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1. Bevezetés

A hazi macska (Felis catus) a latas vizsgalatanak egyik klasszikus modellje, igy
latorendszerének felépitésérdl és mikodésérdl mar sok mindent tudunk. A macska szinlatasanak
kutatasa ugyanakkor hidba tekinthet vissza hosszu, nagyjabol 50 éves multra, az irodalomban
gyakoriak az ellentétes eredményekrdl beszamold tanulmanyok, a szinek megkiilonboztetése
mogott allo kdzponti idegrendszeri mechanizmusok pedig maig nem tisztdzottak ezeknél az
allatoknal.

Habar a macskdk inkabb kivalo ¢jszakai latdsukrol hiresek, retindjuk a nappali
fényviszonyokhoz is jol alkalmazkodott: a palcikdk mellett csapokkal is rendelkeznek, és
megtalalhato egy, a féemlésok foveajahoz hasonld funkcidji area centralis is, ahol a csapok igen
nagy stiriségben helyezkednek el (25-30.000 csap/mm?, Linberg és mtsai, 2001). Mindezek
alapjan ez a faj alkalmas arra, hogy rajta keresztiil betekintést nyerjlink az evolucios torzsfan a
féemldsok alatt allo dikromat emldsok szinlatdsdba, adatokat kapjunk a kromatikus informacid
koézponti idegrendszeri feldolgozasarol, és igy bdvithessiik tudasunkat a trikromat szinlatas
evolucios Osére vonatkozdan. A jelen dolgozat alapjaul szolgald kisérletek célja az volt, hogy a
szinlatdsban szerepet jatszo sejteket taldljunk a macska thalamusdban, és azokat a lehetd
legkdriiltekintdbben jellemezziik.

Az egészen korai macskakisérletek kozott még olyanok is akadtak, amelyek nem tudtak
igazolni a szinlatas képességét (Ducker, 1964), taptalajt adva a kozhiedelemben mai napig
meglévo téves elképzeléseknek, hogy a macskdk nem latnak szineket. Ezzel szemben mar régota
tudjuk, hogy a retindjukban talalhato kétféle csap fotoreceptor (Ahnelt és Kolb, 2000; Szél és
mtsai, 2000): a rovidebb hullamhossztartomanyra érzékeny S- (450 nm-es abszorpcids csuccsal,
Guenther és Zrenner, 1993) és a kdzepes/hosszi hullamhossztartomanyra érzékeny ML-csapok
(553 nm-es abszorpciods csuccesal, Yokoyama és Radlwimmer, 1999) dikromatikus — a voros-zold
szintévesztd emberekéhez hasonld — szinlatast tesz lehetdvé (Loop és Bruce, 1978; Loop ¢€s
mtsai, 1987; Jacobs €s mtsai, 2001; van Arsdel €s Loop, 2004; Van Hooser és Nelson, 2006).

A szinlatdshoz ugyanakkor Onmagdban nem elegendd spektralisan kiilonb6zo
érzékenységli fotopigmenteket tartalmaz6 fotoreceptorok megléte, hanem sziikség van a
kiilonb6z6 tipusu fotoreceptorok kimeneteit egymaéssal Gsszehasonlitd, tgynevezett opponens

idegrendszeri halozatra is. Ez a rendszer mar elég jol ismert féemlésoknél, az evoluciods torzsfan
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lejjebb elhelyezkedd fajokban viszont keveset tudunk rola. Ez utobbiaknal, igy a macskaban is
ismert harom 6 feldolgozoé palya: a féemldsok parvo- €s magnocellularis rendszerének megfeleld
palyakat itt X- és Y-rendszernek nevezik a retindban elhelyezkedd ganglionsejtek, illetve a
latopalya thalamikus atkapcsolodasi helyéiil szolgaldo mag, a corpus geniculatum laterale (CGL)
sejtjeinek tipusai alapjan (Enroth-Cugell és Robson, 1966; Cleland és mtsai, 1971), mig a
koniocellularis palya homoldgja macskéaban a W-rendszer (Stone és Fukuda, 1974). Ezt az XYW
rendszert macskaban irtdk le legeldszor és a legrészletesebben. Az X-sejtekre ¢€lénk, lassan
adaptalodo valasz, és a kis (0,2-1.0°) receptiv mezdjiiket éré ingerek linearis szummacidja, mig
az Y-sejtekre szintén €lénk, de tranziens valasz, nagyobb receptiv mez6 (0,5-2,5°) és nem lineéris
kontrasztfiiggés jellemz6 (Enroth-Cugell és Robson, 1966; Cleland és mtsai, 1971). A W-sejtek
receptiv mezdinek mérete az Y-sejtekéhez hasonlo (0,4-2,5°), aktivitasat pedig ,,Jomhanak™ irtdk
le (Cleland ¢és Levick, 1974a,b). A ganglionsejteknek ez a funkciondlis felosztasa (X, Y, W)
kiilonb6z6 mértékben ugyan, de korreladl Boycott és Wissle (1974) anatomiai osztalyozasaval (o,
B, 7).

Macskaban a CGL szerkezete és benne a sejtek megoszlasa is kiilonbozik a
foemldsokétol: az X-sejtek foként a dorzalisan elhelyezkedd A’ és *Al’°, kisebb részben az
utanuk kovetkez6 ’C’ rétegben talalhatoak, az Y-sejtek legnagyobb részben a ’C’ rétegben,
kisebb részben az A’ ¢és A1’ rétegekben foglalnak helyet, mig a W-sejteket a ’C’, C1’ és *C2’
rétegekbdl irtdk le (Guillery, 1966; LeVay és Ferster, 1977; Friedlander és mtsai, 1981; Stanford
¢és mtsai, 1981). Az egyes rétegekbe — a féemlGsokhoz hasonléan — felvaltva érkeznek a
bemenetek a kontra- és az ipszilateralis szembdl.

Jelen dolgozatban bemutatott kisérleteink célja az volt, hogy elektrofiziologiai modszerek
segitségével minél tobbet megtudjunk a szinopponenciaért macskaban felelés neuronokrol, azok
csapbemeneteirdl, és ezaltal kozelebbi képet kaphassunk a féemldsokre jellemzd szinlatas

evolucios elézményeirdl.

2. Célkittizés

A féemlds alatti emldsok S-csapos palyajarol elég keveset tudunk, de néhany tanulmany
alapjan joggal hihetjiik, hogy a korai emldsok (és nem-féemlds mai leszarmazottaik) S-

csapopponens palyai funkcionalisan hasonldak a féemldsoknél leirtakhoz (Yeh és mtsai, 1995a;
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Lee és mtsai, 2000; Solomon, 2002; Blessing és mtsai, 2004; Martin és mtsai, 2011). Szamos
fajban kimutattak mar az S- és ML-csapok aktivalodasara 1étrejovo antagonisztikus valaszokat a
retina ganglionsejtjeibél (Michael, 1966; Cleland és Levick, 1974b; Vaney és mtsai, 1981;
Hemmi és mtsai, 2002; Ekesten és Gouras, 2005; Yin és mtsai, 2009) és a CGL relésejtjeibdl is
(Daw ¢s Pearlman, 1970; Michail, 1973; Cleland és mtsai, 1976; Wilson és mtsai, 1976),
ugyanakkor a receptiv mezdik térbeli felépitését nem tanulméanyoztdk még szisztematikusan, és
az sem ismert, hogy egy vagy tobb Osszefiiggd csatornabol all-e ez a rendszer. A dolgozat

alapjaul szolgalo kisérletek soran a kdvetkezd célokat hataroztuk meg:

1. Elektrofizioldgiai modszerek és a korabban a foemlds latérendszer szinérzékenységének
vizsgalatara hasznalt csapspecifikus ingerek macskara adaptalt verzidinak segitségével
valaszt kerestliink arra, hogy melyek azok a tulajdonsdgok, amelyek segitségével a
szinérzékeny (kromatikusan opponens) és az erre nem képes akromatikus sejtek a

legmegbizhatdbban elkiilonithetok.

2. Korabbi adatok alapjan ismert, hogy a szinérzékeny neuronok a luminanciakontraszttal
szemben a szinkontrasztot preferaljak (Wiesel és Hubel, 1966; Livingstone és Hubel,
1984), illetve hogy a féemlés CGL koniocellularis sejtjeinek kontrasztfiiggése linearis
(Tailby és mtsai, 2008a,b). Ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a macska szinérzékeny

CGL sejtjeinek valasza milyen csapspecifikus és akromatikus kontrasztfliggést mutat.

3. Célunk volt az is, hogy megvizsgaljuk az S-csap bemenettel rendelkez6 sejtek receptiv
mez0dinek felépitését, hogy mekkora teriiletrdl és milyen sullyal kapjdk S- és ML-csapos
bemeneteiket. A receptiv mez6k méretét a téri frekvenciahangolds meghatarozasaval

kivantuk megallapitani.

4. Kivancsiak voltunk arra is, hogy milyen csapsulyokat varhatunk a receptiv mezd kornyéki
részérdl érkezo bemenetek esetében, ha a retinalis halozat kialakulasat véletlenszeriinek

feltételezziik. Erre a kérdésre a retina és a receptiv mezOk modellezésével, kiilonb6zo
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5. Tobb irodalmi adat utal arra is, hogy a szineken alapul6d vizualis percepcio lassabb a
luminanciaalapu érzékelésnél (De Lange, 1958; Kelly és van Norren, 1977; McKeefry és
mtsai, 2003; Smithson és Mollon, 2004; Bompas és Sumner, 2008). Ezekbdl kiindulva
kivancsiak voltunk, hogy az S-csapos sejtek iddi frekvenciahangolasa hogyan viszonyul

az akromatikus sejtekéhez.

6. Egy részletes in vitro tanulmany (Crook és mtsai, 2009) makakd retinaban kimutatta,
hogy a két rétegben arborizald kis ganglionsejtek (SBG) Il-es tipust receptiv mezdvel
rendelkeznek, ugyanakkor az irodalomban megoszlanak a vélemények az S-csapos
opponens palya antagonisztikus bemeneteinek id6zitését illeten. Néhany tanulmany talalt
kiilonbséget féemlds retinaban vagy CGL-ben az opponens S-csapos és L+M-csapos
bemenetek valaszlatenciai (Chichilnisky és Baylor, 1999; Reid és Shapley, 2002; Field és
mtsai, 2007) és 1d6i frekvenciahangolasa (Tailby és mtsai, 2008a) kozott, masok ezeket
elhanyagolhatonak tekintették (Yeh és mtsai, 1995b; Solomon és mtsai, 2005; Crook ¢€s
mtsai, 2009). Mi macskaban szerettiik volna megtudni, hogy milyen az S- és ML-csapos

bemenetek 1d6i frekvenciahangolésa, és hogy az iddzitésiik mennyire van egyensulyban.

7. A f6emlésok koniocellularis csatornajaval feltehet6leg homoloég W-rendszer thalamikus
sejtjeit macskaban a CGL ’C’, *C1’ és *C2’ rétegeiben irtak le (Stanford és mtsai, 1981).
Kivancsiak voltunk, hogy az altalunk jellemzett szinérzékeny sejtek a CGL mely

rétegeiben taldlhatoak.

3. Anyagok és mddszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben hét ivarérett (1-5 éves) hazi macskat (Felis catus) hasznaltunk (két
ndstény és Gt him). Az allatok sajat tenyészetiinkbél (PTE AOK Elettani Intézet allathaza),
illetve a Debreceni Egyetem és a Szegedi Egyetem allathdzaibol szarmaztak. Tartasuknal és a
kisérletek soran is a hatalyos allatetikai szabalyokat betartva (2010/63/EU direktiva és annak
2012/707/EU szdmu végrehajtasi nyilatkozata, valamint az allatkisérletekrdl szo6lo 40/2013.
(I.14.) kormanyrendelet), a Baranya Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és
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Allategészségiigyi Igazgatosaganak engedélyével jartunk el (BA02/2000-1/2010 és BAI/35/51-
15/2016).

3.2. M(itétes el6késziletek

A kisérleteket altatdsban végeztiik, melyhez a miitéttel jaré kezdeti szakaszban ketamin
(7 mg/kg, Calypsol, Richter, Budapest, Magyarorszdg) és xylazin (1 mg/kg, CP-Pharma,
Burgdorf, Németorszag) keverékét hasznaltuk intramuszkularis injekcié formajaban. A
vérnyomas direkt méréséhez az allatok egyik arteria femoralisaba kaniilt helyeztiink. Egyuttal
ezen keresztiil gondoskodtunk a megfeleld folyadékpotlasrol (6 ml/h Ringer-oldatos infuzid, B.
Braun, Melsungen, Németorszag). Az infuzidval tapanyagként gliikozt is adtunk (24 mg/kg/h),
vecuronium bromiddal pedig paralizaltuk a macskakat (6 mg/kg/h, Norcuron, Organon,
Roseland, NJ, USA).

A paralizis bedlltatol kezdve a macskdkat trachea kaniilon keresztiill mesterségesen
1¢legeztettiik. Az altatast ezutan oxigén €s dinitrogén-oxid 1:2 aranya keverékéhez adott 0,5-2,5%
izofluran (CP-Pharma) belélegeztetésével tartottuk fent.

Ezutan az allatok fejét sztereotaxikus késziilekben rogzitettiik, és kortilbeliil 5 X 5 mm-es
craniotomiat végeztink a CGL felett. Ezek kozéppontjanak Horsley-Clarke-féle koordinatai
anterior 4,7 és lateralis 9,2 mm voltak.

Hogy egy allatbol a lehetd legtobb adatot nyerhessiik, egy-egy kisérlet 3-5 napon
keresztiil tartott, melynek soran az 4allatok A&ltalanos élettani paramétereit folyamatosan
monitoroztuk és a fiziologids tartomanyban tartottuk (kilélegzett CO2: 3-4%, szisztolés
vérnyomas: 100-140 Hgmm, testhémérséklet: 38°C). A macskdk szemét 0 dioptrias

kontaktlencsékkel védtiik a kiszaradastol.

3.3. Vizualis ingerek

A vizudlis ingereket egy Open GL parancsokkal operdld, szabadon hozzaférhetd
szamitogépes programmal generdltuk (Expo; fejleszté Peter Lennie, University of Rochester,
Rochester, NY, USA), amelyet egy Apple Power Mac G5 szamitogépen futtattunk. A
stimulusokat a macska szemétdl 28,5 vagy 57 cm tavolsdgban elhelyezett katodsugarcsdves
képernyon jelenitettiik meg (IBM P275, képernyd frissitési rata 96 Hz).
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A vizualis ingerek koralaku foltok voltak, amelyek szinét €s kontrasztjat ugy kalibraltuk,
hogy azok a képernyé szintérlefedettségén beliil az S- és ML-csapokat egyszerre (akromatikus
stimulusok) vagy kiilon-kiilon (csapizolald stimulusok) modulaljak. Ez az ugynevezett ,,silent
substitution” modszerével lehetséges, ahol az ingerlé fény az egyik csaptipus aktivitasat
megnoveli a hattérhez képest, mig a masikét valtozatlanul hagyja, igy az inger altal kivaltott
valasz is az adott csaptipus aktivalodasara vezethetd vissza (Donner és Rushton, 1959). A csapok
spektralis érzékenységének kiszamitasdhoz az S-csapok esetében 450 nm-es (Guenther ¢és
Zrenner, 1993), az ML-csapoknal pedig 553 nm-es (Yokoyama ¢és Radlwimmer, 1999)
abszorpcids csucsot és a Lamb-féle csap nomogramot (Lamb, 1995) hasznaltuk.

A monitor atlagos luminancija 42 cd/m? volt. Macskdk esetében a 10 cd/m? feletti
fényerdt fotopiasnak tekintjiik (Loop €s mtsai, 1987), azaz a palcikdk valaszaival nem kellett
szamolnunk.

A pupillakat 1%-0s atropin-szulfat oldattal kitagitottuk, a képernyd képét pedig a szemek
elé tett liveglencsékkel fokuszaltuk a macska retindjara. Szemtiikorrel hataroztuk meg, hogy
ehhez milyen téréerejli lencsékre van sziikség, mégpedig ugy, hogy a szemfenéken futd ereket az
érhartyaban talalhato, fényvisszaver6ként miikodé tapetum lucidum segitségével a monitor elé
fliggesztett papirlapra vetitettiik, és a képet a szemtiikor valtoztathatd dioptridju lencséivel élesre
allitottuk, majd a hasznalt lencse dioptridjat a szemtiikorrdl leolvastuk. Amikor aztin a
mikroelektrodaval ,,megfogtuk™ az elsé jol izolalt sejtet, a lencséket addig cserélgettiik, amig
kiilonbozd téri frekvencidju akromatikus vagy csapizolald racsmintdkat (,,grating”) vetitve
maximalizaltuk a sejt receptiv mezejének felbontoképességét. Ezt a korrekciot mindkét szem

esetében elvégeztiik.

3.4. Sejtkeresd stratégia

Kisérleteink f6 célja az volt, hogy a macska thalamusanak CGL magjabdl olyan sejteket
megfeleléen minden penetracioban (n =29) alacsony téri (~ 0,05 ciklus/fok) és id6i (~ 3 Hz)
frekvenciaji akromatikus ¢és S-csapizoldld racsmintdkat valtogatva haladtunk keresztiil
mikroelektrodaval a CGL-en. Az akromatikus ingerre sokkal gyakrabban valaszoltak sejtek, igy

az egyik vagy masik szem letakarasaval ezeket fel tudtuk haszndlni arra is, hogy nyomon



kovessiik, a CGL mely rétegében jarunk éppen, mert az ’A’, ’C’ és 'C2’ rétegekbe a
kontralateralis, mig az A1’ és ’C1’ rétegekbe az ipszilateralis szembdl érkeznek a bemenetek
(Casagrande és Norton, 1991). Amikor az elektrédaval olyan helyre értiink, ahol az audio
monitoron S-csapizolaldé stimulusra valaszold sejteket hallottunk, a ,,spike”-forma alapjan
megprobaltuk ket izolalni és jellemezni. Ezeken kiviil — 6sszehasonlitas céljabol — lathatod S-
csap bemenet nélkiili sejteket is rogzitettiink, és ugyanazokkal a tesztekkel jellemeztiik Oket.
Nyolcvandot helyen sszesen 201 sejtet izolaltunk, melyek koziil 23 sejtnél (21 helyen) tudtunk S-
csap specifikus valaszokat igazolni. Otvenhat sejtrél (16 kék-ON és 40 akromatikus) kaptunk
elég adatot ahhoz, hogy szerepeltetésiik jelen dolgozatban indokolt legyen. A kiilonb6z6
vizsgalattipusoknal feltiintetett elemszamok azonban ettdl eltérhetnek, mert egy-egy sejtnél
el6fordult, hogy nem tudtuk a teljes tesztpalettat végigfuttatni, vagy késobb kideriilt, hogy a

felvett adat nem elég tiszta a megfeleld analizishez.

3.5. Egysejt elvezetés

Az extracellularis elvezetéshez egycsatornas rozsdamentes acél- (FHC, Bowdoin, ME,
USA) vagy hétcsatornas (,,heptdd”, Neuronelektrod Kft., Budapest, Magyarorszag)
mikroelektroddkat hasznaltunk. Az elvezetett akcids potencidlokat 700 ¢és 5000 Hz kozotti
savateresztd szlirdvel sziirtiik, erdsitettik és 22 vagy 48 kHz mintavételezési frekvencidval
digitalizaltuk. Az egyes sejtek akcids potencialjait — szintén az EXpo program segitségével — a

hullamformak fékomponens analizisével kiilonitettiik el.

3.6. Adatok értékelése
3.6.1. Receptiv mezék jellemzése

Eldszor minden elvezetési helyen megvizsgaltuk, hogy a vizualis ingerlés melyik szemen
keresztiil valt ki nagyobb amplitidoju egy- vagy tobbsejtaktivitast; ez volt a dominans szem. Azt
a legkisebb mélységet, ahol a receptiv mezdk tisztdn kontralateralisak voltak, és helyiiket a
latotérben néhany fokon beliili pontossdggal meg tudtuk hatarozni, tekintettik az A’ réteg
kezdetének. Innentdl kezdve a dominadns szem szisztematikus oldalvaltasa jelezte az egymas utan

kovetkezd Al’, °C’, *C1’ és ’C2’ rétegeket. Néhany penetracioban a legmélyebb rétegekbdl



(CCI’, ’C2’) nem tudtunk sejteket izolalni. A receptiv mezdk tovabbi vizsgalatdhoz a nem
dominans szemet letakartuk.

A stimulus képernydn torténd mozgatasaval és méretének csokkentésével megkerestiik az
izolalt sejt receptiv mezejét, és a stimulus kdzéppontjat arra helyeztiik. Ha egyszerre tobb sejtet iS
izolaltunk, akkor a legerésebben valaszolo sejt receptiv mezejét hataroztuk meg. Ezutédn az adott
elvezetési helyen hatralévd tovabbi mérésekhez a stimulus méretét 10 és 30° kozé (atlagosan
19,5°ra) éllitottuk be. Azért valasztottunk ilyen nagy atmérdket, mert egyrészt viselkedéses
vizsgalatok alapjan a macskéak kék-csap érzékenysége kifejezetten alacsony térbeli felbontast
(Loop és mtsai, 1979), masrészt a téri frekvenciahangoldsi gorbék jellemzése miatt biztosak
akartunk benne lenni, hogy a receptiv mezd kornyéki részét is lefedjik wvele. A téri
frekvenciahangolasi gorbék elemzése utan kideriilt, hogy a stimulusok atlagosan 4,8 & 3,4-szer

(mértani kozép + SD) nagyobbak voltak, mint az adott sejt receptiv mezeje a kornyéki résszel

egyuitt.

crer

valtoztatasaval online meg tudtuk becsiilni, de ettdl fiiggetlenil minden sejten a teljes —az
akromatikus, az ML- és S-csapizolald, valamint az S+ML~- stimulusokat egyarant tartalmazo6 —
mérési protokollt igyekeztiink lefuttatni. A DKL (Derrington—Krauskopf-Lennie; Derrington és
mtsai, 1984) szintérben elevacionak nevezzilk az S- ¢és ML-csapizolald tengelyek altal
meghatarozott izoluminans sikrol valo elemelkedés szogét a luminancia tengely mentén,
azimutnak pedig a sikon beliili elfordulést. Az S-csapizolalo stimulus elevacidja 0°, azimut értéke
90°, mig a 90°-os elevacio az akromatikus ingernek felel meg. Az akromatikus sejtek valasza 0°-
os elevacid érték kornyékén volt minimalis, 90°-nal a legnagyobb, a kék-ON sejtek pedig 0°
kornyékén valaszoltak leger6sebben. Ebbdl kiindulva ezt a mérést arra is fel tudtuk hasznalni,

Ezutan négyszog alakban modulélt akromatikus és csapizolald stimulusok segitségével
mindségileg vizsgaltuk a sejtek csapbemeneteit. A dolgozatban szerepld kisérletek elso,
tapogat6zo felében (27 sejt) a mérések sordn a kiillonb6zd stimuluskondiciok 1d6i frekvencidjat
5 Hz-re allitottuk, mig a késdbbi kisérletekben (29 sejt) nagy méreti (20° atmérdjii), térben
homogén, idében az akromatikus, az ML- és az S-csapizolald tengelyek mentén -50% ¢és +50%
csapkontraszt értékek kozott szinuszosan modulalt stimulusok segitségével meghataroztuk a

sejtek 1d6i frekvenciahangolasat, ¢s az adott sejten torténd késdbbi mérésekben a sejtnek



megfeleld ingerrel (akromatikus, illetve S-csapizoldld) kapott optimalis frekvenciat hasznaltuk.
Az idé6i frekvenciahangolasi gorbék felvételét 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 32 és 48 Hz-es stimulusokkal
végeztik, és eredményét a CGL-sejtek vizualis latencidjanak meghatarozasadhoz is felhasznaltuk.
Ezek utan a dolgozatban részletezett modokon megmértiik a sejtek kontrasztérzékenységét, téri

frekvenciahangolasat, receptiv mezdik méretét €s csapbemeneteik sulyat.

3.6.2. Szovettan

A kisérlet végén a macskdk eutanazidja 5% izoflurdnos tulaltatast kovetden, T61
(embutramid 250 mg/kg, tetracain-HCI 6,25 mg/kg, mebezonium-jodid 63 mg/kg; Intervet
International B.V., Boxmeer, Hollandia) intrapulmonalis injektalasaval tortént. Ezutan az
allatokat eldszor 0,1 M foszfat pufferrel (pH = 7,4), majd 4%-0s formaldehid oldattal a bal
kamran keresztiil perfundaltuk, utana pedig az agyat és a szemeket eltavolitottuk, és szintén 4%-

os formaldehid oldatban posztfixaltuk.

3.6.2.1. Krezil ibolya festés agyszéveten

A fixalt agybol a CGL-t is tartalmazd blokkokat készitettiink, melyeket 30%-o0s szukroz
oldattal krioprotektiv kezelésben részesitettiink. Ezutan fagyasztdé mikrotommal 40 um
vastagsagu metszeteket készitettiink, ¢és azokat krezil ibolydval megfestettiik, hogy
fénymikroszkop segitségével rekonstrualhassuk az elektrodapenetraciokat. fgy ellendriztiik, hogy

az analizisben szerepld sejtek valoban a dorzalis CGL rétegeibdl szarmaznak.

3.6.2.2. Retina immunhisztokémia

A fixalt retindkat levalasztottuk az érhartyarol és a pigment epitheliumroél, és a vakfolton
keresztiil egy fliggdleges €s egy vizszintes vagassal négy kvadransra osztottuk. A retinalis
halozatok modellezéséhez fotopigment-specifikus antitestek  segitségével fluoreszcens
immunhisztokémiai festéseket végeztiink ezeken a kvadransokon. Az S-csapok jelolésére OS-2
egér monoklonalis antitestet (Prof. Dr. Szél Agoston, Semmelweis Egyetem, Budapest,
Magyarorszag, Lukats és mtsai, 2002), az ML-csapokhoz pedig Anti-Opsin Red/Green 5405 nyul
poliklonalis antitestet hasznaltunk (EMD Millipore, Temecula, CA, USA, Arango-Gonzalez és
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mtsai, 2010). Az OS-2 primer antitestet biotinilalt anti-egér IgG-vel reagaltattuk (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA), azt pedig streptavidin-Alexa Fluor 488 konjugatummal
hivtuk el (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Az Anti-Opsin Red/Green 5405 primer antitest
eléhivasahoz Texas Red-del konjugaltatott kecske anti-nyal IgG-t hasznaltunk (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, USA).

3.6.3. Receptiv mez6é modellezés — szimuldcids kisérlet

A csapok elhelyezkedését digitalizaltuk az elektrofiziologiaval jellemzett sejtek receptiv
mezdinek excentricitasban megfeleld teriileteken. A gatld kornyéki rész szimuldcidjanal sajat
készitési Matlab® programmal kiilonbozé atmérdjii koroket illesztettink a digitalizalt
retinadarab minden egyes S- és ML-csapja koré, hogy modelezziikk a csapmozaik lokalis
mintdzatai miatt kialakult valtozatos csaposszetételli receptiv mezoket. Az illesztett korok méretét
ugy valasztottuk meg, hogy azok megfeleljenck a macskaban ismert legkisebb (CBa2, dendritfa
atmérdje 30 um) ¢és legnagyobb (CBab6, dendritfa atméréje 102 um) atméréji OFF-tipusu
csapbipolaris sejt (Pourcho és Goebel, 1987), valamint az A-tipust horizontalis sejt (HC-A,
dendritfa atméréje 80-220 um, Wissle és mtsai, 1978) altal lefedett teriileteknek. Ezek a sejtek
jatszhatnak ugyanis szerepet a receptiv mezd kornyeki részének 1étrehozasaban.

Véletlenszerli huzalozéast feltételezve a két csaptipus hozzajaruldsanak mértékét a

kornyéki gatlashoz egyszeriien az illesztett koron beliili csapszambol hataroztuk meg.

3.6.4. Statisztika

A kapott adatok statisztikai analizisét Matlab® és Microsoft Excel® programokkal végeztiik.
Probaink kozott szerepelt a Wilcoxon-féle eldjeles rang proba, a Wilcoxon-féle rangdsszeg proba,
a paros t-proba, az F-proba, valamint az ANOVA, melyek koziil mindig az aktualis adatsor
tipusanak legjobban megfeleldt hasznaltuk. A szignifikancia szint (p) als6 hatarat altalaban 0,01-

nél huztuk meg, de értékét minden emlitett teszt eredményénél kiilon is megadtuk.
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4. Eredmények

4.1. Az akromatikus és kék-ON sejtek elkilonitése

4.1.1. Az akromatikus és S-csapos valaszok fazisa alapjan

Jelen dolgozatban Gsszesen 56 sejtet mutatunk be: 40-et a CGL magnocellularis rétegeibol
CA’, A1’ és ’C’), 15-6t a parvocellularis rétegekbdl (CC1° és *C2’), illetve egynek nem tudtuk
biztosan beazonositani az elhelyezkedését. A legtobb elvezetési helyen az akromatikus inger erds
,multiunit’-aktivitast valtott ki, mig az S-csapizoldld inger minimalizalta ezt, hasonléan a
kontraszt nullara valé csokkentéséhez. Ritka alkalmakkor (a 201 elvezetési hely koziil 21
esetben) azonban el6fordult, hogy az S-csapizolald keresé stimulusunk tisztan modulalta egy
vagy tobb sejt ,spike”-ratajat, ugyanakkor a tobbi sejt aktivitasat minimalizalta. Ezeknél a
sejteknél az akromatikus stimulus annak ellenére csak enyhe valasznovekedést okozott az inger
ON fazisaban, hogy az ML-csapizolal6 stimulusra tonusos OFF, az S-csapizolalora pedig tonusos
ON valaszt kaptunk. Ezenkiviil a kétféle csapizolald ingerrel kivaltott valasz amplitidoi azonos
csapkontraszt mellett kdzel egyenldk voltak. Mindez arra utal, hogy az akromatikus valasz azért
minimalis, mert a két csaptipusbol érkezd azonos erdsségili, de funkciondlisan ellentétes (egyik
serkentd, masik gatlo) bemenet kioltja egymast. Ezeket a sejteket kék-ON sejteknek nevezziik,
mivel kivétel nélkiil az S-csapizolald stimulus S-ON féazisdban valaszolnak. A dolgozatban az

akromatikus sejtek mellett 16 ilyen sejtet mutatunk be.

4.1.2. A sejtvalaszok DKL-elevaciofiiggése alapjan

Az akromatikus és kék-ON sejtek gyors elkiilonitésére hasznalt masik modszeriinkhoz az
DKL-szintérben ez az S-csap-tengelyre merdleges koron beliili kiilonbozd elevaciok bejarasanak
felel meg. A valaszok elevaciofiiggésére illesztett gorbe polaritasa jol mutatta a sejt tipusat:
akromatikus sejteknél (n = 32) a V-alakt gorbe csucsa lefelé, a kék-ON sejtek (n = 16) esetében
pedig felfelé mutatott. Az illesztett gorbe mélypontja az akromatikus sejteknél 1,42 + 6,37°-0S
elevacional volt, mig a kék-ON sejteknél 1,20 + 7,65°-nal kaptuk a csucsot (atlag + SD).
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4.2. Kontrasztérzékenység

Miutdn az akromatikus ¢és a két csapizoldldo stimulusunkkal megmértik a sejtek
kontrasztvalaszat, a dolgozat ,,Anyagok és modszerek™ fejezetében részletesen leirt 1épésenként
finomod¢ illesztéses modszerrel megbecsiiltilk a kontrasztérzékenységiliket, amelyet a gorbe
legmeredekebb pontjara szamitott meredekséggel jellemeztiink.

A mintankban szerepl6 sejtek kisebb része (45 sejtbol 14; 31%) erdteljesen valaszolt az S-
csapos kontrasztra, mig az akromatikus kontraszt novelése nem okozott szignifikans valtozast
valaszuk intenzitasaban (ANOVA, p = 0,33), tehat az ML-csapos kontrasztérzékenységiik nulla
volt. Azokat a sejteket, amelyeknél az S-csapos érzékenység feliilmulja az akromatikus
érzékenységet kék-ON sejteknek (n = 14), a nagyobb akromatikus érzékenységgel rendelkezoket
pedig akromatikus sejteknek (n = 31) definialtuk. Ezen a ponton még mesterségesnek tlinhet ez a
felosztas, de a kdvetkezokben bemutatott tovabbi mérések eredményei igazoljak, hogy a kék-ON
sejtek kiilon funkcionalis csoportot képeznek a macska CGL-ben. A definicio szerint mindegyik
sejtpopulacio kontrasztérzékenysége magasabb a preferdlt stimulusra. Az akromatikus sejtek
akromatikus kontrasztérzékenységeinek kozépértéke (median) 0,86 spike / s/ % kontraszt volt,
mig a kék-ON sejtek S-csapos kontrasztérzékenységeié 0,22 spike / s / % kontraszt.

A kék-ON sejtek koziil sokan linearis kontrasztvalaszt mutattak. 12 sejtnek mértiik meg a
teljes S-csap kontrasztvalaszat, melyek koziil 6 esetben a 1épésenkénti illesztési protokollunk a
linearisat talalta a legjobb modellnek. Ezzel szemben az akromatikus sejtek magas
kontrasztértékeken tipikusan telitddéek voltak: 85%-ukndl (26 akromatikus sejtbdl 22-nél) a
legjobb modell a szaturaléddé vagy a szuperszaturalédd volt (Id. a dolgozat ,,Anyagok és

modszerek” fejezete).

4.3. Téri frekvenciahangolas

A legtobb sejtnél (n =44) a valaszok téri frekvenciafiiggését is felvettilk akromatikus,
ML-csapizoldld és S-csapizoldld racsmintdkkal. Ez a mérés lehetové tette, hogy a receptiv
mezOknek egyszerre tobb tulajdonsagat vizsgalhassuk: azt két térbeli (kozpont €s kornyek) és két
kromatikus (ML- és S-csap) komponensre bontottuk. A mérésbdl szarmazo adatokbol egyrészt
meghatdroztuk a receptiv. mezd koOzpontjanak kétféle csaptipusabol érkezé funkcionalis

bemenetek relativ csapsulyait, ezeknek a bemeneteknek az eldjelét (ON vagy OFF) és a
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stimulushoz viszonyitott fazisat, valamint a receptiv mez6é kromatikus komponenseinek relativ
méretét, masrészt kivancsiak voltunk a szinopponens sejtek receptiv mezdinek kornyéki részérdl
kapott bemenetek csapsulyaira is, hogy azokat a véletlenszer(i huzalozast imital6d retinalis
halézati modelliinkkel 6sszehasonlithassuk.

Az akromatikus csoportban a sejtvalaszokat azzal tudjuk legjobban magyarazni, ha a
receptiv mezdben csak ML-csapos bemeneteket feltételeziink. Az akromatikus valaszamplitidok
az Osszes akromatikus sejt és az dsszes téri frekvencia esetében megkiilonboztethetetlenek voltak
az ML-csapizolalo ingerrel kapott valaszoktol (paros t-proba a két kondicio kozott, p > 0,01). Az
S-csapizolalo inger ezekben a sejtekben a legritkabb esetben valtott ki véalaszt.

A kék-ON sejtek egyik kozos tulajdonsaga a nagyon gyenge akromatikus valasz volt, ami
az esetek nagyjabol felében (13 sejtbdl 7-nél) semmilyen statisztikailag szignifikdns valtozast
nem mutatott a téri frekvenciaval (ANOVA, p >0,1). Az S- és ML-csapizolald stimulusok
mindig hatdsosak voltak a kék-ON sejteknél, habar a téri frekvenciahangolasi gorbéik alakja
jelentds kiilonbségeket mutatott. A 13 vizsgalt sejtbdl tiznél az S-csapizolald racsmintakkal
,band-pass” hangolasi gorbét talaltunk. Kozilik négy sejtnél az ML-csapizolald ingerek is
hasonld eredményre vezettek, mig hat sejt az ML-csapos racsmintdkra ,low-pass” téri
frekvenciahangolast mutatott. A fennmarad6 3 kék-ON sejtnél az S-csapos ingerrel ,,low-pass”
hangolasi gorbét rogzitettiink.

A receptiv mezokon beliili, kozpont-kornyeki antagonizmus kvantifikalasara hasznalhato
paraméter a ,,Jow-cut ratio” (LCR), amely a legalacsonyabb és az optimalis téri frekvencidn mért
valasz hanyadosa (Tailby és mtsai, 2008b). A LCR értéke 0, ha a valasz attenuacidja az alacsony
téri frekvencidknal teljes (azaz a kornyéki gatlds ugyanolyan erds, mint a kdzponti serkentés),
¢s 1, ha a sejt téri frekvenciafiiggése ,,low-pass” (azaz nincs kornyéki gatlas). A legnagyobb
LCR-val, vagyis a leginkabb ,,low-pass” valasszal a kék-ON sejtek ML-csapos receptiv mezoi
rendelkeznek (0,81 + 0,20; atlag + SD), melyet az S-csapos mez6ik kovetnek (0,75 + 0,15). Ezzel
szemben az akromatikus sejtek LCR-ja szignifikansan alacsonyabb volt az akromatikus
racsmintakra (0,60 + 0,22, n = 31; t-proba a kék-ON sejtek ML- és S-csapos mezdivel szemben:
p =0,0049,n =13 (ML) és p = 0,0309, n =13 (S)).

Az S- és ML-csapizolald rdcsmintara adott valaszok fazisainak kiilonbsége a kék-ON

sejteknél atlagosan nagyon kozel volt a 180°-hoz (171,3 = 26,6; n =13), és eloszlasuk is sziik
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volt. Hasonl6 szamolassal az akromatikus sejteknél az atlagos faziskiilonbség 80,2 + 74,8°

(n=31), mig az S- versus ML-csapos faziskiilonbségek eloszlasa egyenletes volt.

4.4. Csapsulyok

Az S-csapos bemenetek sulyat egyrészt a Ws = Rs/ (Rs + RmL) képlettel szamoltuk ki,
ahol az Rs az S-csapizolald racsmintakra adott maximalis valaszamplitddd (az optimalis téri
frekvencian), az RmL pedig az ML-csapizolaldo racsmintakra adott maximalis valasz. Ezzel a
modszerrel az akromatikus sejteknél alacsony S-csapstlyt talaltunk (median: 0,11; n=31).
Ugyanezzel a szamitasi modszerrel a kék-ON sejtek esetében szignifikdnsan magasabb értékeket
kaptunk ( p <0,01, Wilcoxon-féle rangésszeg proba). Az S-csapstlyok ezeknél a sejteknél
szorosan 0,5 koriil csoportosultak (median: 0,51; n = 13).

A masik modszer nemcsak a csapsulyok meghatarozasara, de az akromatikus és a kék-ON
sejtek elkiilonitésére is kivaloan hasznalhato. Az egyes sejtek bemeneteinek S- és ML-csapsulyat
ezuttal a szinkoros stimulusunkkal vizsgaltuk (részletesen Id. a dolgozat ,,Anyagok ¢és
modszerek™ fejezetét), amelyet kordbban makakdban a retina ganglionsejtjeinek (Sun €és mtsai,
20064a,b), selyemmajomban pedig a CGL idegsejtjeinek jellemzéséhez alkalmaztak (Tailby és
mtsai, 2008b).

Egy sejt szinuszosan modulalt stimulusra adott valaszanak fézisat elsdsorban a
fototranszdukcios késés, az ideg vezetési €s transzmisszios késései, valamint az idegrendszeri
szlirdk altal generalt faziseltolodasok hatarozzak meg. Ahhoz, hogy ezeket a késéseket el tudjuk
tavolitani, a stimulusszekvenciat a szinkordn pozitiv és negativ iranyban haladva is tobb
frekvencidval bemutattuk, és paronként atlagoltuk a valaszok fazisat.

A sejtek preferalt szogét a szinkoron a kiillonb6z6 frekvenciakon mért valaszfazisokra
illesztett regresszidos egyenesek metszették ki az y-tengelyen. Rogton harom sejtpopulaciot is
elkiilonithetiink. Kettd ezek koziil az ML (vizszintes) tengely mentén helyezkedik el, ami azt
jelzi, hogy ezek a sejtek kizardlag ML-csapoktdl kapnak bemenetet. Ez a két populacido az
akromatikus ON (ML+) és OFF (ML-) sejtcsoportnak felel meg, amelyet fazisszogeik atlaga
mutat meg (ON: 5,42 +6,92°, n=17; OFF: 177,74 +£6,20°, n=9). Az ML- és S-csapos
bemenetek stlyat a szinkoron preferalt szog x- €s y-komponenseibdl szdmoltuk ki (Sun és mtsai,
2006a,b). Az atlagszogek enyhe eltérése az ML-tengelyt6l gyenge S-csapos bemenetnek (S-
csapsuly 0,10 £ 0,06; atlag + SD) vagy az altalunk szamitott és a tényleges ML-tengely kozti

14



kiilonbségnek tulajdonithatd. Ahogy azt a kontrasztérzékenység vizsgalatanal mar ismertettiik, az
akromatikus sejtek magas kontrasztérzékenységgel rendelkeznek, ami érzékennyé teszi dket az
ilyen rezidualis kontrasztokra. Habar ezt a két lehet6séget nem tudjuk elkiiloniteni, a dolgozat

A kék-ON sejtek szinkoron preferalt szoge 135,24 +9,96° volt (n = 8), amely nagyjabol
féluton van a szinkor S+ és ML- pontjai kozott. Ezeknek a sejteknek a kromatikus optimuma
tehat a két csaptipusbol egyenld erdsségli, de ellentétes eldjeli bemeneteket jelez (S-csapsuly:
0,50 £0,10), mas szoval a kék-ON sejtek egy jol kiegyenstlyozott szinopponens rendszert
képeznek. Kék-OFF centrummal nem taldltunk szinopponens sejtet. Ezek 315° koriil, az
ellenkez6 kvadransban (S—ML+) jelennének meg (Tailby és mtsai, 2008b). Kék-OFF sejteket
féemlds retinabol vagy CGL-bdl joval ritkabban sikeriil azonositani, mint a kék-ON populéacio
tagjait (Kriiger, 1977; Malpeli és Schiller, 1978; de Monasterio, 1979; Valberg és mtsai, 1986;
Lee ¢és mtsai, 2005; Szmajda és mtsai, 2006; Tailby és mtsai, 2008a,b; Roy és mtsai, 2009).
Eredményeink alapjan a macska CGL-ben is hasonlo lehet a helyzet, vagy esetleg egyaltalan

nincsenek kék-OFF sejtek.

4.4.1 A receptiv mez8 kornyéki részének csapsulyai

A kék-ON sejt receptiv mezd kornyéki részének bemeneteirdl elmondhatjuk, hogy
mindkét kromatikus komponense hordoz kornyéki gatlast; igaz ugyan, hogy ezek gyengébbek az
akromatikus sejteknél altalaban megszokottnal. A S-csapizolalo stimulusra adott valaszgorbére
illesztett DOG (difference of gaussians) modellbél a kék-OFF kornyéki komponenst, az ML-
csapizolalora adott vélaszbol az ML-ON kérnyéki komponenst tudtuk meghatérozni. Erdekes
moédon az egyes kék-ON sejteknél az S- és az ML-csapos komponensek relativ erdssége elég
nagy valtozatossagot mutatott, ,Jlow-cut ratio”-ik statisztikailag mégis hasonléak voltak
egymashoz (paros t-proba, p =0,2203; Pearson-féle korrelacio: r =0,55, p =0,0534, n=13).
Mindez azt mutatja, hogy ezek a sejtek kiegyensulyozzak receptiv mezejiik kromatikusan
opponens kornyéki részét, ezzel is a szines ingereket részesitve elényben az akromatikusakhoz
képest.

A funkcionalis S-csapsulyokat a receptiv mezd kornyéki részén az S-csapsuly = S-OFF

valasz / (§-OFF + ML-OFF valasz) képlettel szamoltuk, és 28,7%-os atlagot kaptunk.
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4.5. A receptiv mez8k mérete és felépitése

Magatartasi kisérletek arra utalnak, hogy macskakban az S-csapos latas térbeli
felbontoképessége sokkal rosszabb, mint a luminanciara vald érzékenységéé (Berkley és Sprague,
1979; Loop ¢és mtsai, 1979). Ennek egyik oka lehet, hogy az S-csapok stirtisége a macska retina
kozponti részén nagyjabol 5-20%-a az ML-csapokénak (Linberg és mtsai, 2001). Eppen ezért —
még ha a szinlato rendszer felépitése maximalis térbeli felbontoképességet tenne is lehetévé — a
kék-ON sejtek receptiv mezdinek nagyobbaknak kell lennitlik, mint a nagy felbontasu, csak ML-
csap bemenettel rendelkezé akromatikus sejtekéinek. A neuronalis konvergencia és az optikai
hibék a receptiv mez6é méretének tovabbi novekedését eredményezhetik (Hammond, 1974; illetve
Wissle, 1971; Robson és Enroth-Cugell, 1978).

Csapizolalo stimulusainkkal meghataroztuk a jellemzett sejtek S- és ML-csapos receptiv
mezd komponenseinek méretét is. Az akromatikus sejtek receptiv mezd centrumai lényegesen
kisebbek (median sugar: 0,50°) a kék-ON sejtek S- (median: 1,99°) vagy ML-csapos (median:
2,30) receptiv mez6 sugaranal (Wilcoxon-féle rangdsszeg proba, p < 0,001).

A dolgozatban bemutatott adataink alapjan a macska kék-ON sejtek S- és ML-csapos
mezdinek mérete szignifikdnsan korreldl egymadssal (a logaritmikusan transzformalt adatok
Pearson-féle korrelacios egyiitthatoi: r = 0,75, p = 0,0031, n = 13), vagyis hasonl6 méretiiek. Ha
kozelebbrol megnézziik, akkor feltlinhet, hogy az S-csapos mezdk valamivel kisebbek (median
S/ML radiusz arany 0,91), de a kiilonbség a statisztikai szignifikancia hataran van (Wilcoxon-féle
eldjeles rang proba, p = 0,08, n = 13). Ezek alapjan a macska kék-ON sejtek S- és ML-csapos
serkentd bemeneteinek térbeli kiterjedése megegyezik.

Hogy az akromatikus és kék-ON sejtek receptiv mezdinek méretét dsszehasonlithassuk,
szamitasba kell venniink, hogy a receptiv mezdk mérete macskanal is nd az excentricitassal. A
receptiv mez0 méret excentricitasfiiggését jol leirhatjuk egy exponencidlis fliggvénnyel (Troy,
1983; Enroth-Cugell és Freeman, 1987; Rowe és Cox, 1993). Hogy ezt a trendet az adataink
alapjan megbecsiiljiik, a legkisebb négyzetek modszerével exponencialis gorbét illesztettiink az
akromatikus sejtek receptiv. mezd centrumainak sugaraira (amelyet ML-csapizolalo
racsmintakkal hataroztunk meg). A kapott regresszids egyenes (logaritmikus skalan abrazolva,
egyenlete: y = 0,33 %932 koriilbeliil féluton helyezkedik el a korabban macskabol leirt X- és Y-
sejtek hasonlo adatsoraihoz képest (Troy, 1983; Enroth-Cugell és Freeman, 1987). A kék-ON
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sejtek receptiv mezé méreteinek excentricitasfiiggd novekedése kicsivel kisebb volt (egyenlete:
y = 0,92 g%02L),

A sejtek receptiv mezdinek sugarait normalizaltuk Gigy, hogy az aktualis, fokban kifejezett
receptiv mezd sugarat elosztottuk egy akromatikus sejtnek azonos excentricitasnal az illesztett
exponencialis modell alapjan vart receptiv mez0 sugaraval. Az akromatikus sejtek esetében a
normalizalt radiuszok ennek megfeleléen 1 koriil 6sszpontosultak (median: 1,02°; n = 31). A kék-
ON sejteknél ugyanezen adatok szignifikdnsan magasabbak voltak az akromatikus sejtekhez
képest (n =11; p <0,01, Wilcoxon-féle rangbsszeg proba): az S-csapos receptiv mezék median
sugara 2,60°, mig az ML-csaposaké 2,77° volt. Elmondhatjuk tehat, hogy a kék-ON sejtek
receptiv. mez6i barmely excentricitasnal koriilbeliill 2,7-szer nagyobbak az akromatikus

sejtekéinél.

4.6. Receptiv mezé modellezés

A kék-ON sejtek receptiv mezdinek kornyéki részérdl, az onnan érkez6 OFF-tipusu
bemenetek csapsulyairdl egy szimuléacios kisérlettel probaltunk tobbet megtudni. Ennek alapjat
csapspecifikus fluoreszcens antitestekkel jelolt retinadarabok és azok mikroszkopos latotereirdl
digitalizalt csaptérképek szolgaltattak. Szimulacionkhoz 8 kiilonb6z6 mikroszkdpos latdmezo
digitalizalt masan hataroztunk meg morfometriai jellemzdket.

Az excentricitassal egyiitt mindkét csaptipus siirlisége exponencialisan csokkent, ahogy az
varhato is volt (Linberg és mtsai, 2001). Az S-csapok ardnya a mintdinkban atlagosan az Osszes
csap 4,5%-a volt. Szimulacionk alapjan a legtobb OFF-tipusti bipolaris sejt dendritfajanak
hatosugaran beliil legfeljebb néhany S-csap feltlinése varhatd, mig a horizontalis sejtek mar joval
tobb (6-20) S-csapot érhetnek el. Az S-csapok eléfordulasanak valoszinilisége a receptiv mezo
méretének novelésével emelkedik, és az atlagos S-csap tavolsag (52,51 + 16,60 um; atlag += SD)
felett éri el a 100%-ot.

Ha abbol indulunk ki, hogy az S- és az ML-csapok egyenld aranyban jarulnak hozza a
sejtek valaszahoz, akkor az atlagos S-csapsuly az S-csapok ardnyanak megfeleléen 4,5% lesz.
Mivel az S-csapok siirlisége a retina csapmozaikjaban hatart szab az elérheté maximalis S-
csapsulynak, igy az elektrofiziologiai modszerekkel meghatarozott S-csapsulyokat (atlagosan

29%) egyenrangu S- és ML-csap bemeneteket feltételezve nem tudjuk elérni. Ezzel szemben ha
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pl. az S-csapos bemeneteknek a sejtvalaszhoz vald hozzajarulasat tizszeres erésséggel vessziik
figyelembe az ML-csapokhoz képest, akkor az elektrofizioldgiai mérések eredményeihez nagyon
hasonld S-csapsulyokat kapunk. A tizszeres konverzios faktor csupan becslés, pontos értéke
kevésbé lényeges, mint az a kovetkeztetés, hogy az elektrofiziologiai mérésekkel kapott S-
csapsulyok eléréséhez a csapstiriiségbdl adodd S-csapsulyok tobbszordsére van sziikkség. Az S-
csapok ilyetén fokozott hozzajarulasa a sejtvalaszhoz kialakulhat példaul megnodvekedett
szinaptikus suly miatt (nagyobb mennyiségli neurotranszmitter iiriilése, tobb posztszinaptikus

receptor, tobb dendrittiiske jelenléte).

4.7. |d6i frekvenciahangolas

A sejtek valaszanak frekvenciafliggését térben homogén, kor alak, idében szinuszosan,
kiilonboz6 frekvenciaval (1-48 Hz) modulalt ingerekkel vizsgaltuk. A stimulusokat az
akromatikus, az ML- vagy az S-csapizolalé szintengelyek mentén modulaltuk.

Az akromatikus sejtek egyik csoportjanak (n=16) frekvenciafiiggése ,.band-pass”
karakterisztikat mutatott a vizsgalt frekvenciatartomanyban (1-48 Hz). Ezek optimalis
frekvenciaja 10 Hz kortl volt (10,72 + 6,94 Hz; mértani koézép + SD). Az akromatikus sejtek
masik populacidjandl ,high-pass” frekvenciafiiggést talaltunk (n =9). A “band-pass” és ,high-
pass” sejtek mas térbeli vagy iddbeli valaszsajatsagaik alapjan nem valtak szét két kiilon
populaciodra.

A ,high-pass” csoport esetében a magas frekvencidknal megfigyelhet6 meredek
valasznovekedés a retinalis ganglionsejtek egy jol ismert tulajdonsaganak tudhaté be (Frishman
¢s mtsai, 1987). A magyarazat a sejten Osszegzddd serkentd és géatlo bemenetek kozotti késés.
Ennek kdvetkezménye, hogy ahogy a stimulus frekvencidja ndvekszik, a kdzpont-kdrnyéki késés
egyre nagyobb mértékii lesz és a magas frekvencidkon a két bemenet szinergizalni kezd, vagyis a
serkentés csucsa €s a gatldss megszliinése megkozeliti egymast, €s nagy valaszamplitadot
eredményez. Ezenkiviill magasfrekvencids valaszokat a stimulusmonitor képernydfrissitésének
(96 Hz) als6 harmonikusai is okozhatnak. Céljainkhoz azonban a ,,high-pass” valaszok pontos
okanak tisztdzdsa nem sziikséges, de felhasznéalhatok az akromatikus sejtek kék-ON sejtektdl

torténd elkiilonitéséhez.
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A kék-ON sejtek ON-tipust serkenté bemeneteket kapnak az S-csapoktdl és OFF-tipusu
gatld bemenetet az ML-csapoktol. Ahogy a kordbbiakban mar részletesebben is targyaltuk, az itt
bemutatott kék-ON sejtek téri frekvenciahangoldsa az S- és az ML-csapizolald racsmintékra is 11-
es tipusu receptiv mez0 szerkezetre utald ,,low-pass” jelleget mutatott. Az opponens S- és ML-
csap bemenetek igy csapizolalo stimulusokkal nagyrészt szétvalaszthatoak. A sejtek olyannyira
az alacsonyabb frekvencidkra voltak érzékenyek, hogy még az 1 Hz-es (a legalacsonyabb vizsgalt
frekvencia) stimulusra is a maximalis valaszuk 64 + 20%-aval (mértani kozép + SD; n =11)
feleltek. Az optimalis stimulus frekvencidk mindkét csap esetében 3 Hz koriil voltak
(344+4,30Hz az S- és 3,31 +8,85Hz az ML-csapoknal, mértani kozép +=SD, p =0,88,
Wilcoxon-féle el6jeles rang proba). A kék-ON sejtek valasza 11+ 12 Hz-es (mértani
kozép £ SD; n = 8) és ennél magasabb frekvenciaknal — 3 kivételtdl eltekintve — a zaj szintjére
esett vissza. Utobbi hdrom sejt a legmagasabb vizsgalt frekvencian (48 Hz) is vélaszolt. A sok
akromatikus sejtnél tapasztalt ,,high-pass” viselkedés a mintankban szerepl6é kék-ON sejteknél
nem volt megfigyelhetd. Egyetlen kivétel volt ez aldl az a sejt, amelynek frekvencia optimuma az
S-csapizolalo ingerre 16 Hz-nél, az ML-csapizolaléra 32 Hz-nél mutatkozott.

Az opponens ingerekre adott valaszok kozotti hasonlosdg a teljes vizsgalt
frekvenciatartoméanyra kiterjedt. Az S- és az ML-csapos hangolasi gorbékrdl leolvashato

valaszamplitudok paronként erés korrelaciot mutattak (r = 0.8, p < 0,001).

4.8. Frekvenciafliggd faziscsuszas és vizualis latencia

A kék-ON sejteket tehat ,,Jomhanak” tekinthetjilk abban az értelemben, hogy joval
alacsonyabb frekvencidkat részesitenek el6nyben, mint az akromatikus sejtek. A vaélasz
gyorsasaganak vagy lomhasaganak egy masik aspektusa a vizualis latencia, vagyis a vizuadlis
inger ¢és a sejtvalasz megjelenése kozott eltelt id6. Ez adddhat az ingeriilet vezetési idejébdl
€s/vagy az upstream neuralis haldézatokban fellelhetdé sztir6k iddallandéibol. Szinuszosan
modulalt stimulusokra adott steady state neuralis valaszok id6i frekvenciafiiggésének mérése
lehetdséget biztosit ra, hogy a vizualis latenciat kozvetleniil meghatarozzuk (Enroth-Cugell és
mtsai, 1983; Frishman és mtsai, 1987). A frekvencia novelésével a valasz késése egyre nagyobb
hanyadat teszi ki a stimulus egy ciklusanak, ami a vdalasz fazisdnak linedris eltolodasat

eredményezi.
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Az akromatikus sejtek (n = 26) ML-csapizolalo stimulusokra adott valaszanak frekvencia-
fazis Osszefliggési gorbéi az ON- ¢és OFF-tipusu sejteket reprezentald két klaszterbe
csoportosulnak. A két populaci6 1 Hz-es frekvencidn mért valaszainak atlagfazisa
157,35 + 32,68° volt az ON-sejtek és 353,62 + 28,67° az OFF-sejtek esetében. A kettdé kozotti
196,27°-0s faziskiilonbség jelzi, hogy a két csoport az elvartaknak megfelelden ellenfazisban
valaszol. Hasonl6 képet kaptunk, amikor a kék-ON sejtek (n = 11) S- és ML-csapos valaszainak
faziscsuszasat abrazoltuk: itt a két csaptipus altal kivaltott valaszok az ellenfazisuak.

Hogy az ON- ¢és OFF-tipusu valaszok egy csokorba keriiljenek, az 1 Hz-en mért
fazisértékeket az adott sejt minden fazisabol levontuk, igy egyiitt kezelhettiik 6ket. A vizualis
latencia ezutdn mar egyszeriien szamolhatd a gorbékre illesztett linedris regresszios egyenesek
meredekségébdl, ahol a meredekebb egyenes nagyobb latencidt jelez. A sejteken egyenként
elvégzett linedris regresszid eredménye igazolta a feltevésiinket, hogy az adatsorunkban
megfigyelheté faziscsuszas f6 felelose egy allando késés; az illesztés josagat jellemzd R? érték
0,98 £0,018 volt az akromatikus sejteknél, 0,97 0,025 a kék-ON sejtek S-csapos és
0,98 + 0,020 az ML-csapos valaszai esetében. Az akromatikus sejtek ML-csapizolalo stimulusra
adott valaszanak késése 56 + 8 ms (atlag + SD) volt. Az akromatikus ingerekkel kapott latenciak
ettdl nem kiilonboztek szignifikansan (57 += 19 ms, p = 0,73, Wilcoxon-féle eldjeles rang proba,
vizsgalt frekvenciatartomany: 1-16 Hz). A kék-ON sejtek esetében a latenciat ML-csap
(63 £ 8 ms) és S-csapizolalo ingerekkel is megmértiik (69 + 3 ms). Habar az egyes kék-ON sejtek
ML- és S-csapos valaszkésései kozott csak kis kiilonbséget talaltunk (p =0,05, Wilcoxon-féle
el¢jeles rang proba), az eloszlasuk kiillonb6zd volt. Az S-csapos késések szorosan egymas mellett
helyezkedtek el, és mindig nagyobbak voltak 60 ms-nal. Az ML-csapos latenciadk ugyanakkor
szélesebb varianciat mutattak. Osszességében a kék-ON sejtek ML- és S-csapos latenciai
nagyobbak voltak, mint az akromatikus sejteké (p=0,02, illetve p <0,01, Wilcoxon-féle
rangosszeg proba).

Mindent egybevéve elmondhatjuk, hogy a gyenge akromatikus valasz, az 6sszehangolt
id6i frekvenciafiiggés és a hasonld S- és ML-csapos latencia mind azt mutatjak, hogy a kék-ON
sejtek ML- és S-csapos bemeneteinek id6i tulajdonsagai macskaban funkcionalisan egyenstlyban

vannak.
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4.8.1 A vizudlis latencia és a receptiv mezé méretének 6sszefliggései

Ahogy kordbbi analiziseink soran megéllapitottuk, a kék-ON sejtek receptiv mezdinek
sugara nagyjabol haromszor nagyobb, mint az akromatikus sejteké. A receptiv mezd centrumok
méretének Osszehasonlitasa a sejtek frekvenciaoptimumaval és vizualis latenciadjaval harom
fontos dolgot mutat meg: egyrészt szépen illusztralja analizisiink végeredményét, vagyis hogy a
kék-ON sejteket nagy receptiv mezdé méret, alacsony id6i frekvenciaoptimum és magas vizualis
latencia jellemzi; masrészt a kék-ON ¢és az akromatikus sejtek egységes kontinuumot képeznek az
emlitett paraméterek mentén; harmadrészt pedig az adatok a paraméterek mindhdrom
parositasaban erds korrelaciot mutatnak.

A logaritmikusan transzformalt frekvenciaoptimumok ¢€s a vizualis latencidk kozotti erds
negativ korrelacié (r = -0,58; P < 0,001) alapjan a késést az afferens neuralis halozat korlatozott
frekvenciatranszfere okozhatja. A frekvenciaoptimum forditottan korrelal a receptiv mez6
sugaraval (r=-0,56; P <0,001; logaritmikusan transzformalt adatokra nézve), ami arra utal,
hogy — sejttipustol fliggetleniil —a nagyobb receptiv mez6jii  sejtek alacsonyabb id6i
frekvencidkat preferalnak. Hasonloképpen, a nagyobb receptiv mezovel rendelkezd sejtek
valaszanak latencidja hosszabb (r=0,44; P <0,001; logaritmikusan transzformalt adatokra

nézve).

4.9. A vizsgalt sejtek megoszlasa a CGL rétegeiben

Osszesen 201 elvezetési helyet teszteltink a CGL-ben S-csapizolalé stimulussal. Az S-
csapos ingert preferald sejtvalaszok azonban altaldban ritkanak bizonyultak (a vizsgalt elvezetési
helyeknek csupan 10,4%-a). Fontos hangstilyozni, hogy a kék-ON sejtek aranya a CGL teljes
az S-csapizolald stimulussal.

A tanulményban szerepld kék-ON sejtek kivétel nélkiil a CGL °C’ rétegében vagy a két
parvocelluldris réteg (C1’° és *C2’) valamelyikében helyezkedtek el, és sosem fordultak eld a
felsd két rétegben (CA’ és Al1°). Az S-csapos valasszal biro sejtek szegregacidja a mélyebb
rétegekbe arra utalhat, hogy ezek a sejtek egy anatomiailag elkiiloniilt sejtcsoportot alkotnak. A

kék-ON sejtek rétegek kozotti megoszlasa megfelel a W-tipusu relésejtek elhelyezkedésének
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(Cleland ¢és mtsai, 1976; Wilson ¢és mtsai, 1976), amely egy fOleg lassi vezetési sebességii
retinalis axonok altal beidegzett heterogén sejtcsoport.

Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget (p > 0,37 minden aldbbi t-probaban) a
magnocellularis (’C’) és a parvocelluldris ("C1’ és *C2’) rétegek kék-ON sejtjei kozott sem az S-
csapos vagy az akromatikus kontrasztérzékenységben, sem a receptiv mezd kdézpont-kornyéki
részeinek méretében, sem a normalizalt receptiv mezé méretekben. Osszességében adataink nem
tamasztjak ald, hogy a kiilonb6zd rétegekben elhelyezkedd kék-ON sejtek funkciondlisan mas

csoportot alkotndnak.

5. Eredmények megbeszélése

Eredményeink két tekintetben bovitik a korabbi ismereteinket: (1) az S-csapos stimulusra
valaszolo sejtek egy funkcionalisan koherens, szinlatasra specializalodott populaciot alkotnak egy
nem féemlGs allatfaj elsédleges vizualis relémagjaban, és (2) a macska CGL kék-ON sejtjeinek

¢lettani sajatsagai erds funkcionalis hasonlosagot mutatnak a majom kék-ON sejtekkel.

5.1 Az S-csapos szignalok atkapcsoldddsa a macska CGL-ben

Els6 célunk az volt, hogy olyan koriilményeket teremtsiink, amelyek kozott a stimulus
altal kivaltott valaszhoz kizarolag a csapok jarulnak hozza. A palcikak hatasat minimalizaltuk
azzal, hogy az atlagos fénysiiriiséget fotopias szinten tartottuk (>10 cd/m?, Loop és mtsai, 1987).
Egy bizonyos csaptipus elkiilonitése egy csapizolalo ingerrel azon mulik, hogy a masik csaptipus
valaszat mennyire sikeriill minimalizalni. Erre a kérdésre a sejtvalaszok elevaciofiiggésének
vizsgalataval kerestiik a vélaszt, és eredményeink alapjan megéllapithatjuk, hogy S-csapizolalo
stimulusunk a céljainknak jol megfelel, megbizhatéan kiilonithetjiik el vele a szinopponens
sejteket az akromatikusaktol. Az akromatikus sejtpopuldcid nagyon alacsony érzékenységet
mutatott az S-csapizolaldé modulaciéra. A ritkdn mégis tapasztalhaté rezidualis valasz erre a
stimulusra gyenge S-csap bemenetnek vagy az ML-csapos mechanizmus tokéletlen
lecsendesitésének tudhatd be; a két eshetdség kozott jelenleg nem tudunk kiilonbséget tenni. A
tény, hogy a kék-ON sejtek pont azt a stimulust preferaltak, amelyik az akromatikus sejtek
aktivitasat minimalizalta, mutatja, hogy az S-csapos ingerek hatékonyan ingereltek egy masodik

receptormechanizmust.
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Mar a macska latérendszeren végzett elsé tanulmanyok (Daw és Pearlman, 1970; Cleland
¢s Levick, 1974b; Wilson és mtsai, 1976; Kriiger, 1979; Rowe és Cox, 1993) 6ta tudjuk, hogy
bizonyos szinkddolo retinlis ganglionsejtek vagy thalamikus relésejtek erdteljesen valaszolnak
szlik savszélességli kék fényre, mig a hosszabb hullamhosszii fények gatoljak Oket. Az
évtizedekre visszanyuld kutatasok ellenére a macska CGL-ben minddssze 13 példajat talaljuk a
szinkodol6d neuronoknak (Daw és Pearlman, 1970; Pearlman és Daw, 1970; Cleland és mtsai,
1976; Wilson ¢és mtsai, 1976). A 16 kék-ON sejt, amelyet jelen dolgozatban bemutatunk, két
tulajdonsagaban megegyezik ezekkel, arra utalva, hogy ugyanannak a sejtpopulacionak a tagjait
vizsgaltuk. Egyrészt spektralisan opponens bemeneteket kapnak, masrészt a CGL *C’, *C1’ ¢és
’C2’ rétegében sikeriilt megtalalni 6ket. A koradbbi kutatdsok eredményeivel Osszhangban
adataink arra utalnak, hogy a macska CGL-ben a kék-ON sejtek a szindiszkriminacidért felelés
kérgi mechanizmusok szdmara szolgaltatnak informaciét (Loop és Bruce, 1978; Loop és mtsai,

1979).

5.2 Osszehasonlitas a f6eml8sok S-csapos rendszerével

Eredményeink tobb funkcionalis hasonlésagot tartak fel a macska és majom kék-ON
sejtek kozott:

(1) Kék-ON sejtjeink az S-csapos kontraszt novelésére kivétel nélkiil ON-tipusu valaszt
adtak. Kék-OFF sejtek is létezhetnek a macskaknal, de azok bizonyosan ritkak, vagy nehéz
beldliik elvezetni, ahogy azt majmoknal €s lirgéknél kordbban tobbszor leirtdk (Kriiger, 1977,
Malpeli és Schiller, 1978; de Monasterio, 1979; Valberg és mtsai, 1986; Reid és Shapley, 2002;
Chatterjee és Callaway, 2003; Lee és mtsai, 2005; Szmajda és mtsai, 2006; Tailby és mtsai,
2008a,b; Chen ¢és Li, 2012; Sher és DeVries, 2012). Eléforduldsuk gyakorisaganal fogva tehat — a
foemldsokhoz hasonldan — valdszintileg a macskak latorendszerében is a kék-ON sejtek az S-
csapos szignal f6 hordozoi.

(2) A macska kék-ON sejtek valaszanak kontrasztfiiggése is a féemldsokre emlékeztet. A
makakobol és selyemmajmokbdl leirt kék-ON sejtek valaszdnak S-csapizoldlod stimulussal mért
kontrasztfiiggése kozel linedris (Tailby és mtsai, 2008a,b). Mi is gyenge akromatikus valaszt és a
kék-ON sejtek kozpont-kornyék mechanizmusanal kiegyenstulyozott ML- és S-csapsulyokat,
valamint a kétféle csapizolalo stimulusra adott valaszok ellentétes fazisat figyeltiik meg. Ezek az

eredmények alatdmasztjadk, hogy a macska CGL kék-ON sejtjeinek valaszai kromatikusan
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opponensek. A csapkontraszt és a kék-ON sejtek valasza kozotti kozel linearis 6sszefliggés pedig
szintén megerdsiti a szinlatasban feltételezett szerepiiket, mivel ez a két csaptipus relativ
aktivitasanak hatékony kodolasat teszi lehetové.

Az akromatikus sejtek S-csapos kontrasztvalaszara két egyszerli magyarazat is van:
egyrészt az akromatikus sejt receptiv mez6jében elképzelheté egy kis S-csapos bemenet, ami
hozzdad6dik az ML-csapos bemenethez, masrészt ha a csapizolald stimulus szine nincs
tokéletesen kalibralva, lehetséges az elvileg nem modulélt csaptipus enyhe ingerlése, jelen
esetben egy kis ML-csapos artefakt az S-csapizolalo stimulusban. Mindkét esetben névekedne a
sejt S-csapos valasza, valamint az akromatikus érzékenysége. Egyik lehet6séget sem zarhatjuk ki,
de le kell szogezniink, hogy analizisliinket nem befolydsolja az akromatikus sejtek S-csapos
valaszéanak kivalto oka.

A kontrasztfiiggés kapcsan felmeriilhet, hogy az X- és Y-sejtek szétvalasztisa hasznos
eleme lenne a dolgozatnak. Ne feledjiik ugyanakkor, hogy nem konny(i megbizhat6 diagnosztikai
mérést talalni ehhez. A Kkontrasztérzékenység vizsgalatanal lattuk, hogy az akromatikus
sejtcsoport nem valik szét magas és alacsony kontrasztérzékenységi klaszterekre, ami alapjan
példaul azonosithatndnk az X- és Y-sejteket. Ezenkiviil ismert, hogy a kontrasztérzékenység tobb
tényezOtol is fiigg, mint példaul az excentricitastol €s a receptiv mezd méretétdl. Az Gn. "null-
teszt" (Hochstein és Shapley, 1976) hasznos a linearis és nem-linearis téri szummaciot mutato
sejttipusok azonositasaban, melyeket gyakran az X- és Y-sejttipusoknak szoktak megfeleltetni.
Azonban tudjuk, hogy a W-sejtpopulécion beliil is 1éteznek linearis és nem-linearis szummaciot
mutatd sejtek (Sur és Sherman, 1982), marpedig a W-sejtek bizonydra hozzajarultak mintank
akromatikus részéhez is. Tudomasunk szerint az egyediili egyértelmii diagnosztikus modszer az
axonalis vezetési sebesség mérése, de ez masféle kisérletet igényelne, amit mi nem végeztiink el.

(3) Egy harmadik hasonlosag a macska és a majom kék-ON sejtek receptiv mezdi kozott,
hogy S- és ML-csapos bemeneteik térben atfedéek (Wiesel és Hubel, 1966; Chichilnisky ¢és
Baylor, 1999; Field és mtsai, 2007; Crook ¢s mtsai, 2009). Ennek a szerkezetnek egy klasszikus
példaja a majmokban leirt II-es tipusu receptiv mezd (Wiesel és Hubel, 1966), amelyre két,
térben tokéletesen atfedd, szinopponens mechanizmus jellemzd. Az ilyen neuronok a
szinkontrasztot részesitik elényben a téri kontraszttal szemben, mert egy barmilyen téri felépitésii
akromatikus stimulus azonos nagysagu, de ellentétes eldjelli valaszt valt ki a receptiv mez6 S- és

ML-csapos részében (Wiesel és Hubel, 1966; Livingstone és Hubel, 1984). A macska kék-ON
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sejtek receptiv mezéinek felépitése ugyanakkor részleteiben vizsgalva komplexebb a tipikus II-es
tipust receptiv mezd struktirajanal. A legtobb sejtben az ML-csapos gatlason tal megfigyeltiink
egy féleg S-csapokbol kiinduld kornyéki gatlast is. A féemlés CGL kék-ON sejtjeinek esetében
is leirtak hasonld gatldo kornyéki komponenst (Tailby és mtsai, 2008a,b), habar ezek altalaban
nem jelennek meg az in vitro vizsgalt retinalis ganglionsejteknél (Dacey és Lee, 1994; Crook és
mtsai, 2009).

(4) Néhany sejtnél az alacsony téri frekvenciaji stimulusok mindkét csaptipus esetében
hasonldé mértékben csokkentették a valaszt, ami az ugynevezett ,,kettés opponens” receptiv mezo
szerkezetre utal (Pearlman és Daw, 1970; Livingstone és Hubel, 1984; Johnson és mtsai, 2008).
Habar a kettds opponens sejtek eddig leirt képviseldinél ez az alacsony frekvenciadkon
tapasztalhatd attenuacié teljes, a macska kék-ON sejtek ,,low-cut ratio”-ja mindig 0,5 felett
maradt. Ett6] eltekintve megallapithatjuk, hogy a kék-ON sejtek két kiilonb6zd csaptipusbol
érkezd bemenetei funkcionalisan jol kiegyensulyozottak, amit az altalaban alacsony akromatikus
érzékenységiik is bizonyit.

(5) Tovabbi hasonlésdg a macska ¢és majom kék-ON sejtek kozott a luminancia
szignalokat feldolgozo sejtekhez képest viszonylag nagy receptiv mezd méret. Makako retindban
és selyemmajom CGL-ben a kék-ON sejtek receptiv mezdinek centrum mérete azonos
excentricitasnal koriilbeliill haromszor nagyobb a parvo- és masfélszer a magnocellularis
sejtekénél (Solomon és mtsai, 2005; Tailby és mtsai, 2008b); vizsgalataink eredményeképpen
ehhez hasonlé ardnyt (2,7) taldltunk az akromatikus és a kék-ON sejtek receptiv mezd méretei
kozott is.

(6) Altalanossagban elmondhatjuk, hogy egy neuron akkor preferdlja leginkabb a
szinkontrasztot a luminanciakontraszttal szemben, ha az opponens csapbemenetek a receptiv
mez0 barmely teriiletén tokéletes egyensulyban vannak. Az antagonisztikus bemenetek
ugyanakkor kiegyensulyozatlannd valhatnak téri vagy idd6i aszimmetridk miatt is. Téri
kiilonbségek konnyen eléfordulhatnak, mivel a retinaban joval alacsonyabb az S-csapok stirlisége
a hosszabb hulldmhosszakra érzékeny csapokénal, aminek kovetkeztében kis S-csapos-ON és
nagyobb ML-csapos-OFF almezoékkel kdzpont-kdrnyéki antagonizmus alakul ki. Selyemmajom
¢s makako kék-ON és kék-OFF sejtekrdl leirtdk (Tailby és mtsai, 2008b, 2010; Roy és mtsai
2009), hogy az ilyen receptiv mezdjii sejtek szdmara a magas téri frekvencids akromatikus

stimulusok igen hatékonynak bizonyultak, mivel a fehér csikok az ON-, a fekete csikok pedig az

25



OFF-tipusu receptiv mez6 résszel estek egybe, ami fokozott serkentést eredményezett. Habar
macskaban az S-csapok eloszldsa hasonléan ritkds (Linberg és mtsai, 2001), kisérleteink
bizonyitjak, hogy a kék-ON sejtek még magas téri frekvencia esetén is alig valaszolnak
akromatikus stimulusokra, ami az egész receptiv mez0 teriiletén kiegyensulyozott S- és ML-
csapos bemenetre utal. Hasonlo, II-es tipusu receptiv mezd szervezddést talaltak a torpekenguru
(Macropus eugenii) M-ON/S-OFF opponens retinalis ganglionsejtjeinél is (Hemmi és mitsai,
2002).

Az opponens bemenetek téri kiegyensulyozatlansigdhoz hasonléan az id6i
kiegyensulyozatlansdg is akromatikus valaszt eredményez. Meglepd mddon nem sziiletett még
atfogd tanulmany majom kék-ON sejtek akromatikus villogasra vald érzékenységérol, de vannak
ra bizonyitékok, hogy az S- és az L+M-csapos opponens bemenetek iddi jellemzéi jol
kiegyensulyozottak (Lee és mtsai, 1989; Chichilnisky és Baylor, 1999; Solomon és mtsai, 2005;
Field és mtsai, 2007; Crook és mtsai, 2009). Eredményeink tanusitjak, hogy a kék-ON sejtek
macskaban 48 Hz-es iddi frekvencidig elhanyagolhatdé mértékben valaszolnak az akromatikus
villédzasra.

(7) A macska szinopponens CGL sejtek egyik altalunk mért — egyben legfeltiinobb — iddi
tulajdonsdga az volt, hogy alacsonyabb frekvencidkat preferdlnak az akromatikus sejtekhez
képest. A kék-ON sejtek frekvencia optimuma 3 Hz koriil volt, mig az akromatikus sejtek
tipikusan 10 Hz-es stimulusnal valaszoltak legintenzivebben, ahol a kék-ON sejtek valasza mar a
zaj szintjére esett vissza. Ez tokéletes 6sszhangban van a makakdé CGL magjabol leirt adatokkal
(Tailby és mtsai, 2008a), ahol a kék-ON sejtek (akarcsak a kék-OFF-ok) a miénkhez hasonlé —
alacsony téri frekvencidji, szinuszosan modulalt S-csap kontraszttal operalo — stimulusokra
szintén 3 Hz-nél tiizeltek legjobban. Osszehasonlitisul makdkoéban a CGL parvo- és
magnocellularis sejtjei is lényegesen magasabb frekvencidkat favorizaltak (10, illetve 20 Hz,
Derrington és Lennie, 1984; Solomon és mtsai, 1999).

(8) A masik vizsgalt id6i jellemz6 tekintetében azt talaltuk, hogy a macska kék-ON sejtek
vizualis latenciaja is nagyobb az akromatikus sejtekénél. Féemldsokben is talaltak mar arra utalo
bizonyitékot, hogy az S- (,,kék”-) csapos szignalokat hordozé palya lassabb, lomhabb a tisztan L-
,VOros”-) vagy M- (,,zold”-) csapos szignalokat szallitdé palyaknal (Stromeyer és mtsai, 1991;
Cottaris és De Valois, 1998; McKeefry és mtsai, 2003; Smithson és Mollon, 2004; Lee és mtsai,

2009; Pietersen €s mtsai, 2014). Eredményeink megerdsitik a kordbban leirtakat, miszerint a
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retina €s a CGL kék-ON sejtjei macskaban a W-sejtes rendszer részét képezik (Daw €s Pearlman,
1970; Cleland és Levick, 1974b; Cleland ¢és mtsai, 1976; Wilson és mtsai, 1976), féemlésdkben
pedig a koniocellularis rendszerhez tartoznak (Martin és mtsai, 1997; White és mtsai, 1998; Roy
¢s mtsai, 2009). Mind a W-, mind a koniocellularis palyak retino-genicularis axonjaira atlagosan
lasst vezetési sebesség jellemzo (Stone és Hoffmann, 1972; Norton és Casagrande, 1982), de ez
nem jelenti sziikségszerlien, hogy ez konkrétan a kék-ON sejtekre is igaz, mivel a W- ¢és
koniocelluldris sejtpopuldciok funkcionalisan heterogén sejtcsoportokat tartalmaznak (Cleland és
Levick, 1974b; Silveira és mtsai, 2005). Vizudlis ingerekre adott valasz esetében a lomhasag
adodhat abbol, hogy a sejt valoban az alacsony frekvencidji stimulusokat preferalja, vagy abbdl,
hogy a stimulustol a valaszig eltelt latencia hosszi. Annak ellenére, hogy ez a két tényezd
Osszefligg, altalaban kiilon szokas mérni 6ket.

Felmeriil a kérdés, hogy hol jon 1étre az opponens szigndlok kozti idébeli eltérés. Maguk
a kiilonbozd spektralis érzékenységgel bird csaptipusok nagyon hasonl6 iddbeli lefutdst valaszt
adnak (féemlds: Baylor és mtsai, 1987; Schnapf és mtsai, 1990; Stockman és mtsai, 1993, egér:
Nikonov ¢s mtsai, 2006), igy tehat az S-opponens szignalok késésének a latopalya receptorok
utani szakaszan kell keletkeznie. Makako retinabol torténd in vitro elvezetésekkel azt is leirtak
(Dacey, 1993; Dacey és Lee, 1994), hogy az S-csapos szignal csucsa kozel azonos gyorsasaggal
éri el a kék-ON (két rétegben arborizalo kis) ganglionsejteket, mint az M- és L-csapos jelek az
akromatikus parasol sejteket (Chichilnisky és Baylor, 1999; Field és mtsai, 2007; Crook €és mtsai,
2008, 2009). Ugyanakkor meg kell emliteni, hogy tdrpekengurunal a retina szinopponens
sejtjeihez érkezd M-csapos bemenetekhez képest 15 ms-mal nagyobb késést mértek S-csapos
bemenetek esetében (Hemmi és mtsai, 2002).

Egy tanulmany (Pietersen és mtsai, 2014) szerint selyemmajom CGL-ben a kék-ON
sejtek vizualis latencidja 10-20 ms-mal hosszabb a parvo- és magnocellularis sejtekénél,
ugyanakkor Tailby és mtsai (2008a) makakoban csak jelentéktelen kiilonbséget talaltak a kék-ON
¢s a parvocellularis sejtek kozott. Eredményeink nagyjabol egybevagnak a fentiekkel: macska
CGL-ben a kék-ON sejteknél 7-13 ms-os késéseket talaltunk az akromatikus sejtekhez képest,
amely kiilonbség a statisztikai szignifikancia hatardn mozog. Utobbi két hasonlosag (7. és 8.
pont) alapjan megallapithatjuk, hogy az S-csap eredetli szignalok lomhasiga az emldsok

latasanak egy feltehetdleg altalanos tulajdonsaga.
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Az elobbiekben felsorolt szamos hasonldsag alapjan azonban csak valdszintsithetjiik,
hogy a féemldsok koniocellularis- és a macskak W-rendszere evolucios homologok, hiszen a
szinlatds biztositotta evolucids elény kiilon fejlédési utakon is vezethetett ezen hasonld
funkcionalis strukturak kialakuldsahoz. Annak igazoldsdhoz, hogy a két rendszer nem az utdbbi,
anal6g modon fejlodott ki, a 97 millié évvel ezel6tt szétvald Boreoeutheria taxonba tartozo kozos
0s (Murphy és mtsai, 2007), illetve mivel ez nem lehetséges, tobb mads, koran kiilonvald

leszarmazott hasonl6 vizsgalatara lenne sziikség.

5.3 A macska primordialis szinlatérendszere

Joggal hihetjiik, hogy minden emlds rendelkezik egy — a szinlatasban szerepet jatszd — Osi
»primordialis alrendszerrel” (Mollon, 1989; Jacobs, 1993), amely a nem féemlds fajoknal
ugyanazon szubkortikalis mechanizmuson alapul, mint a trikromat foemldsok szinlatasanak ,,kék-
sarga” csatornija. Ezt a feltételezést tdmasztjdk ala a trikromat és dikromat egyedeket is
felvonultaté ujvilagi majmokon végzett kisérletek (Mollon és mtsai, 1984). Elettani és anatomiai
vizsgalatok igazoltdk, hogy a neurdlis Osszekottetések ezekben az allatokban fliggetlenek a
fenotipusosan meglévo csaptipusok szamatol (Yeh és mtsai, 1995a; Lee €s mtsai, 2000; Solomon,
2002; Blessing €és mtsai, 2004; Telkes és mtsai, 2008; Martin és mtsai, 2011), vagyis ugy tlnik,
hogy az ML-csapok fotopigmentjének divergalddasa kiilonbozé spektralis érzékenységl
opszinokka a neuralis halozat felépitésére nem volt hatassal. Ugyanakkor e halozat retinalis része,
amelynek a kék-ON sejtek receptiv mezdik sajatsagait koszonhetik, jorészt ismeretlen.

Anatomiai tanulmanyokban leirtdk, hogy a macska retindban elkiilonithetd egy diffuz
dendritfaval rendelkezd bipolaris sejttipus, melynek szamos elnevezése kertil el6 az irodalomban:
cb8 (Kolb és mtsai, 1981), wb (Famiglietti, 1981), CBb5 (Pourcho és Goebel, 1987) vagy b5
(Cohen ¢és Sterling, 1990b). Ezek a sejtek a dendritmezdiken beliili csapok koziil csak néhannyal
szinaptizalnak, ami utalhat arra, hogy a cb8 bipolaris sejtek a ritkdsan elhelyezked6 S-csapokra
(Linberg és mtsai, 2001) specializalodhattak. Ilyen elkotelezett kék-csap bipolaris sejteket leirtak
egérben (Haverkamp és mtsai, 2005; Li és DeVries, 2006; Puller és mtsai, 2011) és meglétiiket
valészintisitik nyalban (Famiglietti, 2008) és macskaban is (Cohen és Sterling, 1990a,b),
hasonldan a féemlésokhoz (Mariani, 1984; Kouyama és Marshak, 1992; Chan és mtsai, 2001).
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Ezek a feltételezett kék-csap bipolaris sejtek minden ismert esetben a belsé halozatos réteg (IPL)
ON alrétegében arborizalnak, akarcsak a macska cb8 bipolaris sejtjei.

A kék-csapos palyan beliil a ganglionsejtek szintjét is a féemldsokbdl ismerjik a
legjobban (Dacey és Lee, 1994; Crook és mtsai, 2009). A majmokon leirt két rétegben arborizald
kis ganglionsejtek (SBG) ON-tipusti serkentést kapnak az S-csap bipolaris sejtektl és OFF-
tipusu serkentést az L- és M-csapszelektiv diffuz bipolaris sejtektdl (Ghosh és mtsai, 1997;
Calkins ¢és mtsai, 1998; Crook €s mtsai, 2009; Percival és mtsai, 2009). Nem foéemlds fajok koziil
tengerimalac retinaban talaltak egy ritkan megfoghatd ganglionsejttipust (Yin és mtsai, 2009),
amely a féemlds SBG tipustdl merdben kiilonbozott azaltal, hogy csak egy rétegben arborizalt.
Elektrofiziologiai kisérletekb6l macskaknal is tudjuk ugyan, hogy retindjuk tartalmaz
,,szinkddolo” ganglionsejteket, amelyek feltehetéleg kozvetlen afferenseket kiildenek a CGL-ben
altalunk jellemzett kék-ON sejtekhez (Daw és Pearlman, 1970; Cleland és Levick, 1974b;
Cleland ¢és mtsai, 1976; Wilson és mtsai, 1976; Saunders, 1977; Rowe és Cox, 1993), de a fent
emlitett féemlés ganglionsejtek morfoldgiai korrelatumat eddig nem sikertilt azonositani ebben
az egyébként alaposan tanulményozott latérendszerti emlésben. Habar macskanal is elképzelhetd
a féemlds retindhoz hasonld hélozati felépités, azért 1éteznek mas elfogadhaté modellek is. A
legtakarékosabb koziiliik arra valo bizonyitékokon alapul, hogy mar maguk az S-csapok
spektralisan opponensek az ML-csapoktol a horizontalis sejteken keresztiill érkezd gatld
bemeneteknek koszonhetéen (Packer és mtsai, 2010). Az elképzelés, hogy mar az S-csapok
hordozhatnak szinopponenciat, a macskaban talalt elektrofiziologias adatainkkal is 0sszecseng.
Ugyanis az S- és ML-csapos bemenetek ilyen mértékben preciz idbzitése ugy biztosithatd
legjobban, ha kivonasuk egymasbol a neuralis lancolat lehetd legkorabbi szakaszan megtorténik.
Ha ellenben kiilonb6z6 bipolaris sejtek kozvetitenék a szignalokat az opponencia kialakulasanak
szinhelyére, akkor azok latencidjanak és frekvenciatranszfer tulajdonsdgainak nagyon finom
Osszhangban kell lennilik egymassal ahhoz, hogy az akromatikus vélasz olyan elhanyagolhato
legyen, mint amit mi tapasztaltunk.

A ,,szinkddold” sejteket macskdban a ,harmadik latocsatorndhoz” szokas tarsitani,
amelyet a kis sejttestll, lassu vezetési sebességli axonnal rendelkezd W-sejtek alkotnak (Daw és
Pearlman, 1970; Cleland és Levick, 1974b; Cleland és mtsai, 1976; Wilson és mtsai, 1976).
Habar mi a sejtjeinket nem soroltuk be az X, Y és W kategoriakba, a kék-ON sejteket a CGL
azon rétegeiben talaltuk meg, ahol a W-sejtpopulécid is helyet foglal (Stone és Hoffmann, 1972;
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Fukuda ¢és Stone, 1975; Cleland és mtsai, 1976; Wilson és mtsai, 1976). Erdekesség, hogy a
legtobb kék-ON sejtet a CGL magnocellularis *C’ rétegébdl rogzitettilk, ahol pedig a W-
sejteknek kisebb hanyada (40%) talalhatd a parvocelluléris rétegekhez (C1° és *C2’) képest
(100%, Cleland és mtsai, 1976; Wilson és mtsai, 1976). Ez adodhat abbol, hogy a ’C’ réteg
sokkal vastagabb, vagy pedig a W-sejtek kiilonboz6 altipusai anatomiailag szegregalodtak
valamelyest.

A szinopponens szignalok latokérgi feldolgozasardl dikromat emldsok esetében nagyon
keveset tudunk. Vizsgaltdk mar nyulban (Polyanskii és mtsai, 2006), mokusban (Van Hooser ¢€s
Nelson, 2006) és mokuscickanyban (Johnson és mtsai, 2010), de macskéra vonatkoz6 adatoknak
hijan vagyunk. Altalanossagban elmondhatd, hogy a kék-ON sejtek sziikségesek, de nem
komponensének erdsddése vagy ML-csapos 0sszetevdjének gyengiilése a kék-ON sejt valaszaban
ugyanakkora valtozast idéz eld. Abbol kiindulva, hogy a macska CGL egy masik sejtpopulacioja
csapbemeneteit teljes egészében vagy nagy tobbségben az ML-csapoktol kapja, a macska agy
szinterének masik dimenzidja akromatikus kell hogy legyen, melyet a foemldsok

luminanciacsatorndjdhoz hasonléan az ML-csapok vezérelnek.

6. Eredmények dsszefoglalasa

1. Az irodalomban eddig fellelhetd 13 szinopponens macska CGL (corpus geniculatum
laterale) sejt mellé sikeriilt még 16 kék-ON sejtet gyljteniink elektrofiziologiai
modszerekkel. Ezek valasztulajdonsagait szamos vizudlis  stimuluskondicioval
jellemeztiik, és a kapott eredményeket dsszehasonlitottuk az irodalombdl ismert féemlds
adatokkal, illetve a kontrollként gytijtott 40 akromatikus sejttel, melyektdl tobb szempont
alapjan is megbizhatoan el tudtuk Oket kiiloniteni. Ilyen tulajdonsag volt a sejtvalaszok

fazisa, illetve elevaciofiiggése, valamint a sejtek bemeneteinek csapsulyai.
2. Kimutattuk, hogy a kék-ON sejtek valaszanak kontrasztfliiggése a féemlds szinopponens

sejtekhez hasonldan linearis, amely megerdsiti azt az elképzelésiinket, hogy ezek a CGL

sejtek a szinlatasban jatszanak fontos szerepet.
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. A sejtvalaszok téri frekvenciafiiggésének meghatarozasaval a kék-ON sejtek receptiv
mez0 centrumait — az excentricitast is figyelembe véve — atlagosan 2,7-szer nagyobbnak
talaltuk, mint az akromatikus sejtekét. A kék-ON sejtek opponens csapbemenetei
tokéletes egyensulyban voltak (S-csapsuly: 0,50 +0,1), mig az akromatikus sejteknél S-

csapos bemenetet nem, vagy csak csekély mértékben (0,10 = 0,06) talaltunk.

. A kék-ON sejtek receptiv mezdinek kornyéki részérél megtudtuk, hogy kevert, vagyis a
gatldo (OFF) mechanizmus S- és ML-csap eredetli bemeneteket is kap. Ez felveti annak
lehetdségét, hogy ez a mechanizmus nem szelektiv, vagyis a funkcionalis csapsulyokat a
véletlen huzalozas ¢és a csapmozaik lokalis felépitése hatarozza meg. Az ehhez
kapcsolodo, valos csapmozaikon végzett szimuldcidinkkal megmutattuk, hogy az S-
csapok alacsony slirlisége nem teszi lehetdvé az elektrofiziologiai modszerekkel
meghatarozott S-csapsulyok kialakitasat. Feltételezésiink szerint az S-csapok az ML-
csapokhoz képest tobbszordsére ndvekedett szinaptikus sullyal kompenzaljak alacsony

szamukat.

. Az f6emlésokrol ismert adatokkal Osszhangban a szinérzékeny sejtek  1do6i

frekvenciaoptimuma joval alacsonyabb volt (3 Hz), mint az akromatikusaké (10 Hz).

. Megmutattuk, hogy a kék-ON sejtek kétféle csaptipusbol érkezé bemenetének
frekvenciahangoldsa nagyon hasonlo: 3,44 +4,30 Hz-es optimum az S- és
3,31+8,85 Hz-es az ML-csapoknal (mértani kozép +=SD, p=0,88, Wilcoxon-féle
elgjeles rang proba). Igazoltuk azt is, hogy a kétféle bemenet igen 6sszehangoltan érkezik
be a CGL kék-ON sejtjeihez (az S-csapos bemenet latenciaja 70 ms, az ML-csaposé
69 ms), illetve hogy az akromatikus sejtek ennél gyorsabban juttatjdk el a

luminanciainformaciot (53 ms-os latencia).

Szinopponens sejteket a macska CGL-ben csak a *C’, *C1’ és *C2’ rétegekben sikeriilt

talalnunk, mely megegyezik a W-sejtek lokalizaciojaval.

31



7. Konklazié

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a macska thalamus CGL magjaban
talalhatdo kék-ON sejtek receptiv mezdinek térbeli és idébeli jellemz6i nagyon hasonlitanak a
makéakdéban leirt kis méretli, két rétegben arborizald retindlis ganglionsejtek (SBG)
tulajdonsagaihoz és S-ON bemeneteik térben és idOben is egyenstulyban vannak az ML-OFF
bemenetekkel (Crook és mtsai, 2009). Mindez arra utal, hogy a kék-ON sejtek receptiv mezoi
macskaban és féemlésben is a szinkontraszt detektalasara adaptalodtak. Okologiai szempontbol
nézve adataink megerdsitik a mar kordbban is feltételezett kapcsolatot az S-csapokbol kiindulod
szigndlok és a dikromat emldsok szinatdsa kozott, amely segitheti a gyors navigéciot akar a

f61don, akar a lombkoronaban (Chiao és mtsai, 2000; Mollon, 2006; Conway, 2014).

8. Roviditések jegyzéke

CB — cone bipolar cell (csapbipoléris sejt)

CGL — corpus geniculatum laterale

DKL — Derrington—Krauskopf—Lennie-szintér (Derrington és mtsai, 1984)

DOG - Difference of Gaussians (Gauss-gorbék kiilonbsége)

HC — horizontal cell (horizontalis sejt)

IPL — inner plexiform layer (bels6 halozatos réteg)

L — long wavelength sensitive (hossza hulliamhosszakra érzékeny)

LCR — low-cut ratio

M — medium wavelength sensitive (kozepes hullamhosszakra érzékeny)

ML — medium/long wavelength sensitive (kozepes/hosszi hulldmhosszakra érzékeny)
S — short wavelength sensitive (révid hullamhosszakra érzékeny)

SBG — small bistratified ganglion cell (kis méretii, két rétegben arborizal6d ganglionsejt)

SD - standard deviation (standard hiba)
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