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Bevezetés: A kétfoton-mikroszkopia idedlis eszkoz annak tanulmdnyozasara, hogy a kiilonb6z§ jeleket hogyan dolgoz-
za fel az €18 agyszovet. Kezdetben a pisztizo képalkotdssal teljes képeket készitettek, ami nem alkalmas gyors 3D-s
jelek, mint példaul akcids potencidlok nyomon kovetésére. Célkitiizés: A szerzSk célja killonféle neuronalis aktivitds
mintdzatok mérése volt optikai Gton. Modszer: A szerz6k 4j 1ézerpasztizé méddszereket dolgoztak ki és kifejlesztették
az ezeket megvaldsité mikroszkOphardvert. Eredmények: Tobbszoros vonal menti pasztazas lehet6vé teszi, hogy a
kisérletezd tobb, szamara érdekes mintarészletet mérjen, ennek eredményeképpen nemcsak a mintavételi sebesség nd,
hanem a fluoreszcens tranziensek jel-zaj viszonya is. Ezen elvet tovabbvive kifejlesztettek egy akusztooptikai eltérits-
kon alapulé 3D lézerpisztizd kétfoton-mikroszképot, amely milliméteres mélységelérési tartomdnnyal és millisze-
kundum alatti id6felbontassal rendelkezik. Haszndlhatésaginak bizonyitisira visszaterjed§ akcids potencidlok terje-
dését vizsgaltik tobb szdz mikrométer hosszt nytlvinyokban, tovabbd egérlitokéregben idegsejtek szdzaiban mérték
szimultin a sejtek Ca**-tranzienseit 3D véletlen cimzésli tizemmaodban, in vive. Kivetkeztetések: A pasztizas lesziki-
tése az érdekes teriiletekre nagy jel-zaj viszonyt és gyors ismétlési sebességet tesz lehetévé, mikozben a kétfoton-mik-
roszképok nagy behatoldsi mélysége is megtartott. Orv. Hetil., 2015, 156(52), 2120-2126.

Kulcsszavak: mikroszkép, hairomdimenziés képalkotds, idegsejt-képalkotas

Fast three-dimensional two-photon scanning methods for studying neuronal
physiology on cellular and network level

Introduction: Two-photon microscopy is the ideal tool to study how signals are processed in the functional brain
tissue. However, early raster scanning strategies were inadequate to record fast 3D events like action potentials. Azm:
The aim of the authors was to record various neuronal activity patterns with high signal-to-noise ratio in an optical
manner. Method: Authors developed new data acquisition methods and microscope hardware. Results: Multiple Line
Scanning enables the experimenter to select multiple regions of interests, doing this not just increases repetition
speed, but also the signal-to-noise ratio of the fluorescence transients. On the same principle, an acousto-optical
deflector based 3D scanning microscope has been developed with a sub-millisecond temporal resolution and a mil-
limeter z-scanning range. Its usability is demonstrated by obtaining 3D optical recordings of action potential back-
propagation in several hundred micrometers long neuronal processes of single neurons and by 3D random-access
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scanning of Ca?* transients in hundreds of neurons in the mouse visual cortex. Conclusions: Region of interest scan-
ning enables high signal-to-noise ratio and repetition speed, while keeping good depth penetration of the two-pho-

ton microscopes.
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Roviditések

AO = (acousto-optic) akusztooptikus; AOD = (acousto-optic
deflector) akusztooptikai eltéritS; AP = (action potential) akci-
0s potencial; PSF = (point spread function) ponteloszlasi fiigg-
vény; ROI = (region of interest) vizsgalati teriilet; SNR = (sig-
nal-to-noise ratio) jel-zaj arany

Hogyan miikodik az agyunk? Ez az 6si kérdés sok kivald
elmét foglalkoztatott mar Arisztotelészt6l kezdve
Szentigothain keresztiil a mai legkivilébb kutatdkig.
Arisztotelész még csak a logikdra timaszkodhatott, 4m a
Golgi-festés felfedezése megalapozta a neurobioldgiat,
kutathatova valt agyunk sejtszintd felépitése. Ez az ana-
tomiai tudas és az elmult évtizedek szenzacids technold-
giai fejlédése egy 1) forradalmat inditott el az agy mko-
désének funkciondilis megismerésére. A fentieket kiemeli
a tény, hogy 2014-ben két Nobel-dijat is {téltek a teriilet
legkivalobbjainak. Stefan Hall és kollégdi Gttorok voltak a
szuperrezoliciés technikiban, amellyel tanulminyozni
lehet a nanométer felbontdst sejtfolyamatokat is [1].
John O’Keefe és a Moser hazaspar pedig olyan sejteket
fedeztek fel, amelyek a helymeghatirozisban jatszanak
fontos szerepet [2]. E kutatdk az allatok agydba tltetett
elektrodakat hasznaltak, de reméljiik, hogy kutatasaink
nyoman a kétfoton-képalkotassal is képesek lesziink gaz-
dagitani ezeket az ismereteket.

Az idegtudomanyok szdmara idedlis kétfoton-mik-
roszkopnak két feltételnek kell egyszerre megfelelnie a
lehetd legnagyobb pasztizasi térfogatot nyujtva. Cél
egyrészt az egyedi idegsejtek dendritfijanak gyors tér- és
idébeli leképezése 3D-ben tgy, hogy a dendrittiiskék el-
kiilonithet6ek maradjanak, masrészt a nagy térfogatban
nagy sebességgel torténd mérés, a nagyszamau sejtbdl alld
idegsejt-populacié aktivitasanak rogzitéséhez.

A fénymikroszképos vizsgilatokat a kontraszt és a fel-
bontis leromldsa neheziti a szévetben. Minél mélyebbre
hatolunk a szovetben, a képalkotas annal nehezebb, vé-
gl mdr a sejtek elkiilonitése a szovet egyéb struktirditl
is gondot okoz. Az egy pontot gerjeszt§ kétfoton-mik-
roszképia altal lehet6vé valik a szort fluoreszeencia haté-
kony mérése, amely lehet&vé teszi az akar milliméteres

mélységii [3] és sejtrészletszintl térbeli felbontas mé-
rést alacsony fototoxicitds mellett. EIS, miikéds szovet
mérésére ezért kilonosen alkalmas, hitrinya azonban
alacsony sebessége. Mivel csak egy pontot tudunk meg-
vildgitani egy id6ben, specialis pasztazasi technikdkat kell
kidolgozni a biol6giai miikodések megtelel$ idSbeli fel-
bontist méréséhez. Célunk az volt, hogy olyan 1j léze-
res pasztazasi modszereket dolgozzunk ki, amelyek lehe-
tévé teszik a funkciondlis vizsgilatokat, elkészitsiik az 0j
eszkozoket és szoftvereket, tovabba teszteljiik sejtszinti
biologiai kisérletekben, agyszeletekben vagy él6 allatok-
ban.

Mobdszer

Ez a munka szorosan kapcsolédik a mikroszképhardver
multidiszciplindris fejlesztéséhez [4, 5, 6, 7]. A mikrosz-
képokat specidlis szoftverekkel terveztiik (SolidWorks,
ZEMAX, OrCAD). Az in vitro kisérletekben az Gjonnan
fejlesztett pasztaizomodszereket alkalmazva egér- és pat-
kanyagyszeletekben, a fluoreszcens festékeket a patch-
clamp technika haszndlataval juttattuk be. Az in vivo ki-
sérletekben az agyfelszint mdtéttel tartuk fel, és a
fluoreszcens festéket a bolus loading technika segitségé-
vel juttattuk be. Az 4j mérési algoritmusokat Matlab-ban
és C++-ban {rtuk meg. A Matlab szoftvert alkalmaztuk
adatelemzésre és vizualizaciéra is.

Eredmények

Vizsgailatiteriilet-alapn pasztiazis
(region of interest — ROI)

A Kkétfoton-képalkotds soran a fékuszpont soronkénti
mozgatasaval és igy a fluoreszcencia képpontonkénti
mintavételezésével allitunk el8 képet. Ezt nevezziik rasz-
terszkennelésnek, amelynek leggyorsabb megvalodsitisa a
rezonans szkennertechnika. Itt az x eltérités rezonan-
ciafrekvencidja tipikusan 8 kHz, igy a rendszer 31 kép
felvételére képes masodpercenként [8], egy 512x512-es
felbontdstt vided esetén. Az idegsejtek miikodésének
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tanulmdnyozasihoz azonban ennél jéval nagyobb, ided-
lisan a kHz-es mintavételezést megkozelité sebességre
van szitkség. Ennek eléréséhez fel kell adnunk a teljes
képek készitését, és ehelyett csak a kisérletezd altal fon-
tosnak itélt teriiletekbdl, a ROI-kbdl gytjtjiik a jeleket.

Mivel a beérkezs fotonok szama () csekély, a ROI-
bol érkezd fluoreszcens jel tlaga (1) és annak varianciaja
(o) Poisson-eloszlasi:

[0) A
SNR=— =" _/a
o A

1. egyenlet

Ez alapjan a jel-zaj ardnyt (signal-to-noise ratio — SNR)
a vizsgalt tertiletr6l egységnyi id§ alatt beérkezé fotonok
szama hatdrozza meg. Ugyanakkor az Osszes beérkezd
foton felirhaté az alabbi médon:

2. egyenlet A= noe-t

— ahol » a kibocsatott fotonok detektildsanak hatékony-
sdga a rendszerben (konstans érték), ¢ a fotonstirtiség és
7a ROI-ban tsltott idS. El§ bioldgiai mintin torténd
mérésnél a fellépd szovetkirosodas és a fluoreszcens fes-
ték telitédése miatt ¢ nem novelhets tetszblegesen, igy
az SNR javitisa csak a ROI-ban toltott id6 novelésével
lehetséges.

Az SNR noveléséhez (ASNR) a mintavételezni kivint
tertileteket raszterszkennelés helyett vonal menti paszta-
zassal érjiik el, igy a ROI-bdl mintavételezett fotonok
szdma nd annak ardnydban, hogy az dsszehasonlitott 13-
témez-pasztazas soran mennyi idS jutott a ROI-k mé-
résére. Ez az ardny megegyezik a teljes latomezd (Agyy)
ROI-hoz viszonyitott ardnyaval (Age;)-

3. egyenlet ASNR = Arov

ROI

Ennek értelmében, ha a mintavételezni kivant tertile-
tek kicsik, és elszortan helyezkednek el a litémez&ben,
akkor csak a ROI-k pdsztizdsival jelentés SNR-noveke-
dés érhetd el a raszterszkenneléshez képest, a pasztizott
teriiletek szamatol és alakjatol fiiggd mértékben.

Tobbszoris vonal menti pasztazis

A ROI-k pasztizdsinak legegyszertibb megvaldsitisa
galvomotoros tiikrok hasznalatdval lehetséges [4]. A gal-
vomotorokat megfelel$ visszacsatolt elektronika vezérli,
igy abszolut helyzetiik analog jelekkel vezérelhets. Egy
meghatirozott pasztizisi Gtvonal tobb egyenes vagy
gorbe vonalbdl illeszthetd Ossze, amellyel sokféle alaka
ROI lefedhetS. Ezeket a szakaszokat a mikroszkop
egyenletes sebességgel futja be, mig az egyes szakaszok
kozotti ugrasok 60-100 ps alatt torténnek (1. dbra).
Osszetett, akar tucatnyi szakaszbol all6 ttvonal esetében
az ismétlési sebesség 100-200 Hz is lehet, rovid egyenes
szakaszokon pedig akar a 2 kHz-et is elérheti. Az 1. 4b-
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rdan egy dendritszakasz ¢és a rajta lev6 tobb dendrittiiske
aktivitasa latszik, amely egyidejlileg mutatja az egyes
posztszinaptikus eseményeket és a kalciumjel kompart-
mentek kozotti terjedését. Az SNR novekedése az
1. abra esetében a 3. egyenlet alapjin szamszertien
3,3-szeres (16 pmx7 pm képteriilet, 20 pmx0,5 pm
ROI-teriilet).

A tobbszoros vonal menti pasztizas egy sokoldalu esz-
koz, amely képes tobb nyudlvany vagy sejttest egyidejd
mintavételezésére is, és lehetévé teszi szubcelluldris
komponensek aktivitisinak megfigyelését, de alkalmas
példaul a kapillarisokban dramlé vér vizsgalasara is. Ezen-
feltl hasznilhaté még optogenetikai és mas fotoaktivaci-
6hoz [6] is.

Akusztooptikai pasztiazis

A lézerfény eltéritéséhez pasztizotiikroket hasznalva le-
het6vé valik a fékuszpont gyors poziciondlasa, de kizaré-
lag az objektiv fékusz sikjaban. Ez azt jelenti, hogy a
mérési teriiletek, ROI-k csak egy vizszintes sikban he-
lyezkednek el. Azonban néhany specidlis esetet leszamit-
va az agyteriiletek kapcsolati struktirdja nem vizsgalhaté
jol metszetek formdjiban, az agy in vivo koriilmények
kozotti vizsgilata pedig mindenképpen olyan médszert
igényel, amely hirom dimenzidban képes a gyors adat-
gy(jtésre.

Szamos technolégia létezik mar, amely képes gyors
populicios és dendritikus aktivitis 3D-s rogzitésére [6,
7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18], am csak az
akusztooptikai (AO) megoldasokon alapulé kétfoton-
pasztazas volt képes a sziikséges technikai paramétereket
biztos{tani, agymint 20-nal tobb ROI pésztizasa 30 um-
nél nagyobb z kiterjedésbdl, 100 Hz-nél nagyobb ismét-
1ési sebességgel [5, 19, 20, 21]. A kovetkezSkben célunk
az els§ olyan kétfoton-mikroszkép megalkotisa volt,
amellyel lehetséges ROI-k véletlen elérésii pasztizasa ha-
rom dimenziéban, lekiizdve a kordbbi megoldisok kor-
latait.

Az akusztooptikai eltérit6k (AOD) ultrahang alkalma-
zasaval téritik ki a 1ézernyalabot a kivant iranyba. Mko-
dés kozben egy piezoelektromos jeldtalakité altal keltett
ultrahang hullamain tériil el a [ézernyalab a jeldtalakitéd
vezérlési frekvencijjanak fiiggvényében (2. dbra). Az
AOD idedlis a nyalab pozicionalasara, mivel a vezérl6fe-
sziiltség gyorsan valtoztathatd, a nyaldb poziciondldsit
nem korldtozza mozgd alkatrészek tehetetlensége.

Eltéritésen kiviil az AOD-k a fokuszalds gyors allitasa-
ra is hasznilhatok, amennyiben az optikai apertariban
terjed6 hanghullimok frekvencidja valtozik az id6 fugg-
vényében. Ez a fékuszaldson kiviil a fékuszpont oldalira-
nya cstszasat is eredményezi, amelyet egy forditott
irdinyban betett, masodik AOD hasznélata kompenzal
[22]. Az AOD optikai szempontbdl egy hengerlencsé-
nek felel meg, amely egy tengely mentén tokuszil. Hogy
harom dimenzidban tudjuk a nyalabot poziciondlni, két
azonos fokusztavolsagl, egymdasra merSleges henger-
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1. dbra Tobb ROI-t lefedd vonalak pasztizdsa
Fent: Tobbszoros vonal menti pdsztizis egy dendritszegmen-
sen. Lent: Nyers fluoreszcens kép, a vizszintes tengely a vonal
egyes pontjainak felel meg. A jelzett tiiske egy erds beérkezd
szinaptikus jelet kap a sirga nyillal jelzett id6pillanatban. A tiiske
nyakdnal Ca?*-kidramlas figyelhet§ meg, amelynek eredménye
egy kisebb, diszperz Ca?*-jel-emelkedés a f6 dendritigon
Ak, uts'lzct?_f‘
ik Eltéritett
E _— feny
Bm
feny
RF hang
belepa——
cellaba
2. dbra Az AOD miikodési elve

Szinuszoid fesziiltségmodulicié hatdsira egy piezoelektromos
meghajté hanghullimokat bocsit ki. A hang belép a torékozeg-
be (TeO,) és végighaladva rajta interakcidéba 1ép az dthaladd
fénnyel, amely megtorik a hanghullimokon épptgy, mint egy
statikus optikai rdcs esetén

lencse kombinicidja sziikséges. Mivel mindkét AOD
szamdra sziikséges az oldalirinyu cstszds kompenzalasa,
a 3D mikroszképokhoz végiil négy AOD-re van sziik-
ség.

Mint kordbban emlitettiik, pontszeri ROI-k esetében
a vizsgilati teriilet pdsztizdsa jelentGsen noveli a ROI-
bol érkezd jelek jel-zaj aranyat a klasszikus raszterpaszta-
zashoz képest. Szamszer(sitve, a 3. egyenletet modosit-
va hiromdimenzids esetre:

v
ASNR = [P

ROI

4. egyenlet
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3. abra A 3D AO mikroszkop felépitése
A Kkétfoton-mikroszkop pésztizasit végzé AO-eltérit6k két
funkcionilis csoportban helyezkednek el, amelyek afokalis leké-
pezéssel csatolodnak egymashoz. A 1ézer és az AO-pasztizoegy-
ség kozott osszetett diszperzibkompenzicié és nyaldbstabiliza-
ci6 vélt sziikségessé
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4. ibra A ponteloszlisi fiiggvény mérete a 3D AO-pasztizott térfogat-

ban

Egy, a kozéppontban elhelyezkedd, 0,1 pm dtmérdji fluoresz-
cens mikrogyongy 20x-os objektivvel alkotott képe. A vissza-
mért ponteloszlasi fiiggvény x, y és z tengely menti dtmérje az
objektiv névleges targysikjatol mért axidlis AO z pdsztazas tigg-
vényében

— Ahol Viy a laitémez§ teljes térfogata, és Vi a ROI-k
altal lefedett 3D térfogat. Egy atlagos iz vivo mérés ese-
tében 450x450x650 nm?-es térfogatot figyelembe véve
¢s 100 darab, 10 pm 4tmérdjd idegsejttel szamolva a tet-
sz8leges elérést pasztizas kiemelkeds, 50-szeres SNR-

novekedést eredményez.

A 3D akusztooptikai mikroszkop megvalisitisa

A mikroszkop pdsztdzasi fényttjaban elhelyezkedd aktiv
és passziv optikai elemek optimélis kombindciéjihoz
részletes optikai modell késziilt. Optimalis az a kombina-
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100 parry

Visszaterjed6 akcids potencil (bAP) mérése hirom dimenzié-
ban

(A) CALI piramissejt 3D AO-pdsztazassal készitett képének ol-
dals6 maximalis intenzitdsvetiilete. A szines gombok a kijelolt
77 mérési helyet mutatjik. (B) Az A dbra dendritfajinak zirdnya
maximalis intenzitdsvetiilete. A gorbék az egyes mérési helyeken
cgyetlen bAP hatdsira 1étrejovd, kozel szimultin mért Ca*-
tranzienseket mutatjdk (mindegyik gorbe 6t mérés dtlaga).
A mérés minden egyes mérési helyen 390 Hz-es gyakorisiggal
ismétlédott

6. abra

Neuronok véletlen elérésti in vivo pasztizasa

(A) Az egér primer litékérgében az agyfelszintSl mért kiilonbo-
z6 mélységekben felvett hittérkorrigilt képek (z6ld: neuronok,
piros és sirga: gliasejtek). (B) A teljes 400x400x500 pm?-es Z-
stack oldalsé és z irdinyG maximalis intenzitdsvetitése automati-
kusan észlelt sejtekkel. A gobmbok szine a mélységet kddolja. Az
adott észlelési kiiszob 532 neuront jelolt ki

cid, amely a lehetd legnagyobb pasztizott térfogatban, a
lencsék apertarajanak maximalis kihasznalasaval a lehetd
legjobb felbontast adja. A modell radikalisan 4j tervezési
koncepcidt eredményezett [5]. A fentiek szerint a legna-
gyobb pdsztizisi térfogatot ugy értiik el, hogy a deflek-
torokat két funkcionalis csoportba osztottuk, kozottik
afokalis leképezéssel (3. dbra).

A fényut elején egy titin-zafir 1ézer szolgiltatja a ger-
jeszt$ fényimpulzusokat. Egy négyprizmads rendszer se-
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gitségével az optikai elemek csoportsebesség-diszperzid-
jat kompenzaljuk, majd egy automata nyalabstabilizald
egység kovetkezik. A nyalibot ez utin egy nyalibtigitd
az els6 AO deflektorpdr apertardjira nagyitja. Az elsG
AOD-ket viltoz6 frekvencidju hanghullimokkal hajtjuk
meg ¢és a z irdnya fékuszilast végzik (AO z tékuszilis).
A kovetkez6 1épésben a nyalabot a 2D AO pésztizéegy-
ség x és ¥ AO deflektoraira vetitjilk. Ez az egység hajtja
végre az oldalirdnyd pasztizast, ugyanakkor egyidejtileg
kompenzaljuk az els§ kristilyok dltal 1étrehozott fékusz-
pontcsuszast is. Végezetil a 3D pasztizérendszer egy
kétfoton-mikroszképhoz csatlakozik.

A 3D AO mikroszkop jellemzoi

Az Gj mikroszkép teljesitményét a ponteloszlasi figgvé-
nye (PSF) méretének az elérhetd térfogatban mérhetd
valtozasaval vizsgaltuk (4. dbra). A PSF télérték-szélessé-
ge a 20x objektiv kozepén x, illetve y irinyban 470 nm,
illetve 490 nm volt, a z tengely irdnyiban pedig 2490
nm. Habdr a térbeli felbontds az objektiv fokuszsikjatol
és az optikai tengelytdl tavolodva is csokkent (4. dbra), a
PSF a mérhet6 térfogat kozepén (~290x290x200 pm?)
kicsi maradt (<0,8 pm atmérd, <3 pm axialis hossz). Eb-
ben a zéniban ily médon finom idegi struktarak és fo-
lyamatok is felbonthatok. Ezen tdlmenden, a PSF dtmé-
r6je 1,9 pm és z irdny hossza 7,9 pm alatt marad egy
nagyjabol 1400 pm-es z irdnyd, és egy nagyjabol 700
pm-es lateralis pdsztizasi tartomdnyban, ami még min-
dig lehet8vé teszi a neuronok sejttestjeinek optikai fel-
bontdasat.
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7. 4bra In vivo vizudlis stimulusra adott V1 latokérgi ideghal6zati akti-
vitds

(A) Az in vivo kisérleti elrendezés vizlata (vizudlis stimulus:
225°-0s d6lésszogli mozgo sav). (B) A mért idegrendszeri he-
lyek Ca?* vélasza. Az egyes sorok egyetlen 3D mérés sejtjeire
vonatkoznak. (C) A B kisérletben aktiv neuronok Ca?*-vélasza a
kisérlet haromszori ismétlése sordn. A sdv a szaggatott vonallal
jelolt id6szakban mozgott az dllat litéterében. A mérést minden
egyes sejten 80 Hz-es ismétlési gyakorisaggal végeztiik
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Az akcios potencidl terjedésének
3D véletlen elérésii pasztazisa

A rendszeriink idébeli felbontdsat akcids potencidlok
(AP) mérésével vizsgiltuk. Patch-clamp technikaval ve-
zettiink el egy CAl piramissejtbdl, mikézben megtoltot-
tikk a zolden fluoreszkil6 fluo-5F Ca** szenzorral. Ez-
utin 3D AO-pasztazassal egy referencia z-stacket
készitettiink (5. 4bra), majd mérési pontokat valasztot-
tunk a megfestett neuron dendritfija mentén. Végezetiil
AP-t keltettiink a sejtben a sz6majaba injektalt drammal,
mikozben a dendritek Ca?*-jelét a 3D koordinatak ismét-
16d6 pasztazasaval mértiik 29,7 kHz cimzési frekvencia-
val (5. dbya). In vitro koriilmények kozott 1190 pym AO
z fékusztartomanyban és 760 nm AO lateralis pasztizasi
tartomanyban mutattunk ki egyedi AP-kat 1-nél na-
gyobb jel-zaj viszonnyal. A mikroszkoép id6Sbeli felbonta-
sa a visszaterjed6 AP-k (bAP) terjedési sebességének
meghatarozasat is lehet6vé teszi.

A neuronhalozat aktivitasinak nagy sebesséyii
3D leképezése in vivo koriilmények kozott

Modszeriink iz vivo tesztelésére felnétt, altatott egér la-
tékérgében mértiik neuronok populicidjanak Ca?*-vila-
szat. A sejteket egyszerre tobb anyaggal is megjeloltiik:
z6ld OGB-1-AM-mel a sejten beliili Ca?*-koncentraciok
mérésére és piros szulforhodamin-101-gyel a gliasejtek
megjelolésére. A fenti esethez hasonléan mérésiinket egy
referencia z-stack felvételével kezdtiik, amelyen a neuro-
nok sejttestjeit egy automatikus algoritmus kereste meg
(6. abra). A kivalasztott sejttestek helye alapjan véletlen
elérésd pontpasztazast végeztiink a neuroncsoportok ak-
tivitasanak mérésére. A 3D véletlen elérési pontpdszta-
zast 29,7 kHz/ N ismétlési ritival végeztiik, ahol N a
kivilasztott mérési pontok szdma. A pontonként hattér-
korrigilt és normalizalt fluoreszcenciaadatokat agy abra-
zoltuk, hogy minden sorba egy-egy mért sejt aktivitdsa
kertilt (7. abra). Az idegsejtek valaszait 7 és 28 kozé es6
jel-zaj viszonnyal sikertilt rogzitentink.

Megbeszélés

A kétfoton-mikroszképia idedlis eszkoz a funkcionald
agyszovet jelfeldolgozdsinak vizsgalatira. A korai rasz-
terpasztizasi stratégidk azonban nem voltak alkalmasak
olyan gyors folyamatok mérésére, mint az akcids poten-
cidlok, kiillonosen nem 3D-ben. A célunk 4j pasztizasi
modszerek kifejlesztése volt gyors neurofiziolégiai méré-
sekhez.

A tobbszoros vonal menti pasztizas tobb vizsgilati te-
ritlet kivalasztasit teszi lehet6vé egy id6ben, és a mérés
leszlkitését e régidkra. Ez nemcsak a mérés ismétlési
frekvencidjat noveli meg, hanem a fluoreszcens tranzien-
sek jel-zaj viszonyit is [4]. Kifejlesztettiink egy AOD-
ken alapulé 3D pasztazé mikroszképot milliméteres z
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1. tiblizat

| Pasztizémoddszerek dsszehasonlitisa

Vonal menti pisztizis
galvanomotoros
tiikrokkel

3D akusztooptikai
pasztizas

Optikai felbontds
(latébmez6 kozepe;
20x)

Latomezé (20x)

z irdnya
pasztazotartomany

Maximalis
pasztizisebesség

Minimalis
tartdézkoddsi id§

a pixelen
Pasztizasi mintdzat
limitdl6 tényezSk

Kis tdv 1épésideje
Nagy tav 1épésideje
Jel/zaj arany
novekedése
litdbmezG-pasztizas
alatt

Hullimhossz-
tartomany

Idegi folyamatok
nyomon kovetése

Idegi hialézatok
pasztizasa

450 nm xy és
2400 nm z irdnyban

650 pm

Nincs

2 kHz rovid, egyenes
vonal mentén

0,1 ps, limitdlo
tényezs: elektronika

Tetsz6leges 2D
gorbék, egyenes vagy
gorbe ROI-darabok,
pontok pasztizisa

10 ps
120 ps

Tipikusan 3—4;
elméletileg 29-ig

>400 nm
Limital: objektiv
Sokféle 2D mintizat

200 ps/sejt
Kizirélag 2D

470 nm xy és
2490 nm z irdnyban

600 pm

2000 pm
atlatsz6 mintiban,
500 pm in vivo

15 kHz két,
tetszSleges pont
kozott

10 ps, limitalé
tényezd: kristalyok

TetszSleges 3D
gorbék, egyenes vagy
gorbe ROI-darabok,
3D pontok
pasztizasa

10 ps

10 ps

Tipikusan 50
ideghalozatokban;
elméletileg 25 000-ig

Rogzitett
hullimhossz-
tartomany:
700-900 nm

Sokféle 3D mintizat

30 ps/sejt, 3D 2000
sejtig, in vivo

pasztizasi tartomannyal és milliszekundum alatti id6beli
telbontassal, amely iz vivo koriilmények kozott képes 3D
véletlen elérési pont pasztizasra [5].

A mobdszerek 6sszehasonlitasira az 1. tdblizatban Ssz-
szevetettiik paramétereiket. A 2D galvomotoros paszti-
zds egy egyszerd, viszonylag olcs6, mégis rugalmas meg-
oldas, amely kivaléan alkalmas in vitro sejtvizsgalatokra.
Az AO mikroszkép Osszetett optikdja miatt dragabb, s
ugyanezért a 1ézer hullimhosszanak is gatat szab. Mégis,
a 3D AO-pisztizas egyértelmiien jobb megoldis a lehet-
séges pasztizasi mintdk sokkal nagyobb rugalmassiga
miatt, amely sziikséges a megfelel6 SNR eléréséhez.

Anyagi tdmogatds: Munkdnkat az alabbi palyazatok td-
mogattik: Francia-Magyar egyiittmiikodés (TET_0389),
Svajci-Magyar egyiittmiikodés SH /7 /2 /8, KMR_0214,
FP7-1CT-2011-C 323945 és KTIA_NAP_12-2-2015-
0006.
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Szerzoi munkamegosztds: M. P., V. M.: Optikai tervezés.
Sz.G.,J.L.,S8z. Z.,C. B.,P. D., M. M., K. G.: Mérések
kivitelezése. Sz. G., C. B., M. D., O. K., Cs. F., K.G.:
Analizis. A dolgozatot K. G. a tobbi szerzé kozremiiko-
désével irta. A cikk végleges véiltozatit valamennyi szerz§
elolvasta és jovahagyta.

Anyagi érdekeltség: K. G.-nek tulajdona van a Femtonics
Kft.-ben.
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