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Roviditések jegyzéke:

(6-4)-PD: pirimidin-(6-4)-pirimidon

AGE: advanced glycated endproducts

BCC: basal cell carcinoma

BMI: body mass index

CARS: coherent anti-Stokes Raman scattering
CHO: chinese hamster ovary cells

CPD: ciklobutan pirimidin dimer

CT: komputer-tomografia

DTR: diphtheria toxin receptor

EDJ: epidermal-dermal junction

FFA: free fatty acid

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

GFP-BM: green fluorescent protein — bone marrow
JAK/STAT: Janus kinase/Signal Transducer and Activation of Transcription
MAPK: mitogen-activated protein kinase
MED: minimal erythema dozis

MMP: matrix metalloproteinaz

MRI: Magnetic Resonance Imaging

NADH: nikotinamid-adenin-dinukleotid
NER: nukleotid excizios repair

NPs: nanoparticles

PEIm: polietilénimin-mann6z

PLGA: poly(D,L-lactide-co-glycolide)
PI3K/Akt: foszfoinozitol-3-kinaz

SCC: squamous cell carcinoma

SHG: second harmonic generation

THG: third harmonic generation

Ti:S: titan-zafir

TPEF: twophoton excitation fluorecence

UH: ultrahang

UV: ultraviola sugérzas



WT: wild type
Yb: ytterbium
ZnO: cink-oxid



1. Bevezetés:

A technika fejlodésének koszonhetéen az utdbbi évtizedekben a
haromdimenzioés (3D) képalkotd modszerek egyre inkabb elterjedtek a mindennapi
diagnosztikaban ¢és az alapkutatasokban egyarant. Kiilonb6z6 szoftverek segitségével
ma mar a hagyomanyos CT, MRI ¢és ultrahang (UH) késziilékek is alkalmasak
haromdimenzios képalkotasra, melyek segitségével pontosabbda valt a kiilonb6zo
betegségek detektdlasa, kovetése. Napjainkban a bOrgydgyaszati korképek
diagnosztizalasara az ultrahang technika a legelterjedtebb, mely a bér malignus
folyamatainak kovetését teszi lehetévé [1]. Az ép bor ultrahang-morfologiai képén az
epidermisz, dermisz és szubkutisz jol elkiilonitheté egységeket képeznek. Melanoma
malignum esetében az UH vizsgalat alkalmas a tumor mélységi terjedésének
meghatarozasara, a sentinel nyirokcsomok vizsgalatara és a melanomak posztoperativ,
szekunder folyamatainak kovetésére [2-4]. Az UH vizsgalatok tovabba sziikségesek
lehetnek a kiilonb6z6 basalioma formak elkiilonitésében, illetve mitétek tervezésénél a
tumorhatarok feltérképezésében, valamint a cutan lyphomakhoz kapcsolédo
elvaltozasok azonositasaban is [5, 6].

A dermatologiai képalkotd diagnosztikdban, az utébbi években egyre
elterjedtebbé valt a konfokalis mikroszkopia alkalmazasa, mely alkalmas a bor felsd
rétegeinek in vivo leképezésére [7]. A modszer eldnye, hogy nagy felbontasu digitalis
képek készithetok, illetve az ,,optikai szeletelés” alkalmazasaval a kiilonb6z6 sikokban
késziilt horizontalis képek Osszeillesztésével egy adott teriilet 3D-s rekonstrukcidja is
lehetséges. A technika hatranya azonban, a nagy méretii és nagy tomegi elvaltozasok
képalkotasa, valamint a csekély, koriilbeliill 200 um-nyi penetracioés készség [8]. A
kereskedelmi forgalomban kaphat6 in vivo konfokalis mikroszkopok (VivaScope) nagy
mérete miatt a nehezen elérhetd helyeken — mint példaul az arc — talalhat6 elvaltozasok
vizsgalata nehezen megoldhato.

Az 1990-es években egy 10j képalkotdé moddszer, a kétfoton abszorpcios
fluoreszcencia mikroszkopia hozott 4ttorést a 3D-s képalkotasban, mely a nemlinedris
optikai alapokon miikodik [9]. A nemlinearis optika az optika azon teriilete, amikor az
optikai kozeg abszorpcids és terjedési jellemzdi mar fiiggenek a beesd fény
intenzitasatol, és a fényterjedést kiilonbozé tobbfotonos folyamatok is kisérhetik.

Precizebben fogalmazva: a kdzeg polarizdltsiga mar nemlinedrisan fligg a beesd fény



térerdsségétol, a magasabbrendil polarizacios tagok mar jelentdsen eltérnek a nullatél. A

polarizéaci6 fliggése a térerdsségtdl hatvany formajaban:

P= ey (uE + B2 + B3 +..))
€o: vakuum permettivitasa
x1: linedris susceptibilitas

X2, X3 Nemlinedris optikai koefficiensek

A nemlinedris optikai jelenségekkel leggyakrabban impulzusiizemi,
moduszszinkronizalt piko-, vagy femtoszekundumos Iézerek miikddése vagy
alkalmazasa esetén taldlkozhatunk — gyakran a modusszinkronizalt mikodés is
nemlinedris folyamatokon alapul. Ezen ultrar6vid impulzusu 1ézerek esetében a
fényteljesitmény rovid, ps-0S vagy szub-ps-os idéablakokban koncentralodik, még a
lézerek 1ismétlési frekvencidja tipikusan 1 MHz és 100 MHz kozé esik. Ez
szemléletesebben megfogalmazva azt jelenti, hogy az egyes (~1 ps-os) lézerimpulzusok
,hossza” ~0,3 mm-es tartomanyba esik, mig az egyes lézerimpulzusok ,kovetési
tavolsaga™ 300 és 3 m kozott van, igy a 1ézerimpulzusok pillanatnyi fényintenzitasa 4-6

nagysagrenddel meghaladja a hasonl6 atlagteljesitményti folyamatos lizemti 1ézerekét.

1.1 A nemlinearis optikai folyamatok

A nemlinearis optikai folyamatok kozott szamos olyan jelenség kertilt
alkalmazasra, mely alkalmas bioldgiai mintak in vivo vizsgalatara. llyen példaul a
kétfoton abszorpcids fluoreszcencia (TPEF), a mdsodharmonikus keltés (SHG), vagy a
koherens anti-Stokes Raman szoras (CARS). Hasznalatukkal gyakorlatilag a bor teljes
keresztmetszete lathatova tehetd, ezzel szamos komponens detektalhatd, amik

segithetnek a kiilonb6z6 dermatologiai korképek diagnosztizalasaban.

1.1.1 Kétfoton abszorpcios fluoreszcencia

A kétfotonos gerjesztés elméleti alapjait Maria Goppert Mayer irta le az 1930-as

években [10]. A jelenséget azonban el6szor Kaiser és Garett erdsitette meg



kisérleteiben, 1963-ban [11]. A kétfotonos gerjesztés soran a gerjesztendd molekulaba
egyszerre két foton azaz fénykvantum abszorbealdodik, igy energiajuk osszeadodik (1.
abra/bal oldalon). Ehhez tipikusan egy nagy intenzitasu lézer fényforras sziikséges,
mely képes a megfeleld foton siiriséget eldallitani, hiszen a kétfoton abszorpcios
hataskeresztmetszet (a folyamat valdszinisége) nagysagrendekkel kisebb, mint az

egyfotonos folyamatoké.
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1. abra Bal oldaon: A kétfoton effektus energia diagramja: a gerjesztés soran az adott molekulaban
egyszerre két foton nyelddik el, ezért energiajuk dsszeadodik ©/2 + /2 = . Jobb oldal: az egyfotonos és
kétfotonos abszorpcio 6sszehasonlitisa. A kiivetta als6 részen a konfokalis fluoreszcens mikroszkopban is
hasznalt nagy energiaju (rovid hullamhossz) 1ézer fényforrassal folyamatosan gerjesztik a festékoldatot,
még feliil rovid impulzust infravords lézerfénnyel torténik a megvilagitas. Lathatd, hogy kétfoton
abszorpcid esetén (feliil) a fluoreszcencia csak a fokuszfoltban jon létre, mig az egyfotonos gerjesztés a
minta fokuszfolton kiviil es6 részeit is gerjeszti, ami fotokémiai folyamatok révén jelent6sen karosithatja
a vizsgalt mintat. Kép forrasa: http://www.azooptics.com/Article.aspx?ArticlelD=951

A kétfoton gerjesztés jelenségének leirasat kovetden még évtizedeknek kellett eltelnie,
mire elkésziilt az elsé pasztazo kétfoton abszorpcids fluoreszcencia mikroszkop. Denk,
Webb ¢és munkatarsai ezzel 0j utat nyitottak meg a hidromdimenzidés mikroszkdpias
képalkotas teriiletén [9]. A mérés gy torténik, hogy egy galvanoszkenner segitségével
kétdimenzidban pasztazott gerjesztd 1ézerfényt egy pontra lefokuszalunk, itt a mintat
gerjesztjiik, ¢és az igy elballitott optikai, fluoreszcens jelet egy érzékeny fotodetektor
segitségével detektaljuk (2. &bra).

A modszer egyik fontos elényét az jelenti, hogy a gerjesztd 1ézer fényforras csak egy
kicsi, kb ~0,3 um atmér6jii és ~0,1 femtoliter térfogatti fokuszpontban hozza létre a
vizsgalni kivant anyag kétfotonos gerjesztéséhez sziikséges energiastiriiséget, (tipikusan
csak egy 0,1-1 ps-0s idéintervallumon beliil), és a lézer mintara es6 atlagteljesitménye

tovabbra is csak a néhany mW-os tartomanyban tarthat6é (1. abra/bal). A fluoreszcens


http://www.azooptics.com/Article.aspx?ArticleID=951

képalkotas e modszere — a fluoreszcens konfokalis mikroszkopokban alkalmazott
egyfotonos gerjesztéssel ellentétben — nem gerjeszti a minta fokuszpontjan kiviil es6
részeit, igy a sejtkarosito, fotokémiai hatasokat, melyek eddig jelentsen korlatoztak a
1ézer sugarral torténd in vivo vizsgalatokat, jelentdsen csokkenteni tudja.
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2. abra A pasztazo kétfoton abszorpcios fluoreszcencia mikroszkop sematikus felépitése (sajat abra): a
minta gerjesztéséhez hasznalt infravoros 1ézer (Ti:Sapphire laser) impulzusokban adja le az energiajat,
nanoszekundumos impulzuskovetési tavolsagokkal. A lézerfény két egymasra merblegesen (X,y) mozgd
tukor segitségével pasztazza a mintat (Scanner X,y). A gerjesztés soran keletkezd fluoreszcens jelet a
dikroikus tiikor (DM) valasztja szét a gerjesztd 1ézersugarzastol, majd tovabbi savatereszt6 sziir6k (BPF1,
BPF2) és fotoelektronsokszorozok (NDD1, NDD2) segitségével detektaljuk a jelet.

A modszer tovabbi elénye, hogy az alkalmazott kozel infravoros (700-1300 nm)
hullamhossz tartomanyu fény a bor mélyebb rétegeibe is képes behatolni, igy akar ~1
mm mélységben is lehetséges a képalkotas. A 1ézer fényforras hangolhatosaga lehetévé
teszi, hogy a vizsgalni kivant kromoforra jellemzd optimalis gerjesztési hulldimhosszt
beallitsuk, ezaltal a képalkotas jobb mindségiivé, tovabba szelektivvé is valik. Kétfoton
gerjesztéssel a borben tobbek kozott a keratin, melanin, nikotinamid-adenin-dinukleotid
(NADH) és az elasztin is detektalhato [12].



1.1.2 Masodharmonikus keltés

Masodharmonikus keltés (SHG) a nem szimmetrikus szerkezettel rendelkez6
molekuldk nagyfoktl polarizadciéja soran jon Iétre, ami a gerjesztd lézerfény egy

részének frekvenciakétszerezését eredményezi (3. abra).

SHG

3. abra A masodharmonikus keltés folyamata. A masodharmonikus keltés soran 2 db wp frekvenciaji
foton”-bol 1 db wsyg frekvenciaju foton keletkezik.

Ez a mddszer a hosszu élettartalmu proteinek, mint példaul a kollagén, mikrotubulusok
vagy az izom miozin fehérjéinek detektalasara alkalmas [13-15].

Az SHG fizikai alapjait 1961-ben definialtak, de az elsé bioldgiai mintan torténd
kisérleteket 1986-ban Freund hajtotta végre, amikor a patkanyfarok kollagén szerkezetét
¢s orientaciojat vizsgalta [16].

A dermiszben talalhaté kollagén boriink rugalmassagaért felels struktarprotein,
melynek mindsége és mennyisége mind az intrinzik, mind az extrinzik oregedés
folyaméan valtozik. Ezek ismeretében nem meglepd, hogy mara szdmos publikacid
elérhetd, mely a bor Oregedési folyamatait, illetve potencidlis kozmetologiai
hatéanyagok borfiatalitd hatasat vizsgalja in vivo SHG modszerrel [17-21].

Azonban nem hagyhatjuk figyelmen kiviil azt a fontos tényez6t sem, hogy a
dermalis kollagén szerkezete a bdrtumorok invéazidjanak vizsgalatanal igen fontos
kulcsfontossdgli mozzanata az extracellularis matrix fehérjék, példaul az I. tipusu
kollagén degradacidja a matrix metalloprotedz (MMP) enzim csaldd aktivitdsan

keresztiil [22, 23].



1.1.3 Koherens anti-Stokes Raman szoras

A CARS moédszer az SHG technikaval koriilbeliil egyid6s, hiszen torténete
szintén az 1960-as években indult, amikor P.D. Maker és R.W. Terhune pulzal6 rubin
lézert hasznalva vizsgaltak kiilonb6z6 anyagok harmadrendii folyamatait. Ekkor a
moédszer még csak ,.tree-wave mixing”-nek nevezték [24]. Erdekesség, hogy a modszer
nevének, a "CARS” betliszonak latszolag semmi koze a gépkocsikhoz, pedig a fent
ismertetett kisérleteket a Ford Motor gyar kutatdlaboratoriumaban hajtottdk végre. Tiz
évvel késobb, 1974-ben Begley és munkatarsai véglegesitették a technika nevét [25].

A CARS modszer Iényege, hogy két, kiilonb6z6é hullamhosszu 1ézernyalab egy
pontba fokuszalasaval allit el6 az adott molekulara jellemzdé optikai jelet (4. abra).
CARS mikroszkopia segitségével tehat a molekulak 3D elhelyezkedésérdl sajat rezgési

allapotaik felhasznalasaval kaphatunk mikroszkopias képet [26].
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4. abra A koherens anti-Stokes Raman szoras energia diagramja: képalkotas soran két, kiilonb6z6
frekvencidju lézer fényforrds egyszerre gerjeszti a mintat: a opmp frekvencidju pumpa lézer és s
frekvenciaju Stokes 1ézer. A CARS folyamat soran a mintaban el6all az adott molekulara jellemz6 optikai
jel (anti-Stokes jel), melynek frekvencidja 2m,s = 20pump-0s. Gerjesztés csak abban az esetben jon létre,
ha a pumpa lézer €s a Stokes 1ézer frekvenciajanak kiilonbsége megegyezik az adott molekulara jellemz6
rezgési allapotra vonatkozo rezgési energiaval: m,ip=®pymp-0s

Ez a képalkot6 technika azért is érdekes, mert olyan anyagok is lathatova tehetok,
amelyek fluoreszcens jelolése nem lehetséges, vagy természetes fluoreszcenciaval nem
rendelkeznek. CARS mikroszkopidval szamos bioldgiai mintdzat azonosithato: lipid
kettds rétegek [27], zsirsejtek [28], viz [29], DNS [30], vagy az idegsejteket burkold

myelinhiively [31]. A huméan bér vizsgalata soran a moddszer alkalmas lehet az



intracellularis lipidek, valamint a subcutisban adipocitainak képalkotasara, melyek
allapotarol.

A CARS mikroszképia sokrétii hasznalhatosaga ellenére az in vivo human
vizsgalatok szama korlatozott. Elsoként Konig és munkatarsai egészséges onkéntesek és
pikkelysomorrel érintett betegek boér szerkezetét vizsgalta in vivo CARS modszerrel.
Fontos megjegyezni, hogy ez a vizsgalat csak a bor epidermiszét érintette, a subcutan
zsirsejtek szerkezetérdl in vivo mérések még nem elérhetdk [32].

A borgyogyaszati alkalmazisok mellett szintén emlitésre méltd, hogy ez a
képalkoto technika igen nagy népszeriiségnek O6rvend az idegtudomanyi kutatasokban
is. Az idegsejteket burkold myelinhiively vizsgalata, a ma még gyogyithatatlan sclerosis
multiplex patofiziologiai folyamatainak feltérképezésében lehet a szakemberek
segitségére [33]. CARS mikroszkopiaval tehat a lipidekben gazdag myelin detektalhato,
mely segitségével kiderithetd, milyen folyamatok vezetnek az idegsejteket tdmogato

neuroglia sejtek pusztulasahoz és a myelinburok sériiléséhez [34].

1.2 A human bér karakterisztikaja a kiilonb6z6 nemlinearis képalkoté6 mddszerek

alkalmazasaval

A boOrben talalhatdé endogén kromoforok egyfotonos gerjesztési hullimhossza
tobbnyire a 350-550 nm-es tartomanyba esik, igy a kétfotonos gerjesztéshez egy kozeli
infravords (700-1100 nm) tartomanyban hangolhaté 1ézer fényforras sziikséges [35]. A
bér endogén kromofdrjainak detektdldsa specialis optikai problémakat vet fel.
Képalkotas soran figyelembe kell venni az adott alkotdelem gerjesztési €s emisszios
hulldmhosszat, valamint az is meghatdrozd, hogy az azonositandé kromoférok milyen
mélységben helyezkednek el. Az eltérd gerjesztési hullimhossznak, lokalizacionak és
morfologidnak koszonhetéen a bdr alkotdelemei egyszerlien azonosithatok és

megkiilonboztethetok (5. abra) [12].
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5. abra A: Borben talalhato természetes kromoforok gerjesztési és emisszios hullamhosszai [36] B: A
bérben talalhatd fébb kromoforok gerjesztési hullamhosszai. A keratin gerjesztési optimuma 740 nm-nél
mutat maximumot. NAD(P)H esetében a hosszabb hullamhosszak felé haladva lathato, hogy a jelszint
csokkend tendenciat mutat, tehat a gerjesztési optimum 720-740 nm ko6z6tt van. Boriink festékanyaga
fénysziiré (abszorbeald és fényszoro) tulajdonsagi révén széles spektrumban gerjeszthetd, ami képalkotas
kozben erds hatteret adhat és mas kromofor gerjesztési hullamhosszaival is atfedhet, de hosszabb
hullamhosszak felé haladva a jelszint csokken. Kollagén esetében a masodharmonikus keltés az
infravoros hullamhossz tartomanyba hangolt 1ézer fényforrassal indukalhat6 (>800 nm) [12].

A bor legkiilsé rétegét alkotd stratum corneum f6 kromofoérja a keratin, ami a
kétfoton gerjesztéssel detektalhatd. A keratin jellemzOen a nagyméretii, lapos, hatszog
alaku szarusejtekben talalhat6, és gerjesztési optimuma az alacsonyabb 720-740 nm-es
hullamhossz tartomanyba esik (6. abra/A).

Az epidermisz sejtjei hasonlo gerjesztési hullimhosszak mellett detektalhatok, itt
azonban a mitokondriumban taldlhat6 NADH és NAD(P)H a 6 kromofor, igy a
citoplazma ad jelet, mig a sejtmagok sotét pontként jelennek meg képalkotas soran.
Koriilbeliil 20 pm mélységben detektalhatok a stratum granulosum sejtjei, melyek
ovalis alakuak és nagy sejtkozotti térrel rendelkeznek (6. abra/B). A mélyebb
rétegekben, mint a stratum spinosum és a stratum basale, a sejtek mar kisebb méretiiek,
szogletes alakuak, striibben helyezkednek el és szorosan illeszkednek (6. abra/C). Az
epidermisz sejtjeinek e tulajdonsagai fontos informacioként szolgalhatnak kiillonbdz6
tumorok, gyulladasos megbetegedések diagnosztikajaban, valamint in  vivo
farmakologiai vizsgalatokban.

A kotdszovetet alkotd rostok és amorf komponensek strukturdja biztositja a bor

konzisztenciajat, anyagcseréjét, keringését, beidegzését ¢és a bor sériiléseinek
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korrekciojat. Tovabba kiilonb6zo gyulladasos folyamatok, tumoros invazidk és
metastasisok helyszinéiil szolgal, igy a dermisz Osszehangolt, szerteagazo mitkodésének
vizsgalata kozkedvelt kutatasi téma napjainkban. A dermiszben talalhato elasztin (6.
abra/D) és kollagén (6. abra/E) boriink kotészovetét alkotd struktrproteinek, melyek a
kétfoton gerjesztéssel (700-740 nm) és az SHG modszerrel (> 800 nm) detektalhatok.
Mint lathat6 a két fehérje igen eltérdé optikai tulajdonsagokkal rendelkezik, igy azok
egyszeriien elkiilonithetok egymastol, ezaltal a dermisz strukturajarél rendkiviil
részletgazdag felvételek készithetdk, melyek segitségiinkre lehetnek a boér oregedési

folyamatainak vizsgalataban, ugyanakkor a tumoros elvaltozasok jellemzésében is.

6. abra Ex vivo human bor keresztmetszete a kiilonb6z6 nemlinearis optikai modszerek alkalmazaséaval,
sajat felvételek alapjan [37]. A: keratin — TPEF, B: stratum granulosum sejtjei - TPEF, C: stratum basale
sejtjei — TPEF, D: elasztin — TPEF, E: kollagén — SHG, F: adipocita - CARS

A zsirszovetben gazdag subcutis boriink rogzitését és rugalmassagat biztositja. A
CH; kotésekben gazdag lipidek CARS modszer segitségével jelolés nélkiil
azonosithatok. A subcutan zsirsejtek jellemzéen 50-100 pm atméréji ovalis vagy
gombdlyded alakuak, és szinte teljes térfogatukat egyetlen zsircsepp tolti ki, ezaltal
minden mas sejtalkotd a sejt szélére lokalizalodik (7. abra/F). Ezek ismeretében nem
meglepd, hogy a CARS mikroszkopias felvételeken az adipocitakban talalhato
zsircseppet detektaljuk. A zsirsejtek mellett egyéb lipid-tartalmi alkotdelemek is
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azonosithatok a bdrben, mint példaul a sejtmembranok lipid- kettdsrétege vagy a

faggytimirigyek.

1.3 Nemlinearis mikroszképiai médszerek alkalmazasi lehetéségei a

dermatolégiaban
1.3.1 Az epidermisz endogén kromoforjai és vizsgalati lehetéségei

A bor legkiilsé rétegét alkotd stratum corneumot mag nélkiili, elhalt, lapos
szarusejtek alkotjak. A kiils6 szaruréteg igen ellenalld a fizikai és kémiai behatdsokkal
szemben, és a bor savkopenyével, lipidkdpenyével, valamint a mikrofloraval egyiitt
alkotjak a legkiils6 véd6zonat, a bdr barrierjét. A stratum corneum szerkezetének
szemléltetésére a ,tégla és malter” modellt haszndljadk altaldnossdgban. A bor
védofaldhoz a ,téglat” a stratum granulosum keratinocitai és a stratum corneum
corneocitai adjak, még a bor felszini €s intercellularis lipid rétege képezi a ,,maltert”. A
stratum corneumban a lipideket tobbnyire ceramidok és a keratinocitak lamellaris
testecskéibdl felszabaduld lipidek adjak, melyek feladata a szaruréteg stabilizalasa és a
transzepidermalis vizvesztés megakadalyozasa. A barrier karosodasanak gyakori tiinetei
a hamlo, irritalt, viszketd bOr — ezek hatterében altalaban a szaru- és lipidtermelés
elégtelen miikodése allhat. Tovabbad a transzepidermalis vizvesztés fokozodik, ez
circulus vitiosusként tovabb ronthatja a bér gyulladasat, viszketését valamint hamlasat.
Tovabbi probléma lehet, hogy gyengiil a mechanikai behatasokkal szembeni ellenalld
képesség, ¢és gyengiil az immunologiai védekezés is [38].

A bor barrier funkcidjanak vizsgalatara manapsag a legelterjedtebb modszer a Courage
+ Khazaka cég 4ltal gyartott TEWAmeter TM300 haszndlata, mely a bor
transzepidermalis vizvesztésének mérésére alkalmas eszkoz. A késziilék egy nyitott
kamraban hatdrozza meg a borbdl elparolgd viz mennyiségét két szenzor segitségével,
melyek a hémérsékletet és a relativ paratartalmat mérik (g/h/m?). Barrier defektus
esetén az elparolgott viz mennyisége megnovekedett [39].

A bOr barrier funkcidjanak vizsgéalata a kiilonbozd nemlineéris képalkotd technikak
segitségével is megvalosithatdo. Alapvetéen két modszer alkalmazasaval

vizsgalodhatunk: 1. kdzvetlen az epidermalis intracellularis lipideket tessziik lathatova
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in vivo CARS modszerrel, és ezek mennyisége alapjan kovetkeztethetiink a lipidkopeny
allapotara [40, 41], vagy 2. kiilonb6z6 anyagok in vivo penetracidjanak sebességét
kovethetjiik nyomon, mely felvilagositast adhat a védoréteg intaktsagarol [42]. Az in
VIVO penetracios vizsgalatok tovabba nem csak a barrier allapotardl szolgaltathatnak
értékes informaciokat, hanem kiillonbozdé hatdéanyagok bdrbe jutdsat is egyszerlien
nyomon kovethetjilk, mely a farmakoldgiai és kozmetologiai kutatasokban egy
kulcsfontossagt paraméter [43-45].

A bor alkotoelemeinek karakterisztikaja fontos diagnosztikai marker lehet
kiilonb6z6 dermatologiai korképek azonositasaban. Az epidermisz sejtjeinek alakja,
nagysaga, iranyultsdga €s rendezettsége fontos informacioként szolgalhat a kiilonb6zd
daganatok vagy gyulladasos megbetegedések diagnosztizalasaban, illetve in Vvivo
farmakologiai vizsgalatokban [46, 47]. Az utobbi években szamos publikacio
foglalkozott a melanoma és a nem-pigmentalt malignus bértumorok kétfoton
mikroszkopias vizsgalataval [48-50]. A basalioma kétfoton karakterisztikajara jellemzo,
hogy a tumorsejtek nagy sejtmaggal és kevés citoplazmaval rendelkeznek,
keritéslécszerti Un. paliszdd elrendezddéstick. A tumorban a hamsejtek szabalytalan
alakuakka vélnak ¢és random modon rendezddnek el, a dermiszben pedig erds
autofluoreszcenciat mutatdé daganatos sejtfészkek lathatok, tovabba a kollagén szerkezet

karosodott a tumor teriiletén (7. abra) [51].

7. abra Bazalsejtes karcinoma keresztmetszeti képe Seidenari és mtsai (2013) alapjan: A; szorosan
illeszked6, megnyult sejtek egy iranyban z= 50 um, A,=760nm, B; tumoros sejtek, két iranyban
illeszkedve z= 50 um, Ae,=760nm, C; basaliomara jellemzd paliszad allasa sejtek z= 80 um, Ae,=760nm,
D; sejtcsoportok a kotOszoveti rostba agyazva z= 90 um, A=760nm, E; tumor sejtek és kotdszoveti
rostok keveredve z= 30 um, A,=760nm, F; karosodott extracelullaris matrix fehérjék a tumor teriiletén
(phantom islands) z= 75 um, A¢=800nM (Aex = gerjesztd hullamhossz z= mélység)
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Melanémak kétfoton mikorszkodpias klinikai vizsgalata soran Dimotrow és munkatarsai
a kovetkezd hat morfologiai kritériumot hatdroztdk meg: 1; melanocita infiltracid
figyelhetd meg a felsé epidermalis rétegekben 2; jelentds a sejtek kozotti tavolsag 3; a
sejtek pleomorf, szabalytalan alaktak 4; sejtfragmentek jelennek meg a stratum
spinosumban 5; a keratinocita sejthatarok rosszul definialtak 6; dentritikus sejtek

azonosithatok (8. abra) [52].

8. abra Ex vivo melanoma malignum keresztmetszeti képe Dimitrow és mtsai (2009) alapjan. a; erds
autofluoreszcenciat mutaté melanocitak (nyil) figyelheték meg a stratum corneumban és a felsébb
epidermalis rétegekben. b, c, d; stratum granulosum (b) és stratum spinosum (c, d) teriiletére nagy sejt
kozotti tavolsagok, elmosodott sejthatarok €s rendezetlenség jellemzd. A stratum spinosum rétegében
sejtfragmentek és dentritikus sejtek azonosithatok (nyilak).

A boértumorok non-invaziv vizsgéalata miitétek tervezésénél is segithet a pontos tumor
hatarok feltérképezésében, valamint gydgyulasi folyamatok és az esetleges recidiva
képzédés kovetésében. Fontos megjegyezni, hogy napjainkban a nemlinearis
mikroszképia a melanoma és nem pigmentalt bértumorok diagnosztikajaban egyelore,
mint kiegészitd vizsgdlat szerepel, tovabbra is a szdvettani mintavétel szamit ,,arany

standard”-nak.
1.3.2 A dermisz endogén kromoférjai és vizsgalati lehetoségei
A kotészovetet alkotd kollagén szerkezete a bdér oregedési folyamatainak,

kozmetologiai hatéanyagok hatasossdganak, valamint a tumor invazid6 mértékének

megitélésében fontos paraméter. A kollagén jelolés nélkiili képalkotdsa az SHG
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modszerrel lehetséges, tipikusan 800 nm  feletti gerjesztési hullamhosszak
alkalmazasaval [12].

Az oregedd bor jellemzéen szaraz, fako, sériilékeny, melyek a borfunkciok
csokkenésének és az altalanos sorvadas kovetkezménye. A legszembetiinobb eltérések a
bér vonalas gylirddései, a rancok. Ezek egyik tipusa, melyek az izommozgasok
kovetkeztében alakulnak ki, dinamikus rancoknak neveziink, majd ezek allandésulnak,
¢s statikus rancokka valnak. A rancok vizsgélata és osztalyozdsa a bOr oregedésének
megitélésében fontos paraméter. Manapsdg a sok szubjektiv elemet is tartalmazo
osztalyozasi rendszerek (Glogau, Fitzpatrick) mellett az objektiv vizsgalatok keriiltek
elétérbe, mint példaul a kiillonb6zo szamitogépes kép analizisek, illetve az in vivo
optikai képalkot6 modszerek [53-55]. Az els6 olyan publikacio, mely kell6
részletességgel vizsgalja az id6s6d6 bor szerkezetét in vivo nemlinearis mikroszkopiaval
Koehler és munkatdrsai nevéhez kothetd. 18 kiilonbozd életkorti €s nemill onkéntes
alkarjanak hajlit6 felszinén végeztek méréseket [56]. In vivo SHG modszerrel a dermalis
kollagént, mig TPEF technikaval az elasztint detektaltdk. A digitalis képek kiértékelése
soran el6szor a morfologiai jellemzoket definialtdk, majd ezeket kiilonb6zd paraméterek
szerint kategorizaltdk, mint példaul rost morfoldgia, mintazat, kiterjedés vagy az
elasztozis mértéke, amorf komponensek lerakddasai. A Vizsgalat soran definialt
morfologiai jellemz6k Osszhangban voltak a rutin szovettani metszeteken azonositott
elvaltozasokkal.

A bor oregedési folyamatait nemcsak az elhizas, UV sugarzas vagy a dohanyzas
gyorsithatja fel, hanem az un. glikacios folyamatok is [57]. Nem-enzimatikus
glikacionak nevezziik azt a tobb Iépésben zajld, egy id6 utdn irreverzibiliss¢ valod
folyamatot, mely redukalod cukrok (gliikdz, fruktdz, riboz) és fehérjék aminocsoportja
kozott jatszodik le. A glikacié soran un. elérehaladott glikacios végtermékek (advanced
glycation endproducts = AGE) keletkeznek, melyek a hossz élettartamt fehérjéken
akkumulalodnak. Az AGE akkumulaciojanak fontos szerepet tulajdonitanak a kronikus
veseelégtelenség és a cukorbetegség késoéi szovodményeinek kialakulasaban, valamint
az Alzheimer kor patogenezisében és az oregedési folyamatokban is [58-60].

A glikacios folyamatok elsdsorban a bdr extracellularis matrix fehérjéit
veszélyeztetik. Fiziologias koriilmények kozott a kollagén rostok kovalens kotéssel

kapcsolodnak egymashoz, ezzel biztositva bdriink rugalmassagat. A glikacid sordn

16



olyan nem-enzimatikus merev keresztkotések jonnek létre, mely a kollagén rostok
Osszetapadasat okozzak, igy azok elvesztik rugalmassagukat. Tovabba a szabadgyok
képzodés is jelentds, ez a gyulladasos folyamatok kialakulasanak kedvez. Egyes AGE-
termékek jellegzetes fluoreszcens tulajdonsagot mutatnak 350 és 390 nm kozotti
excitacios, illetve 440 és 490 nm kozotti emisszios maximummal [61]. Meerwald és
munkatarsai 2004-ben 1étrehoztak egy olyan késziiléket (AGE Reader, DiagnOptics,
Groningen, Hollandia), amely alkalmas a bdr autofluoreszcenciajanak mérésére in vivo

(9. abra) [62].

9. abra A bor autofluoreszcencidjanak in vivo mérése AGE Readerrel (DiagnOptics, Groningen,
Hollandia). A késziilék egy 2x2 cm-es teriileten vilagitja meg a bért 300-420 nm hullamhosszu fénnyel,
jellemzdéen 370 nm gerjesztési maximummal, ami a borben talalhatéd glikalt végtermékeket gerjeszti. Az
emittalt fényt egy spektrométer méri, 300-600 nm-es tartomanyban, igy a borben talalhato glikalt
végtermékek mennyisége meghatarozhatd. A bor autofluoreszcenciaja Osszefliggést mutat a diabétesz
szovédményeinek stlyossagaval. Kép forrasa: http://www.diagnoptics.com/age-reader/

A Dbor autofluoreszcencia értékei korrelaltak a diabétesszel Osszefliggd
komplikaciok sulyossagaval. A technika azonban nem terjedt el széles korben, ugyanis
a modszernek hatranyai is vannak. Az autofluoreszcenciaval nem rendelkez6 AGE-k
mérése nem lehetséges ezzel a késziilekkel, tovabb4d a bdrben talalhaté egyéb
kromoforok, melyek hasonldo gerjesztési hulldmhosszal rendelkeznek, a mérés
szelektivitasat csokkentik és félrevezet6 eredményt adhatnak [63].

Az SHG modszer a dermalis kollagén in vivo képalkotasara alkalmas, igy
segitségével a glikacios folyamatok mértéke nyomon kovethetd. A bdr glikdcidjat
kisérletes koriilmények kozott egyszerlien eldidézhetjiik: taiwani kutatok szarvasmarha
bért 0,5 M ribdéz oldatban inkubaltak, ezzel modellezve a hiperglikémids
koriilményeket. A kollagén glikaciojat SHG modszerrel, mig az elasztin morfoldgiai

véltozasait a TPEF technikdval kovették nyomon a 2. 4. 6. 8. és 10. napon.
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Eredményeik azt mutattak, hogy a kollagén glikacidja az SHG jel csokkenését okozta,
elasztin glikaci6 esetében pedig az autofluoreszcens jel intenzitasa szignifikansan
novekedett. Munkajukkal tovabba azt is bizonyitottak, hogy a nemlinearis képalkotd
modszerek alkalmasak a glikacido okozta kotdszoveti fehérjék szerkezeti valtozasainak
nyomon kovetésére [64, 65].

A dermalis kollagén szerkezete a bor 6regedési folyamatainak vizsgalata mellett,
a tumor invaziok ¢és metasztazisok azonositdsaban is jelentds szerepet jatszhat.
Melanomék ¢és nem pigmentalt bOrtumorok egyik fontos jellemzdje a nagyfoku
invaziokészség, mely a kornyez6 kotészovetet destrualja. A tumorsejtek penetracioja a
bazalis membranon keresztiil a metasztazis képzés komplex folyamatdnak kiinduld
Iépése. Tovabba a bortumorok kozos jellemzdje a kotdszoveti kollagén degradacidja a
MMP enzimcsalad aktivalasan keresztiil, a tumorhatarok mentén. Ezek a folyamatok az
SHG modszer alkalmazasaval megfeleléen demonstralhatok. 2008-ban Thrasivoulou és
munkatarsai, vizsgaltak a melanoma tumorhatarok kiterjedését SHG mikroszkopiaval
[66]. Munkajuk soran 8 darab harom kiilonboz6 szdvettani altipusba tartozé melanoma
rutin szovettani metszeteit — hematoxylin-eozin és melan-A festés — hasonlitottak Ossze
a nativ metszetek SHG felvételeivel. Eredményeik azt mutattak, hogy a tumor tertiletén
a kollagén szerkezete csaknem teljes mértékben degradalodik, ezaltal az SHG jel az ép
teriiletekhez képest sokkal alacsonyabb, vagy nem mérhetd. gy kollagén jelenléte vagy
hianya a tumor széls6 hatarainak definidlasaban egy fontos paraméter, és ezek az
eredmények korrelaltak a rutin szovettani metszeteken meghatarozott tumor szélekkel.
Melanomak és nem pigmentalt bértumorok in vivo kétfoton mikroszkopias vizsgalata
jelenleg a fObb szovettani jellemzdk azonositdsdra alkalmas, valamint a kollagén
degradacidja is detektalhatd a tumor teriiletén, de a tumorhatdrok pontos definidldsa a

képalkoto technikdk tovabbi pontositasat igényli.
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1.3.3 A szubkutisz vizsgalati lehetdségei

A zsirszovet legfontosabb szerepe szervezetiink egészére nézve, az
energiaraktarozas, védelem a fizikai hatasokkal szemben, valamint egyes szervek
kiparnazasa. Az utobbi 20 év kutatasi eredményei azonban megvaltoztattak a zsirszovet
funkciéirdl alkotott nézeteket [67].

Ma mar ismert, hogy a zsirsejtek szervezetiink szamos alapvetd élettani
folyamatanak kulcsszerepldi. Endokrin funkciot latnak el, részt vesznek gyulladdsos
folyamatokban, valamint a karcinogenezisben [68]. A zsirszovetet érinté betegségek
koziil vilagszerte a taplalkozasi zavarok — mint példaul az elhizas vagy az alultaplaltsag
— a leggyakoriabbak. Elhizas soran a tlzott zsirraktarozas olyan mértékii, hogy az karos
lehet az egészségre és szamos kronikus betegség kialakulasahoz vezethet, ilyen példaul
a magas vérnyomas, sziv- és érrendszeri megbetegedések vagy a 2. tipust diabétesz, de
kiilonb6zo daganatos megbetegedések hatterében is a koros elhizas allhat. Az obezitas
vilagviszonylatban az els0szami megeldzhetd halalozasi ok, felnétteknél ¢és
gyermekeknél egyarant novekvo aranyban jelentkezik, és az egészségiligyl hatosagok
megitélése szerint a 21. szdzad egyik legsulyosabb kdzegészségiigyi problémajaként
tekinthetd [69]. Az elhizas okai mindenki szamara jol ismertek: talzasba vitt
taplalkozas, mozgasszegény ¢életmod, genetikai hajlam. Egyes esetekben azonban
genetikai okok, kozponti idegrendszeri vagy az endokrin rendszer zavara allhat a
hattérben, ugyanakkor egyes gyogyszerek vagy pszichiatriai megbetegedések is elhizast
okozhatnak. A zsirsejtek altal termelt bioaktiv anyagokat adipokineknek nevezziik. Az
elhizds soran megvaltozott adipokin termelés fokozza az elhizassal 6sszefliggd 2. tipusu
diabétesz, valamint a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasanak kockazatat [70].

Az adipokinek koziil a leptin felfedezése adott 1) lendiiletet az elhizés genetikai
hatterének kutatasaval kapcsolatos vizsgalatoknak [71]. A leptin zsirsejtek altal termelt
hormon, mely az ¢éhség és jollakottsag szabalyozasaban kozponti szerepet jatszik,
hatasat a hipotalamuszban 1évé leptin receptorokon keresztiil fejti ki. Leptin deficiencia
esetén a hormon hidnya evéskényszert okoz, igy mar kisgyermek korban extrém foku
elhizashoz vezet. Ezekben az esetekben azonban a terapiasan adott leptin sikeres

fogyashoz vezet. Az elhizdsnak ez a formdja nagyon ritka. Az obezitassal kiizdd
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egyéneknél leptin rezisztencia alakul ki, igy a keringésben nagyon magas leptin szint
mérhetd, ezért a hormon beadasa hatéstalan [72].

Az elhizas szamos szindroma fo tlinete is lehet, ilyen példaul a Prader-Willi,
Angelman vagy a Bardet-Biedl szindroéma. Mind a leptin deficienciat, mind a
szindromas elhizast okozd genetikai eltérések sulyos kdvetkezményekkel jarnak, de
eléfordulasuk igen ritka. Sokkal gyakoribb a poligénes elhizas, melyet genetikai
tényezOk €s kornyezeti hatdsok egylitt okozhatnak. Manapsag viszont az az elfogadott
nézet, hogy a gének vagy a gének egy bizonyos varidnsai nem tehetok felelossé az
elhizas ilyen rovid id6 alatt bekovetkezett elterjedéséért. A talzott energia bevitel,
fizikai inaktivitas, vagy a megvaltozott étkezési szokasok tehetdk leginkabb feleldssé az

A 2. tipusu cukorbetegség gyakorisaga vilagszerte novekszik, jelenleg
hazdnkban a lakossdg mintegy 6 %-at érinti, a metabolikus szindroma eldfordulasi
gyakorisagat egy 2000-ben végzett reprezentativ felmérés alapjan pedig 7,6%-0snak
hataroztak meg [74, 75]. A betegek szamat az ezredfordulon vilagszerte 175 millidra
becsiilték, mig az Gjabb eldrevetitett adatok szerint a korkép 2030-ra 370 millié embert
fog érinteni [76]. A diabétesszel jard keringési és érrendszeri megbetegedések mellett a
bbrgyogyaszati korképek kialakulasanak esélye is megnovekedett, melyek jelentdséggel
birnak a mindennapi klinikai gyakorlatban. Mai napig stlyos problémat okoz a
diabétesszel jaro fekélyek terapidja, melyek a talpi lokalizdcid6 miatt nehezen
észrevehetdk, konnyen feliilfertéz6dhetnek, és rendkiviil nehezen gydgyulnak [77].

Elhizas soran a megnagyobbodott zsirsejtek altal termelt szabad zsirsavak és
egyéb citokinek a kotszoveti strukturproteinek degradaciojat okozzak [78, 79]. Az
SHG modszere, in vivo, jelolés nélkiili képalkotast tesz lehetové, ezaltal szovettani
mintavétel nélkiil tdjékozodhatunk a kotdszovet allapotarol. A technika segitségével a
dermalis kollagén degradacioja mar korai stadiumban, a szemmel lathatd elvaltozasok
kialakulasa el6tt azonosithat6.

A megnagyobbodott zsirsejtek képalkotdsa a CARS modszerrel lehetséges, igaz
jelenleg még csak ex vivo mintakon. In vivo koriilmények kozott a bor barrier funkcidja
vizsgalhatdo. Az intracellularis lipidek detektdlasa a csokkent barrier funkcio
visszaallitasara szolgdld kezelések hatékonysaganak kovetésében valhat objektiv

modszerré.
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1.4 A nemlinearis mikroszképiai modszerek biztonsagtechnikaja

Az in vivo human vizsgalatok elvégzéséhez elengedhetetlen a nemlinearis
képalkotdé folyamatok biztonsagtechnikai kockazatinak felmérése, megitélése. A
képalkotashoz sziikséges nagy csucsintenzitast, lézer fényforrds nem megfeleld
beallitasok mellett karosithatja a vizsgalt mintat, ami lehet h6- és/vagy fotokémiai
karosito hatas [80, 81].

A fotokémiai karosodés az intracellularis kromforok kétfotonos gerjesztésének
kovetkeztében alakulhat ki. Sejtes rendszerekben ez a karosodas teljesen hasonld az UV
besugarzas altal okozottal [82, 83]. A DNS abszorpcids spektruma 245-290 nm (260
nm-es maximummal) nagyobbrészt a napfény UVC ¢és UVB tartomanyat foglalja
magaba. Az UV-fotonok a DNS-ben elnyelédve ciklobutan-pirimidin-diméreket (CPD)
¢és pirimidin-(6-4)-pirimidon (6-4)-PD) fotoproduktumokat indukalnak. Az UV altal
okozott DNS karosodasok 75%-ban CPD-k kialakulasahoz vezetnek (10. abra/A). Az
emlitett DNS-1éziok a nukleotid excizios reparacio (NER) révén javitodhatnak ki (10.
abra/B), azonban nem megfeleld reparacid esetén, a tovabb folyo replikdcid hatdsara
DNS-hurkok, majd egyszali DNS-gap-ek keletkeznek a dimerek helyén, ami a DNS

kettds hélix torzulasahoz és a polimeracio blokkolasahoz vezethet [84].
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10. abra A: a ciklobutan pirimidin dimerek képzddésének folyamata: UV fény hatasara a DNS
szomszédos pirimidin bazisai k6zott kovalens keresztk6tések jonnek létre. Ezek leginkabb timin-timin
(TT) dimérek, de lehetnek timin-citozin (TC), citozin-timin (CT), legritkabban citozin-citozin (CC)
dimerek is. Ezeket a keresztkotéseket a nukleotid excizids reparacios rendszer képes felismerni és
kijavitani. B: A tobblépcsés enzimatikus folyamat fobb 1épései a kdvetkezOk: a hibas DNS szakasz
felismerése, DNS molekula incizidja, majd a hibas szakasz eltavolitasa (excizio), a keletkezett ,,hézagot”
(gap) a polimeraz enzim feltolti, végiil a kijavitott szalakat a ligaz enzim kapcsolja Ossze. Elégtelen
reparacié esetén DNS-hurkok, majd egyszali DNS-gap-ek keletkezhetnek a dimerek helyén, ami a DNS
kettds hélix torzulasahoz és a polimeracio blokkoldsdhoz vezethet.
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Jelenleg az irodalomban szamos olyan tanulmany talalhatd, melyben a kiilonboz6 1ézer
fényforrasok DNS-karositd hatasait vizsgaltak in vitro sejttenyészeteken, melyek
megfeleldé modellként szolgéltak a 1éziok pontos azonositasdhoz, mivel a lézernyalab
altal pasztazott teriiletek egyszeriien visszakereshet6k [85-89].

A human biztonsagtechnikai vizsgalatok szama ezekkel ellentétben igen
korlatozott. Fischer és munkatarsai frissen kivagott ex vivo human nyaki és glutealis
régiobol vett mintakat sugaraztak be Solar Simulator késziilékkel (uv-med), valamint
kiilonb6zé hullamhosszra és teljesitményre allitott femtoszekundumos 1ézerrel [90].
Ezutan a mintakat paraffinba agyaztdk, majd a metszeteken immunfluoreszcens
jeloléssel azonositottdk a CPD-ket. Eredményeik azt mutattdk, hogy 760 nm
hullamhossz ¢s 60 mW teljesitmény mellett, az epidermisz sejtjeiben mar egyértelmiien
detektalhatok a DNS-karosodasok, valamint ez a teljesitmény koriilbeliil 1,5 MED-nyi
UVB sugarzasnak felel meg. A cikkben publikalt eredményekkel szemben azonban tobb
kritika is megfogalmazhato: 1. a nyaki bor altaldban napnak kitett teriilet, ennek
kovetkeztében a be nem sugarazott minta is hatarozott CPD pozitivitast mutatott, igy a
1ézer altal okozott esetleges karosodasok elkiilonitése nem lehetséges, 2. munkank soran
hasonlo kisérleteket végeztiink, azonban a fent emlitett beallitdsokkal tobb alkalommal
is negativ eredményt kaptunk, 3. a szerzék ugyanezt a publikdciot egy masik
folyoiratban is megjelentették, azonban ott 800 nm-es hullamhossza 1ézer fényforrast
alkalmaztak, de ugyanezeket az eredményeket kozolték [81, 90]. A 800 nm-es
hullamhossznak kisebb a biztonsagtechnikai kockézata, hiszen a 760 nm-hez képest
tavolabb esik a DNS haromfotonos gerjesztési optimumahoz.

A fototoxikus karosité folyamatok mellett a termikus kérosodas lehetdségét is
szem eldtt kell tartani, hiszen az alkalmazott, hosszabb hulldimhosszu infravords fény
egyfotonos abszorpcidja jelentés homérséklet emelkedést okozhat a vizsgalt mintdban,
mely karosithatja a fehérjéket vagy a DNS-t. Masters €¢s munkatarsai ex vivo human
bérmintan vizsgaltak az esetleges termikus karosodasokat [91]. Erdekesség, hogy
korabban Denk és Webb, a kétfoton mikroszkopia uttér6i nem tulajdonitottak
jelentdséget a hokérositdé hatdsoknak. Mastersék azonban, ennek ellentmondva
megfigyelték, hogy a bdorben taldlhatéo melanin egyfotonos abszorpcidja kovetkeztében
léphet fel termikus karosodéds. Részletesebben, a melanin egyfoton abszorpcidja

homérséklet emelkedést okoz, mely kovetkeztében a melanin elparolog — ezt a
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folyamatot kavitacionak nevezziikk — ez pedig morfologiai valtozast okoz a vizsgalt
mintaban, igy a kdrosodott teriiletek azonosithatok. Kiilonb6zo 1ézer paraméterek, mint
példaul teljesitmény vagy ismétlési frekvencia megfeleld alkalmazdsaval a termikus
karosodasok kialakulasanak esélye minimalizalhato.

Osszefoglalva, a nemlinearis képalkoté modszerek szamos elényiik ellenére
biztonsagtechnikai problémakat vethetnek fel. A technikdval szemben alapvetd
kovetelmény, hogy a lézer fényforrds ne okozzon karosodast a bdrben. Ehhez
elengedhetetlen a fotokémiai €s termikus karosodasok altal okozott 1€ziok azonositasa,
¢s a megfeleld 1ézer paraméterek optimalizalasa, mely kovetkeztében a nemlinearis

képalkotdé modszerek biztonsagossa valnak, és alkalmasak a bér in vivo vizsgalatara.

1.5 Kereskedelmi forgalomban kaphato klinikai berendezések

Jelenleg piacon 1év6, bor in vivo multifoton mikroszkopias vizsgalatat lehetové
tevd egyetlen klinikai késziilék a Dermalnspect (11. abra) (JenLab GmbH, Jena,
Németorszag) (http://www.jenlab.de/MPTflex-R.114.0.html). A késziilék fényforrasa
hagyomanyosan szilard-test 1ézer alapu, ezaltal nagy helyigényl és igen koltséges, ara
koriilbeliil 100 millid Ft, igy csak néhany vezetd kutatointézet — mint példaul a L’Oreal
— rendelkezik ilyen berendezéssel, magyarorszagi viszonylatban szinte megfizethetetlen.
A nagyméretii vizsgalofej megneheziti a gerjesztd lézernyaldb bormintara juttatasat,
illetve a keltett optikai jel detektalasa is nehézkes, mivel a fény egy bonyolult

tiikorrendszeren keresztiil jut el a mintaig.
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11. abra A,B: Multifoton mikroszkopias elven mitkédd klinikai késziilék a Dermalnspect felépitése és
hasznalata. C: A bor in vivo keresztmetszete Dermalnspect berendezéssel. Balrol jobbra haladva lathatjuk
a stratum corneumot alkotd keratint, a stratum granulosum, stratum spinosum ¢és a stratum basale sejtjeit,
majd a dermalis papilla rétegében megjelenik a kotészovetet alkoto kollagén is [19].

A hatranyok ellenére azonban szamos tanulmany jelent meg, melyben ezt a
késziiléket hasznaljak. Segitségével lehetséges példaul a melanomak azonositasa,
megkiilonboztetése naevusoktol, basaliomak diagnosztizalasa ¢és tipusainak
meghatarozasa, bor Oregedésének vizsgalata, illetve kiilonb6z6 hatdanyagok,
nanopartikulumok penetracidjanak kovetése [17, 19, 50, 51].

A Dermalnspect berendezés nagy mérete €s magas koltsége miatt joggal mertil
fel az igény a kisméretii, kézben tarthaté nemlinearis mikroszkopok irant. Jelenleg csak
par ilyen késziilék ismert, azok is inkdbb demonstracios céllal késziiltek,
allatkisérletekben és alapkutatasi munkak kivitelezésében lehet a szakemberek

segitségére [92, 93].
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2. Célkituzések

Munkank soran kiilonboz6 nemlinearis képalkoté moddszerek alkalmazési
lehetdségeit vizsgaltuk a dermatoldgiaban, illetve felmértiik a képalkotasra hasznalt
lézerek potencialis biztonsagtechnikai kockazatait. Klinikank 2009 6ta tobb neves hazai
kutatocsoporttal egyiitt végez fejlesztéseket, melynek célja egy kisméretii, kompakt,
kevésbé koltséges, de teljes értékli lézerpasztazd mikroszkop megtervezése, mely a
borgydgyaszok munkajat segitheti a mindennapi klinikai gyakorlatban. Kisérleteink
tobbségét még egy hagyomanyos Carl Zeiss gyartmanya kétfoton abszorpcios
fluoreszcencia mikroszkoppal (LSM 7MP) végeztiik, azonban mérési eredményeink az
imént felvazolt és megvaldsitani kivant képalkoto eszk6z (FiberScope) tervezéséhez és
megépitéséhez sziikséges alapadatokat szolgaltattak. Méréseink soran olyan
jelenségeket vizsgaltunk, melyek biokémiai, molekularis biologiai hatterét, illetve
szovettani jellemzOit mar jol ismerjik, de in vivo képalkotd modszerekkel még nem
vizsgaltdk kelld részletességgel. Ilyenek példaul kiilonb6zé nanomedicinak
penetracidjanak kdvetése a borben, vagy az elhizas okozta kétdszoveti rostok atépiilése,
degradacidja, a szubkutan zsirsejtek megnagyobbodasanak detektélasa, vagy az altalunk
hasznalt 1ézer fényforrasok esetleges DNS karositd hatasainak vizsgalata. Ezek az
alapvetd és egyszeriien kovethet6 folyamatok a jovében hasznos informacioként
szolgalhatnak farmakologiai vizsgalatokban illetve szamos dermatologiai korkép

diagnosztikajaban.

2.1 Nanomedicindk boron torténé penetraciojanak nyomon Kkovetése in vivo

nemlinearis mikroszkopiaval

A bor védelmi rendszere kitlintetett szerepet jatszik a szervezet integritasanak
szempontjabdl, ma mar kiemelten fontos — szamos elemében 6ndllé — immunoldgiai
szervnek tekintik. A Langerhans sejtek az epidermiszben el6fordulod csontvel6-eredetii
dentritikus sejtek, melyek boriinkben antigén prezentald feladatot latnak el. Mobilis
sejtek, ami azt jelenti, hogy immunologiai feladatuk teljesitése soran a nyirokutakon at a
regionalis nyirokcsomokba vandorolnak, ahol az a feladatuk, hogy az antigéneket

bemutatassak a T-sejteknek [38]. Utobbi ismeretek vezettek a transzkutan immunizacid
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technikdjanak kidolgozdsdhoz. A moddszer Iényege a kovetkezd: a szervezet
immunizacidjat egy adott antigénnel szemben Ugy hozzuk létre, hogy az antigéneket az
epidermiszen keresztill, topikalisan alkalmazzuk, majd ezt kdvetden eljuttatjuk a
célsejtekhez, amelyek az antigén prezentdcidé soran megvalositjdk a szervezet
immunizacioéjat. A kilonb6z6 vakcindk szervezetbe juttatdsandl a transzkutan
immunizacié6 egy fontos, 0j technikava valhat a kozeljovoben [94]. A stratum
corneumot alkotd komplex lipid-protein struktira azonban a kiilonb6zo
gyogyszerkészitmények boron keresztiil torténd bejutdsat gatolhatja. Az antigén stratum
corneumon keresztiili penetraciojahoz lipofil tulajdonsaggal kell rendelkeznie €s mérete
nem haladhatja meg az 500 kDa-t [95]. E probléma athidalasara ma mar szamos
modszer keriilt kidolgozasra, mint példaul az iontoforézis [96], elektroporacid [97],
mikro/nanotiik hasznalata [98] vagy az ultrahang technika [99], az antigén stabilitasara
azonban ezek az eljarasok negativ hatassal lehetnek.

Jelen munkankban a veliink kollaboralé6 munkacsoport altal hasznalt DermaVir
festékjelolt DermaVir részecskékben az Alexa546 festék egy kovalens kotésen keresztiil
kotédik egy polietilénimin-mannéz (PEIm) nanorészecskéhez, ami a bejuttatni kivant
plazmid DNS-t tartalmazza. A nanopartikulumok penetraciojat és felvételiiket az
immunsejtek altal Langerin-EGFP knock in egereken vizsgaltuk in vivo mérési
koriilmények kozott. Egy korabbi kozleményben a nanopartikulumok és a Langerhans
sejtek kolokalizaciojat mar sikeresen detektaltdk hagyomanyos Zeiss kétfoton
abszorpcios fluoreszcencia mikroszkoppal [47] . A dolgozatban bemutatott munkank
soran szintén ezt a jelenséget vizsgaltuk, ezattal in vivo CARS modszerrel, és kétfoton

abszorpcios fluoreszcencia mikroszkopiaval FiberScope késziilékiinkkel.

2.2 Metabolikus szindroma hatasa a bérre — dermalis kollagén tartalom és a
szubkutan zsirszovet vizsgalata in vivo SHG és ex vivo CARS moédszerrel

genetikailag modositott, leptin deficiens ob/ob egereken
A metabolikus szindroma altal okozott borelvaltozasok mindenki szamara

ismertek, és a mindennapi klinikai gyakorlatban is nagy jelentdséggel birnak, hiszen a

betegek kozel felének van bérgydgyaszati panasza. Elhizas sordan a megnagyobbodott
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zsirsejtek szabad zsirsavakat és egyéb citokineket termelnek, melyek a kotdszoveti
A homozigdta obes egerekben a leptint kodoldo ob gén mindkét allélja hibas,
ennck kovetkeztében leptint nem tudnak eléallitani, ezért rendkiviil falankka valnak,
ami extrém foku elhizashoz vezet. Az elhizas kovetkeztében 2. tipust diabéteszre
jellemzé elvaltozasok tapasztalhatok: magas vércukorszint, inzulin rezisztencia,
hyperphagia, hiperglikémia, gliikdz intolerancia, infertilitas és elégtelen sebgyogyulas.
Ebben a hosszatava kisérletben az elhizds hatdsait vizsgaltuk a dermalis
kollagén szerkezetére és a szubkutan zsirsejtek novekedésére in vivo SHG és ex vivo
CARS modszerrel. Ezt a jelenséget mar korabban molekularis biologiai és biokémiai
modszerekkel igen részletesen megvizsgaltdk, mi azonban fontosnak tartottuk e
folyamatok iddébeli kovetését a kiilonbozd nemlinearis képalkotd mddszerek
segitségével diabéteszes allatmodellen, mely altal a jovoben lehetségessé valhat a

cukorbetegséggel jaro kotdszoveti elvaltozasok korai felismerése.

2.3 Metabolikus szindroma hatisa a borre — a dermalis kollagén tartalom és a
szubkutan zsirszovet vizsgalata in vivo SHG és ex vivo CARS modszerrel

kiilonb6zo6 diétan tartott CS7TBL/6 egereken

Miutdn megbizonyosodtunk arr6l, hogy a nemlinearis képalkot6 modszerek
segitségével az elhizas okozta kdtdszoveti elvaltozasok hatékonyan nyomon kovethetok,
a jelenséget egy masik aspektusbol is megvizsgaltuk. A leptin deficiencia egy nagyon
ritkan eléforduld genetikai rendellenesség, amely mar kisgyermekkorban nagyon
sulyos, extrém foku elhizdshoz vezet. A human elhizds modellezésére ezért vad tipust
C57BL/6 egereket tartottunk magas zsirtartalmu, illetve magas cukortartalmt diétan. A
hosszatavii magas zsirtartalmi étrend elhizashoz, majd a metabolikus szindroma
kialakulasahoz vezet. A 20% fruktozt tartalmazo ivoviz a szoveti glikacid indukalasara
alkalmas.

Munkank sordn arra voltunk kivancsiak, hogy a dermalis kollagén szerkezete
illetve a szubkutdn zsirsejtek nagysaga hogyan valtozik a kiilonbozdé diétdk
fliggvényében. Ezek kovetésére az el6zo kisérlethez hasonldéan in vivo SHG és ex vivo
CARS modszert alkalmaztunk.
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2.4 Ultrarovid impulzusa Ti:S szilardtest lézer és Yb optikai szallézer fényforras

biztonsagtechnikai vizsgalata

Az in vivo képalkotas alapvetd kovetelménye, hogy a Iézer fényforras ne
okozzon maradandd karosodast a bérben. Az irodalomban megjelent biztonsagtechnikai
vizsgalatokkal kapcsolatos ellentmondasos publikdciok miatt fontosnak tartottuk az
altalunk hasznalt TiS szilardtest és Yb optikai szallézer fényforrasok esetleges
fotokémiai €s termikus karosito tényezdinek felmérését. Lézerrel torténd munka sordn a
DNS haromfotonos abszorpcidja kovetkeztében, az UVB sugarzas 4ltal okozott
karosodasokhoz hasonldéan, CPD-k képzOddhetnek, melyek elégtelen reparacid esetén
kiindul6 elemei lehetnek egy esetleges mutacidnak a hamsejtekben. A fototoxikus
folyamatok mellett a termikus karosodas esélye is megnovekedett. Az infravords fény
egyfoton abszorpcidja jelentés homérsékletemelkedést okozhat, ezzel kérositva a
mintat.

Diagnosztikai szempontbol legfontosabb kovetelmény a nagy felbontast, j6 mindségl
felvételek készitése. Ehhez definialnunk kell azokat a 1ézer paramétereket, melyek ezt

lehetové teszik:

. gerjeszto 1ézer hullamhossz

. ismétlési frekvencia

. impulzus hossza (csucsintenzitas)
. atlagteljesitmény

. expozicids id6

A megfeleld képet gy definidlhatjuk, hogy az adott optikai elrendezéssel olyan
felvételek készithetOk, ahol a jelszint meghaladja a zajszintet. Célunk, hogy olyan
beallitasokkal sikeriiljon j6 mindségli képeket késziteni, amik nem okoznak sem
fotokémiai, sem termikus karosodast a borben.

Munkank soran tehdt a kiilonbozd kéarosodasokat detektaltuk, melyek a
képalkotashoz sziikséges megfeleld paraméterek, mint példaul a teljesitmény vagy

hulldmhossz definidlasdban voltak segitségiinkre.
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3. Modszerek - Kisérleti eljarasok kozleményenként

3.1 Nanomedicinak boéron torténdé penetraciéjanak nyomon kovetése in vivo

nemlinearis mikroszkopiaval

3.1.1 Langerin-EGFP-DTR knock in egér modell, in vivo mérés

A mérések soran hasznalt Langerin-EGFP-DTR knock in egerek (Charles River,
Németorszag) boérében 1évé Langerhans sejtek zold fluoreszcens proteinnel (eGFP)
jeloltek [100]. Az allatokat 1,2 % Avertin oldattal altattuk, majd a fiiliiket VetBound
(3M, St Paul, MN) szoveti ragasztoval targylemezre rogzitettiik. Az allatok egyik fiilét
egy specialis szivacs a DermaPrep (Genetic Immunity, Magyarorszag) segitségével
megdorzsoltiik, ezaltal a stratum corneumot fellazitottuk. A fiilre korilbelil 2 pl
mennyiségi DermaVir (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) oldatot cseppentettiink,
mikroszkopiaval. A mérés soran arra voltunk kivancsiak, hogy a képalkoté moddszer
képes-e a festékjeloléstél mentes DermaVir részecskéket sajat rezgési spektrumuk
alapjan azonositani. Elséként szilard halmazallapott festékjelolés-mentes, majd a
kezeléseknél hasznalt higitott oldat CARS méréseit végeztiik el és ezutan kovetkeztek
az in vivo mérések. A CARS rendszerhez két kiilonb6zé impulzusiizeml 1ézer
fényforrasra van sziikség: egy 796 nm-en miikdo Ti:S pumpa 1ézerre, és egy 1030 nm-
re allitott Yb szalerdsitdre, melyek az Gn. anti-Stokes jelet hozzak 1étre egylittesen. A
két lézer impulzusai szinkronizaltak, egyszerre érik el a mintat és a CARS folyamat

révén gerjesztik azt, melynek eredménye az anti-Stokes jel (12. abra).
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122. abra A CARS mérérendszer blokk diagramja. Az abran az SHG és CARS leképez6 rendszerek 6
komponenseit, egységeit és a lézerfény Gtvonalat abrazoltuk. Részletes leiras: [101, 102]

Késobb ugyanezzel a kisérleti elrendezéssel a FiberScope leképezd rendszerrel
is elvégeztiik a méréseket, a késziilék hasznalhatosaganak tesztelésének céljabol in vivo
farmakologiai célokra. Ebben az esetben azonban a Alexa546 festékjelolt DermaVir
oldatot hasznaltunk, melyet a szallézer 1030 nm hulldmhossza nagy hatasfokkal tud
gerjeszteni, ¢és a festék fluoreszcencidjat a késziilék ,,piros” csatornajan mértik. A
mintara eso teljesitmény ~8 mW volt, a mérés soran 20x viz immerzidés objektivet
hasznaltunk. A képalkotas soran 25 ps expozicios idot illetve 256 pixel felbontast
allitottunk be, 200 um x 200 pum teriileten. A mintarol sorozatfelvételeket készitettiink
35-40 um mélységig, 3 pm-enként.

3.2 Metabolikus szindroma hatiasa a borre — dermalis kollagén tartalom és a
szubkutan zsirszovet vizsgalata in vivo SHG és ex vivo CARS moédszerrel

genetikailag médositott, leptin deficiens ob/ob egereken

3.2.1 Leptin deficiens egér modell, diéta, in vivo mérés

Leptin deficienciat a hormont k6dold ob gén nonszensz mutacioja okozza, igy
homozigota példanyokban a leptin teljesen hianyzik. Ezek az egerek sziiletéskor még
nem kiilonbdznek normal — leptint termeld — tarsaiktol, de 3-4 hét elteltével a kontroll
nélkili taplalékbevitel okozta testsilygyarapodas szemmel lathato (13.abra/A). 10 hetes
korukra teststlyuk akar haromszorosat is meghaladhatja egy normal egérének (13.

abra/B).
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133. abra A: Leptin deficiencia miatt elhizott (balra), és egy normal egér (jobbra) Gsszehasonlitasa
B: Leptin deficiens egerek tomegének novekedése az életkor fliggvényében: hormon hianyaban ezek az
allatok falankka, ezaltal extrém elhizottakka valnak. Egy normal egér tomege atlagosan 25-28 g, az ob
knockout egerek tomege mar 8 hetesen szinte duplaja egy normal egérének. Az elhizas kovetkeztében a 2.
tipusi diabéteszre jellemzd tiinetek tapasztalhatok, ezért a cukorbetegséggel kapcsolatos kutatasok
kedvelt allatmodelljei (http://jaxmice.jax.org/strain/000632.html).

Az elhizas kovetkeztében a 2. tipusi diabéteszre jellemzd tiinetek tapasztalhatok:
hiperglikémia, gliikkdz intolerancia, magas inzulin koncentracidé a vérplazmaban,
elégtelen sebgyogyulas. Az elhizas soran a zsirsejtek szama (hiperplazia) és mérete
(hipertrofia) is megnovekszik.

Kisérletiinkben 4 darab 8 hetes ndstény genetikailag mddositott leptin deficiens
egeret BG.V-LepOb/J (Charles River, Olaszorszag) vizsgaltunk 30 héten keresztiil. Az
allatokat kettesével két csoportra osztottuk. Az egyik csoportot kaloria restrikcios diétan
tartottunk (ob/ob — KRD), ami azt jelenti, hogy az allatok a hét els6 6t napjan egy darab
2g-os pelletet kaptak a hagyomanyos laboratoriumi takarmanybol (MZ, complete feed
for mice, SSNIFF, Németorszag). A hatodik napon dupla mennyiséget fogyaszthattak,
majd a hetedik napon nem kaptak takarmanyt [103]. A masik csoportot ad libitum
taplaltuk standard tappal (ob/ob — ND). Kontroll csoportként 2 darab korban és nemben
megegyez6 C57BL/6 egeret (Charles River, Olaszorszag) hasznaltunk, ad libitum
normal diétan tartva (kontroll). Az allatok tomegét hetente egy alkalommal mértiik.

Osszefoglalva tehat a kovetkez6 3 csoportot vizsgaltuk:
1. 2 db ob/ob egér —ad libitum

2. 2 db ob/ob egér — kaldria restrikcid
3. 2db C57BL/6 egér — ad libitum
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Munkank soran a kollagén szerkezeti valtozasainak nyomon kdvetésére az SHG
modszert alkalmaztuk in vivo, négy alkalommal, a 8. 16. 24. és 30. héten.
Az allatokat intraperitonealisan beadott 1,2%-0s Avertin oldattal (Sigma Aldrich Kft.,
Magyarorszag) elaltattuk, majd a hati részt villanyborotva segitségével
szOrtelenitettiink. Annak érdekében, hogy leképezés kozben az allat mozgasat
minimalizaljuk, €és a vizsgalni kivant borteriiletet fixalni tudjuk, a fizikus kollégak egy
specialis ,,egérrogzitot” épitettek, mely a tovabbi in vivo mérések soran is segitségilinkre
volt (14. abra). A vizsgalni kivant blrteriiletre vizet cseppentettiink, majd egy
feddlemezt helyeztiink ra, amit a tartd két oldalahoz csavaroztunk, igy rogzitettiik a
mintat. A mérés soran 5 kiilonboz6 teriileten végeztiink méréseket, melyeket manualisan

allitottunk be.

144, abra Az in vivo mérések soran hasznalt ,egérrogzité” eszkoz felépitése. A vizsgalni kivant
bérteriiletet egy feddlemez segitségével rogzitjiik, igy képalkotas kdzben a mozgas minimalis.

3.2.2 In vivo SHG ¢és ex vivo CARS rendszer mérési beallitasai

Az SHG modszer segitségével a kollagén allapotat négy mérés alkalmaval
vizsgaltuk. A 1ézer hullamhosszat ~796 nm-re Allitottuk, a mintdra esd atlagos
teljesitmény 27-30 mW kozott volt. Képalkotas sordn a jo0 mindségli, részletgazdag
felvételek készitése volt a célunk, ezért az 1024-es felbontast valasztottuk, 12,61 psec
pixel dwell time és 2-es atlagolas mellett. Minden allat esetében 5 darab sorozatfelvételt
készitettlink a borrél, 60 um mélységig 5 pm-enként, 20x nagyitasban. Ilyen beallitadsok
mellett egy sorozatfelvétel elkészitése koriilbeliil 10 percet vett igénybe. A mérések

ideje alatt a mintakon karosodast nem tapasztaltunk.
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A kisérletben hasznalt és a 3.1.1 fejezetben ismertetett CARS egység csak ex
vivo mérésre volt alkalmas, ezért egy alkalommal, a kisérlet végén hasznaltuk a
zsirsejtek méretének meghatarozasara, amikor az allatokat terminaltuk. Ebben az
esetben egy 4 mm atmérdjii punch biopsziat vettliink a hati régiobol és targylemezre
helyeztiik, hipodermalis régidval felfelé. Minden egér mintajarol 3 darab sorozatfelvétel

késziilt az SHG mérésekkel megegyezd beallitasokkal.

3.2.3 Szovettani analizis

A CARS mérésnél hasznalt mintakat ezutan formalinban taroltuk, és szovettani
feldolgozasra kiildtiikk. A rutin hematoxylin-eozin festés mellet van Gieson festés is
késziilt, mely a kollagént kiiloniti el a tobbi kotdszoveti rosttdl. A szdvettani
metszetekrdl digitdlis felvételeket rogzitettiink, majd DigiMizer program segitségével
hataroztuk meg a dermisz vastagsagot €s a zsirsejtek teriiletét. Minden egérhez kettd
darab felvétel tartozott, felvételenként 20 teriileten hataroztuk meg a dermisz
vastagsagot ¢€s 20 darab zsirsejt teriiletét mértiik le, majd az értékeket csoportonként

atlagoltuk.

3.2.4 Adatok értékelése

Az SHG sorozatfelvételeket a WCIF Imagel program segitségével értékeltiik. A
sorozat minden egyes képén 5 kiilonb6z0 teriileten hataroztuk meg az SHG intenzitast,
majd a kapott adatokat atlagoltuk. Csoportonként két SHG intenzitas értéket szamoltunk
ki. Az egyes mérési idOpontokban a kontroll csoport eredményeit vettiik 100%-0s
viszonyitasi pontnak ¢és ehhez viszonyitottuk a tobbi egércsoport SHG intenzités
értékeit. A dermisz vastagsag és az adipocitdk méreteinek meghatarozasanal az
atlagokat hasonlitottuk 0Ossze. Az alacsony egyedszam, a statisztikai probak
megbizhatatlansaga miatt szignifikanciat nem tudtunk megallapitani, azonban
mindegyik érték dsszehasonlitasa esetében jelentds eltéréseket figyeltiink meg a kisérlet
elérehaladtaval. Az atlagok Osszehasonlitdsanak értékét novelte, hogy a kapott adatok
szOrasa minden esetben alacsony volt, mely lehetdvé tette a valtozasok tendencidjanak

megbizhato kovetését.
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3.3 Metabolikus szindréma hatisa a borre — a dermalis kollagén tartalom és a
szubkutan zsirszovet vizsgalata in vivo SHG és ex vivo CARS médszerrel

kiilonb6zo6 diétan tartott CS7TBL/6 egereken

3.3.1 Diétak osszeallitasa, in vivo mérés

A leptin deficiens egereket vizsgalva valoban egy nagyon latvanyos és extrém
elhizast tapasztalhattunk, mely a bdrben is markans szerkezeti eltéréseket okozott.
Human esetekben azonban a leptin deficiencia egy nagyon ritka genetikai
rendellenesség. A human elhizas hitelesebb modellezésére ezért egy uj kisérletet
terveztiink, melyben nagyobb szamii hagyomanyos laboratoriumi egeret vizsgaltunk. 20
darab 8 hetes néstény C57BL/6 egeret osztottunk négy csoportra (5 db egér/csoport),
melyeken kiillonboz6 diétak dermalis kollegénre és szubkutan zsirsejtekre gyakorolt
hatasait kovettiik 32 héten keresztiil. Az elsé csoport magas, 30%-0S zsirtartalmu
takarmanyt fogyasztott, ad libitum (EF R/M with 30% fat, SSNIFF, Németorszag)
(HFat). A masodik csoportot magas cukortartalmt diétan tartottunk, gy hogy ivoviziik
20% fruktozt tartalmazott (HFru). Ezt a koncentraciot korabbi publikaciok alapjan
hataroztuk meg, €s az ivovizhez semmilyen adalékanyagot nem adtunk, ezért azt hetente
kétszer cseréltiik [104, 105]. A harmadik csoportot magas zsirtartalmii és magas
cukortartalmu diétan tartottuk, tehat takarmanyuk 30% zsirt, ivoviziikk 20% fruktozt
tartalmazott (HFHF). Kontroll csoportként nemben és korban megegyezé C57BL/6
egereket vizsgaltunk, standard diétan tartva. Az allatok tomegét hetente egyszer,
digitalis mérleggel mértiik. A kotészoveti valtozasok nyomon kdvetésére in vivo SHG
modszert alkalmaztunk, a kisérlet ideje alatt négy alkalommal, a 8. 16. 24. és 32. héten.
Az in vivo SHG mérés az el6z0 kisérletben ismertetett modon tortént. A CARS
modszert szintén, a vizsgalat végén egy alkalommal hasznaltunk az adipocitak

méretének meghatarozasa céljabol ex vivo.

3.3.2 In vivo SHG ¢és ex vivo CARS rendszer mérési beallitasai

Az el6zd kisérletben ismertetett fobb beallitasokon — mint példaul a lézer
fényforrasok hullamhossza, mintdra es@ lézer teljesitmény, objektiv. — nem
valtoztattunk. In vivo SHG mérés tehat Gsszesen négy alkalommal tortént. Minden

allatrol 5 darab sorozatfelvétel késziilt 70 pm mélységig 5 pm-enként. A gyorsabb, de
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ugyanakkor j6 mindségli felvételek készitéséhez 512x512 felbontdst valasztottunk,
valamint 6,3 psec pixel dwell time-ot, és kettes atlagolast. Ilyen beallitasok mellett egy
darab sorozatfelvétel elkészitése koriilbeliil 4 percet vett igénybe. Képalkotas kdzben a
vizsgalt mintakon karosodast nem tapasztaltunk.

Az adipocitak ex vivo CARS méréséhez ismét egy 4 mm atméréjii punch
biopsziat vettiink a hati régiobol, és az el6zé kisérlethez hasonléoan a hipodermalis
régioval felfele helyeztiik a mintdt az objektiv ald. Minden mintarél 3 darab
sorozatfelvétel késziilt 512-es felbontas, 12,51 psec pixel dwell time, 2-es atlagolas
beallitasaval. A sorozatfelvételek mélysége a zsirsejtek nagysaga fliggvényében

valtozott, de két horizontalis felvétel kozti intervallum minden esetben 3 pm volt.

3.3.3 Szovettani analizis

Az €l6z6 kisérletben ismertetett médon végeztik. Az ex vivo CARS mérésre
felhasznalt mintakat vizsgalat utan formalinban fixaltuk, majd paraffinba dgyaztuk és
metszettiik. A rutin hematoxilyn-eozin festés mellett Van Gieson festés is késziilt. A
metszetekrdl digitalis felvételeket készitettiink, majd Digimizer program segitségével
hataroztuk meg a dermisz vastagsagat és — az el6z6 mérési sorozattdl eltéréen — az

adipocitak keriiletét.

3.3.4 Adatok értékelése, statisztikai analizis

Az SHG intenzitas értékeket WCIF ImagelJ program segitségével hataroztuk
meg. A csoportokra vonatkozé atlagos SHG intenzitas értékek kozotti szignifikancia
definialasara One-way ANOVA-t és Student T-testet hasznaltunk. Az eltérést 95%
konfidencia szint mellett, p <0,05 értéknél fogadtuk el szignifikansnak. A dermisz
vastagsagot és az adipocitak keriiletét a Van Gieson festett metszetek felvételei alapjan
hataroztuk meg Digimizer program segitségével, majd a csoportonkénti szignifikancia

értékeket Student t-test-tel szamoltuk ki.
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3.4 Ultrardvid impulzusu titan-zafir szilirdtest 1ézer és ytterbium optikai szallézer

fényforras biztonsagtechnikai vizsgalata

3.4.1 Az in vivo mérés, mintavétel, feldolgozas

A vizsgalathoz 8 hetes néstény C57BL/6 egereket hasznaltunk (Charles River,
Németorszag). Az allatokat intraperitonealisan beadott 1,2%-0s Avertin oldattal (Sigma
Aldrich Kft.,, Magyarorszag) elaltattuk, majd a hati részt villanyborotva segitségével
szortelenitettiink és kijeloltiink egy 5 mm x 10 mm-es téglalap alaka teriiletet, amit
merdleges iranyban sugaraztunk be 1ézeres, illetve UVB fényforrasainkkal (15. abra). A
mérés veégén a kijelolt borteriiletet kivagtuk, az egeret ezutdn Avertin oldattal
talaltattuk. A kivagott mintat 24 oran keresztiil formalinban fixaltuk, majd paraffinba
agyaztuk ¢és hosszanti iranyban metszettik — igy a pozitiv sejtek konnyebben

visszakereshetOk — és elvégeztiik az immunfluoreszcens jelolést.

J metszési sik

I LézerUVB
| besugarazott teriilet

{{~ 1mm)

15. abra Az in vivo irradiacié sematikus rajza. Az egér hatan egy téglalap alak teriiletet jel6ltiink ki,
amit feliiletre merdleges iranyban besugaraztuk UVB vagy l1ézer fényforrassal. Ezt kdvetéen a mintat
kivagtuk, formalinban inkubaltuk, majd paraffinba agyaztuk és hosszanti iranyban metszettiik, hogy az
immunfluoreszcens jelolést kdvetden a pozitiv sejtek konnyen azonosithatoak legyenek.
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3.4.2 Immunfluoreszcens jelolés

A metszeteket 2 x 5 percig xilolban, majd leszallo alkoholsorban (Molar
Chemicals Kft., Magyarorszag) 5 percig deparaffindltuk, ezutan desztillalt vizben
mostuk 10 percig. A sejtfeltarast 1% Triton X-100 (Sigma Aldrich Kft., Magyarorszag)
oldattal 5 percig jégen végeztiik. A DNS denaturalasa 2M HCI oldattal tortént, 30 percig
szobahémérsékleten. A mosasi lépéseket kovetden 5%-0s BSA oldattal blokkoltuk 30
percig szobahdmérsékleten a mintakat az aspecifikus kotések kialakulasanak elkertilése
érdekében. Ezutan a mintdkra ramértilkk az elsddleges antitestet 1:100 higitasban
(monoclonal anti-CpD, TDM2, Cosmobio, Japan), majd ezeket egy éjszakan at 4C°-on
inkubaltunk. Masnap a mintakat mostuk, majd a masodlagos Alexa 514 antitestet is
hozzaadtuk (goat anti-mouse, Life Technologies, Magyarorszag) és sotétben,
szobahdmérsékleten 60 percig inkubaltuk. Mosast és szaritast kovetden a mintdkat
VectraShield (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) fedd médiummal
fedtiik.

Pozitiv kontrollként 100 mJ/cm? dozist UVB-vel besugarazott (FS20T12-UVB-
BP, Philips) egér hatbort hasznaltunk, a 14. abran ismertetett modon. Az
immunfluoreszcens jelolés specifikussagat elsddleges antitest kontrollokkal is
ellendriztiik. A mintakat Zeiss konfokalis mikroszképpal értékeltiik, és a metszetekrodl

digitalis felvételeket készitettiink.

3.4.3 Lézer beallitasok

A Dbesugarazast hagyomanyos Carl Zeiss gyartmanya pasztazo kétfoton
abszorpcids fluoreszcencia mikroszkoppal (Axio Examiner LSM 7 Carl Zeiss,
Germany) végeztik, melynek fényforrdsa egy hangolhatd, nagy teljesitményti,
impulzusiitemi titan-zafir (Ti:S) szilardtest Iézer (FemtoRose 100 TUN NoTouch, R&D
Ultrafast Lasers Kft., Magyarorszag). A 1ézer mdédusa TEM 00, ismétlési frekvencidja
~76 MHz, impulzushossza a mintan ~190 fs volt — ezeket az értékeket az 1. tablazatban
kiilon nem tiintettiik fel, ahol az egyéb mérési paramétereket, beallitasokat foglaltuk
Ossze. A DNS haromfotonos gerjesztése szempontjabol a 750 nm-es hullamhossz
biztonsagi kockazata a legnagyobb, ezért ebben az esetben két mérési sorozatot
végeztiink, egy nagyobb ¢és kisebb teljesitmény mellett. A kollagén detektalasara a 800

nm-es vagy annal hosszabb hullimhosszak alkalmasak, ezért gondoltuk fontosnak
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ennek biztonsagtechnikai kockazatainak felmérését. A hosszabb 1030 nm-es
hulldmhossz pedig a jovoben haszndlni kivant Yb szallézer miikddési hulldamhossza.

Képalkotas szempontjabol tovabbi fontos paraméter a ,,pixel dwell time”, mely azt az
idot jelenti, amit a fokuszalt 1ézersugar egy képpontban eltdlt. Ezt nevezhetjiik az egy
pontra es6 expozicios idonek is. Az atlagolas a digitalis képek jel-zaj viszonyat fogja

novelni, ezaltal azok kontrasztosabba valnak.

Pixel ‘ Z-stack/
Hullimhossz | Teljesitmény Felbontas Dwell Atlagolas Objektiv
. Interval
Time
1| Ti:s750nm | ~60mW | 512x512 | 1,58 psec 16 3;’ L‘I‘:l‘/ 20x W
2. | Ti:s750nm | ~25mW | 1024x1024 | 6,3 psec 2 3;’ 5::/ 20x W
3. | Ti:S800nm | ~25mW | 1024x1024 | 6,3 psec 2 3;’ 5::/ 20x W
4. | Ti:S1030nm | ~25mW | 1024x 1024 | 6,3 psec 2 3;’ 5::/ 20x W
pozitiv kontroll - UVB 312 nm — 1 J/ cm® — 20 perc

1. tablazat: A biztonsagtechnikai mérési sorozat beallitasai

Méréseinket 20x vizes objektivvel végeztiik (W-Plan — APOCHROMAT 20x/1,0 DIC
(UV) VIS-IR, Carl Zeiss, Germany), ezaltal a pasztazott teriilet 606 um x 606 pm volt.
A minta pontos keresztiranyl pozicionaldsat egy szoftveresen bedllithatd targyasztal
segitségével tudtuk kivitelezni (AxioVision). Mivel a leképezett teriilet nagysagat
pontosan tudjuk a koordinatdk megadésa utan a szoftver pontosan 606 pm-rel Iéptette a
megfeleld iranyba a targyasztalt. Minden teriiletr6l 30 um mélységig készitettiink

sorozatfelvételeket — illetve exponaltuk a mintat — 3 um-enként.

3.4.4. YD széllézer biztonsagtechnikai vizsgalata

A fent ismertetett modszerhez hasonléan az Yb szallézer biztonsagtechnikai
vizsgalatat is elvégeztiik in vivo egér hatboron. A mérésekhez hasznalt Yb-szallézeres
erésitd rendszer ismétlési frekvencidja 2,36 MHz, kozéphullimhossza ~1030 nm,
savszélessége ~10 nm, impulzushossza ~ 0,5 ps volt. Az optikai szallézer fényét ehhez
kollimaltuk, bedllitottuk polarizacidjat illetve impulzushosszat egy megfeleléen
beallitott kompresszorral, majd tereldtiikrok segitségével bevezettik a Carl Zeiss

pasztazd mikroszkopunkba, igy a minta levilagitasa hasonld mérési koriilmények kozott
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zajlott, mint a Ti-zafir esetében. Ebben az esetben azonban a FiberScope tervezett

mikddési paramétereivel ekvivalens értékeket hasznaltuk:

. 20x W objektiv

. 303 um x 303 um teriilet

. 512 x 512 pixel felbontas

. 25 usec pixel dwell time

. 6 mW mintara eso teljesitmény

. A= 1030 nm

A minta feldolgozésa, jelolése ¢és kiértékelése a fenti mérési sorozattal megegyezd

modon tortént.

3.4.5 Termikus karosodas vizsgélata

A kavitaci6 a hosszabb hullamhosszak alkalmazasanal megfigyelhetd jelenség,
mely az infravords fény egyfoton abszorpciojaval hozhatd Osszefliggésbe. Kavitacio
soran jelentds hoémérsékletemelkedés tapasztalhato a vizsgalt mintaban, mely
karosithatja a fehérjéket illetve a DNS-t.

Munkank soran elsOként a Ti:S szilardtest Iézer hokarositd hatasat vizsgaltuk 8
hetes C57BL/6 ndstény egereken. Az allatokat 1,2 %-os intraperitonealis Avertin
oldattal altattunk, majd kétoldali ragasztd segitségével rogzitettik az egérfiilet a
targylemezhez, ¢és igy helyeztik az objektiv ald. A mérést két mélységben az
epidermisz-dermisz hataran és a dermisz rétegében hajtottuk végre. Kiilonb6zo
hulldmhosszak hasznalataval (740, 760, 800 nm) folyamatosan noveltiik a teljesitményt
egészen addig, mig kavitaciot nem tapasztaltunk, altalaban 30-150 mW-ig. A mintara
esé teljesitményeket ThorLabs PM-100-as lézer teljesitménymérdjével mértik. A
kéarosodas teriiletén tulexponalt pixelek vagy sotét foltok jelennek meg. A mérés ideje
alatt 512-es felbontast és 6,3 psec pixel dwell time-ot hasznaltunk, melyeken nem
valtoztattunk. Késobb hasonldo moédszerrel teszteltiik az Yb szallézert is. Az alacsony,
3,6 mW-os teljesitmény miatt kis teriiletet vizsgaltunk, és a pixel dwell time-ot
folyamatosan noveltiik 6,3 psec-rol, 12,61 psec, 25,21 usec, 50,42 psec, majd végiil
100,85 psec-ra.
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4. Eredmények
4.1 Nanomedicindk béron torténdé penetraciéjanak nyomon kovetése in vivo

nemlinearis mikroszkopiaval

4.1.1 CARS mikroszkopids mérési eredmények

A CARS mobdszer segitségével a szerves molekulak jellegzetes rezgési
spektrumuk alapjdn azonosithatok, ezért igy gondoltuk, hogy az 4ltalunk monitorozni
kivant DermaVir részecskék PEIm komponense is rendelkezik egy sajatos, csak rajuk
jellemzo6 rezgesi spektrummal. A szilard halmazallapotu festékjelolés-mentes minta €s a
megfeleld koncentracidban higitott oldat mérése esetében is karakterisztikus CARS jelet

sikertilt detektalnunk (16. 4bra).

16. abra PEIm por részecskék (bal oldal) és PEIm vizes oldata esetében mért CARS jel a CARS
mikroszkopban

A PEIm ¢és lipidek CH; kotéseibdl szarmazd CARS spektrumok hasonlosaga miatt egy
kezeletlen borfeliiletr6l CARS képet készitettiink a 3.1.1 fejezetben leirt beallitasokkal.
Ezutan kérdésként meriilt fel, hogy a két anyagbodl szarmazé CARS jel majd az in vivo
mérések sordn mennyire ¢és milyen moddon kiilonithetd el a bér kiilonbdzd

mélységeiben.

40



in vivo CARS

»

keratinocitak — , tégla

lipidek — ,,malter”

Brick-like pattern of the
stratum corneum (skin barrier)

Lipids (*"mortar

17. abra Kontroll in vivo bérmintarol készitett CARS mikroszkopias képek. A bal oldali kiilonboz6
nagyitasokkal készitett képeken jol lathatoak a keratinocitak kozotti réseket kitdlto intracellularis lipidek,
még jobb oldalon a bor barrier szerkezetét bemutato ,,tégla” és malter” modell.

Az in vivo mérési eredmények értékelése soran azzal a problémaval kellett
szembesiilniink, hogy az epidermiszben jelen levd intracellularis lipidekbdl illetve
egyéb lipid-tartalma sejtkomponensekbdl szarmazo CARS jel (17. abra) az altalunk
vizsgalni kivant DermaVir PEIm komponensével atfed. Ez a mérés szelektivitasat

jelentdsen befolyasolja (18. abra).

18. abra PEIm részecskék in vivo penetraciojanak vizsgalata CARS modszerrel
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4.1.2 FiberScope mérési eredmények

Ebben a kisérletben a fejlesztés alatt allo  FiberScope késziilék
alkalmazhatosagat kivantuk tesztelni in vivo farmakologiai célokra. Az alkalmazott
hosszabb 1030 nm hulldmhossz az Alexa546 gerjesztéséhez megfeleld, és a mikroszkop
piros csatornajan a jelolt DermaVir oldat detektalhat6. Eredményeink értékelése soran
azt tapasztaltuk, hogy hasonléan a hagyomanyos Zeiss kétfoton abszorpcios
fluoreszcencia mikroszkoppal végzett in vivo mérésekhez [47], a DermaPrep-pel kezelt
borben 1évé Langerhans sejtek 1 ora elteltével felveszik a bor feliiletére felvitt
Alexa546-tal jelolt DermaVir-t, és azok kirajzoljak a borben 1évé Langerhans sejteket a
piros csatorndban (19. abra). Ebben az esetben a zo6ld csatornan a kollagén SHG jele
lathatd, az EGFP-vel jelolt Langerhans sejtek az 1030 nm hulldmhosszon nem
detektalhatok.

19. abra Alexa546 jelolt DermaVir nanorészecske (AF546-DV) in vivo penetracios vizsgalata egérbdron
FiberScope nemlinearis mikroendoszkoppal, ~1030 nm-es gerjesztéssel. Z6ld csatorna: kollagén SHG
jele, piros csatorna: az AF546-tal jelolt DermaVir részecskék fluoreszeens jele a DermaPrep/DermaVir
kezelést kovetd 1 ora mulva. A bal oldali képen jol lathatd, hogy a bor felszinére felvitt AF546-DV
kirajzolja a hatszogletes szarusejtek korvonalat. A jobb oldali ,z-stack” felvétel sorozaton jol latszik,
hogy a Langerhans sejtek 1 ora elteltével felveszik a bor felszinére felvitt, festékjelolt AF546-DV
részecskéket, ami kirajzolja a Langerhans sejtek elhelyezkedését a borben.
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4.2 Metabolikus szindroma hatiasa a bdrre — dermalis kollagén tartalom és a
szubkutan zsirszovet vizsgalata in vivo SHG és ex vivo CARS médszerrel

genetikailag modositott, leptin deficiens ob/ob egereken

4.2.1 Tomeg

A Kkisérlet kezdetekor, amikor az allatok 8 hetesek voltak, a normal diétan tartott
ob/ob egerek tomege még nem kiilonbdzott jelentdsen a masik két csoport egyedeinek
tomegétol. A kisérlet 4. hetét6]l azonban az ad libitum taplalt leptin deficiens allatok
tomege nagyon gyors novekedést mutatott, és ez a sulygyarapodas a 30. hétig
megfigyelheté volt. A masik, szintén leptin deficiens egércsoport tomege a vizsgalat
kezdetekor a normal egerek tomegének koriilbelill masfélszeresét mutatta, a kaloria
megszoritas hatasara azonban a 12. héttdl a kontroll csoporthoz hasonlé volt.

A kisérlet végére az ad libitum taplalt ob/ob egerek tomege (atl. 63,35 + 4,31 g)
kozel haromszorosara gyarapodott a kontroll (atl. 26,63 + 4,12 g) és kalériamegszoritott
(atl.: 30,33 + 1,39 g) csoporthoz képest, mig ez utdbbi két csoport tomege a kisérlet
ideje alatt stagnalt (20. abra).

—&— kontroll
—&— ob/ob - KRD
90 - —&— ob/ob - ND
80 -
70 5
60 S
E -
8 50 -
£ .
H=]
404
. >:$=——1=¢
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10 T T v T v T d T v T . T v T . 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32

hét

20. abra: A kisérletben szereplé egércsoportok tomegének valtozasa 30 héten keresztiil. Az abran jol
lathato, hogy a leptin deficiens egércsoportok (ob/ob — ND, ob/ob — KRD) témege a kisérlet kezdetekor,
amikor az allatok 8 hetesek voltak, a kontroll csoport egyedeinek masfélszeresét mutattdk. A normal
diétan tartott ob/ob csoportot gyors sulygyarapodas jellemezte, mar a kisérlet 4. hetét6l. A kaldria
megszoritott diétan 1évo egerek tomege mérsékelt csokkenést mutatott, majd a kontroll csoport tomegével
parhuzamosan stagnalt a 12. héttdl kezdve.
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4.2.2 Kollagén morfoldgiai valtozasai

Az in vivo SHG mérések alkalmaval az els6 harom mérési idépontban még nem
tapasztaltunk markans kiilonbséget a kontroll, kalériamegszoritott ¢s ad libitum taplalt
ob/ob egér borének kollagén szerkezetében, azt azonban megallapithattuk, hogy a
kontroll csoport SHG intenzitas értékei minden mérési iddpontban magasabbak voltak a
masik két csoporthoz képest.

A negyedik mérési idopontban mar jelentds, szemmel lathato valtozasokat
tapasztaltunk. Eredményeink azt mutattak, hogy a kaloriamegszoritott diétan tartott
ob/ob egér boérének kollagén szerkezete szabalyos, rostokban gazdag, a kontroll
allatéhoz hasonlé mind morfolégiailag, mind SHG intenzitdsban a vizsgalat teljes ideje
alatt. Az ad libitum taplalt ob/ob egér kollagén szerkezetére ezzel ellentétben mar nem
jellemzd a jol megtartott szerkezetet, sot egy markéns degradéacio figyelheté meg a
kotdszoveti rostokban, és az SHG intenzitds is jelentdsen csokkent a 30 héten mért
értékek alapjan (21. abra/A).

A B

kontroll ob/ob - KRD ob/ob-ND

| [ &
%

21. abra A: A kollagén szerkezeti valtozasai a kisérlet ideje alatt kontroll, ob/ob — KRD és ob/ob — ND
csoportban, in vivo SHG modszerrel vizsgilva. A z-stack sorozatfelvételeket Osszeillesztve egy
feliilnézeti képet lathatunk a kollagén szerkezetérdl, X = 606 um, y = 606 um teriileten. A kollagén
degradacidja jelentés SHG jelintenzitds csokkenést eredményez, mely jol lathatd a 30. héten az elhizott,
leptin deficiens egerek csoportjaban. B: A WCIF Image J programmal meghatarozott SHG intenzitas
értekeket normaltuk, tehat a kontroll csoport értékeit minden esetben 100%-nak vettiik, és a tobbi csoport
eredményeit ehhez viszonyitottuk. A csoportonkénti alacsony egyedszam miatt statisztikai probakat nem
végeztiink.
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Eredményeink alapjan tehat arra kdvetkeztethetiink, hogy az ad libitum taplalt leptin
deficiens egerek esetében a kialakult metabolikus szindroma okozta elhizds és
anyagcsere valtozasok — mint példaul a szabadgyok képzodés, glikaciod, szabad
zsirsavak megnovekedett szintje — okozzak a kollagén mennyiségének csokkenését és az
SHG alacsony jelszintjét (21. ébra/B). Ezen kiviil azt is megallapithatjuk, hogy az
elhizas mértéke negativ korrelaciot mutat a kollagén mennyiségével €s szerkezetével. A
kaloria restrikcios diétan tartott ob/ob egerekben azt is megfigyeltiik, hogy a kollagén
mennyisége ¢s szoveti eloszlasa jelentésen nem valtozott a vizsgalat ideje alatt, igazolva
azt, hogy nem a genotipus felelds a bdr szerkezetének megvaltozasaért, hanem a

metabolikus szindréma okozta elhizas és anyagcsere valtozasok.

4.2.3 A szubkutan zsirsejtek vizsgalata

Az ex vivo CARS vizsgalatot a kisérlet végén a 30. héten végeztiik, amikor egy 4
mm atmérdji punch biopszidt vettiink az egerek hati régidjabol. Ekkor mar csak a
kontroll és ob/ob — ND csoport mintait vizsgaltuk. A kontroll csoport adipocita
sejtjeihez képest az elhizott ob/ob — ND adipocita sejtjei szemmel lathatéoan nagyobb
kiterjedéstick voltak (22. abra). Az adipocitak méretét ebben a kisérletben nem
objektivizaltuk, hiszen ennél a vizsgéalatnal a CARS modszert el6szor alkalmaztuk, és
arra voltunk kivancsiak, hogy ez a technika mennyire alkalmas a zsirsejtek jelolés
nélkiilli képalkotasara, ezaltal hogyan hasznosithatdo a jovoben a kiilonb6zo

dermatologiai korképek diagnosztikajaban.

kontroll ob/ob — ND
"W *
i o

»wT
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22. abra Szubkutan adipocitak ex vivo CARS vizsgalata kontroll és elhizott leptin deficiens egér bér
mintan. A kontroll egér zsirsejtjei kisebb kiterjedéstick, mig az elhizott egerek adipocitai szemmel
lathatéan nagyobb méretiiek. A z-stack sorozatfelvételeket Gsszeillesztve egy feliilnézeti képet lathatunk
az adipocitak szerkezetérdl, x = 300 um, y = 300 um teriileten.
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4.2.4 Szdvettani értékelés

Az SHG és CARS modszerekkel késziilt felvételek eredményeit hagyomanyos
szovettani festésekkel ellendriztilk. Minden mintabol hematoxylin-eosin és van Gieson
festés késziilt. A dermisz vastagsagot és az adipocitak teriiletét Digimizer program
(Ostend, Belgium) segitségével hataroztuk meg a Van Gieson festett metszetek digitalis

felvételei alapjan.
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23. abra Feliil: szovettani kiértékelés van Gieson festés alapjan. A kontroll csoport kollagén szerkezete
rost dis, szabalyos szerkezetet mutat, mig az leptin deficiens egerek kot6szovetének degradacidja igen
kifejezett. Az ob/ob — ND csoport egyedeinek adipocita sejtjei 2,5-szer nagyobb kiterjedéstiek voltak a
kontroll csoporthoz viszonyitva. A megnévekedett zsirsejtek ezzel parhuzamosan a dermisz
elvékonyodasat idézték eld, igy ennek értéke a kontroll csoportban volt magasabb.

A dermalis kollagén szerkezete az ob/ob — ND csoport mintdinak van Gieson festése
alapjan egyértelmiien degradalodott szerkezetet mutatott, mig a kontroll csoport
egereinek kotOszovete szabalyos szerkezetii volt (23. abra/feliil). Az elhizott egerek
szubkutan zsirsejtjeinek atlagos teriilete 2,5-szer nagyobb (3678,06 um’ + 984,95 pm?)
volt a kontroll csoport egyedeinek adipocitai méretéhez (1429,1 pm® + 316,25 pm?)
képest. A dermisz vastagsag ezzel szemben az ob/ob — ND csoportban kdozel

masfélszeresére csokkent (115,2 pm £ 27,35 um) a kontroll csoporthoz képest (210,42
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um + 84 pm) (23. abra/alul). Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a

crer

¢s a dermisz elvékonyodasat is eléidézik.

4.3 Metabolikus szindroma hatasa a bérre — a dermalis kollagén tartalom és a
szubkutan zsirszovet vizsgalata in vivo SHG és ex vivo CARS modszerrel

kiilonb6zo6 diétan tartott CS7TBL/6 egereken

4.3.1 Tomeg

A magas zsirtartalmi diétan tartott egerek tomege mar a 12. héttdl kezdve
szignifikansan magasabb volt (p <0,05) a kontrollokhoz képest, és a kisérlet végére
kozel masfélszeres sulytobblet (atl.: 43 g + 3,7 g) volt megfigyelhet6 a kontroll (atl.:
27,35 g + 1,8 g) és HFru (atl.: 28,3 g + 2,2 g) csoporthoz viszonyitva. Erdekesség, hogy
azok az egerek, amelyek magas zsirtartalmu takarmanyt és magas fruktoz tartalmi
ivovizet fogyasztottak a HFat csoporthoz képest kevésbé hiztak el (atl.: 38,6 g+5,2 g),
ugyanakkor a 24. hétt6l kezdve tomegiik mar szignifikdnsan nagyobb volt a kontroll
csoporthoz képest (p <0,05). A magas cukortartalmi diétan tartott egerek tOmege
jelentésen nem valtozott a vizsgalat ideje alatt, a kontroll csoport tomegének

valtozasaival hasonlé tendenciat mutatott (24. abra).
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tomeg (g)

24. abra Kiilonbozo diétan tartott egércsoportok tomegének valtozasa 32 héten keresztiil. A HFat csoport
tomege a 12. héttdl kezdve szignifikdnsan magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, még a HFHF
csoport a 24. héttdl ért el szignifikdnsan magasabb testtomeget. A HFru csoportnal nem tapasztaltunk
jelentds stlygyarapodast a kisérlet ideje alatt. * (p <0,05), ** (p <0,01), *** (p <0,001) szignifikans
kiilonbség vs. kontroll csoport, Student’s T-teszttel meghatarozva. A hibavonalak: az idépontokhoz
tartoz6 atlagos tomeg-értékek szorasat mutatja.

4.3.2 Kollagén morfoloégiai valtozasai

Az els6é mérési idopontban a mindharom csoport SHG intenzitasa szignifikansan
alacsonyabb volt a kontroll egerek SHG intenzitasahoz képest. Ebben az esetben
azonban meg kell jegyezniink, hogy az allatok tobbsége szérnovekedési ciklusanak
anagén szakaszaban volt, ami igen megnehezitette a szOrtelenitést, ezaltal a felvételek
mindsége sem volt kielégitd. Az elsd mérési idéponthoz tartozé eredmények tehat
fenntartasokkal kezelenddk. A 16. héten a HFat és HFHF csoport SHG intenzitas
értékei szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a kontroll allatok SHG intenzitasdhoz
viszonyitva. Ezen kiviil a magas cukortartalmu diétan tartott HFru egerek SHG
intenzitasaban egy mérsékelt, de nem szignifikans csokkenést figyeltiink meg, szintén a
16. héten. A 24. és 32. héten, amikor a HFat és HFHF csoport egyedeinek tomege mar
majdnem dupldja volt a kontroll allatokénak, az atlagos SHG intenzitds értékek
szignifikansan alacsonyabbak voltak, foleg a HFat csoportban. Erdekesség, hogy a HFru

csoport SHG intenzitds értékei minden mérési idOpontban alacsonyabbak voltak a
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kontroll csoporthoz képest, de szignifikans kiilonbséget csak a 24. és 32. héten
tapasztaltunk (25. abra).
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25. abra A kiilonboz6 diétan tartott egéresoportok atlagos SHG intenzitas értékeinek valtozasa a négy
mérési idépontban.

A kontroll csoport egereinek dermalis kollagén struktiraja a vizsgalat ideje alatt egy
relativ normal, rost dus szerkezetet mutatott. A HFat és HFHF csoportban az elhizas
mértékével ardnyosan a kollagén szerkezetét egy folyamatosan degradacio jellemezte. A
HFru csoport egereinek kollagén szerkezete egy kevésbé drasztikus, de szemmel jol
lathatd valtozason ment keresztiill. A 32. héten azonban e csoport esetében is

megfigyelheté volt a kollagén rostok mennyiségének csokkenése és degradacioja (26.

abra).
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kontroll

8. hét

16. hét

24. hét

32. hét

26. abra Dermalis kollagén szerkezeti valtozasai in vivo SHG moédszerrel vizsgalva a kiilonb6z6 mérési
idopontokban. Az abrak a z-stack sorozatfelvételek Osszeillesztésével késziilt, feliilnézetben, Ax = 404
pm, Ay = 404 pm teriileten. A kollagén degradacidja a kontroll csoport kivételével mindharom
csoportban megfigyelhet6 a 16. hétt6l kezdve, mely kovetkeztében az SHG jelintenzitas nagymértékben
csokkent.



4.3.3 A szubkutan zsirsejtek vizsgalata

Az ex vivo CARS felvételek alapjan a kiilonb6zé egércsoportokra jellemzé
zsirsejtek méretbeli kiilonbségei egyértelmiien meghatarozhaték. A 27. abran szerepld
felvételeken az adipocitakat ortogonalis nézetben abrazoltuk, igy egyszerre lathatd a
sejtek teriilete és vastagsaga is az X, y és z tengely mentén. A felvételeken jol lathato,
hogy a HFat és HFHF csoporthoz tartozd egerek szubkutdn zsirsejtjei lényegesen
nagyobb kiterjedésiiek a masik két csoporthoz képest. Tovabba a szubkutan zsirszovet
vastagsaga koriilbeliil dupldja a kontroll csoporténak. Erdekesség, hogy a HFru csoport
egerei szintén vastagabb zsirszovettel rendelkeztek és az adipocitak is nagyobb

méretiick voltak, azonban az allatok tomege kdzel hasonld volt a kontroll csoportéhoz.

kontroll (28,7 g) Hfru (25,8 g)

Hfat (46,3 g) HFHF (43,0 g)

27. abra A szubkutan zsirsejtek ex vivo CARS vizsgélata.
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4.3.4 Szovettani értékelés

A van Gieson festett metszetek kiértékelése soran azt tapasztaltuk, hogy a
kollagén degradéaciéja a HFat, HFHF és HFru csoportokban szemmel lathatd, mig a
kontroll csoport mintdinak kollagén szerkezete szabalyos szerkezetli, nem figyelhetd
meg karosodas. Ezzel parhuzamosan azt is tapasztaltuk, hogy a szubkutan zsirszovet
megvastagodasa a dermisz elvékonyodasat okozta. Ez féleg a HFat és HFru csoport
egyedinek mintajan volt latvanyos. A szubkutan zsirsejtek nagysaga a kontroll
csoporthoz képest a HFat és HFHF csoportban mutatott jelentés novekedést. A HFHF
csoport mintdin a dermisz vastagsaga nem csokkent szignifikdnsan, azonban a dermalis

kollagén degradacioja egyértelmiien azonosithato (28. abra).

kontroll HFru

28. abra Kiilonboz6 diétan tartott egerek hatborének van Gieson festéssel késziilt szovettani metszetei. A
kontroll csoport mintajdhoz képest mindharom csoportban megfigyelhetd a szubkutan zsirsejtek
novekedése, a zsirszovet megvastagodasa, ezzel parhuzamosan a dermisz elvékonyodasa és a kollagén
degradacidja. Méretvonal: 100pm

A szovettani metszetek digitalizalasat kovetdéen a felvételeket Digimizer program
segitségével értékeltiik ki. Minden egérhez két felvétel tartozott, és felvételenként 20

helyen mértiik a dermisz vastagsagat, illetve mintanként 20 darab adipocita keriiletét
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hatdroztuk meg. Az eredményeket ezutan atlagoltuk ¢és a csoportok kozotti

szignifikanciat Student T-test-tel szamoltuk ki.

. p00s
200 — ) p<0.05 : 300 p<0,05 !

P <005

T L

200 4

150

100 - 150 -

dermis vastagsag (pm)
adipocita teriilet (pm?)

100

o
o
1

50

T T T T T T e T T
kentrall HFru HFat HFHF kontroll HFru HFat HFHF

29. abra A szovettani kiértékelést kovetden a dermisz vastagsaga szignifikansan lecsokkent a HFat és
HFru csoportban (p< 0,05), mig az adipocitak keriilete a HFat és HFHF csoportban szignifikansan
novekedett a kontroll csoporthoz képest.

A dermisz vastagsaga a HFat (120,15 um + 14,56 um) és HFru (141,23 um =+ 12,65
um) csoportban szignifikdnsan lecsokkent a kontroll csoporthoz képest (155,58 pm +
12,36 um) (p <0,05). Erdekesség, hogy a HFHF csoport mintiiban ez nem volt
megfigyelhetd, azonban a kollagén degradacioja egyértelmiien azonosithato.

Az adipocitak atlagos keriilete a HFat (233,15 um + 22,84 um) ¢s HFHF (219,63
um + 21,84 um) csoportban szignifikansan nagyobb kiterjedésti volt mint a kontroll

(145,13 pm + 14,93 um) és HFru (154,05 um + 21,19 pm) csoportban (29. abra).

4.4 Ultrarovid impulzusu titan-zafir szilardtest 1ézer és ytterbium optikai szallézer

fényforras biztonsagtechnikai vizsgalata

4.4.1 A fotokémiai kdrosoddsok azonositdsa

A 750 nm-es hulliamhossz a mitokondriumban taldlhat6 NADH gerjesztési
optimuma, ezaltal a sejtek citoplazméja ad fluoreszcens jelet, igy azok egyszerlien
azonosithatok. Az kozelinfravords tartomanyon beliil az alacsonyabb hulliamhosszak
(700 nm-780 nm) a DNS haromfotonos gerjesztéséhez (260 nm x 3 = 780 nm) kozel
lehetnek, ami biztonsagtechnikai problémakat vethet fel.
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Eredményeink értékelése soran — varakozasainkkal ellentétben — 60 mW teljesitmény és
750 nm hullimhossz alkalmazasa mellett csak igen csekély CPD-pozitivitast
tapasztaltunk (30. abra), alacsonyabb teljesitmény ¢és azonos hullimhossz esetében
pedig a minta CPD-negativ volt (31. abra/750nm).

750 nm, 60 mW 750 nm, 60 mW

<

30. abra A TiS lézer fényforras okozta DNS karosodasok azonositasa. A DNS-ben keletkezé6 CPD-ket
immunfluoreszcens jeldlési technikaval tettiik 1lathatova. A 750 nm hullamhossz és 60 mW teljesitmény
hasznalata mellett csak néhany, gyengén fest6do sejtet tudtunk azonositani (nyilak).

A 800 nm ¢és 1030 nm-rel irradidlt mintdk szintén CPD-negativak voltak (31. &bra).
Ezek az eredmények cllentmondanak az irodalomban megjelent munkaknak, annak
ellenére, hogy ugyanolyan mérési beallitasokat hasznaltunk. Azt azonban mar korabban
is emlitettiik, hogy ezekben a publikaciokban kozolt eredményekkel szemben tobb

Ovatos kritika is megfogalmazhato.
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31. abra A Ti:S lézer fényforras biztonsagtechnikai vizsgalata. 750 nm és 25 mW teljesitmény mellett
nem okoztunk karosodast a sejtek DNS-ében, a minta CPD negativ volt. 800 nm és 1030 nm-rel
levilagitott mintak szintén CPD negativak voltak.

A FiberScope mikddési paramétereivel megegyez6, Yb szallézerrel irradialt minta a
varakozasainknak megfeleléen CPD-negativ  volt, koOszonhetéen az alacsony

teljesitménynek ¢€s a hosszabb, 1030 nm-es hulldmhossznak (32. abra).

32. abra Az YD szallézerrel kereszt iranyban levilagitott, CPD-negativ minta.
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Kiértékelés soran minden mérési sorozathoz pozitiv kontrollt is beéllitottunk,
melyekben a CPD pozitiv sejtek egyértelmiien detektalhatok voltak (33. abra). Az
immunfluoreszcens jelolés specifikussagat elsddleges antitest kontrollal is ellendriztiik,

melyek minden esetben negativak voltak.

UVB -100 m)/em? . UVB - 100 mJ/em?

33. abra UVB fényforrassal levilagitott egér hatbér immunfluoreszcens jellése. 100 mJ/cm? dozis az
epidermalis sejtek DNS-ében igen markans CPD-pozitivitast mutat.

Osszefoglalva, az 0j késziilék tervezésénél kiemelt figyelmet forditottunk a
biztonsagtechnikai vizsgalatok elvégzésére, hiszen alapvetd kovetelmény, hogy lézer
fényforrassal torténd vizsgalat ne okozzon maradand6 kéarosodast a borben. Ebben a
részfejezetben a fotokémiai karosodasok detektalasara fokuszaltunk, mely az
intracellularis kromforok kétfoton excitacidoja kovetkeztében alakulhat ki. Az UVB
sugarzas okozta karosodasokhoz hasonldéan, a DNS-ben CPD-k képzddnek, melyeket
immunfluoreszcens jelolési technikaval azonositottunk. Eredményeink értékelése soran
a CPD-pozitiv sejteket rovidebb hullamhossz és viszonylag nagyobb —> 50 mW —
teljesitmény mellett detektaltunk Ti:S szilardtest lézer esetében, melynek mennyisége és
intenzitasa a pozitiv kontrollhoz képest elhanyagolhat6 volt. A hosszabb hullamhosszak

hasznalata — varakozasainknak megfeleléen — nem okozott DNS karosodast.
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4.4.2 Termikus karosodas vizsgalata

740 nm, 760 nm és 800 nm hullamhossz esetében elmondhato, hogy a bor in
Vivo vizsgalatahoz képest csak extrém nagy, kb. 100-140 mW teljesitmények mellett
detektaltunk termikus karosodast a kiilonb6z6 mélységekben (34. abra).

740 nm 760 nm 800 nm

Pom= ~ 134 mW Prax ="~ 140 mW

Prax =~ 94 MW

34. abra Termikus karosodasok azonositasa az epidermisz-dermisz hataran, illetve a dermisz
mélységében in vivo kétfoton mikroszkoppal. Fels6 sor: epidermisz-dermisz hatar, also sor: dermisz
rétege, nyilak: a termikus karosodast jelz6 talexponalt teriiletek

Yb széllézer esetében az alacsony teljesitmény miatt kis terliletrél készitettiink
felvételek, 6,3 usec, 12,61 usec, 25,21 usec, 50,42 usec pixel dwell time-ok mellet.
Eredményeink azt mutattdk, hogy ilyen alacsony teljesitmény hasznalatdval nem

torténik kavitacio a vizsgalt mintaban (35. abra).
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12,61 psec

50,42 psec 100,85 psec

35. abra Termikus karosodasok indukélasa a dermisz rétegében, névekvd pixel dwell time-ok mellett.
Ilyen beallitsok mellett nem tortént kavitacio.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a megfeleld beallitasok mellett az altalunk hasznalt
Ti:S szilardtest és Yb szallézer fényforrasok nem okoznak sem fotokémiai, sem
termikus karosodast a bdrben, igy a jovében biztonsagosan alkalmazhatok in vivo

vizsgalatokra.

58



5. Megbeszélés

Munkank soran a nemlinearis képalkotdé modszerek alkalmazasi lehetdségeit
vizsgaltunk a bérgydgyaszatban. Kisérleteink elsé felében olyan egyszerii jelenségeket
tanulmanyoztunk, melyek hatterét molekularis biologiai és biokémiai moédszerek
segitségével mar kelld részletességgel megismerhettiink, de a borben zajlo folyamatokat
in vivo képalkoté technikakkal még nem kovettiik nyomon. Elséként egy projekt
elemeként Alexa546-jelolt DermaVir nanomedicina in Vvivo penetracidjat és
immunsejtek altali felvételét Langerin-EGFP-DTR knock in egerek borében. Ezt
kovetden két hosszii tavi egereken végzett kisérletet végeztiink, ahol egereken
tanulmanyoztuk a genetikai ¢és diéta-indukalt elhizas hatasait a dermalis kollagén,
valamint a szubkutan zsirsejtek szerkezeti valtozasaira in vivo SHG és ex vivo CARS
modszerrel.

A human vizsgalatokhoz sziikséges etikai engedélyek beszerzésé¢hez az altalunk
hasznalt Ti:S szilardtest és Yb szallézer fényforrasok biztonsagtechnikai vizsgalatait is

elvégeztiik, hogy meggy6zddjiink arrol, nem okozunk sem fotokémiai sem termikus

karosodast a borben, igaz ennek kockazata igen alacsony.

5.1 Nanomedicinak béron torténdé penetraciéjanak nyomon kovetése in vivo

nemlinearis mikroszkopiaval

Munkank soran Alexa546 festékjelolt nanomedicindk penetracidjat ¢és
kolokalizacidjat vizsgaltuk Langerin-EGFP-DTR knock in egereken in vivo nemlinearis
mikroszkopiaval. Egy korabbi kisérletben hagyomanyos Zeiss kétfoton mikroszkoppal
mar sikeriilt nyomon kovetni a nanorészecskék penetracidjat, valamint a bérben 1évé
Langerhans sejtek altali felvételét [47]. A tovabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy a
CARS modszer segitségével azonosithatok-e ugy a nanorészecskék, hogy nincsenek
festékjeloléssel ellatva illetve a jovOben hasznalni kivant ytterbium széallézerrel miikodo
FiberScope késziilék milyen hatasfokkal képes detektalni a  festék-jelolt
nanomedicinakat in vivo. A festékjelolés-mentes DermaVir részecskék borbe juttatasa
soran a mérés szelektivitasat jelentdsen befolydsolta a borben 1évo lipidek és egyéb

lipid-tartalmi. komponensek CARS jele, igy a nanorészecskéket nem tudtuk
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egyértelmiien elkiiloniteni. Sikeres detektaldsa esetén a mérés gyakorlat jelentésége a
jovében az lehet, hogy CARS modszerrel egyes molekulak sajat rezgési spektrumuk
alapjan azonosithatok, nem kell fluoreszcens festékjeloléssel ellatni, illetve arra sincs
sziikség, hogy természetese fluoreszcenciaval rendelkezzenek. Ez a technika ebben az
esetben azért lehetne jelentds, mert human vizsgalatokban a gyakran toxikus
tulajdonsagokkal rendelkezd fluoreszcens festékek alkalmazasa nem engedélyezett, igy
azonban a festékjelolés-mentes nanomedicinak sikeres detektalasa nagy elorelépést
jelenthetne a kiilonb6zé gydgyszermolekulak bdrben torténd penetracidjanak in vivo
vizsgalatdban. Annak érdekében, hogy a nanomedicindkat pontosan detektalni tudjuk
érdemes olyan rezgési spektrummal rendelkezd molekulat valasztani, mely nem fed at a
bor Raman spektrumaval.

A tovabbi mérések soran a FiberScope ytterbium szallézerrel miikodé képalkotd
eszkOz segitségével ismét sikeresen kimutattuk, hogy a DermaPrep-pel kezelt bérben
lévd Langerhans sejtek egy ora elteltével felveszik az Alexa546-jelolt nanorészecskéket,
és kirajzoljak a bérben 1évé immunsejteket a késziilék ,,piros” csatornajan.

A nanopartikulumok nemlinearis mikroszkopiai vizsgalatairol mar 2006-ban
kozoltek eredményeket. Konig és munkatarsai ex vivo human bérmintan vizsgaltak a
fluoreszcein izotiocinat-jelolt poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA) 200 nm nagysagu
nanorészecskék penetraciojat. Eredményeik azt mutattdk, hogy a PLGA
nanopartikulumok nem képesek a stratum corneumon keresztiil a mélyebb rétegekbe
hatolni, hanem a felszinen, vagy az epidermisz hasadékaiban, gylrddéseiben
akkumulalodnak. Ezzel az egyszer(i kisérlettel azonban azt is bizonyitottak, hogy a
nemlinearis mikroszkdpiai modszerek alkalmasak a kiilonbozé gydgyszerkészitmények
in situ nyomon kovetéséren és esetleges terapias hatasuk monitorozasara [106]. Boriink
barrierjét alkoté6 komplex lipid-protein struktura a kiilonbozd gyogyszerkészitmények
borbe torténd juttatasakor a legjelentGsebb akadalyt képezik [107]. A penetracio
hatékonysaganak javitasa érdekében az elmualt 30 évben keriilt el6térbe a
gyogyszermolekulak lipid réteggel torténd korbevétele azaz lipid vezikulumok
létrehozasa [108, 109]. Ezek mellett a polimer bazisu nanopartikulumok alkalmazasa is
igéretes lehet, hiszen a polimerek hossza, ismétlodé6 CH, kotései alkalmassa teszik
CARS mikroszkopias vizsgalatokra, festékjelolés nélkiil [110]. A cink-oxid (ZnO)

nanopartikulumok (NPs) a kozmetikai és napfényvédd készitményekben széles korben
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hasznalt Osszetevd. Gyakori alkalmazasa ellenére a ZnO formuladk potencialis karos
hatasair6l — mint példaul a szabadgyok termelés altal okozott DNS karosodds — maig
ellentmondasos eredmények allnak rendelkezésiinkre [111-113]. 2013-ban Graf és
munkatarsai sikeresen bebizonyitottak in vivo nemlinedris mikroszkopiaval, hogy a ZnO
NPs biztonsagosan alkalmazhatok. Kisérletikben GFP-vel jelolt csontveld atiiltetett
egereket hasznaltak (GFP-BM), igy a csontvel6 eredetii 6sszes immunsejt, mint példaul
a makrofagok, neutrofil granulocitdk, Langerhans sejtek vagy a limfocitdk a GFP
jelolésnek koszonhetéen a mikroszkop zold csatornajaban voltak azonosithatok. Pozitiv
kontrollként az egerek fiilét lipopoliszacharid oldattal kezelték, mely egy hatarozott
immunreakciot valtott ki, ez a fluoreszcens immunsejtek szaméanak novekedésével jart.
Hasonloan végezték méréseiket ZnO ~35 nm-es méretli nanopartikulum szuszpenzidval,
¢s eredményeik azt mutattak, hogy sem az epidermiszben, sem a dermiszben nem
okozott immunvalaszt az anyag, ugyanakkor ismét megbizonyosodhattunk arr6l, hogy a
nemlinearis optikai modszerek a jovoben alkalmassa valhatnak a kiilonb6zo

nanomedicinak in vivo kovetésére [114].

5.2 Metabolikus szindroma hatasa a bérre — dermalis Kkollagén tartalom és a
szubkutan zsirszovet vizsgalata in vivo SHG és ex vivo CARS modszerrel
genetikailag modositott, leptin deficiens ob/ob egereken

A vizsgalat kezdetekor a leptin deficiens egerek (ob/ob-ND, ob/ob-KRD) 8
hetesen a kontroll egerek tomegének masfélszeresét mutattak. A 4. héten a normal
diétan tartott ob/ob csoport tomege kozel 50 g volt, mig azoknal a szintén leptin
deficiens egereknél, melyek csak korlatozott mennyiségben kaptak a takarmanyt enyhe
sulycsokkenést tapasztaltunk. A kisérlet végére a normal diétan tartott csoport (ob/ob-
ND) tomege kozel haromszoroséara gyarapodott a masik két csoporthoz képest (ob/ob-
KRD, kontroll). Az extrém magas tomeg ebben a csoportban a dermalis kollagén
fragmentalodasat és degradacidjat okozta, ezaltal az SHG intenzitds csokkenését,
valamint a dermisz elvékonyodasat is. A kaloria restrikcion tartott leptin deficiens
egerek (ob/ob-KRD) tomege a kontroll allatokéval hasonld értéket mutatott és a 30 hét
alatt jelentdsen nem valtozott. A kollagén szerkezete ennek koszonhetéen megtartotta
rostdas, szabalyos szerkezetét. Ez a jelenség azt bizonyitja, hogy a kotdszoveti

valtozasokért nem a genetikai hattér felelds, hanem az elhizas okozta metabolikus és
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anyagcsere valtozasok. A dermalis kollagén morfolégiai valtozasi mellett a szubkutan
zsirsejtek kiterjedését is vizsgaltuk az ob/ob-ND és kontroll csoportban, ex vivo CARS
modszerrel. Varakozéasainknak megfeleloen az elhizott allatok adipocitai szemmel
lathatéan nagyobb méretliek voltak a kontroll allatokhoz képest. Hosszi tava
kisérletiink jelentdsége, hogy elséként kdvettiink nyomon az elhizas okozta kotoszoveti
valtozasokat SHG modszerrel in vivo allatmodellen vizsgalva, tovabba a képalkoto
mérdrendszer fejlesztésében is elorelépést jelentett az Yb szallézeren alapuldé CARS
egység hasznalata. Ezure és Amano mar 2010-ben megfigyelték, hogy a magas
zsirtartalmu diétan tartott egerek bdrének rugalmassidga csokken, a szubkutdn réteg
megvastagodasa a dermisz elvékonyodasat €s a fibroblaszt sejtek szamanak csokkenését
okozza [79]. Egy évvel késobb folytattak vizsgalataikat, immar 3T3-L1 sejttenyészeten,
melyek sordn bizonyitottak, hogy a megnagyobbodott adipocitak gatoljak a fibroblaszt
ugyanakkor a matrix metalloproteinaz 13 expresszidjat novelik. Erdekesség, hogy ezek
a jelenségek nem voltak megfigyelhetdk, ha normdl méreti adipocitdk voltak jelen a
sejttenyészetben. Ezt kdvetden azt is sikeriilt igazolniuk, hogy a nagy méretl zsirsejtek
altal termelt palmitin — ami egy szabad zsirsav (FFA) — felelds a dermalis kollagén
degradacidjat okozo folyamatok elinditasaért [115].

Munkank sordn az elhizas okozta kotészoveti valtozasokat elsOként sikertilt
nyomon kovetni in vivo SHG ¢és ex vivo CARS nemlinearis mikroszkopiai modszerekkel
[101]. Megfigyelésink a korabbi molekularis biologiai modszerekkel igazolt
jelenségekkel 0sszhangban voltak és bebizonyitottuk, hogy a nemlinearis képalkotd
modszerek alkalmasak lehetnek a jovOben az elhizassal kapcsolatos in vivo human

vizsgalatokra is.

5.3 Metabolikus szindroma hatiasa a bérre — a dermalis kollagén tartalom és a
szubkutan zsirszovet vizsgalata in vivo SHG és ex vivo CARS moédszerrel
kiilonb6zo diétan tartott CS7TBL/6 egereken

A vizsgalat 12. hetétdl kezdve tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket a
kiilonbdzdé csoportok testtomege kozott. Az elhizds mértékével parhuzamosan a

crer

kovetve, féleg a magas zsirtartalmi tapon tartott HFat csoportban, ahol az allatok
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tomege majdnem dupldjara gyarapodott a vizsgalat végére a kontroll csoporthoz képest.
A 20% fruktdz tartalmi ivoviz a csoport egyedeinél nem okozott 1atvanyos elhizast, de
a kollagén degradacioja szemmel lathatova valt a vizsgalat végére. Erdekesség, hogy a
HFHF csoportnal az egészségtelen ,,nyugati” tipusi diéta — a varakozasainkkal
ellentétben — nem okozott drdmai valtozast sem a testtdmegben, sem a kollagén
szerkezetében. Ezt a jelenséget a sajat megfigyeléseinkkel probaljuk értelmezni. Az els6
szembetlind kiilonbség, hogy a csoport egyedeinek takarmany ¢és folyadék fogyasztasa
joval alacsonyabb volt a HFru és HFat csoporthoz viszonyitva. Ennek talan az lehet az
oka, hogy a 20% fruktdz tartalmu ivoviz csokkenti az étvagyat, a két, kiilonb6zd tipusu
di¢ta ugymond kiegésziti egymast. A HFru csoportban magas volt a vizfogyasztas és a
takarmany fogyasa moderaltabb, mig a HFat csoportnél forditva, a takarmany fogyott
gyorsabban az ivovizhez képest. fgy ha a két diétat egyiitt alkalmaztuk, mind az
ivovizb6l, mind a takarmanybol csak mérsékelt fogyasztas tortént, emiatt
val6szintsitjiik, hogy nem tortént drasztikus elhizas, illetve a szdveti glikacid mértéke
sem lehetett jelentds. Az alabbi jelenségek hatasait az in vivo SHG felvételeink és a
szovettani eredményeink is igazoljak. Eredményeink alapjan tovabba azt is
megallapithattuk, hogy a nemlinearis mikroszkopiai modszerek, mint példaul az in vivo
SHG és ex vivo CARS moédszer megfeleld képalkotd technika az elhizas és a szoveti
glikdcio okozta kotdszoveti valtozasok nyomon kovetésére. A mikroszkopias
rendszernek azonban korlatai is vannak: ragcsalok esetén is hasonld modon zajlik a
szorndvekedési ciklus, mint az embernél. Az anagén, aktiv fazisban a melanin termelése
fokozott, mely erds fényszord €s abszorbeald képessége miatt a 1ézerfény behatolasat
csOkkenti, az aktiv szérndvekedés miatt pedig a szOrtelenités is kevésbé hatékony. Ezek
eredményeként a felvételek képmindsége romlik. A zsirsejtek vizualizaciojara alkalmas
CARS modszert, az €l6z6 munkankban ismertetett okok miatt, csak ex vivo mintak
vizsgalatara tudtuk alkalmazni, ezért hasznaltuk a kisérlet utolsé mérési idépontjaban.

A zsirszovet funkcidjaval kapcsolatos ismeretek sokat gyarapodtak az elmult
husz évben. Ma mar tudjuk, hogy a zsirsejtek endokrin funkciokat latnak el az
adipokinek termelésén keresztiil, emellett részt vesznek gyulladasos és infektiv
folyamatokban, valamint a karcinogenezisben [67, 68]. Obezitas esetén az adipokinek
szintje emelkedett, melyek kiilonb6zé szignal transzdukcids utvonalakat képesek

aktivalni — mint példaul PI3K/Akt, MAPK, JAK/STAT —, melyek kedveznek a
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daganatos sejtek novekedésének, proliferaciojanak ¢€s progresszidjanak [116].
Borgyogyaszati szempontbol a melanoma malignum ¢és az obezitds kozti
Osszefliggésekrol jelentek meg iranyadd publikaciok. Brandon és munkatarsai 2009-ben
megjelent kozleményiikben hivtak fel a figyelmet a leptin szerepére a melanoma
novekedésében. Kisérletiikben leptin deficiens egereket vizsgaltak normal és kaloria
restrikcios diétan tartva. Az allatok bore ala B16F10 melanoma sejteket injektaltak,
majd kovették a tumor novekedését 17 napon keresztiil. Eredményeik azt mutattak,
hogy az elhizas kedvez a tumor ndvekedésének, mig a kaloria restrikcion tartott egerek
tumorai kisebb méretiiek voltak [117]. Hasonl6 publikacidban Malvi és munkatarsai is a
testsuly kontroll jelentdségét hangsulyozzak, mely szerintik a melanoma
megeldzésében kulcsfontossagu. Elhizas kovetkeztében a megvaltozott mikrokdrnyezet,
mint példaul a gyulladasos citokinek vagy a szérum lipidek emelkedett szintje, kedvezo
feltételeket biztosit a tumoros sejtek proliferaciojanak. A testsuly szabalyozéasa
visszadllitja az adipokinek megfeleld szintjét, ezaltal csokken a tumorok mérete, €s
novekedésiik is lassul [118]. Erdekes, hogy a human vizsgalatok nem tamasztottak ala
ezeket az oOsszefliggéseket. 2012-ben Pothiawala és munkatarsai altal publikalt
tanulmanyban a BMI index valamint a melanoma, spinocellularis karcinoma és a
basalioma cl6fordulasi gyakorisagat vizsgaltak. Eredményeik azt mutattdk, hogy a
tumorok és az obezitas kozott inverz Gsszefiiggés van, tehat az elhizott egyének kozott
ritkdbban fordulnak elé bortumorok. Ezt egyszerli, magatartasbeli kiillonbségekkel
magyaraztak. Az elhizasért felel6s egyik elsédleges faktor a fizikai inaktivitas, mig a
tumorok kialakuldsdnak hatterében a kronikus UV sugérzas all. A mozgéasszegény
¢letmodot folytatd emberek kevesebb id6ét tartozkodnak a szabadban, igy kevésbé
vannak kitéve a napfény kéaros hatasainak. Ugyanakkor azt is leszogezik, hogy a tlsuly
okozta kronikus gyulladas stlyosbithatja az UVB okozta gyulladasos reakciokat is, ami
kedvez6 koriilményeket biztosit a karcinogenezisnek [119]. Qi és munkatarsai 2014-ben
megjelent metaanalizisiikben szintén nem talaltak kapcsolatot az elhizas és a melanoma
gyakorisdga kozott. Szerintik az elhizds és a 2. tipusi diabétesz a melanoma
kialakuldasaban, mint fliggetlen kockézati faktor szerepelhet, kdzvetlen hatdsa a tumor
képzddésére nincs [120]. Az irodalomban szerepl ellentmondasos eredmények is
bizonyitjak az elhizas és a melanoma kapcsolatanak komplexitasat, tovabbi vizsgalatok

sziikségesek az esetleges kozos patofizioldgiai itvonalak feltérképezésére.
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5.4 Ultrarovid impulzusu titan-zafir szilardtest lézer és ytterbium optikai szallézer
fényforras biztonsagtechnikai vizsgalata

Eredményeink azt mutattak, hogy 750 nm hulldmhosszra hangolt és 60 mW
teljesitményre allitott Ti:S 1ézerrel irradidlt mintan csak csekély CPD-pozitivitas
tapasztalhato [121]. 800 nm ¢és 1030 nm alkalmazasa esetén a mintak CPD-negativak
voltak, hasonléan az Yb szallézerrel besugarazott mintdkhoz. Ezek alapjan
megallapithattuk, hogy a nemlinearis mikroszkopiaban alkalmazott impulzus tlizemii
femtoszekundumos 1ézer fényforrasok nem okoznak maradando karosodast a borben, in
vivo alkalmazasuk biztonsagos. 2013-ban Giju és mtsai egy moédositott ,,cancer risk
model” segitségével becsiilték meg a nemlinedris mikroszkopokban hasznalt Ti:S
szilardtest 1ézer DNS kérositd hatasat horcsog ovarium (CHO) sejttenyészeten 711, 750
¢s 780 nm hullamhosszon [122]. A kockazati modell alapjan kiértékelt eredmények azt
mutattak, hogy ha valaki példaul 30 éves koraban esik at egy évben egy alkalommal in
vivo nemlinearis mikroszkopiai vizsgalaton, akkor minddssze 0,00061%-kal né a
laphamrak kialakuldsanak esélye. Ha a legextrémebb példat vesszik — ami 40
vizsgalatot jelent évente — 80 éves egyénen a legkritikusabb, 711 nm hullamhosszon és
500 J/m? dozissal, a laphamrak kialakuldsdnak esélye még ekkor is csak 0,035%-kal nd.
A publikacié konklizioja a mi eredményeinkhez hasonloan azt allitja, hogy az in vivo
nemlinearis mikroszkopiai médszerek DNS karositd hatasa elhanyagolhaté a napfény
okozta DNS 1éziok mennyiségéhez képest. A tanulmanyban hasznalt kockézati
modellnek azonban korlatai is vannak: csak a lahamrak becslésére alkalmas, annak
ellenére, hogy az UV sugarzdsnak bizonyitott szerepe van a bazélsejtes karcindma és a
melanoma malignum kialakulasaban is [123, 124]. Ezen karcindmak hatterében
azonban genetikai és tovabbi kornyezeti faktorok is allhatnak, ezéltal kialakuldsuk
komplexebb. A kockazati modell foleg a Kaukazusi rasszt érinti, tehat a Fitzpatrick I-111
bortipust, akik érzékenyebbek az UV okozta bértumorokra. A IV-VI bdrtipusba tartozo
egyének a nagyobb mennyiségili melanin miatt védettebbek a napsugarzassal szemben, a
melanin erds abszorbedld tulajdonsdga miatt nagyobb teljesitményt kellene alkalmazni
egy in vivo vizsgalathoz, ami a kockazati modell eredményét modositana. A szerzok
csak a CPD-k kialakulasat vizsgaltak, az UVA okozta bazismodosulasokat (8oxoGua),

DNS egyszalu illetve kétszalu toréseket figyelmen kiviil hagytak. A kockazati modell
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csak a borben okozott karosoddsok megitélésére alkalmas, holott a nemlinedris
mikroszkdpianak a jovOben potencialis szerepe lehet a belsé szervek képalkotasaban is.
Mivel a belso szervek UV-vel torténd sugarazasa nem gyakori mddszer, ezért a belsd
szervek UV-okozta tumor képzddésérdl epidemioldgiai adatok nincsenek. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a belsé szervek sejtjei sokkal érzékenyebbek, illetve a repair
mechanizmusuk kevésbé hatékony az UVR okozta DNS kérosodasok kijavitasara.
Ugyanakkor ez utobbiak repair folyamataik hatékonysaganak vizsgalata érdekes lehetne
UV és fs lézerek besugarazasat kovetden megvizsgalni.

A termikus kéarosodasok értékelése soran megallapithattuk, hogy a vizsgalt
mintakon kiilonb6z6 mélységekben csak extrém nagy teljesitmények alkalmazédsakor
tapasztalhatunk kavitaciot. Ti:S 1ézer fényforrast hasznalva, 740 nm hulldmhossz
esetében az epidermisz-dermisz hatardn 130 mW, a dermiszben 94 mW mintdra eso
teljesitmény mellett tapasztaltunk termikus karosodast. Hasonlo értéket kaptunk 760 nm
és 780 nm hullamhossz esetében is: EDJ — 134 mW, dermis — 111 mW, EDJ — 140 mW,
dermisz — 131 mW. Az infravorés tartomanyban miik6dé Yb szallézer alacsony
atlagteljesitménye miatt (6 mW) nem okozott kavitaciot a vizsgalt mintakban. A bér in
Vivo vizsgalatahoz Ti:S 1ézer esetében jellemzéen 25-50 mW teljesitményt hasznalnak,
az Yb szallézer pedig a hosszabb hullamhossznak koszonhetéen mar 5-8 mW
teljesitményen képes a megfeleld felvételek elkészitésére, kavitacidé okozasa nélkiil.

Osszefoglalva a nemlinedris mikroszkopokban hasznalatos impulzus iizemi,
hangolhat6, femtoszekundumos lézer fényforrasok a megfeleld beallitasok mellett sem
fotokémiai sem termikus karosodast nem okoznak a bérben, ezért az in vivo képalkotas

biztonsadgosan végrehajthato.
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6. Kovetkeztetések

A transzkutdn immunizacié egy biztonsidgos, nem invaziv antigén bejuttatast
tesz lehetévé az epidermiszen keresztiil. A modszernek azonban gatat szabhat
azonban mar szamos stratégia keriilt kidolgozasra mely az immunizacio
hatékonysagat noveli. Munkéank sordn a veliink kollaboralé munkacsoport 4ltal
hasznalt Alexa546 festékjelolt DermaVir nanopartikulumok penetracidjat és
immunsejtek altali felvételét vizsgaltuk Langerin-EGFP-DTR knock in egerek
bérében DermaPrep kezelést kovetéen in vivo CARS moédszerrel, majd a
FiberScope késziilékkel. Egy korabbi kozleményben ezt a jelenséget sikeresen
detektalni tudtak in vivo nemlinearis mikroszképiaval. A CARS modszer
segitségével ugy gondoltuk, hogy a festékjelolés-mentes DermaVir oldat PEIm
komponense nagy hatasfokkal gerjeszthetd, igy a nanomedicina dnmagéaban
azonosithatova valik. A mérések sordn azonban a bdérben jelen 1évo
intracellularis lipidek ¢s egy egyéb lipid-tartalmi komponensek CARS jele egy
erOs hatteret eredményezett, igy a nanopartikulumokbol szarmazo6 fluoreszcens
jel nem volt egyértelmiien elkiilonithetd a tobbi alkotoelemtdl. A nanomedicinak
in vivo festék jelolés-mentes azonositasa a bérben a jelentds elérelépést hozna a
human vizsgalatokban, hiszen a gyakran toxikus tulajdonsagokkal rendelkezo
fluoreszcens festékek alkalmazasa human célokra nem engedélyezett. llyen
esetekben érdemes olyan molekulaszerkezetli nanomedicinat valasztani melynek
Raman spektruma tavolabb esik bor Raman spektrumatél, igy azok egyszeriien
detektalhatok. A szallézer fényforrassal miikodé FiberScope késziilékkel
azonban sikeresen azonositani tudtuk a festékjelolt DermaVir részecskéket amint
1 ora elteltével kirajzoljak a bérben 1évé Langerhans sejteket. Ezzel a kisérlettel
a késziilék hasznalhatosagat szerettiik volna demonstralni és megéllapithattuk,

hogy a jovOben hatékonyan alkalmazhaté allatkisérletekben a kiilonb6zo

crer
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Az elhizés és a 2-es tipust cukorbetegség gyakorisdga vildgszerte novekszik,
szamos kronikus betegség mellett dermatologiai korképek kialakulasaért is
felel6ssé tehetd. Ezek mellett a dermatologiai korképek eléfordulasa is jelentds.
Az elhizds soran a megnagyobbodott zsirsejtek a dermadlis kollagén
degradacidjat okozzak, melyet kordbban invaziv, molekularis biologiai és
biokémiai modszerekkel mar bizonyitottak. Munkénk soran leptin deficiens és
vad tipusu egerek borének kotészoveti valtozasait kovettitk nyomon in vivo SHG
modszerrel, négy mérési idopontban, valamint a kisérlet végén a zsirsejtek
méretbeli valtozasait vizualizaltuk ex vivo CARS technikaval. Az allatok
tomegének novekedésével parhuzamosan csokkent a dermalis kollagén
mennyisége, ezaltal alacsonyabb SHG intenzitdsokat mértiink. Az adipocitak
méretei kozott pedig szemmel lathato kiilonbségeket tapasztaltunk a kiillonboz6
egércsoportokban. Ezt a nagy érzékenységii, a zsirsejtek festékjelolés nélkiili
képalkotasat lehetové tevd CARS mérdrendszerrel készitett nagy felbontast
felvételek alapjan tudtuk megallapitani. A CARS mikroszkopias

mérések megerdsitették, hogy az clhizott allatok adipocita sejtjei jelentésen
nagyobb kiterjedéstiek voltak a kontrollhoz képest, és a dermisz felé nyomulva
melynek kovetkeztében a dermisz elvékonyodott. Ezt a jelenséget a szdvettani
kiértékelés is megerdsitette. Munkank soran sikeriilt igazolnunk, hogy a
nemlinearis képalkotd moddszerek, mint példaul az SHG vagy a CARS
megfeleldoen alkalmazhatdk a metabolikus szindroma altal okozott elvaltozasok
azonositasara, ez a jovOben lehet6séget teremt egy olyan, non-invaziv
diagnosztikai célra alkalmas képalkotd eszkd6z megalkotdsdra, ami a praktizalo
orvosnak segitségére lehet a diabétesszel jar6 dermatoldgiai korképek korai

felismerésében.

A human elhizés és egészségtelen taplalkozas hitelesebb modellezése céljabol az
nem genetikailag modositott egereket hasznaltunk, hanem vad tipusa C57BL/6

egereket tartottunk magas zsir- és/vagy cukortartalmi diétan. Az el6z6

crer

dermisz elvékonyodasat okozta, kiilondsen a magas zsirtartalmu takarmanyon
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tartott csoportban. A magas fruktoztartalmu ivovizet fogyasztd csoport
egyedinél nem tapasztaltunk szignifikans stlygyarapodast a kontroll csoporthoz
képest, de a kollagén degradacidja szemmel lathatd volt, amit a szdvettani
eredmények is alatamasztottak. Annal a csoportnal, ahol az egerek mindkét
»egészségtelen diétanak™ ki voltak téve (HFHF) a legmarkansabb valtozasokat
vartuk. Ugy gondoltuk, hogy az elhizas és a szoveti glikacié egyiittes hatésa
karositja legjobban a kdtdszoveti struktarat, ennek ellenére sem a testtomegben,
azonban kiemelnénk, hogy a kontroll csoporthoz képest itt is szignifikdnsan nott
a testtomeg, az adipocitak mérete, €s ezzel parhuzamosan csdkkent a kollagén
mennyisége, de a dermisz vastagsaga nem csokkent jelentdsen. Kisérletliinkben
ismét bebizonyitottuk, hogy a nemlinearis mikroszkopiai modszerek alkalmasak
a kotészoveti valtozasok nyomon kovetésére in vivo és ex Vivo egyarant.
Eredményeink tovabba felhivjak a figyelmet a megfeleld taplalkozas és testsuly

kontroll fontossagara is.

Munkank sordn arra is figyelmet forditottunk, hogy a nemlinearis
mikroszkopokban  hasznalt  impulzus  lizemi  lézer  fényforrasok
biztonsagtechnikai kockazatait felmérjiik. Vizsgalataink soran kiilonb6zo 1ézer
beallitasok mellett egér hatbért exponaltunk in vivo. Eredményeink kiértékelése
soran csak magas teljesitmények mellett (60 mW) tapasztaltunk csekély CPD-
pozitivitast a vizsgalt mintakon, melyek mennyisége és intenzitasa az UVB-vel
besugarazott pozitiv kontrollhoz képest elhanyagolhatdé volt. Termikus
karosodast szintén csak nagyon magas teljesitmények mellett tudtunk produkalni
(100-110 mW). A human bér in vivo vizsgalatahoz tipikusan 25-50 mW
teljesitmény sziikséges, Yb széllézer esetében ennél alacsonyabb teljesitmény is
elegendd a hosszabb 1030 nm-es hullimhossz miatt. Ebben a részfeladatban
bebizonyitottuk, hogy a nemlinedris mikroszkopok Iézer fényforrasai
biztonsagos képalkotast tesznek lehet6vé in vivo mérési koriilmények kozott,

melyeket mar korabbi publikaciokban is megerdsitettek.
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7. Osszefoglalas

Az utobbi évek jelentds attdrést hoztak a nemlinearis 3D-S mikroszkdpia
bérgyogyaszatban torténd kutatasi és klinikai alkalmazasa teriiletén. A nemlinearis
optikai folyamatok kozott szamos olyan modszer keriilt kidolgozasra, mely alkalmas a
bér in vivo vizsgalatara, ilyen példaul a kétfoton abszorpcios fluoreszcencia (TPEF), a
masodharmonikus keltés (SHG), vagy a koherens anti-Stokes Raman szoras (CARS). A
borben talalhatd természetes kromoforok kozel-infravords hullamhossz tartomanyban
(700-1300 nm) torténd gerjesztése biztonsagos, jelolés nélkiili képalkotast tesz lehetové
nagy térbeli és idObeli felbontas mellett.

Munkank soran in vivo allatkisérleteket terveztiink, melyek soran olyan
jelenségeket vizsgaltunk, melyek a klinikumban is gyakran el6fordulnak, és sok
pacienst érintenek. Ilyen példaul a nanopartikulumok penetracijonak vizsgalata, vagy a
kotészoveti rostok elhizas okozta strukturalis valtozasainak, illetve a szubkutan
zsirsejtek megnagyobbodasanak nyomon kovetése kiilonbozé nemlinearis optikai
képalkotd modszerek segitségével. A tovabbiakban a nemlinearis mikroszkopokban
hasznalt impulzus tizemti femtoszekundumos Iézer fényforrasok biztonsagtechnikai
kockazatait is felmértik. Az endogén kromoférok kétfoton excitacidoja az UVB
sugarzashoz hasonléan a DNS-ben ciklobutan pirimidin dimerek kialakulasdhoz
vezethet. Eredményeink azonban azt mutattak, — az irodalomban megjelent eredmények
tobbségével 0Osszhangban — hogy a kiilonb6zo 1ézer fényforrasok biztonsagos
képalkotast tesznek lehetové.

Vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a nemlinearis mikroszkopia a kdzeljovoben
egy Uj képalkotd eszkozzé valhat a borgyogyaszatban. Ugy gondoljuk a technika
segitségével egyes betegségek egyértelmilen azonosithatok, igy a patologiai
vizsgalatokat megfeleléen kiegészitheti, esetleg helyettesitheti is, valamint objektiv
modszerré valhat a kiilonb6z6 terapidk hatasossaganak kdvetésében is.

Munkacsoportunk tovabbi célja, tobb hazai kutatocsoporttal egyiittmiikodve,
egy kisméretli, kevésbé koltséges, lézerpasztdzd mikroszkoép megtervezése, mely a
borgyogyaszok mindennapi munkéjat segitheti. A  disszertdcidban bemutatott
eredmények az imént ismertetett képalkotd eszkdz tervezéséhez és megépitéséhez

sziikséges alapadatokat szolgaltattak.
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Summary

In recent years a significant breakthrough was achieved in non-linear 3D

microscopic techniques used in clinical and experimental dermatology.
Numerous nonlinear optical methods have been developed lately that are suitable for in
vivo imaging of the skin, such as two-photon excitation fluorescence (TPEF), second
harmonic generation (SHG) and coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS). Each
layer of the skin contains several endogenous chromophores that can be excited in the
spectral range of 700-1300 nm, which allows a safe and label-free imaging with high
spatial and temporal resolution.

During our experiments we examined the possible application of nonlinear
optical techniques in dermatology. In our first part we planned in vivo animal studies to
investigate skin structure alterations that often occur in daily clinical practice and may
affect many patients. Most relevant of these are the penetration of nanomedicines, the
effect of obesity on structural changes of dermal collagen and imaging of adipocyte
sizes by using various nonlinear optical technics. Further we assessed the potential
health risks of the pulsed laser beam used in the nonlinear microscope. Two-photon
excitation of endogenous chromophores, similarly to UVB radiation, may lead to
cyclobutane pirimidin dimer formation in the DNA. However, our results showed that
various laser light sources allowed a safe imaging without any damaging effects.

These experiments showed that nonlinear microscopy is a useful tool with great
potential in dermatology. We believe that by using these methods structural changes
behind skin diseases will be easy to identify thus it can complement or even replace the
histological examinations. In addition, we believe that nonlinear imaging techniques are
suitable for monitoring and assessing the efficacy of different therapies objectively.

Our further aim is to collaborate with other research groups to design a compact,
cost effective laser scanning microscope that can be used in the dermatologist’s office.
The results presented in this thesis provide basic technical information, which are

necessary in further construction and designing of the handhold device.
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10. Koszonetnyilvanitas

Elsoként kdszonetemet szeretném kifejezni témavezetomnek, Wikonkal Norbert
Professzor Urnak az évek alatt nydjtott Onzetlen segitségéért, értékes szakmai
tanacsaiért, tamogatasaért, hogy optimizmusaval és humoraval mindig batoritott a nehéz
id6szakokban.

Halaval tartozom konzulensemnek Dr. Szipdcs Robertnek (MTA Wigner FK),
hogy megismertetett az olykor bonyolultnak tiind képalkotod eszk6zok hasznélataval és
bevezetett az optikai tudomanyok alapjaiba, valamint a publikaciok és a disszertacio
javitasaban nyUjtott dldozatos munkéjaért.

Szeretnék koszonetet mondani Karpati Sarolta Professzor Asszonynak, hogy az
intézetben lehetdséget biztositott a kutatasi munkam kivitelezéséhez.

Szintén halaval tartozom Dr. Kolonics Attilanak (MTA Wigner FK), hogy az
elsé években segitségemre volt a projekthez tartozo alapvetd technikék elsajatitasaban,
amik nélkiil nem jutottam volna el idaig.

Koszonetet szeretnék mondani munkatarsaimnak Dr. Loérincz Kendének, Dr.
Gyodngyosi Noranak és Dr. Banvolgyi Andrasnak a jo6 hangulati k6zos munkakért, amik
még jobban 6sszekovacsoltak minket. Kiilon szeretném kiemelni kozvetlen kollégamat
Dr. Lorincz Kendét, k6szonom az évek soran nyujtott rengeteg segitséget, a hasznos
beszélgetéseket, szakmai és barati tanacsokat.

Szeretném megkoszonni Dr. Harsing Judit fdorvos asszonynak, Seres
Istvannénak ¢és Pujcseva Ivettnek a hisztologiai feldolgozassal kapcsolatos aldozatos
munkdjukat. Koszondm Dr. Kuroli Enikdnek a szdvettani mintdk kiértékelésben és
digitalizalasban nyujtott segitséget.

Ez ftton is szeretnék koOszonetet mondani az MTA Wigner Fizikai
Kutatointézetnek az anyagi tamogatdsért és munkatarsainak, Csdkany Attilanak és
Krolopp Addmnak az in vivo kisérletek kivitelezéséhez sziikséges miiszaki és technikai
segitségert.

Kiilon koszonetemet szeretném kifejezni volt csoporttarsaimnak: Kisvari
Gabornak, Dr. Tuboly Eszternek, Dr. Garab Dénesnek, Dr. Horvath Adamnak, Nagy

Viktorianak és Tax Gabornak, akikre az egyiitt toltott egyetemi €vek utan is mindig
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szamithatok ¢s tamogatnak. Haldval tartozom baratnéimnek, akikkel minden
problémamat megoszthatom és foképp lelki kikapcsolodasomrol gondoskodtak.
Végiil, de nem utolsésorban kdszondm Csalddomnak, és imadott Férjemnek a

batoritast, tamogatast, hogy mindvégig mellettem alltak.

A cikkben bemutatott eredményeket a Miniszterelnokséggel megkotott TECH-09-A2-

2009-0134 szamu szerz6dés tamogatasaval értiik el.
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