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1.BEVEZETES

Az idegrendszer mitkodése az idegsejtek és a gliasejtek térben, valamint idében
precizen Osszehangolt szinaptikus és nem-szinaptikus jelatviteli folyamatain alapszik.
Napjaink egyik legforrobb idegtudomanyi kutatasi iranyzata példaul a konnektomika,
amely a szamos jelatviteli kapcsolat koziil az idegsejtek kozotti kémiai szinapszisok
térbeli azonositasara fokuszalva huzalozasi térképet készit az egyes neuronhaldzatokrol
Az emberi agy koriilbeliil 86 milliard neuronja, amelyek feltehetéen tobb szaz vagy akar
ezernél is tobb eltérd tipusba sorolhatoak kériilbeliil 1.5 * 10 szinapszist formalnak
egymassal. Azonban az idegrendszer mikodésének megértéséhez nem elegendd a
kapcsolatrendszerek feltérképezése, mert a Szinapszisok hatékonysaga nem allando
térben és idében. A szinaptikus jelatviteli folyamatok hatékonysaganak folyamatos,
aktivitas-fiiggd modon szabalyozott valtozasa pedig nélkiilozhetetlen tobbek kozott az
Osszetett kognitiv folyamatok megvaldsulasahoz is.

A szinapszisban lejatszodd molekuldris szintli folyamatok megértése ezért
nélkiilozhetetlen a bonyolultabb igerendszeri jelenségek magyardzatdhoz. Ezen
folyamatok vizsgalatat megnehezitik a szinapszisok nagy szama és mérettartomanya. A
szinaptikus rés, azaz a két idegsejt sejthartydja kozotti tavolsag példaul atlagosan
minddssze 20 nm; a klasszikus aminosav ingeriilet atvivoket tartalmazo szinaptikus
holyagocska atmérdje minddssze 35 nm; a preszinaptikus aktiv zona hosszlisaga pedig
300 nm.

A kémiai szinapszisok egészséges és koros miikodésének tanulmanyozasahoz
tehat olyan modszerekre van szikség, amelyekkel lehet6vé valik az egyedi
szinapszisokban egy adott jelpalyaban kulcsszerepet jatszo molekularis alkotoelem
térbeli eloszlasanak és mennyiségének nanométeres tartomanyokban torténd mérése
agyszovetben.

Ezért doktori munkam soran egy olyan modszertani eljarast dolgoztam ki kollégaimmal
egyiittmikodésben, amelyben az idegélettani mérések és az egyedi idegsejtek anatomiai
vizsgalat célzata szelektiv jelolése egy olyan 0j szuperfelbontasu fénymikroszkopiaval
kombinalhat6, amelynek molekularis képalkotasi pontossaga 20 nm koriil van és ezért a

fenti célok elérésére lehetGséget ad.



1.1. Fényelhajlas-korlatozott felbontasu fénymikroszkopia

A fénymikroszkopia felbontasanak fényelhajlds miatti korlatozottsaganak teljes

matematikai leirasat Ernst Abbe adta meg 1873-ban. A felbontas:

A _ A
2NA  2nsina

dx.y -

(1)

ahol (n) a térésmutato, (@) a fokuszalt fényktp szoge, (NA) a numerikus apertira (NA =
n *sina). Egy tipikusan hasznalt hullamhosszt (525 nm) és az egyik legmagasabb
numerikus apertirdji olajos objektivet figyelembe véve tehat a fénymikroszkopia
lateralis (XY sikra vonatkoz6) feloldasa 200 nm koriil van. Ez azt jelenti, hogy két
pontszerii forras mikroszkdpos képe nem kiilonitheté el, ha 200nm-nél kézelebb vannak
egymastol. A PSF (Pontatviteli Fliggvény) egy haromdimenzios fiiggvény, amelyre
jellemzd, hogy az axidlis kiterjedése nagyobb a laterdlisnal, igy ebben az irdnyban a
képalkotas alacsonyabb felbontasu (~500nm). A képletekbdl vilagosan latszik, hogy a
felbontas noveléséhez csokkenteni kell a hullamhosszt vagy ndvelni a numerikus
apertarat. A hullimhossz csokkentés nagy kihivas elé éllitja az objektiv tervezdket, mert
az ultraviola iranyaban az iivegek atlatszosaga dramaian csokken, ezenkiviil a bioldgiai
mintdk elpusztulnak vagy degradalédnak a nagyenergidji sugdrzastol. A numerikus
apertara novelése sem megoldhatd geometriai okokbdl €s a magas torésmutatoju kozeg
eldallitasanak nehézségei miatt.

A kvantummechanika fejléddésével 0j lehetdség kindlkozott a hulldamhossz
csokkentésére, az anyag részecske-hullam kettGstermészetének felfedezése révén. Ernst
Ruska, 1933-ban bemutatta az elsé miikodé elektronmikroszkdopot, ahol a képalkotast a
fény helyett megfeleld energiara gyorsitott elektronok nyalabja biztositja. Ezzel a
modszerrel biologiai mintadkon elérhetd az 1nm koriili felbontas.

Az elektronmikroszkopia azonban szamos hatrannyal is rendelkezik a
fénymikroszkopiaval szemben. A mintat egy vakuumcsében Kkell elhelyezni, mert
maskiilonben nem lehet fokuszalt elektronsugarat Iétrehozni. Ez az ¢éldsejtes
képalkotassal 6sszeegyeztethetetlen. Atesé képalkotas esetén csak nagyon vékony (30-
150 nm) mintdkon lehet igazdn nagy felbontédst elérni, ami a minta eldkészitést és

metszést iddigényessé teszi, tovabba nagy szakmai rutin kell a folyamathoz. A tobb



fehérje és mas biomolekuldk egyiittes jelolése is altalaban technikai nehézségekbe
titkozik.

Az ¢lettudomanyi kutatasokban ezért egyre nagyobb igény mutatkozott a
felbontds novelésére a lathatd vagy ennél hosszabb hulldmhosszu képalkotd fény

megtartdsa mellett

1.2. Szuperfelbontasu fénymikroszkopia

A kétezres években megjelent harom olyan teljesen mas elven miikodd
fénymikroszkopos megoldas, amely felbontdsa jelentdsen meghaladta a fényelhajlas
okozta korlatokat: a kényszeritett emisszio kioltasi (STED), a strukturalt megvilagitasi
(SIM) ¢és az egyedi molekula lokalizacios (SML) mikroszkopidk, melyek koziil a STED-
ért és az egyik SMLM a PALM-ért rendre Stefan Hell és Eric Betzig kémiai Nobel-dijat
kapott.

1.2.1. Egyedi Molekula Lokalizaciés Mikroszképia (PALM és STORM)

A fény hullamtermészete miatt egy pontszerii fényforras mikroszkdpos képe egy kiterjedt
eloszlast mutat, ami egyuttal megadja a leképzd rendszer atviteli fliggvényét, mas néven
a pontatviteli fiiggvényt (PSF, Point Spred Function). Ha a pontszerii forras 2D képére
fényelhajlas-korlatozott képnél joval nagyobb pontossaggal. A digitdlis video-
mikroszkopia megjelenésével, ezzel az eljarassal lehetett példaul a kinezin motorfehérje
mozgasat megfigyelni néhany nanométeres pontossaggal.

A gondot az okozza, ha a forrasok olyan kozel vannak egymashoz, hogy két
szomszédos PSF mar atfed egymadssal a képen (stirli jelolés), mert ilyenkor a Gauss-
illesztés nem valdsithatdo meg. A fluoreszcens jelold kiilonbozdé idében bekapcsolt
allapotat kihasznalo siirii jeloléses egyedi molekula lokalizaciés modszerbél 2006-ban
egyszerre harom is megjelent, amelyek kozil kettd, a PALM (Photoactivated
Localization Microscopy) és az FPALM (Fluorescence Photoactivation Localization
Microscopy) modszer fotoaktivalhato GFP-t (PA-GFP) hasznalt; egy harmadik eljaras a
STORM (STochastic Optical Reconstruction Microscopy) modszer pedig fluoreszcens

kismolekulakon alapul.



A fenti eljarasok logikailag mind azon az alapelven miikodnek, hogy az eredetileg
kikapcsolt allapotban 1évé fluoreszcens jelold anyagok koziill minden képalkotasi
ciklusban csak éppen annyit kapcsolunk be, hogy két szomszédos PSF még éppen ne
fedjen at. Megfeleld szamu ilyen kép felvételével a fluoroforok elhelyezkedése
feltérképezhetd A felbontoképességet elsdsorban az egyes fluorofoérok bekapcsoldsa alatt
érzékelt fotonok szamatol fiigg. A STORM mikroszkopia laterdlis felbontasa ~20nm,

amig az axialis ~50nm.

1.3. STORM mikroszkopia az idegtudomanyokban

Habar doktori munkam nagy részét az Eredmények fejezetekben részletesen bemutatott
mddszertani, vizualizacios és adatelemzési fejlesztések képezik, az uj eljarasokat elészor
a szinaptikus endokannabinoid jelpalya nanoskalaju szervezédésével kapcsolatos
molekularis neuroanatomiai kérdések megvalaszoldsara alkalmaztuk, ezért a

kovetkez6kben ezt a rendszert is bemutatom.

1.3.1. A retrograd szinaptikus jelatvitel

A preszinaptikus sejttél a posztszinaptikus sejt felé¢ torténd informéciddramlés, a
szinaptikus vezikuldkbol felszabaduld ingeriiletatvivd anyag anterograd szinaptikus
transzmissziojan alapszik.

A negativ visszacsatolas egyik legaltalanosabban eléforduld formdja a kémiai
szinapszisokban a retrograd endokannabinoid jelpalya. A posztszinaptikus sejtb6l
felszabadulé endokannabinoid jelmolekulak a preszinaptikus vezikula tiriilést rovid vagy
hosszu tavon csokkenteni tudjak a preszinaptikus egyes tipust kannabinoid receptorokon
(CB1) keresztiil, igy visszafelé terjedve szabalyozzak a szinaptikus kapcsolat er6sségét.
Az elmult évtizedben kideriilt, hogy ez a visszacsatolasi mechanizmus el6fordul a legtobb
szinapszis tipusban az idegrendszer minden teriiletén és szamos élettani, valamint
korélettani folyamatban jelent0s szerepet jatszik, ezért érdemes részletesebben is

megismerkedni mikodési alapelveivel.

1.3.2. Az endokannabinoid rendszer felépitése
Az egyes tipusu kannabinoid receptor, egy G-fehérje kapcsolt transzmembran fehérje,

amelyen a vadkender THC komponense hat. A CB1 receptor bels6 ligandjai az anandamid



¢és a 2-AG. A teljes rendszer megértése szempontjabol azt is fontos tudni, hogy a belsd,
endogén ligandokat, masnéven az endokannabinoidokat milyen enzimek szintetizaljak és
a lebontasuk hogyan torténik. Az belsé kannabinoid hatasért foképp a 2-AG felelds,
amely a sejthartyat alkoto foszfolipidekb6l keletkezik egy enzimatikus kaszkadon
keresztiil, amelynek utolsd I1épésében az 1,2-diacil-glicerin (DAG) masodlagos
lipaz (DGL) enzim lehasitja. A 2-AG lebontasaért pedig az MGL enzim (monoacil-
glicerin lipaz) felelés. Még mindig nyitott kérdés, hogy az erdsen lipofil
endokannabinoidok hogyan jutnak el a posztszinaptikus oldalr6l a preszinaptikus oldalon
talalhato CB1 receptorokig.

A CB;: aktivalasa elinditja a Gijo jelatviteli utvonalat, amelynek gyors, By alegység
kozvetitett hatdsa a fesziiltségfiiggd kalciumcsatorndk blokkolasa, igy a vezikula
felszabadulas valoszintiségének csokkentése. A masik, lassabb Gijp Gtvonalon az a;
alegység gatolja az adenilat-ciklazt, ami csokkenti a cAMP szintet. Ennek kovetkeztében
a protein kinaz A enzimen keresztiil a RIM-1a fehérje pozicionalasa akadalyozott, ezért

a vezikuladokkoldas tartosan gatlodik.

2. CELKITUZESEK

I. A STORM mikroszképos képalkotas optimalizalasa sejtkultirdban és idegszdovet
preparatumon. A Nikon N-STORM mikroszkép felbontasanak mérése. A STORM
mikroszkdpia kvantitativ tulajdonsagainak vizsgalata A CB1 immunjelolés STORM

képalkotasanak felbontas vizsgalata idegszovetben.

II. Korrelativ konfokalis és STORM szuperfelbontasti mikroszkop é€pitése, képfelvétel

optimalizalasa

III. Konfokalis ¢s STORM szuperfelbontasu mikroszkopos képek megjelenitése és nano-
léptékii adatelemzési modszerek a VividSTORM szoftverben. Molekularis tavolsagok és
stirliségek mérése lokalizacids mikroszkdpos képeken. Konvex burkolo két pontja kdzott
legrévidebb felszin menti tavolsag szadmitasa. Klaszterezettség vizsgalata lokalizacios
mikroszkopias képeken. Receptor internalizacio mérése hippokampalis interneuron

terminalisokban.



3. MODSZEREK

3.1. Sejtkultura és kisérleti allatok

A HEK293 sejteket T25-6s tenyészt6flaskaban novesztettik a rutinnak megfeleld
koriilmények kozott. A transzfekcid elétt a sejteket poly-d-lizinnel boritott, tivegalju
edényben szélesztettiik. N-végzddésén EGFP-vel jelolt CB1 fehérjét kodolé cDNS-t
hasznaltunk a transzfekcidhoz, amelyhez a gyartéi utasitdsnak megfeleléen 1 pg
Lipofektamin 2000-et (Invitrogen) adtunk edényenként. sejteket tartalmazé edényeket 18
oraig tartottuk 37 °C-on és 5% CO: jelenlétében a megfeleld mennyiségli cDNS felvétele
¢és a megfelel6 fehérjetermelés elérésére. Az inkubacio utan a sejteket 4% PFA-ban 15

percig rogzitettiik.

Egy alombol szarmazd, felnétt (50-60 napos), him, CB1** és CB;~ C57BL/6H egereket
hasznaltunk az immunfestési kisérletekhez. A perfuzié elétt az allatokat mélyaltattuk
hasiiregbe adott ketamin—xylazin injekcioval. Az érrendszert sziven keresztiil, fiziologias
sooldattal mostuk at, majd a szovetek rogzitése céljabol 4%-o0s paraformaldehid-tartalma
0,1 M-os foszfat-pufferrel perfundaltuk 20 percen keresztiil. A perfiizi6 utan az agyat
eltavolitottuk a koponyabol, utéfixaltuk 4% PFA-ban 2 o6ran keresztiil. A blokkokbol 20

um-es metszeteket készitettiik vibratommal, majd PB-ben mostuk.

3.2. Folt-zar (patch-clamp) elvezetés

Mélyaltatott 25-30 napos, him, C57BL/6H CB1*"* vagy CB1 ™~ egerek lefejezése utan az
agyat gyorsan eltavolitottuk a koponyabol és jéghideg agy-gerincvel6i flyadékba tettiik.
A 300 pm-es, szeleteket 1 oran keresztil 34°C-os ACSF-ben tartottuk ezutan a
mikroszkop mintatartd kamrajaba helyeztiik, ahol folyamatosan ACSF-et d&ramoltattunk.
A teljes-sejt elvezetéshez patch-clamp pipettat (3—4 MQ) hasznaltunk, amelyet 0,2%-0S
biocitinnel toltottunk fel. A hippokampusz CA1 teriiletének piramissejtjeit és radiatum
rétegbeli interneuronokat teljes-sejt folt-dramzar elrendezésben mértiik. A mérés utan a
szeleteket 4% PFA tartalmu PB-be tettiilk 40 6rara 4°C-ra, igy rogzitettiik a szovetet a

késobbi mikroszkopos vizsgalatokhoz.



3.3. Immunfestés

A biocitinnel toltott sejtes szovetet rogzités utan mostuk, majd Triton X-100-al kezeltiik
30 percen keresztiil. A biocitint AF488-sztreptavidinnel hivtuk el6, majd DAPI tartalmu
Vectashield-el fedtiik le.

Az aktivator-riporter STORM kettdsfestéshez amino-reaktiv Alexa Fluor (AF) 405 vagy
Cy3 vagy AF647 festékeket és jeloletlen antitestet reagaltattunk. A szamar AF594 anti-

egér vagy AF647 anti-egér jelolt antitesteket készen vasaroltuk (Jackson).

A 20 pm-es szdveti mintdkat szabadon lebegd modon festettikk a kovetkezd primer
antitestek felhasznalasaval: CB¢ (tengerimalac, 1:1000, M. Watanabe), CB: (nyul, 1
pg/ml, ImmunoGenes), bassoon (egér, 1:2000, Ab82958, Abcam), CCK (egér, 1:3000
#9303, CURE).

3.4. Konfokalis és korrelativ konfokalis STORM képalkotas
Az toltott sejtek vizsgalatahoz Nikon AL1R vagy C2 konfokalis mikroszkoppal, 20X

objektivvel Z-sorozatot vettiink fel a latotérbe optimalisan elhelyezett sejtrol.

Minden STORM ¢és korrelativ konfokalissSTORM képalkotast Nikon Eclipse Ti-E
mikroszkopvazra illesztett Nikon C2 konfokalis fejjel vagy Andor iXon elektron-
sokszorozo toltés-csatolt eszkozzel (EMCCD) készitettiink. Az Andor EMCCD kamera
elétt egy hengeres lencsét hasznaltunk az asztigmatizmus alapu 3D képalkotashoz.
Minden minta vizsgalatahoz friss lefedokozeget készitettiink, mely 5% gliikozt, 0.1 M 2-
Merkaptoetilamint, 1 mg/ml gliik6z-oxidazt (Sigma) és 1500U/ml katalazt (Sigma)
tartalmazott DPBS-ben (Dulbecco’s phosphate buffered saline).

A HEK sejtekrdl eldszor konfokalis Z-sorozatot készitettiink majd 3D-STORM felvételt
(2000 ciklus). A toltott sejtet tartalmazo szovetmintakrol szintén Z-sorozatot €s egy vagy
kétcsatornas 3D-STORM képet készitettiink.

3.5. Konfokalis és korrelativ konfokalis STORM képelemzés

A nagy nagyitasi konfokalis Z-sorozatokat Huygens-el (SVI) dekonvolvaltuk, a
mikroszkop és a médium paraméterei alapjan szamolt PSF-el. A dekonvolvalt konfokalis
képet a STORM képre a korrelativ analizishez az Imag] TurboReg beépiild
alkalmazasaval illesztettiik. A Nikon N-STORM mikroszkoppal felvett képsorozatot a



Nikon NIS-Elements AR 4.3 program N-STORM 3.4 moduljaval elemeztik. A
konfokalis pixeles vetiiletképen koriilrajzoltuk a boutonokat, hogy megkapjuk azon
STORM lokalizaciok halmazat, amelyek az adott boutonhoz tartoznak Ezeken a
lokalizaciokon az adatelemzéseket Matlab (Mathworks) és Python (Python Software
Foundation) programokkal végeztiik.

4, EREDMENYEK

4.1. A Nikon N-STORM mikroszkop felbontasanak mérése

A mérérendszeriink tesztelésére feddlemezen egyenletesen elosztott 100 nm-es
gyongyoket hasznaltunk. Egymdas utdn tobb mérést végeztiink kiilonb6z6 gerjesztési
megvilagitas intenzitds mellett, de azonos képfelvételi idovel hogy a felbontast a foton
szdm fiiggvényében megmérjiikk. A gyongyokrdl 6tszaz képet készitettiink és a kapott
lokalizacios pontok X tengely mentén mért eloszlasara Gauss-gorbét illesztettiink, mivel
ismert, hogy a Gauss-gorbe félérték-szélessége a felbontassal egyezik meg. Hatezer foton
esetében méréseink alapjan a 100 nm-es gyongyok helyzete meghatarozhatd 6 nm kortili

lateralis felbontassal.

4.2. A STORM mikroszkopia kvantitativ tulajdonsagainak vizsgalata

Fontos kérdés, hogy a STORM képalkotas alkalmas-e relativ mennyiségi mérésekre. A
STORM alapvetden egy sztochasztikus képalkotds, ami azt jelenti, hogy az egyes
jelolések csak bizonyos valoszinliséggel érzékelhetdek. Raadasul egy jelolés akar
tobbszor is megjelenthet ezért a STORM relativ kvantifikaciora alkalmassagat meg kellett
vizsgalni. Ennek ellenérzésére olyan HEK-293 sejtkultirat hasznaltunk, amelybe a
human cnrl (CB: receptor) gén EGFP-t kodold szekvenciaval fuzionalt konstrukcidjat
tartalmazé plazmid DNS-t transzfektaltunk. A HEK-293 sejtek igy az N-végzddésii
EGFP (sejten kiviili szakasz)-CB1 (transzmembran) fuzios fehérjét nagy mennyiségben
termelték. A CB: immunfestését STROM képalkotassal vizualizaltuk. A HEK sejtek
teljes képeire vonatkozdé EGFP konfokalis fluoreszcens jel és az dsszes lokalizacios pont
értéke erds pozitiv linearis 6sszefliggést mutatott a fluoreszcens jel széles tartomanyan (n

= 46 sejt, 5 feddlemez, Spearman’s rank order correlation, R =0.92, p < 0.001).



43. A STORM képalkotas felbontasat befolyasolo paraméterek

vizsgalata CB: immunfestett idegszovet preparatumban

A szoveti STORM mikroszkopia felbontasdnak mérésére az egyedi fényforras képének
tobbszori megjelenésének térbeli eloszlasra illesztett Gauss-gorbe félérték-szélességét
hataroztuk meg. Az immunfestések mindig tartalmaznak aspecifikus jeloléseket. Mivel
egy masodlagos antitest tobb AF647-et tartalmazhat és egy fluorofor tobbszor is
megjelenik, ezért ezek az aspecifikusan kotodott jelolések elszigetelt lokalizacids
ponthalmazként jelennek meg a képalkotasban. Az ilyen ponthalmazokat a képeken
azonositani lehet, majd toémegkozéppontjuk szerint egymasra lehet illeszteni. Kisérleteink
alapjan ez az adatkészlet alkalmas az X-Y és Z iranyu felbontas mérésére agyszovetben
is. A szoveti CB1 immunfestések esetében a szigma értékek X-Y irdnyban 6 nm és Z

iranyban 41 nm-nek adédtak 5 um mélyen a hippokampusz metszetekben (1. abra).

Z pozicié: [-300, -200] nm [-50, 50] nm [200, 300] nm
N X
NY
Nz
80 60 -40 20 0 20 40 60 80 80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 80 -60 40 -20 0 20 40 60 80
Tavolsag a Tavolsag a Tavolség a
tomegkozépponttél [nm] tomegkozépponttdl [nm] tomegkozépponttdl [nm]

1. abra Agyszovetbeli STORM képalkotas felbontasa. A mintiban jelenlevo elszigetelt
lokalizacios csoportokat tomegkozéppontjuk szerint egymasra illesztettiik. A halmazokat
haromféle Z tartomanybol vettiik és meghataroztuk a lokalizaciok X,Y és Z szerinti
eloszlasat. A felbontés csak kis mértékben fiigg a Z poziciétol (Inm X,Y és Snm Z). A
fokuszpontban a félérték-szélesség, azaz a felbontas 18nm-nek adodott az X,Y iranyban

és 65nm-nek Z-ben.

4.4. Korrelativ konfokalis ¢és egyedi molekula lokalizacios

szuperfelbontasu fénymikroszkopia
Munkédm idején a szoveti membranjelolés STORM képalkotasa még nem volt
megoldhatd ezért az elektrofizioldgiai mérések soran specifikusan jeldlt sejtek

axonterminalisait csak hagyoméanyos konfokalis képalkotassal tudtuk vizualizalni. Ugy
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dontottiink ezért, hogy a hagyoményos konfokalis szintli felbontasu képet megprobaljuk
o0tvozni a STORM képalkotassal. Ennek elérésére az eredeti Nikon N-STORM
mikroszképunkat egy C2-es konfokalis fejjel szereltiik fel a korrelativ konfokalis-
STORM képalkotashoz. A folt-pipettaval egyedileg jel6lt sejtek boutonjainak korrelativ
konfokalis és STORM képalkotasahoz a kovetkez6 eljarast dolgoztuk ki (2. abra):

1) In vitro teljes-sejt patch-clamp elektrofiziologiai mérések akut, taléld, egér
hippokampadlis szeleteken. Az élettani mérések kozben az egyedi célsejt feltdltése

biocitinnel.

2) A szelet fixalasa és a biocitin jelolés elohivasa AF488-sztreptavidinnel, a célsejt

vizualizalasara, DAPI festés a sejtmagok megjelenitésére s a réteghatarok kijelolésére.

3) A lefedett szeletben a toltott sejtrél konfokalis Z-sorozat felvétele morfologiai

rekonstrukcidhoz és sejttipus azonositashoz.

4) A 300 um vastag akut élettani szelet tovabbmetszése 20 um vastag hippokampusz

metszetekre.

5) A 20 um vastag metszetek szabadon lebegd immunfestése. Feddlemezre szaritas.
6) STORM ¢s konfokalis képalkotas.

7) A képek megjelenitése és az adatok elemzése.

4.5. VividSTORM Kkorrelativ konfokalis és STORM szuperfelbontasu

mikroszkopos analizis program

Mivel a biologiai szempontbdl fontos struktura (esetiinkben jeldlt hippokampélis
interneuron) dekonvolvalt konfokalis, voxel alapu képként allt rendelkezésre, a CB1
receptor pedig koordinata alapi STORM adatként, ezért sziikségilink volt egy olyan
szoftvereszkozre, amely képes ezt a két nagyon kiilonb6z6 modalitast egyiittesen, azaz
korrelativ. moédon kezelni. A lokalizacidés adatkészletek tovabba teljesen ujszerii
adatelemzési lehetdségeket vetettek fel a nanoskaldju molekularis térbeli eloszlasok
vizsgalatara. Bar a doktori munkdm kezdete €és a témaval kapcsolatos tanulmanyaink
megjelenése ota tobbféle korrelaciés munka sziiletett a szakirodalomban, mint példaul

elektronmikroszkop-SMLM vagy konfokalis mikroszkop-SMLM, ennek ellenére
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megfeleld, mindenki szdmara szabadon hozzaférhetd szoftveres megoldast tudomasunk
szerint nem volt, igy egy korrelativ megjelenitésre €s tobbféle analizisre alkalmas szoftver
megirasa mellett dontottiink, melyet VividfSTORM-nak neveztiink. Nagy 6romiinkre a
VividSTORM szoftvert bemutatd tanulmanyunkat megjelenése 6ta tobb, mint 5 ezren
toltottek le a Nature Protocols honlapjarol. Az elkésziilt szoftvert a SourceForge oldalarol

pedig 35 orszagbol tobb 700 felhasznald toltotte le.
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2. abra Mintakészitési és képalkotasi folyamat a korrelativ elektrofiziologiai és
konfokalis-STORM képalkotas soran. (a-c) Akut tilélé 300um vastag hippokampalis
szelet készités. (d) Elektrofizioldgiai mérések, sejtfeltdltés biocitinnel. (e) A szelet
rogzitése, a biocitin jelolés eldhivasa. (f) A teljes sejt képének konfokalis Z-sorozat
felvétele. (g) A szelet bedgyazasa és 20um-es metszetek készitése. (h) Immunfestés. (1)
A metszetek fedélemezre huzésa és raszaritasa. (j) Kozvetlen a képalkotas el6tt STORM

lefed6kozeg alkalmazasa. (k) Korrelativ konfokalis-STORM képalkotas
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4.6. Molekularis tavolsagok és siiriiség mérése egyedi molekula

lokalizacios mikroszkopos képeken

A lehetd legegyszerlibb szamitds a lokalizaciés pontok kozotti euklidészi tdvolsag
meghatarozasa. A sejtek membranjaban 1évé receptorok vagy ioncsatornak
kolcsonhatasai szempontjabol valdsziniibb, hogy a kozottiik mért membranfelszinen vett
legrovidebb tavolsag lehet adat értékii az egyszerti euklidészi tavolsaggal szemben. Mivel
a CB: kannabinoid receptor egy G-fehérje kapcsolt membranfehérje és downstream
jelpalyajanak egyik jelentds célpontja a fesziiltségfiiggd kalcium (VGCC) csatorna, ami
szintén egy membranfehérje, kézenfekvd volt a membranfelszinen vett tdvolsagmérés
kidolgozasa a lokalizaciés képeken. A CBi-pozitiv hippokampalis interneuronok
axonvégzddéseiben a CB1 receptor nagyon nagy szdmban van jelen, ami j6 lehetdséget
adott a membran modellezésére. A legegyszeriibb kozelités egy ponthalmaz
burkolofeliiletére, ami a membrant modellezi, a konvex burkold. Miutdn a sejthartya
modell és a vonatkozo CB1 lokalizacidk mar rendelkezésre allnak, a kovetkez6 fontos cél
a szinaptikus aktiv zona kijel6lése volt, melyet bassoon jeldléssel tettiink lathatova. A
bassoon jelolés €s a sejthartydban 1évé CBy lokalizacidok kozotti legrovidebb felszini ut
kiszamitasara egy sajat algoritmust dolgoztunk ki (3. abra). Annak érdekében, hogy meg
tudjuk mérni, hogy a CB1 receptor bedusul-e az aktiv zona koriil, ezek utan ki kellett
dolgozni a molekuléris stirliségek mérésének modszerét a konvex burkolo felszinén. A
konvex burkoléd feliiletén egyenletes eloszlasban pontokat vettiink fel gy, hogy az
atlagos legkozelebbi tavolsagok megegyezzenek a kivant mintavételi gyakorisaggal. A
stiriségméréshez a mintavételi gyakorisagot a STORM képek X-Y felbontasdhoz
igazitottuk. Minden mintavételi pont felszini legrovidebb tavolsagat meghataroztuk az
aktiv zonatol és a CB1 lokalizaciok szamat megmértiik 200 nm-es sugaron beliil. Ahhoz,
hogy meg tudjuk becsiilni, hogy ezzel a modszerrel milyen stirliségvaltozast tudunk
kimutatni, kiilonboz6 aktiv hely koriili bedusulasokat modelleztiink figyelembe véve a
boutonok jellemz6 geometriai viszonyait. A 20%-os bestirisodés mar kimutathatd
szignifikans kiilonbségként a 0-250nm-es és az 1000-1250-nm-es aktiv zonatol mért

tartomanyokra vonatkozdlag (p < 0.0001 t-teszt), de a 10% még nem (p = 0.84).
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Konvex burkold

Bassoon STORM

3. abra A sejthartya modellezése konvex burkoloval és a felszini tavolsagszamitas.
(a) Kettds CB1 bassoon STORM képalkotas hippokampalis axonterminalison. (b) Konvex
burkolo a CBi és bassoon lokalizaciokon. (c¢) Csak a felszini CB1 lokalizaciok
megjelenitése. (d) Az egyes felszini CB1 lokalizaciokhoz vezetd, bassoon jeltdl mért

legrovidebb felszini utvonalak.

4.7. Klaszterezettség vizsgalata lokalizacios mikroszkopias képeken

Az egymastol térben jol elkiiloniild bioldgiai strukturdk, funkcionalis helyek jeldlései
egészen a felbontasi hatarig elkiilontilt pixel vagy voxel halmazokként jelennek meg a
hagyomanyos mikroszkopiaban. A lokalizaciés mikroszkopiaban ezek a kiilonalld
részletek, mint lokalizacios pont csoportok vagy klaszterek jelennek meg. A pixel alapu
mikroszkopidban az intenzitas szerinti szegmentalas hasznalhaté az egyes strukturdk
szétvalasztasdhoz. A egyedi molekula lokalizacios mikroszkopos adatokon ugyanezt a
funkciot a lokalizaciok klaszteranalizisével lehet megvalositani. Olyan algoritmusra van
sziikség, ahol nem kell eldre meghatarozni a klaszterek szamat és értelmezve van egy
kiilon halmaz a zaj elkiilonitésére (a nem specifikus jelek sziirésére). Egy ilyen eljaras a

stiriség alapt klaszterezés zajjal (DBSCAN). Egy pont akkor fog egy klaszterhez
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tartozni, ha epszilon sugarti kornyezetében van legalabb N szamu masik pont. Az epszilon
¢és N paraméterek megadasahoz figyelembe kell venni a jeldlési stirliséget €s a struktirak
jellemzé méretét. A VividSTORMba épitett DBSCAN funkcioval egér idegszovet
preparatumban az egyedi mitokondriumok konnyen szétvalaszthatonak bizonyultak

kisérleteinkben.

4.8 Receptor internalizacio6 mérése CBi-pozitiv interneuron

terminalisokban

A ligand kotéssel aktivalt GPCR jelatvitelt a receptor internalizacioja koveti. llyenkor a
receptor klathrin-medialt endocitézis folyamattal eltiinik a plazmamembranbol, majd
Ujrahasznosul vagy lebontasra keriil. A VividSTORM-ba az internalizacios index (I1)
szdmitasnak kétféle modjat valdsitottuk meg. Az egyik esetben a lokalizacios
ponthalmazra 2D konvex burkolot feszitiink (a Z koordinatakat figyelmen kiviil hagyjuk),
amelynek meghatarozzuk a teriiletét és kiszamitjuk azt az r sugarat, ami egy ilyen teriileti
korhoz tartozik. Meghatarozzuk a lokalizacids ponthalmaz 3D M témegkozéppontjat €s,
kiszamitjuk d-t, ami az euklidészi tavolsag az M és az LP (lokalizacios pont) kozott. A
minden LP-re kiszamitott d/r értékeket atlagoljuk, igy kapjuk az II-t, melynek értéke 1
kortili, ha minden LP a plazmamembranon van es 0 ha a tomegkozéppontban. A 1I
szamitas egy masik lehetdsége, hogy konvex burkolot feszitiink a membrant jel6lé LP
halmazra, majd megmeérjiik a receptort jelolé LP-k euklidészi tavolsagat ettdl a felszintdl.
Minden LP-t internalizaltnak tekintiink, amely a konvex buroktol nagyobb tavolsagra
van, mint egy megadhato kiiszobértek. Végiil az I értékét a membranban 1évé LP-k és az

internalizalt LP-k szdmanak hanyadosa adja meg.

Kisérleteink sordn az exogén ¢€s az endokannabinoidok internaliz4cios hatéasat is

teszteltiik ezzel az elemzéssel.

5. KOVETKEZTETESEK

Doktori munkam soran a {6 célom egy olyan eljaras kidolgozasa volt, amely a konfokalis

¢s a STORM szuperfelbontasu mikroszkdpia kombinalasaval lehetdve teszi a molekularis
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képalkotast nanométeres tartomanyban sejttipus- és szubcellularis domén-specifikus
modon, idegszovetben. A klasszikus neuroanatémiai minta el6készitési és immunfestési
eljarasokat optimalizaltuk szuperfelbontdsi mikroszkopidra, Osszeépitettiink egy
konfokalis mikroszkopot és egy STORM rendszert, valamint Iétrehoztunk egy uj
szoftvert, amely alkalmas a két mikroszkép modalitdsbol szarmaz6 képek egyiittes
megjelenitésére és az adatok elemzésére. Munkank soran az alabbi kovetkeztetéseket

tettiik:

1. Sejtmentes, sejtkultira és idegszovet preparatumokon végzett kisérleteink
bizonyitottdk, hogy a STORM szuperfelbontast mikroszkop alkalmas a 20 nm alatti
X-Y sikt és ~50 nm koriili Z iranyu lokalizacios pontossag elérésére. Ez a lokalizéacios
pontossag megfelel a bedgyazas elotti  eziist-intenzifikdlt immunarany
elektronmikroszkopia segitségével elérhetd molekuléris képalkotéasi pontossagnak.

2. Kisérleteink alapjan a STORM mikroszkdpia alkalmas a célmolekuldk mennyiségi
valtozasainak relativ mérésére, tobbek kozott térbeli valtozasok, példaul receptor
internalizacié nyomon kdvetésére.

3. A korrelativ konfokalis és STORM szuperfelbontasi mikroszkopia lehetévé teszi a
molekularis képalkotast azonositott idegsejtekben ¢és specifikus szubcelluléris
kompartmentjeikben. Az eljaras kiterjeszthetd az idegszovetrél mas szovettipusokra is.

4. Az altalunk fejlesztett VividSTORM korrelativ konfokdlis és egyedi molekula
lokalizacios mikroszkopiai megjelenitd €s analizis program alkalmas a kiilonb6z6
mikroszkép modalitdsok manudlis és megfeleld jelolés esetén automatikus
Osszerendezésére, a pixelintenzitdsok és lokalizacids pontok egyiittes elemzésére. A
VividSTORM szoftver ingyenesen letdlthetd, nyilt hozzaférésli, masok altal
tovabbfejleszthetd eszkéz. Egy adott célteriileten beliil képes a molekuléris
mennyiségek mérésére, a molekuldris tavolsdgok meghatdrozasara, példaul a
sejtkompartment felszinét modellezd konvex burok felszinén, molekularis stiriségek
¢s klaszterezettség megallapitasara, valamint internalizacids index kiszamolésara.

Osszességében megallapithatd, hogy a STORM szuperfelbontast mikroszkopia hasznos

eszkoz az idegtudomanyok, illetve szélesebb korben az élettudoméanyok szamara és még

sok fejlesztési potencialt rejt magaban.
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