Obiectivele prevazute pentru octombrie-decembrie 2007primul an al proiectului):

1. Implementarea metodelor imunohistochimicegseit neuronal normal.
2. Modelarea unei tele neuronale simple, compuse din elemente puncigo

Rezultatele olzinute Tn anul 2007

1. Implementarea metodelor imunohistochimice

Colectarea tesutului nervos. La sobolani Wistar adgil dupi anestezie genetal
profundi cu un amestec de KetaralKilazina (100mg/kgc, 5mg/kgc) s-a deschis cutia
toracia si s-a introdus o caniulprin ventriculul stang péinla aorta ascendentDupa fixarea
canulei am introdus ser fiziologic (NaCl 9g/l) qutarul unei pompe peristaltice Gilson cu un
debit de 25 ml/min. Imediat dapinceperea perfuziei am deschis auricula deegpntru
evacuarea sangelui din sistemul vascular.a8D8iminute, cand patul vascular a fosilapde
serul fiziologic, perfuzia a fost schimhda o soldie de formol 4%. Dup 10 minute, cand s-a
evidentiat rigidizarea musculaturii, cutia craniaa fost deschissi creierul a fost indejtat.

Creierul a fost fixat in formol neutru 4% la temgieira camerei, timp de 48 ore, timp
suficient pentru imbibarea compled tesutului, care a permig protejarea epitopilor pentru
efectuarea reador imunohistochimice ulterioare. S-a folosit arditate de fixator de zece ori
mai mare decat volumugsutului fixat.

Dupa fixare s-a trecut la prelevarea fragmentelor perstudiu, efectuand sgani
transversale paralele de 5mm grosime de la niyehului frontal pa# la nivelul lobului
occipital, toate celgase fragmente fiind prétite pentru includere.

Prepararea setiunilor pentru imunohistochimie, interpretarea rezultatelor.
Fragmentele aimute in urma prelewii au fost prelucrate conform metodei standard,
reprezentdt de urnitoarele etape: dfare, deshidratare, extragerea alcoolului, incledén
blocuri de parafié, urmat de segonarea lor. Din toate blocurile au fost preparsgeiuni
seriate de 4-6 microni grosime, de la diferite l@yeirmat de etalarea lor pe lame tratate cu
amestec de alule oud si glicerina, uscare Tn termostat, deparafinare, rehidraiacelorare
cu hematoxilid-eozira (HE).

Teritoriul cercetat a fost localizgt marcat pe baza colarei histologice standard (HE).
Folosind microscop Nikon Eclipse 800, a fost amlimorfologia substaei nervoase cu
localizarea hipocampului déapcriterii anatomicesi histologice. Alegerea sguanilor pentru
studiul imunohistochimic s-a realizat cu ajutorglliasului "The Rat Brain: In Stereotaxic
Coordinates" de PaxingsWatson.

Prin readile imunohistochimice s-a urint densitatea, localizareg interaciunea
diferitelor componentelor celulare a hipocampulestimulat, ele oferind bazle comparge
pentru morfologia modificatin cursul studiului din anii uratori. Au fost utilizai anticorpi
prodwi de Lab Visionsi DAKO, sistem de detectare Ultra Vision LP Largeldn Detection
System HRP Polymer. Acest sistem de detectare feritoa burd vizualizare a antigenelor
cercetate cu reducerea zgomotului de fond.

Tabel nr. 1. Anticorpi primari folosi

Denumireasi Reactivitate Demascarea Localizarea Control pozitiv

caracteristicile antigenului antigenului

anticorpului primar

Monoclonal mouse Cu cildura umed sub | Procesele Tesut cerebral

Neurofilament Ab-1, Uman, pisié, presiune in solie neuronale uman

Clon: 2F11 soarece, tampon citrat 0,01M, | Colorgie Control endogen

Lab Vision/Neo Markers | iepure,sobolan| pH 6,0, durata citoplasmatia pozitiv
demasgrii 5 minute

Monoclonal mouse Uman,sobolan| Cu #ldurda umed sub | Imunomarcaj Tumori

antibody Synaptophysin presiune in solie citoplasmaticr neuroendocrif




Ab-2 tampon citrat 0,01M,
Clon: SYPO2 pH 6,0, durata
Dilutie: 1/80 demastgrii 5 minute
Lab Vision/Neo Markers
Monoclonal mouse Uman, Cu cildura umed: sub Interneuroni Mezoteliom
antibody Calretinin soarece, presiune in solie Imunomarcaj malign
Clon: 5A5 sobolan tampon citrat 0,01M, citoplasmatic
Dilutie: 1/50 pH 6,0, durata
Lab Vision/Neo Markers demasérii 5 minute
Monoclonal mouse anti- | Uman, Cu cildura umed: sub Celulele gliale, Glioblastom
human GFAP soarece, presiune in solie Imunomarcaj Control endogen
Clon: 6F2 sobolan tampon citrat 0,01M, | citoplasmatic pozitiv
Dilutie: 1/75 pH 6,0, durata
DAKO demasarii 7minute
Polyclonal Rabbit anti S-| Uman, Cu cildura umedi n Imunocolorare la| Swannom
100 soarece, cuptor cu microunde n| nivelul Control endogen
Dilutie: 1/3000 sobolan soluie tampon citrat citoplasmesi pozitiv
DAKO 0,01M, pH 6,0, durata: | nucleului
3x5 minute.

Diluarea anticorpilor a fost efectuat cu Lab Visidntibody Diluent. Produsul regei a fost
vizualizat cu cromogenul diaminobenzidifDAB), ce coloreaz structurile cercetate in
culoare brun-inchis. Pentru a preveni gatea segunilor de pe lame in cursul demasc
antigenului sub presiuneesuturile examinate au fost etalate pe lame tratatadezivul
macromolecular Amino Propil triEtoxi Silan (APESg®a).

Anticorpii primari (Tabel nr. 1) au fost afepe baza senzitivitii, sensibilititii si
reactivititii, bazandu-ne pe date din literatura de specialita

Controlul extern si intern al reactiilor (control pozitivsi negativ, controlul endogen
pozitiv). Dei imunoreadile pozitive elimirh mult din subiectivismul examinatorului, este
necesar o evaluare striata calititii preparatului pentru excluderea ré#ar fals negativesi
ale celor fals pozitive. In acest sens interpretareagilor imune s-a fcut comparativ,
raportand la rezultatele pbute pe controlul pozitiv extersi intern (dad a existat), precum
pe controlul negativ a regei.

Controlul negativ a fost ultima s@ne din panelul imunohistochimic, o sieoe din
biopsia studiat, care a fost supus metodologiei standard cu eieceplicirii anticorpului
primar, nlocuit cu solie control negativ (sotie folositi pentru diluarea anticorpilor).
Controlul negativ in condi normale nu prezidtimunomarcaj la nivelul nici unui component
tisular, ceea ce ne-a ajutat in eliminareatmarcfals pozitive.

Controlul pozitiv extern a fost o g@ame histologi@ care a cotinut in mod sigur
antigenul cercetat, pus in evid&iin prealabil cu metodologia folo&itPe aceastsediune a
trebuit & apa# o coloraie difuz si intensi cu reade minima de fond. Tmpreuncu lamele
studiate am inclus Tn tehnica de lucru cate unemgrtant servind ca control pozitiv pentru
fiecare antigen cercetat (Tabel nr. 1).

Perfedionarea protocoalelor si planificarea achizitiei de anticorpi pentru anul
urmator. Prin compararea rezultatelor proprii cu datele liieratura de specialitate, am
efectuat analiza critic a diferitelor protocoale imunohistochimice. fegile utilizate n
aceadt etafi a proiectului au avut grosime rai¢4-6 um), avand avantajul vizualigi bune a
celulelor individuale si aplicabilitatea metodelor de ruiin din laboratorul de
imunohistochimie clinig. Secgiunile mai groase (cca. §0n) au avantajul vizualiZii mai
multor straturi de celule, ceea ce este importamtrp identificarea tipurilor de neuroni cu
densitate tisular mica. Dezavantajele metodei constau in timpul semrificanai lung
necesar pentru penetrarea anticorpglarizualizarea mai slaba neuronilor individuali affa
in adancimea séanii. Din aceste considerente, pentru anul 2008 phamificat utilizarea
segiunilor groase in paralel cu gemile suliri.

Din bugetul alocat pentru anul 2007 am aglimat anticorpi primari monoclonali
specifici pentru parvalbumin calbindiri si GABA (livrati in luna decembrie). Bugetul anului
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2008 va permite completarea panelului cu anticapecifici pentru somatostadingi
subunitateal al receptorului GABA.

2. Modelarea reelei neuronale compuse din elemente punctiforme

Crearea mediului de simulare pe calculatorPe un computer Dell dual Xeon 2.4 GHz
ruland Windows XP a fost instalat programul Neu®®, dezvoltat de M. Hinesi T.
Carnevale, care este liber accesibil pe sit-ul Elrsiigitii Yale
(http://Iwww.neuron.yale.edu/neuron/). Deoarece nréméchipei de cercetare au avut
experied Tn utilizarea versiunilor anterioare a acestuigpam (sub Linux), adaptarea la
aceast versiune a necesitat un timp foarte scurt.

Realizarea reelei neuronale, rularea simudrilor. Pentru simularea neuronilor
individuali am folosit modele compartimentale. Fee celud nervoas a fost implementat
printr-un singur compartiment, deci ca un elemamgpiform. Modelul biofizic al celulelor a
fost bazat pe circuitul electric echivalent al meanelor biologice. Cureinionici dependeti
de voltaj (ka si 1k) au fost modela prin ecuaii de tip Hodgkinsi Huxley. Conductata de
scurgere leak) al canalelor pasive a fost de 0,1 mSicMomentul declagirii potertialelor
de aciune a fost considerat primul punct pe panta aseia potefialului de membran
care a depit 0 mV. Am preferat evitarea modelelor de tipiegrate-and-fire (desi acestea
ruleaz mai rapid) si utilizarea modelului unicompartimental biofiziccare are un
comportament mult mai asé@n@tor cu neuronii real§i are posibilitatea ca Tn anii usitori s
fie extins la o morfologie dendriticcomplex si la un nunir mai mare de canale ionice
active.

Sinapsele chimice au fost modelate printr-o cormiuttvariabik descrig prin dou
functii exponeniale, prima pentru panta ascendentealalta pentru panta descendent
Conductara sinaptié@ de varf (maxim) a fost variat intre 0,06il1 mS/cnf. Potenialul de
inversare al sinapselor excitatoare a fost de 0iamM\g sinapselor inhibitoare de tip GARA
fost de -75 mV. Latea sinaptid@ a constat dintr-o componéntle conducere a excit@i
(v=0,25 m/ski o componerit de intarziere sinapticde 0,5 ms. Legurile de tip gap junction
au fost implementate ca o conduggamanscelulat de 0,01 mS/cfn

Reeaua neuronala fost construit din 200 de neuroni aramjgpe circumfereta unui
inel cu distari interneurona de 50um. Aceast aranjare ineldr are avantajul evitii
efectelor de margine. Au fost implementate treutigle conectivitate: 1) fiecare neuron cu
toti neuronii din rgea @ll-to-all), 2) nunar fix de conexiuni per neuron, 3) conectivitate cu
neuronii invecing, conform unei probabiliti date de o funte Gauss.

Potenialul de repaus a fost tmlizat la -65 mV, dup care s-a aplicat o stimulare
(injectie de curent) randomizatcu amplitudine datde o distribtie norma, si timp de
activare dat de o distribtie uniformi ntre 0-50 ms. Sinapsele chimigieelectrice au fost
inactive in primele 150 ms a sindtilor, fiind activate doar in acest moment. Sianilé au
rulat in pai de 10us, utilizdnd metoda de integrare backward Euler.

Au fost rulate simuiri cu propotii diferite de neuroni excitatori inhibitori, a fost
variat intensitatea medigi dinamica conductaalor postsinaptice, respectiv intensitatea
stimubirii de fond. S-a analizat frecversi coerena activititii retelei in intervale de 100 ms.
Frecvena s-a calculat din intervalul mediu dintre paialele de agune {nterspike interval).
Pentru calcularea coeten activitatea neuronala fost transormatin format binar (0 dac
intr-un interval dat de timp nu a @pt nici un potetial de adiune si 1 dac cel puin un
potenial de adiune a fost generat), deci activitatea a daoeuroni a fost scris in felul
urmator: penru neurontt X(I)=0 sau 1, penru neuronulY(l)=0 sau 1]=1, 2, .., K (T/K=t),
unde T este durata totala intervalului studiat iat este durata unudin. Pentru a lua in
considerare efectul frecvem de generarea a poteelor de agune ), la majoritatea
simukrilor t a fost reglat la 0,1/ Coerema unei pereche de neuromi;)( s-a calculat prin
ecuaia:
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Coerena intregii reele s-a calculat prin media coereintuturor perechilor de celule
posibile. Pentru calcularea parametrilor de fregven coerema a fost scris un program
dedicat in limbajul Pascal/Delphi.

Concluzii si aplicabilitate

Toate sarcinile pentru anul 2007 au fost realizdtefost implementat metoda de
colectare aesutului nervosi prepararea s@canilor pentru imunohistochimie. Interpretarea
rezultatelor a uririt densitatea, localizarea interagiunea diferitelor componente celulare a
hipocampului nestimulat. Rezultatele au stat la abgeerfegonarii protocoalelor si
planificarea achiziei de anticorpi pentru anul 2008. De asemeneaeacesultate vor oferi o
baz de compande pentru morfologia modificatin cursul epileptogenezei ce va fi studiat in
anii urmatori.

Mediul de simulare pentru modelele computerizater@ea neuronal a fost creat.
Reeau simpl, compusd din elemente punctiforme a permis focusarea ti@iemsupra
efectului parametrilor de conectivitate, al rapluitexcitgie/inhibitie, al dinamicii efectului
postsinapticsi al efectului activiiti de fond. Rezultatele modelelor complexe din anii
urmatori vor fi interperetate in contextul de princigtabilit prin simudrile din acest an.

Pentru anul 2007 Tn acest proiect nu au fost ptaé experimente electrofiziologice,
deoarece durata sciurtle 3 luni nu ar fi permis indeplinirea complet unui protocol de
implantare cronit de electrozii epileptogenez experimental. Totusi toate experimentele au
fost conduse insa fel incat & clarifice detaliile legate de anestezie, fixaréarentaxid a
craniului, intervefia chirurgicak si pozitionarea electrozilor, deciaspermi ca in 2008
experimentele electrofiziologicea demareze cat mai repedecu un minim de animale
pierdute.

Sarcinile presizute pentru 2007, care au constituit teme de aeetelativ
independente, in anii udttori vor fi integrate in metodologia compfexde studiu al
epileptogenezei.

Rezultatele sunt aplicate in activitatea de cereatadidactic de la nivelul disciplinei
de fiziologie. Pentru 2007 nu au fost piewte publicdi sau comunigri la sesiunitiintifice.



