Ektopias neuronok és szinaptikus reorganizacio
morfologiai vizsgalata temporalis lebeny epilepszias betegek
gyrus dentatusaban és az agykeérgi fehérallomanyaban

PhD tézis

Dr. Soki Noémi

Pécsi Tudomanyegyetem

Orvosi Biologiai Intézet ¢s Kozponti Elektronmikroszkopos Laboratorium

Klinikai Idegtudomanyok Doktori Iskola
Doktori Iskola vezetdje: Prof. Dr. Komoly Sdmuel, egyetemi tanar
Programvezet6: Dr. Abraham Hajnalka, egyetemi docens

Témavezetd: Dr. Abraham Hajnalka, egyetemi docens

Pécs, 2024



BEVEZETES

Az epilepszias roham és az epilepszia betegség

Epilepszias roham egy neuron populdcié koros, szinkronizalt kisiilése. Epilepszids
betegeknél ismétlddd, spontan epilepszids rohamok jelentkeznek. A teljes lakossag 0,5-1%-a
szenved epilepszidban (Magyarorszagon 50-60 ezer f6). Az epilepszia diagnozisanak
felallitasaban elektroenkefalografia (EEG) és az agyi magneses rezonancia képalkotdo (MRI)
vizsgalat a legfontosabb. Az epilepszias rohamokat két nagy csoportra oszthatjuk: a parcialis és
generalizalt rohamokra. A parcialis rohamokat fokalis induldsu rohamoknak is nevezik, mivel
egy adott kéregteriiletrdl indulnak ki.

A temporalis lebeny epilepszia (TLE) a leggyakoribb fokalis epilepszia fajta, a felndttkori
gyogyszer-rezisztens epilepszidk 60-70%-a. Az epileptogén régio elhelyezkedése alapjan a
TLE-t a klinikai gyakorlatban mesialis és laterdlis (neokortikalis) formara osztjak fel. A
mesialis temporalis sclerosist a temporalis kéreg medidlis strukturdinak (pl. hippocampus)
,hegesedése” okozza, ami hippocampus sclerosisban (HS) jelenik meg. A felndttkori
gyogyszer-rezisztens TLE hatterében a HS a leggyakoribb hisztopatologiai rendellenesség, de
emellett intrakranidlis daganat, sulyos koponya trauma, stroke utdni allapot és agykérgi
fejléddési rendellenesség, diszgenézis is allhat mogotte. Az epilepszia szindrémak legtijabb
klasszifikacidja szerint a TLE az epilepszia sebészeti szindromak kozé van sorolva. Ugyanis a
TLE betegeknek egy része nem valik rohammentessé antiepileptikum hatésara (gydgyszer-
rezisztens esetek), mely esetekben a rohamokért egy miitétileg eltavolithatd agyi elvaltozas
(példaul HS) a felelés. A miitéti kezelés az Osszes epilepszia koziil TLE esetén a
legeredményesebb, amikor leggyakrabban az amygdalo-hippocampectomia vagy az anterior

temporalis lobektomia a valasztott modszer.

A hippocampus sclerosis

HS-ban a hippocampus egyes sejtcsoportjaindl jelentds mértékl sejtpusztulas figyelhetd
meg, mint példdul a subiculum, a CAIl- és CA3c-régiok piramissejtjeinél, egyes
interneuronoknadl, a hilaris mohasejteknél és a GD-ban talalhaté parvalbumin immunreaktiv
(PV+) gatlosejteknél. A sejtpusztulds mellett egyes sejtek (gliasejtek és szemcsesejtek)
osztodasat is megfigyelték a hippocampusban, melyek valdsziniileg részt vesznek a GD
hiperaktiv miikddésében. TLE-ban leirtdk a szemcsesejtek rendellenes elhelyezkedését is
(diszperzid), valamint az axonsarjadzast (sprouting) is, melynek kovetkeztében az érintett

terlileteken szinaptikus reorganizacié torténik, igy a hippocampus kiilsd és belsd



kapcsolatrendszere megvaltozik. A serkentd sejtek mellett az axo-dendritikus sejtek axonjainak
sarjadzésa is megfigyelhetd, mint pl. a calbindin tartalmi gatlosejteké. Emellett a
szomatosztatint és NPY-t expresszald neuronok sarjadzasat is leirtdk. TLE-ban a PV+ sejtek
axonjainak a szemcsesejtek axon-inicialis szegmentuman vald gyakoribb megjelenését talaltak.
Az epilepszidas GD molekuldris rétegének belsd egyharmadaban fénymikroszképpal erds,
gatlosejtekre jellemzd glutamat-dekarboxildz immunpozitivitast figyeltek meg, amely alapjan
arra kovetkeztettek, hogy a festddést szemcsesejtek dendritjén végzddo interneuronok, koztiik
kosarsejtek axontermindlisai okozzak. A jelenséget ugyanakkor elektronmikroszkoppal nem

vizsgaltak és nem erdsitették meg.

Neuronok és szinapszisok a kéreg alatti fehérallomanyban

Ismert, hogy a kéreg alatti WM-ban egészséges emberben is talalhatok alacsony szamban
idegsejtek. Bar a szubkortikalisan és a WM mélyebb részein elhelyezkedd un. interstitialis
neuronok szerepe felndttekben még nem tisztazott, jelenlétiik kapcsolatba hozhatd szdmos
neurologiai és pszichiatriai betegségekkel, tobbek kozott epilepszidval is. Ismert, hogy a
glutamat (serkentd neurotranszmitter) szinaptikus felszabaduldsa a WM-ban is jelen van. A
WM-ban elhelyezkedd szinapszisok szerepet jatszhatnak egyes neuroldgiai és pszichiatriai
betegségek kialakuldsaban (pl. skizofrénia, Alzheimer-kér). TLE-ban nagyszami WM neuron
talalhat6 a temporalis neo- €s archikortexben. Egyelére nem eldontott a kérdés, hogy a WM
neuronok emelkedett szama hozzdjarul-e az epilepszids roham kialakulasahoz vagy

fenntartasahoz, és az sem ismert, hogy milyen szinaptikus kapcsolatokkal rendelkeznek.



CELKITUZESEK

Munkank sordn morfologiai vizsgalatokat végeztiink farmakoterapia-rezisztens kiilonb6zd

crer

szinaptikus kapcsolatait vizsgaltuk a GD-ban és a neokortex alatti WM-ban.

Kutatadsunk elsdé felében a betegek GD-adban a PV+ neuronok lokalizacidjat és axon-
arborizacigjat vizsgaltuk. Szovettani eredményeink és a TLE etioldgidja, valamint a betegek

klinikai adatai kozott osszefiiggéseket kerestiink.

Laboratoriumunkban kordbban kimutattuk, hogy a kéreg alatti WM-ban nagyszamu
idegsejt van jelen, melynek teriiletegységre esdé szdma magasabb TLE-ban, mint nem
epilepszias kontrollokban. Kutatdsunk masodik felében célunk annak a feltételezésnek a
megtamogatasa volt, miszerint a WM neuronok funkcionalisan aktivak, és szerepiik van a TLE
soran zajlo folyamatokban. Ezért korrelaciot kerestiink a teriiletegységre es6 WM neuronok
szama ¢és a WM-ban taldlhatd szinapszisok denzitdsa kozott. A neuronok szamat és a
szinapszisok denzitdsat a betegek klinikai adataival, valamint kognitiv teljesitményével
vetettiik 6ssze. A WM neuronok lathatova tételére és mennyiségi meghatarozésara a NeuN, az
idegsejtekben expresszalt fehérje kimutatdsat, mig a szinapszisok megjelenitésére az agyi és
gerincveldi neuronok preszinaptikus terminalisaban jelen levd glikoprotein, a szinaptofizin

(SYN) immunhisztokémiai kimutatasat hasznaltuk.



AZ EMBERI GYRUS DENTATUS
PARVALBUMIN IMMUNREAKTIV SEJTJEINEK
ES AXONJAINAK VIZSGALATA

ANYAG ES MODSZEREK

Klinikai adatok

A miitéti rezekatumok (n=35) a PTE AOK KK Neurolégiai Klinikan diagnosztizalt és az
Idegsebészeti Klinikan miitott gyogyszerrezisztens TLE betegekbdl szdrmaztak. Huszonegy
beteg esetében a TLE patologiai hattere MRI-vel igazolt HS volt, 7 betegnél kéregfejlodési
rendellenesség (malformation of cortical development, MCD) okozta az epilepsziat, 4 esetben
kettés patologia allt a hattérben. Harom betegnél az MRI vizsgélat eredménye negativ volt,
tovabbi 4 betegnél a TLE hatterében kozponti idegrendszeri tumor allt. Kontrollként
intrakranidlis tumorral diagnosztizalt, nem epilepszids betegek (n=4) hippocampusat
hasznaltuk. A szovetek vétele és hasznalata a Helsinki Deklaracioval 6sszhangban, valamint az

intézményi etikai engedélynek (PTE KK RIKEB/5342) megfelelden tortént.

Szovettani feldolgozas és immunhisztokémia

A rezekatumok a miitéti eltavolitdst kdvetden pufferelt 4%-os paraformaldehid (PFA)
oldatba kertiltek, majd a szovetblokkokat tovabbi 12 6ran 4t fixaltuk szobahémérsékleten. Ezt
kovetéen 10 mm-es blokkokat vagtunk a hippocampus septotemporalis tengelyére
merdlegesen, majd vibratbmmal 80 pm-es metszeteket készitettiink, melyeken
immunhisztokémiat végeztiink. A metszetek egy részénél primer antitest monoklonalis egér
anti-PV (1:5000, Swant, Bellizona, Svéjc), masik részénél pedig monoklonalis egér anti-NeuN
(1:500, Millipore, Bellarica, MA) volt. A detektalashoz avidin-biotin-peroxidaz komplexet
hasznaltunk (Universal Vectastain ABC Elite Kit, Vector, Burlingame, CA), a kromogén a 3,3’-
diaminobenzidin (DAB) volt. A metszetek egy részét krezil-ibolyaval hattérfestettiik. A negativ

kontroll metszetekkel hasonloképpen jartunk el, azonban a primer antitestet kihagytuk.

Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok

A fentiek szerint fixalt szovetblokkokbdl 80 pm-es metszeteket készitettiink vibratommal,
melynek egyik részén a lapos bedgyazas (flat embedding) el6tt PV immunreakcidt (egér anti-
PV antitest, 1:5000, Swant, Bellizona, Svéjc) végeztiink. A metszetek utofixalasdhoz foszfat
pufferrel (0,1M PB, pH=7,4) pufferelt 2,5%-os glutaraldehid és 1%-0s ozmium-tetroxid oldatot

hasznaltunk. A lapos beagyazas utan a vizsgalni kivant teriiletet kivagtuk és zselatin kapszuldba



atagyaztuk. Ugyanezt a modszert alkalmaztuk azokon a metszeteken, melyeken elézdleg nem
végeztiink immunhisztokémiat. A migyantdba agyazott blokkbol ultramikrotommal
ultravékony metszeteket készitettliink, melyeket hartyaval fedett egy-lyuka gridre helyeztiink,
majd uranil-acetattal és 6lom-citrattal kontrasztoztuk. A metszeteket Jeol 1200 EX-II é¢s JEM-
1400Flash transzmisszios elektronmikroszkopokkal (TEM) vizsgaltuk.

Kvantifikacio
valamint az ektopias (molekuléris rétegben levd €s fissura hippocampi mentén elhelyezkedd)
PV+ neuronok szamat, illetve ardnyat, valamint az axonsarjadzas mértékét fénymikroszkdpos
digitalis  felvételeken  hataroztuk meg az iTEM  programmal  (Olympus).
Immunelektronmikroszkopos prepardtumokban négy HS-os betegben kvantifikaltuk a PV+
axonterminalisok eloszlasat kiilonbozd célstruktarakon.

A kvantifikdci6 soran nyert adatokat Osszehasonlitottuk a betegek klinikai adataival. Az
eredmények értékeléséhez Student t-tesztet és Spearmann korrelacids analizist alkalmaztunk.

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

EREDMENYEK

Parvalbumin immunreaktivitas a kontroll gyrus dentatusban

A PV+ neuronok tobbségében a hilusban, a szemcsesejtréteg alatti subgranularis zonaban
¢és a GD szemcsesejtrétegében talalhatok. A PV+ axonterminalisok kiterjedt halozatot képeztek
a szemcsesejtek szomdja koriil. A PV+ axonok siirlisége nagyobb volt a szemcsesejtréteg
hilushoz kdzelebbi, belsé felében, mint a réteg kiilsé felében. Néhany axon 4ga kinytlhat a
szemcsesejtréteg kiilsé felébe, de kontrollokban a PV+ axonok elagazasai a GD molekularis
rétegében ritkan fordulnak eld. Elvétve egy-egy PV+ sejtek sejttestje a molekularis réteg

szemcsesejtekhez kozel esd részén is megtalalhato volt.

Parvalbumin immunreaktivitas a TLE betegekben

Az MCD, a tumoros ¢s az MRI-negativ betegcsoportokban a GD PV+-itds hasonld volt
a kontroll mintdkban latottakhoz. A HS-os (és részben a kettds patologiaval rendelkezd
HS+MCD-s esetekben) TLE betegek GD-dban ezzel szemben szdmos eltérés latszott. A PV+

sejtek szinte teljesen eltiintek a subgranularis pozicidobodl és a GD hilusabdl. A szemcsesejtréteg



egyes részei nem tartalmaztak PV+ axonokat, mig mas részeken eréds PV+-itas latszott. A
szemcsesejtréteg teljes szélességében tartalmazta a PV+ axonterminalisokat. A PV+ axonok
gyakran a szemcsesejtrétegre merdlegesen futottak, mélyen behatolva a GD molekularis
rétegbe. A GD molekuléris rétegében sarjadzo6 PV+ axonok a szemcsesejtréteg szignifikansan
nagyobb szakasza folott volt lathatd, valamint az axonsarjadzas kiterjedésének mértéke is
szignifikdnsan nagyobb a HS-os betegek csoportjdban, mint més csoportokban. Eredményeink
egyértelmiien jelzik a HS és a GD molekularis rétegében talalhaté PV+ axonok jelenléte kozotti

Osszefiiggést.

Az ektopias parvalbumin immunreaktiv sejtek és a parvalbumin immunreaktiv axonok
sarjadzasa

A TLE betegek kiilonb6z0 csoportjaiban elemeztiik a normal pozicioju és az ektopias PV+
sejtek szamat. A normal elhelyezkedésii PV+ sejtek szamat tekintve szignifikans kiilonbség van

a kontroll és a HS-os csoport, valamint a kettds patologidval rendelkezd betegek csoportja
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Korrelacio a parvalbumin immunreaktiv sejtek, az axonsarjadzas és a betegek klinikai
adatai kozott

Megvizsgaltuk az 0sszefliggést a PV+ axonsarjadzas mértéke és a betegek klinikai adatai
kozott (epilepszia fennallasa, rohamfrekvencia, nemek aranya, HS oldalisaga, életkor a TLE
kezdetekor, 1lazgércs az anamnézisben), majd Osszefiiggést kerestiink az ektopids PV+ sejtek
denzitasa és a betegek klinikai adatai kozott is. A HS-os csoportban szignifikéns sszefliggést

talaltunk a betegség idétartama ¢és a PV+ axonsarjadzas mértéke kozott, valamint szignifikans

crer

crer

jelentdsen nagyobb volt azoknal, akiknél az epilepszia gyermekkorban vagy serdiilékorban



kezdd6dott, de a kiilonbség nem volt szignifikans. A 14zgoresot atélt betegekben nagyobb volt a
aranya, mint azoknal, akiknél gyermekkorban nem volt lazgorces, bar a kiilonbség itt sem volt
statisztikailag szignifikans, amit a gyermekkori lazgorcsot atélt betegek viszonylag alacsony

szama okozhatta.

Szinapszisok a gyrus dentatus szemcsesejtrétegében és a molekularis rétegben

A szimmetrikus szinapszisok egy szemcsesejt szomara esd szdma tumor indukalt
epilepszidban ¢€s a kontrollban hasonld volt. A HS-os csoportban kisebb volt a szimmetrikus
axo-szomatikus szinapszis / szemcsesejt aranya, mint a fenti két csoportban. A PV+
axonterminalisok altal képzett szimmetrikus szinapszisokat figyeltiink meg a szemcsesejtek
szomajan ¢és proximalis dendritjein. Emellett PV+ szimmetrikus szinapszisok voltak jelen kis
atmér6jli  disztalis dendriteken, valamint dendrittiiskéken is. Megvizsgaltuk a PV+
axonterminalisok eloszlasat a kiilonb6z6 célstruktirakon. Azokon a teriileteken, ahol
fénymikroszkoppal is lathatd volt a sarjadzds a periszomatikus szinapszisok aranya
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint az axo-dendritikus szinapszisoké, valamint a PV+
axontermindlisok szignifikdnsan tobb szinapszist képeztek a dendrittiiskén, mint a

szemcsesejtek szomajan.

MEGBESZELESEK ES KOVETKEZTETESEK

Epilepszias betegek hippocampusaban talalhato morfolégiai elvaltozasok a PV
immunreaktiv sejtek és axonok tekintetében

Munkank f6 megallapitasa, hogy a PV+ neuronok axonjainak a GD molekularis rétegében
megfigyelhetd sarjadzasa és a HS, valamint a PV+ idegsejtek GD-on beliili lokalizacidjanak
véaltozasa kozott Osszefiiggés mutathatd ki. Megfigyeltik a PV+ axonterminélisok
célstrukturdjanak valtozasat is a GD-ban. A PV+ neuronok axonjainak sarjadzdsa HS-ban
csoportban, valamint szignifikdnsan tobb ektopids PV+ idegsejtet talaltunk a GD molekularis
rétegében ¢€s a fissura hippocampi mentén HS-ban, mint a kontroll csoportban. Az ektopiés /

crer

HS-os betegek esetében, mint mas etioldgiaji TLE csoportban és a kontroll csoportban. Ezen



kiviil szignifikans pozitiv korrelaciot figyeltiink meg a PV+ axonok sarjadzasanak mértéke és

crer

PV immunreaktiv axonok sarjadzasa, az ektopias PV immunreaktiv idegsejtek jelenléte
és a betegek klinikai adatai

A PV+ kosarsejtek és az axo-axonikus sejtek pusztuldsa csak emberi HS-sal jaré TLE-ban
ismert. Az ektopias PV+ sejtek jelenlétét és az altalunk a molekularis rétegben megfigyelt PV+
axonsarjadzast allatmodellekben nem irtdk le. Lehetséges magyardzat lehet, hogy mig az
epilepszia az embereknél tobb évig, vagy akar évtizedig elhtizodik, a kisérleti allatokban
létrehozott epilepszids aktivitds viszonylag rovid ideig tart. Ezt alatdmasztja az altalunk
megfigyelt 6sszefliggés az epilepszia id6tartama és a PV+ axonok sarjadzasa kozott.

A PV+ axonok sarjadzasa gyakran azokban a HS-os betegekben fordult eld, akiknél a TLE
gyermekkorban vagy serdiildkorban kezd6dott. Egy korabbi tanulmany kimutatta, hogy
azoknal a HS-os betegek nagy szazalékdnal, akiknél gyermekkori ladzgodrcs szerepelt az
anamnézisben, az epilepszia gyermekkorban vagy serdiildkorban kezd6dott, ezért feltételezziik,
hogy a lazgorcsnek szerepe lehet a PV+ axonok sarjadzésadban. Azt talaltuk, hogy a lazgores
tekintetében pozitiv anamnézisli betegeknél erdsebb volt az axonsarjadzas és az ektopias /
szerepelt lazgdrcs az anamnézisben. A lazgorcs és a TLE betegek GD-anak molekularis
rétegében megfigyelt szemcsesejt diszperzid kozotti kapcsolat régota ismert. Feltételezheto,
hogy a sarjadz6 PV+ axonok a diszpergdlt szemcsesejteken végzddnek, bar az
elektronmikroszkopos megfigyeléseink ennek ellentmondanak, hiszen a sarjadz6 PV+ axonok
nemcsak szoman és proximalis dendriten, hanem nagy aranyban végzddtek disztalis dendriten

¢és dendrittiiskén is.

Az ektopias PV immunreaktiv sejtek és az axonsarjadzas lehetséges funkcionalis
kovetkezményei

HS-ban a PV+ axonterminalisok célstrukturdjanak valtozdsa a szemcsesejtek
excitacidjanak valtozasat eredményezheti. Az ,alvd kosarsejt” elmélet szerint az axo-
szomatikus interneuronok a hilusban levé mohasejtek sériilékenysége miatt kevesebb serkentd
bemenetet kapnak, de emberben a mohasejtek nem tlintek sériilékenyebbnek, mint az
epilepszias hippocampus mas, pl. CA1 és CA3 piramissejtjei. Az ektopids PV+ sejtek aktivitasa
ugyanakkor fokozhatja a szemcsesejteken a normalis lokalizacidji kosarsejtek és axo-axonikus

sejtek altal okozott gatlast, ami a diszinhibicid tedriat tdimogatja.



Adataink egyértelmiien anatomiai kiilonbséget mutatnak a kiilonbozd etiologiaja TLE
betegek GD-aban levd belsé neurondlis koreiben. Eredményeink szerint a PV+ neuronok
axonjai az altaluk normalisan elfoglalt teriileten tul, az axonalis reorganizacio kdvetkeztében, a
GD molekularis rétegében is megtalalhatok, valamint, hogy a sarjadzas kovetkeztében a PV+
axonok célpontjai is moédosultak. 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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FEHERALLOMANYI SZINAPSZISOK VIZSGALATA EMBERI MINTAKBAN

ANYAG ES MODSZEREK

Klinikai adatok

Munkénk sorédn a farmakoterapia-rezisztens TLE betegek kozépsé temporalis gyrusanak
sebészeti uton eltavolitott rezekatumait (n = 14) hasznaltuk. A patoldgiai hattér 10 esetben MRI-
vel igazolt HS volt, mig négy betegnél az MRI vizsgalat MCD-t igazolt. Kontrollként nem
epilepszias betegek temporalis lebenyének kéreg alatti WM-at hasznaltuk. A kontrollok egyik
része intrakranialis tumoros betegekbdl szarmazott (n = 3), masik résziik autopszids minta volt
(n=3). A TLE betegek, és a tumoros betegek mintdit a PTE KK-bdl, az autopszids mintakat a
Kisérletes Orvostudomanyi Kutatdintézetbdl kaptuk. A szovetek vétele és hasznalata a Helsinki
Deklaracidval dsszhangban és a regionalis, valamint az intézményi etikai engedélyeknek (ETT

TUKEB 15032/2019/EKU, PTE KK RIKEB/5342) megfelelden tortént.

Szovettani feldolgozas és immunhisztokémia

A TLE és tumoros betegekbdl eltavolitott rezekatumokat az el6z6 munkaban leirtakhoz
hasonldan fixaltuk. Az autopszids mintdk mélyhitési eljarast kdvetden lettek tarolva, majd
kozvetleniil a felolvasztas utan fixaltuk PB-vel (0,1M, pH=7,4) pufferelt 4%-os PFA oldatban.
A neokortikdlis WM-t és a GM-t tartalmazo6 szovetblokkok egy részét paraffinba agyaztuk és
10 um vastagsadgu metszeteket készitettiink, majd a deparaffinalt metszeteken, antigén feltarast
kovetden primer monoklonalis egér anti-SYN antitesttel (1:400, Novocastra, New Castle upon
Tyne, Egyesiilt Kirdlysag) immunhisztokémidt végeztink. A TLE betegek sebészileg
eltavolitott szovetblokkjainak tovabbi r1észéb6l 80 pm-es metszeteket készitettliink
vibratdbmmal, és az usztatott metszeteken végeztiink immunhisztokémidt. Itt a primer

ellenanyag az anti-NeuN antitest (1:500, Chemicon, Temecula, CA, USA) volt.

Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalat

A TLE betegek neokortikdlis szoveteit immunelektronmikroszkdpos vizsgalatra is
elokészitettilk az el6z0 fejezetben leirtakhoz hasonléan. Az immunreakcidt szintén primer
monoklonalis egér anti-SYN antitesttel (1:400, Novocastra, New Castle upon Tyne) végeztiik,
majd Jeol 1200 EX-II ¢és JEM-1400 Flash TEM-mel vizsgaltuk az immunreaktiv

axonterminalisokat.
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Kvantifikacio

Fénymikroszkopos metszeteken a WM neuronok 1 mm?-nyi teriiletre es atlagos szamat a
mély WM-ban hataroztuk meg Neurolucida szoftverrel (Neurolucida 2.0, Microbrightfield Inc.,
Williston, VT). A kiilonb6zd betegek adatait atlagoltuk és az immunreaktiv sejtek denzitasat
nheuron / mm? £ SD”-ban fejeztiik ki. A SYN immunreaktiv (SYN+) struktirak optikai
denzitdsanak meghatdrozasat Image J szoftverrel végeztik fénymikroszképos digitalis
képeken. A felvételeken mért denzitasértékeket betegenként dsszevontuk, majd atlagoltuk a
kiilonb6z6 kontrollokbol és betegekbdl szdrmazo adatokat. A SYN+ strukturdk denzitasat egy
,mértékegység nélkiili szdm + SD”-ban fejeztiik ki.

Statisztikai modszerrel 6sszehasonlitottuk az autopszids és a biopszias kontrollokban mért
SYN immunreaktivitds optikai denzitasat, majd a kontroll mintdkban és a TLE betegek
mintaiban mért SYN denzitas kdzotti kiilonbséget is meghataroztuk. Osszefiiggést kerestiink a
WM SYN ¢és NeuN immunreaktivitds mértéke, valamint ezek és a betegek klinikai adatai
kozott. Az eredmények kiértékeléséhez Student t-tesztet és Spearman korrelacids analizist

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

Neuropszichologiai vizsgalatok

A betegek preoperativ neuropszicholdgiai vizsgalata sordn a verbalis és a vizualis memoria
teljesitményét mértilk. A vizudlis figyelmet a Corsi-kockdval, a vizudlis konstrukcios
képességet és a memoridt a Rey-Osterrieth-féle dsszetett abrateszt segitségével értékeltiik. A
verbalis tanuldst és a memoriat a Rey auditoros verbalis tanuldsi teszt (AVLT) és a
szamterjedelem teszt magyar valtozatanak felhasznaldsaval mértilk. A memoria tesztek és a
szovettani megfigyeléseink eredményei kozotti kapcsolatot linearis regresszid elemzéssel
vizsgaltuk. A statisztikai elemzéseket az IBM SPSS szoftvercsomaggal (SPSS Inc. 25. verzidja,
MN) végeztiik, a szignifikancia szint p < 0,05 volt.

EREDMENYEK

Szinaptofizin immunreaktivitas a fehérallomanyban

A TLE betegek ¢s a két kiilonboz6 kontrollcsoport (biopszids és autopszids) mintaiban a
SYN+ struktardk kis pontokként jelentek meg a metszetekben. A SYN immunreaktivitas
erdsebb volt a GM-ban, mint a WM-ban, ¢és egyértelmiien kirajzolodott a GM és a WM kozotti

hatar. Alacsony szamban a kontrollcsoport WM-aban is megtalalhatok voltak a SYN+ pontok.
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A WM ¢és a GM kozotti hatar néhany HS-os és MCD-s esetben elmosddott volt. A TLE
mintdkban a legszembetlin6bb a SYN+ pontok nagyobb siirlisége volt a WM-ban. A SYN+
struktarakat TEM-mel is megvizsgaltuk: a SYN immunreaktivitds a preszinaptikus

axonterminalisokban volt talalhato.

A szinaptofizin immunreaktivitas kvantifikacioja 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, és a TLE
mintakban. A SYN immunreaktivitas atlagos denzitdsa a 14 TLE beteg neokortikalis WM-aban
szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll mintaké. A HS asszocialt TLE betegek ¢és a

kontrollok SYN immundenzitasa kozotti kiilonbség statisztikailag szignifikans volt.

A neuronszam és a szinaptofizin immunreaktivitas optikai denzitasa kozotti osszefiiggés
a neokortikalis fehérallomanyban

A 14 vizsgalt TLE beteg koziil 13 beteg esetében rendelkeztiink adatokkal mind a SYN
immunreaktivitas optikai denzitasat, mind a NeuN+ WM neuronok teriiletegységre jutd szamat
illetéen. Spearman korrelacids analizist alkalmazva szignifikans 0sszefiiggést talaltunk a WM
SYN immunreaktivitas optikai denzitasa és az 1 mm>?-re es6 WM neuronok szama kozott. A
HS-os TLE betegekben szintén szignifikdns korrelaciot talaltunk a SYN denzitdsa és a WM
neuronok szama kozott. Az MCD-s csoportban a betegek alacsony szama miatt statisztikailag
nem mutathatd ki szignifikdns Osszefiiggés, azonban nagyobb SYN denzitast észleltiink

azokban a mintdkban, amelyek teriiletegységenként nagyobb szdmu neuront tartalmaztak.

A szovettani eredmények osszefiiggése a TLE betegek klinikai és kognitiv adataival

A korrelacios analizis nem mutatott szignifikdns dsszefliggést a neokortikalis WM-ban
mért SYN immunreaktivitas €s a betegek kovetkezd klinikai adatai kozott: életkor és nem,
¢letkor az epilepszia kezdetekor, a betegség idétartama, a rohamfrekvencia és a gyermekkori
lazgores eléforduldsa. A betegek posztoperativ kimenetelét illetden az Engel osztalyozast
alkalmaztuk. Tizenkét TLE betegiink valt rohammentessé a miitétet kovetden, akik az Engel 1.
osztalyaba 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. osztdly tovabbi alosztalyokra oszthatd. Kiilon vizsgaltuk azokat a betegeket, akik
antiepileptikumok nélkiil valtak teljesen rohammentessé (1A osztaly), valamint az Engel 1B-D

osztalyaba tartozo betegeket. Mas Engel osztalyok esetében az alosztdlyokat nem vettiik
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figyelembe. Elemzésiink kimutatta, hogy a posztoperativ eredmény és a SYN immunreaktivits
optikai denzitdsa kozott szignifikdns Osszefiiggés van a teljes TLE populacioban. A HS-os
csoportban, ahol a SYN immundenzitas a legmagasabb volt, minden beteg rohammentessé¢ valt,
¢s az Engel 1. osztalyba tartozott. A WM NeuN+ sejtek slirliségét vizsgalva hasonld
eredményre jutottunk.

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
Osszefligg a verbalis memoriaval. A SYN immunreaktivitas optikai denzitasa szignifikdnsan
korrelalt az AVLT-nél mért interferencidval. A rovid tavl verbalis memoria tekintetében
szignifikans korrelaciot figyeltiink meg a szédmterjedelem teszt pontszdmai és a SYN
immunreaktivitds, valamint a neuronok stirlisége kozott. A vizualis figyelem és memoria
tesztek pontszamai nem mutattak szignifikans korrelaciot a SYN immundenzitassal és a NeuN+
sejtek stirliségével. A HS-os betegek WM neuronjainak siirlisége és verbalis memoria
teljesitménye kozotti 6sszefliggést elemezve szignifikans linedris regressziot talaltunk a NeuN+

sejtek slirlisége és a szamterjedelem teszt pontszamai kdzott.

MEGBESZELESEK ES KOVETKEZTETESEK

Kimutattuk, hogy a TLE betegek neokortex alatti WM-aban szignifikansan nagyobb a
szinapszisok denzitasa, mint a kontrollokban, valamint szignifikdns pozitiv Osszefliggést
figyeltiink meg a szinapszisok és a neuronok denzitasa kozott az epilepszias betegek WM-aban.
A szinapszisok denzitasa szignifikansan korrelalt a betegek posztoperativ kimenetelével.
Emellett a neuronok szdma, a szinapszisok denzitdsa és a betegek verbalis memoria
teljesitménye kozott szignifikans pozitiv regressziot lattunk. A szinapszisok denzitdsat kiilon
vizsgaltuk a HS-ban és az MCD-ben szenvedd TLE betegek csoportjaiban. HS esetén a
szinapszisok denzitdsa szignifikdnsan magasabb volt a WM-ban, mint a kontrollokban,
valamint HS-ban szignifikdns pozitiv korrelaciot talaltunk a szinapszisok denzitdsa és a
neuronok stirtisége kozott.

Ismert, hogy epilepszias betegekben nagyobb a WM-ban talalhaté neuronok szama a nem
epilepszias kontrollokhoz képest, de ezeknek a neuronoknak a funkcionalis jelentdségérol,
valamint szinaptikus kapcsolatairol korabban nem alltak rendelkezésre egyértelmii
informaciok. Vizsgalatunkban ezért a szinapszisokat tanulmanyoztuk, ¢s immunhisztokémiaval

tettiik lathatova oket a preszinaptikus axonterminalisok SYN fehérjetartalma alapjan. SYN+
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strukturdkat mind a TLE betegek, mind a kontroll mintdk WM-éban megfigyelhetiink.
Fénymikroszkoppal ~a  SYN+  termindlisokat  kis  pontokként  lattuk, de
immunelektronmikroszkopos vizsgalattal igazoltuk a SYN lokalizacidjat a preszinaptikus

axonterminalisokban.

Neuronok és szinapszisok a fehérallomanyban

A neokortex alatti WM neuronok szerepét a rohamok kialakulasaban és fenntartdsaban még
nem bizonyitottdk. A TLE betegekben szignifikdns pozitiv lineéris korrelaciot lattunk a WM
neuronok teriiletegységre esé szdma és a SYN immunreaktivitas optikai denzitasa kozott, ami
arra utal, hogy a WM neuronok funkciondlisan aktivak és szerves részét képezhetik a temporalis
lebeny neuronalis koreinek TLE-ban. A WM-ban levé SYN+ terminalisok kortikalis és/vagy
szubkortikalis neuronokbdl is szarmazhatnak, de SYN+ preszinaptikus terminalisok forrdsai
WM neuronok is lehetnek. A neuronok szdmanak és a SYN immunreaktivitas optikai
stiriségének korrelacioja a betegek neuropszicholdgiai adataival — ezen beliil is a verbalis
memoriara vonatkozo értékekkel - szignifikans pozitiv dsszefliggést mutatott. Ezek az adatok
egyértelmiien jelzik a WM szinapszisok funkcionalis jelentdségét a temporalis lebenyben.

A funkciondlis neurdlis halozatok WM-on beliili 1étezését MRI-vizsgalatok is
alatamasztjak. Az fMRI vizsgalattal a WM halozatok funkciondlis zavarat mutattak ki mesialis
temporalis sclerosisban.

A tempordlis kéreg neokortex alatti WM-dban levd szinapszisok jelentdségét a SYN
immunreaktivitds optikai denzitdsa és a TLE betegek posztoperativ kimenetele kozotti
Osszefliggeés is jelzi. Szignifikans korrelacidt figyeltink meg a TLE betegek posztoperativ
kimenetele és a SYN immunreaktivitas optikai denzitdsa koz6tt, ami azt mutatja, hogy minél
nagyobb a SYN immunreaktivitas denzitasa, annal jobb a betegek posztoperativ eredménye. Ez
az Osszefliggés azt mutatja, hogy a WM szinapszisok jelentds szerepet jatszhatnak az
epilepszias rohamok kialakuldsédban és fenntartasaban, és a WM neuronokat és szinapszisokat
tartalmazé teriilet eltavolitdsa nagymértékben hozzajarult a betegek kedvezd posztoperativ
kimeneteléhez.

A WM szinapszisok WM neuronokon vald kialakuldsanak pontos moédja és ideje nem
tisztazott, és két magyardzat vetddik fel. Egyik az agykéreg koros fejlodése, melyet
alatdmasztanak a kutatasi eredményeink (neuronok megnovekedett szama és 0sszefliggése a
szinapszisok denzitasaval). A vizsgalatunkban talalt megndvekedett SYN optikai denzitds a

WM-ban arra utal, hogy a WM-ban taldlhaté neuronok szinaptikus bemenetet kapnak, és

crer
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A WM neuronok egymdson végzddve rendellenes szubkortikalis koroket képezhetnek és
szerepet jatszhatnak az epilepszias roham kialakuldsdban ¢és fenntartdsdban. A WM
szinapszisok nagy denzitdsdnak masik magyarazata lehet a szinaptikus atrendezddés jelensége,
mely ismert jellemzdje az epilepszianak.

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 4j utakat nyithat meg a kognitiv és klinikai idegtudomanyi kutatasokban.
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az epilepszias betegek gyrus dentatusaban talalt eredmények osszefoglalasa

1.

cre

crer

crer

. Az immunelektronmikroszkopos eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy azokon a

teriileteken, ahol fénymikroszkdppal axonsarjadzast lattunk, HS esetén a PV+ neuronok
posztszinaptikus célstrukturdja részlegesen megvaltozik: a szemcsesejt szomaja helyett a
disztalis dendtriten vagy dendrittiiskén végzddnek az axonterminalisok.

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

Ezek a valtozasok hozzajarulhatnak a GD-on beliili aberrans neuronalis haldzatok

kialakulasédhoz és ezzel az epilepszias allapot kialakulasat és fenntartasat tamogatjak.

Az epilepszias betegek neokortex alatti fehérallomanyaban talalt eredmények

osszefoglalasa

1.

Megallapitottuk, hogy TLE betegekben szignifikansan magasabb a SYN immunreaktivitas
optikai denzitasa, mint kontrollokban.
Osszefiiggést taldltunk a WM neuronok teriiletegységre esé szdma és a SYN

immunreaktivitas optikai denzitasa kozott.

. Szignifikans korrelaciot talaltunk a TLE betegek posztoperativ kimenetele és a SYN

denzitas kozott.

A TLE betegek szovettani eredményei és a verbalis memoria kozott is Osszefliggést
talaltunk. A rovid tava verbalis memoria szignifikdns pozitiv korrelaciot mutatott a betegek
WDM-éban levd neuronok teriiletegységre esé szamaval és a SYN immunreaktivitas optikai
denzitasaval.

Eredményeink arra utalnak, hogy a TLE betegekben talalt WM neuronok funkcionélisan
aktivak, hiszen nagyszamu szinaptikus bemenetet kapnak mas kérgi, szubkortikalis vagy
WMe-on beliil elhelyezkedd idegsejtektdl, és feltételezhetd, hogy részét képezik az

epilepszias neuronhal6zatoknak.
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