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1. Roviditésjegyzék
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CBs Cannabinoid Receptor Type-1 1-es tipusu kannabinoid receptor
CCD Charge Coupled Device toltéscsatolt eszkdz
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2. Osszefoglalas

Az agy kémiai szinapszisainak miikddési elvei és plaszticitasi folyamatai nem érthetéek meg a
szinaptikus fehérjék helyzetének és mennyiségének ismerete nélkil. Az endokannabinoid
jelpalya a kozponti idegrendszer szamos kiilonbozé tipust szinapszisaban Kkulcsszerepet
jatszik az ingerulet-atvivé anyagok felszabaduldsanak szabalyozasaban. Ennek ellenére az
idegvégz6déseken talalhatd, retrograd jelatvitelt kozvetitdé CB: kannabinoid receptorok
mennyiségének és sejten bellli eloszlasanak szabalyozasardl nagyon kevés ismeret all
rendelkezésre. A CB; receptorok nanoskalaju molekuléris eloszlasanak feltérképezéséhez a
SzTochasztikus Optikai Rekonstrukcios Mikroszkopiat (STORM) vélasztottuk eszkozil,
amellyel a hagyomanyos fénymikroszkdpia térbeli feloldoképességét egy nagysagrenddel
meghaladé felbontés is elérheté6. A STORM madszert konfokalis mikroszkdpiaval kombinalva
a molekularis eloszlasra vonatkozd szuperrezollcios adatokat sejt- és kompartmentspecifikus
kontextusba helyezve vizsgaltuk. A kiilonb6z6 modalitasu képek egységes kiértékeléséhez és
a STORM adatok pontonkénti analiziséhez egy konnyen kezelhetd, rugalmas szoftvert
fejlesztettiink. Perfundalt egéragy metszeteken kettds fluoreszcens immunfestést végeztiink
CB: és neuroligin-2 ellen, és a hippokampusz CAL piramisrétegében korrelalt konfokalis és
STORM képeket vettiink fel. A posztszinaptikus aktiv zéna marker neuroligin-2 konfokalis
képének segitségével meghataroztuk a gatld szinapszisok helyzetét. Kimutattuk, hogy az egyes
axonvégzOodésekben a receptorok sz&ma linearis 6sszefliggést mutat a bouton méretével,
tovabba, hogy a CB: receptorok atlagos strlisége meglep6 moédon nem tér el az
intraszinaptikus és az extraszinaptikus zénaban. A diplomamunka keretén beliil tehat els6ként
fejlesztettiink szoftvert a STORM és konfokalis mikroszkopias adatok korrelalt analiziséhez,
valamint ennek segitségével kimutattuk a CB; receptorok homogén eloszlasat a gatld

axonveégzodésekben.



3. Summary

The operational principles and plasticity of chemical synapses in the brain cannot be
understood without a better knowledge on the distribution and quantity of synaptic proteins.
The endocannabinoid signalling system plays a key role in the regulation of neurotransmitter
release in various different synapse types of the central nervous system. Nonetheless little is
known about the regulation of the amount and subcellular distribution of the CB1 cannabinoid
receptor which is situated in axon terminals and mediates retrograde synaptic transmission.
We choose STochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM) to study the nanoscale
distribution of the CB; receptors, which offers a spatial resolution at an order of magnitude
better than achievable with conventional light microscopy. We combined the STORM method
with confocal microscopy to obtain superresolution data with cell- and compartment-specific
context regarding the molecular distribution of the selected protein. We developed an easy-to-
use and flexible software for the evaluation of the different image modalities and for the
coordinate-based analysis of STORM data. We performed double anti-CB; and anti-
neuroligin-2 fluorescent immunostaining on perfused mouse hippocampal slices and used
correlated confocal and STORM imaging. We determined the location of the synapses with
the help of the confocal image of the postsynaptic active zone marker neuroligin-2. We
showed that CB; receptor number correlates with bouton size, and surprisingly, CB: receptor
density was similar in the intrasynaptic and the extrasynaptic zone. We have developed the
first software for correlated visualization and analysis of confocal and STORM data and used

this tool to show the homogenous distribution of CB; receptors in inhibitory axon terminals.



4. Bevezetés

4. 1. A szinaptikus endokannabinoid jelpalya

Az agy szinaptikus szervezédésének minél teljesebb korli feltérképezése a molekuléris
neuroanatdmia egyik legfontosabb célja. A szinaptikus jelpalydk molekuléris elemeinek
kvantitativ vizsgalataval kdzelebb lehet jutni azok élettani és kérélettani funkciéjahoz, igy
lehetdség nyilhat akar olyan 0j gyogyszerek tervezésére, amelyek hatékonyabbak lehetnek
kiilonbozé idegrendszeri betegségek esetében [1]. Igy tortént ez az endokannabinoid jelpalya
molekularis alkotéelemeinek, a CB1 kannabinoid receptornak [2], a DGL-a (diacilglicerol-
lipdz-a) [3] és az MGL (monoacilglicerol-lipdz) [4] enzimeknek esetében is. A
neuroanatomiai lokalizacié segitségével kidertlt, hogy a szinaptikus endokannabinoid jelpalya
retrograd jelatvitelt tesz lehetdvé [5-7] (1. abra). A retrograd endokannabinoid Utvonalnak az
egyik legfontosabb feladata, hogy kéros preszinaptikus hiperaktivitds esetén megvédje a
posztszinaptikus idegsejtet a talzott serkentést6l [8]. Ennek a mechanizmusnak korélettani
jelent6sége lehet példaul stressz- indukalta analgéziaban [9], illetve epilepsziaban [10].

Ugyanakkor a fizioldgiai és patofizioldgiai funkcidk sokféleségének tovabbi megismeréséhez
elengedhetetlen az endokannabinoid rendszer molekuléris felépitésének részletesebb

feltérképezése a kiilonbodz6 szinaptikus kapcsolatokban.

Az elmult évtizedekben szamos betegség esetében talaltak biztatd jeleket arra, hogy az
endokannabinoid rendszer modulalasaval be lehet avatkozni kéros folyamatokba. Erre példak
a pszichiatriai és neuroldgiai megbetegedések (példaul a Parkinson-kér vagy a Huntington-
kér, a krénikus neuropéatias fajdalom, a sclerosis multiplex), kiilonb6z6 daganatos
megbetegedések, az ateroszklerdzis, a miokardialis infarktus, a stroke, a magas vérnyomas, a
szlirkehalyog, a metabolikus szindréma és a csontritkulas [1]. Egyes betegségekben mar
megkezd6dott a CB: receptor egyik exogén ligandjanak, a THC-nak kiilonb6z6 standardizalt
preparatumok formajaban torténé orvosi célu alkalmazésa is. Emellett egyre ndvekszik a
kannabisz felhasznalasa és elfogadottsaga rekreacids drogként, s6t néhany orszagban és az
USA egyes tagallamaiban mar legalissa tették a hasznalatat. igy ezen megfontolasok miatt is
szlikséges az endokannabinoid rendszer Kiterjedt vizsgélata, hiszen a hosszu tavu THC-

hasznalat toleranciat és egyes kognitiv funkciok visszaeséset okozhatja [11].
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Homer

2-arachidonoilglicerolla (2-AG). A posztszinaptikus sejt

1. &bra Az endokannabinoid-
kozvetitette retrograd szinaptikus
jelatvitel  feltételezett  élettani
szerepének bemutatasa a
glutamaéterg szinapszis példajan [8]
a) A preszinaptikus sejtben az érkez6
akciés potencidl kovetkeztében az
axonvégzdodésben fesziiltségfiiggd
kalciumcsatornak nyilnak ki. Ennek
hatasara kalcium-bearamlas
figyelhet6 —meg, ami segiti a
neurotranszmittert  (jelen  esetben
glutamatot - GLU) tartalmazo
vezikula fizidjat a membrannal, igy
annak tartalma a szinaptikus résbe
Urdl, és atdiffundal a posztszinaptikus
sejt membranjahoz, ahol a
posztszinaptikus  denzitdas  (PSD)
teriletén receptoraihoz (itt ionotrép
AMPA és NMDA) kot6dik. Ennek
hatasara posztszinaptikus ionaramok
jelennek meg (itt pozitiv ionok
aramlanak  be, tehat a  sejt
depolarizaladik).

b) Kiterjedt preszinaptikus aktivitas
esetén, amely az axonterminalis
teriletén  emelkedett  Ca®
koncentrécioval jar egyitt, glutamat
aramlik ki a szinaptikus résbél, majd
a periszinaptikus jelatviteli egységben
(Perisynaptic Signaling Machinery,

PSM) metabotrép
glutamétreceptorokat (mGIuR)
aktival.

c) A PSM-ben a jelatvitel a mGIuRs
aktivacidjaval  kezddédik,  amely
foszfolipaz-C-p (PLC-B)
enzimtevékenységet idéz eld Gqu
fehérje  segitségével. A PLC-B
foszfatidilinozitol-biszfoszfatot (PIP2)
hasit inozitol-triszfoszfatta (IPs) és
diacilglicerolla (DAG), mely kés6bb
a diacilglicerol-lipdz-a.  (DGL-a)
enzim  segitségével  tovabbalakul

bocsatja tehdt ki a 2-AG-t, amely

visszadiffundal az axonvégz6déshez, ahol a G-protein kapcsolt CB; receptoron inditja el a jelatvitelt.
Ennek hatasara zarédnak a kalciumcsatornak, és csokken a talzott neurotranszmitter-felszabadulas. Ez a
,.szinaptikus biztositék” modell. (4bra: Katona és mtsai., médositva)
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4. 2. A hippokampusz felépitése

Az endokannabinoid rendszer a szinaptikus aktivitds fontos szabalyozoja szdmos
agytertleten [12]. A CB: receptor retrograd jelatvitelben betdltétt szerepét és jelent6ségét
epilepszias hiperaktivitasban elséként a hippokampusz szinapszisaiban irtdk le [6, 13]. A
hippokampusz a limbikus rendszer része, modosult kéregrészlet, nevét alakjanak a csikéhallal
valé hasonldsdga miatt kapta [14]. Az emléknyomok rogzitésében, illetve a térbeli
tajékozddasban fontos agyterilet [15]. Két nagyobb részre, a gyrus dentatusra és a cornu

ammonisra (CA) tagolodik, utobbi ragcsaldkban 1-t61 3-ig szamozott régiokbol all.

A gyrus dentatus réteges szerkezetii [16]:

- A hilus sok interneuront és mohasejtet tartalmaz, valamint a szemcsesejtek axonjai
futnak benne a CA3 régio felé.

- Astratum granulosum a szemcsesejtek sejttestjeit tartalmazza.

- A stratum moleculare bels6 egyharmadaban az ellenoldali gyrus dentatus
mohasejtjeibdl érkezd commissuralis rostok alkotnak szinapszisokat, illetve a
szupramammillaris magbdl érkezé bemenetek végzédnek szemcsesejtek proximalis
dendritjein. A kiils6 kétharmadban perforans pélya rostok futnak, melyek a

szemcsesejtek disztalis dendritjein serkentd szinapszisokat alkotnak.

A CA régiok szintén rétegekre tagolodnak, melyek sorrendben a kovetkezok (2. dbra) [16]:

- Azalveus a legmélyebb réteg, és piramissejtek axonjai futnak benne a fornix felé.

- A statum oriensben gatl6 kosarsejtek és trilaminaris sejtek sejttestjei, valamint
piramissejtek bazalis dendritjei helyezkednek el, melyek mas piramissejtektol,
szeptalis kolinerg és kommisszuralis glutamaterg rostokt6l kapnak itt bemenetet.

- Astratum pyramidale, mas néven piramisréteg tartalmazza a piramissejtek sejttestjeit,
melyek a hippokampusz principalis serkentd neuronjai. Szintén megtalalhatok itt
kiilonb6z6 interneuronok, axo-axonikus, kétrétegli és radialis trilaminaris sejtek
sejttestjei.

- A stratum lucidum csupan a CA3 régidban talalhaté meg. A gyrus dentatus
szemcsesejtjeinek moharostjai  szinaptizdlnak itt a piramissejtek proximalis
dendritjein.

- A stratum radiatum szeptalis, kommisszuréalis és Schaffer-kollaterélis rostokat
tartalmaz, utébbiak a CA3 feldl vetitenek a CA1-be. Kosarsejtek, kétrétegii és radialis

trilaminaris sejtek is megtalalhatok itt.
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- A stratum lacunosum-moleculare a hippokampusz legkiilsé rétege, melyben a
perforans palya rostjai szinaptizalnak piramissejtek disztalis, apikalis dendritjeivel.
- A hippokampalis sulcus egy sejtmentes régid, mely elvalasztja a CAl-et a gyrus

dentatustol.

2. &bra A hippokampusz réteges felépitése
Egér hippokampusz koronalis metszet NeuN neuralis marker elleni immunfestésének konfokalis

mikroszkoppal készilt képe (z6ld). Kékkel a sejtmagok vannak jeldlve DAPI festéssel. CAL, CA2,
CA3 jeldli a hippokampusz régioit, GD a gyrus dentatust. o, CA1 stratum oriens; p, stratum pyramidale;
Im, stratum lacunosum moleculare; m, stratum moleculare; g, stratum granulosum; h, hilus
(Abra: Laszl6 Zstfia)

A hippokampusz kapcsolatrendszerében az Un. ,.triszinaptikus hurok” nagy szerepet jatszik.
Ennek bemenete az enthorinalis kéreg, az onnan érkez6é perforans palya rostjai idegzik be a
gyrus dentatus szemcsesejtjeinek disztalis dendritjeit. A szemcsesejtek  axonjait
moharostoknak nevezziik. Ezek innervaljak a CA3 régiod piramissejtjeit a stratum lucidum
rétegben. A CA3 piramissejtjei pedig Schaffer-kollateralisokon keresztill idegzik be a CAl
régio piramissejtjeit a stratum radiatum és oriens rétegekben. A hippokampusz kimenetét a
CAl piramissejtek axonjai szolgaltatjak, melyek féleg a subiculumba és az enthorinalis
kéregbe tartanak. Ezen kivil példaul a limbikus rendszer mas terileteivel, a szeptummal és a

szaglogumaval is tart fenn kapcsolatot [14].

A hippokampuszban GABA-erg interneuronok széles spektruma taldlhatd meg, ezeket
sejttestlik és efferens szinapszisaik elhelyezkedése, nydlvanyaik alakja, az altaluk expresszalt
fehérjék és elektrofizioldgiai tulajdonsagaik alapjan sorolhatjuk tébb mint 20

csoportba [17, 18]. Az endokannabinoid rendszer vizsgalata szempontjabdl a cholecystokinint
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tartalmazd sejtek jatszanak fontos szerepet, amelyek axonvégzédésein CB: receptorok
taldlhatéak [2, 17]. llyenek a CCK-t expresszal6 kosarsejtek, amelyek a piramissejtek
sejttestjein vagy proximdlis dendritjein szinaptizalnak a piramisrétegben; és a dendritikus
sejtek, példaul a Schaffer-kollateralis asszocialt sejtek, amelyek a piramissejtek disztalis
dendritjeit idegzik be a stratum radiatumban, vagy a stratum oriensben; és a perforans palya
asszocialt sejtek, amelyek axonjai a stratum lacunosum-molecularéba futnak, ahol

piramissejtekkel szinaptizalnak [18, 19] (3. abra).
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A hippokampusz CA1 régidjaban a legalabb haromféle piramissejt mellett legaldbb 21 féle interneuron
tipus talalhaté meg. Az ide érkezd 6 serkentd bemenetek a bal oldalon lathatoéak, ezek a thalamus, az
enthorinalis kéreg, a CA3 régio, az amigdala fel6l, valamint CA1 piramissejtek axonjair6l szdrmaznak.
A piramissejtek kékkel vannak jelolve, a piramissejteket beidegz6 interneuronok sejttestjei és dendritjei
narancssargak, a fOleg mas interneuronokkal szinaptizalé interneuronok sejttestjei rozsaszinek. Az
axonok lilaval, a f6 szinaptikus terminacios pontok sargaval vannak jel6lve. Az interneuronok esetében
az is fel van tiintetve, ha axonjaik mas teriiletekre is eljutnak. (dbra: Klausberger és mtsai.)
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4. 3. A CB1 receptorok eloszlasa

Az endokannabinoid rendszer egyik kulcseleme, a CB;1 kannabinoid receptor egy Gio-protein
kapcsolt fehérje, amely széles korben fordul el a kozponti idegrendszerben. Az agyban a
legnagyobb mennyiségben jelen 1évé G-protein kapcsolt receptor [20-25]. Legjelentdsebb
endogén ligandjai az anandamid és a 2-arachidonoyl-glycerol, exogén ligandja példaul a
kender (Cannabis sativa) pszichoaktiv hatdanyaga, a THC (A-9-tetrahidrocannabinol) [22-27].
Eléfordulasa nem csak az agyteriiletek szintjén valtozatos, hanem kiilonb6z6 sejttipusokban is
kiilonb6z6 mértékben van jelen. A hippokampuszban legnagyobb mennyiségben GABA-erg
interneuronok axontermindlisaban helyezkedik el [2, 17], am hatdsa a szinaptikus er6sségre
gatld és serkentd szinapszisokban egyarant igazolt [6, 13]. Ezen tul egyes patofiziologiai
folyamatok kiilonb6zoképpen valtoztathatjdk meg jelenlétét a kiilonb6zd sejttipusokban.
Példaul epilepszias agyban - ahol a tlinetek megjelenése a serkentés és gatlas felbomlasanak
kdvetkezménye -, a serkent6 szinapszisokban csokken [10], mig a gatld szinapszisokban né a
CB: receptor mennyisége [28]. Nem elég tehat csupan az agytertiltre jellemz6 receptorszam-
valtozast vizsgélni, hanem sejttipus-specifikus megkozelitésre van sziikség kvantitativ

molekularis vizsgalatok esetén.

Az ugyanazon axonvégzodésben kifejez0d0 receptorok sem biztos viszont, hogy teljesen
azonos szerepet toltenek be, akar csak a szinapszistél, illetve a downstream effektor
molekul&ktol valo tavolsaguk miatt, ezért nem elegendd csupéan a terminalison talalhato Gsszes
receptor mennyiségét vizsgalni, hanem azok eloszlasanak mérésére is szilkség van. A CB;
receptorok nanoskalaju domén-specifikus elhelyezkedésérdl és annak szabalyozasarol viszont

kevés ismeret all rendelkezésinkre.

Beagyazas utani immunarany technikat hasznalé elektronmikroszkpos adatok szerint a CB;
receptorok bedusuldsa mutathatdé ki a szinapszis koOzelében hippokampalis gatl6
interneuronokon [29]. Egy maésik kutatdcsoport viszont némileg az el6zéeknek ellentmondd
moédon azt mutatta meg primer neuronalis sejtkultiraban CB; fehérjékhez kotott
kvantumpottyok kovetése segitségével, hogy a receptorok szabadon ki-be diffundalhatnak az
aktiv z6nébol, vagyis nem taléaltak specifikus horgonyzé mechanizmust, amely potencialisan a
periszinaptikus zonaban tarthatna ket [30]. Egy fontos kérdés tehat, hogy van-e az aktiv
z6nahoz kotheté mintazat a CB1 receptorok eloszlaséban, hiszen a CB; receptorok fizioldgiai

és patofizioldgiai funkcidinak megértéséhez sziikséges lenne ennek ismerete.

Eddig nem allt rendelkezésre olyan eljaras, amely sejttipus- és kompartment-specifikus médon
alkalmas lenne adott célfehérjék mennyiségének és eloszlasanak nanoskaldju precizitéssal
torténé mérésére, am a szuperrezollcids mikroszkopias technologiak megjelenésével a CB:

receptor eloszlasaval kapcsolatban felmeriilé kérdések megvalaszolasara is lehet6ség nyilhat.
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4. 4. A szuperrezolucios mikroszkopia lehetéségei a molekularis
neuroanatémiaban

Az idegtudoméanyok szamara rendelkezésre all6 kutatasi eszkozok drasztikusan gyarapodtak
az utobbi évtizedben. Az agyi génexpresszids atlaszok, a neurondlis aktivitds monitorozasara
alkalmas genetikusan kodolt fehérjék és a haldzatok feltérképezésére is hasznélhato képalkoto
eljarasok hatalmas segitséget jelentenek [31].

A szinapszisok fehérjéinek vizsgalatdban a klasszikus modszer az immunarany jeloléssel
kiegészitett elektronmikroszkopos képalkotds. Bar igy nanométeres felbontdst képhez
juthatunk, melyen jelolés nélkil azonosithatdk a sejtalkoto, illetve szinaptikus struktarék, a
nagy ateresztéképességili analizis nem megoldott a hosszadalmas minta-elékészités, a nagy
stirtiségt, illetve tobbszords jelolés elérésének és a 3D rekonstrukcidnak a nehézségei miatt. A
képalkotashoz elengedhetetlen a mintdk dehidrélasa, mely anizotrép zsugorodast okoz, igy
hatraltatja a fehérjék pontos pozicionaldsat. Ezen kivil az elektronmikroszkopos technika a
mérés és a minta-elokészités koriilményei miatt nem alkalmas komplex €16 sejtek, szovetek

vizsgalatara [32].

Ezzel szemben a fluoreszcens mikroszkopias eljarasok felhasznalasaval kiillonb6z6 fluoroforok
segitségevel tobbféle fehérje jelolhetd egyszerre. AKar in vivo mérésekre is van lehetGség,
valamint konnyebb elektrofiziol6giai vizsgalatokkal kombinalni, igy nagyobb kisérleti
flexibilitast nyujt [33]. A klasszikus fluoreszcens mikroszkopias technikak felbontasa azonban
jéval elmarad az elekronmikroszk6pétol: 2-300 nm-es lateralis és kb. 5-600 nm-es axialis
irdnyban, ami nem elegendé a szinapszis fehérjéinek vizsgalatdhoz, hiszen a kiilonb6z6

funkcionalisan eltéré domének, példaul az aktiv zona mérete is ebbe a tartomanyba esik.

Egy optikai rendszer felbontasi hatara az a tavolsag, amelynél még éppen képes két ilyen
tavolsagra 1€v0 pont megkiilonboztetésére. Bar a geometriai optika szerint kiillonb6z6 lencsék
kombinalasaval elvileg barmekkora nagyitéast el lehet érni, a valésagban a feloldoképesség
limitélt a fény diffrakcidja, azaz szorddasa miatt. A fénymikroszkopok altal elérhetd legkisebb

feloldhaté tavolsagot az Abbe-elv definialja (4. abra).
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4. dbra Az Abbe-elv alapjan definialt legkisebb feloldhaté tavolsag (d) [32]

Ahol A a képalkotashoz hasznalt fény hullamhossza, n a kdzeg refraktiv indexe, 0 pedig az objektiv
félnyilasszoge. Az nsinf tagot az objektiv numerikus aperturdjanak nevezziik, mely egy nagyon jo
objektiv esetében a kdzeg torésmutatdjahoz tart, ami tivegben 1,5 koriili érték. A lathatd fénnyel végzett
vizsgalatokhoz minimum kérilbelil 400 nanométer hullamhosszd fényt tudunk felhasznalni, igy a
fénymikroszkop altal legkisebb feloldhato tavolsag elviekben sem lehet jobb 200-250 nanométernél.

Az Abbe-elv altal definialt legkisebb feloldhaté tavolsdg is csupan ideélis optikai
kortilmények kdzott érhetd el, példaul ha a kdzeg refraktiv indexe homogén, nagy a jelstirliség
¢s minimalis a hattérjel eréssége. A valosagban a képalkotést viszont szdmos nehézség

hatraltatja: optikai aberraciok, a fokuszon kiviil es6 fényforrasok zavar6 hatasa, az alacsony

jel-zaj arany, igy nem érhetjik el az elméleti legkisebb felbontasi tavolsagot [32].

A Kklasszikus fénymikroszkopokkal elérhet6 jel-zaj arny novelésére viszont léteznek
stratégidk. Az egyik ilyen példaul a képek, képsorozatok felvétel utani dekonvolucidja.
Pontszerti fényforrasok leképezddésekor nem pontszerii kép, hanem a fény diffrakcidja miatt
egy nagyobb, Airy-korongnak nevezett mintazat keletkezik, ezen belll az intenzitas térbeli
eloszlasat pontvalasz fliggvénynek hivjadk. Ez egyedi az adott képalkotasi eljarasra, a
mikroszkdp tipusara és a képalkotas kortilményeire nézve. A dekonvolicio a felvett képbol
probélja visszafejteni a lehetseéges eredeti struktdrat a mikroszkop pontvalasz fliggvényének

ismeretében. Igy jelentés kontrasztnovekedés és némi felbontas-ndvekedés is elérhetd [34].

A konfokalis pasztaz6 mikroszkop ugy alkot képet, hogy fokuszalt lézer fut végig a minta
pontjain. Az elméleti fokuszon Kivilr6l érkez6é fotonok kisziirésére egy lyukdiafragmat
alkalmaznak. A beérkez6 fotonokat fotonsokszorozé csé (PMT) vagy lavina fotodioda (APD)
segitségével erdsitik fel, és alakitjak elektromos jellé. A képalkotas végén egy kép vagy egy
z-irdnyban felvett képsorozat keletkezik, mely pixelenként/voxelenként a minta kibocsatott
fluoreszcencigjaval ardnyos értékeket tartalmaz. A konfokalis pésztdzé6 mikroszképidval
nagyobb felbontasra tehetiink szert, mint a hagyomanyos széles latomezejii mikroszkopok
esetében, de nem érhetjiik el a diffrakcid altal meghatarozott limitet. A felbontas javitasa
érdekében egyre kisebb lyukdiafragma alkalmazhatd, viszont ezaltal egyre tobb fotont

veszitlink, ami csokkentheti a kép kontrasztjat [35, 36].
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Az Abbe-elv altal definidlt diffrakcidlimit megkerilésére a kozelmultban szdmos eszkozt
fejlesztettek, ezeket szuperrezollUcios eljarasoknak nevezzilk. A modszerek alapjainak
kidolgozaséért itélték oda a 2014-es kémiai Nobel-dijat.

Kozeli és tavoli latoteri modszereket killonbdztetiink meg [37, 38]. A leggyakrabban hasznalt
kozeli latoterii eljards a TIRF mikroszkdpia, amely a fénysugaraknak a hatarfeliiletr6l vald
teljes bels6 visszaverddését hasznalja ki, igy elérheté csupan a minta egy nagyon vekony,
100-200 nm vastagsagu régidjanak megvilagitasa. Ezaltal elkeriilheté a fokuszon Kkiviili
teriiletekrél érkezé jelek detektalasa, igy né a jel-zaj arny. Ezzel a mddszerrel viszont csak a

képalkotas axialis felbontasa javul [32].

Szintén az el6bbi kategoriaba tartozik a kozeli latoterii pasztazo optikai mikroszkopia (SNOM/
NSOM) is, mely objektivlencse nélkiil miikodik, és egy nagyon Kis optikai rés segitségével
pasztazza végig a mintat. Ebben az esetben a lateralis felbontas is javul, &m a képalkotas
csupan a minta felszinére korlatozadik [39].

A tavoli latoterii modszereket szintén két csoportra oszthatjuk. Strukturalis megvilagitason
alapszik a SIM (Structured lllumination Microscopy) és a STED (Stimulated Emission
Depletion Microscopy), és egyedi molekula lokaliz&ciot hasznél fel a PALM (Photoactivated
Localization Microscopy) és a STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) [40]
(5. &bra, 1. tablazat).

A SIM szinuszosan valtozd mintazati megvilagitast hasznal, amelyet optikai racsra vetitett
lézerfény segitségével generdlnak. Amikor a finom struktirakat tartalmazé mintaval talalkozik
a szinuszos megvilagitds, interferencia jon Iétre. A képalkotast kiilonb6z6 iranyokbol
megismétlik, és a végsé képet ezek alapjan alkotjdk meg szamitogépes visszafejtés
segitségével. Ezzel a modszerrel legfeljebb kétszeresére lehet novelni az elérhetd
diffrakciolimitalt felbontést, akar axialis irdnyban is 3D-SIM alkalmazésaval. Gyakorlatilag
barmely fluoreszcens festékkel miikodik, akar tobbszoros jelolésben is. Hatranya viszont,
hogy az eszkdz extrém modon érzékeny a képalkotds kozben oOhatatlanul megjelend
vibraciokra [41, 42].
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A STED kétféle megvilagitast hasznal fel: egy hagyomanyos, kor alakiu pontvalasz
fiiggvénnyel rendelkez6 gerjeszté lézerfényt, és egy toroid (fank) alakd pontvalasz
fuggvénnyel rendelkez6 depletald 1ézerfényt. Ezek hatasanak 6sszegeként egy sokkal kisebb
pontvélasz flggveénnyel rendelkezd megvilagitast lehet kialakitani, mint barmely Osszetevd
esetében, és ez felhasznalhato a mintaban talalhato fluoroforok pasztazasara. Igy rutinszeriien
elérhet6 akar 30-80 nm-es felbontas is a hasznalt 1ézerintenzitastol és az alkalmazas idejétol
fiiggéen. A modszerhez felhasznalhato fluoreszcens festékek szama korlatozott, tekintettel a
gerjesztés €s a deplécidé komplexitasara, viszont kettds immunfestésre és ¢l6 anyagrol késziilt

képalkotasra alkalmas [43, 44].

Az egyedi molekula lokalizaciot felhasznalé mdédszerek azon alapulnak, hogy ha egyszerre
csak a fluoroférok kis alcsoportja villan fel véletlenszeriien, akkor azok helyzete egymastol
elkiilonitheté modon meghatarozhatd. Ezek koziil a PALM fotoaktivalhatd fluoreszcens
fehérjékrol alkot képet, a STORM pedig fény altal ki-be kapcsolhatd fluoreszcens festékeket
hasznal fel. Az elérheté lokalizacios precizitas a begytjthetd fotonok mennyiségétdl fligg,
20-30 nm-es is lehet lateralis, és 50-80 nm-es axialis iranyban. Akar tobbcsatornas képalkotas

is megvalosithatd [32].
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5. dbra A harom legelterjedtebb szuperrezollciés modszer bemutatasa [32]
a) A SIM mikroszkopiaban a mintdt egy optikai racs altal generalt szinuszos interferenciaképpel

vildgitjak meg, ez a minta diffrakcidlimit alatti struktGraival un. Moiré-mintdzatokat képez. A nagy
térbeli frekvenciaji elemekbdl igy kis térbeli frekvenciaju elemek lesznek, amelyek a CCD kameréaval
detektalhatéak. A képalkotast 15 kiilonboz6 beallitassal végzik el szeletenként, igy a matematikai
rekonstrukcionak koszonhetden végiil kétszeres lateralis felbontasu kép keletkezik az eredeti széles
latoter(i felvételhez képest. 3D-SIM esetén az axidlis felbontas is megduplazhat6 egy ebben az iranyban
végbevitt modulacio segitségével.

b) A STED mikroszkopiaban a fokuszsikot két atlapold 1ézernyalédb felhasznalasaval pasztazzak végig.
Mig az elsé 1ézer gerjeszti a fluoroforokat, a masodik, nagyobb hulldmhossz( lézer alapéllapotba viszi
azokat a stimulalt emisszi6 folyamatéban. A depletald Iézer toroid (fank) alaku energia-eloszlast generdl,
igy csupan a minta kis térfogata lesz gerjesztett allapot(, amely kisebb, mint a diffrakcids limit altal
meghatérozott térfogat lenne.

c) Az egyedi molekula lokalizaciés mikroszkdpia azt biztositja, hogy egyszerre a fluoroforok csupan
elenyészéen kis részhalmaza van bekapcsolt &llapotban. Ezt fotoaktivacidval, ki-be kapcsolgatassal,
triplet allapotban tartassal vagy villogtatassal lehet elérni. A fluoroforok képe a CCD kameran
diffrakcidlimitalt foltként jelenik meg, melynek kdzéppontja egy Gauss-eloszlas illesztésével nagy
pontossaggal meghatarozhaté. A képalkotéas soran tobb ezer nyers felvétel keletkezik a fényforrasok
kiilonb6zé alhalmazairdl, ezek segitségével meghatarozhatéak a vizsgalt strukturdhoz tartozo
fluoroférok. (4bra: Schermelleh és mtsai., médositva)
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1. tablazat A legelterjedtebb szuperrezolucids képalkotasi technikak tulajdonsagainak
dsszehasonlitasa
(forras: Schermelleh és mtsai.) [45]

detektor Pésztazo
barmilyen
Idébeli felbontas s-min
El6 sejteken igen

3 nem

Utdéfeldolgozést
igényel

Mint ahogyan az 1. tablazatbdl és a mddszerek leirasabdl is latszik, nincsen tokéletes madszer,

Kozeli latoteri

TIRFM
CCD/CMOS

200-300 nm
100 nm
nem
barmilyen
ms

igen

nem

SIM
CCD/CMOS

100-130 nm
250 nm
igen
barmilyen
fotostabil

ms-S

korlatozottan

igen

Tavoli latoteri

STED PALM/STORM
Pésztazo CCD/CMOS
PMT/APD
20-100 nm 20-50 nm
560-700 nm 20-75 nm
igen igen
specialis specialis
ms-min S-min

korlatozottan korlatozottan

nem igen

amely minden el6ny6s tulajdonsagot egyesitene. Tekintettel kutatdsunk szempontjabdl

elényds tulajdonsagaira, példaul az elérhet6 kitinG lokalizacios precizitasra, a harom

dimenzids és tobbcsatornas képalkotasra val6 hasznalhatdsara, az imént bemutatott mddszerek

kdzil mi a STORM mikroszkdpiat valasztottuk a vizsgalatainkhoz, amely megitélésink

szerint a kovetkezd években értékes eszkdzzé valhat a molekuléris neuroanatomusok kezében.
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4. 5. A STORM képalkotas

A lokaliz&ciés mikroszképia azt hasznélja ki, hogy az egyedi fluoroférok helyzete nagyon
pontosan meghatarozhat6. A képalkotéas soran az egyedi lokalizaciot az teszi lehetévé, hogy a
fluoroféroknak egyszerre csak egy kicsi, véletlenszer(i halmaza vilagit. Ehhez sziikséges a
,,photoswitching” mechanizmus, miszerint egyes fluoroférok nagy intenzitasu lézerfény
hataséara reverzibilis médon egy nem gerjeszthet allapotba vihetéek (,,s6tét allapot™), majd
rovidebb hullamhosszl fény segitségével ismét gerjeszthetd allapotba kapcsolhatok.

Egy egyedi fluorofor felvillands helye 6nmagaban nagy pontossaggal detektdlhatd, ha
elegendd fotont tudunk Osszegyljteni, és az egyes felvillanasok kellden tavol vannak
egymastol. fgy ha a fluoroférok koziil megfelelé hullamhosszi és intenzitasu fénnyel sikeriil
egyszerre viszonylag kevés szamut felvillantani és megfigyelni, majd s6tét allapotba vinni
6ket, ezen folyamat sorozatos alkalmazasaval akar néhany nm-es lateralis és 30-40 nm-es
axialis felbontas is elérheté. Ez jelent6sen jobb teljesitmény, mint amire a hagyomanyos
fluoreszcens képalkotas képes, és eléri az immunarany elektronmikroszkopia lokalizacios
pontossagat [46, 47] (6. abra).

konvencionalis kép szuperrezolucios kép

iteracioja

sztochasztikus aktivacio

6. abra A STORM képalkotas [40]
A kép bal oldalan kb. 25 nm atméréji mikrotubulusokrol konvenciondlis diffrakcidlimitalt

képalkotéssal kesziilt kép lathatd, melyen alig kivehetd azok szélas szerkezete. De ha egy-egy fluorofért
egymastdl elkilonitve lokalizalunk tobb ciklusban a STORM mikroszkoépia segitségével (kdzépen),
akkor  sokkal  jobb  felbontasq, részletgazdagabb  képet  kapunk  (jobb  oldal).
(&bra: Huang és mtsai., modositva)
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A modszer jol felhaszndlhaté az endokannabinoid rendszer molekuléris alkotoelemeinek

tanulméanyozasa sorén, példaul a CB; kannabinoid receptorok vizsgalatahoz is (7. bra).

Diffrakciolimitalt képalkotas

® CB; Receptor

a eredeti struktira projekcid diffrakciélimitalt kép

Egyedi molekula lokalizacio

pontvalasz fliggvény PSF képe EMCCD-n Gauss-eloszlas illesztése  szuperrezolticids lokalizacié

b (PSF)

STORM (Sztochasztikus Optikai Rekonstrukcios Mikroszkopia)

+ CB; Receptor
O O NN
Gc — 00 00 i
@@ OO @)
O
fluoroférok s6tét allapotban minden képalkotési ciklusban csupan a fluoroférok a szuperrezolﬂck?s kép
C kis részhalmaza aktivalédik rekonstrukcidja

7. abra A STORM szuperrezolicios mikroszképia miikodésének elvi alapjai a CB:1 receptor
peldajan bemutatva
Ahhoz, hogy megkeriljik a diffrakcids limitet, és nagy felbontdsi informécidt kapjunk az

endokannabinoid rendszer tagjairdl, példaul az axonvégzddéseken elhelyezkedé CB; receptorokrol, a
hozzajuk immunreakcidval kapcsolt fluoroférokat kis intenzitasu lézerfénnyel aktivaljuk, igy csupan a
fluoroforok egy kis csoportjat villantjuk fel, sztochasztikus modon, ezzel elkeriilhetjiik a pontszerii
fényforrasok leképez6dése soran 1étrej6vo fénykorongok atfedését. Egy-egy ilyen korong kézéppontja
viszonylag konnyen és pontosan kiszamolhatd. Az EMCCD képen egy megfeleld Gauss-eloszlas
illesztésével meghatarozhat6 egy-egy lokalizacié, melynek pontossaga tobbek kozt a begylijtott fotonok
szamatol fugg. A detekcids folyamat nagyszamu ismétlésével rekonstrualhatd a receptoreloszlasrél a
kivant kép. (4bra: Barna L&szI06)

23



Az egyes fluoroforok helyének meghatarozasanak pontossagat a lokalizacios precizitassal
lehet jellemezni. Ez annal nagyobb, minél tobb fotont képes detektélni a rendszer egy
felvillanashdl (8. &bra).

100 foton 1000 foton 10000 foton

8. abra A STORM jel lokalizacids precizitasanak fliggése a detektalt fotonok szamatél [48]
Minél tobb fotont gytijtiink be egy-egy fluorofér felvillandsabol, annél nagyobb lesz a jel/zaj arany, és

annal pontosabban illesztheté ra Gauss-eloszlas, amelynek pontosabban meghatirozhaté a vérhatd
értéke. Az illesztett fuggvény félértékszélességét jellemzi a lokalizacios precizitas nevii mérészam.
Az abran balrol jobbra haladva n6 a detektalhatd fotonok szama és a pontokat jellemzd lokalizécids
precizitas. (abra: McEvoy és mtsai., mddositva)

A STORM képalkotds nem csupén egy sikban, hanem harom dimenzidban is képes a
diffrakcids limitet meghalad6 pontossdggal meghatérozni a felvillanasok helyzetét. Ehhez egy
cilindrikus lencse behelyezésére van sziikség, amely az x vagy y tengely mentén elnydjtja a
felvillanasok képét attol fiiggden, hogy a fluorofor az optikai sik alatt vagy folott helyezkedik
el, igy kiilonb6z6 iranyban allo, a z pozicidval aranyosan torzult ellipsziseket kapunk. Egy
kalibracids gorbe segitségével lehetGség nyilik az eredeti mélység adat visszafejtésére. A

képalkotas z-iranyu lokalizaciés precizitasa igy kb. 50 nm [49] (9. &bra).
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9. dbra 3D STORM képalkotas [49]
a) A hadrom dimenziés STORM képalkotashoz egy cilindrikus lencse behelyezése sziikséges az objektiv

és a képalkoté lencse kozé.

b) A cilindrikus lencse az optikai siktdl val6 tavolsag fliggvényében megvaltoztatja a pontok képének
ellipticitasat.

c) Egy fluoroférokat egyetlen sikban tartalmazé minta z-irdnyl mozgatasaval felvett kalibracids gorbe
segitségével az ellipszisek alakjabol meghatarozhatd a felvillanasok z-irany(  pozicidja.
(abra: Huang és mtsai., médositva)

A STORM mikroszkdpidhoz a modszer szempontjabdl elényos tulajdonsagokkal (kibocsatott
fotonszam, gerjeszthet6ségi tartomany) rendelkez6 fluoroférok [50, 51], illetve a képalkotési
korulmények optimalizalasahoz speciélis puffer sziikséges [33]. A fluoroforok megfeleld

kombinalasaval pedig tobbcsatornas képalkotas is elérhetd, igy akar tobb kiilonbozo fehérje

egyidejli szuperrezolUcids vizsgalata is megoldhato [52] (10. abra).

aktivaciés impulzusok

antitest  Alexa 405
8@ - L L

A

szekunder
antitest Ccy3

: . Alexa 647

10. abra Tébbcsatornas STORM képalkotas [52]
A tdbbcsatornds STORM képek készitéséhez a vizsgalandd fehérjéket olyan szekunder antitestekkel

sziikséges jelolni, amelyeken eltéréek az aktivator fluoroférok (az abra bal oldalan Alexa 405 és CY3),
igy eltér6 hullimhosszi kis intenzitasu fénnyel aktivalhatdk, de ugyanakkor egyforma riporter
fluoroférral (itt Alexa 647) rendelkeznek. A képalkotas Ugy zajlik, hogy az aktivator lézerek felvaltva
miikodnek, igy a fluororoforok felvillanasanak iddpontjabol kovetkeztethetiink arra, hogy mely
csatornahoz tartoznak. (abra: Bates és mtsai., modositva)
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4. 6. Vizualizacios és analizis eszk6z6k STORM szuperrezolucios
mikroszkoépiahoz

A nagy felbontasu lokalizacids mikroszkopos technikdk hatékonysagat sokszor limitélja a
célfehérjék molekuléris eloszlédsanak tanulméanyozéasa sorén, hogy az igy készilt képeket
nehéz kontextusba helyezni, hiszen példaul a STORM képeken nem latszanak a sejtmembran,
illetve a sejtalkotok, a szubcellularis kompartmentek hatarai. Ezen kivil, ha toébb sejt vagy
sejttipus is kifejezi a vizsgalt fehérjét, akkor ezek kozott dnmagukban nem tudunk kiilénbséget
tenni. Bar azonositatlan szinapszispopulacidban torténtek vizsgalatok egyes szinaptikus
fehérjék elhelyezkedésének meghatarozasara szuperrezollcids mikroszkopia segitségével [33],
sejttipus-, sejt-, illetve szubcellularis kompartmentspecifikus analizisre eddig nem volt

technikai lehetdség.

A konfokalis mikroszkdpia lehetdséget nyajt egyedi sejtek elkiilonitésére, illetve segit
szubcellularis kontextusba helyezni a STORM lokalizacids pontokat, igy a szuperrezollcids
adatokkal kombindlva értékes eszkdz lehet a jelolt célfehérjék sejttipus- és

kompartmentspecifikus vizsgalata soran.

Mindkét adattipus kezelésére kulon-kilon fejlett eszkdzok allnak rendelkezésre, ezek egy
része a mikroszkopgyartok sajat szoftvere, amellyel a mikroszképok részei és a képalkotas
folyamata iranyithatoak, de az adatok elemzésére korlatozottan hasznalhatok fel. Ilyen pl. az
altalunk a képalkotas és adatfeldolgozas soran hasznalt NIKON NIS Elements szoftver. Ezen
kiviil a lokalizacios mikroszkopos nyers képek feldolgozasahoz szabadon elérhet programok
és algoritmusok széles skaldja kinalkozik (pl. RapidSTORM [53], QuickPALM [54]), és ezek
altalaban alapszintii megjelenitési eszkdzokkel is rendelkeznek. Azonban a szuperrezollcios
adatokon végzett specialis analiziseszkozok tarhaza egyeldre korlatozott. A hagyomanyos
pixelintenzitasi mikroszkopos képek megjelenitésére és analizisére fejlett eszkdzok allnak
rendelkezésre a szabadon elérhetd szoftverek kozott is, ilyen példaul a széles kdrben hasznalt

ImageJ.

A STORM és konfokalis jelek korrelalt vizualizaciojara és elemzésére viszont eddig nem nyilt
lehetéség egyetlen programcsomagban sem, pedig a STORM adatok sejttipus- és

kompartmentspecifikus analiziséhez sziikség volna ilyen eszkozre.
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4., 7. Célkitiizés

Diplomamunk&mnak kettds célja volt:

a) A STORM adatok vizualiz&cidjat és elemzését segité szoftver fejlesztése, amely alkalmas
STORM és konfokélis adatok egyidejii kezelésére, pontos megjelenitésére, tartalmaz a
STORM képek analizisehez sziikséges eszkozoket. Célom volt, hogy megoldhato legyen vele
egy bizonyos adatpont-csoport kijellése, akar a konfokalis képhez illeszkedé modon,
alkalmas legyen 3D-vizualizaciora és a mélységi koordinatak kezelésére, nagyobb elemszamu
kisérletek hatékony feldolgozésara, valamint konnyen kezelhet6 grafikus felhasznaldi

felulettel rendelkezzen.

b) Masodik feladatom volt, hogy az altalam fejlesztett eszk6zok felhasznéalasaval
megvizsgaljam a CB; receptor eloszlasat a hippokampusz GABA-erg axonterminalisain beldl,
tobbek kozt valaszt keressek olyan kérdésekre, mint hogy fligg-e a receptorok szama az
axonvégzOdés méretét6l, vagy van-e domen-specifikus receptorsiiriiség-valtozas az aktiv

zonaban.
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5. A kisérletekhez felhasznalt anyagok és eszkozok

5. 1. Perfuzio és metszetek készitése

Az allatkisérleteket a Magyar Allatorvosi Kamara Etikai Bizottsaga engedélyezte
(engedélyszam: XIV-1-001/2332-4/2012), és az Allatkisérletek végzésérdl szolo 243/1998.
(XII. 31.) kormanyrendeletnek megfelelé modon zajlottak. A legkisebb szikséges szamu

allatot aldoztuk fel, és torekedtiink a fajdalmuk minimalizalasara.

Feln6tt him vad tipusu C57BL/6 egerek (n=3) intraperitoneélis avertin injekcioval torténd
tulaltatasa utdn traszkardialis perfizid kovetkezett eldszor 0.9%-0s fiziologias sooldattal, majd
0.1 M-os foszfat-pufferben (PB, pH 7.4) oldott 4%-os paraformaldehid (PFA) oldattal 20
percig. A perflzi6 utan az agyat eltdvolitottuk a koponyabol, és 2 0rdig 4%-0s

paraformaldehid oldatban posztfixaltuk.

Ezutan elészor 500 pm vastag korondlis szeleteket készitettink egy Leica (Nussloch,
Németorszadg) VT-1000S tipust vibratom segitségével, majd 2%-o0s agarézba agyazva
Ujraszeleteltiik PB-ben, hogy a STORM képalkotashoz ideélis 20 um-es vastagsagot elérjuk.

5. 2. Immunfestés

A szeleteket 24-lyuku sejttenyészté edénybe helyeztiik, majd az immunfestést szabadon Uszd
moédon végeztiik. TBS pufferben térténd mosas utan TBS-ben oldott 1%-0s human szérum
albuminnal (Sigma) tortént az aspecifikus kotéhelyek blokkolasa, és 0.3%-0s Triton oldatban

a szeletek permeabilizalasa az antitest-penetracio elGsegitése érdekében.

Az elsbdleges antitesteket a kovetkezd koncentracioban hasznaltuk TBS-ben: tengerimalac
anti-CB; [45] 1:000, nydl anti-neuroligin-2 1:1000 (Synaptic Systems), majd egy €jszakan

keresztil inkubaltuk folyamatos razatas kozben.

TBS-ben valé mosas utdn 2 éraig inkubaltuk a szeleteket a méasodlagos antitestekkel: anti-
tengerimalac Alexa-488-konjugalt szekunder (Jackson) 1:400 koncentracidban, anti-nydl

Alexa-647-konjugalt szekunder (Jackson) 1:400 koncentracioban.

TBS-ben, illetve PB-ben valé mosés utan a szeleteket acetonnal megtisztitott #1.5 boroszilikat
fed6lemezekre raktuk ki és szaritottuk ra, majd a képalkotasig 4°C-on taroltuk. Kdzvetlenil a
STORM képalkotas el6tt specialis, a STORM képalkotasra optimalizalt pufferbe [33]

helyeztiik a szeleteket, és targylemezekre raktuk.
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Az oldat 5% glukozt, 0.1 M merkaptoetilamint, 1 mg/ml glukdz-oxidazt és katalazt (2.5 pl/ml
vizes oldat a Sigmétdl, kb. 1500 U/ml végkoncentracioval) tartalmazott Dulbecco-féle PBS-
ben oldva (Sigma). A fed6lemezeket kordmlakkal erdsitettiik a targylemezhez, majd 10 perc
elteltével elkezd6dott a képalkotas, amely egy minta lefedése utdn nem tartott tovabb egyik

esetben sem szeletenként 3 6ranal.

5. 3. Kombinalt konfokalis/STORM képalkotas

A STORM és konfokalis képsorozatok elkészitéséhez CFI Apo TIRF 100x objektivet
(NA: 1.49) és Nikon N-STORM rendszerrel, C2 konfokalis szkennerfejjel, valamint Andor
iXon Ultra 897 EMCCD kameraval ellatott Nikon Ti-E invertalt mikroszkopot hasznaltunk.
A 3D-STORM vizsgalatokat cilindrikus lencse behelyezése biztositotta [49]. A képalkotast
N-STORM modullal kiegészitett Nikon NIS-Elements AR szoftver irdnyitotta. A STORM
képalkotashoz egy 300 mW-os lézert (VFL-P-300-647, MPB Communications, Montreal,
Kanada) hasznaltunk. A megfeleld vizsgalni kivant teriilet kivalasztasat az é16 EMCCD képen

488 nm-es megvilagitas soran keletkezett kép segitette.

A Kkonfokalis képsorozat (512x512x15 pixel, 78x78x150 nm felbontas) eldallitasahoz
488 nm-es és 647 nm-es gerjesztést hasznaltunk. A STORM képalkotashoz DUAL
filterkockéra (Nikon) és az EMCCD-re volt sziikség. Ennek sorén kis intenzitasti 405 nm-es
aktivator és nagy intenzitdsu 647 nm-es riporter megvildgitast alkalmaztunk képenként
dsszesen 4000 képkockan keresztiil.

Az alacsony intenzitasu aktivacidra azért volt sziikség, hogy biztositsuk, hogy egyszerre a
fluoroféroknak csak kis, még elkiilonithetd hanyada villanjon fel. Annak érdekében, hogy
minimalizaljuk a nem fokuszba es6 hatteret, ferde megvilagitast alkalmaztunk a mikroszkop
TIRF vilagitoeszkdzének segitségével. A fokusz stabilitdsat a kisérlet sordn a PFS (Perfect
Focus System) biztositotta. Az antitest-penetracié  kiilonboz6ségébdl adodd  hibak
minimalizalasa érdekében a kiilonbozé szeletekben hasonld mélységben gyijtottik a
lokaliz&cids pontokat, illetve a fokuszsiktol -300-t6l +300 nm-ig terjed6 zonéba esé pontokat

vettik csak figyelembe, hogy a fényszorddasbél adodé eltéréseket kikiiszoboljuk.
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5. 4. Kombinalt konfokalis/STORM képfeldolgozas

A konfokalis képsorozatokon klasszikus maximum likelihood becslé dekonvolvalo
algoritmust futtattunk 40 iteracidval a Huygens szoftver (SVI, Hollandia) segitségével, ehhez
elméleti pontvalasz fliggvényt (PSF) hasznaltunk.

A STORM mikroszkopiaval nyert képeken a NIS-Elements AR szoftver STORM modulja
segitségevel futtattunk analizist annak érdekében, hogy megkapjuk a lokalizaciés pontok
koordinatait. A lokalizaciok hatékonyabb megtalalasat az atfed6 cstcsok kisziirését végzo
3D-DAOSTORM algoritmus segitette [55]. Minden képre azonos beéllitdsokat alkalmaztunk.
A kozel kétszdz kép hatékony elemzését Python és AutoHotkey szkriptek segitségével

oldottuk meg.

5. 5. Intraszinaptikus - extraszinaptikus stiriiséganalizis

Az analizis tovabbi részei teljes egészében az (j, altalam fejlesztett szoftver segitségével
késziiltek el. A konfokalis képsorozatb6l kivalasztottuk azt, amelynek a sikjaban tortént a
STORM képalkotds, majd a konfokélis kép alapjan kerestink a l&t6térben egy olyan
axonvégzodést, amellyel szemben, a posztszinaptikus oldalon a neuroligin-2 jel meggy6z6
mennyiségben van jelen, és a jelzett szinapszis a bouton oldalan helyezkedik el, nem pedig a
bouton sikja fol6tt. Ezutan sziikséges volt a STORM és konfokalis képek manudlis illesztése,
hiszen nem ugyanaz a kamera regisztralta éket, igy nem volt tokéletes az atfedés. A CB; jel
stirliségének koOszOonhetéen ez nagy pontossadggal megvalésithatd volt. Ezutan szabadkézi
korberajzolas segitségével megallapitottuk a boutonhoz tartozé CB; lokaliz&ciés pontokat, és
elmentettiik azokat. A CB; jel alapjan a bouton sz€lét jelold konvex burkolon a neuroligin-2
jel elhelyezkedése alapjan kijel6ltik azt a két csucsot, amely a szinapszist feltételezetten
hatérolja, és a kozéjiik es6 keriiletszakaszt szinaptikusnak, a rajtuk kiviil es6t szakaszt pedig
extraszinaptikusnak tekintettliik. Ezutan kiszamoltuk minden lokalizacios pont tavolsagat az
intraszinaptikus, illetve az extraszinaptikus konvex burkolddaraboktdl, és ezek minimumat
véve kialakitottunk egy intraszinaptikus és egy extraszinaptikus CB; adathalmazt. Ezek
koordinatait szintén kilon taroltuk (11. dbra). A siirliségeket a lokalizacios pontok szamanak
és a burkolddarab hosszanak hanyadosaval definialtuk. A hippokampusz CAl régidjanak
piramisrétegében talalhaté boutonokat (n=41) vettlink be a vizsgalatba, ezek dsszesen hdrom

allatbél szarmaztak.
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//CB, konfokalis intraszinaptikus CB,

11. dbra Szinapszis helyének kijeldlése neuroligin-2 konfokalis kép segitségével
a) Hippokampalis CA1 interneuron axonvégzédésének anti-CBi1 STORM képe (z6ld), és raillesztve az

anti-CB (fehér) és anti-neuroligin-2 (piros) festés konfokalis képe. A szinapszis helyét a neuroligin-2
jel helyzete jeldli.

b) Ugyanazon axonvégzédésen a CB; lokalizacidra illesztettiink egy konvex burkolét, és a szinapszis
hataranak kijeldlése utan kiszamoltuk a lokalizacidéknak az egyes kertletdaraboktdl valé tavolsagat,
majd ez alapjan intraszinaptikus vagy extraszinaptikus receptornak jeloltiik 6ket.

5. 6. Statisztikai analizis és Abrakészités

A statisztikai analizist STATISTICA 12 szoftver segitsegével végeztik (StatSoft, Tulsa, OK).
Az adatok normalitasvizsgalata Kolmogorov—Smirnov teszttel tortént. Mivel nem voltak
normalis eloszlastak a mintaink, ezért nemparaméteres teszteket alkalmaztunk a

tovabbiakban.

Az egyes Allatokbdl szdrmazd boutonok adatainak egyesitése nem szignifikans
Kruskal-Wallis teszt utan tortént meg (bouton keriilet: p=0.7402, bouton CB; szdm: p=0.3732,

intraszinaptikus stirliség: p=0.6334, extraszinaptikus stiriség: p=0.068)

A bouton kerllet és a CB: lokalizaciok szdménak Osszehasonlitdsahoz Spearman-féle rang
korrelaciot, az intraszinaptikus és az extraszinaptikus siirliségek 6sszehasonlitasahoz eldjel-

tesztet hasznaltunk.

Az &brékat Photoshop CS5 (Adobe Systems, San Jose, CA) segitségével készitettik.
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5. 7. A korrelacios szoftverben hasznalt specialis algoritmusok
5. 7. 1. Aktiv kontar

Az aktiv kontar algoritmust abbdl a célbol alkalmaztuk, hogy objektivabba és hatékonyabbéa
tegyuk a korrelalt konfokalis és STORM képeken az egyedileg jel6lt struktirdkhoz
(esetlinkben az egy axonvégzddéshez) tartoz6 STORM lokalizacios pontok kivalasztasat. Ez
egy olyan modszer, amely ,.kiils6” és ,,belsé” energiakat rendel egy-egy kontur allapothoz, és
ezek Osszegét probalja minimalizalni. A kiilsé energia akkor minimadlis, ha a rajzolt kontar
egybeesik a valodi hatar pozicidval, tehat ahol példaul nagy gradiens figyelhetd meg a képen.
A belsd energia pedig akkor minimalis, ha a rajzolt kontir minél inkabb regularis, sima

formaju [56].

v; = (X3, 1), aholi=0..n—1

1 1

Ejx = fEAK(v(S)) ds = f (Ebels()'(v(s)) + Ekﬁzsa(v(s))) ds

0 0
Ekiilsﬁ(v(s)) = Ekép (U(S)) + Ekényszer(v(s))

12. dbra Az aktiv kontlr modszer alapegyenletei [56]
Az aktiv kontir médszer alapja, hogy adott egy n pontbol allé6 koordindtahalmaz (v), amelyet az

algoritmus elején a kivalasztando struktira koriil definidlunk. Ezutan a halmaz mozgasat "kiils6" és
"bels¢" energidk irdnyitjdk, melynek sordn az alakzat az energiaminimumra torekszik, ennek
megfeleléen helyezkedik el a végsd allapotaban. A "bels6" energia a koordinatahalmaz alakjaval van
Osszefiiggésben: minél regularisabb, simabb az alakzat, annal alacsonyabb a belsé energia. A "kiilso"
energia két komponensbdl tevodik Ossze, az egyik a kép tulajdonsdgaibdl adodik, a masik kiviilrdl, a
felhasznal6 altal meghatarozott kényszer lehet. A "kiils6" energia akkor minimalis, minél inkabb egy
kiugré élen helyezkedik az alakzat, illetve minél jobban megfelel a megadott kényszerfeltételeknek.

A Python-implementaciok kozul a MACWE (Morphological Active Contours Without Edges,
élmentes morfoldgiai aktiv kontdrok) mddszert valasztottuk (13. &bra), mert kevés, am a
képek valtozo minéségéhez rugalmasan alkalmazkodo paramétert hasznal. fgy a hagyomanyos
kiiszob alapu élkeresé algoritmusoknal jobban igazodik a bioldgiai mintak sokféleségéhez,
valamint a topoldgiét is figyelembe veszi, igy zajos képeken alkalmazva is "sima™ alakzatokat
kapunk [57].
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F(c1,¢5,C) = uxhossz(C) +v * terﬁlet(belﬁl(C))

2 flm@—qwx
belul(C)

2, flm@—qwx
kivil(C)

13. abra Az élmentes morfoldgiai aktiv kontirok (MACWE) mdédszer alapegyenlete [57]
Ahol F egy C gérbe funkcionalja, ezen funkcional minimalizalasara torekszik a médszer. 1(x) jelzi a

képmatrix helyfliggését, c1 és c, konstansok. A bell(C) és a kivil(C) a kép gorbén beliili és kivili
teriileteit definialjak, terllet(belll(C)) a gorbén beliili teriilet mérészama, hossz(C) a gbrbe hossza. p, v,
A és A2nem negativ paraméterek, és az egyes kifejezések er6sségét modulaljak. A p paraméter a gorbe
simitasat szabalyozza. Ha Kis strukturakat keresiink a képen, akkor kicsinek kell lennie az értékének
(pl. 1), ha pedig nagyobbakat, akkor ennél nagyobbnak. A1 és A, egymashoz képest felvett értékének
bedllitasdval lehet szabalyozni, hogy a gorbén bellli vagy Kkivili pixelek értékei szamitsanak
hangsulyosabbnak. Az altalunk végzett tesztekben A1 = A2 =1 értéket hasznéltunk.

5. 7. 2. Alternativ eszk6zok STORM koordinatak megjelenitésére

Egy nemrégiben megjelent tanulméany [58] szerint a legtobb lokaliz&cids mikroszkopiai adatot
megjelenité szoftver altal hasznalt modszer, amely eltérd félértékszélességii Gauss-
eloszlasokkal jeleniti meg az eltéré lokalizacios precizitasti pontokat, nem veszi figyelembe
kelléképpen a mintavételezés tulajdonsagait. Ezért akar masfélszeres felbontascsokkenést is
eredményezhet a lokalizacidés pontokat nagy siirliségben tartalmazo teriileteken, mig a rosszul
mintavételezett részeken az immunfestés hatterét képez6 pontokat is a vizsgalt struktdra
részeiként értelmezhetjuk.

A problémak megoldasara két masik algoritmust ajanlottak [58]. Ezek egyike egy fa alapu
algoritmus, amely Ggy dolgozik, hogy a tanulmanyozott régiét mindig adott szamu részre
osztja, és vizsgalja a benne 1év6 lokalizacios pontok szamat. Ha egy régioban talalt bizonyos
szamu lokalizacios pontot, akkor azon megismétli a 1épést, ha nem, akkor a régio teriiletével
aranyos modon Kiszinezi az adott részt. gy kisebb-nagyobb ,,pixelekbdl” allé képet kapunk,
amelybdl tikrozodik a jelOleési stirliség. Ennek hatranya, hogy a struktura jellegétol fiiggetleniil

négyzetekkel torténik a reprezentacio.
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14. abra Fa alapu vizualizaciés médszer bemutatasa szimulalt spiral pontjain [58]
a) A spiral pontjainak fa reprezentacioja, amely az algoritmus alapjat képezi. A fa levelei a b) abrahoz

igazodd modon vannak szinezve.

b) A spiral pontjainak abrazolasa a fa mddszer segitségével. Az algoritmus mindig négy egyenld részre
osztja a terlileteket, és ha az alteriiletekben bizonyos szamu pontot talal, akkor azokat tovabb osztja
rekurziv médon.

¢) Az elkésziilt hisztogramot a ,pixelek” mérete alapjan szinezi: minél kisebb egy teriilet, annal
élénkebben  jelenik meg a  képen, igy  biztositva a  struktura  kiemelését.
(Abra: Baddeley és mtsai., modositva)

A masik bemutatott mddszer a Delaunay-haromszogelésen alapulé megjelenités, mely azon
alapul, hogy 3-3 lokalizacids pont koré gy rajzolunk kérilirt kérdket, hogy ezekbe a kérokbe
ne essen bele semelyik negyedik pont. Az igy kapott pontharmasok lesznek a haromsz6gek
cslcsai. A modszer ugy épiti be az egyes pontok mintavételezési siirliségét, hogy a
koordinataikra egy azzal aranyos véletlen Gauss-eloszIlasi zajt tesz, és tobbszori iteracio utan
a kapott képek atlagat veszi. Ez elnyomja az alul-mintavételezett terlileteken a hamis
struktdrak megjelenését, viszont megakadalyozza a felbontascsokkenést a jol mintavételezett

teriileteken. gy hagyomanyos mikroszkopos kép hatasi struktura nyerhetd (15. abra) [58].
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15. 4bra Egyszerii spiral Delaunay-haromszogeléssel nyert képe [58]

a) Egyszer(i spiral pontjainak helyzete és a szamolt haromszogelés.

b) A hadromszdgeléssel nyert megjelenitett kép. A szinkddolas a hdromszdgek mérete alapjan tortent.

c) 40 kép atlaga, amelyet Ugy nyertek, hogy a koordinatakat a jelsiiriiséggel aranyosan véletlenszerlien
athelyezték. (abra: Baddeley és mtsai, mddositva)

34



A Delaunay-haromszogelés jobban megérzi a mintavételezés tulajdonsagait, és jobban
értelmezhetd képet ny(jt a struktdrakrol, igy a hagyomanyos Gauss-alapt megjelenités mellé
ezt is beépitettlik az altalunk készitett szoftverbe.

Az eredeti publikécio a haromszogek teriilete alapjan szinezte a strukturékat: minél kisebbek
voltak a haromszogek, annal vilagosabbak voltak, am a mi céljainknak ez nem volt megfeleld,
mert a nagyon elnyult, de kis teriiletii haromszogek kiemelkedtek, igy inkabb a haromszogek
leghosszabb oldalat hasznaltuk fel a szinezés alapjaként, igy a megfeleld strukturakat siker(lt
helyesen abrazolnunk.
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6. Eredmények

6. 1. A korrelacios szoftver funkcioinak bemutatasa

A szoftver megtervezése sorén igyekeztink a molekularis neuroanatémiai megfontolasoknak
eleget tenni, és minél inkdbb tdmogatni a kutatécsoportunkban a rendszeres mikroszkopos

munka és adatfeldolgozas soran felmerlt igényeket, lehetséges funkciokat.

A szoftver alapjaul a Python programnyelvre esett a valasztés, mert igy rugalmas fejlesztésre
nyilik lehet6ség, és a széles korben vald ismertség miatt akdr mas kutatdocsoportok is

hasznélhatjék, tovabbfejleszthetik majd az altalunk kidolgozott mddszereket.

A Python egy altalanos céli, nagyon magas szintii programozasi nyelv. Interpreteres, a megirt
kod rogton futtathatd. Tamogat tobbféle programozasi paradigmat, dinamikus tipusokat és
automatikus memoriakezelést hasznal. Elénye, hogy jol atlathatd kodot lehet vele generalni.
Szamtalan szabadon elérhetd és hasznalhatd konyvtarat fejlesztettek hozza 1991-es
megjelenése 6ta, igy feladatok széles kdrének megoldaséra alkalmazhat6. Hatranya, hogy nem
sebességre van optimalizalva, prototipus fejlesztésre viszont idealis.

A programmal kapcsolatban a kévetkezoék voltak az alapvet6 kdvetelményeink:

- A szuperrezollcios képalkotas sordn hasznalt Nis-Elements (Nikon) szoftver kimeneteként
kapott széveges fajlt hasznalja a STORM adatok megjelenitéséhez, illetve be tudjon olvasni
konfokalis képalkotasi eljarassal késziilt képet és képsorozatot is, ezeket egyidejliileg meg

tudja jeleniteni, egymashoz tudja illeszteni.

- A vizualizacio6 hasonl6 legyen a Nis-Elements szoftver altali megjelenitéshez, képes legyen
egy adott pont lokalizacios precizitasat kiilonbozé félértékszélességii Gauss-eloszlasokkal
jelélni.

- A pontok z-irdny( helyzetét két dimenzidban szinezéssel jelenitse meg, de lehet6ség legyen
harom dimenzios vizualizaciora is.

- Kénnyen kezelhet6 grafikus felhasznaléi fellilet tartozzon hozza.

Felmerilt az igény tobb egymas feletti sikban felvett STORM adatok illesztésére, illetve
lokalizaciés pontok koérulhatarolt csoportjainak szabadkézi, valamint automatikus
szegmentacioval torténd kijelolésére és elkulonitésére, valamint nagy mennyiségii minta
automatizalt feldolgozasara is, valamint kisérleteztiink a lokalizaciés mikroszkopiaval kapott

koordinatak konvencionalis képként valé megjelenitésével is.
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Ett6l a szakasztol kezdve minden kép a sajat készitésti szoftverlink segitségével készult, és a

kovetkez6 példakon keresztill szeretnénk bemutatni az implementélt funkciokat.

6.1. 1. ASTORM koordinatak megjelenitése

Mivel a STORM mikroszképidval nyert adat tulajdonképpen a lokalizaciés pontok
koordinatainak halmaza, ezért pontokkal vagy kiilonboz6 félértékszélességii Gauss-eloszIlasu
felhokkel abrazolhatoak a lokalizacids precizitdsuk fiiggvényében. A pontok szinezhetdk a

detektalt csatornak szerint vagy a z-koordinatékat is reprezentalhatjak (16. abra).

z szinkoddolas

B -
-300 Nm . +300 NmM

16. abra STORM koordinéta reprezentécié a korrelacios szoftver segitségével

a) Killénb6z6 lokalizacids precizitasi pontok vizualizicidja. Nagyobb lokaliz&cids precizitasi ponthoz
kisebb félértékszélességil, fényesebb Gauss-eloszlas tartozik.

b) Kiilonbozd z-koordinataju pontok megjelenitése két dimenzidban szinkddolas segitségével.

6. 1. 2. Konfokalis és STORM adatok korrelalt megjelenitése

Mivel a STORM adatok nem teszik lehet6vé a sejtmembran, illetve a sejtalkotok hatarainak
megjelenitését, valamint egyszeres festés esetén nincs lehetdség annak eldontésére sem, hogy
milyen sejttipust vizsgélunk, szikséges a STORM adatok cellularis kontextusba valo
helyezése egy masik tipust képalkotasi technika segitségével. Ehhez megfelel6 modszernek
kindlkozott a konfokalis mikroszkopiaval vald6 kombinacio, hiszen akar tébbszéros
immunfestés konfokalis képének segitségével meghatarozhatok az egyes sejtek hatarai,
lattathatdak egyes sejttipus specifikus markerek, valamint sejtfeltoltés segitségével akar egyedi
sejtek is vizsgalhatéak. Ehhez viszont sziikség van a hagyomanyos pixelintenzitas alapd
konfokalis képek és a koordindta alapl STORM adatok egylttes megjelenitésére és
analizisére, ami viszont eddig egyetlen szoftverben sem volt elérhet6. Ezen probléméra kindl

megoldast az altalunk fejlesztett program.
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A 17. 4brén a hippokampusz piramisrétegének teriiletén anti-CB; immunfestés képe lathato
dekonvolvalt konfokalis, illetve STORM mikroszkdpids megjelenitéssel. Megfigyelhet6 a
STORM mikroszképia nagyobb felbontoképessége a diffrakcio-limitalt konfokalis
képalkotéssal szemben, hiszen a jelolt fehérjékhez tartozd fluoroférok elkilénilnek
egymastol. A CB; festés siirlisége megengedte azt, hogy a nagyobb struktirak (itt
axonvégzddések) megbizhatoan azonosithatéak legyenek mindkét technikaval, igy a kétféle
adat illesztése megoldhatd lett. Szoftverlinkben megvalositottuk mind a koordinata-alapu

STORM mind a pixelintenzitas-alapu konfokalis adatok hatékony kezelését, egyittes

megjelenitését és egymashoz illesztését, igy lehetéség nyilt azok korrelalt analizisére is.

™S

CB, konfokalis CB, STORM

-300 nm e +300 nm

17. abra Konfokalis és STORM adatok egyiittes megjelenitése a korrelacios szoftveriink
segitségével

a) CB; receptor elleni immunfestéssel készilt dekonvolvalt konfokalis kép egér hippokampusz CAl
régiéjabol.

b) Ugyanazon latétér STORM mikroszképiaval késziilt képe.

c) Egyedi axontermindlis CB1 receptor elleni immunfestéssel készilt dekonvolvalt konfokalis képe.

d) Ugyanazon axontermindlison elhelyezkedé CB; receptorok STORM mikroszképiaval késziilt képe.
Mivel a STORM-mal késziilt képek eltérnek a szokasos pixelintenzités-alapu képektdl, és a lokalizacios
pontok koordinatait tartalmazzak, ezért azokat kiilonbozo félértékszélességli Gauss eloszlasu felhok
szimbolizaljak a detekcid soran beérkezé fotonok szamanak fliggvényében. Magas lokalizacios
precizitashoz kevésbé szétterjedt, intenzivebb, kisebb félértékszélességli Gauss-eloszIas tarsul.

e) Ugyanazon axon terminalis megjelenitése a STORM adatok z koordinataja alapjan megvaldsitott
szinezéssel.
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6. 1. 3. Korrelalt konfokalis és STORM adatok sejttipus- és szubcellularis domén-

specifikus analizise

A program képes a STORM ¢és konfokalis adatok egyideji megjelenitésére, egymashoz
illesztésére, igy akar egyedileg azonositott toltott sejtekhez tartozd axonvégzdédéseket is

képesek vagyunk elkiloniteni.

Azonban felmerult a kérdés, hogy hogyan valaszthatok ki hatékonyan és objektiv médon az
egyes kompartmentekhez, jelen esetben egyedi axonvégzodésekhez tartozod lokalizacios

pontok koordinatai.

Szabadkézi kijeloléssel tovabbi analizis céljabol elmenthetéek egyedileg kivalasztott CB;
lokaliz&cids pontok, &m ez bizonytalansagot és szubjektivitast hozhat a rendszerbe, mivel a
képet feldolgozd kutaténak kell dontenie arrdl, hogy egy lokalizaciés pont beletartozik-e a
vizsgalt kompartmentbe, vagy pedig a hattér részének tekintendd. Ezen kivil a szabadkézi
korberajzolas nagy mintaszamnal nem elég hatékony. Ezért az aktiv kontar nevii modszert

alkalmaztuk a konfokalis képeken a jelolt axonterminalis hataranak eldontéséhez.

Az aktiv konturt biocitinnel toltott interneuronok axonvégzédéseinek konfokalis képén
teszteltlk. Kiinduldsi allapotnak olyan koroket valasztottunk, amelyek tartalmazzdk a

kivalasztani kivant strukturakat, ezekbdl inditottuk az algoritmust (18. abra).
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Biocitin konfokalis Jf b, ¢, 5, . -+ CB/STORM

aktiv kontur aktiv kontur
konfokalis szelekcio CB, szelekcio

18. dbra Korrelalt konfokalis és STORM adatok sejt- és szubcellularis doménspecifikus analizise
a) Azonositott, biocitinnel t6ltott hippokampalis CA1 interneuron axonterminalisainak dekonvolvalt
konfokalis képe.

b) Ugyanarrol a l1atotérrdl késziilt anti-CB; immunfestés STORM keépe.

c) Automatikus axonterminalis Kijel6lés élmentes morfoldgiai aktiv kontdrok (MACWE) segitségével.
d) Az aktiv kontlr szelekcié segitségével objektiv moédon és egyszerien kivalasztott, ugyanazon
axonterminalishoz tartoz6 CB; STORM lokalizaciés pontok. Az igy elkilonitett koordinatak
megjelenithetdek vagy elmenthetdk késobbi analizis céljabol.
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6. 1. 4. STORM adatok harom dimenziés megjelenitése

A STORM mikroszkdpia képes harom dimenzids koordinatak felvételére, és az altalunk
vizsgalt struktlrdk természete is megkdveteli, hogy a szoftverink képes legyen harom
dimenzids megjelenitésre is, hiszen esetenként ez az egyetlen mod annak eldontésére, hogy

egy lokalizacios pont az altalunk vizsgalni kivant struktdrahoz tartozik-e vagy sem.

A szabadkézi kijel6lés segitségével az egy axonterminalishoz tartoz6 lokalizacidés pontok
harom dimenzidban is lattathatok, illetve a legkiilsé pontokra illesztett konvex burkolok
segitenek az axonvégzodés felszinének megjelenitésében, hiszen a CB; fehérje a membranban

foglal helyet. Az abran a bassoon allvanyfehérje a szinapszis helyzetét jel6li [59] (19. abra).

CB,/bassoon
STORM

‘&{,

konvex burkold

4 "

19. &bra STORM adatok harom dimenzids megjelenitése

a) Kettds STORM festés bassoon fehérjére (cian) és CBi receptorra (z6ld) hippokampélis CAl
interneuron axonterminalisdban. A bassoon allvanyfehérje felhalmozédasa szinapszis jelenlétére utal.

b) Ugyanazon bassoon és CB; lokaliz&cids pontoknak a hdrom dimenzids megjelenitése.

c) Ugyanazon lokaliz&cids pontokra illesztett konvex burkolék (bassoon - cidn, CB; - z61d) segitenek az
axonterminalis 3D rekonstrukci¢jaban.

6. 1. 5. STORM z-tombok feldolgozasa és megjelenitése

A rendelkezésiinkre &ll6 STORM mikroszkoprendszerrel nem készitheté automatikus moédon
tobb sikbol allo térfogat-rekonstrukcio, de z-iranyban eltolt felvételekbdl a szoftveriink
segitségével generalhatunk nagyobb mélységet feloleld képet. Négy, 300 nm eltéréssel felvett
atfedé adathalmazt hasznéltunk fel, ezeket z-szinkddolassal abrazoltuk. A képeken lokalis
stiriiség alaptt sztrést alkalmaztunk, melynek soran eltavolitottuk azokat a pontokat,
amelyeknek 300 nm-es kdrnyezetében nincs legalabb 6t szomszédja. Ezaltal elértik a kis
lokalizacios pont klaszterek eltavolitasat, ezaltal csak a nagyobb strukturak rajzolodtak ki. Egy

kivalasztott axon és axonterminalis 3D képén x-y iranybol bemutathatd, hogy bar ezek
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egymashoz kapcsolodonak latszanak x-y nézetben, egy masik nézetb6l latszik, hogy ezek
val6jaban egymas alatt helyezkednek el (20. 4bra). Az ehhez hasonld térbeli informéciok
gazdagithatjak a kiilonb6z6 analizisek informécidtartalmat, és ravilagitanak, hogy egyes
esetekben nem elégséges a két dimenzids megjelenités és adatfeldolgozas.
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20. dbra Z-tombok feldolgozasa és megjelenitése
a) STORM anti-CB; immunfestés hippokampusz CA1 régi6jarol 4 atfedd, egymastdl 300 nm tavolsagra

1év6 réteg alapjan z-koordinata kodolassal.

b) Egy axon (a) és harom axonterminalis (b1, by, bs) 3D reprezentacidja x-y nézetbdl. A struktirakat
CB; lokalizaciok kis csoportjai veszik kordl.

c) Lokalis striiség alapu szlrd algoritmus segitségével a kis CB;1 klaszterektél megtisztitott kép, jol
kivehet6 az axon és a terminalisok.

d) Ugyanazon struktirak 3D reprezenticidja mas latoszogb6l. A STORM tomb feldolgozas és a 3D
vizualizacio segitsegével vilagossa valt, hogy az egyik axontermindlis (b1) az axon folétt helyezkedik el,
nem pedig hozza tartozik.
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6. 1. 6. A Delaunay-haromszogelés felhasznalasa STORM adatok vizualizaciéjara

A konvencionalis fénymikroszkdpoktol eltéréen a lokalizacios mikroszkopias technikdk nem
kiillonboz6 pixelintenzitasu  képet generdlnak, hanem a meghatarozott fluoroforok
koordinatainak listajat. Ezért ezek feldolgozadsa és képpé alakitasa kiloén megfontolasokat

igényel.

Egy nemrégiben megjelent tanulmany vizsgélta a lokalizaciés mikroszkdpias adatok
megjelenitéséhez hasznalt algoritmusok teljesitmeényét [58]. Ezek egyike a legnépszeriibb,
altalunk is hasznalt Gauss-pontokon alapul6 algoritmus. A tanulmany azt mutatta meg, hogy
bizonyos esetekben a modszer felbontascsokkenést eredményezhet, mert nem veszi
figyelembe a mintavételezés jellegét: a siiriin mintavételezett teriileteken nem lehet egymastol
elklloniteni a lokalizaciokat, mig a rosszul mintavételezett terlileteken esetleg a festés hatterét
valodi struktdranak vélhetjuk. Ezen kiviil, mivel jellegében jelentésen eltér a megszokott
mikroszkopos képektdl, neheziti a felvételek értelmezését. Ezért implementaltunk a
szoftverlinkbe egy a lokalizaciés mikroszkdpias adatok alternativ megjelenitésére alkalmas
algoritmust, a Delaunay-haromszogelést.

lgy a hagyomanyos mikroszkopos képekhez jobban hasonlitd, ezaltal konnyebben

értelmezhetd, a struktardk és a mintavételezés tulajdonsagait jobban visszaadd képek
allithatok el (21. abra).

21. bra Delaunay-haromszogelés felhasznaldsa STORM adatok megjelenitésére
a) Axonvégzddések CB1 STORM képe hippokampusz CAL régi6jabol.

b) STORM adatok Delaunay-haromszogeléssel készitett megjelenitése. A haromszdgek szinezése a
leghosszabb oldaluk nagysagaval aranyos. Minél hosszabb az oldal, annal sététebb haromszéget kapunk.
A koordinatakon lokalis siirliség alapu sziirést is végeztink az elkildnilt lokalizacids pontok
eltavolitasa érdekében.

c) A pontok lokaliz&cids precizitasa alapjan véletlenszeriien athelyezett koordinatakkal nyert kép (n=20)
atlaga. Az igy készitett vizualizacid elénye, hogy elnyomja a hibas részleteket a rosszul mintavételezett
helyeken, de elkeruli a felbontascsokkenést a joI mintavételezett tertleteken.
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6. 1. 7. Konnyen kezelhet6 grafikus felhasznaléi feliilet

A konnyti kezelhetdség érdekében grafikus felhasznaloi feliiletet is készitettiink a programhoz,
igy a STORM ¢és konfokalis adatfijlok megnyitasa, egymashoz illesztése, kiilonbozo
formatumokba valé mentése, a képeken a nagyitasi és kivalasztasi funkciok egyszeriien
hajthatoak végre. A megjelenités finomhangolhatd, lehetdség van csatornak, illetve z-pozicio
szerinti szinezésre, a Gauss-eloszlasok méretének és fényességének beallitasara, illetve az
egyes csatornak adatai 6sszevonhatdak. Haromszdgelés és harom dimenzids megjelenités is
valaszthato, illetve aktiv kontur alapu kivalasztas is elérhetd. Sok esetben nagy mennyiségii
minta feldolgozésara van sziikség, ezért beépitettiink egy erre alkalmas modult is a programba,

igy lehet6ség nyilik az adatok gyors és egyszerii analizisére, kimeneti fajlok generalasara.

A konnyl kezelhetOséget segiti, hogy a grafikus felhasznéloi feliilet egy standard Python
modulra épiil, igy az itteni elemek képi vildgukban megszokottak a leendd felhasznalonak, igy

konnyti rajtuk kiigazodni.
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22. dbra A korrelacids szoftver grafikus felhasznal6i feltilete

A képen jol lathato, hogy a nagyszamu paraméter ellenére elkiiloniilnek a kiilonb6z6 részekhez tartozo
elemek, igy modularisan konnyli kezelni a grafikus felhasznaloi feliiletet, és megtalalni a megfeleld
beallitasokat.
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6. 2. CB1 receptorok eloszlasanak analizise hippokampusz CA1
piramisrétegében

A CB;: kannabinoid receptor a neurotranszmittert tartalmazé vezikuldk felszabadulasat
szabalyozza a fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak gatlasan keresztil. Ez a folyamat a
szinaptikus aktiv zon&ban valdsul meg, igy azt szerettik volna vizsgalni, hogy bedusulnak-e a

receptorok az aktiv zonaban az axonterminalisokon beldil.

Mivel az axonvégzddés egyszeres CB:-STORM képén nem latszanak a szinapszisok helyei,
igy az nem alkalmas 6nmagéban kompartmentspecifikus analizisre. igy kutatocsoportunk a
korabbi eldkisérletek soran CBi-bassoon kettés STORM jel6lést alkalmazott, mivel a bassoon
preszinaptikus citomatrix fehérje kijel6li a szinapszisok helyzetét [59]. Ebben az immunfestés
kombinécidban nem vagy csak nagyon kis mértékben talaltunk a szinapszis tertletén CB:
receptor lokalizaciokat, ami ellentmond annak a megfigyelésnek, miszerint a CB; az
szerepet [60]. Ezen tdl az egyszeres CBi-STORM festésben nem talaltunk a kettés festésben

megfigyelt nagyaranyl CB; receptorstiriség-csokkenéseket (23. abra).

CB,/bassoon , egyszefes CB,
STORM ., » ' STORM

.

23. dbra Kuldnbségek a CB1 festés jellegében kettés és egyszeres STORM képalkotés esetében
a) Kettés anti-bassoon (cian) és anti-CB; (z6ld) STORM festés hippokampalis CAL interneuron axon

terminalisaban.

b) Ugyanazon festés csak a CB; receptorok abrdzolasaval. Az aktiv zonaban nem latunk receptorokat,
igy az axonvégzddés képén nagyfokl inhomogenitas figyelheté meg.

C) Reprezentativ axonvégzédés képe CB1 STORM egyszeres festéssel hippokampélis CA1 interneuron
axonterminalisaban. Az ilyen mddszerrel készilt képeken &ltaldban nem figyelhet6 meg a b) abran
mutatott inhomogenités a bouton keriletén. (kisérlet: Dudok Barna és Barna L&szl0)
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Ezt az ellentmondast tobbféleképpen lehet magyarézni:

a) valéban nem talélhatéak CB; receptorok a szinapszis tertletén, bar ennek ellentmondanak
az egyszeres STORM festéssel és a receptor funkciojaval 6sszefliggd tapasztalataink,

b) valamilyen sztérikus ok, esetleg az antitestek kdlcsonhatdsa miatt nem sikeril jel6Ini az
aktiv zénéban a receptorokat;

C) a jelenség a kettés STORM festés tulajdonsagaibol adodik, ugyanis a csatorndk jeleinek
elkilonitéséhez crosstalk-korrekciora van szikség, mely algoritmus a lokalis suriiségek
alapjan  korrigélja az egyedi fluoroférok adott csatorndhoz valé tartozasanak

valoszintiségét [52].

Az algoritmus megbizhatdsaganak tesztelésére az alabbi kisérletet végeztik:

HEK (huméan embrionalis vese sejtvonalbdl szarmazo) sejteket transzfektaltunk olyan fzios
fehérjét kodold konstrukcidval, amely a CB; fehérje N-terminélisahoz kdtve EGFP-t (z6ld
fluoreszcens fehérje) tartalmazott. Ezeket a sejteket aztan kettés STORM festéssel vizsgaltuk:
az egyik els6dleges antitest a CB1 C-termindlis részét, a masik pedig az EGFP-t ismerte fel. Ez
alapjan azt vartuk, hogy a STORM képen a kiilonb6z6 szinii lokalizacios pontok két elkilondilt
csoportjat fogjuk latni, &m ehelyett azok véletlenszerii keveredését figyeltiik meg. Ez arra utal,
hogy az egymashoz tl kozel 1év6 kiilonboz6 csatorndk athallasa valoban mérési hibahoz
vezethet (24. abra).
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24. dbra Egymashoz kozeli csatornakbdl szarmazo kettés STORM jelek jellegének vizsgalata
a) A kontrollkisérlet elvi sémaja: HEK sejteket olyan CBj-receptorral transzfektaltunk, melynek

N-terminalisdhoz EGFP-t fuziondltunk. A kettds STORM immunfestést CB1 C-termindlisa és EGFP
ellen végeztik el, emellett kiillonb6z6 aktivator fluorofort tartalmazéd szekunder antitesteket hasznaltunk.
b) A sejtmembran mentén vildgosan elkiilonitheté lokalizacios pontokat vartunk, &m azok keverten
helyezkedtek a STORM képen, ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a térben kozel allo kiilonb6zo
fluoroférok felismerése problémat jelent a képalkotd rendszernek.

c) Transzfektalt HEK sejt kettés STORM képe anti-CB; (z61d) és anti-EGFP (biborvords) festéssel.

d A fehér négyzettel (c) jelolt membranszakasz képe nagyobb  nagyitashan.
(Abra és kisérlet: Barna Laszl6 és Dudok Barna)

A maésodik és harmadik hibalehetéség kizarasa érdekében egyszeres STORM jeldléssel
vizsgéltuk a CB; receptorok szubcellularis eloszlasat. Az axontermindlis szinaptikus zonajat
neuroligin-2 festés konfokalis mikroszkopias képének felhasznélasaval jeloltik ki a
CB1-STORM képeken.

A neuroligin-2 posztszinaptikus aktiv zona marker a gatlo szinapszisokban [61, 62], igy nem

lehetséges sztérikus dsszeférhetetlenség a két tipusu antitest szaméara. Mivel csak egy csatornat
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vettink fel STORM mikroszkopiaval, ezért nem érvényesil a crosstalk-korrekcio torzitd
hatasa sem.

Perfundalt egéragy metszeteken kettés fluoreszcens immunfestést végeztink CB: és
neuroligin-2 ellen, és a hippokampusz CA1 piramisrétegében korrelalt konfokalis és STORM
képeket vettink fel. A posztszinaptikus aktiv zona marker neuroligin-2 konfokalis képének
segitségével meghataroztuk a szinapszisok helyzetét.

6.2.1 A CB1 receptorok szama korrelal az axonvégzddés méretével

Els6ként arra voltunk kivancsiak, hogy fiigg-e a CB; receptorok szama a bouton méretétol. A
konvex burkol6 alapjan becsilt membranhossz meghatérozasa utan azt mutattuk ki, hogy az
egyes axonvégzédésekben a receptorszam linearis Osszefliggést mutat a mérettel (25. abra).
Mivel a CB: lokalizaciés pontok szdma aranyos a bouton membréanjanak hosszaval, igy a
lokaliz&cids pontok szdma osztva a kerilettel, mint a receptor stirtiséget kifejezé mérészam

alkalmazhato.
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lokalizacidk szdma és a bouton becstilt kertilete linearis 6sszefliggést mutat.
(n=41 vizsgélt bouton, n=3 &llat, Spearman-féle rang korrelacid, R=0.6463, p <0.01)

48



6. 2. 2. CB1 receptorok szubcellularis kompartmentspecifikus siirtiségének
osszehasonlitasa

A CBai-neuroligin-2  kettds festés alapjan meghataroztuk a szinapszis helyét az
axonvégzddésen, és az egyes CB1 lokaliz&cids pontokat intraszinaptikus vagy extraszinaptikus
kategoriakba soroltuk be, attol fiiggben, hogy az intraszinaptikus vagy az extraszinaptikus
konvex burkolérészhez voltak kozelebb. Ezutdn az egyes boutonokban lemértik az
intraszinaptikus, illetve az extraszinaptikus membran hosszat, valamint a két kompartmenthez
tartozo receptorok szamat. A receptorok siiriiségét a receptorszam és a megfelel6 keriiletdarab
hanyadosaval definialtuk. Ez alapjan azt talaltuk, hogy a CB; receptorok atlagos stirlisége a
varttal ellentétben nem tér el szignifik&nsan az intraszinaptikus és az extraszinaptikus zénéban
(26. é&bra). Ez azért is meglepd eredmény, mivel a CB: receptor a neurotranszmittert
tartalmaz6 vezikulak flzidjat gatolja a Ca?*-csatornak blokkolasan keresztiil, és a vezikulak
fzidja a boutonok neuligin-2 felé esé oldalan torténik meg.

0.7

=
o

o
(6)]
L]

receptor s(iriség (db/nm)
= i~
w EN

1

m
S) 0.2
0.1 *
.
o Median
% B 25%-75%
0.0 e Adatpontok

intraszinaptikus extraszinaptikus

26. abra CB1 receptorok szubcellularis kompartmentspecifikus siiriiségének 6sszehasonlitisa
A CB: receptorok slirliségében nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az intraszinaptikus és az
extraszinaptikus csoportok kdzott (n=41 bouton, n=3 llat, eljel proba, p=0.1183).
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7. Diszkusszio

7. 1. Szoftver fejlesztése STORM és konfokalis adatok korrelalt
elemzésére

A kordbban rendelkezésre A&ll6 szoftverek széles tarhdza alkalmas a hagyomanyos
pixelintenzitas-alapu képek kezelésére és azok feldolgozasara. A szuperrezollciés adatok
kezelésére képes programok kozOtt mar kisebb a valaszték, és ezek jorészt a STORM
lokalizaciok képként valé megjelenitését vegzik, kevéssé hasznaljdk ki a koordinata-alapu

adattarolas és a nanoskalaju felbontés elonyeit.

Mivel a STORM képeken nem latszanak a sejtek, illetve szubcellularis kompartmentek
hatarai, illetve nincs lehet6ség sejttipus- €s sejtspecifikus analizisre, ezért felmerilt az igény a
szuperrezolucios mikroszkopianak a konfokalis képalkotas elényeivel vald kiegészitésre. Am
eddig nem létezett olyan szoftver, amely képes lett volna a STORM és konfokalis adatok

korrelalt vizualizacibjara és analizisére.

A diplomamunka keretén beliil els6ként fejlesztettiink szoftvert ilyen célokra, igy lehetéség
nyilt adott célfehérjék mennyiségenek és elhelyezkedésének nanoskalaju precizitassal torténd
mérésére sejttipus- és kompartment-specifikus modon. A szoftver alkalmas a kétféle
modalitdst adat beolvasasira, megjelenitésére, egymashoz illesztésére, kiilonbozo
formatumokba val6 mentésére. A képeken nagyitasi és kivalasztasi funkciok egyszeriien
hajthatéak végre, a megjelenités finomhangolhaté. A STORM adatokat hagyomanyos Gauss-
eloszlas alapu felhokkel, illetve Delaunay-haromszogeléssel is lehet abrazolni, mindkettd
képes az egyes pontok lokalizacios precizitasanak tiikrozésére. A z-irany( pozicié két
dimenzidban szinkddolassal vagy harom dimenzids megjelenitéssel lattathatd. A lokalizacios
pontok alcsoportjai szabadkézi, illetve aktiv kontar alapt kivalasztassal elkiilonithetok. Nagy
mennyiségli képen is egyszerlien elvégezhetdek az analizisek az erre alkalmas modul

segitségével. A programhoz konnyen kezelhetd grafikus felhasznaloi feliilet tartozik.

A jovében szeretnénk a szoftvert tovabbi analizis eszkozokkel kibGviteni. Mivel alkalmas més
fehérjék szuperrezollcios eloszlasanak vizsgalatara is, ezert szeretnénk nyilt forraskoddal

elérhet6vé tenni mas kutatécsoportok szamara is.
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7. 2. A CB1 receptorok szubcellularis eloszlasanak vizsgalata

Az 1) szoftver segitségével kimutattuk, hogy az egyes axonvégzddésekben a CB:
receptorszdm linearis 0sszefiiggést mutat a mérettel. Ez 6sszhangban all kutatocsoportunk
korabbi megfigyeléseivel [63]. Mivel a CB; lokalizaciés pontok szama arényos a bouton
membranjanak hosszaval, igy a lokalizacids pontok szama/keriilet mérészam alkalmas a

receptorsuriiség kifejezésére.

A szinapszisok helyzetét jelolé neuroligin-2 és CB; kettds festés, a korrelalt STORM és
konfokalis képalkotas, valamint az analizis segitségével megmutattuk, hogy a CB1 receptorok
atlagos stirlisége nem tér el az intraszinaptikus és az extraszinaptikus zonaban a hippokampalis

gatlo interneuronok axonvégzddésein.

Ez azért meglepd, mert a receptor a neurotranszmittert tartalmazé vezikulak membranfiziojat
szabalyozza fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak zarasan keresztiil [60], ez a jelenség viszont a
szinaptikus zonaban torténik meg. Kordbban a receptor helyzetének vizsgalatdban némileg
egymasnak ellentmondd eredmények sziilettek: mig beagyazas utani elektronmikroszképos
vizsgalatokkal bedusulast mutattak ki a periszinaptikus zonaban hippokampalis interneuronok
axonvégzOdésében [29], primer neuronalis sejtkultiraban a CB; receptorok szabad diffuziojat
mutattak meg, vagyis nem talaltak specifikus horgonyz6 mechanizmust, amely potencialisan a
periszinaptikus zonaban tarthatna 6ket [30]. Az altalunk végzett Kisérletek adatai az utébbi
allaspontot tamogatjdk. Az ellentét feloldasara egy lehetséges magyarazat, hogy az
elektronmikroszkopos mérések elékészitése soran a mintak dehidralasat kovetkeztében
potencidlisan fellép6 anizotrOp zsugorodas torzithatja az ilyen madszerrel végzett nanoskalaju
fehérje-lokalizaciés mérések eredményeit, am ez a STORM mikroszképia alkalmazasaval

elkeriilhetd.

Felmeriil a kérdés, hogy miért van ilyen sok receptor ezeken az axonvégzodéseken, illetve
hogy miért igy helyezkednek el. Egy lehetséges magyarézat az allandd kismértékii, azaz
tonikus endokannabinoid jelatvitelben lehet, melynek soran folyamatosan érkeznek az
endokannabinoid molekuldk a receptorokhoz, igy azok internalizalodasat valthatjak ki [64-66].
Igy kézenfekvd lenne, hogy a nagyszamu receptor a bouton feliiletén utanpotlasként szolgal. A
homogén elrendezés pedig bekovetkezhet azért, mert a szabad diffizio kdvetkeztében az
axonvégzOdésen igy talalnak helyet maguknak a receptorok véletlenszerti mozgasuk kozben.
Ennek ellenére nem kizart, hogy a szinapszis kozelében 1évé receptor készletnek eltérd
szerepe van a tobbihez képest. Ezt a hipotézist egy a CB: receptorok szdmét befolyasold
beavatkozassal lesz célszerti tesztelni a jovében. Eredményeink szamos tovabbi kérdést vetnek
fel. Ezek megvalaszolasahoz az analizis tovabbfejlesztése lesz sziikséges annak érdekében,

hogy minél pontosabban tudjuk jeldlni a szinapszis vélt helyzetét, és ezéltal pontosabban
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osztalyozhassuk a CB: receptorokat. Ehhez szilkséges még a neuroligin-2-CB; kettds festés
tovabbi optimalizaldsa a jel-zaj viszony ndvelésének érdekében, valamint javithatja a
mintavételezés mindségét, ha biocitinnel tolt6étt egyedileg azonositott interneuronok
axonvégzidésein végezhetlink vizsgalatokat. Ezen kiviil terveziink kiilonb6z6 hullamhosszi
riporter festékkel végzett kettds STORM Kkisérleteket is, ezaltal két kiilonboz6 fehérje (pl. a
CBi: receptort és a neuroligin-2 posztszinaptikus markert) nanoskalaju elhelyezkedését lennénk
képesek egyszerre, egymashoz képest vizsgalni anélkil, hogy a csatorndk kdzotti athallas
mérési hibakhoz vezetne. Az endokannabinoid rendszer plaszticitasat vizsgald szubcellularis
kompartmentspecifikus méréseink reményeink szerint segitenek majd megérteni a receptorok

eloszlasat szabalyoz6 mechanizmusokat is.
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9. Szerzd6i hozzajarulas

A szerz6 végezte a CBj receptor eloszlasara vonatkozd kisérletekben az agyak beagyazasat,
metszését, az immunfestéseket, a szeletek feddlemezre vald kirakasat, a STORM és konfokalis
képalkotast és képfeldolgozast, a statisztikai analizist és abrakészitést, valamint a korrelacios

szoftver fejlesztését.

Dudok Barna végezte a kisérleti allatok altatasat és perfaziojat, valamint a HEK sejtes

kisérleteket.

A szoftver funkcidinak bemutatdsahoz hasznalt abrdk nyers adatai Dudok Barna és Barna

Laszl6 munkai, feldolgozasukat a szerz6 végezte.
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