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Bevezetés

A kiilonb6zé modern képalkoté technikdk az
orvostudomany szamos teriiletén jelentds fejlodést hoztak
és beépuiltek a mindennapi klinikai gyakorlatba. Ezek a
technikak forradalmasitottdk az orvosi diagnosztikat, a
terapids hatds kovetéséhez és klinikai kutatasok
vegzeséhez egyarant nélkiilozhetetlenne valtak.

Az elmult evtizedekben a nemlinearis optika
jelent6s fejlédésen ment keresztiil, ami 0j, nem-invaziv,
igen magas szoveti felbontassal bird képalkoto technikék
kialakulasahoz vezetett. A nemlineéaris optika az optika
egy specialis terllete, ami olyan kézegben vizsgalja a fény
viselkedeset, ahol a polarizacio (P) nemlinearis fuggést
mutat a fény elektromos térerejétél (E). A nemlinearis
optikai mikroszkopiai modalitasok feloszthatok aszerint,
hogy a kivant jel eldallitasahoz hany lézernyalabra van
szlikség. Egy lézernyal&bot igényel a kétfoton-abszorpcios
fluoreszcencia (two-photon absorption fluorescence,
TPF), a masodharmonikus Kkeltés (second-harmonic
generation, SHG). Két lézernyalabra van szikség a
koherens anti-Stokes Raman szoras (Coherent anti-Stokes
Raman scattering, CARS) modalitdshoz. A kiilonb6zo
nemlinearis technikdkon alapuld mddszerek képesek
borrél  késziilt haromdimenzids optikai metszetek
eldallitasara magas térbeli és id6beli felbontas mellett. A
nemlinearis mikroszkdpia képes a bor jeldlésmentes
vizsgélatéra in vivo koriilmények kozott. A szamos 1étez6
nemlinearis optikai modszerrel a bor kiilonb6z6 szoveti
alkotdinak szelektiv megjelenitésére nyilik lehet6ség.
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Célkitiizések

I. Kisérlet

Célkitlizésiink, hogy a jovOében a nemlinedris
mikroszképia a  rendelkezésre  &ll6  képalkoto
modszereknél nagyobb diagnosztikus pontossagot add
technikakent legyen alkalmazhaté bértumorok, koztik a
bazélsejtes karcinoma (BCC) vizsgalatara. Els6
kisérletiinkben célkitiizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk,
mely olyan jol  szadmszeriisithetd — paraméterek
azonosithatok kiilonbo6z6 kvantitativ analizis
technikakkal, melyek alkalmasak lehetnek nemlinearis
optikai keépalkotds soran BCC diagnosztikajara. Ennek
érdekében TPF és SHG mikroszkopiai méréseket
vegeztink ex vivo BCC mintakon, valamint egészséges
kontroll bérén. Ezt kovetden kiilonféle képfeldolgozas €s
képanalizis modszerekkel kerestlink olyan parametereket,
melyekben jelentds eltérések lehetnek azonosithatok BCC
minték esetében az ép borhoz képest. Ezek a paraméterek
a jovoében alapot szolgaltathatnak a BCC kimetszése el6tt
a sebészi szélek tervezésehez.

1. kisérlet

A tumorszélek meghatarozasa mellett nagy
klinikai igény mutatkozik a bértumorok pontos tipusanak
nem-invaziv szoOvettani azonositasara is. Ennélfogva
masodik  kisérletiinkben  célkitlizésiink  volt, hogy
meglévd, sajat  fejlesztési CARS  rendszerlink
tovabbfejlesztésével azt alkalmassa tegyilk BCC festés
nélkili hisztopatoldgiai vizsgalatara. Tovabbi célként azt
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tliztiik ki, hogy az eldallitott képeken magas kontraszttal
kiilonitsik el a kiilonbozé szoveti alkotokat, a
konvencionalis hematoxilin és eozin (H&E) festett
szovettani képekhez hasonlé modon, azok morfoldgiai
vizsgalatat lehetévé téve. Ezt egy 1j, sajat képfeldolgozo
algoritmus  kifejlesztésével kivantuk elérni, mellyel
novelhetd lehet a technika kémiai szelektivitasa.

I11. kisérlet

A korabbiakban mér tobb kilonb6z6 o6rokletes
kotdszoveti  rendellenességrél, mint  osteogenesis
imperfecta-rol és a pseudoxanthoma elasticum-rél mas
kutatocsoportok végeztek nemlinedris optikai képalkotast.
Ugyanakkor az Ehlers-Danlos szindroma (EDS)
nemlinearis mikroszkdpiaval azonosithaté morfologiai
jellemzdinek leirdasa még az eddigiekben nem tortént meg.
Mivel EDS esetén hiany van a megfeleld objektiv
diagnosztikus modszerekbdl, igy egy uj, ebben a
rendellenességben alkalmazhatd diagnosztikus eszkdznek
nagy klinikai haszna volna. igy harmadik kisérletinkben
célkitiizésiink, hogy ex vivo nemlinearis mikroszkdpias
képalkotas soran a klasszikus (CEDS) és vaszkularis tipusu
(VEDS) EDS-ben szenved6 betegek borének rendellenes
kollagén rost szerkezetét elkulonitsik a kontroll,
egészséges bormintakétol. Ennek alapjan a jovOben
tovabbi Kkutatdsok iranya lehetne, hogy a nemlineéris
optikai  technikdk  alkalmasak-e = EDS  betegek
borstatuszanak nem-invaziv kovetésére és a borstatusz
alapjan a klinikai kimenetel megbecstilésére.



Modbdszerek

Vizsgalt bormintak
I. kisérlet

A Semmelweis Egyetem Bor-, Nemikdrtani és
Boéronkoldgiai Klinikan sebészi kimetszéssel 10 nodularis
tipusu BCC-t és egészséges bormintat gyiijtottiink. A BCC
szOvettani diagnozisanak patologus szakorvos altali
igazolasa minden minta esetén megtortént. Az 1. és II.
kisérletek elvégzéséhez sziikséges etikai engedélyink
szama SE TUKEB 114/2017.

1. kisérlet

Két egeszséges, nyolchetes kord, BALB/c egeret
elaltattunk, ezt kovetben az egerek  hatborét
szOrtelenitettiik, majd hatboriik felso részérdl két, 2x2 cm
atméréjli  bormintat  nyertiink  szikével  torténd
kimetszéssel. Emellett két infiltrativ tipusi BCC és
egészséges boérminta sebészi Kimetszését vegeztik
Klinikankon.

I1. kiserlet

Harom EDS-ben szenvedd ndbetegbdl (atlagos eletkoruk:
45 + 7 év), valamint két egészséges Onkéntes n6tdl (akik
kontrollként szolgalnak) borbiopsziat vettiink
Klinikankon. A szdvettani vizsgalatokhoz H&E, Van
Gieson- (VG), és Weigert féle elastica (WE) festéseket
készitettiink szdvettani laboratoriumunkban. Az etikai
engedélylink szama SE TUKEB 266/2015.
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Ex vivo nemlinearis mikroszkdpia elrendezés
. és I11. kiserlet

A nemlineéris mikroszkdpias méréseket az MTA
Wigner FK Nemlinearis mikroszkopia laboratériuméaban
vegeztiuk. Az TPF és SHG méresekhez alkalmazott optikai
elrendezésben egy széles hullamhossz tartomanyban
hangolhato, femtoszekundumos impulzusiizemii Ti-zafir
lézert (FemtoRose 100TUN NoTouch, R&D Ultrafast
Lasers Ltd, Budapest, Magyarorszag) ~ 796 nm centralis
gerjesztési  hulldmhosszal hasznéltunk. 460/50 nm
savszélességli emisszids szlir6t alkalmaztunk a TPF jel,
mig 405/20 nm savszélességli sziirét az SHG jel
elkilonitésére.

. kisérlet

A CARS mérésekhez az 1. és I11. kisérlettel megegyezo Ti-
zafir 1ézert, mint pumpalézert (wp). A CARS jel
eldallitasdhoz egy tovabbi impulzusiizeml lézert, egy
1030 nm-en mikodo Yb szalerdsitét, mint ,,Stokes 1ézer”-
t (os, CARS Stokes Unit, R&D Ultrafast Lasers Ltd),
valamint egy - az egyes lézerek teljesitményét,
polarizaciojat, impulzushosszat, idébeli késleltetését és
térbeli atfedeset szabalyoz6 — FemtoCARS Laser Unit-ot
(R&D Ultrafast Lasers Ltd) alkalmaztunk. Amennyiben a
két 1ézer impulzusai id6ben és térben atfednek, es a két
lézer frekvencidjanak kilonbsége megegyezik a
gerjesztendd molekula megfeleld rezgési allapotanak
rezonancia frekvenciajaval (Q = op—ws), akkor a
mikroszkop objektiv fokuszfoltjaban létrejohet az adott
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mokelularis kotéstél szarmazod anti-Stokes jel, melynek
frekvencigja: was = 2op—ws.

A 1l. Kkisérlet soran festés nélkili hisztopatoldgia
vizsgalatokhoz optimalizaltuk a CARS képalkoto
rendszeriinket. A gerjesztési  spektrumok részleges
atfedésébol, valamint a mi lézereink 5-6 nm tipikus
spektralis savszélességébdl adoddan kisérletiink soran 790
nm (,,proteinek™) és 800 nm (,lipidek™) hullamhossz
értékeket allitottunk be a dualis vibracids rezonancia
frekvencia (DVRF) CARS mérésekhez. A proteinek és a
fehérjét részlegesen atfedd gerjesztési spektruman felil
egy tovabbi faktor, a nemrezonans hattér tovabb csokkenti
a mérések kémiai szelektivitasat. A 790 nm és 800 nm
hullamhosszakon felvett DVRF CARS képeink ImageJ
szoftverrel torténd feldolgozasa soran a kémiai
szelektivitds nagymértékben ndvelheté volt, ha a két
hullamhossz  képeit  kivontuk egymasbol.  Ennek
eredményeképpen két képet allitottunk eld: egy ,,lipid” és
egy ,protein” képet. A két kép eldallitasa sordn a
képkivonasok elvégzését megeldzden beallitottunk egy, az
adott képhez optimalis, legtobbszér 0,9-1,1 kozotti
tartomany esO szorzofaktort annak érdekében, hogy
minimalizdljuk a nem specifikus CARS (és
autofluoreszcencia) hatteret.

Keépfeldolgozas és képanalizis modszerek
I. kisérlet

A NADH és az elasztin altal keltett TPF jel,
valamint a kollagén SHG jel intenzitdsanak méréséhez a



felvett latoterek intenzitds értékeit integralt optikai
denzitassa (I0D) konvertéltuk ImagelJ szoftverrel.

Az SHG és TPF Kképeken gyors Fourier
transzformaciot (fast Fourier transformation, FFT)
algoritmust alkalmaztunk, a kimeneti képeket un. power
plot alakba konvertaltuk. A power plot-okra ellipszist
illesztettink, melynek  excentricitasat ~ kiszamolva
megkaptuk a kollagén orientacios indexet (collagen
orientation index, COI). A 0-hoz kozeli COI érték az
egészséges bor kollagén szerkezetét jellemzi, mig 1-hez
kozelitd COI értékkel parallel médon rendezett kollagén
rostokra uta. A kollagén rost tomottség (collagen bundle
packing, CBP) a kollagén rostok periodicitasat, az egyes
rostok tavolsagat jelzi. A CPD-t a CPB = 512*(1/h) képlet
alapjan szamithatjuk ki, ahol a h a FFT kép
hisztogrammjan a két elsérendli cstcs stlypontjai kdzott
mérhetd tavolsag. Az FFT képfeldolgozast és képanalizist
ImageJ szoftver alkalmazasaval végeztik.

A Curvelet transzformacio és rostkivonas (curvelet
transform and fiber extraction, CT-FIRE), valamint a
CurveAlign algoritmusok (Laboratory for Optical and
Computational  Instrumentation,  Wisconsin-Madison
Egyetem, Madison, Wisconsin, Amerikai Egyesult
Allamok) Curvelet-alapii un. framework-6k (szoftver
keretrendszerek), amelyeket arra terveztek, hogy a
kollagén szerkezetrdl lehessen veliik informaciot gytjteni.

A CT-FIRE (v1.3) és a CurveAlign (v4.0)
algoritmusokat testreszabtuk és optimalizaltuk a vizsgalt
paramétereiket a BCC ¢és az ép bérmintak vizsgalatara és
lefuttattuk a nyers SHG képeken. Az utdbbi valtozokat
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hataroztuk meg: a kollagén rostok hossza, bezart sz6ge,
szélessége, egyenessége (CT-FIRE); a rostok orientacioja
és egydttallasa (CurveAlign).

A statisztikai analizist GraphPad Prism v6.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornia, Amerikai
Egyesult Allamok) szoftverrel végeztiik. A BCC és az
egészséges mintak adatait  Student-fele t-teszttel
hasonlitottak Gssze, miutan a normal eloszlast F-teszttel
igazoltuk. Az  eredményeket akkor tekintettlik
szignifikansnak, ha a p érték < 0,05 volt.

. kisérlet
Az eldallitott képeket morfologiai szempontok
szerint ertekeltlk.

1. kisérlet

A kollagén és az elasztin mennyiséget az SHG,
illetve a TPF jelek alapjan torténd IOD szamitédssal
szamszerusitettiik, melyhez Imagel szoftvert hasznaltunk.

Eredmények

I. Kisérlet

Az els6 kisérletben a BCC képeken mért SHG ¢és a TPF
jelek 10D értekei egyarant szignifikansan alacsonyabbak
voltak, mint a vizsgalt egészséges bormintakéi. Itt
megfigyelhetd volt, hogy ahol a tumorsejtek vannak jelen
a dermiszben, ott nem keletkezik SHG jel, csak a
tumorsejteket kortilvevo kotészovetben és a kornyezd ép
dermiszben. A tumorsejtek altal adott NADH jel is
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Iényegesen alacsonyabb intenzitdsi volt, mint az ép
dermiszben az elasztin rostok TPF jele.

Az FFT transzformalt SHG képek vizsgalatakor a BCC
mintdkban szignifikdnsan magasabb COIl értékeket
talaltunk, mint a kontroll mintakban. Ez arra utal, hogy a
BCC mintékban a kollagén rostok kevésbé véletlenszeri
elrendezddésliek, mint az egészséges borben. Ugyanakkor
a CPB értekekben nem talaltunk szignifikans kilénbséget,
tehat a kollagén rostok tomottségben nem, csak az
elrendezodésben mutat a BCC eltérést.

A CT-FIRE algoritmussal végzett kiilonalld kollagén rost
analizis soran hosszabb kollagén rostokat és az egyes
kollagén rostok &ltal bezért kisebb szdgeket talaltunk a
BCC mintdkban a kontroll bérh6éz képest. A kollagén
rostok szélességeben és egyenességeben a CT-FIRE nem
azonositott jelentds kiilonbségeket a BCC és a normal bor
kozott.

A CurveAlign szoftver szignifikansan magasabb kollagén
rost egyuttallasi coefficienst detektalt a BCC mintakban az
egészséges borhoz képest. A kollagén rost orientacid
értékeknek a BCC mintakban igen nagy volt a standard
deviacidja. Ebben a paraméterben nem volt szignifikans
kiilonbség ¢észlelhet6 a BCC mintdk és a normal bor
kozott.

Il. kisérlet

Nagyszamu ex-vivo DVRF CARS felvételt készitettlik

mind az ép egérborrdl és mind a human egészséges bor és

BCC mintakrél. Az ezekrdl készitett ,lipid”, ,,protein”,
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valamint  kétféle képfeldolgozdsi mechanizmussal
készitett pszeudo H&E , festett” képeket készitettlink. A
képeken megfigyelhetd volt a jelent6s kiilonbség a CHz és
a CH: hulldmhossz beallitdsokkal felvett képek kozott. A
képfeldolgozé algoritmusunkkal feldolgozott képeken
keratinocitak magjai jol kiveheték voltak.

Az egeszséges human boérmintdkon az irha nagyrészt
kollagénben gazdag kotdszovete abrdzolodott a DVRF
CARS képalkotaskor. A BCC mintdkon szabalytalan
alakt és méretli tumorsejt fészkek voltak megfigyelhetok
melyeket a tumor stromajanak kollagén rostjai vettek
koril. Ez a morfolégia az infiltrativ tipusd BCC-re
jellegzetes, melyet a szOvettani leletezés is igazolt.

1. kisérlet

Az EDS betegek boérmintain irregularis szerkezetil,
helyenként toredezett, laza kollagén rost halézat volt
megfigyelheté. Kulondsen a VEDS betegekben rendkivill
laza szerkezetli, kiilonb6zé méretii és alaku kollagén
rostok voltak lathatok, melyek rendezetlen szerkezetet
mutattak. A cEDS-ben érintett beteg dermiszében az ép
borre emlékeztetd, vastagabb kollagén rostok is jelen
voltak. Ezeket a rostokat azonban vékony, toredezett
kollagén rostok vettek koril, melyek a VEDS betegek
borének kollagén rostjaihoz hasonlitanak. Az 10D
értékek, melyek az ép kollagén mennyiségével korrelalnak
jelentdsen nagyobbak voltak az egészséges borben, mint
az EDS betegek boérmintdiban. A két vEDS beteg
mintdinak 10D-je hasonlo értékeket mutattak és még
10



valamelyest alacsonyabbak voltak, mint a CcEDS
bérmintaé. Az elasztin tartalom hasonld volt a kontroll
bérben és a VEDS beteg bérében. Ugyanakkor statisztikai
analizis ebben a kisérletben nem volt végezhetd, mivel a
vizsgalt betegek szdma tul alacsony volt.

Kovetkeztetések

I. Kisérlet

Kisérletinkben a BCC mintakban mind a TPF,
mind az SHG jel szignifikdnsan alacsonyabb 10D értékeit
detektaltuk a kontroll mintdkhoz képest. Ugyanakkor az
IOD mérést a BCC vizsgalatdban  kevéshé
standardizalhato parameternek tartjuk, mivel ertéke tobb
kiils6 faktortol fiigg. Ezek kozott a gerjesztési intenzitas
nagysaga, a képalkotds mélysége és az epidermisz
vastagsaga is szerepelnek. Az SHG modszerrel azonositott
kollagén morfologia értékelése azonban fiiggetlen ezektdl
a faktoroktol.

FFT analizissel a kollagén szerkezet SHG képein
szignifikansan magasabb COI értékeket talaltunk a BCC
mintdkban az egészséges borhoz képest, mig a CPB
értékben nem volt eltérés. Ebbol arra kovetkeztethetiink,
hogy BCC-ben a kollagén szerkezet magasabb foku
rendezettséget mutat az €p borhoz képest. Azonban abban,
hogy az egyes Kkollagen szalak milyen szorosan
rendez0dnek egymas mell¢, nem talaltunk kiilonbséget.

A CT-FIRE és CurveAlign algoritmusokkal
elemezve a kollagén rostok SHG képeit, BCC-ben az ép
boérhoz képest szignifikdnsan hosszabb kollagén rostokat

11



talaltunk, melyeknek bezart szoge kisebb volt. Emellett
szignifikansan nagyobbnak talaltuk BCC-ben a kollagén
rost egyuttallasi koefficienst. A kollagén rostok
vastagsagaban és  egyenességében  viszont nem
detektaltunk jelentds kiilonbséget. A kollagén rost
orientaci6 értékekben sem volt jelentds eltérés, mely
paraméterben a BCC mintadkban magas standard deviacio
mutatkozott. Az COIl mérése révén a kollagen rostok
orientaciojanak értékelésére a FFT analizis erzékenyebb
modszer lehet a CurveAlign szoftvernél.

Kisérleteink megerdsitik azokat a korabbi
tanulményokat, amelyek leirjak a kollagén rost mintazat
jelent6s atalakulasat BCC-ben. Eredményeink alapjan a
jovében in vivo SHG képalkotas sordn a BCC és
hatdrainak azonositasa valhat lehetévé. A kollagén
szerkezet valtozasanak kiilonb6z6 kvantitativ paraméterei
alapjan a BCC miitéti eltavolitasa el6tt és kdzben a sebészi
szélek tervezésében a jovOben gépi tanulds alapu
automatizalt algoritmusok is alkalmazhatdk lehetnek.

Il. Kisérlet

Kisérleteink sordn ex vivo DVRF CARS
képalkotast valositottunk meg sajat fejlesztési CARS
rendszertinkon. Ez a rendszer jelenlegi formajaban ex vivo
vizsgalatokra alkalmas, azonban tovabbi fejlesztéseket
kovetéen a DVRF CARS technika megvalosithato lehet
kézi, nemlineéris mikroszképokban is.

Kisérleteink alapjan igazoltuk, hogy a DVRF
CARS képalkotd mddszer alkalmas lehet egérbdr mellett
human bér és BCC nagy szdveti felbontasu, festés nélkiili
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pszeudo H&E . festett” képalkotds sordn torténd
hisztopatoldgiai vizsgélatara.

A DVRF CARS modszer soran alkalmazott
képfeldolgozasi algoritmusunkkal ndvelni tudtuk a
képalkotds soran a technika kémiai szelektivitasat,
valamint csokkenteni a vizmolekulakbol szarmazo
nemrezonans hatteret.

I11. kisérlet

Legjobb tudomasunk szerint Kisérletiinkben a
vilagon elséként alkalmaztunk nemlinearis mikroszkopiai
modszereket EDS-ben szenvedé Dbetegek bdrének
modszerrel az EDS betegekben az egészséges borrel
0sszevetve irregularis szerkezetli, toredezett, laza kollagén
rost halozatot talaltunk. Ezek az elvaltozasok a VEDS
betegekben kifejezettebbek voltak, mint cEDS-ben. Ennek
megfeleléen az SHG jel 10D értékei is alacsonyabbak
voltak EDS-ben az ép bérhoz képest, kivaltképp a VEDS
betegek bérében. TPF modszerrel az elasztin szerkezetben
a hipotézisiinknek megfeleléen nem taldltunk eltérést az
EDS betegek ¢és a kontroll bor kozott, ahogy az 10D
értéekeik is  hasonlok  voltak.  Eredményeinket
hagyomanyos szovettani festésekkel, koztik H&E, VG és
VE festésekkel is 6sszevetettlk és igazoltuk. Ezek alapjan
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a nemlinearis
mikroszkdpiai technikdk alkalmasak az EDS-ben jelen
1év0 kotdszoveti eltérések érzékeny detektalasara.

A VEDS hatterében azonositottunk egy korabban
nem publikalt heterozigéta COL3A1 gén varianst, a
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c.3124 3141dup (p.Alal042_Gly1047dup) mutaciot,
mely mivel prediktalhatéan a Gly-X-Y ismétlddést érinti,
valésziniisithetéen patogén.

Kisérleteink alapjan a jovében az in Vivo
nemlinedris mikroszkopiai képalkotas alkalmas lehet
EDS-ben szenvedd betegek borstatuszanak vizsgalatara.
Emellett, mivel az EDS diagnosztikajaban jelenleg
hianyoznak a széles kdrben alkalmazhatd, objektiv, nem-
invaziv technikak, igy a nemlinearis mikroszkopia a
Jovében a diagnosztikus eszkoztar részévé valhat. Tovabbi
kutatdsok targyat képezheti, hogy a EDS betegek
borstatuszanak nemlinearis mikroszkdpiai kovetésével
megjosolhatd-e a betegség klinikai kimenetele.
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