PECSI TUDOMANYEGYETEM

KLINIKAI ORVOSTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA

AZ ANGIOTENZIN Il INDUKALTA ARTERIAS VAZOKONTRAKCIO,
ES A VASZKULARIS AT;-RECEPTOR EXPRESSZIO VALTOZASA

AZ ELETKOR FUGGVENYEBEN

VAMOS ZOLTAN

Egyetemi doktori (Ph. D.) értekezése

Témavezeto

Prof. Dr. Koller Akos, egyetemi tanar

Programvezeto

Prof. Dr. Koller Akos, egyetemi tanar

Doktori Iskola vezetoje

Prof. Dr. Kovacs L. Gabor, egyetemi tanar, akadémikus

PECSI TUDOMANYEGYETEM
ALTALANOS ORVOSTUDOMANYI KAR,
KORELETTANI ES GERONTOLOGIAI INTEZET,
SZENTAGOTHAI JANOS KUTATOKOZPONT

Pécs, 2015
1



1 BEVEZETES ..o e e e, 6

1.1 AHAIANOS DEVEZELES ..........coovvoveereeeeeeeeeeeeeseesees s ess s s es e s asesssessess st as s st ans s ssessessensessansasseneassaseanen 6
1.2 Az artérids vérnyomas Korfliggo VAIt0ZASA .................coooiiiiiiiiic e 8
1.3 A vérkeringési rendszer Korfiiggo szabAlyozasa ...............ccoovviiiiiiiiiiic 10

1.3.1 A szisztémas renin—angiotenzin rendszer szerepe a vérnyomas szabalyozasaban ..............ccc.cceveenne. 11
1.4 A vaszKularis renin-angiotenzin FENUSZEN .........coviiiriiiriieire ettt 13
1.5 Az angioteNZin [T FECEPTOTAT .....ueviuiieiieiiitiieiint et bbbttt bbbt e et 14

151 AZ AT 1mRECEPION. ..ottt e 14

1.5.2  Eletkor hatdsa aZ AT1-RECEPIOITA .......c..vvveivieeeeeieseeeeeees e teses s ese st es st es ettt en st 15

1.5.3 AZ AT - RO PION ..ttt 17
2  AKUTATAS ELOZMENYEINEK ATTEKINTESE..........ccooooovvnenne. 19
2.1 Eletkor hatisa a vérkeringésre és annak szabaly0ZASATA ...............c..cocovveevivrereicisreeieiesessesesisnons 19
2.2 EKletkor hatisa az Angiotenzin II MGKOAESEIE .................cc.oovivvrviveiieecieieeiesessesssses e 20
2.3 Eletkor hatdsa az AT R eXPIreSSZIOJATA ............co.ovvvvveieeeieeieeeseieeeseesesesseesessesses s sessessessessessessessessens 21
3 HIPOTEZISEK .......cooooiiiiiiiiieiiiiseieeisseesssse st ssssssees 22
4 CELOK ...t 22
5 ANYAGOK ES MODSZEREK .......coccontiiiriiririerinsiisssisssssssissnens 23
5.1 Kisérleti allatok, altatas és eutanazia..................ccoociiiiiiiiiciii 23
5.2 IMIHEELEK. ... oottt r et et 23



5.21  Invaziv artérids VErNYOMASINEIES .......ccuverriererresieesieesiee st esreare s e s e sreesre e e e resne s e sreeareenreeneanrennee e 23

5.2.2 A carotis communis artéridk iZolalasa ............ccocviiiiiiiiiiiii 24
5.3 FunKkcionalis MErések .............ccocoiiiiiiiiiiiiii 24
5.3.1 Az Ang ll-indukalta kontrakcio vizsgalata izolalt patkany carotis art€rian .............ccocevevirererennnnn. 24
5.3.2  Azismételt Ang II-indukalta kontrakciéo mérése izolalt patkany carotis art€rian .............ccocevvrvenene 25
5.3.3  Patkany carotis artériak Ang II-indukalta kontrakcios gorbéinek karakterizalasa .............c.ccoovvvenene. 26

534 Az ATR, az AT,R és az endotélium szerepe az Ang Il-indukdlta kontrakcidban, izolalt patkany

CATOTIS ATTETIAI ...ttt bbb b b e bbb e e e b e bbb e bbb e e et e b b e b et e b 27
5.4 Vazomotor vizsgalatok soran hasznalt anyagok ...............ccccoooviiiiiiniincic e 27
5.5 A vaszkularis AT;R immunohisztokémiai KImutatasa...................ccccceiiiii i 28
5.6 MoleKkularis biol0giai MEIESEK . ............cccoiiiiiiiiiii e 29

5.6.1 A vaszkularis AT;R-fehérje expresszidjanak vizsgalata Western blottal...........c.ccooeverininiiniiinnnee 29

5.6.2 A vaszkularis AT;R-mRNS és AT,R-mRNS expresszio vizsgalata qRT-PCR-ral..............ccccoceeee. 30
6 STATISZTIKAI MODSZEREK ........ccoooiiiiiiiiiieie e 31
7 EREDMENYEK ... 32
7.1 Patkany artérias kozépnyomasértékek életkorfiiggo alakuldsa ................cccoooiiiiiiiiiiiinc 32
7.2 Az izolalt carotis artériak kontrakcios erejének vizsgalata .................ccocooiiiiniiiiii 33

7.2.1 Az Ang ll-indukalta kontrakcios gorbe karakterisztikajanak alakulasa az életkor fiiggvényében..... 33

7.2.2 Az Ang ll-indukalta kontrakcios erd alakulasa az életkor fliggvény€ben...........ccovvvvervniniiennnnnen 34

7.2.3  Azismételt Ang II-indukalta kontrakcids erd alakulasa az életkor fiiggvényében ............c.ccovrveneee. 35

724 Az ismételt Ang II-indukalta kontrakciok soran kialakult tachyphylaxia alakulasa az életkor
FUGEVENYEDEI ...t bbb 36

7.2.5 Az Ang ll-indukalta kontrakcios erd alakulasa: vaszkularis endotélium jelenlétében és hianyaban . 37

7.3 AT,R jelenléte patkany carotis artériak falaban (simaizomban) .................cccocovniniii, 38

3



7.4 Az Ang ll-indukalta kontrakcié erejének valtozasa AT R blokkolé jelenlétében és hianyaban........ 39

75 Az Ang ll-indukalta artérias kontrakcié erejének valtozasa AT,R blokkolé jelenlétében és

RIANYADAI. ...t r e ne e 40
7.6 A vaszkularis AT;R-mRNS expresszio valtozasa az életkor fiiggvényében................ccocoviiiiiinnnnne, 41
7.7 A vaszkularis AT,R—-mRNS expresszio valtozasa az életkor fiiggvényében...............cccooviiiiiinnnnnn, 41
7.8 A vaszkularis AT R-fehérje expresszio valtozasa az életkor fiiggvényében...............cccoeeiniiiiinnnnnn, 42
8 MEGBESZELES .......cooooiiiiiiiieiesessessssssssssesssssssss s sssssseens 44
8.1 A vérnyomas valtozasa az életkor fliggveényében ..................cccoooiiiiiiiiiiii 44
8.2 Az Ang ll-indukalta kontrakciok erejének alakuldsa az életkor fiiggvényében .................cocoveinenns 45

8.2.1 Az Ang ll-indukalta kontrakcios gorbék karakterisztikdjanak alakulasa az életkor fiiggvényében ... 47

8.3 Az ismételt Ang II-indukalta kontrakcié alakulasa az életkor fiiggvényében. Tachyphylaxia jelenség

és annak Korfliggo alaKulasa ... 47
8.4 Az endotélium szerepe az Ang II-indukalta kontrakcioban ..................ccooviiiiiinin 49
8.5 A vaszkularis AT;R-mRNS és fehérje expressziojanak alakulasa az életkor fiiggvényében .............. 50

8.6 A vaszkularis AT;R medialta kontrakcié intracellularis jelatvitelének alakuldsa az életkor

FUGGVENMYEDEIL. ......c.oiiiiiiiiiii et e 50
8.7 A vaszkularis AT,-Receptor szerepe az Ang ll-indukalta konstriktor valaszokban.......................... 51

9 AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ... 54

10 KONKLUZIOK ..o e er e es e er e es e enana, 56



11 KOSZONETNYILVANITAS . ...coooooeooeeoeeeeeeeeeeeeeee e e, 57

12 ROVIDITESEK JEGYZEKE ..o oo 58
13 IRODALOMUIEGYZEK .....ocooooooeeeeeeeeeeeeee e e e eeee e 59
14 PUBLIKACIOS LISTA ...oooooooeoeoeeeeeeeeeee e e eeee e 74



1 BEVEZETES

1.1 Altalanos bevezetés

A méhen beliili élet egyik elsé lathato jele a magzati vérkeringés beindulasa. Az onto-,
¢s organogenezis soran a keringés és annak szabalyozasa folyamatos valtozdsokon megy
keresztiil, el0segitve a magzatot a posztnatdlis ¢€lethez valod alkalmazkodasra (Langman,
2013). A vérkeringési rendszer és ezen belill az erek vazomotor mikodése - élettani
korilmények kozott - a csecsemd és gyermekkorhoz hasonléan, felndtt illetve
aggastyankorban is jelentds valtozadsokon megy keresztiil (Min, 2009). A sziiletést kdvetden
az élet soran a keringési rendszer fokozatosan alkalmazkodik és adaptalodik a valtakozo
fizikai terheléshez. Ez az adaptacid lehetdséget biztosit az esetleges fokozott terhelés soran
fellép6 igény (pl. fokozott oxigén-fogyasztas) biztositasara is (Assayag, 1997; Fonyo, 2013).
Az idOskoruak szama a népess€gen beliil vilagszerte jelentdsen ndvekszik, ezért az dregedés a
tarsadalomtudomannyal foglalkozo kutatok mellett, a biologusokat és orvosokat is
foglalkoztatni kezdte (Beregi, 1984). Az elmult harom évtizedben az 6regedés soran létrejovo
¢lettani valtozasokkal kapcsolatos ismereteink fokozatosan bdviiltek. A vilagszerte folyo
gerontologiai kutatasok egyik f6 célja az, hogy id6s6d6 az egyének minél tovabb képesek
legyenek egészséges, produktiv életet élni (Lindsay, 2014).

Mig az 1970-80-as években az oOregedést a reprodukcios érettség utan fellépd
fokozatos funkciondlis kapacitas-csokkenésként hataroztadk meg (Comfort, 1970; Klinger,
1971; Beregi, 1984), addig az 1990-es években mar az oregedést a normalis fejlodés utolso
szakaszanak-, a sejtosztodas és a differencialodas utolsod 1épésének tartottak (Warner, 1997).
Frolkisz és munkatéarsai az Oregedést az élettani fejlodéstdl és a differencialddastol teljes

mértékben kiilonbozonek itélte meg (Frolkisz, 1980). Szerinte az iddskori Oregedés, egy


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Warner%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9192177

progressziv erdnléti csokkenéssel jard folyamat, ahol a haldl valésziniisége fokozatosan
novekszik (Frolkisz, 1980). Legujabb megkdzelitésben az dregedés nem betegség, hanem egy
biologiai folyamat, ami az anatomiai és élettani valtozasokbol mérheté le (Marin J, 1999;
Lindsay, 2014). Azonban, idéskorban sokszor nehézségbe iitkdzik a fiziologiai elvaltozasok
elkiilonitése a betegségek kovetkeztében 1étrejovo valtozasoktol.

Az egészséges idoskor elérése fontos tarsadalmi és egészség-politikai érdek. A
klasszikus gerontologiai kutatasok alapgondolata, az igynevezett progresszivitas azaz, hogy a
funkcionalis kiilonbségeknek fokozatosan kifejlodé valtozasokként kell megtorténniiik
(Lansing, 1951; Mosher, 2012). A modern gerontoldgiai kutatasok fontosnak tartjak az egyéni
szabalyozasi folyamatok korfiiggd valtozasainak vizsgalatat is. Egyik f6 feladata az dregedés
“felgyorsulasanak™ és a betegségek kialakuldsanak a megakadalyozasa: a hossza aktiv élet
valamint az egészség megdrzését oregkorban (Mosher, 2012).

Az id6skori halanddsag hatterében a kardiovaszkularis betegségek eldforduldsa igen
magas (WHO, 2013), igy fontos a keringés-szabalyozas valtozasainak korfiiggd vizsgalata és
megertése. A korszerli kardiovaszkularis kutatdsok funkciondlis, biokémiai €s molekularis
biologiai moddszereket egyiittesen hasznalnak (Solti 1987; Berdasco, 2012). Mig a
funkciondlis és biokémiai vizsgélatok alap-€lettani kérdéseket tisztdznak, addig a molekularis
orvostudomanyok fejlddése lehetdvé tette a sejten beliili genetikai program €s az Sregedés
viszonyanak vizsgalatat is. Ebbdl kovetkezik, hogy egyre tobb kutatas konkltzioja, hogy az
oregedés soran létrejovo valtozdsok hatterében egy jol szabélyozott genetikai program is
érvényesiil (Saliques, 2010; Berdasco, 2012).

Minthogy a periférias keringés biztositja a “csatornat” az egyes anyagcsere folyamatok
zavartalan miikodéséhez, ebbdl kifolyolag rendkiviil fontosnak tartjuk azt szabalyozé

mechanizmusok korfiiggd valtozasanak megértését.



Az egyetemi doktori értekezésem a periférias keringés lokalis szabalyozasaban fontos
szerepet jatszo angiotenzin II molekula (Ang II) vazomotor hatasaval foglalkozik (Vamos,
2014). Korabbi kutatasok kimutattak, hogy renin—angiotenzin rendszer effektora, az Ang Il az
angiotenzin Il - l-es tipusi receptoran (AT;R) keresztiil hatva az egyik leghatasosabb
vazokonstriktor hatdsi molekula, ami szamos egyéb funkcidja mellett, a periférids keringési
ellenallas szabalyozasaban fontos szerepet jatszik (Guo, 2001). Az artérias rendszerrel
kapcsolatos funkcionalis és morfologiai kutatdsaimat az Ang II-indukalta AT;R altal
kozvetitett vazomotor valaszokra és az azokat meghatarozé tényezokre fokuszaltam, kiilonos
tekintettel azoknak az életkortdl valo fiiggésére. Természetesen jol ismert tény, hogy ezen
kiviil a Renin Angiotenzin Rendszer (RAS)-nak fontos élettani szerepe van szamos egyéb
¢lettani folyamat szabéalyozasaban is, melyrdl a késobbiekben bévebben értekezek.

Kisérleteimet in vitro, kiilonb6z6 koru patkanyokbol izolalt artéridkon végeztem. A

human ¢életkornak megfeleltetve méréseimet 0jsziilott (8 napos), serdiild (1 hénapos), fiatal
felndtt (6 honapos), kozépkort (9 és 12 hodnapos), oreg (24 hodnapos) és aggastyan (30
honapos) kort him Wistar patkanyokon végeztem. Bar a patkany-életkor, humén-¢letkor
kozotti megfeleltetés nem egységes, mégis az irodalom tobbsége ezen patkany korcsoportokat
a fent emlitett emberi életkornak felelteti meg (Baker, 1979; Quinn, 2005) (3. abra). Az
¢letkor fliggvényében torténd artérias konstriktor valaszok karakterizalasa és azok hatterében
1évé mechanizmusok felderitése hozzajarulhat egy specifikusabb és pontosabb ¢€letkor szerinti

vérnyomas-szabalyozas szemlélet kidolgozasahoz.

1.2 Az artérias vérnyomas korfiiggé valtozasa

Epidemioldgiai felmérések kimutattak, hogy az ember artérids vérnyomadsa az életkor

elérehaladtaval fokozatosan valtozik (Franklin, 1997; McEniery 2007). A szisztolés,
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diasztolés és artérias kozénnyomas értékei az 0jsziilott kortol, az aggastyankorig folyamatosan
valtoznak. Az ujsziilottek vérnyomasa a gesztacids kortdl, a sziiletési sulytol, és a poszt-
konceptualis kortol fiigg (RRsyst ~60 — 75 Hgmm), majd éréssel fokozatosan emelkedik (1asd
lejjebb). A feln6tt korban a vérnyomas els6dlegesen a szocialdemografiai, nemi, taplaltsagi,
genetikai tényezok befolyasoljak (Norman, 2010).

Erett ujsziilottekben sziiletéskor a szisztolés vérnyomas 70 Hgmm, ami az elsé héten
naponta altalaban 1 Hgmm-rel ndvekszik, majd 2 hdénapos kortdl viszonylag gyorsabban
egészen 1 éves korig. 1 éves kortdl lassubb ilitemben folyamatosan tovabb emelkedik (Olah,
2008). A szisztolés vérnyomas 1 éves és 5 éves kor kdzott a 100 + (3 x életkor [év]), 6 éves és
12 éves kor kozott pedig a 100 + (2 x életkor [év]) képlet szerint modosul (Krishna, 2006; Li,
2011). A 14-18 éves fiatalok atlagos vérnyomasértéke jelentds foldrajzi és etnikai
kiilonbségeket is mutat (Li, 2011). A serdiilokorban normalis vérnyomasrol akkor beszéliink,
ha a szisztolés és diasztolés vérnyomads alacsonyabb, mint az adott életkort, nemi és
testtomegl fiatal vérnyomésanak 90 percentilise (Farsang, 2014). A nemek kozti kiilonbségek
az eltéré itemii szomatikus novekedéssel magyarazhatd. Az egészséges felndtt korban a
szisztolés vérnyomasérték aggastyan korig fokozatosan n6 (ff: ~105-110 Hgmm vs. 6k: ~115-
120 Hgmm). A diszatolés vérnyomasértek fiatal-felnétt kortol (30-34 ¢év) idds-felndttkorig
(45-49 év) nd (ffi~ 70-73 Hgmm vs. if: ~75-78 Hgmm), majd 6regkorra (80-84 év) csokken
(6k: ~65-70 Hgmm). A artérias kézépnyomas (MABP) fiatal-feln6tt kortol (30-34 év) id6s
feln6tt korig (60-64 év) nd (ff: ~84-85 Hgmm vs. if: 84-88 ~Hgmm), majd 6regkorra (80-84
év) csokken (6k: ~79-85 Hgmm) (Franklin, 1997).

Az Oregedés hatasat a szisztémas vérnyomads valtozasara kiilonb6zo patkanytorzsekben
(Wistar, Wistar Kyoto, Sprague-Dawley) is vizsgaltak. A patkanyok szisztémas artérias
vérnyomasértékei a human szisztémas vérnyomas értékeihez hasonléoan az ¢letkorral

fokozatosan valtozik (Charles Rivers, Hiroyoshi, 2002). Wistar Kyoto patkanyokban
9
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invazivan mért vérnyomasértékek az emberhez hasonlé tendenciaval alakulnak, azaz 1 hetes
kortol ([MABP]:~90-95 Hgmm) 3 hetes korra n6 (MABP:~105-115 Hgmm), majd 6 hetes
korig (MABP:~108-112 Hgmm) tovabbiakban nem valtozik (Kristek, 2011). Mas
munkacsoport hasonléan invazivan mért vérnyomasértékei szerint a MABP idéskorig (24
honap) tovabbiakban nem valtozik (Hiroyoshi, 2002). A kifejezetten id6s, aggastyan koru (27
honaposnal idésebb) hasonld patkanytorzsekben, az irodalom a fiatalabb korcsoporthoz
képest alacsonyabb (MABP: ~100-104 Hgmm) vérnyomas-értékeket idéz (Saito, 1998).
Annak megitélése — hogy vajon élettani vagy korélettani jelenségrél van-e sz6 — még mindig

folyamatos vita targya.

1.3 A vérkeringési rendszer korfiiggé szabalyozasa

A folyamatos szisztémas vérnyomas fenntartasa elengedhetetleniil fontos a nyugalmi
vérkeringés, és ezen keresztiil a szoveti perfuzio fenntartasdhoz. Ez csak ugy lehetséges, ha a
megfeleld vaszkularis ellenallast és folyadékhaztartast a szervezet az aktudlis igényeinek
megfeleléen szabalyozza. (Fonyo, 2011; Ferrao, 2014). Korabban leirtak, hogy a vérkeringés
hemodinamikai paraméterei, példaul: a szisztémas vérnyomas, pulzusszam, pulzusnyomas
vagy a periférias perfizio kiilonb6z6 életkorokban nem azonosak (Krishna, 2006).

A vérnyomads-szabalyozdsa komplex élettani interakcidinak (kardialis, idegrendszeri,
hormonalis, renalis, lokéalis mechanizmusok) ismertetése nem célja és ebbdl kifolydlag nem
részei a jelen disszertacionak. Ugyanakkor az ératmérdvaltozasokban-, és ezen keresztiil a
szoveti perfuzid szabalyozasaban fontos szerepet jatszo renin—angiotenzin rendszer fobb
mechanizmusainak ismertetése nélkiilozhetetlen az ¢letkor-fiiggd periférias

keringésszabalyozas megértéséhez.
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1.3.1 A szisztémas renin—angiotenzin rendszer szerepe a vérnyomas szabalyozasaban

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) a periférias érellenallas
valtoztatasaval kozvetleniil, az aldoszteron elvalasztassal kozvetetten (az extracellularis
folyadékterek tehat az elektrolit/so-viz forgalommal) jarul hozzd a vérnyomas
szabalyozasahoz (Fonyo, 2013; Ferrao, 2014). Ezen mechanizmusok akkor aktivalodnak,
amikor az artérias vérnyomas csokkenésével a veseszovet perfuzidja csokken. Ekkor
elsddlegesen a vese glomerulus afferens arterioldiban a nyomast és fesziilést érzékeld
mechanoszenzorok aktivalédnak (pl. nyomasesés a vas afferens teriiletén). Masodlagosan (az
antidiuretikus hormon jarulékos aktivalédasa kovetkeztében) a macula densa altal a disztalis
tubulusokban érzékelt folyadék NaCl-koncentracidé csokkenése illetve a juxtaglomerularis

aparatushoz fut6 szimpatikus idegek aktivitasdnak fokozoddsa beinditja a vese

crcr

2009; Fonyo, 2011).

A renin felszabaduldsa a juxtaglomerularis sejtekbdl exocitozissal —torténik.
aktivacioja a Bi-receptorokon keresztiil vese juxtaglomerularis sejtjeiben renin szekréciot valt
ki (De Gasparo, 2000). A plazméaban keringé renin egy fOleg a majban, de a vesében,
tiid6ében, valamint a zsirban is konstitutivan expresszalodé fehérje (Nguyen, 2002). Feladata
az, hogy a majban és a vesében termel6dé angiotenzinogén (AGT) C-terminalis lancanak 10.
¢s 11. aminosavja kozotti kotést hasitsa szét, amibdl egy dekapeptid pro-szegmentum, az un.
angiotenzin | (Ang 1) hasad le (Lizanecz E, 2009; Rafig, 2010). A keringé Ang I mennyiségét
¢s mértekét a keringd plazma renin aktivitdsa hatdrozza meg (Alistar, 2010). Az Ang I-bdl
egy dipeptidil-karboxil-cink-metalloproteinaz aktivitasu enzim, az un. angiotenzin-konvertaz

enzim (ACE) hatasara egy Ang II nevii oktapeptid képzédik (Bernstein, 1993) (1. abra). Az
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ACE legmagasabb koncentracioban, a vese, a tiido €s az erek endotélium rétegében fordul eld
(Leite, 1997; Singh, 2010; lzzo, 2011). Az Ang I-b6l az ACE aktivitastol fliggetlen
utvonalakon keresztiil is, kiilonb6z6 szoveti endopeptidazok (ACE-2, kimaz, chymostatin-
sensitive angiotensin ll-generating enzyme (CAGE), katepsin) hatasara Ang II és mas
biologiailag aktiv peptid (Ang 1-7) is keletkezhet (Chappel, 2014) (1. abra). Ezen utvonalak
pontos élettani szerepe még ma sem teljesen ismert, és ezért kutatasok kozéppontjaban all
(Ramirez-Sanchez, 2013; Izzo, 2011). A RAS szabalyozasaban tobb kevésbé ismert fehérje,
mint példaul az ACE-2 enzim is részt vesz, habar az Ang I / Ang II atalakuldsara nincs
jelentds befolyasa. ACE - gatlokkal az aktivitasa nem gatolhato (Guo, 2001). Mig a renin és
aktivitasanak koszonhetéen az Ang Il masodpercek alatt inaktiv peptidekre bomlik le.
Tovabbiakban a receptoraihoz valé kotddés utan a lokalis koncentracidja drasztikusan
csokken (Hollenberg, 1971; De Gasparo, 2000; Lizanecz, 2009) (1. abra).

ugyanakkor reabszorpciojat fokozza. Abban az esetben, ha a plazma natrium koncentréacigja
csokken, akkor az Ang II nd, és a mellékvesekéreg zona glomerulosa sejtjeiben aldoszteron
(Hattangady, 2012). Az aldoszteron a vesék gyiljtécsatornain 1évé mineralokortikoid
receptorokon keresztiil a natrium reabszorpciot fokozza és igy vizet tart vissza. Ezzel az
extracellularis térfogatot, és ennek kovetkeztében a szisztémas vérnyomast is szabalyozza

(Mandolini, 2005; Hattangady, 2012).

12



"Escape' utvonalak Terapias utvonalak

l }

R e A L I Angiotenzinogén
: Kimazgatlok R

L chymostatin « Renin|— [

(pl. aliskrin)
Angiotenzinl |
~— ACE |—
(pl. captopril)
Angiotenzin II
e \ ACE-2
Ang (1-
/ \ "/ g (1-7)

AT R-blokkolé _I

(pl. losartan)
ATy,

ATy A'IZR AT, R-blokkolé

1 dbra: A renin angiotenzin rendszer egyszeriisitett folyamatibrdja (Uj eredmények a renin-
angiotenzin rendszer és a hipertonia kutatasaban. Koller, 2011). CAGE: chymostatin-
sensitive angiotensin Il-generating enzyme; ACE: Angiotensin-konvertilo enzim;, ATiR:

angiotenzin-1-Receptor; AT,R: angiotenzin-2-Receptor.

1.4 A vaszKkularis renin-angiotenzin rendszer

A RAS felfedezését kovetden felismerték, hogy a RAS enzimrendszere €s az Ang Il
kiilonb6z6é hatasait kozvetité receptorai (ATiR, AT,R) megtalalhatoak a kis artériak és
arteriolak faldban (De Gasparo, 2000; Sayeski, 2001; Cernucan, 2007; Koller 2011).
Kimutattik, hogy a vaszkularis simaizom- €és endotélsejtekben jelen 1évé ACE, és kimdz, részt
vesz az Ang | - Ang II atalakitasaban (Soltis, 1987; Hecker, 1994). Az Ang I vazomotor
miukodésre €s ezen keresztiil a vérnyomas-szabalyozasra kifejtett direkt hatdsa jelenleg nem

ismert.
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Az Ang | - Ang II atalakulasat az ACE tovabbi két aminosav lehasitasaval végzi, ami a
lokalizacio tekintetében két helyen: az extracellularis térben és — ami gyakoribb —
membranhoz kotdtten (pl.: a vaszkularis endotélium €s simaizom (Orfanos, 1999), illetve a
neuroepitelialis sejtmembranokon torténhet (Balyasnikova, 1998; Orfanos, 1999; Lizanecz,
2009). Az ACE az Ang I hasitasa mellett képes a kallikrein hatasara kininogénbdl képz6do
bradikinin (BK) és kallidin inaktivalasara is (Vivian, 2009; Fony6 2014). A BK egy erds
vazodilatator hatasi nonapeptid, hatasat a BK-B; és BK-B, receptoron keresztiil fejti ki G-
proteinhez kapcsoltan (GPCR) (Beril, 2002). Az ACE gatlasaval a BK degradacidja csokken,
ebbdl kovetkezden, ha a plazma koncentracioja novekszik (Bas, 2007), értagitd hatasa révén
csokkenti a periférids vaszkularis ellendllast. Az Ang Il vazokonstriktor hatdsa az ATiR

keresztiil érvényesiil, amit dolgozat késobbi fejezeteiben ismertetiink. (1. abra).

1.5 Az angiotenzin Il receptorai

151 Az ATi-Receptor

Az Ang II valamennyi cellularis hatdsat beleértve a sejtndvekedést és sejtproliferaciot,
az adrenalis szteroidszintézist és aldoszteron szekréciot az ATiR kozvetitésével éri el (De
Gasparo, 2000). Emberben az AT;R a 3921-3q25 kromoszémahelyeken kodolodik, mig a
patkanyban az AT1;R-0n mind a négy exonja a 17. az AT1,-Receptor (AT1pR) mind a harom
exonja a 2. kromoszéman talalhatdo. Ragcsalokban az ATi;,R és ATypR receptorok
expresszioja szovetenként eltéréd (De Gasparo, 2000; Szidonya, 2007; Inagami, 2008). Az
ATR elofordulasa inkabb a kardiovaszkularis rendszerre, mig az ATi,R expresszidja az
endokrin (hipofizis és mellékvesekéreg) szovetekre jellemz6 (Szidonya, 2007). A szisztémas
hatasai mellett, a lokalis keringés-szabalyozasban az Ang II-AT;R kapcsolatnak van a

legnagyobb jelentésége. Az Ang Il az AT;R kapcsolodasaval vazokonstrikciot valt ki. Az
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Ang 1II tovabb serkenti az endotelin-1 szintézisét is, amivel hasonléan Gg-fehérje kozvetitett
vazokontrakciot valt ki (Paul, 1995; Guo, 2001). Vazomotor hatasa mellett, Takeda-
Matsubara és munkatarsai igazoltak, hogy az AT;R-aktivalasaval ERK/MAPK utvonal révén
szamos novekedési faktor (pl.: epitelidlis ndvekedési faktor) receptora transzaktivalodik és
mar intrauterin korban bekapcsolodik a folyamatos novekedés fenntartasaban (Allen, 2000;

Takeda-Matsubara, 2003).

1.5.1.1 Az AT;i-Receptorhoz kapcsolodo szubcellularis jelatvitel

Az Ang Il az AT;R-hoz kotédve G-fehérjéhez kapcsolt receptor kinazok (GRK)
foszforilaljak, majd a receptor B-arresztinnel vald kotddést kovetden deszenzitizalddik. A
receptor/arresztin komplex transzlokalodik, ahol a B-arresztin klatrinnal és foszfoinozitiddel
képez komplexet, ami beinditja az internalizaciot (Gaborik, 2001). Az internalizalodott
receptorok a sejten beliil vagy a lebomlas (korai — késéi endoszémak) vagy a recirkulécio
utjara keriilnek (Szidonya, 2007). Az ATiR aktivacid sordn szdmos gén expressziod, aktiv
citoszkeleton valasz, vezikuldris transzportfolyamat, mikrotubuldris strukturalis éatalakulas
kovetkezik be (Hunyadi, 2006). Az angiotensin II receptor - associated protein (ATRAP)
kozvetitette jelatviteli utakon keresztiil szdmos fehérje, koztik a JAK-2 kinaz, Rho-kinaz,
CPI-17 illetve p-MYPT aktivalodik és kozvetitik a kontrakcio kialakitasaban, amit izolalt

ereken gyors relaxacié kovet (Géborik, 2001; Hunyadi, 2006) (16. dbra).

1.5.2 Eletkor hatisa az AT;-Receptorra

Az ATiR-expresszidja az agy-, és majszovetben fotalis kortdl oregkorig csokken,
ugyanakkor a veseszdvetben az expresszio tekintetében nem talaltak korfiiggd eltérést (Mao,

2009). A fotalis életben az AT1R vaszkularis expresszidja a posztnatalis AT1R expresszioval
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Osszehasonlitva magasabb; tehat ujsziilott-kortdl felnétt korig fokozatosan csokken (Yu,
2010). Mao és munkatarsai szerint az AT1R csecsemd €s gyermekkorban - a kardiovaszkularis
¢és folyadékhaztartads szabalyozdsa mellett — sokkal inkdbb a sejtregeneracidt, illetve az
apoptozist szabalyozza. Ebbdl is kovetkezik, hogy csecsemd és gyermekkorban az AT;R
els6sorban nem a vaszkularis ellenallas szabalyozasaban, hanem sokkal inkabb a szovetek
novekedésében és differencialodasaban jatszik fontos szerepet (Mao, 1999). Tehat az AT;1R

vérnyomas szabalyozasa mellett névekedési hormon is egyben (Wang, 2010).

1.5.2.1 Eletkor hatasa a vaszkularis AT;-Receptorra

Az egészséges Oregedéssel a lokalis vaszkularis szabalyozasi mechanizmusok szamos
valtozason mennek keresztiil (Marin, 1999; Min, 2009). Szamos, egymasnak ellentmondé
tanulmany foglalkozik az endotélium és a simaizom altal medialt konstriktor és dilatator
mechanizmusok korfliggd valtozasaival (Marin, 1999; Min, 2009; De Gasparo 2010). Hall és
munkatarsai kimutattak, hogy az életkor eldrehaladtaval a coronaria-erek endotél-fiiggd
dilatacioja, illetve endotéliumtol fiiggetlen kontrakcios képessége fokozodik (Hall, 1995,
Bagi, 2011). Ugyanakkor Marin és munkatarsai a kolinerg—muszkarinerg-cGMP kozvetitett
vazodilatacio, valamint az endotelialis NO-szintézis korral vald csokkenését irta le (Marin J,
1999). Egy korabbi vizsgalatbol (Basso, 2007) szeretnénk kiemelni egy olyan eredményt, ahol
fiatal felndtt (6 honapos) és idds felndtt (18 honapos) Wistar patkanyokat tartés (6 honap)
ACEI (enalapril) - és ATiR-blokkoldé (AT;R-B) (losartan) — kezelésben részesitettek. Ezt
kovetden vizsgaltdk a sziv és az aorta tomegét, amit hasonld koru, nem kezelt patkanyok
szivével és aortdjaval hasonlitottak 0ssze. ACEIl és AT;R-B kezelés hatasara mind a sziv,
mind pedig az aorta tomege csokkent. Az erek faldban mért kollagén ¢és szivizomban mért

miocita mennyisége is csokkent a RAS gatlokkal nem kezelt allatok szerveihez képest
16



valamennyi korosztalyban (Basso, 2007). Ezen eredmények arra is utalnak, hogy az Ang II

fontos szerepet jatszik a vaszkularis oregedés kialakulasaban ¢és annak progressziojaban.

15.3 Az AT,-Receptor

Az Ang Il az AT,R aktivalasaval feltehetéen vazodilatator hatast eredményez (Widdop,
2008). Ezen hatast Widdop és munkatarsai coronaridkban és mesenterialis artériakban BK ¢és
NO felszabadulasaval jar6 mechanizmusokhoz kotik (Widdop, 2008). Ugyanakkor Brouwers
¢s munkatarsai izolalt vese artéridkban végzett kisérletei, NO és dilatator prosztaglandinok
szerepét igazoltak a jelenség hatterében. (Brouwers, 2013). Erdekes azonban, hogy mig a BK
dilatator hatdsat a vérnyomdas-szabalyozéas depresszor rendszeréhez kotik, addig kisérletes
kortilmények kozott az AT,R-blokkold (PD123319) érdemben nem befolyasolta az Ang I
stimulacié hatasara jelentkez6 inozitol-foszfat felhalmozodast, valamint az AT;R altal
kozvetitett vazokontrakciot (Dudley, 1990). Az AT,R jelenlétét az érfalban autoradiografiaval
tobb munkacsoport igazolta (Dong, 2005; Li, 2012), ugyanakkor a vazomotor mitkodésben
betoltott hatasa kelloképpen nem tisztazott. A vazomotor hatasa mellett felvetik, hogy az
AT,R antiproliferativ és apoptotikus hatasokat kozvetit a vaszkularis szovetekben (Nguyen,

2011).
1.5.3.1 Eletkor hatdsa a vaszkularis AT,-Receptorra

Bonnet és munkatarsai szerint, az AT,R az intrauterin novekedés és organogenezis
szempontjabol kulcsfontossagli receptor, habar a sziiletést kovetd expresszidja gyorsan
csokken (Bonnet, 2001; Carey, 2005). Més kutatasok ennek ellentmonddan a fotalis életkortol
az oregkorig, az AT,R expresszid fokozatosan ndvekedését irtak le patkdnyok agy-, maj- és

vese szoOveteiben (Widdop, 2008; Yu, 2010). Bonnet szerint felnéttekben az AT,R
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expresszidja korfolyamatokban, mint pl. a vaszkularis remodellingben, illetve hipertoniaban
valik kifejezetté (Bonnet, 2001). Az eddigi ellentmondéasos eredmények alapjdn ma még nem
tudhatjuk biztosan, hogy pontosan mi az AT,R vaszkularis és egyéb funkcionalis szerepe, €s

hogy val6jaban milyen terapias célpontot képezhet (Danser, 2003).
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2 AKUTATAS ELOZMENYEINEK ATTEKINTESE

2.1 Eletkor hatisa a vérkeringésre és annak szabalyozasara

A kardiovaszkuléris rendszer korral bekdvetkezd funkciondlis és morfoldgiai (cellularis
¢s molekularis) valtozasai régota a keringéskutatok érdeklédésének kozéppontjaban allnak. A
sziiletést kovetden a magzati korban jelenlevd sontok (pl. ductus Botalli, ductus venosus
Arantii és a foramen ovale) zarddnak, ezért a vérkeringésben 1évé nyomasviszonyok
megvaltoznak (Langmann, 2013). Megindul az elkiiloniilt kisvérkori és nagyvérkori keringés,
amivel az ujsziilott felkésziilt a megvaltozott életfeltételekre (pl.: a placentatdl fiiggetlen
gazcsere) (Langman, 2013). A keringés szabalyozasa elsédlegesen a perctérfogat és a
folyadékhaztartas szabalyozasaval torténik. A fejlodéssel folyamatosan érvényesiilnek a
periférias keringés-szabalyozasaban fontos szerepet jatszo vazokonstriktorok és vazodilatator
faktorok is (Falkner, 1979).

Az oregedéssel a sziv-érrendszer funkcionalisan €s strukturalisan is jelentdsen atalakul. A
szivben a legéltalanosabb oregkori valtozas a sziviiregek dilatacidja (kiilondsen a bal pitvare),
a perctérfogat-, valamint a szivfrekvencia csokkenése (Assayag, 1997; Székely, 2013). Az
érrendszer, beleértve a periférias erek vazomotor miikodése is valtozasokon megy keresztiil
(Marin, 1999). Tankdnyvi megallapitas, hogy a nagyerek, kiilondsen az aorta fala korral egyre
merevebbé valik és kitagul. Igy az aorta elasztikus tulajdonsagai sulyosan karosodnak, ami
hozzajarulhat az erek szélkazanfunkcidjanak csokkenéséhez és a szisztolés vérnyomas
emelkedéséhez (Székely, 2013). A vaszkularis simaizomsejtek aktiv nyomadsa és fesziilése a
plazméaban jelenlévo illetve a szdvetekbdl felszabadulé humordlis vazoaktiv anyagok

egyiittesen szabalyozzak. A keringd katekolaminok mellett a periférids vazomotor
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szabalyozasban kiemelkedden fontos szerepe van a renin angiotenzin rendszernek is, aminek

plazma koncentracioja és effektivitas az €letkor eldrehaladtaval valtozik.

2.2 Eletkor hatasa az Angiotenzin II miikodésére

Az Ang Il, mint a RAS 6 effektor molekulaja az AT1R aktivalasan keresztiil szamos
endokrin / parakrin hatdsa mellett a periférias vaszkularis ellenallas szabalyozasaban is részt
vesz (De Gasparo, 2000; Escobales, 2009). Tovabba szerepet jatszik a vaszkularis gyulladasos
folyamatok beinditasaban (Csiszar, 2012), valamint a remodellingben (Touyz, 2003). Az
oregedés az erek dilatator képességét csokkenti, igy hozzajarul a periférids vaszkularis
ellenallas szabalyozasanak besziikiiléséhez (Chamiot-Clerc, 2001; Fonyd, 2014). Ugyanakkor,
sokkal kevesebbet tudunk arra vonatkozdan, hogy az ¢letkor miként médositja az erek — ezen
beliil az Ang Il-indukalta konstrikcids valaszkészséget, mely elsdsorban a simaizom
kontraktilis miikodésétol fiigg. Korabban izolalt ereken végzett vizsgalatok oregedéssel az
Ang Il - indukalta kontrakcié csokkenését irtdk le patkdny mellkasi aorta preparatumokon
(Wakabayashi, 1990), mig masok nem talaltak kiilonbséget 1-18 honapos normotenzids
Wistar-Kyoto him patkanyok, basilaris és mesenterialis artériak Ang Il- indukalta konstriktor
valaszai kozott (Moreau, 1998). Ugyanakkor, Konishi és munkatérsai a konstriktor véalasz
erOsségének csokkenését talalta (mesenterialis ereken) 1-8 honapos normotenzids patkany
korcsoportok kozott (Konishi, 1997). Saito és munkatarsai spontan hipertonias patkanyokban
korral az Ang ll-indukalta kontraktilitas fokozodasat mutattak ki izolalt coronaria ereken
(Saito, 1998). Az irodalomban taldlhato ellentmondéasos eredményekre szamos lehetséges
magyarazat tételezhet6 fel, pl.: a kiilonb6z6 €letkort illetve patkanytorzsi kisérleti patkanyok,
a kiilonbo6z6 ereken illetve kiillonb6z6 modszerrel (izotdnias vs. izometrias rendszerek, in vivo

mérések VS. in vitro) végzett kisérletek. Tovabbi lehetséges magyarazat, hogy patologias
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koriilmények jelenléte, mint példaul a magas intraluminaris nyomas, aminek kovetkeztében az
ATiR expresszidja illetve funkcionalis aktivalhatosaga néhet (Dudley, 1990; Bagi, 2008;
Escobales, 2009).

Az ismételt Ang II hozzdaddsa sordn jelentkezd valaszok kontrakcids erejének
csOkkenés (tachyphylaxia) illetve annak hatterében 1év6 mechanizmusok folyamatos
kutatdsok témaja (Hollenberg, 1971; Bagi, 2007). Ugyanakkor, hogy ez jelenség hogyan ¢és
miként valtozik az életkor fliggvényében ez iddig nem pontosan ismert. Munkacsoportunk
korabbi vizsgalatai (Bagi, 2008) igazoltak, hogy az ismételt hozzdadasok kovetkeztében
1étrejovo kontrakcids erd csokkenés hatterében az ATiR internalizacidja és deszenzitizacioja

all (Lefkowitz, 1998, Hunyady, 2000).

2.3 Eletkor hatasa az AT;R expresszidjara

Korabbi kutatasok kimutattak, hogy az ATiR expresszioja és eloszlasa ugyanakkor
nem homogén az egyes korcsoportokban és szoveteken beliill (Yu, 2010). Az ujsziilott (7
napos) patkany agyszovetében Western blottal mért AT1R expresszio fiatal kortol (2 honapos)
oregkorra (28 honapos) csokken, mig a teljes veseszovetben hasonld modszerrel vizsgalt
AT1R mennyisége szignifikdnsan nem kiilonbozik 0jsziilott (7 napos), fiatal (2 honapos) és az
oreg (28 honapos) Sprague—Dawley patkanyokban (Yu, 2010). Szamos vizsgalat igazolta,
hogy az életkor, illetve az Oregedés meghatdroz6 tényezd az artérids rendszer vazomotor
mitkddésének besziikiilésén keresztiil a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasaban
(Docherty 1990; Escobales, 2009). Jelenleg mégis nagyon keveset tudunk arrél, hogy az
oregedés hogyan és miként modositja az erek Ang ll-indukalta vazomotor valaszait, a

tachyphylaxia, valamint az érfalban mérheté AT;R-mRNS és fehérje expressziojat.
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Ezen kérdések fontossagat az is hangstlyozza, hogy az Ang II kulcsfontossagu, szamos

érbetegség kialakulasaban, mint példaul a hipertoniaban és a diabetes mellitusban (McEniery,

2007; Diz, 2008; Mao, 2009; Bagi, 2011). Ezért a korfliggd vaszkularis valtozasok

megismerése hozzajarul tobbek kozott a coronaria- és cerebrovaszkularis keringéshez tarsuld

oregkori allapotvaltozasok megértéséhez (Docherty, 1990).

3 HIPOTEZISEK

A jelen értékezés alapjat képez6 kutatasban feltételeztiik, hogy patkanyban ujsziilott-

kortol - aggastyan-korig:

1)

az invazivan mért artérids kozépnyomas (MABP) valtozik;

Az 1zolalt artéria carotis communisokban:

2) az Ang Il hozzaadas soran kapott kontrakciok maximalis ereje és a valasz
karakterisztikaja az életkorral valtozik;

3) az ismételt Ang Il hozzaadas soran kapott kontrakcios er6 csokken; tachyphylaxia
alakul ki, ami az életkorral valtozik;

4) az Ang ll-indukalta kontrakcio AT;R-t6l, az endotéliumtdl és AT,R-t6l
fliggetleniil kozvetitddik;

5) az AT1R-0k dontben az erek simaizom rétegében helyezkednek el;

6) az AT:R-mRNS és ATiR—fehérje expresszidja, valamint az AT,R expresszidja
valtozik.

4 CELOK

A hipotéziseink bizonyitdsahoz, kiilonboz6 korti patkanybdl izolalt carotis communis

artériadk vazomotor valaszait vizsgaltuk, majd ezen erekben az AT1R expresszidjat QRT-PCR

¢s Western blot tecknikaval, lokalizaciojat immunohisztokémiai modszerrel vizsgaltuk. Az

izolalt ér technika lehetdvé teszi, az artéridk un. intrinsic funkcidinak és mechanizmusainak
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vizsgalata, anélkiil, hogy az idegi, metabolikus és humoralis hatasok befolyasolnak.
Kisérleteinkhez carotis artéridkat hasznaltunk, mivel Rothwell és munkatirsai korabban
igazoltdk, hogy a carotis artéridkban talalt morfoldgiai és funkciondlis vélaszok tiikrozik a
coronaria és az agyi erek szerkezetében és mikodésében lejatszodo folyamatokat (Rothwell,

2001).

5 ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Kisérleti allatok, altatas és eutanazia

A kisérleteinkhez kiilonb6z6 korh Wistar him patkanyokat hasznéltunk (n=58). A
kisérleteink soran az alabbi korcsoportokat vizsgaltuk: 8 napos (n=8), 1 (n=8), 2 (n=8), 6
(n=8), 9 (n=8), 12 (n=8), 24 (n=5) és 30 (n=5) honapos. Az patkédnyokat egyenként, kb. 3-5
cm magasan forgaccsal bélelt mlianyag alju ketrecekben tartottuk, ahol a ragcsalotap és
csapviz ad libitum rendelkezésre allt. Az allatok tartasa és a kiilonboz6 beavatkozasok
elvégzése az alapvetd Aallatkisérletes etikai normak szerint, a Pécsi Tudomdnyegyetem
Allatkisérleti Etikai Bizottsaganak engedélyével (BA 02/2000-13/2008) tortént. A miitéti
elokészités, valamint az altatds alatt az allatokat flitott (37°C) miitdpadra helyeztiik. A
patkanyokat intraperitonealisan adott ketamin és xylazinnal (78 mg/kg Calypsol [Richter] és

crer

intrakardialisan adott 20 % -os KCI oldattal végeztiik (Parasuraman, 2010; Veresh, 2012).
5.2 Miitétek
5.2.1 Invaziv artérias vérnyomasmérés

Az altatott patkanyok bal oldali carotis communis artériaiba egy fiziologias sooldattal

feltoltott polietilén katétert vezettiink, majd a kaniilt egy nyomas-transducerhez (Experimetria,
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Budapest, Magyarorszag) csatlakoztattuk. A szisztolés és diasztolés vérnyomds értékeket
folyamatosan, digitadlisan az ISOSYS program segitségével rogzitettiik (ISOSYS,
Experimetria, Budapest, Magyarorszag), majd a kapott értékekbdl az artérids kdzépnyomast

(MABP) szamitottuk ki (Ordodi, 2005; Subramani Parasuraman, 2012).

5.2.2 A carotis communis artériak izolalasa

Az altatast kovetéen az ellenoldali artéria carotis communisokat egy Olympus operacios
mikroszkop alatt mikrosebészeti modszerekkel izolaltuk, a kotdszovettdl €s nervus vagustol
megtisztitottuk. A kivett artéridkat egy 4°C hémérsékletli 95%-0,, 5%-CO, gazkeverékkel

atbuborékoltatott Krebs-oldatban 5 mm-es érgytirtikre vagtuk fel (Fesus, 2007; Patel, 2014).

5.3 Funkcionalis mérések

53.1 Az Ang Ill-indukalta Kkontrakcio vizsgalata izolalt patkany carotis

artérian

Az izometrids falfesziilés mérésére egy négy szervfiirdot tartalmazé6 — DMT 610M
(Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Dania) izometrias miografot hasznaltunk (2/a abra).
Az érgyliriikbe két-két rozsdamentes acélbol késziilt drotot vezettiink (atmérd 0.04 mm) majd
azokat egy 5 ml térfogatu, 36.8°C-ra eldmelegitett, O, (95%) és CO;, (5%) géazkeverékkel
oxigenizalt Krebs oldatot tartalmazé szervfiirdokben helyeztiik el (2/a abra). Ezt kovetden az
ereket eléfeszitettiik a sajat hosszukra vonatkoztatott izometrias fesziilés értékre (13.34 mN).
Ez megfelel az adott ér in vivo mérhetd artérids kdozépnyomads értékének. A 7.4 pH-ju Krebs-
oldat 110 mM NacCl, 5.0 mM KCI, 2.5 mM CaCl;, 1.0 mM MgSO,, 1.0 mM KH;PQO,, 5.5
mM gliik6z és 24.0 mM NaHCOs tartalmaz. Az ereket az eldfeszitést kovetden 60 percig

inkubaltuk. Az inkubaciot kdvetden, a kisérlet kezdetén (és végén) meghataroztuk a 60 mM
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KCI hozzaadasra kapott maximalis izometrids kontrakcios erét. A kapott kontrakciokat mN-

ban mértiik. A kisérlet sematikus folyamatabrajat a 2/b abran mutatjuk be.

5.3.2 Az ismételt Ang II-indukalta kontrakcio mérése izolalt patkany carotis

artérian

valamennyi korcsoportban vizsgaltuk. Az els6 Ang Il-indukalta kontrakcio lezajlasat
kovetden a szervfiirddket haromszor Krebs oldattal atmostuk, majd a kdovetkezd Ang II
hozzaadasaig 20 percet vartunk. Ez az id6t el6zetesen kisérletek soran hataroztuk meg, ami
elégségesnek bizonyult az ismételt Ang II hozzaadas soran tapasztalat tachyphylaxia jelenség
kialakulasahoz (Chiba, 1986). Elézetes méréseink szerint a hosszabb (60-70 perces)
idokozonként végzett Ang II hozzaadas ismétlés soran tachyphylaxia nem fejlédik ki. A

tachyphylaxia mértékét a masodik és az els6 hozzaadasok soran kapott maximalis kontrakcios

erdk “csucs” kiilonbségébdl hataroztuk meg.

2la. dbra: A. DMT610M (Danish Myo Technology, A/S, Aarhus, Ddnia) négy csatornds
izometrias miogrdf kesziilek; B. A DMT610M egyik szervfiirdojében két 0.04 mm-es drottal

elofeszitett patkany artéria carotis communis ldathato. Az also drot egy fixen rogzitett
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mérofejhez, mig a felsé drot eqgy méro-transzducerfejhez van rogzitve. Az értéket a

szamitogéphez csatolt Power Lab-rendszeren keresztiil is rogzitettiik.

Kimosas Kimosas Kimosas Kimosas
3x 3

[mN]

/—| [
N} |
P
P
7 )]
-
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R
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S | |l—
— 20 perc 20 perc 20 perc >
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2/b dbra: Patkdany (2 honapos) carotis artéria KCl (60mM) és ismételt [20 perc] Ang Il
hozzaadasara adott izometrids kontrakcidja az ido fiiggvényében. A vazomotor vidlaszok

lezajlasat kévetoen az érfiirdoket haromszor Krebs-oldattal mostuk at.

5.3.3 Patkany carotis artériak Ang II-indukalta kontrakcios gorbéinek karakterizalasa

A jelen dolgozatban az Ang Il-indukalta kontrakcids (hozzaadast kovetéen a maximalis
kontrakcios erd elérésig: “csucs”), és relaxacios idot (“cstcs”-tol a relaxacid 90%-ig)
szamitottuk Ki, amit masodpercben fejeztiik ki (n=5). Késébbi munkankban tervezziik a

kontrakcios gorbék részletesebb matematikai elemzését.
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5.34 Az ATiR, az AT;,R és az endotélium szerepe az Ang ll-indukalta kontrakciéban,

izolalt patkany carotis artérian

A vaszkularis endotélium réteget az ereken athuzott lenszdke hajszéllal (50 pm)
tavolitottuk el. A endotélium funkcionalis jelenlétét illetve hidnyat endotélium-fiiggd
vazodilatatorral: acetilkolinnal teszteltiik (Furchgott, 1987; Fesus, 2007; Bagi, 2008; Veresh,
2011). Egy masik kisérlet sorozatban, az Ang Il-indukélta kontrakciét ATi;R blokkolo
(Losartan) jelenlétében ¢s hianyaban is vizsgaltuk. Kordbbi kutatisokban leirtakkal
megegyezden, Losartannal 20 percig inkubaltuk az ereket, az ismételt Ang Il hozzaadasok
elott (Fesus, 2007). Egy szintén masik kisérlet sorozatban, az Ang ll-indukalta kontrakciot
AT,R blokkol6 (PD-123319) jelenlétében és hidnyaban is vizsgaltuk. Korabbi kutatasokban
leirtak szerint, PD-123319-el 20 percig inkubaltuk az ereket az ismételt Ang Il hozzaadasa

elétt (Bagi, 2008).

5.4 Vazomotor vizsgalatok soran hasznalt anyagok

A hatdéanyagokat minden alkalommal a kisérlet reggelén, fiziologias sooldatban,
frissen oldottuk fel. A hasznalatig -20°C illetve +4°C-on taroltuk Oket, az adott anyag
hivatalos gyarto altal forgalmazott felhaszndldsi Utmutatdja szerint. A funkcionalis
vizsgélatok soran hasznalt anyagok dozisa és koncentracidja a kisérletsorozatok elején végzett
dozis-hatasvalasz alapjan titraltuk ki. Ez minden esetben megegyezett, az irodalomban kozolt

hasonldan kivitelezett kutatasok soran hasznalt koncentraciokkal (Chiba, 1986 Bagi, 2008)
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Hatoanyag Receptor Végkoncentracio Tamadasi helye

ATR Sigma-

Angiotenzin Il (és AT,R) 10" Mol endotélium fiiggetlen Aldrich
Sigma-

Losartan AT,R 10° Mol endotélium fiiggetlen Aldrich
Sigma-

PD-123319 AT,R 10° Mol endotélium fliggetlen Aldrich
muszkarin- Sigma-

Acetilkolin receptor 10" Mol endotélium fiiggd Aldrich

1. tablazat: A tablazat a kisérletek soran hasznalt hatoanyagok illetve azok feltételezett
tamadasi helyét sorolja fel. Losartannal az AT1R-t, mig a PD-123319 anyaggal az AT,R-t
blokkoltuk. Acetilkolinnal a vaszkularis endotélium funkcionalis jelenlétét illetve hianyat
ertjitik. A gyarto és a forgalmazé valamennyi hatoanyagnal a Sigma-Aldrich Kft volt

(Budapest, Magyarorszag).

5.5 A vaszkularis AT;R immunohisztokémiai Kimutatasa

Az altatast koOvetOen, a carotis communis artériakat mikrosebészeti modszerekkel
izolaltuk, majd azokat 6%-0s pufferelt formaldehidben fixaltuk. A szovetrészleteket
csapvizben atmostuk, majd felszall6 alkohol soron viztelenitettiik. Intermedierként xilolt
hasznaltuk és paraffinos atitatas utan végiil paraffinba agyaztuk 6ket. Valamennyi érmintabol
6-8 db, 3-4 um vékony metszetet készitettiink. A metszeteket xilollal deparaffinaltuk és
leszallo alkohol soron rehidraltuk. Desztillalt vizben 6blités utan az antigént citrat pufferben
(pH: 6.0), 3 x 5 percig 700-750 W-on tartuk fel, majd szobahémérsékleten (SZH)
Tris(hydroxymethyl)aminometan (TRIS)-el (pH 7.4-7.6; 0.5M puffer) oblitettiikk. Az endogén
peroxidaz gatlasra 10 percig 3%-os vizes hidrogénperoxid oldatot alkalmaztunk (Diniz, 2007;
Greig, 2014). TRIS mosas utan — hattérgatlasra - 20 percig 1%-os 16szérumot hasznaltuk.

Ezutan a metszeteket nyul poliklonalis AT;-antitesttel (Santa Cruz Biotechnology, SantaCruz
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CA) TRIS-ben 1:100 higitasban egy éjszaka keresztiil 4°C fokon inkubaltuk. A metszeteket 3-
szor Oblitettik TRIS-ben, az AT;R detektalasra (30 perc SZH) EnVision (DAKO)-t
alkalmaztunk. Ezt kovetéen a metszeteket 3-szor TRIS-ben atoblitettiik, majd 3,3-
diaminobenzidin tetrahidrokloriddal (DAB: hidrogén peroxiddal aktivalva) mikroszkop alatt
megfestettiilk. 10 perces desztillalt vizben vald 6blités utdn, a metszeteket haematoxilinnal
feliilfestettiik, kékitettiik, felszalld alkohol soron viztelenitettiik, majd xilol Oblités utdn
Pertexxel lefedtiik. Negativ kontrollnak ugyanezt az eljarast alkalmaztuk, a primer specifikus
antitest elhagyasaval. A felvételeket Leitz Laborlux D mikroszkopra rogzitetett Olimpus E
450 tipust kameraval készitettiik. Az immunohisztologiai eljaras Diniz és munkatarsai leirasa

alapjan végeztiik (Diniz, 2007).

5.6 Molekularis biologiai mérések

5.6.1 A vaszkularis AT R-fehérje expressziojanak vizsgalata Western blottal

Korabbi kdzleményekhez hasonldan (Bartha, 2009) a carotis artéridkat 4°C fokos 8.0
pH-, 50 mM-os Tris pufferben homogenizaltuk, amely 1:1000 proteaz inhibitor koktélt és 50
mM natrium metavanadatot tartalmazott (Sigma—Aldrich Co., Budapest, Magyarorszag), majd
2x-es toménységll natrium dodecyl sulfat—poliakrilamid elektroforézis gél (SDS poliakrilamid
gél) elektroforézis-minta pufferben folytattuk. A fehérjéket 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen
valasztottuk szét, majd Protran nitrocelluloz membranra transzferaltuk dket. Két oras, 3% - 0s
zsirmentes tej tartalma Tris pufferalt sdoldatban torténd blokkolas utan a membranokat egész
éjszakan at 40°C-on az elsddleges antitesttel inkubaltuk (1:500; Santa Cruz Biotechnology
Inc.). Ezt kovetden a membranokat 6-szor 5 percen keresztiil atmostuk egy 0.2 %-0s Tween-t
tartalmazo, 7.5 pH-ju Tris pufferben, azel6tt hogy a kecske anti-nytl torma peroxidéz-

konjugaltmasodlagos  antitestet hozzaadtuk volna (1:3000, Bio-Rad, Budapest,
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Magyarorszag). A kialakult komplexeket a “fokozott” kemilumineszcencia moddszerével
tettiik lathatéva. Szkennelést kdvetden az eredményeket a NIH Imagel program segitségével
értékeltik (Bartha, 2009). A glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) hasznaltuk
pozitiv kontrollként, hiszen az konstans mennyiségben volt jelen valamennyi korcsoport
carotis artéridiban. A GAPDH detektalasa GAPDH (D16H11) XP Rabbit mAB-antitesttel
tortént (Cell Signaling, Technology, Budapest), ¢s minthogy a GAPDH houskeeping fehérje,

toltési kontrollként is hasznalhato.

5.6.2 A vaszkularis AT;R-mRNS és AT,R-mRNS expresszié vizsgalata qRT-PCR-ral

Az izolalt carotis artéridkban az AT1R és AT2R expresszido meghatarozdsahoz mRNS
extrakciot €s quantitativ reverz-transzkriptdz polymerase chain reakciot (qRT-PCR)
hasznaltunk. A kiilonb6z0 korti patkdnyok mindkét oldali carotis ereibdl a teljes RNS
extraktumot izolaltuk, majd 0.5 pg RNS-t oligo(dT)12-18 primer segitségével reverz
transzkripcioval irtuk at komplement DNS (cDNS) molekulava amit real-time PCR-el
amplifikaltuk. A komplement DNS-b6l 1pl-t hasznaltunk. Az amplifikacio 10 perces 95°C-on
torténd inkubaciot kovetden 45 x 95°C 15 masodpercig, 60°C 30 masodpercig ¢és 72°C 30
masodpercig tartd reakcioban zajlott (Maxima SYBR Green/Fluorescein qPCR Master Mix,
Fermentas, Burlington, Ontario, Canada). A mérés egy Chromo 4 System (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) késziilékkel tortént. A 18S RNS housekeeping génre normalizalt target gén relativ
expressziojanak statisztikai analizise AACt-modszer alapjan egy Opticon Monitor 3.1-eS
verzi6 (Bio- Rad, Hercules, CA, USA) segitségével végeztiik korabban leirtak szerint (Sechi,
1996; Zhang, 2002). Az eredményeket a nemzetkozi irodalomban hasznalt un.”fold changes™-
ben fejeztiik ki és abrazoltuk. Ennek az a lényege, hogy a 8 napos minta expressziojanak
mértékét vettiik ”1”-nek, a tobbi korcsoportban mérhetd expressziot ennek tobbszordseként

adtuk meg.
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Receptor / Kontroll Primer

ATy Fwd 5’-GGTTCAAAGCCTGCAAGTGAA-3’

Rev 5’-GAGTGAGCTGCTTAGCCCAAA-3’

AT, Fwd 5’-CAATCTGGCTGTGGCTGACTT-3”

Rev 5’-TGCACATCACAGGTCCAAAGA-3’

18S rRNS Fwd 5’-TTAAGTCCCTGCCCTTTGTACAC-3’

Rev 5’>-GATCCGAGGGCCTCACTAAAC-3’

2. tablazat: Az AT;R-mRNS és az AT,R-mRNS qRT-PCR mérések soran a tablazatban

felsorolt primereket hasznaltuk.
6 STATISZTIKAI MODSZEREK

Az eredményeket bemutatd abrakon, valamint a szvegben az adatok atlagat és az atlag
standard hibajat (£SEM) tiintettiik fel, mind a funkcionalis, mind pedig a molekularis
bioldgiai (PCR és Western blot) kisérleteink sordn. A dolgozatban bemutatott kisérletek
eredményeit, valamint az azok kozott 1€évo statisztikai kiilonbségeket egyutas-ANOVA ¢és
Sheffe-féle post-hoc teszttel igazoltuk. A gorbék karakterizalasa soran kapott adatok kozotti
statisztikai  kiilonbségeket kétmintas t-probaval igazoltuk. Az eredmények kozotti
kiilonbségeket p<0.05 esetén fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak, amit az abrakon

feltiintetett szimbolumokkal jeldltiink.
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7 EREDMENYEK

7.1 Patkany artérias kozépnyomasértékek életkorfiiggé alakulasa

A 3. abran a kiillonb6z6 koru patkdnyok in vivo mért MABP értékeit tlintettiik fel.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy az altatott patkanyok MABP értékei korfliggd eloszlast
mutatnak: azaz ujsziilott kortol (0.25 hénap: 80+2 Hgmm) felnétt korig (4 hénap: 120+6

Hgmm) nétt, majd aggastyan korra (30 honap: 104+6 Hgmm) csokkent (3. abra).

£ 140

T 120

E 100

S 80 -

f% 60

N 40

o 20

\©

5 0-

£ 0252 3 4 6 122430

Eletkor [hénap]

3. dbra: Patkany artérias kozépnyomasértekek életkorfiiggé alakuldsa.”*”: jelzi a
szignifikans kiilonbséget a 0.25 és 4 honapos, mig "#’: a 4 és 30 honapos patkdanyok

vérnyomasértékei kozott p <0.05; (n = 5).
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7.2 Az izolalt carotis artériak kontrakcios erejének vizsgalata

Kisérleteinkben az izolalt carotis artéridk Ang ll-re adott kontrakcios erejének korfiiggd

valtozasait mértik.

7.2.1 Az Ang ll-indukalta kontrakciés gorbe karakterisztikajanak alakulasa az életkor

fiiggvényében

A carotis artériakban, az Ang II jelentés kontrakciét okozott, melynek a

4la. abra: A 1-, (1) 6-, [1I] és 24- [Ill] honapos patkany carotis artéria ismételt (20 perc)
Ang Il hozzaadasa soran adott izometrids kontrakcios valaszainak alakuldsa az idé
fiiggvényében. Az abra jobb oldalan ("B jelzéssel) mindharom korcsoport elso Ang II
hozzdaddasa sordn kapott kontrakcios gorbéje lathato az id6 fiiggvényében (eredeti

regisztratum).
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A csucs kontrakcid elérésének ideje 1 honapos kortdl 6 honapos korig nétt (1 honap:
179423 sec vs. 6 honap: 235+35 sec), majd 24 hoénapos korra (24 honap: 167+46 sec)
csokkent. A relaxacio ideje 1 honapos kortdl 24 honapos korig fokozatosan csokkent (1

honap: 670+£87 sec vs. 6 honap: 400+31 sec vs. 24 honap: 164494 sec) (5. abra).
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5. dbra: Patkany carotis artéria Ang II-re adott vazomotor vilaszok maximalis kontrakcios
idejének (A) és a 90%-0s relaxdcios idejének (B) alakulisa az életkor fiiggvényében
(mdsodpercben kifejezve). ”*”: szignifikdns kiilonbséget jelez 1 és 6 honapos (p<0.05); "#”:
a 6 és 24 honapos korcsoportok kozétt (p<0.05); (n=5).

7.2.2 Az Ang ll-indukalta kontrakcids eré alakulasa az életkor fiiggvényében

Az eredeti abran is lathatd, hogy az Ang II-indukalta maximalis kontrakcios erd az
életkorral folyamatosan valtozott, azaz ujsziilott kortol felnétt korig nétt, majd aggastyan
korra csokkent (6/a abra).

Oszlop diagrammon abrazolva az Ang ll-indukalta maximalis kontrakcios erdk
nagysdga “harang alakt” eloszlast mutatott, azaz 0jsziilott kort6l (0.25 honap: 1.5£0.2 mN)
felnott korig nétt (6 honap: 5.2+0.3 mN), majd aggastyan korra csokkent (30 honap: 3.8+0.4

mN) (6/b abra).
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7.2.3 Az ismételt Ang II-indukalta kontrakcids eré alakulasa az életkor fiiggvényében

A masodik az Ang ll-indukalta maximalis kontrakcidos er6k nagysidga — az els6
hozzdadashoz hasonléan — “harang alaka” eloszlast mutatott, azaz 1jsziilott kortdl (0.25
hoénap: 1.7+£0.3 mN) fiatal-felnétt korig nétt (2 honap: 3.8+0.4 mN), majd aggastyan korra

csokkent (30 honap: 1.2+0.4 mN) (6/a abra, 6/b abra).

[mN]
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6/a dbra: Az eredeti abra mutatja az Ang Il elsé és masodik hozzdaddasa sordn kapott

izometrias kontrakcioat vjsziilott kortol (0.25 honap), aggastyan korig (30 honap).
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I 1. Ang Il hozziadas
| N 2. Ang IT hozzaadas
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6/b dbra: Az Ang Il elsé (fekete oszlop) és masodik (sziirke oszlop) hozzdadasat kévetsen
kapott izometrias kontrakcios erék nagysaga lathato 0.25 honapos kortol - 30 honapos korig.
VxR szignifikans kiilonbséget jelez 0.25 és 6 honapos (p<0.05), "#”: a 6 és 30 hénapos
korcsoportok (p<0.05), "x”: szignifikans kiilonbséget jelez az azonos koriu patkanyok 1. és 2.
Ang Il hozzdaddasa soran kapott vilaszok nagysaga kozott (p<0.001),”/”: szignifikdns
kiilonbséget jelez a megeldzé korcsoporthoz képest az Ang ll-indukdlta vilaszban (p<0.001);

(n=8).

7.24 Az ismételt Ang II-indukalta kontrakciok soran kialakult tachyphylaxia

alakulasa az életkor fiiggvényében

A 5. dbran lathatd a masodik és az elsé Ang ll-indukélta maximalis kontrakcids erok
nagysaga kozott kiilonbség (delta értek). A madasodik Ang II hozzdadds soran kapott
kontrakcios erd nagysaga, 0.25 és 1 honapos korcsoportokban — az els6é hozzdadashoz képest -
nem kiilonbozott. Azonban fiatal feln6tt kortol (2 honapos:1.4+0.2mN) — id6s-felnétt korig (9
honapos korig: 3+0.4mN) a valaszok kozotti kiilonbség nétt, majd aggastyan korra (30

hoénapos: 2.6+0.2 mN) csokkent (7 abra).
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1. dbra: A masodik es elso Ang 1l hozzaadasa soran kapott izometrias kontrakcio kiilonbsége
lathato az életkor fiiggvényében. "*”: szignifikans kiilonbséget jelez: 0.25-, és 24 honapos
kozott (p<0.001), "#7: a 24-, és 30 honapos korcsoport kozott (p<0.05),”~ . szignifikans
kiilonbséget jelez a megelozd korcsoportokhoz képest (p<0.001) (n = 8)

7.25 Az Ang ll-indukalta Kkontrakciés eré alakulasa: vaszkuldris endotélium

jelenlétében és hianyaban

Kiilon kisérleti csoportban vizsgaltuk az Ang II-indukélta kontrakcids erd alakuldsat
vaszkularis endotélium jelenlétében és hianyaban. Mintaként ezen kisérleteket fiatal-felnott (2
honapos) €s oreg (24 honapos) patkany carotis artéridkon végeztiik. Eredményeink szerint, az
Ang ll-indukalta kontrakcios erd szignifikdnsan nem kiilonb6zott endotélium jelenlétében é€s
hianyaban, egyik korcsoportban sem (2 honap [E+]: 5.2+0.5mN vs. 2 honap [E-]: 4.7+0.4mN;

24 honap [E+]: 4.5£0.3mN vs. 24 honap [E-]: 4.2+0.3mN) (8. abra).

37



[mN]

6 E (+) m—
5 | E (-)

tE T T

w ot

Z 3

= 2]

-

D 4

£

S0 ;

= 2 24

Eletkor [honap]

8. abra: Az Ang ll-indukalta kontrakcio erejének alakulasa 2 és 24 honapos patkany carotis

artériakban, a vaszkuldaris endotélium jelenlétében (fekete oszlop) és hianydban (fehér oszlop)

(n=5).

7.3 AT{R jelenléte patkany carotis artériak falaban (simaizomban)

A funkciondlis eredmények megerdsitésére immunohisztokémiai modszert
alkalmaztunk. Célunk volt, az ATR érfalbeli lokalizaciojanak kimutatdsa. A 9. abran lathato,
hogy az AT1R-0k dont6 tobbségben a simaizom rétegben helyezkednek el. A hisztokémiailag
a barna szinnel jelzett AT;R-immunokomplexek a teljes érfalban megtalalhatoak (9. abra). A

festodések korfliggesét €s kvantifikalasat késobbi munkankban kivanjuk elvégezni.
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9. abra: Az abran 2 honapos formalinban fixalt, paraffinban agyazott patkany carotis artéria
immunohisztokémiai metszete lathato. Az ATiR immunokomplexet barna szinii festédes
mutatja. A kék festodés a simaizom magjait jelzi. A 400x nagyitasu abra bal also sarkaba a

meéroskalat illesztettiik. BAR: 50 um.

7.4 Az Ang ll-indukalta kontrakcio erejének valtozasa AT;R blokkolo

jelenlétében és hianyaban

A 10. abran fiatal és Oreg patkdny carotis artéridk Ang II-indukélta kontrakcidja
lathaté AT1R blokkold jelenlétében €s hidnydban. Eredményeink azt mutatjak, hogy az AT1R
blokkol6 jelenlétében, az Ang Il hozzaadasa nem okozott érdemi kontrakciot, sem fiatal (2
honapos), sem 6reg (24 honapos) patkany carotis artériakban (2 honap [L-]: 5.3£0.4mN vs. 2

honap [L+]: 0£0.4mN; 24 honap [L-]: 4.2+0.5mN vs. 24 honap [L+]: 0+£0.3mN) (10.abra).
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10. dabra: Az Ang Il hozzaadasa soran kapott kontrakcio lathato ATiR blokkolo (Losartan)
jelenlétében illetve hianyaban 2-, és 24 honapos patkany carotis artéridkon. *: szignifikans
kiilonbséget jelez a Losartan jelenlétében és hianyaban mért kontrakcios erdk nagysdaga
kozott; (p<0.001); (n=35).

39



7.5 Az Ang ll-indukalta artérias kontrakcio erejének valtozasa AT,R blokkolo

jelenlétében és hianyaban

A 11. ébran fiatal és Oreg patkdny carotis artéridk Ang Il-indukélta kontrakcioja
lathatd AT,R blokkold (PD-123319) jelenlétében ¢és hianyaban. Eredményeink azt mutatjak,
hogy az Ang ll-indukalta kontrakcié nem kiilonbozott szignifikdnsan az AT,R blokkold
jelenlétében illetve hidnyaban, sem fiatal (2 honapos), sem pedig oreg (24 honapos) patkany
carotis artéridkban(2 honap [PD-]: 5.1+0.4 mN vs. 2 hénap [PD+]: 4.8+0.3 mN; 24 hoénap

[PD-]: 4.5£0.5 mN vs. 24 honap [PD+]: 4+0.5 mN) (11.abra).
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11. abra: 2-, és 24 honapos patkany carotis artériakon, az Ang ll-indukalta kontrakcio AT:R

blokkolo jelenlétében (teli oszlopok) és hianydaban (ires oszlopok) (n=5).
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7.6 A vaszkularis AT;R-mRNS expresszio valtozasa az életkor fiiggvényében

A carotis artériak falaban az AT;R-mRNS expresszigjat vizsgaltuk. Eredményeink
szerint az AT;R-mRNS expresszidja 0jsziilott (0.25 honapos: 1+0) kortol — felnétt korig nétt

(12 hoénapos: 15+2.7), majd aggastyan korra csokkent (30 honapos: 2.4+0.8) (13. abra).

7.7 A vaszkularis AT,R—-mRNS expresszio valtozasa az életkor fiiggvényében

A carotis artériak faldban az AT,R-mRNS eXxpressziojat vizsgaltuk. Eredményeink
szerint az AT,R-mRNS expresszioja korral valtozik; azaz ujsziilott (0.25 honapos: 1+0) kortol
— id6s-felnétt (18 honapos: 3.3+0.4) korig nétt, majd aggastyan (30 honapos: 1.8+0.7) korig
tovabbiakban nem valtozik (13 dbra). Az AT,R expresszidja, az ATiR-mRNS expresszidhoz

viszonyitva jelentdsen és szignifikdnsan kisebb volt 2 honapostdl 18 honapos korcsoportig

(13. &bra).
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13. abra: Az AT1R-mRNS (fekete oszlop), és ATo)R-mRNS (sziirke oszlop) expresszio korfiiggo
valtozdasa.”* . szignifikans kiilonbséget jelez (AT1R-mRNS): a 0.25 és 12 honapos (p
<0.001), "#”: szignifikans kiilonbséget jelez (AT1R-MRNS): a 12 és 30 hénapos korcsoportok

kozott (p<0.001). “x”: szignifikans kiilonbséget jelez (AT,R-mRNS): 0.25 és 18 honapos
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korcsoportok kozott (p<0.05). . szignifikans kiilonbséget jelez az ATAR-MRNS és az AT)R-
MRNS expresszioja kozott az egyes korcsoportokon beliil (p <0.05); /7. szignifikans

kiilonbséget jelez a megeldzd korcsoporthozképest (p<0.001) (n = 7).

7.8 A vaszkularis AT;R-fehérje expresszio valtozasa az életkor fiiggvényében

A carotis érfalban vizsgaltuk az AT;R-fehérje korfiiggd expressziojat. Eredményeink
azt mutatjak, hogy az AT;R-fehérje expresszio ujsziilott kortol (0.25 honap: 1+0.3) id6s-
felnétt (16 honap: 2+0.4) korig ndtt, majd aggastyan (30 honap: 1.5+0.2) korra csokkent,
hasonloan harang alaku eloszlast mutatva (14. 4bra). A pozitiv kontroll-ként az érfalban,

allandé mennyiségben expresszaldédé6 GAPDH-t hasznaltunk.
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14. dbra: A patkany carotis artériakban mérheté ATiR-feherje expresszio alakulasa az életkor
fliggvényében.”*”: szignifikans kiilonbséget jelez: a 0.25 és 16 honapos ((p <0.05), "#”: a 16
és 30 honapos korcsoporok kozott; (p<0.05);”x”: szignifikdans kiilonbséget jelez a megeldzd
korcsoporthoz képest (p<0.001) (n = 7). A felsé panel az eredeti gél blott-ot mutatja. A gél-

blott felsé részében az AT\R carotis artériakban mérhets expressziojat mutatja az életkor
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fliggvényében. A gél-blott alsé részében (pozitiv kontroll-ként) az érfalban konstans
mennyiségben jelen lévé glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogendz (GAPDH) tiintettiik fel.

43



8 MEGBESZELES

Kisérleteinkben az Ang II-indukalta artérias kontrakcio erejének €és az annak hatterében
1évé ATiR-expresszid valtozasat vizsgaltuk az életkor (0jsziilott kortdl aggastyankorig)
fliggvényében. A jelen kutatassorozatunk eredményei szerint, az AT1R kozvetitett konstriktor
valasz, valamint annak hatterében 1évé AT;-mRNS és -fehérje expresszid a vérnyomashoz

hasonloan az ¢életkorral folyamatosan modosul.
8.1 A vérnyomas valtozasa az életkor fiiggvényében

A megfelel6 vérnyomas és annak pontos szabalyozasa nélkiilozhetetlen a kell6 szoveti
perfizio fenntartasahoz. A szisztémas vérnyomas szamos egymast kolcsondsen erdsitd
mechanizmuson keresztiil szabalyozodik, amit a bevezetd fejezetekben mar taglaltunk.

Allat kisérletek: Dawes 1980-ban végzett kisérleteiben a sziiletést kovetden naponta

mérte a baranyok vérnyomasat. Eredményei Szerint a baranyok ujsziilottkori vérnyomas-
értékei a patkdny vérnyomasértékeihez képest nagyobb. A patkanyok vérnyomas-névekedés
dinamikaja gyorsabb, mint mas vizsgalt emlés-allatoké (pl.: barany) (MABP barany: fotus:
44+1.8 Hgmm vs. 0jszilott: 73+8.2 Hgmm vs. felndtt: 85 4.5 Hgmm - MABP patkany:
ujsziilott: 69+7 Hgmm vs. feln6tt: 110 £8 Hgmm) (Dawes, 1980; Kasper, 2005; Matsuoka,
2007).

Human vizsgélatok: Franklin és munkatarsai Framingham Heart Study-ban kozolt

human eredményei szerint, a MABP emberben is életkorfiiggd eloszlast mutatott, azaz
kezdetben 1jsziilott kortol - felndtt korig ndtt, majd oregkorral csékkent (Franklin, 1997).
Ennek hatterében 1évé mechanizmusok nem tisztazottak, de feltételezik, hogy a jelenség
hatterében a szivizom kontraktilitds és a periférias ellenallas valtozasan feliil, a teljes

plazmatérfogat csokkenése is szerepet jatszik (Goldman, 2012; Kobayashi, 2014).
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Sajat kutatdsi eredmények: Sajat kutatdsi eredményeink szerint az egészséges

patkanyokban invazivan megmért artérids kozépnyomas érték 0jsziilott kortdl felndtt korig
nétt, majd aggastyan-korra csokkent. A patkany kisérleteink soran talalt vérnyomasértékek
eloszlasa, korrelal egyes korabbi munkacsoportok eredményeivel (Chamiot-Clerc, 2001).
Ennek hatterében 1évé pontos mechanizmusok illetve azok interakcidjanak valtozasa
nem pontosan ismert. Erdekes, hogy mig csecsemd és gyermekkorban az adekvat szoveti
perfuzié elsésorban nem a periférids ellendllds novelésével, hanem a szivfrekvencia
emelésével éri el a szervezet (Krishna, 2006), addig feln6tt korban az érrendszer centralis
(nyultveld, szimpatikus posztganglionaris rostja, valamint paraszimpatikus rostok) és
2014). Navar és munkatarsal az 6regkori alacsonyabb vérnyomasértékeket az extracellularis
folyadékterek valtozdsaval, az ahhoz kapcsolodd natriumegyensuly szabalyozasanak
romlasaval is magyarazza (Navar, 1997). Ehhez kapcsolodik a neuroendokrin rendszerek (pl.:
artérias baroreflex, kallikrein-kinin rendszer, prosztaglandinok és eikozanoidok) aktivitasanak
csokkenése is (Navar, 1997). Kakukk és munkatarsai emellett a rendlisan hatdé vazoaktiv
anyagok iddskori expresszidjanak csokkenését tételezik fel (Kakuk, 2003). Az irodalomban
talalhato kiilonb6zo elméletek is azt mutatjak, hogy a vérnyomas korfiiggd alakulasa szamos

egymast kolcsondsen befolyasold bonyolult rendszer interakciojan mulik.

82 Az Ang Il-indukalta Kkontrakciok erejének alakuliasa az életkor

fiiggvényében

Méra jol ismert tény, hogy az Ang Il az ATR aktivalasan keresztiil masodperceken beliil
vazokonstrikciot hoz 1étre (McEniery, 2007; Nguyen, 2011; Fonyd, 2014). Vizsgalatainkban

az Ang Il hozzaadasara jelentkez6 maximalis kontraktilis er¢ alakulasat mértik az életkor
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fliggvényében. Eredményeink szerint a vazokontrakcidé nagysaga korral - a patkdny artérias
kozépnyomas értékekhez hasonloan - “harang alaku” eloszlast mutat (6/a és 6/b abra). Az
Ang ll-indukalta konstriktor véalasz mértékének korfliggd alakuldsdval foglalkozé irodalmi
adatok eredményei tovabbra sem egyértelmiiek. Szamos munkacsoport vizsgalta az Ang Il-
indukalta vazokonstriktor valaszok korfiiggd alakulasat. Eredményeik szerint izolalt patkany
mesenterialis artéridkon (Marin, 1999) illetve carotisokon (Docherty, 1990) nem talaltak
kiilonbséget az életkor novekedésével. Mas munkacsoportok az Ang Il-indukalta konstriktor
valaszok novekedését (Konishi, 1997), illetve csokkenését (Wakabayashi, 1990; Diz, 2008)
irtak le izolalt patkany aortagy(iriikon, illetve mesenterica ereken az életkor fiiggvényében. A
legtobb izolalt érvizsgalatot fiatal és dreg kutya, nyul vagy patkény coronaria (Tschudi, 1995),
mesenterica (Coelli, 1997), femoralis (Juul, 1987), thoracalis aorta (Wakabayashi, 1990) vagy
carotis (Vamos, 2013) artériakon végezték. Az ellentmondé adatok hatterében feltehetéen
allatfajtabeli, kiilonb6zd érpreparatumokkal végzett vizsgalatok mellett a kiilonb6zé maddszer
hasznalata (in vivo [Leite, 1997] vs. in vitro [Wang, 2003]); izolalt ér (Konishi, 1997; Bagi,
2008) vs. szerv preparatumokon (Baylis, 2012), sejt-vizsgalatok (Hunyady, 2000) is
szerepelhet.

Minthogy korabbi életkorfiiggd kutatasok elsdésorban felndtt korta (2~16 honapos)
kisérleti allatokon torténtek, igy fontosnak tartottuk az Ang II-indukélta vazomotor valaszok
vizsgalatat ujsziilott-fiatal (8 napos) és kifejezetten oOreg-aggastyan kort (25-30 hdnapos)
patkanyok carotis ereiben is elvégezni. Ezzel lehetdség nyirt egy szélesebb életkorspektrum
vizsgalatara is. Tehat az Ang Il-indukalta kontrakcio ereje kiilonb6zé életkorokban,
kiilonb6zé mértékben jarul hozza a teljes periférias ellenallas noveléséhez (Vamos, 2014).
Felteheton az i1d6 és aggastyankori kontraktilitas fokozasa szamos korkép (pl. hipertonia),

patogenezisében jatszhat fontos szerepet (Cassis, 2010).
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8.21 Az Ang ll-indukalta kontrakciés gorbék karakterisztikijanak alakuldsa az

életkor fiiggvényében

Az Ang ll-indukalta kontrakciés gorbék karakterisztikaja is korral kiilonbozik. A
kontrakcio ideje fiatalkortol feln6tt korig ndtt, majd oregkorra csokkent. Ezzel szemben a
relaxéacios 1d0 fiatalkortol oregkorig fokozatosan csokkent. Bar ezen gorbék matematikai
fiiggvényekkel vald elemzése bonyolult, mégis felmeriil, hogy a gorbe-karakterisztikdk
kiilonbségeinek hatterében az Ang II - ATi-receptorkotddés sebességétol, a receptor-potencial
lecsengési idejétdl, illetve a receptoridlis deszenzitizaciojatol (Isd. késébb) is fiigghet. Mas
munkacsoportok a kontrakciot illetve relaxaciot az intracellularis MLCyg-kindz / MLCyo-
foszfataz enzim aktivitas valtozasaval, az intracellularis anorganikus foszfat puffer vagy az
intracellularis calcium jel korfliggd alakuldsaval is magyardazza (Fujimura, 2011). A
kontrakcios goérbék matematikai elemzése segitheti, az Ang ll-indukalta kontrakciok kozotti
kiilonbségek megértését akkor is, amikor a kapott kontrakcios erék nagysaga nem, de a
kontrakcios gorbék alakja kiilonbozik. Ez féleg a fiatal-id6s6dé (9-16 honapos)
korcsoportokban valik érdekessé, ahol az Ang Il-indukalta maximalis kontrakcios erdk (a
kontrakcios gorbék karakterisztikdjaval ellentétben) szignifikdnsan nem kiilonboznek. Ezen
jelenségek hatterében 1évé mechanizmusokat jovObeli kutatasokkal kivanjuk pontositani (6/b

abra).

8.3 Az ismételt Ang II-indukalta kontrakcié alakulasa az életkor fiiggvényében.

Tachyphylaxia jelenség és annak korfiiggo alakulasa

Az egyes korcsportokon beliil az elsé és masodik Ang II-indukélta vazomotor véalaszok
erejét hasonlitottuk 6ssze. A masodik vazomotor valaszok nagysaga - az els6 hozzdadashoz

hasonldan - “harang alaku” korfliiggd eloszlast mutattak; Az ismételt hozzdaddsok soran
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jelentkezd kontrakcios erd csokkenést receptoridlis deszenzitizacionak (Barker, 1995), vagy
mas néven tachyphylaxianak nevezziik (Chiba, 1986). Eredményeink szerint a tachyphylaxia
ujszilott és fiatal korban (1 hoénapos korig) nem alakult ki; ugyanakkor a mértéke felnott
korig nétt, majd aggastyan korra csokkent (Vamos, 2013). Ennek hatterében 1évé pontos
mechanizmusokat nem teljesen ismerjiik. Azonban tudott ugyanakkor, hogy az Ang Il - AT;R
kotédéssel Gg-Ca*"-PKC utvonalon vazokontrakciot okoz (Balla, 2011). Az aktivalt
foszforilalt receptorokhoz [-arresztin fehérjemolekula is kotédik, amely a receptor
internalizacidjat és deszenzitizacidjat hozza létre (Hunyady, 2006) (15. abra). A receptor
internalizacioja alatt azt a mechanizmust értjilk, mely soran a receptor a sejt felszinérdl
klatrin-fiiggé vezikularis transzporttal a sejt belsejébe keriil (Torres-Tirado, 2013), majd
onnan visszatér (recirkulal) a sejtfelszinre (Hunyady, 2000). A recirkulaciot kovetéen egy
atmeneti receptoridlis deszenzitizacid jelentkezik (Linder, 2007) (16. abra). Feltételezésiink
szerint a korfliggd tachyphylaxia hatterében az aktivalt receptorok internalizaciot kovetd
recirkulécids idejének valtozdsa (megnyuldsa) is allhat, ami érinti a simaizomsejtek (€s
endotélium) felszinén 1évo receptorokat iS; igy a tovabbiakban funkcionalisan aktivalhatatlan
allapotba keriilnek (Hunyady, 2000; Bagi, 2007) (16. abra). A tachyphylaxia ¢lettani
folyamatokban betoltott szerep nem pontosan ismert. Ugyanakkor tudott, hogy az Ang
[I/AT1R kapcsolodas a kontrakcio mellett az intracellularis reaktiv oxigén szarmazékok
(ROS) szintézisét is fokozza, ami f6leg kés6i életkorokban szamos korkép (pl. hipertonia)
kialakulasaban jatszhat szerepet (Cassis, 2010). Az idés és Oregkorban a tachyphylaxia
fokozodasa feltehetéen csokkentheti a folyamatos vazokonstrikcid kialakulasat és a ROS
szintézisét is (Linder, 2007). Ezen teoretikus hipotézis igazolasat szintén késdbbi

munkainkkal kivanjuk pontositani.
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8.4 Az endotélium szerepe az Ang Il-indukalta kontrakcioban

Eredményeink szerint az €p és eltavolitott vaszkularis endotélium-mal vizsgélat carotis
artéridk Ang II-indukalta kontrakcidja, szignifikdnsan nem kiilonbozott (9. dbra). Tehat az
AT1R kozvetitett kontrakciok endotéliumtol fliggetleniil torténtek, amit immunohisztokémiai
eredményeink is aldtdmasztanak. Bar az ATiR-immunokomplexeket nem quantifikaltuk,
mégis jol lathatdé hogy legnagyobb denzitdsa a simaizomban van jelen (10 &bra).
Eredményeink korreladlnak kordbbi patkany aorta (1-, 4-, és 22 honapos) (Wakabayash, 1990),
coronaria (1-, és 18 hoénapos) (Marin, 1999), valamint mesenterialis (1-, és 18 hdnapos)
artéridkon (Konishi, 1997) végzett izolalt ér kisérletekkel ahol szintén az Ang I endotélium
fliggetlen kontrakcigjat irtak le (Allen, 2000).

Koréabbi kutatdsokbol ismerjiik, hogy bar az endotélium nem jatszik szerepet az Ang Il
okozta konstriktor valaszok kialakitasaban, ugyanakkor az endotéliumban termel6dd
vazodilatator faktorok feltehetéen befolyasoljak az értonus kialakulasat (Leite 1997). Az
¢letkorral az endotéliumban termel6dd dilatator mediatorok (NO, dilatator prosztaglandin)
szintézise illetve biologiai hatasossaga fokozatosan csokken, feltehetden a reaktiv szabad
gyokok fokozott termelddése miatt (Gruetter, 1988; Csiszar, 2002; Paravicini, 2008; Baylis,
2012). Bagi és munkatarsai felhivtak a figyelmet arra is, hogy a magas intravaszkularis
nyomas sulyosan karositja — tobbek kozott — az endotélium mediélta vazomotor mitkodéseket
is (Bagi, 2008). Mar rovid ideig tartdé magas intravaszkularis nyomas is jelentdsen
befolyasolja az endotélium-fliggetlen, simaizom eredetli ACE és az AT;R miikodését és
expresszidjat (Bagi, 2008) Ezen eredmények igazoljak, hogy bar életkorral az Ang II-
indukalta kontrakcio jelentdsen moddosul, ennek hatterében 1évé mechanizmusok nem

kotddnek kozvetlenil az endotéliumhoz.
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8.5 A vaszkularis AT;R-mRNS és fehérje expressziojanak alakulasa az életkor

fiiggvényében

Eredményeink azt mutatjak, hogy a kontrakcids valaszokhoz hasonléan az AT;R-mRNS
¢s AT1R-fehérje expresszio ujsziilott kortdl felnott korig nétt, majd aggastyan korra csokkent.
A molekularis bioldgiai eredményekben talalt hasonlo korfiiggd tendencia felveti, hogy az
Ang ll-indukalta korfiiggd vazomotor vélasz tulajdonképpen egy jol szabdlyozott genetikai
program része (Vamos, 2014). Az AT{R-mRNS korfliggd eloszlasahoz hasonléan, korabbi
kozlemények szdmos novekedési hormon (pl. ghrelin) korfiiggd alakulasat irtdk le,
hangstlyozva a genetikai program ¢lettani folyamatok szabdlyozdsban betoltott fontos
szerepét (Sechi, 1996; Paukku, 2012; Bailey-Downs, 2012). A vazokonstrikcio kialakitasaban
szintén fontos szerepet jatszo norepinephrin, a vaszkularis aia-receptorok (a1,R) aktivalasaval
vazokonstrikciot okoz. Eldzetes eredményeink korreldlnak mds munkacsoportok koztiik
(Chen, 1995) eredményeivel is, mely szerint az Ang II/ATiR hosonléan az o3,R-medialta
kontrakci6 illetve vaszkularis mRNS expresszidja az €letkor elérehaladtaval parhuzamosan

valtozik (Vamos, 2014). Ezen eredményeinket kés6bbi munkainkban kivanjuk ismertetni.

8.6 A vaszkularis AT;R medialta kontrakcié intracellularis jelatvitelének

alakulasa az életkor fiiggvényében.

Az Ang ll-indukalta kontrakcids erd korfiiggd valtozasanak hatterében feltehetéen nem
csak arrol van szo, hogy az AT;R-mRNS ¢és fehérje expresszio korral valtozik (Sechi, 1996;
Vamos, 2013), hanem arr6l is az ATiR-bar jelen van az érfalban, Ang II-vel mégsem
aktivalhatd. Ezen jelenséget korabbi munkacsoportok AT;R-funkcionalisan inaktiv allapotnak
nevezte (Bagi, 2008). Marin ¢és munkatarsai szerint a korfiiggd konstriktor valaszok

hatterében a nyugalmi membranpotencidl valtozas, a fesziiltség-fiiggd kalcium-csatornak
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csOkkent ingerlékenysége illetve az intracellularis kalcium-koncentracio és érzékenység
valtozésa is 4allhat (Marin, 1999, Hu, 2011). Az Ang II jelatalakité ¢és jelatvivo
mechanizmusok sorat inditja el. Felvetddik, hogy az egyes jelatviteli fehérjék, mint példaul a
B-arrestin (Balakumar, 2014), p-PKC (Csiszar, 2012; Padilla, 2014), p-CPI7 (Su, 2013), Rho-
kinaz (Bagi, 2011), p-MCLK (lIto, 2004; Fujimjura, 2011; Belik, 2006) expresszidja is korral
valtozik, ami befolyasolhatja az Ang II-indukalta vazomotor valaszok erejét (15. abra). Az
eredményeink magyarazata teoretikus, hiszen a funkcionalis valaszok hatterében 1évo
mechanizmusokat nem vizsgaltuk.

Ezen ismeretek remélhetéleg késObbiekben hozzajarulhatnak az Ang II fiiggd

keringésszabalyozasi elméletek korszertibb kidolgozéasahoz.

8.7 A vaszkularis AT,-Receptor szerepe az Ang Il-indukalta konstriktor

valaszokban

Az Ang ll-indukalta konstriktor valaszok alakulasat AT,;R blokkol6 jelenlétében és
hianyaban is vizsgaltuk. Az AT2R blokkol6o az Ang II-indukalta kontrakciot nem befolyésolta
sem fiatal (2 honapos) sem pedig id6s (24 honapos) patkany carotis artériakban (11. abra). Az
AT,R vaszkularis dilatator hatasat feltelhetoen a bradikinin/NO/cGMP tutvonalon keresztil éri
el (Carey, 2005). Funkcionélis szerepét inkabb koros koriilményekhez kotik. Erfal-sériilés,
miocardidlis infarctus, vagy sebgyodgyulas soran az AT,R fokozott expresszidjat mutattak ki.
Feltételezik, hogy az AT,R szerepet jatszik a sejtnovekedés, differencialédas és az apoptozis
szabalyozasaban (Kakukk, 2004). Kisérleteinkben a qRT-PCR-ral mért AT,R-mRNS
ujsziilott (0.25 honapos) kortol felndtt korig (12 honapos) nétt, majd tovabbiakban nem
valtozott. Az AT1:R-mRNS expresszidhoz viszonyitva, az AT,R-mRNS szignifikansan kisebb

mértékben expresszalddik (13/a és 13/b éabra). Minthogy eredményeinket a nemzetkozi
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szakirodalomban elfogadott ’fold change”-ben fejeztiik ki, igy a 8 napos patkanyok az AT; és
AT,-receptor -mRNS expresszidjat nem tudjuk 0Osszehasonlitani. Ugyanakkor a felndtt
korcsoport tekintetében a carotis erekben az AT;R-mRNS-hez képest, az AT,R-mRNS
szignifikansan kisebb mértékben expresszalodik. Az aggastyan korban ugyanakkor nem
latunk szignifikans kiillonbséget a két receptor expresszidja kozott. Ezen jelenség hatterében
1év0 élettani mechanizmusokat nem ismerjiik. Stoll és munkatérsai feltételezik, hogy mig az
AT,R stimuldldsa gatolja az endotélsejtek osztodasat, a myointimalis proliferacidt és az
fokozza (Stoll, 1995; Kakuk, 2004). Erdekes, hogy a nem-vaszkularis szovetekben, mint
példaul az agy, a maj és vese szdveteiben az AT,R protein expresszid a fotalis életkortol
oregkorig folyamatosan né (Yu, 2010). Ugyanakkor, Viswanathan és munkatarsai patkany
aorta falaban a fiatal korcsoportokhoz képet — feln6tt korban — csokkent expressziot talaltak
(Viswanathan, 1991). Mao és munkatdrsai szerint a posztnatdlis életben az AT,-mRNS
expresszio csokkenését irtak le, aminek alapjan az AT;R élettani szerepét megkérddjelezték
(Mao, 2009). De Gasparo korabbi kozleményeiben felveti, hogy az AT,R az intrauterin
novekedés €és organogenezis szempontjabol fontos (De Gasparo, 2000). Késobbi kdzlemények
az AT,R-nak a vazodilatitor hatdsa mellett, vaszkularis novekedési faktor szintézisét-,
valamint a remodellinget gatlo hatast tulajdonitanak (Kakuk, 2004; Ferrao, 2014). Sajat
kisérleteink is azt az elképzelést latszanak alatamasztani, miszerint az AT,R nem jatszik dont6

szerepet az egészséges vaszkularis ellendllas szabalyozasaban.
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15. abra: Eredményeinket a fenti abran foglaltuk ossze. Korabban Hunyady és munkatarsai
(2006) igazoltak, hogy az AT\R kozvetitett jelatviteli fehérjék kulcsfontossagu szerepet
jatszanak az ATiR-indukalta kontrakcio kialakitasaban. A korfiiggo Ang Il-indukalta
vazomotor valaszok hatterében az alabb jelatviteli fehérjék (f-arresztin, PKC, CPI-17, Rho,
P-MCLK) szerepe is felmeriil, melyek a recirkulacios idotdl fiiggden expresszalodnak az erek
simaizom sejtjeiben (Hunyady, 2000). Az Ang Il hatdasdra a simaizom-sejtekben tobb iranyu

(sokarcu) jelatviteli folyamat indul el. Bekovetkezik az aktivalt receptor internalizacioja,
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melynek soran a receptor a sejt felszinérol vezikularis transzportmechanizmussal a sejt
belsejébe  keriil.  Fiziologias koriilmenyek kozétt az ATiR internalizaciojanak — fo
mechanizmusa, hogy az aktivalt receptor foszforilalodik és az internalizaciot beindito p-
arresztin fehérjékhez kapcsolodik. E fehérjék a receptor internalizacioja mellett jelatviteli
folyamatokat is beindit. A receptor a jelatvitelt kovetden visszatér (recirkulal) a sejtfelszinre.
Ezen folyamatok az életkorral valtoznak, aminek hatterében a funkcionalis aktivalhato ATiR
szam valtozas, az internalizacio, illetve a recirkuldacios ido valtozasa is dallhat. Az Ang 1I-
indukalta kontrakcio ereje korral hasonloan vdaltozik, aminek hatterében az egyes
szubcellularis fehérjék expressziojanak valtozasa is feltételezheto. Ezen jelenség hatterében

lévo mechanizmusokat tovabbi kutatdsokkal kivanjuk felderiteni.
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9. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kisérleti patkanyokban végzett kutatasaink uj eredményei a kdvetkezok:

1.

a MABP korfiiggd eloszlast mutatott: az 0jsziilott kortdl a felnétt korig nétt, majd a

feln6tt kor végétol az aggastyan korig csokkent;

Az izolalt carotis artériakban:

2.

az Ang Il-indukalta kontrakcio az életkorral fokozatosan valtozott: az ujsziilott kortol
felnott korig ndtt, majd aggastyan korra csokkent;

a valasz kontrakcids részének ideje és relaxacios részének ideje korral valtozott;

az Ang ll-indukalta tachyphylaxia a 8 napos és 1 hdénapos korcsoportokban nem
jelentkezett, mig az egyedfejlodés tovabbi szakaszaiban, kezdetben nétt, majd
aggastyankorra csokkent.

az Ang ll-indukalta kontrakcidt elsdsorban (majdnem kizardlagosan) a vaszkularis
endotéliumtol és az AT,R-t6l fiiggetleniill a simaizomban -elhelyezkedé AT;R
kozvetiti.

az AT1R-mRNS ¢és AT;iR-fehérje expresszioja életkorral valtozott: 0jsziilott kortol
felndttkorig nétt, majd aggastyan korra csokkent;

az AT,R-mRNS expresszidja ¢€letkorral valtozott, azaz 0jsziilott kortol felndtt korig
nétt, majd aggastyankorra tovabbiakban nem valtozott. Expresszioja az AT:R-mRNS
expressziohoz képest szignifikdnsan kisebb fiatal és felndtt korban. Aggastyan korban

a két receptor expresszidja kozott nem volt szignifikans kiilonbség.
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10 KONKLUZIOK

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy patkanyban, de feltehetden az emberben is, az
Ang ll-indukalta vazokonstrikcid mértékének korfiiggése a funkcionalisan aktivalhaté AT,
receptorok szamatél fiigg, ami egy jol szabalyozott genetikai €s transzlaciés program
eredménye. Ugy tiinik, hogy mig felndtt korban a fokozottabb mértékii-, addig 0jsziilott és
aggastyankorban a kisebb mértéki Ang II-indukalta artérias konstrikcio a fiziologias. Mivel a
vaszkuldris renin angiotenzin rendszer fontos szerepet jatszik a szisztémas artérids vérnyomas
szabalyozasaban, feltehetd, hogy a csecsemd és aggastyankorban a fizioldgiasan alacsonyabb
szisztémas vérnyomasértékek részben ennck a jelenségnek is tudathatok be. Ennek
megfeleléen felmeriil, hogy mig feln6tt korban a fokozottabb vazokonstrikor valasz részt
vehet a fiziologiasan magasabb szisztémas vérnyomas kialakitasaban, addig gyermek és
aggastyan korban az Ang II-indukalta konstrikcid — az Ang II altal szabalyozott artérids
vazomotor tonus - Kisebb szerepet jatszik a nyugalmi vérnyomas kialakulasaban. Felteheto,
hogy hipertoénidban a kisérleteinkben talalt fiziologias konstriktor valaszok mértéke valamint
a funkcionalisan aktivalhato ATiR expresszi6 megné. Ezt az elképzelést alatamasztja az
AT R-blokkolok széleskorii és sikeres alkalmazéasa az antihipertenziv terapiaban. Mivel a
jelenlegi tanulmanyok felvetik az epigenetikai szabalyozas fontos szerepet az életkor-fiiggd
(pl. ATiR-génexpresszid) vérnyomas szabalyozasaban (Soltis, 1987; McEniery, 2007,
Berdasco, 2012) tovabbi kutatdsoknak tisztdznia ¢és pontositania kell azokat az
¢letkoriilményeket és epigenetikai mechanizmusokat, melyek a fiziologias konstriktor
mechanizmusok Kkorfiiggését és epigenetikai meghatarozottsagat patofizioldgiai iranyba

terelik.
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12 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACE: angiotenzin-konvertaz enzim

ACEi: angiotenzin-konvertaz enzim inhibitor
AGT: angiotenzinogén

Ang I: angiotenzin |

Ang Il: angiotenzin Il

AT;R: angiotenzin-1-receptor

ATRAP: angiotensin receptor-binding protein

BK: bradykinin

CAGE: chymostatin-sensitive angiotensin Il-generating enzyme
cDNS: komplement DNS

DAB: diaminobenzidin-tetrahidroklorid
DMT610M: Danish Myo Technology 610M

ff: fiatal feln6tt

H,O,: hidrogén-peroxid

if: idOs feln6tt

JAK-2 kinaz: Janus kinase-2 kinaz

kDa: kilo-Dalton

MAPK: mitogen activated protein kinase

mN: mili-newton

Na*-: Natrium ion

NADP(H): nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NIH image: National Institutes of Health image
NO: nitrogén-monoxid

ok: oregkor

PBT: Dulbecco-fél foszfat puffer sooldat
gRT-PCR: kvantitativ valdsidejii-polimeraz lancreakcio
RAAS: renin angiotenzin aldoszteron rendszer
RAS: renin—angiotenzin rendszer

ROS: reaktiv oxigéngyokok

SDS poliakrilamid gél: natrium dodecyl sulfat—poliakrilamid elektroforézis gél
SHR: spontan hipertonias patkany
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