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1. Bevezető 
A környezetből érkező információ 90%-át a látásunk segítségével tapasztaljuk meg, melynek 

kezdeti lépéseit a gerincesek fényérzékeny idegszövete, a retina végzi. A retina legfőbb 

információs útvonala következő: a fotoreceptorok (PR) a fény fotonjai által hordozott információt 

érzékelik, továbbítják azt a bipoláris sejteknek (BC), melyek végül az információt a dúcsejteknek 

(RGC) továbbítják. A RGC-k bemeneteiket integrálva akciós potenciál (AP) sorozat kódot 

generálnak és azt a látóidegen keresztül továbbítják az agy felé. A horizontális sejtek (HC) és 

amakrin sejtek (AC) gátló interneuronok, melyek a párhuzamos információs csatornák 

összehangolásával járulnak hozzá a képi információ finomhangolásához, GABAerg gátló 

neurotranszmissziójuk és réskapcsolataik (gap junction; GJ) rendszere révén (Kolb et al., 1995). 

A retinális dúcsejtek populációja mind funkcionálisan, mind morfológiailag igen diverz (Sun et 

al., 2002; Badea és Nathans, 2004; Coombs et al., 2006; Völgyi et al., 2009; Baden et al., 2016), a 

jelenlegi vizsgálatok egyik célja, hogy a számos különböző vizsgálati módszerrel kapott 

eredményeket integrálni lehessen egyetlen közös rendszerben. 

Minden egyes RGC altípus a számára adekvát képi információ tartalmat dolgozza fel, extrahálja a 

képi környezetből, melyek mindegyike egy-egy párhuzamos retinális útvonalon jut a központi 

idegrendszerbe. Ismert, hogy az egyes csatornák külön-külön tájékoztatják az agyat az objektum 

egyes vizuális paraméteréről, mint például a tárgy helyzetéről (Venkataramani és Taylor, 2010; 

2016; Nath és Schwartz, 2016), mozgásáról és annak irányáról (Barlow et al., 1964; Barlow és 

Levick, 1965; Taylor és Vaney, 2002; Sabbah et al., 2017), valamint a tárgy és háttér egymáshoz 

viszonyított mozgásáról (Ölveczky et al., 2003; 2007; Baccus et al., 2008; Manookin et al., 2018). 

A csatornákon az információ eltérő sebességgel halad, mely sebességkülönbség eredhet a stimulus 

bizonyos karakterisztikáiból (Baldo és Klein, 1995; Purushothaman et al., 1998; Whitney és 

Murakami, 1998), valamint a sejtek fiziológiás és morfológiai jellemzőiből (Perge et al., 2012; Li 

et al., 2015). Számos bizonyíték mutat afelé, hogy ez az időbeli szeparáció már magában a 

retinában kezdődik, hisz a különböző RGC-k a stimulust különböző időkésésekkel dolgozzák fel 

(Farrow és Masland, 2011; Li et al., 2015). Gollisch és Meister 2008-as munkájukban 

megállapították, hogy az RGC-k fényválaszainak időbeli heterogenitása fontos részét képezi a 

vizuális kódnak, mely végül az agyi feldolgozó központok felé továbbítódik (Gollisch és Meister, 

2008). Ezek alapján nem elhanyagolható az RGC fényválaszok időbeli késéseinek heterogenitása 

és a retinális kód kialakításban betöltött szerepének vizsgálata. 
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2. Célkitűzések 
Laboratóriumunkban évek óta folynak olyan kísérletek, amelyek központjában a vizuális 

stimulusok retinális kódolása és a párhuzamos retinális pályákon történő információ szállítás áll. 

A témakör további vizsgálatával kapcsolatban a dolgozatomban a következő célkitűzéseket 

fogalmaztam meg: 

1. A Ca2+ -képalkotási módszer, in vitro retina preparátumon való alkalmazásának kidolgozása és 

alkalmassá tétele a dúcsejtek aktivitásának vizsgálatára.  

2. A dúcsejtek funkcionális heterogenitásának és a párhuzamos retinális pályákon történő 

szignalizációnak a vizsgálata elektrofiziológiai és Ca2+ -képalkotási technikák kombinációjával; a 

dúcsejtek fényválaszainak időkéséseit meghatározó tényezők vizsgálata.  

3. A dúcsejtek neurokémiai heterogenitásának vizsgálata immunhisztokémiai módszerekkel, a 

termelt kálciumkötő fehérjék (CaBP) alapján.  

4. Egy morfometrikus retina modell alkalmassá tétele a párhuzamos retinális szignalizáció 

vizsgálatára és a fiziológiai méréseink alátámasztására. 

3. Anyagok és módszerek 

3.1. Állatok és preparálás. Kísérleteinkben felnőtt (30-90 napos) C57BL/6J, Thy1-GCaMP3 

(THY differenciációs antigén 1) és PV-GCaMP6f egértörzseket (Mus musculus) használtunk. Az 

állatokat 150 µl isoflurane-al (4%, 0,2 ml/l) altattuk, majd nyaki diszlokációt hajtottunk végre. A 

kipreparált retinát perfúziós kamrában oxigenizált (95% O2, 5% CO2) és melegített (34 °C) emlős 

Ringer oldatba (pH=7,4) helyeztük. Az állatok tartása, kezelése és kísérletes felhasználásuk is a 

Pécsi Tudományegyetem Munkahelyi Állatjóléti Bizottság engedélyével (MÁB, BA02/2000-

6/2006; BA/35/51-42/2016) történtek, összhangban a 3R törvény elveivel. 

3.2. Ca2+-képalkotási vizsgálatok. A Ca2+ képalkotási vizsgálatokat C57BL/6J, Thy1-GCaMP3 

és PV-GCaMP6f egértörzseken végeztük. A C57BL/6J törzsek esetében kémiai, Fluo-4 AM és 

Oregon Green 488 BAPTA-1 indikátorokat használtunk. A Fluo-4 indikátort bath-loading 

technikával (30 perc inkubáció), míg az Oregon Green-t elektroporációval juttattuk be a szövet 

sejtjeibe. A felvételek egy Nikon FN1 mikroszkóppal zajlottak (4x, 10x, 40x és 60x objektívek), 

a fényválaszokat teljes-mezejű fotopikus fénystimulust (l=490 nm, t=3s) követően rögzítettük (25 

Hz; 33,3 Hz, vagy 60 Hz-es mintavételezési frekvencia). Az exitációs fényt egy Polychrome V 
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monokromátorral állítottuk elő, a felvételeket Retiga 2000DC digitális kamerával, Live 

Acquisition szoftverrel rögzítettük. Egyes felvételeket Intensilight (Nikon) fényforrás, Sony 

A6300 kamera és WinWCP szoftver segítségével végeztünk (60 Hz mintavételezés, konstans ISO, 

Full HD/1080p) minőségben. A legtöbb esetben a bemeneti és kimeneti jelek összehangolásáért 

egy Imaging Computing Unit központi vezérlőegység felelt. A felvételek előelemzéséhez FIJI 

szoftvert (Schindelin et al., 2012) használtunk. Itt a vizsgálni kívánt sejtek manuális kiválasztását 

végeztük el a ROI (region of interest – vizsgálati terület) manager beépített eszköz segítségével. 

A felvételek analízisére és a spike detekcióra a Matlab környezetben futó NeuroCa (Jang és Nam, 

2015) integrált keretprogramot használtuk. 

3.3. Elektrofiziológiai vizsgálatok (extracelluláris elvezetések, MEA, Patch Clamp). Az 

egysejt RGC extracelluláris elvezetésekhez wolfram elektródákat (1 MΩ), a sokelektródás 

elvezetésekhez 64/128 csatornás MEA (multi electrode array) rendszert használtunk. A mérések 

során többnyire teljesmezejű, zöld (λ = 525 nm) fénystimulust alkalmaztunk. A patch clamp 

felvételeket Axopatch 200B erősítővel és ECS-el töltött (Extracell solution – extracelluláris oldat) 

pipettákkal (kb. 6 MΩ; boroszilikát) végeztük cell-attached konfigurációban. Az AP-k 

detekciójához és stimulushoz rendeléséhez Spike 2, Off-line Sorter és NeuroExplorer programokat 

használtunk, ezekből ún. peristimulus hisztogrammot (PSTH) és ráta hisztogrammot készítettünk, 

majd megállapítottuk a fényválaszok időkéséseit. Az adatok feldolgozásához Microsoft Excel és 

Origin 2018 programokat használtunk.   

3.4. Farmakológia. A réskapcsolatok zárására 40 µM meklofenaminsavat (Meclofenamic acid – 

MFA), a GABAerg gátló bemenetek blokkolása céljából 50 µM pikrotoxint (PTX) tartalmazó 

Ringer oldatot használtunk. 

3.5. Immunhisztokémia, Neurobiotin injekció és konfokális mikroszkópia. A Neurobiotin 

injekciót, a Patch Clamp elektródákkal hajtottuk végre a célsejt membránjának áttörése után. 30 

perces inkubációt követően a szövetet 4% PFA-ban fixáltuk (15-25 perc), majd átmostuk (PBS), 

BTA-vel blokkoltuk, streptavidin-Cy3 vagy -Cy5-ban inkubáltuk egy éjszakán át végül 

tárgylemezre helyeztük és lefedtük Vectashielddel. A CaBP vizsgálatoknál az izolált retinát a 

dorzális oldalon a choroid markerek segítségével megjelöltük (Wei et al., 2010) és ehhez 

viszonyítva meghatároztuk a szövet topográfiai régióit. A 15 perces 4% PFA-ban fixálás és mosást 

(PBS) követően BTA vagy CTA blokkolás (legalább 2 óra, ideális esetben 24 óra), majd a primer 

antitestekkel (a-CaB, a-CaR, a-PV, NeuN és RBPMS) történő inkubáció (24-72 óra) következett. 
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Mosást követően a másodlagos antitesteket (Alexa647, Alexa488, Cy3, DyLight405, Alexa568, 

DAPI és NeuroTrace 640/660) hozzáadtuk a szövethez (24 óra). Újabb mosást követően a retinákat 

Vectashileddel a GCL-el felfelé lefedtük. A mintákat Zeiss LSM710 konfokális mikroszkóppal 

(20x, 63x objektívek) vizsgáltuk. A fény és kontraszt minimális korrekcióját utólagosan az Adobe 

Photoshop CC és a FIJI szoftverekkel hajtottuk végre.  

3.6. Fehérjeexpresszió mérése és sejtek csoportosítása. Minden mérés FIJI 

szoftverkörnyezetben történt. A CaBP-k expressziós méréseket random 100x100 µm-es 

területeken végeztük, az ezekben található RGC sejttestek körül a NeuN jel alapján ROI-kat 

határoztunk meg. A sejtek CaBP jelöléseihez tartozó átlagos szürke értékének intenzitását mértük 

és az expressziós szinteket egy 0-100%-os skálán adtuk meg mindhárom fehérjére (CaB, CaR, 

PV). A relatív százalékos értékek alapján egy 10%-os felbontású eloszlási hisztogramon 

csoportosítottuk a sejteket, minden fehérje expressziója alapján. A sejtek csoportosítására klaszter 

analízist végeztünk (Python SciKit-learning csomag, Pedregosa et al., 2011) Gaussian Mixture 

Modellel, mely az elvárások maximalizálásának iterációs folyamatát használja. 
3.7. Neuromorf retina modell. A modellt Los Alamos-ban dolgozó kollaborációs partnerünk, Dr. 

Garrett T. Kenyon és kollégái biztosították számunkra. A modell paramétereinek részletei 

dolgozatomban, valamint Kenyon és mtsai. 2003-as, illetve 2004-es munkáiban olvashatók 

(Kenyon et al., 2003a; b; 2004). Röviden: a modell a stimulus hatására bekövetkező 

membránpotenciál változásokat szimulálja, mely alapján AP sorozatot generál. Ezek alapján egy 

GNU Octave-ban programozott analízis szkript segítségével az eredeti stimulus rekonstruálható 

bármely sejttípus szintjén. A modellt kollaborátoraink C++ környezetben programozták és Linux 

vagy Mac operációs rendszer alatt fut, a Petavison, nyílt forráskódú, objektumorientált neurális 

szimulációs eszköztárban (webhely 1). A modellel szimpla ON/OFF, szinuszoid és élő képi 

stimulusokat olvastattunk be, miközben a GABA vagy réskapcsolat szignalizációt perturbáltuk. A 

stimulusok 64 x 64-es vagy 800 x 800-as (természetes stimulus) felbontásúak voltak. Ez a 

szimulációban ezzel megegyező számú (4096, illetve 640 000) fotoreceptort és negyed ennyi 

(1024, illetve 160 000) egyéb sejtet jelentett a modellben. Az adatok kigyűjtése GNU Octave 

szkritpttel, illetve Matlab, FIJI (NIH, USA) és Microsoft Excel programokkal történt. További 

adat- és statisztikai analízisre Origin 2018 (Originlab, Northampton, MA, USA) programot 

használtunk. 
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4. Eredmények 

4.1. Ca2+-képalkotási vizsgálatok (indikátorok vs. GMO törzsek használata).  
A kémiai Ca2+-indikátorokkal végzett kísérletek vegyes eredményei miatt a GMO törzsek (Thy1-

GCaMP3 és a PV-GCaMP6f) alkalmazása mellett döntöttünk, melyek egy fehérje alapú Ca2+-

indikátort termelnek, így kikerülhető a szövet sérülésével járó töltési procedúra. A dolgozatban 

főleg a Thy1-GCaMP3 egértörzsből származó adatokat használtuk, mert minden RGC stabilan 

termeli az indikátor, az egértörzs stabilan fenntartható és az indikátor jele stabilabb és fixálható. 

4.2. Az RGC-k heterogenitása fényválasz késéseik alapján 

4.2.1. A dúcsejt fényválaszok időkéséseinek sokfélesége 
RGC AP sorozatokat vezettünk el fotopikus fénystimulust követően. A válaszkéséseik alapján a 

RGC-k teljes populációja (ON és OFF együtt) heterogénnek bizonyult, egy viszonylag széles (45-

300 ms) időintervallumot lefedve. A stimulusok ismétlése után meghatározott próbák közötti 

variabilitás mind ON és mind OFF válaszok esetében alacsony volt (ON: átlag = 21,7 ms; OFF: 

átlag = 23,8 ms), tehát az egész populációra vonatkoztatott késések széles intervalluma nem a 

sejtek egyéni válaszaiban mutatkozó variabilitásnak tudható be. 

4.2.2. Az időkésések sejttípus specifitása 
A válaszkésések sejtek közötti nagy változatossága, és a relatív kicsi próbák közötti variancia arra 

enged következtetni, hogy a késés sejttípus függő. Ennek közvetlen bizonyítására, Neurobiotinnal 

jelölt, OFF-Alfa RGC-kből fénystimulus kiváltotta AP sorozatokat vezettünk el. Az OFF-alfa 

sejtek válaszkinetikáik alapján két alpopulációra oszthatók, egy részük „fürge-tranziens” (brisk-

transient) mások „lomha-fenntartott” (sluggish-sustained) fényválasszal jellemezhetőek (Pang et 

al., 2003; Murphy és Rieke, 2006; van Wyk et al., 2009; Baden et al.,2016; Krieger et al., 2017). 

A két alpopulációt mi is jól el tudtuk különíteni egymástól. Megfigyeltük, hogy a két azonosított 

alpopuláció egyenként már egy sokkal kisebb válaszkésés tartományt fed le, mely tartományok 

szignifikánsan elkülönülnek egymástól. Ezek alapján a válaszkésések sejttípus specifikusak a két 

OFF-alfa RGC populáció estében, valószínűsítve annak lehetőségét, hogy ez érvényes a teljes 

RGC populáció minden sejttípusára. 

4.2.3. A válaszkésések stimulus függősége 
Két kísérletsorozat egyikében a retinát egy erősödő intenzitású (I = 1-7000 Rh*/pálcika/s; λ = 488 

nm), teljes mezejű fénystimulus sorozattal ingereltük, miközben az RGC AP sorozatokat 

rögzítettünk. Megfigyeltük, hogy a válaszkésések ideje csökken a stimulus erősségének 

növelésével, a szkotopikus és fotopikus stimulusokra adott válaszok késéseit összehasonlítva 
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mindkét RGC populáció (ON és OFF) tekintetében a fotopikus válaszok szignifikánsan 

rövidebbek. Egy második kísérletsorozatban a stimulus hullámhosszát változtattuk (330-674 nm 

tartományban; 330, 360, 409, 437, 495, 527, 562, 590, 632, 645 és 674 nm), miközben az AP-okat 

rögzítettünk. Megfigyeltük, hogy az ON sejtek válaszkésései nagyobb spektrum függőséget 

mutattak, mint az OFF sejtek, de mindkét alpopuláció esetében a késések hullámhossz függőek 

voltak. Tehát, a stimulusparaméterek (ebben az esetben a stimulus erőssége és kromatikus 

tulajdonságai) számottevően befolyásolják az RGC-k válaszkéséseit.  

4.2.4. A preszinaptikus retinális hálózatok szerepe az RGC válaszkésések kialakításában 
A megfigyelt sejttípus specifikus válaszkésés eredhet: 1. eltérő membrántulajdonságokból, 2. vagy 

a preszinaptikus pályák eltérő sebességű szignalizációjából (esetleg ezek kombinációiból).  Ennek 

vizsgálatára RGC AP sorozatokat rögzítettünk (cell-attached mód) először fotopikus 

fénystimulust, majd direkt elektromos ingerlést követően (kikerülve a preszinaptikus retinális 

hálózatot). Megfigyeltük, hogy minden vizsgált RGC rövidebb késést mutatott az elektromos 

stimulusra, mint a fénystimulusra, valamint a sejtek késési tartománya is szignifikánsan 

lecsökkent. Ez bizonyítja, hogy az RGC válaszkéséseket nem a sejtek membrán tulajdonságai 

határozzák meg, hanem nagyrészt a preszinaptikus retinális hálózat. 

Egy következő kísérletben Ca2+ válaszokat regisztráltunk Thy1-GCaMP3-as állatok RGC-in teljes 

mezejű, fotopikus fénystimulust követően. A Ca2+ hullámok felfutási ideje sejtenként nagyon 

eltérő volt, hasonlóan az elektrofiziológiai mérésekhez. A vizsgált RGC Ca2+-tranziens késések 

meglehetősen széles intervallumot fedtek le, mely egyértelműen elkülönült a független sejtek 

szintjén jelentkező próbák közti varianciák eloszlásától, megerősítve azt a megállapítást, hogy nem 

az egyes sejtek válaszainak variabilitása, hanem a sejtek közötti különbségek a döntőek. 

4.2.5. Retinális pályaelemek hatása a RGC-k fényválasz késéseire 
A fentiek alapján feltételezhető, hogy a válaszkésés finomhangolásában a retinális neuronhálózat, 

horizontális szignalizációs elemei vesznek részt. Ennek vizsgálatára multielektródás 

elektrofiziológiai (MEA) és Ca2+-képalkotási vizsgálatokat végeztünk egér retinán, miközben a 

két retinális hálózati elemet (GJ kapcsolatokat és GABAerg inhibíciót) farmakológiailag 

blokkoltuk. A GJ-k blokkolásakor egyes sejtválaszok gyorsultak, míg mások lassultak, de a 

vizsgált RGC populáció válaszkésési variabilitása szignifikánsan lecsökkent. A GABA receptorok 

blokkolása (A- és C-típus) esetében hasonló eredményeket kaptunk, azaz a GABA receptor 
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inaktivációja egyes sejtek esetében válaszkésés csökkenést, máshol növekedést idézett elő, illetve 

az RGC válaszkésések tartománya szignifikánsan csökkent. 

4.3. A retinális dúcsejtek heterogenitása az expresszált CaBP-k alapján 
Megkíséreltük a RGC populáció sejttípusait CaBP termelésük alapján elkülöníteni egymástól 

immunhisztokémiai módszerekkel abban a reményben, hogy az a-CaR, a-CaB és a-PV szérumok 

legalább pár (3-4) dúcsejttípust egyértelműen meghatároznak, így azok a többi dúcsejttől 

különválasztva vizsgálhatók. Ez a próbálkozásunk nem járt sikerrel, ugyanis a RGC-k sejtméret 

szerinti eloszlási hisztogramjai hasonló mérettartományokat fedtek le, mint a teljes RGC 

populációé, tehát nem voltak jól elkülönült alcsoportok. Az intenzitás/sejtméret klaszter analízis 

rámutatott arra, hogy minden retinális területen nagy a diverzitás az expresszált CaBP-k 

tekintetében. 4-9 klasztert sikerült meghatároznunk a három CaBP tekintetében, melyek száma a 

vizsgált retinális területenként változó volt. Ez alapján nyilvánvaló volt, hogy ez a kétdimenziós 

klaszter analízisünk nem alkalmas a CaBP-t termelő RGC-k morfológiai/funkcionális 

csoportjainak elkülönítésére. Megfigyeltük továbbá azt is, hogy a dúcsejtek nagy része nem egy, 

hanem két, esetleg három CaBP-t is termel (35,8%) és az RGC-k mindössze 26,1 % volt negatív 

mindhárom fehérjére. 

4.4. A dúcsejtek kódolási mechanizmusát befolyásoló retinális kapcsolatok feltérképezése 
A fenti kísérletek alapján egyértelmű volt, hogy a GABAerg és GJ mediálta információáramlás 

nagyban befolyásolja a RGC AP kód egyes paramétereit (késés, tranziencia stb.). Kollaborációs 

kapcsolataink réven (Dr. Garrett T. Kenyon; Los Alamos National Laboratory, USA) 

használatunkba került egy virtuális retina algoritmus, melyben a hálózati elemek tetszőlegesen ki- 

és bekapcsolhatók. A modellben a GABA rendszer és a GJ-k kikapcsolásakor a válaszkésések 

lerövidültek a kontroll eredményekhez képest és a próbák közti variancia itt sem befolyásolta 

lényegesen az eredményeket. A GJ-k kiiktatásánál kis mértékben változott a reprodukált kép, 

eltűntek a legfinomabb kontrasztbéli átmenetek. A GABAerg rendszer kikapcsolásakor az 

átmeneti kontrasztok eltűntek, bizonyítva azt, hogy a GABAerg rendszer a térbeli 

kontrasztérzékelést szabályozza. A modellben végzett mérések tehát nagyrészt alátámasztották 

korábbi fiziológiai mérési eredményeinket és bizonyították az AC-ek felől érkező gátló 

mechanizmusok (GABAerg rendszer) és a GJ-k szerepét a dúcsejtek válaszkéséseinek kialakítása 

szempontjából. 
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5. Összefoglalás 

Az RGC-k egy heterogén idegsejt-populációt alkotnak az emlősök idegrendszerében, különböznek 

morfológiai sajátosságaikban, neurokémiai markereikben és funkciójukban. Kutatásaink 

középpontjában a párhuzamos retinális pályákon történő információszállítás és a vizuális 

stimulusok retinális kódolása áll. A témában végzett kutatásaink alapján a következő főbb 

eredményekre jutottunk: 1. Kidolgoztuk a Ca2+-képalkotási technikák egy megbízható változatát 

az általunk használt in vitro egér (Mus musculus) retinán. 2. Bebizonyítottuk, hogy a párhuzamos 

retinális csatornákon haladó információ RGC típusspecifikus eltéréseket mutat a fényválaszok 

kinetikája tekintetében. 3. Megfigyeltük, hogy a RGC válaszkésések finomhangolásához a 

preszinaptikus retinális pályák részvétele szükséges (GABAerg és GJ-mediálta 

információáramlás). Feltételezzük, hogy a válaszkésési finomhangolással a látórendszer súlyozza 

a szállított információ hatásfokát a felsőbb integrátorok aktiválásának tekintetében. 4. Az általunk 

vizsgált három CaBP nem bizonyult használható sejtspecifikus markernek, de a konfokális 

mikroszkópia és offline tracer-követési metodológia kombinációjával kidolgoztuk a képalkotási 

vizsgálatokban rögzített RGC-k azonosításának technikáját. 5.  A retinális modellel végzett 

kísérletek nagyrészt alátámasztották a kísérleteinkben kapott eredményeket. Ezen felül a modell 

olyan új funkciót jósolt a GABA és GJ mediálta információáramlás képi kódolásban betöltött 

szerepének, melyet a közeljövőben érdemesnek tartunk tesztelni kísérletesen is. 
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