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Bevezeto

Az epilepszia

A WHO definicigja alapjan az epilepszia egy kronikus agyi
mukddészavar kiillonbozo etiologiaval, mely visszatérd rohamokkal
jellemezhetd. Vilagszerte, nagyjabol 5 millié6 ember szenved
epilepsziaban. A rohamok megnyilvanulédsa sokféle lehet egy rovid
figyelem-zavartdl vagy izomrangasoktol egészen a sulyos €s hosszu
1deig tarté eszméletvesztéssel jaré eseményig (pl. erds, akarattalan
1zomosszehuzodasok). A rohamok varidlhatnak gyakorisagban is:
el6fordulhatnak 2-3 naponta, de akér egy nap tobb alkalommal is.

A neuronhdldzat szintjén patologids tulaktivitasként és hiperszinkron
aktivitasként manifesztildédnak a rohamok. A szinaptikus bemenetek
egyensulya felborul, kiterjedt idegi aktivitast okozva, mely végiil
szinaptikus reorganizaciohoz (pl: sarjadzashoz) €s sejthalalhoz
vezethet.

Bar napjainkban szdmos gyogyszer elérhetd, mégis jelentds szamu
beteg terdpia-rezisztens (vagyis nem szabdlyozhatd gyogyszeresen a
rohamgyakorisag). Olyan terdpia-rezisztens betegek esetén ahol
sulyos kovetkezményekkel jarnak a rohamok és az epilepszids
fokusz pontosan lokalizdlhat6, a miitéti beavatkozas a lehetséges
megoldas. A miitét célja a rohamok megszlntetése az epileptikus
fokusz eltavolitasa révén. Az epilepszids események 85%-a a
tempordalis lebenybdl ered, igy a leggyakoribb mutét az anterior
temporalis lobektomia.

Az endokannabinoid rendszer

Az endokannabinoid rendszer aktivdcigja szdmos élettani
funkcioban fontos szereppel bir, mint példaul a taplalkozas, a
fajdalom érzékelése €s emlékezés. Az agyban az endokannabinoid
rendszer talan legfobb feladata a retrograd szinaptikus jelatvitel a
CB1 receptorokon (CB1-R) keresztiil. A posztszinaptikus idegsejtek
szabaditjak fel az endokannabinoidokat aktivitas-fiiggd médon. Az



igy felszabaditott molekuldk a preszinaptikusan elhelyezkedd CBI1-
R-okhoz  kotnek, ezaltal csokkentve a jelatvivd anyag
felszabadulasat a preszinaptikus sejtbdl.

Az élettenal funkcidkon tul, az endokannabinoid rendszer fontos
szereppel  bir  patologids  mechanizmusokban  is. Az
endokannabinoidok epilepszidban betoltott szerepérdl ellentétes
eredmények jelentek meg. Egyrészt a temporalis lebeny eredetli
epilepszia (TLE) egy allat modelljében anti-epileptikus hatas volt
kimutathat6, mig mas esetekben a CB1-R-ok aktivacioja eldsegitette,
egy CBI1-R antagonista pedig megelozte a kronikus rohamok
kialakulasat, ha egy megfeleld id0ablakban adtdk az akut rohamok
utan.

Humén anyagon végzett kisérletek azt mutatjak, hogy a vissaztér0
rohamok az endokannabinoid rendszer abnormalis reorganizacidjat
okozhatjak, ezaltal csokkentve annak neuroprotektiv hatdsat.

Célkitiuzés
Kisérleteink soran az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

-Hogyan fligg 0ssze az akut rohamok erdssége a késobbi
sejtpusztuldssal?

-Milyen anatdmiai elvéltozasok €rintik az endokannabinoid
rendszert fény- €s eletronmikroszkopos szinten az epilepszia akut,
latens és kronikus fazisaiban?

-Milyen fizioldgiai valtozasok talalhatéak az endokannabinoid
rendszer mukodésében az akut fazisban, in vitro szeletek hasznalata
esetén?



-Kiilonbozik-e a CB1-R génkiiitott (KO) allat rohamra valo
fogékonysiga a kontroll allatétol?

-Megvaltozik-e a CB1-R-pozitiv terminalisok célelem eloszlasa az
egér modellben és human betegekben?

Anyag és modszer

A pilokarpin modell

Az allatmodellhez 20-30 g kozotti CD1, és CB1-R KO him egereket
hasznaltunk. Az allatokat kontroll és kisérleti csoportokra osztottuk.
A kisérleti csoport tagjait intraperitonedlis pilocarpine-hydrochloride
injekcidval kezeltiik, igy eldidézve az akut rohamokat. 30 perccel
kordbban scopolamine-methyl-nitrate injekciot kaptak, hogy
csokkentsiik a pilokarpin periférids hatdsait. Ezt kovetden
megfigyeltiik, és osztidlyoztuk az dllatok viselkedését. A rohamokat
a modositott Racine-skdla szerint osztdlyoztuk (1-5). A rohamok
erdssége €s gyakorisiaga szerint “‘erd0s” €s ‘“‘gyenge” csoportokba
soroltuk az 4llatokat. A pilokarpin beadas utian kovetkezo 1d0szakot
az epilepszia akut fazisanak feleltettik meg. A kezelést kovetd 1-3
nap a latens fazisnak felelt meg, mig 1 honappal az akut rohamok
kivéaltasa utani idoszak a kronikus fazis volt.

In vivo elektrofiziol6gia

A kontroll és kezelt egereket (6 kontroll, 4 erds, 4 gyenge) altatas
utdn egy sztereotaxikus keretben rogzitettiik és rozsdamentes acél
csavarokat iiltettiink a koponyajukba. Az elektrédokat és a
csatlakozot fogéaszati cementbe dgyaztuk. Az EEG aktivitast 1 Hz-
tol 70 Hz-1g szurtiik, majd erdsitettiik. A mintavételezési frekvencia
500 Hz volt, az erdsités 20 uV/mm.

Ezt kovetden, minden elvezetés kiértékelését hiarom fiiggetlen,
tapasztalt kutato végezte, meghatarozva a rohamok €s az interiktalis
események gyakorisagat.



Emberi anyag

Terdpia-rezisztens epilepszidban szenvedd betegek miitéti uton
eltavolitott hippokampuszat vizsgdlzuk (n=44). Ezen betegeken
hagyoméanyos temporalis lobektomiat hajtottak végre, a temporalis
lebeny eliils6 harmadat tavolitottdk el egyéb temporomedidlis
strukturakkal egyiitt.

A kontroll agyszovet (N=4) 53-65 év kozotti elhtiinyt emberektdl
szarmazott, amely 2-4 ordval a haldl beallta utan keriilt fixalasra. A
kontroll alanyok egyike sem szenvedett korabban neuroldgiai
rendellenességben. Az agyak eltavolitdis €és a hippokampsu
szeparaldsa a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi Intézetében tortént.
Az agyszOvetet eltdvolitdsa utdn azonnal 3-4 mm-es darabokra
vagtuk €s immerzidsan fixaltuk.

Immuncitokémia

Az agyszovetbdl 60 um vastag metszeteket vagtunk, majd foszfat
pufferrel alaposan kimostuk. Ezt kovetden 30% szachar6z oldatban
voltak 1-2 napig krioprotekcid céljabol, majd fagyasztottuk oOket
folyékony nitrogén {olott. Az immunfestést CB1-R, Neuron
Specifikus Nuclearis Fehérje (NeuN) és 72-es Hosokk Protein
(HSP72) elleni antitestekkel végeztiik. H,O, kezelést kovetden a
nem-specifikus festést blokkoltuk, majd inkubdltuk a metszeteket a
primer antiszérumban 2 napig. Ezt kdvetden biotinildlt masodlagos
antiszérummal kezeltiik a metszeteket. ABC kezelés utan DAB-ban
az immunperoxiddz reakcidé kromogénjében inkubdltuk a
metszeteket.

Az igy készitett metszetekbOol ultravékony metszeteket vagtunk,
melyeket Olom-citrattal kontrasztoztunk, majd
elektronmikroszkoppal vizsgdltunk.

Gallyas eziist festés
A festés 1épései a kovetkezdek voltak: 2x5 perc 2% NaOH és 2.5%
NH,OH), 10 perc 0.8% NaOH, 2.5% NH,OH, 0.5% AgNO;, 3x5



perc 0.5% Na,CO;5; és 0.01% NH4NO; 30% etanolban, 1 perc 0.4—
0.6% formaldehid €és 0.01% citromsav 10% etanolban, (pH 5.0 -5.5),
3x10 perc mosas 0.5%-o0s ecetsavban.

Nissl festés

2 perc xylén, 3 perc etanol (absz.), 3 perc 90%-os etanol, 3 perc
70%-os etanol, 3 perc 50%-os etanol, 5 perc krezil ibolya festék,
oblités 70%-os etanollal, 0blités 70%-o0s etanol+ecetsavval, Oblités
90%-os etanollal, 3 perc etanol (absz.), 2x3 perc xilén.

Kvantitativ elektronmikroszképos analizis

A CBI1-R-t expresszal6 szimmetrikus és  asszimmetrikus
termindlisokat 3 kontrol, 3 akut epilepszias és 3 kronikus epilepszids
allat hippokampuszaban szamoltuk. A str. moleculare-bol atdgyazott
blokkokbdl sorozatmetszeteket készitettiink és
elektronmikroszképosan vizsgaltuk. A CB1-R festett terminalisokat
minden tizedik metszetben vizsgaltuk, a szisztematikus random
mintavételezés szabadlyait kovetve. A szignifikancia szinteket Mann-
Whitney U-teszttel vizsgaltuk.

CB1-R-pozitiv terminalisok célelem eloszlasa

A CBI1-R-immunpozitiv terminalisok célelemeit a str. moleculare-
ban vizsgédltuk kontroll és szklerotikus mintdkban mind emberi
(kontroll, N=105, 2 minta; szklerotikus N=175, 3 minta) mind egér
(kontroll, N=169, 3 minta; szklerotikus N=178, 3 minta)
hippokampuszban. A posztszinaptikus elemeket
elektronmikroszképban vizsgaltuk, majd fotéztuk és szamoltuk.

Eredmények

Vizsgdlataink sordn a CBI1-R-t expresszdlo, szimmetrikus (gatlo)
szinapszist adé termindlisokat vizsgdltuk humén epilepszids
hippokampuszban, mely minta terdpiarezisztens betegek miuitéti



anyagdbOl  szarmazott (N=44), tovabba epilepszids egér
hippokampuszban, mely minta pilokarpinnal kezelt 4llatok
hippokampuszabol szarmazott. A tanulmdny ezen részében
felhasznalt antitest csak a CBI1-R tartalmi szimmetrikus
szinapszisokat festette meg.

Sejtpusztulasi mintazatok TLE epilepszidban

Humén TLE betegek hippokampuszaban fénymikroszkoposan
vizsgaltuk a sejtpusztuldst. A megfigyelt anatomiai elvéltozasok
alapjan a betegeket az aldbbi csoportokba soroltuk:
(1) I-es tipus (enyhe) (n = 6): kontrollhoz hasonld, nincs
szamottevo piramissejt-pusztulas a CAl-ben, a rétegek jol lathatdak
¢s épek, egyes érzékeny interneuronok pusztulnak.
(1) 2-es tipus (foltos) (n = 16): Piramissejt-pusztulds lathato
foltokban a CA1 teriiletén, bar ezek a teriiletek sem atréfiasak.
Interneuron-pusztulas jelentdsebb.
(111) 3-as tipus (szklerotikus) (n = 22): a CAl régio
osszezsugorodik, atr6fids, a principdlis sejtek tobb mint 90%-a
hianyzik.
Jelen tanulmanyban a CBI-R el6forduldsat kontroll, nem-
szklerotikus (l-es és 2-es tipus) és szklerotikus (3-as tipus)
mintdkban vizsgaltuk.

CB1-R tartalmi GABAerg rostok eloszlasa kontroll és
epilepszias human hippokampuszban

Szamos  CBI1-R-pozitiv  sejttestet  talaltunk  elszértan
valamennyi hippokampalis alrégioban. A dendritek nem festddtek,
am a CBI1-R-pozitiv axontermindlisok striin behdloztdk a teljes
hippokampuszt. A leger6sebb festést a str. moleculare belso
harmadaban talaltuk. Ezen tilmenden erOsen jeldlodtek az axon
termindlisok a stratum pyramidale-ban a CAl és a CA3 teriiletén.
Ezzel szemben nem tapasztaltunk festést a str. granulosum-ban és a
str. lucidum-ban.



Nem-szklerotikus mintdkban a CB1-R eloszldsa a gyrus dentatus-
ban (GD) nem kiilonb6z6tt jelentdsen a posztmortem kontrollokban
talaltakhoz képest. Ezzel szemben a szklerotikus betegek
hippokampuszaban er0s ndvekedést tapasztaltunk a globalis CB1-R
immunfestésben. Az immunpozitiv interneuronok életben maradtak
mind a GD, mind pedig a CA1 és CA3 teriiletén. A festett rostok
stirisége megnott a CA1 és a GD str. moleculare teriiletén, eloszlasa
egyenetlenné valt, slirli szovedéket alkotva a tulélo elemek koriil.

A novekedést denzitometriaval kvantifikdltuk 3 kontroll és 10
szklerotikus mintdban. Fluoreszcens immunfestés utdn konfokalis
lézer scanning mikroszképpal vizsgdltuk a denzitist, €s annak
szignifikdns novekedését talaltuk a szklerotikus mintdkban.
Elektronmikroszk6pos vizsgélataink sordn meggy0zodtiink rdla,
hogy az altalunk hasznalt antitest csak szimmetrikus szinapszist add
termindlisokon taldlhat6 CBI1-R-okat jelol. A festett elemek
cellularis és szubcellularis elhelyezkedése nem kiillonbozott az
epilepszids mintdkban kontrollhoz képest. Ezt kovetden a CB1-R
immunpozitiv termindlisok célelem-eloszlasat vizsgaltuk kontroll és
szklerotikus hippokampuszok str. moleculare-jdban. A fehérje
jelenlétét jelz0 aranyszemcsék a membrianban helyezkedtek el, a
szinaptikusan aktiv zénan kiviil. Mind kontroll (N=105, 2 alany),
mind epilepszids mintdkban (N=175, 3 alany) a CBI1-R-pozitiv
termindlisok posztszinaptikus elemei dendritek, tiiskék €s sejttestek
voltak. Ezek ardnydban nem talaltunk kiilonbséget a két csoport
kozott (dendritek: 75 v. 72,5 %, tiiskék: 13,2 v. 15,5 %, é€s sejttestek:
11,8 v. 13 %, kontroll és epilepszids mintdban).

CB1-R tartalmi GABAerg rostok eloszlasa kontroll és
epilepszias egér hippokampuszban

Ezt kovetoen a CBI-R tartalmu szimmetrikus (gatlo)
szinapszisok szdmanak valtozasait vizsgaltuk epilepszids egerek
hippokampuszaban (a modell részletes leirdsa a kovetkez0 részben



talalhato). A felhasznalt antitest csak a CBI1-R tartalmu
szimmetrikus szinapszisokat festette meg.

Huméan mintdkhoz hasonldéan, az egér modellben is
meger0sodott a CB1-R festés a teljes hippokampusz teriiletén.
Egerek esetében is megvizsgaltuk a CB1-R-pozitiv elemek célelem-
eloszlasat, annak eldontésére, hogy a valtozasok human-specifikusak,
vagy d4latldnosan igazak az epilepszids hippokampuszra. Human
mintikhoz hasonl6an nem taldltunk eltérést a célelemek eloszlasa
kozott kontroll (N=53) és szklerotikus  (N=48) A4llatok str.
molacualre-jaban. A jelolt terminélisok célelemei dendritek (77.4 v.
77.1%), tiiskék (22.6 v. 20.8%) és sejttestek (0 v. 2.1 %) voltak.

A sejtpusztulas mintazata az epilepszia egér pilokarpin-
modellben

A CB1-R expresszi6 valtozasait részletesen kivantuk vizsgélni
az epilepszia kiillonb6z0 fazisaiban, igy egy egér modellt
alkalmaztunk. Az akut rohamok sordn megfigyelhetd viselkedések
alapjan az allatokat ,.er0s” €s ,,gyenge” epilepszids csoportokba
soroltuk a modositott Racine-skila segitségével. A Racine 1-4-ig
terjedd rohamerdsséget mutatd dllatok a gyenge csoportot alkottak,
mig a drasztikus, tonusos-kléonusos rohamokat is mutatd allatok az
erds csoportba keriiltek. A sejtpusztuldsi mintdzatot az akut rohamok
utdn kiillonbozd idOpontokban vizsgiltuk NeuN-immunfestéssel,
GluR2/3-immunfestéssel €s Nissl festéssel.

Az akut fazisban (2 o6rdval a pilokarpin kezelés utdn) nem
talaltunk sejtpusztuldst sem az erds, sem a gyenge allatokban. A
latens fazisban (1-3 nappal a pilokarpin utidn) bizonyos érzékeny
interneuronok (pl. a calretinin tartalmuak) €s néhany piramissejt
pusztult a CA1 és CA3-as régiokban erds dllatok esetén. A kronikus
fazisban, ritkan, foltos sejtpusztuldst tapasztaltunk a gyenge allatok
hippokampuszaban, de szkler6zis nem fordult eld. Ezzel szemben az
erds allatok hippokampusza az esetek egy jelentds részében (70%)



mutatott szklerdzist, mely azt jelenti, hogy a CA1l és CA3-as régiok
rétegei Osszezsugorodtak, a strata oriens, pyramidale és radiatum
nem voltak elkiilonithetdek, €s a principalis sejtek tobb mint fele
elpusztult.

A sejtpusztulds erdssége alapjan osztalyoztuk az adott régiéban
(CA1, CA3, GD) torténd pusztulast. 1-es tipus (enyhe pusztulds), a
piramissejtek kevesebb, mint 10 %-a pusztul, 2-es tipus (foltos
pusztulds) a piramissejtek 11-50%-a pusztul, 3-as tipus: a principalis
sejtek tobb mint 50%-a pusztul (szklerdzis).

Statisztikai analizissel szignifikdns korreldcidt taldltunk a
sejtpusztulas erOssége és az dllatra jellemzd Racine-érték kozott
(p<0.05, Pearson korrelacio) (105 allat). Tehat az akut rohamok
soran mutatott viselkedésbol megjosolhaté a késobbi sejtpusztulds.

In vivo elektrofiziologia

16 egérbdl (6 kontroll, 4 gyenge és 6 erOs epilepszidas) EEG
elvezetést végeztiink a krénikus fazisban. Ugy tapasztaltuk, hogy a
pilokarpin-kezelt allatok EEG-je jelentOsen eltér a kontrollokétol:
erds szinkroniziciot €s szamos interiktalis tiiskét figyeltiink meg. A
gyenge allatokban roham csak egy esetben volt megfigyelhetd, dm
interiktalis tiiskék (gyakorisag 2.2+2.26Hz, amplitudo 581+160 uV)
minden allatban megjelentek. Az erds csoport tagjai esetén majdnem
az Osszes allat (6-bol 5) mutatott visszatérd rohamokat (az iktalis
tiiskék gyakorisdga 5.9+2.3Hz volt, amplitidojuk 546112 uV).

2 kontroll és 2 erds allat esetén 24 o6ras EEG elvezetést
végeztiink az esetleges éjszakai roham aktivitds vizsgalatara. Nem
talaltunk olyan d4llatot, amely csak éjszaka rohamozott volna,
rohamok leggyakrabban a délutdni 6rakban fordultak elo.

Anatomiai valtozasok a latens fazisban (1, 3 nap)

Az excitotoxikus stresszre érzékeny sejteket 72-es ho-sokk
protein (HSP72) elleni immunfestéssel vizsgdltuk. Kontroll
hippokampuszban és az akut fazis esetén nem taldltunk Golgi-



szeriien kifest0dd sejteket, legfeljebb némi hattér-emelkedés volt
tapasztalhat6 a principdlis sejtek rétegében. Hasonlo festést
tapasztaltunk gyenge allatok hippokampuszaban a latens fazisban.
Ezzel szemben egy nappal a pilokarpin beadas utdn az erds éllatok
hippokampuszdban bizonyos principdlis sejtek (mohasejtek,
szemcsesejtek, CA3 ¢és CAl piramissejtek) Golgi-szeriien
kifestddtek. Harom nappal a beadds utdn mar nagyobb szdmban
talaltunk pozitiv sejteket a CAl, CA3 (féleg CA3c) €s a hilus
tertiletén.

A visszafordithatatlanul pusztul6 sejteket Gallyas-féle eziist festéssel
tettiik lathatova. Gyenge allatokban nem taldltunk eltérést a
kontrollokt6l sem 1, sem 3 nappal a pilokarpin beadas utan. Ezzel
szemben, erds allatok hippokampuszdban, 1 nappal a kezelés utin
sotét eziist felhalmozodast lattunk a hilus sejtjeiben és ritka
esetekben a CA1 és CA3 str. oriensében is.

Harom nappal a kezelést kovetden tovabbi teriileteken is
megjelentek pusztulo sejtek. A CA str. oriensén tul a str. pyramidale
¢s radiatum teriiletén 1is elOfordultak degenerdlodd sejtek és
dendritek.

A CBI1-R eloszlaisa az epilepszia kiilonboz6 fazisaiban,
pilokarpin modellben

A CBI-R expresszioja kontroll egér hippokampuszban

Munkank kovetkezd részében haszndlt antitest a CBI1-R-
pozitiv  szimmetrikus €és asszimmetrikus szinapszisokat s
megfestette. Kontroll mintdkban intenziv CB1-R immunfestést
talaltunk a hippokampusz teljes teriiletén. Festett sejttestek minden
régidban el6fordultak, leginkabb a CA1 és CA3 str. radiatumdban és
lacunosum-moleculare-jaban, valamint a hilusban. Az Ammon szarv
piramissejtek rétegében €s a GD molekularis rétegében erdsen festett
rostkoteget talaltunk, melyek kosar-szerlien korbefontdk a
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principélis sejtek sejttestjeit. Ezzel szemben gyengén festddott a str.
lucidum €s a str. granulosum.

A CBI-R expresszidojanak valtozdsa az akut fdazisban (2 éra)

Gyenge éallatok hippokampuszdban nem taldltunk eltérést a
kontroll-szovethez képest ebben a fazisban. Ezzel szemben, erds
allatok esetén robusztusan lecsokkent az immunfestett elemek
denzitdsa; a strata oriens-t, pyramidale-t és radiatum-ot behil6z6
axon szovedék siirlisége jelentdsen csokkent, tovdbba a principdlis
sejtek rétegében megfigyelhetd kosar-szerli boutonok alig voltak
megfigyelhetdek fénymikroszkopos szinten.

A kovetkezd 1épésben vizsgdlni kivantuk ezen anatomiai
valtozdsok ¢élettani kovetkezményeit, igy talélo agyszeleteket
készitettiink kontroll és er0s allatok agyabol. ElsOként megfestettiik
a szeleteket azonnal a vagast kovetOen, illetve 2 6ra inkubacid utan,
hogy az ezen 1d0 alatt végbemend esetleges valtozdsokat
megismerhessiik. Meglepd mdédon 2 6ra inkubdlds utin a CB1-R
expresszi0  Ujra  kontroll-szerli ~ volt az er0s  dllatok
hippokampuszaban is, bar az azonnal lefixdlt szeletek tovabbra is
mutattak a leirt csokkenést (azonos agybol késziilt szeletek).

Mivel in vitro fiziologia modszerekkel nem tudtuk
megallapitani a CB1-R hidnyédnak élettani hatasat, génkiiitott allatok
rohamra val6 érzékenységét vizsgaltuk. Kontroll dllatokhoz (N=22)
hasonlitottuk a KO (N=22) és vad tipusu alomtarsaik (N=21)
érzékenységét a rohamokra. CB1-R KO éllatok igen er6s rohamokat
kaptak (erds csoport tagjaira jellemzdket), fogékonyabbnak
bizonyultak a rohamokra, Osszesen 3 4llat mutatott gyenge
rohamokat, a maradék 19 erdseket, ezen allatok nem élté€k tal az
akut rohamokat.

A gyenge rohamokat mutat6 KO allatok életben maradtak, és a
kronikus fazisban semmilyen eltérést nem mutattak a vad tipusu
gyenge allatokhoz képest.
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A CBI-R expressziojanak elektonmikroszkopos valtozdsa az akut
Jazisban

Elektronmikroszkopos szinten szamos degenerdlédd (0démas)
profilt talaltunk a hippokampuszban, dam ezek nem bizonyultak
szelektiven CBI1-R-pozitivnak. A festett elemek véltozasit
kvantifikélni kivantuk, igy szisztematikus random mintavételezéssel
szamoltuk azokat.

Osszesen 298 terminalist fotéztunk (169 kontroll, 129 erds
epilepszids) és analizaltunk. Eldszor a festett szimmetrikus és
asszimmetrikus szinapszist ad6 termindalisok ardnyat hasonlitottuk
0ssze kontroll €s epilepszids mintdkban (a mintat a str. molaculare-
bodl vettiik, teriilet > 40.000 pmz). Az analizis soran nem talaltunk
kiilonbséget ezen ardanyok kozott (kontroll: 79.6 = 7.6 %
asszimmetrikus €s 20.4 + 7.6 % szimmetrikus szinapszisoknal; er0s
epilepszids: 80 £ 4 % asszimmetrikus €s 20 + 4 % szimmetrikus
szinapszisokndl, p>0.05; Mann-Whitney U-teszt). Bar az
ardnyokban nem taldltunk kiilonbséget, a konkrét szamok
megvaltozhattak, igy megszdmoltuk a jelolt termindlisokat a str.
moleculare teljes szélességében (a szemcsesejtek rétegétdl a stratum
lacunosum-moleculare-ig), majd normalizdltuk az ért€keket
egységnyi teriiletre (40 000 pmz). A kontroll szovethez képest
szignifikdns csokkenést talaltunk a festett szimmetrikus €s a festett
asszimmetrikus szinapszist ad6 termindlisok esetében is (kontroll,
asszimmetrikus: 18.9 + 2.3; szimmetrikus: 6 + 0.2; erds epilepszias
asszimmetrikus: 11.8 + 3.7, szimmetrikus: 3.2 £+ 0.7; p<0.05; Mann-
Whitney U-teszt).

Felmeriilt a kérdés, hogy valtozik-e egyetlen termindlis CB1-R
tartalma epilepszia hatasara, igy megszamoltuk az aranyszemcséket
a CB1-R-festett termindlisok membréinjaban, majd normalizédltuk az
értéket egységnyi Kkeriiletre (szemcse /1 um). Nem taldltunk
kiilonbséget a kontrollhoz képest sem szimmetrikus (kontroll:
0.69+0.29, er0s epilepszias: 0.59+0.34), sem asszimmetrikus
szinapszis esetén (kontroll: 0.64+0.27, erds epilepszids: 0.63+ 0.33).
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Az immunpozitiv terminalisok mérése soran ndovekedést talaltunk
azok keriiletében szimmetrikus szinapszisoknal (kontroll: 2+0.67
um, erds epilepszias: 2.63+0.87 um), ami a fokozott aktivitdsbol
ad6do novekedés eredménye lehet. Ehhez hasonld valtozist nem
tapasztaltunk asszimmetrikus szinapszisok esetén (kontroll:
1.940.76 um, er0s epilepszias: 2.12+0.9 um). Mindez arra utalhat,
hogy a CB1-R festés csokkenésének oka nem az axon termindlis
degenerdcid, am a valtozdsok folytan a transzmitter felszabadulas
jelentdsen valtozhat.

A CBI-R expressziojanak valtozdsa a ldtens fazisban (1 és 3 nap)

Egy nappal a pilokarpin beadds utin a CBI1-R szintek
kontroll-szertiek voltak ismét mind erds, mind gyenge allatokban.
Harom nappal a beadast kovetden egy gyenge er0sodés jelent meg
egyes er0s dllatok hippokampuszaban.

A CBI-R eloszlasdanak vizsgdlata a kronikus fdzisban (1 és 2
honap)

A CBI1-R eloszlasit hosszu tavon, 1-2 honappal a pilokarpin
kezelés utdn vizsgaltuk a kronikus fazisban. A gyenge allatokban a
CB1-R-ok el6forduldsa kontroll-szerli volt, vagy enyhén novekedett
a CA1l str. pyramidale teriiletén. Ezzel szemben az er0s, szklerotikus
allatokban az 4altalanos CB1-R immunfestés megerdsodott a teljes
hippokampuszban. A festett rostok striis€ge ndtt a tuléld elemekben,
elsosorban a CA1 str. radiatum-ban és str. pyramidale-ban. Hasonl6
novekedés volt tapasztalhat6 a GD -ban, siri CBI1-R-pozitiv
axonkoteget lattunk a strata moleculare-ban €s granulosum-ban.
Immunpozitiv interneuron sejttestek jelen voltak mind a GD-ban,
mind a CA1 és CA3 teriiletén.

A CBI-R expressziojanak elektonmikroszkopos vdltozdsa a
kronikus fazisban
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Elektronmikroszkopos szinten szdamos glidlis elemet, és
degeneralodo profilt talaltunk, melyek megjelenése jellemz6 az
epilepszias szovetre. A CBI1-R-pozitiv elemek daltalanos
ultrastruktdrija nem véltozott, am a festett elemek szama
szignifikdnsan megndtt (p<0.05). A jelolt szimmetrikus és
asszimmetrikus szinapszisok ardnyat vizsgéltuk (169 kontroll, 178
erds epilepszias). Kontrollhoz képest szignifikans véltozast talaltunk
ezen aranyban (kontroll: 79.6 + 7.64% asszimmetrikus és 20.4 +
7.6% szimmetrikus, er0s epilepszids: 51.4 + 3.9% asszimmetrikus
€s 48.6 £ 3.9% szimmetrikus (p<0.05; Mann-Whitney U-teszt). A
valtozds oka lehet a jelolt asszimmetrikus szinapszisok szamanak a
csokkenése, a szimmetrikusok szdmanak a novekedése, vagy a kettd
egyutt.

E kérdés megvdlaszoldsara az akut fazisban leirtakhoz
hasonléan szamoltuk a jelolt termindlisokat. Kontroll szovethez
képest szignifikdns novekedést taldltunk a CBI1-R-pozitiv
asszimmetrikus €s szimmetrikus szinapszisok szdmaban is (kontroll
asszimmetrikus: 18.9 + 2.3 szimmetrikus: 6 *+ 0.2; epilepszids
asszimmetrikus: 34.9 + 10.9, szimmetrikus: 32.3 + 18.5, p<0.05;
Mann-Whitney U-teszt). Az analizis sordan megfigyeltiik, hogy
bizonyos epilepszias szovetbol szarmazo terminalisok
membranjdban nagy szamu arany szemcse talalhato.

Az aranyszemcsék szamoldsa soran (125 kontroll terminélis és
177 erds epilepszias) szignifikdns novekedést talaltunk szimmetrikus
szinapszisok esetén (kontroll: 0.69 + 0.29, er0s epilepszids: 0.99 +
0.49, p<0.05, Mann-Whitney U-teszt), am ehhez hasonl6 véltozast
nem tapasztaltunk asszimmetrikus szinapszisoknal (kontroll: 0.64 +
0.27, er0s epilepszias: 0.633 + 0.46, p>0.05, Mann-Whitney U-teszt).
Ezen talmenden a szimmetrikus szinapszist add jelolt termindlisok
keriilete is szignifikdnsan megnott (kontroll: 1.99+0.67 um, erds
epilepszids: 2.7+0.9 um), dam az asszimmetrikus szinapszist ado
termindlisok esetén valtozatlan volt (kontroll: 1.89+0.8 um, erOs
epilepszids: 2.22+0.93 um).
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Konklazio

A modelliinkben megfigyelhetd sejtpusztulds €s reorganizacié igen
hasonlé6 a humédn TLE betegekben megfigyelhetohoz. A TLE
betegek esetén a szklerdzis a leggyakoribb sejtpusztuldsi mintizat,
igy a hasonlo vdltozasokat mutaté allat modell alkalmas az
epilepsziara jellemzo6 valtozasok vizsgdlatara.

Mivel a HSP72-festés kiilonbséget mutatott az er0s €s gyenge
allatok hippokampuszaban talalhaté sokknak kitett sejtek szamaban,
elmondhat6, hogy az akut rohamok er0ssége alapjan
kovetkeztethetiink a késObbi sejtpusztulas erdsségére. CB1-R-festés
sordn csak erds epilepszids dllatok esetén taldltunk jelentds
valtozdsokat, a gyenge dllatok hippokampuszdban tobbnyire
elhanyagolhat6 volt a valtozéds (beleértve a sejtpusztulast is). Ezzel
szemben er0s allatokban az akut fazisban a GABAerg és
glutamaterg szinapszisokban kifejez0d6 CBI1-R-ok mennyisége
erdsen csOkkent, mig a kronikus fazisban erdsen ndtt. A CBI-R
génkiiitott allatok epilepsziara valo rendkiviili érzékenysége felhivja
a figyelmet a CBIl-R-ok szerepére a kezdeti rohamok
kontrolldldsdban: e receptorok aktiviaciéja meggatolhatja, hogy a
rohamok elérjenek egy olyan intenzitdst, amit nem él til az allat.
Tehat az akut fazisban megjelend csokkenés egy tulzott transzmitter-
felszabadulashoz vezethet, mely késObb visszatérd rohamok
kialakuldsat, reorganiziciot €s sejtpusztulast okozhat. Ezzel szemben
a kronikus fazisban lathaté novekedés egy protektiv mechanizmus
eredménye lehet, mely a tdlzott transzmitter-felszabadulast
csokkenteni képes. Az epilepszids hippokampuszban taldlhato
valtozatlan célelem-eloszlds arra utal, hogy a megemelkedett
endokannabinoid funkcidval az idegsejtek mind szomatikus, mind
dendritikus részein szamolni kell, vagyis az epilepsziara jellemzd
megerdsodott bemeneti aktivitds e régiokat egyarant €rinti.
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