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1. Bevezetés

A posztoperativ emberi agykérgi szeleteken megfigyelt hiperszinkron kisiilé-
seket a mai napig epileptogén eredetii folyamatoknak tartjak. Mind a human,
mind a kisérleti fokalis epilepszidra jellemzd egy nagy amplitiddjd, gyors
EEQG tiiske, melyet egy lasst hulldm kovet. Ezt nevezik interiktélis tiiskének
(interictal spike, IIS) [1]. Spontdn megjelend populécids aktivitast figyeltek
meg epilepszids betegektdl szarmazé neokortikalis [2]-[6] és hippocampadlis
[7]1-[11] szeleteken fiziol6gids koriilmények kozott. Ez a spontan el6forduld
populdcids borszt tigy nézett ki, mint a kordbban leirt in vivo IIS [7], [12],
[13]. Mivel az egészséges emberi agyszelet érthet6 etikai okokbdl nem elér-
hetd, a kutatok allati mintakat hasznaltak kontrollként. Ennek a médszernek
azonban megvoltak a maga hétuliitéi. Nem sikeriilt ugyanis spontdn mez6po-
tencidlokat detektdlni egészséges ragcsald [3], [14] vagy féemlds [15] agy-
kérgi szeletekben in vitro koriilmények kozott. Ugyanakkor, egy kutatdcso-
port populacids tiiskézést idézett eld egyetlen principélis sejt (PC) aktivala-
saval tumoros betegek agyszeletében [16]. Tovabb4, a megfigyelés, miszerint
egészséges patkany és féemlds hippocampalis szeletek képesek populacids
aktivitds fenntartasara, felveti annak lehet8ségét, hogy a szinkron kisiilések
nem feltétleniil kapcsolédnak az epilepszids folyamatokhoz [15], [17].
Ahhoz, hogy feltérképezziik, hogy a kiilonb6z6 neuronhalézatok hogyan
vesznek részt a szinkronizdcié folyamatédban, el6szor meg kell érteniink az
egyes sejtek elektrofizioldgiai jellemzdit és a tiizelési mintazatukat. Az IIS
kialakitdsa rohamszer(i depolarizaciés eltéréshez és borsztold viselkedéshez
kotédik az allati modellben [1]. A hiperszinkron események kialakitdsaban
a borsztols sejtek vezetd szerepét mutattak ki mind a zéré6 Mg>* [14], a K*

csatorna blokkolé 4-AP [18], mind a bicuculline indukalta epilepszids roha-



mok sordn [19], emberi agykéregben. A serkent$ és gatlé folyamatok kozotti
egyenstly elengedhetetlen az egészséges agykérgi miikodés fenntartdsahoz.
Epilepszidban, a rohamok megjelenése ennek az egyensulynak a megboru-
lasat jelzi [20]. Mar kordbban megmutattdk, hogy a kiilonboz6 helyeken ki-
alakul6é rohamokat mds és mds mechanizmusok generaljak. Mig egyeseknél
az interneuronok (IN) vezetd szerepe figyelheté meg [20]-[22], méasoknal a
serkent6 folyamatok keriilnek el&térbe [3], [9], [21] mind az emberi, mind a
kisérleti epilepszidk esetén.

Jelen tanulmanyban epilepszids és olyan tumoros betegektSl szarmazé
posztoperativ agykérgi szeleteket vizsgaltam, akiknek nem szerepelt semmi-
lyen epilepszidra utal6 tiinet az anamnézisében. El6szor azt boncolgattam, va-
jon az emberi agykéreg képes-e szinkron aktivitds fenntartdsara spontdn, az
epilepszia jelenléte nélkiil. Majd megnéztem, hogyan vesznek részt a kiilon-
boz6 neuronhdlézatok a populdcids aktivitds kialakitdsdban az egyes beteg-
csoportokban. A GABA4 receptor kdzvetitette transzmisszidé megsziintetésé-
vel mélyrehatébban vizsgéltam bizonyos sejtek szerepét a szinkronizéacidban.
Célom a spontan és diszinhibicié indukalta populéciés aktivitdsok Osszeha-

sonlitdsa volt a nem-epilepszids és epilepszids emberi agykéregben.



2. Modszerek

Epilepszids és tumoros betegek miitéti dton eltavolitott agykérgi szovetét
vizsgéltam. 500 mikronos szeleteket készitettem, majd elektrofiziol6giai mé-
réseket végeztem interfész kamrdban, a szeleteket testhdmérsékleten, oxigen-
alt fiziol6gids oldatban vagy bicuculline (bicuculline metiodid) fiirdében tart-
va. Lokdlis mez&potencidl gradiens (local field potential gradient, LFPg) elve-
zetéseket rogzitettem lamindris multielektréda segitségével, mely egymastol
150 mikron tavolsdgra 1évd, 24 kontaktus ponttal rendelkezik [10], [12], [13],
[23], [24]. Az elektroda az agyfelszinre merSlegesen volt elhelyezve a sze-
leteken ugy, hogy minden agykérgi réteget lefedjen. Az elvezetéseken detek-
tdltam a LFP hulldmokat, majd dramforras siirliség, soksejt aktivitds és id6-
frekvencia analizist végeztem. Meghatdroztam a szinkron események frek-
vencidjat, amplitiddjat és a hosszat, valamint a bicuculline indukalta kisiilé-
sek terjedési mintdzatat. A lokalizacié meghatdrozasahoz az agykérgi rétegek
funkciondlis felosztdsat haszndltam: szupragranuldris rétegek (I-III rétegek),
granuldris réteg (IV réteg) és infragranuldris rétegek (V-VI rétegek). A sejtek
akciés potencidljait (action potential, AP) klasztereztem azokon a felvétele-
ken, ahol populdciés aktivitds volt megfigyelhetd. Megvizsgéltam az egyes
neuronok tiizelési mintazatat. A kiillonboz6 sejttipusokat az AP alakja és az
autokorrelogram jellege alapjan hatdroztam meg. Kiszaimoltam a sejtek tiize-
1ésének normalizalt megvaltozdsat, hogy megfigyelhessem azok viselkedését
a szinkronizaci6 alatt. Meghatdroztam az egyes neuron tipusok hozzdjaruldsat
a populécios kistilésekhez. Végill, statisztikai analizist végeztem az eredmé-

nyek szignifikancidjanak meghatarozasahoz.
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3. Uj tudomanyos eredmények

1. Téziscsoport: Szinkron populaciés aktivitaisok megjelené-

se az emberi agykéregben

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

pesek kiilonb6z6 tipusu szinkronizacios aktivitasok generaldsara in vitro.

Négy, egymastol morfoldgidjaban eltérd szinkron eseményt figyeltem meg az
emberi agykéregben, in vitro koriilmények kozott. Spontdn megjelend szink-
ron populécios aktivitds (spontaneous population activity, SPA) alakult ki fi-
ziol6gids oldat jelenlétében minden betegcsoportban. Ezzel szemben spontdn
megjelend interiktdlis jellegti kisiilések (spontaneous interictal-like discharge,
sIID) csak az epilepszids agykérgi szeleteken mutatkoztak fiziol6gids kortil-
mények kozott. A bicuculline fiirdé hatdsdra ezen spontdn aktivitdsok eltlin-
tek, majd bicuculline-indukalta interiktalis jellegli események (interictal-like
spike induced by bicuculline, bIIS) és rohamok jelentek meg. Ez utébbi ese-
mények mind az epilepszids, mind a nem epilepszids szeletekben megfigyel-

hetbek voltak.
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1. dbra. Az emberi agykéregben in vitro megfigyelhetd szinkron populacids

események.
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Ib tézis: Megallapitottam, hogy az epilepszias betegekt6l szarmazo poszt-

operativ agykérgi szeletekben magasabb foku serkenthetdség van jelen.

Tobb epilepszids szelet generalt szinkron populacids aktivitdst, mint nem epi-
lepszids szelet. Az epilepszids szovetekben gyakrabban fordult el egyszerre
tobb szinkronizdcid és az itt detektdlt populdcids aktivitdsoknak az ampli-
tidoja is nagyobb volt. Az in vivo interiktalis tiiskékre hasonlité sIID csak
epilepszids betegek agyszeleteiben jelent meg. A GABAerg gatlds megszliné-
sével a szinkronizicids folyamatok szembeotlSbbek voltak és sokkal komp-
lexebb események alakultak ki az epilepszids betegekben. Az eredmények az

sz

epilepszids agykéregben jelen 1évé megnovekedett serkenthetéségre utalnak.
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2. dbra. Néhany példa az agykéregben megjelend spontdn populdcids akti-
vitdsokra fiziol6gids koriilmények kozott. Gydgyszerrezisztens epilepszidban
szenvedd betegek (ResEpi) agyszeleteiben gyakrabban jelent meg egyszerre
tobb SPA, mint a tumoros, de nem epilepszids betegekében (NoEpi). Csak a

ResEpi szeletekben fordult el6 sIID, ami magasabb foku szinkronitdsra utal.
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Ic tézis: Alatamasztottam a feltételezést, miszerint az epilepszias agyké-
reg kisebb neuronpopulacioi is képesek hiperszinkron események kiala-

kitasara.

Az epilepszids agykérgi szeletek képesek idében és térben Osszetett interik-
tdlis jellegli események kialakitdsdra a diszinhibiciés modellben, szemben a
nem epilepszids szeletekkel. Ugyanakkor az epilepszids agyszovet képes tér-
ben kisebb kiterjedésti bIIS generdldsara. Mikdzben a nem epilepszids szele-
tekben csak az egész agykéregre kiterjedd események jelentek meg. Ez azt

jelenti, hogy az epilepszids agyszdvetben kisebb neuronpopuldcidk is képe-

sek hiperszinkron kisiilések fenntartasara.
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3. dbra. A DbIIS Osszetettsége. A NoEpi szeletekben csak idében és térben
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egyszerli (egyszerii-egyszer(i) események fordultak eld, amelyek kiterjedtek
az agykéreg Osszes rétegére. Ezzel szemben a ResEpi szeletekben jelentkez6
bIIS magasfokd komplexitast mutatott, amelyet kisebb neuronpopulacidk is

képesek voltak fenntartani (pl. a szupragranularis-granuldris rétegek sejtjei).
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2. Téziscsoport: Sejtszintii és halozati szintii szinkronizacio

a diszinhibiciéos modellben

IIa tézis: A vizsgalataim soran azt tapasztaltam, hogy kiilonb6z6 neuron
populaciok aktivalodnak fiziologias koriillmények kozott és a diszinhibi-

cios modellben.

Azok a neuronok, amelyek fiziol6gids koriilmények kozott tiizelnek, a bicu-
culline fiirdd hatdsara csendben vannak €s vice versa. A fiziol6gids oldatban a
szupragranuldris rétegek kiemelkedd szerepe figyelhetd meg. A diszinhibicié
hatdsdra azonban felzarkézik a granuldris réteg. Fiziol6gids oldatban a princi-
palis sejtek (principal cell, PC) jelent6sen aktivabbak, mint az interneuronok
(interneuron, IN). Ezzel szemben, bicuculline jelenlétében az IN vezetd sze-

repe figyelhetd meg.
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4. dbra. Egy elvezetési helyrdl szarmaz6 LFPg regisztratumok fiziolégias ol-
datban, bicuculline fiird6ben és egy bIIS jelenlétében. Mas sejtek aktivak a
kiilonbozd allapotokban. Sziirke nyil jelzi az AP el6fordulasét. bIIS esetén a

sejtek gyakran csendben maradnak az események kozotti idészakokban.
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ITb tézis: Bebizonyitottam, hogy kiilonbozo sejtcsoportok felelosek az

2 22

SPA és a bicuculline indukalta esemény (BIPA) kialakitasaért.

A sejtek fele aktiv az SPA alatt. Ezzel szemben, koriilbeliil a 90 szazalékuk
tiizel a bIIS alatt, mig csaknem 100 szdzalékuk vett részt a rohamok genera-
lasdban. Mig az SPA éltaldban PC tiizeléssel indul, a BIPA leggyakrabban IN
aktivélassal kezdddik. Tobb PC vesz részt az SPA kialakitdsaban, mig az IN
dominancidja figyelhetd meg BIPA alatt. fgy elmondhaté, hogy més neuron-

populdcidk vesznek részt a kiilonb6zd szinkronizdcidk generdldsaban.
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5. dbra. A sejttipusok hozzdjaruldsa a szinkron eseményekhez. Fels6 dbra: az
eseményekhez hozzdjarul6 neurontipusok aranya. Als6 dbra: példa megnove-
kedett PC tiizelésre SPA alatt és emelkedett IN tiizelésre a bIIS sordn. PC =

piros, IN = kék, UC (unclassified cell, ismeretlen sejt) = sziirke.
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Ilc tézis: Megallapitottam, hogy a neokortikalis halozatok képesek hiper-
szinkron Kisiilések fenntartasira a GABAerg jelatvitel megsziinése ese-

tén.

A diszinhibiciés modell magas foku szinkronitist mutat, az IN vezet$ szere-
pével. Mivel a GABAerg jelatvitel ilyenkor megsziinik, mds folyamatok kell
hogy részt vegyenek a neuron populacidk kollektiv aktivalasdban. Valdszin(-
leg mas, nem szinaptikus mechanizmus, mint példdul a gap-junction szerepe

keriil el6térbe, amikor megsziinik a GABAerg gitlas.
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6. abra. Szinkronizalt sejttiizelés a bIIS alatt. Felsd dbra: Osszetett bIIS az
LFPg elvezetésen. Als6 dbra: a bIIS alatt tiizel§ idegsejtek dbrdzolasa ras-
ter ploton. Az akciés potencidlok magas foki szinkronitdst mutatnak annak

ellenére, hogy a GABAerg gatlas megsz{int.
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IId tézis: A megfigyelések soran arra a megallapitasra jutottam, hogy
a nem epilepszias és epilepszias agykéregben megjelend, valamint a di-
szinhibici6 indukalta populacios aktivitasok a szinkronizacié kiilonbozo

fokait mutatjak.

Az LFP amplitid6, a tobbsejt aktivitdis (MUA) mértéke, valamint a magas
frekvencids oszcillaci6 (HFO) teljesitmény folyamatosan novekszik az SPA-
t6l a BIPA-ig. Az sIID tobb neuront mozgésit, mint az SPA, és a BIPA egy
még nagyobb szintli szinkroniz4cidt képvisel. Tovabbd, mas neuronok és mas
kérgi rétegek aktivak a spontdn és patologids populacios kisiilések alatt. A
GABA, receptor antagonista bicuculline hatdsara a spontdn aktivitas eltlinik
és bicuculline indukadlta epilepszids események jonnek 1étre. Az eredmények
azt mutatjak, hogy kiilonb6z6 neuronhél6zatok feleldsek az egyes események
kialakitasaért. Mind a szinkronizacio kiilonb6zé fokait mutatjak, a kovetkezd
sorrendben: SPA < sIID < BIPA.
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7. abra. A populacids aktivitasok alatt detektdlt jellegzetes MUA (fels6 abra)

és HFO (als6 dbra). Az egyes abrakhoz tartozo skala kiillonbozhet.
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4. Osszefoglalas

Jelen tanulmany célja az epilepszids és nem epilepszias betegektdl szarma-
z6 posztoperativ neokortikdlis agyszeletekben in vitro kialakul6 kiilonb6zé
szinkronizaciok fiziol6gids és patoldgids természetének vizsgdlata volt.

Régota vita targyat képezi, hogy vajon az egészséges emberi agykérgi sze-
letek képesek-e fiziologids populdcids aktivitds kialakitdsara. Mivel egészsé-
ges emberi agyszeletek nem éllnak rendelkezésre nyilvanvalé etikai okokbol,
a kutaték gyakran dllati szovetet haszndlnak kontrollként. Az itt bemutatott
eredmények azt sugalljak, hogy a spontdn megjelend szinkron populacids ak-
tivitas a serkent6 €s gatlé mechanizmusok dinamikus egyensilyan alapszik.
Az epilepszids szovetben ez a harménia megbomlik. Ilyenkor a kérgi struktu-
rdkban bizonyos sejtek pusztuldsa és a sejtek kozotti kapcesolatrendszer djra-
rendez6dése figyelheté meg. A serkentd és gatlé neuronhalézatok valtozdsa
olyan kompenzacids folyamatokat indit el, melynek célja a rendszer serkent-
hetdségének fenntartdsa. A megnovekedett populécios aktivitdsok szama, va-
lamint az interiktélis kisiilések megjelenése ennek a megnovekedett fesziilt-
ségnek lehet a bizonyitéka.

A tanulmanyban a csokkent GABAerg jelatvitel hdl6zati tulajdonsdgokra
gyakorolt hatdsat vizsgéltam. Az agykérgi halézatok diszinhibicidja a serken-
tés és gatlas kozotti egyensily megboruldsahoz vezet. Ennek kovetkeztében
a fiziol6gids populacids aktivitdsok eltlintek, és ezzel egy id6ben epilepszi-
as események tlintek fel. A bicuculline indukélta interiktalis jellegli aktivitds
egységesnek mutatkozott a nem epilepszids agyszovetben. Ezzel szemben, az
epilepszids betegekt6l szarmazo szeletek heterogén eseményeket generdltak.
A rohamszeri kisiilések vagy kiterjedtek az Osszes kortikdlis rétegre, vagy

kisebb régidkra korlatozédtak. Ugyanakkor magas foku idébeli és térbeli val-



tozatossdgot mutattak. Az eredmények alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy
az epilepszids szeletek olyan kisebb neuronhdlézatokat is tartalmaznak, me-
lyek képesek epilepszids aktivitas fenntartisara.

Az adatok azt mutatjak, hogy kiilonb6z6 neuronpopulacidk felel6sek a
fiziologids és patoldgids események kialakitdsaért. Mig a principdlis sejtek-
nek vezetd szerep jut a spontdn megjelend populécios kisiilések elinditdsaban
és formélasaban, az epilepszids aktivitds alatt inkabb az interneuronok do-
mindlnak. Az interneuronok kiemelkedden magas aktivitdsa a diszinhibicids
modellben azt sugallja, hogy mds, nem szinaptikus mechanizmusok is részt
vesznek a szinkronicdzié kialakitdsaban. A specifikus interneuronok kozott
1étrejovo gap junction egy igéretes feltételezés lehet, azonban ennek bizonyi-
t4sa tovabbi kisérleteket igényel. A jelen és kordbbi tanulmanyokban megje-
lent eredmények azt mutatjak, hogy kiilonb6z6 neuronpopuléciok feleldsek a
hiperszinkron kisiilésekért a diszinhibiciés modellben, illetve az emberi epi-
lepszidban és az epilepszia mds dllatmodelljeiben. Ezért érdemes figyelembe
venni az 6sszehasonlitas korlatait, amikor az emberi €s allati mintak, valamint

a modell és a valddi betegség kozott keresiink parhuzamot.
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