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Context / Introducere

Desi numeroase studii au investigat patomecanismele si optiunile terapeutice ale epilepsiei, aceasta
ramane o afectiune complexa si multifactoriala, continudnd sa reprezinte o povara semnificativa pentru sanatatea
publica la nivel global. Epilepsia reduce semnificativ calitatea vietii, iar crizele necontrolate pot pune in pericol
viata pacientului. Epilepsia de lob temporal mezial (TLE) este una dintre cele mai frecvente forme de epilepsie
focald, iar aproximativ 30% dintre cazuri sunt rezistente la tratamentul cu medicamente anticonvulsivante
(ASMs), constituind o dificultate majora atat pentru clinicieni, cat si pentru pacienti.

Epileptogeneza implicd modificari complexe la nivel celular si molecular, care afecteaza structura si functia
circuitelor neuronale. TLE este asociata cu mecanisme inflamatorii focale care duc la glioza in regiuni cerebrale
bine definite, posibil cu o vulnerabilitate distinctd, ce pot contribui in continuare la activitatea disfunctionala a
retelelor neuronale. De asemenea, alterarile cdilor de semnalizare a calciului au fost identificate ca factori
importanti in initierea si progresia activitatii epileptice. Avand in vedere rolul important al mecanismelor de
tamponare a calciului in functia neuronald, ipoteza de lucru formulata in cadrul acestei teze propune ca atat
proteinele de legare a calciului (CaBPs) clasice,, cat si cele recent identificate sufera modificari in neuronii
hipocampici si extrahipocampici pe parcursul epileptogenezei si sub influenta noilor ASMs.

Pentru a investiga aceste aspecte, au fost elaborate trei studii complementare, care examineaza modificarile inca
putin explorate ale CaBPs in contextul epileptogenezei si evalueaza efectele noilor ASMs asupra CaBPs,
neuronilor si celulelor gliale. Scopul final al acestei cercetari este de a contribui la dezvoltarea unor terapii intr-
adevar antiepileptogene.

Teza de doctorat prezintd o investigatie multidisciplinara complexa asupra aspectelor moleculare, celulare si
comportamentale ale epilepsiei de lob temporal, utilizind modelul de acid kainic (KA) administrat
intracerebroventricular (ICV), un model experimental consacrat pentru studierea TLE farmacorezistente si
testarea noilor ASMs. Modelul KA este recunoscut pentru capacitatea sa de a reproduce fiziopatologia TLE
umane, inclusiv dinamica in timp a evenimentelor patologice implicate in epileptogenezi. in studiul nostru s-a
utilizat administrarea ICV pentru a obtine o localizare mai precisa si o reproductibilitate crescuta a leziunilor
epileptogene. Aceasta optimizare metodologicd a permis evaluarea detaliata atat a structurilor hipocampale, cat
si a celor extrahipocampale implicate in circuitul epileptic.

Studiul I a avut ca scop caracterizarea distributiei spatiale si specificitatii celulare a CaBPs cu relevanta
functionald 1n sistemul nervos central. Proprietatile cinetice si capacitatea de tamponare variabila a CaBPs
contribuie la modularea raspunsurilor sinaptice si a excitabilitatii neuronale, adaptandu-se nevoilor specifice ale
populatiilor celulare care le exprima. Din punct de vedere metodologic, am realizat o selectie a genelor relevante
pe baza functiei biologice si am corelat aceste date cu baze de date publice de inalta calitate pentru secventierea
ARN si hibridizarea in situ, inclusiv Human Protein Atlas (HPA), Brain RNA-seq database si Allen Brain Atlas



(integrate in HPA). Pe baza acestor resurse, am generat harti termice ale expresiei genice care vizualizeaza
expresia regionald si specificitatea celulara ale CaBPs selectate.

Am dezvoltat astfel un instrument util pentru prezicerea si investigarea tiparelor de expresie ale CaBPs mai putin
cunoscute din sistemul nervos central. Exemplele prezentate in teza demonstreaza ca aceste baze de date pot fi
utilizate pentru explorarea in continuare a distributiei si functiei acestor proteine.

Aceasta abordare permite o intelegere mai profunda a distributiei spatio-temporale si a potentialei relevante
functionale a CaBPs in creier. Prin sintetizarea datelor cantitative regionale si celulare intr-un mod vizual clar,
studiul nostru contribuie la identificarea proteinelor de legare a calciului relevante functional.

Studiul II - CaBPs sunt cunoscute pentru rolul lor in modularea excitabilitatii neuronale si in reglarea
semnalizarii calciului, putand contribui la dezechilibrul dintre excitabilitate si inhibitie observat in TLE. In timp
ce parvalbumina (PV) si calretinina (CR) sunt CaBPs bine caracterizate, NECAB1 (N-terminal EF-hand Calcium
Binding Protein 1) ramane putin studiat in context epileptic, In ciuda asocierii sale cu afectiuni
neurodegenerative. Scopul acestui studiu a fost determinarea distributiei NECAB1 si coexpresiei sale cu PV si CR
in regiunile cerebrale implicate in retelele epileptice, precum si investigarea efectelor unor ASMs, levetiracetam si
brivaracetam, asupra expresiei NECAB1. Metodologic, s-a utilizat imunomarcajul fluorescent al CaBPs in modelul
KA de TLE.

Rezultatele au aratat ca 1n conditii fiziologice in regiunile cerebrale potential implicate in circuitele epileptice
celulele pozitive NECAB1 erau cele mai abundente in nucleul paraventricular al talamusului (PVT), nucleul
endopiriform (EPN) si amigdala (AMY). O subpopulatie de celule coexprimand CR a fost identificata In AMY, PVT
si hipocamp, dar a fost aproape absenti in EPN. In faza cronici a epilepsiei indusi de KA, expresia NECAB1 a fost
semnificativ crescuta in PVT si bilateral in AMY. La sobolanii epileptici, celulele co-exprimand NECAB1-CR au fost
absente In EPN drept, dar prezentau o densitate ridicata in stanga; In timp ce celulele NECAB1-PV au aratat o
asimetrie interemisferica in AMY. De asemenea, am constatat ca tratamentele cu levetiracetam si brivaracetam au
avut un efect de modulare semnificativ asupra modificarilor de expresie NECAB1, reducand partial cresterea
densitatii celulare indusa de TLE.

Aceste rezultate sugereaza cad cresterea expresiei NECAB1 ar putea reprezenta un raspuns compensator la
hiperexcitabilitatea epilepticd. Avand in vedere rolul sau in reglarea talamo-corticala si diversitate
interneuronald, NECAB1 ar putea juca un rol critic in remodelarea retelelor.

Studiul III a avut ca scop compararea efectelor brivaracetamului si levetiracetamului asupra
modificarilor histologice din regiunile cheie ale circuitului epileptic: hipocamp (regiunile CA1 si CA3), AMY,
cortexul piriform (PC), EPN si PVT, utilizand modelul KA al TLE. Avand in vedere rolul mai putin cunoscut al
celulelor gliale in TLE si in raspunsul la ASMs, studiul a investigat, pe 1anga neuroni si modificarile microgliale si
astrocitare.

Rezultatele au evidentiat diferente semnificative intre cele doud tratamente. In faza subacuti a epilepsiei induse
de KA, dupa trei saptamani de administrare de ASMs, animalele tratate cu brivaracetam au prezentat o densitate
microgliala crescuta in structurile anatomice implicate in activitatea epileptica (CA1, CA3, AMY, PC, EPN, PVT),
comparativ cu cele tratate cu levetiracetam. In plus, s-a observat o astroglioza pronuntati in hipocamp, in special
in CA3 drept, ipsilateral injectiei de KA, modificare ce a fost ameliorat doar de levetiracetam nu si de
brivaracetam. Diferente semnificative au fost observate si In densitatea neuronald, cu o scadere relativa in
grupurile tratate cu ASMs.

Concluzii generale - In ansamblu, aceasti lucrare aduce dovezi suplimentare in sprijinul rolului CaBPs
ca regulatori esentiali ai excitabilitatii neuronale si posibile tinte terapeutice. De asemenea, rezultatele subliniaza
importanta modificarilor celulelor gliale in patogeneza epilepsiei si in raspunsul la tratament.

Originalitatea tezei - Prin analiza integrata a modificarilor proteinelor de legare a calciului (NECAB1,
PV, CR), a activarii gliale si a reorganizarii neuronale, studiul stabileste o punte intre neurobiologia moleculara si
epileptologia clinicd. Rezultatele evidentiaza rolul disfunctiei homeostaziei calciului In TLE si propune
mecanisme prin care ASMs pot modula progresia bolii.



