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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AOL: area of interest;

AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid;
ANOVA: analysis of variance;

4-AP: 4-aminopyridine;

DAB: 3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride;
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid;

fMRI: functional magnetic resonance imaging
GABA: y-amino butyric acid;

GFAP: glial fibrillary acidic protein;

GTCS: generalized tonic-clonic seizure;

lgG: immunoglobulin G;

I.p: intraperitoneal;

MCP: middle cerebellar peduncle;

MCPL.: middle cerebellar peduncle lesion;

MRI: magnetic resonance imaging

MRNA: messenger ribonucleic acid;

NMDA: N-methyl-D-aspartic acid;

PAP: peroxidase-anti-peroxidase;

PBS: phosphate buffered saline;

PVDF: polyvinylidene fluoride;

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction;

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis;
SOC: sham-operated control.



1. BEVEZETES

1.1 Neuropatholdgiai elvéltozasok epilepszidban

A hippocampalis sclerosis mellett, a leggyakrabban eléfordulo és régen felismert elvaltozas a
cerebellaris karosodas. A kisagyi atréfia okai kozott szerepel a gores kovetkeztében kialakulo
cellularis karosodas, a kronikus phenytoin kezelés, a keresztezett cerebralis hemiatrofia miatti
cerebellaris degeneracid, az ischaemids sejtkarosodas a gorcs alatt, vagy ezen hatasok
kombinaciodja, vagyis a neuropatologiai események szinergizmusa. Megfigyelések szerint a
generalizalt tonusos-klonusos gorcsok szdma és intenzitdsa, valamint a kisagyi atrophia
mértéke korrelaciot mutat. A kisagy sorvadasa egyes esetekben, postmortem,
makroszkdposan is lathatod epilepsziasok korboncoldsa soran. A legjellemzdbb elvéltozas a
foliumok vékonyodasa a vermis vagy a hemispheriumok teriiletén, amely megfigyelheto
mind az eliilsd, mind a hatsé lebenynél. A mikroszkopos vizsgalatok kimutattak, hogy a
gorcsokre leginkabb a Purkinje-sejtek érzékenyek. Kronikus epilepszias betegekben a
Purkinje-sejtek szamanak 50%-os csokkenése és kifejezett Bergmann gliosis mutathato ki a
kontrollhoz képest A cerebellumot jellemz6 térfogat-aranyvaltozasok, melyek a
gorcsrohamok intenzitasaval allnak 6sszefiiggésben, arra utalnak, hogy ezek epilepszia alatti
sériilések vagy prediszponalo faktorok a masodlagos generalizacio kialakulasaban A szamos
tény ellenére viszonylag kevés konkrét adat all a rendelkezésiinkre a kisagy epilepszidban

betoltott szerepére vonatkozoan.

1.2 Glutamét transzmisszid a cerebellumban

A kisagyi szemcsesejtek glutamaterg neuronok, amelyek AMPA és NMDA receptorokkal
egyarant rendelkeznek. A szemcsesejtek dendritjei erds afferentaciot kapnak a moharostok
kozvetitésével. A glutamat receptor aktivacio hatasara a posztszinaptikus neuron membranjan
keresztiil jelentds Ca®" bearamlas torténik. A kisagykéreg jelentds részének aktivaciojaért
felelnek a hidban talalhat6 nuclei pontis és azok efferensei. Epilepszidban a megndvekedett
extracellularis glutamat mennyiség neuron degeneraciot és végsd soron sejtpusztuldst
okozhat. A moharostok altal felszabaditott glutamat nyilvanvaldéan nagy szamu szemcsesejtet
aktival. Ahogy azt kordbbi kisérleteink soran bizonyitottuk, ez a fokozott glutamat

felszabadulas és neuron aktivacido massziv c-fos protein expressziot okoz.



1.3 Az AMPA és NMDA receptor antagonistak

Az ionotrép NMDA receptor antagonistak koziil az MK-801 ((+)-5-methyl-10,11-dihydro-
5H-dibenzo[a,d]cycloheptan-5,10-imine maleate, dizocilpine) egy szelektiv, non-kompetitiiv
antagonista, aminek antikonvulzans és neuroprotektiv hatasa is van. Az amantadine (1-
aminoadamantane) egy alacsony affinitaisi NMDA receptor antagonista, amelynek szintén
hasonld antikonvulzans és neuroprotektiv hatasa van. A GYKI-52466 (1-(4-aminophenyl)-4-
methyl-7,8-methylenedioxy-5H-2,3-benzodiazepine hydrochloride) egy szelektiv, nem
kompetitiv antagonista, amely az AMPA receptorokon fejti ki hatdsat. Intézetiink korabbi
kisérletei soran bizonyitottuk, hogy a neocortexben és a hippocampusban gorcsok altal keltett
c-fos protein expresszid szignifikansan csokkent MK-801, amantadine és GYKI-52466
elokezelések utan. Jelen munkank célja, hogy megvizsgaljuk a kisagyi szemcsesejtek gorcsok
altal indukalt c-fos expressziojanak valtozasait MK-801, amantadine és GYKI-52466
elokezelések utan 4-AP akut modellben.

1.4 Az akut konvulziv modell

Kisérleteinkben 4-aminopyridint hasznéaltunk, amely a fesziiltségfiiggé K' csatornakat
blokkolja (Ka csatorna és Kv csatorna). Az elhtzodd repolarizacid elnyujtja az akcios
potencial id6tartamat, fokozza a Ca?* bedramlasat a preszinaptikus axon végzddésekbe és
ezaltal noveli a transzmitter felszabaduldst. A megndvekedett transzmitter mennyiség noveli
mind a serkentd- mind a gatld posztszinaptikus potencidlokat €s kiterjedt gorcsoket okoz in
vivo ¢és in vitro egyarant. A 4-aminopyridin gyorsan atjut a vér-agy gaton, bejut a
cerebrospinalis folyadékba, majd a vesén keresztiil teljesen kiliriil. Sem a vegyiilet, sem az
altala okozott akut konvulzido nem okoz maradandd neuroldgiai karosodast ezért alkalmas a
kisérletes epileptogenesis indukcidjara. A c-fos proto-onkogén az indukalhatd transzkripcios
faktorok kozé tartozik. A c-fos gént szamos extracelluléris tényezd aktivalhat beleértve azon
neurotranszmittereket, amelyek serkentik a Ca?* bearamlast a posztszinaptikus neuronba. A
glutamat fokozza a Ca?* bearamlast és intracellularis protein kindz kaszkadok altal intenziv c-
fos expressziot okoz. A c-fos protein a sejtmagba keriil, ahol transzkripcios faktorként mas
gének miikodését szabalyozza €s hatdssal van a kdzponti idegrendszer fejlédési, adaptacios és
degeneracios mechanizmusaira epilepsziaban is. A c-fos fehérje expresszidja erés szinaptikus
aktivitdas eredménye, jol korreldl a glutamat felszabadulassal és immunhisztokémiai

modszerekkel vizsgalhatd, ezért alkalmas a neuronalis aktivitas vizsgéalatara



2. CELKITUZESEK

l. Megvizsgalni és leirni az aktivalodott kisagyi szemcsesejtek idébeli és anatomiai
eloszlasdnak valtozasait 4-AP altal eldidézett akut konvulzidk utdn
immunhisztokémiai modszerekkel és Western blot analizissel.

Il. Célunk volt egy 1) modszer kifejlesztése a kozépso kisagykar miitéti atmetszésére
laboratériumi patkdnyokban.

. Célkitlizéseink kozott szerepelt a moharostok szerepének felderitése a gorcsok
altal keltett kisagyi aktivacidban c-fos immunhisztokémiaval egyoldali k6zépso
kisagykar atmetszés utan.

IV.  Megvizsgaltuk a c-fos immunoreaktiv szemcsesejtek szamanak valtozasait NMDA
¢s AMPA receptor antagonistdkkal tortént elOkezelés utan 4-AP indukalt

konvulzidk soran.

3. ANYAG-MODSZER

3.1 Kisérleti allatok

Kiseérleteinkhez 200-220g sulyt him Wistar patkanyokat hasznaltunk (n=18). Az allatokat
az Anatomiai Intézet allathazéban tartottuk standard koriilmények kozott (vilagitas: 6:00-
18:00-ig, 23°C). A goreskeltét fiziologias sooldatban oldottuk (0.67 mg 4-AP/1ml 0.9%
NaCl oldat) és intraperitonealis (i.p.) injekcio formajaban adagoltuk 5 mg/kg egyszeri
dozisban. A kontroll allatok csak az olddszert kaptak. A 4-AP beadésatdl szamitott 1,5, 2
¢s 3 ora utan az allatokat egy rovid dietiléteres altatas utan transcardialisan perfundaltuk
(500 ml 4%-os paraformaldehid (PFA) 0,1 M-os PBS-ben oldva; pH 7.4), majd
decapitaltuk. A kivett agyakat 1 oras posztfixalast kovetden egy éjszakan at 30%-0s
szukroz oldatban krioprotektaltuk. Ezt kdvetden 24 pm vastagsagu, sagittalis siki
fagyasztott metszeteket készitettlink a vermisbdl, amelyeken c-fos immunhisztokémiat
végeztiink. A c-fos IR sejtmagokat lobulusonként szamoltuk (Image Pro Plus 4.5), majd

statisztikai szamitasokat végeztiink (egyutas variancia analizis ANOVA).



3.2 Elékezelés NMDA és AMPA receptor antagonistakkal

Az NMDA receptor antagonistdkat (MK-801 ¢és amantadine) fiziologids sooldatban
oldottuk (Siga St. Louis MO). Az AMPA receptor antagonista esetében (GYKI-52466)
50%-0s DMSO (DMSO:dimethyl-sulphoxide; Sigma, St. Louise, MO) oldészert
hasznaltunk. Az allatokat hat csoportra osztottuk, minden csoportban 4 allattal. Az elsd
harom csoport tagjait glutamat receptor antagonistakkal Mk-801 (2 mg/kg, amantadine
(50 mg/kg), GYKI-52466 (50 mg/kg) eldkezeltik. Az injekcid utan 15 perccel egy
intraperitonealisan adott egyszeri dozisu (5 mg/kg) 4-AP addséval generalizalt tonusos-
klonusos gorcsot valtottunk ki. A masi harom csoport esetén csak az olddszereket
injektaltuk és 15 perc utan a 4-AP-t. A gorcsok tiineteit megvizsgaltuk, a GTCS latencidjat
mértiilk. Az eldkezelt allatoknal mért idoket egyutas varianca analizissel (ANOVA)
hasonlitottuk 6ssze a kontroll csoportban mért idékkel, melyhez SPSS 9.0 szoftvert
hasznaltunk. 2 oraval a 4-AP injekcio utan az éllatokat éterben altattuk, transzkardialisan
perfundaltuk, az agyak kivétele utdn azokat c-fos immunhisztokémaval vizsgaltuk. A

szignifikancia p<0,05 volt.

3.3 A kozépso kisagykar dtmetszése miitéti titon

A mitét soran 200-230 g sulyu him Wistar patkanyokat hasznaltunk (n=44). Az allatokat
két csoportra osztottuk. Az egyik csoport tagjain elvégeztiik a cortico-ponto-cerebellaris
palya atmetszését végeztiik, mig a masik az aloperalt kontroll csoport volt. A miitét elsd
1épéseként az allat altatoszert kapott 1.p.(80 mg/kg ketamin+20mg/kg pentobarbital+0.01
mg/kg atropin+2 ml 0.9%-os NaCl oldat). Az alvasi id6 atlagosan 93.35 min. volt. Az
elalvds utan az allat fejét sztereotaxids padon rogzitettik majd a fiil mogott vezetett
metszéssel a bort megnyitottuk. A feliiletes izmok tompa preparaldsa utdn a musculus
temporalis alsé sz¢lénél szabadda tettiik a koponyat és azt fogaszati furéval megnyitottuk.
A lobus floccularis eltavolitasat kovetden lathatova valt a k6zépsé kisagykar, amelyet

elektrocoagulator segitségével roncsoltunk. A keletkezd vérzés csillapitasa diathermiaval



és Spongostan® szivaccsal tortént. A keletkezett defektust izomlebennyel zartuk, a bor
egyesitésé¢hez atraumatikus monofil varréoanyagot hasznaltunk. A miitétek kivitelezéshez
operaciés mikroszkopot hasznaltunk. Az daloperdlt kontroll csoporton ugyanezt a
beavatkozast végeztik az agy sértése nélkiil. A mutét utan két hetes megfigyelési és
gyogyuladsi periodust biztositottunk. A posztoperativ idészakot kovetdéen 2 allat
paraffinba bedgyazott agyabol coronalis siku metszeteket készitettiink, amelyeken

hematoxilin-eosin (HE) festést kovetden ellendriztiik a 1€zio helyét.

3.4 Western blot

A kisérleti allatokat (7 MCPL; 7 SOC) diethyl-aetherrel altattuk. Az allatok decapitalasa
utan az agyakat jégen eltavolitottuk, a cerebellumot levalasztottuk. A két haemispherium
¢s a a vermis szeparalasa utan a mintékat folyékony nitrogénben fagyasztottuk. Ezutan a
mintakat homogenizaltuk jég hideg puffer oldatban (0.1 mm foszfat-puffer (PBS), 5 mM
EDTA, proteaz inhibitorok (Complete Mini, F. Hoffmann-La Roche Ltd., Switzerland), 1
mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) és 1% Triton X-100. A fehérjék
Szeparalasara gélelektroforézist alkalmaztunk 12%-0s (w/v) polyacrylamide gélen. A
fehérjéket PVDF membranra vittiik fel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Blokkolas kovetkezett PBS oldatban mely (5% (w/v) zsirszegény tejport tartalmazott. Az
elsédleges antitestek, c-fos (sc-52) 1:1,000 higitasban és beta actin (sc-47778) 1:10,000-
es higitasban keriiltek a mintdkra. A mosas PBS-ben tortént, amely 1% (w/v)
koncentracioban zsirszegény tejport valamint 0,1 % Tween-20 detergenst tartalmazott. A
kot antitestek anti-mouse 1gG (sc-2031; in 1:10,000) vagy anti-rabbit 1gG (sc-2030; in
1:2,000) kovetkeztek, majd a reakcidt kemiluminescens reagenssel RTG filmen tettiik
lathatova. A film késobb scannelésre kertiilt €és ImageJ szofverrel (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA) statisztikai analizist végeztiink. Az antitesteket a Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), a tobbi vegyszert a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) cégektdl vasaroltuk. Az eredményeket egyutas variancia analizissel

(ANOVA) hasonlitottuk 6ssze Bonferroni post hoc teszt utan.



4. EREDMENYEK

4.1 Az éllatok viselkedésének megfigyelése

A 4-AP injekciot kovetd 15 percen beliil jellegzetes tiinet egyiittes volt megfigyelhetd,
ugy, mint fokozott exploratoros tevékenység majd a rdgdizmok és a végtagok
izomzatanak remegése, végil generalizalt tonusos-klonusos gorcsok (GTCS)
jelentkeztek. A gorcstevékenység hirtelen 1ép fel és egyértelmiien kezdddik, igy
lehetséges a latenciaidé pontos mérése (atlagosan 32,53 min). A kozépsé kisagykar
roncsoldson atesett allatok esetén a latencia atlagosan 41,5 min volt. Statisztikai analizist
nem végeztliink ebben a csoportban. Az almitott allatok nem mutattak semmilyen
neurologiai maradvanytiinetet a mitétet kovetden. Az MK-801 eldkezelésen atesett
allatoknal a latenciaid6 szignifikans novekedését tapasztaltuk. Az amantadine és a GYKI-
52466 nem valtoztatta meg szignifikdnsan a latenciaiddket, azonban az eldkezelésen
atesett allatok csoportjaiban csokkent a GTCS megjelenése. Az MK-801 esetében az
allatok 80%-a, az amantadine esetében 70%-a és a GYKI-52466 esetében 60%-a mutatott
generalizalt gorcsot. A tobbi allatnal csak remegést, a végtagok klonusat és fokozott
exploratoros tevékenységet tapasztaltunk. A kontroll csoportban az allatok 100%-a

produkalt goércsrohamot.

4.2 A c-fos immunreaktiv szemcsesejtek szamanak valtozéasa a kisagyi vermisben 4-

AP gorcsoket kdvetden

A 4-AP beadast kovetéen a c-fos immunreaktiv sejtmagok szama mar 1,5 h utdn
szignifikans kiilonbséget mutatott a kontrollhoz képest, majd folyamatos novekedés utan
3 oranal érte el a maximumat. A lobus anterior és posterior szemcsesejtjeinek c-fos
expresszioja 1,5 ora elteltével még hasonld mintdzatot mutatott, azonban 2 és 3 oranal

mar a lobus anterior neuronjainak aktivalodasa dinamikusabb a hatso lebenyhez képest. A



két lebeny aktivalodasi kiilonbségére az eltérd afferentacid elfogadhaté magyarazatot
adhat. Ebbdl kiindulva az azonos afferentacid6 magyarazhatja azt is, hogy az 1. és X.
lebenyke idegsejtjeinek nagyon hasonld az aktivalédasi mintazata, annak ellenére, hogy
eltér6 lebenyben helyezkednek el. Megfigyeltiik tovabba, hogy a lobus posterioron beliil

a VIIL és a IX. lebenyke szintén nagyon hasonl6 c-fos expresszios dinamikat mutat.

4.3 A c-fos immunreaktiv szemcsesejtek szdmanak valtozdsa a kisagyi vermisben

glutamat antagonistakkal tortént elokezelést kovetden

A c-fos immunrektiv sejtmagokat lobulusonként szamoltuk. A korabbi kisérleteinknek
megfeleléen a kontroll allatoknal (4-AP) a IR pozitiv sejtmagok szamanak novekedési
tendenciaja és ecloszlasa a korabbi megfigyeléseink szerint alakult. A vermis 0Osszes
lebenyében nagy szamt immunreaktiv sejt volt megfigyelhetd, amely 2 oraval a 4-AP
injekcid utan szignifikans volt. A GYKI-52466, MK-801 ¢és amantadine-nal eldkezelt
allatoknal szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a c-fos immunreaktiv sejtmagok
szdmaban a kontroll csoporthoz (csak 4-AP-val kezelt) képest. A csokkenés hasonlo

mértékil volt az eliilsd és a hatulsé lebenyben és a vermis 0sszes lebenykéjében.

4.4 C-fos immunreaktivitas és Western blot egyoldali kozépsd kisagykar atmetszés

utan

A kisagykar atmetszés hatasat 4-AP gorcsoknél a kisagyi szemcsesejtek c-fos
expresszidjanak valtozasan keresztiil kivantuk megvizsgalni. A miitéten atesett allatok 4-
AP injekcidt kaptak, ezutdn 2 oraval quantitativ immunhisztokémidt végeztiink. Az
aloperalt allatok esetében nem tapasztaltunk kiilonbséget a kontrollhoz képest (csak 4-
AP). Az operdlt oldali haemispherium szemcsesejtjeinek c-fos expresszidja
szignifikdnsan csokkent a nem operalt oldalhoz és az aloperalt haemispheriumhoz képest
egyarant. Az Osszehasonlitdst Western blot segitségével is elvégeztiink kisagyszovet
mintdkon. Az eredményeink szerint a c-fos fehérje szintje szignifikdnsan csokkent a
vermis teriiletén és mindkét haemispherium (operalt és nem operalt) teriiletén a
kontrollhoz (aloperalt) képest (p<0.001). Az operalt oldalon nagyobb mértékii csokkenés

volt megfigyelhetd, de a két oldal kozotti kiilonbség nem volt szignifikéns.



45 A kisagykéreg szovettani €s immunhisztokémiai vizsgalata kozépsd kisagykar

atmetszés utan

A mutét utan két héttel készitett GFAP festés intenziv Bergmann gliosist mutatott a
kisagyban, féleg az operalt oldalon. A hid teriiletén szintén gliosist talaltunk a basis
pontisnak megfeleléen. A synapsin I immunreaktivitas jelentds csokkenését tapasztaltuk a
stratum granulosum és a stratum moleculare teriiletén egyarant (foként a laesio
kdrnyezetében), ami arra utal, hogy a cortico-ponto-cerebellaris palya atmetszésének
kovetkeztében a moharost axon terminalisok degeneralodnak és a kisagyi glomerulusok

Osszeesnek.

5. MEGBESZELES

5.1 A c-fos expresszid valtozasainak vizsgalata alkalmas a neurondlis hyperaktivitas

kovetésére

A neuronalis proto-onkogének az idegsejtek miikodésének valtozasaiért felelések. A c-fos
proto-onkogén az indukalhat6 transzkripcios faktorok kozé tartozik. A c-fos gént szamos
extracellularis tényezd aktivalhat, beleértve azon neurotranszmittereket, amelyek serkentik
a Ca?* bearamlést a posztszinaptikus neuronba. A glutamat fokozza a Ca?* bearamlést és
intracellularis protein kinaz kaszkadok altal intenziv c-fos expressziot okoz. A c-fos
protein a sejtmagba keriil, ahol transzkripcios faktorként mas gének milkodését
szabalyozza és hatassal van a kozponti idegrendszer fejlddési, adaptacio és degeneracios
mechanizmusaira epilepszidban. A c-fos fehérje expresszidja erds szinaptikus aktivitas
eredménye, jol korreldl a glutamat felszabaduldssal és immunhisztokémiai modszerekkel

vizsgalhato, ezért alkalmas a neuronalis aktivitas vizsgélatara.

52 A kisagyi szemcsesejtek c-fos fehérje expressziés mintazata 4-AP akut

konvulzidkban

Kimutattuk, hogy a szemcsesejtek c-fos expresszidja a konvulzald allatokban mar 1.5 6éra

utan szignifikdns kiilonbséget mutatott a kontrollhoz képest, de a c-fos immunreaktiv



sejtmagok szama csak 3 oraval a 4-AP kezelés utdn érte el a maximalis értéket. A
granularis réteg c-fos tartalmu sejtjeinek tobbsége szemcsesejt. A szemcsesejtek c-fos
expresszidjanak lassi dinamikaja a gatld neuronok hatasaval magyarazhatod, vagyis a
sajatos aktivalodasi dinamika magyardzata a kisagykéreg belsé neuronkoreinek
sajatossagaiban rejlik. Az excitatorikus neuronok kozott nincsenek belsd reverberaciot
segitd szinaptikus kapcsolatok. Ehelyett a glomerularis szinapszisok vonatkozéasaban, a
Golgi-neuronok felél jovo GABAerg gatlassal kell szamolnunk. A Golgi-neuron axonja
preszinaptikus gatlas formajaban szabalyozza/gatolja a szemcsesejtek aktivalodasat; amely
gatlasi forma igen hatékony. Miutan a Golgi-neuront is a moharost aktivalja, itt egy gatld
visszacsatolas érvényesiil. Ennek alapjan kijelenthetjiik, hogy az akut konvulziok soran a

szemcsesejtek miikodését a moharostok a Golgi-neuronok révén szabalyozzak.

5.3 A glutamat receptor antagonistak szerepe a gorcsok tiineteire és a kisagykéreg c-

fos expresszidjara

cres

pontocerebellaris rendszer moharostokkal végzddik a granularis rétegben ¢és a
szemcsesejteket valamint a Golgi sejteket ingerlik. A moharostok féleg gltamattal
milkddnek, amely a szemcsesejtek AMPA ¢és NMDA receptorain hat. A glutamat
receptorok aktivalodasa jelentds Ca®" bearamlast okoz a posztszinaptikus membranon
keresztiil, amely szdmos transzkripcios faktor aktivalodasat okozza. Azt gondoljuk, hogy a
kisagykéreg c-fos expresszidjat ez a mechanizmus valtja ki a 4-AP konvulziok utan. A
kémiai NMDA- és AMPA receptor antagonistdkkal torténd eldkezelés szignifikansan
csokkentette a szemcsesejtek c-fos expresszigjat, amely szintén aldtdmasztja ezt a
feltételezett mechanizmust. Kovetkeztetéseink szerint ezen antagonistak csokkentik a
kisagykéreg aktivitasat a posztszinaptikus hatasukon keresztiil. A szemcsesejtek csokkent
aktivitasa a kémiai gatlas miatt csokkenti a kisagykéreg c-fos immunreaktivitasat. Irodalmi
adatok szerint az AMPA receptorok szdma igen magas a kisagykéregben, megtalalhatod
mind a szemcse-, mind a Golgi sejtek dendritjein. A GIuR1 altipus a Bergmann glidkon
talalhato. A glidlis AMPA receptorok fontos szerepet jatszanak a kisagykéreg glutamaterg
transzmissziojaban. A GYKI-52466 hatdsos antagonistdja a Bergmann glidk altal medialt

aszpartat felszabadulasnak. Mig az MK-801 egy nagy affinitist NMDA receptor



antagonista, az amantadine affinitdsa lényegesen alacsonyabb az NMDA receptorokhoz.
Ezen szereknek neuroprotektiv szerepe is lehet. Az NMDA receptorok szerepet jatszanak
kisagyi moharostok szinapszisainak gyors neurotranszmisszidjaban. Irodalmi adatok
szerint a preszinaptikus NMDA receptorok NR2D alegysége szabadlyozza a GABA
felszabadulast a kisagykéregben. Azon antagonistak amelyek ezeken az NMDA
receptorokon hatnak (pl.: ifendropil) gatlé hatasuak lehetnek a GABA felszabadulasra

tovabb bonyolitva a glutamat farmakoldgiai hatésait a kisagyban.

54 A moharostok szerepe a gorcsok a kisagykéreg szemcsesejteinek c-fos

expresszidjara 4-AP akut konvulzidkban

A kozépsé kisagykar roncsolasa utdn kapott eredmények azt bizonyitottdk, hogy az
afferensek roncsolasa szignifikans modon csokkenti a granularis réteg c-fos expresszidjat,
alatdmasztva azt az feltevést, hogy a szemcsesejtek c-fos expresszidjat a moharost
szinapszisokon érkezd (esetleg szinkronizalt) excitdcid okozza. A szemcsesejt aktivacid
idején ECoG segitségével a neocortex felett agykérgi nagy frekvencidji tiiskesorozatok
figyelhetok meg. Ugy gondoljuk, hogy az akut konvulziok soran a kisagykéregre is az
agykérgi neuronok hiperszinkron aktivacioja tevodik at, a tractus corticopontinus — nuclei
pontis — tractus pontocerebellaris révén, amely a kozépsé kisagykaron keresztiil ingerli a
kisagykéreg neuronjait. Az operalt allatok kisagyanak egészséges oldalan is szignifikdnsan
csokken a c-fos expresszio a kontrollhoz képest, amely arra utal, hogy a cortico-ponto-
cerebellaris palyan érkezd excitacid valamilyen aranyban keresztezddik a kisagyban is. Ezt
a mechanizmust latszik aldtdmasztani az a megfigyelésiink, miszerint a k6zéps6 kisagykar
roncsoldsa megnoveli a generalizalt tonusos-klénusos gorcsok latencidjat. Masrészt, a
kozeépso kisagykar roncsoldsa bizonyitotta, hogy az afferensek pusztuldsa kdvetkezményes
gliozist (ami kisagyi atrofidban is megfigyelhetd) okoz. A glidzis mellett jelentds
deafferentacio is bekdvetkezik, amit a synapsin I immunreaktivitas csokkenése bizonyitott.
A kisagykéreg atrofidja feltehetden egylitt jar a nuclei pontis atrendezédésével és retrograd
degeneraci6 révén, pusztulasaval. Ezek a degenerativ valtozdsok megszakitjak a neocortex
— cerebellaris cortex neuronkordket és feltehetden mélyrehaté modon befolydsoljak az
epileptogenezist. Els¢ megfigyelésiink, hogy a miitétet kovetden folyamatosan emelkedik a

kisagykéregben ¢és a hidban az astrocytdk szama. A Bergmann gliosis kronikus epilepszias



betegekben is megfigyelhetd, amely a k6zEépso kisagykar karosoddsanak a kovetkezménye
is lehet, vagy az excitotoxicus neuronpusztulds iitemét fokozza. Az astrocytdk segitik a
neuronok tapanyaghoz jutdsat, a lebomlédsi termékek eliminalasat, befolyasoljak a
neurotranszmissziot a neurotranszmitterek visszavétele €és lebontdsa altal. Pusztulasuk
fokozza az idegsejtek érzékenységét és fokozza az apoptosisra vald hajlamukat egyarant.
A hidban kialakuld gliosis magyardzata egy retrograd axon és neuronpusztulas lehet,
amelyet a miitét okozott. Mindez arra utal, hogy a mitét utdn az axon terminalisok
kollabalnak és a kisagyi glomerulusok immunreaktivitdsa csokken. A leszallo cortico-
cerebellaris rostok mellett cerebello-corticalis rostokat is leirtak, amelyek inhibitoros hatast
fejtenek ki a cortex cerebri aktivitasara. Ezen megfigyelések arra engednek koveteztetni,
hogy nem csupan a cortex tudja befolyasolni a kisagykéreg mitkddését és fokozni a
cerebellaris atrophia mértékét epilepszia sordn, hanem a kisagykéreg is befolydsolja a
kéreg miikodését és szerepe lehet az epilepszia pathomechanizmusdban, progresszidjaban

vagy a konvulziok szabalyozasaban.

6. KOVETKEZTETESEK

1. 4-AP altal eldidézett generalizalt akut konvulziok sordn a kisagykéreg
szemcsesejtjeinek c-fos expresszioja elhuzodo folyamat.

2. A vermis lebenykéi (I-X) hasonl6 aktivitasi mintazatot mutattak a konvulziok soran.

3. A kozépso kisagykar egyoldali miitéti atmetszése jelentés mértékben csokkentette a c-
fos immunreaktivitast, bizonyitva a moharostok altal kozvetitett glutamaterg
transzmisszio szerepét a cerebellaris konvulziokban.

4. Az NMDA- és AMPA receptorok akut konvulzidk soran betoltott fontos szerepét
bizonyitja a gorcs altal indukalt c-fos immunreaktivitds szignifikdns csokkenése a

kisagykéregben receptor antagonistakkal tortént el6kezelést kdvetden.
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