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Relevanta temei si scopul lucrarii

Epilepsia afecteaza aproximativ 0,5-3% din populatia globului fiind una dintre cele mai
frecvente boli neurologice. Boala cauzeaza suferinta si stigmatizarea pacientilor reprezentand si
0 povard economica majora pentru societate. Desi paleta terapeutica a epilepsiei se extinde, este
discutabild eficacitatea terapiei asupra modificarilor primare ce stau la baza sindroamelor
epileptice - In momentul de fatd existdnd numai tratament antiictal si nu antiepileptic. Din acest
punct de vedere nici un medicament folosit astdzi in clinicd nu a reusit in mod evident sd
dovedeascd capacitati antiepileptice, iar eficacitatea interventiilor chirurgicale este si ea larg
contestata.

Scopul proiectului este cercetarea mecanismelor epileptogenezei prin abordare
multidisciplinard: experimente pe animale in vivo, analiza computerizatd a datelor, studiul
modificarilor morfologice si moleculare, sinteza rezultatelor prin simulare pe calculator.
Metodologia complexd va permite identificarea bazelor morfo-functionale ale unor mecanisme
implicate in generarea crizelor epileptice, oferind astfel puncte posibile de plecare pentru
dezvoltarea unor medicamente antiepileptice cu mecanism de actiune complet nou.

Obiectivele prevazute pentru 2009:

1. Efectuarea experimentelor electrofiziologice cronice pe mai multe loturi de animale, pe
perioade de inregistrare stabilite pe baza experimentelor pilot din anul anterior.

2. Studiul modificarilor structurale si moleculare care apar in diferitele stadii ale epileptogenezei.

3. Modelarea retelei neuronale capabile sa reproduca fenomenele electrice observate in vivo.

Rezultatele obtinute in anul 2009

1. Experimente electrofiziologice

Epileptogeneza a fost obtinuta prin metoda kindling. Acest model experimental presupune
stimularea electricd repetatd cu o frecventd si intervale ce nu induc status epileptic sever.
Modelul reproduce cele mai importante aspecte ale epileptogenezei umane: cresterea progresiva
a severitatii si duratei crizelor, scaderea locald a pragului de stimulare si evolutia spre aparitia
crizelor spontane.

Pentru experimente s-au folosit sobolani Wistar adulti (250-320g) la care dupa anestezie
generald i.m. cu un amestec de Ketamind (100mg/kgc) si Xilazina (Smg/kgc), s-au implantat
electrozii cronici de stimulare §i mdsurare. Animalele au fost monitorizate continuu pe durata
procedurii; la nevoie s-au administrat doze de sustinere a anesteziei. Pe durata experimentelor s-
au respectat toate procedurile si normele stabilite de Directiva din 24 Noiembrie 1986 al
Consiliului Europei (86/609/EEC), legile Romaniei legate de protectia animalelor precum si
normele interne stabilite de Universitatea de Medicind si Farmacie Tg. Mures. Protocolul
experimental a fost stabilit in cursul experimentelor pilot din anul precedent si a fost descris in
raportul din anul 2008.

Animalele de experienta au fost monitorizate strict in primele 24h de la operatie, dupa 48-
72 ore s-a Inregistrat activitatea EEG de baza pentru 15 minute (Fig. 1., traseu de referintd pentru
inregistrarile ulterioare).

Animalele au fost impartite In doud loturi. La grupul control (5 sobolani) s-au implantat
toti electrozii de masurare si stimulare dar s-au efectuat numai inregistrari electrofiziologice fara
stimulare (fara inducerea epilepsiei).

La animalele din lotul celalalt (11 sobolani) a urmat un protocol de stimulare kindling
clasic (Fig. 2.) care are ca rezultat cresterea duratei crizelor facilitate si dupa aproximativ o luna
apar si crizele epileptice spontane. Pentru stimulare s-a folosit stimulatorul biologic
SUPERTECH BioStim cu Universal Floating End-stage (Supertech, Ungaria). Status epileptic s-
a indus prin stimulare cu durata de 20-30 de minute folosind trenuri de 100 de impulsuri de
Imsec repetate la intervale de 0,5sec sub Inregistrare stricta i urmarirea ictusului electrografic
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pentru depistarea criteriilor de status epileptic clonic (spikuri epileptiforme continuu si recurenta
crizelor clonice). Dupa atingerea criteriilor de SE s-a intrerupt stimularea.

Pentru inregistrare s-a folosit amplificator de 8 canale SUPERTECH Multiamp (Supertech,
Ungaria). Achizitia datelor s-a efectuat cu un bord A/D National Instruments PCI 6036E (16
canale, total 200 KS/s, 16 bit rezolutie). Interfata programului de analizd a datelor este creat in
mediul de dezvoltare Borland Delphi bazat pe limbajul Object Pascal. Achizitia datelor a fost
realizatd de asemenea printr-un modul scris in acest mediu de dezvoltare utilizdnd driverul NI
DAQ 6.9.3 si subrutinele atasate la acest driver in modulul Delphi Support.

Analiza datelor s-a efectuat in mod offline, folosind programul Spike2 (Cambridge
Electronic Design) si urmarind parametrii clasici modelelor de epileptogeneza: durata crizelor in
evolutie, modificarea pragului de stimulare, modificarea tipului de crize in evolutie.

La nici unul dintre animalele din grupul control nu am inregistrat crize epileptice. Crize
spontane (Fig. 3) au fost depistate la 9 din 11 animale de experienta stimulate (81,8%) dupa o
duratd de 6-80 zile (in medie 33 zile). 4 dintre aceste animale (44,5%) au prezentat crize
frecvente, restul de 5 animale (55,5%) numai ocazional pe durata urmaririi de 4 luni. Durata
medie a crizelor pe baza inregistrarii EEG a fost de 50423 sec. 79% dintre crize au fost secundar
generalizate (scor Racine 3-5), restul crizelor erau partiale (scorul Racine 0-2). S-a cautat
depistarea unor eventuale crize generate de hipocamp, insa relatia temporald a inregistrarilor din
amigdala si hipocamp au dovedit cd toate crizele au avut originea in amigdala. Una din
obiectivele acestui studiu a fost dovedirea existentei oscilatiilor de frecventa inalta (HFO) intr-un
model de epileptogeneza in vivo. Pentru aceasta din perioada ante-stimulare, perioada preictala,
ictala si chiar postictald traseele au fost analizate pentru prezenta si caracteristicile HFO. O
crestere semnificativa a fost observata in bandele de frecventa 0—100 Hz (subripple), 100-200
Hz (ripple) si 200300 Hz (fast-ripple) Tn momentul tranzitiei de la preictal la ictal. Nu s-a putut
dovedi o relatie statistic semnificativd dintre numarul de descarcari preictale ce preced criza
epileptiforma EEG si durata crizelor. Oscilatii de frecventd inalta (200-300Hz) au fost depistate
in faza ascendentd a spike-urilor interictale (IS). Aceste oscilatii au fost Inregistrate doar in
zonele epileptice (zonele unde si IS a fost Tnregistrata primar) si au lipsit din zonele unde IS s-a
propagat doar secundar. Aceast fenomen suportd teoria cd oscilatiile (activarea sincrona a
celulelor principale) apar in zonele epileptice in momentul aparitiei IS probabil prin lipsa
(anatomica sau functionald) a interneuronilor (moartea selectiva a unor subtipuri de interneuroni,
modificarea sistemului receptor a acestor interneuroni, etc).

2. Studiul modificarilor structurale si moleculare

Dupa terminarea inregistrarilor electrofiziologice (1-4 luni) animalele au fost sacrificate in
anestezie generald profunda (Ketamina+Xilazind i.m.) prin perfuzie transcardiacd cu ser
fiziologic la 4°C, 1 minut, urmat de paraformaldehida 4% si acid picric 15% v/v timp de 25 min.
In cazul prelevarii creierului pentru RT-QPCR in loc de paraformaldehida s-a folosit solutie
tampon fosfat 0,1M (3 minute). In cazul tesutului fixat, localizarea electrozilor de stimulare si
inregistrare, respectiv modificarile reactive din jurul electrozilor a fost verificat prin coloratia
Nissl cu violet de crezil si imunohistochimie pentru GFAP (Glial Acid Fibrillar Protein).

Imunohistochimie

Vizualizarea diferitelor tipuri de neuroni hipocampali s-a facut prin colorare imunohistochimica
pe sectiuni groase (60 um) cu anticorpii secundari fluorescenti. Anticorpii primari utilizati au
fost produsi pentru legarea specificd a urmatoarelor proteine: parvalbumina (PV), calbindina
(CB), doua proteine care leaga calciul, subunitatea al a receptorului ionotropic GABA,
(GABA4R-al), somatostatina (SOM), protein kinaza Ca®’/calmodulin-dependentid (CaMKII).
anticorpii secundari au fost conjugati cu FITC, Rhodamina, Cy3 sau Alexa 488 dupa caz.

Acesti markeri au fost alesi Tn asa fel incat pe langd identificarea pozitiva a interneuronilor si
putem diferentia cele mai importante subpopulatii de interneuroni (celule cu cosulete, celule
bistratificate, celule axo-axonice). Celule imunopozitive pentru PV sunt celulele care inerveaza
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primordial soma si segmentul initial al axonului celulelor principale. Celule imunopozitive
pentru SOM sunt celule bistratificate si celulele O-LM (oriens lacunosum-moleculare) din
hipocamp. Combinatiile PV- GABAaR-al sunt menite sd marcheze celulele inhibitoare
perisomatice, cum ar fi celulele axo-axonice si celulele cu cosulete. Combinatia PV- SOM (Fig.
4) este menita sa marcheze celulele inhibitoare dendritice, adica celulele bistratificate si O-LM.
Rezultatele aratd mentinerea sau chiar cresterea usoara a inhibitiei perisomatice si scdderea
inhibitiei dendritice. Desi am putut remarca aceste tendinte, numarul experimentelor nu este
suficient de mare ca sa obtinem diferente statistic semnificative, de aceea anul urmator vom
continua experimentele incepute in acest an. Inhibitia dendriticad asupra celulelor principale
afecteaza aferentele acestora in timp ce inhibitia perisomaticd eferentele. Scaderea inhibitiei
dendritice creste efectul aferentelor excitatorii, in timp ce pastrarea/amplificarea inhibitiei
perisomatice creste sincronizarea activitatii celulelor principale, cauzand disparitia echilibrului
excitatie/inhibitie.

Analiza RT-QPCR

Folosind metodologia descrisa in raportul precedent, in aceastd perioadd au fost
determinate raporturile normale ale controlului endogen folosit (sinaptofizina) si a subunitatii ol
a receptorului GABAA (gena Gabral). In acest scop au fost determinate nivelul mARN 1in
diferite zone ale SNC: hipocamp, scoartd cerebrald, cerebel, dar si in tesuturi parenchimatoase
(plaman, ficat) alese ca si posibile controale endogene pentru evaluarea ulterioard a rezultatelor.

Fiind vorba de un numar mai mare de blocuri de tesut recoltate de la un animal, care nu puteau fi
azotului lichid pentru congelare, s-a folosit solutia ARN later n proportie de 10:1.
In probele provenite din SNC expresia controlului endogen este mai mare dect expresia
GABAR-al, Fig. 5.A-C. In plaman situatia se schimbia si GABAAR-ol este exprimat
semnificativ mai intens decat sinaptofizina, Fig. 5.D. Acest rezultat este in concordanta cu datele
din literatura care aratd ca, in pldman exista in abundenta receptori GABA,, dar in acest caz
GABA are origine extraneuronali. In ficat situatia este asemanitoare cu cea din SNC diferenta
fiind insa mai mare.

Pentru verificarea si validarea rezultatelor, acestea au fost repetate la mai multe animale.
La toate regiunile din SNC rezultatele se suprapun foarte bine. Se poate observa ca si control al
reactiilor, suprapunerea aproape perfecta a curbelor de control endogen, Fig. 6. Asemanator, si
curbele obtinute la probele extrase din tesutul pulmonar au o suprapunere destul de buna, si
destul de specifici, ceea ce le confera o posibilitate de a fi folosite ca si control endogen. In cazul
tesutului hepatic dispersia datelor este foarte mare si in unele cazuri valorile GABAAR-al si
sinaptofizind se suprapun. Acesta poate fi din cauza inomogenitatii tesutului hepatic, a

.....

tesut.

Tabelul 1. Concentratia mRNA GABAsR-al raportat la concentratia controlului endogen,
sinaptofizina (datele sunt exprimate in procente, media + eroarea standard)

Regiunea Y%

Cortex 29.99 + 1.49
Hipocamp 16.66 + 1.96
Cerebel 65.31 +7.66
Plaman 1033.75 + 145.53
Ficat 20.08 +12.99

In concluzie expresia mARN-ului este reproductibil si specific pentru tesuturile studiate, cu
diferente de expresie tipizabile pentru sinaptofizina si GABAsR-al.



3. Modelarea computerizata a retelei neuronale.

Pentru modelare computerizata am folosit programul NEURON, dezvoltat de M. Hines si
T. Carnavale (http://www.neuron.yale.edu). Simuldrile au fost rulate pe un computer Dell dual
Xeon 2.4 GHz ruland Windows XP, cu programul Neuron 6.2 instalat.

Au fost construite modelele simplificate ale celulelor piramidale si ale interneuronilor.
Fiecare tip de celuld a fost modelat prin compartimente corespunzitoare corpului celular,
dendritelor apicale si bazale respectiv o portiune scurtd de axon. In total, majoritatea modelelor
au avut 15 compartimente.

Celulele piramidale au fost modelate prin compartimente contindnd canale de sodiu; canale
de potasiu de tip delayed rectifier, respectiv de tip M si A, curent de potasiu activat de calciu de
tip AHP lent si mediu; canale de calciu de tip L, T si R; pompe de calciu si un mecanism de
tamponare a calciului; $i un curent cationic activat de hiperpolarizare.

Membrana celulelor cu cosulete, axo-axonice si bistratificate a continut canale de sodiu;
canale de potasiu de tip delayed rectifier, respectiv tip A, curent de potasiu activat de calciu si un
alt curent de potasiu dependent de calciu si voltaj; canale de calciu de tip L si N; si un curent
pasiv de scurgere.

Celulele O-LM au fost modelate prin patru compartimente contindnd canale de sodiu;
canale de potasiu de tip delayed rectifier, respectiv tip A; curent cationic activat de
hiperpolarizare; si un curent pasiv de scurgere.

Densitatea curentilor a fost setat astfel incat modelele au putut reproduce proprietatile
electrofiziologice intrinsece determinate experimental.

Cu ajutorul acestor modele simplificate a fost construitd si testatd o retea neuronald. La
conectivitatea retelei am avut in vedere datele morfologice cunoscute din literatura de
specialitate.

Modelarea potentialelor extracelulare s-a bazat pe calcularea curentilor extracelulari,
conform legilor lui Kirchhoff: curentul care intrd in celuld intr-un punct trebuie sd paraseasca
celula intr-un alt punct, ceea ce genereaza un curent extracelular. Deoarece modelarea
compartimentald descrie neuronul prin compartimente separate, curentii §i potentialele
extracelulare au fost calculate folosind ecuatia:

1
() = >
4 7,
unde: @(2) este potentialul extracelular in functie de timp, /,; este curentul transmembranar total
al compartimentului i, »; este distanta centrului compartimentului de punctul de masurare a
potentialului extracelular si R, este rezistenta specifica a spatiului extracelular (R;=300 Qcm).
Aceastd ecuatie presupune cd mediul extracelular este un conductor noncapacitiv omogen, ceea
ce este doar o aproximatie a realitatii biologice.

Studiind potentialele extracelulare modelate, reteaua a prezentat oscilatii de frecventa
inaltd similare cu cele obtinute in cursul experimentelor electrofiziologice. Cu parametrii folositi
in aceasta serie de simulari, acest fenomen a aparut numai daca modelul a incorporat si legaturi
de tip gap junction.

Concluzii si aplicabilitate

Toate sarcinile pentru anul 2009 au fost realizate. Metoda implementatda precum si
rezultatele obtinute sunt aplicate in activitatea didacticd si de cercetare de la nivelul catedrei.
Rezultatele au fost prezentate la: XXXVI International Congress of Physiological Sciences, 27th
July - 1st August, Kyoto, Japan, A 23-a Conferintd Nationald a Societdtii Romane de Stiinte
Fiziologice, 28-30 mai 2009, Craiova, Romania, A 2-a Conferintd a Doctoranzilor in Medicina si
Farmacie, 8-10 iulie 2009, Targu Mures, Romania.

In anul 2009 au fost elaborate 2 articole:
Karoly Orban-Kis, Karoly Antal, Tibor Szilagyi, Julianna Kardos, Zsuzsa Emri: Antiepileptic

effect of somatostatine measured during low magnesium induced seizure-lik-activity,
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Revista de Medicina si Farmacie — Orvosi és Gyogyszerészeti Szemle, 2009, 55:13-15
(CNCSIS C).

Zoltan Pavai, Zsuzsanna Pap, Karoly Orban-Kis, Tibor Szilagyi: Quantitative characterization of
regional differences in the GABAA-receptor al subunit mRNA expression in the rat brain,
Romanian Journal of Morphology and Embryology, in press (CNCSIS A).

Informatiile legate de acest proiect (principii teoretice, metodologia aplicata, rezultatele obtinute,
membrii echipei de cercetare, datele de contact, etc.) sunt diseminate prin intermediul paginii de
internet a proiectului: http://www.umftgm.ro/~1dei266/.



