XXXI. OTDK

— Biologia Szekcio —

Az agyi inzulin helyi forrasai és hatasa

Roézsa Marton
Biologus MSc, 11
Szegedi Tudomanyegyetem

Természettudoményi és Informatika Kar

Témavezetdk:

Molnar Gabor PhD
MTA, SZTE, tudomdnyos munkatdrs

Tamas Gabor PhD, DSc
MTA, SZTE, egyetemi tandr



Tartalomjegyzék

1. Bevezetés
1.1. A neocortex neuronjai . . . . . . .. ...
1.2. GABAerg interneuronok szerepe . . . . . .. ...
1.3. Kérgi interneuron tipusok . . . . . . . ... ...
1.4. Az inzulin és az inzulin receptor . . . . . . . . . ...
1.5. Az inzulin hatédsa . . . . . . . . ...

1.6. Az agyi inzulin forrasa . . . . . .. ...
2. Célkittizeés

3. Anyag és modszer
3.1. Agyszelet készitése . . . . . . . . .
3.2. Elektrofiziologia és Ca?" imaging . . . . . . . ... . ... ... ....
3.3. Hisztologia . . . . . . . . . .
3.4. Azonositott neuron citoplazméjanak legydjtése . . . . . . . ... ...
3.5. First-strand cDNS szintézis . . . . . . ... ... oo
3.6. Egysejt kvantitativ valosidejd polimeraz lancreakcio (QRT-PCR) . . . .
3.7. Digitalis polimeraz lancreakcié . . . . . . .. ..o

3.8. Radioimmuno-vizsgalat (RIA) . . . . ... ... ... .. .. ... ...

4. Eredmények és értékelésiik
4.1. Az inzulin sejtspecifikus expresszioja mRNS szinten . . . . . . . . . ..
4.2. Az inzulin mRNS de novo szintézisének indukcidja . . . . . . .. .. ..

4.3. Az inzulin peptid szintézisének és felszabadulasanak indukcioja . . . . .

1

10

11

12
12
13
14
14



TARTALOMJEGYZEK 2

4.4. Inzulin hatasa azonositott neuronhélézatokra . . . . . . . . . . . .. .. 22

4.5. A neurogliaform sejtekbdl felszabadul6 inzulin és annak hatasa . . . . . 23
4.6. Az inzulin mRNS szintézise indukilhato agykérgi neurogliaform sejtek-

ben, amit inzulin fehérje szintézis kovet . . . . . . . .. ..o 26

4.7. Az inzulin csokkenti a sEPSC frekvenciat . . . . . . . .. ... ... 27

4.8. A neurogliaform sejtekbdl inzulin szabadithato fel . . . . . . .. . . .. 28

4.9. Az inzulin szerepe az agyban . . . . . . .. ... 29

5. Osszefoglalas 31

6. Ko6szonetnyilvanitas 38

7. Nyilatkozat a palyazé egyéni hozzajarulasardl a palyamiiben leirt

eredményekhez 39



1. fejezet

Bevezetés

1.1. A neocortex neuronjai

Az emlGs neocortex az agykéreg fejlédéstanilag legfiatalabb, és egyben legkomp-
lexebb része. A kérgi sejtek két f6 osztalya, a serkentd aminosavakat felszabadito prin-
cipalis piramissejtek (McCormick et al., 1985), valamint a gatlé neurotranszmittert
felszabadité interneuronok csoportja (Peters and Jones, 1984). Az agykérgen beliil a
piramis sejtek képzik az idegsejtek koriilbeliil négyotod részét. Jellemzd tulajdonsaguk,
hogy az axonélis kimenetiiknek megfelelen rétegekbe szervezédnek. Bar projekciojuk
alapjan elkiilonithetSek, morfologiajukra jellemz&§ a dendritjeiken talalhato strd tiis-
kézettség, a vastag, fels6bb rétegek felé iranyuld apikalis dendrit, a sejt alapi részén
eredd bazalis dendritek, valamint a fehérallomény iranyaba projektalé axon (1.1 &bra).
A kérgi idegsejtek kisebb hanyadét teszik ki a gatlo GABAerg interneuronok, melyek
dendrit- és axonarborizaci6jukat tekintve nagyfokd morfologiai diverzitast mutatnak
(1.2 1.3 1.4 abrak) — ahogy ezt a korai agykéreg-vizsgalatok is kimutatték (Ramon y
Cajal, 1911; Freund and Buzsaki, 1996; Somogyi et al., 1998). A GABAerg interneuro-
nokat csoportosithatjuk tiizelési mintédzatuk, valamint axonterminalisaik posztszinapti-
kus sejtfelszini eloszlasa alapjan, és az igy képzett csoportok viszonylag jol korrelédlnak a
morfologiai csoportokkal (McCormick et al., 1985; Kawaguchi and Kubota, 1996, 1997),
valamint a benniik megtalalhaté immunhisztokémiai marker molekulakkal (Kawaguchi
and Kubota, 1997, 1998; Cauli et al., 2000; Markram et al., 2004).
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1.1. abra. II. rétegi piramissejt anatomiai és elektrofiziologiai jellemzdi. A A piramis-
sejt harom dimenzios anatémiai rekonstrukcioja. Fekete szin a sejttestet és a dendritet,
piros szin az axont jeloli. Jellemzs a sejttestbdl felfele kiindulé apikélis dendrit, és a
sejttest bazélis részén eredd axon. A 1épték 100 um. B A piramissejt negativ és pozi-
tiv aramimpulzusokra adott hiperpolarizal6 és depolarizal6 membranpotencial valasza.
Megfigyelhets a piramissejt viszonylag lassu idGallandoja és a depolarizalé aramimpul-

zus alatt a tlizelési frekvencia akkomodécio.
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1.2. dbra. A gyorsan tizeld interneuron anatomiai €s elektrofiziologiar jellemzdr A Egy
gyorsan tiizel§ interneuron harom dimenziés rekonstrukcidja. Fekete szin a sejttestet
és a dendritet, piros szin az axont jeloli. A 1épték 100 um. B A gyorsan tiizel§ in-
terneuron negativ és pozitiv aramimpulzusokra adott hiperpolarizild és depolarizalod
membranpotencial vilasza. A kiiszob alatti ingerlésnél megfigyelhets a gyorsan tiizels
interneuronokra jellemzd kis bemend ellenallas, valamint a rendkiviil gyors idéallandé.
A depolarizaldé aramimpulzusnal lathatd, hogy a gyorsan tiizel§ interneuronok akcios

potenciélja nagy frekvenciaval, akkomodacié nélkiil jelentkezik.

1.2. GABAerg interneuronok szerepe

Az agykéregben és hippokampuszban az egyes GABAerg sejttipusok meghataro-
zott sejtteriileten szinaptizalnak a posztszinaptikus célsejtjeikkel (Freund and Buzsaki,
1996; Somogyi et al., 1998). Igy megkiilonboztethetjiik a gatlo sejteket aszerint, hogy a
posztszinaptikus sejtek szomajat, dendritjeit, dendrittiiskéit, vagy az axon kezdeti sza-
kaszat innervaljak be. A GABAerg sejtek hatéssal lehetnek a posztszinaptikus sejtek
akcios potencidljanak keletkezésére, idszitésére és a dendritikus visszaterjedésére (Mi-
les et al., 1996; Tamas and Szabadics, 2004), valamint szerepet jatszanak a populacios
aktivitas sejtszinti szinkronizalasaban (Cobb et al., 1995). Néhany hippokampalis gat-
16 interneuronrol kimutattak, hogy azok az egyes szinkron agyi hullamtevékenységek
alatt jol meghatarozott idépontokban, sejttipus-fliggden valtanak ki akciés potencialo-
kat (Klausberger et al., 2003; Hajos et al., 2004; Klausberger et al., 2004).
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1.3. dbra. A szabdlyosan tiizeld nem-piramissejt anatomiai és elektrofizioldgiar jellem-
201 A Egy szabalyosan tiizel6 nem-piramissejt harom dimenzios rekonstrukciéja. Fekete
szin a sejttestet és a dendritet, piros szin az axont jeloli. A lépték 100 um. B A szabé-
lyosan tiizel6 nem-piramissejt hiperpolarizald és depolarizalé aramimpulzusokra adott

membranpotencial-valasza. Az akciés potencidlok erdsen akkomodélnak.

1.3. Kérgi interneuron tipusok

A kosérsejtek axonterminalisai a posztszinaptikus sejtek sejttestén és proximaélis
dendritjein szinaptizdlnak, és GABA 4 receptorokon keresztiil gyors, nagy amplitudoja
gatlo posztszinaptikus potencialt (IPSP) véltanak ki (Buhl et al., 1994). A kosarsejt
kifejezést elgszor Ramon y Cajal hasznalta a kisagyban 1évé neuronokra, melyek axon-
jai a Purkinje sejtek szoméait mintegy kosarat képezve vették koril (Ramon y Cajal,
1911). Ez az elnevezés azonban heterogén sejtpopuléaciot jeldl, tagjait kiilonb6z6 ne-
urokémiai tulajdonsagok és eltérg eloszlasii axon arborizacié jellemzi. A két alapvets
tipus jol elkiilonitheté a benniik egyiitt soha el nem fordulé Ca?* ion kots fehér-
je, a parvalbumin és a kolecisztokinin eloszlasa alapjan (Kawaguchi és Kubota, 1997;
Somogyi és mtsai., 1998). A révid, f6leg a sejt kozelében elagazo kollateralisokat ma-
gaba foglalo, stird axon arborizacioji sejtek macska latokérgében sejtoszlopok kozott
is kozvetithetnek GABAerg hatast (Tamas és mtsai., 1997), mig a ritkdbb axon arbor-
izacioja, hosszi, tangencidlisan futd axon jellemezte neuronok alkalmasak a vizualis
kéreg kiilonbo6z8 orientécios preferenciaju oszlopainak dsszekapcesolasara (Kisvarday és
mtsai., 1993). A kosarsejtek fiziologiai jellemz&je a depolarizalo bemenetre adott nagy

frekvenciaju akcios potencial sorozat, az Gn. gyorstiizelés (1.2 abra).

A dendritcélzo sejtek axonterminalisainak nagy része a posztszinaptikus sejtek
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1.4. abra. A neurogliaform sejt anatomiai és elektrofizioldgiai jellemzdéi A Egy neuro-
gliaform sejt harom dimenzios rekonstrukcidja. Fekete szin a sejttestet és a dendritet,
piros szin az axont jeloli. A lépték 100 pum. B Egy neurogliaform sejt hiperpolarizalo
és depolarizélé aramimpulzusokra adott membranpotencidl-valasza. Megfigyelhets az

akcios potencialok névekvs frekvencaja.

dendrittorzsén (Tamas et al., 1997), mig a kettSs csokor sejtek foként a dendrittiiskéken
szinaptizalnak. A dendritikus membrant beidegz6 kérgi neuronok tiizelési mintazatuk,
neurokémiai és morfologiai tulajdonsagaik alapjan tovabb osztalyozhatoak (Kawaguchi
and Kubota, 1998). A hippokampuszban a dendritikus GABAerg bemenetek a dend-
ritikus akciés potencidlok Ca*" komponensét gatoljak (Miles et al., 1996), illetve a
dendritek elagazasi pontjaihoz kozel es6 terminalisok a visszaterjeds akcids potencia-
lokat gatolhatjak folyamatosan tiizel§ piramissejtekben (Spruston et al., 1995; Tamas
et al., 1997). Az agykérgi dendritikus géatlo sejtekrsl kimutattak, hogy képesek befo-
lyasolni a szomatikus akcios potencialok idézitését (Szabadics et al., 2001; Tamas and
Szabadics, 2004). (1.3 abra)

A neurogliaform sejteket szintén Ramon y Cajal irta le el@szor. Alakjuk utéan
pokhalo, illetve torpe sejteknek nevezte Sket, hiszen axonarborizaciojuk rendkiviil st-
rid, nagyon vékony agakbol all, szomajuk viszonylag kicsi, kerekded (Ramon y Cajal,
1911) (1.4 4bra). A kisméreti szomabol igen sok, vékony, esetenként gyongyozott dend-
rit ered. Az idegrendszer tobb tertiletérdl is azonositottdk a neurogliaform sejteket: az
agykéregben (Marin-Padilla, 1985; Hedlich and Werner, 1986; Kisvarday et al., 1990;
Hestrin and Armstrong, 1996) , a stridgtumban (Fox and Rafols, 1971; Sancesario et al.,
1998), és az amygdaldban (McDonald and Culberson, 1981). Kutatocsoportunk kimu-

tatta, hogy ezen sejtekben keltett egyetlen akcids potencial képes lassu gatlod posztszi-
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naptikus potencialt (IPSP) kivéltani a posztszinaptikus piramissejtekben. Ez a valasz
lassabb lefutast més interneuronok altal kivaltott IPSP-khez képest, aminek hatte-
rében az Osszetett GABA 4 és GABAp receptor-medialt ionaramok allnak (Tamas et
al., 2003). A neurogliaform sejtek mindezidaig az agykérgi halozatok lassu gatlasanak
egyetlen ismert képviselGje. Ezek mellett egy tjabb publikicionk beszéamol arrol, hogy
e sejtek képesek nemszinaptikus, térfogati tarnszmissziéval aktivalni az axonfelhgjiik-
be es6 GABA receptorok nagy részét. Egyetlen neurogliaform sejt altal felszabaditott
GABA képes elérni a posztszinaptikus GABAp, a preszinaptikus GABApg és az ext-
raszinaptikus delta alegységet tartalmazo GABA 4 (GABA 45) receptorokat egyarant,
amelyen keresztiil erételjesen képes modulalni a kérgi halozatok aktivitasat (Olah et
al., 2009).

1.4. Az inzulin és az inzulin receptor

Az inzulin a hasnyalmirigy Langerhans szigeteinek béta sejtjeiben termel6dé pep-
tid hormon, neve a termelddési helyére utal (insula=sziget latinul). Pleiotrop hatast,
az anyagcsere-szabalyzas elséként felfedezett hormonja. A béta sejtekben a riboszoma-
kon szintetizalodott preproinzulin proteolitikus hasitast kovetve proinzulinna bomlik,
mely szekrécios vezikuldkba keriil. Itt a proinzulin proteolitikus hasitdsa inzulint és
C-peptidet eredményez, melyek a szekrécioés granulumokban igy egyenld aranyban ta-
lalhatoak meg. A béta sejtekbdl az inzulin és a C-peptid exocitozissal a szovetkozti
folyadékba, majd a vérdramba keriil. Az inzulin receptor a tirozin kinéz receptorok
csoportjaba tartozik. Amint az inzulin receptor inzulint kot, egyes alegységei transz-
foszforilaljak egymast, igy a receptor kinaz aktivitasa megnovekszik, és képes lesz akti-
valni a szignalizacios ut kovetkezs tagjat (Schlessinger, 2010). Az inzulin receptor mai
tudasunk szerint legalabb 9 féle fehérjét képes foszforilalni tirozin oldallancan, ezzel
elinditva egy-egy adott intracellularis szignalizacios utat (Saltiel and Kahn, 2001). A

maésodlagos hirvivék divergencidja az inzulin pleiotrép hatdsanak molekuléris alapja.

1.5. Az inzulin hatasa

Az inzulin szignalizécié hatasat legegyszertibb vizsgalni az inzulin receptor kiik-
tatasaval. Az inzulin receptor knockout (KO) egerek embrionalis fejlédése soran enyhe
visszamaradas figyelhetd meg a kontroll csoporthoz képest, jelezve azt, hogy az embrio
fejlédésében lehet szerepe. Az inzulin receptor KO egerek metabolikus homeosztazisa

sziiletés utan Osszeesik, és par nap elteltével diabéteszes ketoacidézisban elpusztulnak
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(Accili et al., 1996). Az inzulin receptor gén izom-, zsir-, maj-, vagy idegsejtekben vald
specifikus kititésével az adott mutéans sejttipusra jellemzd fenotipus érhetd el, mely-
bél kivetkeztetni lehet az inzulinnak az adott szévetben valé funkciojara (Kitamura
et al., 2003). Legjobban tanulméanyozott az izom- és zsirsejtek inzulin szignalizacioja.
Ezen sejtekben inzulin hatasara az intracellularis kompartmentekbél a GLUT4 gliikoz
transzporter kihelyez&dik a sejtek membranjaba (Mueckler, 1994), igy azok gliikozt

vesznek fel, ezzel csokkentve a vér gliilkoz koncentraciojat.

Az idegszovetet sokaig inzulin inszenzitivnek tartottak, azonban a késGbbiekben
felfedezték, hogy az inzulin az agy kiilonb6z6 teriiletein differencialtan és koncentral-
tan van jelen. Ebbdl egyes kutatocsoportok arra kovetkeztettek, hogy az inzulinnak a
kézponti idegrendszerben a perifériatol eltérd funkcioja is van (Havrankova and Schme-
chel, 1978). Az inzulin receptor idegsejtekbdl valo kititése néstény egereknél hiperfagi-
at, minden egérnél pedig obezitast idézett el§. Megfigyelhets volt tovabba a luteinizalo
hormon szint csokkenése és a gonadok alulmiikodése mindkét nem esetében (Frolich et
al., 1998). Az inzulin receptor KO egereken végzett kisérletekkel 6sszhangban a kroni-
kusan intracerebroventrikuléris inzulinnal kezelt pavidnok esetében a taplalékfelvétel
és a teststly csokkenését mutattak ki (Woods et al., 1979). Az inzulin a taplalékfel-
vétel szabélyzasaban a hipotalamuszban talalhaté nucleus arcuatus neuropeptid Y-erg
és agouti related peptiderg (NPY/AgRP) neuronjain, valamint proopiomelanokortin
(POMC) tartalmt neuronjain hat (Morton et al., 2006). Az NPY/AgRP neuronok
stimulécidja a taplalékfelvételt serkenti, a POMC neuronok stimulécioja a taplalékfel-
vételt gatolja. Az inzulin a NPY/AgRP neuronokat gatolja K, rp csatorndk nyitédsan
keresztiil (Spanswick et al., 2000), a POMC neuronokat pedig serkenti, azonban ennek

mechanizmusa jelenleg ismeretlen.

Az inzulin kognitiv hatasat kiilonboz6 viselkedési tesztekben vizsgaltak, kiilon-
b6z6 dozist, kiilonbozs helyre (intracerebroventrikularisan vagy intravénéasan) adagolt
inzulinnal, kiilonb6z6 fajokon. Talan a sokféle kisérleti paradigma miatt, de a kisérle-
tek gyakran ellentmondéasosak egyméassal (Park, 2001). A streptozotocin -ami a has-
nyalmirigy béta sejtjeit pusztitja el, ezzel csokkentve a plazma inzulin koncentraciot-
alkalmazésanéal minden viselkedési tesztben a teljesitmény romléasat figyelték meg, ami-
vel egybecseng a hippocampalis LTP kialakitasara valo képesség romlasa is (Biessels
et al., 1998). Ezekben a streptozotocint alkalmazo kisérletekben azonban nem lehet
kizarni, hogy a kognitiv defekt az inzulin metabolikus hatasanak kiesése miatt kovet-
kezett be. Az inzulin kognitiv funkciokra tett hatasat eddig nem sikeriilt egyértelmiien
igazolni a viselkedési tesztekkel, holott az Alzheimer kor és a diabétesz soran kialaku-
16 demencia kialakulasanak valoszintisége erdsen korrelal az agyi inzulin koncentracio

megvaltozasaval (Gasparini et al., 2002). A viselkedési kisérletek ellentmondéasosséga,
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és inzulin agyban talalhato differencialt megjelenése arra utal, hogy az inzulin kognitiv
hatasat finomabb, egyes agyteriiletekre/sejtcsoportokra szoritkozo kutatasokkal lehet

pontosabban jellemezni.

1.6. Az agyi inzulin forrasa

Mar a hetvenes években ismert volt, hogy a kozponti idegrendszerben mind az in-
zulin, mind az inzulin receptora megtalalhato (Havrankova et al., 1978; Havrankova and
Schmechel, 1978). Kromatografias és radioimmun vizsgalatokkal kimutattak tovabba,
hogy az agy inzulin szintje atlagosan huszonotszordse a vérplazma inzulinszintjének, né-
hény teriileten szézszorosan, de minden agyi teriileten legaldbb tizszeresen meghaladja

a vérplazmaban mérhetd inzulin koncentraciot (Havrankova and Schmechel, 1978).

Kézenfekvo feltételezés, hogy az agyi inzulin forrasa a hasnyalmirigy. Tébb cso-
port kimutatta vérbe adagolt radioaktivan jelolt inzulinnal, hogy a vér-agy gaton atjut
az inzulin egy telithets transzport rendszeren keresztiil (Banks et al., 1997), azonban
ez a mechanizmus onmagaban nem képes a kiilonb6z6 diabétesz modellekben az agy
és vér inzulin koncentraciojanak kiilonbségét megmagyarazni (Havrankova et al., 1979;
Baskin et al., 1985).

A diabétesz modellekben tapasztalt plazma-cerebrospinalis folyadék inzulin kon-
centricié hanyadost a kozponti idegrendszerben véghbemend inzulin szintézissel lehetne
magyarazni. Ezt a hipotézist alatdmasztja, hogy idegsejt kultirakban kimutathato az
inzulin mRNS (Clarke et al., 1986) és az inzulin fehérje jelenléte (Schechter et al., 1990),
valamint idegsejt (de nem gliasejt) kulttrakbol az inzulin fehérje felszabadulasa (De-
vaskar et al., 1994). Kimutathato tovabba egész agy szinaptoszoma preparatumokon az
inzulin depolarizacio fiiggs (Wei et al., 1990) és gliikoz koncentraciofiiggs felszabadu-
lasa (Santos et al., 1999). Az inzulin mRNS az agy legkiilonb6zsbb tertiletein talalhato
meg (Devaskar et al., 1994), azonban a sejttipus specificitdsa, valamint a neuronokboél

in vivo felszabadul6 inzulin fizioldgiai hatasa még nem ismert.



2. fejezet
Célkittizés

Célul ttztik ki inzulin jelenlétének, felszabadulédsanak, és esetleges hatésanak
vizsgalatat patkany agykérgi szelet modellen.

Kisérleteink megtervezésekor arra szerettiink volna vélaszt kapni, hogy kimutathato-e:

agykérgi inzulin szintézis.

agykérgi inzulin felszabadulas.

elektrofiziologiai modszerekkel a fiziologias koncentracidju inzulin neuronélis ha-

tasa.

a lokalisan felszabadul6 inzulin hatasa a kérnyezé neuronokra.
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3. fejezet

Anyag és modszer

3.1. Agyszelet készitése

A kisérlethez fiatal (22 -35 napos) Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az éallato-
kat inhalalt halotan (2-brom,2-klor,1,1,1-trifluoretan) anesztézia alatt dekapitaltuk, az
agy kipreparalasat hiitott Mesterséges CerebroSpinalis Folyadékban végeztiik (MCSF),
melynek Osszetétele a kovetkezd volt: 130 mM NaCl; 3,5 mM KCI; 1 mM NaH;POy;
24 mM NaHCOj3; 1 mM CaCly; 3 mM MgSOy; 10 mM D(+) gliikkoz. A CaCly hozza-
adésa el6tt 10-20 percig jégen karbogénnel (95% O, 5% CO3) buborékoltattuk, hogy a
CO, beoldodasaval, ezzel a pH csokkentésével elkeriiljiik a CaCOg és kalcium-fosztatok
kicsapodéasat. Szikével szagittalis bemetszést ejtettiink a fejtetén, majd a foramen mag-
numtol kétoldali vagassal atvagtuk a ragéizmokat. A foramen magnumbol kiindulva a
szagittalis varrat menti apré vagasokkal haladva felnyitottuk a koponyatet6t. A kis-
agy eltavolitdsat kovetGen az agyféltekéket ovatosan atemeltiik egy MCSF-fel toltott
edénybe, és 5-7 percig hiitottik, igy az rigidebbé, ezéaltal jobban vaghatova valt. Az
alacsony hémeérséklettel csokkentheté a sériilés okozta excitotoxikus akcids potenci-
alok keletkezése, amelyek egyébként az intracellularis Ca*™ szint novelésén keresztiil
sejtpusztulashoz vezetnének. Microm HM650 V mikrotémmal 320 um vastag korona-
lis metszeteket készitettiink a vizuéalis, vagy szomatoszenzoros kéregbél. A szeleteket 1
oran at inkubaltuk 35°C-os oxigenalt MCSF-ben, majd a késébb felhasznélasra keriils
szeleteket 17°C-on tartottuk. Az elektorfiziologiai vizsgalatokhoz a szeleteket 37°C-os
elvezet§ kamraba helyeztiik, melyen MCSF-et aramoltattunk &t. Ez a preparalas soran
alkalmazottol eltérGen 3 mM CaCly-ot, és 1,5 mM MgSOy-ot, valamint 0,5 mM vagy
10 mM D(+) gliikozt tartalmazott.

12
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3.2. Elektrofiziolégia és Ca?" imaging

Whole cell patch clamp technikéval végeztiink péros elvezetéseket I, valamint
IT/11T rétegbeli neuronokbol. A sejteket sejttestjiik alakja (bipolaris, multipoléris) sze-
rint valasztottuk ki infravorés DIC (differencial interferencia kontraszt) videomikrosz-
kopia (Zeiss Axioskop FS mikroszkop, Hamamatsu CCD kamera, Luigs & Neumann
Infrapatch manipulator rendszer) segitségével. A mikropipettakat (4-6 MOhm) intacel-
lularis oldattal toltottiik meg (pH 7,25; 275mOsm): 126 mM K-gliikonat, 4 mM KCI, 10
mM HEPES, 10 mM kreatin-foszfat és a sejtek toltéséhez 8 mM biocytin (N-biotinilalt
lizin). A jeleket HEKA EPC10 erdsit6kkel rogzitettiik, 5 kHz-en sziirtiik, 10 kHz-en di-
gitalizaltuk PatchMaster nevid programmal és FitMaster nevi programmal analizaltuk
(HEKA, Lambrech/Pfalz, Németorszag). A mért értékek atlagait és szorasait (S.D.)
adtuk meg.

Kisérleteink soran a vizsgalt sejteket morfologiai sajatsagaik és tiizelési mintéza-
tuk alapjan kiilonitettiik el. A tiizelési mintazatokat a bevett gyakorlat szerint current
clamp tizemmodban elGszor negativ (-100 pA), majd egyre pozitivabb (+20 pA 1épé-
senként) aramimpulzusok sejtbe injektalasaval regisztraltuk. A piramissejtekre jellemzd
klasszikus morfologia a vastag apikélis dendrit, bazalis dendritek, és a viszonylag széles
sejttest. Tiizelési mintazatukat frekvencia adaptacio és széles akcidos potencialok jel-
lemzik, nagy idéallandoval, és lassi utohiperpolarizacioval. (1.1 dbra) Jellemz§ még,
hogy a piramissejtek nyugalmi membranpotencialja hiperpolarizaltabb, mint az inter-
neuronoké. A gyorsan tiizel§ interneuronokra (FS) jellemzs a tobbi interneuronhoz
képest kicsi bemend ellenalléds. Depolarizaldé aramimpulzusra nagy frekvenciaji, nem
adaptalodo, kis félszélességii akcios potencidlokkal, vagy akcios potencial csoportokkal
valaszolnak (1.2 &bra). Morfologiajuk lehet bipolaris, vagy multipolaris. A szabélyo-
san tiizel6 nem piramissejtek tiizelési mintazatat a piramisokhoz hasonldéan frekvencia
adaptacio jellemzi, tiizelésiik elején gyakran burst-6t figyelhetiink meg, mely legalabb
két akcios potencialbol all, melyek kozott az inter-spike intrvallum kicsi a t6bbi akci-
6s potencialnal tapasztaltakhoz képest. IdGallandojuk lassii, ebben a tekintetben is a
piramissejtekhez allnak koézelebb (1.3 abra). A Martinotti sejtekre jellemzd, hogy je-
lentGs a hiperpolarizald¢ araminpulzusra adott vélaszaikban az tgynevezett sag, ami
hiperpolarizacié aktivalt kation konduktanciak altal okozott depolarizaci6. Depolari-
zalo aramimpulzusokra adott valaszaikban a Martinotti sejtek akcios potenciéljai ak-
komodalnak, és folyamatos amplitido-csokkenést mutatnak. A neurogliaform sejtekre
hiperpolarizal6é pulzusnéal jellemz§ a sag hianya, depolarizal6é pulzusnal a késéi tiizelés,

valamint az akcios potencialok névekve frekvenciaja (1.4 abra).

A glibenclamid neuronokra val6é hataséat vizsgald kisérletekben a vizsgalt sejtet
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fesziiltségzar modban -70 mV-on tartottuk 200 ms ideig, majd -80 mV, -70 mV, -60
mV-os fesziiltségen egyenként 100 ms-ig, majd -70 mV-on 200 ms-ig, 1 Hz vagy 0,25 Hz
frekvenciaval ismételve. A kiilonboz6 fesziiltségértékekhez tartozd beinjektalt aramok
kiilonbségét hasznaltuk fel az analizisben (4.4 dbra). A spontan EPSC-k rogzitését fe-
sziiltségzar modban, -70 mV-os fesziiltségen végeztiik. A spontan EPSC-k detekciojat
az Igor Pro nevd programmal (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA), és az ehhez
irt NeuroMatic nevi fiiggvénycsomaggal (www.neuromatic.thinkrandom.com) végez-

tiik (4.3 abra).

A fluoreszcens képalkotd kisérletek lebonyolitdsahoz a neurogliaform sejteket
olyan intracellularis oldattal szirtuk meg, mely a fent emlitett Gsszetevékon kiviil még
10 M Alexab94-et és 120 pM OGB-1-et tartalmaztak (Invitrogen) (4.4 dbra). A meg-
vildgitas 488 nm-es folytonos tlizemi 1ézerrel tortént, a jelek rogzitése Revolution XD
Spinning Disc Konfokélis Mikroszképrendszerrel tortént, Andor iXon EMCCD kame-
raval, Andor IQ programmal. A kapott képsorok kiértékelése ImageJ nevi programmal

torténtek.

3.3. Hisztoloégia

Az anatomiai vizsgalatokat Toth Eva végezte. Az elvezetések alatt az elvezetd
pipettabol a biocytin a sejtekbe diffundalt, ami megfelel§ toltést eredményezett. A fi-
xalashoz a szeleteket -az esetleges deforméalddasokat elkeriilends- két sziirGpapirdarab
kozé helyeztiik, majd 4% paraformaldehid, 1,25% glutaraldehid, 0,2% pikrinsav tar-
talmu, 0,1M foszfat-pufferoldatban fixaltuk a feldolgozas megkezdéséig (minimum 36
oraig). A szeletek processzalasat leirt protokoll (Buhl et al., 1994; Tamas et al., 1997,
2000) alapjan végeztiik. Roviden: a zselatinba agyazott szeleteket vibratommal (Leica
VT 1000S) 70 um vastagsagu sorozatmetszetekre szeltiik. A biocytinnel feltoltott sej-
teket az avidin-biotinilalt tormaperoxidaz modszerrel tettiik lathatova, kromogénként
diaminobenzidint hasznalunk. A metszeteket 1%-0s ozmium tetroxidban utolagosan
rogzitettiik, 1%-os uranil-acetat oldattal festettiik, felszallo alkoholsorban dehidraltuk,

végiil epoxigyantdban infiltraltuk, és polimerizaltattuk.

3.4. Azonositott neuron citoplazmajanak legytijtése

A citoplazma legytijtéséhez hasznalt intracellularis oldat a fent emlitetteken tul
500 ul végtérfogatban 5 ul RN&z inhibitort (Life Technologies) is tartalmazott. Az int-

racellularis oldatot a felhasznélasig jégen tartottuk az RN&z inhibitor aktivitasdnak
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megdrzése érdekében. A fent emlitett modon (3.2 szekcid) azonositott neuronok ci-
toplazméajat az elektrofiziologiai elvezetés utan az elvezetd mikroelektrodaba szivjuk
ugy, hogy a pipettaban gyenge vakuumot hozunk létre. Ekdzben folyamatosan figyel-
kapcsolat intaktsiagat. A citoplazma leszivasat akkor fejezziik be, mikor a sejt cito-
plazmajanak jelentGs része az elvezets elektrodaba keriilt. Ezutan az elektrodat ugy
htizzuk vissza a sejtrsl, hogy az elekroda végén taldlhatod porust a sejtmag eltomitse,
vagy outside out konformécié alakuljon ki. Ezutdn az elektroda tartalmat egy steril
PCR cs6be (Axygen) juttatjuk magas nyomas segitségével. A citoplazméat tartalmazo
PCR csovet ezutan hirtelen lehiitjiik folyékony nitrogénben, és tovabbi felhasznélasig
-80°C hémérsékleten taroljuk.

3.5. First-strand cDNS szintézis

A molekularis biologiai kisérleteket Dr. Kocsis Agnes Katalin és Faragdo No-
ra végezte Dr. Puskis Laszlo Géza laborjaban. A reverz transzkripcio (RT) két
lépésben zajlott le, 5 ul végtérfogatban. A reakcidelegy 2 ul intracellularis oldabol
allt, mely tartalmazta egy azonositott sejt legydjtott citoplazméjat, 0,3 ul reverz
transzkripciohoz valé primert (Bioneer, Daedong, Korea), 0,3 ul 10 mM koncentra-
cioju ANTP elegyet (Life Technologies, Foster City, CA), 1 ul 5X first-strand puf-
fert, ;3 ul 0,1M-os 1,4-ditiotreitol oldatot, 0,3 ul RNéz inhibitort (Life Technologi-
es), valamint 100U reverz transzkriptazt (Superscript III; Invitrogen Incorporation).
A reverz transzkripciohoz hasznélt primereket a CLC Main Workbench (CLC Bio,
Aarhus, Denmark) program segitségével terveztiik, szekvencidjuk a kovetkezs: rpsl8:
5-ATTAACAGCAAAGGCCCA-3’; ins2: 5-TTTATTCATTGCAGAGGGG-3’. A re-
akcid elsd 1épésében a mintat 5 percig 65°C inkubaltuk. Az atirdas 50°C hémérsékleten
zajlott 1 6ran keresztiil, amit egy 15 pergig tartd 70°C —os inaktivalas kovetett. Ezutan
a keletkezett RT mixet PCR reakciéban hasznaltuk fel.

3.6. Egysejt kvantitativ val6sideji polimeraz lancreak-
ci6 (QRT-PCR)
A QRT-PCR-t megel6zte a cDNS preamplifikicioja, mely 20 ul végtérfogatban

zajlott. A reakcidelegy 5 ul RT mix-et, mely a first-strand cDNS szintézis végterméke,
1 pul Tagman@®) primert (rpsl8: Rn01428913 gH; ins2: Rn01774648 ¢1), 10 ul Tag-
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Man®) PreAmp Master Mix-et (Life Technologies) és 4, 5 pl nukledzmentes desztillalt
vizet tartalmazott. A PCR reakciot MyGenie 32 Thermal Block (Bioneer Corpora-
tion, Daejeon, South Korea) késziiléken végeztiik, a kovetkezs programmal: 10 perc
95°C (hot start), 2 perc 55°C, 2 perc 72°C, majd 15 cikluson keresztiil amplifikaltuk
a kovetkezok szerint: 95°C 15 mp és 60°C 4 perc, végiil a reakcidt 10 perces inaktiva-
cioval zartuk 99°C-on. Az el6amplifikacié utan a QRT-PCR reakciot az Exicycler™ 96
(Bioneer) késziiléekben végeztiik, 20 ul végtérfogatban. A reakcivelegy Gsszetétele 1,5 pl
el6amplifikalt PCR termék, 1 ul Taqgman primer, 10 ul FastStart TagMan(®) Probe Ma-
ster (Roche). A kezdeti 3 perces 95°C-on végzett denaturaciot kovetSen, a templatot
45 cikluson (95°C 40 mp, 56°C 40 mp és 72°C 1 perc) keresztiil amplifikaltuk. A kapott
eredmények kiértékelését az Exicycler™ 96 Analysis programmal (Bioneer) végeztiik.
Ekkor hataroztuk meg a ciklus készobértékét (cycle threshold, Ct), ami az a pont,

amelynél a hattér-fluoreszcencia f6l6tti jel mérhets (4.1 &bra).

3.7. Digitalis polimeraz lancreakcio

A digitalis polimeraz lancreakcié (dPCR) a hagyomanyos PCR technika egy to-
vabbfejlesztett formaja, amely alkalmas a nagyon kis mennyiségi minta el6amplifikacid
nélkiili kvantitalasara (Vogelstein and Kinzler, 1999; Pohl and Shih, 2004). A hagyo-
ményos eljarassal szemben itt az egyes reakciok egymastol elszeparélva, kiilon reakcio-
térben zajlanak, ami sokkal érzékenyebbé teszi a mérést. A dPCR sordn minden egyes
minta egy kiilon reakciotérbe keriil, ami még tovabbi alcellakra oszthato, melyekben

igy pontonként meghatarozhat6 a vizsgalt nukleinsav mennyisége (4.2 abra).

A digitalis PCR reakciok 20 ul végkoncentracioban zajlottak. A reakcio-
elegy Osszetétele rpsl8 gén esetén 2,5 ul RT mix, 2 ul Tagman®) primer (rpsl8:
Rn01428913 gH; ins2: Rn01774648 g1), 10 ul OpenArray®) Digitalis PCR Master
Mix (Life Technologies), valamint 4,5 pl nukledzmentes viz. Az ins2 gén esetén a fen-
tiektsl eltéréen 5 pul RT mixet és 2 pl nukledzmentes vizet tartalmazott az elegy. Ezt
az elegyet minden sejt esetében 4 subarraybe osztottuk szét, ami 256 reakciot jelentett
sejtenként. A nanokapillaris chip reakcidtereit OpenArray™ Autoloader hasznalataval
precizen toltottiik fel. Az OpenArray™ chipeket egy olajat tartalmazo tivegtartoba he-
lyezztiik, melyet UV fénnyel szilarditott ragasztoval rogzitettiink, majd a chipeket az
BioTrove OpenArray™ NT Cycler késziilékbe helyezztiik. A reakcioelegyet elsd 1épés-
ben 15 mp-ig 50°C-on tartottuk majd 91°C —on 10 percen keresztiil inkubaltuk. Ezt
kovette a 40 ciklusos reakcio (54°C 170mp és 92°C 45mp) ami utan az eredményeket
OpenArray Digital PCR Software (1.0-4s verzio) segitségével értékeltiik ki. A késziilék
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automatikusan detektalta a fluoreszcencia intenzitast minden pontban, mely adatokat
a program futdsa végén egy Osszefoglalod tablazatban tudtuk menteni, majd értékelni.
A program olyan sajat algoritmussal rendelkezik, mely minden egyes Ct értékének a
mindségét megbecsiili, és PCR reakcionként ad egy megbizhatosagi értéket. A kisér-
letek sordn a 100-as meghizhatosagi értéknél kevesebbel rendelkezd PCR reakcidkat
elvetettiik. Elvetettiik tovabba a 23 alatti és 33 feletti Ct értékkel rendelkez PCR
reakciokat is, mivel azokban a reakcidkban valoszintileg primer dimer képz&désének,

vagy a hattérfluoreszcencianak tudhato be a jel.

3.8. Radioimmuno-vizsgalat (RIA)

Az inzulin sejtekbdl valo feltarasa savas-etanolos technikaval, jégen tortént. RIA
készlet (Sensitive Rat Insulin RIA kit, Millipore, St. Charles, MO, USA) segitségével
hataroztuk meg az inzulintartalmat 2pg-os csvenkénti érzékenységgel. A teljes fehérje-
mennyiséget BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA) segitségével hataroztuk

meg.



4. fejezet

Eredmények és értékelésiik

4.1. Az inzulin sejtspecifikus expressziéja mRNS szin-

ten

A kutatas elsé fazisaban I és II/II1 rétegi neuronokon végeztiink elektrofiziolo-
giai elvezetéseket whole cell patch clamp modszerrel. Az egyes sejtek elektrofiziologiai
jellemzése (kiiszob alatti membrantulajdonsagok, valamint akcios potencialjainak para-
méterei) utédn az elvezetett sejtek citoplazmajat legytijtottitk. A kutatés sordn harom
sejtcsoportot kiilonitettiink el elektrofizioldgiai és morfologiai paramétereik alapjan:
neurogliaform sejtek (1.4 &bra), piramissejtek (1.1 abra), valamint gyorsan tiizel$ in-

terneuronok (1.2 &bra).

Az azonositott sejtekbdl szarmazoé citoplazma oldatokban elGamplifikidlas utan az
inzulin fehérjét kodolo ins2 mRNS jelenlétét vizsgaltuk egysejt kvantitativ valosideji
polimeraz lancreakcio (QRT-PCR) felhasznalasaval. A 15 vizsgalt neurogliaform sejt
koziil 12 esetben kimutattuk az ins2 mRNS jelenlétét (22.1£2.6 Ct, n=12). A 14 vizs-
galt piramissejt kozil 10 esetben nem volt kimutathatoé az ins2 mRNS jelenlététe. A
pozitiv probak Ct értéke (kiiszobeiklusa) is szignifikdnsan magasabb volt, mint a pozitiv
neurogliaform sejtek esetében (39.2+5.3 Ct, n=4, p<<0.001). A 8 vizsgalt gyorsan tiizels
interneuron koziil 7 esetében nem volt kimutathatoé az ins2 mRNS jelenléte (37.8 Ct,
n=1) (4.1 abra). Az egy-egy sejtbdl legytijtott citoplazmékban talalhato inzulin mRNS
kvantitativ meghatarozasahoz digitalis polimeraz lancreakciot (dPCR) alkalmaztuk. A
dPCR lemez minden egyes almatrixdban 0 vagy 1 molekula helyezkedik el, azaz a de-
tektalt fluoreszcencia mindig pozitiv vagy negativ valaszt ad, igy a dPCR amplifikiciot
kovetden ezek a pozitiv talalatok konnyen Osszeszamolhatoak (4.2 dbra). A PCR utéan a

pozitiv reakciok szaméabol meghatarozhato volt a begytijtott sejtek citoplazmajaban ta-

18
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neurogliaform sejt

gyorsan tiizeld interneuron

e e

negativ kontroll

—————meee
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4.1. abra. Az ins2 mRNS wvizsgdlata kiilonbozd tipusi sejtek citoplazmdjdban egysejt
kvantitativ valds idejd polimerdz lancreakcioval (QRT-PCR). Magas (10mM - fekete),
és alacsony (0,5bmM - piros) extracellularis glitkoz koncentraciéban legytjtott citoplaz-
méat jelol. Az egyes vonalak egy-egy sejtbdl legytjtott citoplazmabdl elkészitett PCR
reakcionak az ins2 génre specifikus Taqman(@®) probéaval adott fluoreszcencia intenzita-
sat mutatjak a PCR ciklusszamok fiiggvényében. A megnévekvs fluoreszeencia intenzi-
tas a novekvé ins2 PCR termékre utal. Minél korabbi ciklusnal valik el a fluoreszcencia
intenzitasa a hattérfluoreszcencia intenzitasatol, annal tobb ins2 mRNS-t tartalma-
zott az adott citoplazma oldat. Lathato, hogy a piramis sejtekhez és a gyorsan tiizels
interneuronokhoz tartozé grafikonok alig térnek el a negativ kontrolltol, mikézben a
neurogliaform sejteknél erés fluoreszcencia intenzitas névekedést lathatunk magas ext-
racellularis gliik6z koncentracio esetén, ami nagy citoplazmatikus ins2 mRNS tartalmat
jelent. Alacsony extracellularis gliikoz koncentracié esetén a kiiszob ciklus (Ct) pozitiv

irdnyba tolodik el, ami alacsonyabb intracellularis ins2 mRNS tartalmat jelent.
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4.2. abra. Eqy sejt digitdlis polimerdz lincreakcid (dPCR) eredménye kilonbézd sejt-
tipusok és kiilonbozd extracelluldris glikoz koncentrdciok esetén az rpsl8 hdztartds:
mRNS-re, és az ins2 mRNS-re. A fekete szinid kiirasok magas (10mM), a pirosak ala-
csony (0,5mM) extracellularis gliikoz koncentracioban legytjtott citoplazmat jeldlnek.
A dPCR reakciok fluoreszcencia intenzitasa a ciklusszam fliggvényében a 4.1 &bra-
hoz hasonl6an. B Az OpenArray™ chip eredménye: egy sejt citoplazmaja négy egymas
mellett 1év6 subarray-be, 6sszesen 256 reakciotérbe lett egyenletesen elosztva tigy, hogy
minden helyre legfeljebb egy kopia mRNS keriiljon. Minden egyes pont egy filiggetle-
niil végbemend PCR reakcio, szine az adott reakcidhoz tartozé kiiszobceiklust jeloli. A
piros/sarga szini pontok esetén az adott reakciotérben sikeresen lezajlott a PCR re-
akcio, tehéat ott jelen volt a vizsgalt mRNS, igy az egy-egy legytjtott citoplazmaban
lévé mRNS kopiaszamok meghatarozhatoak. Lathato, hogy az rpsl8 haztartasi mRNS
minden sejttipusban azonos mennyiségben fordul elg, fiiggetleniil az extracelluléris tér
gliikoz koncentraciojatol. Magas extracellularis gliik6z koncentracié alkalmazasa ese-
tén az ins2 mRNS nagyobb koépiaszdmmal fordul el6 neurogliaform sejtekben, mint
piramis sejtekben vagy gyorsan tiizel§ interneuronokban, azonban ez a megnovekedett

“ e,

piramis sejt; FS — gyorsan tiizel§ interneuron; NGFC — neurogliaform sejt)
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lalhato ins2 mRNS-ek szama. Osszhangban a QRT-PCR eredményével, a neurogliaform
sejtekbdl legytijtott citoplazmékban nagyobb ins2 mRNS koépiaszamot (30+£13, n=10)
detektaltunk, mint a piramissejtekbdl (742, n=6), vagy a gyorsan tiizel§ interneuro-
nokbol (543, n=5, p<0.002, Kruskal-Wallis teszt) legytjtottekben. Az egysejt dAPCR
modszer megbizhatosdganak ellenérzése érdekében megismételtiik a dPCR kisérlete-
ket az S18 riboszomalis proteint kodold rps1l8 mRNS esetében is. Az S18 riboszémalis
protein egy haztartasi fehérje, igy mRNS-ének kifejez6dese konstitutiv, vagyis a koriil-
ményektdl, sejttipustol fiiggeltleniil nagyjabol azonos szinten expresszalodik. Az rpsl8
mRNS mennyisége nem kiilonbozott a vizsgalt neurogliaform (63+19, n=6), piramis
(62424, n=7), és gyorsan tizels sejtekben (59424, n=4).

4.2. Az inzulin mRNS de novo szintézisének indukci6ja

A hasnyalmirigy béta sejtjeiben az inzulin felszabadulasat és szintézisét a vércu-
korszint befolyasolja. Megvizsgaltuk az extracellularis térben jelenlévs gliikoz koncent-
racié Osszefliggését az azonositott sejtekben megfigyelhetd ins2 mRNS kopiaszammal.
séges cerebrospinalis folyadék (ACSF) alkalmazésa esetén a dPCR altal meghatarozott
ins2 mRNS kopiaszam neurogliaform sejtek esetében szignifikdnsan lecsokkent (744,
n=>5, p<0.002), piramissejtek (2+1, n=>5) és gyorsan tiizel§ interneuronok (443, n=5)
esetében nem valtozott a hiperglikémias (10 mM) gliikozt tartalmazo ACSF-et alkal-
mazo6 méréseinkhez képest. Hipoglikémiés koriilmények kozott tovabba 7 neurogliaform
sejt koziil 4 esetben nem tudtuk az ins2 mRNS jelenlétét kimutatni QRT-PCR segit-
ségével, és a pozitiv esetekben is a Ct értéke jelentGsen nagyobb volt, mint a magas
glitkdztartalmia ACSF-ben inkubalt neurogliaform sejtek esetében (35.943.9 Ct, n=3,
p<0.001, Mann-Whitney teszt) (4.1 4.2 &dbrak).

4.3. Az inzulin peptid szintézisének és felszabadulasa-

nak indukciéja

Radioimmuno-vizsgalat sordn igazoltuk, hogy alacsony gliikkoztartalmia ACSF-
ben inkubalt agyszeletbdl késziilt homogenizatumban kimutathatoé az inzulin fehérje
(60.4+21.7 pg/mg fehérje, n=10). De novo inzulin fehérje szintézis ellendrzésére ala-
csony gliikoztartalmi ACSF-ben inkubalt agyszeleteket ATP szenzitiv kaliumcsatorna

(Karp) blokkolo, antidiabetikus gyogyszerként hasznalt glibenclamiddal (20 uM) ke-
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4.3. abra. Az inzulin hatdsa az agykérgi neuronokra. Az abran egy fesziiltség zar médban
elvégzett kisérletbsl lathaté harom reprezentativ részlet. A neuron sejttestén mérhe-
t6 spontan serkent§ posztszinaptikus aramok frekvenciaja lecsokken, mikor 100 nM
koncentracioban alkalmazunk inzulint az agyszeletre. Inzulin és S961 specifikus inzulin
receptor antagonista (20 nM) egyiittes alkalmazasaval nem lathato sEPSC frekvencia

csokkenés.

zeltiik. Azt talaltuk, hogy a glibenclamiddal kezelt agyszeletekbdl késziilt homogeni-
zatumokban szignifikdnsan, atlagosan 33,8%-kal magasabb az inzulin koncentracioja,
mint a glibenclamiddal nem kezelt agyszeletek esetében (80.8+17.5pg/mg fehérje n=10,
p<0.04, Mann-Whitney teszt).

4.4. Inzulin hatasa azonositott neuronhalézatokra

Az inzulin neuronokra gyakorolt hatasat keresve els6 lépésként I1/111 rétegi sej-
teket szirtunk meg, és elektrofiziologiai jellemzésiik utan membrantulajdonsigaik val-
tozasat vizsgaltuk 100 nM inzulin bemoséséanak hatasara. Inzulin hatédsara nem talél-
tunk szignifikins eltérést a neuronok bemend ellenallasaban, membranpotencialjaban
és a membran idGallandojaban. Szignifikans reverzibilis csokkenést taladltunk a sejtekre
érkezd spontan serkentd posztszinaptikus aramok (sEPSC) frekvenciajaban, 13.04+9.4
Hz-r6l 7.3+£5.5 Hz-re (n=16, p<0.001, Wilcoxon-teszt). Inzulin és a specifikus inzulin
receptor antagonista S961 (20 nM) egyiittes alkalmazasakor szignifikins valtozast nem
talaltunk az sEPSC frekvencidban (6.24+7.8 Hz, 5.4+4.9 Hz, n=12, p=0.51) (4.3 &bra).

Az inzulin hatasmechanizmusa utan kutatva probaltuk GABA 4 receptorok blok-
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4.4. abra. A glibenclamid hatdsa a neurogliaform sejtre. A A neurogliaform sejt -70
mV-os membranpotencialjat -60 mV-ra, majd -70 mV-ra valtoztattuk, és ekozben a
membréanon atfolyd aramokat mértiik (bal fels6 abra). A bal also dbran a -70 mV-os
és -60 mV-os membranpotencial eléréséhez sziikséges tartdéaramok kiilonbsége latha-
t0 az id6 fiiggvényében. Csokkenését a glibenclamid hatésara bezarodott ioncsatornak
okozzak. B Ca?t imaging kisérlet lathato. Feliil egy neurogliaform sejt disztélis dend-
ritje, alatta az intracellularisan toltott OGB-1 fluoreszcencidjanak valtozasa az id6
fiiggvényében, ami az intracellularis Ca?" ion koncentraciéval aranyos. Glibenclamid
hataséra a neurogliaform sejteken a K 7p csatornak zarulnak, majd ezt intracellularis

Ca?t koncentracié emelkedés koveti.

kolasaval megakadalyozni az inzulin hatasat. A GABA 4 receptor antagonista gabazine
(5 uM) és inzulin (100 nM) egyiittes bemosasa esetén a vizsgalt sejtekre érkezd EPSC-
k frekvenciaja 10,9446,75 Hz-r6l 7,914+5,31 Hz-re csokkent (n=5, p<0.05, Wilcoxon
proba).

4.5. A neurogliaform sejtekbél felszabadul6 inzulin és

annak hatasa

Mar tobb mint tiz éve ismert, hogy agykérgi sejtek, els6 sorban GABAerg inter-
neuronok kifejeznek funkcionalis Karp csatorndkat (Zawar et al., 1999). Az irodalmi
forrasban is alkalmazott protokollal funkcionalisan igazoltuk a K4rp csatornak jelen-
létét neurogliaform sejtekben. ATP mentes intracellularis oldattal megszurt, alacsony

c s

sziiltséglépesdre kapott aramok kiilonbsége glibenclamid (20 uM) neurogliaform sejt
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sejttestén valo lokalis alkalmazéséara szignifikinsan lecsokkent 14.14+4.3 pA-rel (n=12,
p<0.03, Wilcoxon-test), ami a Karp csatornék bezarodasat mutatja. Ugyan ezekben
a kisérletekben a neurogliaform sejttel szomszédos piramissejteken és gyorsan tiizel6
interneuronok nem tudtunk szignifikins csokkenést kimutatni a tartéaramok kiilonbsé-
gében (2.3+4.8 pA, n=12, p=0.36). A glibenclamid (20 uM) arasztésos alkalmazasanal,
neurogliaform sejtek esetén kiiszob alatti 4.24+1.4 mV amplitidéji szomatikus depola-
rizaciot tudtunk kimutatni (n=>5, p<0.02), tovabba OGB-1 kalciumfesték és Alexa-594
struktirfesték egyiittes alkalmazasaval detektalhato, lasst, egy perc alatt kiépiils Ca?™
ion koncentracié emelkedést tudtunk kimutatni proximaélis és disztélis neurogliaform
sejt dendritekben (1.6+0.4% dF/F0, n=3) (4.4 abra).

Kovetkez§ kisérleteinkben az inzulin szintézisét az idegszovetben is serkentd gli-
benclamidot 20 uM koncentracioban fokalisan alkalmaztuk agyszelet preparatumon
egyetlen azonositott sejten, és mas 20 — 70 pm tavolsagban 1év6 idegsejtbsl whole cell
patch clamp tizemmodban elvezettiink (4.5 abra). A méréseket szintén alacsony gliikoz
méjara puffoltuk a glibenclamid-ot, a szomszédos sejten a detektalt SEPSC-k frekven-
cidjaban szignifikans csokkenést talaltunk, ami specifikus inzulin receptor blokkol6val
(5960, 20 nM) visszafordithato volt (kontroll: 11.3 £7.3 Hz, glibenclamid: 6.1+5.3 Hz,
S961: 9.246.2 Hz, n=11, p<0.001). Ha az S961 inzulin antagonistat a glibenclamid
puffolasa el6tt alkalmaztuk, a szomszédos neuronon nem talaltunk szignifikans sEPSC
frekvencia csokkenést (S961: 8.5+7.8 Hz, S961 és glibenclamid: 9.7+£10.0 Hz, n=9,
p=0.47). Osszhangban a molekuléris biologiai kisérletek eredményeivel, a piramissej-
tekre és gyorsan tiizel§ interneuronokra fokalisan alkalmazott glibenclamid a szom-
szédos sejtekben szignifikins SEPSC csokkenést nem idézett el6. Piramis sejteken az
sEPSC frekvencia 9.5+4.5 Hz-r6l 9.14+3.8 Hz-re valtozott (n=11, p=0.38), gyorsan tii-
zeld interneuronok esetén 7.64+3.9 Hz-r6l 7.14£4.0 Hz-re csékkent (n=>5, p=0.40). Meg-
vizsgaltuk, hogy a neurogliaform sejtek fokalis glibenclamid adésa okozhat-e GABA
felszabaduléast. A glibenclamid fokélis applikacidjakor a neurogliaform sejtekkel szom-
szédos sejten a sEPSC frekvencia szignifikansan csokkent szelektiv GABAp receptor
blokkol6 CGP35348 (40 uM) jelenlétében (CGP35348: 10.4+2.8 Hz, CGP35348 + gli-
benclamid: 8.54+3.4 Hz, n=5, p<0.01).
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4.5. abra. A neurogliaform sejtbdl felszabaduld inzulin csokkenti a kornyezd neuronokra

érkezd sEPSC frekvenciat. A Haromdimenziés rekonstrukcié egy reprezentativ kisér-
letrél. A kisérleti elrendezésben két neuronbdl vezettiink el whole cell patch clamp
modszerrel, egy neurogliaform sejtbél, valamint egy gyorsan tiizel§ interneuronbol. A
glibenclamidot neurogliaform (sejttest és dendritek sotétkékek, axon vilagoskék) sejt-
testére juttattuk, és ennek hatasat figyeltiik a szomszédos gyorsan tiizels interneuronon
(sejttest és dendritek pirosak, axon rozsaszin). B DIC felvétel a harmadik elektroda-
val glibenclamid (glib) neurogliaform sejtre torténd lokalis applikacioja. (fsc - gyorsan
tiizel§ interneuron; ngfc - neurogliaform sejt) C A sejtek membranjan 10 mV amplitu-
doju fesziiltséglépesd hatasara mért aram. Glibenclamid hatasara a neurogliaform sejt
membranjan atfolyé aram lecsokken a Karp csatornédk bezarasa miatt, mig a szom-
szédos gyorsan tiizel§ interneuronon nincs szignifikins valtozas. Az abra also részén a
gyorsan tiizel§ interneuron sejt szoméajan elvezetett sEPSC-k lathatoak a kisérlet kez-
detén, a neurogliaform sejtre vald glibenclamid puffolas utan, valamint a glibenclamid

és S961 egylittes alkalmazasakor.
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4.6. Az inzulin mRNS szintézise indukalhat6 agykérgi
neurogliaform sejtekben, amit inzulin fehérje szin-

tézis kovet

Az inzulin felszabadulasa a hasnyalmirigy béta sejtjeibdl a kornyéki idegrendszer
és az extracellularis tér gliikoz koncentrécidja szabélyozza. Ha novekszik az extracellula-
ris tér gliik6z koncentracidja, megnovekszik a gliikkdz bejutasa a béta sejtekbe a GLUT?2
transzporteren keresztiil. A sejten beliili megnovekedett gliikoz koncentracié hatésara
né az intracellularis ATP koncentrécio, és csokken az intracellularis ADP koncentracio
(Lang, 1999). Az ATP direkt kolcsonhatéas soran képes zarni az ATP szenzitiv kalium
csatorndkat (Karp) (Nichols, 2006). A Karp csatorndk zarodasa miatt a béta sejtek
depolarizalédnak, melynek hatéséra kinyilnak a fesziiltségfiiggd Ca?* ioncsatorndk. A
megnovekedett intracellularis Ca?* ion koncentracié hatisara megtorténik az inzulin

felszabaditasa.

Mar korabban kimutattédk az inzulin fehérje jelenlétét az agy kiilonbozé teriile-
tein (Havrankova and Schmechel, 1978; Baskin et al., 1983). Kisérelteinkben inzulin
felszabaditasat glibenclamiddal indukaltuk mely potens K 7p csatorna blokkold, a me-
dicinaban Il-es tipusti diabéteszes betegek kezelésére hasznéljak, a véraramba jutva
a hasnyalmirigy inzulin termelését fokozza. In vitro glibenclamid kezelést alkalmazva,
majd radioimmun vizsgalat elvégzése soran 20,4 pg inzulin fehérje novekedést detektal-
tunk mg fehérjénként, ami szignifikans névekedés volt a kontrollhoz képest. Az agyban
megjelend inzulin forrasa eddigi adatok alapjan a hasnyalmirigybdl a vér-agy gaton
keresztiil eddig nem azonositott transzportrendszeren keresztiil torténhet. (Banks et
al., 1997; Woods and Porte, 1977). Kimutattuk azonban, hogy in vitro agyszeletben

elidézhets de novo inzulintermelés is.

A Parhuzamosan QRT-PCR és dPCR modszereket alkalmazva kimutattuk, hogy
az agykérgi neurogliaform sejtek specifikusan és indukalhatéan fejezik ki az inzulin
fehérjét kodolo ins2 mRNSt. Figyelembe véve, hogy eredményeink csak a sejt periszo-
matikus teriiletére vonatkoznak —mivel a citoplazma legytjtése a periszomatikus régiora
korlatozodott—, az altalunk mért kopiaszamok csak a hasonlé modszerrel elvégzett ko-
rabbi munkakkal hasonlithatoak 6ssze. A digitélis PCR reakci6 megbizhatosagat a 185
riboszomalis fehérjét kodold haztartasi mRNS-en végzett kontroll vizsgalattal igazol-
tuk. A sejtcsoportok kozott nem talaltunk kiilonbséget az rps18 mRNS kopiaszamok
atlagaiban, valamint az mRNS kopiaszamok kozotti szoras sem mond ellent az eddigi
adatoknak (Sta hlberg and Bengtsson, 2010). Az agykérgi neurogliaform sejtek esetén,

az extracellularis gliikoz koncentraciotol fiiges ins2 mRNS expressziot talaltunk, mind
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a QRT-PCR (4.1 abra), mind a dPCR kisérletekben (4.2 &dbra). Agykérgi piramissej-
tek és gyorsan tiizel§ interneuronok esetén ilyen mértékd ins2 mRNS expressziét nem
tapasztaltunk, és ezt az extracellularis gliik6z koncentracidjanak valtoztatasa sem volt

képes befolyasolni.

A glibenclamiddal inkubalt agyszeletekben szignifikinsan magasabb inzulin fe-
hérje mennyiséget mértiink ki, mint a kontroll esetben. Ez a tobblet inzulin nem szér-
mazhatott a hasnyalmirigybdl, mivel a glibenclamidos inkubécié az agy leszeletelése

utan kovetkezett be.

A fenti kisérletek bizonyitjak, hogy a neurogliaform sejtekben indukélhat6 az in-
zulin mRNS szintézise, illetve az agyszeletben glibenclamiddal indukalhaté az inzulin
fehérje szintézise. Az ins2 mRNS extracellularis gliikk6z koncentraciotol valo fiiggése és a
glibenclamid inzulin fehérje szintézisre gyakorolt hatasa parhuzamban &ll az egész agy
szinaptoszoma preparatumokon végzett kisérletekkel (Santos et al., 1999). A felszaba-
dul6 inzulinon keresztiil a neurogliaform sejt metabolikus homeosztézis szabalyozasa-
ban vehet részt, inzulin fiiggs gliikkoz transzportereken (GLUT4) keresztiil, amelyek
megtalalhatoak az agyi endothél sejtekben (McCall et al., 1997) és neuronokban is
(Leloup et al., 1996).

4.7. Az inzulin csokkenti a sEPSC frekvenciat

Whole cell patch clamp vizsgalatainkban az inzulin (100 nM) nem moédositotta
az idegsejtek intrinsic membréantulajdonsagait, viszont szignifikinsan csokkentette az
idegsejtre érkez6 sEPSC frekvenciajat, mely specifikus inzulin receptor antagonistéaval
(Schéffer et al., 2008) és tirozin kinaz inhibitorral kivédhetd volt (lavendustin A 5 uM)
(4.3 abra). Az inzulin hatéasat kutatva a kozponti idegrendszerben igen szertedgazo

hatasmechanizmusokat feltételeztek a kutatocsoportok.

Gerincveld preparatumokon (Spicarova and Palecek, 2010) és idegsejt kulturakon
(Zhou et al., 2001; Man et al., 2000) leirt jelenség, hogy az inzulin (500 nM - 10 uM)
arasztasos alkalmazasa az AMPA receptorok internaliziciojat idézi els, és ezt a hatast

tirozin kinaz inhibitor (lavendustin, 10 uM) alkalmazasaval lehetett gatolni.

Primer idegsejt kultirakon igazoltak, hogy 500 nM inzulin hatasara az intracel-
lularis kompartmentekb6l GABA 4 receptorok iilnek ki a posztszinaptikus denzitasba,
ezzel novelve a sejtre érkezé IPSC-k amplitudojat, csokkentve a piramissejtek tiizelési
valoszintiségét (Wan, Q. et al. Nature 1997). Kisérleteinkben a GABA 4 receptor anta-

gonista gabazine (5 uM) nem volt hatéssal az inzulin sSEPSC cstkkentd hatasara, ezért
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feltételezziik, hogy az altalunk megfigyelt jelenségben szinaptikus GABA 4 receptorok
nem vesznek rész. Hasonloan GABA 4 receptorok extraszinaptikus kihelyez6dését figyel-
ték meg hippokampalis agyszeletekben piramissejteken melyek mar 1 nM extracellularis
GABA koncentraci6 esetén telitédnek, igy csokkentve a piramissejtek tiizelési valoszi-
niiségét (Jin et al., 2011). Az extracellularisan kihelyez6d6 nagyon szenzitiv GABA 4
receptorok potencialis részvételét az altalunk megfigyelt SEPSC frekvencia csokkenés

kialakitdsaban gabazine alkalmazasaval nem lehet kizarni.

Eredményeinkhez hasonléan 10 nM inzulin alkalmazasanal gyors és reverzibilis
hatast mutattak ki idegsejt kultarakon (O’Malley et al., 2003). Azt talaltak, hogy az
inzulin mitogén aktivalt protein kindzon (MAPK) keresztiil aktivalja a K rp csator-
nakat, valamint a kalcium- és fesziiltségfiiggs kalium csatornékat (BK), ami a sejtek
aktivitds csokkenését okozza. Ez a mechanizmus parhuzamban all az altalunk megfi-
gyelt eredményekkel, ugyanis a kalium ioncsatornék nyitasa az agykérgi piramissejtek
hiperpolarizaci6jahoz, igy a tiizelési valoszintiség csokkenéséhez vezet, ami az idegsej-

teken megfigyelhets sEPSC frekvencia csokkenését eredményezheti.

4.8. A neurogliaform sejtekbél inzulin szabadithaté fel

A PCR kisérletek és a radioimmun vizsgalatok nem adnak direkt bizonyitékot
arra, hogy a neurogliaform sejtekbdl inzulin szabadul fel fiziologiailag relevans kon-
centracioban. Inzulin szintézise és felszabaditasa a hasnyalmirigy béta sejtjeiben megy
végbe, ennek mechanizmusa ismert. Mivel az inzulin felszabaditasahoz sziikséges fe-
hérjék mindegyike megtalalhatoé az agykéregben is, leellenériztiik, hogy vajon ugyan
azzal a mechanizmussal torténhet-e az inzulin felszabaditasa a neruogliaform sejtekben
is, mint a hasnyalmirigy béta sejtjeiben. A neurogliaform sejteken talaltunk funkcio-
nalis K4rp csatornakat, melyek glibenclamiddal torténd zarasa a sejttesten kimérhets
depolarizaciot okozott. A Kurp csatornak zarasat kimérhets Ca?t ion koncentrécio
emelkedés kovette (4.4 abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a neurogliaform

sejtek a inzulin felszabaditdsahoz sziikséges fehérjék azonos repertoéarjaval rendelkezik.

Az inzulin felszabadulédsanak bebizonyitasa érdekében paros elvezetéseket végez-
tiink, ahol a két neuron sejttestje legfeljebb 100 um tévolsagban helyezkedett el egymas-
tol. Glibenclamid fokalis alkalmazéasa K 7p csatorna zarodasat okozta a neurogliaform
sejten, azonban a szomszédos sejten nem tapasztaltunk aram valtozast (4.5 abra). Az
agykeérgi interneuronokban és piramissejtekben el6fordul a Ka7p csatorna (Zawar et al.,
1999), tehat a kapott eredmény azt mutatja, hogy a glibenclamid hatésos koncentracio-

ban csak a neurogliaform sejt kdzvetlen kornyezetében volt jelen a glibenclamid lokalis
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alkalmazasa soran. A neurogliaform sejtre alkalmazott glibenclamid hatéséira a szom-
szédos sejteken az inzulin arasztasos alkalmazasaval azonos eredményt kaptunk (sEPSC
frekvencia csokkenése), mely S961 inzulin receptor antagonistaval blokkolhato volt. Az
eredények alapjan valoszintsithets, hogy az agykérgi neurogliaform sejtek a hasnyalmi-
rigy béta sejtjeihez hasonléan képesek az inzulin felszabaditasara. A Karp csatornak
bezaruldséval a neurogliaform sejt depolarizalodik, fesziiltségfiiggd Ca?t ioncsatorna-
kon keresztiil né az intracellularis Ca?* ion koncentracio, melynek hatasara felszabadul

az inzulin olyan koncentraciéban, mely a kornyez6 neuronokon kifejti hatasat.

4.9. Az inzulin szerepe az agyban

A kozponti idegrendszer hipotalamuszhoz kéthets taplalékfelvétel és nemi miko-
dés szabalyzasa valdszintileg nincs a neurogliaform sejtek hatasa alatt, mivel az inzulin
féléletideje kicsi (4-6 perc) (Duckworth et al., 1998), és igy az agykéreg és a hipotala-
musz kozotti tavolsag valoszintileg nem engedi meg a felszabadul6 inzulin diffaziojat és

hatésat.

A neurogliaform sejtek altal felszabaditott inzulin potencialisan alkalmas lehet a
kornyezd mikrohalozatot ellaté ereken bejutoé gliikkdz mennyiségének szabalyzasara az
inzulinfliggs endotéliumban megtalalhato glitkoz transzporterek (GLUT4) szabélyza-
san keresztiil. A neurogliaform sejt egyetlen akciés potencidljanak hataséra térfogati
transzmisszioval GABA keriil az extracelluléris térbe, igy pre- és posztszinaptikus, va-
lamint extraszinaptikus receptorokon keresztiil gatolja a kornyezs sejteket (Olah et al.,
2009), csokkentve a neurdlis jelatvitelt. A neuropeptidek felszabaditédséhoz azonban
nem sziikséges akciés potencial, hanem a Ca?t ion koncentracié emelkedése sziiksé-
ges és elégséges hozza (Ludwig et al., 2002). Tovabba az agykérgi neurogliaform sejtek
dendritjeibe az akcios potencialok csak gyengén terjednek vissza (Price et al., 2008), igy
egy akcios potencial nem jelent feltétleniil dendritikus Ca* ion szint emelkedést, ezzel
potencialisan elvalaszthatoak az axonalis és dendritikus funkciok. Az akcios potenciéal
fiiged GABA felszabaditassal a neurogliaform sejt a kornyez6 mikrohaldzat aktivitésat
szabalyozza. Ugyanakkor adataink arra mutatnak, hogy az akcos potencial fiiggetlen
inzulin felszabaditaséan keresztiil képes lehet a kornyezé mikrohalozat metabolikus sza-

balyzaséra.

Az inzulin eddig nem tisztazott mechanizmuson keresztiil kapcsolatban van a di-
abétesz okozta demencia és az Alzheimer kor kognitiv hatasainak kialakitasaban (Gas-
parini et al., 2002), tovabba klinikai kisérletekben megfigyelték az enyhébb Alzheimer

korban szenvedd betegek esetén az emelkedett plazma inzulin szint javitja a kognitiv
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képességeket (Craft et al., 1993). Az inzulint felszabadit6 neuronok szelektiv pusz-
tulasa, vagy miikodési zavara részben magyarazhatja az obezitas, idGskori demencia,
vagy Alzheimer kor alatt megfigyelhets csokkent agyi inzulin koncentraciot (Pilcher,
2006), és ezek a sejtek potencialis tamadaspontot jelenthetnek ezen allapotok klinikai

kezelésében.



5. fejezet

Osszefoglalas

Az inzulin a hasnyalmirigyben felszabadulo, a sejtek cukorhaztartasat szabalyozo
hormon. Az inzulin az agyban is jelen van, koncentracioja itt egy-két nagysagrenddel
nagyobb, mint a vérplazmaban. A hasnyalmirigy béta sejtjeibdl felszabadulé inzulin a
vér-agy gat egy telithets transzportrendszerén keresztiil bejuthat az agyba, ahol részt
vesz a metabolikus folyamatok szabalyzasidban, a neuronhalézatok mitikodésének finom-
hangolésaban, a taplalékfelvétel csokkentésében. Az agyi inzulin koncentracié valtozhat
a kor elérehaladtéaval, obezitéas, cukorbetegség, valamint Alzheimer-kor esetén, de vita

targya, hogy az agyban is torténik-e inzulin szintézis.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az inzulint kddol6 mRNS megtalalhat6 az agy-
kérgi GABAerg interneuronok egy altipusaban, a neurogliaform sejtekben. Egysejt ala-
pu digitalis polimerdz lancreakcioval kimutattuk, hogy az extracellularis gliikoz kon-
centracidja modulalja az inzulint kodolé mRNS kopiaszamat. A K 4rp csatorna blokkolo
glibenclamid - amely inzulinszint nével6s gydgyszerként hasznalatos - alkalmazésa agy-
szeletben de novo inzulin szintézist okozott. Az inzulin alkalmazasa az extracellularis
folyadékban reverzibilisen csokkentette az idegsejtekre érkezé spontéan serkentd poszt-
szinaptikus aramok (sEPSC) frekvencidjat. Az inzulin hatasahoz hasonléan a glibenc-
lamid fokalis alkalmazasa neurogliaform sejtekre a kornyezd neuronokon csokkentette
a sEPSC frekvenciat és ez a hatas nem volt kimutathat6 inzulin receptor antagonista
egyideji alkalmazasa esetén. Az fenti eredmények alapjan elmondhato, hogy az agykér-
gi neuronok egy alpopulaciéja inzulint szintetizal és szabadit fel, igy ezzel képes lehet

az agykérgi metabolikus sziikségletet a helyi mikrohalézati aktivitashoz igazitani.
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