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BEVEZETES

A kozponti idegrendszerben az inzulin 10—-100-szor nagyobb koncentracioban van jelen, mint
az vérplazmaban. Az inzulin szabalyozza cukorbetegség, oregedés, elhizas és Alzheimer-kor
esetén a mikrohalozatokban bekdvetkezd metabolikus, molekularis és kognitiv valtozasokat.
Az agyban talalhato inzulin kettds eredetli, mivel mind a hasnyalmirigy, mind a lokalisan
szintetizalt inzulin jelenlétére van bizonyiték. Az inzulin telithetd transzportrendszeren
keresztiil athaladhat a vér-agy gaton, amit egyrészt a cerebrospinalis folyadék periférias
inzulin-infazié utani megnodvekedett inzulinszintje mutat, masrészt a vérplazma és a
cerebrospinalis folyadék egyensulyi endogén inzulinszintje k6zotti korrelacid is alatamaszt. A
kozponti idegrendszerben torténé lokalis inzulinszintézist tdmasztja ala a kisérletesen
tapasztalt és a patologias allapotokban valtozo6 agy/vér inzulin arany, valamint azok az in situ
hibridizaciés és immunocitokémiai vizsgalatok, amelyek a fejlodé és felndtt neuronokban
valamint neuronalis progenitor sejtekben inzulint és inzulin mMRNS-t detektaltak. Nem vilagos
azonban, hogy a sokféle agyi idegsejt tipus koziil melyek szintetizalnak, illetve szabaditanak
fel inzulint.

A bél L-sejtjei altal termelt gliikagon-szer(i peptid 1 (GLP-1) hatasa fontos a vércukor-
homeosztazisban, amely szamos klasszikus mechanizmuson keresztiil érvényesiil, ideértve a
felszabadulasanak elésegitését a hasnyalmirigyben. A vérben keringé GLP-1 direkt hatasa a
hasnyalmirigy béta-sejtjein talalhatdo G-fehérjéhez kapcsolt GLP-1 receptorokon gliikozfiiggd
modon koévetkezik be, amely ATP-érzékeny K csatorndk bezarasdhoz vezet, majd az ezt
kévetd depolarizacio, Ca®* bearamlds és a sejten beliili Ca®* raktarakbol torténd Ca’*-fiiggd
Ca®* felszabadulas inzulinszekréciot eredményez. Nagy klinikai jelentdséggel bir, hogy a
GLP-1 a vércukorszint csokkenését csak postprandialisan idézi eld, amikor a vércukorszint
meghaladja az éhgyomri koncentraciot. A gliikozfiiggd jelleg miatt az intravénasan beadott
GLP-1 hipoglikémidban hatistalan, ezért a 2. tipust cukorbetegség jelenlegi kezelésében
GLP-1 receptor agonistakat is alkalmaznak.

A keringésbe jutott GLP-1 azonban a hasnyalmirigyen kiviil tovabbi célpontokon is
kifejti hatasat. A nativ GLP-1 athalad a vér-agy gaton, €s igy a perifériabol érkezo incretinek,
beleértve a bél L-sejtjei altal termelt GLP-1-et és a 2. tipusu diabetes mellitusban receptre
felirt GLP-1 analogokat is, hatast fejthetnek ki a GLP-1 receptorokat expresszaldo neuronokra
a hippocampus és a neocortex teriiletén. Az agyban talalhaté neuronok kdzponti idegrendszeri
forrasokbdl szarmazod GLP-1-et is érzékelhetnek azon eredmények alapjan, amelyek a GLP-1
expresszidjat mutatjak az agytorzsben elhelyezkedé nucleus tractus solitarii idegsejtjeiben.
Foként patkanyokon végzett kisérleteken alapuld bizonyitékok alapjan valoszintisithetd, hogy

az agykéreg neuronjai IS szintetizalnak inzulint. A k6zponti idegrendszerb6l szarmazoé inzulin



hatékonyan szabdlyozza a szinaptikus és mikrocirkuldciés aktivitast a patkany neocortexben,
ami felveti annak lehetéségét, hogy az agyi inzulin szabalyozhatja a neuralis halozatok
energiaigényét.

Az agyba intranazalisan beadott inzulin igéretes az enyhe kognitiv zavar és az
jotékony hatasuak az Alzheimer-kor korai szakaszaban. Az Uj terapids stratégiak magukban
foglalhatjdk a GLP-1 agonistdk alkalmazéasat az agykérgi idegsejtek inzulin termelésének
modulalasara a cukorbetegség, az elhizas €és a neurodegenerativ betegségek kezelésére. Ezért
fontos lehet, hogy az intesztinalis vagy neuralis eredetti GLP-1 vagy a terapiasan alkalmazott
GLP-1 receptor agonistak hatnak-e az inzulintermelésre képes neuronokon.

KUTATASI CELOK

Vizsgalatainkat a kovetkezd kérdésekre dsszpontositottuk:

1. Mekkora az inzulin mMRNS-ek szama az agykéreg kiilonb6z6 sejttipusaiban?
2. Felszabadul az inzulin agykéregi mikrohal6zatokban?

3. Eléfordulnak GLP-1 receptorok az inzulint tartalmaz6 neuronokon?

4. Kimutathat6 a GLP-1 receptorok funkcidja az inzulin expresszald neuronokon?

ANYAG ES MODSZER

Elektrofiziologia és képalkotas. Agyszeleteket (350 pum) készitettiink him 28-35 napos
Wistar patkanyok szomatoszenzoros kéregébdl. A regiszratumokat 36 °C-on vettiik fel a 1-3
agykérgi rétegben infravords differencial interferencia kontraszt videomikroszkopidval
megjelenitett sejtekbdl. A mikropipettakat 126 mmol/l K-gliikkonatot, 4 mmol/l KCl-ot, 10
mmol/l HEPES-t, 10 mmol/l kreatin-foszfatot és 8 mmol/l biocitint (pH 7,25; 300 mOsm)
tartalmaz6 intracellularis oldattal toltéttiink fel. Az RNS lebomlasat RN-az inhibitorral (1
U/ul), akadalyoztuk meg. A szeleteket elézetesen 0,5 mmol/l gliikozban inkubaltuk 4 oran at,
miel6tt hipoglikémias koriilmények kozott felvettilk a regisztratumokat. Az exendin-3(9-39)
(1 pmol/l) eldkezelést 4 oran keresztiil alkalmaztuk az adatok felvételét megel6zéen
hiperglikémias (10 mmol/l gliik6z) koriilmények kozott. A spontdn EPSC-k detektalasa az
Igor Pro NeuroMatic szoftverrel tortént, a GABA-erg aramok elkiilonitése azok polaritasan
alapult. A képalkotashoz a neurogliaform sejteket ATP-mentes intracellularis oldathoz adott
10 uM Alexa594-gyel és 120 uM OGB-1-gyel toltottiik hipoglikémias extracellularis oldat

alkalmazasa mellett, a jelek detektalasa Andor Revolution XD rendszerrel tortént.



Szovettan és a neuronok rekonstrukcioja. Az elektrofiziologiai felvételeket kovetéen a
szeleteket 4% paraformaldehidet, 15% telitett pikrinsavat és 1,25% glutaraldehidet tartalmazo
foszfatpufferben (0,1 mol/l, pH 7.4) fixaltuk. Az elektrofitiologiailag vizsgalt sejtek
belsejében 1évé biocitin vizualizalasa végett az agyszeletekb6l 60 pm-es metszeteket
készitettiink a standard ABC-reakcidhoz, majd 1% -os uranil-acetatban utofestettiik, novekvo
etanol-sorozattal dehidrataltuk, végiil targylemezeken Durcupanba agyaztuk a metszeteket. A
haromdimenziés fénymikroszkopos idegsejt rekonstrukciokat 100x objektiv hasznalataval

Neurolucida rendszerrel végeztiik.

Egysejt alapu reverz transzkripcio, QRT-PCR és digitalis PCR. Az elektrofiziologiai
felvételek végén a sejtek beltartalmat a pipettakba szivtuk, mikézben a gigaohmos membran-
pipetta kapcsolatot fenntartottuk, majd az elvezet6 pipettak tartalmat (~1,5 ul) kézvetleniil 0,5
ul  térfogatd SingleCellProtect oldatba jutattuk, amely megakadalyozza nukleinsav
degradaciot és kompatibilis a reverz transzkripcios eljarassal. A mintak folyékony
nitrogénben fagyasztasat kovette a reverz transzkripcio elsé 1épése, ezt 5 percig 65 °C-on
végeztik 5 pl teljes reakciotérfogatban. A reakcidohoz 2 ul, a neuron citoplazmatikus
tartalmaval kevert SingleCellProtect intracellularis oldatot, 0,3 ul TagMan reagenst, 0,3 pl 10
mmol/l dezoxinukleotid-trifoszfatokat (ANTP-ket), 1 ul 5X els6 szal puffert, 0,3 pl 0,1 mol/I
ditiotreitolt, 0,3 pl RN-az inhibitort és 100 U reverz transzkriptazt (SuperScript I1)
hasznaltunk. A reakci6 masodik 1épését 55 °C-on 1 Oran at végeztiik, majd a reakcidt 75 °C-
on 15 percig melegitve fejeztiikk be. Egysejtes QRT-PCR esetén a reakciokat a cDNS 20 pl
teljes térfogatban torténd preamplifikalasa utan hajtottuk végre a MyGenie 32 Thermal Block
szabvanyos protokolljaival (5 ul RT termék, 1 ul Tagman primer (Rps18: Rn01428913 gH;
Ins2: Rn01774648 gl), 10 ul TagMan PreAmp Master Mix és 4,5 ul nukledzmentes viz). A
digitalis PCR analizishez a reverz transzkripcids reakcioelegy felét (2,5 ul), 2 pul TagMan-
reagenst, 10 pl OpenArray digitalis PCR mesterkeveréket és 5,5 pl nukleaz-mentes vizet
elegyitettiink Osszesen 20 pl térfogatban. Az OpenArray targylemez feldolgozasat, az
OpenArray NT ciklusokat és az adatelemzést szabvanyos protokollok szerint végeztiik.

Radioimmunoassay. A sejtek inzulin extrakciojat hidegen végeztiik sav-etanol technikaval.
A minték inzulin tartalmanak meghatdrozésdhoz a radioimmunoassay vizsgalatokat 2 pg/cs6
érzékenységgel Millipore Sensitive Rat Insulin RIA kitel végeztiik. A teljes fehérjetartalom
kimutatasara Pierce BCA protein assay kitet hasznaltunk.

Statisztikai analizis. Az adatokat atlag + SD értékként adjuk meg. Az adathalmazokat
statisztikailag egyszempontos ANOVA, Kruskal-Wallis, Wilcoxon vagy Mann—Whitney U



teszt segitségével SPSS szoftverrel hasonlitottuk Ossze. A kiilonbségeket p < 0,05 esetén

tekintettiik szignifikdnsnak.

EREDMENYEK

Sejttipusfiiggoé inzulin mRNS expresszio az agykéregben

Vizsgalataink soran elészor arra kerestilk a valaszt, hogy a patkanyban a preproinzulint
kodolod Ins2 gén mRNS-e kifejezddik-e a neokortikéalis neuronok kiilonb6zo tipusaiban,
melyeket teljes sejtes patch clamp modszerrel és korrelalt fénymikroszkopos vizsgalatokkal
azonositottunk. A membranparaméterek ¢és tlizelési tulajdonsagok alapjan tortént
elektrofiziologiai jellemzést, majd anatdmiai sejttipus azonositast kovetden a sejtek legytijtott
citoplazmajat egysejt alapu hagyomanyos preamplifikacios QRT-PCR mddszerrel vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy a tesztelt 19 neurogliaform sejtbdl 15-ben Ins2 mRNS volt
detektalhatd. Annak érdekében, hogy meghatirozzuk az agykérgi sejttipusok legytijtott
periszomatikus citoplazmdjaban jelenlévd Ins2 mRNS molekuldk szamat, a digitalis PCR-
modszert adaptaltuk egyetlen idegsejt vizsgalatara. Nem alkalmaztunk elézetes amplifikacios
Iépéseket,  amelyek  csokkentik a  megbizhatosdgot.  Magas  extracellularis
glilkozkoncentracioban (10 mmol/l), amely altalinosan hasznalatos az agyszelet
elektrofiziologiaban, az egyesével vizsgalt neurogliaform sejtek (n = 10) nagyobb szamu Ins?2
mRNS-t (30 = 13) tartalmaztak, mint a piramissejtek (7 = 2, n = 6) és gyorsan tiizeld
interneuronok (5 = 3, n = 5, p < 0,002). Funkciondlis kontrollként csokkentettiik a
gliikozkoncentraciot az agyban a normoglikémiaban (2,4 mmol/l) és a hipoglikémiaban (0,5
mmol/l) mért szintre. Hiperglikémiahoz viszonyitva normoglikémiaban csokkent az Ins?2
mRNS molekulak szdma (14 + 3) egyetlen neurogliaform sejtben (n = 5, p < 0,008) ¢és ez
sejtenként tovabb csokkent hipoglikémiaban (7 £ 4; n = 5, p < 0,04). Ezzel ellentétben a
homeosztatikus riboszomalis S18 fehérjét kodolo Rps/8 mRNS-ek masolatai hasonlo
szamban voltak jelen a neurogliaform (n = 16, 65 + 18), a piramis (n = 14, 63 £ 26) és a
gyorsan tiizeld sejtek esetében (n = 15, 61 + 25) fliggetleniil a kiils6 gliikoz koncentraciotol.
Tovabbi kontroll kisérletként gliasejtekben (n = 5 és 4) is meghataroztuk az Rps18 (26 £ 6) és
az Ins2 (1 + 0,8) mRNS-ek szadmat; mind az Rps18 (p < 0,01), mind az /ns2 (p < 0,04) mRNS-
ek kopiaszama kevesebb volt, mint a tesztelt hiarom neuron tipus barmelyikében. A
gliasejtekben mért mRNS alacsony kdpiaszamok ugyanakkor kizarjak a kisméretli sejtekben
potencialisan eléforduldé DNS szennyezés jelenlététét kisérleteinkben. Megismételtiik mind
Rpsi8, mind Ins2 esetén hagyomdnyos és digitalis PCR kisérleteinket reverz transzkriptaz
reakcid nélkiil is, de nem taladltunk amplifikaciot és PCR-termékeket, ami azt jelenti, hogy a

genomi DNS-amplifikacié elhanyagolhaté volt.



Inzulin felszabadulas azonositott neuronokbal

Az extracellularis glikozszint novekedése fiziologiai inditojelként miikkodhet az inzulin
felszabaditasdban az /ns2 mRNS-eket tartalmazo neurogliaform sejtek szdmara. E hipotézis
teszteléséhez eloszor a kivilrél a rendszerbe adott inzulin elektrofiziologiailag mérhetd
hatésait kerestiik az agyszeletekben. Az inzulint extracellularisan olyan koncentracioban (100
nmol/l) alkalmaztuk, hogy az elektrofizioldgiai elvezetések helyénél néhdny nanomolos
koncentraciot érjiink el, figyelembe véve az extra- és intracellularis téraranyt (0,18) és a szelet
belsejébe jutashoz sziikséges ~140 um-es diffuziot. Az inzulin reverzibilisen csokkentette a
spontan EPSC-k gyakorisagat (13,0 £ 9,4 Hz-r61 7,3 £ 5,5 Hz-re, n = 16, p < 0,001) ¢és
amplitadojat (12,1 + 8,13 pA-rél 10,1 £ 6,28 pA-re, n = 15, p < 0,005). A neokortikalis
neuronokon mind a hipoglikémia (0,5 mmol/l), mind a specifikus inzulin receptor antagonista
S961 (20 nmol/l) alkalmazasa megakadalyozta az inzulin hatasat (12,2 + 8,6 Hz és 12,5 +
9,47 pA). Annak eldontésére, hogy a neurogliaform sejtek utanozzak-e a kivilrél bevitt
inzulin reverzibilis hatasat, hipoglikémias (0,5 mmol/l) koriilmények kozott lokalisan
hiperglikémids extracellularis oldatot (10 mmol/l) juttattunk a neurogliaform sejtek
sejttestjéhez, mikdzben a spontan EPSC-k gyakorisdgat mértiik a neurogliaform sejt
kozelében elhelyezkedd neuronokon (n = 5 piramissejten, n = 4 gyorsan tiizel6 kosar és n = 1
axo-axonikus sejten, az adatokat 0sszevontuk, mivel nem talaltunk kiilonbséget a sejttipusok
kozott). A kontrollhoz viszonyitva a spontdan EPSC-k gyakorisaga (9,0 + 8,3 Hz) a
neurogliaform sejtekre lokalisan érkezd hiperglikémias oldat érkezését kovetéen 2,4 + 1,6 Hz-
re csokkent a kozelben elhelyezkedd sejteken (n = 10, p < 0,004). Amikor a neurogliaform
sejteken a helyi hiperglikémia el6tt S961-et (20 nmol/l) alkalmaztunk, a spontan EPSC-k
gyakorisaga a kornyez6 sejteken valtozatlan maradt (8,7 + 2,9 Hz és 8,6 + 22 Hz,n=7,p =
0,47). A lokalisan neurogliaform sejtekre alkalmazott gliilkdéz kornyezo sejteken mért hatasa
az Y-kinaz jelatviteltol fliggott, mert a szomszédos piramissejtekben intracelluldrisan
alkalmazott 5 uM lavendustin megakadalyozta a gliik6z-indukalt spontan EPSC-k frekvencia
¢s amplitado csokkenését (6,67 + 5,84 Hz vs. 7,12 £ 5,76 Hz,n =5, p = 0,78 és 12,50 = 4,45
pA vs. 12,92 £ 3,16 pA, p = 0,44). Egyidoben végzett paros elvezetések 2/3 rétegi
piramissejtek és posztszinaptikus piramissejtek (n = 5) vagy posztszinaptikus gyorsan tiizeld
kosarsejtek (n = 4) kozott azt mutattak, hogy az inzulin csokkentette az egysejt eredetii EPSC
amplitadojat 7,18 £ 5,02-r61 4,61 + 3,72 pA-ra (n =9, p < 0,004), de a paros pulzus arany
stabil maradt (0,82 £ 0,34 ¢és 0,84 + 0,36, p = 0,97), ami posztszinaptikus hatdsmechanizmusra
utal. A fentiek szerint a neurogliaform sejtekre korlatozott helyi hiperglikémia inzulinreceptor
altal kozvetitett valaszokat valtott ki a kornyezd mikrohaldzatban, ami megegyezett a kiviilrdl

bevitt inzulin hatasaval.



A neurogliaform sejtek inzulinszerii hatasat eredményez6é mechanizmusok

Korabbi vizsgalatok szerint az ATP-érzékeny kalium csatorna (Katp) blokkolo glibenklamid
jelenlétét a neurogliaform sejtekben interneuronokon mar alkalmazott eljarasok segitségével.
Hipoglikémids koriilmények kozott, ahol a Kapp csatorndk csak részlegesen aktivak az
alacsony gliikkdzkoncentracié (0,5 mmol/l) miatt, az extracellularisan adott glibenklamid (20
uM) hatasara neurogliaform sejtekben (n = 8) a Karp csatornak aram-fesziiltség jellemzdinek
megfeleld, a kalium-egyensulyi potencial kozelébe esd fordulasi potenciallal (-96,6 + 2,9 mV)
rendelkez0 aramokat mértiink. Az extracellularis glibenklamid (20 uM) ezen talmenden a
neurogliaform sejtekben megemelte az intracellularis Ca”*-koncentraciot, amelyet az OGB-1
fluoreszcencia valtozdsai alapjan észleltink 50 masodperces iddablakokban 100-150
masodperccel az glibenkalid alkalmazasa elétt, illetve utan mérve (n =5, 1,6 = 0,4%, AF/Fy, p
< 0,01). Amikor a glibenklamidot (20 pM) hipoglikémiaban (0,5 mmol/l) lokalisan a
neurogliaform sejtek sejtestjére juttattuk, a spontan EPSC-k gyakorisdga a kornyezd
piramissejteken (n = 5) és a gyorsan tlizeld kosarsejteken (n = 5) csokkent (11,3 + 7,3 Hz-rdl
6,1 £ 5,3 Hz-re) és ezt a hatdst S961 (20 nmol/l) megforditotta (n = 11, 9,2 £ 6,2 Hz, p <
0,001). Amikor az S961-et glibenklamid eldtt alkalmaztuk, a spontin EPSC-k gyakorisaga
valtozatlan maradt (8,5 + 7,8 Hz, szemben a 9,7 + 10,0 Hz, n = 9, p = 0,47). A
glibenklamiddal lokélisan kezelt neurogliaform sejtekben intracellulérisan alkalmazott Ca*'-
kelator BAPTA (4 mmol/l) szintén megakadalyozta a spontan EPSC-k gyakorisdganak
valtozésat (7,2 = 2,6 Hz versus 6,8 = 2,7 Hz, n = 9, p> 0,30), ami megerdsitette, hogy a
glibenklamid hatisa Ca’'-fiiggd volt. A neurogliaform sejtek elérhetik a GABAB
receptorokat, de a GABAB blokkolds CGP35348-cal (40 uM) nem akadalyozta meg a
glibenklamid szuppressziv hatasat a spontan EPSC-k gyakorisagan (10,4 + 2,8 Hz, 8,5 £ 3,4
Hz, n =35, p <0,01). Az egysejtes digitalis PCR-rel mért alacsony /ns2 RNS kopiaszdmmal
Osszhangban nem észleltiink hatast a kornyezd piramissejtek (n = 14) vagy gyorsan tiizeld
kosarsejtek (n = 6) spontan EPSC frekvencidin, ha a glibenklamid lokalis alkalmazasat
neurogliaform sejtek helyett a piramissejtekre (n = 11, 9,5 £ 4,5 Hz, illetve 9,1 + 3,8 Hz, p =
0,76) vagy gyorsan tiizeld kosarsejtekre (n =9, 7,4 + 2,8 Hz, illetve 7,1 + 2,7 Hz, p = 0,65)
céloztuk. Ezt kovetéen radioimmunoassay segitségével megmértiik a neokortikalis
agyszeletek inzulintartalmat hipoglikémias (0,5 mmol/l) koriilmények kozott (60,4 £ 21,7 pg /
mg fehérje, n = 10), majd megismételtiik a kisérletet extracellularis glibenklamiddal (20 pM)
30 percig kezelt agyszeleteken is, amelyekben megndvekedett inzulinszintet észleltiik (80,8 +
17,5 pg / mg fehérje, n = 10, p < 0,04). A glibenklamid hatasara megnovekedett inzulin
szintet kizarolag az agyszeletekben helyben szintetizalt inzulin emelhette meg, ugyanis az
agyszelet készitési eljaras a véraramtdl €s a hasnydlmirigy eredetli inzulint6l izoldlta a

preparatumot. Mivel a glibenklamid lokélisan piramis €s gyorsan tiizeld interneuronokon



alkalmazva nem, neurogliaform sejtekre juttatva viszont képes volt inzulin receptor altal
kozvetitett hatast kialakitani a neuronhal6zatban, az agyszeletekben szintetizalt inzulin egy
rész¢ét neurogliaform interneuronok allithattak eld. Az agykéregben torténd inzulinszintézisre
tovabbi bizonyiték, hogy a normoglikémids (2,4 mmol/l) és hiperglikémias (10 mmol/l)
gliikozt tartalmazd ACSF-ben inkubalt agyszeletek megndvekedett inzulin tartalmat mutattak
a hipoglikémidhoz (0,5 mmol/l) viszonyitva (75,4 + 14,1 és 104,2 + 26,9 pg / mg fehérje, n =
10, p <0,05ésp <0,01).

A GLP-1 receptorok funkcionalis expresszidja és kapcsolodéo molekularis jellemzoi
azonositott neurogliaform sejtekben

Fenti kisérleteink Kimutattak, hogy a neurogliaform sejtekben az Ins2 gén expresszioja
valtozik az extracellularis gliikozkoncentracio fliggvényében, ami azt jelzi, hogy ezek az
agykérgi neuronok molekularis és funkcionalis szempontbol hasonlithatnak a hasnyalmirigy
béta-sejtjeire. A GLP-1 receptorok eldsegitik az inzulin szekréciot a hasnyalmirigy béta-
sejtjein, és ezeknek a receptoroknak az inzulint felszabaditd6 neuronokon vald expresszidja
terapias jelentéségli lehet. A GLP-1 receptorok expresszigjat elektrofizioldgiailag és
anatomiailag azonositott neurogliaform sejtekben detektaltuk egysejtes digitalis PCR (n = 11)
alkalmazasaval, referenciaként az S18 (mas néven Rps18) haztartasi gént valasztottuk. Ezen
talmenden hipo- (0,5 mmol/l) és hiperglikémiaban (10 mmol/l) 6sszehasonlitottuk a Glplr
MRNS kopiaszamat neurogliaform sejtekben és megallapitottuk, hogy a masolatok szama
hiperglikémiaban 9,6-szeresére nétt, ha normalizaltuk a haztartasi S18 gén masolatainak
szamahoz (0,0457 + 0,0427 ¢s 0,0048 + 0,0066; p < 0,008).

Ezt kovetden megkérdeztiik, hogy a GLP-1 receptorok ¢és az inzulin egyiittes
kimutatasa lehetséges-e€ ugyanazon neurogliaform sejtekben. Egysejt alapu digitalis PCR-
modszeriink legfeljebb két gén mRNS kopiaszamanak pontos mérését teszi lehetévé, igy a
haztartasi S18 gént helyettesitettik az Ins2 génnel a GLP-1 receptor és az inzulin
koexpresszid tesztelésére. Hasonldan a hasnyalmirigy béta-sejtekhez, a neurogliaform sejtek
koexpresszaltak az Ins2 és a Glplr gének mRNS-eit. Hiperglikémidban (n = 5) a tesztelt
neurogliaform sejtek mind az Ins2 (8,60 + 3,97), mind a Glplr (8.40 + 4.47) esetén magasabb
mRNS kopiaszamot mutattak, mint a hipoglikémiaban vizsgalt neurogliaform sejtek (n = 5;
2,60 = 1,34 és 0,80 + 1,30, p < 0,037 és p < 0,016). A kiils6 gliikozkoncentracié tehat
befolyasolja az inzulin és a GLP-1 receptorok egyiittes expresszidjat a neurogliaform
sejtekben. Ezek az adatok ugyanakkor megerdsitik a neurogliaform sejtekben haztartasi
kapcsolatos fenti eredményeinket.

A GLP-1 receptorok funkcionalis expresszidjanak megerdsitése céljabol a GLP-1

elektrofiziologiailag €s anatdomiailag azonositott neurogliaform sejtekre gyakorolt hatasat



teszteltiik hiperglikémias extracellularis gliikkoz koncentracié alkalmazasaval. A teljes sejtes
konfiguracioban végzett patch clamp vizsgalatokban a —90 mV-0s tartopotencialhoz
sziikséges aram mérése extracellularis GLP-1 (100 nmol/l) alkalmazasa el6tt (—228 + 39 pA, n
= 11), alatt (-194 + 49 pA, n = 11) és utan (214 £ 55 pA, n = 7) kimutatta a tartoaram
csokkenését (p < 0,003), amely a kimosas utan reverzibilis volt (p < 0,022). A GLP-1
receptor-specifikus antagonista exendin-3(9-39) (1 pmol/l) elékezelés hatékonyan blokkolta
az azonositott neurogliaform sejtek valaszat (n = 7) a GLP-1 alkalmazasara (- 171 + 39 pA vs
—166 + 32 pA; p = 0,205), tovabba hipoglikémias koriilmények kozott a neurogliaform
sejtekben (n = 6) a GLP-1 alkalmazasa soran a tartoaram valtozasa nem kovetkezett be (—201
+ 59 pA vs —204 £+ 58 pA; p = 0,401). A neurogliaform sejtekben tehat az egysejt alapu
digitalis PCR altal detektalt, de a haztartasi génhez viszonyitva alacsony mRNS kopiaszamok
elegendéek ahhoz, hogy a neurogliaform interneuronokban funkcionalis GLP-1 valasz legyen
mérheto.

A GLP-1 receptorok és inzulin egyiittes expresszidja a neurogliaform sejtekben
potencidlisan szélesebb molekuldris hasonlosagra utalhat a hasnydlmirigy béta-sejtjei €és az
agykéreg neurogliaform neuronjai kozott. Korabbi vizsgalatok Osszefiiggésbe is hoztak a
hasnyalmirigy endokrin sejtjeire és az agyi neuronokra jellemz6 egyedfejlodési utvonalakat.
Ennek nyoman azonositott neurogliaform sejteken (n = 5) a béta-sejtek fejlédésében fontos
transzkripcios faktorok expresszidjat mutattuk ki egysej alapu digitalis PCR-rel
hiperglikémiaban (Pdx1, Isl1 és Mafb kopiaszam S18-hoz normalizalva: 0,0755 + 0,0395,
0,0218 £ 0,0057 és 0,0279 £ 0,0254). Végiil szignifikansan alacsonyabb normalizalt mRNS-
szamokat detektaltunk a Pdx1 és az Isll esetén hipoglikémiaban (n = 5; 0,0073 £+ 0,0163,
0,0051 +0,0072; p < 0,037 és p < 0,016).

MEGBESZELES

Inzulin expresszio és felszabadulas az agykéreg interneuronjaiban

A neurotranszmitterek azonositasara szolgald tankonyvi modszer szerint a neurogliaform
sejtek a kivlilrél bevitt inzulin reverzibilis hatasat produkaljak egy olyan anyag
felszabaditasdval, amelyet specifikus receptor antagonistdja alapjan  inzulinként
azonositottunk. Részeletesen maig nem ismert, hogy a peptidek miként szabadulnak fel az
agykérgi interneuronokbol. Kimutattak, hogy a neuropeptid felszabadulas fiigg a dendritikus
Ca®" koncentracio emelkedésétSl, de nem feltétleniil igényel szomatikus hatast. Az inzulin
felszabaduldsanak hidnya szomatikus akcids potencidlok megléte mellett arra utal, hogy
sziikség lehet a helyi dendritikus elektrogenezisre, valdsziniileg valaszul a neurogliaform

dendritekre fokuszaltan érkezd serkentd bemenetekre. A neurogliaform sejtek akcids
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potencialjai nem csokkentették az spontan EPSC-ket a GABA receptor és az NPY receptor
blokkolds soran a szomszédos ¢és szinaptikusan kapcsolt sejteken (ezen adatainkat nem
mutattuk be). Ugyanakkor a gliik6zszint helyi valtozasa ¢€lettanilag relevans koncentraciokban
vagy a glibenklamid célzott alkalmazésa a neurogliaform sejteken akcios potencidlok nélkiil is
inzulin receptor altal kozvetitett hatas kialakitasara volt képes. A glibenklamid (4,2 £ 1,4 mV,
n=235p<0,02)és a glikéz (4,4 + 0,6 mV, n = 8, p < 0,04) depolarizalta a neurogliaform
sejtek szomajat, amely funkcionalisan kompatibilis a Ca®" bevitellel. Ez arra utal, hogy az
agykérgi GABAerg sejtek hozzajarulhatnak a helyi inzulin felszabadulasdhoz olyan
koriilmények kozott, amikor a hasnyalmirigy inzulinellatasa atmenetileg vagy tartosan nem

felel meg a sziikségletnek.

GLP-1 receptorok jelenléte inzulin expresszalé neuronokban

Eredményeink igazoljak a GLP-1 receptor expresszidjat olyan idegsejtekben, amelyekrol
ismert, hogy az agykéregben inzulint szabaditanak fel. A hiperglikémia noveli a GLP-1
receptorok expresszidjat a neurogliaform sejtekben, ami arra utal, hogy az endogén inkretinek
¢s a terapids GLP-1 receptor agonistak hatdssal lehetnek ezekre a neuronokra, hasonldan a
hasnyalmirigy beta-sejtjeihez. Emellett olyan transzkripcios faktorokat (Pdx1, Isll, Mafb)
¢észleltiink a neurogliaform sejtekben, amelyekrdl ismert, hogy az egyedfejlédés alatt fontosak
a béta-sejtek kialakulasaban.

A GLP-1-inzulin kolcsonhatds donté génje, az Ins2, szignifikans eltéréseket mutat
kiilonféle agykérgi sejttipusokban hasonlo kisérleti koriilmények kozott, ezért a vizsgalatba
bevont interneuron tipus(ok) azonositisa elengedhetetlen az eredmények megfeleld
értelmezéséhez. Kombinalt elektrofiziologiai, neuroanatdémiai és molekularis technikdink
lehetove tettek szamunkra, hogy figyelemmel kisérjiik az extracelluléris gliikozkoncentracio
kisérletesen szabdlyozott valtozdsaival Osszefliggd transzkripciés valtozasokat, és
meghatdrozzuk az mintdnkban szerepldé valamennyi neuron tipusat. Kevés az irodalmi adat
azonositott neuronok transzkripcids valtozasairdl a gliikozkoncentracio fiiggvényében, de az
eredmények egybeesnek a tekintetben, hogy Ins2 és Glplr mRNS-ek neurononkénti tiz
kopidja funkciondlisan mérhetd hatasi. A funkcionalis GLP-1 receptor valasz expresszios
kiiszobértéke tigy tiinik, hogy magasabb sejtenként ketté kopia Glplr mRNS-nél, amit
alacsony kiilsé gliikdzkoncentracié esetén detektaltunk. Ez arra utal, hogy génchip vagy qj
generacios szekvenalasi technikak altal észlelt alacsony expresszios szintekkel rendelkezd
géneket, amelyek potencialisan érdekesek az inzulin/inkretin hatasban, funkcionalis
kisérletekben is érdemes tesztelni.

Az azonositott neurogliaform interneuronokban az Ins2 ¢és Glplr gének
expresszidjanak egyiittes modulacidja azt sugallja, hogy a GLP-1 altal indukalt fokozott
inzulin felszabadulasra klasszikusan a hasnyalmirigyben leirt mechanizmusok az agyban is
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mitkodhetnek. A glibenklamid alkalmazasa, amelyrél ismert, hogy elGsegiti az inzulin
felszabadulasat a hasnyalmirigy béta-sejtjeibdl, sikeresen kivaltotta az inzulin felszabadulasat
a neurogliaform sejtekbdl. Bar az endogén inkretinek vagy mas GLP-1 receptor agonistak
kozvetlen hatdsa a neuronalis inzulin felszabadulasaban tovabbi kisérleteket igényel, a GLP-1
hatas modja és a valaszok polaritasa valoszintileg sejttipus-specifikus. A neurogliaform
sejtekben a GLP-1-re adott kimend iranyu aramvalasz a vizsgalatainkban alkalmazott
tartopotencidlon arra utal, hogy a GLP-1 receptorok aktivdldsa a szomatikus K'-csatornak
megnyitasahoz vezet, amelyek valoszintileg GABAB receptorokhoz kapcsolodnak hasonloan
hipotalamusz neuronjaiban GLP-1-re adott valaszhoz. Figyelembe véve a GLP-1 hatasat a
hippokampalis piramissejtekre érkezd szinaptikus €s tonusos gatldo aramok fokozasaban, és
ismerve az extraszinaptikus GABAA receptor delta alegységek magas expresszidjat a
neurogliaform sejtek kozbensd és tavoli dendritjein, nem zarhatjuk ki annak a lehetdségét,
hogy eredményeink a disztalis dendriteken talalhatd GABAA csatornak aktivalodasat is
tikrozik. A GLP-1 altal a neurogliaform sejteken indukalt tonusos GABAA aramok
Osszhangban vannak a neurogliaform sejtek szinaptikus és extraszinaptikus gatlasban valo
részvételével, amit tovabb erdsithet az inzulin tonusos gatlast segitd hatdsa, ami GABAA
receptorok sejfelszinre keriilésével valosul meg. Még nem tisztazott, hogy a neurogliaform
sejtek fogadnak-e bemenetet az agytorzs GLP-1 felszabaditd neuronjaibol; azonban
lehetséges, hogy a bélbdl szarmazd GLP-1 vagy a terapids GLP-1 receptor agonistak elérik az
agykérget a vér-agy gaton keresztiil, hasonléoan a nativ GLP-1-hez, és modosithatjak a

neurogliaform sejtekb6l az inzulin felszabaditasat.

A hasnyalmirigy beta-sejtjei és az agykéreg neurogliaform sejtjei

Az irodalomban felmeriilt az ontogenetikus utvonalak rokonsaga a hasnyalmirigy endokrin
sejtjeit és az idegsejteket illetéen. A neurogliaform sejtekben tesztelt korlatozott szamu
transzkripcios faktoron alapuld eredményeink tamogatjak ezt az elképzelést. A Pdx1 kozponti
szerepet jatszik a hasnyalmirigy egyedfejlodésében és a béta-sejtek progenitor sejtekbol
torténd differencialodasaban. A GLP-1 béta-sejt proliferaciora és szekrécidos funkciora
gyakorolt hatasa fiigg az inzulin jelatviteli Gtvonal fehérjéivel valdo koélcsonhatasoktol és
transzkripcios faktorok, mint példaul a pankreatikus és duodenalis homeobox 1 (PDX1),
modulacidjatol. Emiatt a neurogliaform sejtekben meglévé Glplr és Pdx1l koexpresszio a
Hasonloképpen az ISL1 (insulin gene enhancer binding protein, islet factor 1) expresszioja
ismert a fejlédé hasnyalmirigybdl és a kozponti idegrendszerbdl. Egylittmiikodésben a
BETA2 transzkripcios faktorral, az ISL1 aktivalja az inzulin promotert a béta-sejtekben,

crcr

interneuronok differencialédasahoz. A Mafa és a Mafb gének szerepe a béta-sejtekben donté
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fontossagu az egyedfejlédés soran (Mafb) és a felnéttkorban (Mafa egérben, illetve MAFA és
MAFB emberben). Kisérleteink neurogliaform sejtekben megerdsitik a MAFB széles korben
elterjedt expresszidjat, amelyet kordbban a fejlodé ¢és differencialt neokortikalis
interneuronokban mutattak ki. Eredményeink arra utalnak, hogy az agykéreg inzulint és GLP-
1 receptort expresszaldé neurogliaform interneuronjai részben rendelkeznek az inzulin-
szintetizal6 hasnyalmirigy béta sejtek fejlodésében szerepet jatszo transzkripcids

eszkozkészlettel.

Neuronbdl szarmazé inzulin alapu terapia

Kisérletink alapjan a glibenklamid hatékony a neuronokbdl torténd inzulin felszabaditasban,
ezért a hasnyalmirigy béta-sejtjeibodl inzulin felszabadulasat eldsegité anyagok agyba juttatasa
a terapiasan is fontos lehet. Az Alzheimer-kor altal érintett kulcsfontossagu teriileteken,
példaul a hippocampusban és a neocortexben egy még nem tesztelt terapias stratégia lehet az
az inzulin felszabadulasanak fokozasa idegsejtekbdl vagy az inzulint lokalisan expresszald
neuronalis progenitorokbol. A szulfonilureak mellett az inkretinek tobb okbdl is a tesztelend6
molekuldk igéretes csoportjat képviselhetik. A hippocampus €és a neocortex neuronjaiban
expresszalodnak a GLP-1 receptorok, kisérleteink pedig kimutattak a GLP-1 receptorok
expressziojat inzulin expresszalé neuronokon. Erdekes modon a GLP-1 agonistak hatisa az
inzulinéhoz hasonl6 a tonusos gatld GABAerg aramokra, ami hipotetikusan GLP-1 receptor
altal kozvetitett inzulin felszabadulasra utal. Az agytorzsben GLP-1 termelédik, ezért a
kozponti idegrendszerben szintetizalt GLP-1 a vazolt mechanizmusokon keresztiil hatékony
lehet az agyi inzulin szintézisben. Azonban a bél L-sejtjei altal termelt GLP-1 athalad a vér-
agy gaton, igy a perifériabol érkez6 inkretinek is fokozhatjak agyi neuronokbol az inzulin
felszabadulast. Kiemelendd, hogy ezek k6zé a periférias inkretinek kozé tartoznak a 2. tipusu
diabetes mellitusban receptre felirt GLP-1 analogok is. Felvetjiik, hogy a GLP-1 receptor
analog alapu terapia altal okozott testsulycsokkenés (amely elsdsorban a gyomortirités
gatlasanak tulajdonithatd) tovabbi szinergikus komponenst tartalmazhat az agy neuronjaibodl
szarmazd GLP-1 receptor altal kozvetitett inzulin felszabaduldson keresztiil. Képalkotd
vizsgalatok szerint ugyanis a prefrontalis kéreg fontos az emberi taplalékfelvétel gatld
szabalyozasaban és emberi agyszelet kisérletek kimutattdk, hogy a neurogliaform sejtek széles
korben gatoljak a prefrontdlis mikrohalozatokat. A GABAerg interneuron szubpopuldciok
szelektiv részvétele valdsziniisitheté neurodegenerativ betegségekben is. Tekintettel arra,
hogy a GLP-1 receptor agonistak a traumatikus agykarosodas, az Alzheimer-koér és a
Parkinson-kor modelljeiben a neurodegeneracié elleni terapiaban hatékonyak lehetnek, a

GLP-1 receptor altal kozvetitett inzulinszintézis forgatokonyve kiterjeszthetd az emlitett

crer
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A bizonyiték az agyi inzulin szintézisre felveti azt a kérdést, hogy az agybol szarmazo
inzulint hasznalhatjuk-e az 1. tipusi diabéteszben a periférids inzulin helyettesitésére. Az
agyban szintetizalt inzulin nem valdszinii, hogy athalad a vér-agy gaton az agy-vér irdnyban a
intranazalis inzulinadagolds ugyanis nem noveli a plazma inzulinszintjét. Egy alternativ
megkozelités az inzulin-expresszald neuronok vagy neuralis progenitor sejtek autolog graftjait
hasznalhatja az elvesztett hasnyalmirigy béta-sejtek helyettesitésére. A cukorbetegség neuron-
vagy neuralis 6ssejt-alapu terapiaja olyan kisérleteken alapulhat, amelyeket feln6tt agybol
izolalt, a béta-sejteket funkcionalisan helyettesité neuralis Ossejtekkel végeztek. A gyrus
dentatus vagy a szaglogumé inzulint expresszald neuralis Ossejtjeit transzplantaltak
kozvetleniil diabéteszes patkanyok hasnyalmirigyébe, ahol a hasnyalmirigy niche a neuronalis
Ossejteket Wnt szignalizacid utjan atprogramozza az inzulin expresszalasara. Az 1. és a 2.
tipusu cukorbetegség allatmodelljeiben (streptozotocin indukalt, illetve Goto—Kakizaki
patkany) az atiiltetett dssejteksejtek ttléltek, hossza ideig inzulint termeltek és drasztikusan
csokkentették a vércukorszintet. E modszer emberi cukorbetegségre alkalmazasanak terapias
jelentdsége jelentds, mert nincs sziikség genetikai manipuldciora, és az eljards megkeriili a
daganatképz6 pluripotens Ossejteket és a kronikus immunszuppresszioval kapcsolatos

aggalyokat.

OSSZEFOGLALAS ES KOVETKEZTETESEK

Az inzulin hatdsa nem korlatozodik a periférias szervekre. A periféridn leirt inzulinreceptorok
¢s jelatviteli tutvonalak a kozponti idegrendszer szdmos funkciojdban részt vesznek.
Altaldnosan elfogadott, hogy a hasnyalmirigy béta-sejtjei altal fiziologias koriilmények kozott
eldallitott vagy az Alzheimer-korban terapias céllal alkalmazott intranazalis inzulin eléri az
agykéreg idegsejtjeit. A periférias inzulin lassan jut el az agyban talalhat6 neuronok kozelébe,
Osszhangban a idegi halozatok hosszl tavi homeosztatikus szabalyozasaval. A kdzelmultban
végzett munka megmutatta, hogy az agykéregben is szintetizalodik inzulin. A neuronbdl
szarmazo6 inzulin képes a szinaptikus és mikrohalozati mechanizmusok gyors modulalasara és
feltevésiink szerint szabalyozza az idegi haldézatok metabolikus igény szerinti energia
homeosztazisat. Eredményeink igazoljak a GLP-1 receptorok funkcionalis expresszidjat olyan
agykérgi idegsejtekben, amelyek inzulint szabaditanak fel. A hiperglikémia ndveli a GLP-1
receptorok expressziojat ezekben a neurogliaform sejtekben, ami arra utal, hogy az endogén
inkretinek ¢és a terdpids GLP-1 receptor agonistdk hasonld hatassal lehetnek ezekre a

neuronokra, mint a hasnyalmirigy béta-sejtjeire. Javaslatunk szerint érdemes olyan 1j terapias
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stratégiakat megfontolni, amelyek a GLP-1 agonistakon keresztiil az agyban modulaljak az

idegsejtek inzulintermelését cukorbetegség, elhizas neurodegenerativ betegségek esetén.
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