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Rövidítések jegyzéke  

Aβ:    béta-amiloid 

ACE:    angiotenzin-konvertáló enzim 

ACE2:   angiotenzin-konvertáló enzim-2 

ACSF:   mesterséges cerebrospinális folyadék 

Ang (1-7):  angiotenzin (1-7) 

Ang A:  angiotenzin A 

Ang I:    angiotenzin I 

Ang II:   angiotenzin II 

Ang III:  angiotenzin III 

Ang IV:   angiotenzin IV 

AMPA:   α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol-propánsav 

AP-A:    aminopeptidáz A 

AP-N:    aminopeptidáz N 

AT1R:   1-es típusú angiotenzin-receptor 

AT2R:   2-es típusú angiotenzin-receptor 

AT4R:   angiotenzin IV receptor 

ATP:    adenozin-trifoszfát 

BDNF:   idegi növekedési faktor 

CaMK:   kalcium/kalmodulin függő protein kináz 

cAMP:   ciklikus adenozin-monofoszfát 

CCK:    kolecisztokinin 

CREB:   cAMP-reszponzív elem kötő fehérje 

D1R:    dopamin 1 receptor 

D2R:    dopamin 2 receptor 
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DC:    dekarboxiláz 

EAAT:   excitátoros aminosav transzporter 

EGTA:   bis-aminoetil-glikoléter-tetraecetsav 

EPSP:    excitatórikus posztszinaptikus potenciál 

ERK 1/2:   extracelluláris szignál-regulált kináz1/2 

GABA:   γ-aminovajsav 

GAD67:  glutamát dekarboxiláz 67 kDa izoforma  

GFAP:   gliális fibrilláris savas fehérje 

GLUT4:  glükóz transzporter 4 

GTP:   guanozin-trifoszfát 

HEPES:   N-2-hidroxietilpiperazin-N’-2-etánszulfonsav 

HGF:   hepatocyta növekedési faktor 

HRP:   tormaperoxidáz 

IBA1:   ionizált Ca2+-kötő adapter molekula 1 

IC:    intracelluláris 

IL-6:   interleukin‐6 

IRAP:    inzulin-regulált aminopeptidáz 

KA:    kainát 

KIR:    központi idegrendszer 

LDP:    hosszú távú depresszió 

LTP:    hosszú távú potenciáció 

MAPK:  mitogén-aktivált protein kináz 

MCP-1:  monocyta kemoattraktáns fehérje 1 

mAChR:  muszkarinos acetil-kolin receptor 

MasR:   Mas receptor 
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mEa:    monoklonális ellenanyag 

mEPSC:   mini excitatórikus posztszinaptikus áram 

mGluR:   metabotróp glutamát receptor 

MrgD:   Mas-szerű G-fehérje-kapcsolt receptor 

nAChR:  nikotinos acetil-kolin receptor 

NEP:   neutrális endopeptidáz 

NF-κB:   nukleáris faktor-kappa B 

NMDA:   N-metil-D-aszpartát 

NMDAR:   N-metil-D-aszpartát receptor 

NO:    nitrogén-monoxid 

NOS:    nitrogén-monoxid szintáz 

PACAP:   hipofízis adenilát-cikláz aktiváló polipeptid 

PAI-1:   plazminogén aktivátor inhibitor 1 

PBS:    foszfátpufferes sóoldat 

PCP:   fenciklidin 

PFC:    prefrontális kéreg 

pEa:   poliklonális ellenanyag 

PKC:   protein kináz C 

PLC:   foszfolipáz C 

RAAS:   renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer 

RAS:    renin-angiotenzin rendszer 

SP:    P-anyag 

TNFα:   tumor nekrózis faktor 

TTX:    tetrodotoxin 

vGLUT:   vezikuláris glutamát transzporter 
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VTA:    ventrális tegmentális area 
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1. Bevezetés 

1.1. Általános bevezetés 

A prefrontális kéreg (PFC) a magasabb rendű kognitív funkciókban jelentős szerepet 

játszó agyterület, amely fiziológiásan például az emlékezetben és a tanulásban játszik 

szerepet, patológiás vonatkozásai pedig többek között a demenciákban és a 

szkizofréniában nyilvánulnak meg. A glutamát az excitátoros szinaptikus ingerületátvitel 

fő neurotranszmittere, viszont túlaktivitása apoptózishoz és neurodegenerációhoz 

vezethet. A neurodegeneratív folyamatok meghatározóak számtalan központi 

idegrendszeri (KIR) betegség patomechanizmusában. Kutatásomban a glutamáterg 

rendszer kulcsfontosságú elemének, az N-metil-D-aszpartát (NMDA) receptor 

funkciójának finomhangolását szabályozó mechanizmusokat tanulmányoztam. 

Dolgozatomban a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) két komponensének, 

az angiotenzin II-nek (Ang II) és az angiotenzin IV-nek (Ang IV) az NMDA receptort 

(NMDAR) moduláló hatását foglalom össze. 

A továbbiakban röviden bemutatom az anatómiai struktúrát, a prefrontális agykérget, 

amin a kísérleteinket végeztük. Beszélek az implikált neuropszichiátriai kórképekről, a 

demenciákról és szkizofréniáról. Részletezem a glutamáterg rendszert, kiemelve az 

NMDA receptorokat, illetve a RAAS-t, különös hangsúlyt fektetve az Ang II-re és az 

Ang IV-re. 

 

1.2. Prefrontális cortex 

A PFC emlősökben az agy anterior pólusán helyezkedik el. Filogenetikai fejlődése során 

emberszabásúakban éri el maximumát mind relatív rádiusz, mind kognitív képességek 

terén. Citoarchitektóniai szerkezetét tekintve hat rétegű isocortex, a laterális részén 

granuláris kéreg, jelzett IV. réteggel , az orbitomediális részén agranuláris kéreg, jól 

fejlett V-VI. réteggel, a szélein pedig átmeneti szerkezetű. Konnektivitás terén elsősorban 

a nucleus dorsomedialis thalamiból kap reciprok afferentációt, de rostokat vált a 

diencephalonnal (thalamus, hypothalamus), mesencephalonnal, limbikus rendszerrel 

(amygdala, limbikus cortex) és az agykéreg más területeivel is, illetőleg önálló 

efferenseket küld a bazális ganglionokba és a nuclei pontisba [1, 2]. Neurokémiai 
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szempontból a KIR legtöbb neurotranszmittere megtalálható itt is: glutamát, 

γ-aminovajsav (GABA), noradrenalin, dopamin, szerotonin és acetil-kolin. A zóna 

működésében legfontosabbnak tartható receptoraik az NMDA és a GABAA receptorok 

(munkamemóriában van szerepük), illetve legjelentősebbnek mondható pályáik a locus 

coeruleusból jövő noradrenerg traktusok (kognitív funkcióban van jelentőségük), a 

ventrális tegmentális areából (VTA) a mesocortikális dopaminerg pálya (motivációban és 

a jutalmazási rendszerben vesznek részt), a raphe magvakból induló szerotoninerg 

útvonalak (impulzuskontrollban játszanak szerepet) és a formatio reticularisból, n. basalis 

Meynerti-ből érkező kolinerg beidegzés. Továbbá szabályozó szereppel az alábbi 

neuropeptideket is leírták: szomatosztatin, P-anyag (SP), kolecisztokinin (CCK), 

angiotenzin és neurotenzin [3]. Funkcionálisan a nagyagy három asszociációs 

kéregrészének egyike. Végrehajtó, tág értelemben vett motoros kéreg: orbitolaterálisan 

inkább szomatomotoros, a kogníciót szolgálja, orbitomediálisan inkább visceromotoros, 

emóciókban vesz részt. Fiziológiásan szerepe van (1) az összetett és/vagy új, 

célra-irányuló mozgások tervezésében, szervezésében, ezek neuronális hálózatokban, 

ún. sémákban történő reprezentációjában. Szerepe van az (2) az összetett és/vagy új, 

célra-irányuló mozgások végrehajtásához szükséges, belső reprezentációra irányuló 

fenntartott figyelemben. Ez három részből áll össze, a (2.1) munkamemóriából: a 

mozgás tervezéséhez, szervezéséhez szükséges memória hálózatok időszakos 

aktivációjából. A (2.2) „preparatory set”-ből: a cselekvés végrehajtásához szükséges 

struktúrák előkészítéséből. Azaz a közelmúlt és a közeljövő (2.1 és 2.2) időbeli 

integrációjából. És az (2.3) „inhibitory control”-ból: a célra irányuló akciót befolyásoló 

külső és belső interferencia gátlásából. Továbbá szerepe van a (3) döntéshozásban: akár 

egyszerű, akár összetett cselekvések végrehajtásának eldöntésében, kockázatelemzésben, 

„cost-benefit” becslésben, „valószínűségszámításban”. Sőt filozófiai vonatkozásokban a 

tudat és a szabad akarat kérdéskörét is érinti [4, 5]. Mivel az öregedési folyamatok, 

atrophia először ezen az agyterületen jelentkeznek és patológiás folyamatokra, 

neurodegenerációra a vulnerábilitás itt a legnagyobb, nagy klinikai jelentőséggel is bír. 

Neuropszichitátriai implikációi elsősorban a demenciák, ahol a dopaminerg és kolinerg 

innerváció megfogyatkozása, helyi piramissejtek pusztulása jellemző. Illetve a 

szkizofrénia, mely hátterében a dopamin, GABA, szerotonin, glutamát és noradrenalin 

rendszerek KIR-i fejlődést és működést érintő öröklött vagy szerzett elváltozásai 
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állhatnak. Továbbá felmerült szerepe a gyermekkori figyelemzavarokban és 

addikciókban is, ahol dopamin és az utóbbi esetében noradrenalin, GABA, glutamát és 

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

 

1.3. Neuropszichiátriai kórképek 

1.3.1. Demenciák 

Világszerte több mint 55 millió ember szenved demenciában és közel 10 millió új esetet 

diagnosztizálnak évente. A demencia a vezető halálozási okok között a hetedik és egyik 

fő oka a rokkantságnak, gondnokság alá helyezésnek [7]. A szindróma patogenezisét 

alapvetően neurodegeneráció okozza, amelynek hátterében különböző patofiziológiák 

állhatnak. Leggyakoribb fajtái az Alzheimer-kór, a vaszkuláris demencia, a Lewy-testes 

és a frontotemporális demencia [8]. A demenciák kezelésében a betegséget érdemben 

befolyásoló, kifejezetten effektív gyógyszerekre lenne szükség, azonban a jelenleg 

elérhető opciók gyakorlatilag csak tüneti kezelések, limitált effektivitással [9]. 

 

1.3.2. Szkizofrénia 

A szkizofrénia világszerte mintegy 24 millió embert érint [10]. A szkizofrénia kapcsán 

megkülönböztethetünk akut szkizofrénia, krónikus szkizofrénia és szkizoid 

tünetcsoportot, illetve szkizofrénia betegséget. A szkizofrénia betegség tünetei BNO-10 

szerint a gondolkodás zavarai, a külső erők általi irányítottság, az érzékcsalódások, a 

téveszmék, az érzelmi közöny, az asszociációk fellazulása, a pszichomotórium zavara, az 

inaktivitás, illetve a szociális hanyatlás. Kórokában adopciós és ikervizsgálatok alapján 

az örökletes és szerzett genetikai és biológiai faktorok merültek fel. Létezik számos 

neurotranszmitter elmélet: leírták már a mesocorticolimbikus dopaminerg pályarendszer 

D1 receptoron (D1R) alul-, D2 receptoron (D2R) túlműködését, a GABA alul- és 

szerotonin (elsősorban 5HT2) túlműködését, illetve a glutamát (leginkább NMDA) és 

noradrenalin szerepét is. Továbbá pszichodinamikus teóriák, és családi genezis is szóba 

jöttek. Diagnózisa elsősorban tüneti, melyet pszichológiai tesztvizsgálatok (projektív 

tesztek (Rorschach, TAT) és kvantitatív tesztek (MMPI)) megerősíthetnek vagy 
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megkérdőjelezhetnek. A betegség jelentkezésekor belgyógyászati és neurológiai 

kivizsgálást, laborvizsgálatot és képalkotó eljárásokat is igénybe vesznek organikus 

eredet kizárása érdekében. Ellátásában a negyvenes évektől a legfontosabb az 

elektrokonvulzív terápia volt. A hetvenes évektől pedig a gyógyszeres kezelés az 

elsődleges: első, második (és harmadik) generációs antipszichotikumokat, esetleg 

lítiumot, antiepileptikumokat, benzodiazepineket, antidepresszánsokat használnak. 

Kiegészítésként továbbá pszichoterápiák (magatartás, család-, és szocioterápiák) 

alkalmazhatók. Prognózisa általában kedvezőtlen kimenetelű. A betegek több mint fele 

rehospitalizációra szorul. Az autonómia beszűkül, súlyos esetben krónikus institualizáció 

válik szükségessé. 15-20%-uk öngyilkossággal fejezi be életét [11]. 

 

1.4. A glutamáterg rendszer 

A glutamát egy klasszikus neurotranszmitter. Struktúrája tekintetében kismolekulás 

aminosav. Funkciója vonatkozásában excitátoros jelátvivő. A glutamáterg rendszer a KIR 

fő serkentő hálózata [12]. A gerincesekben az összes szinapszis 50%-át, az excitátoros 

szinapszisok 90%-át alkotja [13]. 

 

1.4.1. A glutamát szintézis, exocitózis, reuptake és metabolizmus 

A glutamát a vér-agy gáton nem jut át, a KIR-ben szintetizálódik [14]. A KIR-i 

neuronokban a glutamináz enzim állítja elő glutamin dezamidálása és α-ketoglutarát 

transzaminálása közben. A vezikuláris glutamát transzporter (vGlut) segítségével, 

H+-grádiens terhére, kis, szinaptikus vezikulákba kerül és itt tárolódik. Kellő nagyságú 

ingerület hatására, Ca2+-függő exocitózis során szabadul fel a szinaptikus résbe, ahol 

egyszerű diffúzióval éri el receptorait. Az astrocyták Na+/H+/K+-függő excitátoros 

aminosav transzportereikkel (EEAT) veszik vissza. Végül a glutamin-szintetáz enzimük 

glutaminná alakítja ATP-ben tárolt energia felhasználásával [15]. 
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1.4.2. A glutamát receptorok 

A glutamátnak 3 csoportba sorolt, összesen 8 féle metabotrop receptora és 3 féle ionotrop 

receptora ismeretes.  

Az I. csoportba a mGluR1 és mGluR5, a II. csoportba a mGluR2 és mGluR3, a III. 

csoportba a mGluR4, mGluR6, mGluR7 és mGluR8 metabotrop receptorok tartoznak 

[16]. Szerkezetük tekintetében egy a ligandkötőhelyet tartalmazó extracelluláris 

N-terminálisból, egy hét transzmembrán doménből, illetve egy GTP-kötő fehérjéhez 

kapcsolódó intracelluláris C-terminálisból állnak [17]. Működésük terén az I. csoport 

receptorai elsősorban Gq fehérjéhez kapcsolódva a foszfolipáz C-t (PLC) serkentik, a II. 

és III. csoport pedig Gi/o -hoz kapcsolódva az adenilát-ciklázt gátolja [18]. 

α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole propionát (AMPA), kainát (KA) és 

N-metil-D-aszpartát (NMDA) ionotrop receptorokat különítettek el a szintetikus 

agonistáik iránti affinitásuk alapján [12]. A receptorok négy alegységből épülnek fel, 

középen ioncsatornát fogva közre. Az alegységek további négy doménre tagolódnak: 

extracelluláris N-terminálisra, ligandkötő doménre, transzmembrán szakaszra és 

intracelluláris C-terminálisra. Működésük tekintetében ligandfüggő kationcsatornák, a 

csatorna nyitott állapotában befelé irányuló Ca2+ és Na+, kifelé irányuló K+ áram folyhat 

[19]. 

 

1.4.2.1. Az NMDA receptorok  

Az NMDA receptor a glutamát kulcsfontosságú receptora. Sokáig úgy tartották, hogy 

kizárólag idegsejteken fordul elő, de az elmúlt 35 év kutatásai alapján gliasejteken is 

kiemelt szerepe van [20]. Megtalálható pre- és posztszinaptikusan, valamint 

extraszinaptikusan egyaránt [21]. 

 

1.4.2.1.1. Az NMDA receptorok struktúrája 

Az NMDA receptorok is négy alegységből épülnek fel. Az alegységek az extracelluláris 

N-terminálisból, a ligandkötőhelyből, egy négy transzmembrán doménből és az 

intracelluláris C-terminálisból állnak. A kötőhelyet a transzmembrán-1 előtti szakasz és 
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a transzmembrán-3-4 domén közötti hurok alkotja. A pórust pedig a visszakanyarodó 

transzmembrán-2 domének [22]. A receptorok heterotetramerek. Háromféle alegységük, 

a GluN1, GluN2 és GluN3, melyeknek további nyolc (1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4a, 4b), négy 

(A, B, C, D) és két (A, B) izoformája ismert [23, 24]. A receptor alegységeinek összetétele 

meghatározza a struktúráját, lokalizációját és funkcióját [25].  

 

1.4.2.1.2. Az NMDA receptorok funkciója 

Működése terén mind az NMDAR aktivációja, mind a hatásmechanizmusa eltér egy 

átlagos ligandfüggő ioncsatornáétól.  

A ligandfüggő receptorokat általában egy agonista aktiválja, mely jelen esetben is 

megvan, nevezetesen a GluN2 alegységen található ortosztérikus kötőhelyhez kapcsolódó 

glutamát, illetve további szubsztrátok az aszpartát, homocisztein és NMDA is. Ezenfelül 

olykor előfordulhat koagonista szükségessége. Itt a glicin és D-szerin a koaktivátorok, 

amiknek a GluN1 és GluN3 alegységen van kötőhelyük. A receptorok működését 

modulátorok szabályozhatják. Az NMDAR-nak a megszokottnál több allosztérikus 

kötőhelye van. Fiziológiás kötőhelye például a poliamin-kötőhely. Farmakológiai 

antagonistái és negatív modulátorai pedig például a fenciklidin (PCP), ketamin, 

dizocilpin, amantadin, memantin, ifenoprodil [22]. Az NMDAR legfőbb egyedülállósága 

viszont feszültségfüggő mivolta. Nyugalmihoz közeli membránpotenciálon már igen kis 

koncentrációjú Mg2+ is blokkolja a csatornát [26], melyet a depolarizáció megszűntet 

[27], lehetővé téve és fokozva az ionáramlást. Ilyen módon az NMDA receptor képes 

detektálni és integrálni a preszinaptikus és posztszinaptikus aktivitásokat [23]. A 

receptorok funkcióját és permeabilitását poszttranszlációs módosítások, például 

foszforiláció, palmitoiláció, ubiquitináció szintén befolyásolják [28]. 

A KIR leggyakoribb ioncsatornái által átengedett ionok, például a feszültségfüggő Na+ 

csatornákon vagy AMPA receptorokon átfolyó Na+, a feszültségfüggő K+ csatornákon 

keresztüláramló K+, a GABA receptorokon túljutó Cl-, hatásukat a membránpontenciál 

megváltoztatásával, depolarizációval, repolarizációval vagy hyperpolarizációval fejtik ki. 

Az NMDA receptorok viszont nem csak Na+-ra, hanem Ca2+-ra is permeábilisek, így a 

mindkét ion által kifejtett, gyors és rövid ideig tartó depolarizáló hatáson túl, a Ca2+, mint 

másodlagos hírvivő, a Ca2+/kalmodulin kinázt (CaMK) aktiválva lassabban létrejövő, 
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viszont a kináz autofoszforilációja révén a Ca2+ szint normalizálódása után is fennmaradó 

hatások kialakítására is képes. 

 

1.4.2.1.3. Az NMDA receptorok fiziológiás szerepe  

Az NMDA receptoroknak meghatározó szerepük van a KIR-ben, a kognitív 

folyamatokban, nélkülözhetetlenek a neuronok integratív funkciójában, a hálózat 

rendszerszintű működésében. 

Képesek összegezni a preszinaptikus és posztszinaptikus hatásokat, nevezetesen a 

preszinaptikus neuron exocitózisával felszabaduló glutamát kötődését a receptor 

ortosztérikus kötőhelyéhez és a posztszinaptikus neuron membránpotenciál változására 

bekövetkező feszültségfüggő Mg2+ blokád kioldását a receptor csatornájából [23]. 

Magas Ca2+ permeábilitásuknak köszönhetően különböző intracelluláris jelátviteli 

útvonalakon keresztül hosszútávú változásokat tudnak létrehozni. A kinázok és 

foszforilázok különböző makromolekulákat módosítanak, foszforilálnak vagy 

defoszforilálnak, a konduktanciájukat vagy denzitásukat befolyásolva. Többek között az 

AMPA receptorokat [29], sőt a legújabb kutatások szerint magukat az NMDA 

receptorokat is [30]. Az így kialakuló hosszú távú potenciáció és depresszió (LTP, LTD) 

áll a hátterében a szinaptikus plaszticitásnak, a tanulásnak és a memóriának, magának a 

kogníciónak [31]. 

Habár az NMDA receptorok elsősorban posztszinaptikusan, AMPA és egyéb 

receptorokkal kolokalizáltan fordulnak elő, megtalálhatók extraszinaptikusan, 

periszinaptikusan, preszinaptikusan, sőt gliálisan is [28]. 

A lokalizációs elmélet szerint a szinaptikus és extraszinaptikus NMDA receptor aktiváció 

egyensúlya bír nagy jelentőséggel. A két különböző NMDA receptor populációnak 

különböző intracelluláris downstream jelátviteli útvonalakat tulajdonítanak. A 

szinaptikusan elhelyezkedő NMDA receptorok az extracelluláris szignál-regulált kináz 

1/2 (ERK 1/2) aktivációt serkentik, a cAMP-reszponzív elem kötő fehérje (CREB) 

foszforilációt fokozzák és az idegi növekedési faktor (BDNF) expressziót növelik, 

összegezve elősegítik a sejtek túlélését, neuroprotektívek. Míg az extraszinaptikusan 

előforduló receptorok a fentiekkel ellentétes hatásúak, összességében sejthalált 



15 
 

okozhatnak, excitotoxikusak [25]. Előbbiek az LTP-t segítik, utóbbiak az LTP-t 

akadályozzák és LTD-t indukálnak [32, 33]. Előbbiekhez inkább a koagonista D-szerin 

kötődik, utóbbiakhoz pedig inkább a glicinnek van nagyobb affinitása [34]. 

Az alegység elmélet szerint pedig inkább az alegységösszetétel befolyásolja jelentősen a 

működést. A GluN2A alegység citoprotektív és az LTP-ben van szerepe. Míg a GluN2B 

alegység citotoxikus és az LTD-hez járul hozzá [35, 36]. 

Persze a két elmélet nem különíthető el élesen egymástól, hiszen a szinaptikus NMDA 

receptorok főleg GluN2A alegységet tartalmaznak, az extraszinaptikusak pedig főként 

GluN2B alegységet foglalnak magukba [37]. 

 

1.4.2.1.4. Az NMDA receptorok patológiás szerepe 

A glutamáterg rendszer túlműködése, az NMDAR túlaktivációja excitotoxikus hatású, 

stimulálja a Ca2+-függő sejthalálútvonalakat, sejtszinten apoptózist, szervszinten pedig 

neurodegenerációt vált ki [38]. 

Agyi ischaemiában, traumás agykárosodásokban és status epilepticusban akutan 

alakul ki idegsejtkárosodás [39]. 

A krónikusan ismétlődő noxáknak pedig a neurodegeneratív betegségek, mint például az 

amiotrófiás laterálszklerózis, sclerosis multiplex és Parkinson-kór 

patomechanizmusában van szerepük [40]. Alzheimer kórban a béta-amiloid (Aβ) 

fehérjék felhalmozódása az astrocytákban fokozza a glutamát felszabadulást, 

neuronokban fokozza az NMDAR excitábilitást és toxicitást [39], illetve felborítja a 

szinaptikus és extraszinaptikus NMDAR egyensúlyt [21]. Huntington-kórban a 

huntingtin fehérjét kódoló génben megjelenő CAG-ismétlődések széleskörű 

neurobiológiai következményei között az NMDAR jelátvitelnek is kiemelt szerepe van. 

Potencírozott NMDA áramokat mértek a striátális közepes tüskés neuronokon és az 

összes idegsejt fogékonyabb volt az NMDA-indukált toxicitásra [21]. 

A depresszióban elsőnek választandó szelektív re-uptake inhibitorok adásakor terápiás 

hatás csak 2-3 hét késéssel észlelhető. A nehezen magyarázható jelenség hátterében 

többek között a glutamáterg rendszerrel való interakció is felmerült [41]. Számos 

depresszió állatmodellben, például erőltetett úszás tesztben, farok felfüggesztési tesztben, 
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tanult tehetetlenségben az NMDAR antagonisták hatékonynak bizonyultak [41]. Egy 7 

emberen végzett randomizált, placebo-kontrollált, kettős vak kísérletben az NMDAR 

antagonista ketamin egyszeri intravénás beadása 72 óra után [42], egy 18 páciensen 

folytatott vizsgálatban pedig azonnali és egy héten át tartó szignifikáns antidepresszáns 

hatást váltott ki [43].  

A glutamáterg rendszer alulműködését, az NMDAR hipofunkcióját a szkizofréniával 

hozták összefüggésbe. Az NMDAR antagonista ketamin és PCP a betegséghez 

hasonlóan, mind pozitív (pl.: hallucinációk, paranoia), mind negatív (pl.: érzelmi 

visszahúzódás, motoros immobilitás) tünetekkel társuló pszichózist indukálnak [44].  

17 szkizofréniában szenvedő beteg agyának posztmortem vizsgálatában pedig a 

neuroprotektív mGluR5 szignifikáns alulműködését is észlelték [45]. 

 

1.4.2.1.5. Az NMDA receptorok a farmakoterápiában 

Az NMDA receptoron ható farmakonok közül mindössze ötféle van Magyarországon 

törzskönyvezve, klinikai használatban. 

A ketamin egy nem kompetitív NMDAR antagonista. Önmagában adva vagy 

kombinálva narkózis bevezetésére és fenntartására, illetve akut és neuropáthiás fájdalom 

csillapítására indikált [46]. Hatékonysága major depresszióban bizonyított [42]. Több 

tucat esetben szuper-refrakter status epilepticusban is alkalmazták [47]. 

Az eszketamin a ketamin S(+) enantiomere. Klinikai indikációja kombinációban 

terápiarezisztens major depresszív zavar közepesen súlyos vagy súlyos depresszív 

epizódja, mely nem reagált legalább két, különböző antidepresszánssal végzett kezelésre 

[48]. 

A memantin (egyéb hatásmechanizmusok mellett) egy közepes affinitású, nem 

kompetitív NMDAR antagonista. Indikációja közepesen súlyos, illetve súlyos 

Alzheimer-betegség kezelése [49]. Adagolása javasolt teljes agyi sugárterápia mellett 

[50]. 

Az amantadin (egyéb hatásmechanizmusok mellett) egy közepes affinitású, nem 

kompetitív NMDAR antagonista. Indikációja Magyarországon Parkinson-kór tüneteinek 
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és neuroleptikumok extrapiramidális mellékhatásainak kezelése [51], az USA-ban 

influenza A profilaxisa és kezelése [52]. 

A dextrometorfán az NMDAR antagonizmusa mellett, szerotonin és noradrenalin 

visszavétel gátló, nikotinos acetil-kolin receptor (nAChR) antagonista és σ-1 receptor 

agonista [53]. Az OGYEI makacs, száraz, irritatív köhögés csillapítására törzskönyvezte. 

Az FDA kinidinnel kombinálva pszeudobulbáris affektus [54], illetve buproprionnal 

kombinálva major depresszió [55] kezelésére is engedélyezte. 

A felbamát az NMDA csatorna blokkolója és a GABA receptorainak potencírozója [56]. 

Indikációja monoterápiában vagy adjuvánsként terápiarezisztens parciális indulású 

rohamok, illetve csak adjuvánsként terápiarezisztens Lennox-Gastaut szindróma [57].  

Az NMDA receptorok direkt gátlása súlyos nem kívánatos hatásokat idézhet elő, például 

disszociációt, hallucinációt, rémálmokat, koncentráció és memóriazavarokat, 

hangulatzavart, pszichomotoros nyugtalanságot, konfúziót, delíriumot...stb. [58]. Az 

előzőleg részletezett NMDAR antagonista gyógyszerek széleskörű alkalmazhatóságát is 

sokszor ezek a mellékhatások limitálják. A gyógyszerfejlesztés egyre inkább a receptor 

finomhangolását célozza meg. Sajnos ezek a stratégiák eddig kevés sikerrel jártak, ezért 

fontos minden új útvonal feltérképezése. 

 

1.4.2.1.6. Az NMDA receptorok neuromodulációja 

A neurotranszmisszió olyan idegsejtek közötti kapcsolat, melynek elsődleges célja az 

információ továbbítása. A neuromoduláció pedig olyan kapcsolat, melynek célja ennek 

a jeltovábbításnak a módosítása, szabályozása.  

Az ismert neurotranszmitterek szinapszisainak felfedezésre váró neuromodulátorainak új 

útvonalai a gyógyszerfejlesztés számára új céltargeteket, a szinapszisok közvetett 

befolyásolása, finomhangolása révén a klinikum számára hatékonyabb gyógyszereket 

jelenthetnek. 

Tágabb értelemben ide sorolható, hogy az agonista glutamát és a koagonista glicin 

felszabadulásának és visszavételének módosítása preszinaptikusan tudja befolyásolni az 

NMDAR működését. Például az endogén cannabinoidok a CB1, a morfin a μ opioid, a 

neuropeptid Y pedig az Y1 receptorokon keresztül gátolják, a nitrogén-monoxid (NO), a 
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neurotenzin az NTS1, az adrenalin és noradrenalin az α1 és β receptorokon keresztül 

pedig serkentik a glutamát felszabadulást [28]. 

Illetve, hogy a feszültségfüggő Mg2+ blokk befolyásolása posztszinaptikusan képes 

módosítani az NMDAR aktivitást. Például az AMPA receptorok a sejt depolarizálása 

révén oldják, a GABA receptorai a sejt hiperpolarizálása révén fokozzák a Mg2+ blokádot 

[28]. A protonok és divalens ionok, például a Zn2+, pedig a Mg2+-hoz hasonlóan 

csatornablokkoló tulajdonságúak [19]. 

Valamint, hogy az endogén poliaminoknak, például a sperminnek és spermidinnek saját 

allosztérikus kötőhelyük van és mind glicin dependens, mind glicin independens módon 

serkentik az NMDA áramokat [59]. 

Szűkebb értelemben a különböző neuromodulátorok a legkülönbözőbb intracelluláris 

jelátviteli útvonalakon keresztül tudják az NMDA receptorok poszttranszlációs 

módosítását, például foszforilációját, S-nitrozilációját, palmitoilációját, ubikvitinációját 

indukálni, és így nemcsak a receptor működését, hanem elhelyezkedését is, például 

internalizációját, transzlokációját szabályozni. Például az adrenerg, kolinerg, szerotonerg 

és purinerg rendszer, a neuroszteroidok, szomatosztatin, inzulin, hipofízis adenilát-cikláz 

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

A mGluR-ok gyakran kolokalizálódnak az NMDA receptorokkal. Lényeges szerepe az I. 

csoportnak van. Az NMDA válaszokat általában potencírozzák, a mGluR1  

szinaptikusan, a mGluR5 pedig extraszinaptikusan elhelyezkedve, protein kináz C (PKC) 

és egyéb útvonalakon keresztül [60]. Néhány esetben gátlást is megfigyeltek: egér 

cortikális neuron kultúrában az NMDAR membrán-delimitált inhibitoros modulációját 

[61], illetve patkány hippocampusban az NMDAR internalizációját [62]. Patkány 

PFC-ben a II. csoport szerepe is felmerült [63, 64]. A III. csoport NMDA receptort 

moduláló hatásáról nem állnak rendelkezésre irodalmi adatok. 

A glutamáterg rendszer meghatározó KIR-beli modulátora a dopamin. Receptorai az 

NMDA receptorok működését többféleképpen módosíthatják. A preszinaptikusan 

elhelyezkedő dopamin receptorok gátolják a glutamát felszabadulást, a striátumban 

D2R-on [65, 66], a nucleus accumbensben pedig D1R-on [67, 68] keresztül. A 

posztszinaptikus receptorok hatása a dopamin koncentrációjától függ. Alacsony 

koncentrációban (<50 μM) a D1R-okon keresztül facilitáló, magas koncentrációban (>50 
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μM) a D2R-okon keresztül inhibitoros hatást fejt ki az NMDAR-ra a cortexben, 

striátumban, nucleus accumbensben és egyéb KIR régiókban [69-71]. 

Munkacsoportunk korábban kimutatta, hogy az angiotenzin II (Ang II) a fiziológiásat 

megközelítő koncentrációtartományban (1 nM - 1 μM) potencírozza az NMDA áramokat 

patkány PFC V. rétegében, a piramissejtek egy csoportjában. A serkentő hatást az 1-es 

típusú angiotenzin-receptor (AT1R) antagonista eproszartán (1 μM) felfüggesztette, a 

2-es típusú angiotenzin-receptor (AT2R) antagonista PD123319 (5 μM) azonban nem 

befolyásolta, igazolva, hogy a hatást az AT1R mediálja. Illetve a serkentő hatást 

szinaptikus izoláció megszüntette, igazolva, hogy a hatás interneuronális közvetítéssel 

érvényesül. A serkentő hatást a D1R antagonista SCH23390 (10 μM) felfüggesztette, a 

D2R antagonista sulpirid (20 μM) azonban nem befolyásolta, igazolva, hogy a hatást 

dopaminerg interneuron D1R-on keresztül mediálja [72]. Érdekes módon az Ang II 

magasabb koncentrációinál (1-3 μM) az NMDA áramok gátlása is megfigyelhető volt 

néhány sejt esetében. Az inhibíciót sem az AT1R antagonista eproszartán (1 μM), sem az 

AT2R antagonista PD123319 (5 μM) nem függesztette fel [73], ami alapján feltételezhető 

volt, hogy a hatásért egy az Ang II-ből képződő másik RAS ligand és annak saját 

receptora a felelős. 

 

1.5. A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer 

1.5.1. A szisztémás RAAS 

A szisztémás renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) régóta ismert. Több mint 

százhúsz évvel ezelőtt fedezték fel, hogy a később reninnek nevezett vesekivonat 

befolyásolja a vérnyomást [74], illetve az angiotenzin II-t (Ang II) is már több mint 80 

éve izolálták [75, 76].  

A RAAS klasszikus tengelye (angiotenzinogén/renin/Ang I/ACE/Ang II/AT1R) már 

hosszú ideje, széles körben ismeretes. A máj által szintetizált angiotenzinogént a vese 

juxtaglomeruláris apparátusának sejtjeiben szabályozottan elválaszott renin enzim 

hasítja angiotenzin I-é (Ang I), majd a tüdő endothelsejtek felszínén konstitutívan jelen 

lévő angiotenzin-konvertáló enzim (ACE) vágja Ang II-vé. Az Ang II az 1-es típusú 

angiotenzin-receptoron (AT1R) keresztül a vesében csökkenti a Na+ filtrációját és 
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fokozza reabszorpcióját, a mellékvesekéregben növeli az aldoszteron szintézisét és 

szekrécióját, a köztiagyban pedig emeli a vazopresszinszekréciót és szomjúságérzetet vált 

ki. Továbbá a prekapilláris rezisztenciaereken vazokonstrikciót hoz létre [77]. 

 

1.5.2. Az agyi RAS 

Az elmúlt évtizedekben új, lokális (köztük agyi) renin-angiotenzin rendszerek (RAS), 

illetve új RAS tengelyek (köztük az Ang III/APN/Ang IV/IRAP/AT4R) váltak ismertté 

[78]. 60 éve publikálták, hogy az Ang II intraventriculáris injekciója centrálisan mediált 

presszor választ indukál [79]. A későbbiekben a RAS többi prekurzorát és enzimét is 

kimutatták az agyban [80]. Az előagyi cirkumventrikuláris szervekben lévő fenesztrált 

kapillárisokon keresztül a szisztémás RAS elemei penetrálhatnak az agyba [81]. Viszont 

mivel az angiotenzin ligandok peptidek, ezért máshol nem tudnak átjutni a vér-agy gáton 

és így az agyi RAS alapvetően teljesen elkülönül a perifériástól [78]. 

 Az angiotenzinogén fehérje az összes angiotenzin ligand prekurzora. 90%-át az 

astrocyták szintetizálják és szekretálják. Emellett idegsejtekben és egyéb gliasejtekben is 

képződik [82]. Az angiotenzinogén N terminálisról a renin vágja le az Ang I-t. Az Ang I 

dekapeptid C és N terminálisát pedig további, különböző karboxi- és aminopeptidázok 

hasítják. A KIR-ben lényegében négy végterméknek van neuroaktív szerepe: az Ang 

II-nek, az angiotenzin (1-7)-nek (Ang (1–7)), az alamandinnak és az angiotenzin IV-nek 

(Ang IV) [78]. 

Az Ang II oktapeptid képződése során az Ang I C terminálisáról az ACE hasít le két 

aminosavat. Az Ang II-nek két receptora, az 1-es típusú angiotenzin-receptor (AT1R) és  

a 2-es típusú angiotenzin-receptor (AT2R), ismert. Az AT1R Gq fehérje kapcsolt receptor. 

Az AT2R működése nem pontosan meghatározott, Gi/o fehérje kapcsoltság mellett egyéb 

jelátviteli útvonalak is felmerültek [83]. Neuronokon, astrocytákon, microgliákon 

fejeződnek ki a cortexben, hippocampusban és a bazális ganglionokban [84]. 

Az Ang (1-7) heptapeptid képződése során az Ang I C terminálisáról vagy az ACE hasít 

le két, majd az angiotenzin-konvertáló enzim 2 (ACE2) egy, vagy az ACE2 egy, majd az 

ACE két, vagy a neutrális endopeptidáz (NEP) három aminosavat. Az Ang (1-7)-nek saját 

receptora van, a Mas receptor (MasR) [85]. Emellett kis affinitással az AT2R-hoz és a 
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Mas-szerű G-fehérje-kapcsolt receptorhoz (MrgD) is kötődik [86]. A MasR egy G fehérje 

kapcsolt receptor. Az agykéregben, hippocampusban és a törzsdúcokban idegsejteken, 

astrocytákon és microgliákon fordul elő [78]. 

Az alamandin kétféle útvonalon képződhet. Vagy az Ang I fent leírt hidrolízisével 

először a heptapeptid Ang (1-7) képződik és utána dekarboxilálja az N terminális 

aszpartát aminosavat alaninná a dekarboxiláz (DC) enzim. Vagy az Ang II 

dekarboxilációjával először az oktapeptid angiotenzin A (Ang A) jön létre és utána hasítja 

le a C terminális aminosavat az ACE2. Receptora az MrgD [86]. Az MrgD szintén G 

fehérje kapcsolt receptor. Neuronokon található [87]. 

Az ACE upregulációja és az AT1R túlaktivációja proinflammatórikus hatású [88] és a 

reaktív oxigén gyökök képződése révén fokozott oxidatív stresszt eredményez [89], 

illetve excitotoxicitásban vesz részt, a neuronok apoptózisát okozza [90, 91], súlyosbítja 

a kognitív károsodásokat [92]. Ezzel ellentétesen az ACE2 enzim hasításai, illetve az 

AT2R, MasR és MrgD receptorok kötődései antioxidáns és gyulladáscsökkentő 

hatásúak, az agyban javítják a sejtek túlélését, fokozzák a kogníciót [93-95]. 
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1. ábra. Az agyi RAS elemeinek sematikus ábrázolása. Téglalap: RAS ligandok. 

Színes téglalap: neuroaktív RAS ligandok. Lekerekített színes téglalap: neuroaktív RAS 

ligand receptorok. Ovális: enzimek. Rövidítések: angiotenzin-konvertáló enzim (ACE), 

angiotenzin-konvertáló enzim 2 (ACE2), aminopeptidáz A (AP A), aminopeptidáz N (AP 

N), 1-es típusú angiotenzin-receptor (AT1R), 2-es típusú angiotenzin-receptor (AT2R), 

angiotenzin IV receptor (AT4R), dekarboxiláz (DC), Mas receptor (MasR), Mas szerű G 

fehérje kapcsolt receptor (MrgD), neutrális endopeptidáz (NEP). [78] 

 

1.5.2.1. Az angiotenzin IV 

1.5.2.1.1. A hexapeptid angiotenzin IV 

Az oktapeptid Ang II-ről az aminopeptidáz A (AP-A) hasítja le az N terminális 

aszpartátot, majd a képződött heptapeptid angiotenzin III-ról (Ang III) az aminopeptidáz 

N (AP-N) vágja le az N terminális arginint, végül egy hexapeptidet, az Ang IV-t 

eredményezve.  

Az agyban csak nagyon alacsony koncentrációkban fordul elő [96, 97]. A nyugalmi 

szintje különböző agyterületek dializátumaiban sokszor detektálhatatlan. Mikrodialízis 

szonda behelyezését követően közvetlenül 120 és 187 pM közötti koncentrációban 

mutatták ki, illetve zero-net-flux módszerrel extracelluláris szintjét 46 pM-ra becsülték a 

striátumban. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az Ang IV főként intracellulárisan van 

jelen [98]. Számos jelentés szerint a neuronokon belül az Ang II közel 80 %-a Ang IV-gyé 

alakul át [99, 100]. Ugyanakkor az Ang IV extracellulárisan, de novo is szintetizálódik. 

Az AP-A és AP-N aminopeptidáz enzimeket pericyták plazmamembránján mutatták ki, 

valószínűsítve, hogy az Ang IV elsősorban az agyi kiserek körüli extracelluláris térben 

képződik [101, 102]. Ezt támasztja alá, hogy az Ang II striatális perfúziója után 

egyértelműen mérhető volt az Ang IV szint emelkedése [98]. 

 

1.5.2.1.2. Az Angiotenzin 4 Receptor avagy Inzulin-Regulált Aminopeptidáz 

funkciója 

Habár már a kilencvenes évek elején azonosítottak egy unikális angiotenzin kötőhelyet, 

az angiotenzin IV receptort (AT4R), amelyhez az Ang IV telíthetően, reverzibilisen, 
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specifikusan és nagy affinitással kötődik [103], működéséről, sőt mibenlétéről, mindmáig 

sincs konszenzus. 

Az AT4R-t a kétezres évek elején egy transzmembrán enzimmel, az inzulin-regulált 

aminopeptidázzal (IRAP) azonosították [104] és az Ang IV-t a katalítikus domén 

potens, kompetitív inhibitoraként [105]. Az IRAP egy kettes típusú transzmembrán 

aminopeptidáz, ami különböző neuroaktív peptideket, például Ang III-t, oxitocint, 

vazopresszint, met-enkefalint metabolizál [106]. Az Ang IV hatása részben ezen peptidek 

bontásának gátlásával, közvetett módon, extracellulárisan érvényesülhet.  

Az AT4R/IRAP-on egy a fent említettől különböző, juxta-membrán elhelyezkedő, 

allosztérikus kötőhelyet is felfedeztek, ahol az Ang IV hagyományos agonistaként 

viselkedik [107] és kötődése a receptor N-terminális farkán keresztül különböző 

szignáltranszdukciókat tud beindítani [108]. Az Ang IV hatásmechanizmusaként számos 

intracelluláris jelátviteli útvonalat ugyancsak implikáltak. Mivel a GTPγS-nek nincs 

hatása a 125I-Ang IV affinitására nyúlszívben [109], tengerimalac agyban [110] és 

patkány ér simaizomban [111], ezért valószínűsíthető, hogy az AT4R nem G fehérje 

kapcsolt receptor [112]. Az Ang IV intracerebroventrikuláris infúziója fokozza a c-Fos 

expressziót patkányagyban [113]. Az Ang IV HK-2 sejtekben emeli a foszforilált 

mitogén-aktivált protein kináz (MAPK) szintjét és fokozza a p38 kináz aktivitását [114]. 

Az Ang IV adagolása aktiválja a nukleáris faktor-kappa B-t (NF-κB), ami 

proinflammatórikus gének, például interleukin‐6 (IL-6), monocyta kemoattraktáns 

fehérje 1 (MCP-1), plazminogén aktivátor inhibitor 1 (PAI-1), and tumor nekrózis faktor 

α (TNFα) transzkripciójához vezet ér simaizomsejtekben [115] és endothelben [116]. Az 

Ang IV disznó proximális tubulus epitheliális sejtekben tirozin foszforilációt mediál a 

p125-FAK és paxillin fokális adhézió fehérjéken [117]. Az Ang IV upregulálja az 

extracelluláris szignál-regulált kináz1/2 (ERK1/2) jelátviteli útvonalat patkány astrocyta 

sejtkultúrában [118]. Az Ang IV a Protein Kináz C zeta jelátviteli útvonalon keresztül 

javítja patkányok memóriáját [119]. Az Ang IV potencírozza a nitrogén-monoxid 

szintáz (NOS) működését, az L-argininből előállított NO aktiválja a guanilát ciklázt, a 

képződött cGMP pedig vese, tüdő és agy erekben vazodilátátor hatású [120] és 

hepatoprotektív [121], illetve a NO csökkenti a sejtlégzést, gátolja a szuperoxid képződést 

[78]. Az Ang IV L-típusú feszültségfüggő Ca2+ csatornákon keresztül növeli az 

intracelluláris Ca2+ szintet [122], fokozza a szinaptikus jelátvitelt és az LTP-t [123]. 
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Az AT4R/IRAP-t kimutatták szekretoros vezikulákon, a glükóz transzporter 4-gyel 

(GLUT4) kolokalizálódva. A sejtek aktivációjakor a vezikulák a sejtfelszínre 

transzlokálódnak, az Ang IV kötése pedig meghosszabbítja az IRAP sejtfelszíni 

tartózkodását és ezáltal fokozza a neuronok GLUT4-n keresztüli glükóz felvételét [124, 

125]. 

Legújabban pedig az Ang IV és a hepatocyta növekedési faktor (HGF) között számos 

hasonlóságot figyeltek meg és ezért receptorát, az AT4R-t egyesek a HGF receptorával, 

a c-Met-tel azonosítják [126]. 

Az Ang IV, saját receptora mellett, bár fiziológiás körülmények között csak nagyon kis 

affinitással kötődik az AT1 és AT2 receptorokhoz [127], az egyensúlyi állapotok 

megbomlása esetén, magas koncentrációban képes az AT1R-t is aktiválni [78]. 

 

1.5.2.1.3. Az Ang IV és AT4R/IRAP expressziója  

Magának az Ang IV-nek a kimutatása az agyban kihívást jelent, mert általában csak 

nagyon alacsony koncentrációkban fordul elő [128] és a nyugalmi szintjei sokszor 

detektálhatatlanok [98]. 

In vitro autoradiográfia segítségével feltérképezték az Ang IV kötőhelyének agyi 

eloszlását patkányban [113], egérben [129], tengeri malacban [110], futóegérben [130]), 

makákóban [131], rézuszmajomban [132] és emberben [112, 133]. A különböző fajok 

között konzerváltság figyelhető meg [112]. A radioaktívan megjelölt Ang IV kötőhelyét 

számos agyi struktúrában kimutatták, a legnagyobb sűrűségben többek között a 

neocortexben [112, 130, 134]. 

Habár az AT4R-t már több mint 20 éve megfeleltették az inzulin-regulált 

aminopeptidáznak (IRAP) [104], agyi kifejeződését immunhisztókémiai és egyéb 

módszerekkel alig vizsgálták és publikálták. Az eredmények átfedtek a korábban, 

radioligand-kötéssel azonosított Ang IV kötőhelyekkel [100]. Prominens IRAP 

expressziót találtak patkány agykéreg egészében [135] és IRAP immunoreaktív sejteket 

figyeltek meg posztmortem emberi agy cerebrális cortexében [136]. 

Az AT4R-ről feltételezik, hogy kifejeződése idegsejtekre korlátozódhat [78]. Az 

olfaktórikus régiókban, szeptális és hipotalamikus magokban, a hippokampuszban és a 
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neocortexben az IRAP kizárólag neuronokban expresszálódott [135, 136]. Mindazonáltal 

az AT4R-ről felmerült, hogy astrocytákban is előfordulhat, de nagyon kevés az adat erre 

vonatkozóan [78]. IRAP jelenlétét egyedül patkány astrogliális sejt kultúrákban [118] és 

Alzheimer demenciás egér agyában a béta-amiloid plakkokat körülvevő aktivált 

astrocytákban [137] mutatták ki. 

A citoplazma szintjén az IRAP a sejteken belül lokalizálható, a nukleusz kivételével, 

pontszerű vezikuláris expressziós mintázatban [135]. 

 

1.5.2.1.4. Az Ang IV hatása a memóriára egészséges állatokban  

Az Ang IV és analógjai jótékony hatással vannak a memóriára egészséges állatokban.  

Az Ang IV és az AT4R agonista des-Phe(6)-Ang IV fokozta a tanulást kondicionált 

elkerülés során [138] és javította a felidézést passzív elkerülés alatt patkányokban [138-

140].  

Az Ang IV fokozta a memória konszolidációt egerek felismerési tesztjében [141, 142], 

illetve az Ang IV és a des-Phe(6)-Ang IV javította az ismerős és új tárgyak közötti 

különbségtételt patkányok felismerési tesztjében [119, 139, 143]. 

Az AT4R agonista Nle(1)-Ang IV és az IRAP inhibitor LVV-hemorfin-7 kezelésben 

részesült patkányok kevesebb hibát követtek el és rövidebb távolságokat tettek meg a 

Barnes-féle körlabirintusban [144]. Az Ang IV és a des-Phe(6)-Ang IV csökkentette a 

hibák számát, növelte az egymás utáni helyes belépések számát és lerövidítette a célba 

érési időt patkányok nyolckarú labirintusba helyezésekor [145]. Az Ang IV növelte a 

alternálási pontszámot emelt keresztlabirintusban, patkányokban [146]. 

Az AT4R antagonista Divalinal-Ang IV beadása mélyreható deficiteket okozott 

patkányok Morris-féle vízi labirintusbeli teljesítményében [147]. Globális IRAP knock 

out egerek térbeli memóriájának életkorral összefüggő, felgyorsult romlását észlelték 

Y-labirintusban [148], a posztnatális IRAP deléció pedig jelentős hiányosságokat 

eredményezett mind a térbeli referencia, mind a tárgyfelismerő memóriában [149]. 
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1.5.2.1.5. Az Ang IV hatása a memória deficitekre állatmodellekben 

Az Ang IV és analógjai javítják vagy visszafordítják a memóriazavarokat, kognitív 

diszfunkciókat állatmodellekben.  

Az AT4R agonista Nle(1)-Ang IV ellensúlyozta a nAChR antagonista mekamilamin 

indukálta deficiteket [150]. Az IRAP inhibitor LVV-hemorphin-7 [151], az  

Nle(1)-Ang IV [152] és különböző Nle(1)-Ang IV származék peptidek [153] pedig 

számottevő javulást eredményeztek a muszkarinos acetil-kolin receptor (mAChR) 

antagonista szkopolamin okozta rossz latenciaidőn és megtett távolságon Morris-féle 

vízi labirintusban, patkányban. Szkopolaminnal kezelt patkányoknál az 

LVV-hemorphin-7 méréskelte a passzív elkerülésben megfigyelt tanulási hiányosságokat 

[151], az Nle(1)-Ang IV pedig megelőzte nyolckarú labirintusban, spatial win-shift 

feladatban az indukált deficiteket [154].  

Az Ang IV javította a térbeli memóriát a Morris-féle vízi labirintusban 

sztreptozotocin-indukált diabéteszes patkányokban [155]. 

Az Ang IV mérsékelt hatékonysággal védte a humán neuroglioma H4 sejteket az 

alfa-szinuklein overexpresszióval szemben, genetikai in vitro Parkinson-kór modellben 

[156]. Az Ang IV helyreállította a rövid távú memóriát és a térbeli tanulást amiloid 

prekurzor fehérje transzgenikus, Alzheimer-kórhoz hasonló patológiájú egerekben 

[157]. 

 

1.5.2.1.6. Az Ang IV interakciói neurotranszmitterekkel és neuromodulátorokkal 

Az Ang IV kölcsönhatásait számos neurotranszmitterrel és neuromodulátorral 

kapcsolatban tanulmányozták már.  

Például az Ang IV potencírozta a depolarizáció-indukált acetil-kolin felszabadulást 

agyszeleteken [158] és modulálta az acetil-kolin szinteket in vivo a hippokampuszban, 

patkányban [159]. A nAChR antagonisták kiváltotta térbeli memória hiányosságokat az 

AT4R agonista Nle(1)-Ang IV felfüggesztette [150]. Viszont az AT4R blokád okozta 

teljesítménycsökkentést a Morris-féle vízi labirintusban a nikotinos receptorok 

aktivációja nem tudta ellensúlyozni [147].  
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Ezenkívül Ang IV szignifikáns extracelluláris dopamin koncentráció emelkedést 

produkált szabadon mozgó patkány striátumában [160]. Az Ang IV és az AT4R agonista 

des-Phe6-Ang IV pozitív kognitív hatását a kondicionált elkerülő válaszok 

megtanulásában, passzív elkerülés felidézésében és új tárgyak felismerésében a D1 

receptor antagonisták [138], D2 receptor blokád [161], D3 receptor parciális agonisták 

[162] és a D4 receptor blokkolók [145] megszüntették.  

Ellenben az Ang IV, illetve a glutamát és az NMDAR interakciója alig kutatott, az is 

csak a hippokampusz területén, patkányban. Sztreptozotocin-indukált diabéteszes 

patkányok Ang IV kezelt csoportjában szignifikánsan emelkedett NMDA szinteket 

találtak [155]. Illetve megállapították, hogy az AT4R-függő LTP-re az NMDA receptor 

antagonisták nincsenek hatással. [123]. 

 

1.5.2.1.7. Az Ang IV elektrofiziológiai vizsgálatokban 

Az Ang IV-gyel kapcsolatos elektrofiziológiai vizsgálatok a hippokampuszra, a CA1 

régióra fókuszáltak. Az AT4R aktivációja megemelte az intracelluláris Ca2+ szinteket és 

LTP-t váltott ki [123]. Az AT4R agonista Nle(1)-Ang IV fokozta a szinaptikus jelátvitelt 

alacsony frekvenciás teszt pulzusok során [163]. Mind az Ang IV, mind az  

Nle(1)-Ang IV szignifikánsan facilitálta a normális tetánia-indukált LTP-t [163, 164]. Az 

Nle(1)-Ang IV ellensúlyozta az etanol kiváltotta LTP szupressziót [165]. Az Ang IV és 

az Nle(1)-Ang IV fokozta a excitatórikus posztszinaptikus potenciálok (EPSP) 

amplitúdóját és meredekségét [119], illetve a mini excitatórikus posztszinaptikus áramok 

(mEPSC) frekvenciáját [153, 166].  

Azonban az Ang IV-t érintő patch clamp kísérleteket a prefrontális kéregben még nem 

publikáltak.  
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2. Célkitűzések 

Célunk a glutamáterg rendszer, az NMDA receptorok angiotenzinerg 

neuromodulációjának vizsgálata a PFC V. sejtrétegében található piramidális 

neuronokon.  

Munkacsoportunk korábbi vizsgálatai során az Ang II magasabb koncentrációinak 

NMDA receptorokra kifejtett negatív modulációját mutatta ki, melyet sem AT1R, sem 

AT2R antagonista adása nem függesztett fel. Feltételeztük, hogy a gátlás egy Ang II-ből 

képződő másik RAS ligandon, az Ang IV-n és saját receptorán, az AT4R/IRAP-on 

keresztül jött létre.  

PhD munkám, saját kutatásaim konkrét célja az Ang IV negatív moduláló hatásának 

megerősítése, szignáltranszdukciójának és konnektivitásának tisztázása, illetve az 

AT4R/IRAP sejt-specifikus lokalizációjának feltérképezése. Szélesebb kontextusban a 

prefrontális cortex fiziológiás működésének, illetve a régiót érintő neurológiai és 

pszichiátriai betegségek patomechanizmusának celluláris szintű megértése, terápiás 

céltargetek keresése. 
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3. Módszerek 

3.1. Elektrofiziológia 

3.1.1. Agyszelet preparáció 

A preparációt munkacsoportunk és kollaborációink korábbi kísérleteihez hasonlóan 

végeztük [63, 64, 70, 167-172]. 

A 9-12 napos Wistar patkányokat dekapitáltuk, az agyukat néhány percre az alábbi 

összetételű, 0 °C-s, karbogenizált (95 % O2, 5 % CO2) arteficiális cerebrospinális fluidum 

(ACSF) oldatba helyeztük (mM): NaCl 126, KCl 2.5, NaH2PO4 1.2, CaCl2 2.4, MgCl2 

1.3, NaHCO3 25 és glükóz 11. A mediális PFC prelimbikus részét tartalmazó 

szövettömbből 200 μm vastagságú frontális szeleteket készítettünk erre a célra szolgáló 

rezgőkéses mikrotom (MA752 mikrotom, Campden Instruments, Anglia) segítségével. A 

szeleteket karbogenizált ASCF oldatban 45 percig testhőmérsékleten (36 °C) inkubáltuk 

(Haake DC 10, Thermo Electron Corporation, USA), majd a továbbiakban 

szobahőmérsékleten (20-22 °C) tartottuk. Az egyes agyszeleteket a patch clamp készülék 

mérő kamrájába helyeztük, ahol egy perisztaltikus pumpa (MCP Standard, Ismatec, 

Németország/Svájc) segítségével szobahőmérsékletű (20-22 °C) ACSF oldatot 

áramoltattunk rajtuk keresztül 2,5-3 ml/min sebességgel. 

 

3.1.2. Whole-cell patch-clamp mérés agyszeleten 

A whole-cell patch-clamp felvételt munkacsoportunk és kollaborációink korábbi 

kísérleteihez hasonlóan végeztük [63, 64, 70, 167-172]. 

A piramissejteket vizuálisan azonosítottuk 40x víz immerziós objektívű optikai 

mikroszkóp (Axioskop 2 FS, Carl Zeiss, Németország) segítségével. A patch pipettákat 

boroszilikát üveg kapillárisokból készítettük vertikális mikropipetta húzóval (PP-83, 

Narishige, Japán) és az alábbi összetételű standard intracelluláris (IC) oldattal töltöttük 

meg (mM): K-glukonát 140, NaCl 10, MgCl2 1, HEPES 10, EGTA 11, Mg-ATP 1.5 és 

Li-GTP 0.3; a pH-t 7.3-ra állítottuk be KOH-dal. A pipetták ellenállása 5-7 MΩ volt. A 

whole-cell konfiguráció elérése után a rendszert 10 percig nyugalomban hagytuk, hogy a 

patch pipetta és a sejtplazma közötti diffúziós egyensúly kialakulhasson. Utána 10 
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percenként, három alkalommal, másfél percig 30 μM NMDA tartalmú ACSF-t adtunk, 

amely a sejtbe befelé irányuló kationáramokat váltott ki, melyeket T1, T2, T3-mal 

jelöltünk. Az NMDA áramokat a patch-clamp erősítő (Axopatch 200B, Axon 

Instruments, Kanada) voltage-clamp üzemmódjában, a piramissejtek membrán 

feszültségét -70 mV-n tartva regisztráltuk. A kísérlet folyamán a feltételezett 

neuromodulátorokat T3 előtt 5 perccel és T3 alatt adtuk, amikor a neuromodulátor 

antagonistájával is dolgoztunk, az a teljes mérés alatt jelen volt az ACSF-ben. Az adatokat 

2 kHz beépített filterrel szűrtük, 10 kHz-cel digitalizáltuk (Digidata 1200 series, Axon 

Instruments, Kanada), illetve kereskedelemben elérhető szoftver (pClamp 10.2, 

Molecular Devices, USA) segítségével rögzítettük és elemeztük. Kontroll kísérleteink azt 

mutatták, hogy az áramok T3/T2 viszonylatban stabilak, ezért továbbiakban 

eredményeinket ebben az összefüggésben vizsgáltuk és T3/T2 hányadosként ábrázoltunk. 

A piramidális neuron populáció heterogenitására és a válaszaik variabilitására való 

tekintettel a következő módszert alkalmaztuk az adatok elemzésére. Meghatároztunk egy 

kizárási kritériumot a kontrollcsoportok átlagából, az átlagok standard hibájából (SEM) 

és a 99,9 %-os konfidencia intervallumból. A határérték 10-15 % körül mozgott. Ennek 

megfelelően a különböző csoportok esetében hatásnak a T3/T2 arány ±10-15 %-os 

eltérését tekintettük a vonatkozó kontrollcsoporthoz képest. Statisztikai analízist 

Kruskal-Wallis egyutas ANOVA és post-hoc Bonferroni teszttel végeztünk. A p-érték 

≤0,05-öt tekintettük szignifikánsnak. 

 

2. ábra. Az elektrofiziológiai vizsgálat vázlatos ábrázolása. A whole-cell 

konfigurációban lévő sejtből (balra) az NMDA kiváltotta membrán kationáramokat az 
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erősítő voltage-clamp üzemmódjában regisztráljuk (jobbra fent) és a számítógépen 

rögzítjük (jobbra lent). 

 

3. ábra. Az elektrofiziológiai vizsgálatoknál alkalmazott mérési protokoll. A 

rendszert 10 percig nyugalomban hagyjuk. Utána 10 percenként, három alkalommal, 

másfél percig 30 μM NMDA tartalmú ACSF-t adunk. A feltételezett neuromodulátorokat 

T3 előtt 5 perccel és T3 alatt adjuk. Amikor a neuromodulátor antagonistájával is 

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

 

3.2. Immunhisztokémia 

3.2.1. Szövetgyűjtés 

A 10 napos és 6 hónapos Wistar patkányok agyát a korábban leírtakhoz hasonlóan in vivo 

fixáltuk [173]. 

A patkányokat izoflurán (5 %) inhaláltatásával, illetve ketamin (100 mg/tskg) és xylazin 

(10 mg/kg) intraperitoneális injekciójával anesztetizáltuk. A műtéti beavatkozás alatt az 

állatokat tört jégre fektettük. Felső haránt hasi metszéssel laparotomiát, majd a 

diaphragma mellkasfalról történő lepreparálását követően bilaterális hosszanti mellkasi 

vágással thoracotomiát végeztünk, aztán a pericardiumot a sternumról óvatos metszéssel 

leválasztottuk. A bal kamrán keresztül kanült (ISM580 vagy ISM583, Cole Palmer, USA) 

vezettünk az ascendens aortába és kocherral rögzítettük, végül a jobb pitvart ollóval 

megnyitottuk. A még verő szíven és a saját érrendszeren keresztül szobahőmérsékletű 

PBS-t (154 mM NaCl, 1,058 mM KH2PO4, 5,601 mM Na2HPO4.2H2O, pH=7,4), majd 

formalint (4 %) áramoltattunk keresztül egy perisztaltikus pumpa (MCP Standard, 

Ismatec, Németország/Svájc) használatával. Az egész agyakat óvatosan eltávolítottuk és 
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4 °C-on formalinba (4 %) helyeztük 24 órára. Utoljára a szerveket paraffinba ágyaztuk, 

dehidráltuk és 4 μm-s szeleteket metszettünk belőlük. 

 

3.2.2. Festés 

A deparafinizációhoz a metszeteket kétszer 5 percig xilolba, a rehidráláshoz kétszer 5 

percig abszolút alkoholba, 5-5 percig 95 %-os, 80 %-os, majd 70 %-os etanolba, utoljára 

1 percig, majd 5 percig desztillált vízbe helyeztük szobahőmérsékleten. Az antigének 

visszanyeréséhez 15 percig citrát pufferben (pH=6) inkubáltuk 95°C-n, majd háromszor 

5 percig PBS-ben mostuk rázás nélkül szobahőmérsékleten. Végül a 

szérumblokkoláshoz éjszaka komplett blokkolóban (2,5 % szarvasmarha szérum 

albumin (BSA), 2,5 % zsírszegény porlasztott, szárított teljes tejpor (NFDM), 2,5 % 

normál ló szérum (HS), 2,5 % normál kecske szérum (GS) PBS-ben oldva) inkubáltuk 

4°C-on. 

A 10 napos és 6 hónapos állatok monofestése esetén egyedül a céltargeteink, az AT1R 

vagy AT4R ellen alkalmaztunk elsődleges antitestet. Az anti-AGTR1 nyúl poliklonális 

ellenanyagot (pEa) (MBS151548, MyBioSource, USA) vagy az anti-IRAP (D2C5)XP® 

nyúl monoklonális ellenanyagot (mEa) (Cell Signaling Technology, USA) 150x vagy 

150x hígítottuk komplett blokkolóban és éjszaka inkubáltuk 4°C-on. A peptid kontrollhoz 

az anti-AGTR1 nyúl pEa-t AGTR1 blokkoló peptiddel (MBS152017, MyBioSource, 

USA) 1 órán át előinkubáltuk szobahőmérsékleten, izotípus kontrollnak komplett 

blokkolóban 525x hígított nyúl poliklonális ellenanyagot (pEa) (31235, Invitrogen, 

USA), illetve ellenanyag mentes kontrollnak komplett blokkolót használtunk. A 

következő napon ötször 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk óvatos 

rázással szobahőmérsékleten. Utána egy újfajta, tormaperoxidázzal (HRP) konjugált 

másodlagos ellenanyagot és fluoreszcens festékkel konjugált tiramid jel amplifikálót 

alkalmaztunk. Az ImmPRESS® HRP lóban készült, patkány-adszorbeált, anti-nyúl IgG-t 

(Vector Laboratories, USA) 1,5x hígítottuk 2,5 % normál kecske szérumot tartalmazó 

PBS-ben és 1 órát inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ötször 10 percig 0,05 % Tween-t 

tartalmazó PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten. A TSA-FITC-t (Akoya 

Biosciences, USA) 1000x hígítottuk 1x Plus Amplification Diluentben (Akoya 
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Biosciences, USA) és 6 percig inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ötször 10 percig 

0,05 % Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten.  

A 10 napos állatok kofestése esetén céltargetünk, az AT4R mellett a GABAerg 

interneuron, astrocyta és microglia sejttípus markerek, a glutamát dekarboxiláz 67 kDa 

izoforma (GAD67), gliális fibrilláris savas fehérje (GFAP) és ionizált Ca2+-kötő adapter 

molekula 1 (IBA1) ellen is használtunk elsődleges antitesteket. Illetve mindkét esetben 

az újfajta, HRP konjugált másodlagos ellenanyagot és fluoreszcens festékkel 

konjugált tiramid jel amplifikálót alkalmaztuk. Az anti-IRAP (D2C5)XP® nyúl mEa-t 

(Cell Signaling Technology, USA) 100x hígítottuk komplett blokkolóban és 1 órát 

inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ötször 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó 

PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten. Izotípus kontrollnak komplett 

blokkolóban 350x hígított nyúl pEa-t (31235, Invitrogen, USA), illetve ellenanyag 

mentes kontrollnak komplett blokkolót használtunk. Utána az ImmPRESS® HRP lóban 

készült, patkány-adszorbeált, anti-nyúl IgG-t (Vector Laboratories, USA) 1,7x hígítottuk 

2,5 % normál kecske szérumot tartalmazó PBS-ben és 1 órát inkubáltuk 

szobahőmérsékleten, majd ötször 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk 

óvatos rázással szobahőmérsékleten. Utána a TSA-FITC-t (Akoya Biosciences, USA) 

1000x hígítottuk 1x Plus Amplification Diluentben (Akoya Biosciences, USA) és 6 percig 

inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ötször 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó 

PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten. Utána mikrohullámú kezelést 

végeztünk [174, 175]. A tárgylemezeket citrát pufferrel (pH=6) töltött fekete műanyag 

tartályba tettük, majd 800 W-os mikrohullámú sütőbe helyeztük. A folyadékot 100 %-os 

teljesítményen kb. 2,5 perc alatt forráspontig hevítettük. Ezt követően a metszeteket  

50 %-os teljesítményen további 5 percig melegítettük. Végül a mintákat a citrát pufferben 

30 percig szobahőmérsékleten hűlni hagytuk, majd háromszor 5 percig PBS-ben mostuk 

óvatos rázással szobahőmérsékleten. Utána az anti-GAD67 (1G10.2) egér mEa-t 

(Sigma-Aldrich, USA), anti-GFAP (G3893) egér mEa-t (Sigma-Aldrich, USA) vagy 

anti-Iba1 (GT10312) egér mEa-t (Invitrogen, USA) 50x, 100x vagy 100x hígítottuk 

komplett blokkolóban és éjszaka inkubáltuk 4 °C-on, majd ötször 10 percig 0,05 % 

Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten. Izotípus 

kontrollnak komplett blokkolóban 50x hígított egér IgG2a mEa-t (02-6200, Invitrogen, 

USA) vagy 100x hígított egér IgG1 mEa-t (MA1-10407, Invitrogen, USA), illetve 
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ellenanyag mentes kontrollnak komplett blokkolót használtunk. Utána az ImmPRESS® 

HRP lóban készült, patkány-adszorbeált, anti-egér IgG-t (Vector Laboratories, USA) 2x 

hígítottuk 2,5 % normál kecske szérumot tartalmazó PBS-ben és 1 órát inkubáltuk 

szobahőmérsékleten, majd ötször 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk 

óvatos rázással szobahőmérsékleten. Utána a TSA-Cy3-t (Akoya Biosciences, USA) 

1000x hígítottuk 1x Plus Amplification Diluentben (Akoya Biosciences, USA) és 6 percig 

inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ötször 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó 

PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten. 

A 6 hónapos állatok kofestése esetén céltargetünk, az AT4R mellett a GABAerg 

interneuron, astrocyta és microglia sejttípus markerek, a GAD67, GFAP és IBA1 ellen is 

használtunk elsődleges antitesteket. De csak az előbbinél vettük igénybe az újfajta, HRP 

konjugált másodlagos ellenanyagot és fluoreszcens festékkel konjugált tiramid jel 

amplifikálót, utóbbiaknál a konvencionális fluoreszcens festékkel konjugált 

másodlagos ellenanyag is elegendőnek bizonyult. Az anti-IRAP (D2C5)XP® nyúl 

mEa-t (Cell Signaling Technology, USA) 200x hígítottuk komplett blokkolóban és 1 órát 

inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ötször 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó 

PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten. Izotípus kontrollnak komplett 

blokkolóban 700x hígított nyúl pEa-t (31235, Invitrogen, USA), illetve ellenanyag 

mentes kontrollnak komplett blokkolót használtunk. Utána az anti-GAD67 (1G10.2) egér 

mEa-t (Sigma-Aldrich, USA), anti-GFAP (G3893) egér mEa-t (Sigma-Aldrich, USA) 

vagy anti-Iba1 (GT10312) egér mEa-t (Invitrogen, USA) 150x, 100x vagy 100x 

hígítottuk komplett blokkolóban és éjszaka inkubáltuk 4 °C-on, majd ötször 10 percig 

0,05 % Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten. 

Izotípus kontrollnak komplett blokkolóban 150x hígított egér IgG2a mEa-t (02-6200, 

Invitrogen, USA) vagy 100x hígított egér IgG1 mEa-t (MA1-10407, Invitrogen, USA), 

illetve ellenanyag mentes kontrollnak komplett blokkolót használtunk. Utána az 

Anti-egér IgG Fab2 Alexa Fluor ® 555-t (Cell Signaling Technology, USA) vagy 

Anti-egér IgG Fab2 Alexa Fluor ® 647-t (Cell Signaling Technology, USA) 500x 

hígítottuk komplett blokkolóban és 1 órát inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ötször 

10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk óvatos rázással 

szobahőmérsékleten. Utána az ImmPRESS® HRP lóban készült, patkány-adszorbeált, 

anti-nyúl IgG-t (Vector Laboratories, USA) 1,7x hígítottuk 2,5 % normál kecske 
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szérumot tartalmazó PBS-ben és 1 órát inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd ötször 10 

percig 0,05 % Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk óvatos rázással szobahőmérsékleten. 

Utána a TSA-FITC-t (Akoya Biosciences, USA) 1000x hígítottuk 1x Plus Amplification 

Diluentben (Akoya Biosciences, USA) és 6 percig inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd 

ötször 10 percig 0,05 % Tween-t tartalmazó PBS-ben mostuk óvatos rázással 

szobahőmérsékleten. 

Ellenfestéshez a mintákon 5 percig DAPI-t (Thermo Fisher Scientific, USA) 

alkalmaztunk szobahőmérsékleten. Utána tárgylemezeken Fluoromount (Leica, 

Németország) segítségével rögzítettük a fedőlemezt. A festett szegmenseket 

vizualizáltuk és a képeket Leica SP8 konfokális mikroszkóppal vettük fel. 

 

1. táblázat. Az immunhisztokémiai vizsgálatoknál használt elsődleges ellenanyag, 

kontroll és másodlagos ellenanyag kombinációk.  
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3.3. Molekuláris biológia 

3.3.1. Szövetgyűjtés 

A 10 napos, 3 hónapos és 6 hónapos Wistar patkányok agyát a korábban leírtakhoz 

hasonlóan in vivo mostuk át [173]. 

A patkányokat izoflurán (5 %) inhaláltatásával, illetve ketamin (100 mg/tskg) és xylazin 

(10 mg/kg) intraperitoneális injekciójával anesztetizáltuk. A műtéti beavatkozás alatt az 

állatokat tört jégre fektettük. Felső haránt hasi metszéssel laparotomiát, majd a 

diaphragma mellkasfalról történő lepreparálását követően bilaterális hosszanti mellkasi 

vágással thoracotomiát végeztünk, aztán a pericardiumot a sternumról óvatos metszéssel 

leválasztottuk. A bal kamrán keresztül kanült (ISM580 vagy ISM583, Cole Palmer, USA) 

vezettünk az ascendens aortába és kocherral rögzítettük, végül a jobb pitvart ollóval 

megnyitottuk. A még verő szíven és a saját érrendszeren keresztül szobahőmérsékletű 

PBS-t (154 mM NaCl, 1,058 mM KH2PO4, 5,601 mM Na2HPO4.2H2O, pH 7,4) 

áramoltattunk keresztül egy perisztaltikus pumpa (MCP Standard, Ismatec, 

Németország/Svájc) használatával. Utoljára az egész agyakat óvatosan eltávolítottuk és a 

mPFC-ket -80 °C-n QIAzolban (Qiagen, Hollandia) tároltuk.  

 

3.3.2. RNS izolálás 

A mPFC-ket 1 mL QIAzolban (Qiagen, Hollandia) per 50-100 mg szövet lizáltuk és 

homogenizáltuk (Ultra Turrax TP 18-10, Janke & Kunkel, Németország). A mintákhoz 

0,2 mL kloroformot (Sigma-Aldrich, USA) per 1 mL lízisnél használt QIazol adtunk, 

néhány percig szobahőmérsékleten nyugalomban hagytuk, majd 15 percig 4 °C-on  

12000 G-n centrifugáltuk (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Németország), hogy 

szétváljanak egy felső tiszta, vizes rétegre (amely RNS-t tartalmaz), egy köztes fázisra és 

egy alsó, vörös, fenol-kloroform rétegre (amely DNS-t és fehérjéket tartalmaz).  

Az RNS-t tartalmazó fázist tiszta csőbe transzferáltuk, 2 μl GlycoBlue-t (Applied 

Biosystems, USA) adtunk hozzá koprecipitánsként, 0,5 mL isopropanollal 

(Sigma-Aldrich, USA) per 1 mL lízisnél használt QIazol precipitáltuk, 10 percig 4 °C-on 

nyugalomban hagytuk, 10 percig  4 °C-on 12000 G-n centrifugáltuk (Centrifuge 5810 R, 
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Eppendorf, Németország), majd a felülúszót eltávolítottuk, hogy fehér, gél-szerű pelletet 

nyerjünk. A kicsapott RNS-t 1 mL 75%-os etanollal (Reanal Labor, Magyarország) per  

1 mL lízisnél használt QIazol mostuk, rövid ideig vortexeltük, 5 percig 4 °C-on 7500 G-n 

centrifugáltuk (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Németország), majd a felülúszót 

eltávolítottuk, utána a lépéseket további kétszer ismételtük. Végül a pelletet 5-10 percig 

szárítottuk.  

 

3.3.3. RNS mennyiségi meghatározás 

Az RNS pelletet 30 μL nukleáz mentes vízben (vWR, USA) reszuszpendáltuk, majd 15 

percig 60 °C-on fűtőblokkban (ThermoStat plus, Eppendorf, Németország) inkubáltuk. 

A minták RNS hozamát spektrofotométer (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, 

USA) segítségével határoztuk meg. 260 nm-en a teljes nukleinsavtartalomnak, 280 nm-en 

pedig a minta tisztaságának abszorbanciáját mértük. Az RNS koncentrációját az „A260 × 

hígítás × 40 = μg RNA/mL” képlettel számítottuk ki, tisztaságát az „A260/A280” 

aránnyal ellenőriztük. 

 

3.3.4. DNáz emésztés 

Az RNS minták esetleges DNS szennyeződését DNáz enzimatikus emésztéssel 

távolítottuk el. A 3 μg RNS-t tartalmazó oldatot, 3 μl 10x hígított reakció puffert 

(Thermo Fisher Scientific, USA), 3 μl DNáz I-t (Thermo Fisher Scientific, USA) és 30 

μl-ig nukleáz mentes vizet (vWR, USA) jégen elegyítettünk, majd 30 percig 37 °C-on 

fűtőblokkban  (ThermoStat plus, Eppendorf, Németország) inkubáltuk. A mintákhoz 3 μl 

50mM-s EDTA-t adtunk hozzá jégen, majd 10 percig 65 °C-on inkubáltuk. 

 

3.3.5. cDNS szintézis 

A minták RNS tartalmát cDNS-re fordítottuk. A cDNS szintézist SensiFAST cDNS 

Szintézis Kit protokollja alapján végeztük. Az 1,125 μg RNS-t tartalmazó oldatot, 6 μl 

5x hígított TransAmp Puffert (Bioline, Kanada), 1,5 μl reverz transzkriptázt (Bioline, 

Kanada) és 30 μl-ig nukleáz mentes vizet (vWR, USA) röviden vortexeltünk, 
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centrifugáltunk, majd pipettázással óvatosan összekevertük. A PCR készüléken 

(Mastercycler gradient, Eppendorf, Németország)  10 percig 25 °C-on primer 

hibridizációt, 15 percig 42 °C-on reverz transzkripciót, 5 percig 85 °C-on inaktivációt 

végeztünk, végül a mintákat 10 percig 4°C-on tartottuk. 

 

3.3.6. Primer tervezés 

A Rattus norvegicus, NM_001113403.3, leucil és cisztin aminopeptidáz (Lnpep) gént az 

NCBI adatbázisában [176] azonosítottuk. A primereket az NCBI Primer-BLAST 

eszközzel [177] terveztük. Forward primernek az 1132:1151 szakaszt (TGAGCACAT 

ACCTGGTTGC T) választottuk ki, mely 20 bp hosszúságú. Reverz primernek az  

1319:1339 szakaszt (AT TGGATCTGGT GGCCATTCC) választottuk ki, mely 21 bp 

hosszúságú és 1323:1324 között tartalmaz egy exon-exon határt. 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) adódott, mely 208 bp hosszúságú és 1202:1203, 

1323:1324 között tartalmaz két exon-exon határt. 

A primereket az Integrated DNA Technologiestól rendeltük 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 μL, cc = 100 μM. A reverz primer 

(rIRAPr1) 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 μL, cc = 100μM. 

 

3.3.7. Nem kvantitatív PCR 

A minták cDNS tartalmát amplifikáltuk. A nem kvantitatív PCR-t a SensiFAST SYBR 

No-ROX Kit protokollja alapján végeztük. 12 μl-t a cDNS-t tartalmazó oldatból, 0,9 μl 

10x hígított forward primert (Integrated DNA Technologies, USA), 0,9 μl 10x hígított 

reverz primert (Integrated DNA Technologies, USA), 1,2 μl nukleáz mentes vizet (vWR, 

USA) és 15 μl Master mixet (Bioline, Kanada) jégen elegyítettünk, röviden vortexeltünk 



39 
 

és centrifugáltunk. A PCR készüléken (Mastercycler gradient, Eppendorf, Németország) 

a mintákat 2 percig 95 °C-on inkubáltuk. Majd 5 másodpercig 95 °C-on denaturációt, 10 

másodpercig 60 °C-on hibridizációt, 20 másodpercig 72 °C-on polimerizációt végeztünk 

és a lépéseket további 31x megismételtük. Utána a mintákat 30 másodpercig 72 °C-on, 

végül 4 °C-on tartottuk.  

 

3.3.8. Gélelektroforézis 

A PCR termékek méretét gélelektroforézissel analizáltuk. 2%-os agaróz gélt készítettünk. 

Boroszilikát üvegbe 2 g agarózt (Thermo Fisher Scientific, USA) szórtunk és 100 ml  

1x TAE puffert (TRIS, acetát, EDTA) öntöttünk, majd az elegyet mikrohullámú sütőben 

gyakori rázogatások mellett melegítettük, amíg áttetsző, szemcsétlen folyadékot nem 

kaptunk. Az oldatot kézmelegre hűtöttük vissza és 10000x hígított GelRed DNS festéket 

(Sigma-Aldrich, USA) adtunk hozzá. Kis futtatókádba mintafelvivő fésűt helyeztünk, 

aztán a szirupot beleöntve hagytuk megszilárdulni. Végül a kádat 1x TAE pufferral 

töltöttük fel. 

4-4 μl PCR termékhez 1-1 μl loading dye-t (Thermo Fisher Scientific, USA) kevertünk 

és a mintákat a gél vályúiba mértük. A szélső zsebbe 100 bp DNS létrát (Thermo Fisher 

Scientific, USA) pipettáztunk. A  mintákat 60 V feszültségen 90 percig futtattuk. Végül 

a DNS sávokat UV átvilágító asztalon (Gel Logic 200 Imaging System, Kodak, USA) 

detektáltuk.  
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4. Eredmények  

4.1. Kontrollvizsgálatok  

Vizsgáltuk a PFC V. réteg piramissejtjein az NMDA (30 μM) kiváltotta membrán 

kationáramok egymáshoz viszonyított arányát, mely során T2-T3 viszonylatban 

reprodukálható amplitúdókat kaptunk, ezért továbbiakban eredményeinket ebben az 

összefüggésben vizsgáltuk és T3/T2 hányadosként ábrázoltunk. A piramidális neuron 

populáció heterogenitására és a válaszaik variabilitására való tekintettel a következő 

módszert alkalmaztuk az adatok elemzésére. Meghatároztunk egy kizárási kritériumot a 

kontrollcsoportok átlagából, az átlagok standard hibájából (SEM) és a 99,9%-os 

konfidencia intervallumból. A határérték 10-15% körül mozgott. Ennek megfelelően a 

különböző csoportok esetében hatásnak a T3/T2 arány ±10-15%-os eltérését tekintettük a 

vonatkozó kontrollcsoporthoz képest. Statisztikai analízist Kruskal-Wallis egyutas 

ANOVA és post-hoc Bonferroni teszttel végeztünk. A p-érték ≤0,05-öt tekintettük 

szignifikánsnak.   

 

 

4. ábra. NMDA (30 μM) indukálta membrán kationáramok a PFC V. réteg 

piramissejtjeiben, 9-12 napos patkányban. Whole-cell voltage-clamp konfigurációt 

hoztunk létre, a membránpotenciált -70 mV-on tartottuk. A rendszert 10 percig 

nyugalomban hagytuk. Utána 10 percenként, három alkalommal, másfél percig 30 μM 

NMDA tartalmú ACSF-t áramoltattunk. Membrán kationáramok reprezentatív 

áramerősség-idő grafikonja. 
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4.2. Az angiotenzin II hatásainak vizsgálata az NMDA áramokra 

patkány PFC V. rétegének piramissejtjein  

4.2.1. Az Ang II gátló hatást fejt ki az NMDA áramokra a PFC V. 

réteg piramissejtjein 

Korábbi kísérletünket nagyobb elemszámmal megismételtük és azzal egybehangzó 

eredményt kaptunk. Az Ang II fiziológiásat meghaladó koncentrációban gátolja az 

NMDA áramokat 9-12 napos patkány PFC V. rétegében, a piramissejtek egy 

csoportjában. 3 μM-s koncentrációnál átlagosan 65,04±3,77 %-s T3/T2 arányt észleltünk 

9/32 db sejt esetén. 
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5. ábra. Az Ang II (3 μM) gátló hatása az NMDA áramokra a PFC V. réteg 

piramissejtjeiben, 9-12 napos patkányban. Whole-cell voltage-clamp konfigurációt 

hoztunk létre, a membránpotenciált -70 mV-on tartottuk. A rendszert 10 percig 

nyugalomban hagytuk. Utána 10 percenként, három alkalommal, másfél percig 30 μM 

NMDA tartalmú ACSF-t áramoltattunk. Az Ang II-t T3 előtt 5 perccel és T3 alatt adtuk. 

Fent: membrán kationáramok reprezentatív áramerősség-idő grafikonja. Lent: A T3-nál 

mért válaszokat a T2-nél mérthez normalizáltuk. n kísérlet átlaga±SEM. A fehér 

oszlopokon (kontroll) az összes vizsgált sejt, a piros oszlopokon (Ang II) a reagáló sejtek 

száma látható. Statisztikai analízisre Kruskal-Wallis egyutas ANOVA-t és Bonferroni 

post hoc tesztet alkalmaztunk, p a szignifikanciát jelöli, * p < 0,01.  

 

 

4.3. Az angiotenzin IV hatásainak vizsgálata az NMDA áramokra 

patkány PFC V. rétegének piramissejtjein  

4.3.1. Az Ang IV gátló hatást fejt ki az NMDA áramokra a PFC V. 

réteg piramissejtjein 

Az Ang IV széles koncentrációtartományban gátolja az NMDA áramokat 9-12 napos 

patkány PFC V. rétegében, a piramissejtek egy csoportjában. 1 nM-s koncentrációnál 

átlagosan 74,78±3,41 %-s T3/T2 arányt észleltünk 6/14 db, 10 nM-nál 68,40±5,04 %-t 

5/14 db, 100 nM-nál 63,29±4,14 %-t 10/24 db, 1 μM-nál 49,31±12,57 %-t 5/17 db sejt 

esetén. Érdekes módon nagyobb koncentrációnál, néhány sejtnél sporadikusan 

potenciációt is megfigyeltünk. 1 μM-s koncentrációnál átlagosan 142,09±12,21 %-s T3/T2 

arányt észleltünk 4/17 db sejt esetén. 
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6. ábra. Az Ang IV különböző koncentrációinak (1 nM - 1 μM) gátló hatása az 

NMDA áramokra a PFC V. réteg piramissejtjeiben, 9-12 napos patkányban. 

Whole-cell voltage-clamp konfigurációt hoztunk létre, a membránpotenciált -70 mV-on 

tartottuk. A rendszert 10 percig nyugalomban hagytuk. Utána 10 percenként, három 

alkalommal, másfél percig 30 μM NMDA tartalmú ACSF-t áramoltattunk. Az Ang IV-t 

T3 előtt 5 perccel és T3 alatt adtuk. Fent: membrán kationáramok reprezentatív 

áramerősség-idő grafikonja. Lent: A T3-nál mért válaszokat a T2-nél mérthez 

normalizáltuk. n kísérlet átlaga±SEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az összes vizsgált 

sejt, a piros oszlopokon (Ang IV) a reagáló sejtek száma látható. Statisztikai analízisre 

Kruskal-Wallis egyutas ANOVA-t és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk, p a 

szignifikanciát jelöli, * p < 0,01.   
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4.3.2. Az AT4R/IRAP mRNS szinten expresszálódik a PFC-ben  

Molekuláris biológiai vizsgálatokkal kimutattuk az AT4R/IRAP-t kódóló nukleinsav 

jelenlétét 10 napos, 3 hónapos és 6 hónapos patkányok PFC-jében. Az előbbi 

korcsoportban jelzett, utóbbiakban kifejezett expresszió volt megfigyelhető. 

 

 

7. ábra. Az AT4R/IRAP mRNS szintű expressziója 10 napos, 3 hónapos és 6 hónapos 

patkány PFC-ben. A molekuláris biológiai vizsgálatnál a nem kvantitatív PCR terméket 

agaróz gélelektroforézissel detektáltuk. Az előbbi korcsoportban jelzett, utóbbiakban 

kifejezett expresszió látható. 
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4.3.3. Az AT4R/IRAP fehérje szinten expresszálódik a PFC-ben 

Immunhisztokémiai vizsgálatokkal kimutattuk az IRAP/AT4 receptorok jelenlétét 10 

napos és 6 hónapos patkányok PFC-jében. Markáns expresszió volt megfigyelhető a 

II-III. és az V-VI. sejtrétegekben, illetve az V. réteg piramis morfológiájú sejtjeiben.  
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8. ábra. Az AT4R/IRAP fehérje szintű expressziója (a) 10 napos és (b) 6 hónapos 

patkány PFC-ben. Az immunhisztokémiai vizsgálatnál az IRAP/AT4R megjelenítésére 

anti-IRAP/AT4R nyúl poliklonális antitestet, kontrollnak nyúl IgG-t, ellenfestésként 

DAPI-t használtunk. (bal) A PFC egésze. A számok a PFC rétegeit mutatják. Mérték: 100 

μm. Markáns expresszió a II-III. és az V-VI. sejtrétegekben. (jobb felső) A PFC ötödik 

rétege. Mérték: 50 μm. Markáns expresszió piramis morfológiájú sejtekben. (jobb alsó) 

A PFC ötödik rétege. Mérték: 50 μm. Izotípus kontroll. 
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4.3.4. Egy másik IRAP inhibitor, az LVVYP-H7 utánozza az Ang IV 

NMDA áramokra kifejtett gátló hatását a PFC V. réteg piramissejtjein 

Egy másik IRAP inhibitor, az LVVYP-H7 széles koncentrációtartományban, az Ang 

IV-hez hasonlóan, szintén gátolja az NMDA áramokat 9-12 napos patkány PFC V. 

rétegében, a piramissejtek egy csoportjában. 10 nM-s koncentrációnál átlagosan 

67,53±6,33 %-s T3/T2 arányt észleltünk 6/14 db, 100 nM-nál 73,46±6,85 %-t 5/14 db,  

1 μM-nál 67,43±0,22 %-t 2/6 db sejt esetén. 1 nM-s koncentrációnál a T3/T2 arány nem 

változott. Érdekes módon nagyobb koncentrációknál az Ang IV-hez hasonlóan, néhány 

sejtnél sporadikusan potenciációt is megfigyeltünk. 100 nM-s koncentrációnál átlagosan 

160,45±26,07 %-s T3/T2 arányt észleltünk 2/14 db, 1 μM-nál 125,19±11,85 %-t 2/6 db 

sejt esetén.  
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9. ábra. Az LVVYP-H7 különböző koncentrációinak (1 nM - 1 μM) gátló hatása az 

NMDA áramokra a PFC V. réteg piramissejtjeiben, 9-12 napos patkányban. 

Whole-cell voltage-clamp konfigurációt hoztunk létre, a membránpotenciált -70 mV-on 

tartottuk. A rendszert 10 percig nyugalomban hagytuk. Utána 10 percenként, három 

alkalommal, másfél percig 30 μM NMDA tartalmú ACSF-t áramoltattunk. Az 

LVVYP-H7-t T3 előtt 5 perccel és T3 alatt adtuk. A T3-nál mért válaszokat a T2-nél 

mérthez normalizáltuk. n kísérlet átlaga±SEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az összes 

vizsgált sejt, a piros oszlopokon (LVVYP-H7) a reagáló sejtek száma látható. Statisztikai 

analízisre Kruskal-Wallis egyutas ANOVA-t és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk, 

p a szignifikanciát jelöli, * p < 0,01. 

 

 

4.3.5. Az AT1R fehérje szinten expresszálódik a PFC-ben 

Korábbi, az Ang II NMDA áramokra kifejtett serkentő hatását vizsgáló kísérleteink [72] 

kapcsán immunhisztokémiai vizsgálatokkal kimutattuk az AT1 receptorok jelenlétét 10 

napos patkányok PFC-jében. Nagymértékű expresszió volt megfigyelhető a II-III. és az 

V-VI. sejtrétegekben, illetve az V. réteg piramis morfológiájú sejtjeiben. 
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10. ábra. Az AT1R fehérje szintű expressziója 10 napos patkány PFC-ben. Az 

immunhisztokémiai vizsgálatnál az AT1R megjelenítésére anti-AT1R nyúl poliklonális 

antitestet, kontrollnak AT1R blokkoló peptidet, ellenfestésként DAPI-t használtunk. (bal) 

A PFC egésze. A számok a PFC rétegeit mutatják. Mérték: 200 μm. Markáns expresszió 

a II-III. és az V-VI. sejtrétegekben. (jobb felső) A PFC ötödik rétege. Mérték: 50 μm. 

Markáns expresszió piramis morfológiájú sejtekben. (jobb alsó) A PFC ötödik rétege. 

Mérték: 50 μm. Peptid kontroll. 
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4.3.6. Az AT1R antagonista eproszartán nem függeszti fel az Ang IV 

NMDA áramokra kifejtett gátló hatását a PFC V. réteg piramissejtjein 

Az AT1R antagonista eproszartán 1 μM-s koncentrációban nem függesztette fel az Ang 

IV NMDA áramokra kifejtett gátló hatását 9-12 napos patkány PFC V. rétegében, a 

piramissejtek egy csoportjában. Ang IV 100 nM-s koncentrációjánál átlagosan 

74,23±2,74 %-s T3/T2 arányt észleltünk 6/14 db sejt esetén.  

 

 

11. ábra. Eproszartán hatása az Ang IV NMDA áramokra kifejtett gátló hatására a 

PFC V. réteg piramissejtjeiben. Whole-cell voltage-clamp konfigurációt hoztunk létre, 

a membránpotenciált -70 mV-on tartottuk. A rendszert 10 percig nyugalomban hagytuk. 

Utána 10 percenként, három alkalommal, másfél percig 30 μM NMDA tartalmú ACSF-t 

áramoltattunk. Az Ang IV-t T3 előtt 5 perccel és T3 alatt adtuk. Az eproszartánt (1 μM) 

tartalmazó ACSF a teljes mérés alatt jelen volt. A T3-nál mért válaszokat a T2-nél mérthez 

normalizáltuk. n kísérlet átlaga±SEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az összes vizsgált 

sejt, a piros oszlopokon (Ang IV) a reagáló sejtek száma látható. Statisztikai analízisre 

Kruskal-Wallis egyutas ANOVA-t és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk, p a 

szignifikanciát jelöli, * p < 0,01.  
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4.3.7. Az AT4R/IRAP expresszálódik a piramissejtekben és a 

GABAerg interneuronokban, nem detektálható a microgliákban és az 

astrocytákban a PFC V. rétegében  

Immunhisztokémiai vizsgálatokkal kimutattuk az AT4R/IRAP jelenlétét 10 napos és 6 

hónapos patkányok PFC-jének V. rétegében, különböző sejttípusokban. Nagymértékű 

expressziót figyeltünk meg piramis morfológiájú neuronokban, illetve GAD67 pozitív 

GABAerg interneuronokban, ellenben nem detektáltuk IBA1 jelölt microgliákban és 

GFAP jelölt astrocytákban. 
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12. ábra. Az AT4R/IRAP fehérje szintű expressziója (a) 10 napos és (b) 6 hónapos 

patkány PFC V. rétegkülönböző sejttípusokban. Az immunhisztokémiai vizsgálatnál 

az AT4R/IRAP megjelenítésére anti-IRAP/AT4R nyúl poliklonális antitestet, GABAerg 

interneuron, microglia és astrocyta markernek anti-GAD67, anti-IBA1 és anti-GFAP egér 

poliklonális antitestet, kontrollnak nyúl IgG-t, egér IgG1-t,  

IgG2a-t, ellenfestésként DAPI-t használtunk. A zöld nyilak IRAP pozitív piramis 

morfológiájú sejtekre, a sárga nyilak IRAP és GAD67 pozitív GABAerg interneuronokra, 

a piros nyilak IRAP negatív és IBA1 vagy GFAP pozitív microgliákra vagy astrocytákra 

mutatnak. Mérték: 50 μm. 
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4.3.8. Az akciós potenciál gátló tetrodotoxin vagy az exocitózis gátló 

Ca2+-mentes ACSF nem függeszti fel az Ang IV NMDA áramokra 

kifejtett gátló hatását a PFC V. réteg piramissejtjein 

Az akciós potenciál gátló tetrodotoxin (TTX) 0,5 μM-s koncentrációban vagy az 

exocitózis gátló Ca2+-mentes ACSF által indukált szinaptikus izoláció nem függesztette 

fel az Ang IV NMDA áramokra kifejtett gátló hatását 9-12 napos patkány PFC V. 

rétegében, a piramissejtek egy csoportjában. Ang IV 100 nM-s koncentrációjánál TTX 

tartalmú ACSF-nél átlagosan 71,61±4,74 %-s T3/T2 arányt észleltünk 8/15 db, 

Ca2+-mentes ACSF-nél 62,25±7,65 %-t 9/16 db sejt esetén.  

 

13. ábra. TTX tartalmú és Ca2+-mentes ACSF hatása az Ang IV NMDA áramokra 

kifejtett gátló hatására a PFC V. réteg piramissejtjeiben. Whole-cell voltage-clamp 

konfigurációt hoztunk létre, a membránpotenciált -70 mV-n tartottuk. A rendszert 10 

percig nyugalomban hagytuk. Utána 10 percenként, három alkalommal, másfél percig 30 

μM NMDA tartalmú ACSF-t áramoltattunk. Az Ang IV-t T3 előtt 5 perccel és T3 alatt 

adtuk. A TTX-t (0,5 μM) tartalmazó vagy Ca2+-mentes (0 μM) ACSF a teljes mérés alatt 

jelen volt. A T3-nál mért válaszokat a T2-nél mérthez normalizáltuk. n kísérlet 

átlaga±SEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az összes vizsgált sejt, a piros oszlopokon 

(Ang IV) a reagáló sejtek száma látható. Statisztikai analízisre Kruskal-Wallis ANOVA-t 

és Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk, p a szignifikanciát jelöli, * p < 0,01  
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5. Megbeszélés  

Korábbi kutatásainkban munkacsoportunk számos NMDAR modulátort azonosított a 

PFC-ben, köztük a purinerg és a dopaminerg jelátviteli rendszereket, pre- és 

posztszinaptikus hatásmechanizmusokat. A hatások jellemzően a piramissejteknek csak 

egy-egy részhalmazára korlátozódtak, ami hangsúlyozza a piramidális neuronok 

szabályozásának összetettségét [28, 64, 70, 167, 178]. A PFC piramissejtjei morfológiai 

és fiziológiai tulajdonságaikban jelentős heterogenitást mutatnak, így nem szokatlan az a 

megfigyelés, hogy a különböző kölcsönhatásokban csak meghatározott szubpopulációik 

vesznek részt [179]. 

 

5.1. Az angiotenzin II hatásainak vizsgálata az NMDA áramokra 

patkány PFC-ben 

5.1.1. Az Ang II serkentő hatásának, illetve az AT1R fehérjeszintű 

expressziójának vizsgálata 

Korábbi vizsgálatainkban munkacsoportunk kimutatta, hogy az Ang II kisebb, 

fiziológiáshoz közelítő koncentrációtartományban (1 nM - 1 μM) serkenti az NMDA 

áramokat 9-12 napos patkányokban, a PFC V. rétegében, a piramissejtek egy 

csoportjában. A hatást az AT1R antagonista eproszartán felfüggesztette, az AT2R 

antagonista PD123319 nem befolyásolta, ami igazolta, hogy AT1R mediálta folyamat. A 

hatás szinaptikus izolációban nem volt észlelhető, ami igazolta, hogy a folyamat indirekt, 

interneuronális közvetítéssel valósul meg. Végül a hatást a D1R antagonista SCH 23390 

felfüggesztette, a D2R antagonista sulpirid nem befolyásolta, ami igazolta, hogy D1R 

mediálta folyamat [72]. 

Immunhisztokémiai vizsgálatokkal kimutattuk az AT1R-k expresszióját 10 napos 

patkányok PFC-jében. Erőteljes kifejeződést figyeltünk meg a II-III. és az V-VI. 

sejtrétegekben. Nem találtunk alkalmas piramidális neuronális, illetve dopaminerg 

interneuronális sejtmarkert, ezért célzott kofestést nem tudtunk elvégezni.  
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Összefoglalva az Ang II AT1R-kon keresztül dopaminerg interneuronokat aktivál, a 

dopamin pedig D1R-kon keresztül potencírozza a piramissejteken az NMDAR-kat 9-12 

napos patkány PFC V. rétegében [72]. 

 

5.1.2. Az Ang II gátló hatásának vizsgálata 

Korábbi vizsgálatainkban munkacsoportunk az Ang II nagyobb koncentrációkban (1-3 

μM) történő alkalmazása esetén 9-12 napos patkányok PFC-jének V. rétegében, a 

piramissejtek egy (feltételezhetően másik) csoportjában az NMDA áramokra kifejtett 

negatív moduláló hatást is megfigyelt. A kísérletet jelen munkámban nagyobb 

elemszámmal megismételtem és egybehangzó eredményt kaptam. A gátlást a 

Na+-dependens akciós potenciált gátló TTX tartalmú, illetve a Ca2+-dependens exocitózis 

gátló Ca2+ mentes ACSF nem függesztette fel, ami igazolta, hogy a hatás közvetlenül a 

piramissejteken érvényesül. Immunhisztokémiai vizsgálatokkal kimutattuk az AT1R-k 

jelenlétét piramis morfológiájú sejteken. Azonban érdekes módon az inhibíciót sem az 

AT1R antagonista eproszartán, sem az AT2R antagonista PD123319 nem befolyásolta, 

tehát a hatás nem az Ang II saját receptorain keresztül valósult meg.  

Mivel az angiotenzin ligandok peptidek, nem jutnak át a vér-agy gáton, ezért a 

szintézisükhöz szükséges enzimek, így az Ang II-t metabolizáló AP-N, AP-A, DC és 

ACE2 jelen vannak az agyban [78]. A kísérletünkben alkalmazott magasabb koncentráció 

jelentette magasabb szubsztrátmennyiségnek köszönhetően ezek az enzimek a 

fiziológiást elérő vagy akár meg is haladó angiotenzin ligandot, Ang 1-7-t, Ang IV-t vagy 

alamandint lehettek képesek előállítani. Feltételeztük, hogy az Ang II gátló hatását ezen 

metabolitok valamelyike mediálta saját receptorán keresztül. További kutatásaimban az 

Ang IV hatását, szignáltranszdukcióját és konnektivitását, illetve az AT4R/IRAP 

nukleinsav- és fehérjeszintű kifejeződését vizsgáltam.  
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5.2. Az angiotenzin IV hatásainak vizsgálata az NMDA áramokra 

patkány PFC-ben 

5.2.1. Az Ang IV hatásainak vizsgálata 

Fiziológiásan az Ang IV agyi koncentrációja nagyon alacsony [96, 97]. Elsősorban 

intracellulárisan van jelen vagy de novo szintetizálódik. Extracellulárisan zero-net-flux 

módszerrel szintjét 46 pM-ra becsülték, illetve mikrodialízis szonda behelyezése után 

120-187 pM közötti töménységet mértek [98]. Az Ang IV-gyel és analógjaival 

kapcsolatos elektrofiziológiai vizsgálatok a hippokampusz régiójára és az LTP mérésére 

koncentráltak. Agyszeleteken végzett kísérleteknél 1 μM-s koncentrációt alkalmaztak 

[119]. A preparálás folyamata sértheti a sejtek kapcsolatait, a lassú perfúziós adagolás 

során pedig a hatóanyagoknak kell a receptorokig bediffundálniuk [73]. Kísérleteinkben 

széles, a fiziológiás szintet közelítő 1 nM-tól a publikációkban használt 1 μM-ig terjedő, 

koncentrációtartományt vizsgáltunk. 

 

A glutamáterg rendszer a KIR elsődleges excitátoros hálózata [12]. Gerincesekben az 

összes szinapszis felét, az excitátoros szinapszisok döntő többségét alkotja [13]. Az 

NMDAR a pre- és posztszinaptikus hatások integrációja révén alapvető az ideghálózat 

rendszerszintű működésében, a kognícióban, a Ca2+-dependens intracelluláris 

szignáltranszdukció révén pedig lényeges hosszú távú hatások kialakításában, a 

memóriában. A glutamáterg rendszer túlműködése, az NMDAR túlaktivációja viszont 

excitotoxikus, celluláris szinten apoptózist, az orgánum szintjén pedig neurodegenerációt 

idéz elő. Amiotrófiás laterálszklerózis, sclerosis multiplex, Parkinson-kór [40], 

Alzheimer kór [39] és Huntington-kór [21] patomechanizmusában is szerepe lehet. 

Klinikumban az NMDAR antagonista eszketamin depresszióban, a memantin 

Alzheimer-betegségben, az amantadin pedig Parkinson-kórban indikáltak. 

Az Ang IV és analógjai egészséges állatokban elvégzett különböző viselkedéstesztekben, 

például passzív elkerülésben [138-140], kondicionált elkerülésben [138], új tárgy 

felismerésben [119, 139, 143], Barnes-féle körlabirintusban [144], nyolckarú 

labirintusban [145], emelt keresztlabirintusban [146], Morris-féle vízi labirintusban [147] 

jótékony hatással voltak a megjegyző, megtartó és felidéző memóriára. Valamint a 
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nAChR antagonista mekamilamin [150], mAChR antagonista szkopolamin [151-153] és 

sztreptozotocin [155] indukálta memória deficit állatmodellekben, illetve az 

alfa-szinuklein overexpressziós Parkinson-kór modellben [156] és amiloid prekurzor 

fehérje transzgenikus Alzheimer-kór modellben [157] javították vagy visszafordították az 

emlékezetzavarokat.  

A glutamáterg rendszer és az Ang IV interakciója kevéssé kutatott, az is csak patkány 

hippokampuszban [123, 155]. 

 

Vizsgálatainkban az Ang IV széles koncentrációtartományban (1 nM - 1 μM) gátolta az 

NMDA indukálta kationáramokat 9-12 napos patkányokban, a PFC V. rétegében, a 

piramissejtek egy szubpopulációjában. Eredményeink alapján az Ang IV nootróp és 

neuroprotektív tulajdonságait az NMDAR negatív moduláló hatása magyarázhatja.  

A direkt NMDAR antagonistákkal ellentétben az Ang IV egy indirekt gátló modulátor. A 

komplett blokáddal szemben lehetővé teszi a receptor finomhangolását. A célzott 

moduláció pedig csökkenheti az általános antagonizmussal járó súlyos mellékhatásokat. 

 

Érdekes módon az Ang IV és LVVYP-H7 legmagasabb koncentrációinál (1 μM és  

100 nM - 1 μM) néhány piramissejt esetén az NMDAR potencírozását figyeltük meg. Bár 

a jelenség pontos hátterét nem sikerült tisztázni, eredményeinkkel összhangban IRAP 

knock out egerekben a térbeli memória felgyorsult, életkor-függő hanyatlását írták le 

[148]. Az IRAP postnatális deléciója pedig szignifikáns deficiteket okozott mind a térbeli 

referencia, mind a tárgyfelismerő emlékezetben [149]. Habár az AT4R törlésével, az 

agonizmus intracelluláris jelátviteli útvonalainak megszüntetésével az Ang IV nootróp és 

neuroprotektív hatásainak kiesése is hozzájárulhat a fentiekhez, de saját eredményeink 

tükrében, az IRAP gén kiütését az IRAP úgymond lehető legnagyobb gátlásának tekintve, 

a nagy dózisú Ang IV alkalmazásakor is észlelt NMDAR túlaktiváció következtében 

kialakuló citotoxicitás és neurodegeneráció is magyarázhatja a kognitív deficitek 

megjelenését. Nem ismeretlenek egyébként az irodalomban az angiotenzin ligandok 

egymással ellentétes hatásai: széleskörű, változatos módon befolyásolják a neuronális 

struktúrákat [73]. Tehát az Ang IV és egyéb IRAP inhibitorok terápiás alkalmazásának 

koncentráció- és dózisfüggő optimalizálása szükséges.  
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5.2.2. Az Ang IV gátlás szignáltranszdukciójának, illetve 

receptorainak hely-specifikus mRNS és fehérjeszintű expressziójának 

vizsgálata 

A továbbiakban az Ang IV gátló hatásának szignáltranszdukcióját, illetve receptorainak 

hely-specifikus mRNS és fehérjeszintű expresszióját vizsgáltuk. Nevezetesen, hogy mely 

receptoron, milyen útvonalon keresztül fejti ki hatását.  

Ámbátor az Ang IV telíthető, reverzibilis, specifikus és nagy affinitású kötőhelyét már 

több mint harminc éve fedezték fel [103], a pontos működése még ma sem tisztázott, sőt 

maga a mibenléte is kérdéses.  

Mivel az Ang IV, más angiotenzin ligandokhoz hasonlóan peptid szerkezetű, 

farmakokinetikai tulajdonságai kedvezőtlenek. Szájon át történő adagolás esetén az 

emésztés, eloszlása során a vér-agy gát jelent akadályt. Analógjait 

hatóanyagkönyvtárakban keresik vagy közvetlen tervezik [180]. A gyógyszerfejlesztés 

számára felettébb fontos az Ang IV hatás precíz targetjének, egzakt 

hatásmechanizmusának tisztázása.  

 

5.2.2.1. Az AT4R/IRAP 

A legelfogadottabb nézet szerint az AT4R-t egy transzmembrán enzimmel, az IRAP-pal 

azonosították [104], az Ang IV-t pedig a katalítikus domén potens, kompetitív 

inhibitoraként [105]. Az Ang IV tehát extracellulárisan, a különböző neuroaktív peptidek 

metabolizmusának gátlásával, koncentrációjának növelésével fejtheti ki hatását [106]. 

Mivel az Ang IV-nek, mint IRAP inhibitornak neutrális antagonistája nem ismert, a 

megszokott kísérleti összeállításra, a hatás Ang IV melletti koadminisztrációval történő 

felfüggesztésére nem volt lehetőségünk. Ezért a kísérletet az Ang IV helyett egy másik 

IRAP inhibitort perfundáltatva ismételtük meg. Az LVVYP-H7 (10 nM - 1 μM) utánozta 

az Ang IV NMDA áramokra kifejtett gátló hatását 9-12 napos patkányokban, a PFC V. 

rétegében, a piramissejtek egy csoportjában. 
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Az AT4R-on egy allosztérikus kötőhelyet is felfedeztek, ahol az Ang IV hagyományos 

agonistaként viselkedik [107]. Az Ang IV hatása tehát különböző intracelluláris jelátviteli 

útvonalak beindításával jöhet létre [108]. Mivel az Ang IV hagyományos antagonistája 

az AT4R-n, a Divalinal kereskedelmi forgalomban már nem kapható, ezért ezt az 

útvonalat nem tudtuk vizsgálni. 

A radioaktívan megjelölt Ang IV agyi kötődését számos fajban vizsgálták. Patkány [113], 

egér [129], tengeri malac [110], futóegér [130], makákó [131], rézuszmajom [132] és 

ember [112, 133] agyi képleteiben, köztük a nagyagykérgében észlelték. Magas fokú 

fajközi konzerváltságot figyeltek meg [112]. Ezzel szemben az AT4R/IRAP fehérje 

szintű expressziója alig kutatott. Patkány [135] és ember [136] agyában, neocortexében 

detektálták. A különböző módszerek eredményei átfedtek egymással [100]. Az 

AT4R/IRAP mRNS szintű kifejeződését viszont még egyáltalán nem publikálták.  

Immunhisztokémiai vizsgálatokkal kimutattuk az AT4R/IRAP fehérje jelenlétét 10 napos 

és 6 hónapos patkány PFC-ben. Markáns expresszió volt megfigyelhető a II-III. és az 

V-VI. sejtrétegekben. Illetve molekuláris biológiai vizsgálatokkal kimutattuk az 

AT4R/IRAP-t kódoló mRNS jelenlétét 10 napos, 3 hónapos és 6 hónapos patkány 

PFC-ben. Erőteljes kifejeződést észleltünk a fiatal felnőtt állatokban. 

 

5.2.2.2. Az AT1R 

Habár az Ang IV fiziológiás koncentrációban nagyon kis affinitással kötődik az 

AT1R-hoz [127], magas koncentrációban képes azt aktiválni [78]. Immunhisztokémiai 

vizsgálatokkal kimutattuk az AT1R jelenlétét a PFC különböző sejtjein. Mindazonáltal 

elektrofiziológiai kísérleteinkben az AT1R antagonista eproszartán, ahogy korábban az 

Ang II gátló hatását sem, úgy most az Ang IV hatásait sem befolyásolta. 

 

5.2.2.3. A c-Met 

Legújabb beszámolók szerint az Ang IV/AT4R rendszer egybeesik a HGF/c-Met 

rendszerrel. Az Ang IV és a HGF között számos hasonlóságot mutattak ki, illetve az 

AT4R-t a HGF receptorával, a c-Met-tel is azonosították [126]. Az Ang IV a „hinge” 

régióhoz kötődve fokozta a HGF dimerizációját és a c-Met aktivációját [181]. Az Ang IV 
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analóg Norleual pedig gátolta a HGF c-Met-hez való kötődését és a HGF-függő 

jelátvitelt, a proliferációt, az inváziót és a szóródást. [182] Ennek az  útvonalnak a 

lehetséges közvetítő szerepét az Ang IV hatásaiban jelen munka nem vizsgálta. 

 

Összefoglalva az AT4R/IRAP mRNS és protein szinten markánsan expresszálódik 

patkány PFC V. rétegében, valamint a piramissejtek egy csoportján az Ang IV NMDA 

áramokra kifejtett negatív modulációjának hatásmechanizmusa az AT4R/IRAP 

aminopeptidáz aktivitásának inhibíciója lehet. 

 

5.2.3. Az Ang IV gátlás konnektivitásának, illetve az AT4R/IRAP 

sejt-specifikus fehérjeszintű expressziójának vizsgálata 

A továbbiakban az AT4R/IRAP sejt-specifikus lokalizációját és az Ang IV gátló 

hatásában részt vevő neuronok konnektivitását vizsgáltuk. Arra kerestük a választ, hogy 

az AT4R/IRAP mediálta hatás preszinaptikusan, interneuronon kereszül jön létre vagy 

ellenkezőleg, az AT4R/IRAP az NMDAR-ral azonos sejten, posztszinaptikusan található 

meg. 

A szakirodalom szerint az AT4R/IRAP feltételezhetően csak neuronokon expresszálódik 

[78]. Idegsejteken kimutatták az olfaktórikus régiókban, szeptális és hipotalamikus 

magokban, a hippokampuszban és a neocortexben [135, 136]. Astrocytákban azonban 

csak patkány astrogliális sejt kultúrában [118] és Alzheimer demenciás egér agyban a 

béta-amiloid plakkokat körülvevő aktivált astrocytákban [137] írták le. Más 

sejttípusokban pedig egyáltalán nem publikálták.  

Az AT4R/IRAP fehérje szintű expresszióját patkány PFC V. rétegében saját 

kísérleteinkben is csak neuronokban mutattuk ki, viszont nem detektáltuk microgliákban 

és astrocytákban. Különböző piramissejt-markerek alkalmazása nem eredményezett 

egyértelmű pozitív jelzést, de morfológia alapján is valószínűsíteni tudjuk, hogy az 

AT4R/IRAP megtalálható a piramidális neuronokon, illetve a GAD67 markerrel végzett 

jelölés alapján biztosan állíthatjuk, hogy kifejeződik GABAerg interneuronokban. 
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Elektrofiziológiai kísérleteinkben az akciós potenciál gátló TTX és az exocitózis gátló 

Ca2+-mentes ACSF által indukált szinaptikus izoláció méréseink eredményét nem 

befolyásolta.  

Tehát kizártuk az interneuronális konnektivitás szerepét. Az Ang IV nem 

preszinaptikusan, egy GABAerg interneuronon vagy akár másik piramidális neuronon 

hatva, ideghálózati kapcsolás(ok) közvetítésével modulálja az NMDA receptorokat. 

Hanem posztszinaptikusan, közvetlenül a PFC V. réteg piramissejtjein lévő 

AT4R/IRAP-on fejti hatását és direkt módon gátolja az NMDAR áramokat. 

 

 

5.3. Limitációk 

5.3.1. Faj 

Kísérleteinket patkányokon végeztük. Az Ang IV kötődésének patkányon [113] és 

emberen [112, 133] végzett radiográfiai és az AT4R/IRAP kifejeződésének patkányban 

[135] és emberben [136] folytatott immunhisztókémiai vizsgálataiban magas szintű 

fajközi konzisztenciát állapítottak meg [112]. Tehát az Ang IV-gyel és az 

AT4R/IRAP-pal kapcsolatos vizsgálatainkat bátrabban extrapolálhatjuk emberre is. 

Ellenben a fehérje adatbázisok alapján az AT1R mRNS expressziója az emberi 

prefrontális cortexben nagyon alacsony [183]. Ezért az Ang II és az AT1R kapcsán 

szükséges az elővigyázatosság. 

 

5.3.2. Életkor 

A neurodegeneratív betegségek elsősorban az idősebb korúakat érintik. A patch clamp 

módszer limitációi miatt csak nagyon fiatal, 9-12 napos patkányokon tudtuk 

kísérleteinket elvégezni és az Ang IV-nek az IRAP aminopeptidáz aktivitásának 

inhibícióján keresztül az NMDAR-okra kifejtett negatív moduláló hatását kimutatni. A 

patkányok gyerekkora rövid, gyorsított folyamat, pontos emberi életkoroknak való 

megfeleltetése nehézkes. Referenciaként szolgálhat a szoptatás, mely patkányban 21 

napig, emberben 6 hónapig tart, illetve a pubertás, mely 1,5 hónapos és 12,5 éves korra 
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tehető [184]. 9-12 napos patkányaink egy mindössze néhány hónapos csecsemővel 

állíthatók csak párhuzamba. 

Azonban immunhisztokémiával 6 hónapos patkányokon is el tudtuk végezni az 

AT4R/IRAP fehérjeszintű expressziójának vizsgálatát és a 9-12 napos korosztályhoz 

hasonló mértékű kifejeződést észleltük. Molekuláris biológiával pedig 9-12 napos, 3 

hónapos és 6 hónapos állatokban tudtuk a receptor mRNS szintű expresszióját vizsgálni 

és az életkor függvényében fokozódást láttunk. A 6 hónapos patkányok már fiatal, 18 

éves felnőtt emberrel azonosíthatók [184]. A továbbiakban tervezzük 1, 1,5 és 2 éves 

korcsoportok vizsgálatát is, amik már 30, 45 és 60 éves emberi életkorokkal analógok és 

a neurodegeneratív betegségek szempontjából kifejezetten relevánsak.  
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6. Következtetések 

Doktori értekezésemmel kapcsolatos munkám során a mediális PFC-ben az NMDA 

receptorok angiotenzinerg modulációját, illetve az angiotenzin ligandok receptorainak 

mRNS és fehérjeszintű expresszióját vizsgáltuk. 

 

9-12 napos patkány mediális PFC V. réteg piramissejteinek NMDA receptorain végzett 

elektrofiziológiai vizsgálatokkal, whole-cell, patch-clamp technika alkalmazásával,  

az Ang II hatásairól nagyobb elemszámmal igazoltuk, hogy: 

az Ang II magasabb koncentrációban (3 μM) negatív moduláló hatást fejt 

ki az NMDA áramokra a piramidális neuronok egy szubpopulációján. 

 

az Ang IV hatásairól igazoltuk, hogy: 

az Ang IV széles koncentrációtartományban (1 nM - 1 μM) negatív 

moduláló hatást fejt ki az NMDA áramokra a piramidális neuronok egy 

szubpopulációján. 

a gátlást az IRAP inhibitor LVVYP-H7 (10 nM - 1 μM) utánozta, tehát az 

AT4R/IRAP aminopeptidáz aktivitásának inhibíciója mediálhatja a hatást. 

a gátlást az AT1R antagonista eproszartán nem befolyásolta, tehát nem 

AT1R mediálja a hatást. 

a gátlást sem a TTX tartalmú, sem a Ca2+ mentes ACSF nem függesztette 

fel, tehát a hatás interneuronok közvetítése nélkül, a piramis sejteken közvetlenül 

érvényesül. 

 

A 10 napos, 3 hónapos és 6 hónapos patkány mediális PFC-n végzett molekuláris 

biológiai vizsgálatokkal 

az Ang IV receptorairól kimutattuk, hogy 

  az AT4R/IRAP-t kódóló mRNS kifejeződik a PFC-ben.  
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A 10 napos és 6 hónapos patkány mediális PFC-ben végzett immunhisztókémiai 

vizsgálatokkal, tormaperoxidázzal (HRP) aktivált tiramid jel amplifikáló technika 

alkalmazásával, 

az Ang II receptorairól kimutattuk, hogy 

az AT1R fehérjéje kifejeződik a PFC-ben.  

az AT1R markánsan expresszálódik a PFC II-III. és V-VI. rétegeiben.  

az AT1R megtalálható az V. réteg piramis morfológiájú sejtjeiben. 

 

az Ang IV receptorairól kimutattuk, hogy 

az IRAP/AT4R fehérjéje kifejeződik a PFC-ben.  

az IRAP/AT4R markánsan expresszálódik a PFC II-III. és V-VI. 

rétegeiben.  

az IRAP/AT4R megtalálható az V. réteg piramis morfológiájú sejtjeiben 

és GAD67 pozitív GABAerg interneuronjaiban, hiányzik IBA1 jelölt 

microgliáiban és GFAP jelölt astrocytáiban. 
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7. Összefoglalás  

A prefrontális kéregnek fiziológiásan a gondolkodásban és a rövid távú memóriában lehet 

szerepe, melyben kiemelt jelentőséggel bírnak a glutamáterg neurotranszmisszió és az 

NMDA receptorok. Patológiás elváltozásai pedig demenciákban, illetve szkizofréniában 

figyelhetők meg. Egyik betegség esetén sincs, előfordulásuk gyakorisága, illetve 

lefolyásuk súlyossága ellenére, a gyógyszeres terápia teljes mértékben máig sem 

megoldva. A glutamát rendszer túlaktivitása apoptózishoz és neurodegenerációhoz vezet, 

viszont az NMDA receptorok teljes gátlása súlyos mellékhatásokat idéz elő. A 

gyógyszeripar egyre inkább a receptor finom hangolását célozza meg. A glutamáterg 

szinapszisok, NMDA receptorok neuromodulációjában az elmúlt évtizekben ismertté vált 

agyi renin-angiotenzin rendszernek is felmerült a szerepe. Az Ang IV egészségesekben 

serkenti az emlékezetet, illetve kognitív károsodásokban javítja vagy visszafordítja a 

memóriazavarokat. Mivel peptid szerkezetű, rossz a farmakokinetikai profilja. Analógjait 

hatóanyagkönyvtárakban keresik vagy közvetlen tervezik. A gyógyszerfejesztés számára 

kulcsfontosságú precíz targetjének, egzakt hatásmechanizmusának feltárása.  

Vizsgálatainkban igazoltuk, hogy az Ang IV-nek széles, 1 nM - 1 μM-s 

koncentrációtartománya negatív moduláló hatást fejt ki a 9-12 napos patkány PFC V. 

réteg piramissejtjeinek NMDA receptorain. A gátlást egy másik IRAP inhibitor, az 

LVVYP-H7 utánozta, következésképp a hatásmechanizmus az aminopeptidáz aktivitás 

szupressziója lehet. A gátlást a szinaptikus izoláció nem szüntette meg, kizártuk tehát az 

intercelluláris konnektivitás szerepét. Továbbá vizsgálatainkban feltérképeztük az  

Ang IV receptorának, az AT4R/IRAP-nak a sejt-specifikus lokalizációját. Kimutattuk 

mind nukleinsav, mind fehérjeszintű jelenlétét különböző korú patkányok PFC-iben. 

Markáns expressziót figyeltünk meg a II-III. és az V-VI. sejtrétegekben. Morfológia és 

sejtmarkerek alapján azonosítottuk kifejeződését piramidális neuronokban és GABAerg 

interneuronokban, nem tudtuk detektálni microgliákban és astrocytákban.  

Eredményeink magyarázhatják az Ang IV nootróp és neuroprotektív tulajdonságait és az 

IRAP katalítikus doménjének inhibíciója megfelelő targetet jelenhet a gyógyszergyártás 

számára az NMDAR negatív modulátorainak fejlesztéséhez a PFC-t érintő betegségek 

kezelésére.   



66 
 

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 μM, 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 II-III. 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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