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1.Bevezetés

Az abszensz epilepszia a generalizalt epilepszias betegségek egy olyan formaja, ahol a

talamokortikalis (TC, thalamocortical) hal6zatok tdlzott szinkronitdsa all a rohamok
hattereben, egy jellegzetes oszcillatorikus aktivitast, a tliske hullam kistlést (SWD, spike-and-
wave discharges) eldidézve. A talamokortikalis rendszer kiemelt fontossagu szamtalan
érzékelési folyamatban, a szaglopalyat leszamitva az Osszes érzOpalya atkapcsolodik a
talamuszban, miel6tt az agykéregbe érkezne. Ennek visszacsatolasat szolgalo kortikotalamikus
(CT corticothalamic) bemenetek képesek az érzépalydk miikodését finomhangolni, sajatos
ritmikus aktivitasi mintazatai révén az alvas-ébrenléti ciklust is meghatérozni, illetve egyes
magok kiterjedt kapcsolataik révén az agykéregbdl visszaérkezett informaciok generalizalt
szétosztasaban is kulcsszerepet jatszanak (Alloway, 2008).
Ugyanaz a hal6zat, ami képes az alvas nélkildzhetetlen ritmikus aktivitasformait Iétrehozni, -
az erre hajlamos betegekben - athangolddva részt vehet a koéros tiske-hullam kisulések
szabalyozéséaban is. Ezen dolgozat célja, egy Uj abszensz epilepszia allatmodell bemutatésa,
illetve ennek felhasznalasa révén annak vizsgalata, hogy a talamo-kortiko-talamikus
rendszerben milyen valtozasok eredmenyezhetik és moduladlhatjdk a patologias aktivitas
letrejotteét.

Az abszensz epilepszids rohamok generalizélt jelleglik miatt teljes tudatvesztéssel,
emlékezetkieséssel jarnak, amit gyakran Kkisér a fej-nyak tajék izmainak rangasa.
Kialakulasukban a genetikai komponens fontos szerepet jatszik, szamos mutaciét kapcsolatba
hoztak mar a betegséggel, ennek megfelelden tobb tipusat is megkiilonboztetik. Ilyenek a
gyermekkori abszensz epilepszia (CAE), juvenilis abszensz epilepszia (JAE), vagy juvenilis
mioklonusos epilepszia (JME). A dolgozat elsésorban a gyermekkori abszensz epilepszia
homologidjaval foglalkozik, ami 100000 gyermekbdl koriilbeliil 6-8-at érint. A CAE-ben
szenvedOknél akar napi tobb, 3-20 masodperces roham is el6fordulhat. Ezek jellemzden
gyermekkorban alakulnak ki ¢és altalaban serdiilékorban abbamaradnak, esetenként

atalakulhatnak egyéb generalizalt epilepszia formava (Albuja és mtsai., 2024).

Talamokortikalis rendszer

A talamokortikalis halézat nem egységes. Modalitasok, funkcio, szervezddési elvek és

kapcsolati sajatossagok réven sokféle felosztasa létezik (Jones, 2001; Sherman, 2022; Sherman



és Guillery, 2011). A dolgozat szempontjab6l fontos primer szomatoszenzoros TC rendszer a
trigeminalis érzd afferenseket feldolgozé ventralis poszteromedialis talamikus magbol (VPM)
¢s a primer szomatoszenzoros kéregbdl (S1) all, feladata a test feliiletére érkezd szenzoros
ingerek feldolgozasa. Ragcsaldkban ez a palya kiemelt fontossaggal bir, hiszen a legfontosabb
érzékszerviikkbol, a bajuszokbdl szdrmazd tapintdsi informéciot dolgozza fel. A VPM

glutamaterg TC sejtjein atkapcsolva jutnak el a bajusz altal generalt informacidk az S1 egyik

kilonleges, a negyedik rétegében
hordoszert struktarakat  tartalmazo
tertiletére (S1BF, primer somatosensory
cortex barrel field), melyben egy adott
bajuszhdl szarmazo ingert a
topografikusan megfeleltetett kérgi oszlop
dolgoz fel (1.1 &bra). Emellett a TC palyak

egy axonalis kollateralist adnak a

Serkentés:

talamuszt héjszertien koriilvevo retikularis
talamikus mag (nRT) GABAerg sejtjeinek
is. A kortikalis jelfeldolgozast kovetden,
az agykéreg hatodik rétegében 1évo

glutamaterg CT piramissejtek modulatoros  1.1. abra. A talamokortikalis rendszer anatémiaja. Az
agytorzs fel6l érkez6 szenzoros ingerek elsédleges
feldolgozasat egy harom elembdl felépiilé rendszer
topografikusan elhelyezkedd, serkenté TC végzi. VPM: ventralis poszteromedialis talamikus mag.

. L, nRT: retikularis talamikus mag, S1: elsédleges
és a gétlc') nRT Sejtek aktivitasat érz6kéreg, CT: kortikotalamikus, RC: retikularis sejt, TC:

(Feldmeyer és mtsai., 2013)_ talamokortikalis relésejt

palydkon  képesek  befolyasolni a

Az oszcillaciok kialakulasanak és terjedésének halozati mechanizmusai

A TC és nRT sejteket allapotfiiggé tiizelési mintazat jellemzi. Ebrenlét és REM (Rapid Eye
Movement, gyors szemmozgassal kisért alvasi szakasz) alvas alatt a tonusos, egyedi tiizelések,
mig a NREM alvéas soran burst-0s tiizelési mintazat jelenik meg. A tuzelési mod a sejtet érd
hiperpolarizald hatas erésségének fliggvényében valtozik, gyengébben hiperpolarizalt sejt
tonusosan, mig az erésen hiperpolarizalt sejt burst-6sen fog tlizelni (McCormick és Bal, 1997).
A TC sejtek és az nRT sejtek reciprok kapcsolataik révén képesek 6nallo oszcillacids aktivitas
kialakitasara. Ez a szabalyosan ismétlédo TC aktivitds elengedhetetlen az alvas egyes fazisaira

jellemzo ritmikus miikodések fenntartasahoz is. Ilyen oszcillacios mintazatok egyike az alvasi



ors6 (8-16 Hz), ami tobbek kozott szerepet jatszik a szinaptikus plaszticitas, memoria
konszolidacid €s neuronalis fejlddés folyamataiban (Liithi, 2013; McCormick és Bal, 1997).
A talamikus oszcillaciok az érz6 kéreg teriiletekbe futo kiterjedt TC palyarendszer révén szinte
azonnal megjelennek az agykéregben, ahol a piramidalis sejtek és gyorsan-tiizel6 (fast-spiking)
interneuronok is bekapcsolddnak, tovabb szinkronizalva a haldzatot (LUthi, 2013). Ugyanakkor
a TC rendszerben van egy feliilrdl lefelé iranyulo6 szabalyozas is (Thomson, 2010). Az agykéreg
6. rétegébdl kiindulo serkenté CT palya kiterjedt modulacids hatassal bir az nRT, VPM ¢és
kisebb részben az egyéb (magasabbrendii) talamikus magokra. Az nRT sejtjei, mind a TC-,
mind a CT sejtek axonkollateralisai fel6l serkenté bemenetet kapnak. Mivel ezen gatlo sejtek
a VPM (és szamos egyéb talamikus mag) TC sejtjein szinaptizalnak, feltételezhetd, hogy ezen
kapcsolatok révén az nRT eldrecsatolasos és visszacsatolasos gatldé mechanizmusokban
kdzponti szerepet jatszva alapvet6en képes befolyasolni és Osszehangolni a TC hél6zatok
miikddését (Crabtree és mtsai., 2018). Raadasul az nRT sejtek reciprok kapcsolatban allnak
tobb TC sejttel, amely révén akar egy retikularis sejt is képes szamos TC sejtet toborozni
(Huguenard és McCormick, 2007), nem-specifikus (nem topografikusan megfeleltetett)
kapcsolataival pedig képes egyéb talamikus terlleteket is bevonni az oszcillatorikus
miikddésbe, kialakitva az alvasi orsot.

Fontos kiemelni, hogy jelen tudasunk szerint az abszensz epilepszia soran megjelené SWD-
k ugyanazon hal6zati mechanizmus eredményei, mint az alvasi orsok. Azonban mig az ors6zé
aktivitas soran a halozat miikodésébe beépitett fékek szabalyozzak a szinkronitas mértékeét,
addig patoldgids korulmények kozott ezek részleges vagy teljes hidnya utat adhat a tliske-

hullam fenotipus és az abszensz epilepszias betegség kialakulasanak.

A gétl6 neurotranszmitter rendszer

Az emlitett feket a kdzponti idegrendszerben elsésorban a GABAerg rendszer biztositja.
Neurotranszmitterként y-amino-vajsavat hasznal, ami ligandvezérelt ionotrop klorid-ion
csatornahoz (GABAA) vagy G-fehérje kapcsolt metabotrop (GABAB) receptorhoz tud
kotodni. A GABAA-receptor a Cys-loop csatornacsalad tagja, jellemzéen 5 alegységbdl épiil
fel, minden alegység 4-4 transzmembran régiot tartalmaz. A tipikus receptor két o, két B, és
altalaban egy y- vagy d-alegységbdl all. Ennél joval tobb alegység tipus létezik, az ismertetett
tipusoknak is tobb izoformajat leirtak, de ezek részletes jellemzésétdl eltekintiink. A y-alegység
tartalmu receptorok szinaptikus elhelyezkedéstiek, mig a d-alegységet tartalmazok peri- vagy

extraszinaptikus lokalizaciojuak (Olsen és Li, 2012).



A transzmitter-rendszer masik receptor tipusa a GABAB-receptor, ami 7 transzmembran
régiot tartalmazo alegységekbdl felépiild heterodimér molekula. A GABA-B1 alegységen van
neurotranszmitter kot6hely, mig a GABA-B2 alegységen az effektorként mitkodé G-fehérje
(Olsen és Li, 2012).

A GABAerg rendszer szerepe a talamikus oszcillaciok kialakulasaban

GABAerg rendszer hatassal van az oszcillaciok periédusidejére és fontos szerepet jatszik az
ors6z0 aktivitas terminécidjaban, ahogy azt korabban mar tébben felvetették (Huguenard és
McCormick, 2007; McCormick és Bal, 1997). Az oszcillaciok periodusideje leginkabb a TC
sejtek valaszanak gyorsasagatol fligg, amit az nRT sejt altal kifejtett IPSP, (inhibitory
postsynaptic potential) hossza szab meg. Alvasi orsok esetében a TC sejtekre gyakorolt gatlas
dontd része az ionotrop (intra- és extraszinaptikus) GABAA-receptorok aktivacidjanak
hatasara kovetkezik be, ami igy viszonylag gyors (akar 8-16Hz) oszcillaciét eredményezhet,
ahogy azt az alvasi orsok esetén latjuk. A GABAA receptorok farmakologiai gatlasaval —
penicillin vagy bikukullin (Avoli, 1995; Kleiman-weiner és mtsai., 2009) alkalmazasaval- a
lassabban, de elnyujtottabban aktivalodo metabotrdp és extraszinaptikus GABAB-receptorok
mikodése kertilhet elétérbe (Huguenard és McCormick, 2007), ezaltal lassabb ritmust, példaul
tlske-hullam aktivitast, eredményezve.

Ennek egyik bizonyitéka lehet egy ausztral csalad kortorténete, melyben magas volt az
abszensz epilepszia eldéforduldsa. Megallapitast nyert, hogy a GABAA receptor 7y2-
alegységében egy pontmutacio révén arginin/glutamin csere jelenik meg, s feltehetéen ennek
eredménye lehet a csokkent gatlé szinaptikus funkcié (Eugene és mtsai., 2007) és az alvasi
orsonal (8-16 Hz) lassabb SWD (ragcsaléban 6-8 Hz, emberben 3-4 Hz) hullam megjelenése.
Ezt egy olyan transzgenikus egértérzson igazoltdk, mely a kutatasi témam alapja is, a
GABAAY2(R43Q) knock-in mutans egértdrzs (tovabbiakban csak R43Q) (Petrou és Reid,
2012; Tan és mtsai., 2007).

Ennek az elméletnek némileg ellentmond, hogy egyes kutatasok agykérgi iniciaciét
feltételeznek az abszensz rohamok esetében (Meeren és mtsai., 2002), azonban e mogott is a
gatld mechanizmusok sérulése allhat. Erre utal az is, hogy az R43Q mutaciot hordozo
betegekben a transzkranialis magneses ingerlés csokkent intrakortikalis gatlast jelez, amely
fokozott agykérgi szinkronizaciéhoz vezethet (Fedi és mtsai.,, 2008). Az igy kialakuld

hiperszinkronitas az agykéreg a 6. rétegbdl ered6 modulatoros palyakon (Sherman és Guillery,



2011) keresztul érheti el a VPM-et. Jelen dolgozat e kapcsolatrendszer szerepét igyekszik

tisztazni.

Célkitiuzések
A bevezetd alapjan a kdvetkez6 kérdésekkel foglalkozik a dolgozat:

1. Az altalunk eléallitott R43Q egértorzs megfeleld genetikai allatmodellje az abszensz

epilepszianak?

2. Milyen jellegzetes kiilonbségek lelhetdk fel az R43Q ¢és vad tipust allatok alvasi
mintazatdban? Ennek alapja az, hogy feltehetéen ugyanazon TC mechanizmusok

jatszanak szerepet az alvasi orsok és az SWD-k megjelenésében.

3. A kortikotalamikus palyak spontan torténd szelektiv aktivalasa milyen hatéast valt ki a

talamokortikalis rendszer mukodésére?

4. Abszensz epilepszias roham alatt a kortikotalamikus palyak szelektiv vagy nem-
szelektiv aktivalasa milyen hatast fejt-e ki a rohamokra? Van-e kiilonbség a kétfajta

ingerlés hatasaban?



2.Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok

A kisérletekhez feln6tt, him és ndstény C56BL/6 egereket (n=18) hasznaltunk, melyek kozott
vad tipust (n=6), illetve GABAAY2(R43Q) knock-in mutans (n=12) egyedek is voltak. A
kisérletek az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs (p.n.. 22.1/829/003/2007) altal
megszabott modon, a Magyar Allatvédelmi Torvény (1998. évi XXVIII. térvény) eléirasainak
megfelelden, illetve az Eurdpai Unios irdnyelvek (Eurdpai Parlament és a Tanacs 2010/63/EU)
mentén lettek elvégezve. Az egerek standard megvilagitasi korilmények (12h sotét, 12 éra
vilagos) kozott, nyugodt kornyezetben voltak elhelyezve. Ivoviz és élelem allanddan

szlikségleteiknek megfelelden elérhetd volt szamukra.

Miitéti eljaras

Az elektrofiziologiai meérésekhez szlkseges elektrodok beultetését 8-9 hetes allatokon

végeztik, ketamin-xylazin (100mg/kg, illetve 4mg/kg, i.p.) narkdzisban, elézetesen
isoflurannal rovid idore elboditva oket. Az allatokat sztereotaxisban (RWD Life Science,
California, USA) rogzitettiik, az alattuk elhelyezett fiitdpad (RWD Life Science, Temperature
Controller) a kisérlet teljes idétartama alatt biztositotta a 37+0.2 oC testhdmérsékletet.
A VPM-S1 topografikus kapcsolat megteremtése érdekében a virus beadashoz kraniotomiat
készitettiink a primer szomatoszenzoros kéreg bajuszmez? teriilete (S1BF; AP/L: -1/3.5 mm)
és a talamusz ventralis poszteromedialis (VPM; AP/L: -1.8/1.6 mm) magja felett. A virusokat
WPI Nanoliter Injector (WPI, Sarasota FL, USA) segitségével juttattuk be, az SIBF (AAV5-
EFla-DIO-hChR2(H134R)-eYFP-WPRE-hGH) esetében 900 um, mig a VPM (AAVrg-Efla-
IRES-Cre-mCherry, 55632-AAVrg) esetében 3300 um mélységbe. A beadas mindkét teriileten
1 nl/s sebességgel tortént, 50 nl térfogattal, 5 perc varakozasi idével.

Az injektalasi terlletekre, tovabba a primer motoros kéregbe (M1; AP/L: 0.8/2 mm), és a
hippocampus CA1 teriiletére sajat készitésli volfram sztereotrodokat (d: 25 pm, California Fine
Wire) iiltettiink be, az elébbi esetében 900 pm, mig utobbinal 1500 um mélységbe. Az S1BF
és VPM szteretotrodok mellé poliimid mikrotubusok (0.008 ID, 0.0135ID, Neuralynx)
segitségével optikai szalakat (105-um core diameter, NA = 0.22; Thorlabs) erdsitettiink (200—

300 um tavolsagot hagyva az optikai szal vége és a sztereotrodok végei kdzott).
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2.1. abra. A Kettds virusbeadas médszere és ellendrzése. A: A Kkisérleti mddszer, a belltetett elektrodokkal
és optikai szlakkal B: az alkalmazott virusok injektalasa. C: a ChR2 agykérgi kifejez6dése. A sarga teriiletek
az elektrod helyzetét jelzik. D: a ChR2 kifejez6dése a CT terminalisokban a VPM-ben. A sarga jel6lés az
nRT-ban parvalbumin pozitiv sejtekre.

Referencia elektrodat csavartunk a beliltetéshez képest kontralaterdlisan a cerebellum folé.
Az éllatok nyakizméba rozsdamentes acél EMG elektrodot helyeztlink.
Az éllat koponyajat fogorvosi primerrel (Dental Etching Solution, SUN MEDICAL Kift.,
Moriyama, Shiga, Japan) elokészitettiik, majd ehhez rogzitettiik a beiiltetett eszkozoket harom
komponensii fogorvosi cement (dental adhesive resin cement, Super-Bond, SUN MEDICAL
Kft.,, Moriyama, Shiga, Japan), illetve fogorvosi hidegpolimerizatum (Paladur, Heraeus
Kulzer) segitségéevel.

Az elektrodakat egy electrode interface board-ba (EIB-16, Neuralynx) fiztik be, arany
elektrod kontakt pinekkel (Neuralynx) rogzitettik, mig a referencia és EMG elektrodokat az

interface board megfeleld pontjaihoz forrasztottuk. Az interface board helyzetét is fogorvosi



cementtel stabilizaltuk, majd az implantatumot rézhaloval (JUROTISSU Kft., Budapest) vettik
korbe.

A kezelést kovetd 7 napban az allatok Panadolos® (Paracetamol, 5-15 mg/kg) vizet kaptak,
gyulladas esetén rimadyllal (Carprofen, 1.4 mg/kg) voltak kezelve.

Elektrofiziologiai mérések

A mérésekhez 3-8 honapos allatokat hasznaltunk. A virusbeadas/betiltetés és az els6 mérés
kozott legalabb egy honap telt el, hogy a virusok kifejezédésének és a miitétbdl torténd
felépiilésnek elegendd iddt adjunk.

A krénikus szabadon mozg0 elektrofizioldgiai adatrdgzitéshez az allatok lakdketrecét
behelyeztik a kisérleti hangszigetelt dobozba. A spontan aktivitast rogzitd, illetve szabalyos
1dokozokben végzett optogenetikai stimulaciot alkalmazd kisérletekben egy hangszigetelt
dobozban egyidejiileg harom allatbol vezettiink el. Ezen kisérletekben az 4llatok fején 1évo EIB
portjahoz csatlakoztattunk egy 16 csatornas eléerésitot, amit az Intan RHD-2000 interface
board-ba kotottiink be. A felvett elektromos jelet erdsitettlik (gain: 192x) és 20 kHz-en
digitalizaltuk. Az allatokat 30 méasodpercenként 473 nm-es kék fényli 1ézerimpulzusokkal
(20ms; 500ms; 5s 12 Hz; ~10 mW) ingereltiik (Laserglow Technologies, Toronto, Kanada). A
lézer vezérléséhez egy NI USB-6343 (National Instruments, Austin, Texas) adatgyijté és
vezérlo egység adta ki az analdg fesziiltségjeleket. A mérés folyaman az allatok mozgasat
videokamera segitségevel kovettik (5 fps).

A tuske-hulldm tevékenység modulécidjat vizsgald direkt visszacsatolassal végzett
ingerléses mérésekben az allatokbol egyesével vezettiink el. A fejiikdn 1évd csatlakozohoz
ebben az esetben is egy 16 csatornas elGerdsitot kotottiink be, ami az OpenEphys kozponti
adatgylijtd egység megfelelé portjahoz csatlakozott. A mérések sordn a valds ideju
rohamaktivitast a S1BF-ben monitoroztuk. A felvett elektromos jelet erdsitettiik (gain: 192x)
és 5 kHz-es mintavételezési frekvenciaval digitalizaltuk. Az OpenEphys software segitségével
a beérkez6 nyers lokalis mezdpotencial (LFP) jelet rogzitettiik, illetve a théta frekvenciaja (4-
8 Hz) savszirt jelet integraltuk, majd az integralt jelen sajat fejlesztésit Mathworks Matlab
alapt programmal detektaltuk a kiiszéb teljesitményt (~3mV/s) meghaladd eseményeket.
Amennyiben ilyen esemény kdvetkezett be, abban az esetben elére meghatarozott késleltetési
1d6 elteltével ingerlést végeztiink. Ebben a kisérletben is egy NI USB-6343 adatgytijté végezte
a stimulus vezérlését, ami kétféle lehetett: a kiadott jelre egy 473 nm-es kék fényl lézer

(Laserglow Technologies, Toronto, Kanada), vagy egy 1550 nm-es infravoros lézerdidda



kapcsolodott be. Ez utébbi esetben a Iézerdidda meghajtasat biztositd stabil aramimpulzust egy
stabilizalt aramgeneralo eszkdz (Keithley 2611B SYSTEM SourceMeter) biztositotta. Két
ingerlés kozott minimalisan 30 masodpercnek el kellett telnie, igy két, egymast fél percen bellil
kovetd, kiiszobértéket meghaladd esemény sordn csak az elsére adtunk ingert. A
kiiszdbteljesitményt meghalad6 eseményeket tizesével csoportositottuk, minden tiz esemény
kozul 6t valds ingerlés es 6t kontroll (Iézer aktivacids kiiszobét nem meghaladé fesziiltségii)
tortént, melyek véletlenszerii sorrendben kovették egymadast. A minimalis interstimulus
intervallum betartdsat és az ingerlések véletlenszeriiségét az ingerld szoftveriink feliigyelte.

A farmakologiai kisérletekben ~0,2 ml térfogatban intraperitonealisan adtunk be az
allatoknak fiziologias séoldatban oldott ethosuximide (ETX)-et. A kontroll kisérletekben
azonos térfogati fizioldgias soéoldatot kaptak. A beadast kovetden legkevesebb 2 oOra

id6tartamban rogzitettiink LFP-t, a kontroll és ETX kisérletek kdzott legalabb 72 ora telt el.

Hisztolbgia

A mérések elvégeztével az allatokat intrakardidlisan perfundaltuk, 2 percen keresztil
fiziologias sooldattal, majd husz percen keresztiil 0.1 M-os foszfatpufferben (PB) feloldott 4%-
os paraformaldehid (PFA) fixaldval rogzitettiik. Az llatok agyat a koponyabdl kiemeltik, a
beavatkozast kovetd éjszakan posztfixaltuk (4% PFA), majd haromszor 0.1M-0s PB-ben
torténd atmosast kovetden azidos (0,05%) PB-ben taroltuk a tovabbi feldolgozésig.

Az agyakat vibratom (VT1200S Vibratome, Leica) segitségevel 50 pm-es koronalis
szeletekre metszettlik. Az agyszeleteket egy éjszakara krioprotektiv 30%-0s szachar6z oldatba
helyeztik, majd folyékony N felett haromszor fagyasztottuk, majd PB-ben atmostuk (3x10°).
Kettds immunfluoreszcens jeldléseket végeztiink a virus-jelolések megerdsitésére, s azok,
valamint az elektrodak helyzetének azonositdsa céljabdl. 1:2000 higitdsi mPV (egér
parvalbumin antitest), illetve 1:2000 chGFP (csirke GFP antitest) PB oldatban torténd kezelés
kovetkezett egy ¢éjszakan keresztiil. A kovetkezd napon 2 6ra idStartamban metszeteket
szekunder antitesttel (1:300 bHAM, I6ban termeltetett biotinilalt anti-egér ellenanyag), majd
90 percen at avidin-biotin peroxidaz komplex-szel. (Ezen Iépéseket a PV elleni immunfestés
amplifikacidja végett hajtottuk végre.) Utols6 lépésben fluoreszcens-jeldlt-szekunderekkel
inkubaltuk a mintakat (1:500 GACH-A488, kecskében termeltetett csirke-elleni ellenanyag;
SA-647 1:2000 sztreptavidin) 2 6ran keresztil. Minden egyes kezelés kozott 3x10°-es 0,1M-

os PB atmosast alkalmaztunk. Az immunfestést kdvetden az agyszeleteket targylemezre



hiztam, majd Vectashield-del fedtem le. A metszetek vizsgalata és a fényképek rogzitése

epifluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss Axioplan 2, ZEISS, Berlin, Németorszag) tortént.

Adatelemzés

Az 5, illetve 20 kHz-en mintavételezett adatokat a kulonféle spektralis elemzésekhez alul
mintavételeztik 1000 Hz-re, majd gyors fourier transzformacioval, illetve kiillonb6z6
savszirokkel (0.3-4Hz delta; 4-8 Hz SWD, ill theta; 9-16 Hz szigma-sav; 40-80Hz also-
gamma; 70-300Hz elektromiogram) hataroztuk meg az egyes komponensek teljesitményet.
Ezen kiviil wavelet elemzéssel ido-frekvencia spektrumot is eléallitottunk.

A tiske-hullam kistlések detektalasahoz a szigma- és SWD-frekvenciasavok teljesitményét
vetettik ossze, illetve ezzel parhuzamosan vizsgaltuk a multiunit (soksejt) aktivitast is. Ez
utobbihoz az eredeti 20 kHz-es LFP adatokat hasznéltuk fel, 400-7000Hz kozotti savsziirés
utan egy adott fesziiltségkliszobot atlépd eseményeket tekintettiink unit (sejtes) aktivitasnak,
amit aztan az adott agyteriileten 1év6 2-4 csatorna adataibdl Osszesitettink és 10 ms-0s
id6ablakban simitottunk.

A hypnogram elkészitéséhez egy gépi tanuldson alapulé algoritmust hasznaltunk. Ehhez
eldszor egy tanitd adatbazist épitettiink fel, amihez minden kisérleti allat egy-egy
véletlenszertien kivalasztott regisztratumat hasznaltuk fel. Ezen mérési fajlokon az LFP
meghatarozd spektralis komponenseinek relativ teljesitményéhez tartozé kiiszobértékeket
manudlisan allitottuk be egyedileg, majd az igy kapott altalunk ellendrzétt hypnogram a hozza
tartozo relativ teljesitményadatokkal bekertlt a tanito adatbazisba. A gépi tanulas modellt ezek
utdn minden regisztratumon lefutattuk. A validalasi tesztek alapjan ezen modell ~90%
pontossaggal tudja meghatarozni az alvasi allapot.

Az allatok viselkedését az elektrofizioldgiai mérések soran folyamatosan nyomon kovettiik,
egy a lakoketrecik felett elhelyezett CCD kamera segitségével. A videdfelvételt ritmikus
felvillanasok révén szinkronizaltuk az LFP merésekkel, igy a viselkedés és az agyi aktivitas

ey

meg egy altalunk fejlesztett programmal.



Statisztikai elemzes
A statisztikai elemzésekben pérositatlan Student t-tesztet végeztiink, az adatsor
varianciajanak eltérés F-probaval ellendriztiik elézetesen. Az abrakon, ha - masként nincs

jelezve - Atlag+SE adatok keriiltek abrazolasra.



3. Eredmények

Az epilepszia modell igazolasa

Jelen vizsgalat targyat képez6 R43Q egértorzs, egy teljesen uj modell, melyet a HUN-REN
KOKI OGR-ben dr Erdélyi Ferenc laboratoriumaban allitottunk el6. Ezért igazolnunk kellett,
hogy valéban mutatja az abszensz epilepszia tiineteit. Szabadon mozg6 allatokbol, LFP
elvezetésével kimutattuk, hogy az R43Q allatokban, mind az M1, mind az S1BF terileten
megjelennek  olyan  oszcillacids  események, amelyek az SWD  jellemz6

frekvenciatartomanyaban (6-8 Hz) vannak, de a vad tipusu allatokban hianyoznak.
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3.1. &bra. Az R43Q egértorzs validalasa, mint az abszensz epilepszia allatmodellje. A: tipikus oszcillacié
wavelet spektrogramja (fent), sziirt LFP jelei (M1 és S1BF), EMG jele és savsziirt RMS gorbéi (lent). JOI
lathatd, hogy az SWD-k és az alvasi orsok (szigma) mind a waveletben, mind pedig a sziirt RMS-kben jél
elkiilonithetéek. B: az allat mozgésa és az SWD-k kapcsolata. Kis abra: megtorpanas - SWD
keresztkorrelogram. Az SWD megjelenése szorosan kapcsolédik a nyugalmi allapothoz. C: ETX kezelés
hatdsa: megsziinteti az SWD-k kialakulasat. **: p<0,01 Student t-teszt

Az SWD-k a spontan kialakul alvasi orsoknal (9-16 Hz) lassabbak. igy az R43Q allatokban e



két oszcillacios tevékenység spektralis tulajdonsagaik alapjan jol elkiilonitheté volt (3.1A
abra).

Abszensz epilepszias rohamok soran nincsenek goércsds rangasok, helyette a viselkedés
megtorpanasa és a mozgas teljes hidnya észlelheté. A videofelvétellel kombinalt LFP
méréseink alapjan kijelenthetd, hogy a detektalt SWD-k alatt csokkent az allatok aktivitasa. A
viselkedés megtorpanasa és az SWD megjelenése erdteljes korrelaciot mutatott (3.1B abra). A
rohamok farmakologiai érzékenysége is megfelelt az elvardsoknak, az &llatok - abszensz
epilepszias betegeknél is alkalmazott - ethosuximide kezelésre kevesebb SWD-t mutattak, mint
a gyogyszer beadasat megel6zden (3.1C abra).

Ezek alapjan kijelenthetd, hogy az altalunk hasznalt R43Q egértorzs idedlis modellje az

abszensz epilepsziaval kapcsolatos tovabbi kutatasainknak.

Megvaltozott alvasi mintazat

Irodalmi adatok szerint a TC hal6zati mechanizmusok kéros megvaltozasa hozzajarul az
abszensz epilepsziara jellemz6 aktivitas kialakulasahoz. Ezért arra is Kivancsiak voltunk, hogy
R43Q egertorzsben valtoznak-e a TC-fiiggd alvas-ébrenléti mintdzatok a vad tipusd
alomtestvérekéhez képest.
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3.2. &bra. Az alvasi mintazat megvaltozasa. A: relativ teljesitménygorbék (delta, szigma, als6-gamma, théta,
EMG) B: hipnogramok (REM-mélyalvas-NREM-2-Ebrenlét) vad tipust és R43Q egerekben.



Az LFP egyes hullamkomponenseinek teljesitménye, illetve az EMG alapjan (3.2A abra)
négy allapotot kuldnitettiink el, mely allapotoknak a megoszlasat hypnogramon vizsgaltuk
(3.2B &bra). A hypnogram meghatarozasa az egyes hulldamkomponensek relativ teljesitménye
alapjan tortént, mely adatsorokat aztan részletes numerikus elemzésnek vetettiink ala.

Az R43Q allatok dsszesitve kevesebb id6t toltottek NREM-2 allapotban (3.3A &bra), mint
a vad tipust alomtarsaik, amely jelenség hattereben az egyedi NREM-2 allapotban toltott
szakaszok lerdvidulése all (3.3B abra). A csokkent NREM-2 terhére az egyedi ébrenlétben és
mélyalvasban toltott szakaszok hossza szignifikansan novekedett (p = 0.0016, ill. p = 4.38*10
6). A vad tipusu allatok esetében a fent emlitett harom ébrenléti fazis egyedi szakaszainak
hossza nem mutat kilénbséget (p = 0.1623, ill. p = 0.2704). Mindezen valtozasok ellenére az

R43Q allatok alvasi mintazata nem valik fragmentaltabbéa (3.3C abra).
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3.3. dbra. Az alvasi mintazatvaltozas elemzése. A: az alvas-ébrenléti szakaszok megoszlasa az R43Q (n=6)
allatokban és vad-tipust (n=5) alomtarsaikban. B: az egyedi alvas-ébrenléti szakaszok hossza az R43Q (n=6)
allatokban és vad-tipust (n=5) alomtérsaikban. C: az egy ora alatt bekovetkezé allapotok kozotti egyedi
atmenetek szama az R43Q (n=6) &llatokban és vad-tipusi (n=5) alomtarsaikban. #: 0.05<p<0.1; **:
0.001<p<0.01; ***: p<0.001.

Mivel az R43Q allatokban nemcsak a patologias jellegli SWD-k jelennek meg, hanem az alvés-
ébrenlét allapotuk is sériilt, megallapithatd, hogy a TC hal6zatokban bekovetkezett valtozdsok

allhatnak ezek hatterében.

A kortikotalamikus palya optogenetikai aktivalasa

A TC rendszerek egyik szabdlyoz6 eleme a 6. rétegbdl eredd CT altal nyujtott
visszacsatolas, mely kozvetlen serkentésbdl, illetve az nRT altal kdzvetitett gatlasbol all. A CT
palya szerepét optogenetikai aktivalassal vizsgaltuk, az S1BF teriiletérdl elvezetett LFP

valtozasanak monitorozasaval. Az ingerlések el6tti 10 méasodperc alapjan meghataroztuk az



alvas-ébrenléti fazist, hogy a valaszokat a mar emlitett négy allapot szerint csoportositsuk
(3.4A abra).

Mind R43Q, mind vad tipust allatokban a stimulacié alatt a 4-5 Hz-nél nagyobb
frekvenciaju hullamkomponensek teljesitménye mindig csdkkent, mig a stimulus alatt és az azt
kozvetleniil koveté idéintervallumokban a delta-teljesitmény valamelyest megemelkedett
(3.4B abra).

R43Q éallatokban azt tapasztaltuk, hogy a CT palyak aktivalasa allapotfiiggd modon
befolyasolta a halozat miikodését. NREM-2 allapotban, az alvasi orsok megjelenése hosszabb
tavon is részlegesen gatlddott, a szigma-sav teljesitménye lecsékkent. Mélyalvasban a szigma-
sav teljesitmény nott kozvetleniil az ingerlés utan és kivaltott alvasi orsok is megjelentek. A
REM alvasban és ébrenlétben végzett ingerlés kozés vonasa, hogy SWD-k alakultak ki a
stimulacié utdn, mig REM-alvasban kis valoszintiséggel kivaltott orsok is megjelentek (3.4A
és B abra).

Vad tipust allatokban sem tuske-hullam aktivitast, sem fiziologids alvasi orsokat sem
sikerilt kivaltanunk a CT péalyarendszer optogenetikai aktivalasaval. Ugyan tapasztaltunk
orsoOszerli oszcillacidkat, azonban ezek minden esetben 3-4 ciklus utan elhaltak. Mindezek arra
utalnak, hogy a 6. rétegi CT visszacsatolas valoban hatdssal bir az aktudlis allapot alatti

oszcillacios eseményekre.
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3.4. &bra. A 6. rétegi kortikotalamikus palya optogenetikai aktivacidja R43Q allatokban allapotfiigg
véaltozasokat eredményezett. A: Az alvési-ébrenléti fazisok alapjan csoportositott L6 CT ingerlésekre adott
valasz S1BF teriletén (lent), illetve wavelet spektrogram (fent). Piros nyil: kivaltott SWD B: FFT
spektrogramok az ingerlések kiilonb6z6 szakaszaira (K: kontroll, S: Stim, S.u: Stim utan, Uh: Utohatas), n=7.



A rohamtevékenység direkt modulacidja

A kortikalis modulatoros bemenet SWD-kre kifejtett direkt hatadsanak vizsgalatahoz
szabadon mozg6 allatbdl elvezetett LFP adatok online kiértékelésével detektaltuk a tiiske-
hulldm kisuléseket. Az SWD-k alatt 250ms késleltetéssel az L6 CT palyak szelektiv
optogenetikai ingerlésével (3.5A 4bra) azonnali erdteljes gatlas alakult ki (3.5A 4bra), ami

mind a szigma-, mind az SWD-tartomanyban (3.5C abra) csokkentette a teljesitményt. Ezen
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3.5. dbra. A rohamtevékenység direkt modulaciéja R43Q allatokban. A, B: A detektdlt SWD-k
optogenetikai/infravords ingerlése sordn mért LFP-je és wavelet spektrogramja 5 masodperces stimulusidé
(fent) és A&lstimulus (lent) esetén. C, D: Az ingerlés kiilonb6z6 fazisainak FFT spektrogramja
optogenetikai/infravords ingerlés soran. ChR2: n=2, IR n=3.



eredmények arra utalnak, hogy a 6. rétegi visszacsatolas direkt mddon képes befolyasolni az
SWD-k lefolyasat.

Az optogenetikai stimulalas mellett alkalmaztunk egy, nagyobb transzlacids lehetdséggel biro,
infravords stimulacids eljarast is (Horvath, és mtsai, 2020) Az SWD-k alatti ez a nem-
specifikus infravords stimulacio (3.5B abra) az optogenetikai ingerlés hatasahoz képest kisebb
gatlast eredményez (3.5B abra), mind a szigma-, mind pedig az SWD-tartomanyban is (3.5D

abra). A hatas felépiilése lassabb, az 5s ingerlés végén volt a legerdteljesebb.



4. Megvitatas

Az R43Q egértorzs elektrofizioldgiai vizsgalataval igazoltuk, hogy valdban kialakulnak
spontan tiske-hullam Kistlések, ezek minden esetben a viselkedés megtorpanasaval jarnak, és
a rohamaktivitas gatolhatd a human abszensz epilepsziaban is alkalmazott antiepileptikummal
(ethosuxumide-del). Az epilepszias események TC jellegiik miatt, az alvasi mintazatra is
hatassal vannak, a feliiletes alvasban toltott Gsszesitett id6 is és az egyes feliiletes alvasban
toltott szakaszok hossza is lecsokken a rohamok kovetkeztében, azonban az alvas nem valt
fragmentaltabba. lgazoltuk azt is, hogy a CT palya szelektiv aktivalasaval egy azonnali gatlast
tudunk kialakitani — ak&r rohamok kdzben is — amit az alvas-ébrenléti allapot fliggvényében
kivaltott alvasi orso vagy tiiske-hullam aktivitas kovethet.

Az altalunk vizsgalt allatmodellt egy ausztral csaladban leirt mutacio okozta 14z - és abszensz
rohamok alapjan (Wallace és mtsai., 2001) hoztuk létre. Korabban mar létrehoztak egy, ma
mar nem elérheté egértdrzset (Tan és mtsai., 2007) ezzel a mutacioval, a Cre-lox rendszert
hasznalva, 4 csendes mutaciot €s egy loxP szekvencidt is beépitve az eltérd genetikai hatterti
egerek genomjaba. A genetikai eltérések nagy szama miatt, igazolnunk kellett, hogy az
abszensz epilepszia tiinetei megfigyelhetéek az altalunk létrehozott Uj térzs esetében is. Emberi
elektroenkefalografias vizsgalata a rohamok alatt 3-4 Hz-es tiiske-hullam komplexeket mutat.
Az elfogadott genetikai ragcsalé modellekben is jelen van ez a hulldmforma, azonban
gyorsabb, egereknél 6-8 Hz (Letts, 2005; Noebels és mtsai., 1990), patkanyokban 7-11 Hz
(Coenen és Luijtelaar, 2003; Depaulis és Luijtellar, 2006) a jellemzd frekvencia. A sajat R43Q
allataink esetében is 6-7 Hz koriili SWD-ket latunk, ami raadasul minden esetben a viselkedés
megtorpanasaval jar és ethosuxumide-del is gatolhat, akarcsak a human betegség esetében
(Panayiotopoulos, 1999).

Az abszensz epilepsziandl elsé korben alkalmazott gydgyszerek az ethosuximide és a
valproat, melyek kozOs vondsa a T-tipusi Ca-csatornak gatlasa. Ezen fesziiltségfiiggd
ioncsatorna hatarozza meg az intratalamikus oszcillacios folyamatokat (McCormick és Bal,
1997), amennyiben aktivaldadik, a talamuszban alvasi orsd, UP-state, vagy koros esetben tliske-
hulldm aktivitas tud megjelenni. A T-aramok kialakulasanak eldfeltétele, hogy a sejt elbtte
hiperpolarizalodjon, aminek a TC sejtek esetében az nRT sejtek feldl érkezo IPSP lehet a
forrasa (Huguenard és McCormick, 2007). Az alvasi orsok esetében bizonyitott, hogy az nRT
sejtek aktivalddasa inditja el a ritmikus aktivitast (Steriade és mtsai., 1987; Steriade és
Deschenes, 1984), akér agykérgi bemenet nélkil is, azonban a tliske-hullam esetében nincs

elfogadott mechanizmus. A patkany genetikai modelleknél bizonyitott az agykérgi iniciacio



(Meeren és mtsai., 2002), de feltételezhetden ez is gyorsan bevonja a talamikus halézatot a
koros oszcillacioba, ahonnan aztan rovid latenciaval tud generalizalédni.

A human abszensz epilepszia jellemzbéen az alvas-ébrenlét hataran alakul ki (Stewart és
mtsai., 2006; Zarowski és mtsai., 2011), tehat reggel az ébredés és este az elalvas idején, azt
sugallva, hogy a TC rendszer tonusos és burst-6s miikodési modjai kozotti valtas soran alakul
ki olyan allapot, ami lehetové teszi a rohamok beinduldsat. A 6. rétegi CT palyak kiilonféle
alvas-ébrenléti szakaszokban torténé szelektiv optogenetikai aktivalasa minden esetben egy
azonnali gatlast mutatott, feltételezhetéen az nRT sejtek aktivaldsdval megakasztva az éppen
jelenlévd ritmicitast, azonban a rendszer a gatldsbol felszabadulva mar eltéré valaszokat
mutatott. Amennyiben az ingerlés el6tt tonusos miikodési (REM-alvas vagy ébrenlét) modban
volt az intratalamikus haldzat, gy nagy eséllyel tiiske-hullam aktivitas alakult ki, mig a burst-
0s modban végzett ingerlés esetén foleg alvasi orsé alakult ki. Ez utobbi meglepd eredmény,
mert egészséges transzgénikus allatokban egy 6. rétegi piramidalis sejtpopuléacio (CT palya)
optogenetikai aktivalasaval (NTSR-1) semmilyen allapotban sem lehet alvasi orsot kivaltani a
(Borbely és mtsai., 2025. Ez azt sugallja, hogy a talamokortikalis rendszer miikodése mas
tekintetben is athangolodhat, feltételezhetden a gatlo folyamatok gyengiilnek, utat engedve a
rohamaktivitasnak az R43Q allatokban.

Osszességében elmondhatd, hogy bedllitottunk egy Gj abszensz epilepszia modellt,
igazoltuk, hogy egy CT palya képes gatolni a rohamaktivitast, illetve megfeleld koriilmények
kozott akar iniciatora is lehet a koros miikodésnek. Terveink kozott szerepel — az elemszam
ndvelés mellett - a CT palydk aktivalasa kozben egysejt-aktivitast is elvezetni, mind a
szomatoszenzoros kéregbdl, mind a VPM-bdl, igy pontosabb képet kapnank a kortikotalamikus

palya rohamaktivitasra gyakorolt hatasarol.
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Osszefoglald

Az abszensz epilepszia — mint generalizalt epilepszias betegség — gyakran genetikai hibakra
vezethetd vissza. Egyik formajanal egy csaladi anamnézis vizsgalat soran irtdk le a GABAA-
receptorok gamma-2 alegységének pontmutaciojat, mely a talamokortikalis (TC) haldzatok
koros oszcillacids tevékenységét, tiiske-hullam aktivitasat eredményezte. Azonban nem ismert
a tiske-hulldmok kialakulasanak, terjedésének pontos mechanizmusa. Ennek vizsgalatara
létrehozott, az emlitett pontmuticiora ¢épild egér torzs validalasat kovetden azt
tanulmanyoztuk, hogy a TC halézatok visszacsatolasat biztosité agykergi modulacids

rendszerek miként hatnak a tliske-hulldmok megjelenésére, illetve azok paramétereire.

Az elsédleges szomatoszenzoros kéreg topografikusan, virdlis technikdval megjelolt
kortikotalamikus sejtjeit optogenetikailag aktivaltuk, mikdzben talamikus és agykérgi lokalis
mezopotencialt vezettiink el szabadon mozg6 allatokban. Elézetes eredményeik azt mutatjak,
hogy az agykergi visszacsatolas aktivalasa megsziintetheti a tliske-hullamok megjelenéseét,
tovabba e hatds az alvas-ébrenléti ritmus kiilonb6z6 szakaszaiban jellegzetes oszcillacios
mintazatokat indukalhat. A nem specifikus, infravords fénnyel torténé kortikotalamikus

ingerlés is képes modulalni a tiske-hullam aktivitast.

Mindamellett, hogy a létrehozott ragcsald modell lehetdséget biztosit az abszensz epilepszia
kialakulasanak pontos mechanizmusanak megismerésére, kutatasaink ravilagitanak a korabban
pusztan modulator szereppel tarsitott agykérgi visszacsatolasok fontos fiziol6gias és esetleges

terapias funkcidira is.



TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

En, Juhdsz Zsombor nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott Tiiske-hullam aktivitas
moduldcidja egér abszensz epilepszia modellben cim( palyamunkamban leirtak
esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:
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Kronikus mutétek
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