OTKA zardjelentés a Complex Genetics of Idiopathic Epilepsies (CoGIE) cimii
EUROCORES programban valo részvételrol

Bevezetés

A programban genetikusan 0roklodo epilepszia szindromak genetikai hatterét vizsgaltak,
epilepszias csaladokbol gylijtott vérmintak és kontroll csoportok Osszehasonlitasa alapjan.
Célja volt olyan 1) gének megtalalasa, melyet eddig nem kapcsoltak Ossze az epilepszia
betegséggel. A programnak ebben a részében nem vettiink részt, a vallalt feladatunk a
program egyiittmiikodo részében a partnerek altal talalt ritka gének fehérjéinek lokalizacidja
volt kontroll allatban és kisérleti allatmodellben. A program 6nalld, masoktol fiiggetlen
részében atfedéseket kerestiink a kiillonb6z0 epilepszids betegségek kozott — 0sszehasonlitva a
TLE modelljeit a TLE betegek miitétileg eltavolitott hippocampusaval, illetve az idiopatias
epilepszia egy modelljével —, valamint a temporalis lebeny eredetli epilepszia modelljében
talalt proteomikai eltérések és mas neurologiai betegségekben érintett fehérjék kozatt.

A genetikai vizsgalatokat ugy tervezték, hogy egy kozos adatbazisban majd 6sszehozzak az
exom analizis és a teljes genom analizis eredményeit, és akkor fog igazan sok, eddig rejtett
gén eldkeriilni, mint az epilepszia betegségek alapja. Roviden, néhany pontban 6sszefoglalom
a genetikai vizsgélatok legfontosabb eredményeit:

1. Az idiopatias epilepszidkat nem egy, hanem tobb gén okozza, melyek kiilonb6z6 ritka
alléljei feldusulnak a betegekben. Ezek Onmagukban nem okoznak feltétleniil
diszfunkciot, csak csoportos eléfordulasuk volt jellemz6 a betegekre.

2. Az ¢érintett gének egyenként csak kis gyakorisdggal (1-2%) fordultak elé az egyes
betegekben

3. Az ¢rintett gének/allélek kiilonbozéd mennyiségben, illetve kombinacidokban voltak
jelen az epilepszia betegekben, nem mindig ugyanazok még ugyanolyan etiologiaju
betegségben sem, még egy csalddon beliil sem

4. A betegek csaladtagjai kozott voltak olyanok, akik hordoztak olyan ritka alléleket,
mint az epilepszia beteg csaladtag, de nem voltak epilepsziasak

5. Az epilepszids betegekben talalt, epilepsziaval osszefiiggésbe hozott gének nem csak
epilepsziat okozhattak, hanem pld. idegfejlddési rendellenességet, szellemi
fogyatékossagot, sat. a vizsgalt csaladokban

6. Egyes gének nem csak epilepszia betegek csoportjdban, hanem mas neurologiai
betegségekkel kapcsolatban is eldkeriiltek, mint autizmus, skizofrénia, migrén, sat.

7. A fehérjét nem kodolo régiok mutécidja is allhatott a betegség hatterében, pld. ha egy
repetitiv szakasz tul rigiddé teszi a DNS szerkezetét, és egyes génekben
mikrodeléciokat hoz 1étre egyébként teljesen ,,egészséges” génekben

A vizsgalat legfobb metodikai tanulsaga volt, hogy rendkiviil nehéz kiilonb6z6 modszerek
eredményeit  Osszeegyeztetni, ¢€és az adatok informatikai feldolgozasa  sokkal
munkaigényesebb, mint azt tervezték. A teljes genom analizis-eXom analizis dsszevetése még
nincsen kész, a partnerek tovabb folytatjadk a munkat. Az exom analizisb6l szarmazé
eredmények, ami alapjan nekiink a fehérjéket lokalizalni kellett volna, is késedelmet
szenvedett, és csak a harmadik évben tudtuk elkezdeni ezt a vizsgalatot.

Az eredmények viszont ravilagitottak, hogy nem annyira egyes gének jelenléte vagy hianya a
meghataroz6 a betegség kialakulasdban, hanem sok gén egymassal és a kornyezettel valo
egyiittmikodése (Kenneth et al. 1995, Gemma et al. 2013, Helbig et al. 2013, EPICURE
Consortium et al 2012). Ezért lehetséges, hogy bizonyos mutans gének jelenléte az egyik



embernél epilepsziaval, a mésikndl egy masik betegséggel, és akar ugyanazon csaldd tobbi
tagjanal semmilyen kimutathaté neuroldgiai elvaltozassal nem tarsul (ILAE Consortium on
Complex Epilepsies 2014, EPICURE Consortium et al 2012, Dejanovic et al. 2014).

Mivel céljaink kozott szerepelt nem csak kontroll agyszdvetben, de kiilonbozoé epilepszia
modellekben is megvizsgalni az érintett gének fehérjéit, a fentiek miatt dontottiink ugy, hogy
nem génkiiitéses modellt valasztunk, hanem az absence epilepszia egy beltenyésztett
modelljét, mivel az szintén nem egy génen alapul, igy hatdsmechanizmusdban ¢és
neurobioldgiai hatterében kozelebb allhat a valds idiopatids epilepszia betegségekhez.

Az eredmények ismertetését két részre bontottam, A) 6ndllo projectek,
amiben kiilonb6z6 epilepszia modelleket és az emberi TLE epilepsziat hasonlitottuk dssze; B)
kollaboracios projectek, amelyben az azonositott, epilepszidhoz kothetd gének fehérjéit
lokalizaltuk absence epilepszia modellben.

A) Onallo projectek

1.A GABA-A receptor alfal alegységének eloszlasa TLE epilepszia modelljében és human
epilepszias betegekbdl szarmazoé hippocampusban

Ezt a projectet régebben kezdtiik el, és az volt a cél, hogy az alfal alegység eldfordulasat
sejttipusra lokalizaljuk a hippocampusban, ¢és megvizsgaljuk, az egyes interneuron-
csoportokban milyen az eloszlasa és hogyan valtozik epilepszidban. A fénymikroszkdpos,
fluoreszcens kettdsfestéseken alapuld morfoldgiai kvantitativ vizsgalatokkal elkésziiltiink, €s
azt talaltuk, hogy az interneuronokon megné a GABA-A receptor alfal alegységet tartalmazo
formajanak mennyisége. Ez azért fontos, mert ez az alegység kozvetiti a GABAerg
tamadaspontu antiepileptikumok hatasat, ezért kulcsfontossagu epilepszidban (Toth K. et al
2013). Azonban a receptoralegység pontos lokalizaciojat mar nem  tudtuk
elektronmikroszkopban megvizsgdlni, mert kozben elfogyott a human anyag, ami
elektronmikroszkopos vizsgalatra alkalmas lett volna. Az utdbbi 3 évben sikertilt tobb, rovid
post mortem idejli emberi agyat perfundalni, és a kollaboracids partner szintén részt vett a
ColGE programban, ezért tigy dontottiink, befejezziik a vizsgalatot, hiszen eredményeinket
Ossze tudjuk vetni az 6 vizsgalataival kainatos allatmodellben (Sperk et al, 1998, Furtinger et
al, 2003, Drexel et al, 2013), és ez volt a projectben az egyik vallalasunk: kiilonb6z6 modellek
¢€s az emberi agyban talalt valtozasok 6sszehasonlitasa.

Azonban mind szendvics modszerrel, DAB vizualizacié mellett, mind immunarany
modszerrel azt talaltuk, hogy az alfal alegységet tartalmazé GABA-A receptorok dominansan
extraszinaptikus elhelyezkedésiieck. Ez teljesen ellentmondott az eddigi fiziologias ¢és
farmakologiai eredményeknek, melyek szerint a receptor a szinapszisokban talalhato.
En azt javasoltam, fogadjuk el az immunarany reakcié eredményét dontdnek, Sperk
professzor azonban dvatossagra intett, és a mintavétel kiterjesztését kérte.

Tavaly oktoberben volt intézetiinkben egy szuperreszoliciés mikroszkopidval foglalkozo
szimpdzium, ahol Katona Istvan csoportja részérdl bemutatasra keriilt egy olyan 0j mddszer,
mely lehetévé teszi a fluoreszcens jelek STORM mikroszkopos képének a konfokalis
mikroszkdpban lathatd képpel vald Osszevetését, igy a jel térbeli eloszlasa mas festéssel jelolt
objektummal 6sszekothetd, és pontosan lokalizalhato. (Dudok et al., 2015). Specifikusan a
fenti célra fejlesztett sajat szoftveriik (Barna et al., 2014) segitségével egy olyan receptor
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eloszlasat vizsgaltdk, mely immunarany modszerrel dominansan extraszinaptikus
lokalizaciojinak mutatkozott, de STORM-mal kideriilt, hogy a szinapszisban is van,
méghozza ugyanolyan mennyiségben, mint extraszinaptikusan.

Ez az eredmény mélyen elgondolkoztatott. Lehetséges, hogy az altalunk immunjeldlésre
hasznalt ABC-reakcion alapuld szendvics modszer, illetve az eziisttel amplifikalt immunarany
modszer olyan nagyméreti jelet produkal, hogy annak létrejotte egy olyan kis térben, mint a
szinaptikus rés, mar gatolt, ezért ott nem vagy kevesebb jelet latunk, mig a szinapszisokon
kiviil tobbet, ebben az esetben fals pozitiv eloszlast fogunk kapni extraszinaptikus
lokalizaciora. Raadéasul, a nagyméretii csapadék képzddése a kimutatandd objektum
mennyiségére is fals eloszlast adhat, mivel kis mennyiségli anyagot a kevés, nehezebben
kialakul6 csapadékkal/eziistkomplexszel rosszabbul fogunk latni, a nagy mennyiségi, szabad
elhelyezkedésii objektumokon viszont felerésodik a jel. Ez a jelenség nem, vagy kisebb
mértékben zavarja fluoreszcens jel megfigyelését, mert az sokkal kisebb, a kétlépéses
immunreakcioban a jel a secunder antitesthez kotott kicsi festékmolekula.

Két lehetdségiink van az eredmények megjelentetésére:

e Jelen formajaban, csak a fénymikroszkopos adatok bemutatasaval, nem térddve a
lokalizacioval.

e Megismételjiik a vizsgdlatot valamilyen szuperrezolucios technikaval, hogy jel
méretébdl adodd hamis eloszlast kikiiszoboljiikk. Ez azért is fontos lenne, mert, mint a
bevezetoben emlitettem, az alfal alegységnek fontos farmakologiai szerepe van, ezért
Iényeges a pontos lokalizacié megismerése. Ebben az esetben késdbb lesz publikacio.

2.Proteomikai vizsgalatok a temporalis lebeny eredetii epilepszia (TLE) pilocarpine-indukalta

modelljében

Az altalunk hasznalt pilocarpine modell (Magloczky et al. 2010, Karlocai et al. 2011)
proteomikai vizsgalatabol szarmaz6 adatokat elemeztiik tobbféle szempont szerint. Azt
talaltuk, hogy a spontan visszatéré rohamokat mutato, szklerotikus egerekben 1 honappal a
pilocarpine kezelés utan szamos fehérje expresszios szintje megvaltozik, ezeket kiilonb6z6
funkciondlis csoportba soroltuk (pld. citoszkeletalis fehérjék, jelatvitelben résztvevd fehérjék,
mitokondrialis fehérjék stb.). Ezutan elemeztikk a fehérje-valtozasok atfedését egyéb — nem
temporalis lebeny eredetli — epilepszidkkal és mas neurologiai korképekkel (pld. skizofrénia,
Alzheimer-kor, Parkinson-kor, stb.)Mago et al., 2012).



1. abra. A TLE pilocarpine-indukalta modelljében megvaltozott expressziét mutatod
gének Osszefliggései mas neurologiai betegségekkel, mint szkizofrénia, Alzheimer-kor,
Parkinson-kor.

GR ARIADNE

Kideriilt, hogy tobb neuroldgiai koérképben megvaltozd fehérje mutat atfedést a
modelliinkben talalt valtozasokkal, leginkabb a skizofrénia és a Parkinson-kor, legkevésbé a
szorongéds. Az idiopatids epilepszidkkal is taldltunk kozos pontokat, melyrél eldadést
tartottunk Dr. Altmann Anna gyermekneurologussal. Nevezetesen, a Dravet-szindroma (talan
a legsulyosabb idiopatias epilepszia-korkép) ketogén diétaval vald kezelésének egyik
lehetséges magyarazatara utalnak a mi adataink, melyek az epilepszias allatokban leromlott
energia-metabolizmusra — els6sorban a cukoranyagcserét illetéen — hivjak fel a figyelmet.

2. abra: Az epilepszias allatokban valtozast mutatd fehérjék szama a fehérjék kiilonb6zo
funkcionalis csoportjaiban
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Kozben szamos, valtozast mutatd fehérje elleni primer antitestet szereztiink be, hogy
morfologiailag is meg tudjuk vizsgalni a valtozo fehérjék lokalizaciojat. Sikeriilt igazolnunk,
hogy a szintén mitokondridlis szuperoxid dizmutdaz enzim expresszidja valoban
megnovekszik, ahogyan azt a proteomikai adatok sugalltdk. Szintén beigazolddott a
calretinin-tartalmu sejtek szamanak csokkenése, melyet a proteomikai vizsgalatban a fehérje
expressziojanak csokkenése kisért. A citoszkeletalis fehérjék epilepszias allatokban
megnodvekedett expresszidja Osszhangban allt az epilepszids dallatokban kimutathato
sarjadzassal (Magloczky and Freund, 2005.

Ezek az eredmények készen vannak, azonban gy dontottiink, nem publikaljuk ket
addig, mig cikket nem irtunk a mitokondrialis fehérjék megvaltozott mennyiségérél az
altalunk hasznalt modellben és TLE epilepsziaban. Ha ala tudjuk tdmasztani tobbféle, mar
kozolt adattal, varhatdoan konnyebben tudjuk publikalni ezt az adathalmazt, és igazolni a
mitokondrialis fehérjék valtozasanak fontossagat.

3. A mitokondriumok miukodésének monitorozasa citrat szintaz enzim eloszlasanak
vizsgalataval TLE betegek miitétileg eltavolitott hippocampusan

A citrdt szintdz (CS) a citratkér els6 enzime, minden metabolikusan aktiv sejtben
megtalalhatd, azon mitokondriumokban ahol ATP szintézis folyik. Eppen ezért elterjedten
hasznaljak az ¢ép, miikod6 mitokondriumok kimutatasara. (Holloszy et al., 1970; Spina et al.
1996; Leek et al., 2001) Mivel a proteomikai vizsgalatok a mitokondriumok miikodésének
sériilésére utaltak, ez az enzim idedlisnak tlint a mitokondriumok metabolikus épségének
monitorozasara. CS-immunfestett epilepszids hippocampusokban megfigyelheté az
immunfestés régiospecifikus eltérése a kontrolltdl. A gyrus dentatus és a CA3 régiok
inhomogénné valtak, a CA2 régié szamos esetben erdsddést mutatott a kontroll mintdkhoz
képest. A CA1 a nem szklerotikus mintdkban a kontrollhoz hasonlé maradt, a szklerotikus
hippocampusokban jelentds gyengiilést mutatott (Toth E. et al. 2014).

3. abra: CS-immunfestett sejtek kontroll és epilepszids human hippocampus CA1 és CA2
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Az elektronmikroszkopos validalas soran azonban azt taldltuk, hogy az egyes
mitokondriumokban a CS eloszlas inhomogeén.

4. abra: CS-immunfestett mitokondriumok a epilepszias hippocampus CA1 régi6jabol. A D
kép bekeretezett része az E képen nagyitva lathato, két mitokondrium teljesen festett (nyil),
egy finoman eloszlatott pottyoket tartalmaz (nyilhegy), az F képen pedig egy részben festett

Az inhomogén festddést Ilétrehozhatja a mitokondriumok metabolikus aktivitdsaban
mutatkozé kiilonbség, de a negativ mitokondrialis festést az 1-es pontban mar emlitett, kis
terekben kisebb mennyiségii anyag kimutatasanak nehézsége is okozhatja. Kis mennyiségek
esetén sokkal kisebb jel keletkezik, mint a nagy mennyiségben el6forduldé kimutatando
fehérjék esetén, ezért ahol csak kevés CS lenne, ott egyaltalan nem latunk semmit.

A kérdés tisztdzdsara tovabbi vizsgalatokat kell végezniink, lehetdleg STORM
mikroszkdppal.

4.Calretinin-immunreaktiv sejtek sorsanak alakulasa human TLE epilepsziaban, valamint a
TLE pilocarpine- és kainat-indukalta kronikus modelljében.

A calretinin (CR)-tartalma interneuronok kulcsszerepet jatszanak a kérgi gatldo halozatok
miikodésének fenntartasaban. Kozéjilk tartoznak az interneuron-specifikus gatlosejtek,
melyek a dendritikus gatlosejtek miikodését szinkronizalva sziikségesek a dendriteket
beidegz6, igy a bemend jelek plaszticitasaért felelds gatlas fenntartasahoz, mely epilepszidban
megsériil. Errdl a témarol az elmult 20 évben tobb cikket is irtunk (Magloczky and Freund,
1993, Magloczky and Freund, 1995, Magloczky and Freund, 2005, Téth et al., 2010), de a
modelleket még sosem mutattuk be k6zos tanulmanyban az emberi hippocampussal.

Osszefoglalva, a CR-tartalmi sejtek nagyon egységesen viselkednek a TLE kronikus
modelljeiben és human epilepszids hippocampusban. Szdmuk csokken, dendritjeik
feldarabolodnak, funkcidjukat igy nem képesek ellatni nem-szklerotikus hippocampusban
sem, ahol jelentds principalis sejt pusztulas nincsen, a szklerotikus hippocampusban pedig
szignifikans szamcsokkenést mutatnak. Ezért 0j terapids célpontot képezhetnek, mivel, ha
sikerlilne megakadalyozni sériilésiiket és pusztulasukat, az citoprotektiv és rohamgatld hatast
lehetne (Toth and Magloczky, 2014).



5. abra: CR-immunpozitiv sejtek szdmanak csokkenése kainat-indukalta epilepszidban, 1
hét talélés utan. A B és C abran nyilhegyek mutatjak a dendritek lefutasat, az epilepszias CA1
régioban a dendritek felszkadoznak, a sejtek (nyilak) sokkal halvanyabbak, egyesek elvesztik
dendritjiiket.
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Az Osszehasonlitod vizsgalatbol 6sszefoglald cikk késziilt, mely a Frontiers in Neuroanatomy-
ban jelent meg, kiilén, a CR-tartalmu sejtekkel foglalkozoé Research Topic keretében, melynek
egyik szerkesztdje voltam.

B) Kollaboracios projectek

A harmadik évben, tobb, mint egy év késéssel, kaptunk egy listat az idiopatias epilepsziaban
érintett 0j génekrol, és elkezdtik vizsgalni fehérjéik eloszlasat az absence epilepszia
allatmodelljében.

Az altalaban gyermekeket és tizenéves fiatalokat sujtdo absence epilepszia hatterében allo
neurobioldgiai mechanizmusok emberben etikai okokbol csak korlatozottan vizsgalhatok,
ezért szamos mas neuroldgiai €s neuropszichiatriai betegséghez hasonldan sziikségessé valt a
szindroma allatmodelljének létrehozasa. Az 1980-as években végzett elektroenkefalografias
(EEG) vizsgalatokbol vilagossa valt, hogy kezeletlen patkdnyok agykérgérdl és kéregalatti
struktaraibol spontan kialakuld, generalizalt és szinkronizalt, kétoldali tiiskehullam-kisiilések
(,,Spike-and-wave discharges” — SWD) vezethetdk el (Vergnes et al., 1982; Van Luijtelaar és
Coenen, 1986), melyek nagyfoku hasonlosagot mutatnak az emberi absence epilepszias
rohamok soran regisztralhatd mintazatokkal. A felfedezést kovetéen az SWD epizddokat
mutatd Wistar patkanyokbol beltenyésztett torzset hoztak 1étre Strasbourgban (Genetic

7



Absence Epilepsy Rats from Strasbourg — GAERS; Danober et al., 1998), mely mara a
genetikus megalapozottsagu idiopatias absence epilepszia jol validalt modelljévé valt. A
GAERS mellett egy masik beltenyésztett patkdnytorzs, az eredetileg az Egyesiilt Kiralysagban
1étrehozott, majd Rijswijkben tartott Wistar Albino Glaxo (WAG/RIj) egyedei bizonyultak az
absence epilepszia alkalmas és népszert allatmodelljének (Sarkisova és van Luijtelaar, 2011).
A GAERS ¢és WAG/Rij patkanyok tiiskehullam-kisiiléseinek EEG-jellegzetességei, a
rohamok ontogenezise és farmakologiai reaktivitasa rendkiviil hasonld. A két torzs csupan
néhany tulajdonsag mentén mutat eltérést, és mindkettd hiien leképezi a human absence
epilepszia elektrofizioldgiai, farmakologiai és viselkedéses jellemzdit (Depaulis és van
Luijtelaar, 2006). Tudomanyos vizsgalatukhoz rohammentes fenotipust mutatdé kontroll
torzsek allnak rendelkezésre (GAERS: Non-Epileptic Control [NEC]; WAG/RIj: August
Copenhague Irish [ACI]).

A GAERS ¢és WAG/Rij patkanyok kozos — €s az emberi absence epilepszidaval rokon —
jellemzdje, hogy tliskehullam-kisiiléseik tobbsége viselkedésesen passziv ébrenlét, vagy az
alvas és éber allapot kozti atmenet id6szakaban jelentkezik; az aktiv arousal (pl. jutalmazott
tanulasi feladatban) gatolja a rohamokat. Az SWD-k iddtartama alatt a viselkedés
félbeszakad, a kornyezeti ingerekre vald valaszkészség jelentdsen csokken, az allatok
mozdulatlanok, esetleg enyhe nyaki izomtonus-csokkenés, illetve bajuszrangas figyelhetd
meg. A roham elmultaval a megszakitott viselkedés folytatddik. GAERS patkdnyokban az
elsd tiiskehullam-kisiilések harmincnapos korban jelentkeznek, ekkor azonban még nem
minden egyed érintett — a 100%-0s ardnyt a harmadik honap végére érik el (Vergnes et al.,
1986). A kisiilések gyakorisaga négy- és hathonapos kor kdzott novekszik, az iddszak végén
kb. 1,3 SWD / perc. Az SWD-k EEG-frekvenciaja 7-11 c/s, fesziiltség-tartomanyuk 300-1000
uV, iddtartamuk 17-33 s kozt valtozik. A WAG/Rij torzs esetében a rohamok kifejlodése
ontogenetikusan késébbi fejlemény: az elsék 60-80 napos korban regisztralhatok. A 90 napos
patkanyok koziil csak minden masodikbol vezetheték el SWD-k, a teljes érintettség elérése
hathonapos korban varhat6. A WAG/Rjj éllatok rohamai ritkabbak és rovidebbek a GAERS
torzsre jellemzokhoz képest: oranként 15-20 tiiskehullam-kisiilés vezethetd el beldliik, melyek
iddtartama atlagosan 6t masodperc. A frekvencia és fesziiltség-tartomany tekintetében a két
torzs megegyezik (Meeren et al., 2002).

1.A GAERS patkdnyok interneuron-tipusainak 4ltalanos vizsgalata a kéregben és a
hippocampusban.

Ezzel az 6sszehasonlitassal kezdtiink, hogy lassuk, milyen atfedést talalunk az interneuronok
érzékenysége/rezisztencidgja terén a TLE modelljeiben ¢és human TLE betegek
hippocampuséaban tapasztaltakhoz képest.

Eredményeink alapjan a CR-immunpozitiv sejtek szama csokken mind a hippocampus
hilusaban, mind pedig a S1 szomatoszenzoros kéreg infragranularis régidjaban a GAERS
modellben. Ugyanezt a valtozast talaltuk normal Wistar patkanyok hilusaban is, amelyek a
GAERS vad tipusanak tekinthet6k, és némelyikben szintén eléfordulnak absance epilepszids
rohamok.



6. abra. Calretinin-immunopozitiv interneuronok eloszlasa a gyrus dentatus hilusaban. Mig a
sejt lathato, a Wistar kontroll és absence epilepszias patkanyok esetében (WISK és GAERS) a
nyomon kdvethetd lefutdsu dendritekkel rendelkezd immunopozitiv sejtek szama jelentsen
csokken.

7. abra. Calretinin-immunopozitiv interneuronok denzitasértékei a nem-epilepszias kontroll
(NEC), Wistar kontroll (WISK) és absence epilepszias (GAERS) csoport hiluséban.
(Calretinin-immunopozitiv sejtek szama / hilaris mm?) Kruskal-Wallis proba Bonferroni-
korrigalt Mann-Whitney U post-hoc tesztekkel; Kruskal-Wallis H (2, N=45) = 11,612,
p<0,03; **: p<0,01
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Hasonl6 csokkenést tapasztaltunk a hilaris parvalbumin (PV)-tartalmu sejtek szdmaban is a
hippocampusban, GAERS allatokban.

rohamok 1étrehozasaban (Meeren, 2002), a periszomatikus gatlasért felelés PV-tratalmu sejtek



joval nagyobb szamban voltak jelen, mint akar a Wistar, akar a nem-epileptikus kontroll
allatokban (non-epileptic controls — NEC).

8. abra: CR- ¢és PV-immunpozitiv sejtek szamanak alakuldsa a szomatoszenzoros kéreg
infra- (B) és szupragranularis rétegeiben (C). A valtozas statisztikailag szignifikans volt
Kruskal-Wallis proba Bonferroni-korrigalt Mann-Whitney U post-hoc tesztekkel; A sejtek
szama 1 mm? egységnyi kérgi teriiletre van megadva.

CR-immunpozitiv sejtek szama PV-immunpozitiv sejtek szama,
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Megvizsgaltuk a calbindin-tartalma piramissejteket is a kéregben, és noha sejtpusztulast nem
talaltunk, a calbindin-immunfestés a sejtek egy részében elhalvanyodott, mig a szomszédos
sejtekben kontrollszerli maradt a GAERS allatok agykérgében. Hasonld jelenséget
tapasztaltunk a TLE epilepszia allatkisérletes modelljében és emberi epilepszias hippocampus
gyrus dentatuséban, a szemcsesejteken.

A talalt jelenségek arra utalnak, hogy a hippocampusban a legérzékenyebb régioban, a gyrus
dentatus hilusaban hasonld interneuronok mutatnak érzékenységet a GAERS patkanyokban,
mint TLE-ben. Elgondolasunk szerint ez az epilepszias rohamok kdovetkeztében
megnovekedett idegi aktivitas kovetkezménye.

A kéregben taldlt magasabb PV-immunpozitiv sejtszam valdsziniileg felelés a rohamok
kialakulasaért, mivel nagyobb mennyiségli periszomatikus gatlosejt a szupragranularis
régioban a II-III. rétegi piramissejtek hatékonyabb szinkronizacidjat okozhatja, igy, a
thalamussal egyiitt, részt vehet az absence epilepszia kialakitdsaban.

Eredményeinket a MITT 2015. évi konferencidjan poszter formajaban mutatjuk be.

2.1diopatias epilepsziakban talalt (ij gének fehérjéinek vizsgalata GAERS patkdnyokban

A teljes lista még nem létezik, de a részleges listat sem adhatom meg még, Gsszesen
haromszor irattak velem ald titoktartasi kotelezettséget, mivel a vizsgalatok a teljes genom-
exom analizis témakorében még nem fejezédtek be, és még nem jelentek meg egyes cikkek,
melyek az 0j géneket bemutatjdk. Egy résziikr6l azonban mar 1éteznek publikaciok, ezeket
ismertethetem. A natriumcsatorndk egyes génjei, pld. az SCN1A, SCNB8A tobbféle
epilepsziaban, de migrénben is érintett (Larsen et al. 2015, Scheffer 2012). Esetiikben
azonban sajnos semmilyen specifikus immunfestést nem sikertilt elérniink az antitestekkel.
Ugyanigy jartunk mas ioncsatornakkal, pld. egy klorid csatornaval, illetve egy citoszkeletalis
fehérjével is. Sikert a szintaxin 1B (STX1B) vizsgalataval értiink el.
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A STXIB a preszinaptikus membranon, a szinaptikus fehérje interakciés motivban (synprint)
elhelyezked6 T-SNARE fehérje, jellemzdje, hogy interakciot létesit Fesziiltség Vezérelt
Calcium Csatornak (FVCC) N-és P/Q-tipusaval, modulalva a Ca®" bearamlasat a CSP és a
SNAP-25 mellett (Mastrogiacomo et al., 1994; Bezprozvanny, Scheller & Tsien, 1995; Wiser,
Bennett & Atlas, 1996). Meg kell emliteni, hogy az emlitett cikkek a syntaxin 1A-t
tanulmanyoztak, azonban a syntaxin 1B szekvencidja 84%-ban egyezik az 1A
szekvenciajaval, igy ra is értelmezhetdek a kisérletek. Ugyanis, (1) képes a FVCC-vel
kapcsolatot 1étesiteni és feltételezhetden csokkenteni a bearamlé Ca®* mennyiségét (2) in vitro
tanulmanyokban kapcsolddik az N-tipusi FVCC G-fehérje aktivalt B alegységéhez, akarcsak
a synatxin 1A. Viszont homoldgjaval ellentétben nem segiti elé a G-fehérje gatlasat (Jarvis &
Zamponi, 2005). Feltételezik, hogy egyes idegsezjtek mas ¢és mas STXI1 izoformat
expresszalnak, hogy elérjék a sejtben megkivant Ca®" mennyiséget. Alatamasztja ezt az a
megfigyelés is, hogy tartds potenciacio (long-term potentiation, LTP) soran megndvekedik a
STX1B kifejezddésének szintje (Hicks et al., 1997). A hippocampus és a kéreg a
legérzékenyebb teriilet az LTP indukcidja sordn ¢és itt a legmagasabb a STX1B kifejezddése
(Ruiz-Montasell et al., 1996), ezért is fontos megvizsgalni, mi torténik vele epilepszias
allatokban.

GAERS patkanyokban a fehérje expressziojanak megnovekedését talaltuk a hippocampus és a
kéreg tobb terliletén, melyet az intézetiinkben I1étesiilt Nikon kozpont konfokalis
1ézermikroszkopjaval mértiink meg fluoreszcens immunfestett metszeteken.

9. abra: Szomatoszenzoros cortex, V-0s réteg, piramissejt, konfokalis mikroszkoppal
készitett felvétel. A fehér nyilhegyek a hamis kettsfestddést mutatd, autofluoreszcens
lipofuscin cseppeket mutatjdk. A fehér nyilak mutatjdk a sejtet pontszerti festddéssel
korlilvevo stx1b-pozitiv profilokat, feltehetéen termindlisokat, melyek jol elkiilonithetéen
latszanak a sejttestt6l és proximalis dendritekt6l. A sejttestet NeuN elleni primer antitesttel
festettilk meg. Skala: 20 pm.

lucidumban bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak, bar tendenciaként a kéreg V. rétegében,
¢s a CA3c-ben is megfigyelhetd volt. Arra kdvetkeztetlink, hogy szinaptikus atrendezodés
zajlik ezeken a teriileten, melynek két oka lehet: (1) Tobb stx1b fehérje talalhato az adott
teriileten 1évé termindlisokban, vagy (2) megnétt a terminalisok szdma az epilepszias
rohamok miatt kialakulé6 moharost-sarjadzas hatasara (Magloczky, 2012; Seress L., 2005;
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Magloczky et al., 2000). Ennek ellenérzésére elektronmikroszkopos vizsgalatokat végeztiink,
de ugyanolyan lokalizacids problémaba iitkoztiink, mint az A) 1. project esetében. A jelet nem
lehetett egyértelmiien a preszinaptikus régiohoz kotni, ami tovabbi, STORM mikroszkdpos
vizsgalatokat indokol a felvet6édé moharost- sarjadzas ellendrzésére.

Mindkét GAERS allatokon futd project azt igazolta, hogy absence epilepszas allatokban is
zajlik epilepszias reorganizacio, és a gatlosejtek érzékenysége a hippocampusban — ahol a
valosziniileg a rohamok kovetkeztében alakul ki atszervez6dés —, nagyon hasonlit a TLE-ben
talaltakhoz. Mindez magyarazatot adhat arra, miért alakulhatnak ki kevert epilepszia rohamok
egyes emberekben, illetve hogyan alakulhat at az absence epilepszia TLE-vé. Masrészt, arra is
ravilagit, hogy ugyanazok az epilepszidhoz kapcsolhatd gének miért vannak jelen tobbféle
epilepszia szindromaban is, hiszen a neurobioldgiai atalakulds érintheti ugyanazokat a
gatlosejteket, vagy hozhat 1étre hasonl6 sarjadzast tobbféle epilepszia szindromaban is.

A project végrehajtasanak kiértékelése:

A vallalt feladatokat nagyrészt teljesitettiik, azonban a kapott eredmények jelentds részét nem
tudtuk lekozolni. Ennek f6 oka, a project kollaborativ részének jelentds késése, mivel a
genetikai vizsgalatok nem késziiltek el az ilitemterv szerint. Ezért, hogy ne veszitsiink 1d6t, tal
sok 0nallé projectet kezdtiink el, amelyeket aztan a harmadik évben, amikor végre adatokat
kaptunk a genetikai munkacsoportoktol, nem tudtunk befejezni. Személyi valtozasok is
nehezitették a végrehajtast, kutatok tavoztak/1épett be a projectbe, a projectben folyamatosan
TDK hallgatok dolgoztak, ezért is sziiletett 2 szakdolgozat a témakbol. A hallgatok és az
ujonnan csatlakozott kutatd jelentds idejii képzést igényelt. Nagyszamu eredmény sziiletett
azonban, melyeket posztereken ¢és egy cikkben publikaltunk eddig, és a jovOben a tobbi
eredményt is publikalni fogjuk. A genetikai vizsgalatot végzé kutatokkal is tartom a
kapcsolatot, és remélem, hogy tdjékoztatni fognak a tovabbi génekrdl is, melyeket epilepszias
betegekben talalnak majd. Ok is folytatjak a munkat.

Kérem az OTKA-t, hogy az eredmények publikalasara adjon még 2 évet, és azutén értékelje a
project végrehajtasanak hatékonysagat.
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