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1. Bevezetés

Tudoményos munkam soran két lézer alapt technika, illetve vizsga-
lati modszer gyakorlati megvalositasaval, fejlesztésével és kisérletes
felhasznalasaval foglalkozom. E két modszer a két-fotonos polimeri-
zacid, mint 1ézeres mikrofabrikicios eljarés, és a holografikus optikai
csipesz, mint 1ézeres mikromanipulécios vizsgalati modszer.

A két-fotonos polimerizicié a jelenleg legnagyobb felbontéssal
rendelkezd haromdimenzios fotolitografias modszer. Az 1997-ben be-
mutatott [1] modszerrel tetszoleges alaki, szub-mikrométeres rész-
letességli mikrostruktirak készithetGek fényre megszilarduld, un. fo-
topolimer anyagokbol. Nem sokkal megsziiletése utan demonstraltak
a modszer alkalmasségét olyan mikrostruktirak készitésére, amelyek
fénynyalabokkal, a 1ézercsipesz optikai mikromanipuléacios technika-
javal miikodtethetsk [2, 3.

A lézeres optikai csipesz, az elektromagneses sugarzas impulzu-
sabol eredd erdket kihasznalva, lehet6vé teszi mikrométeres részecs-
kék térbeli manipulalasat, "csipeszelését" fokuszalt lézernyalabokkal.
A csipeszelt objektumok a csapdazo fokusz mozgatasaval harom-
dimenzidoban manipulélhatéak, valamint megfelel§ kalibraciokkal a
rajuk hato kiils6 erék is megmérhetéek. Az optikai csipesz olyan 1j
biofizikai kisérleteket tett lehetévé, mint példaul bioldgiai motor fe-
hérjék nanométeres mozgasanak [4], vagy erckifejtésének [5] megmé-
rése, valamint DNS molekulak elasztikus tulajdonsagainak meghatéa-
rozésa [6].

Lézercsipesz modszerének egy fontos tovabbfejlesztése az tn. holo-
grafikus optikai csipesz, ami a csapdazo lézernyalab holografikus for-
mézasan keresztiil lehetévé teszi nagy szami, harom-dimenzidéban

fliggetleniil mozgathato optikai csapda létrehozasat. A holografikus



optikai csipesszel igy lehetséges kiterjedt mikro-objektumok tobb
ponton torténd megfogasa, vagy példaul él6 sejtek preciz harom-
dimenzios elrendezése [7].

A két-fotonos polimerizaciéval megmunkalt fotopolimer anyagok
tobbsége a lézercsipesszel valo csapdézashoz ideélis optikai tulajdon-
sagokkal rendelkezik. Ennek fényében tobb kutatdcsoport is elkezdett
olyan két-fotonos polimerizacioval elGallitott mikrostrukturak fejlesz-
tésével foglalkozni, amelyek 1ézercsipesszel mikodtethetdek, illetve 1j
fajta kisérletek elvégzésére teszik alkalmassa az optikai csapdazast.
E teriileten az els6k kozott kezdett el alkotni Ormos Pal Professzor
kutatocsoportja a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont Biofizikai Inté-
zetében. Doktori tanulmanyaimat ezen kutatocsoportban végeztem,
Dr. Kelemen Loérand feliigyelete alatt. Az altala vezetett két-fotonos
polimerizacios laborban részt vettem olyan mikrostrukturak fejlesz-
tésében, amelyek 1j alkalmazasokra terjesztik ki az optikai csapdazés
modszerét [8-10].
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1.1. abra. Sejtek mikrostruktira alapi indirekt
optikai manipulaci6janak koncepcidja.

A doktori dolgozatomban bemutatott eredmények egyik fele is
ebbe a sorba illik: biologiai sejtek lézercsipesszel torténd manipu-
cioval készitett mikrostruktirak felhasznalasaval (1.1 abra). Habar

sejtek optikai csapdazésa és manipulacidja kozvetlen moédon is ki-



vitelezhetd, a 1ézercsipesz nagy intenzitasi fokusza gyakran karos a
sejtekre, valamint a sejtek optikai jellemz&i miatt a csapdézasi eré
is gyenge. FEzen problémék megoldasara egy olyan mikrostrukturat
fejlesztettem ki, ami egy megcélzott sejthez hozzatapasztva lehetévé
teszi annak lézeres karositas nélkiili, 6 szabadségi fokkal végezhetd
mozgatasat egy holografikus optikai csipesszel.

Az ily moédon megvalositott nagy precizitést, harom-dimenzios
indirekt sejt manipulacios modszert [11] ezutén egyes sejtek tobbneé-
zetd ("multiview") fluoreszcens mikroszkopiajara terveztiik felhasz-
nalni. A multiview mikroszképia modszere lehetévé teszi az optikai
képalkotasra altalanosan jellemzé anizotrop, axialisan gyengébb fel-
bontés feljavitasat, tobb kiillonbdz6 nézetbdl felvett hdrom-dimenzios
képsorozat rogzitésével és azok szamitogépes dsszekombinalasaval. A
modszer kulcs eleme a minta kiilonbo6zé irdnyokbol torténd megfi-
gyelésének megvalositasa, amire az altalam kifejlesztett mikromani-
pulétor strukturaval lehetséges 6 szabadsagi fokd sejt mozgatas jol
alkalmazhato.

A multiview mikroszkopia megvaldsitasihoz megépitettem egy
fluoreszcens mikroszkoppal egybeépitett holografikus optikai csipesz
rendszert, valamint megirtam egy a holografikus lézercsipeszt és a
mikroszképos képalkotéast szinkronban vezérlg szoftvert is. Az elké-
szitett rendszerrel, a mikromanipulator struktura alkalmazasaval si-
keresen tudtunk egyes sejtekrsl tobb orientacioban régziteni harom-
dimenzios képsorozatokat, amelyeket szamitogépes feldolgozassal Gssze-
kombinalva a megfigyelt sejt harom-dimenzios szerkezetét izotrop fel-
bontéssal tudtuk rekonstrualni.

Doktori dolgozatom maésik felében a két-fotonos polimerizacié
(TPP) technikdjanak fejlesztését mutatom be. A TPP folyamata a

mikrostruktirdk méretétsl és osszetettségétdl fiiggGen néhany perctsl



akar egy oraig is eltarthat, igy nagy szamu mikrostruktira készitése
rendkiviil idGigényes lehet. Ennek fényében érdemes olyan megolda-
sokat keresni amelyekkel felgyorsithaté a TPP folyamata. E célbol
megvizsgaltam a holografikus lézercsipesz alapjat ado, dinamikus
holografikus lézernyaldb formazas alkalmazhatésagat a két-fotonos
polimerizacioban. Sikeresen megvalositottam a két-fotonos polimeri-
zaci6 egy olyan j modjat, ahol egyes mikrostruktirédk parhuzamosan
tobb holografikusan létrehozott és mozgatott fokuszpont altal expo-

nalodnak, igy felgyorsitva a gyartasi folyamatot [12].
2. Modszerek és eszkozok

A holografikus két-fotonos polimerizacié megvalositasahoz egy térbeli
fazismodulatort épitettem be a kutatocsoportunk TPP rendszerébe.
Tovabbé, megirtam egy vezérl6 programot, ami iranyitotta az ex-
ponélo holografikus fokuszok pasztazasat a térbeli fazismodulatoron
megjelenitett hologramok folytonos frissitésével. A sziikséges holog-
ramok szamolasara egy olyan optimalizalt algoritmust alkalmaztam,
amely idedlis egyenld intenzitasu, tetszdleges harom-dimenziés pozi-
cioju holografikus fokuszok (optikai csapdék) eléallitasara [13]. Az
algoritmus programozasakor, annak szdmolasi idejének lecsokkenté-
sére az NVIDIA CUDA GPU alapu szamitasi technologiajat alkal-
maztam.

A holografikus TPP teszt strukturait, valamint a mikromanipu-
lator strukturat az SU-8 fotopolimerbdl készitettem.

A mikrostruktura alapt indirekt optikai manipulaciét egy Nikon
Eclipse Ti-U invertalt fluoreszcens mikroszképhoz hozzéépitett holo-
grafikus optikai csipesszel végeztem. A holografikus optikai csipesz

rendszer hatékony és konnyen elsajatithaté miikodtetéséhez egy gra-



fikus kezeld feliilettel ellatott szoftvert irtam. A szoftverben a holo-
grafikus TPP modszerénél mar bemutatott GPU alapt hologram sza-
molast alkalmaztam, ami lehetévé tette a holografikus csapdéak valos
ideji mozgatéisat a szoftver kezeléfeliiletével.

A multiview mikroszkopidhoz epifluoreszcens felvételeket készi-
tettem fluoreszcens golyokkal jelolt, illetve mitokondrium festett K562
sejtekrsl. A felvételek feldolgozasat (dekonvolicio, térbeli regisztra-
cio, fuzionalas) MATLAB-ban végeztem, sajat magam &ltal irt prog-

ram szkriptekkel.
3. Osszefoglalas

Doktori dolgozatomban bemutattam, hogy a két-fotonos polimeri-
zaci6 technikaja, valamint a holografikus optikai csipesz alkalmazasa
kolesonosen kiterjeszthetd: i) a két-fotonos polimerizacioban kivaloan
alkalmazhato a holografikus optikai csipesz alapjat ado, holografikus
lézernyalab forméazas; ii) a holografikus optikai csipesz alkalmaza-
fotonos polimerizacioval késziilt mikrostruktirak felhasznalasaval.
[T1]: Megvalositottam a két-fotonos polimerizécié egy olyan 1j
modjat, amely lehetévé teszi egyes mikrostruktirak parhuzamosan
tobb fokuszpont altali polimerizaciojat, felgyorsitva a gyartasi folya-
matot. Ehhez a holografikus 1ézernyalab forméazés technikajat alkal-
maztam: egy térbeli fazismodulatorral a TPP rendszer lézernyalabjat
tobb holografikus nyaldbra osztottam, amelyeket kiilonallo fokuszok-
ba képez le a rendszer fokuszalod objektive. Az igy létrehozott tobb-
szoros fokuszok koordinalt mozgatasara egy vezérl szoftver irtam,
amely a rendszerbe épitett SLM sajat frissitésével szinkronban val-

toztatja a nyaldboszté hologramot. A hologramok szamolaséara egy



optimalizalt algoritmust alkalmaztam, amellyel kozel egyforma inten-
zitéasu holografikus fokuszok allithatoak el§ preciz harom-dimenzios
koordinatakban. A modszert olyan mikrostrukturak gyartasaval tesz-
teltem, amelyeket parhuzamosan 5 holografikus fokusz exponalt. A
legyartott mikrostruktirakon végzett mérések eredményei alapjan ki-
jelenthetd, hogy a holografikusan létrehozott és mozgatott fokuszok
kivaloan alkalmazhatoak a két-fotonos polimerizacidban. A modszer-
rel 9pm/s pasztazasi sebességet értem el, de egy nagyobb frissitési
frekvencidju SLM-mel ez akar egy nagysagrenddel is nagyobb lehet.

[T2]: Kifejlesztettem egy olyan, két-fotonos polimerizacioval ké-
sziil6 mikrostrukturat, amely alkalmazéaséval a biologiai sejtek optikai
manipulacidéjanak modszere jelentSsen feljavithatd. A holografikus
optikai csipesszel megfoghato, biokémiailag funkcionalizalt mikroma-
nipulator strukturahoz kénnyedén hozzatapaszthato egy kivéalasztott
sejt. A mikromanipulator, optimalis alakjanak és torésmutatojanak
koszonhetGen, lehetévé teszi a megfogott sejt nagy stabilitasi, 6 sza-
kezését a holografikus optikai csipesz nagy intenzitasu lézernyalab-
jaival. A csapdazott sejt lateralis térbeli fluktuacioja (x: 90nm, y:
150 nm) megfelelGen alacsony ahhoz, hogy elmos6das mentesen le-
hessen akar hosszu expozicios ideji felvételeket is késziteni a sejtrol.
Mindez egyiittesen jelentds elérelépés a sejtek optikai manipulécio-
janak korabbi moédjaihoz képest.

[T3]: Sikeresen alkalmaztam a mikromanipulator strukttrat sej-
tek multiview mikroszkopiajanak kivitelezésére. Ehhez megépitettem
egy fluoreszcens mikroszkoppal kombinalt holografikus optikai csi-
pesz rendszert. A holografikus optikai manipulacié és a multiview
képalkotas iranyitasara egy sajat szoftvert irtam. A multiview képal-

kotas jellemzése utdn demonstraltam, hogy a modszerrel kozel izot-



rop felbontéassal rekonstrualhato egy sejt hdrom-dimenzios szerkeze-
te.
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