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1. Bevezetés

A természettudomanyos kutatasok soran cél, hogy az eredmények
egymassal  Osszevethetoek  legyenek, a  moddszerek
reprodukalhatova valjanak. A 20. szdzad elején az idegrendszert
érintd vizsgalatokban a morfologiaé, a kvalitativ megfigyeléseké
volt a foszerep. A klasszikus leiré neuroanatémiai kutatasok soran
azonban kideriilt, hogy a funkciét nem csupan az adott helyen
1év6 sejtek mindsége, hanem mennyisége is meghatarozza. Ezzel
egyidében megjelent a sztereologia folyamatosan fejlédd
tudomanya, mely a haromdimenzids objektumok és az arrél
késziilt képekben 1évo strukturdk mennyiségi elemzésének,
mintavételezési modszereinek az §sszessége.

A szomatoszenzoros kéreg vizsgalatara elterjedt modellallatok a
ragcsalok, miutan a pofajuk oldalan lévd bajuszszérdk a primer
szomatoszenzoros kéregben szomatotopiasan képezddnek le,
létrehozva a barrelmezdét. A név onnan ered, hogy a kéreg
negyedik rétegében 1év0 hordo alakl struktirdkat, melyeket a
talamusz nucleus ventralis posteromedialisb6l (VPM) érkezo
rostok rajzolnak ki, angolul barreleknek hivjak. Minden barrelnek
megvan a maga bajuszszore a pofa oldalan 1évd bajuszparnaban.
A bajuszparna- barrelmezéd kozott az informécid a nervus

trigeminus 4gai révén szallitodik. Az Utvonal két {6 részre



oszthatd. Egyrészt a lemniszkalis palya a talamusz VPM-én
keresztiil a barrelekbe, masrészt a paralemniszkalis ¢és
extralemniszkalis pdlya a talamusz hatsd6 magjan at a barrelek
kozti teriiletre. A negyedik rétegben 1évo barrelek felfelé és lefelé
vetitése l1étrehozza a barrel asszocialt oszlopot, mig a mellette
1évo teriilet a szeptumot képezi.

Az érzokéregben 1évo idegsejtek 80-90%-at a serkentd neuronok
alkotjak, mig 10-20%-a gatl6 idegsejtek. A parvalbumin (PV+), a
szomatosztatin (SST+) és a vazoaktiv intesztindlis polypeptidet
(VIP+) expresszaldo neuronok alkotjdk a GABAerg idegsejtek
tobbségét (~ 40%, ~ 30% ¢és ~ 10-15%-0s megoszlasban).

A kérget a pia matertdl a fehérallomadnyig konvencionalisan hat
rétegre osztjuk (I-VI. réteg). A masodik és harmadik réteg a
ragcsalokban nem kiilonithetd el egymadastol. A gatld sejtek
rétegek kozotti eloszlasa jol ismert. A parvalbumin sejtek a II/I11-
V-0s réteg kozott egyenletesen oszlanak el. A VIP sejtek ezzel
szemben a szupragranulds, mig a SST+ sejtek az infragranularis
réteget preferaljak. Mig a rétegek kozotti megoszlas jol ismert,
addig a rétegeken beliili megoszlasrol keveset tudunk.

A primer szomatoszenzoros kéreg sejteloszlasanal a sztereologiai
elvek mentén kétféle metszéstipus terjedt el. A hagyomanyos

frontalis metszetek mellett a Welker féle lapitassal, tangencialisan



szelt mintdkon lehet megfigyeléseket végezni. A kisérletek soran
vagy az egyik, vagy a masik féle feldolgozast hasznaljak. Ennek
részben oka, hogy a feldolgozds soran eltér6 modon
deformdlodnak a kiillonb6zd irdanyban szelt metszetek, igy az
egyes rétegek a kiilonbozo iranytl metszeteken egymasnak csak
modositassal feleltethetdek meg.

Az idegrendszer sejtjeinek karakterizalasa tobbnyire metszeteken
tett megfigyelések alapjan torténik. A szovettani feldolgozas
soran a metszetek deformélodnak, megnehezitve ezzel az
Osszehasonlitast. A kiilonb6zd anatémiai teriiletek vizsgalatara az
adott teriiletre specidlisan alkalmazhat6 eljarasmodok fejlodtek
ki. Munkank soran kiilonb6z0 anatémiai régiokat vizsgaltunk, s
hasonld6 megolddsmddokat kerestiink, melyek régiotol
fiiggetlentil hasznalhatoak. Megfigyeléseket végeztink a
ragcsalok  primer szomatoszenzoros kérgében, valamint
cukorbeteg allatok retindin. Mig a szomatoszenzoros kérget a mar
emlitett frontalis és tangencialis metszeteken tanulmanyozhatjuk,
addig a specidlis alakl retindra egy egészen mas feldolgozasi
eljarast hoztak létre. A retinat is lehet frontalishoz hasonldan, azaz
radialisan metszeni, azonban az egész retina kiteritve Un.
wholemount teknikaval dolgozhat6 fel. A whole mount soran a

retindt egészben tavolitjadk el, majd radialisan végzett széli



bemetszéseket kovetden lapitanak. A sz€li bemetszések
esetenként szabalytalanul tovabb szakadnak, megnehezitve a
kiilonboz6 retindk dsszevetését.

PhD munkdm soran a diabéteszes retinardl késziilt metszetek
képi megjelenitésén  dolgoztam. Munkdm az egyéb
részfolyamatokra nem terjedt ki. A mddszertani tapasztalatokat
felhasznalva végeztiink megfigyeléseket az egér
szomatoszenzoros  kérgében. A feldolgozds  minden
részfolyamatdban részt vettem, igy ennek ismertetésére

részletesebben kitérek a kovetkezOkben.

2. Célkitizes

Munkdm soran azt vizsgaltam, hogy a kiilonbozé bioldgiai

vizsgalatok esetén a sztereoldogiai modszereket milyen modon

alkalmazhatjuk eltér6 anatomia teriileteken és fajokban. Az aldbbi

kérdéseket fogalmaztuk meg.

e Hogyan csokkentsilk a kiértékelés szubjektivitdsat és
kiilonb6z6 bioldgiai mintdkon mely elvek hasznalhatdak?

e Az eredmények vizualizalasa hogyan lehet a legvalosaghtibb,

a mitermékek milyen modon tavolithatoak el?



e Hogyan korrigalhatdbak a mintavételi zsugorodds okozta
deformitdsokbol ad6do hibak?

e Az adott mddszer univerzalisnak tekinthet6-e?

A modszerek kidolgozasanak tanulsagait felhasznaltuk az egér

szomatoszenzoros kérgében taldlhatd interneuronok térbeli

eloszldsanak vizsgalatdra. A retinan kialakitott modszereket

alkalmazva a barrelkortexben az aldbbi kérdésekre kerestiink

valaszt.

e Van-e kiilonbség a barrelasszocialt oszlop ¢és az Oket
elvalasztd szeptum kozott a gatld interneuronok tekintetében?

e Ha van eloszlasbeli kiilonbség, akkor az milyen funkciobeli

kovetkezményekre utalhat az irodalmi adatok alapjan?

3. Modszerek

3.1 Kisérleti allatok ismertetése

Megfigyeléseinket haromféle allatfajon végeztiik. A diabétesz
hatasait Shaw - versenyegerének ¢és ZDF patkdnyok retindjan
homozigdéta modon 6roklé himek (n=8) alkottdk a vizsgalati
csoportot, mig kontrollként a heterozigdta genotipusti egyedek

(n=8) szerepeltek. A megfigyeléseket 6 hetes kortdl a 32. hétig



végeztilk. Shaw versenyegerének 3 és 7 honapos egyedein,
csoportonként 10 allaton vizsgaltuk a cukorbetegség hatasait. A
retindkon végzett munkdm a képanalizis és a képeken torténd
sejtszamitds metodikai részére korlatozodott, igy a szdvettani
feldolgozas részleteit jelen keretek kozott nem ismertetem.

A GABAerg neuronok eloszlasat Cre/loxP génmodositott
egereken tanulmanyoztuk. Fluoroférként zdlden vilagito eGFP
(enhanced green fluorescent protein) és pirosan fluoreszkald
dTomato termelddott VIP/PV/SST  fehérjét  expresszalo
sejtekben. Az allatok 6-8 hetesek voltak. A PV és VIP tartalmu
sejtek eloszlasat 6, mig az SST tartalmt neuronok lokalizaciojat

7 agyféltekén tanulmanyoztuk.

3.2. Izodenzitas térképek Shaw-versenyegere ¢és ZDF

patkanyok esetén

Shaw versenyegere esetén a mikroszkopos felvételeken
Neurolucida programban a retina konturjat, a nervus opticus
pozicigjat bejeldltik, majd 200x200 pm-es mintavételi
négyzeteket helyeztiink el szisztematikus random elrendezésben.
A mintavevd négyzetek létrehozasdhoz Microsoft Word Visual

Basic for Applications programnyelven irtuk meg a sziikséges



szkriptet. Az igy létrehozott négyzetekben a munkacsoport
megszamolta a ganglionsejteket, majd meghataroztuk a denzitast.
Ezt kovetben a MATLAB ,cubic interpolation” moddszer
segitségével a ,,griddata” funkciot hasznalva a kép Osszes pixelére
interpolaltuk a denzitasértékeket. Az igy létrejott abra az
izodenzitas térkép.

A ZDF patkanyok esetén a korvonalak és a ganglionsejtek
szamanak meghatarozésa is F1JI-ben tortént. A denzitasértékeket
MATLAB segitségével a Shaw- versenyegerénél leirtak szerint
hoztuk létre. A mintavevd négyzetek helyének meghatdrozéasa
random moédon  tortént. A képpontok  helyzetének
meghatarozasdhoz két viszonyitdsi pontot hasznaltunk: a felsd
polust és a latdidegfot. A latdidegfotdl mért tavolsag és a felsd
polushoz tartozd sz6g minden pixel helyét meghatarozta.
Egyrészt feltételeztiik, hogy a lapitds nem befolyasolja az egyes
képpontok helyét a kdzépponthoz viszonyitva. Masrészt, ha
azokat a pixeleket nézziik, amik azonos koron helyezkednek el,
akkor a szakadasok szélén 1év0 pixelek szomszédok. Ezt
kovetden a pixeleket a szog és a koriven 1€vo helyzete alapjan egy
x-y koordinata rendszerbe transzformaltuk, a sotét pixeleket
kitoroltik. Az igy 1étrejott térkép Shaw-versenyegével

ellentétben mar szakaddsmentes. Meghataroztuk a maximum és



minimum intenzitas projekcidikat. A maximum intenzitas
projekcidk az idedlis retinaméretet, mig a minimum intenzitas

projekciok az atlagos retinaméretet adta meg.
3.3. VIP/PV/SST allatok szovettani feldolgozasa

Az éllatokat ketaminnal tdlaltattuk, majd a vért 0,9%-os NaCl
oldattal kimostuk. A kimosast 4%-os parafolmaldehid, 0,1 M-os
foszfat puffer oldattal torténd fixdlas kovette. A bal agyféltekét
Welker modszere szerint lapitottuk és két oran at lapitva fixaltuk.
A jobb féltekék utdfixalasa valtozatlan formdban tortént, szintén
két oran at. Mindkét féltekét 50 um-es nominalis vastagsagura
metszettiik. A bal agyféltekékbdl tangencidlisan, a jobb
féltekékbdl koronalis sikban készitettiik a metszeteket.

A PV+ allatok metszeteit anti-GFP, majd Alexa488-al kapcsolt
anti-nyul IgG oldatban inkubaltuk. A PV+ sejtek elegendd
mennyiségben expresszaltak dTomatot, igy tovabbi jelerdsitésre
nem volt sziikség.

Az SSTcre/dTomatot expresszald, valamint a VIPcre/dTomatot
termeld allatok metszetei egyarant vGlut2 (anti-vezikularis
glutamat transzporter 2) oldatban, majd Alexa488-al kapcsolt

tengerimalac elleni IgG oldatban inkubéltuk a barrelek



identifikalasa céljabol. A sejtmagokat DAPI-val (4',6-diamidino-
2-fenil-indol) festettiik meg.

A fotodokumentacidt epifluorescens mikroszkoppal végeztiik.
Apotome feltéttel Sx-0s nagyitasu felvételeket készitettiink.

A rekonstrukciot Neurolucida programmal végeztiik.

A rekonstrukcidkat €és a nyers immunfluoreszcens negyedik
rétegben (LIV) magassagéaban készitett felvételek azonos méretii
barreljeit egymasra vetitettilk. A kiilonb6z6 csatornak a barrel
asszocialt oszlop és szeptum hatarat, illetve a sejtek eloszlasbeli
kiilonbségét jobban mutatta. Analizisre ezek az Uj képek nem
alkalmasak, tekintve, hogy csak kivalasztott barreleket tartalmaz.
A szamszerii eredményeinket azonban jobban szemlélteti, mint

egy-egy metszetrdl készitett, egy optikai sikot tartalmazo felvétel.
3.4. GABAerg neuronok denzitasanak meghatarozasa

A metszetekrdl késziilt felvételeken Neurolucida programmal
meghataroztuk a pia mater és a fehérallomany hatarat, bejeloltiik
a barrelek kdrvonalat, illetve a teljes posteromedialis barrelmezd
hatarat. Frontalis metszeteken meghataroztuk tovabba a
barrelasszocialt oszlopot és a koztiik elhelyezkedd szeptumot. Az
igy létrehozott korvonalakban bejeloltiik az adott sejttipus

sejttesteinek helyzetét.



A frontalis metszetek pia-fehérallomany tavolsdga medio-
lateralis iranyban valtozik. Az atlagos vastagsagot meghatarozva
(ez kerekitve 1000 um) a sejttestek helyzetét ujra definidltuk. A
réteghatarokat Pohlkamp 4altal kordbban kialakitott moédszer
szerint hataroztuk meg.

A frontalis metszetek 1000 pm-es rétegvastagsagat és az 50 um-
es nominalis rétegvastagsagot véve alapul, a tangencialis
metszeteket virtualisan 20 metszetre transzformaltuk, Gijraosztva
a kordbban meghatéarozott sejtszamokat.

A virtudlis Ujrametszést kovetden kiszamoltuk az egyes
kompartmentekben 1év0 sejtek denzitésait.

Az eredmények eloszlasanak meghatarozasara Shapiro-Wilk
tesztet hasznaltunk. Az adatok nem normal eloszlast kovettek, igy
a kiilonbségek szignifikans voltat Kruskal-Wallis teszttel

vizsgaltuk.

4. Eredmények
A retinan végzett vizsgalatok biologiai eredményei nem keriilnek
ismertetésre. Munkdm mint azt a modszertannal emlitettem a

képfeldolgozasra korlatozddott. Ebben az esetben eredménynek



tekinthet6, hogy els6ként hoztunk Iétre olyan izodenzitas
térképet, mely altal a kiilonbozo retindk egymassal pontrol pontra
Osszevethetéek. Mig Shaw- versenyegere esetén a kiillonbozo
allatok retindi egymasra nem vetithetdek, egymassal nehezen
vethetdek Ossze, addig a ZDF patkanyok esetén ezt a problémat a
transzformalt izodenzitas térkép kikiiszobolte.

A GABAerg neuronok eloszlasvizsgalatandl a retina
transzforméciojabol  kiindulva  szintén  egy  utdlagos
transzforméciot hoztunk létre, melynek eredményeként a
frontalis és tangencialis metszetek denzitasai jol korrelaltak. A
kiilonb6z6 mintakat egy csoportnak vehettiik. A tangencialis és
frontalis metszés eredményeinek egyezésének meghatarozasa

céljabol korrelacios koefficienst szdmitottunk.

4.1. PV+ neuronok eloszlasa

A parvalbumin tartalmt sejtek lamindris eloszlasat tekintve
elmondhat6, hogy az elsé réteget a sejtek elkertilik, illetve az
LII/III rétegben és az LVI rétegben is joval kisebb szamban
helyezkednek el, mint az LIV, LVa és LVb rétegében. Ugyanakkor
az LIV és LV teriiletén egyenletesen oszlanak meg. A sejtek 26,17
+2,73%-aaz LIV, 14,84 + 1,94%-a az LVa és 27,15 + 1,49%-a az



LVb-ben helyezkedik el. Az LI, LII/LII és LVI rétegekben
minddssze a neuronok 31,83 £+ 1,99%-at talaltuk. A rétegeken

beliil a sejtek nem mutattak eloszlasbeli kiilonbséget.

4.2. SST+ neuronok eloszlasa

Az SST+ sejtek a tobbi sejttipussal ellentétben az infragranularis
réteget preferaljak. A sejttestek 73,69 + 5,37%-at talaltuk az LV
¢s LVI rétegekben. Az LVa, LVb ¢és LVI sejtrétegekben
egyenletesen oszlanak el a sejtek, és szignifikansan tobb neuront
talaltunk, mint az LI, LII/IIL, illetve LIV-ben. A rétegeken beliili
eloszlast tekintve az LIV rétegben talaltunk kiilonbséget a
szeptum és a barrel asszocialt oszlop tekintetében. A szeptumban
szignifikansan tobb sejtet talaltunk, mint a barrel asszocialt

oszlopban (p <0,0001).

4.2. VIP+ neuronok eloszlasa

A neuronok 70,24 %-a helyezkedett el az LII/LIII, mig
29,76 % - a pedig a tobbi rétegben lokalizalodott. A rétegek koziil
az LII/IlI-ban szignifikdnsan tobb sejtet talaltunk, mint a tobbi



rétegben. LIV-t6] LVI-ig csokkend sejtdenzitasokat észleltiink, s
az egyes rétegek kozott a kiilonbségek szignifikansnak
bizonyultak.

A rétegeken belill a sejtek egyenletesen oszlottak el az LIV
kivételével. LIV-ben a szeptumban kozel kétszer tobb sejtet

talaltunk, mint a barrelben (p < 0,0001).

5. Kovetkeztetések

A retindk vizsgélata soran a bemutatott transzformalt izodenzités
térképek egymadsra vetitése lehetévé teszi az azonos teriiletek
Osszehasonlitasat. A hatarok behuzéasa a transzformalt képeken
egyszerlibb, vizsgalotdl kevésbé fligg. Ezaltal a szubjektivitas
csokken. Egy tovabbi eldnye, hogy a kiillonb6zé mintdk esetén a
mintak mérete kozotti kiilonbség is leolvashato, igy egy eddig
meg nem jelenitett informéciot abrdzol, ndvelve a kép
informdciotartalmat.

Maga a modszer univerzalisnak nem mondhato, hiszen
kiilonboz6 allatfajok retindjan hasznalhatd, mas anatomiai
tertiletek esetén azonban helyzetspecifikusan modositasra szorul.
Ilyen modositast mutattunk be a GABAerg neuronok esetén. A

probléma a retinandl észlelthez hasonld volt, azaz kiilonb6z6



méretll, deformalt mintakat szerettiink volna 0sszehasonlitani. A
megoldds itt is az adatok 1j koordinita rendszerbe
transzformalésa volt, azaz a virtudlis Gjraosztas.

Amikor metszetekrél vonunk le kdvetkeztetéseket, akkor egy-egy
metszetrdl készitett felvétel nem feltétlentil tiikrozi a szamszer(
eredményeket. Ezt 1athattuk a GABAerg neuronok esetén, ahol az
immunfluoreszcens képeken az LIV-ben a barrel asszocialt
oszlop és szeptum kozotti kiillonbség nem volt jol lathatd. Ezt
kiiszobolte ki a barrelek egymasra vetitése.

A szomatoszenzoros kéreg vizsgalata soran munkacsoportunk
elsoként vont le kdvetkeztetéseket egyszerre kiilonbozé metszési
sikban készitett mintakrol. A GABAerg neuronok vizsgalata
soran a rétegek kozotti kiilonbségek az irodalomban leirtnak
megfeleltek. Ebbdl  kiindulva feltételezhetjiik, hogy a
transzformécionk nem torzitotta az eredményeinket, s az 1j
eredmeények is valosnak tekinthetdek.

A PV+ sejtek esetén a LII-LV kozott talaltuk a legtobb sejtet, a
szeptum és a barrel kozott nem volt kiilonbség. Ez azért érdekes,
hiszen a PV elleni festést, illetve a PV+ jelolést hasznaljak a
barrel identifikaldsara. Ez ugy lehetséges, hogy a barrelt
valgjaban a PV+ sejtek axonjai és a talamokortikalis rostok

axonjai rajzoljak ki, amelyek siirlin fonjdk at ezt a teriiletet.



Staiger ¢s munkatarsai tanulmanya szerint a belépd talamikus
rostok a serkentd sejtek mellett a barrel belsejében nagy szamban
talalhaté PV+ sejteket célozzak meg. Mease munkacsoportja
ugyanakkor kimutatta, hogy a talamusz hatsé magjanak ingerlése
soran is a barrelmezében a PV+ sejtekben valtodott ki valasz.
Mint az ismert, a hats6 mag a szeptalis, a VPM pedig a barrel
asszocialt oszlopba projicial. Emellett kimutattak, hogy a PV+
sejteken mindkét utvonal rostjai végzddnek, ezért nem meglepd,
hogy a rétegen beliil nem talaltunk eltérést.

A SST+ sejtek esetén az irodalomban leirtaknak megfelelden az
infragranuléris rétegekben talaltunk tobb sejtet.
Munkacsoportunk ugyanakkor elsdként mutatta ki, hogy a IV.
rétegben a sejtek a szeptalis teriiletet preferaljak a barrellel
szemben. Brecht kimutatta, hogy a receptiv teriilet a szeptalis
neuronok esetében nagyobb méretli, mint a barrelben 1évo
tarsaiké. Ismert ugyanakkor, hogy az SST+ sejtek a
piramissejteket hatékonyan gatoljak, s ez a gatlas ébrenlét soran,
az aktiv letapogaté mozgaskor megsziinik. Ezaltal az SST+
sejteket a barrel asszocialt oszlopok magasabb rétegeibe feljutd
informaci6 szomszéd oszlopoktdl vald elektrofiziologiai
mérésekbdl ismert izoldldsidra lehetne alkalmas. Ha ehhez

hozzavessziik, hogy az SST+ sejteken a barrelbe projicialo,



VPM-bdl érkezo rostok sokkal kisebb mennyiségben végzddnek,
mint a PV+ sejtek esetén, akkor a rétegben észlelt eloszlasbeli
kiilonbség értheto.

VIP+ sejtek vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a
szupragranularis rétegben helyezkednek el legnagyobb szamban
a sejtek. Rétegeken beliili megoszlas esetén elsdként irtuk le,
hogy a IV. rétegben a szeptumban szignifikansan tobb sejt
helyezkedik el, mint a barrelben. Zilles munkacsoportja szerint a
barrel kozponti részén a perifériahoz képest kevesebb VIP+
bouton taldlhaté. Mas munkacsoportok a VIP+ sejtek régekhez
kothetd dendrtit és axonarborizacid kiilonbségérdl szamoltak be.
Elektrofiziologiai kutatasok kimutattdk, hogy VIP+ sejtek az
SST+ sejtek aktiv gatloi. Ez lehet6vé teszi az SST+ sejtek altal
gatolt piramissejtek diszinhibicidjat, példaul az aktiv tapintas
idejére. A VIP+ sejtek szeptalis lokaliz4cigja utalhat a barrel
asszocialt oszlopok kozti informaciofeldolgozas integralasara is,

bar ennek eldontése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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