DOI:10.14753/SE.2018.2110

SEMMELWEIS EGYETEM

DOKTORI ISKOLA

Ph.D. értekezések

2110.

BARNA LASZLO

Neuromorfologia és sejtbiologia

cimil program

Programvezetd: Dr. Palkovits Miklds, professor emeritus

Konzulens: Dr. Katona Istvan, tudomanyos tanacsadé



DOI:10.14753/SE.2018.2110

Molekularis képalkotas korrelativ konfokalis és STORM

szuperfelbontasu mikroszkopia segitségével

Doktori értekezés
Barna Laszlo

Semmelweis Egyetem
Szentagothai Janos Idegtudoményi Doktori Iskola

L/
|/
7
Konzulens: Dr. Katona Istvan, az MTA doktora,
tudomanyos tanacsado
Hivatalos biralok: Dr. Abraham Istvan, az MTA doktora,

egyetemi tanar

Dr. Schay Gusztav, PhD, tudomanyos munkatars
Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Réthelyi Miklos, az MTA doktora,

ny. egyetemi tanar
Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Kittel Agnes, az MTA doktora,

tudomanyos tanacsado

Dr. Osvath Szabolcs, PhD,

tudoményos fomunkatars

Budapest
2017



DOI:10.14753/SE.2018.2110

Tartalom
L. BEVEZETES .....ccosiiiiiiieeiieseiies e 9
1.1. Fényelhajlas-korlatozott felbontasu fénymikroszkopia........ccccvcvvviviiieiiieniinnnns 11
1.2. Szuperfelbontdst fENYMIKIroSZKOPIA . ..ccivviiiiiiiiiiiiiiiie e 15
1.2.1. Kényszeritett Emisszids Kioltasi Mikroszkopia (STED).......ccccevvviviiiiennnne 16
1.2.2. Strukturalt megvilagitason alapuld mikroszkopia (SIM) .......cccovvvevvirireennn. 19
1.2.3. Egyedi Molekula Lokalizacios Mikroszkopia (PALM és STORM)............. 21
1.3. STORM mikroszkopia az idegtudomanyokban...........ccccoevrviiiniiicniiiicneene, 38
1.3.1. A retrograd szinaptikus JelAtvitel ..........ccovviiiiiiiiiiii e 39
1.3.2. Az endokannabinoid rendszer felépitese..........ooovririiiiiiiiniiiiiniesece e 40
1.3.3. A 2-AG-kozvetitette endokannabinoid jelatvitel ...........ccocvriniiiiiiiniennns 42
1.3.4. A 2-AG jelpalya nanoskalaji szervezddésének korélettani jelentdsége ....... 43
2. CELKITUZESEK .....ccoocoutuiiiiiiiieiieseiieseiesesisesess s 45
3. MODSZEREK .....iviuiiimiiieiieiesseie et 48
3.1. Minta el6készités az elektrofiziologiai és anatomiai kisérletekhez ..................... 48
3.1.1. HEK?293 sejtek kezelése, transzfekcidja és immunfestése..........ccovvvvirnnnn. 48
3.1.2. Szdvetpreparatum készitése immunfestéshez ...........ccoovrvvviiiiiciiiiiieen, 49

3.1.3. Akut, tulél6é agyszelet preparatum készitése és elektrofiziologiai elvezetések

................................................................................................................................. 49
3.1.3. Egerek kronikus THC Kezel€se ........cooiviiiiiiiiiiiiiccecc e 50
3.2. Szoveti mintak IMMUNTESIESE ......ccvviiiiiiiiiee e 51
3.2.1. Akut, taléld szeletekben biocitinnel toltott sejtek eléhivasa.........c.ccceeeene. ol
3.2.2. Immunfestés STORM miKroSzKOPIara ..........ccccvvveiiiiiiiciiiiiseeseccseees 51
3.2.3. Antitest jelolése aktivator-riporter STORM képalkotashoz.............cccevueenee. 52
3.3. Konfokalis és korrelativ konfokalis STORM képalkotds ...........ccccervvrviiiiininnns 52



DOI:10.14753/SE.2018.2110

3.3.1. Képalkotas biocitinnel toltott sejtekrol ..........covvvviiiiiiiiiiiiec 52
3.3.2. Korrelativ konfokalis és STORM képalkotds .........cceovviiveniiiinieiiiiinnenn, 52
3.3.3. A 3D kalibracios gorbe meghatarozasa...........cocevveiiiiiiieniniiseeseccee s 55
3.4. Konfokalis ¢és korrelativ konfokalis/STORM képelemzeEs ...........ccoovvviiinninnns 57
3.4.1. Konfokalis Z-sorozatok dekonvolucidja, transzformacidja ............ccccvruenne. 57
3.4.2. A STORM Kképek analiZiSe........ccccovvieiiiiiiiiiiiiiiieniiie i 57

3.4.3. Biocitinnel jel6lt sejtek axonterminalisainak korrelativ konfokalis ¢s STORM

KEPEINEK ClEMZESE . .eiivviiiiiii ittt 59
3.4.4. A STORM mikroszkopids képek megjelenitése ..........ccocovvrviiiieiiiiiicnnnne 59

3.5. Személyes hOzZzZAJArulas .........ccoooveiiiiiiiiiiic s 60
4. EREDMENYEK .....cooouiiuiiiitreeisessesseesssssss et ssssesss st ssssssssssasssasssasssans 62

4.1. A STORM mikroszkdpos képalkotas optimalizalasa sejtkultiraban és idegszovet

PIEPATATUITION ...ttt e s s e e e s et e n e nm e e an e e e e e nnn e e neesnnas 62

4.1.1. A képalkotas optimalizalasa felbontas alatti méretii fényforra-sokkal. A

megyvilagitas centralasa, az objektiv korrekcios gytirtijének beallitasa, a megvilagitas

szOogének bedllitasa, 3D kalibracid, kromatikus aberracio korrekcio. ..................... 62
4.1.2. A Nikon N-STORM mikroszkop felbontasanak meérése............coovrvrvrnnnns 65
4.1.3. A STORM mikroszkopia kvantitativ tulajdonsagainak vizsgalata................ 67
4.1.4. Mintakezelési és festési modszer kidolgozasa idegszovet esetében ............. 69
4.1.5. A STORM képalkotasi paraméterek optimalizalasa agyszovet esetében ..... 71

4.1.6. A CBq receptor jelolés specificitasanak vizsgalata egér hippokam-puszban
STORM Kképalkotdshan ...........ccceiiiiiiiiiiiiiic e 75

4.1.7. CB: festés mennyiségi vizsgalata agyszovetben kiilonb6zd minta eldkészitési

KOTUIMENYEK KOZOTE......vveuviiiiiiiieiice e 77

4.1.8. A STORM képalkotasanak felbontasat befolydsold paraméterek vizsgalata

CB1 immunfestett idegszovet preparatumban...........cccooeverinenieiene s 79

4.2. Korrelativ konfokalis és egyedi molekula lokalizaciés szuperfelbon-tast

FENYMIKTOSZKOPIA. ....eeiiiiiiciiiic 81



DOI:10.14753/SE.2018.2110

4.2.1. A korrelativ konfokalis és egyedi molekula lokalizacidos mikrosz-kop

FELIEPTLESC. ..t 81
4.2.2. A korrelativ konfokalis és STORM képalkotds .........ccccovvriiiiiieniiiinennn, 85

4.3. Korrelativ konfokalis és STORM mikroszkopos képek megje-lenitése
adatelemzések a vividSTORM szoftverrel ..........ccoooveiiiiiiii e 87

4.3.1. VividSTORM korrelativ  konfokalis ¢és STORM szuperfelbontasu

MiKroszKOpos analizis PrOZIAM..........ccviiiieieieieie ettt 87
4.3.2. Konfokalis és STORM képek egymasra illesztése VividSTORM-ban ........ 90
4.3.3. A relevans STORM lokalizacios pontok kivalasztasa VividSTORM-ban ... 92

4.3.4. Molekularis tavolsagok mérése egyedi molekula lokalizaciés mikroszkopos

KEPEKEI. ..ottt s 94

4.3.5. Konvex burkol6 két pontja kozott mért legrovidebb felszin menti tavolsag

SZAINTLASA ..eeeveetee ettt ettt ettt b e st et et e s st e b e e a bt e b e e e b e be e e e R e e r e e nnn e 96
4.3.6. Molekularis stiriségek mérése lokalizaciés mikroszkopos képeken. ........... 97
4.3.7. Klaszterezettség vizsgalata lokalizacios mikroszkopias képeken............... 100

4.3.8. Receptor internalizacié mérése CB1-pozitiv interneuron terminalisokban. 102
4.3.9. A STORM képalkotas kiterjesztése tovabbi szovettipusokra ..................... 103

5. MEGBESZELES ..o oo e ettt 106

KEPALKOTASTA ... 107
5.1.1. STORM mikroszkop beallitasa az optimalis képalkotashoz....................... 107
5.1.2. A STORM mikroszkdp felbontdsdnak merése...........oovvvviiiiiiiiiniicninnnn. 108

5.2. A STORM képalkotas kvantitativ tulajdonsagainak vizsgalata........................ 110

5.3. Hippokampalis agymetszetek STORM képalkotdsa...........cccccevvvviiiiiiiininnnn 111

5.4. Korrelativ konfokalis és egyedi molekula lokalizacios mikroszkopia .............. 113

5.5. Korrelativ konfokélis és egyedi molekula lokalizdcios mikroszkopos képek

F2) 72 L A4 TS TR 115



DOI:10.14753/SE.2018.2110

6. KOVETKEZTETESEK .......oiiiviieiieiieesiieiessesessesisses s senes s sessessssss s nsanessnesnens 118
7. OSSZEFOGLALAS .....covuiveeieetiees e eee sttt anes s 119
8. SUMMARY ....ooieiiiieeiieeeteetese sttt n st n et se sttt n s s s tane st ensanans 120
O 1230) DTN 51001 1) 20 € 2472 =) TR 121
10. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE ......ocooiieiieesesiieesiisissesienssessss s 140
11. KOSZONETNYILVANITAS ..o et ses s 142



DOI:10.14753/SE.2018.2110

ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACSF Mesterséges agy-gerincvel6i folyadék (Artificial Cerebrospinal Fluid)

AF647 Alexa Fluor 647 (fluoreszcens festék)

CA Ammon-szarv (Cornu Ammonis), a hippocampus egy alrégi6ja

CARS Koherens Anti-Stokes Raman spektroszkopia (Coherent Anti-Stokes
Raman Spectroscopy)

Cy3 Cyanine3 (fluoreszcens festék)

DAG 1,2-diacil-glicerin

DIC Differencial interferencia  kontraszt mikroszkopia (Differential
Interference Contrast)

DMSO Dimetil-szulfoxid

DPBS Dulbecco-féle foszfat-pufferelt sooldat (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline)

dSTORM Kozvetlen sztochasztikus optikai rekonstrukciés mikroszkopia (direct
STORM)

EMCCD Elektron-sokszorozo  toltés-kapcsolt eszkozzel rendelkez6 kamera
(Electron Multiplying Charge-Coupled Device)

GFP Z061d fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein)

GPCR G-fehérje kapcsolt receptor (G-protein coupled receptor)

HEK293 Human embrionalis vese sejtvonal (Human Embryonic Kidney cell line)

HEPES 4-(2-hydroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

HILO Erésen ferde megvilagitas (Highly Inclined Illumination)

HSA Human szérum albumin



DOI:10.14753/SE.2018.2110

ICS Mikroszkopos képformatum (Image Cytometry Standard)
IP3 Inozitol-1,4,5-triszfoszfat
JZL184 4-nitrofenil-4-[bis(1,3-benzodioxol-5-il)(hidroxi)metil]piperidin-1-

karboxilat, monoacilglicerin lipaz gatloszer

KO Génkititott egér (knockout mice)

LIT Hossztszigeti Jegestea (Long Island Iced Tea)

LP Lokalizacios pont (Localization Point)

NA Numerikus Apertura

NLP Lokalizacios pontok szama (Number of Localization Points)

PALM Photoactivated Localization Microscopy

PB Foszfat-puffer (Phosphate Buffer)

PF3845 N-3-piridinil-4-([3-([5-(trifluorometil)-2-piridinil]oxi)fenil]metil)-1-

piperidinkarboxamid, zsirsavamid hidrolaz gatloszer

PFA Paraformaldehid

PFS Fokusz-zar rendszer (Perfect Focus System)

PIP2 Foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PLCB Foszfolipaz CB

PSF Pontatviteli fiiggvény (Point Spread Function)

PV*- Parvalbumin-pozitiv, illetve parvalbumin-negativ

ROI Leképezendo teriilet a mintaban (Region Of Interest)

sCMOS Tudomanyos komplementer fém-oxid félvezeté kamera (Scientific

Complementary Metal-Oxide—Semiconductor)



SHG

SIM

SMLM

SSIM

STED

STORM

TBS
THC

TIRF

TOM20

TRISZ
WT

Wx‘y

DOI:10.14753/SE.2018.2110

Masodharmonikus keltéses mikroszkopia (Second Harmonic Generation

microscopy)

Strukturalt megvilagitason alapuldé mikroszkopia (Structured [llumination

Microscopy)

Egyedi molekula lokalizaciés mikroszkopia (Single Molecule Localiza-

tion Microscopy)

Telitett strukturalt megvilagitason alapuld mikroszkopia (Saturated

Structured Illumination Microscopy)

Kényszeritett emisszios kioltasi mikroszkopia (Stimulated Emission

Depletion Microscopy)

Sztochasztikus optikai rekonstrukciés mikroszkopia (Stochastic Optical

Reconstruction Microscopy)

Trisz-pufferelt sooldat (TRIS-buffered saline)
A9-tetrahidrokannabinol

Teljes felszini visszaver6dés fluoreszencia (Total Internal Reflection
Fluorescence)

mitokondrialis kiils6 membran transzlokaz 20 (Translocase of Outer
Membrane 20)

Trisz(hidroximetil)-aminometan
Vad tipusu egér (wild-type mice)

A pontatviteli fliggvény X és y iranyu félérték-szélessége



DOI:10.14753/SE.2018.2110

1. BEVEZETES

Az idegrendszer mitkodése az idegsejtek és a gliasejtek térben, valamint idében
precizen Osszehangolt szinaptikus és nem-szinaptikus jelatviteli folyamatain alapszik.
Napjaink egyik legforrobb idegtudomanyi kutatasi iranyzata példaul a konnektomika,
amely a szamos jelatviteli kapcsolat koziil az idegsejtek kozotti kémiai szinapszisok
térbeli azonositasara fokuszalva huzalozasi térképet készit az egyes neuronhaldzatokrol
(Schréter és mtsai., 2017). A C. elegans talajféreg idegrendszerében minddssze 302
idegsejt ¢és kortilbeliil 7500 szinaptikus kapcsolat talalhato (White és mtsai., 1986).
Erdekes modon még ez a viszonylag egyszeri idegsejthalozat is képes nagyon bonyolult
érzékelési  folyamatok ¢és viselkedési formak kodolasara. Az emberi agy
nagysagrendekkel Osszetettebb felépitésii. Koriilbeliil 86 milliard neuronja (Azevedo és
mtsai., 2009), amelyek feltehetéen tobb szaz vagy akar ezernél is tobb eltérd tipusba
sorolhatéak (Poulin és mtsai., 2016) koriilbeliil 1.5 x 10 szinapszist formalnak
egymassal. Azonban az idegrendszer miikddésének megértéséhez nem elegend6 a
kapcsolatrendszerek feltérképezése, mert a Szinapszisok hatékonysaga nem allando
térben ¢és idében. A szinaptikus jelatviteli folyamatok hatékonysaganak folyamatos,
aktivitas-fiiggd modon szabalyozott valtozasa pedig nélkiilozhetetlen tobbek kozott az
Osszetett kognitiv folyamatok megvalosulasahoz is. Ezért az idegsejtek kozotti
kapcsolatrendszerek anatomiai feltérképezése mellett a Szinaptikus kapcsolatok
molekuléris €s €lettani vizsgalata szintén régodta az idegtudomanyi kutatasok fokuszaban
all, és alapveté fontossagu, hogy megérthessiik az idegrendszer mikodésének és
betegségeinek hatterében allo jelatviteli folyamatokat.

A kémiai szinapszisok molekularis Osszetétele, morfologiai felépitése, jelatviteli
hatékonysaga jelentds mértékben fligg az adott szinapszis és a szinapszist 1étrehozo két
idegsejt aktivitasmintazatdnak torténetétol. Ez a tény jelentésen megnoveli az adott
biologiai paraméterek variabilitasat. Ezért a kémiai szinapszisok kutatasanak egyik fontos
célkitlizése, hogy képesek legylink a lehetd legpontosabban egyedileg megmérni a
vizsgalni kivant molekularis, anatomiai €s fiziologiai paramétereket, valamint élettani és
korélettani folyamatokkal asszocialt megvaltozasukat. Azonban ennek a célnak az
elérését technikailag rendkiviil megneheziti a szinapszisok nagy szama egy adott
neuronhalézatban, illetve sejttipus-fliggo és aktivitas-fiiggd sokféleségiik mellett a kémiai

szinapszis rendkiviil kis mérete is. A szinaptikus rés azaz a két idegsejt sejthartyaja
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kozotti tavolsag példaul atlagosan minddssze 20 + 2.8 nm; a klasszikus aminosav
transzmittereket tartalmazo szinaptikus holyagocska atmérdje minddssze 35 + 0.3 nm; a
preszinaptikus aktiv zona hosszusaga pedig 300 + 150 nm (Ribrault és mtsai., 2011). Ezek
a mérettartomanyok azonban mar a hatardn vannak vagy akar kiviil is esnek a
hagyomanyos molekuléris képalkotasi eljarasok, példaul a napjainkban legelterjedtebb
konfokalis mikroszkopia térbeli felbontdsi korlatain. Réaadasul az idegrendszeri
betegségekkel kapcsolatos molekularis valtozasok mérettartomanya szintén nanoskalaja
lehet. Példaul kutatocsoportunk nemrég felfedezte, hogy a retrograd szinaptikus
jelatvitelben fontos endokannabinoid jelpalya egyik fontos molekularis alkotoeleme, az
endokannabinoid-szintetizal6 diacilglicerin lipaz-o enzim a szinapszisokon beliil 100 nm-
el tavolabb keriil a Torékeny X szindréma elnevezési, stlyos szellemi fogyatékossaggal
jaro betegség egérmodelljében (Jung és mtsai., 2012). Ez a latszolag apro térbeli valtozas
az endokannabinoid-medialta hosszi tava szinaptikus plaszticitas teljes hianyat
eredményezte Szinapszis tipus-specifikus modon a beteg egerekben.

A kémiai szinapszisok egészséges ¢€s koros milkddésének hatterében allo
molekularis folyamatok tanulmanyozasahoz tehat olyan modszerekre van sziikség,
amelyekkel lehetdvé valik az egyedi szinapszisokban egy adott jelpalyaban kulcsszerepet
jatsz6 molekularis alkotdelemek térbeli eloszlasanak €s mennyiségi valtozasainak lehetd
legnagyobb pontossdgu, nanométeres tartomanyokban torténd mérése. Tovabbi fontos
cél, hogy ezek a vizsgélatok olyan szovetprepardtumokban torténjenek, amelyekben a
neuronhal6zatok molekularis és cellularis felépitése minél jobban tiikr6zi az eredeti in
vivo allapotot ¢és igy értékes sejttipus- és szubcellularis kompartment-specifikus
informaciokhoz juthassunk az adott szinapszis tipusok miitkodésérdl. Végiil szintén fontos
szempont, hogy a molekuldris mérések a morfologiai és az élettani vizsgalatokkal
parhuzamosan lehetdleg ugyanazokbdl a szinapszisokbdl gylijtsenek adatokat, mert az
egyes paraméterek valtozasai kozotti korrelaciok feltarasa segitség lehet a molekularis
folyamatok és az élettani jelenségek kozotti ok-okozati kapcsolatokat igazold célzott
kisérletek tervezéséhez. Ezért doktori munkam soran egy olyan modszertani eljarast
dolgoztam ki kollégaimmal egyiittmiikodésben, amelyben az idegélettani mérések és az
egyedi idegsejtek szelektiv jelolése anatomiai kisérletekre egy olyan uj szuperfelbontast
fénymikroszkopiaval kombinalhato, amelynek molekularis képalkotasi pontossaga 20 nm

koriil van és ezért a fenti célok elérésére lehetdséget ad.

10
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1.1. Fényelhajlas-korlatozott felbontasu fénymikroszkopia

A természettudomanyos érdekl6dés kikényszeritette, a XVII. szazad technikai szinvonala
pedig lehetévé tette annak az eszkdznek a megjelenését, amely olyan részleteket tett
lathatova az €16 és az élettelen anyag szerkezetérdl, amelyre az emberi szem dnmagaban
mar nem képes. A fénymikroszkop feltalalasaban két uttoré személyiség az angol Robert
Hooke (1638-1703) és a holland Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723) voltak. Hooke
Micrographia cimii konyvében (Hooke, 1664) ismertette az altala hasznalt mikroszkop

felépitését és megmutatta bioldgiai és anyagtudomanyi felhasznalhatosagat is (1. abra).

|

=
T‘_:
AL
=

=

U=

e

1. abra Illusztraciok Robert Hooke 1664-ben megjelent Mikrografia cikkébal
(Hooke, 1664 modositva).

11
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Leeuwenhoek nevéhez pedig szdmos felfedezés példaul a mikrobioldgiat megalapozo
megfigyelések sorozata kothetd. A késobbi fejlesztések elsdsorban az egyre nagyobb
részletgazdagsagh kép elérésére iranyultak, azaz a felbontas novelésére, amit a nagyitas
novelésével kivantak elérni. Kideriilt azonban, hogy az egyre nagyobb nagyitdsok nem
feltétleniil jarnak a kép részletgazdagsaganak novekedésével. A felbontas novekedésének
korlatot szabd jelenségre eldszor George Airy (1801-1892) mutatott ra a kis nyilason
athalad6 fény elhajlasabol szarmazd mintazatrdl (az ugynevezett Airy-korongrol) szolo
munkajaban (Airy, 1835). Az Airy-korongok mérete megszabja a felbontasi hatart.

A fénymikroszkopia (illetve barmely hullam mikroszkopia) felbontasanak
fényelhajlas miatti korlatozottsdganak teljes matematikai leirasat végiil Ernst Abbe
(1840-1905) adta meg. Legismertebb munkajaban kimutatta, hogy a felbontoképesség
nem lehet nagyobb, mint a hasznalt fény hullamhosszanak a fele (Abbe, 1873). Kés6bbi
dolgozataiban a felbontasra vonatkozd képlet kiegésziilt a torésmutatoval (n) és a

fokuszalt fénykup szogével (), illetve a numerikus aperturaval (NA = n * sin a):

A
XY 7 2NA 2nsina

(1

A felbontas definicidja kissé onkényes, igy nem véletlen, hogy felbukkantak mas,
de mégis nagyon hasonld definiciok erre a kritikus paraméterre. Jelenleg a leginkabb
hasznalt a Lord Rayleigh (1842-1919)-féle megkozelités, amely szerint két pont akkor
megkiilonboztethetd, ha az egyik pont fényelhajlasi képének, azaz pontatviteli
fiiggvényének (PSF; Point Spread Function) maximuma a masik pont képének elsé
minimumaval esik egybe. A Sparrow-féle definicio szerint pedig a két PSF képe kozott
elttinik a helyi minimum érték és az 6sszeggorbe ellaposodik (2. abra).

Egy tipikusan hasznalt hullamhosszt (525 nm) és az egyik legmagasabb
numerikus apertardju olajos objektivet figyelembe véve tehdt a fénymikroszkopia
lateralis (XY sikra vonatkozo6) felolddasa 200 nm koriil van. A PSF egy haromdimenzios
fliggvény, amelyre jellemzd, hogy az axialis (Z irany0, vagy optikai tengely iranyl)
kiterjedése nagyobb a laterdlisnél, igy ebben az iranyban a képalkotds alacsonyabb

felbontasu:
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Lo _ 2
7 (msina)?  NA2

(2)

(A=525nm és NA =1.4,d; =535 nm). A képletekbdl vilagosan latszik, hogy a felbontas
noveléséhez csokkenteni kell a hullimhosszt vagy ndvelni a numerikus apertirat. A
hulldmhossz csokkentés nagy kihivas el¢ allitja az objektiv tervezdket, mert az ultraviola
iranyaban az tivegek atlatszosaga dramaian csokken, ezenkiviil a bioldgiai mintak
elpusztulnak vagy degradalodnak a nagyenergiaji sugdrzastol. A numerikus apertura
novelése sem megoldhaté geometriai okokbol és a magas torésmutatdju kozeg

eléallitasanak nehézségei miatt.

A=525nm;NA=14

d=228 nm d =187 nm d=175nm
Rayleigh Abbe Sparrow
A A A

d =0.61 d=0.5—— d= —
NA 0.5 NA 0.47 NA

2. abra A felbontasi hatiar harom Kkiilonb6zoé definicidja és a hozzajuk tartozé
képletek (Rayleigh, Abbe, Sparrow). Két pontszer(i forras képének lateralis
intenzitaseloszlasa (kék és piros) €s az altaluk 1étrehozott Gsszintenzitas (lila) eloszlasat
mutatjadk a gorbék. A gorbék felett olvashatdo d értékek a kiillonbozd definiciokbol
szamitott felbontasi hatarok, tipikusnak vehetd hulldmhosszon és nagy numerikus

apertardju (NA) objektivvel.

A kvantummechanika fejlodésével 1) lehetdség kinalkozott a hulldamhossz
csOkkentésére. Az anyag részecske-hullam kettés természete azt sugallta, hogy a fényen
kiviil massal is lehet képalkotast végezni, ha a megfeleld sugarforras és leképzd rendszer
rendelkezésre all. Az elektronsugarak viszonylagos konnyli eléallithatosaga és az

elektrodinamika részletes ismerete, (ami a fokuszalashoz sziikséges), hozzasegitette Ernst

13
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Ruskat, hogy 1933-ban bemutassa az elsé miikodé elektronmikroszkopot (6sszefog-
lalasként lasd: Ruska, 1987). Az elektronok energiajanak valtoztatasaval a hullamhossz
is valtoztathatd ¢és konnyen elérheté a pikométeres felbontdsi tartomany. Az
elektronmikroszkopok leképezési hibai miatt a felbontasuk praktikusan 0.5-1 nm, de ez
béven elegendd a biologiai kutatasokban. Az elektronmikroszképia azonban szamos
hatrannyal is rendelkezik a fénymikroszkopidval szemben. A mintat egy vakuumecsdben
kell elhelyezni, mert maskiilonben nem lehet fokuszalt elektronsugarat 1étrehozni. Ez az
élosejtes képalkotassal Osszeegyeztethetetlen. Ates képalkotas esetén csak nagyon
vékony (30-150 nm) mintdkon lehet igazan nagy felbontdst elérni, ami a minta
elokészitést és metszést iddigényessé teszi, tovabba nagy szakmai rutin kell a
folyamathoz. A t6bb fehérje és mas biomolekulak egyiittes jelolése is altalaban technikai
nehézségekbe iitkozik.

Az ¢élettudomanyi kutatdsokban ezért egyre nagyobb igény mutatkozott a
felbontas novelésére a lathatd vagy ennél hosszabb hulldmhosszi képalkotd fény
megtartasa mellett. Marvin Minsky 1957-ben bejelentett, konfokalis mikroszkdpiarol
Sz0l6 szabadalma jelentette az elsd 1épést, ami a felbontas ndvekedés iranyaba vitt. A
konfokalis mikroszkopia jelenleg is az egyik legelterjedtebb fénymikroszkopos technika
a bioldgiai kutatasokban. A hagyomdnyos fénymikroszkopos eljardsokhoz képest a
felbontas jelentdsen nd axidlis irdnyban (~1.4x) és kis mértékben az XY sikban is
(Wilson, 2011). A 1ézer pasztazd konfokalis mikroszkop viszonylagos lassu képalkotasa
megkeriilhetd a porgd-korong konfokalis megoldassal. Fontos még megjegyezni, hogy a
képalkotas végso felbontasara jelentds hatast gyakorol a mintavételezési frekvencia €s a
detektorok érzékenysége a Jel/Zaj viszonyon keresztiil. Végiil érdemes kiemelni, hogy a
tekinthet6. Ha tehat ismerjiik a PSF-t, akkor az eredetileg készitett mikroszkopos képet
ezzel dekonvolvalhatjuk, igy visszakapva a minta eredeti struktarajahoz sokkal kozelebb
eso képet. Az egyre szélesebb korben elterjedt dekonvolucids algoritmusok megfeleléen
felvett képek esetén jelentdsen javitanak a kép kontrasztjan és csokkentik a zajt, tovabba

kis mértékben javitjak a felbontast is (Biggs, 2010; Schaefer és mtsai., 2001).
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1.2. Szuperfelbontasu fénymikroszkopia

Az 1990-es években sok olyan megoldas sziiletett, amely jelentésen novelte a
fénymikroszkopia felbontéasat, de a miiszerek felépitése és a mintaval szemben tamasztott
elvarasok miatt nem tudtak teret nyerni a napi mérési rutinban. A numerikus apertura
novelésére megjelentek a mintat két oldalrol leképezd, két objektivvel felszerelt
interferometrikus mikroszkopok, mint példaul a 4Pi konfokalis mikroszkop és ennek
felbontast is. Egy masik két objektives megkozelités a képinterferencia modszer
(I2M,I3M és ISM) és valtozatai, amelyek CCD kamerat hasznalnak, inkoherens
fényforrast és a 100 nm-es feloldas szintén elérhetd (Gustafsson és mtsai., 1995).

Az ¢élosejtes, szoveti képalkotasban egy ujabb mérfoldkovet jelentett a két vagy
tobb-foton mikroszkopia megjelenése (Denek és mtsai., 1990). A hagyomanyos egy-
fotonos gerjesztési folyamat helyett ebben az esetben a fluoreszcens jeldléanyagot kettd,
térben és idében egyszerre érkezd, de fele akkora energiaju foton gerjeszti. Ez a
nemlinearis jelenség szamos el6nnyel jar. A hossz( hullamhossza (700-900 nm)
megyvilagitas tokéletesen beleillik a szovetek optimalis elnyelési ablakaba, azaz abba a
tartomanyba, ahol a legkisebb a kdlcsonhatas a fobb szoveti dsszetevok és a fény kozott.
A megvilagitas igy mélyebbre hatol (megfelel objektivvel akar 2 mm mélységbe is) és
gerjesztés csak a fokuszpontban lehetséges, ahol a fotonok stirlisége eléri azt a szintet,
hogy az egyidejiiség megvalosulhasson. Az emittalt fluoreszcens fotonok pedig tlilyuk
(pinhole) nélkiil, azaz veszteség nélkiil 6sszegyljthetdk a képalkotashoz, igy az amugy is
alacsonyabb fototoxicitasu gerjesztés energidja tovabb csokkenthetd. Egyes
¢lettudomanyi kutatas teriileteken egyre elterjedtebbek még a jelolésmentes nemlinearis
képalkotasi eljarasok, mint példaul a masodharmonikus-kelté (SHG) és a koherens anti-
Stokes Raman szoras (CARS) mikroszkopia is (Campagnola és mtsai., 2002). Végiil
felszinek szuperfelbontasti leképzésére szintén tobbféle megoldas all rendelkezésre
(NSOM; Near-field scanning optical microscope, SPR; Surface Plasmon Resonance),
amelyek koziil a legelterjedtebb a membranfolyamatok kovetésére kivaloan alkalmas

teljes felszini visszaver6dési (TIRF) mikroszkopia (Axelrod, 1981).

Az eddig emlitett szuperfelbontast mikroszkopiak mellett az élettudomanyi

kutatasokban legujabb attorésekhez vezetd, nagy jelentéségli eljarasok a kovetkezd
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fejezetekben ismertetésre keriild harom teljesen mas elven miikodé megoldas: a
kényszeritett emisszid kioltasi (STED), a strukturalt megvilagitasi (SIM) és az egyedi
molekula lokalizacidés (SML) mikroszkopidk, melyek kozil a STED-ért és az egyik
SMLM (Single-Molecule Localization Microscopy) a PALM-ért (Photoactivated

Localization Microscopy) rendre Stefan Hell és Eric Betzig kémiai Nobel-dijat kapott.

1.2.1. Kényszeritett Emisszios Kioltasi Mikroszkopia (STED)

A kényszeritett kibocsatas az a folyamat, amikor egy bizonyos hulldmhosszu foton
kolcsonhat egy gerjesztett atomi vagy molekularis elektronnal, amelynek hatasara az
elektron visszatér egy alacsonyabb energiaallapotba és a felszabadul6 energia tavozik egy
megegyezik a bees6 fotonéval. A jelenségen alapuldo STED mikroszkop alapfelépitésében
megegyezik egy hagyomanyos pont pasztazo fluoreszcens mikroszkoppal, ahol a minta
egyetlen fényelhajlas korlatozott méretii pontja van megvilagitva (gerjeszté nyalab), majd
ez a pont végigpasztazza a mintat altalaban tiikkrok segitségével vagy annak mozgatasaval.
A megyvilagitas azonban ebben az esetben kiegésziil egy olyan fankszerii intenzitas
profillal rendelkez6 nyalabbal is, amely pontosan koriilveszi a gerjesztési megvilagitas
PSF-ét, a neve STED nyalab (3. abra). A STED nyalab hullamhosszanak megfeleld
megvalasztasaval a gerjesztett fluoroforokat kényszeritett emisszioval alapallapotba lehet
juttatni, igy az altaluk kibocsatott foton nem jarul hozzd a képalkotidshoz, ezért a
gerjesztési PSF effektiv mérete csokken, a felbontas novekszik (Hell €s Wichmann, 1994;
Klar és Hell, 1999). A STED hullamhosszt ugy kell megvalasztani, hogy a fluorofor
emisszids tartomanyaba essen, de a gerjesztési tartomanyba ne logjon bele. A STED
nyaldb intenzitdsanak novelésével egyre inkdbb csak a fank megvilagitds kozepén
maradnak gerjesztett fluoroforok, igy a felbontas tovabb novekszik a kdvetkezd kozelitd

fliggvény szerint (Westphal és Hell, 2005):

Ar=———— (3)
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ahol A a STED nyalab hulldmhossza, NA az objektiv numerikus apertaraja, I a STED
nyalédb intenzitasa, Is pedig a fluoreszcens jel616 anyag hullamhossz fiigg6 jellemzdje, az

az intenzitas, ahol a fluoreszcencia az eredeti 1/e-ad részére csokken.

a
STED fank
. B Gerjesztési
Gerjesztesi PSF
nyalab +
STED | ll
nyalab/
Fazis
lemez »
Effektiv
% Gerjesztési PSF

3. abra A STED mikroszkop miikodési elve. (a) A gerjesztési és STED nyalabok
pontosan atfedve csatolédnak az optikai utba. A pulzus lizeml megoldasban a gerjesztés
kis id6vel (dt) hamarabb torténik mint a kioltas. (b) A STED nyaléab fank formaju profilja

¢és a gerjesztési PSF. A két megvilagitas eredménye a csokkent effektiv méretti PSF.

Megfeleléen nagy STED lézerintenzitast hasznalva elérhetd a 30 nm korili lateralis
felbontas (4. abra).A fazislemezzel 1étrehozott fankformaju STED kivilagitas azonban
csak az X-Y sikban noveli meg a felbontast a Z iranyt érintetleniil hagyja. Ezért az axialis
iranyu felbontas novelése érdekében létre kell hozni egy Z iranyu fankot is egy masodik
STED nyaléabbal (3D STED).

A kezdetekben csak nagyon draga pulzuslézerrel miikodé STED mikroszkdpoknal
megjelent a joval koltséghatékonyabb folyamatos hullamti (CW) lézerrel miikodé
hasonldé felolddsu verzio is. A CW Ilézerrel mikodé 3D STED-el éldsejtek
endoplazmatikus retikulumat lehetett vizsgalni 50 nm-es XY és 200 nm-es Z felbontasban

(Hein és mtsai., 2008). A felbontas megnoveléséhez azonban olyan erételjes intenzitast
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STED megvilagitas (0.1-1GW/cm2) sziikséges, amely az €16 sejteket jelentGsen karositja,
akar el is pusztithatja, ezért ujabb fejlesztésekre volt sziikség. Ha megvizsgaljuk a STED
fankon beliili fluoroférok fluoreszcencia élettartamat, akkor azt latjuk, hogy a fank
kozepétol kifelé ez csokken, a STED megvilagitas csokkenti a fluoreszcencia élettartamot
(Vicidomini és mtsai., 2011). Ez a jelenség kihasznalhat6o arra, hogy pulzus lizemii
gerjesztést és CW-STED-et hasznalva a gerjesztési pulzus végétdl csak bizonyos id6
(kapuido) elteltével szamlaljuk a fotonokat, mert azok a hosszabb életideju fank-kozepi
fluoroforokbol szarmaznak. Ezzel az eljarassal tizszer kisebb STED intenzitds mellett

lehet elérni ugyanazt a felbontast.

Konfokalis STED

i

-20

X [nm]

235nm

o

‘51 31nm
8

Ar = )\/ZNA\/1+I/IS.
31:‘1nm 26nm

o72nm
-40nm

0 200 400 600 800 1000
STED nyaldb intenzitds (MW/cm?)

PSF félérték-szélesség (nm)

4. abra A STED mikroszkop felbontas novekedése. (a) Konfokalis PSF intenzitas
eloszlasa (balra fent) és az effektiv PSF a STED nyalab profiljaval (jobbra fent, X-Z sik).
A konfokalis és effektiv STED PFS intenzitas eloszlasdnak 6sszehasonlitdsa (kdzépen).
(b) Az STED effektiv PSF félérték-szélessége a STED nyalab intenzitasanak
fliggvényében (Westphal és Hell, 2005)
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A STED mikroszképia altalanos elénye, hogy a szuperfelbontasu kép optikai uton
azonnal keletkezik, nem igényel matematikai képrekonstrukciét, a felbontds a STED
intenzitassal szabalyozhato. Hatranya, hogy a pont pasztazas miatt viszonylag lassu, a
nagy felbontashoz sziikséges STED intenzitds a mintat roncsolhatja, specialis
fluoreszcens jeloléanyagokat igényel és a tobbes jelolés megoldasa pedig nehézkes.
Ennek ellenére a kozelmultban szamos idegtudomanyi kisérletben sikeriilt fontos
eredményeket elérmi STED mikroszkopiaval, példaul a dendrittiiskék nyakanak
morfologiai plaszticitasaval kapcsolatban (Tennesen és mtsai., 2014), ami igazolja, hogy

a STED mikroszkdpianak komoly létjogosultsaga lehet a jovoben is.

1.2.2. Strukturalt megvilagitason alapulé mikroszképia (SIM)

Az eddig emlitett linearis tavoli terli szuperfelbontasu eljarasok mind a PSF formalaséaval
lépték at az Abbe-féle felbontasi hatart. A mért mikroszkopos kép I(x) a minta
struktiréjat leird p(x) jelolési stirliségeloszlas €s a megvilagitas I, (x) intenzitas eloszlas

fliggvények szorzatanak és a PSF (h,,,(x)) konvolucioja:

I(x) = hem (%) ® (ex(¥)p(x)) (4)

ahol @ a konvolucid operatora. A konvoltcio egyik matematikai tulajdonsaga, hogy a
frekvencia térben (a fliggvények Fourier transzformaltjai terében), a fiiggvények

szorzasanak felel meg, igy a (4) egyenlet a kovetkezdképpen irhato fel:

I(k) = hem(K) (Iex(K)® p(K)) (5)

Az itt megjelent megvilagitasi fliggvény és fluoreszcencia koncentracid eloszlas
figgvény (p(x)) konvolucidja teremt lehetdséget a felbontas novelésére. Ha a
megvilagitas eloszlast alkalmasan vélasztjuk meg, akkor az az eredeti kép Fourier

crer

a képbe, amit amugy a képalkotés (frekvencia térben Ry, (k)-el szorzas) kizérna a végsé

keépbél.
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5. abra A SIM képalkotas miikodésének alapja. A minta valos képe a jelolés
stiriségfiiggvényének és a kivilagitas intenzitds eloszlasi fliggvényének szorzata. A
frekvencia, vagy reciprok térben ez a két eloszlds Fourier transzformaltjanak
konvolucidja (masodik sor). A mikroszkopos kép Fourier transzformaltja pedig a minta
valds képének Fourier transzformaltjanak és a PSF Fourier transzformaltjanak szorzata.
Az als6 sor eredményképén lathatod narancs korok a strukturalt megvilagitas altal atvitt uj
informaciot mutatjak. Tobbféle iranyt megvilagitas feltérképezi azt a frekvenciatarto-

manyt, amit az OTF (Optical Transfer Function, h,,, (k)) kinullaz a képalkotaskor.

Ha példaul megvilagitasként egy szinusz profili csikos megvilagitast alkalmazunk, akkor
annak Fourier transzformaltja egy kdzponti és két masik pont lesz a hullimhossznak és a
hulldmok irdnyanak megfelelden ( I, (k)). A konvoliicié szemléletesen azt jelenti ebben

az esetben, hogy az eredeti képiink Fourier transzformaltjahoz hozzaadjuk 6nmagat, csak
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eltolva a megvilagitas szinuszainak megfeleld két vektorral. Ez a 'miivelet’” még a
képalkotas eldtt megtorténik, igy a leképezés utan tobb informaciot kapunk g (k)—rol (5.
abra). Egy ilyen strukturalt megvilagitasi képalkotas persze a kiesé frekvencia
informacioknak csak egy részletét tartalmazza, ezért tobb iranya csikos megvilagitasra
van sziikség, hogy feltérképezziilk maradék frekvencia eloszlast is. Mivel a csikos
megvilagitas frekvenciaja is korlatozott az atviteli fiiggvény altal, igy ezzel a modszerrel
a felbontas a duplajara néhet (Gustafsson, 2000; Heintzmann és mtsai., 2002). Ha a csikos
megvilagitasi mintazatot 3D-ben hozzuk létre, akkor nem csak az XY, de a Z felbontas is
a kétszeresére nd. Meg kell jegyezni, hogy nemlinearis megvilagitassal (SSIM) a
felbontas akar 40nm-ig is novelhetd, de ez méréstechnikailag nagy nehézséget okoz
(Gustafsson, 2005).

A SIM nagy elénye, hogy nem kell hozza specialis fluorofor, alacsony l1ézerintenzitassal
miikddik és annak ellenére, hogy egy SIM kép elkészitéséhez kb. 15 képet kell felvenni
(5 megvilagitasi irdny, iranyonként harom eltolas) a képalkotds modern kamerdkkal és
megyvilagitassal igy is elérheti a 11 Hz-t (Kner és mtsai., 2009). A moddszer hatranya
viszont, hogy jelentds a veszélye a miitermékeknek ha a rendszer nem elég stabil és a

képrekonstrukcid dsszetett matematikai apparatust igényel.

1.2.3. Egyedi Molekula Lokalizacios Mikroszkopia (PALM és STORM)

A fény hullamtermészete miatt egy pontszerli fényforras mikroszkopos képe egy kiterjedt
eloszlast mutat, ami egyuttal megadja a leképz6 rendszer atviteli fliggvényét, masnéven
a pontatviteli fliggvényt (PSF). A PSF mind elméleti meggondolasok, mind kisérletes
tapasztalatok alapjan az optikai tengelyre (legalabbis a fokuszsikban) hengerszimmetri-
kusnak tekinthetd. Ez a tény azt sugallja, hogy ha a pontszerii forras 2D képére valamilyen
megfelelden megvalasztott hengerszimmetrikus fiiggvényt illesztiink, akkor ennek
pontossaggal. A digitalis video-mikroszkdpia megjelenésével ezzel az eljarassal lehetett
példaul a kinezin motorfehérje mozgasat megfigyelni néhany nanométeres pontossaggal
vagy kolloidok Brown-mozgasat vizsgalni 10 nm-es felbontasban (Crocker és Grier,
1996; Gelles és mtsai., 1988; Kellermayer, 2005). Egy Gauss-gorbe illesztése az egyedi
forrasok képére alkalmas a szuperfelbontasu lokalizacié meghatarozasara (Stallinga és

Rieger, 2010). A gondot az okozza, ha a forrasok olyan kézel vannak egymashoz, hogy
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két szomszédos PSF mar atfed egymassal a képen (stirti jelolés), mert ilyenkor a Gauss-
illesztés nem valdsithaté meg torzitasmentesen. A kilencvenes évek kdzépen publikalt
elképzelés szerint a stri jelolésekrdl is készithetd szuperfelbontastit egyedi molekula
lokalizacion alapulo kép, abban az esetben, ha valamilyen paraméter szerint a forrasok
képét meg lehet kiilonbdztetni. llyen paraméter lehet az, hogy a forrasok képe idében nem
egyszerre jelenik meg, mas a polarizaltsaguk, mas a spektrumuk, illetve ezek
kombinacioi, de elképzelhetdk egyéb jellemzok is (Betzig, 1995).

Az atfed6 PSF-ek szétvalasztasara a legmegfelelébbnek az id6 tint és 2006-ban
egyszerre harom, siri jeldlésen mikodd egyedi molekula lokalizacidos modszer is
megjelent, amelyek koziil ketté a PALM és az FPALM (Fluorescence Photoactivation
Localization Microscopy) modszer fotoaktivalhato GFP-t (PA-GFP) hasznalt; egy
harmadik eljards a STORM (STochastic Optical Reconstruction Microscopy) mddszer
pedig fluoreszcens kismolekulakon alapul (Betzig és mtsai., 2006; Hess és mtsai., 2006;
Rust és mtsai., 2006). Az inspiralo kezdeti sikerek hatasara egyre tobb hasonl6 alapelven
nyugvoé technika jelent meg példaul a dSSTORM (directSTORM) (Heilemann és mtsai.,
2008) és a GSDIM (Ground State Depletion microscopy followed by Individual Molecule
return) (Folling és mtsai., 2008). A fenti eljarasok logikailag mind azon az alapelven
miikddnek, hogy az eredetileg kikapcsolt allapotban 1év6 fluoreszcens jelolé anyagok
koziil minden képalkotasi ciklusban csak éppen annyit kapcsolunk be, hogy két
szomszédos PSF még éppen ne fedjen at. A bekapcsolt fluoroforok a képkészités alatt
ismét sotét allapotba keriilnek (végleg kifakulnak vagy atmenetileg kikapcsolnak), ami
teret ad 0jabb fluoroforok bekapcsolasara. A képalkotds soran annyi képet vesziink fel,
hogy elérjiik a célul kitlizott térbeli felbontést (strukturalis informécid) vagy amig a
jelolés helyzete megallapithato egy strukturan (6. abra).

Az eddig emlitett modszerek alapjaban véve teljesen megegyeznek, csak a
felhasznalt fluoreszcens jelold anyagokban kiilonboznek. A PALM eljarasban egy
fotokonvertalhato fehérje szolgél jelolésre. Ezek a fehérjék nyugalmi konformacios
allapotban nem bocsatanak ki fotonokat, de megfelelé hullamhosszal bekapcsolhatoak
(PA-GFP, 405nm bekapcsolas), vagy olyan fehérjék, amelyeknek emisszios spektruma
megyvilagitas hatasara valtoztathato (mEOS zo6ld-piros, 405 nm atvaltas). A STORM
esetében elészor a Cy5 fluorofort hasznaltdk egy antitesten kombinalva AF405

fluoroforral vagy Cy3 fluoroforral, ekkor a 405 nm-es vagy az 532 nm-es megvilagitas
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elésegiti a sotét Cy5 bekapcsolasat. Az elsé tanulmanyok megjelenése ota kideriilt, hogy
szdmos mas kismolekulaju fluorofér is alkalmas szuperfelbontdsu mikroszkopos

vizsgalatokra (Dempsey €és mtsai., 2011).

Egyedi Molekula Lokalizaciés Mikroszképia

Pontatviteli Flggvény A PSF képe EMCCD Gauss fliggvény Szuperfelbontasu

(PSF) kameraval illesztés Lokalizacié
STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)
N O
£o° 00° £o° 00
Keje 00 00 00

A fluoroférok

A szuperfelbontasu

A fluoroférok csak egy alhalmaza

= ; 5 > kép szoftveres
kerul bekapcsolasra, sok kép felvétele

kikapcsolt allapotban helyreéllitasa

6. abra A siirii jelolésii egyedi molekula lokalizaciés mikroszképia miikodési elve. A
felsd sorban az egyedi molekula lokalizacids képalkotéas fazisai lathatok. Egy jellemzd
méretll szinapszisra vetitett tadvoli voros fényforras PSF-e nagy teriiletet borit be. A PFS
képének EMCCD kameraval rogzitett intenzitds eloszldsara Gauss fiiggvényt illesztve
meghatarozhatjuk a forras szuperfelbontasu helyzetét. Az als6 sorban a siirti jeloléstt SML
képalkotas koncepcidja latszik. Az elsd lépésben a forrasokat kikapcsolt allapotba
hozzuk, vagy eleve abban vannak. Aktivacio hatasara a fluoroforok egy részhalmaza
kapcsol be, igy alkalmazhat6 a fels6 sorban bemutatott lokalizaci6. A képalkotas soran a
fluoroforok kikapcsolnak, eztan ujra ismétlédik az aktivacido-képalkotas fazis. Az utolséd

1épésben abrazoljuk a szuperfelbontasu képet.
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1.2.3.1. A STORM képalkotas felbontoképessége

A siri jelolésen alapuld egyedi molekula lokalizacios technikak feloldoképességének
meghatarozasahoz tobb tényezot is figyelembe kell venni. Az egyes lokalizaciok
pontossaga elsésorban attol fiigg, hogy hany fotont érzékeltiink a PSF mérése alatt. A

legegyszeriibb esetben a mérési hibat az atlag standard hibajaval definialhatjuk:

2

(@01 == (6

.....

hogy a fotonok szdmanak novelésével a lokalizacios hiba csokken, ndvekszik a felbontas
~1/+/N-aranyban. Ugyanakkor a pontos értékek meghatérozasdhoz figyelembe kell
venni, hogy a PSF mérése egy EMCCD kameraval torténik és a pixel méret, valamint a

hattérzaj modositja a lokalizacids pontossagot az alabbi egyenlet alapjan:

aZ
52 (ﬁ) 4+/ts3b?
o= |+ +
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a lokalizacios pontossag (Thompson és mtsai., 2002). Ha a pixelméretet nagyon kicsinek
valasztjuk, hogy a Gauss-illesztéshez sok adatpontunk legyen, akkor egy pixelre kevés
foton jut, ami a foton zaj miatt alacsony Jel/Zaj aranyhoz vezet. Ha a pixelméretet nagyra
valasztjuk, hogy sok fotonunk legyen egy pixelben és ez novelje a Jel/Zaj viszonyt, akkor
csokken az illesztési pontok szama, igy végiil a lokalizacids pontossag csokken. A
egyezik meg. Az (7) képlet segitségével tehat a lokalizacids pontossag meghatarozhat6 a
mikroszkdp fizikai paraméterei ismeretében és a mért pixelintenzitasok foton szdmma
konvertalasaval. A STORM képalkotas azonban tobb szaz, ezer vagy tizezer kép
felvételével jar, ami akar fél ords képalkotast is jelenthet. A mikroszkdpok mechanikai
stabilitdsa nem elég nagy ahhoz, hogy ezalatt az id6 alatt a minta ne mozduljon el az

objektivhez képest. Ha képenként sok lokalizacidés pont van, akkor a mikroszkdp
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elmozdulasabol szarmazd hibat megfeleld algoritmussal csokkenteni lehet. A végsd
lokalizacios pontossagot befolyédsolja tehat az egyes felvillanasok foton szama, ami
becsiilhetd a (7) képlettel és a mechanikai stabilitas, amit nem tudunk becsiilni, mert
nagyban fiigg a kornyezeti hatdsoktol. A STORM-ban hasznalt fluoroférok mindegyike
a képalkotas soran tobbszor bekapcsolt és kikapcsolt allapotba keriil, miel6tt végleg
kifakul. Ezért a képeken azonositani lehet olyan lokalizaciés halmazokat, amelyek
feltehetben egy fluorofortol szarmaznak. Ehhez ismerni kell az adott fluorofér fotokémiai
tulajdonsagait és a fotonok szamabol varhatd lokalizaciés pontossagot. Ezeket a
halmazokat tomegkdzéppontjuk szerint Ossze lehet rendezni és ezen az adathalmazon
megmérni a lokalizaciok standard deviancidjat. Ez az érték mar tartalmazza a lokalizacios
pontossagot és a mechanikai instabilitasbol szarmaz6 felbontéas veszteséget is(Huang és
mtsai., 2008).

Abban az esetben, ha egy folytonos strukturat szeretnénk leképezni, példaul egy
membranszakaszt vagy sejtvaz fehérjéket és feltételezziik, hogy a jelolés stirlisége a
lokalizacios pontossag alatt van, akkor ki kell tlizniink egy felbontasi hatart, amit el
szeretnénk érni a képalkotas soran. A STORM képalkotast addig kell folytatni, amig a
lokalizacios pontok kozotti atlagos legkdzelebbi szomszéd tavolsag nem egyezik meg a
kitizott felbontasi cél felével, azaz megfelel a Nyquist-mintavételezésnek (Shannon,
1949). Forditott esetben pedig a mar elkésziilt képen meg kell hatarozni a lokalizacios
stiriséget, azt kompenzalni kell az egyedi fluoroférok tobbszoros felvillanas szamanak

varhato értékével, és a kovetkezd formulaval meghatarozni a Nyquist felbontést:

2
- ()

ANyquist — —1
ad

ahol a a lokalizacios stirlisség, d a képalkotas dimenzidja (2D vagy 3D). A végsé
felbontas a lokalizacios felbontas és a Nyquist-felbontas konvolucidja (Lakadamyali és

mtsai., 2012):

2 I/ 2
aTeljes = ®okalizaciés + aNyquist (9)
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1.2.3.2. Egyedi molekula lokalizacios mikroszkdpia 3D modban

Az egyedi PSF-re illesztett Gauss gorbe centroidja megadja a forras X,Y koordinatajat,
de nem mond semmit a Z poziciorol. Habar a laterdlis felbontas koriilbeliil egy
nagysagrenddel ndvekedett a hagyomanyos fényelhajlas-korlatozott felbontasu
fénymikroszkopidhoz képest, de ezzel parhuzamosan sziikséges az axialis feloldast is
novelni a molekuldk pontos térbeli lokalizaciojanak meghatarozasdhoz a szovetekben. A
PSF pontosan a fokuszsikban a legkisebb atmérdjii és legnagyobb intenzitdsu. A
fokuszsiktol tavolodva azonban a félérték-szélessége novekszik és csokken az intenzitasa.
A fokuszsiktol mért tavolsagot a PFS félérték-szélességébdl ki lehet szamitani a
megfeleld kalibracio utan, de azt nem lehet megallapitani, hogy a fokuszsik felett vagy
alatt van a fényforras. Ennek eldontésére a kamera elé egy hengeres lencsét kell helyezni,
amelynek asztigmatikus torzitasa a fokuszsik alatti forrasok PSF-ét fiiggélegesen, a
fokuszsik feletti forrasokat pedig vizszintesen nyujtja meg. A PSF-re elliptikus 2D Gauss-
figgvényt illesztve megkapjuk az X, Y poziciot és a Wy és Wy csucsszélességeket (Huang
¢és mtsai., 2008; Kao és Verkman, 1994). Felbontas alatti méretti fényforrasok pl. 100 nm-
es vagy kisebb fluoreszcens gyongy felhasznalasaval felvehetd a Z pozicid és a hozza
tartozd Wy, Wy értékek kalibracios gorbéje (7. abra).

A kalibraciés gorbe alapjan az adott molekulahoz tartoz6 Z pozicid mar
meghatarozhato a lokalizacidos mikroszkopos képen, de természetesen csak abban a Z
tartomanyban, ahol a PSF még megfeleld Jel/Zaj aranyt ad, nem tiinik el a hattérben. A Z
iranyu felbontas ezzel a modszerrel elérheti az 55 nm-t, a Z irdnyu tartomany pedig az
1,2 pm-t. A nagyon egyszeriien megvaldsithato asztigmatikus 3D eljaras mellett 1éteznek
egyeéb megoldasok is a Z pozicidé meghatirozasara, mint pl. a kétsikt leképezés 75 nm-es
felbontassal (Juette ¢s mtsai., 2008) (Juette 2008), a két objektives interferometrikus
modszer 20 nm-es felbontassal (Shtengel és mtsai., 2009), és a dupla hélix rendszer 20
nm-es felbontassal (Pavani és Piestun, 2008). Egyszertisége miatt azonban leginkabb az

asztigmatikus 3D eljaras terjedt el.

1.2.3.3. Az egyedi molekula lokalizacids mikroszkop felépitése

Az egyedi molekula lokalizacids mikroszkopok 4&ltaldban valamilyen ferde, teljes

latoteres megvilagitasra alkalmas, 1ézerforrasu és EMCCD vagy sCMOS érzékeldvel
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ellatott fluoreszcens mikroszkopok. A kereskedelemben megjelent megoldasok tobbnyire
TIRF (teljes felszini visszaverédés fluoreszencia) kivilagitast hasznalnak és forditott

allast mikroszkopvazra épiiltek.
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7. abra Az asztigmatizmus alapi 3D képalkotas elve. (a) A leképezd lencse elé
helyezett hengeres lencse aztigmatikus torzitas visz a PSF képébe. A PSF a fokuszsik
felett vizszintesen, alatta pedig fiiggdlegesen nyulik meg. Néhany fokuszpozicioban
latszik a PSF képe a jobb oldalon. (b)A PSF szélességének (Wx és Wy ) értékei a
fokuszpozicid fiiggvényében. Pontosan az objektiv fokuszaban (z=0), a két érték egyenld

(Huang és mtsai., 2008).

A fényforrassal szemben tdmasztott kovetelmény, hogy a képalkotd hullamhosszon nagy
intenzitast legyen, hogy a fluorofoérok bekapcsolt allapota alatt a lehetd legtobb fotont
érzékelhessiik a legrovidebb 1d6 alatt, tovabba a nagy intenzitas eldsegiti a fluorofor
kikapcsolasat is. A minta Kivilagitasanal fontos szempont, hogy teljes latotér minél
homogénebb kivilagitasa mellett lehetdleg egy vékony Z tartomanyt érintsen csak, ezzel
ugyanis csokkenthetd a fokuszsikon kiviilr6l érkezo hattér és igy novelhetd a Jel/Zaj
arany. Ennek elérésére a TIRF kivilagito rendszer megfeleld, hiszen ott szabadon be lehet
allitani az optimalis Jel/Zaj ardnyhoz tartoz6 kivilagitasi szoget. Ha csak a feddlemez
kozvetlen kozelében (50 nm-150 nm mélységben) vesziink fel képet, akkor a kivilagitas
szogével valoban el lehet érni a teljes visszaverddést. Abban az esetben, ha ennél
mélyebben torténik a képalkotas, ami szoveti preparatumokban altaldnos, de még mindig

a felszinhez kozel van, akkor a kritikus szoghoz (a teljes visszaverdédés szoge) kozeli
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kivilagitasi d6lésszog ad jo eredményt. A TIRF egyik modositott valtozata a HILO
(Highly Inclined and Laminated Optical) eljaras pedig a minta mélyebb rétegeiben ad
optimalis kivilagitast (Tokunaga és mtsai., 2008) (8. abra).

a ot b

’/I ' : - -
4 Fed6lemez

i ;"; Lézer 0 ‘
: It ;.5'
TIRE f HEpi  TIRY

Epl
¢\;-IILO Fluoreszcens Kép

8. abra Az egyedi molekula lokalizaciés mikroszkopidban hasznalt f6bb kivilagitasi
megoldasok. (a) EPI, TIR és HILO kivilagitas fényatja. A HILO esetében a l1ézert az
objektiv optikai tengelyéhez képest kis szogben (¢) fokuszaljuk az objektiv hatso
fokuszsikjara. (b) A HILO kivilagitas vékony (dz) megvilagitast eredményes a
fokuszsikban, igy a képalkotas Jel/Zaj aranya novelhetd (Tokunaga €s mtsai., 2008).

A képalkotashoz olyan nagy pontossagi (extra lapossdgu dikroikus tiikor)
sziir6kocka sziikséges, ami az adott fluoroforhoz tartoz6 gerjesztési hullamhosszon kiviil
a fluorofér visszakapcsolasat eldsegitdé fényt (aktivator) is az objektivbe juttatja,
emisszios sziirdje pedig megfelel a fluorofoér emisszios spektrumanak. A sziir és a tiikrok
karakterisztikajanak olyannak kell lennie, hogy a leheté legkevesebb nem kivant
gerjesztési fény jusson a kamerara, mikozben a kibocsatott fotonokbdl a lehetd legtobb
detektalhatd. Az emisszids oldalon a tobbesatornas képalkotashoz hasznalhaté még kettds
kamerarendszer vagy a kamera fél-fél teriiletét hasznaldé megosztas, az ugynevezett
DualCam vagy DualView eljarasok. A leképezéshez célszerti olyan TIRF objektivet
hasznalni, amely a lehetd legtobb hibara korrigalt, rendelkezik hdmérsékleti korrekcios
gyliriivel, nagyitdsa pedig megfelelé az optimalis pixelméret eléréséhez. Altalaban 100x-
os nagyitast objektiveket hasznalnak ezek a mikroszkopok, de lehet 60x-os nagyitasu

objektivvel is megfeleld képeket késziteni. A mintdhoz hasznalt feddlemeznek
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crer

autofluoreszcenciaju immerzios olaj helyes megvalasztasa is fontos szempont.

A teljes latotér megvilagitas miatt az SML mikroszkopiaban a PSF leképezéséhez
valamilyen tomb érzékel6t kell alkalmazni, mint példaul a CCD (charge-coupled device)
vagy CMOS (complementary metal oxide semiconductor) kamerak. Az egyedi molekulak
fénykibocsatasa nagyon alacsony. Ezért mindenképpen nagy kvantumhatasfokt kamerat
kell valasztani, mert az érzékel6t elért fotonoknak minél nagyobb szazalékban kell
elektronokka konvertalodni, hogy a leheté legtobb foton begyiijtésével a legnagyobb
elérhetd lokalizacios pontossagot érhessiik el. Masfelél a képalkotas sok ezer kép
felvételébdl all, igy az érzékeldnek egyuttal gyorsnak is kell lennie. Korabban a CMOS
kamerakhoz képest a CCD-k sokkal magasabb kvantumhatasfoka (90%) miatt
egyértelmil valasztasnak tlintek, azonban ma mar a tudomanyos szintli CMOS (sCMOS)
érzékeldknek 1is megvan a sziikséges érzékenységik (>80%). A lokalizacios
pontossagban (7. egyenlet) szerepel a zaj is, ezért az érzékeldknek nagyon alacsony zajjal
is kell rendelkezniiik. Az elektron-sokszoroz6 CCD-ben (EMCCD) még a kiolvasas el6tt
megtorténik egy erdsités (EM gain), aminek kovetkeztében a jelentés mértékii kiolvasasi
zaj nem Kkerlil erdsitésre, igy kivalo Jel/Zaj ardny lehet elérni. A mostani EMCCD
kamerdk kiolvasasi sebessége is megfeleld a fluoroforok villogasi sebességének
kovetésére, ami megszabja az optimalis képfelvételi gyakorisagot. A sotétarami zaj és az
EMCCD-kre jellemz6 id6zités-keltett toltés (Clocking Induced Charge) zaj csokkentésére
az érzekeld lapkékat -70°C - -100°C -ra hiitik. A jelenlegi kameratechnologidk koziil a
SML mikroszkopiahoz a legalkalmasabbak az EMCCD-k (pl. 512 x 512 pixel, 16 um
fizikai pixel méret), de bizonyos esetekben a SCMOS-ok is megfeleléek (Huang és mtsai.,
2013).

A stirti jeloléstit SML mikroszkopia idéigényes képalkotas a mar sokszor emlitett
sok ezres nagysagrendii kép elkészitése miatt. Ezért fontos kovetelmény az egész optikai
rendszerrel szemben a felbontasrol sz616 részben mar emlitett mechanikai stabilitas. A
hagyomanyos felépitésii egyenes vagy forditott allast mikroszkopok esetében a
legkritikusabb a Z iranyt stabilitas azaz a leggyakoribb probléma a fokuszsikvesztés. A
Z irényu stabilitds novelésének egyik elterjedt modja a hardveres fokusz-zar. Ebben a
megoldasban a fényutba egy dikroikus tiikor segitségével egy infravords mérényalabot

csatolunk. A mérdnyalab visszaverddik a fedélemez és a mintabeagyazé kozeg (STORM
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esetében torésmutatd szempontjabol tulajdonképpen viz) hatarfeliiletérdl, majd visszajut
az objektivbe és a dikroikus tiikron visszaverddve elhagyja a fényutat és egy négyosztati
fotodiodara vetiil. Ha valtozik az objektiv és a minta felszine (azaz a térésmutato hatar)
kozotti tavolsag, akkor a nyalab pozicidja valtozik a fotodidodan, amit egy szoftveres
vezérlés korrigalni tud a mikroszkép motoros fokuszan keresztiil (Dempsey és mitsai.,
2009a). A kereskedelmi forgalomban kaphatdo hasonlé megoldasok koziil érdemes

megemliteni a Nikon PFS (Perfect Focus System) fokusz-zarat (9. abra).
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9. abra A Nikon Perfect Focus System nevii hardveres fokusz-zar megoldasa. A
hagyomanyos EPI, DIA vagy konfokalis fényutba egy infravords dikroikus keskenysavi
tikorrel egy 840nm-es megvilagitast csatolunk. Az infra nyalab a fedélemez - minta
kozeg torésmutato kiilonbség felszinrdl visszaverddik (referencia felszin), az objektiven
keresztiil a dikroikus tiikron kicsatolodik, majd egy féltiikor a vonali CCD érzékeldre

crer

fokuszanak allando korrigalasaval (forrds:www.microscopyu.com).
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1.2.3.4. A STORM képalkotas fluoreszcens jeloléanyagai

A strti jeloléstt SML képalkotasban jelenleg az egymaéssal szomszédos fluoroforokhoz
tartoz0 PSF szétvalasztasara az i1d0 domén hasznalatos, azaz azt varjuk a
jeloléanyagoktol, hogy villogjanak, amivel elérhetd, hogy a szomszédos pontatviteli
fiiggvények képei idoben ne fedjenek at, ne jelenjenek meg ugyanazokon a felvett
képeken. A villogas tehat fontos paraméter, aminek id6beliségével kapcsolatos elvaras,
hogy a jeloléanyag életidejénck hosszabb szakaszat toltse kikapcsolt allapotban és
rovidebbet bekapcsolt allapotban, azaz az aktiv ciklusa (duty cycle) alacsony érték legyen
(Dempsey és mtsai., 2011). A fluoroforok abszoliit mennyiségi jellemzése szempontjabol
elényds lenne, ha egy fluorofor csak egyszer villanna fel, &m a lokalizacids pontossag
megitélése szempontjabol a tobbszori felvillanas a kivdnatos. A jeldléanyagok atlagos
felvillanasi szama ezért szintén értékes paraméter. Mivel a lokalizacios pontossag a foton
szamtol erdsen fligg, ezért az egy adott bekapcsolt allapot alatt kibocsatott fotonok
varhatd szama szintén egyik legelemibb jellemzéje a festéknek. Ez az érték az adott
hullamhosszon mért extinkcios koefficienssel és a kvantumhozammal fligg Gssze. A
STORM-hoz hasznalt fluoroforok villogési tulajdonsaga alapvetden fiigg a molekuléris
szerkezetiliktdl, de meghatarozo az dket koriilvevo kémiai kornyezet is. Az els6 STORM
méréseket Cy5S tavoli voros festekkel végezték, amely régdta haszndlatos a biologiai
jelolésekben is (Rust és mtsai., 2006). A szokasos nagy térésmutatoji lefeddanyag helyett
egy optikai szempontbol eldnytelenebb, DPBS puffer alapt, viz torésmutatoju
képalkotasi kozeget hasznaltak, amelynek sszetevoi megnovelik a Cy5 festék kikapcsolt
¢letidejét azaz csokkentik az aktiv ciklus idejét. A fluoroférok fontos jellemzdje tehat a
STORM képalkotas szempontjabdl, hogy milyen 6sszetételli lefedokozegben miitkodnek
optimalisan. A fent emlitett fotokémiai paraméterek részletes értékei tobb atfogod
tanulmanyban elérhetéek (Chozinski és mtsai., 2014; Dempsey és mtsai., 2011; van de

Linde és mtsai., 2011; Xu €és mtsai., 2013a).

1.2.3.5. Fluorofér kapcsolasi mechanizmusok a SML mikroszkopidban

A stri jeloléses SML képalkotasok egyik legfontosabb alapfeltétele az iddbeli
szétvalasztas esetén, hogy megfeleld ki-be kapcsolhaté jeloléanyag alljon rendelkezésre.

A Ki-be kapcsolas dinamikaja pedig a korabban bemutatott modon jelentésen befolyasolja
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a képalkotds mindségét, igy a folyamat fotokémiai megismerése utat nyithat ujabb,
kedvezdbb tulajdonsagu jeloléanyagok raciondlis tervezéséhez. Alapvetden a képalkotas
szempontjabol a fluoroféroknak haromféle allapota lehetséges:

1. bekapcsolt (fluoreszcens allapot),

2. kikapcsolt (nincs fluoreszcencia)

3. kifakult allapot, mikor a jeloléanyag molekularis szerkezete ugy valtozik meg, hogy
mar nem képes visszatérni az 1. vagy 2. allapotba.

Az atmenetek azonban sok esetben tobbszor megismétlédhetnek az 1.—2. illetve a 2.—1.
allapotok kozott, a jeloloanyag tobbszori felvillanasat eredményezve. A fluoreszcens
jeloléanyagok elektron energiaszintje a bekapcsolt allapotban a gerjeszté fény hatasara
az alapallapoti szintrél egy magasabb szintre emelkedik, majd foton kibocsatas mellett
Ujra az alapdllapotba keriil, de bizonyos valosziniliséggel olyan hosszabb ¢lettartalmu
metastabil (triplett) allapotba is juthat, amelybdl sugarzasmentes atmenetek soran jut ujra
az alapallapotba. A jel6l6 molekula kornyezetével olyan kémiai kdlcsonhatasokban vehet
részt, amelyek hatasara ujabb hossza élettartamu metastabil allapotok johetnek létre,
ahonnan szintén sugarzasmentesen jut vissza a rendszer az alapallapotba (kikapcsolt
allapot). Ezek a kémiai reakciok megvaltoztatjak a jeloléanyag molekuléris szerkezetét,
aminek hatasara fényabszorpcios spektruma is valtozhat (Dempsey €s mtsai., 2009b; van
de Linde és mtsai., 2011).

A STORM képalkotasban leggyakrabban hasznalt Cy5 vagy AF647 molekulak
esetében a hosszi ¢lettartami metastabil allapotokbol az alapallapotba jutast a
kornyezetben jelenlévd molekularis oxigén eldsegiti. Ezért a lefedokozegben gliikdz és
gliikoz-oxidaz enzim talalhatd, amely az oxigént felhasznalja a gliikoz oxidacidjahoz.
Ebben a reakcioban azonban hidrogén-peroxid is keletkezik, ami eldsegiti a fluoroforok
kifakulasat, ezért ezt hozzaadott katalaz enzim segitségével kell eltavolitani a kozegbdl.
Végiil fontos kiemelni, hogy sziikség van tiol forrasra is megfeleld koncentracioban
(példaul PB-merkaptoetilaminra vagy [-merkaptoetanolra). Ezekkel a molekuldkkal a
festékek reagalnak és létrejonnek azok a hossza élettartamt allapotok, ahol nincs
fluoreszcencia, de az alapallapotba vald visszajutast kés6bb elésegitheti valamilyen UV

tartomanyba es6 (pl. 405 nm) megvilagitas (10. abra).
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10. abra Alexa Fluor és ATTO festékek be és kikapcsolt allapotainak diagramja tiol
(RSH) jelenlétében. (a) A fluorofdr a szingulett alapallapoti energia (1FO0) és a gerjesztett
(1F1) allapot kozott ugral, foton abszorpcio és emisszid altal vagy spinvaltd atmenettel
3F triplett allapotba jut. A gerjesztett elektron allapotban a tiol redukalja a festéket de az
1F1 all allapot nagyon rovid nanoszekundumos életidejében ez nem valoszinii. Az 3F
triplett allapot miliszekundumos ideje alatt viszont mar megtorténhet a kolcsonhatas,
példaul MEA vagy glutation vizes oldatanak jelenlétében és a rendszer F* félig redukalt
allapotba jut. Az F* allapoti festék egy 0jabb elektron felvételével leuko allapotba juthat
(FH). Az 3F, F* és FH éallapotokbol a rendszer szabad oxigéngyokok jelenlétében
visszajuthat a szingulett alapallapotba (1F0) (van de Linde 2010 4.abra). (b) Az Cy5
festék reakcioja tiollal a hosszu élettartamti kikapcsolt allapotot eredményezi az UV

megvilagitas a visszakapcsolast segiti el6 (Dempsey 2009 2.séma).

Mivel a fluoroforok Osszetett kémiai kornyezete biztosithatja a megnovekedett
kikapcsolt élettartamot, ezért egyre ijabb lefedokozeg keverékek jelennek meg, koztiik

olyanok is, amelyek mar élésejtes kisérletekhez is alkalmazhatoak (Jones és mtsai.,
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2011). A kémiai kornyezet fontossagat jelzi az is, hogy az eredeti STORM cikkben a Cy5
festék kozelében egy Cy3 fluorofort is kotottek az antitestre. Ennek kovetkeztében
532nm-es megvilagitas hatasara a Cy5 kikapcsolt ideje lerdvidiilt, igy a villogas
gyakorisagat befolyasolni lehetett. Ezt a jelenséget hasznalja fel az aktivator-riporter
tipusu tobbcsatornas képalkotas (lasd késébb). Késobb megjelent a dASTORM (direct
STORM) technika, amely mar csak a hagyomanyos fluoroférokat hasznalja, nem kell
mellé aktivator molekula (Heilemann és mtsai., 2008; van de Linde ¢s mtsai., 2011). A
bekapcsolast az AF647 vagy a Cy5 esetében ugyanugy eld lehet segiteni, mintha lenne
mellettiik aktivator, csak nagyobb aktivacios 1ézerintenzitasra van sziikség (405nm). A
PALM modszer esetében a fluoreszcens fehérjék ki-be kapcsolasa inkabb a gerjesztd fény
hatasara bekovetkezd konformacids valtozasokon vagy fakuldson keresztiil valosul meg,

igy a lefed6kozeg Osszetétele nem olyan fontos, mint a STORM esetében.

1.2.3.6. Képelemzési modszerek a SML mikroszkopiaban

A lokalizacios szuperfelbontasti mikroszkdpia kulcslépése, hogy az egyedi molekulakbol
szarmazo0, at nem fedé pontatviteli fliggvényképeknek megtalalja a kozéppontjat. Ez
mindenképpen azzal jar, hogy a SML képsorozatok felvétele utan egy megfeleld
algoritmussal minden képen azonositani kell az egyedi felvillanasokhoz tartozé PSF-t,
majd a leheté legnagyobb precizitassal kell meghatarozni a kozéppont koordinatait. A
pontossag mellett fontos szempont még a gyorsasag is. A legelterjedtebb megoldas a
Gauss-fiiggvény illesztés, ami kellen jol kozeliti az Airy korongot a centroid szamitas
szempontjabol, de mas algoritmusok is lehetségesek, mint példaul a tomegkozéppont
alapu (Henriques és mtsai., 2010), haromszogelés alapt (Hedde és mtsai., 2009) vagy a
sugarirany szimmetria alapu (Parthasarathy, 2012) modszerek. A lokalizacios
algoritmusok Osszehasonlitdo vizsgalata azt mutatta, hogy a legpontosabb a Gauss-
fliggvény illesztés (Sage és mtsai., 2015) abban az esetben, ha teljesiil az a feltétel, hogy
két szomszédos PSF nem fed at a képeken. Ezt a feltételt sokszor nehéz teljesiteni, hiszen
képfelvétel kozben nem lehet szabad szemmel eldonteni, hogy mekkora aranyban
lehetnek atfedések. Ha sok van, akkor akar jelentds mitermékeket is okozhatnak a
rekonstrualt képen (Erdélyi és mtsai., 2015). Ennek a problémanak a kezelésére sziilettek

meg a részleges atfedést is kezelni tudd algoritmusok, amelyek egy részét eredetileg a
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csillagaszatban hasznaltak a csillagokkal stirtin fedett teriiletek vizsgéalatara (Babcock és
mtsai., 2012; Cox és mtsai., 2011; Holden és mtsai., 2011; Quan és mtsai., 2011). Egy
gyors, de nem feltétleniil a legpontosabb analizis is nagyon hasznos lehet, ha mar a
képalkotas kozben, valds id6ében lathatjuk a szuperfelbontast kép felépiilését. Jelenleg
hozzéavetdlegesen hetven SML mikroszkopidra késziilt elemzdszoftver 1étezik, szamos
koziiliik szabad felhasznalasu. A megoldasok hatékonysagat rendszeresen megszervezett
versenyeken hasonlitjak 6ssze (Biomedical Imaging Group, Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne, Lausanne, Switzerland (Sage és mtsai., 2015)). Az
analizisprogramok egy felvillanasi eseményrél szamos értékes informaciot tarolnak,
természetesen a felvillands koordinatait, a fotonszamot, hanyadik képen tlint fel, stb.,
majd ezeket az adatokat szoveges formaban elmentik (lasd részletesen Modszerek
fejezetben). Az illesztett 2D elliptikus Gauss fiiggvények Wyx és Wy szélesség aranya
alapjan kisziirhetoek a feltehetden nem egy molekuldbdl szarmazo6 felvillanasok, mert 2D
képalkotasnal (asztigmatizmus nélkiil) ilyen esetben a két szélesség aranya jelentdsen
eltér az egyt6l. Eldobhatoak azok a felvillanasok is, amelyek vonatkozo PSF szélessége
tal nagy az adott hullamhosszon varhatdo PSF szélességéhez képest és igy valamilyen
nagyobb méretli forrasbol szarmazik. 3D esetben, lehetnek olyan lokalizaciok, melyek
Wy és Wy pontja a Wx —Wy grafikonon tul messzire esik a Z kalibraciobol meghatarozott
W, = F(W,) fiiggvénytdl. A program ezeket a lokalizaciokat egy kiilon csatornaba gytijti
(Z rejected). A képfelvétel soran a kamera zaridejét ugy kell beallitani, hogy a festék
bekapcsolt allapotban toltstt idejével 6sszemérhetd legyen. fgy is eléfordulnak esetek,
amikor egy felvillanas tobb képen keresztiil tart. Ekkor meg kell vizsgalni, hogy az
egymast kovetd képeken lathato felvillanas ugyanabbol a forrasbol szarmazik-e. Ha igen,
akkor a végsd képen az adott felvillandshoz tartoz6 egymas utani lokalizaciok atlagat

lehet dbrazolni.

1.2.3.7. SML mikroszkopos képek megjelenitése

Az analizis utan rendelkezésre all6 szoveges allomany formatumu adatokbol valamilyen
modszerrel képet kell késziteni. A legegyszeriibb modszer, hogy a latotérben minden
egyes lokalizaciot példaul egy kereszttel jeloliink. Ennél informativabb és a hagyomanyos

pixeles képekhez hasonlobb eredményt kapunk, ha minden lokalizaciot helyettesitiink
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egy olyan normalizalt Gauss-intenzitas eloszlassal, amelynek szélessége megegyezik az
adott felvillanashoz tartozd fotonszambdl szamolt lokalizaciés pontossaggal.
Készithetiink egy hétérképet is, amelyen a lokalizaciok stiriségét vetitjiik a szinskalara.
Az adatok hagyoményos képként valé megjelenitésének algoritmusa a végsé kép
felbontasat is befolyasolja. Az egyik legpontosabb modszer a Delaunay-haromszdgelés,
ami a megjelenitésnél figyelembe veszi a mintavételezési gyakorisagot €s ezaltal képes
elnyomni az alacsony mintavételezésii teriileteket, de nem okoz felbontas vesztést a

nagystriségl teriileteken (Baddeley és mtsai., 2010).

1.2.3.8. Tobbszoros jelolés a STORM mikroszkopiaban

A bioldgiai képalkotasban alapvetd igény, hogy egyszerre tobb molekularis célpontot is
lathatova lehessen tenni. A szuperfelbontasti fénymikroszkopia tobb mas eldny mellett
azért is versenyképes az eclektron mikroszkopiaval, mert a tobbes, akar hatszoros
multiplex jel6lés is megoldhato (Bates és mtsai., 2012). Két kiilonb6z6 megkdzelités all
rendelkezésre ennek megvalositasara.

1. Aktivator-riporter alapu tobbcsatornas megkozelités:

A Ki-be kapcsolas ciklus vizsgalatakor kideriilt, hogy a visszakapcsolast tobbé-kevésbé
specifikusan el lehet végezni, ha a Cy5 vagy AF647 kozvetlen kozelébe (példaul
ugyanarra az antitestre) olyan fluorofort kotnek, amelynek abszorpcios spektrumanak
csticsa koriil van az aktivator 1ézer hullamhossza. Ha egy antitestre harom AF405 és egy
AF647 molekula kapcsolodik, akkor az AF647 nagyon érzékeny lesz a 405 nm-es
aktivator lézerre és bekapcsol. Létre lehet hozni ugyanilyen moédon Cy2-AF647 és Cy3-
AF647 antitest jeloléseket is, ebben az esetben a 488 nm és 561 nm-es hullamhosszt
megvilagitasra lesznek érzékenyek az AF467 fluoroférok. Habar a jelenség pontos
fotokémiai magyardzata még nem ismert, de konnyili felhasznalhatosdga miatt az
aktivator-riporter eljaras nagyon elterjedt. Harmas jelolést feltételezve ebben az esetben
a képalkotas a kovetkezd sorrendben torténik:

1. Erés 647 nm-es megvilagitassal a mintaban talalhatdo Osszes AF647 molekulat

kikapcsolt allapotba hozhato.

2. Gyenge intenzitasu 405 nm-es megvilagitassal bekapcsolhatd sztochasztikus mdodon
néhany olyan AF647 fluoroféor, amelyek kozelében AF405 talalhato. A kovetkezd
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1épésben ismét a riporter 1ézer segitségével az AF647 megvilagitasaval tobb képen
keresztiil 1étrejon az egyedi lokalizacid képe, végiil a bekapcsolt AF647-ek ujra

kikapcsolt allapotba juthatoak.

3. A masodik célmolekula vizualizacidjahoz ezutan a kovetkezo aktivacié mar 488 nm-
es megvilagitassal torténik. Ekkor a Cy2-AF647 konstrukcioban 1évé AF647 kapcsolhato
be, majd ismét képalkotas és AF647 kikapcsolas kovetkezik.

4. A harmadik célmolekula 561 nm-es l1ézer aktivacioval jelenitheté meg, amely a Cy3-
AF647 fluoroforpart kapcsolja be, majd képalkotas kozben az AF647 emisszio Ki is
kapcsolodik.

A képalkotas soran a 2,3,4 1épések ismétlddnek. A megoldas nagy elénye, hogy riporter
molekulanak a képalkotashoz kivald paraméterekkel rendelkezd AF647-et hasznalja
mind a harom csatornaban, ezért nem kell foglalkozni a kiilonb6z6 hullamhosszakbol
szarmazo6 leképezési hibakkal (pl. a kromatikus aberracioval). Hatranya viszont, hogy az
aktivacio nem teljesen specifikus, igy a nagyon kozeli lokalizaciokhoz tartozd csatornak
kozott jelentds lehet az athallas (Bates €s mtsai., 2007; Dani és mtsai., 2010; Lakadamyali

¢és mtsai., 2012).

2. Spektralis szétvalasztas alapi megkozelités:

A hagyomanyos tobbcsatornas fluoreszcens képalkotdshoz hasonléan mas és mas
fluorofor hasznalhatd jeloléanyagnak az egyes célmolekulak vizualizacidjahoz és
directSTORM iizemmodban végezhetd a mérés (Bates és mtsai., 2012; Lampe €s mtsai.,
2012; Zhang és mtsai., 2015). Ennek a technikanak nagy elénye, hogy a csatorna athallast
meg lehet vele sziintetni, de nagy hatranya, hogy jelenleg nincs az AF647-hez hasonléan
kimagasloan jo villogasi paraméterekkel rendelkez6 STORM festék mas
szintartomanyban. Persze szamos alternativ festék (CF568, Cy3, AF555, AF532, AF488)
is hasznalhato STORM képalkotasra, ha elegendden nagy kopiaszdmban van jelen a
mintaban a célmolekula (ldsd Eredmények fejezet), de alacsony kopiaszami
célmolekuldk esetében szdmolni kell azzal, hogy a tobbi csatorndban a kép mindsége
jelentdsen rosszabb lehet. Tovabbi nehézség a szinhibak példaul a kromatikus aberracio
megjelenése, amelyre tobb kezelési megoldas is 1étezik, koziiliik leginkébb elterjedt az

ugynevezett warp-korrekcio (Boult és Wolberg, 1992). A multiplex dSTORM
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képalkotasban az is nehézséget okoz, hogy a kiilonb6z0 fluoroforok eltérd kémiai
Osszetételli lefedokozegben milkodnek a legjobban. A tdbbesatornas dSTORM
képalkotast lehet szekvencialis modon végezni azaz egyszerre csak az egyik
hulldmhossza képalkoté 1ézer vilagitja a mintat. Ezzel szemben a parhuzamos modszernél
a két vagy akar harom csatorndnak megfeleld gerjesztési 1ézer egyszerre megy, az
emisszios oldalon viszont szét kell valasztani a csatornakat dikroikus tiikkrokkel és egy
DualView kamera kiilon teriileteire vetiteni vagy minden csatornahoz kiilon kamerat
hasznalni. Ezekben az esetekben viszont mar szamolni kell csatorna athallassal és az
egyes képek szuperfelbontds szintli egymasra illesztését meg kell oldani. Eldnye
ugyanakkor a parhuzamos megvilagitasnak, hogy a képalkotasi id6 viszont jelentdsen
csokken.

Végiil bizonyos esetekben megoldhat6 a tomb tomografidhoz (Micheva és Smith,
2007) hasonlo szekvencialis festés is, amely soran egy AF647 jelolés képalkotasa utan a
fluorofort kémiailag teljesen ki kell fakitani. Ezutan a mintan egy masik fehérjét festiink,
majd képalkotas utan ismét fakitas kovetkezik és ez a ciklus folytathat6, ameddig a jelolés
érzékenysége ¢€s specifikussaga fenntarthatd (Tam €s mtsai., 2014). Az egyes szinekhez
tartozo képeket a mintaban elhelyezett jelzOpontok, példaul jol rogzitett fluoreszcens

gyongyok segitségével lehet a képalkotas legvégén Gsszeilleszteni.

1.3. STORM mikroszkdpia az idegtudomanyokban

A korabbi fejezetekben bemutatott technoldgiai attorések, majd a rengeteg tovabbi
innovaciods fejlesztés az elmult években az élettudomanyi kutatasok egyik legfontosabb
1) eszkozéveé emelte a szuperfelbontasu mikroszkopiat (Lambert és Waters, 2017). Nem
kivétel ez alol természetesen az idegtudomanyok sem. Szamos mérfoldké felfedezés
szliletett az elmult években szuperfelbontasi STED ¢és STORM mikroszkopia
segitségével, amelyek a dendrittiiskék nyakanak plaszticitasatol (STED, (Tennesen és
mtsai., 2014)), az axonokban talalhat6 kiilonleges aktingytiritkon at (STORM, (Xu és
mtsai., 2013b)) a szinapszisok legfontosabb receptorfehérjéinek részletes nanoskalaju
szervezOdéséig 1) koncepcidkat eredményeztek a molekularis neurobioldgia teriiletén
(MacGillavry és mtsai., 2013; Nair és mtsai., 2013; Specht és mtsai., 2013; Tang ¢és
mtsai., 2016). Ugyanakkor, ahogy osszefoglaldé tanulmanyukban a szerzok felhivjak a
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figyelmet (Lambert és Waters, 2017), a jelentds fejlodés ellenére a szuperfelbontasu
mikroszkopia még szamos megoldatlan technikai nehézséggel és adatelemzési kihivassal
rendelkezik. Ilyen példdul a mintapreparatum kérdése, hiszen a szuperfelbontasu
mikroszkdpos kisérletek talnyomo tobbségét eddig sejtkultira preparatumokon, példaul
primer neuronalis tenyészeteken végezték (Balint és mtsai., 2013; Glebov és mtsai.,
2017). Ezzel szemben az idegtudomanyokban kiemelten fontos, hogy minél jobb
megorzottségl szovetmintan is méréseket lehessen végezni, mivel minden neuronhaldzat
masképpen optimalizalja a kiilonb6z6 sejttipusaiban egy-egy célfehérjének a
mennyiségét ¢€s nanoskaldju eloszlasat. Idegszdvetben eddig nagyon kevés STORM
mérés késziilt (lasd példaul (Dani és mtsai., 2010; Sigal és mtsai., 2015)) és egyedi
sejttipus és kompartment-specifikus szuperfelbontasi molekularis képalkotast hasznald
tanulmany nem sziiletett a doktori disszertaciom alapjat szolgaltatd tanulmanyaink
(Barna és mtsai., 2016a; Dudok és mtsai., 2014) megjelenéséig. Habar doktori munkam
nagy részét az FEredmények fejezetekben részletesen bemutatott moddszertani,
vizualizacios és adatelemzési fejlesztések képezik, az 4j eljarasokat elészor a szinaptikus
endokannabinoid jelpalya nanoskaldji szervezddésével kapcsolatos molekularis
neuroanatomiai kérdések megvalaszolasara alkalmaztuk. Ezért a kovetkezo fejezetekben
bemutatom ezeknek a kisérleteknek a hatterét az endokannabinoid rendszer felépitésének

¢s miikddésének rovid 0sszefoglalasan keresztiil.

1.3.1. A retrograd szinaptikus jelatvitel

A preszinaptikus sejtt6l a posztszinaptikus sejt felé torténd informacioaramlast, amely a
szinaptikus vezikulakbol kvantélisan felszabaduld ingeriiletatvivé anyag anterograd
szinaptikus transzmissziojan alapszik (Fatt és Katz, 1952; Palay, 1956; De Robertis és
Bennett, 1955), mar tobb évtizede részletesen vizsgaljak anatomiai és élettani
modszerekkel. Napjainkra meglehetésen részletes kép alakult ki az anterograd jelatviteli
folyamatok mechanizmusairol, illetve a szinaptikus kapcsolatok erésségének aktivitas-
fliggd dinamikus valtozasarol (Choquet és Triller, 2013). Ezzel szemben a legutobbi
évtizedig nagyon kevés informacio allt rendelkezésre arrol, hogy a posztszinaptikus
idegsejt milyen modon képes a preszinaptikus neuron feldl érkezd szinaptikus bemenet

erOsségének szabalyozasara.
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Ugyanakkor altalanosan elfogadott, hogy egy informacidatviteli rendszerben -
beleértve a biologiai rendszereket is - alapvetd jelentdséglieck a visszacsatolasi
lehetéségek (Astrom és Murray, 2012; Mitrophanov ¢és Groisman, 2008). Az 0sszetett
neuronhaldzatokban nagy strtiségben eléfordulnak pozitiv visszacsatolasok a serkentd
idegsejtek rekurrens kollateralis kapcsolatai révén példaul a hippokampusz CA3
meg kell jelennie a negativ visszacsatolasnak is, ami a gatl6 idegsejtek, serkent6 sejtekre
mend szinaptikus kapcsolatai révén valosul meg. Ilyen feedback gatlosejt példaul az O-
LM (oriens-lacunosum moleculare) interneuron tipus a hippokampuszban (Muller és
Remy, 2014). Hasonldé pozitiv és negativ visszacsatolasi mechanizmusok mar a
szinaptikus kapcsolat szintjén is 1éteznek (Regehr és mtsai., 2009).

Erdekes modon viszonylag késén deriilt ki, hogy a negativ visszacsatolas egyik
legaltalanosabban el6fordulé forméja a kémiai szinapszisokban a retrograd
endokannabinoid jelpalya (Kreitzer és Regehr, 2001; Ohno-Shosaku és mtsai., 2001;
Wilson és Nicoll, 2001). Ennek egyik oka talan az lehet, hogy az endokannabinoidok a
hagyomanyos neurotranszmitterektél ¢és neuromodulatoroktol eltéré moddon nem
szinaptikus vezikulakbol szabadulnak fel, hanem a plazmamembranban talalhato
prekurzor molekuldkbdl hidrolizissel keletkeznek aktivitas-fliggdé moédon (Katona és
Freund, 2012). A posztszinaptikus sejtbdl felszabadulé endokannabinoid jelmolekulak a
preszinaptikus vezikula iriilést rovid vagy hosszi tdvon csokkenteni tudjdk a
preszinaptikus CB: kannabinoid receptorokon Kkeresztiil, igy visszafelé terjedve
szabalyozzak a szinaptikus kapcsolat erdsségét. Az elmult évtizedben kideriilt, hogy ez a
visszacsatolasi mechanizmus el6fordul a legtobb szinapszistipusban az idegrendszer
minden teriiletén, és szamos élettani, valamint korélettani folyamatban jelentGs szerepet

jatszik, ezért érdemes részletesebben is megismerkedni miikddési alapelveivel.

1.3.2. Az endokannabinoid rendszer felépitése

A kendert (Cannabis sativa) az emberiség mar évezredek ota haszndlja nemcsak
pszichoaktiv, hanem fajdalomcsillapité hatasa miatt is. Mindkét hatas szamot tartott a
modern orvostudomany érdeklddésére is, ezért a mult szazad kdzepén aktiv kutatas folyt
a hatoanyag felderitésére. Kideriilt, hogy a kannabisz hatdsaért nagyrészt a A° -tetrahidro-
kannabinol molekula a felelés (THC, (Gaoni ¢s Mechoulam, 1964)). A THC hatas
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megismerésében a kovetkezd nagy I1épést a THC receptoranak azonositasa jelentette,
amely az egyes tipusi kannabinoid receptor (CBi), egy G-fehérje kapcsolt
transzmembran fehérje (Matsuda és mtsai., 1990). A CB1 mellet a CB> receptort is
azonositottak, mint fitokannabinoid célpont, mely a priférias immunsejtekben,
mikroglidkban €s oligodendrocitdkban talalhato de a CB1 —nek van nagyobb jelentdsége
a retrograd informacié atvitelben. A CB1 receptor belsé ligandjai az anandamid (N-
arachidonil-etanolamin, (Devane és mtsai., 1992)) ¢és a 2-AG (2-arachidonil-glicerin,
(Mechoulam ¢és mtsai., 1995)). A teljes rendszer megértése szempontjabol azt is fontos
tudni, hogy a belsd, endogén ligandokat, masnéven az endokannabinoidokat milyen
enzimek szintetizaljdk és a lebontasuk hogyan torténik. Az anandamid pontos
szintézistutvonala maig nem teljesen tisztazott (Maccarrone, 2017). A 2-AG a sejthartyat
alkoto foszfolipidekbdl keletkezik egy enzimatikus kaszkadon keresztiil, amelynek utolso
1épésében az 1,2-diacil-glicerin (DAG) masodlagos hirvivobél a glicerinvaz sn-1
(Bisogno ¢és mtsai., 2003; Stella és mtsai., 1997). A két endokannabinoid lebontasaért
pedig a 2-AG esetében leginkabb az MGL enzim (monoacil-glicerin lipaz, (Blankman és
mtsai., 2007)), mig az anandamid esetében a FAAH enzim (zsirsav-amid hidrolaz,
(Cravatt és mtsai., 1996; Murataeva és mtsai., 2014)) felelds. Még mindig nyitott kérdeés,
hogy az erdsen lipofil endokannabinoidok hogyan jutnak el a posztszinaptikus oldalrdl a
preszinaptikus oldalon talalhaté CB: receptorokig. Valdszini, hogy a retrograd
endokannabinoid jelpalya miikodésében valamilyen transzportfolyamatnak is szerepet
kell jatszania. A jelenleg legelfogadottabb, de a fentiek miatt még részleges mikodési
modell szamos anatomiai €s genetikailag modositott egereken végzett €lettani kisérleten
alapszik. A 2-AG-t termelé DGL-a a posztszinaptikus oldalon talalhato (Katona, 2006),
a CB: receptor ¢és a 2-AG lebontasaért feleldés MGL pedig a preszinaptikus oldalon
helyezkedik el (Dinh és mtsai., 2002; Katona ¢és mtsai., 1999). Ezzel parhuzamosan a
DGL-a és a CB1 knockout egerekbél az endokannabinoid-medialta rovid tavia és hossza
tava szinaptikus depresszid jelensége hianyzik (Tanimura és mtsai., 2010; Wilson és
Nicoll, 2001), az MGL knockout egérben pedig idoben jelentdsen elnyujtott (Pan és
mtsai., 2011). Ezért abban konszenzus van, hogy az endokannabinoidok-altal kozvetitett
szinaptikus plaszticitasban a 2-AG jatszik kulcsszerepet, ugyanakkor nyitott kérdés, hogy

vajon mi lehet az anandamid pontos szinaptikus szerepe (Ohno-Shosaku és Kano, 2014).
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1.3.3. A 2-AG-kozvetitette endokannabinoid jelatvitel

Az endokannabinoid rendszer fobb komponenseinek ¢és azok anatdémiai
elhelyezkedésének megismerése utan a kovetkez6 fontos kérdés, hogy milyen szinaptikus
vagy esetleg nem-szinaptikus élettani folyamatok vezethetnek a 2-AG jelpalya
aktivaciojahoz ¢€s vajon ugyanazok a mechanizmusok minden sejttipuson és
szinapszistipuson hasonlé alapelvvel miikodnek-e? Az eddigi eredmények azt mutatjak,
hogy alapvetéen haromféle moédon aktivalodhat a 2-AG ttvonal: 1) a posztszinaptikus
sejt megfelelé mértékii depolarizacidja altal kivaltott kalcium bearamlas hatasara; 2) a
Gg1 fehérjével kapcsolt GPCR-ek (G protein—coupled receptor) aktivacidjanak hatasara
(pl. mGIuRys aktivilas); vagy 3) a depolarizaci6 és a metabotrop receptorok

aktivaciojanak kombinalasaval (11. abra) (Katona és Freund, 2012).

A negativ visszacsatolds elvén alapulo retrograd 2-AG jelpalya jelentéségét az
egész neuronhaldzat excitabilitdsanak kialakitasaban a szinaptikus biztositék (synaptic
circuit-breaker) modell kisérelte meg keretbe foglalni (Katona és Freund, 2008). A
modell szerint a serkentd szinapszisokban a 2-AG jelpalya elindulasa elsGsorban a
posztszinaptikus sejtre érkezd nagy frekvencidju serkentd bemenet hatasara torténik. Az
alapszintli szinaptikus transzmisszidhoz képest nagyobb koncentracidoban felszabaduld
glutamat felhalmozodik a szinaptikus résben és elérheti a szinapszis szélén talalhato
periszinaptikus metabotrop MGIuRys glutamat receptorokat (Lujan és mtsai., 1996).
Ennek hatasara a szintén periszinaptikus Ggq/11 jelatviteli Gtvonal (Tanaka és mtsai.,
2000) beindul és a hasonloképpen periszinaptikus foszfolipaz Cp (PLCB1) enzim (Fukaya
¢és mtsai., 2008) elbontja a membranalkotd foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP2),
amibdl 1,2-diacil-glicerin (DAG) ¢és inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) keletkezik
(Hashimotodani és mtsai., 2005; Stella és mtsai., 1997). A DAG-bdl az sn-1-specifikus
diacil-glicerin lipaz (DGL-a) egy zsirsavat lehasit, igy keletkezik a 2-AG (Bisogno és
mtsai., 2003). A DGL-a szintén egy periszinaptikus transzmembranfehérje (Katona,
2006), igy a 2-AG mar a plazmamembran kozelében vagy magaban a membranban
keletkezik, majd egy ismeretlen transzportfolyamat segitségével eléri a preszinaptikus
CB: kannabinoid receptort. A CBi1 aktivalasa elinditja a Gipo jelatviteli tvonalat,
amelynek gyors Py alegység kozvetitett hatasa a fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak
blokkolasa (Herlitze ¢s mtsai., 1996), igy a vezikulafelszabadulas valosziniiségének

csokkentése. A masik, lassabb Gij Utvonalon az oj alegység gatolja az adenilat-ciklazt,
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ami csokkenti a cAMP szintet. Ennek kdvetkeztében a protein kinaz A enzimen keresztiil
a RIM-1a fehérje pozicionalasa akadalyozott, ezért a vezikuladokkolas tartosan gatlodik

(Chevaleyre és mtsai., 2007).

VGPC 6T,1P

Glutamat

2+

11. abra A 2-AG kozvetitett retrograd endokannabinoid jelpalya sematikus rajza. A

jelpalya alapvetden két uton aktivalédhat. Az egyik a posztszinaptikus sejt megfeleld
mértékli depolarizacigja altal kivaltott kalcium bedramlds hatdsara, a masik a Ggu1
fehérjével kapcsolt GPCR-ek (pl. mGluRys) aktivacidjanak hatasara. A rajzon a
szinaptikus biztositék modell szerint a nagy mennyiségli glutamat felszabadulas aktivalja
az mGluR1s-t. A posztszinaptikus Ca®* bearamlast depolarizacio okozza. A Ca?* jelzés a
PLCB:1 enzimet aktivalja illetve még nem azonositott modon kozvetlen DAG
felszabadulashoz vezet. A 2-AG a CB: receptoron keresztiil a Gg, jelzésen at a
preszinaptikus Ca2* csatornat blokkolja az Gaijo-n keresztiil pedig a vezikulak iiriilését. A

CB1 jelpalya egyéb utvonalait sziirkével jeloltiik.

1.34. A 2-AG jelpalya nanoskalaju szervezédésének korélettani
jelentosége
Az el6z6 fejezetbdl kideriilt, hogy a szinaptikus endokannabinoid jelpéalya

szabalyozasaban egy periszinaptikus fehérjékbol allo halozat jatszik kulcsszerepet

(Katona és Freund, 2008). Felmeriil tehat a kérdés, hogy a negativ visszacsatolas
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logikajan alapulod szinaptikus biztositéknak és ennek a kiilonleges periszinaptikus
nanodoménben Osszpontosuld makromolekularis masindnak milyen koérélettani
jelentdsége van. Valosziniileg a nanométeres tartomanyban szabalyozott periszinaptikus
lokalizacio jelentOsége a felszabaduld szinaptikus glutamat mennyiségének mérésében
rejlik, amelyet utana a rendszer egy negativ szinaptikus visszacsatolasra fordit le. Erdekes
moédon a periszinaptikus masina molekularis alkotéelemeinek hidnydban epilepszia
alakul ki. A Ggu1, a PLCP1 és a DGL-a knockout egerek egyarant meghalnak spontan
epilepszias rohamokban (Kim és mtsai., 1997; Sugaya és mtsai., 2016; Wettschureck és
mtsai., 2006). Ezzel parhuzamosan a CB:1 receptorok sejttipus-specifikus delécidja a
serkent6 sejtekbdl szintén fokozott epilepszias gorcskészséghez vezet (Monory és mtsai.,
2006). Fontos kiemelni, hogy a sejttipus-specifikus molekularis folyamatok jelent6ségét
az emberi agyban is tapasztalhatjuk. A temporalis lebeny eredetii epilepszias betegek
hippokampuszaban a CB: receptorok a serkenté sejtekrdl elttinnek, ugyanakkor
mennyiségiik a gatlosejtek idegvégzddésein valtozatlan marad (Ludanyi és mtsai., 2008).
Végiil, de nem utolsdsorban izgalmas tény, hogy a kordbban mar emlitett Torékeny X
szindromaban a betegek jelentOs része szintén epilepszias rohamoktol szenved. Ennek
hatterében pedig a DGL-a enzim hibas, mindossze 100 nm-el elcstszott lokalizacidja
allhat (Jung és mtsai., 2012), ami azonban elegend6 ahhoz, hogy a szinaptikus biztositék

mogott alld periszinaptikus masina jelatviteli folyamatai szétkapcsoljanak.

Ezek az eredmények kiemelik, hogy a szinaptikus fehérjék, koztik az
endokannabinoid jelpalya molekularis alkotoelemeinek térbeli elhelyezkedése a kémiai
szinapszisokban nagyon pontosan, nanométeres tartomanyban meghatarozott. Ennek a jol
definialt pozicionak az elvesztése komoly jelent6ségli lehet szamos idegrendszeri
megbetegedésben. Raadasul a preciz molekularis és anatomiai szervezddés, valamint a
korélettani folyamatokkal Osszefiiggd mennyiségi valtozédsok egyarant sejttipus-
specifikus és kompartment-specifikus modon épiilnek fel és mennek végbe. Ezért doktori
munkdm kezdetén ugy gondoltuk, hogy komoly jelentdsége Ilehet egy olyan
szuperfelbontastt mikroszkopos eljaras létrehozasanak, amely lehet6vé teszi a sejt- és

szubcellularis domén-szelektiv nanoskaldju molekularis képalkotast az idegszdvetben.
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2. CELKITUZESEK

A biologiai rendszerek anatomiai és €lettani vizsgalatainak elengedhetetlen kelléke a
mikroszkdp. Az utdbbi években megjelent szuperfelbontasu fénymikroszkdpos technikak
hatalmas tudoményos potencialjuk ellenére viszonylag lassan terjednek, mert az 0j

modszerek atiiltetése a napi mérési rutinba szamos megoldand6 problémat vetett fel.

Hérom alapvet6 nehézség 1étezett doktori munkdm kezdetén. El6szor is az eredeti
tanulmanyokban leirt kisérletek mind egyedi, az adott célfeladatra optimalizalt
miukodtetésiikhoz, és kizardlag sejttenyészetek vizsgalatara voltak alkalmasak. A piacon
kaphat6 és képalkotdé kozpontokban specialistak altal mukodtetett mikroszkdpok
altalaban joval felhasznal6-kozelibbek €s ezért sokkal szélesebb kdrben alkalmazhatdak
tudomanyos feladatokra. Munkénk kezdetekor jelentek meg az elsé generdcios
kereskedelmi rendszerek, de ezek is még szdmos gyermekbetegséggel rendelkeztek, tobb
tipusnak azéta leallitottak a forgalmazasat. Mi a doktori dolgozatban bemutatott kisérleti
méréseinket az elsé generdciés kereskedelmileg kaphaté Nikon N-STORM
mikroszkopon végeztiik. Az elsé idészakban a rendszer beallitasara és optimalizalasara
forditottuk energidinkat, valamint kidolgoztuk a szdvetpreparatumok szuperfelbontast

vizsgalatdhoz sziikséges mddszertani 1€péseket.

Misodsorban az eredeti szuperfelbontast rendszerek kizardlag a szuperfelbontas
elérésére torekedtek. Hidnyzott a technikai lehetdség, hogy a nanoskalaji pontossagu
molekularis lokalizacidés informaciot annak megfeleld cellularis és szubcellularis
kontextusaban lehessen értékelni, ami ugyanakkor Osszetett bioldgiai rendszerekben
alapvetd fontossagu. Ezért munkam maésodik szakaszdban egybeépitettik a
szuperfelbontdsu rendszeriinket egy klasszikus konfokalis mikroszkoppal, amely

lehetdvé tette a korrelativ képalkotast.

Végiil hidnyzott egy atlagos élettudomanyi felhaszndld szdmara is kdnnyen
kezelhetd, nyilvanos €s ingyenes hozzaférésii szoftver, amely képes a két mikroszkopos
modalitasbol szarmaz¢ eltérd adatstruktiraju képeket egyszerre kezelni, megjeleniteni és

uj algoritmusokkal a molekularis adatokat biologiailag relevans kérdésekben kielemezni.

Ezért doktori munkdm soran a kdvetkez6 megoldandé specifikus célokat tliztiik ki:

45



DOI:10.14753/SE.2018.2110

I. A STORM mikroszkopos képalkotas optimalizalasa sejtkultiraban és idegszovet

preparatumon

I.1. A képalkotas optimalizalasa felbontas alatti méretli fényforrasokkal. A megvilagitas
centralasa, az objektiv korrekcios gytirtijének beallitasa, a megvilagitds szogének

beallitasa, 3D kalibracio.

I.2. A Nikon N-STORM mikroszkop felbontasanak mérése.

1.3. A STORM mikroszkdpia kvantitativ tulajdonsagainak vizsgalata.
1.4. Mintakezelési és festési modszer kidolgozasa idegszdvet esetében.

I.5. A CBz receptor jeldlés specificitdsanak vizsgalata egér hippokampuszban STORM
képalkotéasban.

1.6. A STORM képalkotasi paraméterek optimalizalasa agyszovet esetében.

I.7. CB1 immunfestés mennyiségi vizsgalata idegszovetben, kiillonboz6 minta elokészitési

koriilmények kozott.

1.8. A CB1 immunjeldlés STORM képalkotasanak felbontés vizsgalata idegszovetben.

I1. Korrelativ konfokalis és STORM szuperfelbontasu mikroszkopia létrehozasa
II.1. A korrelativ konfokalis €s egyedi molekula lokalizacios mikroszkop felépitése.

I1.2. Korrelativ konfokalis ¢s STORM képalkotas.

IT1. Konfokalis és STORM szuperfelbontasi mikroszkopos képek megjelenitése és

nano-szinti adatelemzési modszerek a VividSTORM szoftverben

III.1. A VividSTORM, korrelativ konfokalis ¢s STORM szuperfelbontast mikroszkopiai

analizis program kifejlesztése.

I11.2. Konfokalis és STORM képek egymasra illesztése VividSTORM-ban.
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II1.3. Molekularis tavolsagok mérése lokalizacidés mikroszkopos képeken.

I11.4. Konvex burkolo6 két pontja kozott legrovidebb felszin menti tavolsag szamitésa.
II1.5. Molekularis stiriségek mérése lokalizacios mikroszkopos képeken.

I11.6. Klaszterezettség vizsgalata lokalizacids mikroszkopias képeken.

I11.7. Receptor internalizacio mérése hippokampalis interneuron terminalisokban.

I11.8. Korrelativ  konfokalis és STORM képalkotas kiterjesztése tobbféle

szovetpreparatumra.
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3. MODSZEREK

3.1. Minta el6készités az elektrofiziologiai és anatéomiai kisérletekhez

A doktori disszertacioban bemutatott kisérleteinket az MTA KOKI Allatkisérleti Etikai
Bizottsaga és a Budapest Févarosi Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Allomas
allatkisérleti engedélyével (engedélyszam: XIV-1-001/2332-4/2012) az ,,Allatok
védelmérdl és kiméletérdl” szoldo 1998. évi XXVIIL torvény (243/1998) 32.§ alapjan
végeztik. A kisérletek tervezése és kivitelezése soran a 3R (replacement, reduction,

refinement) alapelvet kovettiik.

3.1.1. HEK?293 sejtek kezelése, transzfekcioja és immunfestése

Kisérleteinkhez a HEK293 sejtvonalat Dr. Gereben Balazs szivélyes hozzajarulasanak
koszonhetden hasznalhattuk. A tenyésztést a szokasos eljardsnak megfeleléen T25-0s
tenyésztoflaskaban végeztik magas glikdztartalma (25 mM d-gliikkéz) Dulbecco-
modositott Eagle-médiumban, 10% (v/v) héinaktivalt borjuszérummal kiegészitve 37 °C-
on és 5% CO2 tartalommal. A sejtek mikoplazma fertdzésmentességét rendszeres DAPI
festéssel ellendriztiik. A transzfekcio el6tt a sejteket poly-d-lizinnel (20 ug/ml) boritott,
iivegalju edényben (Ibidi, Martinsried, Germany) szélesztettiik. Osszesen 1 pug
mennyiségi, N-végz6édésén EGFP-vel jelolt CB:1 fehérjét kodolo c¢DNS-t (Tappe-
Theodor és mtsai., 2007) hasznaltunk a transzfekcidhoz, amelyhez a gyartoi utasitasnak
megfeleléen 1 pg Lipofektamin 2000-et (Invitrogen) adtunk edényenként. A sejteket
tartalmazo edényeket 18 oraig tartottuk 37 °C-on és 5% CO?2 jelenlétében a megfeleld
mennyiségli cDNS felvétele és a megfeleld fehérjetermelés elérésére. Az inkubacié utan
a sejteket fixaltuk 4% (m/v) paraformaldehiddel (PFA) 15 percen keresztiil, hdromszor
mostuk 0.1 M foszfat-pufferben (PB). Az antitestjelolés érdekében a sejtmembranokat
atjarhatova tettiik 0.05 M Trisz-pufferelt sooldatban (TBS) oldott 0.1% (v/v) Triton X-
100 10 percen keresztiili kezeléssel. Az elsddleges CB1 receptor antitesttel (tengerimalac
anti-CB1 IgG, 1 pg/ml TBS-ben oldva) a mintat egy oran at kezeltiik (Fukudome és mtsai.,
2004). A mintat haromszori TBS mosas utan sajat készitési STORM masodlagos
antitesttel (Cy3 és AF647 jelolt tengerimalac elleni szamdr antitesttel, 1:50 aranyban,

TBS-ben oldva) jeloltiik, utana TBS-el és PB-vel mostuk. Kozvetleniil a STORM
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képalkotas el6tt a PB-t lecseréltiik STORM képalkotasi lefedd oldatra (lasd késébb). Az
expresszids szint alapjan igyekeztiink minél széles intenzitastartomanyban EGFP-t
termeld HEK sejtekrdl képeket késziteni, 6sszesen 43 sejtet vontunk be az analizisbe. A
képalkotasi koriilmények a szoveti preparatumok vizsgalatdra hasznalt beallitasokkal

egyeztek meg (lasd késobb).

3.1.2. Szovetpreparatum készitése immunfestéshez

Egy alombdl szarmazo, felnétt (50-60 napos), him, CB1** és CB1”~ (Prof. Andreas
Zimmer, University of Bonn, Germany szivélyes hozzdjaruldsanak koszonhetden)
C57BL/6H egereket hasznaltunk az immunfestési kisérletekhez (Zimmer és mtsai.,
1999). A perfuzi6 el6tt az allatokat mélyaltattuk hastiregbe adott ketamin—xylazin (25
mg/ml ketamin, 5 mg/ml xylazin, 0,1% w/w pipolphen; 1 ml/100 g) injekcidval. Az
érrendszert sziven keresztiil, fiziologias sooldattal (0,9% NaCl, 2 perc) mostuk at, majd a
szovetek rogzitése céljabol 4%-0s PFA-tartalmu 0,1 M-os foszfat-puferrel (PB, pH=7,4)
perfundaltuk 20 percen keresztiil (100 ml/egér). A perfizié utan az agyat eltavolitottuk a
koponyabol, blokkokra vagtuk és utofixaltuk 4% PFA-ban 2 6ran keresztiil. A blokkokbol
20 um-es metszeteket készitettiik Leica (Nussloch, Germany) VT-1000S vibratommal,
majd PB-ben kimostuk a feleslegben maradt PFA-t. A sziv és vese mintakat ugyan ezzel

a modszerrel készitettik.

3.1.3. Akut, talélé agyszelet preparatum készitése és elektrofiziologiai

elvezetések

Izoflurannal mélyaltatott 25-30 napos, him, C57BL/6H CB:** vagy CBi7~ egerek
lefejezése utan az agyat gyorsan eltavolitottuk a koponyabdl és jéghideg magas
szaharOztartalmi mesterséges agy-gerincveldi folyadékba (ACSF metszdoldat
Osszetétele; NaCl 85 mM, szaharoz 75 mM, KC1 2,5 mM, gliik6éz 25 mM, NaH2PO4 1,25
mM, MgCl> 4 mM, CaClz 0,5 mM, és NaHCO3 24 mM; egyensulyban 95% O2 és 5%
CO2 gazzal) tettiik. A 300 um-es, koronalis szeleteket jéghideg, oxigénnel dusitott, magas
szaharoz tartalmiu ACSF-ben metszettiik vibratommal. A metszés utan a szeleteket 1 6ran
keresztiil 34°C-0s magas szaharoz tartalma ACSF-ben tartottuk ezutdn a mikroszkop
mintatartd kamrédjaba helyeztik (Luigs & Neumann, Ratingen, Germany), ahol
folyamatosan ACSF-et aramoltattunk (ACSF mérdoldat sszetétele; NaCl 126 mM, KCl
2,5 mM, gliik6z 10 mM, NaH2PO4 1,25 mM, MgCl2 2 mM, CaClz 2 mM, és NaHCO3 26
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mM; egyensulyban 95% O2 és 5% CO2 gazzal aramoltatva). A sejteket 900 nm-es infra
tartomanyban kivilagitott, DIC (Differential Interference Contrast) kontraszt
mikroszkoppal (Nikon Eclipse FN-1, Tokyo, Japan), 40x NA:0.8 vizbemeriild
objektivvel és interline CCD-vel (Hamamatsu) tettiik lathatova. A teljes-sejt elvezetéshez
patch-clamp pipettat (3—4 MQ) hasznaltunk, amelyet 0,2% biocytin, 126 mM K-glukonat,
4 mM KCI, 10 mM HEPES, 4 mM ATP-Mg, 0,3 mM GTP-Na, 10 mM foszfokreatin,
tartalmu és pH 7,2, 270—290 mOsm ozmolaritasu oldattal toltottunk fel. A hippokampusz
CAl teriiletének piramisrétegi piramissejtjeit €s radidtum rétegbeli interneuronokat
whole-cell patch-clamp (teljes-sejt folt-aramzar) elrendezésben mértiikk. Az elektromos
jelgorbéket MultiClamp700B erdsitével rogzitettik (Molecular Devices, Sunnyvale,
USA). A gorbéket 3 kHz-es Bessel sziirdvel sziirtiik és 10kHz-el digitalizaltuk Digidata
1440A  analog—digitalis  atalakitoval  (Molecular Devices). A  nyugalmi
membranpotencialt current-clamp (aramzar) modban mértilk, a sejt valaszat az
aramlépcsé hatasara (-200-t61 300-ig, 50 pA-es 1épésekben, 1s) rogzitettik. A sejtet
ezutan voltage-clamp (fesziiltségzar) modban 70mV-on tartottuk 10-30 percre a
biocitinnel vald feltoltés érdekében. A soros ellendllast folyamatosan figyeltiik és a
mérést elvetettiik, ha az értéke tobb mint 20%-ot valtozott vagy elérte a 20 MQ-ot. A
felvett gorbéket Clampfit 10.2 szoftverrel analizaltuk (Molecular Devices). A mérés utan
a szeleteket 4% PFA tartalma PB-be tettiik 40 orara 4°C-ra, igy rogzitettiik a szovetet a

késébbi mikroszkopos vizsgalatokhoz.

3.1.3. Egerek kronikus THC kezelése

A kezeléseket Prof. Miriam Melis végezte a Cagliari Egyetemen, Olaszorszagban az
Olasz Egészségiigyi Minisztérium el6irasainak (D.L. 116/92; D.L. 111/94-B) és az
Eurépai Gazdasagi Kozosség ide vonatkozo irdnyelveinek (219/1990 és 220/1990)
megfelelden. A kisérletben him, C57BL/6J, 21-33 napos egereket (Harlan) hasznaltunk.
A kezelés elején az egereket kozos helyen tartottak ellendrzott koriilmények kozott
(hdmérseklet: 21 £ 1 °C, paratartalom: 60%, 12 oras vilagos-sotét ciklus, korlatozas
nélkiili taplalék- és folyadék-hozzaférés). Az allatokat véletlenszerlien két kezelési
fécsoportra osztottuk. Az egyik focsoport A%-tetrahidrokannabinolt (THC) kapott, 10
mg/kg mennyiségben, a masik focsoport csak a hordozé sdoldatot kapta hastiri injekcio
formajaban naponta kétszer 6.5 napon keresztiil. A THC-t (THC-Pharm GmbH) 1%-0s
(v/v) ethanol és 2% (v/v) Tween80 sooldataban elegyitettiik. A kezelt allatok hat kisérleti

50



DOI:10.14753/SE.2018.2110

csoportja koziil kettét az utolsd kezelés utan 24 oOraval izoflurannal altattunk és az
elektrofiziologiai méréseket elvégeztiik. A harmadik és negyedik csoportbeli allatokon az
elektrofiziologiai és anatomiai méréseket a kezelés vége utan 11.5 nappal végezetiik,
amig az 0tdodik és hatodik csoportnal a mérésekkel 6 hetet vartunk. Az 0Osszes

mikroszkopos mérést, festést és képalkotast a kezelésre nézve vakon végeztiink.

3.2. Szoveti mintak immunfestése

3.2.1. Akut, tulélé szeletekben biocitinnel toltott sejtek elohivasa

A mintakat rogzités utan alaposan mostuk PB-ben és 0.05 M TBS ( pH = 7,4) majd 0,5%
Triton X-100-al (TBS oldatban) kezeltik 30 percen keresztil. A biocitin
megjelenitéséhez a mintara ezutdn AF488-sztreptavidint (1:1000 higitasban, 016-540-
084, Jackson ImmunoResearch) mértiink, majd TBS-el és PB-vel mostuk, végiil
targylemezre huztuk fel és DAPI-tartalmu Vectashield-el fedtiik le (Vector Laboratories).
A fedblemezt (24 x 40 mm Thermo Scientific, Menzel-Glaser, # 1.5) koromlakkal
(Moyra, Benevia Kft.) rogzitettiik.

3.2.2. Immunfestés STORM mikroszkopiara

A 300 pm vastag akut agyszeletet vagy a perfundalt allatbdl szarmazé 60 pm-es
metszeteket desztillat vizben oldott 2%-o0s agardzba agyaztuk ¢és 20 pum vastag koronalis
metszeteket készitettiink Leica VT-1000S Vibratommal PB-ben. A metszeteket alaposan
mostuk TBS-ben majd blokkoltuk 1% (m/v) marha vagy emberi szérum albuminnal
(HSA, Sigma) és a perfundalt mintdknal még Triton X-100-at is adtunk. Az affinitas-
tisztitott elsOdleges antitesteket TBS oldatban hagytuk a metszeteken 24 oOrara
szobahOmérsékleten (20-25 °C) razogépen. A kovetkezd elsddleges antitesteket
hasznaltuk munkank soran: (tengerimalac anti-CB; 1:1000, egér anti-CCK 1:3000, egér
anti-bassoon 1:2000, nyul anti-CB:1 1 pg/ml, egér EGFP 1:1000). A mintakat ezutan
alaposan mostuk TBS-ben, majd a megfelelé masodlagos antitest ramérése utan 4 orat
vartunk. Végezetiil a metszeteket jra alaposan mostuk TBS-ben, illetve PB-ben, a
hippokampuszt kivagtuk és fedblemezre huztuk fel PB-ben, ugy, hogy minden
fed6lemezre egy metszet keriilt, majd hagytuk megszaradni. A feddlemezre szaradt

mintakat 4°C-on taroltuk.
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3.2.3. Antitest jelolése aktivator-riporter STORM képalkotashoz

A masodlagos antitestek fluoroforokkal jeloléséhez a kovetkezo festékek amino-reaktiv
szukcinimidil-észteres valtozatat hasznaltuk: AF405, AF647 (Molecular Probes,
Carlsbad, USA), és Cy3 (GE Healthcare Little Chalfont, UK), amelyeket 0,2 mg/ml
toménységben oldottunk DMSO-ban. Az antitestet (50 pl) és a festékeket (aktivator:
AF405, 4 ul vagy Cy3, 1,5 ul; és riporter AF647, 0,6 ul) egy kémcsdben vegyitettiik és 6
ul, 1IM-0s NaHCOs-at adtunk hozza a reakcio elindulasdhoz. Az elegyet 30 percig
szobahOmérsékleten tartottuk végiil 140 ul DPBS-t adtunk, hogy a reakciot megallitsuk.
Az antitestekhez nem kotott jelold anyagoktdl valé megszabadulés érdekében az elegyet
egy Sephadex G-25 kromatografias oszlopon (GE Healthcare) atszirtiik ugy, hogy az elsé
550 ul térfogatnyi lemosott oldatot eldobtuk, majd a kdvetkezd eludlas soran kapott 300

cres

antitestre es6 aktivator/riperter aranyt spektrofotométerrel ellendriztiik (SmartSpec Plus,

Bio-Rad, Hercules, USA).

3.3. Konfokalis és korrelativ konfokalis STORM képalkotas

3.3.1. Képalkotas biocitinnel toltott sejtekrol

Az akut talelé agyszeletekbdl szarmazo preparatumban (lasd kordbban) Nikon AIR
konfokalis mikroszkdppal alacsony nagyitason 4x vagy 10x objektivvel, nyitott pinhole-
al, folyamatos 512x512 pixeles pasztazassal, 488 nm-es megvilagitassal és 550/20
emisszio mellett megkerestiik a toltott sejttestet. CFI Plan Apo VC 20x NA: 0,75
objektivvel Z-sorozatot vettiink fel a latotérbe optimalisan elhelyezett sejtrol (2048 x
2048 pixel, 131 nm/px, 0,75-1um Z 1épéskdzzel, 100-150 pm Z tartomanyban, 488 nm
megyvilagitassal, 550/50 emisszios tartomanyban) Nikon A1R vagy Nikon C2 konfokalis
fejjel Nikon Eclipse Ti-E, illetve Nikon Eclipse Ni-E mikroszkopokon.

3.3.2. Korrelativ konfokalis és STORM képalkotas

Minden csak STORM és korrelativ konfokalis/STORM képalkotast Nikon Eclipse Ti-E
mikroszkopvazra illesztett Nikon C2 konfokalis fejjel, Andor iXon DU-897, hatsé

megvilagitast, -70°C-ra hiitott érzékeldjl, elektron-sokszorozé toltés-csatolt eszkozzel
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(EMCCD) készitettiink. Fényforrasként a Nikon LU4 Iézerdobozat hasznaltuk, a

felhasznalt 1ézerek pontos jellemzdit az 1. tabldzat tartalmazza.

1. tablazat A mérésekhez hasznalt Nikon LU4 lézerdoboz fényforrasainak adatai

Hulldmhossz Gyarto Tipus Teljesitmény

MPB Communications | 2RU-VFL-P-300-647-B1 {300 mW

Inc.

Coherent Sapphire 561-100 CW CDRH 100 mW

Coherent Sapphire 488-200 CW CDRH 200 mW

CVI Melles Griot 56RCS/S2780 40 mW

A STORM epifluoreszcens kivilagitasat egy iranyban motoros, masik iranyban
manualisan dontheté megvilagitasi szogii TIRF karral végeztik, amelyben egy 2x
nagyitasu lencsével a megvilagitdst a latotér kozepére fokuszaltuk a nagyobb
lézerintenzitas érdekében. Az Andor EMCCD kamera eldtt egy hengeres lencsét
hasznaltunk az asztigmatizmus alapu 3D képalkotdshoz (Huang 2008). Mind a nagy
felbontasu konfokalis képeket, mind pedig a STORM ¢és epifluoreszcens képeket 100x,
NA=1,49, CFl Apochromat TIRF WD=1,2, homérséklet kalibracios gyliriis, Nikon
objektivvel vettiik fel. A képalkotashoz hasznalt sziirOket a 2. tdbldazat foglalja
Ossze.Kozvetleniil a képalkotas eldtt friss STORM képalkotasi lefedé médiumot mértiink
Ossze a kovetkez6 dsszetételben: 5% gliikkoz, 0,1 M 2-Merkaptoetilamin (30070, Sigma,
St. Louis, USA), 1 mg/ml gliikéz-oxidaz (G2133, Sigma) és 1500 U/ml katalaz (C30,
Sigma) Dulbecco-féle foszfat-pufferelt sooldatban (DPBS). Az iivegalju Petri-
edényekben 1évé HEK sejtek pufferét lecseréltiik erre a képalkotasi médiumra és
légmentesen lezartuk, igy helyeztiik a mikroszkép targyasztalara. A szdveti mintdk
esetében, amelyek a feddlemezre (24mm x 40mm) voltak széritva, targylemezre
csoppentettiink 25 ul STORM képalkotasi médiumot €s a mintat tartalmazoé fedélemezt

rovid oldalaval a targylemezre illesztettiik, majd addig toltuk, amig hozzaért a médium
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csepphez, végiil pedig a masik rovid oldalat alatdmasztd csipesszel lassan leeresztettiik.
A hegyes csipesz mindvégig a lemez alatt volt, igy ha buborék keletkezett, akkor vissza
lehetett emelni és a buborékot eltavolitani. A buborékmentesség fontosnak bizonyult,
mert a minta jelentds csuszasat okozhatja, ami felbontasveszteséghez vezet. A lefedés
utan a feddlemezt rogzitettik koromlakkal. A minta megfeleld teriiletét zold EPI
megvilagitasban kerestiik ki a 100xTIRF objektivet haszndlva (t61tott sejt boutonjai). A
kivant fokuszsikot a Ti-E mikroszkop PFS (Perfekt Focus System) nevii hardveres
fokusztartd rendszerével rogzitettiik, majd a konfokalis képalkotasra valtva a Z-sorozatot
vettlik fel (512x512x15 voxel, 78nmx78nmx150nm voxel mérettel). Ahhoz, hogy a két
modalitas, a konfokalis és a STORM kép a lehetd legjobban illeszkedjen egyméshoz a
C2 és az EMCCD kamerak forgasi szogét, eltolasat és nagyitasat illesztettiik egymashoz.
A konfokalis Z-sorozat felvétele utan a mikroszkop optikai atjat ismét az EPI

megvilagitasra és az EMCCD kamerara valtottuk és kikapcsoltuk a fokusz-zar rendszert.
2. tablazat A STORM képalkotashoz hasznalt sziir6kockak jellemzdi

Sziro Megvilagitas Gerjesztés (nm) Emisszio (nm)

Zold EPI 488 515-555

STORM EPI 405,488,561,647  |670-760

<arfiakale 405,488,561,647 | 500-550

DAPI/Cy5 Konfokalis 405,488,561,647  |420-475,660-760

Az AF647-et kikapcsolt allapotba juttattuk a fokusz fel-le mozgatasaval 100%-0S
lézerintenzitasti 647 nm-es megvilagitas mellett a STORM sziir6kockat hasznalva. Az
eredeti fokuszsikhoz a PFS visszakapcsolasaval tériink vissza, amely eltolasi értékén
keresztiil megjegyzi az eredetileg beallitott pozicidt. A STORM képalkotast végiil szintén
az EMCCD kameraval készitettiik (256x256 pixel, 160 nm/pixel, 14 bit sziirkearnyalat),
egyszeres festés esetén 1000 képalkotasi ciklust végezve, minden ciklusban 1 darab

alacsony intenzitasi 405 nm vagy 561 nm aktivacios képpel és 3 darab 100%-0s
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intenzitasu 647 nm-es megvilagitast riporter képpel, 30 ms-os zarid6t hasznalva (4*1000
kép, kb. 2 perc, EM erdsités: 300, konverzids erdsités: 2,5). A kettds jelolések esetében
ismét 1000 ciklust vettiink fel, egy ciklus 8 képbdl allt: 1 alacsony intenzitasu 405 nm-es
aktivacios kép, 3 100%-os intenzitasui 647nm-es megvilagitdsu riporter, 1 alacsony
intenzitasu 561nm-es aktivacios kép, 3 100%-os intenzitasi 647 nm-es megvilagitasu
riporter kép, mindegyik 30 ms-os zarid6vel (8000 kép, kb. 4 perc, EM erdsités: 300,
konverzids erdsités: 2,5). Az alacsony aktivator 1ézerintenzitasokat ugy allitottuk be,
hogy képenként a lehetd legtobb felvillandst lehessen azonositani. A minta fokuszon
kiviili teriiletérdl érkezd 'hatteret' a kivilagitas szogének megdontésével csokkentettiik,
melyet a TIRF kivilagitokar motoros szogallitdjaval értiink el. A képfelvételeket a Nikon
NIS-Elements AR 4.3 programmal és az N-STORM 3.4 modullal vezéreltiik.

A STORM képek felbontdsdnak mérésére a szokasos eljarast hasznaltuk
(Deschout 2014). Mind a HEK sejtes, mind pedig a szoveti STORM képekben kerestlink
50-50 olyan lokalizaciés ponthalmazt, amely feltehetéen egy antitesten 1év6 fluorofortol
szarmazik. Ezeknek a lokalizaciés pontoknak a tdmegkdzéppontjait meghataroztuk és
ezek szerint a halmazokat egymadsra illesztettiik, amibdl egy egyesitett lokalizacios
halmazt kaptunk. A halmazban az X,Y illetve Z koordinatak eloszlasara illesztett Gauss-

------

pontossagot.

3.3.3. A 3D kalibracios gorbe meghatarozasa

A 3D Kkalibraciés gorbe meghatarozasahoz 100 nm-es TetraSpeck fluoreszcens
gyongyoket hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific CN:T7279). Fed6lemez (18 mm x
18mm, #1,5) kdzepére 100 ul DPBS-t helyeztiink, majd ebbe 1 ul gydongyot pipettaztunk,
30 perc utdn a cseppet desztillalt vizzel lemostuk és 10 percig szaradni hagytuk. A
targylemez kozepére 10 pl DPBS-t cseppentettiink, majd erre ratettiik a gyongyoket
tartalmazé feddlemezt és koromlakkal rogzitettik. A mintdit a mikroszkép piezo
mozgatdjaba (Nano-Drive, Mad City Labs) helyeztiik és leszoritottuk. A gyongyoket
fokuszba hoztuk a 100x TIRF objektivvel, az EMCCD kamerat, STORM kockat és 1%-
os intenzitasu, 647 nm-es megvilagitast hasznalva. Olyan latoteret valasztottunk, ahol a
gyongyok nagy szamban vannak jelen (kb. 40-60 db) de képiik a fokuszsiktol tdvol sem
fed at. Fél ora elteltével elinditottuk az N-STORM kalibracids protokolljat, mialatt a
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mikroszkop és a minta mechanikailag stabilizalodott. A hengeres lencsét a kamera elé
csusztattuk. Husz alapvonali kép felvétele utan, a piezo asztalt mozgatva 10
nanométerenként a gyongyok tokéletes fokuszahoz képest -800 nm-t6l +800 nm-ig
minden pozicidban felvettiink egy képet (256 x 256, 160 nm/pixel, EX: 1% 647 nm,
STORM kocka, EM er6sités: 300, konverzios erdsités: 2,5) végiil az asztal visszatért a 0
pozicioba és tijabb 20 alapvonali kép felvételével zarult a protokoll (6sszesen 200 kép).
A szoftver minden képen kikereste a gyongyok helyét és a ROI-ba esd pixel

intenzitasokra a kovetkezo elliptikus Gauss gorbét illesztette:

, ahol h a csicsmagassag, b a hattér (xo, yo) a cstics kdzéppontja wy és a w,, pedig a

<_2(x—xo)2 _2(3’—3’0)2>
G(x,y) = he\ = Wi’ wy* ) +b  (10)

PSF szélessége X illetve y irdnyban. A w, illetve a w,, — Z pozicié (piezo mozgat6

adatabol) fliggvényre pedig a kdvetkezé defokuszalo fliggvényt illesztette:

2 3 4

Wy y(2) = WO\/l + (zd;c) + A(Z;C) + B(Zd;c) 1D

ahol w, a PSF szélessége, mikor a gyongy pontosan fokuszban van, ¢ a fokusz eltolas az

atlagos fokuszsikhoz képest, d az mikroszkop mélységélessége, A és B magasabb rendii

crer

crcr
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3.4. Konfokalis és korrelativ konfokalis/STORM képelemzés

3.4.1. Konfokalis Z-sorozatok dekonvolucioja, transzformacioja

A nagy nagyitasu konfokalis Z-sorozatokat a Huygens Professional (SVI, Hilversum,
Netherlands) szoftverrel dekonvolvaltuk, a mikroszkop és a médium paraméterei alapjan
szamolt PSF-al, legnagyobb valoszinliség modszerével, kilépési paraméternek maximum
100 1épést, illetve 0,01-es eredménybeli valtozast allapitottunk meg. A kapott eredményt
16 bites ics (Dean 1990) képformatumban mentettiik. A dekonvolvalt konfokalis képet a
STORM képre a korrelativ analizishez az Imag] TurboReg (Thevenaz 1998) beépiild
alkalmazasaval illesztettiik. Ez az algoritmus egy affin transzformaciot végez. A
transzformaci6é paramétereit egy konfokalis mikroszkoppal és STORM EMCCD-vel
felvett megfelelden stiri, 100 nm-es gyongyoket tartalmazd mintarol késziilt képpar
alapjan hataroztuk meg (konfokalis kép: 512x512, 80 nm/pixel és EMCCD: 256x256,160

nm/pixel 512x512-re Gjra mintavételezve).

3.4.2. A STORM képek analizise

A mikroszkoppal felvett STORM képsorozatot vagy mozgoképet a Nikon NIS-Elements
AR 4.3 program N-STORM 3.4 moduljaval elemeztiik. Minden képhez ugyanazokat az
analizis paramétereket hasznaltuk (cstcsmagassag: 2500 sziirkearnyalat, automatikus
ROI illesztés, csuszas (drift) korrekcid). Az aktivator-riporter megkozelitésti kett6s
STORM festésekben minden képnél ugyanazt az athallas korrekcids faktort hasznaltuk.

A Z pozicid szamitasahoz kisérletileg meghatarozott 3D kalibracios gorbét hasznaltunk.

3. tablazat A NIS-Elements STORM analizis programjanak kimeneti adatai

Csatornanév A jeldlési csatorna neve.
X A lokalizaci6o X koordinatdja nanométerben.
Y A lokalizacio Y koordinatdja nanométerben.

A lokalizacié X koordindtdja nanométerben az elcsuszas korrekcio

Xc utan (drift correction).
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A lokalizaci6é Y koordinatdja nanométerben az elcstiszas korrekcid

Yc utan (drift correction).

A lokalis intenzitdscstiics detektalasa utan a legfényesebb pixel
Magassag intenzitasanak ¢€s a hattér kiilonbsége.

Teriilet A csucs alatti teriilet (intenzitas*pixel?).
Szélesség A Wx ¢és Wy értékek atlaga.

A lokalizacio tavolsaga a Wx, Wy térbeli Z kalibracios gorbétdl
Fi nanométerben. A Z hibés pontok ez alapjan az érték alapjan esnek ki.
AX A Wy/WX arany.

A lokalizacio hattere. A lokalizaciot befoglald ROI sarok pixeleinek

BG az atlaga.

A lokalizaciohoz tartoz6 pixelek Osszintenzitdsa. (A fokuszsikban
| 5x5 pixel a ROI, ettdl tdvolabb a defokuszaltsag miatt nagyobb.
Képsorszam Annak a képnek a sorszama, amelyben a lokalizacié megjelent.
Hossz Egymast koveto képek szama a bekapcsolt forrassal.

Z A lokalizéci6 Z koordinataja, a 0 pont a fedélemez.

A lokalizacié Z koordinataja nanométerben az elcstiszas korrekcio
Zc utan (drift correction).

’ A forras altal kibocsatott Osszes fotonok szama. Ha tobb képen is
Fotono

megjelent egymas utan, akkor a foton szamok dsszeadodnak. A foton

szama szamot az Osszintenzitds és a foton/intenzitas (ADU) szorzata adja.
) Lateralis (X-Y) lokalizacidés pontossag a Thompson.formulaval
Lateralis
o szamolva a foton szambol.
lokalizéacios
pontossag
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Xw X koordinata az XY sikbeli kromatikus aberracio korrekcidja utan.

X koordinata az XY sikbeli kromatikus aberracio és az elcsuszas

Xwc korrekcidja utan.

Yw Y koordinata az XY sikbeli kromatikus aberracio korrekcidja utan.

Y koordinata az XY sikbeli kromatikus aberracio és az elcsuszas

Ywc korrekcioja utan.

A lokalizaciokat tartalmazo listakat txt formatumban mentettiik el, amely a 3. tabldazat
szerinti paramétereket tartalmazta minden felvillanasra. Az egyes felvillanasokhoz
tartozo foton szamokat a kamera gyari adatlapjan kozolt atvaltasi faktorral szamitja ki a

szoftver a 14 bites sziirkearnyalat értékekbdl (pixel intenzitas).

3.4.3. Biocitinnel jelolt sejtek axonterminalisainak korrelativ konfokalis

és STORM képeinek elemzése

Az egyes idegvégzddésekrodl késziilt dekonvolvalt konfokalis Z-sorozatokat beolvastuk
ImageJ-be (Schindelin és mtsai., 2015), majd a 15 réteg koziil kivettik azt a kozépso
harmat, amelyek maximalis intenzitas vetiilete megfelel hozzavetélegesen a STORM
képek Z tartomanyanak. Erre a vetiiletre alkalmaztuk azt az affin transzformaciot
(TurboReg), ami korrigalja a konfokalis és a STORM keépek kozotti forgasi, eltoldsi és
nagyitasi kiilonbségeket. Ezutan beolvastuk az adott boutonhoz tartoz6 STOM kép txt
allomanyat és pontokkal jelenitettiik meg az egyes lokalizaciokat. A még fennmaradt
esetleges eltéréseket a konfokalis csatorna mozgatasaval korrigdltuk. A konfokalis
pixeles vetiiletképet 1 nm/pixel-re méreteztiik 4t €s ezen a képen koriilrajzoltuk a boutont,
hogy megkapjuk azon STORM lokalizaciok halmazat, amelyek az adott boutonhoz
tartoznak és végiil elmentettilk ezt a kivalasztott halmazt ismét txt formatumban. A

késobbi elemzések részleteit az Eredmények fejezet tartalmazza.

3.4.4. A STORM mikroszkopias képek megjelenitése

A txt formatumu STORM képek megjelenitésére haromféle modszert hasznaltunk. A

NIS-Elements a lokalizaciokat egy kereszttel vagy az adott felvillandshoz tartozo
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szamitott lokalizacidos pontossaggal egyenld félértékszélességli normalizalt Gauss-
intenzitaseloszlassal jeleniti meg. A szinkddolds csatornankénti vagy Z mélység szerinti
lehet. A konvex burkolok 3D megjelenitésére a VMD (Visual Molecular Dynamics,
University of Illinois, USA (Humphrey és mtsai., 1996)) szoftvert hasznaltuk. A txt
formatumot PDB (Protein Data Bank) formatumma alakitottuk a beolvasashoz. Ebben az
esetben a lokalizaciokat a szamitott lokalizacidés pontossagnak megfeleld atmérdji
gombbel helyettesitettiik, a konvex burkoldt pedig palcikakkal jeleztiik. A klaszterek
szinezés¢hez a PDB formatum atomi béta faktorat hasznaltuk. A VividSTORM
szoftverben a lokalizaciok megjelenitésére a gyorsabb miikodés érdekében pottyoket

hasznaltunk.

3.5. Személyes hozzajarulas

A dolgozatban bemutatott fejlesztések és kisérleti eredmények természetesen tobb
kollégam hozzajarulasaval johettek 1étre. Személyes hozzajarulasom lényege réviden
Osszefoglalva a korrelalt konfokalis és STORM mikroszkdprendszer megfeleld
optimalizdldsa ¢és kalibralasa, a konkrét mikroszképos adatgyiijtés, valamint az
adatelemzési algoritmusok és a VividSTORM szoftver fejlesztése volt. Részt vettem
csoportunk STORM kutatadsi programjanak tervezésében és az elkésziilt tanulméanyok
megirdsaban is. Legértékesebb konkrét fejlesztési hozzajaruldsomnak a konfokalis és
STORM képalkotas és analizis részleteinek kidolgozasat és az elemzésekhez sziikséges
sajat fejlesztésti programok megalkotdsat érzem. Fontos kiegészitd hozzajarulas volt a
megvilagitasanak és objektivének optimalizaldsa is. A konvex burkold és a konvex
burkolon mért felszini tavolsagok mérési algoritmusat Dr. Matolcsi Maté segitségével
dolgoztam ki. Az algoritmus leprogramozésa, a felszini slirliségeloszlasok mérési
modszere ¢és leprogramozasa, a klaszteranalizis programozasa, a 3D adatok vizualizacioja

pedig a sajat munkam.

A kisérletekben hasznalt HEK293 sejteket Dr. Christopher Henstridge novesztette €s
transzfektalta. Az immunfestések és az analizis egy részét Dr. Dudok Barna végezte. A
STORM mintak kirakasat nagyrészt Pintér Balazs végezte, de Dr. Szabadits Eszter is
hozzajarult munkajaval. Az egyedi sejtek toltését és az elektrofiziologiai méréseket Dr.

Katona Istvan, Dr. Sang-Hun Lee, Dr. Marco Ledri és Dr. Szab6 Szilard végezték. A
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VividSTORM grafikus feliiletét, az aktiv kontur, illetve a szabadkézi kijelolést, és a
képek Osszerendezését Miczan Vivien és Dr. Horvath Andras programoztak. A vese, sziv
¢s embrionalis agymetszetek készitése Laszld Zsofia munkdja. A kronikus THC
kezeléseket Dr. Claudia Sagheddu és Dr. Miriam Melis végezte a Cagliari Egyetemen

Olaszorszagban.
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4, EREDMENYEK

4.1. A STORM mikroszkopos képalkotas optimalizalasa sejtkulturaban

és idegszovet preparatumon

4.1.1. A képalkotas optimalizalasa felbontas alatti méretii fényforra-
sokkal. A megvilagitas centralasa, az objektiv korrekcios gyturiujének
beallitasa, a megvilagitas szogének beallitasa, 3D kalibracio, kromatikus
aberracio korrekcio.

Az egyedi molekula lokalizacids mikroszkop hasonléan a STED és SIM szuperrezolucios
megoldasokhoz rendszeres kalibraciot igényel. Ezért elészor szisztematikus méréseket
végeztink a kalibracios Iépések optimalizalasanak érdekében (12. abra). A
legfontosabbnak a kdvetkez6 szempontok bizonyultak: i. a megvilagitas centralasa; ii. az
objektiv korrekcids gytriijének beallitasa; iii. a Z vagyis 3D kalibracio; iv. kromatikus
aberracio korrekcid. Tapasztalatunk szerint ezeket a miuveleteket az el6z6 napon
bekapcsolt mikroszkopon (Nikon N-STORM, MCL piezo Z asztallal) kell végrehajtani,

stabil hdmérsékleti viszonyok kozott és alacsony légaramlas mellett.

A megyvilagitas centralasanak célja, hogy az optikai szalon a TIRF kivilagito karba
érkezd lézerfényt a latotér kozepére hozzuk és ezzel az optimalis kivilagitast beallitsuk.
Ez a 1épés nagyon fontosnak bizonyult az egyes mintak kozotti dsszehasonlithatosag

érdekében.

Ezutan a korrekcios gylriivel az objektiv képalkotasat az adott kornyezeti
hémeérséklethez, immerzids olajhoz és feddlemeztipushoz igazitottuk. Tapasztalataink
szerint a korrekcios gyliri beéllitdisdhoz 100 nm-es négyszinli gydngy hasznalata
bizonyult a leghatékonyabbnak. Felallitottunk egy optimalizacios protokollt, amelyben
egyenletes 1épéskozokben valtoztatjuk €s minden 1épésnél egy Z-sorozatot vesziink fel a
latotérben egyenletesen elhelyezkedd és még a fokuszsiktol tavol sem atfedd képii
gyongyokrdl. Az optimalis pozicidban a PSF az X-Y sikra a lehet6 legszimmetrikusabb,

az intenzitasa a legerdsebb és a Z iranyu felbontas is a legnagyobb (12. abra (a)).
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12. abra Nikon N-STORM mikroszkép kalibralasa. (a) 100 nm-es gyongyok Z-
sorozatanak X-Z maximalis intenzitds vetiilete. A 100x TIRF NAI1.49 objektiv
homeérséklet korrekcios gytirlijének a végallapotok kozott egyenletes 1épésekben allitott
helyzeteiben felvett Z-sorozatok. (b) Harom kiilonb6z6 Z helyzetben (-300nm, Onm,
+300nm) felvett képen a szoftver altal felismert felvillanasok sarga keretben latszanak.
Jol latszik a -300nm-nél az X iranyt megnyultsag, +300nm-nél pedig az Y iranyu. (C)
Bal: 100nm-es gyongyok PSF-nek az X (Wx) és Y (Wy) iranyt szélessége a piezd asztal
Z pizicidjanak fiiggvényében. Jobb: A Wy/Wjy tengelyaranyok a Z pozicio fiiggvényében.
Mind a két képen A jeloli az alapvonalat. A kalibracio elején és a végén is 20-20 kép

késziil a 0 Z pozicidban, amibdl latszik a Z irany mechanikai stabilités.

63



DOI:10.14753/SE.2018.2110

Harmadik 1épésben a 3D mérésekhez sziikséges Z kalibracids gorbe elkészitésére kertil
sor az optimalizacidés protokollunkban. A =z kalibraciés gorbe segitségével az
asztigmatikus lencsével torzitott PSF képének X, illetve Y iranya (Wx és Wy)
sz¢lességének aranyabol nagy precizitassal meghatarozhato a felvillanas Z pozicioja.
Meéréseink alapjan a kalibralds egyarant sikerrel elvégezhetd megfeleld stirtiségi,
feddlemezre rogzitett fluoreszcens jeloléanyagokkal (pl. AF647), valamint 100 nm-es
vagy annal kisebb atmér6ji fluoreszcens gyongyokkel. A kalibracid soran Z iranyban egy
nagy precizitasi (10 nm) piezo asztalt mozgattunk €s minden 1épésnél egy képet
készitettiink (Z-sorozat) (12. abra (b)). Az ismert Z helyzet fiiggvényében abrazoltuk a
Wy és Wy értékeket vagy a Wy/Wy értékeket (12. abra (C)) majd a kalibracids gorbét erre
az adatkészletre illesztettiik. Eldzetes méréseink soran kidertilt, hogy a kalibraci6 alatt a
mikroszkép Z irdnyll mozgasdnak minimalisnak kell lennie. Ezt jol nyomon lehetett

kovetni a Z-sorozat el6tt €s utan felvett alapvonal eltérésén (12. abra (C)).

Az objektivek kromatikus aberracidja miatt a minta ugyanazon pontjabol
szarmazo, kiilonbozoé hullamhosszisagu fotonok a mikroszkopos képen kiillonbozo
pontokba vetiilnek (X, Y és Z irdnyban is). Az eltérés a kiilonboz6 'szinek' kozott a latoteér
teriiletén mas és mas. Ezért végiil a negyedik 1épésben ennek a hatasnak a korrigalasara
a warp korrekcidt vezettiik be, amely tapasztalataink szerint jol alkalmazhato a STORM

képalkotas soran.

Eldszor meghatarozzuk azt a p = F(r, 1) vektor-vektor fiiggvényt, amely megmutatja,
hogy adott r pontban talalhatd A hullamhosszu forrasbol szarmazo lokalizaciot, milyen p
vektorral kell elmozgatni, hogy az kompenzalja az aberraciot. Ehhez a fliggvényhez ismét
felbontas alatti méretii, négy fluoreszcens emisszids tartomanyt, a latdteret egyenletesen,
de nem atfedve beborité gyongyoket hasznalva négy csatorndban Z-sorozatot vesziink
fel. Ekkor megmérhetjiik a gyongyok r helyén a p értékeket. Erre az adatkészletre,
illesztve kapjuk a p = Fy; (1, 4) fiiggvényt, amivel korrigalhatjuk a tobb spektralis

crcr
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4.1.2. A Nikon N-STORM mikroszkop felbontasanak mérése

Az egyedi molekula lokalizacidos mikroszkopidk feloldoképességét tobb kiillonbozo

paraméter is befolyasolja.

1. Az egyik az egyes fényforrasok (tobbnyire fluoreszcens kismolekulédk vagy fehérjék)
altal kibocsatott fotonok szama (Ober és mtsai., 2004; Thompson és mtsai., 2002). Minél

crer

lokalizacios pontossag a foton szdm gyokének reciprokéval skalazodik (6. egyenlet).

2. Egy masik fontos paraméter a mikroszkdp mechanikai stabilitasaval fiigg 6ssze. A
STORM képalkotas soran sok ezer vagy tizezer kép felvételének ideje alatt, a minta X-Y
¢s Z iranyban is mozoghat, ami a hardveres (Z irdny) és szoftveres (X-Y sik)

kompenzaciok ellenére a felbontds romlasat okozza.

3. A lokalizaciés pontok striisége meghatarozza, hogy milyen finomsagu struktirakat
tudunk megfigyelni (Nyquist-mintavételezés). Példaul egy kerek struktaran elegendd
lokalizacionak kell lenni, hogy azt ne G6tszognek vagy valamilyen mas geometrianak

lassunk.

Tapasztalatunk szerint a lokalizaciés pontatlansagbol és a mikroszkop
mozgasabol szarmazd egylittes hatast a felbontoképességre egyszeriien tudjuk vizsgélni
felbontds alatti méretli, fluoreszcens gyongyok hasznalatidval. A mérdrendszeriink
tesztelésére feddlemezen egyenletesen elosztott, de 4t nem fedd képli, 100 nm-es
gyongyoket hasznaltunk. Egymds utdn tobb mérést végeztiink kiilonbozd gerjesztési
megvilagitas intenzitds mellett, de azonos képfelvételi idovel. Ezzel a megoldassal a
mechanikai stabilitds minden felvételre egyforma mértékben hatott, igy a kapott képeken
megbecsiilhettiik a foton szam hatasat a lokalizacids pontossagra. A gyongyokrél 6tszaz
képet készitettiink €s a kapott lokalizacios pontok X tengely mentén mért eloszlasara
Gauss-gorbét illesztettiink, mivel ismert, hogy a Gauss-gorbe félérték-szélessége a
felbontassal egyezik meg (Huang és mtsai., 2008). Az alacsony foton szamoknal (kb. 50)
jol megtigyelhetd volt a pixelek Poisson-zaja, sokszor még a legnagyobb intenzitasu pixel
sem ugyanoda esett. Hatezer fotonnal a kiilonb6z6 képeken a PSF alakok szinte teljesen
atfedoek. Méréseink alapjan a 100 nm-es gyongyok esetében hatezer foton mellett

konnyen elérhet6 a 6 nm koriili felbontas (13. abra).
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13. abra A lokalizaciés pontossag fiiggése a fotonszamtol. Feddlemezen rogzitett

100nm-es fluoreszcens gyongyokrol késziilt 6tszdz kép lokalizacidinak X-Y eloszlasa
kiilonboz6 foton szamok mellett €s a PSF-0k négy-négy véletleniil kivalasztott képe. Az
elsd oszlopban 1%-o0s 1ézer megvilagitas mellett felvett képek lokalizaciojanak eloszlasa
feliil, kozépen az X tengely mentén a lokalizaciok hisztogrammja és a rd illesztett Gauss
gorbe, alul a négy véletlen kép az 6tszazbol. Az oszlopok adatai balrdl jobbra: 1ézer

intenzitas (LI), foton szdm (FSZ), Rayleigh felbontas (d)

LI:1%, FSZ:46 (std:7.8), Gauss c: 25nm, d:75nm
LI:8%, FSZ:670 (std:35), Gaussoc: 6.2nm, d:18nm
LI:64%, FSZ:6400 (std:111), Gauss c: 2.18nm, d:6.6nm
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4.1.3. A STORM mikroszkopia kvantitativ tulajdonsagainak vizsgalata

Fontos kérdés, hogy a STORM képalkotas alkalmas-e abszolut vagy relativ mennyiségi
mérésekre. Mivel az STORM alapvetden egy sztochasztikus képalkotas, ami azt jelenti,
hogy az egyes jelolések csak egy bizonyos valdszintiséggel érzékelhetdek. Radadasul egy
jelolés akar tobbszor is megjelenthet (Dempsey és mtsai., 2011). Ezért ugy véltiik, hogy
preciz abszolut kvantifikdcié megvaldsitasara kevés az esély, annak ellenére, hogy a
szakirodalomban 1éteznek becslési eljardsok a fluoroférok abszolut szamara
vonatkozolag (Levet és mtsai., 2015; Specht és mtsai., 2013; Veatch és mtsai., 2012).
Mivel egy idegrendszeri betegségben egy molekula mennyiségének relativ megvaltozasa
is nagyon hasznos informaciét jelent, ezért inkabb arra a kérdésre 0sszpontositottunk,
hogy milyen moédon lehet igazolni, hogy a STORM képalkotassal késziilt méréseink

relativ kvantifikaciora viszont alkalmasak.

A relativ kvantifikdcio azt jelenti, hogy ha tobb a jel6ldanyag altal reprezentalt
célmolekula, akkor tobb lesz a kapott szuperfelbontasu képen a lokalizacios pontok szdma
(NLP, Number of Localization Points). Ennek ellenérzésére olyan HEK-293 sejtkulturat
hasznaltunk, amelybe a human cnrl (CB; receptor) gén EGFP-t kodolo szekvenciaval
fazionalt konstrukciojat tartalmazo plazmid DNS-t transzfektaltunk. A HEK-293 sejtek
igy az N-végzodésii EGFP (sejten kiviili szakasz)-CB: (transzmembran) fizios fehérjét
nagy mennyiségben fejeztek ki a sejthartyajukban. A sejtek rogzitése és permeabilizalasa
utan a CB: receptort immunfestéssel jelenitettik meg egy C-végzddésii szakaszon
talalhato epitop ellen késziilt elsddleges antitest és tovabbi masodlagos antitesteket
hasznalva. Az EGFP mennyiségét sajat fluoreszcencidjanak intenzitasaval mértiik (14.
abra). Mivel a két jelolés (EGFP és CB;1 elleni antitest) ugyan azt a fehérjelancot jeleniti
meg, a hagyomanyos fluoreszcens (EPI vagy konfokalis) képen az EGFP-nek és a
STORM csatornaban a CB1 képnek hasonl6 térbeli eloszlast kell mutatnia. A 15. dbran
lathato epifluoreszcens, konfokalis és STORM képek alapjan jol latszik, hogy jelolés
eloszlasok kvalitativ mdédon ugyanazt a biologiai struktirat, jelen esetben a HEK sejt
plazmamembranjat jelenitik meg. A relativ kavantifikdciohoz azonban az is sziikséges,
hogy ahol tobb a fluoreszcens jel, ott tobb STORM lokalizacios pontot (NLP) mériink.
Ennek kisérleti meghatarozasahoz tobb egyedi HEK sejtet vettiink fel mind a konfokalis
EGFP csatornaban, mind pedig a CB1 immunjel6lt STORM csatornaban. A HEK sejteket
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ugy valogattuk meg, hogy a CB1 expresszios szintjiilk széles tartomanyban valtozzon,
azaz fluoreszcens intenzitasuk a detektor dinamikus tartomanyat kitoltsék. A teljes
képekre vonatkoz6 EGFP konfokalis fluoreszcens jel és az 0sszes lokalizacios pont értéke
erds pozitiv Osszefliggést mutatott (n = 46 sejt, 5 fedélemez, Spearman’s rank order
correlation, R = 0.92, p < 0.001). A fluoreszcens dinamikus tartomany nagy részén a

STORM NLP és az EGFP pixelintenzitas jel erOsen linearis dsszefiiggést mutatott.
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14. abra CBiR-EGFP konstrukcio sematikus abraja. A HEK sejtekben kifejezett
CB1R-EGFP fuzios fehérje sajat fluoreszcencijat konfokalis kameraval a C végzdodést

jelold antitestet pedig STORM képalkotassal vizualizaltuk

A felvett tartomany széleinél a linearitds sériilt. Ennek oka a tartomény tetején
egyrészt az lehet, hogy a nagyon erds jeloléseknél a nagy epitop stirliség miatt k6tddo
antitestek mar térben gatolhatjak egymast, ami az immunfestés jelolésének gyengiilését

okozza, de eléfordulhat az is, hogy a STORM képalkotas kdzben tilzottan nagy jelolés
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stiriségeknél az egymassal atfed6 szomszédos PSF-k mar nem detektalhatok egyedi
lokalizacioként, ami szintén a lokalizacids pontok stirtiséget csokkentheti fals médon. A
tartomény aljan a két technika, féleg az EMCCD (STORM, kvantumhatéasfok: ~90%) és
a PMT (konfokalis, kvantumhatasfok: ~15%) detektorok kozotti érzékenységbeli
kiilonbség okozhat gondot. A STORM nagyon érzékeny, hiszen egyetlen fluorofor is

megjelenik a képen, amig a konfokalis képalkotds alacsony intenzitdsoknal mar csak a

szoveti hatteret vagy a mérérendszer hatterét detektalja.

EPI Konfokalis STORM

15. abra CB: receptort kifejez6 HEK sejt. A CBi-et immunfestéssel jeloltiik és az
AF647-es fluorofort EPI, konfokalis és STORM képalkotéassal vizualizaltuk. Az alsé
sorban a teljes sejt lathato a kiillonb6z6 modalitasokban, felette pedig a négyzettel jelolt

rész kinagyitott részlete (balra: EPI, kozépen: konfokalis, jobbra: STORM).

4.1.4. Mintakezelési és festési modszer kidolgozasa idegszovet esetében

Az els6 STORM képalkotasi mérések €s szisztematikus festéktesztelési kisérletek
mesterségesen eldallitott, sejtmentes rendszereken (Dempsey és mtsai., 2011; Rust és
mtsai., 2006) késziiltek. Ezek idealis koriilményeknek tekinthet6k mikroszkopos

szempontbol az alacsony hattér és a felszinhez kozeli struktirak miatt. Doktori munkdm
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kezdete utan jelent meg az elsd idegszovet preparatumban késziilt kisérleti eredmény

STORM képalkotéssal (Dani és mtsai., 2010), azonban ebben a tanulményban fagyasztva

metszéssel késziiltek a szovetpreparatumok.

16. abra Hippokampalis agyszovetimetszet elokészitése STORM mikroszkopiahoz.
(a) A fixalt szovet beagyazasa 2%-o0s agarozba. (D) A beagyazott szovet korbevagasa a
vibratbmos metszéshez. (C) Az immunfestés utan a 20 pm-es metszetet tisztitott
fed6lemezre tessziik és sztereomikroszkopos megfigyelés mellett a puffert fokozatosan
eltavolitjuk, tigyelve, hogy a metszet ne hajoljon be. (d) A fedélemezre szaritott

hippokampalis mintat 4°C-on taroljuk lefedés nélkiil a képalkotas megkezdéséig

Ez a metszési technika tobb ponton nem ideélis az immunfestés szempontjabol. Ezért
kovetkezd célunk a neuroanatomiaban altalanos hasznalt szovetkezelési €s immunfestési
protokollok STORM képalkotisra torténd optimalizaldsa volt. Osszehasonlit6
kisérleteinkben kideriilt, hogy a vékony, felhtizott fagyasztva metszett mintakon a jeldlés

sokkal kevésbé érzékeny a vibratommal metszett és szabadon lebegd metszethez képest.
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Réadasul a szoveti szerkezet megOrzottsége szintén jobbnak bizonyult a vibratomos
metszés esetében. Ezért beallitottunk egy protokollt, amelyben 20 pm vastag vibratomos
metszeteket készitettiink, amelyeket az oldatokban szabadon lebegd modon végzett
immunjeldlés utan fedélemezre raktunk, majd raszaritottunk. A mindossze 20 pm vastag
metszetek kezelése nagy ligyességet igényelt. Az livegbdl ecsettel kivett metszeteket a
fedélemezen szintén ecsettel lehetett kisimitani, majd a felesleges folyadékot 6vatosan
Pasteur pipettaval, illetve szlirOpapirral eltdvolitani. A metszet ezutan raszarad a
fed6lemezre, melyet 4 °C-on hetekig lehet tarolni (16. abra). Tapasztaltunk szerint
gyakran el6fordul, hogy a metszet a tarolas soran hullamosodik. A képalkoté médiummal
torténo lefedés elott ezért ellendrizni kell és ha hullamos a metszet, akkor a fedélemezen
kevés pufferben fel lehet usztatni és Gjra kisimitani. A STORM mikroszkopos felvételek
elott a szaraz metszetet frissen késziilt képalkotd lefedd6 médiummal kell lefedni, a
széleken az esetleg tulcsordult folyadékot sziirdpapirral leitatni, majd a feddlemezt

koromlakkal rogziteni.

4.15. A STORM Kképalkotasi paraméterek optimalizalasa agyszovet

esetében

Az egyedi molekula lokalizdcios modszerek szinte mind egyszerli EPI fluoreszcens
mikroszkopot hasznalnak. A mintat 1ézerrel vilagitjuk meg, a fluoreszcencia érzékelése
pedig EMCCD vagy sCMOS kamerakkal torténik. A teljes latotér kivilagitasa leginkabb
a TIRF mikroszkopok esetében hasznalt optikaval valosul meg. Mint minden képalkotasi
technikaban, tapasztalatunk szerint a STORM esetében is jelentds hangsulyt kell fektetni
a megfeleld képalkotasi paraméterek megvalasztasara, amelyek kozott specialisan az erre
a moddszerre jellemzdek 1is megtalalhatoak. A megvilagitas intenzitdsanak
optimalizalasadhoz eldszor is figyelembe kell venni a fluoreszcens jel6ld anyag fotokémiai
tulajdonsagait. Az AF647 esetén a kivilagitas intenzitdsa kevéssé befolyasolja az egy
bekapcsolasra esd foton szamot. Viszont nagyobb teljesitménynél az aktiv ciklusidd (duty
cycle) hamarabb eléri a kivanatos alacsony értéket és a nagyobb végleges fakulasi arany
miatt egy AF647 festék kevesebbszer villan fel (Dempsey és mtsai., 2011). Az AF647

ilyen viselkedése miatt méréseink alapjan a kivilagitast érdemes a leheté legnagyobb
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teljesitményre allitani (2-10 kW/cm2). A detekcids oldalon szintén tobb paraméteres az
optimalizécios tér. A Nikon N-STORM mikroszkopon mi Andor iXon Ultra 897 EMCCD
kamerat hasznaltunk. Az EMCCD kamerak eldnye, hogy még a kiolvasas elétt lehet
erOsiteni a jelet (EM gain), igy a kiolvasasi zaj nem erdsodik, jobb lesz a Jel/Zaj arany
mas rendszeri kamerakhoz képest. A legjobb Jel/Zaj arany érdekében tapasztalataink
szerint az EM gain-t 300-ra, a PreAmp gain-t pedig 2,4x-re érdemes allitani. Ennek a
kameratipusnak tovabbi elonye, hogy ugynevezett hatsé megvilagitasu érzékeld
lapocskat hasznal, ami a kamera kvantumhatasfokat noveli jelentésen (90%, 700 nm
hullamhossznal). Az expozicids id6 alapvetden a festékek aktiv ciklusidejétol fiigg. Ha
nagyon hosszu az expozicios id6 (>300 ms), akkor nagy eséllyel kapunk egy-egy képen
atfedd pontatviteli fiiggvényeket ('végtelen' expozicids idé esetén hagyomanyos EPI
fluoreszcens képet kapunk vissza). Ha az expozicios id6t nagyon alacsonyra valasztjuk
(<16 ms), akkor pedig egy felvillanas tobb képen is megjelenik. Ilyenkor meg kell
vizsgéalnunk, hogy vajon ugyan az a felvillanas tart-e tobb képsorozaton keresztiil, vagy
az mar egy masik, fliggetlen felvillanas. Rdadasul a kiilon pixelkiolvasasok miatt a Jel/Zaj
arany is csokken. Szisztematikus méréseink alapjan az AF647 esetében 30 ms expozicids

1d6 az optimalis.

A TIRF kivilagitasi rendszernek koszonhetden a megvilagitas szoge valtoztathato.
A dontott kivilagitas eldnye, hogy egészen ferde szogeknél (a kivilagitasnak az objektiv
optikai tengelyétdl nagy szogeltérésnél) a minta egyre vékonyabb szeletét éri csak a
gerjesztd fény, igy a fokuszon kiviili mélységekbdl szarmazo elmosodott kép kevésbé
rontja a Jel/Zaj aranyt. Szamos felhaszndloi tapasztalat utan kideriilt, hogy az idealis
kivilagitasi szoget mintarol-mintara és mélységrél-mélységre be kellett allitani. Egyes
egyedi épitésti rendszereknél megvalositott HILO kivilagitds még alkalmasabb a Z irdnyu
megvilagitas vékonyitasara (Tokunaga és mtsai., 2008). Az eddigi beallitdsok az egyedi
PSF képének optimélis felvételére vonatkoztak. A STORM képalkotds soran
természetesen egy latotérben nem egy PSF jelenik meg a legtobb esetben, hanem mintatol
fliggben akar tobb szaz is eléfordulhat. Tapasztalataink szerint nagyon fontos, hogy
mindig egyensulyt kell tartani az egy képen megjelend felvillanasok szama és az ezek

koziil egymassal atfedo PSF-liek szama kozott.
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17. abra A STORM képalkotas paramétereinek optimalizalasi 1épései idegszovet
preparatumban. (a) AF405 - AF647 aktivator-riporterrel jelolt CB: immunfestés egér
hippokampusz metszetben. A mintdkat a legerdsebb 647 nm-es 1ézerrel folyamatosan
vilagitottuk meg. Minden képen 1,5-es gamma korrekcid van. A képek (bal) és a beldliik
nagyitott egyetlen lokalizacidk (jobb) kiilonbozé (TIRF optikéval bedllitott) szdgi
gerjesztd megvilagitas mellett lathatoak (fentrdl lefele). A megfeleld szogbeallitas mellett

alacsony hattér és a PSF nagy csucsmagassaga érhetd el.
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(b) A zarid6, EM er6sités és az elGerdsités (PreAmp gain) az (@) pontban beallitott
sz0gnél optimalizalva. () STORM képalkotds egy még meg nem vilagitott teriileten a
megfeleld lokalizacids pontsiiriség beallitasara. Egy 405 nm-es aktivacidos megvilagitasi
kép (nem lathat6) utdn harom 647 nm-es gerjesztd kép lathato (balrdl jobbra). Fentrdl
lefelé latszik a kiilonbozd szazalékban kifejezett aktivator intenzitasok hatasa a
lokalizéacios pontok szamadra (stirliségére). Az optimalis 1%-nal a PSF-ok szama magas,
de kevés az atlapolo kozattiik. (d) Egy harmadik még meg nem vilagitott teriilet 10 perces
(20.000 képkocka) STORM képalkotasanak egyes adatai az (a-C) -ben optimalizalt
paraméterek mellett. Az iires fekete karikak a 100 képenkénti lokalizacios pontok (NLP)
szamat mutatjak az id6 fliggvényében, az Gsszesitett NLP-t a piros szaggatott vonal jelzi,
mig a eltelt idore esO Osszesitett NPL-k sziirke szaggatott vonallal latszanak. A

képenkénti NLP 50%-ra csokken 3000 kép utan (90 masodperc).

Ha nagyon kevés a felvillanas, akkor az atlapolas valosziniitlen, kevesebb lesz az analizis
soran elvesztett lokalizaciok ardnya, de lassabb lesz a képalkotas. Ha viszont til sok
felvillanas jelenik meg egy képen, akkor akar minden PFS atfedhet egy szomszédossal,
igy lehetetlenné valik a Gauss-illesztés. Mind az aktivator-riporter, mind pedig a
dSTORM megkozelitésben bizonyos meértékig befolyasolni tudjuk a felvillandsok
stiriséget a megfeleld aktivator megvilagitassal (Bates és mtsai.,, 2007). Az AF647
esetében a 405 nm-es megvilagitas eldsegiti a fluorofor bekapcsolt allapotanak 1étrejottét
a kikapcsolt allapotban bekdvetkezd UV abszorpcios hatdskeresztmetszet ndvekedéssel
(Dempsey €s mtsai., 2009b; van de Linde €s mtsai., 2011; Vogelsang €s mtsai., 2008). Az
optimalis aktivator megvilagitasnal tehat maximalizalnunk kellett a képenkénti, Gauss-
illesztésre alkalmas PSF-ek szamat. A mintaban a fakulas miatt a fluoroforok szama egyre
csokkent, igy ha a képenkénti felvillanas szamot (NLP) alland6 értéken akartuk tartani,
akkor az aktivator lézer intenzitasat folyamatosan novelniink kellett. A STORM
képalkotds megvilagitasi és érzékelési oldalon is sokféle értékkel befolyasolhato, az
egyes paramétereknek nagy hatdsa van a Jel/Zaj ardnyra és a képfelvételi sebességre. A
biologiailag érdekes vizsgalatok alapfeltételeként sikeriilt a STORM képalkotasi

paramétereket optimalizalnunk agyszovetben (17. abra).
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4.1.6. A CBi1 receptor jelolés specificitasanak vizsgalata egér hippokam-

puszban STORM képalkotasban

Az immunjelolések jellegzetes tulajdonsdga, hogy minden egyes antitestnek egyedi
jellemzo6i vannak (szelektivitds, szenzitivitas). Rdadasul a primer antitest fals pozitiv
jelolése mellett az immunfestés, mint modszer szintén okozhat hattérjeldlést. Az
els6dleges-masodlagos antitest jelolési modszerben ugyanis szamolni kell mind az
elsddleges, mind a masodlagos antitest specifitasdnak tokéletlenségével azaz a fals
pozitiv jelek eléfordulasaval. Végiil egy 0j képalkotasi eljarasban szintén rejtézhet olyan,
még nem ismert modszertani hiba, amely fals pozitiv eredményekhez vezet. Ezért a
STORM lokalizécios pontok ellenérzésére mindenképpen sziikséges egy negativ kontroll
kisérlet elvégzésére. Ahhoz hogy eldonthessiik, hogy a STORM lokalizacios pontjaink
valoban a CB1 receptort jeldlik, Osszehasonlitottuk a vad tipust egerekbdl szarmazo
mintak immunfestéseit CB1 receptor génkiiitott allatokbol szarmazé mintakkal. Egy
masodik negativ kontroll kisérletben az els6dleges antitestet kihagytuk, igy becsiilhetévé
valik a méasodlagos antitest altal okozott hattér mértéke. Szintén fontos szempont, hogy a
jelolt célfehérje térbeli és siirliségbeli eloszldsa altalaban jelentdsen eltér a hattérétdl.
Ezért az adott kisérletben fontos szubcellularis kompartmentumban célszerii elvégezni a
kontroll méréseket és jol alkalmazhaté a jelolés klaszterezettség szerinti szétvalasztas is.
A csoport vizsgalat (klaszter analizis) modszerében ugyanis valaszthatok olyan
valtozoértékek, amelyek csak a hattérre jellemzd lokalizacids pontokat véalasztjak ki, igy
az esetlinkben amugy is alacsony nem-specifikus jelolési hattér tovabb csokkenthetd.
Mivel kutatocsoportunk évtizedes tapasztalatokkal rendelkezett a CB: kannabinoid
receptorok eloszlasardl a hippokampalis CB1-pozitiv interneuronok axonvégzddéseiben,
ezért a kontrollméréseinkben a fenti vizsgédlatokat ezekben a szubcelluléris
kompartmentumokban végeztiik el, ahol a receptor amugy is nagy stirliségben van jelen.
A kapott eredmények aldtdmasztottak, hogy a STORM képalkotas kombinalasa
immunfestéssel idegszovet prepardtumon nagy érzékenységili és specifitasi méréseket

tesz lehet6vé (18. abra).
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18. abra A CBu1 receptor jelolés specificitasanak vizsgalata. (a) CB; immunfestés egér
hippokampalis agymetszetein dSTORM eljarassal megjelenitve. A specifikus jelolés az
axonokban és axonterminalisokban jol latszodik. (b) Ugyanazon alombdl szarmazd, de
CB: génkilitott egerek mintdinak festésén csak szorvanyosan megjelend aprd, nem
specifikus jeloléscsoportok lathatok. (C) A masodlagos ellenanyag probédja vad tipust
allatbol szdrmazd metszeten. Minden mintakészitési 1épés megegyezik az (a) abran
lathatoval, de a CB1 elsédleges ellenanyag hianyzik a kisérletbdl. (d-f) Az a-c képeken
lathato régiok stiriség szlrés utdn (VividSTORM segitségével lasd késébb). A kis
stirliségli pontok nagy része eltlint, mig a nagyméretli és siirliségli specifikus jelek
megmaradtak. (g) Az egyes mintacsoportokhoz tartozo lokalizacids pontszamok stirliség
szliréssel és anélkiil (koriilményenként harom kép alapjan). (h) A lateralis felbontas
minden koriilményben ugyanaz, igy ez alapjan a specifikus jel nem kiilonithetd el az

aspecifikus jeltol

76



DOI:10.14753/SE.2018.2110

4.1.7. CB: festés mennyiségi vizsgalata agyszovetben kiilonb6z6é minta
elokészitési koriilmények kozott

A Dbiologiai mintdk feldolgozésa sokszor nagyon sok Iépésben, sokféle anyag
felhasznalasaval (pl. kiilonb6zo antitestek) és valtozd kornyezeti koriilmények kozott
(hdmérseklet, paratartalom, megvilagitas) torténik. Az ilyen valtozatossdgok hatasanak
vizsgalatara tovabbi kontrollkisérleteket terveztiink. Az elsé dsszehasonlitd kisérletben
mind az elektrofiziologiai mérések akut tléld agyszeletekbdl, mind a szovet elokészités
¢és az immunfestés egymassal parhuzamosan két laboratoriumban késziiltek (Irvine-ban,
illetve Budapesten). A két helyszinen késziilt mintakat Budapesten mértiik ugyanazon a
STORM mikroszkopon. Az eltéro kisérleti helyszinek, tarolasi és szallitasi kiilonbségek
ellenére a két varosban készitett mintdkban a boutononkénti CB1 lokalizaciok szamaban
nem volt kimutathato kiilonbség (Kolmogorov-Smirnov teszt, p > 0.05, n = 150 és n =

279 bouton, n = 7 és n = 6 kosarsejtbdl Irvineben, illetve Budapesten toltve).

Masodik 6sszehasonlito kisérletiinkben megvizsgaltunk kétféle CB1 elsddleges antitestet
is, amelyeket tengerimalacban, illetve olyan transzgenikus nytlban termeltek, amely
taltermeli a ujsziilottkori Fc receptort (FcRn). A hippokampalis interneuronok
idegvégzddéseiben mért CB1 lokalizaciok szamaban itt sem mutatkozott kiilonbség (n =
279 és n = 302 boutons n = 6—6 Kosarsejtbol tengerimalacbol illetve nyulbdl szarmazo

anti-CB; antitesstel jeldlve, Kolmogorov-Smirnov teszt, p > 0.1).

Végiil a harmadik 6sszehasonlitd kisérletben azt vizsgéltuk, hogy az elektrofizioldgiai
mérések soran a sejtek feltoltése biocitinnel okozhat-e torzulast a CB1 receptorok
kimutathatésagdban. A patch-clamp elvezetés soran a sejt feltdltése a festékanyaggal
ugyanis jarhat azzal a mellékhatassal, hogy a sejtbdl egyes komponensek kimosddnak
vagy eredeti lokalizacidjuk megvaltozik, illetve a szubcellularis elemek mérete is
megvaltozhat. Ezeknek a potencialis technikai gondoknak az ellendrzésére
Osszehasonlitottunk olyan boutonokat, amelyeket az egyedi sejt azonositisa miatt
biocitinnel toltottiink és olyanokat, amelyek a szomszédos biocytin nélkiili sejtekbdl
szarmaztak. A biocitin-tartalmu és a biocitint nem tartalmazo hippokampalis gatlosejtek
boutonjainak CB:1 lokalizacidés pontjainak szamaban, nanoskalaji eloszlasaban és a

boutonok teriiletének méretében sem tapasztaltunk kimutathat6 kiilonbségeket.
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Ezért 0sszességében megallapithatd, hogy a mintaeldkészités soran felmeriild, altalunk
vizsgalt koriilmények nincsenek hatassal a STORM képalkotassal szerzett mennyiségi

adatokra (19. abra).
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19. abra A minta el6készités variabilitasanak hatasa a STORM mérésekre. (a)
Boutononkénti CB1 NLP-k relativ kumulativ eloszlasa (a boutononkénti CB1 NLP értéke-
ket a sejtatlagra normalizaltuk). A kék négyzettel az Irvine-ban végzett mintakészités
adatai latszanak, feketével pedig a budapestiek. (b) Ugyanaz az abrazolas, mint az (a),
csak a két gorbe a tengerimalac (kék) és a nyul (fekete) antitestes jelolés adatait mutatja.
(c) Boutononkénti CB:1i NLP-k biocitinnel toltott (kék) €s nem toltott (fekete)
kategoriakkal. (d) A boutonok teriilete biocitinnel toltott (kék) és nem toltott (fekete)

kategoriakkal.
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4.1.8. A STORM képalkotasanak felbontasat befolyasolé paraméterek

vizsgalata CB: immunfestett idegszovet preparatumban

A fénymikroszkopok felbontasanak mérésére gyakori moddszer, hogy valamilyen
felbontas alatti (<100 nm) fényforras képének vonali profiljat nézziik, azaz a kép
pixelintenzitasait abrazoljuk egy olyan egyenes mentén, amely keresztiil megy a forras
képének maximalis intenzitasu részén. Erre az intenzitas eloszlasra Gauss-gorbét lehet
illeszteni, amelynek félérték-szélessége (definiciotol fiiggden) adja az optikai felbontést.
Felbontds alatti forrdsnak hasznalhatunk mesterséges objektumokat is pl.
kvantumpottyot, fluoreszcens gyongydt, vagy biologiai struktirdkat, mint példdul
fluoreszcensen jelolt szerkezeti fehérjéket (pl. aktin). Az egyedi molekula lokalizacion
alapul6 szuperfelbontasti mikroszkdpiaban azonban a fluorofor képére illesztett Gauss-
gbrbe centroidjanak bizonytalansagat (a felbontast) ilyen modszerrel nem lehet mérni,
hiszen az csak egy koordinata paros vagy 3D esetben koordinata szamharmas. A felbontés

meghatarozasara ezért két lehetdség kindlkozott szamunkra.

1. Az egyedi fényforras képének tobbszori felvételébdl kapott eloszlasra illesztett Gauss-

gorbe félertek-szélességét hatarozzuk meg (Huang €s mtsai., 2008).

2. A fényforrds képére illesztett Gauss-gorbe centroidjdnak bizonytalansaga tobb
paraméterbdl adodik, amelyek koziil a legfontosabb, hogy hany foton érkezett a forrasbol
a mérés alatt. Tovabbi fontos paraméter, a PSF mérete, a detektor pixelmérete
(esetiinkben 160 nm) és a detektor zaja. Ezen paraméterek ismeretében az egyedi
lokalizaci6 pontossiga meghatdrozhatd elméleti uton a Thompson-formulaval

(Thompson ¢és mtsai., 2002).

Az AF647 tobbszoros ki-be kapcesolasa miatt az 1. lehetdség szerint a felbontds konnyen
megmérhetd a kisérleti felallasunkban. Az immunjelolésekben ugyanis mindig
eléfordulnak hattér jelolések, olyan elsddleges-masodlagos vagy csak masodlagos
jelolések, amelyek nem specifikusan kotddnek. STORM képalkotasban ezek a valds
biologiai struktiratdl elkiilontilten jelennek meg. Mivel egy mésodlagos antitest tobb
AF647-et tartalmazhat ¢és egy fluorofor tobbszor is megjelenik, ezért ezek az
aspecifikusan kotddott jelolések elszigetelt lokalizacids ponthalmazként jelennek meg a
képalkotasban. Az ilyen ponthalmazokat a képeken azonositani lehet, majd

tomegkodzéppontjuk szerint egymasra lehet illeszteni. Kisérleteinkben ez az adatkészlet
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alkalmas az X-Y ¢és Z iranya felbontas mérésére agyszovetben is. A szdveti CBi
immunfestések esetében az dsszebont klaszterekre illesztett Gauss gorbe a szigma értéke
X-Y irdnyban 6 nm ¢és Z iranyban 41 nm-nek adodtak 5 pm mélyen a hippokampusz

metszetekben, ami ~14nm X-Y és ~94nm Z iranyt felbontasnak felel meg (20. abra).

Z pozicié: [-300, -200] nm [-50, 501 nm [200, 300] nm
N X
~NY
Nz
80 -60 40 -20 0 20 40 60 &0 80 60 40 -20 0 20 40 60 80 80 60 40 20 0 20 40 60 80
Tévolsag a Tavolsag a Tavolsag a
témegkbzépponttdl [nm] témegkdzépponttdl [nm] tomegkozépponttdl [nm]

20. abra Agyszovetbeli STORM képalkotas felbontiasa. A mintaban jelenlevo
elszigetelt lokalizacids csoportokat tomegkdzéppontjuk szerint egymasra illesztettiik. A
halmazokat hdromféle Z tartomanybol vettiik és meghataroztuk a lokalizaciok X,Y és Z
szerinti eloszlasat. A felbontas csak kis mértékben fligg a Z poziciotol (Inm X,Y és Snm
7). A fokuszpontban a félérték-szélesség 18nm-nek adodott az X,Y irdnyban €és 65nm-
nek Z-ben.

Az egyes felvillandsokbdl szarmazo fotonok szama jelentdsen befolyédsolja a
lokalizacios pontossagot. Egy fényforras minél mélyebben van a szdvetben, annal
nagyobb a valoszinlisége, hogy a kibocsatott fotonok valamilyen kdlcsonhatasba 1épnek
az anyaggal (sz6rodas, elnyelddés). Ezért kovetkezd célul tiiztiik ki, hogy meghatdrozzuk
vajon a fenti lokalizdciés pontossdg hogyan fligg a mintdink felszinétl szamitott
mélységtdl. Méréseink és szamitasaink alapjan azonos képalkotasi paraméterekkel felvett
271 kép alapjan a lokalizacios pontossag 0,18 nm/um mértékben csokken, ami rendkiviil
kis valtozas. Szdmunkra is meglepd médon a STORM képalkotas még 10 um mélységben

is kiilonosebb felbontas vesztés nélkiil alkalmazhato volt.

A képalkotasi 1ézerintenzitds hatdsat az NLP-re és a kép mindségére azonos
mélységbdl, azonos beallitdsokkal, de kiilonb6z6 647 nm-es 1ézerintenzitdsoknal felvett

képeken vizsgaltuk (minden koriilményhez hdrom képet vettliink fel). Az alacsony

80



DOI:10.14753/SE.2018.2110

intenzitdsoknal kevesebb NLP-t kaptunk és alacsonyabb lokalizaciés pontossagot. Az
aktivator 1ézer (405 nm) intenzitdsdnak hatasat az NLP-re és a lokalizacios pontossagra
szintén megvizsgaltuk. Az erdsebb aktivacid csokkentette a lokalizacids pontossagot
azzal, hogy magasabb hatteret okoz, igy csokkenti a Jel/Zaj aranyt. A felvillanasok szama
képenként ugyan magasabb a felvétel elején, de szamuk a fakulds miatt jobban is csokken,
mint alacsonyabb aktivaciondl, igy Osszességében az 0Osszes NLP-t nem nagyon
befolyasolja. Az a tény, hogy a lokalizacios pontossag nem valtozik a Z tengely mentén
a szovetben viszont nem jelenti azt, hogy az NLP szdm nem fiigg erdsen ettdl a
paramétert6l. A hippokampusz stratum pyramidale rétegében a CB1-pozitiv végzodések
egyenletesen helyezkednek el, igy idedlis esetben egy képalkotas soran koriilbeliil ugyan
akkora NLP szamot kellene kapnunk az objektiv fokuszsikjaban, mint attdl lefelé vagy
felfelé. A méréseink azonban azt mutatjak, hogy az NLP szam erdsen fligg a Z poziciotol.
Ennek az a f0 magyarazata, hogy a PSF mérete a fokuszsiktol tdvolodva nagyobb lesz és
képe alacsonyabb intenzitast. Az alacsonyabb intenzitds kozelit a mintahattérhez és egyre
inkdbb csak az egy felvillanasban tobb fotont kibocsatd események detektilhatok. A
nagyobb méret ugyanakkor az analizis szoftvert allitja kihivasok elé, hiszen
automatikusan fel kel ismerni, hogy az nem két fokuszsik kozeli felvillanas, hanem egy

tavoli (21. abra).

Osszességében tehdt kijelenthetd, hogy a STORM képalkotas felbontisa a
mintafelszin kozelében allandonak mondhato, mig az NLP szam jelentsen fligg a Z
mélységtol. A képalkotod lézer intenzitdsat érdemes minél magasabbra allitani, mig az

aktivator 1ézert inkabb az alacsonyabb tartoméanyban célszerli miikodtetni.

4.2. Korrelativ konfokalis és egyedi molekula lokalizacios szuperfelbon-

tasu fénymikroszkopia

4.2.1. A Kkorrelativ konfokalis és egyedi molekula lokalizacios mikrosz-
kop felépitése
A mikroszkopos felvételek felbontdsanak meghatarozasara két szempontot érdemes

figyelembe venni. Az egyik szempont az el6z6 fejezetben targyalt lokalizacids pontossag,

crer
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21. abra Lokalizaciéos pontossag és NLP szamok fiiggése néhany fontos
paramétertdl. (a) A lateralis lokalizacios pontossag kis mértékben fiigg csak a mintabeli
mélységtol. (b-c) A képalkotd 1ézer intenzitasanak novelésével ndvekszik a lokalizacios
pontok szdma ¢és lokalizacidos pontossdg (minden intenzitds esetében ugyanazon
paraméterek mellett harom képet vettiink fel). (d) Az aktivator lézer hatasanak
vizsgalatdhoz CBi1 és homer fehérjéket jeloltink aktivator-riporter (AF405-AF647)
festékkel. A lokalizacios pontossag csokken az aktivator intenzitdsdnak emelésével a
megemelkedett hattér €s az egyre inkabb atfedd csucsok miatt.(€) Az 6sszes lokalizacio
szama nem valtozik az aktivator teljesitményének valtoztatasaval, mert a kezdeti nagyobb
jelszam gyorsabban is csokken (aktivator 405nm Iézer intenzitas 0.3, 0.8 illetve 3.2%).
(f) A Z koordinatak gyakorisag eloszlasa jol mutatja a csokkend detektalasi
valoszinliséget a fokuszsiktol tdvolodva. Az eloszlas aszimmetrikus a fokuszsik alatti €s

feletti szférikus aberraciod eltérése miatt.

A masik szempont pedig az, hogy az adott jeldlésiink milyen siirtiségben fordul eld a
megfigyelni kivant strukturan. Egy-egy fehérje helyzetét példaul az egyedi molekula
lokalizacids mikroszkopidk (STORM/PALM) akar néhany nanométeres pontossaggal
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megadhatjak. Ha azonban példaul a sejt membranjait szeretnénk lathatova tenni, akkor
olyan striiségi jelolést kell valasztani, amire igaz az, hogy a jeloldanyagok kozotti
legkisebb tavolsag a fele legyen a membranban el6forduld legkisebb struktaraknak (pl.

invaginaciok, vezikuldk).

Konfokalis

22. abra Elektrofiziologiai folt-zar mérérendszer és a konfokalis-STORM mikrosz-
kop. A DIC képen éppen egy interneuront kozelit meg a folt pipetta. A STORM képen
egy toltott axonszakasz latszik boutonokkal. A CB1 receptort AF 647-el vizualizaltuk és

z0ld szinnel jelenitettiik meg.

A korabbi nanoskaldji molekuldris képalkotidsra hasznalt immunarany jelolésen és
elektronmikroszkopian alapuld eljarasokban példaul az ozmium-tetroxid kotédik a
membranokhoz és szinte kitdlti azokat ezzel szubcellularis kontextusba helyezi a
kolloidalis arany szemcse altal reprezentalt molekularis jelet. A fénymikroszkopos
képalkotas esetében is léteznek specifikus lipofil membranfestékek (Dil, Dio,
MitoTracker stb). Habar a STORM képalkotas esetében nagy segitség lenne egy jo

villogdsi  paraméterekkel rendelkezd, az AF647-t61 spektralisan kiilonb6zo
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membranspecifikus festék és egyes irodalmi adatok szerint a Di festékcsalad elemei akér
alkalmasak is lehetnek (Shim és mtsai., 2012), de sajat kisérleteink nem vezettek
eredményre. Tapasztalataink szerint valdsziniileg a szovetben a lipofil festék fixalasaval
kapcsolatos technikai nehézségek miatt idegszovetben ez a megkozelités még nem
megoldhat6. Ezért ugy dontottiink, hogy egy hagyoméanyos konfokalis szintii felbontast
képet megprobaljuk 6tvozni a STORM képalkotéassal. Ennek elérésére az eredeti Nikon
N-STORM mikroszkopunkat egy C2-es konfokalis fejjel szereltiik fel a korrelativ
konfokalis-STORM képalkotashoz (22. abra).Ez lehetévé teszi, hogy egy adott sejttipust
¢s adott szubcellularis kompartmentumait a megfeleld neurokémiai marker
iImmunfestésével megjelenitsiik, majd a konfokalis mikroszkdppal azonositott
célprofilokon beliil STORM képalkotassal a célmolekula térbeli eloszlasat
feltérképezziik. A fenti megkozelités alkalmas ugyan populécios szintli vizsgalatokra,
azonban nem alkalmas az élettani, morfoldgiai és molekuldris adatok begylijtésére
ugyanabbol a célsejtbdl vagy célprofilbol. Az €lettani, anatdmiai és molekularis mérések
kombindldsdnak lehetdsége miatt ezért mi a doktori munkdm sordn egy masik,
ugynevezett egyedi sejtjelolésen alapuld eljaras kidolgozasara fektettiink nagyobb
hangsulyt. A méréssorozat felépitése a kovetkezé fobb modszertani 1épésekbdl all (23.

abra):

1) In vitro teljes-sejt patch-clamp elektrofiziologiai mérések akut, talélo, egér
hippokampalis szeleteken. Az €lettani karakterizacio kézben az egyedi célsejt feltoltése

biocitinnel.

2) A szelet fixalasa és a biocitin jelolés el6hivasa AF488-sztreptavidinnel, a célsejt

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

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

rekonstrukcidhoz és sejttipus azonositashoz.

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

metszetekre.

5) A 20 um vastag metszetek szabadon lebegd immunfestése. Feddlemezre szaritas.

6) STORM ¢és konfokalis képalkotas.
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7) A képek megjelenitése és az adatok elemzése.
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23. abra Mintakészitési és képalkotasi folyamat a korrelativ elektrofiziolégiai és
konfokalis-STORM képalkotas soran. (a-c) Akut tulélé 300um vastag hippokampalis
szelet készités. (d) Elektrofiziologiai mérések, sejtfeltoltés biocitinnel. () A szelet
rogzitése, a biocitin jelolés elohivasa. (f) A teljes sejt képének konfokalis Z-sorozat
felvétele. (Q) A szelet beagyazasa és 20um-es metszetek készitése. (h) Immunfestés. (i)
A metszetek fed6lemezre htizasa és raszaritasa. (j) Kozvetlen a képalkotas el6tt STORM

lefed6kozeg alkalmazasa. (K) Korrelativ konfokalis-STORM képalkotas.

4.2.2. A korrelativ konfokalis és STORM képalkotas

A STORM mikroszkopos képalkotds elétt a feddlemezre szaritott 20 pm vastag
metszeteket képalkotasi lefed0 médiummal egy targylemezre raktuk, majd attetszo
koromlakkal rogzitettiik. Nagyon fontosnak bizonyult, hogy a mérés eldtt a koromlakk

tokéletesen megszaradjon.
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Biocotin
konfokalis

2]

24. abra Korrelativ konfokalis és STORM képalkotas. (a) Biocitinnel toltott
axonszakasz dekonvolvalt konfokalis képalkotassal megjelenitve. (b) Ugyanazon
latotérben a CBi1 receptor AF405/AF647 aktivator-riporter immunfestéssel Gauss
reprezentacioban latszik. () Az (a) és (b) képek egymasra illesztve. (d) Az (a) képen
fehér négyzettel jelolt teriilet CB1 festésének nagy nagyitasu STORM képe. (e) A (d) kép

alatt latszik a biocitin konfokalis jel is.
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Széaradés kozben ugyanis kis mértékben mozgatja a fedélemezt a targylemezhez képest,
igy csuszast visz a képbe, ami ebben a felbontasban mar jol lathato, felbontas vesztést és
mitermékeket okozhat. A metszetrdl elsé 1épésben surld kivilagitasban atesé mozaik
felvételt készitettiink 10x-es objektivvel. Ez a kép szolgalt az agyszdvetben tajékozodasul
a 100x-os objektives képalkotasndl. A 20x-os objektivvel mar meghatdrozhaté az a
teriilet, ahol a toltott sejt axonfaja talalhat6. A 100xTIRF NA1,49 olajos objektivvel 488
nm-es epifluoreszcens kivilagitasban a boutonokat megkerestiik, majd konfokalis képet
készitettiink rola a C2 fejjel zold (AF488) és tavoli vords (AF647) csatorndkban. A CB1
STORM képalkotast 647 nm-es megvilagitassal és 405 nm-es aktivator lézer
hasznalataval végeztiik. A dekonvolvalt konfokalis Z-sorozat felvételbdl a megfeleld
sikot Osszeillesztettiikk a Nikon NIS-Elements programcsomag N-STORM modulja altal
létrehozott STORM képpel (24. abra).

4.3. Korrelativ konfokalis és STORM mikroszkopos képek megje-

lenitése adatelemzések a vividSTORM szoftverrel

Az egyedi molekula lokalizacids mikroszkopidk kiilonlegessége a tobbi képalkotashoz
képest, hogy a mérés eredménye nem egy intenzitds matrix, azaz pixeles kép, hanem
haromdimenziés koordinatak, foton szamok ¢és egyéb paraméterek halmaza. A
hagyomanyos pixeles képek feldolgozasara szdmtalan program all rendelkezésre, de az
az Ujabb fajta adatstruktira j képmegjelenitési és elemzési modszerek megvalositasat

tették sziikségesse.

4.3.1. VividSTORM Korrelativ konfokalis és STORM szuperfelbontasu

mikroszkopos analizis program

Az egyedi molekula lokalizacios mikroszkopidk, koztik a STORM esetében is a
mikroszkoppal felvett pixel alapu képsorozatban egy szoftver felismeri a fluoreszcens
jelolé molekula felvillanasait, Gauss-gorbét illeszt rajuk, majd meghatarozza a gorbe X
¢s Y koordinatajat, 3D esetben pedig elliptikus Gauss-gorbét illeszt és a kalibracid alapjan
a Z koordinata is kiszamitasra keriil. A kapott eredmény, a molekuléris lokalizaciok
halmaza végiil egy koordinata harmasokbol allo lista. Az ilyen adatkészletek 2D vagy 3D

megjelenitésére tobbféle megoldas létezik.
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* A legegyszeriibb esetben az egyes koordinatdkat jelolhetik példaul keresztek,
melyeknek szine fiigg a Z koordinatatol (Huang és mtsai., 2008; Rust és mtsai., 2006).

* Minden egyes lokalizaciot egy normalizalt Gauss-intenzitas eloszlassal helyettesitiink,
melyek szélessége egyenld az adott felvillanasbol szdrmazod foton szambol elméletileg

szamithato lokalizacids pontossaggal (Bates és mtsai., 2007).
* Lokalizacios pont strtiségeloszlas hotérkép
* Delaunay-haromszogelés (Baddeley és mtsai., 2010)

Mivel a bioldgiai szempontbol fontos struktira (esetiinkben jelolt hippokampalis
interneuron) dekonvolvalt konfokalis voxel alapu képként allt rendelkezésre, a CB1
receptor pedig koordinata alapi STORM adatként, ezért sziikségiink volt egy olyan
szoftvereszkozre, amely képes ezt a két nagyon kiillonbozé modalitast egyiittesen, azaz
korrelativ. moédon kezelni. A lokalizacidés adatkészletek tovabba teljesen 1jszerii
adatelemzési lehetdségeket vetettek fel nanoskaldji molekularis térbeli eloszlasok
vizsgalatara. Bar a doktori munkdm kezdete és a témaval kapcsolatos tanulmanyaink
megjelenése oOta tobbféle korrelacidos munka sziiletett a szakirodalomban, mint példaul
elektronmikroszkép-SMLM (Kim és mtsai., 2015; Loschberger és mtsai., 2014) vagy
konfokalis mikroszkép-SMLM (Crossman és mtsai., 2015), ennek ellenére megfeleld,
mindenki szdméra szabadon hozzaférhetd szoftveres megoldast tudomasunk szerint csak
mi készitettiink. Nagy 6romiinkre a VividSTORM szoftvert bemutatd tanulmanyunkat
(Barna és mtsai., 2016b) megjelenése Ota tobb, mint 5 ezren toltotték le a Nature Protocols
honlapjardl. Az elkésziilt szoftvert a SourceForge oldalardl pedig 35 orszagbol tobb mint
700 felhasznalo toltodtte le.

A VividSTORM egy konnyen kezelhetd grafikus feliileti, nyilt forraskédu,
python alapli, Onallban mikodé program, korrelativ konfokalis és STORM
megjelenitovel, tovabba szdmos analizis lehetdséggel. Munkank soran az egymadsra
illesztett konfokalis ¢s STORM képeken a konfokalis kép alapjan kijeldltiik a szamunkra
fontos szubcellularis részeket, ami meghatarozta az ide tartoz6 lokalizacids pontokat.
Ebben az adatkészletben a VividSTORM-al mérni tudjuk a lokalizaciés pontok szdmat
(NLP) és stirtisegét, a LP-k kozotti tavolsageloszlast, az LP-k szamat és slirliségeloszlasat

3D felszinen, klaszterezettséget és internalizaciot.
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A szoftver lehetévé teszi SMLM adatok nano-I1éptékii mennyiségi vizsgalatat. Jelen
dolgozatban az egyedi sejt-specifikus szubcellularis jelolést a sejtek in-vitro patch-clamp
elektrodan keresztiili biocitin feltoltéssel valositottuk meg, de a szofvter képes kezelni
barmilyen egyéb modszerrel késziilt képet a specifikus célterliletek lathatova tételére.
Ilyen alternativ megoldas lehet a szuperfelbontasu képeken a specifikus sejtes kornyezet
kijelolése példaul csak az adott sejttipusra jellemz6 markerek immunjfestésével vagy
genetikailag kodolt fluoreszcens jeldldanyagok sejttipus-specifikus kifejezésével. Egyes
szoveti régiok jelolésére hasznalhatd lehet egy virdlis vektor vagy nyomjelzd
befecskendezése, esetleg az in-utero elektroporacid. A kompartmentek megjelenitése
szintén torténhet immunfestéssel vagy az adott szubcellularis doménekben, intracellularis
organellumokban specifikusan feldisuld fluoreszcens jeloléanyagokkal torténhet. A
VividSTORM szoftver képes a fenti jelolésekrdl képet alkotni barmilyen mas kelléen
nagy felbontasti mikroszkoépiaval (STED, SIM) késziilt felvétel esetén is, amiket utdna

korrelativ médon analizalhatunk az SMLM mddszerekbdl szarmazo képekkel (25. dbra).

STORM images
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25. abra A VividSTORM Kkorrelativ konfokalis és STORM szoftver grafikus feliilete
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4.3.2. Konfokalis és STORM képek egymasra illesztése VividSTORM -

ban

A korrelativ képalkotasi eljarasok egyik nagy kihivasa a két vagy akar tobb modalitas
(képalkotasi moddszer) két vagy harom dimenzids illesztése (26. abra). A fény és
elektronmikroszkopos esetben egészen nyilvanvaldéak a nehézségek, hiszen a mintak
teljesen mas el6készitésen mennek keresztiil és a mérés is teljesen mas fizikai elveken

miik6do miiszerben valosul meg.

CB,/ /CB, STORM

Dekonvolvalt
konfokalis

EPI Konfokalis

Fluoreszcens

Fluoreszcens
+ STORM

26. abra Korrelativ EPI, konfokalis és dekonvolvalt konfokalis - STORM
megjelenités a VividSTORM-mal. (a-c) EPI fluoreszcens, konfokalis és dekonvolvalt
konfokalis kép CB1 (piros) és biocitin (kék) festéssel, ugyan azon latotérrél. (d-e) Az (a-
c) pixeles képekre vetitett CB1 STORM kép. Jol megfigyelheté a dekonvolucio

zajcsokkentd és kontraszt ndveld eredménye.
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Az altalunk hasznalt konfokalis-STORM mikroszképpal ugyanazt a mintat vizsgaljuk a
konfokalis és a STORM modalitasban, idében par perc eltéréssel, de a képek illesztése
igy is nehézséget okoz. Ennek az az oka, hogy a két kamera (C2 konfokalis PMT
detektora és az Andor EMCCD kameraja) egymashoz képest kis mértékben mindig el van
forogva, nagyitasa kiilonbozik és képkozéppontjaik is eltéréek a mikroszkdp optikai
tengelyéhez képest. Ezek a tényezOk rendre elforgatasi, nagyitdsi és eltolasi

kiilonbségeket okoznak a képek kozott. Az illesztésre tobbféle modszert is kidolgoztunk:

* Manualis illesztés a modalitasok képe alapjan. Ennek eldnye az egyszeri
megvalosithatdsdg, hatranya a szubjektivitds és nem alkalmazhaté akkor, ha a két

modalitasban teljesen mas struktirak képeit rogzitjiik.

* Referencia képek felvétele mind a két modalitasban jol mérhetd mintarél, majd a
forgatasi, nagyitasi és eltolasi atviteli fiiggvény meghatarozasa (affin transzformacio)
utan, ezek az atvitelek hasznalhatok a kés6bb felvett valds képeken is. A modszer eldnye,
hogy objektiv, nagyon pontos, alkalmazhato akkor is, ha a két modalitdsban teljesen mas
struktira képét rogzitettiikk. Hatranya, hogy az atviteli fliggvény iddben és rdadésul

mintardl-mintara is valtozhat.

* A két modalitas autokorrelacios illesztése. Elonye, hogy objektiv, nagyon pontos, de

hatranya, hogy csak ugyanazon a jeldlésen alkalmazhato.

A referenciakép felvételén alapuldé modszerhez megfeleld egy feddlemezre rogzitett
felbontas alatti méreti ( < 100 nm) megfeleld stirliségben fluoreszcens gyongyoket
tartalmazé minta. Mind a C2 konfokalis fejjel, mind pedig az EMCCD kameraval
felvételt készitettiink a mintardl és egy megfeleld szoftverrel (esetiinkben Imagel
TurboReg plugin, (Thevenaz és mtsai.,, 1998)) a transzformaciot kiszamitottuk.
Referencia alapu illesztéshez a legmegfelelobbnek az bizonyult, ha maga a mérendd
minta tartalmazza a gyongyoket valamilyen spektralisan elkiiloniilt csatorndban. Fontos
az elkiilonités, hiszen a gyongyok allandoan vildgitanak, igy ha ugyanabban a
hullamhossztartomanyban bocséatanak ki fényt, mint a hasznos jelolés, akkor csokken a
latotér, a gyongyok kozelében pedig nem lehet PSF-t azonositani. Azonban a gyongyok

rogzitése szovetben kihivasokkal teli és nem minden esetben megvaldsithato. A
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VividSTORM-ban rendelkezésre all a referencia kép alapu, illetve a kézi illesztés is. A
referencia kép alapt illesztésbdl két modszert épitettiink be a programba. Az egyik fél
automatikus, ilyenkor a felhasznaloénak kell valasztania a két képen harom, egymasnak
megfeleld, jellegzetes pontot (referenciapontok), majd a program elvégzi az ezeknek
megfeleld affin illesztést. A masik megoldas a teljesen automatikus modszer, ilyenkor a
két képen a szoftver keresi meg a referenciapontokat, majd elvégzi az affin illesztést (27.

abra)

8800
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10200
10400
10600
10800
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11400
11600

Nyers k?p z?ra nszforrr?glt kép
/ Gyoéngy konfokalis / Biocitin konfokalis / / Gyongy STORM

27. abra Konfokalis és STROM képek illesztése VividSTORM szoftverrel. (a) A
konfokalis és a STORM modalitas k6zott jelentds elcsuszas fordulhat eld, amit korrigalni
kell a korrelativ elemzéshez. Jobbra latszik a sziirke keretekbe esé gyongydk nagyitott
képe, melyeket kontrolpontokként hasznal az illeszté algoritmus. (b) Az (a) panelen
narancssarga négyzettel jelolt teriilet nagyitasa a transzformécid utan. A jobb oldalon az

egymasra illeszkedd gyongyképek lathatok (Barna €s mtsai., 2016).

433. A relevans STORM lokalizaciés pontok Kivalasztasa
VividSTORM-ban

A képek illesztése utan a kovetkezd fontos technikai 1épés az volt, hogy a
STORM képen 1évo Osszes lokalizacios pont koziil meghatarozzuk azokat, amelyek a
szdmunkra relevans szubcellularis strukturahoz tartoznak. A korrelativ konfokalis és
STORM képeken a konfokalis csatorna tartalmazza azt az informdaciot a sejtfeltdltés altal,

amely alapjan ki tudjuk vélasztani a jeldlt axonterminélisokhoz tartoz6 CB: receptor
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lokalizaciokat. A legegyszeriibb modszer az, hogy a VividSTORM szabadkezes kijel516
eszkozével korberajzoljuk a szubcellularis profilt példaul esetiinkben a boutont. A
szabadkezes korberajzolasnak azonban vannak hatranyai, idéigényes és er0sen szubjektiv
lehet. Ezt a két faktort kikiiszobolendé automatikus kijel6lé algoritmust épitettiink a

VividSTORM-ba.

" ¥ BioCitin konfokalis|

Bassoon STQRM

Sz(rés

28. abra Aktiv kontur és felszini tavolsagmérés VividSTORM-ban. (a) Biocitin
konfokalis, CB1 ¢és Bassoon STORM képek korrelativ megjelenitése. (b) A biocitinnel
(tiirkizkek) toltott axonvégzddésben a membranban latszodnak a CB1 (biborvords) és
beliil a Bassoon (z0ld, narancs nyil) lokalizacidk. () Az aktiv kontlr kijelolés egy a
struktira koré rajzolt korb6l indul. (d) Az aktiv kontar az utolsd6 minimalizacios 1épés

utan. A kijeldlés a konfokalis pixel mérethez igazodik.

A kiilonb6z6 hatarértékeken alapuld automatikus (threshold) modszerek nem hoztak
megfeleld megoldast a bioldgiai struktirank alakja €s az intenzitasok nagy szorasa miatt.
Az aktiv kontir algoritmus viszont megfeleldnek bizonyult a boutonok kijelolésére
(Marquez-Neila és mtsai., 2014). Az aktiv kontur eljaras egy olyan szalagot (2D) vagy
felszint (3D) modellez, amelyre tobbféle erd hat. A belsd erdk nyujto és hajlitod erdk, mig
a kiils6 erék a kép részleteivel vannak dsszefiiggésben (intenzitas élek, egyenesek, stb.).
Az algoritmus egy energia minimalizéacio, amely a szalag vagy felszin energiafiiggvényét

minimalizalja ebben az erdtérben. Nem teljesen automatikus modszer, mert a szamitas
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kezdetén meg kell adni a szalag kezdeti helyzetét. A VividSTORM-ban ez azt jelenti,
hogy a struktarank koré kort kell rajzolni, a minimalizacié ebbdl a helyzetbdl indul. A
felhasznal6 megadhat paramétereket, mint példaul a nyujtasi és hajlitasi erok aranyat.
Ezzel finomhangolni lehet az erdteret, hogy az adott tipust struktarakat jobban felismerje.
Az akiv kontir médszer altal a dekonvolvalt konfokalis csatornaban kivalasztott teriiletre
esO lokalizaciok alkotjdk azt a lokalizacios pont halmazt, ami kés6bb a molekularis

szamitasok soran figyelembe vesziink (28. dbra).

4.3.4. Molekularis tavolsagok mérése egyedi molekula lokalizacios

mikroszkopos képeken

A képek illesztése és az adott szubcellularis kompartmentumhoz tartozo lokalizacids
pontok kijeldlése utan szamtalan izgalmas kérdést lehet vizsgalni a molekuldk/fehérjék
térbeli szervezddésérdl. A lehetd legegyszeriibb szamitas a lokalizacids pontok kdzotti
euklidészi tavolsag meghatarozasa. Mivel a haromdimenzios koordinatak rendelkezésre
allnak, ugyanilyen egyszerli meghatarozni példaul a Ripley’s K fiiggvényt vagy a hozza
hasonld parkorrelacios fiiggvényt. Az utobbi fliggvények nagyon hasznosak a

lokalizacios pontok klaszterezettségének vagy kolokalizaciojanak vizsgalatara.

A sejtek membranjaban 1évé receptorok vagy ioncsatorndk kolcsonhatasai
szempontjabol valoszinlibb, hogy a kozottiik mért membranfelszinen vett legrovidebb
tavolsag lehet adat értékii az egyszerii euklidészi tavolsaggal szemben. Mivel a CB:
kannabinoid receptor egy G-fehérje kapcsolt membranfehérje és downstream
jelpalyajanak egyik jelentds célpontja a fesziiltségfiiggd kalcium (VGCC) csatorna, ami
szintén egy membranfehérje, kézenfekvd volt a membranfelszinen vett tavolsagmérés
kidolgozasa a lokalizacios képeken. Azonban a STORM mikroszkopiaban a membranok
jelolése és megjelenitése a fentebb mar emlitett nehézségekbe iitkdzik. A CB1-pozitiv
hippokampalis interneuronok axonvégzddéseiben a CB1 receptor azonban nagyon nagy
szamban van jelen, ami jo lehetdséget adott a membran modellezésére. A legegyszeriibb
kozelités egy ponthalmaz burkoléfeliiletére, ami a membrant modellezi, a konvex burkold
(29. abra). A P ponthalmazon értelmezett konvex burkold egy olyan test, amely
tartalmazza P barmely két pontjat Osszekotd szakaszt. Az ilyen konvex burkolok

eldallitasa matematikailag egyértelmi €s nagyon gyorsan kiszamithato.
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Miutdan a plazmamembran modell és a vonatkoz6 CBi lokalizédciok mar
rendelkezésre allnak, a kovetkezd fontos cél a szinaptikus aktiv zona kijeldlése volt, mivel
az elektronmikroszkopiaval szemben a STORM nem tudja a szinapszist kozvetleniil
megjeleniteni. Kézenfekvd lenne magat a VGCC-t jelolni, de eddig nem allt
rendelkezésre megfeleld érzékenységli és specifitdsu antitest az immunfestéshez. A
bassoon fehérje fontos, nagy siriiségli alkotoeleme annak az aktiv zéndban talalhato
molekuléris szerkezetnek, amely a VGCC-ket pozicionalja, a szinaptikus holyagokat
megkoti €s a szinaptikus rés kozelébe iranyitja (Frank és mtsai., 2010; Nishimune és
mtsai., 2012; Richter és mtsai., 1999; Tom Dieck és mtsai., 1998). Ezért a kdvetkezo
Iépésben a CB1 bassoon kettés immunfestéseken mind a CB1, mind pedig a bassoon
lokalizaciokra konvex burkot illesztettiink. A CB1 konvex burka a plazmamembrant,
amig a bassooné az aktiv zonat modellezte. A véarakozasoknak megfelelden a bassoon
konvex burok a CB:1 burkon beliil helyezkedett el és mindig a megfeleld posztszinaptikus

profil iranyaba mutatott (29. abra).

Postsynaptic C  Bassoon STORM
Biocytin

29. abra (a-b) Biocitinnel toltott piramissejt (z61d) és a felszinéré simulé CB1 (piros)
pozitiv idegvégzddés dekonvolvalt konfokalis képalkotassal. (c) A (b) panelen lathatod
végzddés kettds Bassoon és CB1 STORM képalkotassal. Az aktiv zonat jelold Bassoon

festés a piramissejt sejteste felé mutat
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4.3.5. Konvex burkolo két pontja kozott mért legrovidebb felszin menti
tavolsag szamitasa

A konvex burkold egy haromszogekbdl allo felszin, melyre igaz, hogy barmely két
szomszédos haromszog altal kifeszitett sik altal bezart szog konvex, a burkold altal
meghatarozott test tartalmazza barmely két olyan pont 0sszekotd szakaszanak minden
pontjat, amire a burkolot illesztettiik. A CB1-VGCC jelatviteli folyamat a G-fehérje By
alegységén keresztiil plazmamembranhoz kotott modon torténik (Herlitze és mtsai.,

1996), igy a receptor-effektor tavolsag szempontjabol a felszini tavolsag

Konvex burkolé
Bassoon STORM ;

Felszini tavolsag

30. abra A lokalizicios pontokra illesztett konvex burok és a legrovidebb felszini
utvonalak. (a) CB: és bassoon kettés festés STORM képe. (b) A kétféle festés
lokalizacios pontjaira illesztett konvex burkoldk. () A konvex burkold a sejthartyat
modellezi. Csak a felszintdl 100nm tavolsagra 1évé CB1 lokalizaciokat tartottuk meg. (d)
A burkol6 felszinén szamitott legrovidebb utak membran CB:1 és bassoon jelek kozott

narancsszinnel latszanak ((a-d) VMD 3D megjelenités)
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(a plazmamembran mentén) fontosabb lehet, mint az egyszerii euklideszi tavolsag. A
konvex burok felszinén a legrovidebb ttvonal szamitasara tudomasunk szerint eddig nem
volt megfeleld algoritmus, ezért a kovetkezo kozelitéssel €ltiink. Konstrualtunk egy olyan
S sikot, amely tartalmazza az A és B pontokat 6sszekotd szakaszt. Vettiik az S sik és a K
konvex burok metszetét, amely két L1 és L2, szakaszokbdl allé titvonalat jelol ki A és B
kozott. Az S sikot elforgattuk az AB szakasz altal kijeldlt tengely koriil 5 fokkal, majd
Gjraszamoltuk az L1 és L2 hosszakat. Osszesen 180 fok elforgatas utan az L1[1...36] és

L2[1...36] Gtvonalakbol meghataroztuk a legrovidebbet (30. abra).

4.3.6. Molekularis siirtiségek mérése lokalizaciés mikroszkopos

képeken.
Annak érdekében, hogy meg tudjuk mérni, hogy a CB1 receptor bedtisul-e az aktiv z6na
koril, ezek utan ki kellett dolgozni a molekularis stiriségek mérésének modszerét a

konvex burkold felszinén.
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31. abra (a) Kettés CB1 (biborvords) és Bassoon (tiirkizkék) STORM képalkotas 3D
megjelenitésben. A legrovidebb felszini utak sargaval latszanak (b) A két sejttipus esetén
a Bassoontol mért tavolsag fliggvényében a CB1 lokalizacios pontok silirtisége egyenletes

¢és hasonlo6. Az abran a medidn+IKT lathatok (Dudok 2015)
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A konvex burkol¢ feliiletet haromszogek alkotjak, amelyek felszinén véletlen, egyenletes
eloszlasban pontokat vettiink fel ugy, hogy az atlagos legkodzelebbi tavolsdgok
megegyezzenek a kivant mintavételi gyakorisaggal. A sliriségméréshez a mintavételi
gyakorisagot a STORM képek XY felbontdsahoz igazitottuk. Minden mintavételi pont
tavolsagat meghataroztuk az aktiv zonatol es a CB1 lokalizaciok szamat megmeértiik 200
nm-es sugaron beliil. Az aktiv zonatdl mért tavolsagot a kdvetkezOképpen hataroztuk
meg. A bassoon az eddigi publikéaciok és a mi méréseink szerint is nem a bouton felszinén
helyezkedik el, hanem kb. 70 nm-re a plazmamembrant6l (Dani és mtsai., 2010). A
szamunkra érdekes effektorok (VGCC) pedig a plazmamembranban talalhatéak, ezért a
bassoon lokalizacidkat a CB; altal meghatarozott membrant modellezé konvex burkold
felszinére vetitettiik. A kapott ponthalmazbol meghataroztuk azt, amelyik az adott
stirliségmérési ponthoz a CB1 konvex burkol6 felszinén a legkdzelebb van és ezt vettiik
az aktiv zonatdl valo tavolsagnak (30. abra (d)). Ahhoz, hogy meg tudjuk becsiilni, hogy
ezzel a mddszerrel milyen stiriségvaltozast tudunk kimutatni, kiilonb6z6 aktiv hely koriili
bedusulasokat modelleztiink figyelembe véve a boutonok jellemz6 geometriai viszonyait.
A boutont egy 1 pum atmérdjii gombfelszinen egyenletes eloszlasban, véletlenszerlien
elhelyezett 'lokalizaciokkal' reprezentaltuk. Az aktiv hely pedig a gdmb felszinén egy 230
nm sugari gdmbmetszet volt, ahova nem kertiltek pontok. A bedisulas modellezésére az
aktiv zonatol 250 nm-es tdvolsagon beliil a gdmbfelszinen tovabbi pontokat helyeztiink
el, ami megfelelt 10,20,50,100 és 1000%-o0s bestirlisodésnek a gdmb tébbi részén
mérhetéhoz képest. A slirliségméréshez felvett mintavételezési pontok az aktiv zénat
kihagytak, de ezen kiviil egyenletesen, véletlenszeriien boritottak a modellbouton
felszinét, atlagos legkozelebbi tdvolsaguk 40 nm volt. Minden bedusulasi koriilményhez
50 modell késziilt és a mintavételezési tavolsagokat az aktiv zona peremétdl szamitottuk
a slirtiség pedig a 200 nm-es sugaron beliili modell lokalizaciok szdma volt. Az egyes
dusitasi koriilményekben az aktiv zonatdl mért tavolsagokat binneltiik és az atlagat
vettiik. Végiil ezt az 6tven atlagot abrazoltuk dusulasonként. A 20%-o0s bestirlisddés mar
kimutathat6 szignifikans kiilonbségként a 0-250nm-es €és az 1000-1250-nm-es aktiv
z6natol mért tartomanyokra vonatkozolag (p < 0.0001 két mintas t-teszt), de a 10% még
nem (p = 0.84) (32. ébra). A valodi bioldgiai mintdkon mért CB; siiriiségeloszlasok azt
mutattdk, hogy a modszeriink érzékenységi tartomanydban nem volt kimutathatd

bedtsulas az aktiv zona koriil (31. abra (b)).
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32. abra A felszini tavolsag szamitas és siiriiség eloszlas mérés érzékenységének
ellenorzése egy modell boutonont hasznaltunk. A boutont egy 1 pm atmérdjii gomb
felszinére véletlenszeriien kiszort pontokkal modelleztiik (CB1), kivéve az aktiv helyet,
ami egy 230nm atmérdjl kitiritett teriilet. (a-C) Az aktiv helytdl 250nm tavolsadgon beliil
tobbféle pont siirlisddést hoztunk létre (10,20,50,100, és 1000 szazalékosat az
alapstriiséghez képest) a receptor bedusulasat modellezend6. (d) A pontstiriiségek
eloszlasa az aktiv zonatdl mért tavolsag fiiggvényében a kiilonbozd besiirlisodések
esetében. Minden besiirlisddési modellezést Gtvenszer végeztiink el. Az egyes pontok
diagramon a median+IKT mutatjak a kiilonb6z6 bedusulasok esetén. A kétmintas t-tesztet
az aktiv zéna 250nm-es tartomanya és az 1000-1250nm-es tartomany adatai kozott
végeztilk. A 20%-0s bedusulast a modszer mar ki tudja mutatni (p<0.001) de 10%-nal
még nem szignifikdns a kiilonbség (p=0.84)
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4.3.7. Klaszterezettség vizsgalata lokalizacios mikroszkopias képeken

Az egymastodl térben jol elkiiloniilé bioldgiai strukturdk, funkcionalis helyek jeldlései
egészen a felbontasi hatarig elkiilontilt pixel vagy voxel halmazokként jelennek meg a
hagyomanyos mikroszkopidban is. A lokalizaciés mikroszkopidban ezek a kiilonallo
részletek, mint lokalizacidos pont csoportok vagy Kklaszterek jelennek meg. A
megnovekedett felbontds miatt természetesen kisebb elkiiloniild egységek is
szétvalaszthatok. A diffrakcio-limitalt fénymikroszkopidban a sejtmagok, sejttestek
kivaldan elkiilonithetdk, de példaul sok szovettipusban a mitokondrialis festés egy olyan
hatart jelet, ahol az egyes mitokondriumok mar éppen nem valaszthatéoak szét. Egy
szinapszis aktiv zoénajanak a belsd struktirdja mar semmiképpen nem oldhatd fel
hagyomanyos fénymikroszkopiaval. A pixel alapti mikroszkopidban az intenzitas szerinti
szegmentalas hasznalhatd az egyes struktardk szétvalasztasdhoz. A egyedi molekula
lokalizacios  mikroszkopos adatokon ugyanezt a funkciot a lokalizaciok
klaszteranalizisével lehet megvalositani. Egy ponthalmazon beliili csoportosuldsok, azaz
a klaszterezettség meghatarozasa matematikailag nem egyértelmii feladat és tobbféle
megkozelités elképzelhetd. Az egyik legegyszeriibb modszer a K-klaszterezés, melynek
soran eldre eldontjiik hany csoportot szeretnénk (K) és az algoritmus ennek megfeleléen
a pontokat szétosztja K szamu klaszterbe. Ez nem célszerli akkor, ha nem tudjuk eldre,
hogy az adott 14totérben hany mitokondrium van vagy egy boutonon hany aktiv zéna
helyezkedik el. Elényds lehet ha példaul egy olyan struktarat vizsgalunk, mint a
magporus komplex, ami mindig pontosan 8 alegységbdl all (Loschberger €s mtsai., 2012;
Szymborska és mtsai., 2013). A K-klaszterezés tovabbi hatranya, hogy nem kezeli a 'zajt',
ami azt jelenti, hogy minden pontnak muszdj egy klaszterhez tartoznia. A zaj jelentése a
klaszterezésben egyszerlien megérthetd példaul az immunfestés példajan, ahol mindig
eléfordulhatnak aspecifikus jelolések. Olyan algoritmusra van tehat sziikség, ahol nem
kell elére meghatarozni a klaszterek szamat és értelmezve van egy kiilon halmaz a zaj
elkiilonitésére. Egy ilyen eljaras a slirliség alapu klaszterezés zajjal (DBSCAN) (Ester és
mtsai., 1996). Egy pont akkor fog egy klaszterhez tartozni, ha epszilon sugart
kornyezetében van legaldbb N szamu masik pont. Az epszilon és N paraméterek
megadasahoz figyelembe kell venni a jelolési stirliséget és a struktirdk jellemz6 méretét.
A VividSTORM-ba épitett DBSCAN funkcioval egér idegszdvet preparatumban az

egyedi mitokondriumok konnyen szétvalaszthatonak bizonyultak kisérleteinkben (33.
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abra). A CB1-pozitiv interneuronok boutonjain mindig tobb bassoon klasztert figyeltiink
meg, amely egyezett a korabbi elektronmikroszkopos adatokkal amelyek, tobbszords
felszabaduld helyeket mutatnak (Biro €s mtsai., 2006). A periszomatikus és dendritikus
interneuronok boutonjain ugyanannyi bassoon lokalizaciés pont talalhato, viszont a
DBSCAN Kklaszteranalizis kimutatta, hogy a periszomatikus boutonok esetében tobb
klaszter talalhat6. Ugyanannyi lokalizéciés pont, ha tobb klaszterben helyezkedik el,
akkor a klaszterek kisebbek, ami arra utal, hogy az aktiv zona nanoskalaji felépitése
toredezettebb. Ez a felépitése a periszomatikus axon terminalisok aktiv zonainak arra utal,
hogy az endokannabinoid rendszer szempontjabdl nagyobb a receptor-effektor arany, a

jelatvitel ezért nagyobb hatasfokkal mikodik.

Szabadkézi
kijeldlés Tum

A DBSCAN altal azo-
nositott klaszterek

5umf SUirliség szUrés

33. abra Klaszteranalizis tipikus munkafolyamata VividlSTORM-ban. (a) Agyszovet
konfokalis képe EGFP (tiirkizkék) és mitokondrialis (TOM20, piros)) jeldléssel. (b) A
TOM20 jelolés STORM képalkotasa (biborvords). (€) A konfokalis €s STORM csatornak
manudlisan 0sszeillesztve ¢és a slrliségszlird alkalmazésaval a nem specifikus jelek
eltiintetése. (d) A transzfektalt neuroblaszt sejthez tartozé mitokondriumok szamanak és
méretének elemzéséhez a sejtet szabadkézzel korberajzoljuk. () A DBSCAN altal

felismert , a sejthez tartozé mitokondriumok kiilon szinnel jelolve.

Feltevéseink szerint ez a nanoskaldju molekularis szervez6dés magyarazhatja a kétféle
sejttipus szinapszisaiban az endokannabinoid jelpdlya hatékonysaga kozotti ismert

kiilonbséget (Lee és mtsai., 2010). Hogy ezt az elképzelést alatdmasszuk, megmeértiik,
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hogy a kettés immunfestett CB1 bassoon STORM képeken az aktiv zonatdl (azaz a
bassoon klaszterektdl) szamitott relevans, 150-200 nm-es tartomanyban mennyi CB1
lokalizacios pont talalhato. A varakozasunknak megfelel6en kb. 50%-kal nagyobb CB:
NLP értéket mértiink a bassoon klaszterek kozelében a periszomatikus boutonok
esetében, mint a dendritikus idegvégzddések esetében (Dudok és mtsai., 2015 5. abra (k)).
Ezek a mérések igazoljak, hogy a klaszteranalizis egy fontos eszkdze az egyedi molekula

lokalizacios mikroszkopiai adatok elemzésének.

4.3.8. Receptor internalizaci0 mérése CB:-pozitiv interneuron

terminalisokban

A ligandkotéssel aktivalt GPCR jelatvitelt a receptor internalizacidja kdveti (Moore €és
mtsai., 2007). Illyenkor a receptor clathrin-medialta endocitozis folyamattal eltiinik a
plazmamembranbol, majd Gjrahasznosul vagy lebontasra keriil. A CB1 receptor, ami az
agyban az egyik leggyakoribb GPCR (Herkenham és mtsai., 1990), ligandkotés hatasara
szintén internalizalodik (Coutts és mtsai., 2001; Hsieh és mtsai., 1999). Hogy mérni
tudjuk az internalizcié mértékét egy jabb analizis funkcidt épitettiink a VividSTORM-
ba, az internalizacios index (II) szamitast. Az Il szdmitasnak kétféle modjat valdsitottuk
meg. Az egyik esetben a lokalizacids ponthalmazra 2D konvex burkolot feszitlink (a Z
koordinatakat figyelmen kiviil hagyjuk), amelynek meghatarozzuk a teriiletét és
kiszamitjuk azt az r sugarat, ami egy ilyen teriiletll korhoz tartozik. Meghatarozzuk a
lokalizacios ponthalmaz 3D M tomegkozéppontjat €s, kiszamitjuk d-t, ami az euklidészi
tavolsag az M és az LP (lokalizacids pont) kozott. A minden LP-re kiszamitott d/r
értekeket atlagoljuk, igy kapjuk az II-t, melynek értéke 1 koriili, ha minden LP a
plazmamembranon van, és 0, ha a tomegkdzéppontban. A II szdmitas egy masik
lehetdsége, hogy konvex burkoldt feszitiink a membrant jelold LP halmazra, majd
megmérjiik a receptort jelold LP-k euklidészi tavolsagat ettdl a felszintdl. Minden LP-t
internalizaltnak tekintiink, amely a konvex buroktdl nagyobb tavolsagra van, mint egy
megadhato kiiszobérték. Végiil az 11 értékét a membranban 1évé LP-k és az internalizalt

LP-k szdmanak hanyadosa adja meg.

Kisérleteink soran az exogén és az endokannabinoidok internalizacidt okozé

hatasat is teszteltik ezzel az elemzéssel. Eloszor a két legfontosabbnak tartott
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endokannabinoid, a 2-AG ¢és az anandamid hatasat vizsgaltuk. Egér hippokampalis talélé
agyszeleteket JZL184-el (JZL) és PF3845-el (PF) kezeltiink, amelyek gatloi a 2-AG,
illetve az anandamid lebont6 enzimeinek. A gatloszerek hatdsara mind a két
endokannabinoid szintje tobb, mint kétszeresére emelkedik a szovetben. Erdekes modon
sem a LP-k szdmaban sem pedig az internalizacios indexben nem tapasztaltunk valtozast
a megnovekedett 2-AG, illetve anandamid szint hatasara. A kiilsé kannabinoidok
internalizacios hatasanak tesztelésére egereket hat napon keresztiil hasiiregbe adott THC
(A%-tetrahydrocannabinol)-tartalmu injekciokkal kezeltiink, olyan testtdmeg aranyos
dozisban, amelynek eredményeképpen az egerek vérében a THC koncentracié megfelel
egy rekreacids célbol marihuanat szivo ember vérében mérhetd THC szintjének. Ebben
a kronikus kezelési modellben mar drasztikusan kimutathaté volt a CB1 receptorok
szamanak csokkenése. STORM méréseinkben 74%-kal kevesebb LP-t talaltunk a
periszomatikus boutonokon, mint a kontroll esetben és az internalizacioés indexben is
szignifikans valtozast lehetett mérni (Dudok és mtsai., 2015, 6. abra). Az STORM
képalkotds és az internalizécios index analizis tehat nanoskéldju pontossaggal mutatja
meg a kannabinoidok hatdsat a CB: internalizécidjara és ez a molekularis tolerancia
jelenség feltehetden hatterében allhat a hasonld dézisok esetében tapasztalhatod

viselkedési tolerancianak.

4.3.9. A STORM képalkotas kiterjesztése tovabbi szovettipusokra

Munkank sordn a STORM képalkotast leginkabb idegszdveten vagy sejtkulturan
végeztiik. Célunk azonban egy 4ltalanos, az élettudomanyok minden teriiletén hasznos
mikroszkopos képalkotasi €s adatelemzési megkozelités kifejlesztése volt. Ezért az utolso
1épésben megvizsgaltuk, hogy az alkalmazott minta eldkészitési €s képalkotasi
protokollunk mas szdvettipusokban is ugyanilyen jol alkalmazhatoak-e. Mivel a STORM
képalkotas igényel néhany specidlis feltételt, mint példdul nagy képalkotasi
lézerintenzitas, kiilonleges képalkotasi lefed6 médium, fedélemezre széritott metszetek,
ezért eléfordulhat, hogy mas szdévettipusok mashogyan viselkednek ilyen koriillmények
kozott. Olyan jelolést valasztottunk, amely minden szdvettipusban jelen van, a siirlisége
megfelelden nagy ahhoz, hogy a struktarat helyesen mintavételezze (Nyqiust) és

megfelel6 mindségii antitest is rendelkezésre all.
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Falloidin konfokalis/
/Parvalbumin konfokalis

F o
i

34. abra Korrelativ konfokalis és STORM képalkotas kiilonb6zo szovetekben és
jelolésekkel. (a-b) Embrionalis radial glia EGFP-vel transzfektalva és mitokondrium
(TOM20) STORM.(c-d) Szivizom falloidin festés (konfokalis) é&s TOM20 STORM. (e-
f) Vese kéregallomanyban parvalbumin, falloidin, TOM20 konfokalis és TOMZ20
STORM jelolés.
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A vélasztasunk igy a TOM20-re esett, ami egy mitokondridlis kiilsé membranban
elhelyezkedo fehérje. Az egyedi vagy sejttipus-specifikus jelolés egyik modja az altalunk
is kovetett patch-pipettaval torténd egyedi sejtfeltoltés. Ezenkiviil masok mellett gyakori
a virusos jelolés vagy az in utero elektroporacios genetikai jel6lés is. Az elsé mintankban
in utero, elektroporacioval transzfektaltunk EGFP-t radialis gliasejt progenitorokba. A
fixalt embrionalis szovetet a CB1 esetében hasznalt protokoll szerint jeloltiik. A masodik
mintank egér szivizom volt, amelyben az AF647-¢l jelolt TOM20 STORM képalkotast
falloidin konfokalis jeloléssel kombinaltuk a mitokondriumok megfigyelésére a
szivizomsejtek (kardiomiocitdk) szarkomerjeiben. A harmadik szoveti tesztfestésnél
veseallomanyban kombinaltunk két konfokalis és egy STORM modalitasu immunfestést.
A szoveti struktatat falloidinnel jeldltiik és parvalbumin-immunfestéssel lathatova tettiik
a nefronok disztalis csatorndinak egyedi sejtjeit. A kisérletben a dekonvolvalt konfokalis
modalitas alapjan elkiilonithetéek voltak a PV+ epithél sejtekhez tartozd, de mar a
STORM szuperfelbontasu csatornaban lathatova tett mitokondriumok (34. ébra). A
kiilonb6z6 szoveteken, kiilonbozo jeldlési eljarasokkal (egyedi sejt feltdltése, plazmiddal
transzfektalds, immunfestés neurokémiai markerrel), de ugyanazzal a minta el6készitési
protokollal késziilt korrelativ konfokalis és STORM szuperfelbontasu képek alapjan
elmondhat6, hogy a dolgozatban bemutatott mintakészitési, képfelvételi és elemzési
modszer altaldnosan hasznalhatd megkozelitések lehetnek az élettudomanyi

kutatasokban.
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5. MEGBESZELES

Dolgozatomban egy olyan 0j eljarast mutattam be, amellyel lehetséges az élettani és az
anatomiai tulajdonsagok kombinalt mérése a jelenségek hatterében all6 molekularis
alkotdéelemek nanodomén-szintli vizsgalataval. Az idegrendszer neuronhaldzatainak
Osszetett felépitése miatt fontos célunk volt, hogy a kisérleteinket célsejt-specifikus
modon végezhessiik, €¢s a molekularis adatokat szubcellularis kompartmentumokra
korlatozva gyljtsilk az idegszovet preparatumokban. Kutatdsi programunk soran az
eljarast elészor egér hippokampusz mintakon alkalmaztuk, amelyekben az egyes tipusu
kannabinoid (CB1) receptor eloszlasat vizsgaltuk két GABAerg gatld interneuron tipus
idegvégzddésein. Késdbb méréseinket kiterjesztettiik mas bioldgiai preparatumokra
példaul a vesekéreg nefronjaira, ezzel igazolva az eljaras széleskorii alkalmazhatdsagat

az élettudoméanyokban.

Az eljarasunkban a STORM szuperfelbontasi mikroszkopiat alkalmaztuk
kombindlva  patch-clamp elektrofiziolégiaval és  hagyomanyos  konfokalis
mikroszkdpidval. Fontos megemliteni, hogy a szuperfelbontasti fénymikroszkopias
eljarasokat (a STED, a SIM és a STORM mikroszkopidt) néhanyan mar sikeresen
hasznaltdk az élettudomanyok tobb teriiletén, koztiik példaul a szinapszis kutatdsban is
(Dani és mtsai., 2010; Maglione ¢és Sigrist, 2013; Specht és mtsai., 2013; Tang és mtsai.,
2016). Azonban a korabbi tanulmanyokban a képalkotast tobbnyire sejtkulturaban
végezték vagy nem egyedileg azonositott sejttipusokban, hanem véletlenszeri
populacidszintli vizsgalatokban. Ugyanakkor ismert, hogy a kiilonb6zd sejttipusok
expresszios szintjét illetden, amely feltételezhetden hozzdjarulhat az egyes jelpalyak
eltérd élettani miikodéséhez is. Példaul a periszomatikus és dendritikus GABAerg
interneuronok idegvégzddései egyarant tartalmazzak a CB: receptort a hippokampusz
CA1 régiojaban, ugyanakkor a kannabinoid jelatvitel hatékonysaga efferens
szinapszisaikban jelentésen kiilonbozik (Lee és mtsai., 2010). Kiindulasi hipotézisiink
ezért azon a feltételezésen alapult, hogy a CB1 receptorok mennyiségi és/vagy térbeli
szervezOdésének kiilonbségébdl adodik az élettani kiilonbség a periszomatikus ¢és

dendritikus gatlosejtek kozott.
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A térbeli szervezddés vizsgalatdhoz olyan modszert kellett talalnunk, amellyel a
receptorok eloszlasat nano-léptékii feloldassal lehetett megfigyelni az idegszdvetben,
rdadasul egyedileg jelolt interneuronok idegvégzodésein. A lokalizacids pontossagon tul
a képalkotas érzékenységének is nagyon magasnak kellett lennie, mert ugyan a
dendritikus és periszomatikus sejtek idegvégzddéseinek sejthartyajaban nagy
mennyiségli CB1 receptor talalhatod, de ma mar ismert, hogy kisebb kopiaszdmban a CB1
receptorok (és altalaban a GPCR-ek) el6fordulnak intracellulédrisan is, azaz a boutonon
beliil is képesek lehetnek kiilonboz6 jelatviteli folyamatokban résztvenni (Bénard és
mtsai., 2012; MacGillavry és mtsai., 2013; Rozenfeld és Devi, 2008). Eredményeink
alapjan a STORM képalkotas, amely egyesiti a szuperfelbontast az egyedi molekula
érzékenységgel jo valasztasnak bizonyult a fenti célok eléréséhez a sejteket jelold

konfokalis képalkotassal kombinalva.

Az els6 tanulmanyunk (Dudok és mtsai., 2015) megjelenése utan kilenc honappal
egy hasonld6 modszertani logikdn alapulé, de a konfokalis mikroszkopiat a
szuperfelbontasi PALM eljarassal kombindl6 tanulmédnyban belga kutatok az AMPA
tipusu glutamatreceptorok (GLR-1) eloszlasat vizsgaltak sikerrel a C. elegans
szinapszisaiban (Vangindertael és mtsai., 2015), ezzel tovabb igazolva a korrelalt
modszertani megkozelités erejét. Ugyanakkor mivel a PALM egy fluoreszcens fehérjével
felcimkeézett célfehérje expresszidjan alapszik és altalaban mesterségesen tiltermeltetett
expresszios rendszerekben hasznaljak, ezért mi Ggy gondoljuk, hogy az endogén fehérjék

vizsgalatara tovabbra is az antitest alapi STORM megkozelités lesz alkalmasabb.

51. A STORM egyedi molekula lokalizacios mikroszkopia

optimalizalasa idegszoveti képalkotasra

5.1.1. STORM mikroszkop beallitasa az optimalis képalkotashoz

Annak érdekében, hogy elérjiik a STORM képalkotés altal biztositott egy nagysagrend
felbontas ndvekedést a fényelhajlas korlatozotthoz képest, a mikroszkopon tobb beallitast
is optimalizaltunk a fejlesztési munkéank elsé szakaszdban. Tapasztalataink szerint a

kovetkezd paraméterek a legfontosabbak:
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1. A fényforrés centralasa.
2. Az objektiv hdmérséklet korrekcids gytiriijének beéllitasa.
3. Azasztigmatizmus alapt, Z iranyu feloldas novekedést biztosito kalibracios gorbe

felvétele.

Habar a fenti beallitdsok fontossaga altalanos érvényii az egyedi molekula lokalizacios
mikroszkopia terén, ennek ellenére a szakirodalomban ritkan részletezik és hivjak fel ra
a figyelmet (Xu és mtsai., 2017). Pontos kivitelezése valdsziniilleg fliigg az aktualis
mikroszkoptipus egyedi mechanikai, elektronikai és szoftveres kialakitasatol. Ezért
fontos volt, hogy kidolgoztuk a megfeleld protokollt az altalunk hasznélt rendszerre
vonatkozolag és részletesen bemutattuk ezzel reményeink szerint eldsegitve mas

rendszerek optimalizalasat is (Barna és mtsai., 2016).

5.1.2. A STORM mikroszkop felbontasanak mérése

A hagyomanyos fluoreszcens mikroszképidkban a jelolésre felhasznalt fluoroférok mind
bekapcsolt allapotban vannak, igy a képalkotas felbontasa csak a pontatviteli fliggvény
félérték-szelességeétol fiigg. A slrt jeloléses egyedi lokalizaciés mikroszkdpidkban
viszont a fluoroforok egy része kikapcsolt allapotban van és bekapcsolasuk egy
véletlenszerli folyamat. Ezért a felbontas szempontjabdl a lokalizacids pontossag mellett,
egy masik tényez0 is megjelenik: az osszes jelold és az ezek kozil detektalasra keriild

fluoroforok aranya (Nyquist-mintavételezés).

A lokalizacios pontossag is két tényezotdl fiigg. Az egyik a fluoroforok altal
kibocséatott fotonok szaméaval és a mikroszkopos képfelvétel paramétereivel osszefliggd
komponens, a masik pedig a mikroszkép mechanikai stabilitasaval dsszefiiggd elcstiszasi
Osszetevd. Fluoreszcens gyongyokkel megallapitottuk, hogy 160 nm/pixel felbontast
EMCCD képen a Rayleigh-felbontds 46 foton esetében 75 nm, 700-ndl 18 nm és 6400-
nal 6,6 nm. Az éltalunk hasznalt STORM mikroszkop lokalizacios felbontésa tehat béven
fényelhajlas korlatozott alatt van ¢és megegyezett az irodalomban sejtkultura
preparatumokban tapasztaltakkal ( 1asd példaul Dempsey €s mtsai., 2011). A lokalizacios

pontossag ilyen mérése természetesen csak egy iranyadé érték, azt mutatja meg, hogy a
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képalkotas és a szoftveres analizis mire képes olyan idedlis koriilmények kozott, ahol
nagy a foton szdm ¢s nagyon alacsony a hattér. Agyszovet mintak immunfestése esetén a
lokalizacios pontossag méréséhez az egyedi fluorofoérok tobbszords felvillanasat
kihasznalva X-Y iranyban ~20 nm; Z iranyban ~60 nm-t mértiink. Ezek az értékek
megegyeznek vagy meghaladjadk mas idegszovet preparatumokban kapott STORM ¢és
PALM rendszerekben mért értékeinek pontossagat (Dani és mtsai., 2010; MacGillavry és
mtsai., 2013; Nair és mtsai., 2013; Pennacchietti és mtsai., 2017; Specht és mtsai., 2013).

e ey

fluoréforokra vonatkoztatott lokalizacids pontossagot jelolik. A célfehérjéket azonban
elsddleges antitestekkel, majd a fluoroforral felcimkézett masodlagos antitestekkel
jeloljik meg, amely a tér minden irdnyaban még jabb ~ 20-20 nm-es pontatlansagot
molekula lokalizaciés mikroszkopidban kiilonbséget kell tenni a célfehérje (lokalization
accuracy) ¢és a jelolé anyag (localization precision) lokalizacids pontossaga kozott (
Osszefoglalasként 1asd Deschout és mtsai., 2014). Az antitestek méretébdl és ismeretlen
térbeli elfordulasabol fakadd pontatlansag azonban minden immunfestésen alapuld
molekularis anatomiai eljaras jellemzdje. Eldrelépést jelenthet ebbdl a szempontbol a
hagyomanyos 150-160 kDa nagysagt antitestek alkalmazésa helyett a joval kisebb (~50
kDa) Fab fragmentumok kozvetlen jelolése Alexa 647-el. Egy még érdekesebb jovobeli
fejlesztés lehet azonban a capakbol és tevefélékbdl szarmazo nanotestek (nanobody-K)
hasznalata, amelyek tizszer kisebb méretlick (12-15 kDa) és hatékonyabb szovetbeli
penetraciojuk véarhatoan tovabb javitja a képalkotas hatékonysagat a lokalizacios hiiség
mellett. Ebbdl a szempontbol az elsé STORM szuperfelbontasu képalkotas sejtkulttra
preparatumban EGFP ¢€s tubulin ellen késziilt nanotesttekkel mar sikeresnek bizonyultak

(Mikhaylova és mtsai., 2015; Ries és mtsai., 2012).

Az egyszer felvillan6 festékek esetében (pl. PA-GFP) a képalkotés sordn egy 1d6
utdn mar nincs tobb fluorofér, mert mar mind végleges fakulas allapotaba keriilt. A
tobbszordsen felvillanok esetében viszont még akkor is nagy felvillands szadm
tapasztalhatd, ha mar az 6sszes fluorofor legaldbb egyszer felvillant és igy a tovabbi
felvillanasok mar nem jarulnak hozzd a jelolés Nyquist-féle mintavételezéséhez. A

STORM esetén igy az optimalis képfelvételi id6 meghatarozasahoz figyelni kell az
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egyedi fluoroforok felvillandsi szamat. A ciklusszam novelésével megjelend sokszoros
felvillanasok jelensége ugyanakkor neheziti az abszolit molekuldris kvantifikécid
megvaldsitasat (1asd alabb), habar korrekcids becslési eljarasok mar 1éteznek (Veatch €s

mtsai., 2012).

5.2. A STORM képalkotas kvantitativ tulajdonsagainak vizsgalata

A szuperfelbontastt mikroszkopia és azon belill is a STORM képalkotas els6
sikerei az egyes szubcellularis strukturak molekularis szerkezetének, fehérje komplexek
Osszetételének feltarasahoz flizodnek (0sszefoglalasként lasd Sydor és mitsai., 2015).
Fontos kérdés volt munkank kezdetekor, hogy mennyire alkalmas a STORM mennyiségi
molekularis vizsgalatokra? Mivel a képalkotas sztochasztikus folyamat, ezért az egyes
képeken az 6sszes fluorofor egy véletlen alhalmaza jelenik meg. Fontos tisztdban lenni
azzal, hogy egy fluorofor tobb képen is megjelenhet a tobbszords ki-be kapcsolési
tulajdonsag miatt. [lyen koriilmények kozott a modszer kvantitativ jellege egyaltalan nem
egyértelmii. Az abszollt kvantifikacio nehezen megvalosithato, mert egy fluorofor ki-be
kapcsolasanak szama egy véletlen érték, ezért csak varhatod értékével jellemezhetd.
Ugyanakkor a fluoroforok pontos szamara akkor adhatdo egy becslés, ha az adott
képalkotasi koriilmények kozott pontosan ismerjiik a jelold anyag fotokémiai
tulajdonsagait. A fluoreszcens jelolések pontos szaméanak meghatarozasara az egyik
szakirodalomban leirt eljaras a fakitas alatt mért fluoreszcencia csokkenési l1épések
szamanak mérése. Ez a modszer viszont ismét fényelhajlas korlatozott, igy nem ad
felvilagositast a jelolések szuperfelbontdsu eloszlasara (Specht és mtsai., 2013; Ulbrich

és Isacoff, 2007).

Mi gy gondoltuk, hogy biologiai szempontbdl relevans és fontos kérdésekre
ugyis valaszt lehet kapni, ha két tokéletesen egyforman kezelt preparatumot hasonlitunk
Ossze €és a mennyiségi kiilonbségekbdl vonunk le konkluziét. Ez a megkdzelités
variabilitdsa vagy a véletlenszerli sokszoros fluorofor felvillandsok) egyforma
valoszinliséggel jelentkeznek az azonosan kezelt mintdkban. Azonban fontos volt
kozvetlen kisérlettel is megmutatni, hogy a STORM szuperfelbontasu képalkotas valoban

alkalmas a relativ mennyiségi Osszehasonlitdsra, azaz ha tobb fluoroférunk van, akkor
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tobb lokalizacios pontot kapunk. A CB1-EGFP konstrukcio (Tappe-Theodor és mtsai.,
2007) hasznalata lehetové tette, hogy az EGFP mennyiségét hagyomanyos konfokalis
mikroszkopidval vizsgalva Osszehasonlitsuk a CB1-STORM jel mennyiségével.
Eredményeink bizonyitottak, hogy van egy széles jeldlési koncentracio tartomany, ahol
lineéris ardnyossag van az EGFP intenzitds és a STORM lokalizacidés pontok szdma
kozott. Fontos kiemelni, hogy az idegszovetben végzett kisérleteink sordn az
interneuronokon mért CB1-STORM jel stirlisége ugyanebbe a dinamikus tartomanyba
esett. Tudomasunk szerint hasonld antitest alapti 0sszehasonlitdé vizsgalat még nem

elérhetd a szakirodalomban.

A linearis dinamikus tartomany legszélén, azaz a nagyon alacsony EGFP
intenzitasoknal a linearitds a vartnak megfeleléen eltint. A konfokalis fluoreszcens
érzékenység (példaul a PMT detektorok joval kisebb kvantum hatasfoka miatt lasd 29.
oldal) ugyanis joval elmarad az egyedi molekula érzékenységtdl. A nagy koncentraciok
esetében pedig az altalunk hasznalt fluoroférok megjelenésének iddbeli szétvalasztasa
mar nem lehetséges még az erre a célra kifejlesztett DAO-STORM eljarassal sem
(Babcock és mtsai., 2012), igy a szoftveres analizis sordn lokalizacids pontveszteség 1ép
fel és a linearitas ismét sériil (Dudok és mtsai., 2015). Ezek a mérési eredményeink
Osszességében tehat arra utalnak, hogy lehetséges a relativ mennyiségi dsszehasonlitas
STORM képalkotassal, de nagyon fontos a sziikséges kontroll mérések elvégzése az adott

vizsgalati rendszer paramétereinek megfeleléen (Barna €s mtsai., 2016b).

5.3. Hippokampalis agymetszetek STORM képalkotasa

Az Eredmények részben bemutattam az altalunk kidolgozott munkafolyamatot, amely
alkalmas a perfundalt, illetve akut tuléld agymintabdl szarmazd metszetek festésére,
tarolasara és képalkotasara. Fontos fejlesztési célunk volt, hogy a legtobb munkacsoport
altal hasznalt altalanos immunfestési eljarasokhoz lehetd leginkabb hasonlité protokollt
dolgozzunk ki. Kulcskérdés volt ugyanakkor az antitestek hasznélatdbol fakadd
lehetséges miitermék kikiiszobolésének megoldasa és a STORM jel valosdganak
ellendrzése. Kisérleteinkben a CB1 jeldlésre érzékeny és szelektiv elsddleges antitestek
alltak rendelkezésre (Fukudome és mtsai., 2004). Ugyanakkor a szelektivitds csak a

hagyoményos mikroszkopos képalkotasok lehetdségein belill volt érvényes korabbi

111



DOI:10.14753/SE.2018.2110

irodalmi adatok alapjan (Katona, 2006). Viszont nem biztos, hogy a szelektivitas igaz
akkor is, amikor olyan érzékeny moédszert hasznalunk, mint a STORM, ahol minden
egyedi fluorofor megjelenik. Minden antitest ugyan kis valdszintiséggel, de hozzakotodik
aspecifikus modon mas fehérjékhez is, kiilondsen fixalt szoveti preparatumokban (Saper
¢s Sawchenko, 2003). Ezért el6fordulhat, hogy a STORM jobban képes olyan
onmagukban 4ll6, hamis célpontokat felismerni, amelyek pixelintenzitdsa joval a
konfokalis mikroszkop érzékenységi hatara alatt van. Vad tipusu és CB1 génkilitott
allatbol szarmazo6 mintak 6sszehasonlitasabol azonban kidertilt, hogy mind az elsddleges
antitest, mind pedig a masodlagos antitest nem okoz olyan aspecifikus hatteret, ami
konfokalis szinten nem volt észlelhetd. Természesen ezt a jovoben minden kisérletezonek
a sajat antitestjei esetén szintén ellendriznie kell. Ennek a munkdnak a segitésére is
alkalmas a VividSTORM szoftveriinkbe beépitett klaszterelemzési funkcid. A
feltételezett aspecifikus lokalizaciok jellemzd klaszterméretét megvizsgalva ugyanis
megallapithatd egy olyan siirliség alapu szlirési paraméter, amellyel a képek hattere

jelentdsen csokkenthetd.

Egy masik mddszertani szempontbdl fontos kérdés a STORM mikroszkdpidban,
hogy a fokuszon kiviili térfogatokbol érkezd fotonok erésen rontjak az adott fluoroforhoz
tartoz6 Jel/Zaj aranyt. Ez sejtkultara preparatumokban nem jelent problémat, de a szoveti
preparatumokon a vastag, siirti jelolésti mintdk esetében, mint példaul a hippokampalis
CA1 teriiletén a piramissejt rétegi CB1 receptorok vagy a preszinaptikus aktiv zonak
bassoon immunjeldlése gondot jelentett. Ezért dolgoztuk ki az akut élettani szeletek
Ujrametszésének lehetdségét 20 pm vékonysagl anatomiai metszetekre, majd ezeknek a
metszeteknek szabadon Usz6 inkubalasat és feddlemezre felhuzasat oldottuk meg. Ezek a
Iépések tirelmet ¢és némi kéziigyességet kivannak. Ezért hosszii tavon mas
megoldasoknak is komoly 1étjogosultsaguk lehet, ilyen példaul a nemrég megjelent array
technika alkalmazasa, amelyben 70 nm ultravékony sorozatmetszeteket hasznaltak térbeli

sejtrekonstrukciora STORM szuperfelbontas segitségével (Sigal €s mtsai., 2015).

Szintén fontos cél, hogy a mintdnak minél vékonyabb rétege legyen csak
kivilagitva a gerjeszté fénnyel. Az altalunk hasznalt mikroszkdpon ezt a megvilagitas
optikai tengelyhez képesti szogének valtoztatasaval lehetett megvalositani. A szog

megvalasztasa fliggott a képalkotas mélységétdl, igy minden teriileten be kellett allitani
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az optimalis kivilagitast. A még vékonyabb réteg kiviladgitasara még alkalmasabb a HILO
megoldas lehet (Tokunaga és mtsai., 2008), ami a mi rendszeriinkon nem elérhetd, de
sajat ¢épitésti rendszereken érdemes megfontolni az alkalmazasat. Szintén izgalmas
fejlesztési lehetdség lehet a light-sheet mikroszkopia megvilagitasinak kombinaldsa az
egyedi molekula lokalizacidos mikroszkopiaval (Cella Zanacchi és mtsai., 2011), és
varhatoan széles korben el fog terjedni a lattice light sheet mikroszkdpia megoldésa is

(Chen és mtsai., 2014).

Végiil szintén fontos szempont, hogy az aktivator megvilagitas eldsegiti a
fluoroférok bekapcesolt allapotba 1épését. Ez akkor kivanatos, ha a STORM képalkotas
egyes képein a PSF-ek mar ritkan, egymastol messze mutatkoznak, tehat ndvelni lehetne
Osszeéro ¢s igy analizisre alkalmatlan pontatviteli fliggvényképek. A megfelel6 aktivator
lézerintenzitas beallitdsdt a dolgozatban bemutatott kisérletekben empirikus modon
végeztiik. A jovOben fontos lenne egy szoftveres megoldés kidolgozasa, ami valds iddben
mutatnd az egyedi €s az atlapold PSF-ek aranyat. Ez az igény az analizis szoftverek
gyorsasagaval szemben tamaszt kihivast. [géretesnek tiinnek ilyen szempontbél is a GPU
(Graphic Process Unit) alapu, masszivan parhuzamositott lokalizacio analizis

algoritmusok (Brede és Lakadamyali, 2012; Tang és mtsai., 2015).

5.4. Korrelativ konfokalis és egyedi molekula lokalizaciés mikroszkopia
Az eredményekben bemutatott korrelativ mddszer bevezetésének {6 célja az volt, hogy
képesek legyiink a jelolt célsejt morfologiai részleteit minél pontosabban megjeleniteni.
Ezzel lehetdvé valt, hogy elkiilonitsiik azokat a molekularis lokalizacids adatokat példaul
a CB: receptorok vagy a bassoon fehérje STORM jelét, amelyek specifikusan a
fiziologiailag karakterizalt célsejthez tartoznak. Kézenfekvo lenne a célsejt strukturalis
jelolését is STORM-al leképezni, ez azonban, habar nem lehetetlen, egyelére még
gyakran nehézségbe iitkozik. A membran d nm-es felbontasu vizualizalasdhoz olyan
jelolést kell valasztani, amelynél a jelolok atlagos legkozelebbi tavolsaga d/2 nm
(Nyquist-mintavételezés). Ez azt jelenti, hogy STORM szempontjabol megfeleld
fotokémiai tulajdonsagu, membran-specifikus festéket kell a célsejtbe juttatni tigy, hogy

a festés ne terjedjen at mas sejtek membranjaiba, de az adott sejtben elérje a legtavolabbi
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részeket is, és megfeleld strliségben legyen mindenhol. Lipofil cianin festékek példaul
Dil segitségével a sejthartyarol és szubcellularis organellumokrol sikeriilt masoknak
STORM képet késziteniiik ezzel a modszerrel, de kizarolag sejtkultura preparatumoban
(Shim ¢és mtsai., 2012). Sajat probalkozasaink szdveti preparatumokban génpuska és
patch elektrodaval toltés segitségével azonban nem vezettek eredményre, a minta fixalasa

soran a lipofil festék til nagy teriileten terjedt szét.

Egy masik lehetéség lehet, ha a vizsgalni kivant egyedi sejtbe juttatunk egy olyan
gént, amely valamilyen membranba irdnyitd6 cimkét tartalmazé jeldlést kodol (pl.
fluoreszcens fehérje-membranfehérje konstrukcid). Primer neurondlis tenyészeteken ez
technikailag megoldhato volt (Lakadamyali és mtsai., 2012), és igéretes nem publikalt
eld eredményeink alapjan in utero elektroporacidéval neuronokba bevitt plazmidok
elegendden stirt jelolést eredményeznek teljes sejt rekonstrukcidohoz. Ez a megkozelités
alkalmas ritkas, egyedi sejtek vizualizalasara, esetleg célzott sejttipusok megjelenitésére
megfeleld promoterrel ellatott plazmid esetén. De ahhoz, hogy kizarolag egyetlen sejtet
szeretnénk megjeldlni a mintdban, amelyhez az élettani adatok tartoznak mas utat kellett
valasztanunk. Ezért a hippokampalis interneuronok jeldlésére a neuroanatomiaban régota
hasznalt biocitinnel t6ltés mddszerét valasztottuk, amellyel egyetlen célsejt jeldlhetd és a
jelolés eljut a legtavolabbi sejtszakaszokra is. Ez a jel6lés tokéletesen alkalmas volt a
konfokalis mikroszkoppal tortén6 morfologiai vizsgalatokhoz, ¢és a STORM
mikroszkoppal is megoldhatd volt a képalkotds. Azonban ebben az esetben minden
subcellularis struktira rengeteg jeldlést tartalmaz, nem csak a sejthartyaban, de a teljes
sejttérfogatban. Ezért a STORM képalkotds még megfeleld fotokémiai tulajdonsagu
fluoroforral is joval hosszabb ideig tart, tovabba a slri térfogati jelolésnél csokken a

Jel/Zaj viszony a megemelkedett hattér miatt.

A szoftveres €s hardveres lehetdségeket figyelembe véve mi a STORM-ot a
dekonvolvalt konfokalis képalkotassal kombinaltuk a biocitin jeldlés megjelenitésére,
tudomasunk szerint a vilagon els6ként. A tobbféle képalkotasi modalitds korrelativ
alkalmazasara azonban mar régota van szamps példa, ilyen a korrelativ fény és
elektronmikroszkopia (CLEM, Correlative Light and Electron Microscopy), amit példaul
jelolt idegsejtek kozotti szinaptikus kapcsolatokat igazolasara lehet hasznalni (Begemann
¢és Galic, 2016; Gulyas és mtsai., 1993; Veres és mtsai., 2014). A CLEM technika
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segitségével ma mar lehetséges akar tuléld agyszeletben idegsejtek boutonjaibol kalcium
aramokat mérni 2-foton mikroszképidval, majd ugyanezen boutonok morfologiaja
jellemezheto a térfogati elektronmikroszkopos rekonstrukcié modszerével (Holderith és
mtsai., 2012). Ezekben a modszerekben azonban nem nyilik lehetdség a szinapszisok
molekularis jellemzdinek kvantitativ vizsgalatara, vagy az iddigényesség miatt nem
alkalmazhatdak széles korben. A membranfehérjék eloszlasdnak legpontosabb mérésére
alkalmas fagyasztva toréses replika jelolés elektronmikroszkdpia pedig csak véletlen
membranrészletek vizsgalatat teszi lehetdvé, igy ezen modszer korrelativ alkalmazasa

még varat magara (Kerti-Szigeti és Nusser, 2016; Lenkey és mtsai., 2015).

A kiilonb6z6 fénymikroszkopos modalitasok elénye az CLEM-el szemben, hogy a minta
strukturalis valtozasaval nem kell szamolni (Kim és mtsai., 2015; Kopek és mtsai., 2013;
Sochacki és mtsai., 2014). Az altalunk kidolgozott szovetkezelési és képalkotasi eljaras
tovabbi nagy elényei az elektronmikroszkopidhoz képest, hogy: i, az
elektronmikroszkopias beagyazasi folyamatok miitermékeitél mentes; ii, egyszer(ibb és
gyorsabb a minta el6készités; iii, tobb csatornas, azaz egyszerre szamos molekularis
marker vizsgalhatd; iv, nagyobb érzékenységli jelolést tesz lehet6vé, v. sejttipus-

specifikus és kompartment-fokuszalt mdédon lehet méréseket végezni vele.

Végiil szintén ki kell emelni, hogy tanulméanyaink megjelenésével kozel egy
idében mas munkacsoportok igazoltdk az egyedi molekula lokalizacios mikroszkdpia
erejét mas szuperfelbontasu mikroszkopidval kombindlva. Véleményem szerint ezek az
eljarasok szintén hasznos eszkozok lehetnek a jovOben az élettudomanyok szédmara

(Hamel és mtsai., 2014; Wegel és mtsai., 2016).

5.5. Korrelativ konfokalis és egyedi molekula lokalizacios mikroszkopos

képek analizise

A lokalizaciés mikroszkopia abban is kiillonbozik a tobbi hagyomanyos vagy
szuperfelbontasu képalkotastol, hogy az eredménye nem egy pixel vagy voxel alapu kép,
hanem a lokalizacios koordinatak listaja néhany egyéb adattal kiegészitve. A lokalizaciok
2D vagy 3D koordinatainak kiszamitasahoz a pixel alapu képekbdl szazas nagysagrendii

kereskedelmi, illetve szabad felhasznélasu szoftver all rendelkezésre, amelyek nagy része
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vizualizalasra is alkalmas (Sage és mtsai., 2015). Munkank kezdetekor azonban nem allt
rendelkezésre olyan program, amely egyiitt kezelné a pixeles modalitast a lokalizacios
adatokkal, igy a VividSTORM korrelativ pixel alapu (EPI, konfokalis, stb.) és SMLM
analizis szoftver megirdsa mellett dontottiink, amelyben a kovetkezd funkciokat

val6sitottuk meg:

Konfokalis és SMLM adatok beolvasésa és megjelenitése

- A két modalitas regisztracidja (6sszerendezése)

- Automatikus teriiletkijelolés (ROI szerkesztd)

- Lokalizaciods és pixelintenzitas alapu analizis eszk6zok

- Jol hasznalhat6 grafikus feliilet

- Nyilt, konnyen értelmezhetd, fejlesztésre alkalmas forraskod

- Onmagaban is futo és lehetSleg platform fiiggetlen alkalmazas

A megjelenités modja és Osszetettsége az SMLM-ban nagy valtozatossagot mutat
(Baddeley ¢és mitsai., 2010). Munkénk sordn nagyrészt elegendd volt az egyszerii
pontokkal vagy lokalizaciés felbontasnak megfeleld méreti korongokkal valo

megjelenités, de a késdbbiekben tervezziik tobbféle megjelenitési mod megvaldsitasat.

A lokalizacios adatkészletek elemzésénél kétféle utat lehet kovetni. Az egyik
mentén a lokalizaciés adatokat valamilyen modszerrel pixeles képekké alakitjuk és a mar
régen jelen 1évd és megfelelden kifinomult képelemzési modszereket alkalmazzuk ugyan
ugy, mintha csak egy konfokalis kép lenne. A pixeles képpé alakitds nem trivialis
folyamat és egyre jabb megoldasok jelennek meg ezen a teriileten is (Andronov és
mtsai., 2016; Levet és mtsai., 2015). A masik lehetdség, hogy megmaradva a lokalizacios
pontok 3D koordinatainal, 0j analizis algoritmusokat hasznéaljunk. A sejthartya
modellezéséhez koordinata alapon a konvex burkold szamitasat épitettiik a VividSTORM
programba. Ez a moddszer megfeleld olyan strukturdk esetében, ahol nincs, vagy
kismértékii a homora felszinek ardnya. Osszetettebb felszineknél érdemes lesz a
makromolekuldk oldoszer hozzaférési felszinének szamitdsdhoz hasonldé modszert
alkalmazni (Shrake és Rupley, 1973). A biologia jelpalyak sok esetben membranhoz
kotottek, igy tavolsagok szamitdsakor sokszor a membran mentén szamitott adat
fontosabb az euklideszi tavolsaggal szemben. A konvex burkold felszinén 1évo két

lokalizaci6 kozotti legrovidebb felszinen futd Gt szdmitdsara egy sajat algoritmust
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fejlesztettiink ki és épitetiink a VividSTORM-ba. A nem konvex felszinek esetében 1]
eljarast terveziink implementélni, amely példaul alapulhat a diffuzi6 alapu legrovidebb
felszini Ut szamitasan. A lokalizaciok csoportosulasdnak mérésére olyan klaszterezési
algoritmus valasztottunk, amely értelmezi a zajt is, azaz vannak lokalizacidk, melyek nem
tartoznak egy klaszterbe sem. Ez fontos szempont olyan tipust jeloléseknél, mint az
immunfestés, ahol szinte mindig jelen van a nem specifikus kotddésekbdl szarmazo zaj.
A VividSTORM-ba elészor a DBSCAN eljarast épitettiilk, ami megfelel az el6bbi
kovetelményeknek (Ester és mtsai., 1996), de legijabb fejlesztéseink mar egy Bayes-féle
klaszteranalizist is lehet6vé tesznek (Rubin-Delanchy és mtsai., 2015), amelyben nem
sziikséges elOzetes paraméterek megaddsa.  Véleményem szerint a lokalizacids
mikroszkdpiai adatok elemzése soran mind a pixeles, mind pedig a lokalizacié alap
megkozelitésnek helye van, és mérés tipusatol fligg melyik modszer lesz a megfelel6bb

¢€s a jovobeli terveim kozott szerepel ennek szisztematikus vizsgalata is.
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6. KOVETKEZTETESEK

Doktori munkam soran a f6 célom egy olyan eljaras kidolgozasa volt, amely a konfokalis
¢s a STORM szuperfelbontasu mikroszkdpia kombinalasaval lehetdvé teszi a molekularis
képalkotast nanométeres tartomanyban sejttipus- és szubcellularis domén-specifikus
médon az idegszovetben. A klasszikus neuroanatdmiai minta el0készitési ¢és
immunfestési eljarasokat optimalizaltuk szuperfelbontasi mikroszkopiara, dsszeépitet-
tiink egy konfokalis mikroszkdpot és egy STORM rendszert, valamint Iétrehoztunk egy
uj szoftvert, amely alkalmas a két mikroszkép modalitasbol szarmazé képek egyiittes

kezelésére. Munkank soran az alabbi kovetkeztetésekre jutottunk:

1. Sejtmentes, sejtkultura és idegszovet preparatumokon végzett kisérleteink bizonyi-
tottak, hogy a STORM szuperfelbontasu mikroszkop alkalmas a 20 nm alatti X-Y sika és

~50 nm koriili Z iranyu felbontas elérésére.

2. Kisérleteink alapjan a STORM mikroszkopia alkalmas a célmolekuldk mennyiségi
valtozasainak relativ mérésére tobbek kozott térbeli valtozasok, példaul receptor

internalizaci6 nyomon kovetésére.

3. A korrelativ konfokalis ¢s STORM szuperfelbontasu mikroszkopia lehetové teszi a
molekularis képalkotast azonositott idegsejtekben ¢és specifikus szubcellularis

komparmentjeikben. Az eljaras kiterjeszthet6 az idegszovetrdl mas szovettipusokra is.

4. Az éltalunk fejlesztett VividSTORM korrelativ konfokélis €és egyedi molekula
lokalizacios mikroszkopiai megjelenitd és analizis program alkalmas a kiilonb6z6
mikroszkép modalitdisok manudlis ¢és megfeleld jelolés esetén automatikus
Osszerendezésére. Egy adott célteriileten beliil képes a molekularis mennyiségek
mérésére, a molekularis tavolsagok meghatarozasara, példaul a sejtkompartment felszinét
modellezd konvex burok felszinén, molekularis siiriségek ¢és klaszterezettség

megallapitasara, valamint internalizaciés index kiszamolasara.

Osszességében megallapithatd, hogy a STORM szuperfelbontasti mikroszkopia hasznos
eszkoz az idegtudomanyok, illetve szélesebb korben az €lettudomanyok szdmara, és még

sok fejlesztési potencialt rejt magéaban.
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7. OSSZEFOGLALAS

A szinapszisok miikddésének molekularis szintli feltarasa nemcsak az idegrendszer
kodolasi folyamatainak megértéséhez jarul hozza, hanem szamos neurologiai és
pszichiatriai betegségben segithet kijeldlni azokat a molekularis alkotoelemeket, amelyek
terapids célpontként szolgalhatnak a ,,szinaptopatiaval” Osszefliggd idegrendszeri
megbetegedésekben. Ez a feladat azonban kiilonlegesen nehéz az idegszovet
kiemelkedden Osszetett molekularis és cellularis szervezddése miatt. Raadasul a kémiai
szinapszisok jelatviteli hatékonysaga térben és idoben dinamikusan valtozhat, amelynek
hatterében gyakran a nanotartomanyban végbemend molekularis folyamatok allnak.
Ezért elengedhetetlen olyan moddszerek alkalmazasa, amelyekben azonositott
idegsejttipusok afferens ¢és efferens szinapszisai célzott modon vizsgdlhatéak és a
szinapszisok élettani, valamint anatomiai tulajdonsagai mogott allé molekularis
jelenségek feltarhatoak. Doktori munkaban kidolgoztunk egy uj eljarast, amely lehetévé
teszi az egyedi idegsejtek élettani mérésének kombindldsat olyan szovetkezelési és
immunfestési moddszerekkel, amelyek kompatibilisek nanoskaldjat molekularis
képalkotassal. Kisérleteinkben korrelativ konfokalis és STORM  szuperfelbontasu
fénymikroszkopiat alkalmaztunk, és igazoltuk, hogy a rendszer alkalmas sejttipus-
specifikus molekularis képalkotdsra a nanométeres mérettartomanyban sejtkultara,
idegszovet, harantcsikolt izomszovet mintakon és vesekéreg preparatumokon. Tovéabbi
kisérletekben igazoltuk, hogy az eljaras alkalmazhato sejttipusok és szubcellularis
domének kozotti relativ mennyiségi mérésekre, valamint példakat mutattunk be, hogy
milyen modon lehet in vivo farmakologiai kezelésekkel Osszefliggd molekularis
mennyiségi ¢és térbeli valtozdsokat nyomon kovetni. A STORM szuperfelbontasti
mikroszkdpia adatkészlete a molekulalokalizaciok haromdimenzids koordinatdja, igy
jelentdsen kiilonbozik a konfokalis mikroszkdpia pixelalapu képeitdl. Ezért létrehoztuk a
VividSTORM Python alapt, grafikus feliiletii, nyilt forraskéda programot. Ez az elsd
szoftver, amelyben a két mikroszképos modalitas korrelativ mddon vizsgalhato.
Segitségével lehetové valt a konfokalis €¢s STORM képek megjelenitése, pontos
Osszeillesztése, biologiai profilok automatikus kijeldlése, a molekuldris szinti 3D
euklidészi ¢és felszini tavolsagmérés, a lokalizdcidos pontok klaszteranalizise,

internalizaci6 és eloszlasi stirliség mérése.
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8. SUMMARY

Molecular-level exploration of synaptic processes not only contributes to understanding
coding processes of the nervous system but it can also help identify in several
neurological and psychiatric diseases the molecular players, that can serve as therapeutic
targets in neurological conditions related to 'synaptopathy'. However, the task is
especially difficult due to the highly complex molecular and cellular nature of the nerve
tissue. Moreover, the efficacy of signal transmission of chemical synapse may vary
dynamically in space and time often as a result of nanoscale molecular processes.
Therefore, it is imperative to apply methods in which a targetted study of afferent and
efferent synapses of identified neuron types can be conducted, and the molecular
processes underlying the anatomical and physiological properties of synapses can be
explored. In my thesis, we have developed a new method which allows combining
electrophysiological characterisation of identified nerve cells with tissue preparation and
immunostaining methods which are compatible with nanoscale molecular imaging.
During the experiments, we applied correlative confocal and superresolution STORM
light microscopy and demonstrated that the system is suitable for cell type-specific
molecular imaging in nanoscale level in cell culture, brain, heart and kidney tissue
samples. Our further experiments corroborated that the method can be applied to relative
quantifications between cell types and sub-cellar domains and we included examples on
how to follow molecular-level spatial and quantitative changes related to in-vivo
pharmacology treatments. The dataset of STORM superresolution microscopy is the 3D
coordinates of localisations of molecules, making it fundamentally different from pixel-
based images of confocal microscopy. Therefore, we have created the VividSTORM
Python-based, open-source programme with a graphical user interface. This is the first
freely available software that is able to handle the two microscopy modalities in a
correlative way. It enabled the simultaneous display of confocal and STORM images,
their precise registration, automatic segmentation of biological profiles (active contour),
molecular-level 3D Euclidean and surface measurement of distance, clustering

localization points as well as internalization and the measurement of density distribution.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

A legnagyobb koszonettel tartozom témavezetdmnek és baratomnak, Katona Istvannak,
akinek hatasara fordult szakmai életem a mikroszkopia iranyaba. Toretlentil lelkes
megismer¢és vagya az idegtudomanyok terén csodalatra mélto, tanitomesteri képességeit
pedig sok tudomanyosan sikeres ’padavanja’ ismeri el. Motivacidja és tamogatasa nélkiil
munkam biztosan nem késziilhetett volna el. Lelkiismeretessége mind a tudomany, mind
pedig az élet t6bbi teriiletén is mértékado és kovetendd. Kozos utjaink soran nem csak a
legkivalobb el6adokat hallgathattuk vagy a legijabb eredményeket bemutatd posztereket
lathattuk, de a még oly ritka és kicsiny tengermelléki verebet is megfigyelhettiik.

Hasonl6an nagy kdszonettel tartozom Dudok Barndnak, akit6l a mikroszkopia biologiai
alkalmazdsainak alapjait tanulhattam meg. Az idegtudomanyok teriiletén szerzett
tudasom jelentds részét is Neki koszonhetem. Utazasaink soran mindig nagy segitség volt
sz¢les gasztrondmiai ismerete €s tole ismerhettem meg a LIIT indukalta pezsgd jokedv
biologiai jelenségét is. Mint kollegdmnak és igaz bardtomnak sok sikert kivanok a

tengerentuli megmérettetéshez is.

A KOKI kozosségeének €s benne kiemelten a Molekularis Neurobiologiai Kutatocsoport
tagjainak szintén koszonettel tartozom a mindig magas szinvonalu szakmai timogatasért
¢s a kivalo, barati hangulatban t61t6tt munkahelyi évekért. Matolcsi Maténak koszondm
a matematikai konzultacidkat, Miczan Viviennek, Horvath Andrasnak és Timar
Bandesznek pedig a programozasban nytjtott értékes segitséget. Szabadics Janosnak és
Brunner Janosnak itt szeretnem megkdszonni, hogy nagy tiirelemmel tagitottak
ismereteimet az elektrofizioldgia és a képalkotas terén. Kun Andrastdl és Stamm Attilatol
szintén sokat tanultam a mikroszkopiarol, koszonom nekik az dllando rendelkezésre allast

¢és professzionalis szervizmunkat.

Nagy 0rom szamomra, hogy ezen a helyen irdsban is megkdszonhetem az egész
csalddomnak a tdmogatast, Sziileimnek kiilondsen azt, hogy biztos csaladi hattér mellett
lehetévé tették tanulmanyaimat, igy ezt a munkat Nekik ajanlom. Benedek fiamnak
koszO6ndm a tiirelmét és biztatasat tovabba munkam tevileges segitését a sok pipettahegy

toltéssel.
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