Obiectivele prevazute pentru 2008

1. Realizarea experimentelor pilatvivo. Stabilirea metodei optime pentru inserelectrozilor,
delimitarea regiunii optime pentru stimulare.Unrea evoluiei temporale ale
epileptogenezei.

2. Studiul imunohistochimic al materialului biologirecoltat pe parcursul experimentelor
electrofiziologice.

3. Implementarea analizei RT-QPCR pe materialld geglucrat histologic.

4. Modelarea tipurilor es@ale de interneuroni din hipocamp.

Rezultatele oltinute in anul 2008

1. Realizarea experimentelor pilot in vivo

Modelul experimental ales presupune stimulareatrt@crepetai cu o frecvetd si
intervale ce nu induc status epileptic sever. Maldedproduce cele mai importante aspecte ale
epileptogenezei umane: gterea progresiv a severittii si duratei crizelor, sterea locdl a
pragului de stimulargi evolutia spre apatia crizelor spontane.

Pentru experimente s-au folos@bolani Wistar addil (250-320g) la care ddpanestezie
general i.m. cu un amestec de KetariflOOmg/kgc)si Xilazina (5mg/kgc), s-au implantat
electrozii cronici de stimularg masurare. Pentru m@nerea temperaturii corporale normale in
timpul operaiei am folosit sistemul de control al temperatahiztionat Tn cursul anului din
acest grant.

Animalele au fost monitorizate continuu pe duratacpdurii; la nevoie s-au administrat
doze de sumere a anesteziei. Pe durata experimentelor sapectat toate procedurilg
normele stabilite de Directiva din 24 Noiembrie 98 Consiliului Europei (86/609/EEC),
legile Romaniei legate de protec animalelor precumsi normele interne stabilite de
Universitatea de Medicinsi Farmacie Tg. Murg

Pentru stimulare s-a implantat electrod bipolar algl inoxidabil cu diametrul 0,2mryi
distana dorsoventral intre varfuri 0,3mm pe coordinatele: 5,5mm latgra&d,4mm posterior de
bregnd, adancime f@ de suprafe creierului 8mm. Pentru inregistrarea prepagctivitatii
ictale s-au pozionat electrozi din @l inoxidabil cu diametrul 0,2mm 1in hipocamp pe
coordinatele 2mm latergl 3mm posterior f& de bregma, 3,3mm adancimesafae supraf@
creierului, respectiguruburi 0-80x1/16 din @l inoxidabil deasupra cortexului frontal bilateral
pe coordinatele 3mm anterigirzmm lateral de bregintoate conform atlasului stereotaxic al lui
Paxinossi Watson). Electrodul de refetin si electrodul de gméntare furuburi din ael
inoxidabil 0-80x1/16) au fost $nrubai simetric deasupra cerebelului. {fT@lectrozii au fost
achiztiongi de la Plastics One Inc., Roanoke, VA, USA. Cooerdts-a creat cu ajutorul
poliacrilatului dentar, astfel asigurandu-se fixacereci a tuturor electrozilor.

Animalele de experigh au fost monitorizate strict in primele 24h de feeaie, dug 48-

72 ore s-a inregistrat activitatea EEG deabpentru 15 minute (traseu de refefirpentru
inregistérile ulterioare).

La grupul control s-au implantattielectrozii de misuraresi stimulare dar s-au efectuat
numai Tnregistri electrofiziologice fra stimulare (fra inducerea epilepsiei).

Apoi a urmat un protocol de stimulare kindling atasare are ca rezultat gterea duratei
crizelor facilitatesi dupa aproximativ o lué aparsi crizele epileptice spontane. Pentru stimulare
s-a folosit stimulatorul biologic SUPERTECH BioStimu Universal Floating End-stage
(Supertech, Ungaria). Status epileptic s-a indus gtimulare cu durdtde 20-30 de minute
folosind trenuri de 100 de impulsuri de 1msec rafgeta intervale de 0,5sec sub inregistrare
strictd si urmarirea ictusului electrografic pentru depistaredeciiior de status epileptic clonic
(spikuri epileptiforme continusi recurena crizelor clonice). Dupatingerea criteriilor de SE s-a
intrerupt stimularea.

Pentru nregistrare s-a folosit amplificator dea@ale SUPERTECH Multiamp (Supertech,
Ungaria). Achiziia datelor s-a efectuat cu bordul A/D National dastents PCI 6036E (16
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canale, total 200 KS/s, 16 bit reztid), existent la disciplin Interfga programului de analiza
datelor este creat in mediul de dezvoltare BorlBedphi bazat pe limbajul Object Pascal.
Achizitia datelor a fost realizatle asemenea printr-un modul scris in acest mezliedvoltare
utilizand driverul NI DAQ 6.9.3i subrutinele atgate la acest driver in modulul Delphi Support.

Analiza datelor s-a efectuat in mod offline, &@rnd parametrii clasici modelelor de
epileptogenex durata crizelor in evotie, modificarea pragului de stimulare, modificarea
tipului de crize n evolge.

2. Studiul morfologic al materialului biologic recdtat pe parcursul experimentelor
electrofiziologice.

Dupa terminarea inregistrilor electrofiziologice (1-4 luni) animalele audiosacrificate in
anestezie genetalprofundi (Ketamira+Xilazina i.m.) prin perfuzie transcardiaccu ser
fiziologic la 4°C, 1 minut, urmat de Paraformald&h% 25 min. In cazul prelé@vii creierului
pentru RT-QPCR in loc de paraformaldehsda folosit soltie tampon fosfat 0,1M.

Pentru confirmarea morfolodica localizrii electrozilor de stimularesi inregistrare,
respectiv pentru monitorizarea modifidor reactive din jurul electrozilor am folosit looatia
Nissl cu violet de crezii imunohistochimie pentru GFAP (Glial Acid Fibril&rotein) Creierul
fixat a fost prelucrat in totalitate, fiind semat de la nivelul lobilor frontali pénla nivelul
lobilor occipitali, prin efectuarea unor semi de cc. 60 um grosime la un vibratom TPI, St.
Luis, MO, USA.

Seciunile oltinute au fost numerotate AgpPspalate in soltie de tampon PBS, urmate de
etalarea lor pe lame silanizafecolorarea lor cu violet de crezil. Tn scopul lbzarii si studierii
modificarilor morfologice produse de electrozii intraddn creier, segunile okyinute au fost
colorate prin alternaa metodei Nissl cu imunocolorare GFAP, glioza reédiind modificarea
caracteristig apiruta consecutiv leziunilor la nivelul SNC.

Dupa inhibarea peroxidazei endogenetietle au fost sflate o o& in ser bovin normal,
urmat de 24 ore de incula cu anticorpul primar GFAP (DAKO, Clone 6F2, diéu1:50).
Pentru vizualizarea produsului de rgacs-a folosit metoda streptavidin-biatin (Universal
LSABTM+ K0679) si cromogen DAB (diaminobenzidi), urmat de contracolorarea nucleilor
cu hematoxilid Mayer. Interpretarea colarei speciale, respectiv al imunocoloea a fost
efectual cu microscop Nikon Eclips 800 in cateva cazuri lamele au fost scanate in imreg
Cu un sistem Zeiss MiraxScan.

Prin compararea celor dbueagii, au fost localizate structurile anatomice ceatet
(hipocampulsi amigdala),si a fost urnarita diredia si traiectul de ptrundere al electrodului. Tn
jurul leziunii provocat de electrod s-a observatergerea structurii tisulare normale (in
compargie cu partea contralatesql prin Tnlocuire cutesut cu celularitate creséutGFAP
pozitiva, Tnsaita de o reagie de fond accentuat

Prepararea setiunilor pentru imunohistochimie.

Anul precedent au fost folosite semi de grosime mit (4-6um), avand avantajul
vizualizarii bune a celulelor individualgi aplicabilitatea metodelor de rufirdin laboratorul de
imunohistochimie clinig. Seciunile mai groase (cca. §n) au avantajul vizualiZii mai
multor straturi de celule, ceea ce este importamtp identificarea tipurilor de neuroni cu
densitate tisularmici. In acest an am implementat metoda de colorareadimistochimié pe
segiuni groasesi pe lingi cromogenul DAB am introdus anticorpii secundatiofesceti.
Identificarea diferitelor tipuri de interneuroni oune imunomarcare duhlceea ce este posibil
numai cu metode de imunofuoresgenConform planului de activti, Tn acest an au fost
achiztionate reactivii necesasi au fost efectuate deternim prin imunofluoresceta simp,
urmand ca la inceputul anului viitar secem la imunomarcarea dabl

Pentru identificarea pozitiva interneuronilorsi pentru diferefierea intre cele mai
importante subpopufiade interneuroni (celulele cu galete, celulele bistratificate, celulele axo-
axonice) am ales anticorpi specifici pentru @quoteine care ledgcalciul, calbindinasi
parvalbumina (PV), pentru somatostat{®OM)si pentru subunitateal al receptorilor GABA
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(a1-GABAAR) Immunoreactivitatea pentru calbinglipoate fi observétin interneuronii ce
realizeaZ sinapse cu 0 mare varietate de celule printre reweoni lizodendritici non-piramidali
precumsi celule piramidalesi celule spinoase non-piramidale Tn hipocagysau cortex.
Interneuronii cu imunoreactivitate pentru PV ine@eprimordial somai segmentul inial al
axonului celulelor principale. Celulele bistratdie sunt caracterizate prin co-expresia SOM
PV mai ales la nivelul ariei CAl. Atat celulelerpripale casi interneuronii cu co-expresial-
GABAAR si PV prezint o imunoreactivitate ridicatla nivelul someisi dendritelor. Celulele
piramidale sunt marcate de CaMKinazall. Pe bazataceonsiderente am achianat si am
testat urmitorii anticorpi primarisi secundari:

Anticorp primar Specie | Anticorp secundar | Fluorofor | Filtru
Parvalbumig Soarece Mgar antisoarece FITC B-2A
Subunitateal a receptorulu
GABA, lepure Migar anti-iepure TRITC | G-2A
Somatostatii lepure Migar anti-iepure TRITC | G-2A
CaMKinazall lepure Nigar anti-iepure TRITC | G-2A
Calbinidina Soarece Mgar antisoarece FITC B-2A

3. Implementarea analizei RT-QPCR

Fragmente deesut cerebral de aprox. 55 mg au fost introdus fiml Trizol intr-un mojar
Potter-Elvehjev.Tesutul astfel omogenizat a fost folosit pentruraie ARN cu ajutorul
Kitului Qiagen Qiamp RNA Blood Mini Kit, conform sgificaiei productorului. ARN ul
obtinut s-a diluat Tn 40 microlitrii de @pultraputi. S-a analizat concentia de ARN cu ajutorul
spectrofotometrului Nanodrop. Cu ajutorul Kituluigh Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit ARN ul a fost trancris in cADN pentru a fite concentrga finala de 1 micrograme/100
microlitrii.

S-a efectuat analiza RQ-PCR prin folosirea de Satitdi de cADN (cu concentrige de 1
ug/100 ul). Pe baza datelor din literaturasi control endogen s-a folosit sinaptofizina (prinder
forward si reverse folosite in concentimde 3 micromoli in cantitate de 2,5 microlitrdzc Am
urmarit evidertierea expresienl-GABAAR (TagMan ® Gene Expression Assay Assay ID
Rn00788315) folosind primeri in concenieade 3 micromolgi 2,5 microlitrii) pe prol si proba
Tagman 1 microlitru din proba de 1 micromol). Pamagie am folosit 2x Tagman Universal
PCR Master Mix, la aparatul Aplied Biosystem 7500-RCR, la un nui@r de 50 cicluri. La
controlul negativ nu s-a adgat ADN.

Pentru evaluarea rezultatelor dintre cele adowetode posibile cuantificare absalu
cuantificare relatiz am folosit cea de a doua melodcesta se bazeape calculul diferetei de
expresie dintre gena analizagi o geri cunoscut considerat ,housekeeping gene” arfa
modificari cunoscute ale expresiei la metodele experimerdplicate. Diferega de concentrie
(Y) se calculeaz

Y = 2—ACt

Unde4Ct = Ct (gena testd) — Ct (gena control), Ct: ciclu prag (threshold). O chfea de
3,32 cicluri insenmind o difergnde concentrge de 10 ori.

Din probele analizate am wbut rezultate pozitive, cu expresie diféria geneial-
GABAR n fundie de localizaregesutului examinat. In continuare este neceafrstarea fif
a metodei, cu optimizarea reior.

4. Modelarea tipurilor esertiale de interneuroni din hipocamp.

Pentru simulare am folosit programul NEURON, detatolle M. Hinegi T. Carnavale, care este
un program flexibil, creat pentru a implementa medealistice din punct de vedere biologic a neiloon
care comunit pe cale chimig sau electrig si a rgelelor de neuroni. Simédile au fost rulate pein
computer Dell dual Xeon 2.4 GHz ruland Windows X& programul Neuron 6.2 instalat.

Efectul sinaptic al diferitelor tipuri de internemi a fost simulat cu ajutorul unui model de
neuron piramidal detaliat. Celulele bistratificaie fost modelate prin irdiri sinaptice inhibitorii
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in regiunea dendritelor apicajebazale. Celulele cu solete au dat sinapse pe corpul celular iar
celulele axo-axonice pe segmentultiadi al axonului. Morfologia celulei piramidalgi
conductarele active din corpul celulai segmentul irial al axonului au fost bazate pe datele
publicate de Mageaj Cook in Nature Neuroscience, 20§iGare sunt accesibile pe internet la
adresa: http://senselab.med.yale.edu/modeldb/. Mbddost alétuit din 1251 compartimente.
Corpul celular a cainut conductate active de Nasi K™ descrise prin formalism Hodgkin-
Huxley. Dendritele au fost pasive. Capacitatea ifipéca membranei a fost CM = 1mF/cm2,
rezistema specifia: RM = 30 K*cm?, iar rezistera specifié a citoplasmei: RA = 20@*cm.
Efectul sinaptic a fost modelat prin conducéawariabile conform unei futicalfa:

G(t)=AGmnaate™

Timpul pari la varful conductatei a fost in acest caZya = 1/a.

Potenialul de inversare al sinapselor excitatoare adesd mV, iar a sinapselor inhibitoare
de tip GABA, a fost de -75 mV respectiv GABAle -90 mV.

Celulele bistratificate au influgat Tn mod direct intirile excitatoriisi au favorizat dete@
de coincidetii. Celulele cu cgulete si axo-axonice au funmnat mai mult ca controlori de
amplificare, determinand pragul de excitare, inftdad astfel excitéa globak necesar pentru
generarea pot¢ialelor de agune.

A fost studiat efectul inhibitor in fuie de localizarea sinapselgrefectul de supresie a
potenialelor de agune generate. Excitarea nespedifibackground) a fost simulat prin 205
sinapse excitatorii distribuite random in zona diied. A fost determinat conductansinaptia
inhibitorie minimi necesar pentru abolirea genwii potertialului de agiune. In circuite
neuronale compuse din excitare monosinapticiugand inhibiie feed-forward disinaptic
aceasta din urina prescurtat durata potexului postsinaptic excitator, influgind doar
marginal amplitudinea acestuia. Astfel, acest gpirthibiie a favorizat dete@ de coincideta.

In acest context, sinapsele care au modelat ret&#dBA A (conductari de Cl, cu poterial de
inversare foarte apropiat de paiatul de repaus) au avut efect mult mai mic dee&eptorii
GABAGg (conductarte de K)

Concluzii si aplicabilitate

Toate sarcinile pentru anul 2008 au fost realizatdost implementdit metoda de insea
electrozilor de stimulargi inregistrare, au fost efectuateasnfitorile in vivo, s-a perfggnat
metoda de colorare imunohistochitig a fost implementatanaliza RT-QPCR pentru studierea
expresiei genei subugiti al al receptorului GABA. Efectul inhibitor al interneuronilor a fost
studiat intr-un model multicompartimental detaliat.

Sarcinile predizute pentru 2008, care au constituit teme de ameetlativ independente, in
anii urmitori vor fi integrate Tn metodologia compfese studiu al epileptogenezei.

Metoda implementatprecumsi rezultatele obnute sunt aplicate in activitatea didagtic de
cercetare de la nivelul catedrei. Rezultatele at fwezentate la Al X-lea Congres al Satiet
Romane dsStiinte Fiziologice degkurat la Cluj, 5-7 iunie 2008 precugn la Prima Conferinta a
Doctoranzilor in Medicina si Farmacie d&sfrat la Tg. Murg in perioada 9-11 iulie 2008.

Tn anul 2008 au fost elaborate 3 articole, Matticole n reviste de categoriasiun articol Tn
revist de categoria A.
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