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In vitro effects of B-cyclodextrin-complexed rufinamide
on magnesium-free artificial cerebrospinal fluid-induced

epileptiform neural activity
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Abstract - Temporal lobe epilepsy (TLE) is a disorder of the central nervous system characterized by abnormal
neuronal synchronization. It is one of the most common forms of focal epilepsy and accounts for a substantial
proportion of pharmacoresistant cases. A major limitation of many antiseizure medications (ASMs) is their
poor bioavailability, which significantly reduces therapeutic efficacy. -Cyclodextrin (BCD), by increasing the
solubility of ASMs, may enhance drug bioavailability and thus represent a novel therapeutic strategy. The aim
of this study was to quantify the effects of BCD and BCD-complexed rufinamide (RUF) on discharge frequency
and to investigate the dose-dependent effects of RUF on hippocampal neural networks in an in vitro model
of TLE. Local field potentials were recorded from the CA3 pyramidal cell layer of the rat hippocampus. Seizure-
like events (SLEs) were induced by perfusing brain slices with magnesium-free artificial cerebrospinal fluid
(OMgACSF). Following the recording of five stable SLEs, the perfusion solution was switched to OMgACSF con-
taining either BCD (control) or BCD-complexed RUF (50 and 100 uM). The timing of spike activity during the
ictal phases was identified using a semi-automated method, after which frequency-based parameters were
calculated. In our experiments, BCD alone significantly altered the decay slope compared with baseline condi-
tions (OMgACSF), and the addition of RUF did not induce any further significant changes. BCD-complexed RUF
retained its network-stabilizing effect and reduced hippocampal network load at both concentrations tested.
Furthermore, a dose-dependent effect was observed: while 100 uM RUF significantly shortened the duration
of intensive firing, no such effect was detected at the lower concentration. Our results demonstrate that BCD,
when used as a carrier molecule, intrinsically modulates ictal dynamics. BCD-complexed RUF retains its anti-
seizure properties and shortens the intensive discharge phase in a dose-dependent manner. These findings
highlight the therapeutic potential of the BCD-RUF complex, which warrants further in vivo investigation.
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Introduction

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common form
of focal epilepsy and accounts for a significant proportion
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of refractory epilepsies [1]. In TLE, hippocampal sclerosis
and other structural abnormalities of the temporal lobe
are frequently observed, together with persistent reor-
ganization of the hippocampus and parahippocampal
network, all of which contribute to increased excitability
and sustained network synchronization [2]. Although an
increasing number of antiseizure medications are cur-
rently available, approximately 25-40% of patients with
epilepsy still fail to respond adequately to treatment. The
development of pharmacoresistance is particularly com-
mon in focal epilepsies [1]. This phenomenon under-
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scores the need for novel therapeutic approaches.

Rufinamide (RUF) is a third-generation antiseizure
medication (ASM) approved as an orphan drug for adjunc-
tive treatment of Lennox-Gastaut syndrome (LGS) [3].
In addition, the drug has shown efficacy in other treat-
ment-resistant focal epilepsies [4]. RUF is a triazole deriv-
ative whose primary mechanism of action involves pro-
longation of the inactivated state of voltage-gated sodium
channels. Evidence from the literature also suggests a
concentration-dependent effect, whereby RUF inhibits the
type 5 metabotropic glutamate receptor (mGluR5) at a con-
centration of 100 uM [5]. mGluR5 is a G-protein-coupled
receptor that, under conditions of pathological glutamate
release, increases intracellular calcium levels and sensitizes
NMDA receptors. Inhibition of this pathway may help
prevent the development of a hyperexcitable network state
[6]. RUF is a highly lipophilic molecule with poor water
solubility, a property that markedly limits its bioavailability
and therapeutic efficacy [7]. Improving bioavailability is
therefore essential for enhancing the therapeutic potential
of RUF, and one possible approach is its complexation with
B-cyclodextrin (BCD). BCD is a cyclic oligosaccharide that
increases the solubility and stability of hydrophobic drugs
through the formation of inclusion complexes [8]. Previous
studies have demonstrated that BCD enhances the bio-
availability of RUF [9] and that BCD itself may influence
neuronal activity [10]; however, the combined effects of
the BCD-RUF complex remain incompletely understood.
To elucidate the cellular and network-modulating effects
of the BCD-RUF complex, an appropriate experimental
model is required. In vitro brain-slice preparations provide
a well-controlled environment for studying hippocampal
network activity. The magnesium-free model induces sei-
zure-like events (SLEs) in brain slices [11,12] that closely
resemble several electrophysiological features of human
TLE and is therefore widely used for evaluating the effects
of antiseizure medications [13].

The aim of the present study was to investigate the
effects of BCD-complexed RUF on frequency-dependent
parameters in an in vitro model of temporal lobe epilepsy
and to determine whether the drug exerts a dose-depen-
dent antiseizure effect.

Materials and Methods

Experimental animals and ethical approvals
Male Wistar rats aged 7-14 days were used in this study.

All experimental procedures involving animals were
approved by the Ethics and Research Committee of the
George Emil Palade University of Medicine, Pharmacy,
Science, and Technology of Targu Mures (approval num-
ber: 1621/24.02.2022).

Chemicals and solutions

All chemicals required for slice preparation and exper-
imentation were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Three artificial cerebrospinal fluid
(ACSF) solutions with different compositions were used:
preparation ACSF (pACSF; 87 mM NaCl, 75 mM sucrose,
25 mM glucose, 25 mM NaHCOs;, 7 mM MgSO,, 2.5
mM KCI, 1.25 mM NaH,PO,, and 0.5 mM CaCl,), nor-
mal ACSF (nACSF; 129 mM NaCl, 21 mM NaHCO;, 10
mM glucose, 3 mM KCI, 1.8 mM MgSOy,, 1.6 mM CaCl,,
and 1.23 mM NaH,PO,), and magnesium-free ACSF
(OMgACSEF), which had a composition largely identical
to that of nACSF but lacked MgSO,. To compensate for
osmolarity and further increase network excitability, the
KCl concentration was increased to 5 mM.

To improve the poor aqueous solubility of rufinamide
(RUF), BCD was dissolved at a concentration of 1% in
0MgACSE. Two BCD-complexed RUF solutions contain-
ing 50 uM and 100 uM RUF were then prepared from
this stock solution. According to previously described
protocols, the solutions were stirred for 24 hours at room
temperature to facilitate complex formation [9].

Preparation of brain slices

Following rapid decapitation, the brains were imme-
diately removed and placed in ice-cold pACSE After
removal of the cerebellum and frontal lobes, the brain
tissue was affixed to the specimen tray of a vibrat-
ing-blade microtome (Leica VT1000S, Leica Biosystems,
Deer Park, IL, USA) using ethyl 2-cyanoacrylate, and
400-um-thick transverse sections were prepared. During
slicing, the tissue remained submerged in cold pACSF to
reduce cellular metabolism and preserve tissue viability.
Following sectioning, both hippocampi were isolated and
transferred to an incubation chamber containing ACSF
maintained at 36°C and continuously oxygenated with
carbogen (95% 0:-5% CO»).

Electrophysiological recordings

For electrophysiological recordings, slices were trans-
ferred to a perfusion chamber located within a Faraday
cage. Continuous perfusion at a rate of 3 mL/min was
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provided by a peristaltic pump (Minipuls 3, Gilson
Medical Electronics, Villiers-le-Bel, France), and the
solution temperature was maintained at 36°C using
an in-line heater (TMP 5b, SuperTech, Switzerland).
Microelectrodes were fabricated from borosilicate glass
capillaries using a two-stage electrode puller (PUL-
2, WPI, Sarasota, FL, USA) and filled with nACSFE.
Electrode resistance was routinely verified and main-
tained between 3 and 8 M(Q. The microelectrode was
positioned in the pyramidal cell layer of the hippocam-
pal CA3 region using a hydraulic micromanipulator
(WR88, Narishige, Tokyo, Japan), and its final placement
was confirmed under a light microscope.

Signals were acquired using a 1x preamplifier and
a BioAmp SBAIl-v6 amplifier (BioAmp SBA1-v6,
SuperTech, Switzerland), with a bandwidth of 0.16 Hz-2
kHz and a sampling rate of 5 kHz. Data were digitized
using a USB-6002 A/D converter (National Instruments,
Austin, TX, USA).

The in vitro epilepsy model and drug treatments

Slices were initially perfused with nACSF for 5 minutes,
during which physiological local field potentials (LFPs)
were recorded. The perfusion solution (nACSF) was then
switched to 0OMgACSF to induce seizure activity. After the
occurrence and termination of five SLEs, the perfusion
medium was replaced with OMgACSF containing BCD-
complexed RUF at either 50 uM or 100 uM. Following the
recording of five additional SLEs, washout was performed
first with OMgACSF and subsequently with nACSE.

Identification of seizures and definition of the parameters
examined

Data processing was performed using Spike2 v8.01c
(Cambridge Electronic Design) software. The periods
corresponding to the application of the different solu-
tions were marked, and the preictal, ictal, postictal, and
interictal phases of each SLE were identified [14]. Ictal
discharges were detected using a semi-automated pro-
cedure, and the resulting time points were subsequently
processed in a MATLAB environment. Firing frequency
was calculated using a sliding-window approach, whereby
to each data point was assigned a value derived from
five consecutive spikes. To objectively identify the stable
middle phase of the seizure, the coefficient of variation
(CV) was calculated over five-point windows and used to
distinguish this phase from the more variable initial and
terminal periods.
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CV(Z-) _ (standard deviation;.; ) « 100

mean .4

where CV; is the coefficient of variation calculated for
the i-th data point, standard deviation,,s is the standard
deviation of the five-point window extending from the
i-th to the (i+4)-th data point, and mean,q is the corre-
sponding mean value of the five-point window.

The stable phase was defined as the ictal interval during
which CVy remained below 10%, a widely accepted
threshold for low-variability datasets [15]. Outliers were
subsequently excluded using the median absolute devi-
ation (MAD) method, as this approach is less sensitive
to extreme values than dispersion measures based on the
mean and standard deviation [16].

To evaluate drug effects, the following parameters
were determined: (1) maximum stabilized firing fre-
quency (MSF) and average stabilized firing frequency
(ASF) during the stable ictal phase; (2) decay slope,
defined as the slope of a linear regression fitted between
the MSF and the point at which the frequency reached
half of its maximum value; (3) intensive firing duration
(full width at half maximum, FWHM), defined as the
period during which firing frequency exceeded 50% of
the MSE. FWHM was also calculated using both indi-
vidual seizure-specific MSF values and a global reference
value corresponding to the mean MSF of SLEs recorded
under OMgACSF conditions (individual FWHM and
global FWHM, respectively); and (4) area under the
curve (AUC), which was used as an indicator of hippo-
campal excitatory load and calculated for the entire ictal
phase using the trapezoidal rule based on instantaneous
firing frequencies derived from consecutive spike inter-
vals.

Data and statistical analysis

Prior to group comparisons (BCD control, 50 uM BCD-
complexed RUF, and 100 pM BCD-complexed RUEF),
data were normalized to reduce inter-slice variability. For
each slice, the mean value of the first five SLEs recorded
under 0OMgACSF conditions was defined as the 100% ref-
erence value.

Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
Data normality was assessed using the Kolmogorov-
Smirnov test. Depending on the distribution of the data,
either one-way analysis of variance (ANOVA) or the
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Figure 1. Parameters of the discharge frequency during the ictal phase in the presence of BCD and BCD-complexed

RUF (50 and 100 puM).

Kruskal-Wallis test was applied. Statistical significance
was defined as p < 0.05.

Results

A total of 124 SLEs were identified in 18 hippocampal
slices (six BCD, five 50 pM RUF, and seven 100 uM RUF
slices), corresponding to 34, 38, and 52 SLEs in the BCD,
50 uM RUE and 100 pM RUF groups, respectively.

Quantitative analyses were performed on the stabilized
firing intervals defined in the Methods section, compar-
ing the BCD and BCD-complexed RUF (50 and 100 uM)
groups. One-way ANOVA revealed no statistically signif-
icant differences among the groups for MSF, ASE decay
slope, or individual FWHM (Figure 1A-D).

In contrast, one-way ANOVA demonstrated a signifi-
cant group effect for AUC (F = 3.639, p = 0.032). Holm-
Sidak post hoc analysis showed that AUC values were
significantly reduced in both the 50 uM (p = 0.050) and
100 uM (p = 0.045) RUF groups compared with the BCD
control group (Figure 1F).

For global FWHM, group differences were assessed
using the non-parametric Kruskal-Wallis test, which
revealed a significant effect (p = 0.005). Post hoc analysis
demonstrated that only the 100 uM RUF group exhibited

a significant reduction compared with the BCD control
group (p = 0.028) (Figure 1E).

Although no significant differences in decay slope
were observed between the BCD control and BCD-RUF
groups according to one-way ANOVA (F = 0.04228, p =
0.959), both BCD alone (p = 0.004) and BCD-complexed
RUF at both concentrations produced significantly higher
values (p < 0.001) than those measured under baseline
OMgACSF conditions (Figure 2A-B).

Discussion

This study investigated the concentration-dependent net-
work effects of BCD-complexed RUE. Previous reports
have indicated that BCD itself may influence SLEs in
vitro [17]; therefore, the effects of the BCD-RUF com-
plex were evaluated relative to a BCD control condition.
Our results demonstrated that RUF significantly
reduced AUC at both concentrations tested, indicating
that the drug retains its ability to reduce the excitatory
load of neuronal networks even when administered as a
BCD complex. At the same time, RUF exhibited a selec-
tive profile of action. It did not significantly alter the
frequency characteristics of the active ictal phase (MSF
and ASF) or the intensive firing duration defined relative
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Figure 2. Comparison of the decay slope between baseline values (0Mg ACSF) and the BCD and BCD-RUF groups.

to the maximum frequency of each individual SLE. This
selective effect is likely attributable to the specific phar-
macodynamic properties of RUE, which exerts its antisei-
zure action primarily through prolongation of the inac-
tivated state of voltage-gated sodium channels, thereby
suppressing sustained repetitive neuronal firing [5].

A dose-dependent effect was also observed. While 100
uM RUF significantly reduced intensive firing duration
compared with BCD alone, no such effect was detected
at 50 uM. This finding may reflect the secondary phar-
macological action of RUF that emerges at higher con-
centrations, namely inhibition of metabotropic glutamate
receptor 5 (mGluR5) [5].

Our findings further suggest that, whereas certain
characteristics of the active firing phase are primar-
ily determined by the specific mechanisms of action of
RUE the dynamics of ictal termination are influenced
predominantly by the carrier molecule BCD. This obser-
vation supports the notion that BCD itself can modify
seizure dynamics, potentially through modulation of
GABA-A receptors [10]. Such ASM-independent effects
may simultaneously facilitate the induction of SLEs while
accelerating their subsequent decay.

One of the principal limitations of this study is that the
experiments were conducted on isolated hippocampal
slices, which do not reproduce the complex interregional
connectivity that modulates epileptic network activity
under physiological conditions [13]. Furthermore, acute
brain slices obtained from healthy animals do not exhibit
the chronic structural and functional alterations charac-
teristic of epilepsy [2], nor do they reproduce the long-
term neuroplasticity [18,19].

In addition, the in vitro model did not permit investi-
gation of BCD transport across the blood-brain barrier
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or its role in drug delivery, despite evidence suggesting
such properties [8]. In vivo, rufinamide displays dose-de-
pendent pharmacokinetics and a relatively low brain-
to-plasma partition coefficient (Kp = 0.5) [20]. As these
measurements were obtained using rufinamide dissolved
in dimethyl sulfoxide (DMSO) [20], future studies should
investigate how BCD-RUF complexation influences
brain exposure to rufinamide and whether it affects
transport across the blood-brain barrier.

Conclusion

Our results demonstrate that the BCD carrier mole-
cule itself modulates ictal dynamics relative to baseline
OMgACSF conditions. Compared with this control, BCD-
complexed rufinamide at concentrations of 50 and 100
tM exerted a clear, selective, and significant additional
antiseizure effect. Although RUF did not alter the funda-
mental frequency characteristics of the active ictal phase,
it significantly reduced hippocampal network load, as
reflected by decreased AUC values. Furthermore, the
reduction in intensive firing duration (global FWHM)
observed at 100 uM supports the existence of a dose-de-
pendent dual inhibitory mechanism. Taken together,
these findings indicate that the BCD-RUF complex pos-
sesses a promising pharmacological profile and merits
further evaluation in in vivo studies.

List of abbreviations
o OMgACSF: magnesium-free artificial cerebrospinal
fluid
o ACSEF: artificial cerebrospinal fluid
o ASF: average stabilized firing frequency
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o ASM: antiseizure medication

o AUC: area under the curve

» BCD: B-cyclodextrin

o CV: coefficient of variation

« DMSO: dimethyl sulfoxide

o FWHM: full width at half maximum

o LFP: local field potential

o LGS: Lennox-Gastaut syndrome

o MAD: median absolute deviation

» mGluR5: type 5 metabotropic glutamate receptor
+ MSF: maximum stabilized firing frequency

» nACSF: normal artificial cerebrospinal fluid

o pACSE: preparation artificial cerebrospinal fluid
o RUF: rufinamide

o SLE: seizure-like event

o TLE: temporal lobe epilepsy
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B-ciklodextrinnel komplexalt rufinamid in vitro hatasa
magnéziummentes agy-gerincveloi folyadék altal
indukalt epileptiform idegi tevékenységre

Bomher El6d, Nagy Zsolt-Andras, Szentes Adam, Kiss Rita-Judit, Orban-Kis

Karoly, Szilagyi Tibor

Marosvésarhelyi George Emil Palade Orvosi, Gyégyszerészeti, Tudomany és Technoldgiai Egyetem, Elettani Tanszék

Osszefoglalé - A temporalis lebeny epilepszia (TLE) az idegsejtek kéros szinkronizacidjaval jard kdzponti ideg-
rendszeri korkép. A fokalis epilepszidk egyik leggyakoribb formaja, mely a farmakorezisztens esetek jelentés
hényadaért felelds. Szamos antikonvulziv szer (ASM) hétranya a csokkent biodiszponibilités, ami jelentésen
csokkenti a terdpias hatékonysagot. A B-ciklodextrin (BCD), mely noveli az ASM-ek oldékonysagat, javithatja a
gyogyszer biodiszponibilitasat és ezéltal egy Uj, terdpias megkodzelitést biztosithat. Jelen tanulmanyunk célja
a BCD, illetve BCD-vel komplexalt rufinamid (RUF) kistlési frekvencidra gyakorolt hatdsdnak szamszerUsitése,
valamint a gyégyszer hippocampalis ideghdldzatokat érinté dézisfliggd befolydsanak vizsgélata egy in vitro
TLE modellben. Helyi mez&potencidlokat regisztraltunk patkdny hippocampus CA3 piramissejtrétegébdl. A
rohamszer( eseményeket (SLE) az agyszeletek magnéziummentes mesterséges agy-gerincveldi folyadékkal
(kontroll), vagy BCD-vel komplexalt RUF-ot (50 és 100 uM) tartalmazé OMgACSF-re cseréltik. Az ictalis fazisok-
ban regisztralt tiske-aktivitas (spike) idépontjait félautomata modszerrel azonositottuk, majd ezekbdl frekven-
Ciaalapu paramétereket szamitottunk, amelyekkel szamszer(sithetévé tettik a BCD, valamint a RUF kilonb6zd
koncentracidinak halézatmoduldld hatédsat. Vizsgélataink sordn a BCD hordozémolekula az alapéllapothoz
(OMgACSF) képest szignifikdnsan moduldlta a lecsengési meredekséget, amelyben a RUF hozzaaddsa mar
nem okozott tovabbi szignifikans véaltozast. A BCD-vel komplexdlt RUF megdrizte haldzatstabilizalé hatésat,
és mindkét koncentracidban csokkentette a hippocampalis haldzati terhelést. Mindemellett egy dozisfliggd
hatést is azonositottunk: mig a 100 uM-os RUF szignifikdnsan csokkentette az intenziv tlizelési idétartamot, ez
a kisebb dézisndl nem volt megfigyelhetd. Eredményeink rémutatnak, hogy a hordozomolekulaként alkalma-
zott BCD dnmagaban is moduldlja az ictalis dinamikat. A BCD-vel komplexalt RUF meg&rzi rohamcsokkentd
tulajdonsagait, valamint dozisfiggd maédon leréviditi az intenziv kistlési fazist. Mindezek alapjan a BCD-RUF
komplex szelektiv farmakoldgiai profilja igéretes terdpids potencidlt vetit elére, amelynek in vivo modellekben
torténd validalasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
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Bevezetés

A temporalis lebeny epilepszia (TLE) a leggyakoribb
fokalis epilepszia forma és a refrakter epilepsziak jelentds
hanyadaért felelds [1]. A TLE-ben gyakran észlelhet6 hip-
pocampalis sclerosis és mas temporalis lebenyi struktura-
lis eltérések, illetve a hippocampus és a parahippocampalis
hélozat tartds atszervezddése, mindezek fokozott excita-
bilitasdhoz és tartos halozati szinkronizacidhoz vezetnek
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[2]. Bar napjainkban egyre tobb antikonvulziv szer all
rendelkezésre, az epilepszids betegek mintegy 25-40%-a
tovabbra sem reagal megfelel6en a kezelésekre [1]. A far-
makorezisztencia kialakulasanak aranya a fokalis epilep-
szidk esetében kiilondsen magas [1]. Ez utdbbi jelenség uj
terapias megkozelitések felkutatdsat teszi sziikségessé.

A rufinamid (RUF) egy harmadik generacids roham-
csokkentd szer (anti-seizure medication, ASM) amelyet
arva gyogyszerként (orphan drug) tartanak szamon a
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Lennox-Gastaut szindréma (LGS) kiegészitd kezelése-
ként [3]. Ezek mellett a gyogyszer hasznosnak bizonyult
mas terdpia-rezisztens fokaélis epilepszidk esetében is [4].
A RUF egy triazol-szarmazék, f6 hatasmechanizmusa a
fesziiltségfiiggé natriumcsatornak inaktivalt allapotanak
megnyujtasa, valamint a szakirodalom alapjan vélhe-
téleg megjelenik egy koncentracid-dependens hatas is,
ahol a RUF 100 pM-os koncentrdciéban gatolja az 5-0s
tipusi metabotrép glutamétreceptort (mGIluR5) [5]. Az
mGIluR5 egy G-fehérjéhez kapcsolt receptor, amely kéros
glutamat-felszabadulas esetén noveli az intracellularis
kalciumszintet, és tulérzékenyiti az NMDA-receptorokat
[6]. Ennek a mechanizmusnak a gatlasa hozzasegithet a
neuronhaldzatok hiperexcitabilis 4llapotanak elkertilé-
séhez [6]. A RUF egy erdsen lipofil, vizben alig oldodo
molekula, ez a tulajdonsaga jelentds mértékben rontja a
hatéanyag biohasznosulasat és terapidas hatékonysagat
[7]. A biodiszponibilitas javitasa elengedhetetlen a RUF
terapids potencialjanak noéveléséhez, erre egy lehetséges
megoldas a RUF B-cyclodextrinnel (BCD) torténd komp-
lexéldsa. A BCD egy ciklikus oligoszacharid, amely néveli
a hidrofob gyogyszerek oldékonysagat és stabilitasat zar-
vanykomplexek képzése révén [8]. E16z0 kutatasok igazol-
tak, hogy a BCD valéban noveli a RUF biodiszponibilita-
sat [9], illetve, hogy BCD 6nmagaban is befolyasolhatja az
idegi aktivitast [10], de jelenleg nem teljesen tisztazott a
BCD-RUF komplex hatasegyiittese. A BCD-RUF komplex
sejtszintli és halézatmodulalé hatasainak pontositasdhoz
elengedhetetlen a megfelelé kisérletes kornyezet alkal-
mazasa. Az in vitro agyszelet-preparatumok lehetéséget
teremtenek a hippocampalis halézatok aktivitasanak vizs-
galatara, jol kontrollalhaté mesterséges kozegben. A mag-
néziumion eltavolitasan alapulé modell az agyszeleteken
olyan rohamszer(i-eseményeket (seizure-like events, SLE)
hoz létre [11,12], amelyek szamos tekintetben emlékez-
tetnek a human TLE-ben megfigyelhet6 elektrofiziologiai
jelenségekre, ezért ez a modell széles korben alkalmazott a
rohamcsokkent6 szerek hatasanak vizsgalatara [13].
Kutatasunk célja a BCD-vel komplexalt RUF frekven-
ciafiiggé paraméterekre kivaltott hatdsanak vizsgilata in
vitro temporilis lebeny epilepszia modellben, valamint egy
lehetséges ddzistiiggd rohammodulald effektus kimutatasa.

Anyag és modszer

Kisérleti dgllatok és etikai engedélyek
Kisérletiinkben 7 és 14 nap kozotti him Wistar patkanyo-

kat hasznaltunk. Az allatokkal kapcsolatos Osszes beavat-
kozast a Marosvasarhelyi George Emil Palade Orvosi,
Gyogyszerészeti, Tudomany és Technoldgiai Egyetem
Etikai és Kutatasi Bizottsaga el6zetesen jovahagyta (enge-
délyszam: 1621/24.02.2022).

Vegyszerek és oldatok

A szeletek megfeleld el6készitéséhez és a kisérlet véghez-
viteléhez sziikséges vegyszereket a Sigma-Aldrich-tél (St.
Louis, MO, USA) szereztiik be. Kisérletinkben hirom
kiilonboz6 Gsszetételt mesterséges agy-gerincveldi folya-
dékot (artificial cerebro-spinal fluid, ACSF) hasznaltunk:
preparalé ACSF (pACSE, 0Osszetétel 87 mM NaCl, 75
mM szachardz, 25 mM gliikéz, 25 mM NaHCO3, 7 mM
MgS0O4, 2,5 mM KCI, 1,25 mM NaH2PO4 és 0,5 mM
CaCl2), normal ACSF (nACSE, Osszetétel 129 mM NaCl,
21 mM NaHCO3, 10 mM gliikéz, 3 mM KCl, 1,8 mM
MgSO4, 1,6 mM CaCl2 és 1,23 mM NaH2PO4), magné-
ziummentes ACSF (OMgACSE, Osszetétel azonos nagy-
részt az nACSF oldattal, de nem tartalmazott MgSO4-ot,
illetve a az ozmolaritds kompenzéalasa céljabol a KCl
koncentracidjat 5 mM-ra valtoztattuk, ezaltal is novelve
a halozati ingerlékenységet.

A rufinamid (RUF) alacsony vizoldékonysdganak
novelése érdekében OMgACSF-ben 1%-o0s koncentraci-
6ban oldottunk fel BCD-t, majd ebbdl az alapoldatbol
készitettiik el a két kiilonbozé (50 és 100 uM) RUF-
koncentracioji, komplexalt oldatot, melyeket eléz6leg
vizsgalt modszerek szerint 24 6ran keresztiil kevertiink,
szobahémérsékleten [9].

Az agyszeletek prepardldsa

A kisérleti allatok gyors dekapitacidjat kovetden az agyat
késlekedés nélkiil eltavolitottuk, majd azonnal jéghideg
pPACSE-be tettiik. A kisagy és a frontalis lebeny levalasz-
tasa utdn az agyat etil-2-cianoakrilattal egy rezgékéses
mikrotom télcdjara (Leica VT1000S, Leica Biosystems,
Deer Park, IL, USA) ragasztottuk és 400 pm vastagsagu
transzverzalis metszeteket készitettiink. A szeletelés
kozben az agy hideg pACSF oldatba volt meritve, ezzel
lassitva a sejtek metabolizmusat és megtartva a szovetek
életképességét. A szeletelést kovetéen mindkét oldali
hippocampust levalasztottuk és egy inkubaciés kamraba
helyeztiik, 36°C, folyamatosan karbogénnnel (95% O, -
5% CO,) buborékoltatott ACSF-be.

Elektrofiziolégiai mérések
Az elektrofiziologiai mérésekhez a szeleteket egy
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Faraday-kalitkdba helyezett perfuziés kamraba tettiik.
A 3 ml/perc sebességii perfuziot egy perisztaltikus pum-
paval (Minipuls 3, Gilson Medical Electronics, Villiers-
le-Bel, Franciaorszag) biztositottuk, illetve a folyadék
36°C-ra torténd melegitéséhez egy in-line melegit6t
(TMP 5b, SuperTech, Svijc) hasznaltunk. A regisztracio-
hoz boroszilikat kapillarisbol készitettiink mikroelektro-
dat egy kétlépcsés elektrodhuzé (PUL-2, WPI, Sarasota,
FL, USA) késziilékkel majd ezt nACSF-fel toltottiik fel.
Minden alkalommal ellenériztiik, hogy a mikroelektroda
ellendllasa 3-8 MQ kozott legyen. A mikroelektrodat a
hippocampus CA3 régidjanak piramissejtrétegébe egy
hidraulikus (WRSS,
Narishige, Tokyo, Japan) helyeztiik el, a végsé poziciot

mikromanipulator segitségével
ténymikroszkoppal ellendriztiik.

A jelet egy 1x-es elGerésitd, illetve egy BioAmp
SBA1-v6 tipusu er6sité (BioAmp SBA1-v6, SuperTech,
Svéjc) segitségével vezettiik el, 0,16 Hz - 2 kHz savszé-
lesség és 5 kHz-es mintavételezés mellett. A jelek dig-
italizdlasat USB-6002 A/D kartyaval végeztiik (National
Instruments, Austin, TX, USA).

Az in vitro epilepsziamodell és a hatéanyag-kezelések

A szeleteket el6szor 5 percen keresztill nACSF-fel per-
fundaltuk, regisztralva a fizioldgias koriilmények mellett
jelen 1évé mezdpotencialokat (local field potential, LFP).
Ezutan az nACSF-et OMgACSF-re cseréltiik és regisztral-
tuk a megjelené rohamtevékenységet; 5 SLE lecsengése
utan a perfunddlé oldatot olyan OMgACSF-re valtoz-
tattuk, amelyhez el6z6leg BCD-vel komplexalt RUF-ot
adtunk kiillonb6z6 koncentracidkban (50 M és 100 pM).
Ujabb 5 SLE regisztraldsa utdn a kimosds kovetkezett,
el6szor OMgACSE majd nACSF oldattal.

A rohamok azonositdsa és a vizsgdlt paraméterek defini-
cidja

Az adatfeldolgozast Spike 2 v8.01¢ (Cambridge Electronic
Design) szoftverrel végeztiik, jelolve a kiilonb6z6 oldatok
hatasanak periodusat, valamint minden SLE esetében a
preictalis, ictalis, postictalis és interictalis szakaszokat
[14]. Az ictalis kisuléseket félautomata detekcioval azo-
nositottuk, az idépontokat pedig MATLAB kérnyezetben
dolgoztuk fel. A frekvenciaszamitdshoz csuszdablakos
modszert alkalmaztunk: minden adatponthoz az 6t egy-
mast kovetd spike-bol szamitott értéket rendeltiik. Az igy
kapott id6-frekvencia adatsorokbdl a stabil kozépsza-
kasz objektiv azonositdsara az 6tos ablakokon szamitott
varianciaegyutthatot (coefficient of variation, CV) hasz-
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naltuk, elkiilonitve azt a fluktudlé kezdeti és terminalis
fazisoktol.

SZ0TAS;14
x 100

g atlagi:ivs

Ahol, CV; az i. adatponthoz tartozo varianciaegyiitthato,
szOras;,,4 az i. és i+4. adatponthoz tartozé 5 elemi ablak
szorasa, illetve atlag,,, az i. és i+4. adatponthoz tartozé 5
elemt ablak atlaga.

Stabil szakasznak tekintettiik azt az ictalis intervallumot,
melyben a CVy, értéke 10% alatt volt, ez széles korben
elfogadott standard az alacsony variabilitdsu adatok
jellemzésére [15]. A kiugrd értékeket a tovabbiakban
a medidn abszolat eltérés (median absolute deviation,
MAD) alapjan sztirtiik, mivel ez kevésbé torzul az extrém
értékektdl, mint az atlag és a standard deviacid szerinti
szorasbecslések [16].

A farmakonhatés 6sszehasonlitasdéhoz az aldbbi para-
métereket hataroztuk meg: (1) kiszamitottuk a stabilizalt
szakasz maximalis (MSF) és atlagos tiizelési frekven-
cidjat (ASF); (2) lecsengési meredekség: a tiizelési frek-
vencia dekurzusat az MSF és annak félértékpontja kozé
illesztett linedris regresszié meredekségével jellemeztiik;
(3) intenziv tiizelési id6tartam (félmaximum-szélesség,
FMSZ): meghataroztuk azt az intervallumot, amelyben a
frekvencia meghaladta az MSF 50%-4t; a szamitast egyedi
(roham-specifikus MSF) és globalis (0MgACSF-ben
regisztralt SLE-k 4tlagos MSF-je) referenciaértékek alap-
jan is elvégeztiik (FMSZ-sajat illetve FMSZ-atlag); (4)
AUC (gorbe alatti tertilet): a hippocampalis excitatorikus
terhelés kvantifikalasdhoz az AUC értéket trapézszabaly
alkalmazasaval, az egymast kovetd spike-intervallumok-
bdl szamitott pillanatnyi frekvencidk alapjan hataroztuk
meg, a teljes ictalis szakaszra.

Adat- és statisztikai elemzés

A csoportok (BCD kontroll, 50 és 100 pM BCD-
komplexalt RUF) 0sszehasonlitdsa el6tt az adatokat
normalizaltuk: az agyszeletek kozotti variabilitds csok-
kentése érdekében, szeletenként az elsé 5 0MgACSF-ban
regisztralt SLE atlagértékét tekintettiik 100%-os referen-
ciaértéknek. A statisztikai feldolgozast GraphPad Prism
8.0.2 szoftverrel (Graph Pad Software, San Diego, CA,
USA) végeztiik. Az adatok eloszldsainak normalitasat
Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztik, és az ered-
mény fiiggvényében egyutas ANOVA illetéleg Kruskal-
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1. abra. Az ictalis fazis kisulési frekvencidjanak paraméterei
jelenlétében

Wallis tesztet alkalmaztunk. A kulonbségeket p<0,05
érték esetében tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

Eredmények

Osszesen 18 szeleten (hat BCD, 6t 50 uM RUF, vala-
mint hét 100 uM RUF) 124 SLE-t azonositottunk (34-et
BCD, 38-at 50uM RUE, 52-t a 100uM RUF csoportban).
A kvantitativ elemzéseket a modszertanban leirt stabili-
zalédott tiizelési intervallumokban végeztiink, 6sszeha-
sonlitva a BCD és BCD-vel komplexéalt RUF (50 és 100
uM) csoportokat. Az MSE, ASE, lecsengési meredekség és
FMSZ-sajat paraméterek esetén egyutas ANOVA vizsga-
latot végeztiink, ami nem mutatott statisztikailag szignifi-
kans kiilonbséget a csoportok kozott (1. abra A-D). Ezzel
szemben az AUC esetében az egyutas ANOVA szignifi-
kans eltérést mutatott (f=3.639, p= 0.032), a Holm-Sidak
féle post-hoc teszt alapjan mind az 50 uM (p=0.05), mind
pedig a 100 uM (p=0.045) RUF csoportok AUC értékei
szignifikansan csokkentek a BCD-hez viszonyitva (1.4bra
F). Az FMSZ-atlag értékeinél a harom csoport dsszeha-
sonlitdsara Kruskal-Wallis non-parametrikus tesztet
végeztiink (p=0.005); a post-hoc analizis alapjan a 100
uM RUF mutatott egyediil szignifikdns csokkenést a
BCD-hez képest (p=0.028) (1.abrakE).

: A-F BCD és BCD-komplexalt RUF (50 és 100 uM)

Bar a lecsengési meredekség nem mutatott szignifi-
kans eltérést a BCD-kontroll és a BCD-RUF csoportok
kozott egyutas ANOVA vizsgalat soran (f = 0.04228, p =
0.959), mind a BCD magaban (p=0.004), mind a két RUF
csoport értékei (p<0.001) szignifikdnsan meghaladtak a
OMgACSF kozegben mért értékeket (2. abra A-B).

Megbeszélés

Vizsgalatunk a BCD-vel komplexalt RUF koncentra-
ciofiiggd halozati hatasaira fokuszalt. Korabbi irodalmi
adatok alapjan a BCD 6nmagaban is befolyasolhatja az in
vitro SLE-ket [17], ezért a BCD-vel komplexalt hatéanyag
hatasat a BCD kontrollhoz viszonyitva értékeltiik.
Eredményeink szerint a RUF mindkét koncentraci-
oban szignifikdnsan csokkentette az AUC értékét, ami
igazolja, hogy a hatéanyag BCD-vel komplexalva is
csokkenti a neuronhdldzatok excitatorikus terhelését.
Ugyanakkor a RUF szelektiv hatasspektrumot mutatott,
nem moduldlta szamottevéen az aktiv fazis frekven-
cia-jellemzdit (MSF, ASF) és az adott SLE maximumahoz
mérten meghatdrozott intenziv kisiilési idétartamot sem.
Ez a szelektiv profil vélhetéleg a gyogyszer specifikus far-
makodindmiajaval magyarazhato, a RUF els6dlegesen a
fesziiltségfiiggd natriumcsatorndk inaktivalt allapotanak
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2. abra. A lecsengési meredekség 6sszehasonlitasa a bazisvonal értékei (OMgACSF), valamint BCD és BCD-RUF

csoportok kozott.

megnyujtasaval fejti ki rohamellenes hatasat, gatolva az
idegsejtek tartos, repetitiv kistiléseit [5].

Megfigyeltiink tovabba egy dozisfiiggd kiilonbséget:
mig a 100 puM-os RUF szignifikansan csokkentette az
intenziv tiizelési id6tartamot a BCD-hez képest, az 50
uM-os dozisndl ez a hatas elmaradt. Ez a jelenség lehet-
séges, hogy megfelel a RUF magasabb koncentraciojanal
fellép6 masodlagos farmakoldgiai hatasnak, vagyis a
metabotrop glutamat 5 (mGluR5) receptorok gatlasanak
tulajdonithatoé [5].

Eredményeink arra utalnak, hogy mig az aktiv tiizelési
fazis egyes paramétereit a RUF specifikus hatdsmecha-
nizmusai alakitottak, az ictalis lecsengés (lassulds) dina-
mikajat dontéen a hordozémolekula BCD hatarozta meg.
Ez arra utal, hogy a BCD 6nmagaban is képes mddositani
a rohamdinamikat, feltételezhetéen a GABA, receptorok
modulacidja révén [10]. Ez az ASM-fiiggetlen hatas egy-
szerre konnyitheti meg az SLE-k kivéltasat és gyorsithatja
azok lecsengését.

Tanulmanyunk egyik {6 limitacioja, hogy a kisérleteket
izolalt hippocampalis szeleteken végeztiik, melyek nem
titkrozik azokat a komplex interregionalis kapcsolatokat,
amelyek élettani kortilmények kozott modulaljak az epi-
lepszias halézati aktivitast [13]. Tovabba, az egészséges
allatokbol nyert akut szeletek nem hordozzak magukkal
az epilepsziara jellemz6 kronikus strukturalis és funkcio-
nalis elvaltozasokat [2] és a hosszu tavu idegi plaszticitast
[18,19].

In vitro modelliink nem tette lehetévé a BCD vér-agy
gaton torténd atjutasdnak és transzport-folyamatokban
betoltott szerepének vizsgalatat, jollehet korabbi tanul-
manyok utalnak ezen tulajdonsagara [8]. In vivo a rufi-
namid dézisfiiggd farmakokinetikat mutat, és alacsony az

84

agy/plazma megoszlasi hanyadosa (Kp ~ 0,5) [20]. Ezeket
a méréseket [20] dimetil-szulfoxiddal (DMSO) szolubi-
lizalt rufinamiddal végezték, ezért fontos lenne a tovab-
biakban meghatdrozni, hogy a BCD-RUF komplexalas
hogyan befolyasolja a rufinamid agyi expozicidjat és
milyen szerepet jatszik a vér-agy gaton torténd atjutason.

Kovetkeztetés

Eredményeink igazoljak, hogy a BCD hordozémolekula
6nmagaban is moduldlja az ictalis dinamikat a OMgACSF
alapallapothoz képest. Ehhez a kontrollhoz viszonyitva
a komplexalt rufinamid (50 és 100 pM-os koncentrdci-
okban) egyértelmd, szelektiv és szignifikans rohamcsok-
kent6 tobblethatdst mutatott, bar az aktiv fazis alapvetd
frekvencia-jellemz6it a hatéanyag nem mddositotta, a
hippocampalis halézati terhelést (AUC) szignifikansan
csokkentette. A 100 uM-os koncentracional megfigyelt
intenziv tiizelési idétartam (FMSZ-atlag) rovidiilése, ala-
tamasztja a hatéanyag dozisfiigg6, kett6s gatlo mechaniz-
musat. Mindezek alapjan a BCD-RUF komplex szelektiv
farmakoldgiai profilja igéretes terapias potencialra utal,
melynek in vivo megerdsitése tovabbi vizsgalatokat igé-
nyel.

Roviditések jegyzéke
o OMgACSF: magnéziummentes mesterséges agy-ge-
rincveldi folyadék (magnesium-free artificial cereb-
rospinal fluid)
o ACSF: mesterséges agy-gerincveldi folyadék (artifi-
cial cerebrospinal fluid)
o ASF: atlagos stabilizélt tiizelési frekvencia
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ASM: rohamcsokkenté szer (anti-seizure medica- « nACSF: normal mesterséges agy-gerincveldi folyadék
tion) o pACSF: preparalé mesterséges agy-gerincveldi folya-
AUC: gorbe alatti teriilet (area under the curve) dék

BCD: B-ciklodextrin o RUF: rufinamid

CV: varianciaegyiitthato (coefficient of variation) o SLE: rohamszer(i esemény (seizure-like event)
DMSO: dimetil-szulfoxid o TLE: temporalis lebeny epilepszia

FMSZ: félmaximum-szélesség

LFP: helyi mezdpotencial (local field potential)

LGS: Lennox-Gastaut szindroma Irodalom

MAD: medidn abszolut eltérés (median absolute

deviation) (Ldsd az angol nyelvii cikk végén.)
mGluR5: 5-6s tipustt metabotrép glutamatreceptor

MSF: maximalis stabilizalt tiizelési frekvencia
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