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Bevezetés

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GFKR)
alkotjdk a plazmamembran receptorok legnépesebb
csaladjat. Szerepik van szdmos kémiai (mint példaul
neurotranszmitterek, hormonok, parakrin felszabaduld
molekulak) és fizikai inger sejten beluli hatasainak
kozvetitésében. Ezen fehérjék kiemelkedd orvosbiologia
jelentdséget jol mutatja az a tény, hogy a ma felirt
gyogyszerek korllbelil 1/3-a  rendelkezik GFKR
tamadasponttal.

A GFKR-ek jellket intracellularis effektorok
aktivalasaval kozvetitik. A tobb szaz lehetséges
kolcsonhatd feherje kozll a heterotrimer G-fehérjék
mellett a B-arresztinek birnak kitiintetett szereppel. A B-
arresztinek kotése az agonista-aktivalt receptorhoz egy
kétlépcsds folyamat. El6szor a receptor a G-fehérjéhez
kapcsolt receptor kinazok (GRK-k) altal foszforilalt C-
terminalishoz kapcsolddnak, majd az aktiv allapotu
receptor transzmembran  hélixei  altal  kialakitott
kotohelyhez. A kialakult kotés tranziens (A-osztalyd, csak
a plazmamembran mentén torténd). vagy stabil (B-

osztalyd, endoszoméban is fennmaradd) lehet A p-
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arresztinek szamos modon befolyasolhatjak a receptor
funkcidjat. Gatolhatjdk a receptor tovabbi G-fehérje
kotddését, azaz eldsegitik a receptor deszenzitizacidjat, de
fontos szerepuk van a plazmamembranban megtalalhato
receptorok szamanak szabalyozasdban a receptor
endocitézisanak kivaltasan keresztil. Mindkét emlitett
mechanizmus hozzajarul az ismételt gyogyszeradas esetén
fellépd csokkent gyogyszerhatashoz a GFKR aktivitast
célzé terapias eljarasokban. Raadasul nemcsak a GFKR-
r6l induld jel leallitdsaban szerepelhetnek, hanem a
kialakult jelet minéségileg is modosithatjak, igy effektor
fehérje szereppel is birnak a jelatvitelben. Erre a legjobban
ismert példa a mitogén aktivalt protein kinazok (MAPK)
aktivitasanak p-arresztin-fliggé szabalyozasa. A J-
arresztinekrdl eddig ugy gondoltdk, hogy alapvetéen az
agonista-aktivalt receptorok homoldg szabalyozasaban
szerepelnek, mig a heterolég, mas receptorrél induld
szabalyozasi folyamatok (példaul heterolég receptor
foszforilacid6  hatdsara  1étrejové  deszenzitizacid)
fliggetlenek a B-arresztinektol.

Méra mér elfogadott tény, a GFKR-ek nemcsak
egyetlen aktiv és inaktiv konformacioval rendelkezhetnek,
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hanem szamos, tulajdonsagaikban eltérd térszerkezetet is
felvehetnek. Mivel egyes GFKR ligandumok (Un.
jelatvitel-szelektiv agonistak) kepesek lehetnek a receptor
bizonyos effektorokat aktivalnak, igy Ilehetdség
teremt6dott  jelatvitel-specifikus  terapias  stratégidk
kidolgozasara, melyek kozil szamos jelenleg is klinikai
vizsgalatok alatt allnak.

A GFKR-ek jelatvitelét 6sszetett mechanizmusok
szabalyozzak. Ismert, hogy a GFKR-ek magasabb rendii
szervezOdésekbe (dimerekbe vagy oligomerekbe) is
tomoriilhetnek, mely komplexek alapvetden
befolyasolhatjdk az egyes protomerek miikddését. A
dimeren belili allosztérikus kdlcsénhatas szabalyozhatja a
képessegét is. Megjegyzend6, hogy a dimerizacio
kutatasat nagymértékben megneheziti, hogy a jelenleg
rendelkezésre all6 moddszerek nagyrésze korlatozott
megbizhatosagu, ezért a receptor dimerizacio jelensége
vitak targyat is képezi. Egyre tobb adata utal arra azonban,
hogy a GFKR dimerek részt vesznek az élettani
folyamatok finomszabalyozasaban, tovabba a receptor
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dimerek megvaltozott miikodését feltételezik szamos
betegség hatterében. Behataroltak ismereteink azonban
arrol, hogy a dimerizacio milyen hatassal van a f-
arresztinek aktivaciojara, tovabba keveset tudunk arrol is,
hogy bizonyos hatéanyagok, mint példaul a jelatvitel-
szelektiv ligandumok milyen maodon befolyésoljak a

receptor dimerek miitkodését.



Célkitiizés

Ph.D. munkam soran az ATy angiotenzin és mas

receptorok kozotti kdlcsonhatdsok szerepét kutattam a B-

arresztin kotés szabalyozasaban.

Vizsgalataim elso felében a kérdéseink az alabbiak voltak:

igazolhaté-e az AT angiotenzin receptor (AT1R)-
B2 adrenerg receptor (B2AR) heterodimer Iétezése
a munkacsoport altal kifejlesztett megbizhatobb
metodikai maodszerrel;

mi a szerepe az AT1R-B2AR heterodimerizacionak
a B-arresztin kotésben;

mi a hatdsa a jelatvitel-szelektiv ATiR
aktivacionak az  ATiR-B2AR  heterodimer

mukodésére?

Munkam masodik részében az alabbi kérdésekre kerestik

a valaszt:

képes-e az AT1R heterolog foszforilaciot kovetden
B-arresztin kotésre;

amennyiben az AT1R k&t heterolog utvonalon f-
arresztint, kalonbozik-e a [-arresztin

konformécidja és funkcidja?



Modszerek
Sejtkultdra és transzfekcio

HEK 293T és COS-7 sejtvonalak kultarait 100
IU/ml penicillinnel, 100 pg/ml sztreptomicinnel és 10%
fotalis borjuszéerummal kiegészitett DMEM médiumban
tartottuk fent 37 °C-on 5% COo-tartalom mellett. A
kisérletekhez a sejteket OptiMEM  médiumban
Lipofectamine 2000 hasznélataval transzfektaltuk a gyartd
instrukcidinak megfelelden. A méréseket 24 (HEK 293T
sejtek) ill. 48 ora (COS-7 sejtek) elteltével végeztiik el.

Biolumineszcencia rezonancia  energiatranszfer
(BRET) mérések

A fluoreszcens fehérje  expresszidjara a
fluoreszcencia (510 nm-es excitacio mellett 535 nm-en
mért emisszid) mértékébol kovetkeztettink. A BRET
kdvetéséhez mértik a donor és az akceptor emisszids
maximuman a fényintenzitast 530 és 480 nm-es filterek
segitségével a luciferaz szubsztrat cdlenterazin h (5 uM)
adésa utan, a BRET titracids kisérletek és a mutans donor-
jelolt  konstrukcidok expressziojanak vizsgélata soran

meghataroztuk a teljes lumineszcenciat is filter hasznalata
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nélkul, a fluoreszcencia és lumineszcencia eértekeket
Thermo Scientific Varioskan Flash multimode plate
reader mertik. Minden kisérletet duplikdtumban vagy
triplikatumban vegeztink el. ABRET kovetésére a BRET
hanyadost képeztuk (Issonm/lsgonm), @ ABRET jel a BRET
hanyados stimulus hatasara létrejové valtozasat jelzi a
vivoanyaggal kezelt sejtekben mért jelhez képest.

Az Rluc8-p-arresztin2-FIAsH szenzorok
intramolekuléris BRET jelének kdvetéséhez a sejteket 500
nM FIAsH-EDT.-vel jel6ltuk 12,5 uM etan-ditiol (EDT)
s 0,1% DMSO jelenlétében modositott Ringer oldatban 1
oraig szobahdn. A felesleges ¢€s aspecifikusan kotddo
FIAsH festéket 250 uM EDT tartalmu oldattal tavolitottuk
el. Ezutan ugyanazt a mérési protokollt kovettiik, mint az

intermolekularis BRET kisérletek esetében.

Konfokalis mikroszkopia és képanalizis

A plazmamembran mentén talalhatd B-arresztin
klaszterek életidejének meghatarozasahoz iddsorozatos
felvételeket  keészitettink a  sejtek aljarol 10
méasodpercenként 190 masodpercig Zeiss LSM 710
konfokalis lézer pasztazd mikroszkoppal 63x objektiv
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hasznalataval 37 °C-on. A felvételek analiziséhez ImageJ
szoftvert, majd gépi tanulasi modszert (machine learning)
hasznaltunk a 10. képen talalhatd arresztin pottyok
kovetésére korabbi és késoébbi felvételeken. A modszerrel
a kiillonbozo felvételek kozotti pdttymozgéasokat, illetve
megjelenést, vagy eltlinést tudunk vizsgalni. A pottyoket
életidejlk alapjan két alcsoportba osztottuk.

A B-arresztin kotes osztalytipusanak
meghatarozasahoz a felvételeket a sejtek kdzepének
keresztmetszetérol készitettiik stimulalas utan 20-40

perccel 37 °C-on.

Koprecipitacios kisérletek

A sejteket NES-BirA (biotin ligaz), B-arresztin2-
Cerulean és/vagy AT:R-YFP-BAP (BAP: biotin akceptor
peptid) konstrukcidkkal transzfektaltuk. 24 éra elteltével
150 puM biotint adtunk hozzajuk 20-24 6raig, hogy az
AT1R-YFP-BAP jelentés mértékben biotinilalodhasson.
Ezuttn a médiumot szérum- és biotinmentes, 1%
borjuszérum albumint és antibiotikumot tartalmazo
DMEM médiumra cseréltiik 2-4 éraig, majd a sejteket 20
percig stimuldltuk 37 °C-on. A reakcidkat jégre
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helyezéssel és jéghideg foszfat pufferelt sdoldattal (PBS),
majd a mintakat lizaltuk. A biotin-jelolt fehérjéket a
lizatumbdl NeutrAvidin agaréz rezinnel huztuk le. A
fluoreszcensen jel6lt fehérjék mennyiséget a YFP és
Cerulean fluoreszcencia mérésevel hataroztuk meg.
Fluoreszcens felvételeket is készitettink a NeutrAvidin
gyongyokrol konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkoppal 20x

objektiv hasznalataval.

Western blot

A sejteket SDS mintapufferben felkapartuk, a
mintdkat roviden szonikaltuk, féztiik 15 percig 95 °C-on,
4 °C-on 20800 g-vel 10 percig centrifugaltuk. A feltluszot
SDS poliakrilamid gélelektroforézissel megfuttattuk,
majd polivinilidén-fluorid membranokra blottoltuk at. A
membranokat 5% zsirszegény tejport és 0,05% Tween 20-
at tartalmaz6 PBS-ben (PBST) 1 o6raig szobah6n
blokkoltuk, majd az els6dleges antitesttel (egér anti-
foszfo-p44/42 MAPK vagy nyul anti-p44/42 MAPK 5%
tejport tartalmaz6 PBST-ben 1:1000-ben higitva)
inkubaltuk 4 °C-on egész éjszakan keresztil. A
membranokat haromszor mostuk PBST-vel 10 percig,

9



tormaperoxidaz-kapcsolt masodlagos antitesttel (kecske
anti-egér vagy kecske anti-nydl, 5% tejport tartalmazé
PBST oldatban 1:5000-ben higitva) 1 o6raig szobahén
inkubaltuk, majd mostuk Ujra hdromszor. Az antitesteket
kemilumineszcencia segitségével tettik lathatovad. Az
antitesteket a membranrdl guanidin HCl-alapu oldat
segitségével tavolitottuk el az ismételt elsddleges antitest

kezelés elott.

Statisztikai analizis

GraphPad Prism szoftvert alkalmaztunk a gérbék
létrenhozasahoz, a statisztikai analizishez és a
gorbeillesztéshez. A kisérletek értékeléséhez péaros
kétmintés t-probat, egymintés t-prébat, Bonferroni post-
hoc teszttel tamogatott hagyomanyos vagy ismételt
méréses egyszempontos varianciaanalizist, kovariancia
analizist vagy Bonferroni post-hoc teszttel tdmogatott

kétszempontos varianciaanalizist alkalmaztunk.
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Eredmények
Az AT1R és a B2AR kozotti kdlcsonhatasok vizsgalata
Korabbi irodalmi adatok szerint az AT
angiotenzin és a [z adrenerg receptorok képesek
egymassal fizikai  kolcsonhatast  kialakitani, ami
befolyasolhatja a két receptor funkcidjat. Kisérleteinkben
el6szor igazolni kivantuk a heterodimer létezését, ehhez a
munkacsoport altal kifejlesztett, a dimerizacié megbizhatd
Kimutatdsadra alkalmas modositott kvantitative BRET
vizsgalatot alkalmaztuk. Ezutdn megvizsgaltuk, hogy a
heterodimerizacid befolyasolja-e a dimer alegységek -
arresztin kotési képességét egy BRET alapu Kisérleti
felallds segitségével. A sejtekben donor (Sluc)-jeldlt
B2AR-t, akceptor (Venus)-jelolt B-arresztin2-t és jeldletlen
ATi1R-t koexpresszaltattunk. Igy képesek voltunk
szelektiven kovetni a P2AR P-arresztin2 kotését, és
megfigyelni az AT:R stimulacié hatasat a P2AR-B-
arresztin2 interakciora. Az ATiR agonista angiotenzin 11
(Angll) 6nmagaban csak egy kis mértékiit BRET hanyados
emelkedést hozott létre, mig meglepd modon a két
receptor szimultan aktivéacidja potencirozta a f2AR és a -

arresztin2 kozotti asszociaciot HEK 293T és COS-7
11



sejtekben is. Erdekes médon a B2AR aktivacioja nem
befolyasolta szignifikansan az AT1R B-arresztin2 kotését,
ami a dimer aszimmetrikus szabalyozasat mutatja.
Gatldszerek és jelatviteltkben karosodott
receptormutansok alkalmazasaval kimutattuk, hogy a G-
fehérje ill. a B-arresztin kotés nem feltételei a megfigyelt
potenciroz6 hatdsnak, azonban annak nagysagat
meghatarozta az ATiR expressziojanak mertéke. Ezen
eredmények a dimerizacio oki szerepe mellett szdlnak.
Megvizsgaltuk, hogy az AT:iR aktivitasat kiilonb6z6
modon  befolyasol6 ligandumok miként hatnak a
heterodimer miikodésére. Ha izoproterenol (ISO) mellett
jelatvitel-szelektiv AT:R agonista TRV120023-mal is
stimulaltunk, az Angll hatashoz hasonléan emelkedett
B2AR-B-arresztin2 kotést tapasztaltunk, ezzel szemben a
hagyoményos AT:R inverz agonista kandezartannal
torténd kezelés nem volt hatassal. Hogy pontosabb képet
kaphassunk a fokozott B-arresztin2 kotés hattérében alld
mechanizmusrél, megmértik a plazmamembran f-
arresztin2 klaszterek életidejét konfokalis mikroszkopia
segitségével. Angll és ISO kostimulaci6 hatasara

szignifikdnsan megndtt a  B-arresztin2  klaszterek
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élettartama az 6nallo ISO kezeléshez képest, amibél arra
kovetkeztethettlink, hogy a heterodimerizacié miatt
megemelkedett P2AR-B-arresztin2 kotés a két fehérje
kozotti stabilabb interakcid kdvetkezmeénye.
Megvizsgaltuk, hogy a heterodimerizacio befolyasolja-e a
B2AR aktivacié hatdsara kialakuld6 cAMP jelet. 1SO és
Angll  vagy TRV120023 kostimulacido  hatasara
elnyujtottabb cCAMP jelet tapasztaltunk, mutatva, hogy az
AT:R aktivacio a B2AR-t nemcsak f-arresztin kotesében,
hanem cAMP szignalizéacidjaban is befolyasolja.

Az inaktiv ATiR heterolég, p-arresztinen keresztili
szabalyozasanak vizsgélata

Habar az Altalanos elképzelés szerint az aktiv
receptor allapot a P-arresztin kotés elengedhetetlen
feltétele, azt feltételeztiik, hogy a B-arresztinek akar az
inaktiv receptorokhoz is képesek lehetnek kapcsolodni, ha
a receptor a C-termindlisan megfelelé helyen
foszforilalodik. A GRK-k elsésorban az aktiv receptorokat
foszforilaljak, ezzel szemben mas kindzok, mint peldaul a
protein kindz C (PKC), a receptort annak aktivaltsagatol
fuggetlenul képesek foszforilalni. Mivel az AT1R esetében
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a PKC és a GRK foszforilacios helyek atfednek
egymassal, megvizsgaltuk, hogy a PKC foszforilacio
eloidéz-e  ATiR-B-arresztin interakciot a receptor
stimulaciojanak  hianyaban is. Ennek megfeleléen
specifikus PKC-aktivator forbol-észter (PMA) hatdsara
koprecipitalni  tudtuk NeutrAvidin gyongyokkel a
biotinilalt ~ AT:R-YFP-BAP  fehérjét  B-arresztin2-
Ceruleannal. A heterolog B-arresztin2 kotést valos idoben
is vizsgaltuk Rluc8-jelolt ATiR és PB-arresztin2-Venus
kozotti BRET mérésékkel, mely kotés Kkinetikajaban
lassabbnak mutatkozott az Angll altal kivaltotthoz képest.
Hasonl6 hatast tapasztaltunk, ha a PKC aktivaciot oua
adrenerg (a1aAR) vagy epidermalis ndvekedési faktor
receptor stimulaciojaval valtottuk ki. A PKC szerepét a
folyamatban gatloszerek (GF109203X vagy staurosporin)
alkalmazasaval bizonyitottuk, mig a heterolog p-
arresztin2 kotesnek az AT1R konstitutiv aktivitasatdl valo
fuggését inverz agonista (kandezartan) el6kezeléssel
zartuk  ki. BRET és konfokalis mikroszkopos
méréseinkben mutansok alkalmazésanak segitségevel azt
talaltuk, hogy mind a receptor C-terminalis S-T klasztere
(T332, S335, T336, S338), mind a P-arresztin2 N-
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doménjének két konzervalt lizinje (K10,11) sziikséges a
receptor stabil [B-arresztin kotéséhez. Ezen régiok
kdzvetlenll kapcsolodnak egymassal, mely kapcsolatot
elneveztink  stabilitasi ~ kapcsolonak.  Ugyanezen
mérésekben azt tapasztaltuk, hogy a PMA-indukalt
heterolog B-arresztin2 kotés az Angll altal kivaltotthoz
hasonléan B-osztalyu, viszont teljes mértékben fugg a
stabilitasi kapcsold kialakulasan, mivel ezen régiok
elmutalasa megsziintette a PMA hatést. Vizsgaltuk a -
arresztin2 konformaciodjat is intramolekularis -arresztin2
FIAsH BRET bioszenzorok segitsegével. Azt talaltuk,
hogy PMA hatasra a B-arresztin2 eltér6 konformacidban
¢s kiillonb6z6 dinamikaval kotodik az AT1R-hez Angll ill.
PMA hatasra. Tovabba a stabilitasi kapcsold elemeinek
elmutalasa esetén a f-arresztin megint mas konformaciot
vett fel, igy legalabb 3 aktiv B-arresztin2 konformaciot
kalonboztethettink meg. A B-arresztinek szerepelnek az
ATiR sejten bellli sorsanak szabalyozédsaban. Ennek
kovetésére BRET méréeseket vegeztink Rluc8-jeldlt AT:R
és Venus-jelolt intracellularis vezikula markerek (Rab4,
Rab5, Rab7, Rabll) kozott. Angll és PMA kezelés
hatasara is BRET jel ndvekedést kaptunk mind a négy Rab
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konstrukcié  esetében, ami a receptornak a
plazmamembranrél intracellularis vezikulakba torténd
redisztribdciojat mutatja, azonban PMA stimulacio utan a
receptor degradacios (Rab7) utvonalon valo megjelenése
elmaradt. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a
heterolog modon  aktivalt  P-arresztin2  eltérden
szabalyozza a receptor sejten belili sorsat. Ismert, hogy az
aktivalt p-arresztinek képesek lehetnek receptor-f3-
arresztin-MAPK komplexek formalodasanak kivaltasara.
Megvizsgaltuk, hogy az inaktiv receptorhoz kotédo [-
arresztin is rendelkezik-e ezzel a tulajdonsaggal. Ennek
vizsgalatdhoz BRET-alapu Kisérleti felallast dolgoztunk
ki, melyben energiatranszfert mértink AT:R-Rluc8 és
Venus-MEK1 vagy ERK2-Venus kdzott overexpresszalt
B-arresztin2 jelenlétében. PMA hatasra szignifikans
mértékiit BRET jel emelkedést kaptunk, ami Kisebb volt az
Angll esetében tapasztaltnal, de ardnyos volt az AT:R-f3-
arresztin2  kotés mértékével. Hasonl6 eredményeket
figyeltiink meg, ha a PKC aktivaciét aiaAR stimulécidval
hoztuk létre. Ezen eredmenyek felvetik annak lehet6ségét,

hogy nemcsak az aktiv receptorok vehetnek részt a
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jelatviteli folyamatokban, hanem az inaktiv receptorok is
hozzajarulhatnak jelatviteli komplexek kialakulaséhoz.

Kdvetkeztetések
Megbizhatobb  kvantitativn. = BRET  mddszer

segitségével megerdsitettiik, hogy a B2 adrenerg receptor
és az AT, angiotenzin receptor heterodimereket képez.
Részletesen vizsgaltuk a B2AR-AT:R heterodimerizacio
funkcionalis jelentdségét. Kimutattuk, hogy a B2AR pB-
arresztin - kOtését potencirozza az AT:iR egylttes
aktivacidja. Megallapitottuk, hogy az interakcio
novekedésének hatterében a PoAR-B-arresztin  kotés
stabilitasanak emelkedése szerepel. Kimutattuk, hogy a
konvencionalis AT: receptor antagonistakhoz képest a
jelatvitel-szelektiv AT: receptor agonistak eltéré modon
befolyasoljak a . adrenerg-AT: angiotenzin receptor
heterodimer miikodését.

Kimutattuk, hogy az AT:R ligandumkotéstl és a
receptor aktiv konformaéciojatol fuggetlendl is képes B-
arresztin2 kotésre PKC  aktivicid  hatéséra.
Megallapitottuk, hogy az inaktiv AT1R-B-arresztin2 kotes
szerkezeti alapja a stabilitasi kapcsold struktdra, amely a

receptor C-terminalis foszforilalt szerin-treonin klaszterei
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és a B-arresztin2 N-doménjének konzervalt lizinjei kozott
kialakulé kapcsolat. Kimutattuk, hogy a stabilitasi
kapcsolo az AT:R-B-arresztin2 interakcio stabilizalasa
kialakitasaban is.

Megallapitottuk, hogy az agonista-aktivalt
dinamikus konformaciohoz képest a B-arresztin2 eltéro,
statikus konforméacioban kapcsolodik a PKC-foszforilalt
AT1iR-hez.

A PKC-foszforilalt AT1R-hez kotott B-arresztin2 kivaltja
a receptor endocitozisat, viszont a sejten bellli sorsat a
homoldg utvonalhoz képest masképpen befolyasolja.
Emellett kimutattuk, hogy a heterolog mddon aktivalt -
arresztin2 kivaltja ATiR-B-arresztin2-MAPK jelatviteli
komplexek képzodését, ami felveti az ATiR lehetséges
vazfehérje szerepét mas receptorokrdl induld jelatviteli

utak szabalyozasaban.
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