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A szovegben és az abrakon hasznalt roviditések

AD — Alzheimer-kor

AED - anti-epileptic drug, epilepszia ellenes gyodgyszer

AHE — amygdalo-hippocampectomia

ATLE — anterior temporalis lobektomia

AVLT — Auditoros Verbalis Tanulasi Teszt

B —bal

CA — cornu Ammonis, Ammon-szarv

CAl — az Ammon-szarv régidja

CA3 — az Ammon-szarv régidja

CA3c — az Ammon-szarv régidja

CB — calbindin

CP — cortical plate, kortikalis lemez

DAB — diaminobenzidin

EEG — elektroenkefalografia

F — férfi

FCD — focal cortical dysplasia, fokalis kortikalis diszplazia

FSE — febrile status epilepticus, lazgdrcs okozta status epilepticus
GD — gyrus dentatus

GM - grey matter, sziirkedllomany

HS — hippocampus sclerosis

ILAE — International League Against Epilepsy, Nemzetkozi Epilepsziaellenes Liga
IPI — initial precipitating injury, els6dleges kéarositd sériilés

IZ — intermedier zona

J —jobb

KOKI — Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet

MCD — malformation of cortical development, kéregfejlddési rendellenesség
MRI — magnetic resonance imaging, magneses rezonancia képalkotas
MTS — mesialis temporalis sclerosis

MZ — marginalis z6na

N —-nd

NeuN — neuronalis nuklearis antigén

NeuN+ — NeuN immunreaktiv



PB — phosphat buffer, foszfat puffer

PFA — paraformaldehid

PTE — Pécsi Tudoményegyetem

PTE AOK KK — Pécsi Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar Klinikai Kézpont
PV — parvalbumin

PV+ — parvalbumin immunreaktiv

ROCF — Rey-Osterrieth Complex Figure teszt, Rey-Komplex Figura teszt
SD — standard deviacid

SP — subplate

SVZ — szubventrikularis zéna

SYN — szinaptofizin

SYN+ — szinaptofizin immunreaktiv

TB — Tris buffer, Tris-puffer

TEM — transzmisszios elektronmikroszkop

TLE — tempordlis lebeny epilepszia

VZ — ventrikularis zona

WM — white matter, fehérallomany



Osszefoglalas

Jelen tanulmanyunkban két témat dolgoztunk fel. Mindkét kutatdsban kiilonbozd
szoveteiben vizsgaltuk az ektopids neuronokat, és a szinaptikus kapcsolatokat.

A kutatasunk elsdé felében a TLE betegek gyrus dentatusaban (GD) 1évé parvalbumin
immunreaktiv (PV+) sejteket és axonokat vizsgaltuk. Az MRI eredmények alapjan ot
betegcsoportot és egy kontrollcsoportot alakitottunk ki. A hippocampus sclerosisos (HS)
betegek csoportjaban a hilaris PV+ sejtek szaménak szignifikdns csokkenését lattuk, valamint
nagyszamu ektopias PV+ neuron volt kimutathaté a GD molekularis rétegében. Az ektopids /
csoportokban. HS-ban a PV+ axonok sarjadzasa gyakran volt lathat6 a molekularis rétegben,
valamint a sarjadzas mértéke szignifikansan magasabb volt HS-ban, mint a t6bbi csoportban.
A PV+ axonok sarjadzasat gyakrabban figyeltik meg olyan betegeknél, akiknek
gyermekkorukban lazgdresiik volt. Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk az axonsarjadzas
vizsgalat kimutatta, hogy a sarjadz6 PV+ axonok a szemcsesejtek proximalis és disztalis
dendritjein, valamint dendrittiiskéin végzddnek. Eredményeink arra utalnak, hogy a PV+
neuronok célstruktirai megvaltoznak HS-ban, ami hozz4jarul a TLE-ban ismert szinaptikus
atrendezddés (remodelling) jelenségéhez.

Vizsgalataink masik részében a fehérallomanyban taldlhatd idegsejtekkel foglalkoztunk.
Korabbi sajat, valamint méasok tanulményai szignifikdnsan magasabb neuronszdmot mutattak
ki a neokortex alatti fehérallomanyban (WM) TLE betegekben, mint a kontrollokban. Jelen
munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon a WM neuronjai részét képezik-e a
neuronalis halozatnak. Ezért a szinapszisok eloszlasat és denzitasat a TLE betegek neokortex
alatti szovetében tanulmanyoztuk. Kontrollként nem epilepszids betegek temporalis lebenyének
neokortex alatti WM-at hasznaltuk. A szinapszisokat és a neuronokat immunhisztokémiai
modszerrel tettiik 1athatova szinaptofizin (SYN) és neuronalis nuklearis antigén (NeuN) elleni
antitestek felhasznalasaval. A preszinaptikus termindlisokban talalhato SYN jelenlétét
elektronmikroszkdppal igazoltuk. A SYN denzitas a TLE betegek WM-aban szignifikansan
magasabb volt, mint a kontrollokban, valamint szignifikans pozitiv dsszefliggést talaltunk a
SYN denzitas ¢s a WM neuronok stirisége kozott. A betegek kognitiv tesztjeinek eredményeit
¢s a klinikai adataikat Osszehasonlitottuk a neuronok siirliségével és a szinapszisok

denzitasaval. A neuronsiiriség és a SYN denzitas szignifikdnsan korrelalt a TLE betegek



crer

rezekatumaiban magasabb neuronstiriséget és SYN denzitast figyeltink meg, bar a
posztoperativ kimenetel nem korrelalt szignifikdnsan a szdvettani adatokkal. Eredményeink
arra utalnak, hogy a TLE betegek WM neuronjai nagyszamu szinaptikus bemenetet kapnak,
valamint, hogy a WM neuronok az epilepszids neuronhélozat részei lehetnek és feltehetéen

feleldsek a rohamok kialakuldsaért és fenntartasaért.



1 Bevezetés

1.1 Az epilepszids roham és az epilepszia betegség

Epilepszias rohamrol akkor beszéliink, ha egy neuron populacidé koéros, szinkronizalt
kistilése torténik, melynek kovetkeztében szubjektiv, vagy akar objektiv klinikai jelenségek
¢észlelhetk. Epilepszia, vagy epilepszia betegség akkor all fenn, ha a betegnél ismétlodo,
spontan (nem provokalt) epilepszias rohamok jelentkeznek.

A teljes lakossag 0,5-1%-a szenved epilepszia betegségben epidemioldgiai becslések
szerint (Janszky és Komoly, 2012). Ezzel a prevelanciaval szamolva ma Magyarorszagon 50-
60 ezer kiilonb6zo koru epilepszias ember él. Tovabbi 5%-nak van élete sordn legalabb egyszer
akut vagy alkalmi (provokalt) epilepszids rohama (Janszky és Komoly, 2012). Ez utdbbit tobb
faktor kivalthatja, Magyarorszagon a felnétt lakossag korében a leggyakoribb kivaltoé ok az
alkoholmegvonas, mig gyerekeknél a késObbiekben részletesebben ismertetett lazgorcs.

Az epilepszia diagndzisat megerdsitheti a pozitiv elektroenkefalografias (EEG) lelet, de a
negativ lelet nem zarja ki a betegség fennallasat, azaz az EEG eredménye csak iranyad6. Ha a
rutin vizsgalat (hiperventillacios és fény stimulacids vizsgélat) nem vezet eredményre, az
epileptiform potencidlok megjelenésének valdszinliségét noveli az alvdsmegvonds utan
készitett EEG, valamint a 24 6ras EEG. Tovabbi lehetdség a vide6-EEG monitorozas, mely az
epilepszias roham differencidldiagnozisaban a legfontosabb vizsgalat. A képalkoté modalitasok
koziil a legfontosabb az agyi magneses rezonancia képalkotd (magnetic resonance imaging;
MRI) vizsgalat, melynek elvégzése minden felndttkorban induld epilepszia esetén kotelezd
(Janszky és Komoly, 2012).

Az epilepszids rohamokat két nagy csoportra oszthatjuk: a parcidlis és generalizalt
rohamokra. A parcidlis rohamokat fokalis induldsi rohamoknak is nevezik, mivel egy adott
kéregtertiletrdl indulnak ki. Természetesen ezekben az esetekben is eléfordulhat, hogy a roham
masodlagosan generalizalodik. A generalizalt rohamok esetén a roham kiinduldsa nem
lokalizalhat6 (Janszky és Komoly, 2012).

A parcialis rohamokat szimplex és komplex parcidlis csoportokra oszthatjuk az alapjan,
hogy tudati valtozast okoznak-e (komplex) vagy sem (szimplex). A szimplex parcialis rohamok
kozé tartoznak a klénusos rohamok, a szomatoszenzoros rohamok és az epilepszias aurdk. Az
utébbiak leggyakrabban temporalis lebeny epilepszidban (TLE) fordulnak el (Janszky és
Komoly, 2012).
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1.2 Az epilepszia szindromak osztalyozasa

Az epilepszia szindromak klasszifikacidja az elmult évtizedekben tobb valtozason ment
keresztiil. A Nemzetkozi Epilepsziaellenes Liganak (International League Against Epilepsy,
ILAE) 1989-ben késziilt el a klinikai gyakorlatban maig hasznalatos klasszikus besorolasa,
majd 2010-ben és 2017-ben az Uj epilepsziakutatdsi eredmények miatt 0j elnevezéseket
javasoltak (Hollody, 2019). A korabbi osztalyozasok azon alapultak, hogy melyik lebenybdl
indul ki a roham. Mivel az 0j besorolas szerint az epilepszia haldzati megbetegedésnek
tekintendd, neokortikalis, thalamokortikalis, limbikus és agytdrzsi epilepsziadkrol beszélhetiink
(Hollédy, 2019).

Munkank soran a klinikusokkal folytatott szoros egyiittmiikddés miatt az altaluk a mai
napig hasznalt ILAE 1989-es klasszifikacid elnevezéseit haszndltuk. Tovabba a vizsgalt
betegek neuroldgiai vizsgalatai és a miitéteik, valamint munkank nagy része korabbi években
zajlottak, az adott években éppen érvényben levd legljabb beosztdsok eltéréek lennének
egymastol, ezért is a régebbi felosztast és terminologiat részesitettiik elonyben. Az aktualis
beosztasbol annyit emelnénk ki, hogy a TLE jelenleg az epilepszia sebészeti szindromak kdzé

van sorolva (Hollody, 2019).

1.2.1 A tempordlis lebeny epilepszia

A TLE a leggyakoribb a fokalis epilepszia fajta, a felndttkori gydgyszer-rezisztens
epilepszidk 60-70%-a és leggyakrabban 5 és 18 éves kor kozott kezdddik (Halasz, 1997;
Janszky és mtsai, 2004; Janszky és Komoly, 2012).

Az epileptogén régio elhelyezkedése alapjan a TLE-t a klinikai gyakorlatban mesialis és
lateralis forméara osztjuk fel, az utobbit neokortikalisnak is hivja az irodalom (French és mtsai,
1993; Ebner, 1994). A mesialis temporalis sclerosist (MTS) a temporalis kéreg medialis
(mesialis) strukturainak, a jelentds mértékii sejtpusztulas kovetkeztében kialakuld zsugorodésa
¢s ,,hegesedése” okozza. A legnagyobb sejtpusztulds a hippocampusra jellemzd, ami HS-ban
jelenik meg, melyrdl késobb részletesebben lesz szo. Itt csak megjegyezziik, hogy a felndttkori
gyogyszer-rezisztens TLE hatterében a HS a leggyakoribb hisztopatologiai rendellenesség
(Cavanagh és Meyer, 1956; Bruton, 1988; de Lanerolle és mtsai, 2003; Bliimcke és mtsai, 2012;
Bliimcke ¢és mtsai, 2022).

A TLE hatterében nem csak HS, hanem intrakranidlis daganat, stilyos koponya trauma vagy
stroke utani allapot és agykérgi fejlodési rendellenesség (diszgenézis) is allhat (Janszky és
Komoly, 2012). A TLE hatterében all6 patoldgia pontos meghatarozasara a mesiotemporalis

struktirakra centralt MRI alkalmas. EEG-n rendszerint temporalis tiiskefokusz lathato.
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A TLE tiinettanaban a korabban emlitett aurak el6fordulhatnak izolaltan, de kovetheti oket
komplex parcialis roham is, a masodlagosan generalizalt tonusos-clonusos rohamok ritkak.
Emellett fontos interictalis tiinet a memoriazavar, mely a hippocampus karosodasaval allhat

Osszefiiggésben.

1.3 A hippocampus karosodasanak lehetséges mechanizmusai

1.3.1 Elsédleges karosito sériilés

Az tgynevezett elsddleges karositd sériilés (initial precipitating injury, IPI) olyan nem-
specifikus noxak kozds elnevezése, melyek csecsemd- vagy kisgyermekkorban érik a beteget.
Ilyen lehet példaul a sziiletéskori vagy gyermekkori fejtrauma, a meningitis, az encephalitis
vagy a lazgorces, mely a leggyakoribb. A kezdeti karosodast kdvetden szinaptikus reorganizaciod
indul el a hippocampusban, mely egy id6 utan a HS kialakulédsdhoz vezet (Maher és McLachlan,

1995).

1.3.2 Lazgorcs

A lazgores soran olyan elektromos aktivitas keletkezik az agyban, melyek generalizalt,
egész testre kiterjedd rangasokat okoznak. Ez a rohamfajta leggyakrabban fél és 6t éves kor
kozotti gyermekekben fordul eld 38°C feletti 14z esetén. A 1lazgores a gyermekek 2%-5%-aban
jelenik meg (Patterson és mtsai, 2013).

Lazgores vonatkozasaban kovetkezd tipusokat kiilonboztetjiikk meg. Az egyszerti lazgores
magas laz mellett, generalizalt formaban zajlik, kevesebb, mint 10 percig tart, spontan oldodik
¢és aznap nem ismétlédik meg (Liptai, 2019). Ez a tipus 1-2%-o0s rizikoval jar a késébbi
epilepszia betegség kifejlodésére vonatkozdan (Hollody, 2016). A masik tipus a komplikalt
lazgores, mely alacsony 14z vagy héemelkedés mellett, tobb mint 10 percig tart és egy 24 orés
periddusban tobb, mint egy roham zajlik le. Ez a tipus idGsebb életkorban, 7 éves kor utan
jelentkezhet, és fokalis indulasra utalé timpontot adhat. A késébb kialakul6 epilepszia rizikoja
itt joval magasabb, 10-15% (Hollody, 2016).

Az elsO lazgores utan az ismétléddés 30%-ban fordul eld az arra hajlamos gyermekekben,
leginkdbb magas 1azat okozo gyerekkori betegségek, fertézések soran (Hollody, 2016). A
legstlyosabb formaja a lazgores okozta status epilepticus (febrile status epilepticus, FSE), mely
tobb mint 30 percig tart és magas rizikot jelent epilepszia betegség kialakulasara (French és

mtsai, 2012).

12



A lazgorces, rendszerint a komplikalt 1lazgores, feltehetden szerepet jatszik egy késdbbi
¢letkorban jelentkezd mesialis TLE kifejlédésében. A mesialis TLE betegek 50-75%-anak
szerepel gyermekkori lazgores az anamnézisében (Boné, 2015), bar a pontos Osszefliggés még
nem tisztazott (French és Kuzniecky, 2014; Wieser és mtsai, 2004). Azokat az eseteket, ahol a
HS okozta TLE-t lazgorcs elézte meg, az epilepszia kezdete szerint harom kiilonb6zd
korcsoportra lehet osztani. Ez alapjan a harom életkori csucs 5,5 (gyermekkori), 15,3
(serdiilokori) és 26,7 (felndttkori) év volt (Janszky €s mtsai, 2004).

Auer ¢s mtsai. (2008) egészséges felndttekben vizsgaltak a hippocapmus elvaltozasait 15
évvel az egyszerll 1azgores lezajlasa utan. A kétoldali hippocampus atlagos térfogata kisebb
volt azokban a felnéttekben, akiknek az anaménzisében egyszerli 1azgores szerepelt, azokhoz
képest, akiknél nem fordult el6 lazgdres (Auer €s mtsai, 2008). Az egyszerli lazgdres okozta
hippocampalis abnormalitdsok férfiakban kifejezettebbek voltak. Bar az egyszerti lazgorcs nem
nevezhetd benignus eseménynek, mint ahogyan azt korabban gondoltak, Auer és mtsai. (2008)
eredményei arra utalnak, hogy a lazgércs okozta hippocampus rendellenességek nem
sziikségszerlien epileptogének. Shinnar és mitsai. (2012) leirtak, hogy a FSE esetében a
gyermekeknél fennall a hippocampus akut sériilésének kockdzata. A kordbban FSE-t atélt
gyermekek 11,5%-anak hippocampusadban MRI vizsgélattal korosan megnovekedett T2 jelet
mutattak ki a roham utan 72 6rdn beliil (Shinnar és mtsai, 2012). Az FSE-t atélt gyermekek
csoportjaban a hippocampalis abnormalitas sokkal gyakoribb volt (10,5%), mint az FSE-t at
nem ¢élt gyermekeknél (2,1%). Egy masik tanulményban az FSE-t atélt gyermekek 9,7%-aban
talaltak az akut szakaszban a hippocampus térfogatndvekedését, valamint hippocampalis T2
hiperintenzitast taldltak, mely a Sommer-szektorban volt a legerésebb (Lewis és mtsai, 2014).
Egy évvel késobb, 14 olyan gyermeknél, akinél az FSE utan akut hippocampdlis sériilés jelei
latszottak, 10-ben a HS radiologiai jeleit, 12 betegnél pedig csdkkent hippocampus térfogatot
talaltak.

1.4 Szévettani elvaltozasok temporalis lebeny epilepsziaban

1.4.1 Szovettani elvaltozdsok a hippocampusban
1.4.1.1 A hippocampus anatomidja

Makroszkdposan a hippocampus harom 6 része a temporalis lebeny csucsa felé nézo fej,
a kozépso része a test, valamint a farok. A hippocampus medidlis oldalan fut a fimbria fornicis,
mely a faroknal a fornixba megy 4t. Ebben a hippocampusbdl kimend és bemend rostok futnak.

Egy nagyobb egységet jelold elnevezés, a formatio hippocampalis magaban foglalja a

13



szomszédos subiculumot, presubiculumot, parasubiculumot és az entorhinalis kérget is, melyek
ko6zos makroszopos elnevezése a parahippocampalis gyrus. A hippocampus makroszkdpos €s
egyben mikroszkopos felépitését két fo sejtréteg alkotja, melybdl medidlisabban a GD,
lateralisabban pedig az Ammon-szarv (cornu Ammonis, CA) van. A GD-t6l az entorhinalis
kéregig talalhatdo agykérgi teriiletek az archikortex részei, mely mikroszkoposan eltér a
neokortex hatrétegli szerkezetétol. A GD, az Ammon-szarv és a tobbi archikortikalis
kéregteriilet szoros anatomiai ¢s funkciondlis egységet alkot. Ennek megértéséhez
mikroszkdposan is ismerniink kell a GD és az Ammon-szarv felépitését és mitkodését.

Emberben a GD 90%-at szorosan egymas mellett elhelyezkedd, serkentd szemcsesejtek
alkotjak, melynek szdma 11-20 milli6 k6zott van (Simic és mtsai, 1997). Kis, kerek sejttestjeik
a szemcsesejt rétegben (stratum granulosum) helyezkednek el, dendritjeik erre a sejtrétegre
merdlegesen futnak a GD molekuldris rétegében (stratum moleculare). Axonjaikat
moharostoknak  hivjuk, axon-végzddéseik a moha-termindlisok. A GD tovabbi
megkiilonboztetett része a hilus, melyben szintén serkentd jellegii sejtek, a mohasejtek
talalhatok. Sejttestiiket és proximalis dendritjeiket komplex tiiskék boritjak, innen ered az
elnevezésiik. A GD-ban a serkentd sejteken kiviil talalhatok még gatl6 interneuronok is (Freund
¢s Buzsaki, 1996).

Az Ammon-szarv sejtjeinek 90%-a serkentd piramissejt, 10%-a elszortan elhelyezkedd
interneuron (Freund és Buzsaki, 1996; West és Gundersen, 1990; Simic és mtsai, 1997). Az
Ammon-szarvat a piramissejtek morfologidja és kapcsolatrendszereik alapjan harom régiora
osztjuk fel: a subiculummal szomszédos teriilet a CA1, a GD hilusa mellett a CA3 helyezkedik
el, mig a koztes teriilet a CA2. A piramissejtek sejttestjei az Ammon-szarv piramissejt-
rétegében (stratum pyramidale) taldlhatok, apikalis dendritjeik a stratum radiatum felé
haladnak, majd a stratum lacunosum-moleculareban eldgaznak. A bazélis dendritek
elagazddasai a stratum oriensben vannak, valamint a piramissejtek axonjai is ebbe az irdnyba
1épnek ki.

A hippocampus kapcsolatrendszerének tekintetében beszélhetiink a GD és az Ammon-
szarv belsé kapcsolatair6l, valamint az afferens és efferens kapcsolatokrél. A hippocampus
afferens kapcsolatait feloszthatjuk kérgi és kéreg alatti csoportokra. A formatio hippocampalis
valamennyi multiszenzoros asszociacios teriilettdl kap kérgi bemenetet, mely nagyrészt az
entorhindlis kérgen keresztiil éri el a hippocampust. Az archikortexben egyiranyu kapcsolatok
domindlnak, szemben a neokortexben megfigyelt reciprok kapcsolatokkal. A hippocampus
belsd, harom szinapszisbol allo, un. triszinaptikus kapcsolatdnak eredd sejtjei az entorhinalis

kéreg II. ¢és III. rétegében talalhatd piramissejtek. Ezen sejtek axonjai alkotjdk a perforans
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palyat, mely a subiculumon ¢és a fissura hippocampin keresztiilhaladva jut el a GD
szemcsesejtjeihez. A perforans palya a GD molekuléris rétegében, a szemcsesejtek dendritjein
végzodik. A szemcsesejtek axonjai, a kordbban emlitett moharostok, mohaterminalisaikkal a
mohasejteket és a CA3 piramissejtek apikalis és bazalis dendritjeit innervaljak. A CA3
piramissejtek axonkollaterdlisai (Schaffer-kollateralisok) a CAl-hez futnak, ahol az ott
talalhatd piramissejtek apikdlis dendritjein végzddnek. A CAl piramissejtjeinek axonjai
rendezett kotegekben futnak vissza az entorhinalis kéreg felé, az V. rétegbe, valamint a
subiculumhoz. A hippocampus nagyszamu kéreg alatti agyteriilettel 1étesit afferens és efferens
kapcsolatot, mint példaul a septum, a hypothalamus, a corpus mamillare, a locus coeruleus, a

formatio reticularis és az amygdala.

1.4.1.2 A hippocampus sclerosis szovettana

Az epilepszias betegek agyaban taldlhatd elvaltozasokat Osszefoglaldéan epilepszids
reorganizacionak nevezik, mely nem csak sejtcsoportok pusztuldsit, hanem az intra- és
extracellularis biokémiai, fizioldgiai és struktaralis jellegzetességeket is jelzi. Ezek a jelenségek
az ¢letben marado¢ sejteket érintik, megvaltoztatva az adott agyi régionak, vagy akdr az egész
idegrendszernek a miikodését (Ben-Ari, 1987; Represa és mtsai, 1995; Sloviter, 1999; Ben-Ari,
2001). TLE esetén a hippocampus ¢s a temporalis lebenyi struktarak sejtszintli és neuronhalozat
szintll dtalakulasai allhatnak az epilepszids rohamok hatterében. Sejtszintii elvaltozasok példaul
a sejtpusztulds, sejtosztddas, sejtvandorlas, morfologiai torzuldsok, glidzis, neurokémiai
markertartalom megvaltozasa, mig az axonok pusztuldsa, sarjadzdsa és a sejtek kozotti
kapcsolatok megvaltozasa neurondlis haldzatszinti valtozasokat hoznak létre.

Ismert, hogy HS-sal jar6 TLE esetén a hippocampusban egyes sejtcsoportoknal
sejtpusztulas figyelheté meg (Babb és mtsai, 1989). Ennek kovetkeztében a temporalis kéreg
medidlis (mesialis) strukturainak a jelentés mértékli zsugoroddsa és sclerosisa jon létre. A
legnagyobb sejtpusztuldas a hippocampusra jellemzd. Sommer 1880-ban leirta a HS-ban
eléforduld piramissejt pusztulast a subiculumban, a CAl- (Sommer-szektor) és CA3c-
régiokban (end-folium sclerosis). A CA2- és a CA3a, b-régiok Un. rezisztens régiok, ahol a
piramissejtek nagymértékben tulélnek (Margerison ¢és Corsellis, 1966). Az epilepszias
hippocampusban a gatlosejtek tobbsége megmarad, bar a calretinin- és szomatosztatin-tartalmt
gatlo sejtcsoportok a rohamok hatasara szintén elpusztulnak mind allatkisérletes modellben (de
Lanerolle és mtsai, 1989; Magloczky és Freund, 1993), mind emberben (Magloczky €s mtsai,

2000). A hilaris interneuronok szambeli csokkenésének egy részét ezeknek a sejteknek a
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pusztulasa okozza. A hilaris mohasejtek HS-ban a piramissejtekhez hasonlé mértékben
pusztulnak (Bliimcke és mtsai, 1999; Seress és mtsai, 2009). A GD-ban taldlhat6 PV+
gatlosejtek szama is lecsokken epilepszias betegekben, mig a megmaradt PV+ sejtek stiri
axonfonadékot hoznak Ilétre a megmaradt principalis sejtek sejttestje és axon-inicalis
szegmentuma koriil (Zhu és mtsai, 1997; Wittner és mtsai, 2001). A CA1l és a CA3c régiok
piramissejtjeinek ¢és egyes interneuronok nagyaranyl pusztuldsat az asztroglia szambeli
novekedése kiséri (glidzis), amely alapjdn a hippocampusban taldlhaté morfologiai
elvaltozasokat Margerison és Corsellis (1966) HS-nak nevezték el.

Epilepszidban a sejtpusztulds mellett egyes sejtek osztodasat is megfigyelték a
hippocampusban. A gliasejtek (pl. astrocyta és microglia sejtek) osztddasa mellett egyes
szerzOk fokozott szemcsesejtképzddésrdl szamoltak be melynek forrasa feltehetéen a
szemcsesejtréteg alatt elhelyezkedd kis szamu progenitor sejt (Thom és mtsai, 2005; Parent és
mtsai, 1997). Bar a képzddott sejtek nem potoljak az elpusztultakat, valoszintileg részt vesznek
a GD hiperaktiv miikddésében epilepsziaban (Parent, 2002; Scharfman, 2004). Fontos
megemliteni, hogy Fahrner és mtsai. (2007) nem talaltak tobb osztdédo sejtet HS-hoz tarsuld
TLE-ban.

Epilepszias mintakban megfigyeltek egy, a szemcsesejteket érintd jelenséget, a diszperziot,
mely a szemcsesejtek rendellenes elhelyezkedését jelenti a szemcesesejtréteg feletti molekularis
rétegben (Houser, 1990). Ez a jelenség a sclerotikus hippocampusban gyakori. Egyes
feltételezések szerint a szemcsesejtek rendellenes elhelyezkedése (diszperzidja) fejlodési
rendellenesség, ami kivéltja az epilepszids rohamokat, ennek ellenére sok TLE beteg
hippoacampusaban nem talaltak szemcsesejt diszperziot (Houser, 1990).

A kalcium-kotd fehérjéket tartalmazé interneuronokat érinté morfoldgiai valtozasok HS-
ban széleskorliek. Ismert a calbindin (CB) tartalmu interneuronok kontroll mintakban
megfigyelhet6td]l eltéré megjelenése a GD hilusaban (Magloczky és Freund, 2005). A
szemcsesejtek morfologiai jellegzetessége, hogy TLE-ban, fiiggetleniil a betegség etiologiajatol
(tumor, kérgi malformacio, HS) csokken benniik a CB kalcium-kotd fehérje expresszidja
(Magloczky és mtsai, 1997; Abrahdam és mtsai, 2011). Ezen kiviil megfigyelték a PV+
interneuronok szaménak csokkenését a CA3c és a hilus teriiletén (Zhu és mtsai, 1997), valamint
a calretinin tartalmu interneuronok szamanak a csokkenését is (Toth és mtsai, 2010).

Tovabbi morfologiai jelenség az axonsarjadzas, melynek kovetkeztében az érintett
teriileten szinaptikus reorganizacio torténik, a hippocampus kiilsé és belsd kapcsolatrendszere
megvaltozik (de Lanerolle és mtsai, 1989; Houser és mtsai, 1990; Represa és mtsai, 1990;

Sutula és mtsai, 1992; Franck ¢és mtsai, 1995; Mathern és mtsai, 1995; Babb, 1999; Lehmann
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¢és mtsai, 2000). A szemcsesejt axonok sarjadzasanak eredményeként a moharostok nemcsak a
hilus és a CA3 neuronjain végzddnek, hanem a szemcsesejtek dendtritjein (Houser és mtsai,
1990; Cavazos és mtsai, 1991; Mathern és mtsai 1994; Franck és mtsai, 1995). A CAl régid
piramissejtjeinek axonsarjadzasa fokozza a serkentést a szomszédos sejteken (Lehmann és
mtsai, 2000). A subiculdris axonok, és a supramamillaris palya sarjadzdsa miatt nd a
hippocampus excitabilitdsa (Borhegyi és Leranth, 1997; Lehmann és mtsai, 2000; Magloczky
¢és mtsai, 2000). Ezen feliil a gatld6 neuronok szinaptikus reorganizacidja is fontos. A CB-
tartalmi axo-dendritikus gatld sejtek axonsarjadzasa a gatld neuronok gatlasan keresztiil
fokozza a serkentést (Wittner és mtsai, 2002). Emellett HS esetén tobb PV+ axo-axonikus
gatlosejt terminalisa lathatd a szemcsesejtek axon-inicidlis szegmentuman, mint kontrollban

(Wittner és mtsai, 2001).

1.4.1.3 A hippocampus sclerosis szovettani csoportositasa

Bliimcke és mtsai. (2013) az ILAE munkacsoportjaként a HS-t harom csoportba soroljak a
szovettani jellegzetességeik alapjan. A HS ILAE I-es tipusban sulyos neuronpusztulds és
reaktiv gliozis lathato a CA1 régioban és a hilusban (Bliimcke a hilusra a CA4 elnevezést
hasznalja). Ezzel szemben a HS ILAE Il-es tipusban csak a CA1 régioban, a HS ILAE Ill-as
tipusban pedig csak a hilusban lathatok az elvaltozasok. Voltak TLE betegek, akiknek az
eltavolitott hippocampusadban sem neuronszam csokkenés, sem reaktiv glidzis nem volt
megfigyelhetd (no-HS csoport).

A HS ILAE I-es tipusu elvaltozassal kapcsolatosan kimutattak, hogy gyakran fordul eld
olyan betegek esetén, akiknél az anamnézisben 5 éves kor el6tti IPI szerepel (Bliimcke és mtsai,
2013). Ezekben az esetekben a korai betegségkezdet és a kedvezd miitét utani kimenetel is

megfigyelhet6 (Blimcke és mtsai, 2013).

1.4.1.4 A hippocampus sclerosis kezelése

Az epilepszids betegeknek csak 70-75%-a valik rohammentess¢ a megfeleld
antiepileptikum hatdsara, a betegek 25-30%-a azonban tobb antiepileptikum kombinacidjaval
torténd kezeléskor sem valik rohammentessé. Ezeket az eseteket gydgyszer-rezisztens
epilepszianak nevezziik. Ilyen esetben a rohamokért legtobbszor egy koriilhatarolhatd agyi
elvaltozas (példaul HS, diszpldzia vagy tumor) a felelds, mely miitétileg eltavolithato.
Gyogyszer rezisztencia esetében a mitéti kezelés az esetek 30-40%-dban sziinteti meg a

rohamokat (Janszky és Komoly, 2012).

17



A felnéttkori gyogyszer-rezisztens epilepszidk 60-70%-a TLE (Janszky és mtsai, 2001). A
miitéti kezelés a TLE esetében a legeredményesebb: amennyiben az epilepszidért felelds agyi
teriilet (epilepszias fokusz) koriilhatarolhato és nem érint olyan teriiletet, melynek eltavolitasa
hianytiinetet okoz (eloquens teriilet), akkor a miitéti eltdvolitdsa utan a betegek 60-90%-a valik
rohammentessé (Janszky és Komoly, 2012).

Tobb miitéti modszer is valaszthato a TLE kezelésére, leggyakrabban az amygdalo-
hippocampectomia (AHE) és az anterior temporalis lobektomia (ATLE). A két miitéti modszer
kimenetelének 0sszehasonlitasara Bate és mtsai. (2007) készitettek egy tanulmanyt. 114 beteget
vizsgaltak meg egy évvel a miitétjiikk utan, és azt talaltak, hogy a betegek 40%-a valt teljesen
rohammentessé¢. A jo miitéti kimenetel (teljesen rohammentes és majdnem rohammentes
allapot) ATLE esetén szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 (66%), mint azoknal, akiknél AHE
tortént (44%) (Bate és mtsai, 2007).

A Pécsi Epilepszia Centrumban is késziilt egy tanulmany epilepsziasebészeti beavatkozason
atesett betegek posztoperativ eredményeinek felmérésére. 72 rezekcios beavatkozast végeztek,
melynek kovetkeztében a betegek 76%-a valt tartosan rohammentessé. A betegek csoportjainak
foglalkoztatottsagi adatait is vizsgaltdk. A rohammentes betegek 67%-at, mig a nem
rohammenteseknek minddssze a 19%-at foglalkoztattak (Loricz és mtsai, 2019).

Latjuk, hogy a kiilonb6z6 munkacsoportok eredményei eltérhetnek a miitét utani
rohammentességet illetéen. Az, hogy a betegek rohammentessé valnak a miitét utdn vagy sem,
tobb tényez6tdl fiigg, melyek a kovetkezdk: 1. MRI-vel igazolt HS, 2. anamnézisben
masodlagosan generalizal6ddé konvulziv roham, 3. pszichiatriai komorbiditas, 4. tanulési
nehézségek, 5. extratemporalisan végzett idegsebészeti mitét, 6. késdi életkorban megjelend
epilepszia betegség, 7. tobb antiepileptikum hasznalata (Bell és mtsai, 2017). Az epilepszia
mitéten atesett betegek posztoperativ osztalyozasara tobbek kozott Jerome Engel javasolt egy
rendszert, mely az ,,Engel Epilepsy Surgery Outcome Scale” elnevezést kapta (Durnford és

mtsai, 2011), és amelyet munkank sordn mi is hasznaltunk.

1.4.2  Szovettani elvaltozasok a neokortexben
1.4.2.1 Neuronok a kéreg alatti fehérallomanyban

Ismert, hogy a kéreg alatti WM-ban egészséges emberben is alacsony szamban idegsejtek
talalhatok (Mrzljak és mtsai, 1988; Chun ¢és Shatz, 1989; Kostovic és Rakic, 1990). Bar a
szubkortikalisan é¢s a WM mélyebb részein elhelyezkedd un. interstitialis neuronok szerepe
felnéttekben még nem tisztazott, jelenlétiik kapcsolatba hozhatdé szdmos neuroldgiai és

pszichiatriai betegséggel, tobbek kozott skizofrénidval, Alzheimer-korral és epilepsziaval is
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(Hardiman ¢és mtsai, 1988; Kowall és Beal, 1988; Akbarian és mtsai, 1993; Emery ¢és mtsai,
1997; Kasper €s mtsai, 1999; Tao és mtsai, 1999; Thom és mtsai, 2001; Van de Nes és mtsai,
2002; Kirkpatrick és mtsai, 1999, 2003; Eastwood és Harrison, 2005; Liu és mtsai, 2014). TLE-
ban nagyszdmi WM neuron taldlhaté a temporalis neo- és archikortexben (Emery és mtsai,
1997; Kasper és mtsai, 1999; Thom és mtsai, 2001; Liu és mtsai, 2014; Richter és mtsai, 2016).
Egyeldre nem eldontott a kérdés, hogy a WM neuronok emelkedett szdma hozzajarul-e az
epilepszias roham kialakuldsahoz vagy fenntartdsdhoz, és az sem ismert, hogy milyen
szinaptikus kapcsolatokkal rendelkeznek.

A WM neuronok lathatova tétele a sejtekben expresszalt fehérjék kimutatidsa alapjan
lehetséges. A NeuN valamennyi idegsejtben expresszalodik, ezért altalanos neurondlis
biomarkerként hasznalhato ¢s a NeuN immunhisztokémiat széles korben alkalmazzak a
neuronok azonositdsara szdvettenyészetben és metszeteken. A NeuN-immunreaktivitas
(NeuN+) érett neuronokon figyelheté meg (Mullen és mtsai, 1992; Wolf és mtsai, 1996; Sarnat

¢s mtsai, 1998; Gusel’nikova ¢és mtsai, 2015).

1.4.2.1.1 Az agykereg fejlodése és a subplate

A WM neuronok jelenlétének megértéséhez ismerniink kell az agykéreg fejlédésének egyes
fazisait, mivel a WM neuronok egy része eredetiik szerint lehet a fejlddés soran adtmenetileg
jelenlévd subplate (SP) sejtpopulacid maradvanya, masik résziik vandorlasban megakadt
idegsejt (Mrzljak és mtsai, 1988; Chun és Shatz, 1989; Kostovic és Rakic, 1990; Richter és
mtsai, 2016). Az agykéreg fejlédésének f6 jellemzdje, hogy a posztmitotikus neuronok,
melyekbdl a kéreg principélis neuronjai, a serkentd piramissejtek alakulnak ki, az agykamrat
hatérolo proliferativ régiobol, a ventrikuldris zonabol (VZ) szarmaznak, és onnan vandorolnak
a neuroepithelidlis gliasejtek radidlis iranyu citoplazmatikus nyulvanyai mentén a késébbi
agykérgi rétegekbe (Forster és mtsai, 2002). A VZ felett késobb megjelenik egy szekunder
proliferativ zona, a szubventrikuldris zona (SVZ), melyben folytatdédik a sejtproliferacid
egészen a 40. gesztacios hét végéig (Zecevic és mtsai, 2005). A legkorabbi kérgi neuronok rovid
vandorlas utan kialakitanak egy laza, horizontalis halozatot, a preplate-et. A késobb keletkezd
neuronok radidlis irdnyba haladva, egy sejtekkel stirlin elfoglalt strukturat, a kortikalis lemezt
(cortical plate, CP) hoznak 1étre, melybdl a II-VI. neokortikalis sejtrétegek fognak kialakulni.
A CP-t alkot6 neuronok a preplate-et két részre osztjak; a CP felett a marginalis zona (MZ),
alatta a SP alakul ki. A SP alatt helyezkedik el az intermedier zona (I1Z), ahol a neuronok radialis
iranyu migracidja mellett a glianytlvanyokra merdlegesen tangencialis migracio is zajlik. A

gatlo interneuronok a ventralis telencephalon gangliondombjabol szarmaznak és tangencialis
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migracioval érik el a CP-t (Parnavelas, 2000; Jossin ¢és mtsai, 2003). A migracid
eredményeképpen alakul ki a kéregre jellemz0 réteges szerkezet. A radialis vandorlés sorén a
korabban keletkezett neuronok a mélyebb rétegeket fogjak képezni, mig a késébb keletkezett
neuronok atvandorolnak a korai rétegeken és szuperficidlisabban foglalnak helyet (inside-
outside irdnyultsag). Ezt a rendezett neuronalis migracidt egy extracellularis matrix fehérje, a
reelin irdnyitja, melyet egy koran kialakulé neurontipus, a Cajal-Retzius sejt termel
(D'Arcangelo és mtsai, 1995, 1997; Ogawa ¢s mtsai, 1995; Forster é¢s mtsai, 2002). A Cajal-
Retzius sejtek a MZ-ban, a késobbi agykéreg I. rétegében foglalnak helyet (Spreafico és mtsai,
1999). Reelin hidnyaban a kéreg normal inside-outside irdnyultsaga megfordul (D'Arcangelo
¢s mtsai, 1995;). Kiilonbozd genetikai mutdciok miatt a reelin jelatvitel sériilhet, igy a
nagyagykéreg citoarchitekturajanak kiilonbozo foku rendezetlensége, kovetkezésképpen stlyos
fejlddési rendellenességek alakulhatnak ki, mint példaul a lissencephalia (Jossin és mtsai, 2003;
Miyata és mtsai, 2004; Lossi €s mtsai, 2019).

A SP el6észor egy sejtszegény zona a CP és az 1Z kozott, majd a 34. gesztacios hétig
folyamatosan vastagodik és a benne elhelyezkedd neuronok atmeneti célsejtjei a thalamusbol
jOvO axonoknak, amig a CP-ben nem alakulnak ki a végso sejtrétegek. A SP sejtek is kiilldenek
axonokat a CP-be, a leend6 IV. kortikalis réteg neuronjaihoz, ezen kiviil magaba a SP-be ¢és
vissza a thalamusba (Kanold, 2009; Kostovic és mtsai, 2015). Ezaltal a SP neuronok a kéreg
els6 funkcionalis halozatat alkotjak. A 24. és a 34. gesztacids hét kozott az afferensek a SP-bol
fokozatosan athelyezddnek a CP-be, majd az SP sejtek fokozatosan eltlinnek programozott
sejthalal altal (Chun és mtsai, 1987). A SP tuléld neuronjai felnéttkorban a WM interstitialis
neuronjai lesznek, melyek megtalalhatok az altalunk vizsgélt szubkortikalis WM-ban is (Chun
¢s Shatz, 1989; Kostovic ¢és Rakic, 1990; Judas ¢s mtsai, 2010). Fontos kiilonbséget tenni az
interstitialis neuronok koran keletkez6 komponensei és a késobb megjelend sejtek kozott. A
korai sejtek valdsziniileg a SP atmeneti feladataiban vesznek részt, a késobb megjelend sejtek
nem a fejlédésben fontosak, hanem a felnétt WM megfeleld miikodéséhez jarulnak hozza
(Suarez-Sola és mtsai, 2009). A SP sejtek morfoldgiai karakterizalasa soran serkentd és gatlo
neuronokat is azonositottak (Kostovic és Rakic, 1980; Mrzljak és mtsai, 1988).

Osszefoglalva a SP a korai szinaptogenezis és a thalamokortikélis, valamint mas kortikalis
afferensek atmeneti szinaptikus interakcidinak a helye. Az atmeneti SP koran kialakuld
kapcsolatrendszere egyidében van jelen a permanens kérgi neuronalis korokkel. A SP egy része
még a korai posztnatalis id6szakban is megmarad, amikor a rovid kortikokortikalis kapcsolatok

fejlddnek. A SP jelentéségére utal, hogy részt vehet kiilonb6zé migracids rendellenességek
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patogenezisében, mint pl. epilepsziat okozd agyi fejlédési rendellenességek (pl.

microdysgenesis, heterotopidk) kialakuldsaban (Kostovic és mtsai, 2015).

1.4.2.2 Szinapszisok a kéreg alatti fehérallomanyban

A WM neuronok funkciondlis szerepét igazolja, hogy Alix és mtsai (2011) kimutattak,
hogy az excitatoros neurotranszmitter, a glutamat szinaptikus felszabadulasa mélyen a WM-
ban is jelen van, ami a WM-ban elhelyezkedd szinapszisok szerepét timasztja ald kiilonbozo
kozponti idegrendszeri betegségek hatterében, mint példaul sclerosis multiplexben, AD-ban és
skizofrénidban is (Alix és mtsai, 2011).

Tovéabbi kutatast igényel, hogy mi a pontos élettani szerepe WM-ban végbemend
szinaptikus jelatvitelnek, mivel a WM szinapszisok miikddésének részletes megismerése Uj

A szinapszisok morfologiai moddszerekkel torténd lathatova tétele és mennyiségi
meghatarozasa egy, a szinapszisokban ubiquiter modon eléfordulé molekula, a szinaptofizin
(SYN) immunfestésével lehetséges (Alder és mtsai, 1992). A SYN egy 38 kDa-os szinaptikus
vezikuldris glikoprotein, amely négy transzmembran doménbdl all, igy ,,major synaptic vesicle
protein p38” néven is ismert. Jelen van az agyi és gerincvel6i neuronok preszinaptikus

terminalisaban (Wiedenmann és mtsai, 1985; Rehm és mtsai, 1986; Thomas ¢€s mtsai, 1988).

1.4.2.3 Fokalis kortikalis diszplazia és a kettos patologia fogalma

A gyogyszer-rezisztens fokalis epilepszia szindromak leggyakoribb oka gyermekkorban a
fokalis kortikalis diszplazia (focal cortical dysplasia, FCD), melyben fénymikroszkopos
vizsgalattal a hatrétegli neokortex szerkezeti rendellenességei lathatok (Bliimcke és mitsai,
2017). A FCD-k altipusai a kéregfejlodési rendellenességek 70,6%-at teszik ki (Blimcke és
mtsai, 2017). A FCD I-es altipusban a neokortex sejtrétegei rendezetlenséget mutatnak
radidlisan (Ia), tangencialisan (Ib) vagy mindkét irdnyban (Ic). A mésodik altipus (FCD II) a
leggyakoribb, melyben a sejtrétegek rendezetlensége mellett diszmorf neuronok dnmagukban
(ITa), vagy ballon sejtekkel egyiitt (IIb) lathatok. A FCD IlI-as altipusban az FCD HS-sal (1l1a),
tumorral (Illb), vaszkularis malformécioval (Illc) vagy egyéb, korai életkorban szerzett
epileptogén 1ézioval (I11d; pl. trauma, ischaemia, encephalitis) egyiitt jelenik meg (Bliimcke és
mtsai, 2011). A FCD-s betegeknél az epilepszia korabbi életkorban jelentkezik, mint azoknal a
betegeknél, akiknél mas elvaltozas all a rohamok hatterében (Bliimcke és mtsai, 2017).

Kettds (dualis) patologiarol akkor beszéliink, amikor a HS mellett egyéb elvaltozas is jelen

van a beteg agykérgében, mely lehet kéregfejlodési rendellenesség, tumor vaszkularis
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malformécio vagy hegesedés (Bliimcke és Spreafico, 2012). A kordbban részletezett FCD Illa
alcsoportjaban a kéregfejlodési rendellenesség mellett HS is jelen van (Bliimcke és mtsai, 2011;

2017).
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2 Célkitiuzések

Munkédnk sordan morfologiai vizsgalatokat végeztiink farmakoterapia-rezisztens TLE
betegek mitétileg eltavolitott mintdin. Ennek sordn ektopids sejteket, és azok szinaptikus

kapcsolatait vizsgaltuk a GD-ban és a neokortex alatti fehérallomanyban.

2.1 A parvalbumin immunreaktiv ektopias neuronok lokalizacioja és axondlis arborizacioja
a gyrus dentatusban

A GD-ban a PV+ neuronok elhelyezkedését, axonjainak lefutdsat és kapcsolatait vizsgaltuk.
kovetkezok voltak: kéregfejlédési rendellenességgel (malformation of cortical development,
MCD) rendelkezd betegek, kettds patologiaja TLE betegek (akiknél az MCD egyiitt fordult eld
a HS-sal), valamint tumor asszocialt epilepszias esetek. A betegek GD-t tartalmazo, miitét soran
eltavolitott mintdin PV immunhisztokémiat végeztiink. A megfestett metszeteket
fénymikroszkoppal ¢és transzmisszids elektronmikroszkoppal (TEM) tanulményoztuk.
Szdvettani eredményeink, a TLE etioldgidja és a betegek klinikai adatai kozott 6sszefiiggéseket

kerestink.

2.2 A kéreg alatti fehérallomanyban talalhato ektopias neuronok és szinapszisok vizsgalata

Laboratoriumunkban kordbban kimutattuk, hogy a kéreg alatti WM-ban nagyszamu
idegsejt van jelen, melynek teriiletegységre es6 szama magasabb TLE-ban, mint nem
epilepszias kontrollokban (Richter és mtsai, 2016).

Célunk annak a feltételezésnek a megtamogatasa volt, miszerint a WM neuronok
funkcionalisan aktivak, és szerepiik van a TLE soran zajlé folyamatokban.

A vizsgélat sordn a temporalis lebeny kéreg alatti WM-dban a szinapszisokat, egy, a
preszinaptikus termindlisban jelenlévd fehérje, a SYN immunhisztokémiai médszerrel torténd
detektalasaval tettiikk lathatova. A megfestett metszeteket fénymikroszkoppal és TEM-mel
tanulmanyoztuk, és szamitégépes programmal meghataroztuk a WM agyteriileten talalhato
szinapszisok denzitasat.

Végiil a neuronok szamat és a szinapszisok denzitasat a betegek klinikai adataival, valamint

kognitiv teljesitményével is Gsszevetettiik.
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Az emberi gyrus dentatus parvalbumin immunreaktiv

sejtjeinek és axonjainak vizsgalata

3 Anvag és modszerek

3.1 A vizsgalt betegek klinikai adatai

A mitéti rezekatumok (n=35) gyogyszer-rezisztens TLE betegekbdl szarmaztak.
Huszonegy beteg esetében a TLE patoldgiai hattere MRI-vel igazolt HS volt, 7 betegnél MCD
okozta az epilepsziat, 4 esetben a HS egyiitt jart a MCD-vel. Harom betegnél az MRI vizsgélat
eredménye negativ volt, tovabbi 4 betegnél a TLE hatterében tumor allt. Kontrollként
intrakranidlis agytumorral diagnosztizalt, nem epilepszids betegek (n=4) hippocampusat
hasznaltuk, akiknél a hippocampus a tumor biztonsdgos rezekcidja miatt lett eltavolitva, de a
tumorsejtek a hippocampust nem involvaltak. A vizsgalataink soran hasznalt epilepszids és nem
epilepszias kontroll mintak a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Klinikai
Kozpont (PTE AOK KK) Neurologiai Klinikajan diagnosztizalt és az Idegsebészeti Klinikan
miitott betegekbdl szarmaztak. A vizsgéalatba bevont epilepszids betegek demografiai és klinikai

adatait az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: A vizsgalt TLE betegek demografiai és klinikai adatai

TLE betegcsoportok HS HS+MCD  MCD MR-negativ. ~ TU

Betegek szama 21 4 7 4 4

Kor (év) 41,3+9,01 333+7,49 29,6+8,72 424+1138 27,25+9,3
Nem F:10,N:11 F:3,N:1 F:2,N:5 F:1,N:3 F:3,N:1
Betegség kezdete (év) 10,7+ 6,73 9,3+349 14,1+10,23 22,5+ 13,51 21,25+6,96
Betegség id6tartama (év) 30,7+12,58 24 +7,18 15,4+7,03 20,2+3,03 7,02+4,99
Rohamfrekvencia 3,3+1,86 49+1,19 6,2 +2,03 5,4 +2,56 6,7+5,29
Fokusz oldalisaga B: 10, J:11 B:2,1:2 B:2,J:5 B:4,1]:3 B:0,J:4
Lézgbres 6 2 0 0 0

Roviditések és szimbdélumok: B, bal; F, férfi; HS, hippocampus sclerosis; HS+MCD,
egylittesen el6forduld hippocampus sclerosis és kéregfejlédési rendellenesség; J, jobb; MCD,
kéregfejlodési rendellenesség; MR-negativ, az MR nem mutatott semmilyen morfologiai

eltérést a temporalis archi- és neokortexben; N, nd; TU, tumor indukalt epilepszia.
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Az epilepszids betegeknél alkalmazott miitéti eljaras altalanos érzéstelenitést és standard
temporalis kraniotomiat kovetd ATLE volt, melynek sordn a medialis temporalis struktiradk
(amygdala, hippocampus, parahippocampalis gyrus) is eltavolitasra keriiltek. A kontroll
csoportban a tumor méretétél és pontos helyzetétdl fliggden eltérd mitéti technikakat
alkalmaztak. A tumor recidiva kivédése érdekében az eltavolitott agyszovet szélének a tumor
hataratél 2-3 cm-es tavolsagra kell lennie, igy a hippocampus is eltavolitasra keriilt. A
hippocampalis szovet rezekcidja szigortian terapias célbdl tortént, az eltavolitott rezekatumokat
fixaloban (4%-os paraformaldehid; PFA) azonnal rutin patologiai és specidlis szdvettani
vizsgalatokra kiildték tovabb a PTE AOK Patolégiai Intézetébe. Az intakt peritumoralis
szovetben, beleértve az eltavolitott hippocampust, a szdvettani vizsgalatok nem mutattak ki
szovetelvaltozast vagy tumor infiltraciot. Laboratoriumunkban Ki-67 immunhisztokémidval mi
is megvizsgaltuk a hippocampus mintékat, mellyel kizartuk a hippocampusok tumorsejtek altali

A neuroldgiai és a radioldgiai vizsgalatok, valamint az operaciok is a Helsinki Nyilatkozat
rendelkezései szerint torténtek. A betegek irdsos beleegyezésiiket adtak a vizsgalatokhoz és a

PTE etikai bizottsdga engedélyezte a munkankat.

3.2 Avizsgalt mintak szovettani feldolgozasa

A rezekatumok a miitéti eltavolitast kdvetden azonnal foszfat pufferrel (0,1M phosphate
buffer; PB, pH=7,4) pufferelt 4%-0os PFA oldatba keriiltek és egy oran beliil a PTE AOK
Kozponti Elektronmikroszkopos Laboratoriumba lettek széllitva, ahol a szdvetblokkokat
tovabbi 12 6ran at fixaltuk szobahdmérsékleten, 4%-os PFA-ban, folyamatos razas mellett. Ezt
kovetéen 10 mm-es blokkokat vagtunk a hippocampus septo-temporalis tengelyére
merdlegesen, majd vibratbmmal 80 pm-es metszeteket készitettiink, melyeken

immunhisztokémidt végeztiink.

3.2.1 Parvalbumin és NeuN immunhisztokémia

A 80 pm-es metszeteket 3x10 percig Tris-pufferben (TB, pH=7,4) mostuk, majd 30 percig
1%-0s hidrogén-peroxid oldattal el6kezeltiik. Ezutan a metszetek 3x10 percig torténd mosasa
kovetkezett pH=7,4-0s TB-ben. Ezt kovetéen 1 6ran at inkubdltuk 1%-0s normal 16szérum

(Vectastain Elite ABC Kit) 5 ml TB-ben oldott oldatdban (pH=7.,4), mely 0,4% TritonX-100-

crer

25



érdekében. Majd a metszetek egy részét primer monoklonalis egér anti-PV antitesttel (1:5000,
Swant, Bellizona, Svdjc) inkubaltuk 72 o6ran at 4 °C-on, masik részét pedig primer
monoklonalis egér anti-NeuN antitesttel (1:500, Millipore, Bellarica, MA) inkubaltuk
szobahdémérsékleten, 1 éjszakéan at. Masnap ijabb 3x10 perces pH=7,4-0s TB-ben valé mosas
kovetkezett, majd biotinilalt szekunder anti-egér antitesttel szobahdmérsékleten 4 6ran at
inkubaltuk. Ezt kdvetden ismét 3x10 perc pH=7,4-0s TB-ben valé mosas kdvetkezett, majd a
kotédott antitesteket avidin-biotin peroxidaz rendszer (Vectastain ABC Elite Kit, Vector,
Burlingame, CA) segitségével tettiik lathatova. Ennek soran elszor az avidin-biotin-peroxidaz
komplexet adtuk a metszetekhez 2 orara. Végiil egy tjabb 3x10 perces pH=7,4-0s TB-ben val6
mosast kovette az el6hivas. El6hivas soran a peroxidaz-reakciot alkalmaztuk (Vector DAB
Peroxidase Substrate Kit), kromogénként a 3,3’-diaminobenzidint (DAB) hasznaltuk. A
metszeteket zselatinnal kezelt liveg targylemezre huztuk fel, a széradast kdvetden emelkedd
1épésként DePeX-el (Fluka, Svéjc) fedtiik a metszeteket. Az anti-PV antitesttel jelolt metszetek
egy részét a dehidralas eldtt krezil-ibolyaval hattérfestettiik. A vizsgéalathoz negativ
kontrollként hasznalt metszetekkel hasonloképpen jartunk el, azonban ezekben az esetekben a

primer antitestet kihagytuk.

3.3 Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok

A fentiek szerint fixalt szovetblokkokbol 80 pum-es metszeteket készitettiink vibratom
segitségével, melynek egyik részén a lapos bedgyazds (flat embedding) elott
immunhisztokémiat végeztink PV elleni antitesttel. Az immunhisztokémiai eljarast az
elektronmikroszkopos vizsgalathoz egy mar korabban leirt modszer szerint végeztiik (Abraham
¢s mtsai, 2004), melyet roviden ismertetiink. Az usztatott metszeteken 15% -os, majd 30% -os
szachar6z PB-ben higitott oldataval krioprotekciot végeztiink, majd a mintadkat haromszor
folyékony nitrogén folé helyeztiik, hogy a fagyasztds-olvasztas eljaras az antitest szovetbe
majd indirekt immunreakciot végeztiink primer monoklonalis egér anti-PV antitest (1:5000,
Swant, Bellizona, Svajc) alkalmazasaval (a Triton-X-100 kihagyasaval). A kotShelyeket
biotinilalt szekunder antitesttel és az avidin-biotin peroxidaz detektald rendszerrel (Vector,
Burlingame, CA) tettiik lathatova. A kromogén a DAB volt. Ezutan a metszetek utofixalasa
kovetkezett. El0szor 2,5%-o0s glutaraldehid oldatban (PB-ben) 2 o6rat, majd 1%-0s ozmium-

tetroxid oldatban (PB-ben) szobahOmérsékleten 1 orat voltak a metszetek. Ezt kovetden a
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70 %-os alkohol 1 % uranil-acetatot is tartalmazott a kontraszt fokozasa végett. Az abszolut
alkohollal torténd inkubalast kovetden a metszetek lapos beagyazdsa (flat-embedding)
kovetkezett. A metszeteket Durcupan miigyanta (Sigma-Aldrich, Budapest) és propilén-dioxid
(Sigma-Aldrich, Budapet) keverékét tartalmazd aluminium foliabol készitett csénakokba
helyeztiik, és egy ¢éjszakan at szobahdmérsékleten hagytuk. Méasnap a metszeteket targylemezre
helyeztiik, miianyag fed6lemezzel lefedtiik és 48 6ran at 56 °C-on inkubaltuk. Ugyanezt a
beagyazasos modszert alkalmaztuk azokon a metszeteken, melyeken elézéleg nem végeztiink
immunhisztokémiat.

Ezutan a vizsgdlni kivant teriiletet, mely a GD molekuléris- és szemcsesejtrétegét
tartalmazta, fénymikroszkopos kontroll mellett kivagtuk ¢és Durcupannal toltott zselatin
kapszulaba atdgyaztuk. Ezekbdl a miigyantdba agyazott blokkbol ultramikrotom (Leica
Ultracut, Németorszag) segitségével ultravékony metszeteket készitettiink, melyeket parlodion
hartyaval fedett egy-lyuku gridre (single-slot grid) helyeztiink (Electron Microscopy Sciences,
Fort Washington, PA). A standard modszernek megfeleléen ezt a metszetek kontrasztozasa
kovette uranil-acetattal és 6lom-citrattal. A metszeteket Jeol 1200 EX-II és JEM-1400Flash
TEM-mel vizsgaltuk.

3.4 Kvantifikacio

3.4.1 Normal pozicioju és ektopias neuronok szamanak meghatarozadsa

valamint az ektopias (molekuléris rétegben levd €s fissura hippocampi mentén elhelyezkedd)
PV+ neuronok szamat kiilon-kiilon hataroztuk meg a GD-okrol késziilt digitalis felvételeken.
A normal pozicidji és az ektopids PV+ neuronok szamat a szemcsesejtréteg mm-ben mért
hosszéhoz viszonyitva hatdroztuk meg az iTEM program (Olympus) kép analizal6 eszkozeivel.
Ezutan minden betegben meghataroztuk az ektdpias €s a normal helyzetli PV+ sejtek aranyat.
Meghataroztuk ezen adatok atlagait + standard deviaciot (SD) minden vizsgalt betegcsoportban

¢s a kontroll csoportban.

3.4.2 Axonsarjadzas mértékének meghatarozasa
Az axonsarjadzas mértékét szintén fénymikroszkopos metszeteken hataroztuk meg. 10X-es
nagyitast hasznalva digitalis felvételeket készitettiink a teljes GD-rol. A felvételeken a

szemcsesejtréteg  teljes hosszat, valamint azon szakasz hosszat, ahol a sarjadz6 PV+
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axonokterminalisok a GD molekularis rétegében is lathatok voltak, az iTEM program
(Olympus) képanalizald eszkozeivel hatdroztuk meg. A molekularis rétegben latott PV+
termindlisokat akkor tekintettiik sarjadz6 axonoknak, ha azok a szemcsesejtréteg felett legalabb
50 pm-rel voltak lathatok. A sarjadz6 PV+ axontermindlisokkal lefedett szemcsesejtréteg
hosszat a teljes szemcsesejtréteg hosszdhoz aranyositva szazalékban hatdroztuk meg
betegenként, majd meghataroztuk az adatok atlagait + SD-t minden vizsgalt csoportban.

A kvantifikdcibhoz minden olyan immunfestett metszetet felhasznaltunk, melyek
tartalmaztak a teljes szemcsesejtréteget. Az ilyen metszetek szdma betegenként 3 és 9 kozott
mozgott. A GD molekularis rétegében megfigyelt PV+ axonsarjadzas mértékét és az ektdpias,

........

kontrollokban Student t-teszttel hasonlitottuk 0Ossze. Spearmann korrelacids analizist
sejtek szama és a betegek klinikai adatai kozotti Osszefiiggések kereséséhez. A statisztikai

szignifikancia szintet p < 0,05-nél hataroztuk meg.

3.4.3 Axontermindlisok eloszlasanak vizsgalata immunelektronmikroszkopos
preparatumokban

A fénymikroszkopos metszetek kiértékelése mellett az ultravékony elektronmikroszkdpos
metszetek kvantifikaciojat is elvégeztik. A metszeteken a GD szemcsesejtjeinek
periszomatikus beidegzését vizsgaltuk TEM-mel a nem epilepszias kontrollokban, valamint a
HS és a tumor indukalt epilepszids csoportokban. A szimmetrikus szinapszis / szemcsesejt
szoma aranyt hataroztuk meg a GD szemcsesejtrétegében. Ugyanabbol a GD-bol szarmazoé két-
harom egymast kovetd ultravékony metszeten vizsgaltuk a szemcsesejtek sejttestjeit, 40-50
szemcsesejtet egy sorban.

Négy HS-os TLE beteg immunelektronmikroszkopos preparatumait hasznaltuk a PV+
axontermindlisok kvantifikaciojdhoz. Meghataroztuk a PV+ axonterminalisok (n=56)
eloszlasat a kiilonb6zo célstruktirakon a GD azon tertiletein, ahol fénymikroszkdppal sarjadzés
volt lathatd. Azoknak a PV+ axontermindlisoknak a szdmat hataroztuk meg, melyek a
szemcsesejt sejttestével, dendritjével vagy dendrittiiskéjével alkottak szinapszist. Az
immunelektronmikroszkopos prepardtumokon csak a PV+ axonterminalisokat szdmoltuk meg.

Meghataroztuk a PV+ axonterminalisok 4ltal alkotott axo-szomatikus, axo-dendritikus és a

szemcsesejt dendrittiiskéjével alkotott szinapszisok szazalékos aranyat.
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3.5 Az eredményekhez valo személyes hozzdjarulas

A mintdk fény- és elektronmikroszkdépos immunhisztokémiai festésében, valamint a
fénymikroszkopos metszetek analizisében, €s a szamszeri adatok értékelésében részt vettem,
de ezeket nagyrészt kollégaim végzeték.

A fénymikroszképos szamszerli adatok betegek adataival vald Osszehasonlitdshoz a
betegek adatainak begyiijtését és elokészitését én végeztem. A statisztikai elemzéseket,

valamint az dbrak készitését részben én végeztem.

29



4 Eredmények

4.1  Parvalbumin immunreaktivitas a kontroll gyrus dentatusban

Megfigyeléseink a kontroll mintdk GD-aban megegyeznek a kordbban leirtakkal. A nagy
PV+ kosarsejtek szama az emberi GD-ban viszonylag alacsony a kisérleti allatokban (példaul
patkanyokban) megfigyelthez képest (Seress €s mtsai, 1993). Az axo-szomatikus GABA-erg
sejtek csoportjaba tartozd nagy PV+ neuronok a hilusban, a szemcsesejtréteg alatti
subgranularis zonaban ¢és a GD szemcsesejtrétegében taldlhatok. Bar a sejtszdm alacsony, a
PV+ axonterminalisok kiterjedt halozatot képeztek a szemcsesejtek szoméaja koriil. A PV+
axonok slirlisége nagyobb volt a szemcsesejtréteg hilushoz kozelebbi, belsd felében, mint a
réteg kiilso felében (1. és 2.A abrak). Néhany axon aga kinyulhat a szemcsesejtréteg kiilsd
felébe, de kontrollokban a PV+ axonok dgai a GD molekuléris rétegében ritkan fordulnak eld.
Bér elvétve, de a PV+ sejtek sejttestje megtalalhatod volt a molekularis réteg szemcsesejtekhez

kozel eso részén (1.C abra).
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1. abra: PV+ sejtek és axonok nem epilepszias kontrollok gyrus dentatusaban.

Az A és B képeken a nyilak a subgranuldris lokalizdcioban levé PV+ axonterminalisokra
mutatnak, melyek jellemzden a kontrollok GD-aban fordulnak eld. Az iires nyilak a hilusban
talalhatd PV+ sejteket jelzik a B és C képeken. A C képen PV+ sejt lathatdo a molekularis
rétegében, amely elvétve kontroll mintaban is megfigyelhet6 (ives nyil). A D képen a csillagok
PV+ axontermindlisokkal koriilvett szemcsesejteket jeleznek. A  nyilhegyek a
szemcsesejtréteggel parhuzamosan futd axonokat jelzik. Roviditések: m, molekularis réteg; g,
szemcsesejtréteg; h, a gyrus dentatus hilusa; CA3c, Ammon-szarv régidja; GD, gyrus dentatus.

Lépték = 250 pm az A képen, 50 pm a B és a C képen, 25 um a D képen.
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2. abra: Kiilonbo6zo etiologiaju TLE betegek és nem epilepszias kontroll (A) gyrus
dentatusarol késziilt digitalis felvételek PV-immunfestett metszeteken.

HS-o0s betegben (B) a szemcsesejtréteg PV+-itdsanak egyenetlensége lathato, valamint PV+
neuronok €s axonok hianya figyelheté meg a hilusban és a CA3c régioban. A MCD-vel jar6
HS-o0s beteg metszetében (C) a PV+ axonterminalisok egyenetlen megjelenése ¢s a PV+
neuronok hianya lathato. A MCD indukalt TLE betegben (D), valamint az MR-negativ
csoportba tartoz6 TLE betegnél (E) kontrollszeri PV+-itas figyelheté meg. Tumor indukalt
TLE esetén (F) — ahol a tumor a hippocampust nem involvalta — a GD-ban a PV+-it4s szintén
kontrollszeri megjelenése lathatd.  Roviditések: CA3c, Ammon-szarv régidja; g,
szemcsesejtréteg; h, a gyrus dentatus hilusa; HS, hippocampus sclerosis; HS+MCD, egyiittesen
eléforduld hippocampus sclerosis és kéregfejlodési rendellenesség; MCD, kéregfejlodési
rendellenesség; m, molekularis réteg; MR-negativ, az MR nem mutatott semmilyen morfologiai
eltérést a temporalis archi- és neokortexben; TU, tumor indukalt epilepszia. Lépték = 250 pm

az A-F képeken.
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A kontroll, nem epilepszids GD-ban PV+-itas hasonld volt ahhoz, amit azon TLE-ban
szenvedd betegek GD-aban lattunk, akiknél a betegség hatterében MCD vagy tumor allt, illetve
akiknél az MRI eredmény negativ volt (2.A és 2.D — F dbra). A HS-os TLE betegek GD-aban
a PV+-itas csokkenését figyeltiik meg, amely 6sszhangban van a korabban leirtakkal (Wittner
¢s mtsai, 2001; Arellano és mtsai, 2004; Andrioli és mtsai, 2007). PV+ sejtek szinte teljesen
eltlintek a subgranularis poziciobol és a GD hilusabol (2.B 4abra). HS-ban a PV+
axonterminalisok 4ltal adott mint4zat a kontrollhoz képest kevésbé volt homogén (2.A abra). A
szemcsesejtréteg egyes részei nem tartalmaztak PV+ axonokat, mig mas részeken erds PV+-
itds latszott (2.B é4bra). A PV+ axonok ehhez hasonld mintdzatat lehetett 14tni azoknal a
betegeknél, akiknél a HS az MCD-vel egyiitt volt jelen (2.C ébra). A kontrollban talaltakhoz
képest a PV+ axonok denzitdsa TLE betegek esetén a szemcsesejtréteg belsd és kiilsd részén
nem kiilonbozott, mivel a szemcsesejtréteg nem csak a belsd, hilushoz kozelebb esé része,
hanem a réteg teljes szélességében tartalmazta a PV+ axontermindlisokat (2.B és C 4bra).
Gyakran lattuk, hogy a PV+ axonok a szemcsesejtrétegre merdlegesen futottak, mélyen
behatolva a GD molekuléris rétegbe és annak bels6 felét elfoglalva (3.A — D abra).

A GD molekularis rétegében levo kiterjedt PV+ axonok sarjadzésat illetéen megfigyeltiik,
hogy a szemcsesejtréteg szignifikansan (p<0,01) nagyobb részét fedik le sarjadz6 PV+ axonok
a HS-os ¢s a kettds patologiaja (HS és MCD egyiittes eléforduldsa) TLE betegekben, mint
kontroll vagy a tumor indukalt epilepszids csoportban (3.E &bra). A sarjadzas kiterjedését a HS-
kaptunk, de a kiilonbség nem volt szignifikans. Viszont szignifikansan (p<0,01) nagyobb a PV+
axonsarjadzas kiterjedésének mértéke a HS-os betegek csoportjaban, mint az MCD csoportban
¢s az MR-negativ esetekben (3.E é&bra). Bar a sarjadzas kiterjedése nagyobb volt a kettds
vagy ahol a betegek MRI eredménye negativ volt, a tumor indukalt epilepszids betegek
csoportjaban a PV+ axonsarjadzas kiterjedése nem kiilonbozott szignifikansan a nem
epilepszias kontrollban talalt sarjadzastol (3.E ébra).

Mivel a betegek szdma az MCD, az MR-negativ és a tumor indukalt epilepszias
csoportokban alacsony volt, az egyes csoportokban levd betegek eredményeit kiilon is
elemeztiik. A HS-os betegek csoportjaban levd 21 beteg koziil csak két beteg esetében volt

gyengébb az axonsarjadzas, mint az MR-negativ csoportban mért atlag. Az MCD csoporttal
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Osszehasonlitva csak egy HS-os betegnél figyeltiink meg gyengébb axonsarjadzast, mint az
MCD okozta TLE betegek csoportjdban mért atlag. Az MR-negativ, az MCD ¢és a tumor
indukalt epilepszias csoportokban nem volt olyan beteg, akinél erdsebb sarjadzas lett volna
megfigyelhetd, mint a HS-os csoport axonsarjadzasanak atlaga. Ezek az adatok egyértelmiien

jelzik a HS és a GD molekularis rétegében taldlhaté PV+ axonok jelenléte kdzotti 6sszefliggést.
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3. abra: A GD-ban lithato PV+ axonsarjadzas és annak mértéke a molekularis rétegben
kiilonboz6 etiolégiaju TLE betegekben és nem epilepszias kontrollokban.

(A) PV+ axonsarjadzés a szemcsesejtrétegben (g) €s molekuléris rétegben (m). (B) Ektopias
PV+ neuron (nyil) és a szemcsesejtrétegre (g) merdlegesen futd sarjadz6 PV+ axonok a
molekularis rétegben (m). (C, D) A molekularis rétegben (m) talalhatd6 PV+ axonterminalisok
nagy nagyitassal. A C képen a csillagok a PV+ axonterminalisokkal korbevett szemcsesejtek
szomajat jelzik. (E) A PV+ axonsarjadzds mértéke a molekuléris rétegben kiilonbozd
értékeket mutatjak. Roviditések: g, szemcsesejtréteg; h, hilus; HS, hippocampus sclerosis;
HS+MCD, kéregfejlédési rendellenességel jard hippocampus sclerosis; m, molekuléris réteg;
MCD, kéregfejlodési rendellenesség; MR-, MR-negativ; TU, tumor indukalt epilepszia. Lépték
=150 um az A képen, 30 um a B képen, 20 um a C képen és 15 pm a D képen.
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4.3 Az ektopias parvalbumin immunreaktiv sejtek és a parvalbumin immunreaktiv axonok

sarjadzasa

cre

zonaban ¢s a hilusban, és szamos ektopids PV+ sejt volt a GD molekuldris rétegében €s a fissura
hippocampi mentén (4.A-D &bra). Megfigyeléseink hasonldéak ahhoz, amit korabbi TLE
betegekkel késziilt tanulmanyokban kozoltek (Wittner és mtsai, 2001; Arellano és mtsai, 2004;
(szemcsesejtrétegben és a hilusban 1év0) és az ektdpias (a molekularis rétegben és a fissura
mentén 1évé) PV+ sejtek szamat is elemeztiik. A MCD, az MR-negativ és a tumor indukalt
epilepszias esetekben a PV+ sejtek szama a normadlis hilaris és subgranuldris lokalizdcioban
nem csokkent szignifikdnsan a nem epilepszids kontrollokhoz képest (4.E abra). HS ¢és kettds
normal elhelyezkedésli PV+ sejtek szamat tekintve szignifikans (p<0,05) kiilonbség van a

kontroll és a HS-os csoport, valamint a kettds patologiaval rendelkezd betegek csoportja kdzott

cre

crer

crer

s

s

abra).
Az egyes betegek eredményeit elemezve azt talaltuk, hogy a 21 HS-os beteg koziil csak

cre

ugyanezeknek az adatoknak az atlaga az MCD, az MR-negativ vagy a tumor indukalt
epilepszias csoportokban.

Ezen kivil egyetlen beteg sem volt az MR-negativ, az MCD vagy a tumor indukalt

cre

neuronok aranya, mint a HS-os betegek csoportjaban mért atlag.
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4. abra: Fénymikroszképos felvételek ektopidas PV+ neuronokrél a GD molekularis
rétegében és a fissura hippocampi mentén. A diagramok a normal lokalizaciéju és
ektopias PV+ neuronok teriiletegységre es6 szamat, valamint az ektépias / normal
pozicioji PV+ sejtek aranyat mutatjak be kiilonb6z6 etiologiaji TLE csoportokban és
nem epilepszias kontroll csoportban.

(A, B) Kis nagyitast felvételek a molekularis rétegben (m) €s a fissura hippocampi mentén
elhelyezkedd ektopias PV+ neuronokrol (nyil) HS-os betegekben. A hilusbdl (h) hianyoznak a
PV+ neuronok. (C) Ektopids PV+ neuron (nyil) a molekularis rétegben (m) HS-ban. A
szemcsesejtrétegben (g) lathatok a sarjadzo axonok. (D) Ektopids (nyil) és normal lokalizacidju

(iires nyil) PV+ neuronok HS-ban. (E) Normal lokalizacioju (fehér oszlop) és ektopias (sziirke

S
cre

sre

bajuszok az 5-6s és 95-0s percentilis értékeket mutatjak. Lépték = 200 um az A és B képeken,
50 um a C és D képeken.

37



A korreldcios analizis szignifikdns negativ Osszefiiggést tart fel a PV+ axonsarjadzas
mértéke és a normal pozicidju hilaris és subgranularis PV+ sejtek teriiletegységre esd szamanak
csOkkenése kozott a HS-os csoportban (p<0,05), valamint az egész TLE kohorszban (p<0,01;
sejtek aranya €és a PV+ axonsarjadzas mértéke kozott a HS-os betegek csoportjaban (p<0,01),
valamint a vizsgalt TLE betegek teljes populacigjaban (p<0,01; 5.C és D abra). Az ektopids
PV+ sejtek szdma és a PV+ axonsarjadzas mértéke kozott nem volt statisztikailag szignifikans

Osszefiiggés.
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5. abra: PV+ axonsarjadzas mértéke és a normal pozicioju PV+ sejtek teriiletegységre eso
szama, valamint a PV+ axonsarjadzas mértéke és az ektopias / normal pozicioju PV+
sejtek aranya kozotti osszefiiggés.

szama kozotti szignifikans negativ 6sszefliggés HS-ban (A) és a teljes TLE betegpopulécioban
(B). A C és D grafikonokon abrazoltuk a PV+ axonsarjadzas mértéke és az ektopias / normal

crer

TLE betegpopulécioban (D).
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4.4  Korrelacio a parvalbumin immunreaktiv sejtek, az axonsarjadzas és a betegek klinikai

adatai kozott

Osszefiiggést kerestiink a PV+ axonsarjadzas mértéke és a betegek klinikai adatai kozott,
mint az epilepszia fennallasa, a rohamok gyakorisaga, valamint a betegek életkora a TLE
kezdetekor. A teljes vizsgalt TLE betegpopulacioban nem talaltunk szignifikans dsszefliggést
a paraméterek kozott. A HS-os csoportban szignifikans (p<0,05) pozitiv 6sszefiiggést talaltunk
a betegség idétartama és a PV+ axonsarjadzas mértéke kozott. Minél hosszabb ideje allt fenn a
TLE (a betegség kezdete és a miitét kozott eltelt idd), anndl erdsebb volt a PV+ axonok
sarjadzasa (6.A abra). Szignifikans negativ korrelaciot (p <0,05) talaltunk a HS-os csoportban
abrazoltuk). Ez azt jelzi, hogy a PV+-itds csokkenése a GD-ban fiigg az epilepszia
fennallasdnak hosszatol. Nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést a betegség fennallasanak
ideje és az ektopias PV+ sejtek denzitasa kozott.

A HS-os csoport férfi és noi betegeinél az axonsarjadzas mértékét vizsgalva, nem volt
statisztikailag jelentds kiilonbség a nemek kozott. Bar némileg erdsebb axonsarjadzéas volt
lathaté ndknél (34,43 + 12,72), mint férfiak esetében (29,33 + 11,63), a kiilonbség nem volt
tekintve sem volt szignifikans (p=0,8) a nemek kozotti kiilonbség, mivel férfiakban a sejtek
aranya 2,84 £ 1,61, n6kben pedig 3,21 + 2,69 volt. Osszehasonlitva az axonsarjadzas mértékét
a bal és jobb oldali HS esetén, nem volt jelentds kiilonbség a két oldal kozott. Azokndl a
betegeknél, akiknél a jobb oldalon volt a HS, bar erdsebb volt a sarjadzas (33,66 = 13,38), mint
a bal oldali HS-os betegekben (29,68 + 13,01), de a kiilonbség nem volt szignifikans (p=0,6).
szignifikans kiilonbséget (p=0,4) a bal (2,43 + 1,39) és a jobb (3,55 + 2,69) oldali hippocampus
kozott.

Elemezve a PV+ axonsarjadzast és az epilepszia kezdetét (beteg ¢letkora az els6 epilepszias
roham jelentkezésekor), érdekes jelenség volt lathaté a HS-os betegek csoportjaban. A PV+
axonsarjadzas jelentds volt azoknal, akiknél az epilepszia gyermekkorban (4-8 éves kor kdzott)
vagy serdiilkorban (13-15 éves kor kozott) kezdddott (6.B abra). Ezen kiviil az ektopias /

crer

akiknek az epilepszia gyermekkorban (4-8 éves kor kozott) vagy serdiilékorban (13-15 éves
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kor kozott) kezdodott, osszehasonlitva azokkal, akiknél a TLE kezdete a fentiektdl eltérd
¢letkorban volt. A kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikdns (nem abrazoltuk).

Mivel a gyermek- és seriilékori TLE kialakuldsa a kordbban gyermekkori lazgdresot atélt
betegek korében volt megfigyelhetd (Janszky és mtai, 2004), tovabb vizsgaltuk azt, hogy van-
e Osszefliggés a PV+ axonsarjadzas és a gyermekkori lazgdrcs, mint anamnesztikus adat
megléte kozott. A 1azgoresot atélt betegekben nagyobb volt a sarjadzas mértéke, mint azoknal,
akiknél gyermekkorban nem volt lazgdrcs, bar a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans
(6.C abra). Ezen kiviil a gyermekkori 1azgoresot atélt TLE betegekben az ektdpias PV+ sejtek
akiknél nem alakult ki lazgorcs gyermekkorban, bar a kiilonbség itt sem volt szignifikéns (6.D
abra). A statisztikai szignifikancia hianyat a gyermekkori lazgorcsot atélt betegek viszonylag

alacsony esetszama okozhatja.
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6. abra: A HS-os betegek szovettani eredményei és klinikai adatai kozotti o6sszefiiggések.
Az A grafikon a PV+ axonsarjadzas mértéke és a TLE fennallasanak id6tartama kozotti
Osszefiiggést (p < 0,05) mutatja. A B grafikon a PV+ axonsarjadzas mértékét és a betegek
¢letkorat abrazolja az epilepszia kezdetekor. A C diagram mutatja, hogy a GD-ban a PV+
axonsarjadzas mértéke magasabb volt azoknadl, akiknél gyermekkori lazgorcs szerepelt az
anamzézisben (FS), azokhoz a betegekhez képest, akiknél nem fordult elé (no FS), bar a
kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikdns. A D diagram mutatja, hogy a GD-ban az
lazgorces szerepelt az anamnézisben (FS) azokhoz a betegekhez képest, akiknél nem fordult el
(no FS), bar a kiilonbség itt sem volt szignifikans. (C, D) A dobozdiagramokon a bajuszok az

5-0s és 95-0s percentilis értékeket mutatjak.
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4.5 Szinapszisok a gyrus dentatus szemcsesejtrétegeben és a molekularis rétegben

s

PV+ axonsarjadzasban, harom betegcsoportban megvizsgaltuk az axo-szomatikus szinapszisok

aranyanak valtozasat:

1. a HS-os csoportban,
2. atumor indukalt epilepszias betegek csoportjaban, és

3. anem epilepszids kontrollokban.

A tumor indukalt epilepszidban a szemcsesejtek szimmetrikus (géatld) szinapszis / szoma
aranyszama hasonlé volt a kontrollban talaltakhoz (2. tdblazat). A kontroll csoporttal és a tumor
indukalt epilepszia betegek csoportjaval 0sszehasonlitva a HS-os csoportban kisebb volt a
szimmetrikus axo-szomatikus szinapszis / szemcsesejt ardnya (2. tablazat). Ezek alapjan
kizarhatjuk, hogy a sarjadz6 axonok a HS-ban a szemcsesejteken nagyobb szamu

periszomatikus gatld szinapszis kialakitasaért lennének feleldsek.

2. tablazat: A szemcsesejteken levo szimmetrikus szinapszis / szoma szam TLE betegek és

nem epilepszias kontrollok gyrus dentatusaban

Nem epilepszias kontroll HS Tumor indukélt TLE
Sz’emcsesejt szomak 168 150 154
szdma
Szimmetrikus
szinapszisok szdma / 0,406 + 0,05 0,33+ 0,07 0,409 + 0,04
szOma

Egy korabbi tanulmény szerint erds glutamat-dekarboxildz immunreaktivitas talalhato a
TLE betegek GD molekuldris rétegének belsé egyharmadaban. Ez alapjan feltételezték, hogy
az interneuronok - beleértve a kosarsejteket - sarjadzé axonjai a szemcsesejtek dendritjein
hoznak Iétre termindlisokat (Mathern és mtsai, 1995). A fent emlitett megfigyeléseink
alatdmasztjdk Mathern ¢és mtsai. (1995) altal leirtakat, és a PV+ sarjadzd axonok
posztszinaptikus célpontjdnak részleges megvaltozasat jelzik. A szemcsesejtrétegben

immunelektronmikroszkopos vizsgalattal szimmetrikus szinapszisokat figyeltiink meg,
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melyeket PV+ axonterminalisok képeztek a szemcsesejtek szoméjan (7.A abra). Ezen feliil a
PV+ axonterminalisok gyakran alkottak szimmetrikus szinapszisokat proximalis és kis
atmérdji disztalis dendriteken és dendrittiiskéken (7.B-D éabra). Ritkan a PV+ axontermindlis a
szemcsesejt szomajanak a kozelében volt lathatd: a szinaptikus kapcsolatot nem a szoman,
hanem a mellette levé dendriten vagy tiiskén alakitotta ki (7.E abra).

A PV+ axonterminalisok eloszlasanak vizsgélata soran nyert eredményeink a kiilonb6z6
célstrukturdkon azt mutattak, hogy a GD azon teriiletein, ahol lathat6é volt a PV+ axonok
sarjadzasa, a PV+ axontermindlisok altal létrehozott periszomatikus szinapszisok aranya
szignifikansan alacsonyabb volt (p<0,01), mint az axo-dendritikus szinapszisoké. Ezen kiviil a
PV+ axonterminalisok szignifikdnsan (p<0,01) tobb szinapszist képeztek a dendrittiiskén, mint
a szemcsesejtek szomajan (3. tdblazat). Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a GD azon
teriiletén, ahol a fénymikroszkopos vizsgdlat soran PV+ axonsarjadzast lattunk, a PV+

axonterminalisok célstrukturdjanak valtozasa volt megfigyelhetd.
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7. abra: Elektronmikroszkopos felvételek a szemcsesejtrétegben és a molekularis rétegben
levo PV+ axonterminalisokrol HS-os betegek GD-aban.

(A) Fehér nyilhegy mutatja a PV+ axonterminalis altal 1étrehozott szinapszist a
szemcsesejtrétegben  taldlhatdo  sejttesten (s). A GD molekuldris rétegében PV+
axontermindlisok szinapszisokat alkotnak (fekete nyilhegyek) nagy atmérdjii proximalis
dendritekkel (d a B képen), kis atmérdjii disztalis dendritekkel (d a C képen), valamint
dendrittiiskékkel (sp a D képen). (E) Egy dendrittiiskével (sp) szinaptikus kapcsolatot (fekete
nyilhegy) alkot6 axontermindlis a szemcsesejt szomdja (s) mellett. Roviditések: s, szoma /
sejttest; d, dendrit; sp, dendrittiiske. Lépték = 200 nm az A, C ¢s E képeken, 300 nm a D képen
¢s 400 nm a B képen.
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3. tablazat: Az axonsarjadzas teriiletén megfigyelt PV+ axonterminalisok eloszlasa

kiilonb0z6 célstrukturakon HS-os betegek gyrus dentatusaban

Posztszinaptikus struktura Szoéma Dendrit Tiiske

PV+ szinapszisok szazalékos aranya 15,9 £ 5,56 46,3 £4,26 41,2 +1,1
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5 Megbeszélés és kovetkeztetések

Vizsgalataink soran az agykéreg szovettani elvaltozésait tanulmanyoztuk az
antiepileptikumokra nem reagéld, farmakoterapia-rezisztens TLE betegek miitéti rezekdtumain.
A PV+ sejtek tanulmanyozasat a betegekbdl miitétileg eltavolitott hippocampusok GD-aban

végeztik.

5.1 Epilepszias betegek hippocampusaban talalhato morfologiai elvaltozasok a

parvalbumin immunreaktiv sejtek és axonok tekintetében

Munkank {6 megallapitasa, hogy a GD molekuléris rétegében latott PV+ neuronok
axonjainak a GD molekularis rétegében megfigyelhetd sarjadzésa és a HS, valamint a PV+
idegsejtek GD-on beliili lokalizaciojanak valtozasa kdzott 6sszefliggés mutathatd ki. Ezen kiviil
a PV+ axonterminalisok célstrukturajanak valtozasat figyeltiik meg a GD azon teriiletein, ahol
a PV+ axonok megfigyelhetdk voltak. Noha PV+ axonsarjadzast azoknak a TLE betegeknek a
GD-dban is lattunk, akiknél az epilepszia nem jart HS-sal, megfigyeléseink alapjan

kijelenthetjiik, hogy a PV+ neuronok axonjainak sarjadzdsa HS-ban szignifikdnsan erdsebb

cres

crer

s

crer

5.1.1 A vizsgalatunk limitacioi

Jelen munkdban vizsgalt TLE betegek epilepszidjanak hatterében allo etiologiat a
hippocampus idegsebészeti eltavolitasat megeldz6 MRI vizsgalat soran hataroztdk meg. Az
epilepszias betegek legnagyobb csoportjara a HS volt jellemzd. Korabbi publikaciok szerint a
TLE leggyakoribb oka a HS és az esetek 48-75%-4aban mutathato ki (Lehericy és mtsai, 1997;
Bliimcke és mtsai, 2002; Bliimcke, 2009; Howe és mtsai, 2010). Ritkabban fordul eld, hogy a
TLE MCD-hez kapcsolodik (13-45%), mig az esetek egy kisebb részében a HS és az MCD
egylittesen fordul el6 (Salanova és mtsai, 2004; Bliimcke, 2009; Tassi és mtsai, 2009; Bliimcke

és mtsai, 2011). A kettds patologia alacsonyabb gyakorisdganak megfeleléen kevesebb
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mintaval rendelkeziink a HS + MCD csoportot tekintve. Ezen kiviil viszonylag alacsony
szamban voltak mintdink olyan TLE betegekbdl, akiknél az MRI felvételen nem volt lathato
elvaltozas (MR-negativ csoport). Az irodalmi adatok szerint az epilepszias esetek 5-8%-aban
figyelhet6 meg MR-negativitas (Tassi és mtsai, 2009; Bliimcke és mtsai, 2017). Az altalunk
vizsgalt HS + MCD, az MCD ¢és az MR-negativ betegcsoportok viszonylag alacsony esetszama
— melyet eredményeink értékelésénél figyelembe kellett venni — megfelel az MR-rel

Bér az intrakranidlis tumor a TLE masodik leggyakoribb oka (Bliimcke, 2009; Tassi és
mtsai, 2009), viszonylag alacsony szdmu minta allt rendelkezéslinkre tumor indukalt
epilepszias mintakbodl. Ugyanis csak azoknak a TLE betegeknek a szovetmintdait hasznaltuk fel,
akiknél a hippocampus, vagy annak egy része eltavolitasra keriilt, de a tumor nem érintette a
hippocampust. Ez viszonylag ritkén fordult el6, ami magyarazza a tumor indukalt TLE esetek
alacsony szamat. Hasonloképpen, a kontrollcsoportunk elemszédma is alacsony volt, mivel
olyan betegek alkottak, akiknek intrakranidlis tumoruk mellett nem alakult ki epilepszidjuk. A
nem epilepszias kontroll csoportba olyan betegek tartoztak, akiknek hippocampusa eltavolitasra
keriilt, de a daganatsejtek a strukturdt nem infiltraltdk. Ki kell hangstlyozni, hogy a
hippocampus eltdvolitdsa ebben az esetben, valamint a tumor indukalt TLE csoportban is a
komplett és radikalis tumorrezekcid miatt szigoraan terapias céllal tortént.

A kiilonb6z6 TLE csoportok ismert prevalencidjdnak megfelelden, szignifikdnsan tobb

s

crer

cres

tartoz6 betegek magasabb szdma miatt van. Mindez arra utal, hogy a fenti morfologiai
jelenségek a HS jellemz6i. Bar a vizsgalt metszetek szdma betegenként 3 €s 9 kozott volt, a
hippocampus zsugrodésa kdvetkeztében altalaban alacsonyabb metszetszammal rendelkeztiink
HS esetén. Ezzel szemben tobb metszet allt rendelkezésiinkre az MCD ¢és MR-negativ
esetekben, ami azt jelzi, hogy a gyengébb PV+ axonsarjadzas €s az alacsonyabb ektopids /
alacsony szama. Ezért, az egyes TLE csoportokban latott kiilonbozd, és esetenként alacsony
betegszam ellenére feltételezziik, hogy a PV+ axonsarjadzas és az ektopids PV+ neuronok
jelenléte a GD molekularis rétegében a HS jellemzoi.

A nem epilepszias kontroll hippocampus-szdvet viszonylag korlatozott elérhetésége miatt

sok tanulmany szerzdi balesetben elhunyt személyek hippocampusait hasznaltak (Wittner és
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mtsai, 2001; Arellano és mtsai, 2004; Andrioli és mtsai, 2007). Mig azok a hippocampusok
egészséges emberek ép mintdinak tekinthetdk, az autopszia miatt altaldban elkeriilhetetleniil
tobb oOras postmortem késéssel kell szdmolni. A korabbi tapasztalatunknak megfelelden, a késoi
fixalas csokkenti a PV+-itas intenzitdsat (Abrahdm és mtsai, 2007). Ezért mi, agytumoros, nem
epilepszias betegek miitétileg eltavolitott szoveteit hasznaltuk kontrollként, melyek, hasonléan
a TLE-s mintdkhoz, a rezekciot kvetden azonnal fixalva lettek. Ez a fixalasi protokoll lehetéveé
tette a PV+-itas megfeleld megdrzését és a szdvettani eredmények Osszehasonlithatésagat a
tumor indukalt TLE betegekbdl szdrmazo6 mintékat (Bliimcke és mtsai, 1999, Bliimcke és mtsai,
2000, Selke ¢és mtsai, 2006). Jelen munka soran a PV+ axonsarjadzast és az ektopids / normal
epilepszias tumoros betegek és a tumor indukalt TLE betegek csoportjai kozott. Ez alapjan
mindkét csoportot lehetne kontrollként hasznalni. Egy, a szemcsesejtek CB
immunreaktivitasarol szolo, laboratoriumunkban korabban végzett vizsgélat szerint azonban a
tumor indukalt TLE csoportban a hippocampus nem tekinthetd kontroll szévetnek (Abraham
¢s mtsai, 2011).

A TLE diagndzisa és a miitét kozott eltelt hossza id6 egyben a betegek hosszu idon at tarto
farmakologiai kezelését is jelenti. Feltételezhetjilk, hogy az epilepszia kezelésére adott
gyogyszerek (anti-epileptic drug, AED) befolyasolhatjak a PV+ axonsarjadzast és az ektopias
idegsejtek eldfordulasat. A lakozamid vizsgalatakor kimutattak, hogy gatolja a moharostok
sarjadzéasat a TLE kaininsav-modelljében (Wang és mtsai, 2018), mig egy masik, széles kdrben
hasznalt AED, a gabapentin blokkolta a szinaptogenezist és a neokortikalis traumat kovetd
aberrans excitatoros aramkorok kialakulasat (Takahashi és mtsai, 2018).

Bér a fenobarbitalrdl, a valproatrol, a topiramatrol €s a lamotriginrél kimutattak, hogy
csOkkentik az agyi eredetli neurotr6f faktor (brain-derived neurotrophic factor) és a neurotrofin-
3 mRNS képzddését patkanyban, a moharostok sarjadzasat nem észlelték (Shi és mtsai, 2010).
A TLE pilokarpin-modelljében a karbamezepin gyors beadasa gatolja a PV-immunreaktivitas
csokkenését (Chakir és mtsai, 2006), mig a vigabatrin korai beadasa a PV+ sejtek szdmanak
novekedését okozta a hippocampus fejlédése soran (Levav-Rabkin és mtsai, 2010).

A fent emlitett adatok alapjan feltételezhetjiik, hogy a TLE hosszabb fennallasa,
kovetkezésképpen a hosszabb ideig tartd gydgyszeres kezelés segitene a PV+ sejtek
megorzésében ¢és csokkentené az axonok, legalabbis a szemcsesejtek axonjainak sarjadzasat.
Ez ellentmond az eredményeinknek, nevezetesen a TLE fennallasanak idGtartama és a normal

lokalizacioja PV+ sejtek szdmanak csokkenése kozott megfigyelt pozitiv szignifikans
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korrelacionak. Hasonléan, a TLE id6tartama és a PV+ axonok sarjadzdsanak mértéke kdzott
megfigyelt szignifikdns pozitiv korreldci6 arra utal, hogy hosszan tartd gyogyszeres kezelés
nem gatolja az axonsarjadzast. Azonban nem zarhatjuk ki annak a lehetdségét sem, hogy
bizonyos AED-k hosszan tarté adasa éppen kivaltja a PV+ axonok sarjadzasat. Figyelembe kell
azt is venniink, hogy a TLE diagnozisa és a miitét kozott eltelt hosszt id6 alatt (akar évtizedek)
a betegek szamos kiilonb6z6 AED-t kaptak. Bar a gydgyszer-rezisztencia nyilvanvald, ha a
masodik antikonvulziv szer sem képes a betegnél roham-kontrollt elérni, sok beteg
anamnézisében tobb mint kettd AED kiprébalasa szerepel. Kiilondsen igaz ez a HS-os
csoportra, ahol a betegek miitét eldtt szedett gyodgyszerlistdjan gyakran 8-10 kiilonbozd
antiepileptikum szerepel. Ezért a TLE betegeknek adott kiillonb6z6 hatdsmechanizmustt AED-

k nagy szdma miatt a gyogyszerek PV+ axonsajradzasra kifejtett hatdsa nem vizsgalhato.

5.1.2  Parvalbumin immunreaktiv axonok sarjadzasa, az ektopids parvalbumin immunreaktiv
idegsejtek jelenléte és a betegek klinikai adatai

A PV+ kosarsejtek és az axo-axonikus sejtek morfoldgiai valtozasait az epilepszia szdmos
allatmodelljében tanulmanyoztak (Best €s mtsai, 1993; Suzukawa és mtsai, 1999; André ¢és
mtsai, 2001; Sun és mtsai, 2007; Huusko és mtsai, 2015; Botterill és mtsai, 2017; Cameron ¢és
mtsai, 2019). Azokban a munkékban, ahol PV+ neuronok jelentds pusztulasat irtak le, sem a
PV+ axonsarjadzasrdl, sem az ektopias PV+ sejtekrdl nem szamoltak be. A PV+ kosarsejtek és
az axo-axonikus sejtek pusztuldsa emberi HS-sal jar6 TLE-ban ismert (Sloviter és mtsai, 1991;
Wittner és mtsai, 2001; Arellano és mtsai, 2004; Andrioli és mtsai, 2007). Emberi epilepszias
mintdkban korabban a szemcsesejtek axon-inicialis szegmentuman végzédé PV+
axonterminalisokat, valamint a GD molekularis rétegében ¢€s a fissura hippocampi mentén
elhelyezked6 ektopias PV+ neuronokat figyeltek meg (Wittner és mtsai, 2001). Az emberi
TLE-ban ¢és az allatmodellekben megfigyelt patologiai elvaltozasok hasonlosagénak ellenére
(Dudek és mtsai, 2002; Seress és mtsai, 2009; Sperk és mtsai, 2009; Tang ¢és Loke, 2010;
Sloviter ¢s Bumanglag, 2013; Buckmaster, 2014), az ektdpias PV+ sejtek jelenlétét és az
altalunk a molekularis rétegben megfigyelt PV+ axonsarjadzast allatmodellekben nem irtak le.
Lehetséges magyarazat lehet, hogy mig az epilepszia az embereknél tobb évig, vagy akar
évtizedig elhuzodik, a kisérleti allatokban 1étrehozott epilepszias aktivitds viszonylag rovid
ideig tart. A hosszan fennall6d epilepszia a betegeknél a sejtek szintjén megfigyelhetd olyan
valtozasokat is indukélhat, amely kiilonbozik attdl, amit allatkisérletekben figyeltek meg. Ezt
alatdmasztja az altalunk megfigyelt Osszefiiggés az epilepszia idétartama és a PV+ axonok

sarjadzésa kozott.
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A PV+ axonok sarjadzasa gyakran azokban a HS-os betegekben fordult eld, akiknél a TLE
gyermekkorban (4-8 év) vagy serdiilékorban (13—15 év) kezd6dott. Egy korabbi tanulmany
(Janszky és mtsai, 2004) kimutatta, hogy azoknal a HS-os betegek nagy szdzalékanal, akiknél
gyermekkori 1azgores szerepelt az anamnézisben, az epilepszia gyermekkorban (4tlagosan 5,4
éves korban) vagy serdiillékorban (atlagosan 15,3 éves korban) kezdddott. Janszky és mtsai.
(2004) altal emlitett korcsoportok és a legutdbbi munkank eredményeinek egybeesése jelzi,
hogy a lazgorcsnek szerepe lehet a PV+ axonok sarjadzésadban. Azt talaltuk, hogy a lazgores
tekintetében pozitiv anamnézisii betegeknél erdsebb volt az axonsarjadzas, mint azoknal a
betegeknél, akiknél nem szerepelt lazgdrcs az anamnézisben. Hasonloképpen az ektopias /
normdl pozicigji PV+ sejtek ardnya magasabb volt azoknal a betegeknél, akik
gyermekkorukban lazgorcsot éltek at, azokhoz képest, akik nem, de a kiilonbség nem volt
statisztikailag szignifikans.

A lazgores és a TLE betegek GD-anak molekularis rétegében megfigyelt szemcsesejt
diszperzio kozotti kapcsolat régota ismert (Houser, 1990; Houser ¢és mtsai, 1992).
Feltételezheto, hogy a sarjadzé PV+ axonok ezeken a diszpergalt szemcsesejteken végzodnek.
Meg kell jegyezni, hogy elektronmikroszképos megfigyeléseink ennek ellentmondanak.
Elészor is a HS-os csoportban a szemcsesejteken kialakuld axo-szomatikus szimmetrikus
szinapszisok szamaban csokkenést lattunk, dsszehasonlitva a tumor indukélt TLE csoporttal és
a nem epilepszids kontrollokkal. Ez ellentmond annak a felvetésnek, hogy az erés PV+
axonsarjadzads a normadlis elhelyezkedésii vagy diszpergalt szemcsesejtek erdsebb axo-
szomatikus beidegzése miatt van. Tovabba, a GD molekularis rétegében levé PV+
axonterminalisok ritkdn voltak lathatok a diszpergalt szemcsesejtek sejttestjein. Ezzel szemben
a PV+ terminalisok gyakran a disztalis dendriteken és dendrittiiskéken voltak megfigyelhetdk,

ami a PV+ kosarsejtek szinaptikus célpontjainak részleges megvaltozasara utalnak.

5.1.3 Az ektopias parvalbumin immunreaktiv sejtek és axonok eredete

Koréabbi tanulméanyokkal 6sszhangban (Sloviter és mtsai, 1991; Wittner és mtsai, 2001;
Arellano és mtsai, 2004; Andrioli és mtsai, 2007), a HS-os betegekben mi is a hilaris PV+
neuronok szamanak csokkenését és nagyszamu ektopids sejtet figyeltiink meg a GD molerularis
axonsarjadzas mértékével a HS-os csoportban, valamint a teljes betegpopulacioban is. Ezeket
a valtozasokat figyelembe kell venni, amikor a molekuléris rétegben levé PV+ axonok
eredetérdl beszéliink. Feltételezziik, hogy az ektdpias PV+ sejtek, legaldbbis részben, a

molekularis rétegben megfigyelt sarjadzé axonok eredd sejtjei. Feltételezhetd ugyan, hogy a
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PV+ neuronok eltlinése és a PV+-itas csokkenése a sejttestben csak virtualis. Eszerint a TLE
betegek normal elhelyezkedésii kosarsejtjei szomdajaban a PV expresszioja csokkenne, de az
adott sejt axonjaiban a PV+-itds érintetlen maradhat (Wittner és mtasi, 2001). Ilyen esetben PV-
negativ kosarsejtek lennének a sarjadz6 PV+ axonok eredd sejtjei. Megfigyeléseink azonban
ellentmondanak annak a feltételezésnek, miszerint az epilepszids aktivitas okozza a sejtekben a
PV expresszio csokkenését. Ugyanis, ha feltételezziik, hogy a hilaris kosarsejtekben a PV+-ités
csOkkenése az epilepszias aktivitds miatt kovetkezik be, a PV+-itas erételjes csokkenését
csoportokban. Ugyanakkor a hasonld klinikai paraméterekkel — beleértve a rohamok
gyakorisagat — rendelkezd mas etioldgiai csoportba tartozo betegekben a PV+ sejtszam nem
kiilonbozott szignifikdnsan a nem epilepszids kontrollokban megfigyelt sejtszamtol, vagyis
nem valdszinii, hogy az epilepszias aktivitas tehetd feleldssé a hilusban megfigyelhetd csokkent
PV+ sejtszamért. Ezért igy gondoljuk, hogy a GD molekularis rétegében lathaté PV+ axonok
eredd sejtjei nem lehetnek PV-negativ hilaris vagy subgranularis kosarsejtek. Ezzel szemben
azt feltételezziik, hogy a sarjadz6 PV+ axonok eredd sejtjei, legalabbis részben, az ektopias
PV+ sejtek.

A sarjadz6 PV+ axonok eredetére vonatkozéan kérdés is felmeriil, hogy ezek
kommisszuralis vagy asszocidcidos axonok-e? Az epilepszia egyik allatmodelljében,
Christenson Wick és mtsai. (2017) kommisszuralis PV+ interneuronok axonsarjadzasat irtak le
hat honappal a kainsav-injekcidt kovetden. Mig féemlds (majom) agyban a hippocampus
komminsszuralis kapcsolatai a presubiculumbol (Amaral ¢és mtsai, 1984) vagy a
parahippocampalis gyrusbdl erednek (Demeter és mtsai, 1985), nagyon gyenge kapcsolat
mutathato ki a hippocampus uncalis része és a GD kozott (Amaral és mtsai, 1984). Nagyon
valészinili, hogy a hippocampus és a GD kozti kommisszuralis kapcsolat még a majomban
talaltnal is gyengébb az emberben (Amaral és Lavenex, 2007). Ez azt jelzi, hogy az altalunk
megfigyelt PV+ axonsarjadzas jellemzéen nem az ellenoldali GD-b6l szarmazik, ami a
molekularis rétegben taladlhaté ektopids PV+ neuronok szerepét emeli ki a HS-ban
megfigyelheté abnormalis neuronalis korok kialakulasaban.

Régcsalokban a PV+ sejtek prenatalisan a mediélis gangliondombbodl szdrmaznak, majd
tangencialis vandorlas soran a neo- ¢és archikortex marginalis zonajaba (a késdbbi molekularis
rétegbe) keriilnek (Xu €s mtsai, 2004; Butt és mtsai, 2005; Tricoire és mtsai, 2011; Taniguchi
¢és mtsai, 2013). Mivel a szemcsesejtek nagy része posztnatdlisan jon 1étre (Altman és Das,
1965; Altman, 1966; Bayer és Altman, 1974), a kosarsejtek a végleges helyiiket a hilusban mar

a szemcsesejtréteg kialakuldsa el6tt elfoglaljak. Emberben a szemcsesejtréteg kialakulasa nagy
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részben prenatalisan torténik (Seress, 2001; Seress és mtsai, 2001; Seress €s Abraham, 2008),
ami miatt nehéz megjosolni azt a lehetséges fejlodési mechanizmust, amely a hippocampus
fejléddése soran érintett lehet, és amely a HS-os betegek GD-dban taldlhaté nagyszamu ektopids

PV+ kosarsejt megjelenését okozza.

5.1.4 Lehetséges funkciondlis kovetkezmények

HS-ban a PV+ axonterminalisok célstrukturdjanak valtozdsa a szemcsesejtek
excitacidjanak valtozasat eredményezheti. A szemcsesejtek dendritjein és dendrittiiskéin
jelenlevé PV+ axontermindlisok jelzik, hogy a posztszinaptikus strukturdk, melyeken
normalisan serkentd szinaptikus termindlisok végzddnek, most részben gatld neuronok
axontermindlisai altal fedettek. Ez a szemcsesejtek excitabilitdsdnak csokkenését okozhatja.
Azonban figyelembe kell venni, hogy a dendrittiiskék szama véltozhat TLE-ban. A TLE
allatmodelljében a dendrittliiskék denzitdsdnak mérsékelt novekedését talaltak a szemcsesejt
dendritjének azon szakaszan, ahol sarjadzé6 moharostok innervaltdk éket (Suzuki és mtsai,
1997). Az emberi TLE-ban viszont a szemcsesejteken levd dendrittliskék szamat tekintve az
eredmények ellentmondéasosak. Mig Scheibel és mtsai. (1974) a dendrittliskék eltlinését
figyelték meg, masok a dendrittiiskék stirliségének novekedését talaltak a rekurrens moharost-
kollateralisokkal kapcsolodd szemcsesejteken (Isokawa, 1997). Tovabba, a diszpergalt
szemcsesejtek eltérd dendritfaval és tliskedenzitadssal rendelkeznek a szemcsesejtrétegben
jelenlevd idegsejtekhez képest (Freiman és mtsai, 2011). A fent leirt eredmények arra utalnak,
hogy a rendelkezésre all6 informaciok eltéréek és még nem elegenddek ahhoz, hogy
megbecsliljiik a PV+ axonoksarjadzas funkciondlis szerepét a szemcsesejtek excitabilitasaban.

Az ,alvd kosarsejt” (,,dormant basket cell”) elmélet szerint az axo-szomatikus
interneuronok ,,némak” és a hilusban levé mohasejtek sériilékenysége miatt kevesebb serkentd
bemenetet kapnak (Sloviter, 1991). Mig ezt az elméletet allatmodellek alatdmasztjak
(Bekenstein és Lothman, 1993; Sloviter, 1994; Sloviter és mtsai, 2003), emberben a mohasejtek
nem tlintek sériilékenyebbnek, mint az epilepszias hippocampus mas neuronjai (Seress €s mtsai,
2009). Emberi TLE-ban a szemcsesejt sejttestjén végzddd gatldo axo-szomatikus terminélisok
mennyiségében nem ¢szleltek eltérést a kontrollhoz képest (Wittner és mtsai, 2001; Wittner €s
Magloczky, 2017). Ez arra utal, hogy a kordbban taldlt PV+-itas elvesztése, melyet jelen
munkank is megerdsitett, csak virtualis, és nem az idegsejtek elvesztését jelenti. Mig TLE-ban
a szemcsesejtek sejttestjén megvalosuld gatlod szinaptikus transzmisszid erdssége nem ismert,

az a tény, hogy a szemcsesejtek hilaris interneuronokat is innervalnak (Acsady és mtsai, 1998),
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jelzi, hogy a szemcsesejtek epilepszias tilserkentése az interneuronokra is fokozott serkentést
gyakorol, beleértve a PV+ sejteket is.

Feltételezve, hogy a sarjadzé PV+ axonok forrasa, legalabbis részben, a GD molekularis
rétegében talalhato ektopias PV+ sejtek, figyelembe kell venniink azt, hogy ezeknek a sejteknek
az afferensei eltérnek a szemcsesejtrétegben talalhato sejtekétdl. Mivel ezek a sejtek az
entorhindlis kéreg célzondjaban helyezkednek el, az ektopias PV+ sejtek serkentése egyidejiileg
torténik a perforans palya altal serkentett szemcsesejtekével. Ez azt jelenti, hogy az ektopids
PV+ sejtek altal nyujtott gatlas korabban érkezhet a szemcsesejtek dendritjeire ¢és
dendrittiiskéire, minthogy a normal lokalizacidju interneuronok szinaptikus transzmisszidja
okozta membran hiperpolarizacid6 megfigyelhetd lenne a szemcsesejtek szomajan és axon-
inicidlis szegmentumain. Ha feltételezziik, hogy a normal lokalizacioju és az ektdpias PV+
sejtek ¢lettani jellemzOi hasonloak, az ektopids PV+ sejtek aktivitdsa fokozhatja a
szemcsesejteken a normalis lokalizacioju kosarsejtek és axo-axonikus sejtek altal okozott
gatlast. Bar tovabbi vizsgalatokra van sziikség az elobbi feltételezésnek az aldtdmasztasara vagy
TLE betegek GD-aban levd belsd neurondlis koreiben.

Az axonsarjadzas és a célstruktura megvaltozdsa TLE-ban nem kizar6lag csak a PV+
kosarsejtekre jellemzd. Az epilepszia alltamodelljeiben az Ammon-szarvban és a GD-ban a
szomatosztatin-immunreaktiv ~ axonok reorganizdcidja, valamint feltételezhetéen a
szemcsesejtek dendritjeivel és dendrittiiskéivel alkotott, a normaltoél eltérd szinaptikus
kapcsolatai szintén ismertek (Zhang €s mtsai, 2009; Long és mtsai, 2011; Peng és mtsai, 2013;
Houser, 2014; Botterill és mtsai, 2017), ugyanakkor a szinapszisok helyeinek pontos
azonositasa nem tortént meg.

Eredményeink szerint a PV+ neuronok axonjai az altaluk normalisan elfoglalt teriileten tul,
az axonalis reorganizaci6 kovetkeztében, a GD molekularis rétegében is megtalalhatok,
valamint, hogy a sarjadzas kovetkeztében a PV+ axonok célpontjai is mddosultak. Ezek a
valtozasok hozzajarulhatnak a GD-on beliili kéros neuronalis kapcsolatok kialakulasahoz, ami

az epilepszias allapot kialakulasat és fenntartasat segitheti eld.
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Fehérallomanyi szinapszisok vizsgalata emberi

mintakban

6 Anvag és modszerek

6.1 A vizsgalt betegek klinikai adatai

Munkank soran a farmakoterdpia-rezisztens TLE betegek kozépsd temporalis gyrusanak
sebészeti uton eltavolitott rezekatumait (n = 14) hasznaltuk. A patoldgiai hattér 10 esetben MRI-
vel igazolt HS volt, mig négy beteg esetében az MRI vizsgalat MCD-t igazolt. Tovabba a HS-
os betegekben a neuropatologiai vizsgalat soran az Ammon-szarvban és a GD hilusaban a HS-
ra jellemzd neuronpusztulast lattunk. A vizsgélatba bevont epilepszias betegek demografiai és

klinikai adatait a 4. tdblazat tartalmazza.

4. tablazat: A TLE betegek demografiai és klinikai adatai

Betegek Kor (év) Nem Rohamkezdet (év) Betegséghossz (év) Rohamfiekvencia (év) MR-diagnézis  FErintett oldal ~ IPI

1 25 F 5 20 6-7/h6 HS B lazgdres
2 29 F 14 15 4/h6 HS J lazgdres
3 48 F 8 40 6-8/ho HS J lazgores
4 51 N 22 29 1-4/h6 HS B
5 40 F 11 29 1-2/h6 HS B
6 27 N 19 8 2-4/hét HS J
7 50 F 4 46 1-2/h6 HS J
8 48 N 4 44 6/ho6 HS B lazgdres
9 34 N 23 11 5-8/ho HS B
10 48 N 28 20 2-3/hét HS B
11 48 N 38 10 6-8/ho MCD B
12 33 N 4 29 6-10/ho MCD B
13 32 N 14 18 1-6/nap MCD J
14 19 F 7 12 2-3/nap MCD B

Roviditések és szimbdolumok: B, bal; F, férfi; HS, hippocampus sclerosis; IPI, initial
precipitating injury, elsédleges karositd sériilés; J, jobb; MCD, kéregfejlodési rendellenesség;

N, n6; -, nem ismert/nem szerepel az anamnézisben.
A betegek klinikai vizsgalatai (MRI és EEG) a PTE AOK KK Neurolégiai Klinikajan

folytak, a miitétekre a PTE AOK KK Idegsebészeti Klinikan keriilt sor. Az alkalmazott miitéti

eljaras minden esetben altalanos érzéstelenitést és standard temporalis kraniotomidt kovetd
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anterior temporalis lobektomia volt. A sziirkedllomanyt (GM) és az alatta levd WM-t tartalmaz6
neokortikalis szovetek rezekcidja szigoruan terapids célbol tortént, az eltdvolitott
rezekatumokat rutin patoldgiai és specidlis szdvettani vizsgalatokra kiildték tovabb. A
neurologiai, radiologiai vizsgalatok és az operaciok is a Helsinki Nyilatkozat rendelkezései
szerint torténtek. A betegek irdsos beleegyezésiiket adtak a vizsgalatokhoz és a Pécsi
Tudoményegyetem etikai bizottsdga engedélyezte a munkankat. A szdvetmintdk a kivételt

kovetéen azonnal fixaloba (4% PFA) keriiltek.

6.2 A vizsgalt kontrollok klinikai adatai

Kontrollként nem epilepszids betegek temporalis lebenyének kéreg alatti WM-at
hasznaltuk. A kontrollok egyik része intraktranidlis tumoros betegekbdl szdrmazott (n = 3),
masik résziik autopszids minta volt (n = 3). Mivel a tumoros kontroll mintak szama a statisztikai
analizishez alacsony volt, ezért folyamodtunk autopszias mintak vizsgalatahoz is. A kontrollok

demografiai és klinikai adatait a 5. tdblazat foglalja 0ssze.

S. tablazat: A kontrollok demografiai és klinikai adatai

Tumoros betegek  Kor(év) Nem Tumor helyzete az MRI-n Tumor oldalisaga Szivettani diagnozis

1 39 F Parahipp. gyrus, gyrus piriformis J Glioblastoma, WHO Grade IV
2 74 N Temporalis polus, hipp., parahipp. gyrus J Astrocytoma, WHO Grade 11T
3 38 N Fronto-insulo-temporalis kéreg, hipp., parahipp. gyrus J Glioblastoma, WHO Grade IV
Autopszias betegek Kor (év) Nem Vizsgilt kéreg oldalisaga Halal oka

1 77 F B szivroham

2 60 N J légzésledllas

3 72 F J légzésledllas

Roviditések és szimbolumok: B, bal; F, férfi; hipp, hippocampus, J, jobb; N, nd.

A tempordlis lebeny neokortexében elhelyezkedd gyorsan ndvé agytumorok miatt
sziikséges idegsebészeti miitéteket (n = 3) szintén a PTE AOK KK Idegsebészeti Klinikan
végezték.

A rezekciot szigortan terapias célbol végezték, a temporalis lobektomidra a tumor
biztonsagos és radikalis eltavoltasa miatt volt sziikség. Igy az operaciok soran ép
kéregalloményi szovetek is eltdvolitasra keriiltek, mivel a recidiva kivédése érdekében az
eltavolitott agyszovet szélének a tumor hataratdl 2-3 cm-es tavolsagra kell lennie. A
szovetmintak fixaldsa a kivételt kovetden azonnal elkezdddott. Az eltadvolitott tumor szovettani
diagnozisat a PTE AOK Patologiai Intézetében allitottak fel. Az intakt temporalis neokortexben

a szovettani vizsgdlatok nem mutattak ki peritumoralis szdvetelvaltozast vagy tumor
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infiltraciot. A vizsgélatban hasznalt peritumoralis WM szoveteket Ki-67 immunhisztokémiaval
mi is vizsgaltuk laboratoériumunkban, mely vizsgéalat szintén kizarta a peritumoralis szdvet
hasznaltuk kontrollként. Minden beavatkozast, beleértve a miitétet is, a betegek megfeleld
tajékoztatdsa ¢és irdsos beleegyezésiik utan végeztek el. A szdvetmintdk feldolgozéasa és
szovettani kiértékelése az intézményi szabalyzat (PTE KK RIKEB/5342) szerint tortént, és a
vizsgalatot végzok a Helsinki Nyilatkozat eldirdsai szerint jartak el.

Az autopszias mintdkat a budapesti Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet (KOKI)
Human Agyszdvet Laboratoriumabdl kaptuk. Az autopszia a tatabanyai Szent Borbala Korhaz
Patologiai Osztalyan tortént. A KOKI munkatarsai a szoveteket a Helsinki Nyilatkozatnak
megfeleld modon szerezték be és hasznaltak fel. Valamennyi eljarast a Regionalis, Intézményi
Tudoményos Bizottsdg ¢és Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (ETT TUKEB
15032/2019/EKU). A kontroll személyek haldla nem fiiggott dssze kozponti idegrendszeri
betegséggel, valamint sem a klinikai adatok, sem a boncolds nem tart fel neurologiai
rendellenességeket. Az agyakat (n = 3) a halal utan 2-4 6ran beliil tavolitottak el. A fixalas a
kovetkezOképpen tortént: kaniiloket helyeztek az arteria carotis interndkba és az arteria
vertebralisokba, majd az agyakat eldszor 5 ml heparint tartalmaz6 fiziologids sooldattal (1,5
liter 30 perc alatt), majd fixalo6 oldattal perfundéltik (4,5 liter 1,5-2 o6ra alatt), amely 4% PFA-
t, 0,05% glutaraldehidet és 15% pikrinsavat tartalmazott PB-ben (pH 7,4). A perfuziét kovetden
0,5-1 cm vastag blokkokat vagtak ki a Brodmann 21-es temporalis kérgi régiobol, és egy
¢jszakan at utofixaltak Zamboni oldatban glutaraldehid nélkiil (Magloczky és mtsai, 1997; Toth
¢és mtsai, 2010). A fixalast kovetden a blokkokat 30%-os, PB-ben higitott szukréz oldatban

krioprotektaltak két napig, majd folyékony nitrogén folott fagyasztottak és -80 °C-on taroltak.

6.3 A vizsgalt fehérallomanyi mintak szévettani feldolgozasa

A TLE és tumoros betegekbdl eltavolitott temporalis kéreg rezekdtumok a miitéti
eltavolitast kdvetden azonnal PB-vel (0,1M, pH=7,4) pufferelt 4%-os PFA oldatba keriiltek. Ez
utan a mintakat 1 oran beliil laboratoriumunkba szallitottuk, ahol a szovetmintakat tovabbi 12
oran keresztiil fixaltuk 4 °C-on, folyamatos razas kozben. Az autopszids mintakat a fent leirt
mélyhitési eljarast kdvetden taroltak. A szovetmintak kozvetleniil a felolvasztas utan PB-vel
(0,1M, pH=7.4) pufferelt 4%-os PFA oldatba keriiltek, majd a blokkokat 12 éran at fixaltuk.

A neokortex alatti WM-t és a GM-t tartalmazo szovetblokkokat paraffinba agyaztuk,

azutan 10 mikrométeres metszeteket készitettiink beldliik szdnkamikrotom segitségével, majd
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zselatinnal bevont {liveglemezekre rogzitettik. A TLE betegek sebészileg eltavolitott
szovetblokkjainak tobbi részébdl paraffinos beagyazds nélkil 80 pm-es metszeteket

készitettiink vibratommal, és az Gisztatott metszeteken végeztliink immunhisztokémiat.

6.4  Szinaptofizin immunhisztokémia

A kéreg alatti WM-ban jelen levd szinapszisok lathatova tétele céljabol anti-SYN
antitesttel immunhisztokémiat végeztiink a korabban leirtak szerint (Abraham és mtsai, 2001).
A 10 pm-es paraffinos, elézetesen deparaftinalt és rehidralt metszeteket elsé 1épésként 3x10
percig TB-ben (pH=7,4) mostuk, majd citrat pufferrel 3x5 percig mikrohullamu siitében (800
W) kezeltiik az antigén feltarasa céljabol. Ezutan ismét a metszetek 3x10 percig torténd mosasa
kovetkezett TB-ben, majd hattérgatlas céljabol 1 ordn at inkubaltuk 1%-0s normal 16szérum
(Vectastain Elite ABC Kit) 5 ml TB-ben oldott oldatdban, mely 0,4% TritonX-100-at (Sigma-
Aldrich, Magyarorszag) is tartalmazott. A metszeteket primer monoklonadlis egér anti-SYN
antitesttel (1:400, Novocastra, New Castle upon Tyne, Egyesiilt Kirdlysag) inkubdaltuk egy
¢jszakan at szobahdmérsékleten nedves kamraban. Ezt masnap ijabb 3x10 perces TB-ben vald
mosas kdvette, majd biotinilalt szekunder anti-egér antitesttel szobahémérsékleten 2 o6ran at
inkubaltuk. Ismét 3x10 perc TB-ben valé moséas kovetkezett, majd a kotddott antitesteket
avidin-biotin peroxiddz detektald rendszer (Universal Vectastain ABC Elite Kit, Vector,
Burlingame, CA) segitségével tettiik lathatova. Ennek soran eldszor az avidin-biotin-peroxidaz
komplexet adtuk a metszetekhez 2 drara. Végiil egy jabb 3x10 perces TB-ben valé6 mosast
kovette az el6hivas, melynek sordn a peroxiddz-reakciot alkalmaztuk, a kromogén DAB volt.
Az el6hivashoz Vector DAB Peroxidase Substrate Kit-et hasznaltunk. A reakciot
fénymikroszkoppal ellendriztiik. Az eldhivast kovetden a metszetek 2x10 percig TB-ben (pH
7,6) torténd mosasa kovetkezett. Ezt kdvetden egyes metszetek esetében Nissl hattérfestést
alkoholsorban dehidréltuk, majd a deritést xilollal végeztiik, azutan DePex-el (Fluka, Svijc)
fedtiik a metszeteket. A negativ kontroll metszetekkel ugyanigy jartunk el, azonban ezekben az

esetekben a primer antitestet kihagytuk.

6.5 NeuN immunhisztokémia

A NeuN pan-neuronalis antigént expresszald6 WM neuronok kimutatdsira szolgald
immunhisztokémiat a korabban publikdlt modon végeztik (Richter és mtsai, 2016). A

vibratommal készitett 80 pm-es metszeteket elsé 1épésként 3x10 percig TB-ben (pH 7,4)
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mostuk, majd 20 percig TB-ben higitott 1%-os hidrogén-peroxid oldattal kezeltiik. Ezutan a
metszetek 3x10 percig torténd mosasa kovetkezett, majd 1 o6ran at inkubaltuk 1%-os normal
l6szérum (Vectastain Elite ABC Kit) 5 ml TB-ben oldott oldatdban, mely 0,4% TritonX-100-
at (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) tartalmazott. A metszeteket primer monoklonalis egér anti-
NeuN antitesttel (1:500, Chemicon, Temecula, CA, USA) inkubaltuk szobahomérsékleten 1
¢jszakan at. Masnap ujabb 3x10 perces TB-ben valé mosas kdvetkezett, majd a kotdhelyeket
biotinilalt szekunder anti-egér antitesttel ¢s avidin-biotin peroxidaz detektalé rendszerrel
(Universal Vectastain ABC Elite Kit, Vector, Burlingame, CA) tettiik lathatova. Az el6hivas
soran DAB-ot (Vector DAB Peroxidase Substrate Kit) hasznéltunk kromogénként. A
metszeteket zselatinnal kezelt targylemezre huztuk fel, melyeket a szaradast kovetden
dehidraltuk, majd deritettiik, és EuKit-el (Sigma-Aldrich, Budapest) fedtiik. A metszetek egy
rész¢ét a dehidralas eldtt krezil-ibolyaval hattérfestettiik. A negativ kontroll metszetekkel

ugyanigy jartunk el, azonban ezekben az esetekben a primer antitestet kihagytuk.

6.6 A fehérallomanyi szinapszisok transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalata

A szinapszisok TEM-mel valé megjelenitésére a TLE betegek neokortikalis szdveteit
immunelektronmikroszkopos vizsgalatra is eldkészitettiik. A betegek temporalis lebenyébdl
szarmaz0, a fentiek szerint fixalt szovetblokkjaibol 80 um-es metszeteket készitettiink vibratom
segitségével. Az usztatott metszeteket ,,fagyasztdsos-olvasztasos” eljarasnak vetettiik ald,
15%-0s, majd 30%-o0s szachardz oldatba helyeztiik (krioprotekcid), ez utan a metszeteket
egymas utan haromszor folyékony nitrogén folé tartottuk. Ezt kdvetden az el6z6 fejezetben
leirtak alapjan indirekt immunreakciot végeztiink primer anti-SYN antitesttel (1:400,
Novocastra, New Castle upon Tyne), a TritonX-100 kihagyéasaval. Az immunreakciot biotinilalt
szekunder antitest ¢s az avidin-biotin-peroxidaz komplex (Vector, Burlingame, CA) kotddése
utan, DAB kromogénnel tettilk lathatéva. A metszetek utofixalasat eldszor 2,5%-os
glutaraldehid oldatban, majd 1%-o0s PB-ben higitott ozmium-tetroxid oldatban végeztiik. Ezt
deritettilk. A lapos beagyazast (flat-embedding) Durcupan miigyantdval (Sigma-Aldrich,
Budapest) végeztiik. A vizsgalni kivant WM teriiletet fénymikroszképos kontroll mellett
kivagtuk és Durcupannal toltott zselatin kapszuldba dgyaztuk. A blokkbol ultramikrotom (Leica
Ultracut, Németorszag) segitségével ultravékony metszetek (65 nm) késziiltek, melyeket

parlodion hartyaval fedett egy-lyukti gridre (single-slot grid) helyeztiink. Ezt kovette a
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metszetek kontrasztozasa uranil-acetattal és 6lom-citrattal. A metszeteken Jeol 1200 EX-II és

JEM-1400 Flash TEM-mel vizsgaltuk az immunreaktiv axonterminalisokat.

6.7 Kvantifikacio

6.7.1 Neuronok szamanak meghatarozasa

A temporalis neokortex kéreg alatti WM-aban taldlhatd6 NeuN+ neuronok mennyiségi
meghatdrozasanak részleteit kordbban munkacsoportunk publikalta (Richter és mtsai, 2016).
Mivel a WM neuronok stirtisége a WM felszinesebb régidja feldl a mélyebb részek felé
csokken, a neuronok szamat a GM-WM hatar alatt 500-700 pm-nél mélyebben levé WM-ban
hataroztuk meg. A neokortex alatti WM-ban a NeuN fehérjét expresszald idegsejteket
szamoltuk egy kép-analizal6é rendszerrel, mely egy Nikon Optiphot 2 fénymikroszképhoz
szerelt MicroBrightfield Lucivid szamitégépvezérelt motorizalt allomasbol és egy
szamitogépre telepitett Neurolucida szoftverbdl (Neurolucida 2.0, Microbrightfield Inc.,
Williston, VT) allt. Az egyes betegek metszeteiben meghataroztuk az immunreaktiv neuronok
szdmat a mély WM-ban, a neuronszamokat 0sszesitettiik, majd a kiilonb6z6 betegek adatait

atlagoltuk és az immunreaktiv sejtek denzitasat ,,neuron / mm? + SD”-ban fejeztiik ki.

6.7.2 A szinaptofizin optikai denzitasa

A SYN immunreaktiv (SYN+) struktardk optikai denzitasat szintén a temporalis neokortex
kéreg alatti WM-aban hataroztuk meg. 20X-os objektivvel digitalis felvételeket készitettiink a
GM alatt 500-700 pm-nél mélyebben levéd WM-rol Olympus BX50 fénymikroszkopra erdsitett
Olympus E450 fényképezdgéppel. A felvételeket Adobe Photoshop CS6 szoftverrel egyesével
fekete-fehér fényképekké konvertaltunk, melyeken a SYN+ struktarak optikai denzitdsat az
Image J szoftverrel (NIH, US tamogatott kép analizdld program, Java) hatdroztuk meg. A
szoftver a kép pixel-intenzitasat mérte meg, majd azt mértékegység nélkiili szamértékként
fejezte ki. Betegek és kontrollok egy-egy szovetblokkjabol két vagy harom metszetet fotdéztunk
le. Metszetenként atlagosan 10,5 fekete-fehér képet készitettiink és elemeztiink.

Kiilon mértiik a SYN+ struktirak denzitasat és a hattérfestddés denzitdsat. A SYN
immunreaktivitas valos optikai denzitasat ugy szamitottuk ki, hogy a SYN intenzitasértékeit
kivontuk a hattér intenzitasértékeibol. A felvételeken mért denzitasértékeket betegenként
Osszevontuk, majd atlagoltuk a kiilonbozd betegekbdl szarmazo adatokat. A SYN+ strukturak

denzitasat egy ,,mértékegység nélkiili szam + SD”-ban fejeztiik ki.
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6.8 A betegek neuropszichologiai vizsgalata

A terapiarezisztens TLE betegek preoperativ neuropszichologiai vizsgalatat a PTE AOK
Magatartastudomanyi Intézetének munkatarsai végezték. A vizsgéalat sordn a verbalis és a
vizualis memoria teljesitményét mérték. A vizualis figyelmet a Corsi-kocka segitségével
értékelték (Lezak és mtsai, 2004). A vizualis konstrukcids képességet és a memoriat a Rey-
Osterrieth-féle Osszetett abrateszt (Rey-Osterrieth Complex Figure test, ROCF) segitségével
értekelték. Ennek sordn az é&bra lemasoldsa utdn a péaciensnek 30 perces késleltetéssel
emlékezetbdl kellett lerajzolnia az abrat. Az ROCF teszt sordn egy standard Taylor
pontszamitasi rendszert alkalmaztak, ami alapjan az elérhetd maximum pontszam 36. Minden
abrat 18 kiilonbozo blokkra osztottak. Amikor a paciens a megfeleld helyre a megfeleld blokkot
rajzolta, 2 pontot kapott. A megfeleld helyre rajzolt, de torz, vagy a rossz helyre rajzolt, de
helyes blokkokat 1-1 ponttal értékelték. A torz és rossz helyre rajzolt blokkokra fél pontot adtak.
Hianyz6 vagy felismerhetetlen blokkok esetén nem adtak pontot (Hodges, 1996). A verbalis
tanulast €s a memoriat a Rey auditoros verbalis tanulasi teszt (AVLT) és a szdmterjedelem teszt
magyar valtozatdnak felhasznalasaval tesztelték. Az AVLT 15 koznév (A és B lista)
felhaszndlasaval méri a verbdlis tanulasi képességet. Az ,,A” listan szerepld szavakat Ot
alkalommal olvasték fel a paciensnek. Minden felolvasas utan a paciensnek fel kellett idéznie
a szavakat. A vizsgalat 6t ciklusa soran torténd tanuldst pontoztak. Az 5. proba utan elolvastak
a ,,B” listan szerepld szavakat, és a paciensnek most az uj listan szerepld szavakra kellett
emlékeznie (interferencia-proba). A 7. proba soran a paciensnek ijabb felolvasas nélkiil kellett
felidézte az ,,A” listan szerepld szavakat. A 8. proba a késleltetett visszahivast mutatja, mely
soran 20 perc elteltével kérdezték vissza az ,,A” listan szerepld szavakat. A teszt utan értékelték
a teljes tanuldsi pontszamot (total learning score) az elsd 6t proba soran megtanult szavak
Osszesitett szama alapjan, rovid tdvii memoria pontszamat a 7. proba alapjan és a hossza tava
retencidt a 8. proba alapjan, valamint az interferenciat (megjegyzett szavak szdma a ,,B”
listdbodl). A szamterjedelem tesztben a betegnek szdmsorokat olvastak fel, minden szdm utan 1
masodperc szilinetet hagyva. A vizsgalati személynek az elhangzas sorrendjében kellett
visszamondania ezeket a szamokat. Egy szdmsoron beliil a szdmok nem ismétlddtek, és

véletlenszerli sorrendben szerepelnek. Egy adott terjedelemhez 4 kiilonb6z6 szamsor tartozott.
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6.9 Statisztikai elemzés

A SYN immunreaktivitas optikai denzitdsat az autopszias és a biopszias kontrollokban
Student t-teszttel hasonlitottuk Ossze. Hasonloképpen Student-t tesztet hasznaltunk a SYN
denzitasanak Osszehasonlitdsara a TLE betegek €s a kontroll mintédk csoportjai kozott. A SYN
denzitasat a WM neuronok szadmaval, valamint a betegek klinikai adataival, tovabba a neuronok
szamat a betegek klinikai adataival Spearman korrelacios analizissel hasonlitottuk Gssze. A
memoria tesztek eredményei és a szovettani megfigyeléseink eredményei kdzotti kapcsolatot
linedris regresszid elemzéssel vizsgaltuk. A statisztikai szignifikancia szintet p < 0,05-nél
hataroztuk meg. A statisztikai elemzéseket az IBM SPSS szoftvercsomaggal (SPSS Inc. 25.

verzidja, MN) végeztiik.

6.10 Az eredményekhez valo személyes hozzdjarulas

A mintdk fény- ¢és elektronmikroszkdpos immunhisztokémiai festését a SYN elleni
ellenanyaggal részben én végeztem. A kordbban késziilt, foleg NeuN immunhisztokémiai

preparatumok festésében nem vettem részt.

crer

crer

egyediil végeztem, mig az elektronmikroszkdpos vizsgalataban részt vettem.
A fénymikroszképos szamszerli adatok betegek adataival vald Osszehasonlitdshoz a
betegek adatainak begylijtését és elokészitését, a statisztikai elemzéseket, valamint az abrak

készitését én végeztem.
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7 Eredmények

Korabbi tanulmanyokkal dsszhangban ¢és a 8. abran bemutatottak szerint a TLE betegek
neokortex alatti WM-aban tobb neuron talalhatd, mint a kontrollokban, noha ezek szinaptikus
kapcsolatainak és funkciondlis jelentdségének kideritése nem tortént meg (Emery és mtsai,
1997; Thom ¢s mtsai, 2001; Richter és mtsai, 2016). A szinapszisok azonositisa és
kvantifikadlasa érdekében SYN immunhisztokémidt végeztiink, egy preszinaptikus
terminalisokban jelen levé vezikularis fehérje kimutatasdval (Wiedenmann és Franke, 1985;

Alder és mtsai, 1992).
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8. abra: NeuN pozitivitas a temporalis neokortexben kontroll mintakban (A és C) és TLE
betegekben (B és D).
A szaggatott vonalak a sziirkedllomény (GM) ¢és a fehérallomany (WM) kozotti dtmenetet

mutatjak. Lépték = 500 um az A és B képen, 200 pm a C és D képen.
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7.1  Szinaptofizin immunreaktivitds a fehérallomanyban

A szinapszisokat immunhisztokémiaval a preszinaptikus axontermindlisok SYN
fehérjetartalma alapjan tettilk lathatova TLE betegekben és a kontroll személyekben. Két
kiilonb6z6 kontrollcsoportot hasznaltunk. Az intrakranialis tumor miatt operalt nem epilepszias
betegek kozépsé temporalis gyrusdnak sebészileg eltavolitott szdvetblokkjaibol késziilt
metszeteken végeztiink immunhisztokémiat. A vizsgalt szdvetmintdkat nem infiltraltdk
tumorsejtek. A biopszias mintak mellett autopsziabol szarmazd kontroll mintakat is
hasznaltunk. Mindkét mintdban a SYN+ struktarak kis pontokként jelentek meg a
metszetekben. Ahogy varhat6 volt, er6s SYN immunreaktivitast figyeltiink meg a GM-ban, és
egyértelmiien kirajzolodott a GM ¢€s a WM kozotti hatar. Alacsony szamban a kontrollcsoport
WM-aban is megtalalhatok voltak a SYN+ pontok (9.A ébra).

A TLE betegek mintdiban a SYN immunreaktivitas erdsebb volt a GM-ban, mint a WM-
ban. Néhany HS-os és MCD-s esetben a WM ¢és a GM kozotti hatar elmosddott volt (9.B abra).
A TLE mintdkban a legszembetiindbb a SYN+ pontok nagyobb stirtisége volt a WM-ban (9.B
abra). A mély WM-ban a SYN+ struktirdk eloszlasa valtozo volt (9.C-D éabra). Sok esetben a
SYN+ pontok egyenletesen oszlottak el, mig mas betegeknél a SYN immunreaktivitas foltos
megjelenése volt megfigyelhetd. Esetenként a SYN+ pontok parhuzamosan szervezddtek,
jelezve a dendritek mentén a szinaptikus terminalisok jelenlétét.

Annak igazolasara, hogy a fénymikroszkoppal megfigyelt SYN+ pontok valoban
szinapszisok, a SYN+ struktirakat TEM-mel is megvizsgaltuk. A SYN immunreaktivitas a
varakozasainknak megfeleléen a preszinaptikus axonterminalisokban volt talalhato (9.E-F

abra).
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9. abra: SYN immunreaktivitas a temporalis neokortexben fénymikroszkopos és
elektronmikroszképos felvételeken.

SYN immunreaktivitas egy kontroll (A) és egy epilepszias beteg (B) fehérallomanyaban (WM)
¢s sziirkedlloméanyéaban (GM). (C) Erés SYN immunreaktivitas egy TLE beteg WM-aban. (D)
A parhuzamosan rendezett SYN+ strukturdk preszinaptikus axontermindlisok jelenlétére
utalnak, amelyek dendriteken vagy WM neuronok axon-inicidlis szegmentuman végzddnek
TLE betegekben. (E) A SYN+ preszinaptikus termindlis (nyil) altal 1étrehozott axo-dendritikus
szinapszis TEM felvétele TLE betegben. (F) A SYN+ preszinaptikus termindlis TEM felvétele
(nyil), amely egy dendrittiiskével aszimmetrikus szinapszist alkot. A nyilhegyek az E és F
képeken a posztszinaptikus denzitdsra mutatnak. Lépték = 200 um az A és B képeken, 100 um
a C és D képeken, 200 nm az E és F képeken.
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7.2 A szinaptofizin immunreaktivitas kvantifikdacioja a fehérallomanyban

A SYN immunreaktivitas kvantifikacigjat a mély WM-ban koriilbeliil 500 pm-rel a WM
¢s a GM hatara alatt végeztiik mind az autopszids, mind a biopszias kontrollokban, valamint a
TLE mintdkban. Bar a biopszias preparatumokban a SYN+ pontok optikai denzitasanak atlaga
valamivel magasabb volt (6,73 +2,92), mint az autopszias mintakban (5,09 £ 3,54), a kiilonbség
a két kontrollcsoport kozott nem volt szignifikans (10.A 4bra). Ezért 0sszesitettiik a két kontroll
csoportbol nyert denzitasértékeket és a tovabbiakban ezt az atlagos SYN immunreaktivitas

denzitast (5,91 £ 3,04) hasznaltuk.
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10. abra: SYN immunreaktivitas optikai denzitasa kontrollokban és TLE betegekben.

(A) A SYN immunreaktivitas optikai denzitasanak atlaga a két kontrollcsoportban. A biopszias
(sziirke doboz) és az autopszids (fehér doboz) mintak kdzott nem volt szignifikdns kiilonbség a
SYN immunreaktivitdsban. (B) A SYN immunreaktivitds atlagos optikai denzitdsa a TLE
betegek mintdiban (fehér doboz) és a kontrollokban (sziirke doboz). (C) A SYN
immunreaktivitds atlagos optikai denzitdsa HS-ban (fehér doboz) és kontrollokban (sziirke
doboz). (D) A SYN immunreaktivitas atlagos optikai denzitdsa MCD indukalta TLE betegek
csoportjaban (fehér doboz) és kontrollokban (sziirke doboz). A csillagok a szignifikdns
kiilonbségeket jelzik. (C, D). A dobozdiagramokon a bajuszok az 5-0s és 95-0s percentilis

értékeket mutatjak.

66



A SYN+ pontok optikai denzitdsa a neokortex alatti WM-ban egyéni kiilonbségeket
mutatott a TLE betegek kozott. A SYN immunrekativitds atlagos denzitdsa 14 TLE beteg
neokortex alatti WM-aban 11,04 £ 3,13 volt, ami szignifikdnsan (p = 0,0007) magasabb, mint
a kontroll mintaké (10.B abra).

A HS asszocialt TLE betegekben a SYN optikai denzitdsanak atlaga 10,25 + 2,43 volt. A
HS-os betegek és a kontrollok SYN immundenzitdsa kozotti kiillonbség statisztikailag
szignifikans volt (p = 0,011; 10.C édbra). MCD-ben a SYN+ struktirak 4tlagos optikai siirtisége
13,04 + 5,13 volt, valamint a kontrollok és az MCD-vel asszocialt epilepszidban szenvedd
betegek SYN immunreaktivitdsa kdzotti kiillonbség nem volt statisztikailag szignifikans (10.D

abra).

7.3 A neuronszam és a szinaptofizin immunreaktivitdas optikai denzitdsa kozotti osszefiiggés

a neokortex alatti fehérallomanyban

Kutatdsunk ezen részében a WM neuronok szdmat korrelaltattuk a SYN immunreaktivitas
optikai denzitdsaval. A 14 vizsgalt TLE beteg koziil 13 beteg esetében rendelkeztlink adatokkal
mind a SYN immunreaktivitas optikai denzitasat, mind a NeuN+ WM neuronok teriiletegységre
jutd szamat illetden. Spearman korrelacids analizist alkalmazva szignifikdns pozitiv
osszefiiggést talaltunk a WM SYN immunreaktivitas optikai denzitasa és az 1 mm?-re es6 WM
neuronok szdma kozott (r = 0,87; p = 0,0001; 11.A abra). A HS-os TLE betegekben szintén
szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a SYN denzitdsa ¢s a WM neuronok szama kozott (r
= 0,81; p = 0,005; 11.B abra). Az MCD-s betegcsoportban a betegek alacsony szdma miatt
statisztikailag nem mutathatd ki szignifikdns Osszefiiggés, azonban nagyobb SYN denzitast
észleltiink azokban a mintdkban, amelyek teriiletegységenként nagyobb szdmu neuront

tartalmaztak.
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11. abra: A SYN immunreaktivitas optikai denzitasa és a fehérallomanyi neuronok
teriiletegységre es6 szama kozotti osszefiiggés TLE betegek csoportjaiban.
Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a WM neuronok stirtisége és a SYN immunreaktivitas

optikai denzitdsa kozott az egész TLE betegpopulacioban (A) és a HS asszocidlt TLE
betegekben (B).

7.4 A szovettani eredmények osszefiiggése a TLE betegek klinikai és kognitiv adataival

A neokortex alatti WM-ban mért SYN immunreaktivitdst a kovetkezd klinikai
paraméterekkel korrelaltuk: a betegek ¢életkora és neme, életkor az epilepszia kezdetekor és a
betegség idétartama. A korrelacids analizis nem mutatott szignifikdns Osszefiiggést a fent
emlitett paraméterek és a SYN immunreaktivitas kozott. Meg kell azonban jegyezniink, hogy
az autopszias kontrollok életkora szignifikdnsan magasabb volt, mint a TLE betegek ¢letkora,
bar az egyes TLE betegek ¢letkora jelentdsen kiilonb6zo volt, és mindkét irdnyban szignifikans
eltérést tapasztaltunk a betegek atlagéletkoratol. Azon TLE betegek mintaiban, akik fiatalabbak
voltak, mint a teljes TLE csoport atlagéletkora, a NeuN és a SYN immunreaktivitast
Osszehasonlitottuk az atlagéletkornal idésebb betegek mintaival. Eszerint nem volt szignifikans
kiilonbség sem a neuronok szamaban, sem a SYN denzitasban a fiatalabb és az idésebb csoport

kozott.
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A SYN immunreaktivitds és a mitét elétti év rohamfrekvencidja kozotti Osszefiiggést
vizsgalva nem taldltunk szignifikans kiilonbséget. Nem taldltunk Osszefliggést a SYN
immunreaktivitas és a gyermekkori lazgores eléfordulasa kozott sem.

A betegek posztoperativ kimenetelét illetéen az Engel osztalyozast alkalmaztuk (Engel és
mtsai, 1993; Durnford és mtsai, 2011). Tizenkét TLE beteglink valt rohammentessé a miitétet
kovetden, akik igy az Engel 1. osztdlyaba keriiltek. Egy beteg a 2. osztalyba keriilt, ami
valamivel rosszabb miitét utani eredményre utal. Egyetlen betegnél nem tortént jelentds javulas,
6 a 4. osztalyba keriilt. Az Engel 1. osztaly tovabbi alosztalyokra oszthato. A legkedvezdbb
kimenetelli, antiepileptikumok (AED) nélkiil teljesen rohammentessé valt betegek az 1A
osztalyba tartoznak. Az Engel 1B osztalyba azok a betegek tartoznak, akiknek csak egyszerii
parcialis rohamai voltak az epilepszia miitét ota, mig azok a betegek, akiknek a miitétet
kovetden eléfordultak epilepszids rohamai, de a miitét utani 2 évben rohammentesek voltak, az
1C osztalyba keriiltek. Azok a betegek, akiknél generalizalt rohamok jelentkeztek az AED
megvonasa miatt, az Engel 1D osztalydba keriiltek. A posztoperativ kimenetel ¢és a szovettani
eredmények kozotti 6sszefliggés elemzése soran kiilon vizsgaltuk azokat a betegeket, akik AED
nélkil valtak teljesen rohammentessé (1A osztaly), valamint az Engel 1B-D osztalyéaba tartozo
betegeket. A két kategéridhoz szamértékeket rendeltiink: az Engel 1A csoporthoz 0,5-6t, a
tobbi, Engel 1B-D osztalyokhoz pedig 1-et rendeltiink. Mas Engel osztalyok esetében az
alosztalyokat nem vettiik figyelembe, és a hozzarendelt szamérték megegyezett az osztaly
szamaval. Elemzésiink kimutatta, hogy a posztoperativ eredmény és a SYN immunreaktivitds

optikai denzitasa kozott szignifikans (p = 0,03) negativ 6sszefliggés van (12.A éabra).
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12. abra: A fehérallomanyi SYN immunreaktivitas optikai denzitasa és a TLE betegek
posztoperativ kimenetele kozotti osszefiiggés.

(A) A grafikon a SYN immunreaktivitds optikai denzitasa és a TLE betegek Engel-osztalyozas
szerinti posztoperativ kimenetele kdzotti szignifikans korreldciot mutatja. Az Engel 1. osztalyt
tovabb osztottuk 1A ¢és 1B-D alosztalyokra. A posztoperativ kimenetel és a szdvettani
eredmények kozotti osszefliggés elemzéséhez ezekhez az alosztalyokhoz szamszerii értékeket
rendeltiink a kovetkezdképpen: 1A — 0,5, 1B-D —1. Ezek az értékek az A grafikon y-tengelyén
lathatok. (B) A SYN immunreaktivitas optikai denzitdsa €s a betegek posztoperativ kimenetele

kozotti kapesolat az Engel-osztalyozas szerint MCD-indukalt TLE-ben.
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A TLE csoport HS alcsoportjdban minden beteg rohammentess¢ valt, és az Engel 1.
osztalyba tartozott. A SYN immunreaktivitds és a HS-os betegek posztoperativ kimenetelének
Osszefliggését elemezve nem taldltunk szignifikdns Osszefiiggést. Hasonloképpen, nem
talaltunk szignifikéns osszefliggést a SYN immundenzitas és a posztoperativ kimenetel kdzott
az MCD csoportban, azonban a tendencia (p = 0,051) azt mutatta, hogy min¢l magasabb a SYN
immundenzitas, annal kedvezébb volt a posztoperativ kimenetel (12.B édbra). A WM NeuN+
sejtek stirisége ¢és a TLE betegek posztoperativ kimenetele kdzott nem talaltunk szignifikdns
Osszefiiggést, bar megfigyeltiik, hogy minél nagyobb a WM neuronok stirisége, annal jobb a
posztoperativ eredmény (nem abrazoltuk).

A szdvettani eredmények €s a betegek kognitiv teljesitménye kozotti lineéris regresszios
elemzés azt mutatta, hogy a neuronok slirlisége és a szinapszisok denzitisa a WM-ban
Osszefiigg a verbalis memoriaval (13. 4dbra). A SYN immunreaktivitas optikai denzitasa
szignifikans negativ Osszefliggést mutatott az AVLT interferencigjaval (F(1,11) = 7,57, p <
0,05) (13.A ébra). Hasonloképpen, a nagyobb neuronsiirliség alacsonyabb interferencia-
pontszammal jart az AVLT tesztben, bar az dsszefliggés nem volt statisztikailag szignifikans
(F(1,11) = 2,86, p = 0,11). A rovid tava verbalis memdria tekintetében szignifikans pozitiv
korrelaciot figyeltiink meg a szdmterjedelem teszt pontszamai ¢s a SYN immunreaktivitas
(F(1,11) = 4,81, p = 0,05), valamint a neuronok stirtisége (F(1, 11) = 11,4, p < 0,01) kozott
(13.B és C 4bra). A vizualis figyelem és memoria tesztek pontszamai, beleértve a ROCF tesztet,

nem mutattak szignifikans korrelaciot a SYN immundenzitdssal €s a NeuN+ sejtek stirtiségével.
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13. abra: A SYN immunreaktivitas optikai denzitasa (A és B), a WM neuronok
teriiletegységre es6 szama (C) és a teljes TLE betegpopulacio verbalis memoria
pontszamai kozotti osszefiiggés.

(A) A grafikon a SYN denzitas és az AVLT interferencia kozotti szignifikans negativ linearis
regressziot mutatja a teljes TLE betegpopuldcioban. (B) A grafikon a SYN denzitas és a
szamterjedelem teszt pontszamai kozotti szignifikdns pozitiv lineéris regressziot mutatja. (C)
A grafikon a WM neuronok teriiletegységre esé szama ¢€s a szamterjedelem teszt pontszamai

kozotti szignifikans pozitiv linedris regressziot mutatja.
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A HS-ban szenvedd TLE betegek csoportjaban nem volt szignifikans linedris regresszio a
SYN immunreaktivitas optikai denzitasa és a verbalis memoria pontszamai kozott, valamint a
NeuN+ sejtek teriiletegységre esé szdma és az AVLT interferencia kozott (14.A, B, C abra). A
HS-os betegek WM neuronstirlisége és verbalis memoria teljesitménye kozotti dsszefliggést
elemezve szignifikans (F(1,8) = 5,573, p = 0,046) pozitiv linearis regressziot talaltunk a NeuN+
sejtek denzitdsa és a szamterjedelem teszt pontszamai kozott (14.D ébra). Bar az MCD-ben
szenvedd TLE betegek mintdinak alacsony szama nem tette lehetévé a statisztikai elemzést, a
SYN immunreaktivitas optikai denzitdsa és az AVLT-ben mért interferencia pontszamok,

valamint a szamterjedelem teszt pontszamai korrelaciot mutattak.
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14. abra: A SYN immunreaktivitas optikai siiriisége (A és B), a fehérallomanyi
neuronok teriiletegységre esé szama (C és D) ¢és a HS-ban szenved6 TLE betegek
verbalis memoria pontszama kozotti 6sszefiiggés.

(A) A grafikon a SYN immunreaktivitds optikai denzitdsa és az AVLT interferencia kozotti
nem szignifikdns kapcsolatot mutatja. (B) Nem szignifikans dsszefiiggés a SYN denzités és a
szamterjedelem teszt pontszamai kozott. (C) Nem szignifikédns 6sszefliggés a WM neuronok
teriiletegységre esO szdma és az AVLT interferencia kozott. (D) Szignifikans pozitiv korrelacid
(p = 0,046) a WM neuronok teriiletegységre esd szama ¢és a szamterjedelem teszt pontszdmai

kozott.
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A fenti eredmények miatt Osszefliggést kerestiink a szdvettani eredményeink, a 1€zid
oldalisaga, valamint a betegek jobb- illetve balkezessége kozott. 14 betegbdl 13 beteg volt
jobbkezes és egy balkezes. A HS-os betegek mindegyike jobbkezes volt, a balkezes beteg MRI
diagnozisa MCD volt. 14 beteglink koziil 12 betegnél alltak rendelkezésiinkre az operacié elott
elvégzett funkcionalis MRI vizsgélatok eredményei, melynek segitségével megéllapitottak,
hogy az egyes betegeknél mely agyfélteke a domindns, illetve a subdominans. A betegeknél
néhany esetben enyhén bilateralis beszédkdzpontot mutatott a vizsgélat, de minden esetben bal
oldali dominancia volt megfigyelhetd. Mivel a vizsgalt betegek kozott nem volt olyan, akinél
az fMRI vizsgalat egyértelmiien jobb oldali dominanciat mutatott volna, igy nem tudtuk a
betegeket ez alapjan két csoportra osztani és statisztikai kovetkeztetéseket levonni.
Elképzelhetd, hogy nagyobb esetszdmnal taldlndnk valamilyen Osszefiiggést a féltekei
dominancia, a szinaptofizin denzitas és a verbalis memoria adatok kozott.

Az elébbiek alapjan viszont a betegeinket kettéoszthatjuk dominans és subdominans TLE
csoportokra annak alapjan, hogy az epilepsziat okozd 1ézi6 az fMRI vizsgalat altal
dominansnak, illetve subdominansnak itélt féltekén helyezkedett-e el. fgy, mivel a mi
kutatasunkban minden beteg fMRI vizsgalata bal dominans féltekét mutatott, azok a betegek
tartoznak a dominans TLE csoportba, akiknél a 1ézi6 a bal oldalon helyezkedett el, mig a jobb
oldali 1ézioval rendelkezd betegek alkotjak a subdominans TLE csoportot. A két csoportban
megvizsgalva a szinaptofizin denzitast, a domindns TLE csoportban (ahol a 1¢zi6 bal oldalon
volt), enyhén magasabb szinaptofizin denzitast mértiink, mint a subdomindns TLE csoportban
(akiknél a jobb agyféltekében volt az epilepsziat okoz6 1€zid), de a kiilonbség nem volt
szignifikans.

Azoknal a jobbkezes betegeknél, akiknél az epilepsziat okozo agyi 1ézi6 a bal oldalon
(dominans féltekén) volt, 6sszevetettiik a verbalis memoria tesztek eredményeit a szinaptofizin
denzitasaval, de sem az interferencia, sem a szamterjedelem teszt eredményeivel nem talaltunk
korrelaciot. Ugyanezt nem tudtuk megvizsgélni a balkezes, kontralateralis (jobboldali) 1ézioval
diagnosztizalt betegeknél, mivel a betegeink koziil egy volt balkezes, akinél bal oldali MCD

okozta az epilepsziajat.
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8 Megbeszélés és kovetkeztetések

Jelen tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a TLE betegek neokortex alatti WM-aban
szignifikdnsan nagyobb a szinapszisok denzitdsa, mint a kontrollokban. Emellett szignifikans
pozitiv Osszefiiggést figyeltlink meg a szinapszisok €és a neuronok denzitasa kozott az
epilepszias betegek WM-aban. A szinapszisok denzitdsa szignifikdnsan korrelalt a betegek
posztoperativ kimenetelével. Emellett a neuronok szama, a szinapszisok denzitdsa és a betegek
verbalis memoria teljesitménye kozott szignifikdns pozitiv regressziot lattunk. A szinapszisok
denzitasat kiilon vizsgaltuk a HS-ban és a MCD-ben szenvedé TLE betegek csoportjaiban.
Eredményeink szerint a szinapszisok denzitdsa szignifikdnsan magasabb volt a HS-ban
szenvedd betegek WM-aban, mint a kontrollokban. Emellett szignifikdns pozitiv korrelaciot
talaltunk a szinapszisok denzitasa és a neuronok stirlisége kozott a HS-ban szenvedd betegek
neokortex alatti WM-aban.

Ismert, hogy epilepszids betegekben nagyobb mind a neokortex alatti, mind az
archikortikalis WM-ban talalhat6 neuronok szdma a nem epilepszias kontrollokhoz képest
(Emery és mtsai, 1997; Thom és mtsai, 2001; Richter és mtsai, 2016). Munkacsoportunk a WM
neuronok kozott serkentd és gatld neuronokat is kimutatott (Richter és mtsai, 2016). A WM
neuronok funkcionalis jelentdségérdl, valamint szinaptikus kapcsolatairdl kordbban nem alltak
rendelkezésre egyértelmii informaciok. Vizsgalatunkban a szinapszisokat
immunhisztokémiaval tettiik lathatova a preszinaptikus axonterminalisok SYN fehérjetartalma
alapjan (Wiedenmann ¢és Francke, 1985). SYN+ struktirdkat mind a TLE betegek, mind a
kontroll mintdk WM-aban megfigyelhetiink. Fénymikroszkoppal a SYN+ terminalisokat kis
pontokként lattuk. Immunelektronmikroszkopos vizsgélattal igazoltuk a SYN lokalizéciojat a
preszinaptikus axonterminalisokban, ami Osszhangban van a kordbbi tanulmanyokkal

(Wiedenmann ¢s Franke, 1985; Rehm ¢s mtsai, 1986).

8.1  Technikai megfontolasok és a vizsgalatunk korlatai

Vizsgalatunkban a neokortex alatti WM szinapszisainak mennyiségi meghatarozasat, azaz
a SYN immunreaktivitas optikai denzitasanak mérését fénymikroszkopos metszetekben
végeztik. Egy kordbbi munkédban Armbruszt és mtsai. (2015) laboratoriumunkban két olyan
kiilonboz6 szoftvert hasonlitottak dssze, amely immunreaktiv struktarak optikai denzitdsanak
mérésére alkalmas. Az ImageJ, a NIH USA altal tAmogatott nyilt forraskodu, Java alapt

képfeldolgozo és elemzd programot hasonlitottak 6ssze az AnalySIS (Olympus Corporation)
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szoftverrel (Armbruszt és mtsai, 2015). Megéllapitast nyert, hogy mindkét program alkalmas
az optikai denzitds mérésére immunfestett metszeteken, ezért jelen vizsgalatunkban ImagelJ-t
hasznaltunk. Az igy elvégzett kvantifikdcié soran szignifikansan magasabb SYN optikai
denzitast mértiink TLE-ban a kontrollokhoz képest.

A kontroll mintdk esetében két kontrollcsoport temporalis neokortexének WM-at
hasznaltuk. A gyorsan novekvd intrakranialis daganatok miatt idegsebészeti miitéten atesett
betegek alkottdk az egyik kontrollcsoportot. Ezekben az esetekben a neokortex alatti WM
rezekcigjat szigoruan terapids célbol végezték, mely a tumor biztonsagos ¢és radikalis
eltavolitasa érdekében tortént. A rezekdlt szovetet az eltdvolitds utdn azonnal fixaloba
helyeztiik. A vizsgalatunkban hasznalt WM szovet a radikalis rezekcid miatt nem tartalmazott
tumorsejteket. A biopszids mintak mellett autopszias kontroll mintdkat is alkalmaztunk.
Valoszinlileg a halal beallta és az agymintdk fixalasa kozott eltelt id6 miatt a SYN
immunreaktivitds az autopszids kontrollcsoportban gyengébb, az optikai denzitds pedig
alacsonyabb volt, mint a miitétileg eltavolitott biopszias kontrolloké. A két csoport kozotti
kiilonbség azonban nem volt szignifikans. Ez azt jelzi, hogy mindkét kontroll hasznalhato a
TLE betegek WM mintdinak SYN immundenzitdsdval vald Osszehasonlitdsra. Ennek
megfeleléen a kontroll mintdink optikai denzitds értékeit Osszevontuk, hogy egyetlen
kontrollcsoportot alkossunk, amely felhasznalhaté a TLE betegek SYN immundenzitdsanak
Osszehasonlitasara.

Jelen munkénak természetszertileg vannak limitacioi. E16szor is, az elemszadm viszonylag
kicsi, ami a statisztikai 6sszehasonlitasokat teszi nehézzé. A HS-ban szenvedd TLE csoportban
10 beteg metszetein vizsgaltuk a NeuN+ sejteket ¢s SYN+ struktirakat. A mintdk szdma
kiilondsen alacsony volt az MCD-s TLE betegek csoportjaban (n = 4). Az alacsony mintaszdm
ellenére szignifikans kiilonbséget taldltunk a kontrollok és a TLE betegek SYN
immunreaktivitdsdnak optikai strisége, valamint a kontrollok és a HS-ban szenvedé TLE
betegek ezen paraméterei kozott. A teljes betegpopulaciot és a HS-os betegeket tekintve
szignifikans pozitiv 0sszefiiggést talaltunk a SYN+ struktirak optikai denzitasa és a NeuN+
sejtek stirlisége kozott. Emellett szignifikdns 0Osszefiiggést figyeltink meg a SYN
immunreaktivitds optikai denzitidsa és a TLE betegek posztoperativ kimenetele kozott.
Szignifikéns pozitiv korrelaciét taladltunk a NeuN-, valamint a SYN immunreaktivitds és a
hogy a nagyobb mintaszam erdsitené tanulméanyunk statisztikai erejét. A viszonylag alacsony
mintaszam ellenére azonban az eredeti kérdésilinkre, amely a WM neuronok ¢€s szinapszisok

TLE-ban betoltott lehetséges funkcionalis szerepére vonatkozott, valaszt kaptunk. Korabbi
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tanulmanyok alapjan a TLE leggyakoribb forméja a HS, és ezzel 6sszhangban az epilepszids
betegeinknek nagyobb csoportja volt HS-os és kevesebben szenvedtek MCD-ben (Lehericy és
mtsai, 1997; Bliimcke és mtsai, 2002, Bliimcke, 2009; Howe és mtsai, 2010). Hangsulyoznunk
kiilonbség korrelal a TLE MR-leletek prevalenciajanak kiilonbségével.

Vizsgalatunk masik korlatja a TLE betegek és a kontrollok életkora kozotti kiilonbség.
Kiilondsen az autopszias kontrollok életkora volt szignifikdnsan magasabb, mint a TLE betegek
¢letkora. Hangstlyoznunk kell azonban, hogy a TLE csoportba tartozo egyének életkora is
eltéré volt, és mindkét irdnyban jelentds eltérések voltak megfigyelhetok a betegek
atlagéletkoratol. Ezzel szemben nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a neuronok
terliletegységre esé szamaban és a SYN optikai denzitasaban azon TLE betegek mintaiban, akik
fiatalabbak voltak a teljes TLE csoport betegeinek 4tlagéletkorandl, Osszehasonlitva az
atlagéletkoranal id6sebbek denzitdsaival. Emellett nem taldltunk Osszefliggést a neuronok
terliletegységre esé szdma ¢s a betegek ¢letkora, valamint a SYN denzités és a betegek ¢életkora
kozott sem. Bar nem zdrhatjuk ki, hogy a neuronok teriiletegységre esé szama és a SYN
denzitas bizonyos mértékii csokkenése a WM-ban Osszefliggésbe hozhatd az oregedéssel, a
neuronok teriiletegységre esd szama vagy a SYN denzitds és a betegek ¢életkora kozotti
korrelaci6 hidnya arra utal, hogy a TLE betegekben megfigyelt szignifikdnsan magasabb
neuron- illetve SYN denzités értékek inkabb az epilepszidnak kdszonhetdk, mint a betegek

alacsonyabb életkoranak.

8.2 Neuronok és szinapszisok a fehérallomanyban

Korabbi tanulményok neuronok jelenlétérdl szamoltak be TLE-ban szenvedd betegek
neokortex alatti WM-aban, bar ezeknek a rohamok kialakuldséara és fenntartasara gyakorolt
hatasat nem bizonyitottak (Hardiman és mtsai, 1988; Emery és mtsai, 1997; Kasper és mtsai,
1999; Thom és mtsai, 2001; Suarez-Sola és mtsai, 2009; Liu és mtsai, 2014; Richter és mtsai,
2016). A SYN immunreaktivitds nagyobb optikai denzitdsa mellett - amit TLE betegekben
talaltunk a kontrollokhoz képest - szignifikans pozitiv linearis korrelacidt lattunk a WM
neuronok teriiletegységre es6 szdma és a SYN immunreaktivitds optikai denzitasa kozott. Az
Osszefliggés azt sugallja, hogy a WM neuronok funkciondlisan aktivak lehetnek és szerves
részét képezhetik a temporalis lebeny neurondlis koreinek TLE-ban. A WM-ban levd

szinaptikus termindlisok eredetét illetden tobb lehetdség meriil fel. A SYN+ termindlisok
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kortikalis és/vagy szubkortikalis neuronokbdl szdrmazhatnak, de a SYN+ preszinaptikus
terminalisok forrasai WM neuronok is lehetnek.

Tanulmanyunk masik eredménye is alatdmaszthatja, hogy a WM neuronok és szinapszisok
funkcionalisan aktivak. A neuronok szdmanak és a SYN immunreaktivitas optikai stiriségének
korrelacidja a betegek neuropszichologiai adataival — ezen beliil is a verbalis memoriara
vonatkoz6 értékekkel - szignifikdns pozitiv Osszefliggést mutatott: a rovid tdva verbalis
memoria szignifikans pozitiv korrelaciét mutatott a neuronok teriiletegységre esé szdmaval,
valamint a SYN immunreaktivitds denzitasaval az epilepszias betegek WM-dban. Ezenkiviil a
SYN immunreaktivitds optikai denzitdsa és az AVLT interferencia kozott szignifikans
regressziot figyeltink meg. Ezek az adatok egyértelmiien jelzik a WM szinapszisok
funkcionélis jelentéségét a temporalis lebenyben. Erdekes, hogy a SYN fehérje eliminacioja
egerekben viselkedési valtozasokat idézett eld, beleértve a tanulds és a memoria karosodasat.
Mindez arra utalt, hogy a SYN nem nélkiil6zhetetlen a szinaptikus vezikula kialakuldsa és
uriilése sordn, valdsziniileg szerepet jatszik a szinaptikus atvitel és a tanulasi folyamatok
hatékonysaganak modulalasaban is (Schmitt és mtsai, 2009).

A funkciondlis neurdlis halézatok WM-on beliili 1étezését MRI-vizsgalatok is
alatamasztjak, amelyekben tigy tlinik, hogy a GM-hoz hasonléan a WM is a belsd funkcionalis
szervezOdések funkciondlis modulok kélcsonhatd héldzataként van jelen (Ding és mtsai, 2016;
Peer és mtsai, 2017). Peer és mtsai. (2017) kimutattdk, hogy ezek a hal6zatok mélyebbre
nyulnak, mint a WM ¢és a GM hatara, és a neuronadlis tevékenységre utald jelek a WM-on
beliilrél szarmaznak, ami 6sszhangban van eredményeink értelmezésével.

A neokortex alatti WM ¢érintettségét TLE-ban MRI vizsgélatok is megerdsitették (Concha
¢és mtsai, 2009; Riley és mtsai, 2010; Nagy és mtsai, 2016). A temporalis lebeny WM
axonkdtegeiben Kkiterjedtebb diffuzids abnormalitast figyeltek meg mesialis temporalis
sclerosis (MTS) esetén, mint a nem lézionalis TLE-ban (Liu és mtsai, 2012). Az fMRI
vizsgalattal a WM halozatok funkcionalis zavarat mutattdk ki MTS-ban, és arra kovetkeztettek,
hogy a mély WM halozatok kulcsfontossagl halozati csomopontok, amelyek hozzajarulhatnak
a TLE betegek GM-anak jelentds funkciondlis megvaltozasdhoz (Cui és mtsai, 2021). Mas
tanulmanyok alapjan a heterotop WM neuronok MCD-ben bizonyos mértékig részt vesznek az
agy normal miikddésében (Miiller és mtsai, 1998; Spreer és mtsai, 2001; Janszky és mtsai,
2003).

A temporalis kéreg neokortex alatti WM-éban levd szinapszisok jelentdségét a SYN
immunreaktivitds optikai denzitdsa és a TLE betegek posztoperativ kimenetele kozotti

Osszefiiggés jelzi. A posztoperativ kimenetel értékeléséhez Engel osztalyozast alkalmaztunk.
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Szignifikans negativ korrelaciot figyeltiink meg a TLE betegek posztoperativ kimenetele és a
SYN immunreaktivitas optikai denzitdsa kdzott, ami azt mutatja, hogy minél nagyobb a SYN
immunreaktivitds denzitdsa, annal jobb a betegek posztoperativ eredménye. Az alacsony
betegszam (n = 4) ellenére tendencia figyelheté meg az MCD-ben szenvedd TLE betegek
posztoperativ kimenetele és a SYN immunreaktivitas optikai denzitdsa kozott. A WM neuronok
teriiletegységre es6 szama ¢és az MCD-ben szenvedd betegek posztoperativ kimenetele kdzott
hasonld tendenciat nem talaltunk, bar a posztoperativ eredmény valamivel jobb volt azoknal a
betegeknél, akiknél nagyobb WM neuronszamot lattunk. Ezek az dsszefiiggések azt mutatjak,
hogy a WM szinapszisok jelentds szerepet jatszhatnak az epilepszias rohamok kialakulasaban
¢és fenntartasaban MCD-ban szenvedd betegeknél is, és a WM neuronokat és szinapszisokat
tartalmazé teriilet eltavolitdsa nagymértékben hozzajarult a betegek kedvezd posztoperativ
kimeneteléhez. Egy kordbbi tanulmény szerint a WM neuronok megndvekedett denzitdsaa TLE
betegek rosszabb posztoperativ kimenetelével jart egyiitt (Kasper és mtsai, 1999). Azonban
Hardiman ¢és mtsai. (1988), valamint Thom ¢és mtsai. (2001) Osszefliggést talaltak a WM
neuronok jelenléte és a TLE kedvezd posztoperativ kimenetele kozott. Eredményeink
Osszhangban vannak az O adataikkal, és kiegészitik azzal, hogy a neuronok mellett a
szinapszisok nagyobb denzitasa is jobb posztoperativ kimenetelhez kapcsolodik.

A WM szinapszisok WM neuronokon val6 kialakuldsdnak pontos mddja és ideje nem
tisztazott, és két alapvetdé magyarazat vetddik fel. Egyik magyarazat lehet az agykéreg koros
fejlodése, melyet alatdmaszt a WM-ban talalhatd neuronok nagyobb szdma (Hardiman és mtsai,
1988; Kasper és mtsai, 1999; Thom és mtsai, 2001; Richter és mtsai, 2016), valamint a WM
neuronok teriiletegységre es6 szama ¢és a szinapszisok denzitdsa kozotti szignifikans pozitiv
Osszefiiggés. A vizsgalatunkban talalt megnovekedett SYN optikai denzitds a WM-ban arra
utal, hogy a WM-ban talalhaté neuronok szinaptikus bemenetet kapnak, bar az axonjaik eredetét
az altalunk alkalmazott szovettani technikdval nem lehet kimutatni. A WM szinapszisokat
Masik lehetdség, hogy a WM neuronok egymason végzddnek, €és rendellenes szubkortikalis
koroket képeznek, igy részét képezhetik az epilepszids halozatoknak, és szerepet jatszhatnak az
epilepszias roham kialakuldsaban és fenntartdsaban. A kortikalis diszgenézis allatmodelljében
Osszetett szinaptikus valaszokat figyeltek meg a szomszédos WM elektromos stimulaldsakor,
ami arra utal, hogy a heterotop neuronok lokalis serkentd és gétlo szinaptikus kapcsolatokat
hozhatnak létre, és részt vehetnek epileptiform eseményekben (Smith és mtsai, 1999). A WM
szinapszisok nagy denzitdsdnak masik magyarazata lehet a szinaptikus atrendezddés jelensége,

mely ismert jellemzdje az epilepszianak (Magloczky, 2010; Toth és mtsai, 2010; Colciaghi és
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mtsai, 2014). Az axonsarjadzas és a szinapszisok képzddése a trofikus faktorok stimulalod
hatasanak koszonhet6 (Cronin és mtsai, 1992; Represa és Ben-Ari, 1997; Peng és mtsai, 2013).
Hasonlo jelenség valdszinli a GM mellett a neokortex alatti WM-ban is, ami névelheti a WM

szinapszisok szamat.
Munkank rdmutat a WM neuronok és szinapszisok funkcionalis jelentdségére, bar a TLE-

ban betoltott szerepiik tovabbi kutatast igényel. A funkcionalis halézatok jelenléte a WM-on

beliil 4 utakat nyithat meg a kognitiv és klinikai idegtudomany kutatasaban.
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9 Eredmények osszefoglalasa

9.1 Az epilepszias betegek gyrus dentatusaban talalt eredmények osszefoglalasa

1.

crer

s

betegcsoportban.

HS-ban szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk az axonsarjadzas mértéke és az
Az immunelektronmikroszkopos eredményeink alapjan megéllapithatjuk, hogy
azokon a teriileteken, ahol fénymikroszkoppal axonsarjadzast lattunk, HS esetén a
PV+ neuronok posztszinaptikus célstruktirdja részlegesen megvaltozik: a
szemcsesejt szomaja helyett a dendtriten vagy dendrittiiskén végzddnek az
axonterminalisok.

HS-ban a szinaptikus reorganizacio kovetkeztében a GD molekularis rétegében is
megtalalhatok a PV+ neuronok axonjai, és megvaltozik a célstruktirat érintd
szelektivitasuk.

Ezek a véltozasok hozzéjarulhatnak a GD-on beliili aberrdns neurondlis hal6ézatok
kialakuldsdhoz ¢és ezzel az epilepszias allapot kialakulasat és fenntartasat

tdmogatjak.

9.2 Az epilepszias betegek neokortex alatti fehérallomanyaban talalt eredmények

osszefoglalasa

1. Megallapitottuk, hogy TLE betegekben szignifikansan magasabb a SYN
immunreaktivitas optikai denzitdsa, mint kontrollokban.

2. Osszefiiggést taldltunk a WM neuronok teriiletegységre esé szama és a SYN
immunreaktivitds optikai denzitasa kozott.

3. Szignifikans korrelaciot talaltunk a TLE betegek posztoperativ kimenetele és a
SYN denzitas kozott.

4. A TLE betegek szovettani eredményei és a verbalis memoria kdzott is dsszefliggést

talaltunk. A rovid tavh verbalis memoria szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott a
betegek WM-dban levé neuronok teriiletegységre esé szdmaval és a SYN

immunreaktivitas optikai denzitasaval.
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Eredményeink arra utalnak, hogy a TLE betegekben taldlt WM neuronok
funkcionalisan aktivak, hiszen nagyszamu szinaptikus bemenetet kapnak mas kérgi,
szubkortikalis vagy WM-on beliil elhelyezkedd idegsejtektdl, és feltételezhetd,

hogy részét képezik az epilepszias neuronhal6zatoknak.
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Abstract—In the present study, we examined parvalbumin-immunoreactive cells and axons in the dentate gyrus of
surgically resected tissues of therapy-resistant temporal lobe epilepsy (TLE) patients with different etiologies.
Based on MRI results, five groups of patients were formed: (1) hippocampal sclerosis (HS), (2) malformation of
cortical development, (3) malformation of cortical development + HS, (4) tumor-induced TLE, (5) patients with
negative MRI result. Four control samples were also included in the study. Parvalbumin-immunoreactive cells
were observed mostly in subgranular location in the dentate hilus in controls, in tumor-induced TLE, in malfor-
mation of cortical development and in MR-negative cases. In patients with HS, significant decrease in the number
of hilar parvalbumin-immunoreactive cells and large numbers of ectopic parvalbumin-containing neurons were
detected in the dentate gyrus’ molecular layer. The ratio of ectopic/normally-located cells was significantly higher
in HS than in other TLE groups. In patients with HS, robust sprouting of parvalbumin-immunoreactive axons were
frequently visible in the molecular layer. The extent of sprouting was significantly higher in TLE patients with HS
than in other groups. Strong sprouting of parvalbumin-immunoreactive axons were frequently observed in
patients who had childhood febrile seizure. Significant correlation was found between the level of sprouting of
axons and the ratio of ectopic/normally-located parvalbumin-containing cells. Electron microscopy demonstrated
that sprouted parvalbumin-immunoreactive axons terminate on proximal and distal dendritic shafts as well as on
dendritic spines of granule cells. Our results indicate alteration of target profile of parvalbumin-immunoreactive
neurons in HS that contributes to the known synaptic remodeling in TLE. © 2020 The Author(s). Published by Elsevier
Ltd on behalf of IBRO. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-
nd/4.0/).

Key words: hippocampal sclerosis, calcium-binding protein, axo-somatic inhibition, axo-dendritic inhibition, pathology, febrile
seizure.

INTRODUCTION

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common form of
focal epilepsies. In more than half of the patients, therapy-

et al., 2002, 2009; de Lanerolle et al., 2003; Howe
et al., 2010). Neuronal loss in the sclerotic hippocampal
formation includes death of excitatory and inhibitory cells
in Ammon’s horn (CA1 and CA3 regions), as well as in the

resistant epilepsy is associated with sclerosis of the
medial temporal lobe structures including the
hippocampal formation (Lehericy et al., 1997; Blumcke
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epilepsy.
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hilus of the dentate gyrus (DG) (de Lanerolle et al., 1989;
Robbins et al., 1991; Blimcke et al., 1999, Blimcke et al.,
2000; Seress et al., 2009; Toth et al., 2010). Synaptic
reorganization of surviving neurons is another character-
istic feature of the hippocampal sclerosis (HS). Data are
abundant about the sprouting of granule cell axons
(mossy fibers) into the molecular layer of the DG. While
mossy fibers normally terminate on both excitatory and
inhibitory neurons of the CA3 region and those of the den-
tate hilus (Frotscher, 1985, 1989; Ribak, 1985; Claiborne
et al., 1986; Soriano and Frotscher, 1993; Acsady et al.,
1998), in the epileptic human hippocampal formation as
well as in animal models of TLE, mossy terminals form
synapses on granule cell dendrites in the molecular layer

This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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of the DG (Houser et al., 1990; Cavazos et al., 1991;
Represa et al., 1993; Mathern et al., 1994; Franck et al.,
1995).

Sprouting of pyramidal cells’ axons in the CA1 region
may result in a stronger excitatory input to neighboring
pyramidal neurons (Lehmann et al., 2000, 2001). More-
over, stronger excitation may be caused by sprouting of
subicular axons terminating on CA1 pyramidal cells
(Lehmann et al., 2000). Axons of excitatory neuronal
afferents to the hippocampal formation, such as the
supramammillary pathway, sprout as well. This results
in a wider termination zone on the dendrites of granule
cells in the molecular layer of DG that may further
increase the excitability of granule cells (Borhegyi and
Leranth, 1997; Magloczky et al., 2000; Soussi et al.,
2015).

In addition to axons of excitatory neurons, synaptic
reorganization of GABAergic neurons have also been
reported. Axonal sprouting of inhibitory axo-dendritic
local circuit neurons, that contain calbindin and
innervate inhibitory neurons, may result in stronger
excitation (Wittner et al., 2002). Terminals of axo-axonic
neurons containing parvalbumin (PV) have been found
more frequently on axon-initial segments of granule cells
in HS than in controls (Wittner et al., 2001). Sprouting of
somatostatin and neuropeptide Y expressing axons was
also detected in the DG (de Lanerolle et al., 1989;
Mathern et al., 1995; Sperk et al., 2007). Using glutamate
decarboxylase (GAD) immunohistochemistry, Mathern
et al. (1995) have shown strong GAD immunoreactivity
in the inner one-third of the dentate molecular layer.
Based on light microscopic results they have suggested
axonal sprouting of interneurons including basket cells
and their excessive termination on granule cell dendrites.
However, this hypothesis has not yet been verified at
ultrastructural level.

Basket cells can be visualized by their neurochemical
marker PV or cholecystokinin (Greenwood et al., 1981;
Nunzi et al.,, 1985; Kosaka et al., 1987; Braak et al.,
1991). In addition to basket cells, PV can be found also
in the axo-axonic neurons. In the control DG, PV-
immunoreactive (ir) axon terminals have been found pri-
marily on somata and axon-initial segments of granule
cells (Seress et al., 1993). Although very rarely, PV-ir
axon terminals were present on proximal dendrites and
dendritic spines in both control Ammon’s horn and DG
(Ribak et al., 1993; Seress et al., 1993; Wittner et al.,
2001). A previous study has reported stronger innervation
of granule cells by PV-ir axo-axonic cells in epilepsy
(Wittner et al., 2001). We hypothesize that, in addition
to the above-mentioned local-circuit neurons, PV-ir bas-
ket cells are also responsible for synaptic reorganization
in epilepsy and they form synapses with dendrites and
spines of granule cells in the dentate molecular layer.

In the present study, we examined the axonal
arborization of the PV-containing local circuit neurons in
the DG of TLE patients with HS. In addition, we
extended the study to examine TLE with different
etiologies. We have included histological samples of
TLE patients with malformation of cortical development
(MCD), with dual pathology, in which MCD coincided

with  HS and patients with epilepsy induced by
intracranial tumor. Our histological findings were
correlated with the etiology of TLE and with clinical data
of the patients.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Patients

Surgically removed tissues of the hippocampal formation
of adult medically refractory TLE patients (n = 40) were
used in this study. Five groups of patients with epilepsy
were defined. Patients (n = 21) who had HS verified by
MRI were in “HS group”. Patients (n = 7) with MCD-
induced TLE formed “MCD group”. In four patients MCD
coincided with HS, they formed the “HS + MCD group”.
In four of the TLE patients MRI did not reveal any
alteration neither in the neocortex nor in the
hippocampal formation before surgery. These patients
formed the “MR negative (MR—) group”. Four patients
belonged to the group of “tumor-induced TLE group”.
Summary of demographic data and clinical findings in
TLE patients’ groups is presented in Table 1.

TLE patients were evaluated in the Epilepsy Center of
the Department of Neurology at the University of Pécs.
Video/EEG monitoring was performed on all patients
and the temporal epileptic focus was identified. All
patients underwent high resolution brain MR imaging
performed on 3-T MR machine (Siemens Trio, Siemens
AG, Erlangen, Germany) using a special protocol for
TLE focusing on the temporal lobe and especially on the
hippocampal formation. All surgeries were performed in
the Department of Neurosurgery of the Faculty of
Medicine at the University of Pécs under general
anesthesia through standard temporal craniotomy. In
patients with MCD and with tumor-related epilepsy, in
addition to the hippocampal formation, resection
included areas of the temporal lobe occupied by
developmental malformation or tumor. The removed
specimen was sent for both routine pathology and
special anatomical studies.

Control group

In addition to TLE cases, hippocampi of non-epileptic
controls (n =4) were also included in the study.
Temporal lobes were surgically removed from controls
(36-, 54-, and 62-year old women and a 73-year-old
man) with tumors invading the temporal neocortex but
without epileptic seizures. Lobectomy was necessary to
ensure removal of the tumor-infiltrated tissue that was in
vicinity of the hippocampal formation. In all four cases of
the non-epileptic control group, as well as in the cases
of tumor-induced TLE group, histopathological
examination confirmed that the hippocampi were not
invaded by tumor cells. Tissues of some of these
patients were used also in another studies (Seress
et al., 2009; Abraham et al., 201 1). All procedures, includ-
ing surgery, were carried out with the adequate under-
standing and written consent of the patients, and were
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki,
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Table 1. Demographic and clinical data of TLE patients with different etiologies

TLE patients groups HS HS + MCD MCD MR-negative Tumor-induced
Number of patients 21 4 7 4 4

Age (Y) 41.3 £ 9.01 33.3 £ 7.49 29.6 + 8.72 425 + 11.38 27.25 + 9.3
Gender M: 10, F: 11 M: 3, F: 1 M: 2, F: 5 M:1,F: 3 M: 3, F: 1

Age at onset (Y) 10.7 £ 6.73 9.3 + 3,49 14.1 £ 10.23 22.5 + 13.51 21.25 + 6.96
Duration (Y) 30.7 + 12.58 24 +7.18 15.4 + 7.03 20.2 + 3.03 7.02 + 499
Seizure frequency/month 3.3+ 1.86 49 £ 119 6.2 £ 2.03 54 + 2.56 6.7 £ 5.29
Side of focus L: 10, R: 11 L:2,R: 2 L:2,R:5 L:1,R: 3 L:0,R: 4
Febrile seizure 6 2 0 0 0

Abbreviations: HS, hippocampal sclerosis, MCD, malformation of cortical development, HS + MCD, hippocampal sclerosis and additional malformation of cortical devel-
opment, MR-, MR could not reveal any morphological alteration in the temporal archi- and neocortex, Y, year, M, male, F, female, L, left, R, right.

and have been agreed by the ethical committee of the
University of Pecs.

Tissue processing

Resected hippocampal tissues of patients were
immediately immersed in 4% paraformaldehyde buffered
with phosphate buffer (0.1 M PB, pH 7.4) and kept for
approximately 12h at room temperature under
continuous agitation. Following fixation, 10-mm-thick
blocks perpendicular to the septotemporal axis of the
hippocampal formation were cut and these blocks were
sectioned at 80 um using a Vibratome. Individual serial
free-floating sections were collected and processed for
immunohistochemistry.

Immunohistochemistry for light microscopy

Sections (80 um) were washed in Tris buffer (TB, pH 7.4)
and pretreated with a solution of 1% hydrogen peroxide
for 30 min to block endogenous peroxidase, followed by
pre-incubation in 1% normal horse serum in TB
containing 0.4% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Hungary)
for 1h. This step was followed by incubation with
primary monoclonal mouse anti-PV antibody (1:5000,
Swant, Bellinzona, Switzerland) for 72 h at 4 °C. Binding
sites of the primary antibodies were visualized with
biotinylated secondary anti-mouse antibody (4 h at room
temperature) and the avidin—biotin peroxidase detection
system (Universal Vectastain ABC Elite Kit, Vector,
Burlingame, CA). The chromogen used was 3,3-
diaminobenzidine (DAB). The tissue sections were then
mounted on glass slides, air-dried, ethanol series-
dehydrated, cleared with xylene, and cover-slipped with
DePeX (Fluka, Switzerland). Parts of PV-immunostained
sections were counterstained with cresyl violet before
dehydration. Immunohistochemical control sections were
handled in a similar manner, except that primary
antibodies were omitted.

Electron microscopy

For electron microscopy, 80 um thick sections were cut
using a Vibratome and used for immune-electron
microscopy using antibody against PV, as well as for
common electron microscopy.

Immunohistochemical  procedure for electron
microscopy was conducted according to that described

earlier (Abraham et al., 2004). Briefly, to enhance pene-
tration of the antibodies, the sections were subjected to
“freeze-thaw” process. Free-floating sections were cryo-
protected in 15%, then in 30% solution of sucrose diluted
in PB, and they were “freeze-thawed” by placing them
three times above liquid nitrogen. Sections were washed
several times with TB and processed for PV immunohisto-
chemistry as described above, except for the use of
Triton-X-100.

Successfully immunostained sections were processed
for electron microscopy using the routine method of flat
embedding. Briefly, sections were first immersed in a
solution of 2.5% glutaraldehyde diluted in PB for 2 h,
then in a 1% solution of osmium tetroxide in PB for 1 h.
This step was followed by a wash with PB and
dehydration with a series of increasing concentration of
ethanol. Uranyl acetate (1%) was included in the 70%
ethanol stage (1 h) to enhance contrast. After the final
incubation in absolute ethanol, sections were transferred
to propylene oxide then were placed in aluminum foil
boats containing Durcupan resin (ACM, Sigma)
overnight at room temperature. Sections were mounted
on slides, a coverslip applied, and the resin cured for
48 h at 56 °C. The same embedding procedure was
performed on sections without immunohistochemistry.

Areas of interest including the molecular and granule
cell layers of the DG were cut using light microscopic
control and reblocked in Durcupan resin. Serial ultrathin
sections were collected on single slot collodion-coated
(Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA,
USA) copper grids. The ultrathin sections were
contrasted with uranyl acetate and lead citrate
according to a standard procedure. Sections were
examined in a JEOL 1200 EX-ll and JEM-1400Flash
transmission electron microscopes (TEM).

Evaluation of PV-immunreactive cells and axons

The extent of PV-ir axonal sprouting was determined in
the light microscopic sections. Using 10x magnification,
digital photomicrographs were taken of the entire DG.
The length of granule cell layer, as well as the length of
the granule cell layer's segments where sprouted PV-ir
axon terminals were visible in the molecular layer of the
DG, were measured using the image analyzer tools of
the iTEM program (Olympus). PV-ir terminals in the
molecular layer were considered sprouted when they
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were seen 50 um above the granule cell layer. The
percentage of the granule cell layer's length covered by
sprouted PV-ir axon terminals was determined by each
patient and the averages of these data + standard
deviation (SD) were calculated for each patients’ group
as well as for the control group.

PV-ir nerurons in normal location (in the granule cell
layer and in the hilus of the DG) as well as in ectopic
location (in the molecular layer of the DG and along the
hippocampal fissure) were counted, separately. The
numbers of PV-ir cells in normal and in ectopic locations
were determined to the length (mm) of the granule cell
layer. The ratio of ectopic/normally-located PV-ir cells
was calculated in each patient and the averages of
these data £ SD were determined for each patients’
group as well as for the control group.

During quantification, all available immunostained
sections containing the entire granule cell layer were
used, and numbers of these available sections/patient
varied from 3 to 9. The level of PV-ir axonal sprouting in
the molecular layer of DG and numbers of normally-
located and ectopic PV-ir cells in TLE with different
etiologies as well as in controls were compared with
Student’s t-test. Spearmann’s correlation analysis was
performed to reveal possible correlation between the
level of PV-ir axon sprouting, numbers of ectopic and
normally-located PV-ir neurons and clinical data of the
patients. Statistical significance was set at p < 0.05.

In addition to the evaluation of light microscopic
sections, quantification of electron microscopic ultrathin
sections were performed. Perisomatic innervation of
granule cells of the DG was examined in sections from
non-epileptic controls, HS and tumor-related TE patients
in TEM, and the numbers of symmetric
synapses/granule cell soma in the dentate granule cell
layer were determined. In a row of 40-50 granule cells
all of the somata was examined using 2—-3 consecutive
sections of the same dentate gyrus. Identified
perisomatic synapses were drawn as well as
photographed.

Immuno-electron microscopic preparations were used
to quantify PV-ir axon terminals in four TLE patients with
HS. The distribution of PV-ir axon terminals (n = 56) on
different target structures was determined in areas of
the DG where sprouting was visible. The numbers of
PV-ir axon terminals forming synapses with somata,
dendrite and dendritic spines were counted. On
immune-electron microscopic preparations only PV-ir
axon terminals were counted because the preservation
of synapses containing immuno-negative axon terminals
are not optimal when immune-electron microscopic
method is used. The percentage of the axo-somatoic,
axo-dendritic and axo-spinous synapses formed by PV-
ir axon terminals was determined.

Nomenclature

The generally accepted nomenclature was used in this
study to properly identify histological subregions of the
hippocampal formation. This nomenclature has
previously been used by Amaral and Lavenex (2007)
and Insausti and Amaral (2004).

RESULTS
PV immunoreactivity in the control dentate gyrus

Our present observation in non-epileptic control DG is in
harmony with previous description. The number of PV-ir
large basket cells is relatively low in the human DG
when compared to experimental animals, such as rats
(Seress et al., 1993). Large PV-ir neurons that belong to
the group of axo-somatic GABAergic cells locate in the
hilus, in the subgranular zone and inside the granule cell
layer of the DG. Although the number of cell bodies is low,
PV-ir axon terminals formed extensive network around
somata of granule cells. Density of PV-ir axons was stron-
ger in the inner half of the granule cell layer closer to the
hilus than in the outer half of the layer (Figs. 1 and 2A). A
few axonal branch may protrude into the outer half of the
granule cell layer, but PV-ir axonal branches are rare in
the molecular layer of the control DG. Although rarely, cell
bodies of PV-ir cells have been shown in the molecular
layer, close to the granule cells (Fig. 1C).

PV immunoreactivity in TLE patients with different
etiologies

The pattern of PV-immunoreactivity in the DG of non-
epileptic controls was similar to that of TLE patients with
MCD, with tumor-induced epilepsy and with negative
MRI results (Fig. 2A, D—F). In the DG of HS patients,
we have observed loss of PV immunoreactivity in the
DG of TLE patients, which is in harmony with results of
previous studies (Wittner et al., 2001; Arellano et al.,,
2004; Andrioli et al., 2007). PV-ir cells almost completely
disappeared from the subgranular position and from the
hilus of the DG (Fig. 2B). Density of PV-ir axon terminals
in HS displayed less homogenous pattern compared to
controls (Fig. 2A). Parts of the granule cell layer did not
contain PV-ir axons, while other parts showed strong
PV immunoreactivity (Fig. 2B). Similar pattern of PV-ir
axons could be seen in the DG of patients with HS
+ MCD (Fig. 2C). In areas where PV-ir axons were pre-
sent, the difference of PV immunoreactivity between the
inner and the outer parts of the granule cell layer seen
in the controls could not be observed, and not only the
inner part, but the whole width of the granule cell layer
contained PV-ir axon terminals (Fig. 2B, C). Frequently,
PV-ir axons ran perpendicularly to the granule cell layer,
intruded deep into the molecular layer and occupied inner
half of it (Fig. 3A-D).

Regarding the extent of PV-ir axons’ sprouting in the
molecular layer of the DG, we have observed that
significantly (p < 0.01) larger segments of the granule
cell layer were covered with sprouted PV-ir axons in
TLE patients with HS and in HS + MCD group than in
non-epileptic controls (Fig. 3E). Comparing the level of
sprouting in tumor-related TLE group to HS or to HS
+ MCD groups, significant (p < 0.01) difference was
observed (Fig. 3E). The extent of sprouting in HS
patients compared to those with dual pathology (HS
+ MCD) was slightly higher but showed no significant
difference. Significantly (o < 0.01) higher extent of PV-ir
sprouting was observed in HS patients’ group than in
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Fig. 1. Light microscopic photomicrographs reveal PV-immunoreactive (ir) cells and axons in the

Ectopic PV-immunoreactive
1 cells and sprouting of PV-
immunoreactive axons

g . In HS we have found large loss of

* normally positioned PV-ir neurons
" in the subgranular zone and hilus
/" of the DG, and presence of

_h numerous ectopic cells in the

molecular layer of DG and
along the hippocampal fissure
(Fig. 4A-D). These observations
are in harmony with results of
previous studies of TLE cases
(Wittner et al.,, 2001; Arellano

s et al., 2004; Andrioli et al., 2007).

We analyzed the number of PV-ir
cells in normal location (in the
granule cell layer and in the hilus
of DG) and in ectopic location (in
the molecular layer of the DG and
along the hippocampal fissure) in
our TLE patients’ groups.

: In MCD, MR- and tumor-related
¥ ' K TLE cases, the number of PV-ir
cells in the normal hilar and
subgranular location did not
decreased significantly compared
to non-epileptic control cases
(Fig. 4E). In HS and HS + MCD
groups, large decrease in the
normally-positioned PV-ir cells’
number could be observed. The
difference in normally-located PV-
ir cell numbers between controls

dentate gyrus (DG) of non-epileptic controls. Arrows in (A) and (B) point to the PV-ir axon terminalsin ~ and HS or HS + MCD patients’
subgranular location characteristic to the control DG. Open arrows in (B) and (C) point to PV-ircellsin  groups was statistically significant
the hilus. Rarely, PV-ir cells could be detected in molecular layer (curved arrow in (C)) in controls. In (p < 0.05, Fig. 4E).

(D), asterisks show granule cells surrounded by PV-ir axon terminals. Arrowheads show terminals of

Parallel with the decrease in

axons running parallel with the granule cell layer. Abbreviations: m, molecular layer; g, granule cell . .
layer; h, hilus of the dentate gyrus; CA3c, region of Ammon’s horn; DG, dentate gyrus. Scale normally-positioned  PV-ir cells,

bar = 250 pm in A, 50 um in (B) and (C), 25 um in (D).

MCD and MR- groups (Fig. 3E). Although, the extent of
sprouting was larger in HS + MCD than in MCD or MR-
patients’ groups, the difference did not reach statistical
significance (Fig. 3E). In MCD, MR- and tumor-related
TLE patients’ groups, the extent of PV-ir axon sprouting
did not differ significantly from sprouting found in non-
epileptic controls (Fig. 3E).

Because of the relatively lower numbers of patients in
MCD, MR- and tumor-induced TLE groups, we have
analyzed the results of individuals of each group. Out of
the 21 patients of the HS group only two had weaker
sprouting than the average in the MR- group. Compared
to the MCD group, only one HS patient had weaker
sprouting than the patients with MCD. No patient was
present in MR-, MCD or tumor-induced TLE group that
had stronger sprouting than the averages of the extent
of spouting in the HS group. Our data clearly indicate a
coincidence between HS and the presence of PV-ir
axons in the molecular layer of the DG.

the number of ectopic PV-ir

neurons increased significantly

(p < 0.05) in the HS group
compared to that found in non-epileptic control patients
(Fig. 4E). The other TLE groups did not reveal
significant increase in the number of ectopic PV-ir cells
compared to non-epileptic controls. This indicates that
the significant decrease in the number of normally-
positioned PV-ir cells and the significant increase in
numbers of ectopic neurons are characteristics of HS
(Fig. 4E). Calculating the ratio of the ectopic/normally-
positioned PV-ir cells in TLE patients with different
etiologies, we have found that this parameter in HS
group is significantly (p < 0.01) larger than that of the
other etiology groups (Fig. 4F).

Analyzing the results of individuals, we have found
that out of 21 HS patients only one has lower ratio of
ectopic/normally-positioned PV-ir cells than the average
of this data in MCD, MR- or tumor-induced TLE groups.
In addition, no patient was present in MR-, MCD or
tumor-induced TLE group that had higher ratio of
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Fig. 2. Photomicrographs of PV-immunostained sections of the DG of TLE patients with different
etiology compared to non-epileptic control (A). (B) Granule cell layer (g) reveals patchy appearance of .
PV immunoreactivity and loss of PV-ir neurons and axons in the hilus and in CA3c in a patients with ~ S€€n when the extent of sprouting
HS. (C) Patchy appearance of PV-ir axon terminals and loss of PV-ir neurons from the hilus ina was analyzed in male versus
section of a patient with HS + MCD. (D) Control-like PV-immunoreactivity in the DG of a patient with  female patients of the HS group.

MCD-induced TLE. (E) Control-like PV-immunoreactivity in a TLE patient with negative MRI result. (F) Althouah
Control-like appearance of PV immunoreactivity in the DG of a patient whose TLE was induced by an,

Correlation between PV-
immunoreactive cells, axonal
sprouting and clinical data of
the patients

Correlation between the extent of
PV-ir axonal sprouting and
duration of epilepsy, frequency of
the seizures and the age at onset
of TLE has also been analyzed.
No significant correlation was
found between these parameters
when the whole examined
population was examined. In the
HS group, significant (p < 0.05)
association was found between
duration of the disease and the
extent of PV-ir axonal spouting
(Fig. 6A). The longer the time was
between the onset of TLE and the
operation, the stronger sprouting
of PV-ir axons could be observed.
Furthermore, significant
(p < 0.05) negative correlation
could be detected in the HS group
between duration of the disease
and the density of normally-
located PV-ir cells (not shown).
This indicates the expected time-
dependent decrease of PV
immunoreactivity in the DG.
However, we could not observe
significant association between
the duration of the disease and
the density of ectopic PV-ir
neurons.

No meaningful difference was

slightly stronger

intracranial tumor that did not invade the hippocampal formation. Abbreviations: m, molecular layer; g, sprouting could be observed !n
granule cell layer; h, hilus of the dentate gyrus; CA3c, region of Ammon’s horn; DG, dentate gyrus. females (34.43 + 12.72) than in

Scale bar = 250 pm for (A—F).

ectopic/normally-located PV-ir neurons than the average
of the HS group.

Correlation analysis revealed significant association
between the extent of PV-ir axon sprouting and the
decrease in normally-located hilar and subgranular PV-ir
cells in HS group (p < 0.05) as well as in the whole
cohort’s population (p < 0.01, Fig. 5A, B). Similarly,
significant correlation was found between the ratio of
ectopic/normally-located PV-ir cells and the extent of
PV-ir axon sprouting in HS patients (p < 0.01) and in
the whole population of our cohort (p < 0.01, Fig. 5C,
D). Regarding the association between the number of
ectopic PV-ir cells and the extent of PV-ir axon
sprouting, a weak non-significant correlation was
observed (not shown).

males (29.33 = 11.63), the

difference was not significant

(p = 0.51). Similarly, the ratio of
ectopic/normally-located PV-ir

cells did not reveal significant (p = 0.8) gender-based
different, since the ratio of these cells was 2.84 + 1.61
in males and 3.21 £ 2.69 in females. Comparing the
extent of sprouting in patients with sclerosis in the left
and in the right hippocampus, no meaningful difference
could be detected. Patients with right HS had slightly
stronger sprouting (33.66 + 13.38) than patients with
left HS (29.68 + 13.01), but the difference was not
significant (p = 0.6). We analyzed the side of sclerosis
and the ratio of ectopic/normally-located PV-ir neurons,
no significant difference (p = 0.4) was found between
left (2.43 £+ 1.39) and right (3.55 + 2.69) hippocampus.
Analyzing sprouting of PV-ir axons and age at
epilepsy onset, an interesting trend could be found in
patients with HS. Extent of PV-ir axonal sprouting was
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the PV-ir axon sprouting. Patients
with FS had larger extent of sprout-
ing than those that had not FS,
although the difference was not
statistically significant (Fig. 6C). In
addition, in TLE patients with child-
hood FS, the number of ectopic
PV-ir cells and the ratio of
ectopic/normally-located PV-ir
neurons were higher than those
that had no FS. The difference
was meaningful, but not statisti-
cally significant (Fig. 6D). Lack of
statistical significance might be
explained by the relatively low
number of cases both in this and
in the previous group.

Synapses in the granule cell
layer and in the molecular layer
of the DG

Because of the difference in PV-ir
axon sprouting found in TLE
patients with different etiology, we
examined the change of the rate
of axo-somatic synapses in three
groups of patients: (1) in the HS,
(2) in tumor-related epilepsy and
(3) in non-epileptic controls. In
tumor-related epilepsy, the
number of symmetric
synapses/soma of granule cells
were similar to that found in
controls (Table. 2). Compared to

Fig. 3. PV immunoreactivity in the dentate gyrus (DG) in TLE patients. (A) Sprouting of PV-  symmetric

40 [:1:) an

T — ) non-epileptic controls and tumor-

related TLE, the number of
axo-somatic

immunoreactive axons in the dentate granule cell (g) and molecular (m) layers of the DG. (B) Ectopic synapses/granule cells were

PV-immunoreactive (ir) neuron (curved arrow) and sprouting of PV-ir axons running perpendicular to
the granule cell layer in the molecular layer (m) of the DG. (C, D) Large magnification indicates PV-ir

decreased in HS (Table 2).

axon terminals (arrowheads) in the dentate molecular (m) layer. Asterisks in (C) indicate somata of 1 herefore it is highly possible that
granule cells surrounded by PV-ir axon terminals. (E) Extent of sprouting of PV-ir axons in the sprouted PV-ir axons in HS would
molecular layer of the DG in TLE patients with different etiology and in non-epileptic controls. not be due to the increased

Whiskers show the 5" and 95" percentiles Abbreviations: m, molecular layer; g, granule cell layer; h,
hilus of the dentate gyrus; DG, dentate gyrus; HS, hippocampal sclerosis; HS + MCD hippocampal

perisomatic inhibitory innervation

sclerosis combined with malformation of cortical development; MCD, malformation of cortical of granule cells.

development; MR—, MR negative; TU, tumor-related epilepsy. Scale bar = 150 um in (A), 30 um in

(B), 20 ym in (C) and 15 um in (D).

substantial in patients, whose epilepsy started during
childhood (between 4-8 years of age) or in adolescence
(13—15years of age) (Fig. 6B). Moreover, the ratio of
ectopic/normally-located PV-ir neurons was considerably
higher in those HS patients whose epilepsy started in
childhood (4-8years of age) and in adolescence
(13—-15 years of age) compared to those patients, whose
age at TLE onset differed from these above-mentioned
ages. The difference was not statistically significant.
Since childhood period and adolescent age at TLE
onset were previously found in the population of patients
with febrile seizure (FS) (Janszky et al., 2004), we further
analyzed the correlation between the history of FS and

A previous study has reported
strong GAD immunoreactivity in
the inner one-third of the
molecular layer of DG in TLE.
Based on this, axonal sprouting of
interneurons including basket cells and their termination
on granule cell dendrites have been suggested (Mathern
et al., 1995). Our above-mentioned observations support
this notion and indicate a partial change of postsynaptic
target of PV-ir sprouted axons. Inside the granule cell
layer, immuno-electron microscopy revealed normal sym-
metric synapses formed by PV-ir axon terminals on the
somata of granule cells (Fig. 7A). In addition, PV-ir axon
terminals frequently formed symmetric synapses with
proximal and small diameter distal dendrites and dendritic
spines (Fig. 7B-D). In some cases, PV-ir axon terminal
could be seen in close vicinity of neuronal soma, although
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Fig. 4. Photomicrograph showing ectopic PV-immunoreactive neurons in the molecular layer of the
dentate gyrus and along the hippocampal fissure. (A), (B) Small magnification photomicrographs
showing PV-immunreactive (ir) ectopic neurons (curved arrows) in the molecular layer (m) and along
the hippocampal fissure of HS patients. Note the absence of PV-ir neurons in the hilus (h) of the
dentate gyrus (DG). (C) PV-ir ectopic neuron (curved arrow) in the molecular layer (m) above the
granule cell layer covered by sprouted axons in HS patients. (D) Ectopic (curved arrows) and
normally-located (open arrows) PV-ir neurons in a TLE patient that belong to HS group. (E)
Diagram reveals density of PV-ir neurons in the normal (gray boxes) and ectopic (white boxes)
locations in TLE patients with different etiology and in non-epileptic controls. Whiskers show the 5"
and 95" percentiles. (F) Diagram reveals ratio of the numbers of ectopic/normally located PV-ir
neurons in TLE patients with different etiology and in non-epileptic controls. Whiskers show the 5™ and
g5t percentiles. Abbreviations: m, molecular layer; g, granule cell layer; h, hilus of the dentate gyrus;
DG, dentate gyrus; HS, hippocampal sclerosis; HS + MCD hippocampal sclerosis combined with
malformation of cortical development; MCD, malformation of cortical development; MR-, MR negative;
TU, tumor-related epilepsy. Scale bar = 200 pm in (A) and (B), 50 um in (C) and (D).

the synapse was formed by dendrite or dendritic spine

the axo-dendritic synapses. In
addition, PV-ir axon terminals
formed significantly (p < 0.01)
more synapses on dendritic
spines than on somata of granule
cells (Table 3). These results
indicate change of the target of
PV-ir axon terminals where
sprouting of PV-ir axons occurred.

DISCUSSION

The main finding of the present
study is that sprouting of axons of
PV-ir cells in the dentate
molecular layer is associated with
HS and with change of PV-ir
neurons’ number and position in
the DG. In addition, we have
observed alteration in target
structure of PV-ir axon terminals
in those areas of the DG where
sprouting of PV-ir axons was
visible. Although sprouting of PV-
ir axons have been found in the
DG of TLE patients without HS,
our observation has revealed that
PV-ir axon  sprouting was
significantly stronger in HS than in
other TLE groups or in non-
epileptic controls. In addition, we
have found significantly more
ectopic PV-ir neurons in the
dentate molecular layer and along
the hippocampal fissure in HS
than in the control group.
Regarding the ratio of ectopic/
normally-located PV-ir  cells,
significantly  larger ratio was
observed in HS than in other TLE
groups or in  non-epileptic
controls. Moreover, we have
observed a significant correlation
between the degree of PV-ir
sprouting and the ratio of ectopic/
normally-located PV-ir neurons.

Limitations of the study

Etiology of TLE patients was based
on the MR findings prior
neurosurgical removal of the
hippocampal formation. The
largest group of our epileptic
patients was characterized with

next to the granule cell soma (Fig. 7E), but not by the HS. According to the previously published data, HS is
soma. the most frequent form and can be found in 48-75% of

Study of the distribution of PV-ir axon terminals on all TLE cases (Lehericy et al., 1997; Howe et al., 2010;
different target structures indicated that in those areas Blimcke et al., 2002; Blimcke, 2009). Less frequently,
of the DG where sprouting of PV-ir axons were visible, TLE is related to MCD (13-45%) while in a subset of
the ratio of perisomatic synapses formed by PV-ir axon TLE cases, HS is combined with MCD (Salanova et al.,

terminals were significantly lower (p < 0.01) than that of 2004; Blumcke, 2009; Tassi et al., 2009; Bliimcke et al.,
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Fig. 5. Diagrams show the association between the extent of PV-ir axon sprouting and the density of normally located PV-ir cells (A, B), as well as
between the extent of PV-ir axon sprouting and ratio of the numbers of ectopic/normally-located PV-ir cells (C, D). (A) and (B) Diagram reveals
significant negative correlation between the numbers of PV-ir neurons in the normal location and the extent of PV-ir axonal sprouting in the group of
HS patients (A), and in the whole TLE patients population (B). (C, D) Diagram reveals significant positive correlation between the ratio of the
numbers of ectopic and normally-located PV-ir neurons and the extent of PV-ir axonal sprouting in the group of HS patients (C), and in the whole

TLE patients population (D).

2011). In accord with the lower frequency of dual pathol-
ogy, we had lower numbers of cases in the HS + MCD
group. In addition, we had relatively low number of sam-
ples of TLE patients without visible MRI finding which,
according to the literature, is present in 5-8% of epilepsy
cases (Tassi et al., 2009; Blumcke et al., 2017). Because
the low numbers of TLE patients in HS + MCD, MCD and
MR- groups our study has certain limitation. However, we
have to emphasize that the difference observed in the
sample size of the examined patients’ groups with various
etiology reflects the difference in the prevalence of these
definite MR findings in TLE.

Although intracranial tumor is the second most
frequent cause of TLE (Blumcke, 2009; Tassi et al.,
2009), we had relatively low number of samples of
tumor-induced epilepsy cases. We have to highlight that
tissue of only those TLE patients were used whose hip-
pocampal formations have not been invaded by tumor
cells. The rarity of this constellation can explain the low

number of tumor-induced TLE cases. Similarly, low num-
ber of samples was in our control group that was formed
by patients with intracranial tumor and without history of
epilepsy. The inclusion criteria of non-epileptic control
group comprised that the hippocampi of patients were
not invaded by tumor cells, while we have to underline
that removal of the hippocampal formation occurred
strictly due to therapeutic reason (in order to complete
and radical resection of the tumor).

Thus, according to the prevalence of different TLE
groups, we had significantly more cases with HS
compared to the other TLE groups. However, the results
on the extent of PV-ir axonal sprouting and the ratio of
ectopic/normally-located PV-ir cells of the individual
patients indicate that stronger sprouting of PV-ir axons
and higher ratio of ectopic/normally-located neurons in
the HS group are not due to the higher number of
patients with sclerotic hippocampus. Instead, it reflects
distinctive characteristics of HS. Although, the number
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Fig. 6. Association between histological and clinical data of HS patients. (A) Diagram reveals correlation (p < 0.05) between the extent of PV-ir
axonal sprouting and the duration of TLE. (B) Diagram reveals trend that can be observed when extent of PV-ir axonal sprouting and the age at
onset of epilepsy were correlated. (C, D) Extent of PV-ir axonal sprouting (C) and ratio of the numbers of ectopic/normally-located PV-ir cells in the
dentate gyrus (D) were higher in those patients who suffered childhood febrile seizure (FS) when compared to those patient who had not (no FS),

although the difference was not statistically significant.

Table 2. Number of symmetric synapses/somata of granule cells of the
dentate gyrus of TLE patients and non-epileptic controls

Non- HS Tumor-
epileptic induced
control TLE
Number of granule cells’ 168 150 154
somata counted
Number of symmetric 0.406 0.33 0.409
synapses/soma + 0.05 + 0.07 +0.04

of examined sections per patient varied between 3 and 9,
due to the shrinkage of the hippocampal formation, lower
number of sections were generally associated with HS. In
contrast, relatively higher number of sections was
available in MDC and MR- cases, which indicates that
weaker axonal sprouting and lower ratio of ectopic/
normally-located PV-ir cells in these groups were not
due to the number of sections. Therefore, despite the
difference in the patients’ number of the different TLE
groups, we suggest that PV-ir axonal sprouting and the
presence of ectopic PV-ir neurons in the dentate
molecular layer are characteristics of HS.

Because of the limited availability of hippocampal
tissue of non-epileptic controls, in many studies
hippocampi of individuals died in accidents have been

used (Wittner et al., 2001; Arellano et al., 2004; Andrioli
et al., 2007). While those hippocampi can be regarded
as intact samples of healthy individuals, autopsy is inevi-
tably accompanied by several hour-long postmortem
delay. According to our earlier experience, delayed fixa-
tion reduces the intensity of PV immunoreactivity
(Abraham et al., 2007). Therefore we used surgically
removed control tissue of non-epileptic patients with brain
tumors, which, similarly to the TLE samples were fixed
immediately after the resection. This protocol allowed
the appropriate preservation of immunoreactivity of PV
and the comparability of the histological results of
patients’ groups with different etiology. Tissue of tumor-
induced TLE patients has been used as controls in a
few studies (Blimcke et al., 1999, Blimcke et al., 2000,
Selke et al., 2006). Results of our present study on the
extent of PV-ir axonal sprouting and on the numbers of
ectopic and normally-located PV-ir neurons showed no
remarkable difference between the group of non-
epileptic tumor patients and the tumor-induced TLE
group. This would indicate that both groups could have
been used as controls. However, our previous study on
the calbindin immunoreactivity of granule cells has
revealed that the hippocampal formation in tumor-
related epilepsies cannot be considered as control tissue
and we have suggested that it should be regarded as a
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Fig. 7. Photomicrograph showing PV-immunoreactive (ir) axon terminals in the granule cell and in the
molecular layers of the dentate gyrus in HS patients. White arrowhead points to synapse of PV-ir axon
terminals with soma (s) in the granule cell layer (A). In the molecular layer of the dentate gyrus PV-ir
axon terminals form synapses (arrowheads) with large diameter proximal dendrite (d in B), small
diameter distal dendrite (d in C), as well as with dendritic spine (sp in D). (E) Axon terminal next to a
granule cell soma (s) forming synaptic contact (arrowhead) with a dendritic spine (sp). Abbreviations:
s, soma; d, dendrite; sp dendritic spine. Scale bar = 200 nm in (A), (C), (E) 300 nm in (D) and 400 nm
in (B).

distinct feature of epilepsy-related pathology (Abraham
et al., 2011).

The long period of time between the diagnosis of TLE
and the surgery coincides with long pharmacological
treatment of the patients. Therefore, one may suppose
that anti-epileptic drugs (AEDs) could influence PV-ir
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axonal sprouting and the
incidence of the ectopic neurons.
Lacosamide has been shown to
inhibit mossy fiber sprouting in
kainic-acid model of TLE (Wang
et al., 2018), while another widely
used AED, gabapentin blocked
synaptogenesis and the formation
of aberrant excitatory circuitry fol-
lowing neocortical trauma
(Takahashi et al., 2018). Although
phenobarbital, valproate, topira-
mate and lamotrigine have been
shown to reduce the expression
of brain-derived neurotrophic factor
and neurotrophin-3 mRNA in the
rat, no effect was detected on
sprouting of mossy fibers (Shi
et al., 2010). In a pilocarpine-
model of TLE, prompt administra-
tion of carbamezepin reduced loss
of PV immunoreactivity (Chakir
et al., 2006), while early adminis-
tration of vigabatrin caused
increased numbers of PV-ir cells
during hippocampal development
(Levav-Rabkin et al., 2010). Based
on the above mentioned data we
can propose that longer duration
of TLE and, consequently, longer
use of AEDs would cause preser-
vation of PV-ir neurons and
decrease axonal sprouting of gran-
ule cells. This contradicts our find-
ings, namely, the positive
significant  correlation between
duration of TLE and the decrease
of normally-located PV-ir cell num-
ber and the extent of axonal
sprouting. However, we cannot
exclude the possibility that the
long-lasting administration of cer-
tain antiepileptic drugs would trig-
ger PV-ir axonal sprouting.

We have to consider that
during the long period of time
(e.g. decades) between the
diagnosis of TLE and the
operation, patients took several
different  anti-epileptic drugs.
Although, pharmaco-resistance is
obvious when the second
anticonvulsant drug trial results in
failure to achieve seizure control,
in many patients’ history more
than two anti-epileptic trials were

recorded. Especially in the HS group, patients have long
lists of anticonvulsant drugs which occasionally contain
eight or ten different antiepileptics as their previous
medication. Due to the large number and the variability
of antiepileptic drugs with different mechanism of action,
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Table 3. Distribution of PV-ir axon terminals on different target
structures in areas of the dentate gyrus of HS patients where sprouting
was visible

Postsynaptic structure Soma Dendrite Spine
Percentage of PV-ir 15.9 46.3 41.2
synapses + 5.56 + 4.26 + 1.1

the influence of them on the sprouting of PV-ir axons
could not be explored.

Sprouting of parvalbumin-immunoreactive axons,
presence of ectopic parvalbumin-immunoreactive
neurons and the clinical data of the patients

Morphological changes of local circuit neurons, including
PV-ir basket and axo-axonic cells have been studied in
several animal models of epilepsy (Best et al., 1993;
Suzukawa et al., 1999; André et al., 2001; Sun et al.,
2007; Huusko et al.,, 2015; Botterill et al., 2017;
Cameron et al., 2019). In those works, meaningful loss
of PV-containing neurons has been described, but neither
spouting of PV-ir axons, nor ectopic PV-ir cells have been
reported. Loss of PV-ir basket and axo-axonic cells have
been detected in human TLE associated with HS (Sloviter
et al., 1991; Wittner et al., 2001; Arellano et al., 2004;
Andrioli et al., 2007). In addition, sprouting of axons termi-
nating on the axon-initial segments of granule cells and
the presence of ectopic PV-ir neurons in the dentate
molecular layer and along the hippocampal fissure have
been observed in epileptic human samples (Wittner
et al., 2001). Despite the similarity in pathological
changes observed in human TLE and animal models
(for review see Dudek et al., 2002; Seress et al., 2009;
Sperk et al., 2009; Tang and Loke, 2010; Sloviter and
Bumanglag, 2013; Buckmaster, 2014), the presence of
ectopic PV-ir neurons and sprouted PV-ir axons in the
molecular layer has never been described in epileptic ani-
mals. A possible explanation can be that epilepsy in
humans lasts several years compared to the relatively
short duration of epileptic activity in experimental animals.
The long duration of epilepsy in patients may induce cel-
lular changes different from that observed in animal mod-
els. The moderate association between the duration of
epilepsy and the sprouting of PV-ir axons supports this
argument. PV-ir sprouting frequently occurred in those
HS patients whose TLE started in childhood (age 4-
8 years) and in adolescence (13—15 years). A previous
study (Janszky et al., 2004) has shown that a substantial
population of TLE patients with HS and with history of
childhood FS had the onset of epilepsy during childhood
(with an average of 5.4 years of age) or during adoles-
cence (with an average of 15.3 years of age). The coinci-
dence of the age groups mentioned in the paper of
Janszky et al. (2004) and in our recent work indicates
the role of FS in sprouting of PV-ir axons. Indeed, we
have found that patients with history of FS had stronger
sprouting than those patients who had no FS. Similarly,
the ratio of ectopic/normally-located PV-ir cells was higher
among patients with FS comparing to those without FS,
although, the difference was not statistically significant.

Association between FS and dispersion of granule
cells in the molecular layer of the GD in TLE has been
previously reported (Houser, 1990, Houser et al., 1992).
In addition, one may suppose that sprouted PV-ir axons
terminate on dispersed granule cells. Our electron micro-
scopic observations contradict this suggestion. First, we
have found a non-significant decrease in the number of
symmetric axo-somatic synapses on granule cells in HS
compared to tumor-induced TLE and to non-epileptic con-
trols. This is against the suggestion that robust sprouting
of PV-ir axons is due a stronger axo-somatic innervation
of either normal or dispersed granule cells. In addition,
PV-ir axon terminals in the dentate molecular layer were
rarely seen on somata of dispersed granule cells, and
were frequently observed on distal dendrites and dendritic
spines. These observations indicate partial change of
synaptic target of PV-ir basket cells.

Origin of ectopic parvalbumin-immunoreactive cells
and axons

In harmony with previous studies (Sloviter et al., 1991;
Arellano et al., 2004; Andrioli et al., 2007; Wittner et al.,
2001), we observed reduction in numbers of PV-ir hilar
neurons and large numbers of ectopic cells in the dentate
molecular layer of patients with HS. In addition, the ratio
of ectopic/normally-located PV-ir cells correlated with
the sprouting of axon terminals in the HS patients group
as well as in the whole cohort’'s population. These
changes has to be considered when origin of the PV-ir
axons in the molecular layer is discussed. We suggest
that ectopic PV-ir cells are, at least partly, the source of
axonal sprouting in the dentate molecular layer. However,
one may argue that loss of PV-ir neurons and the lack of
PV immunostaining in cell bodies are virtual. According to
this argument, somata of normally-positioned basket cells
in TLE patients may undergo down regulation of PV
expression while PV immunoreactivity remains intact in
their axons (Wittner et al. 2001). In such case,
PV-negative basket cells can supposedly serve as origin
of sprouted PV-ir axons. Our observations contradict the
suggestion that epileptic activity would have caused
down-regulation of PV expression. We suppose that if
the decrease in PV-immunreactivity in hilar basket cells
would have occurred due to epileptic activity, strong
decrease in PV-immunoreactivity would be observed in
all TLE groups, not only in HS and HS + MCD groups.
However, in other groups of TLE patients with similar clin-
ical parameters including frequency of seizures, PV-ir cell
numbers did not differ significantly from that of non-
epileptic controls. Therefore, we propose that the source
of PV-ir axons visible in the molecular layer of the DG
cannot be the PV-negative hilar or subgranular basket
cells. Instead, we suggest that the source of sprouted
PV-ir axons may be, at least partly, the ectopic PV-ir cells.
Regarding the origin of sprouted PV-ir axons, the question
can be raised whether the origin of PV-ir axons is com-
missural or associational. In an animal model of epilepsy,
Christenson Wick et al. (2017) revealed sprouting of com-
missural projecting PV-expressing interneurons six
months following kainate injection. While in non-human
primate brain commissural connections of the hippocam-
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pal formation originate in the presubiculum (Amaral et al.,
1984) or in the parahippocampal gyrus (Demeter et al.,
1985), a very weak connection could be demonstrated
solely at the uncal portion of the hippocampus proper
and the DG (Amaral et al., 1984). It is highly probable that
the commissural connection between hippocampus
proper and DG is even weaker in humans (Amaral and
Lavenex, 2007). This indicates that sprouting of PV-ir
axons observed in our study may not originate at the
DG of other hemisphere. This highlights the role of ecto-
pic PV-ir neurons in the formation of abnormal circuitry
in HS.

In rodents, PV-ir cells originate prenatally at the
medial ganglionic eminence and migrate tangentially in
the marginal zone (future molecular layer) of the cortex
including the hippocampal formation (Xu et al., 2004;
Butt et al., 2005; Tricoire et al., 2011; Taniguchi et al.,
2013). Since the majority of granule cells are generated
postnatally (Altman and Das, 1965; Altman, 1966; Bayer
and Altman, 1974) basket cells can occupy their final posi-
tion in the hilus before granule cell layer is formed. In
human, formation of the granule cell layer occurs mostly
prenatally (Seress, 2001; Seress et al., 2001; Seress
and Abraham, 2008). Therefore, it is difficult to predict
the possible mechanism that may be impaired during
the development of the human hippocampal formation
that results in large numbers of ectopic PV-ir basket cells
in the DG of HS patients.

Possible functional consequences

The changes in the target structure of PV-ir axon
terminals in HS may result in changes of the excitation
of granule cells. The presence of PV-ir axon terminals
on dendrites and dendritic spines of granule cells
indicates that postsynaptic structures normally covered
by excitatory synaptic terminals are partly occupied by
boutons of inhibitory neurons. This would result in a
decreased excitability of granule cells. However, we
have to consider that numbers of dendritic spines can
be changed in TLE. In animal model of TLE, moderate
increase in spine density has been found on portion of
granule cell dendrites that has been innervated by
sprouted mossy fibers (Suzuki et al., 1997). Regarding
the numbers of dendritic spines on granule cells, results
are contradictory in human TLE. While Scheibel et al.
(1974) observed loss of spines, another study has
revealed increase of spine density of granule cells con-
tacted recurrent mossy fiber collaterals (Isokawa, 1997).
In addition, dispersed granule cells exhibit different den-
dritic tree and variable spine density compared to neurons
present in the granule cell layer (Freiman et al., 2011).
The above-mentioned results indicate that data are
diverse and not yet sufficient to evaluation of physiological
role of PV-ir axonal sprouting on granule cell excitability.

According to the dormant basket cell hypothesis, axo-
somatic interneurons including PV-ir hilar cells are silent
and receive less excitatory input due to the vulnerability
of mossy cells in the hilus (Sloviter, 1991). While this
hypothesis have been supported in animal models
(Bekenstein and Lothman, 1993; Sloviter, 1994; Sloviter
et al.,, 2003), human study indicates that mossy cells

are not more vulnerable than other neurons of the epilep-
tic hippocampal formation (Seress et al., 2009). Regard-
ing the axo-somatic innervation of granule cells in
human TLE, no difference has been observed in the cov-
erage of granule cell somata by inhibitory terminals
(Wittner et al., 2001). This indicates that loss of PV
immunoreactivity found earlier and confirmed by our pre-
sent study is only virtual and does not signify neuronal
loss. While the strength of inhibitory synaptic transmission
on the granule cell somata in TLE is not known, the fact
that granule cells also innervate hilar interneurons
(Acsady et al., 1998) indicates that over-excitation of
granule cells in epilepsy may exert excitation of interneu-
rons including PV-ir cells.

Presuming that the source of sprouted PV-ir axons
are, at least partly, the ectopic PV-ir cells in the
molecular layer of the DG, we have to consider
alteration of afferents to these ectopic cells. Since these
cells are in the target zone of the entorhinal cortex,
excitation of ectopic PV-ir cells occurs concurrently with
that of granule cells by the performant pathway. This
indicates that inhibition provided by ectopic PV-ir cells
may arrive earlier onto granule cell dendrites and spines
than membrane hyperpolarization provided by synaptic
transmission of normally-located interneurons would
occur on the somata and axon-initial segments of
granule cells. If we suppose that physiological
characteristics of normally-located and ectopic PV-ir
cells are similar, activity of ectopic PV-ir cells may
strengthen inhibition on granule cells provided by
normally-located basket and axo-axonic cells. While
further studies are needed to support or reject this
supposition, our data clearly indicate anatomical
difference of internal circuitry of the DG in TLE with
different etiologies.

Axonal sprouting and change in target structure in
TLE is not an exclusive feature of PV-ir basket cells. In
animal models of epilepsy, reorganization of
somatostatin-ir axons in Ammon’s horn and in the DG,
as well as establishment of aberrant synaptic
connections presumptively with dendrites and dendritic
spines of dentate granule cells have also been reported
(Peng et al.,, 2013; Houser, 2014; Zhang et al., 2009;
Long et al., 2011; Botterill et al., 2017), but the exact iden-
tification of synaptic sites has not been shown.

Our present data demonstrate axonal reorganization
of PV-ir neurons beyond their normal territory in the
molecular layer of the DG and change in their target
selectivity. These changes may contribute to the
formation of aberrant neuronal circuitries of the DG that
could support the epileptic condition.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Temporal lobe epilepsy (TLE) is one of the most common focal pharmacotherapy-resistant epilepsy in adults.
Epileptic seizures Previous studies have shown significantly higher numbers of neurons in the neocortical white matter in TLE
Neuronalhnet'work patients than in controls.

:i::lf:: ysin The aim of this work was to investigate whether white matter neurons are part of the neuronal circuitry.

Therefore, we studied the distribution and density of synapses in surgically resected neocortical tissue of
pharmacotherapy-resistant TLE patients. Neocortical white matter of temporal lobe from non-epileptic patients
were used as controls. Synapses and neurons were visualized with immunohistochemistry using antibodies
against synaptophysin and NeuN, respectively. The presence of synaptophysin in presynaptic terminals was
verified by electron microscopy. Quantification of immunostaining was performed and the data of the patients’
cognitive tests as well as clinical records were compared to the density of neurons and synapses.

Synaptophysin density in the white matter of TLE patients was significantly higher than in controls. In TLE, a
significant correlation was found between synaptophysin immunodensity and density of white matter neurons.
Neuronal as well as synaptophysin density significantly correlated with scores of verbal memory of TLE patients.
Neurosurgical outcome of TLE patients did not significantly correlate with histological data, although, higher
neuronal and synaptophysin densities were observed in patients with favorable post-surgical outcome.

Our results suggest that white matter neurons in TLE patients receive substantial synaptic input and indicate
that white matter neurons may be integrated in epileptic neuronal networks responsible for the development or
maintenance of seizures.

White matter neurons

Abbreviations: AED, antiepileptic drug; AVLT, Rey auditory verbal learning test; BW, black and white; d, day; DAB, 3,3’-diaminobenzidine; F, female; FS, febrile
seizure; GM, gray matter; HS, hippocampal sclerosis; IPI, initial precipitating injury; L, left; M, male; m, month; MRI, magnetic resonance imaging; MCD, malfor-
mation of cortical development; NeuN, neuronal nuclear antigen; PB, phosphate buffer; PFA, paraformaldehyde; R, right; ROCF, Rey-Osterrieth Complex Figure; SD,
standard deviation; SYN, synaptophysin; TEM, transmission electron microscopy; TLE, temporal lobe epilepsy; TRIS, Tris-buffer; UPMS, University of Pécs Medical
School; Y, year; w, week; WM, white matter.
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1. Introduction

Previous studies have shown the presence of neurons in the
neocortical white matter (WM) of healthy adults (Meyer et al., 1992;
Suarez-Sola et al., 2009). The majority of these neurons are remnants of
the subplate, a transient layer during fetal cortical development (Chun
and Shatz, 1989; Kostovic and Rakic, 1990; Mrzljak et al., 1988; Suarez-
Sola et al., 2009). A portion of subplate neurons undergoes programmed
cell death in the perinatal period, while many of them survive and are
distributed in the subcortical WM as interstitial neurons (Chun and
Shatz, 1989; Judas et al., 2010; Kostovic and Rakic, 1990; Suarez-Sola
et al., 2009). Although, the role of WM neurons in adults is not clear, a
potential role of them was proposed in schizophrenia or in Alzheimer
disease (Akbarian et al., 1993; Eastwood and Harrison, 2005; Kirkpa-
trick et al., 1999, 2003; Kowall and Beal, 1988; Tao et al., 1999; Van de
Nes et al., 2002).

In temporal lobe epilepsy (TLE), which is one of the most common
form of focal epilepsies, a higher number of WM neurons have been
found in the neurosurgically resected neo- and archicortex (Emery et al.,
1997; Hardiman et al., 1988; Kasper et al., 1999; Liu et al., 2014; Richter
et al., 2016; Thom et al., 2001). Etiology of TLE can be attributed to
various pathological conditions including malformation of cortical
development (MCD) and hippocampal sclerosis (HS). Heterotopic neu-
rons are present in the WM of the temporal lobes of patients with MCD as
well as with classical type of HS characterized by severe neuronal loss in
Ammon’s horn and in the hilus of the dentate gyrus (Liu et al., 2014;
Richter et al., 2016; Thom et al., 2001). Characterization of WM neurons
using specific markers for excitatory and inhibitory neurons has shown
that these neurons comprise both excitatory and inhibitory cells in
controls and TLE patients (Judas et al., 2010; Richter et al., 2016). The
functional role of WM neurons in epilepsy has already been indicated by
the association of the presence of WM neurons with favorable post-
surgical outcome in TLE found by Hardiman et al. (1988) and by
Thom et al. (2001). According to other studies, increased density of WM
neurons was associated with worse outcome of patients following sur-
gery and despite the removal of the cortical area containing large
number of WM neurons, TLE patients did not become seizure free
(Emery et al., 1997; Kasper et al., 1999). Therefore, it has been sug-
gested that the presence of WM neurons is an epiphenomenon rather
than the cause of seizure activity (Emery et al., 1997; Kasper et al.,
1999).

Thus, the question about the role of WM neurons in the pathophys-
iology of epileptic seizures is still open. We hypothesize that due to their
excess numbers, WM neurons form abnormal neuronal circuitry, which
may have pathological significance and may play a role in the devel-
opment and/or maintenance of epilepsy. Therefore, our aim was to
investigate the possible synaptic connections of WM neurons, which
would indicate that WM neurons are functionally active and may be
integral part of epileptic neuronal networks. Therefore we have studied
the distribution of neurons and synapses in the neocortical WM in sur-
gically resected tissue samples of patients with pharmacotherapy-
resistant TLE.

Visualization of WM neurons was performed by the detection of a
neuronal nuclear antigen (NeuN) suitable for the study of the whole
neuronal population present in the WM (Gusel'nikova et al., 2015;
Mullen et al., 1992; Richter et al., 2016; Sarnat et al., 1998; Wolf et al.,
1996). Synapses have been studied with an antibody against synapto-
physin (SYN), a 38 kDa transmembrane synaptic vesicle protein that
binds to another essential fusion molecule synaptobrevin II (Becher
et al., 1999; Edelmann et al., 1995; Siidhof, 1987). SYN is present in the
presynaptic terminals of both excitatory and inhibitory neurons in the
central nervous system and because of its general occurrence, SYN im-
munostaining can be used for quantification of synapses (Alder et al.,
1992; Bragina et al., 2007; Calhoun et al., 1996; Gaardsvoll et al., 1988;
Gronborg et al., 2010; Micheva et al., 2010; Rehm et al., 1986; Thomas
et al.,, 1988; Wiedenmann and Franke, 1985). In addition to the
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distribution of WM neurons and synapses, we studied the correlation
between the density of WM neurons and synapses that would indicate
functional significance of WM neurons in the temporal neocortex of TLE
patients. We further analyzed the possible correlation between the
density of neurons as well as synapses and the clinical data of patients,
including the age of onset, the duration of the epilepsy as well as the
post-surgical outcome. Since WM abnormalities have been associated
with cognitive performance (Alexander et al., 2014; Reyes et al., 2019;
Riley et al., 2010; Rodriguez-Cruces et al., 2018), histological data were
correlated with the scores of verbal and visual cognitive tests of TLE
patients.

2. Results

In harmony with earlier studies and as demonstrated in Fig. 1, we
detected larger number of neurons in the neocortical WM of TLE patients
than in controls, although, the possible synaptic contacts and the func-
tional impact of WM neurons remained to be elucidated (Emery et al.,
1997; Richter et al, 2016; Thom et al., 2001). To identify and quantify
synapses in the neocortical WM, we used immunohistochemistry to
detect SYN, a vesicular protein present in presynaptic terminals (Alder
et al., 1992; Wiedenmann and Franke, 1985).

2.1. Synaptophysin immunoreactivity in the white matter

Synapses were visualized with immunohistochemistry based on the
SYN protein content of the presynaptic axon terminals in TLE patients
and in control subjects who had no epilepsy. We used two different
control groups. SYN immunohistochemistry was performed on sections
of the middle temporal gyrus from surgically resected tissue blocks of
patients who have been operated with intracranial tumor. The tissue
samples examined in this study were completely tumor-free. In addition
to biopsy, autopsy control samples were used as well. In both samples,
SYN-immunoreactive profiles could be seen as small dots in the sections.
As it was expected, dense SYN immunoreactivity was observed in the
GM and the border between GM and WM was clearly outlined. In low
numbers, SYN-immunoreactive puncta could be also found in the WM in
the control group (Fig. 2A).

In TLE patients’ samples, SYN immunoreactivity was also remark-
ably stronger in GM than in WM, and in a few HS and in MCD cases, the
border between WM and GM appeared to be blurred (Fig. 2B). The most
striking observation in TLE samples was the higher density of SYN-
immunoreactive puncta in the neocortical WM (Fig. 2B). In the deep
WM, distribution of SYN-immunoreactive profiles was variable (Fig. 2C,
D). In many cases, SYN-immunoreactive dots were evenly distributed in
the WM, while in other patients patchy appearance of SYN immunore-
activity could be observed. Occasionally, SYN-immunoreactive puncta
were organized in parallel indicating the presence of synaptic terminals
along dendrites.

In order to verify that SYN-immunoreactive puncta observed with
light microscope signify synapses, we examined SYN-immunoreactive
profiles with TEM. SYN-immunoreactivity was located in presynaptic
axon terminals (Fig. 2E-F).

2.2. Quantification of synaptophysin immunoreactivity in the white
matter

Quantification of SYN immunoreactivity was performed in the deep
WM, approximately 500 um below the border of WM and GM in both
autopsy and biopsy controls, as well as in TLE samples. Although the
average of optical density of SYN-immunoreactive puncta in biopsy
preparations was slightly higher (6.73 + 2.92) than in autopsy samples
(5.09 £ 3.54), the difference between the two patient groups was not
significant (Fig. 3A). Therefore, we pooled the control samples of both
groups, and averaged the SYN-immunoreactive optical density values
(5.91 + 3.04) of autopsy and biopsy controls (Fig. 3B).
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Fig. 1. NeuN immunoreactivity in the temporal neocortex NeuN immunoreactivity in a control sample (A and C) and in a patient with TLE (B and D). Dashed
lines show the transition between gray matter (GM) and white matter (WM). Abbreviations: GM, gray matter; WM, white matter. Scale bar = 500 pm in A, B and 200

pm in C, F.

Quantification revealed that optical density of SYN-immunoreactive
dots in the neocortical WM showed individual differences among TLE
patients. The average density of SYN immunostaining in the neocortical
WM of 14 TLE patients was 11.04 + 3.13, which was significantly (p =
0.007) higher than that in control samples (Fig. 3B).

In TLE patients with HS, average of SYN optical density was 10.25 +
2.43. The difference between SYN immunodensity in WM of the HS
patients and that of controls were statistically significant (p = 0.011,
Fig. 3C). In MCD, average of optical density of SYN-immunoreactive
profiles was 13.04 + 5.13, and the difference between SYN-
immunoreactivity of controls and patients with MCD-related epilepsy
was not statistically significant (Fig. 3D).

2.3. Correlation between optical density of synaptophysin
immunoreactivity and density of neurons in the neocortical white matter

In this part of the study, we correlated the density of WM neurons
with the optical density of SYN-immunoreactivity. In case of 13 TLE
samples, we had data on both optical density of SYN immunostaining
and density of NeuN-immunoreactive WM neurons. Spearman’s analysis
has revealed significant (p = 0.001) positive correlation between SYN
optical density and density of neurons in the WM (Fig. 4A). In addition,
significant (p = 0.005) correlation was observed in the WM of HS pa-
tients between SYN-optical density and density of neurons (Fig. 4B). Due
to the low number of patients in the MCD group, association between
SYN optical density and density of neurons in the WM was not statisti-
cally significant. However, larger SYN optical density was detected in
those samples that contained larger number of neurons per unit area.

2.4. Correlation between histological findings and the clinical and
cognitive data of TLE patients

We correlated SYN immunoreactivity in the neocortical WM with the

following clinical parameters: age and gender of patients, age at onset of
epilepsy and duration of the disease. Correlation analysis revealed no
significant association between the above-mentioned parameters and
the SYN immunoreactivity. We have to note, however, that age of au-
topsy controls were significantly higher than that of TLE patients,
although, ages of individuals in the TLE group varied and significant
deviation could be found in both directions from the average age of the
patients. In contrast, no significant difference was observed in neuronal
and SYN densities in the samples of those TLE patients who were
younger than the average age of the whole TLE group when compared to
those who were older.

In addition, association of SYN immunopositivity in the WM with the
frequency of the seizures in the year before operation was examined, but
no significant association could be found. No correlation was found
between SYN immunoreactivity and the incidence of childhood febrile
convulsions.

Regarding the postoperative outcome of patients, the Engel classifi-
cation was used (Durnford et al., 2011; Engel et al., 1993). Twelve of our
TLE patients became seizure-free and belonged to Engel class 1. One
patient belonged to class 2, which indicate a slightly worse postsurgical
outcome than for Engel class 1 patients. No meaningful improvement
occurred in one patient who belonged to class 4. Engel class 1 can be
further divided into subclasses. Patients with the most favorable
outcome, who were completely seizure free without antiepileptic drugs
(AED) belonged to class 1A. Those patients who had non-disabling
simple partial seizures only since epilepsy surgery belonged to Engel
class 1B, while patients with some disabling seizures after surgery, but
who were free of disabling seizures for at least 2 years were registered in
class 1C. Patients who had generalized convulsions with antiepileptic
AED withdrawal only belonged to Engel class 1D. While analyzing the
association between postsurgical outcome and histological findings, we
separately examined those patients who became completely seizure free
without AEDs (class 1A) and other patients who belonged to Engel class
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1B-D. We assigned numerical values to these two categories as follows:
to 1A 0.5, to Engel class 1 other than 1A (1B-D) 1 were allocated.
Regarding other Engel classes, subclasses were not considered and the
numerical value assigned was identical with the number of the class. Our
analyses revealed that post-surgical outcome significantly (p = 0.03)
correlated with the optical density of SYN-immunoreactivity (Fig. 5A).

In the subgroups of TLE, all patients with HS became seizure free and
belonged to Engel class 1. Analyzing association of SYN-
immunoreactivity with the postsurgical outcome of HS patients, no
significant association was found (not shown). Similarly, no significant
association was observed between SYN-immunodensity and postsurgical
outcome in the MCD group, however, trend showed that the higher the
SYN immunodensity, the more favorable the postsurgical outcome was
(Fig. 5B).

The density of NeuN-immunoreactive cells in the WM and the post-
surgical outcome of TLE patients did not show significant association,
although an interesting trend was observed indicating that the larger the
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Fig. 2. Synaptophysin immunoreactivity in
the white matter Synaptophysin (SYN) immu-
noreactivity in the gray matter (GM) and white
matter (WM) of a control (A) and a patient with
epilepsy (B). C. Dense SYN immunoreactivity in
the WM of a TLE patient. D. Parallel-organized
SYN-immunopositive profiles indicate presyn-
aptic axon terminals terminating on dendrites or
axon-initial segments of WM neurons in a TLE
patient. E: Electron micrograph of an axo-
dendritic synapse formed by a SYN-
immunoreactive presynaptic terminal (arrow)
in a TLE patient. F: Electron micrograph of a
SYN-immunoreactive  presynaptic  terminal
(arrow) forming an asymmetric synapse with a
dendritic spine. Arrowheads in E and F point to
post-synaptic density. Scale bars = 200 pm in A,
B, 100 pm in C, D and 200 nm in E and F.

density of neurons the better was the postsurgical outcome (not shown).

Linear regression analysis between the histological findings and the
cognitive performance of patients indicated that neuronal and synaptic
densities in the WM were associated with verbal memory (Fig. 6). The
optical density of SYN immunoreactivity was significantly correlated
with the interference in AVLT (F(1,11) = 7.57, p < 0.05) (Fig. 6A).
Similarly, higher neuronal density was associated with lower scores of
interference in AVLT, although the association was not statistically
significant (F(1,11) = 2.86, p = 0.11, not shown). Regarding short-term
verbal memory, a significant correlation was observed between scores of
digit span forward test and SYN immunodensity (F(1,11) = 4,81, p =
0.05), as well as density of neurons (F(1,11) = 11.4, p < 0.01) (Fig. 6B
and C). The scores of visual attention and memory tests including copy
of ROCF did not show significant correlation with SYN-immunodensity
and with the density of NeuN-immunoreactive cells, although a ten-
dency (p = 0.08) could be observed when forward version of the Corsi
Block-Tapping task scores and neuronal density were correlated (not
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Fig. 4. Diagrams reveal the association between optical density of syn-
aptophysin immunoreactivity and density of WM neurons in TLE patients’
groups. A and B: Significant positive correlation was observed between the
density of WM neurons and the optical density of synaptophysin (SYN)
immunopositivity in all TLE patients (A) and in TLE patients with HS (B).

WM of TLE patients with HS than in controls. In addition, a significant
correlation could be found between the density of synapses and the
density of neurons in the neocortical WM of those TLE patients who had
HS.

Neuronal numbers in the neocortical and archicortical WM have
been reported to be increased in epileptic patients compared to non-
epileptic controls (Emery et al., 1993; Richter et al., 2016; Thom
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Fig. 5. Relationship between optical density of synaptophysin immuno-
reactivity in the WM and postoperative outcome of TLE patients. A: Chart
demonstrates significant correlation between optical density of synaptophysin
(SYN) immunoreactivity in the WM and TLE patients’ postoperative outcome
according to the Engel classification. Engel class 1 was further divided into
subclasses 1A and 1B-D. For the analysis of the association between postsurgical
outcome and histological findings, we assigned numerical values to these sub-
classes as follows: 1A — 0.5, 1B-D —1. These values are present also on the Y
axis of the chart in A. B. Relationship between optical density of SYN immu-
noreactivity and patients’ postoperative outcome according to the Engel clas-
sification in MCD-induced TLE.

et al., 2001). Among WM neurons, both excitatory and inhibitory neu-
rons were present (Richter et al., 2016). Regarding the functional sig-
nificance, as well as the synaptic connections of WM neurons, no clear
information was available. In our study, synapses were visualized with
immunohistochemistry based on the SYN protein content of the pre-
synaptic axon terminals (Wiedenmann and Francke, 1985). SYN-
immunoreactive profiles have been observed in WM of both TLE pa-
tients and control samples. Under the light microscope, SYN-
immunoreactive terminals were visible as small dots. Using immunoe-
lectron microscopy, we verified the localization of SYN in presynaptic
axon terminals, which is in harmony with previous studies (Rehm et al.,
1986; Wiedenman and Francke, 1985).

3.1. Technical considerations and limitation of the study

In our study, quantification of synapses in the neocortical WM was
performed in light microscopic sections and optical density of SYN
immunoreactivity was measured. In a previous work, we have compared
two different software for optical densitometry of immunoreactive
profiles, in which ImageJ, an open source Java-based image processing
and analyzer program supported by the NIH USA and AnalySIS software
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Fig. 6. Linear regression between the optical density of synaptophysin
immunoreactivity (A and B), density of WM neurons (C) and the verbal
memory scores of the entire TLE patients’ population. A. Diagram shows
significant negative linear regression between synaptophysin (SYN) density and
the interference in AVLT. B. Chart reveals significant positive linear regression
between SYN density and scores of digit span forward test. C. Diagram reveals
significant positive linear regression between density of WM neurons and scores
of digit span forward test.

(Olympus Corporation) have been used and compared (Armbruszt et al.,
2015). We have found that both programs are suitable for the mea-
surement of optical density on immunostained sections, therefore, in the
present study we used ImageJ. Quantification revealed a significantly
higher SYN optical density in TLE compared to controls.

Regarding the control samples, we have used the WM of the temporal
neocortex of two control groups. Patients who underwent neurosurgery
with fast-growing intracranial tumors formed one of our control groups.
Resection of neocortical WM in these cases has been performed for
strictly therapeutic reasons and has been indicated to guarantee safe and
radical removal of the tumor. The resected tissue was put in fixative
immediately after removal. Due to the radical resection, WM tissue used
in our study did not contain tumor cells. In addition to biopsy samples,
autopsy controls with short post-mortem delay were used as well.
Probably, due to the longer interval between the time of death and
fixation of brain samples, SYN immunoreactivity in autopsy control
group was slightly weaker and optical density was slightly lower than
that of surgically removed biopsy controls. However, the difference
between the two groups was not significant. This indicates that both
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controls can be used as a comparison to the SYN immunodensity of TLE
patients’” WM samples. Accordingly, we have pooled the optical density
values of our control samples, in order to form a single control group
that could be used for the comparison of SYN immunodensity in TLE
patients.

There are limitations in the present study. First, the sample size is
relatively small, which might result in a reduction of statistical power. In
the TLE group with HS, we had sections containing NeuN-
immunopositive cells and SYN-immunoreactive profiles of 10 patients.
The number of samples was especially low regarding the group of TLE
patients with MCD (n = 4). Despite the small sample size, a significant
difference could be found between optical density of SYN-
immunoreactivity of controls and TLE patients, and between these pa-
rameters of controls and TLE patients with HS. Regarding to the whole
cohorts’ population, and to HS patients, a significant correlation was
found between optical density of SYN-immunoreactive profiles and the
density of NeuN-immunopositive cells. In addition, a significant asso-
ciation was observed between the optical density of SYN-
immunoreactivity and the postsurgical outcome of TLE patients. A sig-
nificant correlation was found between NeuN as well as SYN-
immunoreactivity and scores of neuropsychological tests measuring
verbal memory of patients. It is obvious that a larger sample size would
strengthen the statistical power of our study. However, despite the
relatively low sample size, our original question that was related to the
possible functional role of WM neurons and synapses in TLE, was
answered. Based on previous studies, the most frequent form of TLE is
HS, and in harmony with these data, the larger group of our epileptic
patients was characterized with HS and lower number of patients had
MCD (Bliimcke et al., 2002; Bliimcke, 2009; Howe et al., 2010; Lehericy
etal., 1997). Thus, we have to emphasize that the difference observed in
the sample size of the examined patients’ groups with different etiology
correlates with the difference in the prevalence of MR findings in TLE.

Another limitation of our study is the difference between the ages of
TLE patients and that of controls. Especially, the ages of autopsy controls
were significantly higher than that of TLE patients. We have to
emphasize, however, that ages of individuals in the TLE group varied
also and significant deviations could be observed in both directions from
the average age of the patients. In contrast, no significant difference was
found in neuronal and SYN densities in the samples of those TLE patients

who were younger than the average age of the whole TLE group when
compared with the densities found in those who were older than the
average age of the patients. In addition, no correlation could be found
between the neuronal or SYN densities and the age of the patients.
Although, we cannot exclude that certain level of decrease in neuronal
and SYN densities in the WM is associated to aging, the lack of corre-
lation between neuronal or SYN densities and the ages of patients in-
dicates that the significantly higher neuronal and SYN densities
observed in TLE patients are rather due to the epilepsy than to the lower
ages of the patients.

3.2. Neurons and synapses in the white matter

Previous studies have reported the presence of neurons in neocortical
WM of patients with TLE, although their impact on generation and
maintenance of seizure activity has not been proven (Emery et al., 1997;
Hardiman et al., 1988; Kasper et al., 1999; Liu et al., 2014; Richter et al.,
2016; Suarez-Sola et al., 2009; Thom et al., 2001). In addition to the
higher optical density of SYN immunoreactivity - that we found in TLE
patients compared to controls -, we revealed a significant positive linear
correlation between the density of WM neurons and the optical density
of SYN immunoreactivity. The correlation suggests that WM neurons
may be functionally active, integral parts of the neuronal circuitries in
the temporal lobe in TLE. Regarding the origin of synaptic terminals in
the WM, many options are plausible. The SYN-immunoreactive termi-
nals might originate form cortical and/or subcortical neurons. In addi-
tion, the WM neurons might be the source of SYN-immunopositive
presynaptic terminals as well.

The functional activity of WM neurons and synapses might be sup-
ported by another finding of our study. Correlation of the neuronal
numbers and the optical density of SYN immunoreactivity with neuro-
psychological data of patients revealed a significant association between
our histological findings and the verbal memory of TLE patients. Short-
term verbal memory significantly correlated with neuronal density as
well as with optical density of SYN immunoreactivity in the WM of
epilepsy patients. In addition, optical density of SYN immunoreactivity
was significantly associated to interference in AVLT. These data clearly
indicate the functional importance of WM synapses in the temporal lobe.
Interestingly, elimination of SYN in mice induced behavioral changes
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including impairments in learning and memory, indicating that SYN is
apparently not essential for the synaptic vesicle cycle, but it likely has a
function in modulating synaptic strength and efficiency of memory
formation (Schmitt et al., 2009).

The existence of functional neural networks within the WM is sup-
ported by MRI studies in which the WM appears to display intrinsic
functional organizations as interacting networks of functional modules,
similarly to the GM (Ding et al., 2016; Peer et al., 2017; Wu et al., 2016).
Interestingly, Peer et al. (2017) have shown that these networks extend
deeper than the border of the WM and GM, indicating that signals arise
from activity within the WM itself, which supports the interpretation of
our results.

In TLE, the involvement of the neocortical WM has been confirmed
by MRI (Concha et al., 2009; Nagy et al., 2016; Riley et al., 2010). More
widespread diffusion abnormalities have been observed in the WM tracts
of the temporal lobe in mesial temporal sclerosis than in non-lesional
TLE (Liu et al., 2012). Using fMRI, results indicated functional disrup-
tion in WM networks in mesial temporal sclerosis and led to the sug-
gestion that deep WM networks are key network nodes that may
contribute to massive functional alterations in the GM of TLE patients
(Cui et al., 2021). Other studies indicate that heterotopic WM neurons in
MCD participate to some degree in normal brain functions (Janszky
et al., 2003; Muller et al., 1998; Spreer et al., 2001).

The significance of synapses in the WM of the temporal neocortex is
highlighted by the correlation of optical density of SYN immunoreac-
tivity and the postsurgical outcome of TLE patients. For the evaluation of
postsurgical outcome, Engel classification was used (Engel et al., 1993).
We observed significant negative correlation between postsurgical
outcome of TLE patients and the optical density of SYN immunoreac-
tivity showing that the larger optical density of SYN immunoreactivity,
the better is the postsurgical outcome of the patients. Despite the low
number of patients (n = 4), tendency could be found between the
postsurgical outcome of TLE patients with MCD and the optical density
of SYN immunoreactivity. A similar trend could be seen when the den-
sity of WM neurons and the postsurgical outcome of patients with MCD
were correlated. These associations indicate that WM synapses might
play a substantial role in the generation and maintenance of epileptic
seizures in patients with MCD, and the removal of the area containing
WM neurons and synapses largely contributed to the favorable post-
surgical outcome of the patients. According to a previous study, the
increased density of WM neurons was associated with a worse outcome
of TLE patients following surgery (Kasper et al., 1999). However, Har-
diman et al. (1988) and Thom et al. (2001) have found an association of
the presence of WM neurons with a favorable post-surgical outcome in
TLE. Our results are in harmony with their data, and extend it with the
finding that in addition to neurons, larger density of synapses in the WM
is also associated with a better postoperative outcome.

The exact way and the time of formation of WM synapses on WM
neurons, however, are still unclear, and two basic explanations may
occur. It may be due to abnormal cortical development that is high-
lighted by the larger number of neurons in the WM (Hardiman et al.,
1988; Kasper et al., 1999; Richter et al., 2016; Thom et al., 2001) and the
significant correlation found between the density of WM neurons and
synapses. The increased SYN density in the WM found in our study
suggests that WM neurons receive synaptic input, although the origin of
these axons could not be verified with the histological technique we
used. WM synapses may be formed by cortical neurons in normal posi-
tion and the subcortical origin can also be a possibility. Another option
might be that WM neurons terminate on each other and form abnormal
subcortical circuitries which may be part of epileptic networks and play
a role in the development and maintenance of epilepsy. In an animal
model of cortical dysgenesis, complex synaptic responses were observed
upon electrical stimulation of the adjacent WM which suggest that
heterotopic neurons can form local excitatory and inhibitory synaptic
connections and may participate in epileptiform events (Smith et al.,
1999). Another explanation for the high density of WM synapses can be
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synaptic reorganization that is a known feature in epilepsy (Colciaghi
et al., 2014; Magloczky, 2010; Toth et al., 2010). Axonal sprouting and
synapse formation are due to the stimulating effect of trophic factors
(Cronin et al., 1992; Peng et al., 2013; Represa and Ben-Ari, 1997). A
similar phenomenon is also plausible in the neocortical WM, which may
increase the number of synapses.

Our work indicates the functional importance of WM neurons and
synapses, although, further research is needed about the exact role of
them in TLE. The presence of functional networks within the WM may
open new avenues of research in cognitive and clinical neuroscience.

4. Experimental procedures
4.1. Patients

Surgically removed tissue of the middle temporal gyrus of
pharmacotherapy-resistant TLE patients (n = 14) were used in this
study. In 10 patients HS, in four patients MCD have been verified with
magnetic resonance imaging (MRI). In addition, in HS patients, neuro-
pathological examination revealed typical neuronal loss in Ammon’s
horn and in the hilus of the dentate gyrus. The hippocampal and cortical
sections of TLE patients have been partly used in previous studies as well
(Abraham et al., 2011; Karadi et al., 2012; Richter et al., 2016). De-
mographics and clinical data of TLE patients used in this study are
summarized in Table 1..

TLE patients have been evaluated in the Epilepsy Center of the
Department of Neurology of the University of Pécs Medical School
(UPMS), and surgery has been performed in the Department of Neuro-
surgery under general anesthesia, through a standard temporal crani-
otomy. Fixation of tissue samples has been started immediately after the
removal.

4.2. Controls

Neocortical WM of temporal lobe tissues from non-epileptic patients
with intracranial tumor (n = 3) and from autopsy (n = 3) were used as
controls. Demographics and clinical data of controls are summarized in
Table 2.

Neurosurgery of non-epileptic patients (n = 3) has been performed in
the Department of Neurosurgery of UPMS, because of rapidly growing
brain tumors in the temporal neocortex. Resections have been done for
strictly therapeutic reasons and temporal lobectomy has been indicated
to guarantee safe and radical removal of the tumor. To ensure this, the
tumor was removed with a margin of 2 cm to 3 cm intact temporal
neocortex. Fixation of tissue samples has been started immediately after
the removal. Histological diagnosis of the tumor was performed in the
Department of Pathology at UPMS. In the intact temporal neocortex,
histological examinations revealed no peritumoral tissue changes or
infiltration of the tumor. The intact peritumoral WM tissues used in this
study were examined by Ki-67 immunohistochemistry in our laboratory.
All procedures including the surgery were carried out with the adequate
understanding and written consent of the patients. Tissue samples were
processed and histological evaluation has been carried out according to
the institutional regulation (PTE KK RIKEB/5342). In addition, regula-
tions of the Hungarian Ministry of Health and the policy of Declaration
of Helsinki has been followed.

Autopsy samples have been received from the Human Brain Research
Laboratory of the Institute of Experimental Medicine, Budapest,
Hungary. The control subjects were processed for autopsy in the
Department of Pathology of Saint Borbala Hospital, Tatabanya,
Hungary. Informed consent was obtained for the use of brain tissue and
for access to medical records for research purposes. Tissue was obtained
and used in a manner compliant with the Declaration of Helsinki. All
procedures were approved by the Regional and Institutional Committee
of Science and Research Ethics of Scientific Council of Health (ETT
TUKEB 15032/2019/EKU). Control subjects died from causes unrelated
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Table 1

Demographics and clinical data of patients with temporal lobe epilepsy.
Case number Age (Y) Gender Age at onset (Y) Duration (Y) Seizure frequency MR-diagnosis Affected side IPI
1 25 M 5 20 6-7/m HS L FS
2 29 M 14 15 4/m HS R FS
3 48 M 8 40 6-8/m HS R FS
4 51 F 22 29 1-4/m HS L -
5 40 M 11 29 1-2/m HS L -
6 27 F 19 8 2-4/w HS R -
7 50 M 4 46 1-2/m HS R -
8 48 F 4 44 6/m HS L FS
9 34 F 23 11 5-8/m HS L -
10 48 F 28 20 2-3/w HS L -
11 48 F 38 10 6-8/m MCD L -
12 33 F 29 6-10/m MCD L -
13 32 F 14 18 1-6/d MCD R -
14 19 M 12 2-3/d MCD L -

Table 2

Demographics and clinical data of controls.

Tumor patients Age (Y) Gender Tumor location on MRI Side of tumor Histopathological diagnosis
1 39 M Parahippocampal, piriform gyri R Glioblastoma, WHO Grade IV
2 74 F Temporal pole, hippocampus, parahipp. gyrus R Astrocytoma, WHO Grade III

3 38 F Fronto-insulo-temporal cortex, hippocampus, parahipp. gyrus R Glioblastoma WHO Grade IV

Autopsy patients Age (Y) Gender Side of the examined cortex Casue of death

1 77 M L Cardiac arrest

2 60 F R Respiratory arrest
3 72 M R Respiratory arrest

to any brain disease and the clinical data or the autopsy did not show
any signs of neurological disorders. The control brains (n = 3) were
removed 2-4 h after death, the internal carotid and vertebral arteries
were cannulated, and the brains were perfused first with physiological
saline (1.5 L in 30 min) containing 5 ml of heparin, followed by a fixative
solution containing 4% paraformaldehyde, 0.05% glutaraldehyde and
15% picric acid in phosphate buffer (PB, pH 7.4), (4-5 L in 1.5-2 h).
After perfusion, 0.5-1 cm thick blocks were cut from the temporal
cortical region Brodmann area 21 and post-fixed in the Zamboni solution
without glutaraldehyde overnight (Magloczky et al., 1997; Toth et al.,
2010). Following fixation, blocks were cryo-protected in 30% of sucrose
diluted in PB for two days, deep-frozen over liquid nitrogen and stored at
—80 °C.

4.3. Tissue processing

The cortical tissues resected from TLE and tumor patients were
immediately put in fixative containing 4% paraformaldehyde (PFA)
buffered with phosphate buffer (PB, 0.1 M, pH 7.4) and tissues were
fixed for 12 h at 4 °C. Autopsy samples were stored following a deep-
freezing procedure as described above. Fixation of tissue samples in
4% PFA buffered with PB (0.1 M, pH 7.4) was carried out immediately
after melting, then blocks were fixed for an additional 12 h.

Tissue blocks containing neocortical WM and gray matter (GM) were
embedded into paraffin and 10 pm thin sections were cut with a sliding-
microtome and mounted on gelatin-coated glass slides. Other parts of
tissue blocks of surgically removed samples of TLE patients were cut
with vibratome at 80 pm, and free-floating sections were processed for
immunohistochemistry.

4.3.1. Synaptophysin immunohistochemistry for light microscopy
Following the removal of paraffin, immunohistochemistry was per-
formed according to described earlier (Abraham et al., 2001). Briefly,
deparaffinization was followed by the washing of sections in Tris-buffer
(TRIS 0.1 M, pH 7.4). Antigen retrieval was performed with citrate
buffer (pH 6.0) in a microwave oven (800 W), and sections were heated
three times for 5 min (min) each. This step was followed by pre-

incubation of sections in 10% normal horse serum diluted in TRIS
containing 0.4% Triton X-100 for 1 h. Incubation with the primary
mouse monoclonal anti-SYN (Novocastra, New Castle upon Tyne, 1:400)
antibody diluted in TRIS was carried out in a humid chamber overnight
at room temperature. Binding sites were visualized with biotinylated
secondary antibody and with the avidin-biotin peroxidase detection
system (Universal Vectastain ABC Elite Kit, Vector, Burlingame, CA).
The chromogen was 3,3'-diaminobenzidine (DAB).

4.3.2. NeuN immunohistochemistry for light microscopy

Immunohistochemistry detecting WM neurons expressing NeuN pan-
neuronal antigen was carried out as previously published (Richter et al.,
2016). Briefly, 80 pm thin free-floating sections were pretreated with 1%
H,0; diluted in TRIS for 20 min, then pre-incubated in 10% normal
horse serum in TRIS containing 0.4% Triton X-100. This step was fol-
lowed by incubation with monoclonal anti-NeuN (Chemicon, Temecula,
CA, USA, 1:500) primary antibody overnight at room temperature.
Binding sites were visualized with biotinylated secondary antibody and
avidin-biotin peroxidase detection system (Universal Vectastain ABC
Elite Kit, Vector, Burlingame, CA) using DAB as chromogen.

4.3.3. Synaptophysin immunoelectron microscopy

In order to visualize synapses with transmission electron microscope
(TEM), preparations of neocortical tissues of TLE patients for immuno-
electron microscopy have also been done. Therefore, PFA-fixed blocks
of temporal lobe were cut with vibratome at 80 ym. Free-floating sec-
tions were subjected to ,,freeze-thaw” process to enhance penetration of
antibodies. Sections were cryoprotected in 15%, then in 30% solution of
sucrose diluted in PB, and they were ,freeze-thawed” by placing them
three times above liquid nitrogen. After this pretreatment, indirect
immunoreaction was performed using primary anti-SYN antibody
(Novocastra, New Castle upon Tyne, 1:400). Binding sites were visual-
ized with biotinylated secondary antibody and avidin-biotin peroxidase
detection system (Vector, Burlingame, CA). The immunoreaction was
visualized with DAB. Post-fixation of the sections was performed with
2.5% glutaraldehyde and then with 1% osmium-tetroxide diluted in PB.
Subsequently, sections were dehydrated with increasing concentrations
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of ethyl alcohol, cleared with propylene oxide, then were flat-embedded
in Durcupan resin (Sigma-Aldrich, Budapest). Region of interest in the
WM was re-embedded in Durcupan resin using gelatin capsules. Ultra-
thin sections were cut at 65 nm with ultramicrotome (Leica Ultracut,
Germany). Then sections were placed on a single-slot grid covered with
parlodion membrane. Uranyl-acetate and lead-citrate were used for
contrasting the sections which were examined in JEOL 1200 EX-II and
JEM-1400Flash transmission electron microscopes (TEM).

4.4. Quantification

4.4.1. Determination of neuronal density

Details of quantification of NeuN-immunoreactive neurons in
cortical WM of the temporal neocortex was previously published
(Richter et al., 2016). Since the neuronal density differs in the superficial
and deep parts of WM, quantification was carried out approximately
500-700 pm below the border between the GM and the WM. In the
neocortical WM, NeuN-immunoreactive neurons were counted using an
image analyzer system consisting of a Nikon Optiphot 2 microscope
equipped with a MicroBrightfield Lucivid, computer-controlled motor-
ized stage attached to a computer running Neurolucida software (Neu-
rolucida 2.0, Microbrightfield Inc., Williston, VT). The number of
immunoreactive neurons in the deep WM of the sections of each patient
were determined and pooled, then data were averaged, and the density
of NeuN-immunoreactive cells was expressed as neurons/mm? =+ stan-
dard deviation (SD).

4.4.2. Determination of synaptophysin immunoreactivity

Determination of the optical density of SYN-immunoreactive profiles
was performed in the WM of the temporal neocortex. Measurements
were carried out on digital pictures taken with an Olympus BX50 light
microscope using 20X magnifying objective lens in the deep neocortical
WM, approximately 500 pm below the GM. In black and white (BW)
images of the neocortical WM, the density of SYN-immunoreactive
profiles was determined using an Image J software (NIH, US-
supported image analyzer) that measured the intensity of pixels and
expressed it as numerical values without measure unit. Two or three
sections per tissue blocks were photographed in each patient. As an
average, 10.5 BW photos were captured and analyzed per section.

The density of SYN-immunoreactive profiles and that of the back-
ground staining were separately measured. The real optical density of
SYN-immunoreactivity was calculated by subtracting intensity values of
the SYN from intensity values of the background, the average + SD was
determined.

4.5. Memory tests

Preoperative verbal and visual memory performance of TLE patients
were tested. Verbal attention was measured with the forward version of
the digit span task. Visual attention was assessed using forward version
of the Corsi Block-Tapping task (Lezak et al., 2004). Visual construction
ability and memory were assessed using the Rey-Osterrieth Complex
Figure (ROCF) test. After copying the ROCF, the patient had to draw it
from memory in delayed recall (30 min). In the ROCF test, a standard
Taylor’s scoring system was administered with a maximum of 36 points
over copying and memory versions. Each figure was divided into 18
different blocks. When the subject drew properly placed, correct blocks,
2 points were given. Properly placed and distorted or poorly placed and
correct blocks were rated with 1 point. Distorted, poorly placed blocks
were scored with half point. In case of absent or unrecognizable blocks,
no points were given (Hodges, 1996). Verbal learning and memory were
tested using a Hungarian version of the Rey auditory verbal learning test
(AVLT). The AVLT measures verbal learning ability using 15 common
nouns (A and B lists). Five presentations of the A list were given. After
each presentation, the subject had to recall the words from the list.
Learning was evaluated over five trials. After the 5th trial, the B list was
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read, and the subject had to remember this new list (interference trial).
In the 7th trial, the subject recalled the A list without auditory presen-
tation. The 8th trial presented the delayed recall after 20 min. After
testing, we evaluated the total learning score (TL) by the total number of
learned words over the first five trials, short-term retention on the 7th
trial, long-term retention on the 8th trial and the interference (remem-
bered number of words of B list).

4.6. Statistical analysis

Optical density of SYN-immunoreactivity in autopsy controls was
compared to biopsy controls with Student’s t-test. Similarly, Student’s t-
test was used for the comparison of optical density of SYN-
immunoreactivity in TLE patients and in controls. Optical density of
SYN-immunoreactivity and the density of WM neurons, as well as clin-
ical and cognitive data of TLE patients were correlated with Spear-
mann’s correlation and linear regression, respectively. Statistical
significance was set at p < 0.05. Statistical analyses were performed by
IBM SPSS software package (version 25. SPSS Inc, MN).
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