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Az agykutatas egyik alapvetd kérdése, hogy az
egyes szinapszisokban el6forduld  jelatvivd
fehériék elhelyezkedése, slrisége hogyan
befolyasolja a szinaptikus kapcsolatok kvalitativ és
kvantitativ tulajdonsagait. A szinaptikus mikodés
hatterében rejlé molekularis folyamatok
megértésének azonban jelenleg is szamos
moddszertani  korlatja van, mint példaul a
fénymikroszkopia felbontasanak korlatossaga.
Jelen munkaban a STORM szuperfelbontasu
mikroszkopiat kombinaltuk konfokalis
képalkotassal és patch-clamp elektrofizioldgiaval,
hogy egy azonositott sejtben egy célfehérje
nanomeéteres pontossaggal meért eloszlasat

http://www.matud.iif.hu/2016/01/12.htm

modon szabadul fel. Az endokannabinoid rendszer
tehat egy olyan retrograd jelatviteli rendszer,
amely a kémiai szinapszisok mikodésének féken
tartasat valdsitia meg a negativ visszacsatolas
elve alapjan.

Annak ellenére, hogy az endokannabinoid
rendszer az egyik legelterjedtebb szabalyozdja a
szinaptikus jelatvitelnek, a mikodés pontos
molekularis mechanizmusa és a CB1-receptorok
eloszlasanak sejttipusonkénti szabalyozasa meég
nem ismert. A pontosabb megértés érdekében
olyan mddszert kell alkalmazni, melyben a sejtek
fiziologiai viselkedését, anatomigjat és a CB1-
receptor nanoszkopikus eloszlasat egyutt lehet
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korrelalni tudjuk annak fiziolégiai és anatomiai
tulajdonsagaival. Az egyedi idegsejteket az
élettani elvezetés alatt biocitinnel toltottik fel, majd
konfokalis = mikroszképiaval vizualizaltuk az
idegveégzbdéseket es a CB1-receptorok
lokalizaciojat STORM-mikroszképiaval 20-30 nm
laterdlis és 40-60 nm axialis pontossaggal
hataroztuk meg. Végul a konfokalis képek és a
STORM-képek korrelalt vizsgalatanak
megkonnyitésére kifejlesztettuk a VividSTORM
szabadon hozzaférhet6 szoftvereszkozt.

A fénymikroszkopia az élettudomanyok, igy az
idegtudomanyok egyik legfontosabb és
legszélesebb korben elterjedt vizsgalati modszere.
Nagyon régen ismert, hogy a fény
hullamtermészete miatt ez a mddszer korlatozott
felbontasu képalkotast tesz csak lehetévé. Ernst
Abbe 1873-ban publikalt szamitasai szerint ez a
felbontasi hatar kb. 200 nm XY és 500 nm Z
iranyban. A szinaptikus kapcsolat kutatasaban
példaul ez a korlat jelentés nehézséget okoz,
hiszen a transzmitter vezikulak jellemz6 mérete 40
nm-es, vagy peldaul egy pre- és egy
posztszinaptikus fehérje tavolsaga a 30 nm-es
nagysagrendbe esik. Az utébbi tiz évben olyan
fénymikroszkopos technikak jelentek meg, melyek
kulonb6z6 modszerekkel attorik a diffrakcidlimitalt
felbontasi hatart, igy biztositva Ujabb
lehet6ségeket az élettudomanyi alkalmazasokra.

A terllet fontossagat jelzi, hogy 2014-ben
harom olyan kutaté kapta meg a kémiai Nobel-
dijat, akik két egymastdl jelentésen eltérd
szuperrezoluciés modszert fejlesztettek ki.

Jelenleg harom elterjedt modszer van, amely
alkalmas a diffrakcios hatarnal nagyobb felbontasu
képalkotasra, az egyedimolekula-lokalizacion
alapul6 STORM és PALM (Eric Betzig, Xiaowei
Zhuang, Marcus Sauer); a STED (Stefan Hell) és
a SIM (Mats Gustafsson).

http://www.matud.iif.hu/2016/01/12.htm

vizsgalni. Az endokannabinoid rendszer
mikodése a hippokampalis GABAerg
szinapszisokban nagyon jol demonstralhatd,
melyeknek két {6 CB1-et tartalmazdé tipusa van — a
dendritikus és a kosarsejtek. A patch-clamp
technika lehet6séget teremt egyetlen sejt
elektrofiziolégiai jellemzésére, és jeldléanyaggal,
esetinkben biocitinnel valo feltdltésre tulélé egér
agyszeletében. A jeldlt sejt a fixalas utan lathatova
tehetd fluoreszcens jeldléssel, és a teljes sejtrél
felvétel készitheté konfokalis mikroszképpal az
anatémiai jellemzéshez. A fixalt agyszeletek
Ujrametszeése utan a CB1-receptorok
immunhisztokémiai modszerrel jeldlhetok. Mivel a
metszetekben a biocitines feltéltés miatt lathatéak
azok a strukturak, melyek a célsejthez tartoznak, a
STORM szuperrezolucios képalkotas elvégezhetd
specifikusan az adott sejt axonvégzédésein, ahol
a CB1-receptorok talalhatoak.

A konfokalis kép alapjan tehat azonositani
tudjuk azokat a STORM-lokalizacidkat, melyek az
adott  célsejthez  tartoznak. A  konfokalis
rétegfelvétel sorozat egy voxel-intenzitas jellegl
adat, mig a STORM-kép egyszerien csak
lokalizaciok  sorozata  koordinataharmasokkal
megadva, igy teljesen kulonb6z6 modalitast
képviselve. A két modalitas egyulttes kezelésére
és a STORM-adaton valé6 mérések elvégzésére
egy Uj szoftvert irtunk, a szabadon hasznalhat6
Vivid-STORM-ot.

Az  elektronmikroszképiahoz képest nagy
hatrany, hogy a STORM-ban specialis jeldlés
nélkdl nem lathaté a sejtmembran. Mivel a CB1-
receptor a dendritikus és kosarsejtekben nagyon
nagy slriséggel talalhaté meg a membranban, az
egy boutonhoz tartozé lokalizacidkra illesztett
konvex burkoloval a membran modellezhets. A
szoftver segitségével szamos analizis végezhetd
el, példaul a CB1-receptorok tavolsaga mérhet6 a
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Az egyedimolekula-lokalizacion alapulo
szuperfelbontasu mikroszkdpia mar a nyolcvanas
evektél rendelkezésre allt, de csak akkor
mikodott, ha a latotérben olyan siriiségben voltak
a jeldlések, hogy a pontatviteli figgvények nem
voltak egymassal atfedésben, mert igy lehetbség
nyilik arra, hogy az egyes pontszeriinek tekinthetd
fényforrasok (példaul egy fluoreszcens
kismolekula vagy kvantumpoétty) képére egy
gorbét illesszunk (jellemzéen Gauss-gorbét), és
ennek centroidjat vegyuk lokalizaciénak. Az igy
meghatarozott lokalizaciok pontossaga elsésorban
a fenyforras altal kibocsatott fotonoktdl fugg, és
elérhetd vele a néhany nanométeres felbontas is
(példaul FIONA). A biolégiai mintakban a jeldlések
a legtobb esetben olyan slriségliek, hogy az
egyes fluoreszcens jelOlések képei atfednek, igy
nem lehet a gorbeillesztést elvégezni. Ha a
fluoreszcens fényforrasaink nem egyszerre
vilagitananak, hanem csak egy kis részuk, akkor
lehetséges az egyedimolekula-lokalizacio, majd
egy kovetkez§ felvételen megint csak egy kis
részuk, de mar mas jeldlések, akkor sok kép
felvétele utan lehetséges a szuperrezolucios keép
Osszedllitasa. Ezt az alapelvet hasznélja ki a
PALM (Photoactivated Localization Microscopy),
mely fluoreszcens fehérjéket, és a STORM
(STochastic Optical Reconstruction Microscopy),
mely fluoreszcens kismolekulakat hasznal ki-be
kapcsolhaté fényforrasként. A képalkotas soran
el6szor az Osszes fényforras sotét, majd aktivalo
megvilagitas hatasara egy kis részik bekapcsol,
és a képkészités utan kikapcsolnak. Ezen fazisok
sokszori ismétlése utan, ami jellemz6en ezertdl
néhany tizezer lépést jelent, 2030 nanométeres
lateralis és 50—60 nanométeres axidlis felbontasu
kép allithatd el6. Az elektronmikroszképiahoz
képest az a nagy elényuk a fenti modszereknek,
hogy a mintael6készités joval gyorsabb, akar €l6
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membranon, azaz a konvex burkolé felszinén az
aktiv zonatol, megkaphat6 a boutonok térfogata és
felszine, a lokalizaciok klaszterezettsége, felszini
slr(iségeloszlas, valamint az internalizaciés index
is kiszamolhato.

A kannabinoid jelatviteli rendszer tulajdonsagai
sejttipusfuggden megvaltoznak egyes
patofiziologiai folyamatokban. THC-kezelés
hatasara példaul er6sen csokken a retrograd
kannabinoid rendszer hatasfoka a GABA-
felszabadulasra, de ez nem igaz a glutamatra.
Ennek molekularis mechanizmusa nem pontosan
ismert, igy egereket kezeltink THC-val egy
marihuanafogyaszténak megfelel6 doézisban, hat
és fél napon keresztil. A 3D STORM-képalkotas
dramai (74%) CB1-receptorszam-csdkkenést és
megnovekedett  internalizaciot ~ mutatott a
kosarsejtek axonvegzddésein. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a csokkent CB1-
receptor-mennyiseg felelés a THC-bevitel utan
tapasztalhatdé kannabinoid hatas csokkenéséért a
GABA-aramokra. A receptorok visszatérésének
nyomon kdévetésére megmértik a CB1-szintet a
THC megvonasa utan 11,5 nappal, amikor mar
teliesen visszatért a klasszikus kannabinoid
viselkedés. Ennyi id§ elteltével is még 35%-kal
kevesebb receptor volt megtalalhaté a kezelt
egerekben a kezeletlenhez képest, azonban hat
hét utan mar nem volt kimutathaté a kalonbség.

Az elektrofiziologiaval kombinalt  korrelalt
konfokalis és 3D-STORM szuperrezolucios
mikroszkopia tehat egy gyors és hatékony
modszer a  sejttipus-specifikus  nanoskalaju
képalkotasra. A VividSTORM, python-alapu,
szabadon hozzaférheté és nyilt forraskodu
szoftverrel a kulénb6z6 modalitasok (konfokalis,
EPI fluoreszcens vagy elektron mikroszkdpos és
STORM) egyutt kezelhetbék, és kulonbozé
mérések végezhetdk el. A nyilt kdodnak
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sejteken is alkalmazhatd, és a tobbes jelolés is
megoldhaté.

Az idegtudomanyok egyik nagyjelentéségu
felfedezése volt, hogy egyes szinapszisokban a jol
ismert anterograd iranyu jelatvitel mellett
megtalalhatdo egy visszafelé mikodé (retrograd)
informacidatvitel is. Ez a mechanizmus igen fontos
lehet szinaptikus tulmikoédés esetében (pl.
epilepszia, isémias stroke vagy neuropatias
fajdalom), amikor a posztszinaptikus sejtnek egy
negativ visszacsatolassal csokkenteni kellene a ra
erkezd bemenetet.

A kannabisztartalmu kabitoszerek
hatdsmechanizmusanak vizsgalata kdzben
kidertlt, hogy az indiai kender f6 pszichoaktiv
hatéanyaga, a A9-tetrahidrokannabinol (THC), egy
G-fehérje-kapcsolt receptoron, a CB1 kannabinoid
receptoron keresztll fejti ki hatasat, amely az
idegvégzb6déseken talalhatd, és ott gatolja a
neurotranszmitterek felszabadulasat. A CB1-
receptor endogén ligandja, a 2-arachidonoil-
glicerin pedig a posztszinaptikus sejtekbdl, de a
preszinaptikus idegvégz&dés aktivitasatol figgd

készbnhetéen konnyen tovabbfejleszthetd.

Kulcsszavak: szuper-rezolucios mikroszkopia,
egyedi molekula lokalizaci6, STORM, korrelativ
konfokalis és STORM-mikroszkopia,
endokannabinoid rendszer, CB1-receptor,
marihuana, THC, elektrofiziolégia
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