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1. fejezet

Bevezetés

1.1. A neocortex neuronjai

Az emlős neocortex az agykéreg fejlődéstanilag legfiatalabb, és egyben legkomp-
lexebb része. A kérgi sejtek két fő osztálya, a serkentő aminosavakat felszabadító prin-
cipális piramissejtek (McCormick et al., 1985), valamint a gátló neurotranszmittert
felszabadító interneuronok csoportja (Peters and Jones, 1984). Az agykérgen belül a
piramis sejtek képzik az idegsejtek körülbelül négyötöd részét. Jellemző tulajdonságuk,
hogy az axonális kimenetüknek megfelelően rétegekbe szerveződnek. Bár projekciójuk
alapján elkülöníthetőek, morfológiájukra jellemző a dendritjeiken található sűrű tüs-
kézettség, a vastag, felsőbb rétegek felé irányuló apikális dendrit, a sejt alapi részén
eredő bazális dendritek, valamint a fehérállomány irányába projektáló axon (1.1 ábra).
A kérgi idegsejtek kisebb hányadát teszik ki a gátló GABAerg interneuronok, melyek
dendrit- és axonarborizációjukat tekintve nagyfokú morfológiai diverzitást mutatnak
(1.2 1.3 1.4 ábrák) – ahogy ezt a korai agykéreg-vizsgálatok is kimutatták (Ramon y
Cajal, 1911; Freund and Buzsaki, 1996; Somogyi et al., 1998). A GABAerg interneuro-
nokat csoportosíthatjuk tüzelési mintázatuk, valamint axonterminálisaik posztszinapti-
kus sejtfelszíni eloszlása alapján, és az így képzett csoportok viszonylag jól korrelálnak a
morfológiai csoportokkal (McCormick et al., 1985; Kawaguchi and Kubota, 1996, 1997),
valamint a bennük megtalálható immunhisztokémiai marker molekulákkal (Kawaguchi
and Kubota, 1997, 1998; Cauli et al., 2000; Markram et al., 2004).
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1. FEJEZET. BEVEZETÉS 4

1.1. ábra. II. rétegi piramissejt anatómiai és elektrofiziológiai jellemzői. A A piramis-
sejt három dimenziós anatómiai rekonstrukciója. Fekete szín a sejttestet és a dendritet,
piros szín az axont jelöli. Jellemző a sejttestből felfele kiinduló apikális dendrit, és a
sejttest bazális részén eredő axon. A lépték 100 µm. B A piramissejt negatív és pozi-
tív áramimpulzusokra adott hiperpolarizáló és depolarizáló membránpotenciál válasza.
Megfigyelhető a piramissejt viszonylag lassú időállandója és a depolarizáló áramimpul-
zus alatt a tüzelési frekvencia akkomodáció.
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1.2. ábra. A gyorsan tüzelő interneuron anatómiai és elektrofiziológiai jellemzői A Egy
gyorsan tüzelő interneuron három dimenziós rekonstrukciója. Fekete szín a sejttestet
és a dendritet, piros szín az axont jelöli. A lépték 100 µm. B A gyorsan tüzelő in-
terneuron negatív és pozitív áramimpulzusokra adott hiperpolarizáló és depolarizáló
membránpotenciál válasza. A küszöb alatti ingerlésnél megfigyelhető a gyorsan tüzelő
interneuronokra jellemző kis bemenő ellenállás, valamint a rendkívül gyors időállandó.
A depolarizáló áramimpulzusnál látható, hogy a gyorsan tüzelő interneuronok akciós
potenciálja nagy frekvenciával, akkomodáció nélkül jelentkezik.

1.2. GABAerg interneuronok szerepe

Az agykéregben és hippokampuszban az egyes GABAerg sejttípusok meghatáro-
zott sejtterületen szinaptizálnak a posztszinaptikus célsejtjeikkel (Freund and Buzsaki,
1996; Somogyi et al., 1998). Így megkülönböztethetjük a gátló sejteket aszerint, hogy a
posztszinaptikus sejtek szómáját, dendritjeit, dendrittüskéit, vagy az axon kezdeti sza-
kaszát innerválják be. A GABAerg sejtek hatással lehetnek a posztszinaptikus sejtek
akciós potenciáljának keletkezésére, időzítésére és a dendritikus visszaterjedésére (Mi-
les et al., 1996; Tamas and Szabadics, 2004), valamint szerepet játszanak a populációs
aktivitás sejtszintű szinkronizálásában (Cobb et al., 1995). Néhány hippokampális gát-
ló interneuronról kimutatták, hogy azok az egyes szinkron agyi hullámtevékenységek
alatt jól meghatározott időpontokban, sejttípus-függően váltanak ki akciós potenciálo-
kat (Klausberger et al., 2003; Hajos et al., 2004; Klausberger et al., 2004).
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1.3. ábra. A szabályosan tüzelő nem-piramissejt anatómiai és elektrofiziológiai jellem-
zői A Egy szabályosan tüzelő nem-piramissejt három dimenziós rekonstrukciója. Fekete
szín a sejttestet és a dendritet, piros szín az axont jelöli. A lépték 100 µm. B A szabá-
lyosan tüzelő nem-piramissejt hiperpolarizáló és depolarizáló áramimpulzusokra adott
membránpotenciál-válasza. Az akciós potenciálok erősen akkomodálnak.

1.3. Kérgi interneuron típusok

A kosársejtek axonterminálisai a posztszinaptikus sejtek sejttestén és proximális
dendritjein szinaptizálnak, és GABAA receptorokon keresztül gyors, nagy amplitúdójú
gátló posztszinaptikus potenciált (IPSP) váltanak ki (Buhl et al., 1994). A kosársejt
kifejezést először Ramón y Cajal használta a kisagyban lévő neuronokra, melyek axon-
jai a Purkinje sejtek szómáit mintegy kosarat képezve vették körül (Ramon y Cajal,
1911). Ez az elnevezés azonban heterogén sejtpopulációt jelöl, tagjait különböző ne-
urokémiai tulajdonságok és eltérő eloszlású axon arborizáció jellemzi. A két alapvető
típus jól elkülöníthető a bennük együtt soha elő nem forduló Ca2+ ion kötő fehér-
je, a parvalbumin és a kolecisztokinin eloszlása alapján (Kawaguchi és Kubota, 1997;
Somogyi és mtsai., 1998). A rövid, főleg a sejt közelében elágazó kollaterálisokat ma-
gába foglaló, sűrű axon arborizációjú sejtek macska látókérgében sejtoszlopok között
is közvetíthetnek GABAerg hatást (Tamas és mtsai., 1997), míg a ritkább axon arbor-
izációjú, hosszú, tangenciálisan futó axon jellemezte neuronok alkalmasak a vizuális
kéreg különböző orientációs preferenciájú oszlopainak összekapcsolására (Kisvarday és
mtsai., 1993). A kosársejtek fiziológiai jellemzője a depolarizáló bemenetre adott nagy
frekvenciájú akciós potenciál sorozat, az ún. gyorstüzelés (1.2 ábra).

A dendritcélzó sejtek axonterminálisainak nagy része a posztszinaptikus sejtek
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1.4. ábra. A neurogliaform sejt anatómiai és elektrofiziológiai jellemzői A Egy neuro-
gliaform sejt három dimenziós rekonstrukciója. Fekete szín a sejttestet és a dendritet,
piros szín az axont jelöli. A lépték 100 µm. B Egy neurogliaform sejt hiperpolarizáló
és depolarizáló áramimpulzusokra adott membránpotenciál-válasza. Megfigyelhető az
akciós potenciálok növekvő frekvencája.

dendrittörzsén (Tamas et al., 1997), míg a kettős csokor sejtek főként a dendrittüskéken
szinaptizálnak. A dendritikus membránt beidegző kérgi neuronok tüzelési mintázatuk,
neurokémiai és morfológiai tulajdonságaik alapján tovább osztályozhatóak (Kawaguchi
and Kubota, 1998). A hippokampuszban a dendritikus GABAerg bemenetek a dend-
ritikus akciós potenciálok Ca2+ komponensét gátolják (Miles et al., 1996), illetve a
dendritek elágazási pontjaihoz közel eső terminálisok a visszaterjedő akciós potenciá-
lokat gátolhatják folyamatosan tüzelő piramissejtekben (Spruston et al., 1995; Tamas
et al., 1997). Az agykérgi dendritikus gátló sejtekről kimutatták, hogy képesek befo-
lyásolni a szomatikus akciós potenciálok időzítését (Szabadics et al., 2001; Tamas and
Szabadics, 2004). (1.3 ábra)

A neurogliaform sejteket szintén Ramon y Cajal írta le először. Alakjuk után
pókháló, illetve törpe sejteknek nevezte őket, hiszen axonarborizációjuk rendkívül sű-
rű, nagyon vékony ágakból áll, szómájuk viszonylag kicsi, kerekded (Ramon y Cajal,
1911) (1.4 ábra). A kisméretű szómából igen sok, vékony, esetenként gyöngyözött dend-
rit ered. Az idegrendszer több területéről is azonosították a neurogliaform sejteket: az
agykéregben (Marin-Padilla, 1985; Hedlich and Werner, 1986; Kisvarday et al., 1990;
Hestrin and Armstrong, 1996) , a striátumban (Fox and Rafols, 1971; Sancesario et al.,
1998), és az amygdalában (McDonald and Culberson, 1981). Kutatócsoportunk kimu-
tatta, hogy ezen sejtekben keltett egyetlen akciós potenciál képes lassú gátló posztszi-
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naptikus potenciált (IPSP) kiváltani a posztszinaptikus piramissejtekben. Ez a válasz
lassabb lefutású más interneuronok által kiváltott IPSP-khez képest, aminek hátte-
rében az összetett GABAA és GABAB receptor-mediált ionáramok állnak (Tamas et
al., 2003). A neurogliaform sejtek mindezidáig az agykérgi hálózatok lassú gátlásának
egyetlen ismert képviselője. Ezek mellett egy újabb publikációnk beszámol arról, hogy
e sejtek képesek nemszinaptikus, térfogati tarnszmisszióval aktiválni az axonfelhőjük-
be eső GABA receptorok nagy részét. Egyetlen neurogliaform sejt által felszabadított
GABA képes elérni a posztszinaptikus GABAB, a preszinaptikus GABAB és az ext-
raszinaptikus delta alegységet tartalmazó GABAA (GABAAδ) receptorokat egyaránt,
amelyen keresztül erőteljesen képes modulálni a kérgi hálózatok aktivitását (Oláh et
al., 2009).

1.4. Az inzulin és az inzulin receptor

Az inzulin a hasnyálmirigy Langerhans szigeteinek béta sejtjeiben termelődő pep-
tid hormon, neve a termelődési helyére utal (insula=sziget latinul). Pleiotróp hatású,
az anyagcsere-szabályzás elsőként felfedezett hormonja. A béta sejtekben a riboszómá-
kon szintetizálódott preproinzulin proteolitikus hasítást követve proinzulinná bomlik,
mely szekréciós vezikulákba kerül. Itt a proinzulin proteolitikus hasítása inzulint és
C-peptidet eredményez, melyek a szekréciós granulumokban így egyenlő arányban ta-
lálhatóak meg. A béta sejtekből az inzulin és a C-peptid exocitózissal a szövetközti
folyadékba, majd a véráramba kerül. Az inzulin receptor a tirozin kináz receptorok
csoportjába tartozik. Amint az inzulin receptor inzulint köt, egyes alegységei transz-
foszforilálják egymást, így a receptor kináz aktivitása megnövekszik, és képes lesz akti-
válni a szignalizációs út következő tagját (Schlessinger, 2010). Az inzulin receptor mai
tudásunk szerint legalább 9 féle fehérjét képes foszforilálni tirozin oldalláncán, ezzel
elindítva egy-egy adott intracelluláris szignalizációs utat (Saltiel and Kahn, 2001). A
másodlagos hírvivők divergenciája az inzulin pleiotróp hatásának molekuláris alapja.

1.5. Az inzulin hatása

Az inzulin szignalizáció hatását legegyszerűbb vizsgálni az inzulin receptor kiik-
tatásával. Az inzulin receptor knockout (KO) egerek embrionális fejlődése során enyhe
visszamaradás figyelhető meg a kontroll csoporthoz képest, jelezve azt, hogy az embrió
fejlődésében lehet szerepe. Az inzulin receptor KO egerek metabolikus homeosztázisa
születés után összeesik, és pár nap elteltével diabéteszes ketoacidózisban elpusztulnak
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(Accili et al., 1996). Az inzulin receptor gén izom-, zsír-, máj-, vagy idegsejtekben való
specifikus kiütésével az adott mutáns sejttípusra jellemző fenotípus érhető el, mely-
ből következtetni lehet az inzulinnak az adott szövetben való funkciójára (Kitamura
et al., 2003). Legjobban tanulmányozott az izom- és zsírsejtek inzulin szignalizációja.
Ezen sejtekben inzulin hatására az intracelluláris kompartmentekből a GLUT4 glükóz
transzporter kihelyeződik a sejtek membránjába (Mueckler, 1994), így azok glükózt
vesznek fel, ezzel csökkentve a vér glükóz koncentrációját.

Az idegszövetet sokáig inzulin inszenzitívnek tartották, azonban a későbbiekben
felfedezték, hogy az inzulin az agy különböző területein differenciáltan és koncentrál-
tan van jelen. Ebből egyes kutatócsoportok arra következtettek, hogy az inzulinnak a
központi idegrendszerben a perifériától eltérő funkciója is van (Havrankova and Schme-
chel, 1978). Az inzulin receptor idegsejtekből való kiütése nőstény egereknél hiperfági-
át, minden egérnél pedig obezitást idézett elő. Megfigyelhető volt továbbá a luteinizáló
hormon szint csökkenése és a gonádok alulműködése mindkét nem esetében (Frölich et
al., 1998). Az inzulin receptor KO egereken végzett kísérletekkel összhangban a króni-
kusan intracerebroventrikuláris inzulinnal kezelt páviánok esetében a táplálékfelvétel
és a testsúly csökkenését mutatták ki (Woods et al., 1979). Az inzulin a táplálékfel-
vétel szabályzásában a hipotalamuszban található nucleus arcuatus neuropeptid Y-erg
és agouti related peptiderg (NPY/AgRP) neuronjain, valamint proopiomelanokortin
(POMC) tartalmú neuronjain hat (Morton et al., 2006). Az NPY/AgRP neuronok
stimulációja a táplálékfelvételt serkenti, a POMC neuronok stimulációja a táplálékfel-
vételt gátolja. Az inzulin a NPY/AgRP neuronokat gátolja KATP csatornák nyitásán
keresztül (Spanswick et al., 2000), a POMC neuronokat pedig serkenti, azonban ennek
mechanizmusa jelenleg ismeretlen.

Az inzulin kognitív hatását különböző viselkedési tesztekben vizsgálták, külön-
böző dózisú, különböző helyre (intracerebroventrikulárisan vagy intravénásan) adagolt
inzulinnal, különböző fajokon. Talán a sokféle kísérleti paradigma miatt, de a kísérle-
tek gyakran ellentmondásosak egymással (Park, 2001). A streptozotocin -ami a has-
nyálmirigy béta sejtjeit pusztítja el, ezzel csökkentve a plazma inzulin koncentrációt-
alkalmazásánál minden viselkedési tesztben a teljesítmény romlását figyelték meg, ami-
vel egybecseng a hippocampális LTP kialakítására való képesség romlása is (Biessels
et al., 1998). Ezekben a streptozotocint alkalmazó kísérletekben azonban nem lehet
kizárni, hogy a kognitív defekt az inzulin metabolikus hatásának kiesése miatt követ-
kezett be. Az inzulin kognitív funkciókra tett hatását eddig nem sikerült egyértelműen
igazolni a viselkedési tesztekkel, holott az Alzheimer kór és a diabétesz során kialaku-
ló demencia kialakulásának valószínűsége erősen korrelál az agyi inzulin koncentráció
megváltozásával (Gasparini et al., 2002). A viselkedési kísérletek ellentmondásossága,
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és inzulin agyban található differenciált megjelenése arra utal, hogy az inzulin kognitív
hatását finomabb, egyes agyterületekre/sejtcsoportokra szorítkozó kutatásokkal lehet
pontosabban jellemezni.

1.6. Az agyi inzulin forrása

Már a hetvenes években ismert volt, hogy a központi idegrendszerben mind az in-
zulin, mind az inzulin receptora megtalálható (Havrankova et al., 1978; Havrankova and
Schmechel, 1978). Kromatográfiás és radioimmun vizsgálatokkal kimutatták továbbá,
hogy az agy inzulin szintje átlagosan huszonötszöröse a vérplazma inzulinszintjének, né-
hány területen százszorosan, de minden agyi területen legalább tízszeresen meghaladja
a vérplazmában mérhető inzulin koncentrációt (Havrankova and Schmechel, 1978).

Kézenfekvő feltételezés, hogy az agyi inzulin forrása a hasnyálmirigy. Több cso-
port kimutatta vérbe adagolt radioaktívan jelölt inzulinnal, hogy a vér-agy gáton átjut
az inzulin egy telíthető transzport rendszeren keresztül (Banks et al., 1997), azonban
ez a mechanizmus önmagában nem képes a különböző diabétesz modellekben az agy
és vér inzulin koncentrációjának különbségét megmagyarázni (Havrankova et al., 1979;
Baskin et al., 1985).

A diabétesz modellekben tapasztalt plazma-cerebrospinális folyadék inzulin kon-
centráció hányadost a központi idegrendszerben végbemenő inzulin szintézissel lehetne
magyarázni. Ezt a hipotézist alátámasztja, hogy idegsejt kultúrákban kimutatható az
inzulin mRNS (Clarke et al., 1986) és az inzulin fehérje jelenléte (Schechter et al., 1990),
valamint idegsejt (de nem gliasejt) kultúrákból az inzulin fehérje felszabadulása (De-
vaskar et al., 1994). Kimutatható továbbá egész agy szinaptoszóma preparátumokon az
inzulin depolarizáció függő (Wei et al., 1990) és glükóz koncentrációfüggő felszabadu-
lása (Santos et al., 1999). Az inzulin mRNS az agy legkülönbözőbb területein található
meg (Devaskar et al., 1994), azonban a sejttípus specificitása, valamint a neuronokból
in vivo felszabaduló inzulin fiziológiai hatása még nem ismert.



2. fejezet

Célkitűzés

Célul tűztük ki inzulin jelenlétének, felszabadulásának, és esetleges hatásának
vizsgálatát patkány agykérgi szelet modellen.
Kísérleteink megtervezésekor arra szerettünk volna választ kapni, hogy kimutatható-e:

• agykérgi inzulin szintézis.

• agykérgi inzulin felszabadulás.

• elektrofiziológiai módszerekkel a fiziológiás koncentrációjú inzulin neuronális ha-
tása.

• a lokálisan felszabaduló inzulin hatása a környező neuronokra.

11



3. fejezet

Anyag és módszer

3.1. Agyszelet készítése

A kísérlethez fiatal (22 -35 napos) Wistar patkányokat használtunk. Az állato-
kat inhalált halotán (2-bróm,2-klór,1,1,1-trifluoretán) anesztézia alatt dekapitáltuk, az
agy kipreparálását hűtött Mesterséges CerebroSpinális Folyadékban végeztük (MCSF),
melynek összetétele a következő volt: 130 mM NaCl; 3,5 mM KCl; 1 mM NaH2PO4;
24 mM NaHCO3; 1 mM CaCl2; 3 mM MgSO4; 10 mM D(+) glükóz. A CaCl2 hozzá-
adása előtt 10-20 percig jégen karbogénnel (95% O2, 5% CO2) buborékoltattuk, hogy a
CO2 beoldódásával, ezzel a pH csökkentésével elkerüljük a CaCO3 és kálcium-fosztátok
kicsapódását. Szikével szagittális bemetszést ejtettünk a fejtetőn, majd a foramen mag-
numtól kétoldali vágással átvágtuk a rágóizmokat. A foramen magnumból kiindulva a
szagittális varrat menti apró vágásokkal haladva felnyitottuk a koponyatetőt. A kis-
agy eltávolítását követően az agyféltekéket óvatosan átemeltük egy MCSF-fel töltött
edénybe, és 5-7 percig hűtöttük, így az rigidebbé, ezáltal jobban vághatóvá vált. Az
alacsony hőmérséklettel csökkenthető a sérülés okozta excitotoxikus akciós potenci-
álok keletkezése, amelyek egyébként az intracelluláris Ca2+ szint növelésén keresztül
sejtpusztuláshoz vezetnének. Microm HM650 V mikrotómmal 320 µm vastag koroná-
lis metszeteket készítettünk a vizuális, vagy szomatoszenzoros kéregből. A szeleteket 1
órán át inkubáltuk 35°C-os oxigenált MCSF-ben, majd a később felhasználásra kerülő
szeleteket 17°C-on tartottuk. Az elektorfiziológiai vizsgálatokhoz a szeleteket 37°C-os
elvezető kamrába helyeztük, melyen MCSF-et áramoltattunk át. Ez a preparálás során
alkalmazottól eltérően 3 mM CaCl2-ot, és 1,5 mM MgSO4-ot, valamint 0,5 mM vagy
10 mM D(+) glükózt tartalmazott.

12
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3.2. Elektrofiziológia és Ca2+ imaging

Whole cell patch clamp technikával végeztünk páros elvezetéseket I, valamint
II/III rétegbeli neuronokból. A sejteket sejttestjük alakja (bipoláris, multipoláris) sze-
rint választottuk ki infravörös DIC (differenciál interferencia kontraszt) videomikrosz-
kópia (Zeiss Axioskop FS mikroszkóp, Hamamatsu CCD kamera, Luigs & Neumann
Infrapatch manipulátor rendszer) segítségével. A mikropipettákat (4-6 MOhm) intacel-
luláris oldattal töltöttük meg (pH 7,25; 275mOsm): 126 mM K-glükonát, 4 mM KCl, 10
mM HEPES, 10 mM kreatin-foszfát és a sejtek töltéséhez 8 mM biocytin (N-biotinilált
lizin). A jeleket HEKA EPC10 erősítőkkel rögzítettük, 5 kHz-en szűrtük, 10 kHz-en di-
gitalizáltuk PatchMaster nevű programmal és FitMaster nevű programmal analizáltuk
(HEKA, Lambrech/Pfalz, Németország). A mért értékek átlagait és szórásait (S.D.)
adtuk meg.

Kísérleteink során a vizsgált sejteket morfológiai sajátságaik és tüzelési mintáza-
tuk alapján különítettük el. A tüzelési mintázatokat a bevett gyakorlat szerint current
clamp üzemmódban először negatív (-100 pA), majd egyre pozitívabb (+20 pA lépé-
senként) áramimpulzusok sejtbe injektálásával regisztráltuk. A piramissejtekre jellemző
klasszikus morfológia a vastag apikális dendrit, bazális dendritek, és a viszonylag széles
sejttest. Tüzelési mintázatukat frekvencia adaptáció és széles akciós potenciálok jel-
lemzik, nagy időállandóval, és lassú utóhiperpolarizációval. (1.1 ábra) Jellemző még,
hogy a piramissejtek nyugalmi membránpotenciálja hiperpolarizáltabb, mint az inter-
neuronoké. A gyorsan tüzelő interneuronokra (FS) jellemző a többi interneuronhoz
képest kicsi bemenő ellenállás. Depolarizáló áramimpulzusra nagy frekvenciájú, nem
adaptálódó, kis félszélességű akciós potenciálokkal, vagy akciós potenciál csoportokkal
válaszolnak (1.2 ábra). Morfológiájuk lehet bipoláris, vagy multipoláris. A szabályo-
san tüzelő nem piramissejtek tüzelési mintázatát a piramisokhoz hasonlóan frekvencia
adaptáció jellemzi, tüzelésük elején gyakran burst-öt figyelhetünk meg, mely legalább
két akciós potenciálból áll, melyek között az inter-spike intrvallum kicsi a többi akci-
ós potenciálnál tapasztaltakhoz képest. Időállandójuk lassú, ebben a tekintetben is a
piramissejtekhez állnak közelebb (1.3 ábra). A Martinotti sejtekre jellemző, hogy je-
lentős a hiperpolarizáló áraminpulzusra adott válaszaikban az úgynevezett sag, ami
hiperpolarizáció aktivált kation konduktanciák által okozott depolarizáció. Depolari-
záló áramimpulzusokra adott válaszaikban a Martinotti sejtek akciós potenciáljai ak-
komodálnak, és folyamatos amplitúdó-csökkenést mutatnak. A neurogliaform sejtekre
hiperpolarizáló pulzusnál jellemző a sag hiánya, depolarizáló pulzusnál a késői tüzelés,
valamint az akciós potenciálok növekvő frekvenciája (1.4 ábra).

A glibenclamid neuronokra való hatását vizsgáló kísérletekben a vizsgált sejtet
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feszültségzár módban -70 mV-on tartottuk 200 ms ideig, majd -80 mV, -70 mV, -60
mV-os feszültségen egyenként 100 ms-ig, majd -70 mV-on 200 ms-ig, 1 Hz vagy 0,25 Hz
frekvenciával ismételve. A különböző feszültségértékekhez tartozó beinjektált áramok
különbségét használtuk fel az analízisben (4.4 ábra). A spontán EPSC-k rögzítését fe-
szültségzár módban, -70 mV-os feszültségen végeztük. A spontán EPSC-k detekcióját
az Igor Pro nevű programmal (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA), és az ehhez
írt NeuroMatic nevű függvénycsomaggal (www.neuromatic.thinkrandom.com) végez-
tük (4.3 ábra).

A fluoreszcens képalkotó kísérletek lebonyolításához a neurogliaform sejteket
olyan intracelluláris oldattal szúrtuk meg, mely a fent említett összetevőkön kívül még
10 µM Alexa594-et és 120 µM OGB-1-et tartalmaztak (Invitrogen) (4.4 ábra). A meg-
világítás 488 nm-es folytonos üzemű lézerrel történt, a jelek rögzítése Revolution XD
Spinning Disc Konfokális Mikroszkóprendszerrel történt, Andor iXon EMCCD kame-
rával, Andor IQ programmal. A kapott képsorok kiértékelése ImageJ nevű programmal
történtek.

3.3. Hisztológia

Az anatómiai vizsgálatokat Tóth Éva végezte. Az elvezetések alatt az elvezető
pipettából a biocytin a sejtekbe diffundált, ami megfelelő töltést eredményezett. A fi-
xáláshoz a szeleteket -az esetleges deformálódásokat elkerülendő- két szűrőpapírdarab
közé helyeztük, majd 4% paraformaldehid, 1,25% glutáraldehid, 0,2% pikrinsav tar-
talmú, 0,1M foszfát-pufferoldatban fixáltuk a feldolgozás megkezdéséig (minimum 36
óráig). A szeletek processzálását leírt protokoll (Buhl et al., 1994; Tamas et al., 1997,
2000) alapján végeztük. Röviden: a zselatinba ágyazott szeleteket vibratómmal (Leica
VT 1000S) 70 µm vastagságú sorozatmetszetekre szeltük. A biocytinnel feltöltött sej-
teket az avidin-biotinilált tormaperoxidáz módszerrel tettük láthatóvá, kromogénként
diaminobenzidint használunk. A metszeteket 1%-os ozmium tetroxidban utólagosan
rögzítettük, 1%-os uranil-acetát oldattal festettük, felszálló alkoholsorban dehidráltuk,
végül epoxigyantában infiltráltuk, és polimerizáltattuk.

3.4. Azonosított neuron citoplazmájának legyűjtése

A citoplazma legyűjtéséhez használt intracelluláris oldat a fent említetteken túl
500 µl végtérfogatban 5 µl RNáz inhibítort (Life Technologies) is tartalmazott. Az int-
racelluláris oldatot a felhasználásig jégen tartottuk az RNáz inhibítor aktivitásának
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megőrzése érdekében. A fent említett módon (3.2 szekció) azonosított neuronok ci-
toplazmáját az elektrofiziológiai elvezetés után az elvezető mikroelektródába szívjuk
úgy, hogy a pipettában gyenge vákuumot hozunk létre. Eközben folyamatosan figyel-
jük a sejt morfológiáját és elektrofiziológiai tulajdonságait, valamint a pipettával való
kapcsolat intaktságát. A citoplazma leszívását akkor fejezzük be, mikor a sejt cito-
plazmájának jelentős része az elvezető elektródába került. Ezután az elektródát úgy
húzzuk vissza a sejtről, hogy az elekróda végén található pórust a sejtmag eltömítse,
vagy outside out konformáció alakuljon ki. Ezután az elektróda tartalmát egy steril
PCR csőbe (Axygen) juttatjuk magas nyomás segítségével. A citoplazmát tartalmazó
PCR csövet ezután hirtelen lehűtjük folyékony nitrogénben, és további felhasználásig
-80°C hőmérsékleten tároljuk.

3.5. First-strand cDNS szintézis

A molekuláris biológiai kísérleteket Dr. Kocsis Ágnes Katalin és Faragó Nó-
ra végezte Dr. Puskás László Géza laborjában. A reverz transzkripció (RT) két
lépésben zajlott le, 5 µl végtérfogatban. A reakcióelegy 2 µl intracelluláris oldaból
állt, mely tartalmazta egy azonosított sejt legyűjtött citoplazmáját, 0, 3 µl reverz
transzkripcióhoz való primert (Bioneer, Daedong, Korea), 0, 3 µl 10 mM koncentrá-
ciójú dNTP elegyet (Life Technologies, Foster City, CA), 1 µl 5X first-strand puf-
fert, , 3 µl 0,1M-os 1,4-ditiotreitol oldatot, 0, 3 µl RNáz inhibítort (Life Technologi-
es), valamint 100U reverz transzkriptázt (Superscript III; Invitrogen Incorporation).
A reverz transzkripcióhoz használt primereket a CLC Main Workbench (CLC Bio,
Aarhus, Denmark) program segítségével terveztük, szekvenciájuk a következő: rps18:
5’-ATTAACAGCAAAGGCCCA-3’; ins2: 5’-TTTATTCATTGCAGAGGGG-3’. A re-
akció első lépésében a mintát 5 percig 65°C inkubáltuk. Az átírás 50°C hőmérsékleten
zajlott 1 órán keresztül, amit egy 15 pergig tartó 70°C –os inaktiválás követett. Ezután
a keletkezett RT mixet PCR reakcióban használtuk fel.

3.6. Egysejt kvantitatív valósidejű polimeráz láncreak-

ció (QRT-PCR)

A QRT-PCR-t megelőzte a cDNS preamplifikációja, mely 20 µl végtérfogatban
zajlott. A reakcióelegy 5 µl RT mix-et, mely a first-strand cDNS szintézis végterméke,
1 µl Taqman® primert (rps18: Rn01428913_gH; ins2: Rn01774648_g1), 10 µl Taq-
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Man® PreAmp Master Mix-et (Life Technologies) és 4, 5 µl nukleázmentes desztillált
vizet tartalmazott. A PCR reakciót MyGenie 32 Thermal Block (Bioneer Corpora-
tion, Daejeon, South Korea) készüléken végeztük, a következő programmal: 10 perc
95°C (hot start), 2 perc 55°C, 2 perc 72°C, majd 15 cikluson keresztül amplifikáltuk
a következők szerint: 95°C 15 mp és 60°C 4 perc, végül a reakciót 10 perces inaktivá-
cióval zártuk 99°C-on. Az előamplifikáció után a QRT-PCR reakciót az Exicycler™ 96
(Bioneer) készülékben végeztük, 20 µl végtérfogatban. A reakcióelegy összetétele 1, 5 µl
előamplifikált PCR termék, 1 µl Taqman primer, 10 µl FastStart TaqMan® Probe Ma-
ster (Roche). A kezdeti 3 perces 95°C-on végzett denaturációt követően, a templátot
45 cikluson (95°C 40 mp, 56°C 40 mp és 72°C 1 perc) keresztül amplifikáltuk. A kapott
eredmények kiértékelését az Exicycler™ 96 Analysis programmal (Bioneer) végeztük.
Ekkor határoztuk meg a ciklus köszöbértékét (cycle threshold, Ct), ami az a pont,
amelynél a háttér-fluoreszcencia fölötti jel mérhető (4.1 ábra).

3.7. Digitális polimeráz láncreakció

A digitális polimeráz láncreakció (dPCR) a hagyományos PCR technika egy to-
vábbfejlesztett formája, amely alkalmas a nagyon kis mennyiségű minta előamplifikáció
nélküli kvantitálására (Vogelstein and Kinzler, 1999; Pohl and Shih, 2004). A hagyo-
mányos eljárással szemben itt az egyes reakciók egymástól elszeparálva, külön reakció-
térben zajlanak, ami sokkal érzékenyebbé teszi a mérést. A dPCR során minden egyes
minta egy külön reakciótérbe kerül, ami még további alcellákra osztható, melyekben
így pontonként meghatározható a vizsgált nukleinsav mennyisége (4.2 ábra).

A digitális PCR reakciók 20 µl végkoncentrációban zajlottak. A reakció-
elegy összetétele rps18 gén esetén 2, 5 µl RT mix, 2 µl Taqman® primer (rps18:
Rn01428913_gH; ins2: Rn01774648_g1), 10 µl OpenArray® Digitális PCR Master
Mix (Life Technologies), valamint 4, 5 µl nukleázmentes víz. Az ins2 gén esetén a fen-
tiektől eltérően 5 µl RT mixet és 2 µl nukleázmentes vizet tartalmazott az elegy. Ezt
az elegyet minden sejt esetében 4 subarraybe osztottuk szét, ami 256 reakciót jelentett
sejtenként. A nanokapilláris chip reakciótereit OpenArray™ Autoloader használatával
precízen töltöttük fel. Az OpenArray™ chipeket egy olajat tartalmazó üvegtartóba he-
lyezztük, melyet UV fénnyel szilárdított ragasztóval rögzítettünk, majd a chipeket az
BioTrove OpenArray™ NT Cycler készülékbe helyezztük. A reakcióelegyet első lépés-
ben 15 mp-ig 50°C-on tartottuk majd 91°C –on 10 percen keresztül inkubáltuk. Ezt
követte a 40 ciklusos reakció (54°C 170mp és 92°C 45mp) ami után az eredményeket
OpenArray Digital PCR Software (1.0-ás verzió) segítségével értékeltük ki. A készülék
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automatikusan detektálta a fluoreszcencia intenzitást minden pontban, mely adatokat
a program futása végén egy összefoglaló táblázatban tudtuk menteni, majd értékelni.
A program olyan saját algoritmussal rendelkezik, mely minden egyes Ct értékének a
minőségét megbecsüli, és PCR reakciónként ad egy megbízhatósági értéket. A kísér-
letek során a 100-as megbízhatósági értéknél kevesebbel rendelkező PCR reakciókat
elvetettük. Elvetettük továbbá a 23 alatti és 33 feletti Ct értékkel rendelkező PCR
reakciókat is, mivel azokban a reakciókban valószínűleg primer dimer képződésének,
vagy a háttérfluoreszcenciának tudható be a jel.

3.8. Radioimmuno-vizsgálat (RIA)

Az inzulin sejtekből való feltárása savas-etanolos technikával, jégen történt. RIA
készlet (Sensitive Rat Insulin RIA kit, Millipore, St. Charles, MO, USA) segítségével
határoztuk meg az inzulintartalmat 2pg-os csövenkénti érzékenységgel. A teljes fehérje-
mennyiséget BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA) segítségével határoztuk
meg.



4. fejezet

Eredmények és értékelésük

4.1. Az inzulin sejtspecifikus expressziója mRNS szin-

ten

A kutatás első fázisában I és II/III rétegi neuronokon végeztünk elektrofizioló-
giai elvezetéseket whole cell patch clamp módszerrel. Az egyes sejtek elektrofiziológiai
jellemzése (küszöb alatti membrántulajdonságok, valamint akciós potenciáljainak para-
méterei) után az elvezetett sejtek citoplazmáját legyűjtöttük. A kutatás során három
sejtcsoportot különítettünk el elektrofiziológiai és morfológiai paramétereik alapján:
neurogliaform sejtek (1.4 ábra), piramissejtek (1.1 ábra), valamint gyorsan tüzelő in-
terneuronok (1.2 ábra).

Az azonosított sejtekből származó citoplazma oldatokban előamplifikálás után az
inzulin fehérjét kódoló ins2 mRNS jelenlétét vizsgáltuk egysejt kvantitatív valósidejű
polimeráz láncreakció (QRT-PCR) felhasználásával. A 15 vizsgált neurogliaform sejt
közül 12 esetben kimutattuk az ins2 mRNS jelenlétét (22.1±2.6 Ct, n=12). A 14 vizs-
gált piramissejt közül 10 esetben nem volt kimutatható az ins2 mRNS jelenlététe. A
pozitív próbák Ct értéke (küszöbciklusa) is szignifikánsan magasabb volt, mint a pozitív
neurogliaform sejtek esetében (39.2±5.3 Ct, n=4, p<0.001). A 8 vizsgált gyorsan tüzelő
interneuron közül 7 esetében nem volt kimutatható az ins2 mRNS jelenléte (37.8 Ct,
n=1) (4.1 ábra). Az egy-egy sejtből legyűjtött citoplazmákban található inzulin mRNS
kvantitatív meghatározásához digitális polimeráz láncreakciót (dPCR) alkalmaztuk. A
dPCR lemez minden egyes almátrixában 0 vagy 1 molekula helyezkedik el, azaz a de-
tektált fluoreszcencia mindig pozitív vagy negatív választ ad, így a dPCR amplifikációt
követően ezek a pozitív találatok könnyen összeszámolhatóak (4.2 ábra). A PCR után a
pozitív reakciók számából meghatározható volt a begyűjtött sejtek citoplazmájában ta-

18
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4.1. ábra. Az ins2 mRNS vizsgálata különböző típusú sejtek citoplazmájában egysejt
kvantitatív valós idejű polimeráz láncreakcióval (QRT-PCR). Magas (10mM - fekete),
és alacsony (0,5mM - piros) extracelluláris glükóz koncentrációban legyűjtött citoplaz-
mát jelöl. Az egyes vonalak egy-egy sejtből legyűjtött citoplazmából elkészített PCR
reakciónak az ins2 génre specifikus Taqman® próbával adott fluoreszcencia intenzitá-
sát mutatják a PCR ciklusszámok függvényében. A megnövekvő fluoreszcencia intenzi-
tás a növekvő ins2 PCR termékre utal. Minél korábbi ciklusnál válik el a fluoreszcencia
intenzitása a háttérfluoreszcencia intenzitásától, annál több ins2 mRNS-t tartalma-
zott az adott citoplazma oldat. Látható, hogy a piramis sejtekhez és a gyorsan tüzelő
interneuronokhoz tartozó grafikonok alig térnek el a negatív kontrolltól, miközben a
neurogliaform sejteknél erős fluoreszcencia intenzitás növekedést láthatunk magas ext-
racelluláris glükóz koncentráció esetén, ami nagy citoplazmatikus ins2 mRNS tartalmat
jelent. Alacsony extracelluláris glükóz koncentráció esetén a küszöb ciklus (Ct) pozitív
irányba tolódik el, ami alacsonyabb intracelluláris ins2 mRNS tartalmat jelent.
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sejttest és dendritek sötétkékek, axon világoskék

4.2. ábra. Egy sejt digitális polimeráz láncreakció (dPCR) eredménye különböző sejt-
típusok és különböző extracelluláris glükóz koncentrációk esetén az rps18 háztartási
mRNS-re, és az ins2 mRNS-re. A fekete színű kiírások magas (10mM), a pirosak ala-
csony (0,5mM) extracelluláris glükóz koncentrációban legyűjtött citoplazmát jelölnek.
A dPCR reakciók fluoreszcencia intenzitása a ciklusszám függvényében a 4.1 ábrá-
hoz hasonlóan. B Az OpenArray™ chip eredménye: egy sejt citoplazmája négy egymás
mellett lévő subarray-be, összesen 256 reakciótérbe lett egyenletesen elosztva úgy, hogy
minden helyre legfeljebb egy kópia mRNS kerüljön. Minden egyes pont egy függetle-
nül végbemenő PCR reakció, színe az adott reakcióhoz tartozó küszöbciklust jelöli. A
piros/sárga színű pontok esetén az adott reakciótérben sikeresen lezajlott a PCR re-
akció, tehát ott jelen volt a vizsgált mRNS, így az egy-egy legyűjtött citoplazmában
lévő mRNS kópiaszámok meghatározhatóak. Látható, hogy az rps18 háztartási mRNS
minden sejttípusban azonos mennyiségben fordul elő, függetlenül az extracelluláris tér
glükóz koncentrációjától. Magas extracelluláris glükóz koncentráció alkalmazása ese-
tén az ins2 mRNS nagyobb kópiaszámmal fordul elő neurogliaform sejtekben, mint
piramis sejtekben, vagy gyorsan tüzelő interneuronokban, azonban ez a megnövekedett
expresszió lecsökken alacsony glükóz koncentrációjú extracelluláris oldatban. (PC –
piramis sejt; FS – gyorsan tüzelő interneuron; NGFC – neurogliaform sejt)
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lálható ins2 mRNS-ek száma. Összhangban a QRT-PCR eredményével, a neurogliaform
sejtekből legyűjtött citoplazmákban nagyobb ins2 mRNS kópiaszámot (30±13, n=10)
detektáltunk, mint a piramissejtekből (7±2, n=6), vagy a gyorsan tüzelő interneuro-
nokból (5±3, n=5, p<0.002, Kruskal-Wallis teszt) legyűjtöttekben. Az egysejt dPCR
módszer megbízhatóságának ellenőrzése érdekében megismételtük a dPCR kísérlete-
ket az S18 riboszómális proteint kódoló rps18 mRNS esetében is. Az S18 riboszómális
protein egy háztartási fehérje, így mRNS-ének kifejeződese konstitutív, vagyis a körül-
ményektől, sejttípustól függeltlenül nagyjából azonos szinten expresszálódik. Az rps18
mRNS mennyisége nem különbözött a vizsgált neurogliaform (63±19, n=6), piramis
(62±24, n=7), és gyorsan tüzelő sejtekben (59±24, n=4).

4.2. Az inzulin mRNS de novo szintézisének indukciója

A hasnyálmirigy béta sejtjeiben az inzulin felszabadulását és szintézisét a vércu-
korszint befolyásolja. Megvizsgáltuk az extracelluláris térben jelenlévő glükóz koncent-
ráció összefüggését az azonosított sejtekben megfigyelhető ins2 mRNS kópiaszámmal.
Azt találtuk, hogy a csökkentett (5 mM) glükóz koncentrációjú, hipoglikémiás mester-
séges cerebrospinális folyadék (ACSF) alkalmazása esetén a dPCR által meghatározott
ins2 mRNS kópiaszám neurogliaform sejtek esetében szignifikánsan lecsökkent (7±4,
n=5, p<0.002), piramissejtek (2±1, n=5) és gyorsan tüzelő interneuronok (4±3, n=5)
esetében nem változott a hiperglikémiás (10 mM) glükózt tartalmazó ACSF-et alkal-
mazó méréseinkhez képest. Hipoglikémiás körülmények között továbbá 7 neurogliaform
sejt közül 4 esetben nem tudtuk az ins2 mRNS jelenlétét kimutatni QRT-PCR segít-
ségével, és a pozitív esetekben is a Ct értéke jelentősen nagyobb volt, mint a magas
glükóztartalmú ACSF-ben inkubált neurogliaform sejtek esetében (35.9±3.9 Ct, n=3,
p<0.001, Mann-Whitney teszt) (4.1 4.2 ábrák).

4.3. Az inzulin peptid szintézisének és felszabadulásá-

nak indukciója

Radioimmuno-vizsgálat során igazoltuk, hogy alacsony glükóztartalmú ACSF-
ben inkubált agyszeletből készült homogenizátumban kimutatható az inzulin fehérje
(60.4±21.7 pg/mg fehérje, n=10). De novo inzulin fehérje szintézis ellenőrzésére ala-
csony glükóztartalmú ACSF-ben inkubált agyszeleteket ATP szenzitív káliumcsatorna
(KATP ) blokkoló, antidiabetikus gyógyszerként használt glibenclamiddal (20 µM) ke-
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4.3. ábra. Az inzulin hatása az agykérgi neuronokra. Az ábrán egy feszültség zár módban
elvégzett kísérletből látható három reprezentatív részlet. A neuron sejttestén mérhe-
tő spontán serkentő posztszinaptikus áramok frekvenciája lecsökken, mikor 100 nM
koncentrációban alkalmazunk inzulint az agyszeletre. Inzulin és S961 specifikus inzulin
receptor antagonista (20 nM) együttes alkalmazásával nem látható sEPSC frekvencia
csökkenés.

zeltük. Azt találtuk, hogy a glibenclamiddal kezelt agyszeletekből készült homogeni-
zátumokban szignifikánsan, átlagosan 33,8%-kal magasabb az inzulin koncentrációja,
mint a glibenclamiddal nem kezelt agyszeletek esetében (80.8±17.5pg/mg fehérje n=10,
p<0.04, Mann-Whitney teszt).

4.4. Inzulin hatása azonosított neuronhálózatokra

Az inzulin neuronokra gyakorolt hatását keresve első lépésként II/III rétegi sej-
teket szúrtunk meg, és elektrofiziológiai jellemzésük után membrántulajdonságaik vál-
tozását vizsgáltuk 100 nM inzulin bemosásának hatására. Inzulin hatására nem talál-
tunk szignifikáns eltérést a neuronok bemenő ellenállásában, membránpotenciáljában
és a membrán időállandójában. Szignifikáns reverzibilis csökkenést találtunk a sejtekre
érkező spontán serkentő posztszinaptikus áramok (sEPSC) frekvenciájában, 13.0±9.4
Hz-ről 7.3±5.5 Hz-re (n=16, p<0.001, Wilcoxon-teszt). Inzulin és a specifikus inzulin
receptor antagonista S961 (20 nM) együttes alkalmazásakor szignifikáns változást nem
találtunk az sEPSC frekvenciában (6.2±7.8 Hz, 5.4±4.9 Hz, n=12, p=0.51) (4.3 ábra).

Az inzulin hatásmechanizmusa után kutatva próbáltuk GABAA receptorok blok-
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4.4. ábra. A glibenclamid hatása a neurogliaform sejtre. A A neurogliaform sejt -70
mV-os membránpotenciálját -60 mV-ra, majd -70 mV-ra változtattuk, és eközben a
membránon átfolyó áramokat mértük (bal felső ábra). A bal alsó ábrán a -70 mV-os
és -60 mV-os membránpotenciál eléréséhez szükséges tartóáramok különbsége látha-
tó az idő függvényében. Csökkenését a glibenclamid hatására bezáródott ioncsatornák
okozzák. B Ca2+ imaging kísérlet látható. Felül egy neurogliaform sejt disztális dend-
ritje, alatta az intracellulárisan töltött OGB-1 fluoreszcenciájának változása az idő
függvényében, ami az intracelluláris Ca2+ ion koncentrációval arányos. Glibenclamid
hatására a neurogliaform sejteken a KATP csatornák zárulnak, majd ezt intracelluláris
Ca2+ koncentráció emelkedés követi.

kolásával megakadályozni az inzulin hatását. A GABAA receptor antagonista gabazine
(5 µM) és inzulin (100 nM) együttes bemosása esetén a vizsgált sejtekre érkező EPSC-
k frekvenciája 10,94±6,75 Hz-ről 7,91±5,31 Hz-re csökkent (n=5, p<0.05, Wilcoxon
próba).

4.5. A neurogliaform sejtekből felszabaduló inzulin és

annak hatása

Már több mint tíz éve ismert, hogy agykérgi sejtek, első sorban GABAerg inter-
neuronok kifejeznek funkcionális KATP csatornákat (Zawar et al., 1999). Az irodalmi
forrásban is alkalmazott protokollal funkcionálisan igazoltuk a KATP csatornák jelen-
létét neurogliaform sejtekben. ATP mentes intracelluláris oldattal megszúrt, alacsony
glükóz koncentrációjú oldatban a neurogliaform sejtek esetében a -70mV és -60mV fe-
szültséglépcsőre kapott áramok különbsége glibenclamid (20 µM) neurogliaform sejt
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sejttestén való lokális alkalmazására szignifikánsan lecsökkent 14.1±4.3 pA-rel (n=12,
p<0.03, Wilcoxon-test), ami a KATP csatornák bezáródását mutatja. Ugyan ezekben
a kísérletekben a neurogliaform sejttel szomszédos piramissejteken és gyorsan tüzelő
interneuronok nem tudtunk szignifikáns csökkenést kimutatni a tartóáramok különbsé-
gében (2.3±4.8 pA, n=12, p=0.36). A glibenclamid (20 µM) árasztásos alkalmazásánál,
neurogliaform sejtek esetén küszöb alatti 4.2±1.4 mV amplitúdójú szomatikus depola-
rizációt tudtunk kimutatni (n=5, p<0.02), továbbá OGB-1 kalciumfesték és Alexa-594
struktúrfesték együttes alkalmazásával detektálható, lassú, egy perc alatt kiépülő Ca2+

ion koncentráció emelkedést tudtunk kimutatni proximális és disztális neurogliaform
sejt dendritekben (1.6±0.4% dF/F0, n=3) (4.4 ábra).

Következő kísérleteinkben az inzulin szintézisét az idegszövetben is serkentő gli-
benclamidot 20 µM koncentrációban fokálisan alkalmaztuk agyszelet preparátumon
egyetlen azonosított sejten, és más 20− 70 µm távolságban lévő idegsejtből whole cell
patch clamp üzemmódban elvezettünk (4.5 ábra). A méréseket szintén alacsony glükóz
koncentrációjú (0,5 mM) oldatban végeztük. Ha azonosított neurogliaform sejt szó-
májára puffoltuk a glibenclamid-ot, a szomszédos sejten a detektált sEPSC-k frekven-
ciájában szignifikáns csökkenést találtunk, ami specifikus inzulin receptor blokkolóval
(S960, 20 nM) visszafordítható volt (kontroll: 11.3 ±7.3 Hz, glibenclamid: 6.1±5.3 Hz,
S961: 9.2±6.2 Hz, n=11, p<0.001). Ha az S961 inzulin antagonistát a glibenclamid
puffolása előtt alkalmaztuk, a szomszédos neuronon nem találtunk szignifikáns sEPSC
frekvencia csökkenést (S961: 8.5±7.8 Hz, S961 és glibenclamid: 9.7±10.0 Hz, n=9,
p=0.47). Összhangban a molekuláris biológiai kísérletek eredményeivel, a piramissej-
tekre és gyorsan tüzelő interneuronokra fokálisan alkalmazott glibenclamid a szom-
szédos sejtekben szignifikáns sEPSC csökkenést nem idézett elő. Piramis sejteken az
sEPSC frekvencia 9.5±4.5 Hz-ről 9.1±3.8 Hz-re változott (n=11, p=0.38), gyorsan tü-
zelő interneuronok esetén 7.6±3.9 Hz-ről 7.1±4.0 Hz-re csökkent (n=5, p=0.40). Meg-
vizsgáltuk, hogy a neurogliaform sejtek fokális glibenclamid adása okozhat-e GABA
felszabadulást. A glibenclamid fokális applikációjakor a neurogliaform sejtekkel szom-
szédos sejten a sEPSC frekvencia szignifikánsan csökkent szelektív GABAB receptor
blokkoló CGP35348 (40 µM) jelenlétében (CGP35348: 10.4±2.8 Hz, CGP35348 + gli-
benclamid: 8.5±3.4 Hz, n=5, p<0.01).
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4.5. ábra. A neurogliaform sejtből felszabaduló inzulin csökkenti a környező neuronokra
érkező sEPSC frekvenciát. A Háromdimenziós rekonstrukció egy reprezentatív kísér-
letről. A kísérleti elrendezésben két neuronból vezettünk el whole cell patch clamp
módszerrel, egy neurogliaform sejtből, valamint egy gyorsan tüzelő interneuronból. A
glibenclamidot neurogliaform (sejttest és dendritek sötétkékek, axon világoskék) sejt-
testére juttattuk, és ennek hatását figyeltük a szomszédos gyorsan tüzelő interneuronon
(sejttest és dendritek pirosak, axon rózsaszín). B DIC felvétel a harmadik elektródá-
val glibenclamid (glib) neurogliaform sejtre történő lokális applikációja. (fsc - gyorsan
tüzelő interneuron; ngfc - neurogliaform sejt) C A sejtek membránján 10 mV amplitu-
dójú feszültséglépcső hatására mért áram. Glibenclamid hatására a neurogliaform sejt
membránján átfolyó áram lecsökken a KATP csatornák bezárása miatt, míg a szom-
szédos gyorsan tüzelő interneuronon nincs szignifikáns változás. Az ábra alsó részén a
gyorsan tüzelő interneuron sejt szómáján elvezetett sEPSC-k láthatóak a kísérlet kez-
detén, a neurogliaform sejtre való glibenclamid puffolás után, valamint a glibenclamid
és S961 együttes alkalmazásakor.
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4.6. Az inzulin mRNS szintézise indukálható agykérgi

neurogliaform sejtekben, amit inzulin fehérje szin-

tézis követ

Az inzulin felszabadulása a hasnyálmirigy béta sejtjeiből a környéki idegrendszer
és az extracelluláris tér glükóz koncentrációja szabályozza. Ha növekszik az extracellulá-
ris tér glükóz koncentrációja, megnövekszik a glükóz bejutása a béta sejtekbe a GLUT2
transzporteren keresztül. A sejten belüli megnövekedett glükóz koncentráció hatására
nő az intracelluláris ATP koncentráció, és csökken az intracelluláris ADP koncentráció
(Lang, 1999). Az ATP direkt kölcsönhatás során képes zárni az ATP szenzitív kálium
csatornákat (KATP ) (Nichols, 2006). A KATP csatornák záródása miatt a béta sejtek
depolarizálódnak, melynek hatására kinyílnak a feszültségfüggő Ca2+ ioncsatornák. A
megnövekedett intracelluláris Ca2+ ion koncentráció hatására megtörténik az inzulin
felszabadítása.

Már korábban kimutatták az inzulin fehérje jelenlétét az agy különböző terüle-
tein (Havrankova and Schmechel, 1978; Baskin et al., 1983). Kísérelteinkben inzulin
felszabadítását glibenclamiddal indukáltuk mely potens KATP csatorna blokkoló, a me-
dicinában II-es típusú diabéteszes betegek kezelésére használják, a véráramba jutva
a hasnyálmirigy inzulin termelését fokozza. In vitro glibenclamid kezelést alkalmazva,
majd radioimmun vizsgálat elvégzése során 20,4 pg inzulin fehérje növekedést detektál-
tunk mg fehérjénként, ami szignifikáns növekedés volt a kontrollhoz képest. Az agyban
megjelenő inzulin forrása eddigi adatok alapján a hasnyálmirigyből a vér-agy gáton
keresztül eddig nem azonosított transzportrendszeren keresztül történhet. (Banks et
al., 1997; Woods and Porte, 1977). Kimutattuk azonban, hogy in vitro agyszeletben
előidézhető de novo inzulintermelés is.

A Párhuzamosan QRT-PCR és dPCR módszereket alkalmazva kimutattuk, hogy
az agykérgi neurogliaform sejtek specifikusan és indukálhatóan fejezik ki az inzulin
fehérjét kódoló ins2 mRNSt. Figyelembe véve, hogy eredményeink csak a sejt periszo-
matikus területére vonatkoznak –mivel a citoplazma legyűjtése a periszomatikus régióra
korlátozódott–, az általunk mért kópiaszámok csak a hasonló módszerrel elvégzett ko-
rábbi munkákkal hasonlíthatóak össze. A digitális PCR reakció megbízhatóságát a 18S
riboszómális fehérjét kódoló háztartási mRNS-en végzett kontroll vizsgálattal igazol-
tuk. A sejtcsoportok között nem találtunk különbséget az rps18 mRNS kópiaszámok
átlagaiban, valamint az mRNS kópiaszámok közötti szórás sem mond ellent az eddigi
adatoknak (Stå hlberg and Bengtsson, 2010). Az agykérgi neurogliaform sejtek esetén,
az extracelluláris glükóz koncentrációtól függő ins2 mRNS expressziót találtunk, mind
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a QRT-PCR (4.1 ábra), mind a dPCR kísérletekben (4.2 ábra). Agykérgi piramissej-
tek és gyorsan tüzelő interneuronok esetén ilyen mértékű ins2 mRNS expressziót nem
tapasztaltunk, és ezt az extracelluláris glükóz koncentrációjának változtatása sem volt
képes befolyásolni.

A glibenclamiddal inkubált agyszeletekben szignifikánsan magasabb inzulin fe-
hérje mennyiséget mértünk ki, mint a kontroll esetben. Ez a többlet inzulin nem szár-
mazhatott a hasnyálmirigyből, mivel a glibenclamidos inkubáció az agy leszeletelése
után következett be.

A fenti kísérletek bizonyítják, hogy a neurogliaform sejtekben indukálható az in-
zulin mRNS szintézise, illetve az agyszeletben glibenclamiddal indukálható az inzulin
fehérje szintézise. Az ins2 mRNS extracelluláris glükóz koncentrációtól való függése és a
glibenclamid inzulin fehérje szintézisre gyakorolt hatása párhuzamban áll az egész agy
szinaptoszóma preparátumokon végzett kísérletekkel (Santos et al., 1999). A felszaba-
duló inzulinon keresztül a neurogliaform sejt metabolikus homeosztázis szabályozásá-
ban vehet részt, inzulin függő glükóz transzportereken (GLUT4) keresztül, amelyek
megtalálhatóak az agyi endothél sejtekben (McCall et al., 1997) és neuronokban is
(Leloup et al., 1996).

4.7. Az inzulin csökkenti a sEPSC frekvenciát

Whole cell patch clamp vizsgálatainkban az inzulin (100 nM) nem módosította
az idegsejtek intrinsic membrántulajdonságait, viszont szignifikánsan csökkentette az
idegsejtre érkező sEPSC frekvenciáját, mely specifikus inzulin receptor antagonistával
(Schäffer et al., 2008) és tirozin kináz inhibítorral kivédhető volt (lavendustin A 5 µM)
(4.3 ábra). Az inzulin hatását kutatva a központi idegrendszerben igen szerteágazó
hatásmechanizmusokat feltételeztek a kutatócsoportok.

Gerincvelő preparátumokon (Spicarova and Palecek, 2010) és idegsejt kultúrákon
(Zhou et al., 2001; Man et al., 2000) leírt jelenség, hogy az inzulin (500 nM - 10 µM)
árasztásos alkalmazása az AMPA receptorok internalizációját idézi elő, és ezt a hatást
tirozin kináz inhibítor (lavendustin, 10 µM) alkalmazásával lehetett gátolni.

Primer idegsejt kultúrákon igazolták, hogy 500 nM inzulin hatására az intracel-
luláris kompartmentekből GABAA receptorok ülnek ki a posztszinaptikus denzitásba,
ezzel növelve a sejtre érkező IPSC-k amplitúdóját, csökkentve a piramissejtek tüzelési
valószínűségét (Wan, Q. et al. Nature 1997). Kísérleteinkben a GABAA receptor anta-
gonista gabazine (5 µM) nem volt hatással az inzulin sEPSC csökkentő hatására, ezért
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feltételezzük, hogy az általunk megfigyelt jelenségben szinaptikus GABAA receptorok
nem vesznek rész. Hasonlóan GABAA receptorok extraszinaptikus kihelyeződését figyel-
ték meg hippokampális agyszeletekben piramissejteken melyek már 1 nM extracelluláris
GABA koncentráció esetén telítődnek, így csökkentve a piramissejtek tüzelési valószí-
nűségét (Jin et al., 2011). Az extracellulárisan kihelyeződő nagyon szenzitív GABAA

receptorok potenciális részvételét az általunk megfigyelt sEPSC frekvencia csökkenés
kialakításában gabazine alkalmazásával nem lehet kizárni.

Eredményeinkhez hasonlóan 10 nM inzulin alkalmazásánál gyors és reverzibilis
hatást mutattak ki idegsejt kultúrákon (O’Malley et al., 2003). Azt találták, hogy az
inzulin mitogén aktivált protein kinázon (MAPK) keresztül aktiválja a KATP csator-
nákat, valamint a kalcium- és feszültségfüggő kálium csatornákat (BK), ami a sejtek
aktivitás csökkenését okozza. Ez a mechanizmus párhuzamban áll az általunk megfi-
gyelt eredményekkel, ugyanis a kálium ioncsatornák nyitása az agykérgi piramissejtek
hiperpolarizációjához, így a tüzelési valószínűség csökkenéséhez vezet, ami az idegsej-
teken megfigyelhető sEPSC frekvencia csökkenését eredményezheti.

4.8. A neurogliaform sejtekből inzulin szabadítható fel

A PCR kísérletek és a radioimmun vizsgálatok nem adnak direkt bizonyítékot
arra, hogy a neurogliaform sejtekből inzulin szabadul fel fiziológiailag releváns kon-
centrációban. Inzulin szintézise és felszabadítása a hasnyálmirigy béta sejtjeiben megy
végbe, ennek mechanizmusa ismert. Mivel az inzulin felszabadításához szükséges fe-
hérjék mindegyike megtalálható az agykéregben is, leellenőriztük, hogy vajon ugyan
azzal a mechanizmussal történhet-e az inzulin felszabadítása a neruogliaform sejtekben
is, mint a hasnyálmirigy béta sejtjeiben. A neurogliaform sejteken találtunk funkcio-
nális KATP csatornákat, melyek glibenclamiddal történő zárása a sejttesten kimérhető
depolarizációt okozott. A KATP csatornák zárását kimérhető Ca2+ ion koncentráció
emelkedés követte (4.4 ábra). Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a neurogliaform
sejtek a inzulin felszabadításához szükséges fehérjék azonos repertoárjával rendelkezik.

Az inzulin felszabadulásának bebizonyítása érdekében páros elvezetéseket végez-
tünk, ahol a két neuron sejttestje legfeljebb 100 µm távolságban helyezkedett el egymás-
tól. Glibenclamid fokális alkalmazása KATP csatorna záródását okozta a neurogliaform
sejten, azonban a szomszédos sejten nem tapasztaltunk áram változást (4.5 ábra). Az
agykérgi interneuronokban és piramissejtekben előfordul a KATP csatorna (Zawar et al.,
1999), tehát a kapott eredmény azt mutatja, hogy a glibenclamid hatásos koncentráció-
ban csak a neurogliaform sejt közvetlen környezetében volt jelen a glibenclamid lokális
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alkalmazása során. A neurogliaform sejtre alkalmazott glibenclamid hatására a szom-
szédos sejteken az inzulin árasztásos alkalmazásával azonos eredményt kaptunk (sEPSC
frekvencia csökkenése), mely S961 inzulin receptor antagonistával blokkolható volt. Az
eredények alapján valószínűsíthető, hogy az agykérgi neurogliaform sejtek a hasnyálmi-
rigy béta sejtjeihez hasonlóan képesek az inzulin felszabadítására. A KATP csatornák
bezárulásával a neurogliaform sejt depolarizálódik, feszültségfüggő Ca2+ ioncsatorná-
kon keresztül nő az intracelluláris Ca2+ ion koncentráció, melynek hatására felszabadul
az inzulin olyan koncentrációban, mely a környező neuronokon kifejti hatását.

4.9. Az inzulin szerepe az agyban

A központi idegrendszer hipotalamuszhoz köthető táplálékfelvétel és nemi műkö-
dés szabályzása valószínűleg nincs a neurogliaform sejtek hatása alatt, mivel az inzulin
féléletideje kicsi (4-6 perc) (Duckworth et al., 1998), és így az agykéreg és a hipotala-
musz közötti távolság valószínűleg nem engedi meg a felszabaduló inzulin diffúzióját és
hatását.

A neurogliaform sejtek által felszabadított inzulin potenciálisan alkalmas lehet a
környező mikrohálózatot ellátó ereken bejutó glükóz mennyiségének szabályzására az
inzulinfüggő endotéliumban megtalálható glükóz transzporterek (GLUT4) szabályzá-
sán keresztül. A neurogliaform sejt egyetlen akciós potenciáljának hatására térfogati
transzmisszióval GABA kerül az extracelluláris térbe, így pre- és posztszinaptikus, va-
lamint extraszinaptikus receptorokon keresztül gátolja a környező sejteket (Oláh et al.,
2009), csökkentve a neurális jelátvitelt. A neuropeptidek felszabadításához azonban
nem szükséges akciós potenciál, hanem a Ca2+ ion koncentráció emelkedése szüksé-
ges és elégséges hozzá (Ludwig et al., 2002). Továbbá az agykérgi neurogliaform sejtek
dendritjeibe az akciós potenciálok csak gyengén terjednek vissza (Price et al., 2008), így
egy akciós potenciál nem jelent feltétlenül dendritikus Ca2+ ion szint emelkedést, ezzel
potenciálisan elválaszthatóak az axonális és dendritikus funkciók. Az akciós potenciál
függő GABA felszabadítással a neurogliaform sejt a környező mikrohálózat aktivitását
szabályozza. Ugyanakkor adataink arra mutatnak, hogy az akcós potenciál független
inzulin felszabadításán keresztül képes lehet a környező mikrohálózat metabolikus sza-
bályzására.

Az inzulin eddig nem tisztázott mechanizmuson keresztül kapcsolatban van a di-
abétesz okozta demencia és az Alzheimer kór kognitív hatásainak kialakításában (Gas-
parini et al., 2002), továbbá klinikai kísérletekben megfigyelték az enyhébb Alzheimer
kórban szenvedő betegek esetén az emelkedett plazma inzulin szint javítja a kognitív
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képességeket (Craft et al., 1993). Az inzulint felszabadító neuronok szelektív pusz-
tulása, vagy működési zavara részben magyarázhatja az obezitás, időskori demencia,
vagy Alzheimer kór alatt megfigyelhető csökkent agyi inzulin koncentrációt (Pilcher,
2006), és ezek a sejtek potenciális támadáspontot jelenthetnek ezen állapotok klinikai
kezelésében.



5. fejezet

Összefoglalás

Az inzulin a hasnyálmirigyben felszabaduló, a sejtek cukorháztartását szabályozó
hormon. Az inzulin az agyban is jelen van, koncentrációja itt egy-két nagyságrenddel
nagyobb, mint a vérplazmában. A hasnyálmirigy béta sejtjeiből felszabaduló inzulin a
vér-agy gát egy telíthető transzportrendszerén keresztül bejuthat az agyba, ahol részt
vesz a metabolikus folyamatok szabályzásában, a neuronhálózatok működésének finom-
hangolásában, a táplálékfelvétel csökkentésében. Az agyi inzulin koncentráció változhat
a kor előrehaladtával, obezitás, cukorbetegség, valamint Alzheimer-kór esetén, de vita
tárgya, hogy az agyban is történik-e inzulin szintézis.

Kísérleteinkben kimutattuk, hogy az inzulint kódoló mRNS megtalálható az agy-
kérgi GABAerg interneuronok egy altípusában, a neurogliaform sejtekben. Egysejt ala-
pú digitális polimeráz láncreakcióval kimutattuk, hogy az extracelluláris glükóz kon-
centrációja modulálja az inzulint kódoló mRNS kópiaszámát. A KATP csatorna blokkoló
glibenclamid - amely inzulinszint növelő gyógyszerként használatos - alkalmazása agy-
szeletben de novo inzulin szintézist okozott. Az inzulin alkalmazása az extracelluláris
folyadékban reverzibilisen csökkentette az idegsejtekre érkező spontán serkentő poszt-
szinaptikus áramok (sEPSC) frekvenciáját. Az inzulin hatásához hasonlóan a glibenc-
lamid fokális alkalmazása neurogliaform sejtekre a környező neuronokon csökkentette
a sEPSC frekvenciát és ez a hatás nem volt kimutatható inzulin receptor antagonista
egyidejű alkalmazása esetén. Az fenti eredmények alapján elmondható, hogy az agykér-
gi neuronok egy alpopulációja inzulint szintetizál és szabadít fel, így ezzel képes lehet
az agykérgi metabolikus szükségletet a helyi mikrohálózati aktivitáshoz igazítani.
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