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1. BEVEZETES

Az epilepszia valtozatos megjelenési formaval bird idegrendszeri miikddési
rendellenesség, melyet az idegsejtek spontan, rohamokban jelentkezd szinkronizalt
miikddése jellemez. Az agy serkentd és gatlo atviteli folyamatainak egyensulya felborul,
ennek kovetkeztében tulserkentettség alakul ki, ami idével provokacio nélkiili
gorcstevékenység kialakulasat eredményezi.

Az emberi populacid 1-2%-a szenved valamilyen tipusu epilepszids
megbetegedésben, ezért kezelése, hattérmechanizmusainak vizsgalata indokolt. Habar az
epilepszia a beteg életvitelére jelentds hatassal van, a tarsadalomba valo beilleszkedés
sikeres lehet. Ezt bizonyitja az a tény is, hogy szamos kimagaslo torténelmi személyiség
szenvedett e kortol. Koztiikk van Szokratész, Nagy Sandor, Julius Caesar, Jeanne d’Arc,
Bonaparte Napoleon, Vincent van Gogh, Ludwig van Beethoven és Alfred Nobel.

Az epilepszia a hatterében allo folyamatok tisztazasa eldtt egy misztikus, titokzatos
betegség volt, szamos rejtély lengte koriil. Azokban az id6kben, amikor az agy
miitkodésérél még nem voltak ismereteink, ugy gondolték, természetfeletti erék, gonosz
vagy jo szellemek iranyitjak az epilepszias beteget a roham alatt. igy keletkezhetett a
morbus sacer, azaz szent betegség elnevezés is.

Mivel az epilepszias miikodészavar az agykéreg barmely teriiletén kialakulhat, a
betegség tiinetei rendkiviil valtozatosak lehetnek. Szdmos formdja mér az okori ember
szamara is ismert volt, de kivaltd okainak magyarazatara, tiineti kezelésére a mult szazad
kozepéig varni  kellett. A hatékony antiepileptikumok kifejlesztése el6tt a
rohammentesség elérésére leginkabb az epilepszids goc miitéti kimetszését alkalmaztak.
Ezen mitétek jarulékos hozadékaként az agykéreg funkcionalis feltérképezésére is
lehetdség nyilott, amire egészséges emberek esetében a miitét invaziv jellegébdl adoddan
etikai okok miatt nem volt lehetéség. Az epilepszia egyéb modon is hozzajarult az agy
miikédésével kapcsolatos ismereteink boviiléséhez. A rohamok hatisira az idegsejtek
miitkodése hosszatavon is megvaltozik, tartds hatékonysagnovekedés kovetkezik be. A
tanulas, emléknyomok kialakitasakor ugyanezen plaszticitasi folyamatok mennek végbe,
igy a tanulasi folyamatokra épitkezve alakulhatnak ki rohamok. Ezt alatamasztja, hogy az

0j emléknyomok kialakulasaban a limbikus rendszer részét képezd hippokampusznak van
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donté szerepe, és éppen ez az az agyteriilet, mely az epilepszias megbetegedések nagy
héanyadat kitevd temporalis lebeny epilepszidban koros miikodést mutat. A lassi hullamua
alvas fenntartasaban fontos talamokortikalis kor koros tilmiikodése egy masik, szintén
gyakori szindréma, az absence rohamok, kialakulasaban és fennmaradasaban fontos.

A valtozatos megjelenési formaknak és hattérmechanizmusoknak kdszonhetéen az
epilepszia vizsgalata nem lehetséges egyetlen modell révén. A legfontosabb tiinet-
egyiittesek kutatasara napjainkban szamos allatmodell all rendelkezésre, ami a rohamok
vagy a szindroma fontosabb elemeit tobbé-kevésbé utdnozza. Vizsgalataimban a
4-amino-piridin nevii gércskeltével valtottam ki epilepszias rohamokat ¢16 allatokban és
tulélé agyszeletekben azzal a céllal, hogy a rohamok kialakuldsaban érintett struktarak
szerepérdl nyerjiink ujabb ismereteket, amik kozelebb vihetnek az epilepszids

miikodészavar kialakulasanak megismeréséhez.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az agykéreg sejttipusainak jellemzése

Az idegrendszer legkisebb miikodési egységének az idegsejteket tekinthetjik. Az
agykéregben mind anatomiai, mind funkcionalis szempontbol lényeges eltéréseket
mutato sejteket talalunk, csoportositasuk torténhet alakjuk, elhelyezkedésiik, kapcsolataik
vagy a dendritek megjelenése alapjan. A tiiskés dendritii sejtek kozé tartoznak a
piramissejtek és a csillagsejtek. Ingeriiletatvivé anyaguk glutamat vagy aszpartat lehet,
ami a posztszinaptikus sejten serkentd posztszinaptikus potencialt hoz létre (EPSP;
excitatory postsynaptic potential). A sima dendritii neuronok csoportjaba tartoznak a
meglehetésen heterogén morfologiaju interneuronok. Ingeriiletatvivé anyaguk a
y-amino-vajsav (GABA), ami a posztszinaptikus sejten gatld posztszinaptikus potencialt
(IPSP; inhibitory postsynaptic potential) hoz létre (Connors és Amitai, 1993; Connors,
1984). Becslések szerint a kérgi sejtek mintegy 75-85%-a glutamaterg, 12-25%-a
GABAerg (Liibke és Feldmeyer, 2007; Mody és Pearce, 2004; Schubert és mtsai., 2007).

Az agykéreg sejtjeinek tobb mint kétharmada piramissejt (2.1 4bra),
jellegzetességiik a dendritdgakon nagy szamban jelen 1évé dendrittiiske (Connors és
Amitai, 1993). Ez a sejttipus az 1. kérgi réteget leszamitva minden rétegben eléfordul.
Nevét jellegzetes alakjarol kapta, a piramis alaku sejttestbdl indul ki a két bazalis és az
egyetlen apikalis dendritag. A 2/3. rétegben 1évd piramissejtekre teljes hosszaban
elagazd, az 1. rétegig futd apikalis dendrit és a 140-280 pm tavolsagra eljutd
intralaminarisan halado bazalis dendritek jellemzéek. Amennyiben a sejt a kérgi oszlop
sz¢lén helyezkedik el a bazalis dendritagak atnyulnak a szomszédos oszlopok sejtjeihez.
Az axon erfteljes arborizaciot hoz létre a 2/3. rétegben és az 5. rétegben, mig a
4. rétegben nincsenek elagazasok. Az 5. rétegbeli piramissejtek valtozatos morfologiat
mutatnak. A sejtek egy részének apikalis dendritje csak a 4. rétegig fut, mig mas sejtek
esetében az 1. vagy 2. rétegig haladnak. Az axon kollateralis a piramissejtek kisebbik
hanyadaban f6leg vertikalisan orientalt, legfeljebb a 2/3. rétegig futd rostok figyelhetok
meg, melyek horizontalisan is 800-1600 um tavolsagig eljuthatnak. A sejtek nagyobb
része 2000-2400 um tavolsagra eljutd intralamindrisan haladé axonokat noveszt.

(Gottlieb és Keller, 1997) Az 5. réteg nagyméretii piramidalis neuronjai robusztus
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apikalis dendrittel rendelkeznek, ami egészen az 1. rétegig fut. Axonjuk az 5. és
6. rétegben kiterjedt kollateralis rendszert hoz Iétre, horizontdlisan 1-2 mm tavolsagra is
eljuthat (Connors és Amitai, 1993). Az axonok a corpus callosumba futnak, és
kapcsolatot tartanak tavoli agyteriiletekkel.

A serkent6é idegsejtek masik tipusa a csillagsejt (2.1 abra e sejt). Kizardlag az
agykéreg 4. rétegében fordul el6. Egyenld hosszlsagl, szimmetrikus dendritdgai miatt
csillagszerli megjelenése van. Axonja altalaban a lokalis aramkorok kialakitasaban vesz
részt, a kérget szinte soha nem hagyja el. Legfobb feladatuk a talamikus afferensek

fogadasa (Douglas és Martin, 1998).

2.1 abra: Az eléagy jellegzetes serkenté sejttipusainak axon- és dendritarborizaci6ja.
Szabalyos tiizelésii piramissejt az a, d, g, h, és i jelii sejt, burst-Os tiizelésl piramissejt a b és f
jelti, mig az e jelzésti sejt egy szabalyosan tiizeld tiiskés csillagsejt. (Bannister, 2005)

A sima dendritli sejtek valtozatos megjelenésii neuronok. K6z6s vonasuk, hogy
nincs apikalis dendritjiik, hosszi nyulvanyuk soha nem hagyja el az adott kérgi teriiletet
¢és az agykéreg barmely rétegében eldfordulhatnak. A sima dendritli sejtek tipizalasat
eleinte a dendritikus morfoldgia alapjan végezték. Elkiilonitettek multipolaris, bipolaris,
csillagsejteket és sok egyéb tipust, de ez a felosztas végiil nem bizonyult teljesen
megbizhatonak. Ujabban 3 6 sejttipust kiilonitiink el, a kandelaber sejteket, kosarsejteket
és a kettds-csokor sejteket (Douglas és Martin, 1998). A kandelaber sejtek a piramissejtek

axondombjan, a kosarsejtek a piramissejtek szomdjan és dendritagain, mig a
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kettés-csokor sejtek mas sima dendritii sejteken szinaptizalnak (Connors és Amitai, 1993;
Kawaguchi és Kondo, 2002). A gatld idegsejtek osztalyozasanak masik modja az
expresszalodd Ca®' kotd fehérjék, illetve neuropeptidek kimutatisan alapul. Négy tipust
kiilonitenek el, a parvalbumin, szomatosztatin, kolecisztokinin és a kalretinin vagy
vazoaktiv intestinalis polipeptid tartalmu gatlo idegsejteket (Kawaguchi és Kondo, 2002).
Habar a kalcium ionok intracellularis pufferelésének nagy jelentdsége van a sejtek
tiizelési mintazata szempontjabol, ragesalok esetében mégsem lehet konkrét
Osszefliggéseket meghatarozni a GABAerg sejtek elektrofiziologiai és immuncitokémiai
jellemzéit illetden (Zaitsev és mtsai., 2005). A gatld interneuronok kozé tartozik még a
Cajal-Retzius sejt és a Martinotti sejt is. EI6bbi az 1. rétegben talalhatd, horizontalis
elrendezddésti dendritfaja soha nem hagyja el a réteget (Douglas és Martin, 1998), mig az
utobbi a 2/3. és 5. rétegekben talalhatd, axonja elérve az 1. réteget a piramissejtek
dendritagain szinaptizal (Kawaguchi és Kondo, 2002; Le Bon-Jego ¢és Yuste, 2007; Xu és
Callaway, 2009).

Az idegsejtek nemcsak morfologiajukban, f6 ingeriiletatvivd anyagaikban
kiilonboznek egymastol, hanem a tiizelési mintazataikban is. A tiiskés dendritii sejtek
altalaban szabalyos tiizelési mintazatot mutatnak (RS; Regular Spiking). Két-harom
akcios potencial erejéig gyors frekvencias tlizelésre képesek, majd erés frekvencia
adaptacio kovetkezik be. A sima dendritii sejtekre ezzel szemben altalaban a gyors
tizelési (FS; Fast Spiking) mintazat jellemzd. Viszonylag révid akcids potencialok
kovetik egymast magas frekvenciaval, adaptacio nincs, vagy csak kismértéki. A
4.-5. réteg bizonyos piramissejtjei a szabalyos tiizelési mintazattol eltéréen miikodnek,
jellemz6 rajuk a csoportokban megjelend akcios potencial sorozatok (IB; Intrinsically
bursting) nagy ismétlési iddvel valo kialakulasa (Bannister, 2005; Douglas és Martin,
1998).

Annak ellenére, hogy a kérgi mikrohalézatok nagy variabilitast mutatnak az egyes
neokortikalis teriiletek kozott, megallapithatok alapveté hasonlosagok is, pl. a réteges
szervezGdés. Az egyes rétegeket hasonld morfologiaju és mitkodésii idegsejtek alkotjak,
melyek kapcsolatrendszere is azonos. Egyes kérgi areak (latokéreg, szomatoszenzoros
kéreg) esetében jellegzetes oszlopos szervezddés is megfigyelheté (Swindale, 1990;

Szentagothai, 1975). Az érz6 kéregteriiletek bemeneteiket féleg a talamuszbol kapjak és
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kimeneteik nagy része is ide tér vissza. A talamikus informaciot a 4. és részben a 6. réteg
fogadja, a kimenet az 5. és 6. rétegbdl indul. A kortiko-kortikalis palyak a 2/3-as rétegbdl
indulva a corpus callosumban haladva érik el ipsi- vagy kontralateralis féltekében lévo
célpontjukat, ahol a 2-6. rétegekben végzddhetnek (forward projekcio). A magasabbrendi
(asszociativ) bemenetek az 1. rétegben horizontalisan haladé palyakon (back projekcid)
keresztiil is elérik a célteriiletet, ahol a piramissejtek apikalis dendritjein végzddnek
(Bannister, 2005).

A kérgi mikrohdlozatok szervezddésében nagy jelentdsége van a gatlo
kapcsolatoknak is. A gatlo idegsejtek — a korabban leirtak szerint — a serkentd idegsejtek
meghatarozott részein alakitanak ki szinaptikus kapcsolatokat, ezaltal azok be- vagy
kimenetét képesek modositani. Osszehangolt mitkodésiiket elésegiti, hogy az azonos
tiizelési mintazati gatlo idegsejtek nemcsak kémiai-, hanem elektromos szinapszisok

révén is kapcsoltak (Hestrin és Galaretta, 2005).

2.2. Serkenté szinaptikus kapcsolatok

Az idegsejtek kozotti kommunikacio tilnyomorészt a kémiai szinapszisok révén
valosul meg. Ezek megjelenésiik szerint lehetnek szimmetrikusak és aszimmetrikusak; az
elébbi tipus inkabb gatld, az utobbi foleg serkent$ jelatvitelben vesz részt. A
szimmetrikus szinapszisokban elektrondenz réteg talalhaté mind a pre-, mind a
posztszinaptikus membran alatt, mig az aszimmetrikus szinapszisokban kicsi a
preszinaptikus denzitas, de a posztszinaptikus nagyon kifejezett (Douglas és Martin,
1998). Kétségkiviil a neuronok kozotti informacidatvitel legfontosabb eleme a kémiai
szinapszis, de nem ez az idegsejtek kommunikacidjanak egyetlen modja. A gatld
idegsejtek kozott a kémiai szinapszisok mellett elektromos szinapszisok (rés kapcsolat;
gap junction) is kapcsolatot 1étesitenek, ami szinkronizalt miikodésiik alapja (Hestrin és
Galaretta, 2005).

Az agy legfobb serkenté neurotranszmitterei aminosavak, melyek kozil a
legfontosabb a glutamat, de az aszpartat, a szerin és a glicin is betélthet ilyen funkciot
(Johnson és Ascher, 1987). A szinapszisokban pre- és posztszinaptikusan is eldfordulnak

ingeriiletatvitelben érintettek. A glutamatreceptorok kozott talalunk kationok szaméra
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atjarhato ioncsatorna-receptor komplexeket (ionotrop receptorok), és G-fehérjéhez
kapcsolt receptorokat (metabotrdp receptorok).

Az alabbiakban az ionotrop glutamatreceptorokkal kapcsolatos legujabb
ismereteket foglalom Ossze, mivel kisérletes munkaim részben ezek miikddésének,

kifejezodésének megvaltozasaira iranyultak.

2.2.1. Ionotrdp receptorok

Az ionotrop glutamatreceptorok farmakologiai mddszerekkel —elkiilonithetd
csoportokba sorolhatok. Mindegyik receptor aktivalhato glutamattal, de szamos egyéb
vegyiilet létezik, melyek az idegrendszerbe juttatva csak adott szerkezetii és felépitésii
glutamatreceptorokhoz koétédnek. A receptorok csoportositasanak alapja, hogy mely
specifikus glutamat agonistat kotik a legnagyobb hatékonysaggal. Ezek alapjan 3 receptor
alcsalad kiilonithet6 el. A gyors ingeriiletattevodést az AMPA-val (a-amino-3-hidroxi-5-
metil-izoxazol-4-propionsav) és a KA-tal (Kainat) aktivalhato receptorok kozvetitik, mig
az NMDA-ra (N-metil-D-aszpartat) érzékeny receptorok késleltetett fesziiltségfiiggd
valasz kialakitasaban vesznek részt.

A glutamatreceptorok kozos jellemzdje, hogy 4 alegységbdl felépiild heterotetramer
szerkezetli fehérjék. Az egyes alegységek 4 membranba (M1-4) agyazott régiot
tartalmaznak (2.2A dbra), ezek koziil az M1, M3 és M4 atéri a plazmamembrant, az M2
visszafordul a citoplazma felé (Bennett és Dingledine, 1995; Bigge, 1999). Az
N-terminalis vég extracellularis, a C-terminalis vég intracellularis elhelyezkedésii. Az
ioncsatornat a 4 alegység M2 doménjei hozzak létre (2.2B abra). A glutamat kotohelyet
az N-terminalis vég és a M3-M4 domén kozotti extracellularis hurok (2.2A 4bra)
egyiittesen hozza létre (Pellegrini-Giampietro és mtsai., 1997).

Az AMPA-receptorok GluR1-4 tipusu alegységekbdl (Bigge, 1999) allnak. Az
aktivalt receptor-ioncsatorna komplex Na' és K', valamint bizonyos mértékig Ca®"
szamara atjarhato. Altaldnosan eléfordulnak az agyban, foleg a GIluR2/3 tartalmi
receptorok. A GluR1 receptorok leginkabb gatld interneuronokon fejezddnek ki (Conti és
Weinberg, 1999). Az alegységek 2 illesztési varianssal rendelkeznek, a fOleg
embrionalisan megjelend flip, és a posztnatalisan expresszalodo flop formaval. Ez utobbi

nagyobb aram ateresztOképességgel rendelkezik és gyorsabban deszenzitizalodik (Conti
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és Weinberg, 1999; Ozawa ¢és mtsai.,, 1998; Stone és Addae, 2002). Az alegységek
génjeir6l  atirodd mRNS  atszerkesztédhet két helyen is, ami funkcionalis
kovetkezményekkel bir a miikodé receptorra nézve. A 743. pozicidban 1évé R/G
szerkesztési hely a deszenzitiaciot kovetd helyreallitasi folyamatra van hatdssal, mig az
586. pozicioban 1évé Q/R szerkesztési hely a receptor Ca® permeabilitasat befolyasolja
(2.2A abra). Az R/G atszerkesztés érintheti a GluR2-4 alegységeket, mig a Q/R
atszerkesztés specifikus a GluR2-re. A posztnatalisan kifejez6d6 GluR2 alegységek kozel
100%-ban 4tszerkesztédnek, ami gétolt Ca>" permeabilitast eredményez (Pellegrini-
Giampietro és mtsai., 1997; Bigge, 1999). Az AMPA-receptorok specifikus agonistaja az
AMPA, de aktivalhatok kiszkalsavval, iboténsavval és kainattal is. A legismertebb
kompetitiv antagonista vegyiiletek a CNQX (6-ciano-7-nitrokvinoxalin-2,3-dion) és az
NBQX (6,7-dinitro-kvinoxalin-2,3-dion), de ezek nem specifikusak erre a
receptorcsaladra. AMPA-receptor specifikus antagonistaja a 2,3-benzodiazepin csaladba
tartozd0 GYKI 52466 (1-(4-aminofenil)-4-metil-7,8-metiléndioxi-5H-2,3-benzodiazepin)
¢és szarmazékai (Bleakman és mtsai., 1996; Kew és Kemp 2005; Tarnawa és mtsai.,

1990a; Yamada és Turetsky, 1996), ezek allosztérikus hatasuak.
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2.2 abra: Az AMPA-receptor alegységszerkezete és konformacidja. A panel: Az
AMPA-receptort felépit alegységek altalanos felépitése a legfobb modosulasi aminosav
poziciokkal. B panel: a 4 alegységbol felépiilé receptor térszerkezete. Roviditések: Glu:
glutamat, M1-4: transzmembran régiok, NTD: N-terminalis vég, S1 és S2: glutamat kotohely
(Isaac és mtsai, 2007)
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Az AMPA-receptorok a gyors szinaptikus ingeriiletatvitel kialakitasaban elsédleges
jelentdségliek. Az idegsejtek glutamat kozvetitette depolarizacidja elsésorban ezen
receptorok aktivalddasa kovetkeztében valosul meg (Conti és Weinberg, 1999). A
glutamat kotddése utan gyors és rovid idejii (<1 ms) aktivalodas kovetkezik be, amit
deaktivacio kovet. Hosszabb idejli agonista jelenlét esetében deszenzitizacio is kialakul.

Féleg a posztszinaptikus membranfelszinen fordulnak eld a posztszinaptikus
denzitast alkotdo (PSD; postsynaptic density) PDZ domén tartalmu fehérjék altal
kihorgonyozva. A PDZ fehérjék nem pusztan a receptorok rogzitését végzik, hanem azok
plazmamembranba valo kihelyezddésében és visszavételében is részt vesznek, ezaltal a
szinaptikus plaszticitas fontos elemei. A PDZ domén tartalmu fehérjék koziil a GRIP
(glutamate receptor interacting protein; glutamatreceptorhoz kotddé fehérje), az ABP
(AMPA-receptor binding protein; AMPA-receptorkotd fehérje) és a PICKI (protein
interacting with C kinase I; C-kindzhoz ko6tddé fehérje) szerepe tisztazott. A GRIP
szerepe az AMPA-receptorok dsszekapcsolasa a posztszinapszison (Braithwaite és mtsai.,
2000; Isaac és mtsai., 2007) mig a PICK 1 ezen talmenden a protein kinaz C (PKC) altali
foszforilacioban és a receptorok kihelyezddésében, visszavételében is fontos (Braithwaite
és mtsai., 2000; Derkach és mtsai., 2007; Greger és Esteban, 2007). A receptor
szinapszison beliili stabilizalasaért a GRIP és ABP felel0s.

A PDZ domén nélkiili fehérjék koziil az NSF (N-ethylmaleimide sensitive fusion
protein; N-etilmaleimid érzékeny fzios fehérje) és a SNAP (Soluble NSF attachment
protein; oldhatdé NSF kapcsold fehérje) szerepe ismert, mindkettd a receptorok
kihelyezddését segiti eld. Az AMPA-receptorok miikodését szamos intra- vagy
extracellularis hatas befolyasolja. Az extracellularisan hatd miikodésszabalyozas fontos
eleme lehet az asztrocitak altal termelt kinurénsav, mely kotédik a receptorhoz. In vivo
alkalmazhatosaga vitatott, mivel a kinurénsav hatasa erésen dozisfiiggd, alacsony
koncentracioban pozitiv modulatorként hat, nagy dézisban erdteljes gatlas érvényesiil
(Prescott és mtsai., 2006). Intracellularis folyamatok is jelentésen modosithatjak a
receptorok miikddését. Az AMPA-receptor C-terminalisanak protein kindz A (PKA)
altali foszforilacidja az EPSP amplitidojat fokozza (Conti és Weinberg, 1999) és noveli a
receptor nyitasi valosziniiségét (Derkach és mtsai., 2007). A PKC foszforilacié a

sejtfelszini AMPA-receptorok szamat emeli, ezzel fokozza a szinaptikus ingeriiletatvitelt
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(Braithwaite és mtsai., 2000), de bizonyitott a szerepe a hosszutavi szinaptikus
hatékonysag csdkkenésben is kisagyi Purkinje-sejtek esetében (Isaac és mtsai., 2007). A
Ca®/kalmodulin kindz 11 (Ca/CaMKII) altali foszforilacié a receptor konduktanciajat
fokozza (Derkach és mtsai., 2007). Az AMPA-receptorok kihelyezddését, szinapszison
beliili stabilizalodasat segiti a nemrégiben felfedezett stargazin fehérje is (Soto és mtsai.,
2007).

A KA-receptorok kis affinitdisi GIuRS-7, illetve nagy affinitdisi KA1-2
alegységekbdl épiilhetnek fel (Bigge, 1999). Az Gijonnan bevezetett nomenklatiira szerint
a GluR5-7 alegységeket GluK1-3-ként, mig a KA1-2 alegységeket GluK4-5-ként jeldlik
(Jane és mtsai., 2009). Ismertebb agonistaik a kainat és a domoat ((2S, 3S, 4S) —4 -[(2Z,
4E)-6-karboxihepta-2,4-dién-2-il]-3-(karboximetil) pirrolidin-2-karboxilsav), bar ezen
vegyiiletek magasabb koncentracioban aktivalhatjak az AMPA-receptorokat is. A kis
affinitasu alegységek a domoatra specifikusabbak, mig a nagy affinitasuak a kainsavra. A
KAI1-2 alegységeket is tartalmazd KA-receptorok aktivalhatok nagy koncentracidji
AMPA-val is (Malva és mtsai., 1998), hatasara nem-deszenzitizal6dé valasz alakul ki.
Habar a KA-receptorok aminosav szekvencidja nagyfoku hasonlosagot mutat az AMPA
csaladdal, szamos eltérést leirtak biokémiai és sejtélettani jellemzdiket illetden. A
receptorok Na', K és Ca" ionok szamara atjarhatok. Glutamat hatésara lassan és hosszii
ideig aktivizalodnak, lassu a deaktivaciojuk. Eldéfordulhatnak pre-, poszt-, és
extraszinaptikusan is, emiatt leginkabb modulalé hatasuk miatt fontosak.

A KA-receptor alegységek esetében nem léteznek flip és flop variansok, itt féleg a
C-terminalis és esetenként az N-terminalis domén mutat modosulasokat. A GIuRS
alegység két N-termindlisaban modosult valtozattal rendelkezik: a GluR5-1 illetve
GluR5-2-vel, ez utdbbinak 3 altipusa van (GluR5-2a, b és c), melyek C-termindlisa
kiilonbozik (Stricker és Huganir, 2002). Annak ellenére, hogy a GluR5-7 alegységekbdl
szervez0do receptorok is miikodSképesek, in vivo a legtobb esetben csak KA1-2
alegységekkel egyiitt hoznak létre receptort. A kiilonbozo alegység-Osszetétellel
rendelkez6  KA-receptorok  markansan  eltér6  farmakologiai  érzékenységgel
rendelkezhetnek, a homotetramer GIuRS receptorok AMPA szenzitiv, mig a
homotetramer GluR6 és GluR7 receptorok AMPA inszenzitiv receptort forméalnak. Ha a

GluR6 alegységhez KA-2 is kapcsolodik mar AMPA-ra is érzékennyé valik (Sommer és
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Seeburg, 1992; Stricker és Huganir, 2002). Az AMPA-receptoroknal megfigyelt Q/R
atszerkesztés jellemzé a KA-receptorokra is, de esetiikben csak részleges az
atszerkesztés, ebbdl kovetkezik, hogy a receptorok permeabilisak Ca’'ra nézve. A
GIuRS alegységek 30-50%-ban, a GluR6 alegységek 75-95%-ban szerkesztédnek at
(Sommer és Seeburg, 1992; Stricker ¢és Huganir, 2002), mig a GluR7 alegységek
kizarolagosan Q konfiguracioban léteznek (Sommer és Seeburg, 1992). A KA-receptorok
eléfordulasa altalanos a kozponti idegrendszerben, de néhany régio kiemelten magas
expressziot mutat. Ilyen teriiletek a hippokampusz CA3 régidja, a gyrus dentatus és a
gerincveld hatso szarvaban 1évo neuronok (Darstein és mtsai., 2003; Pinheiro és mtsai.,
2005; Sommer ¢s Seeburg, 1992; Wisden és Seeburg, 1993; Bigge, 1999). A
KA-receptorok agonistdi a mar emlitett kainsav, domoat és AMPA, ezek eltérd
specifitassal aktivaljak a receptorokat (Kew és Kemp, 2005; Malva és mtsai., 1998).
Legjelentdsebb antagonistiik a CNQX ¢és NBQX, de ezen vegyiletek az
AMPA-receptorok miikddését is gatoljak. Specifikus KA-receptor antagonista az NS-102
(5-nitro-6,7,8,9-tetrahidrobenzo (G) indol-2,3-dion-3-oxim) (Jane és mtsai., 2009). A
kainat receptort tartalmazo szinapszisok ingeriileti folyamatait jelentésen befolyasolhatja
a SUMO (Small ubiquitin-like modifier protein; kisméretli ubiquitin-szeri modositd
fehérje). Erételjes glutamat vagy kainat altal eldidézett aktivacio soran az agonistat koté
receptort képes reverzibilisen internalizalni a fehérje a GluR6 alegységhez kotédve, ami a
koros aktivacio kivédésében hasznos lehet (Martin és mtsai., 2007).

Az NMDA-receptorok felépiilése (2.3 abra), az alegységek szerkezete sok
hasonlosagot mutat az AMPA-receptorokkal, viszont mikodésiik, farmakologiai
jellemzoik jelentdsen eltérnek. Az NMDA-receptorokat felépitd alegységeket 3 csoportba
soroljuk, ezek az NRI, 2 és 3 (Cull-Candy és mtsai., 2001; Bigge, 1999). Az NRI
alegység egy izoformaban létezik, minden NMDA-receptorban jelen van, mivel nélkiile
nem formalddik miikddd receptor. Az NR1 alegység alakitja ki a receptor aktivalodasa
szempontjabol fontos sztrichnin-inszenzitiv glicin  kotéhelyet (2.3 ébra) amihez
kapcsolodhat a ko-agonistaként funkcionalo glicin (Johnson és Ascher, 1987; Sauer,
1993). Az NR2 alegységnek 4 izoformaja van (NR2A-D), ezek kozponti idegrendszeri
lokalizacidja mind helyileg, mind fejlddéstanilag szigortan szabalyozott. Embrionalis

korban minden agyteriileten kifejezddik az NR2B, illetve NR2D talalhat6 az agytorzsben
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és a diencephalonban (Cull-Candy és mtsai., 2001; Lujan és mtsai., 2005). Patkanyok
esetében perinatalisan kezd expresszalodni az NR2A alegység, ami a posztnatalis 28.
napra a legtobb helyen kiszoritja az NR2B-t (Lujan és mtsai., 2005). Az NR2C késon
jelenik meg, foleg a kisagyban mutathato ki (Cull-Candy és mtsai.,, 2001). Az NR3
alegység 2 izoformaval rendelkezik (A és B), mivel csak néhany éve fedezték fel, pontos
szerepérdl viszonylag kevés informacio all rendelkezésre. Mindkét izoformara jellemzd,
hogy csokkenti az NMDA-receptor konduktanciajat. Erdekesség, hogy az NRI/NR3
receptorok glutamatra érzéketlenek, mig glicin hatésara teljes mértékben aktivalodnak.
Ezen receptorok Ca®" ateresztoképessége alacsony, ¢és a Mg2+ blokad sem érvényesiil
rajtuk, rdadasul az ismert NMDA receptor antagonistak (MK-801, memantin) nem
képesek gatolni a mikodését (Chatterton és mtsai., 2002). Az NR3A prenatalisan
univerzalisan megjelenik, posztnatalisan csak talamikus magvakban és az amygdaldban
fordul el6 (Ciabarra és mtsai., 1995). Az NR3B agytorzsi és gerincveldi motoneuronokon
expresszalodik (Nishi és mtsai., 2001).
NR1 NR2
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2.3 abra: Az NMDA-receptor alegységszerkezete. A panel: Az NR1 alegység felépitése és
fobb kotohelyei. B panel: az NR2 alegység szerkezete és fontosabb kotéhelyei. Roviditések:
M1-4: transzmembran régiok, (Parsons és mtsai, 2007)
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Az NMDA-receptorok az eldagyban mindenhol el6fordulnak, legnagyobb
mennyiségben a hippokampuszban vannak jelen (Ozawa és mtsai., 1998). Szelektiv
agonistai az N-metil-D-aszpartat és kinolinsav, melyek az NR2 alegységeken
lokalizalodo transzmitter kotéhelyen keresztiil aktivalhatjak a receptort (Sauer, 1993). Az
NMDA -receptor azonnali aktivalodasat megakadalyozza, hogy az ioncsatornat nyugalmi
potencidlon egy Mg zarja el, ami hozzavetéleg -35 mV hipopolarizaci6 esetén mozdul
ki és teszi lehetdvé az aktivaciot (Sauer, 1993).

Az NMDA-receptorok ismertebb antagonistai a D-2-amino-5-foszfono-valeriansav
(APV), fenciklidin, és a nem-kompetitiv antagonista ketamin, dizocilpin (MK-801),
illetve memantin (Kew és Kemp, 2005; Ozawa és mtsai., 1998). A ketamin, dizocilpin és
a memantin is a nyitott csatornaba kotve gatolja annak miikddését. Léteznek
alegységspecifikus antagonistak is, az NR2B alegységre specifikus az ifenprodil (Herin
és Aizenman, 2004), illetve a még szelektivebb masodik generacios ifenprodil analog
traxoprodil (CP 101606) (Gogas, 2006). A glutation és a kinurénsav endogén antagonistai
az NMDA-receptoroknak (Scharfman és mtsai., 1999; Varga és mtsai., 1997; Wu és
Schwarcz, 1996). Az NMDA-receptorok miikddésének tanulmanyozasat megneheziti,
hogy aram ateresztOképességiik és farmakologiai befolyasolhatosaguk erésen fiigg az
alegységosszetételtol, tovabba szamos modulacios kotdhellyel rendelkeznek, amik
szintén jelentésen befolyasoljak a mikodésiiket. A poliamin kotShelyre endogén
agonistak kothetnek be (spermin, spermidin), a redox kotShely a receptor aktivitasat
képes befolyasolni, oxidalt allapotaban a receptor kevésbé aktiv. Ehhez a helyhez
kapcsolodik a ditriotreitol, novelve a konduktanciat. A receptor-ioncsatorna komplexen
ezen kiviil mas kotdhelyek is vannak, mint Zn*"-kétShely vagy a proton érzékeny
kotéhely (Stone és Addae, 2002).

A fesziiltségfiiggd Mg”" blokad miatt az NMDA-receptorok aktivalodasihoz a
glutamat kotédésén kiviill az AMPA-receptorok altal eldidézett hipopolarizaciora is
sziikség van. Amennyiben minden feltétel adott, a receptor tobb mint 2 ms késleltetéssel
tartosan aktivalodik. A nyitodast tobb 1épéses konformaciovaltozas elézi meg (Erreger és
mtsai., 2005), ami a Mg2+ csatornabdl torténd tavozasahoz sziikséges id6 mellett,
magyarazatot adhat az AMPA-receptorokéhoz viszonyitott hosszu késleltetésre. A nyitott

csatornan keresztiil Na®, K és Ca®" aramlik be. Az NMDA -receptorok ca*
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permeabilitaisa hozzavetéleg szazszorosa a nativ AMPA-receptorénak, igy az
intracelluléris Ca®* koncentraci6 névekedése elsésorban az NMDA  aktivacio
kovetkezménye (Conti és Weinberg, 1999). A tartésan magas intracellularis Ca®"
koncentracié hatasara olyan kaszkad folyamatok indulhatnak be, amelyek a szinaptikus
ingeriiletatvitel hatékonysaganak tartés novekedését (LTP; Long-term potentiation)
eredményezhetik (Bennett, 2000, Collingridge ¢és mtsai., 1983). A receptor
konduktanciajanak, kihelyez6désének szabalyozasa az AMPA-receptorokéhoz hasonldan
a C-terminalison 1év6 szerin oldallancok foszforilaciojaval valosul meg, PKA, PKC és
Ca/CaMKII révén (Conti és Weinberg, 1999). A PKC altali foszforilacid ndveli a
csatorna nyitasi valoszintiségét és csokkenti az extracellularis magnézium ionokkal
szembeni affinitast, ezaltal a receptor serkentédik (Dingledine és mtsai., 1999). A PKA ¢és
Ca/CaMKII  miikddésszabalyozasban  betoltott szerepe eddig ismeretlen. Az
NMDA-receptorok talzott mértékii aktivacioja bizonyitottan szerepet jatszik a glutamat
okozta excitotoxicitas kialakulasaban. Az NMDA-receptorok tartds nyitddasa miatt
megemelkedd intracellularis Ca®" koncentracié hatasara aktivalodik a kalpain fehérje,
ami az AMPA-receptorok kozvetitésével csokkenti a toxikus hatast. Az AMPA-receptor
downregulacio némileg csokkenti az NMDA-receptorok aktivaciojat is (Del Rio és
mtsai., 2008; Yuen és mtsai., 2007).

2.2.2. A kalium csatornak

A legvaltozatosabb ioncsatorna csalad, genetikai kodolasukban legalabb 50 gén
vesz részt. Megkiilonboztetiink nem fesziiltségérzékeny, befelé egyeniranyito és ATP
érzékeny, illetve Ca®' érzékeny és fesziiltségérzékeny K' csatorna alcsaladokat. A
fesziiltségfiiggd K csatornak meghatarozzak a sejtek ingerlékenységét, vélaszadd
képességét. Aktivalodasuk esetén a receptor-ioncsatorna komplex atjarhatova valik K'-ok
szamara. Mindez azt eredményezi, hogy a membranpotencial a kalium ekvilibrium
potencial irdnyaba mozdul el, ebbdl kifolyolag a serkent6dés leallitdsaban van fontos
szerepiik. Kalium csatorndk minden allati sejten jelen vannak, az idegsejteken kiviil
megtalalhatok sima-, vaz- és szivizom sejteken, illetve a hasnyalmirigy a- és B-sejtjein is.
Nagyon valtozatos ioncsatorna csalad, csoportositasukat altalaban a szerkezetiik alapjan

végzik.
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A 2 transzmembran (TM) régiot tartalmazé K’ csatornak (2.4A abra) négy
alegységbdl épiilnek fel, a TM régiok kozott nagy extracellularis hurok talalhato, ami
visszahajlik a membranszintbe és a C-terminalissal egyiitt részt vesz a porus
formalasaban. Jellemzd képvisel6i ennek a tipusnak a befelé egyeniranyitd kalium
csatornak és az ATP érzékeny kalium csatornak o-alegysége, illetve a bakterialis kalium
ioncsatornak (Choe, 2002, Wei és mtsai., 1996). A befelé egyeniranyité K csatornak a
bemend arammal szemben mutatnak kisebb ellenallast és fontosak a membranpotencial
stabilizalasaban. A hippokampusz sejtjeit modulald transzmitter rendszereken keresztiil
érkez0, szignaltranszdukcios utvonalakat aktivald hatasok kovetkeztében G-fehérje révén
aktivalodnak (GIRK csatornak) és hiperpolarizaciot eredményeznek (Yuan és Chen,
2006). Az ATP érzékeny csatorna a szulfonilurea-receptor (SUR) kapcsolddasat kovetden
képes érzékelni az ATP-t. ATP hatasara a receptor gatlodik, MgADP hatasara
érzékenyitddik. A Karp csatornak aktivalodasa idegsejtekben a neurotranszmitter leadas
csokkenését eredményezi (Ashcroft és Gribble, 2000).

A B

COOH

2.4 abra: A K” csatorna csalad tagjainak alegységszerkezete. A panel: 2TM/P receptor. B
panel: 6TM/P receptor. C panel: 8TM/2P receptor. D panel: 4TM/2P receptor. Roviditések:
COOH: C-terminalis vég, MI1-4: transzmembran régiok, NH,: N-terminalis vég,
P: porusformalé domén, S1-8: transzmembran régiok (Choe, 2002 alapjan).
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A fesziiltségfiiggd csatornak 4, egyenként 6 TM régiot tartalmazé alegységbdl
éplilnek fel (2.4B abra). A csoporton beliil tobb altipus kiilonithetd el: igymint tranziens
aramot kialakito A-tipus, vagy a lassabban inaktivalodé D-aramot kialakité receptorok
(Yuan és Chen, 2006). A fesziiltségfiiggé K' csatornak hatassal vannak az akcios
potencial ingerkiiszobére, tiizelési frekvencidjara és az utd-hiperpolarizaci6é refrakter
stadiumara (Pongs, 1999). Depolarizalt allapotban a csatorna nagyobb valdsziniiséggel
van nyitva, mig hiperpolarizacidé esetén nagyobb valdsziniiséggel van zarva. A nyitott
allapotot gyakran koveti inaktivalt allapot, ilyenkor aram egyéltalan nem folyik at.
Depolarizacio hatasara a fesziiltségszenzorként funkcionalé S4 domén az extracellularis
ioncsatorna atjarhatova valik. A Ca®" érzékeny kélium csatornak is 6TM receptorok, ezek
az intracellularis Ca>~ szint emelkedésére nyilnak ki (Wei és mtsai., 1996).

A 2TM ¢és 6TM alegységek kombindlodasaval jott létre a 8TM receptor
(2.4C abra), mig a 2TM régiok duplikalodasaval alakultak ki a 4TM receptorok
(2.4D ébra). Koz0s tulajdonsaga ezen tipusoknak, hogy két porusformaldé domén talalhatd
benniik, igy a miikodoképes ioncsatorna komplex kialakulasahoz csak 2 alegységre van
sziikség (Choe, 2002).

A tetraetil-ammonium (TEA) az intracellularis oldal felél kotodve gatolja a K*
kiadramlast, mig a 4-amino-piridin (4-AP) intracellularisan és extracellularisan alkalmazva
gatolja a szamos K'-csatorna miikodését. Mindezek kovetkeztében az akcids potencidl
repolarizacios szakasza hosszabb lesz, ami fokozott neurotranszmitter leadashoz vezet a

preszinapszison.

2.3. Az idegsejtek ingeriileti folyvamatai és a bels6 optikai jelek kapcsolata

Az idegsejtek miikddése kovetkeztében jelentés ionmozgasok mennek végbe
(dontéen natrium és kalium ionok aramlasa), melyek jelentds hatassal vannak az
idegsejtek ¢s gliasejtek mikodésére ¢és az extracellularis tér kémiai, fizikai
tulajdonsagaira. Az akciés potencialt kisérd natrium ion bedramlads és kalium ion
kiaramlas az extracellularis tér kozvetitésével a gliasejtekre is jelent6s hatassal van,
mivel pufferelik az iondsszetételt. Mindezen ionmozgasok jelentds vizmozgasokat

eredményeznek, amit a sejtek duzzadasa vagy zsugorodasa kovet.
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Amennyiben nincs sziikség festési eljarasra, az ¢él6 szovetekbodl regisztralt
optikai jelek belsd optikai jeleknek tekintenddk. A megvilagitas soran ezen optikai jelek
megvaltozasa CCD (Charge coupled device; toltéscsatolt eszkoz) kameraval vagy
fotodidda rendszerrel mérhetd. A sejtek aktivacio-fliggd alakvéltozasa az in vitro
agyszovet preparatumokban kiemelten fontos, mivel vérkeringés hidnyaban egyediili
tényezOként hatarozza meg a belsé optikai jelek megvaltozasait (Witte és mtsai., 2001).
Az egyik lehetséges mechanizmus, hogy a sejtek duzzadasa kozvetleniil csokkenti a
fényszorodas mértékét (Somjen, 2004), a vizterek térfogatanak megvaltozasa az extra- és
intracellularis tér torésmutatojat modositja, illetve a jelenlévé makromolekulak
koncentraciovaltozasa is az optikai tulajdonsagokat befolyasolja. A sejtmembran lipid
kettosrétegének ozmolaritas-fliggd torésmutatd véltozasa szintén jelentds tényezd lehet az
optikai jel kialakuldsaban, bar ez utobbi jelenség okara még nincs magyarazat (Aitken és
mtsai., 1999; Andrew és mtsai., 1999). A jelenség megértését bonyolitja, hogy nem
kizarolag az idegsejtben mehetnek végbe az elébb leirt folyamatok, hanem a
dendrittiiskékben, mitokondriumokban ¢és egyéb sejtorganellumokban, de akar
gliasejtekben is lejatszodhatnak (Andrew és mtsai., 1999; Sykova és Chvatal, 2000). A
belso optikai jelekrdl részletesebb leiras az 1. fiiggelékben talalhato.

2.4. Az agykéreg anatomidja

2.4.1. Altalanos sajatossagok

Az agykéreg jellemzden réteges szervezddést mutat, a torzsfejlodéstanilag Gjabb —
neokortikalis — strukturak altalaban 6 rétegre kiilonithetok el, mig az Gsibb teriiletek —
archikortex — 3 rétegre tagolhatok. A rétegek elkiilonitése szovettani, sejtfestési
eljarasokon alapul. Az agykéreg egyes teriileteinek citoarchitekturaja jelentds eltéréseket
mutathat, ami sok esetben vita targyat képezheti az anatomiai egységek pontos
elkiilonitésében (Douglas és Martin, 1998).

A neokortikalis terlileteken a horizontalis tagolédas mellett — bizonyos
agyteriileteken — vertikalis szervez6dés is megfigyelhetd, az Osszes rétegre kiterjedd kérgi
oszlopok jonnek létre. A kérgi oszlop 10-20000 idegsejt altal alkotott funkcionalis egység
szinaptikusan szorosan kapcsolt neuronokkal. Létezésiiket els6ként a szomatoszenzoros

kéregben irta le Mountcastle (Mountcastle, 1957), majd az 6 modelljét atdolgozva
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értelmezte Hubel és Wiesel (Hubel és Wiesel, 1962; Szentagothai, 1975) a latokéreg
miikodését.

Az alabbiakban a szomatoszenzoros és entorhinalis kéreg, illetve a hippokampusz
felépiilésének ¢és miikodésének alapjait foglalom Ossze, mivel vizsgalataimat ezen

agyteriileteken végeztem.

2.4.2. A szomatoszenzoros kéreg

A szomatoszenzoros kéreg szovettani felépitése az agykéreg daltalanos
ismertetésében leirtakhoz hasonlo. Hat rétegbdl épiil fel, az 1. réteg (stratum moleculare)
szinte sejtmentes réteg, benne a piramissejtek apikalis dendritvégzddései vannak jelen. A
2. és 4. réteg (stratum granulosum externa et interna) szemcsesejteket tartalmaz, mig
piramissejteket a 3. és 5. rétegben (stratum pyramidale externa et interna) talalunk. A 6.
réteg (stratum multiforme) valtozatos képet mutat az 6t felépitd sejtek tipusa szerint.

Emberben a Brodmann 1, 2 és 3 aredknak megfeleltethetd kéregteriilet, melynek
feladata a testfelszinen 1év$ receptorok ingeriiletének fogadasa és tovabbitasa az
asszociativ kéregteriiletek felé. A bejové afferensek szomatotopias vetiiletet mutatnak,
tehat testiink leképezodik erre a kéregteriiletre. Ragesalokban is kimutattak a periférias
afferensek szomatotopias vetiilését, de esetiikben - az életmodjuk kovetkeztében — a
legnagyobb jelentGsége a bajuszszOrok altal szolgaltatott informacio feldolgozasanak
van, ami szintén eme teriilethez kothetd. A bajuszok szortliszoiben 1évo idegvégzddések
ingeriilete tobbszori atkapcsolas (Petersen, 2007) utan az elsédleges érzémez6 hordokérgi
teriiletére (barrel cortex) fut be. Mivel a hordokéreg idegi halozata sok hasonlosagot
mutat a szomatoszenzoros kéreg egyéb teriileteivel, ezen keresztiil ismertetem a
kéregteriilet legfobb anatémiai jellegzetességeit.

A hordokéreg a fej és a mellsé végtag disztalis részének reprezentacios teriiletén
lokalizalhato (2.5 abra). Nevét a 4. réteg sajatos citoarchitektiraja miatt kapta, ezen a
teriileten az idegsejtek 200-400 pm atmérdji hordoszert képleteket formalnak, melyek
kijelolik a kérgi oszlopok hatdrait is. A hordok elhelyezkedése az agykéreg felszinén
koveti a bajuszok elhelyezkedésének modjat, vagyis 5 sorba rendezddnek és soronként
4-7 hordot talalunk (Woolsey és Van der Loos, 1970). A sejtek dontd tobbsége a hordok

falaban van, ezek nagyobb részt tiiskés dendriti csillagsejtek, de lehetnek vazoaktiv
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intesztinlis polipeptid (VIP, vasoactive intestinal polypeptide) tartalmi gatlo
csillagsejtek is. A horddok belsejében futnak a talamikus afferensek, sejteket csak kis
szamban talalunk itt. A hordok kozotti szeptumokban vertikalisan futd dendritek és
intrakortikalis rostok vannak jelen (Tracey, 2004; Waite, 2004). A hordok bemenetei is
topografias vetiiletet mutatnak, mind a talamusz (barreloidok), mind a kozépagy
(barrelettek) szintjén (Deschenes és mtsai., 1998).

A hordokéreg legfébb bemenete a lemniszkalis Gtvonal, mely a talamusz
ventropostero-medialis magjanak (VPM) kozponti részén (,,core”) keresztiil éri el az
agykérget és a 4. rétegben végzodik
(Pierret ¢és mtsai., 2000). Az
afferensek kis hanyada szinaptikus
kapcsolatokat hoz 1étre a 3., 5. és 6.
rétegben is (Tracey, 2004). A
talamikus afferensek a hordok
falaban 1évo tiiskés csillagsejteken
szinaptizalnak. Mivel a csillag-
sejtek nagy szamu  visszatérd

kapcsolattal rendelkeznek, a

talamikus eredetii ingeriilet jelentds

2.5 abra: A szomatoszenzoros kéreg agykérgi erbsitésen mehet keresztiil, mieldtt

lokalizacioja és fobb serkenté kapcsolatai. Az elsodleges
szomatoszenzoros kéreg ¢és a talamikus magvak
kapcsolatrendszét mutatja be az abra. A jobb felsé sarokban
1év6 panel a hordokéreg elhelyezkedését szemlélteti (sarga
teriilet). Roviditések: ELP: extralemniszkalis palya, L1-6: . IR T ;2
kérgi rétegek, LP: lemniszkalis palya, PLP: paralemniszkalis 2005). A csillagsejtbdl kiindulo ¢és
palya, POm: poszterior medialis talamikus mag, SI:
elsddleges szomatoszenzoros kéreg, VPM: ventralis
poszteromedialis talamikus mag

az intrakolumnaris 2/3. rétegben

1év6 piramissejtet eléri (Bannister,

piramissejten végz6dd szinaptikus
kapcsolat magas kiiszobbel
rendelkezik, emiatt akar 50 csillagsejt szinkron aktivalodasara is sziikség lehet ahhoz,
hogy a piramissejten akcios potencial alakuljon ki. A 2/3. réteg piramissejtjei szerteagazo
kapcsolatokat hozhatnak 1étre. Horizontalis axonjaik révén az oszlopon beliili
intralaminaris piramissejtekkel létesithetnek reciprok kapcsolatokat (Bannister, 2005;
Feldmeyer és mtsai., 2006), vagy a piramissejtek kis hanyada az 5/B réteg vastag

pamacsos piramissejtjeinek apikalis dendritjein 1étesit szinapszist. Az 5. réteg idegsejtjei
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a striatumba, colliculus superiorba és az anterior praetectalis magvakba kiildenek
efferenseket (Schubert és mtsai., 2007; Waite, 2004), de axonkollateralisaik szamos 5.
rétegbeli piramissejt apikalis dendritjét is innervaljak a 3. rétegben (Thomson és
Bannister, 1998). Az 5. rétegb6l ered6 axonok alkotjak a kortiko-kortikalis
kapcsolatrendszer visszavetiilld palyait, melyek barmely rétegben végzodhetnek
(Bannister, 2005).

A hordokéreg masik fontos bemenete a paralemniszkalis palya, ami a talamikus
poszteromedialis (POm) mag kozvetitésével éri el az 5/A réteg piramissejtjeit (Manns és
mtsai., 2004). Az ingeriilet innen a 2/3. réteg piramissejtieihez fut. A talamikus
bemenetet fogadd piramisejtek mitkodését befolyasolhatjak a 4. réteg csillagsejtjeinek itt
szinaptizal6 axonjai (Liibke és Feldmeyer, 2007).

A kozelmiultban leirtak egy harmadik bemenetet is, az extralemniszkalis utvonalat
(Petersen, 2007). Ez a palya szintén a VPM kozvetitésével éri el a szomatoszenzoros
kérget, az axonok a szeptumokban 1év6 4. rétegbeli csillagsejteken végzddnek (Petersen,
2007). A péalyak a VPM periférias helyzetli farki részébdl (,.tail”) erednek (Pierret és
mtsai., 2000). A POm-bol is érkeznek olyan palyak, amik ezen szeptalis idegsejteken
végzddnek.

Feltételezheten a 3 palyarendszer a 2/3. vagy a 4. rétegben konvergal egymassal,
lehetdvé téve a bajuszokbol érkezd informacié komplex feldolgozasat (Liibke és
Feldmeyer, 2007).

A hordokéreg talamikus kimenete a 6. réteg piramissejtjeibdl indul ki és mind a
specifikus, mind a nem specifikus magvakba eljut (Bannister, 2005). A hordok kimenete
célzottan azon VPM-beli barreloidokba iranyul, ahonnan a bemenete is szarmazik. Ezen
kiviil futnak rostok az adott barreloidot beidegzd retikularis talamusz magban 1évé gatld
idegsejtekhez is. Ezen sejtek a 4. réteg csillagsejtjeivel allnak erds reciprok kapcsolatban

(Bokor ¢és mtsai., 2008; Schubert és mtsi, 2007).

2.4.3. Az entorhinalis kéreg
A Brodmann 28 és 34 aredknak megfeleltethetd kéregteriilet, melynek szerepe van
az emléknyomok kialakitasaban és a térbeli tajékozodasban, a hippokampusszal

egyiittmiikddve. Anatomiai szerkezete alapvetéen hasonldo az agykéreg egyéb
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tertileteihez. Két nagyobb egységre bonthato, a lateralis (LEA; lateral entorhinal area) és
a mediélis (MEA; medial entorhinal area) entorhinalis kérgi teriiletekre. Ezen teriiletek
konnyen elkiilonitheték szovettani kiilonbségeik miatt: a LEA teriiletén a 2. réteg,
hatarozottabban elkiiloniil, mint a MEA esetében, az itt jelenlévé sejtek szigetekbe
tomoriilnek. A MEA esetében a 4. réteg ¢élesen elhatarolodik, a sejtek radialisan
rendez6dnek ezen teriileten (Witter és Amaral, 2004).

Az entorhindlis kéreg, akarcsak egyéb neokortikalis teriiletek hatrétegii
szervezOdést mutat. Az 1. rétegben szinte sejtmentes, elvétve taldlunk GABAerg
csillagsejteket, illetve horizontalis gatlé neuronokat, melyek a hippokampuszba indulo
kimeneteket szabalyozzak. A 2.
réteg talnyomo részt piramis-
sejtekbdl all, melyek az entorhinalis
kéreg hippokampuszba irdnyuld
kimenetének, a perforans palyanak
a kiindulési pontjai. A csillagsejtek
egy részénél a projekcids rostok
elagazas nélkiil hagyjak el a kérget,
mig mas sejtek axonjai

kollateralisokat kiildenek az 1. és 2.

rétegekbe, melyek altalaban gatlo

2.6 abra: Az entorhinalis kéreg agykérgi lokalizacidja és

fébb serkenté kapcsolatai. Az entorhinilis kéreg belsé —interneuronokon végzédnek. A 3.
kapcsolatrendszerét és asszociacios palyait mutatja be az . .

dbra. A jobb felsé sarokban 1évé panel a laterdlis réteg legjellemzobb sejttipusa a
entorhinalis kéreg elhelyezkedését szemlélteti (zold teriilet).

Roviditések: DG: gyrus dentatus, Erh: entorhinilis kéreg —piramissejt. Axonjaik a
L1-6: kérgi rétegek, PP: perforans palya, Prh: perirhinalis . L
kéreg, TA: temporoammonikus palya hippokampusz CAl teriiletére és a

szubikulumba futnak. Az axonkollateralisok belépnek az 1. rétegbe, vagy
intralamindrisan hoznak Iétre szinapszisokat (Lingenhohl és Finch, 1991; Witter és
Amaral, 2004). Az entorhinalis kéreg 4. rétegében kis szamban talalunk csak sejteket.
Ezek tobbsége piramidalis vagy orso alaku sejt (Witter és Amaral, 2004). A piramissejtek
axonkollateralisai a szubikulumot, illetve az infragranularis rétegeket innervaljak. Az
orso alaku sejtek, ahogy neviik is mutatja ors6 alaku sejttesttel rendelkeznek, az apikalis

dendritag az 1. rétegig halad, mig a bazalis dendrit a szubikulumot idegzi be. Axonjuk a
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kérget elhagyva kollateralisokat hoz Iétre, amik a mély rétegekben végzédnek
(Lingenhohl és Finch, 1991). Az 5. és 6. rétegekben piramissejtek, orso alaku sejtek és
gombolyded sejtek fordulnak eld. Feltételezhetéen mindharom tipus projekcios sejt, de
részt vesznek a lokalis aramkorok kialakitasaban is. A nagyméretii piramissejtek apikalis
dendritje az 1. és 2. réteg hataraig fut, ahol kisebb agakat hoz létre, mig a bazalis
dendritarborizacié az infragranularis rétegeken beliil alakul ki. Az axonkollateralizaci6 a
sejttest kozelében jon létre, a f6 axondg horizontalisan nagy tavolsagba eljuthat,
kollateralisai akar a 2. réteget is elérhetik (Lingenhohl és Finch, 1991).

Az entorhinalis kéreg szerepe, hogy a szaglorendszer és a latasi-térérzékelési
rendszer afferentacioit kozvetitse a hippokampusz iranyaba (Biella és mtsai., 2002).
Emellett kulcsfontossagli szerepe van az emléknyomok rogzitésében is, amit a
hippokampusszal szoros egyiittmiikodésben végez (Villers-Sidani és mtsai., 2004). Nem
pusztan reléallomasként tovabbitja az informaciokat, hanem asszociativ kéregteriiletként
feldolgozast is végez, amit a perirhinalis kéreggel és a hippokampusszal alkotott reciprok
kapcsolatai tesznek lehetové (Villers-Sidani ¢és mtsai.,, 2004). A neokortikalis
kéregtertiletek iranyabol érkezé bemenetek elsdként a perirhinalis kéreg 2. rétegének
principalis sejtjeit érik el, majd innen monoszinaptikus kapcsolat révén érik el az
entorhinalis kéreg 2. és 3. rétegének principalis sejteit (4.6 abra). Az entorhinalis kéreg 2.
rétegében elhelyezkedd piramissejtekbdl indul ki a perforans palya, ami a gyrus
Villers-Sidani és mtsai., 2004). A gyrus dentatusbol kiinduld moharostok, és a CA3
piramisejtek axonjai altal alkotott Schaffer-kollateralis kozvetitésével jutnak az
ingeriiletek a CA1 régidba, illetve a szubikulumba, majd onnan az entorhinalis kéreg 5.-6.
rétegébe fut (Johnston és Amaral, 1998; Villers-Sidani és mtsai., 2004). A 3. rétegben
talalhato piramissejtekb6l indul ki a temporo-ammonikus palya, ami a hippokampalis
CA1l régié piramissejtjeit innervalja (Buzséki, 1996). Az entorhindlis kéreg mély
rétegeibdl ered a perirhinalis kéreg felé iranyulé kimenet (2.6 abra), ami annak 1. és 5.
rétegében végzdodik el (Villers-Sidani és mtsai., 2004).

Az entorhinalis kéreg tanuldsban és térbeli tajékozodasban betdltott szerepe
kevésbé ismert, ¢és jelenleg intenziven kutatott teriilet. A miikodés megismerésében fontos

el6relépés volt az an. ,grid” sejtek felfedezése (Hafting és mtsai., 2005). A 2. réteg
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principalis sejtjei az allat adott térbeli pozicidiban tiizelnek, létrehozva ezzel egy
koordinatarendszert a tajékozddashoz. A rendszer egységei nem négyzetek, hanem
rendszert létrehozo grid sejtek képesek leképezni az allat kornyezetét, lehetévé téve a

tajékozodast (Witter és Moser, 20006).

2.4.4. A hippokampalis formacid

A hippokampalis formacio az 0j emléknyomok rogzitéséért és a térbeli
tajekozodasért felelds agyteriilet, szoros kapcsolatban all a szomszédos entorhinalis
kéreggel. Részét képezi az Ammon-szarv, gyrus dentatus, szubikulum ¢és a
preszubikulum is. Az Ammon szarv sejttani jellegzetességek alapjan harom alteriiletre
oszthato fel (CA1-3; Cornu Ammonis). Patkanyban kozvetleniil az agykéreg alatt
talalhato, a szeptalis magvaktol a temporalis kéregig hiizodik. A hosszanti tengelyét
ebbdl kifolydlag szeptotemporalis tengelynek nevezziik, mig az erre merdleges tengelyt
transzverzalisként emlegeti a szakirodalom (Johnston és Amaral, 1998).

A hippokampusz a neokortikalis teriiletekhez hasonléan réteges szervezddést mutat,
de a hippokampuszban csak 3 réteg kiilonithet6 el. A 2. rétegben helyezkednek el az adott
tertiletre jellemz6 principalis sejtek, mig ez alatt és folott a dendritikus rétegek talalhatok.

A gyrus dentatus (DG; dentate gyrus) esetében elkiilonithetd rétegek a szemcsesejt
réteg, a folotte elhelyezkedé molekularis réteg és az alatta 1évo hilus. A szemcsesejt
rétegben talalhatok a DG principalis sejtjei, a szemcsejtek. Ezek dendritfaja kizardlag a
molekularis rétegben lokalizalhatok. Az axon a sejt ellentétes polusabol eredve hozza
létre a DG kimenetét képez$ moharostokat. A moharostok kollateralisai szinaptizalnak a
hilusban 1évé mohasejtekkel, amik visszatéré serkentd kapcsolatokat alakitanak ki
(Johnston és Amaral, 1998; Lisman, 1999). A hilus kolecisztokinin és parvalbumin
tartalma kosarsejtjei szabalyozzak a szemcsesejtek és a mohasejtek kozotti ingeriileti
folyamatokat, a mohasejtek periszomatikus régidiban szinaptizalva (Acsady és mtsai.,
2000). A molekularis rétegben kandelaber sejtek talalhatok, melyek axonja a
szemcsesejtek axondombjan végzdédik el, mig a hilusban 1év0 szomatosztatin pozitiv

sejtek a disztalis dendriteken hoznak 1étre szinapszisokat.
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Az Ammon szarv horizontalis szervezdését tekintve szintén 3 rétegre oszthato, bar
tovabbi rétegeket szokés elkiiloniteni a sajatos mikrohdlézatok miatt. A CA3 régidban
tobbek kozott a sejttesteket tartalmazod piramidalis réteg, a bazalis dendritfat magaba
foglalo stratum oriens, és az apikalis dendritagakat tartalmaz6 str. lucidum, str. radiatum
és a str. lacunosum-moleculare talalhatd meg. A CA2 area cellularis felépitése,
kapcsolatrendszere kozel azonos a CA3 régioéval. Fontos kiilonbség, hogy a
piramissejtek nem kapnak afferentaciot a moharostoktol, ezért a str. lucidum hianyzik
(Johnston és Amaral, 1998). A CA1l area tobb anatomiai eltérést is mutat a CA3 régidhoz
képest. A piramissejtek kisebb méretiiek, mint a CA3 régioban és nem kapnak bemenetet
a DG-bol. A str. radiatum ¢és oriens rétegek fogadjak a CA3 piramissejtek axonjait. Ezt a
palyarendszert, leirdja alapjan Schaffer-kollateralisnak nevezziik. A str. lacunosum-
moleculare-ban akarcsak a CA3 area esetében talaljuk az entorhinalis kéreg afferenseit
(Johnston és Amaral, 1998).

A hippokampusz legfobb kérgi bemenete az entorhinalis kéregbdl szarmazik
(2.7 abra). Ezen agykérgi teriilet 2. rétegében talalhatok azon piramisejtek, melyek
axonjai a kérget elhagyva alkotjak a perforans palyat. A perforans palya jellemzden
glutamaterg afferentaciot tovabbit a
DG szemcsesejtjeire és a CA3 area
piramissejtjeire  (Buzsaki, 1996;
Johnston és Amaral, 1998; Lisman,
1999; Witter és Amaral, 2004). A
rostok egy része a DG kosarsejtjein
végzodik, és érkezik afferentacio az
entorhinalis kéreg mély rétegeibdl
is (Johnston és Amaral, 1998;
Witter ¢és  Amaral, 2004). Az

entorhinalis  kéreg  afferensei
2.7 abra: A hippokampusz eléagyi lokalizacioja és fobb
serkenté kapcsolatai. A hippokampalis  régiok radialis elkiiloniilést mutatnak mind
kapcsolatrendszerét és asszociacids palyait mutatja be az
dbra. A bal felsd sarokban lévd pancl a hippokampusz a DG, mind a CA3 régi6 esetében,
szubkortikalis elhelyezkedését szemlélteti (lila teriilet).
Roviditések: DG: gyrus dentatus, Erh: entorhinalis kéreg L2,  annak ﬁiggvényében, hogy az
3 és 5: kérgi rétegek, MR: moharostok, PP: perforans palya,
SK: Schaffer-kollateralis, TA: temporoammonikus palya afferens pontosan honnan ered. A
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DG molekularis rétegének kiilsé két harmada fogadja a kérgi afferentaciot, a kiilsé
harmadéban a LEA-bdl, mig a kozépsé harmadaban a MEA-bol érkezo rostok végzddnek
el. Hasonl6 elkiiloniilés figyelhet6 meg a CA3 area str. lacunosum-moleculare esetében
is, a LEA afferensek a stratum lacunosum-moleculare felszini részeibe futnak be, mig a
MEA rostjai mélyebben végzédnek el ugyanezen rétegben (Witter és Amaral, 2004).

Az entorhinalis kéregbdl érkez6 ingeriiletek feldolgozasanak kovetkez6 allomasa a
CA3 area, ahova - az el6bb emlitett modon — kozvetleniil jut el a perforans palya révén,
vagy a DG kozbeiktatasaval a moharostok afferensei altal (Buzsaki, 1996; Johnston és
Amaral, 1998; Lisman, 1999). Innen a Schaffer-kollateralis rendszeren keresztiil jut a
CA1 régidba (2.7 abra). A CA3 régio tiikrozve vetiil a CA1 régiora (Brivanlou és mtsai.,
2004). A CA3 DG-hoz kozeli sejtjei a CA1 szubikulummal hataros részeire vetitenek,
mig a CA3 CA2 aredhoz kozeli sejtjei a CA1 proximalis részébe kiildenek rostokat. A
Schaffer kollateralis részét képezé axonok CA1 piramidalis sejteket innervalhatjak a
stratum oriens és radiatum rétegekben is (Johnston és Amaral, 1998). A CAl régio
neuronjai kapnak kozvetlen afferentaciot is az entorhinalis kéreg 3. rétegében 1évo
piramissejtektdl, topografikusan vetiilve (temporo-ammonikus palya). A palyak a stratum
lacunosum-moleculare rétegben hoznak Ilétre szinapszisokat. A LEA rostjai a CAl
disztalis részébe vetitenek, a MEA palyarendszere a proximalis helyzetii régiot innervalja
(Johnston és Amaral, 1998; Witter és Amaral, 2004). A CAl area piramidalis sejtjei
kozvetleniil, vagy a szubikulum kozbeiktatasaval kiildenek informaciot az entorhinalis
kéreg 4.-5. rétegébe.

A hippokampusz kap kiils6, szubkortikalis bemeneteket is, melyek foleg a szeptalis
magvakbol vetiilnek ide. A szeptumbol érkez6 kolinerg innervacié minden teriiletet elér,
de legtobb rost a hilusba fut be. Ez a teriilet egyben a f6 kiilsé kimeneti célpontja is
(Buzséki, 1996; Johnston és Amaral, 1998).

A hippokampélis formacié kapcsolatrendszere alaposan feltart agyteriilet, de a
pontos miitkddése a mai napig nem ismert. A fent ismertetett triszinaptikus kor
miitkodésének megismerését bonyolitja, hogy a hippokampusz nem parhuzamosan
rendez6dd laminakbol épiil fel, hanem a szeptotemporalis tengely mentén a projekcios
palyak (perforans palya, moharostok, Schaffer kollateralisok) szétteriilnek (Buzsaki,

1996; Brivanlou és mtsai., 2004). Feltételezhetden a teriilet funkcidja, hogy az externalis
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vilagrol szarmazo kortikalis informaciokat 9sszevesse az internalis vilag szubkortikalis

eredetli informacidival (Buzsaki, 1996).
2.5. Elemi miikodés

2.5.1. Neokortikalis kivaltott valasz szeletprepardtumban

A kérgi kivaltott valasz rogzitése valamely rétegben (jellemzden a 3. rétegben)
elhelyezett iiveg mikroelektrod és a corpus callosum — 6. réteg hataran 1évé
ingerldelektrod segitségével torténik. Annak ellenére, hogy a kiilonféle kérgi teriiletekrol
¢és azok eltéro rétegeibdl elvezetett kivaltott valaszok nagyfoku heterogenitast mutatnak,
tobbé-kevésbé azonos latenciaval megjelend komponensek kiilonithetok el. Az ingerlést
kovetden kis latenciaval és amplitidoval megjelend populacios spike detektalhatd, ami a
fehérallomany irdanyaba haladd axonok retrograd ingerlése miatt megjelend
nem-szinaptikus komponens (Langdon és Sur, 1990). Ezt koveti a 3-6 ms késleltetéssel
megjelend, az AMPA/KA-receptorok aktivaciojat reprezentalo, fesziiltségfiiggést mutatd
negativ hullam. Hozzavetdleg 40 ms latenciaidével jelenik meg a sokszor
minden-vagy-semmi modon aktivalodd NMDA-receptorok altal kozvetitett negativ

komponens (Sutor és Hablitz, 1989; Thompson és mtsai., 1995).

2.5.2. Hippokampalis kivaltott valasz szeletpreparatumban

A hippokampuszban lejatszodd ingeriileti folyamatok is kovethetok az
extracellularis mezOpotencial rogzitésével. A Schaffer-kollateralis elektromos ingerlése
hatasara egy komplex, tobb komponenst kivaltott valasz rogzithetd a CAl aredban. Az
ingerlést kovetben eldszor egy rovid latenciaju, kis intenzitasu pozitiv komponenst
regisztralhatunk a str. radiatumban, amit a preszinaptikus rostokon végigfutd akcios
potencial eredményez. Ezt egy lassabb negativ hullam koveti, ami a szinaptikus aramok
kovetkeztében alakul ki. Ez utobbit populacios serkentd posztszinaptikus potencialnak
(EPSP; Excitatory postsynaptic potential) nevezziikk, mivel tobb, az elektrod
kornyezetében aktivalodo sejt egydiittesen alakitja ki. A dendriteken belépd aram a
sejttesten kilép, ezért a piramidalis rétegbe helyezett elektroda pozitiv iranyu kitéréseket
regisztral a szinaptikus ingeriiletatvitel soran. Ha elég erds a szinaptikus aram akcios

potencial is kialakul, ami gyors negativ komponensként ratevédik az EPSP pozitiv
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hullamara. Ezt az Osszetev6t populacids spike-nak (POP-spike) nevezziik, amit a

sejttesten belépd aram idéz elé (Johnston és Amaral, 1998).

2.6. Az epilepszia szindromak kialakuldsiaban érintett mikrohalézatok

Az epilepszias megbetegedések oka sok esetben valamilyen specifikus
kapcsolatrendszer megerdsodése. A leggyakrabban megjelend temporalis lebeny
epilepsziaban (TLE) az entorhinalis kéreg — hippokampusz hal6zat koros mitkodése all,
mig a szintén gyakorta kialakulo absence epilepszidban a talamokortikalis palyak
tulmiikodése all. A temporalis lebeny epilepsziara jellemzd, hogy a limbikus rendszer
sériilését kovetd strukturalis és funkciondlis valtozasok nyoman spontan szervez6dd
rohamok alakulnak ki hosszabb-révidebb lappangasi id6 utan. A rohamok kialakulasaban
a entorhinalis kéreg — hippokampusz triszinaptikus kor modosulasa all (Curia és mtsai.,
2008; Mathern és mtsai., 2002). Az absence epilepsziaban a serkentd talamokortikalis
relé sejtek és a retikularis és perigenicularis talamikus magvak gatlo interneuronjainak
kapcsolatrendszere felelés a kéregben megjelené 3-4 Hz frekvencidju tiiske-hullam
aktivitas kialakulasaért (Huguenard és McCormick, 2007).

Az epilepszias miikddészavar soran jellemzden kétféle kérgi elektromos aktivitas
alakulhat ki: a hosszl idtartamt rohamok, amit a szakirodalom gyakran iktusnak, vagy
iktalis tevékenységnek nevez, illetve a rohamok kozott megjelend rovid goreskisiilések,
az interiktalisok. A kétféle aktivitds mintazat kiilon-kiilon €s egymast felvaltva is

megjelenhet, attol fliggden, hogy mely epilepszias goc miikodése keriil el6térbe.

2.7. Az epilepszia dllati modelljei

Az epilepszia nem egységes betegség jol definialhato kivaltd okokkal és tiinetekkel,
hanem valtozatos patomechanizmust mutaté szindromék dsszessége. Mivel az embereken
végzett kisérletek meglehetésen szigoruan szabalyozottak és erkdlesileg is sok kérdést
vetnek fel, ami az invaziv kisérletek esetében fokozattan érvényes, ezért sziikséges allati
— els6sorban emlés — modellek kialakitasa. Az utobbi 3-4 évtizedben szamos modell
keriilt kidolgozasra, melyek egy része csak a rohamokat modellezi, mig masok az
epilepszias betegség modelljeiként kezelhetok. A kettd kozotti alapvetd kiilonbség, hogy

a rohammodellek esetében adott inzultusra valoban kialakul gorcsaktivitds, amit viszont
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nem kovetnek Ujabb, provokacié nélkiili gorcsjelenségek. Az epilepsziamodellek
esetében adott beavatkozas hatasara allandosulo epilepszids allapot jon létre, spontan
indukalodd rohamokkal (Fisher, 1989; Engel és Schwartzkroin, 2006). Az idealis
modelltél elvarhatd, hogy nagyfoku hasonlosagot mutasson az elektrofiziologiai,
etiologiai, életkori, patologiai, terapias és viselkedési vonatkozasokban a modellezett
szindromaval, bar minden kritérium ritkan teljesiil (Sarkisian, 2001)

A modellek teljes korti attekintése meghaladna ezen dolgozat terjedelmi korlatait,
igy csak a leggyakrabban hasznalt, és a kisérletes munkamhoz valamilyen modon kozel
4ll6 modelleket ismertetem. Manapsag egyarant hasznalatosak in vivo és in vitro
modellek. Elobbiek elénye, hogy az emberben lejatszodd folyamatokkal nagyobb
hasonlatossagot mutatnak, viszont vizsgalatuk is nehezebb a nagyobb komplexitas miatt.
Az in vitro modellek elénye, hogy szamos, a periférian kialakulo tiinet nem érinti,
nincsenek viselkedési megnyilvanulasok ¢és a vér-agygat sem befolyasolja a
vizsgalatokat. Hatranyuk viszont, hogy a nagyfoku egyszeriisités miatt az eredmények
csak korlatozottan alkalmazhatok a human szindromakra. Az emberi megbetegedésekkel
valo korrelaltatast tovabb neheziti, hogy az esetek dontd tobbségében egészséges
allatokban idéziink eld epilepszias aktivitast, ami nem kelloképpen tiikrozi a modellezni
kivant szindroma patomechanizmusat.

Az epilepszia kivalto oka sok esetben valamilyen genetikai defektus kovetkeztében
kialakuld receptorilis- vagy anyagcserezavar. Ezek vizsgalatara szamos genetikailag
modositott ragesald modell 1étezik. A mutans egértorzsek koziil emlitésre érdemesek a
letargias egerek, a Ca®* csatorna alegység deficitet mutaté tamolygé (totterer) egértdrzs,
vagy a stargazin gén mutacidja miatt létrejovo stargazer fenotipus (Puranam és
McNamara, 1999). Patkanyok esetében a GAERS (genetic absence epilepsy rats from
Strasbourg;) illetve a WAG/Rij torzs ismertebb; ezek mindegyike az absence epilepszia
modellje (Marescaux ¢és mtsai., 1992; van Luijtelaar és Coenen, 1986). A GAERS
patkanyok esetében az alacsony kiiszobli Ca®' csatorndk (T-tipus) kiilonféle
alegységeinek talamikus tilexpresszalodasat irtak le (Danober és mtsai., 1998; Talley és
mtsai., 2000), illetve a serkentd ingeriiletatvitel relativ tulsulyat a kéregben, ami
feltételezhetden a glutamat visszavétel részleges mikdodészavarara vezethetd vissza

(Touret és mtsai., 2007). Ujabban leirtak a stargazin fehérje talexpresszalodasat is, ami az
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AMPA -receptorok fokozott kihelyez6dését idézi eld posztszinaptikusan (Powell és
mtsai., 2008). A WAG/Rij torzs esetében bizonyitott a Ca®" csatornak érintettsége, de a
pontos mechanizmus nem ismert. Farmakologiai vizsgalatok az L- és T-tipusu aramok
szerepét mutattak ki, mig immuncitokémiai vizsgalatok a P/Q-tipusu kalcium csatornak
szamanak novekedését jelezték a rostralis retikularis talamikus magban (Coenen és van
Luijtelaar, 2003). Ezek altalaban az Gn. absence epilepszia genetikai modelljei, melyben
elsésorban a talamokortikalis rendszer érintett. Az absence szindromara jellemz6
tiiske-hullam aktivitas kivalthato szisztémasan beadott gorcskelt6kkel is. A GABAa
receptor antagonista pentiléntetrazol (PTZ) ¢és a GABA metabolit y—hidroxi-vajsav
egyarant kialakithat rohamtevékenységet (Snead, 1988; Wong ¢és mtsai., 2003). Kis
dozisu, szisztémasan alkalmazott PTZ ismételt beadasaval is elérhetd a szinaptikus
ingeriiletatvitel fokozodasa és néhany nap elteltével rohamok alakulnak ki (Sarkisian,
2001).

Gyakran hasznalt kisérleti modellek még a temporalis lebeny epilepszia
héattérmechanizmusainak vizsgalatara alkalmazott kainsav (KA), illetve pilokarpin
(PILO) modellek. A kainsav a nem-NMDA glutamatreceptorok tulaktivalodasat
eredményezi, mig a PILO kolinerg agonistaként idéz eld tulserkentettséget. Mindkét
gorcskeltd kozos tulajdonsaga, hogy mind szisztémasan, mind intracerebralisan nagy
dozisban alkalmazva, akut rohamok indukalodnak, amit egy rovidebb-hosszabb ideji
rohammentes iddszak utan megjelend status epilepticus kovet (Nadler és mtsai., 1978;
Turski €s mtsai., 1983). Tobb hétig tartd latens allapot utan jelennek meg a spontan
rohamok az akut roham altal el6idézett neurodegenerativ folyamatok miatt (Berg és
mtsai., 1993; Cavalheiro, 1995).

Epilepszias allapot el6idézhet6 ismételt, gyenge inzultusok segitségével is. Ezt a
modellt nevezi a szakirodalom kindling-nek. Az amygdala szubkonvulziv ismétlddé
elektromos ingerlésével egyre erételjesebb valaszreakciok, majd parcidlis illetve
generalizalt rohamok valthatok ki. Néhany fajban spontan rohamok kialakulasa is
eléidézhet6 a megfeleld protokoll alkalmazasaval (Sarkisian, 2001).

Az epilepszia kialakuldsaban, fennmaradasaban érintett struktirakat, folyamatokat
gyakran vizsgaljak akut talélé agyszeletekben. Ezek elénye, hogy a kisérleti koriilmények

pontosan ellendrizheték, az elvezethetd elektrofiziologias jelek nagy hasonlosagot
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mutatnak az ¢16 allatban megfigyelttel. Mivel az in vitro roham modellek sziikségszertien
nélkiilozik a viselkedési és motoros komponenseket, tulélé agyszeletek esetében roham-
szerli eseményekrol (SLE; seizure-like event) szoktunk beszélni. Az iktalis jelenségek
mellett sok esetben interiktalis tevékenység is megfigyelhetd, akarcsak in vivo. Az dsszes
kémiailag indukalt rohamszer(i tevékenység kozos jellemzdje, hogy a serkentd és gatld
ingeriiletatvitel egyensulyat valamely ioncsatorna-receptor komplex miikddésének
megvaltoztatasaval eltoljak a tulserkentettség iranyaba, ami végiil epileptikus aktivitas
kialakuldsdhoz vezet. A gatld ingeriiletatvitel gyengitése interiktalis kisiilések
megjelenéséhez vezet. Erre a célra szolgal szamos GABA receptor antagonista, igymint
a bikukullin, penicillin, pentiléntetrazol és a pikrotoxin alkalmazéasa (Gulyas-Kovacs és
mtsai., 2002; Heinemann ¢és mtsai., 2006; Lindquist és mtsai., 2004; Wong ¢és mtsai.,
2003). A kalium ioncsatornak gatlasa a serkent6 folyamatok felerésodése révén okoz
talaktivaciot, ami 4-amino-piridin, cézium ¢és barium alkalmazasaval érhetd el
(Heinemann és mtsai., 2006; Medina-Ceja és mtsai., 2000; Weiczner és mtsai., 2008).

Az epilepszia kialakulasaban szerepet jatszhatnak egyéb ioncsatornak is. A Na'
csatornak mutacidja miatt ujsziilottkori vagy gyermekkori epilepszia alakulhat ki, aminek
hatterében a lecsokkent Na“ aramok és GABAerg interneuronokra iranyuld serkentd
bemenetek gyengiilése miatti tilserkentettség jellemzd (Catterall és mtsai., 2008). A Na*
csatornak epileptikus folyamatokban betoltott kiemelt szerepét bizonyitja az a tény is,
hogy szamos klinikai forgalomban 1év0 antiepileptikum ezen ioncsatorndkon hat
(Phenytoin, Lamotrigin, Topiramate). Az extracellularis tér Ca®" koncentraciojanak
csokkenése SLE kialakulasahoz vezet, a kalcium-fiiggd kalium aramok csokkenése miatt
(Park és Durand, 2006). A Mg®" extracellularis mennyiségének csokkenése az
NMDA-receptorok  tulaktivalodasat eredményezi a Mg> -blokad megsziinésével

(Gulyas-Kovacs és mtsai., 2002).

2.7.1. A 4-amino-piridin modell

Vizsgalataimban 4-amino-piridint (4-AP) hasznaltam eszkozként az epileptikus
aktivitas kialakitaséara, igy ezen gorcskelté hatdsmechanizmusat részleteiben ismertetem.
Széles korben alkalmazzak rohamok kivaltasara, mivel a beadas modjatol és a beadott

dozistol fiiggden eltérd gorestevékenységek valthatok ki vele. Szisztémasan alkalmazva



Irodalmi attekintés 36

generalizalt tonusos-klonusos rohamok alakithatok ki (Fragoso-Veloz és mtsai., 1990),
agyfelszinre juttatva, vagy agykamraba beadva fokalis rohamok idézhetdk eld (Barna és
mtsai., 2000; Medina-Ceja és mtsai., 2000). A generalizalt rohamok megjelenése el6tt
prokonvulziv tiinetek tapasztalhatok, mint a fej bologaté mozgasa, mellsd végtag tremor,
nyaladzas, szaglaszas, agaskodas, ragasi és onapolasi automatizmusok, illetve mioklonus.
A nagyrohamok 2-3 percig tartanak, minden esetben jol elkiilonithetd tonusos és
klonusos szakaszokkal. A gorcskelté beadasat kovetéen 2-3 oraval a thlserkentettség
tiinetei teljesen megszliinnek, az 4llat folytatja szokdsos napi tevékenységét
(Fragoso-Veloz ¢és mtsai., 1990). Agyszeletben alkalmazva SLE ¢és interiktalis
tevékenység figyelheté meg (Gulyas-Kovacs és mtsai., 2002). A legalacsonyabb efektiv
dozissal az Ip-aramokat gétolja, milimolaris koncentracidban a tranziens Ix-dramokat,
mig 5SmM koncentracio felett a késleltetett egyeniranyité aramokat és a lassu kalcium
aktivalta kalium csatorndkat is blokkolja (Andreasen, 2002). Mindezek eredménye az
elhtizod6d akcidos potencial, ami fokozodd neurotranszmitter leadast eredményez
(Fragoso-Veloz, ¢s mtsai., 1990; Hoffman ¢és Prince, 1995), amit felerésit a
preszinaptikus fesziiltségfiiggé Ca®" csatornan kifejtett aktivalo effektus is (Gu és mtsai.
2004, Jones ¢és Heinemann, 1987). Kovetkezésképpen a serkentd folyamatok
feler6sodnek a fokozott szinaptikus felszabadulas miatt (Morales-Villagran és Tapia,
1996; Pena ¢s mitsai., 2002), ami talaktivacidhoz ¢és spontan goreskisiilések

megjelenéséhez vezet.
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3. KERDESFELTEVES, CELKITUZESEK

Szamos epilepszia szindroma kotheté a limbikus kéreg vagy a szomatoszenzoros
kéreg koros miikodéséhez, ezért ezen kéregteriiletek gorcstevékenységben betoltott
szerepének vizsgélata kiemelten fontos. Habar az idegi haldzatok koros miikodésével
kapcsolatban sok ismeret all mar rendelkezésre, sem a halozat, sem annak elemei - sejtek,
szinapszisok, receptorok - szintjén nem ismerjiik az epilepszia kialakuldsaban,
fenntartasaban fontos Osszes tényez6t. Kisérleteinkkel az epilepszias szinkronizalt
tevékenység fenntartdsaban szerepet jatszo folyamatok jobb megismerését kivantuk
elésegiteni az alabbi, konkrét kérdések megvalaszolasaval:

e A gyakorta epilepszias gocként miikodd entorhinalis kéreg irtdsa milyen
hatassal van az akut gorcstevékenység kialakulasara?

e Hogyan befolyasolja az ismétlddé konvulzié a limbikus rendszer, koztiik az
entorhinalis kéreg és mas agyi teriiletek, példaul a szomatoszenzoros kéreg
rohamérzékenységét?

e Milyen receptorialis szintli és ingeriiletatviteli valtozasok allnak a vizsgalt
teriiletek esetleges megvaltozott mitkodése mogott?

e A gorcstevékenység szempontjabol kevésbé feltart szomatoszenzoros
kéregben mely halozati elemek érintettek az epilepszidas mikodés
kialakuldsaban és fenntartdsaban?

e A szomatoszenzoros kéregben kialakuld akut gorcsaktivitds milyen

farmakologiai befolyasolhatosaggal rendelkezik?

A kérdések megvalaszolasara in vivo és in vitro elektrofiziologiai modszereket
alkalmaztunk képfeldolgozo eljarasokkal, immunhisztoblot és kalcium permeabilitas

vizsgalatokkal kiegészitve.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok

A kisérletekhez Wistar torzsbe tartozo, felndtt, him patkanyokat hasznaltunk fel.
Az allatok kezelése mindenben az érvényes magyar allatvédelmi torvényekben
foglaltaknak megfeleléen tortént. Minden beavatkozast érzéstelenités és altatds alatt
végeztiink. Az allatokat standard megvilagitasi koriilmények (12 h nappal/éjszaka) kozott
tartottuk, 2242 °C  homérsékleten, viz ¢és élelem sziikségleteiknek megfelelden

rendelkezésre allt.

4.2. In vitro elektrofiziolégia

4.2.1. Szeletkészités

A kisérleti allatokat (100-250 g him Wistar patkanyok, Toxicoop, Budapest)
350 mg / testsuly kg dozisu kloral-hidrattal altattuk, majd dekapitalas utan egy percen
beliill kiemeltiik az agyat és 0-4 °C homérsékleti HEPES-puffer (N-2-hidroxi-
etilpiperazin-N-2-etanszulfonsav és natrium sdja) tartalmi modositott Gsszetételii
mesterséges agyfolyadékba (ACSF; artificial cerebrospinal fluid) helyeztiik 1-2 percre.
Ezt kdvetden kiemeltiik az oldatbol és kivagtuk a vizsgalni kivant agyteriiletet tartalmazo
blokkot. Mindezek utan 400 pm vastag koronalis, vagy horizontalis szeleteket vagtunk
OTS-4000 (Electronic Microscopy Sciences, Fort Washington, PA, USA) tipust
vibratbmmal, majd legalabb 1 oran at szobahomérsékleten inkubaltuk azokat karbogénnel
(95% 05, 5% CO») telitett HEPES-puffer tartalmi ACSF-ben (6sszetétele mM-ban: 120
NaCl, 20 NaHCOs, 2 KCl, 1,25 KH2PO4, 2 MgSOs, 2 CaCly, 10 glikoz, 6,7 HEPES, 2,6
NaHEPES; pH: 7,1-7,2). A szeleteket ezutan Haas-féle interface kamraba helyeztiik.
Eletben tartasuk végett Heidolph PD-5101 tipusa (Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Németorszag) perisztaltikus pumpa segitségével 1,5-2 ml/perc sebességii
folyamatos ACSF perfuziot tartottunk fel, amit a mérés teljes idGtartama alatt
karbogénnel buborékoltattunk at. (az ACSF &sszetétele mM-ban: 126 NaCl, 26 NaHCOs,
1,8 KCI, 1,25 KH,PO4, 1,3 MgSOs, 2,4 CaCl,, 10 glikéz). A méréseket 32-33 °C-on
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végeztiik, a szeleteket paras kornyezetben tartva. A tényleges vizsgalatok elkezdését a

kamréaban legalabb 15 perces inkubaci6 eldzte meg.

4.2.2. A kivaltott valaszok mérése iivegelektroddal

A kivaltott valasz kialakitasahoz bipolaris wolfram elektrodot helyeztiink a
vizsgalni kivant szinaptikus kapcsolat afferens rostjai mellé (4.1A abra). Az ingerld
elektrodot a neokortikalis vizsgalatok esetében a sziirkeallomany-fehérallomany hataran,
a corpus callosumba helyeztiik, mig hippokampalis mérések esetében a Schaffer
kollateralisok mentén pozicionaltuk. Az ingerlést Supertech BioStim (Supertech Kft.,
Pécs, Magyarorszag) ingerlével végeztiik, 100 ps szélességii négyszogjellel. A jelek
elvezetéséhez Ag/AgCl masodfaju iivegelektrodot (3-10 MQ) helyeztiink a rogzités
helyére, amit el6zetesen 1M NaCl-oldattal toltottiink meg. A mezdpotencial rogzitését a
3. rétegbdl végeztikk a szomatoszenzoros kéreg esetében, a 2. rétegb6l az entorhinalis
kéreg esetében ¢és a piramissejtes rétegbdl a hippokampusz CAl régio esetében. Az
erdsitéshez Axoclamp 2B (Axon Instruments Inc., Union City, CA, USA) erésit6t
alkalmaztunk, majd Supertech Signal Conditioner (Supertech Kft., Pécs, Magyarorszag)
sziirGvel végeztiik a tovabbi jelkondicionalast (Sziirés: 0,1 Hz-1 kHz, erésités: 1000x). A
jelek digitalizalasat NI-6023E tipusa A/D kartyaval (National Instruments, Austin,
Texas) végeztiik 200 kHz mintavételezési frekvenciaval. Az adatok szamitogépes
rogzitéséhez és az off-line elemzéshez a SPEL Advanced Intrasys (Experimetria Kft.,
Budapest, Magyarorszag) szoftvert hasznaltuk.

A kisérlet elsé lépéseként teszteltiik a szelet életképességét. Ha a valasz
megfelelonek mutatkozott, meghataroztuk a kivaltott valasz kiiszobinger-intenzitasat,
amit "T’-vel (T; threshold) jeloltink. Ezutan lemértiik egy maximalis valaszt kivalto
ingerre (neokortikalis ingerlésnél 4T, hippokampusz esetében 3T) adott valasz
amplitidojat. Ha ennek nagysaga nem érte el az also korlat értékét (neokortex: 1,5 mV;
hippokampusz: 3 mV), a szeletet kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl. Ha a kivaltott valasz
minden szempontbdl megfelelt az elvarasainknak, elkezdtik a méréseket. Legeldszor
felvettiink egy ingerintenzitas — kivaltott valasz amplitddé gorbét (I-O; Input-output).
Neokortikalis vizsgalatok esetében 1T és 4T kozott 0,5T Iéptékkel novelve 7

ingerintenzitas értéknél mértiink, mig hippokampusz esetében 1T és 3T kozott 0,25T
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1éptékkel haladva rogzitettiik a kivaltott valaszokat 9 pontban. Minden intenzitas értéknél
3 parhuzamos ingerlést végeztiink. Ezutan 2T intenzitasnal 10 ingerlést (Tesztingerlés)
végeztiink, azonos koriilmények kozott.

Egyes anyagok hataselemzésekor az alapszakasz adatainak rogzitése utan az
ACSEF-ben feloldott és vizsgalni kivant anyagot tartalmazé oldatot kezdtiik perfundalni.
Az elére meghatarozott kezelési id6 letelte utan a fent leirt mérési protokollt
megismételtiik. Bizonyos kisérletsorozatok esetén a kezelés idGtartama alatt 0,05 Hz
frekvenciaval, 2T ingerintenzitds mellett folyamatos ingerlést is végeztink (Az

eredmények ismertetésekor erre kiilon felhivom a figyelmet).

10ms

10ms

4.1 abra: Az in vitro Kkivaltott valasz Kkisérletek soran alkalmazott
elektrodpozicionalasok és a kiilonféle teriiletekrdl elvezett kivaltott valaszok jellegzetes
megjelenési formaja. A panel: horizontalis til¢l6 szeletben alkalmazott elektrodpozicionalas
a harom vizsgalt agyteriilet esetében. B panel: Jellegzetes szomatoszenzoros kérgi kivaltott
valasz. A mért EPSP komponenseket piros nyilak jelzik. C panel: Tipikus hippokampalis
kivaltott valasz. A POP-Spike amplitidé meghatarozasi modjat jelzi a piros nyil. D panel:
Jellegzetes entorhinalis kérgi kivaltott valasz. A korai N1 komponenst piros nyil jelzi.
Roviditések: S2: masodlagos szomatoszenzoros kéreg; IErh: lateralis entorhinalis kéreg;
CA1: hippokampusz CA1 area
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Az eredmények off-line kiértékelése soran a parhuzamos mérések gorbéit
atlagoltuk és meghataroztuk a kivaltott valasz egyes komponenseinek amplitadé értékét.
A szomatoszenzoros kérgi kivaltott valasz (tovabbiakban kérgi EPSP) esetében 3 pontot
jeloltink ki; az atlagosan 6,1 ms késleltetéssel megjelend elsé negativ komponens
minimumértékét neveztiik el N1-nek, az ezt kovetd pozitiv csucs maximumértéke lett a
Pl és a kovetkezd késdi negativ komponens kapta az N2 jelolést (4.1B éabra). Ezen
adatokbol szamoltunk NI-P1 és P1-N2 csticstol-csticsig amplitudo értékeket a kérgi
EPSP korai, illetve késéi komponensére. A nem-szinaptikus, 3,7 ms latenciaidejic NO
komponenst a kiértékeléskor figyelmen kiviil hagytuk. A hippokampusz esetében az
EPSP-re szuperponalodd populacio spike (tovabbiakban POP-spike) 3 pontos
cstucskozépértek amplitidojat mértiik meg (4.1C abra). Az entorhinalis kéregben mért
kivaltott valaszok esetében a permanensen jelen 1évo elsé negativ komponens (N1)

minimum értékét hataroztuk meg (4.1D abra).

4.2.3. Farmakologiai kezelések

A lamotrigin (LTG) ¢és memantin (MEM) epileptikus miikddésre gyakorolt
hatasanak vizsgalatakor kontroll és 4-AP kezelt szeletek szomatoszenzoros kérgi
teriletén vizsgaltuk antiepileptikus hatékonysagukat. A mérés kezdetén (0. perc)
meghataroztuk az alap aktivalhatésagot az 1-O gérbe és tesztingerlés rogzitésével, majd
1 oran at kezeltik a szeleteket 20 pM 4-AP tartalmiit ACSF oldatban. A tulserkentett
allapotrol ujabb mérést végeztiink a kisérlet 60. percében. Ezt kdvetden a 4-AP tartalmu
ACSF oldatba beoldottuk a farmakonok egyikét és 30 percen at kezeltiik vele a szeletet.
A kisérlet 90. percében Gjabb kivaltott valasz regisztralast végeztink az el6bbiekkel
azonos koriilmények kozott. Az antiepileptikumok alkalmazott koncentracioja 50 uM
volt a LTG esetében és 1,5 uM a MEM esetében. Kétféle kontroll csoportot hoztunk Iétre
a hatékonysagvizsgalatok elemzéséhez, minden esetben azonos idétartamu kezeléseket
alkalmazva (adatrogzités a 0., 60. és 90. percben). Az egyik kontrollcsoportnal
goreskeltét nem alkalmazva mértiik az antiepileptikumok hatdsat, mig a masik csoport
szeletei a kisérlet teljes idtartama alatt csak a sziikséges ACSF-et kaptak meg.

A kronikus 4-AP kezelés (A kezelés leirasa a 4.6. fejezetben) glutamaterg

ingeriiletatvitelre gyakorolt hatdsanak elemzésekor a szomatoszenzoros €s entorhinalis
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kéreg, illetve a hippokampusz teriiletén azonos eljaras szerint végeztiik a kezelést, mind a
kontroll, mind a 4-AP kezelt allatok esetében. Az AMPA-receptorok miikodésbeli
valtozasanak vizsgalata céljabol 30 percen at 40 uM GYKI 52466 tartalmi ACSF
oldattal perfundaltuk a szeleteket, a kezelés el6tt és utan a szokdsos adatrogzitést
(I0-gorbe, tesztingerlés) elvégezve. Az NMDA-receptorok vizsgalatara 10 perces 25 pM
APV tartalmiit ACSF oldattal végzett kezelést alkalmaztunk. A hosszatavu szinaptikus
hatékonysagnovekedés (LTP; Long Term Potentiation) vizsgalatakor a szeleteket a
kisérlet teljes idétartama alatt ACSF oldattal perfundaltuk. A kisérlet kezdetén rogzitettiik
az alapaktivitast, majd sorozatingerlést alkalmaztunk az LTP kivaltasara. A ingersorozat
intenzitasa minden esetben 2T volt. A szomatoszenzoros ¢és az entorhinalis kéregben 2
percen at 10 Hz frekvenciaval alkalmaztuk, mig a hippokampusz esetében kétszer 6s
iddtartamban, 10s ingerlési sziinettel (Malenka, 1995), 100 Hz frekvenciaval végeztiik.
30 perc elteltével a mérési protokollt megismételtiik. A kontroll szeletekben a szokasos

eljarast folyamatos ACSF perfuzi6 mellett, a 0. 10. és 30. percben végeztiik el.

4.2.4. Extracellularis mez6épotencial mérése tobbcsatornas elektroddal

A vizsgalatok elvégzéséhez 16 csatornas multielektrodot (Neuronelektrod Kft.,
Budapest, Magyarorszag) alkalmaztunk. Az elektrdd elvezetései 10%-os platina-iridium
6tvozetbol késziiltek, egymastol 150 um tavolsagra pozicionalva. Az egyes elvezetések
atmérdje 40 um, aktiv vezetéképes szakaszaik
300 pm hosszusagiak (4.2 abra). Az
extracellularis mezdpotencial jelek

kondicionalasat 16  csatornds  Supertech

BioAmp erésitével (Supertech Kft.,, Pécs,

4.2 abra: A 16 csatornas multielektrod. Az

elektrod legfébb méretezési paramétereit az . . . B
dbra szemlclteti. Magyarorszag) végeztiik, 0,16 Hz — 100 Hz

szlirési tartomannyal 5000x erdsités mellett. A
jelek digitalizalasara NI-6023E tipust A/D kartyat (National Instruments, Austin, Texas)
alkalmaztunk 512 Hz csatornankénti mintavételezési frekvencian. Az adatok rogzitésére a
SPEL Neurosys.EEG (Experimetria Kft., Budapest, Magyarorszag) szoftvert hasznaltuk.

A szeletpreparatum elkészitését és életképességének vizsgalatat a 4.2.1. és 4.2.2.

fejezetekben leirtakhoz hasonldan végeztiik el minden kisérlet kezdetén. Mivel a spontan
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epileptikus aktivitas rogzitéséhez ingerlGelektrodra nincs sziikség, ezt kiemeltiik a
szeletb6l. Az életképesség vizsgalatdhoz hasznélt tivegelektrodot a szomatoszenzoros
kéreg 3. rétegében hagytuk, hogy a kisérlet soran a gorcskeltd adasa utan kialakuld
spontan aktivitast nyomon tudjuk kovetni. Jelfeldolgozasra a kivaltott vélasz kisérleteknél
alkalmazott mérdrendszert hasznaltuk, egyetlen kiilonbség csak az adatok szoftveres
rogzitésében volt. Ezt kdvetden a perfuzios folyadékot lecseréltiik 4-amino-piridin (4-AP;
20 uM koncentracio) tartalma ACSF-re, a gorcsaktivitas kialakitasa végett. Miutan
allandosult az epileptikus aktivitdas mintazata (hozzavetdleg 1 oOraval a kisérlet kezdete
utan), kiemeltik az {ivegelektrodot és behelyeztik a 16 csatornas multielektrodot
(4.2 abra). Az elektrodot a pialis felszinre merélegesen, a szomatoszenzoros kéregben

helyeztiik el, majd 3-5 perces regisztratumokat készitettiink tobb mintavételi teriiletr6l.

4.2.5. Az dram-forras siirliség meghatarozas

Az éaramforrassiiriség meghatarozasa (CSD; current source density) soran a 16
csatornas multielektroddal mért spontdan mezGpotencial gorbék matematikai elemzésével
meghatarozzuk a szeletpreparatumon beliili aramfolyasok iranyat és nagysagat. Az
elemzés alapjaul szolgaldo modellt és a kivitilezéshez sziikséges makrét Az MTA KFKI
Részecske ¢és Magfizikiai Kutatointézet Biofizikiai Osztalyanak munkatarsai
Dr. Somogyvari Zoltan és Korossy Csaba dolgozta ki.

A modszer kiindulasi alapja a forrasnak egy biologiailag realisztikus modellje, a
matematikai szamitas soran pedig ezen modell szabad paramétereit illesztjiik a mérési
adatok alapjan. A forrasmodell mindig megvalaszthatd Ggy, hogy az a mérési
szituacionak leginkabb megfeleljen. Esetiinkben ez azt jelentette, hogy a forrast a kérgi
rétegek sikjaval parhuzamosan elhelyezkedd, adott oldalhosszusagu téglalapokba stiritve
homogénnek feltételezziik. A téglalapok szama elvileg tetszdleges lehet, de esetiinkben
két szomszédos elektroda kozé 20 forras-téglalapot (ekvidisztans modon) felvéve mar
maximalis volt a pontossag, vagyis ez mar jol kozelitette a forras térbeli folytonossagat.
A téglalap egyik oldalanak hosszat a szelet vastagsaga adta, a masikat az optikai
felvételen latottak alapjan allitottuk be. A szabad paraméterek illesztése a

forrastéglalapok *CSD amplitaddjanak’ meghatarozasat jelenti, és két kritérium alapjan
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torténik. Egyrészt a forras altal keltett elektromos tér az elektrodak helyén egyezzen meg
a mért értékekkel,

O =FI
masrészt a forras legyen a lehetd legsiméabb, tehat matematikailag a forrds masodik
derivaltjanak a normdja legyen minimalis:

min”DI H
1
ahol, CSD vektor (a téglalapok amplitadoi)
masodik derivalt matrix
H : Euklideszi norma
potencial vektor
transzfer matrix (Fj: a j. egységnyi ’amplitadéju’
forrastéglalap tere az i. mérési pontban)

e 9T

A masodik kritériumra azért van sziikség, mert 6nmagaban a mérési adatok a mérés
véges térbeli felbontasa miatt nem hatarozzak meg egyértelmiien a forrast. (A simasagi
feltétel ésszerti feltételezés lokalis mezépotencial esetében, illetve kelléen kis
elektrodakoz esetén pontos eredményhez vezet.)

A fenti két egyenlet, mint feltételes széls6értékprobléma megoldasa a kovetkezo:

I1=TO
Az egyenletben ‘T jelentése:

T=W'F'[FW'F'],

illetve
W=D"D+e
ahol, [...]": a Moore-Penrose pszeudoinverz
€ egy nulla varhato értéki, kis szorasu, normalis eloszlasu

zaj, ami a numerikus stabilitds miatt sziikséges.

A modszer otletaddja az EEG/MEG képalkotas soran hasznélt Loreta modszer

(Pascual-Marqui, 1999).

4.3. In vivo elektrofiziologia

A vizsgalatokat 250-350 g tomegli, him Wistar patkanyokon végeztik el
Nembutal® (50 mg / testsuly kg; i.p.) narkozist alkalmazva. Az altatott allatok fejét
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sztereotaxikus  késziilékben  rogzitettiik, majd rozsdamentes acélbol  késziilt
csavarelektrodokat tiltettiink be a lateralis entorhinalis kéreg folé (A: 5,5 mm, L: 6,0 mm)
és mélyelektrodokat a hippokampuszba (P: 3,3 mm, L: 2,0 mm, V: 3,0 mm), bilateralisan
! (43 éabra). A kisagy felett beépitett
csavarelektrod szolgalt referenciaként. Az
elektrodok  elvezetéseit — egy  kisméretii
csatlakozoéhoz  kotottik, majd  fogaszati
cementtel rogzitettik az allat fején. 14 napos

Bal Erh
regeneralodasi id6t kovetéen az allatokat az

adatrogzités céljara alkalmazott lakoketrecekbe
4.3 abra: A Kortikilis csavarelektrodok helyeztik és csatlakoztattuk a mérérendszer
pozicionaliasa. Az abra a kérgi elektrodok
beiiltetési pontjait szemlélteti. A pontos  ¢rintkez6it. Mivel a lakoketrecek és az EEG
koordinatédk a metodikai leirdsban talalhatok.
Roviditések:  HC:  hippokampusz;  Erh:  rggzitésére szolgald mérdberendezés kiilon
entorhinalis kéreg; Ref: referencia elektrod

helységben keriilt elhelyezésre, az allatok
viselkedését videokamerak segitségével kovettiik nyomon. Egy ora id6tartamt kontroll
EEG szakasz rogzitése utan 5 mg / teststily kg dozisu 4-AP-vel kezeltiik a patkanyokat. A
gorcskeltd beadasat kovetden 8 oran at folyamatosan regisztraltunk. Az EEG jeleket egy
32 csatornas erdsitovel (Elsoft Kft, Budapest, Magyarorszag) 1000x erésitésnek vetettiik
ala, majd 0,3 - 100 Hz frekvencia tartomanyban szirtiik. Ezt kdvetden Axon Digidata
1200 B (Axon Instruments Inc., Union City, CA, USA) segitségével digitalizaltuk és
szamitogépen rogzitettilk a jeleket a késobbi off-line elemzés céljabol. A generalizalt
nagyrohamok részletes frekvencia analizisét a Microcal Origin 7.5 (OriginLab,

Northhampton, MA, USA) szoftverrel végeztiik el.

4.4. Kobalt-felvétel vizsgalat

A vizsgalatot 250 pum vastagsagli horizontalis szeleteken végeztik el Pruss
modszere szerint (Pruss és mtsai., 1991). A szeleteket Ca**-mentes inkubalo oldatban
tartottuk 5 percig, mieldtt a puffer oldatba helyeztiik. Ezt kovette az S mM CoCl, és
100 uM kainat tartalma puffer oldattal (dsszetétele mM-ban: 13 szukroz, 57,5 NaCl, 5
KCl, 2 MgCl,, 1 CaCl,, 12 glikoz, 10 HEPES) végzett kezelés 20 percen at. A kainatot a

10. percben adtuk az oldathoz a Co*" felvétel facilitilasa végett. A szovet
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hattérfestddésének megallapitasihoz kainat hozzdadasa nélkiili metszeteket is
készitettiink. Ezutan 10 percen a4t mostuk a szeleteket 2 mM EDTA tartalmu puffer
oldatban a nem specifikusan kotott Co*"-ok eltavolitasa miatt. Kétszer 5 perces puffer
oldatban torténé mosast kovetden a szeleteket 5 percre 0,12 V/V% (NH4),S tartalm
oldatba helyeztiik. A kezelés hatasara sotét szinli CoS csapadék valik ki azon sejtekben,
melyek felvették a Co’'-okat. Héaromszor 5 perces mosast koveten 4%-os
paraformaldehid oldattal fixaltuk, mostuk, majd targylemezre szaritottuk a metszeteket. A
kiértékelésig glicerinnel lefedve, fénytdl elzarva taroltuk dket 4 °C-on.

A feldolgozas elsd Iépéseként digitalis fényképeket készitettiink a szeletekrdl egy
Olympus Camedia C4040-Zoom tipust fényképezdgép segitségével, amit egy haromutas
Olympus CH-2 fénymikroszkophoz csatlakoztattunk. Az elkésziilt képek kiértékeléséhez
az AnalySIS 3.2 DOCU (Soft Imaging System Gmbh, Miinster, Németorszag) szoftvert
alkalmaztuk. Ezt kovetéen a képeket 8 bites sziirkearnyalatos képpé konvertaltuk. A
hippokampusz esetében 5000 vagy 10000 pixelt tartalmazé mintavételi téglalapokban
hataroztuk meg az atlagos denzitas értéket, minden egyes hippokampélis rétegben. A
neokortikalis teriiletek vizsgalatakor 50 pixel szélességii és a sziirkeallomanyt pontosan
lefed6 hosszasaga (300-600 pixel), a pialis felszintdl a corpus callosumig terjedd
mintavételi téglalapban vettiink fel atlagolt hisztogramot. A kainattal kezelt szeletek
denzitasértékeit minden esetben korrigaltuk a kainattal nem kezelt metszetek adataival,
hogy relativ valtozasokat tudjunk kimutatni. A szomatoszenzoros és entorhinalis kéreg
esetében a 300-600 értéket tartalmazo adatsort 20 egységre bontottuk fel, majd ezeket
korrelaltattuk a kérgi rétegekkel.

4.5. A belso optikai jelek rogzitése

Az epileptikus aktivitast kisérd belsd optikai jelek (IOS; Intrinsic optical signals)
vizsgalatat 400 um vastagsagu szeletpreparatumokon végeztiik el. Az interface kamraba
helyezett szeletet a 4.2.1. fejezetben leirtak szerint tartottuk életben, és a spontan
rohamok indukalasa is az ott leirtak szerint tortént. A szeletet a vizsgalat teljes id6tartama
alatt megvilagitottuk egy Dolan-Jenner Fiber-Lite MI-150 tipust szaloptikds lampa
(Dolan-Jenner Industries, Boxborough, MA, USA) segitségével, amit stabilizalt

aramforrasrol miikodtettiink. A visszavert fény detektalasara egy Olympus SZX9 tipust
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(Olympus Corporation, Japan) haromutas sztereomikroszkophoz csatlakoztatott, FOculus
FO-432B tipust firewire rendszerti CCD kamerat alkalmaztunk. Masodpercenként 1
képkockat rogzitettiink 800x600 pixel felbontasban 8 bites sziirkearnyalatos képként. A
képek rogzitését a goreskeltdvel valo kezelés megkezdése eldtt inditottuk el, és 60 percen

keresztiil folyamatosan rogzitettiik azokat.
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4.4 abra: A bels6 optikai jelek kiértékelési médja. A panel: a kontroll (Kont) kép és

hisztogramja. B panel: az epileptikus gorcstevékenység (Epil) kozben rogzitett felvétel és

hisztogramja. C panel: normalizalt kiilonbségi felvétel ([Epil-Kont]/Kont) kontraszt
kiegyenlitést kovetéen és hisztogramja. D panel: a normalizalt képbdl kiiszobolési

transzformacioval kapott alszines kép ¢és hisztogramja. A hisztogram alatt lathatok a

kiiszobolesi hatarok.

A feldolgozashoz az AnalySIS 3.2 DOCU (Soft Imaging Systems Gmbh, Miinster,
Németorszag) szoftvert hasznaltuk. A képsorozat elsé képkockajat kontrollként hasznalva
(4.4 abra) kivontuk a sorozat tobbi képkockajabol, majd a kapott kiilonbséget osztottuk a
kontroll kép sziirkeség értékeivel. A kontroll képpel vald leosztds normalizalasként
miikddve korrigalja a szovet egyes részeinek eltérd atlatszosagabol adodo kiilonbségeket.
A kapott képet kontrasztositottuk, majd a hisztogramjat felhasznalva a legvilagosabb
értékeket szinkodolas segitségével alszines képpé alakitottuk at (4.4 abra). Az ilyen
modon kinyert aktivitds mintazatot felsé rétegként rahelyeztiik az eredeti képre, hogy az
aktiv teriilet térbeli lokalizacidja behatarolhato legyen. A rétegek Osszefésiilésére a Corel

Draw X3 (Corel Corporation, Ottawa, Canada) szoftvert alkalmaztuk. Mivel egyetlen
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mérésb6l 3600-4000 fénykép késziilt, a képek feldolgozasat az emlitett szoftverekben

megirt makrok segitségével, automatizalva végeztiik el.

4.6. Kronikus 4-amino-piridin kezelés

Az ismételt 4-amino-piridin indukalta generalizalt nagyrohamokat kovetd
(maradand6) idegrendszeri elvaltozasokat szeletpreparatumban vizsgaltuk. Az allatok
elokezeléséhez prof. Mihaly Andras és munkatarsai altal kidolgozott modszert
hasznaltuk. Him Wistar patkanyokat 12 egymast kovetd napon at kezeltiink i.p. beadott
4-amino-piridinnel. Az els6é harom napban 4,5 mg/teststly kg kezdé dozist
alkalmaztunk. A negyedik naptdl kezdddden, ha egy adott allat nem mutatott Racine
skala (Racine, 1972) szerinti 6tos szintli rohamot, a kévetkez6é napon 5%-kal megemelt
dozist kapott. Az alkalmazhato dozis felsd hatara 6,65 mg / teststly kg volt. A kontroll

allatok 12 napon at fiziologias sooldattal lettek kezelve.

4.7. A lateralis entorhinalis kéreg roncsoldsa

A kisérleti allatokat (150-180 g him Wistar patkanyok) 100 mg/ teststly kg
Calypsol® ¢és 0,01 mg/ testsily kg dozisu atropin keverékével altattuk. A sebészi
narkdzis allapotdban 1évé patkanyok fejét sztereotaxikus késziilékben rogzitettiik, majd
vertikalis bérmetszéssel és az izmok tompa bontasaval feltartuk a baloldali
halantékcsontot. A csontot fogaszati furéval megbontottuk és azonositottuk a rhinalis
barazda teriiletét. Ezt kovetGen a lateralis entorhinalis kérgi teriiletet elektrokoagulacioval
elroncsoltuk, a szovetmaradvanyokat eltavolitottuk. Az ablacional minden kérgi réteget
¢és az alatta fekvo fehérallomanyt is 1ézionaltunk. A mitétek befejeztével a sebet lezartuk.
A kontrollként szolgalo, almitott allatokat hasonld kezeléseknek vetettiik ald, csak a
koagulaciot nem végeztiik el. A miitétet minden kisérleti allatnal a Dr. Kopniczky Zsolt

végezte el.

4.8. Statisztikai elemzés

A kisérleti eredmények statisztikai értékelése a kezelési csoportok szamanak és a
korrelaltatasok jellegének fliggvényében vagy Student-féle t-teszttel, vagy egyvaltozos
varianciaanalizissel tortént (ANOVA; Analysis of variance). A statisztikai elemzés el6tt

minden esetben megvizsgaltuk a csoportok varianciajat, az ANOVA esetében az adatok
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normal eloszlasat is teszteltik. Ha a statisztikai probak minden eléfeltétele teljesiilt,
elvégeztiik a tényleges kiértékelést. A variancianalizis esetében post hoc Newman-Keuls
teszt segitségével elemeztiik a valtozasokat. A grafikonokon szignifikans eltérés esetén
jeloltiik, hogy milyen szignifikanciaszint mellett teljesiil a csoportok kiilonbozdsége. A
szignifikanciaszintek az abraalairdsokban definialva vannak. Minden diagramon

atlag+SE adatok vannak feltiintetve.

4.9. Alkalmazott vegyiiletek

A kisérletek soran alkalmazott vegyiiletek, reagensek — amennyiben kiilon nem lett
megjeldlve - Sigma-Aldrich Kft-t6l keriiltek beszerzésre. A kobalt felvétel vizsgalatok

soran alkalmazott kainatot Dr. Tarnawa Istvan bocsatotta rendelkezéstinkre.
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5. KISERLETI EREDMENYEK

5.1. A gorcskészséget befolyasolé kronikus hatasok elemzése

5.1.1. Lateralis entorhinalis kéreg irtas hatasa a 4-AP gorcsérzékenységre

Az intraperitonedlisan beadott 5 mg/testsuly kg doézisi 4-AP  hatasara
tonusos-klonusos nagyrohamok jelentek meg a kisérleti allatok tobbségénél (5.1 abra).
Az esetleges gorestevékenység a beadast kovetd 30 percen beliil jelent meg, és legfeljebb
2-3 6ra id6tartamon beliil alakult ki Gjabb roham. Az almiitott allatok (Kontroll; n=6)
esetében a kezelést kovetd 3 oran beliil legkevesebb 2 roham alakult ki, mig a bal oldali
entorhinalis kéreg irtasan atesett patkanyoknal (LEKI, lateralis entorhinalis kéreg irtas;
n=7) 4 allat esetében egy nagyroham alakult ki a vizsgalt iddszakban, 3 allatban

egyaltalan nem jelent meg generalizalt gorcstevékenység.
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5.1 abra: 4-AP hatasara kialakulé hippokampilis generalizilt rohamok jellegzetes EEG
regisztratumai. Az A panelen kontroll allatbol elvezetett roham lathato, mig a B panelen
LEKI patkany tipikus rohammintazata figyelhetd meg. A roham kezdetét és a tonusos illetve
klonusos szakaszok végpontjait nyilak jelzik. A rohammintazatban mindkét kezelési
csoportnal féltekei asszimmetria volt megfigyelhetd.
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A kontroll allatokban atlagosan 20,8+6,4 perc latenciaiddvel jelent meg az elsd
roham (5.1A ébra), ami 55,5+4,2 s id6étartamu volt. A LEKI csoport esetében az elsé
roham (5.1B abra) latenciaideje 31,8+4,3 percre novekedett, mig a rohamok hossza
100,3£21,1 s id6tartamra valtozott.

A kezelési csoportok jelentds kiilonbséget mutattak az indukalt gorestevékenység
mintazataban. A hippokampalis rohamok (5.1 abra) viselkedési megnyilvanulasa szerint
elkiilonitett tonusos és klonusos szakaszainak részletes frekvenciaanalizisét végeztiik el

gyors  Fourier  transzformacié

A B
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s 5 S 5
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s 3 s 3 *
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1 1
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0 ° 6,6+0,9 Hz; Jobb-HIP/LEKI:
Bal HC Jobb HC Bal HC Jobb HC

3 . . . 6,0+0,8 Hz; n=6 Kontroll, n=7
5.2 abra: 4-AP indukalt generalizalt rohamok

frekvencia és id6tartam véltozdsai a bal és jobb LEKI; p>0,05 ANOVA). A ténusos
oldali hippokampuszban. A panel: a tonusos szakasz ’ ’

frekvencidgja nem valtozott. B panel: a klonusos szakasz hossza (5.2C abra) viszont
szakasz frekvenciaja a LEKI patkanyokban jelentés G. )
csokkenést mutatott a kontrollhoz képest. C panel: a szamottevéen valtozott a LEKI

tonusos szakasz idotartama jelentdsen megnovekedett.
D panel: a klonusos szakasz hossza nem valtozott. * csoportban. A baloldali hippo—

szimbolum: p<0,05 ANOVA Neumann-Keuls post hoc
feszt kampuszban hozzavetéleg 240%-ra
emelkedett, mig a kontralateralis oldalon 187%-ra nétt (Bal-HIP/Kontroll: 9,3+2.4 s;
Bal-HIP/LEKI: 22,4+7,5 s; Jobb-HIP/Kontroll: 11,0+4,2 s; Jobb-HIP/LEKI: 20,6+8,5 s;
n=6 Kontroll, n=7 LEKI; p<0,05 ANOVA).
A klonusos szakasz esetében a frekvencia (5.2B abra) jelentés valtozast mutatott.

Az ipsilateralis hippokampusz esetében 57%-o0s, mig a kontralateralis oldalon 50%-os



Kisérleti eredmények 52

csokkenést tapasztaltunk (Bal-HIP/Kontroll: 4,9+0,2 Hz; Bal-HIP/LEKI: 2,1+0,6 Hz;
Jobb-HIP/Kontroll: 4,6+0,4 Hz; Jobb-HIP/LEKI: 2,3+0,7 Hz; n=6 Kontroll, n=7 LEKI;
p<0,05 ANOVA). A szakasz hossza (5.2D abra) viszont nem valtozott meg
szignifikansan egyik féltekei hippokampuszban sem (Bal-HIP/Kontroll: 17,7444 s;
Bal-HIP/LEKI: 14,5+2,5 s; Jobb-HIP/Kontroll: 16,7+3,5 s; Jobb-HIP/LEKI: 11,2+5,6 s;
n=6 Kontroll, n=7 LEKI; p>0,05 ANOVA).

5.1.2. Ismételt 4-AP indukalta konvulzidk hatdsa az alap ingerelhetdségre

A 12 napon at tarté ismétl6dd generalizalt rohamok szinaptikus ingeriiletatvitelre
gyakorolt utohatasat in vitro szeletpreparatumokon teszteltiik. Az allatokat az utolsd
kezelés masnapjan aldoztuk fel, majd extracellularisan elvezetett kivaltott valasz
komponenseinek megvaltozasat elemeztiik. Kisérleteinkben harom agyteriilet, a
szomatoszenzoros kéreg, entorhinalis kéreg és a hippokampusz ingeriileti folyamatait
vizsgaltuk 2T ingerintenzitasnal, majd 30 perc ACSF-ben torténd inkubélast kovetéen
azonos koriilmények kozott megismételtik a mérést. A kezelés soran a preparatumot
0,05 Hz frekvencidval ingereltiik 2T ingerintenzitas mellett. A szomatoszenzoros kéreg
esetében mind a kontroll, mind a 4-AP kezelt allatok szeletei érzékenyitGdést mutattak 30
perc elteltével a kezdeti értékekhez képest, amit feltételezhetéen a 0,05 Hz-es folyamatos
ingerlés eredményezett. A kezelési csoportok atlagos kivaltott mezdpotencial valaszok
NI-P1 komponensének amplitido értékei jelentGs eltéréseket mutattak mindkét
idépontban.

A Kkisérletek kezdetekor meghataroztuk a kivaltott valasz adott komponensének
amplitadojat (5.3A dbra). A 0. percben rogzitett mezOpotencial gorbék NI1-P1
komponensének atlagos amplitidoja a kontrollhoz képest 24%-kal kisebbnek bizonyult a
4-AP kezelt csoportban (Kontroll/0. perc: 1,7+0,1 mV; 4-AP/0. perc: 1,3£0,1 mV; n=32;
p<0,001 Student t-teszt). Ez a kiilonbség a 30. percben végzett mérésig tovabb
fokozodott, a 4-AP kezelt csoportban 35%-kal volt kisebb az NI-P1 amplitadd
(Kontroll/30. perc: 3,0+0,2 mV; 4-AP/30. perc: 1,9+£0,3 mV; n=8; p<0,05 Student t-teszt)

Az entorhindlis kéregben (5.3B abra) megfigyelheté volt szinaptikus
hatékonysagnovekedés a 30 perces, folyamatos, alacsony frekvencias ingerlést kovetéen,

de kizarolag a 4-AP kezelt csoportban. A 0. percben mért EPSP N1 komponense 22%-kal
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nagyobb volt a 4-AP kezelt allatokban, mint a kontroll csoportban (Kontroll/0. perc:
1,1£0,1 mV; 4-AP/0. perc: 1,3+0,1 mV; n=32; p<0,05 Student t-teszt). A kezelési
csoportok kozti kiilonbség tovabb fokozodott a 30. perc végéig, a 4-AP kezelt csoportban
93%-kal volt nagyobb az N1 amplitadé (Kontroll/30. perc: 1,0£0,1 mV; 4-AP/30. perc:
2,0£0,2 mV; n=8; p<0,01 Student t-teszt)
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5.3 abra: Kronikus 4-AP kezelés hatasa a szinaptikus ingeriiletatvitel hatékonysagara
2T ingerintenzitasnal a vizsgalt agyteriileteken. A panel: az N1-P1 amplitudé novekedése
a szomatoszenzoros kéregben. A kontroll allatok esetében nagyobb mértékii novekedés
figyelhetd meg a 30 perces vizsgalat soran. B panel: az N1 amplitidé valtozasa az
entorhinalis kéregben. A kontroll allatokban nem valtozott az amplitido, a 4-AP kezelésen
atesett allatokban jelentésen nétt. C panel: a POP-Spike amplitidé novekedése a
hippokampalis CA1 régioban. Mindkét csoport kozel azonos mértékii ndvekedést mutatott. *
szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0,01; *** szimbolum: p<0,001 Student t-teszt.

A hippokampalis  kivaltott  valaszoknal is  megfigyelheté  volt a
hatékonysagnovekedés a 30. perc végére, ami ebben az esetben mindkét kezelési
csoportban kialakult. A 0. percben mért POP-spike amplitidé 22%-kal volt magasabb a
4-AP kezelésen atesett allatokban (Kontroll/0. perc: 6,7+0,5 mV; 4-AP/0. perc: 8,2+0,5
mV; n=32; p<0,05 Student t-teszt). A szinaptikus hatékonysagnovekedésben a kezelési
csoportok kozotti kiilonbség 3%-ra csokkent a 30. perc végére, mivel a kontroll
allatokban nagyobb mértékii hatékonysagfokozodas kovetkezett be (Kontroll/30. perc:
11,8+1,6 mV; 4-AP/30. perc: 12,1+0,9 mV; n=8; p>0,05 Student t-teszt).

5.1.3. Az ismétl6d6 4-AP rohamok kobalt felvételre gyakorolt hatisa

A 12 napos 4-AP kezelésen atesett allatokban kobalt felvétel vizsgalattal
detektaltuk a nem-NMDA-receptorok kalcium permeabilitasainak megvaltozasat

mindharom agyteriileten a szovettani felvételek denzitometriai elemzésével.
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A szomatoszenzoros kéreg esetében a kortikalis rétegek markansan elkiiloniild
kobalt denzitast mutattak (5.4A abra). A 2. és 4. réteg erdteljesebb festédést mutat, mig
az 3., 5. és 6. rétegekben alacsonyabb foku a kobalt felvétel. A leggyengébb festédés az
1. rétegben tapasztalhatd. A 4-AP kezelt allatokban csokkent mértékii kobalt felvétel
figyelheté meg, amely szignifikansnak bizonyult az 1., 2. és 5. rétegek egészében, illetve
a 3. réteg also és a 6. réteg felsd részeiben. A kontroll allatok metszeteiben megfigyelt
festddési mintazat a 4-AP kezelt allatokban is fennmaradt, a denzitas értéke minden
rétegben kozel azonos mértékben csokkent. Ezek a kiilonbségek a reprezentativ
szovettani felvételeken is jol megfigyelheték. Az elektrofizioldgiai mérések soran a 3.
réteg also részebdl vezettiink el kivaltott valaszokat. Ezen a tertileten (5.4A abra, 6. cella)
82%-0s denzitds csokkenést tapasztaltunk a 4-AP kezelt allatokban (Kontroll:
21,0+7,7 OD; 4-AP: 3,9,1£6,3 OD; n=9 Kontroll, n=10 4-AP; p<0,05 Student t-teszt)

Az entorhinalis kéreg vizsgalatakor is jellegzetes festddési mintazatot mutattunk ki
(5.4B abra). A kontroll allatokbol szarmazo szeletekben a 2., 3. és 6. rétegek mutattak
magasabb denzitast, mig a legalacsonyabb mértékii kobalt felvételt a 1., 4. és 6. rétegben
tapasztaltunk, ahogy az a szovettani felvételeken is megfigyelhets. A 4-AP kezelés
hataséra a kobalt felvétel jelentés mértékben csokkent a szupragranularis rétegekben, mig
a granularis és infragranularis rétegekben nem mutattak eltérést. Mindezen valtozasok
miatt a kontroll allatokban tapasztalt festodési mintazat atalakult, a 4. réteg alacsonyabb
denzitasa megmaradt, mig a tobbi réteg kozott fennalld intenzitas kiilonbség eltiint. A
szinaptikus ingeriiletatvitel vizsgalatakor a 2. rétegbdl rogzitettiink kivaltott valaszokat.
Ebben a rétegben (5.4B abra, 7. cella) 93%-os optikai denzitas csokkenést eredményezett
a 4-AP kezelés (Kontroll: 30,2+7,0 OD; 4-AP: 2,0+5,3 OD; n=9 Kontroll, n=10 4-AP;
p<0,01 Student t-teszt)

A hippokampusz felvételek denzitometriai elemzése az egyes aredk eltérd eldjeli
megvaltozasat mutatta ki (5.4C abra). A CAl area és a DG minden egyes rétege
megemelkedett kobalt felvételt mutatott a 4-AP kezelt allatok esetében a kontroll csoport
adataival Osszevetve. Ezzel szemben a CA3 area vizsgalt teriiletei esetében valtozatlan
vagy csokkend tendenciat mutatd denzitast sikeriilt kimutatni, bar egyik csokkenés sem
bizonyult szignifikdnsnak. Az elektrofiziologiai mérések soran a Schaffer-kollateralis

ingerlésével a CAl piramidalis régiobol vezettink el kivaltott valaszokat. Ezen area
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minden rétegében denzitds novekedési tendencia figyelhetd meg, de csak a stratum
lacunosum-moleculare esetében bizonyult szignifikdnsnak az ismétlédé 4-AP kezelés
hatasara kialakul6 114%-o0s emelkedés (Kontroll: 18,442,4 OD; 4-AP: 39,4+6,6 OD; n=9
Kontroll, n=10 4-AP: p<0.05 Student t-teszt).
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5.4 abra: Kronikus 4-AP kezelés kiovetkeztében kialakulo kobalt felvétel valtozasok. A
bal oldalon az optikai denzitas értékek megvaltozasai (AOD) lathatok, mig a jobb oldalon a
vizsgalt teriiletek jellegzetes szovettani felvételei. A panel: A kobalt felvétel vizsgalatok
eredményei a szomatoszenzoros kéregben. Minden rétegben csokkent festédést tapasztaltunk.
B panel: a szovettani vizsgalatok eredményei az entorhinalis kéregben. A 4-AP kezelésen
atesett allatok metszeteiben jelentdsen lecsokkent festédést figyeltink meg a szupragranularis
rétegekben. C panel: a kobalt felvétel vizsgalatok eredményei a hippokampuszban.
Szignifikans kobalt permeabilitis novekedés mutathato ki a CAl area stratum
lacunosum-moleculare illetve a DG stratum moleculare és stratum granulosum esetében.
Réviditések: SO: str. oriens; SPyr: str. pyramidale; SR: str. radiatum; SLm: str. lacunosum-
moleculare; SL: str. lucidum; SMo: str moleculare; SGr: str. granulosum; Hil: hilum. *
szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0,01 Student t-teszt.
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5.1.4. A 4-AP konvulziok hosszatavu szinaptikus hatékonysagnovekedésre gyakorolt

hatasa

Az ismételt 4-AP kezelésen atesett allatok szomatoszenzoros kérgi, entorhinalis
kérgi és hippokampalis teriiletein szeletpreparatumban teszteltiik a hosszatava
szinaptikus hatékonysagnovekedés (LTP) kivalthatosagat, kivaltott valasz mérésén
alapulo kisérletekben. A mérés menete az alapingerlékenység vizsgalatnal alkalmazott
protokoll szerint tortént, tehat az alapingerelhetdséget meghataroztuk, majd 30 perc
elteltével megismételtiik az adatrogzitést. Az alapaktivitds lemérése utan alkalmaztunk
sorozatingerlést az LTP kialakitasara. Az alapingerelhet6ség meghatarozasa soran a 4T
ingererdsségre adott valasz amplitidojat vettilk referencia értéknek, és minden, a

kisérletsorozat soran kapott adatot ezen értékre normaltunk.
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5.5 dbra: Kronikus 4-AP kezelés hatisa az LTP kialakuldsira a szomatoszenzoros
kéregben. A grafikonok minden esetben az alapingerelhetéség meghatarozasakor (0. perc)
4T ingerintenzitasnal kapott, N1-P1 amplitidora normalt relativ adatokat tartalmazzak. A
panel: A kontroll és 4-AP kezelt allatok atlagolt I-O gorbéi. A kezelési csoportok nem
mutattak eltérést az LTP indukalhatosagaban. B panel: a kontroll allatokban mért relativ
NI1-P1 amplitudé véltozasok 2T ingerintenzitasnal és egy jellegzetes kivaltott valasz. A
tetanizalds hatdsara azonos mértékii valtozas kovetkezett be. C panel: a 4-AP kezelt
allatokban mért relativ N1-P1 amplitddé valtozasok 2T ingerintenzitasnal és egy jellegzetes
kivaltott valasz. Nincs kiilonbség a szinaptikus hatékonysagnovekedés tekintetében az LTP
indukcion atesett allatok esetében

Az oszlopdiagramokon 1év6 vonalak az alapingerlékenység szintjét jelzik. A regisztratumon
1 jelzi a 0. percben rogzitett kivaltott valaszt, mig a 11 jelzi a 30. percben mért allapotot.

A szomatoszenzoros kéregben mindkét kezelési csoport esetében megfigyelhetd

kismértékli hatékonysagnovekedés (5.5 dbra), de a kontroll és 4-AP kezelt 4llatok adatai
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kozott nem talaltunk szignifikans eltérést egyik ingerintenzitas esetén sem (5.5A dbra). A
kontroll allatokban tetanizald ingerlés nélkiil 27%-os ndvekedést tapasztaltunk, mig
tetanizalo ingerlés hatasara 28%-os amplitido fokozodast detektaltunk (5.5B abra) 2T
ingerintenzitasnal ~ (Kontroll-Alap (n=32): 79+1%; Kontroll (n=8): 106+7%;
Kontroll+LTP (n=8): 107+£10%; p>0,05 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A
4-AP kezelési csoportban (5.5C abra) 24, illetve 25%-0s novekedést tapasztaltunk a
sorozatingerlés nélkiil, illetve annak hatasara (4-AP-Alap (n=32): 67+2%; 4-AP (n=8):
91+11%; 4-AP+LTP (n=8): 92+7%; p>0,05 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt).

Ezen valtozasok kozott egyetlen korrelacioban sem talaltunk szignifikans eltérést.
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5.6 abra: Kronikus 4-AP kezelés hatisa az LTP kialakuldsira az entorhinalis kéregben.
A grafikonok minden esetben az alapingerelhetéség meghatarozasakor (0. perc) 4T
ingerintenzitasnal kapott, N1 amplitidora normalt relativ adatokat tartalmazzak. A panel: A
kontroll és 4-AP kezelt allatok atlagolt 1-O gorbéi. A kezelési csoportok nem mutattak
eltérést az LTP indukalhatosagaban. B panel: a kontroll allatokban mért relativ N1 amplitado
valtozasok 2T ingerintenzitasnal és egy jellegzetes kivaltott valasz. Tetanizalas nélkiil
kisfoku hatékonysagnovekedés kovetkezett be, mig az LTP kialakitasa sikertelen maradt. C
panel: a 4-AP kezelt allatokban mért relativ N1 amplitido valtozasok 2T ingerintenzitasnal
¢és egy jellegzetes kivaltott valasz. Nincs szamottevd kiilonbség a szinaptikus
hatékonysagnovekedés tekintetében az LTP indukcion atesett allatok esetében

Az oszlopdiagramokon 1év6 vonalak az alapingerlékenység szintjét jelzik. A regisztratumon
1 jelzi a 0. percben rogzitett kivaltott valaszt, mig a 11 jelzi a 30. percben mért tetanizalas
utani allapotot.

Az entorhinalis kéreg esetében a kivaltott valasz N1 komponensének
megvaltozasait elemeztiik LTP hatasara a két kezelési csoportban (5.6 abra). Egyik
kezelési csoportban sem sikertilt jelentés kiilonbséget kimutatni a tetanizalas hatasaban

(5.6A abra). A kontroll allatok esetében (5.6B abra) sorozatingerlés nélkiil 16%-os
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hatékonysagnovekedést tapasztaltunk, mig tetanizalas hatasara az atlagos N1 amplitudo
1%-kal csokkent 2T ingerintenzitasnal (Kontroll-Alap (n=32): 96+3%; Kontroll (n=8):
112+12%; Kontroll+LTP (n=8): 95+9%; n=32; p>0,05 ANOVA Newmann-Keuls post
hoc teszt). A 4-AP kezelésnek alavetett allatokban (5.6C ébra) 21, illetve 25%-os
amplitido novekedést mértiink az LTP indukcio nélkiil, illetve az LTP indukcié hatasara
(4-AP-Alap (n=32): 91£2%; 4-AP (n=8): 112+11; 4-AP+LTP (n=8): 116+15%; p>0,05
ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A kontroll és 4-AP csoport nem mutatott

szamottevo kiilonbséget az LTP indukéalhatosagaban.
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5.7 abra: Krénikus 4-AP kezelés hatisa az LTP kialakulisira a hippokampusz CAl
régioban. A grafikonok minden esetben az alapingerelhetdség meghatarozasakor (0. perc)
3T ingerintenzitasnal kapott, POP-Spike amplitidora normalt relativ adatokat tartalmazzak.
A panel: A kontroll és 4-AP kezelt allatok atlagolt [-O gorbéi. A 4-AP kezelt allatok esetében
szignifikans hatékonysag novekedés kovetkezett be szinte minden ingerintenzitasnal a
tetanizalas kovetkeztében. B panel: a kontroll allatokban mért relativ POP-Spike amplitado
valtozasok 2T ingerintenzitasnal ¢és egy jellegzetes kivaltott valasz. Nagymértékii
hatékonysagnovekedés kovetkezett be mind a tetanizalo inger alkalmazasa, mind annak
hianya esetén. A mért novekedési aranyok nem kiilonboznek szignifikansan egymastol.
C panel: a 4-AP kezelt allatokban mért relativ POP-Spike amplitud6 valtozasok 2T
ingerintenzitasnal ¢és egy jellegzetes kivaltott valasz. A hatékonysagnovekedés mértéke
szamottevoen magasabb volt a tetanizalt allatokban.

Az oszlopdiagramokon 1évé vonalak az alapingerlékenység szintjét jelzik. A regisztratumon
1 jelzi a 0. percben rogzitett kivaltott valaszt, mig a 11 jelzi a 30. percben mért, tetanizalas
utani allapotot. * szimbolum: p<0,05; *** szimbolum: p<0,001 ANOVA Newmann-Keuls
post hoc teszt.

A hippokampusz elektrofiziologiai vizsgalatakor a CAl régidban kivaltott
POP-spike sorozatingerlés hatdsara bekodvetkezé modosulasat elemeztiik (5.7 ébra). A

tetanizalo ingerlés mindkét allatcsoportban fokozta a szinaptikus ingeriiletatvitel
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hatékonysagat. A 4-AP kezelt allatokban a hatas 1,25T ¢és 3T kozott minden
ingerintenzitasnal szignifikansnak bizonyult (5.7A abra). A kontroll allatokban tetanizald
ingerlés nélkiil 2T ingerintenzitasnal (5.7B abra) 75%-kal nétt a POP-spike amplitudo,
mig a nagyfrekvencids ingerlés kovetkeztében 105%-os fokozodast tapasztaltunk
(Kontroll-Alap (n=32): 110+3%; Kontroll (n=8): 185+14%; Kontroll+LTP (n=8):
215+10%; p>0,05 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A 4-AP kezelési csoportban
(5.7C abra) a tetanizalo ingerlés nélkiill 56%-os atlagos amplitidd novekedést
detektaltunk, mig ingerlés hatdsara 117%-os hatékonysagfokozodast figyeltiink meg
(4-AP-Alap (n=32): 104+2%; 4-AP (n=8): 160+9%; 4-AP+LTP (n=8): 221+17%;
p<0,001 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). Az LTP indukalhatosag tekintetében
szamottevo kiilonbséget nem tapasztaltunk a kezelési csoportok kozott.

Az LTP kivalthatosag (hossztava szinaptikus hatékonysag fokozodas) kezelési
csoportok kozotti statisztikai Osszevetése egyik terlileten sem mutatott szignifikans
kiilonbséget, tehat a kronikus 4-AP kezelés nincs jelentds hatassal a hosszitavi

szinaptikus hatékonysag valtozasara.

5.1.5. Az ismételt 4-AP indukalt rohamok glutamaterg receptorokra gyakorolt hatisa

A gyors glutamaterg neurotranszmisszi6 kozvetitésében szerepet jatszO AMPA- és
NMDA-receptorok ingeriileti folyamatokban jatszott szerepét, annak modosulasat
vizsgaltuk szelektiv antagonistaik alkalmazasaval. Az AMPA-receptorok gatlasara
GYKI 52466-ot alkalmaztunk 40 uM koncentracidban, mig az NMDA-receptorok
gatlasat 25 uM APV-vel végeztilk. A mérés menete az alapingerlékenység vizsgalatnal
alkalmazott protokoll szerint tortént, tehat az alapingerelhetéséget meghataroztuk, majd
30 perc elteltével megismételtiik az adatrogzitést. Az alapaktivitds lemérése utan a
perfuzios folyadékot a megfeleld antagonistat is tartalmazé ACSF-re cseréltiik le. Az
alapingerelhetdség meghatarozasa soran 4T ingererdsségre adott valasz amplitudojat
vettiik referencia értéknek, és minden, a kisérletsorozat soran kapott adatot ezen értékre
normaltunk.

A szomatoszenzoros kéregben az EPSP N1-P1 komponensét hatékonyan gatolta a
GYKI 52466 (5.8 abra). A kontroll csoportban 2,5T ingerintenzitasnal, illetve e folott
mutatott szignifikans hatast, mig a 4-AP csoportban 1,5T ¢és 3T kozott csokkent le az
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NI-P1 amplitadé szamottevéen (5.8A abra). A kontroll csoportban antagonista
alkalmazasa nélkiil a kisérlet 30. percére 27%-os facilitacié alakult ki 2T
ingerintenzitasnal (5.8B 4bra), amit GYKI 52466 alkalmazasaval teljesen ki lehetett
védeni, s6t 14%-kal a kiinduldsi érték ala csokkent az N1-P1 amplitudo (Kontroll-Alap
(n=32): 79+1%; Kontroll (n=8): 106+7%; Kontroll+tGYKI (n=8): 65+5%; p<0,01
ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A 4-AP csoport esetében 2T ingerintenzitasnal
(5.8C abra) 25%-os amplitadé ndvekedést tapasztaltunk 30 perc elteltével, amit a
GYKI 52466 hatasosan gatolt, 20%-os csokkenést indukalva (4-AP-Alap (n=32): 67+2%;
4-AP (n=8): 92+11%; 4-AP+GYKI (n=8): 47+5%; p<0,01 ANOVA Newmann-Keuls
post hoc teszt). A 30. percben rogzitett adatok statisztikai 9sszehasonlitasa szignifikans
hatast mutatott ki mindkét csoporton beliil, de a GYKI 52466 hatékonysag (-14%
Kontroll, -20% 4-AP) csoportok kozotti sszevetése mar nem mutatott eltérést. Az APV
nem volt hatdssal az N1-P1 komponensre, viszont kis mértékben gatolta a P1-N2

komponenst mindkét csoportban. Hatékonysagkiilonbséget nem sikeriilt kimutatni.
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5.8 abra: A GYKI 52466 gitlo hatékonysiga a Kontroll és 4-AP csoportban a
szomatoszenzoros kéregben. A grafikonok minden esetben az alapingerelhetdség
meghatarozasakor (0. perc) 4T ingerintenzitasnal kapott, N1-P1 amplitGdora normalt relativ
adatokat tartalmazzak. A panel: A kontroll és 4-AP kezelt allatok atlagolt I-O gorbéi. A
kontroll csoport esetében nagyobb ingerintenzitasoknal, a 4-AP csoport esetében kisebb
ingerintenzitasoknal tapasztaltunk szignifikans amplitado csokkenést a GYKI 52466
hatasara. B panel: a kontroll allatokban mért relativ N1-P1 amplitadé valtozasok 2T
ingerintenzitasnal és egy jellegzetes kivaltott valasz. Jelentds gatlas alakult ki az antagonista
hatasara. C panel: a 4-AP kezelt allatokban mért relativ N1-P1 amplitadé valtozasok 2T
ingerintenzitasnal és egy jellegzetes kivaltott valasz. A kontroll csoportnal megfigyelthez
hasonlo mértékii amplitadd csokkenés alakult ki a GYKI 52466 hatasara.

Az oszlopdiagramokon 1évé vonalak az alapingerlékenység szintjét jelzik. A regisztratumon
1 jelzi a 0. percben rogzitett kivaltott valaszt, mig a 11 jelzi a 30. percben mért, kezelés utani
allapotot. * szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0,01 ANOVA Newmann-Keuls post hoc
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5.9 abra: A GYKI 52466 gatlé hatékonysaga a kontroll és 4-AP csoportban az
entorhinilis kéregben. A grafikonok minden esetben az alapingerelhetéség
meghatarozasakor (0. perc) 4T ingerintenzitasnal kapott, N1 amplitidéra normalt relativ
adatokat tartalmazzak. A panel: A kontroll és 4-AP kezelt allatok atlagolt 1-O gorbéi. A
kontroll csoport esetében minden ingerintenzitasnal, a 4-AP csoport esetében 1T
ingerintenzitasnal tapasztaltunk szignifikans amplitado cs6kkenést a GYKI 52466 hatasara.
B panel: a kontroll allatokban mért relativ N1 amplitado véltozasok 2T ingerintenzitasnal és
egy jellegzetes kivaltott valasz. Nagyfoku gatlas alakult ki az antagonista hatasara. C panel: a
4-AP kezelt allatokban mért relativ N1 amplitado valtozasok 2T ingerintenzitasnal és egy
jellegzetes kivaltott valasz. A amplitadd csokkenése kisebb mértékii volt a GYKI 52466
hatasara, mint a kontroll csoportnal.

Az oszlopdiagramokon 1év6 vonalak az alapingerlékenység szintjét jelzik. A regisztratumon
1 jelzi a 0. percben rogzitett kivaltott valaszt, mig a 11 jelzi a 30. percben mért, kezelés utani
allapotot. * szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0,01; *** szimbolum: p<0,001 ANOVA
Newmann-Keuls post hoc teszt.

Az entorhinalis kéreg esetében a GYKI 52466 eltéré hatékonysagot mutatott a
kontroll és 4-AP csoportban (5.9 abra). A kontroll allatokban jelentds gatlas alakult ki,
ami minden ingerintenzitasnal erésen szignifikansnak bizonyult (5.9A abra), mig a 4-AP
csoportnal nem tapasztaltunk jelent6s csokkenést. A kontroll allatok szeleteiben
antagonista hianyaban a 30. percre 16%-os facilitacio alakult ki (5.9B dbra), mig
GYKI 52466 jelenlétében 64%-os amplitidd  csokkenést tapasztaltunk 2T
ingerintenzitasnal (Kontroll-Alap (n=32): 96+3%; Kontroll (n=8): 112+12%;
Kontroll+GYKI (n=8): 32+10%; p<0,001 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A
4-AP csoport esetében 2T ingerintenzitasnal a 30. percig 24%-os serkent6dés alakult ki
az antagonista hianyaban (5.9C dbra), mig GYKI 52466 hatasara 12%-os gatlast mértiink
(4-AP-Alap (n=32): 90+2%; 4-AP (n=8): 114+8%; 4-AP+GYKI (n=8): 78+10%; p<0,05
ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A kontroll allatokban megfigyelt 64%-os
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gatlas, illetve a 4-AP csoport 12%-o0s depresszalodasa 99%-os szignifikancia szint mellett
bizonyult kiilonbozoének (p=0,0041**, ANOVA), tehat a 4-AP kezelt allatokban kevésbé
volt hatékony a GYKI 52466. Az APV mindkét csoportban kis mértékben gatolta az N1

komponenst, de a hatékonysagban nem mutatkozott kiilonbség az egyes csoportokban.
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5.10 abra: A GYKI 52466 gatlé hatékonysiga a kontroll és 4-AP csoportban a
hippokampusz CA1 régioban. A grafikonok minden esetben az alapingerelhetéség
meghatarozasakor (0. perc) 3T ingerintenzitasnal kapott, N1 amplitidora normalt relativ
adatokat tartalmazzak. A panel: A kontroll és 4-AP kezelt allatok atlagolt I-O gorbéi. Mind a
kontroll, mind a 4-AP csoport esetében 1,5T ingerintenzitasnal, illetve e f6lott tapasztaltunk
szignifikans amplitado csokkenést a GYKI 52466 hatasara. B panel: a kontroll allatokban
mért relativ POP-Spike amplitidoé valtozasok 2T ingerintenzitasnal és egy jellegzetes
kivaltott valasz. Nagyfoku gatlas alakult ki az antagonista hatasara. C panel: a 4-AP kezelt
allatokban mért relativ POP-Spike amplitido valtozasok 2T ingerintenzitasnal és egy
jellegzetes kivaltott valasz. A amplitadd csokkenése kisebb mértékii volt a GYKI 52466
hatasara, mint a kontroll csoportnal.

Az oszlopdiagramokon 1év6 vonalak az alapingerlékenység szintjét jelzik. A regisztratumon
1 jelzi a 0. percben rogzitett kivaltott valaszt, mig a 11 jelzi a 30. percben mért, kezelés utani
allapotot. *** szimbolum: p<0,001 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt.

A hippokampusz farmakologiai érzékenysége az entorhinalis kéregnél
tapasztaltakhoz hasonléan valtozott (5.10 abra). A GYKI 52466 1,5T ingerintenzitas
felett mind a kontroll, mind a 4-AP csoportban szignifikans gatlast eredményezett, bar a
kontroll csoportban az amplitad6 csokkenése nagyobb mértékin volt (5.10A abra). A
kontroll csoport esetében 75%-os serkentddés alakult ki 2T ingerintenzitasnal (5.10B
abra), mig a GYKI 52466 hatasara 80%-os POP-spike amplitidé csokkenés volt
(Kontroll-Alap  (n=32):  110£3%; (n=8):  185+14%j;

Kontroll+GYKI (n=8): 30+7%; p<0,001 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A

megfigyelhetd Kontroll
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4-AP csoportban 56%-os facilitacio alakult ki, ami az antagonista hatdsara 30%-os
gatlodast mutatott a kiindulési értékhez képest (4-AP-Alap (n=32): 104+2%; 4-AP (n=8):
160+9%; 4-AP+GYKI (n=8): 74+5%; p<0,001 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt).
A POP-spike amplitudé kontroll csoportbeli 80%-os és a 4-AP csoportbeli 30%-os
csokkenése 95%-o0s szignifikancia szint mellett bizonyult kiilonbozének (p=0,021%,
ANOVA). Az APV semmilyen hatassal nem volt a POP-Spike amplitidojara sem a
kontroll, sem a 4-AP csoportban.

A szomatoszenzoros kéregben nem tapasztaltunk kiilonbséget a GYKI
hatékonysagat illetéen a kontroll csoport, illetve a 4-AP csoport Osszehasonlitasdban,
viszont az entorhinalis kéreg és a hippokampusz esetében a 4-AP csoportban

szignifikansan alacsonyabb volt az antagonista gatlo hatasa.

5.2. A 4-AP akut hatasai a szomatoszenzoros kéregben

5.2.1. A 4-AP indukalt spontan gorcskisiilések elemzése optikai analizissel

A 4-AP agyszelet preparatumban alkalmazva is képes epileptikus aktivitas
kialakitasara. A tulserkentettség a szinaptikus ingeriiletatvitel altalanos fokozodasa miatt
jelentds transzmembran
ionaramlasokat hoz 1étre, ami
passziv vizmozgast eredményez.
Mindezek miatt a sejtek jelentds
alakvaltozason mennek Kkeresztiil,
amit a bels6 optikai jelek
rogzitésével vizsgalni lehet.

Vizsgalatainkat 8 agyszeleten
végeztik el, 6 esetben hasonld

aktivitds mintazatot tapasztaltunk a

5.11 abra: 4-AP indukalta epileptikus gorcs- neokortikalis teriileteken. A 4-AP
tevékenység hatasara kialakulo optikai aktivitas . . .
mintizat. A goresindukcio  kezdetétél mért ids ~ Kezelés  elsd 60  percében

fiiggvényében (jobb felsé sarok) egyre nagyobb . . .
intenzitasi optikai jelek alakultak ki az elsédleges ¢és a  folyamatosan rdgzitett képkockak

masodlagos szomatoszenzoros kéregben, illetve a , .
hippokampuszban. elemzése kimutatta, hogy
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mely teriiletek aktivalodnak erdteljesebben az izolalt koronalis tlélé agyszeletben
(5.11 &bra). Az adatrogzités elején késziilt képkockdkon még diffuz zaj jelenléte volt
megfigyelhetd a teljes teriileten, majd a 4-AP gorceskelté hatasanak egyre erdteljesebb
érvényesiilésével ez a zaj eltlinik, és nagyobb mértékii aktivalodas alakult ki a motoros
kéregben, az elsddleges szomatoszenzoros kéreg motoros kéreggel hataros részén, a
masodlagos szomatoszenzoros kéregben és a perirhinalis kérgi teriileten (5.11 abra). A
szomatoszenzoros kéreg egyéb, inaktivnak tiiné teriiletei is megnovekedett optikai jel
intenzitast mutattak, de a valtozas mértéke joval kisebb volt, mint a fent emlitett
teriileteken, ezért a kiiszobolési eljaras miatt eltiint ez az aktivacio. A legnagyobb
valtozas minden kérgi aredban a szupragranularis rétegekben tortént, mig a 6. réteg az
esetek dontd részében inaktivnak mutatkozott. A legerdsebb aktivacio a masodlagos
szomatoszenzoros kéregben figyelhetd meg. Az optikai eljaras soran terjedd epileptikus
aktivitast nem tapasztaltunk, minden esetben az aktiv teriiletekrdl érkezd jelek erdsodését,
majd allandosulasat mértiik. Ez a folyamat jol nyomon kovethetd az 5.11 abra kiilonb6z6
iddpontokban rogzitett felvételein. A két eltéré mintazatot mutatd szeletpreparatum
kizarolag a masodlagos szomatoszenzoros kéreg és perirhinalis kéreg teriiletén mutatott
kiilonbozoséget, ezen teriiletek inaktivak voltak. A kisérletek jelentés hanyadaban a
hippokampusz CA1 régidja és a DG is aktivalodott, illetve a talamikus magvak is sok
esetben megndvekedett jelintenzitast mutattak.

Az optikai jelek rogzitésével parhuzamosan a szomatoszenzoros kéregbe helyezett
tivegelektroddal is nyomon kovettilk a spontan aktivitas kialakulasat. Az esetek dontd

tobbségében interiktalis aktivitas alakult ki, aminek lathato jele nem volt a képeken.

5.2.2. A 4-AP indukalt spontan goreskisiilések aram-forras stirtiség elemzése

A 4-AP indukalta spontdn rohamszerii eseményeket rogzitettik 16 csatornas
multielektroddal, majd a mez&potencial regisztratumokat CSD modszerrel elemeztikk. A
mezdpotencial gorbéket a szeletpreparatum azon pontjaibol rogzitettiik, ahol az optikai
mérések soran eltéro aktivitasi mintazatot tapasztaltunk.

A CSD meghatarozas soran - 6sszhangban az optikai regisztralas eredményeivel - a
szupragranularis rétegek erGsebb aktivacidjat sikeriilt kimutatni (5.12 abra). A

mezdpotencial gorbéken megfigyelhetd, hogy a 4-AP hatasara kétkomponensii spontan
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interiktalis aktivitas jelent meg, ami egy kis amplituddju pozitiv hullambol és az utana
kovetkezd nagy negativ komponensbdl allt. Ez utobbi a maximalis amplitddot a 2/3.
rétegben érte el. A spontan aktivitds minden kérgi rétegben detektalhatoé volt, bar a
hullam alakja jelentds tendenciozus valtozast mutatott. A CSD mintazat két jelentésebb
aramelnyelddést mutatott ki a szomatoszenzoros kérgi teriileteken, a 2/3. rétegben egy
nagyobb, az 5. rétegben egy kisebb volt lokalizalhatd, ez utobbi nem jelent meg minden
tertileten. Az 5. rétegben megjelend aramelnyelés latenciaideje alacsonyabb volt, mint a
2/3. rétegben megjelend eseményé és részlegesen megjelent a 4. rétegben is. A 2/3.
rétegben kialakulo 4ramelnyelddéssel egy idében megjelent egy aramforras is az
1. rétegben, kozel azonos mértékii amplitidoval. A CSD profil alapjan az infragranularis
rétegek nem aktivalodtak szamottevéen, az 5. és 6. rétegekben kialakulo aramok

intenzitasa alacsonyabb volt, mint a szupragranularis rétegekben kialakuld aramoké.
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5.12 abra: 4-AP indukalt spontan epileptikus aktivitas optikai aktivitas mintazata és a
jellegzetes CSD regisztratumai. A bal also sarokban 1évo felvétel az allandosult optikai
mintazatot és a mezGpotencial regisztratumok rogzitési helyeit szemlélteti. A harom
regisztralasi pontbol felvett eredeti mezOpotencial gorbéket ¢és aramforrassirliség
eloszlasukat mutatjak be a szamozott panelek. Panel 1: elsédleges szomatoszenzoros kéreg
motoros kéreggel hataros része. Panel 2: elsddleges szomatoszenzoros kéreg. Panel 3:
masodlagos szomatoszenzoros kéreg. A szinkodos paneleken piros szin jelzi az aramelnyelési
¢s kék szin jelzi az aramforras helyeket.
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A bels6 optikai jelek és az aramsiirliség meghatarozas modszerek egybehangzoan a

szupragranularis rétegek erételjesebb aktivaciojat mutattak ki.

5.2.3. A 4-AP facilitalt szinaptikus ingeriiletatvitel farmakologiai befolyasolhatosaga

A kisérletek kezdetén meghataroztuk az alapingerelhetdséget, majd a gorcskeltd
hatasara bekdvetkezé megnovekedett szinaptikus ingeriiletatvitel vizsgalata céljabdl az 1
oras 4-AP perfuzioval érzékenyitett szeleteket 30 percen at kezeltiik memantin (MEM)
vagy lamotrigin (LTG) hozzdadasaval. Kontrollként ACSF-ben inkubalt szeleteket
hasznaltunk, melyekben azonos protokoll alkalmazasaval mértiik az EPSP mindkét
komponensének megvaltozasait.

A kivaltott mezdpotencial N1-P1 komponense a kisérletek idGtartama alatt
jelentdsen novekedett a kontroll allatokban (5.13A dbra), a 60. percig 30%-os facilitaciot
mutatott, ami a 90. percre 93%-o0s serkentddésre fokozodott 2T ingerintenzitdsnal
(Kontroll-Alap  (n=24): 1,6+0,1 mV; Kontroll-60perc (n=8): 2,1+0,2 mV;
Kontroll-90perc (n=8): 3,0+0,3 mV; p>0,05 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A
kontroll szeletek esetében 1,5 pM memantin hatdsara az alapaktivitdshoz képest 15%-os
csokkenést tapasztaltunk, ami a 90. percben mért 93%-os facilitaiciohoz mérten erételjes
gatlasnak bizonyult. Az 50 uM LTG hatdsara az alapaktivitdshoz képest 1%-os
novekedést tapasztaltunk, ami az antiepileptikum nélkiili 93%-os serkentddéshez képest
nagyfoku gatlast jelent ebben az esetben is (MEM (n=8): 1,3+0,3 mV; LTG (n=8):
1,6+0,3 mV; p<0,01 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). Az antagonistak minden
vizsgalt ingerintenzitds esetén szignifikans szuppresszio kivaltasara voltak képesek
(5.13B abra).

A 60 perces 20 uM 4-AP perfizi6 hatasara 62%-os amplitidé fokozodas alakult ki
(5.13A 4bra), mig a 90. percre 76%-os facilitaciot tapasztaltunk 2T ingerintenzitasnal
(Kontroll-Alap (n=24): 1,6£0,1 mV; 4-AP-60perc (n=8): 2,6+0,2 mV; 4-AP-90perc
(n=8): 2,8+0,2 mV; p>0,05 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt). A 1,5 uM MEM
6%-0s csokkenést valtott ki a 4-AP kezelt szeletekben, mig az 50 pM LTG 41%-os
csokkenést idézett eld, de egyik valtozas sem bizonyult szignifikdnsnak a tesztingerlés
adatok alapjan (MEM (n=8): 2,7+0,3 mV; LTG (n=8): 2,1+0,1 mV; p>0,05 ANOVA

Newmann-Keuls post hoc teszt). A MEM az [-O goérbe egyik ingerintenzitdsanal sem
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mutatott szamottev$ gatlast, mig a LTG hatasara 2T és 4T intenzitas kozott szignifikans
gatlas alakult ki (5.13C ébra).

N1-P1 amplitidé [mV]
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5.13 abra: A lamotrigin és a memantin gatlé hatékonysaganak vizsgal az EPSP

N1-P1 komponensének esetében. A panel: A kontroll és 4-AP kezelt allatok 2T
ingerintenzitasnal mért N1-P1 amplitidé megvaltozasai lamotrigin ¢s memantin hatasara.
Mindkét antagonista hatékonyan csokkentette az N1-P1 amplitudét a kontroll szeletekben,
mig a 4-AP kezelt szeletekben hatastalannak bizonyultak. B panel: Az I-O gorbe az
antagonistak hatasat mutatja a kontroll szeletekben. Mindkét antagonista minden
ingerintenzitasnal eroteljesen csokkentette az N1-P1 amplitadot. C panel: Az I-O gorbe az
antagonistak hatasat mutatja a 4-AP kezelt szeletekben. Csak a lamotrigin mutatott gatlo
hatast, 2T és 4T ingerintenzitas kozott. * szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0,01***
szimbolum: p<0,001*** ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt.
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Az EPSP PI-N2 amplitidé megvaltozasait is vizsgaltuk kisérleteink soran (5.14
abra), mivel a 4-AP kezelés hataséara erételjes novekedést produkal ez a komponens. A
kontroll szeletekben 60 perc elteltével 60%-os serkentédést figyeltiink meg 2T
ingerintenzitasnal (5.14A abra), ami a 90. percig 96%-os faciliticiova fokozodott
(Kontroll-Alap (n=24): 0,43+0,03 mV; Kontroll-60perc (n=8): 0,69+0,08 mV;
Kontroll-90perc (n=8): 0,96+0,15 mV; p>0,05 ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt).
Sem 1,5uM MEM, sem 50 uM LTG nem volt képes szignifikans mértékii gatlast
kialakitani (MEM (n=8): 0,71+0,08 mV; LTG (n=8): 0,67+0,15 mV; p>0,05 ANOVA
Newmann-Keuls post hoc teszt). A perfazidban alkalmazott 20 uM 4-AP hatasara
erételjes facilitacié alakult ki 2T ingerintenzitasnal, 60 perc elteltével 114%-os, 90 perc
elteltével 149%-os novekedést figyeltiink meg (Kontroll-Alap (n=24): 0,43+0,03 mV;
4-AP-60perc (n=8): 1, 140,10 mV; 4-AP-90perc (n=8): 1,49+0,21 mV; p>0,05 ANOVA
Newmann-Keuls post hoc teszt). Mindkét antagonista hatastalannak bizonyult a P1-N2
gatlasaban (MEM (n=8): 0,98+0,19 mV; LTG (n=8): 1,15+0,15 mV; p>0,05 ANOVA
Newmann-Keuls post hoc teszt) 2T ingerintenzitasnal (5.14B é&bra). A LTG 1,5T
ingerintenzitas felett minden esetben hatasosnak bizonyult, mig a MEM 2,5T felett
mutatott gatld hatast (5.14C abra) az I-O-gorbe adatok alapjan.
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P1-N2 amplitadé [mV]
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5.14 abra:

A lamotrigin és a memantin gitlé hatékonysiginak vizsgilata az EPSP

P1-N2 komponensének esetében. A panel: A kontroll ¢és 4-AP kezelt allatok 2T
ingerintenzitasnal mért P1-N2 amplitidé megvaltozasai lamotrigin és memantin hatasara.

Egyik antag

onista sem volt szignifikdns hatassal P1-N2 amplitadora. B panel: Az I-O gorbe

az antagonistdk hatasat mutatja a kontroll szeletekben. Nincs jelentds valtozas egyik

antagonista

esetében sem. C panel: Az I-O gorbe az antagonistak hatdsat mutatja a 4-AP

kezelt szeletekben. A lamotrigin 1,5T ingerintenzitas felett, a memantin 2,5T felett mutatott
gatlo hatast. * szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0,01*** szimbolum: p<0,001***
ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt.
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6. MEGVITATAS

6.1. A 4-AP kisérleti modell

Kronikus epilepszias allapot kialakitasara gyakran hasznaljak a kolinerg agonista
pilokarpint (Cavalheiro, 1995; Nadler ¢és mtsai., 1978), vagy a glutamat agonista
kainsavat (Turski és mtsai., 1983). Ezen gorcskeltok kozos jellemzdje, hogy hatasukra
fokozodik  glutaméterg  ingeriiletatvitel, megemelkedik az intracellularis Ca®"
koncentracio, ami a beadast kovetd 2 oran beliil status epilepticus kialakulaséhoz vezet.
Az erételjes tulaktivacio kovetkeztében neurodegenerativ folyamatok indulnak be, amik
egy¢éb hatasok mellett jelentds moharost-burjanzast eredményeznek a hippokampuszban,
és egy tobb hétig tartd latens idGszak multan spontan, masodlagosan generalizalt
rohamok kialakulasahoz vezetnek (Mello és mtsai., 1993). A 4-AP kozvetleniil, nagy
koncentracioban, agykamraba beadva kialakithat szovetkarosodast (Ayala és Tapia,
2005), de az altalunk alkalmazott kezelési modok esetén, bar kialakult talaktivacio, nem
tapasztaltunk sejtpusztuldst, amit nem publikalt, gallocianidos festéssel végzett
vizsgalataink igazolnak.

A fesziiltségfiiggd K csatorna blokkolé 4-AP, amit széles korben alkalmaznak akut
gorcstevékenység kialakitasara mind in vivo, mind in vitro modellekben (Barna és mtsai.,
2000; Fragoso-Veloz és mtsai., 1990; Gu és mtsai., 2004; Gulyas-Kovacs és mtsai.,
2002;), a serkent6 és gatlo szinaptikus folyamatokra rovid tavon egyarant hatassal van;
jelentdsen fokozza a szinaptikus transzmitterek felszabadulasat (Fragoso-Veloz és mtsai.,
1990; Versteeg és mtsai., 1995; Medina-Ceja és mtsai., 2000; Morales-Villagran és
Tapia, 1996; Pena és mtsai., 2002). Azonban, amint a 4-AP kiiiriil a szervezetbdl — vagy
in vitro kisérletek esetén kimosodik a preparatumbol — a tulserkentettségi allapot
megsziinik.

Ennek alapjan, mivel a 4-AP altal indukalt, mérsékelt gorcstevékenység
hosszutavon nem valt ki epileptikus allapotot, kivaloan alkalmas a rohamtevékenység
kozvetlen idegsejthalozatokra gyakorolt hatdsanak vizsgalatara anélkiil, hogy
neurodegenerativ folyamatokkal kellene szamolnunk. Kisérleteinkben emiatt esett a

valasztas ezen goreskeltére az aktivacios vizsgalatokban.
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6.2. A krénikus kérgi miikodésvaltozasok elemzése

6.2.1. A fontosabb eredmények sszefoglaldsa

Kronikus kisérletsorozataim legfobb eredményei: 1) A lateralis entorhinalis kéreg
irtasaval jelent6s mértékben csokkent a 4-AP kezelt allatok gorcsérzékenysége. Maga a
megjelend roham EEG-s mintazata is jelent6s valtozasokat mutatott. 2) Az ismételt 4-AP
kezelés altal kivaltott konvulziok szamos valtozast eredményeztek a kérgi halozatok
gorcsérzékenységében. Ezen valtozasok leginkabb az AMPA-receptorok altal kozvetitett
gyors szinaptikus attevodést érintették. A talélo agyszeletekben mért kivaltott valaszok
korai komponensének vizsgalatai szerint a szomatoszenzoros kéregben, az
alapingerlékenységet illetden kisfoku csokkenés allt be, mig ezzel ellentétes iranyt
valtozas zajlott le a két vizsgalt limbikus teriileten, az entorhindlis kéregben ¢és a
hippokampuszban. 3) Receptor-farmakologiai érzékenységben is jelentds csokkenést
tapasztaltunk. Az AMPA-receptor antagonista GYKI 52466 hatékonysaga lecsokkent a
4-AP elokezelésen atesett allatok esetében a limbikus rendszerben, mig a
szomatoszenzoros kéregben nem tortént relativ  érzékenységbeli valtozas. Az
NMDA -receptoron haté APV gatlas és az LTP kivalthatosaga esetében az eldkezelésnek
nem volt kimutathatd hatasa egyik vizsgalt teriileten sem. 4) Az idegsejtmembran
kalcium-permeabilitasara utalo kobaltfelvételi vizsgalatok alapjan a szomatoszenzoros
kéreg esetében a 2/3. és 5. rétegekben, mig az entorhinalis kéregben az 1-3. rétegek
esetében  kimutathatd  kalcium-ateresztoképesség  csokkenést tapasztaltunk. A
hippokampusz esetében a CAl és DG régiok fokozott kalcium ateresztoképességet

mutattak.

6.2.2. Az unilateralis entorhinalis kéregirtas hatasa

Az entorhinalis kéreg és a hippokampusz kdlcsonds és szoros kapcsoltsagban all
egymassal a triszinaptikus hurok és a temporo-ammonikus palya révén (Brun és mtsai.,
2008; Johnston és Amaral, 1998; Villers-Sidani és mtsai., 2004), ezért barmelyik régiot is
éri karosodas, az hatassal lesz a teljes hippokampalis formacio mitkodésére. Az agykéreg
egy¢b teriileteinek direkt kisérletes 1€zidja, vagy patologias folyamatok kovetkeztében

kialakuld  sériilésének altalaban  tulaktivacio, vagy fokozott érzékenység a
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kovetkezménye. Az inzultus altal érintett agyteriileteken a sejtek sériilt anyagcseréje
miatt nem képzddik elegendd ATP, ami a transzmembran iongradiensek csokkenéséhez,
majd a sejt tartds depolarizaciojahoz vezet. Ennek hatasara emelkedik az extracellularis
glutaminsav szint, ami elsésorban az NMDA-receptorok patologias mértékii aktivalodasa
miatt az intracellularis Ca®"  koncentrdcidé tartés megemelkedéséhez, majd
sejtpusztulashoz vezet (Di Filippo és mtsai., 2008; Doyle és mtsai., 2008). Az elpusztult
sejtek posztszinaptikus célpontjain megsz(in kapcsolatok helyén ujabb szinapszisokat
alakithatnak ki a t0l¢16 neuronok. Azon sejtek, melyeknek az elpusztult sejtek célpontjai
voltak, ujabb szinaptikus partnert keresnek. Ezen folyamatok kdzben gyakran visszatérd
kapcsolatokat tartalmazo, Onmaga mikodését felerdsité és ezaltal érzékenyitddd
neuronalis halozat alakul ki, ami idével epileptikus gocként kezd funkcionélni (Deller és
Frotscher, 1997).

A hippokampalis formaciot érintd, sejtkarositd hatasok soran megfigyelt
morfologiai valtozasok funkcionalis kovetkezményei meglehetésen vitatottak. Az
erdteljes epileptikus aktivitds, vagy ischemids allapot kovetkeztében kialakuld
moharost-burjanzast szamos alkalommal leirtdk mar (Buckmaster és mtsai., 2002; Kotti
¢és mtsai., 1997; Sloviter, 1992), de emellett a perforans palya rostrendszere is atmehet
hasonlo valtozasokon (Kadish és van Groen, 2003; Deller és Frotscher, 1997). Mindkét
palya a DG régioval all kapcsolatban (Johnston és Amaral, 1998), ezért az axonburjanzas
kovetkeztében wjonnan 1étrejovo kollateralisok alapvetéen a DG molekularis rétegében
végzédve megvaltoztatjadk a lokalis aramkorok — aktivacios  folyamatait. A
moharost-burjanzas kovetkezményeivel kapcsolatban egymasnak ellentmondé irodalmi
adatok léteznek. Pilokarpinnal kezelt patkanyokban bekovetkezd moharost-burjanzas
leginkabb a szemcsesejteket innervéalja (Buckmaster és mtsai. 2002), mig kainsavval
kezelt allatokban a GABAerg kosarsejtek erdteljesebb beidegzését irtak le (Kotti és
mtsai., 1997; Sloviter, 1992). Mivel a moharostok filopodialis szinapszisaikkal ¢és
,.en passant” boutonjaikkal célzottan GABAerg interneuronokat innervalnak (Acsady és
mtsai., 1998; McBain, 2008), a rostok burjanzasa a feed-forward gatlas erdsodéséhez is
vezethet, csokkentve ezaltal a gorcsérzékenységet.

Az entorhinalis kéreg 1€zi6 epileptogenitasa is vitatott kérdés. Patkanyokban

neonatalis korban végzett entorhinalis kéreg ablacio jelentdsen csokkenti a parvalbumin
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tartalm  gatld interneuronok szamat (Harich és mitsai., 2008), feln6tt allatokban
iboténsavval eldidézett 1¢zi6 a perforans palyaban eredményez axonburjanzast (Kadish és
van Groen, 2003). Mindezen valtozasok azt sugalljak, hogy a serkent6dés iranyaba
tolodik a szinaptikus ingeriiletatvitel. A kisérletes eredmények (Kotti és mtsai., 1997;
Sloviter, 1992) mindazonaltal azt mutatjék, hogy a kapcsolatrendszerek Gjraszervezodése
utan kisebb gorcsérzékenység jellemz6 a kéregirtott allatokra, akarcsak a mi kisérletes
modelliinkben. Az entorhinalis kéreg irtasa kovetkeztében a DG molekuldris réteg
afferens szinapszisainak nagy része megsziinik. A szemcsesejtek iiressé¢ valt
szinapszisaiért versengés indul, ezen helyeket az entorhinélis kéregbdl érkezd épen
maradt afferensek toltik fel, illetve a hilumbol érkezé gatld asszociacios/komisszuralis
palydk is jelent6s er6sdodést mutatnak (Deller és Frotscher, 1997). Patkanyban az
ellenoldali, egérben az azonos oldali entorhinalis kérgi rostburjanzasnak van nagyobb
jelentésége (Kadish és van Groen, 2003). A burjanzast mutato serkentd rostok nagy része
kosarsejteken végzodik, ami szintén felerdsiti a gatlas hatékonysagnovekedését (Deller és
Frotscher, 1997). Léteznek azonban adatok arra vonatkozodan is, hogy az entorhinalis
kéreg lézidja nincs hatdssal a gorestevékenységre. Az ACh-észteraz gatld soman
indukalta rohamok esetében a perirhinalis és a hatso piriformis kéreg irtasa antikonvulziv,
mig az entorhindlis kéreg és a hippokampusz ablacidja nincs hatassal a rohamokra
(Myhrer és mtsai., 2008).

Az entorhinalis kéregirtas rohamrezisztencia-fokozo hatasara magyarazat lehet a
kéregteriilet géresiniciacioban jatszott szerepe. Patkany kombinalt agyszeletben végzett
vizsgalatok szerint 4-AP hatasara un. interiktalis aktivitas jelenik meg, melynek forrasa a
hippokampusz, jellemzéje a viszonylag nagy frekvencidval megjelend, rovid
goreskistilés. Ez az aktivitds gatolja a perirhinalis és entorhinalis kérgi spontan
tevékenység megjelenését. A parahippokampalis teriiletek levalasztasa utan az
entorhinalis és perirhinalis kéregteriileteken un. iktalis tevékenység alakul ki, melyet a
generalizalt nagyrohamokhoz hasonlé komplex kisiiléssorozat jellemez (Barbarosie és
Avoli, 1997; de Guzman ¢és mtsai., 2004). Az entorhinalis kéreg diszinhibicidja szintén
iktalis rohamok kialakulasdhoz vezet (de Curtis és Pare, 2004; Federico és MacVicar,

1996). Az entorhinalis kérgi tilaktivacio kdnnyen 1ép be a triszinaptikus hurokba, majd a
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hippokampuszbol felerésitve érkezik vissza a kéregbe. Eltavolitasa jelentés mértékben

csokkentheti a gorcsérzékenységet, ami dsszhangban van vizsgélati eredményeinkkel.

6.2.3. A kronikus 4-AP kezelés hatdsara bekovetkezd valtozasok elemzése

A lateralis entorhinalis kéreg irtds hatasara lecsokkent rohamérzékenység miatt
feltételezhetd, hogy jelentSs valtozasok kovetkeztek be a hippokampalis formacio
kapcsolatrendszerében és mitkodésében. Ezen eredmények alapjan vetddott fel a kérdés,
hogy egyéb, kiméletesebb beavatkozassal is el lehet-e érni hasonld hatast.
Kézenfekvonek tiint a 4-AP alkalmazasa enyhe ismételt konvulziok indukélasara.
Egytittmiikodé partnereink eldzetes, a hippokampuszra vonatkozé immunhisztoblot
eredményeikbdl lattuk, hogy van receptorialis szinti valtozas ezen a teriileten, és
felvet6dott, hogy ez manifesztalodik-e valoban miitkodési szinten is. Mivel a mi laborunk
a hisztoblot vizsgalatokkal kapcsolatban kizarolag a kiértékelésben vett részt, ezen
kisérletek kozvetleniil nem képezik részét dolgozatomnak, de sajat eredményeim
megvitatasa céljabol felhasznalom az egyiittmiikodésbdl szarmazé adatokat is (Az
immunhisztoblot eredmények a 2. fiiggelékben illetve Vilagi és mtsai., 2009 és Borbély
és mtsai., 2009 publikaciokban érhetdk el).

Az idegrendszernek is sajatsaga, hogy az aktualis koriilményekhez megfeleléen
alkalmazkodni tud a miikodési optimum elérése érdekében. Az idegtudomany talan
legaltalanosabban elfogadott hipotézise, hogy azon szinapszisok, melyek ismétlddéen
szinkronizalt pre- és posztszinaptikus aktivitast mutatnak, megerésddnek (Hebb, 1949),
mig a kevéssé aktivak ingeriiletatvitele lecsokken (Bastrikova és mtsai., 2008). Sokszor
ismétlddé szinaptikus aktivitas hatasara megsziinik az NMDA-receptorok ng blokadja,
ami tartés aktivalodasuk kovetkeztében az intracellularis Ca®" koncentracié jelentds
novekedésé¢hez vezet. Ennek hatdsara - tobbek kozott - az AMPA-receptorok
foszforilalodnak, vagy ujabb AMPA-receptorok helyezédnek ki a posztszinaptikus
membréanfelszinre. A magas Ca>* koncentracio kdvetkeztében a nitrogén-monoxid szintiz
is aktivalodik, NO keletkezik, ami retrograd transzmitterként visszadiffundal a
preszinaptikus végzddésbe, ¢és fokozza a transzmitter felszabadulast (Bliss and
Collingridge, 1993; Lynch, 2004; Pare, 2004; Son ¢és mitsai.,, 1996). Fejlodési

folyamatokban is hasonld okok miatt stabilizalodnak szinaptikus kapcsolatok. Ezen
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folyamatok egyik in vitro modelljének, az LTP-nek alapvetd molekularis folyamatai
napjainkra tisztazodtak. A tanuldsi folyamatban alapvetd szerepe van az NMDA tipusu
glutamatreceptoroknak.  Szeletpreparatumban  alkalmaztunk LTP  indukciot a
mikrohalozat szintli valtozasok vizsgalatara. Nagyfrekvencias sorozatingerléssel
30 percen beliil kivalthato a hatékonysagnovekedés. A vizsgalataink szerint a kontroll és
4-AP kezelt allatokbol szarmazo szeletek sem a szomatoszenzoros, sem a limbikus kérgi
teriileteken nem mutattak jelentés kiilonbséget az LTP indukalhatosagaban, viszont
immunhisztoblot eredményeink szerint az NR2A alegység expresszioja szignifikans
mértékben fokozodott mindhdrom teriileten, mig az NR1 alegység mennyisége nem
valtozott az ismétlédé rohamok hatasara (Borbély és mtsai., 2009; Vilagi és mtsai.,
2009).

Az NR2 alegységek expressziovaltozasa az idegsejtek ingerlékenységét jelentds
mértékben megvaltoztathatja, mivel az egyes alegységek farmakologiai és funkcionalis
tulajdonsagai markansan kiilonboznek. Az NMDA-receptor agonista €s antagonista
vegyiiletek eltérd erdsséggel kotddhetnek a kiilonféle NR2 alegységekhez. Az APV és
AP-7 (D-2-amino-7-foszfono-heptansav) nagyobb affinitassal ko6t az NRI/NR2A
receptorokhoz, mint az NRI/NR2B heterodimérhez, viszont az dizocilpin, ketamin,
memantin nem mutat szelektivitast (Paoletti és Neyton, 2007). Az NR2A, illetve 2B
alegységek egyarant nagy konduktanciaval birnak, de az NR2A esetében alacsonyabb a
deaktivacios id6 és magasabb a nyitasi valoszintiség (Cull-Candy és mtsai., 2001; Erreger
¢és mtsai., 2005; Gielen és mtsai., 2009). Mindezek ellenére az NR2B alegység nagyobb
ionaram létrehozasara képes, mivel inaktivacios iddallanddja hozzavetSleg hatszor
nagyobb, mint az NR2A alegységé (Cull-Candy és mtsai., 2001; Mdddel és mtsai., 2005),
emiatt az NRI/NR2B receptorok Ca®’ permeabilitisa sokkal magasabb, mint az
NR1/NR2A receptoroké.

Az egyedfejlédés sordn az NMDA-receptorok ezen alegységekhez kotédden
jelentés funkcionalis valtozason esnek at. Az NR2A ¢és 2B receptoralegységek
expresszidja szigort fejlédéstani szabalyozas alatt all, s6t az egyes agyteriiletek kozott is
jelentds kiilonbségek lehetnek. Patkanyban pre- és perinatalisan az NR2B alegység
kifejezodése dominal, majd a posztnatalis 3. hét utan az NR2A alegység fokozatosan

kiszoritja (Loftis és Janowsky, 2003; Lujan és mtsai., 2005).
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Az NMDA-receptor-rendszer modosulasat szamos tulaktivacioval jaré inzultus
kivalthatja. Az 0jsziilott korban ismételten kivaltott KA-indukalt rohamok fokozzak az
NR1 és NR2A, illetve B alegységek expresszidjat, ami a rohamérzékenységet fokozo
hatast eredményezte (Gashi és mtsai., 2007). Pentiléntetrazol indukalta kémiai kindling
modellben az agykéregben szignifikansan lecsokkent az NR2A alegységek szama, mig az
NRI1 és NR2B denzitas nem valtozott (Zhu és mtsai., 2004). A perinatalis pilokarpin
(Silva és mtsai., 2005). A talaktivalodassal jaré folyamatok hosszutdvon a receptor
alegység  Osszetételének  modosuldsaval  jarhatnak, ami a  serkenthetdség,
aramateresztoképesség megvaltozasat eredményezheti.

Az NR2A expresszio perinatalis fokozodasa az irodalmi adatok alapjan a
gorcsérzékenység novekedését eredményezi (Gashi és mtsai., 2007), mig érett
idegrendszerben epileptikus inzultusokra az alegység downregulacidja figyelheté meg
(Silva ¢és mtsai., 2005; Zhu ¢és mtsai., 2004), ami némileg ellentmond a mi
eredményeinknek. A 12 napos kezelés alatt folyamatosan emelni kellett a 4-AP dozisat,
hogy Uujabb rohamokat tudjunk indukalni, ami azt sugallja, hogy az allatok
rohamrezisztencidja fokozdodott. Az eltérések oka lehet, hogy a mi kisérleteink soran csak
kis mértékben valtozott az NR2A expresszio, ami valosziniileg nem volt elegendd a
citotoxikus hatas kialakulasahoz, vagy egyéb receptorialis valtozasok kompenzaltak az
NMDA-receptorok alegységosszetételének megvaltozasat. Ezt a feltételezést tamasztja
ala, hogy sem az LTP indukalhatésagaban, sem az APV gatldo hatékonysagaban nem
tapasztaltunk kiilonbséget a kezelési csoportok kozott egyik vizsgalt agyteriileten sem.
Az APV bizonyitottan mutat kismértékii alegység-specifitast (Cull-Candy és mtsai.,
2001), de az upregulacio mértéke valdsziniileg nem érte el azt a szintet, hogy ennek
funkcionalis kovetkezményei is legyenek.

Az NMDA-receptorok aktivalodasa igényli az AMPA-receptorok altal kialakitott
elézetes hipopolarizaciot. Amennyiben az AMPA-receptorok miikddésében bekovetkezik
valtozas, az emiatt hatassal lehet az NMDA-receptorok miikddésére is. Erre a lehet6ségre
utal, hogy az AMPA-receptor antagonista GYKI 52466 alkalmazasa soran a vizsgalatok
eredménye szerint a hippokampusz és az entorhinalis kéreg esetében jelentds érzékenység

csokkenés alakult ki a 4-AP kezelt allatokban, mig a szomatoszenzoros kéregben nem
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volt funkcionalis valtozds. Az antagonista megvaltozott hatasdnak hatterében
feltételezhetéen az AMPA- és részben a KA-receptorok alegység Osszetételének
modosulasa allhat. Az AMPA-receptorok négy alegységb6l (GluR1-4) felépiilé receptor-
ioncsatorna komplexek, melyek az agykérgi gyors szinaptikus ingeriiletatvitelben
érintettek (Bigge, 1999).

A glutamaterg receptorrendszer megvaltozasat leirtdk mar kiilonféle patologias
folyamatok esetében (Grooms és mtsai., 2000; Pellegrini-Giampietro és mtsai., 1997).
Mivel ezen receptorialis valtozasok nagymértékben befolyasoljak a sejt egészének
ingerlékenységét, ezért az agykérgi mikrohdldézatok miikddése szempontjabol nagy
jelentésége van az expresszalodo alegységek mennyiségi modosulasanak. Hisztoblot
vizsgélatainkkal kimutattuk a GIuR2 alegység nagyfoku downregulacidjat a
hippokampusz CA1l ¢és DG teriiletein, illetve az entorhinalis kéregben. A receptor
mikodése szempontjabol a GluR2 alegység kiemelten fontos szerepet tolt be. Felndtt
idegrendszerben az alegység szinte teljes mértékben az atszerkesztett format tartalmazza
(Bigge, 1999; Hollmann és mtsai., 1991; Pellegrini-Giampietro és mtsai., 1997; Stone és
Addae, 2002), emiatt a GluR2 tartalmtt AMPA-receptorok Cca* impermeabilisak, linearis
1-V karakterisztikaval és alacsony konduktanciaval rendelkeznek (Isaac és mtsai., 2007).
A GluR1/2 dimér receptorok donté tobbségében principalis sejteken expresszalodnak,
mig a Ca’"-ra atereszté GluR1, GluR1/4 receptorok féleg interneuronokra jellemzoek,
aminek  kovetkeztében a  principalis  sejteken  1évé  receptorok  lassabban
deszenzitizalodnak (Geiger és mtsai., 1995). A principalis sejtek Ca>" impermeabilis
AMPA-receptorokat fejeznek ki a sejtfelszinen és szigortan —szabélyozzik a Ca®"
szamara, igy ha az intracellularis kalcium koncentracid erételjesen megemelkedik és
tartdsan magas marad, apoptotikus folyamatok indulnak be. Az interneuronok hatékony
kalciumkotd fehérjéi védettebbé teszik Oket ezen karositd hatasoktol (Geiger és mtsai.,
1995), viszont eldéfordulhat, hogy ilyen esetekben valaszado képességiik csokken az
inzultus kovetkeztében beinduld, génexpressziovaltozast ¢és sejtfelszini  receptor
kifejezodést modositd védekezési mechanizmusok miatt. A 4-AP kezelés hatasara 30
percen beliil megindul a c-fos gén atirdsa, majd a keletkezd fehérje szamos szabalyozo

fehérjét foszforilalva eldsegiti a karositd inzultus kivédését (Borbély és mitsai., 2006;
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Mihaly és mitsai., 2005). Mindazon folyamatok, melyek a GIuR2 receptor down-
regulacijahoz vezetnek, a principalis sejteken neurodegeneraciot valtanak ki
(Pellegrini-Giampietro és mtsai., 1997).

A GluR2 receptor downregulacié bekovetkezik KAIN indukalta status epilepticus
és Veliskova, 1998; Lason és mtsai., 1997), ischémia kovetkeztében a CAl areaban
(Pellegrini-Giampietro és mtsai., 1997) és pilokarpin kezelés eredményeképpen a CA3
régidban (Lason és mtsai.,1997). A GluR2 alegység expresszid csokkenése bekovetkezik
kérgi idegsejt kultirakban KA kezelés hatasara (Jia és mtsai., 2000), illetve in vivo kérgi
1ézionalas miatt az 5. réteg piramissejtjein (Kharazia és Prince, 2001). A GluR2
antiszensz oligonukleotidjanak bevitelével végzett vizsgalatok hatékonyan csokkentik az
alegység  sejtfelszini  mennyiségét, amely hatdsra AMPA-receptor medialta
neurodegeneracio alakul ki (Oguro és mtsai., 1999). A kisérletes eredmények bizonyitjak
a GIuR?2 szelektiv sejtpusztulasban betoltott szerepét. Az altalunk alkalmazott modellben
nem sikeriilt sejtpusztuldst kimutatni egyik vizsgalt agyteriileten sem, ami
feltételezhetden annak koszonhetd, hogy szemben az eldbbiekben leirt modelleknél
megfigyelt 50-60%-0s expresszio csokkenéssel, a kronikus 4-AP kezelés hatdsara csak
10%-o0s downregulacio alakult ki.

A farmakologiai kisérleteink soran alkalmazott GYKI 52466 nem-kompetitiv
modon gatolja az AMPA-receptorok miikodését (Tarnawa és mtsai., 1990b). A
2,3-benzodiazepin vegyiiletek antikonvulziv és neuroprotektiv hatdsat mar szamos
modellben leirtak. Hatékonyan gatolja a kérgi utokisiilések kialakulasat (Kubova és
mtsai., 1997), megakadalyozza a 4-AP indukalta rohamok kialakulasat (Yamaguchi és
mtsai., 1993; Doczi és mtsai., 1999), megemeli a maximalis elektrosokk ¢és
pentiléntetrazol indukalta rohamok kiiszobét (Yamaguchi és mtsai., 1993; Loscher és
Honack, 1994), és kivédi a jelentds sejtpusztulast is (Vilagi és mtsai., 2002). Habar a
GYKI 52466 AMPA- ¢és KA-receptorokon is hat, gatlo hatékonysiaga az egyes
altipusokon jelentds dozisfiiggést mutat. Az altalunk is hasznalt 40 uM koncentracio
kizarolag az AMPA-receptorokon hat, 100-200 uM esetén mar enyhe gatlast fejt ki a
KA-receptorokra is (Wilding és Huettner, 1995; Bleakman és mtsai., 1996). Mivel a

GYKI 52466 nem-kompetitiv modon fejti ki hatasat, a transzmitter-koncentracio
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ingadozasai nem eredményeznek valtozast a hatékonysagaban, ezért kifejezetten
alkalmas az AMPA-receptorok szinaptikus ingeriilet atvitelben betdltott szerepének
vizsgalatara (Wilding és Huettner, 1995).

A GYKI 52466-nak a 4-AP kezelt &llatokban megmutatkozd csokkent
hatékonysaga azt jelzi, hogy a receptordsszetétel kisfokii modosulasa ellenére, a
valtozasnak voltak funkcionalis kovetkezményei. Ezt tamasztja ala, hogy a
nem-NMDA-receptorok Ca** permeabilitasa is jelentésen megvaltozott. A megvaltozott
hatékonysag f6 oka minden bizonnyal a GluR2 downregulacio, de a jelenségben szerepe
lehet a GYKI 52466 kisfoku alegység-specifitdsanak is. A GluR1 és GluR4 homomér
receptorok esetében enyhébb gatlast alakit ki, mint a GluR2 alegységet is tartalmazo
komplex esetében (Bleakman ¢és mtsai.,, 1996; Johansen ¢és mtsai., 1995). Az
AMPA-receptorok flip és flop izoformait egyforma hatékonysaggal képes gatolni
(Johansen ¢és mtsai.,, 1995). A GYKI 52466 hatassal van a GluR6 homomér és
GluR6/KA-2 kainat receptorokra is, bar ezen tipusoknal joval magasabb az effektiv
koncentracio (Bleakman és mtsai., 1996; Yamada és Turetsky, 1996). A GluR2 receptor
csokkend mennyisége a rendelkezésre allo irodalmi adatok ismeretében valoban okozhat
csokkend gatld potencialt a GYKI 52466 esetében, ahogy a mi kisérletsorozatunkban
tapasztaltuk. Ezzel 6sszhangban valoban csak azon teriileteken — a hippokampusz CA1
régioban és az entorhinalis kéregben — mutatott csokkend hatékonysagot az antagonista,
ahol jelentSsebb valtozas kovetkezett be a GIuR2 kifejezédésében. A Ca®* permeabilitas
megvaltozasanak tanulmanyozasa érdekében végzett kobaltfelvételi vizsgalatok
eredménye is jol korrelal az elektrofizioldgiai és hisztoblot adatokkal. A hippokampalis
CAl area ¢és a DG esetében megnovekedett a nem-NMDA-receptorok permeabilitasa,
amivel parhuzamosan csokkent GluR2 alegység expressziot talaltunk. Az entorhinalis
kéregben csokkent a receptorok kalcium ionokkal szembeni atjarhatosiga a
szupragranuldris rétegekben annak ellenére, hogy a GluR2 alegység downregulaciot
mutatott. A latszolagos ellentmondas magyarazata lehet, hogy a KA-2 alegység
expresszidja is lecsokkent, s6t az sem zarhato ki, hogy egyéb, altalunk nem vizsgalt
KA-receptor alegységek sejtfelszini szama is megvaltozott. A szomatoszenzoros
kéregben sem a GluR2, sem a KA-2 alegység expresszidja nem valtozott meg jelentésen,

ennek ellenére a Ca®" permeabilitas lecsokkent a 2., 5. és 6. rétegben. Feltételezhetd,
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hogy az AMPA-receptorok szamanak lecsokkenése all a hattérben, amit GIluR1-4

antitesttel végzett eredmények is alatdmasztanak.

6.3. Az akut kisérleti eredmények megvitatisa

6.3.1. Az aramforrassiiriiség és a belsé optikai jelek kapcsolata

Akut kisérletekben a 4-AP-nek a szomatoszenzoros kérgi mikrohalézatokra
gyakorolt hatasat elemeztiik. A kronikus kisérleti eredmények szerint a 4-AP nem indukal
hosszutavii  valtozasokat a teriilet serkenthetoségében, ami feltételezhetéen a
szomatoszenzoros kéreg élettani szerepével is kapcsolatba hozhat6. Ezen kérgi areanak a
testfelszini receptorokbol érkez6 ingereket kell fogadnia és feldolgoznia, igy funkciojabol
adodoan nem elsidleges fontossaghi a plaszticitas képessége, az allando stabil
ingeriiletatvitel nagyobb prioritast élvez, ezaltal védettebb az epileptikus folyamatokkal
szemben is. Az élettani szerepének betdltésében viszont kiemelt jelentGsége van a lokalis
és asszociacios kapcsolatrendszereknek. Emiatt indokoltnak lattuk ezen haldzat
mikodését részletesebben megvizsgalni. Korabbi elektrofiziologiai eredmények a
laborbol (Borbély és mtsai., 2006; Gulyas-Kovacs és mtsai., 2002) ¢s irodalombol
ismertek, de ezek az iivegelektroddal mért adatok pusztan egy-egy pont aktivitasat
mutatjak, a szinkronizalt haloézati mikddésre attételesen lehet csak kovetkeztetni.
Amennyiben multielektrod alkalmazasaval tobb pontbol torténik az elektromos aktivitas
regisztralasa, lehetdség adodik lamindris profil vizsgalatara, illetve a szomszédos
csatornak jeleinek matematikai elemzésével a szinaptikus dramok iranya is
meghatarozhatd. A szinaptikus aramok vizsgalatara szolgal az aramforras-sirliség
analizis (CSD; Current source density), amit egy ujszer(i, ezen folyamatokat kozvetetten
tanulmanyoz6 vizsgélattal, a belsd optikai jelek (IOS; Intrinsic optical signals)
detektalasan alapulé modszerrel egészitettiink ki. A két modszer Gsszevetése kiemelt
jelentdségli, mert a CSD mintazat meghatarozasakor kiemelten fontos, hogy az
adatrogzités a gorcstevékenység fokuszabol vagy egyéb kisebb aktivitdst mutatd
tertiletrdl torténik-e.

A belsé optikai jelek megvaltozasa szamos élettani és patologiai folyamat soran
tapasztalhato, ilyenek az ischemia, spreading depression, in vivo €s in vitro szinaptikus

ingeriiletatvitel (Fayuk és mtsai., 2002; Sheth és mtsai., 2003; Tao és mtsai., 2002).
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Kialakulasanak pontos mechanizmusa még nem ismert, szamos elképzelés létezik a
sejtek és sejtorganellumok lehetséges szerepérdl (Részletesebben 1d: 1. fiiggelék), de az
ionok és a viz membranon keresztiili vandorlasa biztosan fontos szerepet jatszik benne.
Az eljaras eldnye, hogy a preparatum egészének aktivalodasat nyomon lehet kovetni,
emiatt kiillonféle folyamatok iniciacios helyének és terjedésének vizsgalatara alkalmas.
Bar a modszer viszonylag egyszert, in vitro bels6 optikai jelek mérésén alapulo kisérleti
eredmények csak kis szamban allnak rendelkezésre. A kombinalt entorhinalis kéreg —
hippokampusz szeletekben kialakulo terjedd gorcstevékenység és spreading depression
aranylag jol dokumentilt mind fejlédé, mind felnétt idegrendszerben (Buchheim és
mtsai., 2000; Holtkamp és mtsai., 2003; Meierkord és mtsai., 1997; Weissinger és mtsai.,
2000 és 2005; Tao és mtsai., 2002;). A szomatoszenzoros kérgi teriiletet érintd optikai
valtozasokra azonban kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Wag/Rij és kontroll allatok
agyabol késziilt szeletben jelentds kiilonbség tapasztalhatd az elektromos ingerlésre adott
10S jelek intenzitasaban. A kontroll allatok esetében az életkor eldrehaladtaval csokkent
az intenzitds, mig a Wag/Rij éllatok esetében ellentétes iranya véltozas volt
megfigyelhetd (D'Arcangelo és mtsai., 2006). A szomatomotoros kéreg eltérd rétegeiben
végzett elektromos ingerlések is kivaltanak optikai valtozasokat (Kohn és mtsai., 2000;
Vilagi és mtsai., 2001), melyek jol korrelalnak az adott réteg ismert anatomiai
kapcsolatrendszerével, ezért feltételezhetd, hogy az optikai jelek kialakulasaban a
szinaptikus kapcsolatoknak is nagy szerepe van. A mi kisérletsorozatunkban a gorcskeltd
hatasara a szelet adott pontjaiban kialakult egy gyenge belsé optikai jel, ami a kisérlet
elorehaladtaval egyre nagyobb intenzitasuva valt és a kornyez6 szovetekre is atterjedt.
Hozzavetdleg 1h multaval a mintazat allandosult, az aktiv teriilet kiterjedése nem
valtozott. Az iivegelektroddal detektalt spontan aktivitasok megjelenése alatt sem
valtozast, sem terjedést nem tapasztaltunk az aktivitds mintazatban. Az
elektrofizioldgiailag mérhetd gorcstevékenység és az optikai jelek kozott nem sikeriilt
kimutatni kozvetlen idobeli kapesolatot, valosziniileg az optikai Gton mért aktivalodas
egyfajta hatteret ad az elektrofiziologiailag mérhet6 szinaptikus folyamatoknak.

Két, merében eltérd vizsgalati modszer - az I0S és CSD meghatarozas - nagyon
hasonld aktivaciés mintdzatokat mutatott ki. Az 10S mérésével a szupragranuldris

rétegek gyengébb aktivalodasat tapasztaltuk az elsddleges szomatoszenzoros kéregben,
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mig a masodlagos szomatoszenzoros kéregben erdteljesebb valtozasok kovetkeztek be.
Ezzel Osszhangban CSD elemzések két jelentésebb aramelnyelédést mutattak a
szomatoszenzoros kérgi teriileteken, az egyik a 2/3. rétegben, ami minden vizsgalt
régioban jelentkezett, a masik a 4. és 5. rétegben volt lokalizalhato, de kizardlag a
masodlagos szomatoszenzoros kéregben. A 4. rétegben megjelend aramelnyelés
feltételezhetGen az itt 1évo tiiskés csillagsejtek (Tracey, 2004; Waite, 2004) szinaptikus
aktivalodasat mutatja, ami felerésitve kis késleltetéssel attevodik a 2/3. rétegben 1évé
piramissejtekre. Az elsédleges szomatoszenzoros kéregben nem tapasztalhato
aramelnyelddés a 4. rétegben, viszont a 2/3 rétegben kialakul egy rovid aramelnyelddés.
Ez a jelenség valoszinlileg az ezen rétegben jelenlévé horizontalis kapcsolatok
(Bannister, 2005; Feldmeyer és mtsai., 2006) aktivitasat tiikrozi. Ezzel egy idében
megjelenik egy aramforras is az 1. rétegben, de ez minden bizonnyal csak a CSD
kalkulacio egyik kikiiszobolhetetlen hibajabol adodé miitermék. Amennyiben a szélsé
elvezetéseken nagyobb mértékii aktivacio alakul ki, a preparatum hatarain, ahol dramaian
megvaltozik az elektromos vezet6képesség, erdteljes aramfolyasokat mutat a CSD
grafikon anélkiil, hogy fiziologias folyamat allna a hattérben. A CSD profil alapjan az
infragranularis rétegek nem aktivalodnak, az 5. és 6. rétegekben alakul egy-egy nagyon
gyenge aramforras.

A 4-AP modellt gyakorta alkalmazzak aramforras meghatarozasi kisérletekben. A
spontan, visszatérd epileptikus aktivitds iniciacidjat végzé neuronok, mikrohalozati
elemek azonositasaval kapcsolatban tobb egymasnak ellentmond6 kisérleti eredmény all
rendelkezésre. A legtobb, ragesalokbol szarmazo kisérleti eredmény az 5. rétegben
bekovetkezé goresindukceiot dokumental, amiért az itt 1évé IB sejteket teszik feleldssé
(Chagnac-Amitai és Connors, 1989). Ennek némileg ellentmond, hogy éretlen patkany
idegrendszerben is kialakulnak epileptikus folyamatok 5. rétegbeli iniciacioval (Hoffman
és Prince, 1995) az egyedfejlodés azon szakaszéban, amikor még bizonyithatoan
nincsenek jelen IB sejtek (Franceschetti és mtsai., 1993). Bizonyitott azonban, hogy a
szupragranularis rétegekben erdteljesebb GABAerg gatlas érvényesiil, ami magyarazata
lehet annak, hogy miért nem ezen rétegekben indukalodik a rohamtevékenység (Yang és
Benardo, 1997). Az 5. réteg kiemelt szerepének cafolasara is vannak irodalmi adatok.

Patkany horizontalis agyszeletben végzett vizsgalatok szerint az egymastol szeparalt
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szupragranularis, granularis és infragranularis rétegek képesek Onalloan kialakitani
spontan aktivitast 4-AP hatasara (Yang és Benardo, 2002). Ezen kisérleteknél szamolni
kell a kérgi rétegek szeparalasabol eredd roncsolodas epileptogén hatasaval is, illetve
egyes feltételezések szerint a taléld agyszelet eltéréen aktivalodhat, mivel a preparalas
soran az érzékenyebbnek vélt gatld interneuronok nagyobb mértékben degeneralddnak,
mint a serkent6 idegsejtek. A kisérleteinkben tapasztalt aktivacié mintdzata nagyon
hasonlit a patkany latokéregben, in vivo kisérletekben vizsgalt elektromos vagy
fényingerlésre adott véalaszok (Bode-Greuel és mtsai., 1987; Kenan-Vaknin és Teyler,
1994), illetve human epileptikus szdvet in vitro spontan aktivitisanak mintazataihoz
(Kohling és mtsai., 1999). Az in vivo kivaltott valasz vizsgalatok esetében nyilvanvaloan
a talamikus afferenseken befutd depolarizacié okozta a mintazatot, ami az eltérd kisérleti
koriilmények miatt természetszeriileg nem allithatd kozvetleniil parhuzamba a mi
eredményeinkkel, 1évén izolalt koronalis szeleteken mértiik a spontan aktivitast. A human
epileptikus szovet viszont ingerlés nélkiil is hasonld aktivaciét mutatott in vitro
mérésekben, emiatt feltételezhetd, hogy hasonldé modon aktivalodott a kérgi
mikrohalozat.

Az agyszovet sajat optikai tulajdonsdgainak megvaltozasa és a CSD elemzés
egybehangzoan a szupragranularis rétegek erdteljesebb szinkronizacios készségét mutatta
ki a 4-AP indukalta akut epilepsziamodellben, ami dsszhangban van azzal a ténnyel, hogy
mindkét modszer a dendritrendszeren ionaramok kovetkeztében végbemend valtozasokat

detektalja.

6.3.2. A 4-AP akut hatasanak farmakoldgiai befolyasolhatosaga

A 4-AP gorestevékenységet indukalo hatasanak legfébb  Gsszetevije a
fesziiltségfliggd K csatornak gatlasa miatt kialakuld fokozott szinaptikus miikodés. A
kronikus kisérletek soran is bizonyitottuk, hogy nagy a jelentésége ennek a folyamatnak,
ezért tartottuk fontosnak akut, jol kontrollalhato koriilmények kozott megvizsgalni,
milyen hatassal van a fokozott szinaptikus ingeriiletatvitel a mikrohalozatok mikodésére.
Mivel a szomatoszenzoros kérgi kivaltott valasz hatterében allé receptorialis folyamatok
megfelelden tisztazottak, ¢és laborunk is nagy gyakorlattal rendelkezik ilyen

kisérletekben, kézenfekvonek tiint ezen teriileten végezni farmakologiai vizsgalatainkat.
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A tesztelésre két mar bevalt farmakont hasznaltunk. A fesziiltségfiiggd Na' csatorna
blokkolo lamotrigint a klinikai gyakorlatban is alkalmazzék antiepileptikumként
(Landmark, 2007), mig a memantin alloszterikus NMDA-receptor antagonistaként
hatékonyan gatolja a patologids mértékii aktivaciot magas extracellularis
glutamatkoncentracio esetén (Chen és Lipton, 1997).

A specifikus receptor antagonistakkal végzett vizsgalataink eredménye szerint az
50 uM koncentracioban alkalmazott lamotrigin (LTG) hatékonyan gatolta a kivaltott
vélaszok korai komponensét (a fEPSP N1-P1 csucsa), mind a kontroll, mind a 4-AP
kezelt szeletekben, mig a késéi komponenst (P1-N2 cstcs) csak a 4-AP kezelt
szeletekben csokkentette le. A 1,5 uM memantin (MEM) hatékonyan gatolta a fEPSP
korai komponensét a kontroll szeletekben, mig a késdi kompensre inkabb a 4-AP
érzékenyitett szeletekben volt hatassal.

A LTG antiepileptikus, antikonvulziv hatasat szamos allatmodellben tesztelték mar.
Patkanyban elektromos ingerléssel kivaltott status epilepticus soran csokkentette a
konvulziv szakaszban bekdvetkezé rohamok szamat, de az epileptikus folyamatot és az
utana bekovetkez6 neurodegeneraciot nem tudta kivédeni (Nissinen és mtsai., 2004), mig
maximalis elektrosokk modellben vizsgalva kis antiepileptikus hatékonysagot mutat
(Tomcezyk és mtsai., 2007). Tengerimalac hippokampalis szeletben az NMDA-receptorok
Mg>" blokadjanak megsziintetése utan dozisfiiggd modon csokkenti a spontan
interiktalisok megjelenését (von Wegerer ¢s mtsai., 1997). Amennyiben az
NMDA-receptorok diszinhibicidja mellett 4-AP ¢s bikukullin hatasanak is kiteszik a
preparatumot, az antiepileptikus hatékonysag valtozatlanul megmarad, feltételezhetden a
fesziiltségfligg Ca’* csatornak gatlasa miatt (Pisani és mtsai., 2004). Patkany
amigdalaban a terapias dozistartomanyban csokkenti a GABAerg ingeriiletatvitelt is, a
hatés itt is feltételezhetéen a fesziiltségfiiggd Ca™ csatorndk kozvetitésével alakul ki
(Braga ¢és mtsai., 2002). Mivel a lamotrigin nem fejt ki kdzvetlen hatast a glutamaterg
receptorrendszerre, a kisérleteink soran megfigyelt terapias dozis kovetkeztében
kialakul6 erbteljes gatlo hatas feltételezhetéen a Ca®* csatornak gatlasa révén lecsokkend
preszinaptikus transzmitter felszabadulas miatt jelenik meg. Ezt a feltételezést tamasztja
ala, hogy a 4-AP kezelt szeletekben a fEPSP AMPA- és NMDA-receptorok kozvetitette

komponensét kozel azonos mértékben csokkentette le.
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A memantin-t allosztérikus NMDA-receptor antagonistaként elterjedten hasznaljak
Alzheimer-kor kezelésére (Axura™ vagy Namenda' ). A receptor ioncsatornajaba nyitott
allapotban kot be az MK-801 kotéhelyre, igy fesziiltségtol fliggé modon akadalyozza az
aramvezetést (Parsons és mtsai., 1999). A receptor patologias mértéki aktivaciojat
hatékonyan akadalyozza meg anélkiil, hogy a nagy affinitisi NMDA-receptor
antagonistaknal leirt mellékhatasokkal (pl.: memoriaromlds, pszichotomimetikus
szindroma) szamolni kellene és mindekozben az LTP kivalthatosagara sincs hatassal
(Frankiewicz és Parsons, 1999; Johnson és Kotermanski, 2006; Parsons és mtsai., 1999).
Terapias dozisban (1-10 uM) alkalmazva az NMDA-receptorok tonusos aktivitasat
gatolja, ezaltal csokkentve a szinaptikus ingertiletatviteli zajt, ami pozitiv hatassal van az
LTP funkcionalis megdrzésére (Frankiewicz és Parsons, 1999; Parsons ¢és mtsai., 1999).
Neuroprotektiv hatasat igazoltak embolia okozta stroke modellben (Lapchak, 2006) és
ischemias traumat kovetden (Chen és mtsai., 1998). Amennyiben nagyobb dozisban
(100-200 uM) alkalmazzak, hatast gyakorol a dopaminerg, szerotoninerg, noradrenerg
ingeriiletatvitelre, gatolja a nikotinos ACh receptorokat és az L-tipusu Ca®" csatornakat
(Aracava és mtsai., 2005; Johnson és Kotermanski, 2006). Mivel a fEPSP kés6i
komponensének kialakulasa jellemzéen az NMDA-receptorok aktivalodasat jelzi, egy
antagonista alkalmazasakor leginkabb ezen Osszetevé amplitidojanak csokkenésére
szamitunk. A memantin azonban kizarolag a 4-AP kezelt szeletek esetében csokkentette
le ezt a komponenst, a kontroll szeletekben nem mutatott gatld hatast. Az eltérések egyik
oka lehet, hogy a kontroll szeletekben altalaban kisebb a kés6i komponens amplitudoja,
amit kevésbé tud lecsokkenteni az antagonista. Masik lehetséges magyarazat, hogy a
memantin akkor képes hatékonyan lecsokkenti az NMDA-receptorok aktivitasat, amikor
a glutamat extracellularis koncentracidja tartosan magas (Chen és Lipton, 1997). A
feltételezést alatamasztja, hogy a gatld hatas az ingerlési fesziiltségtol fiiggetlentil kozel
allando szintii volt, tehat a preszinaptikus transzmitter felszabadulas nem befolyasolja az
antagonista miikodését. A memantin a kontroll szeletekben is képes volt kialakitani gatlo
hatast a fEPSP korai komponensét illetden. Ezen Gsszetevé féleg AMPA-receptorok altal
kozvetitett, de kis részben NMDA-receptorok is részt vesznek a kialakitasaban. A hatas
mértéke alapjan valoszinisithet6, hogy nem az NMDA-receptorok mitkddése gatlodott,

feltételezhetden egyéb transzmitter rendszeren érvényesiil az antagonista hatas. Mivel az
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altalunk alkalmazott koncentracioban sem az AMPA-receptorokon, sem a szerotoninerg,
dopaminerg, noradrenerg modulald rendszereken (Parsons és mtsai., 1999) nem hat a
memantin, a gatlas egyéb modon jut érvényre. Alacsony koncentracioban egyes forrasok
szerint a nikotinos ACh receptorokon hat a vegyiilet, ha ezeket gatoljuk, csokken a
felszabaduld transzmitter mennyisége, mert ezek preszinaptikus elhelyezkedésii, serkentd
hatasu receptorok.

A receptorantagonistakkal végzett vizsgalatok eredménye szerint a 4-AP agykérgi
miitkodésre gyakorolt hatasdban kiemelt szerepe van a megndvekedett szinaptikus
ingeriiletatvitelnek, ami specifikus és aspecifikus modon is gatolhatd. Feltételezhetéen a
kis affinitasu specifikus vegyiiletek in vivo kevesebb mellékhatassal rendelkeznek, igy

terapias alkalmazasuk tobb eldnnyel jar.

6.4. Konkluzié

Eredményeinket Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az epileptikus aktivitas
kialakulasanak, lefolyasanak menete befolyasolhato, kéregteriiletenként eltérd
hattérmechanizmusok révén. A lateralis entorhinalis kéreg egyoldali szelektiv irtasaval
novekedett a kisérleti allatok rohamrezisztenciaja. Tolerancia kialakithatd volt ismételt
enyhe konvulziok indukalasaval is, amit a nem-NMDA-receptorok alegység-
Osszetételének és funkcionalis tulajdonsagainak megvaltozasa eredményezett. A limbikus
teriileteken és a szomatoszenzoros kéregben ellentétes valtozasok mentek végbe, de
Osszességében a rohamok ingerkiiszobe megemelkedett. A szomatoszenzoros kéreg
részletesebb elemzésével a szupragranuldris rétegek goéresaktivitasban betoltott fokozott
szerepét sikeriilt kimutatni. A kialakult gorcsaktivitas klasszikus antiepileptikummal
gatolhatd, amihez hasonlé hatés kialakithato nem-kompetitiv receptor antagonistaval is,

joval alacsonyabb effektiv dozis mellett.
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OSSZEFOGLALO

Szamos epilepszia szindroma kotheté a limbikus- vagy a szenzoros kéreg koros
miitkodéséhez, ezért ezen kéregteriiletek gorestevékenységben betdltott szerepének
vizsgalata kiemelten fontos. Kisérleteinkkel a koros mértékben szinkronizalt — epilepszas
— agykérgi tevékenység indukalhatosagaban, illetve fenntartasaban szerepet jatszo hattér
folyamatok jobb megismerését kivantuk elGsegiteni.

Vizsgélataink soran elektrofizioldgiai moddszereket kombinaltunk szdvettani
eljarasokkal. Kronikus in vivo kisérletekben vizsgaltuk az entorhinalis kéreg
4-amino-piridin (4-AP) altal generalt akut rohamtevékenységben betoltott szerepét.
Tuléls agyszeleteken tanulmanyoztuk az ismételt enyhe konvulziok gorcsérzékenységre
és glutamaterg receptorrendszerre gyakorolt hatasat a limbikus rendszerben és a
szomatoszenzoros kéregben. A 4-AP indukalt epileptikus aktivitds kialakitdsaban,
fenntartasaban érintett mikrohalozatok vizsgalatat klasszikus in vitro elektrofiziologiai és
a belsé optikai jelek detektdlasan alapulo modszerekkel végeztik el. Kiilon
kisérletsorozatban elemeztiik a rohamtevékenység farmakoldgiai befolyasolhatosagat.

Eredményeinket Osszefoglalva megaéllapitottuk, hogy az epileptikus aktivitas
kialakulasanak, lefolyasanak menete kéregteriiletenként eltéré hattérmechanizmusok
révén valosulhat meg. A lateralis entorhinalis kéreg egyoldali szelektiv irtasaval
novekedett a kisérleti allatok rohamrezisztencija, bizonyitva a teriilet fontos szerepét a
gorcsok inicidlasaban. Csokkent rohamkészséget figyeltink meg ismételt enyhe
konvulziok indukalasaval is, amiben a nem-NMDA receptorok alegységosszetételének és
funkcionalis tulajdonsagainak megvaltozasa alapvetd szerepet jatszik. A limbikus
teriileteken és a szomatoszenzoros kéregben végbemend valtozasok ugyan nem
feltétleniil mutatnak egyiranyba, de Osszességében a rohamok ingerkiiszobe
megemelkedett, gorcsok iranti tolerancia alakult ki. A szomatoszenzoros kéreg
részletesebb elektrofiziologiai elemzésével, CSD analizissel és belsé optikai jelvaltozas
vizsgalataval a szupragranularis rétegek gorcsaktivitasban betoltott fokozott szerepét
sikeriilt kimutatni. A kialakult gorcsaktivitas klasszikus antiepileptikummal gatolhato, a

nem-kompetitiv receptor antagonista esetében, joval alacsonyabb effektiv dozis mellett.
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ABSTRACT

Since the neural network of limbic system and thalamocortical circuit is involved in
many types of epilepsy syndromes, the investigation of their role in epileptic processes
may help us to improve the efficacy of antiepileptic treatment. The main goal of our
study was to better understand the underlying mechanisms of epileptic activity generation
and maintenance.

In our present study we combined classical electrophysiological methods with the
analysis of intrinsic optical signals. Additional results were obtained from histological
experiments. The role of entorhinal cortex lesioning in acute generalized covulsions was
investigated in chronic in vivo electrophysiological experiments. Modification of
glutamatergic synaptic processes elicited by mild, repeated 4-aminopyridine induced
convulsions was analyzed in limbic structures and in somatosensory cortex. Alteration in
the calcium permeability of non-NMDA receptors was also studied in this chronic
4-aminopyridine model. The underlying mechanisms of acute 4-aminopyridine induced
epileptic activity were investigated by the analysis of intrinsic optical signals and current
source densities in somatosensory cortex, as well as the pharmacological manipulation of
epileptic processes.

Summarising our results we can assume that the induction and the maintenance of
epileptiform activity posses different underlying mechanisms, depending on the cortical
region. Selective unihemisperic lesioning of lateral entorhinal cortex resulted in an
increase in seizure tolerance and a decrease in convulsion severity. Rise of seizure
tolerance was able to be induced by repetitive mild convulsions. Due to the fact that the
limbic system represented higher excitability, the somatosensory cortex and maybe other
brain regions showed elevated threshold of seizures. According to our results the subunit
composition and calcium permeability changes of non-NMDA receptors are responsible
for the above mentioned effects. High importance of supragranular layers in seizure
generation was demonstrated in in vitro experiments. This kind of epileptic activity can
be suppressed by classical antiepileptic drugs as well as with a new generation

anticonvulsant, however the effective dose is much lower in the latter case.
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1. FUGGELEK

A belsé optikai jelek vizsgilata

A doktori értekezés részét képezi egy, a belsd optikai jelek mérésén alapuld
kisérletsorozat. Mivel az eljaras egyelére nem kimondottan ismert, sziikségét éreztem a
metodika alapos leirasat elkésziteni, viszont az irodalmi attekintés gondolatmenetébe ez a
téma kevésbé illeszkedik, ezért kiilon fiiggelékben kertilt elhelyezésre.

Az ¢él6 szdvet belsé optikai jeleinek (I0S; intrinsic optical signal) vizsgalata soran a
preparatum optikai tulajdonsagainak megvaltozasat mérjiik. Mivel minden szdvet, még a
csontszovet is bizonyos mértékig atjarhaté a fény szamara, azon élettani folyamatok,
melyek képesek a szovetek optikai tulajdonsagait megvaltoztatni, a megfeleld
méréberendezésekkel nyomon kovethetok. Az atjutd- és a visszaverddd fény
megvaltozasai is nyomon kovethetk, ezen folyamatok szoros kapcsoltsagban allnak
egymassal.

Amikor a fény athalad két kiilonbozé torésmutatoju kozeg hataran egy része
visszaverddik, mas része belépve az 0j kozegbe fénytorést szenved. Az atjutd fény
mennyiségét tobb tényezd befolyasolja, ezek a visszaverddés, fénytorés, abszorbeid és a
szorodas. A kozeg fénytani tulajdonsaga, jellemzden a torésmutatdja hatarozza meg az
atjuto fény mennyiségét. A torésmutatd szamszertsitve fejezi ki, hogy vakuumbol adott
kozegbe belépve a fény haladasi sebessége mennyire csokken le, és ezzel dsszhangban,
mennyire hajlik el. A 0j kozegben haladva a fény abszorbealodhat (mas energiaformava
alakul at) vagy - inhomogén kozegben - szoérddhat a részecskéknek iitkozve. Oldatok,
mint példaul a sejtplazma esetében az atjutdé fény mennyiségét foleg az ozmotikus
viszonyok hatarozzak meg. A gorcsaktivitas és sok mas erds aktivitas jelentds sejthartyan
keresztiili ionmozgasokkal jar, amit altalaban vizmozgas is kovet. Emiatt a
makromolekuldk koncentracioja megvaltozhat, és az oldat torésmutatdja is valtozni fog,
akarcsak a fényszorodas mértéke (Aitken és mtsai., 1999).

Mind fiziologias mind patologias idegrendszeri folyamatok vizsgalatara hasznaljak
ezt a modszert. Tulélé agyszeletben, és €16 allatban mas-mas tényezok allhatnak a mért

aktivitasvaltozas hatterében.
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In vivo, €16 preparatumokban az optikai tulajdonsagok modosulasat elsésorban az
agyi vérkeringés megvaltozasa okozza, az 10S valtozasokat jellemzden a visszaverddd
fény mérésével detektaljak. A vizsgalati teriileten ataramlo vér mennyisége mellett a jelen
1év6 hemoglobin altal megkdotott oxigén mennyisége is legalabb annyira fontos tényezd,
mivel a deoxi-hemoglobin tobb fényt abszorbeal mint az oxi-hemoglobin (Sheth és
mtsai., 2003; Witte és mtsai., 2001). A vérkeringés lokalis eltérésein kiviil nagy
jelentésége van még a sejtes folyamatoknak is.

Ez utébbi jelenség in vitro agyszdvet preparatumokban kiemelten fontos, mivel a
vérkeringés hidnyaban egyediili tényezéként hatdrozza meg az optikai jelek
megvaltozasait (Witte és mtsai., 2001). Az idegsejtek élettani folyamatai tobb modon is
befolyasolhatjdk a szovet optikai tulajdonsagait. A  sejtmembranon keresztiili
ionmozgasoknak, illetve ennek kovetkezményeként végbemend passziv vizmozgasoknak
koszonhetden a sejtek duzzadasi-zsugorodasi folyamatai kozvetleniil befolyasoljak a
fénytorést. Masik lehetséges mechanizmus, hogy a vizterek térfogatanak megvaltozasa az
extra- és intracellularis tér torésmutatojat modositja, illetve a jelenlévé makromolekulak
koncentraciovaltozasa a szorodas mértékét befolyasolja. A sejtmembran lipid
kettosrétegének ozmolaritas-fliggd torésmutatd véltozasa szintén jelentds tényezd lehet az
optikai jel kialakuldsaban, bar ez utobbi jelenség okara még nincs magyarazat (Aitken és
mtsai., 1999; Andrew ¢s mtsai., 1999). A jelenség megértését bonyolitja, hogy nem
kizarolag az idegsejtek sejttestében mehetnek végbe az elébb leirt folyamatok, hanem a
dendrittiiskékben, mitokondriumokban ¢és egyéb sejtorganellumokban, valamint
gliasejtekben is lejatszodhatnak (Andrew és mtsai., 1999; Sykova és Chvatal, 2000).

A sejtek alakvaltozasanak optikai jelek kialakulasaban betoltott szerepét intenziven
kutatjak és szamos eredmény sziiletett mar ezzel kapcsolatban (Somjen, 2004). A
sejtduzzadasban feltételezhetden a szinaptikus aktivacio jelentGs szereppel bir, mivel az
ingerlésre adott optikai valasz blokkolhatd Ca”"-mentes kozegben. Az optikai jelek
kialakulasa gatolhatd furoszemid segitségével is, ami a gliasejtek felszinén
kifejez6dé/megjelend Na'/K'/2CI" szimporter mitkddését gatolja (Andrew és mtsai.,
1999; Witte és mstai, 2001), ezzel bizonyitva a gliasejtek fontos szerepét. Az idegsejtek
duzzadasi folyamatainak jelent6ségét mutatja, hogy glutamat agonistak hatasara

hippokampuszban kialakuld optikai jelek nem gatolhatok furoszemiddel és a kialakulo
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mintazat laminaris (Andrew és mtsai., 1999), a kalium-kloriddal kivaltott optikai denzitas
véltozas pedig hatékonyan gatolhatd glutaminsav antagonistakkal (Vilagi és mtsai.,
2001). A sejtduzzadas mértéke csokkenthetd mannitol segitségével. Ez a vegyiilet nem
képes atjutni a sejtmembranon emiatt képes visszatartani az extracellularis tér
viztartalmat (Witte és mtsai., 2001).

Az in vitro preparatumok esetén tobb vizsgalati modszer kidolgozasra kertilt.
Léteznek a szoveten athalado fény megvaltozasait nyomon kovetd eljarasok, de a
visszavert fény intenzitasvaltozasa is mérhetd. Az elobbi eljarasban altalaban alamertilt
szeletekkel dolgoznak (un. submerged preparatum), mig utobbinal foleg a folyadék-gaz
fazishataron 1évo taléld szeletet (un. interface kamraban) alkalmazzak preparatumként.
Természetesen a modszerek kombinaldsa is Ilehetséges, de figyelembe kell venni
alkalmazhatosaguk korlatait. Az athalado fény valtozasait nyomon kovetd eljarasok nagy
elénye, hogy a teljes szovet optikai tulajdonsagainak integralja mérhetd, ami jobb jel/zaj
aranyt jelent, mivel intenzitdsaban is nagyobb a jel. A visszavert fény detektalasan
alapulé modszerek esetében csak a szovet felszinesebb rétegeinek jeleit tudjuk mérni.
Hogy pontosan milyen mélységig hatol le a fénysugar, az fiigg az alkalmazott fény
hulldmhosszatol (a nagyobb hullamhosszu fény nagyobb athatoloképességgel bir), és a
szovet atlatszosagatol. A fiatal allatokbol késziilt agyszelet preparatumok atlatszosaga
nagyobb, a mielinizaltsag alacsonyabb foka kovetkeztében (Witte és mtsai., 2001).

A szovetpreparatumok é€letben tartasa végett alkalmazott inkubald kamrak szamos
technikai probléma forrasai lehetnek. Ugyanazon fiziologiai folyamat ellentétes eldjeli
optikai jelvaltozast eredményezhet az alkalmazott inkubald kamra jellegétdl fliggden.
Hypotonias kozeg hatasara a sejtek megduzzadnak, ami az athalado fény intenzitasanak
novekedését eredményezi alameriilt szeletek esetében, mig interface kamraban fenntartott
preparatum csokkenést mutat az atjutd fény intenzitasaban. A csokkenés magyarazata a
Llencse effektus” lehet. A sejtduzzadas miatt a szelet kiemelkedik a folyadékfazisbol,
ezaltal a felszine optikai lencseként kezd miikodni és a fényelhajlas kovetkeztében a
detektorba egyre kevesebb fény jut (Aitken és mtsai., 1999; Witte és mtsai., 2001).

Akar az atjutd, akar a visszavert fény intenzitasvaltozasait mérjik, mindkettd
modszerrel elérhetd a kivant cél, mivel ezen paraméterek szinkronban és kozel azonos

mértékben, bar ellentétes eldjellel valtoznak meg (Aitken és mtsai., 1999).
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2. FUGGELEK

A kronikus 4-AP kezelésen atesett allatokon az elektrofizioldgiai és kobalt felvétel
vizsgalatokon kiviil hisztoblot méréseket is elvégeztiink a Szegedi Tudomanyegyetem,
Anatomiai Intézetével kozosen, Prof. Mihaly Andras kozremikodésével. A kisérletek
kivitelezését és a hippokampalis felvételek kiértékelését Dr. Dobo Endre végezte el, az
entorhinalis és szomatoszenzoros kérgi felvételek elemzése a mi laborunkban tortént.

Mivel a szovettani vizsgalatok dontd tobbségét egylittmiikddd partnereink végezték
el, a disszertdcioba sem a metodikai leirast, sem a kisérleti eredményeket nem allt
szandékomban beilleszteni. Viszont az eredményeim megvitatasahoz felhasznaltam a
kozos adatokat, emiatt fontosnak véltem fliggelékben elhelyezni a szovettani vizsgalatok

ismertetését.

Hisztoblot metodika

A kisérletekhez 100-250g tomegii Wistar patkanyokat hasznaltak fel. Fter
narkozisban torténd dekapitalas utan, az agyat Ovatosan kiemelték, izopentanban
lefagyasztottak és a metszetkészitésig —80 °C-on taroltak. Horizontalis, 10 pm vastagsagii
kriosztat metszeteket készitettek, majd targylemezre vitték fel az elkésziilt szeleteket.
Téglalap alaku nitrocelluloz membran (Schleicher & Schuell, BA8S5, 0,45 um) darabokat
15 percre beaztattak 48 mM Tris-bazis, 39 mM glicin, 2 V/V% SDS ¢és 20 V/V%
methanol tartalmt elegybe, szobahOmérsékleten. A targylemezre felvitt metszetet
rahelyezték a nitrocelluloz membranra és 30 masodpercre enyhén raszoritottak. A
tovabbiakban a membrant hasznaltak fel az immunoblot kisérletekhez. 5 %-os PBS-ben
oldott zsirtalan tejporral tortént blokkolas utan a nitrocellul6z membranokat DNaz I-gyel
(5 U/ml) kezelték, mostak, majd 100 mM Tris-HCl-ban (pH 7,0) oldott 2 V/V% SDS ¢és
100 mM B-merkaptoetanol elegyben inkubaltak 60 percig 45 °C-on, hogy eltavolitsak a
szovetmaradvanyokat. A mosast kdvetGen a lapokat affinités tisztitott alegység specifikus
ellenanyagokkal reagaltattak egy éjszakan at 4 °C-os blokkolo oldatban. Az alkalmazott
ellenanyagok: anti-GluR2 (Chemicon; 1 pg/ml), anti-GluR1-4 (pan-AMPA, Pickard és
mtsai., 2000), anti-GluR 1flop (2 pg/ml, Tonnes és mtsai., 1999), anti-NR1 (PharMingen,
2 pg/ml), anti-NR2A (Chemicon, 1 pg/ml), anti-NR2B (Molecular Probes, 0,2 pg/ml),
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anti-KA-2 (Upstate, 1:500). A kotott antitesteket alkalikus foszfataz konjugalt anti-nyul
IgG masodlagos antitesttel (1:500, Promega, USA) jeloltek. Az elShivast 0,33% Nitro
Blue Tetrazolium, 0,66% 5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat és 70%-os dimetil-formamid
oldataval végezték. A kiilonféle strukturak és sejtrétegek jobb beazonosithatosaga miatt,
néhany szelet esetében krezil-ibolya festést alkalmaztak.

A metszetekr6l sikagyas lapolvaso segitségével digitalis képek késziiltek. A képek
kiértékeléséhez az Adobe Photoshop® (Adobe Systems, San Jose, CA, USA) szoftvert
hasznaltdk a hippokampalis vizsgalatok esetében és az AnalySIS 3.2 DOCU (Soft
Imaging System Gmbh, Miinster, Németorszag) szoftvert alkalmaztuk a
szomatoszenzoros ¢s entorhindlis kérgi teriiletek denzitometriai kiértékelésekor. A
hippokampusz vizsgéalatakor 0,1 mm atmér6jii korokben mérték meg az atlagos
denzitasértéket, az egyes rétegekben tobb mintavételi helyet is kijelolve. Az adott réteg
Osszes mintavételi helyeiben mért denzitasértékek atlagait hataroztak meg (F2.1 dbra). A
neokortikalis teriiletek vizsgalatakor 50 pixel szélességli és a sziirkeallomanyt pontosan
lefed6 hosszusaga (300-600 pixel), a pialis felszintdl a corpus callosumig terjedd
mintavételi téglalapban vettiink fel atlagolt hisztogramot. A nitrocelluléz membran
denzitasértékét 2500 pixel atlagabol szamoltuk ki, majd ezen értékkel korrigaltuk a
hisztogram adatait. A 300-600 értéket tartalmazo adatsort 20 egységre bontottuk fel, majd

ezeket korrelaltattuk a kérgi réteghatarokkal (Skoglund és mtsai., 1996).

F2.1 abra: A denzitometriai vizsgalatok
mintavételi helyei a hippokampuszban.
Részletes magyardzat a  szovegben.
Roviditések: SO: stratum oriens, SR: str.
radiatum, SLm: str. lacunosum-moleculare,
SL: str. lucidum, SMo: str. moleculare, Hil:
hilum

SR CA3

SLm QOSso

SsL

DG &SR
OSMo ®SLm
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Histoblot eredmények

A szomatoszenzoros kéreg, entorhinalis kéreg és a hippokampusz CAl area
esetében az egyes glutamatreceptor alegységek kifejezédése hasonldan modosult, viszont
a valtozasok mértéke teriiletenként eltérd volt. Szignifikans mértékii expresszidvaltozast a
GluR2, GluRI1-4 ¢és NR2A alegységek esetében tapasztaltunk, a tobbi vizsgalt
alegységnél csak kisfoku eltéréseket kaptunk. A GluR2 alegység mennyisége jelentGsen
lecsokkent az entorhinalis kéregben (F2.3 abra) és a hippokampusz CA1 areaban (F2.4
abra), mig a szomatoszenzoros kéregben (F2.2 abra) csak a 6. réteg mutatott jelentds
eltérést. A GluR1-4 expressziojaban nagymértékii csokkenést tapasztaltunk mindharom
vizsgalt teriileten (F2.2-4 abrak), mig az NR2A kifejez6dése hasonld mértéki, de
ellentétes valtozast mutatott. A fentieken til emlitésre érdemes még az KA-2 alegység
nagyfoku expressziocsokkenése az entorhinalis kéregben (F2.3 4bra), mig a tobbi

vizsgalati teriileten ilyen valtozas nem tortént.

GluR1 GluR2 GluR1-4
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F2.2 dbra: A glutamat receptor alegységek szomatoszenzoros kéregben tapasztalt
expresszidvaltozasa. * szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0,01; *** szimbélum: p<0,001
ANOVA Newmann-Keuls nost hoc teszt.
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F2.3 abra: A glutamatreceptor alegységek entorhindlis kéregben tapasztalt
expressziovaltozasa. * szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0,01; *** szimbolum: p<0,001
ANOVA Newmann-Keuls nost hoc teszt.
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F2.4 4bra: A  glutamatreceptor alegységek hippol k t talt
expresszigvaltozasa. * szimbolum: p<0,05; ** szimbolum: p<0 01 %% szimbolum: p<0 001
ANOVA Newmann-Keuls post hoc teszt.
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