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1. Bevezetés

Az ultragyors optikai szallézercket vagy szalcsatolt ultragyors szilardtest 1ézereket széles korben
alkalmazzak a nemlinedris mikroszkdpiaban, mint példaul a kétfotonos gerjesztésii fluoreszcencia
(2PEF), a masodharmonikus keltés (SHG) vagy a koherens anti-Stokes Raman-szoras (CARS)
mikroszkdpiaban [1,2]. Ezeknek a 1ézereknek szamos specialis kovetelménynek kell megfelelnitik az
¢lettudomanyok teriiletén a Kisérleti kortilményektdl fiiggden: példaul jellemzden tobb kiilonbozo
fluoreszcens jelolésre ¢és ezek megfelelden hatékony (megfelelé hulldmhosszi) kétfotonos
gerjesztésére van sziikség a kiilonbozd szdvetkomponensek megkiilonboztetéséhez a képalkotas
soran, a jeloléshez hasznalt fluoroforok emisszios spektrumai lehetéleg minimalis mértékben fedjék
at egymast, az impulzus id6étartamat és az objektiv utani fokuszfolt atmérdjét is a legkisebbre kell
csokkenteni a legnagyobb nemlinearis hatds (maximalis fluoreszcencia, SHG vagy CARS jel), a
mintak minimalis héterhelése érdekében.

Egyes kisérletekben szabadon mozgo allatok agyanak in vivo képalkotasa sziikséges, ahol egy kis
méretli, konnyl, fejre szerelt pasztazé mikroszkopot [3] hasznalnak a képalkotashoz, amelyben az
ultragyors lézerimpulzusokat egy optikai szal juttatja a fokuszald optikaval ellatott pasztazo fejbe,
mig a kibocsatott fluoreszcenciat ugyanaz a két-kopenyt (ang. double clad) optikai szal gytijti 6ssze
és juttatja juttatja el az (APD vagy PMT) fotodetektor(ok)hoz. A gerjesztéshez hasznalt kozeli
infravoros 1ézerimpulzusokat és a visszafelé terjed6 fluoreszcencia jelet egy dikroikus tiikér (DM)
valasztja ketté a 1ézer és a szalbecsatolo kozott, ahol megfeleléen megtervezett 1ézerfény-blokkold
(LBF) és savatereszto-szlird (BPF) védi a detektorokat a visszaszort 1ézerfénytol.

Az ultragyors 1ézerimpulzusok szalon keresztiili tovabbitasa nem trivialis feladat az optikai szalakban
fellépo két f6 fizikai jelenség miatt: fényintenzitassal aranyos Kerr-nemlinearitas és a kromatikus
diszperzio (elektromagneses hulldmok kiilonb6z6 hullamhosszakon eltérd terjedési sebessége optikai
hullamvezetokben) miatt. EI6bbi pl. Onfazis-modulaci6 (SPM) forméjaban jelentkezik, ami a
1ézerspektrum kiszélesedését eredményezi.

A bioldgiai mintak alacsony héterhelése az in vivo képalkotas f6 kovetelménye, amely nagy
csucsintenzitasu (ultrardvid és/vagy alacsony ismétlési frekvenciaju) lézerimpulzusokat igényel a
kétfotonos gerjesztéshez. Sajnos minél rovidebb a lézerimpulzus, annal nagyobb a transzformacio-
limitalt spektralis savszélessége, ami a szal diszperzidjara vonatkozd egyre nagyobb érzékenységet
eredményez. Egy nemrégiben megépitett szalcsatolt Ti-zafir 1ézerliinkben [2] minimalizaltuk a
szaldiszperzi6 problémajat azaltal, hogy lézeriink impulzushosszat ~150 fs-r6l ~0,6 ps-ra noveltiik,
valamint a 1ézer ismétlési frekvencidjat ~80 MHz-r6l ~20 MHz-re csokkentettiik annak érdekében,
hogy kozel hasonl6 csticsintenzitasu impulzusokat kapjunk egy kézel ~2 m hosszu, lireges maggal és
megfeleld fotonikus tiltott savval rendelkez6 (HC-PBG) optikai szal (HC -800-2, NKT Photonics)
utan. A kereskedelmi forgalomban kaphato tireges magu PBG szalak (HC-800-2, HC-920, HC-1030)
savszélessége a kozép-hullamhosszuktol fliggben ~100 nm korili értékre korlatozodott korabbi
vizsgalataink [2] vizsgalataink soran.
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Egy fejre szerelt pasztazd mikroszkop rendszer esetében (ahol nincs hely a fent emlitett optikaknak
¢és detektoroknak) azonban tovadbbra is Ossze kell gyiijteni a lathatd tartomanyban detektalando
fluoreszcens fényt, igy az egyetlen lehetdség a kettds kopenyii, nagy moédusatméréji (LMA),
iivegmagt szalak hasznalata az ultragyors lézerimpulzusos lézerforrds és a pasztdzo fej kozotti
fényatvitelre. Egy ilyen szalban az optikai impulzusok csucsintenzitasat €s spektralis savszélességét
a nemlinearitds illetve a szal diszperzidja korlatozza, utdbbit alapvetéen a kvarciiveg anyagi
diszperzidja hatarozza meg.

Egy honapja megjelent konferencia cikkiinkben [4] bemutattuk egy, a szingapuri NTU egyetem
NOBIC képalkoto kozpontja részére nemrégiben kifejlesztett és megépitett, ~69 MHz-es, sub-ps-0s
Ti-zafir 1ézeriinket, amelynek fontosabb paramétereit (ismétlési frekvencia, impulzushossz) egy
olyan, dupla kopenyti, polarizacidtartd LMA optikai szalra optimalizaltunk (P-25/250DC-PM,
Thorlabs), amely megfelel egy egér- vagy patkanyfejre szerelhetd, pasztazd kétfoton mikroszkoppal
szemben tamasztott kovetelményeknek. Jelen cikkiinkben az ott bemutatott eredményeket foglaljuk
Ossze, illetve ismertetjiik a témahoz kapcsolodd jelenlegi munkankat. Az emlitett cikkben [4]
bemutatott 1ézer harom diszkrét hullamhossz tartomanyban, ~800 nm, ~920 nm és ~1000 nm koriil
iizemeltethetd, amelyet a 1ézer modusszinkronizalasra hasznalt telit6édd abszorbens tiikrok (SAM)
nagy reflexios savszélessége hataroz meg. A kovetkezékben bemutatunk egy szalcsatold egységet is,
amelyet kozvetleniil a lézer kimenetére, annak burkolatdra szereltiink fel, mint kiegészitd elemet.
Cikkiink végén targyaljuk a szalatviteli és kétfoton abszorpcids fluoreszcencia képalkotasos
méréseink eredményeit festett agyszeleteken, a szingaptri NTU NOBIC képalkotd kdzpontjaban
kifejlesztett mikroszkop rendszerrel, illetve bemutatjuk legtijabb tovabbi vonatkozo fejlesztéseinket.

2. Kisérleti elrendezés

Lézeriink felépitése és vezérlése hasonld a [2] hivatkozéasban leirtakhoz, azzal a 6 kiillonbséggel,
hogy Ilézeriinkbe nem tudtunk Herriot-cellat beépiteni a lézeriink ismétlési frekvenciajanak
csokkentése érdekében (lasd az 1. abrat). Ennek f6 oka az volt, hogy a ~20 MHz-es, szub-ps-0s, ~530
mW atlagos teljesitményii Ti:zafir 1ézer [2] fényimpulzusainak cstcsintenzitdsa kisérletileg az LMA
szal nemlinearis kiiszobértéke felett volt (a maximalis magatmérot a képalkotasi feltételek (pl. NA)
korlatoztak), ami az impulzusok jelentds spektralis kiszélesedését eredményezte az LMA szélban,
ami az optikai impulzusok spektralis savszélességét a kezdeti ~1-2 nm-es értékrdl 4-5 nm-re novelte,
a becsatolt teljesitménytdl fliggden. Nyilvanvald, hogy a spektralisan kiszélesedett optikai
impulzusok sokkal érzékenyebbé valtak a szal diszperzidjara, hasonléan a 80-150 fs-0s,
transzformacio-limitalt optikai impulzusokhoz. Kompromisszumként a 1ézer ismétlési frekvenciajat
~69 MHz-re allitottuk be, amelyet alapvetéen a 1ézerrezonator fizikai hossza hataroz meg. A 1ézer
rezonatoraban egy alacsony reflexids veszteségii, ultraszélessavu GTI diszperziokompenzal6 eszkoz
biztositotta a -20.000 fs? és -40.000 fs? kozott allithatd negativ 0sszdiszperzidt, amely lehetove tette
szamunkra, hogy az impulzus idStartamat ~0,5 ps és ~1 ps kozotti tartomanyban valtoztassuk [5]. A
moduscsatolashoz hasznalt SAM eszko6ztol fiiggden a 1ézer atlagosan ~530 mW (795 nm-en ), ~340
mW (920 nm-en) és 160 mW (995 nm-en) teljesitményt szolgaltatott, amely értékeket kozvetleniil a
1ézer nyitotiikre utan mértiink. A GTI eszkoz vezérléséhez a kimeneti teljesitmény koriilbeliil ~20%-
at hasznaltuk fel egy vékony BBO kristalyban torténd SHG jel el6allitasara [5].
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1. abra: Szdlcsatolt, sub-ps-0s Ti-zafir lézer [4]. Ti-zafir kristdly (uthossz: PL = 4 mm), BRF:
kettostoro sziird a hullamhossz stabilizaldasara és hangoldasara, UBCM: ultraszélessavi, csorpolt
tiikrok, GTI: piezo-vezérelt Gires—Tournois interferométer diszperziokompenzalasra [5], SAM:
telitodo abszorbenes tiikrok (SAM 800, SAM 920 és SAM 1000) ugyanazon réz hiitélapra szerelve.
OC: nyitotiikor, L1, L2: fokuszalo lencsék, SHG: masodharmonikus kelto egység a lézer
szabalyozasahoz és ,, kétfotonos” mikroszkop referenciajel biztositasahoz, BS: R~ 20%-0S
nyalabosztok, HWP/POL: teljesitményszabadlyozas, LMA: 2 m hosszu, nagy modusatmérdjii optikai
szal FC/PC csatlakozokkal [4].

HWP -
UBCM SHUTTER g

POL

Pump (]
532 nm,6 W

[
=
(1]

o
q

A fentiekben bemutatott (¢s az R&D Ultrafast Lasers Kft altal legyartott) hangolhat6 Ti:zafir 1ézert
fluoreszcens jelolokkel megfestett, fixalt egér-agyszeletek mérésére hasznaltuk egy, a NTU NOBIC
Imaging Center altal kifejlesztett pasztazd kétfoton-abszorpcids fluoreszcencia mikroszkoppal. A
lézerimpulzusok id6beli hosszat a szalkimenetnél mértiik egy autokorrelator (APE pulseCheck NX,
Berlin, Németorszag) segitségével, miel6tt a lézernyalabot a mikroszkopba kiildtiik volna. A
kétfotonos mikroszkop specifikacidja megtalalhatd a nemrégiben megjelent [6] hivatkozasban.

3. Eredmények [4]

Az eloz6 szakaszban leirt kisérleti elrendezéssel fluoreszcens jelolokkel ellatott, fixalt egér
agyszeletekrdl képeket készitettiink. Az alkalmazott Ti-zafir 1ézer impulzusszélességét koriilbeliil
495 fs, 550 fs és 590 fs érteékeknek meértik a 800 nm, 920 nm és 1000 nm reprezentativ
hullamhosszakon (lasd 2. abra a, c, e). A szalcsatolt 1ézer kimenetén mért atlagos teljesitmény rendre
74 mW, 65 mW ¢és 40 mW volt. Kétfotonos mikroszkopunk fényateresztoképessége kozel 50%,
ennek megfelelden az objektiv sikjadban mért maximalis teljesitmény ~37 mW, ~30 mW és ~20 mW
volt a hdrom kiilonb6z6 hullamhosszon. A 2. abra (b, d, ) mutatja a kétfotonos fluoreszcencia
képeket (512 x 512 pixel felbontassal), 3,2 ps-ra allitott pixel expozicidés idovel. A neuronok
(gCAMPG-tal jelolve, 2b. és d. abra) és az asztrocitak (GFAP-ra AF594-gyel festve, 2f. abra)
egyértelmiien beazonosithatoak a képeken.

a 1 Tunable laser 800 nm (FWHM = 0.495 ps) C Tunable laser 920 nm (FWHM = 0.55 ps| e Tunable laser 1000 nm (FWHM = 0.59 ps)
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2. abra: Fluoreszcens jeloléssel ellatott, fixalt egéragy-szeletekrél NTU NOBIC 2PEF
mikroszkoppal készitett képek.
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4. Tovabblépési lehetoségek

A nemrégiben kifejlesztett, és piacon tavaly november ota elérhetd, 0.n. anti-rezonans szerkezett,
légmagos optikai szalak [7] lehetdvé teszik, hogy egyetlen optikai szal alkalmazasaval (!) a
fentiekben bemutatott, harom hulldmhossz tartomanyban (~800 nm, ~920 nm és ~1000 nm kérnyékén
mukodo), szalcsatolt, szub-ps-os lézeriink impulzusainak energidjat az ismétlési frekvencia
csokkentésével [2] tobbszordsére emeljiik anélkiil, hogy az optikai szalban nemlinearis hatasoktol
kellene félniink, aminek kovetkeztében hasonld mértékben ndvelni tudjuk a detektalt fluoreszcencia
jel nagysagat, a mikroszkop jel-zaj (S/N) viszonyat. Jelenleg laborjainkban ilyen antirezondns optikai
szalak tesztelése folyik egy ~20 MHz-es ismétlési frekvenciaja [2], de mar mindharom emlitett
hullamhossz tartomanyban miikddd szub-ps-0s Ti-zafir 1ézerrel, nemlinearis mikroendoszkopias és
kvantummikroszkopiai alkalmazasokhoz.
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