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1. Bevezeto

1.1 Az emlos retina

Batran kijelenthetjiik, hogy a hagyoményos 6t érzékszerv koziil egy atlagember a
latasara timaszkodik leginkabb a mindennapokban. A kiilvilagbol érkez6 informacié tébb, mint
80%-at nyerjiik a vizualis kornyezetbdl (Ripley és Politzer 2010), ezért a természet- és
orvostudomanyok fejlodésével kiemelt fontossagiiva valik szdmunkra a latorendszer
mukodésének megismerése €s mindazon folyamatok megértése, melyeknek kdszonhetden az
emberi agy képes a minket koriilvevo vilagot latasunk segitségével leképezni. A feladat nem
egyszerll: az emlds latorendszer az érzékszervekkel torténd érzékelés egyik kifejezetten
Osszetett, az alkalmazkodas lehetdségeit tekintve igencsak nagy valtozatossagot mutato példaja,
mely mind felépitését tekintve, mind pedig miikodésében két nagyobb (periférias és centralis)

egységre bonthato fel.

A retina (recehartya) a gerincesek szemének legbelsd, az iivegtesttel szomszédos
rétegében elhelyezkedd, koriilbeliil 200um vastagsdg fényérzékeny idegszovet (1. abran
szemléltetve). Felépitése szoveti szinten jellegzetes anatomiai tagolodast mutat; az emlds
retinat alkotd kiilonb6z6 sejtcsoportok funkcidjukat tekintve szervezddnek rétegekbe. A retina
els6dleges feladata a kornyezetbdl érkezd fény elektromos jellé alakitasa és tovabbitasa az agy
latokodzpontja felé: a feldolgozott informacid a latdidegen (nervus opticus) keresztiil tavozik,

mely mindent §sszevetve a retina elektromos kimeneteként is szolgal.
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1. Abra: az emberi szem vazlatos, szemlélteté rajza, mely az emlésok szemének altalanos felépitését
modellezi. A retina, fejlédéstani eredetének kiszonhetben, az ideghartya rétegét képezve védetten helyezkedik el

az inhartya (sclera) és az érhartya (choroidea) rétegei alatt.



Fontos megjegyezni, hogy a retina nem csak a fény elektromos jellé alakitasat végzo
optoelektronikai transzducerként mikodik; a vizualis jel detektalasat kovetden azonnal
megkezdddik az informacié elsédleges feldolgozasa és tartalom szerinti kiillonvalogatasa. Bar
hajlamosak lehetiink azt feltételezni, hogy a latokozpont ,,egy az egyben” képezi le a ra zuditott
informaciohalmazbdl a kiilvilagot, a valdsag ettdl jelentésen eltér. A latotér kiillonbozo elemeit
(mint példaul az altalunk érzékelt formak és szinek, vagy ezek mozgasa) leképezd csatornak
tulajdonképpen egymassal parhuzamosan futnak, igy a felsébb agyi kozpontok felé tovabbitott
informaci6 mar rogton a retina szintjén bizonyos mértékii el6-szelekcion halad at. A valésagban
ez minddssze annyit jelent, hogy az altalunk latott és teljes egészként érzékelt ,,kép” szdmtalan
apro részletre bonthato, azaz képesek vagyunk kiilon-kiilon érzékelni luminozitast, kontrasztot,
szinkontrasztot, mozgast, a kozeledd vagy oldaliranyu mozgas pontos iranyat, alakok és formak
egy objektum mozgasatol fiiggetleniil a hattér mozgasat is. Mindezen képi aspektusok mar a
periférian szeparalodnak egymastol és egymassal parhuzamosan, precizen kiilonvalogatva
kertilnek tovabbitasra. Ez természetesen nagymértéki szervezettséget igényel, ami nem csak a
retinat felépitd sejttipusok lokalizacidjaban, hanem azok szamaban és kapcsolatrendszerében is
megmutatkozik: a retina egy rétegelt, jOl szervezett, &m annal bonyolultabb hal6zatként

miikodik szamos beépitett szabalyozasi mechanizmussal.
1.2 Az emlds retina rétegei, sejttipusai

Az eml6s retinaban hat jellegzetes funkciondlis szovettani réteget kiilonboztetiink meg a
tankonyvekben szerepld anatomiai felosztasi séma neurondlis elemek alkotta rétegeivel

megegyezden. Ezek a kiilso rétegek feldl befelé haladva a kovetkezdek:

1. Fotoreceptorok kiilsé szegmense

2. Kiilso sejtes réteg (ONL — outer nuclear layer): fotoreceptor sejttestek épitik fel

3. Kiilsé rostos réteg (OPL — outer plexiform layer): a fotoreceptor — bipolaris sejt és
horizontalis sejt szinapszisok rétege

4. Bels6 sejtes réteg (INL — inner nuclear layer): bipolaris, horizontalis és amakrin
sejttesteket tartalmaz

5. Belso rostos réteg (IPL — inner plexiform layer): a bipolaris sejt — ducsejt szinapszisok
mellett ide nytlnak a dicsejtek dendritjei és az amakrin sejtek nytlvanyai

6. Ducsejtek rétege (GCL — ganglion cell layer): itt talalhatoak a dacsejtek szomai, illetve

ebben a rétegben talaljuk az Un. ,,displaced” amakrin sejteket



Ha a retinat koriilvevd kozvetlen szoveti kornyezetet is figyelembe vessziik, a listat tovabb
bévithetjiik egyrészt a fotoreceptorok rétegén kiviil elhelyezkedd pigmentham rétegével, mely
a retinat kiilsd kornyezetétdl elhatarolja és fontos szerepldje a receptorokban végbemend
fototranszdukcios folyamatnak, illetve emlitést tehetlink még a horizontalis irdnyban htz6do
kiils6 ¢és bels6 hatarold6 membranok jelenlétérdl. Ez utobbi két réteget a retina Miiller glia
sejtjeinek kiils6 és bels6 végtalpai alkotjak. Mindezeket figyelembe véve a retina 10 rétegre
tagolt strukturalis felosztasa is elfogadott €s ismert, mely esetben az iivegtesttdl legtavolabb

elhelyezkedo réteget elsoként tekintve a kovetkezo felosztast allithatjuk fel:

Pigmentham (RPE — retinal pigment epithel; egyrétegii kobham)
Fotoreceptorok kiilsé szegmense

Kiils6 hatarolo membran (ELM — external limiting membrane)
Kiilsd sejtes réteg

Kiilso rostos réteg

Belso sejtes réteg

Belso rostos réteg

Ducsejtek rétege
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A latdideg rostjainak rétege (Stratum opticum)

10. Bels6 hatarolé6 membran (ILM — internal limiting membrane)

Erdemes azonban megemlékezni a retina gliasejtjeirdl is, melyek nélkiilozhetetlenek a

retina egészséges mitkodéséhez (Reichenbach és Bringman 2020):

1. Miiller sejtek: a retinalis glia populacio kozel 90%-a tartozik ide; részt vesznek a vér-
retina gat kialakitasaban €s a retina normal struktirijanak fenntartasaban, fagocitaljak
a fotorepcetorok eloregedett részeit, tamogatjak az idegsejtek fejlodését ¢€s az
extracellularis folyadék ionegyensulydnak szabalyozasdval megteremtik a retina
sejtjeinek tuléléséhez sziikséges idealis kornyezetet (Goldman 2014).

2. Asztrocitak: a retina legbelsé rétegeiben helyezkednek el (Vecino és mtsai 2016.), a
Miiller glidhoz hasonldan részt vesznek a retina homeosztazisanak fenntartasaban

3. Mikroglia: az immun privilégiumot élvezd retina rezidens makrofagjai, a rostos

rétegekben helyezkednek el (Karlstetter és mtsai. 2015).

Az eml0s retina fent leirt hat réteges felépitését a 2. abra mutatja be a fobb idegsejtosztalyok
¢és a pigmentham hozzavetdleges elhelyezkedését felrajzolva, mig a retinat felépitd sejteket

altalanos jellemzoit az 1. tdblazat foglalja 6ssze.
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2. abra: Az emlds retina szovettani rétegeit és az azokat felépito idegsejt-tipusok elhelyezkedését bemutaté
szemlélteté abra. Bar eredetét tekintve a fotoreceptorok felett elhelyezkedé pigmentham (PE) nem része a retina
idegszovetének, a legtobb abran mégis feltiintetésre keriil, mint anatémiai €s immunoldgiai barrier, illetve a retina
normal miikddéseinek aktiv kdzremiikoddje. A fotoreceptorok kiilsé szegmensei (OS) alatt helyezkedik el a kiilsé
sejtes réteg (ONL) a receptorok sejttesteit tartalmazva, melyet a kiilsé rostos (OPL), bels6 sejtes (INL) és belso
rostos rétegek (IPL) kovetnek. A dicsejtek rétegébdl (GCL) kilépve a latdideg rostjai egy sajat réteget (stratum

opticum) létrehozva hagyjak el a retina teriiletét.



. 1 . . s Fobb c e
Sejt Altalanos funkcio , e Specializalt feladat
tipusal
Palcikak P’erlfe.rlas latas, 1‘2‘1&?‘8 ¢jszakai
Fotoreceptor ., fényviszonyok kdzott
. Neuron | Fototranszdukcio e -
sejt Csanok Szinlatas, 14tas nappali
P fényviszonyok kozott
Horizontalis Kontraszt kiemelése,
: Neuron | ., L
sejt fényadaptacio
Bipolaris Neuron ON Fény hatasara depolarizacio
sejt OFF Fény hatasara hiperpolarizacio
Narrow Fugg()leg.es, Ty
field kommunikacié a kiilonb6zo
rétegek kozott
}’i\(’eﬂe Rétegen beliili kommunikacio
Amakrin o _ | Tipusfiiggd; a dopaminerg sejtek
ejt Neuron | Gatlo interneuronok SrABA pl. a cirkadian ritmus
g beallitasaban vesznek részt
Tipusfiiggd; az AIl amakrin
Glicinerg | sejtek pl. a palcika bipolarisokat
kapcsoljak a csap Gtvonalba
Egyéb
Retindlis Neuron Informacié tovabbitasa a
ducsejt*** latoideg felé
Fényabszoprcid, vér-retina
Pigmentham | Epitél gat l.<1'c'112-1k1tas2.1, tmmun
: . privilégium biztositasa,
sejtek sejt LS
egészséges fotoreceptor
miikddés biztositasa
Belso és kiils6 hatarolo
membran kialakitasa,
Miiller . homeosztatikus funkciok, a
. Glia . .
sejtek retina normal
metabolizmusanak és
struktarajanak fenntartasa
Asztrocita Glia Homeoszt.at’lk.u’s funkciok,
vaszkularizacio
Mikroglia Glia Rezidens immunsejt

1. Tablazat: a retinat felépité sejtek felsorolasa és rovid bemutatasa. Masland (2012), illetve Reichenbach és
Bringmann (2020) munkéaja alapjan. *A retina sejtjei szamos morfologiai és/vagy funkcionalis tipussal és
altipussal rendelkeznek, a felsorolas ezért csak tdjékoztatd jellegii. **Rendkiviil heterogén csoportként jelen
tablazatban csak a legnagyobb kategdridk bemutatdsa lehetséges. ***A retinalis ducsejtekkel az 1.3 és 1.4

alfejezetek foglalkoznak bévebben.



A kiilvilagbol szarmazé fény érzékelésében a fotoreceptorok jatsszak az elsddleges
szerepet. Az elnyelt fotonok energidja képes a sejtben zajlé molekularis folyamatokat
befolyasolni és ezaltal a sejt altal termelt kémiai hirvivok, Gn. transzmitterek felszabadulasat
szabalyozni, melyek a kémiai szinapszis miikddési elve szerint megvaltoztatjdk a soron
kovetkez6 partner, a bipolaris sejt molekularis sejtszintii mitkodését (Peichl 2005). Az emberi
szem szamara lathatd fény az elektromdgneses sugarzasok megkdzelitdleg 400-700 nm
hullamhossza tartomanyat fedi le, igy talan nem meglepd, hogy az emlds fotoreceptorok egyes
tipusai  némi  valtozatossdgot =~ mutatnak  annak  tekintetében, hogy  mely
hullamhossztartomanyban és milyen fényintenzitas mellett képesek a legtobb fényt elnyelni
(Ahnhelt és Kolb 2000). A fotoreceptorok altalanos felépitésiiket tekintve kiilsd és belso
szegmensre, illetve az ONL-ben elhelyezkedd sejttestre és az OPL-be nyulo szinaptikus
végzOdésre tagolhatoak. A fotoreceptorok jellemzésekor talan érdemes a felsorolast a
palcikakkal kezdeni, melyek arra specializalodtak, hogy alacsony fényintenzitas mellett is
biztositsak a latorendszer miikodését. Elnevezésiiket karcsu, hossziakas alakjuknak
kdszonhetik, mely kdnnyen megkiilonboztethetové teszi Oket a zomokebb, szinérzékelésre
képes csapoktol. Sotétadaptalt retina esetén akar mar egyetlen foton energiaja is elegendo lehet
ahhoz, hogy a palcikdkat ingeriiletbe hozza (Hecht és mtsai. 1942; Baylor és mtsai. 1979), igy
az ¢éjszakai latasban és gyér fényviszonyok mellett csak a palcikak kozvetitésével terjedhet
tovabb a vizudlis informaci6. A rendkiviili érzékenység ugyanakkor lényegesen lassabb
véalaszkészséggel parosul (MacLeod 1972). Bar szininforméciét nem tovabbitanak,

fényelnyelési érzékenységiik csticspontja bizonyitottan a z6ld hullamhossztartomanyba tehetd
(492 nm).

A palcikékkal szemben a csapok szintjén mar bizonyos mértékli munkamegosztast
figyelhetiink meg a kiilonb6z6 fényelnyelési maximummal rendelkezd tipusok kozott. Az egyes
tipusok szamatol fliggéen beszélhetiink mono-, di- és trikromatikus latasrol, utobbi azonban az
emlOsok osztalyan beliil csak a féemlésok és az ember latorendszerére jellemzd. A legtobb
emlds (koztiik a dolgozatban targyalt tudoméanyos munka kisérleti objektumaként szerepld héazi
egér) latasa dikromatikus, azaz rovid (kék vagy S tipus) és kozéphosszi (z6ld vagy M tipus)
hullamhossztartomanyokban elnyel6 csapokkal miikodik. Mindez azt jelenti, hogy szamukra a
vOrds fény (hosszu hullamhossztartomany, L tipus) nem, vagy csak rosszul érzékelheto, igy az
allatok sotétben mutatott viselkedése viszonylag jol vizsgalhato az emberi szem szamara lathato
voros megvilagitas mellett (Peichl 2005). A csapok magas fényintenzitas mellett miikodnek

hatékonyan ¢és a latotér elemeit magas foka részletességgel képesek leképezni a
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latorendszerben. A palcikdkhoz képest a csapok jelét tovabbitd palyak alacsony konvergenciat
mutatnak és az eltéré fényérzékenységii csap-tipusoknak koszonhetéen tobb, egymassal
parhuzamos utvonalat alakitanak ki (Field és Chichilnisky 2007; Masland 2012). A
fotoreceptorokat a retina kozbiilsd rétegeiben a bipolaris sejtek kovetik. Alapvetden két nagy
csoportra oszthatéak: ON (fény bekapcsolasara depolarizalodo) ¢és OFF  (fényre
hiperpolarizal6dd) bipolaris sejtek. A bipolaris sejtek ingeriiletiiket a retinalis dicsejteknek
(méas néven ganglionsejteknek) adjak at, melyek a retina legbels6 rétegében helyezkednek el.
A szem felépitésének optikai sajatossaga, hogy a fénynek a retina teljes szovetén keresztiil kell
haladnia ahhoz, hogy a fotoreceptorok rétegét elérje. Eppen ezért a koztes rétegek attetszéek, a
fény szamara atjarhatdéak és csak néhdny, kiemelt esetben talalunk a ducsejtek kozott
fényérzékeny sejteket (fotoszenzitiv, melanopszint termeld ducsejtek, M1-M5 tipusként
jeldlve; Sanes és Masland 2015). Osszességében a ducsejtek képezik a retina végsé kimenetét
a kozponti idegrendszer 1atokozpontja felé, és mas retindlis sejttipusokkal szemben lokalis
potencialok kialakitasa mellett akcids potencidlok generalasara is képesek. A retinalis ducsejtek
populacidinak pontos szdma fajonként eltérd, azonositasuk és klasszifikaciojuk ezért jelenleg
is zajlo folyamat (Vlasits és mtsai. 2018, Baden ¢és mtsai. 2019). Az altalunk modellként
hasznalt egér retina esetén a mitkddéstanilag elkiilonitheté ducsejttipusok szama legalabb 22-
32 kozottire tehetd (Volgyi és mtsai. 2009; Baden és mtsai. 2019). A bipolaris sejtekkel
ellentétben a ducsejtek szintjén altalanosan nem csak ,,ON” és ,,OFF”, hanem un. ,,ON-OFF”
sejteket is megkiilonboztetiink a fényvalasz tekintetében, amelyek a fény be- és kikapcsolasara
egyarant akcios potencial sorozattal valaszolnak. 4 retindlis ducsejtekrol bévebb informdacio az
1.3 (emberi és egér retina osszahasonlitasa) illetve az 1.4 (az egér retina ducsejtjeinek

bemutatasa) alfejezetkben olvashato.

A fotoreceptorok, bipolaris sejtek és ducsejtek egymast sorban kovetve alakitjak ki a
retinaban futo fliggdleges iranyt parallel palyakat, mellettiik azonban két tovabbi sejttipus is
Iényeges szerepet tolt be a vizualis kod kialakitasaban, ezek pedig a horizontalis és amakrin
sejtek. Az OPL-ben elhelyezkedd horizontalis sejteknek két nagy csoportja ismert az emlds
retindban, melyeket jellemzden ,,A” és ,,B” tipusként jelolnek (a féemldsok kivételt képeznek,
esetilkben a jellemzd tipizalis H1 és H2). Mindkét tipus dendritfaja a csapoktol gyiijt
informaciot, a B-tipusu horizontélis sejt (a H1 tipushoz hasonldéan) azonban egy hosszi axonnal
is rendelkezik, amely a palcikakhoz fut. A horizontalis sejtek feladata tulajdonképpen nem mas,
mint a kdrnyezé fotoreceptorok aktivitdsanak szabalyozasa: az altaluk gyakorolt negativ

feedback lateralis hatas fontos szerepet jatszik a latotér kiilonb6z6 fényerdsségii teriileteinek
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hatékony elkiilonitésében, azaz a szélek és kontrasztok detektalasaban (Hartline 1983, Kuffler
1953, Masland 2012, Thoreson és Dacey 2019).

A jol Koriilirt, néhany tipusba tomoriilé horizontalis sejtekkel szemben az amakrin
sejtek nagy és inhomogén csoportja akar 40 (Haelmstadter és mtsai. 2013), illetve a molekularis
analizisek alapjan akar 140 tovabbi sejttipust is magaba foglalhat (Yan és mtsai. 2020) és ez a
szam jelent0sen valtozhat is annak filiggvényében, hogy melyik emlds fajt vizsgaljuk.
Jellemzden a belso retina gatld interneuronjair6l van sz6 — altalanos jellemzésiik azonban akar
ki is meriilhet ennyiben. Szertedgaz6 haldzatukban kémiai és elektromos szinapszisokat
egyarant létesitenek, partnereik lehetnek bipolaris sejtek (un. inhibitoros feedback
mechanizmus kialakitasa), dtcsejtek (inhibitoros feed-forward kapcsolatok 1étrehozasa) vagy
mas amakrin sejtek. Az egy amakrin sejt altal lefedett modulacios teriilet alapjan, morfologiai
besorolassal megkiilonboztetiink un. ,,small-field” vagy ,,narrow-field” (kis teriiletet lefedd,
lokalisan szabalyoz6) ¢és ,,wide-field” (akar milliméteres tavolsagokat athidalod, hosszu
nyulvanyokkal rendelkezd) amakrin sejteket (Franke és Baden 2017). Szinaptikus transzmisszo
tekintetében a ,,small-field” sejtek jellemzden glicinergek (Menger és mtsai 1998), mig a ,,wide-
field” sejtek GABA-t szabaditanak fel transzmitterként (Pourcho és Goebel 1983). Bizonyos
amakrin sejttipusok egy masodlagos transzmittert, példaul glutamatot, dopamint vagy
acetilkolint is alkalmazhatnak (Lee és mtsai. 2014) vagy neuromodulatorokat (Somatostatin -
SOM, Substance P — SP, Neuropeptide Y - NPY; Vasoactive intestinal polypetide - VIP)
szabadithatnak fel (Li és Lam 1990; Vielma és mtsai. 2011; Franke és Baden 2017). A
réskapcsolatok biztositotta elektromos kapcsoltsdgnak koszonhetden a halozat egyes elemei a
sajat, lokalis szabalyozasi korokon tal is képesek a retindlis jelatvitelt akar tobb szinaptikus

1épcs6t kovetden is modulalni (Asari és Meister 2014; Franke és Baden 2017).
1.3 Az emberi retina és a hazi egér (Mus musculus) retinajanak osszehasonlitasa

A dolgozatban bemutatott kisérletes munka alapkutatdsnak mindsiil, célja elsésorban az
emlds retina alaposabb megértése, a retinaban miikodd idegi halozatok miikddésérdl nyert
ismereteink bdvitése. Azzal azonban, hogy a szamunkra relevans célcsoportot az ,,emlds
retinaként” jeloljik meg, maris egy fontos korlatot allitunk fel magunknak: mennyire
tekinthetjiik a retinat, mint szervet, univerzalisnak az egyes rendszertani csoportok kozott? A
retinakutatasban részt emlds modellek hosszas listdjanak (a teljesség igénye nélkiil: hazi egér,
vandorpatkdny, tengerimalac, hdzi nyal, hazi macska, a selyemmajom vagy a makako)
koszonhetden tudjuk, hogy a retina mitkodésének alapvetd séméja az egyes emlds fajok kozott
altalanosnak tekinthetd, szoOvettani tagoldsa szintén egységes sémat mutat. Lényeges
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kiilonbségeket tapasztalhatunk azonban a retinat felépité sejtek jellemzd tipusainak
reprezentaltsagaban ¢€s eloszldsdban, illetve meg kell jegyezniink, hogy az emberi latasban
kulcsfontossagl szerepet betoltd 1atogodor (fovea centralis, ,,az éleslatas helye™) az emldsok
kozott kiemelten a nappali életmodot folytatd fOemlGsok latorendszerének sajatossaga
(Bringmann és mtsai. 2018; Griinert és Martin 2020) és a kisérleti modellallatok jelent6s
részében nem talalhatdo meg. A fovea mellett azonban a latasélesség javitasara az evollcio soran
egyeb adaptaciok is kialakultak, mint példdul csapokat szintén nagy stliriségben tartalmazo,
megkozelitdleg kor alaka area centralis a macskak, vagy a hosszukas un. ,,visual streak” a

nyulak esetén (Bringmann és mtsai. 2018).

Ha az ember latasat a dolgozatban vizsgalt modell, a hazi egér retindjaval hasonlitjuk
Ossze, jelentds kiilonbségeket fedezhetiink fel a sejtek szamaban, tipizalasaban és eloszlasaban
(@ jellemzé kiilonbségeket tajékoztatd jelleggel a 2. tablazat foglalja Ossze). Fontos
megemlékezniink arrdl, hogy a hazi egeret jellemzdéen az éjszakai (nokturnalis) életmddot
folytat6 allatok koré sorolhatjuk, tehat elsdésorban a s6tétben valo tajékozodashoz adaptalddott
az ember nappali aktivitdsdval szemben, igy a palcikak siirlisége joval magasabb értéket mutat
az egér retina esetében. A 14t6gddor hianyaban a fotoreceptorok eloszldsa az egér
latorendszerében ezzel szemben viszonylag egyenletesnek tekinthetd, mig az emberi éleslatas
a csapok rendkiviil koncentralt centralis (és a palcikak periférias) topografiai preferenciajat
eredményezi (Curcio és mtsai 1990, Griinert és Martin 2020). Eltérd tovabba a két csoport
szinlatdsa is: az emberi trikromatikus szinlatds kifejezetten a féemldsokre jellemzo, az
egereknek csupan az S és M tipusu csapokkal beérniiik, ami viszont lehetévé teszi a kutatok
szdmara a soOtétadaptalt ragesalo retina alacsony intenzitdsa, vords fényli megvilagitas mellett
torténd boncolasat. Szamottevd kiilonbség tovabba, hogy az emberi retinaban eléforduld
horizontalis sejtek két nagy tipusanak (H1 és H2) altalanos megfelel6ibdl (B és A) az egerek
csupan a B tipussal rendelkeznek (Peichl és Ganzalez-Soriano 1994). Bar a féemlés és a
ragcsalo bipolaris sejteket vizsgalva a megallapitott sejttipusok szdma hasonldéan alakul (12 és
14, kettovel tobb az egér retindban), az egyes tipusok megfeleltetése ebben az esetben is csak
részlegesen valdsithato meg (Euler és mtsai. 2014, Griinert és Martin 2020). Nagy eltérés
mutatkozik a retindlis ducsejt tipusok prediktalt szamdban is: mig a féemlds retindban a
duacsejtek tipizalasa 16 és 18 tipus koriil alakul (Peng €s mtsai. 2019), addig az egér retindban
a ducsejt tipusok pontos szamanak meghatarozasa és a kiilonbozé modszerekkel (morfoldgiai,
fiziologia és molekularis bioldgiai paraméterek) elkiilonitett kategéridk egymassal torténd

megfeleltetése tovabbra is intenziv kutatomunka targyat képezik (Rheaume és mtsai. 2018).
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Jelentés kiilonbség mutathatd ki tovabba az egyes vizsgalt allatfajok kozott a ducsejtek
nevezéktanat illeten IS: az egérben gyakran vizsgalt és jol koriilirt alfa sejtek példaul a hazi
macskaban Y sejtként ismertek és az emberi (¢s féemlds) latorendszer parasol sejtjeivel (nagy
receptiv mez0, mozgas ¢s mélységérzékelés) allithatéak parhuzamba. Ugyanakkor a féemlds
midget (kis receptiv mezO, szélek érzékelése, szinérzékenység kromatikus opponencia
formajaban) sejtekhez hasonlithaté X vagy béta sejtek képvisel6i az egér retinaban kevésbé

ismertek €s tovabbi vizsgalatokra varnak (Sanes és Masland 2015).

Ember Hazi egér
Eletmod nappali éjszakai
Retina mérete (atmérd) 40 mm 5 mm
Fovea centralis van nincs
Fotoreceptorok stirtisége valtozd viszonylag allando
Palcikak szama 92 000 000 6 400 000
Csapok szama 4 600 000 180 000
Pélcikak:csapok aranya 20 36
Csapok tipusa S,M,L S, M
Szinlatas trikromatikus bikromatikus
Horizontélis sejtek H1, H2 B
Bipolaris sejtek 12 tipus (féemlds) 14 tipus
Amakrin sejtek 25+ (30-60?) 45+ (140?)
Dticsejt tipusok szama 16 (fovea) - 18 (periféria) 30-40
Ducsejtek szama 1 000 000 50000
Dl’lcsejt?k rétegének 8 (perifér'ia)’ -1 (fovea) I sejtréteg
vastagsaga sejtréteg

2. Tablazat: jellegzetes kiilonbségek az ember (és altalanossagban a féemldsok) és a hazi egér retinajanak
felépitésében. A tapasztalt kiilonbségek jelentds része a két €l61ény ¢letmodjara vezethetd vissza: éjszakai életmod

mellett az egér latorendszere egyértelmiien a sotétlatashoz feltétleniil sziikséges palcikéakat preferalja.

Tagadhatatlan, hogy a latérendszer milkkddésének megértésére tett kisérleteinket a
tudomanyos kivancsisag mogott megbijva az a cél vezérli, hogy a szerzett tudast az emberi
latas javitasara vagy helyreallitasara tett torekvéseinkben tudjuk kamatoztatni. A
retinakutatasban éppen ezért haro jelentds kategoriat kell felallitanunk: 1. a gerinces retina, 2.
az eml0s retina, illetve 3. a féemldsok retingja, mint modell. A felsorolt kiillonbségek ellenére

kis testmérete, egyszerl és koltséghatékony tartasa (mas, kézepes- vagy nagytestii allatokhoz
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vagy akar féeml6sokhoz mérten), illetve gyors szaporodasi ciklusa/generacios ideje miatt a hazi
egér tovabbra is népszerli kisérleti modell a retinakutatdsban. Vitathatatlan elénye mas
modellekkel szemben (a korabban felsoroltak mellett) a rendelkezésiinkre alld laboratériumi
egértorzsek rendkiviil magas szama (csak a Jackson Laboratory tobb, mint 8300 kiilonb6z6
vonalat tart szamon; https://www.jax.org), melyek k6zott szamos genetikailag modositott vonal
talalhat6. Ugy vélem, az egér retina még szamos olyan alapvet6 latorendszeri és idegrendszeri
strukturalis és mikodési sajatsag megértéséhez nydjthat kivald alapot, melyet késébbiekben

sikeresen hasznalhat majd fel a tudomany a gydgyaszatban és az alkalmazott kutatasban.
1.4 Ducsejtek az egér retinaban

Az emlds retindban talalhato idegsejtek nagy és valtozatos csoportjat tobb, mint 60
idegsejt tipus épiti fel (Masland 2012), melybdl a kiilonb6z6 ducsejt tipusok szama egérben
akar harmincnal is tobb kiilonalld ducsejt tipust foglalhat magaba (Sanes és Masland 2015). A
ducsejtek megkiilonboztetése mas sejttipusoktél morfologiai bélyegek alapjan az aldbbi

elsddleges sajatsagok szerint lehetséges (Masland 2012; Sanes és Masland 2015):

1. a sejttest a GCL-ben helyezkedik el (sziikséges, de nem egyértelmiien meghatarozo
feltétel az un. ,,displaced” amakrin sejtek jelenléte miatt a GCL-ben),
2. adendriteken az IPL-ben arborizalnak és rajtuk tiiske nem talalhato,

3. axonjaik a latoidegen kilépve futnak a latokozpont felé.

Jellemz6 tulajdonsaguk tovabba, hogy a rendelkezésiikre allo teret mozaikosan toltik ki
(angol nyelvhaszndlatban a ,.tiling” jelensége), tehat egy adott tipusba tartozé dicsejtek szomai
egymastdl viszonylag szabdlyos tavolsagra helyezkednek el, dendritjeik pedig egyenletes
eloszlassal, rések és kihagyasok nélkiil halozzak be a sejtek kozotti szabad teriiletet (Wassle
2004). A ducsejtek, szerencsénkre, ugyanakkor univerzalis molekularis markerekkel is

rendelkeznek, melyek lehetdve teszik a teljes populacio egyetlen jellel torténd azonositasat:

1. Thyl felszini fehérje (Barnstable és Drager 1984),
2. aBrn3 transzkripcids faktor-csalad (Badea és mtsai. 2009),
3. RPBM RNS-kot6 fehérje (Rodriguez és mtsai. 2014).

Tovabbi klasszifikaciot tesz lehetdvé, hogy az ON (fényre depolarizalo), OFF (fényre
hiperpolariz6) vagy éppenséggel ON-OFF fizioldgia a ducsejtek nyulvanyainak morfologiai
jellegzetességében is nyomon kovethetd: ON sejtek esetén a dendritfa arborizacidja az IPL

belsé rétegeiben torténik, mig OFF ducsejteknél ugyanez a jelenség az IPL kiils6é rétegében
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figyelhetd meg. ON-OFF sejtek esetén kettds, avagy bi-sztratifikacio jellemzd, amely szintén

egyértelmil azonositast tesz lehetové.

Sok esetben a klasszifikacié egyik legnagyobb kihivasa az ismert funkcio feltart
morfologiaval torténd helyes 6sszekapcsolasa. Ehhez olyan specifikus jellésre van sziikség,
amely lehetévé teszi egy-egy sejttipus vagy azon beliili altipus elkiilonitését és szelektiv
tanulmanyozasat. Az egér retinalis ducsejtek azonositdsaban nagy elOrelépést jelentett az
elérhetd genetikailag modositott egértérzsek szamanak jelentds névekedése: egy-egy vonal
akar tipus vagy altipus specifikus azonositast is lehetévé tehet (pl. az alfa ducsejteket jelold
KCNG4-Cre vonal, amely lehetdvé tette egy lehetséges, eddig hianyzo altipus azonositasat;
Krieger és mtsai. 2017). Az ismert retindlis idegsejttipusok palettdja azonban tovabbra sem
teljes: Rheaume és kollégai eddig 40 klasztert kiilonitettek el a ducsejtek transzkriptom-
analizisével (Rheaume és mtsai. 2018), ezek megfeleltetése a mar azonositott csoportokkal
egyeldre viszont csak a molekularis markerek szintjén valosult meg. Az egér retinaban leirt

ducsejttipusokat a 3. tablazat foglalja dssze.
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Az egér retina ducsejtjei

Csoport Révid név Jellemzé Morfolégiai Ismert
megnevezése tulajdonsagok bélyegek altipusok
_ON-OFF | oN.oFFDs | |, Mozgis irdnya Bisgtratifikaly | + CS0PO't (@4
iranyszelektiv RGC (kontraszt-fiiggetlen dendri kardinalis

o ., . endritfa ., .,
ducsejtek iranypreferencia) irany alapjan)
ON iranyszelektiv ON-DS RGC Fényes mozgd Monosztratifikalt 3 C:Ofp ?rg t(3
ducsejtek pontokat érzékel dendritfa P 'e’ cra
irany)
Nagy sejttest,
L Macska Y sejtek széles dendritfa 3 tipus (+1
Alfa dacsejtek aRGC megfelelsi dichotémikus kérdéses)
elagazasokkal
Fényérzékeny iDRGC Melanopszint Nagy kiterjedésii M1-M5
ducsejtek P tartalmaznak dendritfa (M4=0ON alfa)
L, . Kompakt
Local edge L,E D, Kis meretd 1ozgo dendritfa
detektorok egérben pont azonositasa extenziv
W3B mozdulatlan hattéren

elagazasokkal

Latomez8ben felfelé Aszimmetrikus

iranyulé mozgasra dendritfa morfoldgiailag
J-RGC reagal, erésen (dorzalistol 3 lehetséges
aszimmetrikus receptiv ventralis tipus
mezd iranyban)
Szinérzékeny Egérben csak leirva, Blue ON és
dtcsejtek eml6ésokben altalanos Blue OFF
Orientdci6- 0S RGC 2 tipus*

szelektiv sejtek

Kontraszt-

, . Uniformitas detektor
szuppresszalt sejtek

Egérben leirva, de még
nincs pontosan
meghatarozva

(macskaban X sejtek)

Béta sejtek B RGC

Egyéb**
3. Tablazat: Egér retinaban azonositott ducsejt tipusok. Az 6sszefoglald tablazat Sanes és Masland munkéja
alapjan késziilt (Sanes és Masland 2015). *Nath és Schwartz munkdja alapjan egér retindban az orientacio-
szelektiv ducsejteknek eddig két tipusat sikeriilt elkiiloniteni. **Az egyéb kategoria olyan morfologiailag
azonositott csoportokat (lehetséges tipusok/altipusok) olel fel: Farrow és munkatarsai altal azonositott, korabbi
tipusoknak meg nem feleltetett parvalbumin pozitiv sejtek (Farrow és mtsai. 2013) és Stimbiil és kollégai altal leirt
tovabbi sejtcsoportok (szam szerint 6; Stimbiil és mtsai. 2014).
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1.5 Szinaptikus transzmisszié a retinaban

A retinalis parhuzamos palyak egyik legjelentdsebb szerepet betolté neurotranszmittere
tulajdonképpen nem mas, mint egy egyszerli aminosav, a glutamat, amely a kozponti
idegrendszer mikodésének kulcsfontossagi résztvevdje (Michaelis 1998). Hatasat mind
ionotrop [1. AMPA/2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il) propansav; 2 NMDA/N-metil-
d-aszparaginsav; 3. kainsav/kainate receptorok], mind pedig metabotrép glutamatreceptorokra
(mGIuR1-8) képes kifejteni (Thoreson és Witkovsky 1999). A fotoreceptorok miikodésének
alapelve, hogy a fény hatasara beindul6 fototranszdukcios folyamatnak készonhetden a sejt altal
megvilagitas hianyaban folyamatosan felszabaditott glutamat mennyisége csokken, igy az un.
,,SOtét-aram” mérséklodése (azaz a transzmitterleadas csokkenése) lesz az, amely a bipolaris
sejtek szintjén kivaltja poszt-szinaptikus valaszt. A bipolaris sejtek altal kozvetitett ON és OFF
vélasz tulajdonképpen egyarant glutamatreceptorokon keresztiil valosul meg: mig az ON
bipolaris sejtek esetén az mGIluR6 altal kozvetitett jelatviteli folyamatok az adenilat-ciklaz
enzim aktivitasdnak gatlasat eredményezik, addig az OFF bipolaris sejtek esetén a
kationcsatorndk glutamat hatdsara torténd nyildsa a membrant depolarizdlja (AMPA vagy
kainat receptor), lehetdséget biztositva a két sejttipus egy pontbdl indulo alternalé aktivalasara.
A bipolaris sejtek feldl induld szinaptikus transzmisszid szintén glutamattal operal, azzal a
kiilonbséggel, hogy a retinalis ducsejteken mar megjelenik poszt-szinaptikusan az ionotrép

glutamatreceptorok egy tovabbi tipusa, az NMDA receptor.

A kozponti idegrendszer egy tovabbi klasszikus neutranszmittere, a GABA, azaz
gamma-amino-vajsav, szintén elterjedt a retinalis szinapszisokban. Elsésorban a horizontalis
sejtek és az un. ,large-field” amakrin sejtek inhibitoros hatdsdnak kozvetitésében jatszik
szerepet. A GABA-erg amakrin sejtek egyarant szinaptizalnak bipolaris sejtekkel, dicsejtekkel
¢s mas amakrin sejtekkel is. A kettds immunhisztokémiai jeldléseknek koszonhetden ma mar
tudjuk, hogy bizonyos sejtcsoportokban akar mas fontos neurokémiai hirvivokkel egytittesen is
eléfordulhat (A18 sejtekben dopamin, Kolb és mtsai 1991; starburst amakrin sejtekben
acetilkolin, Taylor és Smith 2012). A harom ismert GABA receptortipus (A ¢és C, mint ionotrop
receptor ¢és B, mint metabotrop receptor) koziill mindhdrom megtaldlhato a retindban, a
kiilonbozd receptortipusok kombinacioja igy lehetdvé teszi, hogy a GABA éltal kozvetitett
inhibitoros hatas eltérd kinetikdval nyilvanuljon meg kiilonb6zd sejtpopulécidkban, ezéltal is
ndvelve a retindlis jelatviteli halozat komplexitasat. A GABA-A receptor széles korben elterjedt
a kozponti idegrendszerben, ligand-aktivalt kloridcsatornaként lehetdvé teszi a membran gyors

hiperpolarizacidjat, ugyanakkor GABA-C receptor esetén ugyanezen gatldé hatds mar
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Iényegesen lassabb kinetikaval nyilvanul meg. Bar az 0j nevezéktan szerint a GABA-C receptor
helyes megnevezése GABA-Ap (a p jelolés az Gn. rho alegység jelenlétére utal), a dolgozat
megfogalmazasakor célszeriibbnek tartottam a régebbi, altalanosan ismert jeldlést alkalmazni.
A GABA-B receptorok, az el6z6 két csoporttol eltérden, a G-fehérjéhez kapcsolddva, a sejten
beliili jelatviteli folyamatokat befolyasolva fejtik ki (a GABA-A receptorokhoz képest lassabb
kinetikdval miikodd) gatldé hatasukat. Bar a kozponti idegrendszerben mashol 1is
megtalalhatéak, a GABA-C receptorok jelenléte elsdsorban a retindban figyelhetd meg nagy
szamban. Jelen vannak a horizontalis sejtek, bipolaris sejtek, amakrin sejtek és ducsejtek
szintjén is, altalaban GABA-A receptorokkal egyiitt, de eltérd szdmban és aranyban (Deniz és
mtsai 2019), igy feltételezhetd, hogy a megszokottol eltérd kinetikajuknak kdszonhetden nagy
részben jarulnak hozza a kiilonb6z0 retinalis utvonalak valtozatos funkcioinak kialakitasahoz.
Tovabba, a jelenleg elfogadott allaspont szerint, a GABA-C receptorok jatsszak a legfontosabb
szerepet az amakrin sejtek altal kozvetitett feedback ¢és feed-forward szinapszisok
kialakitasaban (Qian 2005).

A ,small-field” amakrin sejtekben, ellentétben a tipikusan GABA-erg ,,large-field”
tarsaikkal, mar jellemzOen a glicin jatssza a legfontosabb inhibitoros hirvivd szerepét; ez
tapasztalhato példaul a jol ismert AIl amakrin sejtek esetén. A glicin receptorok minden esetben
ligand-aktivalt kloridcsatornaként mitkddnek és a sejtmembran hiperpolarizaciojaval gatoljak
az idegsejtek elektromos aktivitasat. Az alfa alegység kiilonb6z6 tipusainak térképezése az egér
retindban (Heinze és mtsai. 2007) ramutatott az egyes receptortipusok specifikus eloszlasara,
ez pedig arra enged kovetkeztetni, hogy a GABA receptorokhoz hasonldéan az emlds retina
glicinerg receptorai is funkcio-specifikus lokalizaciot mutatnak az egyes tvonalak mentén. Ezt
a feltételezést erdsiti az a tény is, hogy a tobbszords jeldlések tanulsdga szerint az esetek
tobbségében egy poszt-szinaptikus receptor csupan egyetlen tipusu alfa alegységet expresszal.
Az alfal, gyors kinetikdju alegység jellemzden bipolaris és alfa-homolog ducsejtekben fordul
eld (Ivanova ¢és Miiller 2006; Majumdar ¢s mtsai. 2007). AIl amakrin sejtkben mar a lassabb,
kozepes tartomanyba esé alfa3 alegység szerepel, mig a lassinak tekinthetd alfa2 és alfa4

alegységek elsdsorban a ,,narrow-field” amakrin sejteknél fordulnak eld (Weiss és mtsai. 2008).

A GABA-val esetenként ko-lokalizaciot mutatd dopamin jelenléte konnyen kimutathato
a tirozin-hidroxilaz enzim jelolésével. Receptorai (D1- és D2-tipusit dopamin receptorok)
megtalalhatoak a retina kiilonb6zd pontjain: mig a D2-tipusu receptorok elsdsorban a kiilsd
retinaban fordulnak el (ONL, OLM, pigmentham rétegében), addig a D1-tipust receptorok

jellemzden az elektromos réskapcsolatok eléfordulasaval allnak Osszefiiggésben (horizontalis
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sejtek, amakrin sejtek, ducsejtek; Roy és Field 2019). Az acetilkolin receptorok tekintetében
szintén hasonlo variabilitas figyelhetd meg: az emlds retindban mind a muszkarinos (mAchR),
mind pedig a nikotinos (nAchR) receptortipust kimutattak (Hutchins és Hollyfield 1985), magat
az acetilkolint pedig a periférias idegrendszer gyors excitatorikus transzmittereként tartjak

szamon.

mGLURs
Palcika ON-BC

AMPAR/KainateR

BC
GABA-CR

GABA-AR  NMDAR
BC

GABA-AR GlyR

G GC

3. Abra: az emlés retinaban miikodé parhuzamos utvonalak poszt-szinaptikus receptorainak
elhelyezkedése. Az abran szemléltetd jelleggel, elsdsorban az elhelyezkedést hangsulyozva szerepelnek a
glutamat (ionotrdép és metabotrop egyarant), a glicin és a GABA receptorok. Az abran hasznalt roviditések (ABC
sorrendben): AMPAR=AMPA receptor, BC=bipolaris sejt, GABA-A R=GABA-A receptor, GC=dtcsejt,
GlyR=glicin receptor, nGLUR=metabotrop glutamat recepot.
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4. Abra: a retina interneuronjai altal kialakitott oldaliranyu jelatviteli witvonalak poszt-szinaptikus
receptorai. Az abra szemlélteté jellegli, elsésorban a glutamat, glicin és GABA receptorok altalanos
elhelyezkedését hivatott jelezni. Az abran hasznalt roviditések (ABC sorrendben): All= All amakrin sejt, AC=
amakrin sejt, GABA-A R=GABA-A receptor, GABA-B R=GABA-B receptor, GlyR=glicin receptor
HC=horizontalis sejt, iGluR=ionotrop glutamatreceptor, mGluR=metabotrép glutamatreceptor, NMDAR= N-
metil-d-aszparaginsav receptor,

A hagyomanyos kémiai transzmisszé mellett kiemelten fontos szerepet kap a retinaban
a réskapcsolatok, vagy mas néven elektromos szinapszisok altal kozvetitett jelatvitel. Test-
szerte minden olyan szdvetben taldlkozhatunk veliik, ahol esszencidlis a sejtek kozotti gyors,
Osszehangolt kommunikacié — €s a retinaban sincs ez masképp. Mig a korabban bemutatott
neurotranszmitterek felszabaditdsa, diffizigja és receptorhoz kotédése is jelentds 1d6t vesz
igénybe, addig a réskapcsolatok lehetdvé teszik az elektromos jel kozvetlen, akadalyok és
késleltetés nélkiili tovabbhaladasat sejtrol-sejtre. Az emlds retinaban réskapcsolatok talalhatoak
példaul a fotoreceptorok szintjén a csapok kozott, ahol feladatuk elsdsorban jel szummacidja €s
a jel/zaj-arany csokkentése (Bloomfield és Volgyi 2009), ugyanakkor megtalalhatoak tovabba
a palcikak és csapok kozott is, 1étrehozva egy masodlagos palcika utvonalat, amely egyenesen
a csapokon keresztiil szallitja tovabb a palcikak altal szkotopikus fényviszonyok mellett
rogzitett informaciot (Volgyi és mtsai. 2004). Szintén fontos szerepet toltenek be az elektromos
szinapszisok a horizontalis sejtek mitkodésében (Bloomfield és Volgyi 2009), lehetdvé téve az
erre a sejttipusra jellemz6 rendkiviil nagy tertiletet lefedd receptiv mezo kialakulasat (Mangel

€s Downling 1985). A retinalis eletromos szinapszisok miikodésének egyik legillusztrativabb
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példaja az AIl amakrin sejtek miitkodése: az un. elsddleges palcika utvonal legfontosabb
ismertetjegye, hogy a palcikdk feldl érkezd informacid eldszor All sejtek segitségével
kapcsolodik at a csap Gtvonalba és csak ezutan juthat el a ducsejtek szintjére. Az elektromos jel
tovabbitasat ebben a forméaban az AII-All és az All-bipolaris sejt réskapcsolatok teszik lehetéve
(Kolb 1977, Famiglietti és Strettoi 1990, Volgyi és mtsai. 2009). Altalanossagban elmondhato,
hogy az amakrin sejt —amakrin sejt és az amakrin sejt — ducsejt réskapcsolatok rendkiviil fontos
szerepet toltenek be a retinalis elektromos aktivitas szinkronizacidjaban, ugyanakkor az érintett
sejttipusok nagy szamadra val6 tekintettel a szoban forgd szinaptikus kapcsolatok leirdsa €s
tipizalasa jelen pillanatbna sem tekintheté még teljesnek. Szintén kiemelt jelent6ségli a
ducsejteken megjelend elektromos szinapszisok miikodése, melyek lehetévé teszik a lokalis
halézatok 1étrehozasat az azonos tipusba tartozéd retinalis ducsejtek kozott: az elektromos
aktivitas szinkronizacioja lényegesen megndveli a latdideg felé torténd jeladas hatékonysagat

(Volgyi és mtsai. 2009). Kiilonb6z6 ducsejt tipusokat 6sszekapcsolo heterolog réskapcsolatok

(

Csap- Palcika- HC-HC
Palcika Palcika

Py

jelenlétét nem sikeriilt kimutatni (Trenholm és mtsai. 2017).
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5. Abra: Az elektromos szinapszisok elhelyezkedése az emlds retinaban. Az abran alkalmazott szink6dolas
mindig a szinaptikus kapcsolat kialakitasaban résztvevd két sejtet (azonos sejttipus azonos szinnel feltiintetve)
jelzi, a réskapcsolatot felépité connexin alegységekrdl azonban nem kozdl informacidt! Az abran hasznalt
roviditések és jelolések: AC = amakrin sejt, AIl = AII tipusu amakrin sejt, BC = bipolaris sejt, GC = dtcsejt, HC

= horizontalis sejt.

22



1.6 Retinalis utvonalak

Az egyik legjelentdsebb vertikalis utvonal a sotétben, azaz megfeleld megvilagitas
hianyéaban el6térbe keriild, alacsony fényintenzitas mellett is miikodoképes elsddleges palcika-
utvonal, mely elsésorban az ¢&jszakai életmodra berendezkedett fajok tGlélésében jatszik
meghatarozo szerepet. Nem elhanyagolhat6 azonban a sotétlatas képessége az emberben sem,
hiszen jellemzéen még szinte vaksotétében is elsésorban a vizualis informaciok alapjan
probalunk tajékozodni. Az elsédleges palcika-tutvonal jelentOségét tiikr6zi, hogy az emberi
retinaban fotoreceptoraink koziil a palcikak szama nagysagrendekkel feliilszarnyalja a csapok
szamat, ez a trend pedig nyomon kovethetd a haldzatba kapcsolt tovabbi neuronok szamaban is
(Ahnelt és Kolb 2000). A sotétben valo vizualis tajékozodas jelentdsége ellenére az emlds
retindban azonositott szamos bipolaris sejttipus koziil azonban egyrdl sikeriilt csak
bebizonyitani, hogy kizdrdlag a palcikaktol kapja ingeriiletét: az azonositott, palcika
bipolarisként emlegetett sejt ON-polaritasi és mas ON bipolarisokhoz hasonléoan a mar
ismertetett metabotrop glutamatreceptorral (mGIluR6) rendelkezik. Dendritjei az OPL-ben
jellegzetes palcika ribbon szinapszisokon keresztiil kapnak bemenetet, mig axonjaik mélyen az
IPL-be nyulnak és a ducsejtekhez kozel terminalddnak. A palcika utvonal kiilonlegessége, hogy
az altala tovabbitott informacid nem kozvetlen modon, hanem a csap-utvonal bipolaris
sejtjeinek kozbeiktatasaval éri el a retinalis dicsejteket, a kapcsolat 1étrehozasaért pedig az All
amakrin sejtek feleldsek (Famiglietti és mtsai. 1975). Az amakrin sejtekre altalanossagban
jellemzd inhibitoros szinapszisok azonban csak egy részét adjék a palcika-Utvonal Osszetett
kapcsolasi rajzanak: az AIl populacid egyszerre létesit glicinerg kapcsolatot az OFF-
bipolarisokkal, illetve réskapcsolatokat az ON-bipolaris halozat elemeivel és a szomszédos

amakrin sejtekkel (Wissle 2004).

A palcika utvonal egyik legfontosabb jellemzdje a magas foku konvergencia. A macska
retinat alapul véve sikeresen végigkovethetjiik az informacidaramlés egyes allomadsait, amely
Osszegzésképp kozel 1500 fotoreceptor bemenetét Osszegzi egyetlen ON-béta ducsejtre akar
100 palcika bipolaris sejt bevonasaval (Sterling és mtsai 1988; Kolb és Nelson 1993). A
fényinformacio ilyen jelentds mértékli Osszegzddése teszi lehetéveé, hogy alacsony
fényviszonyok mellett is megdrizhetdé maradjon a vizualis t4jékozodas képessége. A fent
jellemzett elsddleges utvonal mellett 1étezik tovabba egy mdasodlagos €s egy harmadlagos
palcika ttvonal is, melyek miikddése tovabb bonyolitja a retinalis neuronok eleve komplex
halozatat. A masodlagos utvonal a palcikdk csapokkal torténd Osszekapcsoldsat jelenti

elektromos szinapszisokon keresztiil, mig a harmadlagos, még inkabb rejtélyes utvonal a
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palcikak bizonyos csap bipolarisokhoz torténé koézvetlen jeltovabbitasat foglalja magaba

(Volgyi és mtsai 2004; Pan és mtsai. 2016).

A palcikakkal ellentétben a csapok mar a magasabb intenzitastartomanyt fény
felfogasara szakosodtak, igy esetiikben a funkcio is jelentdsen valtozik: a cél tobbé nem a
minimalis informacio felerdsitése, hanem a kornyezet részletekben gazdag, lehetd legpontosabb
leképezése. Az emlds retindban minimum kettd, féemldsok esetén pedig mar harom specifikus
hullamhossztartomanyra szakosodott fotoreceptor tovabbit jelet a belsd sejtrétegek felé,
harom kiilonbdzd receptortipus eredményezte diverzitds mar az elsd csatlakozési pont, a
fotoreceptor — bipolaris sejt szinapszis szintjén egyértelmiien megfigyelhetd: a palcika ttvonal
egyetlen jellegzetes bipolarisaval ellentétben a csapok tobb bipolaris sejttipusnak tovabbitanak
informdciot, melyek itt mar kozvetlentil szinaptizalnak a végsd bemenetet fogado dicsejtekkel.
A stimulus fényerejétdl fliggden két parhuzamos palyat kiillonboztethetiink meg: a hattérbol
kiemelkedd, fényesebb jel az un. ON, a hattérnél sotétebb jel meg pedig az in. OFF csatornat
hasznalja, a bipolaris sejt — ducsejt szinapszis azonban ettdl a kettdsségtdl fiiggetleniil

altalanosan glutamatot hasznal neurotranszmitterként (Brandstétter és mtsai. 1998).

Tovabbi fontos tulajdonsdg a vizudlis tér leképezését tekintve a kontraszt: a csap
utvonalak részeként a horizontélis sejtek biztositjak a fotoreceptorok szintjérdl érkezd centrum-
periféria informacid éles elvalasat. Ezeken a palydkon ugyanakkor a konvergencia alacsony
szintje figyelhetd meg (egy bipolaris sejthez 5-10 csaptdl érkezik csupan bemenet; Wissle
2004), hiszen a rendszer fotopikus fényintenzitas mellett a lehet6 legjobb felbontassal probalja
meg fenntartani a vizudlis informacid részletgazdagsagat. A természetes fényviszonyok
azonban nem kiilonithetéek el szimplan szkotopikusra és fotopikusra: a csillagos ég halvany
derengése €s a nappali fényesség kozott taldlhatjuk az ugynevezett mezopikus tartomanyt,
amely jellemezheti a korai napkeltét és a késéi napnyugtat vagy a jol, altalaban mesterségesen
megvilagitott éjszakai tartomanyt (Grimes és mtsai. 2018). A mezopikus koriilmények
kiilonleges keveredését eredményezik a csap €s palcika utvonalak taldlkozdsanak: az alacsony
mezopikus intenzitas az a szint, ahol a masodlagos és harmadlagos palcika ttvonalak a
leginkabb hatékonyak (Grimes és mtsai. 2018). A fényintenzitas alapjan térténé palcika és csap
utvonalakra torténd elkiilonités azonban nem az egyetlen szempont, amely parhuzamosan futo,
de egymastol részben vagy teljesen elkiiloniild palyak kialakulasahoz vezet a retindban. A
vizualis tér szamos kiilonb6z6 aspektusra vagy elemre bonthatd (amelyek egymastol torténd

elkiilonitése nem csupan a latdkozpontban torténik, hanem mar a periféridn, a retinalis
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neuronhalozat segitségével kezdetét veszi. Az emlds retina informécidtovabbitasara éppen ezért
a parhuzamos feldolgozas (angol nyelvii megnevezéssel ,,parallel processing”) jellemzo: a
kiilonb6z6 aspektusokat kodold informacid szétvalasztasa a retinabol kilépve a latopalya

magasabb szintjein is érvényben marad.
1.7 A ducsejtek fényvalaszanak kinetikaja

A retindlis ducsejtek a szamukra optimalis fénystimulusra akcidés potencialok
sorozataval reagalnak, amelyek a latdidegen vezetddnek tovabb a latokozpont felé. Az
elektromos kisiiléseknek nemcsak a puszta megjelenése, hanem azok maximalis frekvencidja,
illetve a maximum id6késése €s a fényvalasz idébeli lecsengése is fontos informaciét hordoz a
tovabbitand6 informacié mindségérdl. Alapvetden a ducsejteket két nagy csoportba sorolhatjuk
az egyedi fényvalasz kinetikdjat figyelembe véve: gyors lefutdsu, azaz tranziens (transient) és
lassu lefutast, vagy fenntartott (sustained). A tranziens fényvalaszt az akcids potencidlok
szamanak gyors emelkedése €s a csucsaktivitds utani hasonldéan gyors csokkenése, majd rovid
1d6n beliili (40-60 ms) megsziinése jellemzi. A valddi fenntartott fényvéalasz ugyanakkor akar
teljes fényingerlés ideje alatt fenndll, bar intenzitdsa a cstcsaktivitds elérését kdvetden
jelentésen csokkenhet. Az altalanos értelmezés szerint ez a kettsség fontos mindségi
informdciot hordoz: a kornyezet gyorsan valtozo, pontos iddzitését igényld informacidit a
ducsejtek kitorésszer(i tranziens valaszként tovabbitjak, mig a valamiféle kontinuitast mutatd

informaciodk tovabbitasara a fenntartott valasz alkalmas.

i

i

Akcids potencialok szama
Akcios potencialok szama

L - —
Id6 (s) Id6 (s)

6. Abra: fenntartott ON (A, balra) és tranziens ON illetve OFF (B, jobbra) fényvalaszok dsszehasonlité
abraja. A hisztogram az egységnyi id6tartamra esé (bin=10ms) akcids potencidlok szamat abrazolja az eltelt id6

fliggvényében.
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A tranziens/fenntartott dichotomia mar a korai tudomanyos publikaciokban megjelend
elektromos elvezetésekben is nyomon kovethetd (Werblin és Dowling 1969; Kaneko 1970),
mint a kiilonbozo stimulus-frekvencidk tovabbitasara szolgald fiziologiai mechanizmus és a
retinalis ducsejtek tipizalasara hasznalhato alapvetd élettani sajatossag (Cleland és mitsai.
1971). A retinaban a fényinformacié feldolgozasanak utvonalan a dbcsejtek el6tt mar a
bipolaris sejtek szintjén is megjelenik ez kettdsség (deVries 2000; Borghouis és mtsai. 2014),
ugyanakkor esetliikben akcids potencidlok hidnydban a lokalis potencidlok segitségével
mérhetd, hogy a sejt ,,fazisos” vagy ,,tonusos” valaszt ad (a kétféle nevezéktan egyarant
megtalalhat6 kiilonb6zo publikacidkban, azonban a tranziens és fenntartott kifejezések angol
nyelvii megfeleldit [ényegesen nagyobb gyakorisaggal alkalmazzak a fényvalasz jellemzésére).
A fényvalasz gyors, vagy elnyujtott természete timpontként szolgal a ducsejtek tipizalasaban
is: az egér retindban eldszeretettel vizsgalt alfa sejteket hagyomanyosan harom tipusra osztjuk
az egér retinaban fel aszerint, hogy miikddésiik jellemzden tranziens vagy fenntartott: OFF
tranziens, OFF fenntartott és ON fenntartott. A felsorolasbol latszolag hianyzé ON tranziens
alfa sejtet sokdig nem sikeriilt azonositani, Krieger és munkatarsai azonban ugy vélik, nyomara
akadtak az elveszett altipusnak (alfa sejtekre atipikus gyenge SMI32 jelolddés; Krieger és
mtsai. 2017). Annak ellenére, hogy a tranziens és fenntartott fényvalaszok (és sejtek) 1étezése
ismert és elfogadott, az eltérd kinetika hatterében meghuz6dé szabalyozd mechanizmust
egyeldre nem sikeriilt maradéktalanul feltérképezni (Zhao és mtsai. 2017). A fent leirt rovid
jellemzést leszamitva nincs egységesen elfogadott osztalyozasi skala arra vonatkozdan sem,
hogy milyen kovetelményeknek kell megfelelnie egy tranziens vagy fenntartott valasznak, ezek
a paraméterek kozleményeként egyéni elbiralas ala esnek. Arrol tehat, hogy hogyan és milyen
modszerrel, milyen hatarok mentén valaszthatok szét egyaltalan a ducsejtek tranziens és
fenntartott csoportjai, vagy hogy altalanos érvényiinek tekintheté-e egyaltalan ez a szigoru

kétkategorids felosztas, egyeldre nem zajlik parbeszéd.

Mivel ezek a kérdések az emlés latorendszer alapveto funkcioival és a retinalis kod
létrehozasaval kapcsolatosak, ezért az alabbi dolgozatban ezeknek a megvalaszolasara

iranyulé kisérletes eredményeinket mutatom be.
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1.8 Idegsejtek oszcillacios aktivitasa

Régota ismert, hogy az idegsejtek képesek elektromos aktivitasukat oszcillalo
mintazatokba szervezni: Eckhorn és munkatarsai mar 1989-ben leirtak az altaluk ,,koherens
oszcillacioként” megnevezett jelenséget a hazi macska vizudlis cortexében (Eckhorn és mtsai.
1989). Ugyanezen oszcillaciés aktivitdst azdta a latokozpont mellett mas kozponti
idegrendszeri miikddésekben ¢és strukturakban is sikeriilt igazolni, mint példaul a
szaglorendszer (Wehr ¢és Laurent 1996; Laurent 2002), a hallérendszer (Patel és Balaban 2000),
illetve a tanulas és memoria (Fell és mtsai. 2001). A retindban szintén megfigyelhetd a fent
emlitett oszcillacios aktivitas (Neuenschwander és Singer 1996; Castelo-Branco és mtsai. 1998;
Kenyon és mtsai. 2003; Arai és mtsai. 2004; Ishikane és mtsai. 2005; Qiu és mtsai. 2016). Az
elérhetd publikaciok magas szdma ellenére az oszcillacids aktivitas vizsgéalatdban is felmeriil a
retinakutatas altalanos probléméja: a szamunkra (azaz a dolgozatban bemutatott kisérletes
munka szempontjabdl) leginkabb relevans kutatdsokat kétéltiek (amerikai Okorbéka,
Lithobates catesbeianus) retinajan végezték (Arai és mtsai. 2004; Ishikane és mtsai. 2005; Qiu
¢és mtsai. 2016), ezért egyelére bizonytalan, hogy az alacsonyabb rendii gerinceseken tortént
megfigyelések mennyire Aaltalanosithatdak ¢és alkalmazhatéak az emlds idegrendszer
miikodésére vonatkozoan (az ember, az egér és a kétéltiek latdorendszerének altalanos

kiilonbségeit a 4. tablazat szemlélteti).
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Ember Hazi egér Kétéltiiek
Retina felosztas | 6(10)* réteg | 6(10)* réteg 2 (pars F;ligrr\r/]ggag) >4, pars
Szinlatas trikromatikus | dikromatikus | dikromatikus/tetrakromatikus
Fovea van nincs nincs
Vérellatas vaszkuléris | vaszkularis avaszkularis
Palcikak 1 tipus 1 tipus 2 (vagy 3)
Csapok S,M, L S, M Szimpla és dupla
Ducsejtek 16/18 tipus | 30-40 tipus 3+ (5 osztaly)
Feldolgozas Latokéreg Latokéreg Tectum opticum

4. Tablazat: kiilonbségek az ember, a hazi egér és a kétéltiiek retindjanak felépitésében és a latérendszer

miikodésében (Donner és Yovanovich 2020, Griinert és Martin 2020 alapjan).

Bar a dolgozat elsddleges célja a retindlis ducsejtek tranziencidjanak vizsgalata,
feltételezhetjiik, hogy a fenntartott oszcillacio a fényvalasz lecsengésének kinetikajat is
befolyasolhatja, illetve azzal Gsszefliggésben allhat. A dolgozat eredményei kozott a sejtek
tranziens ¢és fenntartott kettdsségének targyaldsa mellett kitérek majd az egér retina
ducsejtjeibdl elvezethetd szinkronizalt oszcillacios aktivitasra, kisérletet téve az oszcillaciot

meghatarozo6 és a szinkronizaciot kialakito tényez0k azonositasara.
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2. Célkituzések

Munkank kezdetekor a retinalis neuronhal6zat alapvetd kapcsolatrendszerei ismertek voltak, az
azonban nem volt vilagos, hogy ezen Osszetett rendszer mitkodése hogyan befolyasolja a
retinalis ducsejtek valaszkinetikdjat. Elsddleges célunk a kisérletes munka soran tehat a

kovetkezo kérdéskorok vizsgalata volt:
1. Egy egységes metodologiai megkozelités kidolgozdsa a tranziencia szamszeriisitésére.

Ezt azért thztik ki célul, mert ugy éreztiik, sziikkséges egy egységes, objektiv keretrendszer az
altalunk vizsgalni kivant tranziens és fenntartott valaszok elkiilonitésére, amely a dolgozatban
leirt kisérletes munka tervezésekor nem allt rendelkezésiinkre. Feltételeztiik, hogy egy
altalanosan elfogadott értékelési skdla hianya egyben azt is jelenti, hogy a tudomanyos
kozleményekben kordbban leirt kvantifikdcids modszerek nem bizonyultak kelléen
megbizhatonak, vagy nem voltak kellden rugalmasak mas kisérleti 0sszeallitasokba torténd

atemeléshez.

2. A tranziencia szamszeriisitésére létrehozott modszer dsszehasonlitisa a tudomdnyos

kozleményekben leirt és megemlitett egyéb eljardsokkal.

A korabban publikalt metodikai megkozelitések és az altalunk elsé korben hasznélni kivant
szamitasi modszer 0sszehasonlitasat azért éreztiik sziikségesnek, hogy a lehetd legpontosabban
megismerhessiik modszeriink  alkalmazhatésaganak hatarait és megbizonyosodjunk
1étjogosultsagarol mind a megbizhatdosag, mind pedig a széles korti alkalmazhatdsag
szempontjabol. Hosszl tavl terveink kozott szerepelt a tranziencia szdmértékekben torténd
kifejezésének meghonositasa a retinakutatasban, ezért igyekeztiink atfogo jellemzést nyujtani

minden lehetséges jeldltrol.
3. A retindlis ducsejtek fényvalaszanak tranziencidajat befolydasolo tényezok vizsgalata.

Ismert, hogy a retinalis ducsejtek fénystimulusra tranziens vagy fenntartott elektromos
aktivitassal reagalnak. A tranziens/fenntartott kettdsség egy gyakran hasznalt és altalanosan
elfogadott karakterisztikdja a fényvalasz jellemzésének (és a ducsejtek tipizalasanak),
ugyanakkor egyeldre nem ismert, pontosan milyen tényez0k hatarozzak meg egy tranziens vagy

fenntartott fényvalasz kialakulasat.
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4. Kisérletes bizonyiték gyiijtése arra vonatkozoan, hogy a kiilso retindlis (fotoreceptor-
bipolaris sejt szinapsis) kapcsolatok csak elhanyagolhato, mig a belsd retina szinaptikus
kapcsolatai (kémiai és elektromos) meghatdarozo szerepet toltenek be a valtozo tranziencia —

és ezdltal a tranziens/fenntartott kettosség - kialakitasaban.

A témaban sziiletett korabbi publikacidk sokszor ellentmondasos javaslatokat é¢s eredményeket
kozolnek, ezért a dolgozat kiemelt célja egyértlemiien azonositani azokat a szabalyozo

mechanizmusokat, amelyek meghatarozzak a fényvalasz idébeli karakterisztikajat.
5. A retindlis ducsejtek oszcillatorikus aktivitasanak tanulmdnyozdsa.

Kisérletes eredményeink ravilagitottak, hogy a retinalis ducsejtek fényvalasza gyakran
jellemezhetd oszcillacios aktivitassal, melynek létezése a szakirodalomban mar ismert,
mibenléte ugyanakkor még szamos tekintetben magyarazatra szorul. Célul tiiztiik ki tehat, hogy
a méréseink sordn rogzitett oszcillacids aktivitast elemezziik, az oszcillacid megjelenését
kialakito tényezOket azonositsuk ¢és bizonyitékot nyerjiink arra vonatkozodan, hogy

szinkronizacié mutathato-e ki a retina kiilonbdzo pontjairdl elvezetett oszcillacios aktivitasban.
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3. Anyag és modszer
3.1 A hazi egér, mint kisérleti modell

A dolgozatban bemutatott kutatomunka soran a C57Bl6 nem-GMO standard
laboratoriumi egértorzs egyedeit hasznaltuk fel. Az allatok a The Jackson Laboratory (JAX,
Bar Harbor, MA, USA) tenyészeteib6l szarmaztak, beszerzésiik a Charles River Laboratories
(Wilmington, MA, USA), mint eurdpai forgalmazoé kozvetitésével valosult meg. Az dllatokat a
PTE-SZKK Allathaz egérszobdjaban helyeztiik el, tartisuk soran iigyeltink az allathaz
mukodési szabalyzatanak betartdsara. A szervkivétel céljabol felhasznélni kivant allatok
ellatményozéasa ad libitum tortént, egészségiigyi allapotukat az allathdz személyzetével
egylttmiikodve rendszeresen ellendriztiik. A jelen kisérletes munkédban részt vevd felnott
(P20<) egyedek eutanaziaja sotétadaptaciot kovetden cervicalis dislocatio formdjaban zajlott,
melyet izoflurdannal végrehajtott inhalacios boditas el6zott meg. A szemek eltavolitasa eldtt az

allat allapotat ellendriztiik; a szervkivétel csak az életjelek teljes hidnyaban kezdddott meg.
A PTE Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag ltal kiadott bizonyitvany szama: PTE/B/105/2015
Vonatkoz6 kisérleti engedély szama: BA/35/51-42/2016 (Dr. Volgyi Béla)

3.2 A retinapreparatum készitése

A retina eltavolitdsa voros fényli megvilagitas mellett, oxigenizalt emlds ringerben
tortént, melynek pontos receptjét az 5. tablazat mutatja. Elsé 1épésként apré bemetszést
ejtettiink az inhartya és a szaruhartya hataran, majd a szem eliilsd részét az ora serrata mentén
sebészi olld segitségével eltavolitottuk. A lencse eltavolitasat kovetden a retinat dvatos
mozdulatokkal levélasztottuk az érhartyarol €s izoldltuk. A retina feliiletének egyenletessé
tételehez 4-5 rovid sugarirdnyu bemetszést ejtettiink a szovet sz€1€tdl inditva (lasd 7. abra). A
teljes folyamat sotét szobaban, alacsony intenzitasu vords fénnyel torténé megvilagitas mellett

zajlott a retina sotétadaptalt allapotanak megdrzésére.
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7. Abra: a kész retina preparatum szemlélteté rajza. A preparatumon torténd tajékozodas a retina anatomidja

(centralis/periférialis) és a latotér tartomanyai (nazalis/ventralis/dorzalis/temporalis) alapjan lehetséges.

Ringer oldat emlés retina perfizidjahoz
pH~ 7,4 Koncentracié (mM/dm?®)
NaCl 125
KCI 3
CaCl> 2
NaH2PO4 1,25
MgCl, 1
NaHCOs 25
CeH1206/Gliikoz 10

5. Tablazat: a leirt elektrofiziolégiai kisérletekben alkalmazott emlés ringer oldat dsszetétele.

3.3 Elektromos elvezetések

A sejtek elektromos aktivitdsat a kisérletek egy részében kiilonalld extracelluldrs
elektrodaval (szénszalas mikroelektrodak, 1MQ; Kation Scientific LCC Minneapolis, MN,
USA) vezettilk el, majd az off-line analizis el6tt digitalizaltuk (Digidata 1440a; Axon
Instruments, Sunnyvale, CA, USA). A mintavételezési frekvencia 20kHz volt (Axoscope; Axon
Instruments, Foster City, CA). Az egysejtes elvezetések mellett sokelektrodas elvezetéseket is

alkalmaztunk (64 és 120 csatornas multi-electroday array, azaz MEA rendszer, MultiChannel
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Systems MCS Gmbh, Reutlingen, Németorszadg). A MEA elvezetések soran az elektromos
aktivitas rogzitésére McRack szoftvert (MultiChannel Systems MCS Gmbh, Reutlingen,
Németorszag) hasznaltunk, amely lehetévé tette a sejtek elektromos miitkodéseinek eldzetes

szlirését €s valos idoben torténd nyomonkovetését.
3.4 Alkalmazott fénystimulus és a Kisérleti 6sszeallitas

A ducsejtek stimulalasdhoz z6ld (A=540nm) illetve fehér fényli LED fényforrast
hasznaltunk. A fényingerlés soran 500 ms id6tartamu megvilagitasi szakaszokat 1500 ms
hosszlisagu sotét periodus kovetett. A fényingerléssel kivaltott elektromos aktivitasrol késziilt
felvételeket el6szor kontroll koriilmények kozott, ringer oldat perfizidja mellett rogzitettiik (8.
abra), majd farmakologiai kezelések esetén (6. tablazat) a perfuziot a megfelel6 koncentracioj,

szintén oxigenizalt ringerbdl eldallitott oldatra cseréltik. Minden esetben felvételeket

készitettiink a sejtek spontan aktivitasardl is a fényingerlés bekapcsolasa elott.

oldatok infuzids szerelékben

CTRL MFA PTX APB

perisztaltikus pumpa

RPM

]
|

programozhato A
LED fényforrds Y@Y

‘ O

8. Abra: altalanos kisérleti elrendezés bemutatisa a MEA mérések példajan. A CTRL feliratu oldat a kontroll
mérések soran alkalmazott ringert jeloli. PTX=pikrotoxin, MFA=meclofenomc¢ acid, APB=L-2-amino-4-
phosphonobutyric acid. A kisérlet soran egyszeri atmosas tortént, az oldatokat a preparatumrol egyenesen egy

gyljtéedénybe vezettiink, melyet a kisérlet befejeztével veszélyes hulladékként kezeltiink.
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Alkalmazott farmakonok listaja
Teljes név Rovidités | Atirat Hatas Koncentracio
Metabotrop
L-2-amino-4- L-AP4, glutamatreceptor 50uM
phosphonobutyric acid APB (III. tipus) H
agonista
Elektromos
Meclofenamic acid MFA szinpaszisok 50uM
zarasa
GABA
. ) . . antagonista
Picrotoxin PTX Pikrotoxin (GABA-A 50uM
receptor)

6. Tablazat: a dolgozatban bemutatott Kisérletekben szereplé farmakonok jegyzéke az alkalmazott

koncentracio értékekkel.

A Kkezelések kivalasztasanal torekedtiink olyan anyagok alkalmazasara, melyek a
retinakutatasban altalanosan ismertek. Az APB (vagy L-AP4) ismert mGIuR agonista, amely
az ON bipolaris sejteken poszt-szinaptikusan elhelyezkedd mGluRe receptorok aktivacidjaval
a sejt hiperpolarizacidjat és az ON utvonal jeltovabbitasanak megsziinését valtja ki. Ugyanez a
receptortipus jellemzd az ON csap és palcika utvonalatra is, ezért APB hatdsara alacsony
fényintenzitas mellett a sejt fényvalaszanak ON és OFF komponense egyarant eltlinik, mivel
normal szkotopikus koriilmények kozott egyediil a palcika ON bipolaris aktiv. Ebben az esetben

feltételezhetd, hogy magas fényintenzitas mellett csak az OFF csap ttvonal aktiv.

Az elektromos szinapszisok meghatarozo szerepe a retinalis kod kialakitasaban ismert
(Trenholm és Awtramani 2019), igy megalapozottnak éreztilk azt a feltételezést, hogy a
réskapcsolatok nyitdsa ¢€s zdarasa szintén befolydsolhatja a dicsejtek fényvalaszanak
lecsengését. Az eredetileg iziileti és izomfajdalomcsillapitoként hasznalt MFA képes a retinalis
réskapcsolatokat hatékonyan és reverzibilisen zarni (Pan és mtsai. 2007), ezért az elektromos
szinapszisok tranzienciara gyakorolt hatdsanak vizsgalatara alkalmaztuk. A pikrotoxin melyet
a GABA-erg transzmisszid blokkolasara alkalmaztunk, képes az ionotrop GABA-receptorok
klorid csatornait blokkolni és ezaltal a GABA gatld hatdsat mérsékelni. Kisérleteinkben a
GABA-erg amakrin sejtek altal kifejtett inhibicio szelektiv gatlasat tudtuk megvaldsitani vele.
A glicinerg amakrin sejtek blokkoldsa jellemzden sztrichninnel (strychnine) torténik a
retinakutatasban, a dolgozatban bemutatott kisérletes munka soran azonban a vegyiiletet a
kutatocsoport tagjainak személyes szakmai tapasztalataira hagyatkozva elvetettiik a kisérleti

Osszeallitas tervezésénél.
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3.5 Adatelemzés

A kisérlet soran a teljes elektromos aktivitast rogzitettiik, az akcios potencialok sziirését
utdlagosan végeztilk el Spike2 (Cambridge Electronics Design Ltd., Cambridge, UK)
segitségével, amely lehetdséget biztosit a kiillonb6zd ducsejtekbdl szarmazo, de egy csatornan
megjelend elektromos aktivitds sziirésére is. A tranziencia szamitasahoz NeuroExplorer
szoftverben (Nex Technologies, Littleton, MA, USA) generaltunk hisztrogramokat
(peristimulus-time histogram, PSTH), ahol az x tengely az eltelt id6t mutatta (t=[s]), az y
tengelyen pedig az adott idéegység alatt (bin=0,01s) rogzitett akcios potencidlok atlagos szama
volt leolvashatd. A ducsejtek elektromos aktivitdsdnak analizisét a fent leirt 1épéseken keresztiil
a 9. dbra mutatja be, az elkésziilt hisztogram részleteiben a 10. adbran tekinthetd meg. A
hisztogram készitésekor a gorbe kirajzolasanal Gauss-sziir6t alkalmaztunk, illetve feltiintettiik
az ingerlés megkezdését megel6z6 200ms id6tartamot is (,,peristimulus” hisztrogram; a

stimulalast kovetod és az azt megel6z6 tetszoleges hosszusagu iddtartamot mutatja).

A - —— —

9. Abra: a fényvilasz elemzésének lépései. A retindlis diicsejtek elektromos aktivitdsat extracelluldris elvezetéssel

rogzitettiik (,,A” panel). A felvételeken (,, B” panel) kijeloltiik azokat az idépontokat (timestamp), ahol a fesziiltség
meghaladta a kiiszobértéket (akcios potencialok sziirése, ,,C” panel), majd az egységnyi idétartamra (bin) esé
akcios potencialok szamdt egy hisztogramon dbrazoltuk. A ,,B”, ,,C” és ,,D” paneleken a fekete alapon fehér

téglalap a megvilagitas idotartamat jeloli.
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10. Abra: példa a tranziencia szamitdsok sordn alkalmazott PST hisztogramra. Az akciés potencidlok idéegység
(bin=10ms) alatt bekdvetkezett szamat (counts/bin) abrazoljuk az idd fiiggvényében, az abra aljan elhelyezkedd
fekete-fehér sav a fénystimulus be- (fehér zoma; 0-500ms) és kikapcsolasat (fekete) jelzi.

A rogzitett fényvalaszok id6beli karakterisztikdjanak jellemzésére az un. tranzienciat
hasznaltuk mérészamként. A tranziencia, mint megnevezés, egyelére nem tekinthetd
altalanosan elfogadottnak a szakirodalomban, haszndlatira elvétve taldlunk példat. A
dolgozatban ko6z6lt eredmények azonban ravilagitanak, hogy a ducsejtek szintjén jellemzoen
hasznalt kétkategorias megkozelités nem feltétleniil célravezetd, igy munkank jelentds részét
képezte a tranziens és fenntartott karakterisztikdk mérése és szamositasa (Ganczer és mtsai.
2017), melynek kvantitativ mutatdja a tranziencia értéke lett. A megbizhatosag érdekében
minden olyan fényvalaszt, mely az analizis részét képezi, manualisan és egyénileg elemeztiink.
Ez egyrészt lehetOséget adott a tranziencia megéllapitdsara hasznalt modszerek atfogo
Osszehasonlitasara, masrészt lehetové tette, hogy az adatelemzés sordn felmeriild, adott
szamitasi modszerrel fals eredményhez vezetd jellegzetességeket is rogzitsiik az egyes sejtek
egyedi fényvalaszat tekintve. A dolgozatban kozolt minden olyan eredmény, mely a
modszertani 0sszehasonlitast kovetden kertil leirasra, a PSTHrt (a 1 jeldlés a gorog ABC-bol
kolcsonzi a szimbolumot, ejtsd: tau) szamitasi modszerével szamitottuk ki. Ebben az esetben
az alabbi, 11. 4bran bemutatott hisztogram (PSTH) segitségével megallapitottuk a
cstcsaktivitas értékét (idéegység alatt bekdvetkezett akcids potencidlok legmagasabb szama;
az dbran A1, mint elsé amplitudd) és bekovetkezésének idopontjat (T1), majd kiszdmitottuk a
cstcsaktivitas értékének 1/e-ad részét. A cstcsaktivitas elérésének idépontja és az 1/e-adra
csOkkenés kozott eltelt id6 adja meg a tranziencia értékét (PSTHrt) Az ,,e” az Euler-szam néven

is ismert matematikai 4llando, melyet a neurobioldgidban az idékonstans (t) megallapitasakor
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hasznalnak. Fontos megjegyezni, hogy a tranziencia altalunk alkalmazott szdmitisa ¢és az
idékonstans megallapitasdnak mddszere egymassal analog, de nem egyenértékii, éppen ezért a
félreértések elkeriilése végett a tranziencia targyalasakor minden esetben a PSTHt jelzést

alkalmazzuk.

T1/e — Tesics = PSTHT

Alx(1/e)=A2

Akcids potencialok szama

Tcsucs TL-‘e Id6 (S)

11. Abra: a PSTHz szdmitdsdinak szemléltetd dbrdja. A csiicsaktivitas (A1) bekovetkezésének idejétél (T1) az
amplitudo 1/e-ad részre valo csokkenéséig (A2) eltelt id6 (T2-T1) adja meg a tranziencia értékét. A tranziens
valasz alacsony (~50ms) PSTHz értékkel rendelkezik, a fenntartott valasz ennek tobbszorése lehet (jellemzéen
150ms felett) az ingerlés idotartamatdl fiiggoen. A ,,D” jelzés a féenyvalasz idokésését jelzi, mely szintén fontos
fiziologiai karakterisztikdja a ducsejt fenyvalaszanak — a dolgozathoz azonban kozvetleniil nem kapcsolodik, ezért

a késobbiekben csak emlitésszeriien teriink ra ki.
3.6 Statisztikai elemzések

A sziikséges statisztikai tesztek elvégzésére az IBM SPSS Statistics (IBM, USA,
Armonk NY) és az Origin (OriginLab, USA, Northampton MA) szoftvereket hasznaltuk.
Adatsoraink normal eloszlast egyetlen esetben sem mutattak, ezért minden esetben nem-
parametrikus tesztet hasznaltunk az altalunk vizsgalt csoportok 6sszehasonlitasara (Wilcoxon
elgjel-teszt, Mann-Whitney-U, masnéven Mann-Whitney-Wilcoxon teszt). Az elvégzett probak

pontos eredményei a Fiiggelékben tekinthetdek meg.
3.7 Abrak és grafikonok

Az elvégzett kisérletes munka dokumentalasara és szemléltetésére a kovetkezd
szoftvereket vettiik igénybe: Origin (OriginLab, USA, Northampton MA), Adobe Illustrator
(Adobe Inc. USA, San Jose CA) és Microsoft Office termékcsalad (Microsoft Corp. USA,
Redmond WA).
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4. Eredmények

4.1 A tranziencia mérése kiilonb6zo modszerekkel

A retina ducsejtjeinél a fényvalasz tranziens vagy fenntartott kinetikajat a sejt altal
leadott akcids potencidl sorozat lecsengésének (vagy megsziinésének) sebessége hatarozza
meg, igy adott ducsejt kategorizalasdhoz az akcids potencidlok extracellularis elvezetését
elégségesnek itéltiik meg. Munkank kezdetekor a tranziens/fenntartot karakterisztika mérésére
¢€s szamositasara korabban is tettek kisérleteket (Zeck és Masland 2007, Zhang ¢és mtsai. 2009,

Farrow és Masland 2011), azonban egyik modszer sem valt altalanossa.

Zhang ¢és munkatirsai az un. fenntartott/tranziens indexet alkalmaztak
(sustained/transient index, STI; Zhang és mtsai. 2009) amely a fénystimulus els6 és masodik
felében generdlt akcids potencidlok atlagfrekvencidjanak aranyaval méri a sejt elektromos
aktivitasanak csokkenését. Az altaluk felallitott skalan a 0-hoz kdzelebb eso értékek jelezték a
tranziens, gyorsan lecsengd valaszokat, mig fenntartott valasz esetén a két érték hanyadosa
egyre novekedve elérhette a maximalis 1-et. A modszer egyik hatrdnya, hogy nem veszi
figyelembe az elektromos valasz késését, ez pedig rovidebb idejii megvilagitds (néhany szaz
ms) esetén jelentOs torzitdsokhoz vezethet a magas latencidval rendelkezé sejteknél. Mivel
mérési eredményeinkben nagy Valtozatossadgot tapasztaltunk a ducsejtek valaszkésésének
tekintetében (Tengdlics és mtsai 2019), a mddszer alkalmazésa eldtt a kovetkezd moddositast
tettiik: az els6é szakaszt minden esetben az adott sejt csucsaktivitasat kdvetd 200ms
id6tartamban allapitottuk meg, a masodik szakasz pedig az ezt kovetd 200ms alatt
bekovetkezett akcids potencialokat foglalta magaba (modositott STI modszere, mSTI; 12.
abra). Az altalunk mSTI-ként jelolt szamitdsi mod igy alkalmazhatéva valt a kisérleti
Osszeallitasunkban alkalmazott 500ms megvilagitas mellett rogzitett fényvalaszokra is, illetve
stabil kiindulasi pontot nyujtott az ON valaszok mellett az OFF valaszok értékeléséhez. Bar a
modszer jol alkalmazhatonak bizonyult a fenntartott valaszok értékelésére, a tranziens
valaszokat sok esetben képtelen volt megkiilonboztetni egymastol, amikor a masodik
szakaszban nem regisztraltunk akcios potencialokat. Mindezek alapjan ugy tiinhet, hogy a
200ms-os hatar ideélis lehetne a tranziens/fenntartott vélaszok ,igen/nem” jellegli
elkiilonitéséhez, ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a hisztogramok tantisiga szerint az
egyértelmiien tranziens valaszok az 50-100ms értéktartomanyon beliil mozognak, igy a 200ms-

os tranziens/fenntartott hatarvonal meghtzasa nem tiint megalapozottnak.
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12. Abra: a médositott STI (mSTI) szamitasanak szemlélteté abraja. A fekete alapon fehérrel jeldlt vizszintes
sav mutatja a megvilagitas idejét. Az index szamitasakor a masodik 0,2s-os periodus alatt bekovetkezd akciods
potencialok szamat osztjuk el a megvilagitas kezdetétdl szamitott els6 0,2s id6tartam alatt regisztralt akcios

potencialok szamaval.

Ugyanez a probléma meriilt fel, amikor a kutatocsoportunk altal megalkotott els6
szamitasi moddszert alkalmaztuk a kisérletek sordn rogzitett adatokra: esetiinkben a
csucsaktivitashoz képest bekovetkezett valtozasat egy elére meghatarozott idépontban
vizsgaltuk, amely minden esetben T+200ms volt (13. abra). Az amplitidé nagymértéki
csOkkenése tranziens valaszokat jelzett, a tranziencia szamitasa pedig a kovetkezoképp zajlott:
Trao = (A1-A2)/Al, ahol Al a cstcsaktivitas hisztogramon jelzett amplitiddja, A2 pedig a
csucsaktivitast kovetd 200ms leteltekor mért amplitadd értéke. A mSTI értékelésével
ellentétben a Traoo esetén az 1-hez leginkdbb kozel esé értékek jelolték a tranziens valaszt ado
sejteket, egyértelmii elvalast azonban a tranziens és fenntartott populdcid kozott nem
tapasztaltunk. A mért értékekben tapasztalt variabilitds arra enged kovetkeztetni, hogy a
ducsejtek esetén a fényvalasz idébeli lecsengése egy Osszetett, tobb kiilonb6zd ponton
szabalyozott folyamat eredménye. A Troo alkalmazasat a késdbbiekben elvetettiik, mivel nem
bizonyult megbizhatonak a hisztogramon megjelend, de az id6beli lefolyast nem befolyasolo

lokalis minimum és maximum értékek kiszturésében.
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13. Abra: a Trxo jelzéssel ellatott szamitisi médszer szemlélteté Abraja. A cslcsaktivitis (Al)
bekdvetkezésétdl szamitott 200ms-ot kdvetden ismét leolvastuk az amplitado értékét (A2), majd a két érték

kiilonbségét (A1-A2) a csucsaktivitas értékével osztottuk.

A fent leirtakkal szemben Iényegesen igéretesebbnek bizonyult az a Farrow és Masland
(2011) altal leirt szamitasi modszer, mely minden esetben a hisztogramon kirajzolt gorbe alatti
terliletet veszi figyelembe a tranziencia meghatirozasahoz (14. ébra). A teriiletszamitas jol
kezeli az egyéni kiilonbségeket, ugyanakkor lényeges eltéréseket okozhat kisérletenként a
szamitas kezdeteként megjeldlt kezdépont és a végpont megvalasztisa: a ducsejtek eltérd
valaszkésése 1ényegesen befolyasolhatja az eredményeket, ha az ON valaszok teriiletszamitasat

a fény bekapcsolasatol a kikapcsolasaig végezziik el.
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14. Abra: a tranziencia megallapitdsa a gorbe alatti teriilet megadasaval. Az értékek normalizalsat kovetéen

a fény bekapcsolasatol a kikapcsolasig eltelt 500ms alatt kirajzolt teriilet nagysaga adja meg a tranziencia értékét.

Probara tettiinl egy negyedik megkozelitést is (PSTHr, lasd: 3.5 alfejezet) mely egy
Zeck és Masland (Zeck és Masland 2007) altal korabban publikalt szamitasi modszerhez
hasonld. Az akcios potencidlokat rogzitd felvételbdl ebben az esetben is egy hisztogram késziil
(PSTH), amely az idéskalan az altalunk megadott beosztds szerint jeleniti meg az adott
id6tartamra es6 (bin=10 ms) akcios potencialok atlagos szamat (11. abra). A tranzienciat az az
érték adja meg az id6 tengelyen, ahol az adott sejt elektromos aktivitasa a csucsaktivitas 1/e-ad

részére csokken.
4.2 A tranzienciat méro modszerek szorasanak osszehasonlitasa

Ahhoz, hogy a négy fent leirt modszert megfeleléen 6ssze tudjuk hasonlitani, tovabbi
modositasokat kellett bevezetniink a Trzoo értékek szamitdsa esetén: mivel a harom masik
altalunk tesztelt skalan a tranziens valaszt a 0-hoz kdzelebb esé értékek jelolik, ezért az
egyértelmiiség és a konnyebb dsszehasonlitas kedvéért a Tr200 értékeket tartalmazé adatsort a

kovetkezOképp transzformaltuk: végleges tranziencia = 1 - Trago.

Az 0sszehasonlitashoz 12 példasejtet alapul véve mind a négy modszerrel kiszamitottuk
a 6 egymast kovetd stimulusra adott valasz tranziencidjat €s az ezekhez tarsuld szoras értékét
(16. abra). Idealis esetben az egyes modszerek hasonld eredményt szolgaltattak volna, ebben az
esetben lehetdségiink lett volna kijelenteni, hogy a korabban leirt és bemutatott négy

megkdzelités az egér retina ducsejtjeit tekintve a tranziencia mérésére egyarant alkalmas. Ezzel

41



szemben azonban mind az mSTI, mind pedig a Trao modszerek rendkiviil ingadozonak
bizonyultak, igy ezek hasznalatat teljes mértékben elvetettiik a késébbiekre vonatkozoan. Bar
a legkisebb atlagos szorast a teriiletszamitasi modszer adta (lasd 17. abra), valasztasunk a
tovabbi kisérletes munka soran mégis a PSTHt szamitasara esett, ezért a tovabbiakban kozolt
tranziencia értékekek minden esetben ezzel a mddszerrel keriiltek kiszamitasra. Az iddskala
felbontasat 10, 20 és 30ms-os tartomanyokban teszteltiik. A 10ms-ot meghalad6 felbontas
esetén a tranziens valaszok jelentds hatranyba keriilnek a fenntartott valaszokkal szemben, igy

az altalunk alkalmazott felosztast a késobbiekben is 10ms-os egységekben szabtuk meg.
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16. Abra: a dolgozatban vizsgilt négy szamitisi médszer (MSTI, Trzoo, teriiletszamitas és a PSTHr)
szorasanak osszehasonlitasa. A szords szamitasahoz ugyanazon sejten hatszor végeztiink fényingerlést, majd
kiszamitottuk a fényvalaszok egyéni tranziencia értékeit és a szorast mind a négy modszer esetén megadtuk. A

legkisebb szoras értékeket jellemzden a PSTHrt és teriiletszamitasi modszerek adtak.
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17. Abra: ismétlédG fényingerlés esetén mért egyéni tranziencia értékek osszehasonlitisa a 4 bemutatott
modszer esetén. Bar a legalacsonyabb szorast az daltalunk preferalt PSTHt modszer produkdlta, egyszerii
kezelhetésegének és gyors alkalmazhatosaganak készonhetéen elonyosebbnek érezziik a teriiletszamitdasi

megkozelitésnél.
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4.3 PSTH~ osszehasonlitasa az idokonstanssal

5 példasejt esetén az extracellularis elvezetések mellett intracellularis elvezetést is
alkalmaztunk a ducsejtek fényvalaszanak regisztralasanal, hogy a lassu potencialokon mért
idékonstans (t) értékét Osszehasonlithassuk az altalunk szamolt PSTHt-val (full-field
megvilagitas, A = 480; I = 5000 Rh/rod/sec). A kisérlet hatterében a kovetkezd indoklas allt: a
tranziens/fenntartott kett0ség a bipolaris sejtek szintjén is nyomon kovethetd (Borghuis és
mtsai. 2014; Lindstrom ¢s mtsai. 2014) és akar ducsejtek tranziencidjanak meghatarozasaban
is szerepet jatszhat, ugyanakkor esetiikben nem mérhetiink akciés potencialokat, tehat a PSTHt
modszer alkalmazasa a bipolaris sejt tranziencia szadmitasara értelmetlen lenne. Jovébeli
lehetséges Gsszehasonlitas céljabol tehat fontosnak tartottuk megvizsgélni, hogy a T és PSTHt
értekekek Osszehasonlithatoak lennének-e egymadssal: a lassii potencidlok szliréséhez a
ducsejtekbdl elvezetett felvételeken S0Hz illetve 100Hz ,,alulatereszté” (lowpass) filtert
alkalmaztunk (18. abra), lehet6vé téve az adott valaszra jellemz6 egyéni és atlagolt idokonstans
kiszamitasat. Az igy kapott lassu potencialokra vonatkoztatott t és az akcids potencial
sorozatokra (,.feliilatereszt6”, highpass szlir6vel nyerve) szamolt PSTHt értékek
Osszehasonlitasat a 19. abra mutatja. Az adatelemzés soran felfigyeltiink arra a jelenségre, hogy
a valasz késésében kiilonbséget tapasztaltunk a lassi potencialokon mért értékek és a PST
hisztogram kozott, amely arra utal, hogy a sejt mar a lasst potencial felszallo szara alatt elérte
az akcios potencialok cstcsfrekvencidjat. Megjegyzendd, hogy ezen megfigyelés tisztazasa a
késobbiekben tovabbi kisérletes munkat igényel, jelen dolgozatban csupan érdekességként és

emlités szintjén szerepel.
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18. Abra: Az intracellularis elvezetéseken alkalmazott médositasok szemléltetd rajza. A felsé sorban egy

Y

intracellularis elvezetéssel késziilt felvétel lathatd, melybdl egyarant kinyerhetdek az adott ducsejt altal generalt
akcios (kozépen; >100Hz feltlatereszté vagy high-pass filter alkalmazasa) és a lassti potencialok (alul; <50Hz és
<100Hz alulateresztd vagy low-pass filter alkalmazasa). A legalsé sorban hizod6 valtakozd fehér és fekete savok

a fényingerlések idejét (fehér sav) és a koztiik sotétben eltelt id6t (fekete sav) jelzik.
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19. Abra: Lasst potencilok T értékének dsszehasonlitasa a PSTHr értékeivel. A T szamitasanal két kiilonbozé

alulatereszt6 sziir6t (<50Hz és <100Hz) is alkalmaztunk.
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4.4 Tranziens és fenntartott valaszok kategorizalasa

Fontos kritériumnak tartottuk a megfelel6 modszer kivalasztasanal, hogy mennyire
hatékonyan reprezentélja az altalunk vizsgélni kivant tranziens/fenntartott kettosséget. A négy
kiilonb6z6 megkdzelitést 6sszehasonlitva (n=51 fényvalasz mind a négy mddszerrel megadott
tranziencia értéke) azonban azt tapasztaltuk, hogy egyik sem valasztja el egymastol
elvalast — a varakozasokkal ellentétben — nem tapasztaltunk a tranziens és fenntartott valaszok
kozott, egy lehetséges valaszvonal meghuzasa minden esetben Onkényesnek tlint inkabb,
mintsem valoban reprezentativnak. Mind a négy Osszehasonlitott modszer esetében egy
viszonylag széles és folyamatos értéktartomanyt kaptunk a tranziencia lehetséges értékeire
vonatkozoan, amely lényegesen megneheziti a vizsgalt fényvalasz megfeleld, megbizhato és

reprodukalhatd besorolasat a tranziens vagy fenntartott kategoriak egyikébe.
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20. Abra: a 4 kiilonbozé szamitasi médszerrel kapott tranziencia értékek eloszlasi hisztogramja.
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4.5 Variabilitas a retinalis diacsejtek ON és OFF kinetikajaban

Az mGIuRs tranziencia meghatarozasaban jatszott szerepének megallapitasahoz ON
ducsejtek elektromos aktivitasat vezettiik el egyelektrodas extracellularis elvezetéseket, illetve
64 ¢és 128 csatornas MEA technikat alkalmazva. A megvilagitas médja full-field volt, tehat a
fénystimulus a retina egészét és nem csak meghatarozott részeit érintette. Az elvezetett akcios
potencialokrél a PSTHt moddszernél ismertetett modon (9. és 11. abra) hisztogramot

készitettlink, amely lehetové tette a PSTHt kiszamitasat.
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21. Abra: a tranziencia értékének eloszlasa ON valaszok esetén. A vizszintes tengely 25ms-os tartomanyonként
abrazolja a mérések soran regisztralhato PSTHrt értékeket, mig a fiiggéleges tengelyen az adott tartomanyba eso
mérési értékek szama lathato.

Az els6 két fontos megfigyelés, amelyet az ON vélaszok kinetikajardl kozolniink kell,
az a széles lefedett skala és a nagyfoku valtozatossag a tranziencia szamitott értékében (21.
abra). A kapott PSTHt értékek széles hatarok kozott mozogtak (40ms — 800ms), dacara az
MGIuRs egyeduralkodo szerepének a fotoreceptor — ON bipolaris jelatvitelben. Amellett, hogy
a tranziencia-skala két ellenpontja mennyire tavol esik egymastol, szintén fontos
megjegyezniink, hogy a tranziens és fenntartott fényvalaszok két jellegzetes csoportja nem
kiiloniil el egymastol a mérési eredményeinkben. A kapott tranziencia értékek lényegében a
skéala barmely pontjara eshetnek, kirajzolva ezzel egy ,,atmeneti” csoportot (PSTHt 100-200ms

kozott), amely nem sorolhato egyértelmiien egyik korabban leirt tartomanyba sem: ahhoz, hogy
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tranziensnek tekintsiik, tulsagosan elnyujtott, ugyanakkor a hisztogramon kirajzolt gorbe nem
koveti a jellegzetes platd fazist sem, amelyet egy fenntartott valasz esetén varnank (22. abra).
A kiugréan magas tranziencia (>0,5s) értékeket olyan esetben tapasztalhatjuk, amikor a sejt
viszonylag erds spontan elektromos aktivitdsanak koszonhetden a csucsaktivitas huzamos ideig

nem csokken az 1/e-ad rész ala.
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22. Abra: példa a fenntartott (A), tranziens (B) és atmeneti (C) kategoriaba sorolhaté vilaszokra. A

megvilagitas idejét (S00ms) fekete alapon fehér négyzetek jelzik.

crer

két, hasonlo elven, de mégis kiilonb6z6 kinetikdval miikodd (deVries 2000) ionotrop glutamat
receptort talalunk a poszt-szinaptikus oldalon: az OFF bipolaris sejtek membranjaban egyarant
helyet foglalnak AMPA és kainat receptorok, ez a kettdsség pedig elméleti szinten akar
magyarazhatna az elkiiloniil6 tranziens és fenntartott fényvalaszok kialakulasat OFF sejtekben.
Az OFF vélaszok szintjén tapasztalt variabilitas feltarasara szintén fotopikus intenzitasu, full-
field tartomanyba esé megvilagitds mellett mértiik dicsejtek fényvalaszat egyelektrodas
elvezetésekkel és 64 illetve 128 csatornas MEA rendszert alkalmazva. Ki kell jelenteniink
azonban, hogy az OFF valaszok tranzienciajat tekintve szintén nem talaltunk egyértelmii
csoportosulast a skala két diszkrét pontja kozott: az OFF vélaszok esetén sem tudunk
egyértelmli hatart huzni a tranziens és fenntartott valaszok kozé (23. é&bra). Elegans és
kézenfekvd megoldas lenne, ha az atmeneti tartomany megjelenését az AMPA ¢és a kainat
receptorok eltérd keveredési aranyaval magyardzhatnank, ez azonban sajnos tovabbra sem
vilagitana rd az ON valaszok eloszlasaban tapasztalt hasonloan széles spektrum (21. abra)

kialakulasanak okara.
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23. Abra: a tranziencia értékének eloszlasa OFF valaszok esetén. A vizszintes tengely 50ms-0S
tartomanyonként abrazolja a mérések soran regisztralhatdé PSTHr értékeket, mig a fiiggéleges tengelyen az adott

tartomanyba esé mérési értékek szama lathato.

Ahogy azt a 23. abran bemutatott eloszlasi hisztogram is szemlélteti, a korabban
emlitett, tranziens és fenntartott valaszok kozott atmenetet képezd valaszkinetika az OFF
vélaszok esetén is jelen van és a regisztralt OFF vélaszok jelentds részét adja (23. abra 100-
200ms tartomanya PSTHt tartomanya). Az ON ¢és az OFF valaszok tranziencidjat
Osszehasonlitva azonban ki kell jelenteniink, hogy a két adatsor statisztikailag szignifikdnsan
kiilonbozik (Mann-Whitney-U teszt, p<0,05 szignifikancia szint esetén): a tranziencia értékei
hasonld értéktartomanyt 6lelnek fel, ugyanakkor eltérd eloszlast mutatnak a skala kiilonb6z6
pontjain. A hisztogramok elemzése alapjan tovabba lehetségesnek itéljiik egy harmadik, koztes
kategoria kozbeiktatasat, amelyet az egyszertiség kedvéért a dolgozatban atmeneti vagy koztes

néven emlitiink, utalva a fenntartott és tranziens karakterisztika kozotti elhelyezkedésére.
4.6 A tranziencia alakulasa szkotopikus koriilmények kozott

Mig fotopikus koriilmények kozott a vizualis informacid a csap utvonalak segitségével
egyszerre tobb parhuzamos csatorndn halad, addig szkotopikus fényintenzitas mellett csak az
elsddleges ¢s a masodlagos palcika utvonal aktiv. Tekintve, hogy az elsddleges utvonal csak
egyetlen bipolaris sejt, a palcika ON bipolaris kdzbeiktatdsaval miikodik, feltételezhetjiik, hogy

a bipolaris sejttipusok kozotti egyéni intracelluldris kiilonbségek kiiktatasaval a ducsejtek
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szintjén kifejez0do tranziencia variabilitasa is csokken. A kovetkezo kisérleti elrendezésben a
szkotopikus és fotopikus palydk kozotti valtas mellett rogzitettiik a dicsejtek fényvalaszait,
majd az eltérd intenzitasi megvilagitasi koriilmények kozott kiszamitott tranziencia értékeket
hasonlitottuk 6ssze. Arra szamitottunk, hogy ha a kiilonb6z6 bipolaris sejtek azok, amelyek a
tranziencia értékét egyértelmiien megszabjak, akkor a stimulus valtoztatasakor (szkotopikus —
fotopikus valtas) legalabb a ducsejtek egy jelentds részénél (vagy akar minden vizsgalt
ducsejtnél) érdemleges valtozéas lesz megfigyelhetd a fényvalasz lecsengésében. A hipotézis
teszteléséhez elészor szkotopikus (1<0.1 Rh*/rod/s), majd fotopikus (I>100 Rh*/rod/s)
koriilmények kozott vezettiik el ugyanazon retinalis dicsejt elektromos aktivitasat. Mindkét
esetben full-field megvilagitast alkalmaztunk. A szkotopikus és fotopikus fényviszonyok
mellett rogzitett tranziencia értékeket csoportonként lebontva a 24. dbra és a 7. tablazat
szemlélteti, illetve az egymassal parhuzamba allitott valaszokat ON és OFF valaszokat kiilon
abrazolvaa a 25. 4dbra mutatja. A két tartomany kozott a legszembetlinébb kiilonbség a
szkotopikus fényvalaszok nagyobb késéssel torténd megjelenése volt. A tranziencia
valtozéasaban szignifikans kiilonbséget (p<0,05; Wilcoxon eldjelteszt) tudtunk kimutatni az ON
véalaszok esetén a fényinger intenzitdsanak valtozasaval, ugyanakkor az OFF valaszokat

vizsgalva a szkotopikus és fotopikus adatsor nem mutatkozott egymastodl statisztikailag

eltéronek.
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24.Abra: a tranziencia értékének alakulisa ON és OFF fényvalaszok esetén alacsony (szkotopikus) és magas

(fotopikus) fényintenzitasi megvilagitas mellett.
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ON tranziencia (s) OFF tranziencia (s)

Szkotopikus | Fotopikus | Szkotopikus | Fotopikus
Atlag 0,15 0,125 0,15 0,14
Median 0,115 0,075 0,125 0,105
Minimum 0,035 0,035 0,045 0,035
Maximum 0,505 0,515 0,605 0,555

7. Tablazat: ON és OFF fényvalaszok tranzienciaja alacsony intenzitasu (szkotopikus) és magas intenzitasu

(fotopikus) fényingerlést kovetden.

A 1B
05
—_—
0.4 m
04
£L Lo3
@ 0,3 1 8
Q o
5 5
Qo 5 0.2
Moo g
o ] (]
[ =
0,1
0,14 [}
[ ]
0,0 0,0

Szkotopikus ON Fotopikus ON Szkotopikus OFF Fotopikus OFF

25. Abra: A tranziencia valtozisa ugyanazon diicsejten szkotopikus és fotopikus ingerlési paraméterek

mellett ON (n=12) és OFF (n=7) valaszok esetén.
4.7 Tranziencia és lateralis szignalizacio

A tranziencia eredetének feltarasara tett torekvéseink kovetkezd 1épéseként a belsd
retina szinaptikus kapcsolatait vettiik célba. Az amakrin sejtek altal kifejtett GABA-erg
inhibicio szelektiv blokkolasara a GABA (jellemzéen GABAA) antagonistaként viselkedd
pikrotixint alkalmaztunk, melyet mar az 1960-as évek Ota hasznalnak retinakutatasban (Ames
és Pollen 1969). Feltételeztiik, hogy az amakrin sejtjei szintjén megnyilvanul6 finomhangold
szabalyozé hatas lehet az, mely az altalunk tapasztalt széles tranziencia skalat képes lehet
kialakitani a retinalis ducsejtekben. A kezelés eldtti €s utani PSTHrt értékeket 6sszehasonlitva
(26. és 27. abra) kijelenthetjiik, hogy szignifikans kiilonbség mutathato ki a két adatsor kozott
(Wilcoxon eldjelteszt, p<0,05; a statisztikai tesztek eredményérdl bévebb informacio talalhato
a fliggelékben), vagyis a GABA-erg inhibicié farmakologia blokkolasa képes a tranziencia

szamositott értékét jelentdsen megvaltoztatni, amely a fényvalaszok kinetikajat tekintve akar a
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fenntartott valasz egyértelmiien tranzienssé valdsat is eredményezheti. Mivel az adott

fényvalaszra vonatkoztatott hisztogramokat egyesével elemeztiik, sikeriilt rogziteniink olyan

jellegzetes valtozasokat a ducsejtek elektromos aktivitdsdban, amely bdvebb informéaciot

szolgaltathat a tranziens/fenntartott kettéség kialakulasarol.

Tranziencia valtozas
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26. Abra: ON vilaszok tranziencidjanak valtozasa PTX kezelés hatasara. Azokat a fényvalaszokat, ahol a

kezelés eredményezte gyors ON inhibicié6 megbizhatatlanna teszi a PSTHt alkalamzasat, a fenti grafikonon nem

abrazoltuk.
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27. Abra: PTX hatasa a fényvalasz OFF komponensére.
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A hisztogramok elkészitésekor altalanos észrevételiink volt, hogy a GABA-erg
transzmissz6 blokkolasa gyakran eredményezte az akcids potencidlok szamanak cstcsértéket
kovetd gyors, ideiglenes visszaesését, melyet a PSTHt moédszer a tranziencia egyértelmii
csokkenéseként érzékel. EQy hasonld, a PSTHt szamitasi modszert megtéveszteni képes
fényvalaszt a 28. dbra mutat be. Az adatok analizise soran ezeket az eseteket kiilon kezeltiik,
hogy ne szolgaltassanak félrevezetd eredmények fals fenntartottrdl tranziensre torténd
atkapcsolasrol. Mindezekt6l eltekintve azonban altalanosan elmondhatjuk, hogy a PTX kezelés
a hisztogramon megjelend csucs elkeskenyedését eredményezte a detektalt akcids potencidlok
csucsaktivitast kovetd gyors csokkenésével (28. €s 29. dbra), amely egy kontrol koriilmények
kozott inaktiv inhibicids mechanizmus érvényre jutasat feltételezi a széleskorii GABA-erg
blokad hatasara. Ugyanezen sejtek esetében tapasztaltuk tovabba az egységnyi idére jutd akcios
potencidlok szdmanak novekedését és ezaltal a hisztogramon megjelend aktivitdsi csicsok

amplituddjanak emelkedését (29. abra).
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28. Abra: PTX hatisira megjelené gyors ON inhibicié és egy koribban nem mérheté OFF komponens

megjelenése. Mindkét jelenség altalanosan megfigyelheté a PTX kezelés eredményeképp.

Fontos megjegyezniink tovabba, hogy a PTX kezelés nem csak a kontrol koriilmények
kozott megnyilvanulod €s rogzitett fényvalaszokat érintette: szdmos esetben tapasztaltuk egy
(kontroll koriilmények kozott nem mérhetd) OFF komponens megjelenését (29. abra). Ezen
OFF vélaszok a kezelést kovetd felvételeken az ON komponenshez hasonld, bizonyos
esetekben az ON valasz cstcsaktivitasat is meghalado intenzitassal jelentkeznek rendkiviil
alacsony (valodi tranziens valaszokra jellemz6) PSTHt értékekkel. Esetiilkben nem figyelhetd

meg a korabban leirt, PTX kezelés utan tapasztalt €s elsdsorban ON valaszokra jellemz6 gyors
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inhibicidt kovetd ajbol emelkedd tiizelési aktvititds, az 1j OFF komponens tehat valéban

tranziensnek tekinthetd.
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29. Abra: Fenntartott ON vilasz (A) tranziencidjanak valtozisa és egy OFF komponens megjelenése (B)

PTX hatasara.

A PTX kezelés soran megfigyelt tranziencia valtozas jellemzden a fenntartott valaszok
lecsengési idejének rovidiilését eredményezte, az eleve tranziens véalaszok azonban csak elvétve
valtak valodi fenntartott valassza, igy az altalunk koztes tartomanyként megjeldlt valaszkinetika
1smét tiikroz6dott az eredményekben. Az adatsorok kozotti sziginifikéns kiilonbség ellenére a

PTX kezelés hatasa sem szolgaltatott egyértelmii magyarazatot a tranziencia meghatarozasara.

Kovetkez6 1épésben a retina elektromos szinapszisait kivantuk vizsgalni a ducsejt-
tranziencia vonatkozasaban. A réskapcsolatok zéardsara egy MFA néven ismert vegyiiletet
alkalmaztunk és a kordbbiakhoz hasonloan 0Osszehasonlitottuk a kezelés utan készitett
hisztogramot a kontrol felvételekkel. A PSTHt értékek valtozasat a 30. és 31. abrak mutatjak
be. Bar az MFA kezelés nem eredményezett a PTX hatasahoz hasonldo mértékti valtozast, a
statisztikai tesztek értelmében a kontrol €s a kezelt retina ducsejtjeinek tranziencidjat mérd
adatsorok kozott szignifikans kiilonbséget tudtunk kimutatni (Wilcoxon el6jelteszt, p<0,05),
tehat az MFA alkalmazésa és a retina elektromos szinapszisok normdl miikddésének
megzavarasa szintén képes megvaltoztatni a ducsejtek tranziencidjat, esetenként akar egy teljes
fenntartott-tranziens atkapcsolast is okozva. Kiemelkedden széles skalan mozog a PSTHt
értekekben tapasztalt valtozas az MFA kezelést kovetden ON valaszok esetén (30. abra), valodi
tranziensrdl fenntartottra valtast azonban itt sem tapasztalunk gyakran — helyette a tranziens

véalaszok lecsengési idejének kisebb mértékii elnyulasa kovetkezik be, amely az esetek
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tobbségében a koradbban emlegetett koztes, vagy intermedier karakterisztikat tiikrozi a
hisztogramon. Az MFA-kezelt OFF valaszok esetén (31. abra) egyediilalldan a tranziencia
értékének garantalt csokkenését jegyeztiik fel, az tranziens valaszok lecsengési kinetikajara a

réskapcsolatok blokadja ebben az esetben nem volt szdmottevd hatassal.
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30. Abra: MFA hatasa ON valaszok tranziencijara.
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31. Abra: MFA hatasa OFF vilaszok tranziencidjara.
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Az MFA jellegzetes hatdsai kozott emlithetjik még a spontdn aktivitds teljes
megsziinését vagy jelentds mérsekelddését (32. dbra). A réskapcsolatok zarasa megakadalyozza
a sejtek kozotti gyors elektromos kommunikéciot és akadalyozza a populécios kod 1étrehozésat,
igy a ducsejt leginkabb csak a vele kozvetlen szinaptikus kapcsolatban 4116 bipolaris sejteken
keresztiil kap bemenetet, amely csokkenti a spontan, azaz nem fényinger hatasara kialakulo

akcids potencialok szamat.
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32. Abra: MFA hatisa (B) egy kontroll fényvilasz (A) tranziencijara és spontan elektromos aktivitasara.
4.8 Parhuzamos palyak egymasra hatasa

Az eddig leirt kisérletes eredmények mind arra utaltak, hogy a tranzienciat a dicsejtek
szintjén konvergdlod és egymassal interakcioba 1épd szignalok egyiittesen hatdrozzadk meg.
Annak érdekében, hogy az ugyanazon a ducsejthez futé parhuzamos palyak konvergencidjanak
jelentésegérdl bizonyossagot nyerjiink, OFF-center diicsejtek fényvalaszait hasonlitottuk dssze
szkotopikus, mezopikus és fotopikus megvilagitas mellett. Jelenlegi informacionk szerint
kellden alacsony intenzitasu fényinger csupan az elsddleges palcika utvonalat aktivalja, mig a
mezopikus tartomanyban mar a méasod- és harmadlagos palcika utvonalak is aktivva valnak a
csap utvonalak mellett. Az ok, amiért csupan OFF valaszok kinetikéjat elemeztiik a kisérletes
munka ezen szakaszaban az altalunk alkalmazott kisérleti protokollban keresendé: a kisérletek
soran APB-talkalmaztuk, mely specifikusan a metabotrop glutamatreceptorokkal
(MGLURu4e/7i8) operald palyak miikodését sziinteti meg. Esetiinkben tehat az OFF csap utvonal
mellett intakt maradhat a masodlagos és harmadlagos palcika utvonal, ugyanakkor az ON

bipolarisok (csap ¢és elsddleges palcika utvonalak) jeltovabbitasa felfiiggesztodik.
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A hatasos APB koncentracio megallapitasdhoz eldszér n=6 ducsejtet vettiink alapul,
melyek mindharom éltalunk alkalmazott megvilagitas mellett, kontroll koriilmények kozott
egyértelmiien azonosithaté, PST hisztogram generalasara és PSTHt mérésére alkalmas
fényvalasszal rendelkeztek. Az APB-vel torténd inkubaciot a szkotopikus koriilmények kozott
mért fényvalasz eltlinése kovette, jelezve, hogy az elsddleges palcika utvonal a kezelés hatasara
inaktiv allapotba keriilt. Mezopikus és fotopikus intenzitdsu megvildgitast alkalmazva a
fényvalasz tovabbra is mérhetd maradt, igy lehetdségilink volt a tranziencidt a megvaltozott

koriilmények kozott vizsgalni és a mért értékeket 6sszehasonlitani (8. tablazat).

ensites mesopikis | Megsmezopikus | RS
Kontroll APB Kontroll APB Kontroll APB Kontroll APB
Sejt 1 0,155 0,185 0,185 0,425 0,115 0,165
Sejt 2 0,075 0,105 0,145 0,325 0,075 0,095 0,215
Sejt 3 0,145 0,045 0,145 0,045 0,195 0,065 0,095 0,205
Sejt 4 0,145 0,105 0,105 0,105 0,065 0,055 0,115
Sejt 5 0,045 0,065 0,055 0,065 0,105
Sejt 6 0,175 0,085 0,205 0,085 0,065 0,085 0,125

8. Tablazat: a tranziencia alakuldasa S0pm APB kezelést kovetden. Négy intenzitasi tartomanyban mértiik a
sejtek tranziencidjanak valtozasat APB kezelést kdvetden hat példasejt esetén: szkotopikus (palcika uitvonal aktiv),
alacsony mezopikus (csap utvonal kis mértékben aktiv), magas mezopikus (palcika Gtvonal kis mértékben aktiv)

és fotopikus (csap utvonal aktiv). A tranziencia csokkenését APB hatdsara piros, emelkedését kék szin jelzi.

Eredményeink tantsaga szerint a tranziencia - ¢és ezaltal a PSTHt értéke -
intenzitastartomanyonként valtozik, a valtozds azonban jellemzden (és meglepden) nem
egyiranyl. Az éltalunk vizsgalt ducsejtek esetében egyediil a fotopikus tartoméanyban rogzitett
valaszok esetén mutathatdo ki egységes iranyu valtozds: a PSTHrt értékének emelkedését
tapasztaljuk (8. tablazat és 33. abra; paros t-teszt p<0,05). Mezopikus tartomanyokban (a skala
alacsonyabb és magasabb intenzitasii pontjait is figyelembe véve) a valtozas irdnya nem
egységes. Az APB kezelés eredményeként tapasztaltuk tovabba egy fény bekapcsolasara
jelentkezd, kontrol koriilmények kozott egyértelmiien hianyzo gatld hatas jelenlétét (33. abra).
A tapasztalt gatlas atmeneti, roviddel a stimulus megjelenése utan jelentkezik €s jellemzden

nem 4ll fent a fényingerlés teljes ideje alatt.
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33. Abra: az APB kezelés hatasa PST hisztogramon abrazolva.
kozott (A, fent) nem tapasztalt inhibicid figyelheté meg (B, lent).

58

Idé (s)
1bin=0,01s

A fény bekapcsolasakor kontroll kériilmények



4.9 Retinalis ducsejtek oszcillacios aktivitasa

Az idegsejtek oszcillacids aktivitasa tobb idegrendszeri struktGraban is ismert és a
retinalis ducsejtek szintjén is megfigyelhetd jelenség (Ishikane €s mtsai. 2005; Qiu és mtsai.
2016). Retindban elsdésorban békakban tanulményoztdk, Ishikane és kollégai ugy vélik,
els6sorban az allatok vizualis ingerek (kozeledé objektum; ragadoz6, mint lehetséges
veszélyforras) altal kivaltott viselkedési reakcioiban jatszhat fontos szerepet. Az egér retina
duacsejtjein végzett kisérleteink soran az akcios potencidlok rogzitésekor mi is felfigyeltiink a
fent emlitett oszcillaciora, melynek jelenlétét kés6bb az felvételek Kiértékelésénél is igazolni

tudtuk (34. abra).
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34. Abra: fenntartott oszcillaciés aktivitas PST hisztogramja (A) és a hozza tartozoé frekvencia spektrum
(power spectrum; B). Fény be- és kikapcsolasat a 35A édbra also részén huzodo fehér (megvilagitas, 500ms) és
fekete (fény kikapcsolva) savok jelzik Az altalunk megfigyelt oszcillacios aktivitds n=20 fényvalasz alapjan

atlagosan ~24Hz frekvenciaval jelentkezik.

Qui és munkatarsai elsdsorban az elektromos szinapszisok dsszehangold miikodését és
a szinaptikus GABA-erg transzmissziot sejtették a jelenség hatterében. Az altalunk végrehajtott
kisérletekben MFA ¢s PTX alkalmazéasaval vizsgaltuk a két emlitett retinalis halozati elem
hatasat a dacsejtek oszcillacidjara. A korabban hasznalt peristimulus hisztogramot (PSTH)
ebben az esetben tovabbi szlir6k nélkiil, kdzvetleniil a nyers adatokbdl készitettiik el, lathatova
téve az esetleges oszcillacios aktivitast. Bar Qui és kollégai a béka retinaban mind OFF, mind
pedig ON (tranzienciat tekintve fenntartott) valaszok esetén megfigyeltek oszcillaciot, az

altalunk rogzitett elvezetésekben a jelenség az OFF valaszokban nem (35. abra), csak az ON
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valaszokban érhet6 tetten. Taldlunk kisérleteinkben olyan ON-OFF ducsejteket, melyek
fényvalaszanak ON komponense egyértelmi oszcillaciot mutat, az OFF komponens esetén
azonban ugyanez egyaltalan nem figyelheté meg (36. abra). A rejtett, szabad szemmel nem
érzékelhetd oszcillacios aktivitas kisziirésére frekvencia spektrumot (power spectrum)
készitettlink az érintett sejtekrdl, amely atlagosan 24Hz frekvenciaval jelentkez6 oszcillaciot

mutatott a vizsgalt ON valaszok (n=20) esetében.
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35. Abra: Oszcilliciét nem mutaté OFF valasz PST hisztogramja (A) a hozza tartozé frekvencia
spektrummal (B). Fény be- és kikapcsolasat a 36A abra also részén hizodo fehér (megvilagitas, 500ms) és fekete

(fény kikapcsolva) savok jelzik.
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36. Abra: ON-OFF diicsejten megfigyelheté ON-oszcillaciés aktivitas. A megvilagitast idejét (500ms) fekete

alapon fehér sav jelzi.
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Az ON komponensek tekintetében mind a PTX, mind pedig az MFA latvanyos valtozast
okozott a sejt altal produkalt akcids potencialok eloszldsdban. PTX esetén feltételeztiik, hogy
az oszcillacios aktivitas teljesen megsziint, a frekvencia spektrum alapjan azonban tovabbra is
kimutathaté egy eltérd frekvenciaji, kevésbé erételjes oszcillacio a valasz fenntartott
komponensében (37. abra). Ezzel ellentétben a fényvalasz kezdeti szakasza a PTX hatas
kovetkeztében tranziens kinetikat vett fel (dtmeneti inhibicid, amely a tranziencidt alacsony
értékekre csokkenti) és elvesztette az oszcillaciot (a tranziens csucs lecsengése egyenletes, a
fenntartott komponens a kontrollnal alacsonyabb frekvenciaval oszcillal). MFA alkalmazasa

ugyanakkor tiintette el, csupan mérsékelte az oszcillacios aktivitast (38. abra).
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37. Abra: PTX hatasa az oszcillaciés aktivitasra. A kontroll felvételen (1A, 1B) jol lathato fenntartott ON
oszcillacio teljes atrendezodést mutat a kezelés hatasara (2A, 2B). A PTX korabban megfigyelt hatasai (gyors,
csucsaktivitast koveté ON inhibiciéo és kontroll koriilmények mellett nem lathatdé OFF aktivitas) mellett

megfigyelhetd a szinkronizalt oszcillacio szétesése €s a frekvencidk balra tolédasa (2B).
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38. Abra: MFA hatasa az oszcillacios aktivitasra. A kontroll koriilmények kozott tapasztalt oszcillacio (1A és

1B) nem tiinik el teljesen, csupan mérsékelddik (2A és 2B) a réskapcsolatok blokadjanak hatasara.

Felmertilt tovabba a kérdés, hogy az egyes sejtek oszcillacids aktivitasa dsszehangolt,
vagy sejtenként kiilon-kiilon szervezddik? 4-4 sejtet hasonlitottunk Ossze mindkét kisérlet
kontroll és kezelt csoportjabol (39-40. abra). A hisztogramon megfigyeltekkel 6sszhangban
kimutattuk, hogy:

1. az oszcillacio Osszehangoltan jon 1étre kontroll koriilmények kozott a 4 példasejtben
(39. és 40. abra),
2. PTX alkalmazasa megsziinteti a kezdeti oszcillaciot (37. és 49. abra)

3. MFA az oszcillacios aktivitast mérsékeli, de teljes egészében nem sziinteti meg (38. és
40. abrak).
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Kontroll felvételek
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39. Abra: PTX hatisa a szinkronizalt oszcillaciora. Négy kiilonboz6, de ugyanazon mérés soran rogzitett

retinalis ducsejt (A, B, C és D) korrelaltatott elektromos aktivitasa lathat6 kontroll koriilmények kozott (balra) és

PTX hatasara (jobbra).
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Kontroll felvételek
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40. Abra: MFA hatisa a szinkronizalt oszcillaciéra. Szintén négy kiilonboz6, de MFA kezelés el6tt (balra) és

utan (jobbra) vizsgalt retinalis ducsejt (A, B, C és D) korrelaltatott elektromos aktivitasat mutatja be az abra. MFA

hatasara az oszcillacios aktivitas csokken, de nem sziinik meg teljesen.
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5. Eredmények megbeszélése

Altalanosan elfogadott, hogy a retina kiilonbozd sejtjeinek egyéni fényvalaszat
tranziens ¢és fenntartott csoportokra osztjuk fel. Az elektromos aktivitds lecsengésének
id6belisége olyannyira jellegzetes €s fontos karakterisztikaja a sejtek miikodésének, hogy ezen
sajatossagot az egyes ducsejt-altipusok elkiilonitéséhez is szokas alapul venni (mint példaul az
alfa sejtek egyes altipusainak megallapitasa esetén). A ducsejtek mellett a bipolaris sejtek
esetében is kimutathaté a potencialvaltozas kinetikdjaban a tranziens illetve fenntartott tipus,
igy a tranzienciat meghatdrozo jelenségek feltdrasaval nem csak a ducsejtek mitkodésének
megértés¢hez juthatunk kozelebb. A tranzienciat targyald kozleményekben esetenként
ellentmondassal talalkozhatunk, hiszen a tranziencia vizsgalatara iranyuld kutatasokrol annyit

mondhatunk el mindossze altalanossagban, hogy a kutatdmunkat gerinces retinan végezték.

Tekintve, hogy a tranziencia eredetét illetéen a tudomanynak még nem sikeriilt
egyetértésre jutnia, jelen dolgozat elséként megfogalmazott célja volt az egér retinalis ducsejtek
tranziencidjat meghatarozé tényezok azonositasa. Feltételezhetjiik, hogy a retinalis halozat
komplexitasabol addéddan a végsd kimenetet képezd ducsejt fényvalaszat nem definidlhatja
teljes valojaban a halozat egyetlen szinaptikus kapcsolodasi pontja; helyette a ducsejtek akcios
potencidl kodja tulajdonképpen a pre-szinaptikus halozati elemek egymadsra hatdsdnak
eredményeként johet létre. Bemutatott eredményeink arra is ravilagitanak, hogy a ducsejt
féenyvalasz kinetikdja a kordbban elfogadott tranziens/fenntartott dichotomidnal joval

Osszetettebb jelenség, melyet szamos tényezd szabalyoz és befolyasol.
5.1 A megfelelé szamitasi mod kérdése

A tranziens ¢és fenntartott fényvalasz kutatdsaban az elsd fontosabb feladat az elemzés
soran hasznalt szempont- és szabalyrendszer felallitasa volt. Az eredmények ismertetésekor
leirt szdmitasi modszereket Osszehasonlitva kijelenthetjilk, hogy bar egyik megoldds sem
alkalmazhatdé bizonyos mértékii hiba és torzitds nélkiil, mindegyik rendelkezhet olyan
tulajdonsagokkal, amelyek a kisérletes megkozelitéstdl fliggden elonydsebbé tehetik a tobbivel
szemben, ilyen lehet példaul a gorbe alatti teriilet szamitasa szirével nem simithato lokalis
csucsok kialakulasa esetén. Figyelembe kell venniink, hogy a dolgozatban bemutatott kisérletes
munka ducsejtekbdl fényingerlésre elvezetett akcidés potencidlok elemzésére épiilt, ezért
minden esetben egy adott, elére meghatarozott idotartamra es¢ akcids potencialok szamat
mértiil és hasonlitottuk 0ssze, ugyanakkor az altalunk mSTI néven ismertetett, modositott

fenntartott-tranziens index (eredetileg STI; Zhang és mtsai. 2009) és teriiletszamitasi (Farrow
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¢s Masland 2011) értékek mindig nagyobb egységet Olelnek fel, igy kevésbé érzékenyek az
elektromos aktivitasban jelentkezd lokalis ingadozasokra. Ugyanezen tulajdonsagukbol
kifolyolag azonban kevés informdciot szolgéltatnak a gorbe lefutdsardl és nehezen szlirik a
sejtek spontan elektromos aktivitasaként jelentkez6, fényvalaszon kiviil megjelené akcios
potencialokat. Az ismétlések soran a teriiletszamitas és mellette a PSTHt teljesittet jol a
megbizhatdosagi skalan: alacsony szorassal voltak képesek reprodukalni a tranziencia értékeket
(16. és 17. abrak). Ugyanakkor a teriiletszamitds tovabbi moddositasok nélkiil lényeges
csusztatasokat eredményezhet az eltérd latenciaval rendelkezd sejtek Osszehasonlitasakor,
amennyiben a szamitast egységesen a fénystimulus be- illetve kikapcsolasahoz igazitjuk. fontos
megjegyezniink, hogy a fényvalasz késését vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a mért értékek egy
rendkiviil széles idobeli skalan mozognak a teljes ducsejt-populaciot vizsgalva (Tengolics €s
mtsai. 2019). Tekintve, hogy a teriiletszamitds a fény bekapcsolasatol kezdve szdmitja az
aktivitast, metodikailag nem tesz kiilonbséget az alacsony ¢és a magas latencia értékkel
rendelkez0 fényvalaszok kozott. Mivel az itt bemutatott kisérletes munka soran a teljes ducsejt-
populacidt vizsgaltuk egy-egy csoport kiemelése helyett, a valaszkésésben tapasztalhatd
variabilitds egy olyan tényezd, mellyel altalanosan szdmolnunk kellett az adatelemzés soran.
Bar a PSTHrt érzékenynek tekinthetd példaul egy varatlan inhibicido megjelenésével szemben,
a fényvalasz késése ebben az esetben a kapott tranziencia értékét semmilyen szempontbol nem
befolyéasolja, hiszen a fény be- és kikapcsolasanak idejét a mdodszer nem veszi szdmitasba.
Mindezek alapjan ugy véljiik, hogy az altalunk végzett kisérletes munka elemzésére a PSTHt

alkalmazasa a legcélszerlibb, koszonhetden:

1. azismétlésekkel szemben tapasztalt megbizhatosaganak,

2. a gorbe lefutasarol hordozott informécionak,

3. afényvalasz esetleges késésével szembeni beépitett kompenzacionak (lasd lent) és
4

a lassu potencidlokkal torténd osszehasonlitas lehetdségének.

Utobbi szempont kiemelten fontos olyan kisérletek esetén, ahol a pre-szinaptikus, akcios
potencidlt nem produkald elektromos aktivitast hasonlitanank 0Ossze a ducsejtek poszt-
szinaptikus kisiiléseivel. Emlitést érdemel tovabba, hogy a PSTHt modszer nem igényli az
adatok normalizalasat, koszonhetden Euler-féle szdm (e, mint matematikai allando)
alkalmazéasanak. Fenntartjuk tovabba, hogy a teriiletszamitds egyértelmii elénybe keriil olyan
kiugr6d esetekben, ahol pl. a ducsejt elektromos aktivitdsanak ideiglenes, meredek esése a

PSTHt megtévesztését eredményezi (példaul egy tranziens PTX gatlas esetén).
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5.2 A tranziencia eloszlasi skalaja

Bar a tranziens ¢és fenntartott kifejezések (legalabbis angol nyelvii megfelel6ik)
gyakorinak szamitanak, az altaluk reprezentalt tulajdonsag (a fényvalasz idobeli lefutasa) nem
rendelkezik hasonl6an széles korben elterjedt rovid megnevezéssel: munkank soran ezért mar
a kezdeti Iépések kidolgozasanal elkezdtiik alkalmazni a tranziencia idegen eredetli fogalmat
(Ganczer és mtsai. 2017). A tranziencia tulajdonképpen nem mas, mint adott dacsejt
fényvalaszanak idébeli lefutasa egyetlen, a valasz kinetikajat tiikr6z6 szamértékkel kifejezve.
Eleinte a mennyiségi meghatarozas kidolgozasanak egyetlen célja a kiilonbozo
karakterisztikaju (tranziens/gyorsan lecsengd vagy fenntartott/lassii lecsengésli) valaszok
objektiv, matematikai alapra helyezett elkiilonitése volt. Terveink szerint a kapott értékek
gyakorisdgat dbrazolva éles elvalast tapasztaltunk volna a tranziens és fenntartott valaszok
kozott, amely lehetdvé tette volna egy konkrét értékben megjelolhetd hatarvonal felallitasat a
két csoport gyors ¢és hatékony manualis vagy akar automatikus, szoftveres alapu
elkiilonitéséhez. A retinalis tranziencia azonban, eredményeink alapjan, nem bonthatd
egyértelmlien két csoportra a dicsejtek szintjén: a dolgozatban leirt és bemutatott négy
kiilonb6z6 szamitasi modszer koziil egyik sem eredményezte a tranziens €s fenntartott valaszok
egyértelmi elvalasat, utalva arra, hogy a fényvalasz iddbeli lefolyasa egy soktényezds, 0sszetett
szabalyozasi folyamat eredményeként alakul ki. A tranziens-fenntartott elvalas hidnya mas
csoportok altal publikalt eredményekben is megfigyelhetd (személyes kommunikécio,
European Retina Meeting 2017; Federation of Neuroscience Societies konferencia 2017).
Mindezek alapjan a korabban ismert és elfogadott kétkategorias gondolkoddsmod helyett
célszerlinek tartjuk a tranziencia fogalmanak €s szerepének Ujragondolésat, illetve a kapott
eredmények folyamatos skalan torténd és szamositott értelmezését. Ugy gondoljuk, hogy az
egyes értékek kozott tapasztalt jelentds variabilitds szarmazhat a dicsejtek egyéni, vagy
tipusonként/altipusonként jelentkezd fizioldgiai kiilonbségeibdl. Feltételezhetjiik, hogy az
altalunk megfigyelt és mért skala kiterjedéséért elsdsorban utobbi tényezd tehetd feleldsse,
ugyanakkor a tranziens-fenntartott fényvalaszok egyértelmii kiilonvalasanak hidnya tovabbra is
érdekes kérdéseket vet fel a fényvalasz kinetikajat kialakito szabalyozasi mechanizmusokkal

kapcsolatban.

Bar lehetséges, hogy a bipolaris sejtek lassii potencidljait elemezve egyértelmii a
tranziens és fenntartott valaszok elkiiloniilése (a tudomanyos kozleményekben megjelentett
abraanyag alapjan; lasd Borghuis és mtsai. 2014; Lindstrom és mtsai. 2014), ezen eredmények

nem kell, hogy feltétleniil ellentmondasba iitkdzzenek a retinélis ducsejteknél populacids
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szinten tapasztalt nem-binaris tranziencia eloszlassal. Ha figyelembe vessziik, hogy egy-egy
ducsejt tobbféle bipolarisbol kaphat bemenetet, tovabbi lehetséges magyarazatot talalhatunk a
ducsejtek esetében tapasztalt eltérésekre: amennyiben a sejt képes a kiilonbdzd tranzienciaju
(ktilonboz6 késéssel rendelkez6 és a dendritfa eltéré teriiletein szinaptizald) bemenetek
»0sszevonasara”, ugy a sz€lsdséges értékek talalkozasa konnyen eredményezheti az altalunk
megfigyelt 4tmeneti tartomanyba esé értékek (80-150ms) megjelenését. Erdemes
megemliteniink azonban a réskapcsolatok lehetséges szerepét, melyek horizontalis iranyban
tesznek lehetdvé intenziv kommunikaciot a retina belso rétegeit felépité amakrin sejtek és a
ducsejtek kozott, befolyasuk pedig els6sorban a valasz lecsengési fazisanak id6zitésében lehet
jelentds. Megjegyzésként keriil emlitésre: a PTE SZKK Retinalis Neurobiologiai Kutatocsoport
egy masik, jelen dolgozatban nem targyalt kisérletes munkajanak alaphipotézise, hogy az
amakrin sejt—ducsejt elektromos szinapszisok ,,alulatereszt6” filterként miikddnek (csak
kiiszobértek alatt engednek at) és a nagy amplitidoji iondramok pufferelésében vesznek részt.
Ennek hatasara a poszt-szinaptikus potencial (PSP) csticsok alacsonyabbakkd valnak a
réskapcsolatok nyitasaval, a tranziencia mérhetd értéke ugyanakkor eltolodik a fenntartott
tartomany felé. Mindezek értelmében Ugy gondoljuk, hogy a ,tranziens” ¢és ,,fenntartott”
kategoridk a ducsejtek szintjén relativva valnak, alkalmazasuk elsdsorban két sejtpopulacio
Osszehasonlitasakor, vagy egy farmakologiai kezelés soran a kiindulési és a kisérleti allapot
Osszevetésekor lehet célravezetd. Ugyanezen két kifejezést a teljes retinalis ducsejt-populaciora
értelmezve félrevezetd eredményeket kaphatunk, ezért korabban mar javaslatot tettiink a
tranziencia szamértékekben megadott értelmezésére, amely a teljes lecsengési skala figyelembe
vételével lényegesen tobb informdaciot kozolhet a fényvalasz kinetikdjarol, mint a kordbban

alkalmazott ad hoc kategorizalas (Ganczer és mtsai. 2017).

Fontos azonban kiemelni: nem a tranziens és fenntartott valaszok létezését vitatjuk,
ugyanakkor a dolgozatban emlitett ,,atmeneti” kategoria azonban nem csupan egyszeri
gytjtéfogalom a korabbi sémaba nem illeszkedd fényvalaszok elkiilonitésére. A tranziencia
szamitdsdhoz létrehozott hisztogramok tantisaga szerint a gorbe lefutdsat tekintve harom
nagyobb kategoriat kiilonithetiink el: 1) valodi tranziens valasz gyors lecsengéssel (PSTHt
jellemzden 40-60ms), ii) valodi fenntartott valasz jellegzetes platd fazissal (PSTHt 500ms
megvilagitas esetén koriilbeliil 200ms feletti értéket vesz fel) és iii) elnyujtott tranziens vagy
atmeneti valasz (PSTHt 100-150ms koriil) lassabb lefutassal, de elhuzodo plato fazis nélkiil. A
korabban leirt hagyomanyos tranziens és fenntartott valaszok tehat tovabbra is jelen vannak a

ducsejtek szintjén, ugyanakkor az 1) és a i) csoport kozotti atmenet tulsdgosan széles tartomanyt
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fed le ahhoz, hogy alkalmanként elé6forduléd extrém tranziens vagy extrém fenntartott esetekként
kezeljiik 6ket. Gyakori eléforduldsuk szintén nem tdmogatja, hogy figyelmen kiviil hagyjuk a

megszokott nevezéktant felboritd kdztes vagy atmeneti csoport 1étezését.

Lehetséges azonban, hogy a tranziencia eloszlasi skalaja egyben tipus-specifikus is a
ducsejteket tekintve: elképzelhetd, hogy egyes tipusok vagy altipusok tranziencidja tranziens
¢s/vagy fenntartott valasz esetén adott tipusra jellemzé meghatarozott tartoméanyt fedhet le.
Amennyiben egy hipotetikus ,,A” tipust ducsejt jellemzéen gyors tranziens (PSTHt=50ms) és
fenntartott (PSTH1<200ms) valaszokat produkal, mig ,,B” tipusu tarsanal tipikusan lassabb
lecsengésti valaszok (PSTHt=100ms és PSTHt>200ms koriil) keriilnek eldtérbe, a tranziens-
fenntartott kettGsség tovabbra is jellemz6 marad, a teljes populaciot elemezve azonban az ilyen
tipikus kiilonbségek 6sszegzddnek, az eloszlasi hisztogramon elsimitva a két kategoria kozotti
kiilonbséget. Hasonlo kdvetkeztetésre jutottunk a fényvalasz idébeli késésének vizsgalatanal is,
ahol a kapott latencia értékek szintén tag (40-240ms) tartomanyban mozogtak (Tengodlics és
mtsai. 2019.)

5.3 A Kkiils6 és belso retina szinaptikus kapcsolatainak szerepe a tranziencia alakitasaban

Steven H. DeVries 2000-ben publikalta tanulmanyat, melyben az OFF bipolaris sejtek
szintjén tapasztalt tranziens ¢és fenntartott potencidlvaltozast a kiillonbozd tipust
posztszinaptikus glutamatreceptorok jelenlétének tulajdonitja (DeVries 2000). Feltételezte,
hogy a diicsejtek szintjén megnyilvanuld tranziens és fenntartott fényvalasz mindig adott tipust
bipolaris sejt bemenetének eredménye. gy kozvetve ugyan, de a retina kiilsé rétegeibe helyezte
a tranziens/fenntartott dichotomiat egyértelmiien meghatarozo szinaptikus kapcsolat forrasat.
Kisérleteiben a mormotat (Marmota genus) hasznalta modellként, a temporalis kettOsséget
pedig az egyes bipolaris sejt dendritek poszt-szinaptikus membranfelszinein dominalé6 AMPA
vagy kainat receptorok kiilonb6z6 deszenzitizacids érzékenységével magyarazta. Szintén a
2000-es évben publikalta kisérletes munkajat Awatramani és Slaughter, melyben a fényvalasz
idObeliségét szalamandra (Ambystoma tigrinum) ON bipolarisok szintjén vizsgaltak
(Awatramani és Slaughter 2000). Kozleményiikben kitérnek a tranziens és a fenntartott
vélaszok jelenlétére és szintén diszkrét kategoridkként irjak le dket, illetve emlitést tesznek arrol
is, hogy a ducsejtek ,,fazikus” és ,,tonikus’valaszai tulajdonképpen reprodukaljdk a bipolaris
sejtek szintjérdl érkezd tranziens, vagy éppen fenntartott bemenetet. Felmeriil azonban a kérdés:
ha az OFF valasz esetén a kettéség az AMPA és a kainat receptorok eltéré deszenzitizacios
érzékenységében rejlik, hogyan képezhetd le mindez az ON bipolarisok szintjére, ahol az
MGIuRs az egyetlen igazoltan jelenlévd poszt-szinaptikus glutamatreceptor? Az altalunk és
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tovabbi kutatdcsoportok altal végzett mérések szintén alatamasztjak a tranziens és a fenntartott
fényvalasz jelenlétét mind OFF, mind pedig ON tipust ducsejtekben. Tovabbi érv a bipolaris
posztszinaptikus receptor tranzienciat meghataroz6 szerepe ellen, hogy a retinakutatdsban
hasznalt modellallatokban jelent0s valtozatossag mutathatd ki az OFF bipolaris poszt-
szinaptikus glutamatreceptorok eloszlasaban (Puthussery ¢és mtsai. 2014), amely szintén
megkérddjelezi az emlitett fotoreceptor — bipoldris sejt szinapszis meghatarozo szerepét a végso
retinalis tranziencia kialakitasaban. Szintén a deVries altal korabban bemutatott kiils6 retinalis
nézOpont ellen érvel a felfedezés, hogy AMPA és Kainat receptorok szimultan kiils6 retinalis
expressziojat sikertilt kimutatni emlds retindban (Buldyrev és mtsai. 2012). Borghuis és
munkatarsai, tovabba, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az OFF bipolarisok esetén csak a
kainat receptorok szdlnak bele a tranziencia alakulasaba, az AMPA receptorok viszont nem

befolyasoljak (Borghuis és mtsai. 2014).

A bipolaris sejt glutamatreceptorok meghatarozé szerepét cafolja a fentiek mellett
tovabba az a megfigyelés is, hogy a szkotopikus ON valaszok szignifikdnsan eltérnek fotopikus
parjuktol, mig ugyanez az OFF valaszokrol nem mondhat6 el. Bar a szkotopikus ON valaszok
esetén a fotoreceptorok ingeriiletének felfogasaért szkotopikus és fotopikus koriilmények
kozott is az mGluR6 felelds, az elédleges palcika utvonal sajatsagaibol adodoan szkotopikus
koriilmények kozott az OFF valasz kialakulasahoz is az ON palcika bipolaris mGluR6
mitkddése sziikséges, tehat ebben az esetben a parhuzamos palyak kozotti valtas egyben a poszt-
szinaptikus receptor megvaltozasat is jelenti. Tekintve azonban, hogy méréseink soran a palcika
€s csap csatornak kozotti valtas nem eredményezett egységes, prediktalhato valtozast, munkank
tovabb erdsiti azt a hipotézist, hogy a kiils6 retina szinaptikus kapcsolatai kis, vagy
elhanyagolhat6 befolyast gyakorolnak a fényvalasz végso kinetikajanak alakuldsara —azaz nem
a csap ¢és palcika Utvonalak kozotti valtds okozza Onmagadban a fotopikus ON valaszok
tranzienciajanak csokkenését. Szintén ebbe az irdnyba mutat az a megallapitas, hogy a korabban
emlitett tranziencia értékeket tiikrozo6 eloszlasi folytonossag mind az ON, mind pedig az OFF
valaszok esetén megfigyelhetd, tehat sem az mGIuR6, sem pedig az AMPA/Kainat receptorok
jelenléte (az eltéré6 miikddési kinetika ellenére) nem allithatd egyértelmli parhuzamba a

tranziens vagy fenntartott valasz kialakuldsdval; a két eltérd ttvonal a ducsejtek teljes

crcr

Koszonhetden a bipolaris sejtekbdl késziilt elvezetéseknek (DeVries 2000; Euler és
mtsai. 2014; Ichinose és mtsai. 2014), ismert, hogy a lokalis elektromos potencialvaltozas

fazisos (tranziens), vagy tonusos (fenntartott) forméaban nyilvanul meg. A témaban kozzétett
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publikéacidok nem szamolnak be ettdl eltérd kinetikarol, igy jogosnak tartjuk a feltételezést, mely
szerint az altalunk megfigyelt és leirt atmeneti kategoéria a ducsejtek szintjén jelenik meg
eloszor, ugyanakkor a tranziens és fenntartott valaszok elkiilonitésére szolgdlé hatar
tetszésszerli meghuzasa konnyen hattérbe szorithatja felismerését az adatelemzés soran. Egy
egyébként jellemzden tranziens valasz megnytlasa vagy egy fenntartott aktivitas jelentds

mérséklddése (azaz egy atmeneti csoport kialakulasa) alapvetden harom forrasbol eredhet:

1. tekintve, hogy adott ducsejt tobb bipolaristol kap bemenetet, feltételezhetd, hogy egyes
bipolarisok tranziens, masok pedig fenntartott valaszt kiildenek ugyanarra a ducsejtre

2. az amakrin sejtek altal 1étrehozott laterdlis gatlas képes adott ducsejt tranziencidjat
jelentds mértékben befolyéasolni

3. a bipolaris bemenetek iddbeni késései €és/vagy azok ducsejt dendritfan torténd térbeli
eloszlasa konnyen eredményezhet aszinkron bipolaris bemenetet és ezaltal a ducsejt

kimeneti impulzus fenntartott tartomany felé tolodasat.

A dolgozatban rogzitett eredményei alapjan ugy gondoljuk, kiemelten fontos, sét,
meghataroz6 szerep jut a dicsejt tranziencia szabalyozasaban a belso retinalis halézatoknak:
mar a GABA-erg transzmisszo részleges felfliggesztése is jelentds mértékben befolyasolja nem
csak a tranziencia kvantitaiv mutatdjaként alkalmazott PSTHrt értékét, de az aktivitasi
hisztogramon abrazolt gorbe lefutdsat is. Egyetlen szabalyozasi pont kiiktatasa képes
megvaltoztatni a fényvalasz teljes karakterisztikajat: mikozben PTX hatasara jellemzden a
PSTHT értékeinek csokkenését tapasztaljuk, a valasz a tranziens tartomany felé tolodik, tovabba
gyakran tapasztalunk valtast fenntartott kinetikar6l valodi tranziensre. A PTX kezelés egy
tovabbi sajatos koOvetkezménye betekintést a fenntartott vélasz kialakuldsanak
hattérmechanizmusaba: a cstics elkeskenyedését gyakran koveti az elektromos aktivitas jelentds
csOkkenése, illetve ideiglenes megsziinése. Mindez a hisztogram tanulsaga szerint egy gyors
gatlo hatasnak koszonhetd, melynek feloldasa utan a fényvalasz (esetenként) csokkent
intenzitassal tér vissza (a kontroll koriilményekhez képes is). A fenntartott vélasz
kialakuldsdhoz tehat elengedhetetlen a GABA-erg amakrin sejtek intakt transzmisszids
aktivitasa, ennek hidnyéaban a tranziencia értékek eloszlasa egyértelmiien a tranziens tartomany
iranyaba tolodik el. Ezen sejtek feltehetdleg mas inhibitoros sejtek gatlasaval, a gatlasoldas
mechanizmusaval akadalyozzak meg a fényvalasz id6 eldtti kikapcsolasat. A gatlasoldasra
(dizinhibicid) a belsd retinalis neuronalis halozatok esetén boven van lehetdség, ugyanis az
amakrin sejtek inhibitoros szinapszisainak csak kis részét teszik ki a bipolaris és ducsejtek felé

iranyulo gatld szinapszisok: szinaptikus kapcsolataik jelentds része mas amakrin sejtek felé
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iranyul (Werblin 2010; Chen és mtsai 2011). Az oldaliranyu gatld szabalyozas akadalyozasa
ugyanakkor mar részleges formaban is elegendé lehet adott ducsejt elektromos aktivitasanak
ndveléséhez: a picrotoxin kezelés eldidézi az egy idéegységre jutd akcids potencidlok szamanak
novekedését, amely a hisztogramon magasabb amplitidd megjelenését eredményezi.
Osszességében tehat a GABA-erg transzmisszié gatlasa az esetek jelentds részében fokuszalt,
gyors valaszt eredményez a ducsejt részérél, mondhatni kiiktatja a kdrnyezd ,,zavard”
hatasokat, melyek elhtizodd elektromos aktivitdshoz és lassabban lecsengd fényvalaszhoz

vezetnének.
5.4 A tranziencia eredete az emlds retinaban

A retinalis halozatok komplexitdsabol adoddan a ducsejtekre szdmos bemenet érkezik
akar felerdsitve, akar mérsékelve vagy megszakitva az elsddleges parallel palyakon érkezd
eredeti lizenetet. Mindennek tudatdban nem érezhetjiik meglepdnek, hogy egy tetszéleges
ducsejt fényvalaszanak idébeli lecsengése is hasonloan Osszetett, nehezen megfejthetd és
tobbszereplds folyamat eredményeképp jon létre. A kiilonbozd kutatocsoportok 1épésenként
haladtak eldre, ujabb és tjabb hipotéziseket megfogalmazva, mindig egyetlen pontot kijeldlve
a tranziens/fenntartott kett0ség meghatarozojaként. Idoben els6ként az amakrin sejtek
bipolarisok feldl érkezd bemenetére kifejtett gatldo hatdsat feltételezték magyarazatként
(Caldwell és Daw 1978; Bonaventura és mtsai. 1980), illetve dopaminerg hatas lehetséges
befolyasa is vizsgalatok targyat képezte (Jensen és Daw 1985). Késobb felmertilt a lehetdség,
hogy a tranziens és fenntartott valaszt produkald ducsejtek kiilonboz6 fesziiltségfliggd
membrancsatornakkal rendelkeznek, a tranzienciat tehat lényegében a vizsgalt dlcsejt
sejtmembranja definialja (Mobbs és mtsai. 1992). Awatramani és Slaughter a kiillonb6z6
fiziologiaji ON-bipolaris tipusokban latta a megoldast, melyek a glutamat megvondasara eltérd
mértékli depolarizacidval reagalndnak (Awatramani €s Slaughter 2000). Az ionotrdp glutamat
receptorok is tObbszor az érdeklddés kdzéppontjaba keriiltek a tranziencia alakitasat illetden
(Ikeda és Sheardown 1982; Slaughter és Miller 1983; Lukasiewitz mtsai. 1995), illetve
tanulmanyoztak a glutamat szinaptikus visszavételének kapcsolatat is a tranziens fényvalaszok

kialakulasaval 6sszefliggésben (Higgs és Lukasiewitz 1999; Matsui mtsai. 1999).

Zhao ¢és kollégai a fent emlitett lehetdségeken tll tovabbi 6t lehetséges tdmadasi pontot
jeloltek meg a tranziencia vizsgalataban (Zhao €s mtsai. 2017), munkajukat azonban sziikebb,
elére meghatarozott ducsejt csoportokra (illetve tipusokra) alapoztak. Ha figyelembe vessziik,
hogy ajelenlegi legalacsonyabb becslés is 30 f61¢ helyezi az emlds retinaban talalhaté dicsejtek
szamat, felmeriil a kérdés: vajon a korabbi vizsgalatok soran (&s jelen dolgozatban) alkalmazott
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véletlenszerli mintavétel célravezetd, vagy célzott ducsejt-populdciokra iranyuld részletes
kutatas? Mig a Zhao €s munkatérsai altal részletesen vizsgalt fényérzékeny dicsejtek (ipRGC)
nem, vagy alig mutatattak érzékenységet a GABA-erg gatlas blokadjara (Zhao és mtsai. 2017),
addig sajat kutatasi eredményeink szignifikans kiilonbséget jeleznek PTX kezelés hatasara. Sot,
megkockaztathatjuk, hogy talan a leglatvanyosabb valtozast jegyezhettiik kisérleteink soran az
amakrin sejtek haldzataba torténd részleges beavatkozassal. Ennél fogva kijelenthetjiik, hogy
bar a Zhao ¢és munkatarsai altal kozolt kutatdémunka atfogonak tekinthetd a vizsgalt tranzienciat
befolyasold tényezok szambavételét tekintve, mégis csak a ducsejtek egy kisebb (atipikus)
csoportjat vizsgaltak. A jelen dolgozat alapjaul szolgald adatsor tehat a korabbi vizsgélatoknal
joval atfogdbb, a ducsejtek fényvalaszanak kialakitasara, azok kinetikdjara vonatkozo6 altalanos
jelenségeket vizsgal és mutat be. Munkank értékét képezi az a tény is, hogy analizisiinkh6z nem
a duacsejtek lassti potencialjait hasznaltuk fel (Zhao, Awatramani és DeVries patch-clamp
méréseket végeztek) hanem a retina legvégso, valos Kimenetéiil szolgald akcids potencial

sorozatokat.

Val6szintisithetd, hogy az egyes tipusok és altipusok tekintetében tapasztalt jelentds
fiziologiai és morfoldgiai variabilitasnak koszonhetéen hosszutdvon elkeriilhetetlen lesz az
egyes populaciok egyesével torténd feltérképezése, jelenleg azonban limitalt hozzaféréssel
rendelkeziink a tipus-specifikus laboratoriumi GMO egértdrzsekhez. Ez a tudomanyosan
felettébb megosztod helyzet feltehetdleg addig nem is fog valtozni, amig nem sziiletik végsé
egyetértés a ducsejt tipusok (és altipusok) morfoldgiai/fiziologiai/molekularis bioldgiai
azonositasat illetden. Bar a tipus-specifikus vizsgélatokbodl egyeldre csak kelld ovatossaggal
vonhatunk le kovetkeztetéseket a retindlis ducsejt-populacid teljes egészére vonatkozodan,
felmeriilhet a kérdés: vajon az altalunk tapasztalt tranziens-fenntartott spektrum, melyet 4
kiilonbozé szamitadsi modszer igazolt, valgjdban csupan a tipikus tranziencia-tartomanyok
egybeolvadasanak terméke? Mindezeket figyelembe véve Zhao ¢€s kollégai ravilagitanak arra
az ismert, am jelenleg megoldatlan problémara, hogy a tranziencia kutatasdban tapasztalt
ellentmondasok feloldasat Iényegesen megneheziti a kiilonboz6 kisérleti modellallatok szintjén
tapasztalt jelent6s rendszertani variancia: vajon milyen mértékben vonatkoztathatjuk egy
kétéltli, hidegvérli szalamandran végzett kutatbmunka eredményeit egy melegvérti emlds, adott
kérdésnek érezziik annak egyeztetését is, hogy mikor tekinthetiink pontosan egy valaszt
tranziensnek, vagy éppen fenntartottnak? Mennyire bizhatunk a kdzo6lt adatokban, ha nincs

altalanosan elfogadott metddus a tranziencia meghatarozasara?
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A fent leirtakat osszegezve Kijelenthetjiik, hogy:

1. atranzienciat kialakit6 egyéni mechanizmus nagymértékben fiigg attol, hogy adott
ducsejt mely ducsejt-populacio tagja (Zhao et al. 2017);

2. a tranziens/fenntartott dichotémia a retinilis ducsejtek Osszességét tekintve
ujraértelmezésre szorul (Ganczer 2017);

3. nem jelolhetiink Ki csupan egyetlen meghatirozo tényezét, amely a retinalis
ducsejtek tranzienciajat univerzalisan és prediktalhatéan iranyitja;

4. a tranzienciat a ducsejtek szintjén konvergilé és egymassal interakcioba 1épo

szignalok egyiittesen hatarozzak meg.
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5.5 Kitekintés a ducsejtek szinkronizalt oszcillacios aktivitasara

A szinkronizalt oszcillacio (jellemzéen gamma tartomanyba esé 20-80Hz frekvencia)
funkcidjanak vizsgalatdban Ishikane és munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az
okorbéka esetén a retindlis ducsejtek oszcillacids aktivitdsanak befolyasolasaval erdsiteni
illetve gyengiteni tudjak az allat menekiild magatartasi reakciojat (Ishikane és mtsai. 2005).
Munkéjuk igazolta, hogy a GABA-erg transzmisszio (és annak megzavarasa) Iényeges szerepet
jatszik a vizsgalt oszcillacios aktivitds szabalyozéasaban, melyet a Qiu és munkatarsai altal
publikalt eredmények is megerdsitettek (Qiu ¢és mtsai. 2016). Szintén ebbe a
megfigyeléssorozatbaba illeszkednek sajat eredményeink is, melyek alapjan a GABA medialta
inhibicionak egyértelmii szerepe van a ducsejt oszcillaciok kialakitdsaban. Mindezek ellenére
ugy tlnik, az emlés és a kétéltli retina Osszehasonlitasakor korai lenne messzemend
kovetkeztetéseket levonni: az altalunk végzett kisérletek eredményei, bar nagy vonalakban
atfedést mutatnak a korabbi publikaciokkal, néhany jelentds kiillonbségre vilagitanak ra a retina
mérésekben érdekes kérdést vet fel. Az OFF oszcillacids aktivitds elmaradasa kisérletiinkben
nem csak az OFF, hanem az ON-OFF sejtek fényvalaszara is altalanos érvényiinek mutatkozott
olyan esetekben is, ahol az ON komponens egyértelmii oszcillaciot mutatott: bar a sejtek
morfologiai azonositasara nem keriilt sor, a fentiek értelmében biztosan kijelenthetjiik, hogy a
tapasztalt ON/OFF oszcillacios kiilonbség magyardzata nem két, egymastol eltérd ducsejt-
tipusban keresendd, hanem a dlcsejteket bemenettel ellatd retindlis palydk milkodési
sajatossagaiban. Mar csak azért is érdekes az OFF-oszcillacié hidnya, mert az altalunk is
megerdsitett két befolyasold tényezd (GABA-erg inhibicid ¢€s elektromos szinapszisok
zavartalan miikodése) mind az ON, mind pedig az OFF (¢s ON-OFF) miikodésti ducsejtekre
hatassal van az emlds retina idegsejt-halozataban, illetve az OFF oszcillacios aktivitast mas
emldsokben mar sikeriilt leirni (Neuenschwander €s mtsai. 1999). Mindezek alapjan tehat
sziikséges olyan, tovabbi befolyasold tényezok feltérképezése, amelyek lehetové teszik a
szinkronizalt oszcillacid6 ON-szelektivitdsdnak kialakitdsat — de legalabbis feltételezhetjiik,
hogy a hattérben meghiz6dé mechanizmusok legalabb részben eltérnek a két kiilonbozd

fényvalasz esetén.

Figyelembe véve az Ishikane és kollégai (Ishikane et al. 2005) altal felvetett hipotézist,
mely szerint az oszcillacios aktivitas fontos szerepet jatszhat a kozeledd ragadozd, mint
veszélyforras, felismerésében (és ezaltal a menekiilési reakcid kivaltasaban), az oszcillaciot

meghataroz6 tényezoket érdemes lehet a fénystimulus paramétereinek valtoztatdsaban
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keresniink. Ezt tdmasztjak ald Neuenschwander és Singer kordbban publikalt kisérletes
eredményei is (Neuenschwander és Singer 1996): bar kutatomunkajukat elsésorban a talamikus
sejtek (LGN) oszcillacios aktivitasara 6sszpontositottak, retinalis ducsejteken végzett méréseik
szintén alatamasztottak a megfigyelést, miszerint az oszcillacios aktivitas (esetiikben az
altalaban emlitett gamma tartomanyt meghaladé 60-120Hz frekvencia) kivaltasahoz nagyobb
méretli, nem lokalis és nem centralizalt stimuldcios kisérleti elrendezésre volt sziikségiik. Mar
ekkor eldrevetitették az oldalirdanyt retinalis kapcsolatok meghatarozd szerepét is, hiszen
felvételeiken megfigyelték, hogy az oszcillacios aktivitds fazisa a fénystimulus kezdetétol

fliggetlen.

A korabban nagyobb hangsullyal emlitett GABA-erg inhibicié mellett azonban ugy
tlinik, az elektromos szinapszisok mikodése is éppen annyira fontos szerepet jatszik az
oszcillacios aktivitds vezérlésében ¢€s valdszinlileg meghatarozd tényezd a szinkronizacid
kialakitasaban. Roy és munkatarsai meggy6zo érveket szolgaltatnak amellett, hogy a retina
kiilonb6zé — egymastdl akar jelentés tavolsagra elhelyezkedd - pontjain bekodvetkezo
oszcillacios aktivitas szinkronizacidja az amakrin sejtek (poliaxondlis amakrin sejtek példdjan
vizsgalva) és az altaluk expresszalt réskapcsolatok kdzvetitésével valosulhat meg (Roy €s mtsai.
2017). A dolgozatban bemutatott eredmények szintén alatamasztjak az elektromos szinapszisok
szinkronizacioban betoltott szerepét: mig a GABA-blokad elsdsorban magat az oszcillacids
aktivitast sziinteti meg, addig az MFA alkalmazasa és a réskapcsolatok zarasa csupan mérsékeli
annak intenzitasat, mikdzben felboritja a kontroll kériilmények kozott megfigyelhetd koherens
aktivitdsi mintdzatot. Ismeriink tovabba adatokat arr6l, hogy a targyalt szinkronizacids
oszcillaciés aktivitds a viszonylag nagy stimulusméret mellett jellemzden erds intenzitast
hattérvilagitas mellett jelentkezik (Saleem és mtsai. 2017; Storchi és mtsai. 2017), ez pedig
tovabbi érv amellett, hogy a megfigyelt oszcillacié nem altalanos mitkodési sajatossadg, hanem
specifikus képi informaciot kodol a retina miikodésében. Ugy tiinik, tovabba, hogy a
melanopszin knockout egértorzsekben az oszcillacios aktivitas is sériil (Storchi és mtsai. 2017),
igy Lucas és kollégai felvazoltak egy elméletet, mely szerint a fényérzékeny retinalis diicsejtek
is képesek lehetnek az oszcillaciot szabalyozd belsé retinalis haldzatokat neuromodulatorok
felszabaditasan keresztiil befolyasolni — ugyanakkor az elmélet bizonyitast még nem nyert

(Lucas és mtsai 2020).

A szinkroniz4cido mar dnmagaban is érdekes és jelentds tudomanyos figyelmet vonzo
téma az idegrendszeri mikodések kutatdsaban, az oszcillacidval egybekodtve azonban lehetévé

teheti egy fontos vizudlis funkcid kodolasat: a nagyméretli objektumok elkiilonitése a hattértol
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(Singer ¢és mtsai. 1997). Ehhez azonban egyszerre tobb szabalyozasi folyamatnak kell
megvalosulnia, melyek lehetévé teszik az az emlds retindban is megfigyelhetd gamma-
oszcillacié kialakitasat. Erdekes osszefiiggésnek véljiik, hogy a tranzienciat kisérleteinkben
szignifikansan befolyasol6 tényezok az oszcillacidra is hatdssal vannak: oszcillaciot elsésorban
fenntartott ON valaszoknal tapasztalatunk, azt azonban egyelére nem tudjuk bizonyitani, hogy
a PTX kezelés soran a 20-30Hz oszcillacio eltiinése egyértelmiien a fényvalasz tranzienssé

valasanak a kovetkezménye lehet-e.

Tehat, a szinkronizalt oszcillacié Kialakitasaban részt véve mechanizmusok a kovetkezoek

lehetnek:

1. A retindlis ducsejtek szinkronizalt oszcillacios aktivitasaért feleld neuronalis kordk a
bels6 retinaban talalhatoak.

2. Az ON oszcillacios mintazatot az amakrin sejtek fel6l érkez6 GABA-erg inhibicio
képes kialakitani.

3. Ahhoz, hogy az oszcillacios aktivitas képes legyen betdlteni funkcidjat, a ducsejtek
kozotti globalis szinkronizacid megvaldsulésa sziikséges, melyet az amakrin sejtek altal
mikodtetett réskapcsolatok haldzata tesz lehetové (fontos, hogy a kapcsolat lehetdleg
kozvetlen athidaldssal és ne kozbeiktatott sejteken atterjedve valdsuljon meg; Roy és
mtsai. 2017).

4. A szinkronizalt oszcillacids aktivitds kivaltasahoz a bipolaris sejtek szintjérdl érkezo
elézetes bemenet ¢s a kémiai, illetve elektromos szinaptikus jelatvitel egylittesen
sziikséges (Trenholm €s mtsai. 2014).

5. Az ON és az OFF valaszok esetén az oszcillacio eltéré mechanizmussal valosulhat meg.
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6.1 Osszefoglalé

Hagyomanyos ¢érzékeink koziil kétségteleniil a latds az, amelyre egy atlagember
leginkabb tamaszkodik a mindennapok soran, latorendszeriink mitkodése éppen ezért hosszu
ideje foglalkoztatja a tudomanyt. Régota ismert, hogy az altalunk vizsgalt ducsejtek adekvat
fénystimulusra két specifikus iddbeli karakterisztikaval reagalnak (Werblin és Downling 1969;
Kaneko 1970): bizonyos esetekben a fényvalasz gyors, az akcids potencidlok szama hirtelen
emelkedik €s a csucsaktivitas elérése utan szintén gyors iitemben csokken (tranziens valasz),
mas esetekben azonban a sejt akar stimulus teljes ideje alatt fenntarthatja elektromos aktivitasat
(fenntartott valasz). A tranziens/fenntartott kettdsség kialakuldsi mechanizmusa azonban
jelenleg még nem tisztazott. A dolgozat elsddleges célja volt tehat a retinalis ducsejtek

tranziencidjanak vizsgalata.

Munkdénk soran négy kiilonb6zd szamitasi modszert hasonlitottunk Ossze, célunk egy
megbizhato és széles korben alkalmazhatd modszer megalkotasa volt a tranziencia, mint
karakterisztika szamositasara. Ugy gondoljuk, az altalunk PSTHt néven jegyzett médszer, mely
egyediilalldo modon lehetévé tesz a ducsejtek tranziencidjanak Osszehasonlitasat a bipolaris
sejteken mért lassu potencialokkal is (PSTHt vs tau, mint idOkonstans), megfelel a
megbizhatosdg ¢és alkalmazhatésag szintjén tdmasztott elvarasainknak. Kisérletes
eredményeink ugyanakkor arra engednek kovetkeztetni, hogy az ismert tranziens/fenntartott
kettdség a ducsejtek szintjén a feltételezettnél Iényegesen Osszetettebb formaban nyilvanul meg,
ezért indokoltnak latjuk egy harmadik, korabban nem jegyzett atmeneti/koztes kategoria
bevezetését. Nem jellhetiink ki tovabba egyértelmii meghatarozo tényezét a ducsejt-
tranziencia mogott: kutatomunkdnk végkovetkeztetése, hogy az egyéni szabalyozd
mechanizmusokkal szemben a tranzienciat a ducsejtre érkezé bemenetek (vertikalis parallel

palyak és lateralis inhibici0) egyiittesen és tipus-specifikusan hatarozzak meg.

A fényvélasz kinetikdjat tekintve vizsgaltuk még munkank sordan a ducsejtek
oszcillacios aktivitasat. Bar OFF valaszok szintjén az oszcillaciot az egér retinaban nem sikertilt
kimutatnunk, az ON valaszokat tekintve kijelenthetjiikk, hogy az oszcillacios mintazat
kialakitasért elsdsorban az amakrin sejtek 4ltal létrehozott lateralis hatasok feleldsek,
ugyanakkor a retina kiilonbz6 pontjaira kiterjedd szinkronizaciot az elektromos szinapszisok

hozzak létre.
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6.2 Summary

Out of all known sensory perceptions, an average person relies most heavily on their
vision to navigate the surrounding world. Regardless of the continuous extensive research
targeting our visual system, many questions remain unanswered — one of them being the matter
of retinal transiency. It is a widely-known fact that retinal ganglion cells (RGCs) respond to
light stimulation either through fast, burst-like (transient) action potential trains or slow,
continuously maintained (sustained) activation. As of now, it is yet uncertain what the exact
defining mechanism are behind RGC transiency- The main goal of this present study, therefore,
was to identify which parts of the retinal circuitry define the temporal characteristics of the

RGC light response.

To ensure objectivity, we introduce the PSTHt method as a reliable and easily
accessible approach for determining transiency. The PSTHt measures the time it takes for the
peak activity to drop to a pre-specified value using a mathematical constant, which can also be
used to compare RGC action potential trains and bipolar cell slow potentials. Upon examining
the distribution of RGC transiency values, we found no clear division between the well-known
transient and sustained categories. In fact, we found an in-between population that exists
between the two aforementioned groups, which calls for the reinterpretation of how we consider
RGC transiency to exist in general. At the same time, we found that there is no universal
defining factor in the retinal network for RGC transiency: the vertical parallel and lateral
pathways all contribute to the final result which is the sum of all retinal inputs converging on
the RGC in question. However, the measure by which these differing inputs (such as lateral
inhibition, synchronization through gap junction, switch in parallel pathways, etc.) contribute

to transiency, in turn, seems to be RGC type-specific.

We also examined the oscillatory activity (OA) found in RGCs, which can greatly affect
light response kinetics. Our findings confirm that lateral signalling plays an important role in
determining OA on two different levels: i) inhibition evoked through amacrine cells plays a
major role in eliciting the oscillation; and ii) gap junctions are responsible for synchronizing
RGC oscillation throughout the entire retina. We found no oscillation when it came to analysing

the OFF components in our recordings.
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10. Fiiggelékek

10.1 Fiiggelék ,,A” — Az elvégzett statisztikai tesztek jegyzéke

A dolgozatban bemutatott kisérletes munka egyetlen esetben sem eredményezte a

mérési adatok normal eloszlasat. A normal eloszlas tesztelésére minden esetben a Kolmogorov-

Smirnov (Lillefors korrekcioval) és a Shapiro-Wilk teszteket alkalmaztuk. Bar altalanossagban

a Shapiro-Wilk teszt esetén nagyobbnak tekinthetd a proba ereje, alkalmazasat elsésorban

alacsony elemszam (N<50) mellett javasoljak. A normalitas tesztelését p<0,05 szignifikancia

szint mellett végeztiik.

A dolgozatban szereplo statisztikai tesztek

Adatsor Eléfordulsa a Normfll Teszt | Eredmény | Ertékelés
dolgozatban eloszlas
4.4 Variabilitas a Mann-
ON ¢és OFF valaszok retindlis ducsejtek . ; Szignifikans
tranzienciaja ON és OFF Nincs | Whitney <<0,01 kiilonbség
R U
kinetikajaban
. . 4.5 A tranziencia . .
SZk.OtOPIkuS QN ©s alakulésa szkotopikus | Nincs WI I coxon 0,04 SZ,l,g,I,l 1ﬁk§ns
fotopikus ON valaszok ot . . elgjelteszt kiilonbség
koriilmények kozott
Szkotopikus OFF és 4.5 A tranZIenc!a . Wilcoxon . Nl.nCS’
. . alakulasa szkotopikus | Nincs 0,903 szignifikans
fotopikus OFF valaszok o oer g i elojelteszt e
koriilmények kozott kiilonbség
Parba allitott 4.5 A tranziencia . N
szkotopikus/fotopikus | alakulasa szkotopikus | Nincs ;Nw'.l :ﬁ::; 0,021 Slfl.lﬁgﬁlggns
ON valaszok koriilmények kozott 4 &
Parba allitott 4.5 A tranziencia Wilcoxon Nincs
szkotopikus/fotopikus | alakulasa szkotopikus | Nincs cléielteszt 0,916 szignifikans
OFF valaszok koriilmények kozott ) kiilonbség
PTX hatéasa a ducsejtek 4.6 Tranziencia és . Wilcoxon Szignifikéans
o il e | Nincs <<0,001 e 1
fényvalaszara lateralis szignalizacio elojelteszt kiilonbség
MFA hatésa a 4.6 Tranziencia és Nlincs Wilcoxon <<0.001 Szignifikans
ducsejtek fényvalaszara | lateralis szignalizacio elojelteszt ' kiilonbség

1. Kiegészito tablazat: a dolgozatban feltiintetett statisztikai tesztek és eredményeik jegyzéke
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