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Mitokondrialis karosodas in vitro epilepszia modellben — Szakmai beszamolo

A kutatés célja az epileptikus aktivitas alatt felléps Ca** ion-fiiggé mitokondrialis valtozas és
szabadgyok képzodés energiahaztartasra gyakorolt rovid-tavu es kronikus hatasainak valamint az
ezt kdvetd epileptikus sejtpusztulasban jatszott szerepenek a felderitése volt.

El5-kisérleteink kimutattak, hogy in vitro epileptikus aktivitas alatt a sejten beliili Ca?* ion
koncentracid-valtozasok bizonyos mértékig tovabbjutnak a mitokondriumokba. Ezzel egy
idében, a mitokondrialis membranpotencial és a sejtek redukalt piridin nukleotid tartalma is
megvaltozott. A kordbban alkalmazott vizsgalati modszer azonban nem tette lehet6vé annak
megéllapitasat, hogy mely sejttipusok milyen mértékig jarulnak hozza ehhez a valtozashoz, sem
pedig azt, hogy van-e ok-okozati 6sszefliggés a jelenségek kozott. Kisérleteink ramutattak arra is,
hogy az epileptikus aktivitas megndvekedett oxidativ stresszel jar egydtt, amelyet sejtpusztulas
kovet. Ezek a vizsgalatok azonban sem arrdl nem adtak felvilagositast, hogy mely kértlmények
vezetnek a mitokondriumok szabadgyodk termelésének fokozéasahoz, és arr6l sem, hogy a
szabadgyokok milyen szerepet toltenek be az energiahdztartds és az epileptikus aktivitas
kifejezédésének szabalyozasaban.

El6zetes eredményeink alapjan azt a munkahipotézist allitottuk fel, hogy a rohamok alatti
mitokondrialis Ca®* ion-akkumuléci6 hosszii tadvon negativ hatdssal van a sejtek
energiahaztartasara és ezaltal csokkenti az idegsejtek tulélesi esélyeit. Feltételezésiink szerint
mind a légzési lancban keletkez6 szuperoxid gyokanionoknak, mind pedig a szinaptikus
végzodésekben keletkez6 nitrogén monoxidnak (NO) szerepe van az epileptikus aktivitas
hosszutava kdvetkezményeinek (metabolikus diszfunkcio, farmako-rezisztencia és sejtpusztulas)
kialakul&saban, ugy kuldn, mint reagalva peroxinitrit forméaban.

Mivel az idegsejtek tobbféle funkcionalis kompartmentumra bonthatok, amelyekben mind
funkcionalis mind pedig morfoldgiai szempontbdl heterogén mitokondrium populacio talalhato,
ezért a jelen vizsgalatok soran nagy hangsulyt fektettink a regionalis és szub-cellularis
kilénbségek nem-destruktiv (képalkotd) mddszerekkel torténé vizsgalatara.

*

A kombinalt elektrofiziologiai és mikrofluorimetrias vizsgalatokat patkany hippokampalis
agyszelet-tenyészetekben, kontroll és krénikusan epileptikus patkanybdl illetve egérbol frissen
izolalt entorhinalis kéreg és hippokampusz agyszeleten, illetve halantéklebeny epilepszidban
szenvedé betegek miatéti uton eltavolitott hippokampuszan veégeztik. Az elektrofizioldgiai
modszerek az epileptikus aktivitas kdvetését és jellemzését szolgaltak. lon-szenzitiv elektoddal

torténé mezopotencial és extracellularis [K'] mérés mellett egészsejtes ‘patch-clamp’ elvezetést
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alkalmaztunk fesziltseg-zar (‘voltage-clamp’) és aram-zar (‘current-clamp’) mddban. A
kilénb6z6 mitokondridlis es intracellularis paraméterek, (mitokondrialis membran potencial:
A¥m, mitokondrialis kalcium ion koncentracié: [Ca®]m), a sejt redukalé potenciélja
(INADH]/[FADH,]/[Glutathion]), a szuperoxid gyokanion €és a nitrogén monoxid (NO)
termel6désének vizsgalata a megfelelé fluoreszcens indikatorok, illetve a sejtek
autofluoreszcenciajanak mikrofluorimetrias nyomkovetésével zajlott. A vizsgalat jellegének
(soksejtes, egysejtes vagy mitokondrialis szint)) megfeleléen a fluoreszcencia valtozasok
nyomkovetésére spektrofluorimétert (HighTech Inc.), fotonsokszorozét (‘photomultiplier-tube’,
PMT, Seefelder Messtechnik GmbH), nagysebességi hiitétt CCD-kamerat (Orca - Olympus
Cell"R Olympus Europe GmbH) és konfokalis pasztazo 1ézer mikroszképot (Olympus Fluoview
300 — Olympus Europe GmbH; Noran Oz - Prairie Technologies Inc.) alkalmaztunk. A
mitokondriélis szuperoxid gyokanion képzédésének kinetikajat és [Ca?*]-fiiggéset izolalt
mitokondriumokon, a ledllitott aramlas (‘stopped-flow’) elvén alapulé gyorskinetikai
berendezésben vizsgaltuk.

A vizsgalatok elvégzéséhez sziikseges kisérleti és festesi protokollok részben djak, a
csoportunk altal az adott vizsgalat céljara lettek kifejlesztve. A fent emlitett berendezések egy
részét a projekt idotartama alatt, a projekt céljainak megvalositasahoz szereztiik be.

Az epileptikus aktivitas alatt fellépé [Ca®"lm akkumulacié energiahaztartasra gyakorolt

réovidtava hatasa

Az epileptikus aktivitast kiséré [Ca®*]m valtozasok energia metabolizmusra gyakorolt
révidtava hatésainak vizsgalatahoz az organotipikus hippokampalis szelettenyészetekben Mg?*
ion-mentes Ringer oldattal (hypomagnézids ACSF) Kkivalthatd in vitro epilepszia modellt
valasztottuk. Az epileptikus aktivitds kovetésére es jellemzésére a szelet-tenyeszetek CA3
régio piramissejtjeibol egészsejtes patch clamp elvezetést végeztink. A kisérletek kivitelezéséhez
azeért valasztottuk ezt a régiot, mert kontroll kérilmények kozétt a spontan aktivitas el6fordulasi
valdszintisége itt volt a legnagyobb, hypomagnézias kortlmények kozott pedig az izolalt CA3
régié egymagaban is képes volt visszatéré rohamok generalasara. Az epileptikus aktivitast a
megjelenési formaja alapjan harom kategoéridba soroltuk, ezek az interiktalis aktivitas, a
rohamszeri aktivitas és a késoi rekurrens kistilés. A megjelenés rendszeressége miatt az elsé két

forma energiahaztartasra gyakorolt hatasat vizsgaltuk a tovabbiakban részletesen. A konfokalis
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pasztaz6 lézer mikroszkop alkalmazésa lehetévé tette, hogy az in situ [Ca’*]m és a A¥Ym
valtozasokat az egyes mitokondriumok szintjén 1-2 Hz-es idoéfelbontassal kovethessik. A CA3
régié egyes piramissejtjeit a patch pipettan keresztiil egy a mitokondriumokban specifikusan
felhalmozddd fesziltségfiiggs fluoreszcens festékkel, a rhodamine-123-mal (Rh-123) toltottik
fel. Igy a membranpotencial valtozasaival egyidében regisztralhattuk a protonokra hato
elektrokémiai gradiens nagyobbik részét kitevé AWm valtozasait is. A [Ca*]m véltozasok
nyomon kovetésere a hippokampalis szelettenyészeteket a mitokondriumok belsejét szelektiven
jelols, Ca?* ion-szenzitiv festékekkel (rhod-2-AM illeteve rhod-FF-AM) festettiik. A citoszdlikus
és mitokondrialis Ca®* ion-valtozasok megkilénboztetésére egy mitokondrium szelektiv
festéekkel (MitoTracker Green) vegeztiink kolokalizacios vizsgélatokat, amelyek megmutatték,
hogy a Ca®* ion-érzékeny festékkel pontszertien és intenziven festdé organellumok valéban
mitokondriumok, mig a citoszol festédése inkdbb homogén volt. Ezen eredmények ismeretében
egy térbeli frekvencia-sziiréssel el tudtuk kiloniteni a citoszélikus kéalcium ion koncentracio
([Ca*'1i) és a [Ca*"]m valtozasait.

A fenti festékekkel vegzett Kisérletek egyértelmiien bebizonyitottak, hogy a
hippokampalis idegsejtek mitokondrium populaciéja mind a [Ca*]Jm mind pedig a A¥Ym
[Ca®]m tartalm( granularis mitokondriumokat és kis [Ca*]m tartalmd mitokondriélis
filamentumokat lehetett megkulonbdztetni. Ez utébbiak nagyfelbontasi vizsgélata kimutatta,
hogy esetenként tobb granularis mitokondrium fazidjaval alakultak ki. Erdemes megjegyezni,
hogy a mitokondriumokra jellemzé iranyitott mozgasban féleg a kisebb meéretti granularis
mitokondriumok - esetenként a rovidebb filamentumok, - vettek részt, mig a hosszu
filamentumok és a nagy [Ca’‘]m tartalm( granulumok csak véletlenszerii Brown-mozgast
vegeztek. A mitokondridlis populacio heterogenitasanak ellenére normal Ringer oldatban
(ACSF) nem tapasztaltunk [Ca’‘]m és AWm valtozasokat, bar a mérési koriilmények, mint
példaul a pipetta oldatban taldlhaté Ca®* ion-puffer jelenléte hozzajarulhatott a valtozasok
elfedéséhez.

Alapvetéen méas volt a helyzet hypomagnézias ACSF jelenlétében. Az interiktalis
aktivitds megjelenésével egyidejiileg, a [Ca?*]m fluktualni kezdett az egyes dendritekben, majd
ez a fluktuacié kiterjedt a mitokondrialis populacié nagy részére, ahogy az interiktalis aktivitas
atvaltott rohamszer(i aktivitisba. Mig az intracellularis Ca®* ion koncentracié ([Ca®']i)
valtozasokra a rohamszerii események alatt folyamatos novekedés és a klonusos fazis alatti
relative lasst fluktuaciok voltak jellemzdéek, addig a [Ca®]m fluktuacidja csak kevéssé volt

szinkronizalt, mind az egyes mitokondriumok mind pedig az idegsejtek egyes részeinek szintjén.
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A [Ca*Im fluktuéciéja egy mitokondridlis kélciumion-felvétel gatlé vegyillet (Ru360)
segitségével blokkolhaté volt, ami alatamasztja a jel specificitasat. Kilonb6zé affinitasu
fluoreszcens Ca®* ion festékek alkalmazasaval bizonyitottuk, hogy a festék telitédése nem
befolyasolja a mért [Ca?*Im valtozasok kinetikajat. Mindebbél azt a kdvetkeztetést lehet levonni,
hogy epileptikus aktivitas alatt folyamatos Ca** ion akkumulacié helyett fluktualé dinamika
jellemzi a [Ca*']m-t, aminek szerepe lehet az idegi és a metabolikus aktivitdés pontos
dsszehangolasaban.

Hypomagnézias korilmények kozott a A¥m is jelentds valtozasokon esett at. Interiktalis
aktivitas alatt a dendritikus és szomatikus mitokondriumok viselkedése kulonb6zott. Mig a
dendritekben a A¥m-t a [Ca*]m-hoz hasonlé fluktuéciok jellemezték, addig a sejttestben
talalhatd mitokondriumok membranpotencialja valtozatlan maradt. Ezzel ellentétben rohamszeri
eseményekhez a mitokondrialis populécid nagyrészének egyideji, az egész idegsejtre Kiterjedo,
hosszan tartdé depolarizacidja tarsult. Ez a depolarizacid nem jelentetette a membranpotencial
teljes elvesztését, amint az egy protonoforral indukalt mitokondrialis depolarizacidval torténd
0szzehasonlitasbol kiderult. A mitokondridlis permabilitasi tranzicios pérus blokkalasa
cyclosporin-A-val nem befolyasolta a A¥Ym valtozasait, ugyanakkor mind a mitokondrialis
kalcium ion felvétel (Ru360), mind pedig az elektrogén mitokondrialis kalcium ion leadas (CGP
57137) géatlasa megszuntette a rohamszerii eseményekhez tarsuld mitokondrialis depolarizaciot.
Ezen eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a AWm-ben tarolt energia egy
része a mitokondrialis kalcium ion ciklus fenntartasara forditodik, és ez szélséséges kortlmények
kdzott — mint példaul epileptikus rohamok alatt — oly mértékii mitokondriélis depolarizacioz
vezethet, amely karosan hathat az ATP-szintézisre és sulyosbithatja a patoldgias allapotot. Az
apoptozis indukcidjahoz vezeté mitokondrialis permeabilitasi tranzicid létrejottére utald jeleket
csak elvétve figyeltiink meg, &m ez lehet, hogy pusztan a méres — és igy az epileptikus statusz -
idétartamanak technikai okok miatti relativ rovidsége (~ 1 6ra) miatt volt igy.

Az energia metabolizmus médosulasa kronikusan epileptikus szdvetben

A fent emlitett kisérletek megallapitasai egeszséges szOvetben Kkivaltott epileptikus
aktivitas akut metabolikus kovetkezményeire vonatkoztak. Munkahipotézisiink szerint a
rendszeresen visszatéré rohamok és az ezeket kovetd oxidativ stressz a mitokondriumok
maradandd kéarosoddsdhoz vezethet. Ezért kovetkezé 1épésként két, az ATP szintézis

szempontjabol kulcsfontossdgl  mitokondrialis paraméternek, a redukalt/oxidalt piridin
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nukleotidok aranyanak és a AYm-nak valtozasait vizsgaltuk kronikusan epileptikus szdvetben.
Mivel az alkalmazott noninvaziv modszer nem tette lehetéve az abszolit kvantifikaciot, ezért
ezen paraméterek ingerléssel kivaltott valtozasait hasonlitottuk 6ssze epileptikus és egészséges
szOvetben. Az idegsejtek aktivalasa elektromos ingerléssel illetve glutaméat adagoléssal tortént.
Az extracellularis kaliumion-koncentracio valtozas egyidejii mérése lehetové tette az ingerlés
erosségenek standardizalasat.

A kronikusan epileptikus szovet halantéklebeny epilepsziaban szenvedd betegek
idegsebészeti Uton eltavolitott hippokampuszabdl szarmazott. Kontroll human szdvetminta
hianyaban a kiserleteket megismételtik egy patkany kronikus epilepsziamodellben. A patkany
modell esetében mar természetesen lehetséges volt a kontroll mérések Kivitelezése is. Egyszeri
pilokarpin alkalmazéssal kivaltott epileptikus statusz utan 3-5 héttel a patkanyokban spontan
visszatéré rohamok jelentkeznek, és ezen allatok hippokampuszaban az emberi halantéklebeny
epilpesziara jellemzé patologias elvaltozasokat (hippokampalis szklerdzis:  szelektiv
sejtpusztulds, gliozis, idegrostok sarjadasa u.n. “axonal sprouting”, multidrug transzporterek
expresszidja stb.) talaltunk. Az allatokat tébb honapnyi epileptikus szakasz utan dekapitaltuk, és
a méréseket a human mintaval egyenértékii anatomiai struktarakban végeztik el.

Kontroll patkany hippokampuszaban ingerléssel kétfazisi NADH valtozast (kezdeti
oxidacio, masodlagos redukcid) és jelentés mertékii mitokondrialis depolarizaciot lehetett
adagolassal kivaltott NADH redukcio jelentés mértékben lecsdkkent, mig szomszédos, a
szklerdzis altal kevésbhé érintett szubikulumban a kontrollhoz hasonlé mértékii valtozasokat
lehetett regisztralni. Hasonlokeépp, epileptikus betegekbél szarmazd hippokampuszban a NADH
oxidacié valtozatlan volt, mig az NAD" redukci6 drasztikusan lecsokkent. Ez a csokkenés
metabolikus karosodasra utalt, és nem pedig a szovetmintdban talalhatd sejtpusztulas
kdvetkezmeénye volt, mivel a stimulacioval kivaltott extracelluléris kaliumion-koncentracio
valtozas, amely az aktivalt idegsejtek szamat tlikrdzi, megfelelt a kontroll szévetben talalhatd
értékeknek. Erdemes megjegyezni, hogy ez a jelenség nem fiiggott a hippokampalis szklerozis
mértékétol, azaz ink&bb az eltelt rohamok szamaval és nem pedig a szévettani valtozasokkal allt
kapcsolatban.

Mivel a NAD" redukci6 fokozodasa kalcium ion fiiggé folyamat, a kalcium ion felvétele
pedig fligg a AWYm értékétol, kovetkezo lépésben azt vizsgaltuk, hogy hogyan valtozik a A¥m
értéke kronikusan epileptikus szovetben. A fent emlitett mitokondrium specifikus
feszlltségfliggo fluoreszcens festék alkalmazéasaval elsékent mutattuk ki, hogy az epileptikus

human szdvet idegsejtjei intakt mitokondrialis kompartmentummal és A¥Wm-al rendelkeznek.
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Glutamat adagolas hatasara a kontroll —patkany- szovetben mérhet6 AWm valtozasokkal
Osszevethetd meértékii mitokondridlis depolarizaciét mértink Mivel tehat a mitokondrialis
kalcium ion felvétel feltételei adottak, valdsziniisithetd, hogy a NADH-szintézis elégtelensége a
Krebs-Szentgyorgyi-ciklus  egy vagy tobb kélciumion-fliggé enzimének rendellenes
muikodésének tudhato be. Ez a kdvetkeztetés 6sszhangban van mas kutatok eredményeivel, akik

oxidativ stressz altal okozott enzimatikus hipofunkcidt talaltak epileptikus human szévetben.

A rohamok alatti [Ca*Jm akkumulacié szabad gyokképzésére gyakorolt hatasa

A mitokondridlis szabad gyok képzédés és ennek kalcium ion fliggése izolalt
mitokondriumokban tanulmanyozhato a legjobban kontrollalt kérilmények kdzott. Ehhez el6szor
egy fluoreszcencia-detekcios mddszeren alapuld gyorskinetikai vizsgalati protokoll beéallitasara
volt sziikség, a kontroll kisérletek elvegzésével egyetemben, ugyanis csoportunk eléként vezette
be ezt modszert ilyen jellegi kérdesek vizsgalatara. A leallitott aramlas (stopped flow) elvén
mukddé UV/fluoreszcencids spektrofluoriméterben az agykeérgi izolalt mitokondriumok
pillanatszertien teheték ki eltéré dsszetételi extramitokondrialis oldatoknak, majd az ezt kdveto
[Ca®*]m véltozésok illetve a szabad gyok képzédés kinetikaja kovetheté nyomon megfeleld
fluoreszcens festékek alkalmazasaval a milliszekundumtol a néhany masodpercig terjedé
idéskalan. Az agykérgi izolalt mitokondrium preparatum 0Osszetételét elektronmikroszkopos
vizsgalattal igazoltuk, a preparatum respiraciés képességének a mérésére pedig egy Uj, az oxigén
foszforeszcencia-kioltason alalpulé detekciés mddszert dolgoztunk ki. Egy glialis
metabolizmusgatlo segitségével meghataroztuk a glia versus idegsejt aranyt a preparatumban. A
fogyasztott oxigén 50 — 50 %-ban oszlott meg a két sejttipusbdl sz&rmazé mitokondriumok
kozott. Elsé Iépésként a [Ca’"]m véltozasat kinetikajat vizsgaltuk névekvé extramitokondriélis
kalciumion-koncentracio fuggvényében. A gyorskinetikai berendezés alkalmazésat indokolja
egyrészt a mitokondrialis gyors kalciumion-felvételi mechanizmus (RAM) léte, tovabba az, hogy
a mitokondridlis kalciumion-uniporterr6l rendelkezésre all6 Kkinetikai adatok egyensulyi
rendszerekben lettek megmérve, ahol a RAM-inaktivacidja, a A¥Ym csokkenése befolyasolhatja a
tényleges sebességi allanddkat. Az epileptikus aktivitas alatti fluktualé kalciumion dinamika
mitokondridlis szintti leirdsa szintén szukségessé teszette a gyors detektalast. NOvekvo
extramitokondrialis [Ca*"] jelenlétében (0.1, 2.5, 10, 20 uM) a [Ca*]m szintén jelentdsen
megnovekedett és telitési értékeket ért el az elsé méasodpercben. A legnagyobb ugrast a 0.1 — 2.5
UM Iépésnél lehetett latni.
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A mitokondrialis szabad gyokkeépzoédest egy fluoreszcens festékkel, dihidroethidiummal
kovettiik nyomon. Az eredetileg szintelen festéket a szuperoxid gydkanionok fluoreszcenssé
oxidaljak. A reakcio specificitasat egy sejtmentes szuperoxid gydkanion termelé rendszerben
(hypoxanthin/xanthin oxidaz) igazoltuk. Ezek utan a patoldgias éallapotra jellemzé kilsé
korilmények (emelt [Ca**], [Na'], ADP) mitokondrialis szabad gyokképzédésre gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A rovid életideji primer szabad gyokok tipusanak meghatarozasara
elengedhetetlen a gyorskinetikai vizsgalati madszer. Izolalt agykérgi mitokondriumok a fent leirt
patoldgias korilményekre fokozott szabad gyokképzodéssel valaszoltak. Ez egy szuperoxid
gyokanion specifikus gyokfogd molekuldval (para-benzoquinon) kivédhet6é volt, ami igazolja,
hogy a primer szabad gyok a respiracios lancban keletkez6 szuperoxid gyokanion. A légzési lanc
komplexeinek részleges gatlasaval illetve foloslegben adott szubsztrattal a komplex I-nek a
gyokkepz3désben jatszott szerepét lehetett igazolni az adott koriilmények kozott. A [Ca®*Im és a
szabad gyokképzodés Kkinetikajank 0Osszehasonlitasa két paraméter ok-okozati viszonyat

tdmasztja ala.

Gyokfogd molekuldk hatasa az epileptikus aktivitasra eés a farmako-rezisztencia

kialakulasara

A szuperoxid gyokanion mellett egy masik nagyon fontos szabad gyodknek, a nitrogén
monoxidnak (NO) a képzodését vizsgaltuk a kévetkezé6 munkaszakaszban. Az NO-rél ismeretes,
hogy NMDA receptor fliggé modon szintetizalodhat hippokampalis idegsejtekben, és retrograd
hirvivéként részt vesz a transzmitter Griilés és a szinaptikus plaszticitdas szabalyozasaban.
Ugyanakkor toxikus hatassal is rendelkezik — szuperoxid gyokanionnal reagalva a kiléndsen
reaktiv peroxinitrit gyok formajaban. A neurondlis, az endotélidlis és az indukalhato NO-
szintetdz (NNOS, eNOS, iINOS) izoformak utan a kdzelmualtban egy mitokondrialis NO-szintetazt
(mtNOS) is leirtak. Ez azért is kilondsen érdekes, mert az NO a légzési lanc komplexeire hatva
reverzibilisen, illetve patologias mennyiségben irreverzibilisen képes gatolni a metabolizmust, és
igy hozzajarulhat a Ca** ion-akkumulacié energiahaztartasra gyakorolt negativ hatasahoz. Az NO
az idegsejtek receptorfunkcioit sokrétiien befolyasolja, igy pro- és antiepileptikus hatasa egyarant
ismeretes a kiilonb6z6 in vivo epilepsziamodellekben. Elékiserleteink alapjan Ggy tint, hogy az
NO-nak fontos szerepe van az entorhinalis kéregben hypomagnézias ASCF-fel kivéalthatd

epileptikus aktivitds szabalyozéasaban. Jelen vizsgalatok keretein belill ezeket az eredményeket
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terjesztettuk ki kulonb6zé allatfajokra, epilepsziamodellekre és kdzponti idegrendszeri régiokra,
tovabba az NO-hatés hatterében rejl6 &ltalanos mechanizmust prébaltuk meg kideriteni.

A NO szintézis detektalasara két fliggetlen mddszert dolgoztunk ki. Egyrészt
felallitottunk egy NO-szelektiv nano-elektrodan alapulé amperometrias eljarast, amelynek
bedllitasa jelenleg még folyamatban van. Részletes eredményekre a projekt munkaterv szerinti
lezardsakor, 2006 méjus 31-én sz&mitunk. Ennél a mddszernél egy 150 nm-re kihegyezett
grafitszalon oxidaljuk az NO-t és a keletkezett &ramot rogzitjuk. A szelektivitasért a grafitszélat
borito membranok felelések. Elokisérleteinkben 30 nM koéruli érzékenyseget értlink el sejtmentes
kdzegben, és hippokampalis szelettenyészetben glutamat kivaltotta NO szintézis novekedest is
sikeriilt mar detektalnunk.

A masik mddszer NO-val szelektiven reagélo fluoreszcens festék alkalmazésén alapult. Ez a
modszer az NO-szenzitiv elektrodaval 6szzehasonlitva az NO-szintézis valtozasanak térbeli
eloszlasarol szolgaltat informaciokat, ugyanakkor kevésbé alkalmas dinamikus valtozasok
kovetésére. A hippokampalis szelettenyészeteket és a frissen izolalt entorhinalis kéreg szeleteket
a még szintelen festék membranpermedbilis diacetat észterével toltottik fel. Az észterkoteés
hasitasa utan felszabadulo szintelen festék felhalmozddik a citoszélban, majd NO-val reagalva
fluoreszcenssé valik. A reakciotermék szintén nem jut &t a sejtmembranon, igy az NO
szintézisére a fluoreszcencia folyamatos noOvekedése utal. Az idegsejtekben mérhetd
fluoreszcencia a NO képzédésnek, a festék sejtbol torténd kipumpalasanak és a fluoreszcencia
»fakulasanak” (photobleaching) dinamikus egyensulyabol jon létre. Bar a fluoreszcencia abszolut
mértéeke 6nmagaban kevéssé informativ, a fluoreszcencia névekedésének meredeksége a NO-
szintézis valtozasara utal. Harom kuldnbozé festék (DAQ, H,DCFDA, DAF-fmDA) tesztelése
utdn a tovabbi kisérleteket DAF-fm diactetattal folytattuk, mert ez a festék mutatta a legjobb
athatold képességet és a legintenzivebb fluoreszcenciat, mely utébbi kiléndsen fontos a szdvet

Patch pipettdn keresztul festve a sejteket a fluoreszcens reakciotermék lassu, homogeén
citoszolikus akkumulécidjat tapasztaltuk. Mivel ez a modszer nem ad felvilagositdst a NO
szintézis regionalis eltéréseirdl, a tovabbiakban az egesz agyszeletet illetve szelettenyészetet
festettiik. A perfuziohoz folyamatosan adott festék ellenére a fluoreszcencia egy adott szinten
stabilizalédott, mely azonban nem a reagalatlan festék elfogyasanak, hanem a festék es NO
kozotti reakcid valamint a festék fakulasanak stacionarius egyenstlyba kertilésének volt
kdszonheto, mert egy externdlis NO-donor, SNAP hatéséra tovabbi fluoreszcencia névekedést
tapasztalhattunk. A NOS szubsztratumanak, L-Argininnak adasaval szintén fluoreszcencia

novekedest lehetett elérni, amit egy szélesspektrumd NOS-inhibitor (L-NAME) egyideji
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adasaval gatolni lehetett. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy mind a szelettenyeszetekben, mind
pedig a frissen izolalt szeletekben jelen voltak aktiv NO-szintazok és a sejten belili reagalatlan
festék mennyisége elegendd az NO szintézis valtozasanak kovetésére.

A festék rovid ideji (20-30 min) inkubéacidja utan egyenletes glidlis — neuronalis festédes
jelentkezett. A sejttesteken kivil fenyesen fluoreszkald szemcseket — feltehetéen szinaptikus
vegzodéseket is lehetett még latni. Ezek az adatok egyenletes alap NOS-aktivitasra utalnak a
hippokampalis szelettenyészetekben. A festési mintazat eltért a NOS-immunfestések
mintazatatol, és inkabb az NO jelatviteli kaszkad kovetkezé elemének, a cGMP-nek
immunreaktivitasara emlékeztetett, ami arra utal, hogy a NO tovabb diffundalhatott keletkezési
helyérél, miel6tt reagalt volna a DAF-fm-mel. A festék hosszu idejii (12 éras) inkubacidja utan
ettél eltéré fluoreszcencia mintazat jelentkezett, melynél egyes sejttipusok és sejt csoportok
masoknal sokkal intenzivebben festddtek. igy az endotél sejtek, nagyszami neuron a hilus,
CA3c, CA2 régiokban és a szubikulumban illetve elvétve egy par neuron a gyrus dentatus-ban és
a CAL régidban is. Kiterjedt, am a fent emlitett idegsejteknél kisebb intenzitasu gliélis és
mikroglialis fluoreszcenciat is latni lehetett. A sejttipusok és a fluoreszcencia elemzése alapjan
arra a kovetkeztetetésre jutottunk, hogy a festék azon sejtekben, illetve azon sejtek kdzelében
halmozaodik fel, amelyek rendelkeznek NO-szintazzal. Ennek igazolasara jelenleg nNOS és iNOS
immunfestéseket végziink, melyek eredménye a kdzeljovében varhato.

A festék rovid idejii inkubéciojat hasznéltuk az NO szintézis epileptikus aktivitas alatti
valtozasanak nyomon kovetesere. A perfazio ACSF-rél hypomagnézias ACSF-re torténd
mely egyben egy réteg-specifikus fluoreszcencia valtozassal jart egyutt. Az alapvonal
meredekségének novekedése a stratum lucidumban és a stratum radiatumban a NO-képzédes
fokozodasara utalt, mig a piramissejtek rétegében, a stratum pyramidale-ban ezt nem, vagy csak
kevéssé lehetett tapasztalni. Erdemes megemliteni, hogy az egyes rohamszerii eseményekhez egy
kétfazisu fluoreszcencia valtozas tarsult, amelyrél azonban alaposabb elemzéssel kidertlt, hogy a
flavin eredetti autofluoreszcenciavaltozas kdvetkezménye.

A kovetkezékben az NO epileptikus aktivitads szabalyozasaban bet6ltott szerepét, és az
ebben kozremitkddé NOS-ok tipusat vizsgaltuk. Elokisérleteinkben a szélesspektrumi NOS
inhibitor L-NAME gatolta frissen izolalt patkany entorhinalis kéreg szeletekben a rohamszeri
események Kkialakuldsat hypomagnézidss ACSF hatasara. Ugyanezeket a kisérleteket
megismeételtiik egér entorhinalis kéreg szeleteken és hippokampalis szelettenyészeteken is. A
korabbi eredményeinkkel ellentétben, az L-NAME illetve az L-NMMA egyik modellrendszerben

sem volt képes meggatolni a rohamszerii események kialakuldsat. A projekt célkitiizésének
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megfeleléen a kovetkezékben NO specifikus gyokfogokat, PTIO-t és karboxiPTIO-t
alkalmaztunk az NO szint csokkentésere. A NO gyokfogok csak a legnagyobb vizsgalt
koncentracidban, és ott is csak az esetek egy negyedében gatoltak a rohamszerii események
kialakulasat. Feltételezve a vegylletek rossz penetracidjat, kdvetkezé lépéskent a szeleteket
eléinkubaltuk egy szélesspektrumu NOS-inhibitorral és egy NO gyokfogdval. Ez a protokoll a
frissen izolalt szeletekben kivétel nélkil, a hippokampalis szelettenyészeteknek pedig tdinyomo
tobbségében meggatolta a rohamszerii események megjelenését. A rohamszerii események
szabalyzasaban szerepet jatsz6 NOS tipusank vizsgalatara a NO-gyokfogd mellé nNOS (7-
nitroindazol), illetve INOS (aminoguanidin) specifikus NOS-inhibitorokat alkalmaztunk. A
frissen izolalt egér entorinalis kéreg szeletekben a neuronélis NOS gétlasa elég volt a az
antiepileptikus hatés elérésehez, viszont az INOS gétlasa hatastalannak bizonyult. Ezzel
ellentétben csak a szélesspektrumd NOS gatlok bizonyultak hatékonynak hippokampalis
szelettenyeszetekben, valdszinileg a mikroglia aktivalédasa és a tenyésztés sordn az iNOS
expresszidjdban bekovetkezé valtozadsok miatt. A rohamszerii események megjelenése mellett
vizsgaltuk még a NO-elvonés spontan idegi aktivitasra és az interiktélis aktivitsra gyakorolt
hatdsat is, hippokampalis szelettenyészetek CA3 piramissejtjeinek egeszsejtes patch-clamp
elvezetésével. Az NO elvonas jelentésen csokkentette mind a serkenté mind a gatlo szinaptikus
aramok frekvencigjat és amplitudojat normal ACSF-ben. Hypomagnézids ACSF-ben a NO
elvonas ellenére megnétt a serkenté és gatlo szinaptikus ramok gyakorisdga, és interiktalis
aktivitas is jelentkezett, azonban ezek az értékek alatta maradtak a hypomagnézias ACSF-ben
NO jelenlétében mérheto értekeknek. Ezekbdl az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy az NO-nak a transzmitter Urtilésben bet6ltott serkentd szerepe az, ami meghatérozé az
interiktalis aktivitas — rohamszerti esemény atmenet szabalyozasaban. Tovabba azt, hogy az
interiktalis aktivitas kialakulasa a rohamoktdl fuggetlenil szabalyozodik.
*

A munkatervnek ehhez a részéhez tartozik még egy kisérletcsoport, mely jelenleg taljutott
az elokisérletek szintjén, teljes befejezésére a projekt munkatervben foglalt lezarasaig (2006
majus 31.) kerll sor. Az idegsejtek enzimatikus és kismolekulds antioxidativ vedekez6
rendszerének kulcsfontossdgu eleme a glutathion. Ez a tripeptid vagy 6nmagaban vagy a
glutathion peroxidaz enzim révén reagalva vesz részt a peroxidok és egyéb szabad gyokok
detoxifikaciojaban. A glutathion szintje és a szintézishez hasznalt prekurzorok tekintetében
jelentés kuldnbségek talalhatdk az idegsejtek és a gliasejtek kdzott. Ennek kovetkeztében
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hippokampalis szelettenyészetek glutathion szintjét és az elpusztult sejtek mennyiségét
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hasonlitjuk 6ssze kontroll koérilmények kdzott és harom Oras hypomagnézias epileptikus statuszt
kdvetoen. Kovetkezo lépésként a sejtek glutathion szintjét manipuléljuk egy glutathion szintézis
géatld vegyulet (buthionine sulfoximine) illetve glutathion prekurzorok (N-acetyl cystein, cystin)
12 dras eloéinkubalasaval, majd a hypomagnézias ACSF-ben kialakuld epileptikus aktivitas
tipusat és az ezt koveté idegsejtpusztulast hasonlitjuk 0Ossze kezelt és kezeletlen
szelettenyészetekben. Az eddig lezajlott elokisérletekben beéllitottuk a glutathion és sejtpusztulés
fluoreszcens mérésének protokolljat. A glutathion monochlorobimane-nal alkotott fluoreszcens
reakciotermékének képzodési kinetikaja - a monochlorobimane kalibracié utan, - mar alacsony
monochlorobimane koncentracio mellett is lehetéséget nydjt a glutathion szint méresere. Ez azért
volt fontos, mert a monochlorobimane a glutathion elvonasan keresztil maga is toxikus
hatastnak bizonyult. A sejthalal mérésére két protokollt vezettiink be, egyrészt a karosodott
membranu sejtek magjat fest6 propidium jodid fluoreszcenciajanak vizsgalataval, masrészt pedig
pusztuld sejteket szelektiven fest6 FluorJadeB nevii fluoreszcens probanak a segitségével
kivanjuk kvantifikalni az epileptikus aktivitast koveto sejtpusztulast.
*

A projekt epileptikus aktivitas mitokondriumokra gyakorolt rovid-tava és kronikus hatasarol
sz0lo részét és az ezt kiegészité kutatdsok eredmenyeit az OTKA-tamogatas emitése mellett
rangos nemzetkozi lapokban publikéltuk. Az izolalt mitokondriumok Ca®* ion-fiiggé szuperoxid
gyok anion képzédésérsl szolo cikk jelenleg atszerkesztés alatt all, mig az NO és a glutathion
szerepérol szold cikkek elérelathatolag a projekt befejezésekor lesznek benyujtva. Ezért a
publikacios listaban ez utdbbi temak kongresszusi kiadvanyban megjelené absztrakt formajaban

keriiltek emlitésre.
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