Jelatvitel az 1degrendszerben:



Masodlagos hirvivo rendszerek:

Feladatuk:

Elektromos jel tovabbitdsa a sejtszervecskék felé.

Eredmény:

Posztszinaptikus receptorok kémiai modositasa (foszforildlas, csatorna permeabilitisa megvaltozik)
Posztszinaptikus receptorok szdma megvaltozik (receptor fehérje szintézise megindul)

Szinapszis mérete megvaltozik (dendrittiiske nd illetve ut dendrittiiske alakul ki)

Egyik univerzdlis masodlagos hirvivé anyag: Ca*
Citoplazma Ca* koncentraciéjanak novekedés kiilonbozd enzimeket aktival: foszforilacio,
transzlacio,

transzkripcio beindul



Citoplazma Ca* koncentracié novekedés Kivaltoja:

Extracellularis Ca** bearamlasa:

sejtmembran Ca*" ioncsatorndi kinyilnak: posztszinaptikus receptor permedbilis Ca** ionokra

membran depolarizacié Ca* csatorndkat nyit

Intracellulris Ca* felszabadulas:

Sejtszervecskék (endoplazmatikus retikulum, mitokondriumok) Ca** -ot raktdroznak és ez bizonyos

ingerekre (Ca*, inozitol trifoszfat) felszabadul.



Intracellularis Ca** koncentracié novekedés jellemzdi:

o Szinaptikus potencialvaltozasokkal kapcsolatban lokdlisan alakulnak ki egy-egy szinapszis
kornyékén

o Ca’* ionok nem diffunddlnak messzire, tidvoli dendritdgak posztszinaptikus Ca* jelei nem
0sszegzddnek

o Akci6s potencidl altal kialakitott nagy depolarizacié a neuron joval nagyobb részén valt ki
intracellularis Ca** koncentrécié novekedést

« Akcids potencidl dltal kivaltott Ca** novekedés dsszegzSdhet a szinapszis kornyékén kialakult
Ca** novekedéssel

o Intracelluldris Ca** koncentréicié novekedés mérhetd Ca** ion érzékeny festékek alkalmazdsaval



Ca?* érzékeny festékek

Acetoxymetil-észter (AM) formaban keriil forgalomba.

AM-€szter segit atjutni a membranon

Intracellularisan €szterdz enzimek elbontjak ezt a részt, nem tud kijonni.
Alapallapotban a festék nem bocsat ki fényt.

Ca**-mal komplexet képez és fluoreszkal a megfeleld gerjeszts fény hatdsara.

Jellemzdik:
disszocidcids konstans: milyen koncentraciénél koti meg a Ca**-ot
gerjesztési spektum: UV, lathato fény

emisszios spektrum: zold, kék, piros






Fluoreszcencia

A minta megvilagitdsa a fluorofor gerjesztési hullimhosszanak megfeleld fénnyel, majd
detektalnunk kell a fluorofor altal kibocsatott, magasabb hullamhosszt fluoreszcens fényt.
A mintabol azonban nem csak fluoreszcens fény, hanem szort gerjeszto fény is ered, igy ha
csak az eldbbit akarjuk érzekelni, az utobbit ki kell szlirniink.
Ezt optikai szlirok €s dikroikus tiikrok segitségevel oldjak meg.
Optikai szlirdk szinkomponensek kiszlréseére alkalmasak, azaltal, hogy csak adott
hullamhossztartomanyban engedik at a fényt, a tobbi1 hullamhosszt pedig elnyelik.
Dikroikus tiikrok szinkomponensek szetvalasztasat vegzik el: visszavernek egy adott

hullamhossztartomanyba es0 fényt, a tobbit pedig atengedik.



Intracellularis Ca®" szint valtozas az AtT-20/D16v-F2 sejtvonalban

1-2 kontroll
3  50mM KCl1

9  5uM ionomycin Ca** ionofor




Az eredeti regisztralas fényességet rogzit

edges: mozgasok detektaldsa
green-red: nagy valtozasok kiemelése, kisebb valtozasok elnyomasa

16colors: 16 szint skala, atmenetek érzékelésére



GHB és ATP hatasa az asztrocitak intracellularis Ca** koncentracigjara.
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Konfokalis mikroszkopia

Fluoreszcensen jelolt mintak vizsgalatara alkalmas.

Jobb felbontasu képeket ad, mint a hagyomanyos fluoreszcens
mikroszkopok.

Kepes "optikai szeletelésre", kepet tud alkotni a minta egyetlen szeleterol.
A konfokalis keépalkotas 1ényege, hogy a rendszer csak a fokuszsikbol j6vO
fényt detektalja.

A kapott digitalis kép szamitogéppel kezelhetd ¢s elemezheto.

Tobb szelet képét 0sszerakva a fluorofor terbeli elhelyezkedése

vizsgalhato.



Konfokalis elv:

A hagyomanyos mikroszkopoknal a minta egy tertiletét éri a megvilagitas, mig a konfokalis
mikroszkopnal egyszerre csak a minta egy pontjat vilagitjak meg.

A 1ézer fényforras fényét az objektiv lencse a minta egy pontjara fokuszalja, majd a mintabdl eredd
fluoreszcens ill. visszavert fényt ugyancsak az objektiv gyljti dssze.

A minta egy adott sikjabol jovO fény az optikai rendszeren valo athaladas utan egy adott
fokuszpontban 6szpontosul, majd a detektorba jut.

A fokuszpont koril egy kicsiny atmérdjii rést helyeziink el, igy hogy nyilasa éppen erre a
fokuszpontra essen, igy a fokuszsikbol jovo fény zavartalanul eléri a detektort, viszont a fokuszsikon
kivilrdl jovo fenyt szinte teljesen kirekesztjiik.

Mivel egyszerre csak a minta egyetlen pontjat vilagitja meg lézer, ahhoz, hogy képet kapjunk, sorra
vegig kell pasztazzuk a vizsgalando teriilet minden egyes pontjat. Ezt pasztazo nyalabbal oldjak
meg. Az eltéritett nyalab sorra végigfut a teriilet minden pontjan.

A detektor minden egyes pontban megméri a fény intenzitasat, ezekbdl a szadmitogep Osszerakja a

képet.



Konfokalis mikroszkop elonyei

Jobb felbontast képek keszithetok 0.7x a felbontdsa

Képes kiszilirni a fokuszsikon kiviilrdl ered6 fényt, igy a képek kontrasztosabbak ¢€s
kevésbé elmosodottak;

Az "optikai szeletelés" és a szamitogépes adatfeldolgozas segitségével vastag mintak 3-
dimenzids struktarai 1s feltérképezhetoek.

A mintabol érkezd fluoreszcens jel gyakran igen gyenge. Ha a pasztazo sugar tobb 1dot
tolt el az egyes pontok felett, a rendszer tobb fényt gylijt egy adott pontbdl. A pasztazas
lassubb lesz, egy kép felvétele hossza 1dot vesz 1igénybe, viszont jobb mindségii lesz. A
kép egésze igy 1s rovidebb 1deig lesz gerjesztve mint a hagyomanyos mikroszkopnal,

kevésbé karosodik.



A Ca?* action potential

] A: Akcios potencial altal kialakitott intracellularis Ca**
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Feladat:
1. feladat

Ism file kivalasztasa

file nevének beirdsa a jegyz6konyvbe

File kinyitasa Fiji programmal

I-1 kép mentése 2 tetszdleges szinskalaval

Image Lookup Tables : tetszdleges beallitasok kivdlasztasa

Save as jpg: 4j file név

2 kép beillesztése a jegyzOkonyvbe.

2. feladat

5-10 db olyan sejt kivalasztasa amelyiknek a fluoreszcencidja idoben valtozik
1) anim4acio lejatszasa

i1) fluoreszcencidjukat valtoztato sejtek bekarikazasa. A karikaban lehetdleg 1 sejt legyen.
Analyze/Tools/ROI manager

add



save

I kép mentése a karikakkal egyiitt

Analyze/Tools/ROI manager/Properties: karika vonalvastagsaganak allitasa
more: Analyze/Tools/ROI manager/Options: more colors megfeleld szin kivalasztisa
screenshot készitése

Ubuntu-ban: Applications/Accesories/Screenshot grab the current window
3. feladat

multimeasure: Result.xls

Result.xls kinyitdsa

1. oszlop é€s Mean oszlopok kellenek csak

1d6tengely szerkesztése

1 kép 1.8ms alatt késziil el 1 oszlop minden értékét beszorozzuk 1.8-cal.

xy plot készitése

xy plot exportdlasa a jegyzOkonyvbe.

tengelyek feliratozdsa: x: id6  y: fluoreszcencia



Kivalasztott file neve: contr-0413-3.1sm

1. feladat:

egy megfeleld szinskala kivalasztasa:

16¢colors redgreen

valasztott



2. feladat

10 sejt kivalasztasa:

¥ — O contr-0413-3-001.jpg
129/605 (Ch2): 900.00x800,00 pm (512x512) 8-bit; 151MB




3. feladat
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