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Az agytorzsi dorzdlis vagus komplex glukokindz esgszidjanak molekularis és funkcionalis

valtozasai I-es tipusu diabetes egérmodelljében

Az egyértelnien megemelkedett vér-glukézkoncentracioval jelldindeabetes mellitus tobb
mint 29 milli6 embert érint az Egyesiilt AllamokbaBulyos szédményei kozé tartozik a
szivbetegség, a stroke, a magas vérnyomas, a vaksddegrendszeri kdrosodas és a gyomor-
bélrendszer rikodési zavara. A tlnetek enyhitésére és adshrienyek csokkentésére iranyulo
eréfeszitések ellenére az allapot kezelése a mai megsigmegoldott. A glukéz homeostasisban
szerepe van az agy kulonkorn. preautondm terlleteinek,iikbdésiket a megemelkedett
vérglukdzszint szintén befolyasolja. A plazmaglukég inzulinszint szabalyozasaban kulondsen
fontos szerepet jatszanak a hatséagybaf Idegi aramkorok. Ezek egyike, a vagus altal
kozvetitett paraszimpatikus output, meghatarozdepet jatszik a metabolikus homeostasissal
Osszeflig§ zsigeri nilkddés szabalyozasaban, és szamos adat bizonyiggy&drzsi dorzalis
vagus komplex elglleges és dofitielenttségét a plazmaglukdz- és inzulinszint, a taplalkaza
az energia-egyensuly glukézérzékeny modulalasaban.

Az agytorzsi nucleus tractus solitarius (NTS) nejaba béllél, valamint egyéb mellkasi €s hasi
zsigerekBl glutamaterg, primer vagus afferens szinaptikymiiot kapnak. A vagus afferensek
az NTS felé kozvetitk az informaciot a gyomor-béliszer disztenziojarol és
tapanyagtartalmarol; az NTS ezeket az informacidkltolgozza, integralja a neuronalis és
humoralis jelekkel, majd tovabbitja egyéb agyi letek, kdztik a dorzalis motoros vagusmag

(DMV) motoros neuronjai felé. A glukdzkoncentra@a@ut valtozasara az NTS neuronjai az



idegi ingerelhdiség fokozodasaval avagy csokkenésével és a sknaptiput modosulasaval
reagalnak, ezek a folyamatok pedig glukokinazéikggA depolarizalé valaszt a kaliumérzkeny
adenozin-trifoszfat (Krp) csatornak inaktivalédasa kozvetiti, a a7K csatornak modulalasa
pedig megakadalyozza a vagus motoros neuronjaitakogy altal indukalt és gamma-
aminovajsav (GABA) altal kozvetitett gatlasat. Aed tipusu diabetest a hasnyamirigy béta-
sejtjei altal termelt inzulin mennyiségének csoldsn és az igy kialakuld szabélyozatlan
hyperglycaemia jellemzi. Az l-es tipusu diabetesdatijeiben a dorzalis vagus komplex
szinaptikus és egyeb cellularis vélaszainak moédssill tapasztaltdk a glukdézkoncentraciod
helyreallasat kovéen is. Kronikus hyperglycaemia soran a vagus relegyakran eltompulnak,

a megvaltozott vagusikodés pedig a zsigeri funkcidk diabetesszel Osgppfizavarat
okozhatja, ami arra utal, hogy a kronikusan madakogszint megvaltoztatja a dorzalis vagus
komplex neuronjainak reakciokészségét.

Mivel a glukokindz (GCK) és a A¢p csatorna modulécidja szerepet jatszik a glukdaltotta
neuronvalaszban és az NTS neuronok megvaltozokiciddaszségében l-es tipusu diabetes
modelljeiben, megvizsgaltuk azt a hipotézist, meberint a GCK vagy kp csatorna
expresszidja megvaltozik tdbb napig tartdé kronikyperglycaemiat/ hypoinsulaemiat koden
streptozotocinnal (STZ) kezelt egerekben. Ha vélkapunk arra, hogyan valtozik a dorzalis
agytorzs glukézérzékenysege diabetes soran, olymtéiseket alkothatunk, amelyek azutan
irAnymutatasul szolgalhatnak alternativ terapidéjlesztéséhez .

Valamennyi kisérlethez juvenilis és fiatal fé&tin(28—42 napos) him CD-1 vagy transzgénikus
GIN egereket (FVB-Tg (GadGFP) hasznéltunk; az @itlatt egydntéten 14 6ras vilagossag -10
oréas sotéetség ciklusok mellett tartottuk, ételvieet korlatozas nélkil kaptak. A GIN egerek az

NTS neuronok egy jeleés hanyadat kite¥ GABA neuronok szomatostatinerg alcsoportjaban



EGFP-t expresszalnak. Az l-es tipusu diabetesteptstzotocin (STZ; 200 mg/kg) injekcid
adasaval ideztik & Feszultségzar (,voltage clamp”) mddszerrel ,efi*cés ,whole-cell”
felvételeket készitettlink azonositott GABA neurdrark 4-5 hetes him GIN egerékipreparalt
agytorzsszeletek felhasznélasaval. A ,whole-calVételek segitségével a szinaptikus aramnak
a GCK aktivitas glukézaminnal (GA) tort@€rgatlasa kovetkeztében bekovetkezltozasait
vizsgaltuk. Az akciés potencial aktiviths ,on-cell’regisztralasaval a novekv
glukdzkoncentracioé (2,5 mMsk 15 mM-re) hatasat meértik. A GCK, a Kir 6.2 ésldR3 RNS
molekularis expresszidjanak vizsgalatara az NES-a DMV-t magukban foglalé agytorzsi
punch biopszidkat hasznaltunk, kvantitativ polimel@creakciét (QPCR) és a GCK fehérje
expresszidjat alkalmazva Western blot analizis tségével. Valamennyi Kkisérletben
0sszehasonlitast végeztiink a kontroll és az STERezlt, |-es tipusu diabetes egerek kdzott.

A GCK és a KATP csatornak molekularis expresszidja Punch technikaval dorzalis
agytorzset tartalmazo szovetmintakat vettink nofyoagmias (n=8; gluk6z index 180 + 4
mg/dl) és STZ-vel kezelt egerekbamelyek 3-4 napon at hyperglycaemias allapotaztak
(n=8; 469 + 5 mg/dl). A target transzkript mérémiedményeketp-aktin expressziora
normalizaltuk. Kvantitativ ,real-time” polimeraz néreakcié (RT-PCR) mddszerrel a GCK
expresszio szignifikans cstkkenését tapasztaltuda\&T kezelt hyperglycaemias egerek dorzalis
vagus komplexében a kontrollokkal 6sszehasonlAuéir6.2 és az SUR1 transzkriptek esetében
nem tapasztaltunk szignifikans kilénbséget a notysagmias és a hyperglycaemias egerek
kozo6tt az expresszio tekintetében (p>0,05). Edbran a Krp csatorna komponenseivel, a GCK
molekularis expresszidja a kontrollokhoz képestkksiit STZ-vel kezelt hyperglycaemias

egerekben.



Western blot tesztet végeztink tovabbi 8 kontrellBéSTZ-vel kezelt egér punch biopsziajan,
hogy megallapitsuk, az mRNS transzkripci6 csokkené&bidézett-e fehérjeexpresszio-
csokkenést. A Western blot analizis a GCK fehgpessszidjanak szignifikdns csdkkenését
mutatta ki STZ-vel kezelt hyperglycaemias egerelzdéles vagus komplexében.

A GCK géatlas hatasa az NTS neuronokba érkdizszinaptikus inputra. A glukokinaz gatlas
megakadalyozza az akut hypoglycaemiara adott wal&xBAerg NTS neuronok egy
alcsoportjaban. Mivel a tébb napig tartdé hyperggroaa cstkkentette a GCK expressziét STZ-
vel kezelt egerek NTS-ében, normoglycaemids kdntsl STZ-vel kezelt GIN egereéb
szarmazo akut szeletekben EGFP expresszio altabaitott GABAerg medialis NTS (MNTS)
neuronokban meghataroztuk a GCK gatlé gluk6zam{i@a) (5 pM) adott valaszt. Az
egészséges allatokbdl szarmaz6 GABAerg mNTS nelkbamo GA alkalmazas&20%-kal
csokkentette a spontaneous excitatoros posztsidnapturrent (SEPSC) frekvencidjat a
neuronok 80%-aban (15b12 neuron; 2,83 + 0,34 Hz kontroll ACSF; 1,72 2D Hz GA-ban;
n=15; p<0,05;). GA adasa csoOkkentette (n=12) vagyn nvaltoztatta (n=3) az SEPSC
frekvencigjat. A szinaptikus current amplitidéjam valtozott (p>0,05). Eredményeink
alatamasztjak, hogy a GCK kozvétfizerepet jatszik a GABAerg NTS neuronoknak az antbi
glukdzkoncentracidra adott excitatoros szinaptikataszaban, és arra utalnak, hogy a GCK
blokadd gatolja a legtébb GABA neuron felé iranywdcitatoros, glutamaterg szinaptikus
inputot.

STZ-vel kezelt, 3-5 napja hyperglycaemias egefke&barmazé GABAerg mNTS neuronokban a
GA hatdsa az sEPSC frekvenciara sokkal kevésbéembdjes, mint a kontrollokban: cstkkenés
(-22%) a hat neuronbdl csak egyben kovetkezett eogpbbi 6tben valtozatlan maradt.

Osszességében az SEPSC kozépértéke GA jelenlétébenaltozott (7,63 + 1,04 Hz a kontroll



ACSF-ben; 7,04 + 0,83 Hz GA-ban; n=6; p>0,05). Gasgban a vagus komplex GCK
expresszidjanak cstkkenésével, az excitatoros na aktiviths GA altali modulécidja
ugyancsak csokkent STZ-vel kezelt, hyperglycaemigsek GABAerg mNTS neuronjaiban.
Vizsgaltuk a GA hatasadt a spontaneous inhibitopmsztszinaptikus current (sIPSC)
frekvencigjara és amplituddjara is. Kontroll egéxglszarmazé GABAerg mNTS neuronokban
a GA alkalmazéasa a populacio egészét tekintve nefolyidsolta a frekvenciat (1,22 + 0,2 Hz
kontroll, ACSF; 1,25 + 0,30 Hz, GA; n=9; p>0,05)n&z egyes neuronokban a frekvencia
novekedett (n=3) vagy csokkent (n=6). Az sIPSCs lahtdja szintén nem valtozott GA
hatdsara (p>0,05). A kontroll &allatokban kapot#denényhez hasonléan, az sIPSC frekvencia
0sszességében nem valtozott STZ-vel kezelt egeeekonjaiban (1,04 + 0,30 Hz kontroll
ACSF; 1,01 £+ 0,31 Hz GA; n=7; p>0,05), és nem kkeeett be valtozds az sIPSC
amplitidojaban sem (p>0,05). STZ-vel kezelt egarelronjaiban a GA alkalmazasa novelte
(n=3), csokkentette (n=2) vagy valtozatlanul haggta2) az sIPSC frekvenciat. Bar GA
hatadsara altalaban valtozott az sIPSC frekven@®BAerg mNTS neuronokban, a kontroll és
az STZ-vel kezelt allatokbdl szarmazd neuronokszdédan nem volt Iényeges kiilonbség.

A glukéz hatdsa az akcios potencidlokra. Az NTS-ben €% neuronok glukdézszenzorként
mikodnek, és a GABAerg NTS neuronok érzékenysegenkgkn kiemelketl lehet. Mivel
STZ-vel kezelt egerek NTS-ében tobb napos hypeaglysat kdveien lecsokkent a GCK
expresszio, ,on cell” felvételek segitségével meggéltuk, hogyan valtozik a GABAerg NTS
neuronok akcidés potenciadljainak frekvenciagja 2,5 M 15 mM-re emelkedl
glukdzkoncentracié hatasara. A normoglycaemiasrktintgerekiél szarmazé neuronokban a
glukdzkoncentracidé novekedése  >20%-0s valtozasizeil ed az akciés potencialok

frekvenciajaban a neuronok 78%-aban §9-bsejt). A glukdzkoncentracié névelése az akcios



potencialok frekvencidjanak novekedésével jartlanki neuronbdl 6tben (87 + 30% novekedés;
p<0,05;), csokkenésével két neuron esetében (28% csotkkeneés), és valtozatlan maradt két
neuronban. STZ-vel kezelt, hyperglycaemids egemekronjaiban a glukézkoncentracio
novelése a hét neuronbdl csupan haromban val@ztey az akcids potencialok frekvencigjat
(43%). Keét neuronban nodvekedett az akcidés paddoicifrekvencidja (115 + 31%), egy
neuronban cstkkent (-45%), a tébbi négyben valmzaharadt. Mig a normoglycaemias egerek
neuronjainak tobbségében a glukdzkoncentracid Béeekzignifikansan és nagy meértékben
valtoztatta meg az akcids potencialok frekvencjagathyperglycaemias egerek neuronjainak
tulnyomo részében a glukdzkoncentracié novelése befolyasolta az akciés potencialok
frekvencigjat.

Az NTS neuronjai kOzvetlen inputot kapnak a prinvesceroszenzoros vagus afferenseken
keresztll, és a kozponti paraszimpatikus szabalyint el$ valaszkomponensét alkotjak.
Ismeretes, hogy ezeknek a neuronoknak bizonyosmicgai, kilonésen a GABA neuronok,
glukdzérzékenyek . Diabetesben a kozponti vaguszhtl szdmos fizioldgias aspektusa
mikodésbeli valtozason megy keresztil, 6sszhangbamsigerek a betegségre jelletnz
paraszimpatikus szabalyozasdnak megvaltozasava. NPS neuronok glukézérzékelésében
szerepet jatszik a GCK, amely a neuronokban éssmjfskben katalizalja a glukéz glukoz-6-
foszfatazza alakuldsat, ami az ATP/ADP arany nodégéhez vezet. Szamos neurdlis
rendszerben a megnovekedett glukdzkoncentraciGikéuembranvalaszt az ATP-nek aiK
csatornakhoz valo kétlése valtja ki, ami valtozast idéz6eh membran potencialjaban. A
diabetes megvaltoztatjia a GCK vagy ariKcsatornak expresszidjat a hipotalamuszban, ami
0sszhangban van a glukézra adott neuronvalasz reragaval. Az NTS neuronoknak I-es

tipusu diabetesben kimutatatott megvaltozott ebdizinlogias reakciokészsége szerepet jatszhat



a zsigeri szabdlyozas diabetesre jellémavaraban, &m az észlelt plaszticitis mechanizmusa
ismeretlen. Jelen vizsgalatunkkban a GCK molekul&s funkciondlis expresszidjanak
csokkenését tapasztaltuk I-es tipusu diabeteseglegagus komplexében, a6 csatorna
komponenseinek esetében ugyanakkor nem kovetkéeetvaltozas. A csokkent mRNS
transzkripcioval 6sszhangban cstkkent a GCK feb#&ng gyengilt a GCK gatlas altal kivaltott
neuronalis és szinaptikus valasz, és cstkkent advegedett glukdzkoncentracio altal kivaltott
neuronaktivitas. Ezek az eredmények azt sugalj@gy az NTS neuronoknak a megndvekedett
glukdzkoncentracidéra adott valasza a kronikus hylgeaemia kovetkeztében GCK-flifyg
maodon megvaltozik.

Normalis korulmények kozott az NTS neuronjai az eigghebség novekedésével vagy
csokkenésével valaszolnak a megemelkedett vagkesbtglukézkoncentraciora, és ez a valasz
sok esetben GCK-fugg Az excitacid glukéz altal kivaltott ndvekedésétKarp csatornak
inaktivalodasa kozvetiti az NTS neuronokban, agpK csatorna modulacidja pedig
megakadalyozza a vagus motoros neuronjainak glakéfindukalt és GABA &ltal kdzvetitett
gatlasat. Megvizsgaltuk azt a hipotézist, hogy apKcsatorna molekuléaris komponenseinek
expresszidja tbbb napos hyperglycaemia hatasaravattegk, amint az éfordulhat a
hipotalamusz neuronjaiban. A centralis neuronokbaé Karp csatorndk dleg SURL1 és Kir6.2
alcsoportokbadl épilnek fel, és a SUR1-et glukoa@tdéNTS sejtek expresszaljak. Azt talaltuk,
hogy a SUR1 és a Kir6.2 molekularis expressziogs ltipusu diabeteses egerek vagus
komplexében valtozatlan maradt.

Mivel az NTS-ben a glukdz altal kivaltott, an} csatornak altal kozvetitett valaszhoz GCK-ra
van szikség, a GCK expresszid csokkenése a reékeitdg csokkenését sielezd

mechanizmusra utal, amely a kronikusan hypergly@emgerek kapcsan merdlt fel. A GCK
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altalunk észlelt csokkent molekularis és fehérjpresszidja 6sszhangban volt a GCK gatlasra
adott elektrofiziologids valasz gyengilésével. A KG@ktivitds gatlasa a normoglycaemias
egereklBl szarmazé legtobb GABAerg NTS neuron szinaptikugerelheiségének valtozasat
eredményezte, ami 6sszhangban volt a szeletbentoméktis GCK kozvetitette aktivitassal. A
diabeteses egerek neuronjaiban a GCK gatlas hatasékkent, kilondsen a
glutamatfelszabadulast kéden, ami arra utal, hogy a GABAerg NTS neuronok kée¢é
érzékenyek az excitatoros szinaptikus inputra tpasu diabetesben. Csokkent tovabba a
GABAerg NTS neuronoknak a megnovekedett glukdzkotréeiora adott valaszkészseége STZ-
vel kezelt, hyperglycaemias egerekben. Ez aztlenge hogy az NTS szinaptikus aktivitasa
normalis korilmények kozoétt a glukdzkoncentraciofidg 0ssze, hiszen a GCK kozvetiti a
glukdzra adott valaszkészséget ezekben a neuronokba

Ahhoz, hogy az NTS neuronok reagalni tudjanak a# Agpoglycaemiara, GCK aktivitas
szilkséges — ahogyan ezt korabbi vizsgalatokbant&ttak. Atmeneti hypoglycaemia kivéltotta
reakciérdl szamoltak be glukdz transzporter 2-t JGR) expresszald NTS neuronokban, és a
transzporter expresszidjanak kolokalizacidjat tafzdsak GABA neuronok egy alcsoportjaban.
A koézelmualtban kimutattuk, hogy a gluk6z a GABA newaokat depolarizdlja vagy
hiperpolarizélja, és a depolarizacio kulondsen kerg a GCK aktivitas gatlasara vagy arK
csatornak blokkolaséra. Jelen vizsgalatunkban alAltuk, hogy az I-es tipusu diabeteses
egerekben tapasztalt, atmeneti hyperglycaemiardt ad@kkent neuronvalaszhoz csokkent
molekularis, fehérje és funkcionalis GCK expresdaisult a vagus komplexben, utalva arra,
hogy az elhtzédd hyperglycaemia befolyasolja a wadiomplex glukézzal szembeni

reakciokészseget.
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A megemelkedett glukdzkoncentracié fokozza a vagtierensekbl kiinduld glutamaterg
szinaptikus transzmissziot patkanyokban és egengkba I-es tipusu diabetes egy modelljében
kimutattdk, hogy ez a hatés I-es tipusu diabetegipengll. Eredményeink 6sszhangban vannak
ezzel a megfigyeléssel, és magyarazatot kinalne&lasz csokkenésének mechanizmusara. A
bélben alkalmazott tdpanyagok &ltal kivaltott gldgulatorikus vélaszt az NTS ionotrop
glutamat receptorainak gatlasa megakadalyozzaaamiutal, hogy a valasz kialakulasdhoz az
NTS neuronok glutamaterg, vagus afferens aktivacggikséges. A vagus komplex NMDA
receptorainak gatlasa megakadalyozza, hogy a bhst mitétnek a szisztémas veér-
glukdzszintre gyakorolt pozitiv hatédsa érvényesijlgimely hatas a feltételezések szerint a vagus
komplexben taldlhaté ,bél-agytorzs-maj” kornek atl@gaval flgg Ossze. Eredményeink
alatamasztjdk azt a hipotézist, hogy az l-es tipdsibeteses egerek vagus komplexében
tapasztalt csokkent GCK expresszido kovetkeztébdikkem az NTS neuronok glukdzzal
szembeni vélaszkészsége, beleértve a szinaptikuangtfelszabadulassal szembeni valaszt.
Valoszini, hogy az NTS-be érkézglutamaterg, zsigeri afferens szinaptikus inpagnebelll a
bélben a mechano- és kemoreceptor aktivitdst ki#venputok, kapcsolatban allnak a
glukdzkoncentracié alakuldsaval. A GCK expresshiyredllitasa ékegitheti az NTS
neuronok glukdzra adott valaszanak normalizalodésldsegitve ezaltal a zsigeri tilkddés
paraszimpatikus szabalyozasanak, ezen belil a zglukdmeostasisnak a helyreéllasat

diabetesben.



