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OSSZEFOGLALAS

A nemlinedris mikroszképiai médszerek az elmuilt évti-
zedben egyre elterjedtebbé viltak az alapkutatdsokban és
a klinikumban egyardnt. A borben taldlhaté kromoforok
kozel-infravords hullamhossz tartomdnyban (700 — 1300
nm) torténd gerjesztése biztonsdagos, jelolés nélkiili képal-
kotdst tesz lehetévé, nagy térbeli és iddbeli felbontas mel-
lett. Publikdcionkban elsoként a nemlinedris képalkoto
mdodszereket ismertetjiik, majd ezek alkalmazdsi lehetdsé-
geit mutatjuk be kiilonbozé dermatolégiai kérképek kap-
csan. Emellett munkacsoportunk legfontosabb fejlesztései-
rol és eredményeirdl szamolunk be.

Kulcsszavak:
nemlinearis mikroszkopia - bor - in vivo
diagnosztika

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 haromdimenziés képalkoté modszerek az utdbbi évti-
zedekben egyre inkdbb elterjedtek a diagnosztikdban és az
alapkutatdsban egyarant. A technika fejlodésének koszon-
het6en ma mar a CT, MRI és ultrahang késziilékek is al-
kalmasak haromdimenzids leképezésre kiilonbozs szoft-
verek segitségével, azonban ezek a médszerek id6igénye-
sek lehetnek, és a pdcienseket egyes esetekben jelentds
mennyiségi ionizalé sugdrzds éri (1). Napjainkban a bor-
gyogydszati koérképek diagnosztizdldsdra az ultrahang
technika (UH) és az egyre népszeriibb in vivo konfokalis
mikroszkdpia alkalmazdsa a legelterjedtebb (2, 3). A mdd-
szerek koziil az el6bbinél korlatot szabhat az alacsony fel-
bontds (50 ym), mig utébbindl a csekély penetracids kész-
ség és a fototoxicitds (4).
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Az 1990-es években egy Uj képalkoté mddszer, a kétfo-
ton abszorpcids fluoreszcencia mikroszképia hozott atto-
rést a haromdimenzids képalkotdsban, amely nemlinedris
optikai elven miikodik. A nemlinedris optika az optika
azon teriilete, ami a fény terjedését, nemlinedris kolcson-
hatdsét irja le optikai kdzegben, ami tipikusan nagy fény-
intenzitasok esetén érzékelhet6 és mérhetd. Ekkor az opti-
kai kozeg polarizdltsdga nemlinedrisan fiigg a fény elekt-
romos terétSl. Impulzusiizemi 1€zerek esetében a lézer
energidja az egyes, viszonylag ritkdn egymast kovetd 1é-
zerimpulzusokban koncentrdlddik, ezért ezekben a 1éze-
rekben gyakran tapasztalunk nemlinedris jelenséget, —
gyakran a lézermiikodés is ezeken a folyamatokon alapul
(5). Szdmos nemlinedris optikai folyamat alkalmas biold-
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giai mintdk in vivo vizsgalatara, mint példaul a kétfoton
abszorpcids fluoreszcencia (TPEF), a masodharmonikus
keltés (SHG) vagy a koherens anti-Stokes Raman szdras
(CARS).

A kétfoton gerjesztés jelenségének vizsgdlata egészen
az 1930-as évekig nyulik vissza, amikor Maria Géppert-
Mayer el6szor tesz emlitést a kétfoton gerjesztés elméleti
alapjairdl doktori disszertacidjaban (6). A jelenséget azon-
ban el6szor Kaiser és Garett erésitette meg kisérleteiben,
1963-ban (7). Ezutan ismét évtizedeknek kellett eltelnie,
mire a technika és a fejlesztések eljutottak oddig, hogy
megépiiljon az elsd kétfoton fluoreszcencia mikroszkép.
Denk, Webb és munkatdrsai ezzel forradalmasitottak a ha-
romdimenziés képalkotds mddszerét (8). A mérés djszerd-
sége abban rejlik, hogy a gerjeszt6 1ézer fényforras csak
egy 0,3 pm atmérgja és 0,1 femtoliter térfogati fokusz-
pontban hozza 1étre a vizsgalni kivant anyag kétfotonos
gerjesztéséhez sziikséges energiastiriséget, ott is tipikusan
csak egy 0,1-1 ps-os intervallumon beliil, igy a lézer at-
lagteljesitménye tovabbra is néhany mW-os tartomanyban
tarthat6. A képalkotds ezen modszere nem gerjeszti a min-
ta fokuszpontjan kiviil es6 részeit, igy a sejtkarosit6 hata-
sokat, melyek eddig jelent6sen korlatoztak a lézer sugar-
ral torténd in vivo vizsgalatokat, jelentdsen csokkenteni
tudja. Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 nemlinearis folyamatok
Iétrejojjenek egy nagy intenzitdsd, impulzus tizemd, han-
golhat6 1ézer fényforras sziikséges, mely képes a kétfoton
gerjesztéshez sziikséges foton stiriséget elallitani (8). A
bérben elSforduléd természetes kromoférok gerjesztése
tobbnyire 350-550 nm-es hullimhossz tartomanyba esik,
de a kétfoton effektus hullamhossz kétszerezése miatt, a
képalkotashoz egy kozel-infravords (700-1300 nm) tarto-
manyban hangolhaté 1ézer fényforrds sziikséges (9).
Emellett a hosszabb hullamhosszak alkalmazdsa lehet&vé
teszi a fény mélyebb rétegekbe torténd penetracidjat, igy
akar fél mm-es mélységben is lehetséges a képalkotas. A
mobdszer tovabbi elénye a festékjelolés-mentes mérés le-
hetésége. Molekularis és sejtbiologiai kutatasokban, illet-
ve allatkisérletekben gyakran alkalmazott technika a kii-
16nb6z6 fluoreszeens indikatorok hasznalata vagy génmo-
dositott, fluoreszcens proteinnel jelolt transzgenikus allat-
modellek vizsgdlata, melyek segitségével szamos szovet
és sejtkomponens egyértelmtien detektalhat6, kovethetd.
A mébdszerek hatranya, hogy a fluoreszcens festékek, f6-
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leg DNS-ko6t6 tulajdonsaguk révén, potencidlisan toxikus
vagy rakkelt6 hatasdak lehetnek, ezért in vivo alkalmaza-
suk nem biztonsagos (10). A zold fluoreszcens proteinnel
(EGFP - enhanched green fluorescent protein) jelolt
transzgenikus dallatmodellek felfedezése (11) mérfoldko
volt szdmos gydgyithatatlan betegség, mint példaul a da-
ganatos megbetegedések (12) vagy az Alzheimer-kor ku-
tatdsaban (13), azonban az éllatok tenyésztése sok idét ve-
het igénybe és meglehetdsen koltséges.

Osszességében tehat a nemlinedris mikroszképiai méd-
szerek alkalmasak in vivo vizsgalatokra nagy térbeli €s
id6beli felbontds mellett. A bérben taldlhaté természetes
kromoférok jelolés nélkiil lathatéva tehetdk ezzel a tech-
nikaval, elhanyagolhat6 fototoxicitds mellett.

A bdr endogén kromofoérjainak detektalasa specialis opti-
kai problémakat vet fel. A képalkotas soran figyelembe kell
venniink a vizsgdlni kivant alkotéelem gerjesztési és
emissziés optimumat (14), valamint az is meghatirozo,
hogy az azonositandé kromoférok milyen mélységben he-
lyezkednek el. A kétfoton gerjesztés sordn a gerjesztett mo-
lekuldban egyszerre két foton abszorbealddik, igy energia-
juk osszeadodik (/. adbra — TPEF). Ezzel a médszerrel a ke-
ratin, melanin, NADH és az elasztin (2a. dbra) detektalha-
t6. A bor legkiilsé rétegét alkotd stratum corneum f6 kro-
moférja a keratin, mely jellemz&en a nagy méretd, lapos,
hatszog alakd szarusejtekben taldlhatd, és gerjesztési opti-
muma az alacsonyabb 720-740 nm-es hulldmhosszak men-
tén helyezkedik el (2b. abra) (14). Az epidermisz sejtjei ha-
sonlé gerjesztési hullamhosszak mellett detektalhatok, itt
azonban a mitokondriumban taldlhat6 NADH és NAD(P)H
a f6 kromofér, igy a citoplazma fluoreszkal mig a sejtma-
gok sotét pontként jelennek meg. Koriilbeliil 20 pm mély-
ségben detektalhatdk a stratum granulosum ovalis sejtjei,
nagy sejt kozotti térrel (2c. dbra). A stratum spinosum és
stratum basale sejtjei mar kisebbek, szogletes alakuak, st-
ribben helyezkednek el és szorosan illeszkednek (2d. dbra)
(14). Az epidermisz sejtjeinek kétfoton karakterisztikaja,
mint példaul a nagysag és az alak, fontos informacidoként
szolgélhatnak kiilonb6z6 tumorok, gyulladdsos betegségek
diagnosztikajaban, valamint in vivo farmakolégiai vizsgéla-
tokban (15, 16). Az utébbi években szdmos publikaci6 je-
lent meg a melandéma és a nem pigmentalt malignus bortu-
morok kétfoton mikroszkopids vizsgalatairdl (17-19). A ba-
salioma kétfoton karakterisztikdjara jellemzo, hogy a tu-
morsejtek nagy sejtmaggal és kevés citoplazmaval rendel-
keznek, keritéslécszerti un. paliszad elrendezddéstiek. A tu-
morban a hamsejtek szabalytalan alakiakka véalnak és ran-
dom médon rendezddnek el, a dermiszben pedig erds auto-
fluoreszcenciat mutaté daganatos sejtfészkek lathatok, to-
vabba a kollagén szerkezet karosodott a tumor teriiletén
(20). Melanémak klinikai vizsgalata sordan Dimitrow és
munkatdrsai a kovetkez6 hat morfoldgiai kritériumot hata-
roztak meg: 1; melanocita infiltraci6 figyelheté meg a felsé
epidermalis rétegekben 2; jelentSs a sejtek kozotti tavolsag
3; a sejtek pleomorf, szabalytalan alakdak 4; sejtfragmen-
tek jelennek meg a stratum spinosumban 5; a keratinocita
sejthatarok rosszul definidltak 6; dentritikus sejtek azono-
sithaték (21). A bértumorok nem invaziv vizsgilata mité-



tek tervezésénél is segithet a pontos tumorhatarok feltérké-
pezésében, valamint a gyogyuldsi folyamatok és az esetle-
ges recidiva képzddés kovetésében.

A kovetkezd nemlinedris képalkoté médszer a masodhar-
monikus keltés, mely bizonyos, nem szimmetrikus szerke-
zetli molekulak polarizicidja soran jon 1étre, ami a gerjesz-
t6 lézerfény egy részének frekvenciakétszerezését eredmé-
nyezi (/. dbra — SHG). A masodharmonikus keltés (SHG)
modszere a hosszu €lettartalmu proteinek, mint példaul a
kollagén (2e. dbra), mikrotubulusok vagy az izom miozin
fehérjéinek képalkotdsara alkalmas. Az els6 bioldgiai min-
tan torténd kisérleteket Freund hajtotta végre 1986-ban,
amikor a patkanyfarokban taldlhat6 kollagén rostok szerke-
zetét és orientacidjat vizsgalta (22). A dermiszben taldlhat6
kollagén bdriink rugalmassagaért felelds struktirprotein,
melynek mennyisége az id6 elérehaladtaval csokken, igy
nem csoda, hogy szamos publikaci6 foglalkozik a bér ore-
gedésének in vivo vizsgalataval (23, 24), illetve potencialis
bdrfiatalité hatéanyagok tesztelésével (25). Azonban ne fe-
lejtsiik el, hogy a dermalis kollagén szerkezet a b&rtumorok
vizsgalatanal is fontos paraméter lehet, hiszen a bér daga-
natainak kozos jellemzdje és a tumor invazié kulcsfontos-
sdgl mozzanata az extracellularis matrix fehérjék, példaul
az L. tipust kollagén degradécidja, a matrix metalloprotedz
(MMP) enzim csalad aktivaldsan keresztiil (26, 27). Megfe-
lel6 hullamhossz és szlrdk kivélasztasaval az epidermisz
sejtjei és a dermisz kollagén szerkezete egyszerre lathatéva
tehetdk, igy a tumorok nagy pontossdggal azonosithaték
(20).

A kovetkez6 bemutatand6 nemlinedris optikai médszer a
koherens anti-Stokes Raman szérds vagy rovidebb nevén
CARS. Az angolul ,auték — CARS” betliszénak latszélag
semmi koze a gépkocsikhoz, pedig a technika torténete a
Ford Motor gyér kutatélaboratériumébél indult az 1960-as
években, amikor P. D. Maker és R. W. Terhune rubin 1ézer-
rel végeztek anyagvizsgalatokat, de ekkor még csak ,.three-
wave mixing”-nek nevezték a médszert (28). Tiz évvel ké-
s6bb 1974-ben Begley és munkatdrsai véglegesitették a
technika pontos nevét (29). A médszer két, kiilonbozé hul-
lamhosszu 1ézernyaldb egy pontba fokuszalasaval allit el6
az adott molekuldra, szovetre jellemz6 optikai jelet (/. dbra
— CARS). A CARS mikroszképidval a molekuldk tulajdon-
képpen, sajat rezgési spektrumuk alapjan azonosithaték. Ez
a képalkotasi eljaras azért érdekes, mert tigy lehet haromdi-
menzids képet alkotni — hasonléan az eddig ismertetett
mddszerekhez —, hogy a vizsgdlandé minta egyes Osszete-
voit nem kell festékjeloléssel ellatni. Raadasul ennél a
mddszernél arra sincs sziikség, hogy azok természetes fluo-
reszcencidval rendelkezzenek (30). A médszer segitségével
szamos bioldgiai mintdzat azonosithatd, mint példaul a li-
pid kettSs rétegek (31), zsirsejtek (32), viz (33), DNS (34)
vagy az idegsejteket burkolé myelinhiively (35). A bér
vizsgalata sordn a CARS mikroszkdpia alkalmas lehet az
intracelluldris lipidek, vagy a szubkutisban talalhat6 zsirsej-
tek (2f. dbra) azonositasara, melyek fontos informacioként
szolgdlhatnak a bdr barrier funkciéjarél, vagy metabolikus
allapotarél (36, 37). Az els6 in vivo CARS vizsgalatokat
Konig és munkatdrsai hajtottdk végre egészséges dnkénte-

2. dbra
Ex vivo human bér keresztmetszete a kiilonbozé nemlinedris optikai médszerek alkalmazasaval



3. dbra
,FiberScope”, a kézben tartott nemlinedris mikroszk6p

seken, valamint pikkelysomorrel érintett betegeken (38).
Az idegsejteket burkolé myelinhiively vizsgilata a ma még
gybgyithatatlan sclerosis multiplex kutatdsdban jelentds
szerepet jatszik. CARS moddszerrel a lipidekben gazdag
myelin in vivo detektilhat6, igy megtudhatjuk, hogy milyen
folyamatok vezethetnek az idegsejteket timogatd neuroglia
sejtek pusztuldsdhoz és a myelinburok sériiléséhez (39).

Klinikdnk 2009 6ta vizsgélja a nemlinedris mikroszkoépiai
moédszerek alkalmazdsi lehetdségét a dermatoldgidban.
Emellett tobb hazai kutatdcsoporttal egyiittmiikddve vég-
ziink fejlesztéseket, melynek célja egy kisméretii, kevésbé
koltséges, de teljes értékii 1ézerpasztaz6 mikroszkop megter-
vezése, melyben fényforrasként egy Yb-szdllézert haszna-
lunk (3. dbra). A jelenleg piacon 1évd, a bor in vivo multifo-
ton mikroszkopids vizsgdlatit lehet6vé tevd egyetlen klini-
kai késziilék, a Dermalnspect berendezés (Jenlab GmbH,
Jena, Germany), hagyomanyos, szildrdtest 1ézeres technold-
gian alapul (40). Ennek kovetkeztében a késziilék rendkiviil
koltséges, nagy helyigényd, és a gerjesztd 1ézernyaldb bdr-
mintdra juttatdsa, illetve a keltett optika jel detektildsa is
rendkiviil nehézkes, mivel a fény egy bonyolult optikai tii-
korrendszeren keresztiil jut el a mintdig. A munkacsoport 4l-
tal fejlesztett ,,FiberScope” fényforrdsa egy impulzusiizem(,
femtoszekundumos Yb-széllézer (41), melynek koltségei 1¢-
nyegesen alacsonyabbak a szildrdtest lézerekéhez képest,
kis helyigényd, de ugyanakkor stabil miikodés(, igy a min-
dennapi diagnosztikdban egyszer{ien haszndlhato.

Az 1j késziilék fejlesztésének els6 eleme a szdlintegralt
rendszer biztonsdgtechnikai problémdinak megolddsa, illet-
ve diabéteszes dllatmodellek, valamint UV-indukélta daga-
natos elvdltozdsok preklinikai vizsgdlata. A fejlesztés
legiddigényesebb része a biztonsdgtechnika, hiszen alapvetd
kovetelmény, hogy a 1ézerfénnyel torténd vizsgalat ne okoz-
zon maradandé kdrosod4st a bérben. Els6ként tehat a kiilon-
boz6 karositod tényezok detektdlasara fokuszaltunk. Lézerrel
torténd munka sordn a DNS hdrom fotonos abszorpcidja ko-
vetkeztében, az UVB sugdrzas altal okozott kdrosoddsokhoz
hasonldan, ciklobutdn pirimidin dimerek képz&dhetnek, me-
lyek elégtelen reparacié esetén kiindulé elemei lehetnek egy
esetleges mutdcidonak a hamsejtekben (42). A ciklobutan pi-
rimidin dimereket immunfluoreszcens jelolési technikédval
azonositottuk, igy meg tudtuk allapitani, hogy melyek azok
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a lézer paraméterek, melyekkel j6 mindségti felvételeket le-
het késziteni, de nem okozunk karosodast a sejtekben (43).
A fototoxikus folyamatok mellett, a termikus karosodas le-
het6ségét is szem el6tt kell tartani, hiszen az alkalmazott,
hosszabb hulldmhosszi infravords fény egy-fotonos ab-
szorpcidja jelentds homérséklet emelkedést okozhat a min-
taban, €s karosithatja a fehérjéket, illetve a DNS-t (44). Az
el6z6 vizsgalathoz hasonldan szintén az optimalis 1ézer pa-
raméterek meghatarozasa volt a cél.

A biztonsagtechnikai mérések elvégzése utan mar allat-
modelleken végeztiik vizsgalatainkat in vivo. A leptin de-
ficiens diabéteszes egér modellek segitségével a dermalis
kollagén illetve a szubkutan adipocytdk morfolégiai valto-
zasait tudtuk nyomon kovetni in vivo SHG és ex vivo
CARS modszerrel. Munkank sordn sikeriilt igazolnunk,
hogy a nemlinedris képalkoté médszerek alkalmasak le-
hetnek a diabéteszhez tarsulé dermatoldgiai kérképek ko-
rai felismerésében (37). Az UV-indukalt karcindmak vizs-
gélatat ex vivo basalioma mintakon végeztiik, és az iroda-
lomban mar definialt morfolégiai kritériumok azonosita-
sara koncentraltunk (20). Vizsgélatunk sordn igazoltuk,
hogy a kétfoton abszorpcié (TPEF) és a masodharmoni-
kus keltés (SHG) megfelel6 mddszer lehet a basaliomdk
diagnosztikdjaban, hiszen egy id6ben lehetséges a tumor-
sejtek és a tumor teriiletén degradalédott kollagén leképe-
z€se. A bazalsejtes karcinéma kétfoton karakterisztikdjara
jellemz6 elvaltozasokat az esetek tobbségében sikeresen
azonositottuk.

A fejlesztések soran utolsoként a szallézerrel miikodo
,FiberScope” tesztméréseit végezziik. Az 1030 nm hul-
lamhosszi fény a bér mélyebb rétegeibe is képes penetral-
ni, illetve biztonsagtechnikai szempontbdl is kedvez&bb
tulajdonsagokkal rendelkezik. Elsé eredményeink azt mu-
tattdk, hogy szallézerrel biztonsagos lézerteljesitmények
hasznalata mellett is megfelel6 mindségi felvételeket ké-
szithet6k in vivo egér modellen (4. dbra).

4. dbra
In vivo egértiil kollagén szerkezete (z61d) és Alexa 546
festékkel jelolt nanorészecskék (piros) penetracidja,
,.FiberScope”’-pal mérve



Osszefoglalas

Az utébbi évtizedekben a kiilonbozs optikai képalkot6
moédszerek gyors fejlédésének lehettiink szemtandi. Sza-
mos modszer keriilt kidolgozasra, mely lehetévé teszi a
bér in vivo vizsgalatat. A nemlinedris optikai médszerek
alapvetden Uj metodikai lehetdségeket, ezaltal 1j eredmé-
nyeket hoztak a dermatoldgia teriiletén. Hasznélatukkal
gyakorlatilag a bor teljes keresztmetszete lathatéva tehetd,
ezzel szamos komponens detektdlhatd, amik segithetnek a
kiilonb6z6 daganatok, gyulladdsos megbetegedések diag-
nosztizaldsaban, illetve informdacidként szolgdlhatnak a
bér metabolikus éllapotar6l, vagy barrier funkcidjardl.
Munkank eredménye olyan kisméret(i, hordozhat6 képal-
kot6 eszkoz, mely a bérgydgydszok mindennapi munkdjat
segitheti a gyorsabb és pontosabb diagnozis feldllitasaban.
Reményeink szerint fejlesztéseink hamarosan eljutnak ab-
ba a szakaszba, hogy az eszk6z in vivo human mérésekre
alkalmas legyen.
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