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Bevezetés

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer létfontossagu
szereppel bir a kardiovaszkuldris rendszer, valamint a s6- ¢s
vizhaztartas egyenstlyanak szabalyozasaban, melynek kdszonhetden
igen fontos farmakologiai tAmadaspont is egyben. Ezt tAmasztjak ala
a klinikumban gyakran alkalmazott 1-es tipusu angiotenzin Il
receptor (AT.R) blokkoldk, valamint angiotenzin konvertalé enzim
gatlok morbiditast és mortalitast csokkentd hatasai is.

Ezen rendhagyd endokrin rendszer egyik f6 végrehajto
molekuldja az angiotenzin II (Angll), mely hormon a vérnyomas €s a
plazmatérfogat szabalyozasat tobbek kozott az értonus novelésén, az
aldoszteronszekrécio, a szivizom-kontraktilitas és a szimpatikus
idegrendszeri aktivitas fokozasan keresztiil valositja meg. Az Angll
elébb felsorolt hatasait G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GFKR)
csalddjaba tartoz6 AT;R-en keresztil fejti ki. Az AT;R aktiv
konformaciodja igen sokrétii és szertedgazo jelatviteli halozatot hoz
mitkddésbe, melybe mind G-fehérje-fliggd, mind pedig G-fehérjék
miikodésétol fiiggetlen mechanizmusok is beletartoznak. A G-
fehérje-fiiggetlen jelatviteli mechanizmusok szabalyozasaban a -
arresztinek jatszanak kozponti regulator szerepet, mely molekulakrol
ismert, hogy a receptor G-fehérjétdl valo szétkapcsolasaban, azaz
deszenzitizaciojaban, valamint a receptor internalizaciojanak
elinditasaban is részt vesznek.

Az elmult évtizedek kutatasainak koszonhetden vilagossa

valt, hogy a kiilonb6z6 ligandok eltéré aktiv konformacidban
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stabilizalhatjdk a receptort, mely igy eltér6 mértékben képes
aktivalni a kiilonboz6 jelatviteli utvonalakat. A jelenséget jelatvitel-
szelektiv aktivacionak nevezziikk. A jelatvitel-szelektiv aktivacio
évtizedek ota a GFKR-ek kutatasanak egyik kozponti témaja, és
szamos jelatvitel-szelektiv Angll analog AT;R agonista is ismert mar
az irodalomban. Kozottiik egy ujabb vegyiilet a TRV120027 is, mely
klinikai vizsgalatok targyat képezte szivelégtelenség kezelésében. Az
ezen ligand altal aktivalt AT;R ugyanis G-fehérjét nem képes kotni,
azonban p-arresztin-kotése, ezaltal pedig a G-fehérje-fliiggetlen
jelatvitele tovabbra is megmarad, mely klinikailag igen elényds
hataskombinéciot eredményez.

A GFKR-ekre jellemz0 tovabba, hogy aktivalodast kovetden
foszforilalodnak, deszenzitizalddnak, majd pedig internalizalédnak a
sejt belsejébe. A leflizodott vezikuldbol eldszor kialakul a korai
endoszoma, melyb6l a receptor vagy a lizoszomalis lebontés
iranyaba, vagy pedig reciklizald endoszomak segitségével a
plazmamembran felé folytathatja tovabb az utjat. Ezen
internalizacidos ¢és externalizaciés mechanizmusok 0Osszessége
alapvetden meghatarozza a receptorok, ezaltal pedig a sejtek

érzékenységét és valaszkésségét.



Célkitizések

Szamos informaciéval rendelkeziink mar a GFKR-ek és
koztik az AT;R funkcionalisan szelektiv — aktivaciojanak
mechanizmusarol és jelatviteli kovetkezményeir6l. Kevéssé ismert
azonban a szelektiven aktivalt receptor tovabbi sejten beliili sorsa,
mely meghataroz6 szereppel bir a sejtek érzékenységében. Munkank
célja ezért az AT;R, mint kiemelkedéen fontos funkcionalisan
szelektiv farmakologiai célpont, intracellularis sorsdnak vizsgélata
volt jelatvitel-szelektiv ligandok hatasara.

A kovetkezoO kérdésekre kerestiik a valaszt:

= Hogyan valtozik az AT;R internalizacidja jelatvitel
szelektiv aktivaciot kovetden?

=  Milyen mechanizmus jatszik meghatarozd Szerepet az
elfogult ligand altal aktivalt AT;R korai endoszémakban
vald megjelenésében?

= Tapasztalhato-e kiilonbség a jelatvitel szelektiv mdédon
aktivalt AT;R-ok sejten beliili hosszabb tavii sorsaban,

Osszevetve az Angll stimulalt receptorokkal?



Modszerek
DNS konstrukciok

A sargafluoreszcens fehérjével (eYFP) jelolt p-arresztin2-t
munkacsoportunk korabban készitette el, hasonloan a vad tipusu és a
DRY/AAY mutans AT;R-ok Renilla luciferazzal (Rluc) jelolt
valtozatait is. A DRY/AAY AT;R-ban az Aspl25 és Argl26
aminosavakat alaninnal helyettesitettiik, mely mutaciok G-fehérje
kotésre képtelen AT;R-t eredményeztek.

Az AT R vezikularis transzportjanak vizsgalataihoz YFP-vel
jelolt Rb4, Rab5, Rab7 és Rabll konstrukcidkat készitettiink a
munkacsoportunk altal mar korabban is hasznalt z6ld fluoreszcens
fehérjét (eGFP) tartalmazé konstrukciokbol, a GFP-t kodolod szakasz
YFP-re cserélésével. A PLC31 enzim foszfatidilinozitol 4,5-
biszfoszfatot (PtdIns(4,5)P,) k6td pleckstrin homologia doménjének
(PH-domén) YFP-vel jelolt valtozatat szintén munkacsoportunk altal
korabban lett létrehozva (PLCS1-PH-YFP). A PLCS1-PH-szuper
Renilla luciferaz konstrukcio készitésénél pedig a PLCo1-PH-YFP
plazmid eYFP-t kodold régidja keriilt kicserélésre a szuper Renilla

luciferaz (Sluc) szekvencidjara.

Sejtkultira és transzfekcio

Kisérleteinkhez human embrionalis vesesejteket (HEK 293,
illetve HEK293T) alkalmaztunk. A sejteket 100 1U/ml penicillint,
100 pg/ml streptomycint és 10 % hdinaktivalt FBS-t tartalmazo
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Dulbecco altal modositott médiumban (DMEM) tartottuk fenn 37°C-
on 5% CO, tartalmu termosztatban. A kisérletekhez a sejteket 10 cm-
es edényekben tenyésztettiik, majd a transzfekcid el6tt tripszinezéssel
felszedtiik, ¢és Lipofectamine 2000 reagenssel, Opti-MEM®

médiumban tranziensen transzfektaltuk.

Biolumineszcencia Rezonancia  Energiatranszfer (BRET)
mérések

A BRET technika alapja, hogy egy biolumineszcens
energiadonor szubsztratjanak bontasa soran a felszabaduld energia,
egy részét, megfeleld kozelség esetén (10 nm>), rezonancia Utjan
képes atadni az energiaakceptor molekulanak. A gerjesztett akceptor
molekula ennek hatasara sajat emisszios spektruman fényt bocsat ki.
Kisérleteinkben az egyik vizsgalando fehérjét altalaban az energia
donor Renilla luciferazzal (Rluc), mig a partner molekulat az
energiaakceptor sarga fluoreszcens fehérjével (YFP) jeloltiik meg.

A BRET mérések kivitelezése 24 oéraval a transzfekcié utan
fehér alju 96-lyukt talcadkon tortént. A sejteken 1évé 10% FBS
tartalmi DMEM médiumot a kisérletek eldtt modositott Krebs-
Ringer oldatra cseréltik. A BRET méréseket a Renilla luciferdz
szubsztratjanak, a colenterazin h-nak (5 uM) hozzaadasat kdvetéen
kezdtiik meg Berthold Mithras LB 940, illetve Varioskan Flash
tobbcsatornas  lemezolvasdé  késziilékekkel 37 °C-on. Az
energiaakceptor, illetve az energiadonor emisszidés maximumain, 485
¢s 530 nm-es hullamhosszokon detektaltunk fényintenzitasokat
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melyek hanyadosat, BRET hanyadosnak vagy BRET jelnek
nevezziik. A molekularis kozelség 1étrejottét a hanyados emelkedése
jelzi, mig a tavolsag novekedésével a hanyados csokken. Az adatokat
ugy abrazoltuk, hogy az ingerelt sejtek értékeibol kivontuk a
kontroll, csak vivoanyagott kapott sejteken mért értékeket, illetve a

stimulalas elotti atlagértékeket.

Western blot kisérletek

24 oraval a kisérlet elott HEK 293 sejteket transzfektaltunk
Rluc, AT;R-Rluc vagy DRY/AAY AT;R-Rluc konstrukciokkal,
majd a sejteket 100 nM Angll-vel vagy 10 uM SII-Angll-vel
kezeltik 5 percig 37°C-on. A sejteket SDS mintapufferben
felkapartuk, majd 12%-0s SDS poliakrilamid géleken megfuttattuk,
¢s a fehérjéket polivinilidén-fluorid membranokra atblottoltuk. 1 6rés
blokkolast kdvetden a membranokat 1 orara 1:1000 higitasban
els6dleges antitestekkel (a-foszfo-ERK1/2 és a-total-ERK1/2), majd
pedig HRP-vel Kkonjugaltatott megfeleld6 masodlagos antitestekkel
inkubaltuk 1 6rat szobahémérsékleten. Az antitesteket felerdsitett

kemilumineszcencia modszerrel tettiik lathatova.

Citoplazmatikus Ca®* mérés sejtszuszpenzién

A HEK 293 sejteket Lipofectamine 2000 reagens
segitségével AT;R-Rluc konstrukciokkal transzfektaltuk, majd 24

ora elteltével a sejteket enyhe tripszines kezeléssel mobilizaltuk és



Fura-2/AM tartalmi médiumban 45 percig szobahdmérsékleten
sotétben inkubaltuk. A mérés el6tt a sejteket lecentrifugaltuk és Fura-
2/AM mentes médiumban reszuszpendaltuk, majd PTI Deltascan
spectrofluorometer segitségével 340, illetve 380 nm-en torténd
excitaciot kovetéen 505 nm-en detektaltunk emissziot. Az emittalt
fénysugarak intenzitasanak hanyadosabdl kovetkeztettiink a minta

intracellularis Ca®* koncentracioja.

Konfokalis mikroszkdpia

A laborunk altal korabban 1étrehozott GFP-vel jelolt AT;R-t
stabilan kifejez6 HEK 293 sejteket kiilonbozé All-vel, illetve
TRV120027-el stimulaltuk, mik6zben a receptor lokalizaciojat Zeiss
LSM 710 konfokalis Iézer mikroszkdp segitségével kovettiik
nyomon. A GFP fluorofort 488 nm hullamhosszii argon lézerrel
gerjesztettik. A konfokalis felvételek elemzését ZEN, illetve
MetaMorph szoftverek segitségével végeztiik el.

Adatok elemzése, statisztikai analizis

Az adatok elemzéséhez és az abrak készitéséhez a GraphPad
Prism 4.03 valamint a Sigmaplot 10.0 programot hasznaltuk.
Statisztikai modszerként egy-, illetve kétszempontos
varianciaanalizist (ANOVA), majd Bonferroni, vagy Tukey post hoc
tesztet alkalmaztunk. A 0,05-nél kisebb p értéket tekintettik

szignifikansnak.



Eredmények

Az AT;R agonista indukalt endocitézisinak nyomon kévetése
BRET modszerrel

Els6é kisérleteinkben citoplazmatikus Ca®* méréssel, illetve
az ERK1/2 foszforilacidjdnak nyomon kovetésével ellendriztik a
Renilla luciferazzal (Rluc) jelolt AT;R-ek muiikodoképességét. Ezt
kovetéen az AT;R korai endoszéméakban vald megjelenését
vizsgaltuk meg BRET modszerrel. Kisérleteinkben Rluc-al jelolt
AT,R ¢és a YFP-vel jelolt Rab5 fehérje kozotti energiatranszfer
1étrejottét kovettilk nyomon. Azt tapasztaltuk, hogy Angll ingerlés
hatasara a vad tipustt AT;R-hoz képest gyorsabban jelent meg a G-
fehérje kotésére képtelen DRY/AAY jelatvitel-szelektiv mutans
AT;R a Rab5-tartalmi korai endoszomakban. Ezt kovetden
megvizsgaltunk néhany szintén [-arresztin jelatvitelre szelektiv
Angll analdgot, [Sar',11e®]-Angll (SI-Angll), [Sar',1le* 11e®]-Angll
(SH-Angll), TRV120023 (TRV3), TRV120027 (TRV7). Ezen
ligandok hatdsara is hasonlo jelenséget tapasztaltunk, az AT;R
gyorsabb korai endoszomakban valé megjelenését, Osszevetve az
Angll ingerlésnél tapasztaltakkal. A vizsgalt jelatvitel-szelektiv
ligandokhoz  hasonléan alacsonyabb affinitassal rendelkez6
angiotenzin IV (AnglV), mely mind a G-fehérje-fiiggd, mind pedig a
G-fehérje-fiiggetlen jelpalyakat képes aktivalni, az Angll-nél

latottakhoz hasonl¢ internalizacios kinetikat eredményezett.



A jelatvitel szelektiven aktivalt AT R eltéré internalizaciéjanak
jellemzése

A kovetkezokben  konfokalis  mikroszkopiaval s
bizonyitottuk, hogy a jelatvitel-szelektiven aktivalt AT;R Korai
internalizdcidja felgyorsult, melyhez a munkacsoportunk 4altal
korabban létrehozott GFP-vel jelolt AT;R-t stabilan kifejez6 HEK
293 sejteket hasznaltuk.

A kiilonb6zé  endocitotikus  utvonalak  szerepének
vizsgalatdhoz 300 mM szachardzzal gatoltuk a klatrinmedialt
endocitozist, mig filipinnel a kaveolamedialt Gtvonalat. Szachardz
elokezelés gatolta mind az Angll, mind pedig a SlI-Angll hatasara
1étrej6vo internalizaciot, mig a filippin elékezelés nem befolyasolta a
ligandok hatasara megfigyelhet6 internalizacios kiillonbséget. Szintén
nem befolyésolta a korai internalizaciot a Ca®* jel gatlasa BAPTA
el6kezeléssel.

A B-arresztin2-kotés vizsgalatakor ugyanakkor azt talaltuk,
hogy jelatvitel-szelektiv aktivaciot kovetden kisebb mértékli a f-
arresztin2-kotés eréssége, az Angll altal kivaltotthoz képest.
Hasonloan kisebb mértékii -arresztin2-kotést tapasztaltunk AnglVv
alkalmazasa esetén is. Dozis-hatdas  gorbék  készitésével
meggydzddtiink tovabba arrdl is, hogy a tapasztalt eltérések, nem a

szubmaximalis ligand koncentracioknak kdszonhetok.



erers

szerepe az AT.R teljes agonista és funkcionalisan szelektiv
agonista indukalt internalizaciojaban

A plazmamembranban talalhaté PtdIns(4,5)P, szerepét is
megvizsgaltuk az AT;R korai internalizicidjara. Elsé korben
meggy0zOdtilk rola, hogy a P-arresztin jelatvitelre szelektiv
ligandjaink (SI-Angl, SlI-Angll, TRV3 és TRV7), valoban nem
hoznak létre G-fehérje aktivaciot és igy PtdIns(4,5)P, bontast.

Kis dozist wortmaninnal géatolva a foszfatidilinozitol 3 -
kindzokat nem tapasztaltunk valtozast a korai internalizicioban,
azonban a foszfatidilinozitol 4-kinazok (P14K) gatlasaval az Angll-
re, illetve AnglV-re 1étrejove internalizacio teljesen gatlodott, mig a
TRV3-ra létrejovo egyaltalan nem valtozott. Az Al gatloszerrel ezt
kovetden meggatoltuk a PI4KA, mig a PIK93 vegyiilettel a PIKB
izoformakat. A PI4KA izoforma gatlasaval teljesen megsziint az
ATR korai endoszomakban valé megjelenése Angll, AnglV
hatasara, azonban TRV3 ingerlésnél nem tapasztaltunk valtozast.

A PtdIns(4,5)P, szintézisét kovetéen a PtdIns(4,5)P,
bontasanak szerepét is megvizsgaltuk. Dominans negativ  GRK?2
konstrukcié kifejeztetésével meggatoltuk az Angll-re 1étrejove Gg-
fehérje aktivaciot és igy a PtdIns(4,5)P, bontast, melynek hatasara
az Angll-re 1étrejové korai internalizaci6é felgyorsult, mig TRV3
alkalmazasakor nem valtozott.

Ezt kovetéen mas GFKR hatasara 1étrejové PtdIns(4,5)P;

bontds szerepét elemeztiik. ol-adrenerg receptor elozetes
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ingerlésének hatdsdra az AT;R korai internalizacidja lelassult, mind

Angll, mind pedig TRV3 hatasara.

Az AT;R sejten beliili tovabbi sorsinak nyomon kévetése Rab
kis G-fehérjék segitségével

Utols6 célkitlizésként az AT;R Rab4 tartalmi korai
reciklizald endoszomakban, Rab7 tartalmi késéi endoszomakban és
lizoszOmakban, valamint Rabll tartalmt kés6i reciklizalod
endoszomakban vald megjelenését vizsgaltuk. Mindegyik vizsgalt
kompartmentben korabban jelent meg az AT;R jelatvitel szelektiv
aktivaciot kovetden, mint Angll ingerlés hatasara. A Rab7 tartalmu
lizoszomakban kevéssé, mig a Rabl1 tartalmuakban az Angll-nél
tapasztaltakhoz képest gyorsabban és nagyobb mértékben jelent meg
a receptor mind jelatvitel-szelektiv aktivaciot kdvetden, mind pedig
AnglV hatasara.

Utolso kisérleteinkkel pedig megallapitottuk, hogy a BAPTA
elékezeléssel végzett Ca** kelacié nincs hatassal az AT;R hosszii

tava sejten beliili sorsara.
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Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan a kovetkez6 kovetkeztetések vonhatok le:

Az AT;R korabban jelenik meg a Rab5 tartalmi korai
endoszomakban B-arresztin jelatvitel szelektiv aktivaciot kovetden,
mint Angll stimulus hatasara.

A megvaltozott korai internalizdci6 nem kiilénb6zd
endocitotikus utvonalakon keresztiil jon létre, valamint sem az eltérd
B-arresztin kotés erésség, sem pedig a Ca®* jel hidnya nem jatszik
szerepet a folyamatban. A G-fehérje aktivacid kovetkeztében
létrejove  PtdIns(4,5)P, bontas, majd pedig reszintézis Vviszont
meghatarozd az Angll altal kivaltott lassabb internalizacioban.
Ezaltal feltételezhetjiik, hogy a G-fehérje aktivacio- és PtdIns(4,5)P;
deplécio hianya tehet6 feleldssé a gyorsabb korai internalizacioért, -
arresztin jelatvitel elfogult ligandok esetén.

Tovabba az AT;R Rab4, Rab7, illetve Rabll tartalmu
endoszomakban valdé megjelenése is eltéré funkcionalisan szelektiv
aktivaciot kovetden. A receptor korabban jelenik meg ezen
fehérjékkel jelzett kompartmentekben, elfogult ligand altali aktivacid
esetén, mint a nem szelektiv Angll vagy pedig AnglV
alkalmazasakor. A receptor kés6i intracellularis sorsat nem
befolyasolja a Ca®* jel hianya, azonban a B-arresztin kotés eréssége

jol korrelal a folyamattal.
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