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ÖSSZEFOGLALÁS

A nemlineáris mikroszkópiai módszerek az elmúlt évti-

zedben egyre elterjedtebbé váltak az alapkutatásokban és

a klinikumban egyaránt. A bôrben található kromofórok

közel-infravörös hullámhossz tartományban (700 – 1300

nm) történô gerjesztése biztonságos, jelölés nélküli képal-

kotást tesz lehetôvé, nagy térbeli és idôbeli felbontás mel-

lett. Publikációnkban elsôként a nemlineáris képalkotó

módszereket ismertetjük, majd ezek alkalmazási lehetôsé-

geit mutatjuk be különbözô dermatológiai kórképek kap-

csán. Emellett munkacsoportunk legfontosabb fejlesztései-

rôl és eredményeirôl számolunk be. 

Kulcsszavak: 
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SUMMARY

Nonlinear optical imaging techniques have become

increasingly popular over the past decade both in the field

of basic research and clinical practice. The excitation of

skin chromophores in the near infrared spectral range

(700-1300 nm) allows safe, label-free imaging with high

spatial and temporal resolution. In the first part of our

article we discuss the main principles of various nonlinear

optical techniques, then we show the application

possibilities of them in dermatology. In the second part of

our review we report the main investigations and results of

our group. 
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A háromdimenziós képalkotó módszerek az utóbbi évti-
zedekben egyre inkább elterjedtek a diagnosztikában és az
alapkutatásban egyaránt. A technika fejlôdésének köszön-
hetôen ma már a CT, MRI és ultrahang készülékek is al-
kalmasak háromdimenziós leképezésre különbözô szoft-
verek segítségével, azonban ezek a módszerek idôigénye-
sek lehetnek, és a pácienseket egyes esetekben jelentôs
mennyiségû ionizáló sugárzás éri (1). Napjainkban a bôr-
gyógyászati kórképek diagnosztizálására az ultrahang
technika (UH) és az egyre népszerûbb in vivo konfokális
mikroszkópia alkalmazása a legelterjedtebb (2, 3). A mód-
szerek közül az elôbbinél korlátot szabhat az alacsony fel-
bontás (50 µm), míg utóbbinál a csekély penetrációs kész-
ség és a fototoxicitás (4). 

Az 1990-es években egy új képalkotó módszer, a kétfo-
ton abszorpciós fluoreszcencia mikroszkópia hozott áttö-
rést a háromdimenziós képalkotásban, amely nemlineáris
optikai elven mûködik. A nemlineáris optika az optika
azon területe, ami a fény terjedését, nemlineáris kölcsön-
hatását írja le optikai közegben, ami tipikusan nagy fény-
intenzitások esetén érzékelhetô és mérhetô. Ekkor az opti-
kai közeg polarizáltsága nemlineárisan függ a fény elekt-
romos terétôl. Impulzusüzemû lézerek esetében a lézer
energiája az egyes, viszonylag ritkán egymást követô lé-
zerimpulzusokban koncentrálódik, ezért ezekben a léze-
rekben gyakran tapasztalunk nemlineáris jelenséget, –
gyakran a lézermûködés is ezeken a folyamatokon alapul
(5). Számos nemlineáris optikai folyamat alkalmas bioló-
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giai minták in vivo vizsgálatára, mint például a kétfoton
abszorpciós fluoreszcencia (TPEF), a másodharmonikus
keltés (SHG) vagy a koherens anti-Stokes Raman szórás
(CARS). 

A kétfoton gerjesztés jelenségének vizsgálata egészen
az 1930-as évekig nyúlik vissza, amikor Maria Göppert-

Mayer elôször tesz említést a kétfoton gerjesztés elméleti
alapjairól doktori disszertációjában (6). A jelenséget azon-
ban elôször Kaiser és Garett erôsítette meg kísérleteiben,
1963-ban (7). Ezután ismét évtizedeknek kellett eltelnie,
mire a technika és a fejlesztések eljutottak odáig, hogy
megépüljön az elsô kétfoton fluoreszcencia mikroszkóp.
Denk, Webb és munkatársai ezzel forradalmasították a há-
romdimenziós képalkotás módszerét (8). A mérés újszerû-
sége abban rejlik, hogy a gerjesztô lézer fényforrás csak
egy 0,3 µm átmérôjû és 0,1 femtoliter térfogatú fókusz-
pontban hozza létre a vizsgálni kívánt anyag kétfotonos
gerjesztéséhez szükséges energiasûrûséget, ott is tipikusan
csak egy 0,1-1 ps-os intervallumon belül, így a lézer át-
lagteljesítménye továbbra is néhány mW-os tartományban
tartható. A képalkotás ezen módszere nem gerjeszti a min-
ta fókuszpontján kívül esô részeit, így a sejtkárosító hatá-
sokat, melyek eddig jelentôsen korlátozták a lézer sugár-
ral történô in vivo vizsgálatokat, jelentôsen csökkenteni
tudja. Ahhoz, hogy a különbözô nemlineáris folyamatok
létrejöjjenek egy nagy intenzitású, impulzus üzemû, han-
golható lézer fényforrás szükséges, mely képes a kétfoton
gerjesztéshez szükséges foton sûrûséget elôállítani (8). A
bôrben elôforduló természetes kromofórok gerjesztése
többnyire 350-550 nm-es hullámhossz tartományba esik,
de a kétfoton effektus hullámhossz kétszerezése miatt, a
képalkotáshoz egy közel-infravörös (700-1300 nm) tarto-
mányban hangolható lézer fényforrás szükséges (9).
Emellett a hosszabb hullámhosszak alkalmazása lehetôvé
teszi a fény mélyebb rétegekbe történô penetrációját, így
akár fél mm-es mélységben is lehetséges a képalkotás. A
módszer további elônye a festékjelölés-mentes mérés le-
hetôsége. Molekuláris és sejtbiológiai kutatásokban, illet-
ve állatkísérletekben gyakran alkalmazott technika a kü-
lönbözô fluoreszcens indikátorok használata vagy génmó-
dosított, fluoreszcens proteinnel jelölt transzgenikus állat-
modellek vizsgálata, melyek segítségével számos szövet
és sejtkomponens egyértelmûen detektálható, követhetô.
A módszerek hátránya, hogy a fluoreszcens festékek, fô-

leg DNS-kötô tulajdonságuk révén, potenciálisan toxikus
vagy rákkeltô hatásúak lehetnek, ezért in vivo alkalmazá-
suk nem biztonságos (10). A zöld fluoreszcens proteinnel
(EGFP – enhanched green fluorescent protein) jelölt
transzgenikus állatmodellek felfedezése (11) mérföldkô
volt számos gyógyíthatatlan betegség, mint például a da-
ganatos megbetegedések (12) vagy az Alzheimer-kór ku-
tatásában (13), azonban az állatok tenyésztése sok idôt ve-
het igénybe és meglehetôsen költséges.

Összességében tehát a nemlineáris mikroszkópiai mód-
szerek alkalmasak in vivo vizsgálatokra nagy térbeli és
idôbeli felbontás mellett. A bôrben található természetes
kromofórok jelölés nélkül láthatóvá tehetôk ezzel a tech-
nikával, elhanyagolható fototoxicitás mellett.

A bôr endogén kromofórjainak detektálása speciális opti-
kai problémákat vet fel. A képalkotás során figyelembe kell
vennünk a vizsgálni kívánt alkotóelem gerjesztési és
emissziós optimumát (14), valamint az is meghatározó,
hogy az azonosítandó kromofórok milyen mélységben he-
lyezkednek el. A kétfoton gerjesztés során a gerjesztett mo-
lekulában egyszerre két foton abszorbeálódik, így energiá-
juk összeadódik (1. ábra – TPEF). Ezzel a módszerrel a ke-
ratin, melanin, NADH és az elasztin (2a. ábra) detektálha-
tó. A bôr legkülsô rétegét alkotó stratum corneum fô kro-
mofórja a keratin, mely jellemzôen a nagy méretû, lapos,
hatszög alakú szarusejtekben található, és gerjesztési opti-
muma az alacsonyabb 720-740 nm-es hullámhosszak men-
tén helyezkedik el (2b. ábra) (14). Az epidermisz sejtjei ha-
sonló gerjesztési hullámhosszak mellett detektálhatók, itt
azonban a mitokondriumban található NADH és NAD(P)H
a fô kromofór, így a citoplazma fluoreszkál míg a sejtma-
gok sötét pontként jelennek meg. Körülbelül 20 µm mély-
ségben detektálhatók a stratum granulosum ovális sejtjei,
nagy sejt közötti térrel (2c. ábra). A stratum spinosum és
stratum basale sejtjei már kisebbek, szögletes alakúak, sû-
rûbben helyezkednek el és szorosan illeszkednek (2d. ábra)
(14). Az epidermisz sejtjeinek kétfoton karakterisztikája,
mint például a nagyság és az alak, fontos információként
szolgálhatnak különbözô tumorok, gyulladásos betegségek
diagnosztikájában, valamint in vivo farmakológiai vizsgála-
tokban (15, 16). Az utóbbi években számos publikáció je-
lent meg a melanóma és a nem pigmentált malignus bôrtu-
morok kétfoton mikroszkópiás vizsgálatairól (17-19). A ba-
salioma kétfoton karakterisztikájára jellemzô, hogy a tu-
morsejtek nagy sejtmaggal és kevés citoplazmával rendel-
keznek, kerítéslécszerû ún. paliszád elrendezôdésûek. A tu-
morban a hámsejtek szabálytalan alakúakká válnak és ran-
dom módon rendezôdnek el, a dermiszben pedig erôs auto-
fluoreszcenciát mutató daganatos sejtfészkek láthatók, to-
vábbá a kollagén szerkezet károsodott a tumor területén
(20). Melanómák klinikai vizsgálata során Dimitrow és

munkatársai a következô hat morfológiai kritériumot hatá-
rozták meg: 1; melanocita infiltráció figyelhetô meg a felsô
epidermális rétegekben 2; jelentôs a sejtek közötti távolság
3; a sejtek pleomorf, szabálytalan alakúak 4; sejtfragmen-
tek jelennek meg a stratum spinosumban 5; a keratinocita
sejthatárok rosszul definiáltak 6; dentritikus sejtek azono-
síthatók (21). A bôrtumorok nem invazív vizsgálata mûté-
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tek tervezésénél is segíthet a pontos tumorhatárok feltérké-
pezésében, valamint a gyógyulási folyamatok és az esetle-
ges recidíva képzôdés követésében. 

A következô nemlineáris képalkotó módszer a másodhar-
monikus keltés, mely bizonyos, nem szimmetrikus szerke-
zetû molekulák polarizációja során jön létre, ami a gerjesz-
tô lézerfény egy részének frekvenciakétszerezését eredmé-
nyezi (1. ábra – SHG). A másodharmonikus keltés (SHG)
módszere a hosszú élettartalmú proteinek, mint például a
kollagén (2e. ábra), mikrotubulusok vagy az izom miozin
fehérjéinek képalkotására alkalmas. Az elsô biológiai min-
tán történô kísérleteket Freund hajtotta végre 1986-ban,
amikor a patkányfarokban található kollagén rostok szerke-
zetét és orientációját vizsgálta (22). A dermiszben található
kollagén bôrünk rugalmasságáért felelôs struktúrprotein,
melynek mennyisége az idô elôrehaladtával csökken, így
nem csoda, hogy számos publikáció foglalkozik a bôr öre-
gedésének in vivo vizsgálatával (23, 24), illetve potenciális
bôrfiatalító hatóanyagok tesztelésével (25). Azonban ne fe-
lejtsük el, hogy a dermális kollagén szerkezet a bôrtumorok
vizsgálatánál is fontos paraméter lehet, hiszen a bôr daga-
natainak közös jellemzôje és a tumor invázió kulcsfontos-
ságú mozzanata az extracelluláris mátrix fehérjék, például
az I. típusú kollagén degradációja, a mátrix metalloproteáz
(MMP) enzim család aktiválásán keresztül (26, 27). Megfe-
lelô hullámhossz és szûrôk kiválasztásával az epidermisz
sejtjei és a dermisz kollagén szerkezete egyszerre láthatóvá
tehetôk, így a tumorok nagy pontossággal azonosíthatók
(20). 

A következô bemutatandó nemlineáris optikai módszer a
koherens anti-Stokes Raman szórás vagy rövidebb nevén
CARS. Az angolul „autók – CARS” betûszónak látszólag
semmi köze a gépkocsikhoz, pedig a technika története a
Ford Motor gyár kutatólaboratóriumából indult az 1960-as
években, amikor P. D. Maker és R. W. Terhune rubin lézer-
rel végeztek anyagvizsgálatokat, de ekkor még csak „three-
wave mixing”-nek nevezték a módszert (28). Tíz évvel ké-
sôbb 1974-ben Begley és munkatársai véglegesítették a
technika pontos nevét (29). A módszer két, különbözô hul-
lámhosszú lézernyaláb egy pontba fókuszálásával állít elô
az adott molekulára, szövetre jellemzô optikai jelet (1. ábra

– CARS). A CARS mikroszkópiával a molekulák tulajdon-
képpen, saját rezgési spektrumuk alapján azonosíthatók. Ez
a képalkotási eljárás azért érdekes, mert úgy lehet háromdi-
menziós képet alkotni – hasonlóan az eddig ismertetett
módszerekhez –, hogy a vizsgálandó minta egyes összete-
vôit nem kell festékjelöléssel ellátni. Ráadásul ennél a
módszernél arra sincs szükség, hogy azok természetes fluo-
reszcenciával rendelkezzenek (30). A módszer segítségével
számos biológiai mintázat azonosítható, mint például a li-
pid kettôs rétegek (31), zsírsejtek (32), víz (33), DNS (34)
vagy az idegsejteket burkoló myelinhüvely (35). A bôr
vizsgálata során a CARS mikroszkópia alkalmas lehet az
intracelluláris lipidek, vagy a szubkutisban található zsírsej-
tek (2f. ábra) azonosítására, melyek fontos információként
szolgálhatnak a bôr barrier funkciójáról, vagy metabolikus
állapotáról (36, 37). Az elsô in vivo CARS vizsgálatokat
König és munkatársai hajtották végre egészséges önkénte-
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seken, valamint pikkelysömörrel érintett betegeken (38).
Az idegsejteket burkoló myelinhüvely vizsgálata a ma még
gyógyíthatatlan sclerosis multiplex kutatásában jelentôs
szerepet játszik. CARS módszerrel a lipidekben gazdag
myelin in vivo detektálható, így megtudhatjuk, hogy milyen
folyamatok vezethetnek az idegsejteket támogató neuroglia
sejtek pusztulásához és a myelinburok sérüléséhez (39). 

Klinikánk 2009 óta vizsgálja a nemlineáris mikroszkópiai
módszerek alkalmazási lehetôségét a dermatológiában.
Emellett több hazai kutatócsoporttal együttmûködve vég-
zünk fejlesztéseket, melynek célja egy kisméretû, kevésbé
költséges, de teljes értékû lézerpásztázó mikroszkóp megter-
vezése, melyben fényforrásként egy Yb-szállézert haszná-
lunk (3. ábra). A jelenleg piacon lévô, a bôr in vivo multifo-
ton mikroszkópiás vizsgálatát lehetôvé tevô egyetlen klini-
kai készülék, a DermaInspect berendezés (Jenlab GmbH,
Jena, Germany), hagyományos, szilárdtest lézeres technoló-
gián alapul (40). Ennek következtében a készülék rendkívül
költséges, nagy helyigényû, és a gerjesztô lézernyaláb bôr-
mintára juttatása, illetve a keltett optika jel detektálása is
rendkívül nehézkes, mivel a fény egy bonyolult optikai tü-
körrendszeren keresztül jut el a mintáig. A munkacsoport ál-
tal fejlesztett „FiberScope” fényforrása egy impulzusüzemû,
femtoszekundumos Yb-szállézer (41), melynek költségei lé-
nyegesen alacsonyabbak a szilárdtest lézerekéhez képest,
kis helyigényû, de ugyanakkor stabil mûködésû, így a min-
dennapi diagnosztikában egyszerûen használható. 

Az új készülék fejlesztésének elsô eleme a szálintegrált
rendszer biztonságtechnikai problémáinak megoldása, illet-
ve diabéteszes állatmodellek, valamint UV-indukálta daga-
natos elváltozások preklinikai vizsgálata. A fejlesztés
legidôigényesebb része a biztonságtechnika, hiszen alapvetô
követelmény, hogy a lézerfénnyel történô vizsgálat ne okoz-
zon maradandó károsodást a bôrben. Elsôként tehát a külön-
bözô károsító tényezôk detektálására fókuszáltunk. Lézerrel
történô munka során a DNS három fotonos abszorpciója kö-
vetkeztében, az UVB sugárzás által okozott károsodásokhoz
hasonlóan, ciklobután pirimidin dimerek képzôdhetnek, me-
lyek elégtelen reparáció esetén kiinduló elemei lehetnek egy
esetleges mutációnak a hámsejtekben (42). A ciklobután pi-
rimidin dimereket immunfluoreszcens jelölési technikával
azonosítottuk, így meg tudtuk állapítani, hogy melyek azok

a lézer paraméterek, melyekkel jó minôségû felvételeket le-
het készíteni, de nem okozunk károsodást a sejtekben (43).
A fototoxikus folyamatok mellett, a termikus károsodás le-
hetôségét is szem elôtt kell tartani, hiszen az alkalmazott,
hosszabb hullámhosszú infravörös fény egy-fotonos ab-
szorpciója jelentôs hômérséklet emelkedést okozhat a min-
tában, és károsíthatja a fehérjéket, illetve a DNS-t (44). Az
elôzô vizsgálathoz hasonlóan szintén az optimális lézer pa-
raméterek meghatározása volt a cél. 

A biztonságtechnikai mérések elvégzése után már állat-
modelleken végeztük vizsgálatainkat in vivo. A leptin de-
ficiens diabéteszes egér modellek segítségével a dermális
kollagén illetve a szubkután adipocyták morfológiai válto-
zásait tudtuk nyomon követni in vivo SHG és ex vivo

CARS módszerrel. Munkánk során sikerült igazolnunk,
hogy a nemlineáris képalkotó módszerek alkalmasak le-
hetnek a diabéteszhez társuló dermatológiai kórképek ko-
rai felismerésében (37). Az UV-indukált karcinómák vizs-
gálatát ex vivo basalioma mintákon végeztük, és az iroda-
lomban már definiált morfológiai kritériumok azonosítá-
sára koncentráltunk (20). Vizsgálatunk során igazoltuk,
hogy a kétfoton abszorpció (TPEF) és a másodharmóni-
kus keltés (SHG) megfelelô módszer lehet a basaliomák
diagnosztikájában, hiszen egy idôben lehetséges a tumor-
sejtek és a tumor területén degradálódott kollagén leképe-
zése. A bazálsejtes karcinóma kétfoton karakterisztikájára
jellemzô elváltozásokat az esetek többségében sikeresen
azonosítottuk. 

A fejlesztések során utolsóként a szállézerrel mûködô
„FiberScope” tesztméréseit végezzük. Az 1030 nm hul-
lámhosszú fény a bôr mélyebb rétegeibe is képes penetrál-
ni, illetve biztonságtechnikai szempontból is kedvezôbb
tulajdonságokkal rendelkezik. Elsô eredményeink azt mu-
tatták, hogy szállézerrel biztonságos lézerteljesítmények
használata mellett is megfelelô minôségû felvételeket ké-
szíthetôk in vivo egér modellen (4. ábra). 
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3. ábra

„FiberScope”, a kézben tartott nemlineáris mikroszkóp

4. ábra

In vivo egérfül kollagén szerkezete (zöld) és Alexa 546
festékkel jelölt nanorészecskék (piros) penetrációja,

„FiberScope”-pal mérve
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Összefoglalás

Az utóbbi évtizedekben a különbözô optikai képalkotó
módszerek gyors fejlôdésének lehettünk szemtanúi. Szá-
mos módszer került kidolgozásra, mely lehetôvé teszi a
bôr in vivo vizsgálatát. A nemlineáris optikai módszerek
alapvetôen új metodikai lehetôségeket, ezáltal új eredmé-
nyeket hoztak a dermatológia területén. Használatukkal
gyakorlatilag a bôr teljes keresztmetszete láthatóvá tehetô,
ezzel számos komponens detektálható, amik segíthetnek a
különbözô daganatok, gyulladásos megbetegedések diag-
nosztizálásában, illetve információként szolgálhatnak a
bôr metabolikus állapotáról, vagy barrier funkciójáról.
Munkánk eredménye olyan kisméretû, hordozható képal-
kotó eszköz, mely a bôrgyógyászok mindennapi munkáját
segítheti a gyorsabb és pontosabb diagnózis felállításában.
Reményeink szerint fejlesztéseink hamarosan eljutnak ab-
ba a szakaszba, hogy az eszköz in vivo humán mérésekre
alkalmas legyen. 
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