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Wittner Lucia, PhD

Pázmány Péter Katolikus Egyetem

Információs Technológiai és Bionikai Kar
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1. Bevezetés

A posztoperatív emberi agykérgi szeleteken megfigyelt hiperszinkron kisülé-

seket a mai napig epileptogén eredetű folyamatoknak tartják. Mind a humán,

mind a kísérleti fokális epilepsziára jellemző egy nagy amplitúdójú, gyors

EEG tüske, melyet egy lassú hullám követ. Ezt nevezik interiktális tüskének

(interictal spike, IIS) [1]. Spontán megjelenő populációs aktivitást figyeltek

meg epilepsziás betegektől származó neokortikális [2]–[6] és hippocampális

[7]–[11] szeleteken fiziológiás körülmények között. Ez a spontán előforduló

populációs börszt úgy nézett ki, mint a korábban leírt in vivo IIS [7], [12],

[13]. Mivel az egészséges emberi agyszelet érthető etikai okokból nem elér-

hető, a kutatók állati mintákat használtak kontrollként. Ennek a módszernek

azonban megvoltak a maga hátulütői. Nem sikerült ugyanis spontán mezőpo-

tenciálokat detektálni egészséges rágcsáló [3], [14] vagy főemlős [15] agy-

kérgi szeletekben in vitro körülmények között. Ugyanakkor, egy kutatócso-

port populációs tüskézést idézett elő egyetlen principális sejt (PC) aktiválá-

sával tumoros betegek agyszeletében [16]. Továbbá, a megfigyelés, miszerint

egészséges patkány és főemlős hippocampális szeletek képesek populációs

aktivitás fenntartására, felveti annak lehetőségét, hogy a szinkron kisülések

nem feltétlenül kapcsolódnak az epilepsziás folyamatokhoz [15], [17].

Ahhoz, hogy feltérképezzük, hogy a különböző neuronhálózatok hogyan

vesznek részt a szinkronizáció folyamatában, először meg kell értenünk az

egyes sejtek elektrofiziológiai jellemzőit és a tüzelési mintázatukat. Az IIS

kialakítása rohamszerű depolarizációs eltéréshez és börsztölő viselkedéshez

kötődik az állati modellben [1]. A hiperszinkron események kialakításában

a börsztölő sejtek vezető szerepét mutatták ki mind a zéró Mg2+ [14], a K+

csatorna blokkoló 4-AP [18], mind a bicuculline indukálta epilepsziás roha-



mok során [19], emberi agykéregben. A serkentő és gátló folyamatok közötti

egyensúly elengedhetetlen az egészséges agykérgi működés fenntartásához.

Epilepsziában, a rohamok megjelenése ennek az egyensúlynak a megboru-

lását jelzi [20]. Már korábban megmutatták, hogy a különböző helyeken ki-

alakuló rohamokat más és más mechanizmusok generálják. Míg egyeseknél

az interneuronok (IN) vezető szerepe figyelhető meg [20]–[22], másoknál a

serkentő folyamatok kerülnek előtérbe [3], [9], [21] mind az emberi, mind a

kísérleti epilepsziák esetén.

Jelen tanulmányban epilepsziás és olyan tumoros betegektől származó

posztoperatív agykérgi szeleteket vizsgáltam, akiknek nem szerepelt semmi-

lyen epilepsziára utaló tünet az anamnézisében. Először azt boncolgattam, va-

jon az emberi agykéreg képes-e szinkron aktivitás fenntartására spontán, az

epilepszia jelenléte nélkül. Majd megnéztem, hogyan vesznek részt a külön-

böző neuronhálózatok a populációs aktivitás kialakításában az egyes beteg-

csoportokban. A GABAA receptor közvetítette transzmisszió megszüntetésé-

vel mélyrehatóbban vizsgáltam bizonyos sejtek szerepét a szinkronizációban.

Célom a spontán és diszinhibíció indukálta populációs aktivitások összeha-

sonlítása volt a nem-epilepsziás és epilepsziás emberi agykéregben.



2. Módszerek

Epilepsziás és tumoros betegek műtéti úton eltávolított agykérgi szövetét

vizsgáltam. 500 mikronos szeleteket készítettem, majd elektrofiziológiai mé-

réseket végeztem interfész kamrában, a szeleteket testhőmérsékleten, oxigen-

ált fiziológiás oldatban vagy bicuculline (bicuculline metiodid) fürdőben tart-

va. Lokális mezőpotenciál gradiens (local field potential gradient, LFPg) elve-

zetéseket rögzítettem lamináris multielektróda segítségével, mely egymástól

150 mikron távolságra lévő, 24 kontaktus ponttal rendelkezik [10], [12], [13],

[23], [24]. Az elektróda az agyfelszínre merőlegesen volt elhelyezve a sze-

leteken úgy, hogy minden agykérgi réteget lefedjen. Az elvezetéseken detek-

táltam a LFP hullámokat, majd áramforrás sűrűség, soksejt aktivitás és idő-

frekvencia analízist végeztem. Meghatároztam a szinkron események frek-

venciáját, amplitúdóját és a hosszát, valamint a bicuculline indukálta kisülé-

sek terjedési mintázatát. A lokalizáció meghatározásához az agykérgi rétegek

funkcionális felosztását használtam: szupragranuláris rétegek (I-III rétegek),

granuláris réteg (IV réteg) és infragranuláris rétegek (V-VI rétegek). A sejtek

akciós potenciáljait (action potential, AP) klasztereztem azokon a felvétele-

ken, ahol populációs aktivitás volt megfigyelhető. Megvizsgáltam az egyes

neuronok tüzelési mintázatát. A különböző sejttípusokat az AP alakja és az

autókorrelogram jellege alapján határoztam meg. Kiszámoltam a sejtek tüze-

lésének normalizált megváltozását, hogy megfigyelhessem azok viselkedését

a szinkronizáció alatt. Meghatároztam az egyes neuron típusok hozzájárulását

a populációs kisülésekhez. Végül, statisztikai analízist végeztem az eredmé-

nyek szignifikanciájának meghatározásához.
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3. Új tudományos eredmények

1. Téziscsoport: Szinkron populációs aktivitások megjelené-

se az emberi agykéregben

Ia tézis: Kimutattam, hogy a posztoperatív emberi agykérgi szeletek ké-

pesek különböző típusú szinkronizációs aktivitások generálására in vitro.

Négy, egymástól morfológiájában eltérő szinkron eseményt figyeltem meg az

emberi agykéregben, in vitro körülmények között. Spontán megjelenő szink-

ron populációs aktivitás (spontaneous population activity, SPA) alakult ki fi-

ziológiás oldat jelenlétében minden betegcsoportban. Ezzel szemben spontán

megjelenő interiktális jellegű kisülések (spontaneous interictal-like discharge,

sIID) csak az epilepsziás agykérgi szeleteken mutatkoztak fiziológiás körül-

mények között. A bicuculline fürdő hatására ezen spontán aktivitások eltűn-

tek, majd bicuculline-indukálta interiktális jellegű események (interictal-like

spike induced by bicuculline, bIIS) és rohamok jelentek meg. Ez utóbbi ese-

mények mind az epilepsziás, mind a nem epilepsziás szeletekben megfigyel-

hetőek voltak.

1. ábra. Az emberi agykéregben in vitro megfigyelhető szinkron populációs

események.
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Ib tézis: Megállapítottam, hogy az epilepsziás betegektől származó poszt-

operatív agykérgi szeletekben magasabb fokú serkenthetőség van jelen.

Több epilepsziás szelet generált szinkron populációs aktivitást, mint nem epi-

lepsziás szelet. Az epilepsziás szövetekben gyakrabban fordult elő egyszerre

több szinkronizáció és az itt detektált populációs aktivitásoknak az ampli-

túdója is nagyobb volt. Az in vivo interiktális tüskékre hasonlító sIID csak

epilepsziás betegek agyszeleteiben jelent meg. A GABAerg gátlás megszűné-

sével a szinkronizációs folyamatok szembeötlőbbek voltak és sokkal komp-

lexebb események alakultak ki az epilepsziás betegekben. Az eredmények az

epilepsziás agykéregben jelen lévő megnövekedett serkenthetőségre utalnak.

2. ábra. Néhány példa az agykéregben megjelenő spontán populációs akti-

vitásokra fiziológiás körülmények között. Gyógyszerrezisztens epilepsziában

szenvedő betegek (ResEpi) agyszeleteiben gyakrabban jelent meg egyszerre

több SPA, mint a tumoros, de nem epilepsziás betegekében (NoEpi). Csak a

ResEpi szeletekben fordult elő sIID, ami magasabb fokú szinkronitásra utal.
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Ic tézis: Alátámasztottam a feltételezést, miszerint az epilepsziás agyké-

reg kisebb neuronpopulációi is képesek hiperszinkron események kiala-

kítására.

Az epilepsziás agykérgi szeletek képesek időben és térben összetett interik-

tális jellegű események kialakítására a diszinhibíciós modellben, szemben a

nem epilepsziás szeletekkel. Ugyanakkor az epilepsziás agyszövet képes tér-

ben kisebb kiterjedésű bIIS generálására. Miközben a nem epilepsziás szele-

tekben csak az egész agykéregre kiterjedő események jelentek meg. Ez azt

jelenti, hogy az epilepsziás agyszövetben kisebb neuronpopulációk is képe-

sek hiperszinkron kisülések fenntartására.

3. ábra. A bIIS összetettsége. A NoEpi szeletekben csak időben és térben

egyszerű (egyszerű-egyszerű) események fordultak elő, amelyek kiterjedtek

az agykéreg összes rétegére. Ezzel szemben a ResEpi szeletekben jelentkező

bIIS magasfokú komplexitást mutatott, amelyet kisebb neuronpopulációk is

képesek voltak fenntartani (pl. a szupragranuláris-granuláris rétegek sejtjei).
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2. Téziscsoport: Sejtszintű és hálózati szintű szinkronizáció

a diszinhibíciós modellben

IIa tézis: A vizsgálataim során azt tapasztaltam, hogy különböző neuron

populációk aktiválódnak fiziológiás körülmények között és a diszinhibí-

ciós modellben.

Azok a neuronok, amelyek fiziológiás körülmények között tüzelnek, a bicu-

culline fürdő hatására csendben vannak és vice versa. A fiziológiás oldatban a

szupragranuláris rétegek kiemelkedő szerepe figyelhető meg. A diszinhibíció

hatására azonban felzárkózik a granuláris réteg. Fiziológiás oldatban a princi-

pális sejtek (principal cell, PC) jelentősen aktívabbak, mint az interneuronok

(interneuron, IN). Ezzel szemben, bicuculline jelenlétében az IN vezető sze-

repe figyelhető meg.

4. ábra. Egy elvezetési helyről származó LFPg regisztrátumok fiziológiás ol-

datban, bicuculline fürdőben és egy bIIS jelenlétében. Más sejtek aktívak a

különböző állapotokban. Szürke nyíl jelzi az AP előfordulását. bIIS esetén a

sejtek gyakran csendben maradnak az események közötti időszakokban.
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IIb tézis: Bebizonyítottam, hogy különböző sejtcsoportok felelősek az

SPA és a bicuculline indukálta esemény (BIPA) kialakításáért.

A sejtek fele aktív az SPA alatt. Ezzel szemben, körülbelül a 90 százalékuk

tüzel a bIIS alatt, míg csaknem 100 százalékuk vett részt a rohamok generá-

lásában. Míg az SPA általában PC tüzeléssel indul, a BIPA leggyakrabban IN

aktiválással kezdődik. Több PC vesz részt az SPA kialakításában, míg az IN

dominanciája figyelhető meg BIPA alatt. Így elmondható, hogy más neuron-

populációk vesznek részt a különböző szinkronizációk generálásában.

5. ábra. A sejttípusok hozzájárulása a szinkron eseményekhez. Felső ábra: az

eseményekhez hozzájáruló neurontípusok aránya. Alsó ábra: példa megnöve-

kedett PC tüzelésre SPA alatt és emelkedett IN tüzelésre a bIIS során. PC =

piros, IN = kék, UC (unclassified cell, ismeretlen sejt) = szürke.
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IIc tézis: Megállapítottam, hogy a neokortikális hálózatok képesek hiper-

szinkron kisülések fenntartására a GABAerg jelátvitel megszűnése ese-

tén.

A diszinhibíciós modell magas fokú szinkronitást mutat, az IN vezető szere-

pével. Mivel a GABAerg jelátvitel ilyenkor megszűnik, más folyamatok kell

hogy részt vegyenek a neuron populációk kollektív aktiválásában. Valószínű-

leg más, nem szinaptikus mechanizmus, mint például a gap-junction szerepe

kerül előtérbe, amikor megszűnik a GABAerg gátlás.

6. ábra. Szinkronizált sejttüzelés a bIIS alatt. Felső ábra: összetett bIIS az

LFPg elvezetésen. Alsó ábra: a bIIS alatt tüzelő idegsejtek ábrázolása ras-

ter ploton. Az akciós potenciálok magas fokú szinkronitást mutatnak annak

ellenére, hogy a GABAerg gátlás megszűnt.
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IId tézis: A megfigyelések során arra a megállapításra jutottam, hogy

a nem epilepsziás és epilepsziás agykéregben megjelenő, valamint a di-

szinhibíció indukálta populációs aktivitások a szinkronizáció különböző

fokait mutatják.

Az LFP amplitúdó, a többsejt aktivitás (MUA) mértéke, valamint a magas

frekvenciás oszcilláció (HFO) teljesítmény folyamatosan növekszik az SPA-

tól a BIPA-ig. Az sIID több neuront mozgósít, mint az SPA, és a BIPA egy

még nagyobb szintű szinkronizációt képvisel. Továbbá, más neuronok és más

kérgi rétegek aktívak a spontán és patológiás populációs kisülések alatt. A

GABAA receptor antagonista bicuculline hatására a spontán aktivitás eltűnik

és bicuculline indukálta epilepsziás események jönnek létre. Az eredmények

azt mutatják, hogy különböző neuronhálózatok felelősek az egyes események

kialakításáért. Mind a szinkronizáció különböző fokait mutatják, a következő

sorrendben: SPA < sIID < BIPA.

7. ábra. A populációs aktivitások alatt detektált jellegzetes MUA (felső ábra)

és HFO (alsó ábra). Az egyes ábrákhoz tartozó skála különbözhet.

Ági
Kiemelés

Ági
Kiemelés



4. Összefoglalás

Jelen tanulmány célja az epilepsziás és nem epilepsziás betegektől szárma-

zó posztoperatív neokortikális agyszeletekben in vitro kialakuló különböző

szinkronizációk fiziológiás és patológiás természetének vizsgálata volt.

Régóta vita tárgyát képezi, hogy vajon az egészséges emberi agykérgi sze-

letek képesek-e fiziológiás populációs aktivitás kialakítására. Mivel egészsé-

ges emberi agyszeletek nem állnak rendelkezésre nyilvánvaló etikai okokból,

a kutatók gyakran állati szövetet használnak kontrollként. Az itt bemutatott

eredmények azt sugallják, hogy a spontán megjelenő szinkron populációs ak-

tivitás a serkentő és gátló mechanizmusok dinamikus egyensúlyán alapszik.

Az epilepsziás szövetben ez a harmónia megbomlik. Ilyenkor a kérgi struktú-

rákban bizonyos sejtek pusztulása és a sejtek közötti kapcsolatrendszer újra-

rendeződése figyelhető meg. A serkentő és gátló neuronhálózatok változása

olyan kompenzációs folyamatokat indít el, melynek célja a rendszer serkent-

hetőségének fenntartása. A megnövekedett populációs aktivitások száma, va-

lamint az interiktális kisülések megjelenése ennek a megnövekedett feszült-

ségnek lehet a bizonyítéka.

A tanulmányban a csökkent GABAerg jelátvitel hálózati tulajdonságokra

gyakorolt hatását vizsgáltam. Az agykérgi hálózatok diszinhibíciója a serken-

tés és gátlás közötti egyensúly megborulásához vezet. Ennek következtében

a fiziológiás populációs aktivitások eltűntek, és ezzel egy időben epilepszi-

ás események tűntek fel. A bicuculline indukálta interiktális jellegű aktivitás

egységesnek mutatkozott a nem epilepsziás agyszövetben. Ezzel szemben, az

epilepsziás betegektől származó szeletek heterogén eseményeket generáltak.

A rohamszerű kisülések vagy kiterjedtek az összes kortikális rétegre, vagy

kisebb régiókra korlátozódtak. Ugyanakkor magas fokú időbeli és térbeli vál-



tozatosságot mutattak. Az eredmények alapján arra lehet következtetni, hogy

az epilepsziás szeletek olyan kisebb neuronhálózatokat is tartalmaznak, me-

lyek képesek epilepsziás aktivitás fenntartására.

Az adatok azt mutatják, hogy különböző neuronpopulációk felelősek a

fiziológiás és patológiás események kialakításáért. Míg a principális sejtek-

nek vezető szerep jut a spontán megjelenő populációs kisülések elindításában

és formálásában, az epilepsziás aktivitás alatt inkább az interneuronok do-

minálnak. Az interneuronok kiemelkedően magas aktivitása a diszinhibíciós

modellben azt sugallja, hogy más, nem szinaptikus mechanizmusok is részt

vesznek a szinkronicázió kialakításában. A specifikus interneuronok között

létrejövő gap junction egy ígéretes feltételezés lehet, azonban ennek bizonyí-

tása további kísérleteket igényel. A jelen és korábbi tanulmányokban megje-

lent eredmények azt mutatják, hogy különböző neuronpopulációk felelősek a

hiperszinkron kisülésekért a diszinhibíciós modellben, illetve az emberi epi-

lepsziában és az epilepszia más állatmodelljeiben. Ezért érdemes figyelembe

venni az összehasonlítás korlátait, amikor az emberi és állati minták, valamint

a modell és a valódi betegség között keresünk párhuzamot.
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Z, Nagy G, Fabó D, Ulbert I, Wittner L. "Synchronization evoked by the

GABA(A) receptor antagonist bicuculline in the human neocortex, in vitro."

11th Forum of European Neuroscience, Berlin, Germany, Jul. 7th-11th, 2018.

(poszter)

3. Hofer KT, Tóth K, Kandrács Á, Bagó A, Erőss L, Entz L, Jordán Z, Fabó
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