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Roviditések jegyzeke

AB:
ACE:
ACE2:

ACSF:

Ang (1-7):

Ang A:
Ang I
Ang Il
Ang Il
Ang IV:
AMPA:
AP-A:
AP-N:
ATIR:
AT2R:
AT4R:
ATP:
BDNF:
CaMK:
CAMP:
CCK:
CREB:
D1R:

D2R:

béta-amiloid

angiotenzin-konvertald enzim
angiotenzin-konvertalé enzim-2
mesterséges cerebrospinalis folyadék
angiotenzin (1-7)

angiotenzin A

angiotenzin |

angiotenzin 11

angiotenzin 11l

angiotenzin 1V
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propansav
aminopeptidaz A

aminopeptidaz N

1-es tipusu angiotenzin-receptor

2-es tipusu angiotenzin-receptor
angiotenzin 1V receptor
adenozin-trifoszfat

idegi novekedési faktor
kalcium/kalmodulin fiiggd protein kinaz
ciklikus adenozin-monofoszfat
kolecisztokinin

CAMP-reszponziv elem kotd fehérje
dopamin 1 receptor

dopamin 2 receptor



DC:
EAAT:
EGTA:
EPSP:
ERK 1/2:
GABA:
GADG6T:
GFAP:
GLUT4:
GTP:
HEPES:
HGF:
HRP:
IBAL:
IC:

IL-6:
IRAP:
KA:
KIR:
LDP:
LTP:
MAPK:
MCP-1:
mAChR:

MasR:

dekarboxilaz

excitadtoros aminosav transzporter
bis-aminoetil-glikoléter-tetraecetsav
excitatorikus posztszinaptikus potencial
extracellularis szignal-regulalt kinaz1/2
y-aminovajsav

glutamat dekarboxilaz 67 kDa izoforma
glialis fibrillaris savas fehérje

gliikoz transzporter 4
guanozin-trifoszfat
N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-ctanszulfonsav
hepatocyta névekedési faktor
tormaperoxidaz

ionizalt Ca?*-kot6 adapter molekula 1
intracellularis

interleukin-6

inzulin-regulalt aminopeptidaz

kainat

kozponti idegrendszer

hosszl tava depresszio

hosszl tava potenciacio
mitogén-aktivalt protein kinaz
monocyta kemoattraktans fehérje 1
muszkarinos acetil-kolin receptor

Mas receptor



mEa: monoklonalis ellenanyag

mEPSC: mini excitatorikus posztszinaptikus aram
MGIuUR: metabotrop glutamat receptor

MrgD: Mas-szerti G-fehérje-kapcsolt receptor
nAChR: nikotinos acetil-kolin receptor

NEP: neutralis endopeptidaz

NF-«kB: nuklearis faktor-kappa B

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NMDAR: N-metil-D-aszpartat receptor

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid szintdz

PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid
PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor 1

PBS: foszfatpufteres sooldat

PCP: fenciklidin

PFC: prefrontalis kéreg

pEa: poliklonalis ellenanyag

PKC: protein kinaz C

PLC: foszfolipaz C

RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
RAS: renin-angiotenzin rendszer

SP: P-anyag

TNFa: tumor nekrozis faktor

TTX: tetrodotoxin

VGLUT: vezikuldris glutamat transzporter



VTA: ventralis tegmentalis area



1. Bevezetés

1.1. Altalanos bevezetés

A prefrontalis kéreg (PFC) a magasabb rendii kognitiv funkcidokban jelentés szerepet
jatszo agyteriilet, amely fiziologiasan példaul az emlékezetben és a tanulasban jatszik
szerepet, patologias vonatkozasai pedig tobbek kozott a demencidkban és a
szkizofrénidban nyilvanulnak meg. A glutamat az excitatoros szinaptikus ingeriiletatvitel
f6 neurotranszmittere, viszont talaktivitdsa apoptozishoz és neurodegeneracidhoz
vezethet. A neurodegenerativ folyamatok meghatarozoak szamtalan kozponti
idegrendszeri (KIR) betegség patomechanizmusaban. Kutatdsomban a glutamaterg
rendszer kulcsfontossagu elemének, az N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptor
funkcidjanak  finomhangoldsadt szabalyoz6 mechanizmusokat tanulméanyoztam.
Dolgozatomban a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) két komponensének,
az angiotenzin ll-nek (Ang II) és az angiotenzin IV-nek (Ang IV) az NMDA receptort
(NMDAR) modulal6 hatasat foglalom 6ssze.

A tovabbiakban réviden bemutatom az anatdémiai struktirat, a prefrontalis agykérget,
amin a kisérleteinket végeztiik. Beszélek az implikalt neuropszichiatriai koérképekrol, a
demenciakrol és szkizofrénidrdl. Részletezem a glutamaterg rendszert, kiemelve az
NMDA receptorokat, illetve a RAAS-t, kiilonds hangstlyt fektetve az Ang Il-re és az
Ang IV-re.

1.2. Prefrontalis cortex

A PFC emldsokben az agy anterior polusan helyezkedik el. Filogenetikai fejlddése soran
emberszabastiakban éri el maximumat mind relativ rddiusz, mind kognitiv képességek
terén. Citoarchitektoniai szerkezetét tekintve hat rétegii isocortex, a lateralis részén
granularis kéreg, jelzett IV. réteggel , az orbitomedialis részén agranularis kéreg, jol
fejlett V-VI. réteggel, a szélein pedig atmeneti szerkezet(i. Konnektivitas terén elsésorban
a nucleus dorsomedialis thalamibol kap reciprok afferentaciét, de rostokat valt a
diencephalonnal (thalamus, hypothalamus), mesencephalonnal, limbikus rendszerrel
(amygdala, limbikus cortex) és az agykéreg mas teriileteivel is, illetéleg Onallo

efferenseket kiild a bazalis ganglionokba és a nuclei pontisba [1, 2]. Neurokémiai



szempontbol a KIR legtobb neurotranszmittere megtalalhatdé itt is: glutamat,
y-aminovajsav (GABA), noradrenalin, dopamin, szerotonin ¢s acetil-kolin. A zo6na
miikodésében legfontosabbnak tarthatd receptoraik az NMDA ¢és a GABAA receptorok
(munkamemoriaban van szerepiik), illetve legjelentésebbnek mondhat6 palyaik a locus
coeruleusbol jové noradrenerg traktusok (kognitiv funkcidoban van jelentdségiik), a
ventralis tegmentalis areabdl (VTA) a mesocortikalis dopaminerg palya (motivacidban és
a jutalmazasi rendszerben vesznek részt), a raphe magvakbol induld szerotoninerg
utvonalak (impulzuskontrollban jatszanak szerepet) €és a formatio reticularisbol, n. basalis
Meynerti-bol érkez6 kolinerg beidegzés. Tovabba szabalyozd szereppel az alabbi
neuropeptideket is leirtak: szomatosztatin, P-anyag (SP), kolecisztokinin (CCK),
angiotenzin ¢és neurotenzin [3]. Funkcionalisan a nagyagy harom asszociacios
kéregrészének egyike. Végrehajto, tag értelemben vett motoros kéreg: orbitolateralisan
inkébb szomatomotoros, a kogniciot szolgalja, orbitomedialisan inkabb visceromotoros,
emodciokban vesz részt. Fiziologidsan szerepe van (1) az oOsszetett és/vagy uj,
célra-iranyulé mozgasok tervezésében, szervezésében, ezek neuronalis halozatokban,
célra-iranyulé mozgasok végrehajtasahoz sziikséges, belso reprezentaciora iranyulo
fenntartott figyelemben. Ez harom részbdl all 6ssze, a (2.1) munkamemériabol: a
mozgas tervezéschez, szervezéséhez sziikséges memoria halozatok 1ddszakos
aktivaciojabol. A (2.2) ,,preparatory set”-bol: a cselekvés végrehajtasahoz sziikséges
struktirdk el0készitésébdl. Azaz a kozelmult és a kozeljovo (2.1 és 2.2) iddbeli
kiilsd és belso interferencia gatlasabol. Tovabba szerepe van a (3) dontéshozasban: akar
egyszerl, akar Osszetett cselekvések végrehajtasanak eldontésében, kockézatelemzésben,
,»cost-benefit” becslésben, ,,valoszinliségszamitasban™. S6t filozofiai vonatkozasokban a
tudat és a szabad akarat kérdéskorét is érinti [4, 5]. Mivel az 6regedési folyamatok,
atrophia elészor ezen az agyteriileten jelentkeznek és patologias folyamatokra,
neurodegeneraciora a vulnerabilitas itt a legnagyobb, nagy klinikai jelentdséggel is bir.
Neuropszichitatriai implikacioi elsésorban a demenciak, ahol a dopaminerg és kolinerg
innervaci6 megfogyatkozasa, helyi piramissejtek pusztulasa jellemzd. Illetve a
szkizofrénia, mely hatterében a dopamin, GABA, szerotonin, glutamat és noradrenalin

rendszerek KIR-i fejlédést €s miikodést érintd Oroklott vagy szerzett elvaltozasai



allhatnak. Tovabba felmeriilt szerepe a gyermekkori figyelemzavarokban és
addikciokban is, ahol dopamin €s az utobbi esetében noradrenalin, GABA, glutamat és

szerotonin deficitet is megfigyeltek az orbitomedialis kéregben [3, 6].

1.3. Neuropszichiatriai korképek

1.3.1. Demenciak

Vilagszerte tobb mint 55 millié ember szenved demencidban ¢és kdzel 10 millio 1) esetet
diagnosztizalnak évente. A demencia a vezetd halalozasi okok kozott a hetedik és egyik
f6 oka a rokkantsagnak, gondnoksag ala helyezésnek [7]. A szindroma patogenezisét
alapvetéen neurodegeneracid okozza, amelynek hatterében kiilonb6zd patofiziologidk
allhatnak. Leggyakoribb fajtai az Alzheimer-kor, a vaszkularis demencia, a Lewy-testes
¢és a frontotemporalis demencia [8]. A demencidk kezelésében a betegséget érdemben
befolyasold, kifejezetten effektiv gydgyszerekre lenne sziikség, azonban a jelenleg

elérhet6 opcidk gyakorlatilag csak tiineti kezelések, limitalt effektivitassal [9].

1.3.2. Szkizofrénia

A szkizofrénia vilagszerte mintegy 24 millio embert érint [10]. A szkizofrénia kapcsan
megkiilonboztethetlink akut  szkizofrénia, kronikus szkizofrénia ¢és szkizoid
tiinetcsoportot, illetve szkizofrénia betegséget. A szkizofrénia betegség tiinetei BNO-10
szerint a gondolkodés zavarai, a kiilsd erdk altali irdnyitottsag, az érzékcsaldodasok, a
téveszmek, az érzelmi kozony, az asszociaciok fellazulasa, a pszichomotdérium zavara, az
inaktivitas, illetve a szocialis hanyatlas. Korokaban adopcios és ikervizsgalatok alapjan
az Orokletes és szerzett genetikai és biologiai faktorok meriiltek fel. Létezik szdmos
neurotranszmitter elmélet: leirtdk mar a mesocorticolimbikus dopaminerg palyarendszer
D: receptoron (D1R) alul-, D, receptoron (D2R) talmiikodését, a GABA alul- és
szerotonin (elsdsorban SHT?) tulmikodését, illetve a glutamat (leginkabb NMDA) és
noradrenalin szerepét is. Tovabba pszichodinamikus tedridk, €s csaladdi genezis is szoba
jottek. Diagnozisa elsdsorban tiineti, melyet pszichologiai tesztvizsgalatok (projektiv

tesztek (Rorschach, TAT) és kvantitativ tesztek (MMPI)) megerdsithetnek vagy
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megkérddjelezhetnek. A betegség jelentkezésekor belgyogyaszati és neuroldgiai
kivizsgalast, laborvizsgalatot és képalkotd eljarasokat is igénybe vesznek organikus
eredet kizarasa érdekében. Ellatasdban a negyvenes évektdl a legfontosabb az
elektrokonvulziv terapia volt. A hetvenes évektdl pedig a gyodgyszeres kezelés az
els6dleges: els6, masodik (és harmadik) generacids antipszichotikumokat, esetleg
littumot, antiepileptikumokat, benzodiazepineket, antidepresszansokat hasznalnak.
Kiegészitésként tovabba pszichoterapiak (magatartas, csalad-, ¢és szocioterapiak)
alkalmazhatok. Progndzisa altalaban kedvezotlen kimenetelli. A betegek tobb mint fele
rehospitalizacidra szorul. Az autondmia beszikiil, sulyos esetben kronikus institualizacio

valik sziikségessé. 15-20%-uk ongyilkossaggal fejezi be €letét [11].

1.4. A glutamaterg rendszer

A glutamat egy klasszikus neurotranszmitter. Strukturdja tekintetében kismolekulas
aminosav. Funkcidja vonatkozasaban excitatoros jelatvive. A glutamaterg rendszer a KIR
fo serkentd halozata [12]. A gerincesekben az Osszes szinapszis 50%-at, az excitatoros

szinapszisok 90%-at alkotja [13].

1.4.1. A glutamat szintézis, exocitdzis, reuptake és metabolizmus

A glutamat a vér-agy gaton nem jut at, a KIR-ben szintetizalodik [14]. A KIR-i
neuronokban a glutamindz enzim allitja el6 glutamin dezamidaldsa és o-ketoglutarat
transzaminalasa kozben. A vezikularis glutamat transzporter (vGlut) segitségével,
H*-gradiens terhére, kis, szinaptikus vezikuldkba keriil és itt tarolodik. Kelld nagysaga
ingeriilet hatdsara, Ca?*-fiiggd exocitdzis sordn szabadul fel a szinaptikus résbe, ahol
egyszerti diffuzioval éri el receptorait. Az astrocytdk Na*/H'/K*-fliggd excitatoros
aminosav transzportereikkel (EEAT) veszik vissza. Végiil a glutamin-szintetaz enzimiik

glutaminna alakitja ATP-ben tarolt energia felhasznalasaval [15].
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1.4.2. A glutamét receptorok

A glutamatnak 3 csoportba sorolt, 6sszesen 8 féle metabotrop receptora és 3 féle ionotrop

receptora ismeretes.

Az |. csoportba a mGluR1 és mGluRS5, a Il. csoportba a mGluR2 és mGluR3, a IIL
csoportba a mGluR4, mGIluR6, mGluR7 és mGIuR8 metabotrop receptorok tartoznak
[16]. Szerkezetiik tekintetében egy a ligandkotéhelyet tartalmazo extracellularis
N-terminalisbol, egy hét transzmembran doménbdl, illetve egy GTP-kot6 fehérjéhez
kapcsolddo intracellularis C-terminalisbol allnak [17]. Muikddésiik terén az 1. csoport
receptorai elsésorban Gq fehérjéhez kapcsolodva a foszfolipaz C-t (PLC) serkentik, a Il.

és II1. csoport pedig Gin -hoz kapcsolodva az adenilat-ciklazt gatolja [18].

a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole  propionat (AMPA), kainat (KA) ¢és
N-metil-D-aszpartat (NMDA) ionotrop receptorokat kiilonitettek el a szintetikus
agonistaik iranti affinitasuk alapjan [12]. A receptorok négy alegységbdl épiilnek fel,
kozépen ioncsatornat fogva kozre. Az alegységek tovabbi négy doménre tagolodnak:
extracellularis N-terminalisra, ligandk6té doménre, transzmembran szakaszra ¢és
intracellularis C-terminalisra. Miikodésiik tekintetében ligandfiiggd kationcsatornak, a
csatorna nyitott allapotaban befelé irAnyuld Ca®* és Na*, kifelé iranyulo K* aram folyhat

[19].

1.4.2.1. Az NMDA receptorok

Az NMDA receptor a glutamat kulcsfontossagl receptora. Sokaig tigy tartottdk, hogy
kizarolag idegsejteken fordul eld, de az elmult 35 év kutatasai alapjan gliasejteken is
kiemelt szerepe van [20]. Megtalalhatdé pre- és posztszinaptikusan, valamint

extraszinaptikusan egyarant [21].

1.4.2.1.1. Az NMDA receptorok struktaraja

Az NMDA receptorok is négy alegységbdl épiilnek fel. Az alegységek az extracellularis
N-termindlisbol, a ligandko6tdhelybdl, egy négy transzmembran doménbdl és az

intracellularis C-termindlisbol allnak. A kotéhelyet a transzmembran-1 eldtti szakasz és
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a transzmembran-3-4 domén kozotti hurok alkotja. A porust pedig a visszakanyarodo
transzmembran-2 domének [22]. A receptorok heterotetramerek. Haromféle alegységiik,
a GIuN1, GIuN2 és GIuN3, melyeknek tovabbi nyolc (1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4a, 4b), négy
(A, B, C, D) éskét (A, B) izoformaja ismert [23, 24]. A receptor alegységeinek osszetétele

meghatarozza a struktirajat, lokalizacigjat és funkciojat [25].

1.4.2.1.2. Az NMDA receptorok funkcidja

Miikodése terén mind az NMDAR aktivacidja, mind a hatasmechanizmusa eltér egy

atlagos ligandfiiggd ioncsatornaétol.

A ligandfiiggd receptorokat altalaban egy agonista aktivalja, mely jelen esetben is
megvan, nevezetesen a GIuN2 alegységen talalhato ortosztérikus kotéhelyhez kapcsolodo
glutamat, illetve tovabbi szubsztratok az aszpartat, homocisztein és NMDA is. Ezenfeliil
olykor el6fordulhat koagonista sziikségessége. Itt a glicin és D-szerin a koaktivatorok,
amiknek a GIluN1 és GIuN3 alegységen van kotShelyiik. A receptorok mikodését
modulatorok szabalyozhatjak. Az NMDAR-nak a megszokottnal tobb allosztérikus
kotéhelye van. Fiziologias kotéhelye példaul a poliamin-kotéhely. Farmakologiai
antagonistai ¢és negativ modulatorai pedig példaul a fenciklidin (PCP), ketamin,
dizocilpin, amantadin, memantin, ifenoprodil [22]. Az NMDAR legfobb egyediilallosaga
viszont fesziiltségfiiggd mivolta. Nyugalmihoz kézeli membranpotencialon mar igen Kis
[27], lehetové téve és fokozva az ionaramlast. Ilyen médon az NMDA receptor képes
detektalni és integralni a preszinaptikus és posztszinaptikus aktivitasokat [23]. A
receptorok funkcidjat és permeabilitasat poszttranszlaciés moddositasok, példaul

foszforilacio, palmitoilacio, ubiquitinacio szintén befolyasoljak [28].

A KIR leggyakoribb ioncsatornai altal atengedett ionok, példaul a fesziiltségfiiggd Na*
csatornakon vagy AMPA receptorokon atfolyd Na*, a fesziiltségfiiggd K* csatornakon
keresztiillaramld K*, a GABA receptorokon taljuté Cl, hatdsukat a membranpontencial
megvaltoztatasaval, depolarizacioval, repolarizacioval vagy hyperpolarizacioval fejtik ki.
Az NMDA receptorok viszont nem csak Na*-ra, hanem Ca?*-ra is permeabilisek, igy a
mindkét ion altal kifejtett, gyors és rovid ideig tartd depolarizalé hatason til, a Ca?*, mint

masodlagos hirvivd, a Ca?*/kalmodulin kinazt (CaMK) aktivalva lassabban létrejove,
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viszont a kinaz autofoszforilacidja révén a Ca?* szint normalizaloddsa utén is fennmaradé

hatasok kialakitdsara is képes.

1.4.2.1.3. Az NMDA receptorok fizioldgias szerepe

Az NMDA receptoroknak meghataroz6 szerepiik van a KIR-ben, a kognitiv
folyamatokban, nélkiilozhetetlenck a neuronok integrativ funkcidjaban, a halozat

rendszerszintl miukodésében.

Képesek Osszegezni a preszinaptikus és posztszinaptikus hatasokat, nevezetesen a
preszinaptikus neuron exocitozisaval felszabadulo glutamat kotddését a receptor
ortosztérikus kotéhelyéhez és a posztszinaptikus neuron membranpotencial valtozasara

bekovetkezé fesziiltségfiiggd Mg?* blokad kioldasat a receptor csatornajabol [23].

Magas Ca?* permeabilitdsuknak koszonhetden kiilonbdzd intracellularis jelatviteli
utvonalakon keresztlil hosszatava valtozasokat tudnak Iétrehozni. A kinazok és
foszforilazok kiilonb6z6 makromolekuldkat moddositanak, foszforilalnak vagy
defoszforilalnak, a konduktanciajukat vagy denzitasukat befolydsolva. Tobbek k6zott az
AMPA receptorokat [29], s6t a legujabb kutatasok szerint magukat az NMDA
receptorokat is [30]. Az igy kialakul6 hosszt tavu potenciacio és depresszié (LTP, LTD)
all a hatterében a szinaptikus plaszticitasnak, a tanulasnak és a memorianak, maganak a

kognicionak [31].

Habar az NMDA receptorok elsdsorban posztszinaptikusan, AMPA ¢és egyéb
receptorokkal kolokalizaltan fordulnak eld, megtalalhatok extraszinaptikusan,

periszinaptikusan, preszinaptikusan, sét glialisan is [28].

A lokalizacios elmélet szerint a szinaptikus és extraszinaptikus NMDA receptor aktivacio
egyensulya bir nagy jelentdséggel. A két kiilonb6z6 NMDA receptor populdcionak
kiilonbozé intracellularis downstream jeldtviteli utvonalakat tulajdonitanak. A
szinaptikusan elhelyezked6 NMDA receptorok az extracellularis szignal-regulalt kinaz
1/2 (ERK 1/2) aktivaciot serkentik, a CAMP-reszponziv elem kotd fehérje (CREB)
foszforilaciot fokozzak és az idegi novekedési faktor (BDNF) expressziot novelik,
Osszegezve elOsegitik a sejtek tulélését, neuroprotektivek. Mig az extraszinaptikusan

el6forduld receptorok a fentiekkel ellentétes hatastak, Osszességében sejthalalt
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okozhatnak, excitotoxikusak [25]. Elébbieck az LTP-t segitik, utobbiak az LTP-t
akadalyozzak és LTD-t indukalnak [32, 33]. El6bbiekhez inkabb a koagonista D-szerin
kotddik, utobbiakhoz pedig inkabb a glicinnek van nagyobb affinitasa [34].

Az alegység elmélet szerint pedig inkabb az alegységosszetétel befolyasolja jelentdsen a
miikodést. A GluN2A alegység citoprotektiv és az LTP-ben van szerepe. Mig a GluN2B
alegység citotoxikus és az LTD-hez jarul hozza [35, 36].

Persze a két elmélet nem kiilonithetd el élesen egymastol, hiszen a szinaptikus NMDA
receptorok foleg GIuN2A alegységet tartalmaznak, az extraszinaptikusak pedig foként
GIluN2B alegységet foglalnak magukba [37].

1.4.2.1.4. Az NMDA receptorok patologias szerepe

A glutamaterg rendszer tulmiikodése, az NMDAR tulaktivacioja excitotoxikus hatasu,
stimulalja a Ca®"-fiiggd sejthalalutvonalakat, sejtszinten apoptozist, szervszinten pedig

neurodegeneraciot valt ki [38].

Agyi ischaemiaban, traumas agykarosodasokban és status epilepticusban akutan
alakul ki idegsejtkarosodas [39].

A kronikusan ismétl6dé noxaknak pedig a neurodegenerativ betegségek, mint példaul az
amiotrofias  lateralszklerézis,  sclerosis  multiplex és  Parkinson-kor
patomechanizmusaban van szerepiik [40]. Alzheimer koérban a béta-amiloid (AP)
fehérjék felhalmozdddsa az astrocytdkban fokozza a glutamat felszabadulast,
neuronokban fokozza az NMDAR excitabilitast és toxicitast [39], illetve felboritja a
szinaptikus és extraszinaptikus NMDAR egyensulyt [21]. Huntington-kérban a
huntingtin  fehérjét kodoldo génben megjelend CAG-ismétlddések —széleskorii
neurobiologiai kovetkezményei kozott az NMDAR jelatvitelnek is kiemelt szerepe van.
Potencirozott NMDA é4ramokat mértek a striatalis kozepes tiiskés neuronokon és az

Osszes idegsejt fogékonyabb volt az NMDA -indukalt toxicitasra [21].

A depresszioban elsdnek valasztando szelektiv re-uptake inhibitorok adasakor terapias
hatas csak 2-3 hét késéssel észlelhetd. A nehezen magyarazhato jelenség hatterében
tobbek kozott a glutamaterg rendszerrel vald interakcio is felmeriilt [41]. Szamos

depresszi6 allatmodellben, példaul erdltetett Giszas tesztben, farok felfliiggesztési tesztben,
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tanult tehetetlenségben az NMDAR antagonistak hatékonynak bizonyultak [41]. Egy 7
emberen végzett randomizalt, placebo-kontrollalt, kettds vak kisérletben az NMDAR
antagonista ketamin egyszeri intravénas beaddsa 72 ora utan [42], egy 18 paciensen
folytatott vizsgalatban pedig azonnali és egy héten at tarto szignifikans antidepresszans

hatast valtott ki [43].

A glutamaterg rendszer alulmiikodését, az NMDAR hipofunkciojat a szkizofréniaval
hoztak 0Osszefiiggésbe. Az NMDAR antagonista ketamin és PCP a betegséghez
hasonldéan, mind pozitiv (pl.: hallucinaciok, paranoia), mind negativ (pl.: érzelmi
visszahtizodas, motoros immobilitas) tiinetekkel tarsuld pszichozist indukalnak [44].
17 szkizofrénidban szenvedé beteg agyanak posztmortem vizsgalataban pedig a

neuroprotektiv mGluRS5 szignifikans alulmiikodését is észlelték [45].

1.4.2.1.5. Az NMDA receptorok a farmakoterapiaban

Az NMDA receptoron haté farmakonok koziil mindossze 6tféle van Magyarorszdgon

torzskonyvezve, klinikai hasznalatban.

A Kketamin egy nem kompetitiv . NMDAR antagonista. Onmagaban adva vagy
kombinalva narkozis bevezetésére és fenntartasara, illetve akut és neuropathias fajdalom
csillapitasara indikalt [46]. Hatékonysaga major depresszioban bizonyitott [42]. Tobb
tucat esetben szuper-refrakter status epilepticusban is alkalmaztak [47].

Az eszketamin a ketamin S(+) enantiomere. Klinikai indikécidja kombinacioban
terapiarezisztens major depressziv zavar kozepesen sulyos vagy sulyos depressziv

epizodja, mely nem reagalt legalabb két, kiilonbozd antidepresszanssal végzett kezelésre
[48].

A memantin (egyéb hatismechanizmusok mellett) egy kozepes affinitast, nem
kompetitiv. NMDAR antagonista. Indikacioja kozepesen stlyos, illetve sulyos
Alzheimer-betegség kezelése [49]. Adagolasa javasolt teljes agyi sugarterapia mellett
[50].

Az amantadin (egyéb hatismechanizmusok mellett) egy kozepes affinitast, nem

kompetitiv NMDAR antagonista. Indikacidja Magyarorszagon Parkinson-kor tiineteinek
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és neuroleptikumok extrapiramidalis mellékhatasainak kezelése [51], az USA-ban

influenza A profilaxisa és kezelése [52].

A dextrometorfan az NMDAR antagonizmusa mellett, szerotonin €és noradrenalin
visszavétel gatld, nikotinos acetil-kolin receptor (nAChR) antagonista és o-1 receptor
agonista [53]. Az OGYEI makacs, szaraz, irritativ kohogés csillapitasara torzskonyvezte.
Az FDA kinidinnel kombinalva pszeudobulbaris affektus [54], illetve buproprionnal

kombinalva major depresszio [55] kezelésére is engedélyezte.

A felbamat az NMDA csatorna blokkoloja és a GABA receptorainak potencirozoja [56].
Indikécidja monoterapiaban vagy adjuvansként terapiarezisztens parcialis induldsa

rohamok, illetve csak adjuvansként terapiarezisztens Lennox-Gastaut szindroma [57].

Az NMDA receptorok direkt gatlasa stilyos nem kivanatos hatasokat idézhet el6, példaul
disszociaciot, hallucinaciot, rémalmokat, koncentraci6 €és memoriazavarokat,
hangulatzavart, pszichomotoros nyugtalansagot, konfaziét, deliriumot...stb. [58]. Az
el6zobleg részletezett NMDAR antagonista gyogyszerek széleskorli alkalmazhatosagat is
sokszor ezek a mellékhatasok limitaljak. A gyogyszerfejlesztés egyre inkabb a receptor
finomhangolasat célozza meg. Sajnos ezek a stratégiak eddig kevés sikerrel jartak, ezért

fontos minden 1) Utvonal feltérképezése.

1.4.2.1.6. Az NMDA receptorok neuromodulécioja

A neurotranszmisszio olyan idegsejtek kozotti kapcsolat, melynek elsédleges célja az
informacio tovabbitasa. A neuromodulacié pedig olyan kapcsolat, melynek célja ennek

a jeltovabbitasnak a mddositasa, szabalyozasa.

Az ismert neurotranszmitterek szinapszisainak felfedezésre varé neuromodulatorainak 1j
utvonalai a gyogyszerfejlesztés szamara Uj céltargeteket, a szinapszisok kozvetett
befolyéasolasa, finomhangolasa révén a klinikum szdmara hatékonyabb gyogyszereket

jelenthetnek.

Téagabb értelemben ide sorolhatd, hogy az agonista glutamat és a koagonista glicin
felszabadulasanak és visszavételének modositasa preszinaptikusan tudja befolyasolni az
NMDAR mikodését. Példaul az endogén cannabinoidok a CB1, a morfin a p opioid, a

neuropeptid Y pedig az Y1 receptorokon keresztiil gatoljak, a nitrogén-monoxid (NO), a
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neurotenzin az NTS1, az adrenalin és noradrenalin az al és B receptorokon keresztiil

pedig serkentik a glutamat felszabadulast [28].

Illetve, hogy a fesziiltségfiiggd Mg?* blokk befolyasoldsa posztszinaptikusan képes
modositani az NMDAR aktivitast. Példaul az AMPA receptorok a sejt depolarizalasa
révén oldjak, a GABA receptorai a sejt hiperpolarizalasa révén fokozzak a Mg?* blokadot
[28]. A protonok és divalens ionok, példdul a Zn?*, pedig a Mg?*-hoz hasonloan
csatornablokkol¢ tulajdonsaguak [19].

Valamint, hogy az endogén poliaminoknak, példaul a sperminnek és spermidinnek sajat
allosztérikus kot6helylik van és mind glicin dependens, mind glicin independens médon
serkentik az NMDA aramokat [59].

Sziikebb értelemben a kiilonb6z6 neuromodulatorok a legkiilonb6zobb intracellularis
jelatviteli Gtvonalakon keresztiil tudjak az NMDA receptorok poszttranszlacios
modositasat, példaul foszforilacidjat, S-nitrozilacidjat, palmitoilaciojat, ubikvitinaciojat
indukalni, és igy nemcsak a receptor miikodését, hanem elhelyezkedését is, példaul
¢s purinerg rendszer, a neuroszteroidok, szomatosztatin, inzulin, hipofizis adenilat-ciklaz

aktivalo polipeptid (PACAP), plazmin és trombin [28].

A mGluR-ok gyakran kolokalizalodnak az NMDA receptorokkal. Lényeges szerepe az .
csoportnak van. Az NMDA valaszokat altalaban potencirozzak, a mGIuR1
szinaptikusan, a mGIuRS5 pedig extraszinaptikusan elhelyezkedve, protein kinaz C (PKC)
és egyéb utvonalakon keresztiil [60]. Néhany esetben gatlast is megfigyeltek: egér
[61], illetve patkany hippocampusban az NMDAR internalizacidjat [62]. Patkany
PFC-ben a II. csoport szerepe is felmeriilt [63, 64]. A I1l. csoport NMDA receptort

modulal6 hatasardol nem allnak rendelkezésre irodalmi adatok.

A glutamaterg rendszer meghataroz6 KIR-beli modulatora a dopamin. Receptorai az
NMDA receptorok miikodését tobbféleképpen modosithatjak. A preszinaptikusan
elhelyezkedd dopamin receptorok gatoljak a glutamat felszabadulast, a stridtumban
D2R-on [65, 66], a nucleus accumbensben pedig D1R-on [67, 68] keresztil. A
posztszinaptikus receptorok hatisa a dopamin koncentracigjatol fligg. Alacsony

koncentracioban (<50 uM) a D1R-okon keresztiil facilitdlo, magas koncentracioban (>50
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uM) a D2R-okon keresztiil inhibitoros hatast fejt ki az NMDAR-ra a cortexben,

stridtumban, nucleus accumbensben ¢s egyéb KIR régiokban [69-71].

Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy az angiotenzin Il (Ang Il) a fizioldgiasat
megkozelité koncentracidtartomanyban (1 NnM - 1 uM) potencirozza az NMDA aramokat
patkany PFC V. rétegében, a piramissejtek egy csoportjaban. A serkentd hatdst az 1-es
tipusu angiotenzin-receptor (AT1R) antagonista eproszartan (1 uM) felfliggesztette, a
2-¢s tipusu angiotenzin-receptor (AT2R) antagonista PD123319 (5 uM) azonban nem
befolyasolta, igazolva, hogy a hatast az ATIR medialja. Illetve a serkentd hatast
szinaptikus izolacié megsziintette, igazolva, hogy a hatds interneuronalis kozvetitéssel
érvényesiil. A serkent6 hatast a D1R antagonista SCH23390 (10 uM) felfiiggesztette, a
D2R antagonista sulpirid (20 uM) azonban nem befolyésolta, igazolva, hogy a hatést
dopaminerg interneuron D1R-on keresztiil medialja [72]. Erdekes médon az Ang II
magasabb koncentracidinal (1-3 pM) az NMDA é4ramok gatlasa is megfigyelhetd volt
néhany sejt esetében. Az inhibiciot sem az AT1R antagonista eproszartan (1 uM), sem az
AT2R antagonista PD123319 (5 uM) nem fiiggesztette fel [73], ami alapjan feltételezhetd
volt, hogy a hatasért egy az Ang II-b6l képz6dd masik RAS ligand és annak sajat

receptora a felelds.

1.5. A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

1.5.1. A szisztémas RAAS

A szisztémas renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) régéta ismert. Tobb mint
szazhiisz évvel ezeldtt fedezték fel, hogy a késObb reninnek nevezett vesekivonat
befolyasolja a vérnyomast [74], illetve az angiotenzin Il-t (Ang II) is mar tobb mint 80
éve izolaltak [75, 76].

A RAAS Kklasszikus tengelye (angiotenzinogén/renin/Ang I/ACE/Ang I/ATI1R) mar
hosszu ideje, sz€les korben ismeretes. A m4;j altal szintetizalt angiotenzinogént a vese
juxtaglomerularis apparatusanak sejtjeiben szabalyozottan elvalaszott renin enzim
hasitja angiotenzin I-¢ (Ang 1), majd a tiid6 endothelsejtek felszinén konstitutivan jelen

1év6 angiotenzin-konvertalo enzim (ACE) vagja Ang Il-vé. Az Ang Il az 1-es tipust

crer
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fokozza reabszorpcidjat, a mellékvesekéregben ndveli az aldoszteron szintézisét és

c sy

ki. Tovabba a prekapillaris rezisztenciaereken vazokonstrikciot hoz 1étre [77].

1.5.2. Az agyi RAS

Az elmult évtizedekben 1j, lokalis (koztiik agyi) renin-angiotenzin rendszerek (RAS),
illetve Gj RAS tengelyek (koztiik az Ang 1HI/APN/Ang IV/IRAP/AT4R) valtak ismertté
[78]. 60 éve publikaltak, hogy az Ang II intraventricularis injekcioja centralisan medialt
presszor valaszt indukal [79]. A késObbiekben a RAS tobbi prekurzorat és enzimét is
kimutattak az agyban [80]. Az el6agyi cirkumventrikularis szervekben 1év6 fenesztralt
kapillarisokon keresztiil a szisztémas RAS elemei penetralhatnak az agyba [81]. Viszont
mivel az angiotenzin ligandok peptidek, ezért mashol nem tudnak atjutni a vér-agy gaton

¢s igy az agyi RAS alapvetden teljesen elkiiloniil a perifériastol [78].

Az angiotenzinogén fehérje az Osszes angiotenzin ligand prekurzora. 90%-at az
astrocytak szintetizaljak és szekretaljak. Emellett idegsejtekben és egyéb gliasejtekben is
képzddik [82]. Az angiotenzinogén N terminalisrdl a renin vagja le az Ang I-t. Az Ang |
dekapeptid C és N terminalisat pedig tovabbi, kiilonbozd karboxi- és aminopeptidazok
hasitjak. A KIR-ben lényegében négy végterméknek van neuroaktiv szerepe: az Ang
I1-nek, az angiotenzin (1-7)-nek (Ang (1-7)), az alamandinnak és az angiotenzin IV-nek
(Ang IV) [78].

Az Ang Il oktapeptid képzddése soran az Ang I C terminalisardl az ACE hasit le két
aminosavat. Az Ang ll-nek két receptora, az 1-es tipusu angiotenzin-receptor (AT1R) és
a 2-es tipusu angiotenzin-receptor (AT2R), ismert. Az AT1R Gq fehérje kapcsolt receptor.
Az AT2R miikddése nem pontosan meghatarozott, Gij fehérje kapcsoltsag mellett egyéb
jelatviteli utvonalak is felmeriiltek [83]. Neuronokon, astrocytdkon, microglidkon

fejezédnek ki a cortexben, hippocampusban €s a bazalis ganglionokban [84].

Az Ang (1-7) heptapeptid képzddése soran az Ang | C terminalisardl vagy az ACE hasit
le két, majd az angiotenzin-konvertalé enzim 2 (ACEZ2) egy, vagy az ACE2 egy, majd az
ACE két, vagy a neutralis endopeptidaz (NEP) harom aminosavat. Az Ang (1-7)-nek sajat

receptora van, a Mas receptor (MasR) [85]. Emellett kis affinitassal az AT2R-hoz és a
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Mas-szerii G-fehérje-kapcsolt receptorhoz (MrgD) is kotédik [86]. A MasR egy G fehérje
kapcsolt receptor. Az agykéreghen, hippocampusban ¢és a torzsducokban idegsejteken,

astrocytakon és microglidkon fordul el6 [78].

Az alamandin kétféle ttvonalon képzddhet. Vagy az Ang I fent leirt hidrolizisével
elészor a heptapeptid Ang (1-7) képzdédik és utana dekarboxilalja az N terminalis
aszpartat aminosavat alaninna a dekarboxilaz (DC) enzim. Vagy az Ang Il
dekarboxilaciojaval el6szor az oktapeptid angiotenzin A (Ang A) jon létre és utana hasitja
le a C terminalis aminosavat az ACE2. Receptora az MrgD [86]. Az MrgD szintén G
fehérje kapcsolt receptor. Neuronokon talalhato [87].

Az ACE upregulacidja és az AT1R talaktivacidja proinflammatdrikus hatasa [88] és a
reaktiv oxigén gyokok képzoédése révén fokozott oxidativ stresszt eredményez [89],
illetve excitotoxicitasban vesz részt, a neuronok apoptozisat okozza [90, 91], sulyosbitja
a kognitiv karosodasokat [92]. Ezzel ellentétesen az ACE2 enzim hasitasai, illetve az
AT2R, MasR ¢és MrgD receptorok kotoédései antioxidans és gyulladascsokkentd
hatasuiak, az agyban javitjak a sejtek talélését, fokozzak a kogniciot [93-95].
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1. abra. Az agyi RAS elemeinek sematikus abrazolasa. Téglalap: RAS ligandok.
Szines téglalap: neuroaktiv RAS ligandok. Lekerekitett szines téglalap: neuroaktiv RAS
ligand receptorok. Ovalis: enzimek. Roviditések: angiotenzin-konvertald enzim (ACE),
angiotenzin-konvertalé enzim 2 (ACE2), aminopeptidaz A (AP A), aminopeptidaz N (AP
N), 1-es tipust angiotenzin-receptor (AT1R), 2-es tipust angiotenzin-receptor (AT2R),
angiotenzin 1V receptor (AT4R), dekarboxilaz (DC), Mas receptor (MasR), Mas szerii G
fehérje kapcsolt receptor (MrgD), neutralis endopeptidaz (NEP). [78]

1.5.2.1. Az angiotenzin IV

1.5.2.1.1. A hexapeptid angiotenzin IV

Az oktapeptid Ang Il-r6l az aminopeptiddiz A (AP-A) hasitja le az N terminalis
aszpartatot, majd a képzodott heptapeptid angiotenzin I11-r61 (Ang 111) az aminopeptidaz
N (AP-N) vagja le az N terminalis arginint, végiil egy hexapeptidet, az Ang IV-t

eredményezve.

Az agyban csak nagyon alacsony koncentraciokban fordul elé [96, 97]. A nyugalmi
szintje kiilonb6zd agyteriiletek dializatumaiban sokszor detektalhatatlan. Mikrodializis
szonda behelyezését kovetéen kozvetleniil 120 és 187 pM kozotti koncentracidban
mutattak ki, illetve zero-net-flux modszerrel extracellularis szintjét 46 pM-ra becsiilték a
striatumban. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az Ang IV féként intracellularisan van
jelen [98]. Szamos jelentés szerint a neuronokon beliil az Ang 11 kozel 80 %-a Ang IV-gyé
alakul at [99, 100]. Ugyanakkor az Ang IV extracellularisan, de novo is szintetizalodik.
Az AP-A és AP-N aminopeptiddz enzimeket pericytdk plazmamembranjan mutattak ki,
valoszinlisitve, hogy az Ang IV elsdsorban az agyi kiserek koriili extracelluléris térben
képzodik [101, 102]. Ezt tamasztja ala, hogy az Ang II striatalis perfuzidja utan

egyértelmiien mérhetd volt az Ang IV szint emelkedése [98].

1.5.2.1.2. Az Angiotenzin 4 Receptor avagy Inzulin-Regulalt Aminopeptidaz
funkcioja
Habar mar a kilencvenes évek elején azonositottak egy unikalis angiotenzin kotéhelyet,

az angiotenzin 1V receptort (AT4R), amelyhez az Ang IV telithetGen, reverzibilisen,
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specifikusan és nagy affinitassal kotédik [103], miikodésérdl, s6t mibenlétérdl, mindmaig

sincs konszenzus.

Az AT4AR-t a kétezres évek elején egy transzmembran enzimmel, az inzulin-regulalt
aminopeptidazzal (IRAP) azonositottak [104] és az Ang IV-t a katalitikus domén
potens, kompetitiv inhibitoraként [105]. Az IRAP egy kettes tipusu transzmembran
aminopeptidaz, ami kiilonb6z6 neuroaktiv peptideket, példaul Ang III-t, oxitocint,
vazopresszint, met-enkefalint metabolizal [106]. Az Ang IV hatasa részben ezen peptidek

bontasanak gatlasaval, kozvetett modon, extracellularisan érvényesiilhet.

Az ATAR/IRAP-on egy a fent emlitettél kiilonbozo, juxta-membran elhelyezkedo,
allosztérikus kotéhelyet is felfedeztek, ahol az Ang IV hagyomanyos agonistaként
viselkedik [107] és kotodése a receptor N-terminalis farkan keresztiil kiilonb6z6
szignaltranszdukciokat tud beinditani [108]. Az Ang IV hatasmechanizmusaként szamos
intracellularis jelatviteli Gtvonalat ugyancsak implikaltak. Mivel a GTPyS-nek nincs
hatasa a 125I-Ang IV affinitasara nytlszivben [109], tengerimalac agyban [110] és
patkany ér simaizomban [111], ezért valdszintsithetd, hogy az AT4R nem G fehérje
kapcsolt receptor [112]. Az Ang IV intracerebroventrikularis infuzidja fokozza a c-Fos
expressziot patkanyagyban [113]. Az Ang IV HK-2 sejtekben emeli a foszforilalt
mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) szintjét és fokozza a p38 kinaz aktivitasat [114].
Az Ang IV adagolasa aktivalja a nuklearis faktor-kappa B-t (NF-kB), ami
proinflammatoérikus gének, példaul interleukin-6 (IL-6), monocyta kemoattraktans
fehérje 1 (MCP-1), plazminogén aktivator inhibitor 1 (PAI-1), and tumor nekrézis faktor
o (TNFa) transzkripcidjahoz vezet ér simaizomsejtekben [115] és endothelben [116]. Az
Ang IV diszno6 proximalis tubulus epithelialis sejtekben tirozin foszforilaciét medial a
p125-FAK és paxillin fokalis adhézi6é fehérjéken [117]. Az Ang IV upregulalja az
extracellularis szignal-regulalt kinaz1/2 (ERK1/2) jelatviteli utvonalat patkany astrocyta
sejtkultiraban [118]. Az Ang IV a Protein Kinaz C zeta jelatviteli Gitvonalon keresztiil
szintaz (NOS) mikdodését, az L-argininbdl eldallitott NO aktivalja a guanilat ciklazt, a
képzodott cGMP pedig vese, tiido és agy erekben vazodilatator hatasu [120] és
hepatoprotektiv [121], illetve a NO csokkenti a sejtlégzést, gatolja a szuperoxid képzddést
[78]. Az Ang IV L-tipust fesziiltségfiiggé Ca®* csatornakon keresztiil noveli az

intracellularis Ca?* szintet [122], fokozza a szinaptikus jelatvitelt és az LTP-t [123].
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Az ATAR/IRAP-t kimutattak szekretoros vezikulakon, a gliikkoz transzporter 4-gyel
(GLUT4) kolokalizalodva. A sejtek aktivacidjakor a vezikuldk a sejtfelszinre
transzlokalodnak, az Ang IV kotése pedig meghosszabbitja az IRAP sejtfelszini
tartozkodasat és ezaltal fokozza a neuronok GLUT4-n keresztiili gliikoz felvételét [124,
125].

Legujabban pedig az Ang IV és a hepatocyta ndvekedési faktor (HGF) kozott szamos
hasonlosagot figyeltek meg és ezért receptorat, az AT4R-t egyesek a HGF receptoraval,
a c-Met-tel azonositjak [126].

Az Ang IV, sajat receptora mellett, bar fiziologias koriilmények kozott csak nagyon kis
affinitassal kotédik az AT1 és AT2 receptorokhoz [127], az egyensulyi allapotok

megbomlasa esetén, magas koncentracioban képes az AT1R-t is aktivalni [78].

1.5.2.1.3. Az Ang IV és AT4R/IRAP expresszioja

Maganak az Ang IV-nek a kimutatasa az agyban kihivast jelent, mert altalaban csak
nagyon alacsony koncentraciokban fordul el6 [128] ¢és a nyugalmi szintjei sokszor
detektalhatatlanok [98].

In vitro autoradiografia segitségével feltérképezték az Ang IV kotOhelyének agyi
eloszlasat patkanyban [113], egérben [129], tengeri malacban [110], futbegérben [130]),
makakoban [131], rézuszmajomban [132] és emberben [112, 133]. A kiilonboz6 fajok
kozott konzervaltsag figyelheté meg [112]. A radioaktivan megjeldlt Ang IV kotohelyét
szamos agyi strukturaban kimutattdk, a legnagyobb siirliségben tobbek kozott a

neocortexben [112, 130, 134].

Habar az AT4R-t mar tobb mint 20 éve megfeleltették az inzulin-regulalt
aminopeptidaznak (IRAP) [104], agyi kifejez6dését immunhisztokémiai és egyéb
modszerekkel alig vizsgéltdk és publikaltdk. Az eredmények atfedtek a korabban,
radioligand-kotéssel azonositott Ang IV kotdhelyekkel [100]. Prominens IRAP
expressziot talaltak patkany agykéreg egészében [135] és IRAP immunoreaktiv sejteket

figyeltek meg posztmortem emberi agy cerebralis cortexében [136].

Az AT4R-r6l feltételezik, hogy kifejez6dése idegsejtekre korlatozodhat [78]. Az

olfaktorikus régiokban, szeptalis és hipotalamikus magokban, a hippokampuszban és a
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neocortexben az IRAP kizarélag neuronokban expresszalodott [135, 136]. Mindazonaltal
az AT4R-rdl felmeriilt, hogy astrocytdkban is eléfordulhat, de nagyon kevés az adat erre
vonatkozoan [78]. IRAP jelenlétét egyediil patkany astroglialis sejt kultarakban [118] és
Alzheimer demencids egér agyaban a béta-amiloid plakkokat koriilvevd aktivalt

astrocytakban [137] mutattak ki.

A citoplazma szintjén az IRAP a sejteken beliil lokalizalhatd, a nukleusz kivételével,

pontszerli vezikularis expresszios mintazatban [135].

1.5.2.1.4. Az Ang IV hatasa a memoriara egészséges allatokban
Az Ang IV és analogjai jotékony hatdssal vannak a memoriara egészséges allatokban.

Az Ang IV és az AT4R agonista des-Phe(6)-Ang IV fokozta a tanulast kondicionalt
elkertilés soran [138] és javitotta a felidézést passziv elkeriilés alatt patkanyokban [138-

140].

Az Ang IV fokozta a memoria konszolidaciot egerek felismerési tesztjében [141, 142],
illetve az Ang IV és a des-Phe(6)-Ang IV javitotta az ismerds és Uj targyak kozotti
kiilonbségtételt patkanyok felismerési tesztjében [119, 139, 143].

Az AT4R agonista Nle(1)-Ang IV ¢és az IRAP inhibitor LVV-hemorfin-7 kezelésben
részesiilt patkanyok kevesebb hibat kovettek el és rovidebb tavolsagokat tettek meg a
Barnes-féle korlabirintusban [144]. Az Ang IV és a des-Phe(6)-Ang IV csokkentette a
hibak szamat, ndvelte az egymas utdni helyes belépések szamat és lerdviditette a célba
érési 1d6t patkanyok nyolckara labirintusba helyezésekor [145]. Az Ang IV novelte a

alternalasi pontszamot emelt keresztlabirintusban, patkanyokban [146].

Az AT4R antagonista Divalinal-Ang IV beadasa mélyrehato deficiteket okozott
patkanyok Morris-féle vizi labirintusbeli teljesitményében [147]. Globalis IRAP knock

crer

Y-labirintusban [148], a posztnatalis IRAP delécio pedig jelentés hianyossagokat

eredményezett mind a térbeli referencia, mind a targyfelismeré memoriaban [149].
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1.5.2.1.5. Az Ang IV hatasa a memoria deficitekre allatmodellekben

Az Ang IV és analogjai javitjak vagy visszaforditjadk a memoriazavarokat, kognitiv

diszfunkciokat allatmodellekben.

Az AT4R agonista Nle(1)-Ang IV ellensulyozta a NAChR antagonista mekamilamin
indukalta deficiteket [150]. Az IRAP inhibitor LVV-hemorphin-7 [151], az
Nle(1)-Ang IV [152] és kiilonboz6 Nle(1)-Ang IV szarmazék peptidek [153] pedig
szamottevl javulast eredményeztek a muszkarinos acetil-kolin receptor (mAChR)
antagonista szkopolamin okozta rossz latenciaidén és megtett tavolsagon Morris-féle
vizi  labirintusban, patkdnyban. Szkopolaminnal kezelt patkanyokndl az
LVV-hemorphin-7 méréskelte a passziv elkeriilésben megfigyelt tanulasi hianyossagokat
[151], az Nle(1)-Ang IV pedig megel6zte nyolckart labirintusban, spatial win-shift
feladatban az indukalt deficiteket [154].

Az Ang IV javitotta a térbeli memoriat a Morris-féle vizi labirintusban

sztreptozotocin-indukalt diabéteszes patkanyokban [155].

Az Ang IV mérsékelt hatékonysaggal védte a human neuroglioma H4 sejteket az
alfa-szinuklein overexpresszioval szemben, genetikai in vitro Parkinson-kor modellben
[156]. Az Ang IV helyreallitotta a rovid tava memoriat és a térbeli tanulast amiloid

ey

[157].

1.5.2.1.6. Az Ang IV interakcioi neurotranszmitterekkel és neuromodulatorokkal

Az Ang IV Kkolesonhatasait szamos neurotranszmitterrel €s neuromodulatorral

kapcsolatban tanulmanyoztak mar.

Példaul az Ang IV potencirozta a depolarizacio-indukalt acetil-kolin felszabadulast
agyszeleteken [158] és modulalta az acetil-kolin szinteket in vivo a hippokampuszban,
patkanyban [159]. A nAChR antagonistak kivaltotta térbeli memoria hianyossagokat az
AT4R agonista Nle(1)-Ang IV felfiiggesztette [150]. Viszont az AT4R blokad okozta
teljesitménycsokkentést a Morris-féle vizi labirintusban a nikotinos receptorok

aktivacidja nem tudta ellenstlyozni [147].
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Ezenkivill Ang IV szignifikans extracellularis dopamin koncentraci6 emelkedést
produkalt szabadon mozg6 patkany striatumaban [160]. Az Ang IV és az AT4R agonista
des-Phe6-Ang IV pozitiv kognitiv hatasdit a kondicionalt elkeriilé valaszok
megtanuldsaban, passziv elkeriilés felidézésében és uj targyak felismerésében a D1
receptor antagonistak [138], D2 receptor blokad [161], D3 receptor parcialis agonistak
[162] és a D4 receptor blokkolok [145] megsziintették.

Ellenben az Ang 1V, illetve a glutamat és az NMDAR interakcidja alig kutatott, az is
csak a hippokampusz teriiletén, patkanyban. Sztreptozotocin-indukalt diabéteszes
patkanyok Ang IV kezelt csoportjadban szignifikansan emelkedett NMDA szinteket
talaltak [155]. Illetve megallapitottak, hogy az AT4R-fliggé LTP-re az NMDA receptor

antagonistak nincsenek hatassal. [123].

1.5.2.1.7. Az Ang IV elektrofiziologiai vizsgalatokban

Az Ang IV-gyel kapcsolatos elektrofiziolégiai vizsgalatok a hippokampuszra, a CAl
régiora fokuszaltak. Az AT4R aktivacidja megemelte az intracellularis Ca?* szinteket és
LTP-t valtott ki [123]. Az AT4R agonista Nle(1)-Ang IV fokozta a szinaptikus jelatvitelt
alacsony frekvencias teszt pulzusok soran [163]. Mind az Ang IV, mind az
Nle(1)-Ang IV szignifikansan facilitalta a normalis tetania-indukalt LTP-t [163, 164]. Az
Nle(1)-Ang IV ellenstlyozta az etanol kivaltotta LTP szupressziot [165]. Az Ang IV és
az Nle(1)-Ang IV fokozta a excitatorikus posztszinaptikus potencialok (EPSP)
amplitadojat és meredekségét [119], illetve a mini excitatorikus posztszinaptikus aramok
(mEPSC) frekvenciajat [153, 166].

Azonban az Ang IV-t érint6 patch clamp kisérleteket a prefrontalis kéregben még nem
publikaltak.
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2. Célkituzések

Célunk a glutamaterg rendszer, az NMDA receptorok angiotenzinerg

neuromoduléacidjanak vizsgalata a PFC V. sejtrétegében taldlhatd piramidalis
neuronokon.

Munkacsoportunk kordbbi vizsgalatai soran az Ang Il magasabb koncentracidinak
ATZ2R antagonista adasa nem fliggesztett fel. Feltételeztiik, hogy a gatlas egy Ang I1-bdl
képz6dé masik RAS ligandon, az Ang IV-n és sajat receptoran, az AT4AR/IRAP-on

keresztiil jott 1étre.

PhD munkam, sajat kutatasaim konkrét célja az Ang IV negativ modulalé hatasanak
megerdsitése, szignaltranszdukcidjanak és konnektivitdsanak tisztazasa, illetve az
AT4R/IRAP sejt-specifikus lokalizaciojanak feltérképezése. Szélesebb kontextusban a
prefrontalis cortex fiziologids miikddésének, illetve a régidt érintd neurologiai €s
pszichiatriai betegségek patomechanizmusanak cellularis szintl megértése, terapias

céltargetek keresése.
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3. Mddszerek
3.1. Elektrofiziologia

3.1.1. Agyszelet preparacio

A preparaciot munkacsoportunk ¢€s kollaboracioink korabbi kisérleteihez hasonloan

végeztiik [63, 64, 70, 167-172].

A 9-12 napos Wistar patkdnyokat dekapitaltuk, az agyukat néhdny percre az alabbi
Osszetételi, 0 °C-s, karbogenizalt (95 % O, 5 % CO,) arteficialis cerebrospinalis fluidum
(ACSF) oldatba helyeztiik (mM): NaCl 126, KCI 2.5, NaH2PO4 1.2, CaCl; 2.4, MgCl;
1.3, NaHCOs 25 ¢és glikéz 11. A medidlis PFC prelimbikus részét tartalmazo
szOovettombbdl 200 um vastagsagu frontalis szeleteket készitettiink erre a célra szolgald
rezgdkéses mikrotom (MA752 mikrotom, Campden Instruments, Anglia) segitségével. A
szeleteket karbogenizalt ASCF oldatban 45 percig testhémérsékleten (36 °C) inkubaltuk
(Haake DC 10, Thermo Electron Corporation, USA), majd a tovabbiakban
szobahdmérsékleten (20-22 °C) tartottuk. Az egyes agyszeleteket a patch clamp késziilék
mérd kamrdjaba helyeztiik, ahol egy perisztaltikus pumpa (MCP Standard, Ismatec,
Németorszag/Svajc) segitségével szobahdmérsékleti (20-22 °C) ACSF oldatot

aramoltattunk rajtuk keresztiil 2,5-3 ml/min sebességgel.

3.1.2. Whole-cell patch-clamp mérés agyszeleten

A whole-cell patch-clamp felvételt munkacsoportunk és kollaboracidink korabbi
kisérleteihez hasonldéan végeztiik [63, 64, 70, 167-172].

A piramissejteket vizudlisan azonositottuk 40x viz immerzidés objektivlii optikai
mikroszkdp (Axioskop 2 FS, Carl Zeiss, Németorszag) segitségével. A patch pipettakat
boroszilikat tiveg kapillarisokbol készitettiik vertikalis mikropipetta huzéval (PP-83,
Narishige, Japan) és az alabbi Osszetételti standard intracellularis (IC) oldattal t6ltottiik
meg (mM): K-glukonat 140, NaCl 10, MgCl. 1, HEPES 10, EGTA 11, Mg-ATP 1.5 és
Li-GTP 0.3; a pH-t 7.3-ra allitottuk be KOH-dal. A pipettak ellenallasa 5-7 MQ volt. A
whole-cell konfiguracio elérése utan a rendszert 10 percig nyugalomban hagytuk, hogy a

patch pipetta €s a sejtplazma kozotti diffuzios egyensuly kialakulhasson. Utana 10
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percenként, harom alkalommal, masfél percig 30 uM NMDA tartalmi ACSF-t adtunk,
amely a sejtbe befelé¢ iranyuld kationaramokat valtott ki, melyeket Ti, T2, Tz-mal
jeloltink. Az NMDA aramokat a patch-clamp erésitd (Axopatch 200B, Axon
Instruments, Kanada) voltage-clamp iizemmoddjaban, a piramissejtek membran
fesziiltségét -70 mV-n tartva regisztraltuk. A kisérlet folyamén a feltételezett
neuromodulatorokat T3 el6tt 5 perccel és Tz alatt adtuk, amikor a neuromodulator
antagonistajaval is dolgoztunk, az a teljes mérés alatt jelen volt az ACSF-ben. Az adatokat
2 kHz beépitett filterrel sziirtiik, 10 kHz-cel digitalizaltuk (Digidata 1200 series, Axon
Instruments, Kanada), illetve kereskedelemben elérhetd szoftver (pClamp 10.2,
Molecular Devices, USA) segitségével rogzitettiik és elemeztiik. Kontroll kisérleteink azt
mutattak, hogy az aramok Ts/T> viszonylatban stabilak, ezért tovabbiakban
eredményeinket ebben az Gsszefliggésben vizsgaltuk és Ta/T2 hanyadosként abrazoltunk.
A piramidalis neuron populacid heterogenitasara és a valaszaik variabilitdsara valo
tekintettel a kovetkez6 modszert alkalmaztuk az adatok elemzésére. Meghataroztunk egy
kizérasi kritériumot a kontrollcsoportok atlagabol, az atlagok standard hibajabol (SEM)
¢és a 99,9 %-os konfidencia intervallumbol. A hatarérték 10-15 % koriil mozgott. Ennek
megfeleléen a kiillonb6z6 csoportok esetében hatasnak a Tz/T. arany +10-15 %-0S
eltérését tekintettiik a vonatkozd kontrollcsoporthoz képest. Statisztikai analizist
Kruskal-Wallis egyutas ANOVA és post-hoc Bonferroni teszttel végeztiink. A p-érték
<0,05-6t tekintettiik szignifikansnak.

Patch clamp erésitd

elektréda

pipetta | |

-

2. abra. Az elektrofiziolégiai vizsgalat vazlatos abrazolasa. A whole-cell

konfiguracioban 1évo sejtbol (balra) az NMDA kivaltotta membran kationaramokat az
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erdsitd voltage-clamp lizemmodjaban regisztraljuk (jobbra fent) és a szamitogépen

rogzitjiik (jobbra lent).
ACSF T, ACSF10min T, ACSF10min T; ACSF kimosas
— — *
T 10 perc NMDA NMDA NMDA
varakozas 1,5 min 1,5 min 1,5 min
whole Ang ligand T, elétt
cell 5 percig, és T, alatt

antagonista hatas vizsgalata esetén az antagonista egészidd alatt az ACSF-ben

3. abra. Az elektrofiziolégiai vizsgalatoknal alkalmazott mérési protokoll. A
rendszert 10 percig nyugalomban hagyjuk. Utdna 10 percenként, harom alkalommal,
masfeél percig 30 uM NMDA tartalmi ACSF-t adunk. A feltételezett neuromodulatorokat
T3 elott 5 perccel és Ts alatt adjuk. Amikor a neuromodulator antagonistajaval is

dolgozunk, az a teljes mérés alatt jelen van az ACSF-ben. [73]

3.2. Immunhisztokémia

3.2.1. Szovetgylijtés

A 10 napos és 6 honapos Wistar patkdnyok agyat a korabban leirtakhoz hasonldan in vivo

fixaltuk [173].

A patkanyokat izofluran (5 %) inhalaltatasaval, illetve ketamin (100 mg/tskg) €és xylazin
(10 mg/kg) intraperitonealis injekcidjaval anesztetizaltuk. A miitéti beavatkozas alatt az
allatokat tort jégre fektettiik. Felsé harant hasi metszéssel laparotomiat, majd a
diaphragma mellkasfalrol torténd lepreparalasat kovetden bilateralis hosszanti mellkasi
vagassal thoracotomidt végeztiink, aztan a pericardiumot a sternumrol évatos metszéssel
levalasztottuk. A bal kamran keresztiil kantilt (ISM580 vagy ISM583, Cole Palmer, USA)
vezettiink az ascendens aortaba és kocherral rogzitettiik, végiil a jobb pitvart olloval
megnyitottuk. A még verd sziven és a sajat érrendszeren keresztiil szobahémérséklett
PBS-t (154 mM NacCl, 1,058 mM KH:POy4, 5,601 mM Na;HPO4.2H,0, pH=7,4), majd
formalint (4 %) aramoltattunk keresztiil egy perisztaltikus pumpa (MCP Standard,

Ismatec, Németorszag/Svajc) hasznalataval. Az egész agyakat 6vatosan eltavolitottuk és
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4 °C-on formalinba (4 %) helyeztiik 24 orara. Utoljara a szerveket paraffinba agyaztuk,
dehidréltuk és 4 um-s szeleteket metszettiink bel6liik.

3.2.2. Festés

A deparafinizaciohoz a metszeteket kétszer 5 percig Xilolba, a rehidralashoz kétszer 5
percig abszolut alkoholba, 5-5 percig 95 %-0s, 80 %-0s, majd 70 %-os etanolba, utoljara
1 percig, majd 5 percig desztillalt vizbe helyeztiikk szobahdmérsékleten. Az antigének
visszanyeréséhez 15 percig citrat pufferben (pH=6) inkubaltuk 95°C-n, majd haromszor
5 percig PBS-ben mostuk razas nélkiil szobahémérsékleten. Végil a
szérumblokkolashoz éjszaka komplett blokkoloban (2,5 % szarvasmarha szérum
albumin (BSA), 2,5 % zsirszegény porlasztott, szaritott teljes tejpor (NFDM), 2,5 %
normal 16 szérum (HS), 2,5 % normal kecske szérum (GS) PBS-ben oldva) inkubaltuk
4°C-on.

A 10 napos és 6 honapos allatok monofestése esetén egyediil a céltargeteink, az AT1R
vagy AT4R ellen alkalmaztunk elsédleges antitestet. Az anti-AGTR1 nytl poliklonalis
ellenanyagot (pEa) (MBS151548, MyBioSource, USA) vagy az anti-IRAP (D2C5)XP®
nyul monoklonalis ellenanyagot (mEa) (Cell Signaling Technology, USA) 150x vagy
150x higitottuk komplett blokkoloban és éjszaka inkubaltuk 4°C-on. A peptid kontrollhoz
az anti-AGTRI1 nyul pEa-t AGTR1 blokkolo peptiddel (MBS152017, MyBioSource,
USA) 1 o6ran at eldinkubaltuk szobahdmérsékleten, izotipus kontrollnak komplett
blokkoloban 525x higitott nyul poliklonalis ellenanyagot (pEa) (31235, Invitrogen,
USA), illetve ellenanyag mentes kontrollnak komplett blokkolot hasznaltunk. A
kovetkez6 napon 6tszor 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazo PBS-ben mostuk ovatos
razassal szobahémérsékleten. Utana egy tjfajta, tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt
masodlagos ellenanyagot ¢s fluoreszcens festékkel konjugalt tiramid jel amplifikalot
alkalmaztunk. Az InmPRESS® HRP loban késziilt, patkany-adszorbealt, anti-nyal IgG-t
(Vector Laboratories, USA) 1,5x higitottuk 2,5 % normal kecske szérumot tartalmazo
PBS-ben és 1 orat inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd 6tszor 10 percig 0,05 % Tween-t
tartalmazo PBS-ben mostuk dvatos razassal szobahdmérsékleten. A TSA-FITC-t (Akoya
Biosciences, USA) 1000x higitottuk 1x Plus Amplification Diluentben (Akoya
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Biosciences, USA) és 6 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd 6tszor 10 percig

0,05 % Tween-t tartalmazd PBS-ben mostuk dvatos razassal szobahOmérsékleten.

A 10 napos allatok kofestése esetén céltargetiink, az AT4R mellett a GABAerg
interneuron, astrocyta €s microglia sejttipus markerek, a glutamat dekarboxildz 67 kDa
izoforma (GADG7), glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP) és ionizalt Ca?*-kotd adapter
molekula 1 (IBA1) ellen is hasznaltunk elsédleges antitesteket. Illetve mindkét esetben
az ujfajta, HRP konjugialt masodlagos ellenanyagot ¢s fluoreszcens festékkel
konjugalt tiramid jel amplifikalot alkalmaztuk. Az anti-IRAP (D2C5)XP® nyul mEa-t
(Cell Signaling Technology, USA) 100x higitottuk komplett blokkoloban és 1 orat
inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd O6tszor 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazo
PBS-ben mostuk Ovatos razassal szobahémérsékleten. Izotipus kontrollnak komplett
blokkoldban 350x higitott nyal pEa-t (31235, Invitrogen, USA), illetve ellenanyag
mentes kontrollnak komplett blokkolot hasznaltunk. Utdna az InmPRESS® HRP 16ban
készilt, patkany-adszorbealt, anti-nyul IgG-t (Vector Laboratories, USA) 1,7x higitottuk
25 % normal kecske szérumot tartalmazd PBS-ben és 1 orat inkubaltuk
szobahémérsékleten, majd 6tszor 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazé PBS-ben mostuk
Ovatos razassal szobahémérsékleten. Utana a TSA-FITC-t (Akoya Biosciences, USA)
1000x higitottuk 1x Plus Amplification Diluentben (Akoya Biosciences, USA) és 6 percig
inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd O6tszor 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazo
PBS-ben mostuk Ovatos razassal szobahOmérsékleten. Utana mikrohullamt kezelést
végeztiink [174, 175]. A targylemezeket citrat pufferrel (pH=6) toltott fekete milanyag
tartalyba tettiik, majd 800 W-os mikrohullama siitébe helyeztiik. A folyadékot 100 %-0s
teljesitményen kb. 2,5 perc alatt forraspontig hevitettiik. Ezt kdvetden a metszeteket
50 %-os teljesitményen tovabbi 5 percig melegitettiik. Végiil a mintakat a citrat pufferben
30 percig szobahdmérsékleten hiilni hagytuk, majd haromszor 5 percig PBS-ben mostuk
ovatos razassal szobahdmérsékleten. Utana az anti-GAD67 (1G10.2) egér mEa-t
(Sigma-Aldrich, USA), anti-GFAP (G3893) egér mEa-t (Sigma-Aldrich, USA) vagy
anti-Ibal (GT10312) egér mEa-t (Invitrogen, USA) 50x, 100x vagy 100x higitottuk
komplett blokkoloban ¢és éjszaka inkubaltuk 4 °C-on, majd 6tszor 10 percig 0,05 %
Tween-t tartalmazd PBS-ben mostuk ovatos razassal szobahdmérsékleten. Izotipus
kontrollnak komplett blokkoloban 50x higitott egér IgG2a mEa-t (02-6200, Invitrogen,
USA) vagy 100x higitott egér IgGl mEa-t (MA1-10407, Invitrogen, USA), illetve
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ellenanyag mentes kontrollnak komplett blokkolot hasznaltunk. Utdna az InmPRESS®
HRP 16ban késziilt, patkany-adszorbealt, anti-egér 1gG-t (Vector Laboratories, USA) 2x
higitottuk 2,5 % normal kecske szérumot tartalmazé PBS-ben és 1 o6rat inkubaltuk
szobahémérsékleten, majd 6tszor 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazo PBS-ben mostuk
Ovatos razassal szobahOmérsékleten. Utana a TSA-Cy3-t (Akoya Biosciences, USA)
1000x higitottuk 1x Plus Amplification Diluentben (Akoya Biosciences, USA) és 6 percig
inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd 6tszor 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazé

PBS-ben mostuk Ovatos razdssal szobahémeérsékleten.

A 6 honapos allatok kofestése esetén céltargetiink, az AT4R mellett a GABAerg
interneuron, astrocyta és microglia sejttipus markerek, a GAD67, GFAP ¢és IBA1 ellen is
hasznaltunk elsédleges antitesteket. De csak az el6bbinél vettiik igénybe az ujfajta, HRP
konjugalt masodlagos ellenanyagot és fluoreszcens festékkel konjugalt tiramid jel
amplifikalét, utébbiaknal a konvenciondlis fluoreszcens festékkel Kkonjugalt
masodlagos ellenanyag is clegendonek bizonyult. Az anti-IRAP (D2C5)XP® nyl
mEa-t (Cell Signaling Technology, USA) 200x higitottuk komplett blokkoldban és 1 6rat
inkubaltuk szobahémérsékleten, majd 6tszor 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazo
PBS-ben mostuk oOvatos razassal szobahdémérsékleten. Izotipus kontrollnak komplett
blokkoloban 700x higitott nytl pEa-t (31235, Invitrogen, USA), illetve ellenanyag
mentes kontrollnak komplett blokkolot hasznaltunk. Utana az anti-GAD67 (1G10.2) egér
mEa-t (Sigma-Aldrich, USA), anti-GFAP (G3893) egér mEa-t (Sigma-Aldrich, USA)
vagy anti-Ibal (GT10312) egér mEa-t (Invitrogen, USA) 150x, 100x vagy 100x
higitottuk komplett blokkoloban és éjszaka inkubaltuk 4 °C-on, majd 6tszor 10 percig
0,05 % Tween-t tartalmaz6 PBS-ben mostuk ovatos razassal szobahdmérsékleten.
Izotipus kontrollnak komplett blokkoloban 150x higitott egér IgG2a mEa-t (02-6200,
Invitrogen, USA) vagy 100x higitott egér IgG1 mEa-t (MA1-10407, Invitrogen, USA),
illetve ellenanyag mentes kontrollnak komplett blokkoldt hasznaltunk. Utana az
Anti-egér I1gG Fab2 Alexa Fluor ® 555-t (Cell Signaling Technology, USA) vagy
Anti-egér I1gG Fab2 Alexa Fluor ® 647-t (Cell Signaling Technology, USA) 500x
higitottuk komplett blokkoloban és 1 6rat inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd Otszor
10 percig 0,05 9% Tween-t tartalmaz6 PBS-ben mostuk oOvatos razassal
szobahOmérsékleten. Utana az ImmPRESS® HRP loban késziilt, patkdny-adszorbealt,
anti-nyal IgG-t (Vector Laboratories, USA) 1,7x higitottuk 2,5 % normal kecske
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szérumot tartalmazd PBS-ben és 1 orat inkubaltuk szobahémérsékleten, majd 6tszor 10
percig 0,05 % Tween-t tartalmazd PBS-ben mostuk 6vatos razassal szobahdmérsékleten.
Utana a TSA-FITC-t (Akoya Biosciences, USA) 1000x higitottuk 1x Plus Amplification
Diluentben (Akoya Biosciences, USA) és 6 percig inkubaltuk szobahémérsékleten, majd
Otszor 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazdo PBS-ben mostuk oOvatos razassal

szobahOmeérsékleten.

Ellenfestéshez a mintakon 5 percig DAPI-t (Thermo Fisher Scientific, USA)
alkalmaztunk szobahdémérsékleten. Utdna targylemezeken Fluoromount (Leica,
Németorszag) segitségével rogzitettik a fedolemezt. A festett szegmenseket

vizualizaltuk és a képeket Leica SP8 konfokalis mikroszkdppal vettiik fel.

1. tablazat. Az immunhisztokémiai vizsgalatoknal hasznalt elsédleges ellenanyag,

kontroll és masodlagos ellenanyag kombinaciok.

Kor  Sejt-tipus Elséleges ellenanyag Kontroll Masodlagos ellenanyag kombinacidk

marker kombinaciok kombinaciok

AGTR1 (MBS151548) nydl pEa SignalStain st IHC Detection Reagens
+ (Vector Laboratories) (
eptid (MBS152017
y rce)
10 nap @ (D2C5)XP® nyul mEa Nydl IgG (312 otipus kontroll
(Cell Signaling Technology) (Invitrogen)
6 honap @ RA 2C5)XP® nydl mE a Nyadl IgG (31235)
Ce\l wlunahnu Technolo gy) (Invitrogen) ne t or Labo |at ries)
10 nap GABAerg IRAP (D2C5)XP* nydl mEa Nydl lgG (31235) SignalStain Boost IHC Detection Reagensek, nydl + TSA-FITC
interneron (Cell Signaling Technology) (Invitrogen) (Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)
GADG7 (1G10.2) egér mEa EgérlgG2a (02-6200) SignalStain Boost IHC Detection Reagensek, egér + TSA-Cy3
(Sigma-Aldrich) (Invitrogen) (Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)
10 nap Astrocyta IRAP (D2C5)XP* nydl mEa Nydl lgG (31235) SignalStain Boost IHC Detection Reagensek, nydl + TSA-FITC
(Cell ﬁlunahnu Technology) (Invitrogen) (Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)
GFAP (G3893) egér mEa EgérlgG1 (MA1-10407) SignalStain Boost IHC Detection Reagensek, egér + TSA-Cy3
(Sigma-Aldrich) (Invitrogen) (Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)
10 nap Microglia IRAP (D2C5)XP® nydl mEa Nydl IgG (31235) SignalStain Boost IHC Detection Reagensek, nydl + TSA-FITC
(Cell Signaling Technology) (Invitrogen) (Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)
Ibal (GT10312) egér mEa EgérlgG1 (MA1-10407) SignalStain Boost IHC Detection Reagensek, egér + TSA-Cy3
(Invitrogen) (Invitrogen) (Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)
G honap | GABAerg IRAP (D2C5)XP® nydl mEa Nydl IgG (31235) SignalStain Boost \HC Jetection Reagensek, ny(
interneron (Cell Signaling Technology) (Invitrogen) (Vector Laborator
GADS6T (1G10.2) egér mEa Egér lgG2a (02-6200) Anti- eger lgG Fab2 Alexa F\uo ® 555
(Sigma-Aldrich) (Invitrogen) (Cell Signaling Technology)
6 honap | Astrocyta IRAP (D2C5)XP® nydl mEa Nydl IgG (31235) SignalStain Boost IHC Detection ?eauems
(Cell Signaling Technology) (Invitrogen) (Vector abulatuues
GFAP (G3893) egér mEa EgérlgG1 (MA1-10407) Anti-egér IgG Fab2 Alexa F\uor ® 647
(Sigma-Aldrich) (Invitrogen) (Cell Signaling Technology)
6 hénap Microglia IRAP (D2C5)XP® nyal mEa Nyal IgG (31235) S gnalStain Boost IHC Detection Reagensek, nydl + T ITC
(Cell Signaling Technology) (Invitrogen) ector Laboratories) (A io: ces)
Ibatl (GT10312) egér mEa EgérlgG1 (MA1-10407) Anti-egér IgG Fab2 Alexa F\uur ® 555
(Invitrogen) (Invitrogen) (Cell Signaling Technology)
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3.3. Molekularis bioldgia

3.3.1. Szovetgylijtés

A 10 napos, 3 honapos és 6 honapos Wistar patkanyok agyat a kordbban leirtakhoz

hasonl6an in vivo mostuk at [173].

A patkényokat izofluran (5 %) inhaléltatasaval, illetve ketamin (100 mg/tskg) és xylazin
(10 mg/kg) intraperitonealis injekcidjaval anesztetizaltuk. A miitéti beavatkozas alatt az
allatokat tort jégre fektettilk. Felsé harant hasi metszéssel laparotomiat, majd a
diaphragma mellkasfalrol torténé lepreparalasat koveten bilateralis hosszanti mellkasi
vagéassal thoracotomiat végeztiink, aztan a pericardiumot a sternumrol dvatos metszéssel
levalasztottuk. A bal kamran keresztiil kantilt (ISM580 vagy ISM583, Cole Palmer, USA)
vezettlink az ascendens aortaba és kocherral rogzitettiik, végiil a jobb pitvart olloval
megnyitottuk. A még verd sziven és a sajat érrendszeren keresztiil szobahdmérsékletti
PBS-t (154 mM NaCl, 1,058 mM KH2PO4, 5,601 mM NaHPO4.2H,O, pH 7,4)
aramoltattunk keresztiill egy perisztaltikus pumpa (MCP Standard, Ismatec,
Németorszag/Svéjc) hasznalataval. Utoljara az egész agyakat dvatosan eltavolitottuk és a

mPFC-ket -80 °C-n QlAzolban (Qiagen, Hollandia) taroltuk.

3.3.2. RNS izolalas

A mPFC-ket 1 mL QIAzolban (Qiagen, Hollandia) per 50-100 mg szovet lizaltuk és
homogenizaltuk (Ultra Turrax TP 18-10, Janke & Kunkel, Németorszag). A mintakhoz
0,2 mL kloroformot (Sigma-Aldrich, USA) per 1 mL lizisnél hasznalt Qlazol adtunk,
néhany percig szobahdmérsékleten nyugalomban hagytuk, majd 15 percig 4 °C-on
12000 G-n centrifugaltuk (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Németorszag), hogy
szétvaljanak egy felso tiszta, vizes rétegre (amely RNS-t tartalmaz), egy koztes fazisra és

egy also, voros, fenol-kloroform rétegre (amely DNS-t és fehérjéket tartalmaz).

Az RNS-t tartalmazé fazist tiszta csObe transzferaltuk, 2 pl GlycoBlue-t (Applied
Biosystems, USA) adtunk hozza Kkoprecipitansként, 0,5 mL isopropanollal
(Sigma-Aldrich, USA) per 1 mL lizisnél hasznalt Qlazol precipitaltuk, 10 percig 4 °C-on
nyugalomban hagytuk, 10 percig 4 °C-on 12000 G-n centrifugaltuk (Centrifuge 5810 R,
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Eppendorf, Németorszag), majd a feliiluszot eltavolitottuk, hogy fehér, gél-szerii pelletet
nyerjiink. A kicsapott RNS-t 1 mL 75%-os etanollal (Reanal Labor, Magyarorszag) per
1 mL lizisnél hasznalt Qlazol mostuk, rovid ideig vortexeltiik, 5 percig 4 °C-on 7500 G-n
centrifugaltuk (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Németorszag), majd a feliiluszot
eltavolitottuk, utana a 1épéseket tovabbi kétszer ismételtiik. Végiil a pelletet 5-10 percig

szaritottuk.

3.3.3. RNS mennyiségi meghatarozas

Az RNS pelletet 30 pL nukleaz mentes vizben (VWR, USA) reszuszpendaltuk, majd 15
percig 60 °C-on fitéblokkban (ThermoStat plus, Eppendorf, Németorszag) inkubaltuk.

A mintak RNS hozamat spektrofotométer (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific,
USA) segitségével hataroztuk meg. 260 nm-en a teljes nukleinsavtartalomnak, 280 nm-en
higitas x 40 = pg RNA/mL” képlettel szamitottuk ki, tisztasagit az ,,A260/A280”

arannyal ellendriztik.

3.3.4. DNaz emésztés

Az RNS mintak esetleges DNS szennyez6dését DNaz enzimatikus emésztéssel
tavolitottuk el. A 3 pg RNS-t tartalmazé oldatot, 3 pl 10x higitott reakcid puffert
(Thermo Fisher Scientific, USA), 3 ul DNaz I-t (Thermo Fisher Scientific, USA) és 30
ul-ig nukleaz mentes vizet (VWR, USA) jégen elegyitettiink, majd 30 percig 37 °C-on
fiitoblokkban (ThermoStat plus, Eppendorf, Németorszag) inkubaltuk. A mintakhoz 3 ul
50mM-s EDTA-t adtunk hozza jégen, majd 10 percig 65 °C-on inkubaltuk.

3.3.5. ¢cDNS szintézis

A mintdk RNS tartalmat cDNS-re forditottuk. A ¢cDNS szintézist SensiFAST cDNS
Szintézis Kit protokollja alapjan végeztiik. Az 1,125 pg RNS-t tartalmazé oldatot, 6 pl
5x higitott TransAmp Puffert (Bioline, Kanada), 1,5 pl reverz transzkriptazt (Bioline,
Kanada) ¢s 30 pl-ig nukledz mentes vizet (VWR, USA) roviden vortexeltiink,
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centrifugaltunk, majd pipettazassal oOvatosan Osszekevertik. A PCR késziiléken
(Mastercycler gradient, Eppendorf, Németorszag) 10 percig 25 °C-on primer
hibridizaciot, 15 percig 42 °C-on reverz transzkripciot, 5 percig 85 °C-on inaktivaciot

végeztiink, végiil a mintakat 10 percig 4°C-on tartottuk.

3.3.6. Primer tervezés

A Rattus norvegicus, NM_001113403.3, leucil és cisztin aminopeptiddz (Lnpep) gént az
NCBI adatbazisaban [176] azonositottuk. A primereket az NCBI Primer-BLAST
eszkozzel [177] terveztiik. Forward primernek az 1132:1151 szakaszt (TGAGCACAT
ACCTGGTTGC T) valasztottuk ki, mely 20 bp hosszusagi. Reverz primernek az
1319:1339 szakaszt (AT TGGATCTGGT GGCCATTCC) valasztottuk ki, mely 21 bp
hosszisagn és 1323:1324 kozott tartalmaz egy exon-exon hatart. Amplikonnak az
1132:1339 szakasz (TGAGCACAT ACCTGGTTGC TTTCATTGTA GGGGAGATGA
GGAACCTGAG TCAGGATGTA AACGGGACTC TGGTTTCTGT ATATGCTGTA
CCAGAAAAAA TTGATCAAGT TTACCATGCC TTGGACACAA CTGTAAAGCT
CCTTGAGTTT TATCAAAATT ACTTTGAAAT TCAATACCCA CTAAAGAAAT
TGGATCTGGT GGCCATTCC) adodott, mely 208 bp hosszisagi és 1202:1203,
1323:1324 kozott tartalmaz két exon-exon hatart.

A primereket az Integrated DNA Technologiestol rendeltiik meg. A forward primer
(rIRAPf1) adatai: szekvencia: 5’ - TGA GCA CAT ACC TGG TTG CT - 3°, Tm=56,6
°C, MW = 6108 g/mol, m = 0,14 mg, V = 231 uL, cc = 100 uM. A reverz primer
(rIRAPrl) adatai: szekvencia: 5> - GGA ATG GCC ACC AGA TCC AAT - 3’, Tm=57,6
°C, MW =6424,2 g/mol, m = 0,13 mg, V = 205 pL, cc = 100uM.

3.3.7. Nem kvantitativ PCR

A mintak cDNS tartalmat amplifikaltuk. A nem kvantitativ PCR-t a SensiFAST SYBR
No-ROX Kit protokollja alapjan végeztiik. 12 pl-t a CDNS-t tartalmazé oldatbol, 0,9 ul
10x higitott forward primert (Integrated DNA Technologies, USA), 0,9 ul 10x higitott
reverz primert (Integrated DNA Technologies, USA), 1,2 ul nukledz mentes vizet (VWR,
USA) és 15 ul Master mixet (Bioline, Kanada) jégen elegyitettiink, réviden vortexeltiink
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¢s centrifugaltunk. A PCR késziiléken (Mastercycler gradient, Eppendorf, Németorszag)
a mintakat 2 percig 95 °C-on inkubaltuk. Majd 5 masodpercig 95 °C-on denaturaciot, 10
masodpercig 60 °C-on hibridizaciot, 20 masodpercig 72 °C-0n polimerizaciot végeztiink
¢és a lépéseket tovabbi 31x megismételtiik. Utana a mintakat 30 masodpercig 72 °C-on,

végiil 4 °C-on tartottuk.

3.3.8. Gélelektroforézis

A PCR termékek méretét gélelektroforézissel analizaltuk. 2%-0s agar6z gélt készitettiink.
Boroszilikat tivegbe 2 g agar6zt (Thermo Fisher Scientific, USA) szortunk és 100 ml
1x TAE puffert (TRIS, acetat, EDTA) ontottiink, majd az elegyet mikrohullamu stitében
gyakori razogatasok mellett melegitettilk, amig attetszd, szemcsétlen folyadékot nem
kaptunk. Az oldatot kézmelegre hiitottiik vissza és 10000x higitott GelRed DNS festéket
(Sigma-Aldrich, USA) adtunk hozza. Kis futtatokadba mintafelvivé fésiit helyeztiink,
aztan a szirupot beledntve hagytuk megszilardulni. Végiil a kadat 1x TAE pufferral
toltottiik fel.

4-4 ul PCR termékhez 1-1 pl loading dye-t (Thermo Fisher Scientific, USA) kevertiink
¢és a mintakat a gél valytiba mértiik. A széls6 zsebbe 100 bp DNS 1étrat (Thermo Fisher
Scientific, USA) pipettaztunk. A mintakat 60 V fesziiltségen 90 percig futtattuk. Végiil
a DNS savokat UV atvilagité asztalon (Gel Logic 200 Imaging System, Kodak, USA)
detektaltuk.
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4. Eredmények

4.1. Kontrollvizsgalatok

Vizsgaltuk a PFC V. réteg piramissejtjein az NMDA (30 pM) kivaltotta membran
kationaramok egymashoz viszonyitott aranyat, mely soran T>-T3 viszonylatban
reprodukalhaté amplitidokat kaptunk, ezért tovabbiakban eredményeinket ebben az
Osszefliggésben vizsgaltuk és Ta/T> hanyadosként abrazoltunk. A piramidalis neuron
populacid heterogenitasara és a valaszaik variabilitdsara valo tekintettel a kovetkezo
modszert alkalmaztuk az adatok elemzésére. Meghataroztunk egy kizarasi kritériumot a
kontrollcsoportok atlagabol, az atlagok standard hibajabol (SEM) és a 99,9%-0S
konfidencia intervallumbol. A hatarérték 10-15% koriil mozgott. Ennek megfeleléen a
kiilonboz6 csoportok esetében hatdsnak a T3 T2 arany +£10-15%-os eltérését tekintettiik a
vonatkozd kontrollcsoporthoz képest. Statisztikai analizist Kruskal-Wallis egyutas
ANOVA ¢és post-hoc Bonferroni teszttel végeztiink. A p-érték <0,05-6t tekintettiik

szignifikansnak.

NMDA NMDA NMDA

ﬁ\/ =

1 min

4. abra. NMDA (30 pM) indukalta membran kationaramok a PFC V. réteg
piramissejtjeiben, 9-12 napos patkanyban. Whole-cell voltage-clamp konfiguraciot
hoztunk 1étre, a membranpotencialt -70 mV-on tartottuk. A rendszert 10 percig
nyugalomban hagytuk. Utana 10 percenként, harom alkalommal, masfél percig 30 uM
NMDA tartalmi ACSF-t aramoltattunk. Membran kationaramok reprezentativ

aramerdsség-1do grafikonja.
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4.2. Az angiotenzin II hatasainak vizsgalata az NMDA aramokra
patkany PFC V. rétegének piramissejtjein

4.2.1. Az Ang Il gatl6 hatast fejt ki az NMDA aramokra a PFC V.,
réteg piramissejtjein

Korabbi kisérletiinket nagyobb elemszadmmal megismételtiik és azzal egybehangzo
eredményt kaptunk. Az Ang Il fizioldgiasat meghaladd koncentracioban gatolja az
NMDA éramokat 9-12 napos patkdny PFC V. rétegében, a piramissejtek egy
csoportjaban. 3 uM-s koncentracional atlagosan 65,04+3,77 %-s Ta/T2 aranyt észleltiink
9/32 db sejt esetén.
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5. abra. Az Ang II (3 pM) gatlé hatasa az NMDA aramokra a PFC V. réteg
piramissejtjeiben, 9-12 napos patkanyban. Whole-cell voltage-clamp konfiguraciot
hoztunk 1létre, a membranpotencialt -70 mV-on tartottuk. A rendszert 10 percig
nyugalomban hagytuk. Utdna 10 percenként, harom alkalommal, masfél percig 30 uM
NMDA tartalmu ACSF-t aramoltattunk. Az Ang Il-t T3 el6tt 5 perccel és Ts alatt adtuk.
Fent: membran kationaramok reprezentativ aramerdsség-idé grafikonja. Lent: A Ts-nal
mért valaszokat a Tz-nél mérthez normalizaltuk. n kisérlet atlaga:SEM. A fehér
oszlopokon (kontroll) az 6sszes vizsgalt sejt, a piros oszlopokon (Ang II) a reagalo sejtek
szama lathato. Statisztikai analizisre Kruskal-Wallis egyutas ANOVA-t és Bonferroni

post hoc tesztet alkalmaztunk, p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,01.

4.3. Az angiotenzin IV hatasainak vizsgalata az NMDA aramokra

patkany PFC V. rétegének piramissejtjein

4.3.1. Az Ang IV gatl6 hatést fejt ki az NMDA aramokra a PFC V.
réteg piramissejtjein

Az Ang IV széles koncentraciotartomanyban gatolja az NMDA aramokat 9-12 napos
patkany PFC V. rétegében, a piramissejtek egy csoportjaban. 1 nM-s koncentracional
atlagosan 74,78+3,41 %-s Ta/T, aranyt észleltiink 6/14 db, 10 nM-nal 68,40+5,04 %-t
5/14 db, 100 nM-nal 63,29+4,14 %-t 10/24 db, 1 uM-nal 49,31+£12,57 %-t 5/17 db sejt
esetén. Erdekes modon nagyobb koncentracional, néhany sejtnél sporadikusan
potenciaciot is megfigyeltiink. 1 uM-s koncentracional atlagosan 142,09+12,21 %-s T3/T>
aranyt észleltlink 4/17 db sejt esetén.
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6. abra. Az Ang IV Kkiilonb6z6é koncentracidinak (1 nM - 1 pM) gatlé hatasa az
NMDA aramokra a PFC V. réteg piramissejtjeiben, 9-12 napos patkanyban.
Whole-cell voltage-clamp konfiguraciot hoztunk létre, a membranpotencialt -70 mV-on
tartottuk. A rendszert 10 percig nyugalomban hagytuk. Utdna 10 percenként, harom
alkalommal, mésfél percig 30 uM NMDA tartalmu ACSF-t aramoltattunk. Az Ang IV-t
Ts elott 5 perccel és Tz alatt adtuk. Fent: membran kationaramok reprezentativ
aramerdsség-id6 grafikonja. Lent: A Tz-ndl mért vélaszokat a Tz2-nél mérthez
normalizaltuk. n kisérlet atlagarSEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az dsszes vizsgalt
sejt, a piros oszlopokon (Ang IV) a reagal6 sejtek szama lathato. Statisztikai analizisre
Kruskal-Wallis egyutas ANOVA-t és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk, p a
szignifikanciat jeldli, * p < 0,01.
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4.3.2. Az ATAR/IRAP mRNS szinten expresszalddik a PFC-ben

Molekularis biologiai vizsgalatokkal kimutattuk az AT4R/IRAP-t k6dolo nukleinsav
jelenlétét 10 napos, 3 hodnapos és 6 hdnapos patkdnyok PFC-jében. Az eldbbi
korcsoportban jelzett, utobbiakban kifejezett expresszio volt megfigyelhetd.
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7. abra. Az ATAR/IRAP mRNS szintii expressziéja 10 napos, 3 hénapos és 6 honapos
patkany PFC-ben. A molekularis bioldgiai vizsgalatnal a nem kvantitativ PCR terméket
agardz gélelektroforézissel detektaltuk. Az eldbbi korcsoportban jelzett, utobbiakban

kifejezett expresszio lathato.
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4.3.3. Az ATAR/IRAP fehérje szinten expresszalodik a PFC-ben

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk az IRAP/AT4 receptorok jelenlétét 10

napos €s 6 honapos patkanyok PFC-jében. Markans expresszié volt megfigyelhetd a

nyul anti-IRAP/AT4R ea.
+

izotipus kontroll (nyul IgG)
+
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nyul anti-IRAP/AT4R ea.
&

izotipus kontroll (nyul IgG)
+

8. abra. Az AT4R/IRAP fehérje szintii expresszioja (a) 10 napos és (b) 6 honapos
patkany PFC-ben. Az immunhisztokémiai vizsgalatnal az IRAP/AT4R megjelenitésére
anti-IRAP/AT4R nyul poliklonalis antitestet, kontrollnak nyul IgG-t, ellenfestésként
DAPI-t hasznéltunk. (bal) A PFC egésze. A szdmok a PFC rétegeit mutatjak. Mérték: 100
um. Markans expresszio a IlI-1I1. és az V-VI. sejtrétegekben. (jobb felsd) A PFC 6todik

s

A PFC 6todik rétege. Mérték: 50 um. Izotipus kontroll.
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4.3.4. Egy méasik IRAP inhibitor, az LVVYP-H7 utdnozza az Ang IV
NMDA aramokra kifejtett gatlo hatasat a PFC V. réteg piramissejtjein

Egy masik IRAP inhibitor, az LVVYP-H7 széles koncentracidtartomanyban, az Ang
IV-hez hasonloan, szintén gatolja az NMDA aramokat 9-12 napos patkany PFC V.
rétegében, a piramissejtek egy csoportjadban. 10 nM-s koncentracional atlagosan
67,534+6,33 %-s Ta/T, aranyt észleltiink 6/14 db, 100 nM-nal 73,46+6,85 %-t 5/14 db,
1 uM-nal 67,43+0,22 %-t 2/6 db sejt esetén. 1 nM-s koncentracional a Ts/T, arany nem
véltozott. Erdekes médon nagyobb koncentracioknal az Ang 1V-hez hasonléan, néhany
sejtnél sporadikusan potenciaciot is megfigyeltiink. 100 nM-s koncentracional atlagosan
160,45+£26,07 %-s T3a/T2 aranyt észleltiink 2/14 db, 1 uM-nal 125,19+11,85 %-t 2/6 db

sejt esetén.
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9. abra. Az LVVYP-H7 kiilonb6z6 koncentraciéinak (1 nM - 1 pM) gatlé hatasa az
NMDA aramokra a PFC V. réteg piramissejtjeiben, 9-12 napos patkanyban.
Whole-cell voltage-clamp konfiguraciot hoztunk 1étre, a membranpotencialt -70 mV-on
tartottuk. A rendszert 10 percig nyugalomban hagytuk. Utana 10 percenként, harom
alkalommal, masfél percig 30 puM NMDA tartalmi ACSF-t aramoltattunk. Az
LVVYP-H7-t T3 el6tt 5 perccel és Tz alatt adtuk. A Ts-nal mért valaszokat a T2-nél
mérthez normalizaltuk. n kisérlet 4tlagatSEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az &sszes
vizsgalt sejt, a piros oszlopokon (LVVYP-H7) a reagélo sejtek szama lathat6. Statisztikai
analizisre Kruskal-Wallis egyutas ANOVA-t és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk,
p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,01.

4.3.5. Az AT1R fehérje szinten expresszalddik a PFC-ben

Korabbi, az Ang I NMDA aramokra kifejtett serkent6 hatasat vizsgalo kisérleteink [72]
kapcsan immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk az AT1 receptorok jelenlétét 10
napos patkanyok PFC-jében. Nagymértékli expresszid volt megfigyelhetd a II-111. és az

V-VL sejtrétegekben, illetve az V. réteg piramis morfologidju sejtjeiben.
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nyul anti-AT1R ea.
+

+

10. abra. Az ATI1R fehérje szintii expresszioja 10 napos patkany PFC-ben. Az
immunhisztokémiai vizsgalatndl az AT1R megjelenitésére anti-AT1R nytl poliklonalis
antitestet, kontrollnak AT 1R blokkol6 peptidet, ellenfestésként DAPI-t hasznéltunk. (bal)
A PFC egésze. A szamok a PFC rétegeit mutatjak. Mérték: 200 um. Markans expresszio
a lI-III. és az V-VI. sejtrétegekben. (jobb felsd) A PFC 6todik rétege. Mérték: 50 um.

s

Meérték: 50 um. Peptid kontroll.
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4.3.6. Az AT1R antagonista eproszartan nem fiiggeszti fel az Ang IV
NMDA aramokra kifejtett gatld hatdsat a PFC V. réteg piramissejtjein

Az ATIR antagonista eproszartan 1 pM-s koncentracioban nem fliggesztette fel az Ang
IV NMDA aramokra kifejtett gatlo hatasat 9-12 napos patkany PFC V. rétegében, a
piramissejtek egy csoportjaban. Ang IV 100 nM-s koncentracidjanal 4tlagosan
74,2342,74 %-s Ta/T, aranyt észleltiink 6/14 db sejt esetén.
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11. abra. Eproszartan hatiasa az Ang IV NMDA aramokra Kkifejtett gatlo hatasara a
PFC V. réteg piramissejtjeiben. Whole-cell voltage-clamp konfiguraciot hoztunk létre,
a membranpotencialt -70 mV-on tartottuk. A rendszert 10 percig nyugalomban hagytuk.
Uténa 10 percenként, harom alkalommal, masfél percig 30 uM NMDA tartalmu ACSF-t
aramoltattunk. Az Ang IV-t Tz eldtt 5 perccel és Tz alatt adtuk. Az eproszartant (1 uM)
tartalmazd ACSF a teljes mérés alatt jelen volt. A Tz-nal mért valaszokat a T2-nél mérthez
normalizaltuk. n kisérlet atlagatSEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az 6sszes vizsgalt
sejt, a piros oszlopokon (Ang IV) a reagélo sejtek szama lathato. Statisztikai analizisre
Kruskal-Wallis egyutas ANOVA-t és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk, p a
szignifikanciat jeldli, * p < 0,01.
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4.3.7. Az ATAR/IRAP expresszalodik a piramissejtekben és a
GABAerg interneuronokban, nem detektalhato a microgliakban és az

astrocytakban a PFC V. rétegében

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk az AT4R/IRAP jelenlétét 10 napos és 6
honapos patkdnyok PFC-jének V. rétegében, kiilonboz6 sejttipusokban. Nagymértéki
GABAerg interneuronokban, ellenben nem detektaltuk IBA1 jelolt microglidkban és
GFAP jelolt astrocytakban.

nyul anti-IRAP/AT4R ea.
+ DAPI

kompozit

kompozit

kompozit
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12. abra. Az AT4R/IRAP fehérje szintii expressziéja (a) 10 napos és (b) 6 honapos
patkany PFC V. rétegkiilonb6zé sejttipusokban. Az immunhisztokémiai vizsgalatnél
az AT4R/IRAP megjelenitésére anti-IRAP/AT4R nyul poliklonalis antitestet, GABAerg
interneuron, microglia és astrocyta markernek anti-GADG67, anti-IBA1 és anti-GFAP egér
poliklonalis antitestet, kontrollnak nyul IgG-t, egér IgGl1-t,
1gG2a-t, ellenfestésként DAPI-t hasznaltunk. A zold nyilak IRAP pozitiv piramis
a piros nyilak IRAP negativ és IBA1 vagy GFAP pozitiv miCroglidkra vagy astrocytakra
mutatnak. Mérték: 50 pm.
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4.3.8. Az akcios potencial gatlo tetrodotoxin vagy az exocitdzis gatld
Ca**-mentes ACSF nem fiiggeszti fel az Ang IV NMDA 4ramokra
kifejtett gatlo hatasat a PFC V. réteg piramissejtjein

Az akcios potencial gatldé tetrodotoxin (TTX) 0,5 uM-s koncentracioban vagy az
exocitozis gatlo Ca?*-mentes ACSF altal indukalt szinaptikus izolacié nem fiiggesztette
fel az Ang IV NMDA aramokra kifejtett gatlo hatasat 9-12 napos patkany PFC V.
rétegében, a piramissejtek egy csoportjaban. Ang IV 100 nM-s koncentracidjanal TTX
tartalmi. ACSF-nél atlagosan 71,61+4,74 %-s Ta/T. aranyt észleltiink 8/15 db,
Ca?*-mentes ACSF-nél 62,25+7,65 %-t 9/16 db sejt esetén.
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13. 4bra. TTX tartalmi és Ca?*-mentes ACSF hatasa az Ang IV NMDA dramokra
kifejtett gatlo hatasara a PFC V. réteg piramissejtjeiben. \Whole-cell voltage-clamp
konfiguraciot hoztunk létre, a membranpotencialt -70 mV-n tartottuk. A rendszert 10
percig nyugalomban hagytuk. Utana 10 percenként, harom alkalommal, masfél percig 30
uM NMDA tartalmi ACSF-t aramoltattunk. Az Ang I1V-t T3 el6tt 5 perccel és Tz alatt
adtuk. A TTX-t (0,5 uM) tartalmaz6 vagy Ca®*-mentes (0 uM) ACSF a teljes mérés alatt
jelen volt. A Tz-nal mért valaszokat a Tz-nél mérthez normalizaltuk. n kisérlet
atlagarSEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az dsszes vizsgalt sejt, a piros oszlopokon
(Ang IV) a reagalo sejtek szama lathato. Statisztikai analizisre Kruskal-Wallis ANOVA-t

¢és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk, p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,01
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5. Megbeszéles

Korabbi kutatasainkban munkacsoportunk szamos NMDAR modulatort azonositott a
PFC-ben, koztik a purinerg és a dopaminerg jelatviteli rendszereket, pre- és
posztszinaptikus hatismechanizmusokat. A hatasok jellemzdéen a piramissejteknek csak
egy-egy részhalmazara korlatozodtak, ami hangstilyozza a piramidalis neuronok
szabalyozasanak Osszetettségét [28, 64, 70, 167, 178]. A PFC piramissejtjei morfologiai
¢s fiziologiai tulajdonsagaikban jelentds heterogenitast mutatnak, igy nem szokatlan az a
megfigyelés, hogy a kiilonb6z6 kdlcsonhatasokban csak meghatarozott szubpopulacioik

vesznek részt [179].

5.1. Az angiotenzin II hatasainak vizsgalata az NMDA aramokra

patkany PFC-ben

5.1.1. Az Ang II serkent0 hatasanak, illetve az AT1R fehérjeszintii
expresszidjanak vizsgalata

Korabbi vizsgalatainkban munkacsoportunk kimutatta, hogy az Ang Il Kkisebb,
fiziologiashoz kozelitd koncentracidtartomanyban (1 nM - 1 uM) serkenti az NMDA
aramokat 9-12 napos patkdnyokban, a PFC V. rétegében, a piramissejtek egy
csoportjadban. A hatast az ATIR antagonista eproszartan felfiiggesztette, az AT2R
antagonista PD123319 nem befolyasolta, ami igazolta, hogy AT1R medialta folyamat. A
hatas szinaptikus izolacidban nem volt észlelhetd, ami igazolta, hogy a folyamat indirekt,
interneurondlis kozvetitéssel valosul meg. Végiil a hatast a D1R antagonista SCH 23390
felfliggesztette, a D2R antagonista sulpirid nem befolyasolta, ami igazolta, hogy D1R
medialta folyamat [72].

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk az ATIR-k expressziojat 10 napos
patkanyok PFC-jében. Erdteljes kifejezddést figyeltink meg a II-III. és az V-VI.
sejtrétegekben. Nem talaltunk alkalmas piramidalis neuronadlis, illetve dopaminerg

interneurondlis sejtmarkert, ezért célzott kofestést nem tudtunk elvégezni.
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Osszefoglalva az Ang II AT1R-kon keresztiil dopaminerg interneuronokat aktival, a
dopamin pedig D1R-kon keresztiil potencirozza a piramissejteken az NMDAR-kat 9-12
napos patkany PFC V. rétegében [72].

5.1.2. Az Ang II gatl6 hatasanak vizsgalata

Korabbi vizsgalatainkban munkacsoportunk az Ang II nagyobb koncentraciokban (1-3
uM) torténd alkalmazasa esetén 9-12 napos patkanyok PFC-jének V. rétegében, a
piramissejtek egy (feltételezhetéen masik) csoportjaban az NMDA aramokra kifejtett
negativ modulalo hatast is megfigyelt. A kisérletet jelen munkamban nagyobb
elemszammal megismételtem ¢és egybehangzd eredményt kaptam. A gatldst a
Na*-dependens akcios potencialt gatldo TTX tartalmu, illetve a Ca*-dependens exocitdzis
gatlo Ca?* mentes ACSF nem fiiggesztette fel, ami igazolta, hogy a hatis kdzvetleniil a
piramissejteken érvényesiil. Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk az AT1R-k
ATIR antagonista eproszartan, sem az AT2R antagonista PD123319 nem befolyasolta,

tehat a hatas nem az Ang II sajat receptorain keresztiil valosult meg.

Mivel az angiotenzin ligandok peptidek, nem jutnak 4t a vér-agy gaton, ezért a
szintézisiikhoz sziikséges enzimek, igy az Ang II-t metabolizald6 AP-N, AP-A, DC és
ACE?2 jelen vannak az agyban [78]. A kisérletiinkben alkalmazott magasabb koncentracio
jelentette magasabb szubsztratmennyiségnek koszonhetéen ezek az enzimek a
fiziologiast elérd vagy akar meg is halado angiotenzin ligandot, Ang 1-7-t, Ang V-t vagy
alamandint lehettek képesek eldallitani. Feltételeztiik, hogy az Ang II gatlo hatasat ezen
metabolitok valamelyike medialta sajat receptoran keresztiil. Tovabbi kutatasaimban az
Ang IV hatasat, szignaltranszdukciojat és konnektivitasat, illetve az AT4R/IRAP

nukleinsav- és fehérjeszintii kifejez6dését vizsgaltam.
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5.2. Az angiotenzin IV hatasainak vizsgalata az NMDA aramokra

patkany PFC-ben

5.2.1. Az Ang IV hatésainak vizsgalata

Fiziologiasan az Ang IV agyi koncentraciéja nagyon alacsony [96, 97]. ElsGsorban
intracellularisan van jelen vagy de novo szintetizalodik. Extracellularisan zero-net-flux
modszerrel szintjét 46 pM-ra becsiilték, illetve mikrodializis szonda behelyezése utan
120-187 pM kozotti toménységet mértek [98]. Az Ang IV-gyel és analdgjaival
koncentraltak. Agyszeleteken végzett kisérleteknél 1 puM-s koncentraciot alkalmaztak
[119]. A preparalas folyamata sértheti a sejtek kapcsolatait, a lassu perfuzios adagolas
soran pedig a hatdanyagoknak kell a receptorokig bediffundalniuk [73]. Kisérleteinkben
széles, a fiziologias szintet kozelitd 1 nM-t6l a publikaciokban hasznalt 1 uM-ig terjedd,

koncentraciotartomanyt vizsgaltunk.

A glutamaterg rendszer a KIR els6dleges excitatoros haldzata [12]. Gerincesekben az
Osszes Szinapszis felét, az excitatoros szinapszisok dontd tobbségét alkotja [13]. Az
NMDAR a pre- és posztszinaptikus hatasok integracidja révén alapvetd az ideghaldzat
rendszerszinti miikodésében, a kognicidban, a Ca2+-dependens intracellularis
szignaltranszdukcié révén pedig lényeges hosszii tdva hatasok kialakitasdban, a
memoriaban. A glutamaterg rendszer tilmiikodése, az NMDAR tulaktivacidja viszont
excitotoxikus, cellularis szinten apopt6zist, az organum szintjén pedig neurodegeneraciot
idéz el6. Amiotrofias lateralszklerozis, sclerosis multiplex, Parkinson-koér [40],
Alzheimer kor [39] és Huntington-koér [21] patomechanizmusaban is szerepe lehet.
Klinikumban az NMDAR antagonista eszketamin depresszioban, a memantin

Alzheimer-betegségben, az amantadin pedig Parkinson-korban indikaltak.

Az Ang IV és analogjai egészséges allatokban elvégzett kiillonbozd viselkedéstesztekben,
példaul passziv elkeriilésben [138-140], kondicionalt elkeriilésben [138], 0 targy
felismerésben [119, 139, 143], Barnes-féle korlabirintusban [144], nyolckara
labirintusban [145], emelt keresztlabirintusban [146], Morris-féle vizi labirintusban [147]

jotékony hatassal voltak a megjegyz0, megtartd és felidéz6 memoriara. Valamint a
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nNAChR antagonista mekamilamin [150], mAChR antagonista szkopolamin [151-153] és
sztreptozotocin [155] indukalta memoria deficit allatmodellekben, illetve az
alfa-szinuklein overexpresszids Parkinson-kor modellben [156] és amiloid prekurzor
fehérje transzgenikus Alzheimer-kor modellben [157] javitottak vagy visszaforditottak az

emlékezetzavarokat.

A glutamaterg rendszer és az Ang IV interakcioja kevéssé kutatott, az is csak patkany
hippokampuszban [123, 155].

Vizsgalatainkban az Ang IV széles koncentraciotartomanyban (1 nM - 1 uM) gatolta az
NMDA indukalta kationaramokat 9-12 napos patkanyokban, a PFC V. rétegében, a

neuroprotektiv tulajdonsagait az NMDAR negativ moduldl6 hatdsa magyarazhatja.

A direkt NMDAR antagonistakkal ellentétben az Ang IV egy indirekt gatld modulator. A
komplett blokdddal szemben lehetové teszi a receptor finomhangoldsat. A célzott

modulaci6 pedig csokkenheti az altalanos antagonizmussal jard stilyos mellékhatasokat.

Erdekes modon az Ang IV és LVVYP-H7 legmagasabb koncentraciéinal (I pM és
100 nM - 1 uM) néhany piramissejt esetén az NMDAR potencirozasat figyeltiik meg. Bar
a jelenség pontos hatterét nem sikeriilt tisztazni, eredményeinkkel 6sszhangban IRAP
knock out egerekben a térbeli memoria felgyorsult, életkor-fliggd hanyatlasat irtak le
[148]. Az IRAP postnatalis delécidja pedig szignifikans deficiteket okozott mind a térbeli
referencia, mind a targyfelismeré emlékezetben [149]. Habar az AT4R torlésével, az
agonizmus intracellularis jelatviteli Gtvonalainak megsziintetésével az Ang IV nootrop és
neuroprotektiv hatasainak kiesése is hozzajarulhat a fentiekhez, de sajat eredményeink
tiikrében, az IRAP gén kiiitését az IRAP tigymond lehetd legnagyobb gatlasanak tekintve,
a nagy dozisi Ang IV alkalmazasakor is észlelt NMDAR talaktivacio kovetkeztében
kialakul6 citotoxicitds és neurodegeneracié IS magyarazhatja a kognitiv deficitek
megjelenését. Nem ismeretlenek egyébként az irodalomban az angiotenzin ligandok
egymassal ellentétes hatdsai: széleskorli, valtozatos médon befolyasoljak a neuronalis
struktarakat [73]. Tehat az Ang IV és egyéb IRAP inhibitorok terapias alkalmazasanak

koncentracio- és dozisfiiggd optimalizalasa sziikséges.
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5.2.2. Az Ang IV gatlas szignaltranszdukcidjanak, illetve
receptorainak hely-specifikus mRNS és fehérjeszintli expresszidjanak
vizsgélata

A tovabbiakban az Ang IV gatld hatasanak szignaltranszdukcidjat, illetve receptorainak
hely-specifikus mRNS és fehérjeszintili expresszidjat vizsgaltuk. Nevezetesen, hogy mely

receptoron, milyen utvonalon keresztiil fejti ki hatasat.

Ambator az Ang IV telithetd, reverzibilis, specifikus és nagy affinitasa kotShelyét mér
tobb mint harminc éve fedezték fel [103], a pontos mitkddése még ma sem tisztazott, st

maga a mibenléte is kérdéses.

Mivel az Ang IV, mas angiotenzin ligandokhoz hasonléan peptid szerkezeti,
farmakokinetikai tulajdonsagai kedvezétlenek. Szajon at torténd adagolas esetén az
emésztés, eloszldsa sordn a vér-agy gat jelent akaddlyt. Analdgjait
hatéanyagkonyvtarakban keresik vagy kozvetlen tervezik [180]. A gyogyszerfejlesztés
szamara felettébb fontos az Ang IV hatds preciz targetjének, egzakt

hatasmechanizmusanak tisztazasa.

5.2.2.1. Az AT4R/IRAP

A legelfogadottabb nézet szerint az AT4R-t egy transzmembran enzimmel, az IRAP-pal
azonositottak [104], az Ang IV-t pedig a katalitikus domén potens, kompetitiv
inhibitoraként [105]. Az Ang IV tehat extracellularisan, a kiilonboz6 neuroaktiv peptidek
Mivel az Ang IV-nek, mint IRAP inhibitornak neutralis antagonistaja nem ismert, a
megszokott kisérleti osszeallitasra, a hatas Ang IV melletti koadminisztracioval torténd
felfiiggesztésére nem volt lehetdségiink. Ezért a kisérletet az Ang IV helyett egy masik
IRAP inhibitort perfundaltatva ismételtiik meg. Az LVVYP-H7 (10 nM - 1 uM) utanozta
az Ang IV NMDA aramokra kifejtett gatlo hatasat 9-12 napos patkanyokban, a PFC V.

rétegében, a piramissejtek egy csoportjaban.
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Az AT4R-on egy allosztérikus kotohelyet is felfedeztek, ahol az Ang IV hagyomanyos
agonistaként viselkedik [107]. Az Ang IV hatésa tehat kiilonb6z6 intracellularis jelatviteli
utvonalak beinditasaval johet 1étre [108]. Mivel az Ang IV hagyomanyos antagonistaja
az AT4R-n, a Divalinal kereskedelmi forgalomban mar nem kaphatd, ezért ezt az

utvonalat nem tudtuk vizsgélni.

A radioaktivan megjelolt Ang IV agyi kotodését szamos fajban vizsgaltak. Patkany [113],
egér [129], tengeri malac [110], futéegér [130], makaké [131], rézuszmajom [132] és
ember [112, 133] agyi képleteiben, koztiik a nagyagykérgében észlelték. Magas foku
fajkozi konzervaltsagot figyeltek meg [112]. Ezzel szemben az AT4R/IRAP fehérje
szinti expresszidja alig kutatott. Patkany [135] és ember [136] agyaban, neocortexében
detektaltak. A kiilonb6z6 modszerek eredményei atfedtek egymassal [100]. Az
AT4R/IRAP mRNS szintii kifejez6dését viszont még egyaltalan nem publikaltak.

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk az AT4R/IRAP fehérje jelenlétét 10 napos
¢s 6 honapos patkany PFC-ben. Markans expresszié volt megfigyelhet6 a II-111. és az
V-VI. sejtrétegekben. Illetve molekularis biologiai vizsgalatokkal kimutattuk az
AT4R/IRAP-t kodold6 mRNS jelenlétét 10 napos, 3 honapos és 6 honapos patkany
PFC-ben. Erételjes kifejez6dést észleltiink a fiatal felnott allatokban.

5.2.2.2. Az AT1IR

Habar az Ang 1V fiziologids koncentracioban nagyon kis affinitassal kotddik az
AT1R-hoz [127], magas koncentracioban képes azt aktivalni [78]. Immunhisztokémiai
vizsgalatokkal kimutattuk az ATIR jelenlétét a PFC kiilonboz6 sejtjein. Mindazonaltal
elektrofiziologiai kisérleteinkben az AT1R antagonista eproszartan, ahogy korabban az

Ang I1 gatl6 hatasat sem, gy most az Ang |V hatésait sem befolyasolta.

5.2.2.3. A c-Met

Legtjabb beszamolok szerint az Ang IV/AT4R rendszer egybeesik a HGF/c-Met
rendszerrel. Az Ang IV és a HGF kozott szamos hasonlosagot mutattak ki, illetve az
ATA4R-t a HGF receptoraval, a c-Met-tel is azonositottak [126]. Az Ang IV a ,hinge”
régiodhoz kotédve fokozta a HGF dimerizaciojat és a c-Met aktivaciojat [181]. Az Ang IV
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analog Norleual pedig gatolta a HGF c-Met-hez valé kotddését és a HGF-fiiggd
jelatvitelt, a proliferaciot, az invaziot és a szorodast. [182] Ennek az utvonalnak a

lehetséges kozvetitd szerepét az Ang IV hatdsaiban jelen munka nem vizsgalta.

Osszefoglalva az AT4R/IRAP mRNS és protein szinten markdnsan expresszalodik
patkany PFC V. rétegében, valamint a piramissejtek egy csoportjan az Ang IV NMDA

crer

aminopeptidaz aktivitasanak inhibicioja lehet.

5.2.3. Az Ang IV gatlas konnektivitasanak, illetve az AT4R/IRAP
sejt-specifikus fehérjeszintli expresszidjanak vizsgalata

A tovabbiakban az AT4R/IRAP sejt-specifikus lokalizaciojat és az Ang IV gatld
hatasaban részt vevo neuronok konnektivitasat vizsgaltuk. Arra kerestiik a valaszt, hogy
az AT4R/IRAP medialta hatds preszinaptikusan, interneuronon keresziil jon 1étre vagy
ellenkezbleg, az AT4R/IRAP az NMDAR-ral azonos sejten, posztszinaptikusan talalhato

meg.

A szakirodalom szerint az AT4R/IRAP feltételezhet6en csak neuronokon expresszalodik
[78]. Idegsejteken kimutattak az olfaktorikus régiokban, szeptalis és hipotalamikus
magokban, a hippokampuszban és a neocortexben [135, 136]. Astrocytakban azonban
csak patkany astroglialis sejt kulturaban [118] és Alzheimer demencias egér agyban a
béta-amiloid plakkokat koriilvevé aktivalt astrocytakban [137] irtak le. Mas
sejttipusokban pedig egyaltalan nem publikaltak.

Az AT4R/IRAP fehérje szintli expresszidjat patkany PFC V. rétegében sajat
kisérleteinkben is csak neuronokban mutattuk ki, viszont nem detektaltuk microglidkban
¢és astrocytakban. Kiilonb6z6 piramissejt-markerek alkalmazasa nem eredményezett
egyértelmii pozitiv jelzést, de morfologia alapjan is valdszintsiteni tudjuk, hogy az
ATA4R/IRAP megtalalhat6 a piramidalis neuronokon, illetve a GAD67 markerrel végzett
jelolés alapjan biztosan allithatjuk, hogy kifejez6dik GABAerg interneuronokban.
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Elektrofizioldgiai kisérleteinkben az akcids potencial gatlo TTX és az exocitozis gatld
Ca?*-mentes ACSF altal indukalt szinaptikus izolacié méréseink eredményét nem

befolyasolta.

Tehat kizartuk az interneuronalis konnektivitds szerepét. Az Ang IV nem
preszinaptikusan, egy GABAerg interneuronon vagy akar masik piramidalis neuronon
hatva, ideghélozati kapcsolas(ok) kozvetitésével modulalja az NMDA receptorokat.
Hanem posztszinaptikusan, koézvetleniil a PFC V. réteg piramissejtjein  1évo
ATAR/IRAP-on fejti hatasat és direkt modon gatolja az NMDAR aramokat.

5.3. Limitaciok
5.3.1. Faj

Kisérleteinket patkanyokon végeztik. Az Ang IV kotédésének patkanyon [113] és
emberen [112, 133] végzett radiografiai és az AT4R/IRAP kifejez6désének patkanyban
[135] és emberben [136] folytatott immunhisztokémiai vizsgalataiban magas szintii
fajkozi konzisztenciat allapitottak meg [112]. Tehat az Ang IV-gyel és az
ATAR/IRAP-pal kapcsolatos vizsgalatainkat batrabban extrapolalhatjuk emberre is.

Ellenben a fehérje adatbazisok alapjan az ATIR mRNS expresszidja az emberi
prefrontalis cortexben nagyon alacsony [183]. Ezért az Ang II és az ATIR kapcsan

sziikséges az eldvigyazatossag.

5.3.2. Eletkor

A neurodegenerativ betegségek elsdsorban az idésebb koruakat érintik. A patch clamp
modszer limitaciéi miatt csak nagyon fiatal, 9-12 napos patkanyokon tudtuk
kisérleteinket elvégezni és az Ang IV-nek az IRAP aminopeptidaz aktivitasanak
inhibicidjan keresztiil az NMDAR-okra kifejtett negativ modulalé hatasat kimutatni. A
patkanyok gyerekkora révid, gyorsitott folyamat, pontos emberi ¢életkoroknak vald
megfeleltetése nehézkes. Referenciaként szolgalhat a szoptatds, mely patkanyban 21

napig, emberben 6 honapig tart, illetve a pubertas, mely 1,5 honapos és 12,5 éves korra
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tehetd [184]. 9-12 napos patkanyaink egy minddssze néhany honapos csecsemdovel

allithatok csak parhuzamba.

Azonban immunhisztokémiaval 6 honapos patkdnyokon is el tudtuk végezni az
AT4R/IRAP fehérjeszintli expressziojanak vizsgalatat és a 9-12 napos korosztalyhoz
hasonldé mértékii kifejez6dést észleltiik. Molekularis bioldgiaval pedig 9-12 napos, 3
honapos és 6 honapos allatokban tudtuk a receptor mRNS szintii expressziojat vizsgalni
¢s az ¢letkor fliggvényében fokozodast lattunk. A 6 honapos patkanyok mar fiatal, 18
éves felnétt emberrel azonosithatok [184]. A tovabbiakban tervezziik 1, 1,5 és 2 éves
korcsoportok vizsgalatat is, amik mar 30, 45 ¢és 60 éves emberi ¢letkorokkal analogok és

a neurodegenerativ betegségek szempontjabol kifejezetten relevansak.
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6. Kovetkeztetések

Doktori értekezésemmel kapcsolatos munkam soran a medialis PFC-ben az NMDA

crcr

mRNS ¢és fehérjeszintli expresszidjat vizsgaltuk.

9-12 napos patkany medialis PFC V. réteg piramissejteinek NMDA receptorain végzett

elektrofiziologiai vizsgalatokkal, whole-cell, patch-clamp technika alkalmazasaval,
az Ang Il hatasairol nagyobb elemszammal igazoltuk, hogy:

az Ang II magasabb koncentracidoban (3 pM) negativ modulalo hatést fejt

crcr

az Ang IV hatasairol igazoltuk, hogy:

az Ang IV széles koncentracidtartomanyban (1 nM - 1 uM) negativ

modulalé hatast fejt ki az NMDA aramokra a piramidalis neuronok egy

crcr

a gatlast az IRAP inhibitor LVVYP-H7 (10 nM - 1 uM) utanozta, tehat az
AT4R/IRAP aminopeptidaz aktivitasanak inhibicidja medialhatja a hatast.

a gatlast az AT1R antagonista eproszartan nem befolyasolta, tehat nem
ATI1R medialja a hatast.

a gatlast sem a TTX tartalmi, sem a Ca®" mentes ACSF nem fiiggesztette
fel, tehat a hatés interneuronok kozvetitése nélkiil, a piramis sejteken kdzvetleniil

érvényestil.

A 10 napos, 3 honapos és 6 honapos patkdny medidlis PFC-n végzett molekularis

biologiai vizsgalatokkal
az Ang IV receptorair6l kimutattuk, hogy

az AT4R/IRAP-t k6doldo mRNS kifejezdik a PFC-ben.
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A 10 napos és 6 honapos patkany medidlis PFC-ben végzett immunhisztokémiai
vizsgalatokkal, tormaperoxidazzal (HRP) aktivalt tiramid jel amplifikalo technika

alkalmazasaval,
az Ang Il receptorairol kimutattuk, hogy
az ATI1R fehérjéje kifejezodik a PFC-ben.

az ATIR markansan expresszalodik a PFC I-111. és V-VI. rétegeiben.

cre

az Ang IV receptorairol kKimutattuk, hogy
az IRAP/ATAR fehérjéje kifejezédik a PFC-ben.

az IRAP/AT4AR markansan expresszalodik a PFC II-III. és V-VI.
rétegeiben.

s

¢s GAD67 pozitiv. GABAerg interneuronjaiban, hidnyzik IBAI1 jelolt

microglidiban és GFAP jelolt astrocytaiban.
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7. Osszefoglalas

A prefrontalis kéregnek fizioldgidsan a gondolkodasban és a rovid tavi memoriaban lehet
szerepe, melyben kiemelt jelentdséggel birnak a glutamaterg neurotranszmisszié és az
NMDA receptorok. Patolégias elvaltozasai pedig demenciakban, illetve szkizofrénidban
figyelhetok meg. Egyik betegség esetén sincs, eléforduldsuk gyakorisaga, illetve
lefolyasuk sulyossaga ellenére, a gyogyszeres terapia teljes mértékben maig sem
megoldva. A glutamat rendszer talaktivitasa apoptdzishoz €és neurodegeneraciohoz vezet,
viszont az NMDA receptorok teljes gatlasa stlyos mellékhatasokat idéz eld. A
gyogyszeripar egyre inkabb a receptor finom hangoléasat célozza meg. A glutamaterg
agyi renin-angiotenzin rendszernek is felmeriilt a szerepe. Az Ang IV egészségesekben
serkenti az emlékezetet, illetve kognitiv karosodasokban javitja vagy visszaforditja a
memoriazavarokat. Mivel peptid szerkezetli, rossz a farmakokinetikai profilja. Analdgjait
hatéanyagkonyvtarakban keresik vagy kdzvetlen tervezik. A gyogyszerfejesztés szamara
kulcsfontossagu preciz targetjének, egzakt hatasmechanizmusanak feltarasa.
Vizsgdlatainkban igazoltuk, hogy az Ang IV-nek széles, 1 nM - 1 pM-s
koncentraciotartomanya negativ modulalod hatést fejt ki a 9-12 napos patkany PFC V.
réteg piramissejtjeinek NMDA receptorain. A gatlast egy masik IRAP inhibitor, az
LVVYP-H7 uténozta, kovetkezésképp a hatdsmechanizmus az aminopeptiddz aktivitas
szupresszidja lehet. A gatlast a szinaptikus izolacié nem sziintette meg, kizartuk tehat az
intercellularis konnektivitds szerepét. Tovabba vizsgalatainkban feltérképeztiik az
Ang IV receptoranak, az AT4R/IRAP-nak a sejt-specifikus lokalizacidjat. Kimutattuk
mind nukleinsav, mind fehérjeszintli jelenlétét kiilonb6z6 kort patkanyok PFC-iben.
Markéns expressziot figyeltiink meg a II-11I. és az V-VI. sejtrétegekben. Morfologia és
sejtmarkerek alapjan azonositottuk kifejezddését piramidalis neuronokban és GABAerg
interneuronokban, nem tudtuk detektalni microglidkban és astrocytakban.

Eredményeink magyarazhatjak az Ang IV nootrdp és neuroprotektiv tulajdonsagait és az
IR AP katalitikus doménjének inhibicioja megfeleld targetet jelenhet a gyogyszergyartas
szamara az NMDAR negativ modulatorainak fejlesztéséhez a PFC-t érinté betegségek

kezelésére.
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8. Summary

Physiologically, the prefrontal cortex may have a role in thinking and short-term memory,
in which glutamatergic neurotransmission and NMDA receptors are of particular
importance. Pathological changes are observed in dementias and schizophrenia. Despite
their frequency and severity, the pharmacological therapy is still not completely resolved
in any of the diseases. Overactivity of the glutamate system leads to apoptosis and
neurodegeneration, whereas complete inhibition of NMDA receptors causes severe side
effects. Drug development is increasingly aimed at the fine tuning of the receptor. The
brain renin-angiotensin system has been recognized in recent decades and its role has
been implicated in the neuromodulation of glutamatergic synapses, NMDA receptors.
Ang IV stimulates memory in the healthy and improves or reverses memory impairments
in cognitive disorders. Due to its peptide structure, it exhibits a poor pharmacokinetic
profile. Efforts are being made to find its analogues by virtual and substance library
screening and direct design. The clarification of Ang IV’s precise target and exact

mechanism of action is of great relevance for drug development.

In our studies, we demonstrated that a wide concentration range of Ang IV, from 1 nM to
1 uM, exerts a negative allosteric modulatory effect on NMDA receptors in the layer V
pyramidal cells of 9-12 days old rat PFC. The inhibition was mimicked by another IRAP
inhibitor, LVVYP-H7, consequently, the mechanism of action may be the suppression of
aminopeptidase activity. The inhibition was not abolished by synaptic isolation, therefore
a role for intercellular connectivity is excluded. Furthermore, our studies mapped the
cell-specific localization of Ang IV’s receptor, AT4R/IRAP. We detected both of its
nucleic acid and protein levels in the PFC of rats of different ages. Marked expression
was observed in cell layers 1I-11l. and V-VI. Based on morphology and cell markers, we
identified its expression in pyramidal neurons and GABAergic interneurons, but could

not detect it in microgliae and astrocytes.

Our results may explain the nootropic and neuroprotective properties of Ang IV and the
catalytic domain of IRAP may represent a suitable target for the pharmaceutical industry
to develop NMDAR negative allosteric modulators for the treatment of PFC-associated

diseases.
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