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1.Bevezetés
Tudományos munkám során két lézer alapú technika, illetve vizsgá-
lati módszer gyakorlati megvalósításával, fejlesztésével és kísérletes
felhasználásával foglalkozom. E két módszer a két-fotonos polimeri-
záció, mint lézeres mikrofabrikációs eljárás, és a holografikus optikai
csipesz, mint lézeres mikromanipulációs vizsgálati módszer.

A két-fotonos polimerizáció a jelenleg legnagyobb felbontással
rendelkező háromdimenziós fotolitográfiás módszer. Az 1997-ben be-
mutatott [1] módszerrel tetszőleges alakú, szub-mikrométeres rész-
letességű mikrostruktúrák készíthetőek fényre megszilárduló, ún. fo-
topolimer anyagokból. Nem sokkal megszületése után demonstrálták
a módszer alkalmasságát olyan mikrostruktúrák készítésére, amelyek
fénynyalábokkal, a lézercsipesz optikai mikromanipulációs techniká-
jával működtethetők [2, 3].

A lézeres optikai csipesz, az elektromágneses sugárzás impulzu-
sából eredő erőket kihasználva, lehetővé teszi mikrométeres részecs-
kék térbeli manipulálását, "csipeszelését" fókuszált lézernyalábokkal.
A csipeszelt objektumok a csapdázó fókusz mozgatásával három-
dimenzióban manipulálhatóak, valamint megfelelő kalibrációkkal a
rájuk ható külső erők is megmérhetőek. Az optikai csipesz olyan új
biofizikai kísérleteket tett lehetővé, mint például biológiai motor fe-
hérjék nanométeres mozgásának [4], vagy erőkifejtésének [5] megmé-
rése, valamint DNS molekulák elasztikus tulajdonságainak meghatá-
rozása [6].

Lézercsipesz módszerének egy fontos továbbfejlesztése az ún. holo-
grafikus optikai csipesz, ami a csapdázó lézernyaláb holografikus for-
mázásán keresztül lehetővé teszi nagy számú, három-dimenzióban
függetlenül mozgatható optikai csapda létrehozását. A holografikus
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optikai csipesszel így lehetséges kiterjedt mikro-objektumok több
ponton történő megfogása, vagy például élő sejtek precíz három-
dimenziós elrendezése [7].

A két-fotonos polimerizációval megmunkált fotopolimer anyagok
többsége a lézercsipesszel való csapdázáshoz ideális optikai tulajdon-
ságokkal rendelkezik. Ennek fényében több kutatócsoport is elkezdett
olyan két-fotonos polimerizációval előállított mikrostruktúrák fejlesz-
tésével foglalkozni, amelyek lézercsipesszel működtethetőek, illetve új
fajta kísérletek elvégzésére teszik alkalmassá az optikai csapdázást.
E területen az elsők között kezdett el alkotni Ormos Pál Professzor
kutatócsoportja a Szegedi Biológiai Kutatóközpont Biofizikai Inté-
zetében. Doktori tanulmányaimat ezen kutatócsoportban végeztem,
Dr. Kelemen Lóránd felügyelete alatt. Az általa vezetett két-fotonos
polimerizációs laborban részt vettem olyan mikrostruktúrák fejlesz-
tésében, amelyek új alkalmazásokra terjesztik ki az optikai csapdázás
módszerét [8–10].

1.1. ábra. Sejtek mikrostruktúra alapú indirekt
optikai manipulációjának koncepciója.

A doktori dolgozatomban bemutatott eredmények egyik fele is
ebbe a sorba illik: biológiai sejtek lézercsipesszel történő manipu-
lációjának továbbfejlesztését céloztuk meg, két-fotonos polimerizá-
cióval készített mikrostruktúrák felhasználásával (1.1 ábra). Habár
sejtek optikai csapdázása és manipulációja közvetlen módon is ki-
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vitelezhető, a lézercsipesz nagy intenzitású fókusza gyakran káros a
sejtekre, valamint a sejtek optikai jellemzői miatt a csapdázási erő
is gyenge. Ezen problémák megoldására egy olyan mikrostruktúrát
fejlesztettem ki, ami egy megcélzott sejthez hozzátapasztva lehetővé
teszi annak lézeres károsítás nélküli, 6 szabadsági fokkal végezhető
mozgatását egy holografikus optikai csipesszel.

Az ily módon megvalósított nagy precizitású, három-dimenziós
indirekt sejt manipulációs módszert [11] ezután egyes sejtek többné-
zetű ("multiview") fluoreszcens mikroszkópiájára terveztük felhasz-
nálni. A multiview mikroszkópia módszere lehetővé teszi az optikai
képalkotásra általánosan jellemző anizotrop, axiálisan gyengébb fel-
bontás feljavítását, több különböző nézetből felvett három-dimenziós
képsorozat rögzítésével és azok számítógépes összekombinálásával. A
módszer kulcs eleme a minta különböző irányokból történő megfi-
gyelésének megvalósítása, amire az általam kifejlesztett mikromani-
pulátor struktúrával lehetséges 6 szabadsági fokú sejt mozgatás jól
alkalmazható.

A multiview mikroszkópia megvalósításához megépítettem egy
fluoreszcens mikroszkóppal egybeépített holografikus optikai csipesz
rendszert, valamint megírtam egy a holografikus lézercsipeszt és a
mikroszkópos képalkotást szinkronban vezérlő szoftvert is. Az elké-
szített rendszerrel, a mikromanipulátor struktúra alkalmazásával si-
keresen tudtunk egyes sejtekről több orientációban rögzíteni három-
dimenziós képsorozatokat, amelyeket számítógépes feldolgozással össze-
kombinálva a megfigyelt sejt három-dimenziós szerkezetét izotrop fel-
bontással tudtuk rekonstruálni.

Doktori dolgozatom másik felében a két-fotonos polimerizáció
(TPP) technikájának fejlesztését mutatom be. A TPP folyamata a
mikrostruktúrák méretétől és összetettségétől függően néhány perctől
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akár egy óráig is eltarthat, így nagy számú mikrostruktúra készítése
rendkívül időigényes lehet. Ennek fényében érdemes olyan megoldá-
sokat keresni amelyekkel felgyorsítható a TPP folyamata. E célból
megvizsgáltam a holografikus lézercsipesz alapját adó, dinamikus
holografikus lézernyaláb formázás alkalmazhatóságát a két-fotonos
polimerizációban. Sikeresen megvalósítottam a két-fotonos polimeri-
záció egy olyan új módját, ahol egyes mikrostruktúrák párhuzamosan
több holografikusan létrehozott és mozgatott fókuszpont által expo-
nálódnak, így felgyorsítva a gyártási folyamatot [12].

2.Módszerek és eszközök
A holografikus két-fotonos polimerizáció megvalósításához egy térbeli
fázismodulátort építettem be a kutatócsoportunk TPP rendszerébe.
Továbbá, megírtam egy vezérlő programot, ami irányította az ex-
ponáló holografikus fókuszok pásztázását a térbeli fázismodulátoron
megjelenített hologramok folytonos frissítésével. A szükséges holog-
ramok számolására egy olyan optimalizált algoritmust alkalmaztam,
amely ideális egyenlő intenzitású, tetszőleges három-dimenziós pozí-
ciójú holografikus fókuszok (optikai csapdák) előállítására [13]. Az
algoritmus programozásakor, annak számolási idejének lecsökkenté-
sére az NVIDIA CUDA GPU alapú számítási technológiáját alkal-
maztam.

A holografikus TPP teszt struktúráit, valamint a mikromanipu-
látor struktúrát az SU-8 fotopolimerből készítettem.

A mikrostruktúra alapú indirekt optikai manipulációt egy Nikon
Eclipse Ti-U invertált fluoreszcens mikroszkóphoz hozzáépített holo-
grafikus optikai csipesszel végeztem. A holografikus optikai csipesz
rendszer hatékony és könnyen elsajátítható működtetéséhez egy gra-
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fikus kezelő felülettel ellátott szoftvert írtam. A szoftverben a holo-
grafikus TPP módszerénél már bemutatott GPU alapú hologram szá-
molást alkalmaztam, ami lehetővé tette a holografikus csapdák valós
idejű mozgatását a szoftver kezelőfelületével.

A multiview mikroszkópiához epifluoreszcens felvételeket készí-
tettem fluoreszcens golyókkal jelölt, illetve mitokondrium festett K562
sejtekről. A felvételek feldolgozását (dekonvolúció, térbeli regisztrá-
ció, fuzionálás) MATLAB-ban végeztem, saját magam által írt prog-
ram szkriptekkel.

3.Összefoglalás
Doktori dolgozatomban bemutattam, hogy a két-fotonos polimeri-
záció technikája, valamint a holografikus optikai csipesz alkalmazása
kölcsönösen kiterjeszthető: i) a két-fotonos polimerizációban kiválóan
alkalmazható a holografikus optikai csipesz alapját adó, holografikus
lézernyaláb formázás; ii) a holografikus optikai csipesz alkalmazá-
sa sejtek térbeli manipulációjára jelentősen továbbfejleszthető két-
fotonos polimerizációval készült mikrostruktúrák felhasználásával.

[T1] : Megvalósítottam a két-fotonos polimerizáció egy olyan új
módját, amely lehetővé teszi egyes mikrostruktúrák párhuzamosan
több fókuszpont általi polimerizációját, felgyorsítva a gyártási folya-
matot. Ehhez a holografikus lézernyaláb formázás technikáját alkal-
maztam: egy térbeli fázismodulátorral a TPP rendszer lézernyalábját
több holografikus nyalábra osztottam, amelyeket különálló fókuszok-
ba képez le a rendszer fókuszáló objektíve. Az így létrehozott több-
szörös fókuszok koordinált mozgatására egy vezérlő szoftver írtam,
amely a rendszerbe épített SLM saját frissítésével szinkronban vál-
toztatja a nyalábosztó hologramot. A hologramok számolására egy
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optimalizált algoritmust alkalmaztam, amellyel közel egyforma inten-
zitású holografikus fókuszok állíthatóak elő precíz három-dimenziós
koordinátákban. A módszert olyan mikrostruktúrák gyártásával tesz-
teltem, amelyeket párhuzamosan 5 holografikus fókusz exponált. A
legyártott mikrostruktúrákon végzett mérések eredményei alapján ki-
jelenthető, hogy a holografikusan létrehozott és mozgatott fókuszok
kiválóan alkalmazhatóak a két-fotonos polimerizációban. A módszer-
rel 9 µm/s pásztázási sebességet értem el, de egy nagyobb frissítési
frekvenciájú SLM-mel ez akár egy nagyságrenddel is nagyobb lehet.

[T2] : Kifejlesztettem egy olyan, két-fotonos polimerizációval ké-
szülő mikrostruktúrát, amely alkalmazásával a biológiai sejtek optikai
manipulációjának módszere jelentősen feljavítható. A holografikus
optikai csipesszel megfogható, biokémiailag funkcionalizált mikroma-
nipulátor struktúrához könnyedén hozzátapasztható egy kiválasztott
sejt. A mikromanipulátor, optimális alakjának és törésmutatójának
köszönhetően, lehetővé teszi a megfogott sejt nagy stabilitású, 6 sza-
badsági fokú térbeli manipulációját, miközben elkerüli a sejt érint-
kezését a holografikus optikai csipesz nagy intenzitású lézernyaláb-
jaival. A csapdázott sejt laterális térbeli fluktuációja (x: 90 nm, y:
150 nm) megfelelően alacsony ahhoz, hogy elmosódás mentesen le-
hessen akár hosszú expozíciós idejű felvételeket is készíteni a sejtről.
Mindez együttesen jelentős előrelépés a sejtek optikai manipuláció-
jának korábbi módjaihoz képest.

[T3] : Sikeresen alkalmaztam a mikromanipulátor struktúrát sej-
tek multiview mikroszkópiájának kivitelezésére. Ehhez megépítettem
egy fluoreszcens mikroszkóppal kombinált holografikus optikai csi-
pesz rendszert. A holografikus optikai manipuláció és a multiview
képalkotás irányítására egy saját szoftvert írtam. A multiview képal-
kotás jellemzése után demonstráltam, hogy a módszerrel közel izot-
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rop felbontással rekonstruálható egy sejt három-dimenziós szerkeze-
te.
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