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1. Bevezetés

A természettudomany0s kutatdsok sordn gyakran taldlkozunk azzal a problémaval, hogy
az egyes cikkek eredményei egymassal csak nehezen 0sszevethetdek. Ennek egyrészt oka
lehet, hogy egy-egy modszer a kiilonb6z6 fajokban csak modositasokkal hasznalhato,
vagy az egyes fajokban ugyanazon teriileten is minden patologias eltérés nélkiil nagy
kiilonbségek lehetnek. A probléma masik forrasa, hogy a moddszertan se teljesen
egységes. Egy betegség vagy kémiai agens hatdsanak szemléltetésére a sejttipus
sejtszamvaltozasanak meghatarozasat gyakran hasznaljak a tudomanyos cikkek, viszont
ugyanazon téma esetén iS a mintavételezés nagyon kiilonboz6 (Galindo-Romero és mtsai
2011; Lee és mtsai 2010), mai napig nincs tudomanyos konszenzus az egységesen
hasznalhato standardokrol.

Mig a 20. szazad elején az idegrendszert érint6 vizsgalatokban a morfoldgiaé, a kvalitativ
megfigyeléseké volt a foszerep (Edinger 1904), addig a technika fejlodésével
parhuzamosan egyre nagyobb hangsulyt kap a leird elemzések mellett az objektiv,
kvantitativ jellemzés.

PhD munkamat a kozponti idegrendszer sejtjeinek eloszlasmintazatanak térképezésével
kezdtem, melyet a betegagy mellett szerzett élmények hatasara szerettem volna klinikai
aspektusbol, patologias allapotok kozott is megvizsgalni. A belgydgyaszati osztalyon a
cukorbetegség felé fordult az érdeklddésem, s ebben az idészakban a Humanmorfoldgiai
¢és Fejlodéstani Intézetben éppen diabétesz témakorében, ragesalok retinajan folytak
vizsgalatok. Dr. Lukéts Akosnak koszonhetéen igy bekapcsolodhattam ennek a teriiletnek
a tanulmanyozasaba is. Mar a kezdetekkor egyértelmiivé valt, hogy mindkét esetben -
habar egymastol elsOre latszolag tavoli témak - ugyanazon problémaval allunk szemben:
hogyan tudjuk a legrealisabb képet kapni a sejtek eloszlasarol, illetve szambeli
valtozasarol? Milyen modon kapjuk a legvalosabb eredményt ¢€s hogyan
minimalizalhatjuk a szubjektivitdst a munka soran? Kutatdsi témam igy a biologiai
megfigyelések mellett a modszertanra fokuszalodott. Jelen dolgozatban a hangstly a
modszertan, a  mintavételezés ¢és  olyan egyedi, altalunk  kialakitott
elemzési/adatfeldolgozasi metddus képezi, mely mellett a biologiai eredmények is
ismertetésre keriilnek.

Ahogyan a Klinikai, ugy a tudomanyos munka soran is szerteagazo6 teriileteket

ismerhettem meg. Fontosnak tartom azonban kiemelni, hogy igy a szdvettani



feldolgozasok elsajatitdisa mellett, a mintavételezés megtervezésétol, a statisztikai
szamitasokon at a képi megjelenitésig, minden fazisaban végeztem 6nallé munkat, illetve
szereztem tapasztalatot.

A bevezetdben szeretnék rovid betekintést nyudjtani a ma hasznalt modellallatokat
illeten, ismertetem tovabba a vizsgalt anatomiai teriileteket, valamint rovid attekintést

nyujtok a mintavételezés szempontjair6l.

1.1. Az altalunk hasznalt modellallatok bemutatasa

1.1.1. Szomatoszenzoros rendszer vizsgalatanal hasznalt modellallatok

A szomatoszenzoros rendszeren végzett megfigyeléseket vazoaktiv intesztinalis
polipeptid (VIP), parvalbumin (PV) és szomatosztatin (SST) -génmodositott egereken
végeztiik.

Chalfie ¢és munkatarsai kozolték el6észor (Chalfie és mtsai 1994), hogy az Aequorea
victoria medazabol (magyar nevén kristdly mediza) szarmaz6 zoélden fluoreszkalo
fehérje (green fluorescent protein, gfp) gént egy jeldlni kivant fehérje génszakasza mellé
iiltetve, alkalmas az adott fehérje jelolésére. A gfp gént egy tetszéleges masik fehérje
génjének promoterével egyiitt alkalmazva a fluoreszcens fehérje minden sejtben
kifejezodik, ahol a masik fehérje is, de kémiai kétéssel nem egymashoz kotédve. A GFP
volt az els6 olyan in vivo termelheté fehérje, amelynek fluoreszcenciaja stabil. Ennek
koszonhetden hosszabb ideig is eltarthatdbak a mintdk anélkiil, hogy a festék
elhalvanyulna. Az eredeti GFP fehérjét modositottak, s igy jott létre a még erdsebb
fluoreszkalast mutato ,,enhanced” GFP (eGFP). Nagy elénye mindkettének, hogy ezeket
hasznalva a hagyomanyos immunolégiai festésekkel ellentétben nincs hattérfestés, igy a
jel/zaj arany jobb. Tovabbi pozitivum, hogy mivel a szabad riboszomakon termelddik és
hagyomanyos immunhisztokémiai festékek, melyek esetenként felszini, vagy szinaptikus
vezikulakban lokalizalt epitophoz kétddnek (Jiang és mtsai 2008; Matz és mtsai 1999).
Esetiinkben tobb kiilonb6z0 allattorzset is hasznaltunk, amikben ezen fehérje modositott
génjét kiilonféle promoterek mogé helyezték. Az els6 esetben VIP promotere mogé, mely
a GABAerg (y-aminovajsav transzmittert kibocsato) interneuronok egy csoportjaban

aktiv. A VIP-eGFP egy olyan génmddositott egértorzs, ahol a GABAerg



interneuronokban a VIP atirasaval parhuzamosan eGFP termelddik, mely kék/ultraviola
fénnyel gerjesztve zolden vilagit.

A masik altalunk hasznalt transzgénikus egér esetén a Cre/loxP gén modositott, és
fluoroforként nem a GFP fehérje, hanem egy vordsen fluoreszkalo fehérje, a tdTomato
termelddik. A génmodositasok eredménye, hogy festés nélkiil jelolhetoek a vizsgalatunk
targyat képezo VIP, PV és SST tartalmu sejtek. A tdTomatot a viragallatokhoz tartozo
Discosomdbdl (lapanemona) szarmazod fehérje modositasaval hoztak létre (Shaner és
mtsai 2004). A GFP-hez képest tovabbi eldny, hogy a fluorofor még stabilabb, id6tallobb,
igy a késziilt metszetek még tovabb vizsgalhatoak, informacidvesztés nélkiil. Mésrészt a
gerjesztési és a kibocsajtasi hullamhossza is mas, mint a GFP-¢, tehat 1étrehozhatdak
olyan allatok, amikben mindkét fehérje kifejezddik mas-mas promoter alatt, igy két
kiilonb6z6 sejtpopulacid vizsgalhato egyidejlileg. Amikor a fehérje atirodik, akkor a Cre
rekombindz is atirasra keriil, amely kivagja a fluoreszcens protein atirasat gatlo6 STOP-
kodont, mely két LoxP-egység kozott keriilt elhelyezésre (1. dbra). A ,,Cre” és a ,,JoxP-
tdTomato” génmodositott egerek keresztezésének eredménye a Cre/loxP transzgenikus

egér (Taniguchi és mtsai 2011; Madisen és mtsai 2010).
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1. abra Cre-loxP rendszer miikédése. FO generdcio egyik torzse a Cre rekombindz gént
fejezi ki a VIP promdter mogott, mig a mdsik torzs a tdTomator egy konstans dtiréddst
biztosito promoter és két loxP szekvencia kozé zart STOP kodon mogott. A keresztezés
eredményekeént létrejott egértorzs (F1 generdcio) a Cre rekombindzt és a tdTomatot is
tartalmazza. A két loxP kozott elhelyezkedd STOP kodon gdatolja a tdTomato atirdsdt. Ha
a sejtben aktivalodik a VIP promoter, akkor nem csak a VIP irodik at, hanem a Cre
rekombindz is, amely kivagja a STOP kodont, emiatt a STOP kodon kiesik és a tdTomato
atirodik. (Sajat abra, Kim és mtsai 2018 nyoman)



1.1.2. Cukorbetegség tanulmanyozasara hasznalhat6 allatmodellek

A diabétesz tanulmanyozasa altaladban olyan génmodositott allatokon torténik, melyekben
a génmodositas hatdsara, egy a glilkkdéz-homeosztazis szempontjabol fontos gént
kapcsolnak ki, s ezekben az esetekben az érintett sejtekben fluorofor altalaban nem keriil
kiilon beiiltetésre. Szamtalan génmodositott allat létezik, melyen a cukorbetegség
tanulmanyozhat6, azonban jelenleg nem Iétezik ,tokéletes” allatmodell, igy az egy
allattipuson végzett megfigyeléseket mas allattipusban tett észrevételekkel tdmasztjak
ala. A dolgozat irasakor nem volt elérhet6 olyan génmodositott allat, ahol maga a
betegség kifejlodik és egyidejlileg a vizsgalni kivant sejt utofestés nélkiil is lathato. Ennek
megfeleléen mi is két kiillonb6zo fajon vizsgaltuk a cukorbetegség hatdsait. Ez a két faj a
Shaw-versenyegere, illetve ZDF-patkanyok (Zucker Diabetic Fatty) voltak.

Egereknél a hosszabb tavh talélés sok esetben nem megoldhatd, mint példaul az ob/ob
obéz egereknél, igy a patologias allapot hosszu tava hatasa nem, vagy csak nehezen
vizsgalhatd. Mésik probléma a rekombinacié hatdsfoka is, mely bizonyos esetekben
alacsony, mint példaul a béta-sejt-specifikus Cre/Lox rendszerii sejtvonalnal. Itt a
rekombinacié hatasfoka nagy szorast mutat, akar 80-98% kozott valtozhat (da Silva
Xavier és Hodson 2018).

Diabétesz vizsgalhaté tovabba olyan allatokban, melyekben kémiai agens, vagy
virusfert6zés hatasara fejlédik ki a betegség (példaul streptozotocin vagy alloxan
indukalta cukorbetegség (Bansal és mtsai 1980). Elénye, hogy nagyobb méretii
allatokban is hasznalhatd, de hatranya, hogy a vegyszer, mint példaul a streptozotocin
nem csak a béta-sejteket karositja, hanem mas szerveket is. Ezt jelzi, hogy az agyban,
majban, vesében és nemiszervekben is megnovekszik a P450-es izoenzim szintje (King
AJF 2012; Lee és mtsai 2010). A P450 izoenzimek a mérgezé és testidegen anyagok
lebontdsdban résztvevé enzimek. Szamos alcsalddot kiilonboztetink meg. A
gyogyszermetabolizmus szempontjabol a legfontosabb képviseldik a cytochrome CYP1A
(citokrom P450 csalad: 1 alcsalad A), CYP2C (citokrom P450 csalad: 2 alcsalad C),
CYP2D (citokrom P450 csalad: 2 alcsalad D), CYP2E (citokrom P450 csalad: 2 alcsalad
E), CYP3A (citokrom P450 csalad: 3 alcsalad A) alcsaladokba tartoznak (Porrogi 2016).
Ha a sejt a testidegen anyagot el szeretné tavolitani, akkor ezen enzimek mennyiségét
megndveli. Ha azonban nem képes olyan mértékli enzimtermelésre, mely az idegen anyag

eltavolitasahoz elegendd, akkor az idegen anyag (pl. alloxan) felszaporodhat a sejtben €s



a sejt halalahoz vezethet. igy, ha enzimnovekedés nem csak a célszervben figyelheté meg,
mely a betegséget létrehozza, hanem a vizsgalt anatomiai teriileten is, ahol a betegség
hatasat szeretnénk vizsgalni, akkor nem kiilonithetd el biztonsadggal, hogy mely hatés a
vizsgalt betegség és melyik a betegség l1étrehozasahoz hasznalt kémiai a4gens eredménye.
A cukorbetegségnél - figyelembe véve az emberek kozotti prevalencia kiilonbségeket, a
betegség gyakorisagat - nem az 1-es, hanem a 2-es tipusu cukorbetegség hatasait szerettiik
volna vizsgélni. A kettd csoport a kialakulds mechanizmusa, a betegség lefolyasa ¢€s a
gyogyszeres kezelés tekintetében is Iényeges eltéréseket mutat. igy egy olyan allatmodellt
kerestiink, ahol a betegség kifejlodésének mechanizmusa jol ismert. A virusfertézésnél,
vagy a kémiai dgensnél maga a virus, illetve a kémiai agens is karosithatja a vizsgalni
kivant sejttipust, megnehezitve ezzel az eredmények értékelését. A sejtszamcsokkenés
ugyanis lehet a hasznalt kémiai agens vagy virus, de maga a cukorbetegség hatasa is.
Ennek tlikrében génmoddositott torzset kerestiink. Tekintve, hogy vizsgélatunk targyat a
diabétesz egy kés6i komplikacidja, a retinopatia képezte, igy kizartuk azon tipusokat, ahol
a komplikaciok nem, vagy csak részben fejlédnek ki. A C57BL/6 egértorzsben példaul a
nefropatia csak késon alakul ki (Breyer és mtsai 2005), illetve streptozotocin indukalta
diabétesz esetén is vannak leirasok, hogy a CS57BL/6J egerekben nem fejlodik ki
neuropatia (Sullivan és mtsai 2007). A Semmelweis Egyetem Varosmajori Sziv és
Ergyogyaszati Klinikdjan ZDF patkénytorzson végeztek kutatasokat és kollaboracid
keretében lehetdségiink adodott ezen allatokon tanulméanyokat végezni. Ezen allatok a
fentebb véazolt hatranyokkal nem rendelkeztek, azaz ezek alapjan alkalmasnak
bizonyultak a kisérleteinkhez. Tovabbi elénye volt ennek a valasztasnak, hogy egy allat
feldolgozasa soran nem csak egy szerv keriilt feldolgozasra, hanem a t6bbi munkacsoport
feldolgozta az allatok egyéb szerveit, csokkentve ezzel sziikségesen megdlendd kisérleti
allatok szdmat.

A ZDF patkanyokat mar 1961 6ta hasznaljak, ekkor a Merck M és a Sherman M vonal
keresztez6désével hoztak 1étre (Phillips mtsai 1996). Eredményként egy olyan tipus jott
létre, melyben a leptin gén mutalodott. A génmutacio hatasara hiperinzulinémia,
hiperlipidémia, magasvérnyomas ¢és Il-es tipusu cukorbetegség alakul ki. A ZDF
patkdnyokndl normal koriilmények kozott csak a homozigota tipusban fejlédik ki
cukorbetegség. A heterozigotakban ezzel szemben ugyanolyan koriilmények kozott nem

alakulnak ki a fenti valtozasok (Srinivasan és Ramarao 2007; Shiota és Printz 2012).
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Masik modellallatnak a Meriones shawi-t, Shaw-versenyegerét valasztottuk. Ennek a
fajnak eddig nem teljesen ismert hatter(i genetikai hajlama van a cukorbetegségre, s ezen
allatokban diéta hatasara metabolikus X szindroma fejlodik ki. A metabolikus X
szindroma tiinetei az elhizas, glilkéz intolerancia, 2-es tipusu cukorbetegség,
diszlipidémia és hipertenzio. Az éleslatas helye a retina egy jelentds részét teszi Ki

(Sullivan mtsai 2007), mely egy horizontalisan elhelyezked6 savot alkot.

1.2. A vizsgalt teriiletek anatomiaja

1.2.1. Egér poszterolateralis barrelmezé

Emldsokben a neokortexet klasszikusan 6 rétegre osztjuk. Ezen rétegeket ragcsalokban
nem a hagyomdanyos anatémiai nevekkel, hanem az angolszdsz szakirodalomban
hasznalatos LI-LVI-al jel6ljiik, ahol L a layer, magyarul a réteg roviditése, mig I-VI romai
szamok a réteg sorszamat jelolik a felszint6l a fehérallomany irdnyaban emelkedd
sorrendben. Ragcsaloban az LII és LIII réteg nem kiiloniil el, igy LIVIII elnevezést
hasznaljuk, viszont az V. réteg két merdben eltérd alrétegbdl épiil fel, amiket LVa és
LVb-nek neveziink. Ujabb kutatisok az LVI rétegben is megkiilonboztetnek LVIa és
LVIb alrétegeket (Watakabe és mtsai 2012).

A ragcsalo primer szomatoszenzoros kérge sok szempontbdl kiilonleges, ugyanis a pofa
oldalan elhelyezkedd nagy bajuszsz6rok szomatotdpiasan képzodnek le a kortexben,
ezaltal azon kevés kérgi régio egyike, ahol a funkcionalis egységek tisztdn morfologiai
modszerekkel vizsgalhatoak. Mint az a 2. és 3. dbrdn lathatd, a ragcsalo bajszai a pofa
oldalan ugyanolyan mintaban helyezkednek el, mint a szomatoszenzoros kéreg LIV-ben
tomoriild talamokortikalis rost csoportosulasok. Ezt az elrendezddést nevezziik
szomatotopids leképzddésnek. Ez azt jelenti, hogy minden bajuszszérnek megvan a sajat
maga leképzddési teriilete az agyban. Ez az egy az egynek megfeleltetés csak a nagy
bajuszszOroknél lathatd, azonban szomatotopia megfigyelhetd az eliilsé és hatulso talpak,
vagy genitaliak esetén is (Staiger és Petersen 2021). A bajuszparnabél induld
idegvégzOdések  Merkel testekkel, landzsahegy végzOdésekkel és  szabad
vezetnek a ganglion trigeminaléba (Gibson ¢és Welker 1983). A kornyezet

feltérképezésekor a ragesalok bajuszszoreik gyors, repetitiv mozgatasaval tapogatjak le a
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targyakat. Ez a jelenség a ,,whisking”. Innen az informéci6 egy jol ismert itvonalon halad
(2. abra) a nervus trigeminus magjaiba, a nucleus principalis és a nucleus tractus spinalis
nervi trigeminibe szallitodik. Ez utobbi esetében mindharom része, az oralis, interpolaris
és caudalis rész is kap rostokat. A bajszok itt is szomatotopiasan képz6dnek le. Egy adott
bajuszbol szarmazo6 informaciot feldolgozo sejtek csoportjat egy egységnek tekintjiik,
melyet ,,barrelettnek” neveziink (Feldmeyer és mtsai 2013). Az agytorzsben a sejtek egy
része nem egy, hanem tobb bajusztol is kap informacidt, azaz mar integrald funkciéval is
rendelkezik (Jacquin és Rhoades 1990). Az egyes agytorzsi magok egymassal is
Osszekottetésben vannak, de a fentebbi szintekrdl pédaul a primer vagy a szekunder
szomatoszenzoros kéreg is kap kollateralisokat (Staiger ¢és Petersen 2021). A
barreletekbdl az informacid, eddigi ismereteink szerint, 4 Gtvonalon halad tovabb. Két
lemniszkalis, egy extralemniszkalis és egy paralemniszkalis titvonalon. A ma ismert kozel
40 talamikus magbol szomatotopiasan leképz6dé informacio foként harom talamikus
magcsoportba szallitodik: a nucleus ventralis posteromedialisba (VPM), a hatsé mag
medialis részébe a nucleus posteromedialis talamiba (POm), valamint a centralis és
paracentralis magokba. A POm-ben a bajuszszérokbdl informaciot szallitd rostok nem
szomatotopiasan végzodnek, ezzel szemben a VPM-ben szomatotdpiasan képzddnek le.
A VPM-ben a bajuszsz6rok szomatotdpias reprezentacioi a barreloidok. Innen az
informécio6 a nagyagy szomatoszenzoros kérge (S1, azaz primer szomatoszenzoros kéreg,
S2, azaz szekunder szenzoros kéreg) mellett példaul a motoros kéregbe is vetiil. A VPM
barreloid hatso keskeny részébol indulé rostok, mint az extralemniszkalis palya egy része,
az S1 és S2 szeptalis oszlopaiban is végzddnek. A szomatoszenzoros kéreg LIV rétegében
a VPM-bdl indulé talamokortikalis rostok altal formalt ovalis struktirak a barrelek. A
barrel LI és LVI felé torténd projekcidja a barrel asszocidlta oszlop. Az oszlopok kozotti
teriilet pedig az ugynevezett interbarrel szeptum, vagy roviden szeptum. Itt a barrelek
oszlopokba ¢és sorokba rendezddnek, kialakitva a barrelmezét. A barrelmezéhoz tartozo
kortikalis teriiletet barrelkortexnek nevezziik. Az utvonal sematikus képe a 2. dbran

lathato.
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2. abra Bajuszparnatol a barrelmezdig vezetd utvonal sematikus rajza. 1. bajuszszérok
follikulusai; 2. nervus infraorbitalis végagai; 3. nervus infraorbitalis kétege; 4. nervus
maxillaris; 5. nervus trigeminus; 6. ganglion trigeminale; 7. agytorzsi érzé

trigeminusmagok; 8. talamusz;, 9. barrelek a szomatoszenzoros kéregben. Sajat dbra.

A pofa oldalan és a posteromedial barrel field, azaz poszteromedialis barrelmezé (PMBF)
esetén is a f6 bajuszszoérok 5 sorba és 4-5 oszlopba rendez6dnek ventrodorsalis iranyban.
A sorokat A-E betiikkel jel6ljiik, mig az oszlopokat arab szamokkal 1-4-ig. A sorok el6tt
talalhato tovabba négy szdrszal, illetve ennek megfelelden 4 kisebb, kevésbé szabalyos
alakt barrel, melyet megallapodas szerint a gorog ABC betiiivel a-6 gordg betiikkel
jelolnek (3. dbra).
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3. abra Egér bajuszparndja és annak szomatotopids leképezodése a szomatoszenzoros

kéregben. A: Bajuszszorok follikulusai szabdlyos elrendezédést mutatnak a ragesalo
pofajan. B: A primer szomatoszenzoros kéreg negyedik rétegének tangencidlis metszete
PVcre/tdTomato egérben, a barrelek bajuszpdrna mintdzatinak tiikérképének
megfeleléen rendezédnek (az dbran a szomatoszenzoros kéregrol késziilt felvetel
vertikdlisan tiikrozve lathato a kénnyebb megfeleltethetoség érdekében). A barrelek
jelolése megfelel az ,,A” képen bemutatott bajuszfollikulusok jelolésének.
Meéretvonal: 500 um. Sajat abra.

1.2.2. A barrelmezé kapcsolatai

A feldolgozas kiilonb6z6 szintjei egymasra hatdssal vannak, modositjak a tovabbitott
informaciot. A barrelmezd kapcsolatai intenziv kutatasok targyat képezik, rengeteg
adattal rendelkeziink a témaban. Az alabbi részben a teljesség igénye nélkiil a
legfontosabb kapcsolatokat mutatom be. Ezeket a kapcsolat jellege szerint két csoportba
oszthatjuk: serkentd, valamint gatld tipusokra. Egy masik beosztés szerint a forras alapjan
megkiilonboztethetiink felszallo és kortiko-kortikalis kapcsolatokat. Az elébbibe tartozik
a szubkortikalis, talamokortikalis, vagy a bazélis eléagyi kolinerg és a locus coeruleusbodl

ered6 noradrenerg rendszer. A kortiko-kortikalis 6sszekottetések szarmazhatnak a primer
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kortikalis areak, példaul a primer motoros kéreg, primer hallokéreg, latokéreg feldl, vagy
magasabb kérgi teriiletekrdl, példaul peririnalis, szekunder motoros kéreg. Ezek a
teriiletek kapnak reciprok modon is rostokat a VPM kiilonb6zé rétegeibdl (Staiger és
Petersen 2021).

A sejtek biocitinnel tortént feltoltésébdl, valamint elektrofiziologiai vizsgalatok alapjan
korabban ugy tlint, hogy a szenzoros rendszerben létezik egy altalanos séma, mely
hasonl6 a 1atd és a szomatoszenzoros kéregben is, ezt kanonikus szabalyozo kornek
nevezték (Douglas és Martin 1991). Mint azt az el6z6 fejezetben részleteztem, a VPM-
bdl indulo talamokortikalis rostok foként az LIV-ben végzddnek. Az egyik ismert
intrakolumnaris kor innen az LII/LIII-ba kiild informaciot, ahonnan a sejtek az LVb -n és
LI-en keresztiil tavolabbi areak felé projicialnak. A POm rostok ugyanakkor a barreleket
elvalaszto savban, az gynevezett Szeptumban haladva érik el az LVa idegsejteket,
melyekre az LIV piramissejtek is hatnak. Az LVb és LVI-bol visszacsatolas indul a VPM
és POm iranyaba is (Feldmeyer mtsai, 2013). Ez a kanonikus kor modell a lemniszkalis
utvonalra jellemzd. Jelenleg nincs egy egységes modell, mely altaldnosan leirnd a
barrelmezé kapcsolatait.

Az LIV barrel asszocialt oszlop tobb egymas feletti aloszlopra tagolhatod (kiilonbozo
kutatasok 3-10 kozotti egységekben irjak le), melyek eltéré funkcioval rendelkeznek
(Staiger és Petersen 2021).

A gatld korok, mint az aktivalok is, lehetnek intrakolumnarisak, de lehetnek
transzkolumnarisak, valamint transzlaminarisak. Transzlaminaris gatlé kor indul az
LI/LIIT GABAerg sejtektol az LIV/LV neuronok, valamint az LI neuronok felé. Ezzel
modulaljak az oszlopba érkezd és onnan indul6 informacidaramlast (Feldmeyer és mtsai
2013).

A POm rostok egy része az LV mellett az LI neuronokon végzddik. Elektrofizioldgiai
vizsgalatok szerint ezek a rostok finomhangoljék a bajuszszérbdl érkezé stimulusra adott
valasz idejét és az S1-ben a szupra- és infragranularis oszlopban kivaltott valasz mértékét.
A negyedik rétegben, azaz a granuldris rétegben elhelyezkedd barrel felfelé és lefelé
torténd kivetitése egy oszlopot hoz 1étre. A barrel feletti részt szupragranuléris, mig az
alatta 1évé részt infragranularis oszlopnak nevezziik. A szupra-, infra-, valamint a

granularis rétegben talalhato rész egyiitt képezi a barrel asszocialta oszlopot. A POm
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rostok masik csoportja az S2 felé projicial, ahol az S1 LV rétegébdl induld kortikofugalis
aktivitassal egyiitt lat el modulalé feladatokat (Castejon és mtsai 2016).

1.2.3. A szomatoszenzoros kéreg gatlé sejttipusai

A neokortex idegsejtjei két alapvetd tipusba sorolhatdak: a serkent6 glutamaterg és a gatld
GABAEerg sejtek (Harris és Mrsic-Flogel 2013). Mig az serkent6 sejtek az dsszsejtszam
80-90%-at teszik ki (Harris és Shepherd 2015), addig a gatlé tipusuak alig 10-20%-at
képezik. A PV-t, SST-t és VIP-t expresszald neuronok alkotjak a GABAerg idegsejtek
tobbségét (~ 40%, ~ 30% és ~ 10-15%-0s megoszlasban) (Pfeffer és mtsai 2013). Habar
a pontos eloszlas és funkcido nem teljesen ismert, feltételezhetd, hogy a kiilonb6z6
eloszlast mutatd tipusok mas-mas funkciot tdltenek be a helyi és tavoli gatld/aktivald
korokben (Feldmeyer és mtsai 2013).

A fenti 3 sejttipusrdl alkotott képiink nagyrészt a biocitinnel feltoltott sejtek
rekonstrukciojabol és elektrofiziologiai vizsgalatok alapjan (single cell recording) alakult
ki (Feldmeyer és mtsai 2013; Jiang és mtsai 2015; Markram és mtsai 2004; Tremblay és
mtsai 2016). Ezek alapjan a PV+ neuronok az LI kivételével az Gsszes rétegben
fellelhetoek, s az LIV réteg mellett az LV-t preferaljak (Celio 1986). A dendrit és az
axonarborizaci6 tobbféle lehet, attdl fiiggden, hogy melyik rétegben helyezkedik el a sejt
(Koelbl és mtsai 2015; Munoz és mtsai 2014; Wang és mtsai 2002). A gatlas nagyrészt
az azonos tipusu sejtek mellett kiterjed mas GABAerg neuronokra, illetve piramissejtekre
(David és mtsai 2007; Jiang és mtsai 2015; Pfeffer és mtsai 2013; Staiger és mtsai 2009;
Tamas és mtsai 2000). Megjelenésiiket tekintve lehetnek axo-axonikus vagy kandelaber
sejtek (Howard és mtsai 2005), illetve PV+ kosarsejtek (Wang és mtsai 2002).

Az SST+ sejtek az LI-t61 LVI-ig ndvekvo szamban fordulnak eld. Ma mar ezt a sejttipust
sem tekinthetjlik egységesnek, ugyanis elhelyezkedés és morfologia alapjan tobb altipust,
mint példaul az ugynevezett Martinotti sejteket sikeriilt azonositani, mely 1ényegesen
kiilonbozik a ,,nem Martinotti” csoporttol (Ma és mtsai 2006; Nigro és mtsai 2018; Oliva
és mtsai 2000; Urban-Ciecko és Barth 2016). Az SST+ sejtek elsGsorban mas
interneuronokat, illetve piramissejteket gatolnak, sajat sejttipusukra kevésbé vannak
hatassal (Caputi és mtsai 2009; Pfeffer és mtsai 2013; Xu és mtsai 2013). A sejtek
ismertetdje, hogy hosszll axonjaik elérik az LI-et, ahonnan tavolabbi agyteriiletek felé is

projicialnak (Ma és mtsai 2006; Nigro és mtsai 2018).
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A VIP+ sejtek a PV+ és SST+ neuronokkal ellentétben a szupragranularis rétegben
csoportosulnak (Bayraktar és mtsai 2000; Pronneke és mtsai 2015) és gyakran hatnak a
piramissejtekre. Ezen kiviil fontos modulatorok gatld és aktivald szabalyozd korokben
(Garcia-Junco-Clemente és mtsai 2017; Kuchibhotla és mtsai 2017). A f6 célpontjaik az
SST+ Martinotti sejtek, mely alapjan azok és az ahhoz kapcsolodd szabalyozokorok
mitkodését befolyasoljak. Ezt mind a barrelkortex, mind a latokéreg esetén megfigyelték
(Pfeffer és mtsai 2013; Walker és mtsai 2016). Ujabb kutatasok szerint ez a sejttipus is
heterogén, s két kiilonb6z6 alcsoport kiilonithetd el: a VIP/kalretinin és a
VIP/kolecisztokinin expresszalo sejtek (He és mtsai 2016).

Mint az a fenti leirasbol lathato, a talamokortikalis projekciok és a GABAerg neuronok
is rétegspecifikus eloszlast mutatnak, az irodalomban azonban nem talaltunk informaciot

a vertikalis domének kozotti eloszlasukrol.

1.2.4. Az emlds retina felépitése

Munkank soréan a retina ganglionsejtjeinek eloszlasarol készitettiink térképeket. Tekintve,
hogy a biologiai eredmények nem keriilnek ismertetésre, munkdm a térképek
létrehozéasara korlatozodott, igy a retina bemutatdsa a megértéshez sziikkséges minimalis
szinten torténik.

Az emlds retina felépitésérél elmondhatd, hogy két, funkciondlisan jelentdsen eltérd
részre oszthat6. Az ora serrata képezte hatarvonal el6tti teriilet a fényérzékelésre képtelen,
mig a hatso teriilet fényérzékeny.

A fényérzekeny retina tiz rétegbdl épiil fel. Kiviilrdl befelé haladva az els6 réteg a retinélis
pigmentham, mely alatt a neuralis retina Kilenc rétege foglal helyet. A masodik réteg a
fotoreceptorok rétege, melyben a csapok és palcikak kiiltagjai taldlhatdak. Ezt koveti a
Miiller féle gliasejtek nyulvanyai altal képzett kiils0 hatarhartya. A hatarhartya alatt a
retina kiilonb6zo sejttipusainak és kapcsolatainak rétegei helyezkednek el. A kiilsé
magvas réteg, a kiilsd plexiform réteg és a belsd magvas réteg. A kiilsd és a belsé magvas
réteg kozott a plexiform réteg egy szinaptikus tér, ahol a magvas réteg sejtjeinek
nyulvanyai helyezkednek el. A belsé magvas réteget a belso plexiform réteg koveti, mely
a bels0 magvas réteg sejteinek €s a ganglionsejteknek a szinapszisait, nyulvanyait
tartalmazza. Ezt koveti a ganglionsejtek rétege. A ganglionsejtekbdl kilépd axonok

hozzak 1étre az optikus rostok rétegét. Az optikus rostok rétegét az tivegtest felé a Miiller
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féle gliasejtek végtalpai altal 1étrehozott barrier, a bels6 hatarhartya zarja le (Szentagothai
¢és Réthelyi 2006).

A belso és kiils6 magvas rétegben a neuralis retina olyan interneuronjai talalhatdak, mint
a bipolaris sejtek, amakrin €s horizontalis sejtek. Az interneuronok kozott a klasszikus
anatomia szerint tovabba kétféle gliasejt talalhato: a mikroglia, valamint az optikus rostok
¢s a ganglionsejtek rétegében elhelyezkedd asztrocitak (Szentdgothai és Réthelyi 2006;
Chang és mtsai 2007). Az utobbi évtizedekben az immunhisztokémiai vizsgalatok szerint
a klasszikus anatomia altal leirt sejttipusok nem egységesek. Tobb mint 60 féle kiilonb6z6
sejttipust irtak le a retinaban (Masland 2012)

Shaw versenyegere esetén a retina kozépso teriiletén egy nagyobb sejtdenzitdsu sav
talalhat6, mely az emberi maculdhoz hasonléan erektdl mentes. Ilyen megkiilonboztetett

tertlilet az egerek és patkanyok esetén nem ismert (Hamoum és mtsai 2017).

1.3. A diabétesz okozta retinakarosodas

Az elmult évtizedek statisztikait tekintve elmondhatd, hogy a diabéteszes retinopatia
kovetkeztében kialakult vaksag az aktiv koruak korében vezetd helyen all (Barber AJ
2003; Flaxman és mtsai 2017).

Kialakuldsa lassu folyamat. Klinikailag harom stadiumra oszthatdo a lefolydsa. A
diabéteszes retinopatiat megelézi a preretinopatia. A preretinopatiat a nonproliferativ,
majd a proliferativ stadium kdveti. A szemfenéki képen mikroaneurizmak, gyapottépéses
gocok, vérzések, puha ¢€s kemény exszudatumok, intraretinalis mikrovaszkularis
abnormalitasok jelennek meg. A non-proliferativ érrendellenességek kovetkeztében
egyes terliletek a keringéstdl elzarodhatnak. A non-proliferativ retinopatia talajan
kialakuld nagy kiterjedésii nem-perfundalt teriileteken érijdonképzddés, azaz proliferativ
retinopatia indulhat (Viswanath és McGavin 2003; Siiveges 2010).

Kialakulésat tekintve kordbban a vaszkularis eredet volt az elterjedt (Cai és mtsai 2002).
A retinopétiat napjainkban a cukorbetegség egy neurovaszkularis komplikacidjanak
tekintik, a neuralis elvaltozdsok megeldzik a vaszkularis eltéréseket (Villaroel 2010;
Sim6 ¢és mtsai 2022). A folyamatra jellemzd, hogy az idegsejtek elhalasaval
parhuzamosan glia aktivacio torténik. A gliasejtek GFAP expresszidja megnd (Simo és

mtsai 2022). Klinikai evidencia szerint a ganglionsejtek szama csokken. Ez a
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ganglionsejtek rétegének és a belso plexiform rétegnek az elvékonyodasat okozza (DeBuc
és mtsai 2013; van Dijk HW és mtsai 2010). Az allatkisérletek eredményei a ganglionsejt-
valtozas tekintetében gyakran egymassal ellentmondasosak, egyes vizsgalatok szerint a
ganglionsejtek szamat a diabétesz mar korai stddiumban is csokkenti (Kern és Barber
2008; Kadtubowska és mtsai 2016), mig mas vizsgalatok alapjan kezdetben a folyamatok

nem befolyasoljak ezen sejtek szamat (Enzsoly és mtsai 2015; Johnson és mtsai 2013).

1.4. Sztereologiai elvek

Az orvos- és bioldgiai tudomanyok fejlodésével egy kicsi teriiletrdl is rovid id6 alatt sok
Uj informéacid, eredmény jon 1étre. A kezdeti leirasok soran gyakran talalkozni nem
egzakt, szamszer(i leirassal. Ezek egymassal statisztikailag, s igy objektiven nem
Osszehasonlithatoak, igy idével megjelent az azonos vizsgalatok eredményeinek az
Osszevetésének igénye. Tovabba gyakran olyan Kis eltérést észlelni a kiilonb6z6
vizsgalati csoportok kozott, mely a fotokon nem feltétlentil latszik, de statisztikailag és
funkcionalisan jelentds. Ennek kovetkeztében sziiletett meg a sztereoldgia tudomanya
(Schmitz ¢és Hof 2005).

Eleinte a sztereologia a haromdimenzios objektumok és az arrol késziilt képekben 1évé
struktarak mennyiségi elemzésének, mintavételezési modszereinek tudomanya volt. Arra
iranyult, hogy milyen modszerekkel vonhatjuk le a legpontosabb kovetkeztetéseket, mely
a haromdimenziods struktarat jellemzik (Schmitz és Hof 2005; Weibel 1981). Napjainkban
a sztereoldgia egy gytijtéfogalom a kiilonb6zd technikak, probak szamdéra, melynek céljai
modellekben hasznalhato modszerek, elvek sziilessenek (Schmitz és Hof, 2005).

A késziilt kép analizise sordn szamos mérést végziink, melynek célja, hogy a vizsgalt
objektum minél pontosabb jellemzését kapjuk és eredményeink torzitdsmentesek
legyenek. Se a mintavételezés, se a vizsgalatot végz6 személy ne okozzon olyan valtozast,
ami a valosagostol eltérd eredményeket adna. Minden kutato célja, hogy eredményeik
pontosak ¢€s torzitdsmentesek legyenek. A pontossag (vagy precizitas), illetve a
torzitdsmentességre torekvés két fontos sztereoldgiai iranyelv. Azt, hogy pontosan mit is
jelent, azt az tigynevezett ,,céltablamodellel” lehet jol szemléltetni. Az alabbi 4. dbrdn
négy céltabla lathato. A céltabla kdzéppontja a mérendo értékek valds atlagat jelenti. A

torzitds azt fejezi ki, hogy a mért értékeink mennyire térnek el ettdl a valos atlagtol.
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Torzitdsmentes esetben az eredmények a kozéppontban helyezkednének el, de ilyen
idealis eset nem létezik. Kis torzitds esetén kozel talalhatoak a kozépponthoz, nagy
torzitas esetén pedig tavol. A precizitas pedig kifejezi, hogy a kapott értékeink mennyire

szornak, azaz a mért atlaghoz képest mennyivel térnek el (Russ és Dehoff 2000).
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4. abra Precizitas és torzitas bemutatdsat szolgalo céltabla modell. Az angolszasz
irodalomban a fenti két jelenséget a ,,precision” és az ,,accuracy”’ fogalmakkal jelolik.
A szotarakban mindketto egyfajta pontossagot jelol. A magyar nyelvben erre nincs kiilon
kifejezés, mely jol arnyalna a kiilonbséget, igy esetiinkben a precision= precizitas, mig
accuracy = torzitasmentesség forditasaként szerepel. Az dbra Russ és Dehoff Practical
Stereology c. konyvének 2. kiadasanak 130. oldalan taldlhato dabrdja alapjan késziilt
(Russ és Dehoff 2000).

Amennyiben a mérések metszeteken torténnek, akkor egy masik fontos fogalom az
ugynevezett ,,idealis metszet”. A bioldgiai mintdk esetén a vizsgalt kép egy adott
vastagsagu metszet projekcidja. Ha a metszet vastagsaga Kisebb, mint barmely vizsgalt
kiterjedésti elem, ugy a metszet ,,idealis metszet”. Abban az esetben viszont, ha a metszet
vastagabb, akkor az analizis ennek figyelembevételével modositasokra szorul (Russ €s

Dehoff 2000; Boyce és mtsai 2010).

20



A metszés soran gyakran tobb szdz metszet késziil egy-egy szervrdl, azonban az dsszes
elemzése altalaban nem oldhatdo meg, vagy pedig tobb dolgot vizsgalva a metszeteket
kiilonb6z6 mdédon hasznaljuk fel céljainknak megfelelden. Ilyenkor a metszetek csak egy
részét hasznaljuk fel. Annak eldontésére, hogy mely metszeteket vizsgaljuk tovabb,
szisztematikus random mintavételezést alkalmazhatunk. A megfelelé becslést ado
vizsgélathoz sziikséges metszetszdm nagyban fligg az adott objektum komplexitasatol,
igy nincs egy egzakt szam, melyet minden kisérlet soran hasznalhatnank. Irodalmi adatok
szerint egy megfeleld becslést add vizsgdlathoz a vizsgélattdl fliggden valtozd szami
metszet analizisére van sziikség. Adott esetben a metszetszam 2% is elegendd lehet, de
van, hogy ennél nagyobb aranyban sziikséges a mintavételezés (Boyce és mtsai 2010;
Altunkaynak 2012). A mintavételt a metszetintervallummal lehet objektiven jellemezni,
illetve az abbdl szamitott mintavételi hanyadossal. Ez az ardnyszdm megmutatja, hogy az
adott objektum hanyad része lett vizsgalva. Példaul, ha 100 metszetiink van és mi minden
tizediket vizsgaljuk, akkor ez a hanyados 10/100=1/10. Ahhoz, hogy az eredményiink ne
torzuljon, a metszeteknek egyenlé tavolsagra kell egymastol lennie. Amellett azonban,
hogy egyenld tavolsagra vannak egymastol, a kivélasztasnak is randomnak kell lennie,
azaz az 1. vizsgalt metszet helyének véletlenszeriinek kell lennie a metszetsor elsé 10
metszete kozott. Ezt a szabalyt szisztematikus random mintavételezésnek hivjuk (Russ és
Dehoff 2000, Boyce és mtsai 2010; Altunkaynak 2012). Szisztematikus random
mintavételezést nem csak a metszetek kivalasztasdnal, hanem az elemzés esetén, példaul
sejtszam meghatarozasanal is hasznaltunk.

Ha kisérleteket nem a fentebb vazolt sztereoldgiai szabalyoknak megfeleléen végzik,
hanem 6sztondsen, megérzések alapjan tervezik meg, akkor az eredmény elfogult lehet.
Masik probléma, hogy ilyen esetben az eredmények interpretalasa is egyoldalt lehet,
vagy esetleg maga a kisérlet alapjaiban hibasan tervezett (Tschanz és mtsai 2014).
Ajanlasok szerint a kutatas tervezési fazisaba célszerli egy sztereologidban jaratos
szakembert bevonni. Angol nyelvteriileten a sztereologus, mint a sztereologiaval
foglalkoz6 tudés egy kiilon egységét képezi a tudomédnyos kutatdsoknak.
Magyarorszdgon ez nem annyira elterjedt még, hiszen azon gradualis képzések, melyek

kifejezetten a kutatasfejlesztéssel foglalkoznak, a 2000-es évek elején indultak.
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1. tablazat Leggyakrabban elkévetett sztereologiai hibak és azok hatdsa. (Tschanz és
mtsai 2014)

Alapprobléma Hatas Megoldas
Nem rogzitették a szerv | Denzitas nem szdmolhatd Utolag nem korrigalhato
kiinduldsi méretét
Kis egyedszamon végzett | Precizitas csokken, torzitott | Egyedszamot célszerli
megfigyelés eredmények sziilethetnek novelni ¢és inkabb tobb

egyedbdl kevesebb mintat
venni, esetleg a készitett

felvételek szamanak
novelése
Uj eljaras alkalmazasa Lehet, hogy a vizsgalni | Kis mintan végzett

kivant struktira nem | eldtanulmany elvégzése
festodik a vart modon

Tualzasba vitt automata | Az automata alkalmazasok | Beallitasok tesztelése
képanalizis alkalmazasa | gyakran nem elfogulatlanok | néhany metszeten
pontatlanok, gyakori
alul/feliilbecsiilés

Mint azt a fenti /. tdbldzat is mutatja a tervezéstdl kezdve barmely munkafolyamatba
cstiszhat hiba, mely az eredményeinket torzitja (Tschanz és mtsai 2014).
Az alabbi részben tekintsiikk at, hogy a szomatoszenzoros rendszer, illetve a retina

leirasanal milyen modszereket szoktak hasznalni, melyek azok eldnyei €és hatranyai.

1.4.1. A mintavételi hely kivalasztasa

A vizsgilt sejttipus gyakorisaga nagyban meghatarozza, hogy az adott teriiletrél mekkora,
illetve mennyi felvételt készitenek. Ha a célsejt/nytlvany sirin helyezkedik el, akkor
haromféle megoldassal talalkozunk. Egyik lehet6ség, hogy kevesebb, de nagyobb
teriiletrél készitenek képeket (Jiao és mtsai 2020). Masik megoldas, hogy tobb kisebb
méretil teriiletet fotodokumentalnak, de arra is lathatunk példat, hogy a teljes vizsgalt
régiot befényképezik (Harman és mtsai 2003; Szabo és mtsai 2017).

Azt nem lehet egyértelmlien megvalaszolni, hogy melyik modszer a jobb, tobb kisebb
teriiletet, egy nagyobb részt, vagy esetleg az egész vizsgalni kivant szovetet célszerii-e
digitalizélni, s analizalni. A mikroszkopos képek készitésekor torténd mintavételezésre
példa Harman és mtsai (2003) vizsgalata, akik az életkorral torténé ganglionszam

valtozast vizsgaltak a retina stratum ganglionaréjaban. Ehhez a retina teriiletét 1000x-es
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nagyitds mellett, egymastdl 1 milliméterre fekvé 100x100 pm-es négyzetekben
fényképeztek le. A ganglionsejtek szamat a mintavételi négyzetekben megszamoltak, s
azok eredményeit extrapolaltak a teljes teriiletre. A festés soran nem hasznaltak
kiilonboz6é antitesteket, hanem krezilibolya festést végeztek, mely idovel nem
halvanyodik. Mivel csak egyféle festést hasznaltak, illetve a feldolgozas sordn nem volt
Iényeges szovetvesztés, igy esetiikben a szisztematikus, random mintavételezés mar
digitalizalas soran megvaldsithaté volt (Harman és mtsai 2003). Immunfluoreszcens
képeken a felvétel készitésekor végezni ilyen mintavételezést nem célszerli, mivel a
fluoreszcencia csokkenése miatt késobb nem lehet megismételni a fényképezést. Ezért
immunfluoreszcens festékek alkalmazasakor nem is elterjedt ez a mintavételezési mod.
llyenkor altalaban a vizsgalni kivant teriilet teljes/nagy részének fotdédokumentalasa
megtorténik, s csak egy részét elemzik. Azonban, ha a feldolgozds és mar a festés
kivalasztasa is sztereologiai elvek mentén torténik, akkor néhany metszet is elegendd
lehet, hogy torzitasmentes megfigyeléseket vonjunk le (Schmitz és Hof 2005).

A fotodokumentacidé soran is hasznalhatoak fél vagy teljesen automata programok,
amelyek sztereologiai probak alapjan végzik a feldolgozast. llyen példaul CAST
(Visiopharm, Hersholm, Denmark), Stereolnvestigator (MicroBrightField, Williston,
VT, USA). Ezek amellett, hogy id6t takaritanak meg a feldolgozas soran, csokkentik a
feldolgoz6 személy altali szubjektivitasbol adodo hibdkat. Ha nem rendelkeziink az el6bb
emlitett rendszerek egyikével sem, akkor egy haromtengely(i, motorizalt targyasztallal
Osszekotott konfokalis mikroszkdp is alkalmas térbeli informaciok rogzitésére, s az igy

rogzitett adatok utdlag is kinyerhet6ek (Glaser és Glaser 2000).

1.4.2. Mintavételi modok, adatok extrapolalasa

Amikor sejtszamvaltozasra vagyunk kivancsiak, akkor az egész szovet elemzése a
méretek, illetve az esetleges nagy sejtszam miatt nem mindig megoldhatd. Ilyenkor is
valamilyen mintavételre van sziikség. A retina esetében gyakori, hogy mintavételi
négyzeteken belill hatdrozzak meg a sejtszdmot, s azt terjesztik ki a kdérnyezd, nem
vizsgalt teriiletekre. Ilyenkor denzitasértékeket szamolnak, azaz meghatarozzak, hogy
adott térfogaton beliill mennyi vizsgalati objektum helyezkedik el. A mintavételi
négyzetek szama nagy kiilonbségeket mutat. Esetek egy részében az igy elhelyezett
négyzetek teriilete lefedi a teljes tertilet 6-7%-at (Mass és mtsai 2012), de van hogy 1%
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koriili (Harman és mtsai 1999). A mintavételi pontokbdl torténd extrapolacio is eltéro,
mely tovabb neheziti az adatok dsszevetését. Lehetséges adott szamu négyzetet atlagolni,
s a négyzetek kozotti teriiletet annak az eredményével feltolteni (Mass és mtsai 2012),
vagy az egy-egy négyzet kozotti terliletre szamos programmal lehetséges extrapolalni az
eredményt (Hammoum ¢és mtsai 2017). Az extrapolalast kovetéen elkésziilt
retinatérképek az ugynevezett izodenzitas térképek, ahol a kép azonos denzitasértékeket
jelzo pixeleit hasonldan szinezziik, vagy pedig szintvonalszeri vonalakkal kotjiik 6ssze.
Ha azonos kora, méreti szoveteket dolgozunk fel, akkor a denzitdseltérés jol hasznalhato
a kiilonbségek leirasara. Ha azonban a korral a szovet mérete valtozik, akkor a denzités
mar félrevezetd lehet, példaul, ha az Osszsejtszam nem valtozik, de a szdvet mérete
valamely okndl fogva nd. Erre példa, hogy az iddskori latdsromlds okaként a
ganglionsejtszam csokkenését tartottdk feleldsnek, ugyanis idds korban a sejtdenzités
csokken. Ha az 0sszsejtszamot nézziik, akkor azonban patkdnyokban nem mutattak ki
id6s korban érdemi sejtszamcsokkenést, a retina novekedése miatt a denzitds azonban
valoban csokkent (Harman és mtsai 2003).

Szomatoszenzoros rendszeren beliil a gatlo sejtek szamolasa az alacsonyabb sejtszam és
sliriség miatt nagyobb teriileten, akar egész metszeteken (metszeten beliili mintavétel
nélkiil) megvalosithatd. Ezt kovetden pedig a metszet denzitasat extrapolaljdk az egész
kéregteriiletre/sejtrétegre (Pronneke és mtsai 2015).

Tekintve, hogy a denzitas egy darabszam/térfogat aranyban megadott jellemzd, igy a
térfogatra hat valtozasok véltoztathatjak a szamolt denzitast. Ismert, hogy a kiilonb6zd
fixalasi és beagyazasi modok eltéré mértékii zsugorodast okozhatnak (Dorph-Petersen és
mtsai 2001). Ha denzitast néziink, akkor azt az értéket csak azonos feldolgozassal végzett
eredménnyel vethetjliik 6ssze. Amennyiben az abszolut sejtszdmat hatarozzuk meg az
anatomiai teriiletnek, ugy arra a metszet zsugorodasa nem hat ki (Schmitz és Hof 2005).
A feldolgozas soran cél, hogy a vizsgélni kivant teriilet lathatévd valjon. Vastag
metszetek esetén a festék penetracidja, vagy a metszés soran a szélek menti sériilés

okozhat informacidvesztést (West és Slomianka 1998).

1.4.3. A sejtszamitashoz és rekonstrukcidhoz hasznalt programok

A metszetekrdl készitett felvételek feldolgozasara, tovabbi analizisére szamtalan program

érheté el. Ezek egy része ingyenes, nyilvanos forraskodu. Elényik a
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programcsomagokban vasarolhato tarsaikkal szemben, hogy egyedi problémakra,
specifikus helyzetekre a programnyelv és programozasi alapok ismerete mellett jobban
adaptalhato.

Munkank soran kétféle program segitségével dolgoztuk fel a mikroszképos képeket.
Egyrészt az ImageJ mikroszkopos képfeldolgozasra alkalmas bdévitményekkel ellatott
verzidjaval, a FlJI-vel dolgoztunk. Ez egy JAVA alapt program, melyben elére megirt
beépiild modulok mellett lehetéség van sajat programot irni, mely gyorsithatja azokat a
munkafolyamatokat, melyeket sok képen kell elvégezni, ugyanazon algoritmus szerint
(Schindelin és mtsai 2012). Emellett elénye, hogy jol kapcsolhaté mas programokhoz. A
programmal a képfeldolgozas és analizis kiillonb6z6 feladatai elvégezhetdek, mint példaul
tobb felvételbdl allo metszetek manualisan vagy automatikusan illeszthet6ek egy képpé,
de szegmentalasi feladatok (példaul zajszlirés, hatarok meghatarozasa), valamint
struktirak rekonstrukciojara is alkalmas.

A  masik program egy kereskedelmi forgalomban elérhetd, kifejezetten
idegsejtrekonstrukciora gyartott szoftver, a Neurolucida. Ennek el6nye, hogy nagyon
konnyen kezelhet6, mindenfajta programnyelv ismerete nélkiil is. Hatranya, hogy csak
nagyon korldtozott az elvégezhetd miveletek szdma. Ilyen példaul a

neuronrekonstrukcid, vagy a sejtek jelolése.
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2. Célkitlizés

Munkam soran arra kerestem a valaszt, hogy a kiilonb6z6 biologiai vizsgalatok esetén a

sztereologiai modszereket milyen modon alkalmazhatjuk.

1. Hogyan csokkentsiik a kiértékelés szubjektivitasat €s kiilonb6z0 biologiai
mintakon mely elvek hasznalhat6ak?

2. Az eredmények vizualizalasa hogyan lehet a legvalosaghiibb, a miitermékek
milyen mddon tavolithatéak el?

3. Hogyan korrigalhatoak a mintavételi zsugorodas okozta deformitasokbdl adodo
hibak?

4. Az adott modszer univerzalisnak tekinthet6-e?

A modszerek kidolgozasanak tanulsagait felhasznaltuk az egér szomatoszenzoros
kérgében talalhatd interneuronok térbeli eloszlasanak vizsgalatira. Mig a retindkon
végzett munkdm a képanalizis és a képeken torténd sejtszamitas metodikai részére
korlatozddott. A kérdések, melyre a valaszt kerestem, hogy milyen mddon lehet a
meglévo forrasainkkal rétegek vastagsagat meghatarozni, illetve hogyan becsiilhetjiik
meg a sejtszdmot €s annak valtozasat? A szomatoszenzoros rendszerben végzett
kutatasaimban részben a korabbi modszertani elveket hasznaltam, részben pedig azt a
problémat probaltuk megoldani, hogy a kiillonb6zd iranyu metszések egymassal hogyan

valhatnak 6sszehasonlithatova?

A retinan kialakitott modszereket alkalmazva a barrelkortexben az aldbbi kérdésekre

kerestiink valaszt.

1. Van-—e kiilonbség a barrel asszocialt oszlop €s az Oket elvalasztd szeptum kozott
a gatlo interneuronok tekintetében?
2. Ha van eloszlasbeli kiilonbség, akkor az milyen funkcidbeli kdvetkezményekre

utalhat az irodalmi adatok alapjan?
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3. Modszerek
3.1. A ZDF patkany, valamint Shaw-versenyegerének retinajan végzett vizsgalatok

A ZDF patkanyok, valamint Shaw-versenyegerén végzett vizsgalatok soran az allatok
feldolgozasaban és az adatgyiijtésben nem vettem részt. Munkam itt a mintavételezés és
kiértékelés, illetve a készitett képek Osszehasonlithatosdganak metodikajanak
kidolgozasaban valo részvételre korlatozdodott.

Ezért az Aallatok feldolgozasanak részletes leirasara, illetve a festési eljarasok
bemutatdsara a dolgozatban nem térek ki. Ennek részletei a kovetkezd cikkekben
taldlhatdak: Hammoum ¢és mtsai 2017; illetve Hajdi és mtsai 2019. A kdvetkezd
fejezetben ezen munkafolyamatok ismertetése csak annyiban torténik, mely a modszertan
megértéshez feltétlentil sziikséges.

A retina ganglion sejtjeinek vizsgalata ZDF patkanyokon és Shaw-versenyegerén tortént.
Minden retinan végzett beavatkozas az ,,Assosiation for Research in Vision and
Ophtalmology (ARVO)” iranyelveinek megfeleléen, ZDF patkanyok esetén a
Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiganak és a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatosaganak
engedélyével (engedélyszam: 22.1/1162/3/2010), mig Shaw-versenyegerén végzett
kisérletek a Tunéziai Mezdgazdasagi Minisztérium engedélyével tortént (engedélyszam
2012-2016/2214-1693).

vizsgalati csoportot, mig kontrollként a heterozigota genotipusu himek (n=8) szerepeltek.
A megfigyeléseket 6 hetes kortol a 32. hétig végeztiik.

Shaw-versenyegere esetén a koOrnyezeti hatasok, diabéteszes komplikaciok
tanulmanyozasat 3. és 7. honapos kor kozott végeztiik, csoportonként 10 allattal. Ennek
megfelelden az allatokat 4 csoportba osztottuk: 2 csoport magas zsirtartalmu diétat kapott,
a masik 2 csoport egyedei atlagos laboratoriumi koriilmények kozott éltek.

A feldolgozas soran Shaw-versenyegere ¢és a ZDF patkanyok esetében is ,,whole mount”
retinakészitmények és radialis metszetek késziiltek. A whole mount technika mintegy 40
¢éve kifejlesztett eljaras, melynek soran a retinat egészben tavolitjak el, majd radialisan

végzett széli bemetszéseket kovetden lapitanak. A széli bemetszések esetenként
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szabalytalanul tovabb szakadnak. A retinabol ilyenkor nem csindlnak metszeteket, hanem

egészben vizsgaljak.

3.1.1. Immunhisztokémia

A ZDF patkanyok ¢és Shaw-versenyegere feldolgozdsa soran 19 kiillonbozd festést
hasznalt a munkacsoport, részletekért lasd Hammoum ¢és mtsai 2017, valamint Hajdu és

mtsai 2019 cikkeit.

3.1.2. Fotodokumentacio

A metszetek fényképezése Zeiss Axio Imager mikroszkophoz (Carl Zeiss Meditec AG,
Oberkochen, Germany) kapcsolt Zeiss LSM 780-as konfokalis mikroszkoppal, valamint
a ZEN 2012-es programmal (Carl Zeiss Meditec AG) tortént.

A patkanybol késziilt metszeteken a ganglionsejt festés és a sejtek apoptozisat jelold
TUNEL festés kvantifikalasa 40x-es, mig a stratum plexiforme internum vastagsagat és
rétegz0dését 63x-0S nagyitassal vizsgaltuk. Shaw-versenyegerei esetén 40x-eS

objektivvel készitettiik a felvételeket.

3.1.3. Retina vastagsag meghatarozasa Shaw-versenyegere és ZDF patkanyok esetén

A ZDF patkanyok esetén a stratum plexiforme internum vastagsaga a nervus opticustol
felfelé és lefelé 250-500 pum-es tavolsagban lett meghatarozva, hatara DAPI (4',6-
diamidino-2-fenil-indol) festés alapjan manudlisan rogzitett. Osszesen 4-4 kontroll és
cukorbeteg allatot hasznalva mind a négy retinakvadransban, 16 célteriileten (angolul
region of interest, tovabbiakban ROI) hataroztuk meg a vastagsagat és ezeket
hasonlitottuk 0ssze egymassal.

Shaw-versenyegere esetén a membrana limitans externa és membrana limitans interna
kozotti tavolsagot 6 kiilonbozd helyen hataroztuk meg korabban leirt metodus szerint
(Enzsoly mtsai 2014) 250 um, 500 um; és 4000 um tavolsagra a nervus opticustol a felsé
¢és also polusnak megfelelden, csoportonként négy allat esetében, retinanként minimum
négy vimentin ellenanyaggal festett metszeten. A metodika megegyezett a patkanyok

tanulmanyozasa sordn hasznalt modszerrel.
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3.1.4. Izodenzitas térképek

Shaw-versenyegere esetén a retinakrol a felvételeket a mikroszkop (Carl Zeiss) 10x-es
objektivével, a Zen 2012 szoftverrel készitettiik. A felvétel sordn 5%-os atfedést
engedélyezve, online stitching funkciot hasznaltunk. Ezt kovetéen Neurolucida (MBF
Bioscience, Colchester, VT, USA) programban a retina konturjat, a nervus opticus
szisztematikus random elrendezésben. A mintavevé négyzetek nem képezték a
Neurolucida program részét, ezért azokat nekiink kellett megszerkeszteni, ezzel
kiegészitve a szoftver funkcidit. A szoftver lehetévé teszi korvonalak kézi rajzolésat, de
semmiféle tdmogatast nem tartalmaz szabalyos sikidomok, pl négyzetek rajzolasahoz,
sem az oldalhossz, sem a szomszédos objektumok pontos tavolsaganak
meghatarozasdhoz, pedig ez alapvetd fontossagli lenne az altalunk legtobbet hasznalt
szisztematikus random mintavételezéshez. A munkafajlokat .asc formatumban is el lehet
menteni és igy, szemben a nativ formatumu .dat fajlokkal kdnnyen olvashatéak és
szerkeszthetéek. Az .asc fajlok tartalma szdvegszerkesztével is modosithatd. A
mintavevo négyzeteket Microsoft Word VBA (Visual Basic for Application) szkriptként
irtam meg. Mivel egy metszeten nagy szamu mintavevo négyzetet kellett elhelyezni, ezért
ezeknek a koordinatdit nem kézi modszerekkel hataroztuk meg. Legtobbszor
szisztematikus random mintavételezést hasznaltunk, vagyis a mintavétel egy négyzetracs

pontjai szerint tortént. (5. dbra).
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Sub mintavevo_negyzet()
' a metszeten beliil annak a tartoménynak a megadasa, ahova négyzeteket akarunk rakni
xmin =-1014
Xmax =0
ymin = 6297
ymax = 7300
'Iépéskdz megadasa, ilyen messze lesznek egymastol a mintavevd négyzetek mikrométerben
Ik = 500
' ciklusvaltozok kivalasztasa, vagyis hany kort tesz meg vertikalisan (hly) és horizontalisan (hlx)
hlx = (xmax - xmin) / Ik
hly = (ymax - ymin) / Ik
'mintavev négyzet mérete mikrométerben
mn =15
'kezd6 sorszam, mivel a munkaféjl mar eleve tartalmaz objektumokat, ez lesz az elsé mintavevd négyzet szama.
Ezt minden fajlhoz kiilon ellendrizni kell
obj =3
'horizontalis ciklus
For xi =0 To hix
*vertikalis ciklus
Foryi=0To hly
“koordinatak kiszamitasa
X = xmin + xi * Ik
y =ymin +yi * |k
’a mintavevO négyzetet kodolo parancssorok létrehozasa
Selection. TypeText Text:="(" & Chr(34) & "Sampling Sq" & Chr(34) & Chr(13)
Selection.TypeText Text:=" (Color Cyan)" & Chr(13)
Selection. TypeText Text:=" (Closed)" & Chr(13)
Selection. TypeText Text:=" (GUID " & Chr(34) & Chr(34) & ")" & Chr(13)
Selection. TypeText Text:=" (MBFObjectType 5)" & Chr(13)
Selection. TypeText Text:=" (FillDensity 0)" & Chr(13)
Selection. TypeText Text:=" (Resolution 1.493377)" & Chr(13)
'koordinatak
Selection.TypeText Text:=" ("&x&" "&y&" 0.00 0.04) ; "&obj&", 1" & Chr(13)
Selection.TypeText Text:=" ("&x+mn&" "&y &" 0.00 0.04) ; "&obj&", 1" & Chr(13)
Selection. TypeText Text:=" ("&x+mn&" "&y+mn&" 0.00 0.04) ; "&obj&", 1" & Chr(13)
Selection. TypeText Text:=" (" & X &" "&y+mn&" 0.00 0.04) ; "&obj&", 1" & Chr(13)
Selection.TypeText Text:=") ; End of contour" & Chr(13)
obj =obj+1
Next yi
Next xi
End Sub

5. abra Mintavevé négyzet létrehozasa Microsoft Word VBA szkriptben. A szkript
dtirataban ugyanazokat a szinkiemeléseket haszndalom, amiket a szerkesztoprogram
felajanl. Ez a kiemelés megkonnyiti a SZKript értelmezését a zolden kiemelt magyardzatok
segitségével. A kezdopont koordinatdit nem a metszet valamilyen strukturaja alapjan
jeloltiik ki, hanem a vizsgalando teriilet egyik sarkanak koordinatdaja kozelében fekvo,
véletlenszeriien kivalasztott x és y koordinatak alapjan. Ezért nem egész szamok az xmin
és az ymin. Mint az a szkriptben is lathato, meghatdroztuk a teriiletet, ahova a négyzeteket
elhelyeztiik. Megadtuk tovabba a négyzet méretét. A ,, horizontalis” és ,, vertikalis”

ciklusszam pedig a sorok és oszlopok szamat hatarozza meg. Sajat abra.
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Az 5. dbran lathato szkript altal 1étrehozott, jelolonégyzetek rajzolasat lehetévé tevo
koédot bemasoltam a Neurolucida altal hasznalt .asc fajlba. Egy mintavevé négyzet kddja

a 6. abran lathato.

("Sampling Sg"
(Color Cyan)
(Closed)
(GUID ™)
(MBFObjectType 5)
(FillDensity 0)
(Resolution 1.493377)
(-1000 6300 0.00 0.04) ; 3,1
(-985 6300 0.00 0.04) ; 3,1
(-985 6315 0.00 0.04) ; 3,1
(-1000 6315 0.00 0.04) ; 3,1
) ; End of contour
6. abra Mintavevd négyzet kodrészlete egy dltalunk irt Szkriptbél. Ez egy a Neurolucida
.asc fajljaba illesztheto kodrészlet, ami egy mintavevo négyzetet generdl. Ez az egyszerii
kodnyelv nem teszi lehetové megjegyzések beszurasat, csak parancssorokat tartalmaz,
viszont lényeges eleme a sorbehiizas mértéke, ami parancssorok hierarchidjat tiikrozi. A
szkriptrésziet mutatja, hogyan definialhato a négyzet szine (a példaban cian), valamint a

négyzet négy sarkanak x-y-z korrdindtai alapjan a négyzet helye. Sajat dabra.

A 6. dbran lathat kodblokkbol annyit hoz 1étre az 5. dbrdn lathatd szkript, ahany a kivant
tertilet lefedésére elegendd.

Az adott készitmény koré rajzolhatd téglalap teriiletére helyeztiik el a mintavevd
négyzeteket, de értelemszerlien csak azokat hasznéltuk, amik a készitmény korvonaldn
beliilre estek. Igy metszetenként atlagban 293 + 38 mintavételi teriilet keriilt
felhasznalasra. Ebben az esetben 1étrehoztunk egy négyzetekbdl allo halot és azt
helyeztiik a Neuroloucida programban a mikroszkdpos képek f61¢, majd rekonstruéltuk a
korvonalat, és a négyzetekben manualisan jeloltiik a sejtek helyét. igy a 7. A dbrdn lathat6

rekonstrukcio jott 1étre. Az abran az atlathatosag végett a sejtek helye nem lett jeldlve.
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7. abra A mintavételezés és izodenzitas térképek készitésének fazisai.

A: Shaw-versenyegerének retindjanak kérvonala (piros) és az arra helyezett négyzethalo
(fekete) sematikus képe. Az dabra egy retinametszet eredeti rekonstrukcidja alapjian
késziilt. A négyzetekben a sejteket az atlathatosag végett nem jeloltiik. A sejtek jelolése a
mintakon a négyzeteken beliil tortént.

B: Random elhelyezett mintavevé négyzetek (tiirkizkék) a ZDF patkdny whole mount
retinakészitményén. A sejtek helyét az atlathatosag végett nem jeloltiik. A sejtjelolés a
négyzeteken beliil tortént.

C: ZDF patkany retinajanak izodenzitads térkép szamitasanak koztes fazisa. A mintavevé
négyzetekben szamitott sejtdenzitds értékeket ugy interpolaltuk, hogy az egymdshoz
hasonlo értékeket szintvonalszeriien hamisszines gorbék kotik ossze.

Méretvonalak: 1000 um. Sajat abra.

Munkank soran nem csak a szisztematikus random mintavételezést teszteltiik, hanem az
egyszerll random mintavételezést is. Ebben az esetben a mintavevd négyzetek
koordinatait nem szabdlyos négyzethald mentén jeloltiik ki, hanem véletlenszam
generator segitségével (8. dbra). A szkript minimalis modositasaval elérheté a kivant

eredmény, az igy késziilt mintavételi elrendezés a 7. B abran 1athato.
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'hany darab négyzetet kell lerakni?
db =100
'mintavevo négyzet mérete
mn =15
'kezdd sorszdma
obj=3
‘ciklus
For xi =0 To db

'véletlenszamok a koordinataknak

x = Int((xmax - xmin + 1) * Rnd + xmin)

y = Int((ymax - ymin + 1) * Rnd + ymin)

8. abra Véletlenszeriien elhelyezett négyzetek Microsoft Word VBA-ban. Kodrészlet,
amivel mintavevo négyzeteket véletlenszeriien lehet elhelyezni a kivant teriileten. A
mintavevo négyzetek helyét a véletlenszam generator jeloli ki. A scriptben emellett a

darabszamot és a mintavevé négyzet méretét definialtuk. Sajat abra.

A nervus opticus kozepét mindkét esetben kézzel rajzoltuk be. Ezt kovetden a jel6lo-
négyzetekben manualisan megszamoltuk a sejteket, majd kiszamitottuk a sejtdenzitas
értékeket, melyeket a jelolénégyzet bal felsé sarkanak x-y koordinatajahoz
hozzarendeltik. A ZDF patkany esetén 200x200 pm-es mintavevld négyzeteket
helyeztiink el, 5sszesen 80 + 14 db-ot, 51-58 mm? méretii retinakon. Igy 6sszesen a retina
6-7 %-at vizsgaltuk.

Ezt kovetéen a korvonal, a nervus opticus kozéppontja, illetve a sejtdenzitasok a
helyzetiikkel egyiitt a MATLAB programba (verziészam R2013a MathWorks Inc.,
Natick, MA, USA) importaltuk. A MATLAB ,,cubic interpolation” modszer segitségével
a ,.griddata” funkciot hasznalva a kép Osszes pixelére interpolaltuk a denzitasértékeket
(7. C dbra).

Ezt kovetden a képeket sziirkedrnyalatossa alakitottuk, ezaltal olyan térkép jott 1étre, ahol
a sziirke arnyalat (0-255) megfelelt a ganglionsejt denzitasnak 1/mm? -ben kifejezve.
Ezeket a képeket izodenzitas térképeknek hivjuk, mivel egy adott vilagossagérték egy
adott sejtdenzitasértéket jelol.

Shaw-versenyegere esetén a képeket tovabb nem transzformaltuk. Az igy létrejott

izodenzitas képeket hasonlitottuk Gssze. A minimum ¢és maximum denzitds, atlagos
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denzitas, és retinanként az 50 legmagasabb denzitasi mintavételi négyzetbdl szamolt
atlagok keriiltek 0sszehasonlitasra.

ZDF patkanyok esetén tovabb traszformaltuk a képeket. Erre azért volt sziikség, mivel a
kiteritett retina feldolgozasa soran 4 helyen lett bevagva és a retina félgomb alakja miatt
nem terithetd ki sériilés nélkiil egy sikba. A vagas optimalis esetben minden minta esetén
azonos helyen kellene torténjen, de ez a minta mérete és fizikai paraméterei miatt
technikailag nehezen megvalosithatd. Emellett a vagott szélek mentén a mintak sériilnek,
deformalodnak. Létrehoztunk egy olyan modszert, mely mellett az 6sszeillesztés mentén
keletkezd iires teriileteket eltavolitjuk a mintdbol, de az adott pontok megtartjak
egymashoz viszonyitott helyzetiiket (9. A-D abra).

A képpontok helyzetének meghatarozasahoz két viszonyitasi pontot hasznaltunk: a felsé
polust és a latdidegfot. A latdidegfotdl mért tavolsag és a felsd polushoz tartozd szog
minden pixel helyét meghatarozta. Egyrészt feltételeztiik, hogy a lapitas nem befolyasolja
az egyes képpontok helyét a kozépponthoz viszonyitva. Masrészt, ha azokat a pixeleket
nézziik, amik azonos koron helyezkednek el (aminek a kézéppontja a l1atdideg kilépése,
9. A abra) és egy vagas valasztja el 6ket egymastol, akkor azok a pixelek szomszédoknak
tekinthetéek. Ezért az azonos kordn elhelyezkedd pixeleket egyszerlien sorba lehet
allitani egy egyenes mentén, a vagasokra eso pixeleket pedig kihagyni.

Ezt kovetéen a pixeleket egy olyan koordinatarendszerbe transzformaltuk, ahol a
kozépponttol vald tavolsag az y tengelyen, a felsd polustol mért szoget pedig az X
tengelyen abrazoltuk. Fontos megjegyezni, hogy az igy késziilt térképen az eredeti kép
Osszes pixele szerepel, az egymashoz viszonyitott topologiai helyzetiik nem valtozik,
vagyis a létrejott képen 1évé szomszéd pixelek az eredeti képen is a vagas el6tt egymas
mellett 1évd pontok (1d. az eredetileg megszakitott korkoros, transzformalva folyamatos
horizontalis zold vonalak a 9. C abran). A pixeleken atalakitast nem végeziink, vagyis az
eredeti vilagossagértékek (9. B éabra) keriiltek abrazolasra a transzformalt térképen
(9. D ébra).

Az igy létrejott képek egymassal konnyen dsszehasonlithatova valtak. A nervus opticust
hasznalva illesztési pontként, a FIJI programban egymas folé helyezhetdvé valtak a
képek, létrehozva igy egy tobbrétegii képet. Az izodenzitas térképek minimum intenzitds
projekcidja (amely minden kép azonos helyen levd pixelei koziil a legsotétebbet valasztja

ki az egymasra vetitett képek koziil, igy hozva létre egy uj képet) kirajzolta az atfedd
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teriileteket (10. dbra lila kdrvonal), mig a maximum infenzitds projekcioja (hasonld, mint
a minimum intenzitas projekcio, de itt koordinatanként a legvilagosabb pixelt veszi)
megadta azt a térképet (10. dbra rozsaszin korvonal), mely idealis esetben lenne (tehat,
ha nem vesztenénk anyagot a feldolgozas soran). A két térkép kozotti kiilonbség megadja,
hogy a feldolgozas soran mekkora retinaszovet veszett karba. Ezt kdvetden az atfedd
régiokra és a teljes retinara meghataroztuk az retina ganglion sejtjeinek (retinal ganglion
cell - RGC) atlagos denzitasat.

A kontroll retindk atfedd régioibol egy dtlagos intenzitas projekcio késziilt, melynek
denzitasa az ,atlag kontroll denzitast” adta. Az egyes retindk denzitasértékeit kivonva
(mind a kontroll, mind a cukorbeteg csoportban) az ,,atlag kontroll denzitas” értékekbdl,

lathato6 a csoportok szorasa.
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9. abra Transzformalt izodenzitds térkép létrehozasanak lépései.

A: whole mount retina kiteritett sematikus képe. A négy kvadrans eltérd szinekkel jelolve.
A dorsalis irdnyt narancssarga vonallal jeléltiik. Az orientdciohoz a lila és kék egyenesek
radidlis iranyu segédvonalak, illetve a z6ld koncentrikus kérok szolgalnak. Minden pixel
tavolsagat meghatdroztuk a latoidegf6tdl, illetve kiszamoltuk az orientdcios vonallal
bezart szogiiket. Ezt kévetéen minden pixelt ujrapoziciondltunk (a szoget az x tengelyre,
a tavolsagot az y tengelyre vetitve). A retinat virtudlisan a narancssdarga vonal mentén
nyitottuk szét. A fekete nyilak a lila és kék segédvonalakat emelik ki. B: konvencionalis
retina whole mount rekonstrukcio, ahol a kélonbozé szinek eltérd denzitasértékeket
reprezentalnak. A fekete pont a nervus opticust jeloli. C: az "A” dbra ismertetett
transzformdcioja réven létrejott transzformalt kép. Az eredetileg zold koncentrikus kérok
z6ld horizontalis vonalakként, a lila és kék radialis segédvonalakat a fekete nyilak jelzik,
mint lathato nem érik el az alapvonalat, s ezek mentén a szakadas két széle egymdas mellé
keriilt. D: a ,,B” dbran bemutatott idealis retina transzformdacio utani képe.

S: superior; I: inferior; N: nasal; T: temporal. Sajat abra.
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10. abra ZDF patkany retindjanak izodenzitas térkepe. A 7.C. abran bemutatott whole
mount retina transzformaldasaval és a szakadasok elimindlasaval késziilt kép. A lila
korvonal az ugynevezett ,, minimum intenzitas projekcio ”, ami azt a teriiletet mutaja meg,
amit az osszes vizsgalt retina tartalmaz. A rozsaszin kérvonal a ,,maximum intenzitds
projekcio”, ami a nem dtfedd retinarészeket tartalmazza. \tt az dsszehasonlitas
eredménye korlatozottan haszndlhato. S: szuperior; I inferior; N: nazdlis; T: temporadlis.

Sajat abra.

3.1.5. Statisztikai analizis

Minden eredményt atlag + SD értékben, a denzitast 1/mm?-ben fejeztiik ki. A normal
eloszlas vizsgalata Shapiro-Wilk modszerrel tortént. Az eredményeket kétszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) hasonlitottuk 0ssze. Szignifikanciahatarként p<0,05-t

hasznaltunk.

3.2. GABAerg neuronok eloszlasanak vizsgalata soran hasznalt anyag és modszer

A szomatoszenzoros rendszer vizsgalata soran 3 kiilonbozd, genetikailag moddositott
egértipust hasznaltunk: keresztezett PVcre/tdTomato (B6;129P2-Pvalbtml(cre)Arbr/J
keresztezve B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J egerekkel) (n=6; him)
(Oliva mtsai 2000). Ezekben az egerekben a PV sejtekben pirosan fluoreszkalo fehérje,
tdTomato expresszalodik, mig az SST sejtek egy csoportjaban z6lden fluoreszkaldé GFP
termelddik. Emellett SSTcre/tdTomato egereket (Ssttm2.1 (cre)Zjh/J keresztezve B6.Cg-
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Gt (Rosa)26Sortm9(CAG-tdTomato) Hze/J) (n=7; him) hasznaltunk az 6sszes SST sejt
vizsgélatara.

VIP tartalmi GABAerg sejtek tanulmanyozasa VIPcre/tdTomato (VIPtml(cre)Zjh
keresztezve B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/j) egereken (n=6; him)
tortént. Az allatok a feldolgozas idején 6-8 hetesek voltak. Az allatok feldolgozasa a
Bazeli Egyezménynek megfeleléen, az Aallatkisérleteket szabalyozd németorszagi
torvényeket betartva a LAVES (Niedersédchsisches Landesamt flir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit) engedélyével tortént. A munkat németorszagi tanulmanyut soran
végeztem, igy az allatok feldolgozasa és tartdsa nem a magyar, hanem a Németorszagban

eloirt szabalyoknak megfelelden tortént.

3.2.1. Szovetek feldolgozasa és immunhisztokémia

Az allatokat ketaminnal talaltattuk, majd a vért 0,9%-0s NaCl oldattal kimostuk. A
kimosast 4%-0s parafolmaldehidet tartalmazo, 0,1 M-os foszfat puffer oldattal (pH = 7,4)
torténd fixalas kovette. Ezutan az agyat eltavolitottuk, két agyféltekére szétvalasztottuk.
A bal agyféltekét Welker modszere szerint lapitottuk (Welker és Woolsey, 1974) és két
oran at lapitva fixaltuk. A jobb féltekék utofixalasa valtozatlan formaban tortént, szintén
két oran at. Mindkét féltekét 50 um-es nominalis vastagsagura metszettiik egy VT1200S
tipust mikrotommal (Leica, Nussloch, Németorszag). A bal agyféltekékbol
tangencialisan, a jobb féltekékbdl koronalis sikban készitettiik a metszeteket.

A koronalis metszeteket a feldolgozds soran 10 csoportba raktuk. Rekonstrukcidra

azonban csak egy csoportot hasznaltunk, igy az 6ssztérfogat 10%-at elemeztiik (11. dbra).
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11. dbra Frontdlis metszés soran alkalmazott mintavétel. A sorozatmetszet 1. metszete
keriil az 1. csoportba, majd 10.-ig minden metszet mdsik taroloba keriilt. A 11. metszet az
1. metszethez, a 12. metszet a 2. metszethez és ezt a rendszert addig folytatjuk, mig a
vizsgalt térfogatot le nem metszettiik. A metszési koordinatikat az Allen Brain Atlasz
alapjan hataroztuk meg (Allen Institute for Brain Science 2011; mouse.brain-map.org).
A gyiijtés kezdetét ugy hataroztuk meg, hogy az elso metszetek a vizsgalni kivant
tartomany eldtti régiobol szarmaznak, s az utolsé metszetek pedig a célteriilet mogotti

régio eleje legyen. Sajat dbra.

A PV+ allatok metszetei TRIS pufferben 0,3% Triton X-100-at tartalmaz6 /TBST; 0,1 M,
pH = 7,4/, 1:2500 higitast nytl anti-GFP (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) 2
napig, majd 2 oran at TBST-ben 1:500-as higitasti Alexa488-al kapcsolt anti-nyul IgG
(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) oldatban inkubaltuk.

A PV+ sejtek elegendé mennyiségben expresszaltak tdTomatot, igy tovabbi jelerdsitésre
nem volt sziikség.

Az SSTcre/tdTomatot expresszalo, valamint a VIPcre/tdTomatot termelé allatok

metszetei egyarant TBST oldatban 1:10000 koncentracioban higitott tengerimalac anti-
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vezikularis glutamat transzporter 2 (vGlut2; Millipore, Németorszag) oldatban lett
inkubalva 2 napig, majd 2 o6ran at TBST-ben 1:500-as higitasi Alexa488-al kapcsolt
tengerimalac elleni IgG oldatban inkubaltuk a barrelek identifikalasa.

A sejtmagokat 1:1000 higitasu DAPI-val (Thermo Fisher, Németorszag) festettiik meg.
A metszeteket ezt kovetéen AquaPolymount (Polysciences, Németorszag)
lefed6anyaggal fedtiik le. A 98/79/EG guidline-nak megfeleld, szoda-mész- iiveg alapt,

76X76 mm-es, 1 mm vastagsagu, Superior targylemezt hasznaltunk.

3.2.2. Képfeldolgozas és rekonstrukcid

A fotédokumentacio epifluoreszcens mikroszkoppal, ApoTome feltétet hasznalva, (AXio
Imager M2; Zeiss, Jena, Germany; 5x A-Plan objektiv, NA 0,12 vagy C-Plan Neofluar
objektiv, NA 0,3), ,,virtual tissue photomontages” Neurolucida szoftverrel tértént (MBF
Bioscience, Colchester, VT, USA).

3.2.3. Sejteloszlas rekonstrukcidja

A tangencialis metszetekbdl késziilt képeket a vertikalisan futé erek alapjan egymas folé
igazitottuk, igy egy tobb optikai sikot tartalmazo kép jott 1étre. Neurolucida programban
eloszor az LIV teriiletén a barrelek, valamint a barrelmezé hatarat hataroztuk meg. Ez is
a DAPI, illetve a vGIuT2 festés révén rajzolodott ki. Ezt kovetden az igy létrejott
korvonalakat a szupragranularis és infragranularis rétegbe vetitettiik (12. A dbra).

Az egyenlbtlen sejteloszlas statisztikai eredményei egyes barreleket vizsgalva nem
feltindek, ezért barrelek mikroszkdpos képeinek egymasra vetitésével tettiik
egyértelmilen lathatovda a sejtek doménpreferenciajat. A barrelek tangencialis
metszetekbdl szarmazo képeit egy képfajl egymas folotti képréteigeibe importaltuk. Az
ovalis alaku barrelek legnagyobb ¢és legkisebb atméréjét, valamint kozéppontjait
egymashoz igazitottuk, de a méreteiket nem valtoztattuk. Ezt kdvetden, mivel sotét
hatteri képekrdl van szo, a rétegek informaciotartalmat maximum intenzitds projekcioval
transzformacioval F1JI programmal egy képsikba vetitettiik. [lyenforman az egymas {olé
igazitott barrelek egymas konturjat erdsitve kirajzolnak egy atlagos barrelt, mig a
koriilottiik elszort, képsikonként néha csak 1-2 sejt dsszessége mar jol demonstralja a

kvantitativ eredményeket.
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A Kkoronalis metszetekben az LI, LII/LIII, LVa, LVb, LVI, pia mater és fehérallomany,
valamint a teljes barrelmezé hatarat a DAPI festés alapjan hataroztuk meg (12. B dbra).

12. abra Barrelmezd tangencidlis és frontalis metszetén tortént rekonstrukcio VIP+
allatban. A: tangencialis metszet LIV magassagaban. A zold ovdlis képzédmények az
eredeti mikroszkopos képen lathaté barrelek, a koriilottiik [évé sarga vonalak az dltalunk
készitett barrelrekonstrukciok kérvonala. A rézsaszin nyil a poszteromedialis barrelmezé
kérvonalara mutat. B: frontalis metszet rekonstrukcioja. A zold ovalis képzodményeka
frontalis metszeten is a barrelek, a koriilottiik lévé sarga vonalak a rekonstrukciot jelolik.
A fiiggbleges vonalak a barrel asszocidlt oszlopot (rozsaszin **) és szeptumot
(rozsaszin *) jelenitik meg. AVIP+ sejttestek helyét az A és B dbran is sarga csillagokkal
jeloltiik. A barrelek z6ld szinét a talamokortikalis rostokatban halmozodo vGLUT?2, a kék
hatteret a DAPI festés okozza. A piros pontok a sejtek eredeti fluoreszcencidja, mely a

tdTomato expresszio eredménye. Méretvonal: 100 um, Sajdt dbra.
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Ezt kovetéen a PV, SST és VIP sejteket a kortikalis doménektdl fiiggetlentil, a
programban manualisan jeloltik. Az igy létrejott rekonstrukciokat a Neurolucida
segédprogramjanak, a Neurolucida Explorernek (MBF Bioscience, Colchester, VT,
USA) a segitségével clemeztiik. A kovetkez6 adatokat kaptuk ezaltal: sejtszam, a
koriilrajzolt mezok teriilete (barrel, szeptum, és az ehhez kapcsolodo kortikalis domének),
valamint a GABAerg sejtek koordindtai, a pia mater és fehérallomanyi hatartol mért
tavolsagaik. A kapott eredményeket Microsoft Excelbe (Microsoft Corporation,
Albuquerque, NM, United States) importaltuk, s ott folytattuk az elemzést az alabbiak

szerint.

3.2.4. Adatfeldolgozés

Miutan a barreleket azonositottuk a Koronalis metszeteken, az egyes rétegek tavolsagat
lemértiik, és mind a medio-lateralis, mind a rosztro-kaudalis koordinatakat regisztraltuk.
Ezeket a paramétereket hasznéltuk a lapitott metszetek térfogatdnak korrekciojahoz. Ezt
kovetden a tangencidlis metszeteket Ujraosztottuk 20 virtualis metszetbe, ezzel
sztenderdizalva a kortex vastagsagbdl adodd kiilonbségeket. Az Gjraosztas l1épései a

13. dbran lathatok.

Eredeti Uiraszeletelt Uiraosztott

PIA q
m ST

s2 e 2"

S340°

13. abra 4 tangencialis metszetek ujraosztasanak lépései. S1-17 az eredeti metszetszam.
A végso cél 20 metszet volt, igy egy koztes metszetszamra volt sziikség, mely az eredeti
metszetszam és a 20 ujraosztott metszet legkisebb kézos tobbszorose. S1°-S340° ezt a
koztes virtualis ,,darabolds” eredményeként létrejott elemszam. S1°'-S20°° az ujraosztott

metszeteket jeloli. PIA: pia mater; WM. fehérallomany.
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A Koronalis metszeteken a kéreg atlagos vastagsaga a pia mater és a fehérallomany hatara
kozott ugyanis 1019,164 + 38,55 um volt, melyet 50 um vastag metszetekre osztva kb.
20 tangencialis metszetet kapunk. A tangencialis metszetek vagéasa soran azonban valtozo
metszetszamot kaptunk (15-19), mely a lapitas soran alkalmazott kiilonb6z6 erdtol és az
egyedek kozti méretbeli eltérésektdl, valamint az egy metszeten beliil a medio-lateralis
helyzettdl is fliggott, mivel a kéreg lateralis irdnyban vastagszik.

A koronalis metszeteken a réteghatarok meghatarozasahoz vizsgalt sejtek denzitasait
abrazoltuk, majd az igy létrejovo gorbék inflexios pontjai mentén kirajzolodtak az egyes
rétegek hatarai. Mivel a Kortex és az egyes rétegek vastagsaga rosztro-kaudalisan és
medio-lateralisan valtozik, ezért az alapadatokat statisztikailag Osszehasonlithatd
egységekké transzformaltuk. A kortikalis metszetek vastagsagat is normalizaltuk, mely a

réteghatarok alapjan, az inflexios pontok szerint tortént (Pohlkamp és mtsai 2014).

3.2.5. Statisztikai analizis

Az eloszlas vizsgalatara Shapiro-Wilk tesztet hasznaltunk. Az adatok nem normal
eloszlast kovettek, igy a kiilonbségek szignifikans voltat Kruskal-Wallis teszttel
vizsgaltuk. A denzitasokat 1/mm?3-ben, atlag+szoras formatumban adtuk meg. A
tangencialis €és korondlis metszetek adatait abrazoltuk, és a korrelacios koefficienst
meghataroztuk. Ez alapjan a tangencidlis és korondlis metszetek denzitasértékei

egymassal korrelaltak, igy az adott teriiletek adatait 0sszevonva értékeltiik.
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4. Eredmények

Az ¢loz6 fejezetben megismert modszerekkel feldolgozott szovetekben tett
megfigyeléseket az aldbbiakban ismertetem. Eldszor vazolom, hogy Shaw-
versenyegerén ¢€s a ZDF patkanyokon végzett kisérletek sordn az azonos anatomiai
teriiletek ellenére milyen képfeldolgozasi kiilonbségeket kellett alkalmazni az
Osszehasonlithatosag érdekében, illetve, hogy milyen sztereologiai elveket valositottunk
meg. Masodik részben bemutatom, hogy a szomatoszenzoros rendszernél mennyiben
térnek el a retinanal ismertett sztereoldgiai elvek és azok mely szamszeriisitett biologiai
eredményekhez vezettek.

Mivel munkam a metodikara korlatozodott a retina esetén, igy az eredményeink nem a
kvantitativ kiértékelésre fokuszalnak, hanem maga a feldolgozas, illetve az eredmények

transzformalasa révén kialakult 4brdzolasmod létrehozasara.

4.1. ZDF patkanyokon és Shaw-versenyegerén végzett kutatas eredményei

Shaw-versenyegere esetén a whole mount rekonstrukciokat utdlag nem transzformaltuk,
igy ott az egymasnak megfeleld teriiletek vizualisan nehezebben vethetéek dssze. Ennek
ellenére a kiilonbség statisztikailag kiszamolhato. A nagyobb kiilonbségeket a nem
transzformalt abrakon is lehet latni. Ha a 14. dbrat megnézziik, akkor az is jol latszik,
hogy a kdzépso részen lathatd egy nagyobb dezitasu teriilet, amit sotétebb kék vonalak
jelolnek, mely a nem sériilt részen helyezkedik el. Ez az igynevezett visual streak. Ennek
a horizontalis savnak a helyzete és alakja miatt konnyen megfelel6 orientaciot érhettiink
el, illetve a savokat egymasra vetitve a zonak megfeleld atfedését tapasztaltuk. A
14. abran lathatd tovabba, hogy a sotétkék teriilet mind a bal, mind a jobb oldali
rekonstrukcion kozépen helyezkedik el, a szélek mind a két izodenzitds térképen
halvanyak. fgy mar az abra alapjan is tendenciaszerti véltozasokat ranézésre is lehet
sejteni. A méretbeli, illetve az eltéré vagasi helyek miatt azonban nehezebben lathato
elsdre, hogy a nagy denzitasu, sotétkék teriiletek, vagy az alacsony denzitdsu, nagyon
halvanysarga teriiletek mérete hogyan viszonyul egymashoz.

A ZDF patkanyokon végzett kisérlet soran az izodenzitastérképeket a modszertan 3.1.4.-
es fejezetben ismertetett modon tovabb transzformaltuk. Az igy létrejott abrakon az

allatok retinajanak méretbeli szorasa, valamint az atlag retinaméret is lathato (15. abra).
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14. abra Shaw-versenyegere feldolgozasa soran 2 csoportbol készitett izodenzitds térkép.
Munkank kézbiilso folyamatabol szarmazo kép, ami tovabbi transzformdciok utdan eloadllo
végsd formdjaban a kovetkezd cikkben szerepel: Hammoum és mtsai 2017. A képen a
sotet szinek a nagyobb denzitasu, mig a vilagos szinek a kisebb denzitasu teriileteket

jelolik. Méretvonal: 1000 um. Sajat abra.

_\ 15000
LJ0 ganglionsejt/ mm?

15. abra ZDF patkany transzformalt izodenzitas térképek. A transzformdcio
eredményeként lathato, hogy a szakaddsok eltiintek. A szines kép az adott retina, a belso
lila korvonal az datfeda teriileteket, mig a kiilsé rozsaszin korvonal az idedlis retinaméretet
mutatja két kiilonbozd egyed retinajan dabrazolva. A rozsaszin és a lila korvonal kozotti
teriilet mutatja azt a retinarégiot, ami a sériilések miatt nem vizsgalhato a preparatumok
egy részeben. S: szuperior; I: inferior; N: nazalis; T: temporalis. Sajat abra, Hajdu és

mtsai 2019 képeinek modositott viltozata.
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A 15. abran megfigyelhetd transzformalt izodenzitas térképek 76. dbran lathatdé nem
transzformalt valtozatai ezzel szemben nem mutatjak, hogy az adott egyed retinaja milyen
modon viszonyul az atlaghoz. Mig Shaw- versenyegerén a ,,visual streak” segitségével a
kozponti részek megfeleld atfedése elérhetd volt, addig a ZDF patkanyokon a korong

alaku sargafolt kevésbé jo atfedést biztosit.

D 15000
[ —
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16. abra ZDF patkanyok retinajabol kesziilt izodenzitas térképek traszformacio nélkiil.
Két egyed retindjanak izodenzitds térképe transzformacio nélkiil. A miivi négy bevagas
mellett tobb apro csillaggal jelolt beszakadas lathato, mely az egymdsra vetitést

lehetetlenné teszi. Méretvonal: 1000 um. Sajat dabra.
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4.2. A szomatoszenzoros kéreg GABAerg neuronjainak eloszlasa génmodositott
egerekben

A modszertannal részletezett sztenderdizalasi modszer segitségével a 3.2.4. fejezetben
kordbban emlitett, a feldolgozasb6l addédd méretkiilonbségeket kikiiszobdlve a
tangencialis és Koronalis metszetek értékei Osszevethetové valtak. Tekintve, hogy az
identikus teriiletek sejtszdm és eloszlas tekintetében minden sejttipus esetén erdsen
korrelaltak, igy a tovabbi analizishez a kétféle metszés mintéit egy csoportnak tekintettiik.
Korrelacios koefficiensek PV+ GABAerg sejtek esetén n=6; r?=0,925, SST+ GABAerg
neuronok esetén n=7; r?=0,940, mig VIP pozitiv neuronoknil n=6; r’=0,973. Az
eloszlasok kiilonbségeit minden sejttipus esetén Kruskal-Wallis teszttel vizsgaltuk. Az
alabbiakban sejttipusonként keriil bemutatasra, hogy a vézolt elvek milyen szamszerii

eredményekhez vezettek (17-22. dbra).

4.2.1. PVcre/tdTomato-expresszalo GABAerg neuronok eloszlasa

A sejtdenzitasok elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy a PVcre/tdTomatot expresszalo
GABAerg sejtek az LIV és LV/LVI zonakat preferaljak. A sejtek 26,17 + 2,73%-a az
LIV, 14,84 + 1,94%-a az LVa és 27,15 + 1,49%-a az LVb-ben helyezkedik el. Az LI,
LII/LIIT és LVI rétegekben mindossze a neuronok 31,83 + 1,99%-at talaltuk. A sejtek
rétegenkénti szazalékos megoszlasa jol lathat6 a 18. abrdn.

A laminaris eloszlast tekintve elmondhat6, hogy az LI réteget a sejtek elkertlik, illetve
az LII/III rétegben €s az LVI rétegben is joval kisebb szamban helyezkednek el, mint az
LIV, LVa és LVD és b rétegében. Ugyanakkor az LIV és LV teriiletén egyenletesen
oszlanak meg (17. dbra, 19. dbra A, B). Az egyes rétegek sejtdenzitas adatai a
2. tablazatban, mig a sejtrétegek kozotti eltérésekhez tartozo szignifikancia szintek a
3. tablazatban lathatoak.

A szeptum és barrel asszocialt oszlop eloszlasat vizsgalva az LII-t6l a LVIrétegig a sejtek
egyenletesen helyezkednek el a kompartmentekben. Az LIV esetén a barrelekben
valamivel tobb sejtet talaltunk, mint a szeptumban, de a kiilonbség itt sem bizonyult
szignifikansnak (p=0,885; 22. dbra A, D, G, J)
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17. abra PV+ sejtek eloszlasa a barrel asszocialt oszlop (column, C) és szeptum (S)

kozott. Az eredmények 6 agyfélteke feldolgozdsabol szarmaznak. A lamindris eloszlasok

kozotti szignifians kiilonbségeket nem jeloltiik az dbra atlathatosdaga érdekében. Az abran

jol lathato, hogy a sejtek az LIV és LV-ben egyenletes eloszlast mutatnak. Sajat abra.

2. tablazat.

PV+

sejtek  denzitasértékei az egyes kortikdlis rétegek

kompartmentjeiben. Az oszlop a LIV-ben talalhaté barrel és vertikalisan ala, vagy

folé esG szupra- és infragranuldris kéregrészeket jeloli, mig a szeptum a LIV-ben

talalhato interbarrel szeptumok hasonlo kiterjesztését a pia és a fehérallomany

iranydba.
sejtdenzitas az 0szlopban | sejtdenztas a szeptumban
+ szoras (1/mmd) + szoréas (1/mmd)
LI 0+0 0£0
LI/ 4995,65 £ 1278,58 5050,46 +2012,55
LIV 8426,59 + 1405,35 8252,19 £ 1751,12
LVa 8510,96 = 1766,67 7904,56 +£2217,68
LVb 8964,038 +2143,11 8244,73 +3170,58
LVI 3017,66 = 1003,13 2766,40 + 877,38
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3. tablazat PV+ sejtek rétegek kozotti megoszidsahoz tartozo szignifikancia szintek. A

narancssarga kiemelés a szignifikansnak bizonyulo szignifikanciaszinteket jeloli. A feheér

hatterii négyzetek a nem szignifikans szinteket mutatjak.

LI LI/ LIV LVa LVDb LVI
LI
LI/ 0,01 0,025 0,016 0,025
LIV 0,631 0,873 0,004
LVa 0,522 0,004
LVb 0,004
LVI
% 80
70
60
50
40 1
30 I
20 I I I I I
10 Ii i I
LI /LI LIV LVa LVb LVI
PV 0,00 24,08 22,32 12,00 16,45 25,15
SST 0,68 19,64 5,99 12,92 18,44 42 .33
mVIP 2,90 67,36 11,91 6,18 4,90 6,75

18. abra GABAerg neuronok szdzalékos megoszlasa a rétegek kozott. A zéld oszlopok a

PV+, a sarga a SST+, mig a sziirke oszlopok a VIP+ sejtek rétegenkenti szazalékos

megoszlasat mutatja. Jol lathato, hogy a PV+ sejtek LIIIII és LIV rétegben hasonlo

mértékben helyezkednek el. Az SST+ neuronok az infragranularis teriiletet preferaljak,

mig a VIP+ sejtek a szupragranularis rétegben helyezkednek el nagyobb szamban.
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19. abra GABAerg sejtek eloszlasa frontdlis és tangencidlis metszeteken. PV+ sejtek
koronalis (A) és tangencialis (B) metszetein ugy tinik, hogy a PV+ sejtek (piros pontok)
nagyobb szamban a barrelben helyezkednek el. 4 kvanitativ analizis ugyanakkor
egyenletes eloszlast mutat. A barreleket csillagokkal és a szeptumokat nyilheggyel
jeloltiik. SST+ sejtek (piros pontok) az infragranularis réteget preferaljak (D). A
koronalis (C) és tangencidalis (D) metszeteken LIV-ben valamivel tobb sejt helyezkedik el
az interbarrel szeptumban. VGIuT2 (zold) egyértelmiien kirajzolja a lemniszkalis
talamikus utvonalnak megfeleld barreleket az LIV-ben (E, F). VIP+ sejtek (piros pontok)
frontalis siku metszetelen (E) lathato, hogy a Szupragranularis rétegeket preferaljak. LIV
magassagaban készitett tangencidlis metszéten (F) az interbarrel szeptumban tobb sejtet
lathatunk, mint a barrelben. A C2-es barrel jelolése a tdajékozodast segiti. Méretvonal:

500 um. Sajat abra.
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4.2.2. SST- expresszald GABAerg neuronok eloszlasa

Az SST+ sejtek a tobbi setjttipussal ellentétben az infragranularis réteget preferaljak. A
sejttestek 73,69 + 5,37%-at taldltuk az LV és LVI rétegekben (18. dbra). A rétegeket
egymassal Osszehasonlitva elmondhatd, hogy az LVa, LVb és LVI sejtrétegekben
egyenletesen oszlanak el a sejtek, és szignifikansan tobb neuront talaltunk, mint az LI,
LI/, illetve LIV-ben (5. tabldzat). Az egyes rétegek sejtdenzitasai a 4. tablazatban
lathatok. A rétegeken beliili eloszlast tekintve elmondhatjuk, hogy a sejtek az LIV
kivételével homogénen oszlanak el a rétegeken beliil (22. dbra B, E, H, K; 20. dbra).
LIV-ben viszont szignifikansan tobb sejtet talaltunk a szeptumban, mint a barrelben (p
<0,0001; 20. @bra; 19. C, D dbra; 22. H, K dbra).
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20. abra SST+ sejtek eloszldasa rétgenként a barrel asszocialt oszlop (column, C) és
szeptum (S) kozott (N=T). A lamindris eloszldsok kozotti szignifikans kiilonbségeket nem,

de az LIV rétegen beliili szignifikans kiilonbséget csillaggal jeloltik (p < 0,0001).
Sajat abra.
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4. tablazat SST+ sejtek denzitasértékei az egyes kortikdlis rétegek kompartmentjeiben.
Az oszlop a LIV-ben taldlhato barrel és vertikilisan ala, vagy folé esd szupra- és
infragranularis kéregrészeket jeloli, mig a szeptum a LIV-ben talalhato interbarrel

szeptumok hasonlo kiterjesztését a pia és a fehérallomany iranyaba.

sejtdenzitas az oszlopban | sejtdenzitas a szeptumban
+ szoras (1/mmd) + szoras (1/mmd)

LI 512,67 + 356,23 566,29 + 558,33

LI/ 3353,63 + 903,46 3318,67+ 1159,57
LIV 2661,42 + 697,03 4772,67 + 1535,58
LVa 7594,97 + 2459,81 6752,20+ 2268,18
LVb 8064,99 + 1587,00 8675,49 £ 2425,20
LVI 6344,08 + 1985,93 6856,9+ 2454,67

5. tablazat SST+ sejtek rétegek kozotti megoszlasdahoz tartozo szignifikancia szintek. A
narancssdrga kiemelés a szignifikansnak bizonyulo szignifikanciaszinteket jeloli. A fehér

hatterii négyzetek a nem szignifikans szintek.

LI LI/ LIV LVa LVb LVI
LI 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001
LI/ 0,361 0,0001 | 0,0001 | 0,0001
LIV 0,0001 | 0,0001 | 0,0001
Lva 0,008 0,311
LVDb 0,0001
LVI
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4.2.3. VIP — expresszal6 GABAerg neuronok

A VIP+ sejtek az SST+ sejtekhez viszonyitva a rétegek kozott szinte komplementer
eloszlast mutatnak. A neuronok 70,24 %-a helyezkedett el az LII/LIII, mig 29,76 %-a
helyezkedett el a tobbi rétegben (18. abra; 6. tablazat). A rétegek koziil az LII/III-ban
szignifikansan tobb sejtet taldltunk, mint a tobbi rétegben. LIV-t6l LVI-ig csokkend
sejtdenzitasokat mértiink, s az egyes rétegek kozott a kiilonbségek jelentdsnek
bizonyultak (7. tablazat). Az Ll-ben minden réteghez képest kevesebb VIP+ neuron
talalhato, kivéve LVI, amellyel 6sszevetve a kiilonbség nem szignifikéans.

Ha a kolumnaris és szeptalis részteriileteket hasonlitjuk &ssze, akkor a szupra- és az
infragranularis rétegekben nem talaltunk érdemi kiillonbséget a neuroneloszlés
tekintetében. LIV-ben azonban a szeptumban kozel kétszer tobb sejtet talalni, mint a
barrelben (p < 0,0001; 21. dbra; 19. E, F dbra; 22. 1. L dbra).

6. tablazat VIP+ sejtek denzitasértékei az egyes kortikdlis rétegek kompartmentjeiben.
Az oszlop a LIV-ben taldlhato barrel és vertikilisan ald, vagy folé esd szupra- és
infragranularis kéregrészeket jeloli, mig a szeptum a LIV-ben talalhato interbarrel

szeptumok hasonlo kiterjesztését a pia és a fehérallomany iranyaba.

Sejtdenzitas oszlopban | Sejtdenzitas szeptumban
+ szoras (1/mm3) + sz6réas (1/mm3)

LI 788,87 + 335,88 571,67 + 536,68
LI/ 5596,69 + 968,70 5150,93 + 1090,85
LIV 1574,74 + 481,32 3204,72 + 908,99
LVa 1448,33 + 492,38 1594,11 + 709,10

LVb 1007,70 + 454,04 852,38 + 596,40

LVI 630,11 + 285,53 672,18 + 313,03
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21. abra VIP sejtek eloszlasa rétgenként a barrel asszocidlt oszlop (column, C) és
szeptum (S) kozott (n=6). A lamindris eloszlasok kozotti szignifians kiilonbségeket nem

Jjeloltiik, az LIV rétegen beliili szignifikans kiilonbséget csillaggal jeloltiik (p < 0,0001).
Sajat abra.

7. tablazat VIP+ sejtek rétegek kozotti megoszldasahoz tartozo szignifikancia szintek. A

narancssarga kiemelés a szignifikansnak bizonyulo szignifikanciaszinteket jeloli. A fehér

hatterii négyzetek a nem szignifikans szintek.

LI LI/ LIV LVa LVb LVI
LI 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 0,106 0,569
Li/m 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0001
LIV 0,0001 | 0,0001 | 0,0001
LVa 0,0001 | 0,0001
LVb 0,001
LVI
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22. abra Interneuronok eloszlasa a 1V. réteg magassagaban leképezett tangencialis
metszeteken. PV+ (A, D, G, J), SST+ (B, E, H, K) és VIP+ (C, F, |, L) interneuron
sejttestjeinek abrdazolasa. DAPI festés (A—C) vagy a vGluT2 immunfestés (D—F) alapjan
hataroztuk meg a hatarokat. A mikroszkopos képek PV+ (G), SST+ (H) és VIP+ (I)
sejttesteloszlasa és neuropil hatarai oOsszhangban vannak a sejttesteket jelolo
Neurolucida rekonstrukciokkal (J-L). A PV+ sejtek homogén eloszldst mutatnak, mig az
SST+ és a VIP+ sejtek szeptalis eloszlast preferalnak. Mivel az SST és VIP neuronok
denzitasai alacsonyabbak és kifejezetten kissebb denzitasok lathatoak a granularis
rétegben, ezért szamos barrelt vetitettiink egymdsra a sejtek egyenetlen eloszldasanak
vizualizalasa céljabol. A sarga vonalak a szeptumok belso és kiildo hatarait jelolik.

Meéretvonal: 50 um. Sajat dabra.
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5. Megbesz¢lés

Shaw-versenyegerén a whole mount készitmények mintavételezése megfelelt a
szakirodalomban leirtaknak, s az abbol készitett izodenzitds térképek is hasonloan
késziiltek (Mass ¢és mtsai 1992; Garza-Gisholt és mtsai 2014). Azaz a retinak
sejtdenzitasanak atlagabol késziilt egy ,,atlagot” felvazold térkép. Ennek az elénye, hogy
ez a térkép a kordbbi irodalmi adatokkal jol Gsszevethetd. Hatranya, hogy a bevagas
esetlegessége miatt még a tapasztalt megfigyeldnek is okozhat nehézséget az egyes
retindk pontos Osszehasonlitdsa. A ZDF patkanyok retinéi esetén a bevagasok a 3.1.4.
fejezetben bemutatott transzformacionak koszonhetben eltlintek, igy a kiillonbségek
szemmel is jobban lathatoak, illetve a méretbeli eltérések is jol kirajzolodtak (15. dbra).
Ez az abrazolasmod a munkacsoportunk altal a vilagon els6 izben hasznalt megjelenitési
modszer.

Mind a diabéteszes, mind a kontroll retinakrol késziilt abrakon a kézépponthoz kozel is
lathatok kissebb denzitast részek (14. és 15. dbra). Ennek oka, hogy a nervus opticusnal
olyan 20-50 um-es savok helyezkedtek el, ahol egyaltalan nem voltak sejtek, mig utana
igen kis teriileten tomoriiltek 6ssze. Ha a mintavevd négyzet erre a savra, vagy ennek a
sdvnak egy részét érintve helyezkedett el, akkor az ebbdl a négyzetbdl vonatkoztatott
denzitas kisebbnek bizonyult. Ezt a jelenséget mind a kontroll, mind a ZDF homozigoéta
egyedeknél megfigyeltiik. A jelenség okat a whole mountok vizsgéalata megmagyarazza.
Whole mountokon ugyanis jol latszik, hogy a ganglionsejtek axonjai széles kotegekké
szedddnek Ossze a nervus opticus kilépésénél, illetve a nagy erek is radidlis lefutdst
mutatnak. A ganglionsejtek ezaltal mintegy beszorulnak a kotegek kozé.

Tovabba megallapithato, hogy két kiilonb6z0 faj esetén a diabétesz hatasara
tendenciozusan hasonlé eredményeket észleltlink, a kozépso teriileteken nagyobb, mig a
periférian kissebb a ganglionsejtek denzitasa. Ennek oka lehet, hogy munkank soran
érvényesiilt az a fontos sztereologiai alapelv, mely szerint a megfigyelés eredményének
Osszevetése csak azonos modon feldolgozott mintakon lehetséges. Tekintettel arra, hogy
munkdank soran bar méretében kicsi, de nagy szdmu mintavevd négyzetet hasznaltunk, a
mintavételezéssel sikeriilt elkeriilni a véletlenszerlien az {ires teriiletekre esé mintavevo
négyzetek okozta hibat, ami kisebb szamt mintavétel esetén erdsen torzitotta volna az

eredményeket. gy altalunk is bebizonyosodott, hogy nem csak egy fajon beliili egyedek
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kozott, hanem kiilonb6z6 fajok esetén is Osszevethetd eredményeket kapunk, ha a
sztereoldgiai elveket hasznaljuk.

A ganglionsejt denzitds mellett a retina vastagsaganak meghatarozasanal is hasznaltuk
ezeket az elveket. A vastagsdg meghatarozasat radialis metszésii mintakon végeztiik.
Mivel a teljes retina metszésekor tobb szaz metszetet kapnank, ezek szdvettani
feldolgozasa, digitalizaldsa talzottan nagy idé- és munkaerdraforditast igényelne. igy
ennél a kérdésnél, hogy ,,a szovet vastagsaga valtozik-e cukorbetegségben?”’, nem redlis,
hogy egy egész szervet digitalizdljunk. Ebben az esetben mar a metszésnél
mintavételezést végeztiink. A retina kdzéppontjatdl meghatarozott tavolsagban jeldltiink
ki metszési pontokat, mely igy egy objektiv, vizsgalotdl fiiggetlen mintavételi hely volt
¢s minden retina régidt reprezentdlt. A vizsgaldtol fiiggetlen azt jelenti, hogy nem
szubjektiv szempontok alapjan valasztottuk a helyet (mint példaul vastagabbnak tlinik
vagy vékonyabbnak), hanem a metszetek elézetes megtekintése nélkiil jeloltiink ki
koordinatakat.

A szovettani feldolgozas sordn immunfluoreszcens festékeket hasznaltunk, amelyek
iddvel kifakulnak, igy nem hasznalhatoak a metszetek. A whole mountok esetén a teljes
retindk befényképezését valasztottuk a fényképezés alatti mintavételi metodussal
szemben. Ezt kovetden a felvételeken, a sejtszamlalasnal alkalmaztunk szisztematikus,
random mintavételezést.

A retina esetén a csapok és palcikak, de még az idegsejtek is annyira nagy szamban
vannak jelen, hogy egy retina ember altali megszamolasa is belathatatlanul hosszu 1d6
lenne. Automatikus sejtszamlalé programokat pedig a sejtek gyakori atfedései miatt nem
tudtunk alkalmazni. Igy a metszeteken beliil ZDF patkanyok esetén a médszertannal
ismertetett random, illetve Shaw-versenyerénél szisztematikus random mintavételezést
alkalmaztunk. Kiilonbség volt tovabba a hasznalt szoftver tekintetében is. Mig a
versenyegérnél a modszertannal emlitett neuronrekonstrukcids szoftvert, a Neurolucidat,
addig a ZDF patkanyoknal FIJI programot hasznaltuk. Tapasztalatunk, hogy idében és
kezelhetdségben nem volt kiilonbség, mindkét program alkalmasnak bizonyult a
feladatra. A FIJI elénye, hogy nem voltunk adott szamitogéphez koétve, mint a
Neurolucida esetén, hiszen sokkal kisebb kapacitast szamitogép is elegendd a szoftver

futtatasahoz.
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Amennyiben a retinaknal megvaldsult sztereologiai elvek szempontjabdl vizsgaljuk a
szomatoszenzoros kérget, akkor a mar vazolt elvek itt is megvalosultak. Itt ugyan egy
fajon végeztiink megfigyeléseket, azonban kiilonbdz6 metszési sikokat hasznaltunk. A
tangencialis €s a frontdlis metszetek készitésekor ugyanazt a mikrotomot hasznaltuk,
azonos fixalasi és festési metddust alkalmaztunk, melynek eredményeként a két
kiilonb6z6 metszés szovettani mintai kozott ezaltal nem tapasztaltunk kilonbséget. A
feldolgozasbol adodd modosulds (pl. zsugorodas) mind a két metszést érintette. A
feldolgozas soran a két agyfélteke kozott kiilonbség volt, hogy a tangencialis
metszetekhez hasznalt agyakat lapitottuk. A lapitas soran kiilonb6z6 nyomasok hatottak
az agyakra, illetve az egyes allatok kissé eltéré méretii aggyal rendelkeztek, igy a lapitas
nem lett teljesen egységes. Ennek eredménye, hogy a metszés soran 15-19 szelet kozott
valtozott a metszetszdm. A retindkon végzett munkdink kovetkeztetéseit a
szomatoszenzoros rendszernél is felhasznaltuk. A retinamintak &sszehasonlithatosagat
nagyban megkonnyitette, hogy azonos koordinatarendszerbe transzformaltuk Oket. A
szomatoszenzoros rendszernél a koronalis és a tangencialis metszetek esetén is egy k6zos
koorditatarendszerbe transzformaltuk az adatokat. A bemutatott virtudlis Gjrametszés
ugyanis felfoghaté egy x-y koordinatarendszerként, ahol az 1000 um vastagsag az y
tengely, mig a sejtszam nem egy igazi tengelyen, hanem az Gjraosztott egységekben kertilt
megadasra.

Elmondhat6, hogy a két agyfélteke mintavételezése kozott is volt kiilonbség. A
szomatoszenzoros kéreg frontdlis metszetein ugyanis nem az egész célteriilet Osszes
metszetén, hanem csak kivéalasztott metszeteken tortént analizis. Mig a retindk
vastagsagmérésénél fix koordinatdkat kijelolve végeztink metszést, addig a
szomatoszenzoros kéreg frontalis metszeteit Ugy valasztottuk ki, hogy a teljes
szomatoszenzoros kérget lemetszettiik, s metszés kdzben csoportokba gytijtottiik azokat,
majd egy-egy csoport metszeteit analizaltuk tovabb a modszertannal ismertetett modon.
Ezzel szemben a tangencialis metszeteken egyaltalan nem kellett mintavételezést
végezni, hiszen a pia materté/ a fehérallomanyig a teljes VIP/SST/PV allomany
meghatarozasra keriilt a barrelmezén beliil.

A retindval ellentétben a szomatoszenzoros kéregben a kiilonb6zé modon metszett
szovettani mintak eredményei keriiltek Gsszevetésre. A két metszéstipus (koronalis €s

tangencialis), vagyis a két oldal eredményei egymassal azonosnak bizonyultak. A
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szakirodalmat attekintve a miénk az elsé olyan munka, ahol a tangencialis és koronalis
metszeteken egy idoben végeztek megfigyeléseket. Mivel a kiillonb6z6 metszés ellenére
az eredmények jol korrelaltak, ezért a végsd analizis sordn egy mintanak tekinthettiik a
két metszési modszerrel készitett preparatumok denzitasértékeit. A frontalis metszés
elénye, hogy a lapszerinti rétegzdés jol lathato, ugyanakkor a barrelmezé szomatotopiaja
nem latszik, hiszen egy metszetbe az 6sszes barrel nem eshet bele, igy nem rajzoljak ki a
tangencialis metszeteken egyértelmiien lathatd, a bajusszoroknek megfelelé mintazatot.
A tangencialis metszés soran ezzel szemben az LIV-ben a teljes barrelmezé kirajzolodik,
ugyanakkor a laminaris rétegzédés nem lathaté, hiszen az adott 50 mikrométeres
metszetbe feltételezhetéen az egész barrelmezének ugyanaz a rétege esik. Mivel a kérget
az el6késztés soran lapitani kell, aminek soran a lateral fel¢ egyre vastagodo agyallomany
egyforma vastagsagura lapul, igy a sejtek pia matert6l mért tavolsagat a fentebb leirtak
szerint kellett korrigalni a tangencialis metszetek esetén. A munka tovabbi ujdonsaga,
hogy lehetové teszi a tangencialis metszeteken a vGlut2 festett talamokortikalis rostok
altal kirajzolt barrel és a DAPI festés szerinti sejtdenzitas alapjan a barrel hataranak jo
kozelitéssel valo meghatarozasat. Ezaltal a tangencialis és a frontalis metszések
eredményei egymassal nem csak Osszevethetdek, hanem a két modszer egymas
kontrolljava valik.

Mivel a fluoreszcens sejtjelolés nem 100 % biztonsagu, igy fontos megemliteni, hogy a
sejtszamolasok a tdTomato-expresszald sejtek sejttestjeinek szamitasan alapulnak, és
specifikus festés (PV, SST, VIP ellenanyaggal) jelen vizsgalatunkban nem tortént. A
jelolés azért nem tekinthet6 100%-nak, mivel az adott allatban nem minden olyan sejtben
kapcsol be a fluoreszcensz fehérje génje, ahol PV termelddik. Ugyanakkor kordbbi
tanulmanyok kimutattak, hogy a fluoreszcenciat mutatd sejtek és az utdlagos
immunhisztokémiai festés altal jelolt sejtek jelentds atfedést mutatnak (Taniguchi és
mtsai 2011; Pfeffer és mtsai 2013). Ezen vizsgalatok soran mind a specificitas, mind a
szenzitivitas igen magasnak bizonyult (Taniguchi és mtsai 2011; Pfeffer és mtsai 2013;
Pronneke és mtsai 2015).

Az irodalmi adatokat attekintve a publikalas idejében nem talaltunk olyan munkat, mely
az egér szomatoszenzoros barrelkortexének GABAerg neuronjainak szamat, illetve annak

szeptalis és oszlopokbeli megoszlasat ismertetné. Bar GABAerg neuronok denzitdsat
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imunhisztokémiai tanulmanyokban leirtak, de a szeptum és barrel viszonylatat nem
targyaltak (Xu és mtsai 2010).

A PV+ GABAerg sejtek esetén a szomatoszenzoros kéreg Il.-V. rétegben talaltuk a
legtobb sejttestet, a szeptum ¢€s a barrel kozott nem volt kiilonbség. Ez azért érdekes, hisz
a PV elleni festést, illetve a PV+ jelolést hasznaljak a barrel identifikalasara. Ez tgy
lehetséges, hogy a barrelt valdjaban a PV+ sejtek axonjai és a talamokortikalis rostok
axonjai rajzoljak ki, amelyek olyan siirtin fonjak at ezt a teriiletet, hogy joval intenzivebb
jelet adnak, mint a sejttestek (Shigematsu és mtsai 2019; Shine 2021). Ez a stir(i axonfelh6
a barrelben a sejtek szomajatdl nehezen megkiilonboztethetd a szamitdogépes elemzés
soran. A belépd talamikus rostok a serkentd sejtek mellett a barrel belsejében nagy
szamban talalhatd6 PV+ sejteket célozzdk meg, midltal az tgynevezett feed-forward és
feed-back gatlast is lehetové tesznek (Staiger mtsai 2009). A VPM-bél érkez6 rostok az
LIV-ben a legnagyobb denzitastiak (Lu és Lin 1993). Emellett az LII/III és LV-ben is
nagyobb szamban fellelhetdéek, ugyanakkor kis mennyiségben az Oszes réteget
innervaljak (Cruikshank és mtsai 2007; Wimmer és mtsai 2010). A POm ingerlése soran
is a barrelmezében a PV+ sejtekben valtodott ki valasz (Mease és mtsai 2016).
Eredményeink alapjan a lemniszkalis VPM altal beidegzett barrelek és a paralemniszkalis
POm rostok altal beidegzett interbarrel szeptumok esetén nem mutathatdo ki
oszloppreferencia a PV+ sejtek esetében, vagyis hasonlé stirtiségii sejtpopulacio fogadja
a felszallo rostokat. Ez nem csak a negyedik rétegre igaz, hanem az LII/III és LVa rétegek
¢s azok barrel asszocialt oszlopa és szeptuma PV+ sejteloszlasara is (17. abra).

A SST+ sejtek esetén az infragranularis rétegekben talaltunk nagyobb sejtszamot
(20. dbra). Elséként irtuk le, hogy a IV. rétegben a szeptumban nagyobb a sejtdenzitas,
mint a barrelben és ezek az SST+ sejtek a barreleket elkeriilik (20. abra). A receptiv
teriilet a szeptalis neuronok esetében nagyobb méretii, mint a barrelben 1évo tarsaik esetén
(Brecht és Sakmann 2002). Ez az anatomiai helyzet idealis jeloltté tehetné az SST+
sejteket a barrel asszocialt oszlopok magasabb rétegeibe feljutd informécid szomszéd
oszlopoktol valé elektrofiziologiai mérésekbdl ismert izolalasara (Katz és mtsai 2006).
SST+ neuronok, szemben a VIP+ idegsejtekkel, hatékonyan gatoljak a piramissejtek
miikodését (Neske és Connors 2016). Ebrenlétben a SST+ sejtek altalanos gatld hatasa a
piramissejtek disztalis dendritszakaszaira a bajuszszérokkel végzett letapogatd mozgas

idejére megszlinik, ami lehetdvé teszi az aktiv tapintdsi ingerek barrel asszocialt
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oszlopban torténd feldolgozasat (Gentet és mtsai 2012). Azonban a VPM projekcids
neuronjai altal a GABAerg gatlo SST+ sejtekhez kiildott rostok szdma 1ényegesen kisebb,
mint a PV+ sejtekhez kiildott (Cruikshank és mtsai 2007), tehat a talamikus hatas kisebb
jelentdséglinek tlinik.

A VIP+ sejtek esetén Gj felismerés, hogy az LIV-ben a sejttestek eloszlasa nem homogén.
A szeptumban tobb sejt talalhatd, mint a barrelben. Irodalmi adatok szerint a felszinhez
kozelebbi rétegekben talalhatd VIP+ neuronok dendritjei leginkdabb az LI-LIII-ban
fekszenek, mig az axonjaik minden sejtrétegben megtalalhatéak az adott kortikalis
oszlopon beliil (Pronneke és mtsai 2015). Ugyanakkor az LIV-VI teriiletén 1évé sejtek
dendritjei a barrel asszocialt oszlop 0sszes rétegét elérik, de az axonok infragranularisan
maradnak (Kuchibhotla és mtsai 2017; Lee és mtsai 2013; Pi és mtsai 2013, Pronneke és
mtsai 2015). A barrel kozponti részén a periféridhoz képest kevesebb VIP+ bouton
talalhato (Zilles és mtsai 1993), a II/III és IV. réteg VIP+ neuronjainak axonjai radialis
lefutasuak (Pronneke és mtsai 2015; Xu és mtsai 2010). Ezen kutatasokkal megegyeznek
eredményeink, miszerint az LIV-ben a barrel teriiletén kevesebb sejtet talaltunk, mint a
szeptalis részen (21. dbra). Helyzetiik alapjan elsdsorban kozvetleniil, vagy kozvetve
paralemniszkalis bemenetet kaphatnak. A VIP+ sejtek fdéleg mas interneuronokat,
els6sorban SST+ interneuronokat céloznak meg (Caputi és mtsai 2009; Pfeffer és mtsai
2013; Karnani és mtsai 2016). Ez lehetévé teszi az SST+ sejtek altal gatolt piramissejtek
diszinhibiciojat, példaul az aktiv tapintas idejére (Gentet és mtsai 2012). A VIP+ sejtek
szeptalis lokalizacigja utalhat a barrel asszocialt oszlopok kozti informéciofeldolgozas
integralasara is, bar ennek eldontése tovabbi vizsgalatokat igényel. Ha az SST+ sejtek {6,
barrelmezon beliili targetjei a piramis sejtek, s az SST+ sejtekre a PV+ és VIP+ sejtek is
hatnak (Walker és mtsai 2016), akkor adodik a kérdés, hogy vajon milyen eltérést
eredményezhet a PV - SST - piramissejt, illetve a VIP -SST - piramissejt itvanol soran
1étrejovo piramissejt diszinhibicid. A PV+ sejtek tobb rétegérol feltételezik, hogy a POm
feldl érkezo feed-forward koroket szabalyozzak (Staiger és Petersen 2021) azaltal, hogy
mind aktivalo, mind pedig gatlo sejteken végzddnek (Sermet és mtsai 2019; Staiger és
Petersen 2021). A VIP+ sejtek felelések a whisking soran 1étrejové LVa SST+ sejtek
gatlasaért. Igy azon sejtek, mint példaul a piramissejtek is, melyeket a Martinotti tipusu
SST+ sejtek gatolnak, felszabadulnak a gatlas alél whisking soran (Munoz és mtsai 2017;
Staiger és Petersen 2021).
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A VIP+ sejtekrdl kimutattak, hogy a piramissejteket direkt modon gatoljak és indirekt
modon, diszinhibici6 révén, aktivaljak (Garcia-Junco-Clemente és mtsai 2017), ezaltal
egy nagyon finoman szabalyozhaté modon képesek a piramissejtek aktivitasi szintjét
beallitani. Ezen VIP+ sejtek masik feltételezett funkcidja, hogy hathatnak a kortikalis
terliletek vérataramléasara (Cauli és mtsai 2004). A VIP+ sejtek metabolikus hatdsa révén
vazodilatacid, mig az SST+ sejtek ingerlésével vazokonstrikcio valthato ki (Cauli és mtsai
2004). Mi az erck mentén valo clhelyezkedésiiket nem vizsgaltuk, ugyanakkor a
rétegpreferencidk €s a barrel asszcialt oszlop vs. szeptum preferencia a kérgi aktivacio
soran megnott oxigénigény, ¢és ezaltal a sziikséges vérataramlés-fokozodassal
Osszefligghet (Harrison és mtsai 2002; ladecola 2002).

A hasonlé méretli barreleket egymasra vetitve a 22. abrdn is lathato, hogy az LIV-ben
milyen a PV, SST, VIP sejtek szomajanak helyzete. Képfeldolgozas tekintetében ez az
abra is egyfajta ijdonsagnak tekinthetd, hiszen a kiindulasi képek tovabbalakitasaval egy
jobban atlathatd képet kaptunk, mely a szamszer(i eredményeket iS jobban tiikrzi. Az
eredeti immunfluoreszcens képeken az alacsony sejtszam miatt a sejtek eloszlasa tobbé-
kevésbé véletlenszertinek latszik (19. dbra A-F), azonban az egyes sejttipusok LIV
kompartmentpreferencidjat, tehat egyenldtlen eloszlasat a szeptumokban €s a barrelekben
a szeptumok javara a kvantitativ analizis egyértelmien kimutatta (20-21. dbra). A
barrelek képeinek egymasra vetitett abrazolasmodja (22. dbra A-F) egyértelmiien
megmutatja VIP és SST sejtek ritkabb el6fordulasat a barrelekben, a szeptumokkal
szemben (22. dbra G-L). Ha a barrelek mérete azonos lenne, akkor ez az egymasra
vetitésen alapul6 abrazolasmod egy rekonstrukcid nélkiili analizis kiinduldpontja lehetne.
Barrel esetén ez sajnos nem igy van, de olyan esetekben, ahol azonos meéretiiek a
struktarak, ott a képfeldolgozas és rekonstrukcié 0j modjanak a kiinduldépontja lehet a
jovoben. A szomszéd barrelek korvonalai a méret és iranykiilonbségek miatt sosem esnek
egymasra, ezért nem latunk a kép kozéppontjaban abrazolt barrel koriil hasonlo
mintdzatot, mert ott a szomszéd barrelek €s szeptumok egymassal is atfednek. Hasonlo
barreleket egymasravetité abrazolasmod 1étezik, azonban csak arra talaltunk példat, hogy
a kész rekonstrukciot vetitik egymasra. Shigematsu (2019) kutatocsoportja a PV+ sejtek
kapcsolataik alapjan torténd beosztisat vizsgaltdk, mely soran a barrelben vagy a
szeptumban torténd lokalizacio is szempont volt. Abrajukat ugy hozték létre, hogy harom

40 um vastag metszetet digitalizaltak. A barreleket bejelolték, illetve a PV+ sejtek
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crer

egy rétegbe vetitették. A mi képilink ezzel szemben ugy késziilt, hogy mikroszkdpos
képeket vetitettiik egymasra. Az igy 1étrejott kép ezaltal nem egy rekonstrukcio és igy a
rekonstrual6 altali torzitasoktol mentes.

A talamokortikalis terminalisok célpontjai majdnem mindig tiiskés dendritek, amik
piramissejtek, vagy tiiskés csillagsejtek, tehat serkentd sejtek nyulvanyai, azonban a
szomatoszenzoros kéregben a boutonok mintegy 9%-a végzddik tiiske nélkiili (Bopp és
mtsai 2017), vélhetéen interneuronokhoz tartozo proximalis dendriteken. Optogenetikai
vizsgalatok szerint a VPM ¢és POm ingerlése soran a serkentd sejtekben és az LIV
valamint LVa PV+ sejtjeiben nagy excitatoros posztszinaptikus potencial valtodik ki,
viszont az SST+ sejtekben szinte egyatalan nem. Ugyanakkor a VIP+ sejtekben kozepes
aktivitas valthato ki (Sermet és mtsai 2019). Ez 6sszecseng azzal az eredményiinkkel,
hogy a PV+ sejtek nem mutatnak szeptalis vs. barrel asszocialt oszlop preferenciat, és a
VPM ¢és POm feldl is rendelkezhetnek bemenettel. Az SST+ és VIP+ sejtek a primer
szomatoszenzoros kéreg negyedik rétegében megfigyelhetd inhomogén eloszldsa olyan

funkcionalis kiilonbségekre utal, amik felderitésére tovabbi kisérletek sziikségesek.
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6. Kovetkeztetések

Munkém soran rdmutattam arra, hogy a mintavételi zsugorodas okozta deformitasokbol
ad6do hibak korrekcidjara nincsen egy univerzalis, minden mintatipusnal hasznalhato
modszer. Fontos megjegyezni, hogy a korrekcionak helyzetspecifikusnak kell lennie. A
retindk esetén a zsugorodas ¢és a feldolgozas soran 1étrejott hézagok okoztak a problémat
¢s azt kellett eltavolitani. A szomatoszenzoros kéreg esetében a tangencidlis metszetek
lapitasa €s metszése soran kialakult torzitast kellett kikiiszobolni. Ebbdl adédoan két
kiilonb6z6 megoldast vazoltunk: (1) a retina esetén a képek transzformacidja, mig (2) a
barrelmezé esetén pedig a metszetek virtualis ujrametszése kiiszobdlte ki a problémat.

A mintavételi szam meghatarozasa és ezaltal a tényleges elemszam becslése is esetfiiggo.
A metszetek kozott torténd mintavételezéssel id6t takarithatunk meg, illetve
koltséghatékonyabb megoldas is, mivel a metszést kovetden még a festési eljaras, illetve
a fotodokumentacid hosszadalmas folyamatok Ilehetnek. Hatranya, hogy a nem
megfelelden  megvalasztott —metszetszdm  torzithatja az  eredményeket. A
fotodokumentalast kovetden torténd mintavételezés eldnye, hogy a késziilt felvételeken
utdlag is lehet sliriteni a mintavételi helyeket, ha az elsé mintavételezés elégtelennek
bizonyult volna.

Az adott modszer univerzitasanak kérdése, miszerint ,,hasznalhatdo vajon kiilonb6z6
teriileteken azonos modszer?” elmondhato, hogy a helyzetnek megfeleléen valamennyire
alakitani kellett, de alapjait tekintve azonosak voltak.

Az idedlis metszetszam kérdését vizsgalva kijelenthetd, hogy a mintdul vett teriilet a
retindk és a szomatoszenzoros kéreg esetén nagysagrendileg azonos Vvolt, az
Osszteriiletnek 10%-a, vagyis a szomatoszenzoros kéreg esetén a frontalis metszetek
soran analizalt metszetszam az Osszes metszet legfeljebb 1/10-e. Ennek a teriiletnek az
elemzése azonos eredményt adott, mint a tangencialis metszeteken végzett teljes tertilet
analizise, amely soran a teljes poszteromedialis barrelmezét feldolgoztuk. Irodalmi
adatok szerint a retinanal is a teriiletek nagyjabol 10%-at vizsgaltak (Harman és mtsai
2000), legtobbszor sztereologiai, statisztikai megfontolasokat vagy elézetes hatékonysagi
tanulmanyokat mellédzve. Eredményeink alapjan a teljes térfogat 10%-anak hasznalata a
mintavételezéshez nem rontja a teljes elemszam becslésének hatékonysagat. A fenti

modszerek tesztelésével sikeriilt kivalasztanunk a tovabbi céljainknak legmegfelelobb
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eljarast a Szomatoszenzoros rendszer vizsgalatahoz. Egy olyan teriilet sejteloszlasanak
elemzéséhez, ahol nagyon finom kiilonbségeket mutattunk ki egyméshoz kozel esd, és
egymastol csak kiilonleges figyelemmel elvalaszthatd teriileteken. A két, altalunk
hasznalt metszési sik koziil a frontalis sikban késziilt metszetek mintavételezésénél
hasznaltuk fel a retindkon végzett vizsgédlatok kovetkeztetéseit, amikor minden tizedik
metszetet festettiik csak meg. A tangencialis metszeteknél minden metszetet analizaltunk.
A tangencialis metszetekben a réteghatarok detektalhatatlansdga miatt a sejtek rétegbeli
hovatartozasat csak a felszintdl vald tavolsdg alapjan hatdrozhattuk meg. Az
eredményeket a frontalis metszetek eredményeivel validaltuk. Az egyes sejttipusok
eloszlasarél elmondhatd, hogy nem homogén, a legmarkansabb kiilonbségek a VIP+ és
SST+ sejtek esetén talaltuk a barrel és a szeptum viszonylataban (19.- 22. dbra). Irodalmi
adatok szerint a IV, Va és Vb rétegek a lemniszkalis és paralemniszkalis bemenet helyei
(Wimmer és mtsai 2010). Igy az itt csoportosuld sejtek az itt bearamld informaciot
fogadhatjak és dolgozhatjak fel.

Az SST+ és VIP+ sejtek esetén a szeptumban talaltunk tobb sejtet a LIV rétegben. A
VIP+ sejtek egyrészt a SST+ sejtek gatlasa, masrészt a vérataramlas novelése révén képes
a kortikalis aktivitast novelni (Cauli és mtsai 2004). Ez a hatés a sejtek axonfelhdjének
radialis lefutasa miatt az egymassal szomszédos és eltéré bemenetet kapd 0szlopok és
szeptumok differencialt aktivalasat teszi lehetévé, aminek hatdsara a lemniszkalis és
paralemniszkalis informaci6é a fels6bb rétegekben is egymastol elkiiloniilve keriilhet
feldolgozasra (Brecht és mtsai 2003).

A retindkon és a szomatoszenzoros rendszeren végzett kutatasok alapproblémaja hasonlo
volt, azaz meg kellett talalni azt a modszert, mellyel a feldolgozas soran deformalodott
struktirdk a legkisebb torzitassal 6sszevethetdvé valnak. A retina esetén a szakadésok, a
barrelmezonél a kiilonb6zé metszés soran az eltéré iranyu lapitds hatasat kellett
kikiisz6bolni. Kiemelend6, hogy a retinanal alkalmazott projicialas, azaz a transzformalt
izodenzitas térképek egymasra vetitése, kiindulasi pontul szolgalt a barrelmezdében
bemutatott vetitéssel 1étrehozott dbranak a megalkotdsdban (22. dbra), mely késdbb
tovabbi elemzések alapjat képezheti.

Munkdm sordn bemutattam a mintavételezés fontossagat neurobioldgiai kutatdsokban,
kiilon felhivva a figyelmet a hagyomanyostol eltérd esetek sajatossdgainak

figyelembevételére, amikor 1j mintavételi vagy analitikai eljaras kidolgozasa vezetett
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célra. Reményeim szerint ezzel inspiralom a jovo6 kutatés irdnyaba elkdtelez6dd hallgatoit
uj utak keresésére olyan helyzetekben is, amikor a meglevé eszkdzok limitacidibol adodo

kihivasokat kell legy6zni.
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7. Osszefoglalas

Tanulmanyom soran haromféle allatmodellben (génmodositott egerek, Shaw-
versenyegere, ZDF-patkanyok) végeztem vizsgalatokat, mely soran a mintavételezés, a
mintakrol késziilt fotddokumentacio €s a nyers adatok sztereoldgiai elvek szerinti tovabbi
atalakitasat vizsgaltam.

A ZDF patkanyok és Shaw-versenyegere esetén cukorbeteg és kontroll allatok whole
mount technikaval feldolgozott és radialis metszésii retinain végeztiink megfigyeléseket.
A Shaw-versenyegere esetén az irodalomban elterjedt izodenzitas térképeket hoztunk
létre a sejtvaltozasok abrazolasara, ugyanakkor a ZDF patkanyoknal egy 0j abrazolasi
modot alkalmaztunk, mely a feldolgozas soran 1étrejott miitermékeket (szakadasok) nem
tartalmazta és a denzitasértékek mellett az atlagos retinaméreteket és a méretbeli
szorasokat is megjelenitette. Ezen allatok elemzése soran bemutattuk a fotddokumentalast
kovet6 mintavételezést, illetve, hogy a képi megjelenités az esztétikai szerepe mellett, a
korabbi gyakorlattal ellentétben tobb informaciot jelenithet meg, mivel az izodenzités
térképeken a méretbeli kiilonbségek nem lathatoak.

A deformalodasok utolagos korrekcidjanak lehetdségét vizsgéltuk tovabba az egér
szomatoszenzoros kérgében is. Eldszor végeztink egyszerre megfigyeléseket az
irodalomban elterjedt kétféle metszési mod eredményeire vonatkozoan. Utdlagos
rekonstrukcid és a retindk feldolgozasabol szdrmazé tapasztalatokon alapuld korrekciod
segitségével a kétféle metszés Osszehasonlithatova valt. Ezaltal megallipithattuk, hogy a
PV+, SST+ és VIP+ sejtek eltéro eloszlasmintazattal rendelkeznek. A PV+ sejtek a VPM
¢s POm talamikus bemenetnek megfeleléen lokalizalodnak és nem mutatnak eloszlasbeli
eltérést a barrel asszocialt oszlopok €s a szeptumok k6zott, ami ellentétben all a szubjektiv
benyomasokkal. Elsdként irtuk le, hogy az SST+ sejtek és a VIP+ sejtek a IV. rétegben
szignifikdnsan nagyobb szamban helyezkednek el a szeptumban, azaz a VPM bemenetét
elkeriilik. Irodalmi adatokkal egyezik azon megfigyelésiink, hogy a pia mater fel6l a
fehérallomanyig a VIP+ sejtek denzitdsa és az SST+ sejtek denzitasa ellentétes.

A retinakon és a szomatoszenzoros rendszeren végzett megfigyelések a bemutatott
képfeldolgozasi modszerek és a sztereologiai elvek mentén torténd atalakitdsa révén

johettek létre és mindkeét esetben helyzetspecifikus dbrazoldsmodot hoztunk létre.
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8. Summary

In the course of my study | made observations at three types of animals, genetically
modified mice, Meriones shawi and zucker diabetic fatty rat (ZDF), optimizing possible
modifications of the different sampling and stereological approaches.

I compared whole mount and radially sectioned retinas of Meriones shawi and ZDF-rats
among healthy versus diabetic individuals. Compared to the regular ones, our novel
modified isodensity maps eliminated the rupture artefacts effectively. The average and
maximal retinal sizes are both indicated on the modified maps, thus the standard deviation
of such dimensions can also be displayed.

The second part of my thesis features virtual reslicing of the microscopic slices as an
other type of subsequent data modification technique, based on our previous experience.
We performed this data processing at microscopic images of the posteromedial barrel
field, and presented results from two different types of sectioning i.e. coronal and
tangential at the same time, unprecedente in the literature. After virtual reslicing we were
able to pool the data of the different sectioning. Merging the corrected image planes
highlighted the spatial preference of the PV+, SST+ and VIP+ interneuron subtypes in
the Layer IV barrel field only, is another novelty.

In the third part, we presented a set of stereological approaches, which lead to biological
results in the examination of the somatosensory system. We found that PV+, SST+ and
VIP+ cells differ at their distribution patterns. The PV+ cells do not prefer areas regarding
the thalamic afferentation from VPM or POm. These cells distribute uniformly among
septal vs. barrel associated areas, which contradicts the first visual impression. Novelty
of our work is, that we described the non-homogenous spatial distribution of SST+ and
VIP+ cells in Layer V. These cells prefer the septum in the LIV, so they avoid the areas,
where the fibers arrive from VPM. The different role of these cells can derive from the
dissimilar laminar distribution. From pia mater to white matter we observed reverse
distribution patterns of VIP+ and SST+ cells.

The observations on retinas and the somatosensory system were obtained by applying the
image processing methods and transforming them along the stereological principles

presented, and in both cases we have generated a site-specific representation.
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