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BEVEZETES

Az epilepszia spontan visszatérd rohamokkal jellemzett agyi miikkédészavar, melynek
hatterében az agyi neuronok excessziv, hiperszinkron kisiilése all. Az epilepszias folyamatok
sordn az idegrendszerben az ingerlés ¢és gatlas érzékeny fiziologiai egyensilya megbomlik, az
izgalmi folyamatok féktelenedése, az idegi gatlas atrendezddése kovetkeztében korosan
fokozott ingerlékenységi allapot alakul ki (epileptogenezis), és a betegeknél valtozo
gyakorisaggal ,,spontan”, klinikailag rohamszerii tlinetek jelentkeznek (iktogenezis). Mivel az
epilepszids tevékenység sejt- és halozat-szintli patomechanizmusa még szdmos ponton
kérdéses, ¢s a fejlddé medicina ellenére az epilepszia eredményes gyogyitdsa még ma sem
teljesen megoldott, ezért az epileptoldgiai kutatasok tovabbra indokoltak.

Ismeretes, hogy az idegrendszer legfobb serkentd neurotranszmittere a glutamat, és az
arra érzékeny glutamat receptorok, kulcsfontossdgu szerepet toltenek be az idegrendszer
szamos neurodegenerativ elvaltozasaban, igy pl. az epileptogenezis folyamatdban. Ezeket a
receptorokat farmakologiai €s molekularis biologiai szempontok figyelembevételével két 6
csoportba soroljuk, megkiilonboztetiink ionotrop (iGluR), azaz membranba épiilt, belsd
ioncsatornat mikodtetd receptorokat, és metabotrop (mGIluR) receptorokat, melyek G-
fehérjén keresztiil, a masodlagos hirvivd rendszer aktivalasaval fejtik ki hatdsukat. Az
ionotrop, és a metabotrop GluR-ok altal medialt szinaptikus ingeriiletatvitel kiilonb6zé moédon
¢s valtozatos hatdsmechanizmussal jarul hozza az idegi epileptikus aktvitashoz.

Kisérleti munkankban harom f6 témara koncentraltunk:

(1) Elsodlegesen célul tiztiik ki, hogy kideritsiik a glutamat receptorok, ezen beliil az
AMPA, NMDA ¢s I, II tipusi mGluR-ok szerepét az agykérgi epilepszias miikodészavar
kialakuldséban, fenntartasaban és idegi terjedésében in vivo, a 4-AP gorcsmodellen. Az egyes
receptorok epileptogenezisben betdltott szerepének vizsgéalatdhoz nagy szelektivitasa, vagy
kevésbé specifikus receptor antagonista, agonista vegyiileteket hasznaltunk. A kisérleti
protokollt igy valasztottuk meg, hogy tanulmanyozhassuk az egyes receptorok szerepét, mind

az epileptikus aktivitas indukcios folyamataiban, mind fenntartasdban ¢€s terjedésében.

(2) Kisérleti munkankban tanulmanyoztuk tovabba, hogy hogyan valtozik az agykérgi
serkentd és gatld folyamatok fiziologiai egyensulya, és hogyan befolyasolhatd az agykérgi
epileptikus aktivitds, ha nem a receptorok miikodésére hatunk, hanem olyan endogén intra-,

vagy extracellularis anyagcsere folyamatokat befolyasolunk, mint pl. transzmitterek



szintézise, lebontasa, receptor-aktivaciot szabalyoz6é mechanizmus. Ennek tanulmanyozasara
egy komplex biokémiai hatassal rendelkezd anyagot, az aminooxiecetsavat (AOAA)
valasztottuk, amely nem-specifikus transzaminaz blokkold, szdmos piridoxal-foszfat-fliggd
enzim miikodését befolydsolja, ¢és megvizsgaltuk hatasat az agykéreg fiziologias

tevékenységére és az emlds idegrendszer epileptogenezisére.

(3) A klinikai gyakorlatbol ismert az a tény, hogy az epilepszia gyermekkorban
gyakrabban el6fordul6 idegrendszeri miikodészavar, mint felnétt korban. Sok kisérleti adat is
alatdmasztja, hogy a fejlédé idegrendszer érzékenyebben reagal a  kiilonbozo
gorcsteveékenységet indukald tényezdre (hipoxia, 14z, konvulzansok), mint a feln6tt. Ezért
célul tiiztiik ki, hogy kisérletesen megvizsgaljuk a fejlodo idegrendszer epileptogenitasat a 4-
AP gorcsmodellben. A fejlodé idegrendszer fokozottabb ingerlékenysége, illetve
gorcskészsége szamos, a felnott idegrendszertdl eltérd neurobioldgiai tulajdonsagra vezethetd
vissza. Ezek koziil egy lehet a GABA excitatoros hatdsa a posztnatalis élet korai szakaszaban,
amely feltehetOleg Osszefiiggésbe hozhatdé a megemelkedett intracellularis klorid

koncentracioval. Ennek kimutatasara hisztokémiai modszer kidolgozasat is terveztiik.



MODSZEREK

Elektrofiziologiai kisérletek

Kisérleteinkben Na-pentobarbitallal altatott (i.p. 50 mg/kg) felndtt (1-3 honapos),
illetve fiatal (10-22 napos) Wistar patkanyokat (250-300g) hasznaltunk. Az elsédleges primer
fokuszt a feltart jobboldali jobboldali szomatoszenzoros kérgi teriiletén 4-AP kristaly lokalis
alkalmazasaval alakitottuk ki. Az ECoG-ot négy pontbdl vezettiik el: a primer fokuszbol (Pf),
az ellenoldali félteke identikus pontjabol, vagyis a tiikor fokuszbol (TT) és két, a Pf- és, Tf-tdl
posterior irdnyba es0 kérgi teriiletr6l. Az ECoG-ot a kisérlet teljes ideje alatt nyolccsatornas
elektroenkefalograffal kiirattuk, és a késObbi off-line adatfeldolgozashoz szamitdogépen is
rogzitettiik. A jobboldali szomatoszenzoros kéreg felszinérdl kivaltott valaszt vezettiink el,
tovabbd az agykéreg teljes vastagsagdban, a felszintdl a kéreg also rétegéig, 200um-es
Iéptékben haladva. A kivaltott potencidlok réteganalizisét is elvégeztiik.

Adatfeldolgozas

Az ECoG-janak analizise soran a kovetkez0 paramétereket vizsgaltuk:_

e mértiik a latenciaid6, a 4-AP applikacidja és az elso iktalis szakasz megjelenése kozott
eltelt ido,

e megadtuk az iktalis szakaszok szamat egy orara vonatkozoan,

e meghatdroztuk az iktalis szakaszok atlagos hossza,

e az iktalis szakaszok szdmat Osszeszorozva atlagos hosszukkal, meghataroztuk az
0ssziktalis tevékenységet,

o mértiik a kiilonbozo frekvencidju gorcspotencidlok amplitudodjat,

o figyeltiik az egyes tiizelési mintazatok %-os aranyat,

o mértiik az epileptikus tevékenység agykérgi terjedésének (generalizacid) eléfordulési
valoszinliségét €s a status epilepticus gyakorisagat.

Farmakologiai vizsgalatok

Acélbol, hogy megvizsgaljuk az altalunk tanulmanyozott receptorok szerepét az
agykérgi epileptikus folyamatok indukciojaban, fenntartasaban és terjedésében kiilonb6zo
receptor antagonistak, agonistak felhasznalasaval, farmakoldgiai modszerekkel egészitettiik ki
elektrofiziologiai méréseinket. Kisérleteinket két protokoll szerint hajtottuk végre: (1)
,elokezelés” soran a receptor agonista/antagonista vegyiiletet lokalisan az agykéreg felszinére
applikaltuk, (2) ,,kdzben-kezelés” soran a mar aktiv epileptikus tevékenységet mutaté Pf-ba
tortén a receptor aktivalo/blokkold alkalmazasa.

Felhasznalt anyagok:

GYKI 52466 szelektiv nem-kompetitiv AMPA receptor antagonista,
L-APS szelektiv NMDA receptor antagonista

1S,3R-ACPD nem specifikus mGluR agonista

DCG-IV szelektiv Il mGluR agonista

3,5-DHPG szelektiv I mGluR agonista

AOAA (aminooxiecetsav) nem specifikus transzaminaz gatlo



Hisztokémiai vizsgalatok

Hippokampusz szeletet preparaltunk ujsziilott és felndtt patkanybol. A szeleteket
eziistionok jelenlétében fagyasztva-helyettesitéssel és glutaraldehiddel fixaltuk. A szeletekbdl
készitett metszeteket fénymikroszkoposan vizsgaltuk. A szoveti reakcidtermék szemcsék
(AgCl) analitikai vizsgalatat elektronmikroszkopban elektron spektroszkopia képalkotas
(Electron Spectoscopic Imaging, ESI) és elektron energia-vesztési (Electron Energy Loss
Spectrometry, EELS) lizemmodban végeztiik.



EREDMENYEK

(1) A nagy szelektivitasi, nem kompetitiv . AMPA receptor antagonista GYKI 52466
antikonvulziv hatasu. Szupresszalja az epilepszias mikodészavar kialakuldsat, expresszidjat,
ugyanakkor facilitdlja a deprimalt kérgi abnormalitds terjedését. Az AMPA receptorok
jelentds szerepet toltenek be a 4-AP-indukélta agykérgi epileptikus tevékenység
indukciojaban és fenntartdsdban, de aktivaciojuk az epileptikus tevékenység indukcids
folyamataiban, domindnsabb, mint kdzremiikodésiik a fenntartasi folyamatokban.

(2) A Tf neuronhalézataban keletkez6, AMPA receptorok mikodése altal medialt serkentd
ingeriilet a callosalis palyan keresztiil a Pf-ba konvergalva erds pozitiv feed-back hatéast
kozvetit, ezaltal hozzajarul a Pf abnormalis tevékenységének tartds expresszidjahoz.

(3) A nagy szelektivitaisu NMDA receptor antagonista L-APS5 is szupresszalja az epileptikus
aktivitast. Az NMDA receptorok nem feltétleniil sziikségesek az agykérgi epileptikus
tevékenység indukalasahoz, ugyanakkor aktivtas-fliggd moédon dominansan kozremiikodnek
az agykérgi epileptikus tevékenység fenntartasiban. Az NMDA receptorok kitiintetett
szerepet toltenek be a 4-AP-nel kivaltott epileptikus tevékenység cortico-thalamo-cortikalis €s
cortico-cortikalis terjedésében.

(4) A Pf-ban 1évé, NMDA receptorokon keresztiil aktivalodo callosalisan projektald neuronok
folyamatosan triggerelik és taplaljak a Tf iktalis tevékenységének indukcids és fenntartod
mechanizmusait. A két epileptogén fokusz Osszehangolt szinkron tevékenységének
fenntartasahoz elengedhetetlentil sziikséges az NMDA receptorok altal kdzvetitett szinaptikus
kapcsolat.

(5) A nagy szelektivitdisi mGIuR I agonista 3,5-DHPG prokonvulziv hatdsu, fokozza az
epileptikus aktivitas intenzitasat, fenntartdsat, facilitdlja agykérgi terjedését. Az I tipusu
mGluR-ok fontos szerepet jatszanak neuronalis hiperszinkronizaci6é kialakuldsdban. Az I
tipust mGluR-ok aktivan kozremtkodnek az iktalis tevékenység expresszidjaban, tartos
fenntartasaban, ¢és az epileptiform Kkisiilések vertikalis, cortico-thalamo-cortikalis és

crcer

(6) A specifikus mGluR II agonista DCG-IV antikonvulziv hatassal rendelkezik, késlelteti az
epileptikus aktivitds kialakuldsat, gatolja az iktalis jelenségek fenntartdsat, agykérgi
terjedését. A II mGluR-ok aktivacidja csokkenti a neurondlis szinkronizacidt, hatékonyan
gatolja az agykérgi epileptikus tevékenység indukcidjat, expressziojat és az abnormalis
ingeriilet cortikalis terjedését.

(7) Az aminooxiecetsav (AOAA), amely nem-specifikus transzaminaz blokkol6 révén szamos
piridoxal-foszfat-fliggd enzim miikodését befolyasolja, koncentracid-fiiggd modon fokozza,
vagy gatolja az epileptikus tevékenységet. Transzmitterek szintézisének vagy endogén
neuroprotektiv mechanizmusok modulalasaval az epilepszids miikodés befolyasolhato.



(8) Az allatok fejlodésével parhuzamosan az agykérgi alap elektromos tevékenységében és 4-
AP jelenlétében indukalodd epilepszias jelenségekben progressziv valtozasok torténnek. A
fejlodé idegrendszer gorcskészsége 16-17 napos korban atmenetileg fokozottabb, , mint
felndtt korban.

(9) A szoveti klorid eloszlas kimutatdsara hisztokémiai modszert fejlesztettiink, amely a
szoveti klorid ionok, fixalas soran eziist ionokkal torténd kicsapasan alapul. Ujsziilott és
felnStt patkany hippokampuszaban a szoveti klorid eloszlasbeli kiilonbozik. Ujsziilott
patkanyban, a felndtt allapottol eltéréen, intracellularisan emelkedett klorid ion koncentracio
mutathato ki. A modszerrel kimutathatd, hogy epilepszias kortilmények kozott megvaltozik a
szoveti klorid eloszlés.

GYAKORLATI JELENTOSEG

e A GYKI 52466 ¢s mas 2,3-benzodiazepin analogok, vagy az I mGluR-okat
antagonizalo, illetve a II mGluR-okat agonizaldé készitmények a jovObeli
antiepileptikum-kutatas, illetve pszichiatriai és egyéb neurodegenerativ betegségek
kezelését célzo gydgyszerkutatas igéretes célpontjai lehetnek.

e Bizonyos anyagcserefolyamatok befolydsolasa, egyes enzimek funkcidja is a
kifejlesztésre keriil6 antiepileptikumok célpontjai lehetnek.

e A szoveti klorid ionok, eziist ionokkal torténd kicsapasan alapuld hisztokémiai
modszer alkalmas lehet a korai posztnatalis korban tapasztalhatd GABA excitatoros
hatds ¢és a fejlodé idegrendszer fokozottabb gorcskészségének hatterében allo
neuronalis folyamatok tovabbi tanulméanyozésara.
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