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Bevezetés

Az absence epilepszia a leggyakoribb gyermekkori
epilepsziatipus. Noha az utdbbi évtizedekben a Dbetegség
korlefolyasanak sok elemét sikeriilt mar tisztazni, szamos részlet
ismeretlen még mind az alapkutatas, mint a klinikum szempontjabol.
Egyrészt az etoszuximid és a wvalproat 60-as években tortént
bevezetése Ota sajnos nem boviilt 1ényegesen a terapias lehetGségek
tarhaza, masrészt a betegek nagyon gyakran a diagnozis felallitasanak
pillanatdban mar tobb ezer rohamon is ateshettek, igy nagyon kevés
informacionk van a betegség kialakulasanak koriilményeirdl és az
epileptogenesis  els¢  1épéseir6l. Ezért tanulmanyomban a
thalamokortikalis eredetii absence epilepszia kialakulasanak agykérgi
vonatkozasait és egy 1j terapias eljaras hosszu tavu alkalmazhatosagat
vizsgaltam.
Az absence epilepszia hirtelen kezd6d6 és hirtelen véget érd rovid
tudatzavarokkal jaré korkép, mely gyakran motoros tiinetekkel (az arc
izomzatanak rangasai, pislogas) is egylitt jar, az EEG-n pedig szinkron
kistilések, gy nevezett tiiske-hullam kisiilések (spike-and-wave)
regisztralhatok. Foként agyszeleteken €s az utdbbi idében szabadon
mozgo allatokban végzett mérésekkel az absence epilepszias rohamok
dinamikajat nagyrészt sikeriilt feltérképezni. Jelenlegi tudasunk
szerint ezek a rohamok a thalamokortikalis kor idegsejtjeinek gyorsan
generalizalo  aktivitasahoz kotheték: A kéreg piramissejtjei
kisiiléseikkel foként a szenzoros thalamusz relémagjait és a retikularis
magot  aktivaljak, a  retikularis sejtek  valaszképpen

kistiléssorozatokkal gatoljak a relémagokat. Ezek a hiperpolarizaciora



reagalva aktivalo bemenetet adnak a kéreg és a retikularis mag felé,
majd az egész folyamat kezdddik el5lrol.

A korfolyamatokra jellemzdéen elvben a thalamokortikalis kor
barmely pontjan kialakuld hiperexcitabilitds képes absence-szerii
rohamokat eredményezni, illetve a kor barmely pontjan meg lehet
allitani az elindulé rohamokat, modositva a sejtek aktivitasat. Noha
ismereteink szerint a korkép hatterében nincs anatomiai elvaltozas,
szamos ioncsatorna és receptor rendellenességét azonositottak mar,
mint lehetséges koroki tényezoket.

A kéreg és a thalamusz egyiittmiikodése egészséges koriilmények
kozott is kialakit oszcillaciokat, példaul az alvasi orsokat és a delta
hulldmokat. Noha ezek az ¢élettani és patologias oszcillaciok
ugyanabban a thalamokortikalis kdrben alakulnak ki, mégis nagyon
kevés informacionk van arrél, hogy hogyan befolyasolja az epilepszia
kifejlédése az alvasra jellemz6 ritmikus aktivitas-mintazatokat.
Sajnalatos tény, hogy az antiepileptikumok a betegek egyharmadat
nem tudjak megfeleléen kezelni és még a reagald betegeknek is
nagyon gyakran nem kivant mellékhatasoktol szenvednek. A
koponyacsonton keresztiili (transzkranialis) elektromos stimulacio a
gyogyszeres terapia igéretes alternativaja lehet, hiszen allatkisérletek
segitségével mar demonstraltak a hatasossagat. Azonban mind a
transzkranialis ingerlés, mind egyéb elektromos kezelések
hatdsossagardl csak rovidtava hasznalattal vannak adataink, ezért
feltétlentil sziikséges annak az alapos vizsgalata, hogy hosszabb
id6tartomanyokon is képes-e az elektromos ingerlés megallitani a

rohamtevékenységet.



A Long-Evans patkanytorzs felnétt egyedei beavatkozas nélkiil is
absence epilepszia tiineteit mutatjak, kérgi elvezetéseken
megfigyelhet6k a jellegzetes tiiske-hullam kisiilések, lathatéak a
mozgasi tinetek. Ezek a patkdnyok hasonldéan reagalnak az
antiepileptikumokra, mint az emberek. Az absence epilepszia
kialakuldsa Long-Evans patkdnyokban tobb hdénapot vesz igénybe,
ami idealis modellé teszi ezeket az allatokat arra, hogy megfigyeljiik
a rohamok kifejlodését és az epileptogenezissel parhuzamosan mas
agyi oszcillaciok valtozasat. Tovabba, mivel ez a patkanytorzs
hasonldan reagdl gyogyszeres kezelésre, mint az emberek, ezért
alternativ kezelések vizsgalatara is idealis modell.
Célkitiizések
Tanulmanyom célja, hogy szabadon mozgé Long-Evans
patkanyokban megvizsgaljam az absence epilepszia kialakulasi
mechanizmusat és a transzkranialis elektromos ingerlés hosszi tavi
hatésait. A konkrét céljaim az alabbiak voltak:
e Megtervezni és megépiteni egy zart hurku rohamérzékel6t,
ami képes honapokon keresztiil ellatni a rohamfeliigyeletet,
e Megvizsgélni, hogy a hossza tava zart hurka ingerlés
kedvezden befolyasolja-e a betegség kimenetelét.
e Megvizsgalni, hogyan alakulnak ki a rohamok és leirni, hogy
ez milyen befolyassal van a normal alvasi oszcillaciokra
e Vizsgalni a generalizdicid mechanizmusat ¢és a

rohamfogékonysag életkorral dsszefliggd valtozasait.



Anyagok és modszerek

Kisérleteinkhez eldszor izofluran altatasban miitétet végeztiink him
Long-Evans patkanyokon. Minden patkanyba implantaltunk volfram
felvevé elektrodakat, amelyek a homlok- és fali lebenyeket és a jobb
oldali hippokampuszt céloztak. A rohamleallitasi kisérletekben részt
vevé patkanyokon emellett a halantékcsontokon transzkranialis
ingerld elektrodakat is rogzitettiink. Az egy-sejt felvételekhez és az
intrakortikalis ingerlési kisérletekhez az allatok agyaba egy szilicium
felvevo elektrodat, tovabba a motoros kéregbe egy bipolaris volfram
ingerlé elektrodat iltettiink. Minden mitét soran a kisagy feletti
nyakszirtcsontba miniatiir acélcsavarokat rogzitettiink, melyek
foldelésként és referencia elektrodaként szolgaltak. A felépitményt a
koponyahoz rogzitett, foldelt rézhaloval vettiik korbe. Minden kisérlet
ugyanabban a szobaban tortént, az allatokat 12/12 6ras fény-sotét
ciklusban tartottuk. Az elektrofizioldgiai jeleket még a patkany fején
eléerdsitettiik, tomoritettiik, majd digitalisan taroltuk.

A rohamintervencids kisérletekben az elderdsitett jeleket egy valos
ideji, zart hurki méré- és szabalyozorendszerbe vezettilk, mely a
rohamokat a kovetkez6képpen ismerte fel: egy kivalasztott — a
legkorabbi  rohamtevékenységet mutatdé —  elektrodaharmas
mezdpotencialjait kitdmoritettiik, az ezekbdl szarmaztatott aramforras
stiriiséget savsziirés utan abszolut értékben 20 ms-os idéablakokban
integraltuk. Ha a nyers és a szarmaztatott jel egyszerre meghaladt egy
kiiszobeértéket legalabb kétszer egymas utan (40-50 ms kiilonbséggel),
akkor ez a transzkranialis elektrodakon keresztiil egy toltéssemleges,

trifizisos, 100 ms hosszsdgu ingert inditott. A kontroll allatok



egyaltalan nem kaptak kezelést, a zart hurkt és a nyilt hurka kezelt
csoportokban minden kezelt napot egy nem kezelt nap kdvetett. A
nyilt hurka csoport allatainak ingereit egy véletlenszeriien valasztott
zért hurk kezelésben részt vevé allat ingerléséhez igazitottuk.
Farmakologiai  kisérletekben az  etoszuximid (ETX) nevil
antiepileptikum hatdsat vizsgaltuk az alvasi orsokra. Az allatok
intraperitonalis injekcidban fizioldgias sooldatot kaptak (kontroll
nap), majd a kovetkezé napon ugyanigy ETX-et (kezelt nap, 100
mg/testtomeg-kilogramm). Az injektalas mindig reggel 8 orakor
tortént, ami utdn 12 oran keresztiil, vildgosban rogzitettik az
elektrofiziologiai jeleket.

Az intrakortikalis  ingerlési  kisérletekben =~ monofazisos
négyszogimpulzusokkal (0.1 ms, 7-15V, mely elegendd delta hullam
kivaltasahoz non-REM alvasban) stimulaltuk a motoros kéreg mély
rétegeit. Az impulzusok 10 masodpercenként kovették egymast,
fiiggetleniil az allat éberségi allapotatol.

Szovettani metszeteket készitettiink annak megitélésére, hogy a
transzkranialis ingerlés okoz-e koros szoveti elvaltozasokat. A
kisérletek végén tulaltatast kovetden az allatok szoveteit elGszor
0,9%-o0s sooldattal, majd 4%-os paraformaldehid és 0.2%-0s pikrinsav
0.1 molos foszfat pufferes keverékével mostuk at transzkardialis
perfuziéval. 50 um vastag metszeteket készitettiink vibratdbmmal,
melyeken vagy immunjeldltiink egy glia specifikus proteint (GFAP)
és DAPI festéssel megjeloltiik a sejtmagokat vagy krezil-ibolya festést
alkalmaztunk. Az agy anteroposterior tengelye mentén

milliméterenként egy-egy metszetet vizsgaltunk meg.



Az 0sszes nem valds idejli analizist MATLAB program segitségével
végeztiik. A rohamok észlelésére a mezdpotencialokat savsziirés utan
tobb tartomanyban (8-12 Hz, 30-200 Hz) standardizaltuk. Rohamnak
mindkét frekvenciatartomany 5 feletti Z-score értékét mindsitettiik.
Az egymast 1 maésodpercnél gyorsabban koveté rohamokat
osszevontuk. A delta hullamokat és az alvasi orsdkat csak nem-théta
allapotban  detektaltunk, a théta ¢és nem-théta allapotok
kiilonvalasztasa a hippokampalis mezOpotencialok spektralis
Osszetétele alapjan tortént.

A delta hullamok érzékelése standardizalt, savszirt (0-6 Hz) jelen
tortént. A jel els6 idébeli derivaltjanak 150-500 ms-on beliil egymast
kovetd pozitiv-negativ-pozitiv értelmii eldjelvaltasait kerestiik. Ha az
esemény csucsanal a Z-score mindkét féltekében megfelelt a
mellékfeltételeknek (>2 vagy >1 és az esemény végén <-1.5), delta

hulldmként azonositottuk az eseményt.

Az alvasi orsokat ott azonositottunk, ahol a savszirt (10-20 Hz),
standardizalt mez6potencialok Z-score értéke 2 felett volt tobb, mint
0,2 masodpercig és a csucsérték meghaladta a 4-et. A 04
masodpercnél kozelebbi eseményeket egyként kezeltik, a 3
masodpercnél hosszabbakat pedig kizartuk az analizisb6l. Az allatok
éberségi allapotat a delta hullamok gyakorisaga alapjan becsiiltik. A
jeleket egy perc hosszsagu szakaszokra osztottuk. Azok a szakaszok,
ahol a delta hullam gyakorisaga meghaladta a 10/min-t, lasst hullamu
alvasként azonositottuk. Az egymashoz egy percnél kozelebbi lassu
hullamu epizodokat 6sszevontuk. A lassu hulldmu alvas elsd és utolsod

percét az azt megel6z0, illetve kovetd egy perccel egyiitt Atmenet az



alvasba’ és *Atmenet az alvasbol’ cimkékkel jeloltiik. A maradék
szakaszokat "Eber/REM’ kategériaba soroltuk. A sejtek aktivitasat a
Kilosort programmal automatikusan észleltettiik, majd Phy-ben kézi

feldolgozassal finomitottuk a sejtek felosztasat.
Eredmények

Valos idejii rohamészlelés és rohammegszakitds

Megterveztiink és épitettiink egy valds idejl, zart hurkd méré- és
szabalyozorendszert, mely képes patkanyok agykérgi elvezetéseinek
valds idejli felvételére, az elvezetett jelek elemzésére €és az epilepszias
rohamok automatikus leallitasaval elvben az allatok élethosszig tartd
kezelésére. Emellett kidolgoztunk egy miitéti eljarast, mellyel az
altalunk tervezett ingerl6 és felvevo elektrodakat betiltetve lehetséges
tobb honapig folyamatosan elektrofiziologiai jelek rogzitése és a
hosszll tava kezelés hatdsainak tanulmanyozasa. Megvizsgaltuk a
rohamfeliigyel rendszer eredményességét rovidtavon. Azt talaltuk,
hogy csak zart hurka stimulalas esetén csokkent mind a rohamban
toltott id6, mind az egyes rohamok hossza, megerdsitve ezzel a
korabbi irodalmi adatokat a transzkranialis kezelés hatasossagara
vonatkozoan. Néhany nyilt hurkd kezelésben részesiilé allatban
enyhén emelkedett a rohamokban t51tott id6 hossza, de ez nem jart
egyiitt az egyes rohamok hosszanak novekedésével. Ez felveti annak
a lehetdségét, hogy a nem megfeleléen idbzitett ingerlés esetleg
rohamokat képes inditani, de nem hosszabbitja meg azokat.
Osszességében ezek az eredmények felhividk a figyelmet a

rohamintervencios ingerlés idézitésének fontossagara.



Hosszui tavii zart hurku rohamyeliigyelet

A zart hurkd rohammegszakitds hatdsosnak bizonyult hosszabb
id6tartomanyokon, hiszen egy hosszabb, hat hetes kezelési periodus
alatt is képesek voltunk leéllitani az epilepszias rohamokat. Hasonl6an
a rovid tavu kisérletekhez jelent6sen csokkent a rohamban t6ltott id6
¢és az egyes rohamok hossza is a kezelés alatt. A hatas azonnali volt és
nem csokkent a kezelés idétartama alatt, a kezelés felfliggesztésével
pedig azonnal visszaalltak a kezelés el6tti rohamjellemzok. A kezelés
alatt jelent6sen tobb rohama volt az allatoknak, a kezelés végeztével
viszont a rohamok szama is visszatért a kezelés el6tti szintre.
Szdvettani vizsgalatokkal nem lattuk nyomat a kezeléssel dsszefiiggd
koéros agyi eltérésnek (pl. glidzis). Egy allatban a kezelést tovabbi
harom hénapig fenntartottuk, mely sordn a rohamok leallitdsanak
hatasfoka nem valtozott. Ezek az eredmények Osszességében
alatamasztjak, hogy az epilepszia kezelése zart hurka transzkranialis

elektromos ingerléssel akar hossza tavon is megbizhatoan lehetséges.

Az absence epilepszia kialakuldsa és az alvasi orsok

Egy masik kisérletsorozatban kronikusan implantalt him Long-Evans
patkanyokban nyomon kovettiik, hogyan alakulnak ki az epilepszias
rohamok, illetve milyen hatassal van ez az alvas szerkezetére.
Osszességében elmondhats, hogy a rohamok az életkor
elérehaladtaval fokozatosan hosszabbodtak és a napi teljes rohamban
toltott id6 is hasonléan valtozott. Ezek a jellemzék az allatok o6t

hénapos koraban tetéztek. A megfigyelési id6 alatt a rohamok szama



nem valtozott. Parhuzamosan a progressziv rohamfejlédéssel az alvasi
orsOk szama jelentdsen csokkent, ami felveti ok-okozati kapcsolat
lehet6ségét. Ennek tisztdzasara megvizsgaltuk, hogy az ETX milyen
hatassal van az alvési orsokra. Az intraperitonealisan adott ETX
gyakorlatilag azonnal megsziintette a rohamtevékenységet, viszont
ezzel parhuzamosan az alvasi orsok is eltiintek. Orakkal késGbb még
mindig jelentdsen kevesebb rohamot észleltiink, viszont az alvasi
orsok fokozatosan visszatértek és az el6fordulasi gyakorisaguk
magasabb volt, mint az azonos idGpontbeli kontroll értékek, és
kozelitettek az egészséges allatokban mért gyakorisaghoz. Ezzel
ellentétben a transzkranialis elektromos ingerlés csupan a rohamok
leallitasaban volt eredményes, az alvasi orsok szdmat nem
befolyasolta — azok az egészségeshez képest ritkak maradtak

A spontan rohamok és az alvasi orsok idozitése a lassi hullamu
alvashoz képest jelentdsen kiillonb6z6 volt. Az alvasi orsokkal
ellentétben a legtobb roham az ébrenlét-alvas atmenet soran fordult
el6, mig a lassu hullamu alvas mélyiilésével fokozatosan eltiintek a
rohamok. Azt talaltuk, hogy a rohamok és a lassu hullamu alvas
kapcsolata jelentds aszimmetriat mutat. Mig elalvas soran nagyon
magas a rohamok elfordulasi gyakorisaga, addig alvas alatt és
felébredéskor szinte alig fordulnak eld. Osszességében abszolut
értékben a legtobb roham az ébrenlét/REM fézis alatt fordult eld, de
figyelembe véve a kiilonb6z6 fazisok hosszat, fajlagosan az
ébrenlétbdl alvasba torténd atmenet bizonyult a leginkdbb rohamokra

fogékony allapotnak.

10



Rohamtevékenység a roham kiindulasi teriiletén kiviil

A rohamok soran az egyes agyteriilletek kotott topografikus
kiilonbségek figyelhetok meg. Mig a fiatal (~ 14 hetes) patkanyokban
a szomatoszenzoros kéregben a rohamtevékenység alatt mar
megfigyelhetd az absence epilepszidra jellemz6 8 Hz frekvenciaju
oszcillacio, addig ezen az iniciaciés zonan kiviili kérgi teriiletek
alacsonyabb frekvenciaji ritmussal kovetik a rohamtevékenységet.
Az életkor eldrehaladtaval viszont (20 hetes kor utan) ez az oszcillacio
is fokozatosan 8 Hz-essé gyorsul, mig a teriiletek aktivitisa kozotti
koherencia fokozatosan né a kiindulasi teriilet és a fokuszon kiviili
terililetek kozott.

A prefrontalis és a motoros kéreg sejtaktivitasat vizsgalva azt talaltuk,
hogy a spontdn induld rohamok hatdsara a piramissejtek tiizelési
frekvencidja nem valtozott, mig a gatld interneuronok aktivitasa
jelentdsen csokkent a rohamokat megel6z6 periodushoz képest. Ez a
valtozas csak a felnétt patkanyokban volt megfigyelhetd, ami felveti
annak lehet6ségét, hogy fiatalabb korban egy gatld jellegii ,,vétd”
akadalyozza meg a rohamok terjedését az inicidcids zonan kiviili
terliletekre. Azt is megfigyeltiik, hogy az egyes sejtek csupan a tiiske-
hullam kisiilések negyedében tiizelnek, azaz a kérgi sejtek nem
aktivak minden egyes rohamkisiilés soran. Ez azt sugallja, hogy az
EEG-n is lathaté tiiske-hullam mintizatok nem a kéreg sejtjeinek
minden ciklusban megfigyelhetd egyiittes tiizelésébdl kovetkezik,
hanem sokkal inkdbb lazdn kapcsolédd sejtek haldzatszintli

megosztott aktivitdsanak kiemelkedd (emergens) tulajdonséaga.
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Halozatallapot-fiiggd rohamfogékonysag

Ismert, hogy non-REM alvés soran mar egyetlen gyors intrakortikalis
elektromos inger képes delta hullimot inditani, ezért azt vizsgaltuk,
hogy vajon ugyanigy ingerelve az agyat lehetséges-e rohamokat
kivaltani. Azt talaltuk, hogy mind fiatal, mind felnétt patkanyokban
képes mar egyetlen intrakortikélis inger is tiiske-hullam kisiiléseket
eléidézni a szomatoszenzoros kéregben. Mig fiatalokban ezek a
rohamok gyakran  korilirtak  maradtak, addig id6sekben
generalizalodtak. A rohamfogékonysag jelentésen fliggott az allatok
éberségi allapotatol. Vizsgalva az ingereléseket megel6z6 idészakok
spektralis dsszetételét azt talaltuk, hogy a hippokampalis théta és a
kortikalis delta oszcillacid negativan korrelaltak a rohamok kivaltasi
valdsziniiségével. A kortikalis béta oszcillacid korfiiggd valtozast
mutatott. Mig fiatalokban nagyobb béta energiasiiriség kisebb
rohamkivaltasi valosziniiséggel jart egyiitt, addig id6sebb allatokban
éppen ellenkezbleg, minél erbteljesebb volt a béta oszcillacid, annal

nagyobb esélye volt a sikeres rohamkivaltasnak.
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Megbeszélés

Tanulmanyomban ramutatok, hogy a zart hurka rohamfeliigyelet
transzkranialis elektromos ingerléssel képes lehet akar hénapokon at
is hatdsosan kezelni patkanyok absence epilepszids rohamait. A
kezelés utan a rohammegszakitasoknak semmilyen utohatdsat nem
tudtuk kimutatni. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a human
klinikai kutatasok felé biztonsadgos az atmenet. Annak ellenére, hogy
az altalunk vizsgalt betegségmodell az absence epilepszia volt, az itt
megmutatott hosszl tava hatasossag és biztonsagossag jelentdségben
messze talmutat az absence epilepszia kezelésén. Azzal az igérettel
kecsegtet, hogy a transzkranialis elektromos ingerlés egy alternativ,
alacsony kockazatl kezelési modszer lehet a jelenleg kezelésre nem
reagald kiilonbozé tipusu epilepszidkban szenvedd betegeknek,
amennyiben a kezelés id6ben és térben megfelelden célzott.

Mivel az absence epilepszia felismerése korai stadiumban
meglehetésen ritka, sajnos nagyon kevés informacionk van az
epileptogenesis 1épéseirdl emberekben. A Long-Evans patkanyokban
hénapok alatt alakulnak ki a koros thalamokortikalis tiiske-hullam
kisiilések és az ezzel kapcsolatba hozhato klinikai tiinetek. Ez az
id6ablak lehetséget biztosit arra, hogy nyomon kovessiik azokat a
héalozatszintli  valtozdsokat, melyek a generalizalt rohamok
kifejlédéséhez vezetnek. Megfigyeltiik a rohamok és az alvas soran
eléforduld fiziologias oszcillaciok kapcesolatat. Azt talaltuk, hogy az
alvasi orsok és az epilepszias rohamok ko6zott egy szoros forditott
kapcsolat all fenn, noha azok az alvas eltér6 stadiumaiban fordulnak

el6. Fiatalokban az alvasi orsok mar generalizaltak, mig a rohamok
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eloszor fokalisak, majd csak kés6bb, az életkor el6rehaladtaval
generalizalodnak. Megfigyeléseink alapjan azt mondhatjuk, hogy a
novekedés-érés soran fokozatosan valnak a fokalis események
generalizalt rohamokka egy masodlagos 1épésként egy olyan
halézatban, ami mar kordbban is képes generalizalt mintdk
kialakitasara. Tovabba elmondhatjuk, hogy az alvasi orsok
megritkulasa és az epilepszias rohamok fejlodése két dsszefliggd, de

mégis kiilon ,tiinete” a thalamokortikalis haldzat valtozasanak.

Egy klinikailag is jelentdséggel bird megfigyelése a tanulmanyomnak,
hogy noha az etoszuximid magas doézisban mind az epilepszids
rohamokat, mind az alvasi orsokat megsziinteti, patkanyokban az
alacsonyabb dozisi ETX gyakoribba tette az alvasi orsokat. Ez
kiemeli annak fontossagat, hogy az antiepileptikumok hatasossagat ne
csupan a rohamok gatlasa alapjan itéljiikk meg, hiszen az ETX egy sziik
terapids tartomanyon beliil nem csupan az epilepszias rohamok
megallitasaban bizonyult eredményesnek, hanem az alvas mindségét
is javitotta. Mivel az alvasi orsok elengedhetetleniil fontosak a
emléknyomok  megszilardulasanak  folyamataban, megfeleld
adagolassal talan az epilepsziaval tarsult alvas- és tanuldsi zavarok is

kezelhetobbé valnak.
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