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Roviditések jegyzéke

4-AP — 4-amino-piridin

AIS — axon inicialis szegmentum

AMPA — a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

AP — akcids potencial

APV — (2R)-amino-5-phosphonovaleric acid, or (2R)-amino-5-phosphonopentanoate, NMDA receptor
antagonista

BAPTA — 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, Ca**-kelator
BIC — bicuculline, GABAa receptor antagonista

CA1-3 — cornu Ammonis 1-3 régidk

CaMKlla — Ca?*/calmodulin-dependens kindz lla alegysége

CB — calbindin

CB1 — 1-es tipusu cannabinoid receptor

CCK — cholecystokinin

CD — contralateralis dorsalis

CR — calretinin

CSD — current source density, aramforras s(ir(iség

CV — contralateralis ventralis

DAB — di-amino-benzidin

DCG-IV — metabotrép glutamat receptor 2/3 alegység specifikus agonista
EC — entorhinal cortex

ECoG — electrocorticogram

EEG — elektroencephalogram

FCD - focalis corticalis dysplasia

GABA - y-amino-vajsav

GCL — granule cell layer, szemcsesejt réteg

GD — gyrus dentatus

GFAP —glial fibrillar acidic protein, glialis fibrillaris savas protein

H — hilus

HFO — high frequency oscillation, magas frekvencias oszcillacid

HC — hippocampus

HS — hippocampalis sclerosis

HYP — hypersynchonous onset seizure, hiperszinkron kezdet( roham

IB-PC —intrinsically bursting pyramidal cell, belsé tulajdonsagai alapjan burst-616 piramissejt
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IC — intracelluldris

ID —ipsilateralis dorsalis

IID —interictal-like discharge, spontan el6forduld, in vitro interiktalis-jelleg( kisllés
IIS —interictal spike, diszinhibicié-indukalt in vitro interiktalis-jellegl tliske

[ISP —interictal spike, in vivo mért interiktalis tiske

IN —interneuron

IPSP — inhibitory postsynaptic potential, gatldé posztszinaptikus potencial

IV —ipsilateralis ventralis

KA - kainic acid, kainat

KCC2 — K*-CI" cotransporter 2, 2-es tipusu kalium-klorid kotranszporter

LFP — local field potential, mezépotnecial

LFPg — local field potential gradient, mezGpotencial gradiens

LM — stratum lacunosum-moleculare

LVF — low voltage fast onset seizure, alacsony fesziiltség(. gyors kezdet(i roham

M — str. moleculare

MC — mossy cell, mohasejt

MF — mossy fiber, moharost

mGIuR — metabotrép glutamat receptor

mGIluR1la — metabotrép glutamat receptor 1a alegység

mHS — mild hippocampalis sclerosis, gyenge hippocampalis sclerosis

MR — magneses rezonancia

MRNS — messenger ribonukleinsav

MT — mossy terminal, mohaterminalis

MUA — multiple unit activity, soksejt aktivitas

NBQX — 2,3-dioxo-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline, AMPA/KA receptor antagonista
NeuN — neuronalis marker

NKCC1 — Na*-K*-ClI cotransporter 1, 1-es tipusu natrium-kalium-klorid kotranszporter
NMDA — N-metil-D-aszpartat

NoEpi — no epilepsy, nem epilepszids betegek csoportja

NoMed — no medication, antiepileptikumot nem kapott betegcsoport, akinek volt rohama
OGB-1-AM — Oregon Green 488 BAPTA-1 acetoxymethyl ester, sejt permedbilis Ca?*-keldtor festék
O — stratum oriens

O-LM - oriens-lacunosum-moleculare interneuron

P — stratum pyramidale

PC — pyramidal cell, piramissejt
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PCL — pyramidal cell layer, piramissejt réteg

PDS — paroxysmal depolarization shift, paroxismalis depolarizacids eltolddas
PHC — parahippocampal gyrus

PV — parvalbumin

R — str. radiatum

Re — stratum radiatum externum, kilsé

ResEpi — therapy resistant epilepsy, terapiarezisztens epilepszia

Ri — stratum radiatum internum, belsé

RS-PC —regular spiking pyramidal cell, szabalyosan tiizel$ piramissejt

sHS — strong hippocampalis sclerosis, erds hippocampalis sclerosis

SOM - somatostatin

SPA — spontan populdcids aktivitas

SPR —substance P receptor

SPW — sharp wave-ripple komplexum

SR-101 — sulphorhodamin 101, gliasejteket jel6l6 piros fluoreszcens festékanyag
str. — stratum, réteg

TFR —time-frequency plot, id6-frekvencia hisztogram

TLE — temporidlis lebeny eredet( epilepszia

TreatEpi — treatable epilepsy, gydgyszeresen kezelhet6 epilepszia

VIP —vasoactiv intestinalis peptid
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1 Bevezetés

1.1 Epilepszia, rohamok és interiktalis tiskek

Az epilepszia egy rendkivil heterogén betegségcsoportot jelent, melybe kiilonb6z6 eredetd,
klinikai lefolyasu és progndzisu betegségek, tlinetegyittesek tartoznak, melyekben az a k6zos, hogy

epilepszids rohamokkal jarnak.

A Nemzetkozi Epilepsziaellenes Liga (International League Against Epilepsy, ILAE) 2005-ben
meghatarozta az epilepszids roham, és az epilepszia, mint neuroldgiai megbetegedés definicioit.
Eszerint ,az epilepszias roham olyan jelek és/vagy szimptomak atmeneti el6forduldsa, melynek
hatterében az agy patoldgiasan tulzott vagy szinkron neurondlis aktivitasa all” (Fisher et al., 2005).
Ezzel szemben az epilepszia az agy megbetegedése, mely soran legalabb az egyik feltétel teljestl: 1) a
paciensnek legaldbb két nem provokalt rohama van, legaldbb 24 éras eltéréssel; 2) a paciensnek
tortént egy nem provokalt rohama, amelyet kovetd 10 évben nagy a valdszinlisége egy Ujabb roham
kialakulasanak; 3) a beteget epilepszia szindromaval diagnosztizaltak (Fisher et al., 2005; Fisher et al.,
2014). Az epilepszia tehat nem csak egy helyi fiziologiai és anatomiai elvaltozasként értelmezhetd
tlinetegylttes, hanem inkdbb egy idegi haldzati rendszer eltérés, mely sordan a neurofizioldgiai
jelenségek patoldgias valtozdsai egyitt jarnak a morfoldgiai mdédosuldsokkal. Egyszerlinek hangzé
kijelentés lehet, hogy a paciensnek ,epilepszids rohama” zajlott, de fontos megkiilénboztetni az
epilepszias rohamokat a snycopétdl, konvulziv syncopétdl, a pszichogén (nem epilepszids) rohamtal,
vagy akar egy komplikdlt migrénes rohamtdl. A diagndzis feldllitdsakor tobb koriilmény is
hatraltathatja, hogy pontos képet kapjunk az epilepszids rosszullétrél, mivel a betegnek gyakran
tudatzavara és amnézidja van a rohamra, igy sokszor nem all rendelkezésre kell6 informacié a
rosszullétet illetéen. Ha a diagndzis feldllitdsdhoz feltarjuk azokat az anatdmiai vagy elektrofiziolégiai
jelenségeket, amelyek Osszefliggésben allhatnak az epilepszidval, akkor kozelebb kerilhetlink a
rosszullét megfelel6 kategorizdlasahoz. llyen jelenségek példaul az MR vizsgdlattal kimutathaté
agykérgi fejlédési zavar (dysgenesis), egy agysérilés maradvanyai, vagy pedig az elektroenkefalografias
(EEG) elvezetéssel megjelenitheté specidlis jelenségek (roham, és interiktdlis tiiske), amelyek a

madosult neurofizioldgiai allapotot tikrozik (Trichlerné Gyimesi, 2016).

Az epilepszias roham egy néhdany masodperctél akar 6t percig is tartd patoldgids folyamat,
amely hatterében a neuronok hosszantartd, tulzottan szinkron kisilése all. Status epilepticus-nak
nevezzik azt a rohamot, amely hosszabb ideig tart, mint 6t perc, vagy azt, ha két roham kdveti egymast
ot percen belil. A rohamok felosztasa elsGsorban a megjelenésik alapjan torténik.

Megkllénboztetiink 1) fokalis (vagy parcidlis) induldsd rohamokat, melyek soran az egyik agyfélteke
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egy korilirhaté terilete inditja a rohamokat, 2) generalizalt rohamokat, melyek mindkét agyféltekét
érintik, valamint 3) ismeretlen induldsd rohamokat, melyeknél a rohaminduldas nem meghatarozott. A
parcialis rohamokat ezen felll aszerint is klasszifikaljak, hogy tudatvesztéssel jar-e (komplex parcidlis
roham) vagy sem (egyszer{ parcidlis roham), illetve, hogy motoros, vagy nem motoros teriletek
inditjak. Kilon kiemelend6 egy specialis roham tipus, a parcialis induldsu, masodlagosan generalizalt
ténusos-klénusos roham, amelyet régebben ‘grand mal’ rohamnak neveztek. A generalizalt rohamokat
is csoportosithatjuk aszerint, hogy motoros vagy nem motoros teriileteket érint, az ismeretlen induldsu
rohamoknal pedig ezen feliil megkilonboztetiink egy nem osztalyozott roham tipust is (Fisher et al.,

2017).

Az epilepszids betegekben, a rohammentes idészakokban interiktalis tliskék is megjelennek,
melyek a skalp EEG-n egy nagy amplitudéju tiiskébél, és egy elnyujtottabb hulldmbdl allnak. Az
interiktalis tlskék — a rohamok mellett — fontos diagnosztikai értékkel birnak, mert az agyterileti
eloszlasuk szorosan Osszefiigg az epileptogén, vagyis az epilepszids aktivitasokat generald terilettel
(de Curtis & Avanzini, 2001). Szintén egyre gyakrabban alkalmazott diagnosztikai eszk6z a magas
frekvencias oszcillacidk (high frequency oscillation, HFO, >100 Hz) vizsgalata (Jefferys et al., 2012). Mig
a ,ripple” (80-250 Hz) oszcillaciokat fizioldgias jelenségnek tartjak, addig a ,fast ripple” (250-600 Hz)
savban megjelend aktivitast tobbnyire patoldgidsnak tekintik. Mind a ripple, mind a fast ripple
oszcillaciok adott agyterlleten vald megjelenése Osszekotheté az epileptogén zdénaval és a

rohamindito terllettel (Jiruska et al., 2017).

JelentGs az 6sszefliggés az epilepszids rohamok kialakuldsa és az agyi tumorok jelenléte kdzott.
A tumorok eléforduldsa az epilepsziaval diagnosztizalt betegeknél kb. 5%, mig a tumoros betegeknél
kb. 30% az esély, hogy epilepszids rohamok alakulnak ki, bar ez az esély nagyban fligg a tumor tipusatdl
és egyéb faktoroktdl. A leginkdbb epileptogén tumorok kdzé tartoznak a glidlis eredet(i daganatok,
melyek esetében az epilepszia el6forduldsi esélye az 50-100% kozotti értéket is elérheti. A legkevésbé
epileptogén daganatok pedig a test egyéb szerveit érint6 elsédleges tumorok agyi metasztazisai (van
Breemen et al., 2007). Az epilepszia kialakuldasanak esélyét befolydsold tovabbi tényezék a genetikai
faktorok, az angiogenezis, a tumorok mikrokdrnyezetét meghatarozo tényezék, valamint a daganat
elhelyezkedése. A corticalis tumorok esetén nagy valdszinliséggel, mig a kisagyi és az agyalapi
terlileteken elhelyezked6 tumorok esetén ritkdn alakulnak ki rohamok. Kutatasaink szempontjabdl
kiemelkedd szereppel birnak mind a corticalis, parcidlis epilepsziat okozé tumorok, mind azok az agyi

térfoglald elvaltozdsok, amelyek esetén a paciensnek nincsenek epilepsziara utalo jelei.

Atemporalis lebeny eredet( epilepszia (TLE) a leggyakoribb parcialis epilepszias tlinetegyiittes,

tobbnyire fokalis rohamokkal jar, melyek sok esetben masodlagosan generalizalédnak (Fisher et al.,
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2017). Az epileptogén terillet a temporadlis lebenyben taldlhatd, és legtobbszér a hippocampus is
érintett. Tobbféle rohamindulasi mintazatot szoktak megkilonboztetni (1. abra), ezek kozil a
leggyakrabban el6fordulé az alacsony fesziiltség, gyors kezdet(i roham (low voltage fast onset seizure,
LVF), mely egy nagyobb tiskével, és magas frekvencias oszcillacidkkal indul, valamint a hiperszinkron
induldst roham (hypersynchronous onset seizure, HYP), mely ritmusosan kialakuld tliskesorozattal
indul (Bragin et al., 2005; Weiss et al., 2016). Gyakori patoldgia ezeknél a betegeknél a hippocampalis
sclerosis, a gyermekkorban elszenvedett lazgorcs, fejsériilés, corticalis fejl6dési rendellenességek
(dysgenesis) és tumorok. A frontdlis lebeny eredetl epilepszia a masodik leggyakoribb parcidlis
tlnetegylttes, amely a frontdlis lebenybdl indul, és altaldban fokalis rohamokkal jar (Menghi et al.,
2018). Leggyakoribb tipusa az alvas soran jelentkezG, motoros tevékenységekkel jaré roham (sleep-
related hypermotor seizure, SHE). Az okok k&zott els6 sorban agyi daganatok és dysgenesisek
szerepelnek. Az antiepileptikumok széles skalaja ellenére a temporalis és frontdlis lebeny eredet(
epilepszidban szenvedd betegek egy jo része gyogyszeres terapia mellett sem tlinetmentes. E betegek
nagy hanyada azonban jél gydgyithatd sebészeti mddszerrel, mellyel altaldban az életminéségben

jelent6s javulast lehet elérni.

A legkevésbé epileptogén tumorok a vékony agyhartydkat érinté tumorok, az elsGdleges
kozponti idegrendszeri limfdma és az egyéb szerveket érint6 daganatok agyi metasztazisai. Kutatdsaink
szempontjabdl jelent6s ez az etioldgiailag heterogén csoport, mert igy olyan betegekbdl kaphatunk
neocorticalis mintdkat, akiknek nem volt rohamuk, és epilepszia szempontbdl kontroll csoportnak
tekinthet6k. Amikor a tumor az agy bazisan, vagy medidlis subcorticalis teriileteken helyezkedik el,
sebészeti technikai okok miatt egészségesnek tekintheté nagyagykérgi terlletek is eltavolitdsra

kerilhetnek.
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1. dbra

A) Tempordlis lebeny eredet( epilepszidra leginkdbb jellemzd rohamtipusok az alacsony fesziltségd, gyors oszcillacidkkal
kezd&dd, “low voltage fast onset”, LVF, valamint a hiperszinkron eseményekkel induld, “hypersynchronous onset” HYP
rohamok, epilepszids paciensek medialis temporalis teriiletein (Bragin et al., 2005). Nyilak mutatjak a gyors oszcillacidkat,
valamint a nagy amplit(ddju tiske-szerl hiperszinkron eseményeket. B) Egyidej(i makro- és mikroelektrodas felvételek
egy LFV és egy HYP rohamrdl, szintén a medialis temporalis kéregben. Az LVF rohamot az entorhinalis kéregben, a HYP
rohamot a hippocampusban rogzitették. A HYP roham soran a mikroelektrédan (kék) hamarabb megjelennek a roham
jelei, mint a makroelektrédan (Weiss et al., 2016). C) Egy LVF és egy HYP roham, valamint azok id6-frekvencia
hisztogramijai. J6l lathaté az LVF roham soran a magas frekvencids oszcillaciok megjelenése (akar 200 Hz-ig is), mig a HYP
roham esetén csak kb. 40 Hz-ig latunk teljesitményndvekedést (Lagarde et al., 2016).
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1.2 A hippocampus és a neocortex anatomiadja, illetve azok elvaltozasai epilepszia

esetén

1.2.1 A neocortex szerkezete

Az emlGso6k agykérgét a sejtes rétegek szamatdl fliggben két részre szoktdk osztani. Az Gsibb,
3-4 rétegl allocortex tovabbi két részre, az archicortexre és a paleocortexre oszthatd (2. abra). Az
archicorticalis régiok a piriform kéreg és a hippocampus, mig a paleocortex a szaglassal kapcsolatos
kérgi teriiletek Gsszessége. Az Ujabb, evollcio sordn késGbb kialakult kérgi terlilet a neocortex, amely
a teljes agyszovet tomegének jelentds hanyadat teszi ki. Mig az evolucids szempontbdl alacsonyabb
rend(i eml&sdkben a neocortex az agy 20%-at adja, addig ez az érték emberben a 80%-ot is eléri (Kaas,
2011). A neocortex 6 rétegli, moduldris szerkezet(i kérgi teriilet, komplex 6sszekottetési mintazattal
(2. abra). SerkentG sejtjei a llI-Ill. és V-VI. rétegi piramissejtek és a IV. rétegben taldlhato tiiskés
csillagsejtek (tliskés kozti neuronok), melyek az 6sszes neuron kb. 80%-at teszik ki. A piramissejtek nagy
része kivetit az adott kérgi teriletrdl, kivéve a Il. rétegieket, amelyek inkabb helyi axonkollateralisokat
adnak, akarcsak a tliskés csillagsejtek. Jéval kevesebb szdmban, a neocortex minden rétegében
megtaldlhatdk a gatld interneuronok, melyek morfoldgiai és neurokémiai szempontbdl nagyon
heterogén csoportot alkotnak, és lokdlis szinapszisokat adnak (ld. kés6bb). A kilonbozé funkciot
betolté kérgi teriletek, amelyek szama akar a 200-at is elérheti emberben, specifikus bemenetet
kapnak a kilénb6z6 subcorticalis és egyéb corticalis terlletekrdl. A kiilonb6z6 sejttipusok eloszlasa, a
belsé kapcsolatrendszer és a szinaptikus kimenet is az adott régiéra jellemzé mintdzatot koévet. Ez a
komplex felépités alkalmassd teszi a nagyagykérget arra, hogy a magasabb rendld kognitiv
folyamatokat elldssa, mint példaul az érzékelés, a targyak és események reprezentdcidja, tervezés és

dontéshozatal. (Szentagothai & Réthelyi, 2003)
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Sin Mokuscickany Gydrasfarku maki Ember

[] paleocortex [ archicortex [] neocortex

2. dbra

A) Az eml6sok agykérgének filogenetikai fejl6dése. Az alacsonyabb rendl eml§soktSl a magasabb rend(ikén keresztil az
emberig jol lathatd a telencephalon fejl6dése. A neocortex (sidrga) egyre nagyobb aranyl a telencephalon teljes
térfogatat tekintve, mig a paleocortex (kék) és az archicortex (piros) egyre kisebbek. Ezen fellil az is jol lathatd, hogy az
ember neocortexe mennyivel barazdaltabb, mint pl. a gy(irGsfarkd makié (Spinner, 2011). B) Emberi neocortex rétegei,
neuronalis marker NeuN festett metszeten. A rétegek jél elktlonithetk, a legmagasabb sejts(rliség a ll. IV. és VI. rétegre
jellemz& ezen az agyterileten (frontalis kéreg, Brodmann 9 area). C) A neocortex jellemz& serkentd sejtjei a piramissejtek
(feketék, szurke, kékek és tuirkiz, (Jiang et al., 2013) és a tiiskés csillagsejtek (jobb oldalon, (Bear et al., 2016). D) Ramdn
y Cajal rajza a nagyagykérgi piramissejtekrél (Ramon y Cajal, 1909-1911)

1.2.2  Ahippocampus szerkezete

A hippocampus az agy filogenetikailag &sibb részének, az archicortexnek a tagja. Emberben a
medialis temporalis kéregben helyezkedik el, és harom nagyobb részre szoktdk osztani (3. abra): a
hippocampus feje (digitationes hippocampi), a hippocampus teste (pes hippocampi) és a hippocampus
farka (cauda hippocampi). Specialis szerkezet(i, harom rétegli kérgi szerv. Az elnevezések a
szakirodalomban nem teljesen tisztdak. A hippocampus megnevezés alatt gyakran a formatio

hippocampit, mas esetekben pedig a szlikebb értelemben vett hippocampust értik. A formatio
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hippocampi harom nagyobb teriilet egyiittesét takarja, a gyrus dentatust (GD), az Ammonszarvat, vagy
cornu Ammonist, és a subiculumot. A subiculum a nagyagy felé valé kimenetet adja, és a szlikebb
értelemben vett hippocampusba nem tartozik bele. A szlikebb értelemben vett hippocampus két
nagyobb terilete, a GD és a cornu Ammonis, melyek két egymasba forduld U alakot formalnak. A cornu
Ammonist tovabbi harom régiéra, a CA1l, CA2 és CA3 régidkra kilonitjik el. A CA3 régid helyezkedik el
a GD-hoz legkdzelebb, a CA1 régid pedig a subiculumban folytatédik. A GD két szara kozé benyulé rész
a CA3c, a fimbria kornyékén talalhaté a CA3b, a CA2 régidhoz legkdzelebb esd rész pedig a CA3a régio.
A serkent6 principdlis sejtek adjak a hippocampus neuronjainak kb. 85%-at, melyek a GD-ban a
szemcsesejtek, illetve a hilusban elhelyezkedd mohasejtek, mig a cornu Ammonisban a piramissejtek.
A maradék 15% a gatlé interneuronok, melyek — a neocortexhez hasonldéan — nagyon heterogének, és
a hippocampus minden rétegében megtalalhatdk. A tanulds és memdriafunkciok szempontjabdl fontos
triszinaptikus kér anatdmiai alapjat adja a principalis sejtek specifikus kapcsolatrendszere (3. dbra). A
szomszédos neocorticalis teriilet, az entorhinalis kéreg adja a GD bemenetének nagy részét (perforans
palya). A szemcsesejtek axonjai, a moharostok a mohasejtekre és a CA3 régidé piramissejtjeire adnak
szinapszisokat, mig a mohasejtek szintén a CA3 régid piramisejtjeire adnak terminalisokat, valamint
visszavetitenek a GD molekuldris rétegébe és a szemcsesejtek dendritjeivel szinaptizdlnak. A CA3
piramissejtek a rekurrens kollateralisaikon keresztil jelentds beidegzést adnak egymasnak, mig a
Schaffer-kollateralisnak nevezett axonjaik atnyudlnak a CAl régidba és ott szinaptizalnak a
piramissejtekkel. A CAl piramissejtek egymasra alig, vagy nem adnak szinapszist, a subiculumba és az
entorhindlis kéregbe vetitenek vissza (Lorente de No, 1934). A hippocampus igy, a specialis
kapcsolatrendszerével alkalmas a kilvilaghdl érkezé informacidk integralasara, a memadrianyomok
kialakitasara és tovabbitasara a nagyagykéreg felé (Buzsaki, 2015). A kilonb6z6 emlGsfajok, igy tehat
a modellallatként leggyakrabban haszndlt ragcsalok és az ember kozott természetesen vannak
kiilonbségek a neocortex és a hippocampus anatdomiajat illetéen, de a fent leirt altalanos anatémiai

struktdra azonos, vagy nagyon hasonlé minden emlésfajban.
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3. dbra

A) A patkdny hippocampusanak szerkezete (Lorente de No, 1934), és a triszinaptikus kor (szinessel). B) Az emberi
hippocampus szerkezete és sejtkapcsolatai. Jelent8s kiilonbség a patkany hippocampushoz képest, hogy a CA2 régid joval
nagyobb, illetve, hogy a CA1 régio piramissejtjei nem szorosan egymas mellett, hanem szétszértan helyezkednek el (sajat
rajz). C) A human hippocampus harom részre oszthaté (Duvernoy, 1998), a fej (5), a test (1) és a farok (3). Ezeket a
felszinre merélegesen atvagva megkapjuk a két egymasba forduld U alakot, amelyet a sejtrétegek adnak ki. Ha azonban
a hippocampust a tengelyére merélegesen vagjuk fel (alsé abrarész), akkor csak a hippocampus testénél latjuk a két U
alakot, mig a farok és a digitationes hippocampi részekben az U alakok karikakka és egyéb bonyolult formakka alakulnak,
és el6fordulhat, hogy az dtmetszeti képen nincs rajta a hippocampus minden régidja (jobb oldalon).
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1.2.3 Agatld interneuronok

A neocortexben és a hippocampusban egyarant, a gatld interneuronok harom nagyobb
funkcionalis csoportjat szoktak megkiilonboztetni (4. abra): 1) periszomatikus gatlé interneuronokat,
amelyek a principdlis sejtek sejttestje korili régiéra adnak szinapszisokat, és azok kimenetét
szabadlyozzak, 2) dendritikus gatldsejteket, melyek a dendritikus régiét idegzik be, és a principalis sejtek
bemenetét szabdlyozzak, valamint 3) interneuron-szelektiv gatldsejteket, melyek specifikusan mas
gatlosejteket gatolnak, és nagyobb neuronpopulacidk szinkronitdsdért felel6sek. A periszomatikus
gatlosejteket 3 nagyobb alcsoportra szoktdk elkiloniteni, a parvalbumin (PV)-tartalmua kosarsejtekre,
a szintén PV-pozitiv axo-axonikus, vagy mas néven csillarsejtekre és a cholecystokinin (CCK)/1-es tipusu
cannabinoid receptor (CB1)-tartalmu kosarsejtekre (Freund & Buzsaki, 1996), melyek a principalis
sejtek kimenetét szabalyozzak (Miles et al., 1996). Mig a PV+ sejtek elsGsorban a preciz éraszer(
szinkronizacidért felelések, addig a CCK+/CB1+ kosarsejtek inkdbb a finomhangolast végzik a corticalis
oszcillaciok soran (Freund & Katona, 2007). A dendritikus gatldsejtek a principdlis sejtek dendritjeire
adnak szinapszisokat, vagy csak azok egyes szakaszaira specializalédnak. Sokkal heterogénebb csoport,
mint a periszomatikus gatldsejtek, elhelyezkedésiik, neurokémiai markereik, be- és kimenetiik alapjan
szoktdk osztalyozni 6ket. A sokféle osztalyozasi rendszer egységesitésére torténtek torekvések (Petilla
Interneuron Nomenclature et al., 2008), de a dendritikus gatldsejtek csoportja tovabbra is nagy szama,
kiilonboz6 tipusu sejteket tartalmaz. A hippocampusnak csak a CAl régidjaban 14 altipust
kilénboztetett meg Somogyi Péter kutatécsoportja (Klausberger & Somogyi, 2008), mig a
neocortexben elhelyezkedés, morfoldgia, neurokémiai marker és kimeneti mintazat alapjan
valészinlileg ennél joval tobbet lehet elkiiloniteni (Thomson & Lamy, 2007). A dendritikus gatldsejtek
kozos tulajdonsaga, hogy elsésorban a principdlis sejtek dendritjeire érkezd serkent6 bemenetet
szabalyozzak (Miles et al., 1996). Az interneuron-szelektiv gatldsejtek a kérgi interneuronok harmadik
nagy funkciondlis csoportja, melyet szintén harom alcsoportra szoktak osztani. Egyik alcsoport a
calretinin-tartalmu interneuronok, a masik két alcsoport pedig vasointestinal peptide (VIP)-pozitiv
interneuronokat tartalmaz, melyek kimeneti mintdzatukban kilénboznek. Specifikusan mas
interneuronokat idegeznek be, és nagy valdszinliséggel a nagyobb sejtpopulacidk szinkronizalasat
végzik (Freund & Buzsaki, 1996). Természetesen a kiilonb6z6 emlsfajok kozott vannak kilonbségek a
gatlosejtek tekintetében is, de a kilénb6z6 funkcidju interneuron csoportok megtaldlhatdok mind

emberben, mind ragcsalékban.
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4. dbra

A) Patkany neocortex kilonb6z6 interneuron tipusai (Jiang et al., 2016). MaC: Martinotti sejt, NGC: neurogliaform sejt,
BTC: bitufted sejt, BPC: bipolaris sejt, BaC: kosarsejt, DBC: double bouquet sejt, ChC: csillarsejt. B) Neocorticalis
periszomatikus és dendritikus interneuron tipusok (Thomson & Lamy, 2007). S6tét szin jelzi a dendritfa kiterjedését, mig
az attetsz6 az axon vetitést. Kiemelendd a sejttipusok sokasdga a két csoporton belil is. C) A hippocampus interneuron
tipusai (Freund & Buzsaki, 1996). D) Csak a CA1 régidban 21 kiilonb6z6 tipusu gatld interneuront kildnitett el Somogyi
Péter és csoportja (Klausberger & Somogyi, 2008). Ezek egy nagy részének van megfelelGje a CA3 régidban és a gyrus
dentatusban is.
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1.2.4 A hippocampalis sclerosis

A hippocampalis sclerosis (HS) jelensége nagyon gyakori patoldgia a TLE betegek esetén
(5. abra). A HS a paciensek MR felvételén is latszédik, és a hippocampus atrofidjat jelenti. A kiilonbo6z6
hippocampalis régiok nem egyforman érintettek, a CA1 régié piramissejtjei gyakorlatilag teljesen
eltlinnek, de a CA3 piramissejtek egy része is elpusztul. Ezzel szemben a GD, a CA2 régid és a subiculum
nem atréfids, a sejtjeik nagy része rezisztens az epilepszidhoz kéthetd sejtpusztulds soran. HS esetén
kimutathatd az egyes interneuron tipusok szelektiv pusztuldsa, valamint mind a principalis sejtek, mind
az interneuronok neurokémiai markereinek megvaltozdsa (Magléczky, 2010). A betegek egy részében
az MR felvételen nem mutathatd ki a HS. Ezen esetekben a CA1l és CA3 régiok nem atrdfidsak,
makroszkdposan a hippocampus érintetlennek tlinik. Mikroszkdpos szinten azonban ezen esetekben
is megfigyelhet6 az interneuronok szelektiv pusztuldsa, és az epilepszias reorganizacié bizonyos jelei
(Magloczky & Freund, 2005). Egyes esetekben a CA1 régidban a piramissejtek foltokban pusztulnak
(Wittner et al., 2005), a szemcsesejtek szétvandorolnak (Houser, 1990), a szemcsesejtek és egyes
interneuronok axonjai sarjadzanak (Wittner et al., 2001; Wittner et al., 2002). Azokat a pacienseket,
akiknél a hippocampus nem volt atréfids, az irodalmi adatoknak megfeleléen ,,mild hippocampal
sclerosis” (mHS), mig a klasszikus HS morfoldgidjat mutaté pacienseket pedig ,strong hippocampal
sclerosis” (sHS) néven fogom emliteni a tovabbiakban. A foltos sejtpusztulast mutatdé nem scleroticus
eseteket egyes munkainkban kiilon csoportként vizsgdltuk, igy foltos sejtpusztuldst mutatdé mHS

esetekként fogok ra hivatkozni.

1.2.5 Afocalis corticalis dysplasia

A dysgenesisek egyik leggyakoribb formaja, a focalis corticalis dysplasia (FCD) a neocortexet
érint6 fejl6dési rendellenesség (6. abra), amely igen epileptogén. Neuropatoldgiai szempontbdl tobb
alcsoportra oszthato, aszerint, hogy a neocortex felépitése és rétegzettsége mennyire sérlt (Blumcke
et al.,, 2011). A neuronok a neocortex rétegeivel parhuzamosan, vagy azokra merGlegesen
szétvandorolnak, bevandorolnak a fehérdllomanyba, a rétegzettség eltiinik, illetve Uj sejttipusok
jelennek meg, mint a pl. a ballonsejtek, vagy a cytomegalias neuronok. Az FCD altaldban azonosithaté
a képalkotd eljardsokkal végzett vizsgalatokban, és sebészi eljarassal tobbnyire jol csokkenthetd a

paciensek rohamainak szama (Crino, 2015).
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5. abra

A) Human kontroll és epilepszias hippocampus. A hippocampalis sclerosis (HS) jelensége soran a hippocampus atrofias
lesz, a CA1 és a CA3 régidkban jelents a sejtpusztulds, mig a tobbi régid, a GD, a CA2 régid és a subiculum (Subi) sejtjei
tulélnek. Szaggatott vonal jelzi a CA1 régid és a subiculum hatdrat. B) A vizsgdlt betegeket négy csoportra osztottuk
(Magléczky Zsofia rajza): kontroll estekben a beteg nem volt epilepszids, a HS semmilyen jele nem latszott. A nem
scleroticus eseteket két csoportra osztottuk, az egyikben nem latszott jelentGs sejtpusztulds a hippocampus egyik
régiojaban sem (mHS, mild HS), mig a masikban a CA1l régid piramissejtjei foltokban pusztultak (mHS foltos
sejtpusztuldssal). Ezekben az esetekben el6fordult, hogy a GD szemcsesejtrétege bizonyos helyeken kettGs réteggé valt.
A negyedik csoport a HS tipikus jeleit mutatta. Igen gyakran latszott, hogy a szemcsesejtek szétvandoroltak (kék sav), és
a CA1 régid vastagsaga jelent8sen lecsokkent (nyilak). C) A gyrus dentatus interneuronjainak valtozéasai HS esetén (sajat
rajz). A calbindin (CB)-tartalmu interneuronok (piros) sejttestje megnd, tobb és gyakran tiskés dendritjei lesznek. A
substance P receptor (SPR)- tartalmu interneuronok (kék) kontrollban inkabb a hilusban helyezkednek el, mig HS esetén
a str. moleculare-ban, dendritjeik gyakran gyongyozotté valnak. A calretinin (CR)-pozitiv interneuronok (z6ld) szama
jelent6sen lecsdokken, mig a CR-pozitiv serkentd pdlya (z6ld sav), amely a nucleus supramammillaris-bdl érkezik,
szétvandorol, akarcsak a szemcsesejtek (szlirke), amelyek egy része elveszti CB-tartalmat.
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Kontroll

6. abra

A) Focalis corticalis dysplasia az MR felvételen is latszik (nyil). Gyakori jelenség a szirkeallomany megjelenése a
fehérdllomany alatt (B), a neocortex megvastagodasa (D), a rétegzettség megvaltozasa (E), valamint dysmorph (F, G) és
ballonsejtek (H, /) megjelenése (Blumcke et al., 2011). B) A ballonsejtek egy csoportja megfesthets az Gssejt marker CD34
elleni antitesttel (felsé kép), ugyanakkor negativ az asztroglia markerre (k6zéps6 kép), és nincs neurofilamentum a
citoplazmdjaban (alsé kép, (Urbach et al., 2002). C) Neurondlis marker NeuN-festett metszetek kontroll és FDC-ben
szenved6 beteg neocortexébdl. JOI lathatd, hogy a hatrétegli szerkezet megvaltozik, megjelennek nagy dysmorph
neuronok a supragranularis rétegekben és a fehérallomanyban is. A neurofilament marker SMI-32-vel megfestett kontroll
és dysmorph (FCD) piramissejtek kinagyitva (jobb oldalon).
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1.3 Allatmodellek: in vivo, ex vivo és akut in vitro modellek

Mind a rohamok, mind az interiktalis tliskék keletkezési mechanizmusainak vizsgalata el&segiti
annak megértését, hogy epilepszia esetén hogyan alakul ki a jellegzetes tulzott serkenthet&ség és a
tulzott szinkronitas. A neocorticalis és hippocampalis epilepszids aktivitasok vizsgalatara tobbféle
allatmodell létezik. Az in vivo modelleket aszerint szoktak csoportositani, hogy milyen tipusd rohamot
modelleznek. Egyszer(i parcialis rohamokat agyfelszinre helyezett fémekkel: aluminiummal, kobalttal
vagy cinkkel lehet kivaltani, komplex parcidlis rohamokat a glutamat receptor agonista kainat, vagy a
Na*-csatorna blokkold tetanus toxin beaddasaval, valamint repetitiv elektromos ingerléssel (un. kindling
modell) lehet elérni. Ezen fellil széles kdrben elterjedt az acetil kolin antagonista pilocarpine beadasa,
melyet status epilepticus, illetve a kés6bbi, spontan kialakulé komplex parcidlis rohamok
modellezésére hasznalnak. A generalizalt parcidlis rohamok elGidézésére pedig penicillint vagy GABAa
receptor antagonista bicuculline-t injektdlnak a megfeleld agyteriiletre, valamint megvonjak a GABA-t

a motoros kéregbe vald kronikus beadast kvetéen (Rubio et al., 2010).

Az in vivo modelleken kivil tobb akut, in vitro farmakoldgiai modell is |étezik. Ez utdbbiak
esetén egészséges allatok agyszeleteit vizsgaljak in vitro koriilmények k6zott, melyekben epilepszias
eseményeket idéznek el8, tobbnyire az dtaramoltatott folyadék mddositasaval. A GABAa receptorok
blokkolasaval (gabazine-t, picrotoxint vagy bicuculline-t tartalmazé oldattal) és a K*-aramok
blokkold 4-aminopiridinnel, 4-AP) interiktalis-jellegii tliskék megjelenése indukalhatd neocorticalis és
hippocampalis tulélé szeletekben. Az NMDA-tipusi glutamat receptorokon atfolyd aramok
megnovelésével (alacsony vagy 0 mM Mg?*-tartalmu tapoldattal), valamint a kaindt tipusu glutamat
receptorok agonistdinak hozzaadasaval (pl. kainatot tartalmazd oldat) epilepszias rohamokhoz hasonld
események valthatdk ki in vitro kortlmények kozott ragesaldk corticalis szeletpreparatumaiban. Az
akut in vitro modellek hasznalataval nagyon sok informaciét szereztlink az epilepszias aktivitasok
kialakuldsi mechanizmusairél. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy ezek a modellek — mivel
egészséges allatokbdl szarmazd szévetet haszndlnak — nem veszik figyelembe az epilepszids agyban
mar létrejott molekularis, elektrofizioldgiai, anatémiai valtozasokat. Az ex vivo modellek azonban,
amelyek soran epilepszids allatokbdl szarmazé agyszovetet vizsgalunk in vitro korilmények kozott, a
mar megvaltozott epilepszids agy tulajdonsagaival is szamolnak (6sszefoglalasként lasd McCormick &

Contreras, 2001).
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1.4 Ragcsalok hippocampusaban és neocortexében megfigyelhetd szinkron

események

1.4.1  Eles hullam-ripple komplexumok

A ragcsalok hippocampusdban igen jellegzetes éles hullam-ripple komplexumok (sharp wave
ripple complex, SPW, 7. abra) jelennek meg lassu hulldmu alvas és éber mozdulatlansag alatt (Buzsaki,
1986). Nevének megfelel6en ez egy nagy amplituddju éles hulldmot jelent, amelynek a cstcsan egy kb.
200 Hz-es ,ripple” oszcillacids aktivitas jelenik meg (Ylinen et al., 1995). E szinkron eseményeknek
fontos szerepet tulajdonitanak a memadrianyomok kialakuldsdban és tovabbitasaban az
extrahippocampalis teriletek felé. A SPW-ek, mint neurondlis populacidés események, alkalmasak arra,
hogy a hippocampus altal megkapott és feldolgozott informacioét , kis csomagocskakba” rendezzék,
amelyek ilyen forman haladnak egyik helyrél a masikra (Buzsaki, 2006). Ragcsaldk hippocampusabdl
készitett tulélé szeletekben nagyon hasonld szinkron jelenségek regisztralhatok, melyek az é16 allatban
taldlhato folyamatok j6 modelljének tekinthet6k (7. dbra). Az in vitro modellek hasznalataval nyert
adatok sokat tettek hozza a SPW-ek kialakuldsi mechanizmusainak megértéséhez (6sszefoglalasként

lasd Buzsaki, 2015).

A kutatdcsoportok a modelltél fliggetlenll abban megegyeznek, hogy akarcsak az él6 allatban,
a CA3 régid jatssza a kozponti szerepet a SPW-ek kialakitasaban in vitro kdrilmények kézott is (7. dbra).
Tobb in vitro modellben a gyrus dentatusban, a CAl régidban, illetve a subiculumban és az entorhinalis
kéregben is kimutattak SPW-eket, amig teljes hippocampust tartalmazd szeleteket vizsgdltak, de a
legtébb modellben, ha ezeket a régidkat izoldltdk a CA3 régiotdl, akkor nem tudtak SPW-eket
detektdlni. Szinte minden modell megegyezik abban, hogy mind a glutamaterg, mind a GABAerg
rendszer szerepet jatszik a SPW-ek generdlasaban. In vitro kisérletek tdmasztjak ald, hogy az AMPA- és
a kaindat receptorok aktivaciéja nélkilézhetetlen a SPW-ek kialakuldsdhoz, mig az NMDA-receptorok
szerepérdl ellentétes adatok lattak napvildagot. A GABAa receptorok szerepének vizsgdlata nem
egyszerli, mert a hippocampalis piramissejtek diszinhibiciéja konnyen epilepszids aktivitas
kialakuldasdhoz vezet. A GABAa receptorok agonistdinak és antagonistdinak alkalmazasa is
ellentmondasos eredményeket hozott. Egyes agonistak, mint pl. a pentobarbital dézisfliggé mddon
csOkkentik, vagy novelik a SPW-ek el6fordulasanak frekvencidjat és/vagy amplitudojat, de azt is
kimutattak, hogy a GABAa receptor antagonista bicuculline hatasara a SPW-ek amplitiuddja megndtt in

vivo koriilmények kozott, mig jelentésen lecsokkent in vitro kisérletek soran. A kiilonb6z6 agonistak és
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antagonistak hatdsara bekovetkez§ valtozdsok nagy valdszinlséggel 6sszefliggnek a receptor alegység-

Osszetételével (Buzsaki, 2015).

Talan kozelebbi képet kaphatunk a SPW-ek kialakuldsi mechanizmusairdl, ha a serkenté és
gatld neuron populadcidk tlzelési mintazatait vizsgaljuk (7. abra). Mind in vivo, mind in vitro
kortilmények kozott a piramissejtek kis része aktivalddik és altaldban burst-ben tiizel a SPW-ek soran,
mig a tobbség inkabb gatlodik. Nagy altaldnossagban, a gatld neuronok fazis-csatoltan tiizelnek a SPW-
ek sordn, bar a kilonb6z6 interneuron tipusok kiilonb6z6 aranyban vesznek részt a SPW
eseményekben. A legfontosabb szerepet a periszomatikus gatldsejteknek, azon beliil is a parvalbumin-
pozitiv kosarsejteknek, valamint a , bistratified” tipusd dendritikus gatlésejteknek tulajdonitjak é16
allatban, mig in vitro kortilmények kozott a PV-pozitiv kosarsejtek mellett az,,0-LM” tipusu dendritikus
interneuronok tlizeltek a legjobban. A PV-tartalmu kosarsejtek azok, amelyek a SPW-ek csucsan
jelentkezd ripple oszcillaciokat is vezérlik, de a SPW-ekben részt vevs interneuronok és piramissejtek

szintén fazis-csatoltan tiizelnek a ripple oszcillacié soran (Buzsaki, 2015).
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A) SPW a patkany hippocampusdban, in vivo (Ylinen et al., 1995). A 16 csatornas mikroelektréddval a CA1 régid, GD és a
CA3 régid rétegeibdl vezettek el (1, 16 szamok jelzik az elektroda kontaktusok helyét). J6l lathato, hogy az LFP tranziens
amplitiddja a CA1 régid str. radiatumaban (r) a legnagyobb, mig a ripple oszcillacidk a sejttestek rétegeiben (p és CA3c).
B) Mind a piramissejtek (PYR), mind az interneuronok (INT) részt vesznek a SPW-ek kialakitdsaban. Az interneuronok
elébb tlzelnek, mint a piramissejtek. Mindkét sejttipus fazis csatoltan tiizel a ripple oszcillacidk soran is (Buzsaki, 2015).
C) Régcsalok hippocampalis szeleteiben spontan mddon jelentkeznek a SPW-ek, amelyek a CA3 régidban keletkeznek, és
onnan terjednek a CA1 régidba és a GD-ba (Wu et al., 2005). Nem csak a hippocampus properben, hanem a subiculumban
és az entorhinalis kéregben (EC) is lehet SPW-eket detektdlni in vitro korilmények kozott (Wu et al., 2006). D)
Periszomatikus interneuron tipusok tiizelési mintazata SPW-ek soran (Hajos et al., 2013). A legtébbet a PV+ kosar- (BC)
és csillarsejtek (AAC) tiizelnek, mig a CB1+ kosarsejtek, valamint a dendritikus gatldsejttipus O-LM sejt ennél kevesebbet.
Az Osszes vizsgalt interneuron tipus fazis csatoltan tizel a ripple oszcillaciék soran. E) A gatlas enyhe csokkentésére
(GABAa receptor antagonista bicuculline-nal) az in vitro kérllmények kozott jelentkez6 SPW-ek amplituddja és
el6fordulasi frekvencidja reverzibilisen lecsokken (Papatheodoropoulos, 2010).
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1.4.2 Epilepszias aktivitas

A ragcsalok agykérgében, de féleg a hippocampusaban keletkez6 epilepszias rohnamoknak és
interiktalis tiskéknek jelent6s irodalma van. A temporalis lebeny epilepszia modellek sokat segitettek
az epilepszids folyamatok sejtes és haldézati hatterének a megértésében (6sszefoglalasként lasd
McCormick & Contreras, 2001; Levesque et al., 2018). A két leggyakrabban alkalmazott in vivo
modellben, a kainat és a pilocarpine modellben spontan visszatéré rohamok, interiktalis tliskék, és a
patoldgidsnak gondolt fast ripple oszcillaciok jelentkeznek. Akarcsak epilepszias paciensekben (lasd
késébb), mindkét modellben kimutattak az LVF és HYP rohaminduldsi mintazatu epilepszids rohamot.
A pilocarpine modellben az LVF rohamok a ripple oszcillacidkhoz csatoltan jelentek meg, mig a HYP
rohamokat a fast ripple oszcillaciokkal egylitt detektaltak. ValdszinGsithet6, hogy az LVF rohamok
soran a GABAerg interneuronok aktivalddnak a roham kezdetekor, |évén, hogy a ripple oszcillacidkat a
PV-tartalmu kosarsejtek pontos, dramdszer tizelésével hoztak 6sszefliggésbe. A HYP rohamok soran
pedig valdszinlleg a glutamaterg sejtek tlizelése uralja a rohamkezdetet, mivel a fast ripple oszcillacidk

alatt e sejtek szinkron, illetve fazison kiviili tiizelését figyelték meg (Levesque et al., 2018).

Az interiktdlis tlskék kialakuldsi mechanizmusainak magyarazatara tobb modell is |étezik.
ElGszOr a neocortexben mutattdk ki, hogy az interiktalis tiiske egy burst tizeléssel fligg 6ssze, amely
egy lassu depolarizacids potencialra ratevédd rovid, de magas frekvencias (200-500Hz) akcids potencial
sorozattal jellemezhet6. Ez az intracellularis tlizelési mintazat, melyet paroxysmalis depolarizacios
eltolddasnak (paroxysmal depolarization shift, PDS) neveztek el, megfigyelhet6 gyakorlatilag az 6sszes
in vitro és in vivo allatmodellben (8. dbra, 6sszefoglalasként lasd de Curtis & Avanzini, 2001). A PDS
soran eldszor egy 50-100 ms hosszu burst tlizelés jatszédik le, melyet egy mdsodlagos, hosszantartd
tlzelés kovet. Az els6 burst tiizelés valdszinlileg a sejtek belsé membrantulajdonsagaibdl fakaddan
jelentkezik, mig a masodlagos tlizelést az elsé burst hatdsara keletkezé szinaptikus visszacsatolasi
folyamatok okozzak. Fizioldgias koriilmények kozott a hippocampus CA3 régidjaban, valamint a
neocortex V. rétegében elhelyezkedd piramissejtek egy kis csoportja mutat burst tiizelést, mig a
neocortex és a hippocampus tébbi piramissejtje csak akkor tiizel burst-ben, ha a gatlast csokkentjiik,
és/vagy a serkentést noveljik. A hipotézis szerint tehat a burst-6l6 (intrinsically bursting, IB)
piramissejtek inditjak a PDS-t, és ezen keresztiil az interiktalis tiskéket (Connors, 1984; Chagnac-Amitai
& Connors, 1989). A masik modell a serkentés-gatlasi egyensuly felboruldsan alapszik. Ha a serkentés
ng, a gatlas csokken, vagy mindkett6 egyszerre, akkor tobb kiiszob alatti szinaptikus esemény addodik
Ossze térben és id6ben, melyek felel6sek lehetnek tébb burst tlizelés beinditasaért, igy serkentés-
gatlas egyensulyanak eltolddasa és a PDS egyittesen felelnek az interiktalis tliske kialakulasaért (de

Curtis & Avanzini, 2001). A gatlds csokkenése és a tulzott serkentés anatémiai mddszerekkel is
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kimutathatd epilepszidban és alatdmasztja ezt a hipotézist (6sszefoglalasként lasd Alexander et al.,

2016).

A B C
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8. dbra

A) Burst-616 neuronok, PDS és az interiktalis tiskék keletkezése. Tengerimalac neocorticalis szeleteiben az V. rétegi burst-
016 piramissejtek inditjak az interiktalis tliskéket. A szeleten a GABAa receptor blokkold bicuculline-t tartalmazé oldatot
folyattak at, és az interiktdlis tlskéket elektromos ingerléssel valtottak ki (Connors, 1984). i: intracellularis, e:
extracellularis. Ugyanez a jelenség figyelhet6 meg macskaban, in vivo koriilmények kozott, penicillin segitségével
kivaltott interiktalis tliskék soran (B), patkany piriform kéregben, in vitro koriilmények kozott, bicuculline altal indukalt
interiktalis tuskék soran (C), patkany entorhinalis kéregben, in vitro kérilmények kozoétt, 4-AP segitségével indukalt
tiskék soran (D) majomban in vivo koérilmények kozott, alumina (aluminium-oxid) gél altal kivaltott tiskék soran (E),
valamint patkany ex vivo modellben, kindling segitségével kivaltott epilepsziaban, in vitro korilmények kozott jelentkezé
interiktalis tiiskék soran (F). B, C, E, F: (de Curtis & Avanzini, 2001); D: (Lopantsev & Avoli, 1998)

1.5 A human hippocampusban és neocortexben megjelend epilepszias aktivitas

A human agykéregben mind az epilepszids rohamok, mind pedig a rohammentes id6szakokban
jelentkez6 interiktalis tiskék kialakuldsi mechanizmusa régéta kutatott terilet. Az interiktalis tliske
(interictal spike, 1IS) elnevezés kétféle epilepszias tliskét foglal magaba, az egyik a szigoru értelemben
vett tliske (spike), amely egy gyors (<50 ms), nagy amplituddju populdcids aktivitas, a masik pedig az
éles hullam (sharp wave), amely egy hosszabb (50-200 ms) tiske-hulldam komplexumot jelol
(6sszefoglaldsként ldsd de Curtis & Avanzini, 2001). Nem keverendd 0Ossze a ragcsalok
hippocampusaban leirt éles hullam-ripple komplexummal (sharp wave-ripple complex, SPW), amely

egy fizioldgids eseményt jelol. Ezzel szemben az emberi agykéregben spontan médon megjelend éles
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hulldmokat és interiktdlis tliskéket patoldgidas eseményeknek tekintik, mivel nagyon szoros

Osszefliggésben allnak az epilepszids rohamok, és az epilepszia, mint betegség kialakuldsaval.

A fokalis epilepszidk esetén a skalproél elvezetett EEG a legalapvet6bb mddszer az epilepszids
rohamokat inditd zéna korilhatarolasahoz (9. abra). Az epileptogén agyi terileten belil elkilonitjiuk
az un. irritativ zénat, amelyre jellemz6 az interiktalis tiskék megjelenése. A skalp EEG-nél azonban
Iényegesen pontosabb képet kaphatunk a rohamindité és az irritativ zénakrél, valamint a rohamokrol
és az interiktalis tlskékrél az operaciot megel6z6 részletes invaziv kivizsgaldskor, mely soran subduralis
electrocorticographia (ECoG), sztereo EEG (sztereotaxidas mddszerekkel beliltetett elektréddk), vagy
mélyagyi elektrédak segitségével vessziik fel az agy elektromos aktivitasat. Az mind a mai napig nem
teljesen tisztazott, hogy az interiktalis tliskék vajon elGsegitik a rohamokat, vagy azok kialakuldsa ellen
hatnak. Mind a két elméletre, vagyis 1) az interiktalis tliskékb&l rohamok alakulnak ki, illetve 2) a

tuskéknek antikonvulziv hatasuk van, vannak rautald adatok (de Curtis & Avanzini, 2001).
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9. abra

A) Interiktalis tuskék (piros nyilak) egy epilepszias paciens skalp EEG felvételén. B) Interiktalis tliskék (rézsaszin keret a
jobb oldalon) egy epilepszias paciens subduralis ECoG elvezetésén. Bal oldalon az elektrodahdld elhelyezkedését
abrazoltuk a paciens MR felvételén, kozépen pedig az ECoG elektrodahalé implantalasat kovet6 allapot fényképe latszik.
Figyelemre méltd, hogy mig az els6 IIS nem terjed rd minden ECoG csatornara, a masodik IIS szinte mindegyiken
megjelenik.

27



dc_1873 21

A preoperativ invaziv elvezetési technikdk segitségével kozelebb keriltlink az epilepszids
rohamok és az interiktdlis tlskék kialakuldsanak megértéséhez, bar a modell allatokbdl nyert
adatokhoz képest még mindig elenyész6en keveset tudunk az emberi epilepszids aktivitas
mechanizmusairdl. Az adatok tobbsége a leggyakrabban el6forduld temporalis lebeny eredetd
epilepszidkbdl szdrmazik, de relative sokat tudunk az egyéb neocorticalis fokdlis epilepszidk sordn
jelentkez6 rohamok kialakulasarél is. A rohamkezdet sordan megfigyelt mintazatok nagyon
valtozatosak, és nem mutatnak 6sszefliggést az epileptogén lézidk tipusaval. A hét kilonbozd
rohamindité mintazat kozul a leggyakrabban megfigyelt az LVF rohamkezdet volt (Perucca et al., 2014),
amelyrél kimutattak, hogy a gatld interneuronok megemelkedett aktivitasaval kezdédik (10. abra)
mind a medidlis temporalis lebenyben (Elahian et al., 2018), mind mas nagyagykérgi régidkban
(Dehghani et al., 2016). A HYP rohamkezdetet kizarélag medialis temporalis lebeny eredet(i epilepszias
paciensekben detektaltak (Perucca et al., 2014), és megemelkedett serkentési folyamatokkal hoztak
Osszefliggésbe (Huberfeld et al., 2011). A rohamokat megel6z6en, akadr néhany perccel a rohamkezdet
el6tt, a neuronok tiizelési frekvencidja megemelkedett, mind a neocortexben (Truccolo et al., 2011),
mind a hippocampusban (Lambrecq et al., 2017). A neocortexbdl indulé rohamok soran, melyek a
medidlis temporalis lebenybe terjedtek, megfigyelték, hogy a gatld sejtek aktivitdsa megemelkedik,
ugyanakkor a serkent6 neuronoké nem (Misra et al., 2018). A rohamok alatt az idegsejtek nagy
részének megnétt a tlzelési frekvencidja, az egyes neuronok tilizelési mintdzata pedig rendkivdl
heterogén volt mind a hippocampusban (Babb et al., 1987), mind a neocortexben (Truccolo et al.,
2011). Epilepszids betegekbdl szarmazé neocorticalis szovetszeletben rohamszer( epileptiform
mintdzatok jelennek meg kainat és kolinerg agonista carbachol egyiittes alkalmazasakor (Florez et al.,
2015), valamint Mg?*-mentes oldatban (Avoli et al., 1987; Mattia et al., 1995). Leirtak, hogy ezek soradn
az idegsejtek membranja jelentGsen eltolddott a depolarizacié irdnyaba (depolarization shift), és burst-

Okben tizeltek (Avoli et al., 1997).
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10. dbra

A) LVF rohamkezdet esetén a medialis temporalis kéregben a gatl6é interneuronok (rézsaszin) el6bb emelik meg a
tiizelésliket, mint a serkentd sejtek (lila). Ez mind az entorhinalis kéregben, mind a hippocampusban és az amygdalaban
is kimutathaté volt (Elahian et al., 2018). HC: hippocampus, EC: entorhinalis kéreg, PHC: parahippocampalis gyrus. B) A
temporalis neocortexben is kimutattdk, hogy a rohamok kozotti idészakokra jellemzs, a serkentd és gatlo sejtek
kiegyenlitett tizelése felborul az LVF rohamok kezdetén (Dehghani et al., 2016). A gatldsejtek (piros) aranyaiban tobb
akciés potencidlt generalnak, mint a serkentd sejtek (kék). B1 abrarész mutatja az ECoG elvezetést, kb. 270 ms-nal
kezd6dik a roham. A serkentdé sejtek elhallgatnak, mig a gatlosejtek hasonldan tiizelnek, mint elGtte. B2 abra mutatja az
egyes klaszterezett sejtek tiizelését (minden sor egy sejt), B3 abran e sejtek Osszesitett tlzelése lathatd. A C1 dbran a
serkentd és gatlo sejtek tlizelésének aranyabdl készitett hétérkép latszik, egy 9 perces elvezetésben, amelynek a kdzepén
van a rohamkezdet. A C2 dbra a normalizalt kumulativ tiizelést mutatja a C1 dbran szaggatott vonalakkal jeldlt részben.
A C3 rész szintén hGtérképes formaban mutatja a serkentés-gatlas egyensulyanak felboruldsat ugyanazon a 40
masodperces szakaszon, mint amely a B dbrarészeken szerepel. A jobb oldalon két tovabbi roham (A1-2 és B1-3) soran
jellemzé serkentés-gatlas egyensuly megbillenése latszik. C) Hiperszinkron eseményekkel kezd6d6 rohamok soran
(Huberfeld et al., 2011) a hiperszinkron preictalis eseményekre (fekete pottyok) jellemz6 a mezépotencial 5-25 Hz kézotti
frekvenciasavjaban a teljesitménynovekedés (hétérkép kozépen), valamint a sejttiizelés névekedése (MUA novekedés,
alul). D) A preictalis hiperszinkron események (PID, fels6 dbrarészek, piros vonallal) sordn a piramissejtek (bal oldalon) a
felszalld dgban tuzelnek (kozépss és also részek), mig az interiktalis tiiskék soran (11D, kék) a tobbségiik gatlodik. A gatld
interneuronok ezzel szemben a hiperszinkron események csticsan tizelnek, az interiktalis tiskéknek azonban a kezdetén
emelik meg a tiizelési frekvenciajukat. A hiperszinkron eseményeket tehat a piramissejtek kezdik, mig az interneuronok
tizelése azt koveti, az interiktalis tiskéket pedig az interneuronok tiizelése inditja, melyekre a piramissejtek nagy része
a tlzelés csdkkenésével valaszol.
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Az elmult fél évszazad sordn sokat megtudtunk az epilepszidas emberi agyban levé neuronok
cellularis tulajdonsagairdl, valamint azoknak az epilepszias aktivitds kialakuldsaval vald
Osszefliggéseir6l (Osszefoglaldsként lasd Avoli & Williamson, 1996; Avoli et al., 2005). In vitro
kisérletekben bizonyitottak, hogy az emberi agykéregben a ragcsalékéhoz nagyon hasonlé sejttipusok
taldlhatok, mind anatdmiai, mind elektrofizioldgiai szempontbdl. A szabdlyosan tiizel6 (regular spiking,
RS-PC) és burst-6l16 (intrinsically bursting IB-PC) serkentd piramissejtek mellett a gyors tlizelés( (fast
spiking) gatld interneuronok sokasaga talalhaté a human neocortexben. Az allatmodellekbdl szarmazo
eredményeknek megfeleléen, az epilepszias terlleteken celluldris szinten is tetten érhet6 a tulzott
serkenthetfség, és a membranaramok leirdsa mellett hamar Osszekototték a burst-6l6 sejtek
jelenlétét, valamint a PDS-t az epilepszias aktivitas kialakuldsaval (11. dbra, Avoli & Williamson, 1996).
Ugyanakkor epilepszids paciensekben végzett mikroelektrodas elvezetésekben nem sikerdilt
egyértelmuen bizonyitani az 6sszefliggést a burst-016 sejtek és az interiktalis tlskék kialakulasa kozott
(Calvin et al., 1973; Ishijima et al., 1975; Wyler et al., 1982). Az egyik tanulmany azt talalta, hogy a
rohamindité medialis temporalis lebenyben tébb a spontan el6forduld burst, mint a contralateralis
oldalon (Staba et al., 2002), mig a masik tanulmany ennek pont a forditottjat figyelte meg (Colder et
al., 1996). A neocorticalis fokalis epilepsziak esetén is csak annyit sikerilt kimutatni, hogy az interiktalis
tlskék sordn modulalt tiizelést mutaté neuronoknak magasabb a burst indexe, mint a nem modulalt

sejteké (Keller et al., 2010).
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11. dbra

A) Epilepszias betegek neocorticalis szeleteiben a piramissejtek burst tiizeléssel reagdlnak az elektromos ingerlésre
(haromszoggel jelezve), miutdn bicuculline-t adnak az oldahoz. Az id6 elérehaladtaval a serkent6é vélaszok egyre
nagyobbak lesznek, majd megjelennek a burst-6k. A bicuculline oldat dtdramoltatdsa soran a piramissejtek valaszai kozott
jellegzetes PDS-eket (jobb oldal két felsd), illetve tobbszoros tuskéket (jobb oldal, alsé) is megfigyeltek (Hwa et al., 1991).
B) Human neocorticalis szeletben MgZ*-mentes oldat segitségével kivaltott epilepszids aktivitas soran a sejtek jellegzetes
PDS-t mutatnak (intra), mely alakja jol megfeleltethetd az extracellularis térbél elvezetett mez&potencialnak (field, (Avoli
et al., 1995). C) Az epilepszids aktivitds mezdpotencial jelének (e) megfeleltethetd intracellularisan elvezetett (i) PDS
keletkezik human neocorticalis piramissejtekben elektromos ingerlés hatasara (fekete haromszég), a 4-AP in vitro
modellben (Mattia et al., 1995). D) 4-AP hatasara interiktalis tiiske jellegl tranziensek (nyil) és rohamszer(i események
(k6zépen) keletkeznek epilepszids paciensekbdl szarmazé human neocorticalis szeletben. Egy ilyen roham soran
elvezetett egyidejli intra- és extracellularis jel lathato kinagyitva a C abrarészen. E) Epilepszids pdaciensek medialis
temporalis kérgébdl (hippocampus, subiculum, entorhinalis kéreg) mélyelektrddas elvezetésekbdl klaszterezett sejtek
aktivitasa interiktalis tliskék soran (Staba et al., 2002). A rohaminditd (ispilateralis) oldalon tébb burst tiizelést figyeltek
meg (hdromszogekkel jelezve), mint a nem rohamindité (contralateralis) oldalon. F) Szintén epilepszias paciensek
medialis temporalis kérgébdl tortént elvezetésben vizsgaltak a neuronok burst tizelését (Colder et al., 1996), és azt
kaptak, hogy a nem rohamindité (contralateralis) oldalon tobb a burst tizelés 6sszességében is (jobb oldalon), illetve a
presubiculumot (Presub) leszamitva minden vizsgalt régidban is. HC: hippocampus, EC: entorhinalis cortex
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Az elmult évtizedekben a kovetkezd hipotéziseket jartdk korbe az epilepsziakutatdssal
foglalkozd kutatdcsoportok. A feltevés szerint a gatldsejtek pusztuldsa, és ezaltal a gatlds eltlinése,
vagy hypofunkcidja kapcsolatba hozhaté az epilepszids aktivitas kialakuldasaval (Sloviter, 1991;
Williamson et al., 2003), ami igy hozzajarul a serkentés-gatlas egyensulyanak felboruldsdhoz. A mi
kordbbi elektronmikroszképos munkaink azonban ravilagitottak arra, hogy a gatldsejtek — tipustol
figgben — nem feltétlenil tlinnek el az epilepszids hippocampusban, csak esetleg immunfestéssel nem
mutathatdk ki epilepszids szovetben, sét, egyes tipusok axonjai akar sarjadzanak is, hogy még tobb
gatld szinapszist adjanak a serkentd sejtekre (Wittner et al., 2001). Ugyanakkor a piramissejtekre
érkez6 GABAerg axonok nem feltétlenil gatoljak a sejteket. A feltételezések szerint az csillarsejtek
kivalthatnak serkentd posztszinaptikus valaszt a piramissejtek axon inicialis szegmentuman (Szabadics
et al., 2006). Ezen feltl human epilepszias hippocampusbdl készitett szeleteken spontan megjelend
interiktalis tliskék soran a subicularis piramissejtek egy kisebb hanyada pedig a GABAerg bemenetre
depolarizalé valaszt adott (Cohen et al., 2002). A feltételezések szerint ez a kloridion gradiens
megvaltozasa miatt fordulhat el6, melynek hatterében az ezt a gradienst feldllité kation-klorid
kotranszporterek megvaltozott expresszidja allhat (Ben-Ari et al., 1989; Rivera et al., 1999). A 2-es
tipusu kalium-klorid kotranszporter (KCC2) a neuron belsejébdl szallitja a kloridiont az extracellularis
térbe, mig az 1-es tipusl natrium-kalium-klorid kotranszporter (NKCC1) ennek forditottjat végzi
(12. dbra). Els6sorban ez a két transzporter tartja fenn azt a klorid gradienst, amely ahhoz sziikséges,
hogy a GABAerg szignalizacio gatlast eredményezzen. A KCC2 expresszidjanak csokkenése vagy
eltlinése azonban a meg6rz6dott NKCC1 funkcidval egyltt a kloridion intracellularis feldUsuldsat
eredményezheti. Ez akar olyan foklu lehet, hogy a GABAa receptor aktivacidja soran kinyild
ioncsatorndkon a kloridion a szokasos befelé aramlas (és ezaltali hiperpolarizacid) helyett kifelé
aramlik, igy depolarizalja a sejtet (Tillman & Zhang, 2019). A feltételezések szerint tehat ez a két
mechanizmus, vagyis a serkentés-gatlas egyensulyanak, valamint a klorid haztartas felborulasa lehet

az alapja az epilepszias aktivitasok kialakuldasanak az agykérgi epilepsziakban.
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12. dbra

Neuronokban az 1-es tipusu Na-K-Cl-kotranszporter (NKCC1) a sejt belseje felé szallitja a kloridiont, mig a 2-es tipusu K-
Cl-kotranszporter (KCC2) kifelé szallitja. Egészséges szbvetben a sejtekben jelentésebb a KCC2 altal kdzvetitett ionaramlas
(nagyobb a gomb, vastagabb a nyil), mint az NKCC1 altali, igy az intracelluldris kompartmentben kevés, az
extracellularisban pedig sok a kloridion. GABA hatdsara a GABAa receptorokon a kloridionok bedramlanak a sejtbe, és a
sejt hiperpolarizaloé valaszt ad (alul). Epilepsziads szovetben el6fordulnak sejtek (,,Epilepszids” neuron), amelyekben a két
transzporter altal kozvetitett iondramlas megvaltozik Ggy, hogy az intra- és extracellularis térben megfordul a klorid
gradiens. Intracellularisan magasabb lesz a kloridion koncentracidja, mint extracellularisan, melynek kévetkeztében
GABA hatasara a kloridionok kifelé aramlanak, és a sejt depolarizalédik (Tillman & Zhang, 2019).

1.6 Human kontroll kérdése

Az epilepsziakutatds soran fontos még szét ejteniink a kontroll kérdésérél. Ez a human
kutatdsok egyik sarkalatos pontja. Anatémiai vizsgalatokhoz a legmegfelelGbb kontroll szovet a post
mortem human minta olyan alanyokbdl, akiknek nem volt semmilyen neurolégiai betegségik (pl.
(Wittner et al., 2001). Ugyanakkor érdemes figyelembe venni a mintdk post mortem idejét, mert
jelent@s valtozasok mennek végbe a szovet bomlasa kbvetkeztében (Urban et al., 2002). Hasonldsaguk
okan, az egészséges human szoveten kivil f6eml&sokbdl szarmazé kontroll szovetet is lehet hasznalni
(Wittner et al., 2009). Az elektrofizioldgiai kutatasokhoz azonban nem hasznalhaté post mortem minta,
és érthetd etikai okokbdl egészséges agyszovet sem vizsgalhatd. igy mdas megoldasok johetnek csak
szOba. Akarcsak az anatdmiai vizsgalatokhoz, f6eml6s6kbdl szarmazd mintdkat (Schwartzkroin &
Haglund, 1986), illetve ragcsald szovetet is szoktak kontrollnak hasznalni, sok esetben a megfelel6 in

vivo epilepszia modellel egyitt (pl. Jiang et al., 2012). A human hippocampust érinté vizsgalatok sordn
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gyakran a nem scleroticus hippocampust (mHS) tekintik a scleroticus hippocampus (sHS) kontrolljanak,
annak ellenére, hogy ezek a mintdk szintén epilepszids paciensekbdl szarmaznak (pl. Williamson &
Spencer, 1994). A dysgenesises betegek esetén a dysgenesist tartalmazd (és gyakran rohamindité)
neocorticalis szovet kontrolljanak akdr ugyanabbdl a betegb6l szdrmazd, nem, vagy kevésbé
epileptogén, a dysgenesisen kiviil esé teriiletekrél szarmazé széveteket tekintik (pl. Avoli et al., 1994b),
vagy a tumor-asszocialt epilepszids betegekbdl eltdvolitott peritumordlis régiébdl szarmazo szovettel
hasonlitjak 6ssze (pl. Williamson et al., 2003). Az 6sszes itt felsorolt human lehetGség tehat epilepszias
betegek agyabdl eltavolitott olyan szovetet tekint kontrollnak, amelyek nem, vagy kevésbé vesznek
részt az epilepszias aktivitas kialakitasaban. De mégis epilepszias betegekbdl szdarmaznak, és az
epilepszias szinaptikus reorganizacid jelei egyértelmden (pl. a hippocampusban, lasd Wittner et al.,
2005) vagy kevésbé egyértelmtien (pl. a neocortexben, lasd Alonso-Nanclares et al., 2005), de tetten
érhet6k. Human elektrofizioldgiai kutatasokhoz a legjobb kontroll az a szévet, amelyet nem epilepszias
betegek operacidja soran tavolitanak el. A hippocampus esetében ez gyakorlatilag nem fordul eld,
ugyanis a tanuldsi és memoriafolyamatokban betoltott fontos szerepe miatt a sebészeti eljarasok soran
a hippocampust a lehet6ségekhez mérten megdrzik, csak akkor rezekaljak, ha patoldgids. A neocortex
esetében a nem epilepszias — altaldban tumoros — betegek egészségesnek tekinthet6 nagyagykérgi
szovetét esetenként eltavolitjdk, ha a tumor subcorticalisan taldlhatd, és a sebészeti technika ezt
megkivanja. Ezek az esetek az elérhetd legjobb kontrolljai a human epilepszids neocorticalis mintaknak,
a szakirodalomban mégis nagyon kevés publikacidban taldlkozunk vele (Schwartzkroin & Haglund,

1986; Avoli et al., 1994a).
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2 Célkitlizések

FGbb célkitlizéseink a fizioldgids és patoldgias (epilepszias) szinkron populdcids aktivitasok
kialakuldsi mechanizmusainak a feltardsa volt ragcsalok és az ember agykérgében. Az epilepszias és
nem epilepszids szinkron események kozti hasonlésagok és kilonbségek kideritésével szerettiink volna
kozelebb keriilni annak a megértéséhez, hogy mitdl valik egy adott agyi régié patoldgids szinkron
folyamatok gdécpontjava, illetve, hogy hol is hizédik a hatdr (ha egyaltaldan van) a fizioldgids és az
epilepszids aktivitasok kozott. E kérdéseknek a feltardsdra a humdn szovet mellett allatmodelleket is
vizsgaltunk, amelyekkel azon tul, hogy a szinkronizacids folyamatok mechanizmusaira igyekeztiink
fényt deriteni, szerettilk volna megvizsgalni az allatok és az ember agyaban létrejové oszcillaciok

kiilonboz6ségeit. Kutatasainkban az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszokat.

Fizioldgids SPW aktivitas karakterizalasa ragcsalék hippocampusaban (Hofer et al., 2015)

e 7z

vitro koriilmények k6zott megjelené SPW aktivitasoknak?
- Mi a kilénbség a kétféle SPW aktivitas kozott?
- Hogyan vesznek részt a serkentd CA3 piramissejtek a SPW-ekben?

- Mi a szerepe a gatld interneuronoknak, azon beliil is a periszomatikus gatldsejteknek a

hippocampalis SPW-ek generdldsdban?

Epilepszias interiktdlis tiskék mechanizmusainak feltardsa ragcsalok hippocampusaban (Wittner &

Miles, 2007)

- Melyik régidban keletkezik a diszinhibicié altal indukalt interiktalis-jellegl tliske a ragcsaldok

hippocampalis szeletein?

- Melyek a neuronok azon elektrofizioldgiai jellemzdi, amelyek elGsegitik, hogy az interiktalis

tuske egy adott terileten alakuljon ki?

- A CA3 régi6 piramissejtjeinek melyek azok az anatémiai és dsszekottetésbeli tulajdonsagai,

amelyek szerepet jatszhatnak az interiktalis tliskék generdldsaban?
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Epilepszias rohamok mechanizmusainak vizsgalata ragcsald hippocampusban (Le Duigou et al., 2005;

Motti et al., 2010)

- Melyek a kilonb6z6 szakaszai az in vivo kainat beaddsaval kivaltott epilepszidanak?

- Mely bioldgiai folyamatokhoz kapcsolhatd gének expresszidja valtozik, és hogyan, epilepszia

soran, a kiilonb6z6 szakaszokban?

- Milyen terjedési mintdzatot mutat a hippocampusban a kainat in vitro kortilmények kozott

vald alkalmazasaval kivaltott epilepszias roham?
- Milyen tlizelési mintazatot mutatnak a serkenté piramissejtek a rohamok alatt?

- Milyen szinkron aktivitasok alakulnak ki a hippocampusban a kainat ex vivo koérilmények

kozott vald alkalmazasa soran?

- Milyen morfoldgiai valtozasok kisérik a kainat beadasat kévet6 epilepszids aktivitasokat a

hippocampusban?

Hippocampalis aktivitasok anatémiai hattere ragcsalé hippocampusban (Wittner et al., 2006, 2007)

- Milyen hosszd és hany axon termindlist adnak az ipsilateralis hippocampusban a CA3

piramissejtek axonjai?
- Milyen eloszlast mutatnak a CA3 piramissejtek boutonjai az ipsilateralis hippocampusban?

- Milyen gétlé interneuronokon végzédnek a CA3 piramissejtek axonjai? Van-e szelektiv

beidegzése adott sejttipusoknak?

Epilepszias interiktalis tliskék vizsgalata a human hippocampusban (Huberfeld et al., 2007; Wittner et

al., 2009)

- A human subiculumban in vitro korilmények kozott megjelené interiktalis tliskék soran

milyen aktivitast mutatnak a subicularis piramissejtek?

- Eléfordulhat-e, hogy egyes subicularis piramissejtekbdl hianyzik a kloridion gradiens

felallitasaért felel6s KCC2 transzporter fehérje?

- Van-e Osszefliggés a piramissejtek viselkedése és a KCC2-tartalmuk kozott?
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- Melyek a haldzati tulajdonsagai a human hippocampalis szeletekben a CA2 régidban spontan

megjelend interiktalis tliskéknek?
- Mi a szerepe a serkent6 CA2 piramissejteknek az interiktalis tiskék kialakitasaban?

- Szerepet jatszik-e a kloridion haztartas megvaltozasa a CA2 régidban detektdlhato interiktalis

tuskék létrejottében?

- Szerepet jatszik-e a serkentés-gatlds egyensulydnak felboruldsa az interiktalis tliskék

kialakulasaban a hippocampalis CA2 régidban?

Az epilepszids folyamatok lehetséges anatémiai hattere az emberi hippocampusban (Wittner et al.,

2005; Karldcai et al., 2016; Wittner & Magléczky, 2017)

- Milyen eloszlast mutat a KCC2 transzporter fehérje a human hippocampusban, és hogyan

valtozik epilepszia soran?

- Milyen eloszlast mutatnak a PV-tartalmu interneuronok a human hippocampusban, és milyen

posztszinaptikus célelemei vannak?

- Hogyan valtozik a PV-pozitiv sejtek és azok posztszinaptikus célelemeinek eloszlasa epilepszia

soran?

- Mi az eloszlasa a CCK/CB1+ kosarsejteknek a human hippocampusban, és milyen

posztszinaptikus célelemeken végz6dnek?

- Hogyan valtoznak a CCK/CB1+ kosarsejtek és célelemeik epilepszia soran?

Fizioldgids spontan populdcids aktivitds vizsgalata a human neocortexben (Kerekes et al., 2014; Téth

etal., 2018)

- Mely halézati tulajdonsagokkal rendelkezik a human neocortexben spontan megjelen6 SPA?
- Van-e Osszefliggés a betegek korel6zményei és az SPA megjelenése kozott?

- Van-e kiilonbség az epilepszias betegek és a nem epilepszias (tumoros) betegek neocorticalis

szeleteiben keletkez6 SPA-k kozott?

- Hogyan vesznek részt a serkentd piramissejtek az SPA-k kialakitasaban?
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Epilepszias tiskék és rohamok kialakuldsi mechanizmusai a human neocortexben (Kandracs et al.,

2019)

- Megjelennek-e epilepszids események, és ha igen, milyenek, human neocorticalis

szeletekben diszinhibicié hatasara?

- Van-e kiilonbség az epilepszias betegek és a nem epilepszias (tumoros) betegek neocorticalis

szeleteiben keletkez§ interiktalis tuskék és rohamok kozott?

- Melyek a haldzati tulajdonsagai a diszinhibicié indukalta interiktalis tliskéknek és

rohamoknak?
Milyen terjedési mintdzatot mutatnak az epilepszias események a human neocortexben?

Mi a szerepe a serkentd piramissejteknek (azon belil is a burst-616 piramissejteknek) és a gatlo

interneuronoknak az epilepszids események kivaltasaban?
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3 Moddszerek

3.1 Paciensek

Agysebészeti miitétre kerild epilepszids és nem epilepszids paciensek rezekalt mintait
haszndltuk a munkdinkhoz. Kisérleteinket az Eurdpai Unid szabdlyainak megfelel6en, hatdsagi
engedélyek birtokdban, a Helsinki Nyilatkozatnak megfelel6en végeztilk. A paciensek irdsos
beleegyezésiket adtak a kutatashoz. A betegek nagy részét Budapesten, az Orszagos Klinikai
Idegtudomanyi Intézetben és a MAV Kdrhazban, kisebb részét Parizsban, a Pitié-Salpétriere kérhazban,
valamint New Yorkban, a New York University School of Medicine Idegsebészeti Osztalyan m(itotték.
Tempordlis lebeny eredet(i epilepszidaban szenvedd betegekbdl rezekalt hippocampalis széveten in
vitro elektrofizioldgiai (Huberfeld et al., 2007; Wittner et al., 2009) és anatomiai (Wittner et al., 2005;
Karldcai et al., 2016; Wittner & Magldczky, 2017) vizsgalatokat végeztliink. Neocorticalis szovetet
kaptunk epilepszids és nem epilepszids, tumoros betegek rezekcidos mitétje soran, melyen
elektrofiziolégiai és anatémiai kisérleteket végeztiink (Kerekes et al., 2014; Téth et al., 2018; Kandracs
et al., 2019). Az anatdmiai vizsgalatokhoz post mortem kontroll hippocampalis mintakat kaptunk a

Lenhossék Program keretein beliil, a Semmelweis Egyetem Igazsagligyi Kérbonctani Intézetébdl.

3.2 Anatdmiai modszerek

Beagyazas el6tti immunreakciot alkalmaztunk a kiilénb6z6 gatld interneuronok
megjelenitésére. Metabotrdob glutamat receptor 1la (mGluRla, Wittner et al., 2006), 2-es tipusu
kalium-klorid kotransporter (KCC2, Huberfeld et al., 2007; Wittner et al., 2009; Karldcai et al., 2016),
1-es tipusu natrium-kalium-klorid kotranszporter (NKCC1, Huberfeld et al., 2007; Wittner et al., 2009),
neuronalis marker NeuN (Téth et al., 2018), parvalbumin (PV, Wittner et al.,, 2009; Wittner &
Magldczky, 2017; Téth et al., 2018), 1-es tipusu kannabinoid receptor (CB1, Wittner & Magldéczky,
2017) elleni immunfestést alkalmaztunk. Di-amino-benzidinnel (DAB), aranyszemcsékkel, valamint
Alexa tipusu fluoreszcens antitestekkel vizualizaltuk a festett elemeket. A DAB-bal és aranyszemcsékkel
el6hivott metszeteket dehidraltuk dgy, hogy elektronmikroszkdpos vizsgdlatokat lehessen végezni
rajtuk. A festett elemeket camera lucida segitségével rajzoltuk ki, vagy NeurolLucida segitségével
rekonstrudltuk 3 dimenziéban. A fénymikroszképos és rekonstrukcids vizsgalatokat kovetSen

elektronmikroszkdpos vizsgalatokat is végeztiink a mintakon.

Mind in vivo (Wittner et al., 2006, 2007), mind in vitro (Huberfeld et al., 2007; Wittner & Miles,
2007; Wittner et al., 2009; Kerekes et al.,, 2014; Téth et al., 2018) kisérletekben végeztiink
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intracelluldris sejttoltést, biocytin vagy neurobiotin jel6l6anyagok segitségével. A sejtek egy részét
Alexa594 fluoreszcens antitesttel hivtuk el6, majd egy KCC2 elleni fluoreszcens immunfestést
végeztlink rajta (Huberfeld et al., 2007). Utdna, ahogy a t6bbi intracelluldrisan t6ltott sejtet is (Wittner
et al., 2006, 2007; Wittner & Miles, 2007; Wittner et al., 2009; Kerekes et al., 2014; Téth et al., 2018),
DAB-bal hivtuk el6, és dehidraltuk ugy, hogy elektronmikroszkdépban is lehessen vizsgalni. Az
intracelluldrisan toltott sejteket egy NeuroLucida rendszer segitségével rekonstrualtuk 3 dimenzidban.
A fénymikroszkdpos és sejtrekonstrukcids analiziseket kévetGen elektronmikroszkdpos vizsgalatokat is

végeztiink (Kerekes et al., 2014).

Gallyas-féle eziist impregnaciot (Gallyas et al., 1990) végeztiink az epilepszids allatokban

bekovetkezs sejtpusztulas vizsgalatara (Le Duigou et al., 2005).

3.3 Epilepszia modellek
Kétféle in vivo epilepszia modellt alkalmaztunk: intraperitonealis pilocarpine-t injektaltunk
egerekbe (Karldcai et al., 2016), valamint kainatot adtunk be intrahippocampalisan az egerekbe (Le

Duigou et al., 2005; Motti et al., 2010).

Akut in vitro modellekkel is dolgoztunk, a GABAa receptor antagonista bicuculline-t, picrotoxint
(Wittner & Miles, 2007; Kandracs et al., 2019), valamint a glutamat receptor agonista kainatot (Le

Duigou et al., 2005) alkalmaztuk epilepszias aktivitas elGidézésére agyi tulél6 szeletekben.

3.4 Genetikai profil vizsgalata

Genetikai profil vizsgalatokat gén chip technika segitségével végeztiink az intrahippocampalis
kainatot, illetve fizioldgias sdéoldatot kapott allatokban (Motti et al., 2010). Valés idejl polimeraz
lancreakcid (real time polimerase chain reaction, RT-PCR) alkalmazasaval nyert adatokhoz

hasonlitottuk a gén chip segitségével nyert adatokat.

3.5 Elektrofiziolégiai mddszerek

Az in vitro elvezetésekhez vagy egycsatornas extracellularis fémelektrodakat (Le Duigou et al.,
2005; Huberfeld et al., 2007; Wittner & Miles, 2007; Wittner et al., 2009), vagy egy 24 csatornas linearis
mikroelektrodat (Ulbert et al., 2004b) hasznaltunk (Wittner et al., 2009; Kerekes et al., 2014; Hofer et
al., 2015; Téth et al., 2018; Kandracs et al., 2019). Ragcsalok hippocampusabdl (Le Duigou et al., 2005;

Wittner & Miles, 2007; Hofer et al., 2015), epilepszids paciensek hippocampusabdl (Huberfeld et al.,
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2007; Wittner et al., 2009), valamint epilepszias és nem epilepszids (tumoros) betegek neocortexébdl
(Toth et al., 2018; Kandracs et al., 2019) szeleteket készitettiink és vizsgaltunk in vitro koriilmények
kozott, interface tipusd kamrdban. Az egycsatornas fémelektréddval mezépotencialt, mig a 24
csatornas mikroelektrédaval mez6potencidl gradienst (local field potential gradient, LFPg) vettiink fel.
A farmakoldgiai kisérletek sordn az adott farmakolégiai reagenst az ataramoltatott oldatba beoldva
alkalmaztuk a szeleteken. Az extracellularis elvezetésekkel egyidejlileg intracellularis elvezetéseket
végeztiink ,sharp” tipusu livegelektrodakkal, melyeket kbvet6en a sejteket feltoltottiik biocytin vagy

neurobiotin jeldl6anyaggal.

3.6 Két-foton mikroszkopia

Epilepszias és nem epilepszids tumoros paciensek neocortexébdl készitett tulélé szeleteket
vizsgaltunk egy két-foton mikroszkdépos kombinalt elektrofizioldgiai és képalkotd rendszer segitségével
(Kerekes et al., 2014). Az extracelluldris jeleket egy lvegelektrédaval és a fent emlitett sokcsatornas
linearis mikroelektréddval regisztraltuk, mikdézben az intracellularis méréseket ,patch” tipusu
Uvegelektréddval végeztiik. Az intracelluldrisan elvezetett sejteket Alexa594 fluoreszcens
jeldlBanyaggal toltéttik meg az elektrofizioldgiai és Ca?*-képalkotasi vizsgalatok végén. A neuronok
nagyobb csoportjat ,bulk loading” technikdval OGB-1-AM (Oregon green 488 BAPTA-1 AM), Ca*'-
valtozasait. A gliasejtek elkiilonitésére az SR-101 (sulphorhodamin-101) piros fluoreszcens festéket

hasznaltuk, melyet specifikusan a gliasejtek vesznek fel.

3.7 Adatanalizis

A populdciés aktivitasok haldzati tulajdonsagait a 24 csatornas mikroelektrédaval, széles
savban felvett mezGpotencial gradiensbdl elemeztik (Kerekes et al., 2014; Hofer et al., 2015; Wittner
& Magldczky, 2017; Téth et al., 2018). Meghataroztuk a szinkron események eléfordulasi frekvenciait,
az LFPg, soksejt aktivitas (multiple unit activity, MUA) és dramforras slirliség (current source density,
CSD) amplitudaéit. Tovabbi analizisekhez az események LFPg cslcspontjat tekintettiik nulla id6pontnak.
Wavelet analizist alkalmaztunk a magas frekvencias oszcillacidk (high frequency oscillation, HFO)
teljesitményének és frekvenciainak a megallapitasahoz. Extracellularis elvezetésekbdl sejtklaszterezési
eljarassal allapitottuk meg az egyes sejtek akcids potencialjainak idépontjat és vetettilk dssze a
populaciés eseményekkel. A klaszterezett sejteket az akcids potencidljuk alakja és a tlzelési
mintdzatuk, autokorrelogramjuk alapjan serkenté principalis sejt (PC) és gatld interneuron (IN)

kategdridkba soroltuk.
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Az intracellularis elvezetésekben (Huberfeld et al., 2007; Wittner & Miles, 2007; Wittner et al.,
2009; Hofer et al., 2015; Téth et al., 2018) meghatdroztuk a sejtek nyugalmi membranpotencialjat,
input rezisztenciajat és az id6 konstans értékét, valamint azt, hogy spontdn médon tiizel-e nyugalmi
membranpotencialon, illetve képes-e spontdn vagy kivaltott burst tiizelésre. Az egyidejlileg felvett
extracellularis elvezetésekben jelentkezd populdcids eseményekkel 6sszevetettiik az intracellularis

potencidlokat és esetleges tlizeléseket.
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4  Eredmények

4.1 Ragcsalok hippocampusaban megjelend fizioldgids és epileptiform aktivitas

4.1.1 Fizioldgias éles hullam keletkezési mechanizmusai
(Hofer et al., 2015)

A ragcsalék hippocampusdban jellegzetes karakterisztikaju éles hullam-ripple komplexumok
(sharp wave ripple complex, SPW) jelennek meg lassu hullamu alvas és éber mozdulatlansag alatt,
melyeknek fontos szerepet tulajdonitanak a memdrianyomok kialakuldsdban és tovabbitdsaban a

neocorticalis teriiletek felé (Buzsaki, 2015).

Kisérleteinkben patkdny hippocampus szeleteken vizsgaltuk a SPW-ek kialakulasi
mechanizmusait. Ahogy mas csoportok (Maier et al., 2003; Wu et al., 2005), mi is regisztraltunk SPW-
eket a gyrus dentatusban, a CA3 és a CA1 régidkban. Elfogadott tény, hogy a SPW-ek a CA3 régidban
keletkeznek (Buzsdki, 2015), igy f6ként erre a régidra koncentraltunk. Elvezetéseinkben kétféle SPW-
et kilénboztettiink meg: az egyik tipus (T1) esetén a mez6potencidl gradiensben (local field potential
gradient, LFPg) negativ, a masik tipus (T2) esetén pozitiv kitérést tapasztaltunk a CA3 régié piramissejt
rétegében (13. abra). A kétféle SPW haldzati paramétereiben is adddtak kilonbségek: a T1 el6fordulasi
frekvencidja alacsonyabb, LFPg amplitiddja nagyobb, és a ratevédd ripple oszcillacié teljesitménye
magasabb volt. A szeletek kb. 10%-aban a kétféle esemény egyliitt, de altaldban egymastdl fliggetlenl
jelent meg (14. abra). Ezekben az esetekben a haldzati paraméterek kozti kulonbségek még
kifejezettebbek voltak, a soksejt aktivitas (multiple unit activity, MUA) is szignifikansan nagyobb volt a
T1 SPW-ek soran, mint a T2 SPW alatt. A nagyobb LFPg amplitidd és nagyobb sejtaktivitas (magasabb
MUA érték) arra utal, hogy a T1 SPW-ek kialakitasaban t6bb idegsejt vesz részt, mint a T2 SPW-eknél,
mig a nagyobb ripple oszcillaciod teljesitmény azt jelzi, hogy a T1 SPW események szinkronizaltabbak,

mint a T2 SPW-ek.

43



dc_1873 21

LFPg - Type 1 Frequency
ch o [} o o) [ o [ ,—|**
1 —_— Hz
3 . $
6 2 . *
1 - !
12 o s i 7 0 .
I I i (i P
= e = C
18
23 = — D LFP
1100 pv 500 ms (0-1-3000 Hz) 150 WV 55 me g
uv = T
CSD MUA TFR 100
: ; =
gh -18 S -10 3020 -6 "
rad I rad l 200 '
s - ' -100
o - A ] 100 .
- I p I I -200 H
22 22 0 :
-100  Oms 100 18uV -100  Oms 100 10uV -200 Oms 200 6dB T T2
B LFPg - Type 2 =—
Ch * * %* * - * * *
1 —— mY
6 o 40
et = _—= :
~ s A ~Y
P e - . X
— — ~ n'a v b 0
— T PR =% ~ x e %
e T s G A A /A\ D ™ T2
=t —— =
23 == — —— F .
1100 uv 500 ms (0-1-3000 Hz) 150 WV 50ms Ripple power
*
CSD MUA TFR 1 )
h H . &
2 '1i3 5 -10 300 X 8 .
rad rad ' l
e § i 200 . i
P . fa [
pyr » I pyr 100 0
2288 2000 I o — .I
-100  Oms 100 18uV -100  Oms 100 10uV -200 Oms 200 6dB T T2
13. dbra
Patkany hippocampus szeletekben kétféle SPW keletkezik a CA3 régidban, fizioldgias oldatban. A T1 SPW (A) soran a
piramisrétegben negativ, mig a T2 SPW (B) soran pozitiv LFPg tranziens jelentkezik (D). A T1 alatt egy aramnyeld-
aramforrds par lathaté a piramissejt rétegben (CSD), a T2 soran egy aramforras van a sejtrétegben, mig a dendritikus
rétegekben egy-egy aramnyel§ taldlhatd. Mindkett6 soran megemelkedik a sejttiizelés (MUA, E), és megjelenik egy 200
Hz korali oszcillacio (TFR). AT2 SPW-nek magasabb az eléfordulasi frekvencidja (C), a ripple oszcillacié teljesitménye pedig
alacsonyabb (F), mint a T1 SPW-nek.

Az aramforras slrlség vizsgalat (current source density, CSD) mindkét tipusu SPW esetén
aramforrast mutatott a sejtrétegben, ugyanakkor az aramnyel6k mintazata a T1 SPW soran a gyrus
dentatus szemcsesejtjeinek aktivacidos mintazatara emlékeztetett, a T2 SPW-¢é pedig a CA3 piramisok
axonjainak serkentéséhez hasonlé mintdzatot mutatott (14. dbra). Annak ellenérzésére, hogy a T1
SPW-et a gyrus dentatus generalja-e, kétféle kisérletet végeztiink. Adataink azt mutattak, hogy sem a

moharostok aktivitasanak farmakolégiai csokkentése (szelektiv mGIuR agonista DCG-IV-gyel), sem
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pedig a gyrus dentatus fizikai eltavolitdsa nem tlintette el a T1 SPW-eket. Ez arra utal, hogy a T1 SPW-

ek megjelenéséhez nem elengedhetetleniil szlikséges a gyrus dentatus fel6l jové bemenet.
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14. dbra
A patkany hippocampus szeletek kb. 10%-aban a T1 és T2 SPW-ek egyitt jelentkeztek (A). A T1 SPW-nek nagyobb volt az
LFPg, CSD és MUA (B) amplitudédja, valamint a ripple savban a teljesitménye (TFR). C) A spontdn mddon keletkezett T1
SPW LFPg és CSD mintdzata a GD stimulalasakor kapott mintazathoz hasonlitott, mig a T2 SPW pedig a CA3 régidban
tortént stimuldlasra adott valaszok mintazatahoz. A csak CA3 régiot tartalmazd mini szeletekben is keletkezett T1 (D) és
T2 (E) SPW. F) Ha a moharostok (MF) aktivitasat blokkoljuk az mGIuR agonista DCG-IV farmakonnal, akkor is
megmaradnak mind a T1, mind a T2 SPW-ek. G) Mind az el6fordulasi frekvencidjuk, mind az LFPg és MUA amplitddojuk
hasonlé maradt, mint a DCG-1V alkalmazasa el6tt.
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A serkentd glutamaterg rendszerek farmakolégiai vizsgdlata azt mutatta, hogy mindkét tipusu
SPW kialakitasaban részt vesznek az AMPA/kainat tipusu glutamaterg receptorok, mig az NMDA
receptorok nem. A GABAerg szignalizacid vizsgalata pedig kimutatta, hogy a GABAa receptorok
gatlasaval mindkét tipusu SPW eltlinik, mig a GABAb receptorokéval nem. A serkenté sejthalézatok
részvételének részletesebb vizsgdlatara intracellularis elvezetéseket végeztiink CA3 piramissejtekbdl
(15. abra). A piramisrétegben taldlhaté aramforrasnak megfeleléen a piramissejtek nagy része
hiperpolarizdlé vélaszt mutatott a SPW-ek soran. Ugyanakkor depolarizalo, illetve két fazisu
(hiperpolarizalé + depolarizald) valaszokat ado sejteket is megfigyeltiink, melyek egy része tizelt is a
SPW-R események sordn. A kétféle SPW kozott a sejtes valaszok tekintetében jelentés kiilonbségeket
nem talaltunk. A sok gatlédd piramissejt és ezzel egyltt az dramforrds jelenléte a piramissejtek
rétegében a gatld neuronhaldzatok (azon beliil is a periszomatikus gatlésejtek) fontos szerepére utal a
SPW-ek kialakitasaban a patkany hippocampusban, akarcsak egérben (Hajos et al., 2013). A gatlo
halézatok, azaz az interneuronok szerepének vizsgdlatat extracelluldris elvezetésekbdl,
sejtklaszterezési technikaval végeztiik el (15. dbra). Az interneuronok kb. 80%-a megemelte a tiizelési
frekvencidjat a SPW-ek soran, a maradék 20% viselkedése nem mutatott dsszefliggést a SPW-ekkel. A
gatld sejteket a SPW-ek soran mutatott tlizelési mintdzatuk alapjan tobb kategdriaba soroltuk. Az
interneuronok tobb, mint fele kizarélag a SPW-ek sordn emelte meg a tlzelési ratdjat, de
elkllonitettiink SPW+el6tte, SPW+utdna, SPW+csokkent tlizelési mintdzatu sejteket is. Az
interneuronok kb. 3/4-ének maximalis tlizelése megel6zte a SPW-ek cslcsat, ami azt sugallja, hogy
fontos szerepik van e szinkron események beinditdsdaban. A GABAerg interneuronok tlzelési
mintdzata — a serkentd sejtekkel ellentétben — kilénb6z6 volt a kétféle SPW esetén. SPW+el6tte és
SPW+utdna tlizelési mintazatu sejteket kizardlag T2 SPW esetén figyeltiink meg, mig a tébbi mintazat
mindkét SPW soran el6fordult. Az interneuronok tiizelési mintazata 0sszefliggést mutatott a sejtek
lokalizacidjaval is: a SPW+csokkent tiizelési sejtek mind a str. oriensben helyezkedtek el, mig a tobbi
tipushoz tartozé sejtek a CA3 régié minden rétegében megtaladlhatdk voltak. Az interneuronok kb. 60%-
a eltérd valaszt mutatott a T1 és a T2 SPW-ek soran azokban az esetekben, amikor egy szeletben
egyidejlleg fordult el6 a kétféle SPW. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a funkcionalisan
kiilonboz6 tipusu interneuronok kilonbozéképp, differencidltan vesznek részt a kétféle SPW

kialakitasaban.
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15. dbra
A) A CA3 piramissejtek harom kiilénboz6 tipusu vélaszt adtak a SPW-ekre: a sejtek nagy része hiperpolarizalédott, de
voltak depolarizalddo sejtek, és olyan neuronok is, amelyek két fazisu (hiperpolarizalé+depolarizald) vélaszt adtak. Jobb
oldalon az adott sejt PETH diagramja lathato (0 id6pontban a SPW LFPg cslcsa), piros vonallal a SPW LFPg atlaga. A kis
négyzetben a SPW csucsa korili £20 ms van kinagyitva. B) A sejtek ugyanazt a tipusu valaszt adtdk a két kiilonb6z6 SPW-
re (vagy hiperpolarizalo, vagy depolarizdld). C) A klaszterezett interneuronok nagy tébbsége csak a SPW csuicsan novelte
meg a tlizelési frekvencidjat, de elkilonitettiink SPW+utdna, SPW+csokkent és elGtte+SPW tiizelési mintazatu sejteket is.
D) PETH diagramok mutatjak a kiilonb6z6 interneuron tipusokat. Az egyik sejt mindkét tipusi SPW soran a SPW cslcsan
tiizelt, de a T1 SPW-re adott valaszai jobban szinkronizaltak voltak a SPW cstcsahoz, mint a T2 SPW-re adott valaszai.

A periszomatikus gatlosejtek szerepének tisztazasat farmakoldgiai kisérletekkel végeztiik (16.
abra). A parvalbumin (PV)-pozitiv kosdr- és csillarsejtek aktivitdsat a p-opioid receptor agonista
DAMGO segitségével csokkentettik (Gulyds et al.,, 2010), mig a cholecystokinin (CCK)-pozitiv
kosarsejtekét az acetilkolin receptor agonista carbachollal (Katona et al., 1999; Szabd et al., 2010).
Igazoltuk, hogy a periszomatikus gatlésejtek részt vesznek mindkét tipusd SPW l|étrehozdsdban,
ugyanis a DAMGO jelent&sen lecsokkentette a SPW-ek el6fordulasi frekvenciajat, s6t, a T2 SPW-eket a
szeletek majdnem felében blokkolta is. A T1 SPW-ek CSD mintazata reverzibilisen atalakult T2 SPW CSD
mintdzattda a DAMGO hatdsara, mig a T2 SPW-ek CSD mintazata nem valtozott. A DAMGO-t kdévet6

carbachol hatasara a még detektalhaté SPW-ek is reverzibilisen eltlintek. Ezekkel a kisérletekkel
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igazoltuk a periszomatikus gatlésejtek alapvetd szerepét a SPW-ek kialakitdsdban. Sajnos a p-opioid
receptor nem csak PV-pozitiv periszomatikus gatldsejteken taldlhatd, hanem mads, dendritikus
gatlosejteken is (a str. oriensben taldalhaté O-LM sejteken), valamint a PV-pozitiv sejtek csak kb.
harmada tartalmazza a p-opioid receptort (Drake & Milner, 2002), tehat a DAMGO hasznalataval egy
kevert interneurondlis hatast lehet elérni. A kétféle kosarsejt, a csillarsejtek és esetleg az O-LM sejtek

pontos szerepének tisztazasara a kétféle SPW kialakitdsaban még tovabbi kisérletekre volna szlikség.
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16. abra
A PV-tartalmu IN-ok aktivitasat csokkentettiik a p-opioid receptor agonista DAMGO (DMG) segitségével, a CCK/CB1-
pozitiv IN-okét pedig az acetil-kolin receptor antagonista carbachollal (CCh). A DAMGO jelent&sen lecsokkentette mind a
T1 (A), mind a T2 (B) SPW el6fordulasi frekvencidjat, ugyanakkor megnovelte a sejttiizelést (MUA). C) A T1 SPW-ek LFPg
és CSD mintazata DAMGO hatasara a T2 SPW-ek mintazatdra valtozott, mely hatds kimoshaté volt. D) A T2 SPW-ek, ha
nem tlintek el teljesen, az LFPg és CSD mintazatuk nem valtozott. E) Azokban a szeletekben, ahol T1+T2 SPW fordult el6,
DAMGO alkalmazasa soran csak T2 SPW-ek keletkeztek.
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Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a hippocampalis SPW-ek tulél6 szeletekben is kialakulnak,
nagyon hasonlé tulajdonsagokkal, mint az él6 allatban. A CA3 régié egy dinamikusan valtozé komplex
neuronalis rendszer, amely in vitro korilmények kozott is tobbféle aktivitas kialakitasara képes, akar
egyidejlleg is. A kétféle, fizioldgids korilmények kozott spontdn mddon megjelené SPW-ek
generdldsdban mind a serkenté piramissejtek, mind az interneuronok részt vesznek. A gatld sejtek a
SPW-ek beinditdsdban jelent6s részt véllalnak, a gatlé sejtek kozil is a periszomatikus gatldsejtek
szerepe a legjelent6sebb. A kétféle szinkron aktivitds soran a kiilonb6z6 interneuron tipusok
kiilonboz6képpen vesznek részt az események generalasaban, és mas piramissejt populacidkat tudnak
bevonni a szinkron eseményekbe. Az interneuronok differencialt aktivitasaval a CA3 régié neurondlis

haldzata tobbféle szinkron aktivitas létrehozasara képes.

4.1.2 Epileptiform aktivitdsok keletkezése

4.1.2.1 Interiktdlis tiiskék keletkezési mechanizmusai
(Wittner & Miles, 2007)

Az interiktalis tliskék jellegzetes, epilepszidhoz kothetd szinkron események. Egy gyors,
meredek, tliske szerld mez6potencidl tranziensbdl és egy elhizddd hullambdél allnak, mely mogott a
neuronok tulzott szinkronitasu, excessziv kisiilése all. Szerettiik volna feltdrni, milyen sejtszintd
mechanizmusok jatszanak kozre az interiktalis tliskék kialakitdsaban. Annak megértésére, hogy mitdl
lesz egy neurondlis haldzatnak vezets szerepe az interiktalis tiskék generaldsaban, egy diszinhibicién
alapulé in vitro modell vizsgalatat valasztottuk. A GABAa receptor blokkold bicuculline hozzaadasaval
ragcsalék (tengerimalacok) hippocampusabdl készitett szeleteken interiktalis tiiskék jelennek meg,
amelyek egyértelmien a CA3a régidban generdlédnak, mig a szomszédos CA2 és CA3b régiok késGbb
vonddnak be a szinkron eseménybe. Ha a CA3a és CA3b régidkat fizikailag szétvalasztjuk és kilon
vizsgaljuk, akkor mindkettGben megjelennek az interiktalis tliskék, de a CA3a régidban jéval nagyobb

el6fordulasi valdszinliséggel (17. dbra).
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17. dbra

A) Tengerimalacok hippocampalis szeleteiben interiktalis tiskék keletkeznek a GABAa receptor blokkoldsakor. A CA3a és
CA3b régidkban egyszerre jelentkezik a tiiske. B) Nissl- és calbindin-festett metszeten jel6ltiik a hippocampus kilonb6z6
régioit és alrégioit, valamint az elektrédak helyét, amelyekrdl a C) dbran lathato elvezetések szarmaznak. Az interiktalis
tiiske a CA3a régid kozepén keletkezik, és onnan terjed a CA3b és CA2 régiok felé. Piros vonal jelzi az E3 elektrédan
regisztralt tiiske LFP cslcsat. D) Ha csak a CA3a-t vagy CA3b-t tartalmazd mini szeletet készitlink, akkor a két régidban

egymastol fliggetleniil keletkeznek az interiktalis tiiskék.

A piramissejteknek mind az elektromos tulajdonsagaiban, mind az anatémidjaban és az
Osszekottetéseiben taldltunk kiilonbséget a vezetd CA3a és a kdvetd CA3b régidk kozott. Intracellularis
elvezetésekben a CA3a régidban nagyobb mértékd volt a spontan mdédon tiizel§ neuronok aranya, mint
a CA2 és CA3b régidkban (18. abra). A CA3a piramissejtek mindegyike képes volt burst tizelés
generalasara, mig a CA2 és CA3b piramissejtek csak kb. 3/4-e tizelt burst-6kben. Mind a spontan
tlzelés nagyobb mértéke, mind a burst-0s tizelési mintazat megfigyelhetd volt az extracelluldris

elvezetések segitségével regisztralt sejtes aktivitasban is.
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18. dbra

Intracelluldris elvezetésekkel kimutattuk, hogy a CA3a és a CA3b régidban mds tulajdonsaguak a piramissejtek. A CA3a
régioban (A) gyakran burst-ben tiizelnek, mig a CA3b régidban (B) inkdbb egyszeres akcios potencialokkal. A felsék az
intracelluldris, az alsdk az extracellularis elvezetések (A, B), az A2 és B2 dbrarészeken egy burst (A2) és egy egyszeres
akciés potencial (B2) lathatd kinagyitva, mellette az adott, intracelluldrisan megtoltott sejt. C) A CA3a és CA3b régid
piramissejtjeinek a tlzelési kiiszobe nem kiilonbozott, de a CA3 piramissejtek utdhiperpolarizacidja kevésbé volt negativ,
mint a CA3b sejteké. A CA3a régidban tobb spontan tiizels sejt volt (D), és a burst-616 sejtek ardnya (E) is magasabb volt.
F) Az intracellularisan toltott és 3 dimenzidban kirajzolt sejtek analizise azt mutatta, hogy a leghosszabb dendritfdja a
CA3a sejteknek volt, a str. radiatum bels6é felén sok dendriteldgazassal (nyil). A CA3a sejtek dendritfaja nyudlt a
legmesszebbre, akdr 1200 um-re a sejttesttdl (nyil). A bazalis dendritek teljes hossza is nagyobb volt a CA3a sejteknek,
mint a CA2, vagy a CA3b piramissejtek esetén.
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A CA3a sejteknek a CA3b és CA2 sejtekhez képest eldgazébb és 6sszességében véve hosszabb,
és messzebbre nyuldé dendritfajuk volt (18. dbra). A dendritdgak Osszesitett hossza lényegesen
magasabb volt a CA3a régié azon rétegeiben, ahol a CA3 piramissejtek axonjai, a Schaffer-kollateralisok
végzédnek (str. oriens és radiatum), mint a CA3b neuronok esetében. Ez utdbbi megfigyeléssel
0sszhangban kimutattuk mind anatémiai (19. dbra), mind elektrofizioldgiai mddszerekkel, hogy a CA3a
piramissejtek tobb beidegzést kapnak a Schaffer-kollateralisoktél, mint a CA3b piramissejtek. Ehhez
intracelluldris elvezetéseket kovetSen jelolt sejteket rekonstrudltunk harom dimenzidban.
Felosztottuk a CA3a-b régidkat egységnyi teriiletekre, és megallapitottuk az ezekre a teriiletekre esé
atlagos dendrithosszakat és atlagos axontermindlis szamokat. igy megkaptuk, hogy atlagosan mennyi
szinapszis érkezhet egy CA3a vagy CA3b piramissejtre egy szeletpreparatumban (19. abra).
Eredményeink alapjan a CA3a piramissejtekre kb. egyharmaddal t6bb serkent6 szinapszis érkezik
(atlagosan 649152 szinapszis/sejt), mint a CA3b piramissejtekre (dtlagosan 491430 szinapszis/sejt). Ezt
aldtamasztotta az a megfigyelés, hogy a CA3a piramissejtekre lényegesen tébb, akcidés potencialtdl
flggetlen, de spontan vezikula felszabaduldstdl, és ezaltal a szinapszisszamtol fliggd serkentd potencial
érkezik, mint a CA3b piramissejtekre. A CA3a régidban a piramissejtek burst tiizelési tulajdonsaga és a
sejtekre érkezd, a tobbi alrégional magasabb serkentd bemenet valdszinlleg 6sszefliggésben van azzal
a képességgel, hogy tulzottan szinkron és tulserkentett szinkron eseményeket, interiktdlis tliskéket

hozhat létre.
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19. dbra

Az intracelluldrisan toltott sejtek axon terminalisainak eloszlasat, illetve a CA3a és CA3b piramissejtek 0sszekottetéseit is
vizsgaltuk. A) Fénymikroszképos kép mutatja egy CA3b piramissejt axonjait a CA3a régidban. B) Egy 3 dimenzidban
kirajzolt CA3b piramissejt dendritjei (fekete) és axonjai (kék) a CA3a+CA3b régidkban. A réteghatarokat piros vonalak
jelzik. LM: str. lacunosum-moleculare, Re: str. radiatum kulsé fele, Ri: str. radiatum belsé fele, L: str. lucidum, P: str.
pyramidale, O: str. oriens. C) Axon terminalisok atlagos szdma adott teriiletegységen a CA3a és CA3b régidkban. Bal
oldalon a CA3a, jobb oldalon a CA3b piramissejtektdl szarmazo axon termindlisok lathatdk. D) CA3a (bal) és CA3b (jobb)
piramissejtek dendritfajanak atlagos hossza adott teriiletegységen. E) A terminalisokbdl és a dendrithosszakbdl szamolt,
atlagos konnektivitdas CA3a (bal) és CA3b (jobb) sejtek esetén. Lathatd, hogy a CA3a sejtek tobb szinaptikus bemenetet
kapnak a CA3a és CA3b sejtektdl egyuttesen.
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A hipotézis, hogy a burst-6l6 piramissejteknek fontos szerepe van az epilepszids szinkron
események generaldsaban, régre nyulik vissza. Tébb kilénb6z6 ragcesald fajban, tobb kilonbozd agyi
teriileten (neocortex, hippocampus, subiculum stb.), tébbféle in vitro (4-AP, diszinhibicié, 0 Mg?*, stb.)
és in vivo modellben kimutattadk, hogy valéban a burst-616 piramissejtek inditjak be az interiktalis
tlskéket (Id. 8. abra, illetve 6sszefoglaldasként de Curtis & Avanzini, 2001). A mi hippocampalis
diszinhibicids modelliinkben is megvizsgdltuk a burst-6l6 és nem burst-616 piramissejtek aktivitasat.
Kivancsiak voltunk, hogy az interiktalis tliskék elGtti és kezdeti szakaszaban milyen aktivitast mutatnak
a piramissejtek, és haromféle tlizelési mintazatot tudtunk megkilonboztetni (20. abra). Mindharom
sejttipus burst-0l6 tlizelést mutatott a tlskék soran, és gyakran keriiltek depolarizacidés blokk
allapotba. Az ,er6s vezetd sejtek” ezen kivil az interiktalis tliskék elGtti szakaszban is mutattak burst
tlzelést, mind nyugalmi membranpotencidlon, mind hiperpolarizalt allapotban. Ezzel szemben a
»gyenge vezet6 sejtek” csak nyugalmi allapotban tiizeltek, mig hiperpolarizalt allapotban nem. A
Jkoveté sejtek” a tlskéket megel6z6 szakaszban nem tlzeltek, csak az interiktdlis tiskék
mez6potencidl csucsat kovets szakaszban. ErGs vezets sejteket csak a CA3a régidban talaltunk, a CA3b
régidoban nem, amely aldtdmasztja a megfigyelést, hogy az interiktdlis tliskék ebben az alrégidban
keletkeznek. Egy tovabbi analizist is végeztiink, hogy kideritsiik, hogyan képes a CA3a régid a tobbi
régiot bevonni a szinkron eseménybe. Intracellularis serkentéssel burst tiizelést valtottunk ki a CA3a
és CA3b piramissejtekbdl, és a masik alrégid valaszait vizsgaltuk extracellularis elvezetésekben. Azt
taldltuk, hogy a CA3a piramissejtek hatékonyabban képesek a tobbi sejt tiizelésének az emelésére, igy
feltételezhetjik, hogy a burst-616, erds vezet6 szerepl piramissejteknek a jelenléte és az aktivitdsa
hozzajarul ahhoz, hogy a CA3a régidban alakuljanak ki az interiktalis tliskék, és onnan terjedjenek at

mas régiok felé.
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20. abra

A) A bicuculline altal indukalt interiktalis tiiskék kezdetekor a CA3a régidban (fent) tobb a sejttiizelés az extracellularis
elvezetésekben, mint a CA3b régidban (lent). Ezzel egyltt a legalsd, atlagolt mezépotencial elvezetésen a kitérés is
hamarabb kezd&dik a CA3a régidban, mint a CA3b régidban (nyilak). B) A tlzelési mintazatuknak megfeleléen harom
klénb6z6 csoportra osztottuk a sejteket: az erésen vezet6 sejtek mind nyugalmi membranpotencialon (spontan), mind
hiperpolarizalt allapotban burst-ben tiizeltek az interiktalis tiske kezdete el6tt. C) A gyenge vezets sejtek csak nyugalmi
membranpotencialon tlzeltek burst-ben a tiske kezdete el6tt, hiperpolarizalt dllapotban csak a tlske cstcsan. D) A
kovetd sejtek minden esetben csak az interiktalis tliske cstcsan kezdtek el tiizelni. E) Csak a CA3a régidban taldltunk erds
vezet§ sejteket, a CA3b régidban kizardlag gyenge vezet6 és kdvetd sejtek voltak. F) Burst tiizelést valtottunk ki CA3a és
CA3b piramissejtekben (felsé elvezetések), melyek LFP valaszt (bal oldal), és esetenként ezen felil sejttiizelést (jobb oldal)
is indukaltak a masik régidban (alsé elvezetések). G) Mig az LFP valaszt kivalto sejtek ardanya hasonld volt a két vizsgalt
régidban, addig a sejttiizelést kivalto sejtek ardnya magasabb volt a CA3a régidban, mint a CA3b régidban.

E kutatasaink eredménye alapjan elmondhatjuk tehat, hogy a hippocampus CA3 régidjaban a
sejtek elektrofizioldgiai, anatémiai és Osszekottetés-beli tulajdonsagai hozzajarulnak ahhoz, hogy
ennek a régionak vezetG szerepe legyen egy patoldgias szinkronizacids folyamat generalasaban. E

folyamatban fontos szerepe van a burst-616 piramissejteknek, amelyeknek a megemelkedett serkenté
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bemeneti tulajdonsdgai az interiktalis tiskék kezdeti szakaszdban, a burst tlizelésl kimenete pedig a

tlskék feléplilési szakaszdban birnak nagy jelentGséggel.

4.1.2.2 Epilepszias rohamok keletkezése
(Le Duigou et al., 2005; Motti et al., 2010)

Az epilepszidas rohamok vizsgédlatara az in vivo kaindt modellt hasznaltuk egerekben, és
génexpresszids, elektrofiziolégiai és anatdmiai kisérleteket végeztiink. Ha ionotrép glutamat receptor
agonista kaindtot injektalunk az egyik oldali dorzélis hippocampusba, a beadds utan 2-3 drdval kialakul
egy mindkét oldalra kiterjedé status epilepticus (21. dbra). Ezt egy 4-8 hétig tartd latens szakasz koveti,
majd pedig visszatérd spontan epilepszias rohamok keletkeznek. igy ebben a modellben jél vizsgélhaté
a status epilepticus keletkezése és terjedése, illetve azok a folyamatok, amelyek a késébbiekben a

visszatérd rohamok kialakulasdhoz vezetnek.
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A) EEG elvezetések 1-5 d6raval a kainat beadasa utan az ipsilateralis (1), contralateralis (C), dorsalis (D) és ventralis (V)
hippocampusbdl, él6 egerekben. 1 draval a beadast kovet&en a legerGsebb aktivitast a ventralis hippocampusban lattuk,
mind az injektalt, mind a contralateralis oldalon, mig 5 dra elteltével mindkét hippocampus dorsalis és ventralis részei
egyarant részt vettek a status epilepticusban. B) Az epilepszias aktivitds terjedésének sematikus rajza. KA: kainat. C) EEG
elvezetés mutatja egy spontan keletkez6 roham kialakulasat, 4 hdnappal a kainat beadasat kvetGen. A leghamarabb az
injektalt oldali hippocampusban (h-1) és a contralateralis hippocampusban (h-C) jelentkeznek a roham jelei. A rohamok
kis késéssel terjednek at az ipsilateralis és a contralateralis corticalis régidkra (i-C és c-C).

Genetikai profil vizsgalattal felderitettiik azokat a sejtes folyamatokat, amelyek szerepet
jatszanak a status epilepticus és a visszatéré rohamok kialakitasaban. Detektaltuk 1526 transzkript

expresszidjanak valtozasait az injektalt hippocampus dorzalis (ipsilateralis, ID) és ventralis (1V) felében,
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valamint a kontralateralis hippocampus ugyanezen régioibdl (contralateralis, CD és CV, 22. abra).
Harom id6pontban vettlink mintat: 1) hat 6rdval a beadds utdn, vagyis kb. a status epilepticus soran,
2) két héttel a beadds utan, a latens periédusban és 3) hat hénappal a beadast kévet6en, miutan a
visszatéré rohamok megjelentek. Az id6ben és térben hasonld valtozdst mutatd transzkripteket
klaszterekbe rendeztiik, és megvizsgaltuk, hogy milyen biolégiai folyamatokhoz rendelheték hozza:
immunvalasz és gyulladas, sejtpusztulds, névekedési folyamatok, intracellularis szignalizacid, nuklearis
szignalizacié, metabolikus folyamatok, extracellularis matrix, csatorndk és transzporterek és
szinaptikus szignalizacio. Ezzel a mddszerrel kimutattuk, hogy a status epilepticust kbvetéen a nuklearis
szignalizacidval, egy er6s immunvalasszal, sejtpusztulassal és novekedési folyamatokkal kapcsolatos
korai génaktivécio jelenik meg. Ugy tiinik, hogy a status epilepticus, mint epileptogén stimulus, jelentés
valtozasokat idéz el6 a gének regulacidjaban mindkét hippocampusban, mind dorzalisan, mind

ventralisan.
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A) A transzkriptek szamanak valtozasai kilonb6z6 id6pontokban az ispilateralis és contralateralis, dorsalis és ventralis
hippocampusban. Az x tengelyen van feltlintetve a gének szdma, az y tengelyen pedig a valtozas mértéke (logaritmikus
skalan). 6 o6raval a kainat beaddsa utdn a contralateralis ventralis hippocampusban upreguldlédott a legtébb gén
expresszidja, és minden vizsgalt terileten alig volt downreguldlédott génexpresszid. 15 nappal a beadast kéveten lattuk
a legtobb valtozast minden vizsgalt terileten, de kiilondsen az ipsilateralis dorsalis hippocampusban (mas az x tengely
skaladja is!). Fél évvel a kainat beadasa utdan mar csak a beadas helyén, az ipsilateralis dorsalis hippocampusban voltak
génexpresszids valtozasok. B) NeuN (narancssarga), vimentin (z6ld) és GFAP (piros) elleni immunfestéssel igazoltuk a
kainat beadast koveté glidlis valtozadsokat. A fizioldgias séoldat (NaCl) beadasahoz képest a kainat injektaldsat (KA)
kovetéen 15 nappal megemelkedik a vimentin- és GFAP-pozitiv elemek szdma az ipsilateralis dorsalis (ID) és a
contralateralis dorsalis (CD) hippocampusban. C) Mind a GFAP- (z6ld), mind a biglikan (Bgn, piros)-festett elemek szama
megnd a kontrollhoz képest (NaCl) a kainatot kapott dllatokban, 15 nappal és 6 hdnappal a beadast kovetden.
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A korai aktivaciot egy hosszabb ideig fennalld, az extracelluldris matrixot és az immunvalasz
elemeit kddold gének aktivacidja koveti. E gének koziil néhanynak az aktivaciéjat az altaluk kddolt
fehérje ellen végzett immunfestés segitségével is igazoltuk (22. dbra). Az asztrocita marker glidlis
fibrillaris savas fehérje (glial fibrillar acidic protein, GFAP) és a vimentin, amely egy glidlis intermedier
filamentum fehérje, jol mutatjak a gliasejtek valtozasait. Ezen kivil a proteoglikdnok kozé tartozo
biglikdn az egyik olyan extracellularis matrix fehérje, amely a gliogenezisben és a glidlis hegek
képz6désében szerepet jatszik az epilepszids agyban. A status epilepticus okozta korai génaktivacidval
szemben a sejtpusztulds és az azt kévetG gliaképz6dés és deafferentacio (23. abra) mar inkabb csak

lokalis, az injektalt hippocampusra kiterjed6 valtozasokat okoz a gének expresszidjaban.

Az epilepsziara torténé génaktivaciés valtozasokrdél elmondhatjuk, hogy els6sorban a status
epilepticushoz, valamint az utdna kovetkezd latens szakaszhoz kot6dnek. Mas bioldgiai folyamatok
jellemzik a korai, illetve a latens szakaszt: a beadast kovetGen f6leg nukledris szignalizacid és
sejtpusztulds, mig a latens szakaszban inkabb a gyulladashoz kothetd folyamatok zajlanak. A visszatérd
rohamok sordn jelentGs génaktivacio mar nincsen, csak a beadas helyén latszédik néhany gén

upregulacidja (23. abra).
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23. abra

A) Fink-Heimer festéssel mutattuk ki a sejtek és az axonok pusztulasat 6-8 nappal a kainat beadast kovet6en. A felsé
sorban a CA1 régidt dbrazold fénymikroszkdpos képek vannak, mig az alsé sorban a gyrus dentatus latszik, a 4 vizsgdlt
régiéban (ID, IV, CD, CV). Sejtpusztulast csak az ipsilateralis oldalon lattunk, a contralateralis oldalon nem. Degeneralédé
axonokat mindkét oldalon detektéltunk. Szemikvantitativ skalan meghataroztuk a degenerdlodé sejtek (B) és axonok (C)
mennyiségét. 5 volt az érték, ha olyan sotét volt az adott régidban a festés, hogy nem lehetett sem egyedi sejteket, sem
egyedi axonokat elkuloniteni. 4, ha a sejt-, ill. axonpusztulds >75%, 3: 50-75%, 2:25-50%, 1<25%. D) A beinditott bioldgiai
folyamatok az ipsilateralis és a contralateralis hippocampusban, a kaindt beaddsa utan. A dorsalis és ventralis
hippocampusban kiilonbdz6 folyamatok zajlanak a kainat beadasa utan 6 éraval, 15 nappal és 6 hénappal.

Hosszan tartd, az in vivo korilmények kdzott megfigyelhetd status epilepticus-ra emlékeztet6
aktivitas tapasztalhato akkor is, ha egészséges allatok hippocampusabdl készitett szeletekbe lokalisan
kaindatot injektalunk be. A kainat kozvetlen hatdsait hagyomadnyos, a ventralis hippocampusbol

készitett horizontdlis szeleteken vizsgaltuk (24. dbra). Hasonldan az é16 allatokhoz, a CA1 piramissejtek
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apikalis dendritjeit tartalmazo rétegbe adtuk be a kainatot. Ezt kdvetéen 0,15-2 s-os latencidval igen
és CA3 régiokban és a subiculumban is. A megemelkedett sejttiizelést egy mez6potencidl oszcillacids
aktivitas is kisérte, 30-300 Hz-es tartomanyban. A megnodvekedett sejttiizelés minden esetben magatdl
abbamaradt a beadds utdn par perccel, és a kisérlet ideje alatt mar nem is tért vissza. A szeletek kb.
felében, az entorhindlis kéregben (2-3 mm-re a beadasi helyt6l) egy lényegesen kisebb tlizelési
frekvencia novekedést tapasztaltunk, amely 4-5 masodperces késéssel jelentkezett, és amely a kisérlet
végéig fennmaradt. A rohamok terjedésének pontos sebességét hosszanti irdnyban metszett
hippocampalis szeletekben hataroztuk meg, mely szeletek kb. 3-4 mm hosszan, folyamatosan
tartalmazzdk a CA3 régid piramissejt rétegét. A szeletek egyik végétsl a masikig egyiranyu terjedést
tapasztaltunk. A terjedés sebessége joval alacsonyabb volt, mint a nem mielinizalt axonok vezetési
sebessége, igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a rohamok terjedése valdszinlileg a kainat
szovetbeli diffuzidjaval fligg 6ssze, nem pedig a neurondlis aktivacid szinaptikus tovabbitasaval. Abban
az esetben, amikor a hosszanti szeletekben blokkoltuk a gyors GABAerg neurotranszmisszot
(bicuculline-nal), a kainat altal kivaltott rohamok terjedési sebessége tobb nagysagrenddel
magasabbnak bizonyult, vagyis a hippocampus serkentd kapcsolatai a gatlas hidnyaban jelent6sen
felerGsitették a rohamterjedést. Ez arra utal, hogy az egészséges agyban levé gatld neuronalis haldzat
mégiscsak hatékonyan képes akaddlyozni a rohamok terjedését. Amikor azonban az sériil, a rohamok

terjedése gyorsabba valhat.
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A) A kainat lokalis, a CA1 régio str. radiatumaba vald beadasat kdvetéen azonnal megjelenik egy megemelkedett spontan
aktivitas a CA3 régidban (E1) és a subiculumban (E2), mely utan par perces késéssel kdvet az entorhindlis kéreg (E3). B-
D) Az A) dbrén jel6lt szakaszok kinagyitva. E) A hippocampus tengelyével parhuzamosan vagott, longitudindlis szeletekbe
lokalisan, a CA3 régid str. radiatumaba injektalt kainat azonnal egy spontdn aktivitdsndvekedést okoz a beadas melletti
teruleten (E1). Az aktivitds nOvekedés 1-2 perces késéssel ért a kovetkez§ elektrédakhoz. Kilenc szeletb8l mért terjedési
sebesség, és azok atlaga lathatd a jobb oldalon. F-H) Az E) abran jeldlt szakaszok kinagyitva. H) A megndvekedett tiizelés
mellett egy 40-60 Hz koriili oszcillacid is megjelent a tavolt tertleteken.
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A piramissejtek intracelluldris vizsgdlata azt mutatta, hogy a kainat a beadashoz kozeli
piramissejteken egy 5-90 s hosszl, akar 200 Hz-es frekvencidju sejttlizelést idézett el6, az
extracellularis elvezetésen tapasztalt aktivitds megemelkedésével egyidejlileg (25. abra). A sejtek ezt
kovetéen depolarizdcids blokkba keriltek, amely allapotbél nem sikeriilt repolarizalni &ket. A
beadastdl tavol (legaldabb 2 mm-re) elhelyezkedd piramissejtek valtozatosabb viselkedést mutattak,
melyet harom fazisra lehetett bontani, bar nem minden sejt mutatta a harom, egymast kovet6 fazist.
A kainat beadasa utan kis késéssel a sejtek hiperpolarizalédtak és tobb spontan szinaptikus Uton
kozvetitett gdatlds érkezett rajuk. Ezutan, az extracelluldrisan megfigyelhet6 sejtaktivitas
novekedésével egyidejlleg a sejtek depolarizalddtak, tiizelési frekvencidjuk megnétt, és a tobbségik
depolarizacids blokkba keriilt. E sejtek fele a késGbbiek soran repolarizalddott, mig a masik fele maradt

a depolarizaciés blokk allapotaban.
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A) A kainat a beadashoz kozeli sejteken egy magas frekvencidju tizelést idézett el6, majd a sejtek depolarizacids blokkba
keriltek, ahonnan nem lehetett 6ket repolarizalni. B) A kainat beaddstdl tavolabbi sejtek a beadast kévetéen kis késéssel
el6szor hiperpolarizalddtak, majd a sejtaktivitds ndvekedéssel egylitt magas frekvenciaval tiizeltek. A sejtek egy része
depolarizacids blokkba keriilt, de ezek fele késGbb repolarizalddott.

A szeletekbe injektdlt kainat a beadds kérnyékén a neurondlis aktivitast elnyomta, mig a
tdvolabbi terlileteken gyakran egy megnovekedett szinkron aktivitast idézett el6. A rohamok
szinaptikus Uton terjed6 mechanizmusait Ugy tartuk fel, hogy az éI6 allatok hippocampusaba
injektaltuk be a kaindtot, majd a 2-2.5 dra elteltével készitett szeleteket vizsgaltuk (26. dbra). Az
ipsilateralis oldalon (ahol a diffuzids és a szinaptikus terjedés is szerepet jatszik), a beadashoz kozeli
szeletekben semennyi, vagy nagyon kicsi tobbsejt aktivitast lattunk a beaddastdl szamitott 2-5 éra
elteltével. A tavoli szeletekben azonban jelentGs extracellularis sejttlizelés volt megfigyelhetd, melyet
interiktalis tuskékre emlékeztetd populacidos események kisértek. Ezek a tliskék a CA3 vagy a CA1l
régidban keletkeztek, és onnan terjedtek a gyrus dentatus és a subiculum felé. Az ellenoldali

hippocampusbdl készitett szeletekben (ahol csak a szinaptikus terjedés alakitja az epilepszias

63



dc_1873 21

aktivitast), szintén regisztraltunk interiktalis-jellegl tiiskéket a beaddst kovets 2-5 draban. A neuronalis
aktivitas hidnya a beadds korili terileteken mindkét modellben nagyon szembetlnd volt, és
felvet6dott a hipotézis, hogy ez a neuronok pusztuldsaval allhat Osszefliggésben. Gallyas-féle
ezlstimpregnacios modszerrel (Gallyas et al., 1990) igazoltuk, hogy az azonos oldali hippocampus CA1
és CA3 régidkban igen jelentGs sejtpusztulds tapasztalhatd, mig a tobbi teriileteken (gyrus dentatus,

subiculum és az ellenoldali hippocampus) nem lattunk pusztulé neuronokat.

A kilonboz6 tipusu interneuronok immunhisztokémiai vizsgalata azt deritette ki, hogy az
injektalt terlleten minden gatldsejt szama jelent6sen lecsokkent (26. abra). Az ipsilateralis
hippocampusban, ahogy tavolodtunk a beadasi helytél, egyre kevésbé volt jelent6s a gatlé sejtek
szamanak csokkenése. Az ellenoldali hippocampusban pedig egyaltaldn nem tapasztaltunk csékkenést
az interneuronok szdmaban a kontrollhoz képest. Megfigyeltiik, hogy az azonos oldali, a beadastdl
tavoli terilet, ahol a cornu Ammonisban sejtpusztulds tapasztalhaté, ugyanolyan interiktalis-jellegl
aktivitas generalasara képes, mint az ellenoldali hippocampus, ahol egyaltalan nem voltak pusztuld
neuronok. Ez arra utal, hogy a morfolégiailag kiilonb6z6 neurondlis halézatok ugyanolyan szinkron
aktivitas létrehozasara képesek, illetve, hogy a serkenté és gatlo sejtek pusztuldsa nem alapfeltétele a
rohamok generalasanak. A késleltetett epileptiform aktivitdisok megjelenése a szeletekben hasonlé
idGintervallumra esik, mint a status epilepticus kialakuldsa az él6 allatban. Ez felveti a kérdést, hogy ez
a két jelenség Osszefligg-e. Az injektalt terlletek, l1évén, hogy alig maradt él6 neuron, nem tudnak
hozzajarulni a status epilepticus kialakuldsahoz, de az ipsilateralis tavolabbi teriiletek és az ellenoldali

hippocampusban megjelend szinkron aktivitasok valdszinlileg szerepet jatszanak benne.
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26. abra

A) Az ex vivo modellben az ipsilateralis oldalon, a kainat beaddsahoz kozeli szeletekben gyakorlatilag semmilyen aktivitast
nem lattunk. B) Az ipsilateralis oldalon, a beadasi helytSl messzebbrél készitett szeleteken azonban interiktalis jelleg(i
aktivitas jelentkezett. C) A contralateralis oldali hippocampalis szeletekben is keletkeztek interiktdlis tliskék. A tlskék
mindkét hemispheriumban a CA3 régidban alakultak ki és onnan terjedtek a GD-ba és a subiculumba. D) Hdrom dimenzids
rekonstrukcié mutatja a beadasi terlletet (Rhodamin dextran, piros), valamint a hippocampus sejtrétegeit (z6ld). Az
injekcids tit a dorsalis oldalrdl szurtuk be (fehér). E) A beadastdl vald tavolsadg és az interiktalis ttskék kialakulasi
valészin(isége. Az ipsilateralis oldalon csak a tavoli szeletek generaltak tiiskéket, mig a contralateralis oldalon a beaddsnak
megfelel§ tlkorképi helyekrél vett szeletekben is lattunk interiktalis aktivitast. F) Gallyas-féle ezlstimpregnaciéval
mutattuk ki a sejtpusztulast: a fekete sejtek jelzik a pusztuld sejteket, a narancssargak az él6 sejteket. A kainat beadashoz
kozel, az ipsilateralis oldalon (felsé sor) jelentds sejtpusztulast lattunk a CA1 és a CA3 régidban is, mig a GD-ban alig
lattunk pusztuld sejteket. Az ipsilateralis oldalon, a beadastdl tavol (kozéps6é sor) joval kisebb mérték( volt a
sejtpusztulds, mig a contralaterlais oldalon (alsé sor) alig lattunk pusztulé neuronokat.
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27. abra

Parvalbumin (PV, bal oszlop), calbindin (CB, kozéps6 oszlop) és somatostatin (SOM, jobb oszlop) immunfestett
metszeteket mutatd fénymikroszkdpos képek kainat beadott allatok ipsilateralis (felsé sor), contralateralis (k6zépsé sor),
valamint kontroll allatok (NaCl, alsé sor) hippocampusabdl. Az ipsilateralis oldalon a beaddshoz kozeli tertileteken minden
IN szdma jelentSsen lecsdkkent, ugyanakkor a PV+ axonok meg&rz6dését tapasztaltuk (nyilhegyek). A contralateralis
oldalon nem lattunk kiilénbséget az IN-ok szamaban és az axonfestésben a kontrollhoz képest. Nagy nyilak mutatjék az
IN-ok sejttestjeit, kis nyilak mutatjak a CB+ CA1 piramissejteket.

4.1.3 Hippocampalis szinkron aktivitasok anatomiai hattere ragcsalékban
(Wittner et al., 2006, 2007)

A CA3 piramissejtek Osszekottetéseinek és kimenetének, valamint azok szinkronizacidéban
betoltott szerepének a vizsgdlatara in vivo intracelluldris elvezetést kovet6 sejttoltést és
sejtrekonstrukciot végeztiink patkanyok hippocampusdban. A toltott sejtek nagy részének axon
arborizacidjat részlegesen, tovabba egy CA3 piramissejt teljes axonfajat rekonstrudltuk hdrom
dimenzidban, a NeuroLucida mikroszkép rendszer segitségével (28. abra). Kordbbi munkakkal

megegyezben (Ishizuka et al., 1990; Li et al., 1994) kimutattuk, hogy a CA3 piramissejtek axonjai a
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hosszanti tengely mentén a hippocampus kb. 2/3-aba vetitenek. A f6 axon a sejttesthez kdzel tobb agra

agazott, és minden axonag adott kollateralisokat az azonos oldali CA3 és CA1 régidkba egyarant.
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28. abra

A) Egyidejii extracellularis (felsé elvezetés) és intracelluldris (also elvezetés) patkany hippocampus CA3 régidjabdl, in vivo
korilmények kozott. Az intracellularisan elvezetett CA3 piramissejt spontan egyszeres akcios potencialokkal tizelt, mig
SPW soran hiperpolarizalédott. B) Ugyanez a sejt biocytin jeldlést kovetSen, fénymikroszkopos felvételen. Sejttestje a
CA3c régidban helyezkedett el (a), axonjai is jol jelol6dtek (b), a sejttesthez kdzeli vastag axonagak hamar elagaztak (c).

Az axonagak a sejttesttdl tobb, mint 2 cm-re eljutottak, a teljes axonfa hossza meghaladta az
50 cm-t, az axon terminalisok szama pedig csaknem elérte a 40 000-et, amely potencialisan majdnem
ugyanennyi szinapszist is jelent (29. dbra). Az axon terminadlisok eloszlasa az axonagak mentén
homogénnek mutatkozott, amely azzal egyiitt, hogy tobb axonag is vetit ugyanarra a tertletre, arra
utal, hogy a CA3 piramissejtek a kdzeli CA3 sejteket és a tavolabbi CA1 neuronokat hasonlé eséllyel

idegzik be.
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- axon
- str. granulosum

1mm

29. abra

A) A 28. abran szerepl6 CA3 piramissejt ipsilateralis axonfajanak haromdimenzids rekonstrukcidja. A: anterior, P:
posterior, D: dorsalis, V: ventralis, L: lateralis, M: medialis. A b) aldbran lathato, hogy az axonok kovetik a cornu Ammonis
gorblletét. A c) alabran kivehetd, hogy a hippocampus anterio-posterior kiterjedésének kb. 2/3-an vannak axonok. B) A
sejttest kozelében eldgazddd nagy axonagak kiilénbdz6 szinnel vannak jeldlve. Ezek az axonagak egymassal atfedd
teruleteket idegeznek be. C) A f6 axonagak elagazasi rendszere és a sejttesttdl vald tavolsaguk. A legmesszebbre futd
axonok akar 20 mm-re is eljutottak a sejttesttdl.
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Megvizsgaltuk a CA3 piramissejtek gatld interneuronokra adott szinapszisainak az eloszlasat is.
Az intracellularisan feltoltott CA3 piramissejtek substance P receptor (SPR) és metabotrép glutamat
receptor 1la (mGluR-1a) tartalmu interneuronokon végz6d6 axonterminadlisait elemeztik (30. dbra).
Els6 sorban azért ezekre a markerekre esett a vdlasztas, mert mindketté Golgi jeldléshez hasonlé
maddon festi az interneuronok sejttestjét és dendritjeit, axonok nélkil. Az SPR tartalmu sejtek kozott
mindharom funkcionalis interneuron tipus — vagyis periszomatikus, dendritikus és interneuron-
szelektiv interneuronok — is megtalalhatok (Acsady et al., 1997; Sloviter et al., 2001). Az mGluR1a pedig
egy jol meghatarozott dendritikus interneuron csoportot jelél, a GD hilusdban elhelyezkedd,
jellegzetes, tlskés dendritekkel rendelkez6 uUn. HIPP- és a cornu Ammonis str. oriens rétegében
taldlhatd O-LM sejteket (Freund & Buzsaki, 1996). Az SPR-pozitiv sejtek nagy része sima dendritl
interneuron, egy kis része, f6leg a hilusban és a CA3 régid str. lucidumaban elhelyezked6k pedig tiiskés
dendritekkel rendelkezik. A vizsgalataink azt mutattak, hogy a CA3 piramissejtek az gatld idegsejteket
szelektiven idegzik be. A hippocampus minden régidjaban szelektiven a sima dendrit(i sejtekre adnak
szinapszisokat, mig a tliskés interneuronokon csak elvétve lattunk axon termindlisokat. Ha mégis, akkor
is a dendrittorzson végzédtek, sosem a dendrittiiskén (31. dbra). Az interneuron célsejtekre adott
szinapszisok jelentds tobbsége egyszeres szinapszis volt (86%), bar tobbszords szinapszisokat (akar
hatszorost) is taldltunk. Ezeknek az eredményeknek a jelentGsége abban all, hogy ugy tiinik, a CA3
piramissejtek adott gatld interneuron csoportokat beidegeznek, mig mdsokat elkeriilnek. A sima
dendritl interneuronok kozott jelent6s szamban taldlhaték mind PV-, mind CCK-pozitiv periszomatikus
gatlosejtek, amelyeknek fontos szerepét lattuk a SPW-ek kialakitdsaban az elektrofizioldgiai

kisérleteinkben (lasd fentebb).
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C Szinapszis SPR+ interneuronokon D Szinapszis mGIluR-1a+ interneuronokon
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F Szinapszisok SPR+ sejteken G Tobbsz6rds szinapszis SPR+ sejteken
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10 :
2
1
Hilus CA3 CA1
30. abra

A) SPR-pozitiv sejtek sejttestjei a patkany hippocampus egy 60 um vastag metszetében. Kékkel jeloltik a sima dendrit(,
pirossal a tliskés interneuronokat. B) Az mGluRla-tartalmi IN-ok kozott lényegesen tobb a tuskék sejt. C)
Intracelluldrisan toltott CA3 piramissejtek axonjai altal adott szinapszisok SPR+ sejtekre. A szinapszisok nagy tobbsége
sima dendriteken végz&dik, csak néhanyat lattunk tiiskés dendriteken. D) Az mGluRla-pozitiv sejtekre alig adtak
szinapszist a CA3 piramissejtek axonjai. Mig jéval tobb a tliskés mGluR1la+ sejt, mint a sima dendritl, mégis hasonld
aranyban végz6dnek rajtuk a CA3 piramissejtek axonjai. E) Schaffer-kollateralisok (szlrke) a CA1 régio str. radiatumaban,
és az SPR+ sejteken végz4d6 terminadlisok eloszldsa (fekete pottyok). Skala: 50 um. F) A hippocampus kilonb6z6
teruletein mas aranyban végz&dnek SPR+ sejteken a CA3 piramissejtek axonjai. A GD hilusaban adjdk a legtobb szinapszist
a CA3 piramissejtek axonjai az SPR+ IN-okra. A CA3 piramisok axonjai legtobbszor egyszeres szinapszissal végzédtek az
SPR+ interneuronokon, de lattunk t6bbszoros, akar hatszoros szinapszist is.




dc_1873 21

10um .

31. 4bra

A) CA3 piramissejt axonja beidegez egy sima dendritl SPR+ interneuront a CA1 régidban, amely a tipikus, horizontalis
str. oriens-beli sejt alakjat mutatja. Camera lucida rajz mutatja az interneuron elhelyezkedését, a CA3 sejt axonja piros.
A jobb oldalon nyil mutatja a szinapszis fénymikroszképos (B) és elektronmikroszkdpos (D) képét, valamint a sejttestet
(C). E) A CA3 piramissejtek ritkan adnak szinapszisokat az mGluR1a-pozitiv tliskés interneuronokra. Camera lucida rajz
mutatja a hilusban elhelyezked§ tiiskés dendritli mGIuR1 a-tartalmu interneuront, a CA3 piramissejt axonja piros. Az alsé
sorban fénymikroszképos képek mutatjak az interneuron sejttestjét (F) és a szinapszist (nyil a G 4bran), valamint
elektronmikroszkdpos kép abrazolja az interneuron dendritjét a szinapszissal (H), illetve a szinapszist kinagyitva (1).
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A CA3 régid specialis 6sszekottetési rendszere és kimeneti mintdzata kiemelt szereppel bir a
hippocampus informdciédramldsi mechanizmusaiban. A hippocampus bemeneti régidja a gyrus
dentatus, amelyben a szemcsesejtek kozvetlen visszacsatolas nélkiili, parhuzamos kapcsolatokkal érik
el a CA3 régid piramissejtjeit. Hasonldképpen, a hippocampus kimenetét adé CA1 régidban szintén
nagyon ritka a CAl piramissejtek kozotti direkt, serkentd kapcsolat, a CAl piramissejtek axonjai szintén
egy parhuzamos informaciétovabbitast valdsitanak meg a subiculum felé. E két parhuzamos rendszer
kozé beékelve helyezkedik el a CA3 régid a maga s(rd rekurrens kollateralis halézatdaval, és a serkenté
sejtekre véletlenszer(en, a gatlo sejtekre pedig szelektiven érkezd szinaptikus kapcsolataival (32. dbra).
Az ilyen strukturdju szamitasi rendszerek alkalmasak a kilénb6z6 mintazatok szétvalasztasara és
integralasara, amely tulajdonsagok nélkiilozhetetlenek a memdrianyomok eltarolasdhoz és
el6hivasahoz. igy a hippocampus, és ezen beliil is a CA3 régié eme sajatos dsszekottetési rendszere
lehet az anatdmiai alapja a SPW-ek keletkezésének, amely hulldmformak ilyen forman kozvetithetik a

tanuldsi és memoriafeladatokhoz kapcsolédé informaciéaramlast.

CA1

32. abra

A GD szemcsesejtjei kozvetlen visszacsatolas nélkdili, parhuzamos kapcsolatokkal érik el a CA3 régio piramissejtjeit. A CA1
régioé piramissejtjeinek axonjai szintén egy parhuzamos informacidtovabbitast valdsitanak meg a subiculum felé. E két
parhuzamos rendszer kézé beékelve helyezkedik el a CA3 régié a maga s(ir( rekurrens kollateralis hal6zataval, és a
serkentd sejtekre véletlenszer(en, a gatld sejtekre pedig szelektiven érkezé szinaptikus kapcsolataival.

4.2 Az emberi hippocampusban megjelend interiktalis aktivitas

A temporadlis lebeny eredetli epilepszia az egyik leggyakoribb parcidlis epilepszids
tlinetegylttes, amely tobbnyire egyszer( és komplex parcialis rohamokkal jar (Fisher et al., 2017). Az
epileptogén teriilet a tempordlis lebenyben taldlhatd, és az esetek nagy tobbségében a
hippocampusnak vitathatatlanul fontos szerepe van az epilepszids aktivitds generalasaban. A
hippocampalis sclerosis jelensége, mely gyakori patolégidja a temporalis lebeny eredeti
epilepszidknak, jo ideje kutatott és relative részletesen leirt komplex valtozasokat takar (Thom, 2014).

Jellegzetes sejtpusztuldsi mintazat jellemzi a scleroticus hippocampust: mig a gyrus dentatus, a CA2
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régio és a subiculum nagyrészt meg6rz6dott, addig a CA1 régidban szinte teljes, a CA3 régidban pedig
részleges sejtpusztulds lathatd, mely MR felvételekkel is kimutathatd. Az epilepszids betegek egy
részének — annak ellenére, hogy akdr hosszu éveken keresztiil fennallé rohamaik vannak — nem
scleroticus a hippocampusa. Az MR felvételen egészségesnek tlind hippocampusban ugyanakkor
anatémiai vizsgalatokkal kimutathaté a féleg gatldsejteket érint6 sejtpusztulds, és egy jellegzetes
szinaptikus reorganizacié (6sszefoglaloként lasd (Magloczky & Freund, 2005). A betegeinket a
hippocampusuk érintettsége alapjan a jelent6sen scleroticus, sHS (severe hippocampal sclerosis) és
gyengén scleroticus, mHS (mild hippocampal sclerosis) csoportokba osztottuk. Az interiktalis tliskék
megG6rzédott CA2 régidra fokuszaltuk. Annak megértése, hogy az epilepszids aktivitdas hogyan
keletkezik ezeken az agyteriileten, elGsegitheti, hogy esetlegesen olyan beavatkozasi pontokat

taldljunk, amelyekre Uj terapiak fejlesztheték ki a jovében.

4.2.1 A subiculumban keletkez§ interiktalis tlskék
(Huberfeld et al., 2007)

Epilepszias betegek temporalis lobectomia m(itétje soran eltavolitott hippocampalis szovetbdl
szeleteket készitettiink, és in vitro korilmények kdzott vizsgaltuk az interiktdlis tiiskék kialakulasat a
subiculumban. Az in vitro koriilmények kozott, fizioldgias oldatban keletkezé populacios események
nagyon hasonlitanak az in vivo regisztralt interiktdlis tiiskékhez. Richard Miles csoportjdnak korabbi
munkdja nyoman (Cohen et al., 2002) kiderilt, hogy ezen interiktalis-jellegli események sordn a GABA
a megszokott hiperpolarizdlé hatdsdval szemben depolarizacidés valaszt valthat ki a subicularis
piramissejtek kb. 20%-aban. Jelen kisérletsorozatunkban arra szerettiink volna fényt deriteni, hogy
milyen molekuldris folyamatok lehetnek a GABA-ra adott depolarizald vélasz hatterében. Fiziologidsan
a GABAa receptorokon keresztiil a sejt belsejébe folyd negativ t6ltés(i kloridionok hiperpolarizaljak a
membranokat. A sejtmembran két oldala kdz6tt a kation-klorid kotranszporterek allitjak fel a kloridion
gradiensét, az egyes tipusi Na-K-Cl kotranszporter (NKCC1) viszi be az intracellularis térbe a
kloridionokat, mig a kettes tipusu K-Cl kotranszporter (KCC2) juttatja ki az extracellularis térbe. Ha a
felallitott gradiens megvaltozik, mert pl. a KCC2 nem fejezédik ki a sejtben, akkor el6fordulhat, hogy a
kloridionok a GABA receptorok aktivaciéja nyoman nem befelé, hanem kifelé aramlanak, és ez
depolarizaciot okoz (Id. 12. abra). Intracellularis elvezetések és anatdmiai modszerek segitségével
probaltuk feltarni, hogy vajon a megvaltozott klorid homeosztazis lehet-e a felels a depolarizaciét

okozd GABA-valaszért. Kimutattuk, hogy a piramissejtek morfoldgidja, vagy az elhelyezkedése
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(piramissejt réteg kiilsé vs. belsé felén) nem mutatott kilénbséget a két sejtcsoport kozott. Tovabba a
sejtek alapvet6 elektrofizioldgiai paraméterei (nyugalmi membrdnpotencial, input rezisztencia, burst
vagy szabalyos tilizelési mintazat) is hasonldak voltak a depolarizalé és a hiperpolarizalé valaszt ado
sejtekben. A GABA reverz potencial azonban kiilénb6z6tt: a depolarizald sejtek esetében ez kevésbé

volt negativ (33. dbra).

Hiperpolarizalt sejt
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33. dbra
A subicularis piramissejtek a szeletekben el6forduld 11D soran hiperpolarizalé (A) vagy depolarizalé (B) valaszt mutatnak
nyugalmi membranpotencialon. Felsé az intracellularis, alsé az extracellularis elvezetés mindkét esetben. A sejtek tipikus
piramissejt morfolégidjuak. Fokalis elektromos ingerlést és glutamaterg szignalizacid blokkolast alkalmaztunk, hogy
kiszdamoljuk az IPSP-k reverz potecialjat a szinaptikus események amplitiddjabdl. A hiperpolarizald sejt esetében a
GABAerg valaszok reverz potencialja -75 mV-nal, a depolarizalo sejté -48 mV-nal van. A k6zépsé abrak mutatjak a sejtek
szinaptikus valaszait kilonb6z6 membranpotencialnal, a jobb oldali dbrak pedig az IPSP-k amplitudéjat mutatjak a
membranpotencial fliggvényében.

A KCC2 transzporter expresszidjanak vizsgalata alatamasztotta a feltevésiinket, hogy a klorid
homeosztazis megvaltozasa lehet a GABA-ra adott depolarizalé valasz hatterében a subiculumban. A
KCC2 mRNS-ének in situ hibridizacidos mddszerrel torténd vizsgalata kimutatta, hogy a subiculumban a
piramissejtek kb. 20-30%-a nem fejezi ki a KCC2 mRNS-t. Ezzel szemben a gyrus dentatus és a CA2 régio
serkent6 sejtjeinek kevesebb, mint 5%-3abdl hidnyzott a KCC2 mRNS (34. dabra). Tovabbi
immunhisztokémiai vizsgalattal a subicularis piramissejtek kb. 10%-aban nem tudtunk KCC2 fehérjét
kimutatni, mig a gyrus dentatusban ez az érték kb. 3%, a CA2 régidban pedig kb. 6% volt (34. dbra).
Kontrollnak egészséges makaké majom hippocampusdban vizsgaltuk mag a KCC2 fehérje
kifejez6dését, és azt taldltuk, hogy szinte minden sejt tartalmaz KCC2-t: a subiculumban kb. 0,2%, a

CA2 régidban pedig 1,8% volt csak a KCC2-negativ sejtek aranya.
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DG CA2 Sub Sub
prox dis

34. abra

A) A KCC2 mRNS expresszidja in situ hibridizacids technikaval egy epilepszids paciens hippocampalis szeletén (A). Jél
lathat6 a CA1 és CA3 régidkban a jelent8s sejtpusztulds. B) Sense mRNS hasznalataval nem kaptunk semmilyen jelet.
Kett6s in situ hibridizacio a KCC2 mRNS (kék jel6lés) és a neuronokban altaldnosan eléfordué CaMKlla mRNS (fekete
pottyok) ellen az epilepszias GD-ban (C), CA2 régidban (D), a CAl-hez képest proximalis (E) és distalis (F) subiculumban.
G) Az F dbra részletének kinagyitott képe. Nyilak mutatjak a CaMKlla-pozitiv és KCC2-negativ sejteket. H) A KCC2-negativ
sejtek aranya a kil6nb6z6 régidkban. Sub Prox: proximalis subiculum, Sub Dist: distalis subiculum. B) A KCC2 fehérjét
immunhisztokémiai eljarassal mutattuk ki a subiculum sejtjeiben (A, C, D) és a GD-ban (B). A) A piramissejtek tobbsége
KCC2+ volt a subiculumban (csillaggal jelolve). B) A GD szemcsesejtjei gyakorlatilag mind KCC2-pozitivak voltak. C) Két
KCC2+ piramissejt (PC) és egy KCC2+ interneuron (IN). D) Egy KCC2-negativ (PC-) és egy KCC2-pozitiv (PC+) piramissejt a
subiculumban. A jobb oldalon a grafikon mutatja a hippocampus kiilonb6z6 régidiban a KCC2-immunpozitiv sejtek
aranyat.

Ahhoz, hogy a KCC2 transzporter fehérje kifejez6dése és a depolarizaldé GABA valasz kozotti
kapcsolatot kimutassuk, komplex intracellularis elvezetést, sejttoltést és post hoc immunfestést
végeztiink. Megallapitottuk, hogy minden hiperpolarizalé valaszt ado sejt KCC2 pozitiv volt (n=7), mig

a depolarizalé valaszt adé sejtek nagyobb részében (n=4/7) hianyzott a KCC2 fehérje (35. 4dbra). Ez arra
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utal, hogy a kloridion gradiens regulacidja valédban kapcsolatban van a GABA-ra adott depolarizalé

valasszal.
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35. abra

A piramissejtek viselkedése az interiktalis-jellegl tliskék soran és a KCC2-tartalmuk kozti 6sszefliggés. A hiperpolarizald
sejtek mindegyike KCC2-pozitivitast mutatott (A), mig a depolarizald sejtek nagyobb részébdl hidnyzott a KCC2 fehérje
(B), kisebb résziik azonban szintén KCC2-pozitiv volt (C). Bal oldalon az intracellularis valasz (felsé elvezetés) lathatd az
IID soran (alsé elvezetés), jobb oldalon az intracellularisan toltott sejt (biocytin, piros), a KCC2-festés (z6ld), és a kett6é
egyltt (merged). Piros teli haromszogek jelzik a sejttestet, Gresek pedig az apikalis dendritet. D) A gatl6 valaszok reverz
potencidlja KCC2 fehérje jelenlétében (sarga) és hianyaban (piros). A depolarizdl6 GABAerg valaszok pozitivak, a
hiperpolarizalok negativak.

Ezt tAmasztja ala az a megfigyelés is, hogy az NKCC1 transzporter farmakoldgiai blokkolasa
eltolja az IPSP reverz potencialt a negativ iranyba és visszaallitja a hiperpolarizalé valaszt (36. abra),
valamint reverzibilisen blokkolja az interiktalis tiiskék megjelenését. Osszességében tehat
elmondhatjuk, hogy a kation-klorid kotranszporterek (NKCC1 és KCC2) altal feldllitott kloridion
gradiens megvaltozasa okozhatja azt, hogy a GABA a szokdsos hiperpolarizacié helyett depolarizald

valaszt valt ki a subicularis piramissejtekben az interiktalis tliskék soran.
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36. abra

A) Az NKCC1 transzporter bumetanide segitségével valo blokkolasa a negativ irdnyba tolta a GABA reverz potencialt.
Bal oldalon Iathato egy sejt szinaptikus valaszai kiilénb6z6 membranpotencidlnal fizioldgias oldatban (kontroll), jobb
oldalon pedig bumetanide-ot tartalmazé oldatban. Az alsé grafikonok az IPSP-k amplitidéjat mutatjak a
membranpotencial figgvényében. B) A bumetanide reverzibilisen blokkolta a subicularis szeletekben az interiktalis
tiskék megjelenését.
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4.2.2 Ahippocampus CA2 régiojaban megjelend interiktalis tlskék
(Wittner et al., 2009)

A hippocampalis sclerosis jelensége soran jol megfigyelhet6, hogy mig a CAl és CA3 régidban
jelent6s a sejtpusztulds, addig a gyrus dentatus, a CA2 régié és a subiculum jobban meg6rz6dott
terliletei az epilepszias hippocampusnak. Mig a subiculumban spontdn médon megjelenik (lasd fenn,
illetve (Cohen et al., 2002), addig a gyrus dentatusban nem sikerilt interiktdlis tiskéket kimutatni in
vitro korilmények kozott, fizioldgias oldatban (Gabriel et al., 2004; Wozny et al., 2005). A kérdés az,
vajon a CA2 régié képes-e hasonld populacids aktivitds generdldsara, és ha igen, vajon hasonld
mechanizmusok allnak-e a hattérben, mint a subiculumban. Ennek vizsgdlatara in vitro

elektrofizioldgiai elvezetéseket és hozza kapcsolddé anatdmiai vizsgalatokat végeztiink.

A CA2 régidban is keletkeztek interiktdlis-jelleg(i tliskék mind sHS, mind mHS betegekben, in
vitro korilmények kozott, fizioldgids oldatban (37. abra). A subiculumban és a CA2 régidban végzett
szimultan elvezetések azt mutattak, hogy a CA2 régidban a subiculumtdl fliggetlenil keletkeznek a
tuskék, illetve olyan hippocampalis szeletekben is tapasztaltuk a tliskék megjelenését, amelyek
tartalmaztak a subiculumot. Ugyanazokban a mintakban, ahol a CA2 régidban tiiskéket lattunk, a gyrus
dentatusban nekiink sem sikertlt interiktdlis tiiske jellegl populdcids aktivitdst kimutatni.
Sokcsatornas linedris mikroelektrédaval is végeztiink elvezetést in vitro koriilmények kozott és az
interiktalis jelleg( tliskék soran a CA2 piramissejt rétegben egy CSD dramnyeld jelenlétét, valamint a
soksejt aktivitds (MUA) emelkedését tapasztaltuk. Ez serkentd folyamatokra utal, ami nem egyezik a

subiculumban kimutatott gatlason alapulé mechanizmussal.
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37. abra

A) In vitro korilmények kozott spontan modon interiktalis-jellegld aktivitds jelenik meg epilepszias betegek
hippocampusanak CA2 régidjaban. Az esetek tobbségében az aktivitas folytonosan visszatéré mintazatot mutat (A1), mig
néhany esetben az IID események csoportokban jelennek meg (A2, és kinagyitva: A3). B) A CA2 régioban megjelené
aktivitads a subiculumban keletkezett aktivitastél fliggetlenil jelent meg. C) Linedris mikroelektrodaval felvett LFPg
elvezetés az epilepszias CA2 régidban. Csillagok jelzik az 11D eseményeket. A 10-12 csatornak a str. radiatumban vannak,
a 13-18 csatornak a str. pyramidale-ban, a 19-20 csatornak a str. oriensben. D) Egy esemény kinagyitott képe. E) Az IID
események atlaganak CSD mintdzata szerint egy nyels van a piramissejt rétegben, és két forras a dendritikus rétegekben.
CSD nyeld piros, CSD forras kék. F) A MUA megn6tt a piramissejt rétegben az IID események soran. Piros szinnel jel6ltik
a sejtaktivitds novekedést, kékkel a csokkenést a hattéraktivitdshoz képest. Sematikus piramissejt jelzi a régid
orientacidjat. R: str. radiatum, P: str. pyramidale, O: str. oriens.
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Régi elmélet, hogy a gatlas hianyzik a human szovetben, és ez dsszefliggésbe hozhatd az
epilepszids aktivitas kialakuldasaval (Williamson et al., 2003). Mivel a CSD adataink is a serkentd
folyamatok tdlsdlyara utaltak, ennek mindenképp szerettlink volna utdnajarni. Intracelluldris
elvezetéseket végeztiink, hogy feltarjuk, milyen idegsejtek és hogyan vesznek részt az interiktdlis
jellegl tiskék kialakitasaban a CA2 régidban. A piramissejteken lattunk gatlod szinaptikus potencialokat
(38. abra), tehat a gdatlds nem tlinik el arrdl a hippocampalis teriletrdl, amely interiktalis tlskéket
general. Azt is kimutattuk, hogy a subiculummal ellentétben (ahol a piramissejtek sejtek kb. 80%-a
hiperpolarizalé valaszt ad az interiktdlis jellegl tuskékre), a CA2 régidban a piramissejtek kb. 3/4-e

depolarizalé vélasz mutat, s6t, gyakran tiizelnek is a populacids események soran.

A ragcsalé hippocampus sejtjeinek Osszekottetéseirél sokat tudunk, de mivel a CA2 régid
ragcsaldkban relative kicsi a CA1 és CA3 régidkhoz képest, igy errél a hippocampalis régiérél joval
kevesebb informacidonk van, mint a tobbirél (Iasd Freund & Buzsaki, 1996). JelentGségét mostanaban
kezdik felfedezni, és azdota a SPW-ek kialakulasaban (Oliva et al., 2016b), valamint a téri informacid
kodolasaban (Oliva et al., 2016a) vald szerepét is kimutattak mar. Ragcsaldkban az elmdlt évtizedben
elég részletesen feltartak a CA2 régio szinaptikus kapcsolatait (Robert et al., 2018), de emberben még
mindig alig tudunk valamit errél a régiordl. Munkank soran intracellularis sejttoltést, illetve 3 dimenzids
rekonstrukciot végeztiink, és kimutattuk, hogy a CA2 piramissejtek morfoldgidjukban nagyon
hasonléak a CA3 és CAl sejtekhez (38. abra). Axonjaik a CA2-ben arborizélnak, illetve egy sejtnél
kimutattuk, hogy atvetit a CA3 régidba is. A szeletkészitési technika hatranya, hogy tavolabbi
szinaptikus kapcsolatok nem megallapithatdk, igy tovdbbra sem tudjuk pontosan, hogy emberben is

hasonldak-e a CA2 régid be- és kimeneti kapcsolatai, mint ragcsaldkban.
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38. abra

A) A CA2 piramissejtek nagy része nyugalmi membranpotencidlon tlzelt. Spontan EPSP-ket (csillag) minden sejtben
detektéltunk, mig spontan IPSP-ket (nyilak) a sejtek kb. harmadéban. A piramissejtek tobbsége (kb. 2/3-a) depolarizald
vélaszt mutatott az IID-k sordn (B), mig a tébbinél hiperpolarizalé valaszt lattunk (C). B1 és C1 dbrdk egyes eseményeket
mutatnak, a B2 és C2 dbrakon egymasra helyezett események latszanak. A felsé elvezetések az intracellularis, az alsé az
extracellularis elvezetések. D) A CA2 piramissejtek a CA2 és CA3 régidkba vetitenek. Ennek a harom dimenzidban kirajzolt
sejtnek a sejttestje és a dendritjei pirossal, az axonok kékkel vannak jeldlve. A fénymikroszképos kép ugyanennek a
sejtnek a sejttestjét és a proximalis dendritjeit mutatja.

Mivel a subiculumban kimutattuk, hogy a piramissejtek depolarizalé valasza 6sszefliggésben van

a sejt kloridion homeosztazisaval, igy ebben a régidban is megvizsgaltuk a klorid gradiens kialakitasaért
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felel6s két transzporter jelenlétét (39. dbra). A depolarizdld sejtek ilyen ardnya mellett azt varnank,
hogy a sejtek nagy részében hidnyzik a KCC2, de ezzel szemben azt taldltuk, hogy majdnem az dsszes
CA2 piramissejt (kb. 94%) KCC2+ volt, akdrcsak a kontrollnak hasznalt makdké majom esetében (kb.
99% KCC2+). Ugyanakkor jelent6sebb szamban taldltunk minden epilepszids mintdban NKCC1-negativ
sejteket (atlagosan kb. 12,5%), amely a majomnal elenyész8 hanyad volt (0,6% NKCC1-). Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a kloridion gradiens nem jatszik fontos szerepet az interiktdlis tlskékre adott
valaszok kialakitdasdban. Ebben azonban nem lehetilink egészen biztosak, Iévén, hogy a fluoreszcens
festéssel nem feltétlendl lehet megallapitani, ha egy transzporter (pl. az NKCC1) expresszidja és vele
egyltt az aktivitdsa megnd, valamint, ha egy jelenlevé transzporter (pl. a KCC2) nem m(ikodik. Mégis,
mivel egészen mas adatokat kaptunk, mint a subiculumban, azt gondoljuk, hogy a CA2 régidban mas
mechanizmusok jatszanak inkdabb szerepet a depolarizdlé véalasz és az interiktalis-jellegl tliskék

kialakitasaban.

39. abra

kifejezi a kloridiont a sejtbe bejuttatd NKCC1 (z6ld) és a kifelé juttatd KCC2 (piros) transzportereket. Nyilhegyek jelzik az
NKCC1+/KCC2+ kett8s pozitiv sejteket. B) A human epilepszias CA2 régidban mindkét transzporter downreguldlddott, bar
kaléonb6z6 mértékben: a CA2 piramissejtek 13%-a NKCC1-negativ volt (nyilak), mig 6%-a KCC2-negativ volt. Sok kett&sen
negativ sejtet is (csillag) detektaltunk.

A depolarizalé valaszt add sejtek nagy aranya arra is utalhat, hogy a serkentés-gatlas egyensulya
felborulhatott a CA2 régidban, igy ezt a lehetdséget is megvizsgdltuk tovabbi anatémiai modszerekkel.

A parvalbumin (PV) immunfestéssel lathatdva tett periszomatikus gatldsejtek vizsgdlata azt mutatta,
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hogy a PV-pozitiv sejtek szama nagyon lecsdkkent az epilepszias CA2 régidban a human post mortem
kontrollhoz képest (40. abra). A sejtek eltlinése mellett ugyanakkor az axonkotegek meg6rzédését
tapasztaltuk, de a kontrollban lathaté homogén, sejttesteket behdlézd festéssel szemben az
epilepszias szovetben csak egyes neuronok sejttestjét korilvevs kosarszerl axonokat lattunk, mig mas

sejtek kordl nem.

v )
40. abra
PV-festett interneuronok human kontroll (A) és epilepszias (B) CA2 régidban. Sok multipolaris PV+ interneuron
helyezkedik el a piramissejt rétegben (nyilak A1 dbran) a kontroll hippocampusban, mig a szamuk jelent6sen csokken
epilepszids szOvetben (B1). Homogén axonhdldzat latszik a kontroll CA2 régidban (A2), tipikus kosarszerd
képz&dményekkel (nyilhegyek). Epilepszids CA2 régidban (B2) PV-pozitiv kosarszer(i axonok vettek korul bizonyos
sejteket (haromszog), mig masokat nem (csillag).

Ezek a fénymikroszkdpos adatok arra utalnak, hogy a CA2 piramissejtek periszomatikus gatlasa
lecsdkkent. Ugyanakkor ismert tény, hogy maga a PV molekula eltlinik a sejttestekbdl és a dendritekbdl
tobb epilepszia modellben (Sloviter et al., 1991; Magloczky & Freund, 1995; Scotti et al., 1997) és
human epilepszids szévetben is (Wittner et al., 2001). igy elektron mikroszképpal is megvizsgaltuk a
piramissejtek periszomatikus régidjara érkez6 szinaptikus bemenetet (41. dbra). Azt taldltuk, hogy a
CA2 sejtek gatld bemenete nem valtozott jelentésen a kontrollhoz képest, viszont megjelent egy

serkenté bemenet, amely kontrollban nem volt jelen. A jellegzetes morfoldgiai tulajdonsagai alapjan
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ezt a bemenetet a gyrus dentatus szemcsesejtjeitdl érkez6 moharostokként azonositottuk. Tehat
kimutattuk, hogy a CA2 piramissejtek sejttestjén a gatldé bement nem csdkkent, bar valdszin(leg
funkcionalisan médosult azaltal, hogy a kosar- és csillarsejtekbdl eltlint a PV. Ezzel egyidejlileg a gyrus
dentatus moharostjai sarjadzanak, benének a CA2 régidba, ahol a piramissejtekre adnak egy extra
serkent6 bemenetet. A serkentés-gatlds egyensulyanak ilyetén felboruldsa eredményezheti azt, hogy
a CA2 régid képes interiktalis-jellegli tliskéket generalni, és hogy a piramissejtek nagy része

depolarizalé valaszt mutat ezen események soran.
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41. abra

Elektron mikroszképos képek mutatjdk a CA2 piramissejtek sejttestjére érkez6 szinapszisokat a kontroll (A) és az
epilepszias (B) CA2 régidban. Piramissejtek sejttestje latszik az Al és B1 dbrakon. PV-pozitiv (A2 és B2) és PV-negativ (A3
és B3) terminalisok képeznek szimmetrikus (gatld) szinapszisokat a sejttesten. Aszimmetrikus szinapszisok, koztik nagy
méret(, jellegzetes mohaterminalisok (MT) is végz6dtek a piramissejtek sejttestjén (PC soma) az epilepszias sz6vetben
(B4). C) A gatld szinaptikus boritottsag (um szinapszis hossz/ 100 um sejttest kerilet) hasonlé volt a kontroll és az
epilepszias mintakban, mig a serkent6 szinaptikus bemenetet csak az epilepszias mintakban lattuk.
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4.2.3 A human hippocampusban megjelend epilepszias aktivitas anatdomiai hattere

Az epilepszids rohamok és az interiktalis aktivitas kialakuldsi mechanizmusai régodta
foglalkoztatjak a kutatdkat. Az elmult idGszak adatai arra utalnak, hogy az interiktalis-jellegl tiiskék
kialakuldsaban — hippocampalis régiotdl fliggéen — két feltételezett mechanizmus is szerepet jatszhat.
Egyik a klorid homeosztazis felboruldsa, amely a GABA a&ltal kozvetitett szinaptikus valaszt a
hiperpolarizaciébdl depolarizdciéba forditja, mdsik pedig a serkentés-gatldas egyensulyanak a
megvaltozasa. Ezt a két hipotézist vizsgaltuk anatdmiai mddszerekkel a tovabbi munkainkban, a fent

emlitetteken tul.

4.2.3.1 Kloridion grddiens kialakitdsdért felel6s transzporterek vizsgdlata
(Huberfeld et al., 2007; Wittner et al., 2009; Karldcai et al., 2016)

A kloridion gradiens felallitasaért felel6s kation-klorid-kotranszporterek kozil a kloridion
sejtbdl vald kijutasaért (és ezzel egyiitt a GABA-ra adott vélasz hiperpolarizalé voltaért, lasd Rivera et
al., 1999) felel6s KCC2 transzporter eloszlasat vizsgaltuk kontroll és epilepszias hippocampusban. A
human hippocampus azon régidit, amelyek interiktdlis-jellegli tiskéket generalnak in vitro
korilmények kozott, tehdt a subiculumot és a CA2 régidt az elektrofizioldgiai elvezetésekkel
Osszefliggésben (részletesen Id. fent) vizsgaltuk. A GD, CA1 és CA3 régidkban a KCC2 fehérje eloszlast
onmagdban, sejt- vagy populdcids aktivitas nélkiil vizsgaltuk, human szovetben és pilocarpine-os egér
modellben is (Karldcai et al., 2016). A subiculumban — az elektrofiziolégiai adatoknak megfelel6en —
mind in situ hibridizaciés, mind immunhisztokémiai mddszerekkel azt tapasztaltuk, hogy a sejtek kb.
10-30%-a nem fejezi ki a KCC2 mRNS-t és a fehérjét (Huberfeld et al., 2007). Ez 6sszecseng azzal, hogy
a sejtek kb. 20%-aban lattunk depolarizaciét az interiktdlis-jellegl tlskék soran. A CA2 régidban
azonban az elektrofizioldgiai eredményeket (miszerint a sejtek kb. 2/3-a depolarizal6 vélaszt mutat)
nem tdmasztotta ald az anatdmiai megfigyelés: a sejtek kb. 94%-a kifejezte a KCC2 fehérjét, csak a
maradék 6% volt KCC2-negativ (Wittner et al., 2009). Hozza kell tenni, mind a subiculumban, mind a
CA2 régidban csak epilepszids human szovetet vizsgaltunk és sejtszint(i valtozasokat néztiink, nem
hasonlitottuk az eredményeket megfelel§ human kontrollhoz. A hippocampus tobbi részében (GD, CA3
és CA1l régiok) az epilepszias szovetet human kontrollhoz hasonlitottuk, de nem végeztiink
sejtszamoldst, hanem Western blot segitségével hatdroztuk meg a KCC2 fehérje mennyiségét a
hippocampusban, illetve peroxidaz reakcion alapulé és arany jeloléses immunfestést végeztiink a KCC2
eloszlas kvalitativ leirdsara. Azt tapasztaltuk, hogy a human kontroll hippocampusban, mindharom
vizsgalt régidban egy gyenge, homogén hattérfestés jellemezte a serkent6 sejteket, és sotétebbre

fest6dg, jol elkiiloniil6, dendritek mutattak a gatld sejteket (42. dbra). Az epilepszids human mintakban
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(mind az mHS és az sHS betegekben) a festés erGsodését tapasztaltuk: a hattérfestés is erdsebb lett,
valamint tobb, er6sebben jelolt interneuron dendritet lattunk, illetve megjelentek a kirajzolodo

sejttestek is, melyek k6zott mind principalis sejteket, mind interneuronokat azonositottunk.

A Control DG 'B
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42, abra
KCC2-immunpozitiv elemek a gyrus dentatusban human kontroll (A), mHS (B), mHS foltos sejtpusztuldssal (C) és sHS (D)
betegekben. Erésen fest6dé interneuron dendritek (nyilak) latszddnak a str. moleculare-ban és a hilusban, valamint egy
hattérfestés a str. moleculare-ban. Mind az er6sen festett denditek szama, mind a hattérfestés erGssége né az epilepszias
mintakban, a sclerosis mértékével aranyosan. E) Nagy nagyitdsu fénymikroszkdépos dbra mutatja a sima és tiiskés
dendriteket a kontroll hilusban. F) A scleroticus betegek hilusaban a tulél6 mohasejt sejttest (nagy nyilak) és nagy szamu
tiskés dendrit (kis nyilak) volt KCC2-pozitiv.

A pilocarpine egér modellben a humanhoz nagyon hasonlé eredményeket kaptunk,
kontrollban itt is diffuz hattérfestést lattunk, de a gatldsejtek dendritjei mellett a serkenté sejtek

sejttestjeiis kirajzolddtak (43. abra). Epilepszias egerek hippocampusaban jelentésen megndtt a pozitiv
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elemek szama és a diffiz festés, valamint jelent6s szamu sejttestet (mind serkents, mind gatld

sejteket) is tudtunk detektalni.

43. abra

Fénymikroszkdpos képek mutatjdk a KCC2-immunfestett elemeket a kontroll (A-B) és az epilepszias (C-F) egerek
hippocampusdaban. Kontroll egerekben diffuz hattérfestést lattunk a principalis sejtek dendritikus régidiban, és emellett
erdsen festett denditeket és interneuron sejttesteket a hilusban. Epilepszids egerekben a diffuz festés meger6sodott,
ezen felll a KCC2-pozitiv sejtek (nyilak) szama is jelentGsen megnétt a GD-ban (C), a CA1 (D) és CA3 (E) régidkban, illetve
a hilusban (F).

Elektron mikroszkdpos vizsgalatokat végeztiink, hogy a KCC2 subcellularis eloszlasat
megallapithassuk. Mind DAB kromogénnel, mind immunarany jel6léses technikdval azt tapasztaltuk,
hogy a KCC2 transzporter a human kontroll hippocampus serkentd sejtjeinek tliskéiben van leginkdbb
jelen, valamint a gatlésejtek dendritjeiben (44. abra). A KCC2 a sejteket nem festette ki homogén
modon, hanem klaszterekben volt taldlhaté a membranban. Epilepszids human mintdakban az
immunpozitiv elemek szdma megnétt, tobb dendritet és tiskét lattunk, valamint megjelent a jeldlés
mind a serkent6, mind a gatlé sejtek sejttestjein. Axonokban nem lattunk jelélést sem kontroll, sem
epilepszias szévetben. Az egér hippocampusban hasonlé KCC2 jel6lési mintdzatot lattunk, mint a

human hippocampusban. Az immunarany technikaval jol kimutathaté volt mind humanban, mind
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egérben a KCC2 jeldlés intenzitdsanak emelkedése az epilepszias szévetben: mig kontrollban egy-egy
aranyszemcsét lattunk a tliskékben és dendrit szegmensekben, addig epilepszids szovetben az
immunpozitiv elemek (sejttestek, dendritek és tiiskék) sok aranyszemcsét tartalmaztak. Western blot
segitségével kvantifikdltuk a KCC2 upreguldciéjat mind human, mind egér szovetben. Az mHS
betegekben szignifikdns KCC2 fehérje tartalom novekedést mutattunk ki a human hippocampusban,
mig az sHS betegekben nem kaptunk szignifikans kiilonbséget, bar a mintdk tébb, mint felében itt is
novekedést tapasztaltunk a kontrollhoz képest. Az egér hippocampusban kiilon vizsgaltuk a GD-t, a
CA3 és CA1 régidkat, és mindharom régidban novekedett a KCC2 fehérje mennyisége a kontrollhoz

képest, bar a CA3 régidban ez nem volt szignifikans.

Kimutattuk tehat, hogy a KCC2 fehérje mennyisége megemelkedik a human hippocampusban
epilepszids betegekben a kontrollhoz képest. Ugyanakkor a megemelkedett KCC2-szint nem feltétleniil
tikrozi a transzporter funkcidk valtozasat: az Osszességében megemelkedett fehérje mennyiség
mellett egyes sejtekbdl szelektiven hidnyozhat a KCC2 (mint pl. a subiculumban), amely kovetkeztében
az adott sejtek aktivitdsa megvaltozhat (depolarizald vélaszt adhat a GABA-ra), ez pedig hatassal lehet

a neuronpopulacio viselkedésére: interiktalis jellegd tliskék alakulhatnak ki.
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44, abra

A) Western blot mutatja kontroll és epilepszidas mintdkban a KCC2 fehérje mennyiségét. Négy kontroll mintat
hasonlitottunk 9 mHS és 9 sHS mintahoz. B) Szignifikans kilonbséget mutattunk ki az mHS betegekben mért KCC2 fehérje
tartalom és a kontrollban mért KCC2 mennyiség kozott (csillag). Az sHS mintakban véaltozd volt a KCC2 fehérje mennyisége
(A), egyes esetekben megnétt, masokban nem. Nem kiilénbozott szignifikansan a kontrolltél. C) Elektronmikroszképos
képek mutatjdk a human hippocampus principalis sejtjeinek KCC2 tartalmat. Immunarany festéssel kimutattuk, hogy a
CA1 piramissejtek (A), sejtmembranjaban jelen vannak a KCC2 transzporter fehérjék. Ugyanez a sejt lathato a jobb felsé
sarokban, fénymikroszkdpos képen. A bekeretezett rész kinagyitva lathatd a B abran, nyilak jel6lik a KCC2 festést jelentd
aranyszemcséket. Aszimmetrikus (serkentd) szinaptikus bemenetet kapé tlskék is KCC2-pozitivak voltak (C, csillagok),
akarcsak a sok serkenté bemenetet kapo interneuron dendritek (D). Mohasejtek sejttestjén (E, és a kinagyitott rész: F),
valamint a komplex tiiskéin (E, bal felsé sarok) is detektaltunk aranyszemcséket. Az E dbran lathato sejt fénymikroszképos
képe van a bal alsé sarokban. A GD szemcsesejtjei KCC2-negativak a kontroll hippocampusban (G), mig pozitivak az
epilepsziasban (H). D) Az egér hippocampusban is hasonlé tendencidkat lattunk. A CA1 piramissejtek sejttestje KCC2-
negativ a kontroll dllatokban (C), mig KCC2-pozitiv az epilepszidsban (D). Az interneuron dendritek is er6sebben fest6dnek
az epilepszias allatokban (F) a kontrollhoz képest (E). Nyilak mutatjdk a KCC2 fehérjéket jelent6 immunarany szemcséket.
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4.2.3.2 Gatlo rendszerek vdltozdsainak vizsgdlata
(Wittner et al., 2005; Wittner et al., 2009; Wittner & Magldczky, 2017)

A masik folyamat, amelyet az interiktalis jelleg(i tliskék kialakuldsdval 6sszefliggésben néztiink,
a serkentés-gatlds egyensulyanak felboruldsa. A serkent6 és gatld pdlydk moddosuldsait régéta
vizsgdljdk, és ez az epilepszids reorganizaciés folyamat igen komplex képet mutat a human
hippocampusban. A serkenté sejtek egy része elpusztul (pl. CAl piramissejtek, valamint a mohasejtek
és a CA3 piramisok egy része), a tobbi principdlis sejt pedig nagyrészt tulél még a scleroticus
hippocampusban is (pl. szemcsesejtek, CA2 és subicularis piramissejtek). A serkenté palyak kozil toébb
is sarjadzik: a gyrus dentatusba érkez6 supramammillaris palya (Magléczky et al., 2000), a Schaffer
kollaterdlisok a CA1 régiéban (Lehmann et al., 2000), tovabba a szemcsesejtek axonjai bendnek a str.
moleculare-ba és magukkal a szemcsesejtekkel szinaptizalnak (Houser, 1990), valamint kimutattuk,
hogy dtnének a CA2 régidba is, ahol a piramissejtek sejttestjére nagy mohaterminalisok adnak serkenté
szinapszisokat (Wittner et al., 2009). A gdtld interneuronok valtozdsai még talan ennél is
Osszetettebbek. Korabbi munkdk, koztlik a sajatjaink is aldtamasztjdk, hogy egyes sejttipusok
szelektiven eltlinnek (pl. somatostatin-pozitiv sejtek, de Lanerolle et al., 1987), calretinin-pozitiv sejtek,
(Toth et al., 2010), mig masok megmaradnak, de jelentés morfoldgiai elvaltozasokat mutatnak (pl.
calbindin-pozitiv interneuronok, Magléczky et al., 2000; Wittner et al., 2002). Az interneuronok kézdl
a principalis sejtek kimenetét leghatékonyabban gatolni tudd periszomatikus interneuronokra, vagyis
a parvalbumin (PV)- és a cholecystokinin (CCK)/cannabinoid receptor 1 (CB1)-pozitiv gatldsejtekre

koncentraltunk.

A PV-tartalmd interneuronok valtozdsait a hippocampus két tulélé régidjaban, a GD-ban
(Wittner & Magldéczky, 2017), a CA2 régidban (Wittner et al., 2009), valamint a scleroticus
hippocampusban legjobban kdrosodott CA1 régidban (Wittner et al., 2005) vizsgaltuk. A PV-pozitiv
sejtek szdma az epilepszias betegekben, mindhdrom vizsgalt régidban lecsdkkent a kontrollhoz képest
(45. abra). Az mHS betegekben kisebb mértékben, mig az sHS betegekben a tulél6é régidkban is
jelentésen lecsokkent a PV+ interneuronok szama. Az sHS betegcsoportban a GD-ban jellegzetes
axonfelh6k latszottak a megmarado sejtek koril (46. dbra), mig a CA2 régidban inkdbb homogén axon
eloszlast lattunk (40. dbra). A scleroticus CA1 régidéban csak néhany dendrit, sejttest elvétve, axon

pedig gyakorlatilag egyaltaldn nem volt megfigyelhet6 (45. abra).

89



dc_1873 21

A

A " Control \% ,’“ .

~ Epileptic
~ (sclerotic) ,

50 pm A

45, abra

A) Parvalbumin-festett metszetek human kontroll (A-B) és epilepszids (C-D, sHS) betegek hippocampusdbdl. A kis
felbontasu képeken (B, D) jol latszik az sHS hippocampusra jellemz6 sejtpusztulds, ugyanakkor a subiculum (S) és a
prosubiculum (ProS) megdrzottsége. Az sHS CA1 régidban alig lathatd PV-pozitiv sejt, mig a PV-festett elemek szama és
eloszlasa a prosubiculumban nem valtozik. A nagy nagyitasu képeken (A, C) a prosubiculum csillaggal jel6lt része latszik.
B) A CA1 régié PV-pozitiv elemei kontroll (A), mHS (B), mHS foltos sejtpusztulassal (C) és sHS (D) betegcsoportokban. A)
A kontrollban jelent6s szamu multipoldris PV+ sejt lathatd a str. pyramidale-ban (nyilak), valamint jellegzetes horizontalis
sejtek (kettds nyilhegyek) a str. oriensben. A PV-festett dendritek hosszan lenyulnak a str. radiatumba (nyilhegyek). B) Az
mHS betegek CA1 régidjaban a PV+ sejtek szamaban nincs drasztikus valtozas, csak a horizontadlis sejtek szama kevesebb.
C) A foltos sejtpusztuldst mutaté hippocampusban a PV-pozitiv sejtek szama jelentGsen lecsokken, bar dendritek
megfigyelhetSk (nyilhegyek). A piramissejteket kirajzold hattérfestés mutatja a foltos sejtpusztulast. D) A scleroticus CA1
régioban alig taldIni PV-festett elemeket.
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46. abra

A) Camera lucida rajz mutat egy PV-pozitiv sejtet a korul6tte taldlhatd PV-pozitiv axonfelhdvel a humdn epilepszids GD-
ban. Fénymikroszkdpos képen latszanak a csillarsejtekre jellemz6 axonfonatok (nyilhegyek). B) Az sHS betegekben
gyakran figyeltiink meg inhomogén axonfestést a GD-ban, a sejttestek koriil sok axonag latszott, mig a foltok kdzott nem
voltak festett axonalis elemek. Sematikus sejttestek mutatjak a PV-pozitiv sejtek helyét. s. m.: str. moleculare, s. g.: str.
granulosum, h: hilus. PV-pozitiv (C) és PV-negativ (D) axon terminalisok végz&dnek a szemcsesejtek sejttestjén,
szimmetrikus (feltételezhet&en gatld) szinapszissal, mind a kontroll, mind az epilepszids hippocampusban. E) A scleroticus
hippocampusban mohaterminalisok is végzédtek a szemcsesejteken (nyilhegy). Az axon inicialis szegmentumokra is
érkeztek mind PV-negativ (F), mind PV-pozitiv (G) terminalisok, mind kontroll, mind epilepszids mintakban. Az sHS
mintakban gyakran lattunk nagy méretl terminalisokat, amelyek idénként perforalt szinapszisban végz&dtek (G).

Ismert tény, hogy a PV molekula hypoxiat és epilepszias rohamokat kovetSen eltlinhet a
sejtekbdl (Scotti et al., 1997), igy a PV-sejtek funkcidjanak véltozasait kizarélag fénymikroszképos
elemzés alapjan nem lehet megfelel6en megitélni. Ezért a hippocampusban a periszomatikus
gatlérendszer valtozasait elektron mikroszkdpos szinten is vizsgaltuk, ahol nemcsak a PV-festett,
hanem a festetlen szinapszisok is latszanak (46., 47. dbrak). Szétvalasztottuk a sejttestek és az axon
inicidlis szegmentumok vizsgdlatat, hogy képet kaphassunk a kosarsejtek és az axo-axonikus sejtek

madosuldsairdl. Varakozasainkkal ellentétben (mely szerint a kevesebb PV+ sejt kevesebb szinapszist
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ad), a GD-ban mind a sejttestekre, mind az axon inicidlis szegmentumokra érkez6 gatld bemenet
megn6étt (46., 47. dabrak), mindharom epilepszias csoportban (mHS, mHS foltos sejtpusztuldssal és sHS).
A CA1 és CA2 régidkban viszont a sejttestek és az axon inicidlis szegmentumok gatld szinapszisokkal
vald boritottsdaga nem vdltozott, csak a CAl régidban a foltos sejtpusztuldst mutatd mintakban
csokkent (49. dbra). Ugyanakkor, az sHS mintdkban a GD-ban (46. dbra) és a CA2 régiéban a principalis
sejtek sejttestjén megjelent egy serkenté bemenet (41. dabra), amely kontrollban nem volt
megfigyelhetd. A gatld szinapszisok PV-tartalma a kilénb6z6 régidkban és a kiilonbozé célelemekkel
Osszefliggésben masképp valtozott. A kosarsejtek boutonjai k6z6tt a PV-pozitivak ardnya a GD-ban és
a CA2 régidban csokkent epilepszias szévetben a kontrollhoz képest, mig a CA1 régidban nétt. A csillar-
vagy axo-axonikus sejtektél érkezé PV+ termindlisok aranya az 6sszeshez képest a GD-ban nétt, a CA1
régidban pedig nem valtozott (47. dbra). Osszességében tehat azt mondhatjuk, hogy a GD-ban a PV-
tartalmu periszomatikus gatldsejtek meg6rz6dnek epilepszidban, de eltlinik bel6liik a PV, az axonjaik
sarjadzanak, és egy megnovekedett gatldo bemenetet adnak a szemcsesejtekre. A cornu Ammonisban
a PV szintén eltlinik a sejtekbdl epilepszia soran, de amig a célsejtjeik, a piramissejtek jelen vannak,

addig jelentds valtozasokat nem latunk azok periszomatikus régidjanak gatld beidegzésében.
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47. abra

A) A PV-pozitiv axonok homogén, sir(i haldzatot adnak a CA1 régié piramissejt rétegében. Kosarszer(i képz6dmények
veszik korbe a piramissejtek sejttestjeit (nyilhegyek). Az mHS betegek CA1 régidjaban az axonok eloszlasa hasonlé a
kontrollhoz. A képen egy csillarsejt axonfonata is latszik, amely nagy valdszinlséggel egy axon inicidlis szegmentumot
idegez be (dupla nyilhegyek). A foltos sejtpusztulast mutatdé mintdkban az axondgak hasonldan s(ir halézatot hoznak
|étre, mint a kontrollban. Az sHS mintdkban viszont nem csak a PV-pozitiv sejtek, de az axonok szdma is drasztikusan
lecsokken. Az alsé sorban elektron mikroszkopos felvételek mutatjak a kontroll és epilepszias CA2 (bal oldal) és CA1 (jobb
oldal) régiokbdl szarmazo, sejttestre (bal oldal), illetve axon inicidlis szegmentumra (jobb oldal) érkezé szimmetrikus
szinapszisokat. Soma: sejttest, AlS: axon inicidlis szegmentum. B) Grafikonok mutatjak a kontroll és az epilepszias
betegcsoportok mintdiban a hippocampus principalis sejtjeinek periszomatikus bemenetét. A GD szemcsesejtjeinek a
sejttestjére és AlS-ara érkez6 gatld bemenet a sclerosis sulyossagaval egyitt né. Ugyanakkor az sHS mintakban
megjelenik egy serkentd bemenet is. A CAl régié piramissejtjeire érkezd gatld bemenet jelentésen nem valtozik
mindaddig, amig a piramissejtek életben vannak, csak egy kissé csokken a foltos sejtpusztuldst mutaté mintakban. sHS
mintakat nem vizsgaltunk, lévén, hogy ott mar csak elvétve fordulnak el6 piramissejtek. A CA2 régi6 piramissejtjei esetén
a gatlé bemenet megérz&dik, még sHS mintakban is, ugyanakkor egy igen jelentGs serkentd bemenetet is kapnak a sejtek,
mar a nem scleroticus mintakban is. A principalis sejtekre érkezé gatlo szinapszisok PV-tartalma kiilénbo6zott a vizsgalt
régiokban. A legmagasabb értékeket a CA1 régidban talaltuk, a kontrollhoz képest a sejttestre érkezé szinapszisok egyre
nagyobb aranya volt PV-pozitiv az epilepszids mintdkban. A GD-ban és a CA2 régidban a PV-tartalmu szinapszisok aranya
joval kevesebb volt, mint a CA1 régidban (kb. 10-20%).




dc_1873 21

A kosdrsejtek masik nagy csoportjat, a CCK és CB1-tartalmu interneuronok valtozasait a GD-
ban, a CAl és CA3 régiokban vizsgaltuk (Wittner & Magldczky, 2017). Errdl a sejttipusrdl kimutattak,
hogy f6leg a principdlis neuronok sejttestjén és proximalis dendritjein végzédnek (Katona et al., 1999).
A CB1l-pozitiv gatlésejtek megbrzddését tapasztaltuk mindharom teriileten, még a scleroticus CA1l
régidban is latszottak sejttestek. Az axonhalézat megndvekedett a GD-ban a str. moleculare-ban az
epilepszids szovetben (48. dbra), és a boutonok eloszlasa — fénymikroszkdpos szinten — nem valtozott
a kontrollhoz képest. A GD hilusaban, valamint a CA1 és CA3 régidkban viszont azt tapasztaltuk, hogy
a kontroll szévetben homogén eloszlasi axonhaldzat epilepszidban inhomogénné valtozik, egyes

mohasejtek és piramissejtek koril nagyon sirli CB1+ axonfelhé alakul ki (48. abra).

Osszességében tehat a periszomatikus gatlosejtek meg8rz6dését, valamint axonjainak
tulélését és sarjadzasat tapasztaltuk az epilepszids human hippocampusban. A PV+ sejtek m(ikodése
valdszinlileg séril azaltal, hogy eltlinik bel6liik a kalciumkots fehérje PV. Az axonsarjadzasbdl fakado
tulzott periszomatikus gatlas lehet egy kompenzacids mechanizmus a megemelkedett serkentésre, de

ugyanakkor noévelheti a hippocampalis principalis sejtek szinkronitasat is.

94



dc_1873 21

Kontroll CA3

£

P

3

Kontroll CA1 mHS CA1
NG B TR '- s (3R d‘"*\

48. abra
A) Fénymikroszkdpos felvételek mutatjak a CB1-tartalmu elemek eloszlasét a kontroll (bal oldal) és a scleroticus (jobb
oldal) GD-ban. Kontrollban erésen fest6dé interneuronok latszanak a hilusban (nyil), és egy homogén axonhaldzat a
szemcsesejtek koril és a str. moleculare-ban. A scleroticus mintdkban a CB1-pozitiv axonhdlézat meger6s6dott mind a
szemcsesejtrétegben, mind a str. moleculare-ban. Nyilak mutatjak a CB1+ sejteket. A hilusban a kontrollhoz képest tobb
axon terminalist lattunk, amelyek gyakran egészen korbefontak a hilusban talalhaté neuronok sejttestjét (nyilhegyek). B)
Fénymikroszképos képek mutatjdk a cornu Ammonis piramisrétegében a CB1-pozitiv axonok eloszlasat. A CA3 régidban
(felsé sor) homogén axonhaldzat van a kontroll szévetben, amely kissé meger6sddik az mHS mintakban, és kifejezetten
stir(i lesz az sHS mintakban. A CA1 régidban (alsé sor) az mHS mintdkban szintén erdsebb axonfestés latszik, mint a
kontrollban, viszont az sHS mintakban az axonok szama jelent&sen lecsdkken (nyilhegyek). Nyilak mutatjak a sejttesteket,
amelyek korul PV-pozitiv kosarak vannak.
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Anatdmiai vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy mind a klorid homeosztazis, mind a serkentés-
gatlas egyensulya megvaltozik epilepszia soran a human hippocampusban. A hippocampus tdbb
régidjdban (GD, CAl és CA3 régiok) a KCC2 transzporter expresszidjanak novekedését tapasztaltuk
epilepszids szovetben. Ugyanakkor a subiculumban a principdlis sejtek egy kis csoportja nem
expresszalja a kloridion gradiens fenntartdsaért felel6s KCC2 transzportert, amely miatt e sejtekben a
GABA depolarizalé posztszinaptikus potencidlt valthat ki. E mechanizmus alapot adhat az interiktalis
serkentés-gatlas egyensulya sériil epilepszia soran. A megnovekedett serkenté bemenetek mellett a
periszomatikus gatldsejtek megbrz6dnek ugyan, de funkcionalisan meg is valtoznak. Egyrészt
mUkodésiik megvaltozik az eltlint kalciumkotd fehérje PV miatt, masrészt axonjaik sarjadzanak, amely
kompenzaciét jelenthet a tulzott serkentés ellen, de egy tulzott szinkronizaciot is kozvetithet a
principalis sejtek felé. A CA2 régidban ez a mechanizmus lehet inkabb az alapja az interiktalis-jellegl

tuskék kialakulasanak.

4.3 Az emberi nagyagykéregben megjelend fizioldgias és epileptiform aktivitas

4.3.1 Fizioldgids szinkron populdciods aktivitas és spontan interiktalis tlske
(Kerekes et al., 2014; Téth et al., 2018)

Human neocorticalis (Kéhling et al., 1998) és hippocampalis tulél6 szeletekben (Cohen et al.,
2002) spontan megjelennek szinkron események, melyeket az interiktalis tliskék in vitro modelljének
tekintenek. Mi is ezt a modellt hasznaltuk, hogy megvizsgéljuk a megjelené populacids aktivitasokat,
azok cellularis és haldzati sajatossagait, és ezzel kdzelebb kerljink az epilepszids szinkronizacids
folyamatok mechanizmusainak megértéséhez. Mig korabban a human in vitro epilepsziakutatasban
dolgozdé munkacsoportok nagy része csak epilepszias paciensekbdl szarmazd mintakat vizsgalt, mi
tumoros, de nem epilepszidas betegekbdl szarmazd mintakkal vetettiik Ossze az epilepszias
nagyagykérgi széveteket. Az epilepszias pacienseket harom csoportra osztottuk: 1) terapiarezisztens
epilepszidban szenved6 paciensek (ResEpi), 2) antiepileptikumokkal rohammentesen tarthato
paciensek (kezelhet6 epilepszia, treatable epilepsy, TreatEpi), és 3) olyan betegek, akiknek csak
alkalmi, esetleg provokalt rohamuk volt, és nem kaptak antiepileptikumot (no medication, NoMed). A
két utdbbi csoportba tartozd betegeket az agyi daganataik miatt operdltdk meg, de mivel volt rohamuk,
igy epilepsziasnak tekintettik Gket. A negyedik, epilepszia szempontbdl kontrollnak tekintheté

csoportba soroltuk azokat a tumoros pacienseket, akiknek nem volt rohama (no epilepsy, NoEpi). A
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nem epilepszids betegek egy csoportjanal preoperativ klinikai EEG vizsgdlatot is végeztiink, mely soran

nem lattunk semmilyen epilepszidra utalé jelet.

Fiziolégids oldatban spontan megjelené szinkron populacids aktivitast (synchronous
population activity, SPA) figyeltiink meg mind epilepszids, mind nem epilepszids betegekbél szarmazd
szeletekben (Téth et al., 2018). Ezek a jelenségek egy mez6potencidl tranziensbdl alltak, melyhez egy
magas frekvencids oszcillacid és megemelkedett tlizelés csatlakozott (49. dbra). Az epilepszias
betegekben (ResEpi és TreatEpi betegcsoportokban) ezen feliil egy szintén spontan, az SPA-nal jéval
nagyobb amplitudéju, gyakran komplex aktivitas is el6fordult, amely az akut 4AP modellben keletkezé
interiktalis tuskékre hasonlitott. Ez utdbbiakat spontan interiktalis-jellegl tliskéknek (interictal-like
discharges, 1ID) tekintettiik és kilén analizaltuk. Egy SPA vagy egy IID a teljes regisztratum soran
fenndlld, spontan visszatérd SPA vagy IID események 6sszessége. Megvizsgaltuk az SPA-k el6fordulasat
a betegek aetiologidja szempontjabdl, és azt tapasztaltuk, hogy epilepszias betegekben tdbb szeletben
fordul el6 SPA (46.8+28.9%), mint nem epilepszidsokban (29.7£26.3%). A kiilonb6z6 lebenyekbdl
szarmazo mintak kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. A dysgenesis-sel vagy hippocampalis
sclerosis-sal diagnosztizalt paciensek mintdiban gyakrabban fordult el6 SPA (kb. a szeletek 56-58%-
aban), mig a tumoros epilepszias betegek mintdiban a szeletek csak kb. 35%-aban fordult el6 SPA. A
NoEpi betegeknél is volt kiilonbség az SPA-k el6forduldsaban a patoldgia tekintetében: leggyakrabban
a glidlis tumorral rendelkez betegek mintdiban lattunk SPA-t (szeletek kb. 38%-a), mig a carcinoma

metastasis-sal diagnosztizalt betegeknél ez az arany joval alacsonyabb volt (kb. 20%).
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49, abra
Sokcsatornds elvezetés mutatja a fizioldgias oldatban spontan megjelené SPA-kat (csillag) ResEpi (A) és NoEpi (B) betegek
neocorticalis szoveteibdl készitett szeleteken. Az LFPg tranziensekre ratevédik egy megnétt sejttiizelés, melyet MUA
hétérkép abrazol a jobb oldalon. Az SPA-k CSD mintazata (k6zépen) leggyakrabban egy kozponti nyel6bél, és korilotte
két forrasbdl 4llt. C) Epilepszias mintakban IID-k is generalddtak fizioldgias oldatban. Ezen az dbran egy ResEpi szeletben
egyidejlileg (de egymastdl fuggetlendl) keletkezett egy SPA (csillag) és egy IID (haromszog). A jobb oldali hétérképeken
latszik, hogy az IID CSD-je és MUA-ja jéval nagyobb amplitiddju (ugyanaz a skala), mint az SPA CSD-je és MUA-ja. D) A
ResEpi mintakban detektalhatd IID-k haldzati tulajdonsagaikban szignifikdnsan kilénboztek az SPA-ktdl. Alacsonyabb
el6fordulasi frekvencia, magasabb LFPg és MUA jellemezte az 1ID-ket az SPA-khoz képest. Az ResEpi (ResE) SPA-k LFPg
amplituddja szignifikdnsan magasabb volt, mint a NoEpi (NoE) SPA-k amplitiddja. Ha a haldzati tulajdonsagaikat az
intracorticalis lokalizaciéjukkal egyiitt abrazoltuk (jobb oldal), az SPA-k és 1ID-k két elkulonilé klaszterre valtak szét.
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Az SPA-kat lokalizacidjuk szerint 6 csoportra osztottuk (50. &bra): 1) supragranularis,
2) supragranularis+granularis, 3) granularis, 4) granularis+infragranularis, 5) infragranularis rétegeket,
és 6) a teljes neocortexet atér6 SPA. Bizonyos esetekben ugyanabban a szeletben tobb SPA-t, illetve
egyes ResEpi szeletekben SPA+IID aktivitast is lattunk (50. abra). A tobbszoros SPA-k két csoportjat
kilonitettik el: ugyanabban a szeletben két kiilonb6z6 helyen mért (esetenként kiilonboz8) SPA,
illetve egy mérési helyen, de a neocortex kiilonbozé rétegeiben, egymastdl elkilonilten jelentkezé
tobbszoros, egyidejl SPA-k. A ResEpi csoportban joval tobbszor lattunk tobbszords SPA-t, mint a NoEpi
csoportban. Lokalizacié tekintetében nem voltak egyformak az SPA-k és az 1ID-k. Az SPA-k tobbsége
(mind a ResEpi, mind a NoEpi szbvetben) a nagyagykéreg felsGbb, supragranularis rétegeiben
jelentkeztek, mig az lID-ket az in vivo mért eredményekhez hasonléan (Ulbert et al., 2004a) a
granularis-infragranularis rétegekben detektaltuk. Jelentds kiilonbségeket tudtunk kimutatni az SPA-k
és az IID-k haldzati tulajdonsagai kozott (49. dbra). Az SPA-k el6fordulasi frekvenciaja szignifikansan
magasabb volt, mint az 1ID-ké, az LFP, MUA és CSD amplitudok pedig az 1ID-k esetén voltak
szignifikdnsan magasabbak. A ResEpi és NoEpi csoportok kozott is lattunk kiilénbséget, az LFP és CSD
amplitiddék magasabbak voltak a ResEpi csoportban. Farmakoldgiai vizsgdlatokkal kimutattuk, hogy
mind a glutamaterg, mind a GABAerg rendszerek fontos szerepet jatszanak az SPA-k kialakitdsaban
(50. 4dbra). A GABAa receptor antagonista bicuculline és az AMPA receptor blokkolé NBQX hatdsara
reverzibilisen eltlint az SPA mind ResEpi, mind NoEpi szeletekben. Ugyanakkor az NMDA blokkolé D,L-

APV csak lecsokkentette az SPA-k el6forduldsi frekvencidjat, kb. 80%-ra.
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50. adbra
A) Hat kiilénb6z6 SPA-t kiilonboztettlink meg az intracorticalis lokalizacidjuk szerint. Az SPA-k tobbsége néhany kérgi
rétegre terjedt ki, de néhany esetben lattunk teljes kéregre kiterjedd SPA-t is (teljes). Osszehasonlitasképp a jobb oldalon
egy IID lathaté. supra: supragranularis, gran: granularis, infra: infragranularis. B) A szeletek egy részében egyidejlileg, egy
mérési helyen tobb SPA is jelentkezett. C) Mds esetekben a szelet kiilénb6z6 pontjain lattunk egymastdl fuggetlenil
megjelend, jelen esetben kilonb6z8 SPA-kat. Sematikus abra mutatja a két elvezetési helyet (E1, E2). D) Az SPA-k és 1ID-
k rétegek szerinti eloszlasa lathatd ezen a grafikonon. Jél latszik, hogy az 1ID-k csak az alsébb rétegekben fordulnak elé,
mig az SPA-k inkabb a felsébb rétegekben. Nem lattunk kilonbséget a ResEpi és NoEpi SPA-k eloszlasa kozott. E) Az
AMPA/KA receptor antagonista NBQX, valamint a GABAa receptor antagonista BIC reverzibilisen blokkolta az SPA-k
keletkezését, mig az NMDA receptorok aktivitasanak csokkentése APV segitségével nem valtoztatott jelentGsen az SPA-k
kialakulasan.

100



dc_1873 21

Megvizsgaltuk a magas frekvencids oszcillaciék, a HFO-k el6forduldsat is a szinkron események
soran, és mind a ripple, mind a fast ripple savban lattunk teljesitménynovekedést (51. abra). A ResEpi
és NoEpi SPA-k k6zott nem volt jelent6s kiilonbség, mig a ResEpi IID-k soran szignifikansan magasabb

volt mindkét HFO tipus teljesitménye az SPA-kénal.
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51. abra

A ResEpi SPA-kat (A) gyakrabban kisérték HFO-k, mint a NoEpi SPA-kat (B), mig a ResEpi IID-ket (C) hasonlé aranyban
jellemezte a HFO-k jelenléte, mint a ResEpi SPA-kat. A bal fels6 panelek mutatjak egy-egy esemény széles savu felvételét
kinagyitva, alatta a ripple és fast ripple frekvenciasavban szlirt elvezetés ugyanarrdl az eseményrél. A jobb felsé
paneleken az id6-frekvencia hisztogram hdtérképeken latszik a ripple (130-250 Hz) és a fast ripple (300-800Hz)
frekvenciasavokban a teljesitmény-novekedés (nyilak). A jobb alsé paneleken az esemény csicsdn mért frekvencia
teljesitményt abrazoltuk, itt is kiemelkedik a két HFO savban a teljesitmény (nyilak). Mind a h6térképen, mind a vonalas
abran mas az IID teljesitmény skalaja, mint az SPA-ké.

Intracelluldris elvezetésekkel kimutattuk, hogy mig nem epilepszids esetekben a sejtek kb.
egyenld aranyban vdlaszolnak az SPA-kra depolarizald, hiperpolarizald, illetve hiper- majd depolarizald
bifazisos valasszal, addig az epilepszias esetekben a sejtek kb. 90%-a depolarizdlédik az SPA-k soran
(52. dbra). Ezen kiviil az intracelluldrisan elvezetett sejtek szignifikdnsan tobbet tiizeltek az SPA-k alatt
ResEpi, mint NoEpi mintdkban. Anatdmiai analizissel kimutattuk, hogy mind epilepszids, mind nem
epilepszias szovetben nem szignifikansan, de tobb neuron talalhaté azokban a régidkban, amelyekben
SPA keletkezik, mint ahol nem (54. dbra). A sejtszamokban a ResEpi és NoEpi mintak kozétt nem lattunk
kiilonbséget, ugyanugy, ahogy az elektronmikroszkdépos vizsgalatokkal megallapitott
szinapszisszamban sem. Ugyanakkor az kimutathaté volt, hogy az epilepszids neocortexben nagyobb

volt a serkentd szinapszisok s(irlisége, mint nem epilepszidsban, mig a gatloké ugyanannyi (52. abra).

Az intracellularis sejttoltést kdvetd 3 dimenzids rekonstrukcié soran kidertlt, hogy a human
neocorticalis sejtek atlagos dendritikus hossza kb. 34 mm, amely tébb, mint haromszorosa a patkany
V. rétegi piramissejtek 9 mm-es teljes dendrithosszanak. Es hozza kell tenni, hogy a human
neocorticalis sejtek valds dendrithossza ennél még tébb, mivel a rekonstrualt sejtek egy részénél

egyértelmuien levagtuk az apikalis dendrit distalis részét a szelet készitésekor (52. abra)
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52. abra

A) Intracellularis elvezetés (fels6 elvezetés) mutatja a neocorticalis piramissejtek valaszait az SPA-k soran (alsé
elvezetések). A sejtek vagy depolarizald (esetenként tizeld), vagy hiperpolarizald, vagy kétfazisu (hiperpolarizalémajd
depolarizald) valaszt mutattak az SPA-k soran. B) A kulonb6z6 sejttipusok megoszlasa ResEpi és NoEpi mintdkban (felsé
panel). ResEpi szeletekben a sejtek kb. 90%-a depolarizalé volt, mig a NoEpi mintakban csak kb. a fele. Kétfazisu vélaszt
mutato sejtet csak NoEpi szovetben detektaltunk. Az SPA-k soran tiizel6 depolarizald és kétfazisu valaszt mutatd sejtek
klénb6z6 aranyban tizeltek az események soran: ResEpi SPA sordn joval tobbszor, mint NoEpi SPA alatt (alsé panel). C)
Intracelluldrisan toltott és 3 dimenzidban rekonstrualt piramissejt fénymikroszképos képe, a dendritfaja (piros) és az
axonjai (kék). D) A NeuN-festett mintakbdl szamolt neurons(irliség NoEpi mintakban kissé magasabb volt, mint ResEpi
mintakban. Hasonldképpen, az SPA teriiletérdl vett mintdkban a sejts(riiség kicsit magasabb volt, mint az SPA-t nem
generald részeken. E) Elektronmikroszkdpos analizisiink kimutatta, hogy ResEpi mintakban szignifikdnsan magasabb volt
a serkentd szinapszisok terlletegységre vetitett szama, mint NoEpi mintakban. A gatld szinapszisok sirlisége nem
kiilonbozott a betegcsoportok kozott. Az SPA-t generald és nem generald régidk kozott sem lattunk kiilonbséget.
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Mindezekbél az eredményekbdl tobb fontos kovetkeztetést vontunk le. Kétféle spontan
szinkron aktivitds keletkezik a human neocortexben: SPA és IID. Az SPA, mivel nem epilepszias
betegekben is el6fordul, valdszinlileg nem kotheté Ossze epilepszids folyamatokkal. 11D-ket csak
epilepszids betegekben lattunk, megjelenésiik és tulajdonsagaik alapjan ezek valdszinlileg patoldgias
folyamatok. J6l tetten érhet6 az epilepszids mintdkban a jellegzetes hiperexcitabilitds: az SPA-k
magasabb LFP és CSD amplituddja arra utal, hogy tobb sejt vesz részt benne, és tébb transzmembran
aram keletkezik, de az intracellularisan mért depolarizald valaszok aranya és tiizelése, valamint a
serkentG szinapszisok magasabb denzitdsa is arra utal, hogy a ResEpi mintak serkenthet6bbek, mint a
NoEpi mintak. Az IID-k az SPA-khoz képest magasabb excitabilitasu és szinkronitasu folyamatok, ezt

jelzik a nagy LFP, CSD és MUA amplitudd, a kiugréan magas HFO teljesitmény.

Egy masik kisérletsorozatunkban egy elektrofizioldgiai méréssel kombindlt két foton
mikroszkdpos rendszer segitségével vizsgaltuk az SPA-k kialakuldsat, és a sejtek viselkedését (Kerekes
et al., 2014). Bulk loading technika segitségével a neuronok nagyobb csoportjat megjel6ltiik a sejt-
permedbilis Ca?*-szenzitiv OGB-1-AM (Oregon Green 488 BAPTA-1-AM) festékkel, igy lathatova valt,
hogy a megjeldlt sejtek koziil melyek azok, amelyekben megemelkedik az intracellularis Ca?*-
koncentracié SPA-k soran, tehat részt vesznek az SPA-k generalasaban (53. dbra). Nem epilepszias
mintdkban a sejtek kb. kétharmada (68%) egyaltalan nem vett részt az SPA-k kialakitdsaban, mig
epilepszids esetekben ez az ardny csak 35% volt. Az SPA-kra valaszt add sejteket harom csoportra
osztottuk, aszerint, hogy mennyire megbizhatdan vélaszoltak az SPA-kra: 1) esetenként valaszold
sejtek (az SPA események kevesebb, mint 20%-aban valaszoltak), 2) nem megbizhatéan valaszold
sejtek (az SPA események 20-40%4aban valaszoltak), és 3) megbizhatdéan valaszold sejtek, melyek az
SPA események tobb, mint 40%-anal mutattak Ca?*-valaszt. Osszességében a ResEpi mintakban jéval
tobb valaszold sejt volt (65%), mint a NoEpi mintakban (32%), de t6bb volt az esetenként (36%) és a
nem megbizhatdan valaszold (20%) sejt, mint a megbizhatdan valaszolé neuron (9%). Ezzel szemben
NoEpi mintakban f6leg esetenként (13%) és megbizhatdan valaszold (16%) sejteket lattunk. Ezzel a
madszerrel is ki tudtuk tehat mutatni azt, hogy az epilepszids neocortexben nagyobb a serkenthetGség,

és tobb neuron vonddik be az SPA-k generdlasaba, mint NoEpi mintakban.
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53. abra

A) Sematikus dbra mutatja a kombinalt két-foton mikroszképias és elektrofizioldgias elvezetés mddszerét. A linearis
sokcsatornas mikroelektrodaval detektaltuk az SPA-kat a human neocorticalis agyszeleteken, majd, ahol lattunk SPA-t,
egyidejlileg elvezettiik az LFP-t egy Uvegelektrodaval, intracellularis elvezetést és két-foton Ca2*-képalkotast végeztink.
B) A grafikonok a két betegcsoportban az SPA sordn kilonb6z6képp valaszold sejtek aranyait mutatja. NoEpi mintakban
kb. a sejtek harmada mutatott Ca2*-valaszt az SPA-kra, mig ResEpi szovetben a sejtek kb. 2/3-a. C) Linearis
mikroelektrédaval végzett elvezetés human neocorticalis szeletben, amelyben spontdn mddon SPA (hidromszog)
keletkezett a II-1ll. rétegekben. D) Ugyanerrdl a szeletrél készilt két-foton mikroszkdpos kép, amely OGB-1-AM Ca?*-
szenzitiv festékkel t6lt6tt neuronpopuldciot abrazol. Egy piramissejtbél loose patch technikaval is elvezettiink (lasd E-F)
és megtoltottik Alexa594 piros fluoreszcens festékkel. A fehér-szines vonalak mentén detektaltuk a feltolt6dott sejtek
sejttestjeiben bekovetkez6 Ca?*-vélaszokat. E) Egyidejl LFP, két-foton képalkotas és loose patch intracellularis (IC) valasz
harom egymast koveté SPA (haromsz6g) soran. A kilonboz6 szinl Ca?*-jelek (kozéps6é vonalak) a D dbran szines
vonalakkal jel6lt 18 sejt kozul 8-at mutatnak. Harom sejtnél latszik Caz*-valasz az SPA soran, koztlk az intracellularisan
elvezetett sejtnél is (z6ld vonal), amely az SPA soran burst-ben tiizel. F) Az E dbra kinagyitott részlete, jol lathato a sejt
intracelluldrisan mért burst tiizelése és a Ca* jele (zold vonal, kbzépen) kdzotti Gsszefliggés.

104



dc_1873 21

Ezeken az eredményeken fellil szinkron intracellularis elvezetést és Ca2+ képalkotast is
végeztiink mind serkent6 piramissejtekb6l (54. abra), mind gatld interneuronokbdl. Emberi
neuronokban el8szér tudtuk korreldlni a szomatikus és dendritikus Ca*-jeleket a sejttesten mért akcids
potencidlokkal. Ugyanugy, ahogy ragcsélok sejtjeiben, a Ca?*-vélasz jéval elnyujtottabb volt, mint az
elektromos akcids potencial, és a Ca?* jel amplitiddja mind a sejttesten, mind a dendriten dsszefiiggést
mutatott az akcids potencidlok szamaval. Ugyanakkor a toltott sejtek rekonstrukciéja (Id. feljebb is) azt
mutatta, hogy az emberi neocorticalis piramissejtek dendritfaja joval nagyobb (akar haromszor
akkora), és joval komplexebb, mint a ragcsaléké (Ascoli et al., 2007; Chen et al., 2014). Ennek nagy
jelent&sége lehet a corticalis jelfeldolgozasi folyamatokban, |évén, hogy a hosszabb és komplexebb
dendritfara sokkal tébb szinapszis érkezhet, igy a sejtek Osszekottetései is joval komplexebbek
lehetnek. Ez a komplexitas hozzajarul ahhoz, hogy az emberi neuronalis halézatok kddolasi és
jelfeldolgozasi kapacitasai magasabbak, mint a modell allatokéi (Fourcaud-Trocme et al., 2003; llin et

al., 2013; Eyal et al., 2014).
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54. abra

A) Két-foton mikroszkdpos Ca?*-képalkotas egy olyan neocorticalis szeletbdl, amelyben a sejteket OGB-1-AM és SR-101
fluoroféros bulk loading-ot alkalmaztunk. A neuronok csak a zéld OGB-1-AM-et, a gliasejtek a piros SR101-et is felveszik.
Afehérvonalak és szamok jelzik a helyeket, ahonnan a Ca2*-képalkotast végeztiik. Az alsé abran latszanak ebbdl a kisérleti
elrendezésbdl mért Caz*-jeleket. Bejeldltiik a fent megjeldlt teriileteknek megfelel6 Ca2+-valaszokat. A 3-as és a 6-0s sejt
mutat aktivitast (piros jelzi a CaZ*-koncentracié emelkedést). B) A 6-os szamu sejt Ca2*-valasza linearis formaban, illetve
az A 4bran taldlhaté formaban, kinagyitva és 90°-kal elforgatva. C) Egy nagyobb terilet két-foton mikroszkdpos képe, az
A és B adbrakon 6-os szammal jelolt sejtbél ,whole cell” intracelluldris elvezetést is végeztiink, és megtoltottik Alexa594
piros jelol6anyaggal. A fehér vonalak és szamok ugyanazokat a sejteket jelolik, mint az A képen. D) Fénymikroszkdpos
kép mutatja a C képen lev6, 6-0s szamu sejtet, az anatomiai feldolgozast kévetSen. Nyil jel6li az axon inicidlis
szegmentumot. E) A C képen lev6 6-0s szamu sejt dendritjeit (kék) és axonjait (rézsaszin) 3 dimenziéban rekonstrudltuk.
F) Elektron mikroszkdpos felvétel mutatja, hogy a 6-0s szamu sejt sejttestjében sok nagy vacuolum van. A mellette levé,
9-es szamu sejtként azonositott neuron egészségesnek tlinik, sejttestjében nincsenek vacuolumok. G) Egy masik,
intracelluldrisan elvezetett neocorticalis piramissejt két-foton mikroszképos képe, csak a piros csatorna adata latszik. H)
A G dbran bekeretezett rész kinagyitott képe. A kékkel jel6lt vonal mentén mértik a sejt dendritjének CaZ*-jeleit,
mik6zben a szomatikus membranpotencial valaszokat rogzitettik. 1) A H dbran levd dendrit CaZ*-jelei (felsd, kék vonal) a
sejttesten mért elektromos jelekkel (kozépen, fekete) egyidejlileg. Az alsé sorban az akcids potencidlok és burst-ok ki
vannak nagyitva. A dendritben mért CaZ*-jel amplitiddja Gsszefliggést mutat a szomatikusan mért akcids potencialok
szamaval.
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A mi kisérleteinkben latott SPA-k nagyon hasonlitanak a mas csoportok 3altal a
hippocampusban (Cohen et al., 2002; Wozny et al., 2005; Huberfeld et al., 2007; Wittner et al., 2009)
és a neocortexben (Kohling et al., 1998; Roopun et al., 2010; Pallud et al., 2014) leirt szinkron
aktivitasokra. Akdrcsak ezek a kutatécsoportok, a hippocampust érinté munkainkban mi magunk is
(Huberfeld et al., 2007; Wittner et al., 2009) interiktdlis tliskékkel azonositottuk ezeket az
eseményeket, mert csak epilepszids pdaciensekbél szarmazé mintakbdl szarmaztak a felvételek. A
neocortexet bevond kisérleteinkben azonban nem epilepszias betegek neocortexében is lattunk
ugyanolyan SPA eseményeket, mint az epilepsziasokéban. Ez felveti a kérdést, hogy mennyire kothet6
Ossze az SPA az epilepszias aktivitassal. Vannak mas kutatocsoportok is, akiknek a human intracellularis
adatai felvetik a lehet&ségét annak, hogy ezek nem epileptiform események (Schwartzkroin &
Haglund, 1986; Molnar et al., 2008; Szegedi et al., 2016). A mi eredményeink mindenképpen azt a
feltevést tamasztjak ala, hogy ezek a szinkron események nem kothet6k Gssze az epilepszias

aktivitassal, ezért is adtuk neki a semleges ,,szinkron populacids aktivitas” nevet.

4.3.2 Epileptiform aktivitasok keletkezési mechanizmusai
(Kandracs et al., 2019)

Epilepszias és nem epilepszias (tumoros) betegekbdl szarmazd neocorticalis szeletekben
vizsgaltuk a GABAerg jelatvitel blokkolasat kévet6en megjelend epilepszids eseményeket. A GABAa
receptor antagonista bicuculline hozzdaddsdval indukdltuk az interiktdlis tliskék és a rohamok
kialakuldsat a tulélé szeletekben (55. dbra). A fent leirt négy betegcsoportot vizsgaltuk ebben a
kisérletsorozatban is. Bicuculline hatasara interiktalis tliskék (interictal-like spikes, 1IS) jelentkeztek
spontan mdédon mind a négy betegcsoportban, mig rohamokat csak a ResEpi és a NoEpi csoportban
figyeltiink meg. Azért, hogy ne keverjik 0ssze a spontan megjelend interiktalis-jellegli tiiskéket (11D, Id.

fentebb) a diszinhibiciés modellben indukalt ttiskékkel (11S), kilonb6z6 névvel jelodltiik.
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Human epilepszias és nem epilepszids neocorticalis szeletekben spontan médon el6fordulnak SPA-k (A), illetve a GABAa
receptor antagonista alkalmazasaval indukalhatdk epileptiform események: 11S-ek (B) és epilepszias rohamok (C). AZ SPA-
k leggyakrabban a neocortex néhany rétegére korlatozddtak, mig az 11S-ok és rohamok a kéreg Gsszes rétegére
kiterjedtek. Az epileptiform eseményeknek magasabb LFPg, CSD és MUA amplitudoi voltak, mint az SPA-knak. Az SPA-k
soran jellegzetes teljesitmény-ndvekedést tapasztaltunk a ripple és fast ripple frekvenciasavokban (HFO, nyilak), mig az
epilepszidas eseményeknél minden frekvenciasavban megemelkedett a teljesitmény. Egyes esetekben hosszantartd fast
ripple teljesitmény-névekedést lattunk, melynek frekvenciaja csokkent (nyil). A CSD, MUA és HFO hé6térképeket az SPA
és |ID atlagokbdl készitettiik, mig a roham esetében egyetlen eseménybdl. Jelent8s a kilonbség a szin- és az idGskalak
kozott a kilonboz6 eseménytipusok tekintetében.

Az interiktdlis tliskék nagy része a teljes neocortexet atérte, de lattunk kevesebb rétegre

kiterjedd tuskéket is (56. dbra). Megkilonboztettiink id6ben és térben egyszerl és Osszetett

eseményeket. Egyes esetekben egy tiske-hullambdl all6 11S-t |attunk, ezek voltak az id6ben egyszerd

események, mig mas esetekben az alapvonalra vald visszatérés el6tt tobb hullam is kbvette egymast,

ez utébbiakat neveztiik id6ben komplex 1IS eseményeknek. A teljes nagyagykérget atéré 11S-ek sordn

el6fordult, hogy a neocortex fels6bb (supragranularis) és alsébb (infragranularis) rétegei kilon-kilon

(is) aktivalodtak, ezek voltak a térben Osszetett tliskék. Az id6ben és térben Gsszetett 11S-ek esetén az

108




dc_1873 21

egymast kovet6 események alatt a supra- és infragranularis rétegek gyakran masképp aktivalédtak.
Nem epilepszids (NoEpi) mintakban csak teljes neocortexet atérg, térben és id6ben egyszer( 11S-ek
fordultak el6, mig epilepszidas mintdkban, f6leg a ResEpi paciensekbdl szarmazd szévetekben kisebb
terliletre kiterjedd, térben és id6ben egyszer(i, komplex 1IS-ek, illetve ezek kiilonbdz6 variacidi is

kialakultak (56. abra).
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56. abra

A diszinhibicié-indukalta l1S-eket az id6- és térbeli komplexitasuk alapjan csoportositottuk. A legtobb esetben az IS atérte
a neocortex teljes vastagsagat (A), de néhany esetben kevesebb kérgi rétegre korlatozddo 11S-eket is lattunk (B-C). A) Két
id6ben és térben egyszer(i esemény latszik a bal oldalon, felt(ing, hogy az egyik jéval hosszabb id6tartamu, mint a masik.
K6zépen egy id6ben Osszetett, térben egyszer( IIS lathatd, mig a jobb oldalon két id6ben ér térben Osszetett IS latszik.
Mindketténél feltinG, hogy a supra- és infragranularis rétegek kilon is aktivalodnak, bar az elsé hullam alatt
szinkronizéltak. B) Egy id6ben és térben egyszer( (bal oldal) és egy id6ben Gsszetett, de térben egyszer( (jobb oldal),
supragranularis el6forduldsu IIS. C) Egy granularis és infragranularis rétegekre kiterjedd id6ben ér térben egyszerti I1S. D)
A kiilonboz6 IIS tipusok eloszlasa a betegcsoportokban. A NoEpi csoportban csak egyszer(-egyszer( 11S-ek fordultak el6,
mig epilepszids mintakban, de f6leg a ResEpi csoportban az id6ben és térben egyszer(i és Gsszetett 11S-ek mindenféle
variacioit detektaltuk. E) Az id6ben és térben Gsszetett, egymast kovet6 események soran a supra- és infragranularis
rétegek masképp aktivalodtak.
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Az epilepszids mintakban gyakrabban fordultak el6 rohamok, mint nem epilepszids mintakban
(57. 4bra). A ResEpi szeletekben lattunk egyszeres (n=1/29 szelet) és visszatéré (n=6/29 szelet)
rohamokat, mig NoEpi mintdkban csak egyszeres rohamok fordultak el§ (n=3/26 szelet). A rohamok
mindegyike id6ben komplex, nagy tobbségilik pedig térben is komplex volt. Az 1I1S-ek az SPA-khoz képest
szignifikansan, kb. egy-két nagysagrenddel ritkdbban jelentkeztek, a rohamok pedig még ennél is egy
nagysagrenddel ritkdbban (SPA: kb. 1 Hz; IIS: 0.2-0.01 Hz; rohamok: 0.002-0.007 Hz, 57. dbra). A ResEpi
és NoEpi csoportok kozott e tekintetben nem lattunk kilonbséget. Nem csak az események
el6fordulasi frekvenciajaban, hanem azok hosszaban, az LFP és MUA amplitiddban (57. abra), valamint
a HFO-k teljesitményében is szignifikansak voltak a kiilonbségek az SPA-k, 1IS-ek és rohamok kozott.
Ezekben a jellemz6kben mind SPA<IIS<roham tendenciat lattunk. Az SPA-k ~100 ms hosszusagu
események voltak, az 11S-ek altagosan ~400 ms, a rohamok pedig 5-28 sec hosszuak. Az SPA-k LFPg
amplituddja ~20-30 pV, az lIS-eké ~200-300 pV, a rohamoké pedig ~400-800 pV. Hasonlé tendencidkat
észleltiink a MUA amplituddkban: SPA: ~0.8 puV, IIS: ~10-20 pV, rohamok: ~15-35 pV.
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57. adbra
A) Egy ResEpi szeletben kialakult id6ben és térben 6sszetett roham, melynek kinagyitott részletén (lent) jél latszik, hogy
a supra- és infragranularis rétegek egymastdl fuggetlendl is aktivdlédnak. B) Egy NoEpi szeletben kialakult id6ben
Osszetett, de térben egyszer(i roham képe lathato. A kinagyitott részleten (lent) két egymst kdvetd hulldam soran a kérgi
rétegek hasonldképpen aktivalodnak. C) AZ SPA-k el6forduldsi frekvencidja magasabb volt, mint az epilepszias
aktivitasoké, mig LFPg és MUA amplitiddjuk alacsonyabb volt. Az IIS-ek LFPg amplituddja pedig alacsonyabb volt a
rohamokénal. A MUA amplitiddkban szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a ResEpi és a NoEpi csoportok kozott is,
mind az 11S-ek, mind a rohamok esetén.

-

Il Roham

Megfigyeltik azt, hogy mig az SPA-k és a spontdn IID-k egyszerre jelentkeznek a neocortex
kiilénbo6z6 rétegeiben, addig a bicuculline-indukalta 11S-ek egy adott rétegben keletkeznek, és onnan
terjednek a neocortex tébbi rétegébe (58. dbra). Mind a supragranularis, granularis és infragranularis
rétegekben keletkeztek 1IS-ek, és terjedtek tovabb a tobbi rétegbe. Két olyan esetet is lattunk, amikor
egy szeletben kétféle terjedési mintazatu l1S-t detektaltunk, illetve el6fordultak olyan esetek is, amikor

a terjedési sebesség nétt, csdkkent, illetve valtozatlan maradt a felvétel soran (58. abra).
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A) Kilonb6z6 intracorticalis terjedési mintazatok 11S-ek esetén. Az 11S-ek a kéreg barmelyik rétegébdl indulhattak,
supragranularis (bal oldal), granularis (kdzépen), vagy infragranularis (jobb oldal) rétegekbél. B) Egy IIS, amelynek a
terjedési sebessége nem viéltozott az elvezetés soran. Bal oldalon latszik egy esemény LFPg képe (1-23. csatornak),
mellette piros vonallal jelezve az esemény kezdete minden csatornan. Kozépen a sziirke szinkddolasu raszter két
esemény csatornankénti aktivalédasat mutatja. A kék csillaggal és haromszoggel jelolt két esemény az elvezetés elsé és
utolsé eseményét jeloli (alul). A hétérképen a sorok a csatorndkat jelolik, az oszlopok pedig az egymast kovetd
eseményeket. Pirossal a hamar, kékkel a késébb aktivalodd csatorndkat jeloltik, a szinintenzitas pedig az amplituddval
aranyos. A jobb alsé grafikon mutatja az esemény terjedési sebességének id6beli valtozasat. C) Egy IIS, amelynek a
terjedési sebessége nd. Jol latszik, hogy az elején a csatornak aktivalédasaban vagy egy nagyobb ,16tyogés”, amely id6vel
kisebb lesz, emiatt n6 az esemény terjedési sebessége. D) Egy IS, amelynek a terjedési sebessége csokken. E) Egy olyan
szeletbdl tortént elvezetés latszik, amelyben kétféle terjedési mintazatu I1S-t lattunk. Az egyik mintazat soran az IIS a
granularis rétegbdl indult (fels6), a masik soran pedig a supragranularis rétegekbdl. Vonalas raszter dbra mutat két-két
kaléonb6z6 mintazati eseményt (csillaggal és haromszoggel jellve). Az alsé sorban a szeletben az egymast kovets
események raszter mintazata lathato, a csillaggal és haromszoggel jelolt események kinagyitott képe van fent. Jobb
oldalon szinkéddal jelolve latszanak az egymast kovet6 események, a kozépsé grafikon mutatja a kétféle IS terjedési
sebességét. Jobb oldalon alul Iathaté a szinskala.
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Régdta kutatott teriilet, hogy mely sejttipusok aktivalddasa inditja be az interiktalis tliskéket.
A kllénb6z6 allatmodellek eredményei mind arra utalnak, hogy a burst-6l6 piramissejteknek fontos
szerepe van a tuskék inicidlasaban (0sszefoglaldsként lasd McCormick & Contreras, 2001). Ugyanakkor
human in vitro adatok azt jelzik, hogy az interneuronok tiizelése inditja be a folyamatot, amelyet aztan
kovet a piramissejtek aktivitds-emelkedése (Pallud et al., 2014). Ahhoz, hogy megvizsgdljuk ezt a
kérdést a human diszinhibicids in vitro modellben, sejtklaszterezési technikaval elkllonitettiik az egyes
sejtekhez tartozé akcids potencialok jeleit a regisztratumokban. Fiziolégids oldatban 193 (ResEpi) és
182 (NoEpi) sejtet klasztereztlink, bicuculline oldatban pedig 191 (ResEpi) és 167 (NoEpi) neuront
kiilonitettink el. Amikor Osszehasonlitottuk a fizioldgias oldatban tizel6 sejteket a BIC oldatban
levékkel, néhany érdekes tiizelési mintazat valtozast tapasztaltunk. Fizioldgids oldatban féleg a
supragranularis és az infragranularis rétegben talalhaté sejtek voltak aktivak. Az SPA-k is legtobbszor
ezekben a rétegekben keletkeztek. Bicuculline hozzaadasara a spontan médon aktiv sejtek nagy része
elhallgatott, és el6tte nem tizel6 (ezaltal nem is klaszterezhet6) sejtek kezdtek el tizelni mas
csatorndkon (59. abra). A granularis rétegben gyakran jelent meg egy jellegzetes, burst tiizelésre
emlékeztetS sejttipus, amelyet kontrollban nem |attunk. Bicuculline-t tartalmazé oldatban bizonyos
szeletekben a sejtek csak a BIC-indukdlta események alatt tiizeltek, az események k6zott nem, még
akkor is, ha el6tte a fizioldgias oldatban volt spontdn sejttiizelés. Ugy tiinik tehat, hogy a diszinhibicié
soran mas sejtcsoportok aktivak, és alakitjdk a keletkezé populacids aktivitasokat, mint fizioldgias

oldatban.
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59. dbra

A-C) Egyes sejtek tlzelési mintdzata fizioldgias oldatban (bal oldal), BIC-oldatban (kbzépen) és BIC-indukalt IIS soran.
Fekete téglalapok jelzik az SPA-kat a bal oldalon. Erdemes &sszevetni az SPA-k LFPg amplittidéjat a jobb oldali 11S-ek
amplituddjaval. Spontan modon tiizel§ sejtek f6leg a supragranularis és az infragranularis rétegekben helyezkednek el.
E sejtek egy része elhallgat BIC oldatban (példdul a s6tétkék csatornan levé nagy sejt az A) dbran, az 6sszes sejt a B)
abran és a vildgoskék és narancssarga sejt a C) abran. Ezzel szemben, fiziol6gids oldatban nem tizeld sejtek kezdtek el
tlizelni BIC oldatban (pl. sejtek a z6ld, narancssarga és lila csatorndkon az A) abran, sotétkék és zold csatornakon a C)
abran). Jellegzetes burst tiizelési mintazat is megjelent a granularis rétegben: pl. sejt a z6ld csatornan az A) abran, és a
lila csatorndn a C) dbran. Néhany szeletben a sejtek nem tiizeltek a BIC altal indukalt események kozott (B).

Az akcids potencial alakja és az adott sejt tlizelési mintazata alapjan csoportokba osztottuk a
sejteket (60. dbra): 1) principalis sejtek (PC), melyek k6zott elkllonitettiink szabalyosan tlizel6 (regular
spiking, RS-PC) és burst-6l6 (intrinsically bursting, IB-PC) sejteket, 2) interneuronok (IN) és 3) nem
klasszifikalt (unclassified, UC) neuronok. Azt tapasztaltuk, hogy a fizioldgias oldatban tobb PC volt aktiv,
mint IN (ResEpi: a sejtek 39.4%-a PC, 19.7%-a IN, NoEpi: 27.5% PC, 21.4% IN), mig bicuculline oldatban
forditva, tobb tlizel6 IN-t detektaltunk, mint PC-t (ResEpi: 14.7% PC, 36.1% IN, NoEpi: 18% PC, 33.5%
IN). Az epilepszids mintakban a neuronok tiizelési frekvencidja magasabb volt, mint a nem epilepszias
mintdkban, bar ez a kilonbség nem volt jelentds. A kovetkez6kben megvizsgdltuk, mely sejttipusok
mikor tlizelnek az SPA-k sordn, az 11S-ek és a rohamok kezdeti szakaszaban. Eredményeink azt mutatjak,

hogy az SPA-k soran a sejtek kb. 50-65%-a emeli meg a tiizelési frekvenciajat, mig az 11S-ek soran ez az
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arany 90-100%, a rohamokban pedig 100% volt. Lattunk olyan SPA-t, ahol a PC-ek kezdték a tiizelést,

olyat is, ahol az IN-ok, vagy egyszerre az Osszes sejttipus, de olyan is el6fordult, hogy nem [attunk

egyaltaldn emelkedést a tiizelésben (60. dbra). Osszességében az SPA-k sordn minden sejttipus

egyarant részt vesz a populacids aktivitas kialakitasaban, bar legf6bb szerepe a PC-eknek van, Iévén,

hogy aranyaiban a legtobb akcids potencidl e sejtektél érkezik (az 6sszes AP ~30%-a érkezik a PC-ektdl,

mig csak ~15-24%-a az IN-oktdl).
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A) A klaszterezett sejteket kilonb6z4 tipusba soroltuk az AP és az autocorrelogram alapjan. Bordd szinnel jeloltik a
szabalyosan tiizel§ piramissejteket (RS-PC), narancssargaval a burst-616 PC-eket (1B-PB), kékkel pedig az interneuronokat
(IN). Pirossal jeloltik az IB-PC-eken kivili 6sszes piramissejtet. B) Minden sejttipusban taldltunk olyan sejteket, amelyek
megnovelték a tiizelési frekvencidjukat az SPA-k soran (bal oldalon), és olyanokat is, amelyek nem (jobb oldalon). Sargas
sav jelzi az SPA LFPg csucsahoz képest vizsgalt £50 ms-ot. ResEpi (C) és NoEpi (D) mintakban is detektaltunk olyan SPA-
kat, amelyek soran egyik sejttipusnak sem valtozott meg a tlzelési frekvenciaja (felsé sor), de olyan is el6fordult, hogy a
PC-ek, vagy az IN-ok fokozott tlizelése inditotta az SPA-t (kbzépen), illetve olyat is tapasztaltunk, hogy minden sejttipus
egyszerre elemi meg a tuzelési frekvenciajat (alul). Pirossal jeloltiik az 6sszes PC, kékkel az 6sszes IN, sotétsziirkével az
Osszes UC sejt 6sszeadott tiizelését az adott elvezetésben. A vildgossziirke oszlopok jelzik a teljes sejtpopuldcio dsszes
tlizelését. Fekete vonallal jeleztiik az SPA LFPg atlagat.

Ezzel szemben, az IIS-ek és a rohamok kezdeti szakaszaban ugyan (szinte) minden sejt

megnoveli az aktivitasat (61. abra), de altaldban az IN-ok tiizelnek elGbb, és aranyaiban Iényegesen

tobbet, mint a tébbi sejttipus (11S-ek sordn az 6sszes AP ~12-15%-a érkezett PC-ektdl, mig ~43-46%-a

az IN-oktdl). Rohamok esetén hasonlé eredményeket kaptunk, vagyis az IN-ok jéval tobb akcids

potenciallal (~23-59%) jarultak hozza a rohamkezdethez, mint a piramissejtek (~4-19%).
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61. dbra

A) A klaszterezett neuronok SPA, illetve IIS és roham sordn tapasztalt normalizalt tiizelése szignifikansan kisebb volt, mint
IIS vagy roham alatt, mind ResEpi, mind NoEpi mintakban. B) Az 6sszes ResEpi (bal oldal) és NoEpi (jobb oldal) roham
alatti 6sszes sejttiizelést 0sszeadtuk és abrazoltuk az id6 fuggvényében. JéI 1athatd, hogy mindkét betegcsoportban az
IN-ok tlzelése el6bb kezdédik, mint a PC-eké. Néhany esetben a PC-ek tiizelése inditja az 1IS-t (C), de legtobb esetben az
IN-ok (D), illetve az UC-ek (E). Hdrom egymast kovet6 1IS eseményt dbrazoltunk minden esetben, alatta a klaszterezett
sejtek raszterei, jobb oldalon pedig az adott IIS 6sszes eseményének dsszesitett tiizelési grafikonja lathatd.
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Megvizsgaltuk kilon a burst-616 piramissejteket (IB-PC) abbdl a tekintetbdl, hogy hogyan
vesznek részt az SPA-k, a spontdn IID-k és az indukalt IIS-ek kialakitasdban. A PC-ek 15-16%-a volt IB-
PC, mind ResEpi, mind NoEpi mintdkban, a jelen levé populacids aktivitasoktdl fliggetlenil. A NoEpi
SPA-k sordn az IB-PC-ek 40%-a, ResEpi SPA soran a 67%-a emelte meg a tlizelési frekvencidjat, mig
ResEpi IID soran 75%, IIS-ek alatt pedig 75% (ResEpi) és 100% (NoEpi) mutatott megemelkedett
tlzelést. Azt is elemeztiik, hogy a populdciés események soran mikor tiizelnek a kiilénb6z6 sejttipusok,
kiilonos tekintettel az IB-PC-ekre. Az SPA-kat és IID-ket 6t szakaszra bontottuk (elGtte, felszalld ag,
csucs, leszalld g, utana), és ezekben vizsgaltuk a sejtek tlizelését. Eredményeink azt mutatjak, hogy az
SPA-k soran a serkent6 és gatld sejtek egy kiegyensulyozott tlizelési mintazatot mutatnak az
események elején, cslcsan, végén, ezzel egyidejlileg az RS-PC-ek és IN-ok kiugro aktivitasa jelentkezik
az SPA-k csucsan (63. abra). Ezzel szemben a spontdn IID-k esetén az IB-PC-ek kiemelked§ tiizelése
latszik az események elején, az események végén pedig az IN-ok mutatnak magasabb aktivitast (62.
abra). A bicuculline-indukalta 11S-ek kezdetén az IN-ok igen er6s tlzelését tapasztaltuk, az IB-PC-ek
pedig minden esetben kés6bb kezdtek tlizelni, mint a felvételen Iathatd tobbi sejt. Az SPA-kra és az
IID-kre vonatkozd ezen sejttiizelési adatok nincsenek benne a disszertacid alapjat képezd egyik
kdzleményben sem, egy jelenleg kozlésre beadott kéziratban szerepelnek. Ugy éreztem, hogy a

teljesség, és a megfeleld kbvetkeztetések levondsa kedvéért mégis szét kell ejtenem réla.

117



dc_1873 21

A

ot

El6tte Felszalld
120 0V A .

i

.1

H H H
1.2

20 8

0.6 10 4

0 0 0

Csulcs Leszallo Utana
) i
x 4
Hz Hz
20 2
10 1
|

0 . -100 Oms100 C-100 Oms 100

elétte

O
NoEpi SPA - PC  [felszallo

M cstcs

[leszallo

/ O utana
ﬁmﬂmm o). Bl

-100 Oms 100 -100 Oms100 -100 Oms10
% NoEpi SPA %
80 80
0 H/ 0
RS N S | )

PC IN uc
% ResEpi SPA %
80 80
40

RS-PC IB-PC Unclear

ResEpi SPA - PC

'
" .

%
80

¥
40
PC IN uc

ResEpi IID

RS-PC IB-PC Unclear

ResEpi IID - PC

¥

lame N HH -

62. dbra

v

40

0 Hﬂﬁm N e mﬂﬂmﬁ )
PC IN uc

RS-PC IB-PC Unclear

A) Sejtek, amelyek az SPA kiillonb6z6 szakaszaiban tiizelnek: elGtte (vilagos rézsaszin), felszallé agban (sotét rdzsaszin), a
csucson (bordd), a leszalld agban (sotét lila) és utana (vilagos lila). Fent lathatd az adott SPA LFPg atlaga, alatta a sejt
tiizelésének raszter mintazata, legalul pedig a sejt tlizelési frekvenciaja az SPA soran. B) Az SPA kilonb6z6 fazisai soran a
tiizelési frekvenciajukat megnovels sejtek aranya lathato, tekintetbe véve a sejttipusokat. NoEpi SPA (fent) és ResEpi SPA
(k6zépen) soran az IN-ok kiemelked6 szazalékban tiizelnek az események csticsan (nyilak), mig a ResEpi IID (alul) alatt a
piramissejtek a felszalld dgban tiizelnek. C) A kiilonb6z6 piramissejt tipusok tlizelése az SPA-k és IID-k fazisaiban. A NoEpi
SPA (fent) és ResEpi SPA (kdzépen) csucsan kiemelkedd aranyban tiizelnek az RS-PC-ek (nyilak), mig a ResEpi IID (lent)
felszallo agan emelik meg a tuzelési frekvencidjukat az IB-PC-ek (nyil).

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy a GABAerg gatlas csdkkentésével indukalni tudtunk

epilepszidas eseményeket. Kordbbi publikaciokban a bicuculline mellett elektromos ingerlést is

alkalmazni kellett, hogy interiktalis tiskéket tudjanak kivaltani human neocorticalis szeletekben (Hwa

et al., 1991), mig a mi mintdinkban mind az 1IS-ek, mind a rohamok spontan médon jelentkeztek. Az

epilepszias szovetre jellemz6 hiperexcitabilitast itt is ki lehetett mutatni, ResEpi mintakban gyakrabban
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jelentkeztek IIS-ek és rohamok, mint NoEpi mintakban. A néhany rétegre kiterjedd, valamint a térben
és idében komplex interiktalis tiiskék jelenléte pedig arra utal, hogy az epilepszids neocortexben
|éteznek kisebb gécpontok, amelyek Iétre tudnak hozni epilepszias aktivitast. Kimutattuk, hogy az SPA-
khoz képest az 1IS-ek és a rohamok olyan események, amelyeket egyre nagyobb excitabilitds és
szinkronitds jellemez. Mig az SPA-k kialakitasaban a sejtek kb. fele-kétharmada vesz részt, addig az IIS-
ek és a rohamok gyakorlatilag az 6sszes neuron bevondsaval zajlanak. A kilénb6z6 sejttipusok
szerepér6l pedig elmondhatjuk (63. dbra), hogy a nem epileptiform SPA-k soran a serkenté és gatlo
sejtek egy dinamikus egyensuly mentén, egyarant részt vesznek az események kialakitasaban. A RS-
PC-ek és az IN-ok jelent6s aktivitasnovekedést mutatnak az SPA események cstcsan. A spontan
megjelend 1ID-k soran a dinamikus egyensuly eltolddik, és az IB-PC-ek megemelkedett kezdeti tlizelését
koveti a tobbi sejttipus aktivitdsa. A diszinhibicios modellben megjelend 11S-ek kezdetén pedig egy
jelent6s interneuronadlis aktivitast lattunk, mig az IB-PC-ek csak kés6bb kapcsolddtak be az

eseményekbe.
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Osszefoglalé dbra mutatja a human neocortexben kialakuld kiildnbdz6 aktivitasok kialakuldsi mechanizmusait. A fels§
sorban egy-egy reprezentativ esemény LFPg elvezetése lathatd. Az SPA-k és az IID esetén sziirke vonalak jel6lik a
kalonboz6 fazisokat (elStte, felszalld, csucs, leszalld, utdna), a diszinhibicid indukalta 1S és roham esetén az esemény
kezdetét. Felt(ing a kilonb6z6 események id6tartama kozti kiilonbség (mas skaldk). A k6zépsd sorban pirossal jel6ltiik
az Osszes PC, kékkel az Osszes IN tizelését. Az SPA-k és IID-k esetén mindkét sejttipus kiegyensulyozott tiizelését latjuk,
mig az IIS és roham soran az IN-ok jelent&sen tobbet (és hamarabb) tiizelnek, mint a PC-ek. Ezen kivil ResEpi SPA soran
a PC-ek hamarabb kezdenek el tizelni, mint az IN-ok, illetve a ResEpi IID leszallé dgaban jelentGs IN tiizelés tapasztalhato.
Az alsé sorban bordéval jel6ltiik az RS-PC-eket, narancssargaval az IB-PC-eket, kékkel az IN-okat. Az SPA-k csucsan
tiizelnek az RS-PC-k és az IN-ok, mig az IID felszallé 4gaban az IB-PB-ek. Az IIS és rohamok esetén azt elemeztiik, hogy a
PC-ek (piros) és IN-ok (kék) tizelése milyen ardnyban jarul hozza a teljes tiizeléshez. Jol lathatd, hogy mind ResEpi (bal
oldal), mind NoEpi (jobb oldal) mintakban az IN-ok tobb, a PC-ek kevesebb AP-lal jarulnak hozza a teljes tiizeléshez, mint
SPA esetén.

A gatldsejtek ilyen foku aktivitasa a diszinhibicié altal indukalt 11S-ek kezdeti szakaszaban felveti
a kérdést, hogy milyen mechanizmussal szinkronizalddnak a neuronok, lévén, hogy a GABAerg jelatvitel
nagyrészt gatolva van, igy az interneuronok tiizelése hatdstalan a posztszinaptikus sejteken. Felmeril

a lehet6ség, hogy az egyes interneuron csoportokon levd gap junction kapcsolatok részt vesznek az I1S-
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ek generdlasaban, illetve mas nem-szinaptikus kapcsolatok is széba johetnek. Ezeket a hipotéziseket a
jovében még tesztelni szeretnénk. Eredményeink részben aldtamasztjak az allatmodellekbél kapott
adatokat, részben pedig nem, és Ujabb kérdéseket vetnek fel. Az elsé cikk, amely bizonyitotta, hogy a
burst-616 V. rétegi piramissejtek inditjdk az interiktdlis tlskéket (Connors, 1984), ragcsaldk
neocorticalis szeletein a diszinhibicids (bicuculline) modellt hasznalta. Ezzel szemben a human
neocorticalis szeleteken alkalmazott diszinhibicids (szintén bicuculline) modellinkben a gatld
interneuronok jelentds tlzelése inditja az IIS-eket. Tovabbi kiilonbség, hogy a spontan megjelend IID-
ket viszont az IB-PC-ek inditjak a human neocorticalis szeletekben. Ezek az eredmények rdmutatnak az
allatok és az ember kozti kilonbségekre, illetve arra a kérdéskorre is, hogy a (farmakoldgiai)

modellekbdl mennyire altaldanosithatunk a vizsgalt emberi betegségekre.
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5 Kovetkeztetések

5.1 Ahippocampus és a neocortex kozti kilonbségek in vitro preparatumokban

A telencephalon az evolucid soran az eml&sokben jelentds fejlédésen esett at. Ugyan vannak
olyan agyi teriiletek mas gerincesekben (hill6kben, madarakban) amelyek az archicortex és a
neocortex el6futdrainak tekinthet6k, a hat rétegli nagyagykéreg és a hdarom rétegli, specidlis
szerkezetli hippocampus az emldsokre jellemz6 agyi strukturdk. A nyilvanvalé anatémiai
kiilonbségeken kivil elektrofizioldgiai szempontbdl is jelentds kiilonbségeket tapasztalhatunk, ha e két
terliletet vizsgaljuk. A ragcsalok hippocampalis szeleteiben in vitro fizioldgids korilmények kozott
spontan szinkron események keletkeznek, melyeket a tanulasi és memdariafolyamatok szempontjabadl
fontos élettani jelenséggel, a sharp-wave ripple komplexekkel (SPW) azonositottak. EIS allatban csak a
hippocampusra jellemz a SPW aktivitas, az eddig vizsgalt neocorticalis tertileteken nem sikerilt SPW-
ket kimutatni (6sszefoglaldsként lasd Buzsdaki, 2015). In vitro korilmények k6zott is hasonld a helyzet:
mig hippocampalis szeletekben tébb allatfajban detektaltak SPW aktivitdst fizioldgias oldatban, addig
a neocortexben nem azonositottak SPW-jellegli eseményeket egyik vizsgalt allatfaj — egér, patkany
(Buzsdaki, 2015), tengerimalac (pl. Connors, 1984), vadaszgorény (Sanchez-Vives & McCormick, 2000),
macska (pl. Ali et al., 2007), Rhesus majom (pl. Schwartzkroin & Haglund, 1986) — szeleteiben sem.
Valdszinlleg a hippocampus specidlis sejtes és 0sszekodttetési rendszere szolgaltat egy olyan anatdmiai
alapot, mely lehetévé teszi, hogy még egy olyan korldtozott rendszerben, mint egy kb. fél mm-es

agyszelet is kialakulhassanak szinkron események.

Ha epilepszias allatokbdl szarmazd neocorticalis vagy hippocampalis szeleteket vizsgdlunk in
vitro kortlmények kozott, akkor fizioldgids oldatban spontdn médon nem alakulnak ki sem rohamok,
sem interiktalis tliskék. Ugyanakkor mindkét tipusu epilepszias aktivitas kivalthatd az dtaramoltatott
oldat megvaltoztatasaval, illetve a megfelelé farmakoldgiai mdédszerekkel, nem csak epilepszids, de
kontroll allatok agyabol készitett preparatumokban is (6sszefoglalasként Id. Raimondo et al., 2017). E

tekintetben a neocorticalis és hippocampalis szeletek kozt jelent8s kiilonbség nem mutatkozik.
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5.2 Ember és allat kdzti kilonbségek

Ugyan a kutatashoz haszndlt allatokbdl meglehetdsen jol lehet extrapoldlni az emberi
betegségre, kutatdsaink sordn tobb olyan jelenséggel is taldlkoztunk, amely felhivja a figyelmet az

ember és a modellként hasznalt allatok kozti kilénbségekre.

Az allatok hippocampusabdl készitett szeletekben keletkezé SPW-szer(i események allatfajtol
és hippocampalis alrégiotdl fluggetleniil egy mezépotencial tranziensbdl allnak, melyre ratevédik egy
magas — altaldban ripple — frekvencidju oszcillacié, és egy megemelkedett sejttlizelés. Ehhez a
mintazathoz rendkivili médon hasonlit az a szinkron populacids aktivitas, amelyet epilepszias
paciensek hippocampalis (Cohen et al., 2002; Wozny et al., 2005; Wittner et al., 2009), valamint
nagyagykérgi szeleteiben (McCormick, 1989; Kéhling et al., 1998; Pallud et al., 2014; Florez et al., 2015)
lehet regisztralni in vitro korilmények kdzott, szintén fizioldgias oldatban. Bar két kutatécsoportban is
felvet6dott a kérdés, hogy ezek az események mennyire kdthet6k 6ssze a pdciensek epilepszias
megbetegedésével (Schwartzkroin & Knowles, 1984; Kohling et al., 1998), elég hamar (Cohen et al.,
2002) elfogadotta valt, hogy az epilepszias paciensek agyszeleteiben megjelend populacios események
interiktalis tlskéknek feleltethet6k meg. Mindenképp Iényeges megjegyezni, hogy mig Aallatok
neocortexében nem sikeriilt ezeket a jellegzetes in vitro populdcids eseményeket megfigyelni, még
féemlGsokben sem (Schwartzkroin & Haglund, 1986), addig emberben mind epilepszias (McCormick,
1989; Kohling et al., 1998; Florez et al., 2015), mind nem epilepszias (tumoros) betegek (Molnar et al.,
2008; Kerekes et al., 2014; Szegedi et al., 2016; Szegedi et al., 2017; Téth et al., 2018; Kandracs et al.,
2019) nagyagykérgi szdvetszeletein spontdn megjelenik fizioldgias oldatban. Ugy tiinik tehat, hogy a
neocortexben megjelené spontan populacids aktivitas (SPA) egy human-specifikus jelenség, és mivel
nem epilepszias betegek neocortexében is kimutathatd, igen valdszinl, hogy nem epileptiform
esemény. Epilepszids paciensek neocorticalis szeleteiben az SPA-k mellett spontan mdédon interiktalis
tuskék is megjelennek (lID). Erre vonatkozdlag sem taldltam adatot, hogy ex vivo allatmodellekben
spontan keletkeznének interiktalis-jellegii tuskék (O6sszefoglalasként lasd Raimondo et al., 2017). E
jelenségeken tul tobb anatdmiai és elektrofizioldgiai eredmény is aldtdmasztja a feltevést, hogy az
emberi nagyagykéreg jelent&sen kiilonbozik az allatok nagyagykérgétél. Nemrég irtak le egy human-
specifikus sejttipust (,rosehip” avagy ,csipkebogyd” sejt, Boldog et al., 2018), valamint az emberi
neocortexre jellemz8, specidlis sejtes Osszekottetéseken alapulé komplex, poliszinaptikus
eseményeket (Molnar et al., 2008). Azt is kimutattak, hogy az emberi neocorticalis neuronok
egyeduilalld strukturalis és funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkeznek. A dendritfajuk jéval hosszabb
és komplexebb az dllatokéinal (sajat adat és Mohan et al.,, 2015), amely sajatos elektromos

tulajdonsagokat és egy gyorsabb jelfeldolgozast eredményez (Eyal et al., 2014; Eyal et al., 2016). Az
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allatokhoz képest megnovekedett human nagyagykéreg tehat nem csak tébb sejtet tartalmaz, de ezek
a sejtek nagyobb és komplexebb dendritfaval, tobb szinaptikus kapcsolattal is rendelkeznek, és a
jelfeldolgozasi képességiik is magasabb. Ezek alapjan az emberi nagyagykéreg nem tekinthetd az
allatok nagyagykérgének egy egyszerlien megtobbszorozott formdjanak, mert kvalitativ
tulajdonsagaiban is kiilonbozik azoktdl (Eyal et al., 2018). A komplexebb kapcsolati rendszer megfeleld
anatdmiai alapot szolgdltathat ahhoz, hogy az emberi neocortex kisebb egységei is képesek legyenek
kiilonboz6 populacids aktivitasokat és oszcillacidkat generdlni. Ezek a human-specifikus tulajdonsagok,
vagyis a tobb idegsejt, azok megemelkedett jelfeldolgozasi képessége, a komplexebb szinaptikus
Osszekottetési mintazat, és az ennek kévetkeztében kialakuld sokréti és komplex oszcillacios aktivitas
el6segithette az ember kognitiv képességeinek a fejlédését. Ennek kovetkeztében (is) juthatott oda a

Homo sapiens az evolucié soran, ahol most van.

5.3 Az epilepsziamodellek és az emberi betegség kozti kildonbségek

Régdta haszndlunk modelleket az emberi folyamatok és betegségek mechanizmusainak
megértésére. Természetesen ez az epilepsziakutatasban sincs masképp. A human kutatdasok nagy
hatulitéje a megfelelé kontroll hidnya, de legalabbis korlatozott volta, igy még inkabb értheté a
modellek haszndlata. Munkank soran szembesiltiink azzal, hogy az emberi betegség egyes

aspektusai/mechanizmusai mennyire masok lehetnek, mint a modellek.

Allatmodellekbdl szarmazé adatokon alapul az a méra altaldnosan elfogadott tény, hogy a
burst-6l6 piramissejteknek fontos szerepe van az interiktalis tliskék generalasaban. ElGszor egy akut
diszinhibicids modellben, tengerimalac neocorticalis szeleteiben mutattak ki ezt a jelenséget (Connors,
1984), de kés6bb mas corticalis teriileteken és kiilonb6z6 modellekben is igazoltak: mint pl. patkany
patkany pilocarpine modellben (Sanabria et al., 2001), tengerimalac CA3 régidban diszinhibicios
modellben (Wittner & Miles, 2007), illetve patkany subiculumban, magnézium-mentes oldatban
(Menendez de la Prida & Gal, 2004). A kisérleteinkben kétféle (spontan, és diszinhibicié-indukalta) in
vitro modellben vizsgaltuk a serkentd és gatld sejtek szerepét az interiktalis tliskék kialakitdsdaban. Mar
ebben is lattunk kilonbséget: mig a spontan megjelené tiiskéket valéban a burst-616 piramissejtek
tizelése inditja, addig a diszinhibiciés modellben a gatlé interneuronok nagyaranyu tiizelését Iattuk a
tuskék kezdeti szakaszdban, és a burst-6l6 piramissejtek minden esetben csak kdvették a mas sejtek

tlzelését (Kandracs et al., 2019). Ugyanaz a human szelet modell, mégis, spontan médon egészen mas
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mechanizmussal indul az interiktdlis tlske, mint a diszinhibicios modellben, ahol a gatlast
mesterségesen lecsokkentettik. Ezen kivil az is megjegyzendd, hogy mig a tengerimalac neocortexben
a GABAa receptor antagonista bicuculline a burst-616 sejtek tlizelésén keresztil inditotta be az
interiktalis tiskéket (Connors, 1984), addig human neocorticalis szeletben (mind epilepszias, mind nem
epilepszids betegekben) a bicuculline hatasara kialakuld interiktalis tliskék a gatld sejtek tiizelésével
kezd6dnek (Kandrdcs et al., 2019). Ezek az eredmények felvetik egyrészt azt a kérdést, hogy egy akut
in vitro epilepszia modell mennyire tekinthet6 a valdodi epilepszids folyamatok hasonmdsanak. Ha
ugyanis az epilepszids aktivitdst mesterségesen hoztuk létre egy in vitro rendszerben, az
sziikségképpen kiulonbozik a valddi epilepszids allapotoktdl, féleg azokban az esetekben, ahol
egészséges agybdl szarmazd szeleteken idézziik el az epilepszias aktivitast. Mdasrészt Ujra el6hozza azt
a kérdést, hogy a ragcsaldk vizsgalatan alapuld adatokbdl mennyire pontosan extrapolalhatunk az
emberi folyamatokra. Eredményeink ravilagitanak arra a nagyon fontos tényre, hogy az emberi
nagyagykéreg sok szempontbdl kiilonbozik az allatokétdl. A human szévet vizsgdlata tehat mindenképp
szikséges, nem elég (allat)modellekre tdmaszkodva megprébalni megérteni az emberi folyamatok és

betegségek mechanizmusait.

A tudomanyos szemlélet szempontjabdl a legkorrektebb persze az lenne, ha a human
folyamatokra és betegségekre vonatkozé feltevéseket in vivo koriilmények kdzott lehetne tesztelni
egészséges és beteg emberekben. Ez érthet6 etikai okok miatt nem lehetséges, igy azon tul, hogy
bizonyos kérdéseket valéban meg tudunk vdlaszolni human in vivo kisérletekkel, mégiscsak a
modellekre vagyunk kénytelenek hagyatkozni. A levonhatd kovetkeztetésekhez azonban észben kell
tartanunk a modelljeink korlatait, az allatok és az ember kozti kiilonbségeket, a mesterségesen
kivaltott és a természetben bekovetkez6é betegségek mechanizmusainak esetleges kiilonboz&ségét,
valamint a vizsgalati korGlményekb6l adddd eltéréseket. Koriltekinté kisérlettervezéssel és
kovetkeztetésekkel mégis kdzelebb juthatunk az emberi agy m(ikodési mechanizmusainak és azok

patoldgias valtozdsainak a megértéséhez, igy kozvetve azok gydgyitasahoz is.
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6 Osszefoglalds

Az epilepszia az egyik leggyakoribb neuroldgiai megbetegedés, mely a lakossag akdr 1%-at is
érintheti. Ugyan a betegek tobbsége a jelenlegi terapiakkal tliinetmentessé tehet6, még igy is sok
paciens allapotaban nem lehet jelent6s javulast elérni. Esetleges Uj terapidkkal csékkenthet6 lenne az
a szocialis és anyagi teher, amit az epilepszias rohamok el6forduldsa ré6 magara a betegre, a csaladjara
és az egész tarsadalomra.

Az epilepszias agykéregben paroxysmalis aktivitds, vagyis rohamok és interiktalis tlskék
keletkeznek, amelyek az idegsejtek nagy csoportjanak egyszerre térténg, tulzottan szinkron tlzelése
eredményez. Az allatmodellek jelentGsen hozzajarultak ahhoz, amit tudunk a fizioldgias agykérgi
szinkronizacidk, mint amilyen példaul a tanuldsi és memariafolyamatokhoz kotheté éles hullam-ripple
komplexum (sharp wave-ripple complexes, SPW), valamint az epilepszidhoz kothet6 corticalis
szinkronizacidk sejtes és haldzati hatterérdl, és az elektrofizioldgiai, anatdmiai és molekularis
valtozasokrél. Ugyanakkor az emberi agyra és betegségre vonatkozd ismereteink hidnyosak, pedig a
terapias lehetGségek fejlesztéséhez elengedhetetlen az emberi agy és az emberi betegség vizsgalata,
illetve az dllatmodellekt6l valé eltérések feltdrdsa. Az epilepszids események kialakuldsi
mechanizmusainak megértése, és a fizioldgids szinkron aktivitasoktdl valo elkiilonitése elésegitheti Uj
terapiads beavatkozasi pontok kijelolését.

Munkam soran dllatmodellekben vizsgdltuk a hippocampusban in vitro kérilmények kozott
megijelend fizioldgias SPW-ek, az interiktdlis tliskék, és a rohamok kialakuldsi és génszignalizacios
mechanizmusait, valamint a fizioldgids és epilepszids események anatomiai hatterét. Megvizsgaltuk a
temporialis lebeny eredetl(i epilepszidban szenvedd péaciensek hippocampusaban keletkezé interiktalis
tuskék keletkezési mechanizmusait is, és a hozza kapcsolddd anatémiai valtozasokat. Kialakitottunk
egy in vitro human nagyagykérgi modellt, amellyel a fizioldgias spontan populacids aktivitast (SPA), a
spontan keletkezé és kivaltott epilepszids aktivitdsok kialakulasat vizsgaltuk epilepszias és nem
epilepszias (tumoros) paciensek neocorticalis mintdiban.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az allatmodellekben megjelené fiziolégias SPW kialakulasa
soran elengedhetetlen mind a serkentd, mind a gatlo sejtek aktivitdsa, de az eseményeket a gatlod
sejtek vezérlik. Farmakoldgiai kisérleteink azt igazoltdk, hogy a periszomatikus gatlé neuronoknak
fontos szerepiik van a SPW-ek inicidalasaban. Ezzel szemben, az epilepszids interiktalis tliskéket a
hippocampus CA3a régidjanak serkentd piramissejtjei kezdik, és specialis burst-616 tulajdonsaguk, és
slrlbb 6sszekottetéseik révén vonjak be a kdrnyezs sejteket és a tobbi hippocampalis régid neuronjait.
Feltartuk, hogy a kainatot alkalmazd epilepsziamodellben a hippocampus sejtjei a roham elején egy

magas frekvencids tlizelést mutatnak, majd ezt kdvetéen depolarizacids blokkba keriilnek, ahonnan
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gyakran nem térnek vissza az alapallapotba. Anatémiai mddszerekkel egészséges allatokban
kimutattuk, hogy mig a CA3 piramissejtek a hippocampus serkent6 sejtjein homogén eloszlassal
végz6édnek, addig a sima dendrit(i gatld interneuronokat szelektiven idegzik be, a tliskés gatldsejteket
pedig elkerilik. Ez a CA3 régié piramissejtjei altal kozvetitett, specidlis kapcsolatrendszer lehet az
anatdmiai alapja a hippocampalis szinkronizacidknak. Az epilepszids dllatokban egy specidlis
sejtpusztuldsi mintazatot lattunk, amely érintette mind a serkent8, mind a gatldsejteket. Ugyanakkor,
az ipsilateralis, szelektiv interneuron pusztuldst mutatd hippocampalis teriletek ugyanugy képesek
voltak interiktdlis aktivitas generaldsara, mint a contralateralis, sejtpusztulast egyaltaldan nem mutato
terliletek. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a sejtpusztulas nem feltétele az epilepszias aktivitas
kialakulasanak.

Temporalis lebeny eredetli epilepszias paciensekben, a hippocampus kimenetét adé régidban,
a subiculumban elkilonitettiink kétféle interiktdlis tlskét, valamint kimutattuk, hogy jelentGs
funkcionalis kapcsoltsag van a subiculum egymastdl tavol esd részei kozott. A subiculumban és a
temporilis kéregben egyidejlileg megjelend interiktalis tliskék részletes analizise aldtamasztotta azt a
feltételezést, hogy a subiculumban keletkez6 epilepszias aktivitas kijut a tempordlis neocortexbe. Az in
vitro korlGlmények kozott spontdan megjelend tiskék kialakuldsi mechanizmusait is vizsgaltuk
tempordlis lebeny eredetl epilepszidban szenvedd paciensek hippocampalis mintaiban. Azt
tapasztaltuk, hogy a subiculumban bizonyos piramissejtek serkentd valaszt adnak az interiktalis tliskék
soran, mig a tobbség gatlddik. Elektrofizioldgiai és morfoldgiai eredményeink arra utalnak, hogy a
kloridion gradiens fenntartasaért felel6s KCC2 transzporter egyes sejtekben hidnyzik, ennek
kovetkeztében a klorid haztartas felborul, igy ez — a gatlé neurotranszimtter GABA-ra adott serkent6
valaszon keresztil — el6segitheti az interiktalis tliskék kialakuldsat. Ezzel szemben a hippocampus CA2
régidjaban a sejtek nagy része serkentd valaszt mutat a tlskék sordn. Anatémiai vizsgdlatainkkal
kimutattuk, hogy ebben a régidban inkdbb a periszomatikus gatlas funkciondlis valtozasa és a gyrus
dentatus felGl érkez6 serkent6 palya megjelenése allhat a jelenség hatterében. Tovabbi hisztoldgiai
vizsgdlataink soran azt tapasztaltuk, hogy a periszomatikus gatlas — a varakozasokkal ellentétben — nem
csokken az epilepszias hippocampusban. Fénymikroszkdpos szinten a parvalbumin-tartalmu kosar- és
axo-axonikus sejtek szamdnak csokkenését taldltuk, az elektronmikroszkdpos vizsgdlatok azonban
kimutattak, hogy a gyrus dentatusban a periszomatikus sejtek axonjai sarjadzanak, és tobb szinapszist
adnak a szemcsesejtekre, mint kontrollban. A hippocampus cornu Ammonis régidjaban pedig a
periszomatikus gatlas jelent6sen nem valtozik addig, amig a célsejtjeik, a piramissejtek ott vannak. A
masik, cholecystokinin-tartalmu kosarsejttipus meger6sodését tapasztaltuk a hippocampus minden
vizsgalt régidjaban a human epilepszias hippocampusban.

Human neocorticalis szeletekben leirtuk, hogy fiziolégidsnak tekinthetd SPA keletkezik mind

epilepszids, mind nem epilepszids (tumoros) betegekbél szarmazé mintakban. Az epilepszids szovetben
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ezen felll interiktalis tuskék is keletkeztek, melyekrél kimutattuk, hogy a szinkronizaltsagi és
serkenthet&ségi fokuk |ényegesen magasabb, mint az SPA-ké. A diszinhibicidval kivaltott interiktalis
tlskék és rohamok elemzése arra mutatott ra, hogy epilepszias szovetben gyakrabban keletkeznek
epilepszidas események, és azok megjelenése valtozatosabb, mint nem tumoros szbvetben. Az
epilepszidas betegekbdl szarmazd szeletekben kisebb neuroncsoportok is képesek voltak interiktalis
tlskéket generalni. Az SPA soran a sejtek kb. fele vesz részt az eseményekben, és atlagosan a serkentd
sejtek tlzelése kifejezettebb. A szabdlyosan tlizel6 piramissejtek és a gatld interneuronok tiizelése
kiemelkedd az események csucsan. A spontan megijelend interiktalis tiiskékben valamivel tobb sejt
vesz részt, mint az SPA-kban, és egyértelmiien a burst-6l6 piramissejtek tiizelése inditja az
eseményeket. Ezzel szemben a diszinhibicio altal kivaltott epilepszids eseményekben gyakorlatilag az
Osszes sejt megnoveli a tlizelési aktivitasat, és a gatld interneuronok egyértelm(ien elébb kezdenek
tlzelni, mint a serkentd sejtek, kiilénds tekintettel burst-6l6 piramissejtekre.

Munkank soran tehat feltartuk a fizioldgids és epilepszias szinkron események sejtes és
haldzati tulajdonsagait, mind allatmodellben, mind az emberi hippocampusban és a neocortexben.
Kimutattuk, hogy az epilepszids események nagyobb excitabilitasu és szinkronitasu folyamatok, mint a
fiziolégids aktivitasok, és mas sejtcsoportok, mas mechanizmussal inditjak be a szinkron eseményeket.
Eredményeink arra is ravilagitanak, hogy jelent6s kilénbségek lehetnek az allatok és az ember agyi
mechanizmusai kozott, de még a human szévetet hasznald in vitro modellekbél sem feltétlenil lehet
pontos kovetkeztetéseket levonni és az emberi betegségre vonatkozéan. Az emberi agy és az emberi
betegségek koriltekint6é vizsgdlata tehat nélkiilozhetetlen, ha Uj, hatékony terdpidkat szeretnénk

kifejleszteni a jovGben.
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7 Koszonetnyilvanitas

ElGszor is szeretnék kdszonetet mondani Freund Tamasnak és Magldczky Zséfianak, az elsé
mentoraimnak, akik megismertettek az idegtudomany csodalatos vilagaval, kiilénosen az idegsejtek
morfoldgiai szépségeivel. TSllk olyan szilard anatdmiai tudast és szemléletet kaptam, amellyel agy
gondolom, barhol, barmikor megallnam a helyem a vilagban. Szeretném megkdszonni Zboray Géza
tanar urnak, Katona Istvannak és Gulyas Attilanak a motivacidt, hogy az idegtudomanyt valasszam
szlikebb szakteriiletnek, és hogy Freund Tamas laboratdriumaba menjek szakdolgozni. Nélkilik ma

valdszinlileg nem lennék itt.

Szeretnék tovabba készénetet mondani késébbi mentoraimnak, Buzsaki Gyérgynek és Richard
Milesnak, akikt6l nagyon sokat tanultam, a tudomany mellett szemléletet is. Buzsaki Gyorgynek
készonom, hogy lathattam, hogyan lehet tdvolabbra mutatd, merész hipotéziseket felallitani, és azokra
kisérleteket tervezni, végezni. Richard Milesnak pedig kdsz6ndm, hogy megtanitott arra az aprélékos,

kirakés jatékhoz hasonld alapossagra, mellyel felépit és korbejar egy témat.

Koszonetemet szeretném kifejezni kozvetlen kollégaimnak, didkjaimnak, akik velem egytt ezt
a rengeteg munkat elvégezték. Koszondém Toth Kinganak, Katharina Hofernak, Kandracs Agnesnak,
Toth Estillanak, Kerekes Balintnak, Pal lldikonak, Szabd Csillanak, Karldcai Ritanak, akikkel mindig 6rom
volt/van egyttt dolgozni. Szintén kdszonom az Integrativ Idegtudomanyi Csoport 6sszes tagjanak a
segitséget és az inspirdld munkakornyezetet. K6sz6ndom Bunford Néranak a motivaciét, hogy a

kutatdmunka pszicholdgiai hatterén is elgondolkozzak.

Szeretném megkOszonni az inspirald kornyezetet, a tudomanyt, a beszélgetéseket, a
mindenféle segitséget és a szertedgazd — tudomdnyos és nem tudomanyos — gondolatokat
mindazokban a laborokban, ahol dolgoztam és dolgozom. A KOKI-ban Acsady Laszldnak, Gulyas
Attilanak, Katona Istvannak, Emri Zsuzsdnak, Borhegyi Zsoltnak, Arabadzisz Dimitrulanak, Bartho
Péternek, Matyas Ferencnek, Rancz Edének, Hajos Norbertnak, Jelitai Martanak, Holderith Noéminak,
Makara Juditnak, Andrasfalvy Bertalannak, Goda Gy&z6nek, Simon Emd&kének, Ivanyi Katalinnak és
Lengyel Katalinnak. A Rutgers Egyetemen Csicsvari Jozsefnek, Darrell Henze-nek, Alvaro Duque-nek,
Anton Sirota-nak és Hajime Hirase-nak. Az INSERM laborban Jean-Christophe Poncernek, Gilles
Huberfeldnek, Liset Menendez de la Prida-nak, Caroline LeDuigounak, Anita Scheubernek, Desdemona
Frickernek, Dario Mottinak, Emmanuel Eugene-nek és Viviane Lambert-nek. A KPI-ben és jogel6djeiben
Fiath Richardnak, Marton Gergelynek, Meszéna Domokosnak, Horvath Domonkosnak, Hillier
Danielnek, Grand Laszlonak, Csercsa Richdrdnak, Karmos Gyorgynek, Czigler Istvannak, Winkler

Istvannak, Molnar Marknak és Malik Klaranak.
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Rengeteg koszonet illeti a neuroldgus és idegsebész kollégdkat, akik nélkil a human kutatdsok
nem folyhatnanak. K6sz6n6m az Orszagos Idegtudomanyi Intézetben Er6ss Lorandnak, Entz Laszldnak,
Fabé Danielnek, Bagd Attilanak, Nagy Gdbornak, Kelemen Annanak, Haldsz Laszlénak, Kiss Timeanak,
Hajnal Boglarkdnak, Toth Emilidnak, Bokodi Viragnak, Czirjdk Sandornak, Vajda Janosnak, Bognar
Laszlonak, Halasz Péternek, Rasonyi Gyorgynek, Jakus Ritanak és Szlics Anndanak a munkajukat. A Pitié-
Salpétriére kérhazban Stéphane Clémenceau-nak, Edouard Dezamis-nak, Michel Baulac-nak, Vincent
Navarronak és Sophie Dupont-nak. A New York University idegsebészetén pedig kdszonet illeti Werner
Doyle-t. Es természetesen minden betegnek is koszondm, akik a tudomany elSrehaladasa érdekében

beleegyeztek a kutatasban valé részvételbe.

Végezetiil koszondm a csalddomnak: férjemnek, Ulbert Istvdnnak, gyerekeimnek, sziileimnek,
testvéreimnek, anydésomnak és apésomnak, valamint néhai édesanyamnak és nagysziileimnek, hogy
mindig hittek bennem és elfogadtak a dontéseimet. Csodalatos dolog egy ilyen szeret6 és tamogatd

kornyezetben élni és dolgozni.
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