rendszerének vazlata a fabb méretekkel
és részeivel. Az szkennerbdl (1) érkezd eltéritett nyalab az elsd (2-3 feliilet),
masodik (3-4 felilet), majd a harmadik lencsén (5-6 felilet) kereszill a GRIN
lencsébe (7-8 feliilet) jut. A GRIN lencse aztan a munkakdzegben (8-9 felilet) a

képsikra (9 feliilet) fékuszalja a sugarakat. Az emittalt fény a (9) mintabdl ezen az
(ton visszafelé jut a detektorokba.

Csakanyi A, Szipécs R: GRIN lencsés CARS endomikroszkop optikai leképez6 rendszerének szinhiba korrekcidja
Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P65
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GRIN lencsés mikroendoszkdp terve

=3 : 3 3 E"t[E

3 A GRIN lencse és a endomikroszkop
normalizalt szinhibai a keptér
15 fuggvenyeben. A szinhibat a foltmérstre
normalizaltuk, ami azt jelenti, hogy O
értéknél a két folt teljesen afedi egymast, 1
értéknél nincs dtfedés, igy a CARS
0.5 folyamat feltétele nem teljesul.

SZINHIBA

NORMALEALT

R i a, és b, - GRIN lencse axidlis és lateralis
szinhibai

05 - c, &s d, : endoszkdpmikro axidlis é&s

0.4 0.8 0.8 1 = i e
o lateralis szinhibai
RELATIV KEFTER

3

o e 4 gbra:

™ & A GRIN lencsés endomikroszkop Altal

fokuszalt nyaldbok foltméretel hullamhossz

szerint a képtér flggvényében (bal
® ® oldalon). Fekete vizszintes vonal eloh a
diffrakcickorlatot. (796 nm-re 2.28 pm,
1030 nm-re 295 pm) Ez a paraméter
hatarozza meg az elérhetd felbontast
Lathatd, hogy a kész rendszer mintkéet
] & mikodési hulldmhosszra kozel a teljes

miikodési tartomanyban diffrakcickoratos.

Szamitott foltméretek és a foliok alakjal a
két milkodési hulldmhosszon (jobb oldalon)

Csakanyi A, Szipécs R: GRIN lencsés CARS endomikroszkop optikai leképez6 rendszerének szinhiba korrekcidja
Kvantumelektronika 2014, Budapest, 28.11.2014, Paper P65
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