2. Osszefoglalas

Az agy kémiai szinapszisainaktkodesi elvei és plaszticitasi folyamatai nem étiblet
meg a szinaptikus fehérjek helyzetének és menmgisdg ismerete nélkil. Az
endokannabinoid jelpélya a kdzponti idegrendszéames kilonbod tipusu szinapszisaban
kulcsszerepet jatszik az ingertlet-atvianyagok felszabadulasanak szabalyozasaban. Ennek
ellenére az idegvégdéseken talalhato, retrograd jelatvitelt k6zwet@B: kannabinoid
receptorok mennyiségenek és sejten bellli elogmdksszabalyozasarol nagyon kevés ismeret
all rendelkezésre. A CBeceptorok nanoskalaju molekularis eloszlasankérk&pezéséhez a
SzTochasztikus Optikai Rekonstrukcios MikroszkOp{&TORM) valasztottuk eszkozl,
amellyel a hagyomanyos fénymikroszkopia térbelbltiiképességét egy nagysagrenddel
meghaladé felbontas is elérbet A STORM modszert konfokalis mikroszkopiaval
kombinalva a molekularis eloszlasra vonatkoz6 smepellcidos adatokat sejt- és
kompartmentspecifikus kontextusba helyezve vizegaltA kilonbdsd modalitdsu képek
egységes kiértékeleséhez és a STORM adatok pomtbn&éaliziséhez egy konnyen
kezelhed, rugalmas szoftvert fejlesztettiink. Perfundalt ragg metszeteken ké#
fluoreszcens immunfestést végeztiink :G® neuroligin-2 ellen, és a hippokampusz CAl
piramisrétegében korrelalt konfokalis és STORM k&pevettiink fel. A posztszinaptikus
aktiv zona marker neuroligin-2 konfokalis képéndgitségével meghataroztuk a gatlo
szinapszisok helyzetét. Kimutattuk, hogy az egyemeégddésekben a receptorok szama
linearis dsszefliggést mutat a bouton méretévehbtod, hogy a CBreceptorok atlagos
siirisége meglep moédon nem tér el az intraszinaptikus és az extragtikus zonaban. A
tudomanyos diakkori munka keretén belll tehaikadnt fejlesztettiink szoftvert a STORM és
konfokalis mikroszkopias adatok korrelalt analihes® valamint ennek segitségével

kimutattuk a CB receptorok homogén eloszlasat a gatlé axorbEsekben.



3. Bevezetés
3. 1. A szinaptikus endokannabinoid jelpalya

Az agy szinaptikus szervédésenek minél teljesebb Kofeltérképezése a molekularis
neuroanatomia egyik legfontosabb célja. A szinatikelpalyak molekularis elemeinek
kvantitativ vizsgalataval kozelebb lehet jutni azgkttani és korélettani funkciojahoz, igy
lehety'ség nyilhat akar olyan Uj gybégyszerek tervezésamelyek hatékonyabbak lehetnek
killonbd® idegrendszeri betegségek esetében [1]. igy toeErmtz endokannabinoid jelpalya
molekuléaris alkotoelemeinek, a €Bannabinoid receptornak [2], a DGL{diacilglicerol-
lipaza) [3] és az MGL (monoacilglicerol-lipaz) [4] enzikmek esetében is. A
neuroanatomiai lokalizaciéo segitségével kidertlagyh a szinaptikus endokannabinoid
jelpalya retrograd jelatvitelt tesz lebeé [5-7] (1. abra). A retrograd endokannabinoid
atvonalnak az egyik legfontosabb feladata, hogy&dreszinaptikus hiperaktivitas esetén
megvédje a posztszinaptikus idegsejtet a tulzokeseesdl [8]. Ennek a mechanizmusnak
korélettani jelertisége lehet példaul stressz- indukalta analgézifjailetve epilepsziaban
[10]. Ugyanakkor a fiziologiai és patofizioldgiaiurikciok sokféleségének tovabbi
megismerésehez elengedhetetlen az endokannabieamkszer molekularis felépitésének
részletesebb feltérképezése a kulowkeznaptikus kapcsolatokban.

Az elmult évtizedekben szamos betegség esetébéltakabiztatd jeleket arra, hogy az
endokannabinoid rendszer modulalasaval be lehék@ara koros folyamatokba. Erre példak
a pszichiatriai és neuroldgiai megbetegedések épéld Parkinson-kor vagy a Huntington-
kor, a krénikus neuropatids fajdalom, a sclerosisitipiex), kilonbds daganatos
megbetegedések, az ateroszklerdzis, a miokardtiddisktus, a stroke, a magas vérnyomas, a
szurkehalyog, a metabolikus szindroma és a cskutig [1]. Egyes betegségekben mar
megkezddott a CB receptor egyik exogén ligandjanak, a THC-nak kiitizy standardizalt
preparatumok formajaban tortérorvosi céll alkalmazasa is. Emellett egyre novieksz
kannabisz felhasznaldsa és elfogadottsdga reksedob@ként, & néhany orszagban és az
USA egyes tagallamaiban mar legélissa tették anddetat. igy ezen megfontolasok miatt is
szukséges az endokannabinoid rendszer kiterjedigdiata, hiszen a hosszu tavu THC-

hasznalat toleranciat és egyes kognitiv funkci@szaesését okozhatja [11].



Homer

1. dbra Az endokannabinoid-kézvetitette
retrograd szinaptikus jelatvitel feltételezett
élettani szerepének  bemutatasa a
glutamaterg szinapszis példajan [8]

a) A preszinaptikus sejtben az éréeakcios
potencial kovetkeztében az axonvédgsben
fesziltségfliigd kalciumcsatornak nyilnak Kki.
Ennek hatasara kalcium-bearamlas figyeihet
meg, ami segiti a neurotranszmittert (jelen
esetben glutamatot - GLU) tartalmazé vezikula
fuziodjat a membrannal, igy annak tartalma a
szinaptikus résbe Urll, és atdiffundal a
posztszinaptikus sejt membranjahoz, ahol a
posztszinaptikus denzitas (PSD) teriiletén
receptoraihoz (itt ionotrép AMPA és NMDA)
kotodik. Ennek hatdsara posztszinaptikus
ionaramok jelennek meg (itt pozitiv ionok
aramlanak be, tehat a sejt depolarizalodik).

b) Kiterjedt preszinaptikus aktivitas esetén,
amely az axonterminalis teriiletén emelkedett
Ca*-koncentracidval jar egyitt, glutamat
aramlik ki a szinaptikus résh majd a
periszinaptikus jelatviteli egységben
(Perisynaptic Signaling Machinery, PSM)
metabotrop glutaméatreceptorokat (MGIuUR)
aktival.

c) A PSM-ben a jelatvitel a mGI4R
aktivaciojaval kezddik, amely foszfolipaz-C-

B (PLC) enzimtevékenységet idéz6elq11
fehérje segitségével. A PLE-
foszfatidilinozitol-biszfoszfatot (PHp hasit
inozitol-triszfoszfatta (IB) és diacilglicerolla
(DAG), mely késbb a diacilglicerol-lipaax
(DGL-a) enzim segitségével tovabbalakul
2-arachidonoilglicerolla (2-AG). A
posztszinaptikus sejt bocsatja tehat ki a 2-AG-t,
amely visszadiffundal az axonvégigshez,
ahol a G-protein kapcsolt GBreceptoron
inditja el a jelatvitelt. Ennek hatdsara zarédnak
a kalciumcsatornak, és csokken a tulzott
neurotranszmitter-felszabadulas. Ez a
»Szinaptikus biztositék” model{abra: Katona

€s mtsai., médositva)



3. 2. A CB1 receptorok eloszlasa

Az endokannabinoid rendszer a szinaptikus aktivifAatos szabalyozdja szamos
agytertleten [12]. A CBreceptor retrograd jelatvitelben betdltott szetef® jeleniségét
epilepszias hiperaktivitasban @gnt a hippokampusz szinapszisaiban irtak le [§, A3
hippokampusz a limbikus rendszer része, modosultegkészlet, az emléknyomok
rogzitésében, illetve a térbeli tajékozodasbanomrgyterilet [14]. Két nagyobb részre, a
gyrus dentatusra és a cornu ammonisra (CA) tadqgladiobbi ragcsalokban it 3-ig
szamozott régiokbdl all. A hippokampuszban GABA-@énterneuronok széles spektruma
talalhatd meg, ezeket tobb mint 20 csoportba satjpik [15, 16]. Az endokannabinoid
rendszer vizsgalata szempontjabol a cholecystdakitartalmazo sejtek jatszanak fontos
szerepet, amelyek axonvégZsein CB receptorok talalhatéak [2, 15]. llyenek a CCK-t
expresszalo kosarsejtek, a dendritikus sejtek,qoéld Schaffer-kollateralis asszocialt sejtek
és a perforans palya asszociélt sejtek [16, 17].

Az endokannabinoid rendszer egyik kulcseleme, a KaBnabinoid receptor az agyban a
legnagyobb mennyiségben jelen déG-protein kapcsolt fehérje [18-23]. Legjelésebb
endogén ligandjai az anandamid és a 2-arachidagipgérol, exogén ligandja példaul a
kender (Cannabis sativa) pszichoaktiv hatéanyag&l@ (A-9-tetrahidrocannabinol) [20-25].
El6fordulasa nem csak az agyteriletek szintjén vaibezdanem kilonbézsejttipusokban is
kulonbo®d mertékben van jelen. A hippokampuszban legnagyobbnyiségben GABA-erg
interneuronok axonterminalisaban helyezkedik ellf?], am hatasa a szinaptiku$sségre
gatlo és serkefitszinapszisokban egyarant igazolt [6, 13]. Ezenet)es patofizioldgiai
folyamatok kulonbodképpen valtoztathatjdk meg jelenlétét a kulob&ejttipusokban.
Példaul epilepszias agyban - ahol a tiinetek megjstea serkentés és gatlas felbomlasanak
kovetkezmeénye -, a serkérgzinapszisokban csdkken [10], mig a gatld szinapkhkan 1 a
CB1 receptor mennyisége [26]. Nem elég tehat csupauywgzriletre jellemzreceptorszam-
valtozast vizsgalni, hanem sejttipus-specifikus kdeglitésre van szikség kvantitativ
molekuléris vizsgalatok esetén.

Az ugyanazon axonve@désben kifeje#do receptorok sem biztos viszont, hogy teljesen
azonos szerepet toltenek be, akar csak a szinapszitetve a downstream effektor
molekulaktdl valé tavolsaguk miatt, ezért nem eteljecsupan a termindlison talalhato

0dsszes receptor mennyiségét vizsgalni, hanem abskl&sanak mérésére is szlikség van.



A CB; receptorok nanoskaldju domén-specifikus elhelyge&ébl és annak szabalyozasardl
viszont kevés ismeret all rendelkezéslinkre.

Beagyazas utani immunarany technikat hasznalé retekikroszkopos adatok szerint a
CB: receptorok bedusulasa mutathatdo ki a szinapszieléien hippokampalis gatld
interneuronokon [27]. Egy masik kutatécsoport vigznémileg az ékzéeknek ellentmondo
médon azt mutatta meg primer neurondlis sejtkuli@md CB fehérjékhez kotott
kvantumpottyok kovetése segitségével, hogy a rewapiszabadon ki-be diffundalhatnak az
aktiv zonabal, vagyis nem talaltak specifikus horgad mechanizmust, amely potencialisan a
periszinaptikus zonaban tarthattiéet [28]. Egy fontos kérdés tehat, hogy van-e atvak
zbnahoz kothétmintazat a CBreceptorok eloszlaséban, hiszen a @Reptorok fiziologiai
és patofiziolégiai funkcidinak megértéséhez sziuksdgnne ennek ismerete.

Eddig nem allt rendelkezésre olyan eljaras, amelttisus- és kompartment-specifikus
modon alkalmas lenne adott célfehérjék mennyisdgéée eloszlasanak nanoskaldju
precizitdssal tortéh mérésére, am a szuperrezollicios mikroszképids nodiiak
megjelenésével a GB receptor eloszlasaval kapcsolatban felndertikérdések

megvalaszolasara is letiség nyilhat.

3. 3. A szuperrezoliuciés mikroszkopia lehetéségei a molekularis

neuroanatomiaban

Az idegtudomanyok szamara rendelkezésre &ll6 Iaitaszkozok drasztikusan
gyarapodtak az utdbbi évtizedben. Az agyi génesmiés atlaszok, a neurondlis aktivitas
monitorozasara alkalmas genetikusan kodolt fehégska halozatok feltérképezésére is
hasznalhatd képalkoto eljarasok hatalmas segitggigatenek [29].

A szinapszisok fehérjéinek vizsgélatdban a klasszikodszer az immunarany jeldléssel
kiegészitett elektronmikroszképos képalkotas. Bgy nhanométeres felbontdstu képhez
juthatunk, melyen jelolés nélkil azonosithatok palento, illetve szinaptikus strukturak, a
nagy ateres#tképesséd analizis nem megoldott a hosszadalmas mirdtieéskités, a nagy
siriisédi, illetve tdbbszords jelolés elérésének és a 3Dmstkukcidnak a nehézségei miatt. A
képalkotdshoz elengedhetetlen a mintak dehidratassy anizotrop zsugorodast okoz, igy
hatraltatja a fehérjék pontos pozicionalasat. Baeil az elektronmikroszkopos technika a
meérés es a mintadkészités korialményei miatt nem alkalmas kompléxsgljtek, szovetek

vizsgalatara [30].
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Ezzel szemben a fluoreszcens mikroszképias eljlardsthasznalasaval kilénbdz
fluoroférok segitségével tdbbféle fehérje jeltthegyszerre. Akam vivo mérésekre is van
lehetség, valamint kénnyebb elektrofizioldgiai vizsgakdtal kombinalni, igy nagyobb
kisérleti flexibilitast nyujt [31]. A klasszikusifbreszcens mikroszképias technikak felbontasa
azonban joval elmarad az elekronmikroszképétdl0@-Bm-es lateralis €s kb. 5-600 nm-es
axidlis iranyban, ami nem elegénda szinapszis fehérjéinek vizsgalatahoz, hiszen a
kilonbo® funkcionalisan eltérdomének, példaul az aktiv zona mérete is ebbeartanyba
esik. A fénymikroszkopok altal elérléetlegkisebb feloldhatd tavolsagot az Abbe-elv
definidlja (2. &bra).

_ A
" 2nsin@

2. dbra Az Abbe-elv alapjan definialt legkisebb faldhaté tavolsag (d) [30]

Ahol A a képalkotashoz hasznalt fény hullamhossza, n zedkdefraktiv indexe® pedig az objektiv
félnyilasszdge. Az nsintagot az objektiv numerikus apertirajanak neveznily egy nagyon jo objektiv
esetében a kdzeg torésmutatdjadhoz tart, ami Uvebsekorili érték. A lathatd fénnyel végzett vizegékhoz
minimum koértlbelil 400 nanométer hullamhossza fétydunk felhasznalni, igy a fénymikroszkép altal
legkisebb feloldhat6 tavolsag elviekben sem leblelhj200-250 nanométernél.

A klasszikus féenymikroszkopokkal elértigel-zaj arany novelésére léteznek stratégiak.
Az egyik ilyen példaul a képek, képsorozatok fedvéntani dekonvollcioja. Pontster
fényforrasok leképdmésekor nem pontsZerkép, hanem a fény diffrakcidja miatt egy
nagyobb, Airy-korongnak nevezett mintazat keletkez@zen belll az intenzitas térbeli
eloszlasat pontvalasz fluggvénynek hivjak. Ez egyeli adott képalkotasi eljarasra, a
mikroszkop tipusara és a képalkotas korulményedmven A dekonvolucio a felvett kéfib
probalja visszafejteni a lehetséges eredeti strakia mikroszkop pontvalasz fliggvényének
ismeretében. Igy jelets kontrasztnévekedés és némi felbontas-novekeadérises [32].

A konfokalis pasztazo mikroszkop ugy alkot képeigynfokuszalt 1ézer fut végig a minta
pontjain. Az elméleti fokuszon Kkividlr erkez fotonok kisZirésére egy lyukdiafragmat
alkalmaznak. A beérkézZotonokat fotonsokszorozo &$PMT) vagy lavina fotodidda (APD)
segitségével ésitik fel, és alakitjak elektromos jellé. A képalks végén egy kép vagy egy
z-iranyban felvett képsorozat keletkezik, mely pexé&ént/voxelenként a minta kibocsatott
fluoreszcenciajaval aranyos értékeket tartalmazkohfokalis pasztazé mikroszkoépiaval
nagyobb felbontasra tehetiink szert, mint a hagygosszéles latomeZejmikroszkopok
esetében, de nem érhetjuk el a diffrakcio altal ma&gyozott limitet [33, 34].
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Az Abbe-elv altal definiélt diffrakciolimit megkelésére a kozelmultban szamos eszkozt
fejlesztettek, ezeket szuperrezollcios eljarasoknakezzik. Strukturdlis megvilagitason
alapszik a SIM (Structured lllumination Microscopgs a STED (Stimulated Emission
Depletion Microscopy), és egyedi molekula lokalibdthasznal fel a PALM (Photoactivated
Localization Microscopy) és a STORM (Stochastici€gitReconstruction Microscopy) [35].
Tekintettel kutatasunk szempontjabobrelos tulajdonsagaira, példaul az eléshé&iting
lokalizacios precizitasra, a harom dimenzidés és bdéatornas képalkotasra valo
hasznalhatésara, a léteszuperrezollcios moddszerek kdzul mi a STORM mikopiat
vélasztottuk a vizsgalatainkhoz, amely megitéléssndrint a kovetkéz években értékes

eszkodzzé valhat a molekularis neuroanatbmusok kezéb

3. 4. A STORM képalkotas

A lokalizaciés mikroszképia azt hasznalja ki, hagyegyedi fluoroforok helyzete nagyon
pontosan meghatarozhat6. A képalkotas soran azlelgy@lizaciot az teszi leh&té, hogy a
fluoroféroknak egyszerre csak egy kicsi, véletlemszalmaza vilagit. Ehhez szikséges a
.photoswitching” mechanizmus, miszerint egyes faféorok nagy intenzitasa l|ézerfény
hatasara reverzibilis médon egy nem gerjesétdapotba vihdtek (,sotét allapot”), majd
révidebb hullamhosszu fény segitségével ismét ghed allapotba kapcsolhatok.

Egy egyedi fluorofér felvillanas helye énmagabargyhaontossaggal detektalhatd, ha
elegend fotont tudunk 0Osszegjteni, és az egyes felvillanasok kelh tavol vannak
egymastol. igy ha a fluoroférok kdzul megfélélullamhossza és intenzitasu fénnyel sikeril
egyszerre viszonylag kevés szamut felvillantanimegfigyelni, majd sotét allapotba vinni
oket, ezen folyamat sorozatos alkalmazasaval akdamenme-es lateralis és 30-40 nm-es
axialis felbontas is elérhiet Ez jelenbsen jobb teljesitmény, mint amire a hagyomanyos
fluoreszcens képalkotas képes, és eléri az immnopaesektronmikroszkopia lokalizacios
pontossagat [36, 37] (3. abra).

A moadszer jOl felhasznalhaté az endokannabinoidiseer molekularis alkotéelemeinek

tanulmanyozasa soran, példaul ay®Bnnabinoid receptorok vizsgalatahoz is (4. abra).
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konvencionalis kép szuperrezollcids kép

iteraciéja

sztochasztikus aktivacio

3. dbra A STORM képalkotas [35]

A kép bal oldalan kb. 25 nm atnégit mikrotubulusokrél konvencionalis diffrakciolimitéképalkotassal készult
kép lathatdé, melyen alig kiveltetazok szélas szerkezete. De ha egy-egy fluorofgyméstél elkilonitve
lokalizalunk tébb ciklusban a STORM mikroszkopiagiseegével (kbzépen), akkor sokkal jobb felbontasa,
részletgazdagabb képet kapunk (jobb oldabra: Huang és mtsai., médositva)

Diffrakcidlimitalt képalkotas

a eredeti struktdra projekcid

Egyedi molekula lokalizacid

B

pontvalasz fiiggvény PSF képe EMCCD-n Gauss-eloszlas illesztése szuperrezollicios lokalizacio

b (PSF)

STORM (Sztochasztikus Optikai Rekonstrukcids Mikroszkdpia)

=+ CB; Receptor

fluoroférok sétét dllapotban minden képalkotasi ciklusban csupan a fluoroférok a szuperrezolt’:cit:')s kép |
c kis részhalmaza aktivalodik rekonstrukcidja

4. 4bra A STORM szuperrezollcids mikroszkopia nikodésének elvi alapjai a CB receptor példajan
bemutatva

Ahhoz, hogy megkertljik a diffrakcios limitet, éagy felbontasu informaciét kapjunk az endokannabino
rendszer tagjairdl, példaul az axonvédgzseken elhelyezkédCB; receptorokrdl, a hozzajuk immunreakciéval
kapcsolt fluoroférokat kis intenzitasu lézerfénnyaktivaljuk, igy csupan a fluoroférok egy kis csopi
villantjuk fel, sztochasztikus médon, ezzel elkbdijik a pontszérfényforrasok leképémése soran létrejév
fénykorongok atfedését. Egy-egy ilyen korong kdzdytja viszonylag kénnyen és pontosan kiszamolh&td.
EMCCD képen egy megfeliel Gauss-eloszlas illesztésével meghatarozhaté egyt@glizacio, melynek
pontossaga tobbek kodzt a bégdtt fotonok szamatdl fligg. A detekcids folyamaiggszamu ismétlésével
rekonstrualhat6 a receptoreloszlasrol a kivant {@pa: Barna Laszl6)
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Az egyes fluoroforok helyének meghatarozasanakgssagat a lokalizacios precizitassal
lehet jellemezni. Ez annal nagyobb, minél t6bb ribt&épes detektalni a rendszer egy

felvillanasbdl (5. abra).

100 foton 1000 foton 10000 foton

S

5. abra A STORM jel lokalizaciés precizitasanak fugése a detektalt fotonok szamatél [38]

Minél tobb fotont gyijtink be egy-egy fluorofér felvillanasabdl, annagyobb lesz a jel/zaj arany, és annal
pontosabban illeszthieta Gauss-eloszlas, amelynek pontosabban meghlatéboa varhatd értéke. Az illesztett
fuggvény félértékszélességét jellemzi a lokalizécié precizitas ney méibszam.
Az abran balrél jobbra haladva & detektalhaté fotonok szama és a pontokat jetidolalizaciés precizitas.
(abra: McEvoy és mtsai., modositva)

A STORM képalkotds nem csupan egy sikban, hanemmh@imenziéban is képes a
diffrakcids limitet meghaladd pontossaggal megluatidira felvillanasok helyzetét. Ehhez egy
cilindrikus lencse behelyezésére van szikség, aamrly vagy y tengely mentén elnydjtja a
felvillanasok képét attdl fuggn, hogy a fluorofér az optikai sik alatt vagy tblibelyezkedik
el, igy kulénboa iranyban &all6, a z-pozicidval ardnyosan torzulpstiseket kapunk. Egy
kalibraciés gorbe segitségével leisgtg nyilik az eredeti mélység adat visszafejtés@re.

képalkotas z-iranyu lokalizacios precizitasa igy ® nm [39] (6. abra).
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6. abra 3D STORM képalkotas [39]

a) A harom dimenziés STORM képalkotashoz egy dillng lencse behelyezése szilkséges az objektiv és a
képalkoté lencse kozé.

b) A cilindrikus lencse az optikai siktél val6 tdség fuggvényében megvaltoztatia a pontok képének
ellipticitasat.

c) Egy fluoroférokat egyetlen sikban tartalmazd tamirz-iranyd mozgatasaval felvett kalibracios gorbe
segitségével az ellipszisek alakjabél meghatarozhad felvillandsok  z-irdny(  pozicidja.
(abra: Huang és mtsai., modositva)
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A STORM mikroszképidhoz a mddszer szempontjabdnygls tulajdonsagokkal
(kibocsétott fotonszam, gerjesztbstgi tartomany) rendelkéZluoroforok [40, 41], illetve a
képalkotasi korulmények optimalizadlasahoz speciplifer szikséges [31]. A fluoroférok
megfeleb kombinalasaval pedig tobbcsatornas képalkotas léshety, igy akar tobb

kilonbd® fehérje egyiddj szuperrezollcids vizsgalata is megoldhaté [42a6ra).

aktivacids impulzusok

antitest Alexa 405
ge@- J_A_L1_ N\

A AL

szekunder
antitest Ccy3

: . Alexa 647

7. dbra Tébbcsatornas STORM képalkotas [42]

A tbbbcsatornas STORM képek készitéséhez a viamd@léehérjéket olyan szekunder antitestekkel szjgsé
jelélni, amelyeken eltéek az aktivator fluoroférok (az abra bal oldalanexd 405 és CY3), igy elter
hullamhosszu kis intenzitasu fénnyel aktivalhatbk,ugyanakkor egyforma riporter fluoroférral (itteXa 647)

rendelkeznek. A képalkotas Ugy zajlik, hogy az \aktr |ézerek felvaltva tikddnek, igy a fluororoférok
felvillanasanak idpontjabdl kovetkeztethetiink arra, hogy mely csathoz tartoznak(dbra: Bates és mtsai.,
maodositva)

3. 5. Vizualizaciés és analizis eszkézok STORM szuperrezolicios

mikroszkopiahoz

A nagy felbontasu lokalizaciés mikroszkopos tekbkihatékonysagat sokszor limitalja a
célfehérjek molekularis eloszlasanak tanulmanyozisan, hogy az igy készilt képeket
nehéz kontextusba helyezni, hiszen példaul a ST@BdEken nem latszanak a sejtmembran,
illetve a sejtalkotdk, a szubcellularis kompartneénhatarai. Ezen kivil, ha tébb sejt vagy
sejttipus is kifejezi a vizsgalt fehérjét, akkorekzkdzétt 6nmagukban nem tudunk
kilonbséget tenni. Bar azonositatlan szinapszidpojban torténtek vizsgalatok egyes
szinaptikus fehérjék elhelyezkedésének meghatdoeaszuperrezoliciés mikroszkdpia
segitségével [31], sejttipus-, sejt-, illetve salltaris kompartmentspecifikus analizisre
eddig nem volt technikai lehitég.

A konfokalis mikroszkdpia lehéséget nyujt egyedi sejtek elkilonitésére, illetegis

szubcellularis kontextusba helyezni a STORM lokalias pontokat, igy a szuperrezollciés
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adatokkal kombindlva értékes eszkéz lehet a jeldklfehériék sejttipus- és
kompartmentspecifikus vizsgalata soran.

Mindkét adattipus kezelésére kulon-kulon fejlettkézok allnak rendelkezésre, ezek egy
része a mikroszképgyartok sajat szoftvere, amebyetikroszkdpok részei és a képalkotas
folyamata irdnyithatdéak, de az adatok elemzéseén@tkaottan hasznalhatok fel. llyen pl. az
altalunk a képalkotas és adatfeldolgozas soramilddIKON NIS Elements szoftver. Ezen
kivil a lokalizacidos mikroszkopos nyers képek fégdadsahoz szabadon eléthptogramok
és algoritmusok széles skaldja kinalkozik (pl. B&FIORM [43], QuickPALM [44]), és ezek
altaldban alapszititmegjelenitési eszkozokkel is rendelkeznek. Azordbazuperrezollcios
adatokon végzett specialis analiziseszktzok tarle@gebre korlatozott. A hagyomanyos
pixelintenzitdsu mikroszképos képek megjelenitéssreanalizisére fejlett eszkdzok allnak
rendelkezésre a szabadon elé&ftszioftverek kdzott is, ilyen példaul a széles kiérhasznalt
ImageJ.

A STORM és konfokalis jelek korrelalt vizualizacaéf és elemzésére viszont eddig nem
nyilt lehetség egyetlen programcsomagban sem, pedig a STORMbkadejttipus- és

kompartmentspecifikus analiziséhez sziikség voyea ieszkozre.

3. 6. Célkitiizés

Tudomanyos diakkori munkamnak Kettcélja volt:

a) A STORM adatok vizualizaciojat és elemzését t8egroftver fejlesztése, amely
alkalmas STORM és konfokdlis adatok egyidegzelésére, pontos megjelenitésére, tartalmaz
a STORM képek analiziséhez szikséges eszkdozokemGdlt, hogy megoldhatd legyen
vele egy bizonyos adatpont-csoport kijeldlése, ak&onfokalis képhez illeszkédnddon,
alkalmas legyen 3D-vizualizaciora és a mélységrétimatak kezelésére, nagyobb elemszamu
kisérletek hatékony feldolgozédsara, valamint konnyezelhei grafikus felhasznaloi
feltlettel rendelkezzen.

b) Masodik feladatom volt, hogy az altalam fejleszteszk6zok felhasznalasaval
megvizsgaljam a CBreceptor eloszlasat a hippokampusz GABA-erg axomibélisain belll,
tobbek kozt vélaszt keressek olyan kérdésekre, magy fllgg-e a receptorok szama az
axonvegades meéretét, vagy van-e domén-specifikus receptotség-valtozas az aktiv

z6naban.
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4. Anyag és modszer
4. 1. Perfuizio és metszetek készitése

Az Allatkisérleteket a Magyar Allatorvosi KamaraikBt Bizottsaga engedélyezte
(engedélyszam: XIV-1-001/2332-4/2012), és az AlsdKetek végzésélr szoloé 243/1998.
(XIl. 31.) korményrendeletnek megfalemodon zajlottak. A legkisebb sziikséges szamu
C57BL/6 egerek (n=3) intraperitonealis avertin kgjéval tortérd tulaltatasa utan
traszkardialis perfuzié kovetkezettostor 0.9%-o0s fizioldégias sooldattal, majd 0.1 M-os
foszfat-pufferben (PB, pH 7.4) oldott 4%-o0s parafaldehid (PFA) oldattal 20 percig. A
perfuzié utan az agyat eltavolitottuk a koponyahké#s, 2 oOradig 4%-o0s paraformaldehid
oldatban posztfixaltuk. Ezutanéskzér 500 um vastag koronalis szeleteket készitettigy
Leica (Nussloch, Németorszag) VT-1000S tipusu whna segitségével, majd 2%-o0s
agar6zba agyazva Ujraszeleteltiik PB-ben, hogy aRBT®épalkotashoz idealis 20 pm-es
vastagsagot elérjuk.

4. 2. Immunfestés

A szeleteket 24-lyuku sejttenyé§zédénybe helyeztik, majd az immunfestést szabadon
Usz6 moédon végeztik. TBS pufferben tétémosas utan TBS-ben oldott 1%-0s human
szérum albuminnal (Sigma) tértént az aspecifikuhelyek blokkolasa, €s 0.3%-0s Triton
oldatban a szeletek permeabilizaldsa az antitesitfcio edsegitése érdekében. Az
elsbdleges antitesteket a kdvetkekzoncentracioban hasznaltuk TBS-ben: tengerimatdie a
CB: [45] 1:000, nyul anti-neuroligin-2 1:1000 (SynaptBystems), majd egy éjszakan
keresztil inkubaltuk folyamatos razatas kézben. -bB& valé mosas utan 2 oraig inkubaltuk
a szeleteket a masodlagos antitestekkel: anti-tengkac Alexa-488-konjugalt szekunder
(Jackson) 1:400 koncentracidban, anti-nyul Alex@-Bdnjugalt szekunder (Jackson) 1:400
koncentracioban. TBS-ben, illetve PB-ben vald mosdan a szeleteket acetonnal
megtisztitott #1.5 boroszilikat fétmezekre raktuk ki €s szaritottuk ra, majd a Kéyabig
4°C-on taroltuk. Kozvetlenil a STORM képalkotasétiekpecialis, a STORM képalkotéasra
optimalizalt pufferbe [31] helyeztiik a szeletekés, targylemezekre raktuk. Az oldat 5%
glukozt, 0.1 M merkaptoetilamint, 1 mg/ml glukozidézt és katalazt (2.5 pl/ml vizes oldat a
Sigmatol, kb. 1500 U/ml végkoncentracioval) tartahott Dulbecco-féle PBS-ben oldva
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(Sigma). A fedlemezeket kdromlakkal ésitettiik a targylemezhez, majd 10 perc elteltével
elkezadbdott a képalkotas, amely egy minta lefedése utamtaetott tovabb egyik esetben sem

szeletenként 3 6ranal.

4. 3. Kombinalt konfokalis/STORM képalkotas

A STORM és konfokélis képsorozatok elkészitéeséh&t Apo TIRF 100x objektivet
(NA: 1.49) és Nikon N-STORM rendszerrel, C2 konfiik&zkennerfejjel, valamint Andor
iXon Ultra 897 EMCCD kameraval ellatott Nikon TiiBvertalt mikroszképot hasznaltunk.
A 3D-STORM vizsgélatokat cilindrikus lencse behelge biztositotta [39]. A képalkotast
N-STORM modullal kiegészitett Nikon NIS-Elements ARoftver iranyitotta. A STORM
képalkotashoz egy 300 mW-os lézert (VFL-P-300-6MIPLB Communications, Montreal,
Kanada) hasznéltunk. A megféalizsgalni kivant terilet kivalasztasat ag EMCCD képen
488 nm-es megvilagitas soran keletkezett kép sagite

A konfokalis képsorozat (512x512x15 pixel, 78x7881bm felbontas) éhllitasahoz
488 nm-es és 647 nm-es gerjesztést hasznaltunk. TAR®! képalkotashoz DUAL
filterkockéra (Nikon) és az EMCCD-re volt szikségnek soran kis intenzitdsu 405 nm-es
aktivator és nagy intenzitdsi 647 nm-es riportegvilggitast alkalmaztunk képenként
0sszesen 4000 képkockan keresztul. Az alacsongzitdsu aktivaciora azert volt szikseég,
hogy biztositsuk, hogy egyszerre a fluoroféroknaakc kis, még elklulénith@thanyada
villanjon fel. Annak érdekében, hogy minimalizaljagk nem fokuszba éshatteret, ferde
megvildgitast alkalmaztunk a mikroszkép TIRF vithgszktzének segitségével. A fokusz
stabilitasat a kisérlet soran a PFS (Perfect F8&ys$tem) biztositotta. Az antitest-penetracio
kulonbodségebl adodd hibak minimalizalasa érdekében a kilotbsizeletekben hasonlo
mélységben gijtottiik a lokalizaciés pontokat, illetve a fékudasi -300-t6l +300 nm-ig
terjedy zonaba 65 pontokat vettik csak figyelembe, hogy a fényszasbdl addédd

eltéréseket kikiiszobaljuk.
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4. 4. Kombinalt konfokalis/STORM képfeldolgozas

A konfokalis képsorozatokon klasszikus maximum likeod becsh dekonvolvalo
algoritmust futtattunk 40 iteracioval a Huygensfszr (SVI, Hollandia) segitségével, ehhez
elméleti pontvalasz figgvényt (PSF) hasznaltunliSTIORM mikroszképiaval nyert képeken
a NIS-Elements AR szoftver STORM modulja segitségéuttattunk analizist annak
érdekében, hogy megkapjuk a lokalizacios pontokdioatait. A lokalizaciok hatékonyabb
megtalalasat az atfédcsucsok kisiréset végé 3D-DAOSTORM algoritmus segitette [46].
Minden képre azonos beallitasokat alkalmaztunk.oaek kétszaz kép hatékony elemzését

Python és AutoHotkey szkriptek segitségével oldotteg.

4. 5. Intraszinaptikus - extraszinaptikus stiriiséganalizis

Az analizis tovabbi részei teljes egészében aaliglam fejlesztett szoftver segitségével
készlltek el. A konfokalis képsorozatbol kivalaszik azt, amelynek a sikjaban tortént a
STORM képalkotas, majd a konfokalis kép alapjaneggmk a latotérben egy olyan
axonvégadést, amellyel szemben, a posztszinaptikus oldaloreuroligin-2 jel megdizéd
mennyiségben van jelen, és a jelzett szinapszautob oldalan helyezkedik el, nem pedig a
bouton sikja félott. Ezutan sziikséges volt a STOfdkonfokalis képek manualis illesztése,
hiszen nem ugyanaz a kamera regiszti@teet, igy nem volt tokéletes az atfedés. A1G#E
siriségének koszonhietn ez nagy pontossaggal megvalosithatd volt. Ezerabadkézi
korberajzolas segitségével megallapitottuk a bdwtprartozd CBlokalizacidés pontokat, é€s
elmentettilk azokat. A GBel alapjan a bouton szélét jeldkonvex burkolon a neuroligin-2
jel elhelyezkedése alapjan kijeloltik azt a kétcesfi, amely a szinapszist feltételezetten
hatarolja, és a kozéjuk @&eruletszakaszt szinaptikusnak, a rajtuk kividl €sakaszt pedig
extraszinaptikusnak tekintettiik. Ezutan kiszamoltikden lokalizaciés pont tavolsagat az
intraszinaptikus, illetve az extraszinaptikus kommirkoldédaraboktol, és ezek minimumat
véve Kkialakitottunk egy intraszinaptikus és egyrasdinaptikus CB adathalmazt. Ezek
koordinatait szintén kulon taroltuk (8. abra). #kissegeket a lokalizaciés pontok szamanak és
a burkol6darab hosszanak hanyadosaval definidlukhippokampusz CA1l régidjanak
piramisrétegében talalhaté boutonokat (n=41) véttim a vizsgalatba, ezek 6sszesen harom

allatb6l szarmaztak.
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/CB, konfokalis intraszinaptikus CB,

8. abra Szinapszis helyének kijeldlése neuroligindonfokalis kép segitségével

a) Hippokampalis CA1l interneuron axonvédésének anti-CBSTORM képe (zold), és réillesztve az antisCB
(fehér) és anti-neuroligin-2 (piros) festés konfak&épe. A szinapszis helyét a neuroligin-2 jeiyhete jeldli.

b) Ugyanazon axonvégdésen a CBlokalizaciora illesztettiink egy konvex burkolés, & szinapszis hataranak
kijelolése utan kiszamoltuk a lokalizacioknak azyesy kerlletdaraboktél valé tavolsagat, majd ez jafap
intraszinaptikus vagy extraszinaptikus receptoljeéitik 6ket.

4. 6. Statisztikai analizis és abrakészités

A statisztikai analizist STATISTICA 12 szoftver $isggével végeztik (StatSoft, Tulsa,
OK). Az adatok normalitasvizsgalata Kolmogor&mirnov teszttel tortént. Mivel nem voltak
normalis eloszlasiak a mintdink, ezért nemparameteteszteket alkalmaztunk a
tovabbiakban. Az egyes éllatokbdl szarmazo bout@uzkainak egyesitése nem szignifikans
Kruskal-Wallis teszt utan tértent meg (bouton kerllet: 402, bouton CB szam:
p=0.3732, intraszinaptikudidiség: p=0.6334, extraszinaptikugiseg: p=0.068). A bouton
kerllet és a CBlokalizaciok szamanak dsszehasonlitdsahoz Spedétearang korreléciot,
az intraszinaptikus és az extraszinaptikustisegek 0sszehasonlitdsahodjedtesztet
hasznaltunk.

Az abrakat Photoshop CS5 (Adobe Systems, San Gégesegitségével keszitettik.
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4. 7. A korrelaciods szoftverben hasznalt specialis algoritmusok
4. 7. 1. Aktiv kontur

Az aktiv kontar algoritmust abbdl a célbdl alkalméz hogy objektivabba és
hatékonyabba tegylk a korreldlt konfokalis és STORBpeken az egyedileg jelolt
struktarakhoz (esetiinkben az egy axonwéédgshez) tartoz6 STORM lokalizacidos pontok
kivalasztasat. Ez egy olyan modszer, amely Kuss ,bel$” energiakat rendel egy-egy
kontur allapothoz, és ezek 6sszegét probalja mimalai (9. abra). A kuls energia akkor
minimalis, ha a rajzolt kontlir egybeesik a valddidn pozicidval, tehat ahol példaul nagy
gradiens figyelhét meg a képen. A belsenergia pedig akkor minimalis, ha a rajzolt kontar

minél inkabb regularis, sima formaju [47].

v; = (x;, i), aholi=0..n—1

1 1

Bik = | Bux(06)) d5 = [ (Buess ((53) + iass (v(52)) s

0 0

Ekiilsé(v(s)) = Ekép(v(s)) + Ekényszer(v(s))

9. abra Az aktiv kontlr modszer alapegyenletei [47]

Az aktiv kontir moédszer alapja, hogy adott egy mtpal &ll6 koordinatahalmaz (v), amelyet az algous
elején a kivalasztand6 struktara koril definidlufkzutan a halmaz mozgaséat "kifllsés "bel$" energiak
iranyitjak, melynek soran az alakzat az energiamimira torekszik, ennek megféieh helyezkedik el a végs
allapotadban. A "bets' energia a koordinatahalmaz alakjaval van dsszgfsigen: minél regularisabb, simabb az
alakzat, annal alacsonyabb a Betmergia. A "kul§" energia két komponenébtevidik dssze, az egyik a kép
tulajdonsagaibol adddik, a masik kivilra felhasznald altal meghatarozott kényszer lehekiilss” energia
akkor minimalis, minél inkabb egy kiugré élen heligedik az alakzat, illetve minél jobban megfelehagadott
kényszerfeltételeknek.

A Python-implementaciok kézul a MACWE (Morpholodicactive Contours Without
Edges, élmentes morfoldgiai aktiv konturok) médseélasztottuk (10. abra), mert keves, am
a képek valtoz6 mitségéhez rugalmasan alkalmazkodé paramétert hasimil.a
hagyoméanyos kiiszdb alapu élkéresigoritmusoknal jobban igazodik a biol6giai mintak
sokféleségéhez, valamint a topoldgiat is figyelembszi, igy zajos képeken alkalmazva is

"sima" alakzatokat kapunk [48].
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F(cq,¢y5,C) = ux hossz(C) +v teriilet(beliil(C))

wy f|mm—qwx
beliil(C)

2, le@—QWx
kiviil(C)

10. abra Az élmentes morfologiai aktiv kontlirok (MACWE) médszer alapegyenlete [48]

Ahol F egy C gorbe funkciondlja, ezen funkcionahimalizalasara torekszik a modszer. 1(x) jelzi arkétrix
helyfiiggését, £és ¢ konstansok. A belll(C) és a kivil(C) a kép gorbétilli és kivili teriileteit definialjak,
terllet(belll(C)) a gorbén beldli tertlet mézama, hossz(C) a gérbe hosszav,h1 €és A nem negativ
paraméterek, és az egyes kifejezéséksgét moduldljak. A p paraméter a gorbe simitzdialyozza. Ha kis
struktUrakat kereslink a képen, akkor kicsinek kell lennie az értékének
(pl. 1), ha pedig nagyobbakat, akkor ennél nagyakbn ési, egymashoz képest felvett értékének beallitasaval
lehet szabalyozni, hogy a gorbén bellli vagy kipiielek értékei szamitsanak hangsulyosabbnak.ltaluék
végzett tesztekben = A, =1 értéket hasznaltunk.

4. 7. 2. Alternativ eszk6zok STORM koordinatak megjelenitésére

Egy nemrégiben megjelent tanulmany [49] szerinegtdbb lokalizacios mikroszkdpiai
adatot megjelenit szoftver altal hasznalt médszer, amely éltéFértékszélesséigGauss-
eloszlasokkal jeleniti meg az eltéiokalizacids precizitasu pontokat, nem veszi flgygbe
kelloképpen a mintavételezés tulajdonsagait. Ezért akmfélszeres felbontascsokkenést is
eredményezhet a lokalizaciés pontokat nagyisegben tartalmazé terileteken, mig a rosszul
mintavételezett részeken az immunfestés hatteng¢zképontokat is a vizsgalt struktira
részeiként értelmezhetjuk. Erre a problémara ngljthmegoldast a Delaunay-
haromszogelésen nyugvo megjelenités, mely azounlalapgy 3-3 lokalizacios pont kére ugy
rajzolunk korulirt koroket, hogy ezekbe a korokleeassen bele semelyik negyedik pont. Az
igy kapott pontharmasok lesznek a haromszdgek astssmddszer ugy épiti be az egyes
pontok mintavételezésiidiségét, hogy a koordinataikra egy azzal aranyodleal€sauss-
eloszlasu zajt tesz, és tObbszori iteracid utdappit képek atlagat veszi. Ez elnyomja az alul-
mintavételezett terlleteken a hamis struktardk eleggsét, viszont megakadalyozza a
felbontascsokkenést a jol mintavételezett teriimiedgy hagyomanyos mikroszkopos kép
hatasu struktura nyerléetll1. abra) [49].
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11. &bra Egyszeti spiral Delaunay-haromszdgeléssel nyert képe [49]

a) Egyszei spirél pontjainak helyzete és a szamolt haromdgége

b) A haromszogeléssel nyert megjelenitett kép.iAksmlolas a haromszdgek mérete alapjan toértént.

c) 40 kép atlaga, amelyet Ggy nyertek, hogy a kioatdkat a jelsriiséggel aranyosan véletlensim
athelyezték(abra: Baddeley és mtsai, mddositva)

A Delaunay-haromszdgelés jobban g a mintavételezés tulajdonsagait, és jobban
ertelmezhet képet nydjt a struktarakrol, igy a hagyomanyos $Saalapu megjelenités mellé
ezt is beépitettiik az altalunk készitett szoftverbe

Az eredeti publikaci6 a haromszogek terllete alapjainezte a struktlrakat: minél
kisebbek voltak a haromszogek, annal vilagosablodtik; am a mi céljainknak ez nem volt
megfeleb, mert a nagyon elnydlt, de kis terilidtaromszogek kiemelkedtek, igy inkabb a
haromszodgek leghosszabb oldalat hasznaltuk felimezzs alapjaként, igy a megfélel

strukturakat sikertlt helyesen abrazolnunk.
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5. Eredmények és értékelésiik
5. 1. A korrelacios szoftver funkcioinak bemutatasa

A szoftver megtervezése soran igyekeztink a madeisul neuroanatomiai
megfontolasoknak eleget tenni, és minél inkabb tatw a kutatdcsoportunkban a
rendszeres mikroszkdépos munka és adatfeldolgozdm felmerllt igényeket, lehetséges
funkcidkat.

A szoftver alapjaul a Python programnyelvre esetvédasztas, mert igy rugalmas
fejlesztésre nyilik lehéség, és a széles korben vald ismertség miatt aakotatdcsoportok
is hasznalhatjak, tovabbfejleszthetik majd az ditlkidolgozott mddszereket. A Python egy
altaldnos céld, nagyon magas skiptogramozasi nyelv. Interpreteres, a megirt kagttnd
futtathatd. Tamogat tobbféle programozasi paradigeti@amikus tipusokat és automatikus
memoriakezelést hasznal.6Bye, hogy jol atlathatd kodot lehet vele generaBaamtalan
szabadon elérh&éts hasznélhatd kdnyvtarat fejlesztettek hozza -E39hegjelenése 6ta, igy
feladatok széles koérének megoldasara alkalmazt#déranya, hogy nem sebességre van

optimalizalva, prototipus fejlesztésre viszont Igdea

A programmal kapcsolatban a kévetékzoltak az alapvétkovetelményeink:

- A szuperrezoliciés képalkotas soran hasznalt BNiments (Nikon) szoftver
kimeneteként kapott szoveges fajlt hasznélja a SM@Eatok megjelenitéséhez, illetve be
tudjon olvasni konfokalis képalkotasi eljarassaba@dt képet és képsorozatot is, ezeket
egyidejileg meg tudja jeleniteni, egymashoz tudja illeszten

- A vizualizacié hasonlé legyen a Nis-Elements szmf altali megjelenitéshez, képes
legyen egy adott pont lokalizaciés precizitdsat 6kbbs félértékszélesség Gauss-
eloszlasokkal jeldini.

- A pontok z-iranyla helyzetét két dimenzidban széssel jelenitse meg, de lebszig
legyen harom dimenzids vizualizaciéra is.

- Kdnnyen kezelhétgrafikus felhasznaldi felllet tartozzon hozza.

Felmerilt az igény tébb egymas feletti sikban feh&TORM adatcsoport illesztésére,
illetve lokalizaciés pontok korulhatarolt halmazknazabadkézi, valamint automatikus

szegmentacioval tortérkijelolésére és elkilonitésére és nagy menngiséigta automatizalt
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feldolgozasara is, valamint kisérleteztiink a |Ia@dédios mikroszkdpiaval kapott koordinatak
konvencionalis képként valé megjelenitésével is.
Ett6l a szakasztdl kezdve minden kép a sajat készéBsftveriink segitségével késziilt, és

a kovetked példakon keresztil szeretnénk bemutatni az impiedtidunkciokat.

5.1.1. A STORM koordinatak megjelenitése

Mivel a STORM mikroszképiaval nyert adat tulajdopgén a lokalizaciés pontok
koordinatainak halmaza, ezért pontokkal vagy kutimfélértekszélességGauss-eloszlasu
felh6kkel abrazolhat6ak a lokalizaciés precizitdsuk figgyében. A pontok szinezlhikta
detektalt csatornak szerint vagy a z-koordinatékegprezentalhatjak (12. 4bra).

z szinkodolas

* .
-300 nm . +300 Nnm

12. &bra STORM koordinata reprezentacio a korreldabs szoftver segitségével

A) Kilénb6z lokalizacios precizitast pontok vizualizaciéja.gyabb lokalizaciés precizitdsu ponthoz kisebb
félértékszélessdig fényesebb Gauss-eloszlas tartozik.

b) Kiilénbo z-koordinataju pontok megjelenitése két dimenaidkEinkddolas segitségével.

5. 1. 2. Konfokalis és STORM adatok korrelalt megjelenitése

Mivel a STORM adatok nem teszik letheé¢ a sejtmembran, illetve a sejtalkotok
hatérainak megjelenitését, valamint egyszeressfestétén nincs letieteg annak eldontésére
sem, hogy milyen sejttipust vizsgalunk, szikség&T@RM adatok cellularis kontextusba
valé helyezése egy masik tipusu képalkotasi teehrskgitségével. Ehhez megfélel
modszernek kinalkozott a konfokdlis mikroszképiawadlé kombinacié, hiszen akar
tobbszorés immunfestés konfokalis képének segitebgéeghatarozhatok az egyes sejtek
hatarai, lattathatdak egyes sejttipus specifikuskemak, valamint sejtfeltdltés segitsegevel
akar egyedi sejtek is vizsgalhatéak. Ehhez visgpiikség van a hagyomanyos pixelintenzitas

alapu konfokdlis képek és a koordinata alapu STORMtok egylttes megjelenitésére és
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analizisére, ami viszont eddig egyetlen szoftverdmm volt elérhét Ezen problémara kinal
megoldast az altalunk fejlesztett program.

A 13. abran a hippokampusz piramisrétegének téniilanti-CB immunfestés képe lathatd
dekonvolvalt konfokalis, illetve STORM mikroszkopianegjelenitéssel. Megfigyelldetr
STORM mikroszképia nagyobb felbontoképessége a radtiffo-limitalt konfokalis
képalkotassal szemben, hiszen a jelolt fehérjékbtatzozd fluoroférok elkilontlnek
egymastol. A CB festés 8riisege megengedte azt, hogy a nagyobb strukturak (itt
axonvegadesek) megbizhatéan azonosithatdéak legyenek miridgRnikaval, igy a kétféle
adat illesztése megoldhatd lett. Szoftveriinkben valégitottuk mind a koordinata-alapu
STORM mind a pixelintenzitds-alapa konfokalis ad#tatbatékony kezelését, egylttes

megjelenitését és egymashoz illesztését, igydségtnyilt azok korrelalt analizisére is.

.

CB1 konfokalis ¥ CB, STORM

300 nm W +300 nm

13. abra Konfokalis és STORM adatok egyiittes megjehitése a korrelacios szoftveriink segitségével

a) CB; receptor elleni immunfestéssel késziilt dekonvok@hfokalis kép egér hippokampusz CA1 régiéjabol.
b) Ugyanazon latotér STORM mikroszkdpiaval késkéfie.

c) Egyedi axontermindlis GBeceptor elleni immunfestéssel készilt dekonvoka@hfokalis képe.

d) Ugyanazon axonterminalison elhelyezké&iB; receptorok STORM mikroszképiaval késziilt képe.

e) Ugyanazon axonterminalis megjelenitése a STOBMo& z koordinataja alapjan megvaldsitott sziresés
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5. 1. 3. Korrelalt konfokalis és STORM adatok sejttipus- és szubcellularis

domén-specifikus analizise

A program képes a STORM és konfokalis adatok egyideegjelenitésére, egymashoz
illesztésére, igy akar egyedileg azonositott thig#jtekhez tartozé axonvégiéseket is
képesek vagyunk elklléniteni. Azonban felmerilt éadés, hogy hogyan valaszthatok ki
hatékonyan és objektiv modon az egyes kompartmieetekjelen esetben egyedi
axonvegadésekhez tartozo lokalizacios pontok koordinatai.

Szabadkézi kijeldléssel tovabbi analizis céljabdiemthebek egyedileg kivalasztott GB
lokaliz&cids pontok, am ez bizonytalansagot és jektibitast hozhat a rendszerbe, mivel a
képet feldolgozé kutatonak kell déntenie arrdl, Wagy lokalizacidés pont beletartozik-e a
vizsgalt kompartmentbe, vagy pedig a hattér réededeldntend. Ezen kivil a szabadkézi
korberajzolas nagy mintaszamnal nem elég hatékiengrt az aktiv kontar névmaodszert
alkalmaztuk a konfokalis képeken a jelolt axontexddis hataranak eldontéséhez.

Az aktiv kontart biocitinnel toltétt interneuronokxonvegadéseinek konfokalis képén
teszteltik. Kiindulasi allapotnak olyan koroket asdtottunk, amelyek tartalmazzak a

kivalasztani kivant struktarakat, ezékinditottuk az algoritmust (14. abra).
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14. 4bra Korrelalt konfokdlis és STORM adatok sejt-és szubcellularis doménspecifikus analizise

a) Azonositott, biocitinnel t6ltott hippokampaliAC interneuron axonterminalisainak dekonvolvalt fodalis
képe.

b) Ugyanarrdl a latotést késziilt anti-CB immunfestés STORM képe.

¢) Automatikus axonterminalis kijelolés élmentesfoldgiai aktiv kontdrok (MACWE) segitségével.

d) Az aktiv kontir szelekcid segitségével objektfwvddon és egysziéen kivalasztott, ugyanazon
axontermindlishoz tartoz6 GESTORM lokalizaciés pontok. Az igy elkildnitett kdmatak megjelenithéek
vagy elmenthéik késbbi analizis céljabdl.

5.1.4.STORM adatok harom dimenzids megjelenitése

A STORM mikroszkoépia képes harom dimenzids kooridikgelvételére, és az altalunk
vizsgalt struktirdk természete is megkoveteli, h@gyzoftverink képes legyen harom
dimenziés megjelenitésre is, hiszen esetenként eggetlen mod annak eldontésére, hogy
egy lokalizaciés pont az altalunk vizsgalni kivatruktarahoz tartozik-e vagy sem.

A szabadkézi kijelolés segitségével az egy axomtélishoz tartoz6 lokalizacidés pontok
harom dimenzidban is lattathatok, illetve a legkifontokra illesztett konvex burkolok
segitenek az axonvéges felszinének megjelenitésében, hiszen af€erje a membranban

foglal helyet. Az abran a bassoon allvanyfehégeinapszis helyzetét jeldli [50] (15. abra).
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15. &bra STORM adatok harom dimenziés megjelenitése

a) Ketbts STORM festés bassoon fehérjére (cian) és @Beptorra (zold) hippokampalis CALl interneuron
axontermindlisaban. A bassoon allvanyfehérje feflozibdasa szinapszis jelenlétére utal.

b) Ugyanazon bassoon és (dBkalizaciés pontoknak a harom dimenzids megjééset

c) Ugyanazon lokalizacios pontokra illesztett konvaurkolok (bassoon - cian, GB zoéld) segitenek az
axontermindlis 3D rekonstrukciéjaban.

5.1.5. STORM z-tombok feldolgozasa és megjelenitése

A rendelkezéslinkre all6 STORM mikroszkoprendszemem készithét automatikus
modon tobb sikbdl all6 térfogat-rekonstrukcio, deranyban eltolt felvételekid a
szoftveriink segitségével generalhatunk nagyobb s@gét feloled képet. Négy, 300 nm
eltéréssel felvett atfédadathalmazt hasznaltunk fel, ezeket z-szinkodal&dsrazoltuk. A
képeken lokalis iiség alapu smést alkalmaztunk, melynek soran eltavolitottuk kaitca
pontokat, amelyeknek 300 nm-es kornyezetében tagedabb 6t szomszédja. Ezaltal elértik
a kis lokalizaciés pont klaszterek eltavolitasalel csak a nagyobb struktirak rajzolodtak
ki. Egy kivalasztott axon és axonterminalis 3D k&pey irAnybdl bemutathaté, hogy bar
ezek egymashoz kapcsoldodonak latszanak x-y nézeduggnmasik nézetih latszik, hogy
ezek valojaban egymas alatt helyezkednek el (1a).ahz ehhez hasonlo térbeli informaciok
gazdagithatjak a kulénbézanalizisek informéacibétartalmat, és ravilagitanhkgy egyes
esetekben nem elégséges a két dimenzids megjslésittatfeldolgozas.
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16. abra Z-témbok feldolgozasa és megjelenitése

a) STORM anti-CB immunfestés hippokampusz CAL régiojarol 4 &tfeelgymastdl 300 nm tavolsagra dév
réteg alapjan z-koordinata koédolassal.

b) Egy axon (a) és harom axonterminalis, (ly, bs) 3D reprezentaciéja x-y nézétb A struktirakat CB
lokalizaciok kis csoportjai veszik kordl.

c) Lokalis diriiség alapu s6 algoritmus segitségével a kis CBaszterekil megtisztitott kép, jol kivehétaz
axon és a terminalisok.

d) Ugyanazon struktarak 3D reprezentacidja masigisl. A STORM témb feldolgozas és a 3D vizualizacié
segitségével vilagossa valt, hogy az egyik axoritéiis () az axon folott helyezkedik el, nem pedig hozza
tartozik.
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5. 1. 6. A Delaunay-haromszogelés felhasznalasa STORM adatok vizualizacidjara

A konvencionalis fénymikroszkopoktol elt&n a lokalizacios mikroszkopias technikak
nem Kkulénboé pixelintenzitasi képet generalnak, hanem a megimift fluoroférok
koordinatéinak listajat. Ezért ezek feldolgozasaképpé alakitasa kilon megfontolasokat
igényel. Ezen kivil, mivel a STORM kép jellegébesientisen eltér a megszokott
mikroszkopos képekt, neheziti a felvételek értelmezését. Mivel egynggiben megjelent
tanulmany ramutatott a Gauss-pontokon alapulé regjés gyenge pontjaira a
mintavételezés misége kapcsan, ezeért implementaltunk a szoftveriefggea lokalizacios
mikroszkopias adatok alternativ megjelenitésérealalis algoritmust, a Delaunay-
haromszogelést. igy a hagyomanyos mikroszkopos kkége jobban hasonlito, ezaltal
konnyebben értelmeztigta strukturak és a mintavételezés tulajdonsaghign visszaado
képek allithatok €l (17. &bra).

500 nm

17. &bra Delaunay-haromszdgelés felhasznalasa STORMatok megjelenitésére

a) Axonvégadések CB STORM képe hippokampusz CA1 régidjabdl.

b) STORM adatok Delaunay-haromszogeléssel késniegjelenitése. A haromszdgek szinezése a leghssza
oldaluk nagysagaval aranyos. Minél hosszabb az,cddmal sotétebb haromszoget kapunk. A koordirdtak
lokalis dirtiség alapu grést is végeztiink az elkuloniilt lokalizacios porgttvolitdsa érdekében.

c) A pontok lokalizacios precizitasa alapjan véetizetien athelyezett koordinatékkal nyert kép (n=20)gatla
Az igy készitett vizualizaci6 &hye, hogy elnyomja a hibas részleteket a rosszotawételezett helyeken, de
elkerlli a felbontascstkkenést a j6l mintavételkezetileteken.

5.1.7.Konnyen kezelheto grafikus felhasznaloi feliilet

A konnyi kezelhefiség érdekében grafikus felhasznaloi fellletet iszkéttink a
programhoz, igy a STORM és konfokalis adatfajlokgmgatasa, egymashoz illesztése,
kilonb6d formatumokba valé mentése, a képeken a nagyi®skivdlasztasi funkciok
egyszetien hajthatéak végre. A megjelenités finomhangolhégbetség van csatornak,

illetve z-pozicid szerinti szinezésre, a Gausszédspk méretének és fényességének
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bedllitdsara, illetve az egyes csatorndk adatazeveshatéak. Haromszogelés és harom
dimenziés megjelenités is valaszthato, illetvevaktintir alapu kivalasztas is elérieSok
esetben nagy mennyiségninta feldolgozasara van szikség, ezért beépitetdgy erre
alkalmas modult is a programba, igy I€tséty nyilik az adatok gyors és egysizanalizisére,
kimeneti fajlok generalaséra.

A konnyti kezelhebséget segiti, hogy a grafikus felhasznaléi felélgy standard Python
modulra épul, igy az itteni elemek képi vilaguklmaegszokottak a leetidelhasznalonak, igy

konnya rajtuk kiigazodni.
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File Help

{'\ o o - @} E vl Celorng Confocal channels
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00 2 coloring
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Recalculate

C:/users Vivien/Documents/ITK/L1. FELEV/TDK fabra_adat/c210_dual_storm_11.bxt
Ci\Users\Wivien|Documents\TK111, FELEVTDK\abra_adat\C1-c210_dual s_11_a_cmie.ics, &
Ready 1)

18. &bra A korrelacids szoftver grafikus felhaszndi felulete
A képen jol lathatd, hogy a nagyszamu paramétenétk elkilénilnek a kilénb&zészekhez tartozé elemek,
igy modularisan kénniykezelni a grafikus felhasznaldi fellletet, és rakghi a megfeldl beallitasokat.
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5. 2. CB1i receptorok eloszlasanak analizise hippokampusz CA1

piramisrétegében

A CB: kannabinoid receptor a neurotranszmittert tartabmeaezikulak felszabadulasat
szabalyozza a feszlltségfilgdkalciumcsatornak gatlasan keresztil. Ez a folyamat
szinaptikus aktiv zénédban valosul meg, igy aztedtigk volna vizsgalni, hogy bedusulnak-e a
receptorok az aktiv zéndban az axonterminalisolabiil.b

Mivel az axonvégédés egyszeres GEBTORM képén nem latszanak a szinapszisok
helyei, igy az nem alkalmas ©nmagaban kompartmeciféus analizisre. Igy
kutatocsoportunk a korabbi ¢édisérletek sordn CBbassoon kefs STORM jeldlést
alkalmazott, mivel a bassoon preszinaptikus citomatehérje kijeldli a szinapszisok
helyzetét [50]. Ebben az immunfestés kombinaciaiem vagy csak nagyon kis mértékben
taladltunk a szinapszis tertletén CBeceptor lokalizaciokat, ami ellentmond annak a
megfigyelésnek, miszerint a @Baz intraszinaptikusan elhelyezkedfeszlltségfligd
kalciumcsatornak regulaciéjaban jatszik szerepg. [kzen tul az egyszeres GBTORM
festésben nem talaltunk a Keitfestésben megfigyelt nagyaranyu ;Ci&ceptorériseg-

csokkenéseket (19. abra).

CB,/bassoon

STORM STQRM

™

19. abra Kulonbségek a CBfestés jellegében kedts és egyszeres STORM képalkotés esetében

a) Kets anti-bassoon (cidn) és anti-CBz6ld) STORM festés hippokampalis CALl interneuron
axontermindlisdban.

b) Ugyanazon festés csak a {feceptorok abrazolasaval. Az aktiv zonaban neonkdteceptorokat, igy az
axonveégadés képén nagyfokl inhomogenitas figyetheteg.

c) Reprezentativ axonvétiés képe CB STORM egyszeres festéssel hippokampalis CAl iateon
axontermindlisdban. Az ilyen mddszerrel késziltekem altalaban nem figyellietneg a b) abran mutatott
inhomogenitas a bouton keriletékisérlet: Dudok Barna és Barna Laszl6)
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Ezt az ellentmondést tobbféleképpen lehet magyarazn

a) valéban nem taladlhatoak CBreceptorok a szinapszis teriletén, bar ennek
ellentmondanak az egyszeres STORM festéssel ésceptoe funkcidjaval 6sszeflfg
tapasztalataink,

b) valamilyen sztérikus ok, esetleg az antitestilkddnhatasa miatt nem sikertl jel6Ini az
aktiv zénaban a receptorokat;

C) a jelenség a kés STORM festés tulajdonsagaibdl adodik, ugyanisaaornak jeleinek
elkllonitéséhez crosstalk-korrekcidéra van szikségly algoritmus a lokalis tstiségek
alapjan korrigadlla az egyedi fluoroférok adott csaéhoz valdé tartozasanak

valOsziniségét [42].

Az algoritmus megbizhatdésaganak tesztelésére bhidésérletet végeztik:
HEK (humén embrionalis vese sejtvonalbol szarmaefteket transzfektaltunk olyan flzios
fehérjét kddold konstrukcidval, amely a CEhérje N-termindlisdhoz kotve EGFP-t (z6ld
fluoreszcens fehérje) tartalmazott. Ezeket a seftaktan ketis STORM festéssel vizsgaltuk:
az egyik elédleges antitest a GBC-terminalis részét, a masik pedig az EGFP-t itsmie.
Ez alapjan azt vartuk, hogy a STORM képen a kuladkgzini lokalizaciés pontok két
elktlondlt csoportjat fogjuk latni, am ehelyett kageletlenszer keveredéseét figyeltiik meg.
Ez arra utal, hogy az egymashoz tul kozeblkulonbos csatornak athallasa valoban méresi
hibahoz vezethet (20. abra).
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20. 4bra Egymashoz kozeli csatornakbol szarmazoé kés STORM jelek jellegének vizsgalata

a) A kontrollkisérlet elvi sémaja: HEK sejteket aly CB-receptorral transzfektaltunk, melynek
N-termindlisahoz EGFP-t fuzionaltunk. A kit STORM immunfestést GBC-terminalisa és EGFP ellen
végeztik el, emellett kiilonbdaktivator fluorofért tartalmazod szekunder antiédst hasznaltunk.

b) A sejtmembran mentén vilagosan elkilonitHekalizacids pontokat vartunk, am azok kevertelydmkedtek

a STORM képen, eltb arra lehet kdvetkeztetni, hogy a térben kdzed &llilénbosd fluoroférok felismerése
problémat jelent a képalkot6 rendszernek.

¢) Transzfektalt HEK sejt kéts STORM képe anti-CB(z6ld) és anti-EGFP (biborvoros) festéssel.

d) A fehér négyzettel (c) jelélt membranszakaszkdagyobb nagyitasban.

(dbra és kisérlet: Barna Laszl6 és Dudok Barna)

A masodik és harmadik hibaleliség kizarasa érdekében egyszeres STORM jeldléssel
vizsgaltuk a CB receptorok szubcellularis eloszlasat. Az axonteéiis szinaptikus zonajat
neuroligin-2 festés konfokdlis mikroszképias képenkelhasznaldsaval jeloltik ki a
CB1-STORM képeken.

A neuroligin-2 posztszinaptikus aktiv zona markegaldé szinapszisokban [52, 53], igy

nem lehetséges sztérikus 0sszeférhetetlenség @pkéti antitest szamara. Mivel csak egy
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csatornat vettink fel STORM mikroszkopiaval, ezgetn érvényesul a crosstalk-korrekcio
torzito hatasa sem.

Perfundalt egéragy metszeteken &etifluoreszcens immunfestést végeztink G
neuroligin-2 ellen, és a hippokampusz CAL1 pirantéggében korrelalt konfokalis és STORM
képeket vettiink fel. A posztszinaptikus aktiv zémarker neuroligin-2 konfokalis képének

segitségével meghataroztuk a szinapszisok helyzetét

5. 2. 1. A CB1receptorok szama korrelal az axonvégzédés méretével

Elssként arra voltunk kivancsiak, hogy fligg-e ai@8ceptorok szadma a bouton mér&téA
konvex burkold alapjan becstlt membranhossz megimEtéa utdn azt mutattuk ki, hogy az
egyes axonvédgaésekben a receptorszam linearis dsszefliggést munerettel (21. abra).
Mivel a CB; lokalizacidos pontok szama aranyos a bouton merjdak hosszaval, igy a
lokalizaciés pontok szama osztva a kerilettel, raimeceptor &liséget kifejed mészam

alkalmazhaté.
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21. abra A hippokampusz CA1l régi6janak piramisrétegben vizsgéalt axonvégiéseken léé CB:
lokalizaciok szama és a bouton becsiilt keriilete kdris 6sszefliggést mutat.
(n=41 vizsgéalt bouton, n=3 allat, Spearman-félgyramrrelacio, R=0.6463, p <0.01)
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5. 2. 2. CB1 receptorok szubcellularis kompartmentspecifikus siriiségének

osszehasonlitasa

A CBai-neuroligin-2 keits festés alapjan meghataroztuk a szinapszis hedyét
axonvégsdesen, és az egyes CBlokalizacios pontokat intraszinaptikus vagy
extraszinaptikus kategériakba soroltuk be, att@géién, hogy az intraszinaptikus vagy az
extraszinaptikus konvex burkolorészhez voltak kélzbl Ezutan az egyes boutonokban
lemértik az intraszinaptikus, illetve az extrasptitaus membran hosszat, valamint a két
kompartmenthez tartozé receptorok szamat. A recelptgiriségét a receptorszam és a
megfeleb kerlletdarab hanyadosaval definialtuk. Ez alapgnt talaltuk, hogy a CB
receptorok atlagodidisége a varttal ellentétben nem tér el szignifikAresaintraszinaptikus
€s az extraszinaptikus zonaban (22. abra). Ez @émeglep eredmeény, mivel a CB
receptor a neurotranszmittert tartalmazo vezikufiziojat gatolia a CH-csatornak
blokkolasan keresztil, és a vezikuldk fuzidja atbook neuligin-2 felé dsoldalan torténik

meg.
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22. abra CB: receptorok szubcellularis kompartmentspecifikus ériiségének dsszehasonlitasa
A CB; receptorok ériiségében nem talaltunk szignifikans killdnbségehtaszinaptikus és az extraszinaptikus
csoportok k6zott (n=41 bouton, n=3 allatyjel proba, p=0.1183).
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5. 3. Az eredmények értékelése
5. 3. 1. Szoftver fejlesztése STORM és konfokalis adatok korrelalt elemzésére

A kordbban rendelkezésre all6 szoftverek szélebatrar alkalmas a hagyomanyos
pixelintenzitds-alapu képek kezelésére és azololfgddasara. A szuperrezollciés adatok
kezelésére képes programok kozott mar kisebb asztéle és ezek jorészt a STORM
lokalizaciok képként valo megjelenitését végzikydssée hasznaljak ki a koordinata-alapu
adattarolas és a nanoskalaju felbontésyadit.

Mivel a STORM képeken nem latszanak a sejtek,viletzubcellularis kompartmentek
hatarai, illetve nincs leh&ség sejttipus- és sejtspecifikus analizisre, debmteriilt az igény a
szuperrezollcios mikroszkopianak a konfokalis Képals ebnyeivel valo kiegészitésre. Am
eddig nem létezett olyan szoftver, amely képesvelha a STORM és konfokalis adatok
korrelalt vizualizacidjara és analizisére.

A tudomanyos diakkdri munka keretén belubkEnt fejlesztettiink szoftvert ilyen célokra,
igy lehetség nyilt adott célfehérjek mennyiségének és etz&lydésének nanoskalaju
precizitassal tortéh merésére sejttipus- €s kompartment-specifikus modo szoftver
alkalmas a kétféle modalitasu adat beolvasasarajefanitésére, egymashoz illesztésére,
kilonb6d formatumokba valé mentésére. A képeken nagyitaskiealasztasi funkciok
egyszefien hajthatdak végre, a megjelenités finomhangolh#®6 STORM adatokat
hagyomanyos Gauss-eloszlas alapu oldtel, illetve Delaunay-haromszogeléssel is lehet
abrazolni, mindkett képes az egyes pontok lokalizaciés precizitasdikkozésére. A z-
irAnyld pozicié két dimenzidban szinkddolassal vdgyom dimenziés megjelenitéssel
lattathatdé. A lokalizaciés pontok alcsoportjai saa@kezi, illetve aktiv kontur alapu
kivalasztassal elkulonithiék. Nagy mennyiség képen is egyszéen elvégezhéek az
analizisek az erre alkalmas modul segitségévelroyramhoz kdnnyen kezelltegrafikus
felhasznaldi felllet tartozik.

A jovoben szeretnénk a szoftvert tovabbi analizis es#tkiboviteni. Mivel alkalmas
mas fehérjék szuperrezollcios eloszlasanak vizsgales, ezért szeretnénk nyilt forraskdddal

elérhetvé tenni méas kutatocsoportok szamara is.
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5. 3. 2. A CB1receptorok szubcellularis eloszlasanak vizsgalata

Az U szoftver segitségével kimutattuk, hogy az esgyaxonvégmésekben a CB
receptorszam linearis dsszefliggést mutat a mér&relbsszhangban all kutatbcsoportunk
korabbi megfigyeléseivel [54]. Mivel a GBokalizacios pontok szama aranyos a bouton
membranjanak hosszaval, igy a lokalizaciés pontkms/kerilet mészam alkalmas a
receptorériiség kifejezésére.

A szinapszisok helyzetét jetbheuroligin-2 és CBkettos festés, a korrelalt STORM és
konfokalis képalkotas, valamint az analizis seg#sél megmutattuk, hogy a €Beceptorok
atlagos 8risége nem tér el az intraszinaptikus és az extsiius zonaban a
hippokampalis gatl6 interneuronok axonvédgsein.

Ez azért megleh mert a receptor a neurotranszmittert tartalmazeérzikulak
membranflazidjat szabalyozza fesziltségfilgglciumcsatornak zarasan keresztil [51], ez a
jelenség viszont a szinaptikus zénaban torténik .m&grabban a receptor helyzetének
vizsgélatdban némileg egyméasnak ellentmondd eregekén szilettek:  mig
elektronmikroszképos vizsgalatokkal bedusulast thakeki a periszinaptikus zénaban [27],
primer neurondlis sejtkultiraban a CBeceptorok szabad diffaziéjat mutattak meg, mely
specialis horgonyzé mechanizmus hianyara utal [&8]altalunk végzett kisérletek adatai az
utobbi allaspontot tamogatjak. Az ellentét felol@segy lehetséges magyarazat, hogy az
elektronmikroszk6pos meérésekoledszitése sordn a mintdk dehidraldsanak kovetleztéb
potencialisan fellépanizotrop zsugorodas torzithatja az ilyen médsteggzett nanoskalaju
fehérje-lokalizaciés mérések eredmeényeit, am eZlT@R8V mikroszkdpia alkalmazasaval
elkertlheb.

Felmerul a kérdés, hogy miért van ilyen sok recepreken az axonvégdéseken, illetve
hogy miért igy helyezkednek el. Egy lehetséges m@gat az allando kismértgkazaz
tonikus endokannabinoid jelatvitelben lehet, mekyrsoran folyamatosan érkeznek az
endokannabinoid molekulak a receptorokhoz, igy antdkrnalizalédasat valthatjak ki
[55-57]. igy kézenfeké lenne, hogy a nagyszamu receptor a bouton fetulet&npotlasként
szolgal. A homogén elrendezés pedig bekodvetkezizért,amert a szabad diffuzio
kovetkeztében az axonvégiesen igy talalnak helyet maguknak a receptoro&thegiszei
mozgasuk kdzben.

Ennek ellenére nem kizéart, hogy a szinapszis kbeeldéw receptorkészletnek eltér
szerepe van a tobbihez képest. Ezt a hipotézistae@B receptorok szamat befolyasol6
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beavatkozéssal lesz célszetesztelni a joében. Eredményeink szamos tovabbi kérdést
vetnek fel. Ezek megvalaszolasdhoz az analizisbtifefesztése lesz szilkséges annak
erdekében, hogy minél pontosabban tudjuk jel6lnszanapszis vélt helyzetét, és ezaltal
pontosabban osztalyozhassuk a;C&eptorokat. Ehhez sziikséges meég a neuroligiB«2-C
kettvs festés tovabbi optimalizalasa a jel-zaj viszoriywehésének érdekében, valamint
javithatia a mintavételezés ndgegéet, ha biocitinnel toltoétt egyedileg azonositott
interneuronok axonvégdesein végezhetink vizsgalatokat. Ezen kivil témkeZkil6nbosd
hullamhosszu riporter festékkel végzett &8t6TORM kisérleteket is, ezaltal két kilondoz
fehérje (pl. a CB receptort és a neuroligin-2 posztszinaptikus méarkaanoskalgju
elhelyezkedését lennénk képesek egyszerre, egymdsimest vizsgalni anélkil, hogy a
csatornak kozotti athallas mérési hibakhoz vezetAe. endokannabinoid rendszer
plaszticitdsat vizsgalé szubcellularis kompartmeettfikus méréseink remeényeink szerint

segitenek majd megérteni a receptorok eloszlaatbmzd mechanizmusokat is.
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