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1. BEVEZETES

1.1. Az epilepszia dltalanos jellemzése

Az epilepszia gorég eredetli szo, jelentése: természetfolotti er6k altal vald
megszallottsag. A kozépkorban e betegségben szenvedd egyéneknek természetfeletti, isteni
képességeket tulajdonitottak, ezért az epilepsziat morbus sacernek, szent betegségnek
tekintették. Korunk epilepsziardl alkotott definicioja a WHO szerint a kdvetkezd: spontdan
visszatéro rohamokkal jellemzett, kiilonbozo etiologidaval rendelkezé  kronikus — agyi
miikodészavar, melynek hatterében az agyi neuronok excessziv, hiperaktiv kisiilése all.

Az epilepszia a masodik leggyakoribb ideggydgyaszati betegség, prevalencidja az
Osszpopulacioban, életkorra valo tekintet nélkiil atlagosan 0.3-0.6 %. Mivel az esetek 50-70
%-aban a betegség 20 éves kor eldtt, ezen belill is fleg gyermekkorban kezdddik, igy
prevalenciaja gyermekkorban meghaladhatja az 1 %-ot is (Halasz P., Rajna P. 1990). Az
epilepsziat a kozponti idegrendszer oOroklott vagy szerzett karosoddsa miatt, az agy
funkcionalis zavara kovetkeztében fellépd motoros, szenzoros valamint vegetativ és pszichés
tiinetek jellemzik, de patomechanizmusa még szamos ponton kérdéses. Az epileptikus korkép
kialakuldsa multifaktoridlis, kivaltdo tényezdként leggyakrabban intrauterin eredetli agyi
1éziok, fejlodési rendellenességek, sziiletéskori agyi sériilések, postnatalis fejtrauma, egyes
betegségek (tumor, agyvelégyulladas, agyhartyagyulladas), mérgezések, oxigénhianyos
allapotok stb. emlithetok.

Etiologiai szempontbol a huméan epilepszidt harom csoportba soroljuk,
megkiilonboztetiink: (1) idiopatias, vagy primer epilepsziat, amikor az epilepszias
miikddészavar az elsddleges betegség, alapvetden genetikai hiba eredménye, morfologiai
elvaltozas az idegrendszerben nem mutathatdé ki, (2) kriptogén, vagy ismeretlen eredetii
epilepsziat, ami velesziiletett vagy szerzett agyi karosodas (sokszor csak sejt- vagy szovetszitii
1éz16, fejlodési rendellenesség, ciszta, alacsony malignitasi daganat stb.) oka, de az ok
gyakran nem mutathat6 ki €s altalaban az epilepszias rohamok képezik az egyetlen tiinetet, és
(3) szimptomas, vagy szekunder epilepsziat, ami valamilyen elsddleges agyi karosodast kisérd
komplex milkddészavar résztiinete, az alapbetegség tlinetei mellett spontan visszatérd

jelleggel jelentkezik.
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Az epilepszias rosszullétek megnyilvanuldsukat tekintve nagyon sokfélék. A betegség

tiinetegylittesét a rohamforma, az agyi elektromos jellegzetességek (EEG) és egyéb klinikai
adatok (genetikus meghatarozottsag, ¢letkori sajatsagok, pszichopatoldgiai tiinetek,
kimenetel, terapias befolyasolhatosag, stb.), vagyis az elektroklinikai szindroma hatarozza
meg. A jelenleg érvényben 1év6 nemzetkdzi osztalyozas szerint az epilepszias rohamokat
megnyilvanulasuk alapjan két nagy csoportba soroljuk, megkiilonboztetiink: (1) parcidlis
(lokalis, fokalis) epilepsziat, amikor a klinikai és EEG tiinetek az agy koriilirt teriiletének
koros aktivacidjara utalnak, és (2) gemeralizalt epilepsziat, amikor a koros hiperaktivitas
mindkét hemiszfériumon kiterjedten jelentkezik. Az epilepszia legismertebb, legdramaibb
formdja a generalizalt epilepszidk csoportjaba tartozo, eszméletvesztéssel jard tonusos-
klonusos (grand mal) epilepszia, melynek kezdetén a beteg elvagddik, végtagjai tonusosan
kifesziilnek, majd klénusos szakaszok kovetkeznek a torzs és a végtagok izmainak rangat6zo
mozgasaval. A roham lefolyasa soran gyakran vegetativ reakciok (fokozott nyalelvalasztas,
szajhabzas, vizeletiirités stb.) jelentkeznek, s a végén tonustalan allapot all be, gyakran tobb
oOrés alvas vagy koma kovetkezik.

helyének pontos meghatarozasara korszerii képalkotd eljarasok (MRI, CT, PET) allnak
rendelkezésre, mégis az epilepszids tiinetcsoport és mikodészavar kezelése, gyogyitasa a
legkorszerlibb orvostudomdny szamdra, ma is valtozatlanul nagy kihivést jelent. A betegek
szama nem csOkken, hanem novekszik, statisztikai becslések szerint hazai viszonylatban
évente mintegy 1.000 0 beteggel szamolhatunk. Az epilepszias betegek gyogyitasaban a
legfébb eszkoz az antiepileptikumokkal torténé monoterapias, vagy kombinalt gyogyszeres
kezelés - amely hatasa a cellularis-ionalis mechanizmusok befolyasolasan alapul, és a betegek
70-80%-4anal hoz javulést, vagy eredményez teljes tlinetmentességet. A tiinetmentes, un.
interiktalis idészakban a betegnél nem észlelhetdk klinikai tiinetek, rosszullétek, de a koros
aktivitas az EEG-n igy is gyakran kimutathat6. Az antiepileptikumok egy része pl. a
fesziiltség-fliggd Na'-csatornat blokkolja (carbamazepin, phenytoin, valproat), masik
csoportjuk a GABA receptor-ioncsatorna komplexen megvalosuldo gatlast fokozza
(benzodiazepinek, fenobarbiturat), illetve a GABA lebontasaért felelds transzferaz enzim
irreverzibilis gatlasaval emeli a GABA szintet (vigabatrin). A lamotrigin a preszinaptikus
glutamatfelszabadulast gatolja. A betegek 20-30%-a azonban gyogyszeres kezelésre nem
reagal, allapotuk nem javul. Ezeknék a betegeknél a miitéti kezelés, vagyis az epilepszias goc
miitéti eltavolitasa jon szoba abban az esetben, ha az epilepszias fokuszt sikertilt az agyban

pontosan lokalizalni. A fejlddé medicina ellenére az epilepszia eredményes gydgyitasa még
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ma sem teljesen megoldott, amely tovabbra is hangstlyossa teszi az epileptologiai kutatasok

jelentOségét.

Altalanosan elfogadott, hogy az epilepszia az agykérgi ingeriilet és gatlas fiziologiai
egyensulya megbomlasanak kovetkezménye (Dichter 1989; Dichter, Ayala 1987; Barnes
1986). Az idegrendszerben korosan fokozott ingerlékenységi allapot alakul ki
(epileptogenezis), melynek kovetkeztében a betegeknél valtozo gyakorisaggal ,,spontan”
klinikailag rohamszerti tiinektek jelentkeznek (iktogenezis). Az epilepszias miikodészavar
elektrofiziologiai megnyilvanuldsai az abnormalis méretii és jellegzetes iddbeli lefutasu
parcialisan, vagy generalizaltan jelentkez6 gorcspotencialok sorozata (Delgado-Escueta et al.
1986). Az epileptikus aktivitds legjellemzObb sajatsdgai a szinkronizacié és a ritmicitas
(Traub, Wong 1983; Chamberlin et al. 1990). A szinkronizaci6 nagyszamu kérgi neuron
egylittes kistilése, amely abnormadlisan nagy amplitid6ju kérgi elektromos jelenségeket
eredményez (Changnac-Amitai, Connors 1989). A ritmicitas pedig Onnfentarté ingeriileti
korok kialakulasa révén jon l1étre (Matsumoto, Ajmone-Marsan 1964).

Az idegrendszer valamely teriiletén kialakuld epilepszias fokusz egy olyan koros
miikodésti neuronhalézat, amely funkciojaban kiilonb6zé mértékben karosodott idegsejtek
halmazabol all. Ezek a patologidssa valt neuronok tdbbnyire belsd (intrinsic) borsztold
képességgel rendelkeznek, és az dket ingerld szinaptikus bemenet kismértékli novekedésére
rendkiviil hatékony, felerdsitett ingerlé kimenettel valaszolnak. Emellett ezek a gyengébb
gatlo kontroll alat allo sejtek mas borsztold, illetve szabalyosan tiizeld sejttel kialakitott
kiterjedt szinaptikus kapcsolatai révén hozzajarulnak a koros izgalmi folyamat indukalasahoz
¢és fenntartasahoz. A rohamok akkor jelentkeznek, amikor a koros aktivitas hirtelen nagy
szamu idegsejtre kiterjed, a kornyezd gatlas elégtelenné valik és a koros ingeriileti folyamat
az idegrendszer nagyobb teriiletét érinti. Az intra- és interhemiszférikus Osszekottetéseken
keresztiil, intrakortikalis és kéreg alatti struktirakat is magaba foglaldo 6nnfenntart6 ingeriileti
korok (reverberdcios korok) alakulnak ki, amelyekben a paroxysmalis tevékenység
feler6sodik és ismétlodik. Az epileptogén fokusz mentén kialakuld gatld gytird (surrounding
inhibition) miatt a sejtek koros tiizelése sok esetben a fokusz teriiletén lokalizalt marad,
viszont gyakori az az eset is, amikor a koros sejtek altal indukalt és fenntartott hiperaktivitas
nem marad lokalis, hanem generalizalodik €s az agykéreg kiterjedt teriiletén észlelhetd.

Az epilepszias folyamatok az idegi ingerlés és gatlds érzékeny fizioldgiai egyensulya
megbomlasanak, az izgalmi folyamatok féktelenedésének €s az idegi gatlas atrendezddésének
kovetkezményei. Igazolt, hogy a rohamok kialakulasaban szerepe van a serkentd, excitatoros

folyamatok extrém mértékii fokozddasdnak és/vagy a gatld tevékenység csokkenésének
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(Barnes 1986; Dichter 1989). A gatlas hatékonysaga pl. a gatlo interneuronok szelektiv

pusztuldsa miatt csokkenhet, de az a feltevés, miszerint az epilepszia egyértelmii oka a kérgi
gatlas megsziinése, ma mar nem helytallo. Az epileptikus jelenségek kialakuldsa soran jelen
van a gatld miikodés is, egyes formai erdsddnek, mdasok gyengiilnek. Az epilepszids
folyamatokban agykérgi gatlasnak nemcsak védo szerepe lehet, hanem éppen a miikodészavar
modon segitheti a hiperszinkronizaciot. Ugyanis, a kollateralisok altal egyidejiileg gatolt
allapotban 1év6 neuronok egy soron kovetkezd ingeriilet hatasara egyszerre szabadulnak fel a
gatld kontrol alol, ami a nagyszamu neuron egyidejii izgalmi allapotdhoz, vagyis
hiperszinkronizaciéhoz vezet (Engel 1987). Az idegsejtek hiperszinkron tevékenységét egyéb
szinaptikus és nem szinaptikus eredetii mechanizmusok is eldsegithetik, pl. az afferens rostok
antidrom aktivacidja, rekurrens szinaptikus ingeriilet, az extracellularis tér ion Osszetételének
megvaltozasa, a kérgi neuronok kozti elektromos csatolas, diffuzan felszabadulo
neuromodulatorok (Schwartzkroin 1980; Jefferys 1994; Lee, Hablitz 1991; Szente, Boda
1994).

Az epilepszids jelenség tobbféle mitkddési szinten, sokféle modon johet létre, igy
sokféleképpen modellezhetd (Loscher, Schmidt 1988). A kisérletesen eldidézett kiilonbozo
epilepszia modellek a human epilepszia klinikai formait mas-mas oldalrol kozelitik meg. A
kifejlesztett epilepszia modellekben kémiai anyagokkal (penicillin, bicucullin, picrotoxin,
kainsav, kobalt, aluminium, aminopyridin stb.), fizikai behatasokkal (elektromos ingerlés,
hiités, fény-, hang-ingerlés stb.), morfolofiai beavatkozasokkal indukalnak gorcsjelenséget, de
lézeznek genetikai epikepszia modellek is (Fischer 1989; Loscher, Schmidt 1988). Az
experimetalis epilepszia modelleken végzett vizsgalatok nemcsak a koros agyi folyamatok
mélyebb megismeréséhez, gydgyitdsahoz jarulnak hozzd, hanem a normalis idegi miikddés,
koztiik a tanulas, emlékezés elemi folyamatainak feltarasat is segithetik (Cain 1989; Goddard
1976).

Osszefoglalva elmondhato, hogy az epilepszids miikddészavar a neuronok, és beldliik
felépiild kiterjedt neuronhalozatok korosan megvaltozott miikodésének produktuma, melynek
1étrejottében tobb, egymastol eltérd, kiilonbozé szinten érvényesiild (haldzati, szinaptikus,
cellularis) folyamat vesz részt. Mivel a koérosan fokozott ingerlékenységi allapot kialakulasa
képezi az epielpszids tevékenység alapjat, ezért valdsziniisithetd, hogy az idegrendszer
legfébb serkentd neurotranszmittere a glutaminsav és az arra érzékeny glutamat receptorok

kulcsfontossagu szerepet toltenek be az epileptogenezis folyamatdban.



1.2. A glutaminsav neurotranszmisszios rendszer

A glutaminsav (Glu, ill. glutamat) és az aszparaginsav (Asp, ill. aszpartat) az
¢lovilagban kiterjedten eléforduld aminosavak. Részt vesznek a fehérjék, peptidek
felépitéséban, szamos anyagcsere-folyamat koztitermékei és meghatarozo szerepet toltenek be
az €16 szervezetek kozponti idegrendszerében az izgalmi ingeriiletatviteli folyamatokban. Az
emldsok kozponti idegrendszerében talalhatd szinapszisok mintetgy 50%-aban a glutamat a f6
serkentd neurotranszmitter. A glutamattal egyiitt el6fordulo €s vele metabolikus kapcsolatban
1év6 aszparaginsav, valamint az agyban kisebb mennyiségben megtalalhat6 mas aminosavak
(ciszteinsav, kinolinsav) neurotranszmitter-, ill. neuromodulator szerepe még kevésbe
tisztazott.

Glutamaterg szinapszisok kiilondsen nagy silirliségben fordulnak el a cortexben, a
corticospinalis palyaban, az agytorzsi €s gerincveldi mototneuronokon, a hippocampusban ¢és
a cerebellumban. A centralis glutamaterg palyak kozé sorolandd a fajdalom percepcidjaban
szerepet jatszo thalamocorticélis rostok, a két corticalis félteke kozti kapcsolatot fenntartd
comissurdlis rostok ¢és a kognitiv funkcidk szempontjabol meghatarozd jelentdségii
hippocampalis palyarendszer. Tovabba, agykérgi piramissejtekb6l kiinduld glutamaterg
rostok végzddnek az agy szamos teriiletén, igy az amygdalaban, a nucleus accumbensben, a
striatumban, a thalamikus magvakban és a substantia nigraban is.

A glutamaterg palyarendszerek és szinapszisok kiterjedsége alapjan elmondhatd, hogy
a glutamat neurotranszmitter és a glutamat receptor rendszer elsddleges jelentdségli mind
¢lettani, mind korélettani szempontbol (Vizi 1997).

A glutamat és a glutamin alkotja az agy teljes aminosavkészletének mintegy 80%-at.
A glutamat (i) egyrészt részt vesz a sejtek energiatermeld folyamataiban mint koztitermeék,
illetve az agyban képz6d6 tobblet ammona megkdtésében a glutamat-glutamin reakcid révén,
(11) masrészt, mint transzmitter, vezikulakba csomagolva tarolodik. Ez a transzmitter raktar a
teljes agyi raktar kozel 10 %-a (Leigh, Meldrum 1996). A transzmitter glutamat dontéen két
anyagcsereut soran szintetizalodik. 1. A vérarambdl felvett gliikoz lebomlésa folyaméan —
priuvat, citrat, alfa-keto-glutarat intermediereken keresztiil és 2. a nitrogén intermedier
anyagcsere egyik termékébdl, a glutaminbol. A glutamint foleg az asztroglia sejtek allitjak eld
glutamatbol a glutamin-szintetaz enzim katalizalta reakcioban, és ezt kovetden bocsatjak az
extracellularis térbe. Az extracellularis glutamint a neuronok veszik fel, majd a glutaminaz
enzim segitségével egy 1épésben glutamattd dezaminaljak és vezikuldkba csomagoljak.

A glutamat koncentracidja az agy extracellularis terében 2-5 uM, a glutamaterg

neuronok plazmajaban 20-50 mM, mig a szinaptikus terminalisok granuldiban eléri a 200-500
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mM koncentraciot. A transzmisszio soran felszabadult glutamat a posztszinaptikus sejt

membranjaban elhelyezkedd receptorokon keresztiil kifejti élettani hatasat, majd a szinaptikus
résb6l egy Na'-dependens, nagy affinitasu felvevO-szallito rendszer, transzporterek
segitségével keriil visszavételre az astrocytakba, kisebb részben a neuronokba (Takahashi et
al. 1997). A glutamat transzporterek olyan membranfehérjék, melyek atérik a membran kettds
foszfolipidrétegét, miikodésiikkel hozzajarulnak a glutamaterg transzmisszié terminalasahoz,
illetve ahhoz, hogy a glutamat koncentracidja a szinaptikus résben ne emelkedjen a toxikus
szint folé. A transzporterek altal felvett glutamatot az astrocytakban - a mar ismertetett modon
- egy ATP-igényes glutamin-szintetdz glutaminna alakitja, amely felszabadulva ¢és a
neuronokba visszajutva glutamindz enzim segitségével ismét glutamatta alakul, majd pedig
vezikulakban raktarozodik (Sas et al. 1998).

Mara mar 6t human (neuronalis és glialis) glutamattranszportert (EAAT1-5) sikeriilt
azonositani. Az egyes transzporterek kinetikai tulajdonséagai és eloszlasuk az agyban eltérést
mutat. A transzporterek altalanos miikodésére jellemzd, hogy a glutamat felvétele kettd, vagy
harom Na*-ion, egy H*-ion kotranszportjaval és egy K*-ion ellentranszportjaval valdsul meg
(Seal és Amara, 1999). Egyes glutamat transzporterek (EAAT4, EAATS) nemcsak
transzporterként  funkcionalnak, hanem a glutamat kotodést kovetéen olyan
konformaciovaltozdson mennek keresztiil, hogy permeabilissé valnak anionok szamadra is,
elsdsorban Cl” ionok szdmara, tehat, mint glutamat-vezérelt Cl'-csatornak is miikodhetnek
(Sas et al. 1998; Seal, Amara, 1999). Valoszinisitik, hogy az ilymodon indukalodé klorid
permebilitds, amely a preszinaptikus terminal membranpotencidljdnak negativ tartomanyban
tartasaval csOkkentheti az excessziv glutamat felszabaduldst, mérsékelheti a neuronalis
excitabilitast. A jovében ennek a klorid-konduktancianak farmakologiai novelése az excessziv
glutamatfelszabadulas okozta neurodegenerativ folyamatok kezelésében (pl. epilepszia)

igéretesnek bizonyulhat.

Az a receptropopulacio, amelyben a glutamat a posztszinaptikus valaszokat 1étrehozza,
korantsem egységes. Elektrofizioldgiai valaszok analizise, radioaktiv ligand receptor kotési
kisérletek, specifikus agonistdk és antagonistak felismerése, valamint farmakologiai
vizsgélatok alapjan a glutamat receptorokon beliill is szdmos receptor osztalyt és altipust
sikerlilt azonositani. A glutamat receptor altipusokat biokémiai, farmakoldgiai és molekularis
szempontok figyelembevételével két 6 csoportba sorolhatjuk, megkiilonboztetjiik az ionotrop
glutamat receptorokat (iGIUR) és a metabotrop glutamat receptorokat (MGIUR) (Anwyl 1999;
Dichte, Wilcox 1997; Mody 1998; Sas et al. 1998). Az iGluR-ok és mGluR-0k csoportositasat

az I. és II. tdblazat foglalja 0ssze. Az ionotrop receptorok rendelkeznek egy membranba épiilt
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ioncsatornaval, a metabotrop receptorok pedig, G-fehérjén keresztiil, a sejten beliili

masodlagos hirvivo rendszer aktivalasan keresztiil fejtik ki hatasukat (1. abra).

Mai tuddsunk szerint a glutamat receptorok fizioldgias koriilmények kozott szerepet
jatszanak az idegrendszer fejlddésében, szinaptogenezisben, a neurondlis migracidban, a
neurotrofizmusokban, a mozgasban, érzékelésben, tovabba részt vesznek a szinaptikus
plaszticitasban - melynek alapja a hosszantarto aktivalt allapot (long term potantiation, LTP)
és a hosszan tartd gatlas (long term depression, LTD) - kovetkezésképpen a tanulas,
emlékezés fiziologiai mechanizmusaiban. Koéros korilmények kozott, pedig a glutamat
receptorok megvaltozott miikodése patofiziologiai alapot képez az excitotoxikus
neurodegeneracid ¢s abnormalis hiperexcitabilitds kialakulasahoz, igy pl. epilepszias
miikddészavar koriilményeinek megteremtéséhez.

Felmeriil a kérdés, hogy a glutamaterg rendszer, vagyis az ionotrop (iGIluR) és
metabotrop glutamat (mGluR) receptorok funkcidja miként valtozik az epilepszias jelenségek
alatt, és a megvaltozott receptor funkcié hogyan jarul hozza az abnormalis ingeriileti
tevékenység kialakuldsdhoz, fenntartdsdhoz, szinaptikus ¢és haldzat-szintli terjedéséhez.
Kutatasi munkéank soran ezért a glutamaterg neurotranszmisszi6 epileptogenezisben betoltott
szerepét probaltuk tobb aspektusbol, kiillonbozé kisérleti metodika felhasznalasaval koriiljarni

és jellemezni.

1.2.1. lonotrop glutamat receptorok felépitése és miikodése

Az ionotrop receptorokon belil kiilonb6zé agonistdk szelektivitasa alapjan
elkiilonitjiik az N-methyl-D-aspartat (NMDA), és a nem-NMDA receptorokat: igy az alfa-
amino-3-hidroxi-5,7-metiloxazol-4-propionsav (AMPA) és a kainat (KA) receptorokat (I.
Tabl.). Az ionotrép glutamat receptorok felépitésére altalanosan jellemzd, hogy a receptor
alegységek  négy  tramszmembran  (MI-IV)  alfa-hélix  szerkezetet  kialakitd
aminosavszekvenciabol allnak, extracellularis helyzetli N-termindlissal és intracellularis
helyzetli C-terminalissal rendelkeznek. A négy transzmembran szakaszon két doménre
kiterjed6 glutamat kotdhely, modulacids helyek, cAMP-fiiggd foszforilacios helyek
talalhatok. A négy helikalis szakaszt magaba foglalo alegységekbdl pentamer szerkezetii
receptor szervezddik, melyben az ionok szdméra atjarhatd hidrofil ioncsatorna az 6t alegység
altal kozrezart térben alakul ki. Az ioncsatorna poérusat az Mll-es transzmemran szakaszok
hataroljak. Az igy felépiilé rendszert recetor-ionofor komplexnek is nevezhetjik (1. abra). A
pentamer szervezddésli recetor-ionofor komplex alegység Osszetétele lehet homomer vagy

heteromer, vagyis azonos vagy kiilonboz6 alegységek kombinacidja. Az eltérd alegység-
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Osszetételli ioncsatorndk elektrofiziologiai és kinetikai tulajdonsagai kiilonbozhetnek. A

transzkripcid soran bekdvetkezd genetikai spicing az egyes alegységek splice-variansait,
szerkezeti valtozatait eredményezeik, melyekben tapasztalhato modosult aminosavsorrend a

receptro-ionofér komplex eltérd kinetikai és deszenzitizacios tulajdonsagait eredményezik.

|. tablazat: Az ionotrop glutamat receptorok csoportositisa

nem-NMDA
Receptor NMDA AMPA Kainat
Szelektiv agonista NMDA AMPA Kainat
Szelektiv antagonista D-APV (D-AP5) CNQX CNQX
CPP DNQX DNQX
GYKI152466
Csatorna blokkold MK801 - -

lon-permeabilitas Na/K/Ca Na/K/(Ca) Na/K
Gén NR1 GluR1 GIuR5
NR2A GluR2 GIuR6
NR2B GIuR3 GluR7

NR2C GluR4 KAl

NR2D KA2

NMDA receptorok jellemzése

Az NMDA receptor ioncsatorna kation permeabilis (Na*, Ca?*, K*), egy lassubb (5-6
ms), kb. 50pS konduktancidval jellemezhetd fesziiltség-fliggd, serkentd posztszinaptikus
potencialt kdzvetit. Az ioncsatornat Mg?* ionok fesziiltség-fiiggéen blokkoljak, vagyis negativ
membranpotencidl értékeknél a Mg?" ionok jelenléte az ioncsatorna nyitasok és zirasok
gyorsan valtakozd sorozatat idézik el6 (un. flickeing-blokk), ami az ionkonduktanciat
megakadélyozza. Fiziolégias koriilmények kozott a Mg?* ionok koncentracidja az
extracellularis térben kb. 1 mM, ami elegendd ahhoz, hogy az ioncsatorndt nyugalmi
membranpotencial értéknél blokkolja. Ennek kovetkezményeként a receptort a glutamat csak
akkor aktivalja, ha a membran valamilyen hatas révén depolarizalodik olyan mértékben, ami
képes a Mg**-blokkot megsziintetni. A receptoron rendelkezik glicin és Zn?" modul4cios
hellel is - melyeken keresztiil a kation konduktancia facilitalodik, illetve gatlodik - valamint
PCP (fencilkidin), MK-801 (dizocilpin), D-AP5 (2-amino-5-foszfonopentanoinsav) és APV
(2-amino-5-foszfonovaleriansav) szelektiv antagonistak kiilonbozo kotdhelyeivel is (1A
abra). 1uM glicin fokozott mitkddési allapotba viszi az ioncsatornat, ezaltal potencirozza az
NMDA kivéltotta valaszt. Ez a potenciroz6 hatds nem az ionkonduktancia vagy az

ioncsatorna nyitvatartasi idejének ndvekedésével valosul meg, hanem a glicin a csatornanyitas
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1. abra. A: lonotrop glutamat receptorok szerkezete. B: Metabotrop glutamat receptorok szerkezet.

valdszinliségét fokozza. In vivo korilmények kozott a cerebrospinalis folyadék kb. 1uM
glicint és 1uM glutamatot tartalmaz, amibdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az NMDA receptor
nyugalmi viszonyok kozott is, minden serkentd szinaptikus hatastol fliggetleniil allandoéan
aktivalt allapontban van, de a Mg?" jelenléte blokkolja az ioncsatornat, amely csak erds
depolarizacios hatasra sziinik meg. Az NMDA receptor-ioncsatorna ionaramanak fordulasi
potencialja kozel van 0 mV-hoz, de az extracellularis Na* koncentacio csokkentésével a
negativ iranyba tolodik el, ami azt mutatja, hogy az ioncsatorna Na* és K* szamara egyarant
atjarhato. Az extracellularis Ca?* koncentracié-véltozasa is érzékenyen befolyasolja a
fordulasi potencial értékét, ami a Na* mellett a Ca?*-mal szembeni atjarhatosagra utal. Ca®*-
szenzitiv festékek alkalmazasaval (arsenazo III) kozvetleniil is vizualizalni lehet a sejten

beliili Ca?*-szint emelkedését NMDA receptor aktivaciot kovetden.
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AMPA receptorok jellemzése

Az AMPA receptor-ioncsatorna rendszer gyors, kb. 8 pS konduktanciaju, fesziiltség-
fiiggetlen, serkentd posztszinaptikus potencidlokért felelds. Kordbban quiskalat receptornak
gondoltak, de utobb kideriilt, a quiskalat nem szelektiv ligand, nagy affinitdssal kotddik mas
aminosav-receptorokhoz, igy kainat- vagy metabotrop receptorokhoz is. Az AMPA receptor
mikodését egy kb. 130 kDa moltdmegili, a membranban asszocidltan elhelyezkedd
modulaciés protein szabalyozza. A GIUR1-GIuRS alegységek kiilonboz6 kombinaciojabol
szervez6d6 pentamer AMPA receptor-ionofor komplex Na* és K ionok szamara permeabilis,
receptor aktivaciot kovetden egy bemend Na*-dram és egy elleniranyt K*-aram indukalodik
(1.A abra). A legtobb AMPA receptor tartalmaz GluR2 alegységet, ezért ezek a receptorok
Ca2" ionok szamara csaknem impermedbilisak, ugyanakkor azok a receptorok, melyekbdl
hianyzik ez az alegység, Ca?* ionok szdmara atjarhatok. A receptor-ioncsatorna komplexben
tehat a GIuR2-es alegység hidnya a Ca®" permeabilitds kritériuma. A porusképzé Mll-es
jelenléte determinalja az ionpermeabilitast. A GluR2-es klon esetében az MII-es szakasz ezen
pontjan arginin, mig a GluR1,3,4 variansoknal glutamin talalhato.

Az AMPA receptor alegységek transzkripcidja soran eltéré deszenzitizacios
tulajdonsaggal rendelkez6é valtozatok, an. flip/flop valtozatok késziilnek. A két valtozat az
MIV transzmemran szakaszt megel6z6, glutamat kotOhelyet részben atfedd extracellularis
szakaszban mutat némi eltérést. A flip/flop varians elektrofiziologiai valaszait agonista adasat
kovetden kisérletetsen tanulméanyoztadk és megallapitottdk, hogy glutamét hatasara a flip
valtozatndl a gyors deszenzitizaciot kovetden egy elnyujtott, kifejezett nem-deszenzitizalodo
aramkomponens tapasztalhato, mig flop varian esetében az utobbi komponens szinte teljesen
hianyzik (McDonald, Johnston 1990; Seeburg 1993).

Az AMPA receptorok miikodését a kinurénsav analogjai a CNQX (6-ciano-7-
nitrokvinoxalin-2,3-dion) és DNQX antagonizaljak. Mivel ez a két vegyiilet szelektivitast és
nagy affinitdsu kotddést mutat az AMPA kotdhelyhez, blokkojdk az AMPA és quskalat altal
indukalt serkentd valaszokat. Az utdbbi €vek farmakoldgiai kutatasdnak eredményeképpen
valt ismertté a 2,3-benzodiazepin csalad néhany tagja (GYKI 52466, GYKI 53773, GYKI
52895), melyek koziil a GYKI 52466-1r6l kideriilt, hogy hatékonyan - nem kompetitiv moédon
- blokkolja a nem-NMDA receptorok kozvetitette ingeriileti folyamatokat (Vizi, Tarnawa
1996).

Receptor autoradiografias vizsgalatokkal [PHJAMPA és [*H]glutamat segitségével
megallapithaté volt, hogy az NMDA ¢és AMPA receptorok lokalizacids pontjai az



11
idegrendszerben tobbé-kevésbé egybe esnek. Elsddlegesen a telencefalon teriiletén talalunk

nagy denzitdsu helyeket, de nagy szamban kimutathatok a hippocampusban, a cortexben,
striatumban, a kisagy molekularis rétegében is. A preszinaptikus neuronbol, az érkezd
ingeriilet hatdsara felszabadulé glutamat molekuldk a posztszinaptikus neuron AMPA
receptoraihoz kapcsolodnak. A receptor-ioncsatornan keresztiil folyd aram (tobbnyire Na'-
aram) hatasara a membran kismértékben depolarizalodik, excitatorikus posztszinaptikus
potencial (EPSP) jon létre. Ez a kismértékii depolarizacio rendszerint még nem elégséges az
NMDA receptor Mg?*-blokkjanak kioldasdhoz. A preszinaptikusan érkezd nagy frekvencidju
akcids potencialsorozat hatasara azonban az AMPA receptorokok altal kozvetitett EPSP-k
szummacioja olyan mértékii depolarizaciot idézhet eld, amelynek kovetkeztében a Mg?*-
ionok levalnak az NMDA receptorokrol, és Na*, Ca?* 1ép a sejtbe. A névekvd intracellularis
Ca2*-szint tovabb fokozza a membran depolariziciojat és elérheti az extrasztinaptikus
membran akcids potencial ingerkiiszobét (McDonald, Johnston 1990; Revest, Longstaff
1998).

1.2.2. Metabotrop glutamat receptorok felépitése és miikodése

A metabotrop glutamat receptorok a G-fehérje kapcsolt transzmitter receptor csalad
tagjai, monomer szervezddésli, membranba ¢épiild glikoproteidek, jol koriilhatarolt
kotohelyekkel (1.B abra). A mGluR fehérjemolekulaban a hidrofobitasi analizise alapjan hét,
tobbnyire hidrofob aminosavakbol all6 transzmembran alfa-hélix szekezet (MI-VII)
kiilonithetd el (Nakanishi, 1994). A mGluR szerkezetét minden receptorfehérje altipusnal, egy
hosszt extracellularis helyzetli N-terminalis jellemzi, hosszii C-terminalisa Vviszont
intracellularisan taldlhatd. A mGluR esetén tobbnyire pertussis toxin érékeny G-fehérje
kozvetiti a receptoraktivaciot a masodlagos hirvivd rendszer felé. A molekuléris biologia
fejlodésének  kovetkeztében a  mGluR-okat az  Altaluk  aktivalt intracelluléris
szignaltranszdukcids mechanizmusuk, aminosav szekvencidjuk és agonista szelektivitdsuk
alapjan harom alosztalyba (I mGIuR, Il mGIuR, 1l1 mGIuR) sorolhatjuk, ezen beliil pedig, a
receptor altipusokat kodolo gének azonositasa alapjan, legalabb nyolc eltérd receptor varianst
tudunk elkiiloniteni (Dichte, Wilcox 1997; Nakanishi 1994; Sas et al. 1998, Conn, Pin 1997).

A mGIuR-ok csoportositasat a I1. tablazat tartalmazza.
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1. tablazat: Metabotrop glutamat receptorok csoportositisa

Metabotrop glutamat receptorok (mGluR)
| mGIuR Il mGIuR I mGIuR
gén MGIUR1ap.c.d mGIuR2 MGIuUR4 ap
MGIUR5 ,p mGIuR3 MGIuR6
MGIUR7 .
mGIuR8
agoniosta kviszkalat glutamat glutamat
glutamat L-CCG-I 1S,3R-ACPD
1S,3R-ACPD DCG-IV L-CCG-I
3,5DHPG 1S,3R-ACPD L-AP4
ibotenat
L-CCG-I
3-HPG
antagonista MCPG MCCG-I MPPG
AIDA MSPG MAP4
(S)-4CPG ADPD M3CPA

Az | alosztaly tagjai (NMGIuR1apcd és mGluR54p) G-proteinen keresztiil foszfolipaz C-
t aktivalnak. A II alosztalyba tartoz6 (mGluR2 ¢és mGluR3) alegységek az adenilat-ciklazt, S
igy a cAMP-képzodését gatoljak, és a III alosztaly tagjai is (MGIUR44a,, MGIURG, MGIUR74p,
MGIUR8) szintén az adenilat-ciklaz, illetve a cAMP-képzodés gatlasan keresztiil fejtik ki
hatasukat (Anwyl 1999).

Mar a 80-as évek kozepén kimutattak, hogy az excessziv mennyiségii glutamat
nemcsak gyors, iondramléssal kozvetleniil 6sszefliggd valtozasokat képes indukalni, hanem
joval lassubb, kozvetlen iondramlastol fiiggetlen, intracellularis metabolikus valtozasokat is,
vagyis egy sor szigndltranszdukcios rendszert képes aktivalni, melyek végsd hatasa lehet
excitatoros, vagy inhibitoros (Sladeczek et al. 1985). Az egyes alosztalyokba tartozé6 mGluR-
ok hatasmechanizmusa még szamos ponton nem tisztdzott, viszont az idevonatkozo
szakirodalom nagy terjedelme alapjan feltételezhetd, hogy ezek a receptrok az idegsejteken
pre- vagy posztszinaptikusan elhelyezkedve, az intracelluldris szignaltranszdukcios
mechanizmusok kdozbeiktatdsaval, valamint szdmos ioncsatorna és receptor miitkodésének
befolyasolasaval nagyon sokrétli elektrofiziologiai hatast kozvetitenek, ezért tobbféle szinten
¢s sokféle médon modulalhatjak az idegsejtek és a neuronhéalozatok mitkodését.

A szakirodalom alapjan 6sszegezésképpen elmondhatd, hogy fiziologidsan a kdzponti
idegrendszerben a pre- és posztszinaptikus helyzeti mGluR-ok igen Osszetett modon képesek
szabalyozni az igerl6 és gatlo ingeriilet attevodést. Preszinaptikusan a mGIuR II és 111 csoport
receptorainak aktivacioja csokkenti a glutamatfelszabadulést, ezaltal szinaptikus depressziot

eredményez, mig a mGluR I csoport receptorai arachidonsav jelenlétében fokozzdk a
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glutamaterg transzmissziot és facilitdljak az exitaciot. Posztszinaptikusan a II és III

alosztalyba tartoz6 mGluR-ok féleg a cAMP-képzédés és a Ca®*-influx gatlasan keresztiil
csokkentik a serkentd folyamatok hatékonysagat, mig az I alosztaly tagjai a foszfoinozitol
hidrolizis aktivalasaval, illetve kiilonb6z6 K*-csatorndk blokkolasan keresztiil elésegitik az
exitacid erds0dését €s az excitotxikus neurodegeneracio kialakulasat. A tanulds és emlékezés
elemi folyamataiban a mGIuR-ok nagymértékben involvaltak, a szinaptikus esemanyek tartos
domindlnak, mig a szinaptikus depresszid indukaldséért els6sorban a mGluR II és III

receptrork aktivacioja jatszik kozre.

1.3. A 4-aminopyridin (4-AP) gércsmodell

Kisérleteinkeben a 4-AP-indukalta gércsmodellt alkalmaztuk. Ez a modell kitlinéen
alkalmas in vivo, fokalis, iktalis epileptiform tevékenységek elektrofiziologiai, farmakologiai
és a halozatszintii folyamatainak kisérletes elemzésére. Az aminpyridin in Vivo,
experimentalis gorcskelté hatasat laboratoriumunk munkatarsai irtak le elészor (Szente,
Pongracz 1979).

A 4-AP-nel kivaltott epileptikus jelenségek intracellularis, populacié szintii-, ECoG-,
¢s morfologiai jellemzdit laboratériumunk munkatirsai az elmult években intenziven
tanulmanyoztak, jellemzték és leirtdk (Szente, Pongracz 1979; Szente, Pongracz 1981; Szente,
Baranyi 1987; 1989; 1992; Szente, Boda 1994; Mihaly et al. 1983; 1986; 1990; 1997).

A 4-AP befolyasolja a neuronok ingerelhetoségét a membranaramokra kifejtett
kozvetlen hatasa révén. A 4-AP specifikus K*-csatorna blokkold, csokkenti a Ka-aramot
azaltal, hogy pozitiv ionként a zart K'-csatorndhoz ko6tédik, igy megvaltoztatja az
ionpermeabilitast biztosito toltéseloszlast (Bowman, Savage 1981). A Ka-dram a sejtmembran
repolarizacidjaban fontos szerepet jatszd gyors, kimend éaram, amely a sejtek tiizelési
frekvenciajat szabalyozza. Emellett a 4-AP kozvetve a Ca?" konduktancidjat is befolyésolja,
igy preszinaptikusan fokozza mind a serkentd, mind a gatld neurotranszmitterek
felszabadulasat (Thesleff 1980; Szente, Baranyi 1987). Munkacsoportunk intracellularis
mikroelektrodas mérésekben kimutatta, hogy a Pf sejtjeinek tiizelési mintdzatat az iktalis
szakaszokban 10-20 Hz frekvenciaval megjelend, ritmusos gorcspotencialokkal szinkron, sejt
szinten oOriasi ingerl6- €s gatld posztsinaptikus potencidlok (EPSP-k, IPSP-k) jellemzik.
Munkacsoportunk megfigyelte, hogy a burst-616 tevékenységet mutatd sejtek kulcsszerepet
jatszanak az abnormalis ingeriileti tevékenység kialakitdsdban, fenntartdsdba, a Tf sejtjeibdl

intracellularis elvezetéssel észlelték, hogy a mar burst-616 sejtek burst tevékenysége
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fokozodik, és a korabban szabalyosan tiizel6 sejtek koziil néhany burst-616vé valik (Szente,

Boda 1994; Szente, Baranyi 1987). Laboratériumunk munkatarsai a 4-AP-indukalta
gorcstevékenység morfologiai kovetkezményeit fény- és elektronmikroszkopos technikaval
altatott patkany agykérgén is elemzték, kimutattdk, hogy az intenziv, fokalis epileptikus
aktivitdas a piramis sejtek zsugorodasat, fokozott elektrondenzitasat, valamint a dendritek
duzzadésat, szinaptikus végzddések szinaptikus vezikula szamanak csokkenését és a
kapillarisok fehérje permeabilitdsdnak novekedését okozza (Mihdly et al. 1983; 1986; 1990).
Immunhisztokamiai vizsgalatok soran a gyors-korai-gén aktivacio kimutatasaval detektaltak a
gorcstevékenység soran aktivalodd sejteket, majd kettds festéssel azonositottak a gatlo
sejteket a primer ¢€s tiikkor fokuszban (Mihaly et al. 1997).

Az aminopyridin gércsmodell nagy elonye, hogy a 4-AP agykéreg felszinére valo
helyezését kovetéen nagyon gyorsan, néhany percen beliil (2-5 perc) jol reprodukalhatéan
epileptikus gorcstevékenység alakul ki az alkalmazas helyén, amelyet elsédleges, vagy primer
fokusznak neveziink (Pf). A kifejlédé és peridodikusan ismétlodd gorcstevékenység
elektrokortikografids mintazat nagyon hasonl6é a human temporalis lebeny epilepszia tonusos-
klonusos iktalis tevékenységéhez. A Pf elektrokortikogrammja (ECoG) tonusos-klonusos
iktalis szakaszokra ¢és az alap ECoG-ra emlékeztetd interiktalis szakaszokra tagolhatd. Az
esetek tialnyomo tobbségében (90%) a Pf szinaptikus kapcsolatai révén a corpus callosumon
keresztiil az ellenoldali agyfélteke megegyezd teriiletén is epileptikus aktivitast indukal,
melyet tiikkor fokusznak neveziink (Tf) (Szente, Baranyi 1987; Szente, Pongracz 1981).

Mindkeét fokusz epileptikus tevékenységében az ECoG alapjan harom kiilonb6zo
frekvenciaj, amplitadoju és hullamformaji mintazatot kiilonithetiink el, melyeket A-, B- €s
C-mintazatként definidlunk (2. abra). Az A-mintazat az iktélis szakaszok elején megjelend,
10-15 Hz frekvencigju, kétfazisu ritmikus tliskék sorozata. Kis amplitaddju (200-400 pV)
repetitiv  kistilésekkel indul, majd amplitidoja fokozatosan novekszik (400-600 pVv),
frekvenciaja csokken. A B-mintazatot 4-9 Hz frekvenciaji, nagyobb amplitudédval jellemzhetd
(700-1000 pV), tobbnyire pozitiv polaritasu, egyfazisu tiiskék alkotjak. A C-mintazat 1-3 Hz-
es, nagy amplitidoja (1000-1200 pV) tiiskehulldm csoportokra tagolddik. Az iktalis
szakaszokban a B- és C-mintazat felvaltva, tobbszor jelentkezhet, de altalaban a roham
periodusok C-mintdzattal terminalodnak. Gyakori (15-20 %), hogy a két fokusz szinkron
tevékenységén tilmenden a gorcstevékenység mindkét agyfélteke kérgi teriiletén kiterjedten,
generalizaltan jelentkezik. Ha az iktalis szakaszok ilymdédon megszakitdsok nélkiil,
folyamatosan jelentkeznek, status epileticusrol beszéliink. E jelenség soran is a harom

mintazat jol felismerhetd.
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A modell nagy elénye, hogy a Tf, amely minden fizikai, kémiai vagy mechanikai

zavard hatéas nélkiil, pusztan szinaptikus folyamatok és az agy belsé endogén mechanizmusai
révén jon létre, jO lehetdséget teremt a masodlagos epileptogenezis kisérletes elemzésére, az
epileptikus tevékenység kialakuldsa sejtszinti mechanizmusainak intracelluléris technikéval
val6 tanulmanyozasara.

A 4-AP gorcsmodell alkalmas tovabba az epileptikus aktivitas soran az agykérgi
idegsejtek ioncsatorna garniturajanak vizsgalatara, kiilonb6zo ionaramok- és receptorblokkolo
vegyiiletek tesztelésére. Jol alkalmazhatdo az epilepszias tevékenység elektrofiziologiai
megnyilvanuldsainak  vizsgalatara, farmakologiai modszerek  felhasznaldsdval a
gorcstevékenység kezdeményezési  (initiation), fenntartasi (maintenance) és terjedési
(propagation) peridodusaiban egyarant.

Az 4-AP-nel kivaltott gorcstevékenység a human klinikumban gyakori parcialis
epilepsziak jo6 modellje, mivel klinikai tapasztalatok alapjan, és kisérletes mérések szerint is,
az agykérgi gatlas mindkét esetben miikodik. A legtobb experimentalis gorcsmodell
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(picrotoxin, bicuculline) diszinhibiciés modell, vagyis a gatlds megsziintetésével indukal
epileptikus jelenségeket, mig a 4-AP-modellben az aminopyridin fokozza a gatlo transzmitter
felszabadulasat is, igy a kérgi gatlas jelen van, s6t fokozddhat is az aktiv gorcstevékenység
idején.

A 4-AP gorcsmodell kivaloan alkalmas tehat fokalis epileptiform tevékenység

elektrofiziologiai, farmakologiai és haldzati szintli folyamatainak kisérletes elemzésére.



16
2. CELKITUZESEK

2.1. Glutamat receptorokon keresztiil medialt ingeriileti tevékenység vizsgalata

A kozponti idegrendszeri gyors szinaptikus ingeriiletatvitelében kozremtikodod
glutamat fontos szerepet jatszik az epileptikus aktivitds kialakulasdban, fenntartdsaban és
terjedésében (Delgado-Escueta 1986; Meldrum et al. 1992).

A bevezetében mar ismertettilk, hogy a glutamat receptorokat farmakoldgiai,
biokémiai és molekuldris szempontbdl két nagy csoportba soroljuk, megkiilonboztetiink
iGIuR-okat, melyek a receptor komplexen beliil ioncsatornat mitkdtetnek, és elkiilonitjiik a
mGIuR-okat, melyek G-fehérje kapcsolt receptorok és a masodlagos messenger rendszer
aktivalasaval fejtik ki hatasukat. Az iGluR-okat agonista szelektivitasa alapjan tovabb
osztalyozzuk és elkiilonitjik az NMDA és nem-NMDA receptorokat. Az utobbi csoportba
soroljuk az AMPA ¢s kainat receptorokat. A mGIuR-okat intracellularis szignaltranszdukcios
mechanizmusuk, aminosav szekvencidjuk és agonista szelektivitdsuk alapjan hdrom
alosztalyba (I mGIuR, II mGIuR, III mGluR) sorolhatjuk, ezen beliill pedig, a receptor

altipusokat kodold gének alapjan, legalabb nyolc eltérd receptor varianst tudunk elkiiloniteni.

Szamos, de tobbnyire in vitro epilepszia modellt alkalmaz6 tanulmany igazolja, hogy
mind az NMDA- mind a nem-NMDA receptorok medialta ingeriiletatvitel jelent6sen
hozzéjarul az idegi epileptikus aktvitashoz, de kiillonb6z6 modon és kiilonbozé mértékben.
Intracellularis elvezetéssel amygdala szeleten Gean ¢s mts-i kimutattak, hogy 4-AP-nel
kivaltott epiletform burst-6k kialakulasaban mind az NMDA, mind az AMPA receptorok
kozremiikdodnek. Megfigyelték, hogy az epileptiform aktivitas egy korai, nagyobb mértékii és
egy kései kisebb depolarizacio 0sszegzddése, melyek koziil az els6 korai komponens AMPA
receptorok mitkddésével fligg 6ssze, mivel CNQX, specifikus AMPA antagonista jelenlétében
csokken, a kései depolarizacio6 pedig NMDA receptor antagonistira érzékeny.
Megallapitottak, hogy az NMDA receptorok részvétele kisebb mértékii, aktivacidjuk nem
szlikséges a burst-6k indukcidjahoz (Gean et al. 1990). Ezzel 6sszhangban kéreg szeleten
masok azt tapasztaltak, hogy a GABAerg gatlas felfiiggesztésével kifejlodé epileptiform
tevékenység indukcidjahoz szintén nem sziikséges az NMDA receptorok részvétel, elegendd
az AMPA receptorok aktivacidja (Hwa, Avoli 1991). Kéreg szeleten azt is kimutattak, hogy
az epilepszids mukodéssel Osszefiiggésbe hozhaté paroxysmalis depilarizacids eltolodas
(PDS) kialakuldsaban is inkdbb az AMPA receptorok mukodése a fontos, az NMDA

receptorok nem jatszanak szerepet, viszont a PDS-ek fenntartdsaért, megnyulasaért Ok
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feleldsek (Hwa, Avoli 1991). Azt is leirtdk, hogy kéreg szeleten a picrotoxinnal-indukalt

epileptiform kistilések kialakuldsdban az NMDA receptorok nem vesznek részt (Thomson,
West 1985), ugyanakkor az AMPA receptorok aktivacioja elengedhetetlentil sziikséges, mivel
az AMPA receptor antagonista CNQX teljesen mértékben szuprsszélta a picrotoxinnal
kivaltott epileptiform tevékenységet (Lee, Hablitz 1989). Ezzel parhuzamosan azt is leirtak,
hogy az NMDA receptorok nem blokkoljak, csak kismértékben gyengitik a picrotoxinnal
kivaltott burst-tevékenységet (Dingledine et al. 1986; Diirmiiller et al. 1994; Neumann et al.
1988).

Az in vitro eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a paroxysmalis tevékenység
generalasaban dominansan az AMPA receptorok, mig az abnormalis aktivitas fenntartasaban
az NMDA receptorok vesznek részt.

In vivo epilepszia modellen is vizsgaltdk az iGluR-0k epileptogenezisben betdltott
szerepét. Kindling epilepszia modellen, az in vitro kisérletekkel ellentétben azonban azt
tapasztaltdk, hogy els6sorban az NMDA receptorok felelések a rohamtevékenység
kifejlodéséért, ugyanakkor a gorcsaktivitds expresszidjaban, fenntartasiban mar az AMPA
receptorok involvaltak (Croucher et al. 1988; Holmes et al. 1990).

Mivel a szakirodalomban van némi ellentmondéas az AMPA és az NMDA receptorok,
epilepszias tevékenységben betoltott szerepére vonatkozolag és az ismert eredmények jorészt
in vitro kisérletekb6l szarmaznak, ezért munkank elsédleges célja az volt, hogy az altalunk
hasznalt in vivo 4-AP epilepszia modellen tanulmanyozzuk az AMPA ¢és az NMDA
receptorok szerepét az agykérgi epileptikus folyamatok indukélasaban, fenntartasdban,
megnyilvanuldsaban, intra-és interhemiszférikus terjedésében.

Az AMPA receptorok szerepét az utobbi években népszertivé valt 2,3-benzodiazepin
csalad egyik tagjanak, a GYKI 52466 alkalmazasaval kivantuk tanulmanyozni, amely nem-
kompetitiv AMPA receptor antagonista, mig az NMDA receptorok szerepének vizsgélatahoz
a specifikus L-AP5-6t (L-amino-5-phosphonopentanoate) valasztottuk.

Az altalunk hasznalt in vivo 4-AP epilepszia modell nagy eldnye, hogy a szinaptikusan
aktivalodo Tf jo lehetdséget biztosit a masodlagos epileptogenezis kisérletes elemzésére,
valamint annak tanulméanyozésara, hogy a kialakulé mésodlagos fokusz miként befolyasolja
¢és szabalyozza az 6t indukalo elsddleges fokusz epileptikus aktivitasat. Korabbi kisérleteink
eredményei kapcsan feltételeztiik, hogy a Tf epileptikus tevékenységének intenzitdsa
nagymértékben fligg a Pf-bol érkezd szinaptikus bemenetek aktivitasatol és a két fokusz
epileptikus tevékenységében nagyfoku Osszerendezettség, szinkronizacid figyelhetdé meg.
Felmeriil a kérdés, hogy egy kommunikativ bifokalis, epilepszids neuronhdlozatban a

kommunikéci6 fenntartdsaban milyen szerepet tolt be a masodlagos, esetlegesen alarendelt
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Tf, milyen feed-back hatast kozvetit, és ezen tilmenden a kommunikaci6é fenntartasaban

milyen szerepet toltenek be a glutamat, ezen beiil az AMPA ¢és NMDA receptorok? Ezért
munkdkban arra is valaszt kerestiink, hogy a Tf terlilet¢én mikodé AMPA és NMDA
receptorok altal kozvetitett szinaptikus kimenet képes-e befolyasolni a Pf neuronjainak
epileptikus aktivitasat, és ha igen, akkor milyen modon és milyen mértékben?

Az iGluR-ok mellet a mGluR-ok aktiv részvételét is kimutattak in vitro és in vivo
epilepszias gorcstevékenység soran (Wong et al. 1999). A bevezetdben azt is ismertettiik,
hogy a mGluR-okat az altaluk aktivalt intracellularis szignaltranszdukcids mechanizmusuk,
aminosav szekvencidjuk és agonista szelektivitasuk alapjan harom alosztalyba soroljuk, ezen
beliil pedig, a receptor altipusokat kodold gének azonositasa alapjan, legalabb nyolc eltérd
receptor varians kiilonitheté el (Conn, Pin 1997). A mGIuR-ok sokféle mechanizmuson
keresztiil tobb szinten, igy szinaptikus, membran és metabolikus folyamatok szintjén
befolyasoljak a neuronalis aktivitast. K*-, Ca®*-, illetve nem-specifikus kation csatornak
aktivalasa ¢és blokkolasa mellett, preszinaptikusan szabédlyozzdk a neurotranszmitterek
felszabadulasat, lassu posztszinaptikus potencidlokat kozvetitenek, potencirozzak az AMPA -
¢s NMDA-receptorok altal medialt szinaptikus folyamatokat, igy komplex modon
befolyasoljak az idegi mikodést. Mivel sokféle mGluR altipus 1étezik, sokféleképpen
modulalhatjak az idegi tevékenységet és az epileptikus gorcsaktivitast. In vivo és in vitro
epilepszia modelleken leirtdk, hogy a mGluR-ok fokozzdk az indukalt epileptikus
tevékenységet, novelik az epileptiform kisiilések amplituddjat, frekvencidjat, hosszat,
ugyanakkor az epilepszias tevékenység nagyfoku gatlasardl is beszamoltak mGluR aktivaciot
kovetden (McDonald et al. 1993, Taylor et al. 1995; Sacaan, Schoepp 1992; Suzuki et al.
1992). Hippocampus szeleten végzett kisérletek alapjan feltételezik, hogy a gorcsserkentd,
prokonvulziv hatasokat elsésorban az I mGluR-ok kozvetitik, mig a gorcsgatlo, antikonvulziv
hatasokért inkabb a II és I1I mGluR altipusok felelések (Wong et al. 1999).

Habar a mGluR-0k epileptogenezisben betdltott szerepének tanulmanyozasa az elmult
években fellendiilt, mégis kevésbé ismert, hogy az egyes mGIuR altipusok milyen mértékben
involvaltak az epilepszias milkodészavar kialakitdsdban és fenntartasdban. Ezért érdekesnek
¢és indokoltnak igérkezik az a torekvésiink, hogy megvizsgaljuk a mGluR-ok, azon beliil az [
és II mGIluR altipusok szerepét az agykérgi epileptikus tevékenység indukcidjaban,
fenntartasaban ¢€s intracortikalis terjedésében, in vivo a 4-AP gorcsmodellben.

Bevezetd jellegli kisérleteinkhez egy széles hatasspektrumi mGluR agonistat, az
1S,3R-ACPD-t (1S,3R-1-amino-1,3-ciklopentan-dikarboxilat) valasztottuk, amely mindharom
mGluR csaladra (I-III mGluR) hatast gyakorol, de elsdsorban az I és II csoport mitkodését

agonizalja. Ezt kdvetden az egyes receptorok funcidjanak célzottabb vizsgalatdhoz az I és II
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tipusi mGIuR receptorokra nagyobb szelektivitasii agonistakat alkalmaztunk. Igy a

specifikus Il mGIuR agonista DCG-IV-et ((2S,1R’,2R’3R’)-2-(2,3-dicarboxiciklopropil)-
glicin), valamint az | mGIluR-okra specifikus 3,5-DHPG-t (3,5-dihidroxi-fenilglicin)

valasztottuk tovabbi vizsgalatainkhoz.

2.2. Nem kozvetlen receptor aktivicio, hanem endogén idegi mechanizmusok hatasa az

ingeriileti folyamatokra és az epileptogenitdsra

A korabbi kisérleti munkank eredményeképpen lattuk, hogy az emlds idegrendszerben
a glutematerg receptorok funkciojanak kozvetlen, agonista vagy antagonista alkalmazéasaval
torténd befolyasolasa megvaltoztatja az idegsejtek aktivitasat, és ezaltal az indukalt
epilepszias mikodészavar kifejlodését, megnyilvanulasat, idegi terjedését. Felmeriil a kérdés,
hogy az egyes receptorok funkciondlis allapotanak megvaltozasa mellett (aktivalasa,
blokkolasa), milyen hatast gyakorol az idegsejtek kommunikacidjara, a sejtekben, a sejtek
kornyezetében, a szinapszisokban lejatszodd anyagcsere-folyamatok intenzitdsanak
megvaltozasa? Milyen mértékben modosul az agykérgi serkentd és gatld folyamatok
fiziologiai egyenstlya, ha az intra- vagy extracellularis biokémiai mechanizmusokat bizonyos
ponton befolyasoljuk? Milyen véltozasok torténnek az epilepszids tevékenység kialakitasaért
¢és fenntartasaért felelds idegi mechanizmusokban, ha bizonyos metabolikus 1épések gétlas ala
keriilnek, vagy éppen fokozodnak? Konkrétabban, hogyan befolyasolja az idegsejtek
epileptikus aktivitasat, ha olyan fontossagli biokémiai folyamatokat befolyasolunk, mint pl. a
neurotranszmitter szintézis, -felszabadulas, -lebontds, vagy az idegrendszer endogén receptor-
aktivaciot szabalyozé mechanizmus?

Ahhoz, hogy ezekre a kérdésekre érintdlegesen valaszolhassunk, célul tiiztiikk ki, hogy
megvizsgaljuk az aminooxiecetsav (aminooxyacetic acid, AOAA) hatasat agykérgi alap
elektromos és 4-AP-nel kivaltott epileptikus tevékenységére in vivo, altatott patkanyon. Az
AOAA egy olyan komplex biokémiai hatassal rendelkez6 anyag, amely a fent sorolt
folyamatok mindegyikére befolyast gyakorolhat.

Az AOAA egy nem-specifikus enzim gatld, szamos piridoxal-foszfat-fliggé enzim
miikodését befolyasolja kiterjedten az agyban (Turski et al. 1991, 1992; Urbanska et al.
1991). Ismeretes, hogy az AOAA bizonyos koriilmények kozott blokkolja a GABA-
transzamindzt (GABA-T), amely a gatl6 neurotranszmittert szintetizalo6 GABAerg sejtekben a
GABA lebontaséaért felelés enzim (Collins és Metha, 1978; Loscher és Horstermann 1994;
Loscher et al. 1989) és a GABA-t szintetizalo enzim, a GABA-dekarboxilaz (GAD)
miikddését is blokkolja (Wood et al. 1979; 1980). Az AOAA az idegsejtek GABA -tartalmat
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nemcsak a metabolizmuson (szintézis és lebontas) keresztiil képes befolyasolni, hanem a

transzimtter felszabaduldsra és transzporterek Utjan sejtbe torténd visszavételére gyakorolt
hatasan keresztiil is (Collins és Metha 1978; Orrego ¢és Miranda 1976; Snodgrass €s Iverson
1973). Az AOAA egyik legismertebb hatasa, hogy gatolja az idegrendszer egyetlen endogén
NMDA-receptor antagonsitdja, a kinurénsav szintézisét, az azt szintetizal6 kinurenin-
transzamindz blokkoldsa révén (Foster et al. 1984; Minatogawa et al. 1974; Speciale et al.
1990; Urbanska et al. 1991). Az AOAA-rél azt is kimutattak, hogy intracellularisan a
mitokondriumban zajl6é folyamatok befolyasoldsan keresztiil karositja az idegsejtek energia-
haztartasat (Vécsei és Beal 1992).

Mivel az AOAA az idegsejtekben lejatszodd  enzimatikus, valamint
neurotranszmisszios folyamatokat tobb ponton is megzavarja, a sokrétli, komplex hatasok
ereddjeként konnyen kibillentheti az idegrendszert az ingerld és gatld folyamatok érzékeny
egyensulyi allapotabol. Az ingerlé folyamatok irdnyaba torténd eltolodas lehet a magyarazata
annak, hogy bizonyos kisérleti felallasban az AOAA az epileptiform kisiilések gyakoribb
indukcigjan és facilitaciojan keresztiil gorcskeltdnek, prokonvilzivnak, bizonyult (DeVanzo
et al. 1964; Eid et al. 1999; McMaster et al. 1991; Turski et al. 1991, 1992) ugyanakkor az
idegi gatlas iranyaba torténé elmozdulds eredményeképpen - mas feltételek mellett - az
AOAA goresgatlo, antikonvulziv hatasat irtdk le (Collins és Metha 1978; Fukao et al. 1998,
Kozlowski 1988, Le Gall La Salle 1980, Loscher 1986, Loscher és Horstermann 1994).

A felsoroltak alapjan lathatd, hogy az AOAA az idegrendszer serkentd és gatlo
folyamatainak egyensulyat feltehetden nem az excitatoros €s inhibitoros funkcidju receptorok
miikddésének kozvetlen befolyasoldsaval zavarja meg, hanem kozvetett moddon az
idegsejtekben vagy a szinapszisokban lejatszodd anyagcesere-folyamatok, a transzmitterek
metabolikus folyamatai, illetve a receptorok aktivalédasat szabalyozé folyamatok
befolyasolasa révén. Mivel az AOAA epileptogenezisre kifejtett kiilonbozo €s ellentmondésos
hatasa is ezen kozvetett hatasok ereddjeként értelmezhetd, kivancsiak voltunk, hogy az
AOAA hogyan befolyasolja az agykéreg alap elektromos tevékenységét, valamint az

epilepszias tevékenység megnyilvanulasat, az altalunk alkalmazott 4-Ap gorcsmodellen?

2.3. Fejlodo idegrendszer ingerlékenysegének és gorcskészsegének vizsgalata

A Kklinikai gyakorlatbol ismert az a tény, hogy az epilepszia gyermekkorban
gyakrabban el6forduld idegrendszeri miikddészavar, mint felnétt korban. Ezt a tényt sok
kisérleti adat is aldtdmasztja, miszerint a fejlddé idegrendszer érzékenyebben reagal a

kiilonbozé gorestevékenységet indukdlo tényezdre (hipoxia, 14z, konvulzansok), mint a



21
feln6tt. Csecsemdknél és kisgyermekeknél sok esetben a magas 1az, agyi sériilés vagy mas

betegség szimptomas gorcsos allapotot valt ki, de ez nem sziikségszerlien egyenld az
epileptogenezissel. Ugyanis a kivaltd stimulus megsziintével a gorcsos allapot is megsziinik.
Néhany gyermeknél azonban a szimptomds gorcsok rekurrens, visszatérd rohamokat
indukdlnak, melyek a késébbiekben permanens epilepszids miikodészavar alapjait teremtik
meg (Johnston, 1996).

Az idevonatkozd szakirodalomban jol nyomonkodvethetOk jsziilott kortol az
idegrendszer elektromos aktivitdsanak, a serkentd és gatldé neuronalis kapcsolatoknak,
valamint az idegsejtek receptor- €s ioncsatorna-garnitirajanak fejlodési folyamatai. In vitro
kisérletek eredményei arra utalnak, hogy a fejlodé idegrendszer szamos, a felnott
idegrendszertél  eltérd neurobioldgiai  tulajdonsdga eredményezi a  fokozottabb
ingerlékenységét, hiperexcitabilitasat, amely jo szubsztratként szolgal az abnormalis
ingeriileti tevékenység kialakulasahoz, és a fokozottabb gorcskészséget kialakulasdhoz
(epileptogenitds) (Johnston, 1996). A még fiatal, fejlodé idegrendszer hiperexcitabilitasa
visszavezethetd a neuronok hiperszinkron tevékenységére, amelyet pl. a felndtt
idegrendszerben tapasztalthoz képest a szinapszisok nagyobb denzitidsa, a glutamaterg
receptorok kifejezettebb expresszidja, az elektromos szinaptikus kapcsolatok gyakoribb
el6fordulasa, vagy az abnormalis szinaptikus reorganizacioé eredményez (Schwartzkoin, 1993;
Johnston, 1996). Ismeretes pl., hogy a human cerebralis cortexben a masodik életév végén a
szinaptikus denzitas kb. kétszer nagyobb, mint felndtt agykéregben (Huttenlocher és Courten,
1987). Az abnormalisan atrendezddott €s a mar meglévd excitatorikus neuronhélozatok
aktivitdsanak valtozasa, a serkentd aminosav receptorok funkciondlis plaszticitdsa, vagy a
serkentd és gatld neurotranszmitter rendszer ontogenezisének egyedi sajatsagai - kiillon-kiilon
vagy egylittesen - eldsegitik a fejlddd idegrendszerben az epilepszias miikodés kialakuldsat és
allandddulasat (Johnston, 1996).

Kisérleti munkank megtervezésekor célunk az volt, hogy megvizsgaljuk in vivo a 4-
AP gorcsmodellben, a felndtthoz képest fokozottabb ingerlékenységgel jellemezhetd fejlodo
idegrendszer epileptogenitasat és gorcskészségének valtozasat a sziiletéstdl kezdve a felnott
kor eléréséig.

A fiatal allatokon végzett elektrofizioldgiai vizsgalatok eredményei alapjan azt lattuk,
hogy 16-17 napos korban egy atmeneti gorcskészség fokozodas jellemzi az idegrendszert, ami
arra 0sztondzott benniinket, hogy tanulmanyozzuk, ezt az idegrendszer epileptogenitisa
szempontjabol fontos és kritikus fejlodési szakaszt, és kideritsiik, mi az oka a 16-17 napos

allatok fokozott gorcskészségének, generalizalt epileptikus aktivitasanak.
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Az ionotrdp ¢és metabotrép glutamaterg rendszer fokozottabb aktivitdsa a

posztnatalis ¢let korai szakaszaban az egyik legfontosabb tényezé az epileptikus
mechanizmusok kifejlodésében (Tremblay et al., 1988; McDonald et al., 1990). Kraus et al. és
mtsai in situ hibridizaciés technikdval azt is kimutattdk, hogy fiatal allatokban repetitiv
elektromos stimulussal eldidézett kindling epilepszia alatt a hippocampus CA3 piramis
sejtjeiben 2-3-szorosara nétt az NMDA-receptorok expresszidja. Ebbdl arra kovetkeztettek,
hogy a kindling soran jelentésen megndtt a neuronok szenzitivitasa a glutamattal szemben. A
metabotrop glutamat receptorok is, amelyekrdl leirtdk, hogy az élet korai periddusaban
nagyon fontos szerepet jatszanak az aktivitas-fliggd szinaptikus plaszticitasban, fokozottabb
mértékben expresszalodnak és aktivalodnak a fejlodé idegrendszerben, mivel a glutamat
nagyobb hatékonysaggal stimulalja a mGluR-ok altal medialt foszfo-inozitok hidrolizisét
(Nicoletti et al., 1986; Bear és Dudek, 1991). Egyéb megfigyelések is igazoljak, hogy a fiatal
idegrendszerben a glutamaterg receptorok nagyobb denzitasa, illetve expresszioja hozzajarul a
szinaptikus események potencirozodasdhoz, ¢és a fokozott ingeriileti tevékenység
kialakulasahoz (Blue és Johnston, 1995). De ezek az eredmények jorészt in vitro kisérletekbol
szarmaznak ¢és csak az elsé posztnatalis hét soran a receptorok-, ioncsatornak-, szinapszisok
szintjén lezajlo valtozasok vizsgalatat célozzak. In vivo epilepszia modelliinkon végzett
elektrofiziologiai kisérletek viszont valdszintisitik, hogy a posztnatélis €let 2-3 hetében is
torténhetnek jelentds valtozasok, melyek az egész idegrendszer miikodési szintjén
érvényesiilnek és a fejlodo agy gorcskészsége szempontjabol fontosak lehetnek.

Bevezetd jellegli kisérleteinkben ezért célul thztiik ki, hogy elsd megkdzelitésben
megvizsgaljuk a glutamat receptorok koziil az mGluR1 expresszigjat intakt agykéregben és
epilepszias koriilmények kozott, a fejlédés kritikus idészakaban (10-28 napos korban), és
kideritsiik, van e szerepe az mGlul receptoroknak expresszids szinten a 2-3. héten az alap
agyi elektromos tevékenységben- ¢és az epileptikus aktivitidsban tapasztalt progressziv
valtozasokban. A mGIluR1 expresszié intenzitdsat a fejlodd idegrendszerben transzkripcids

szinten, RT-PCR technikaval kivantuk tanulmanyozni.

A posztnatalis €let korai szakaszaban az idegrendszer fokozottabb ingerlékenységéhez,
hiperszinkronitasdhoz, a glutamaterg receptorok neonatalis korban tapasztalhatd fiziologiai
sajatsagai mellett a GABAerg receptorok altal kozvetitett gatlo hatas kései megjelenése,
illetve a GABA korai excitatoros hatdsa is hozzéjarulhat a fiatal idegrendszer.

Ismeretes, hogy a GABA (gamma-amino-vajsav) a felndtt kozponti idegrendszer
legfobb gatld neurotranszmittere. Az idegrendszer szinapszisainak mintegy 20-30 %-a

GABA-val miikodik (Bloom, Iwerson 1971). A feln6tt idegrendszerben az agykérgi gatlas a
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GABAerg szinapszisok kétféle receptoran keresztiil szervezddik, ezek a gyors korai

hiperpolarizacioért feleldés GABAa ¢€és a lassu, késdi hiperpolarizacioért felelés GABAg
receptorok. A két receptor morfoldgidja, farmakologidja és miikddése igen nagy eltérést
mutat. Mig a posztszinaptikus GABAA receptorok ClI° csatornakat nyitnak, addig a GABAg
receptorok G-fehérjén keresztiil (pre- vagy posztszinaptikus elhelyezkedésiikt6l fliggden)
Ca?* vagy K* csatornakra fejtik ki hatasukat.

GABAA receptorok felépitése

A GABAAa receptor - hasonloéan az ionotrop GluR-hoz - egy receptor-ioncsatorna
komplex (3. abra). A feln6tt agyban a GABA gatld, inhibitoros hatasat azaltal fejti ki, hogy a
GABAA receptorhoz kotédve fokozza a klorid ion (CIY) permeabilitast. A GABA kotédését
rendszerint a membran gyors hiperpolarizacidja kiséri, mivel Cl-aram indukalodik az
extracellularis tér feldl az intracellularis tér irdnyaba, de az aktualis klorid ion mozgas a
membranpotencial és a klorid egyensulyi potencial viszonyatol is fiigg (Bazemore et al, 1957,
Kaila 1994).

A GABAA receptor-ioncsatorna komplex pentamer szerkezetli, 6t alegységbdl
szervezOdO struktira. Az egyes alegységek négy-négy alfa-helikélis szerkezetli, hidrofob
transzmembran doménbdl allnak. Az egyes alegységek N- és C-terminalisa extracellularis
elhelyezkedésii. A 3. és 4. tramnszmembran domén szegmens kozott egy nagy intracellularis
hurok helyezkedik el. Jelenleg 6t f6 tipusba sorolhatd, a, B, vy, 0, p alegységet ismeriink,
melyek 20-30 % homologiai hasonlésagot mutatnak. Az aktualis csatorna konfiguracié ezek
kombinacioja. A GABAA receptor szerkezete kiilonlegesen érdekes, mert a transzmitter
kotdhelyen kiviil szamos, gydgydszati szempontbdl is jelentds drog szamdra tartalmaz
kotohelyet, melyek allosztérikusan befolyasoljdk a klorid csatorna mitkodését. A GABA-
kotohely aktivalasaval a klorid ion konduktancia novekszik. A GABAA receptor specifikus
kompetitiv antagonistija a GABA-k6tOhelyhez kapcsolddd bicucullin, amely blokkolja a
gatlo posztszinaptikus potencidlokat, szovetkultrakban csokkenti a GABA aktivélta
membranaramokat, mivel megsziinteti a klorid csatorna aktivaciojat. A picrotoxin-kdtéhelyen
hato vegyliletek szintén antagonizaljadk a GABA-kivaltotta klorid konduktanciat. Ugyanakkor
a receptoron 1évé benzodiazepin-, barbiturat-, illetve szteroid-kotéhelyek aktivalasa fokozza a
GABA hatésat, mivel fokozza a klorid konduktanciat a csatorna nyitodasi frekvenciajanak,

valamint a csatorna nyitvatartasi idejének novelése kovetkeztében (Kaila 1994).

Annak ellenére, hogy a GABA a felndtt idegrendszerben a legfobb gatlo

neurotranszmitter, az embrionalis korban €s a posztnatalis élet elsd hetében, illetve a felndtt
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3. abra. GABAA receptorok szerkezete

agy bizonyos régidiban, bizonyos koriilmények kozott paradox méddon excitatoros hatést is
kozvetit (Owens et al. 1996, Leinekugel et al. 1999; Michelson, Wong 1991). A GABAA-
receptor aktivacié okozta depolarizald hatast a fejlodo idegrendszer szdmos teriiletén, igy a
kéreg, a hippokampusz, a hipothalamus, a kisagy, a szaglogumé és a gerincveld teriiletén
sikeriilet kimutatni (Ben-Ari et al. 1997). Megfigyelték, hogy a fiatal idegrendszerben a
GABAerg szinapszisok a glutamaterg szinaptikus kapcsolatok kialakulasa eldtt megjelennek
¢s funkcionalnak, a glutamat-medialta szinaptikus aramok pedig, csak az elsé nap végén
detektalhatok eldszor (Ben-Ari at al 1994). A glutamaterg receptorok koziil kezdetben csak az
NMDA-receptorok miikodnek, az AMPA-medialta szinaptikus valaszok fokozatosan az elsd
hét végére jelentkeznek. Ebben a korai idészakban tehat a ,,néma” AMPA-receptorok helyett
a GABAAa-receptorok gondoskodnak az NMDA-receptorok miikddéséhez —sziikséges
depolarizacios hatasokrdl (Leinekugel et al. 1999). A GABAAa-receptor altal eldidézett
depolarizacio a fesziiltség-fliggd Na*-csatornakat aktivalva akcids potencial generalasahoz is
vezethet (Ben-Ari et al. 1997), valamint fesziiltség-fiiggd Ca®*-csatorndk aktivalasan,
kovetkezés képpen az intracellularis Ca®*-szint novekedésén keresztiil elésegiti a neuronok
fokozottabb ingerlékenységét, illetve szinkronizalt tiizelési aktivitds kialakuldsdhoz vezet
(Owens et al, 1996, Leinekugel, 1999; Michelson 1991). Ezen elektrofiziologiai
megfigyelések alapjan joggal feltételezhetjiik, hogy a GABA-medialta excitatoros hatds akar



25
szamos neurologiai megbetegedés, igy pl. az epilepszias mitkddészavar kialakulasaban is

fontos szerepet jatszhat.

A fejlodo idegrendszerben a GABAAa-receptorok altal eldidézett depolarizald hatés
feltehetden a megemelkedett intracelluldris klorid koncentracioval hozhatd Osszefiiggésbe
(Ben-Ari et al. 1997; Cherubini et al. 1991). A felnétt fiziologias allapottol eltéré C1™-gradiens
kovetkeztében a GABA kotddésekor ellenkezd iranyt ionaramlés indukalodhat, amely
membrandepolarizaciot, vagyis serkentést idéz eld. Az ellentétes iranya iondram feltétele
lokalisan magasabb intracellularis Cl-koncentraci6 vagy egy kiegyenlitettebb extra- ¢és
intracellularis Cl-eloszlés.

A GABA excitatoros hatas és az intracelluléris klorid koncentracié kozotti kapcsolat
tanulmanyozasa indokoltnak tiinik, mert talan kozelebb jutunk a fejlodé idegrendszer fokozott
ingerlékenységének megértéséhez. Mivel a szoveti klorid ionok detektalasahoz azonban
megbizhatd fluoreszcens modszerek nem allnak rendelkezésre, ezért célul thztik ki, hogy
olyan hisztokémiai eljarast fejlessziink ki, amely alkalmas egy allando szoveti, extra- és
intracellularis klorid eloszlds, (pl. a korai posztnatilis korra jellemzd emelkedett
intracellularis klorid szint), valamint lassu klorid eloszlas-valtozas kimutatasara (fiatal-felnott
allapot), és amely alkalmas a GABA excitatdrikus €s inhibitoros fiziologiai hatasanak klorid
eloszlassal valo Osszefiiggésének tanulméanyozasara. Tovabba célunk volt, hogy a kifejlesztett
hisztokémiai mddszer alkalmazhatosagat teszteljiik epilepszids koriilmények kozott.

Az éltalunk kifejlesztett, de még kiprobalasi periddusban 1évdé hisztokémiai
modszeriink 1ényege a szoveti klorid ionok (CI') fixalas sordn eziist ionokkal (Ag") torténd

kicsapasa ¢€s a keletkezd AgCl reakciotermékek fénymikroszkopos kimutatasa.
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III. MODSZEREK

II1.1. Elektrofizioldgiai kisérletek

1.1. Az allatok miitéti elokészitése és ECoG elvezetése

Kisérleteinkben Na-pentobarbitallal altatott (i.p. 50 mg/kg) feln6tt (1-3 hoénapos),
illetve fiatal (10-22 napos) Wistar patkanyokat (250-300g) hasznaltunk. Az altatott allatok
trachedjaba kaniilt helyeztiink a konnyebb 1€égzés biztositasa érdekében, fejiiket szterotaxias
késziilékben rogzitettiik. Eltdvolitottuk a koponyacsont feletti bort, izmokat és kotdszoveti
elemeket. A vagasi feliileteket helyi érzéstelenitdvel kezeltiik. Fogaszati furd segitségével
négy kis lyukat fartunk a parietalis csonton, kettét a szomatoszenzoros kéreg felett, a masik
kett6t ezektdl posterior iranyba 4-5 mre. A jobboldali, illetve esetenként a balodali
szomatoszenzoros kéreg felett eltdvolitottuk a dura matert. A mitét okozta sokkhatas
elmultaig az allatokat legalabb fél 6raig pihentettiik (sziikség esetén hosszabb ideig), ekozben
az agy felszinét langyos fizioldgias sooldattal atitatott szlirOpapirral ovtuk a kiszaradastol. Az
allatok allando testhémérsékletét (37-39 C°) hésugarzoval biztositottuk. A feltart jobboldali
kérgi teriiletén 4-AP kristaly lokalis alkalmazasaval alakitottuk ki Pf-t. A 4-AP-t a kéreg
felszinére helyezett, fiziologids sdoldattal atitatott, 2x2 mm-es szlir6papirra applikaltuk.

Az ECoG-ot gombfejli eziist elektrodok segitségével a négy feltart pontbdl vezettiik el:
a Pf-bol, az ellenoldali félteke identikus pontjabol, vagyis a Tf-bol és két, a Pf- és, Tf-t6l
Az elektrédokat Narishige mikromanipulator segitségével rogzitettik az elvezetési
pontokban.

Az ECoG-ot a kisérlet teljes ideje alatt nyolccsatornds elektroenkefalograffal (EEG,
Medicor 81) irattuk ki 30 Hz-es feliilvago és 0.1 Hz-es alulvagd szlir6 alkalmazasa mellett.
Ko6zben a jeleket Tektronix tarold oszcilloszkdp képernydjén is megjelenitettiik, €s ezzel
parhuzamosan a késébbi off-line adatfeldolgozashoz szamitogépen is rogzitettiik.

Kisérleteink befejeztével az 4llatokat humanus moddon, fajdalommentesen Na-
pentobarbitallal talaltattuk. A kisérletek a SZTE Allatkisérleti Bizottsag engedélyével
késziiltek, és formailag megfeleltek az American Neuroscience Sociaty allatkisérletekre

vonatkoz6 feltételeinek.

1.2. Felszini szomatoszenzoros kivaltott vdlaszok elvezetése, réteganalizis
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A jobboldali szomatoszenzoros kéreg teriiletérdl, kivaltott valaszt (kivaltott

potencialt) vezettiink el, melyet a baloldali bajuszmezdbe szurt bipolaris tlelektrodon
keresztiili elektromos ingerléssel valtottunk ki. 3-5 V erdsségii, 0.3 Hz frekvenciaju, 0.3 ms
jeltartalmu ingereket alkalmaztunk. Az elvezetd elektrodunkkal a kéreg felszinén 1épkedve
megkerestiik azt a pontot, ahol a kivaltott valasz amplitudoja a legnagyobb. Ez a pont a
punctum maximum. (A Pf teriiletén az agyi elektromos tevékenységet regisztrald
elektrodunkat a punctum maximumba helyeztiik.)

A kisérleti allatok egy részében nemcsak az agy felszinérdl vezettiink el kivaltott
valaszokat, hanem az agykéreg teljes vastagsdgaban is, a felszintdl a kéreg alsé rétegéig,
200um-es 1éptékben haladva. Ily mddon elvégezhetd a kiilonbozé mélységekben rogzitett
kivaltott potencialok réteganalizise, vagyis nyomon kdvethetd a kivaltott potencial strukturalis
atrendezddése az agykéreg felszinétdl mélyebb cortikalis teriiletig.

A kivaltott valaszokat szdmitogépen rogzitettiik Axon Instruments Copmany, Axon
Laboratory, Axoscope szoftver segitségével, majd 10-15 hullam atlagolasaval képeztik az
Osszehasonlitas alapjat képezo kivaltott potencial gorbéket.

A patkany bajuszparndjanak ingerlésével kivaltott ingeriilet a trigemindlis rendszeren
keresztiil tovabbitodik, és a thalamusz ventro-posztero-medialis magjaban (VPM) torténd
utolso atkapcsolodast kovetden az elsédleges szomatoszenzoros kéreg (barrel field) megfeleld
teriiletén, a kérgi piramissejtekre konvergal (Buzsaki, Traub 1997). Az ingerléssel kivaltott,
szomatoaszenzoros kéreg punctum maximumdbdl elvezetett felszini kivaltott potencialok
felépitésében tobbnyire két csticsot kiilonithetiink el, egy gyors, korai, kis amplitaddji negativ
cstcsot (N) és egy nagyobb cstcslatenciaval és amplitidoval jelentkezd pozitiv polaritasa (P)
csucsot (3. abra). Megallapodas szerint az alapvonaltdl felfelé irdnyuld hullam a negativ
cstcs, az alapvonalhoz képest lefelé mutatd hullamot pedig, pozitiv komponensnek tekintjiik.
A bajuszmezd ingerlési pontjatdl fiiggden a barrel field kiilonb6zé pontjain a kivaltott
potencial alakja kiss¢ modosulhat, egy-két jarulékos N komponens megjelenésével, vagy
éppen teljesen hidnyaval, de a P komponens a barrel field teljes teriiletén jol detektalhato,
karakterisztikus elem, a felszini kivaltott valasz dominans komponense. Az atlagolt kivaltott
valaszon meghataroztuk az N és P cstcsok csucslatenciajat ms-ban kifejezve, az egyes
csucsok alapvonalhoz viszonyitott amplitidojat mV-ban kifejezve és esetenként a csucsok fél-
amplitidohoz tartozo szélességét ms-ban. Az egyes paraméterek statisztikai elemzését Excell,
Origin 5.0 pClamp szoftverek felhaszndlasaval végeztiik.

A mélyebb kéregi zonak felé 1épkedd elektrod az ingerlésre szinaptikusan aktivalodo
neuronok membranjan 1étrejové EPSP-k keletkezési helyéhez kozeledve, a toltésmozgas

kovetkezményeként a sejten kiviili tér fokozodo lokalis, valds negativitdsat valos negativ
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hullamként detektalja (Creutzfeld 1966; Buzsaki 1997; Shi et al. 1990; Wadmann et al.

1992,)). Az a réteg, amelyben az N csucs amplitiddja a legnagyobb, feltehetben az a réteg,
amelyben a legtobb EPSP keletkezik a thalamo-corticalis palya feldl érkez6 ingerek hatasara,
vagyis a legtobb egyidejiileg aktivalt idegsejtet tartalmazza. Ezért meghataroztuk azt a
cortikalis mélységet az agyfelszint6l mérve, um-ben kifejezve, ahol az N hullam amplitidoja

a legnagyobb.

1.3. Szamitogépes adatfeldolgozas, statisztika

Az elektrofiziologiai kisérleteinkben elvezetett ECoG-t off-line feldolgozashoz
szamitogépen rogzitettiik Axon Instruments Copmany, Axon Laboratory, Axoscope szoftver
segitségével, majd az egyes paraméterek statisztikai elemzését Excell, Origin 5.0 pClamp,
MathSoft Apps. Mathcad 2000 szoftverek felhasznalasaval végeztik. A 4-AP-nel kivaltott
epileptikus tevékenység ECoG-janak analizise soran a kdvetkezd paramétereket vizsgaltuk.

e Meghataroztuk a latenciaid6t, amely a 4-AP felhelyezése és az elsé iktakis szakasz
megjelenése kozott eltelt id6 secundumban, vagy percben kifejezve. Az elsd roham
latencidja felvildgositast ad az idegrendszer konvulzanssal szembeni érzékenységérol,
a gorcskiiszobrol, az agykérgi epileptikus folyamatok indukcidjaért felelds
mechanizmusok hatékonysagarol.

e A 4-AP applikacigjat kovetden szamoltuk az indukdlodo iktalis szakaszokat és
meghataroztuk atlagos szamukat 60 perces regisztralasi idére vonatkozolag. A
rohamok szaménak kovetése is a gorcsindukcios folyamatok hatékonysagara enged
kovetkeztetni.

e Az egyes iktalis szakaszok hosszat figyelemmel kisérve, megadtuk azok é&tlagos
hosszat secundumban (sec) kifejezve. A rohamok hossza az abnormalis ingeriileti
tevékenység fenntartdsaban szerepet jatszé mechanizmusok miikddésére utal.

e A 60 perces regisztralasi idOre vonatkoztatott roham szdm és az iktalis szakaszok
atlagos hosszanak szorzataval egy mesterséges paramétert alkottunk, ez az ossziktalis
tevékenység (Osszepileptikus aktivitas), melyet 60 perc %-aban fejeztiink ki. Az
Ossziktalis, vagy 0Osszepileptikus aktivitadssal jol jellemezhetd az idegrendszer
epilepszias miikodésének altalanos intenzitasa, teljesitménye.

e Meghataroztuk az epileptikus tevékenység ECoG-ban a harom kiilonb6zd
frekvenciatartomanyt magaba foglalo tiizelési mintazat (10-15 Hz: A-mintazat, 4-9
Hz: B-mintdzat, 1-3 Hz: C-kintdzat) %-os aranyat. A kiilonb6z6 mintazatok

feltehetéen mas-mas mechanizmussal keletkeznek, a nagy frekvenciaji A-, B-mintazat
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horizontélis intracortikalis ingeriileti korok aktivitdsara utal, mig a kis frekvenciajua

C-mintazat vertkalisan kiterjedt, mélyebb subcortikalis régiokat érintd, féleg thalamo-
cortikalis palyak aktivalodasat tiikkrozi.

e Mc¢értiik az egyes tiizelési mintazatokba tartoz6 gorcspotencialok atlagos amplitudojat,
uV-ban. A gorcspotencialok amplituddja az egyszerre aktivalt, egyszerre tiizeld sejtek
szdmaval aranyos.

e Tovabba meghataroztuk a generalizacio mértékét, ami az abnormalis ingeriileti
tevékenység mindkét félteke agykérgére valo terjedésének valoszinlisége az iktalis
szakaszok %-aban kifejezve,

e valamint a status epileptikcus, a tiz percnél hosszabb folyamatos gorcstevékenység

kialakulasédnak valdszinliségét az allatok %-aban kifejezve.

Az ECoG frekvencia spektruménak és az egyes gorcspotencidlok amplitidojanak
pontosabb meghatarozasahoz egy hazi készitésh statisztikai értékeld-programot fejlesztett ki
felkérésiinkre Dr. Asztalos Tibor a SZTE informatikusa. A fejlesztett program az ECoG
frekvencia spektrum analizisében a lokalis cstcs-maximumok detektalasa modszerét
alkalmazza (3. abra). Az ECoG-ban a zavar6 jelek kisziirése utan az altalunk megadott és
valtoztathaté frekvenciatartomany figyelembevételével tortént az iktalis tevékenység harom
jellegzetes mintazatanak felismerése, az egyes mintazatok gorcspotencialjainak atlagos
amplitaddjdnak mérése, valamint a mintazatok szazalékos ardnyanak meghatarozasa.

Bar az ECoG-ok analizise a kisérletek tobbségében ezzel a hazi készitésli szoftver
felhasznalasaval késziilt, munkacsoportunk folyamatosan dolgozik mas kutatocsoportokkal
kollaboracioban, az ECoG-os mintazatok frekvencia- és amplitido- paramétereinek meég
pontosabb és precizebb tanulméanyozésat szolgald programok fejlesztésén. Néhany allat
ECoG-janak elemzésére egy tovabbfejlesztett, de még kisérleti stidiumban 1évé modszert is
alkalmaztunk, amelyet Prof. Dr. Erdi Péter és Somogyvari Zoltan, az MTA KFKI munkatarsai
dolgoztak ki. Az 0j metodika kifejlesztésében a Fourier-transzformaciohoz hasonlo, de a
valtoz6 spektrumu jelek elemzéséhez elénydsebb tulajdonsdgokkal rendelkezé wavelet-
transzformaciot hasznaltadk, amely segitségével igen jO 1d6- és frekvencia- felbontéssal
vizsgalhatdo az ECoG spektrum valtozasa. A modszer elénye, hogy a) minden egyes
mintavételezési id6pontban meghatarozhatdé a jel spektruma, és b) a frekvencia és
idéfelbontasa optimalizalt, tehat a rovid idészegmensbdl is meghatdrozhatd magas
frekvencidk esetében nagy iddfelbontast eredményez, mig a csak hosszabb jelsorozatbol
meghatarozhatd - és ezért alacsonyabb id6felbontassal vizsgalhatdé - alacsony frekvenciak

esetében, finomabb frekvencia felbontast szolgaltat. A wavelet-transzformaciot e masodik
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tulajdonsdg kiilonbdzteti meg az iddszeletenként végzett Fourier-transzformaciotol. A

modszer lényege, hogy mig a Fourier-transzformaciénal - frekvencidikban jol lokalizalt
(alapvetden monoton, egyetlen frekvenciat tartalmazo), de idoben végtelen hosszu -szinusz és
koszinusz fiiggvényekkel hasonlitjuk dssze a jelet, itt idoben és frekvenciaikban is lokalizalt
hullam-csomagocskakra, wavelet-ekre bontjuk fel a vizsgalt jelet. A wavelet-transzformaciok
lehetnek folytonosak, illetve diszkrétek €s kiilonbozo alap hullamcsomagot is hasznalhatnak.
Jelen vizsgalatokban az egyik legismertebb folytonos wavelet-transzformaciot hasznaltunk,
Morlet alap-wavelet-bdl késziilt bazissal. A legkisebb vizsgalt frekvencia 1 Hz (a 0.1 kHz
mintavételezési frekvencia kovetkeztében), a legmagasabb figyelembe vehetd frekvencia 50
Hz volt. A két érték kozott 64 frekvencian szamoltuk ki a wavelet koefficienseket,
logaritmikus elosztasban, a moddszer felbontdsanak megfelelden. Az alap Morlet wavelet
hossza 0.32 sec volt. Az eredményeket szinkddolt idé-frekvencia térképeken éabrazoltuk
(dbra). Szamitasainkat a Scilab elnevezésii, ingyenes, altalanos matematikai programcsomag

2.5 verzidjaval végeztiik.

I11.2. Farmakoldgiai vizsgélatok

Acélbol, hogy megvizsgaljuk az altalunk tanulmanyozott receptorok szerepét az
agykérgi epileptikus folyamatok indukcidjaban, fenntartasdban és terjedésében kiilonbdzo
receptor antagonistak, agonistdk felhaszndldséval farmakologiai modszerekkel egészitettiik ki
elektrofiziologiai méréseinket.

Elektrofiziologiai kisérleteinkben nemcsak kiilonb6z0 receptorok epileptikus
tevékenységben betoltott szerepét céloztuk meg tanuméanyozni, hanem vizsgalni kivantunk
olyan intracellularis szinten-, enzimatikus anyagcserefolyamatok szabalyozasa révén hatd
endogén agyi mechanizmusokat is, melyek kozvetett, indirekt uton befolyasoljak az
epileptikus aktivitas indukciojat, fenntartasat, agykeérgi terjedését. Ezekben a kisérletekben
nem receptorokra haté anyagot hasznaltunk, hanem egy nem-specifikus enzim gatlo, szamos

piridoxal-foszfat-fliggd enzim aktivitasat befolyasold anyagot.

2.1. Felhasznalt anyagok

e 4-aminopyridin (4-AP) kristaly (Sigma)

e GYKI 52466 (1-(4-aminophenyl)-4-mrthyl-7,8-methylenedioxy-5H-2,3-

benzodiazepine hydrochloride) szelektiv nem-kompetitiv AMPA receptor antagonista

crer
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52466-ot 0.1 N HCl-ban feloldottuk, majd a savas pH-t 0.1 N NaOH oldattal

neutralizaltuk. A GYKI 52466 Dr. Tarnawa Istvan ¢és Dr. Vilagi Ildik6é ajandéka
(ELTE, TTK, Osszehasonlito Elettani Tanszék).

L-AP5 (L-amino-5-phosphonopentanoate), szelektive NMDA receptor antagonista

1.0mM koncentracioju torzsoldat. A Sigmatdl vasarolt L-AP5-6t fiziologids

sdoldatban oldottuk fel.

1S,3R-ACPD (1-aminocyclopentane-1S,3R-dicarboxylic acid), nem specifikus mGIuR

crer

crer

srer

kristdlyos anyagbdl fiziologids sooldattal torzsoldatot, majd 10uM-1mM
tartomanyban koncentracidsorozatot készitettiink. Kisérleteinkhez az egyes mGluR
agonistdkat a szakirodalom alapjan leghatékonyabbnak tiind koncentracidban
alkalmaztuk, Az oldatok készitésekor a kémhatdst pH-mérével ellendriztiik, majd

0.1N sésav €s NaOH oldatok hozzdadasaval a pH-t 7.4-re allitottuk be.

AOAA (aminooxiecetsav) nem specifikus transzaminaz gatlo (GABA-T, Kkinurenin-
transzaminaz gatld). A Sigma cégtdl vasarolt AOAA-at desztillalt vizben feloldottuk,
savas kémhatasat 0.1N NaOH hozzaadasaval semlegesitettiik, majd higitasi sorozatot
készitettiink a uM-M tartomanyban. Az AOAA in vivo koriilmények k6zott hatékony
koncentracidjanak  meghatarozasahoz  tdjékozodasképpen  végeztiink néhany
kisérleteket 1puM, 100uM, ImM, 100mM és 1M koncentracioju AOAA-oldattal. A
bevezetd jellegli kisérletek utan megallapithatd volt, hogy az alacsonyabb
koncentracio-tartomanyban alkalmazott AOAA (1uM-100uM) hatdsa az agykéreg
fiziologiai és epileptikus tevékenységére lényegesen eltér a nagyobb koncentracio-
tartomanyba es6 (100mM-1M) AOAA hatasatol. Ugyanakkor a kisebb €s a nagyobb

crer

egymashoz képest nem mutatott szignifikdns eltérést. Ezért a kisérletsorozat
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elvégzéséhez kivalasztottuk az alacsony és a magas koncentracio-tartomanybol a

legkarakterisztikusabb koncentraciot (100uM, 1M).

2.2. Kiserleti protokoll

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az egyes receptorok, szerepét kiilon az
agykérgi epileptikus tevékenység indukciés mechanizmusaiban, valamint részvételiiket €s
hozzajarulasukat a mar kialakult epilepszias tevékenységhez, kisérleteinket modszertani

szempontbol két protokoll szerint hajtottuk végre.

a) 1. protokoll: ,,Elékezelés”

A kezelt éallatokban a 4-AP-nel torténd gorcsindukciot megelézden a feltart jobboldali
szomatoszenzoros kérgi teriiletet (leendd Pf-t) lokdlisan, 30-60 percen 4t eldkezeltiik az adott
receptor antagonista/agonista megfeleld koncentracioji oldatdval. Az elékezelést az
agykéregre helyezett, oldattal atitatott, 2x2 mm-es sziirpapir segitségével biztositottuk, és 5
percenként az oldat szlrépapirra torténd  csepegtetésével gondoskodtunk az
antagonista/agonista folyamatos jelenlétérdl a kisérlet tovabbi periddusaban. Ezt kdvetden a
4-AP-nel indukéltuk az epileptikus folyamatot. Az ECoG elvezetését mar az eldkezelési
periodus alatt megkezdtiik, és a 4-AP felhelyezését kovetden tovabbi 60-90 percen at
folytattuk. A 4-AP kristalyt is a szlirGpapirra applikaltuk. Ez a kezelési protokoll lehetéséget
nyUjtott arra, hogy tanulmanyozzuk a receptorok szerepét az agykérgi epileptikus tevékenység
indukcios folyamataiban.

Neéhany kisérletben az elokezelést nem a leend6 Pf teriiletén hajtottuk végre, hanem a
Pf kialakitasat megel6zden az ellenoldali szomatoszenzoros kérgi teriiletet, a leendd Tf-t
kezeltiik. flymédon lehetdségiink nyilt tanulmanyozni, hogy a mésodlagos fokusz milyen
szerepet tolt be a Pf gorcsindukcios, rohamfenntartd és gorcspotencialok terjedéséért felelds

Mmechanizmusainak szabalyozasaban.

b) 2. protokoll: ,,Aktiv fokusz kezelés”

Ezeknél az allatoknal eldszor a 4-AP-nel indukéltuk az epileptiform kérgi
tevékenységet a jobboldali szomatoszenzoros kéreg teriiletén, majd 40-60 perc elteltével, a
mar aktiv, periodikus iktalis tevékenységet mutaté Pf-ban 2x2 mme-es sziirépapirra torténd
oldatat. Ezt kdvetden tovabbi 60-90 percig folytattuk az EC0oG-os elvezetést. Ez a metodika

lehet6séget teremtet arra, hogy megvizsgaljuk, egy Onnfenntartd, spontan ismétlodo
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epileptikus tevékenységet miikodtetd neuronhaldézatban az adott receptorok szerepét a

miikddészavar fenntartasdban, expressziojaban, idegi terjedésében.

2.3. Szelektiv AMPA receptor antagonista GYKI 52466-tal végzett kisérletsorozat

crer

52466-tal az allatok négy csoportjaban végeztiink kezelést.

1. csoport (n=10 allat): 30 perces GYKI 52466 elokezelés lokalisan a leendd Pf teriiletén a
gorcsindukciot megeldzden.

2. csoport (n=10 allat): 30 perces GYKI 52466 eldkezelés intraperitonealisan (i.p. 1.5 ml 20.0
mg/teststly kg) a gorcsindukcidt megeldzden.

Az i.p. elokezelést azért tartottuk fontosnak és sziikségszertinek, mert a szakirodalom
alapjan ismertté valt, hogy a GYKI 52466, a gyors felszivodast kovetden és a véragygaton
atjutva, rovid idon beliil maximalis hatést fejti ki (Vizi, Tarnawa 1996). Kivancsiak voltunk,
hogy az ilymodon alkalmazott AMPA-antagonista miként befolyasolja az agykérgi
epileptikus tevékenységet. Az eldkezelést megeldzden a GYKI 52466 i.p. injektalasa és a 4-
AP applikécioja kozotti idot szakirodalmi hivatkozas alapjan valasztottuk, amely értelmében a
30 perc elegend6 a GYKI 52466 felszivodasdhoz, idegrendszeri célpontjaihoz vald
transzportalddasahoz és a maximalis antikonvulziv hatds kifejlédéséhez (Chapman et al.
1991; Vizi et al. 1996). A kontroll allatok (n=5) esetében 1.5 ml fizioldgids sooldatot
injektaltunk i.p. a GYKI 52466 helyett.

3. csoport (n=9 allat): Aktiv Pf-ban torténé GYKI 52466 kezelés.
4. csoport (n=7 éallat): 30 perces GYKI 52466 eldkezelés lokalisan a leendd TT teriiletén a

gorcsindukciot megeldzden.

2.4. Szelektiv NMDA receptor antagonista L-AP5-tel végzett kisérletsorozat

crer

harom csoportjadban végeztiink kezelést.

1. csoport (n=8 allat): 30 perces L-APS5 el0kezelés lokalisan a leendd Pf teriiletén a
gorcsindukciot megeldzden.

2. csoport (n=9 allat): Aktiv Pf-ban torténd L-APS5 kezelés.

3. csoport (n=10 allat): 30 perces L-AP5 el6kezelés lokalisan a leendd Tf teriiletén a

goresindukceiot megeldzden.
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2.5. Széles hatasspektrumiu mGluR agonista (1S,3R)-ACPD-vel_végzett kisérletsorozat

allatok két csoportjat kezeltiik.
1. csoport (n=7 allat): 60 perces (1S,3R)-ACPD elékezelés lokalisan a leend6 Pf teriiletén a
gorcsindukciot megeldzden.

2. csoport (n=10 allat): Aktiv Pf-ban torténd (1S,3R)-ACPD kezelés.

2.6. Szelektiv Il mGluR agonista DCG-IV-el végzett kisérletsorozat

cre

két csoportjaban végeztiink kezelést.
1. csoport (n=6 4llat): 60 perces DCG-IV eldkezelés lokdlisan a leendd Pf teriiletén a
goresindukceiot megeldzden.

2. csoport (n=8 allat): Aktiv Pf-ban térténé DCG-IV kezelés.

2.7. Szelektiv I mGluR agonista DHPG-vel végzett kisérletsorozat

crer

két csoportjat kezeltiik.
1. csoport (n=5 allat): 60 perces DHPG elOkezelés lokéalisan a leendd Pf teriiletén a
goresindukceiot megeldzden.

2. csoport (n=5 allat): Aktiv Pf-ban torténé DHPG kezelés.

Minden kisérletsorozatban a kezelt allatok mellett kontroll kisérleteket is
végrehajtottunk. A konmtroll dllatoknal  (csoportonként n=5-9 allat) az egyes
agonistakkal/antagonistakkal torténd kezelés helyett langyos fiziologids sooldattal végeztiink
el6-, illetve aktiv fokuszban torténd kezelést. A kontroll allatok agykérgérol elvezetett, 4-AP-
nel indukalt abnormalis kérgi jelenséget, kontroll epileptikus tevékenységnek tekintettik. A
kontroll és kezelt allatok ECoG-janak analizise alapjan az epileptikus tevékenységet leiro és
jellemzo, korabban felsorolt paramétereket (latenciaidé, rohamok szama, rohamok hossza,
gorcspotencialok  frekvencidja, -amplitiddja, generalizacio, kivaltott vélasz, stb.)
meghataroztuk, megmertiik és Osszehasonlitottuk. A kontroll és kezelt allatok adatai kozotti
szignifikans eltérést a Student’s t-test alkalmazasaval hataroztuk meg p<0.05 szignifikancia

kritérium mellett.
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2.8. Nem-specifikus enzim gatlo AOAA-val végzett kisérlezsorozat

Annak érdekében, hogy tanulmanyozzuk az AOAA altal befolyasolt
anyagcserefolyamatok kozvetett szerepét az agykérgi epileptikus tevékenység indukcios-,
fenntartdo- ¢és agykérgi terjedéséért felelés mechanizmusaiban, valamint az AOAA
koncentracio- ¢s idofiiggd hatdsat, az AOAA-as kezelést az allatok négy csoportjaban

hajtottuk végre.

cyey

crer

tertiletén
3. csoport (n=7): 1 oras elokezelés 1M koncentracioju AOAA-val lokdlisan a leendd Pf
teriiletén
4. csoport (n=7): 2 oréas eldkezelés 1M koncentracidju AOAA-val, lokalisan a leendd Pf

teriletén

A kezelt allatok mellett kontroll kisérleteket is végrehajtottunk. A kontroll allatoknal
(csoportonként n=5 4allat) az AOAA helyett langyos fiziologids sooldattal végeztiink

elokezelést.

I11.3. Fejlodo idegrendszer ingerlékenységének és gorcskészségének tanulmanyozasa

3.1. Elektrofiziologiai kisérletek

Az elektrofiziologiai kisérleteket a korabban részletesen ismertetett metodika szerint
hajtottuk végre. A kisérletekhez mindkét nemhez tartoz6 10-22 napos Wistar patkanyt
hasznaltunk 2 napos korkiilonbséggel. Minden korcsoportbdl 5 allatot valasztottunk,
kiilonbozé alombol. A kis patkdnyokkal valo kisérleti munka nagy eldvigydzatossagot
igényelt, mivel a fiatal allatok nagyon érzékenyen reagéltak az altatasra, a mitéti
elokésziiletekre, a testhdmérséklet esetleges csokkenésére. A fiatal allatok nagy ardnyu
haldlozasa miatt a 4-AP kortikalis felszinre torténd applikacidjat kovetden az ECoG-0S
regisztralas id6tartamat egy orarol 30 percre csokkentettiik.

Figyelemmel kisértiik a fiatal allatok agykérgi tevékenységét a 4-AP kezelés elott,
illetve a konvulzans jelenlétében. Mivel a felnétt patkanyok 4-AP-indukalta agykérgi

epileptikus tevékenységéhez hasonld repetitiv, ismétlodo epileptikus szakaszokat csak a 17-19
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napos kortol kezdédden észleltiink, illetve a fejléddé patkanyok agyi aktivitasaban jelentds

egyedi variabilitas mutatkozott, igy eltekintettiink az adatok kvantitativ statisztikai
értékelésétol. Az egyes korcsoportok alap és epileptikus agyi tevékenységét csupan leird

jelleggel jellemeztiik.

3.2. Gén expresszios vizsgalatok

A fejlodo allatok gorcskészsége, epileptogenitasa szempontjabol kritikus periddusban
génexpresszids vizsgalatokat végzetiink, hogy tanulmanyozzuk a GluR-ok szerepét, illetve a
receptorok expresszidjanak jelentéségét a fejlodo idegrendszer hiperexcitabilitdsanban. A
kisérletekhez mindkét nemhez tartozo, 10-28 napos, fiatal Wistar patkanyokat hasznaltunk,
melyeket Na-pentrobarbitallal altattunk (i.p. 40 mg/kg). Az allatokat 3 korcsoportbdl, és
kiilonb6z6 almokbol vélasztottuk.

1. korcsoport: 10-13 napos allatok (n=6)
2. korcsoport: 16-17 napos allatok (n=6)
3. korcsoport: 22-28 napos allatok (n=6)
A Kkisérleti allatok mutéti elokészitése, és az ECoG elvezetése a korabban ismertetett

modszer szerint tortént. Ezekben a kisérletekben a kontroll dallatok (korcsoportonként n=3
allat) agykérgi felszinére a testhdmérsékletnek megfeleld langyos fiziologias sooldatot
csepegtettiink és ekozben regisztraltuk az agyi elektromos jeleket. 30 percig. Az kezelt
dllatoknadl a szomatoszenzoros kérgi teriiletre 4-AP kristalyt applikdltunk, majd a kialakulo

abnormalis elektromos jeleket rekordaltuk 30 percen at.

Agyszovet mintavétele

A kontroll allatok intakt szomatoszenzoros kérgi teriiletérdl, a 4-AP-nel kezelt
allatoknal pedig a mar epileptikus aktivitast mutato agyteriiletrdl (epilepszias fokuszbol) steril
szikével kis darab agyszovetet tavolitottunk el. Az agymintakat rogton cseppfolyods
nitrogénben lefagyasztottunk, majd a késdbbi génexpresszids vizsgalatokhoz Eppendorf-

csovekben —80 °C-on taroltuk.

Agymintak feldolgozasa
a) RNS izolalasa a kipreparalt szévetekbol

Az RNS izolalashoz a fagyott szovetekbdl kb. 100 mg-nyi mennyiséget hasznaltunk.
Az agymintakat Eppendorf csdvekben 150 pl TRI-reagens oldatban elhomogenizaltuk, majd
800ul végtérfogatra egészitettilk ki. A mintakat kloroformmal (150 ul) extrahaltuk, majd
centrifugaltuk (15 perc 15000 g fordulat, 0 °C). A centrifugalast kdvetden az RNS-t

tartalmaz¢ feliiluszoval a kloroformos extrahdlast és centrifugalast megismételtiik, hogy minél
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nagyobb tisztasdgu RNS extraktumot nyerjiink a mintakbol. A felsé RNS tartalmu fazishoz

75 térfogat % aranyban izo-propanolt adtunk, majd 10 percig centrifugaltuk. A pelyhes
csapadék formajaban kivald6 RNS-t lecentrifugaltuk ¢és az izo-propanolos felsd fazis
eltavolitisa utdn a csapadékot 1 ml 70 %-0s etil-alkohollal mostuk (min. 1 6ra, -20 °C-on). A
kész RNS-oldatot —80 °C-on taroltuk.
b) Feherje szennyezodés mertékének megallapitasa

A kipreparalt RNS-oldat 5 pl-€bél 100-szoros higitast készitettiink DEPC-os vizzel,
majd spektrofotométerrel, 0.1 cmm-es kvarckiivettat haszndlva megmértiikk a minta
fényabszorpcidjat 260 nm-en (nukleinsvak fényelnyelési maximuma) és 280 nm-en (fehérjék
abszrpcids maximuma). A 260 és 280 nm-en mért abszorpcids értékek hanyadosabdl képzett
OD érték (optic. dens.) jellemzi a minta tisztasagat. Ha az OD260/OD2go arany kisebb, mint
1.7, akkor a minta tisztasdga nem elfogadhatd, ha a hanyados nagyobb, akkor a minta
tisztasdga megfeleld.
¢) RNS koncentracio meghatarozasa

A kovetkezO Osszefiiggés alkalmazasaval meghataroztuk az RNS mintak

crer

SN

oldatokat készitettiink.
d) DNS és fehérje kontaminacio ill. RNS integritas ellendrzése

A higitott RNS-oldatokbol 1 pl-nyit 9 pl DEPC-os viz hozzaadasaval 1.2 %-0s,
etidium-bromidot (Et-Br) tartalmaz6 agaroz gélen teszteltiik. A gél elektroforézisét TRIS-
acetat futtatopufferben 1 ordig, 50 V fesziiltség mellett végeztiik. Az esetleges fehérje
kontaminacio6 a zsebek mellett, a DNS szennyezddés pedig, a zsebektdl kissé tdvolodva jelent
meg. Az RNS integritdsdra a 3 kiilonb6zd méretli, riboszomalis RNS csik (28S, 8S, 55)
meglétébdl és annak élességébdl kovetkeztettiink.
e) Reverz transzkripcio

A cDNS szintézisét 5 ug-nyi 6ssz RNS-bdl kiindulva 20 ul végtérfogatban végeztiik.
A templat 6ssz RNS-t (5 pg) és a hexamert (1 pl) viz jelenlétében (12 ul végtérfogatra
kiegészitve) 10 percig 95 °C-on denaturaluk. Ezt kovetéen az RT-enzim (0.75 ul), az RT-
puffer (4 pl) és a NTP (0.5 ul) elegy hozzaadasaval 10 percig 37 °C-on, majd 45 percig 42
OC-on inkubéltuk. A reverz transzkripcio leallitaisihoz a mintikat —20 °C-ra hiitéttiik és a
tovabbiakban ott taroltuk.
f) PCR reakcio
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Patkany mGIluR1 (M61099) alegységére specifikus primereket vasaroltunk

(BIOCENTER Kit.).

Oligonukleotid neve: mGluR1/forward
Nukleotidsorrend: 5- GAAGCCCAGATTCATGAGCGC -3’
Oligonukleotid neve: mGluR1/reverse
Nukleotidsorrend: 5- AAACATGCACCCCAGGGCCAC -3’

Génexpresszios kontrollként a [-aktin gént (M24113) valasztottuk, melyhez a
specifikus primereket szintén beszereztiik.

Oligonukleotid neve: 3-aktin 3
Nukleotidsorrend: 5 - GCAAGAGAGGTATCCTGACC -3’
Oligonukleotid neve: B-aktin 4
Nukleotidsorrend: 5- CCCTCGTAGATGGGCACAGT -3’

A PCR amplifikalashoz Sul-nyi RT-reakcioterméket (cDNS), 50 ul végtérfogatban
hasznaltunk. A c¢DNS templathoz (5 pl) hozzakevertiik a mGluR1 primereket (forward:1 pl;
reverse:1 pl), ANTmix-et (1 pl), a 10x-puffert (5 pl), Mg?*-oldatot (4 ul), Tag-polimerazt (0.5
ul), desztillalt vizet (32.5 pl). Minden mintahoz készitettliink egy kontroll parhuzamos elegyet
is, amely a mGIuR primerek helyett a B-aktin 3 és B-aktin 4 primereket tartalmazta (1-1ul). A
PCR reakciot, vagyis a primerek altal felismert és megszintetizalt génszakaszok
amplifikalasat Mini Cycler PCR késziilékben (MJ Research) végeztiik, az alabbi program
szerint:

1. 20 sec 90 °C-on (denaturacio)

2. 20 sec 60 °C-on (primer kotodés)

3. 2 perc 72 °C-on (DNS-szintézis, amplifikalas)
A programban a ciklus 30-szor ismétl6dott.

g) A PCR termékek elvalasztasa és detektalasa

A PCR termékek 15 pl-nyi mennyiségét 1.5 %-os acetatos-agardz gélen futtatuk (min.
1 ora, 47 V fesziiltség). A gélelektroforézishez a kovetkezd sorrendben pipettaztuk a mintakat
a zsebekbe:

kontroll (B-aktin)

13 napos intakt agykéreg

kontroll (B-aktin)

13 napos 4-AP-vel kezelt agykéreg
kontroll (B-aktin)

17 napos intakt agykéreg

kontroll (B-aktin)

17 napos 4-AP-vel kezelt agykéreg
9. kontroll (B-aktin)

10. 28 napos intakt agykéreg

11. kontroll (B-aktin)

NG R~LONE
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12. 28 napos 4-AP-val kezelt agykéreg

A futtatdsi képet UV lampa felett digitadlis fényképezdgéppel szamitdogépen
rogzitettiik. A mGluR1 primerek és B-aktin primerek altal felamplifikalt termékék a futtatasi
képen éles csik forméjaban valnak lathatova. A szamitdgépen rogzitett gélképek kiértékelését
UVP-gelplate gélkezel6 programmal végeztik. Az értékeld programm segitségével a
gélképen kirajzolodd mGIuR1 és B-aktin amplifikalt génterméket jelz6 csikok intenzitasanak
aranyabol kovetkeztetlink a mGluR1 mRNS mennyiségére az egyes mintdkban. Vagyis a
transzkripcidban keletkez0 mRNS mennyiségének valtozasabol kovetkeztethetiink a
kiilonb6z6 koru 4-AP-vel nem kezelt vagy kezelt patkanyok agykérgébdl vett agymintaban a
mGIluR1 gén expresszidjanak intenzitasara.

Ezeket a méréseket a SZTE Biokémiai Tanszékén, Dr. Hermesz Edit vezetésével,

szakmai tmutatdsa alapjan végeztiik.

3.3. Klorid ion eloszlds tanulmanyozdsa hisztokémiai modszerrel
Hippokampusz szelet preparaldsa

A hisztokémiai vizsgdlatokhoz szoveti preparatumként, az egyszerli anatdémiai
tajékozodas miatt ujszilott és felndtt patkany hippokampuszat valasztottuk. Az ujsziilott (5-6
napos) ¢és feln6tt Wistar patkanyokat dekapitaltuk, agyukat eltavolitottuk, és jéghideg
oxigenalt inkubal6 oldatba helyezve mindkét oldali hippokampuszt kimetszettiik, majd 350
um vastagsagu szeleteket készitettiink vibratom segitségével. A szeleteket inkubald
médiumban tartottuk (NaCl 124.0 mM, KCI1 5.0 mM, NaH2PO4 1.25 mM, MgSOs 2.0 mM,
CaClz 2.0 mM, NaHCOs3 26.0 mM, gliikkdz 10.0 mM, szaturacid: O2/CO2 95%/5%) 60 percig,
a hisztokémiai procedira megkezdésig. A hippokampusz szeletek egy részét fagyasztasos
modszerrel, a masik résziiket glutaraldehiddel fixaltuk.

A hisztokémiai procedurdt megelézéen a hippokampusz szeletek funkcionalis
épségeérdl a CAL teriiletrdl elvezetett térpotencialok ellendrzésével gydzodtiink meg, melyeket
a Schaffer-kollateralisba szurt tivegelektrodon keresztiil adott elektromos stimulussal (30 ms,
0.125 Hz) valtottunk ki. Azokat a szeleteket, amelyeknél az epilepszias koriilmények kozott
kialakult CI" eloszlast kivantuk detektalni, eldszor 1 6ran at standard perfuzios kozegben
inkubaltuk, majd 100uM 4-aminopyridin (4-AP) hozzaadasaval epileptiform kisiiléseket
indukaltunk. 30 percnyi epileptikus aktivitast kdvetden a szelteket fagyasztasos modszerrel

processzaltuk.

Fagyasztva-helyettesitéses fixalas
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A hippokampusz szeletek gyors fagyasztasat gy oldottuk meg, hogy a szeleteket

két, vékonyszalu nylonbdl késziilt halé kozé helyeztiik, és az igy elkészitett ,,szendvicset”
cseppfolyos nitrogénnel hiittt izo-pentdnba nyomtuk. A hippokampusz szeletek szendvicsbe
zarasat inkubald médium alatt végeztiik, hogy a hipoxias karosodas €s a mechanikai sériilés
mértékét minimalizaljuk. A tovabbi feldolgozasig a szeleteket cseppfolyds nitrogénben
taroltuk (10 perc). Ezt kdvetOen a fagyasztva helyettesitéses eljarast (szubsztitucio) végeztiik
el, vagyis a mintakat 1.9 %-0s AgNOs-al eziistben telitett 95 %-0s, -40 °C-os acetonban 3
napig fagyasztva helyettesitettiik, azaz a szdvet viztartalmat acetonra cseréltiik. Az AgCl-tol
eltéré eziist sok eltavolitasa érdekében, a mintakat 95 %-0S acetonban oldott 1%-0s
salétromsavval mostuk (-40 °C, 2 6ra), majd szintén 95 %-0s acetonban oldott 2 %-0s OsOa-el
utofixaltuk (-40 °C, 2 6ra).

A mintak végleges viztelenitését harom 1épésben végeztiik: 1 1épés: 100 % aceton (-40
0C, 1 6ra), 2. 1épés: 100 % aceton (+4 °C, 1 6ra), 3. 1épés: 100 % aceton (szobahdmérséklet, 1
ora), majd a mintdkat propilén-oxiddal kezeltiik (2-szer 5 perc), és végiil Durcupan gyantéba

agyaztuk.

Glutaraldehides fixalas

Az oxigenalt médiumbol kiemelt hippokampusz szeleteket 2.5 % AgNOg3 tartalmu 2.5
%-0s puffereletlen (pH 4.5-5.5) glutaraldehid fixaloval sététben fixaltuk (+4 °C, 24 6ra), majd
desztillalt vizes mosast alkalmaztunk (szobahdmérséklet, 5 perc). Ezt kdvetden a fagyasztasos
fixalasnal alkalmazott 1épésekhez hasonléan salétromsavas mosast (+4 °C, 2 6ra), majd
desztillalt vizes Oblitést kovetden (szobahémérséklet, 5 perc) OsOs-el torténd utdfixalast (+4
0C, 2 6ra) végeztiink. A mintak végleges viztelenitését szobahdmérsékleten hat Iépésben
végeztik: 1. 1épés: 50 %-0s etil-alkohol (15 perc), 2. 1épés: 70 %-os etil-alkohol (15 perc), 3.
1épés: 90 %-os etil-alkohol (15 perc), 4. 1épés: 56 %-os etil-alkohol (15 perc), 5. 1épés: 100 %-
os etil-alkohol (15 perc), 6. 1épés: 100 %-0s etil-alkohol (15 perc). Végiil a mintakat propilén-

oxidos kezelés utan (2-szer 5 perc) Durcupan gyantaba agyaztuk.

A szoveti AgCl csapadék féenymikroszkopos vizualizalasa

A fagyasztasos ¢és glutdraldehides fixalassal feldolgozott szeletek tovabbi
processzalasa azonos modon tortént. A polimerizaciot kovetden a blokkokbdl 1.0 pm
vastagsagli metszeteket készitettiink ultramicrotdommal. A targylemezre felvett metszeteket
megszaritottuk, 2 percig maratofolyadékkal kezeltiik (5% NaOH, etil-alkohol és propilén-oxid
1:1 atanyt elegyében oldva), majd desztillalt vizzel Oblitettiik. A szdvetben 1évo AgCl

csapadékot Janssen IntenSE M, Aurion R-Gent kitek alkalmazasaval, az adatlapok hasznalati
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leirdsa alapjan készitett ezilist intenzifikald oldattal vizualizaltuk (15 perc). A jobb

morfologiai tdjékozddas érdekében a metszetek parjat Richardson-kékkel festettiik meg,
illetve egyes eziist-intenzifikalt metszeteket feliilfestettlink. A mintdkat Zeiss tipust

fénymikroszkopban vizsgaltuk.

Szoveti AgCl csapadékszemcsék analitikai vizsgalata elektronmikroszkopban

Az ultrastruktaralis vizsgalathoz 25-35 nm vastag metszeteket készitettiink, melyeket
Zeiss CE M 902 elektronmikroszképban vizsgéaltunk elektron spektroszkopia képalkotas
(Electron Spectoscopic Imaging, ESI) és elektron energia-vesztési (Electron Energy LosS
Spectrometry, EELS) lizemmodban. A mintan athaladé elektronsugar energiaspektrumanak
meghatarozasan alapuld analitikai modszer (EELS), illetve az elektron energiasziirésén
alapul6d mikroszkopizalasi méd (ESI) elvét jelen dolgozatban nem kivanjuk ismertetni.

o Elektron spektroszkopia képalkotas (ESI):

A szoveti kornyezet azonositasa érdekében a kontraszt nélkiili metszetekrdl a szén
abszorpcids szélén (dE=250 eV) strukturalis informacidét hordozd képet készitettiink. A
csapadék eziist és klorid tartalmat a jel-, illetve a hattéreloszlast tartalmazo, megfeleld
elektronvesztésen felvett képek kiilonbségébdl hataroztuk meg (Ag jel: dE=430 eV, hattér:
dE=345 eV, Cl jel: dE=210 eV, hattér: dE=180 eV). Az eziist-, illetve klorid kétdimenzios
elem eloszlasi képeit egymassal és a szén abszorpcios élén készitett ultrastruktaralis képpel
hasonlitottuk 6ssze €és hoztuk fedésbe.

e Elektron energia-vesztési analizis (EELS):

Ez a pont-analitikai modszer az elektronmikroszkopban kivalasztott elektrodenz
csapadék teljes elemi Osszetételének meghatarozasat teszi lehetévé. A vizsgalatokat 180 eV-
550 eV elektron eneria-vesztési tartomanyban végeztiikk. A kapott spektrumra matematikai
modszerekkel elméleti gorbét illesztettliink, hogy a hattérlevonds utan az abszorpcids éleket
lathatova tegyiik. A vizsgdlt mintdk elemi Osszetételét az abszorpciods élek referencia
gorbékkel valod dsszehasonlitdsa alapjan hataroztuk meg.

Ezen kisérleteket a gottingeni Max Plank Intézet Neurobiologiai laboratériumaban
végeztem Dr. Urich Kuhnt vezetésével, illetve a Szegedi Biologiai Kozpontban, Dr. Siklos

Laszl06 iranyitasaval és szakmai utmutatasaval
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IV. EREDMENYEK

IV.1. GLUTAMAT RECEPTOROKON KERESZTUL MEDIALT INGERULETI
TEVEKENYSEG

1.1 AMPA receptorok mitkodeséenek befolyasolasa

GYKI 52466 hatasa a szomatoszenzoros kivaltott potencialokra

A specifikus AMPA receptor antagonista GYKI 52466, 20 mg/kg koncentracioja
oldataval lokalisan kezeltiik a szomatoszenzoros kéreg felszinét, a gércsindukciot megel6zéen
30 percig. A GYKI 52466 hatasara nem észleltiink elvaltozasokat az alap ECoG-ban, viszont
a kivaltott potencial jelentds atrendezddést mutatott (4. dbra). A kezeletlen kéreg felszinérol
elvezetett szomatoszenzoros kivaltott potencial struktarajaban két karakterisztikus, egy

negativ és egy pozitiv polaritasa hullamkomponens (N, P) volt megfigyelhet6 (4. abra).
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3. abra. 30 perces GYKI 52466 lokalis el6kezelés hatdsa a szomatoszenzoros kivaltott valaszra. N: negativ
hullam, P: karakterisztikus pozitiv polaritasi hulliamkomponens

Az ingerbetorést kdvetden elészor az N komponens jelentkezett atlagosan 7.9+0.22 ms
csucs-latenciaval és 0.55+0.21 mV amplitidoval, melyet a joval kifejezettebb P elem
kovetett, amely csucslatencidja atlagosan 13.58+0.51 ms, és amplitadoja 1.78+0.4 mV volt. A
GYKI 52466 hatasara a kivaltott valasz fokozatosan deprimaldédott. Mind az N, mind a P



43
hullam amplitadoja szignifikansan lecsdkkent, anélkiil, hogy latenciajuk 1ényegesen eltért

volna a kontroll értékektol (111, tablazat). A kivaltott valasz alakja ellaposodott, kiszélesedett,
melyet leginkabb a szupresszalt P elem fél-amplitad6 szélességének szignifikans ndvekedése
tikrozott a kontrollhoz képest. Az intakt és kezelt kéreg felszinérdl elvezetett kivaltott

potencidlok hulldimkomponenseinek adatait az I. tdblazat tartalmazza.

I. tablazat: Szomato-szenzoros kivaltott potencialok paraméterei

Kontroll (n=5) GYKI 52466 (n=7)
N P N P
csiicslatencia (ms) 7.9+0.22 13.58+0.51 8.2+0.3 15.2+1.1
amplitido (mV) 0.55+0.21 1.78+0.4 0.3+0.04* 0.45+0.12*
fél-amplitido szélesség (ms) 2.5+0.31 7.11+0.4 3.1+0.9 14.28+2.6*

A téblazatban az atlag + szoras értékei vannak feltiintetve. A csillaggal jelzett adatok szignifikansak, a
szignifikancia kritérium: p<0.05.

Intraperitonedlis (i.p.) GYKI 52466 elokezelés hatisa a 4-AP-indukalta agykérgi epileptikus

tevékenységre

Kisérleteinkben a specifikus AMPA receptor antagonista GYKI 52466-tal t6rténé
elokezelést két modon is elvégeztik, egyrészt a GYKI 52466 intraperitonealis (i.p.)
injektalasaval a gorcsindukcidt megelézéen 30 perccel, masrészt lokalisan, a leendd Pf
teriieltén az agykéreg felszinére applikalva, a modszerekben ismertetett médon. Az i.p. és a
lokalis eldkezelést kovetden a 4-AP-vel indukalt epileptikus tevékenység ECoG-S
mintdzatanak statisztikai elemzését elvégezve, az egyes paraméterek hasonld tendenciaju és
mértekll valtozasat tapasztaltuk, ezért eltekintiink mindkét kezelési mod hatasanak részletes
ismertetésétol. A két eltérd elokezelés koziil az alabbiakban csak a GYKI 52466 i.p.
eldkezelés agykérgi epileptikus tevékenységre gyakorolt hatasat ismertetjiik.

Az AMPA-antagonista GYKI 52466 a 4-AP goércsmodellben antikonvulziv hatassal
rendelkezett. Bar nem blokkolta teljesen, viszont mindkét fokuszban jelentdsen késleltette az
epileptikus aktivitas kialakulasat, és erGsen szupresszalta az epileptikus tevékenység agykérgi
megnyilvanulasat (4. abra).

A GYKI 52466 elokezelés hatasara az elsd iktalis szakasz latenciaja a Pf-ban 5+1.5
percr6l 29+3.5 percre, a Tf-ban pedig 6.2+1.2 percrdl 30+3.7 percre emelkedett (5.A abra). A

vizsgalati periodusban az iktalis szakaszok szama csak kismértékben csokkent, ugyanakkor az
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4. dbra. A: Intakt kéreg alap elektromos tevékenysége, valamint i.p.GYKI 52466 el6kezelést, majd 4-AP
applikaciot kovetden interiktalisan jelentkez6, generalizalt , tiiske-csomag” mintazat. B: Kontroll 4-AP-indukalta
iktalis tevékenység. C: 30 perces GYKI 52466 (i.p) el6kezelés hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi epileptikus
tevékenységre.

egyes individudlis epileptikus epizédok hossza szignifikdnsan redukaldédott mindkét
fokuszban a kontroll értékekhez 1épest. A Pf teriiletén 10.242.1 sec-os abortiv iktélis
szakaszok expresszalodtak szemben a kontrollal, ahol egy-egy roham atlagos hossza 33.4+5.1
sec volt. A Tf-ban is hasonld6 mértékii valtozast figyelhettiink meg, az iktalis szakaszok

atlagos id6tartama 25.2+4.9 sec-rol 7.1+3.2 sec-ra csokkent. Ezek a valtozasok dsszességében
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5. abra. GYKI 52466 elokezelés hatasa a 4-AP-indukalta epileptikus gorcstevékenységre. Az oszlopok adatai az
atlag + szoras értékeket tartalmazza. A * szignifikans eltérést jelenti, a signifikancia kritérium: p<0.05.

az Ossz-epileptikus aktivitas szignifikans - a Pf-ban 34.0+2.5 %-ro6l 7.8+1.1 %-ra, mig a Tf-

ban 25.1+2.5 %-ro61 5.4+1.1 %-ra torténd redukcidjat eredményezték (5.B,D abra).
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A GYKI 52466 elokezelés hatdsdra mindharom tlizelési mintdzat 4tlagos

amplitadoja szignifikansan csokkent mindkét fokusz teriiletén. Erdekes modon a GYKI 52466
elokezelést kovetden az epileptiform kisiilések amplitidocsokkenése joval kifejezettebb
mértékii volt, mint az AMPA antagonista aktiv Pf-ba torténd lokalis applikacioja utan (5.C,E
abra). A GYKI 52466 elokezelés hatasara atrendezodést tapasztaltunk a kiilonbdzo
frekvencidji tlizelési mintdzatok %-os el6forduldsdban. A legnagyobb frekvencigju A-
mintazat gyakorisaga szignifikansan nétt, ugyanakkor a lasst kistiléseket magaba foglalo C-
mintdzat el6fordulasi valdszintisége szignifikansan csokkent (5.F abra). Annak ellenére, hogy
az epileptikus aktivitas er0sen szupresszalodott az AMPA-antagonistaval torténd eldkezelés
hatasara, az epileptiform kistilések propagacidja kiterjedt cortikalis régidkra facilitalodott, a
kontrollhoz képest jelentdsen, 20%-r61 45 %-ra emelkedett.

Erdekes megfigyelés volt, hogy a Tf epileptikus aktivitdsa, amely az iktalis szakaszok
75 %-aban szinkron kdveti a Pf aktivitasat, olykor (10%) teljesen fiiggetlenné valt a Pf-étol,
vagyis az abnormalis kérgi aktivitds onnallésodott Tf-ban manifesztalodott. Ezen kiviil az
allatok 70%-anal az iktalis-interiktalis szakaszokon kiviil egy 0j, az ECoG hattéraktivitasatol
elkiiloniil, de iktalis szakaszként nem definialhato ,,tiiske-cSomag” mintazat jelentkezett,
amely 20-30 sec-on keresztiil tartd, 13-15 Hz-es, 200-400 puV amplitaddji borszt csomagok
sorozatabol allt. Ez a mintazat interiktalisan, vagy az iktalis szakaszok folytatdsaként,

generalizaltan expresszalodott (4.A abra).

Aktiv primer fokuszban alkalmazott GYKI 52466 hatasa az epileptikus tevékenységre

A spontan visszatér$ epileptikus tevékenységet mutatd Pf-ban, lokalisan alkalmazott
GYKI 52466 is er6sen szupresszalta az agykérgi epileptikus tevékenység intenzitasat mindkét
fokuszban, de a kifejlodé gatlas mérsékeltebb volt, mint a GYKI 52466 i.p. elokezelést
kovetden.

A Pf-ban az iktalis szakaszok szama (33+9) nem tért el jelentésen a kontroll értéktol
(37+4), ugyanakkor azok hossza - az el6kezeléshez hasonloan, bar kisebb mértékben -
szignifikdnsan (33.4+5.1 sec-rol 17+2.5 sec-ra) csokkent. Ennek koszonhetéen az
Osszepileptikus tevékenység 34.0+2.5 %-rol 17.1+42.3 %-ra torténd redukcidja volt
megfigyelheté. A rovid iktdlis szakaszokat a kontrollhoz képest szignifikdnsan kisebb
amplitddoju goércspotencidlok jellemezték, melyek eloszlasaban a 10-15 Hz-es A-mintazat
aranyanak szignifikans novekedése és a lassu, 1-3 Hz-es hullam-komplexek gyakorisaganak
jelentds csokkenése volt tapasztalhaté. A deprimalt epileptikus aktivitas ellenére a Pf-ban

expresszalodo gorcspotencidlok cortikdlis terjedése - hasonloan a GYKI 52466-elokezelésnél
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6. abra. Aktiv Pf-ban alkalmazott GYKI 62466 hatasa az agykérgi epileptikus tecékenységre. Az oszlook az
atlag + szoras értékeit tlintetik. A csillaggal jelzett adatok szignifikansak, a szignifikancia kritérium: p<0.05.

latottakhoz - facilitdlodott, kiterjedt kérgi teriiletekre torténd generalizacidja 20 %-r6l 55 %-ra
novekedett.

A Pf-ba applikalt GYKI 52466 hatasara a Tf epileptikus tevékenységében bekovetkezo
valtozasok jol korrelaltak a Pf-ban tapasztaltakkal. Habar az iktalis periddusok szama
(31+6.5) megkozelitette a kontroll értéket (35+7), hosszuk szignifikansan rovidebb volt
(14+1.9 sec), mint a kontroll szakaszoké (25.2+4.9 sec) (X. abra). A Tf Osszepileptikus
tevékenység mindezek alapjan csaknem felére, 25.1+3 %-r6l 12.4+2.4 %-ra csokkent (X.

abra). A Tf-ban expresszalodo depridlt epileptikus aktivitds mintdzatdban a Pf-hoz hasonléan
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7. abra. Aktiv Pf-ban alkalmazott GYKI 52466 hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi iktalis tevékenységre.

a nagy frekvenciagji A-mintazat részaranyanak szignifikins novekedése volt a

legszembetlinbb valtozas.

Osszességében megallapithatd, hogy a GYKI 52466 a 4-AP gércsmodellben in vivo,
hatékony antikonvulziv hatdssal rendelkezett, gatolta az epilepszids miikddészavar
indukciogjat, deprimalta az epileptikus folyamatok expressziojat, redukalta a gorcspotencialok
amplitudojat, ugyanakkor facilitalta az epileptiform kisiilések agykérgi terjedését. Tovabba
megallapithatd, hogy a GYKI 52466 intraperitonerdlisan alkalmazva a gorcsindukciot
megelézden hatékonyabb antikonvulziv hatast eredményezett, mint aktiv Pf-ba valo
applikéacigjat kovetéen, ami az Osszepileptikus tevékenység ¢€s a gorcspotencidlok

amplitidojanak kifejezettebb mértékii csokkenésébdl adodott.
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Leendo Tf teriiletén tortéené GYKI 52466 elokezelés hatisa a 4-AP-indukalta agykeérgi

epileptikus tevékenységre

A 4-AP gorcsmodell jo Ilehetéseget bizosit a madasodlagos epilepszids fokusz
tanulmanyozasara. Felvetddik a kérdés, hogy a Tf hogyan befolyédsolja az 6t indukald Pf
epileptikus tevékenységét, ¢s az AMPA receptorok hogyan vesznek részt a két epilepszias
fokusz kozotti kommunikacioban. Ahhoz, hogy ezt tanulmanyozhassuk az AMPA receptor
antagonistat a gorcsindukcidt megelézoen 30 perccel a leendd Tt teriiletére applikaltuk, majd
a 4-AP-alkalmazasa utan 60 percen at figyelemmel kisértik a Pf és Tf epileptikus

tevékenységének valtozasat.

4-AP
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8. abra. Leendd Tf-ban torténd GYKI 52466 eldkezelés hatasa a 4-AP-indukalta epileptikus tevékenységre

A leendd Tf teriiletén torténd 30 perces GYKI 52466-eldkezelés hatdsdra mindkét
fokusz epileptikus tevékenysége nagymértékben deprimaldodott (8., 9.abra). A Pf-ban az
Ossziktalis tevékenység 34.0+2.5 %-rol 21+1.5%-ra redukalodott, amely az iktalis szakaszok
hosszanak szignifikans (33.0+5.1 sec-rol 9.2+2.1 sec-ra) csokkenésébdl adodott . Ugyanakkor
ugy tiint, hogy a gorcsindukcids folyamatok nem sériiltek, mivel az elsd iktalis szakasz
latenciaja (5.5+3.5 perc) jol korrelalt a kontroll értékkel (5+1.5 perc), és a révid, gyorsan
lecsengd iktalis periodusok szama is (37+4-r6l 59.5+5.2-re) megemelkedett. Hasonldan a

GYKI 52466 Pf-ban vald alkalmazasa utan megfigyelt valtozasokhoz, a
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9. dbra. Leendd Tf-ban torténd GYKI 52466 eldkezelés hatasa az epileptuikus tevékenységre. Az oszlopok az
atlag + szoras értékeit tiintetik fel. A csillaggal jelzett adatok szignifikansak, a szignifikancia kritérium: p<0.05.
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gorcspotencialok  amplitidoja csokkent valamennyi vizsgélt frekvenciatartomanyban,
valamint a gorcsmintazatban az A- és B-mintazatok aranyanak szignifikans novekedése és a
C-mintazat gyakorisaganak szignifikdns csdkkenése volt kimutathat6 (9.F ébra)..

A GYKI 52466 leendé Tf-ban torténd lokalis elékezelés hatasara a Tf epileszias
aktivitdsa is deprimalddott. Az Ossziktalis tevékenység 25.242.55-r61 13.1+1.1%-ra valo
csokkenése az iktalis szakaszok szignifikans rovidiilésébol (25.4+5.1 sec-rol 8.0+2.1 sec-ra)
szarmazott (9.D dabra. Viszont a kontrollhoz képest nagyobb frekvencidval jelentkeztek,
szamuk 35.5+4.1-r61 59.1+5.5-re emelkedett. A rovid iktalis periddusokat a kontrollhoz
képest szignifikansan kisebb amplitaddju gorcspotencialok jellemezték, melyek eloszlasaban
a nagy frekvenciaju, repetitiv A- és B-mintazat aranyanak szignifikans novekedése ¢és a lassu,
1-3 Hz-es C-mintazat gyakorisaganak szignifikans csokkenése volt tapasztalhato (9.E, F
abra).

Az AMPA antagonista hatasara a redukalt hosszusagu, nagy frekvencidju, de kis
amplitadoju epileptiform kisiilésekkel jellemzett iktalis tevékenység terjedése paradox modon
mindkét félteke cortikalis teriiletére facilitalodot, a generalizacié valoszintisége 20%-16l 85.5

%-ra emelkedett (8. abra).

Osszességében megallapithatd, hogy a gorcsindukceio elétt a leendd Tf teriiletén tortént
GYKI 52466 elokezelés hatékonyan szupresszalta a Pf-ban az epileptikus aktivitas
fenntartasat, gatolta a gorcspotencialok amplitadojat, ugyanakkor facilitalta az epileptiform

kisiilések cortokalis terjedését.

1.2. NMDA receptorok mitkodeésének befolyasolasa

L-APS5 eldkezelés hatasa a szomatoszenzoros kivaltott potencialokra 4-AP-indukalta agykérgi

epileptikus tevékenységre

Az epileptikus tevékenység indukalasat megel6zéen a feltart, leend6 Pf teriiletén 30
percen at folyamatosan kezeltik az agykéreg felszinét ImM-0s L-AP5 oldattal, amely az
NMDA receptorok specifikus antagonistéja.

Az el6kezelés ideje alatt nem tapasztaltunk jelentds valtozast az agykérgi alap
elektromos tevékenységben (X. dbra), viszont az elektromos ingerléssel kivaltott szomato-
szenzoros kivaltott potencialok struktardja szignifikans atrendezddést mutatott. Az intakt,

kezeletlen agykéreg szomato-szenzoros teriiletén a punctum maximumbdl elvezetett kivaltott
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10. abra. 30 perces L-AP5, lokalis elokezelés hatasa a szomatoszenzoros kivaltott potenciadlra. N: negativ
hulldm, P: karakterisztikus pozitiv polaritasu hulliamkomponens

valaszok hulldmmintdzataban két f6 komponenst kiilonitettiink el. Az ingerbetorést kdvetden
7.7+0.32 ms csucs-latenciajal egy 0.58+0.11 mV amplitdd6ju negativ hullam komponens (N)
jelent meg, melyet egy joval kifejezettebb, 13.68+0.51 ms cstcs-latenciaval és 1.66+0.4 mV
amplitudoval jellemezheté pozitiv polaritasu potencial (P) kovetett (10. abra). Az NMDA
antagonista hatisara a kivaltott valasz alakja jelentésen megvaltozott (10. abra). Az N
komponens amplitodoja szignifikansan kisebb lett, mig cstcs-latencidjanak nem tért el
jelentdsen a kontrolltol (IV. tablazat). Ugyanakkor, a P komponens késébb jelent meg, csucs-
latencidja 13.68+0.51 ms-rol 15.4+1.8-ra nétt, emellett amplitaddja szignifikdnsan, 1.66+0.4
mV-16l 0.48+0.17 mV-ra csokkent. Az N és P csucs amplitido csokkenées az elsd 15 percben
fokozatosan, majd a masodik 15 percben felgyorsult tempoban zajlott. Ezen kiviil, a pozitiv
polaritasi komponens az amplitidé csokkenés mellet idoben kiszélesedett. Ezt a valtozast jol
jellemezhetjiik a hullam - ms-ban megadott - fél-amplitidojahoz tartozo szélességével, amely

a P komponens esetében az L-APS5 hatasara szignifikdnsan megnétt.

IV.Tablazat: Szomato-szenzoros kivaltott potencidlok paraméterei

Kontroll (n=6) L-AP5 (n=8)
N P N P
latencia (ms) 7.7+0.32 13.68+0.51 8.2+0.9 15.4+1.8*
cstcs-amplitadd (mV) 0.58+0.11 1.66+0.4 0.39+0.05* 0.48+0.17*
fél-amplitado szélesség (ms) 2.6+0.46 6.98+0.4 3.56+0.9 11.28+2.6*

A téblazatban az atlag (n=6) + szoras értékei vannak feltintetve. A csillaggal jelzett adatok szignifikansak, a

szignifikancia kritérium: p<0.05.




L-APS elokezelés hatdasa a 4-AP-indukalta agykeérgi epileptikus tevékenységre

Az L-APS eldkezelés a Pf teriiletén indukdlodo epileptikus aktivitdsban egy

fokozatosan kialakuld, késleltetett gatlast eredményezett, mig a Tf-ban expresszalodo

epileptius tevékenység fokozott deprimacioja mindgvégig megfigyelhetd volt (11.12.B).
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30 perces L-APS5 ellkezelés + 4-AP (90 perc)
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11. dbra. 30 perces lokalis L-AP5 el6kezelés hatdsa a 4-AP-indukalta iktalis tevékenységre. A: 4-AP-nel
kivaltott kontroll iktalis szakasz. Kalibraci6 mindegyik ECoG-ra érvényes. B-D: L-APS5 hatasara progressziven

kialakulo gorcsgatlas. A D abran a 2. és 3. iktalis szakasz kozott indukcios hullam lathato.
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12. abra. 30 perces lokalis L-AP5 eldkezelés hatasa a 4-AP-indukalta agykérgi epileptikus tevékenységre. Az
oszlopok az atlag + szoras értékeit tlintetik fel. A csillaggal jelzett adatok szignifikansak, a szignifikancia
kritérium: p<0.05.

A Pf-ban a 4-AP-nel torténd gorcsindukciot kovetéen az elsé abnormalis jelenség
latenciaja (60.1+19 sec) nem tért el jelentdsen a kontroll értéktdl (65.3+15.4) (12.A. abra).
Mivel az ezt koveté 40 percben az iktalis periodusok atlagos hossza, szama és ezek

szummacidjaval meghatarozott, %-ban kifejezett dssziktalis tevékenység is jol kozelitette a
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kontroll értékeket, ezért ezeket az adatokat nem prezentaljuk. Viszont az L-AP5 applikacio

utan az 50. perctdl a kisérlet végéig (90. percig) a Pf-ban manifesztalodo epileptikus aktivitas
intenzitdsanak nagymértékli szupresszidja volt megfigyelheté (11.C,D; 12.B abra). A
bemutatott oszlopdiagrammok a mar szupresszalt epileptikus tevékenység alatt, a regisztralas
50.-90. percig terjed6 iddintervallumban végzett statisztikai elemzés adatai alapjan késziiltek.
Ahhoz, hogy a Pf teriiletén a progressziven kialakul6d antikonvulziv hatdst szemléletessé
tegyiik, az epileptikus tevékenységet leginkdbb jellemzd %-os Ossziktalis tevékenységet 10
perces idGablakokra vonatkozodan is prezentaljuk (12.B,F abra). Habar, a Pf-ban az iktalis
szakaszok szama (41.0+3.06) ebben az iddszakban sem kiilonbozott jelentdsen a kontrolltol
(40.8+4.48), azok hossza szignifikansan kisebb volt (12.1+3.5 sec), mint a kontroll
szakaszoké (31.85+2.9), melynek kovetkezményeként az Ossziktalis tevékenység
szignifikansan (48.53+4.57%-r61 25.6+3.08%-ra) redukalodott (12.C. abra). Az L-AP5
antikonvilziv hatdsa jol tiikkr6z6dott abban, hogy mindhiarom gdrcsmintazat amplituadoja
szignifikansan csokkent a kontrollhoz viszonyitva (12.D. é&bra). Az iktalis periddusokat
felépitd, eltérd frekvencidju gorcspotencidlok ardnya jelentds atrendezddést mutatott.
Kiilondsen a 4-10 Hz-es B-mintazat aranyanak szignifikdns ndvekedése, illetve dominans
jelenléte, valamint a kis frekvenciatartomanyba tartozé C-mintazat hattérbe szorulasa volt
kimutathat6 (12.E abra).

Erdekes modon, az L-AP5 elékezelés hatasara az iktalis szakaszok elétt az indukciods-
hulldm vagy direkt dram eltolodéas (DC shift) - amely a kontroll allatoknal is megfigyelhetd az
iktalis szakaszok indulasat megeldzéen — tobbszor ismétlodott, mig végiil berobbant a soron
kovetkez6 iktalis epizod (11.D abra).

Annak ellenére, hogy az L-AP5 lokdlis el6kezelés hatdsara a Pf epilepszids
aktivitasanak szupresszidja késleltetve indukalodott, a Tf-ban mindvégig er6sen deprimalt
epilepszis miikddészavart lattunk (12.F abra) habar, az elsé iktalis epizod hasonlo latenciaval
indukalddott (118.5+16.0 sec), mint kontroll koriilmények kozott (115.2+21.5 sec) (12.A.
abra). A szisztematikus 0sszehasontithatosag érdekében a Tf-ra vonatkozé bemutatott abrak is
(latencia kivételével) az L-AP5 applikdciot kovetd 50.-90. percig terjedd iddtartam alatt
végzett statisztikai elemzés adatai alapjan késziiltek. Ebben az idészakban a Tf- teriiletén
manifesztalodo iktalis periddusok szama szignifikansan kevesebb volt (21.05+1.36), mint a
kontroll allatokban (42.0+2.07) és a kisebb gyakorisaggal indukalodo iktalis epizodok hossza
is jelentdsen rovidebb volt (9.5+3.6 sec) a kontroll értéknél (21.3+1.24 sec) (12.G abra). A Tf-
ban az Ossz-iktalis tevékenység szignifikans redukcidja (37.12+2.29%-r61 9.22+4.5%-ra) a
rohamok szamanak és azok hosszanak szignifikans csokkenésébdl szarmazott. Emellett, a Tf-

ban expresszalodd gorcspotencidlok amplitidoja iS mindharom frekvenciatartomanyban,
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szignifikansan kisebb volt a kontrollhoz képest (12.H abra). A rovid iktalis szakaszok

EC0G-os mintdzatdban a Pf-hoz hasonl6 atrendezddést észleltiink. A 4-10 Hz-es B-mintazat
dominanciaja és a legnagyobb frekvencidju A-mintdzat aranyanak novekedése mellettt az 1-3
Hz-es C-mintazat gyakorisaga szignifikdnsan csokkent (12.E abra) a kontrollhoz képest.

Az L-AP5 elékezelés hatasara az epileptiform kisiilések agykérgi terjedése
mérséklodott, az iktalis jelenségek generalizacidja a kontrollhoz viszonyitva 20.0+2.5%-r6l

11.9+6.8 %-ra csokkent.

Aktiv primer fokuszban alkalmazott L-APS hatasa az agykergi epileptikus tevékenységre

Az ismétlodo epileptikus aktivitast produkald Pf-ban torténé L-AP5-kezeléssel, a
funkcionalisan mar epilepszids tevékenységhez adaptaldo NMDA receptorok miikddését
befolyasoltuk.

A Pf-ban alkalmazott L-AP5 mindkét fokusz epileptikus tevékenységét hatékonyan
szupresszalta. Az L-AP5 éltal eldidézett antikonvulziv, gatld hatds meglehetdsen gyorsan,
mar az els6 10 percben kialakult, majd ezt kovetden egy erdsen visszafogott epileptikus
aktivitas manifesztalédott mindkét fokusz teriiletén (13. abra).

A Pf Gssziktalis tevékenységében tapasztalt szignifikans csokkenést (56.5+6.1%-r6l
21.9+2.9 %-ra) az iktalis szakaszok hosszanak 31.4+5.0 sec-rol 7.9+1.6 sec-ra valo redukcidja
eredményezte. Ugyanakkor a deprimalt, abortiv epizodok nagy gyakorisaggal ismétlodtek, a
rohamok szama 40.8+4.5-r61 113.0+15.5-re emelkedett (14.A abra). Az L-AP5 hatasara az
iktalis szakaszokat felépitd gorcspotencialok amplituddja is kiilondsen a 4-15 Hz-es
frekvenciatartomanyba szignifikansan csokkent a kontrollhoz viszonyitva (14.B. ébra).

Hasonld mértékii ¢és azonos iranyt valtozasok torténtek a Tf epileptikus
tevékenységében is. A kontrollhoz képest (23.0+5.2 sec) szignifikansan rovidebb, atlagosan
6.1+1.2 sec hosszsagh iktalis epizodok ismétlodtek, de a kontrollhoz képest
frekventaltabban. Az aktiv Pf-ban alkalmazott L-AP5 hatasara a Tf-ban atlagosan 96+12
iktalis szakasz indukalodott a vizsgalati periddus alatt, mikdzben a kontroll allatoknal csak
42.5+2.07 alaklommal jelentkezett epileptikus jelenség (14.C abra). Hasonléan a Pf-hoz
nemcsak az individualis rohamok hossza redukalodott szignifikansan, hanem a
gorcspotencialok amplitidoja is az 1-9 Hz-es frekvenciatartomanyban (14.D. abra).

Mindkét fokusz teriiletén, a gyorsan lecsengd iktalis szakaszok gércsmintdzataban —
hasonloan az L-AP5 elokezelt allatoknal — a nagy frekvencidji A-mintazat %-os ardnyanak
szignifikans emelkedése és a lassu, 1-3 Hz-es C-mintazat aranyanak szignifikans csokkenése

volt megfigyelhetd (14.E abra).
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13. abra. Aktiv Pf-ban torténd L-AP5 kezelés hatdsa a 4-AP-nel indukalt epileptikus jelenségekre. A: kontroll 4-
AP-nel kivaltott iktalis tevékenység. A kalibracié mindegyik ECoG-ra érvényes. B: L-APS5 hatdsara kialakulo
erdsen szupresszalt epileptikus aktivitds. C: Az L-APS okozta deprimacio reverzibilis, az NMDA antagonista
eltavolitasaval fokozott, genralizalt epileptikus tevékenység manifesztalodik.

Az L-APS5 reverzibilisen gatolta az agykégi epileptikus tevékenységet, ugyanis
langyos fiziologids sooldattal torténd Oblitéssel eltavolitva a Pf-bol, ismét egyre ndvekvod
hosszisagu, novekvo amplitidoji gorcspotencidlok sorozatabol allo iktalis szakaszok
fejlodtek ki és a korabbi depresszalt epileptikus aktivitas fokozott intenzitasu epilepszias
tevékenységgé transzformalddott.

Erdekes modon az L-AP5 aktiv Pf-ba valo alkalmazasat kovetden a paroxysmalis
aktivitas cortikalis terjedésének valdsziniisége nem tért el jelent6sen a kontrolltol (10-15 %),
az iktalis jelenségek 8-10 %-ban generalizaltan jelentkeztek. Viszont az NMDA antagonista
eltavolitdsaval az ismét novekvd intenzitast epileptikus aktivitdas agykérgi propagacidja
fokozodott, az epileptiform kistilések 40-42 %-os valdszintiséggel mindkét hemiszférum kérgi

felszinére kiterjedtek.
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14. dbra. Aktiv Pf-ban alkalmazott L-AP5 hatasa a 4-AP-nek kivaltott epileptikus tevékenységre. Az oszlopok
az atlag + szoras értékeit tiintetik fel. A csillaggal jelzett adatok szignifikdnsak, a szignifikancia kritérium:
p<0.05.

Leendo Tf teriiletén torténo L-APS eldkezelés hatasa a 4-AP-indukalta agykeérgi epileptikus

tevékenységre

Korabbi kisérleteinkben megtapasztaltuk, hogy a Pf-bol jovo indukald hatdsok dontd
jelentdséglick a Tf kialakitdsa szempontjabol és feltételeztiik, hogy az igy kifejl6do
masodlagos fokusz is kontroldlja a primer fokusz abnormadlis folyamatait generald és
fenntartdé mechanizmusait. A tovabbiakban azt vizsgdljuk, hogy az NMDA receptoroknak
milyen szerepe van a két fokusz kozotti ingeriilettovabbitasban, a kommunikécio
fenntartasaban.

A leendd Tf-ban torténd eldkezelés hatékonyan gatolta a Tf kifejlodését és
expressziojat. Az allatok mintegy 45%-ban a Pf-bol érkezé indukcios hatasok ellenére

egyaltalan nem manifesztalodott epileptikus jelenség, mig az allatok 55%-aban szupresszalt
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15. dbra. Leendé Tf-ban torténd L-APS elokezelés hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi epileptikus
gorcstevékenységre. A Pf-ra vonatkozo adatokat 10 perces idészeletekre vonatkozoan mutatjuk be, a kifejlédd
bifazisos hatas prezentalasa végett. Az oszlopok az atlag + szoras értékeket tiintetik fel. A * a szignifikans
eltérést mutatja, p<0.05 szignifikancia kritérium mellet.

epileptikus aktivitas fejlédott ki, a kontrollhoz képest (6.2+1.2 perc) nagyobb latenciaval
(22.5+4.5 perc). Az ossziktalis tevékenység szignifikans (38.9+8.4%-ro6l 5.2+2.1%-ra)
redukcidjat az iktalis szakszok hosszanak és szamanak szignifikans csokkenése eredményezte
(15.D ébra). Az iktalis szakaszok hossza 37.6+9.5 sec-rol 13.6+6.4 sec-ra csokkent, és
szamuk (10.75+2.2) is joval a kontroll érték (43.6+2.1) alatt maradt. Erdekes médon, az
esetek 65 %-aban a Pf-ban jelentkez6 iktalis szakaszokkal egy idoben a Tf teriiletérél 5-10 sec
hosszusagu, nagy frekvencidval (12-15 Hz) és kis amplitddéval (80-120 uV) jellemzhetd

ritmikus reptitiv potencialsorozat volt elvezethetd. Ezek a jelenségek a nyugalmi, interiktalis
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alap ECoG-os képtdl nem kiiloniiltek el élesen, minddssze egy fokozottabb ritmicitasra

utald oszcillalé mintdzatként jelentkeztek, ezért nem definialtuk Oket iktélis periodusként. A

Tf-ban
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+5001Pf o AR
4 ol IR
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16. abra. Leendd Tf-ban torténd L-AP5 elokezelés hatasa a 4-AP-indukalta epileptikus tevékenységre. A: 4-AP-
nel kivaltott kontroll iktalis tevékenység. A kalibracio a tobbi ECoG-ra is érvényes. B-C: Leendd Tf-ban
alkalmazott L-APS hatdsara a Pf-ban jelentkezé bifazikus epileptikus aktivitas. B: kezdeti fokozott iktalis
tevékenység, gyakori ipszilaterali terjedéssel, C: kései, er6sen deprimalt epileptikus aktivitas.
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expresszalodo, tényleges iktalis eseményekben a jellegzetes frekvencia tartomanyba tartozé

gorcspotencialok ardnya nem tért el jelentdsen a kontrolltél, viszont azok amplitidoja
szignifikansan kisebb volt a kontroll értéknél (15.F abra).

A leendd Tf-ban torténd NMDA receptorok blokkolasa érdekes modon befolyasolta a
Pf epileptikus tevékenységét. A Pf Ossziktalis aktivitasaban egy bifazisos hatast tapasztaltunk
(16. abra). A 4-AP-el torténd gorcsindukciot kovetd elsé 25-35 percben atmenti fokozodast
észleltiink, az Ossziktalis tevékenység 56.5+6.5%-rol 76.7+2.8%-ra emelkedett, majd a 30-35.
perctdl kezdve az epileptikus aktivitas fokozatos szuppressziojat tapasztaltuk (15.A abra). Az
Ossziktalis tevékenység a 70. percre mar 33.6+10.1%-ra csokkent. Az 0Ossziktalis
tevékenységben tapasztalhato bifazisos (pozitiv-negativ) jellegli valtozas az iktalis periddusok
hosszanak valtozasat tiikrozte, mig a rohamok szamanak valtozasa ellentétes iranyua volt (15.B
abra). Az els6 25-35 percben az iktalis szakaszok a kontrollhoz képest (47.9+15.9_sec)
szignifikansan hosszabbak (108.9+6.2 sec) voltak, mig a gatlo hatas megjelenésével hosszuk
23.9+13.8 sec-ra csokkent (15.B abra).

A Tf teriiletén torténd L-AP5 eldkezelés hatasara a Pf-ban expresszalodo iktalis
szakaszokban a magas (11-17 Hz) és alacsony (1-3 Hz) frekvenciaju gorcskisiilések
amplitiddja nem tért el jelentdsen a kontrolltdl, csupan a rendkiviil kis aranyban eléfordulé 4-
9 Hz-es gorcspotencialoké csokkent (15.E abra), ellentétben a Tf-ban latottaktol, ahol a
gorespotencialok amplitidojanak altalanos €s szignifikans redukcidjat lattuk.

A leend6 Tf teriiletén torténd el6kezelés befolyasolta a paroxysmalis kérgi potencialok
gorcspotencialok ipszilateralisan kiterjedtek az azonos oldali hemiszférium tavolabbi pontjara

is, ahol a Pf-szal szinkron ritmikus kérgi aktivitas volt elvezethetd.

1.3. Metabotrop glutamdt receptorok miikodésének befolyasolasa

1S,3R-ACPD hatasa a szomatoszenzoros kivaltott potencidlokra és az agykérgi alap

elektromos tevékenységre

A gorcsindukciot megel6zéen a feltart kérgi teriiletet 60 percen at folyamatosan
oldataval. Az eldkezelés soran lehetdségiink volt tanulmanyozni, hogy az I és II tipust
mGIuR-ok fokozott aktivacidja miként befolyasolja az agykéreg fiziologias folyamatait, az
ingerlésre adott szinkronizalt sejtaktivitist és az agy deszinkronizalt alap ECo0G

tevékenységét.
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Az intakt kérgi felszinrdl elvezetett kivaltott valaszok felépitésében tobbnyire két

jellegzetes komponenst észleltink (N, P) (17. abra). Legkorabban, néhany msec
cstcslatenciaval egy kis amplitddoju negativ cstcs jelentkezett (N), amit egy kései, joval
kifejezettebb, nagy amplitadoval jellemezhetd pozitiv hullam (P), kovetett. Ez volt a kivaltott
valasz dominans eleme. Az 1S,3R-ACPD eldkezelés hatasara a kivaltott valasz struktiréja
nem mutatott jelentds atrendezddést (17. abra). Ugyanakkor mind az N, mind a P komponens
amplitiddja novekedett, mikdzben csucslatenciadjuk nem valtozott szamottevéen (V. tabldazat).
A kivaltott valaszok N, P konmponenseire vonatkoz6 csticslatencia és amplitido értékeket a

V. tablazat tartalmazza.

kontreld
A pere ACPD
10 pere AUPIT
20 peme ACFD

_ 2Sperc ALPD
_______ 30 pure ACPLY
3 pere ACLTI
0.25 oV

Sms=

17. abra. 1S,3R-ACPD hatasa a felszini szomatoszenzoros kivaltott potencialra

V. tdblazat: Szomatoszenzoros kivaltott potencialok paraméterei

Kontroll (n=6) 1S,3R-ACPD (n=6)

N P N P
csticslatencia (ms) 5.32+1.29 12.48+0.7 5.6+1.6 11.940.8
Amplitidé (mV) 0.28+0.11 1.07+0.04 0.61+0.35 1.25+0.3

A tablazat az egyes hullamkomponensekre vonatkozé atlag+szoras értékeket tartalmazza.

Az intakt, kezeletlen kéregbdl elvezetett kivaltott valaszok réteganalizise alapjan
lathat6, hogy a P hullam polaritas forduldsat kdvetden a megjelend N hullam tobbnyire az
1400-1800 pum-es mélységben rendelkezett a legnagyobb amplitudoval (18.A abra *), mig az
1S,3R-ACPD kezelés hatasara a negativ hullim amplitidémaximuma, ebbdl a régiobol kissé
mélyebbre, az 1800-2200 pum-es tartomdnyba tolddott (18.B abra *). Feltehetden az I és II
tipust mGluR-ok funkcidjanak befolyasolasaval a mélyebb kortikalis rétegekben 1évo

neuronpopulécio tagjai a kontrollhoz képest nagyobb mértékben aktivalodtak.
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Az agy alap elektromos tevékenységében az 1S,3R-ACPD kezelés Onmagaban

lokalisan kezelés helyén tartds aktivitas-fokozodast indukalt, amire az ECoG-ban ritmikus,
hiperszinkron neuronalis tevékenységere utald 4-5 Hz frekvenciaju, 500-700 uV amplitadoju
ritmikus tiiske-jellegli potencialok megjelenése utalt (19.B abra). Ez az abnormalis kérgi
tevékenység mar az 1S,3R-ACPD kezelés elsé 10-15 percében indukalodott és az elokezelési

periddus teljes iddtartama alatt, tobbnyire folyamatosan regisztralhaté volt.

A Kivaltott vilaszok réteganalizise B Kivaltott vdlasz réteganalizise
intald léregben ACPD jelenlétében
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18. abra. Kivaltott valasz réteganalizise intakt és ACPD kezelt kéregben. A * a maximalis valos negativitast
jelzi. A: Intakt kéregben az N hullam tobbnyire az 1400-1800 pum-es mélységben rendelkezik a legnagyobb
amplitddéval. B: 1S,3R-ACPD kezelés hatdsara az N hullim amplitidomaximuma 1800-2200 pm-es
tartomanyba tolodik.

1S,3R-ACPD el6kezelés hatasa a 4-AP-indukalta agykeérgi epileptikus tevékenységre

Az 1S,3R-ACPD elOkezelést kovetden a 4-Ap-indukalta agykérgi epileptikus
tevékenység expresszidgja ¢és mindkét féltekén beliili propagacidja nagymértékben
facilitalodott. Altalanosan elmondhaté, hogy az indukalodé epilepszias aktivitast a hosszan
elnytld, nagy amplitidoju gorcspotencialokbol allo, tobbnyire generalizaltan jelentkezd
iktalis szakaszok ismétlodése jellemezte (19.C dbra).

Annak ellenére, hogy az 1S,3R-ACPD eldkezelést kovetéen az elsd iktalis periddus
megjelenéséig eltelt id6 (1.5+0.59 perc) nem valtozott szamottevéen a kontrollhoz képest
(1.2440.56 perc) és az egy Orasi regisztralasi idoben a rohamok szama (36.37+12.05)
csokkenést mutatott a kontroll értékhez (51.12+10.25) viszonyitva, az Gssziktalis tevékenység
aranya szignifikansan (49.9+8.5%-r61 71.3+4.85 %-ra) nétt (20.A,B abra). Az Ossziktalis

tevékenység ilyen kifejezett novekedését a rendkiviil hosszan elnyulo, a kontroll iktélis
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szakaszoknal atlagosan két-haromszor hosszabb (19.C, 20.B abra) iktalis epizodok

megjelenése eredményezte. A 20. dbran bemutatott grafikonok a Pf-ban tértént mérések adatai
alapjan késziiltek.

A fokozott gorcsaktivitas tiikkroz6dott tovabba abban, hogy a C- és B-mintdzatba
tartozd gorcspotencialok atlagos amplitiddja szignifikans nétt (20.C abra), valamint a

paroxysmalis tevékenység mindkét félteke, kortikalis teriileteire torténd nagyaranya
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19. abra. 1S,3R-ACPD eldkezelés hatasa a 4-AP-indukalta epileptikus tevékenységre. B: ACPD hatasara az alap
ECoG-ban abnormalis ritmikus oszcillalé aktivitas figyeleheté meg. C: Az ACPD eldkezelés hatasara kialakulo
fokozott gorcsaktivitas.

propagacioja facilitdlodott. Valamennyi kisérleti allatnal az iktalis szakaszoknak mintegy 60-
70 %-a generalizaltan, mindkét félteke kérgi teriileteire kiterjedten jelentkezett (19.C abra),
mig a kontroll allatokban a generalizdci6 mértéke mindossze 15-20 % volt. Ezen kiviil a
status spilepicus allapot kialakulasanak valosziniisége is novekedett az 1S,3R-ACPD
elékezelést kovetden, mintegy 5 %-rdl 20 %-ra. Az egyes rohamokat felépitd jellegzetes
frekvencidjii tliskemintazatok %-0s ardnyaban azonban nem tapasztaltunk jelentOs
atrendez6dést (20.D abra), a kontrollhoz hasonloan az iktalis periddusok elején megfigyelhetd
volt a nagy frekvenciajii A-mintazat, majd azt kovetden a kissé lasstibb B- és monoton C-
mitazatok permanens jelenléte volt tapasztalhato az 1S,3R-ACPD eldkezelés hatasara (19.C,
20.D ébra).
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Mivel az 1S,3R-ACPD jelenlétében a Pf-ban indukalodo epileptikus aktivitas

altalanos generalizacidja kozel 70 %-os volt, igy a Tf-ban is jelentkezett, valamint a Tf
epileptikus tevékenységét jellemzd vizsgalt paraméterek hasonlé mértékben és iranyba
valtoztak, mint a Pf-ban tapasztaltuk, igy a Tf-ra vonatkozé adatokat részletesen nem
mutatjuk be.

Osszefoglaléan elmondhatd, hogy a leendé Pf teriiletén tortént 1S,3R-ACPD

el0kezelés hatasara a Tt gorcstevékenysége is szignifikansan ndvekedett, amely elsdsorban a

A ACPD hatésa az elsd iktalis szakasz latenciajara ACPD hatésa az epileptikus tevékenységre
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20. abra. 1S,3R-ACPD el6kezelés hatasa a 4-AP-nel indukalt epileptikus tevékenységre. Az oszlopok az atlag +
szoras értékeket tiintetik fel. A * a szignifikans eltérést mutatja, p<0.05 szignifikancia kritérium mellet.

hosszan elnyald, nagy amplitidoji gorcspotencidlok sorozatabol allo iktalis szakaszok

expresszidjaban tiikkr6z6dott (19.C abra).

A kisérletsorozatban kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy in vivo az
1S,3R-ACPD elokezelés novelte a felszini szomatoszenzoros kivaltott potencidlok
amplitadojat, és a mélysagi kivaltott potencidl maximalis valés negativitast jelzd
hulliamkomponensének mélyebb kortikélis rétegbe torténd eltolodasat eredményezte. Az
1S,3R-ACPD cldkezelés az agyi alap ECoG-ban ritmikus, epileptiform tevékenységre

emlékeztetd mintdzatot eredményezett. A 4-AP gdrcsmodellben intenziv prokonvulziv
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hatassal rendelkezett, amely az iktalis tiiskék amplitidondvekedésében, a paroxysmalis

crcr

Wawelet transzformdcioval kapott eredmeények

Az 1S,3R-ACPD clokezelés alatt és a 4-AP applikéciot kovetden rogzitett ECoG
elemzését a fejlesztési stddiumban 1évo, wavelet transzformaciot alkalmazod 0j modszer
segitségével is elemeztiik. A wavelet transzformécio alkalmazéasaval az ECoG frekvencia
spektruméban bekovetkezd valtozasokat az eldzdekben alkalmazott modszerhez képest
finomabb felbontéassal lehetett vizsgalni, mind az 1d6, mind a frekvencia szempontjabol. Az
igy nyert adatok részben megerdsitették, részben finomitottak korabbi eredményeinket.

Megvizsgaltuk a 1S,3R-ACPD el6kezelést kovetd, 4-AP altal indukalt iktalis
szakaszok spektrumaban végbemend valtozasokat, és 0sszehasonlitottuk a kontroll, csak 4-AP
hatasara indukal6dé rohamok jelspektrumaval.

A wavelet-transzformacio is megerdsitette, hogy patkany agykérgen, a 4-AP hatasara
kialakult kontroll epileptikus szakaszok egy sajatos strukturalis felépitéssel, harmas
tagolodassal rendelkeznek. A harom szakasz amplituddjaban, hulldmalakjaban és jellemzo
frekvencidikban karakterisztikusan eltért egymastol. Az iktalis szakasz elsd részében a
spektrumban csak egy dominans frekvencia és felharmonikusainak jelenléte volt kimutathato,
amely monoton, de anharmonikus hulldmformat eredményezett. Az alap frekvencia gyorsan
csokkent, néhany masodperc alatt 17 Hz-r61 7 Hz-re esett vissza. Elérve a 7 Hz-et megjelent a
legmagasabb amplitudd. Ez a néhany masodperces szakasz az altalunk, meghatarozott A-
mintazatnak felelt meg, melyet kordbbi modszereink felhasznaldsdval egy viszonylag
homogén, magas frekvencidju, 10-15 Hz-es gorcspotencidlokbol felépiild szakasznak
tekintettiink. A wavelet-transzformaci6 azonban lathatova tette, hogy egyrészt, a jellemzo
frekvencia nem allando, hanem meredeken ¢€s egyenletesen csokkent a bevezetd szakasz
folyaman, masrészt az altala atfogott frekvenciatartomany szélesebb, a kezdeti 17 Hz és a
masodik szakaszra jellemzd 7 Hz kozotti tartomanyt foglalja magaba. Az iktalis periddus
masodik részében, a korabban B-mintdzatnak definidlt szakaszban, egy 7 Hz-es alap
frekvencia folott, diffuz, magas frekvenciakat is tartalmazd, kaotikus spektrum valt
jellemzévé. A C-mintdzattal analég harmadik részben, az 5-2 Hz-es tartomanyban
megnovekedett az amplitudd, a magas felharmonikusok eltlintek, a hulldmforma
harmonikussa valt. Egyes esetekben a gyorsan lezajlo els6 két szakasz utdn a harmadik fazis 3

Hz-es aktivitasa hosszu ideig fennmaradt.
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A wavelet-transzformacio alkalmazasaval is kimutathato volt az agyi elektromos

tevékenységben 1S,3R-ACPD eldkezelés hatasara bekovetkezd aktivitdsfokozodas, ugyanis
az ECoG spektrum 4-8 Hz-es tartomanyban, hasonldoan a korabbi megfigyeléseinkhez,
perzisztens teljesitményndvekedést észleltink. Tovabba, a wavelet-transzformacio
felhasznalasaval kimutathatd volt, hogy az 1S,3R-ACPD el6kezelést kovetden a 4-AP-nel
kivaltott gorcstevékenység struktitalis jellegzetességei nem tértek el jelentdésen a kontroll
iktalis szakaszok szerkezetétdl, viszont megallapithaté volt az amplitidok nagymértéki
novekedése. Emellett a frekvencidk magasabb tartomanyba vald tolddasat tapasztaltuk, az
elsé szakasz alapfrekvenciaja elérte a 20 Hz-et is. A masodik szakasz 7 Hz-es alaphangja
eltlint, helyét a 22-24 Hz-rél 10 Hz-ig csokkend elsé felharmonikusa vette at. A harmadik
szakasz elején még kimutathatdé volt a masodik szakaszra jellemzé 15 Hz-es tiiskék

szorvanyos megjelenése, majd a 3 Hz koriili lasst tevékenység valt uralkodova.

Aktiv  primer fokuszban alkalmazott 1S,3R-ACPD hatdsa az agykérgi epileptikus

tevékenységre

A masodik kisérletsorozatban a mar aktiv, spontdn visszatéré epileptikus
tevékenységet produkalod Pf teriiletére applikaltuk az 1S,3R-ACPD 100 uM koncentracioja
oldatéaval atitatott sziir6papirt, majd a mGIluR agonista és a 4-AP egyiittes jelenlétében tovabbi
1-1.5 o6ran keresztill regisztraltuk az epileptikus tevékenység valtozasait. Az 1S,3R-ACPD
aktiv fokuszba torténd applikaciojat kovetden paradox modon az elSkezeléses kisérletek
eredményeihez képest ellentétes hatést tapasztaltunk. Ugy tiint, hogy az 1S,3R-ACPD ilyen
kisérleti feltételek mellett a 4-AP gorcsmodellben gorcsgatld, antikonvulziv hatasu, ugyanis

az agykérérgi epileptikus aktivtas fokozott deprimacidjat észleltiik (21. 4bra).
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21. abra. Aktiv Pf-ban torténd 1S,3R-ACPD kezelés hatasa az epileptikus aktivitasra

Habar, az 1S,3R-ACPD jelenlétében a rohamok szama szignifikansan, 51.12+10.25-
r6l 81.5+13.2-re novekedett, a frekventaltabban indukal6do iktalis periddusok rovidebbek
voltak (20.B, 21.C abra). A kontrollhoz képest szignifikdnsan révidebb iktalis epizodok
(14.748.8 sec) az Ossziktalis tevékenység jelent6s mértékli csokkenéséhez vezetettek
(49.9+8.5%-r61 25.3546.23 %-ra), mikdzben a rohammentes interiktalis periddusok idében
megnyultak (20.B éabra). Emellett a gorcspotencialok amplitidé nagysaga az agonista
jelenlétében a kontroll értékek alatt maradt (20.C 4bra). A harom jellemz6 tiiskemintazat
aranya is jelentds atrendez6dést mutatott, a legnagyobb frekvenciju gorcspotencialok (A-
mintazat) részvétele szignifikansan novekedett (7.2+3.8 %-rol 19.3+5.7 %-ra), mikozben a
lasst kisiilések (C-mintazat) eléfordulasi valoszinisége csokkent (20.D abra).

Erdekes modon a gyakori, de gyorsan lecsengd kis, abortiv paroxysmélis szakaszok
agykérgi propagacidja mindkét féltekén beliil facilitalodott, bar kisebb mértékben (40-50 %-
ban), mint az 1S,3R-ACPD ecldkezelést kovetden tapasztaltuk (21. abra).

Ebben az esetben is megallapithatd volt, hogy a Tf szinkron modon kovette a Pf-beli
epileptikus eseményeket, az egyes paraméterek valtozasa €s azok mértéke jol korrelalt a Pf-

ban tapasztaltakkal, igy a Tf-ra vonatkozo6 adatokat nem prezentaljuk.

Osszefoglalva, a kapott eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy az 1S,3R-ACPD
aktiv Pf-ba applikalva inkabb antikonvulziv hatast volt, a mar kialakult és spontan ismétl6do

epileptikus  tevékenység fennatartasat fokozottan szupresszalta, a gorcspotencialok
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amplitidojat szignifikansan csokkentette, ugyanakkor agykérgi propagécidjukat fokozta, az

elokezelésnél latottakhoz hasonldan.

A széles hatasspektrumu, I és II mGluR-ok mitkodését is befolyasolo 1S,3R-ACPD-
vel végzett kisérleteinkben pro- és antikonvulziv hatasokat is tapasztaltunk. Ahhoz, hogy az |
MGIuR-ok prokonvulziv, illetve a II mGluR-ok antikonvulziv hatasat in vivo, a 4-AP
gorcsmodellen igazoljuk a tovabbiakban az 1 és II mGluR-okra nagyobb szelektivitasa
agonistakat valasztottunk, és ezek alkalmazasaval probaltuk tanulmanyozni a receptorok
epileptogenezisben jatszott szerepét.

Eldszor a II mGluR agonista DCG-1V-el végzett kisérletek eredményeit prezentaljuk,
majd az | mGluR-okra specifikus 3,5-DHPG hatasa alatt tapasztalt megfigyeléseinket

vazoljuk.

DCG-IV hatdsa a szomatoszenzoros kivaltott potencidalokra és az agykérgi alap elektromos

tevékenységre

A specifikus, 50uM-o0s 1l mGIuR agonista DCG-IV-el az intakt szomatoszenzoros
kéreg felszinét 60 percen at kezeltiik az epilkeptikus aktivitas indukcidjat megel6zéen. Ez id6
alatt folyamatosan nyomon kdovettiik az agykéreg alap elektromos tevékenységét és az
elektromos ingerlésre adott kivaltott potencidlok alakuldsat.

A DCG-IV eldkezelés hatasara feltehetden csokkent a szinkron neuronalis aktivitas,
ugyanis a szomatoszenzoros kivaltott valasz 30-35 percen beliil nagymérétkben
deprimalddott, a hullamgorbe szinte teljesen ellaposodott (22. abra). Bar a kivaltott valasz
korai, gyors komponense (N) tovabbra is megjelent, és amplituddja, csucslatencidja a kontroll
értékeket kozelitette, a Kkarakterisztikus P csucsamplituddja szignifikansan csokkent (V1.

tablazat). A redukalt P hullam csticslatenciaja nem tért el jelentésen a kontroll értéktol.
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22. abra. DCG-IV el6kezelés hatasa a felszini szomatoszenzoros kivaltott valaszra.

VI. tablazat: Szomatoszenzoros kivaltott potencidlok paraméterei
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Kontroll (n=6) DCG-1V (n=7)
N1 P1 N1 P1
cstcslatencia (ms) 4.8+1.6 11.49+1.3 4.23+1.3 10.89+1.41
Amplitadé (mV) 0.29+0.08 1.04+0.02 0.3+0.08 0.18+0.02*

A tablazat az egyes hullamkomponensekre vonatkozo atlag+szoras értékeket tartalmazza. A csillaggal jelzett
adatok suignifikansak, a szignifikancia kritérium: p<0.05.

Az 50 uM DCG-IV-el torténd elokezelés soran az ECoG-ban nem észleltiink eltérést,

abnormalitdst a kontrollhoz képest, Ugy tiint, hogy

befolyasolta az agykéreg alap elektromos tevékenységét (23.A,B abra).

DCG-1V elokezelés hatasa a 4-AP-indukalta agykérgi epileptikus tevékenységre

II mGluR agonista jelenléte nem

A 1I tipusi mGluR agonistaval torténd elOkezelés és a 4-AP applikacio utan a

kifejlodd epileptikus tevékenység intenzitdsa mindkét fokuszban jelentésen mérséklodott

(23.abra).
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23. abra. DCG-IV el6kezelés hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi epileptikus tevékenységére.

A DCG-IV feltehetden hatdsosan gatolta a rohamindukcios folyamatokat, ugyanis az
elso iktalis periodus megjelenéséig eltelt id6 szignifikansan megnétt (1.2+0.4 pererdl 3.1+0.4
percre) (24.A éabra). A hosszabb latencia mellett az indukcids folyamtok gatlasat tiikrozte a
nagymértékii rohamszam csokkenés is. Mig kontroll allatoknal atlagosan 51.1+10.2
epileptiform szakasz jelentkezett a Pf-ban, addig DCG-IV el6kezelés utan atlagosan 30.0+3.5
indukalodott. Bar az individudlis iktalis szakaszok hossza (35.0+11.5 sec) nem valtozott
jelentdsen a kontroll értékhez képest (34.2542.99) az Ossziktalis aktivitas a teljes vizsgalati

1d6 alatt szignifikansan lerovidiilt (49.945.8 %-r61 28.22+5.17-ra) (24.B abra).
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24. abra. 60 perces DCG-IV elokezelés hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi epileptikus tevékenységre. Az
oszlopok az atlag + szoras értékeket tintetik fel. A * a szignifikans eltérést mutatja, p<0.05 szignifikancia

kritérium mellet.
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Az 6ssziktalis tevékenység csokkenésének mértéke kozel azonos volt azzal, amit az

1S,3R-ACPD aktiv Pf-ba valo adagolasat kovetden megfigyeltiink, habar abban az esetben az
Ossziktalis 1d6 redukcidja nem a rohamszam csokkenés kovetkezménye volt, hanem a
nagymértékben lerdvid iktalis epizodoké.

A DCG-IV eldkezelés hatasra a gorcspotencidlok lényegesen kisebb amplitidoval
jelentkeztek, a legnagyobb mértékii amplitidocsokkenést az 1-3 Hz-es kislilések esetében
észleltlink (24.C, 23.C ébra).

A Pf-ban expresszalodd abnormalis jelenség 95-99%-os valosziniiséggel csak az
ellenoldali Tf-ba terjedt at, mas kérgi teriiletekre torténd generalizacioja minddssze 0.5-1 %-
os valdszintségli volt. Status epilepticust egy esetben sem tapasztaltunk. A kiilonbdzo
frekvenciatartomanyba es0 gorcspotencialok egymashoz viszonyitott ardnya némi
atrendez6dést mutatott, a nagy frekvenciaji A-mintdzat gyakorisaga a kontrollhoz képest
novekedett, mig a lassu kisiiléseké (1-3 Hz) mérséklodott (24.F abra).

A Tf-ban detektalt deprimalt epileptiform tevékenység ECoG-os képe alapjan a két
fokusz paroxysmalis aktivitasanak nagyfoku szinkronizacidja tiikrozodott. A Pf-ban
tapasztaltakhoz hasonldan az els¢ iltalis periodus a kontrollhoz képest (1.3+0.3 perc) késébb
generalddott (2.6+0.42 perc) (24.A éabra). A kontrollal kdzel azonos hosszasagu iktalis
epizodok lényegesen kisebb gyakorisaggal ismétlddtek, amely a Tf teljes aktivitasat tiikr6zo
Ossziktalis tevékenység szignifikins csokkenéséhez vezetett (24.D 4abra). A iktélis
periddusokat alkotd gorcspotencidlok amplitiddjanak szignifikdns csokkenése volt
tapasztalhato, kiilonosen az 1-9 Hz frekvenciaji kisiiléseket magéabafoglald C- és B-
mintdzatok esetében (24.E dbra). A kiilonbozd epileptikus mintazatok gyakorisagat
megfigyelve - a Pf-ban latottakhoz hasonldan - a magasabb frekvenciaju 5-15 Hz frekvencia
tartomanyba tartozd A- és B-mintdzat dominans jelenléte karakterizalta az iktalis szakaszok
ECo0G-os képét (24.F abra).

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a DCG-IV elékezelés antikonvulziv hatassal
rendelkezett, erésen gatolta az epileptikus tevékenység indukcidjat és agykérgi terjedését,

valamint szignifikdnsan csokkentette a gorcspotencidlok amplitadgjat.
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Aktiv primer fokuszban alkalmazott DCG-IV hatdsa az agykérgi epileptikus tevékenységre

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy az agykéreg mar megalapozott, periodikus
epileptikus tevékenységét hogyan befolyédsolja, ha a II mGluR-ok mikoddését a mar aktiv
epileptikus Pf-ban modulaljuk, a specifikus agonist jelenlétével.

Az 50-60 percen keresztiil ritmikus epileptiform tevékenységet produkaldé Pf-ban
alkalmazva a DCG-IV 50uM-os oldatat, a DCG-1V-el torténd eldkezeléses kisérletekben
megfigyelthez képest még kifejezettebb gorcsgatlast, hatékonyabb antikonvilziv hatast
tapasztaltunk. Mindkét epileptikus fokusz paroxysmalis tevékenysége szignifikdnsan
deprimaldodott a I mGluR-ok miikodésének befolyasolasanak kovetkeztében (25. dbra). A Pf
Ossziktalis tevékenységének a DCG-IV eldkezeléses kisérletekben tapasztaltakhoz képest
nagyobb mértékli csokkenését (49.9+10 %-r6l 14.745.8 %-ra) a gyorsan lecsengd, abortiv
iktalis epizddok eredményezték (26.A 4bra).
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25. abra. Aktiv Pf-ban alkalmazott DCG-IV hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi gorcstevékenységre.

Az iktalis szakaszok rovidiilése (33.25+2.5 sec-rol 13.0+6 sec-ra) mellett, azok
szdmanak kismértékli csokkenése (51.12+10.2-r61 45.0+2.4-re) is hozzajarult az 0ssz-

epileptikus aktivitas idébeli redukcidjahoz (26.A abra). A szupresszalt epileptikus
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26. dabra. Aktiv Pf-ban alkalmazott DCG-IV kezelés hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi epileptikus
tevékenységre. Az oszlopok az atlag + szoras értékeket tiintetik fel. A * a szignifikans eltérést mutatja, p<0.05
szignifikancia kritérium mellet.

tevékenység ECoG-0s képe az 1S,3R-ACPD-vel torténd kozbenkezeléses kisérleteben
latottakra is hasonlitott, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben nem generalizaltan,
hanem tobbnyire csak bifokalisan (csak Pf- és Tf-ben) jelentkezd, rovid iktalis szakaszok
ismétlédtek (21.C, 25.C ébra).

A DCG-IV antikonvulziv hatdsa megmutatkozott tovabba, a gorcspotencidlok -
kiilonosen az A- ¢és B-mintdzatokba tartozo kisiilések - amplitiddjanak szignifikans
csOkkenésében is (26.B abra). A rovid iktalis epizodok gorcspotencial-mintazata hasonld
tendenciajt, de kifejezettebb mértékii valtozason ment keresztiil, mint amit a DCG-IV-el
torténd eldkezelést kovetden lattuk. A rovid iktalis szakaszokon beliill a legnagyobb

frekvenciaji A-mintazat dominans jelenléte mellett (63%), a kis frekvencigju (1-3 Hz) C-
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mintazatba tartoz6 hullam-komplexek minimalis részvétele (5%), esetenként teljes hianya

volt a legszenmbetlinébb valtozas a kontrollhoz képest (25.C, 26.E éabra). A jellegzetes
gorcsmintazatok %-os aranyaban hasonld tendenciaju (a legnagyobb frekvenciaji mintazatok
gyakorisdganak ndvekedése ¢és a lassu gorcskisiilések eléfordulasi valosziniiségének
csokkenése), de joval kisebb mértékii eltolodas volt megfigyelheté az 1S,3R-ACPD-vel
torténd kozbenkezeléses kisérleteben is.

A paroxysmalis jelnségeket mutaté Pf-ban alkalmazott DCG-IV erésen visszafogta az
98%-ban fokalisan, csak a két epilepszias fokusz teriiletén jelntkezett (25.C abra), mig mas
kortikalis aredra torténd generalizacié minddsszesen 2-3 %-ban fordult csak eld, szemben a
kontrollnal tapasztalhatd 15-20 %-al. Status epilepticust egy kezelt allat esetében sem
észleltiink.

A Tt epileptikus aktivitdsanak intenzitasa is nagymértékben deprimalodott a DCG-1V
Pf-ba torténd applikacidja hatasara. Az iktalis szakaszok hosszanak szignifikans rovidiilése
(33.3+5.4 sec-rol  12.5+4.2 sec-ra), valamint az iktalis periddusok szamanak kismértékii
csOkkenése (48.3+9.2-r61 41+2.4-re) egyiittesen az Ossziktalis tevékenység szignifikans
(43.1+12.3%-r61 13+2.5%-ra) redukcidjat eredményezte (26.C abra). A gorcspotencialok
amplitadoja, kiilondsen az 1-9 Hz-es tartomanyban szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll
értékek (26.D abra).Az iktalis szakaszok ECoG-os mintazataban, hasonléan a Pf-hoz a nagy
frekvencidji A-mintdzat dominans jelenléte és a kis frekvencidji C-mintazat gyakorisaganak
szignifikans redukcioja volt megfigyelhetd (26. E dbra).

Osszefoglalva megéllapithatd, hogy a DCG-IV aktiv Pf-ban torténd alkalmazasaval
hatékonyabb antikonvulziv hatast értlink el, mint az elékezelést kovetden, mert az ssziktalis
tevékenység a kontrollhoz képest nagyobb mértékben csokkent. Szembetiind volt, hogy a
DCG-1V-es eldkezelés utan a rohamok szaménak szignifikans csokkenése eredményezte az
Ossziktalis tevékenység redukciojat, ugyanakkor a mar funkcionalo Pf-beli kezelés alkalmaval
a rohamok hosszénak szignifikans rovidiilése. DCG-IV hatéséara - fiiggetleniil attol, hogy a
gorcsindukciot megel6zden, vagy a mar ritmikus, epileptikus jelenségeket mutatd fokuszban
alkalmaztuk — a gorcspotencialok amplitidoja a vizsgalt frekvenciatartomanyok nagy
részében szignifikansan csokkent, a gorcspotencidlok kiterjedt agykérgi teriiletekre torténd
terjedése erds gatlas ala kerdilt, és az iktalis szakaszokat a legnagyobb frekvenciaju mintazatok
gyakorisaganak novekedése, valamint a lassu gorcskisiilések eléfordulédsi valosziniiségének
csokkenése jellemezte.

A DCG-IV-el végzett eddigi kisérletek alapjan beigazolodott, hogy a DCG-IV a 4-AP

gorcsmodellben antikonvilziv hatast, nagymértékben gatolja a 4-AP-vel indukalt epileptikus
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tevékenység indukciojat, az abnormalis ingeriileti folyamatok expresszidjat, az epileptiform

gorcspotencialok amplitadojat és kortikalis terjedését. Mivel a DCG-1V specifikus 1l mGIuR
agonista, ezért a szakirodalommal 6sszhangban megallapithat6, hogy a II mGluR-ok fokozott
miikddése - in vivo, a 4-AP gorcsmodellen - antikonvulziv hatast kozvetit.

Amennyiben a Il mGluR-ok miikodése fékezi és gatolja az epileptikus folyamatok
kialakulasat, fennmaradasat ¢és kiterjedt agykérgi teriiletekre torténd terjedését, akkor
valoszinlsithetd, hogy az 1 ¢és II mGluR-ok funkciojat is befolydsolo, szélesebb
hastasspektrumu 1S,3R-ACPD-vel végzett kisérletekben tapasztalt antikonvilziv hatasokért is
a Il mGluR-ok fokozottabb aktivitasa lehetett felelds, ugyanakkor a prokonvulziv hatast az |
mMGIuR-ok medialhattak. Ennek igazolasara végeztiik az utolso két kisérletsorozatot, melyben
a nagy szelektivitasu I mGluR agonista, 3,4-DHPG felhasznalasaval kivantuk bizonyitani az I

crer

mMGIuR-ok epileptikus aktivitas indukcidjat, expressziojat és propagaciojat el0segitd szerepét.

3,4-DHPG-eldkezelés hatdsa a szomatoszenzoros kivaltott potencidlokra és az agykérgi alap

elektromos tevékenységre

A jobboldali szomatoszenzoros kérgi teriiletet, a gorcsindukciot megelézéen 1 mM-0s
DHPG-oldattal kezeltiik 60 percen at, mikdzben folyamatosan regisztraltuk az agykéreg alap

elektromos tevékenységét és 10 percenként a szomatoszenzoros kivaltott potencidlokat.

DHPG hatasa a szomatoszenzoros kivaltott valaszra

Ny kontroll

10 perc DHPG

20 perc DHPG

30 perc DHPG

60 perc DHPG

0.5mV

27. abra. 3,4-DHPG hatasa a felszini szomatoszenzoros kivaltott valaszra.

Az intakt szomatoaszenzoros kéreg felszini punctum maximumabdl elvezetett kivaltott

valaszok felépitésében a két, jol ismert gyors, korai, kis amplittd6ji N1 €és nagyobb
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csucslatenciaval jelentkez6, karakterisztikus P hullam élesen elkiiloniilt (27. dbra). A 3,4-

DHPG-vel torténd kezelési periodus alatt, mar az elsé 10-15 percben megfigyelhetd volt az
kivaltott valaszok cstcsamplitidoinak fokozatos és szignifikans novekedése ¢és némi
struktutalis atrendezddése. Mind a korai negativ komponens (N1), mind a késdbb kifejezésre
jutd, ellentétes polaritasi pozitiv hullam (P1) amplitudija szignifikansan megnétt (VII.
tablazat), s a két jellegzetes hullamot egy - a kontroll gorbéken nem jelentkez6 — kései,
sz€lesen elnytld negativ hullam (N2) kovette (27. abra). A kontrollhoz hasonlé latenciaval
megjelend, de kifejezettebb N1 és P1 elemek mellett, a méasodik N> negativ csucs is a kezelt
allatokbol elvezetett kivaltott potencalok karakterisztikus elemévé valt. A  kivaltott
potencialok hulldmkomponenseire vonatkozé latencia és amplitado értékekt a VII. tablazat

tartalmazza.

VII. tablazat: Szomatoszenzoros kivaltott potencialok paraméterei

Kontroll (n=7) 3,4-DHPG (n=5)
N1 P1 N1 Pl NZ
csucslatencia 4.75+1.4 13.25+0.9 4.77+0.8 13.02+0.41 32.5+2.4
(ms)
Amplitads (mV) | 0,16+0.03 1.57+0.1 0.86+0.21* 2.3+0.3* 0.68+0.3

A tablazat az egyes hullaimkomponensekre vonatkozd atlag+szoras értékeket tartalmazza. A csillaggal jelzett
adatok szignifikansak, a szignifikancia kritérium: p<0.05.

A punctum maximum teriiletén a szomatoszenzoros valaszokat az agykéreg felszinérdl
a mélyebb kortikalis rétegek irdnyaba haladva, 200pm-enként is elvezettiik, hogy elvégezziik
az eseményfiiggd potencidlok réteganalizisét (28. 4bra). A réteganalizise alapjan
megallapithatd, hogy a kéreg teljes vastagsagdban, a  kivaltott potencial
hulldimkomponenseinek polaritasfordulasat kovetden a maximalis valos extracellularis
negativitast tiikkr6z6 negativ (N) hullam (*felfelé iranyuldé hullam) vertikalisan mélyebbre
tolddott, amplittiddja az 1800-2600 pum-es mélységben volt a legnagyobb, szemben a
kontrollal, ahol a negativ hullamkomponens amplitido-maximuma 1600-1800 pum-en volt
kimutathat6 (28. abra). A legnagyobb valos negativitast tiikkrz6 mélységi kivaltott potencial
mélyebb cortokalis rétegek felé torténd eltolodasat tapasztaltuk az 1S,3R-ACPD-vel torténd
elokezelés alakalmaval is, de a 3,4-DHPG-elékezelés hatasara ez az eltolodas kifejezettebb
mértéki volt.

A 3,4-DHPG el6kezelés alatt a 2000-2200 um-es kérgi mélységbdl elvezetett kivaltott
valasz maximalis lokalis negativitast jelzd hullamkomponensének amplitiddja a 60. percben

jelentdsen nagyobb volt (**), mint a 30. percben (*) (28. abra).
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Kivaltott valasz réteganalizise intakt kéregben
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28. abra. Kivaltott valaszok réteganalizise intakt kéregben és DHPG hatasa alatt. A lokalis, valos negativitast
tiikkrozé mélységi N hullam a mélyebb kortikalis régioba tolddott €s amplituddja idé-fliggd moédon ndvekedett.

A specifikus I mGluR gonista DHPG kezelés hatasara, a kezelés helyén - hasonldan az
1S,3R-ACPD-vel torténd elokezelésnél latottakhoz — az alap agykérgi tevékenységben
lokalisan, ritmikus hiperszinkron sejtaktivitasra utald 3-4 Hz-es 500-700 puV amplitadoja

oszcillalo kisiiléseket észleltiink (29.B abra). Ez az epileptiform tiiskékre emlékezteto,
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oszcillalé mintazat az el6kezelési periodus 10-15. percétdl az eldkezelési peridodus végéig

megfigyelhetd volt.

3,4-DHPG elokezelés hatdasa a 4-AP-indukalta agykergi epileptikus tevékenységre

A 3,4-DHPG elOkezelést és a 4-AP applikacot kovetéen rovid idén beliil nagyon
intenziv, mindkét félteke kortikalis teriiletein jelentkezd permanens epileptikus tevékenység
indukalodott (29.C é&bra). A kezelés helyén, a 4-AP felhelyezése utan 0.52+0.04 perc
latenciaval generalodott az elsé iktalis szakasz, szemben a kontrollal, ahol a latencia 2.5+0.5
perc, majd a tovabbiakban hosszan elnytlo, a kontrollnal (41+10 sec) 2.5-3-szor hosszabb
epileptikus periodusok (131+19 sec) ismetlédtek a Pf-ban (30.A,B abra). Mivel az iktalis
epizodok tobb percen keresztiil allandosultak, szdmuk csaknem a kontroll érték felére, 4849
r6l 23+2-re csokkent az egy 6rds megfigyelési id6 alatt. Ebbdl kifolydlag a Pf Gssziktalis
tevékenységének 54.2+48.7 %-r6l 84.1+6.5 %-ra torténd szignifikans novekedését az iddben
permanensen megnyilvaluldo, nagy hosszisagh epileptikus szakaszok Gsszegzddése
eredményezte (30.B abra).

A gorcstevékenység alatt a Pf ECoG-os mintazataban a kis frekvenciaja (1-3 Hz)
hullam-komplexek domindns jelenléte (71.2 +5.4%) volt megfigyelhetd, mikdzben a gyors
kistilések (10-15 Hz) részaranya szignifikansan csokkent (10.6+2.08 %-rol 3.7+1.5 %-ra)
(30.F abra). Ugyanakkor a 4-9 Hz-es mintazat gyakorisaga nem tért el nagymértékben a
kontroll értéktdl. Paradox modon, a fokozott gorcsaktivitas ellenére a kiilonb6z6 frekvenciaja
epileptiform kisiilések amplitiddja nem valtozott jelentdsen a kontrollhoz képest (30.C abra).

A 3,4-DHPG hatasara a Pf-ban generalddd epileptikus potencidlok nemcsak
bifokalisan, hanem 90-95 %-os gyakorisaggal mindkét agyféltek teljes kortikalis felszinén
Kiterjedten, generalizaltan jelentkeztek (29.C abra), szemben a kontrollnal tapasztalhat6 20-22
%-al.

A nagyfoku generalizaciobol kovetkezden a Tf teriiletén is, a Pf-szal szinkron,
fokozottabb epileptikus tevékenység manifesztalodott. Azonban a Pf-ban alkalmazott |
mGluR agonista hatdsara a Tf-ban még erdteljesebb valtozasok voltak megfigyelhetok, mint a
Pf-ban. A Tf-ban a kontrollhoz képest (33.3+12.7 sec) mintegy 4-4.5-szer hosszabb (136+14
sec), a C-mnintazat dominans jelenlétével karakterizalhato iktalis szakaszok ismétlddtek
periodikusan. A permanens iktalis epizodok az Osszepileptikus aktivitds csaknem
megduplazodasat, 41.0+2.5%-r61 78.1+6.0%-ra torténd novekedését eredményezték (30.D

abra).
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29. abra. 3,4-DHPG ecl6kezelés hatasa a4-AP-indukalta agykérgi epileptikus tevékenységre.

Mig a Pf-ban a paroxyismalis tiiskemintdzatok amplitidoja nem kiilonbozott
jelentésen a kontroll értékektdl, addig a Tf-ban, a C-mintazatba tart6z6 kisiilések szignifikans
amplitado-novekedését észleltiik (30.E dbra). Ugyanakkor, az iktalis szakaszokon beliil az
egyes mintazatok egymashoz viszonyitott eloszlasa jol korreldlt a Pf-ban észlelt
valtozasokkal. A legnagyobb frekvencidju kisiilések (A-mintézat:10-15 Hz) gyakorisaga
szignifikansan csokkent (12.1+2.3 %-r6l 2.5+1.9 %-ra), mikozben a kis frekvenciaja, C-
mintdzatba tartoz6 gorcspotencialok eléfordulési valoszinlisége megemelkedett (55.2+8 %-rol

70.0+6.5 %-ra) (28.E abra).

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a 3,4-DHPG-vel toténé eldkezelés hatékonyan

elosegitette a 4-AP-vel indukalt agykérgi epileptikus miikddészavar kialakulast, az

crcr

crcr

Osszhangban megallaplthato, hogy az | mGluR-ok fokozott miikodése - in vivo, a 4-AP

gorcsmodellen - prokonvulziv hatéast kozvetit.
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30. dbra. 3,4-DHPG el6kezelés hatasa a 4-*AP-indukalta agykérgi epileptikus gorcstevékenységre. Az 0szlopok
az atlag + szoras értékeket tiintetik fel. A * a szignifikans eltérést mutatja, p<0.05 szignifikancia kritérium
mellet.

Aktiv primer fokuszban alkalmazott 3,A-DHPG hatasa az agykeérgi epileptikus tevékenységre

A 3,4-DHPG-vel folytatott el6z6 kisérletsorozatban igazoltuk, hogy az I mGluR-ok
fokozott miikddése nagymértékben hozzajarul az abnormalis hiperszinkron ingeriileti
folyamatok triggereléséhez, permanens expresszidjahoz és szinaptikus terjedéséhez. A

kovetkezdkben arra voltunk kivancsiak, hogy a mGluR-ok funkciojanak befolyasoldsa nélkiil
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indukéalodod ¢és epilepszids koriilményekhez adaptdlodd idegrendszer altal fenntartott,

spontan visszatéré rohamokkal jellemzett epileptikus tevékenységet milyen mértékben
modositja, ha a prokonvilziv hatasokat kozvetité I mGluR-ok aktivitasat a 3,4-DHPG
applikalasaval tovabb fokozzuk.

Az | mGluR-agonistat az aktiv, periodikus gorcstevékenységet mutaté Pf-ban
alkalmazva az epileptikus jelenségek tovabbi erdsodését, mindkét agyféltek kortikalis
felszinére torténd generalizalodasat tapasztaltuk (31.C abra). A kérgi epilepszias tevékenység
intenzitasbeli fokozoddsa mar a 3,4-DHPG applikaciot kovetd elsé 5 percben észlelhetd volt,

melyet a kovetkez6 40-50 percben folyamatos aktivitasndvekedés kovetett.
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31. abra. Aktiv Pf-ban alkalmazott 3,4-DHPG hatésa a 4-AP-nel indukalt agykérgi epileptikus aktivitasra.

A 3,4-DHPG-vel valo elokezeléses kisérletekhez hasonldan a kontrollhoz viszonyitva
a Tf-ban az epileptikus aktivitas még kifejezettebb fokozodast lattuk, mint Pf-ban. A Pf
teriiletén a kontroll értékhez képest kb. 2.5-3-szor hosszabb, mig a Tf-ban 3-3.5-szer nagyobb
terjedelmii iktalis epizodok expresszalodtak (32.A,C abra). A rohamok szamanak szignifikans
csokkenésébdl és azok terjedelmének szignifikans novekedésébdl szamitott Osszeiktalis
tevékenység a Pf-ban 54.8+8.7%-r6l 78.8+6.4%-ra, a Tf teriiletén 41+12.3%-r61 74.5+2.8%-
ra emelkedett (32.A,C abra). A hosszan elnyuld, permanens epileptikus szakaszokat mindkét
fokusz teriiletén, a kontrollhoz képest szignifikansan nagyobb amplitaddju gorcspotencialok
jellemezték, de kiilondsen a Tf-ban volt szembetlind mindhdrom jellegzetes gdércsmintdzat
amplitidojanak szignifikans novekedése (32.B,D abra). Mindkét fokuszban az iktalis

tevékenység ECoG-os mintazataban az 1-3 Hz-es hullamkomplexek (C-mintazat) aranya
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32. abra. Aktiv Pf-ban alkalmazott 3,4-DHPG hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi epileptikus aktivitasra. Az
oszlopok az atlag + szoras értékeket tintetik fel. A * a szignifikans eltérést mutatja, p<0.05 szignifikancia
kritérium mellet.

szignifikansan novekedett, mig az A-, de kiilonésen a B-mintazat gyakorisaga jelentOsen
csokkent (31.C, 32.E abra).

A 3,4-DHPG Pf-ba valo applikacidjat kovetéen az epilepszias tevékenység
aktivitasfokozodasa nemcsak a hosszan elnyuld és nagyobb amplitudoval karakterizalhatod
iktalis epizddok manifesztacidjaban tiikr6z6dott, hanem abban is, hogy a korabban bifokalisan
megnyilvanulod kérgi abnormalitds — 3,4-DHPG hatasara - 95-98 %-os valdszinliséggel az
egész kortikalis felszinen, generalizaltan jelenkezett (31.C abra). A generalizalt epileptikus
jelenség ECoG-os mintdzata alapjan, a kiilonboz6 kérgi teriiletek miikodésében magas szintii
Osszerendezettség, szinkronizacio tiikrozodott. A kezelt allatok kb. 30%-ndl a hosszan elnytlo
¢és egyre novekvo hosszusagu iktalis szakaszok ismétlodése status epilepticus kialakulasahoz

vezetett, melyet az abnormalis kérgi aktivitds folyamatos, sziinet nélkiili megnyilvanuldsa



85
jellemzett. Ezeknél az allatoknal a status epilepticus a 3,4-DHPG kezelés 30-35. percétdl a

kisérlet végéig megtigyelhetd volt.

A 3,4-DHPG-vel végzett elokezeléses kisérletek alapjan mér megbizonyosodtunk
arrol, hogy a 3,4-DHPG prokonvulziv hatdssal bir, az aktiv Pf-ban torténd alkalmazésa
kovetkeztében tapasztalt valtozasok pedig, tovabb erdsitették ezt a korabbi megfigyelésiinket.
Ezek alapjan megallapithatd, hogy az | mGIuR-ok in vivo, a 4-AP goércsmodellen
prokonvulziv hatassal rendelkeznek, serkentik a 4-AP-vel indukalt epilepszias tevékenység
kialakuldsat, fokozzdk az epilepszias miikddészavar expressziojat, novelik a kisiilések
amplitadojat és facilitaljak azok agykérgi terjedését, valamint kozremiikodnek a status

epilepticus allapot kialakulasaban.
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V.2 ENDOGEN MECHANIZMUSOK HATASA AZ INGERULETI

FOLYAMATOKRA ES AZ EPILEPTOGENITASRA

Feltételezésiink szerint az agykérgi fiziologias és patofiziologids serkentd és gatld
folyamatokat nemcsak a receptorok funkcioja (aktivacidja, blokkolasa) hatdrozza meg, hanem
indirekt médon az extra- €s intracellularis anyagcserefolyamatokban bekovetkezo valtozasok
is befolyasolhatjdk a normalis vagy koros ingretileti tevékenységet. Ebbdl kifolyolag
nemcsak a glutamaterg receptorok funkcidjanak valtozasa jatszik kozre, hanem az abnormalis
ingertiileti tevékenység kialakulasdhoz szamos metabolikus folyamatban bekovetkezo valtozas
is hozzajarul. Ennek vizsgalatara végeztiink kisérletet a nem-specifikus enzim gatl6 AOAA-
val, melynek alap agykérgi elektromos tevékenységre, és agykérgi epileptikus aktivitasra

gyakorolt hatasat ismertetjiik az alabbiakban.

2.1. 4-AP hatdsara megjelené szomatoszenzoros agykeérgi kivaltott vdilasz és epileptiform

tevékenység

A kezeletlen, intakt, vagy csak fiziologids sdoldattal kezelt kéreg felszinérdl elvezetett
kivaltott valasz tobbnyire 3 jellegzetes csuccsal rendelkezett (33.A. abra). A dominans pozitiv
komponenst (P) altalaban két, kevésbé kifejezett negativ hullam elézte meg (N1, N2). Az
egyes hullamok paramétereit az 1. tdblazat tartalmazza.

4-AP hatasara a kivaltott valasz alakja rovid id6 alatt jellegzetes mddon atrendezédott
(33. abra). A P1 komponens a 4-AP applikaciot kovetden gyorsan, még az elso iktalis szakasz
megjelenése eldtt eltlint, mig az elsé negativ hulldm (Ni1) amplitddoja fokozatosan, de
szignifikansan megn6tt és a kivaltott valasz dominans eleme lett anélkiil, hogy latencigja
nagymértékben valtozott volna. A 4-AP hatdsara atalakuld kivaltott potencial masodik,
negativ eleme (N2) Ugy tlint, a kontroll viszonyok kozott rekordalt valasz N2
komponensénekegyenértékii, azzal a kiilonbséggel, hogy latencidja szignifikdnsan lecsokkent,
mig amplitaddja csak kismértékii emelkedést mutatott.

A 4-AP hatasa alatt kivaltott potencial képe egy epileptiform kisiilés ECoG-os képére
emlékeztetett. A kivaltott valsz felépitésében megfigyelt drasztikus atrendezddés alapjan
feltételezhetd, hogy a szomatoszenzoros kérgi valaszban aktivan kdzremiikodé szinapszisok
milkodése megvaltozott, atrendez6dott, bizonyos szinapszisok felerdsodtek, masok
gyengiiltek, ¢és az Ujonnan aktivalédd szinaptikus kapcsolatok egyideji aktivitasa

eredményezhette a gyors lefutasu, epileptiform kisiilésre emlékeztetd potencial 1étrejottét.
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valasz kezeletlen kéreg felszinér6l és 60 perc 4-AP jelenlétében. B: Kivaltott valasz elvezetése kontroll
koriilmények kozott és 100uM AOAA jelenlétében. C: Kivaltott potencial kontroll koriilmények kozott €s 1M-0s
AOAA hatasa alatt. Kalibracio:2.5ms, 0.5mV.

VIIL tablazat: A szomatoszenzoros kivaltott potencial komponenseinek paraméterei

Latencia (ms) Amplitidé (mV)
N1 N2 P N1 N2 Py
Kontrol I (n=7) 4.9+0.1 8.3+0.18 13.55+0.35 | 0.23+0.1 0.37+0.11 1.12+0.35
4-AP 4.7+0.07 6.7+0.12* - 1.055+0.07*  0.34+0.08 -
100 uM AOAA (n=7) 4.8+0.15 7.1+40.25 14.1+40.3 0.7+0.11* 0.7+0.18* 1.7+40.34*
100 uM AOAA + 4-AP 4.4+0.2 6.4+0.12* - 1.685+0.39* 0.45+0.07 -
1M AOAA (n=6) - - - - - -
1M AOAA + 4-AP 4.5+0.18 6.2+0.33* - 0.86+0.1* 0.19+0.08 -

A téblazatban az atlag + szoras értékei vannak feltiintetve. A csillaggal jelzett adatok szignifikansak, a
szignifikancia kritérium: p<0.05.

crer

indukaltalta agykergi epileptikus tevékenységre

A szomatoszenzoros kérgi felszinen az alacsony koncentracioji AOAA-al torténd 1
Oras elokezelés hatasara a kivaltott valasz alakja nem mutatott jelentds eltérést a kontroll
valaszhoz képest. Az 33.B abran a 100 uM-os AOAA hatasa alatt felvett kivaltott potencialok
képe lathato. Az AOAA hatasara a kivaltott valasz még kifejezettebbé valt, mindharom
jellemzé komponens amplitidoja - latencidjuk szamottevd valtozasa nélkiil - szignifikdnsan
megndtt (33.B. abra, VIII. tdblazat). Az 1 oras elokezelési periddus leteltével az AOAA ¢€s a
4-AP egyiittes hatdsanak eredményeképpen a szomatoszenzoros kérgi valasz felépitésében
hasonlé atrendezddést figyeltink meg, mint amit a 4-AP egyediili hatasat kovetden
tapasztaltunk. A Py hullam gyors eltiinése mellett az amplitidojaban szignifikdnsan megndétt

N1 és a rovidebb latenciaji N2 komponens volt megfigyelhetd. Ugyanakkor az N1 hullam
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34. abra. 100 pM-os és 1M-os AOAA hatasa a 4-AP-nel kivaltott agykérgi epileptikus tevékenységre. Az
oszlopok az atlag + szoras értékeket tiintetik fel. A *a szignifikans eltérést reperzentalja, p<0.05 szignifikancia

kritérium mellett.

amplitiddja még kifejezettebb novekedést mutatott, mint 6nmagaban a 4-AP hatasa alatt
VOIt.tapasztalhat(').
kialakitasaban aktivan szerepet jatszo szinapszisok miikddését, ezaltal megnoveli a harom

hulldim komponens amplitadojat; és emellett a 4-AP hatdsat is felerdsitheti, amely
megmagyarazhatja az atrendezddott kivaltott potencidl még fokozottabb amplitadd
novekedését.

Bar az alacsony koncentracioji AOAA hatasara feltehetden megnétt a neuronok
elektromos ingerlésre adott szinkron aktivitasa az alap agykérgi tevékenység ECoG-0s
mintdzatdban nem észleltliink jelentds valtozasokat, sem abnormalis jelenségeket, spontdn
epileptiform kisiiléseket (35.A, B dbra). Ugyanakkor az egy oras el6kezelés hatasara a 4-AP-
el indukalt epileptikus tevékenység a Pf teriiletén nagymértékben facilitdlodott. Az elsd iktalis
szakasz megjelenéséig eltelt 1d6 és a kisérlet teljes felvétele alatt a rohamok szdma nem tért el
jelentdsen a kontroll allatokban tapasztalt értékektdl, ugyanakkor a Pf-ban szignifikansan
hosszabb iktélis periddusok jelentkeztek, melyek az Ossziktalis tevékenység nagymértékii
emelkedését eredményezték (34. dbra). Mig a hosszan elnyuldé roham szakaszokban a nagy
frekvencidji (5-15 Hz) epileptiform kisiilések mindossze 7-8%-ban fordultak eld, addig a
1-3 Hz-es

jelentkeztek (35.C

lass, hullam-komplexek mintegy 90-95%-o0s el6forduldsi gyakorisaggal
abra). A gorcspotencialok ipszilateralis terjedése nagymértékben
facilitalodott, a Pf-tol posterior irdnyban elhelyezkedd agykérgi teriileten a Pf-al megegyezd,
szinkron ritmikus gércspotencialokat észleltiink az esetek 90-95 %-aban (35.C abra). Erdekes
modon az AOAA hatasara az elokezelés helyén és az azonos oldali félteke nagy kiterjedésii

kéregifelszinén jelentkezd epileptiform kisiilések amplitiddja a kontrollhoz képest
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szignifikansan kisebb volt. A Pf-ban generalodd Kkisiilések ellenoldali agyfélteke tiikor

pontjara torténd propagacidja szinte teljes mértékben gatolt volt. Az allatok 95-98%-ban a Tf-

ban epileptikus tevékenység nem indukalodott.
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35. abra. 100 uM AOAA hatasa a 4-AP-nel-indukalt epileptikus aktivitasra. A: alap elektromos aktivitas. B: 1
ora 100 uM AOAA eldkezelés utan rogzitett ECoG. C: az eldkezelést kovetd intenziv gorcsaktivitds. Az
epilepiform kisiilések ipszilaterali terjedése gyakori. A hosszu iktalis periddus kezdeti és befejezd szakasza
kozotti folytonossagi torés kb. 130 sec-os id6t fed le.

Osszefoglalasként  elmondhat, hogy az AOAA alacsony koncentracidban
prokonvulziv hatassal rendelkezett, fokozta az epileptikus tevékenység manifesztacidjat,
amely a tartds, sok esetben tobb percig tartd iktalis szakaszok ismétlodésében és a
gorcspotencialok nagyaranyu ipszilateralis terjedésében mutatkozott meg.

Az AOAA prokonvilziv hatdsa nem mutatott idé-fiiggést, ugyanis az AOAA-al

torténd 2 oras elokezelési periddust kovetden a 4-AP-el eldidézett epileptikus tevékenység

nem tért el jelentds mértékben az 1 oras el6kezelés utan indukalt folyamatoktol.

«rer

crer

elektromos tevékenységében nem tapasztaltunk 1ényegi valtozast, ugyanakkor az ingerléssel
kivaltott szomatoszenzoros valasz az eldkezelés elsd 5-6 percében fokozatosan ellaposodott,
majd mindharom komponens szinte teljesen eltlint, er6sen depresszalodott (33.C abra). A 4-
AP applikaciot kovetden 40-50 perc elteltével az ujbol megjelent kivaltott valasz alakja

nagymértékben hasonlitott ahhoz, melyet a 4-AP egyediili jelenlétében tapasztaltunk, bar a
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karakterisztikus negativ hullamok (N1, N2) amplitidoja szignifikdnsan kisebb volt (33. dbra,

VIIl.tablazat).
szupresszalta, hanem az epileptiform tevékenység megnyilvanuldsat is szignifikdnsan
deprimalta (36. abra). Ez a gatlo hatas még kifejezettebbé valt az AOAA-al torténd

elokezelési szakasz hosszanak 1 orarol 2 orara valé ndvelésével, vagyis a magas

crer
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36. abra. 1M AOAA hatasa a 4-AP-nel indukalt agykérgi epileptikus gorcstevékenységre.

A kisérleti allatok mintegy 40-45 %-aban az egy 6rdas AOAA eldkezelést kovetden, a
4-AP jelenlétében nem fejlodott ki epilepszias tevékenység. Az éallatok 55-60 %-aban viszont
az AOAA nem blokkolta teljesen, de szignifikansan késleltette az elsé iktalis szakasz
kifejlodését, amelynek latencidja 1.17+0.6 percrdl 12.69+2 percre nétt. Az AOAA-al térténd
két oras eldkezelést kovetden a kisérleti allatoknak csak mindossze 25%-aban fejlodott ki
tobb mint 30 perc latenciaval (39.0+8 perc) az elsé iktalis-jellegli abortiv, abnormalis
tevékenység (34. abra).

Az AOAA szignifikansan csokkentette a rohamok szamat és az individualis iktalis
epizddok atlagos hosszat is, melynek eredményeképpen az Ossz-epileptikus tevékenység
nagymértékli redukcidjat tapasztaltuk. A rohamszam, rohamhossz és az ebbdl adodod
Ossziktalis tevékenység redukcidja még kifejezettebb volt a két oras eldkezelés utan (34.

abra).
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A rovid, abortiv szakaszokban az 1-9 Hz frekvenciaju gorcspotencidlok 95-98 %-0s

gyakorisaggal fordultak el6, ugyanakkor a 10-15 Hz-es kisiilések csak néhany %-0s (2-3%)
megnyilvanult abban is, hogy az erdsen depresszalt iktdlis szakaszokat felépitd

gorcspotencialok amplitidoja szignifikansan kisebb volt a kontroll értékekhez képest (X.

crer

e

epileptikus abnormalitas csak a Pf teriiletére lokalizalodott.

Az AOAA antikonvulziv hatdsa gy tlint reverzibilis. Az AOAA-as eldkezelés utan,
az AOAA ¢és 4-AP egyiittest hatasara kialakulo depresszalt epilepszias tevékenységet mutato
Pf-ban a kortikalis felszint 15-20 percig mostuk fiziologids sooldattal. Az AOAA kimosasa
utan a 4-AP hatdsara 5-10 perces latenciaval, a korabbi gatolt epileptikus tevékenységhez és a
kontroll gorcstevékenységhez képest is fokozottabb epilepszias mitkodészavar indukalodott

generalizaltan, mindkét agyfélteke kortikalis felszinére kiterjedten (X. dbra).
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IV.3. FEJLODO IDEGRENDSZER INGERLEKENYSEGE

3.1. Fejlodo idegrendszer alap elektromos és epileptikus tevékenységének alakuldsa

A 10-13 napos allatok alap kérgi elektromos tevékenységét egy primitiv, szinuszoid
hullamokra emlékeztetd 3-5 Hz frekvenciavcal jelentkez6 0.1-0.2 mV amplitido6ju oszcillacid
amplitaddju potencialok és hullam-komplexek jelentek meg az EcoG szerkezetében. A 15-18
napos patkanyok alap agykérgi tevékenysége - az ECoG alapjan - mar nagy hasonlosagot
mutatott a felnott allatoknal (26-28 napos) detektalhato alap aktivitashoz (37. abra).

A 4-AP alkalmazésat kovetden a 10-14 napos allatok agykérgi tevékenységében egy
folyamatosan atalakuld, nagyfokt szinkronizaltsagot tiikr6z6, generalizéltan jelentkezd
fluktualdé mintazat fejlodott ki (37. abra). Kezdetben az alaptevékenységhez hasonld
frekvenciaval (2-4 Hz), de fokozatosan ndvekvé amplitadoju (0.2-0.8 mV) monoton
oszcillacid volt tapasztalhaté, majd az amplitudd jelentés ndvekedése mellett az aktivitas
lelassult (0.5-2.5 Hz), kés6bb a lassuld vagy ismét gyorsuld frekvencia mellé a potencialok
amplitado csokkenése tarsult (abra). 14 napos korban gyakran, a fiatalabb allatoknal még nem
tapasztalt 1-3 Hz frekvenciaja 0.2-0.8 mV amplitadoju egyfazist tiiskéket detektaltunk,
melyek megjelenésiikben hasonlitottak a felndtt allatok iktalis periddusainak C-mintazatdhoz,
ezen kiviil sok esetben azt tapasztaltuk, hogy a 4-AP alkalmazés helyén (Pf) és ettdl kaudalis
helyzetii elvezetési pontokban az ECoG-os aktivitas deprimalodott, feltehetden a 4-AP lokalis
gatlo folyamatokra kifejtett kozvetlen hatasa miatt. 10-14 napos korban tehat a 4-AP
jelenlétében az ECoG-ot a csokkend ¢és/vagy nodvekvd frekvenciaji, amplitadoju,
szinkronizalt mintazatok folyamatos és szabalytalan fluktuacigja jellemezte az eredeti alap
elektromos tevékenység tiszta formaban valo megjelenése nélkiil. Az ismétlédd fluktuacio
ellenére ebben a korban a felndtt allatok epileptikus aktivitasara jellemz6 iktalis €s interiktalis
szakaszokra valo tagoltsagrol még nem beszélhetiink.

15 napos kortol hirtelen egy minéségi, progressziv valtozast észleltiink a 4-AP-vel
kivaltott epileptiform jelenségekben (37. dbra). A legnyilvanvalobb valtozas az volt, hogy az
eddig tapasztalt egymasba atalakuld generalizdltan jelentkezd oszcillalé mintdzat idében
feldarabolodott, lerdvidiilt, s az agyi abnormalis tevékenység iktalis periodusként definialhatd
szakaszokra tagolodott. Az iktalis epizddok atlagos hossza (10-12 sec) jelentdsen rovidebb
volt, mint a felndtt allatoknal tapasztalt érték (30-40 sec). Az iktalis periodusok alatt a 4-7 Hz
frekvenciaji potencidlok dominancigjat figyeltik meg, mig a felndtt allatok epiletikus

aktivitasara oly jellemz6 nagy frekvenciaja (9-15 Hz) elemek még hianyoztak.
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37. dbra. Fejlédé idegrendszer agykérgi alap elektromos tevékenységében és epileptikus aktivitdsaban
bekovetkezd progressziv valtozasok a kor elérehaladtaval.

Az epileptikus aktivitas idobeli tagolodasan kiviil az epileptiform potencialok egy-egy
kérgi teriiletre torténd lokalizacidjanak kezdeti jelei is észlelhetdk, noha a gdrcspotencidlok
tobbnyire mindkét félteke kérgi keriiletén, generalizaltan jelentkeznek.

16-17 napos korban egy ugrasszert gorcsaktivitas fokozodast tapasztaltunk, nemesak a
fiatalabb allatok gorcstevékenységéhez képest, hanem a feln6tt allatokra jellemzo altalanos
epileptikus aktivitdshoz képest is (37. é&bra). A gorcskészség atmeneti, szignifikdns
novekedése megnyilvanult a tobbnyire nagy frekvencidji (10-15 Hz) gorcspotencidlokbol
allo, generalizaltan jelentkezd, 25-30 sec hosszisagu iktalis epizodok gyakori
ismétléddéseében. Az iktalis periodusok kozti rohammentes, interiktalis szakasz csak néhany
sec-ig tartott, majd Ujabb rohamtevékenység generdlddott. A gorcspotencidlok agykérgi
propagacidjanak valdszinlisége elérte a 90-95 %-ot, szemben a felndtt allatok esetében
tapasztalt 20-22 %-kal. Az iktalis jelenségek hullammintazata, a kiilonb6z6 frekvenciaja
kisiilések gyakorisaga mar a felndtt allatok rohamtevékenységének sajatsagait tiikkrozte. Az

intenziv gorcstevékenység ellenére a 4-AP alkalmazasi helyén és a Pf mogotti elvezetési pont
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teriiletén esetenként - a tobbi kérgi teriileten detektalt epileptikus aktivitdshoz képest - kissé

visszafogottabb epileptiform tevékenységet észleltiink.

A 18-19 napos kortdl kezdédden, a korabbi iddszakra jellemzO, atmeneti jellegi,
fokozott gorcskészség lecsengésével, a 4-AP jelenlétében indukalodd epilepszids agykérgi
tevékenység mar a felndtt (26-28 napos) patkanyok epileptikus aktivitasanak jellemzd
sajatsagait tlikrozte (37. abra). 18-19 napos kortol altaldnossé valt az iktalis, interiktalis
periddusok periddikus ismétlddése, az epileptifprm gorcspotencialok fokalizacidja, vagyis az
elsddleges ¢s masodlagos epilepszias fokuszra vald térbeli lokalizacioja, mikdzben a
kisiilések egyéb kérgi teriiletekre torténd propagacidja nagymértékben visszaesett (23-25 %-
epileptiform mintazat, a felnott allatokra jellemzO gyakorisaggal (ébra). A két epilepszids
fokusz kozott nagyfoka szinkronizaltsag volt megfigyelhetd szemben a 16-17 napos korban
latottakkal, ahol a szinkron gorcspotencidlok mellé nagyaranyban deszinkron elemek is
tarsultak és az egyes kérgi teriiletek abnormalis ingeriileti tevékenysége sok esetben
egymastol fliggetlenné valt.

Osszefoglalva, az 4llatok fejlddésével parhuzamosan az idegrendszer alap agykérgi
tevékenységében és 4-AP jelenlétében indukalédd epilepszias tevékenységében sajatos
progressziv valtozas volt megfigyelhetd. Az alap ECoG-re jellemzd primitiv, szabalyos
szinuszoid hullamtevékenység fokozatosan feldarabolddott és 15 napos korra mar a felnott
allatoknal tapasztalt szabalytalan, valtozatos frekvencidji és amplitidoju potencidlokbol
felépiild6 mintazatta fejlodott. A 4-AP-vel indukat epileptikus aktivitds vizsgalata alapjan
pedig megallapithatd, hogy a fejlodé idegrendszer gorcskészsége 16-17 napos korban
szignifikdnsan nagyobb, mint felndtt korban, amely egy intenzivebb epileptikus
tevékenységben manifesztalodott. A felfokozott rohamtevékenység a generalizaltan
jelentkez6, nagy frekvenciaju gorcspotencialokat is magaba foglald iktalis szakaszok
frekventalt ismétlédésében nyilvanult meg. Felndtt korra a gorcskészség mérseklodott, a
gorcspotencialok terjedése gatlas ald keriilt és csupan a két fokuszban, fokalisan generalodott

a nagymértékben szinkron, abnormalis miikodészavar.
3.2. Génexpresszios vizsgalatok
Kisérleteinkben a mGIluR1 gén expressziojat vizsgaltuk az idegrendszer agyi

elektromos fejlodése €s gorcskészségének szempontjabol kritikus iddszakban (10 napos kortol

28 napos korig) fiziologids, normal koriilmények és epileszias koriilmények kozott.
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A harom korcsoportba tartozo kezeletlen és 4-AP-vel kezelt allatok agykérgébdl vett

mintdk feldolgozasa még folyamatban van és a mar rendelkezésre allo adatok statisztikai
értékelése sem fejezddott még be. Ezért konkrét, kvanitativ értékekkel alatdmasztott

eredményeket nem all médunkban prezentalni, csak eldzetes megfigyeléseket.

PDI13 PDI13 PD17 PDI17 PD28 PD28
Kontr. 4-AP Kontr. 1-AP Kontr. 4-AP
E

B—aktin
mGIluRY
B—aktin
mGluRl
B—aktin
mGluRl
[—aktin
mGluRl
B—aktin
mGluR1
B—aktin
mGluR1

38. abra. Az etidium-bromidos gélkép a mGluR1 gén expresszidjat prezentalja a posztnatalis kor 13. (PD13), 17.
(PD17) és 28. (PD28) napjan kontroll koriilmények kozott és 4-AP hatasa alatt. Viszonyitasialap a p—aktin
expresszioja.

A bekovetkezett génexpresszios valtozasokat transzkripcids szinten, RT-PCR
technikaval kovettiink. A gélképeket tanulmanyozva arra a megallapitasra jutottunk, hogy a
mGIluR1 gén miikodése intakt agykéregben, fiziologids koriilmények kozott 10-13 napos
korban volt a legintenzivebb, majd a kor elérehaladtaval, 16-17 napos korra expresszidja
nagymértékben csokkent, és ez a mérsékelt expresszids intenzitas volt megfigyelhetd a felnott
allatok agykérgében is.

A gélképek alapjan a 4-AP-vel indukalt epilepszids tevékenység alatt a mGIuR1 gén
expresszidja 16-17 napos és 22-28 napos korban nem tért el jelentdsen a kezeletlen
agykéregben tapasztalt értéktdl. Ugy tiint, az epileptikus aktivitds nem befolyasolta a gén
miikddését ebben a korban. Ugyanakkor 10-13 napos allatok esetében, 4-AP jelenlétében - az
intakt kéregben tapasztalt génmikodéshez képest - szignifikansan kisebb génmiikodés volt
detektalhatd. A 10-13 napos allatoknal az abnormalis ingeriileti tevékenység alatt tapasztalt
depresszalt génlikodés, intenzitasaban a 16-17 napos és 22-28 napos korban mért expresszios

szinttel volt 6sszeegyeztetheto.

3.3. Szoveti klorid ion eloszlas kimutatasa hisztokémiai modszerrel

A fejlédd idegrendszer fokozottabb ingerlékenysége, illetve konvulziv ingerekkel
szembeni nagyobb érzékenység, nagyobb gorcskészsége szamos, a felndtt idegrendszertdl
eltérd neurobiologiai tulajdonsagra vezetheté vissza. Ezek koziil egy lehet a GABA
excitatoros hatasa a posztnatalis élet korai szakaszaban, amely feltehetdleg Osszefiiggésbe

hozhat6 a megemelkedett intracellularis klorid koncentracioval. A szdveti klorid eloszlas
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kimutatdsara dolgoztunk ki hisztokémiai modszert, amely a jovében alkalmas lehet pl. a

fejlodo idegrendszerben a GABA serkentd hatas - klorid eloszlas Gsszefliggésének mélyebb

vizsgalatara.

Szoveti klorid eloszlds féenymikroszkopos detektalasa

A klorid hisztokémiai reakci6 alapja a szdveti klorid ionoknak, a szovet fixalasa soran
ezilist ionokkal torténd kicsapasa. A kicsapasi reakcid soran keletkezd eziistklorid csapadék
sOtétbarna szemcsék formdjaban fény- és elektronmikroszkoposan is lathatok.

A sotétbarna AgCl szemcsék jol felismerhetok az 0jsziilott és felnott patkanybol nyert,
fagyasztva helyettesitéssel, illetve a glutaraldehides fixalassal feldolgozott hippokampusz
szeleteken egyarant (39., 40. abra). A két kiilonbozd fixdldssal kapott metszetek
fénymikroszkopos képét Osszehasonlitva lathatd, hogy a glutaraldehides fixalas utan a szoveti
struktirdk megorzottség jobb, kielégitébb, viszont a pontszeri csapadékszemcsék szadma
kevesebb. A glutaraldehides fixalassal kapott mintdkon a sejtek morfologiai jellemzdi, igy a
sejttest, sejtmag, magvacska, dendritek, jol kirajzolodnak a hattérbél mind az ujsziilott (40.a,b
abra), mind a feln6tt (40.c,d abra) hippokampuszban. A fagyasztassal kapott képek
kontrasztja ugyanakkor kevésbé éles és a fagyasztasi mitermékek (apré lyukak)

felismerhetok (39. abra).
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39. dabra. Fagyasztva helyettesitéssel kapott hippokampusz szelet CAl
szemcseeloszlasa fénymikroszkopban. a,b:0jsziilott; ¢,d: felndtt patkany CAl piramissejtjei. a,C: atnézeti kép,
b,d: nagyitas.
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crer

40. dbra. Glutaraldehiddel fixalt hippokampusz CA1 régiojanak klorid tartalm( szemcseeloszlasa
fénymikroszkopban. a,b:ajszilétt; ¢,d: felndtt patkany CA1 piramissejtjei. a,C: atnézeti kép, b,d: nagyitas.

A fagyasztva helyettesitéssel kapott 0jsziilott patkany hippokampuszban a sotét
szemcs€k eloszldsa tobbnyire homogén, intra- és extracellularis eléforduldsuk mértéke kozel
egyenld (40.a,b abra), ami arra utal, hogy a klorid koncentraci6 az extra-és intracellularis tér
kozott  kiegyenlitettebb, a transzmembran klorid gradiens kismértékli. Ezen kiviil
megfigyelhetd a szemcsék nagyaranyu csoportosuldsa a piramis sejtek apikalis dendritjeiben
(39.b abra). Felndtt patkanyok esetében ezzel ellentétben a szemcsék extracellularis
akkumulacidja tapasztalhatdo (39.c abra), a sejttestek és az apikalis dendritek halvanyan
rajzolodnak ki a szemcse-das hattérbol (39.d abra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az
extracellularis klorid koncentracid joval nagyobb, mint az intracelluléris €s a transzmembran
klorid gradiens kifejezett. A glutdraldehiddel fixalt 0jsziilott és felndtt patkdny hippokampusz
fénymikroszkopos képén megfigyelt szemcse eloszlas Osszhangban vannak a fagyasztva
helyettesitéssel kapott mintakon latottakkal.

A feln6tt patkanyokbdl kipreparalt 4-AP-nel indukalt epilepszids hippokampusz
szeleteket ~ fagyasztva-helyettesitéssel ~ fixaltuk. Az  epilepszids  hippokampusz
fénymikroszkopos képének (41. abra) strukturalis meg6rzottsége jol dsszeegyeztethetd a 39.d
abraval, amely a hasonld fixéldsi technikéval késziilt felndtt hippokampusz normal klorid
eloszlasat demonstralja. A felndtt epilepszias hippokampusz CA1l régidjdban a

csapadékszemcsék aggregacidja a sejtmagot koriilvevo citoplazméban a legkifejezettebb,
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feltilfestés el6tt, b: feliilfestés utan.

ugyanakkor az extracellularis térben torténd lerakddas joval kisebb mértékii (41. abra). Vagyis
a felno6tt epilepszias hippokampusz klorid eloszlasa nagyban hasonlit az jsziilott kori normal,
fizioldgias allapothoz (39.b abra).

Mindkét fixalasos modszer kétségtelen hidnyossaga, hogy az eziist rossz penetracidja

miatt a felszintdl maximum 20-40 pm mélyen fekvo rétegek tanulmanyozhatok.

ESI, EELS analizis

A reakcidtermékek mikroanalitikai elemzését ESI és EELS modszerekkel egyarant
elvégeztiik. A glutaraldehides fixalassal feldolgozott hippokampusz szelet egy felszinhez
kozeli szupervékony metszetének ESI analizisét a 42. abra demonstralja. Lathatd, hogy a
szinkddolt klorid (a) és eziist (b) eloszldsi mintdzat egymassal fedésbe hozhatd, és a
hagyomanyos mikroszkopidval lathatd szemcse eloszlassal (c) is egybevag. Ugyanakkor a
szemcsékben indifferens elem (Ca) jelenléte nem mutathato ki (d).

A kémiai fixalassal feldolgozott hippokampusz szeletben elektronmikroszkoppal
lathato reakciotermékek koziil véletlenszerlien kivalasztott szemcse EELS pontanalizisét 43.
abra mutatja be. A hattérlevonas el6tti, feldolgozatlan spektrumok nehezen olvashatok (a,c,e),
minddssze egy vall megjelenése, illetve a gorbe meredekségének megvaltozasa utal a
kérdéses elemnek az analizalt térfogatban valo eléforduldsara. A spektrumok feldolgozasa
ugy torténik, hogy a kérdéses elem abszorpcids €¢lének megfeleld energia érték eldtti spektrum
szakaszt felhaszndlva a gorbe alakjat matematikai illesztéssel meghatarozzuk, majd az
illesztett fliggvényt az €ltdl jobbra 1évo energia értékekre extrapolaljuk. Ezt kovetden az éltdl
balra az illesztett és a mért gorbe kiilonbségét, az élt6l jobbra pedig, az extrapolalt és a mért
gorbe kiilonbségét képezziik. Ezek a kiilonbségi gorbék, vagyis a hattérlevonas utan kapott

gorbék lathatok a 42. abra jobboldali (b, d, f) szegmensein, ahol az eziist (b) és a klorid (d)
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abszorpcids ¢lei markansan kirajzolodnak, mig a kontrollként vélasztott indifferens Ca

helyén (f) szignifikans jel nem mutathat6 ki.
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42. abra. Kémiai fixalassal kapott mintd ESI moddszerrel végzett kétdmenzios elemeloszlasi térképei. a,b:
szinkddolt klorid és eziist eloszlasi mintazata, ¢,d: a szén és az indifferens Ca eloszlasi mintazata.
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43. abra. Kémiai fixalassal kapott mintakban tarlalhatd reakcidtermékekbdl véletlenszeriien kivalasztott
szemcsék EELS pontanalizise. a,c,e: hattérlevonas elott, feldolgozatlan spektrumok az eziist (a), a klorid (c) és a
kontrollnak szant Ca jelek kornyezetében. b,d,f:: hattérlevonas utan az eziist (b), a klorid (d) karakterisztikus
abszorpcios élei, a Ca helyén szignifikans jel nem talalhato (f).
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5. MEGBESZELES

In vivo elektrofiziologiai kisérleteinket a 4-AP gorcsmodellen végeztilk, munkank

soran harom f6 téma koré csoportositottuk kérdéseinket:

(1) Egyrészt megvizsgaltuk az ionotrop (iGluR) és metabotrop glutamat (mGluR)
receptorok funkciojat a 4-AP-indukalta epilepszias tevékenységben, és kiilonos tekintettel arra
kerestiink valaszt, hogy az AMPA és NMDA, illetve az I és II tipusi mGluR-ok hogyan
vesztnek részt az emlds idegrendszerben az elsddleges és masodlagos epileptikus folyamatok

kialakitasaban, fenntartasdban, intra- és interhemiszférikus terjedésében.

(2) Mas részr6l tanulmanyoztuk, miként valtozik a 4-AP-nel kivéltott agykérgi
epileptikus tevékenység, ha nem kozvetleniil a receptorok miikodését befolyasoljuk, hanem
olyan sejten beliili, vagy sejten kiviili metabolikus folyamatokat, mint a transzmitterek
szintézise, degradalodésa, vagy az agy endogén neurondlis ingerlékenységet szabalyoz6 védo

mechanizmusa.

(3) Tovabba, tanulmanyoztuk a fejlédé idegrendszer alap agyi elektromos
tevékenységében ¢€s epileptius aktivitdsdban toérténd progresziv valtozasokat korai posztnatalis
kortol felndtt korig, valamint a fejlodd idegrendszer ingerlékenységét feltehetéen befolyasolo
GABA excitatoros hatassal kapcsolatos intracellularis klorideloszlas kimutatasara

hisztokémiai modszert fejlesztettiink.

5.1. AMPA receptorok szerepe az agykérgi epileptikus tevékenységben

A nagy szelektivitasu, AMPA receptor antagonista GYKI 52466-tal végzett kisérletek
alapjan megallapithatd, hogy a GYKI 52466 antikonvulziv hatasa, hatékonyan szupresszalja
az epilepszias miikodészavar kialakulasat és expressziojat a 4-AP gorcsmodellben, in vivo. A
GYKI 52466 sem a gorcsindukciot megeldzéen, sem a funkcionalé Pf-ba lokalisan
alkalmazva nem befolyasolja az alap agykérgi aktivitast, ugyanakkor jelentdsen késlelteti az
elsd iktalis periodus megjelenését, szignifikdnsan redukalja az egyes iktdlis szakaszok
hosszat, és a gorcspotencialok amplitudojat. A GYKI 52466 intraperitonealisan alkalmazva
hatékonyabban gatloja az epileptikus aktivitast, mint az aktiv Pf-ba torténé lokalis
alkalmazasat kovetéen. Az antikonvulziv hatds ellenére a GYKI 52466 facilitdlja az

epileptikus gorcstevékenység agykérgi propagacidja fiiggetleniil a kezelés tipusatol.
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A GYKI 52466 antikonvulziv hatasat valoszinileg az AMPA receptorok

funkcidjanak gatlasa révén kozvetiti. Az AMPA receptorok az agykéreg szinapszisaiban a
fesziiltség-fiiggetlen, gyors serkentd posztszinaptikus potencialokért felelosek. A GYKI
52466 a 2,3-benzodiazepin csalad tagja, egy magas szelektivitasi nem kompetitiv
AMPA/kainat receptor antagonista (Donevan, Rogawski 1993; Vizi et al. 1996). Az els6
szelektiv. AMPA receptor antagonista, amit leirtak, az NBQX (2,3-dihydroxy-6-nitro-7-
sulfamoylbenzo(f)quinoxaline), melynek hatékonysagat a GYKI 52466-tal szamos tanulmany
Osszhasonlitotta. A két agonisata tulajdonsagai alapvetden eltérnek egymastol. A GYKI
52466-r6] kimutattak, hogy intravénds injektalasat kovetdéen gyorsabban és hatékonyabban
penetral at véragygaton (Locher, Honack 1990; Meldrum et al. 1992), és nem-kompetitiv
modon blokkolja az AMPA receptorok miikdodését, ami azt jelenti, hogy az altala eldidézett
receptorblokk fiiggetlen az agonista (glutamat) extracellularis koncentraciojatol. Ugyanakkor
a NBQX kompetitiv antagonista, a nagy mennyiségben felszabadul6 glutamat a gatlo hatasat
felfiiggeszti. Igy a GYKI 52466 elénydsebb és nagyobb lehetdséget nynjt az AMPA
receptorok szerepének tanulmanyozdsdban és gyakorlati terapids kezelésekben (Donevan,
Rogawski 1993; Yamaguchi et al. 1993; Tarnawa et al. 1989; Vizi et al. 1996). Ezért
valasztottuk mi is kisérleteinkhez intraperitonealisan alkalmazva a GYKI 52466 nagy
szelektivitast, nem-kompetitiv AMPA-antagonistat.

A GYKI 52466-r6] kimutattdk, hogy maximalis elektrosokkal (MES) és egyéb
konvulzans kemikalidkkal indukalt epilepszids gorcstevékenységet hatékonyan gétolja
(Berzsenyi et al. 1989, Tarnawa et al. 1989; Vizi et al. 1996). De igazoltak izom relaxans, és
patkany striatumon, kérgen neuroprotektiv hatdsat is (Berzsenyi et al. 1989; Le Peillet et al.
1992). Kindling epilepszia modellen masok is kimutattak, hogy a GYKI 52466 csokkenti a
rohamok hosszat (Diirmiiller et al. 1994).

In vitro kéreg szeleten végzett sajat kisérleteink is igazoljak, hogy a GYKI 52466
hatékony antikonvulziv és neuropotektiv anyag, mivel nagymértékben csokkenti a 4-AP-nel
kivaltott epileptiform kisiilések amplitadojat, frekvencidjat, valamint hosszat, és a GYKI
52466-tal torténd pre-inkubécio gatolja a gorcstevékenység kialakulasat (Doczi et al. 1999).

A 4-AP gorcsmodellen végzett kisérleteink alapjan mi is megerdsithetjiik a GYKI
52466 antikonvulziv hatasat. Az elsé iktalis szakasz megndvekedett latencidja a GYKI 52466
1.p. elokezelést kdvetden arra utal, hogy az AMPA receptorok kitlintetett szerepet jatszanak az
epilepszias miikddészavar indukcigjaban. A GYKI 52466 eldkezelést, illetve aktiv Pf-ban
vald kezelést kovetden is az egyes iktalis szakaszok hosszanak szignifikans rovidiilése €s
ebbdl adodoan az Osszepileptikus aktivitds nagyfoka deprimécidja arra enged kovetkeztetni,

hogy az AMPA receptorok az epilepszias miikodészavar fenntartasaban is kozremiikddnek.
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Mivel az epileptikus kisiilések nagyszam neuron aktivitdsdnak 0sszegz0désébol

szarmaznak, az AMPA receptorok feltehetéen a hiperszinkronizacio kialakulasiban dominans
szerepet toltenek be. Az iktalis szakaszok szignifikdns rdvidiilése, valamint a
gorcspotencialok amplitiddjanak nagymértékii csokkenése a GYKI 52466 eldkezelést, illetve
aktiv Pf-ban vald kezelést kovetéen, az AMPA-medialta hiperszinkronizacié nagyfoka
redukcidjanak lehet a kovetkezménye.

A felszini szomatoszenzoros kivaltott valasz szignifikans amplitidocsokkenése is arra
enged kovetkeztetni, hogy az AMPA receptorok nagymértékben hozzajarulnak Kkiterjedt
neuronpopulécié egyidejli, Osszerendezett, szinkronizalt sejtaktivitdsdnak kialakuldsédhoz.
Feltehetéen az AMPA receptorok ezen funkcioja, az idegrendszert éré konvulziv hatdsakor
elsédleges az epileptikus miikodészavar indukcidjaban, és az abnormalis hiperszinkronizacio
generalasaban. Ugyanakkor az NMDA receptorok hiperszinkronizacioban betoltott szerepe az
epileptikus folyamatok indukéldsa szempontjabol nem annyira fontos, nem sziikséges, hiszen
az NMDA antagonista L-AP5-tel végzett kisérleteinkben a kivaltott potencial
amplitadocsokkenése ellenére az elsd iktdlis szakasz latencidja nem tért el jelentdsen a
kontrolltol.

A GYKI 52466 hatasara, fiiggetleniil az alkalmazas modjatdl a nagy frekvencidju
gorcspotencialokbol all6 A-mintdzat dominans megjelenését €s a lassu kistilésekbdl allo C-
mintazat %-os szignifikans csokkenését tapasztaltuk. A 4-AP-vel indukalt epileptikus
gorcstevékenység ECoG-os mintdzataban az iktalis szakaszok kezdetén megfigyelhetd gyors
A-mintazat, a konvulzans jelenlétében aktivalodo, intrakortikalis kapcsolatban 1évo
neuronpopulacio aktiviast tiikrozi, a kisebb rezgésszamu, nagy amplitidéji C-mintazat
megjelenése a mélyebb subcortikalis régiokat is €intd, féleg thalamo-cortikalis ingeriileti
korok aktivalodéasara utal (Boda, Szente 1992; Szente, Boda 1994; Szente, Pongracz 1981). In
vivo intracellularis kisérletek feltartak, hogy a thalamo-corticélis rostok AMPA receptorokon
keresztiil medialjdk az excitatoros inputot, mig a piramis sejtek kozti intracorticalis
szinapszisokban, tobbnyire NMDA receptorok kozvetitik a serkentd ingeriiletet (Thomson,
Deuchard 1994). Receptorfehérjére kifejlesztett antitestes jeloléssel is kimutathato volt, a IIL
IV. cortikalis rétegbe konvenrgald thalamikus rostok szinapszisaiban az AMPA receptorok
nagyobb denzitdsa, és gyanakkor a cortico-cortikdlis szinapszisokban az NMDA receptorok
nagyobb stirtisége (Hicks, Conti 1996). Ezt figyelembe véve feltételezziik, hogy a vertikalis
kiterjedésti cortico-thalamo-corikalis ingeriileti kdrben az AMPA receptorok részleges
blokkolasa GYKI 52466 jelenlétében okozza egyrészt az elsdé iktalis szakasz késleltetett

kialakulasat, masrészt a kis frekvenciaji C-mintazat szignifikdnsan kisebb eléfordulasat.
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Ugy tiint, hogy a GYKI 52466 hatékonyabb szupresszald hatast kozvetit az AMPA

receptorok blokkolasan keresztiil, ha a gorcsindukcié megeldzden alkalmazzuk, mint a mar
spontan ismétlodo epileptikus aktivitast tiikr6zo Pf-ba. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az
idegrendszerben a konvulzans jelenlétében az epileptogenezis gorcsindukcios féazisban
megvaltozhat az AMPA receptorok glutamattal szembeni érzékenysége, szama, szinaptikus
denzitasa, az egyes recetor alegységek expresszidja és ezek a funkciondlis valtozasok
megalapozzak az epileptogén neuronhaldzat tovabbi folyamatait. A GYKI 52466 eldkezelés
soran, a még intakt AMPA receptorok blokkolasaval a receptorok funkcionalis valtozésa nem
kovetkezhet be olyan hatékonysaggal, mésrészrél a mar plasztikus valtozason atesett és mar
epilepszias tevékenységhez adaptalodo AMPA receptorokra mar nem hat a GYKI 52466
olyan hatasfokkal.

Fokalis epilepsziaban szenvedd betegek agyabdl eltavolitott epileptigén szdvetben a
S[HJAMPA-ko6téhelyek szamanak szignifikins novekedését mutattik ki (Zilles et al. 1999),
ami alapjan mi is feltételezziik, hogy az AMPA receptorokon a kotéhelyek szaméval
novekszik a glutamattal szembeni affinitds, ami hozzajarulhat az epileptiform tevékenység
indukcidjdhoz, a koros hiperszinkronizacié kialakuldsdhoz.Valdszintisitheté tehat, hogy az
AMPA receptorok habar az agykérgi epileptikus tevékenység indukcidjaban és fenntartasaban
is aktivan kozremuikodnek, aktivitasuk az indukcids folyamatokban, féleg a cortico-thalamo-
cortikalis ingeriileti korokon keresztiil sokkal dominansabb (Steriade 1998).

A nagymértrékben deprimalt, abortiv epileptikus tevékenység ellenére GYKI 52466
hatdsara az iktalis szakaszok mindkét hemiszférium kérgi felszinére torténd generalizécidja
jelentdsen facilitalodott. Erre két lehetséges magyardzatot adhatunk. Korabban emlitettiik,
hogy az intracortikalis neuronhédlozatokban piramis-piramis sejt kozotti ingeriiletatvitelt
dominansan NMDA recpetorok medialjak. Igy a GYKI 52466 jelenlétében az abnormalis
paroxysmalis tevékenység intra- ¢és intercorikalis terjedése az AMPA receptorok
blokkolasaval tovabbra is akadalytalan. Masrészrdl az is elképzelhetd, hogy azok a gatlo
interneuronok, melyek az epileptogén fokusz koriili gatlo gyiirli kialakitasaért feleldsek,
GYKI 52466 jelelétében kevésbé aktivalodnak, mivel dendritikus AMPA receptoraikon
érkezd serkentd input kiesik, igy az altaluk kozvetitett inhibicids kontroll hatékonysaga is
csokken, melynek eredményeképpen a gorcsaktivitas fékteleniil kiterjedhet mas kérgi
teriiletekre. Ezt az alapjan feltételezziik, hogy a gyors tiizelési GABAerg interneuronok,
burst-616 sejtektdl szarmazo excitatoros bemenetét, dominansan AMPA receptorok kozvetitik
(Hicks, Contil996). Ez megmagyarazhatja azt a megfigyelésiinket is, hogy a GYKI 52466 i.p.
eldkezelés soran - amikor a kéreg teljes kiterjedésében blokkoljuk az AMPA receptorok egy

részét, és nemcsak lokalisan - a generalizacié mértéke nagyobb volt, mint aktiv Pf-ban vald
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alklamazasat kovetden. A Pf-ban torténé AMPA receptorok blokkolasaval azonban, a

fokuszon kiviili gatlosejtek AMPA receptorai még sikeresen tovabbithatjak az excitatoros
ingeriiletet, melynek kovetkeztében ezek a gatld sejtek még hatékonyan szabalyozhatjak a
gorcsaktivitas kérgi terjedését. Ezen kiviil nem zarhato ki a kainat receptorok, vagy egyéb
AMPA receptor altipusok altal kozvetitett mechanizmusok szerepe sem az abnormalis
aktivitas terjedésében.

A GYKI 52466 kezelés hatasara a Tf epileptikus aktivitdsa is gatlas alad kertlt,
figgetleniil attél hogy az AMPA antagonistat i.p. alkalmaztuk, vagy az aktiv Pf-ban.
Szignifikdnsan révidebbek voltak az iktalis szakaszok és a gorcspotencidlok amplitidoja is
er6sen redukalodott. Ennek oka, a Pf-bol a contralateralis palydkon a Tf-ba projektalod
kevésbé hatékony szinaptikus hajtoer6 lehet, de nem =zarhato ki Tf eredetli
axonterminalisokon 1évé preszinaptikus AMPA receptorok szerep sem.

Kisérleteinkben valaszt kerestiinkarra is, hogy a Tf visszahat-e, és ha igen, hogyan
befolyéasolja az 6t generalo Pf epileptikus aktivitasat. Az a tény, hogy az AMPA receptorok
leendd Tf-ban torténd blokkolasa az agykérgi epileptikus aktivitdst nemcsak az alkalmazés
helyén, hanem a Pf-ban is erdsen gatolta, arra enged kovetkeztetni, hogy az idegrendszer
epilepszias tevékenysége soran a két fokusz, szinaptikus kapcsolatain keresztiil oda-vissza
kommunikal. A Tf-bdl eredd szinaptikus bemenet erds pozitiv feet-back hatassal erdsiti a Pf
epileptikus neuronhdlozataban a sejtek hiperszinkronizéciojat. Feltehetdleg a Tf-bol eredd Pt-
ba konvergald serkentd szinaptikus hajtoerd beinduldsaban nagy szerepet jatszanak a
funkcionalé Tf-beli AMPA receptorok €s blokkolasuk eredménye a szignifikansan lerdvidiilt
iktalis periddusok ismétlédése és gorcspotencidlok amolitudocsokkenése. Az AMPA
receptorok blokkolasa a Tf-ban ugyanakkor nincs hatassal a Pf gorcstevékenységet indukalod
mechanizmusaira, hiszen az elsd iktalis szakasz latenciaja mind a Pf-ban mind a Tf-ban
megkozeliti a kontroll értéket. A Pf-ban az iktalis szakaszok szdmanak szignifikdns
emelkedését feltehetdleg az okozza, hogy a Pf terliletén miik6do, gorcsindukcidt szabalyozo
gatlo kontroll aktivalasahoz sziikséges egy, a Tf-bol érkez6 serkentd szignal, amely a Tf-beli
AMPA receptorok blokkolasaval kiesik. Igy a gorcsindukciot gatld kontroll nem miikodik,
melynek kovetkeztében a kovetkezd iktalis epizéd hamarabb indukaldédhat. Ugyanakkor az
iktalis szakaszok szama a Tf-ban is ndvekszik, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Tf-ban
az epileptikus szakaszok triggerelését mindig a Pf inditja be.

A GYKI 52466-tal torténd eldlezelés utdn az alap ECoG-ban, interiktalisan érdekes,
genralizalt tliske-csomag mintdzat volt megfigyelhetd. A GYKI 52466 elektromos hattér
aktivitasra kifejtett hasonld direkt hatasat masok is megfigyelték kéreg és hippocampusz

szeleten Meldrum et al. 1992). Feltehetden ez az agykérgi abnormalitdis az AMPA
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receptoroktdl filiggetleniil, esetleg fokoztt NMDA vagy kainat receptor aktivacid

kovetkezménye

A GYKI 52466-tal végzett kisérleteink alapjan 0sszafoglaléan megallapithatd, hogy a
GYKI 52466 antikonvulziv hatasu, hatékonyan szupresszalja az epilepszids miikodészavar
kialakulasat €s expressziojat, ugyanakkor facilitalja a deprimalt kérgi abnormalitas terjedését
a 4-AP gorcsmodellben, in vivo. Mivel a GYKI 52466 nagy szelektivitaso, nem-kompetitiv
AMPA receptor antagonista, antikonvulziv hatdsait az AMPA receptorok blokkoldsan
keresztiil fejti ki. Megallapithato, hogy az AMPA receptorok jelentds szerepet toltenek be a 4-
AP-indukalta agykérgi epileptikus tevékenység indukciojaban ¢és fenntartasdban, de
aktivaciojuk az epileptikus tevékenység indukcids folyamataiban, féleg a cortico-thalamo-
cortikalis ingeriileti korokon keresztiil, sokkal domindnsabb, mint koézremiikodésik a
fenntartasi folyamatokban. Az AMPA receptorok dominansan részt vesznek a neuronalis
hiperszinkronizacioban. Feltehetd, hogy a Tf bizonyos neuronjaiban, az AMPA receptorok
fokozott miitkddése altal medialt serkentd ingeriilet a callosalis palyan keresztiil erds pozitiv
feed-back hatast kozvetit a Pf-ba, és hozzajarul a Pf abnormalis tevékenységének tartds
expresszidjahoz.

A GYKI 52466 ¢s egyéb 2,3-benzodiazepin analdégok mind farmakoldgiai, mind a
klinikai felhasznalas szempontjabol az AMPA-antagonistak 0j fejezetét nyitottdk meg és e
vegyiiletek alkalmazédsa az epilepszia ¢és mas idegrendszeri rendellenességek terdpias

kezelésében, gyogyitdsaban a jovOben igéretesnek mutatkozik.

5.2. NMDA-receptorok szerepe az agykeérgi epileptikus tevékenységben

A nagy szelektivitasi L-AP5 NMDA antagonista alkalmazasaval tanulmanyoztuk az
NMDA receptorok szerepét az agykérgi epileptikus tevékenység indukcidjaban,
fenntartasaban és terjedésében in vivo, a 4-AP gércsmodellen.

Kisérleteink alapjan megallapithatd, hogy az L-APS hatékony antikonvilziv hatést
gyakorolt az epilepszias jelenségekre fiiggetleniil attol, hogy a rohamindukcio el6tt, lokalisan,
vagy a mar mikodd Pf-ba applikaltuk, bar a gatld hatds kifejlédésének 1ddviszonyi eltérést
mutatnak. Kiilonosen érdekes, hogy az L-APS5 lokalis eldkezelés, a Pf epileptikus
tevékenységét csak fokozatosan (legalabb 30-40 perc elteltével) deprimélja, mig a Tf
epileptikus aktivitasat mindvégig depresszalja. Mivel az L-AP5 az NMDA receptorok
funkciojat blokkolja, ezért megallapithatd, hogy a gorcsgatld hatdsok az NMDA receptorok

miikddésének kiesésével hozhatok osszefiiggésbe.
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Az, hogy az NMDA receptorok fontos szerepet tdltenek be az epilepszia

patogenezisében és szamos mas neurodegenerativ betegségben, régédta ismeretes (Dingledine
et al. 1990; Meldrum 1994; McNamara 1993; Choi 1988). Kimutattak, hogy az NMDA
antagonistak hatékony antikonvulziv anyagok, mig az NMDA receptorok fokozott aktivacidja
agonistakkal, vagy Mg?*-mentes médiumban epileptiform kisiiléseket idéz el (McNamara
1994). Temporalis lebeny epilepszidban, ¢és kindling gorcsmodellen is tobben kimutattak,
hogy az NMDA receptorok sokrétli plaszticitdsa nagymértékben kozrejatszik az epileptikus
valtozasok a kovetkezOk lehetnek: megvaltozik az ioncsatorna kinetik4jat, pl. n6 a csatorna
nyitvatartasi ideje, vagy a csatorna nyitddasok frekvenciaja, megvaltozhat a csatorna Mg?*-
blokkja, novekszik a receptor glutamattal szembeni affinitdsa, né a kotohelyek, illetve a
foszforilacids helyek szama, modosulhat a recpetor szerkezete. Ezeket a farmakoldgiai és
funkcionalis plasztikus valtozasokat kindling epilepszidban kimutattak (Mody 1993, Kohr et
al.1993, McNamara 1995). Azt is megfigyelték, hogy a kindling epilepszia altal indukalt
plasztikus valtozasok perzisztensek, kimutathatok az utolso gorcstevékenységet kovetden akar
hénapokkal is (McNamara 1990).

Az a megfigyelés, hogy L-APS5 jelenlétében az elso iktalis szakasz latenciaja nem tér
el a kontroll értéktol, azt feltételezi, hogy az NMDA receptorok nem feltétleniil sziikségesek
az agykérgi epileptikus tevékenység indukaldsdhoz. Ez 0Osszhangban van azzal a
feltételezéslinkkel, hogy az epileptikus aktivitds generdlaséért elsésorban az AMPA
receptorok feleldsek.

Az L-AP5  hatisara a szomatoszenzoros kivaltott potencial szignifikans
amplitddocsokkenése, valamint a karakterisztikus P komponens kiszélesedése arra utal, hogy
az NMDA receptork blokkolasaval a neuronok ingerlésre adott hiperszinkron aktivitasa sériilt,
deszinkronizalodott. Vagyis az NMDA receptorok részt vesznek a neurondlis
hiperszinkronizaci6 kialakitasaba. A mi eredményeinkhez hasonldéan hippocampus és kéreg
szeleten is azt tapasztaltdk, hogy a kiilonb6z6 NMDA receptor antagonistdk (APS5, AP7)
blokkoljak a szinaptikusan kivaltott tér potencialokat (Dingledine et al. 1986). A
gorcspotencialok amplitado csokkenése is hasonldan a kivaltott potencialnal tapasztaltakhoz
szintén arra enged kovetkeztetni, hogy az NMDA receptorok kulcsszerepet jatszanak a
neuronalis szinkronizacid, ill. a 4-AP-nel indukalt abnormalis hiperszinkronizacio
kialakitasaban.

Ugyanakkor az a tény, hogy NMDA antagonista hatdsara - fiiggetleniil attol, hogy a
gorcsindukciot megeldzoen, vagy mar az aktiv Pf-ba applikaltuk - szignifikansan csdkken az

egyes gorcs epizodok hossza, arra utal, hogy az NMDA receptorok Kkitiintetett szerepet
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jatszanak az abnormalis ingeriileti tevékenysag tartds megnyilvanuladsdban. Mivel az iktalis

periddusok rovidiilése az L-AP5 eldkezelés és a gorcsindukcio utan kissé késve, 40-50 perc
elteltével jelentkezik, aktiv Pf-ban vald kezeléskor pedig néhany percen beliil észlelhetd,
feltételezhetd, hogy az NMDA receptorok dominans hozzajarulasa a paroxysmalis aktivitas
fenntartasahoz aktivtas-fliggd, allapo-fiiggd. Feltehetdleg, egy, mar epilepszias kdrnyezethez
valo adaptacid soran a receptorokban bekdvetkezd plasztikus valtozasok teszik alkalmassa az
NMDA receptorokat arra, hogy preferaltan kozremiikodjenek az abnormalis aktivitas tartos
expresszidjaban. A funkcionalis plaszticitason atesett receptorok pedig, érzékenyebbek
lehetnek az antagonista jelenlétére, melynek eredményeképpen aktiv hozzajarulasuk a
fenntartdsi folyamatokhoz kiesik, és ez idézheti eld a rohamok hosszanak szignifikans
csokkenését.

Human epilepszids szovetben szignifikansan megemelkedett NMDA receptor
denzitast mutattak ki (Zilles et al. 1999). A kialakult epilepszias neuronhalézatban a névekvo
NMDA receptor denzitds is hozzajarulhat az excitabilitds fokozddasahoz, az epileptikus
aktivitds fenntartdsdhoz. Immuncitokdmiai modszerekkel human epilepszias kérgen
kiilondsen az NMDAR?2 alegység fokozott expressziojat mutattdk ki (Ying et al. 1997).
Ugyanakkor in situ hibridizacios technikaval hippokampus sejtkultiran a picrotoxinnal
indukalt epiletikus tevékenységet kovetéen két nappal, mar az NR2A és NR2B alegységek
expresszidjanak csokkenése volt kimutathatd, amely feltehetden az idegrendszer elharito,
kompenzald mechanizmusanak része (Gerfin-Moser et al. 1995). Kindling epilepszia
modellben is kimutattak, hogy a kindled allatok hippocampusaban az NMDA receptror
alegységeinek génexpresszidja atmenetileg modosul az epileptigenezis kezdeti szakaszaban.
Az NRI receptor alegység RNS expresszidjanak rovidtava csokkenését, mig az NR2 alegység
RNS expresszidjanak novekedését tapasztaltak (Pratt et al. 1993, Akbar et al. 1996). Ezek
alapjan feltételezziik, hogy az NMDA receptror alegységeinek, ezen beliil kiillondsen az NR2
alegység génexpresszidjanak novekedése nemcsak a kindling gorcstevékenység
kifejlddésében tolt be fontos szerepet, hanem modelliinkben a 4-AP-nel kivaltott epileptikus
tevékenység fenntartdsahoz is hozzajarul.

Az L-AP5 elokezelés hatasara a Pf-ban a rohamok szama nem valtozott jelentésen,
ugyanakkor a Tf-ban szignifikansan csokkent. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a Pf-ban
vannak olyan kitiintetett, contralateralisan projektalé neuronok, melyek NMDA receptorainak
aktivaciojakor indukcios hatast kdzvetitenek a Tf-ba és ez az indukcios impulzus sziikséges a
Tf iktalis tevékenységének triggereléséhez. Erdekes médon az L-AP5 aktiv Pf-ba torténd
applikéacidjakor ezzel ellentétesen az abortiv, deprimalt iktalis szakaszok szignifikdnsan

nagyobb gyakorisagat tarapsztaltuk mindkét fokusz teriiletén. Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy
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a posztiktalis inhibicidért felelds, illetve a kovetkezd iktalis szakaszok kialakulasat

szabalyozd gatld sejtek NMDA receptorainak blokkolasaval az altaluk kozvetitett inhibicio
hatékonysaga csokken, igy az indukcids mechanizmusok sikeresen elétérbe keriilhetnek.

Az NMDA receptorok blokkolasa hatasara a gorcstevékenység ECoG-0S mintazataban
a lassu kisiilések aranyanak szignifikdns csokkenése jelentkezik, ami arra utal, hogy az 1-3
Hz-es hullam-komplex kialakulasdban, vagyis a koros ingeriileti tevékenység cortico-
thalamo-cortikalis terjedésében az NMDA receptorok nagy szerepet jatszanak. A
magyarazhat6d, hogy az ingeriileti tevékenység terjedésében dominansan kozremiikodod
NMDA receptorok funkcidja gatlas ala kertiilt az antagonista jelenlétébe. Azt, hogy az NMDA
receptorok Kkitiintetett szerepet toltenek be a 4-AP-nel kivaltott epileptikus tevékenység
fenntartasaban és terjedésében az is alatdmasztja, hogy a receptor agonistat eltavolitva a Pf-
bol generalizalt, ndvekvo hosszsagu iktalis tevékenység expresszalodik.

Mivel az L-AP5 aktiv Pf-ba vald alkalmazasat kovetéen a Tf epileptikus aktivitasa
minden vonatkozasban jol korreldlt a Pf-beli eseményekkel, ismét megallapithato, hogy Tf
epileptikus tevékenységének valtozasa Pf-beli hatasokbol ered, vagyis feltehetéen a
méasodlagos fokusz erésen fligg az Ot indukalo elsddleges fokusztdl és a két aktiv fokusz
Osszehangolt szinkron tevékenységének fenntartasahoz elengedhetetleniil sziikséges az
NMDA receptorok altal kozvetitett szinaptikus kapcsolat. Valoszinii, hogy a Pf callosalisan
projektald neuronjainak allandé aktivacidja, folyamatosan triggereli és taplalja a Tf iktalis
tevékenységének indukcids és fenntartd mechanizmusait. Ezen sejtek NMDA receptorainak
csokkent aktivitasa kevésbé hatékony hajtoerdt tud csak biztositani a Tf teriiletére, amely
megmagyarazhatja a Tf deprimalt epileptikus aktivitasat.

Az L-APS5 leendd Tf-ban torténd eldkezelés hatdsara a kelzelés helyén az epileptikus
aktivitds erds deprimacidjat tapasztaltuk, mig a Pf mikodésében atmeneti
aktivitasnovekedést, majd 30 perc elteltével aktivitrasbeli redukciot figyeltink meg. A Pf
szupresszalt epilepszids miikodése alapjan, ismét arra kdvetkeztetésre jutunk, hogy a Tf-bol,
NMDA receptorok aktiv kozremiikodésével eredd pozitiv feed-back hatés feltehetden erdsiti a
Pf neuronjainak hiperszinkronizacidjat, az epileptikus aktivitds fenntartasat. Ugyanakkor,
mivel a Pf-ban az els6 30 percben intenzivebb gorcsaktivitast észleltiink, feltételezhetd, hogy
a Pf azon neuronjai, melyek els6dlegesen az ellenoldali tiikor pontban 1évd sejteket
innervaljak valamilyen modon érzékelve serkentd szinaptikus bemenetiik eredménytelenségét
a célsejtek NMDA receptorainak blokkodsa miatt, inkdbb a Pf ingeriileti koreibe
kapcsolodnak be, és felerdsitik a korok aktivitds. A paroxysmalis gorcspotencidlok Pf-bol

inulé nagyaranyu ipszilateralis terjedése alapjan is valoszinisithetd, hogy a Pf neuronjai — az
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ellenoldali pontban tapasztalt sikertelen indukcios torekvések miatt - igyekszenek mas

intracortikalis Gtvonalak irdnyéaba tovabbitani az abnormalis ingeriileti tevékenységet.

5.3. AmGIUR-ok szerepe az agykérgi epileptikus tevékenységben

Kisérleti munkdnkban a mGluR-ok epileptogenezisben betoltott szerepét vizsgaltuk 4-
AP gorcsmodellen, in vivo. Vizsgalatainkban az I és II tipusi mGluR-ok 4-AP-el indukalt
epileptikus tevékenység indukalasaban, fenntartdsdban és agykérgi terjedésében betoltott
szerepére koncentraltunk. A mGluR-ok funkcidjanak tanulmanyozasara a széles
hatasspektrumu, az I, II és III tipust mGluR-ok miikodését is befolyasold 1S,3R-ACPD-t, a
nagy szelektivitdisi mGIluR I agonista 3,5-DHPG-t és mGIuR II agonista DCG-IV-et
valasztottuk.

Eredményeink alapjan megallapitottuk hogy in vivo, 4-AP goércsmodellen a nagy
szelektivitasi mGIluR 1 agonista 3,5-DHPG  gorcsserkentd, prokonvilziv, hatassal
rendelkezik, serkenti a 4-AP-vel indukalt epilepszias tevékenység kialakulasat, fokozza az
epilepszias mitkddészavar expressziojat, noveli a gorcskisiilések amplitidojat és facilitalja a
paroxysmalis tevékenység agykérgi terjedését. Mivel a 3,4-DHPG specifikusan az | mGIluR-
ok miikddését potencirozza, feltételezheté hogy az I mGluR-ok hiperaktivitdsa hatékonyan
facilitdlja a 4-AP indukélta epileptikus folyamatok generadldsat, fenntartdsat és agykérgi
propagalodasat.

Ezzel ellenben, a specifikus mGIuR 1l agonista DCG-IV gorcsgatld, antikonvalziv
hatdssal rendelkezik, nagymértékben gatolja a 4-AP-vel indukalt epileptiform
gorcspotencialok indukcidjat, az abnormalis ingeriileti folyamatok expressziojat és kortikalis
terjedését. Mivel a DCG-IV specifikus Il mGIuR agonista, ezért valdsziniisithetd, hogy a 11
MGIuR-ok fokozott miikodése szupresszalja a 4-AP indukalta epileptikus folyamatok
triggerelését, fennmaradésat €s poliszinaptikus terjedését.

A széles hatasspektrumu 1S,3R-ACPD prokonvulziv és antikonvilziv hatéssal is bir,
attol fiiggden, hogy a gorcsindukcidt megelézéen, vagy mar kialakult epilepszids
koriilmények kozott alkalmazzuk. Az 1S,3R-ACPD el6kezelés prokonvulziv hatast, fokozza
a gorcspotencialok amplitadojat, facilitalja a paroxysmalis tevékenység tartds expresszidjat €s
az | mGluR-ok - 1S,3R-ACPD hatasa alatt kifejlodo - fokozott mitkodésével magyarazzuk.
Ugyanakkor az 1S,3R-ACPD epilepszias koriilmények kozott alkalmazva antikonvulziv
hatast fejt ki, jelentésen redukalja az iktalis szakaszok hosszat ¢és deprimalja a

gorcspotencialok amplitadojat. Ezt a szupressziv hatdst a DCG-1V-el végzett kisérletek
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eredményeire alapozva a II mGluR-ok - 1S,3R-ACPD hatasa alatt kifejlodé -

hiperaktivitasanak tulajdonitjuk.

5.3.1. I tipusu mGluR hiperaktivacio hatasa az alap agykérgi tevékenységre

Az intakt agykéregben a nem specifikus 1S,3R-ACPD-vel, illetve a specifikus |
mGIUR agonista 3,5-DHPG-vel folytatott elékezelés soran az agy alap elektromos
tevékenységében hasonld vélozast, nevezetetsen az alap ECoG aktivitasfokozodasat,
abnormalis lefutast, 3-5 Hz-es és 500-700 uV amplitddoja interiktélis tiiskékre emlékeztetd
kérgi potencialok oszcillaldo megjelenését tapasztaltuk. Mivel a 3,5-DHPG nagy
szelektivitassal csupan az I mGluR-ok funkciojat potencirozza, igy az 1S,3R-ACPD
jelenlétében kialakulod, hasonld kérgi abnormalitasért is az I mGluR-ok megvaltozott
mikddése a felelds.
amplitudoju kérgi potencialok tobb millio kortikalis neuron deszinkron tevékenységének
szummalt megjelenése (Buzsaki, Traub 1997). Az agonistak jelenlétében, az I mGluR-ok
fokozott milkddésekor viszont egy Osszerendezett, nagyfokt szinkronizalt neurondlis
aktivitast tiikr6z6 ritmikus oszcillaciot észleltiink. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az 1
mGIuR-ok fontos szerepet jatszanak a kérgi neuronok szinkronizalt elektromos
tevékenységének kialakitasaban.

Mint ismeretes a posztszinaptikusan elhelyezkedé I mGluR aktivacidja G-fehérje
kozremiikodésével foszfolipaz C enzimen keresztiil fokozza a foszfoinozitok hidrolizisét, a
keletkezd masodlagos hirvivok koziil az inozitol 1,4,5-trifoszfat az endoplazmatikus
retikulumb6l Ca?* ionokat mobilizal, mig a diacilglicerol proteinkinaz C-t aktival, amely a
membranhoz transzlokalodva foszforilacidval befolydsolja a receptorok ¢€s ioncsatornak
miikodését (Sas et al. 1998; Conn, Pin 1997). Az is ismeretes, hogy az I mGluR-ok tobbféle
K*-csatorna ionaramat gatoljak, ezaltal fokozzdk a sejtek excitabilitasat (Desai, Conn 1991;
Hwang et al. 1990; Molitor, Manis 1997; Conn, Pin 1997; Sas et al 1998).

fgy a posztszinaptikus I mGIuR aktivacié kovetkeztében kialakuld novekve
intracellularis Ca?* szint, az ionotrép glutamaterg receptorok esetleges foszorilacidja (amely a
csatorna-aram konduktancidjanak novekedését eredményezheti), valamint K*-csatorna
aramok blokkolasa az idegsejtek tartds depolarizaciojat okozva fokozott ingeriileti allapotdhoz
vezethet. Ezen hatasok egyenként, vagy komplex modon is jo lehet6séget teremtenek egy
esetleges hiperszinkronizalt neurondlis aktivitds kifejlédéséhez. Szamos kutatd neocotrex

szeleten a fokozott I mGIluR aktivacid kovetkeztében az excitatdrikus posztszinaptikus
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potencidlok (EPSP-k) amplitudondvekedését tapasztalta, amely alapjat képezheti a

neuronalis membran kifejezettebb depolarizacidjanak, a fokozottabb ingeriileti ¢és
kovetkezésképpen a hiperszikronizalt allapot kialakuldsanak (Burke, Hablitz 1995; Sacaan,
Schoepp 1992).

Az 1S,3R-ACPD ¢és 3,5-DHPG jelenlétében az I mGluR-ok fokozott aktivacidjanak
hatasara feltehetden kialakulo tartds depolarizacié noveli a neuronok ingerlékenységét,
fokozza a szinaptikus exitaciot, igy az idegsejtek hiperszinkronizacidjat eredményezheti,
amely megmagyarazhatja az alap agykérgi tevékenységben ¢észlelt kiugréan nagy

amplitadoju, ritmikusan ismétlddod oszcillald potencidlok megjelenését.

5.3.2. I tipusu mGluR hiperaktivacio hatasa a szomatoszenzoros kivaltott valaszra

Az 1S,3R-ACPD-vel ¢s 3,5-DHPG-vel végzett elokezelés alatt az elektromos
ingerlésre kapott, kortikalis felszinrdl elvezetett szomatoszenzoros kivaltott valaszok
jellegzetes hulldamkomponenseinek (N1, P1) amplitidondvekedését tapasztaltuk. A nagy
szelektivitast 3,5-DHPG alkalmazasakor a kivaltott potencial N1 és P1 komponensének
amplitiddja szignifikdnsan nétt, mig 1S,3R-ACPD hatésa alatt csupan kismértékii valtozast
figyelhettiink meg. Ezen kiviil 3,5-DHPG jelenlétében a két jellegzetes hullamot egy - a
kontroll gorbéken nem jelentkezd — kései, szélesen elnyuld negativ hulldm (N2) kovette,
amely a P1 csucs mellett a kivaltott potencalok karakterisztikus elemévé valt.

A patkany bajuszparnajanak ingerlésével kivaltott ingeriilet a trigeminalis rendszeren
keresztiil tovabbitodik, és a thalamusz ventro-posztero-medialis magjaban (VPM) torténd
utolso atkapcsolodast kovetden az elsddleges szomatoszenzoros kéreg (barrel field) megfeleld
teriiletén, a kérgi piramissejtekre konvergal (Buzsaki, Traub 1997). Az ingerléssel kivaltott,
szomatoaszenzoros kéreg punctum maximumabodl elvezetett potencidlok felépitésében két
csucsot kiilonitettiink el, egy gyors, korai, kis amplitaddja N1 €s egy nagyobb csucslatenciaval
¢és amplitadoval jelentkez6 P1 csucsot. A kivaltott valasz karakterisztikus komponensének a
P1 hullamot tekintjiik.

A thalamo-corticalis rostok tobbsége a kéreg III-V. rétegében elhelyezkedd piramis
sejtek apikalis dentrinjének proximalis végén szinaptizal. A stimulus hatasara a piramis sejtek
nagy szama kap a thalamo-corticalis szinapszisok felol serkentd inputot, melynek
kovetkeztében a nagyszamu kérgi neuronban egyszerre keletkezik serkentd posztszinaptikus
potencial és azok ereddjeként a szoman akcids potencial.

Az EPSP indukdlodasakor az extracellularis tér feldl az intracelluléris tér iranyaba

aramlé pozitiv toltésaramlas hatisara a sejten kiviili tér lokalisan negativabb polaritast lesz,
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mint a sejten beliili tér. A mélyebb kortikalis régiok - ahol lokalis negativitas alakul ki a

toltésmozgas miatt - és a kéreg felszini rétegei kozott potencialkiilonbség alakul ki. Az
agykéreg felszinére helyezett makroelektrod a kéreg teljes vastatgsagaban érzékeli ezt a
potencialkiilonbséget, melynek pozitiv polusa a felszini, negativ polusa a mély kortikalis
réteg. A mélyebb kortikalis rétegben kialakuld lokalis negativitas a felszinen egy reflektalt
pozitivitdsként érzékelhetd, melyet a kortikdlis felszinrdél rekordalt kivaltott potencial
karakterisztikus pozitiv hullamkomponensének megjelenése tiikkréz (P1) (Creutzfeld 1966;
Buzsaki 1997; Shi et al. 1990; Wadmann et al. 1992,). (Megéllapodas szerint az alapvonalhoz
képest lefelé mutatdo hullamot nevezziik pozitiv hullamnak.) Minél t6bb neuron aktivalodik
egyszerre az ingerlés hatdsara, annal nagyobb a P1 komponens amplitadoja és lefutdsa annal
meredekebb. A P: komponenst esetlegesen megel6z6 negativ csucs (N1) (az alapvonaltol
felfelé iranyuld hullam) a felszinhez kozelebb esé piramis sejtek aktivalodasat, vagy a piramis
sejtek apikalis dentritjeinek disztalisabb végén szinaptizaldé thalamo-corticalis rostok feldl
érkezd serkentés kovetkeztében kialakulo helyi negativitést tiikkrozi.

A kéreg teljes vastagsigaban a mélyebb kéregi zondk felé lépkedd elektrod, az
ingerlésre szinaptikusan aktivaloddo neuronok membranjan létrejové EPSP-k keletkezési
helyéhez kozeledve a sejten kiviili tér fokozodd lokalis negativitasat egyre nagyobb
amplitadoju, felfelé iranyulo, valos negativ hullamként (N) detektalja. Vagyis a kéreg teljes
vastagsagaban, a felszint6l a mélyebb régiok felé haladva a kivaltott valasz komponenseinek
polaritasa megfordul, de leginkabb a dominans P elem polaritas valtasa a legszembet(inébb.

Mivel a thalamo-corticalis palya fel6l érkezé ingerek tObbnyire az idegsejtek
szomajahoz kozeli teriileten (apikélis dendrit proximalis régidja) végzddnek, és generalnak
EPSP-t, igy abban a kortikalis rétegben, amelyben a kivaltott potencidl valos negativ
polaritést tiikr6z6 hulldimkomponensének (N hulldm) amplitidoja a legnagyobb, feltehetden a
legtobb EPSP keletkezik, illetve a legtobb egyidejiileg aktivalt sejteket tartalmazza

Az intakt, kezeletlen kéregbdl elvezetett kivaltott valaszok réteganalizise alapjan
lathato, hogy a P hullam polaritas forduldsat kdvetden a megjelend N hullam tobbnyire az
1400-1800 pum-es mélységben rendelkezett a legnagyobb amplitudoval, mig az 1S,3R-ACPD
kezelés hatdsara az aktivasi centrum ebbdl a régiobdl kissé mélyebbre, az 1800-2200 um-es
tartoményba tolodott, mig 3,5-DHPG hatdséra vertikdlisan még kiterjedtebb, mélyebb
kortikalis zonakat is magaba foglalo, kb. 1800-2600 um-es mélységbe tolodott. Emellett 3,5-
DHPG kezelés hatdsara a valds negativitast jelz6 hullam amplitddojanak novekedése
1d6fiiggést mutatott.

Mivel a kivaltott potencidlok hullamkomponenseinek amplitidd nagysaga aranyos a

thalamo-kortikalis rostok kozvetitette elektromos ingerlésre szinkron tiizeld sejtek szamaval,
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ezért kisérleteinkben az 1S,3R-ACPD, illetve 3,5-DHPG el6kezelés alatt a felszini

szomatoszenzoros kivaltott valasz Ni, P1 komponensének, valamint a mélységi negativ
hullam amplitidénovekedése az I mGIluR fokozott aktivaciojanak koszonhetéen nagyobb
neuronpopulécio elektromos tevékenységének, hiperszinkronizacidjanak Osszegzddésébol
szarmazhat. Ezen kiviil, a mélységi kivaltott potencidlokndl az aktivitasi centrum kiterjedése,
mélyebb régiokba vald eltolodasa is arra utal, hogy az | mGIluR-ok fokozott aktivacidjakor
nagyobb sejtszamu, vertikalisan nagyobb Kkiterjedésti neuronhalozatok aktivalodtak az
ingerlés hatdsara, mint intakt kéregben. A 3,5-DHPG tart6s jelenlétében a negativ hullam
amplitaddjanak i1dofiiggd novekedése valdszinlileg azzal magyarazhato, hogy a specifikus
agonista hatasara egyre tobb I mGIluR Iépett miikodésbe €s/vagy a mar hiperfunkcionalod
receptorok aktivitasa idében tovabb potencirozodott (autopotenciacio).

Az I mGluR hiperaktivacid kovetkeztében kialakuld szomatoszenzoros valaszok
alapjan is megerdsitést nyertiink, hogy az I mGluR-ok fontos szerepet jatszanak a kérgi
neuronok hiperszinkronizalt elektromos tevékenységének kialakitasaban.

A mi eredményeinkhez hasonléan a kivaltott valaszok ndvekedését figyelték meg
dorsalis cochlearis magban agonista (1S,3R-ACPD) jelenlétében indukalt I mGluR aktivacio
hatasara (Breakwell et al. 1996; Molitor, Manis 1997). Hippocampus szelet CA1 és CA3
novekedését tapasztalta I mGluR agonista (trans-ACPD) alkalmazasat kovetden (Desai, Conn,
1991). Az | mGluR-ok miikodésének, agonista jelenlétében bekovetkez6 facilitacioja hatasara
a serkentd posztszinaptikus potencidlok (EPSP) és térpotencialok amplitidondvekedését
detektaltak agykéreg szeleten is (Shi et al. 1990; Hwang et al. 1990; Wadman et al. 1992;
Burke, Hablitz 1995; Sacaan, Schoepp 1992).

Az | mGluR-ok kiilonféle mechanizmusokon keresztiil eredményezhetik a kivaltott
potencialok, térpotencidlok novekedését. Az I mGluR-ok (1) a kiilonb6z6 K*-csatornak (Tjea,
lanp, Ikeslow), Im) konduktancidjanak kozvetett vagy kozvetlen blokkolasaval (Anwyl 1999,
Conn, Pin 1997; Gereau, Conn 1995; Desai et al. 1991; Hwang et al. 1990; Van der Staay
1997; Sas et al. 1998), (2) a nem-szelektiv kationcsatorna aramok direkt indukalasaval
depolarizaljdk a neuronok membranjat, ez 4altal érzékennyé teszik az idegsejteket az
elektromos, vagy szinaptikus ingerekre. A sejtek fokozottabb ingerlékenységét segitik el6 az I
MGIuR-kozvetitett foszfoinozitol (PI) hidrolizis kovetkeztében felszabadulé masodlagos
depolarizaciot okozva a sejtek fokozottabb excitabilitasahoz vezet és (4) az aktivalkodo PK-
ok, melyek kiilonféle ioncsatorndk és receptorok foszforildlasaval szintén a szinaptikus

exitacid er0sodését eredményezhetik (Conn, Pin 1997; Sas et al. 1998; Wong et al. 1999).
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Agonista hatdsdra az I mGluR-ok aktivaviojat kovetd novekvo intenzitdsu PI hidrolizist

autoradiografids modszerrel is igazoltak (Hwang et al. 1994).

Breakwell és mtsai hippokampusz szeleten azt is megfigyelték, hogy az 1S,3R-ACPD
kivaltotta EPSP- és szinaptikus tiiskepotencidlok amplitidondvekedése NMDA receptor
antagonista (APS5) jelenlétében megszint, tehat (5) az | mGIluR-ok az NMDA receptorok
miikédésének befolydsolasa révén, kozvetett modon is fokozzhatjak a sejtek excitabilitasat
(Breakwell et al. 1996). Az | mGluR-ok altal indukalt foszfoinozit hidrolizis kdvetkeztében
aktivalodéo PKC enzim, az NMDA receptrofehérje foszforildlasaval, olyan valtozast idézhet
elé a receptor sturkturajéban, kinetikajaban, ami a Mg?* blokk kioldasahoz vezet, s melynek
eredményeképpen fokozodik az ioncsatornan a Ca?* ionok bearamlasa a sejtbe (Schoepp,
Conn 1993; Sas et al. 1998). Masok azt is feltételezik, hogy az I mGluR-ok nemcsak az
NMDA, hanem (6) az AMPA receptorok funkcidjanak befolyasolasaval is hatast
gyakorolhatnak az excitatoros input erdsségére (Hwang et al. 1990).

Az | mGIuR-ok medialta kiilonféle hatdsmechanizmusok komplex moédon az
idegsejtek tartos depolarizaciojat okozva a szinaptikus exitacié fokozddasat eredményezhetik,
amely jo alapot biztosit kiterjedtebb neuronpopulacié szimultdn tiizelési aktivitasdhoz, és
magyarazatot adhat a - kisérleteinkben tapasztalt elektromos ingerlésre adott - felszini és
mélységi szomatoszenzoros kivaltott potencidlok amplitidéjanak novekedésére, valamint a

maximalis valos negaitivast jelzé hulldm kortikalis kiterjedésére.

5.3.3. I tipusu mGluR-0K szerepe az agykérgi epileptikus tevékenységben

A nagy szelektivitast mGIuR I agonista 3,5-DHPG-vel végzett kisérletek alapjan
megallapitottuk, hogy a 3,5-DHPG in vivo, a 4-AP goércsmodellen prokonvulziv hatassal
rendelkezik, serkenti a 4-AP-vel indukalt epilepszias tevékenység kialakulasat, fokozza az
epilepszids mitkodészavar expressziojat, noveli a gorcskisiilések amplitddojat és facilitalja a
paroxysmalis tevékenység agykérgi terjedését. Mivel a 3,5-DHPG specifikusan az | mGIluR-
ok miikddését potencirozza, valdszinisithetd, hogy a 4-AP goércsmodellen az I mGluR-ok
fontos szerepet jatszanak az agykeérgi epileptikus jelenségek indukcidjdban, fenntartasdban, az
abnormalis elektromos tevékenység agykérgi terjedésében. A nem specifikus 1S,3R-ACPD
elokezelést kovetd prokonvulziv hatast szintén az I mGluR-ok 1S,3R-ACPD hatasa alatt
kifejlddd fokozott miikddésének tulajdonitjuk, amely tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy az
I mGluR-ok kulcsfontossagu szerepet toltenek be az epileptogenezisben.

In vivo kisérletekben, tobb epilepszia modellen szamos kutatd leirta a mGIluR

agonistak gorcskeltd hatasat (McDonald et al. 1993; Sacaan, Schoepp 1992). Megfigyelték,
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hogy az elektromos ingerléssel, PTZ-vel (pentylenetetrazole) indukalt epileptikus

tevékenységet I mGluR agonistak facilitaljak, mig I mGluR antagonistdk nagymértékben
gatoljak (Dalby, Thomsen 1996). In vitro kisérletekben is azt tapasztaltak, hogy a kiilonféle
agonistakkal eldidézett I mGIluR aktivacid eldsegiti az epileptikform kisiilések, valamint
iktalis tevékenység indukcidjat és tartdos megnyilvanulasat (Taylor et al. 1995), mig az I
mGluR antagonistak szupresszaljak ezeket a folyamatokat.

Ugyanakor a II mGluR aktivacié erOsen szupresszalja a spontan epileptiform
kisiiléseket in vitro, agykéreg szeleten, valamint in vivo - hanggal- és DMCM-mel (methyl-
6,7-dimethoxy-4-ethyl-B-carboline-2-carboxylate) indukalt gorcstevékenységet is
nagymérétkben deprimalja (Sacaan, Schoepp1992; Dalby, Thomsen 1996). Emellet az AP4
(L-(+)-2-amino-4-phosphonobutyric acid) alkalmazasaval eldidézett III mGluR aktivacio is
gatolja a rohamtevékenységet kindling epilepszia modellen (Suzuki et al. 1992).

Ezen kisérleti megfigyelések alapjan alakult ki az a hipotézis, hogy a mGluR csaladon
beliil, az I mGluR-ok tobbnyire gorcskeltd, prokonvulziv hatast kozvetitenek, ugyanakkor a II
¢és III mGluR-ok inkdbb gdrcsgatld, antikonvulziv hatasért lehetnek fefeldsek. Ez a hipotézis
sajat kisérleteink alapjan is megerdsitést nyert.

Néhany kutato az 1S,3R-ACPD kozvetlen agykamrakba torténd applikaciojat
kovetéen in vivo epilepszias tevékenységet tapasztalt a kisérleti allatoknal, amely alapjan
feltételezik, hogy a fokozott mGIluR aktivacio mar dnmagaban is elegendd az abnormalis
excitatorikus aktivitas, az epileptikus gorcstevékenység generalasdhoz (Tizzano 1993; Sacaan,
Schoepp 1992). Kisérleteinkben, az 1S,3R-ACPD- és a 3,4-DHPG-elékezelési periddus soran
mi nem tapasztaltunk epileptikus gorcstevékenységet, az I mGIluR aktivacié dnmagaban nem
idézett eld iktalis aktivitast altatott patkanyon, viszont - az alap ECoG-ra és szomatoszenzoros
kivaltott valaszokra kifejtett hatds alapjan - feltételezziik, hogy a neuronadlis exitacid
fokozasaval ¢és hiperszinkronizacid eldidézésével jo fiziologiai alapot teremtett a
gorcstevékenység indukalasdhoz, mintegy csokkentve a kiiszobszintet érzékennyé ¢és
fogékonnya tette a kérgi idegsejteket a konvulziv ingerre. Ezt a feltételezésiinket igazolja,
hogy a 3,4-DHPG-eldkezelést, majd a 4-AP applikacidjat kovetden az elsd iktalis szakasz
latencidja szignifikdnsan lerovidiilt, ami arra utal, hogy a gorcskiiszobszint lecsokkent. Ezek
alapjan valoszintisitjiik, hogy az 1 mGluR-ok hiperaktivacidja az iktalis epileptikus
tevékenység indukdlasdhoz Onmagaban nem elegendd - a tényleges mikddészavar
indukcidjdhoz feltehetéen tobb egyidejiileg mitkddésbe 1épd intracellularis és membranhoz
kotott mechanizmus aktivacidja sziikséges — de azaltal, hogy fokozza a szinaptikus aktivaciot,

nagymeértékben hozzajarul a miikodészavar indukalasahoz.
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Valészinli, hogy a mGluR-ok glutamattal szembeni affinitdsa az ionotrop

receptorokéhoz képest lényegesen kisebb (Schoepp et al. 1990; Wong 1999). Ezt arra
alapozzak, hogy a mGIluR-ok kozvetitett szinaptikus valaszokat a kiilonb6zo
szovetpreparatumokon altaldban csak nagy frekvencidji, nagy intenzitasu stimulusokkal lehet
el6idézni. Ezen kiviil morfoldgiai tanulmanyok feltartak, hogy a posztszinaptikus mGluR-0k a
szinaptikusan felszabadult glutamat transzmitterek szamara kevésbe hozzaférhetd helyen, a
szinapszisok perifériajan lokalizalodnak (Baude et al. 1993; Wong 1999). A mGIuR-ok
glutamattal szembeni kisebb affinitdsa és a szinaptikus lokalizaciojuk is azt a hipotézist
tamasztjak ala, hogy a szinaptikusan felszabadulé glutamat kozvetitette I mGluR-ok aktivacio
Onmagaban még nem elégséges az epileptikus tevékenység indukaldsahoz, sziikség van
valamilyen plussz triggereld, endogén mechanizmusra, amelyet az aktivaloddo I mGluR-ok
tovabb erdsitenek.

Hippokampalis piramissejten kimutattak, hogy az ionotrop glutamaterg és GABAerg
neurotranszmisszid kiiktatasdval (AMPA-, NMDA-receptor antagonistdk, valamint GABAA
¢s GABAg blokkolok jelenlétében) az I mGluR aktivacid6 valdban tartds szinaptikus
depolarizaciot indukal, amely I mGluR antagonistakkal blokkolhat6é (Bianchi, Wong 1995).
Neocortex szeleten I mGluR agonistak jelenlétében a spontan PDS-ek (paroxysmalis
depolarizacios shift) gyakoribb megjelenését tapasztaltdk (Burke, Hablitz 1995; Sacaan,
Schoepp 1992). Ezek a megfigyelések is alatdmasztjak, hogy az I mGluR-ok miikodése
membran depolarizaciot kozvetitve noveli a neuronok ingerlékenységét, ezért jo alapot teremt
az epileptikus folyamatok kialakulasdhoz. Egy erdsen ingerlékeny agykérgen pedig, jol
értelmezhetd az elso iktalis szakasz korai megjelenése, vagyis a gorcskiiszob csokkenése és a

tovabbiakban megnyilvanuld intenziv gorcsaktivitas.

Az 1S5,3R-ACPD- ¢és a 3,4-DHPG-elokezelést kovetéen a 4-AP jelenlétében hosszan
elnyulo, tobbnyire generalizaltan jelentkezO, perzisztens iktalis szakaszokat figyeltiink meg,
amely alapjan feltételezziik, hogy az I mGluR-ok jelentdsen involvaltak az iktélis tevékenység
expresszidjaban, tartdos fennmaradasaban. 3,4-DHPG-eldkezelés utan az epileptikus aktivtas
intenzitasa kifejezettebb mértékben nétt, mint az 1S,3R-ACPD-t kovetden. Feltehetden ez
azzal magyarazhato, hogy az 1S,3R-ACPD tobb mGluR miik6dését befolyasolja egyidejiileg,
igy valoszintileg olyan gatlo mechanizmusok is aktivalddtak, melyek tompitottdk az I mGluR-
ok altal eldidézett excitatoros hatasokat.

Ismeretes, hogy az I mGIluR aktivacioja G-fehérjén keresztiil, a foszfoinozitol
hidrolizis aktivalasaval, majd az inozitol-trifoszfat kozremiikodésével Ca?*-ionokat mobilizal

az endoplazmatikus retikulumbol (Wong et al. 1999; Sas et al. 1998; Conn, Pin 1997; Vizi
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1997). Az 1S,3R-ACPD- és a 3,4-DHPG jelenlétében az I mGluR-ok hiperaktivacigjaval

kialakulé ndvekvd intracellularis Ca®*-szint stabil alapot biztosithat a 4-AP-vel kivaltott
epileptikus aktivitas tartos megnyilvanulasdhoz.

Tovabba az is igazolt, hogy az I mGluR-ok szamos K*-csatorna és nem-szelektiv
kation csatorna konduktancidjanak befolyasolasaval fokozzak a neurondlis excitabilitast, sét
excitotxikus neurodegeneraciot is okozhatnak (Conn, Pin 1997; Guérineau et al. 1994).
Hippokampalis piramis sejteken kimutattak I mGluR agonista jelenlétében, hogy az I mGluR-
ok aktivacioja csokkenti az in. szivargd vagy ’leakage’ K*-aramot (Ijeak), redukalja a Ca?*-
fiiggd, lasst utohiperpolarizacioért felelés K*-aramot (Ianp), valamint a nem inaktivalédo K*-
aramot (Im) és a lassan inaktivalodd fesziiltség-fliggd K*-aramot (Ikeslow)) (Gereau, Conn
1995; Conn, Pin 1997). Ezen kiviil az I mGluR-ok a nem-szelektiv kation csatororna aramok
indukélasaval is direkt excitatoros hatast kozvetitenek (Conn, Pin 1997; Anwyl 1999).
Kisérleteinkben az 1S,3R-ACPD- és a 3,4-DHPG hatasara a fokozott miikodési I mGluR-ok
altal, a felsorolt ionaramok modulédldsaval kozvetitett komplex hiperexcitabilitas szintén
eldsegitheti az epileptikus tevékenység tartds fennmaradasat.

Wong és mitsi in vitro kisérleteik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az I
MGIuR-ok az iktalis kisiilések kdzvetett generalasaban és tartds megnyilvanulasaban jelentds
szerepet toltenek be (Wong et al. 1999). Az iktalis jelenségek kialakuldsanak lehetséges
moddja a dominansan ionotrop GluR-ok medidlta interiktalis borsztok prolongécidja, melyhez
nagy Kiterjedésii neuronpopulacié szinkronizalt aktivitasa sziikséges (Wong et al. 1999).
Wong és mtsi azt tapasztaltak, hogy hippokampusz szeleten az I mGIluR agonista 3,4-DHPG,
vagy 1S,3R-ACPD tartds jelenlétében a picrotoxinnal indukalt epileptiform borsztok hossza
szignifikdnsan megnyult (300-500 ms-rol 1-7 sec-ra), majd az agonistadk -eltavolitasat
kovetden a kisiilések prolongécioja tobb oOran keresztiil detektdlhaté volt. Ezen kiviil a
perzisztens kisiilések megjelenését I mGluR antagonistaval gatolni lehetett (Taylor et al.
1995, Merlin, Wong 1997; Merlin 1999). Az | mGIluR-ok fokozott miikodése tehat
hozzajarult az interiktalis kistilések iktalis tevékenységgé torténd progresszidjadhoz (Wong et
al. 1999). Ezek alapjan feltételezhet6, hogy az I mGluR-ok hiperaktivacidja - részben a
a posztszinaptikus sejtek tartdos depolarizaciojat okozva facilitaljak az interiktalis spike-ok
alapjat képezd ionotrop GluR-medialta szinaptikus eseményeket, és a szinaptikus vélaszok
hosszan tartd erdsddését eredményezve kulcsfontossdgu szerepet jatszhatnak az

epileptogenezis folyamataban az interiktalis-iktalis &tmenetben ¢€s az epileptikus folyamatok

crer
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Merlin és mts-i azt is kimutattak hippocampus szeleten, hogy a picrotoxin-indukata

epileptiform borsztok 3,4-DHPG-okozta prolongacioja fehérje-szintézis-fliggd folyamat,
mivel protein-szintézis inhibitorokkal (anisomycin, cycloheximide) a borsztok megnyulasa
megakadalyozhato volt (Merlin et al. 1998). Ez a megfigyelés arra utal, hogy az I mGluR-ok
nemcsak receptorok és ioncsatornak miikodésének moduldlasaval segitik elé az iktalis
események kifejlodését és tartds megnyilvanulasat, hanem a szignaltranszdukcids
mechanizmusok révén, pl. a transzkripcié-transzlacié kozvetett befolyasolasaval. In vivo,
kainat-, illetve kindling-indukalta epileptikus tevékenység alatt a mGIuR agonistak hatasara
jelentésen fokozodott a foszfoinozitol termelés, ami szintén megerdsiti, hogy az I mGluR-ok a
masodlagos hirvivé rendszer aktivaldsan keresztiill hatékonyan kozremikodnek az
epileptopgenezis folyamataban (Mayat et al., 1994; Akiyama et al. 1992; Akbar et al. 1996).
Elképzelhetd, hogy az epileptikus tevékenység hatterében all6 gyors plasztikus valtozasokban
az | mGIluR-ok ioncsatornak kozvetlen aktivalasaval/gatlasaval vesznek részt, mig a tartos
plasztikus valtozdsokhoz a szignaltranszdukcids 1épéseken keresztiil intracellularis
folyamatok, pl. a transzkripcio-transzlacid, receptor foszforilacié befolydsolasdval jarulnak
hozza.

A neurondlis plaszticitasban, illetve ennek alapjat képezd olyan elemi folyamatokban,
mint az LTP, LTD, a mGIluR-ok részvétele koztudott. Feltételezhetd, hogy az I mGluR-ok
involvaltak az LTP indukcidjdban a hippokampusz szinapszisaiban, mig az LTD
mechanizmuséban dontéen a II és III csoportba tartoz6 mGluR-ok kozremiikddése tiinik
megalapozottnak (Bortolott et al. 1999; Revest, Longstaff 1998). Megfigyelték, hogy
hippokampusz CA1-CA3 szinapszisaiban az LTP kialakulasat I mGluR agonistak elésegitik
¢és facilitaljak, mig I mGluR antagonistak blokkoljak (Manahan-Vaughan et al. 1996),
ugyanakkor a moharost-CA3 és CA3-CAl szinapszisokban vizsgalt LTD létrejottéhez a 11
mGluR aktivacio sziikségességét mutattak ki (Kobayashi et al. 1996). Megemelekedett
foszfoinozitol hidrolizist és tartos PKC aktivaciot detektaltak LTP expresszidja soran patkany
hippocampuszban, amely valdszinlisiti az 1 mGluR-ok ndvekvd szenzitivitdsat ¢és
aktivalodasat a neuronalis plaszticitas folyaman (Aronica et al. 1991).

A szinaptikus LTP, amely létrejottében az I mGluR-ok részvétele igazolt, a tanulasi
folyamat egyik alapmechanizmusa. Mivel az epilepszids miikodészavar az idegrendszeri
tanulas egyfajta koros megnyilvanulasa, valoszini, hogy az I mGluR-ok kiemelkedéen fontos
szerepet jatszhatnak a koros ingeriileti tevékenység tartds fennmaradasat biztosito, ingeriilet
folyamatokhoz val6 adaptacioban.

Ezek alapjan feltételezziik, hogy kisérleteinkben az 1S,3R-ACPD- és a 3,4-DHPG-

elokezelést kovetden kifejlddd hosszan elnytlld, permanens iktalis tevékenységet az I mGluR-
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ok részben receptorok ¢s kiilonbdzd ionaramok befolyasoldsaval, részben masodlagos

messengerek aktivalasan keresztiil szdmos intracellularis folyamat befolydsolasaval
medialjak.

Erdekes megfigyelés, hogy az 1S,3R-ACPD az | mGluR-on hatva gatolhatja a
glutamat sejtekbe valo visszavételét azaltal, hogy fokozza a foszfolipaz-A2 aktivitasat (PLA?2)
(Conn, Pin 1997; Kim et al. 1995; Dumuis et al. 1993; Sas et al. 1998), melynek
kovetkeztében nagy mennyiségii arachidonsav szabadul fel. Ez a funkcié egy gliasejt —
idegsejt kozotti szignal lehet, mivel ennek hatdsdra gatlas ala keriil a glidlis
glutamattranszporter, s ez altal a glutamat visszavétele a szinaptikus résbdl a gliasejtbe.
Hippokampusz szeleten azt is kimutattak, hogy arachidonsav jelenlétében a preszinaptikus I
mGIuR aktivacido fokozhatja is a glutamat felszabadulasat, legy6zve a preszinaptikus
autorecetorok (II, III mGluR) gatld hatasat (Collins, Davis 1993; Sas et al. 1998). Mindkét
esetben a szinaptikus glutamatkoncentracio emelkedése volt a kdvetkezmény, amely a
posztszinaptikus sejt receptorain tartés exitdciot indukilva hozzajarulhat az iktélis

Preszinaptikus | mGIluR-ok nemcsak a glutamaterg axonterminalisokon fordulnak el6,
hanem GABAerg terminalisokon is (Conn, Pin 1997; Gereau, Conn 1995), melyek aktivacioja
1S,3R-ACPD, illetve 3,4-DHPG agonista jelenlétében, csokkentheti a GABA felszabadulasat,
¢és ez altal a kérgi gatlds hatékonysagat. A gatldo kontroll hatékonysdganak csokkenése az
exitacid erdsodését eredményezi, amely szintén kedvez a gorcstevékenység tartos
megnyilvanulasanak.

Az 1onotrop GluR-ok aktivaciojat nemcsak a szinaptikus résben felhalmoz6do
glutamat fokozhatja, hanem a posztszinaptikus I mGluR-ok a mésodlagos messengerek
kozremiikodésével, PKC aktivalasaval kozvetett modon is modulalhatjak, potencirozhatjdk az
AMPA ¢és NMDA receptorok mitkddését (Conn, Pin 1997; Sas et al. 1998; Fitzjohn et al.
1996; Bleakman at al. 1992; Ugolini et al. 1997; Strasser et al. 1998). Az AMPA és NMDA
receptor PKC-katalizalta foszforilacidja olyan funkciondlis és szenzitivitasbeli valtozasokat
idézhet eld, amelynek jelentds szerepe lehet az abnormalis ingeriilet felerdsitésében. Gyrus
dentatus szeleten kimutattdk, hogy az NMDA-receptorok 4altal medialt aram tartds
potencirozodasat az I mGluR-aktivacio facilitdlja (O’Connor et al. 1994). Az I mGluR ¢és
NMDA receptorok ezen kapcsolata fiziologias koriilmények kozott segiti a szinaptikus
események tartds potencirozodasat (LTP), az | mGIluR-ok hiperaktivacidjakor pedig
patologiassa valhat és hozzéjarulhat az epilepszias tevékenység tartds fennmaradasdhoz. Azt,
hogy az | mGluR-ok potencirozzak az NMDA receptork funkcidjat, az a megfigyelés is

igazolja, hogy az NMDA- ¢és kainat-indukalta excitotoxikus sejtpusztulast neuronalis
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sejtkaltaran I mGIluR agonista (3,4-DHPG) erésitette, mig antagonista (AIDA) jelenléte

csokkentette (Strasser et al. 1998).

A 3,4-DHPG Pf-ba vald applikacidja utan az epilepszias aktivitas fenntartasat
biztositd folyamatok olyannyira megerdsodtek, hogy sok esetben (30%) az abnormalis
paroxysmalis tevékenység 20-40 percen keresztiil tartd, generalizalt dllandosuldsdhoz, vagyis
status epileptikcus allapot kialakulasahoz vezettek. Ez a megfigyelés egyértelmisiti, hogy az |
MGIuR-ok az altaluk kozvetitett komplex hatasok révén kiemelt szerepet jatszanak a 4-AP-
indukalta epileptikus aktivitas perzisztens fenntartasaban.

Epilepszias korilmények kozott a mGluR-ok expresszidjanak valtozasat az
al. 1998). In situ hibridizacios technikéaval igazoltak, hogy az amygdala-elektromos ingerlést
kovetéen az 1 mGIuR csalddba tartozd6 mGluR1 és mGluR5S mRNS-ek expresszioja a
hippocampus kiilonb6z6 teriiletein régiospecifikusan és kiilonbdz6 mértékben, de jelentdsen
novekszik. Kindling hatdsdra a két receptor alegység mRNS expresszidja eltér6 modon
szabalyozddik. Az mGluR1 mRNS expresszio a kindlinget kovetd 24 Ooran beliil
szignifikansan noétt, majd 7 és 28 nappal az ingerlés utan a kontroll értéket kozelitette, a
mGIuRS expresszioja, viszont kezdetben csokkent, majd 7 €és 28 nappal az ingerlés utan
perzisztens médon szignifikdnsan magasabb volt a kontroll értéknél. Valoészini, hogy a két
receptor alegység eltérden szabdlyozza a kindling epilepszia modellben az epileptikus
jelenségek hatterében 4all6 neuronalis folyamatokat A mGIluR1 expresszidjdnak ndvekedése a
kindlinget kovetd rovid idon beliil feltehetden a szinaptikus aktivitds fokozddasahoz vezet a
hippocampsz diszkrét teriiletein, amely beinditja a masodlagos messenger kaszkad
folyamatait, a mGIluRS5 késdi, de perzisztens expresszidja, pedig az abnormalis serkentd
ingeriileti folyamatok tartds fennmaradasahoz jarulhat hozza (Akbar et al. 1996). Azt is
Kimutattak horcsog vesepreparatumon és Xenopus petesejten, hogy a 3,4-DHPG aktivalja a
mGluRS alegység expresszidjat (Gereau, Conn 1995).

Al-Ghoul és munkatarsai szintén feltételezik, hogy a mGIluR1 és mGIuR3
megnovekedett expresszidja jelentdsen hozzajarul amygdala ingerlését kdvetden a kindling
gorcstevékenység tartds, hosszu-tava fennmaradasaért. Kindled allatok szdvetpreparatumain
in situ hibridizaciés €s immunhisztokémiai technikakkal kimutattdk, hogy az 5-0s szinti
rohamok kivaltasat kovetden 1 honappal 1S,3R-ACPD hatasara szignifikansan (30-40 %-kal)
megemelkedett a mGIluR1 és mGIluR3 alegységek transzkripcidja a nucleus supraopticus és a
cortex teriiletén, valamint a mGluR1 receptorfehérje fokozott immunreaktivitasat tapasztaltak
(Al-Ghoul et al. 1998). Vagyis azokban a neuronokban, melyek egy rekurrens gorcsaktivitast

miikddtetd neuronhaldzat részesei, kiilondsen az I mGIuR csoportba tartozé6 mGluR1 tartdsan
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megemelkedett expresszidja a neurondlis plaszticitds egyik komponense lehet, amely

hozzajarulhat a kindling gorcstevékenységet miikodtetd tartds, hossza-tavi patofizioldgiai
valtozasok fennmaradasaért (Al-Ghoul et al. 1998).

Ezek alapjan mi is feltételezziik, hogy az I mGluR-ok receptorfehérje alegységeinek
expresszidja a 4-AP altal indukalt epileptiform tevékenység alatt megvaltozik, fokozodik, s az
ujonnan szintetizalddé, membranba beépild, esetleg eltérd szenzitivitassal, kinetikdval
miik6dé receptorok - a mar meglévd és funkciondld receporok komplex hatasat tovabb
erésitik. Ez a feltételezés magyarazatot adhat arra a megfigyelésiinkre, hogy a 3,4-DHPG
aktiv Pf-ba torténd applikacidjaval az epileptikus aktivtas még intenzivebbé valt, mint 3,4-
DHPG eldkezelést kovetden, a gorcspotencidlok amplituddja szignifikdnsan nagyobb volt a
kontrollhoz képest, az epileptiform kisiilések generalizacioja is kifejezettebb mértékii volt, és
status epileptikus allapot is nagyobb gyakorisaggal jelentkezett, mint a 3,4-DHPG-eldkezelést
kovetden.

Mind az 1S,3R-ACPD, mind a 3,4-DHPG hatasara az epileptiform gorcspotencialok
kezelés hatasdra azonban a gorcstevékenység kiterjedt kérgi teriiletekre torténd
generalizacidja sokkal kifejezettebb volt (90-98%) a kontrollhoz viszonyitva (15-20%), mint
1S,3R-ACPD hatasara (60-70%). Ez a megfigyelés ismét azzal magyardzhato, hogy mivel az
1S,3R-ACPD nem specifikus agonista, hatisara feltehetéen olyan gétld folyamatok is
indukalddnak, melyek az I mGluR-ok altal eldidézett hiperexcitabilitast kissé tompitjak.
Mindezek alapjan azonban feltételezhetd, hogy az I mGluR-ok facilitaljak a gorcstevékenység
terjedését.

Hippocampusz szeleten megfigyelték, hogy I mGIluR agonista jelenlétében tobb
secundumon keresztiil tartdo recurrens, ritmikusan ismétlédé oszcillalé borsz-csomagok
detektalhatok, melyek AMPA antagonista jelenlétében nem mutathaték ki. Ezek alapjan a
szerzOk megallapitottak, hogy a recurrensen kapcsolt neuronhakozatokban az I mGluR-ok
aktivacioa elOsegiti az iktalis tevékenység kialakulasat és terjedését, az AMPA-receptorok
medialta masodlagos excitatoros folyamatok facilitdlasaval (Wong 1999).

Ismeretes, hogy az epileptogén fokusz mentén kialakuld gatlo gylirli (surrounding
inhibition) miatt a felfokozott ingertilet a fokusz teriiletén lokalizalt marad. Kisérleteinkben az
1S,3R-ACPD és a 3,4-DHPG hatéasara azonban a gorcspotencialok kiterjedt kérgi teriiletekre
torténd propagacidja volt megfigyelhet. Ezt leginkabb azzal magyardzzuk, hogy a kdrnyezeti
gatlasért felelos GABAerg sejtek axonterminalisain 1évé preszinaptikus | mGluR-ok - az
agonistak jelenlétében aktivalodva - a fesziiltség-fiiggd Ca®*-csatornak miikodését gatolva

redukalt GABA felszabaduldsat eredményezhetnek (Choi, Lovinger 1996). Ezéltal csokken az
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inhibici6 ¢és az abnormalis ingeriilet gatld kontroll nélkiil, a sejtek szinaptikus

Osszekottetésein keresztiil intra- €s interkortikalisan, az idegrendszer tavolabbi teriileteire is
eljuthat.

Erdekes médon a 3,4-DHPG hatésara - fiiggetleniil attol, hogy 4-AP alkalmazasa eldtt
alkalmaztuk, vagy a mar aktiv Pf-ba applikaltuk — a Tf epiletikus aktivitasa a kontrollhoz
képest kifejezettebb volt, mint a Pf tevékenysége. Elképzelhetd, hogy a Pf-ban azok a piramis
sejtek, melyek axonkollateralisai a corpus callosumon keresztiil az ellenoldali agyfélteke
szimmetrikus pontjara projektal, kiilondsen erds gatld kontroll alatt allhatnak. A gatlast
biztosit6 GABAerg sejtek termindlisain 1évd preszinaptikus I mGluR-ok 4ltal, az agonista
jelenlétében kozvetitett redukalt GABA felszabadulas miatt, ezek az ellen oldalra projektalod
neuronok, egyszerre felszabadulva a gatlas alol erdsebb, szinkronizalt szinaptikus kimenetet
kozvetitenek a masik félteke identikus pontjan, ami a Tf fokozott goércstevékenységéhez
vezet. Emellett az is feltételezhetd, hogy az ellen oldalra vetitd piramis sejtek dendritjein €s
szomajan elhelyezkedd posztszinaptikus helyzetli I mGluR-ok aktivacidja fokozodik a 3,4-
DHPG hatasara, ami szintén ndvelheti a serkentd szinaptikus kimenet erdsségét. Mindkét
elképzelés eredményeképpen a Tf teriiletére érkezd szinkronizalt excitatoros input eldsegitheti
a Tf-ban nagyszam® neuron hiperszinkronizalt aktiviasat, ami megmagyarazhatja a Tf
epileptikus  tevékenységének intenzitasfokozodasat, tartds megnyilvanuldsit ¢és a
gorcspotencialok szignifikans amplitidondvekedését.

Az 1S,3R-ACPD el6kezelést kovetden és a 3,4-DHPG hatasara altalaban az 1-10 Hz-
es frekvenciatartomanyba esé gorcspotencialok amplitidoja a kontrollhoz képest szignifikans
nagyobb volt. Ez a megfigyelés, hasonléan a szomatoszenzoros kivaltott potenciadlok
amplitido novekedéséhez szintén azt a feltételezést tdmasztja ala, hogy az I mGluR-ok nagy
szerepet jatszanak a neuronalis hiperszinkronizacié kozvetitésében.

A specifikus 3,4-DHPG hatasara a gorcstevékenység ECoG-os mintazataban a
kontrollhoz képest atrendezddést tapasztaltunk. A hosszan elnytl6 iktalis szakaszokban a kis
frekvencidjt, tobbnyire 1-3 Hz-es hullamkomplexek (C-mintazat) szignifikdnsan nagyobb
részaranya mellett, a legnagyobb frekvencidji (10-15 Hz, A-mintdzat), gyors Kkisiilések
szignifikansan kisebb el6fordulasi gyakorisaga volt megfigyelhetd. Mig a 4-AP-vel indukalt
epileptikus  gorcstevékenység ECoG-os mintazataban az iktalis szakaszok kezdetén
megfigyelhetd nagy frekvencigju és kis amplitudoju  kisiilésekbdl allo A-mintézat, a
konvulzans jelenlétében aktivalodd kis szdmu, intrakortikdlis kapcsolatban 1évo
neuronpopulacid aktiviast tiikrozi, addig a kisebb rezgésszamu, egyre novekvé amplitudoju
gorcspotencialok (C-mintazat) megjelenése a mélyebb subcortikalis régiokat is éintd, foleg

thalamo-cortikalis ingeriileti korok aktivalodasara utal (Boda, Szente 1992; Szente, Boda
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1994; Szente, Pongracz 1981). A 3,4-DHPG hatasara a C-mintdzat dominans jelenléte

alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az I mGluR-ok aktivacidja jelentds szerepet jatszhat az
abnormalis ingertilet Kiterjedt, cortico-thalamo-cortikalis ingeriileti korok iranyaba torténé
tovabbitasaban. Emellett az 1S,3R-ACPD, illetve 3,4-DHPG jelenlétében, az epileptikus
aktivas nagyaranyu generalizacioja arra utal, hogy az I mGluR-ok nemcsak a vertikalis,
hanem a horizontalis Kkiterjedésti neuronhaldzatok elektromos jeltovabbitasaban is

kozremiukodnek.

5.3.4. Il tipusu mGluR hiperaktivacio hatdsa a szomatoszenzoros kivaltott valaszra

A specifikus Il mGIuR agonista DCG-IV intakt agykéreg felszinére torténd
applikacioja nem idézett eld észlelhetd abnormalitast az alap agykérgi tevékenységben,
viszont nagymértékben deprimalta az ingerlésre adott szomatoszenzoros kivaltott potencialok
amplitadojat. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a II mGluR-ok aktivacidjaval csokkenti a
neurondlis szinkronitast.

A Il mGluR-ok t6bb mechanizmuson keresztiil kozvetithetik a hiperszinkronizaciot
gatld hatast. Hasonld eredményt kaptak agyszelet preparatumon elektromos ingerléssel
kivaltott mezOpotencidlok vizsgalatakor. Megfigyelték, hogy a DCG-IV hatdsira a
mezdpotencidlok amplitudodja jelentdsen csokkent (Lovinger 1995). Ennek a megfigyelésnek
legegyszerlibb oka a glutamét felszabadulds gatlasa, amely a szinaptikus excitacid
csokkenéséhez vezet, €s ez altal gatolhatja a neuronok dsszerendezett tiizelési aktivitasat.

Ismeretes, hogy a Il mGIluR-ok G-fehérjén keresztiil gatoljak az N- és L-tipusq,
fesziiltség-fliggd Ca?'-csatorndk miikodését (Conn, Pin 1997; Choi, Lovinger 1996). A
preszinaptikus 1l mGIuR-ok a Ca?*-csatorndk blokkolasa révén redukaljak a glutamat
felszabadulasat, ami szinaptikus excitacio csokkenéséhez vezet. Hippocampus CA1 sejtekben
sikeriilt kimutatni a trans-ACPD-vel indukalt II mGluR-aktivaciot koveté Ca®*-szint
csokkenést (Klapstien, Colmers 1992). Méasok a DCG-IV hatasaras a fesziiltség-fiiggé Ca®'—
aram csokkenését detektaltdk (Lovinger 1995; Thomsen 1996). II mGluR agonista hatasara
agytorzs szeleten a csokkend Ca®*-aram és glutamatfelszabadulas okozta posztszinaptikus

Egy masik elképezelés szerin a II mGluR-aktivaciéo a preszinaptikus K+-csatornak
aktivalasaval vezet a csokkent glutamat felszabadulashoz, ami szintén a szinaptikus excitacid

csokkenését eredményezi (Cochilla, Alford 1998; Anwyl, 1999).
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Ugyanakkor szaglogumo sejteken, a preszinaptikus II mGluR-ok aktivalodasa utan

fokozott GABA felszabadulast tapasztaltak (Hayasshi et al. 1993), ami a szinaptikus gatlas
erosodését, kovetkezésképpen a neuronok szinkronizaciojanak csokkenést eredményezheti.
Ezen hatdsok ereddjeként a neuronalis szinkronizacié mérséklodése j6 magyarazatot

szolgaltathat a kivaltott potencidlok amplitddé csokkenésére.

5.3.5. Il tipusu mGluR-ok szerepe az agykérgi epileptikus tevékenysegben

A DCG-IV-el végzett kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a DCG-IV a 4-AP
gorcsmodellben antikonvilziv  hatast, nagymértékben gatolja a 4-AP-vel indukalt
epileptiform gorcstevékenység indukciodjat, az abnormalis ingeriileti folyamatok expresszidjat
és kortikalis terjedését. Mivel a DCG-IV specifikus 1l mGluR agonista, ezért a
szakirodalommal &sszhangban megallapithatd, hogy a II mGluR-ok in vivo, a 4-AP
gorcsmodellen antikonvilziv hatast kozvetitenek.

Az epileptikus tevékenység markans depressziojat tapasztaltuk az 1S,3R-ACPD-vel
végzett kozbenkezeléses kisérletben is, ugyanakkor paradox moédon az 1S,3R-ACPD-
elokezelést kovetden az epileptikus aktivitas intenziv fokozddasa volt megfigyelhetd. Az
1S,3R-ACPD-vel torténd kozbenkezeléses utan tapasztalt szupressziv hatast, a specifikus
DCG-1V-el folytatott kisérletek eredményeire alapozva a II mGluR-ok hiperaktivitasanak
tulajdonitjuk. De felmeriil a kérdés, hogy ugyanaz az agonista (1S,3R-ACPD), ugyanolyan
koncentracioban hogyan képes pro- és antikonvulziv hatasokat egyarant eléidézni?

Az 1S,3R-ACPD pro- és antikonvulziv hatasat masok is megfigyelték (Cartmell et al.
1993, Burke, Hablitz 1995). Ujsziilott patkdny neocortex szeleten végzett in vitro kisérletek
feltartak, hogy az 1S,3R-ACPD-vel eldidézett mGluR aktivacio bifazikus, vagyis serkentd és
gatlo hatast 1s képes kifejteni a bicuculline jelenlétében indukalt, vagy spontan epileptiform
kistilések kialakulasara. A szerzok feltételezik, hogy az 1S,3R-ACPD pro- és antikonvilziv
hatasa koncentracio-fiiggd, mivel kis koncentracioban (5-30 uM) ndveli a PDS-ek hosszat és
azok frekvencidjat, mig nagyobb koncentracioban (50-150 pM) csokkenti azok hosszat és
megemeli a PDS-ek indukalasahoz sziikséges ingerkiiszobot. Sajat kisérleteinkben azonban az
1S,3R-ACPD-t csak egyféle koncentracioban applikaltuk a kéreg felszinére. Mivel az 1S,3R-
ACPD nem specifikus, hanem széles hatasspektrumtt mGIuR agonista és az I, 11, s6t a III
MGIuR-ok miikddését is befolyasolja (Anwyl 1999), ezért ellentétes hatasanak lehetséges
magyardzataként azt tartjuk elképzelhetonek, hogy az abnormalis hiperexcitaciot az [ mGluR-
ok fokozottabb miikdodése €s a II, III tipusu receptorok miitkodésének hattérbe szoruldsa, mig

az antikonvulziv hatast — a DCG-I1V-el folytatott kisérletek alapjan - dominansan a Il mGluR-
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ok megndvekedett aktivitasa és az I tipusu receptorok hattérbe szoruldsa eredményezheti,

de természetesen nem zarhato ki a III mGluR-ok szerepe sem.

Szamos kisérleti eredmény alapjan alakult ki az a felfogés, hogy a II mGluR-aktivacio
goresgatld antikonvulziv hatasokat kozvetit az idegrendszerben, és ezaltal az idegrendszerben
az endogén neuroprotektiv mechanizmusok aktiv részese (Wong et al. 1999). Patkdny
neocortex ¢s hippokampusz szeleten végzett vizsgalatok alapjan szédmos kutato
megallapitotta, hogy a preszinaptikus II mGluR-0k, mint autoreceptork csokkentik az
glutamatfelszabadulast és gatoljak az epileptogenezist (Wong et al. 1999; Burke, Hablitz
1994; Desai et al. 1994; Baskys, Malenka 1991; Vignes et al. 1995). In vitro agykéreg
szeleten kimutattdk, hogy a II mGluR-ok mikodése erdsen szupresszalja a spontan
epileptiform kisiiléseket, és in vivo epilepszia modelleken is feltartdk, hogy nagymérétkben
deprimaljak a hanggal- és DMCM-mel (methyl-6,7-dimethoxy-4-ethyl-f-carboline-2-
carboxylate) indukalt gorcstevékenységet (Sacaan, Schoepp1992; Dalby, Thomsen 1996).

Azt, hogy az 1S,3R-ACPD feltehetéen a II mGluR-ok miikodésének befolyasolasaval
antikonvulziv hatdsokat medialhat, kindling és diszinhibicios epilepszia modellen mutattak ki
(Suzuki et al. 1996; Burke, Hablitz 1995). Valoszini, hogy az 1S,3R-ACPD a Il mGluR-ok
koziil csak a preszinaptikusan lokalizéltakra hat, és az excitatoros transzmitterfelszabadulés
csOkkentésével kozvetiti a gorcsgatld hatast, melynek eredménye a kindling rohamok
kialakuldsénak gatlasa és az epileptikus kistilések deprimacidja (Attwell et al. 1995; Suzuki et
a.l 1996; Burke, Hablitz 1995).

Mivel a DCG-IV-el valo clékezelés hatasara az els6 iktalis tevékenység latenciaja
legalabb kétszer olyan hosszu volt, mint kontrollnal, és a tovabbiakban a rohamszam
szignifikans csokkenése volt megfigyelhetd, feltételezhetd, hogy a II mGluR-ok hatékonyan
gatoljak az idegrendszerben az abnormalis ingeriileti folyamat indukcigjat.

A DCG-IV-et mar epilepszias koriilmények kozott, az aktiv Pf-ba applikdlva
hatékonyabb gorcsgatlast tapasztaltnk, mint eldkezelést kovetden, amely elsésorban az iktalis
szakaszok hosszanak szignifikans rovidiilésébdl adddott. Ennek eredményeképpen az
Osszepiletikus aktivitds joval nagyobb mértékben csokkent a kontrollhoz képest, mint az
eldkezelés utan. Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a II mGluR aktivacio
hatékonyan szupresszalja az epileptikus miikodészavart fenntartd neuronalis folyamatokat.

Erdekes modon a DCG-IV-elékezelést kovetéen nem volt tapasztalhatdo a rohamok
hosszanak csokkenése, csak a DCG-1V kozbenkezelésekor. Feltehetbleg, az abnormalis
ingeriileti tevékenységet fenntart6 mechanizmusok II mGluR-ok altal kozvetitett gatlasa a
receptorok funkciondlis plaszticitasainak eredménye, nincs kizdrva, hogy epilepszids

miikddészavar kifejlddésekor és spontan ismétléddésekor a II mGluR-ok érzékenysége,
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szinaptikus denzitdsa megvaltozik, és az altaluk medidlt inhibicid, mintegy aktivitas-fliggd

modon, csak szlikség esetén indukalodik. Feltételezhetd, hogy a II mGluR-ok ilymodon az
ingeriilet-gatlas fiziologiai egyenstlya megbomlasakor az idegrendszer neuroprotektiv
mechanizmusainak aktiv részesei. Ez esetleg magyardzatot adhat arra a megfigyelésre is, hogy
az aktiv Pf 1S,3R-ACPD-val valo kezelését kovetden az iktalis szakaszok hossza dramai
modon lecsokkent. Elképzelhetd, hogy a mar epileptikus neuronhaldézatban az abnormalis
hiperaktivitast elharit6, védé mechanizmusok ¢€letbe 1épésével a II mGluR-ok érzékenysége,
szama nott, s az agonista jelenlétében kialakuld hiperaktivaciojuk altal kozvetitett inhibicid
hattérbe szoritotta az I mGluR-ok medialta excitaciot. Ez okozhatja az 1S,3R-ACPD
kozbenkezelés utan kialakulod antikonvulziv hatast. Viszont a hiperaktiv II mGluR-ok gatld

hatasa feltehetéen nem nyomta el teljesen az I mGluR-ok roham indukcids folyamatokra és a

crer

crer

tapasztalhattuk.

Retina ganglionsejteken ¢és kisagyi granularis sejteken azt tapasztaltdk, hogy a
preszinaptikus I mGluR aktivacio ndveli a Ca?*-csatornak konduktancijat, ami fokozott
transzmitter release-t indukalhat (Conn, Pin 1997). Ha feltételezziik ilyen I mGluR-ok
létezését GABAerg axonterminalisokon, akkor 1S,3R-ACPD-vel torténd aktivacidjuk
eredményeképpen a fokozott GABA felszabadulds is hozzajarulhat a szinaptikus gatlas
erds6déséhez az 1S,3R-ACPD kozbenkezelés utan (Hayasshi et al. 1993). Elképzelhetd, hogy
az | mGluR-ok ilyen altipusai, ilymodon a fokozott excitaciot elharitd neuroprotektiv
mechanizmusok kozvetitoi.

DCG-IV hatasara - fiiggetleniil attol, hogy a gdrcsindukciot megeldzden vagy a mar
aktiv Pf-ba applikdltuk - a gorcspotencidlok amplitidoja szinte valamennyi
frekvenciatartomanyban szignifikdnsan csokkent, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
Il mGluR-ok aktivacidja gatolja a neuronalis szinkronizaciot.

Ezen kiviil, mindkét kezelésnél az epileptiform kisiilések csak a bifokalisan, a két
fokusz tertiletére lokalizalodtak, és mas kérgi teriiletre torténd propagécidja gatlas ala keriilt.
A genralizaci6 mértéke a kontrollhoz képest mindkét kisérletsorozatban szignifikansan
lecsokkent. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a II mGluR-ok hatékonyan gatoljak a
gorespotencialok halozat szintii terjedését. Erdekes modon az 1S,3R-ACPD aktiv Pf-ba vald
applikécidjat kovetden és DCG-IV hatdsara az iktalis szakaszok ECoG-os mintazatdban a
nagy frekvencigju gorcspotencidlok (A-mintdzat) dominans jelenléte mellett, a kis
frekvenciaju kistilések (C-mintdzat) eléfordulasi gyakorisdganak szignifikdns csokkenése,

olykor teljes hianya volt megfigyelhetd. Ez a megfigyelés, arra utalhat, hogy a Il mGIluR-ok,
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hasonléan az AMPA ¢és NMDA receptorokhoz, gatoljak az epileptikus aktivitas

vertikalisan kiterjedt, thalamo-cortikalis ingeriileti korok irdnyéaba torténd terjedését.

A fentiek alapjan lathatd, hogy a II mGluR-ok altal kozvetitett antikonvilzio tobb
szinten érvényesiilo, kiilonb6z6é mechanizmusok, és esetleg eltérd érzékenységli 11 mGluR
altipusok altal medialt hatas.

A szinaptikus depressziot, illetve ennek ereddjeként tapasztalhatdo gorcsgatlast
legvalésziniibben a preszinaptikus II mGluR-ok medidlhatjdk a glutamattranszmitter
felszabadulas gatlasa révén. A preszinaptikus II mGluR-on hatdé 1S,3R-ACPD hatédséara
csokkent glutamatfelszabadulast mutattak ki kindled epilepszids allatok amygdaldjaban
(Suzuki et al. 1996). Trans-ACPD hatasara szintén detektaltdk a preszinaptikus
glutamatfelszabadulds csokkenését patkany basolateralis amygdaldban (Rainnie 1992). A

preszinaptikus Il mGIuR-ok fesziiltség-fiiggd Ca®*-csatorndk blokkolasdval mérséklik az

crer

crer

aktivalasahoz Ca®'-fiiggd kinazok altal katalizalt foszforilacié sziikséges. Csokkené Ca?*-
szint kovetkeztében a vezikuldk exocitazisa is mérséklddik (Swartz, Bean 1992; Anwyl 1999,
Choi, Lovinger 1996; Conn, Pin 1997). A glutamat redukalt koncentracidja a szinaptikus
résben a serkentd ingeriilettovabbitds hatékonysaganak csokkenését eredményezi. DCG-IV
hataséara a fesziiltség-fiiggd Ca?*-aram csokkenését detektaltak (Klapstein, Colmers 1992), és
trans-ACPD-vel kivéltott 1l mGluR-aktivaciot kdvetden a csdkkend Ca?*-szintet is kimutattak
CA1 piramissejtek axonterminalisaiban (Ikeda, Lovinger 1995; Thomsen et al. 1996).

A Il mGluR-ok a preszinaptikus K*-csatorndk aktivalasaval szintén a
glutamatfelszabadulas csokkenését eredményezhetik (Cochilla, Alford 1998; Anwyl 1999). In
vitro a II mGIuR agonista hatasara indukaloddo K*-aram csokkentette az axonterminal
depolarizacidjat, melynek  kovetkeztében  mérséklédott a  Ca®*-influx  és  a
transzmitterfelszabadulas.

A 1l mGIuR-ok a posztszinaptikus membran Ca?*-csatorndinak gatlasan keresztiil is
csokkenthetik a serkentd folyamatok hatdkonysagat. Kisagyi granularis sejteken kimutattak,
hogy a Il mGIuR-ok G-fehérjém keresztiil gatoljak az L- és N-tipusti Ca?*-aramot. Mivel az
N-tipusti Ca®*-csatorndk gatldsit gyors, néhany secundum alatt kifejlédd hatasként észlelték,
addig az L-tipusi Ca?*-aram esetében a gatlas joval késobb, 4-5 percen beliil volt
tapasztalhatd, ami az adenilat-ciklaz — cAMP kaszkad. Vagy egyéb diffuzibilis intracellularis
masodlagos hirvivé molekuldk részvételére utal (Chavis et al. 1995). A kiilonféle

posztszinaptikus K*-csatorndk konduktancidjanak novelésével és az igy kialakuld
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hiperpolarizacioval ugyancsak direkt gatlo hatast kozvetithetnek a II mGluR-ok (Rainnie,

Kolmes 1994). Basolateralis amygdalan K'-konduktancia novekedést és membran
hiperpolarizaciot detektaltak trans-ACPD hataséara (Rainnie 1994).

I és II mGluR antagonista (MCPG) jelentésen csokkenti a picrotoxin-indukalta
epileptiform borsztok frekvencidjat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az epileptikus
borszaktivitas soran elegendd glutamat szabadul fel ahhoz, hogy a mGluR-ok miikodésbe
1épjenek, és befolyasoljak, szabalyozzak a szinkronizalt kisiilések frekvencidjat (Merlin et al.
1995). Il mGIuR agonista (4CPG) és I mGIuR antagonista (4C3HPG) kombinalt
alkalmazaséaval lehetett elkiiloniteni, hogy a borsztfrekvencia modulalasdban melyik mGluR
csoport, az I vagy a Il vesz rész dominansan. Kideriilt, hogy ezek egyiittes jelenlétében
novekedett a kisiilések frekvencidja, amibdl megallapithato volt, hogy elsésorban a fokozottan
miikodo II mGluR-ok vesznek részt az interiktalis borsztok frekvencidjanak novelésében
(Merlin et al. 1995). Ez alapjan valoszinisitik, hogy a szinaptikusan aktivalodo, illetve
agonista jelenlétében hiperaktivva valé II mGluR-ok az interiktéalis spike-ok frekvenciajanak
fokozéasaval kozvetitenek hatékony antikonvilziv hatést.

Mesencephalon szdvetpreparatumon kimutattak, hogy a mGluR-ok koziik azok,
melyek gatoljak az adenilat-ciklaz-CAMP rendszert, negativan modulaljak az NMDA
receptorok aktivitasat, és az NMDA receptorok hiperaktivacidjaval kialakulo sejtpusztulds,
véve nem zarhato ki az az elképzelés sem, hogy a posztszinaptikus Il mGIluR-ok, az NMDA
receptorok funkcidjanak negativ modulélasaval kozvetitik a szinaptikus gatld, anikonvulziv
hatasukat. Osszefoglaléan, a pre- és posztszinaptikus II mGluR-ok 4ltal kiilonbozd
mechanizmussal medidlt komplex szinaptikus depresszid hatékonyan gatolhatja az
epileptogenezis kiilonb6zd folyamatait, igy a rohamindukcids, neuronalis hiperszinkronizaciot
¢és epileptikus aktivitdst fenntartd, valamint gorcspotencidlok agykégi terjedéséért felelds
neuronalis folyamatokat egyarant.

Mivel a preszinaptikusan lokalizalt Il mGluR-ok a transzmitterfelszabadulas gatlasaval
nemcsak a serkentd, hanem a gatldé neurondlis ingeriiletatadast is szabalyozzak, igy
elképzelhetd, hogy az 1S,3R-ACPD-elokezeléses kisérleteinkben az I mGluR-ok neuronalis
excitabilitast fokozo hatasa mellett, a II mGluR-ok kozvetitette GABA felszabadulas
blokkolasa is hozzajarulhatott az epileptikus folyamatok felerdsodéséhez. Ezt a felvetést
masok megfigyelései is alatamasztjak, hiszen neocortexben, striatumban és hippokampuszban
leirtdk, hogy a preszinaptikus II mGluR aktivicido szupresszalva a GABAerg axon
terminalisokb6l az inhibitoros transzmitterfelszabadulast, ami a gatld  kontroll

hatékonysaganak csokkenését, kovetkezésképpen a serkentdé ingeriileti folyamatok
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féktelenedését vonta maga utan (Burke, Hablitz 1994; Stefani et al. 1994; Desai et al.

1994; Liu et al. 1993).

A fentiekben lathattuk, hogy az idegrendszer szinapsziasiban eléforduld, kiilonbozd
pre- és posztszinatpikus mGluR-ok aktivacidja szinaptikus, membran-, illetve intracellularis
szinten, sokrétli hatdsmechanizmus kozvetitésével szabalyozhatjak az idegi ingeriiletatadast.
Ez a széles korii funkcid és hatdsmechanizmus lehetéeséget teremt arra, hogy a mGluR-ok
sokféle élettani folyamatot szabalyozzanak, és magukban hordozzidk nagy szelektivitasi
terapids készitmények Kkifejlesztésénak lehetdségét, melyekkel bizonyos kdzponti
idegrendszeri folyamatok befolyasolhatok, valamint neuroldgiai €s pszichiatriai betegségek
kezelhetok lehetnek. Szédmos kisérleti megfigyelés alapjan a mGluR-ok funkciojanak
befolyasolasaval neurodegenerativ betegségek, memoriazavarok (pl. Alzheimer-kor), motoros
rendszeri megbetegedések (cerebellaris ataxia, Huntngton-kor, Parkinson-kor) gyogyitasaban
nagy eldrelépes varhatd. A mi eredményeink alapjan is alatdmaszthatjuk, hogy az I mGluR-
okat antagonizalo, illetve a II mGluR-okat agonizald készitmények a jovobeli

antiepileptikum-kutatas igéretes célpontjai lehetnek

5.3.6. A wavelet-transzformacioé alkalmazasanak pozitivumai

Az epileptikus aktivitis ECoG-os mintazatanak analizise a wavelet-transzformacioval
az epileptikus rohamok soran lezajlé dinamikai valtozasok 0j részleteit mutatta meg. Ez a
modszer kiilondsen alkalmasnak bizonyult a frekvencia spektrumban megjelend lassu
valtozasok vizsgalatara. A modszer alkalmazasaval a 4-AP-vel kivaltott rohamok ECoG-jaban
jellegzetes dinamikai szerkezetet, frekvencia-, amplitudo, és mintazatbeli tagolodast talaltunk,
melynek tipikus eleme a rohamok elsé szakaszaban az alapfrekvencia gyors és egyenletes
csOkkenése. Az iktélis periodusok magas frekvencidju szakaszait feltételezhetden az agykérgi
gorcsaktivitds uralja, mig a harmadik szakasz 3 Hz-es tipikus lasst frekvencidja thalamo-
kortikalis eredetre utal. A 7 Hz-nél megjelené amplitidd novekedés és az utana hosszan
fennmarado alland6o alapfrekvencia rezonancia jelenség eredménye lehet, amely egy
epilepsziassa valo sajatfrekvenciaju neuralis kor produktuma. A wavelet-transzformacioval is
megallapitottuk, hogy az 1S,3R-ACPD-elékezelés noveli a 4-8 Hz-es alap agykérgi aktivitas
relativ intenzitasat, tovabbd a 4-AP-vel indukélt roham jellegzetes dinamikai struktarajat
megtartva fokozza a gorcsaktivitast, mely a gércspotencialok hosszan elnyuld ismétlddésében

¢és amplitudojuk novekedésében nyilvanult meg.
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A wavelet-transzformacioval végzett elemzés bar finomitotta korabbi

eredményeinket, megerdsitett benniinket abban, hogy a hagyomanyos modszerrel végzett
spektrumanalizissel kapott adatok is helytalldak, nem vezetnek téves kovetkeztetésre.
Ugyanakkor érdemesnek tartjuk a jovében a pontosabb, precizebb adatfeldolgozas érdekében

a wavelet-transzformacio rutinszerti alkalmazasanak bevezetését is.



132
5.4. Endogén mechanizmusok hatdsa az ingeriileti folyamatokra és az epileptogenitasra

Kisérleteink soran arra is valaszt kerestiink, hogyan valtozik az agykérgi serkentd €s
gatld folyamatok fizioldgiai egyensulya, ¢s miként modosul az idegrendszer agykérgi
epileptikus aktivitdsa, ha nem a receptorok miikddésére hatunk, hanem olyan endogén intra-,
vagy extracellularis anyagcserefolyamatokat befolyasolunk, mint pl. transzmitterek szintézise,
lebontésa, receptor-aktivaciot szabalyozd mechanizmus.

Ezért valasztottunk egy komplex biokémiai hatdssal rendelkezd anyagot, az AOAA-at
¢s megvizsgaltuk kiilonb6z6é koncentracidinak hatasat az agykéreg fiziologias tevékenységére
¢s az emlOs idegrendszer epileptigenezisére 4-AP gorcsmodellben, in vivo, altatott patkdnyon.

Megallapitottuk, hogy az AOAA nem idéz el6 jelentds valtozasokat az alap EcoG-ban,
¢s nem provokal spontan paroxysmalis kistiléseket. Tovabba, megallapitottuk, hogy az
AOAA hatadsa az agykéreg szomatoszenzoros kivaltott valaszara ¢és a 4-AP-el indukalt
epileptikus tevékenységre fiigg a koncentraciojatol.

Alacsony koncentracioban (uM-os tartomdny) noveli az ingerléssel kivaltott
szomatoszenzoros valaszt és a 4-AP epilepszia modellben prokonvulziv hatéssal rendelkezik;
fokozza az epileptikus tevékenység megnyilvanuldsat és serkenti a goércspotencidlok
ipszilateralis terjedését az agykéregben. Az AOAA magas koncentracidban (mM-M-0S
tartomanyban) ellentétes hatast fejt ki az agykéreg fiziologids és abnormalis folyamataira;
gatolja mind a kivaltott potencial indukdlodasat, mind az epileptikus tevékenység
kialakulésat, fenntartasat és terjedését az emlds agykéregben. Az AOAA gatld, antikonvulziv
hatdsa az 1d6 fiiggvényében fokozodott, ugyanakkor reverzibilis volt.

Az AOAA egy altalanos transzaminaz-inhibitor szamos piridoxal-foszfat-fliggd enzim
igy a GABA-szintézisért felelés GAD, a GABA lebontasat végz6 GABA-T, a kinurénsavat
szintetizalo kinurenin-transzaminaz, aszpartat-aminotranszferaz funkciojat gatolja (Turski et
al. 1991, 1992; Urbanska et al. 1991; Collins, Metha, 1978; Loscher, Horstermann 1994;
Loscher et al. 1989; Wood et al. 1979; 1980; Foster et al. 1984; Minatogawa et al. 1974;
Speciale et al. 1990). Az AOAA epileptogenezisre gyakorolt hatasat szamos in vitro, és in
vivo epilepszia modellen tanulményoztdk (DeVanzo et al. 1964; Eid et al. 1999; McMaster et
al. 1991; Turski et al. 1991, 1992; Collins, Metha 1978; Fukao et al. 1998; Kozlowski 1988;
Le Gall La Salle 1980; Loscher 1986; Loscher, Horstermann 1994). Ezekben a modellekben
az AOAA-t eltér6 koncentracioban, in vivo modellek esetén kiilonb6z6 adminisztracios
technikakkal alkalmaztak (ip., sc., ic.). Néhany kisérlet arrdl szamolt be, hogy az AOAA
antikonvulziv hatast, ugyanakkor mas adat azt igazolta, hogy excitotoxikus €s gorcskeltd

hatassal bir.
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Kimutattak, hogy az AOAA szisztdmasan, vagy az agy kiilonb6zd teriileteire

injektalva (agykamrak, medialis entorhinalis kéreg, stridtum, hippocampus) éber vagy altatott
allatban in vivo, kiilonb6z6 tipust epilepszias gorcstevékenység, akut vagy kronikus gorcsos
allapot kialakuldsdhoz vezet (DeVanzo et al. 1964; Eid at al. 1999; McMaster et al. 1991;
Scharfman et al. 1998; Turski et al. 1991, 1992; Vécsei és Beal 1992). Eber allat
hippcampusaba injektalt AOAA limbikus epileptikus tevékenységet ¢s EEG-abnormalitasokat
indukal (McMaster et al. 1991). Masfeldl az is ismertté¢ valt, hogy az AOAA in vitro
koriilmények kozott fokozza a piramis sejtek spontan tiizelési aktivitasat, epileptiform
kistiléseket indukal, valamint nagymértékii sejtpusztuldst és 1€zidt idéz eld az entorhinnalis
cortex ¢és a hippocampus teriiletén (Scharfman 1996; Scharfman et al. 1998; Du et al. 1998;
Eid et al. 1999; McMaster et al. 1991). Kimutattak, hogy az AOAA-al indukalt gércsok és
neurondlis 1éziok kialakuldsa megakadalyozhaté volt NMDA-receptor antagonistakkal (AP7,
CPP) (Turski et al. 1991; Urbanska et al. 1991; McMaster et al. 1991). Ezek a megfigyelések
feltételezik, hogy a glutamdterg neurotranszmisszio, ezen beliil is preferdltan az NMDA-
receptorok kozvetett mddon szerepet jatszanak az AOAA excitotoxikus és prokonvilziv
hatasdban (McMaster et al. 1991; Turski et al. 1991; Urbanska et al. 1991). Kisérleti
megfigyelésekbdl megallapithatd, hogy az AOAA egy indirekt excitotxin, mivel a sejtek
hiperexcitabilitasat, kivaltott valaszait, illetve a neurodegenerativ folyamatokat, neuronalis
1€zi6t nem az NMDA-receptorok kozvetlen befolydsoldsa révén eredményezi, hanem szdmos
piridoxal-foszfat-fiiggd enzim gatlasan keresztiil, indirekt modon (Du et al. 1998; Scharfman
et al. 1998).

Leirtak, hogy az AOAA csokkenti az extracellularis kinurénsav (KYNA)
(Foster et al. 1984; Minatogawa et al. 1974; Speciale et al. 1990; Thomson et al. 1988;
Urbanska et al. 1991). A kinurénsav az egyetlen ismert endogén NMDA -receptor antagonista,
amely a receptor glicin modulacios helyére bekotddve negativan szabalyozza a receptor
miikddését, ezaltal neuroprotektiv és antikonvulziv hatassal rendelkezik, melyet kisérletesen
is igazoltak (Foster et al. 1984: Thomson et al. 1988). Az AOAA hatasara kialakulo
kinurénsav szintézis inhibicioja és ennek kovetkezményeként a kontrolalatlan NMDA-
receptorok fokozott miikddése lehet a felelds az AOAA neurotoxicitdsanak és prokonvulziv
hatasanak (Minatogawa et al. 1974; Urbanska et al. 1991; McMaster et al. 1991; Turski et al.
1991). Wood et al. (1979) megfigyelték, hogy az AOAA 10-100uM-0s
koncentraciotartomanyban a GABA-szintetizdld6 enzim (GAD) blokkoldsan keresztiil
szignifikdnsan csokkenti a szinaptoszomalis GABA mennyiségét az idegsejtek

termindlisaiban. Azt is kimutattdk, hogy az AOAA konvulziv hatdsa, amelyhez a redukalt
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GABA-szint kozvetitette elégtelen agykérgi gatlas is hozzajarulhat, egyenesen aranyos a

GABA szint csokkenésével. Redukalt GAD-aktivitast masok is tapasztaltik az AOAA-okozta
gorcstevékenység alatt (Urbanska et al. 1991).

Az AOAA-10l azt is tudjuk, hogy blokkolja a mitokondrialis malét-aszpartat shunt-6t,
ezaltal az intracellularis energia metabolizmust karositja, melynek kovetkeztében az ATP
depletalodik (Vécsei, Beal 1992). Az energia deplécio a neuronok depolarizacidjahoz vezet,
amely kioldja az NMDA-receptorok fesziiltség-fiiggé Mg?*-blokadjat és perzisztens receptor
aktivaciot eredményez (Vécsei, Beal 1992).

Masok altal dokumentalt biokémiai ¢és elektrofiziologiai eredmények alapjan

feltételezziik, hogy a 4-AP gorcsmodellben az AOAA az éltalunk hasznalt alacsony
koncentraciokban (uM) gatolja a kinurenin-transzaminazt és a GABA-szintetizald enzim
miikodését, s ennek kovetkeztében az NMDA -receptorok tilzott, kontrolalatlan aktivitasa €s a
redukalt GABA-szint eredményezi az idegsejtek ingerlékenységének fokozodasat,
hiperszinkronitasat, amely a megndvekedett szomatoszenzoros kivaltott valaszokban és a
fokozottabb gorcskészségben nyilvanul meg. Emellett, az AOAA energia-haztartasra kifejtett
masodlagos hatdsa is hozzdjarulhat az AOAA, Kkisérleteinkben tapasztalt serkentd,
prokonvulziv hatasahoz.
AP-indukalta epileptiform kistilések ipszilaterdlis terjedése facilitadlodott, mikozben a
paroxysmalis tevékenység kontralateralis propagacidja gatolt volt. Ennek az lehet az oka,
hogy a gorcspotencidlok intra-hemiszférikus €s inter-hemiszférikus terjedését kiilonbozo
ingeriileti korok aktivaloddsa eredményezi. Feltételezhetd, hogy az azonos oldali
hemiszfériumon beliill a cortico-corticalis ingeriiletdtadast domindnsan NMDA-receptor
kozvetitik (Hicks és Conti 1996), melyek az epileptiform kistilések terjedésében nagy szerepet
jatszhatnak. Elképzelhetd, hogy ezek az intrakortikalis szinapszisok, illetve az ezeket
triggerel6 NMDA-medidlta szinaptikus bementek az AOAA jelenlétében tartdsan
aktivalodnak, és az epileptikus tevékenység permanens megnyilvanuldsat, valamint a
gorcspotencialok nagyaranyt, azonos oldali terjedését eredményezik.

Az 1s elképzelhetd, hogy specifikusan azok a piramis sejtek, melyek axon
kollateralisaikat a corpus callosumon keresztiil az ellenoldali féltekébe vetitik, fokozott gatlas
ala keriilnek azon gatlo sejtek feldl, melyek szinaptikus ingerld bemenetét NMDA receptorok
kozvetitik. Igy az AOAA hatisira a gitlo interneuronok NMDA receptorain keresztiil
érvényre jutd fokozottabb ingerlés egy intenzivebb gatld kimenetet biztosit a calloséalisan
vetité piramis sejtekre, amely megakadalyozza az epileptikus kisiilések ellenoldalra torténd

terjedését. Ezt a hipotézist alatdmasztja az a megfigyelés, amely szerint a GABAerg
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interneuronok képesek az altaluk innervalt célsejteket funkcionalis szempontbol

elkiiloniteni (Gupta et al. 2000).
Ha feltételezziik, hogy ezen gatld sejtek fokozott inhibitoros kimenete olyan
GABAerg interneuronokon végzddik, melyek feladata a Pf-bdl az abnormalis hiperszinkron

ingeriileti tevékenység terjedésének megakadalyozasa, egy fokusz korili gatlo gylri

crer

crer

Erdekes médon, a uM-os AOAA hatisara kialakuld, azonos oldalon facilitat
epileptikus tevékenység ellenére, az epileptiform kisiilések amplitidoja szignifikdnsan kisebb
volt. Mivel a generdlodd gorcspotencidlok amplitiddja ardnyos az egy idoben aktivalodo
idegsejtek szamaval, elképzelhetd, hogy az axonjukat contralaterdlis oldalra projektalo
piramis sejtek szelektiv inhibicidja redukélja a szinkron, egyszerre tiizeld sejtek szamat,

amely az epileptiform kisiilések kis amplituddjat eredményezi.

Kisérleteinkben az AOAA mM-M-os koncentracidbanr gy tlint, gatolta az idegsejtek
aktivitdst ¢és szinkronitdsat, valamint az epileptikus tevékenység expresszidjat. A
szakirodalombol ismeretes, hogy az AOAA antikonvulziv hatasat masok is megfigyelték.
Kindling epilepszia modellen kimutattak, hogy az AOAA intraperiotedlisan injektalva 3-4
oraval az amygdala elektromos ingerlést megel6z6en késlelteti a rohamindukciot, mérsékli a
kindled gorcsok generalizaciojat ¢és bizonyos esetekben teljesen blokkolja a
rohamtevékenység kialakulasat (Le Gall La Salle 1980). Szamos kemikalidval (metrazol,
strichnin, kobalt) kivaltott epilepszia modellen, elektrosokkal eldidézett epilepszidkban és
genetikai eredetli epilepszia modelleken is leirtdk, hogy az AOAA antikonvulziv hatassal
rendelkezik (Kozlowski 1988; Kuriyama 1966; Loscher 1986; Loscher €s Horsterman 1994).
A penicillinnel kivaltott fokalis epilepszia modellen megfigyelték, hogy az AOAA
antikonvulziv hatésa fiigg az 1d6tdl, és mas kiilonbozo epilepszia modelleken az antikonvilziv
hatas koncentracio-fiiggését is leirtak (Collins és Metha 1978; Fukao at al. 1998; Le Gall La
Salle 1980).

Az AOAA a GABA lcbontasaért felelés GABA-transzamindz (GABA-T)
blokkolasaval az intracellularis GABA-szint szignifikdns emelkedéséhez vezet kiilonbozd
agyi régioban (Collins €és Metha 1978; Loscher et al. 1991; Loscher és Horsterman 1994;
Wood et al. 1979). Collins és Metha (1978) az AOAA injektalést (i.p.) kovetden kb. 11-szeres
GABA-szint novekedést detektaltak az agykéregben és nagyfoku goércsgatlast tapasztaltak.
Loscher és mts-1 (1991) azt is leirtdk, hogy az AOAA amellett, hogy blokkolta a GABA-
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degradald enzimet, nem befolyasolta a GABA-szintézist, mivel nem csokkentette a

GABA-szintetizald6 (GAD) enzim mukodését. Tehat az AOAA inhibitoros, antikonvulziv
hatasa nem a fokozodd GABA-szintézisnek koszonhetd, hanem a GABA-lebontas
inhibici6jabol adoddé GABA-akkumulacionak. Wood és mts-i (1980) azt is kimutattak, hogy a
szinaptomalis GABA-szint emelkedés, amely a GABA-T blokkolasdnak eredménye,
egyenesen aranyos az AOAA antikonvulziv hatdsaval. Ezen kiviil azt is leirtdk, hogy in vitro
az AOAA nagy koncentracioban (mM) ¢és hosszan tartd jelenlétében facilitdlja a GABA
felszabadulasa az axonterminalisbol, és gatolja a GABA visszavételét az idegsejtbe, ezaltal
fokozza a GABA-szintet a szinaptikus résben (Orrego és Miranda 1976; Snodgrass és Iverson
1973). Ugyanakkor az AOAA uM-os tartomanyban nem befolyasolja a gatlo transzmitter
kitiriilését a sejtbdl (Pin és Bockaert 1989).

Mindezek a megfigyelések alapjan feltételezziik, hogy sajat kisérleteinkben az AOAA,
az altalunk haszndlt nagy koncentraciokban (mM-M) megndveli az intra- és extracellularis
GABA-szintet dontéen a GABA-lebontds gatlasan keresztiil, valamint masodlagosan a
GABA-felszabadulas és visszavétel befolyasoldsa révén. A szinaptikus résben ily médon
felhalmozddo GABA egy hatékony kortikalis gatlast kozvetithet, amely megmagyarazhatja a
redukalt kivaltott valaszok kialakuldsat és a 4-AP-indukalta epileptikus tevékenység részleges
vagy teljes inhibiciojat.
fiiggvényében egyre er6sodott, s kb. két ora kezelést kovetden fejlodott ki a leghatékonyabb
inhibici6. Feltehetden ez id6 alatt az AOAA hatasara a GABA mennyisége a kéregben ¢€s az
altala medialt neuronalis gatlas fokozatosan emelkedett, s egy kritikus szintet elérve, az
epileptikus tevékenység indukcioja teljes gatlas ala kertilt.

Habar, az irodalom alapjan tudjuk, hogy az AOAA bizonyos koncentracidban
neurodegeneraciot, neurondlis 1€ziot idéz eld (Du et al. 1998; Eid et al. 1999; Urbanska et al.
1991), s természetesen az AOAA-okozta sejtpusztulds lehetdsége a mi kisérleteinkben sem
nagyfoku gatlas kiterjedt sejtelhalas eredménye lenne. Az a megfigyelés, hogy (1) az AOAA
az el6kezelés alatt nem okozott abnormalitasokat az alap ECoG-ban, (2) az elékezelés utan 4-
AP jelenlétében a szomtaoszenzoros kivaltott valasz ismét megjelent, jellegzetes csucsainak
amplitadoja kozelitette azokat az értékeket, melyet a 4-AP egyediili hatasa alatt észleltiink, (3)
¢és a gorcs-gatlo hatas reverzibilitdsa egylittesen arra utal, hogy az agykéreg a kezelés helyén
nem sériilt szamottevéen. Osszegezve, a detektdlt antikonvillziv hatis nem szdveti
degeneracio, hanem valdban funkcionalis inhibici6 eredménye. Ezen kiviil, a sejtpusztulasnak

nem feltétleniil kovetkezménye a redukélt neurondlis aktivitds. Az irodalomban jol
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demonstralt, hogy a human temporalis lebeny epilepszia egyik jellegzetes szoveti,

morfologiai bélyege a hippocampalis sclerosis, a hippocampus piramis sejtjeinek nagyfoka
pusztuldsa (Buzsdki és Traub 1997; Wuarin 1996). Ugyanakkor az erdsen degeneralt
hippocampus rendkiviil epileptiogén, massziv hiperszinkron epileptikus aktivitas indukcidjara
képes (Bruton 1988; Wuarin 1996).

4-AP hatasara a szomatoszenzoros kivaltott valasz jellegzetes modon atrendezddik, a
negativ komponens amplitadoja szignifikansan megnd. Feltehetden a 4-AP bediffundalva a
kéreg felszini rétegeibe, ahol a sejtmembran repolariziciojaban fontos szerepet jatszo K-
dram blokkolasaval, vagy a Ca®"-konduktancia ndvelésével vagy a glutamatfelszabadulas
fokozasaval jelentdsen noveli a felszinhez kozeli sejtek excitabilitasat. A nagy szamu idegse;jt
egyidejii fokozott aktivitasa, illetve annak kovetkeztében kialakulod helyi, valds negativitas
tiikkr6z6dik a meredek, negativ csucs megjelenésében.

Az AOAA uM-os koncentracioban az NMDA-receptorok aktivacidjanak indirekt
novelésével feltehtden potencirozza a sejtek excitabilitasat, a 4-AP jelenlétében pedig hatasa
hozzaadddik a 4-AP—altal el6 idézett fokozott szinaptikus excitacidhoz.
keresztiil jelentds mértékben szupresszalja az ingeriiletattevodést intakt kéregben. Az AOAA
nagy koncentraciéban a 4-AP jelenlétében, az ingerlésre adott valasz indukcidjaban szerepet
jatszd  atszervezddd, plasztikus szinaptikus valtozdsokra hatédstalan, ugyanakkor az
epileptiform kistilések kialakuldsat tovabbra is hatékonyan gétolja. Ez a megfigyelés arra
enged kovetkeztetni, hogy a kivaltott potencidlok feltehetéleg mas mechanizmus utjan

keletkeznek, mint az epileptikus gércspotencialok.

Az idegrendszert az ingerld és gatld folyamatok rendkiviil érzékeny, szabalyozott
fiziologiai egyensulya jellemzi. Az egyensuly fenntartasdhoz ¢és kontrollalasdhoz
nagymértékben hozzajarulnak az intra- és extracellularis anyagcsere folyamatok (Buzsaki,
Traub 1997). Ha az enzimatikus folyamtokban valtozasok kovetkeznek be, jelentdsen
modosulhatnak a sejt- és halozat szintii excitatoros és inhibitoros mechanizmusok. Epilepszias
koriilmények kozott az agykéreg szinaptikus kapcsolatai atszervezddnek, a receptorok szama,
funkcidja megvaltozik, a sejten beliili ¢és sejten kiviili anyagcsere folyamatok is a
fiziologiastol eltérd modon vagy eltérd intenzitdssal zajlanak. Ezek a plasztikus valtozasok
egyiittesen hozzajarulnak az epilepszias tevékenység kialakuldsahoz, expresszidjahoz.

Az AOAA nem-specifikus, széles hatasspektrumu, ebbdl kovetkezden befolyasolja a
sejtek anyagcsere folyamatait, neurotranszmitterek szintézisét, felszabaduldsat, a sejtek

energia-haztartasat. Az AOAA-al végzett kisérletek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy
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fiziologias ¢és epilepszias kornyezetben az idegi ingeriileti és gatldo folyamatokban nemcsak

a receptorok transzmitterekkel torténd aktivaldsa vagy inaktivaldsa jatszik alapvetd szerepet,
hanem az idegsejtek metabolikus folyamatali, transzmitterek és egyéb-, a receptorok muiikodést
szabalyozé neuromodulédtorok szintézise, lebontasa is hozzéjarul az intakt vagy epilepszids

idegrendszer komplex miikodéséhez.
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5.5. Fejlodo idegrendszer ingerlékenységének és gorcskészsegenek vizsgalata

Kisérleteinkben megvizsgaltuk in vivo, 4-AP gércsmodellben, a fejlodé idegrendszer
agykérgi alap elektromos tevékenységének és gorcskészségének valtozasat a sziiletéstol
kezdve a felndtt kor eléréséig.

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az allatok fejlédésével parhuzamosan az
agykérgi alap elektromos tevékenységében ¢és 4-AP jelenlétében indukaldédo epilepszias
jelenségekben sajatos progressziv valtozas figyelhetd meg. Az alap ECoG-re jellemzd
kezdetben primitiv, szinuszoid hullamtevékenység fokozatosan tagolddik és 15 napos korra
mar a felndtt allatokra jellemzd valtozatos frekvenciaju és amplitidoji potencialokbol
felépiild, szabalytalan mintdzatta fejlodik. A 4-AP-nel indukéat epileptikus aktivitas alapjan
megallapithatd, hogy a fejlodd idegrendszer gorcskészsége 16-17 napos korban atmenetileg
szignifikansan nagyobb, mint felndtt korban, amely egy generalizalt, valtozatos frekvenciju és
amplitadoju gorcspotencidlokbdl allo epileptikus tevékenységben expresszalodik. Felndtt
korra az idegrendszer epileptogenitasa mérséklddik, a korbban generalizalt epileptikius
aktivitas a két fokusz teriiletére lokalizalodik.

Annak ellenére, hogy patkdny neocortexben az idegsejtek tobbsége mar megvan a
szliletés pillanatdban, a sejtek migracioja, fizioldgiai, biokémiai differencidlodasa, uj
dendritek, szinaptikus kapcsolatok képzddése tovabb zajlik a posztnatalis ¢let els6 honapjaban
(Vilagi et al. 1990). A szakirodalom alapjan ismert, hogy a fejlddé idegrendszer
hiperszinkronitasra, hiperaktivitasra valo készségét részben a glutamaterg receptorok felnott
allapottol nagymértékben eltérd neurobiologiai tulajdonsagai eredményezeik. A glutamaterg
rendszer érése, és a szinaptikus kapcsolatok folyamatos kiépiilése tiikrozddhet a fejlodo
allatokban az alap ECoG-ban ¢és az epileptikus aktivitdsban tapasztalt progressziv
valtozasokért

Az 1onotrop és metabotrdp glutamaterg rendszer fokozottabb aktivitdsa a posztnatalis
¢let korai szakaszdban az egyik legfontosabb tényezd az epileptikus mechanizmusok
kifejléddésében (Tremblay et al., 1988; McDonald et al., 1990). Mivel a posztnatalis élet korai
szakaszaban (1) az NMDA-receptor ioncsatorna komplexen az ssz-ligang-kotd helyek szama
tobb, mint felnétt korban, (2) az NMDA ¢és glicin kotédésével a csatorna kdnnyebben és
gyorsabban nyilik, (3) az ioncsatornan beliili fesziiltség-fiiggd Mg?*-blokk kevésbé hatékony,
valamint (4) az NMDA-receptor medialta serkentd posztszinaptikus potencial elnyujtottabb
mint a felndtt agyban, ezek a tényezdk egyiittesen azt eredményezik, hogy az NMDA-
receptorok fokozottabb aktivitast mutatnak a posztnatalis élet korai szakaszaban (McDonald
¢s Johnston, 1990, Burgard és Habitz, 1993). A mGluR-ok felnétt szinthez képest fokozottabb
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expreszojat is kimutattak a posztnatélis élet korai szakaszédban (Casabona et al. 1997). In

situ hibridizacioval tanulmanyozva a mGIluR1-5 mRNS expressziéjat a posztnatalis
fejlodésben, azt tapasztaltdk, hogy a mGluR-ok expresszidja a sziiletéskor mért alacsony
értékherz képest folyamatosan novekszik a kor elérehaladtaval (Catania et al. 1994). Ezen
kiviil kéreg szeleten, az I cortikalis rétegben fokozottan funkciondlé mGluR1 receptorok
sikeriilet kimutatni (Martinez-Galan 2001).

Masok is kimutattak in vitro patkany kéreg szeleten, hogy 15-17 napos korban a Mg?*-
mentes médiumban generdl6do epileptikus aktivitds sokkal intenzivebb, mint felndtt korban
(Vilagi et al. 1990). Azt is kimutattdk, hogy az NMDA receptorok glutamattal és mas
agonistakkal szembeni affinitdsa a sziiletéstdl kezddédden folyamatosan nd, €s kiilonosen
érzékenyek a receptorok a 15-17 napos korban.

A 16-17 napos allatoknal latott fokozottabb goércskészség €s intenziv generalizalt
epileptikus aktivitds hatterében Ujonnan szervez6dd neuronhéalézatok korosan megvaltott
aktivcioja is allhat. A konvulzans jelenlétében bekdvetkezd szinaptikus atrendezddéssel olyan
ingeriileti korok aktivalodhatnak, melyekben keringd abnormalis aktivitas felerdsddhet.
Abnormalis szinaptikus reorganizaciot fejlodé allat hippocampuszaban ¢és limbikus
cortexében is detektaltak sériilést kovetden (Johnston, 1996). Azt is leirtak, hogy a thalamo-
cortikalis rostok a posztnatalis kor harmadik hetében alakitjak ki szinaptikus kapcsolataikat a
szomatoszenzoros kéreg teriiletén, melyek aktivalodasa kozremiikodhet az intenziv
gorcstevekenységben. Avanzini és mts-i fiatal patkdnyok kortikdlis neuronjain végzett
kisérleteiben, az idegsejtek intrinsic burst-016 képességét elészor a posztnatalis €let 16. napjan
tapasztaltdk (Avanzini et al. 1992). A sejtek burst-aktivitsanak megjelenése a 16-17 nap tajan
szintén hozzajarulhat, az ebben a korban detektalt fokozottabb agykérgi epileptikus
aktivitashoz.

RT-PCR technikaval végzett génexpresszidos vizsgalatainkban a mGIluR1 gén
expressziojat tanulmanyoztuk az idegrendszer agyi elektromos fejlédése €s gorcskészségének
szempontjabol kritikus idészakban, 10 napos kortdl 28 napos korig. Kivancsiak voltunk,
hogyan valtozik az mGIluR1 expresszids intenzitdsa az idegi fejlédés soran és valtozik e a
géntermékék mennyisége epilepszias koriilmények kozott. Mivel ezek a kisérletek kezdeti
stadiumban vannak, az agykérgébdl vett mintak még feldolgozas alatt alnak, és a statisztikai
értékelés sem fejez6dott még be, igy megfigyeléseink diszkuttalasaba nem bocséjtkozhatunk.
A kezdeti eredményeket figyelve az a benyomésunk, hogy a mGIluR1 gén miikodése intakt
agykéregben 10-13 napos korban joval kifejezettebb, és a kor elérehaladtaval csokken,
elképzelhetd, hogy ez az intenziv génmiitkodés a 10-13. nap tajékéan részt vesz a primitiv, de

kezdetleges neuronalis szinkronizaciot tiikr6z6 szinuszoid alap agykérgi aktivitasban. Mivel a
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16-17 napos korban, amikor az idegrendszer gorcskészsége fokozottabb ¢és 4-AP

jelenlétében intenzivebb gorcsaktivitds tapasztalhatdo, mint felndtt allatoknal, ugy tint a
mGIuR1 expresszidja nem tér el jelentésen az intakt kéregben mérhetd intenzitastol, ezért
feltételezhetd, hogy az fokozottabb epileptogenitast domindnsan nem a mGluR 1, hanem mas
transzmisszios rendszerek aktivitdsa és mas egyéb idegi mechanizmusok kozvetithetik. Ennek
kideritése laboratériumunkban folyo jelenlegi kutatas célja.

A glutamaterg receptorok neonatélis korban tapasztalhato fiziologiai sajatsagai mellett
a GABAerg receptorok altal kozvetitett gatld hatds kései megjelenése és a GABA korai
excitdtoros hatasa is hozzajarulhat a fiatal idegrendszer hiperszinkronitdsdhoz. Annak
ellenére, hogy a GABA a feln6tt idegrendszerben a legfobb gatld neurotranszmitter, az
embrionalis korban és a posztnatalis ¢let 1 hetében paradox moédon excitatoros hatast kozvetit
(Owens et al. 1996, Leinekugel et al. 1999). Kimutattdk, hogy a GABAerg szinapszisok a
glutamaterg szinaptikus kapcsolatok kialakuldsa el6tt megjelennek és funkciondlnak, s a
glutamat-medialta szinaptikus aramok csak az elsé nap végén detektalhatok eldszor (Ben-Avri
at al 1994). Megfigyelték, hogy a neonatalis CA3 piramis sejtekbdl elvezetett szinaptikus
aktiviast glutamaterg antagonistak nem befolyasoltak, mig a GABAAa antagonista bicucullin
hatékonyan gatolta a szinaptikus zajt (Hosokawa et al. 1994). A glutaméaterg receptorok koziil
kezdetben csak az NMDA-receptorok miikddnek, az AMPA-medialta szinaptikus valaszok
fokozatosan az elsd hét végére jelentkeznek. Ebben a korai iddszakban tehdt a ,,néma”
AMPA-receptorok helyett a GABAAa-receptorok gondoskodnak az NMDA-receptorok
miikodéséhez sziikséges depolarizacios hatasokrol (Leinekugel et al. 1999). Kisérletetsen
igazoltdk, hogy fiatal patkdnyokban a GABAAa-receptor agonista muscimol gorcskeltd
hatassal bir, mig felndtt allatokban antikonvulziv (Staley et al. 1995).

A felndtt agyban a GABA gatlo, inhibitoros hatdsanak oka, hogy a GABAA receptor-
ioncsatornan keresztiil az extracellularis térbdl az intracellularis tér irdnyaba torténd Cl-
aramléds hiperpolarizdlja a membran. A korai posztnatalis korban feltehetden a felndtt
allapottdl eltéré Cl-gradiens kovetkeztében kialakulo ellenkezd iranyd iondramlas
eredményezheti a membrandepolarizaciot, vagyis a serkentd hatast. Az ellentétes iranyu
ionaram feltétele a magasabb intracelluldris Cl™-koncentraci6 vagy a kiegyenlitetteb extra- €s
intracellularis Cl™-eloszlas. Ezt a megvaltozott CI-gradienst ujsziilott patkany hippocampusz
CA1 piramis sejtjeiben az altalunk kifejlesztett hisztokémiai modszerrel mi is kimutattuk.

A GABA serkentd hatasanak megértése, az epilepszia alapmechanizmusainak
tanulmanyozasa mind a klorid ionok szubcelluldris eloszlasdnak meghatarozasat igénylik,
melyre ma még nem 4all rendelkezére megfeleld modszer. A GABA excitatoros hatasdnak

megemelkedett intracellularis klorid koncentracioval valo Osszefliggésének vizsgalata direkt
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adatok hidnyaban olyan moddszer kidolgozasat tette sziikségessé, amely alkalmas

neuronalis strukturakban, kiilonb6z6 funkcionalis allapotokban a szoveti klorid eloszlasrol
informaciot szolgaltatni.

Az altalunk kifejlesztett és tesztelt hisztokémiai eljaras a szoveti klorid ionok fixalas
soran eziist ionokkal torténd kicsapasan alapul. Alkalmazéasaval 0jsziilott és feln6tt patkany
hippokampusz szdveti klorid eloszlasa AgCl csapadékszemcesék formajaban torténd
kicsapassal  fagyasztisos- ¢és  glutaraldehides  fixaldssal egyarant  kimutathato.
Elektonspektroszkopiai analizissel igazoltuk, hogy a szemcsék kizarolag Ag'-t és CI-t
tartalmaznak, valamint a kétdimenzids elem eloszlasi vizsgélattal kimutattuk, hogy ezek az
elemek csak a szemcsékben fordulnak eld. Igy a szemcsék eloszlasa egyértelmiien
megfeleltethetd a klorid szoveti eléfordulasaval.

Mindkét fixaldsos modszer alkalmazhatésaga a szelet vastagsaganak fliggvényében
limitalt, az eziist rossz penetracidja miatt csak a felszin kozeli szlik tartomanyra (20-70 um)
lokalizalodik. A glutiraldehides fixalassal jobb szoveti megorzottséget kapunk, mint
fagyasztva helyettesitéses fixaldssal, ugyanakkor a klorid csapadék formdjdban torténd
rogzitése az utobbi metodikaval hatékonyabb.

Klorid eloszlasbeli kiilonbséget sikeriilt kimutatni az ujsziilott és felnétt hippokampusz
CAL1 piramis sejtjeiben. Ujsziilott patkany hippokampuszban a sotét szemcsék eloszlasa
tobbnyire homogén, intra- és extracellularis eléfordulasuk mértéke kozel egyenld, ami arra
utal, hogy a klorid koncentraci6 is kiegyenlitettebb. Ugyanakkor felnétt patkdnyok esetében
ezzel ellentétben a szemcsék extracellularis akkumulédcidja tapasztalhat6, amibdl arra
kovetkeztethetlink, hogy az extracellularis klorid koncentracié joval nagyobb, mint az
intracellularis.

A felnétt hippokampusz CAl piramis sejtjeiben epilepszias koriilmények kozott a
normal, fiziologiai allapothoz képest intenziv klorid ion akkumulacidt tapasztaltunk. Ez
alapjan feltételezhetd, hogy az epiletiform tevékenység soran a normal transzmembran klorid
eloszlas megvaltozik, a sejtek klorid tartalma ndvekszik, ami a GABA gatlo hatisanak
elvesztését, sot, a gatlo hatds serkentébe fordulasat eredményezheti. Mivel kisérleteink még
csak kisérleti fazisban vannak és kicsi ismétlésszammal lettek rerodukalva a jelenség tovabbi
diszkusszidjaba még nem bocsatkozunk.

Belatjuk, hogy a mddszeriink teljesitoképessége ezen a szinten nem til magas, ezért
els@sorban a jobb szdveti megdrzottség érdekében tovabbfejlesztése mindenképpen indokolt.
Az ujszilott és felndtt allatok intracellularis klorid szintjében kimutatott kiilonbségek viszont
azt sugalljdk, hogy a modszertani fejlesztésiink jO iranyba halad. Emellett az

elektronmikroszkopos analitikai eredények a hisztokémiai reakcid specifitasat illetéen igen
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biztatdbak. Ha a tovabbi valtoztatasok meghozzak a vart strukturalis megdrzottségi szint

javulasat, a reakcidtermékek azonosithatdsagat, és nem rontjdk le a modszer specifitasat,
akkor hatékony eszkozz¢ valhat funkciofiiggd ionatrendezddések, pl. az epilepszia €s mas

neurologiai megbetegedés ionos alapjainak tanulméanyozaséban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az epilepszia spontan visszatéré rohamokkal jellemzett agyi miikodészavar, melynek
hatterében az agyi neuronok excessziv, hiperszinkron kisiilése all. Az epilepszias folyamatok
az idegi ingerlés és gatlas érzékeny fiziologiai egyensulya megbomlasanak, az izgalmi
folyamatok féktelenedésének és az idegi gatlas atrendezddésének kovetkezményei.

Ismeretes, hogy az idegrendszer legfobb serkentd neurotranszmittere a glutamat és az
arra érzékeny glutamat receptorok, kulcsfontossagli szerepet toltenck be az epileptogenezis
folyamataban. A glutamat receptorokat biokémiai, farmakologiai ¢s molekularis szempontok
figyelembevételével két f6 csoportba soroljuk, megkiilonboztetiink ionotréop (iGluR) és
metabotrop (MGIUR) glutamat receptorokat. Az ionotrop receptorok rendelkeznek egy
membranba ¢épiilt ioncsatornaval, a metabotrdp receptorok pedig, G-fehérjén keresztiil, a
sejten beliili médsodlagos hirvivo rendszer aktivaldsaval fejtik ki hatasukat.

Az iGluR-on beliil kiilonb6z6 agonistak szelektivitasa alapjan elkiilonitjik az N-
methyl-D-aspartat (NMDA), és a nem-NMDA receptorokat: igy az alfa-amino-3-hidroxi-5,7-
metiloxazol-4-propionsav (AMPA) és a kainat (KA) receptorokat. Az NMDA receptorok
lassu, fesziiltség-fliggd, serkentd posztszinaptikus potencidlokat (EPSP) kézvetitenek, mig az
AMPA receptorok a gyors, fesziiltség-fliggetlen EPSP-k kialakulasaért felelosek. A mGluR-
okat az altaluk aktivalt intracellularis szignaltranszdukcidos mechanizmusuk, aminosav
szekvenciajuk és agonista szelektivitasuk alapjan harom alosztalyba (I, I, 111) sorolhatjuk,
ezen belill pedig, a receptor altipusokat kodold gének azonositdsa alapjan, legalabb nyolc
eltéré receptor varians kiilonithetd el. A mGluR-ok membran-szinten, ioncsatornak
miikddésének befolydsolasaval, illetve intracellularis folyamatok moduldldsan keresztiil
sokféleképpen befolyasolhatjak az idegi serkentd és gatld folyamatokat.

Szamos tanulmany igazolja, hogy mind az ionotrép, mind a metabotrop GluR-ok altal
medialt szinaptikus ingeriiletatvitel jelentdsen hozzajarul az idegi epileptikus aktvitashoz, de
kiilonb6z6 modon és valtozatos hatdsmechanizmussal. Ezért elektrofiziologiai kisérleteinknek
els6dleges célja az volt, hogy megvizsgéljuk az ionotrop és metabotrdp glutamat receptorok,
ezen beliill az AMPA, NMDA ¢s [, II tipust mGluR-ok funkciojat az agykérgi epileptikus
tevékenység indukciojaban, fenntartasaban és terjedésében, in vivo, a 4-AP gércsmodellen.
Az egyes receptorok epileptogenezisben betoltott szerepének vizsgalatdhoz nagy
szelektivitast, vagy kevésbé specifikus receptor antagonista, agonista vegyiileteket
hasznaltunk. A kisérleti protokollt ugy valasztottuk meg, hogy tanulményozhassuk az egyes

receptorok szerepét, az epileptikus aktivitas indukciojaban, fenntartasaban €s terjedésében.



145
A nagy szelektivitasu, nem kompetitiv AMPA receptor antagonista GYKI 52466-

tal végzett kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a GYKI 52466 antikonvulziv hatdsu,
hatékonyan szupresszalja az epilepszids milkodészavar kialakuldsat, expressziojat,
ugyanakkor facilitdlja a deprimalt kérgi abnormalitds terjedését. Az AMPA receptorok
jelentés szerepet toltenek be a 4-AP-indukalta agykérgi epileptikus tevékenység
indukciojaban ¢és fenntartasaban, de aktivaciojuk az epileptikus tevékenység indukcids
folyamataiban, f6leg a cortico-thalamo-cortikalis ingeriileti korokon keresztiil, sokkal
dominansabb, mint kozremiikodésiik a fenntartasi folyamatokban. Az AMPA receptorok
kozremiikddnek a neurondlis hiperszinkronizacié kialakulasaban. Az epileptogén fokuszban
1évo gatld sejtek AMPA receptorainak aktivacioja szilikséges a fokusz koriili gatlo gytir
kialakulasdhoz.

A 4-AP gorcsmodell adta lehetdségeket kihasznalva tanulmanyoztuk, hogy a
masodlagos tiikdr fokusz (Tf), hogyan befolyasolja az 6t indukalo elsddleges, primer fokusz
(Pf) epileptikus tevékenységét. A GYKI 52466-tal végzett kisérleteink alapjan
megallapithatd, hogy a Tf-ban keletkezd, AMPA receptorok fokozott mitkddése altal medialt
serkentd ingeriilet a callosalis palyan keresztiil a Pf-ba konvergalva erds pozitiv feed-back
hatast kozvetit, és ezaltal hozzajarul a Pf abnormalis tevékenységének tartods expresszidjahoz.

A nagy szelektivitdisi NMDA receptor antagonista L-AP5-tel végzett kisérletek
alapjan megallapithato, hogy az L-APS is szupresszalja az epileptikus aktivitdst. Az NMDA
receptorok nem feltétleniil sziikségesek az agykérgi epileptikus tevékenység indukéalasahoz
ugyanakkor aktivtas-fiiggé modon dominansan kozremiikodnek az agykérgi epileptikus
tevékenység fenntartasaban. Az NMDA receptorok Kkitiintetett szerepet toltenek be a 4-AP-nel
kivaltott epileptikus tevékenység cortico-thalamo-cortikalis és cortico-cortikalis terjedésében.
A Pf-ban 1év6, NMDA receptorokon keresztiil aktivalodo callosalisan projektald neuronok
folyamatosan triggerelik és taplaljak a Tf iktalis tevékenységének indukcios és fenntartd
mechanizmusait. A két aktiv fokusz Osszehangolt szinkron tevékenységének fenntartasahoz
elengedhetetleniil sziikséges az NMDA receptorok altal kdzvetitett szinaptikus kapcsolat.

A mGIuR-ok funkcidjanak tanulmanyozasara a széles hatasspektrumu, az I, 11 és II1
tipustt mGluR-ok miikddését is befolyasoldo 1S,3R-ACPD-t, a nagy szelektivitisu mGIluR 1
agonista 3,5-DHPG-t és mGluR II agonista DCG-IV-et valasztottuk.

A nagy szelektivitasi mGluR I agonista 3,5-DHPG prokonvulziv hatast kozvetit,
fokozza az epileptikus aktivitds fenntartasat, noveli a gorcspotencidlok amplitadojat és
nagymértékben facilitdlja agykérgi terjedésiiket. I mGluR-ok hiperaktivacidja ritmikus
oszcillaciot indukal az alap ECoG-ban, amibdl kovetkezik, hogy az I mGluR-ok fontos

szerepet jatszanak a kérgi neuronok szinkronizéacidjanak kialakulasaban. I mGIluR miikodése
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nem nélkiilozhetetlen, de hozzéjarul az epileptikus folyamatok indukalasdhoz, ugyanakkor

kitiintetett szerepet jatszanak az iktalis tevékenység expressziojaban, tartdés fennmaradéasaban,
és az epileptiform Kkisiilések vertikalis, cortico-thalamo-cortikalis és horizontalis

A specifikus mGIuR Il agonista DCG-IV hatékony antikonvulziv hatassal rendelkezik,
késlelteti az epileptikus aktivitds kialakulasat, gatolja az iktalis jelenségek fenntartasat,
csOkkenti a Kkisiilések amplitadojat és gatolja agykérgi terjedésiiket. A II mGluR-ok
aktivacidja csokkenti a neuronalis szinkronizaciot, hatékonyan gatolja az agykérgi epileptikus
tevékenység indukcidjat, expressziojat €s az abnormalis ingeriilet cortikalis terjedését.

Eredményeink alatamaszthatjak, hogy a GYKI 52466 és mas 2,3-benzodiazepin
analogok, vagy az I mGluR-okat antagonizalo, illetve a II mGluR-okat agonizalo
készitmények a jovobeli antiepileptikum-kutatas, illetve pszichiatriai és egyéb
neurodegenerativ betegségek kezelését célzd gyogyszerkutatas igéretes célpontjai lehetnek

Kisérleti munkankban tanulményoztuk tovabba, hogy hogyan valtozik az agykérgi
serkentd ¢és gatlo folyamatok fizioldgiai egyensulya, és a 4-AP-nel kivaltott agykérgi
epileptikus aktivitds, ha nem a receptorok miikodésére hatunk, hanem olyan endogén intra-,
vagy extracellularis anyagcserefolyamatokat befolyasolunk, mint pl. transzmitterek szintézise,
lebontésa, receptor-aktivaciot szabalyozé mechanizmus. Ezért vélasztottunk egy komplex
biokémiai hatassal rendelkez6 anyagot, az AOAA-at, amely nem-specifikus transzaminaz
blokkolo, szamos piridoxal-foszfat-fliiggd enzim miikodését befolyasolja, és megvizsgaltuk
kiilonbozé koncentracidinak hatasat az agykéreg fiziologias tevékenységére €s az emlds
idegrendszer epileptigenezisére.

Az AOAA az altalunk hasznalt alacsony koncentraciokban (uM) feltehetéen a
Kinurenin-transzaminaz és a GABA-szintetizald enzim gatlasaval az NMDA-receptorok
tulzott, kontroldlatlan aktivitisat és a GABA-szint csokkenését eredményezi, melynek
kovetkeztében fokozza az idegsejtek ingerlékenységének és gorcskészségét. Ugyanakkor az
AOAA, nagy koncentraciokban (mM-M) feltehetéen a GABA-lebontds gatlasan keresztiil
megnoveli az intra- és extracellularis GABA-szintet, melynek kovetkeztében gatolja az
epilepszias jelenség kialakulasat.

Harmadrészben tanulményoztuk a fejlodé idegrendszer alap agyi elektromos
tevékenységét és gorcskészségét a korai posztnatalis kortol felndtt korig. Ezen kiviil a fejlodo
idegrendszer fokozottabb ingerlékenységében feltehetéen szerepet jatszo6 GABA excitatoros
hatassal kapcsolatos intracellularis klorid eloszlas kimutatasara hisztokémiai modszert

dolgoztunk Ki..
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Megallapithatd, hogy az allatok fejlédésével parhuzamosan az agykérgi alap

elektromos tevékenységében és 4-AP jelenlétében indukaldédo epilepszias jelenségekben
progressziv valtozasok torténnek. Az alap ECoG-re jellemzd kezdetben primitiv, szinuszoid
hulldmtevékenység fokozatosan tagolodik és 15 napos korra mér a feln6tt allatokra jellemzo
valtozatos frekvencidju €és amplitidoju potencidlokbdl felépiild, szabalytalan mintdzatta
fejlodik. A fejlodé idegrendszer gorcskészsége 16-17 napos korban atmenetileg
szignifikadnsan nagyobb, mint feln6étt korban, amely generalizalt, valtozatos frekvenciju ¢€s
amplitadoju gorcspotencidlokbdl allo epileptikus tevékenységben expresszalodik. Felnott
korra az idegrendszer epileptogenitasa mérséklodik.

A fejlédo idegrendszer fokozottabb ingerlékenysége, illetve gorcskészsége szamos, a
felnétt idegrendszertdl eltérd neurobiologiai tulajdonsagra vezethetd vissza. Ezek koziil egy
lehet a GABA excitatoros hatdsa a posztnatalis ¢€let korai szakaszaban, amely feltehetdleg
Osszefliggésbe hozhaté a megemelkedett intracellularis klorid koncentraciéval. A szoveti
klorid eloszlas kimutatasara kifejlesztett hisztokémiai modszert, a szoveti klorid ionok, fixalas
soran eziist ionokkal torténé kicsapasan alapul. Ujszillott és  felndtt  patkany
hippokampuszaban a szoveti klorid eloszlasbeli kiilonbsége, AgCl csapadékszemcsék
formdjaban, fagyasztdsos- és glutdraldehides fixalassal egyarant kimutathatd. Felndtt
hippokampuszaban, epilepszids koriilmények kozott megvaltozik az intracellularis klorid

eloszlas.
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7. SUMMARY

Epilepsy is a functional disorder of the central nervous system, which can be
characterized by excessive abnormal, synchronized rythmic firing of large populations of
neurons termed seizures. The fragile balance between physiological excitation and inhibition
fall during seizure activity.

Fast excitatory neurotransmission involving glutamate plays important role in the
initiation, maintenance and spread of seizre activity. There are two major groups of glutamate
receptors: ionotropic receptors (iGIuR) which contain internal ion channels within the
receptor complex, and metabotropic receptors (mGIuR) which activate the second messenger
system through G proteins. Based on selectivity of agonists, ionotropic glutamate receptors
are further classified to N-methyl-D-aspartate (NMDA), to a-amino-3-hydroxy-5-methyl-
isoxasole-4-propianate (AMPA) and kainate receptors. The latter two are usually called non-
NMDA receptors. The mGIuR-s include at least eight receptor subtypes. These subtypes are
grouped into three subclasses (group I, 1l and Il1) on the basis of similarities in amino acid
sequences, signal transduction mechanisms, and agonists selectivities.

Contribution of both ionotropic and metabotropic glutamate receptors to the seizure
discharges and epleptogenesis is well studied. A question with grear significance is what role
do the specific subtypes of glutamate receptor play in the induction, expression and
propagation of epileptic activity in the brain. Therefore, we were interesed to know, wheather
non-NMDA, NMDA and mGIuRs are involved in the initiation, maintenance or propagation
of focal periodic ictal activity in in vivo rat neocortex, as well as to analyse the retrograde,
feed-back effects of the secondary focus on the epileptiform activity in the primary one. In
vivo experiments were carried out on pentobarbital-anaesthethized rats, ictal epileptiform
activity was induced by local application of 4-aminopyridine to the cortical surface.

We have choosen to use GYKI 52466 ((4-aminophenyl)-4-methyl-7,8-methylene-
dioxy-5H-2,3-benzodiazepine.HCI), a highly selective, non-competitive antagonist of the
AMPA glutamate receptor responses, as pharmacological tool to study the importance of
these receptors in the induction, maintenance and expression of cortical ictal epileptic
discharges. The results demonstrates that GYKI 52466 exerts anticonvulsive effects on both
the induction and the expression of epileptiform activity, by delaying the onset of the first
ictal event, decreasing the duration of ictal periods, as well as the amplitudes of epileptiform
discharges both in the primary and mirror foci. However, seizure propagation to other cortical
areas seemed to be facilitated. It is supposed that AMPA receptors are probably more

dominant in the induction of epileptiform activity than maintenance of it, mainly through the
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activation of cortico-thalamo-cortical networks. It is suggested that the activation of

AMPA receptors of GABAergic interneurons in the epileptigenic focus contribute to the
surrounding inhibition. Our results show, that the mirror focus has a remarkable control effect
on the site of the origin of the primary epileptic activity.

L-AP5 (2-amino-5-phosphonopentanoic acid), a specific NMDA antagonist was used
to study the involvement of NMDA receptors in the 4-AP-induced seizure activity. The
results show, that L-AP5 also supresses the epileptic activity. It is supposed that NMDA
receptors are not necessary in the induction of seizure discharges, however they are
dominantly involved in the expression of the epilepic phenomena by activity-dependent
manner. NMDA receptors also play an important role in the propagation of seizure discharges
in the cortico-cortical, and vertical extended cortico-thalamo-cortical networks. For the
synchronized activity between the two foci NMDA receptors are prominantly needed.

We also investigated the role of group | mGIuRs by using the braod spectrum agonist
of mGIuR 1S,3R-ACPD (1-aminocyclopentane-1S,3R-dicarboxylic acid) and highly selective
agonist 3,4-DHPG (3,5-dihydrophenylglycine). We demonstrated that activation of group I
mGIuRs play important role in the neuronal hipersynchronisation. Group | mGIuRs facilitate
the induction of epileptic activity by 4-AP, increase the duration of ictal periods, enhance the
amplitudes of epileptiform discharges and potentiate the propagation of abnnormal activity in
the whole cortical surface.

Role of group 1l mGIuRs in the epileptogenesis was studied by using selective agonist
DCG-IV ((2S,1R’,2R’,3R’)-2-(2,3-dicarboxycyclopropyl)-glycine). DCG-IV has a potent
anticonvulsive effect on 4-AP-induced epielptic activity as delay the onset of the first ictal
event, reduce the duration of seizure periods, decrease the amplitudes and propagation of
epileptiform discharges. Based on these, it is supposed that activation of group Il mGIuRs
significantly decrease the synchronized firing of neurons, prevent the generation of
paroxysmal activity, remarkably suppress the expression and propagation of seizure activity.

Based on these observations we can conclude that AMPA and group Il mGIuRs can be
considered seriously as potential targest for antiepileptic drugs.

In order to study the influence of metabolic process on the cortical epileptic activity,
we have chosen the AOAA (aminooxyacetic acid), a non selective inhibitor of several
pyridoxal phosphate-dependent enzymes. AOAA at low concentration probably increase the
efficacy of the NMDA receptor excitatory system and decreases GABA-sythesis, resulting
neuronal hyperexcitation. However, AOAA at high concentration can lead to an effective
cortical inhibition through intra- and extracellular accumulation of GABA.
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Seizure susceptibility of developing rats on 4-AP-induced epilepsy modell was also

investigated. Progressive changes in the basic ECoG and the 4-AP-induced activity were
observed in the early postnatal life. In the youngest animals the backgroung ECoG was
characterized by primitive sinusoid-like waves which became more irregular in older animals.
The seizure susceptibility was found to be the highest in the 16-17 days old rats, and
decreases progressively with age between postnatal day 18-28. The enhanced epileptogenicity
might be explained by the appearance of bursting neurons at about PD 15-16, or lack of
inhibitory defense mechanism, which could control the induction and spread of abnormal
cortical activity, but the increased synaptic density, enhanced synaptic plasticity,
hipersensitivity of NMDA receptors or GABA excitatory effect can also be responsible for
the higher excitability of developing nervous sytem.

The depolarizing or excitatory effects of GABA in early postnatal life is thought to be
associated with reversal transmembrane chloride gradient. Precipitation of chloride with silver
is a potential way to immobilize and visualize chloride ions in biological tissue. We examined
the applicability of light microscopic histochemistry, based on trapping tissue chloride with
silver ions during freeze-substitution or aldehyde fixation, to visualize the chloride
distribution in hippocampal slices. Both methods were able to demonstrate a reduced
extracellular-to-intracellular chloride gradient in the CA1 pyramidal neurons of the newborn
hippocampus as compared to adult animals. In the 4-AP epilepsy modell, redistribution of

chloride from extracellular to intracellular scpace could also be demonstrated.
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